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Jednou ze zédkladnich charakteristik Zivota na jednobu-
nééné trovni je efektivni ekonomie bun&Cnych proce-
sfi, podmingna striktni kontrolou biosyntetického a bio-
degrada&niho potencidlu buiiky. V této souvislosti je
zfejmé, Ye geneticky program builky je ve své podstaté
obvykle v rozporu se zdkladnim poZadavkem primyslové-
ho vyuZiti mikroorganismu, tj. poZadavkem nadprodukce
nebo biochemické hyperaktivity. ReSeni tohoto problému
bylo v podstaté zahajeno studiem stability pramyslové
v§znamnych vlastnosti €istych kultur, pfesné€ji poznat-
kem, ¥e i v &istych kulturdch vznikd potomstvo, které
se svymi vlastnostmi 1li3i. Vyvoj od t&chto poznatki po-
pisné v&dy pres prvni vyuZiti spontdnnich (pozdgji in-
dukovanych) zm&n genotypu aZ k poslednim poznatkim
a moZnostem molekuldrni genetiky vSak trval pfibliZn&
stoleti. Soudasny stav lze ilustrovat shrnutim dnes po-
uZivanych zphsobt kvalitativnich i kvantitativnich modi-
fikaci genofondu jednobun&éného organismu, kterym
vSak neni jiZ pouze buiika mikrobidlni, ale i primyslové
vjznamné jednobun&&né formy buné&k rostlinnych a Zivo-
¢iSnych.

1. Mutaganeze

Mutaganezi, jako zpfisob extracelularng indukované
zmény genotypu, lze bez vyhrad oznadit za zpGsob nej-
pouZivan&jsi a z teoretického hlediska nejvice poznany.
PfibliZzn& 40lety zdjem prednich laboratofi pfinesl mnoz-
stvi informaci o mechanismech mutagenese a aplikaci
mutagent [1]. Soufasn& byl na molekularni drovni po-
znan i mechanismus reparaénich systémi, coZ v kombi-
naci s informacemi o procesu replikace (popf. rekombi-
nace) DNA zna&ng piispélo k soufasnym moZnostem
presné lokalizace muta&niho procesu. Univerzdlni apli-
kaci téchto poznatkd v3ak brdni skute¢nost, Ze byly zis-
kany studiem mikroorganismi, které jsou taxonomicxXy
vzddleny od pramyslové pouZivanych kmend. Soutasay
stav lze struéné ilustrovat piehledem jednotlivich typl
mutant, které byly v primyslové praxi jiZ vyuZity nebo
jsou potencialné pouZitelné.

Mutanty s rezistenci k inhibitoru. V této kategorii jsou
zaFazeny mutanty, jejichZ izolace je zaloZena na inhi-
bi¢nim uéinku analogi b&Znych metaboliti, predevSim
aminokyselin. Principem inhibi¢niho G€inku je interakce
analogu s alosterickym enzymem, kterd je svym mecha-
nismem obdobnd mechanismu inhibice kone&nym pro-
duktem. V disledku této ,fale$né“ zpé&tné vazby je po
exiracelularnim dodédni analogu zastavena prisluSna bio-
syntetickd draha. Seleké&ni tlak, ktery vytvali prostiedi
s analogem, l1ze vyuZit pro selekci (popf. koncentrovédnim)
mutant necitlivgch k analogu, coZ jsou v daném pfipadé
pfedeviim kmeny s poruchou regulace zp&tnou vazbou.
JelikoZ vypojeni tohoto regulacniho mechanismu je
obvykle provazeno nekontrolovanou produkci pfisludné-
ho metabolitu, 1ze na zdklad& rezistence k tufinku po-
uZitého analogu identifikovat mutanty s ocfekdvanou
nadprodukci daného metabolitu [2]. Se stejnymi disled-
ky lze za uréitych kultivatnich podminek (a v pripadé
nékterych metabolickych drah) nahradit GCinek analogu
zvySenou extracelularni koncentraci prislusného meta-
bolitu [3]. PFi experimentdlni realizaci téchto principi
je nutno si uvédomit, Ze citlivost pouZitého mikroorga-
nismu k afinku analogu (antimetabolitu) je vZdy pod
vlivem zvolenych kultiva¢nich podminek, tedy celkového

