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Inzerc¢né sekvencie v baktériach z rodu Acetobacter
a v inych potravinarsky vyznamnych baktériach

JOZEF GRONES - MARIAN MACOR

SUHRN. Doterajsie poznatky ukazali, ze inzer¢né sekvencie sa vyskytuju aj v baktériach,
ktoré sa vyuzivaju v biotechnoldgiach a v potravindrstve. V predkladanej publikdcii sa zao-
berdme inzerénymi sekvenciami pritomnymi v bunkdch baktérii rodov Acetobacter,
Lactobacillus a Lactococcus.

KIUCOVE SLOVA: Acetobacter; inzeréné sekvencie; Lactobacillus; Lactococcus; rodiny in-
zerénych sekvencii

Inzeréné sekvencie (IS) identifikované a opisané v potravindrsky vyz-
namnych kmenoch rodov Lactobacillus, Lactococcus, Acetobacter a v dalSich,
moézeme zaradit do zdkladnych rodin IS3, IS4, IS5, IS6 a ich podskupin.
Baktérie z rodov Lactobacillus zaradujeme prevazne do rodiny 1S3, Lacto-
coccus do IS6 a zndme inzer¢né sekvencie v baktériach z rodu Acetobacter
zaradujeme prevazne do rodiny IS5. V nasledujuce;j Casti opiSeme zdkladné
strategické rozdiely medzi jednotlivymi rodinami a ukdZeme principy,
na ktorych funguju inzeréné sekvencie jednotlivych rodin a vzdjomné roz-
diely medzi nimi. PredloZeny ¢ldnok nadvézuje na teoreticky ¢lanok o inzer-
¢nych sekvencidch publikovany v predchddzajicom cisle tohto ¢asopisu, kde
su definované zakladné pojmy, s ktorymi v tejto stati operujeme ako so
zndmymi veli¢inami.

Rodiny inzerc¢nych sekvencii

Najnovsie pocitacové databazy obsahuju viac ako 500 inzerénych sekven-
cii izolovanych z viac ako 70 bakteridlnych rodov zastipenych temer
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160 bakteridlnymi druhmi. Bakteridlne inzer¢né sekvencie sa rozdeluju
do niekolkych rodin na zdklade nasledovnych kritérif:
- podobnost v genetickej organizdcii inzer¢nych sekvencii (tvorba otvore-
nych ¢itacich ramcov),
- podobnost v stavbe a Struktire transpozdzy (doraz sa kladie na doméno-
vu Struktiru proteinu),
- podobné zlozenie koncového poradia nukleotidov,
- poradie nukleotidov cielového miesta.

Takato schéma klasifikdcie nie je konecnd, ale zd4d sa, Ze by mohla byt
zakladom pre vytvorenie buduicej nomenklatury pri lepSom poznani teraj-
Sich, ako aj novych ¢lenov jednotlivych rodin.

Pre charakterizaciu inzerénych sekvencii v bunkdch potravindrsky vyz-
namnych baktérii je potrebné Ciastocne charakterizovat jednotlivé rodiny
a poukdzat na rozdiely medzi nimi. Rodina IS/ je zdkladnou rodinou,
do ktorej patria predovSetkym inzer¢né sekvencie izolované a charakterizo-
vané z buniek Escherichia coli. Preto tito rodinu budeme charakterizovat
ako zdklad pre odvodenie charakterizacie rodin, do ktorych sa zaraduju aj
inzer¢né sekvencie potravinarsky vyznamnych baktérii.

Rodina IS1

IS7 bola jednou z prvych opisanych a izolovanych bakteridlnych inzer-
¢nych sekvencii [1,2]. Bola izolovand z plazmidu F'lac-proB (ISIK [3] s via-
cerymi rezistenciami plazmidu R100 (IS/R [4]). Z tejto rodiny inzer¢nych
sekvencif je sekven¢nou analyzou charakterizovanych 17 druhov préve z bu-
niek Escherichia coli a Shigella [5-7]. Analyza ukdazala, Ze tri inzer¢né sekven-
cie maju rovnaku primdrnu Struktiru, jedna md uplne odliSnd a dalSie su
s podobnostou do 10 %, ktoré sa charakterizuju ako izoformy. IS/ sekvencie
su sucastou mnohych transpozénov, ako Tn9 [8] a Tni681 [9], ktoré su
pritomné v priamej alebo opacnej orientdcii ku génom chloramfenikolace-
tyltransferdzy alebo ku génu kddujicemu termostabilny toxin.

Pri integrécii IS/ do cielovej molekuly dochddza v mieste integracie
k zdvojndsobeniu integra¢ného miesta na 9 bp [10,11]. Okrem toho su zna-
me aj inzeréné sekvencie, ktoré v cielovom mieste vytvoria duplikdcie 8, 10
a 14 bp [12-14]. Pocet koncovych opakovani je zdvisly od poctu mutdcii
v géne pre transpozdzu [13]. Inzercia IS/ sa najcastejSie uskutocni do mies-
ta v cielovej DNA bohatého na AT pary [15-17].

