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Porovnanie konzervativnych oblasti 23S rDNA
rodu Acetobacter

MIROSLAVA KRETOVA - JOZEF GRONES

SUHRN. Na identifikdciu a klasifikdciu baktérii rodu Acetobacter sa vyuzila molekuldr-
no-biologickd metdda zaloZend na porovnani konzervativnych oblasti 23S rDNA. PCR
amplifikdciou sa analyzovalo sedem kmetiov baktérif Acetobacter pasteurianus a Stiepenim
amplifikdtu restrik¢nymi endonukledzami Alul, Haelll a Hpall sa urcili ich restrikéné
profily. U troch z produktov PCR A. pasteurianus 3612, A. pasteurianus 2374 a A. ace-
1 3620 sa urcila primdrna Struktira a vzdjomnym porovnanim sa potvrdila podobnost
na drovni 41 %.

KIUCOVE SLOVA: Acetobacter; octové baktérie; identifikacia baktérif; 23S rDNA

Octové baktérie rodu Acetobacter patria k mikroorganizmom bezZne sa
vyskytujicim vo volnej prirode s vyznamnym vyuZitim v potravindrskom
a farmaceutickom priemysle. Ich zdkladnou charakteristickou vlastnostou
je schopnost utilizovat zdroj uhlika napr. etanol, manitol, xylézu a premie-
nat ich pri nizkom pH prostredia na organické kyseliny [1]. Bunky octovych
baktérif maju ty¢inkovity tvar s velkostou 0,6-0,8 x 1-4 um. Niektoré druhy
vytvaraju samostatné koldnie, iné sa zoskupuju do parov alebo retiazok.

Rozvojom molekuldrnej bioldgie a molekuldrnej taxondmie boli baktérie
rodu Acetobacter preradené z Celade Pseudomonadaceae do novovznik-
nutej Celade Acetobacteriaceae, kam sa zaraduje Sest rodov Acetobacter,
Gluconobacter (2, 3], Gluconoacetobacter, Acidomonas, Asaia [4] a Kozakia
[5]. Fenotypickd identifikdcia octovych baktérii z hladiska druhového odliSe-
nia je velmi ndro¢na [1].

Podobne ako u inych bakteridlnych druhov, aj u octovych baktérif sa ve-
novala a stdle venuje znacnd pozornost usporiadaniu a organizicii génov
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dodlezitych metabolickych drdh [6], Studiu restrikéno-modifikacnych sys-
témov [7-10], a tiez aj funkcii extrachromozémovych plazmidovych DNA
[11-12], ako aj inych genetickych elementov, ako su inzer¢né sekvencie
a transpozony [13]. Pri identifikdcii octovych baktérii sa vyuzivajui vSetky
bezné metddy, ako je PCR orientovand na medzernikové oblasti konzer-
vativnych sekvencii (ITS PCR), amplifikdcia ¢asti 16S rRNA s ndslednou
restrikénou analyzou (PCR-RFLP), restrikénd analyza amplifikovanych
fragmentov (ARDRA), ako aj metddy zaloZené na porovndvani konzerva-
tivnych oblasti 16S a 23S rDNA [14].

V predloZenej préci sa analyzovali Stiepne profily amplifikdtov konzer-
vativnej oblasti 23S rDNA a porovnavali sa nukleotidové sekvencie troch
zo siedmich Studovanych kmenov rodu Acetobacter.

Material a metddy

Kultivdcia octovych baktérit

Vybrané kmene rodu Acetobacter sa kultivovali na YPG médiu (5 % kvas-
ni¢ny autolyzét, 3 % pepton a 2 % glukdza). Kultiry sa kultivovali v 150 ml
bankdch s 20 ml YPG média 24 h pri teplote 28 °C na rotacnej trepacke
pri 180 ot.min-l. Bunky Escherichia coli XL1 Blue sa kultivovali na Luria-
Bertani (LB) kultivacnom médiu pri 37 °C [15]. VSetky kmene pochddzaju
zo zbierky Katedry molekuldrnej bioldgie Prirodovedeckej fakulty UK
v Bratislave.

