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ZAKLADY BAKTERIALNI
GENETIKY

Zdroj rozmanitosti mikrorganismu

Razné sekvence nukleotid v DNA kéduji rGizné
proteiny
RGzné proteiny vedou k rliznym organismim s rznymi
vlastnostmi
Exprese genetické informace je regulovana, takze
jednotlivé geny jsou funkéni v zavislosti na podminkach
prostredi

UloZeni genetické informace

Chromozomy
Plasmidy

Plasmidy

MnoZi se nezdvisle na chromozomech
Pouze intracelularniforma
Obvykle kruhové, ale i linearni
Vétsina bakterii obsahuje jeden nebo dva stejné plasmidy (low-
copy plasmid), nékteré vice nez 100 (high-copy plasmid)
Velikost od nékolika gent az po nékolik set
Obvykle méné nez 5% velikosti chromozomu
Nékteré bakterie mohou obsahovat nékolik rdznych plasmid
Geneticky razné
Nekompatibilni skupiny
Episomy
Plasmidy, které se mohou integrovat do chromozomu

Plasmidy

Plasmidy nesou geny nutné k vlastni replikaci
Vlastnosti kddované plasmidy jsou pro bakterie uZitecné, ale ne
nezbytné (rezistence k antibiotikim, tvorba antibiotik, tvorba
tumord u rostlin, metabolické schopnosti, fixace dusiku atd.)
Vétsina plasmidd se mnozi pouze v jednom druhu
Konjugativni plasmid

Nese viechny informace nutné k pfenosu konjugaci
Nekonjugativni plasmid

Nema tyto informace, ale muze byt pfenesen konjugaci, pokud stejna
burika obsahuje také konjugativni plasmid

Zakladni pojmy

Genotyp

Celkova geneticka konstituce organismu

Kompletni sekvence chromosomu((i) a plasmidu(l)
Genom

Geneticka informace obsaZzena v DNA genotypu
Fenotyp

Charakteristiky projevované organismem v daném prostiedi
Zména genotypu muzZe vést ke zméné fenotypu
Zmény genotypu jsou vzacné, zahrnuji zménu v
sekvenci nukleotidd DNA, stabilni
Zmény fenotypu jsou bézné a snadno reverzibilni
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Modifikace genti - mutace

Dédi¢na zména nukleotidové sekvence v genomu
organismu

Mutace muze nastat

Zaménou jednoho nukleotidu druhym (bodova)

Zména pozice vodikového atomu v bazi (tautomerni posun) zpGsobi
zménu vazebnych vlastnosti

Odstranénim nebo pfidanim nukleotidu
Posun ¢teciho ramce
Zména koddn( a aminokyselin
Mozné i delece a inzerce stovek a tisict part bazi
Translokaci (pfesun sekvence)
Inverzi (obraceni sekvence)

Mutant

Ucebnice Madigan a kol., obr. 11.6, str. 288

Dusledky bodové mutace

Ucebnice Madigan a kol., obr. 11.7, str. 289

Delece a inserce

Mutageneze

Proces vytvareni mutaci
Frekvence 10- 1012
Mutageny
Cinidla zvy3ujici frekvenci mutaci 10 az 1000x
Chemicka €inidla
Transpozony (mobilni elementy)
Radiace
Mutace

Spontanni
Vliv zaFeni, kyslikovych radikald
Chyby pfi replikaci
Indukované

Chemické mutageny

Zména tvorby vodikovych vazeb
HNO, (deaminace A a C)
Alkylacni ¢inidla
Pridavaji alkylovou skupinu k bazi a méni tim jeji schopnost tvorit vodikové vazby
Analoga bazi

Podobaji se chemickou strukturou pfirozenym bazim a mohou byt za¢lenény do
DNA

Tvofi jinak vodikové vazby a zvySuje se tak moznost nespravného parovani pfi
nasledné syntéze komplementarniho fetézce
Interkalacni ¢inidla

Molekuly s tfemi benzenovymi jadry, které se vlozi mezi baze obou vldken a
oddali tak prilehlé baze

Pri replikaci pak dojde k vloZeni dalSich bazi do volného mista vedouciho k pridani
bazi

Mobilni elementy

Specialni segmenty DNA, které se mohou pfemistovat z
jednoho mista na druhé ve stejné nebo jiné molekule
DNA

Vkladaji se do genl a narusuji jejich funkci s
Inzercni sekvence e

" - ’ B "
Obrécend repetice (palindrom) m
) taset,

Pouze gen nutny pro premisténi

e
Transposasa
Transpozony

Obsahuje dalsi geny
Transpozice (premisténi)
Mistné specificka rekombinace

Transposasa rozpoznava palindromové sekvence a cilovou
sekvenci
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Ultrafialové zareni

