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ОТБОР И ИЗУЧЕНИЕ АУКСОТРОФНЫХ МУТАНТОВ У 
3ERRA1IA MARCESCENS ЛМК-РЮЗ. ПРОДУЦЕНТА 1-ВАЛИНА

А. О. АРМАНДЖИН. ЛЕ Г. ОГАНЕСЯН

Институт экспериментальной биологии АН Армянской ССР. Ереван

Аннотация —У аналог резистентною мутанта Serratta muctscens 
АМ К-PI 03 ннтрозогуанидин-инду цяров-а иным мутагенезом были получены 
ауксотрофные мутанты с частотой 10 •'. Изучали влияние ауксотрофных 
мутации на продуктивность Ьяалнна исходною регуляторного АМК-РЮЗ 
штамма. Установлено, что потребность н изолонцннс у двух мутантов 
приводит почти к двукратному увеличению накопления I-валяна в куль­
туральной жидкости.

Ա(ւՈ1>1«1է|իս1 - Ն(։տրույոզուաՆ[ւրւինրւ>1 մակաձված if ni<liH4l,Jil.:iji 1է/Ա1շւք աններու if S. 
inarcescenx AMK—P юз շտսււքքւ մոտ սս։ացվն( են ւսէորոուորո!,։ մուտանսւներ 
ft) հաճայսաէքԱէնությամբ։ ք1ւսումնս>է>{ւրվեք Լ та։fnnmրոֆ մուտս/^խէւների աւրյե- 
gntpjmbft .4MK—P 193 շաւս^ի վային արւէոսէւրեւոէ ունակությւսն վրաւ Պարղվե( 
Լ, որ երկու մու տ ան ան երի մոսւ նկսւտմաւք ր ուներյաձ պաՀւսնէր штич
Հ ։tu4{ii‘ սինթեզեւու ունտկրոթ յււրն կրկնակ/ւ ավԼլարյոււք ։

Abstract — Auxotroph mutants were selected with the frequency of 
10՜3 in analogue-resistant mutant of S. marcescens AMK—P 103 of nit- 
rosoguanidine-induced mutagenesis. The influence of auxotroph mutation 
on /-valine producing activity of AMK—P 103 strain was investigated. It 
was detected that in the two mutants the isoleucine-auxotrophily led to 
two-fold increase of /-valine accumulation in the cultural medium.

Клочевые слова: митапг. нитрозогуанидип, налип, продуцент;, аминокислота.

Вовлечение новых .микроорганизмов в аминокислотное производство 
трсбуе.1 разработки методов селекции с учетом особенностей регул.ял!!!! 
активности генов, контролирующих биосинтез аминокислот у данных 
Микроорганизмов.

Валин—одна из незаменимы:. . чннокислот. биосинтез которой свя­
зан с метаболическими путями аминокислот семейства аспарагиновой
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(гомосерин, треонин, метионин) и пировиноградной кислот (изолейцин, 
лейцин) и нередко катализируется общими ферментами. Исходя из 
этого, можно предположить, что получение ауксотрофных мутации по 
сопряженным аминокислотам может принести к усилению синтеза ва­
лина. Так, например, полученные у СогупсЬ(։с1егц։Й1 ^Шаписит нзо- 
леЙЕИннедостаточныс мутанты оказались соерхсннтетиками валина (101.

Ранее сообщалось, что регуляторные аналбгрезястентные мутанты 
БеггаНа 1пагсе$сеп$ накапливают в культурной жидкости ։КЖ) значи- 
гельные количества валина и лейцина, а мутации к ауксотрофности 1.0 
частности, изолейцину) приводят к увеличению синтеза валина регуля­
торными .мутантами Б. гпагсезсепя [1, 2].

В настоящей работе приводятся данные о влиянии мутаций к ауксо- 
|рофности на способность регуляторного мутанта 5. !нагсё$сеп8 АМК- 
1-103 накапливать валин в КЖ.

