Stadium ‘zloZenia nukleovych kyselin niektorych potravmarsky
vyznamnych mikronrganizmov

J. ARPAI, Z. LESKOVA

Ribonukleové kyseliny. Proces biosyntézy zalina vicobecne aktiva-
ciou, ktord sa uskutociiuje prenosom energie z makroergickych fosfatovych
vizieb. Fri biosyntéze bielkovin sa za katalytického posobenia $pecifickych en-
zymov (1, 2) aktivuju karboxylové skupiny aminokyselin tak, ze karboxylova
skupina vytesnuje v 5 -adenozintrifosfate koncovy pyrofosfat za vzniku amino-
acylaldenylatu (3, 4) podla rovnice:

ATP + R . CHCOOH=AMP~CO.CHR + PP

NH, NH,

V poslednom ¢ase sa zistilo, Ze proces aktivacie aminokyselin nemozno cel-
kom oddelif od procesu, pri ktorom nastava zoradenie aminokyselin, ktoré je
potrebné pre vznik novej bielkoviny. Vzniklé aminoacyladenylaty zostavaju
spojené s aktivujucimi enzymami (nazvanymi podla izolacie ,.pH 5-enzymy*)
a su takto prenesené (5, 6) na S$pecifické rozpustné ribonukleové kyseliny
(s — RNA).

Funkcia s-RNA je zalozena na jej koenzymovej povahe zucastnenej pri trans-
fere aminokyselin (7). To znamena, Ze aktivujuci prislusny enzym sa zudastni
aktivacie karboxylovej skupiny aminckyseliny a zaroven i prenosu aminoky-
seliny na s-RNA. Pri prenose na s-RNA sa aktivovana aminokyselina pripoji
na koncovy adenozin prislusnej s-RNA za vzniku esterovej vizby s vysokym
obsahom energie. Specifita viazby s-RNA s danou aminokyselinou, prenasanou
vo vizbe s aktivujucim enzymom, je vyjadrend usporiadanim nukleotidov vo vnu-
tri molekuly s-RNA a je druhove Specificka (8). Je znadme (9, 10), Ze na konci
polynukleotidového refazca, kde dochadza k vizbe aminokyseliny, je u vset-
kych s-RNA, Specifickych pre jednotlivé aminokyseliny, rovnaky sled troch
nukleotidov: P-adenozin-P-cytidin-P-cytidin. Na opatnom konci je viazané prav-
depodobne kyselina guanylova (8).

Aminokyselina, viazana estericky na s-RNA, sa v dalsej faze reakcie oddeli
od aktivujuceho enzymu a spolo¢ne s rozpustnou ribonukleovou kyselinou pre-
chadza do ribozémov, kde dochadza ku kondenzacii aktivovanych aminokyselin,
za vzniku polypeptidického retazca bielkovin, podla geneticky urcéeného sledu
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aminokyselin. U Escherichia coli sa zistilo (11), Ze s-RNA, uvoInend po odo-
vzdani aminokyselin do ribozémov, sa opaf spojuje s novymi aminokyselinami,
takZe reakcie, v ktorych s-RNA vystupuje, maju cyklicky charakter a s-RNA
ma ulohu koenzymu.

Fo stranke chemického zloZenia sa s-RNA 1isi od ostatnych typov bunecénej
RNA po prvé priblizne platiacimi rovnostami (guanin = cytozin, adenin = ura-
cil), po druhé vysokym obsahom minoritnych baz (12). Mc Cully a Can-
toni (13) ukazali, ze s-RNA sa odliSuje od ostatnych RNA aj sekvenénym
usporiadanim nukleotidov. Zostavili model molekuly s-RNA, ktory vystihuje
dobré vlastnosti s-RNA a definuje miesta akceptorovej a transferovej sSpecifity.
Predstavuju molekulu s-RNA ako jednoduchy polynukleotidovy retazec, ktorého
ramend su priloZené k sebe a spojené vodikovymi mostikmi v dokonalu za-
vitnicu, zlozenu z 26 nukleotidovych parov. Centralna ¢ast refazca nie je spo-
jend s vodikovymi méstikmi, ale tvori jednoduchu sluc¢ku. Tu su sustredené
vietky metylované puriny a pseudouridin, ako aj kodovy zaklad. Na akcepto-
rovem konei molekuly nachadzame sled P-cytozin-P-cytozin-P-adenin. Kon-
covy adenozin s priliehajucou cytidylovou kyselinou nie su sparené, vycénievaju
z konca dvojitej Spiraly; nasledujuca cytidylova kyselina je sparena s guanylo-
vou kyselinou opaéného konca molekuly s-RNA, tym sa nendsilne vysvetluje,
preco vietky molekuly s-RNA obsahuji v koncovej polohe guanylova kyselinu
(14).