Zpusobuje dimerizaci sousednich pyrimidinovych bazi
na stejném vldknu DNA

DNA vldkno je zdeformovano, nemiZe se pfizpUsobit
dvousroubovici a DNA je poskozena

Zvysuje se pravdépodobnost, Ze polymerasa udéla chybu
Hlavni mutagenni ucinek vSak plyne ze snahy o
opravu poskozeni SOS systémem

Oprava poskozené DNA

SOS systém

Indukovatelny enzymovy systém DNA replikace, ktery obejde
poskozené misto

Rada chyb a proto dal$i mutace
Fotoreaktivace

Viditelné svétlo indukuje enzym, ktery prerusi kovalentni
vazbu thymind

Obnova vytiznutim

Vyfiznuti poskozené DNA z jednoho fetézce a syntéza
komplementdrniho fetézce

Dalsi mechanismy opravy

Frekvence mutaci

Pravdépodobnost, Ze pfi déleni buriky v daném genu
nastane mutace

104 a7 1012 na jedno déleni buriky
Jednotlivé geny mutuji nezdvisle na sobé
Mutace jsou stabilni

PrileZitostné se nukleotid mdze zménit zpét
Reverze
U prokaryotnich bunék jsou mutace pozorovany rychle,

protozZe obsahuji pouze jeden nebo dva identické
chromosomy

Detekce a izolace mutantt

Prima selekce
Izolace tzv. selektovatelnych mutantd
Pfima metoda

Tridéni (screening)
Izolace tzv. neselektovatelnych mutant(
Nepfima metoda

Detekce a izolace mutantt

Selektovatelna mutace
Mutace udéluje organismu vyhodnou vlastnost, kterou Ize vyuzit pro
jeho izolaci

Mutant roste na pevném médiu, na kterém matefsky organismus
neroste

Mutant pferoste matefsky organismus
Napf¥. organismy rezistentni k antibiotikiim
Izolace na médiu obsahujicim antibiotikum
Selekce umozniuje izolaci jediného mutanta z populace materského
organismu
Neselektovatelna mutace

Detekce zkoumanim rozdilnych vlastnosti kolonii

Mohou byt viditelné na prvni pohled
Napf. ztrata pigmentace, tvorba zvrasnénych kolonii, ztrata

schopnosti rust bez ristového faktoru, citlivost na teplotu, ztrata
motility

Tridéni a nepfima selekce

Vyuzitelné pro izolaci nutri¢né defektivnich mutantl
Auxotrof

Mutant s pozadavky na vyZivu, neschopen syntézy slouceniny nutné
pro rist

Prototrof

Matefsky organismus od kterého byl odvozen auxotrof, syntetizuje
vsechny slouceniny nutné pro riist

Mutant neroste na médiu, na kterém roste matersky
organismus, vyzaduje urcity ristovy faktor
Neexistuje pfimd metoda pro izolaci
Mutant musi byt identifikovdan pomoci screeningu
Zdlouhavé
»Replica plating” (metoda razitka)
Nepf#ima selekce pomoci penicilinu
Obohaceni kultury o mutantni organismus
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Izolace nutri€nich auxotrofti metodou
replica plating

Ucebnice Madigan a kol., obr. 11.15, str. 287
(vysvétluje postup metody tfidéni otiskem misky)

Izolace auxotrofii pomoci penicilinové
selekce

Zakladni predpoklad: penicilin zabiji pouze mnozici se
buriky
Predbézna inkubace smésné kultury na minimalnim
médiu s penicilinem

Mutant neroste na minimalnim médiu

Matefsky organismus by rostl, ale je usmrcen penicilinem
Nasleduje odstranéni penicilinu a prenos na médium
obsahujici ristovy faktor (kompletni médium)

Vykultivované kolonie reprezentuji mutantni organismus a
matefské buriky, které prezily kontakt s penicilinem

Negativni selekce
Selekce proti matefskému organismu nikoli selekce mutantniho

Testovani mutagenni aktivity latek

Mutagenni latka je potencialné karcinogenni

Ameslv test
Stanoveni frekvence reverze His  bunék na His* buriky
Salmonelly v pfitomnosti i nepfitomnosti testované chemické
latky na médiu neobsahujicim vyZzadovanou Zivinu (His)
Mutagenni latka zvySuje pocet reverzi

Pozorujeme rust kolonii na minimalnim médiu

Médium obsahuje enzymy z krysich jater

Nékteré latky nejsou karcinogenni samy o sobé, ale az po metabolizaci v
Zivocisném organismu, primarné v jatrech

