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Porovnanie konzervatívnych oblastí 23S rDNA 

rodu Acetobacter

MIROSLAVA KRETOVÁ - JOZEF GRONES

SÚHRN. Na identifikáciu a klasifikáciu baktérií rodu Acetobacter sa využila molekulár-
no-biologická metóda založená na porovnaní konzervatívnych oblastí 23S rDNA. PCR 
amplifikáciou sa analyzovalo sedem kmeòov baktérií Acetobacter pasteurianus a štiepením 
amplifikátu restrikènými endonukleázami AluI, HaeIII a HpaII sa urèili ich restrikèné 
profily. U troch z produktov PCR A. pasteurianus 3612, A. pasteurianus 2374 a A. ace-

ti 3620 sa urèila primárna štruktúra a vzájomným porovnaním sa potvrdila podobnos� 
na úrovni 41 %.
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Octové baktérie rodu Acetobacter patria k mikroorganizmom bežne sa 
vyskytujúcim vo vo¾nej prírode s významným využitím v potravinárskom 
a farmaceutickom priemysle. Ich základnou charakteristickou vlastnos�ou 
je schopnos� utilizova� zdroj uhlíka napr. etanol, manitol, xylózu a premie-
òa� ich pri nízkom pH prostredia na organické kyseliny [1]. Bunky octových 
baktérií majú tyèinkovitý tvar s ve¾kos�ou 0,6–0,8 × 1–4 µm. Niektoré druhy 
vytvárajú samostatné kolónie, iné sa zoskupujú do párov alebo retiazok.

Rozvojom molekulárnej biológie a molekulárnej taxonómie boli baktérie 
rodu Acetobacter preradené z èelade Pseudomonadaceae do novovznik-
nutej èelade Acetobacteriaceae, kam sa zaraïuje šes� rodov Acetobacter, 
Gluconobacter [2, 3], Gluconoacetobacter, Acidomonas, Asaia [4] a Kozakia 
[5]. Fenotypická identifikácia octových baktérií z h¾adiska druhového odlíše-
nia je ve¾mi nároèná [1].

Podobne ako u iných bakteriálnych druhov, aj u octových baktérií sa ve-
novala a stále venuje znaèná pozornos� usporiadaniu a organizácii génov 
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dôležitých metabolických dráh [6], štúdiu restrikèno-modifikaèných sys-
témov [7-10], a tiež aj funkcii extrachromozómových plazmidových DNA 
[11-12], ako aj iných genetických elementov, ako sú inzerèné sekvencie 
a transpozóny [13]. Pri identifikácii octových baktérií sa využívajú všetky 
bežné metódy, ako je PCR orientovaná na medzerníkové oblasti konzer-
vatívnych sekvencií (ITS PCR), amplifikácia èasti 16S rRNA s následnou 
restrikènou analýzou (PCR-RFLP), restrikèná analýza amplifikovaných 
fragmentov (ARDRA), ako aj metódy založené na porovnávaní konzerva-
tívnych oblastí 16S a 23S rDNA [14].

V predloženej práci sa analyzovali štiepne profily amplifikátov konzer-
vatívnej oblasti 23S rDNA a porovnávali sa nukleotidové sekvencie troch 
zo siedmich študovaných kmeòov rodu Acetobacter.

Materiál  a  metódy

Kultivácia octových baktérií

Vybrané kmene rodu Acetobacter sa kultivovali na YPG médiu (5 % kvas-
nièný autolyzát, 3 % peptón a 2 % glukóza). Kultúry sa kultivovali v 150 ml 
bankách s 20 ml YPG média 24 h pri teplote 28 °C na rotaènej trepaèke 
pri 180 ot.min-1. Bunky Escherichia coli XL1 Blue sa kultivovali na Luria-
Bertani (LB) kultivaènom médiu pri 37 °C [15]. Všetky kmene pochádzajú 
zo zbierky Katedry molekulárnej biológie Prírodovedeckej fakulty UK 
v Bratislave.