Ribozemalne nukleové kyseliny. O zlozeni cytoplazmy mikrobidlnej bunky je
dnes zname, ze obsahuje vela nizkomolekularnych latok a enzymov, hlavne
ribonukleovu kyselinu, ktora je pritomna ako ribonukleoprotein. Pre c¢astice
tejto bielkoviny, ktoré su obycéajne gulovitého tvaru a priemeru 150—350 A,
sa zaviedlo oznadenie ribozémy (15). Tieto mozno izolovat z mikroorganizmov
ako aj z cytoplazmy vys$sich organizmov (16). Ribozomalne castice sa skladaju
z velkého poctu bielkovinnych podjednotiek, ktoré maju bazické vlastnosti
a nizku molekulovu vadhu a su zlozené z dvoch alebo troch molekul vysoko-
molekuldrnej RNA. Bielkovinné podjednotky su v ribozémoch navzijom spo-
jené s dvojmocnymi kationmi a tvoria tak sféricky dtvar s vysokym stupnom
hydratacie.

Rozdiel medzi predchadzajuce opisanou s-RNA. ktord méa svoje oznacenie
z toho, Ze je rozpustnd vo vode a ribozomélnou RNA je prave v tom, Ze
ribozcmalna RNA pri uvolneni sa nerozpusfa vo vodnom prostredi, ale sa
usadzuje. Ribozomalna RNA sa takto lisi od ostavajucej cytoplazmatickej RNA
tak fyzikalnymi ako aj chemickymi vlastnostami. V protiklade k velkému
po¢tu relativne malych bielkovinnych podjednotiek u s-RNA sa ribozomalna
RNA sklada z velmi malého poétu neoby¢ajne velkych molekul. Ribozomalna
RNA nie je jednotna, moZno ju dalej diferencovat na zaklade sedimentacnej
konstanty.

Chemicks aktivita v ribozomoch ma prevazne charakter ribonukleazovy. Tato
RN-aza je v3ak v ribozomoch v latentnom stave, pokial nie je mechanicky alebo
chemicky aktivovana. Dalie enzymové aktivity sa zistili u ribozomov menovite
peptiddzova (17) a g-galaktozidazova aktivita (18).

Informacné ribenukleové kyseliny predstavuju dalsiu diferencovanu zlozku,
ktorych funkciou je prenasaf za ucasti kyseliny dezoxyribonukleovej genetické
informéacie na miesto syntézy bielkovin. Po stranke chemickej sa i-RNA vy-
znatuje pomerne nizkou molekulovou vahou a svojou nestalosfou sa rozklada
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nielen priebehom syntézy bielkovin, ale uZ jednoduchym stykom s ribozémami
(19). Prave na zéklade jej mimoriadne rychleho metabolizmu je i-RNA roz-
ligitelnd na zaklade kratkodobej inkorporicie znackovanych prvkov 2P, 4C
(20). Zlozenie kyseliny ribonukleovej nezodpoveda celkom =zloZeniu kyseliny
dezoxyribonukleovej prislusného bakteridlneho druhu, ale sa skladid prave
zo zmesi 33 % i-RNA a 67 %, ribozomaélnej kyseliny ribonukleovej (21). A% po-
mocou polymerazy kyseliny ribonukleovej moZno ziskat kyselinu ribonukleovu,
ktora je vernou koépiou kyseliny dezoxyribonukleovej po stranke zloZenia a
nukleotidového sledu, nie viak po stranke molekulovej vahy. i-RNA, podobne
ako predchadzajuce formy kyseliny ribonukleovej, sa daju este dalej rozdelit,
najmé na zaklade konstanty sedimentacie. Ako prenasa¢ genetickych informacii
prichadza do uvahy najmi i-RNA o sedimentacnej konstante 30 S, ktord zod-
poveda jednému celému operdénu (22). Obsah baz a nukleotidovy sled je v pod-
state dany tym, Ze je i-RNA kopiou kyseliny dezoxyribonukleovej (23). Tazisko
novsich vyskumnych prac v tejto oblasti lezi v osvetleni mechanizmu syntézy
i-RNA.

O vlastnostiach dalSej formy nukleovych kyselin, . j. m-RNA mozZno uviesi
na tomto mieste iba tolko, Ze bola izolovana z ribozémov a ma dve hlavné
odlisné zlozky nerovnakej molekulovej vahy. M4 nepochybne vyznamnu, avSak
dopesial nie celkom objasnenu funkciu pri syntéze bielkovin. (24).

