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Inzerèné sekvencie v baktériach z rodu Acetobacter
a v iných potravinársky významných baktériach

JOZEF GRONES − MARIÁN MAÈOR

SÚHRN. Doterajšie poznatky ukázali, že inzerèné sekvencie sa vyskytujú aj v baktériach,
ktoré sa využívajú v biotechnológiach a v potravinárstve. V predkladanej publikácii sa zao−
beráme inzerènými sekvenciami prítomnými v bunkách baktérií rodov Acetobacter,
Lactobacillus a Lactococcus.

K¾ÚÈOVÉ SLOVÁ: Acetobacter; inzerèné sekvencie; Lactobacillus; Lactococcus; rodiny in −
zerèných sekvencií

Inzerèné sekvencie (IS) identifikované a opísané v potravinársky vý z −
namných kmeòoch rodov Lactobacillus, Lactococcus, Acetobacter a v ïalších,
môžeme zaradi� do základných rodín IS3, IS4, IS5, IS6 a ich podskupín.
Baktérie z rodov Lactobacillus zaraïujeme prevažne do rodiny IS3, Lacto −
coccus do IS6 a známe inzerèné sekvencie v baktériach z rodu Acetobacter
zaraïujeme prevažne do rodiny IS5. V nasledujúcej èasti opíšeme základné
strategické rozdiely medzi jednotlivými rodinami a ukážeme princípy,
na ktorých fungujú inzerèné sekvencie jednotlivých rodín a vzájomné roz −
diely medzi nimi. Predložený èlánok nadväzuje na teoretický èlánok o inzer −
èných sekvenciách publikovaný v predchádzajúcom èísle tohto èasopisu, kde
sú definované základné pojmy, s ktorými v tejto stati operujeme ako so
známymi velièinami.

Rodiny inzerèných sekvencií

Najnovšie poèítaèové databázy obsahujú viac ako 500 inzerèných sekven−
cií izolovaných z viac ako 70 bakteriálnych rodov zastúpených temer
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160 bakteriálnymi druhmi. Bakteriálne inzerèné sekvencie sa rozde¾ujú
do nieko¾kých rodín na základe nasledovných kritérií: 

− podobnos� v genetickej organizácii inzerèných sekvencií (tvorba otvore−
ných èítacích rámcov),

− podobnos� v stavbe a štruktúre transpozázy (dôraz sa kladie na doméno−
vú štruktúru proteínu),

− podobné zloženie koncového poradia nukleotidov, 
− poradie nukleotidov cie¾ového miesta.

Takáto schéma klasifikácie nie je koneèná, ale zdá sa, že by mohla by�
základom pre vytvorenie budúcej nomenklatúry pri lepšom poznaní teraj −
ších, ako aj nových èlenov jednotlivých rodín.

Pre charakterizáciu inzerèných sekvencií v bunkách potravinársky vý z −
namných baktérií je potrebné èiastoène charakterizova� jednotlivé rodiny
a poukáza� na rozdiely medzi nimi. Rodina IS1 je základnou rodinou,
do ktorej patria predovšetkým inzerèné sekvencie izolované a charakterizo−
vané z buniek Escherichia coli. Preto túto rodinu budeme charakterizova�
ako základ pre odvodenie charakterizácie rodín, do ktorých sa zaraïujú aj
inzerèné sekvencie potravinársky významných baktérií.

Rodina IS1
IS1 bola jednou z prvých opísaných a izolovaných bakteriálnych inzer −

èných sekvencií [1,2]. Bola izolovaná z plazmidu F'lac−proB (IS1K [3] s via−
cerými rezistenciami plazmidu R100 (IS1R [4]). Z tejto rodiny inzerèných
sekvencií je sekvenènou analýzou charakterizovaných 17 druhov práve z bu −
niek Escherichia coli a Shigella [5−7]. Analýza ukázala, že tri inzerèné sekven−
cie majú rovnakú primárnu štruktúru, jedna má úplne odlišnú a ïalšie sú
s podobnos�ou do 10 %, ktoré sa charakterizujú ako izoformy. IS1 sekvencie
sú súèas�ou mnohých transpozónov, ako Tn9 [8] a Tn1681 [9], ktoré sú
prítomné v priamej alebo opaènej orientácii ku génom chloramfenikolace−
tyltransferázy alebo ku génu kódujúcemu termostabilný toxín.

Pri integrácii IS1 do cie¾ovej molekuly dochádza v mieste integrácie
k zdvojnásobeniu integraèného miesta na 9 bp [10,11]. Okrem toho sú zná −
me aj inzerèné sekvencie, ktoré v cie¾ovom mieste vytvoria duplikácie 8, 10
a 14 bp [12−14]. Poèet koncových opakovaní je závislý od poètu mutácií
v géne pre transpozázu [13]. Inzercia IS1 sa najèastejšie uskutoèní do mies−
ta v cie¾ovej DNA bohatého na AT páry [15−17].

