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Priemyselné vyuzitie octovych baktérii
a charakterizacia génov zodpovednych za produkciu
biotechnologicky vyznamnych produktov

VLADIMIRA BILSKA

SUHRN. Octové baktérie - elad Acetobacteriaceae - maju Siroké vyuzitie v potravindr-
skom i biotechnologickom priemysle. Stidium dolezitych génov, restrikéno-modifi-
kaéného systému a roznych genetickych elementov octovych baktérii by mohlo prispict
k pochopeniu genetického pozadia priemyselne vyznamnych druhov. Podstatny vyznam
maju gény, ktorych génové produkty sa podielajii na produkcii déleZitych ldtok ako napr.
kyseliny octovej ¢i celuldzy. Z hladiska sicasnych technoldgif je nevyhnutné objasnit ilohu
restrikéno-modifika¢ného systému octovych baktérii, aspekty stability buniek pri prie-
myselnom vyuZit{ a pritomnost extrachromozomdlnych DNA s moznostou vyuZitia
plazmidov pri klonovani a expresii vyznamnych génov.

Octové baktérie - celad Acetobacteriaceae sa odddavna vyuzivaju v potravi-
narskom a biotechnologickom priemysle ako producenti vyznamnych latok,
predov$etkym kyseliny octovej, glukdnovej, propionovej a dalSich organickych
kyselin. Octové baktérie su predstavitelmi skupiny gram-negativnych striktne
aerdbnych baktérif s troma zdkladnymi rodmi: Acetobacter, Gluconobacter
a Frateuria [1,2,3].

Mnohi zastupcovia rodu Acetobacter su schopni syntetizovat vysokocisté
polysacharidy, medzi ktoré patri napr. celuldza syntetizovana baktériou Ace-
tobacter xylinum, ako aj rad dalSich priemyselne vyuzitelnych produktov [4].
Naproti tomu premena D-sorbitolu na L-sorbdézu pri syntéze vitaminu C je
zase dominantnou vlastnostou baktérif rodu Gluconobacter.

V stcasnosti sa octové baktérie stali vyznamnym objektom §tidia moleku-
lovej bioldgie a genetiky so snahou vyuzit ziskané poznatky v modernych
biotechnoldgidch. Stidium je zamerané na objasnenie usporiadania a or-
ganizdcie génov doblezZitych metabolickych drah, ulohy restrikéno-modifi-
kacného systému a funkcie extrachromozémovych plazmidovych DNA
a dalsich genetickych elementov.

Mgr. Vladimira Bilskd, Prirodovedecka fakulta UK, Katedra molekuldrnej bioldgie,
Mlynskd dolina B-2, 842 15 Bratislava.
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Organizdcia génov fermentdcie kyseliny octovej
u baktérii rodu Acetobacter

Produkcia kyseliny octovej je nepochybne jedna z najdélezitejSich a aj
najdlhSie vyuzivanych schopnosti baktérii rodu Acetobacter. Pri raste na eta-
nole u zdstupcov rodu Acetobacter vznikd, za pritomnosti dvoch enzymov
octového kvasenia viazanych na bunkovi membrdnu alkoholdehydrogendzy
(ADH) a aldehyddehydrogendzy (ALDH), kyselina octova. V bunkach je
zaroven pritomny aj mechanizmus zabezpecujuci rezistenciu voci etanolu
a kyseline octovej [5]. Enzym ADH bol §tudovany u druhov A. aceti, A. pas-
teurianus a A. polyoxogenes. Tvori komplex proteinovych podjednotiek - kata-
lytickej a cytochromu c, pricom u niektorych druhov enzym obsahuje este
naviac 15 kDa podjednotku nezndme;j funkcie [6]. Gény pre prislusné podjed-
notky su organizované ako jeden operdn. Aj u metylotropnych baktérif (napr.
Acetobacter methanolicus) su gény kédujice metanol-dehydrogendzu a cyto-
chrém c usporiadané obdobnym spdsobom [7]. Pri druhu A. pasteurianus sa
v pritomnosti etanolu zvySuje aktivita ADH asi desatndsobne, pricom pocet
podjednotiek je rovnaky ako u etanolom neindukovanych buniek. Vicsina
podjednotiek ADH je v§ak lokalizovand v bunkovej membrane. Ak sa etanol
v prostredi nenachddza, je prevaznd cast podjednotiek enzymu lokalizovana
v cytoplazme [8]. Vysvetlenim tohto javu je pritomnost dvoch rozli¢nych
promdtorov v ADH operdne, ktoré zabezpecuji syntézu enzymov s odlisnou
afinitou k bunkovej memrdne ¢i cytoplazme [9].