Dezoxyribonukleovd kyselina. Funkcia kyseliny dezoxyribonuk-
leovej je predovsetkym v jej transformacnej Gcinnosti, t. j. v nosi¢stve dedic-
nych vlastnosti, ktoré je spité s jej strukturou. Kostra je tvorend dvomi poly-
nukleotidovymi retazcami, ktoré su navzajom zviazané pomocou vodikovych
moéstikov medzi bazami. Plati pritom pravidlo, Ze sa vodikové mostiky mozu
vytvarat len medzi adeninom a tyminom, cytozinom a guaninom. Je to dané
tvarom a chemickymi vlastnostami baz. Transformacna uéinnost kyseliny
dezoxyribonukleove] je teda v podstate podmienend sekundarnou strukturou
molekuly. S tym sthlasne sa zistila strata infektivity kyseliny dezoxyribo-
nukleovej pri naruseni jej cyklickej struktury (25).

Poznatky ¢ strukture kyseliny dezoxyribonukleovej moZno zhrnut v nasle-
dovnych bodoch:

1. Existuju dva typy kyseliny dezoxyribonukleovej: typ AT, v ktorom obsah
adeninu a tyminu prevazuje nad obsahom guaninu a cytozinu a typ GC, vysky-
tujici sa hlavne v mikroorganizmoch, v ktorom je situdcia opadna.

2. Sudet purinovych nukleotidov sa rovna suctu pyrimidinovych nukleotidov.

3. Molarny pomer adeninu k tyminu sa rovna 1, podobne ako molarny pomer
guaninu k cytozinu, resp. k cytozinu + 5-metylcytozinu, ak je tento pritomny.

4. Pocet 6-aminoskupin sa rovna poc¢tu 6-ketoskupin.

Pre syntézu kyseliny dezoxyribonukleovej je nutna pritomnost vsetkych
Styroch prirodzenych dezoxynukleozid — 5'-trifosfatov a zaroven malé mnoz-
stvo kyseliny dezoxyribonukleovej (o¢ko), ktoré moze byt z I'ubovolného zdro-
ja. Syntéza kyseliny dezoxyribonukleovej je katalyzovana DNA-polymerazou,
ktora prvy raz izoloval Kornberg so spolupracovnikmi (26) z extraktu
Escherichia coli. DNA-polymeraza katalyzuje vratnu reakciu medzi vznikajucim
polynukleotidem a dezoxynukleozid-5'-trifosfatom, ktoré sa nemédzu substituo-
vat odpovedajucimi 5'-difosfatmi alebo ribonukleozid-5'-trifosfatmi. Za nepri-
tomnosti jedného alebo niekolkych dezoxynukleozid-5"-trifosfatov prebieha
syntetickd reakcia velmi nepatrne. Pri enzymatickej syntéze kyseliny dezoxy-
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ribonukleovej moze polynukleotidovy refazec kyseliny dezoxyribonukleove]j na-
rastat v dosledku reakcie nukleozid-5'-trifosfatu aktivovaného pyrofosfatom
s kyslikom alkoholickej skupiny 3’-polohy dezoxyribézy. Uvazuje sa o dvoch
mechanizmoch. Podla prvého mechanizmu sa k polynukleotidovému refazcu,
ktory je na narastajucom konei zakonéeny trifosfatom, pripoji mononukleozid-
-5 -trifost4t a z akceptora sa uvofni pyrofosfat. Podla druhého mechanizmu
sa pripojuje nukleozid-5'-trifosfat k 3’-hydroxylovej skupine koncovej dezoxy-
ribézy za uvolInenia pyrofosfatu z donoru (27). Treba eSte poznamenat, Ze obsah
guanin, cytozin zda sa byt druhou kons$tantou, ktord je fylogeneticky podmie-
nena (28). Je pravdepodobné, Ze minimalny obsah guanin, cytozin alebo adenin,
tymin suvisi s povahou genetického kédu. Ani kyselina dezoxyribonukleova nie
je celkom jednotnou latkou, analytické krivky s bimodalnou distribuciou obsahu
guanin, cytozin ukazuju na mensiu zlozku kyseliny dezoxyribonukleovej odlis-
ného zlozenia. Nukleotidovy sled v kyseline dezoxyribonukleovej sa Studuje
na zadklade tzv. Statistického polynukleotidu (29), ktorym sa vystihuje pocet-
nost purinov, pyrimidinov a polypyrimidinov. Doposial sekvenénd analyza
kyseliny dezoxyribonukleovej pokroéila iba po dinukleotidy a trinukleotidy
(30).

Pokusnd c¢ast
Material a metody

Mikroorganizmy pouZité pri pokusoch pochadzali jednak zo zbierky
oddelenia, jednak zo Zbierky mikroorganizmov UJEP v Brne. UdrZovali sa
a rozmnozovali sa pre pokusné uUcely podla konvencénych metéd (31).

