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Indukcja i selekcja mutantéow auksotroficznych Aspergillus niger
oraz ocena ich aktywno$ci amylolitycznej *

UBayxRumMa u celexmpia AayRcOTPODHLIX MyTaHTOB Aspergillus niger u oueHEa ux
AMMIOIUTHIECKOR AXTUBHOCTH

Induction and Selection of Auxotrophic Mutants of Aspergillus niger
and Evaluation of Their Amylolytic Activity

Zainteresowanie mutantami auksotroficznymi mikroorganizmow, jako
kulturami potencjalnie przydatnymi w procesach biosyntez przemyslo-
wych, datuje sie od niezbyt dawna. Niewatpliwie najwieksze znaczenie
praktyczne zyskaly dotychczas niektére auksotrofy bakteryjne, od lat
stosowane z pelnym powodzeniem w fabrycznej produkecji aminokwaséw,
zwlaszcza za$§ kwasu glutaminowego. Jednakze réwniez wsréd innych
grup drobnoustrojéw dostrzegana bywa mozliwos¢ aplikacyjnego wyko-
rzystania mutantéow tej kategorii. Odnosi sie to takze do grzybéw niz-
szych z rodzaju Aspergillus, ktérego auksotrofy nierzadko wyrézniaja
si¢ korzystnymi cechami w zakresie syntezy okreslonych metabolitéow,
jak np. kwasu cytrynowego (4, 9), poligalakturonazy (2, 6), amylazy (11)
lub glukoamylazy (1).

Uzyskane w naszych badaniach mutanty auksotroficzne Aspergillus
niger poddane zostaly ocenie pod wzgledem aktywnosci dotyczgcej syn-
tezy amylaz w warunkach hodowli wglebnej. Mutanty te bedg zarazem
stanowi¢ material wyjsciowy do ich krzyzowania paraseksualnego, kt6-
rego celem jest uzyskanie w dalszej kolejnoSci — poprzez stadium synte-
zy wymuszonych heterokarionéw — diploidéw heterozygotycznych.

* Praca wykonana w ramach problemu MR.IL17.
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BADANIA WLASNE

Jako material wyjsciowy do otrzymywania mutantéw auksotroficznych postu-
iyty trzy prototroficzne szczepy Aspergillus niger o réinej aktywnosci amylolitycz-
nej. Ich konidia w postaci wodnych zawiesin, o gestosci ok. 2,4 X 10%/ml, poddane
zostaly dzialaniu dwu roznych ukladbw mutagennych: 1) 1% roztworu nitrozo-
metylomocznika (NMM) i promieni UV w dawce ok. 4800 ergdéw/mm?; 2) promieni
UV w dawce ok. 950 ergéw/mm? i 0,91% roztworu nitrozoguanidyny (NTG).
W pierwszym przypadku dzialanie NMM przerywano po 2 godz. przez dodanie do
zawlesiny konidiéw 0,1 ml 10% roztworu NaOH, w drugim — po 15 min. kon-
taktu NTG z konidiami oddzielano je od mutagenu przez odwirowanie przy szyb-
kosci 12 tys. obr./min.

Konidia plesni, potraktowane mutagenami, poddawano krotkotrwalej (24 godz)
hodowli wglebnej na pozywce Czapeka w celu wykietkowania form prototroficz-
nych, ktore nastepnie oddzielano na sgczku G-2. Przesacz, zawierajacy nie wykieil-
kowane konidia, wysiewano w odpowiednim rozcienczeniu na brzeczke agarowsy,
za$ wyroste kolonie sprawdzano w kierunku ich auksotrofii (4). Po wyizolowaniu
auksotrofoéw, ich zapotrzebowania pokarmowe okreslano metoda Hollidaya (3).

Wszystkie auksotrofy A. niger poddane zostaty wstepnej ocenie pod wzgledem
aktywnosci amylolitycznej metoda hodowli probdéwkowych oraz przy zastosowaniu
testu opartego na pomiarach stref dyfuzji amylaz, zawartych w ptynie poho-
dowlanym, do agaru skrobiowego, po okresie jego inkubacji w temp. 35°C, trwa-
jacej 18 godz. (7).

Mutanty auksotroficzne, ktére osiagnely najlepsze wskainiki dyfuzji enzymoéw
do agaru skrobiowego, przebadane zostaly dodatkowo w hodowlach wytrzgsanych
(220 obr./min.) w kolbach ptaskodennych, zawierajacych po 100 ml pozywki ztozo-
nej z wyciagu otrab pszennych z dodatkiem 5% maki pszennej. Po 4 dniach inku-
bacji w temp. 30°C, w podlozu oznaczano aktywno$é glukoamylazy metodg
Lloyda i Whelana (9) przy uzyciu oksydazy glukozowej i peroksydazy
wobec skrobi Zulkowskiego, w temp. 60°C.