fyziologicko-biochemického stavu buiiky [4]. Mutanty
izolované jako rezistentni k u¢inku analogu aminokyse-
liny byly zatim pouZity v primyslové vyrobé argininu,
citrulinu, histidinu, izoleucinu, leucinu, prolinu, valinu
[5, 6]. Na stejném principu je zaloZena i sledovand pIi-
prava hyperproducentd lysinu a dalSich aminokyselin
[7]. Fenotyp rezistence k analogu — antimetabolitu hyl
vyuZit i p¥i izolaci mutant s nadprodukci nukleosidd [8].
Na zakladé rezistence k inhibitorim jiného typu byla
prokazdna moZnost izolovat mutanty s nadprodukci anti-
biotik [9] a kyseliny citrénové [10].

Auxotrofni mutanty. Potencidlni pramyslové vyuZili
téchto mutant je v akumulaci intermedidtu urcité biosyn-
tetické drahy, kterd je v disledku (mutaci podminé&né)
inaktivace kliového enzymu pferuSena. Je zfejmé, Ze
cilend pF¥iprava t&chto mutant je moZné jen tehdy, kdy
biosynteticka drdha a jeji regulace jsou dokonale pozna-
ny. Tuto situaci dnes ilustruji pfedevSim primyslové po-
uZivané polyauxotrofni mutanty [5]. Kromé& producentd
aminokyselin (lysinu, threoninu, homoserinu, valinu,
methioninu, citrulinu) je na tomto principu zaloZena
i priprava producentd purinovych nukleotidd [11]. Pri-
myslova pouZitelnost t&chto kmenti zavisi Casto na dalsi
mutaci (mutacich), které podmiiiuji uvoliiovdni akumulo-
vangch priméarnich metabolitd do vné&jSiho prostfedi buii-
ky. V pfipadé nékterych metabolickych drah mohou
k optimdlnimu charakteru primyslového kmene pFispét
i mutace ovliviiujici regulaci koneénym produktem a
v neposledni Fadé i mutace supresorové [12].

Konstitutivni mutanty. Tento termin je obecné vyhrazen
kmentim, u kterych produkce inducibilniho katabolického
enzymu v nepfitomnosti jeho substrdtu pfibliZzn& odpa-
vidd jeho indukované syntéze v populaci ,divokého“
kmene. Konstitutivni mutantou je tedy nazyvadn kmen
s poruchou regulace syntézy enzymu, a to bez ohledu
na urdité rozdily regulace genové aktivity prokaryotni
a eukaryotni buiiky [13]. Selekce téchto kmeni je
obvykle zaloZena na studiu ristové charakteristiky bu-
nééné populace rostouci v pfitomnosti dvou alternujicich
substrat@i. Rist bez charakteristické diauxie naznacuje
konstitutivni produkci enzymu, ktery je kliCovy pro od-
bourani druhého substratu. Tento princip lze realizovat
v rizném experimentdlnim usporadani [14—16].

Druhou skupinu v kategorii téchto tzv. regulaénich mu-
tant tvofi kmeny necitlivé ke katabolické represi, tedy
mechanismu adaptace buiiky k nejvyhodnéj$imu zdroji
uhliku. Molekularni podstata tohoto mechanismu represe
syntézy uréitych enzymd v uréitych kultiva€nich podmin-
kach je v buiice prokaryotni pravdépodobné kontrolovana
pouze jednim genem [17]. Mnohem méné& je tento regu-
laéni mechanismus poznan u buiiky kvasinkoveé. Genetic-
k4 analyza kvasinkovych mutant v3ak ukazuje, Ze zmi-
nény reguladni mechanismus je sloZit€jsi a je kontrolo-
van vice geny [18]