Aldehyddehydrogendza je tvorena dvoma podjednotkami a nevykazuje
ziadnu §truktirnu homoldgiu s enzymom ADH [10].

Rezistencia vocli kyseline octovej a etanolu

Dalezitymi faktormi fermentacnej aktivity octovych baktérif su rezistencia
na kyselinu octovi a etanol. Mechanizmus rezistencie na kyselinu octovi bol
Studovany u mutantov senzitivnych na kyselinu octovi druhu A. aceti No. 1023.
Gény zodpovedné za tiito rezistenciu su organizované v operdne s velkostou
8,3 kb. Inzerciou Haell fragmentov génu kanamycinovej rezistencie do oblasti
prisluSného operdnu sa ukdzalo, Ze rozhodujicu dlohu maji gény aarA, aarB
aaarC (obr. 1.). Gén aarA md vysoku homoldgiu s génom pre citrdt-syntetdzu
u E. coli a inych baktérii [11,12,13] a aarC gén je homologicky s génom acu-8,
ktory je zahrnuty v utilizdcii acetdtu u Neurospora crassa [14]. Jednym z me-
chanizmov je pravdepodobne detoxikdcia icinnou asimildciou kyseliny octovej
inkorporovanej v bunkéch.

Rezistencia buniek voéi etanolu je zabezpedend zvySenim aktivity alko-
holdehydrogendzy tak, Ze etanol podporuje integraciu ADH do bunkovej
membrany a tym mnohondsobne zvySuje utilizdciu etanolu.
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OBR. 1. Restrikénd mapa operénu zodpovedného za rezistenciu na kyselinu octovii druhu A. aceti
No. 1023 a ucinok integracie Haell fragmentov Km' génu z plazmidu pACYC177 do buniek
rezistentnych na kyselinu octovi. PreruSenie prislusnych génov nemusi mat efekt na hostitela
(bunky zostdvaju rezistentné na kyselinu octovii) alebo nasledkom integracie sa bunky stavaji
senzitivne na kyselinu octovd. V niektorych pripadoch md integracia letdlny ti¢cinok na hostitela.

FIG. 1. Restriction map of region of Acetobacter aceti No. 1023 DNA responsible for acetic acid
resistance and the effect of integration of Haell fragments harboring Km" gene, derived from
pACYC177, on acetic acid resistance host. Interruption of responsible genes may have no effect
to the host cells (the cells keep the acetic acid resistance), or the cells become acetic acid
sensitive due to integration. In some cases, the integration is lethal to the host.

Aspekty genetickej stability octovych baktérii
v biotechnologickom procese

V praxi je schopnost oxiddcie etanolu jednou z najdodleZitejSich vlastnosti
Celade Acetobacteriaceae. Spontdnne mutdcie v procese fermentdcie a na-
slednd zmena fenotypu vedu ku genetickej nestabilite baktérii. Bunky velmi
lahko strdcajui a naopak rychlo ziskavaji novy fenotyp. Spontdnne stracaji
schopnost oxiddcie etanolu a aceténu a naopak rychlo ziskavaji schopnost
produkcie glukondtu, ketoglukondtu, dihydroxyaceténu a tvorby pigmentov.
Su schopné stratit kataldzovi aktivitu, menia morfolégiu koldnif - teda vlast-
nosti, ktoré su zdkladom pre ich taxonomické zaradovanie [15].