Материи.: и методика. Объектом всслгдованнй был штамм 5. та гссчгспз АМК; 
Р'ОЗ, еннтезнрующнй значительное количество валина Штамм ЛМК-Р103 получен ю 
шкого штамма 5. 1пагс£$сепх ЛТСС 998» с помощью УФ-индуцированного мутагенеза 

как мутант, устойчивый к Пк-а-ам1п։омаслянбй кислите [3] Ауксотрофные мутант- 
ты получены обработкой \-метил-.’Ч'-нитро-Х-нитрочагуанн.тиком ч концентрации 
100 мкг/мл в цитратном буфере (pH 5,5) и течение 30 минут. Отбор мутантов прово­
дил?: по Ледербергу [9]. Потребность в факторах роста определяли :։о Холлидею [8]

Питательными средами для выращивания бактерии служили мясопептонный бульон 
и минимальная среда Девноа [7] Основную минимальную среду для идентификации 
ауксотрофных мутантов готовили на основе среды Девиса с добавлением необходимых 
факторов роста- аминокислот, азотистых оснований, витаминов Среды уплотняли до­
бавлением агар-агара, В качестве ферментационной среды служила модифицирован­
ная среда Кнсумн [12].

Способность ауксотрофных мутантов к накоплению аминокислот определяли после 
ферментации и колбах. Содержание аминокислот в КЖ определили методом бумаж­
ной хроматографии в системе П-бугэнол—вода- уксусная кислота (4:5:1) Проявите­
лем служил нингидрин. Пятна элюировали а системе этанол- -вида хлористый кадмий 
Количество аминокислот определяли колориметрически по щхгдварительно построенным 
: либровочвым кривым [4, 5].

Результаты и обсуждение. Метод отбора штаммов 5. тагсеясеп^., 
продуцирующих 1-валнн, основан на получении мутантов, устойчивых к 
структурному анализу изолейцина ОЪ-а-амнномасляной кислоте [3, 6, 
11]. Полученные АМК-Р мутанты, устойчивые к 10 или 20 мг/'мл ОЬ-с:- 
аминомасляной кислоте, синтезируют значительное количество валина. 
Мутант АМК-Р 103 накапливал в КЖ более чем 10 г/л 1-валпна. С 
целью повышения выхода валина у этого регуляторного штамма с по­
мощью нитрозогуаниднн-нндуцированного мутагенеза были получены 
ауксотрофные мутанты.

В пяти независимых опытах было выделено и идентифицировано по 
Холлидею 220 ауксотрофных мутантов, классифицированных затем по 
потребностям в факторах роста (табл. 1).

Среди ауксотрофов чаще встречались мутанты, нуждающиеся в 
гистидине, метионине, лизине, лейцине, нзолсГшине, тиамине, глутами­
новой кислите, цистеине, треонине, тогда как ауксотрофы по пролину, 
триптофану, ватину, аденину, тирозину, серину встречались реже.
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Таблиц* I. Классификация ауксотрофных мутантов 5. тагсе$сгп$ АМК-РЮЗ 
по потребностям а факторах роста

Класс ауксотрофных 
мутантов

Количество 
мутантов

Доля, 
%

Число типов му­
таций в данном 

классе

Моноауксотрофы 86 40 19
Дхауксотрофы 37 15.8 13
Поя яауксо грофы 12 5.5 7
Нендентифицвруемые 83 37.7 ?
Всего 220 100 39

Из всех полученных ауксотрофных мутантов особый интерес с точ­
ки зрения сверхсинтеза валина вызвали ауксотрофы, нуждающиеся в 
изолейцине, лейцине, валине или во всех трех аминокислотах одновре­
менно.

Влияние ауксотрофных мутации на биосинтетическую активность 
исходного АМК-Р штамма определяли в условиях колбочнбй фермен­
тации. Усредненные результаты серийных ферментаций приведены в 
табл. 2.

Таблиц;։ 2. Влияние ауксотрофных мутаций на биосинтез 1-оалнна у штамма
5. тагсе$сеп$ АМР—Р103

1 !аименовзняе 
культуры Фенотип ։ 1акопление 

валина, %
Накопление 

лейцина, г л

Исходный штамм аЬик
АМК-Р 103 протограф 100 ИН*

Л-147 аЬцй. 1ец~ 11 пн
Л—153 аЬнг<. 1ен” 18 НН

Л-154 аЬпк , 1ен 7 ИН

Л-186 аЬак , 1сц՜ сл* пн
Л-188 аОик. 1еи՜ 13 ни
Л-229 дЬик , 1₽и՜ СЛ ИИ

И-112 аЬцк . ։1е՜ 175 НН

И-127 аЬпк , Не՜ 165 НН

И—188 аЪок , 11е~ 107 1.0
И- 192 аЬин, Не՜ 115 1.0
И-207 а!»ик , Не՜ 119 сд
11-216 аЬий. Не՜՜ 103 сл
И—165 аЬчк, Не՜ 111 НН