Izoldcia chromozomovej DNA

Chromozomovd DNA z buniek baktérii rodu Acetobacter sa izolovala
modifikovanou metédou popisanou v praci POBLETA a kol. [16]. Rozrastené
bunky z 3 ml YPG média sa usadili centrifugdciou pri 12 000 g pri teplote
4 °C. Sediment sa suspendoval v 200 ul roztoku GET (50 mmol.l-1 gluké-
za, 10 mmol.l1 EDTA pH 8,0, 25 mmol.I'! Tris. HCI pH 8,0), pridalo sa
4 mg.ml-! lyzozymu a zmes sa inkubovala 10 min pri laboratdrnej teplote.
Po inkubdcii sa pridalo 400 pl 3% (w/v) roztoku SDS a po jemnom pre-
mieSani sa zmes inkubovala 10 min pri laboratdornej teplote. K zmesi sa
pridalo 100 pl timivého roztoku TE (10 mmol.I'! Tris. HCI pH 8,0, 1 mmol.I-!
EDTA), 700 pl zmesi fenol - chloroform (1 : 1). Po pretrepani a néslednej
centrifugdcii 10 min pri 12 000 g sa odobrala vrchnd vodn4d faza a prezrdzala
sa dvojndsobnym objemom vychladeného etanolu. VyzraZand DNA sa pre-
niesla sklenenou ty¢inkou do inej skimavky a rozpustila sa v 500 pl sterilnej
redestilovanej vody.

54



Porovnanie konzervativnych oblasti 23S rDNA rodu Acetobacter

PCR amplifikdcia 23S rDNA

Substratom pre PCR reakciu bola izolovand chromozémova DNA z bu-
niek baktérii rodu Acetobacter. Na PCR reakciu sa pouzilo 25 pl reakenej
zmesi zlozenia: 10 mmol.l-! Tris.HCI pH 8,8, 50 mmol.l-1 KCl, 1,5 mmol.l-1
MgCly, 0,05 % Tween 20, 200 pmol.I't zo v§etkych dNTP, 0,8 pmol.I'! z pri-
mérov: 23F (5-GATGTTGGCTTAGAAGCAGCC-3’) a 23R (5’-CGACA-
GGAATTTCGCTACCTTA-3’), 1U Taq DNA polymerdza a 2 pl templd-
tovej DNA. PCR reakcia sa uskuto¢nila v termocykléri Uno II (Biometra,
Gottingen, Nemecko) s nasledovnym nastavenim programu: DNA denatu-
récia 1 min pri 94 °C, anelécia 0,5 min pri 54 °C, 1 min amplifikdcia pri 71 °C
pri 30 cykloch.

Molekuldrno-biologické metody

Amplifikované fragmenty DNA po PCR reakcii sa prezrazali dvojna-
sobnym objemom vychladeného etanolu. Precipitdt sa po vysuSeni rozpustil
v TE tlmivom roztoku a alikvétna Cast sa pouZila na Stiepenie restrikénou
endonukledzou Alul, Haelll, Hpall a Smal (New England BioLabs,
Beverly, Massachusetts, USA).

Produkty PCR a restrikéné fragmenty sa analyzovali elektroforézou
v 1-2% agardozovom géli v tlmivom roztoku TAE [15] a v 4% polyakryl-
amidovom géli v tlmivom roztoku TBE [15]. Ako Standard sa pouzil 100 bp
DNA Standard plus (Fermentas, Vilnius, Litovsko). DNA fragmenty sa
vyzualizovali po farbeni etidium bromidom pod transiluminatorom a ndsled-
ne sa odfotografovali.

Sekvencnd analyza

DNA po PCR amplifikdcii 23S rDNA sa klonovala do klonovacieho
vektora pBlueSK+ (Stratagene, La Jolla, Kalifornia, USA) do Smal miesta.
Analyzované rekombinanty sa sekvenovali vyuZitim univerzdlneho a reverz-
ného priméra M13 na automatickom sekvendatore PRISM 310 (Applied
Biosystems, Foster City, Kalifornia, USA). Nukleotidové sekvencie sa po-
rovnali s databdzou GenBank pouZitim pocitaCového programu BLAST
(National Center for Biotechnology Information, Bethesda, Maryland,
USA).

Vysledky a diskusia
Octové baktérie sa mdzu z biotechnologického hladiska zaradit medzi

dolezité bakteridlne druhy. V predchddzajucich experimentoch sa pozornost
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Tag. 1. Stiepenie PCR produktov 23S rDNA restrikénymi endonukledzami
Haelll, Hpal a Alul u baktérii rodu Acetobacter.
TaB. 1. Restriction patterns of PCR products of 23S rDNA
by Haelll, Hpal and Alul in bacteria of the genus Acetobacter.