IS7 (obr. 1) patri medzi najmensie doteraz izolované autonémne sekven-
cie. Ich velkost je iba 768 bp, obsahuje pribliZzne 23 bp opakovanych sekven-
cif na pravom a lavom konci molekuly (IRL a IRR) [3,4] a dva prekryvajtice
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OBR. 1. Organizdcia inzer¢nej sekvencie IS1.

A - Struktira IS/. Tavé (IRL) a pravé (IRR) opakovania tvoria osobitné boxy. Obrdzok uka-
zuje poziciu insA a insB Citacich rdmcov v pozicii prekryvajucich sa génov. IS/ prométor pIRL
je lokalizovany na IRL konci. IHF vizbové miesto je lokalizované na obidvoch koncoch IS,
pricom vytvdra malé otvorené boxy. InsA protein predstavuje dizku Iavého malého boxu.
Sipky zndzorfiujui pravdepodobné oblasti syntézy proteinu InsA a InsAB'.

B - Poradie aminokyselin a nukleotidov na molekule RNA v oblasti prekryvu dvoch ¢itacich
ramcov pre proteiny InsA a InsAB'.

FIG. 1. Organisation of insertion sequence IS7.

A - Structure of IS/. 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 IS/
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 otvorené Citacie ramce (insA a insB) umiestnené v pozicii 0 a —1 v pred-
pokladane;j translacnej oblasti (obr. 1A). Uplnost oboch &itacich ramcov
je nevyhnutna pre transpoziciu [18,19].

Transkripcia za¢ina na promotore pIRL umiestnenom na favom konci
a prepisuju sa z neho dva produkty: InsA a InsAB'. Prvy produkt je prepiso-
vany cely v smere Citacieho rdmca ins4. Maly syntetizovany protein (InsA)
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sa Specificky viaze na IR a reprimuje transkripciu z pIRL [20,21]. Zaroven
inhibuje transpoziciu, lebo sa kompetitivne viaze na miesto véazby transpo-
zazy [22]. Druhy protein InsAB' je transpozdza inzer¢nej sekvencie. Priro-
dzend transpozi¢nd reakcia prebieha s nizkou frekvenciou (priblizne 107).
Pri konstitutivnej syntéze transpozdzy z promotora dochddza k potlaceniu
syntézy InsA.

Pri reguldcii syntézy transpozdzy je mozné navodit zvySenu transpozicnu
aktivitu IS7 sekvencie potlaéenim syntézy InsA. Podrobné Studie ukdzali, ze
insA gén funguje ako Rho-zavisly termindtor [23,24].

Rodina 1S3

Viac ako 80 ¢lenov z 1S3 rodiny bolo identifikovanych a purifikovanych
z vySe 40 bakteridlnych druhov. Z charakterizovanych inzer¢nych sekvencii
32 tvoria izoformy, alebo duplicitné izoldcie toho istého druhu a doteraz iba
11 ¢lenov méd zndmu primdrnu Struktiru. Predbezné analyzy ukdzali, ze
u mykobaktérii molekula inzer¢nej sekvencie md viac ako 70 % G+C pdrov.
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OBR. 2. VSeobecnd organizacia ¢lenov rodiny IS3.
Na koncoch su zndzornené koncové opakovania - [avé (IRL) a pravé (IRR). Transkripcia pre-
bieha z promdtora, ktory je najcastejsie umiestneny na IRL konci. Dva otvorené ¢itacie ramce
indukujd pritomnost orfA a orfB, ktoré su prepisované z pozicie 0 a —1. HTH - oznacuje
poziciu moznej existencie proteinového motivu prerusovaného helixu na OrfA proteine.
DDE - oznacuje katalyticki doménu OrfB proteinu. LZ - reprezentuje miesto tvorby regula-
¢ného faktora vo forme leucinového zipsu, ktory je na C-konci OrfA proteinu a vo vnutri
OrfAB.
Fi1G. 2. 1S3 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 (orf4 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.
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Tieto hodnoty potvrdzuju predpoklady, Ze u nukleovych kyselin s vy$Sim
poctom GC pdrov v mikroorganizme sa vyskytuju CastejSie inzer¢né sekven-
cie a transpozony. Jednotlivi ¢lenovia rodiny IS3 maju velkost od 1200 bp az
po 1550 bp. Vynimkou je IS481, ktory ma velkost 1045 bp. Opakované
sekvencie koncov molekuly inzerénej sekvencie maji dizku od 20 az po
40 bp. Prevazna vicsina clenov rodiny md na koncoch opakovanie 5'-
TG....CA-3' a pritomny interny blok s vy§§im poé¢tom G a C s roznou dizkou.
IS3 maju na zaciatku translacnej oblasti dva otvorené prekryvajice sa Citacie
ramce orfA a orfB (obr. 2). Produktom tychto génov je protein OrfA a fizny
protein OrfAB. Na rozdiel od IS/ je mozné potvrdit pritomnost aj OrfB pro-
duktu. Naproti tomu niektori ¢lenovia tejto skupiny, ako su 1S1076, I1S1138,
IS7221 a 1S1141, obsahuju iba jeden dlhy ¢itaci rdmec.