Fracovny postup. Pouzivala sa v principe metéda Schmidt-Thann-
hausera (32), ktorou mozno kvantitativne oddelit RNA od DNA a jedno-
razove hydrolyzovat RNA bez destrukcie jej komponentov. Alkalickd hydrolyza
RNA umoztiuje stanovit ju vo forme mononukleotidov.

Do préace sa bralo 50 ml mikrébnej suspenzie o hustote 103 buniek/ml. Z od-
stredenej a premytej suspenzie nizkomolekuldrne volné mononukleotidy sa
oddelili pdsobenim 0,2 N HCI0; v priebehu 30 minut pri teplote 2°C. Zopako~
valo sa to dvakrat. Za Gcéelom odstranenia lipidov a HCl0; sa odstredena masa
premyvala dvakrat 70 %-nym chladenym alkoholom a jedenkrat 70 %-nym
nechladenym alkoholom a dvakrat zmesou alkohol-éter (1:1) a jedenkrat éte-
rom. Suchy zostatok sa hydrolyzoval 0,3 N KOH pri 37 °C v priebehu 18 hodin.
Po skondeni hydrolyzy v luhovom roztoku sa nachddzali mononukleotidy
hydrolyzovanej RNA, DNA a primesi. DNA, K+ a primesi sa vyzrdzali za
chladu 50 %y-nou HCIl0, tak, aby vysledna koncentiracia HCI0; bola 2—3 9.
Zmes sa odstredila pri 2 °C. Sediment sa premyval dvakrat 2—3 0/p»-nou HCIO0,
za chladu. V sedimente sa nachadzali DNA, soli KT, bielkoviny a primesi, v kys-
lom roztoku boli pritomné mononukleotidy RNA. Koncentracia RNA sa sta-
novila spektrofotometricky pri 260 nm. Roztok mononukleotidov sa neutralizo-
val 3 N KOH pri 2°C. KCl0; lepsie vypadol pri niekolkohodinovom stati
v chladni¢ke. Po odstredeni sa sediment premyl dvakrat studenou destilovanou
vodou a roztok sa pouzil na elektroforetické delenie.

Na delenie mononukleotidov sa pouzila elektroforéza na papieri Whatman
3 0 napiti 1300 V, intenzite 12 mA. Pri deleni sa pouzivali dva nasledovne
tlmivé roztoky:
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a) pH — 3,8 (M/20 primarny citran sodny)

b) pH — 3,5 (30 ml 1 M kyseliny citrénovej + 10 ml 1 M tercidlneho citranu
sodného doplnit do 2000 ml destilovanou vodou).

V tlmivom roztoku a) bezala elektroforéza 2 hodiny a v roztoku b) 1,5 ho-
diny. Papier pred pouzitim sa premyl 0,1 N HCl a potom destilovanou vodou
az do neutridlnej reakcie. Po ukonceni elektroforézy sa papier vysusil a detek-
cia sa robila UV lampou v oblasti najvicsej absorpcie nukleovych kyselin. Zis-
tené Skvrny sa zakreslili, vystrihli a eluovali v 0.1 N HCI pri izbovej teplote
pocas 18 hodin. Potom sa zmerala absorpcia ziskaného eluatu na spektrofoto-
metri Zeiss a to pri maximalnej absorpecii jednotlivych mononukleotidov.

Po odstraneni mononukleotidov RNA, sediment sa extrahoval v 1 N HCI0,
pri 80 °C pocas 30 min. Po odcentrifugovani supernatant sa zlial do kalibrova-
nej skumavky — frakcia DNA a extrakcia sa zopakovala este raz. Superna-
tanty sa zliali a doplnili na urc¢ity objem 1 N HCI0;. Koncentracia DNA sa
stanovila spektrofotometricky pri 268 nm. Za ucelom kvantitativneho stano-
venia baz, roztok DNA sa neutralizoval 6 N KOH pri 2°C a za chladu sa vy-
zrazany KCl0, odcentrifugoval. Supernatant sa zlial do odvazovadiek a odparil
sa do sucha vo vakuovom exikatore nad KOH. Odparok sa rozpustil v 20 %y-nej
HCI, preniesol do ampulky, ktord sa zatavila a potom sa hydrolyzoval 2 hodiny
pri 120°C. Po ukonceni hydrolyzy sa roztok baz preniesol do odvazovacky a
odparil sa do sucha vo vakuovom exikatore nad KOH. Vysusena zmes baz sa
rozpustila v malom wmnoZstve destilovanej vody a naniesla sa na premyty
chromatograficky papier Whatman 1. Ako rozpustadlo sa pouzila zmes 170 ml
izopropanolu, 36 ml HCl a 44 ml destilovanej vody. Po ukonceni chromatogra-
fie sa papier vysusil a potom detekoval UV lampou typu Minerallight. Zistené
$kvrny sa zakreslili, vystrihli a eluovali v 0,1 N HCIl za obcasného pretrepa-
vania najmenej 6 hodin. Optickd hustota vzoriek sa merala spektrofotometricky
pri absorpénom maxime danej latky.