Izolácia chromozómovej DNA

Chromozómová DNA z buniek baktérií rodu Acetobacter sa izolovala 
modifikovanou metódou popísanou v práci POBLETA a kol. [16]. Rozrastené 
bunky z 3 ml YPG mé dia sa usadili centrifugáciou pri 12 000 g pri teplote 
4 °C. Sediment sa suspendoval v 200 µl roztoku GET (50 mmol.l-1 glukó-
za, 10 mmol.l-1 EDTA pH 8,0, 25 mmol.l-1 Tris.HCl pH 8,0), pridalo sa 
4 mg.ml-1 lyzozýmu a zmes sa inkubovala 10 min pri laboratórnej teplote. 
Po inkubácii sa pridalo 400 µl 3% (w/v) roztoku SDS a po jemnom pre-
miešaní sa zmes inkubovala 10 min pri laboratórnej teplote. K zmesi sa 
pridalo 100 µl tlmivého  roztoku TE (10 mmol.l-1 Tris.HCl pH 8,0, 1 mmol.l-1 
EDTA), 700 µl zmesi fenol - chloroform (1 : 1). Po pretrepaní a následnej 
centrifugácii 10 min pri 12 000 g sa odobrala vrchná vodná fáza a prezrážala 
sa dvojnásobným objemom vychladeného etanolu. Vyzrážaná DNA sa pre-
niesla  sklenenou tyèinkou do inej skúmavky a rozpustila sa v 500 µl sterilnej 
redestilovanej vody.
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PCR amplifikácia 23S rDNA

Substrátom pre PCR reakciu bola izolovaná chromozómová DNA z bu-
niek baktérií rodu Acetobacter. Na PCR reakciu sa použilo 25 µl reakènej 
zmesi zloženia: 10 mmol.l-1 Tris.HCl pH 8,8, 50 mmol.l-1 KCl, 1,5 mmol.l-1 
MgCl2, 0,05 % Tween 20, 200 µmol.l-1 zo všetkých dNTP, 0,8 µmol.l-1 z pri-
mérov: 23F (5’-GATGTTGGCTTAGAAGCAGCC-3’) a 23R (5’-CGACA-
GGAATTTCGCTACCTTA-3’), 1U Taq DNA polymeráza a 2 µl templá-
tovej DNA. PCR reakcia sa uskutoènila v termocykléri Uno II (Biometra, 
Göttingen, Nemecko) s nasledovným nastavením programu: DNA denatu-
rácia 1 min pri 94 °C, anelácia 0,5 min pri 54 °C, 1 min amplifikácia pri 71 °C 
pri 30 cykloch.

Molekulárno-biologické metódy

Amplifikované fragmenty DNA po PCR reakcii sa prezrážali dvojná-
sobným objemom vychladeného etanolu. Precipitát sa po vysušení rozpustil 
v TE tlmivom roztoku a alikvótna èas� sa použila na štiepenie restrik ènou 
endonukleázou AluI, HaeIII, HpaII a SmaI (New England BioLabs, 
Be verly, Massachusetts, USA).

Produkty PCR a restrikèné fragmenty sa analyzovali elektroforézou 
v 1–2% agarózovom géli v tlmivom roztoku TAE [15] a v 4% polyakryl-
amidovom géli v tlmivom roztoku TBE [15]. Ako štandard sa použil 100 bp 
DNA štandard plus (Fermentas, Vilnius, Litovsko). DNA fragmenty sa 
vy zualizovali po farbení etídium bromidom pod transiluminátorom a násled-
ne sa odfotografovali.

Sekvenèná analýza

DNA po PCR amplifikácii 23S rDNA sa klonovala do klonovacieho 
vektora pBlueSK+ (Stratagene, La Jolla, Kalifornia, USA) do SmaI miesta. 
Analyzované rekombinanty sa sekvenovali využitím univerzálneho a reverz-
ného priméra M13 na automatickom sekvenátore PRISM 310 (Applied 
Biosystems, Foster City, Kalifornia, USA). Nukleotidové sekvencie sa po-
rovnali s databázou GenBank použitím poèítaèového programu BLAST 
(National Center for Biotechnology Information, Bethesda, Maryland, 
USA).