IS3 rodina sa deli na niekolko rozvetvenych podskupin (tab. 1) s rozdiel-
nym poradim nukleotidov v OrfB. Jednotlivi ¢lenovia podskupin sa od seba
odliSuju poc¢tom precnievajucich sekvencii. Ako priklad mézeme uviest pod-
skupinu IS2, ktord md na konci molekuly 5 bp opakovani, IS407 4 bp a dalsi
¢lenovia podskupiny 3 bp. Podskupina IS407 sa odliSuje od ostatnych ¢lenov
podskupin tym, Ze generuje 6 bp opakovania so sekvenciou NCTAGN.

TaBUIKA 1. Zdkladné vlastnosti prokaryotickych rodin IS.
TABLE 1. Basic features of prokaryote IS families.

Rodina!l Skupina? | Velkost3 [bp] DR [bp] Koniec* Pocet ORF>
IS1 770 9 (8-11) GGT 2
1S3 1S2 1300 - 1350 5 TGA 2

1S3 1200-1300 3(4) 2

IS51 1300-1400 3(4) 2

1S150 1400-1550 3-5 2

1S407 1200-1250 4 2

1S4 1300-1950 9-12 C(A) 1
IS5 IS5 1100-1350 4 GG 1
1S427 800-1000 2-3 Ga/g 2

1S903 1000-1100 9 GGC 1

1S1031 850-950 GAG 1

ISHI 900-1150 1

ISL! 800-1100 2-3 1

IS6 750-900 8 GG 1

1 - family, 2 - group, 3 - length, 4 - end, 5 - number of ORFs.
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Pomerne madlo sa zatial vie o mieste v¢lenenia inzercnej sekvencie do
cielovej molekuly. IS2 pri véleniovani do cielovej molekuly uprednostiiuje
miesta integrdcie bakteriofdga P1, ale ako vyhladdva prave toto miesto, nie
je uplne jasné.

Najlepsie charakterizovanou inzerénou sekvenciou zo skupiny IS3 je
IS911. Proteiny OrfA a OrfAB sa Specificky viazu na IR miesto [25,26].
Konstitutivna produkcia OrfAB z orfAB citacieho ramca zabezpecuje zvyse-
nu transpozi¢nu aktivitu. ZvySend produkcia proteinu OrfAB stimuluje
zvy$eny pocet képif kruhového transpozénu. Ciasto¢ny mechanizmus trans-
pozicie ukazuje obr. 3. Reakcia prebieha v dvoch krokoch, kde jeden z kon-
cov transpozonu Stiepi a vytvdra volné 3'-OH konce, ktoré v druhom kroku
sliZia k nukleofilnému ataku opa¢ného konca. Vysledkom je vytvorenie kru-
hovej molekuly podobnej osmicke, pri¢om transpozon vytvdra jednovlakno-
vy mostik a zanechdva 3'-OH volnud skupinu na molekule vektora v mieste
inzercie. Kinetické Studie ukdzali, Ze vytvorenie slucky je zaciatkom vzniku
kruhovej transpozicie. Na obr. 3 je reprodukovana rekombina¢nd reakcia
s vytvorenim kruhovej slucky pouzitd v bezbunkovom systéme. Doteraz
nie si zndme vSetky proteiny, ktoré sa zucastiuju replikdcie a vytvorenia
druhého rekombina¢ného vldkna.

Nie je uplne jasny ani vzdjomny reakény vztah medzi transpozdzou a jed-
notlivymi intermedidtmi reakcie. Vysokd hladina expresie proteinov OrfA
a OrfB znacne redukuje, alebo eliminuje, formovanie transpozi¢ného kruhu
a stimuluje intermolekulovu transpoziciu a taktiez stimuluje intermolekulo-
vu transpoziciu riadenud plazmidom. Vytvorenie intermolekulového transpo-
zicného systému v in vitro podmienkach ma demonStrovat vy$Siu ucinnost
integracie transpozénového kruhu, pricom pre reakciu si nevyhnutné obid-
va proteiny OrfA a OrfB.

