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Mutagenizacja grzyba Penicillium notatum w kierunku wzrostu
aktywno$ci dekstranazy i otrzymanie z tego zrédta protoplastéw

Mutagenization of the Penicillium notatumn Fungus Towards an Increase
of Dextranase Activity and Obtaining Protoplasts from This Source

Grzyby nitkowate stanowia bogate, efektywne i najtaifisze zarazem zrédlo pozyskiwa-
nia enzyméw uczestniczacych w biotransformacji dekstranu. Wsréd nich za najcenniejsze
uwazane s3 kultury wytwarzajace pozakomoérkowe endodekstranazy, hydrolizujace wia-
zania a-1,6-glukozydowe w czasteczkach dekstranu w miejscach przypadkowych (8, 15).
W ostatnich latach obserwuje sie coraz wieksze zainteresowanie mozliwoscia wykorzysta-
nia enzyméw dekstranolitycznych w przemy$le, miedzy innymi do produkcji dekstranu
klinicznego (3) lub do usuwania dekstranu z sokéw cukrowniczych (2, 6).

Kultury produkcyjne udoskonalone w procesach mutagenizacji od szeregu lat znajduja
szerokie zastosowanie w wielu dziedzinach wspélczesnej biotechnologii. Wymownym tego
przyktadem moze byé otrzymanie przy ich uzyciu takich produktéw, jak enzymy, antybio-
tyki, aminokwasy czy kwasy organiczne (10, 12, 24).W zakresie badar nad dekstranazami
grzybowymi niewiele jest doniesien o intensyfikacji ich syntezy przy uzyciu metod gene-
tycznych oraz poszukiwaniu szybkich testow oceniajacych aktywno$¢ dekstranolityczna
uzyskanych form zmienionych.

Przeprowadzone badania dotycza otrzymania w wyniku indukcji dwu-
stopniowej mutantéw grzyba P. notatum o zwiekszonej aktywnosci dekstra-
nazy, jak rowniez pozyskania z tego zrédla auksotroféw i protoplastéw sta-
nowiacych podstawe fuzji komérkowych.

MATERIALY I METODY

Do badan uzyto grzyba Penicillium notatum 1, pochodzacego z kolekcji Zakladu
Mikrobiologii Stosowanej UMCS, aktywnego w zakresie syntezy dekstranazy w hodowli
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wglebnej. Mutanty indukowano przez naswietlenie wodnych zawiesin konidiéw promie-
niami UV w dawkach 1920-4800 ergéw/mm? lub UV w potaczeniu z 0,01% roztworem
nitrozoguanidyny (NTG) dzialajacym w czasie 15-30 min. W tych warunkach przezywal-
noéé konidiéw mieécila si¢ w granicach 0,6-27,5%. Dzialanie mutagenéw przerywano przez
odwirowanie konidiéw (10 min, 10 000x g) i zawieszenie ich w jalowej wodzie destylowane;.
Selekcja form zmutowanych i auksotroficznych P. notatum z zawiesiny konidiéw potrak-
towanej mutagenami dokonywana byla przez jej krétkotrwala (12 godz.) inkubacj¢ na
wytrzasarce w podlozu minimalnym Czapeka (glukoza 1%; NaNO3; 0,2%; KoHPO4 0,1%;
MgSO4 x7TH20 0,05%; KCl 0,05%; FeSO4x7H20 0,001%; pH 5,5) i pézniejsze oddziele-
nie kietkujacych spor od nie wykielkowanych. Po oddzieleniu wykietkowanych konidiéw
(wata szklana) pozostala cze$¢ odpowiednio rozcieiczonej zawiesiny zmutowanych form
wysiewano na plytki Petriego z agarem brzeczkowym i inkubowano przez 4 dni w temp.
30°C.

Izolowane na kazdym etapie mutagenizacji mutanty P. notatum poddawane byly
wstepnej ocenie pod wzgledem aktywnosci dekstranolitycznej, ktérej dokonywano na
podstawie pomiaru wielko$ci stref dyfuzji enzymu do podloza selekcyjnego A (pH 5,5),
skladajacego si¢ z dekstranu (m.cz. 40 min) 1%; KH,PO4 0,2%; NaNOgs 0,2% i agaru
2%. Powstajace wokél wyrostych (po 4 dniach inkubacji w temp. 30°C) kolonii strefy
przejasnienia podloza sa nastepstwem rozkladu dekstranu.