Výsledky a diskusia

Octové baktérie sa môžu z biotechnologického h¾adiska zaradi� medzi 
dôležité bakteriálne druhy. V predchádzajúcich experimentoch sa pozornos�  
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venovala predovšetkým štúdiu restrikèných endonukleáz [9, 10], študovalo 
sa plazmidové vybavenie octových baktérií, ako aj ich schopnos� rastu 
na médiách s �ažkými kovmi a možnos� ich kumulácie v bunkových štruk-
túrach. Z praktického h¾adiska má význam schopnos� inkorporácie anti-
oxidantu selénu do proteínov v bunkových štruktúrach octových baktérií 
[17]. Baktérie rodu Acetobacter sa významne podie¾ajú aj pri biodegradácii 
niektorých organických látok a sú vhodné aj pri remediácii. Za stúpajúcim 
 významom octových baktérií výrazne zaostáva genetická charakterizá-
cia  jednotlivých predstavite¾ov teraz už širokej èe¾ade Acetobacteriaceae. 
Predchádzajúce experimenty ukázali, že jednotliví zástupcovia èe¾ade sa 
od seba odlišujú  nielen po morfologickej stránke, ale aj po stránke gene-
tickej. Z troch kmeòov Acetobacter pasteurianus 3612, Acetobacter pasteuria-

nus 2374 a Acetobacter aceti 3620 sa izolovala séria kryptických plazmidov 
[18, 19]. S väèším dôrazom sa práca zamerala na analýzu konzervatívnych 
oblastí 23S rDNA.

Restrikèná analýza 23S rDNA

Zo siedmich kmeòov baktérií rodu Acetobacter sa izolovala chromozómo-
vá DNA, ktorá sa využila pri PCR amplifikácii 23S rDNA, prièom sa získal 
fragment s ve¾kos�ou od 600 bp do 900 bp. Amplifikáty sa štiepili restrikèný-
mi endonukleázami AluI, HaeIII a HpaII. Po štiepení HaeIII sa získali frag-
menty ve¾kosti od 100 bp do 480 bp, po štiepení HpaII fragmenty s ve¾kos�ou 
od 50 bp do 750 bp a po štiepení AluI fragmenty ve¾kosti od 60 bp do 400 bp 
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TAB. 1. Štiepenie PCR produktov 23S rDNA restrikènými endonukleázami 
HaeIII, HpaI a AluI u baktérií rodu Acetobacter.

TAB. 1. Restriction patterns of PCR products of 23S rDNA 
by HaeIII, HpaI and AluI in bacteria of the genus Acetobacter.

1 - species, 2 - strain, 3 - DNA fragments.

Druh1 Kmeò2
Fragmenty DNA3 [bp]

HaeIII HpaII AluI

Acetobacter aceti 3620 300, 450 700 60, 320, 400

Acetobacter pasteurianus 2374 300, 480 750 60, 100, 320, 350

Acetobacter pasteurianus 3606 300, 450 270, 420 60, 340, 370

Acetobacter pasteurianus 3610 300, 350 700 60, 320, 400

Acetobacter pasteurianus 3612 100, 200, 400 50, 80, 600 60, 340, 370

Acetobacter pasteurianus 3614 100, 200, 400 50, 650 40, 80, 370

Acetobacter pasteurianus 3615 300, 450 700 60, 340, 370



(tab. 1). Štiepením PCR produktov restrikènou endonukleázou HaeIII sa 
získali štyri rôzne ve¾kosti fragmentov, pre restrikènú endonukleázu HpaII 
šes� rôznych ve¾kostí fragmentov a štiepením AluI štyri rozdielne skupiny 
štiepnych profilov v závislosti od skúmaného kmeòa. Takýto široký rozptyl 
ve¾kostí fragmentov je v súlade s výsledkami, ktoré sa získali pri analýze 
iných druhov baktérií rodu Acetobacter [20, 21].

Klonovanie 23S rDNA

Pre bližšiu charakterizáciu kmeòov sa analyzovali intergénové oblas-
ti (ITS) [22]. Výsledky potvrdili, že analyzované kmene patria do rodu 
Acetobacter. Analýzou konzervatívnych sekvencií 23S rDNA sa overovala 
ich druhová príbuznos�.

Produkty PCR sa klonovali do klonovacieho vektora pBlueSK+ 

(Stratagene) do SmaI miesta a po transformácii buniek E. coli JM109 [15] 
sa na LB médiu s ampicilínom selektovali rekombinantné molekuly pMK23-1 
pre A. pasteurianus 3612, pMK23-2 pre A. pasteurianus 2374 a pMK23-3 
pre A. aceti 3620. Všetky tri rekombinantné molekuly sa sekvenovali na au-
tomatickom sekvenátore využitím univerzálneho a reverzného priméra M13. 
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TAB. 2. Podobnos� sekvencií oblastí 23S rDNA rôznych kmeòov rodu Acetobacter.
TAB. 2. Sequence identity of 23S rDNA among different strains of the genus Acetobacter.