Vypocet baz obsahu DNA a mononukleotidov RNA v molarnych percentich
z absorpénéhio maxima eluatu skvin chromatogramu a elektroforeogramu sa
robil pomocou prislusnych extinkénych koeficientov (33) baz a mononukleoti-
dov podla vzorca:

E
Molarita = —————
(¢)
kde E je absorbancia pri absorpénom maxime,
¢ je extinkény koeficient.

Hodnoty ziskané z uvedeného zlomku pre jednotlivé bazy, resp. mononukleo-
tidy RNA sa sc¢itali a z celkového mnoZstva sa vypocitali molarne percenta.

Pre vypocet sa pouzili nasledovné molarne extink¢né koeficienty:

adenin 13,0 . 103 pri 260 nm
guanin 11,0 . 103 pri 250 nm
cytozin 10,5 . 10% pri 275 nm
tymin 7,95 . 107 pri 265 nm
cytidylova kyselina 12,85 . 103 pri 278 nm
adenylova kyselina 14,4 . 103 pri 257 nm
guanylové kyselina 12,2 . 10% pri 257 nm
uridylova kyselina 9,9 . 107 pri 262 nm
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T ab. 1. ZloZenie baz DNA niektorych potravindrsky vyznamnych mikroorganizmov.

Konfronticia vlastnych vysledkov s literarnymi udajmi

| || |
) . ' ‘ Cita-
Mikroorganizmus G A c T G-+C G A c m G+C o
‘ ‘ | | |
|. o | 1
Aerobacter aerogenes 27,12 23,09 27,59 | 21,20 54,71 I 28 22 28 22 56 34,35
26,38 20,95 30,05 22,62 56,43 29 21 | 29 21 58 34
25,94 21,54 29,10 i 23,42 55,04 |
e L A == |- — ——— —i__
‘ Bacillus cereus ‘ 16,50 31,64 17,42 34,44 33,92 17 33 ! 17 33 34 34,36 |
17,85 30,74 16,32 35,09 ‘ 34,17 | |
17,71 34,52 | 15,26 | 32,51 32,97 |
| o || = | . = :
| |
‘ Bacillus megaterium 20,17 29,64 | 20,29 29,90 4046 | 19 |31 |19 | 31 ag | 34 i
20,56 32,08 | 20,63 26,73 | 41,19
‘ 18.90 31,26 | 19,44 30,40 | 38,34 | ‘
P I . L f—= - =
Bacillus subtilis 21,66 2080 | 18.51 30,03 | 40,17 21 26 | 21 29 42 34,35 |
18,93 31,62 19,24 30,21 | 38,17 |
20,64 31,47 19,86 | 28,03 40,50 | | ‘
— | (S | — S — |- S - | I
| |
Escherichia coli 22,69 18,96 27,63 30,72 50,32 26 24 26 | 24 52 | 85,37
25,26 26,47 25,16 23,11 50,42 | 22,9 | 26,0 | 27.1 | 24,0 | 50 | 42
I 26,91 28,74 25,38 | 18,97 52,29 | ‘
Proteus vulgaris 19,31 33,08 17,24 30,37 36,55 | 18 2 18 | 32 36 ‘ 34
18,52 30,62 20,72 30,14 | 36,55 20 30 |20 | 30 40 37
S 5 eSS | e— & L — _ e fi=— |
| Proteus vulgaris ATCC 4669 ! 18,88 | 30,29 18,14 | 32,69 l 37,02 | 19 31 |18 | 31 38 | 35
ol . I fr2age . —So= LS4 — | =
~ Pseudomonas aeruginosa 3462 | 1598 | 3462 | 1478 ‘ 69,24 |33 |17 |33 | 17 | 66 |34
. | = LB
Pseudomonas aeruginosa 31,17 18,09 32,30 18,44 63,47 232 18 32 ‘ 18 64 30
ATCC 9027 30,65 17,24 31.37 ‘ 20,74 62,02 |
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Sarcina flava