Rodina 1S5

Vysoko heterogénnu skupinu vytvarajui inzeréné sekvencie rodiny IS5,
ktord obsahuje okolo 47 roznych kmenov a 21 izoelementov. Patria sem
sekvencie pochddzajuce z eubaktérii, ako aj z archaebaktérii. Molekula IS5
obsahuje iba jeden ¢itaci ramec pre syntézu transpozazy. Najmensiu velkost
ma 1S867, 850 bp, a najvicsia je 1S493 s velkostou 1643 bp. Niektoré inze-
réné sekvencie obsahuju aj druhy otvoreny ¢itaci rdmec pred génom trans-
pozdzy, ktory nie je potrebny pre transpoziciu [27]. Struktira IS4811 je
podobna transpozénu Tn4811 [28], ktorého velkost je vacSia ako 5 kb.
Inzerénd sekvencia obsahuje okrem zdkladnej transpozdzy aj dalSie gény,
ktorych funkcia doteraz nie je zndma. Mnohi ¢lenovia tejto rodiny maji vo
svojej molekule asociované prvky pripominajice riadne transpozony. Patria
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OBR. 3. Spdsob transpozicie inzerénych sekvencii v rodine IS3.
DNA transpozonu je zndzornend jemnejSou ¢iarou po strandch slucky. Slucka reprezentuje
DNA transpozénu ukon¢eného malymi krizkami. VIavo je zndzornend inzercia do linedrne;j
molekuly DNA. Vpravo je zndzornend inzercia do kruhovej molekuly. Vytvorenie kruhového
transpozonu z intermedidtu je sposobené hostitelskymi faktormi.

Fi1G. 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.
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sem IS903 a 1S602, ktoré su sucastou transpozénov s génom kédujicim
kanamycinovu rezistenciu, ako transpozén Tn903 [29], Tn602 [30], ISVal
a ISVa2, ktoré su sucastou transpozénu s génom zabezpecujicim transport
kovov z prostredia do bunky [31].

Do tejto skupiny zaradujeme aj sedem transpozonov skupiny 1S903, ktoré
sa v¢lenuju do molekuly DNA na GATC miesto. Podskupina IS7031 a IS427
je schopna transpozicie v bunkdch, ktoré maji mutaciu Dam oblasti.

Inzeréné sekvencie dvoch podskupin IS5 a IS427 a ¢lenovia skupiny ISL2
(IS112 a 1S1373) uprednostiuju pri integracii do cielovej molekuly cielové
miesto YTAR (najcastejSie CTAG). Po transpozi¢nej reakcii zanechédva zdvo-
jenie TA nukleotidov. Zatial nie je uplne zndme cielové inzer¢né miesto
na molekule recipienta, ani princip jeho vyhladdvania. Experimenty potvrdi-
li, ze cielové opakovania sui symetrické, vytvarajui palindrom, napr. CTAG.
Clenovia podskupiny ISL2 generuju 3 bp priame opakovania (DR) s prefe-
renciou pre ANT, skupina IS/031 generuje 3 bp DR a pri inzercii uprednost-
nuje cielovi sekvenciu TNA. Podobné cielové miesto uprednostiiuje aj sku-
pina ISH7 (8 bp DR) a tiez IS903 (9 bp DR) (pozri predchddzajici ¢lanok).

Vzhladom k Sirokému spektru ¢lenov skupiny sa v dalSej ¢asti budeme
venovat iba dvom ¢lenom tejto skupiny IS5 a 1S903.

IS5 sekvencie su schopné vyrazne generovat mutanty. Obsahuju jeden
velky otvoreny ¢itaci rdmec inc5A, ktory pokryva celi molekulu a je dolezity
pre transpoziciu [32], a dva malé otvorené ¢itacie ramce inc5B a inc5C, ktoré
maju tiez vyrazny vplyv na transpozi¢nu reakciu. Zatial nie je ni¢ zndme
o mechanizme tejto transpozi¢nej reakcie.

Opakovania na koncoch IS903 obsahuju 18 bp, podobne ako v pripade
zakladnej inzercnej sekvencie [33]. Ukdzalo sa, Ze transpozaza je schopnd
viazat sa Specifickymi koncami na —NH2 koniec proteinu [34,35]. Mailo
je zndme o transpozicnom mechanizme, ale na zdklade genetickej analyzy
je Castica schopnd vytvdrat po inzercii do genomu delécie, ako aj duplikdcie
génov [36].

