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Genetickd variabilita je zakladni podminkou rozséh-
Igch programi zlep3ovani produkce priimyslovych kme-
nil, ale variabilita sama nemtZe mit Zddny p¥inos, pokud
neni k dispozici vhodna selekinl metoda. Selekéni tech-
niky jsou tedy velmi dfileZité, aviak pro jejich vhodné
pouZiti je nutno zachovat nékteré zékladni podminky.

KaZdou selekéni techniku je nutno upravit pro dany
mikroorganismus a soutasn& pro podminky, v nichZ je
technika pouZivdna a v neposledni rfadé je nutno uva-
Zovat i latku, jejiZ produkce je sledovéna.

Mikrobialni genetici obvykle selektuji na kvalitativni
charakteristiky (napf. schopnost riistu na urditém mé-
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diu], zatimco priimyslovi genetici maji mnohem t&75i
kol — vytvofit selekéni techniku na kvantitativni dife-
rence, které jsou €asto v rozsahu nékolika malo pro-
cent.

To plati pro v3echny selekéni metody pouZivané v ge-
netice priimyslov§ch mikroorganismi. U rychlych se-
lek&nich metod [screeningovych metod) k tomu pFistu-
puje jesté nutnost vytvorit relativng jednoduchy postup,
ktery by umoZiioval hodnoceni podstatng vy3siho poétu
kmenti pfi zachovédni co nejvy33i standardnosti a sou-
tasng co nejniZsi chyby stanoveni.

Screeningové metody je moZno rozdélit do nékolika
skupin, z nichZ pouze nékteré jsou nebo byly pouZity
pro zakladni produkéni hodnoceni kmen@ produkujicich
antibiotika.

Morfologie kolonii

VSechny kmeny Penicillium chrysogenum se zvySenou
produkci maji do jisté miry alterovanou morfologii kolo-
nii (Aytoun 1970). OvSem nebylo moZno nalézt takovy
morfologicky typ, ktery by byl v naprosté korelaci s pro-
dukci (Stauffer a Backus 1954). Predpoklddad se, Ze za
to je =zodpovédna ¢4steénd chromozomdlni duplikace
[Ball 1973a, b). To by prokazovala i nestabilita pfi #4s-
tetné chromozomadlni duplikaci prokdzané u Aspergillus
nidulans (Nga a Roper 1969).

Zmeény pigmentii a barva kolonii

Tato problematika je nejdikladnéji propracovina
u kmentt druhu Streptomyces rimosus — producenta
oxytetracyklinu. U téchto kmenii byla prokdzdna tésna
vazba mezi tvorbou pigmentu a produkci antibiotika
[Alikhanian 1973].

Prvni produkéni kmeny P. chrysogenum aZ do roku
1947 produkovaly Zluty pigment. chrysogenin. V tomto
obdobi byly patrné vzhledem k tésné vazbd mezi genem
pro syntézu chrysogeninu a nékterym z genii zicastné-
nych na biosyntéze penicilinu vSechny nepigmentujici
mutanty neprodukéni. AZ byl izolovdn kmen Wis BL
3-D 10 — nepigmentujici a vykazujici produkci jen
o mdlo niZ8i neZ jeho pFedchiidce (Backus a Staujffer
1955].

Metody vychazejici z hodnoceni izolitii na tuhych pii-
dach -

1. Hodnoceni v malgjeh objemech

Jeden z novych principli stanoveni produkce izolath
ziskanych v priib8hu Slechtitelskych programil vychézi
Zz Kkultivace produkénich kmen@ na tuhych ptdach a
nisledné biologické detekce antibiotika produkovaného
do tohoto média. Tato metoda byla pouZita poprvé pfi
slecht&ni producenta kasugamycinu — Streptomyces ka-
sugaensis a bylo dosaZeno vynikajicich vysledkd (fchi-
kawa et al., 1970, Ichikawa et al., 1971). Obdobné tech-
niky bylo pouZito i pro kmeny druhu Aspergillus
nidulans pFi modelovém studiu produkce penicilinu, a to
jak v plivodni podobé odpovidajici praci Ichikawy, tak
v pPepracované formé& (Ditchburn et al., 1974).

2. Hodnocent izoldti prelévaci metodou

Dalsim pristupem ke screeningu produkénich kmend
jsou prelévaci metody. Stauffer et al. [(19668) modifiko-
vali rychlou plotnovou metodu Elandera et al. [1960)
pro screening izoldtd produkujicich cefalosporin C u dru-
hu Cephalosporium sp. Po kultivaci na povrchu média
byly kolonie pfelity kulturou baktérie Alcaligenes fae-
calis a inkubovdny. U kaZdé kolonie byl stanoven tav.
.potency index” pomér mezi primérem zény a primsé-
rem kolonie. Z téchto praci vychézeli Ball a McGonagle

(1978), ktefi testovali produkci kmenl Penicillium chry-
sogenum po mutagennim zdsahu pfimo na plotné preli-
tim suspenzi spor kmene Bacillus subtilis za pFitomnosti
penicilindzy ke sniZeni koncentrace penicilinu v pids.