Zdolno$¢ do komplementacji poszczegblnych par auksotroféw sprawdzano
metoda opisang przez Ilczuka (5).

WYNIKI I DYSKUSJA

Do otrzymania mutantéw auksotroficznych wykorzystano trzy szczepy
kropidlaka czarnego: A. niger C (o wysokiej aktywnosci amylolitycznej)
oraz A. niger 23 i A. niger 71 (o nizszych aktywnosciach syntezy amylaz).
Czestotliwosé pojawiania sig auksotroféw byla u tych szczepéw zblizona
i wahala sie od 0,6 X 10~* (w przypadku UV + NTG) do 0,75—1,0 X 10~
(przy uzyciu NMM + UV) w stosunku do liczby prototroficznych koni-
diébw w zawiesinie wyjsciowej.

Wsréd uzyskanych 43 mutantéw auksotroficznych 20 pochodzito od
szczepu A. niger 71 (zalezne od niacyny, tiaminy i biotyny), 17 od
A. niger C (wszystkie niacynozalezne) i 6 od A. niger 23 (zalezne od
PABA i seryny). Zostaly one poddane wstepnej ocenie W zakresie zdol-
nosci do syntezy amylaz metoda hodowli prob6wkowych.
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Jak wynika z danych, zestawionych w tab. 1, wiele szczepéw aukso-
troficznych, pochodzgcych od kultur mniej aktywnych amylolitycznie
(tzn. od A. niger 23 i A. niger 71) charakteryzowalo sie wzrostem tej
aktywnosci w pordéwnaniu z ich prototroficznymi rodzicami. W przeci-
wienstwie do tego ani jeden z 17 auksotrofé6w wysoce aktywnego amylo-
litycznie szczepu A. niger C nie doréwnal pod tym wzgledem kulturze
rodzicielskiej, a najaktywniejsze wsrod nich osiggnety poziom wynoszacy
niewiele ponad polowe (ok. 57%/0) aktywnosci amylolitycznej wyjsciowe-
go prototrofa.

Ponadto z danych tab. 1 wynika, ze nie tylko nie istnieje zaden wy-
razny zwiazek miedzy rodzajem auksotrofii a wydajnoscig syntezy amy-
laz u przebadanych auksotrofow, lecz w obrebie mutantéw zaleznych od
tego samego czynnika mogg wystepowaé¢ rownoczesnie formy bardziej
i mniej aktywne amylolitycznie w por6wnaniu ze szczepem wyjSciowym.
Roznice te sg, by¢é moze, nastepstwem efektu plejotropowego wobec
locus auksotroficznosci badZ tez powstaly jako skutek mutacji dodatko-
wych.

Wyniki oceny wstepnej znalazly potwierdzenie takze w analizie ak-
tywnoéci glukoamylazowej auksotroféw wybranych na podstawie uzy-
skanych przez nie najlepszych wskainiké6w syntezy amylaz w warunkach
hodowli probéwkowych. Réwniez w tym przypadku auksotrofy szczepu
A. niger C okazaly sie znacznie slabsze od ich rodzica (tab. 2). W po-
zostalych dwu grupach auksotrofow aktywnosci glukoamylazy byly wie-
ksze niz u ich wyjsciowych prototroféw, przy czym procentowy przy-
rost aktywnos$ci tego enzymu byl tym wyzszy, im slabsze zdolnoéci do
jego syntezy wykazywal szczep rodzicielski. Na przyklad najlepszy
auksotrof szczepu A. niger 71 osiggngl wzrost syntezy glukoamylazy
o 23,5% (z 13,6 do 16,8 mg uwolnionej glukozy/ml/min.), podczas gdy
u najmniej aktywnych amylolitycznie szczepow A. niger 23 maksymalny
wzrost aktywnosci glukoamylazowej wyniost ponad 44%s, co jednak wy-
razone w wartosciach bezwzglednych stanowilo zaledwie 4.9 mg uwolnio-
nej glukozy/ml/min.

W literaturze niewiele istnieje danych na temat wplywu auksotrofii
na synteze amylaz przez grzyby nizsze. Sinha i Chakrabarty (11)
uzyskali wiele mutantéw auksotroficznych w obrebie gatunku Aspergil-
lus wentii, wsrod ktérych tylko nieliczne, wymagajace argininy, wyka-
zaly wzrost aktywnoéci amylolitycznej w poréwnaniu z prototroficznym
Szczepem rodzicielskim (maksymalnie nieco ponad 100%b).