Daldi skupinou této kategorie jsou mutanty se zméné-
nou rychlosti syntézy enzymu. Z hlediska ulohy regulacg-
nich prvka bakteridlniho operénu je tento fenotyp pod-
mingn mutaci v oblasti promotoru, ktera ovlivni jeho in-
terakci s RNA polymerasou a tim i rychlost pfepisu DNA
[13]. Studium t&chto mutaci je aktudlni nejen v pripadé
tzv. mikrokonstitutivnich kment [19], ale i v pfipad& hy-
perkonstitutivnich mutant, u kterych lze touto cestou
rychlost syntézy enzymu déle zvySit [20]. Podstatné je
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i to, Ze mutace v oblasti promotoru mohou soucasné ridit
i fenotypovy projev znaku necitlivosti ke katabolické
represi [21]. Je zfejmé, Ze vyvoj izola¢nich technik za-
chycujicich tuto pleiotropii regula¢nich mutant mé za-
kladni vyznam pro pFipravu hyperproducenti primyslo-
vé vyznamnych enzymid [22].

V téchto souvislostech mé potencidlni vyznam i stu-
dium mutaci strukturdlnich gent, tedy mutaci ovliviiuji-
cich afinitu enzymu k substratu, jeho katalytické vlast-
nosti i kinetiku jeho reakce. Izolace té&chto mutant
obvykle vyZaduje nepfimy experimentalni pristup, ktery
ilustruje napf. pFiprava kment s modifikovanou ribitol
dehydrogenasou [23, 24].

Mutace ovliviiujici permeabilitu. Obecny vyznam t&chto
mutaci je podminén skute¢nosti, Ze permeabilita buiiky
je kliCovym faktorem pfi vyuZiti jejiho biosyntetického,
biodegrada&niho i biotransforma&niho potencidlu. Kvali-
tativni zména specifity transportnich systémi miZe tedy
znamenat i ziskdni nové metabolické aktivity [25, 261.
Metody selekce a izolace t&chto mutant €asto vychéazeji
z poznatkid o vztahu permeability a kvalitativnich a kvan-
titativnich zmén cytoplazmatické membréany. Ilustrujicim
pfikladem je metoda selekce potencidlnich mutant se
zménénou permeabilitou, jako mutant rezistentnich
k d€inku polyenovych antibiotik, ktera vychéazi z poznat-
k@i o mutacemi podminénych zmé&ndach sterolové slozky
biologické membrany [27].

Rozdily v biosyntetické aktivité riznych kmend mohou
byt disledkem jejich rozdilné citlivosti k antibiotikdm,
které produkuji [28]. Tento pfedpoklad motivuje zdjem
o pfipravu kmend s vyraznou rezistenci k vlastnimu me-
tabolitu s negativni biologickou aktivitou. MoZnost po-
uZitl mutageneze v tomto sméru zatim dokumentuji pfe-
devSim prace vénované producentim tetracyklinovych
antibiotik [29, 30].

Je zfejmé, Ze priprava novych primyslovych kmeni,
kterd je zaloZena na mutaci a selekci, vyZaduje podrobné
informace o prislusné biochemické aktivité a jeji gene-
tické determinaci. Na rozdil od procesu mutageneze, kte-
ry je z metodického hlediska celkem uniformni, selekce
a izolace urc€ité mutanty vyZaduje v§voj zcela individual-
nich technik a pfistupti, které se v budoucnosti jiZ ne-
obejdou bez urcité aplikace vypocetni techniky a automa-
tizace. V téchto souvislostech je rovnéZ zfejma urcita ne-
rovnovaha v pouZiti téchto pfistupl p¥i pripravé produ-
centi primarnich metaboliti a metaboliti sekundarnich,
predev3im antibiotik. RovnéZ lze pfipomenout, Ze vyvoj
v této oblasti neni pouze na trovni genetické manipula-
ce, ale i v novych formach aplikace ziskanych mutant.
Prikladem mtZe byt dvoustupiiovd i vicestupiiova pii-
prava kone¢ného produktu smésnou kulturou kmend, kte-
ré byly pro tento ucel geneticky programovany [31]. Ji-
nou variantou je tzv. mutasyntéza (mutational synthes’s),
kterd byla zatim nejvice aplikovdna pf¥i produkci amino-
glykosidovych — aminocyklitolovych a makrolidov§ch
antibiotik [32]. Tento proces je zaloZen na mutantach
neschopnych biosyntézy diléiho komponentu daného anti-
biotika, avSak schopnych tato antibiotika syntézovat,
je-li chybégjici komponent nebo jeho analog exogenné&
dodén [32].

