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Sposéb otrzymywania mutantéw Streptomyces noursei var. polifungini
o zwiekszonej zdolno$ci wytwarzania polifunginy

Wynalazek dotyczy sposobu otrzymywania mutantéw produkcyjnych, w szczegdInosci prostego i szybkiego
sposobu selekcji mutantéw promieniowca Streptomyces noursei var. polifungini o wielokrotnie zwigkszonej
zdolnosci do biosyntezy polifunginy.

Dotychczas znane metody selekcji mutantéw produkcyjnych, zaréwno grzybdw, jak i promieniowcéw,
wytwarzajacych antybiotyki, polegaja na losowej selekcji klonéw, otrzymywanych z zarodnikéw poddanych
dziataniu czynnikéw mutagenicznych. Dla uzyskania mutantow o wyzszej zdolno$ci wytwarzania antybiotyku
koniecznym jest przebadanie, metodq hodowli podpowierzchniowej, ilosci klonéw rzedu 10°—10*.

Sposéb ten jest bardzo ucigzliwy i pracochtonny, gdyz wymaga wielokrotnych mutacji oraz selekcji
i jakkolwiek wprowadzono pewne modyfikacje (Stauffer J.F. i in. — Develop. Ind. Microbiol., 7 (1968), 104,
Sermonti G. — Cenetics of Antibiotic-producing Microorganisms, Wiley-lnterscienqe, London, New York, Sydney,
Toronto (1969); Woodruff H.B. — Genetics of Industrial Microorganisms, 1st International Symposium (1870),
str. 102) nie Zawsze uzyskuje si¢ oczekiwane wyniki we wzglednie krétkim czasie.

Wedtug zatozeri teoretycznych, dotyczacych mechanizmu regulacji u drobnoustrojéw biosyntezy metaboli-
, téw pierwszorzgdowych, jednym ze sposobéw otrzymywania szczepéw produkcyjnych do biosyntezy aminokwa-
séw jest indukowanie mutacji powrotnych u mutantéw auksotroficznych, to jest niezdolnych do syntezy jednego
lub wiecej aminokwasdw oraz selekcja rewertantéw typu supresorowego (Cohen G.N. — Annual Reviev of
Microbiology (1965), str. 105).

" W odniesieniu do antybiotykéw, metabolitéw drugorzedowych, ktérych biosynteza u drobnoustrojéw
kontrolowana jest prawdopodobnie przez podobne mechanizmy regulacji (Malek L. — Biogenesis of Antibiotic
Substances, Academic Press, New York, London (1965), str. 11; Demsin A.L.— Ad. Appl. Microbiol., 89
(1966), 1), spos6b selekcji rewertantéw nie zostat dotychczas wykorzystany do otrzymywania mutantéw
produkcyjnych. Zasadniczg trudnoscig byt brak cech oraz podtozy selektywnych, ktére umozliwiatyby szybki
wyboér rewertantéw. - .

W sposobie wedtug wynalazku trudnos$é te ominieto, przyjmujac jako posrednig ceche selektywng rénice
intensywno$ci wzrostu i wytwarzania spor migdzy mutantami, niezdolnymi do biosyntezy antybiotyku, a ich
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rewertantami, wytwarzajagcymi znaczne jlosci antybiotyku. Mutanty, niezdolne do biosyntezy antybiotyku,
otrzymuje si¢ na drodze mutacji indukowanych. Do otrzymywania .ich rewertantéw, wytwarzajacych znaczne
ilosci antybiotyku, stosuje si¢ mutacje indukowane lub spontaniczne. W pierwszym przypadku, to jest mutacji
indukowanych, zawiesine spor mutantéw nieaktywnych poddaje sie dziataniu mutagendw takich, jak np. promie-
nie. UV, N-metylo-N’-nitro-N-nitrozoguanidyna i inne, nastepnie wysiewa si¢ na podtoZe sporulacyjne i w pierw-
" szym etapie selekcjonuje klony obficie zarodnikujace. Nastepnie sprawdza si¢ ich zdolno$¢ do wytwarzania
antybiotyku metodg hodowli podpowierzchniowej. ‘

Korzystniejszym wariantem sposobu wedtug wynalazku jest wykorzystanie mutacji spontanicznych. Dla
otrzymania rewertantéw uprzednio otrzymane mutanty, ktére catkowicie lub prawie catkowicie utracity
zdolno$é wytwarzania antybiotyku oraz charakteryzujg sie stabym wzrostem istabym wytwarzaniem spor,
pasazuje si¢ na podtozu sporulacyjnym. Po kazdym pasazu sprawdza si¢ jedynie makroskopowo charakter
wzrostu i stopieri zarodnikbwania, natomiast metodg hodowli podpowierzchniowej sprawdza si¢ tylko te
hodowle, ktére w kolejnym pasazu wykazujqa dobry wzrost i obfite zarodnikowanie, co przyjeto jako wstepne
kryterium rewersji.

