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The effect of successive application of simazine before sprouting; 
and dalapone to vegetating weeds on the microbiological activity of soil 
and on the change of weeds quantity has been studied. After three 
years’ application the vineyard become^ practically free of weeds. Sima­
zine and dalapone do not depress the activity of soil microorganisms.
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ПОЛУЧЕНИЕ И ИЗУЧЕНИЕ ОЬ-а-АМИНОМАСЛЯНАЯ 
КИСЛОТА-УСТОИЧИВЫХ МУТАНТОВ SERRATIA МАЕСЕ5СЕИ5

А. О. АРМАНЖЯН, М. Г. ОГАНЕСЯН

У Беггаба шагсезсепз АТСС 9986 выделены индуцированные УФ-лучами мутанты, 
устойчивые к аналогу валина ЕЕ-ц-аминомасляной кислоте. Среди встречающихся с 
частотой 10~7 мутантов отобраны культуры—потенциальные продуценты 1-валина. 
Около 15% аминомасляная кислота-резистентных (АМК-Р) мутантов продуцировали 
более 10 г/л валина, что в 4—5 раз выше уровня активности родительского штамма.

Ключевые слова: ЗеггаИа пгагсезсепз аналогрезистентные мутанты, УФ лучи, валин..

Одним из наиболее эффективных путей интенсификации производ­
ства аминокислот является использование в промышленности продук­
тивных штаммов микроорганизмов [1, 3, 12]. Поиски новых продуцен­
тов ведутся главным образом в двух направлениях; с одной стороны, 
вовлекаются в селекционную практику новые микроорганизмы, с дру- 

735>



той—разрабатываются новые методы ведения селекции. Одним Ио нал 
более результативных методов является отбор культур среди аналог, < 
знстентных мутантов [6, 9, 15, 16]. В основе применения аналогов в с, 
лекции микроорганизмов лежит их способность блокировать различные 
этапы синтеза или утилизации метаболитов.

При изучении образования 1-изолеицина из О-треонлна \ 5. пк.г 
сезсепз было обнаружено, что добавление 1-валина и 1-леицина приво­
дит к сильному подавлению накопления 1-изолейцпна с образованием в 
культуральной жидкости а-аминомасляной кислоты (АМК). На основа­
нии этих результатов в ряде лабораторий были начаты работы с целью 
получения при помощи аналогов дерепрессированных или нечувствитель­
ных к ингибированию мутантов, накапливающих в культуральной жид­
кости аминокислоты с разветвленной цепью (валин, лейцин, изолеици л. 
Впервые устойчивые к а-аминомасляной кислоте мутанты были получе­
ны у Е. соН [13], а позже у штамма Б. тагсеэсепз [11]. Среди аналог- 
резистентных мутантов только культуры, устойчивые к а-аминомасляной 
кислоте (АМК.-Р мутанты), синтезировали свыше 8 г/л 1-валина, при 
этом биосинтетическая активность, коррелировала со степенью устойчи­
вости к аналоту [11].

Исходя из положительных результатов этих работ, мы поставили 
перед собой задачу получить серию аналогустойчивых мутантов у 
Б. гпагсевсепз и изучить их с целью отбора культур, продуцирующих 
аминокислоты с разветвленной цепью.

Материал и методика. В качестве исходного штамма использовали 5. гпагсезсепз 
А.ТСС 9986, дикий штамм, способный продуцировать до 1 г/л 1-валина. Для выращи­
вания бактерий использовали мясопептонный бульон (МПБ), мясопептоннып агар 
(.МПА) и минимальную среду Девиса [7^, а в качестве ферментационной среды—мо­
дифицированную среду Кисуми и соавторов [12]. Значение pH всех сред 7,0—7,3. 
Аналогом служила СЕ-ц-ампномасляная кислота, водный раствор которой готовили 
перед употреблением. В качестве мутагена были использованы ультрафиолетовые лу­
чи.

Для определения ингибирующей дозы ВЬ-а-аминомасляной кислоты был проверен 
рост исходного штамма на синтетической агарнзованной среде Девиса, содержащей 
различные концентрации аналога. Концентрация аналога, при использовании которой 
не отмечалось роста культуры после пяти дней инкубации, считалась ингибирующей. 
АМК-Р мутанты получали с помощью УФ-индуцпрованного мутагенеза: культуру, на­
ходящуюся в экспоненциальной фазе роста (титр 1—2Х108 кл/мл), дважды центри­
фугировали в фосфатном буфере (pH—6,8). Суспензию разливали в чашки Петри 
(диаметр 5 см) по 2 мл и подвергали облучению при постоянном перемешивании. По­

сле облучения бактериальную суспензию по 0,2 мл высевали на минимальную агари- 
зованную среду, содержащую ингибирующие концентрации ОЬ-а-аминомасляной кисло­
ты, и инкубировали в течение пяти суток при 37°. Выросшие колонии отбирали путем 
многократных пересевов и проверяли па устойчивость к аналогу.