1 - strain, 2 - sequence identity.

Kmeò1
Podobnos� sekvencií2 [%]
A B C

A. pasteurianus 3612 A 100
A. aceti 3620 B 53 100
A. pasteurianus 2374 C 52 96 100

OBR. 1. Grafické porovnanie nukleotidovej sekvencie úseku 23S rDNA 
u troch kmeòov rodu Acetobacter.

FIG. 1. Graphical comparison of the nucleotide sequence of 23S rDNA 
in three strains of the genus Acetobacter.



KRETOVÁ, M - GRONES, J.

58

OBR. 2. Porovnanie èasti nukleotidových sekvencií 23S rDNA 
u troch kmeòov rodu Acetobacter.

Sekvencie na tmavom pozadí sú identické na 100 % u všetkých troch kmeòov.
FIG. 2. Comparison of a part of nucleotide sequences of 23S rDNA 

in three strains of the genus Acetobacter.
The grey marked sequences are 100 % identical in all three strains.
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Sekvenènou analýzou sa získali fragmenty ve¾kosti 912 bp pre A. pasteuria-

nus 3612 (AJ621842), 845 bp pre A. pasteurianus 2374 (AJ621843) a 864 bp 
pre A. aceti 3620 (AJ621846).

Porovnanie nukleotidových sekvencií 23S rDNA

Primárne štruktúry jednotlivých rekombinantov sa vzájomne porovnali 
a vyhodnotili programom Blast. Výsledky ukázali, že porovnané nukleotido-
vé sekvencie 23S rDNA A. pasteurianus 3612 a A. pasteurianus 2374 sú iden-
tické na 80 % (tab. 2). Nukleotidové sekvencie A. pasteurianus 3612 a A. ace-

ti 3620 sú zhodné na 53 %. Dva menej príbuzné kmene A. pasteurianus 2374 
a A. aceti 3620 sú identické až na 96 %. Pri vzájomnom porovnávaní sa ako 
štandard zobrala sekvencia z A. pasteurianus 3612 (obr. 1). Nukleotidové 
sekvencie ukázali, že rodovo a druhovo príbuzné zbierkové kmene A. pas-

teurianus 3612 a A. pasteurianus 2374 sú menej identické, ako keï sa 
porovnajú s kmeòom A. aceti 3620. Identická oblas� v nukleotidovej sek-
vencii medzi všetkými troma kmeòmi je na obr. 2 vyznaèená tmavým po¾om. 
Identita analyzovanej oblasti je približne 41 %. Porovnaním nukleotidových 
sekvencií kmeòa A. pasteurianus 2374 a A. aceti 3620 s kmeòmi A. europaeus 
(Y15288), A. intermedius (Y14680) a A. xylinus (X89812) [20] sa zistilo, že 
sú identické na 94 %. Podstatne menšia identita iba 32–34 % je medzi kmeò-
mi A. pasteurianus 3612 a kmeòmi A. europeaus, A. intermedius a A. xylinus. 
Výsledky ukazujú, že príbuznos� medzi A. pas teurianus 3612 a A. pasteuria-

nus 2374 je pomerne malá a kmeò A. pasteurianus 2374 sa podobá druhom 
A. aceti alebo A. xylinus.

Molekulárna identifikácia ukazuje, že aj konzervatívne oblasti medzi 
ktoré patrí 23S rDNA sa v rámci rodu môžu medzidruhovo odlišova�. Aby sa 
lepšie poznalo genetické pozadie baktérií a vedelo sa využi� pri identifikácii 
druhov rodu Acetobacter, bude potrebné sekvenènou analýzou charakterizo-
va� aj ostatných predstavite¾ov rodu.
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Comparison of conservative sequences of 23S rDNA in the genus Acetobacter

KRETOVÁ, M - GRONES, J.: Bull. potrav. Výsk., 44, 2005, p. 53-61.

SUMMARY. A molecular-biological method based upon the comparison of conservative 
regions of 23S rDNA was used for identification and classification of bacteria of the genus 
Acetobacter. Seven A. pasteurianus strains were analyzed by PCR amplification and by sub-
sequent cleavage with restriction endonucleases AluI, HaeIII and HpaII, restriction profiles 
were determined. For three PCR products from A. pasteurianus 3612, A. pasteurianus 2374 
and A. aceti 3620, primary nucleotide structure was determined and, based upon their com-
parison, 41 % identity was confirmed.
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