Vyvojom novych metéd génovych manipulécii je mozné lahko identifikovat
gény a sledovat zmeny vzniknuté mutdciou. Na génoch zabezpecujicich
oxiddciu etanolu v bunkdch Acetobacter sa sledoval zakladny mechanizmus
spontdnnej mutécie, pri ktorej dochddza k strate schopnosti samotnej oxidacie.
UA. aceti a A. pasteurianus sa vyskytli s vysokou frekvenciou mutanty
senzitivne voci kyseline octovej, pricom vacS§ina z nich stratila schopnost
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oxiddcie etanolu [16,17]. Uvedené pozorovania naznacuju mozny vplyv aktivity
dehydrogendz na jeden z mechanizmov rezistencie voc¢i kyseline octove;.
Molekulovo-biologické stiidium objasnilo, Ze geneticka nestabilita schopnosti
oxidovat etanol a rezistencie na kyselinu octovd u mnohych baktérii je zapri-
¢inend inzerciou sekvencie IS1380 (1655 bp) do Specifickej oblasti génu pre cy-
tochrém c. Hybridizacia podla Southerna ukdzala, Ze mnoho kmenov rodov
Acetobacter, Gluconobacter a Frateuria obsahuje podobné sekvencie ho-
mologické s IS1380. Napriklad u 4. xylinum zapricinuju transpozicie 1S1031
elementami stratu schopnosti syntetizovat celul6zu [18,19].

Stidium celulézového operdnu Acetobacter xylinum

Syntéza celulézy u A. xylinum prebieha jednoduchou polymerizaciou
uridindifosfoglukézy (UDPG), katalyzovanou enzymom celuldzasyntetdza.
Operon pre syntézu celuldzy je tvoreny 4 génmi (bcsABCD). BesA a besB
génové produkty sa zucastiujui polymerizdcie glukozovych zvyskov, besC gén
je potrebny pre syntézu (1,4)-glukdnu in vivo, ale nie in vitro. Nedostatok besD
génového produktu zapricinuje 40 %-nu redukciu mnozstva nasyntetizovane;j
celuldzy in vivo [20]. Purifikovana celulozasyntetdza z kmena A. xylinum
1306-21 bola tvorend tromi hlavnymi polypeptidmi s molekulovymi hmot-
nostami 90, 67 a 54 kDa [21]. 90 kDa polypeptid je kédovany besB génom a jeho
Stiepenim vznikd 67 kDa polypeptid, ktory md funkciu katalytickej podjed-
notky. 80 kDa polypeptid predstavuje substrat viazicu doménu [22].

Standal a kol. [23] inzerciou IS1031A do oblasti operénu bcs kmena
A. xylinum ATCC 23769 identifikovali dal§i gén nevyhnutny pre syntézu
celulézy in vivo. A. xylinum obsahuje niekolko inzerénych sekvencii vytvara-
jucich IS1031 rodinu. Transpozicie IS1031 elementami boli spojené so stratou
schopnosti syntetizovat celulézu u spontdnnych mutantov A. xylinum
ATCC 23769 [18,19]. Jeden z tychto mutantov obsahoval IS1031 inzerciu asi
500 bp pred génom bcsA bes operonu A. xylinum. Presnd funkcia tohto génu
nie je zndma, ale je jasné, Ze biosyntéza celuldzy vyzaduje okrem polymeri-
zacnej reakcie i dalSie funkcie ako napr. transport z miesta polymerizacie
do bunkovej membrany a do extraceluldrneho priestoru, reguldciu génovej
expresie, organizdciu procesu krystalizdcie a pod.

Restrikéno-modifikac¢ny systém octovych baktérii

Restrikéno-modifikacny systém predstavuje ddinnd obranu bunky vodi
cudzorodej DNA, ktord kedZe nie je modifikovand vlastnymi metyldzami, stava
sa cielom pre bunkové restrikéné enzymy. Pritomnost restrikéno-modifi-
kacného systému moze byt prekdzkou pri procese tvorby rekombinantnych
DNA. Uspesnost zdvisi od vyberu vhodného kmeia, ktory neobsahuje re-

184



TABULKA 1. Prehlad restrikénych endonukledz produkovanych zastupcami rodu Acetobacter.
TABLE 1. Review of restriction endonucleases produced by Acetobacter strains.