Способность полученных мутантов продуцировать аминокислоту определяли фер­
ментацией в колбах. Посевной материал выращивали на скошенном агаре в течение 
20—24 ч при 30°. Ферментацию проводили в колбах Эрленмейера емкостью 250 мд 
при объеме ферментационной жидкости 10 мл. Аэрацию обеспечивали качанием колб 
па поступательных качалках с частотой 180 колебаний в минуту при 30°. Продолжи­
тельность ферментации—72 ч. Количественное определение аминокислот в культураль­
ной жидкости (КЖ) проводили методом хроматографии на бумаге в системе Н-бута- 
лол уксусная кислота вода в соотношении 4:1:5. В качестве проявителя использо- 
.валл нингидрин. Пятна элюировали в системе этанол—вода—хлористый кадмий. Ко­
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личество аминокислот определяли колориметрически при длине волны 540 нм по пред­
варительно построенным калибровочным кривым [2, 5].

Результаты, и обсуждение. Чувствительность исходной культуры к 
аналогу аминокислоты определялась путем выяснения максимальной 
концентрации ОЬ-ц-аминомасляной кислоты, при которой подавляется 
рост культуры (табл- 1).

Таблица 1
Ингибирование роста штамма 5. гпагсезсепз АТСС 9986 ИЕ-ц-ампномасляной кислотой

Обозначения: 3—нормальный рост, 2—ослабленный рост, 1—слабый рост, 0—от­
сутствие роста-.

Температура
Рост культуры при концентрациях аналога, мг мл

инкубировавия
0 0,05 1 3 5 7 10

30= 3 3 3 3 3 3 3
37’ 3 з 3 3 2 1 0

Как видно из данных, представленных в табл. 1, уровень устойчи­
вости культуры к аналогу зависит от температуры инкубации. Так, если 
при 30° культура нормально растет на средах даже с 10 мг/мл ВЬ-а- 
аминомасляной кислоты, то при 37° концентрация 5 мг/мл начинает тор­
мозить, а 10 мг/мл полностью подавляет рост. Исходя из этого, отбор 
АМК-Р мутантов производился при температуре 37° при наличии в сре­
де 10 мг/мл аналога.

Для подбора условий мутагенной обработки культуру облучали 
различными дозами УФ лучей. На рис. 1 представлена кривая инакти-

Рис. Кривая выжимаемости штамма Б. тагсезсепз АТСС 9986 после 
УФ облучения.
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Вадим 5. тагсеэсепз под действием УФ лучей. Характер инактивации 
культуры типичен для большинства бактерий. Исходя из этого, была 
выбрана доза 20 Дж/М2, обеспечивающая 10% выживаемости культур. 
Для отбора АМК-Р мутантов облученную в этой дозе суспензию клетол 
5. гпагсевсепз инкубировали в течение пяти суток на среде, содержащей 
Юмг.'мл аналога. Как видно из табл. 2, в пяти независимых опытах бы­

ло выделено 400 аналогустойчивых мутантов, которые встречались с 
частотой 10՜7.

Таблица 2
"Частота встречаемости УФ-нндуцированных АМК-Р мутантов у штамма 5. тагсевсепь

Серии 
опытов

Проверено бактериаль­
ных клеток, Х10։

Обнаружено 
АМК-Р мутан­

тов

Частота встречаемости 
мутантов, ХЮ՜'

1-ая серия 1,4 10 0,7

2 , 5,0 53 1.1
3 . 4,4 75 , 1,7

4 . 6,4 170 2,6

5 . 5,6 92 1,6
Всего 22,8 400 1,8

Путем ферментации в колбах у 190 АМК-Р мутантов была опреде­
лена способность к продуцированию аминокислот. Во всех случаях 
устойчивость к аналогу приводила к повышенному выходу валина по 
сравнению с диким штаммом. Все проверенные мутанты по уровню ак­
тивности были подразделены на 3 класса (табл. 3).

Валннпродуцпрующая активность АМК-Р мутантов 5. татсезсепь
Таблица 3

Класс мутантов Количество мутантов Доля мутантов, 0/ /О Накопление 1-валина 
в КЖ, г/л

Высокоактивные 28 15 болеее 10,0
Активные 126 66 от 4 ,0 до 10,0
Малоактивные 36 19 от 2,0 до 4,0

Из приведенных в табл- 3 данных видно, что АМК-Р мутанты про­
дуцируют значительное количество 1-валина, при этом 15% этих .мутан­
тов накапливают в КЖ свыше 10 г/л валина. В качестве сопутствую­
щих аминокислот обнаруживаются следовые количества глутаминовой 
■кислоты, изолейцина и лейцина.

Представленные в настоящем сообщении данные свидетельствуют 
ю том, что АМК-Р мутанты могут быть активными продуцентами 1-вали- 
■яа. В настоящее время трудно дать однозначное объяснение механизму 
повышения валинпродуцирующей активности описанных мутантов. Тем 
не менее, тот факт, что добавление 1-валина и 1-лейцина приводит к силь­
ному подавлению накопления 1-изолейцина дало основание Кисуми с 
соавторами предположить, что использованные аминокислоты вызыва-
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ют репрессию синтеза или ингиоирование активности по механизму об­
ратной связи бифункционального фермента синтетазы ацетогидрскси- 
кислоты (АГК, pH—8,0), участвующей в биосинтезе обеих аминокислот 
[10]. Специальная проверка, действительно, выявила у некоторых 
АМК-Р мутантов более чем 20-кратное увеличение АГК-синтетазной ак­
тивности [11]. Вместе с тем у некоторых мутантов была обнаружена 
пониженная чувствительность АГК-синтетазы к ингибированию 1-вали- 
яом. Такие мутанты были наиболее активными и накапливали в фер­
ментационной среде более 8 г/л валина [11].

