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БИОСИНТЕЗ АМИНОКИСЛОТ О1-4-АЗАЛЕИЦИНУСТОПЧИВЫМИ 
МУТАНТАМИ 5ЕККЛТ1А МАКСЕЗСЕХБ

А О ЛРМАНДЖЯН, М. Г ОГАНЕСЯН

Получено 100 нитроз0гуаннлн1п1ндуинров8н>1ь>х ОЬА-азалейшшустоЙчпвых мутан
та §еггаВа тлгсе$сег$. Частота появлении таких мутантов составляла 10֊6. Боль
шинство ашьюгрезнстеятвых мутантов синтезировало более 6 г/л Ьвалнка. Прибли
зительно десятая часть мугантоп синтезировала валин и лейцин одновременно, при 
черно в равных количествах. Полученные мутанты могут стать исходным материалом 
для селекции промышленных продуцентои 1-валина и 1-лейципа.

К,иочевы< слепа: нитрозогуанпдин, В1.-1-аза.1ейцин. аналогрезистентные мутанты, 
лейцин, валин.

Сложность и дороговизна химических методов синтеза оптически 
активных форм некоторых аминокислот диктуют необходимость разра
ботки дешевых методов их биосинтеза с. использованием активных штам
мов-продуцентов. Наиболее эффективным способом селекции активных 
продуцентов является получение регуляторных мутантов с применением 
аналогов аминокислот [3, 6. 7].

В настоящей работе изучалась способность ОЕ-4-азалейцинустой֊ 
чнвых .мутантов Б. тагоевсепБ (АЗЛ-Р) синтезировать аминокислоты с 
разветвленной цепью биосинтеза.
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Материи.I и ...страйка Б качесгвс исходной культуры использован дикий шгамх 1 
$. тагсеьсепъ VТСС 9986, способный продуцировать 9.5- 1.0 г/л 1-залнпз. Питз- I 
тельными средам:։ для выращнзапня бактерий служили мяс.опептониын будит । 
(МП Б. МПА) и минимальная среда Девиса В качестве ферментационной служи.-։ 
модифицированная среда Кисумн [6] Значение pH ц-ех сред 7.0 7.3. В качестве знало՛ I 
га использовали □Е-Ьазалейцнп (фирма Бег. а). Водный растнор аналога готовила 
перед употреблением В качестве мутагена использовали Х-метн.т\’'-нитро-Х-111гтро-1 
югуанидин ИИ), растворяй и цитратном буфере перед употреблением [I]

Для определения уровня чувствительности исходного штамма к □(.-4-азалейцику I 
культуру высевали на агзризоваяную среду Девиса [5] ։ добавлением различных кон
центрацией 1Л.-1азалейиина Чашки инкубировали в термостате при 30° в течет 
5 суток. Ингибирующей принималась концентрация аналога, при использовании ко* I 
<орой отсутствовал рос։ культуры Э1 4-азаленцинусгойчивые мутанты получали сам- I 
«анно или после индукции широзогуанндиком НГ шиуцнрбванный мутагенез прово
дился по методу, описанному Миллером [1]. с некоторой модификацией После обра
ботки .мутагеном бактериальную суспензию центрифугировали при 3000 об/мин в ге- | 
чение 20 мин. ресуспендировалн п свежей среде МПБ и аэрировали в течение 
Зч при 30 Затем центрифугировали в среде Дениса для получения бактери
альной суспензии I титром 109 клсток/мл Полученную бактериальную суспензию ։ю 
0,2 мл пысена.и: на минимальную агаризонапиую среду Девиса, содержащую ингибирую
щие концентрации 01 -4 а:։алейннна, инкубировали при 30° н течение о суток Вырск- I 
пню колонии отбирали путем многократных пересевов на гой же среде для получения 
генетически чистых линий. Отобранные таким образом мутанты проверяли на устойчи
вость к ПЬЧ-азйлейцииу