В-127 иЬик . ул! НН НК

В-230 аЬик, \ а!՜ НН НН

ИВА-108 лЬии . Не՜. гаГ՜. 1еи՜ пи СЛ

ИВА-184 аЬик, Не՜, та!՜, Ии՜ нн сл
ИВА-190 аЬик , Не՜. ',а1՜, 1си՜ ин сл
ИВА—259 аЬик , Не՜, уд!՜. 1еа՜ ни ГД

Обозначения: сл'— -следовые количества; ни—не накапливается.
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Установлено, что потребность в лейцине приводит к снижению вз- 
лннпродуцнруюшей активности исходной культуры до следовых коли­
честв. Потребность в изолейцине у двух мутантов (И-112, И-127) при­
водит почти к двукратному увеличению биосинтеза валина. Естествен- 
ио, потребность в валине и валин 4-лейцин 4-изолейпиие приводит к 
полному блокированию биосинтеза валина.

Из приведенных результатов следует, что мутации по генам, кон­
тролирующим биосинтез аминокислот, с разветвленной цепью {валин, 
лейцин, изолсйпнв). по-разному влияют на процесс биосинтеза валина 
и что мутации, обусловливающие потребность в изолейцние. могут быть 
использованы для селекции активных продуцентов валина у штамма 
5. тагсехсепз.

ЛИТЕРАТУРА

1. Арманджян А. О.. Оганесян .И. I
2. Арманджян Л. О.. Оганесян Af Г
3. Лрманджлн Л. О.. Оганесян М. Г
•1. Кара-Мурза С. Н.. Тимохина £. Л., 

робнилошя, 17, 6, 813—819. 1981.

Биолог, ж. Армении, .77. 4. 339 312, 1981 
Биолог, ж Армении. 37. •>. 176 -180. 1981.
Биолог. ж Армении, 37, 9. 735—740, 1984.
Жданова Н. И. Прикладная биохимия и мик-

5. Хейс И. М., Мацек К. Хроматографии ни бумаге М.. 1962.
6. Croclari Emaldi О.. Motettrz D. Eur. J. Appl. Microbiol., 4 , 3. 177— 179. 1977
7. Davis И. b.. MlgMti E. S. J. Bacteriol.. t,u. 17-18, 155U.
8. Holliday R. Mature. Lend.. 3, 987. 1956.
9. Led er berg J.. I.ederbcrg E. j Bacteriol, 6.?, 3. 399. 406, 1952 .

10. О Kahayma K., Kldudu Kinoshita S. J. General, and Appl. Microbiol., lokyi 
7. 52. 1961.

11. Klsumi Af.. Komatsubara S. Chibata J. J. Bacterio!.. 10n. 493- 499, 1971.
12. KisuiKi M.. Kato Komatsubara S.. Chibata I. Genetics of industrial imcrorw 

ganlsrns. 1. Bacteria. Amsterdam. 267—257, 1973.

Поступило 2. IX 1985 г.

Бнодог. ж. Армении, г о9. № 10, с. 864—869, 1986 УДК 577.5:57925®

СУПРЕССИЯ СВЕРХСИНТЕЗА КАПСУЛЯРНЫХ 
ПОЛИСАХАРИДОВ ФАГОУСТОЙЧИВЫМИ МУТАЦИЯМИ

У LOX՛ ШТАММОВ £. COLI К-12

Гар Г. ОГАНЕСЯН. Л. Л. БАРСЕГЯН. Г. Г. ОГАНЕСЯН

Ерснансхнй г ^дарственный университет. кафедра биохимии

Аннотация — С помощью бактериофага М59, оптирующего капсулнропан- 
пыс клетки. получены нсс.тпзистые мутанты у (оп штамма Е. соН К 12 
с частотой 10 2. Покатано, что цеелнтнетым фенотип мутлнтои сият.тп с 
шиттнойснисм оттенит супрессорных мутаций. грянелупнруюшидся с 
г кп или новым геном ч.теннай 30 10г:. и локалнлонлнных «а 45-й инн 
теистической карты

и.Г1П(пи|д|и11 — »уЪ»1р1Ы14р, прр (ЬчЬи1 4
гиЪЬунц ! . (оЕ К 1.* Гш.п^уЛ. < 1' 7/- и <л!| ՛._
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