IS1 (obr. 1) patrí medzi najmenšie doteraz izolované autonómne sekven−
cie. Ich ve¾kos� je iba 768 bp, obsahuje približne 23 bp opakovaných sekven−
cií na pravom a ¾avom konci molekuly (IRL a IRR) [3,4] a dva prekrývajúce
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sa otvorené èítacie rámce (insA a insB) umiestnené v pozícii 0 a –1 v pred−
pokladanej translaènej oblasti (obr. 1A). Úplnos� oboch èítacích rámcov
je nevyhnutná pre transpozíciu [18,19].

Transkripcia zaèína na promótore pIRL umiestnenom na ¾avom konci
a prepisujú sa z neho dva produkty: InsA a InsAB'. Prvý produkt je prepiso−
vaný celý v smere èítacieho rámca insA. Malý syntetizovaný proteín (InsA)

Inzerèné sekvencie v baktériach z rodu Acetobacter...

119

OBR. 1. Organizácia inzerènej sekvencie IS1.
A − Štruktúra IS1. ¼avé (IRL) a pravé (IRR) opakovania tvoria osobitné boxy. Obrázok uka−
zuje pozíciu insA a insB èítacích rámcov v pozícii prekrývajúcich sa génov. IS1 promótor pIRL
je lokalizovaný na IRL konci. IHF väzbové miesto je lokalizované na obidvoch koncoch IS,
prièom vytvára malé otvorené boxy. InsA proteín predstavuje dåžku ¾avého malého boxu.
Šípky znázoròujú pravdepodobné oblasti syntézy proteínu InsA a InsAB'.
B − Poradie aminokyselín a nukleotidov na molekule RNA v oblasti prekryvu dvoch èítacích
rámcov pre proteíny InsA a InsAB'.

FIG. 1. Organisation of insertion sequence IS1.
A − Structure of IS1. Left (IRL) and right (IRR) are distinct boxes. Relative position
of the insA and insB reading frames as well as their overlapping region are shown. The IS1
promoter pIRL is localised at the end of IRL. IHF binding sites, located partially within each
terminal IS, are shown as small open boxes. The InsA protein is represented by a hatched box
beneath. Arrows indicate the probable region of the synthesis of InsA and InsAB' proteins.
B − RNA and protein sequence in the crossover region between the two open reading frames
for both InsA and InsAB' proteins.



sa špecificky viaže na IR a reprimuje transkripciu z pIRL [20,21]. Zároveò
inhibuje transpozíciu, lebo sa kompetitívne viaže na miesto väzby transpo−
zázy [22]. Druhý proteín InsAB' je transpozáza inzerènej sekvencie. Priro −
dzená transpozièná reakcia prebieha s nízkou frekvenciou (približne 107).
Pri konštitutívnej syntéze transpozázy z promótora dochádza k potlaèeniu
syntézy InsA.

Pri regulácii syntézy transpozázy je možné navodi� zvýšenú transpoziènú
aktivitu IS1 sekvencie potlaèením syntézy InsA. Podrobné štúdie ukázali, že
insA gén funguje ako Rho−závislý terminátor [23,24].

Rodina IS3
Viac ako 80 èlenov z IS3 rodiny bolo identifikovaných a purifikovaných

z vyše 40 bakteriálnych druhov. Z charakterizovaných inzerèných sekvencií
32 tvoria izoformy, alebo duplicitné izolácie toho istého druhu a doteraz iba
11 èlenov má známu primárnu štruktúru. Predbežné analýzy ukázali, že
u mykobaktérií molekula inzerènej sekvencie má viac ako 70 % G+C párov.
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OBR. 2. Všeobecná organizácia èlenov rodiny IS3.
Na koncoch sú znázornené koncové opakovania − ¾avé (IRL) a pravé (IRR). Transkripcia pre−
bieha z promótora, ktorý je najèastejšie umiestnený na IRL konci. Dva otvorené èítacie rámce
indukujú prítomnos� orfA a orfB, ktoré sú prepisované z pozície 0 a –1. HTH − oznaèuje
pozíciu možnej existencie proteínového motívu prerušovaného helixu na OrfA proteíne.
DDE − oznaèuje katalytickú doménu OrfB proteínu. LZ − reprezentuje miesto tvorby regula−
èného faktora vo forme leucínového zipsu, ktorý je na C−konci OrfA proteínu a vo vnútri
OrfAB.

FIG. 2. IS3 family.
Solid boxes indicate the left (IRL) and right (IRR) terminal repeats. The transcription pro−
bably occurs from a weak promoter located partially in IRL. The two consecutive overlapping
reading frames are indicated (orfA and orfB) and are arranged in reading phase 0 and –1, res−
pectively. The position of a potential helix−turn−helix motif (HTH) is shown as a stippled box
in OrfA, and the DDE catalytic domain is shown as a stippled box in OrfB. A potential leu−
cine zipper (LZ) at the C−terminal end of OrfA and extending into OrfAB is also indicated.