W sposobie wedtug wynalazku zarodniki promieniowca Streptomyces noursei var: polifungini ATCC 21581
lub jego klonéw poddaje sie dziataniu czynnikéw mutagenicznych, selekcjonuje mutanty niezdolne do
biosyntezy aktydionu, po czym sposréd nich selekcjonuje stabo zarodnikujace mutanty, ktére catkowicie lub
prawie catkowicie utracity zdolno$é¢ do biosyntezy polifunginy, pasazuje sie je i sposréd nich selekcjonuje sie
dobrrze zarodnikujace rewertanty o wysokiej zdolnosci wytwarzania antybiotyku, ktdre oczyszcza sie i stabilizuje.

Selekcje mutantéw, niezdolnych do biosyntezy aktydionu, prowadzi si¢ metodg chromatograficzna.
- Spo$réd mutantéw, niezdolnych do biosyntezy aktydionu, selekcjonuje si¢ metoda oceny makroskopowej stabo
zarodnikujace mutanty, sposréd ktérych metoda hodowli podpowierzchniowej selekcjonuje sie mutanty, ktére
catkowicie lub prawie catkowicie utracity zdolno$¢ do biosyntezy polifunginy, a nastepnie pasazuje sie je na
‘skosach agarowych z pozywka ziemniaczang.

Selekcje rewertantéw prowadzi si¢ metodq oceny makroskopowej wzrostu i zarodnikowania, a nastepnie
dla szczepdw dobrze zarodnikujacych sprawdza si¢ zdolno$¢ wytwarzania polifunginy metodq hodowli podpo-
wierzchniowej. Wyselekcjonowane rewertanty oczyszcza sie metodg rozsiewu zarodnikow i selekcji wysokoak-
tywnyth i stabilnych klonéw.

. Przyktad |I. Otrzymywanie mutantéw, niezdolnych do biosyntezy antybiotyku. Dla uzyskania

mutantéw, niezdolnych do biosyntezy antybiotykéw, stosowano szczep dziki lub wybrany klon promieniowca
Streptomyces noursei var. polifungini ATCC 21581, wytwarzajac polifungine. Przesaczong przez bibute chroma-
tograficzna Whetman'a nr 2, zebrang z 14 dniowej hodowli na pozywce agarowej zawiesine spor, naswietlano
promieniami UV o dtugosci fali 2800 A. Czas i warunki naswietlania dobierano tak, aby uzyskaé¢ przezywnosé
rzedu do 0,1-1,0%. Naswietlong zawiesine wysiewano w odpowiednim steieniu na pozywke agarowq na
ptytkach Petrie’go tak, aby po 14 dniach inkubagji wtemperaturze 28°C otrzymaé ponizej 10 kolonn
réwnomiernie rozmieszczonych na powierzchni agaru.

Wstepnym kryterium oceny efektywnosci dziatania mutagenu byto okreslenie czestosci mutacji w kierun-
ku utraty zdolnosci do wytwarzania aktydionu, antybiotyku wytwarzanego przez szczep dziki réwnolegle
z polifunging. W tym celu wykorzystano szybka metode chromatografii bibutowej wydzielonych przez kolonig
promieniowca do poZywki agarowej antybiotykéw. Analizg chromatograficzng prowadzono, jak nastepuje. Na
paski bibuty Whatman nr 1 naktadano w miejscu startu stupki agarowe, wyciete wraz z kolonig z hodowli
naswietlonych spor. Po okoto 30 minutach stupki agarowe usuwano, a paski bibuty umieszczano w komorze
chromatograficznej. Chromatogramy rozwijano w uktadzie octan etylu nasycony woda, w ciggu 6 godzin,
Stosowano chromatografie zstepujaca. Ghromatogramy po rozwinigciu wywotywano metodg bioautografii
wobec drobnoustroju testowego Saccharomyces ceravisiae ATCC 9763, Warto$é Rf dla aktydionu wynosita 0,85,
podczas gdy strefa zahamowania wzrostu, wywotana dziataniem polifunginy, znajdowata si¢ w punkcie startu.
Do dalszych prac pozostawiono tylko te kolonie, ktére utracity zdolno$¢ wytwarzania aktydionu (brak strefy
zahamowania wzrostu o Rf 0,85).

W tablicy | przytoczono dane czestosci mutacji w kierunku utraty zdolnosci wytwarzania aktydionu pod
wptywem dziatania promieni UV. Czesto$¢ mutacji klonu 13 R promlenlowca Streptomyces noursei var.