Enzym ! Sekvencia 2 i Izoschizomér 3 Kmen 4 )
Aatl | AGG{CCT | Acetobacter aceti IFO 3281
Axyl ; CC'TNAGG | Acetobacter xylinum IFO 3288
Aaal | C'GGCCGE Xmalll, Eco521 | Acetobacter aceli ss aceti
apaLl G'TGCAC Alw44], Snol, Acetobacter pasteurianus IFO 13753 1

] Vnel
AlIAJI CTGCA'G Acetobacter liquefaciens AJ 2881
Apal GGGCClc Acetobacter pasteurianus sub. pasteu-
|\rianus |
Aorl CCINGG v Acetobacter aceti sub. orleanensis

) NCIB 8622 |
ApaORI CC'NGG Acetobacter pasteurianus 1FO 13752
ApaBI | GCANNNNNYTGC Acetobacter pasteurianus 3612 i
ApaCl | G'GATCC BamHI Acetobacter pasteurianus 3614 |

1 - enzyme, 2 - sequence, 3 - isoschizomer, 4 - strain.

strikéno-modifikaény systém, alebo je moznd priprava kmena deaktivdciou
génov pritomného restrikéno-modifikaéného systému. Na druhej strane,
schopnost restrikéno-modifika¢nych enzymov, predovsetkym restrikénych en-
donukledz $pecificky stiepit DNA naslo uplatnenie v technikdch rekombinant-
nych DNA. S rozvojom restrikénych endonukledz v osemdesiatych rokoch boli
niektoré druhy rodu Acetobacter popisané ako producenti restrikénych en-
donukledz. Prvou restrikénou endonukledzou purifikovanou z buniek Aceto-
bacter pasteurianus bola restrikénd endonukledza Apal [24], ktord rozpoznava
palindromatickd sekvenciu 5-GGGCCYC-3’ priCom po Stiepeni zanechdva
3’-preénievajice konce. Naproti tomu restrikénd endonukledza ApalLl [25]
tiez z buniek Acetobacter pasteurianus $tiepi dvojvlaknovii DNA na 5’-konci
v mieste nukleotidovej sekvencie 5-GYTGCAC-3’. Do skupiny vyznamnych
restrikénych endonukledz patri aj ApaBI z A. pasteurianus, ktord rozpozndva
oktonukleotidovii sekvenciu 5-GCANNNNNYTGC-3’ a je vhodn4 pre ana-
lyzu velkych tsekov DNA [26,27]. V bunkach Acetobacter pasteurianus boli
popisané aj dalsie restrikéné endonukledzy napr. ApaClI [28, 29], ApaDI [27]
a dalSie, ktoré su prevazne iba izoschizomérne enzymy so zndmymi a skor
izolovanymi enzymami inych baktérif (tab. 1.).

Plazmidové vybavenie octovych baktérir

Vidésina druhov octovych baktérii obsahuje vo svojich bunkdch velké
mozstvo plazmidov, ktorych velkost sa pohybuje od kilobdzy aZ po niekolko
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desiatok kilobdz. Vyskyt plazmidov v zakladnych kmenoch rodu Acetobacter
je znazorneny v tabulke 2. Prekvapenim je, Ze u rodu Acetobacter na rozdiel
od buniek E. coli je v jednej bunke az niekolko plazmidov s rozdielnou
molekulovou hmotnostou [30-38]. Viac ako 90 % izolovanych plazmidov je
z buniek schopnych octového kvasenia. Takisto aj z buniek, ktoré si schopné
syntézy celuldzy [39] a oxiddcie glukdzy boli izolované niektoré plazmidy.
Zatial nie je celkom objasneny vztah pritomnosti plazmidov k procesom syn-
tézy celuldzy a oxiddcie glukdzy a dal§im metabolickym pochodom a funkcidm
v bunke.