Tieto hodnoty potvrdzujú predpoklady, že u nukleových kyselín s vyšším
poètom GC párov v mikroorganizme sa vyskytujú èastejšie inzerèné sekven−
cie a transpozóny. Jednotliví èlenovia rodiny IS3 majú ve¾kos� od 1200 bp až
po 1550 bp. Výnimkou je IS481, ktorý má ve¾kos� 1045 bp. Opakované
sekvencie koncov molekuly inzerènej sekvencie majú dåžku od 20 až po
40 bp. Prevažná väèšina èlenov rodiny má na koncoch opakovanie 5'−
TG....CA−3' a prítomný interný blok s vyšším poètom G a C s rôznou dåžkou.
IS3 majú na zaèiatku translaènej oblasti dva otvorené prekrývajúce sa èítacie
rámce orfA a orfB (obr. 2). Produktom týchto génov je proteín OrfA a fúzny
pro teín OrfAB. Na rozdiel od IS1 je možné potvrdi� prítomnos� aj OrfB pro−
duktu. Naproti tomu niektorí èlenovia tejto skupiny, ako sú IS1076, IS1138,
IS1221 a IS1141, obsahujú iba jeden dlhý èítací rámec.

IS3 rodina sa delí na nieko¾ko rozvetvených podskupín (tab. 1) s rozdiel−
nym poradím nukleotidov v OrfB. Jednotliví èlenovia podskupín sa od seba
odlišujú poètom preènievajúcich sekvencií. Ako príklad môžeme uvies� pod−
skupinu IS2, ktorá má na konci molekuly 5 bp opakovaní, IS407 4 bp a ïalší
èlenovia podskupiny 3 bp. Podskupina IS407 sa odlišuje od ostatných èlenov
podskupín tým, že generuje 6 bp opakovania so sekvenciou NCTAGN.
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TABU¾KA 1. Základné vlastnosti prokaryotických rodín IS.
TABLE 1. Basic features of prokaryote IS families.

1 − family, 2 − group, 3 − length, 4 − end, 5 − number of ORFs.

Rodina1 Skupina2 Ve¾kos�3 [bp] DR [bp] Koniec4 Poèet ORF5

IS1 770 9 (8–11) GGT 2

IS3 IS2 1300 − 1350 5 TGA 2

IS3 1200–1300 3 (4) 2

IS51 1300–1400 3 (4) 2

IS150 1400–1550 3–5 2

IS407 1200–1250 4 2

IS4 1300–1950 9–12 C(A) 1

IS5 IS5 1100–1350 4 GG 1

IS427 800–1000 2–3 Ga/g 2

IS903 1000–1100 9 GGC 1

IS1031 850–950 3 GAG 1

ISH1 900–1150 8 1

ISL1 800–1100 2–3 1

IS6 750–900 8 GG 1



Pomerne málo sa zatia¾ vie o mieste vèlenenia inzerènej sekvencie do
cie¾ovej molekuly. IS2 pri vèleòovaní do cie¾ovej molekuly uprednostòuje
miesta integrácie bakteriofága P1, ale ako vyh¾adáva práve toto miesto, nie
je úplne jasné.

Najlepšie charakterizovanou inzerènou sekvenciou zo skupiny IS3 je
IS911. Proteíny OrfA a OrfAB sa špecificky viažu na IR miesto [25,26].
Konštitutívna produkcia OrfAB z orfAB èítacieho rámca zabezpeèuje zvýše−
nú transpoziènú aktivitu. Zvýšená produkcia proteínu OrfAB stimuluje
zvýšený poèet kópií kruhového transpozónu. Èiastoèný mechanizmus trans−
pozície ukazuje obr. 3. Reakcia prebieha v dvoch krokoch, kde jeden z kon−
cov transpozónu štiepi a vytvára vo¾né 3'−OH konce, ktoré v druhom kroku
slúžia k nukleofilnému ataku opaèného konca. Výsledkom je vytvorenie kru−
hovej molekuly podobnej osmièke, prièom transpozón vytvára jednovlákno−
vý mostík a zanecháva 3'−OH vo¾nú skupinu na molekule vektora v mieste
inzercie. Kinetické štúdie ukázali, že vytvorenie sluèky je zaèiatkom vzniku
kruhovej transpozície. Na obr. 3 je reprodukovaná rekombinaèná reakcia
s vytvorením kruhovej sluèky použitá v bezbunkovom systéme. Doteraz
nie sú známe všetky proteíny, ktoré sa zúèastòujú replikácie a vytvorenia
druhého rekombinaèného vlákna.

Nie je úplne jasný ani vzájomný reakèný vz�ah medzi transpozázou a jed−
notlivými intermediátmi reakcie. Vysoká hladina expresie proteínov OrfA
a OrfB znaène redukuje, alebo eliminuje, formovanie transpozièného kruhu
a stimuluje intermolekulovú transpozíciu a taktiež stimuluje intermolekulo−
vú transpozíciu riadenú plazmidom. Vytvorenie intermolekulového transpo−
zièného systému v in vitro podmienkach má demonštrova� vyššiu úèinnos�
integrácie transpozónového kruhu, prièom pre reakciu sú nevyhnutné obid−
va proteíny OrfA a OrfB.