Sarcina lutea

Serratia marcescens

Staphylococcus aureus

Clostridium butyricum

| Saccharomyces cerevisiae

‘ Saccharomyces fragilis

Pseudcmonas fluorescens 29,32 | 18,25 29,27 23,16 58,59 32 18 32 18 64 34
t30,17 | 18,10 31.60 20,13 61,77
31,90 18,80 30,51 : 18,79 62,41
— —n Il B W = | —
33,07 15,19 32,24 19,50 65,31 a4 16 34 16 68 34
| 34,25 14,78 33.67 17.20 67,92 |
33,43 16,07 34,11 16,39 67,54
= S— | i = =S — S~
32,56 | 19,21 3316 15,87 63,72 32 18 32 18 G4 34
34,11 18.60 | G257 15,12 66,88 36 14 36 14 T2 37
34,16 17,29 | 24,05 14.0( 68,71
L ’_ il i - | i —
| 381,14 22,03 30,44 16,39 61,58 29 21 29 21 26 34
30,83 21,80 27,95 19,42 58,78
| 2912 21,16 29,00 20,72 58,12
| _ fe— = _| _ — — —
15,54 33,01 | 18,24 30,21 33,78 17 33 17 33 34 37
15,92 35,46 17,63 30,99 | 33,55 |
—= | — === - | | P —
| [ I [
Clostridium pasteurianum 13,2 34.55 16,63 35,46 29.99 | 14,8 | 34,7 | 16,0 | 34,5 | 30,8 | 42
12,93 33,81 1472 ‘ 38,54 27,65 |
13,48 34.6% 16,92 | 30,96 50,40
- = i l:_ |_ - |
16,63 28,89 19,73 34,75 36,36 178 | 305 | 19,6 | 321 | 374 | 42
17,04 30,22 17,25 35,49 34,29
| 15,86 | 31,687 18,42 34,05 34,28 ! |
=8| L S e = W
| 16,94 | 33,71 17,80 || 31,65 | 34,74 18 32 18 32 36 35,38‘
| 17,00 32,09 18,14 32,77 | 35,14 -
17,05 32,90 1762 | 32,43 | 34,67
2261 | 30,15 20,70 26,54 43,31 21 29 21 29 42 | 38
20,75 29,89 19,50 29,46 40,65
19,87 | 31,00 21,00 28,13 40,87 i
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Tab. 2. Nukleotidové zlozenie RNA niektorych potravinarskych vyznamnych mikroorganizmov.
Konfrontacia vlastnych vysledkov s literarnymi tdajmi

| fragilis_

, , pur [GA+CA| pur [GA'CA| Cits- |
Mikroorganizmy CA AA GA UA oyt AAFAU GA AA GA AU pyT _I A AI@‘ &a ‘
Aerobacter 21,91 | 2550 | 32,44 | 20,15 1,37 1,19 | 226 | 250 31,7 | 20,7 | 1,82 | 1,1’9“"‘_'7 35
aerogemnes 22,89 | 25,37 30,90 20,84 1,28 1.16 | i

20,92 | 24,66 | 31,26 | 23,16 1,26 | 1,09 [ ‘
Bacillus 19,14 | 25,62 | 30,62 | 24,62 1,28 0,99 20,1 24,8 31,2 32,8 1,27 1,05 | 26 |
cereus 19,83 24,04 31,67 24,46 1,25 1,06 ‘
20,63 | 23,47 | 30,55 | 25,35 1,17 1,04 - |
Bacillus 20,18 | 25,16 | 31,29 | 23,37 1,29 1,05 . ) I
megaterium 20,60 25,62 31,87 21,91 1,32 1,10 | i
20,00 | 25,10 | 31,03 | 23,87 1,24 1,04 MY S o b
Bacillus 24,06 | 26,00 | 30,62 | 19,32 1,30 1,20 221 | 255 31,4 21,0 1,32 1,17 35
anbiilis 24,03 | 25,87 | 31,04 | 19,06 1,32 1,22 [
24,31 | 25,48 | 32,17 | 18,04 1,36 1,29 ‘
ESeRerichia 23,90 | 26,34 | 31,56 | 18,20 1,37 1,24 22,1 25,2 32,5 20,2 1,37 120 | 35 \
coli 21,82 | 26,05 | 33,00 | 19,13 1,44 1,21
24,73 | 27,22 | 29,14 | 18,91 1,29 1,16 |
Proteus 20,07 | 26,75 | 33,16 | 20,02 1,49 1,13 22,6 24,6 32,0 20,8 1,30 | 121 35 |
vulgaris 20,19 | 26,50 | 32,85 | 20,46 1,46 1,12 '
20,63 | 26,08 | 3245 | 20,84 1,41 L13 |
e T 20,78 | 2511 | 30,70 | 23,41 1,26 1,01 22,2 25,7 31,2 208 | 1,33 , 1,15 | 35 |
euruginose 2120 | 2585 | 31,20 | 21,75 | 1.32 | 1.10 | . ' ‘
21,08 | 26,20 | 31,32 | 2145 | 1,35 | 1,09 el - | B -
Pseudomonas 24,00 | 23,80 32,30 17,9[] 1,33 1,28
fluorescens 22,63 | 28,34 32,10 16,92 1,52 1,20
| 2412 | 2648 | 3215 | 1525 | 154 | 1,28 N | [
Sarcina flava | 24,36 26,38 31,45 17,81 1,36 1 1,26 | !
| 2387 | 2564 | 3315 | 17,34 | 142 1,32 | | [
Sarcina lutea 2315 | 25.66 | 33,10 | 18,09 1,24 1,28 ‘
21,91 | 2583 | 33,90 | 18,36 1,48 1,26 B [ | I
“Serratia 2446 | 2518 | 26,07 | 2420 | 1,05 | 1,02 | | |
marcescens 23,55 26.03 26,44 23,98 | 110 _0._99_ L | _ | ] .
Staphylococcus 20,80 30,00 29,74 19,46 1.48 1,02 | ‘
aureus 21,05 | 29,95 | 28,33 | 20,67 1,39 0,97 \ N \ .
Saccharomyces 18,73 | 2592 | 29,03 | 26,32 1,22 0,91 19,4 26,8 28,3 55 123 | 091 ; 35
cerevisiae 120,00 | 2534 | 26,61 | 26,04 1,17 0,94 20,1 26,6 26,7 26,5 L14 | 0,88 | 43 ‘
i —0,6 | 0,4 | *1,0 | *0,6 | | ;
19,58 | 2511 | 29,93 | 25,38 1,22 0,98 19,5 256 | 28,2 26,7 1,16 | 091 | 44
Saccharomyces | 23,03 | 2810 | 2441 | 2446 1,10 0,90 21,9 27,1 25,6 25,4 1,11 ' 0,90 43
U [ 01 | =08 | =01 | =06 [