, polifungini ATCC 21581,
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Tablica.l
. % mutantéw
% przezycia I1o§é przebadanych Ilo$¢ znalezionych ktére utracity
Doswiadczenie po dziataniu kolonii mutantéw zdolno$é wytwarzania
promieni UV ’ aktydionu
1 1 ' 326 17 51
2 0,2 348 45 12,9
3 0,1 326 50 15,3

Zdolnosé wytwarzania polifunginy u mutantéw tych sprawdzono metoda dwuetapowej hodowli podpow-
ierzchniowej. Zarodnikami z kolonii mutantéw szczepiono skosy agarowe z pozywka z wyciagiem ziemniaczanym
i glukoza, po czym umieszczono je w termostacie o temperaturze 28°C na okres 14 dni.

.Hodowle podpowierzchniowq etapu posiewowego prowadzono na pozywce ptynnej w kolbach stozkowych
o objetosci 500 ml, zawierajacych po 50 ml poZywki o nastepujacym sktadzie: glukoza czysta — 2,0%; azotan
amonowy cz. — 0,5%; WNK (wyciag namokowy kukurydzy) suchej masy — 1,0%; weglan wapniowy cz. — 0,5%,
woda wodociaggowa — do 100%. Pozywke wyjatowiono w autoklawie przez przecigg 30 minut w temperaturze
117°C, apo ostudzeniu szczepiono zarodnikami mutantéw z hodowli na skosach agarowych z pozywka
z wyciagiem ziemniaczanym i glukoza. Hodowle podpowierzchniowg etapu posiewowego prowadzono na trzesa-
wce obrotowej o 220 obrotach/minute, w pomieszczeniu termostatowym o temperaturze 28°C w ciagu 42 go-
dzin,

"Hodowle podpowierzchniowq etapu produkcyjnego prowadzono na pozywce ptynnej w kolbach stozko-
wych o objetosci 500 ml, zawierajacych po 30 ml pozywki o nastepujacym sktadzie: olej sojowy surowy — 3,0%;
WNK 50% suchej masy — 1,0%; drozdze suszone browarnicze — 0,25%; siarczan amonowy techniczny — 0,4%;
weglan wapniowy techniczny — 0,8%; woda wodociagowa do 100%. Pozywke wyjatawiano w autoklawie przez
30 minut w temperaturze 117°C, apo ostudzeniu do kazdej kolby dodawano, w sposéb jatowy, materiat
posiewowy z hodowli podpowierzchniowej etapu posiewowego w ilosci 5% w stosunku do ilosci pozywki
w kolbie. Hodowle etapu produkcyjnego prowadzono na trzesawce obrotowej o 220 obrotach/minute, w pomie-
szczeniu termostatowym o temperaturze 28°C w ciagu 120 godzin, Zawartosé¢ polifunginy w brzeczce okreslano
. Znang metodg spektrofetometryczna.

’ Postepujac zgodnie ze sposobem wedtug wynalazku, srednio dla uzyskania 20 mutantéw, ktére utracity
zdolno$¢ wytwarzania polifunginy, wystarczato przebadanie metodgq hodowli podpowierzchniowej 100 mutan-
téw, wyselekcjonowanych metodg chromatograficzng.,

Przyktad Il."Otrzymywanie wysokoaktywnych i stabilnych klonéw rewertantéw. Dla otrzymania’
rewertantdw, wytwarzajacych znaczne ilosci polifunginy, stosowano mutanty, ktére catkowicie stracity zdolnosé
wytwarzania aktydionu, catkowicie lub prawie catkowicie utracity zdolno$¢ wytwarzania polifunginy oraz
charakteryzujace si¢ stabym wzrostem i stabym zarodnikowaniem. Mutanty takie pasazowano okoto 10-krotnie
na pozywce agarowej i po kazdym pasazu sprawdzano makroskopowo intensywno$é wzrostu i zarodnikowania.
Szczepy, ktére w kolejnym pasazu wykazywaty dobry wzrost iobfite zarodnikowanie, co jest wstepnym
kryterium rewersji, poddawano kontroli metoda dwuetapowej hodowli podpowierzchniowej, jak w przyktadzie |.
Wyselekcjonowane w ten sposéb rewertanty charakteryzowaty sie dobrym wzrostem, obfitym zarodnikowaniem
i wytwarzaty znaczne ilosci polifunginy.

Otrzymane populacje szczepéw rewertantéw poddawano oczyszczaniu w celu otrzymania wysokowydaj-
nych jednorodnych klonéw, ktére nastepnie stabilizowano.

Sposéb postepowania przedstawiono przyktadowo w tablicy I1.