Rodina IS5
Vysoko heterogénnu skupinu vytvárajú inzerèné sekvencie rodiny IS5,

ktorá obsahuje okolo 47 rôznych kmeòov a 21 izoelementov. Patria sem
sekvencie pochádzajúce z eubaktérií, ako aj z archaebaktérií. Molekula IS5
obsahuje iba jeden èítací rámec pre syntézu transpozázy. Najmenšiu ve¾kos�
má IS867, 850 bp, a najväèšia je IS493 s ve¾kos�ou 1643 bp. Niektoré inze−
rèné sekvencie obsahujú aj druhý otvorený èítací rámec pred génom trans−
pozázy, ktorý nie je potrebný pre transpozíciu [27]. Štruktúra IS4811 je
podobná transpozónu Tn4811 [28], ktorého ve¾kos� je väèšia ako 5 kb.
Inzerèná sekvencia obsahuje okrem základnej transpozázy aj ïalšie gény,
ktorých funkcia doteraz nie je známa. Mnohí èlenovia tejto rodiny majú vo
svojej molekule asociované prvky pripomínajúce riadne transpozóny. Patria
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OBR. 3. Spôsob transpozície inzerèných sekvencií v rodine IS3.
DNA transpozónu je znázornená jemnejšou èiarou po stranách sluèky. Sluèka reprezentuje
DNA transpozónu ukonèeného malými krúžkami. V¾avo je znázornená inzercia do lineárnej
molekuly DNA. Vpravo je znázornená inzercia do kruhovej molekuly. Vytvorenie kruhového
transpozónu z intermediátu je spôsobené hostite¾skými faktormi.

FIG. 3. Pathways for the transposition of IS3 family members.
Transposon DNA is shown as a thin line on the sites of the loop. The ends of the transposon
are represented by small open circles. Insertions in a linear (left) and circular (right) DNA
molecule are shown. Formation of a circularised transposon is thought to require host factors.
1 − ss or ds cleavage, 2 − cleavage of one end, 3 − cleavage of the second strand or replication,
4 − twice a single−strand cleavage and integration.



sem IS903 a IS602, ktoré sú súèas�ou transpozónov s génom kódujúcim
kanamycínovú rezistenciu, ako transpozón Tn903 [29], Tn602 [30], ISVa1
a ISVa2, ktoré sú súèas�ou transpozónu s génom zabezpeèujúcim transport
kovov z prostredia do bunky [31].

Do tejto skupiny zaraïujeme aj sedem transpozónov skupiny IS903, ktoré
sa vèleòujú do molekuly DNA na GATC miesto. Podskupina IS1031 a IS427
je schopná transpozície v bunkách, ktoré majú mutáciu Dam oblasti.

Inzerèné sekvencie dvoch podskupín IS5 a IS427 a èlenovia skupiny ISL2
(IS112 a IS1373) uprednostòujú pri integrácii do cie¾ovej molekuly cie¾ové
miesto YTAR (najèastejšie CTAG). Po transpoziènej reakcii zanecháva zdvo−
jenie TA nukleotidov. Zatia¾ nie je úplne známe cie¾ové inzerèné miesto
na mo lekule recipienta, ani princíp jeho vyh¾adávania. Experimenty potvrdi−
li, že cie¾ové opakovania sú symetrické, vytvárajú palindróm, napr. CTAG.
Èlenovia podskupiny ISL2 generujú 3 bp priame opakovania (DR) s prefe−
renciou pre ANT, skupina IS1031 generuje 3 bp DR a pri inzercii uprednost −
òuje cie¾ovú sekvenciu TNA. Podobné cie¾ové miesto úprednost òuje aj sku−
pina ISH1 (8 bp DR) a tiež IS903 (9 bp DR) (pozri predchádzajúci èlánok).

Vzh¾adom k širokému spektru èlenov skupiny sa v ïalšej èasti budeme
venova� iba dvom èlenom tejto skupiny IS5 a IS903.

IS5 sekvencie sú schopné výrazne generova� mutanty. Obsahujú jeden
ve¾ký otvorený èítací rámec inc5A, ktorý pokrýva celú molekulu a je dôležitý
pre transpozíciu [32], a dva malé otvorené èítacie rámce inc5B a inc5C, ktoré
majú tiež výrazný vplyv na transpoziènú reakciu. Zatia¾ nie je niè známe
o mechanizme tejto transpoziènej reakcie.

Opakovania na koncoch IS903 obsahujú 18 bp, podobne ako v prípade
základnej inzerènej sekvencie [33]. Ukázalo sa, že transpozáza je schopná
viaza� sa špecifickými koncami na –NH2 koniec proteínu [34,35]. Málo
je známe o transpoziènom mechanizme, ale na základe genetickej analýzy
je èastica schopná vytvára� po inzercii do genómu delécie, ako aj duplikácie
génov [36].