2. Zvyseni davky genu

SkuteCnost, Ze tvorba enzymové aktivni bjll;oviny je
fizena specifickou standardni alelou (popf. funkeci vice
alel), postuluje, Ze objem této genetické informace je
limitujicim faktorem, kterému je (mimo regulaéni me-
chanismy) celkova hladina enzymu vZdy podfizena. Zvy-
Seni davky genu — genova amplifikace — je tedy dal3i
moZnosti - genetické optimalizace priimyslovych kmend.
Z obecného hlediska je zvySeni davky genu nutno cha-

pat jako docCasnou kvantitativni zmé&nu genotypu, ktera
je disledkem jeho interakce s vnéj$im prostfedim. Zména
vnéjSiho prostfedi je pritom kratkodobd a z hlediska
adaptace organismu nevyZaduje permanentni kvalitativni
zménu jeho genotypu. .

Stimulace zvySeni davky genu je zatim dobife dokumen-
tovdna jen v pfipadé nékolika enzymi. Spole€nym rysem
je celkem jednotny experimentalni pfistup zaloZeny na
kontinudlni kultivaci s limitaci rdstu zdrojem uhliku.
V tomto pripadé bylo dosaZeno tandemové duplikace
konstitutivniho lac oper6nu [33, 34] a zvySeni davky ge-
netické informace pro ribitol dehydrogenasu [35]. S po-
uZitim kmene s poruchou regulace his operénu a Kkulti-
vatnich podminek umoZiiujicich selekci kmene se zvySe-
nou davkou genu, jako kmene rezistentniho k analogu
histidinu, bylo dosaZeno tandemové duplikace his operé-
nu [36]. Specifickou cestou zv§Sené davky genu je pro-
ces specializované transdukce. Amplifikace ur¢itého genu
je dosaZeno pomoci bakteriofdga, jehoZ DNA je oboha-
cena o Zadany geneticky materidl, ktery se po kontami-
naci recipientni buiiky stdvd souédsti jeji genetické iu-
formace. V souvislosti s cilenou zmé&nou ddvky genu je
i tato genetickd manipulace popsdna piedevSim jako
experimentalni model [37, 38]. Z t&chto divodd je proto
nejperspektivnéjSi cestou konstrukce plazmidd obohace-
nych o ur€ity gen. Vneseni tohoto plazmidu do recipient-
ni buiiky umoZiiuje (pfi jeho vlastni kontrole replikace)
jeho selektivni namnoZeni, tedy i zvySeni objemu gene-
tické informace, kterou nese (39, genové inZengrstvi).

3. Vyména genetické informace in vivo

Schopnost mikroorganismii rekombinovat svilij genotyp
je zdkladem metod mezibuné¢ného, jednosmérného a ce-
ciprokého pfenosu genetické informace. Metody tohoto
pfenosu — konjugace, transformace a transdukce — byly
vSak pomérné madlo pouZity jako primyslové vyznamné
genetické manipulace. Pro pripad vnitrodruhovych re-
kombinaci haploidnich mikroorganismii nelze zatim cito-
vat prdace, které by rekombina¢ni techniky ilustrovaly
jako potencidlni alternativu jiZ zminénych zpiisobii gene-
tické manipulace. Z teoretického hlediska bude mit
vnitrodruhova rekombinace vyznam pouze tehdy,bude-ii
pouZita v néavaznosti na mutagenezi, tedy v situaci, kdy
rekombinacni technika je aplikovana v populaci s induko-
vanou kvalitativni variabilitou genetické informace.
V uvedenych souvislostech jsou proto mnohem perspek-
tivnéjSi rekombinace mezidruhové [40]. 1 v téchto pii-
padech vSak prehled literatury ukazuje, Ze fenotyp hyb-
ridniho potomstva €asto nespliiuje poZadavky experimen-
tatora. Integrace fragmentu druhové vzddlené DNA do
recipientniho chromozému z&visi na stupni homologie
obou genémil [41], pFiemZ exprese piisluSn§ych geni je
podfizena vlivu dalSich faktord. Perspektivu mezidruhové
rekombinace, jako priimyslové vyznamné genetické ma-
nipulace, lze zatim ilustrovat pouze p¥ehledem rekombi-
nant rodu Streptomyces [42].

