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МЕТАБОЛІТИ МУТАНТІВ STREPTOMYCES GLOBISPORUS 1912

Наведено дані дослідження комплексу вторинних метаболітів мутантів Streptomyces globisporus 1912.
В результаті спонтанного та індукованого мутагенезу отримано штам суперпродуцент ландоміцину E
(3-1), ряд мутантів (А2, Bl, В2, 4ж, 7ж, КЗ-Б), які втратили здатність синтезувати антибіотик
ландоміцину E, а також мутанти, що набули здатності продукувати каротиноїди (4ж, 7ж, R3-4), нову
речовину з антибіотичними властивостями (Bl, 141, 142, 143) чи накопичувати в значних кількостях
регуляторний ізофлавоноїд (Bl, 7ж).

За даними наукової літератури, представники
роду Streptomyces здатні синтезувати біологічно
активні речовини, такі як антибіотики, фермен-
ти, пігменти та вітаміни. Досить часто один і той
же штам синтезує одночасно декілька біологічно
активних речовин різної хімічної природи [4; 10].

Відомо, що в результаті мутацій, як спонтан-
ної, так і індукованої, можуть виникнути такі
зміни в генотипі мікроорганізма, що приведуть
до значних змін у складі комплексу синтезова-
них ним речовини. Створення колекції мутантів
штаму продуцента, дослідження їх генетичних
та фенотипових характеристик має велике зна-
чення для вивчення генетичного контролю біо-
синтезу антибіотика, для встановлення шляху
його синтезу та отримання менш токсичної чи
більш активної речовини [3].

У статті представлено результати дослідження
метаболітів мутантів, що були отримані в резуль-
таті спононтанного та індукованого мутагенезу.

© Поліщук Л. В., Лутченко В. В., Мацелюх Б. П., 2004

Матеріали та методи дослідження

Як ми вже повідомляли раніше, S. globisporus
1912 одночасно синтезує комплекс речовин: ан-
трациклінові антибіотики ландоміцини E та Д,
регуляторний ізофлавоноїд даїдзеїн та ряд інших
речовин недослідженої структури [6; 8].

У дослідженні використано штам дикого типу
S. globisporus 1912 та ряд його мутантів, отри-
маних у результаті спонтанного та індукованого
мутагенезу. Кілька мутантів (4ж, 7ж, 3-1) було
виділено в результаті розсіву вихідної культури
S. globisporus 1912. Мутанти (А2, Bl, В2, 141,
142, 143, R3-4, R3-B) було отримано під дією
N-метил-N'-нітро-N-нітрозогуанідину на прото-
пласти (50 мкг/мл, 60 XB) [7].

Метаболіти екстрагували з агаризованого соєво-
го середовища (4) сумішшю хлороформу й ацето-
ну (2:1), випарювали в роторному вакуумному
випарнику при температурі 40-45 0C. Екстракт
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розчиняли етанолом і розподіляли методом тонко-
шарової хроматографії (ТШХ) в системі бензол -
етилацетат - ацетон - етанол (4:2:1:0,5) на пла-
стинках Silicagel 60 F254 фірми «Merck». Після
ТШХ розподілення метаболітів носій, що містив
окремі речовини, збирали з нього речовини, екстра-
гували етанолом і піддавали спектрофотометрич-
ному дослідженню.

Для одержання каротиноїдів мутант вирощува-
ли на агаризованому середовищі S [8], субстрат-
ний міцелій збирали, підсушували, розтирали з
кварцевим піском і екстрагували гексаном. Роз-
чинник випарювали в роторному вакуумному
випарнику при температурі 40-45 0C і після розчи-
нення в ацетоні піддавали спектрофотометрич-
ному дослідженню.

Антибіотичну активність мутантів досліджува-
ли пригніченням газону тест-культури S. levoris 165
[8]. Після розподілення екстракту за допомогою
тонкошарової хроматографії методом біоавтогра-
фії визначали антибіотичну активність окремих
метаболітів: тонкошарову пластинку заливали
агаризованим середовищем Оканіші, що місти-
ли спори S. levoris 165, і інкубували при 37 0C.

Результати досліджень

Streptomyces globisporus 1912 є продуцентом
антрациклінового антибіотика ландоміцину E.
Відомо, що антибіотики такої хімічної природи
широко застосовуються в хіміотерапії пухлин,
але це використання часто обмежене їх значною
токсичністю [1; 2].

Метою роботи було накопичення колекції му-
тантів продуцента ландоміцину E для досліджен-
ня регуляції та шляхів синтезу антибіотика, для
вивчення можливості синтезу менш токсичних
чи більш активних похідних ландоміцину E. Зав-
дяки мутагенезу є можливість отримати мутан-
ти, що набули здатності продукувати нові мета-
боліти, які не синтезує вихідна культура. Мутан-
ти були отримані в результаті як спонтанного, так
і індукованого мутагенезу.