Vysledky stanovenia zlozenia baz DNA a nukleotidov
RNA s prisludnym vyhodnotenim

Zlozenie baz DNA vybranych kmenov potravindrsky vyznamnych mi-
kroorganizmov ukazujui percentudlne udaje zostavené do tabulky 1. V piatich
stlpcoch zlava su vyéislené vysledky stanovenia guaninu (G), adeninu (A), cy-
tozinu (C), tyminu (T), resp. su¢tu G + C a to vidy z troch subeinych poku-
sov. Rovnako oznacené stlpce na pravej strane uvadzaja prisluiné hodnoty
najdené inymi autormi, ktorych prace su citované podla krajného stlpca vpra-
vo. Typické polohy baz DNA skuSobného organizmu Escherichia coli vedla
sSkvin §tandardnej zmesi baz DNA vidiet z obrazu 1.

Z prieskumu bazového zlozenia DNA vyplyva ako vseobecny zaver:

1. Medzi baktériami priemerny obsah guanin — cytozin v molekule DNA
variruje priblizne od 25 do 75%,. T4 okolnost, e za prirodzenych podmienok
DNA je charakterizovana tymto rozsahom obsahu guanin — cytozin mdze po-
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N

/

/
o

= i
Obr. 1. Poloha biaz DNA na chromatograme v zmesi izopropylalkohol — HCl —
voda. S8kvrny vlavo: $tandardné vzorky baz DNA. Skvrny vpravo: vzorka DNA
z Escherichia coli

Oznadenie §kvin: 1 — guanin, 2 — adenin, 3 — cytozin, 4 — tymin

Obr. 2. Poloha mononukleotidov RNA na elektroforeograme. Skvrny vlIavo: itan-
dardné vzorky mononukleotidov RNA. Skvrny vpravo: vzorka RNA z Escherichia
coli, Oznacdenie skvfn: 1 — Kkyselina cytidylova, 2 — kyselina adenylova,

3 — kyselina guanylova, 4 — kyselina uridylova.

ukazovat na to, Ze bud geneticka informécia nemoéze byt uloZena len v adenine
a tymine, alebo v guanine a cytozine, alebo, Ze genetickad informacia sa moze
zakladat jedine v adenine a tymine alebo guanine a cytozine, pri¢om vsak
posledna kombinacia z metabolického hladiska nemoéZe existovat ako samo-
statnd molekula DNA. Na podopretie tejto hypotézy moZno poznamenaf, Ze
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bola enzymaticky syntetizovana (39).

2. Fylogenetické vztahy sa mozu odrazat v priemere obsahu guanin — cyto-
zin (40). Od tej doby ¢o Lee so spolupracovnikmi (34), ako prvi poukazali na
vyznam zloZenia b&az bakteridlnej DNA pre diferencidciu druhov, stala sa
Adansonova analyza neoddelitelnou sucastou taxonomickej prace, ktora
umeziiuje na zaklade priameho porovnania homolégov DNA identifikovat mik-
roorganizmy (41).

Pokial sa zistili rozdiely v jednotnej distribucii priemernej hodnoty G + C
obsahu DNA molekuly u rovnorodych bkakteridlnych druhov, nikdy nepresaho-
vali hranicu 10 9.