По-видимому, АМК-Р мутации обусловливают дерепрессию синтеза 
АГК-синтетазы, с одновременным снижением ее чувствительности к ин­
гибированию 1-валином. Однако изучение АМК-Р и валинрезистентных 
(ВАЛ-Р) мутантов у Е. со11 показало, что у первых дерепрессирован 
синтез АГК-синтетазы, а у ВАЛ-Р мутантов отмечается координирован­
ная дерепрессия трех ферментов, участвующих в образовании аминоки­
слот с разветвленной цепью биосинтеза (1-треонин дегидрогеназы, дигид­
роксиацил дегидрогеназы и трансаминазы В). Генетический анализ пока­
зал, что биосинтез АГК-синтетазы контролируется оператором В, а трех 
других ферментов—оператором А [14]. Между тем у АМК-Р -мутантов 
Б. тагсезсепз отмечается параллельное увеличение количества АГК-син­
тетазы и 1-треонин дегидратазы. Более тосо, не исключено, что у неко­
торых АМК-Р мутантов происходит изменение регуляторного гена, кон­
тролирующего синтез всех ферментов, участвующих в образовании ами­
нокислот с разветвленной цепью [11]. Если еще учесть, что дерепрессия 
синтеза ферментов у АМК-Р мутантов может быть обусловлена измене­
нием структуры валил-тРНК синтетазы [8], то станет очевидным, что 
только дополнительные данные позволят установить, какой из трех воз­
можных механизмов (изменения операторных, регуляторных и валил- 
тРНК-'СИнтетазных локусов) обусловливает сверхсинтез валина АМК-Р 
•мутантами.

Так или иначе на основании приведенных в настоящем сообщении 
.данных можно заключить, что мутации резистентности к ЕЬ-а-амино- 
масляной кислоте, как правило, приводят к повышению продуцирова­
ния 1-валина у Б. тагсезсепз и что получение АМК-Р мутантов являет­
ся эффективным способом отбора активных штаммов-продуцентов ва­
лина у этой культуры. Нельзя исключить, что обнаруженный градиент 
активности мутантов является отражением каждого из трех механизмов 
резистентности или их комбинацией.

Наиболее активные АМК-Р мутанты отобраны для дальнейшей ра­
боты в качестве перспективных продуцентов 1-валина.

Научно-исследовательский технологический институт
аминокислот Главмикробиопрома СССР, 

„Институт экспериментальной биологии
АН Армянской ССР Поступило 5.ХП 1983 г.

биологический журнал Армении, XXXVII, № 9—3
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DL-a-ԱՄԻՆՈԿԱՐԱԳԱԹԹՎԻ ՆԿԱՏՄԱՄԲ ԿԱՅՈՒՆ ՄՈԻՏԱՆՏՆԵՐԻ 
SERRA1IA MARCESCENS ^ՈՏ ՍՏԱՑՈՒՄՍ, եՎ ՈՒՍՈՒՄՆԱՍԻՐՈՒՄԸ

Ա. 0. ՀԱՐՍ՜ԱՆՋՅԱՆ. ւր. Գ. ՀՈՎՀԱՆՆԻՍՅԱՆ

Տ. աԱրՍՑՏՇՐՈՏ-^ մոտ ստացված են Ո ԻՄ-ճա ռա գա յթն ե ր ո վ մակածված 
վային ի անալոգ' ԲԼ-Շէ-ամին ո կար ա գաթթ վի նկատմամբ կայռն մուտ անտ- 
ներ։

10~7 հաճախականությամբ հանդիպող մոլտանտներից ընտրվել են 1-վա- 
լինի սինթեզող հեռանկարային կուլտուրաներ, Ամինո կար ա գաթթվի նկատ­
մամբ կայուն մոլտանտների մոտ 15°/0֊ը սինթեզում են ավելի թան 10 գրամ՛ 
վալին կուլտուրալ հեղուկի 1 լիտրում, որը 4—5 անգամ գերազանցում է ծնո­
ղական շտամի ակտիվության մակարդակը.

ISOLATION AND INVESTIGATION OF THE DL-a-AMINOBUTIRIC 
ACID-RESISTANT MUTANTS OF SERRAT1A MARCESCENS

A. O. ARMANDJIAN, AI. G. OGANESSIAN

Valine analogue-DL-a-aminobutiric acid-resistant mutants of Serra- 
tia marcescens induced by UV-irradlation were isolated. Among the 
producents of 1-valine were chosen. About 15 per cent of aminobutiric 
acid-resistant mutants produced valine more than 10 grams , per litre,, 
which is 4—5 times higher than the level of parent strain activity.
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