Способность полученных муиштои продуцировать аминокислоты определяли мето
дом колбочкой ферментации Посевной материал ьыра.пивали на скошенном агаре» 
течение 20 -24 ч при 30° Ферментацию проводили в конических колбах емкости 
250 мл при объеме ферментационной жидкости 10 мл. аэрацию обеспечивали качанием 
колб на поступательных качалках с частотой ПО колебании п минуту при 30е, продол
жительность ферментшиш—72 часа Количественное определение аминокислот в куль
туральной жидкости (ЧХЖ) осуществляли методом хроматографии на бумаге в снеге- ■ 
ме П-бутаиол уксусная кислота—вода в соотношении 4:1:5. В качестве проявителя՜ 
использовали нингидрин Пятни элюировали в системе лпно.т подл хлористый кад
мий. Количество .'Мипокнслот определяли колориметрически при ыипе волны 540 нм 
по предварительно составленным стан шртным кривым [2,

Результаты ч обсуждение Для отбора устойчивых к 1>1,- 1-азалёй- 
цпн\ мутантов первоначально было необходимо определить уровень 
чувствительности исходной культуры к аналогу. С этой целью бакте
риальная суспензия в логарифмической фазе роста высевалась на агарн- 
«ованнон среде Девиса, содержащей различные концентрации азалейця* 
на. Результаты этих экспери ментон представлены в табл. 1

I .•։ б л ина I
Уровень ччпчиптельшктн исходной культуры 5 тагсеьсспч к ри .личным 
__________ концентрациям Ш.-4-азалейцпка при 30°

Штамм

Рост культуры ни средах

МПА
Девиса с добапленьсм 1>1«4-азале։ии։п;;, мкг мл

0 50 юн 300 1000 5000

5. тагсдесе: >
Исходная 
культура 3 3 3 3 3 3 2 1 0

Обозначение 3 -нормальный рос։, 2, I—слабо выраженный рост, 0 отсутствие 
роста. 
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Из данных, приведенных в табл. I. видно, что полное ингибирование 
роста культуры азалсйцино.м наблюдается при его концентрации з среде 
5000 .мкг/мл При остальных использованных концентрациях наблюдает
ся либо нормальный, либо слабо выраженный рост культуры. Исходя 
из этих результатов. отбор Ок-4-азалейцнирезистентпых мутанта про
водился на среде Девиса, содержащей 5000 мкг/мл аналога

Выделение спонтанных я НГ индуцированных мутантов проводили 
высевом бактериальной суспензии на среду Девиса, содержащей 5000 
.мкг/мл аналога, и отбором выросших колоний. Было выделено около 
100 аналогрезистентных мутантов, частота встречаемости которых со
ставляла 10 .

Данные об активности продукция аминокислот у выделенных му
тантов приве юны в табл. 2. согласно которой из 100 проверенных мутан-

'I а б .1 и и а 2
Влосин1етич1чк:'.я активность отобранных АЗ.Т Р мутантов 5. П18гсе$сеп5

1 уупна 
мутантов

Количество 
му гаи г. >к

Накопление аминокислоты н К Ж

։-лейцин 1-ва.пи!

1 8 накапливают накапливают

II 92 не нзкадлинаю! накапливаю!

тов 8 накапливают в культуральной жидкости I-валин и 1-лейцин, при 
этом между залин- и лейциннродуцирующей активностью культур на
блюдается прямая корреляция: лейцина накапливается столько же, 
сколько валина. Остальные 92 м\танга накапливали только I-валин. 
Следует отметить, что некоторых, мутанты одновременно продуцировали 
1-изолейиин в следовых количествах.

С целью определения уровня биосинтетической активности АЗЛ-Р 
мутантов была проведена серия ферментации с использованием муган 
тов, продуцирующих только налип (табл 3).

Уровень бноеннтезл 1-валинв у АЗЛ-Р мутантов 5 тагсе$ссп5
Т и б л и и а 3

Класс мутантом Кнлнчес гво 
му 13ИТ •» Доли мутантов. п,.' Накопление 1-п.мипа в КЖ. । л

1

Активные 45 49 6,0 -8,0
Среднелктивиыс 36 37 4.0 6.0
Малоактивные 13 14 2.0-4,0

Из приведенных в табл. 3 данных видно, что устойчивые к Ок-4-аза- 
лейцпну .мутанты продуцируют значительное количество 1-валина, при 
этом около половины .мутантов накапливают н КЖ свыше 6 г/л 1-вали
на. В качестве сопутствующих аминокислот в КЖ накапливаются сле
довые количества глутаминовой кислоты, изолейцина и лейцина.