Rodina IS6
Skupina inzerèných sekvencií IS6 bola pomenovaná pod¾a opakovaných

sekvencií v transpozóne Tn6 [28]. V súèasnosti sa do tejto skupiny zaraïuje
45 èlenov, z èoho je okolo 30 izokópií. Všetci èlenovia skupiny kódujú trans−
pozázu, prièom podobnos� aminokyselinového zloženia je od 40 do 94 %.
Ve¾kos� inzerènej sekvencie je od 789 bp pre IS257 do 880 bp pre IS6100.
Do tejto skupiny patrí aj IS466 z kmeòa Streptomyces coelicolor, ktorej
ve¾kos� je 1628 bp. Na molekule bol identifikovaný otvorený èítací rámec
pre transpozázu. Má pomerne krátke koncové opakovania (15 až 20 bp)
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a všeobecne generuje 8 bp dlhé repetície. Je zaujímavé, že inzerèná sekven−
cia IS6100, identifikovaná v bunkách Mycobacterium fortuitum, bola izolova−
ná a charakterizovaná aj na plazmidoch, ktoré kódujú gény pre katabolický
transpozón pre degradáciu nylonu izolovaný z buniek Arthrobacter sp. [37]
a z plazmidu u Pseudomonas aeruginosa R1003 [38]. Táto sekvencia je aj sú −
èas�ou transpozónu Tn5393 v Xantomonas campestris [39].

Pri analýze jednotlivých èlenov rodiny IS6 bola zistená pozoruhodná rep−
likaèná fúzia (kointegrát), z ktorého donorové a cie¾ové replikóny majú
oddelené dve kópie inzerènej sekvencie (napr. IS15Δ, IS26, IS257 a IS1936).
Po transpozícii dochádza k replikácii fúzovanej molekuly a k následnému
rozdeleniu na donorovú a cie¾ovú molekulu. V donorovej molekule zostáva−
jú obidve pôvodné inzerèné sekvencie a replikáciou sa prenesie jedna inzer −
èná sekvencia do cie¾ovej molekuly.

Do tejto rodiny patrí aj inzerèná sekvencia s ve¾kos�ou 4904 bp izolovaná
z vláknitej cynobaktérie Fremyella diplosiphon (Tn5469 [IS5469] [40]). Táto
ve¾ká molekula má tri otvorené èítacie rámce pre kódovanie proteínu. TnpA
má 909 aminokyselín a podobá sa transpozáze základnej IS6 inzerènej
sekvencie. V konzervatívnej oblasti medzi 230. a 260. aminokyselinou sa
aminokyselinové a nukleotidové sekvencie úplne zhodujú. Terciárna štruk−
túra transpozázy je zhodná z transpozázou izolovanou z Tn552
(Streptococcus au reus) a Tn5090 z Klebsiella aerogenes R751.

Inzerèné sekvencie v  baktériach rodu Acetobacter

Inzerèná sekvencia IS1380
Ani potravinársky významné kmene rodu Acetobacter nie sú „ušetrené“

prítomnosti inzerèných sekvencií a transpozónov na svojom genóme (tab. 2).
Ako sme sa už zmienili, tieto pohyblivé nukleotidové sekvencie spôsobujú
zmenu na genóme hostite¾ských kmeòov a svojou prítomnos�ou sú schopné
vytvára� negatívne aj pozitívne mutácie. Z octových baktérií boli opísané
inzerèné sekvencie v kmeòoch A. pasteurianus, A. aceti, A. xylinum, ale aj
Gluconobacter.

Základnou vlastnos�ou octových baktérií je schopnos� oxidova� etanol.
Pri analýze termofilného kmeòa Acetobacter pasteurianus NCI1380 sa s vyso−
kou frekvenciou vyskytovali spontánne mutanty neschopné oxidova� etanol.
Ukázalo sa, že príèinou je prítomnos� inzerènej sekvencie IS1380 na genóme
baktérie. U väèšiny mutantov bola inzerèná sekvencia vèlenená na špecifické
miesto v géne, ktoré kóduje cytochróm c. Do rodiny IS1380 sa zaraïuje dote−
raz šes� charakterizovaných èlenov, z ktorých dvaja tvoria izoformy niek−
torého z nich.
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IS1380 je 1665 bp dlhá, nesie 15 bp koncové obrátené repetície a na mies−
te inzercie zanecháva 4 bp duplikácie. Na každom vlákne obsahuje 1 dlhý
èítací rámec kódujúci 222 a 461 aminokyselín. Pre svoju integráciu do hosti−
te¾skej molekuly DNA uprednostòuje sekvenciu TCGA. Patrí v súèasnosti
medzi inzerèné sekvencie s extrémne vysokým poètom kópií (približne 100)
v hostite¾skej bunke Acetobacter pasteurianus. Jej výskyt bol zaznamenaný
aj u iných kmeòov octových baktérií [41].