Tak ako sa prirodzené plazmidy z buniek E. coli, Bacillus subtilis a dalSich
bakteridlnych druhov vyuzili pri konstrukcii klonovacich vektorov, aj plazmidy
octovych baktérif sa stali zdkladom novych klonovacich vektorov. Jednym
z prvych plazmidov, ktoré sa vyuzili na konstrukciu klonovacich vektorov pre
acetobactery boli dva kryptické plazmidy pTAS001A (23,5 kB) a pTAS001B
(23 kb) izolované z Acetobacter aceti No. 1023 [33]. Kombindciou so znimym
plazmidom z buniek E. coli pACYC177 (Ap*, Km?) bol vytvoreny prvy dvoj-
funkény vektor pre klonovanie jednak v bunkach Acetobacter ako aj bunkdch
E. coli. Pocet kopii nového klonovacieho vektora na bunku Acetobacter bol
stanoveny na 1-3. Podobnym spdsobom boli konstruované aj dalSie vektory
z plazmidu pMV102 (s velkostou 2,3 kb s poctom kdpif okolo 15 na chro-
mozom) v kombindcii s réznymi plazmidmi vhodnymi pre klonovanie
v bunkdch E. coli [40]. Gény antibiotikovych rezistencii na ampicilin, kanamy-
cin, tetracyklin a chloramfenikol kédovanych na novych vektoroch sa dispesne
exprimovali po vnesenido buniek Acetobacter. Vacsina z vektorov bolav oboch
bunkdch vysoko stabilna. Zo zdkladného plazmidu pTA5001A a pMV102 boli
konstruované klonovacie vektory pNK7[41], pMV24 a pM V1 [42], ktoré boli
neskor pouzZité na klonovanie B-izopropylmaldtdehydrogendzového génu
(leuB) a rekombinantnym plazmidom boli transformované bunky A. aceti
No. 1023. Rekombinanty v hostitelskom kmeni Acetobacter aceti leu boli selek-
tované na pritomnost leu™ génu [33].

V bunkach Acetobacter pasteurianus 3614A bol popisany a identifikovany
plazmid pACI, ktorého velkost na zdklade skonstruovanej ¢iasto¢ne;j fyzikal-
nej mapy a elektrénmikroskopickych snimkov bola uréend na 18,5 az 19 kb [43]
(obr. 2,).

Na rozdiel od predchddzajicich pripravenych klonovacich vektorov
s dvoma replikénmi bol z plazmidu pAC1 izolovany replikén, ktory bol pouzity
na konstrukcie klonovacich vektorov nielen pre octové baktérie, ale aj pre
mnohé gram-negativne baktérie. Plazmid je Stiepitelny restrikénymi endonu-
kledzami EcoRI, Pstl, Pvull a HindIII. Spojenim EcoRI fragmentu, ktory
nesie replikén a fragmentu z vektora pUC4-KAPA s kanamycinovou rezisten-
ciou sa skonStruovala séria vektorov pACKS, pACK9, pACK12, pACK20,
pACKS51 [26].
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TABULKA 2. Distribiicia plazmidov v réznych druhoch rodu Acetobacter.
TABLE 2. Distribution of DNA plasmids in individual strains of Acetobacter genera.

Pocet Molekulova hmotnost ji

Kmei ! plazmidov plazmidov 3 ,
i na bunku 2 [10 g.mol ]
A. aceti IFO 3281 6 1,8:2.5; 3.3; 5,1;17: >17 |
A. aceti IFO 3283 3 1,152,0; 21
4. aceti. IFO 3284 4 1,1; 1,5; 2.0; 2,1
A. aceti subsp. aceti ATCC 15973 2 1,9; 3,2 |
A. aceti subsp. xylinum ATCC 10245 1 >17 ]
A. acetigenus IFO 3280 5 1,3;2,5;3,9; 7,0; 16
A. acetosus IFO 3129 3 4,0;4,2; >17 11
A. acetosus IFO 3170 5 12:13,26:47,56 |
A. acetosus 1AM 1804 3 6,5; 8,6; 15
A. albuminosus IAM 1807 1 14
A. ascendens IFO 3188 2 1,4; 13
A. ascendens IFO 3299 1 1,4
A. aurantius IFO 3248 2 2,2:4,1
A. aurantius IFO 13333 2 SN 7,517
A. kuetingianus IFO 3222 2 2,8;17
A. pasteurianus IFO 3223 8 0,9; 1,0; 2,0; 2,5; 2,6; 3,6;