На основании приведенных в настоящем сообщении данных можно 
заключить, что мутации устойчивости к Ок-Ьазалейняну, как правило,

Биологический журиил Армелин. XXXVII. № 4—6
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приводят к повышению способности штамма Տ. niarceseens накапливать 
в КЖ валяя, лейцин и небольшие количества изолейцина. Эго свиде
тельствует о т-ом, что получение DL-4-азалейциирезистёнтных мутант։» 
является эффективным способом отбора активных продуцентов указан
ных аминокислот у S marcescens. Некоторые, из описанных в настоя֊ 
шей работе мутантов, обладающих высокой активностью, могут служить 
исходным материалом для селекции более активных промышленных 
штаммов н (ля разработки микробиологических методов получения ва
лина и лейцина.
Армянский филиал Всесоюзного научно-нсглелопательского института 

генетики и селекции промышленных микроорганизмов
(филиал ВНИИгеветлк.-i) Поступило 15.11 1983 г

ԱՄԻՆԱԹԹ111՚ՆԷՐ1« ԿհՆ11Ա111’ՆԲ-1Հ»1! SERRATIA MARCESCENS DL 
-1-Աք)ԱԼԵՅՑ1’Ն ֊ԿԱՅՈՒՆ ՄՈՒՏԱՆՏՆԵՐհ ՄՈՏ

Ա. >. ՀԱՐՄԱՆՋՅԱՆ. Մ. Դ. ՀՈՎՀԱՆՆԻՍՅԱՆ

Հեոէադո чин թ լուննե րի ընթացրու.մ ստսւցվե լ են Տ. ШЭГСеЗСеПБ սպոն~ 
աան ե ն յսո ր ո դո ղոէանի դին մաI/ածված 100 DI.֊4-ազալեյցինկայու.ն մու- 
տանտներ։ Ալղպիօի մոէտանտնհրի առաջացման հաճախականությունը կազմել 

է 10 ւ Ս,Նարւ ղռեդիսսւենա մոսոանաների մեծ մսւոր ч fiii Է-1 ե Լ ավելի րահ
6 ով վալին։ Մ ու տան տներ ի մ՚ էււոավորապես տասներորդ մասը սինթեղել Լ միա
ժամանակ վաքին և մոտավորապես հավ առար ըանակություններրէվ-
Uաացված մուտանտները կարող են ելանյութ հ ան ղխւանալ վաքին ի ե լեյցինի 
արդյանար երական ս/րո դուցեն տների ո!./ h կցիա յի համար։

AMINOACID BIOSYNTHESIS BY SERRAT1A MARCESCENS 
MUTANTS RESISTANT TO /Я-4-AZALEUCINE

A. 0. ARMANDJ1AN. M. G. OGAX'ESSIAN

DL-4-azaleucine resistant mitants of Serratia marcescens were 
isolated after either nitrosoguanidine or spontaneous mutagenesis. The 
frequency of appearance of mutants resistant to DL-4-azaieucln was 
approximately 10՜6. Most of these mutants had productivity of about 6g 
valine per liter. About one tenth of the total number of the mutants 
tested has produced leucine in approximately equal yield to valine. The 
obtained mutants could be used as the initial cultures for the selection 
of valine and leucine producing Industrial strains.

ЛИТЕРАТУРА

I Миллер Дж. Эксперименты n молекулярной генетике, М., 1976.
2. Пае хина Т С. В сб.. Современные- методы в биохимии, М., 1967.
3. Степп нов .4. И. Цитология и генетика. -1, 9, 365—371, 1975.
4. Хейс И. Л!.. Маце-к К. Хроматография на бумаге, М.. 1962.
5. Davis И D., Mthgoli С. S. J. Bacteriol, 60, 17 18, 1950.
6. Genetics of Industrial Microorganisms, Academia, Praque, 267—287, 1973

7 . Tsuchida T., loshinaga Kubota K., Momose /1., Ocomura •>'. Agr. and Biol. 
Chern,, 38, 1968. 1974.

342


	339
	340
	341
	342