В процесі спонтанного мутагенезу було ізо-
льовано, з одного боку, штам 3-1, який продукує
антибіотик ландоміцин E в 10-20 разів більше,
ніж вихідна культура, з іншого - отримано ряд
мутантів (4ж, 7ж, R3-4), що набули здатності
синтезувати червоний пігмент, що не дифундує.
Деякі з цих «червоних» мутантів (4ж та 7ж) втра-
тили здатність синтезувати ландоміцин E. Спек-
три поглинання цих пігментів характеризуються
максимумами абсорбції в ацетоні (446-448,472-
474 та 501-507 HM), притаманними каротиноїду
лікопіну [7].

Мутант R3 було отримано в результаті дії
нітрозогуанідину на протопласти спонтанного
мутанта 3-1 [6]. На відміну від стабільних спон-
танних мутантів 4ж та 7ж, індукований мутант
R3 є нестабільним. Червоний варіант (R3-Ч) му-
танта R3 при моноклональному розсіві утворює
з великою частотою жовті (R3-Ж) та білі колонії
(R3-Б), з яких останні - стабільні, а жовті колонії
можуть утворювати при розсіві червоні та білі.
Наші дослідження виявили, що жовті колонії, як
і червоні, продукують каротиноїд з тими ж мак-
симумами абсорбції, але в значно меншій кіль-
кості.

Заданими наукових досліджень, пучки crt-генів,
що контролюють біосинтез каротиноїдів, виявле-
но у деяких видів стрептоміцетів. Так, на одному
з кінців генетичної карти лінійної хромосоми
S. coelicolor А3(2) локалізовано кластер cri-генів
[14]. Генетичні карти стрептоміцетів характеризу-
ються консервативністю розташування генетич-
них локусів, і тому можна припустити аналогіч-
ну локалізацію сгt-кластеру у S. globisporus 1912.
Встановлено, що саме ця ділянка хромосоми є
найбільш нестабільною через наявність кінцевих
інвертованих повторів [14]. У більшості випадків
crt-гени перебувають у криптичному стані [15].
Індукується синтез каротиноїдів за допомогою
специфічного фактора сігма [13]. Встановлено
наявність crtS гена, що відповідає за синтез сігма
фактора в стресових ситуаціях у S. setonii ISP 5395.
Можна зробити припущення, що S. globisporus 1912
також має кластер crt-генів, у якому в результаті
спонтанної мутації індукувався синтез каротиної-
ду лікопіну. Необхідно відзначити стабільність
отриманих спонтанних мутацій у більшості «чер-
воних» мутантів.

У результаті обробки М-метил-N'-нітро-N-
нітрозогуанідином протопластів мутанта 3-1 було
також отримано ряд мутантів (А2, Bl, В2, 141,
142,143), які втратили здатність синтезувати лан-
доміцин E [5]. Виявлено, що мутанти Bl та В2
мають блоки на різних етапах синтезу антибіоти-
ка [6]. Мутант Bl набув здатності накопичувати
ізофлавоноїд дащзеїн у великій кількості. Ця здат-
ність культури накопичувати регуляторний ізо-
флавон використовується для розподілення мутан-
тів, які не синтезують антибіотик, на три групи:
секретери, які виділяють дащзеїн у середовище
в значно більшій кількості, ніж S. globisporus 1912
(Bl, 141, 142, 143 та R3-4), конвертори, які не
синтезують даний регулятор, але можуть вико-
ристовувати ендогенний (В2) та мутанти, що не реа-
гують на екзогенний даїдзеїн (А2,4ж та 7ж) [5; 6]

Крім того, було встановлено, що деякі мутан-
ти, які не синтезують ландоміцин E (Bl, 141,142,
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143), набули здатності синтезувати новий мета-
боліт з антибіотичними властивостями, відсут-
ню у вихідної культури. Після ТШХ розподілен-
ня новий метаболіт має показник хроматографіч-
ної рухливості Rf = O (на відміну від Rf = 0,5
ландоміцину). Нова антибіотична речовина ха-
рактеризується спектром поглинання в етанолі
202-204 HM, у той час як максимум абсорбції лан-
доміцину E знаходиться у видимій зоні спектра
(450 HM).

Виявлення у мутантів В1, 141, 142, 143 ново-
го метаболіту з антибіотичними властивостями
може бути результатом як активації криптичних
генів синтезу, так і накопичення мінорного чи
модифікованого метаболіту на шляху синтезу
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METABOLITES OFSTREPTOMYCES GLOBISPORUS 1912 MUTANTS

Investigation findings of secondary metabolites complexes of Streptomyces globisporus 1912 mutants were
represented. Strain superproducer oflandomycin E (3-1), some mutants (A2, Bl, B2, 4ж, 7ж, R3-E) which had
lost ability to produce antibiotic landomycin E, another ones which obtained ability to synthesize carotenoid
(4ж, 7ж, R3-4) or new substance with antibiotic properties (Bl, 141, 142, 143) and strains superproducers
of regulative isoflavonoid (Bl, 7ж) were results of spontaneous and inductive mutagenesis.