Rodina IS6

Skupina inzer¢nych sekvencii IS6 bola pomenovana podla opakovanych
sekvencif v transpozone Tn6 [28]. V sucasnosti sa do tejto skupiny zaraduje
45 ¢lenov, z ¢oho je okolo 30 izokdpii. Vsetci ¢lenovia skupiny kdduju trans-
pozézu, pri¢om podobnost aminokyselinového zlozZenia je od 40 do 94 %.
Velkost inzer¢nej sekvencie je od 789 bp pre 1S257 do 880 bp pre 1S6100.
Do tejto skupiny patri aj IS466 z kmena Streptomyces coelicolor, ktorej
velkost je 1628 bp. Na molekule bol identifikovany otvoreny citaci rdmec
pre transpozdzu. Md pomerne kratke koncové opakovania (15 az 20 bp)
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a vSeobecne generuje 8 bp dlhé repeticie. Je zaujimavé, Ze inzeréna sekven-
cia IS6100, identifikovand v bunkdch Mycobacterium fortuitum, bola izolova-
nd a charakterizovand aj na plazmidoch, ktoré koduju gény pre katabolicky
transpozon pre degraddciu nylonu izolovany z buniek Arthrobacter sp. [37]
a z plazmidu u Pseudomonas aeruginosa R1003 [38]. Tato sekvencia je aj su-
Castou transpozonu Tn5393 v Xantomonas campestris [39].

Pri analyze jednotlivych ¢lenov rodiny IS6 bola zistend pozoruhodna rep-
lika¢nd fuzia (kointegrdt), z ktorého donorové a cielové replikény maju
oddelené dve kopie inzercnej sekvencie (napr. ISI5A, 1S26, 1S257 a 1S1936).
Po transpozicii dochddza k replikdcii fizovanej molekuly a k ndslednému
rozdeleniu na donorovu a cielovi molekulu. V donorovej molekule zostdva-
ju obidve povodné inzer¢né sekvencie a replikdciou sa prenesie jedna inzer-
¢nd sekvencia do cielovej molekuly.

Do tejto rodiny patri aj inzerénd sekvencia s velkostou 4904 bp izolovana
z vldknitej cynobaktérie Fremyella diplosiphon (Tn5469 [1S5469] [40]). Tato
velkd molekula ma tri otvorené Citacie ramce pre kodovanie proteinu. TnpA
md 909 aminokyselin a podoba sa transpozdze zakladnej IS6 inzercnej
sekvencie. V konzervativnej oblasti medzi 230. a 260. aminokyselinou sa
aminokyselinové a nukleotidové sekvencie uplne zhoduju. Tercidrna Struk-
tira transpozdzy je zhodnd z transpozdzou izolovanou z Tn552
(Streptococcus aureus) a Tn5090 z Klebsiella aerogenes R751.

Inzer¢né sekvencie v baktériach rodu Acetobacter

Inzercnd sekvencia 1S1380

Ani potravinarsky vyznamné kmene rodu Acetobacter nie su ,,uSetrené”
pritomnosti inzerénych sekvencif a transpozénov na svojom gendme (tab. 2).
Ako sme sa uz zmienili, tieto pohyblivé nukleotidové sekvencie spdsobuju
zmenu na genome hostitelskych kmenov a svojou pritomnostou su schopné
vytvarat negativne aj pozitivne mutdcie. Z octovych baktérif boli opisané
inzeréné sekvencie v kmenoch A. pasteurianus, A. aceti, A. xylinum, ale aj
Gluconobacter.

Zdakladnou vlastnostou octovych baktérii je schopnost oxidovat etanol.
Pri analyze termofilného kmena Acetobacter pasteurianus NCI1380 sa s vyso-
kou frekvenciou vyskytovali spontdnne mutanty neschopné oxidovat etanol.
Ukadzalo sa, Ze pri¢inou je pritomnost inzer¢nej sekvencie IS/380 na gendme
baktérie. U vdcSiny mutantov bola inzer¢na sekvencia v¢lenend na Specifické
miesto v géne, ktoré kéduje cytochrom c. Do rodiny IS7380 sa zaraduje dote-
raz Sest charakterizovanych ¢lenov, z ktorych dvaja tvoria izoformy niek-
torého z nich.
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TaBUIKA 2. Inzeréné sekvencie v baktériach rodu Acetobacter.
TABLE 2. Insertion sequences in Acetobacter.

Meno! Organizmus? Rodina3 | Skupina* |DI7ka5 [bp] IR
IS10314 | A. xylinum ATCC 23769 IS5 1S1031 930 22/24
IS1031C | A. xylinum ATCC 23769 IS5 1S1031 930 23/26
IS1031D | A. xylinum ATCC 23769 IS5 1S1031 930 23/26
IS1032 | A. xylinum ATCC 23770 IS5 1S1031 916 9/15
IS13804 | A. pasteurianus NC11380 1S7380 1665 13/15
IS1380B | A. pasteurianus NC11380 1S71380 1665 12/15
IS7452 A. pasteurianus NCI 1452 1S4 1411 21

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

1S1380 je 1665 bp dlh4, nesie 15 bp koncové obratené repeticie a na mies-
te inzercie zanechdva 4 bp duplikdcie. Na kazdom vldkne obsahuje 1 dlhy
Citaci ramec kddujuci 222 a 461 aminokyselin. Pre svoju integraciu do hosti-
telskej molekuly DNA uprednostiiuje sekvenciu TCGA. Patri v stcasnosti
medzi inzeréné sekvencie s extrémne vysokym poctom képii (priblizne 100)
v hostitelskej bunke Acetobacter pasteurianus. Jej vyskyt bol zaznamenany
aj u inych kmenov octovych baktérii [41].