Nastepny etap selekcji szczepéw aktywnych pod wzgledem syntezy dekstranazy doko-
nywany byt przez mikrohodowle probéwkowe kultur ($rednica probéwek 2,5 cm, 12 ml pod-
loza), ktérych kolonie tworzyly strefy aktywnosci tego enzymu o najwigkszych $rednicach.
Aktywnos$ci dekstranolityczne stwierdzone w plynach pohodowlanych okreSlano technika
dyfuzji ptytkowej, uzywajac podloza selekcyjnego B zawierajacego dekstran (m.cz. 40 mln)
1%; agar 2% i 0,1 M bufor octanowy, pH 5,0, do 100%. Po wycieciu w nim ,studzienek”
o §rednicy 8 mm napelniano je w ilosci 0,05 ml przesagczem pohodowlanym uzyskanym z 4-
-dniowej hodowli wytrzasanej na podlozu podstawowym z dekstranem (dekstran — m.cz.
110000 1,5%; KH2PO4 0,2%; NaNO3s 0,2%; ekstrakt drozdzowy 0,2%; pH 5,5) i plytki
inkubowano w temp. 30°C w ciagu 18 godz. W nastepstwie tego wokdl ,studzienek” po-
wstawaly dobrze widoczne granice dyfuzji enzymu w postaci jasnego pierécienia. Poréw-
nujac rozmiary dyfuzji enzymu wywolane przez ptyn pohodowlany szczepu wyjSciowego
(kontrola) z plynami pochodzacymi od jego mutantéw, staje si¢ mozliwe réznicowanie
form bardziej aktywnych od nie zmienionych lub wykazujacych spadek aktywnoéci dek-
stranolitycznej. Wyselekcjonowane na tej podstawie mutanty poddano nastepnie szczego-
lowej ocenie na aktywno$¢ dekstranazy w warunkach 4-dniowej hodowli wglebnej prowa-
dzonej w kolbach stozkowych a 500 ml, zawierajacych po 100 ml pozywki podstawowej
z dekstranem, w temp. 30°C, na wytrzasarce rotacyjnej poruszajacej sie¢ z szybkoscia
220 obr./min.

Dla otrzymania protoplastéw grzyb P. notatum wyrastal na podlozu zawierajacym:
glukoze 0,5%; KH2PO4 0,5%; (NH4)2S04 0,5%; MgSO4x7H20 0,1%; ekstrakt drozdzowy
0,2%; pH 5,0-6,0. Hodowle prowadzono w czasie 18-20 godz. w temp. 30° na wytrzasarce
(220 obr./min) w kolbach stozkowych a 500 ml, zawierajacych 100 ml podioza. Namno-
zong grzybni¢ (400-600 mg wilgotnej masy) filtrowano przez saczek G-2, przemywano
woda jalowa oraz 1 M roztworem sorbitolu i przenoszono na 1-4 godz. do kolby stozko-
wej & 100 ml, zawierajacej 20 ml wyjalowionego (przy uzyciu filtru bakteriologicznego
Schleichera i Schuella, Niemcy) roztworu enzyméw litycznych (sorbitol 0,85 M; KH,PO4
0,15 M; Novozym 234, Novo, Dania — 5 mg/ml; pH 6,0). Protoplastyzacja zachodzila
w warunkach statycznych w temp. 25°C. Utworzone protoplasty oddzielano od resztek
grzybni za pomoca saczenia przez filtr G-2, dwukrotnie przemywano 1 M sorbitolem, zbie-
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rano przez odwirowanie (600-800xg, 10 min, 4°C) i zawieszano w odpowiedniej objetosci
1M sorbitolu w celu uzyskania stezenia 107 protoplastéw/ml. Liczbe utworzonych proto-
plastéw okreslano w komorze Biirkera, a ich Zywotno§é badano stosujac biekit trypanowy
jako wskaznik (11). Zywe protoplasty pozostawaly w tym teécie odbarwione (14). Pomiaru
wielkosci oraz zdje¢ mikroskopowych protoplastéw dokonywano przy uzyciu mikroskopu
kontrastowo-fazowego (Nikon, Optiphot 2, Japonia) przy powiekszeniu 1000 razy.

Aktywno$é¢ dekstranazy w przesaczach hodowlanych oznaczano wobec dekstranu jako
substratu. W tym celu do 1 ml 2% dekstranu (m.cz. 110000) w 0,1 M buforze octanowym
(pH 5,0) dodawano 0,5 ml odpowiednio rozcieficzonego enzymu (plyn pohodowlany).
Po trwajacej 30 min inkubacji w temp. 50°C oznaczano uwolnione z dekstranu cukry
redukujace w reakcji z kwasem 3,5-dinitrosalicylowym (19). Za jednostke aktywnosci
dekstranazy (DU) przyjeto ilo§¢ enzymu, ktéra w ciaggu 1 min w warunkach oznaczania
uwalnia z dekstranu cukry redukujace réwnowazne mikromolowi izomaltozy (mierzonej
jako maltoza). Bialtko rozpuszczalne analizowano wedlug metody podanej przez Schacterle
i Pollacka (25), a sucha mase grzybni okreslano po jej wysuszeniu do stalej wagi w temp.
105°C.