Nukletidové zlozenie RNA vidiet z vysledkov nagich rozborov, kto-
ré su zostavené do tabulky 2 a konfrontované s literarnymi udajmi, obdobne
ako predtym u DNA. Ilustrdciu elektroforeogramu RNA ukazuje obraz 2. Vy-
sledky stanovenia RNA davaju charakteristické vztahy purinovych a pyrimidi-
novych zloZiek, ako aj suctu kyseliny guanylovej (GA) a kyseliny cytidylovej
(CA) k suctu kyseliny adenylovej (AA) a uridylovej (UA). O vztahu nefrak-
cionovanej bunkovej RNA k DNA sa rozchadzaju pokusné vysledky, resp.
nazory. Kym jedni spozorovali zakonité vztahy (45, 46), nenasli ini autori
Ziadne, alebo len velmi okrajové (47, 48). Nale vlastné pokusné sledovania,
zahrnuté do ciastkovej zaveretnej zpravy vyskumnej ulohy II-2-2, o ktorych
budeme referovat v daliej publikdcii, ukédzali na vyznamny vplyv prostredia
na obsah RNA v bunke, ¢i uz to boli nutri¢né vplyvy alebo teplotné (49, 50).

Suhrn

Studium zloZenia nukleovych kyselin stiva sa zikladnou metodikou mikro-
bioldégie, pred tymto vyvojecm nemodze sa uzavrief ani mikrobiolégia potravi-
narstva. PredloZzend praca priniSa vacsie mnozstvo udajov o zlozeni baz DNA
potravinarsky vyznaénych mikroorganizmov. Sluzia ako podklady pre Adanso-
novu analyzu, ktord je neoddelitelnou sicastou modernej taxonomickej prace.
Vo vydetrovanom mikrobidlnom materidli sa taktiez stanovovalo nukleotidoveé
zlozenie RNA, ktorého charakteristické ukazatele umoznuju usudzovat na fyzio-
logicky stav mikroorganizmov.
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Nayuenue cocraBa HYKJIEHMHOBBIX KUCJIOT HEKOTOPHIX CTOYKU
3peHUs NUIEBOI ITPOMBIIIEHHOCTH 3HAUYNTENbHBIX
MUKPOOpPraHu3MOB

Brisogm

WNayuenue cocraBa HyKJIEMHOBBIX KICAOT ABIACTCA OCHOBHOM METOLUKON MUKDOOMOIOTHY,
1 Iepej 9THIM PA3BUTHEM He MOKeT 3aMEHYThCHA HU MUKPOOMOTOrUs IHUINEBON IpOMBIIIIIEH-
HoCTU. ITa paboTa mpuHOCHT GOJBLIOE KOJIUUECTBO maT o cocrase ocHoBanuit JIHA (DNA)
SHAYUTEJIbHBIX C TOUYKU 3peHUA HI/IIl[BBOfI IPOMBIIIJICENHOCTH MUKPOOPTaHU3MOB. Ounn CILY AT
B KauUecTBe OCHOBEL [IJIA AJAHCOHOBOTO aHAJN33, KOTOPHIL ABIAETCA HEOTEEINMON YACTHLIO
COBpEMeHHOI TakCOHOMHOU paloThl. B mcciefoBaHHOM MEKpPOOHOM Marepuasie ObLI Toie
onpefienieH HyRJIeoTUAHBIN cocraB PHA, KOTOporo xapawTepucTHHecKHe LAThl IT03BOJIAIOT
paccyuaTh 0 (U3HMOTOTHIECKOM COCTOAHHM MHKPOOPIAHUSMOB.

Studium der Zusammensetzung der Nucleinsduren von
lebensmitteltechnisch bedeutsamen Mikroorganismen'

Zusammenfassung

Die Untersuchung der Zusammensetzung von Nucleinsiuren erlangt eine grund-
legende Bedeutung in der mikrobiologischen Methodik. Vor dieser Entwicklung
kann sich auch die Lebensmittelmikrobiologie nicht verschliessen. Die vorliegende
Arbeit erbringt eine Grosszahl von Angaben iiber die Zusammensetzung der DNA —
Basen von Mikroorganismen die von lebensmitteltechnologischen bzw. hygienischen
Standpunkt aus von Bedeutung sind. Diese Angaben dienen als Grundlage fiir die
adensonische Analyse, die ein untrennnbarer Teil moderner taxonomischer Unter-
suchungen geworden ist. Das bearbeitete Mikrobenmaterial wurde auch hinsichtlich
seines Gehaltes an RNA — Nucleotide untersucht, das als ein Charakteristikum
fiir den physiologischen Zustand der Mikroorganismen angesehen werden kann.
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