>17; >17
A. pasteurianus ATCC 33443 1 19
A. pasteurianus ATCC 7839 3 1.528,5: 7.5
A. pasteurianus 1AM 12073 3 1,7,1,7; 1,8 )
A. pasteurianus subsp. estumensis | IFO 13751 2 6,5:10 .
_A. pasteurianus subsp. lavaniensis | IFO 13753 3 1,0; 11; >17 |
A. pasteurianus subsp. paradoxus | IFO 13754 2 11,9;4,3 |
A. rancens IFO 3191 5 1,0; 1,6; 2,4; 4,2; 8,0
A. rancens IFO 3297 4 1,1;1,6; 2.0; 2,1
A. rancens IFO 3298 6 1,1;1,6;2,0; 2,1;4,1; >17
A. rancens 1AM 1826 3 17; >17; >17
A. turbidans IFO 3225 8 0,9; 1,0; 2,5; 3,2; 5,2; 13;
17; >17

A. xylinum IFO 3288 5 0,9; 1,4;2,6;2,9; >17
A. xylinum IFO 13693 3 1,7; 4,6; 12

1 - strain, 2 - number of plasmids per cell, 3 - molecular weight of plasmids.

187



EcoRT  ypin4111

HindIII

EcoRI

~ HindIII

Hindlll  py;  Pstl

OBR. 2. Ciastoén fyzikdlna mapa kryptického plazmidu pAC1
z buniek Acetobacter pasteurianus 3612A.
FIG. 2. Partial physical map of cryptic plasmid pAC1 from Acetobacter pasteurianus 3612A.

Podobne fragment s replikénom ACI sa spojil s génom rezistencie
na tetracyklin z plazmidu pBR322 a pripravil sa zdkladny klonovaci vektor
pACT?7 [44,45].

Vsetky doteraz uvedené plazmidy s replikénom AC1 su schopné replikdcie
jednak v bunkdch E. coli ako aj v bunkdch A. pasteurianus a ich stabilita pocas
dlhodobej kultivdcie v neselektivnych podmienkach nadobida hodnoty 98 az
100 %. Plazmidy sa v bunke vyskytuju vo viac ako 30 képidch na chromozdém.
Do pripravenych vektorov bola klonovand bakteridlna f-galaktoziddza a bola
Studovana jej sekrécia cez bunkovi membranu z buniek A. pasteurianus 3614A
[46].

V poslednych rokoch sa sistreduje pozornost na vyuzitie inych hostitelov
ako E. coli privyvoji expresnych systémov. Z hladiska vyuZzitia réznych rekom-
binantnych produktov je dolezité, aby hostitelsky organizmus, v ktorom ex-
presia prebieha, bol pre ¢loveka nepatogénny. Octové baktérie, nepatogénne
a pomerne dlho vyuzivané organizmy v potravindrskom priemysle, su jedny
z vyznamnych kandiddtov. Acetobacter methanolicus bol vyuZity na expresiu
génu pre nukleokapsidovy antigén virusu hepatitidy B. MozZnost expresie
virdlnych génov v mikroorganizmoch je zvldst vyvhodnad v pripade, ak je ndro¢na
kultivdcia virusu v [udskych alebo zivo¢iSnych bunkovych liniach.
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Do redakcie doslo 1.10.1996.

Industrial use of acetic acid bacteria and characterization of the genes
responsible for production of biotechnologically significant products

VLADIMIRA BILSKA

SUMMARY. Acetic acid bacteria are widely used on an industrial scale, especially in food
and biotechnology industries. Study of important genes, restriction-modification system
and various genetic elements of acetic acid bacteria could lead to understanding of a genetic
background of the industrially significant species. The genes which encode proteins are involved
in production of important compounds, e.g. acetic acid and cellulose, play an essential role.
Regarding the actual technologies, it is necessary to throw light upon a role of the acetic bacteria
restriction-modification system, the genetic stability of cells in industrial processes, and the pre-
sence of extrachromosomal DNA plasmids, that can be used at cloning and expression of sig-
nificant genes.
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