Vicsia molekula inzer¢nej sekvencie ISBj! (velkost molekuly je 2071 bp)
kdduje transpozazu, pricom z otvoreného Citacieho rdmca sa moZu syntetizo-
vat proteiny s velkostou od 328 do 454 aminokyselin. S podobnym javom
sa stretdvame aj u dalSich ¢lenov skupiny. Aminokyselinovd podobnost trans-
pozazy v rodine je s identitou od 30 do 50 %. Inzer¢nd sekvencia bakterio-
fagovej molekuly ISBj/ ma na pravom konci 112 bp duplika¢nych sekvencii
a na IR konci je 15 bp dlha koncovd inzercnd sekvencia. Po v¢leneni do
cielovej molekuly vytvdra 4 bp cielové duplikacie.

To, Ze inzer¢né sekvencie nie su vzZdy druhovo zavislé, dokumentuje aj
porovnanie medzi IS/380 a produktom HRS1 sekvencie z Bradyrhizo-
bium japonicum [41]. Ich podobnost je natolko vyraznd, Ze sa predpoklada
aj vzdjomny prenos z jednej baktérie na druhu.

Druh Sphingomonas sp. CFO6 patriaci do o podskupiny proteobaktérii
nesie 5 plazmidov, ktoré kéduju proteiny podielajuce sa na biodegradacii
karbofurdnu. Tieto plazmidy obsahuju viacero inzerénych sekvencii. Najpre-
skimanejsia z nich je IS7412 (1656 bp, 18/17 bp termindlne obrédtené repe-
ticie), ktord nesie ¢itaci rdmec kddujuci pravdepodobne transpozazu s vyso-
kou homoldgiou k transpozaze z 1S1380, k HRS1 z Bradyrhizobium japoni-
cum a k IS1247 z Xanthobacter autotrophicus [42].
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Inzercnd sekvencia 1S1031

Bakteridlny druh Acetobacter xylinum ATCC 23769 je jednym z produ-
centov celuldzy. Pri Studiu expresie génu so snahou o zvySenie produkcie
polysacharidu sa objavilo vysoké percento spontdannych mutantov neschop-
nych produkovat celul6zu. Ukazalo sa, Ze pri¢inou je opiat mutdcia spdsobe-
nd inzerciou transpozénu oznac¢eného IS7031A4. Podobnd inzerénd sekvencia
IS1031B bola lokalizovana na kryptickom plazmide pAXC145, ktory, ako sa
neskdr ukdzalo, bol zdrojom aj dalSich dvoch inzerénych sekvencii IS1031C
a IS1031D. Ich dizka je 930 bp, obsahuju 24 bp (IS1031A4) a 21 bp (1S1031C,
IS1031D) koncové obrétené repeticie, ktoré su ohrani¢ené trojbdazovymi
priamymi opakovaniami. Kéduju 278-aminokyselinovy protein. Vo vSetkych
analyzovanych druhoch Acetobacter xylinum boli ndjdené sekvencie podobné
IS1031 v pocte 1 az 16 kopii na bunku, naopak Ziadny z analyzovanych dru-
hov Acetobacter aceti inzeréné sekvencie neobsahoval [43,44].

Inzercnd sekvencia 151032

Inzeréné sekvencie IS1032 tvori rodina sekvencii z druhov Acetobacter xy-
linum. Bola izolovana dalSia sekvencia z tejto rodiny. Jej dlzka je 916 bp,
nesie 14/16 bp koncové obrdtené repeticie a na mieste inzercie zanechdva
3 bp duplikécie. Obsahuje otvoreny Citaci rdmec pre 276-aminokyselinovy
protein, ktory vykazuje 58 % zhodu s proteinom z IS7031.

Zistila sa vysokd homoldgia s nukleotidovou sekvenciou ISRm4 z Rhizo-
bium meliloti. Southernova hybridizdcia ukdzala pritomnost IS/032 vo vacsi-
ne z analyzovanych druhov Acetobacter xylinum a taktiez v Acetobacter aceti
ATCC 15973. Transpozicia tohto elementu spdsobila vznik spontdnneho exo-
polysacharid-negativneho mutanta Acetobacter xylinum ATCC 23770 [45].