Réwniez w przypadku oddzialywania auksotrofii na procesy syntezy
kwasnej proteinazy przez Aspergillus awamori u wiekszosci auksotrofow
odnotowano spadek aktywnosci tego enzymu w poréwnaniu ze szczepem
rodzicielskim (8). Dotyczylo to zwlaszcza mutantéw zaleznych od lizyny,
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Tab. 1. Ocena aktywnosci amylolitycznej szczepow auksotroficznych A. niger na
podstawie wynikow uzyskanych w hodowlach probéwkowych
Evaluation of amylolytic activity of A. miger auxotrophic strains on the basis
of results obtained in test-glass cultures

Aktywnoéé aaylolityezna po 18 godz.
inkubacii
Aktywnndé amyln=

Crynnik Asylolytic activity after 18 hrs
Szezep  wywagany fncubation ‘l’nycrnu wrg}’-
Aspar- do - e :',’"’;“:'“ a
gillus wzrostu wyrat?ona wielkodciy wyraf2ona w mg ro- rgce c“{ S
nigar Factor drednicy strefy dy- zlogzanej skrohi o
A. nigar required fuzji enzymu do aga- na ®=] prrzasgczu Amylolytic nctiv-
e dap ru skrobiawego w mm hadawlanegn fty in relation
e h ke & % b8 o a to thes parental
9 axpranse y L] expresse n mg pratotroph strain
zane diemater of 0t dacompoead 1n g
enzyma diffusion starch par ml af
to starch agar inem culture filtrate
71 o 14 62.2 100.0
[ 14 62,2 100 .0
? tiamina 14 67,2 100 .0
22 16 90.4 145 .3
101 14 62.2 100.0
8 15 75.6 121.3
16 14 62,2 100 .0
20 16 90 .4 145 .1
21 15 7S .~ 121§
S1 11 286.8 43 .1
2 12 37.7 60.6
61 Aniacyna 11 26 .8 43 1
91 11 82.2 100.0
104 14 62.2 100 .0
121 15 75.6 121.5
141 16 90.4 145.3
151 14 62 .2 100 .0
191 14 62.2 100.0
201 15 75.6 121.5
211 14 62.2 100.0
40 bintyna 15 75.6 121.§
23 = 16 90 4 100.0
10 17 105.9 117 9
11 15 75.6 83.6
12 PANA 15 75 .6 83 .6
15 1?7 105 .9 117 .1
20 13 49 .4 S4.6
25 ascvna 18 - 122.5 135.5
c = 20 158.2 100 .0
1 16 90.4 57.1
2 4TS 75.6 47 .8
3 15 75.6 47 .8
4 16 90 .4 2.1
5 14 62.2 39.2
6 1§ 75.6 47 .8
y 11 26,8 16.9
] 13 49 .4 31.2
9 niacyna 16 90 .4 $72.1
10 16 Q0 .4 57.1
11 15 76.6 47'.8
12 14 62.2 39.2
13 15 7%.6 47 .8
14 12 37.3 23.8
15 11 28.8 16.9
16 16 7 6 47.9
17 18 90 .4 57.1




Indukcja 1 selekcja mutantow auksotroficznych... 5

Tab. 2. Aktywnosci glukoamylazy wybranych szczepéw auksotroficznych Aspergillus
niger po 96 godz. hodowli wytrzgsanych w kolbach plaskodennych
Glucoamylase activity values of the selected auxotrophic strains of Aspergillus niger
incubated for 96 h with aeration

Aktywnodé glukoamylazy

Czynnik Glucoamylase Bctivity
sz Slicamy
BT do » -E uwolnioney w stasunku do
21 e wzrostu glukozy na al prototrofa ro-
9 EaTron przesgczu hodow- dzicielakiego
A. niger A lanege na min. w
strain 8]
for gromth 4n ag of libarated in relation
glucose per ml of to parental
culture fileragte pretotraph
per ain, etrain in
71 = 13,6 100.0
22 tiasaine 14.2 104 . 4
20 nigcyna 14.8 108 .8
141 niaeyna 16.6 123.5
23 = 3.4 100.0
10 PABA 3.8 111.8
18 PABA "9 114.7
25 aeryna 4.9 144.1
c = 20.8 100.0
1 niscyna 6.9 33,6
4 niacyna 7.4 36,1

leucyny i adeniny. Natomiast wsrod pozostatych auksotroféw, wymaga-
jacych histydyny, cysteiny, metioniny, argininy i tiaminy wystepowaty
szczepy zar6éwno o mniejszej, jak i wiekszej aktywno$ci proteinazy niz
u wyjsciowego prototrofa.