Druh! —— Fragmenty DNAS3 [bp]

Haelll Hpall Alul
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

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

venovala predovSetkym Stuidiu restrikénych endonukledz [9, 10], Studovalo
sa plazmidové vybavenie octovych baktérif, ako aj ich schopnost rastu
na médidch s tazkymi kovmi a moznost ich kumuldcie v bunkovych Struk-
tirach. Z praktického hladiska ma vyznam schopnost inkorpordacie anti-
oxidantu selénu do proteinov v bunkovych Strukturach octovych baktérii
[17]. Baktérie rodu Acetobacter sa vyznamne podielaju aj pri biodegradacii
niektorych organickych latok a si vhodné aj pri remedidcii. Za stipajicim
vyznamom octovych baktérii vyrazne zaostdva genetickd charakteriza-
cia jednotlivych predstavitelov teraz uz Sirokej celade Acetobacteriaceae.
Predchddzajice experimenty ukdzali, Ze jednotlivi zdstupcovia Celade sa
od seba odliSuju nielen po morfologickej stranke, ale aj po stranke gene-
tickej. Z troch kmenov Acetobacter pasteurianus 3612, Acetobacter pasteuria-
nus 2374 a Acetobacter aceti 3620 sa izolovala séria kryptickych plazmidov
[18, 19]. S va¢sim dOrazom sa praca zamerala na analyzu konzervativnych
oblasti 23S rDNA.

Restrik¢nd analyza 23S rDNA

Zo siedmich kmenov baktérii rodu Acetobacter sa izolovala chromozémo-
va DNA, ktora sa vyuzila pri PCR amplifikdcii 23S rDNA, pri¢om sa ziskal
fragment s velkostou od 600 bp do 900 bp. Amplifikaty sa Stiepili restrikény-
mi endonukledzami Alul, Haelll a Hpall. Po Stiepeni Haelll sa ziskali frag-
menty velkosti od 100 bp do 480 bp, po Stiepeni Hpall fragmenty s velkostou
od 50 bp do 750 bp a po Stiepeni Alul fragmenty velkosti od 60 bp do 400 bp
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(tab. 1). Stiepenim PCR produktov restrikénou endonukledzou Haelll sa
ziskali Styri rOzne velkosti fragmentov, pre restrikénui endonukledzu Hpall
Sest roznych velkosti fragmentov a Stiepenim Alul Styri rozdielne skupiny
Stiepnych profilov v zdvislosti od skimaného kmena. Takyto Siroky rozptyl
velkosti fragmentov je v sulade s vysledkami, ktoré sa ziskali pri analyze
inych druhov baktérii rodu Acetobacter [20, 21].

Klonovanie 23S rDNA

Pre blizSiu charakterizaciu kmenov sa analyzovali intergénové oblas-
ti (ITS) [22]. Vysledky potvrdili, Ze analyzované kmene patria do rodu
Acetobacter. Analyzou konzervativnych sekvencii 23S rDNA sa overovala
ich druhova pribuznost.

Produkty PCR sa klonovali do klonovacieho vektora pBlueSK+
(Stratagene) do Smal miesta a po transformadcii buniek E. coli IM109 [15]
sa na LB médiu s ampicilinom selektovali rekombinantné molekuly pMK23-1
pre A. pasteurianus 3612, pMK23-2 pre A. pasteurianus 2374 a pMK23-3
pre A. aceti 3620. Vsetky tri rekombinantné molekuly sa sekvenovali na au-
tomatickom sekvendtore vyuZzitim univerzdlneho a reverzného priméra M13.

Tas. 2. Podobnost sekvencii oblasti 23S rDNA roznych kmenov rodu Acetobacter.
TAB. 2. Sequence identity of 23S rDNA among different strains of the genus Acetobacter.