Inzercnd sekvencia 151452

Inzer¢nad sekvencia IS7452 bola ndjdend u Acetobacter pasteurianus v spo-
jitosti s inaktivaciou alkoholdehydrogenazy pri inzercii do adhS génu. Inzer-
cia zabrdnila transkripcii oddelenim promdtora od Struktirneho génu.
IS1452 je 1411 bp dlhd, obsahuje 21 bp termindlne obritené repeticie
a na mieste inzercie zanechdva 4 bp duplikdcie. Jeden dlhy Citaci rdmec
koduje 416-aminokyselinovy protein homologicky s transpozdzou Tral,
z 1S701 izolovanej z cyanobaktérie. Cielova Specificita je pomerne velka,
uprednostiiovand je sekvencia CTA (A alebo C). Transpozicia je replikativ-
na, zaznamenal sa ndrast poc¢tu kopii IS7/452. Bola ndjdend vo viacerych dru-
hoch Acetobacter v pocte kopii od 1 nad 10 [46].

Inzer¢nd sekvencia ISRmS z kryptick€ho plazmidu pRmeGR4b z Sinorhi-
zobium meliloti GR4 je 1451 bp dlhd nesie 22/24-bp koncové obrdtené repe-
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ticie so 7 zmenami a na mieste inzercie zanechdva 3 bp duplikdcie. Bola
ndjdend aj mimo plazmidu s po¢tom kopii 1 az 6. Obsahuje otvoreny Citaci
ramec, ktorého sekvencia vykazuje vyznamnud podobnost s inzerénymi
sekvenciami IS1357 z Methylobacterium sp. a 1S1452 z Acetobacter pasteuria-
nus [47].

Inzercnd sekvencia 1512528

1S12528 bola nijdend ako sekvencia sposobujica inaktiviciu alkoholde-
hydrogendzy inzerciou do adhA génu v Gluconobacter suboxydans. Jej dizka
je 905 bp, nesie 18 bp termindlne obrdtené repeticie a na mieste inzercie
zanechdva 3 bp duplikdcie - T(C/A)A. Kéduje 274-aminokyselinovy produkt
homologicky s transpozéazou z rodiny IS1031 z Acetobacter xylinum. Sekven-
cie podobné 1S72528 sa nachddzaju v Sirokom spektre kmenov octovych bak-
térif [48].

Inzeréné sekvencie
v dalsich biotechnologicky vyznamnych bakteriach

Jednotlivé prehladné tabulky v tomto ¢lanku naznacuju, Ze okrem buniek
rodov Acetobacter su inzeréné sekvencie neoddelitelnou sucastou aj mno-
hych dalSich biotechnologicky a potravindrsky vyznamnych bakteridlnych
kmernov (tab. 3). Jednotlivé inzer¢né sekvencie boli pozorované pri Stidiu
spontdnnej mutdcie bakteridlneho kmena, zmene polymorfizmov v jednotli-
vych bunkdch, ako aj pri patogénnych zmendch baktérii. I ked poznatky
o jednotlivych novych inzerénych sekvencidch nie su uplné a v mnohych
pripadoch sa iba predpokladd, ze dosledkom zmeny je presun mobilnych
usekov DNA na chromozdme buniek, opiSeme aspon stru¢ne zdkladné cha-
rakteristiky niektorych dalSich inzerénych sekvencil.

Kompletné nukleotidové zlozenie plazmidu pMRCO01 (60232 bp) z bu-
niek Lactococcus lactis subsp. lactis DPC3147 potvrdilo pritomnost 1056 bp
dlhého useku, ktory kéduje inzer¢nu sekvenciu [49]. Na molekule plazmidu
priblizne kazdych 20 kb bola identifikovand jedna molekula inzer¢nej
sekvencie. V troch oblastiach sa identifikovali useky zodpovedné za konju-
gdciu plazmidu a 16 Tra génov. Z biotechnologického hladiska sa ukazuje, ze
plazmid bude mat vyznam aj pri rozvoji novych klonovacich vektorov.

Porovndvanim chromozomov a Stidiom polymorfizmu v dvoch druhoch
Lactococcus lactis subsp. cremoris MG1363 a Lactococcus lactis subsp. cre-
moris NCDO763 sa pozorovali velké repeticie, ktoré naznacovali pritomnost
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TABUIKA 3. Charakterizdcia inzer¢nych sekvencii v baktériach rodu Lactobacillus.
TaBLE 3. Characterisation of insertion sequences in Lactobacillus.