Tablica ll
- Ilo$é
Sposéb postepowania : Szczepy i jego charakterystyka polifunginy
w j/ml
Klon 13R Streptomyces noursei var. polifungini } 17000

ATCC 21581 wytwarzajacy aktydion, wykazujacy
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4 . . .
o dobry wzrost, obfite zarodnikowanie, niskg czyn-
) no$é uktadu enzymatycznego aktywujgcego octan
i propian do acetylo—CoA i propionylo—CoA,
Mutacje indukowanc — promieni¢ UV, Mutant 851/26,nie wytwarzajacy aktydionu, wyka- 180
chromatografia kolonii, selek- zujacy staby wzrost, stabe zarodnikowanic, wyso-
cja mutantéw, nie wytwarzajacych ka czynno$¢ uktadu enzymatycznego, aktywujacego oc-
aktydionu tan i propionian do acetylo-CoA i propionylo-
: -CoA przy znamiennie nizszej, niZ v szczepu dzi-
kiego, zdolnosci do syntezy malonianu i metylomalo-
) nianu,
Mutacja spontaniczna okoto 10 . Rewertant-R851/26, nie wytwarzajacy aktydionu, 34000
pasaly na poZywce agarowej, ma- wykazujacy bardzo dobry wzrost, obfite zarodni-
kroskopowa kontrola wzrostu i kowanie, wysokg czynnosé obu typéw uktadéw enzy-
zarodnikowania, kontrola wytwa- matycznych, aktywujacych jednostki budulcowe poli
rzania polifunginy metodg dwu- funginy
etapowej hodowli podpowierzch-
niowej, selekcja rewertantéw
wysokoaktywnych,
Oczyszczanie i stabilizacja re- Klon R851/26/77, nie wytwarzajacy aktydijonu, wyka- 64000
wertantéw — rozsiew zarodnikéw zujacy du2y wzrost i obfite zarodnikowanie.

i izolowanie okoto 100 klondw,
3-krotne pasazowanie klonéw na po-
2ywce agarowej, kontrola wytwarza-
nia polifunginy metodgq dwueta-
powej hodowli podpowierzchnio-
wej, selekcja najbardziej aktyw-
nego i stabilnego klonu.

. Poétepujqc wedtug przedstawionej tabel’, otrzymano 15 stabilnych klonéw rewertantéw o zwigkszonej
zdolnosci wytwarzania polifunginy, tj. wytwarzajacych 64000—74000 jednostek polifunginy w 1 ml hodowli.

Zastrzezenia patentowe

1. Sposéb otrzymywania mutantéw Streptomyces noursei var. polifungini o zwigkszonej zdolnosci
wytwarzania polifunginy, znamienny tym, 2Ze zarodniki promieniowca Streptomyces noursei var.
polifungini ATCC 21581 lub jego klonéw poddaje si¢ dziataniu czynnikéw mutagenicznych, selekcjonuje
mutanty, niezdolne do biosyntezy aktydionu, po czym sposréd nich selekcjonuje stabo zarodnikujace mutanty,
ktére catkowicie lub prawie catkowicie utracity zdolnosé do biosyntezy polifunginy, pasauje sie je i sposéréd
nich selekcjonuje dobrze zarodnikujace rewertanty, ktore oczyszcza sie i stabilizuje, a nastepnie selekcjonuje
stabilne klony wysokoprodukcyjnych rewertantéw.

2, Spos6b wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze selekcje mutantéw, nlezdolnych do biosyntezy
aktydionu, prowadzi sie metoda chromatograflcznq '

3. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze selekcje stabo zarodmkulqcych mutantéw, ktére
catkowicie lub prawie catkowicie utracity zdolno$¢ do biosyntezy polifunginy, prowadzi sie metodq hodowli
podpowierzchniowej.

4. Sposéb wedtug zastrz, 1, znamienny tym, 2ze pasaZowanie s#abo zarodnikujgcych mutantéw
ktére catkowicie lub prawie catkowicie utracity zdolno$t do biosyntezy polifunginy, prowadzi si@ na skosach
agarowych z pozywka ziemniaczang, :

5. Sposdb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze selekcje dobrze zarodnikujgcych rewertantéw
prowadzi si¢ metodg oceny makroskopowej wzrostu i zarodnikowania.

6. Sposéb wedtug zastrz. 1, znamienny tym, Ze oczyszczanie i stabilizacje rewertantéw prowadzi
si@ metoda rozsiewu zarodnikow i selekcji wysokoaktywnych klonéw w hodowli podpowierzchniowej, poréwnu-
jac ich zdolnos$é wytwarzania polifunginy z aktywnoscia szczepu wyjsciowego.
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