Ameslv test

Prenos genli

Geneticka informace buriky mize byt zménéna
prenosem skupiny gend z jiné burky

Pfenos genli mezi bakteriemi

Transformace

DNA je pfenesena jako prosta DNA
Transdukce

Bakterialni DNA je pfenesena bakterialnim virem
Konjugace

DNA je pfenesena mezi bakteriemi, které jsou ve vzajemném
kontaktu

Je prenesen pouze kratky usek DNA
Homologni rekombinace

Fyzickd vyména genl mezi genetickymi elementy, kterd
nastava v dusledku homologie DNA sekvenci ze dvou
raznych zdrojt
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Deoxyribonuciease Cleaves
reciplent DNA at spacific sitos

Danor DNA is joined 10 recipient
DNA by the enzyme DNA ligase

Donor DNA physically repiaces &
segment of tha recipiant DNA,
which is than degraded

Obecny mechanismus integrace donorové DNA do genomu pfijemce

Transformace

Pokud je bakterialni bunécna sténa narusena,
chromozomalni DNA se rozpadne

Tato DNA mUzZe projit skrze bunécnou sténu a
cytoplasmatickou membrdanu recipientni buriky a byt
integrovana do jejiho chromozomu

Pfirozena kompetence

DNA vstoupi do recipientni buriky za urcitych ristovych
podminek

Kompetentni burika
Bacillus subtilis, Streptococcus pneumoniae
Uméla kompetence
Otvory v bunééné sténé jsou vytvoreny uméle (napft.
elektroporaci, pomoci chemickych sloucenin)
E.coli

Transdukce

Prenos bakteridlni DNA pomoci bakteriofaga
Obecna transdukce

Defektni virové ¢astice nahodné zabuduji fragmenty
chromosomalni DNA

Virulentni i temperovany fag (pfi lytickém cyklu)
Specializovana transdukce

DNA temperovaného faga se nespravné vyfizne z chromozomu

hostitele a prenese do dalsi buriky i sousedici geny hostitele
E.coli, Pseudomonas, Rhodococcus, Rhodobacter,
Salmonella, Staphylococcus

Ucebnice Madigan a kol., obr. 11.17, 11,18, str. 300, 301

Konjugace

Pfenos plasmidu (F plasmid) z buriky do buriky
Donorova a recipientni burka
Pfenos pouze v jednom sméru z donoru na recipienta
Vyzaduje fyzicky kontakt bunék
E. coli, fada G~ bakterii, zndmo i u G* (Streptococcus,
Enterococcus, Staphylococcus)
Donor obsahuje F plasmid

F*burika

Nese genetickou informaci pro pfenos DNA a syntézu pohlavniho
vldkna

Neni pfitomen v recipientni bunce (F burika)
Vznikaji dvé F* buriky

Konjugace

PrileZitostné se F plasmid integruje do chromozomu
(vznik Hfr buriky)
Integrované F faktory jsou prileZitostné vyfiznuty z
bakterialniho chromozomu

PFi spravném vyfiznuti vznika znovu F* burika

Nékdy plasmid nese i kus chromozomalni DNA (F’ burika)

Hfr i F buriky mohou konjugovat s F~ burikou
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Integrace F plasmldu

Hfr burika interaguje s F~ buiikou, dochazi k pfenosu
do chromozomu

Casti DNA Hfr buriky, ale ne F faktoru
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F’ burika interaguje s F" burikou, dochazi k pfenosu &asti DNA puvodnl F* buriky

Transpozony (mobilni elementy)

Transpozony se mohou premistit z mista na
chromozomu do plasmidu, ktery mdze byt prfenesen
konjugaci do jinych bunék

Restrikce a modifikace DNA

Recipientni bunky pfijmou obecné DNA pouze ze
stejného druhu bakterii

Pokud do buriky vstoupi cizoroda DNA, je degradovana
pomoci restrikénich endonukleas

Reaguje se specifickymi kratkymi sekvencemi v cizi DNA a stépi

ji na téchto mistech

Enzymy v rlznych organismech rozeznavaji a Stépi rGzné
sekvence

Zamezeni destrukce vlastni DNA

Modifikaéni enzymy (napf. metylace urcitych baziv
rozpoznavané sekvenci zabrani stépeni endonukleasou)

Vyznam prenosu gent pro bakterie

Konjugace a transformace nastava pouze u nékolika
druhl bakterii

Nejrozsifenéjsi mechanismus pfenosu genu je
transdukce
Prenos genl poskytuje mikroorganismu nové genetické

informace, které mu umozini prezit v ménicim se
prostredi

Vyznam prenosu genti pro mikrobidlni
genetiku

UmozZnuje mapovani genll na bakteridlnim
chromozomu analyzou jejich pfenosu z jedné burky
do druhé
Cim blize jsou geny na chromozomu, tim vy$si je
pravdépodobnost jejich spole¢ného pfenosu
Dulezita soucast technologie genového inZzenyrstvi
VyuZziti pro zavedeni gent do bakterii