. Podobnost sekvencii? [%]
Kmen!
A B C
A. pasteurianus 3612 A 100
A. aceti 3620 B 53 100
A. pasteurianus 2374 C 52 96 100
1 - strain, 2 - sequence identity.
0 200 400 600 800 bp

N /. pasteurianus 3612
[ — A. pasteurianus 2374

I I B A aceti 3620

OBR. 1. Grafické porovnanie nukleotidovej sekvencie useku 23S rDNA
u troch kmenov rodu Acetobacter.
FIG. 1. Graphical comparison of the nucleotide sequence of 23S rDNA
in three strains of the genus Acetobacter.
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1 CGCTCCTTAGGAC-GTTATAGTTACGGCCGCCGTTTACTGGGGCTTCAATTCGCAGCTTC 60
CGCACCTTAGGACCGTTATAGTTACGGCCGCCGTTTACCGGGGCTTCAATT--CAG———-
CCTTAGGACCGTTATAGTTACGGCCGCCGTTTACCGGGGCTTCAATT--CAG----

61 GCTTGCGCTAACCACTCCTCTTAACCTTCCAGCACCGGGCAGGCGTCAGCCCCTATACGT 120
—--—TGCTCTCACACCTCCTCTTAACCTTCCGGCACCGGGCAGGCGTCAGACCCTATACGT
---TGCTCTCACACCTCCTCTTAACCTTCCGGCACCGGGCAGGCGTCAGACCCTATACGT

121 CACCTTACGGTTTTGCAGAGACCTGTGTTTTTGCTAAACAGTCGCCTGGGCCTATTCACT 180
CGTCTCTCGACTTCGCAGAGTCCTGTGTTTTTAATAAACAGTCGCTACCCCCTGGTICTGT
CCTCTTTCGACTTCGCAGACTCCTGTGTTTTTAATAAACAGTCGCTACCCCCTGGTICTGT

181 GCGGCTCTCATGCGCTTGCACGCTCAAGAGCACCCCTTCTCCCGAAGTTACGGGGTCATT 240
GCCACCCGCAAATGGTTGCCCACTCACGGGTCTCGCTTATCCCGAAGTTACGCGAGTAAT
GCCACCCGCCAATGGTTGCCCACCAACGGGTCTCGCTTATCCCCGAAGTTACACGAGCAAT

241 TTGCCGAGTTCCTTAACGAGAGTTCTCTCGCACACCITAGGATTCTICTCCTCGACTACCT 300
TTGCCTAGTTCCTTCAGCATCGTTCTCTCAAGCGCCTTGGTATGCTCTACCAGTCCACCT
TTGGCCTAGTTCCTITCAGCATCGTTCTCTCAGCGCTTCAGCATCGTITCTCTCAAGCGCCT

301 GTGTCGGTTTGCGGTACGGGCACCTCTCACCTCGATAGAGGCTTTTCTTGGCAGTGTGAA 360
GTGTCGGTTTAGGGTACGGTCTATATGCCAGAGCTATTTCCTGGAATGCTCAAAAAGCCA
GTGTCGGTTTAGGGTACGGTCTATACGCCAGAGCTATTTCCTGGAATGCTCCARAAGCCA

361 ATCAGGAACTTCGTCCTTAAAGGACTCGCCATCACAGCTCAACGTTACAGTGTGCGGATT 420
GTCCAATCCGATAAGGACTGACAACATCTCGCATTCGTCACTTCTGGCAGGTTCAGGAAT
GATCAATCCGTTAAGACCTGACAACATATCGCATTCGTCACTTCTGGCAGGTACAGGAAT

421 TGCCTACACACACGCCTTACTGCTTGGACGCGCACAACCAACGGCGCGCTTACCCTATCC 480
ATTAACCTGGATTTCCATCGACTACGGCTTTCGCCCTCGCCTTAGGGGCCGACTAACCCT
ATTCACCT-GTTTCCCATCGACTACGGCTCTCGCCCTCGCCTTAGGGGCCGACTAACCCT

481 TACTGCGTCCCCCCATTTCTCAAACGGTGAGGAGGTGGTACAGGAATATCAACCTGTTGT 540
GCGTGGATTAACCTTGCGCAGGAAACCTTGGACTTACGGCGACAGTGTTTCTCGCACTGT
GCGTGGATTAACCTTGCGCAGGAACCCTTGGACTTTCGGCGACAGTGTTTCTCGCACTGT

541 CCATCGCCTACGCCTATCGGCCICGGCTTAGGTCCCGACTAACCCTGAGCGGACGAGCCT 600
TTGTCGCTACTCATGTCAGCATTCGCACTTCCGATATCTCCAGAGAGGGTCACCCCGTCT
TTGTCGCTACTCATGTCAGCATTCGCACTTCCGATATCTCCAGAGAGGGTCACCCCGTCT