WYNIKI I DYSKUSJA

W podjetych badaniach kulture rodzicielska stanowit grzyb Penicillium
notatum 1. Gatunek ten jest nowym, nie opisanym dotychczas w literatu-
rze, producentem dekstranazy grzybowej. Aktywno$¢ zewnatrzkomdérkowej
dekstranazy tego grzyba po 4 dniach zoptymalizowanej hodowli wgtebne;j
na podlozu podstawowym z dodatkiem dekstranu jako jedynego zrédla we-
gla, wahala sie w granicach 12-13 DU/ml. Uzyskana aktywno$¢ jest wyzsza
od poziomu syntezy tego enzymu (1,5-7,0 DU/ml) otrzymanego dla takich
gatunkéw grzybéw, jak P. luteum (5), P. purpurogenum (20), Paecilomy-
ces lilacinus (7) oraz drozdzy Lipomyces starkeyi (13). Wyzsza aktywnos$é
dekstranolityczna (17,5 DU/ml) wykryto natomiast u Chaetomium gracile
oraz takich grzybéw, jak Aspergillus insuetus — 20-30 DU/ml i P. piscarium
— 17 DU/ml (9, 17, 18).

W celu zwiekszenia aktywnosci dekstranolitycznej szczepu rodziciel-
skiego konidia P. notatum 1 poddano procesowi dwustopniowej mutageni-
zacji. W pierwszym etapie jako czynniki mutagenne zastosowano promienie
UV lub laczne ich oddzialywanie z nitrozoguanidyng. W wyniku indukcji
otrzymano ok. 1000 mutantéw, ktérych aktywno$¢ dekstranolityczna oce-
niono wykorzystujac metode wstepnego ich réznicowania oparta na dyfu-
zji enzymu do podloza agarowego z dekstranem. Do dalszych badan wy-
brano 150 szczepéw, ktérych aktywno$é enzymatyczng okre$lono poprzez
mikrohodowle probéwkowe. W koricowe] fazie selekcji 5 kultur najaktywniej-
szych poddano szczegbélowej analizie iloSciowej na aktywnosé dekstranazy po
4 dniach hodowli wglebnej na podlozu podstawowym z dekstranem. Jak wy-
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Tab. 1. Wytwarzanie dekstranazy i zewnatrzkomérkowego biatka przez wybrane mutanty
P. notatum 1 po 4 dniach hodowli wglebnej na podlozu podstawowym z dodatkiem
dekstranu
Dextranase and extracellular protein production by selected mutants of P. notatum 1 after
4 days of submerged culture on basal medium with dextran

Czas dzialania Aktywnosé
mutagentéw Przezywalnos¢  dekstranazy  Bialko
Szczep P. notatumm Mutagenic treatment  Survival rate Dextranase  Protein
P. notatum strain min activity
uv NTG % DU/ml % mg/ml
Rodzicielski
Parent
1 0 0 100,0 12,04 100 0,47
Mutant
Mutant
A-94 4 0 27,5 2420 201 0,55
B-93 2 20 4,6 20,11 167 0,59
B-65 2 20 4,6 21,91 182 0,60
B-76 2 20 4,6 18,06 150 0,53
B-81 2 20 4,6 22,88 190 0,60

nika z danych zawartych w tab. 1, wszystkie uzyskane mutanty posiadalty
wyzsza aktywno$¢ dekstranazy niz kultura rodzicielska — od 50 (mutant
B-76) do 101% (mutant A-94). Najlepszy mutant P. notatum 1-A-94 cha-
rakteryzowal sie aktywnoscia tego enzymu na poziomie 24,2 DU/ml, podczas
gdy dla kultury wyjsciowej tego grzyba wynosita ona jedynie 12,04 DU/ml.