Väèšia molekula inzerènej sekvencie ISBj1 (ve¾kos� molekuly je 2071 bp)
kóduje transpozázu, prièom z otvoreného èítacieho rámca sa môžu syntetizo−
va� proteíny s ve¾kos�ou od 328 do 454 aminokyselín. S podobným javom
sa stretávame aj u ïalších èlenov skupiny. Aminokyselinová podobnos� trans −
pozázy v rodine je s identitou od 30 do 50 %. Inzerèná sekvencia bakterio−
fágovej molekuly ISBj1 má na pravom konci 112 bp duplikaèných sekvencií
a na IR konci je 15 bp dlhá koncová inzerèná sekvencia. Po vèlenení do
cie¾ovej molekuly vytvára 4 bp cie¾ové duplikácie.

To, že inzerèné sekvencie nie sú vždy druhovo závislé, dokumentuje aj
porovnanie medzi IS1380 a produktom HRS1 sekvencie z Bradyrhizo −
bium ja ponicum [41]. Ich podobnos� je nato¾ko výrazná, že sa predpokladá
aj vzájomný prenos z jednej baktérie na druhú.

Druh Sphingomonas sp. CFO6 patriaci do α podskupiny proteobaktérií
nesie 5 plazmidov, ktoré kódujú proteíny podie¾ajúce sa na biodegradácii
karbofuránu. Tieto plazmidy obsahujú viacero inzerèných sekvencií. Najpre −
skúmanejšia z nich je IS1412 (1656 bp, 18/17 bp terminálne obrátené repe−
tície), ktorá nesie èítací rámec kódujúci pravdepodobne transpozázu s vyso−
kou homológiou k transpozáze z IS1380, k HRS1 z Bradyrhizobium japoni−
cum a k IS1247 z Xanthobacter autotrophicus [42].
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TABU¾KA 2. Inzerèné sekvencie v baktériach rodu Acetobacter.
TABLE 2. Insertion sequences in Acetobacter.

1 − name, 2 − organism, 3 − family, 4 − group, 5 − length.

Meno1 Organizmus2 Rodina3 Skupina4 Dåžka5 [bp] IR

IS1031A A. xylinum ATCC 23769 IS5 IS1031 930 22/24

IS1031C A. xylinum ATCC 23769 IS5 IS1031 930 23/26

IS1031D A. xylinum ATCC 23769 IS5 IS1031 930 23/26

IS1032 A. xylinum ATCC 23770 IS5 IS1031 916 9/15

IS1380A A. pasteurianus NC11380 IS1380 1665 13/15

IS1380B A. pasteurianus NC11380 IS1380 1665 12/15

IS1452 A. pasteurianus NCI 1452 IS4 1411 21



Inzerèná sekvencia IS1031
Bakteriálny druh Acetobacter xylinum ATCC 23769 je jedným z produ−

centov celulózy. Pri štúdiu expresie génu so snahou o zvýšenie produkcie
polysacharidu sa objavilo vysoké percento spontánnych mutantov neschop−
ných produkova� celulózu. Ukázalo sa, že príèinou je opä� mutácia spôsobe−
ná inzerciou transpozónu oznaèeného IS1031A. Podobná inzerèná sekvencia
IS1031B bola lokalizovaná na kryptickom plazmide pAXC145, ktorý, ako sa
neskôr ukázalo, bol zdrojom aj ïalších dvoch inzerèných sekvencií IS1031C
a IS1031D. Ich dåžka je 930 bp, obsahujú 24 bp (IS1031A) a 21 bp (IS1031C,
IS1031D) koncové obrátené repetície, ktoré sú ohranièené trojbázovými
pria mymi opakovaniami. Kódujú 278−aminokyselinový proteín. Vo všetkých
analyzovaných druhoch Acetobacter xylinum boli nájdené sekvencie podobné
IS1031 v poète 1 až 16 kópií na bunku, naopak žiadny z analyzovaných dru−
hov Acetobacter aceti inzerèné sekvencie neobsahoval [43,44].

Inzerèná sekvencia IS1032
Inzerèné sekvencie IS1032 tvorí rodina sekvencií z druhov Acetobacter xy −

linum. Bola izolovaná ïalšia sekvencia z tejto rodiny. Jej dåžka je 916 bp,
nesie 14/16 bp koncové obrátené repetície a na mieste inzercie zanecháva
3 bp duplikácie. Obsahuje otvorený èítací rámec pre 276−aminokyselinový
proteín, ktorý vykazuje 58 % zhodu s proteínom z IS1031.

Zistila sa vysoká homológia s nukleotidovou sekvenciou ISRm4 z Rhi zo −
bium meliloti. Southernova hybridizácia ukázala prítomnos� IS1032 vo väèši−
ne z analyzovaných druhov Acetobacter xylinum a taktiež v Acetobacter aceti
ATCC 15973. Transpozícia tohto elementu spôsobila vznik spontánneho exo−
polysacharid−negatívneho mutanta Acetobacter xylinum ATCC 23770 [45].