Screeningové metody ve Slechtitelskych programech
VUAB

Pfi dlouhodobém S$lechtitelském programu ziskavani
vysokoprodukénich kment druhu Penicillium chrysoge-
num jsme se zamérili na screeningové metody vychdze-
jic z hodnoceni izoldti na tuhych pliddch.

Byly ovéfeny metodiky hodnoceni kmenti podle Ichi-
kawy et al. (1971) a Ditchburna et al. [(1874) a vypra-
covana vlastni metodika, pfi niZ jsou izolaty po muta-
gennim plisobeni pFeotkovdvany na pripravené agarové
disky ziskané vysekdnim ztuZené fermenta¢ni pldy Kkor-
kovrtem. Po dobé nutné k inkubaci v prostfedi maximél-
ni vihkosti jsou agarové disky s narostlymi koloniemi
pfeneseny na biologické testovaci plotny s pouZitym tes-
tovacim mikroorganismem Bacillus subtilis ATCC 6633.
Ziskand metodika byla ovéfena jednak u modelovych
kmenti s rozdilnymi produk&énimi charakteristikami a
byla zjiSténa pfimé zAvislost mezi produkci v agarovych
discich a produkci pFi fermentaci v baifikdch na rotac-
nich tfepackéch, jednak u soubord izolatd po mutagen-
nim phsobeni. Vypracovand metodika pFindsi vghodu
v moZnosti paralelniho hodnoceni produkce jednoho a
téhoZ izoldatu v nékolika agarovych discich a souasné
odstrafiuje pomérné pracnou dekontaminaci materialu
(Zeleny 1982). Tato metodika je dlouhodob& vyuZivdna
ve Slechtitelském programu a po jejim dGplném zautoma-
tizovdni pfinese vyrazné zvySeni poctu hodnocenfch
kmenil.

Druhou scereeningovou metodou, kterd byla vypraco-
vana v souvislosti se Slechtitelskymi programy, je meto-
dika prelévani produkénich kment citlivim mikroorga-
nismem. V tomto pfipadé bylo s vyhodou pouZito
alternativy preotkovavani jednotlivych izoldtd po mu-
tagennim plsobeni na testovaci Petriho misky, Kkteré
byly pPelity kulturou Bacillus subtilis ATCC 6633 za sou-
Casné plitomnosti pomérné vysoké koncentrace penici-
lindzy pro sniZeni koncentrace produkovaného penicili-
nu v agaru.
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Jsou uvedeny riizné screeningové metody hodnoceni
kmenli ve Slechtitelskych programech producenti anti-
biotik a zku$enosti s vyuZitim téchto metod ve VUAB.

3enenst, K., Boickounn, I1.: ¥Yckopenblie merofbl celeKUHH
npoayueHTor antuéHoTHkoB. Kmac. npywm. 30, 1984, Ne 9,
erp. 209—211.

Tpupefensl pasmuunble METOALI CECKIHMH HCIMOIb3YeMbIE
JIIsl OLLEHKH INTAMMOB B paMKaX MPOrpaMbl CEeJeKIHH IpPO-
JIYUEHTOB aHTHOHOTHKOB, H ONBIT ¢ HCHOJB30BAHHEM 3THX
metofos B HayuHo-HccaenoBaTe/lbcKOM HHCTHTYTE  aHTH-
6HOTHKOR H GHOTpaHchopMauuit.

Zeleny K., Vyskotil P.: Rapid Selection Methods in Strain
Improvement Programmes of Antibiotic Producers. Kvas.
prim. 30, 1984, &. 9, pp. 209—211.

Different screening methods used in strain improve-
ment programmes of antibiotic producing microorga-
nisms are discussed and possitive experiences with
these methods in Research Institute for Antibiotics and
Biotransformations in Roztoky aré presented.

Zeleny, K., Vyskotil, P.: Schnelle Selektionsmzthoden
bei der Ziichtung von Antibiotikaproducenten. Kvas.
priim. 30, 1984, No 9, S. 209—211.

Verschiedene Screeningsmethoden der Bewertung von
Stimmen in Zicktungsprogramen der Antibiotikapro-
zenten mit Erfahrungen aus der Ausniitzung im For-
schungsinstitut fiir Antibiotika und Biotransformationen
eingegeben sind.