Meno! Organizmus? Rodina?| Skupina4 D[lsl;]a ’ IR
1S984 | L. lactis subsp. lactis FI5876 1S3 1S3 1241 | 31/29
IS905A4 | L. lactis subsp. cremoris F17304 1S256 1313 | 20/28
IS905B | L. lactis subsp. cremoris MG1614 1S256 1313 | 20/28
1S946M | L. lactis subsp. lactis T-EK1 (pTR2030) ND 800 | ND
1S964V | L. lactis subsp. lactis T-EK1 (pTR2030) IS6 808 8
1S981 | L. lactis subsp. lactis LM0230 1S3 1S3 1224 | 18/28
IS982 | L. lactis subsp. cremoris SK11 (pSK11L) 1S983 999 | 19/20
IS928B | L. lactis bv. diacetilactis CRL264 (pCIT264) 18982 999 | 19/20
IS982C | L. lactis subsp. cremoris NIZOB40 (pNZ4000) | 1S982 999 | 19/20
IS1068 | L. lactis subsp. lactis NIZORS (Tn5276) 1S3 1S3 1245 | 31/29
IS1163 |L. sake 145 IS3 IS3 1180 | 32/48
IS1201 |L. helveticus CNRZ1094 (p34KB) 1S256 1387 | 20/24
1S1223 | L. johnsonii ATCC 11506 IS3 IS150 | 1492 |21/26
ISLI L. casei S1 (fag FSV-B) IS3 IS3 1257 | 23/40
ISL2 L. helveticus LH28 IS5 ISL2 858 16
ISL2 L. helveticus LH27 1S5 ISL2 858 16
ISL3 L. delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC11824 ISL3 1494 | 27/38
ISLAI | L. helveticus ATCC 15009 (pLH3) 1S982 962 | 32/35

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

mobilnych sekvencii [50]. Na zdklade nukleotidove] analyzy sa potvrdila
pritomnost sekvencii 1S905, ktoré su v obidvoch analyzovanych kmenoch
homologické.

Stidiom série auxotrofnych mutantov Streptomyces avermitilis sa ukazalo,
ze z kryptického plazmidu pri zvySenej teplote dochddza k presunu pohybli-
vej inzercnej sekvencie 1S67/00 na chromozém hostitelskej bunky, pricom
vznikd kointegrat, dosledkom ¢oho je zmena na gendme buniek [51]. Uka-
zalo sa, Ze klonovanim transpozdzy za silnej$i promator v plazmide a po pre-
neseni do materskych buniek, ako aj do buniek Streptomyces lividans, nedo-
chddza k zvySeniu transpozicnej aktivity inzerénej sekvencie.

Novd inzer¢nd sekvencia 1S7794 bola identifikovana v baktériach mlie-
¢neho kvasenia Streptococcus thermophilus CNRZ368. Sekven¢nou analyzou
bola uréen4 dizka sekvencie na 1200 bp so 16 bp opakovaniami na koncoch.
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Gén obsahuje jeden otvoreny c¢itaci rdmec pre kddovanie proteinu obsahu-
juceho 332 aminokyselin, ktory je podobny bakteridlnym inzerénym sekven-
cidm rodiny IS5 a IS4. Hybridizaciou sa v bunkdch potvrdila jedna kodpia
IS1194 iba v dvoch z 19 testovanych buniek S. thermophylus a v Styroch z 13
testovanych druhov Lactococcus lactis. Poradie nukleotidov na pravom a la-
vom konci IS7794 je identicky s poradim nukleotidov konjugativneho plaz-
midu pSM19054 izolovaného z buniek Streptococcus pyogenes [52].

Pri restrikénej analyze polymorfnych oblasti v 50 nezdvislych kmenoch
Streptococcus pneumoniae 6B bola lokalizovand inzer¢na sekvencia 1S71767
[53]. M4 okolo 9 képif na bunku hostitela. Stidiom klonov sa ukdzalo, ze
bunky su vysoko virulentné v osemrocnej peridde, ¢o sa pripisuje Ciastocne
aj pohybu inzer¢nej sekvencie po genome hostitela. Transpozi¢nd aktivita
inzer¢nej sekvencie je pomerne nizka, ¢o pravdepodobne spOsobuje nizku
patogenitu v ¢ase medzi jednotlivymi periddami.

V Kklinickom kmeni Streptococcus pyogenes M1 bola izolovana a identifi-
kovana IS7562. Gén bol lokalizovany medzi génmi kddujicimi M protein
a C5 peptiddzu, ktoré su dolezité ako faktory virulencie. Inzer¢nd sekvencia
s podobnou Struktdrou bola opisand aj v chromozéme iného druhu Strepto-
coccus pyogenes [53].

Inzeréné sekvencie, ako aj zloZitejSie transpozony, prispievaju ku gene-
tickej nestabilite bakteridlnych kmenov za neustdleho vzniku spontdnnych
mutdcii, dosledkom ¢oho je moznost lepSej adaptacie kmenov v novom Zi-
votnom prostredi. Neustdla zmena gendmu baktérif sa dd vyuZit aj v labora-
tornych podmienkach jednak pri Studiu genetickej determindcie jednotlivych
fyziologickych procesov v bunkdch, pri analyze fylogenetickych vztahov
medzi jednotlivymi bakteridlnymi druhmi, pri konStrukcii novych vyznam-
nych klonovacich vektorov, pri medzidruhovom prenose genetickej infor-
mdcie, ako aj pri expresii vyznamnych génov.
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Insertion sequence in bacteria from the genus Acefobacter
and in other bacteria used in food technology

GRONES, J. - MACOR, M.: Bull. potrav. Vysk., 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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