Inzerèná sekvencia IS1452
Inzerèná sekvencia IS1452 bola nájdená u Acetobacter pasteurianus v spo−

jitosti s inaktiváciou alkoholdehydrogenázy pri inzercii do adhS génu. Inzer −
cia zabránila transkripcii oddelením promótora od štruktúrneho génu.
IS1452 je 1411 bp dlhá, obsahuje 21 bp terminálne obrátené repetície
a na mieste inzercie zanecháva 4 bp duplikácie. Jeden dlhý èítací rámec
kóduje 416−aminokyselinový proteín homologický s transpozázou Tra1,
z IS701 izolovanej z cyanobaktérie. Cie¾ová špecificita je pomerne ve¾ká,
uprednostòovaná je sekvencia CTA (A alebo C). Transpozícia je replikatív−
na, zaznamenal sa nárast poètu kópií IS1452. Bola nájdená vo viacerých dru−
hoch Acetobacter v poète kópií od 1 nad 10 [46].

Inzerèná sekvencia ISRm8 z kryptického plazmidu pRmeGR4b z Sinorhi −
zobium meliloti GR4 je 1451 bp dlhá nesie 22/24−bp koncové obrátené repe−
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tície so 7 zmenami a na mieste inzercie zanecháva 3 bp duplikácie. Bola
nájdená aj mimo plazmidu s poètom kópií 1 až 6. Obsahuje otvorený èítací
rámec, ktorého sekvencia vykazuje významnú podobnos� s inzerènými
sekvenciami IS1357 z Methylobacterium sp. a IS1452 z Acetobacter pasteuria−
nus [47].

Inzerèná sekvencia IS12528
IS12528 bola nájdená ako sekvencia spôsobujúca inaktiváciu alkoholde−

hydrogenázy inzerciou do adhA génu v Gluconobacter suboxydans. Jej dåžka
je 905 bp, nesie 18 bp terminálne obrátené repetície a na mieste inzercie
zanecháva 3 bp duplikácie − T(C/A)A. Kóduje 274−aminokyselinový produkt
homologický s transpozázou z rodiny IS1031 z Acetobacter xylinum. Sekven −
cie podobné IS12528 sa nachádzajú v širokom spektre kmeòov octových bak−
térií [48].

Inzerèné sekvencie
v ïalších biotechnologicky významných bakteriach

Jednotlivé preh¾adné tabu¾ky v tomto èlánku naznaèujú, že okrem buniek
rodov Acetobacter sú inzerèné sekvencie neoddelite¾nou súèas�ou aj mno−
hých ïalších biotechnologicky a potravinársky významných bakteriálnych
kmeòov (tab. 3). Jednotlivé inzerèné sekvencie boli pozorované pri štúdiu
spontánnej mutácie bakteriálneho kmeòa, zmene polymorfizmov v jednotli−
vých bunkách, ako aj pri patogénnych zmenách baktérií. I keï poznatky
o jednotlivých nových inzerèných sekvenciách nie sú úplné a v mnohých
prípadoch sa iba predpokladá, že dôsledkom zmeny je presun mobilných
úsekov DNA na chromozóme buniek, opíšeme aspoò struène základné cha−
rakteristiky niektorých ïalších inzerèných sekvencií.

Kompletné nukleotidové zloženie plazmidu pMRC01 (60232 bp) z bu −
niek Lactococcus lactis subsp. lactis DPC3147 potvrdilo prítomnos� 1056 bp
dlhého úseku, ktorý kóduje inzerènú sekvenciu [49]. Na molekule plazmidu
približne každých 20 kb bola identifikovaná jedna molekula inzerènej
sekvencie. V troch oblastiach sa identifikovali úseky zodpovedné za konju−
gáciu plazmidu a 16 Tra génov. Z biotechnologického h¾adiska sa ukazuje, že
plazmid bude ma� význam aj pri rozvoji nových klonovacích vektorov.

Porovnávaním chromozómov a štúdiom polymorfizmu v dvoch druhoch
Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363 a Lactococcus lactis subsp. cre−
moris NCDO763 sa pozorovali ve¾ké repetície, ktoré naznaèovali prítomnos�

GRONES, J. − MAÈOR, M.

128



mobilných sekvencií [50]. Na základe nukleotidovej analýzy sa potvrdila
prítomnos� sekvencií IS905, ktoré sú v obidvoch analyzovaných kmeòoch
homologické.

Štúdiom série auxotrofných mutantov Streptomyces avermitilis sa ukázalo,
že z kryptického plazmidu pri zvýšenej teplote dochádza k presunu pohybli−
vej inzerènej sekvencie IS6100 na chromozóm hostite¾skej bunky, prièom
vzniká kointegrát, dôsledkom èoho je zmena na genóme buniek [51]. Uká −
zalo sa, že klonovaním transpozázy za silnejší promótor v plazmide a po pre−
nesení do materských buniek, ako aj do buniek Streptomyces lividans, nedo−
chádza k zvýšeniu transpoziènej aktivity inzerènej sekvencie.

Nová inzerèná sekvencia IS1194 bola identifikovaná v baktériach mlie−
èneho kvasenia Streptococcus thermophilus CNRZ368. Sekvenènou analýzou
bola urèená dåžka sekvencie na 1200 bp so 16 bp opakovaniami na koncoch.
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TABU¾KA 3. Charakterizácia inzerèných sekvencií v baktériach rodu Lactobacillus.
TABLE 3. Characterisation of insertion sequences in Lactobacillus.