Bardziej jeszcze jednoznaczne wyniki w odniesieniu.do syntezy glu-
koamylazy przez Aspergillus foetidus uzyskali Chang i Terry (1)
Wsréd pieciu auksotrofow tego grzyba, zaleznych od proliny, argininy,
histydyny i niacyny, zaden nie dor6wnat swemu prototroficznemu przod-
kowi aktywnoscig glukoamylazy. Jej poziom wahal sie u auksotrofow
w szerokim przedziale od nieco ponad 20 do ok. 50% w stosunku do war-
tosci syntezy tego enzymu przez szczep wyjsciowy.

Uzyskane mutanty auksotroficzne A. niger uzyte zostang jako mate-
rial wyj$ciowy do syntezy wymuszonych heterokarionéw. Wsréd dotych-
czas sprawdzonych 51 par auksotroféw, zestawionych parami miedzy
Szczepem zaleznym od biotyny (pochodzacym od A. niger 71) oraz za-
leznym od seryny (pochodzacym od A. niger 23) z jednej, a niacynoza-
leznymi auksotrofami A. niger C z drugiej strony, w 9 przypadkach
Wystapit efekt komplementacji, co stanowi ok. 10% ogétu szczep6w dotad
Przebadanych (tab. 3). Jest to odsetek dostatecznie wysoki, aby mozna
bylo rokowa¢ pomyslne nadzieje na mozliwoé uzyskania stosunkowo
Znacznej liczby heterokarionéw. Ich analiza pod wzgledem aktywnosci
amylolitycznej bedzie przedmiotem naszych dalszych badan.
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Tab. 3. Czestotliwosé komplementacji u przebadanych 51 par auksotrofé6w Asper-

gillus niger

Frequency of complementation in the 51 examined auxotrophic pairs of Aspergillus

niger
--------------- Odsatek par kom=
plomantuiacych
Lir=ha par 7astawienia nar konnle- w stasunku dn
komplnmant u= mantujacych szczepiw orzebndenych par
2nstawiania nar aukaotrofAw jmcveh Asnarqillus nigar auksotrofdw
Li1at of auxotraphic pairs Numhar aof com- List of coeaplementing Par cant of com=-
plamonting strains of Aspergillus plamanting paira
pairs niagr in relatinn to
thna axamined
suwotrophic pairs
A. niger 71,, » A. niger r:“ IR 1 Mo ¥ S 5.8
A. nigar 22“ x A. nigar Cl teegy a 23“ » c3' 23“ x C12: 2318
23“ ] cid" ?3“ x st
A. niger 23, x A, niger C, ...,y 4 23,0 ¥ Cgi 2355 » Cy: 21 8
2320 ] Ca: 2320 » (‘.15
tgcznie par S1 9 9.9
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PE3IIOME

Y uacTM ayrcoTpoHbIx MyTaHTOB Aspergillus niger, mpoMcXOAAIOMX OT POIAM-
TEeNbCKMX nDpPOTOTPOGOB ¢ MEHbIIEeA aMMJIOJMTUIECKOR AKTUBHOCTBIO, Habmopaics
POCT CuHTe3a ammia3. M HAo6OpOT — HM OgMH M3 AYKCOTPOOB, IOJYYEHHBIX M3
wramMma A. niger C, oTimMyalolerocs BbLICOKOA AMMIOIMTUIECKOA AKTUBHOCTBIO, He
obHapy®un pocTa CHMHTE3a 9TOro SH3MMA. MccaezoBaay COOCOGHOCTL K KOMIIJIMMEH-
Tampm 51 mapel ayRcoTpodoB. OCHAPY MM BO3MOMHOCTb CO€OMHEHUA APYr € IpPy-
roM u o6pa3oBaHMA reTePOKAPUOHOB y 9-u M3 HuX (0K0a0 10%).

SUMMARY

A part of auxotrophic mutanis of Aspergillus niger originating from amylo-
lytically less active parental prototrophs showed an increase in the synthesis of
amylases. In opposition to this, nene of the auxotrophs obtained from amylolyti-
cally highly active A. niger C strain, when compared with the latter, did not
increase the synthesis of that enzyme. Among 51 auxotrophic pairs tested in respect
to their aptitude for complementation, 9 pairs (i.e. ca 10%) were found to be able
to join each other and to form heterokaryons.
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