4. Bunétné inZenyrstvi

Timto terminem je oznaCovéna priprava vnitrodruho-
vych i mezidruhovych hybridé celych bun&k — hybrido-
mi. Principem je flize (splynuti) protoplastii rodiov-
skych (donorovych) bunék. Z experimentidlniho hlediska
Ize v pfipravé hybridni mikrobidlni buiiky schopné auto-
reprodukce rozli§it nésledujici manipulace: a) pfFiprava
protoplastii a jejich stabilizace; b) vlastni fize protoplas-
th; c) resyntéza a regenerace bun&tné stény hybridniho
protoplastu; d) izolace, charakterizace a stabilizace hyb-
ridniho klonu. Metody pfipravy protoplastti i podminky
resyntézy bun&fné stény nevyZaduji v daném pfFipadé
vyraznych specifickych modifikaci. V této souvislosti je
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moZno ¢tenafe odkazat na monografie a prehledné Clan-
kv vénované enzymové degradaci bunécné stény a jejire-
syntéze [43—46]. Samovolna faze protoplastu je znatné
pomaly proces s nizkou frekvenci vzniku fazatd. Z téchto
divod@t je pouZivdno vyhradné indukované fuaze, tedy
faze zprostfedkované ucinkem ur€itého fizogenu. V sou-
Gasnosti je pouZivan polyetylenglykol, ktery je obvykie
aplikovan v kombinaci s Cat+ ionty [47, 48]. V po-
sledni dob& jsou rovngZ citovany i metody zaloZené na
Géinku elektrického pole [49, 50].

Problematika pfipravy hybridnich kloni mé& vsak
i oblasti, které jsou pomé&rné malo poznany. Pfedevsim
je to otdzka d&ji souvisejicich s reorganizaci intracelu-
larniho prostiedi hybridniho protoplastu a jeho genetic-
kého aparatu. Tato oblast se bezprostfedné tyka i kou-
verze protoplastu v hybridni buiiku schopnou normalni
autoreprodukce, a to pfi zachovani Zadanych vlastnosti.
S témito otdzkami bezprostfedné& souvisi i optimalni me-
todika detekce a selekce hybridu. Z obecného hlediska
jde v t&cht~ souvislostech o komplexni problematika,
jejiZ FeSeni se opira o poznatky Fady biologickych dis-
ciplin. Jeji sougasny stav shrnuji pFehledné prace, které
zaroveii ilustruji moZnosti indukované faze protoplastd
jako metody konstrukce primyslové v§znamngch kmend
[51—57].

5. Genové inZenyrstvi

Ve srovnani s predchézejicimi moZnostmi je tato
oblast genetickych manipulaci zaloZena na komplexu
technik, které umoZiiuji cilené vnaseni funk¢n2 defino-
vanych fragmentd DNA, a tim konstrukci kvalitativng
odlisného genofondu recipientniho organismu. Zrod ge-
nového inZenyrstvi byl pfedevSim podmin&n dosaZenym
stavem poznatki v oblasti enzymologie nukleov§ch kv-
selin, pozndnim bakteridlné restrikénich systémid a po-
znatky z oblasti molekuldrni biologie plazmidd [58]. Na-
ro¢énost pripravy mikroorganismu s novou formou
genetické informace ilustruji jednotlivé jeji faze:

a) Separace a priprava fragmentu DNA, kterym 1nd
byt obohacen genofond recipientniho mikroorganismu.

b) Volba a pfiprava nosie (vektoru) nové genetické
informace.

c) Integrace fragmentu DNA do DNA nos'Ce — pfip:ra-
va rekombinované DNA.

d) Volba a pfiprava pfijemce rekombinované DNA.

e) Pfenos rekombinované DNA do recipientni buiiky.

f) Selekce jedincd s hybridni genetickou informaci,
popf. jeji namnoZeni a dalsi izolace.