Meno1 Organizmus2 Rodina3 Skupina4 Dåžka5

[bp]
IR

IS984 L. lactis subsp. lactis FI5876 IS3 IS3 1241 31/29

IS905A L. lactis subsp. cremoris FI7304 IS256 1313 20/28

IS905B L. lactis subsp. cremoris MG1614 IS256 1313 20/28

IS946M L. lactis subsp. lactis T−EK1 (pTR2030) ND 800 ND

IS964V L. lactis subsp. lactis T−EK1 (pTR2030) IS6 808 8

IS981 L. lactis subsp. lactis LM0230 IS3 IS3 1224 18/28

IS982 L. lactis subsp. cremoris SK11 (pSK11L) IS983 999 19/20

IS928B L. lactis bv. diacetilactis CRL264 (pCIT264) IS982 999 19/20

IS982C L. lactis subsp. cremoris NIZOB40 (pNZ4000) IS982 999 19/20

IS1068 L. lactis subsp. lactis NIZOR5 (Tn5276) IS3 IS3 1245 31/29

IS1163 L. sake L45 IS3 IS3 1180 32/48

IS1201 L. helveticus CNRZ1094 (p34KB) IS256 1387 20/24

IS1223 L. johnsonii ATCC 11506 IS3 IS150 1492 21/26

ISL1 L. casei S1 (fág FSV−B) IS3 IS3 1257 23/40

ISL2 L. helveticus LH28 IS5 ISL2 858 16

ISL2 L. helveticus LH27 IS5 ISL2 858 16

ISL3 L. delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC11824 ISL3 1494 27/38

ISLh1 L. helveticus ATCC 15009 (pLH3) IS982 962 32/35

1 − name, 2 − organism, 3 − family, 4 − group, 5 − length.



Gén obsahuje jeden otvorený èítací rámec pre kódovanie proteínu obsahu−
júceho 332 aminokyselín, ktorý je podobný bakteriálnym inzerèným sekven−
ciám rodiny IS5 a IS4. Hybridizáciou sa v bunkách potvrdila jedna kópia
IS1194 iba v dvoch z 19 testovaných buniek S. thermophylus a v štyroch z 13
testovaných druhov Lactococcus lactis. Poradie nukleotidov na pravom a ¾a −
vom konci IS1194 je identický s poradím nukleotidov konjugatívneho plaz−
midu pSM19054 izolovaného z buniek Streptococcus pyogenes [52].

Pri restrikènej analýze polymorfných oblastí v 50 nezávislých kmeòoch
Streptococcus pneumoniae 6B bola lokalizovaná inzerèná sekvencia IS1167
[53]. Má okolo 9 kópií na bunku hostite¾a. Štúdiom klonov sa ukázalo, že
bunky sú vysoko virulentné v osemroènej perióde, èo sa pripisuje èiastoène
aj pohybu inzerènej sekvencie po genóme hostite¾a. Transpozièná aktivita
inzerènej sekvencie je pomerne nízka, èo pravdepodobne spôsobuje nízku
patogenitu v èase medzi jednotlivými periódami.

V klinickom kmeni Streptococcus pyogenes M1 bola izolovaná a identifi−
kovaná IS1562. Gén bol lokalizovaný medzi génmi kódujúcimi M proteín
a C5 peptidázu, ktoré sú dôležité ako faktory virulencie. Inzerèná sekvencia
s podobnou štruktúrou bola opísaná aj v chromozóme iného druhu Strepto −
coccus pyogenes [53].

Inzerèné sekvencie, ako aj zložitejšie transpozóny, prispievajú ku gene−
tickej nestabilite bakteriálnych kmeòov za neustáleho vzniku spontánnych
mutácií, dôsledkom èoho je možnos� lepšej adaptácie kmeòov v novom ži −
votnom prostredí. Neustála zmena genómu baktérií sa dá využi� aj v labora−
tórnych podmienkach jednak pri štúdiu genetickej determinácie jednotlivých
fyziologických procesov v bunkách, pri analýze fylogenetických vz�ahov
medzi jednotlivými bakteriálnymi druhmi, pri konštrukcii nových význam −
ných klonovacích vektorov, pri medzidruhovom prenose genetickej infor−
mácie, ako aj pri expresii významných génov.
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Insertion sequence in bacteria from the genus Acetobacter
and in other bacteria used in food technology

GRONES, J. − MAÈOR, M.: Bull. potrav. Výsk., 39, 2000, p. 117−133.

SUMMARY. Current information shows that insertion sequences are present in bacteria used
in biotechnology and in the food technology. In this paper basic information about insertion
sequences present in Acetobacter, Lactobacillus and Lactococcus bacterial cells is presented.

KEYWORDS: Acetobacter; insertion sequence; Lactobacillus; Lactococcus; family of insertion
sequences
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