601 TCCTCAGGAAACCTTAGTCATACGGTGGACGGGATTCTCACCCGTCTITCGCTACTCATA 660
CCTTCACAGACTTACGGAACGCTCCGCTACCGCGCATA-CAAAG-TATCCACCCACAGCT
CCTTCACTGACTTACGGAACGCTCCGCTACCGCGCATATCATAGATATGCACCCACAGCT

661 CCGGCATTAGTCATACGGIGGACGGGATTCICACCCGTCTTTCGCTACTCATACCGGCAT 720
TCGGCACGTGGCTTGAGCCCCGTTACATTTTCGGCGCAGGGTTTCTAATAGACCAGTGAG
TCGGCACGTGGCTTGAGCCCCGTTACATTTTCGGCGCAGGGTITTCTATTAGACCAGTGAG

721 TCTCACTTCTAAGCGCTCCACCAGTCCTTCCGGTCTGACTT 761 A. pasteurianus 3612
CTATTACGCTTTCTTTAAAGGATGGCTG-TTCTAAGCCAAC A. aceti 3620
CTATTACGCTTTCTTTAAAGGATGGCTGCTTCTAAGCCAAC A. pasteurianus 2374

OBR. 2. Porovnanie c¢asti nukleotidovych sekvencii 23S rDNA
u troch kmenov rodu Acetobacter.
Sekvencie na tmavom pozadi su identické na 100 % u vSetkych troch kmetiov.
F1G. 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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Sekvenc¢nou analyzou sa ziskali fragmenty velkosti 912 bp pre A. pasteuria-
nus 3612 (AJ621842), 845 bp pre A. pasteurianus 2374 (AJ621843) a 864 bp
pre A. aceti 3620 (AJ621846).

Porovnanie nukleotidovych sekvencii 23S rDNA

Primdrne Struktury jednotlivych rekombinantov sa vzdjomne porovnali
a vyhodnotili programom Blast. Vysledky ukdzali, Ze porovnané nukleotido-
vé sekvencie 23S tDNA A. pasteurianus 3612 a A. pasteurianus 2374 su iden-
tické na 80 % (tab. 2). Nukleotidové sekvencie A. pasteurianus 3612 a A. ace-
ti 3620 st zhodné na 53 %. Dva menej pribuzné kmene A. pasteurianus 2374
a A. aceti 3620 su identické az na 96 %. Pri vzdjomnom porovndvani sa ako
Standard zobrala sekvencia z A. pasteurianus 3612 (obr. 1). Nukleotidové
sekvencie ukdzali, Ze rodovo a druhovo pribuzné zbierkové kmene A. pas-
teurianus 3612 a A. pasteurianus 2374 si menej identické, ako ked sa
porovnaju s kmenom A. aceti 3620. Identickd oblast v nukleotidovej sek-
vencii medzi vetkymi troma kmenmi je na obr. 2 vyznacend tmavym polom.
Identita analyzovanej oblasti je priblizne 41 %. Porovnanim nukleotidovych
sekvencii kmena A. pasteurianus 2374 a A. aceti 3620 s kmenimi A. europaeus
(Y15288), A. intermedius (Y14680) a A. xylinus (X89812) [20] sa zistilo, ze
su identické na 94 %. Podstatne menSia identita iba 32-34 % je medzi kmen-
mi A. pasteurianus 3612 a kmenmi A. europeaus, A. intermedius a A. xylinus.
Vysledky ukazuju, Ze pribuznost medzi A. pasteurianus 3612 a A. pasteuria-
nus 2374 je pomerne mald a kmen A. pasteurianus 2374 sa podobd druhom
A. aceti alebo A. xylinus.

Molekuldrna identifikdcia ukazuje, Ze aj konzervativne oblasti medzi
ktoré patri 23S rDNA sa v ramci rodu m6Zu medzidruhovo odliSovat. Aby sa
lepSie poznalo genetické pozadie baktérii a vedelo sa vyuzit pri identifikdcii
druhov rodu Acetobacter, bude potrebné sekvencnou analyzou charakterizo-
vat aj ostatnych predstavitelov rodu.
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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 Alul, Haelll and Hpall, 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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