Uvedeny komplex operaci spliiuje zdroveil tfi cile. Po-
uZity hostitelsky mikroorganismus je obohacen o nové
vlastnosti. PouZiti noside s vlastni kontrolou replikace
umoZiiuje jednak snadné zvySeni a regulaci davky daného
genu, jednak namnoZeni t&Zko dostupnych a primyslové
cennych fragmentd DNA. Pro bliZ3i orientaci v metodickeé
oblasd i v soudasném stavu a perspektivich genového
inZenyrstvi lze doporué:t nésledujici monografie [58 aZ
61].

6. Zavér

Uvedeny piehled je predkladédn jako shrnuti literatury,
kterou 1ze doporucit pro podrobné studium metod:k, moz-
nosti a vysledkd, kterych dosahla aplikace genetiky
v pramyslové mikrobiologii. V této souvislosti je tfeba
dodat, Ze tspéch v tomto sméru neni podminén jen zvlad-
nutim metodik, ale i zvolenou strategii jejich pouZiti. Pra-
ce genetika je dale neoddélitelna od uGcasti dalSich biolo-
gickych disciplin a v neposledni Fadé od presné
a efektivni prdce analytické. S pfipravou nového kmene
pfirozené souvisi i dlouhodobé ovérovani stability jeho
fenotypu a nalezeni optimalniho zptisobu jeho uchovavani
a konzervace.
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Jirkii, V., Basaiovd, G.: Priimyslové v§znamné genetické
manipnlace. Kvas. pram., 29, 1983, €. 4, s. 80—83.

Tento ptrehledny ¢&ldnek pojedndvd o aspektech mu-
tatni a rekombina€ni genetiky, které jsou vyznamné
z hlediska pfipravy a Slecht&ni mikrobidlnich kment, po-
uZivanych pfi vyrob& komer¢né vyznamnych metaboliid
a enzymi. Takzvané screeningové metody, podobné jako
otdzky stability kmenl a zpidsoby jejich uchovavani ne-
jsou uvedeny.

Hupky, B., Bacapxosa. I.: TIeHeTHuecKkHe MaHUNYJSILMH,
NpeACTaBJsOmMHAe GOJbIIOH HHTepec IJs TPOMBIIJIEHHOCTH.
Ksac. npym. 29. 1983, Ne 4, ctp. 80—83.

Hacroswmas 0630pHaﬂ CTaTbsd pacCMaTpHBaeT acCHEKThI

ABJSIOTCS 3HAUHTEJbHBIMH C TOYKH 3peHHS MOJyYeHHS
H CeNeKIHH MHKPOGHAJbHBIX IITAMMOB, NPHMEHSIOIIHXCS
B NPOHU3BOJACTBE TOPrOBHIX BaXKHBIX MeTaGOJHMTOB M 3K3H-
MoB. Tak HasbiBaeMble MeTOAbl CKDHHHHTa TOJOGHO Kak
BOMPOCH CTaGHJIBLHOCTH IUTAMMOB H CHOCOGBI HX XDaHEHHs
He TPHBOJASTCS

Jirki, V. - Basafova, G.: Industrially significant genetic
manipulations. Kvas. prim., 29, 1983, ¢. 4, s. 80—83.

This survey article deals with these aspects of muta-
tional and recombinational genetics that are of impor-
tance of creating and improving microbial strains
utilized in the production of commercial metabolites and
enzymes. Screening methods as well as the questions
concerning strain stability and storage are not covered
here.

Jirki, V. - Basafovd, G.: Genetische Manipulationen von
industrieller Bedeutung. Kvas. prtm., 29, 1983, Nr. 4,
S. 80—83.

Der zusammenfassende Artikel behandelt die Aspekte
der Mutations- un Rekombinationsgenetik, die bei der
Aufbereitung und Ziichtung mikrobialer Stamme fir die
Produktion kommerziell wichtiger Metabolite und En-
zyme appliziert werden. Die sog. Screening-Methoden
sowie auch die Probleme der Stabilitdt der Stdmme und
die Methoden ihrer Aufbewahrung werden in diesem
Artikel nicht angefiihrt.