W kolejnych badaniach konidia najaktywniejszego mutanta P. nota-
tum 1-A-94 poddano wtdérnej mutagenizacji za pomoca lacznego dziala-
nia promieniowania UV i nitrozoguanidyny. Sposréd 750 kolonii wyro-
stych z pojedynczych konidiéw, po potraktowaniu ich mutagenami i wy-
sianiu na podloza agarowe, wyizolowano 85 szczepow, ktérych kolonie wy-
tworzyly strefy aktywnosci dekstranazy o najwiekszych srednicach. Zo-
staly one poddane analizie iloSciowej w zakresie wytwarzania zewnatrz-
komorkowej dekstranazy w warunkach hodowli wglebnej przeprowadzo-
nej w kolbach stozkowych zawierajacych podloze podstawowe z dekstra-
nem. W tab. 2 zestawiono wyniki w odniesieniu do 5 szczepéw najak-
tywniejszych. Przytoczone w niej dane potwierdzaja w pelni istnienie wy-
sokich predyspozycji do wytwarzania dekstranazy u wszystkich badanych
w tym kierunku mutantéw. W szczegdlnosci dotyczy to szczepu P. no-
tatum 1-114, ktorego aktywno$¢ wobec kultury wyjSciowej P. notatum
A-94 wzrosta maksymalnie o 23%, natomiast w stosunku do szczepu dzi-
kiego (P. notatum 1) o ok. 147%. Warto jednak podkresli¢, ze uzy-
skane w drugim etapie mutagenizacji przyrosty aktywnosci dekstranoli-
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Tab. 2. Wytwarzanie dekstranazy i zewnatrzkomérkowego biatka przez wybrane mutanty
II stopnia P. notatum 1 po 4 dniach hodowli wglebnej na podlozu podstawowym z do-
datkiem dekstranu
Dextranase and extracellular protein production by two-stage mutants of P. notatum 1
after 4 days of submerged culture on basal medium with dextran

Czas dzialania Aktywno$é
mutagentéw Przezywalnos$¢ dekstranazy Biatko
Szczep P. notatum Mutagenic treatment Survival rate Dextranase Protein
P. notatum strain min activity
Uv NTG % DU/ml % mg/ml
Rodzicielski
Parent
1-A-94 0 0 100,0 24,12 100,0 0,53
Mutant
Mutant
53 5 20 0,56 27,21 112,8 0,53
111 5 20 0,56 27,50 114,0 0,55
114 5 20 0,56 29,67 123,0 0,60
13 3 30 0,60 26,53 110,0 0,59
38 3 30 0,60 27,98 116,0 0,57

tycznej byly kilkakrotnie (w przypadku najlepszego mutanta P. nota-
tum 1-114 ponad 4-krotnie) nizsze w poréwnaniu z pierwszym etapem,
co jest zjawiskiem czesto spotykanym w procesie indukcji wielostopnio-
wej.

Badano réwniez dynamike wytwarzania dekstranazy przez wyselekcjo-
nowanego mutanta i jego kulture rodzicielska w czasie 7-dniowej hodowli
wglebnej na podlozu podstawowym z dodatkiem dekstranu (ryc. 1). Ak-
tywno$¢ zewnatrzkomérkowego enzymu, zawarto$é biatka w podlozu oraz
sucha masa grzybni przyrastaly stopniowo i osiagnely swoje maksimum
po 4 dniach hodowli. Okres ten przyjeto za optymalny dla produkcji de-
kstranazy przez badane szczepy grzybéw. Warto zaznaczy¢, ze zwiekszonej
aktywnosci dekstranazy u wyselekcjonowanego mutanta towarzyszy! réwniez
wyrazny przyrost w podlozu hodowlanym zawartosci bialka oraz niewielki
spadek wydajnosci biomasy grzybowej w poréwnaniu z tymi, jakie osiaggnela
kultura rodzicielska P. notatum 1.

Brak jest danych na temat intensyfikacji aktywno$ci dekstranolitycz-
nej grzybéw na drodze mutagenizacji. Dlatego uzyskane przez nas wyniki
(przyrost aktywnosci dekstranazy u najlepszego mutanta P. notataum 1-114
0 147%) mozna jedynie poréwna¢ z tymi, jakie s3 podawane w odniesieniu do
innych enzyméw. Na przyklad Kuek i Kidby (16) osiagneli wzrost ak-
tywnosci glukoamylazy u mutanta Aspergillus phoenicis wynoszacy 140%.
Réwniez Nevalainen i Palva (21) uzyskali ok. 2,5-krotny wzrost ak-
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Ryc. 1. Dynamika wytwarzania dekstranazy (1), bialka (2) i biomasy grzybowej (3) przez
P. notatum (symbole puste) i jego mutanta P. notatumn 1-114 (symbole wypelnione)
w czasie hodowli wglebnej na podlozu podstawowym z dekstranem
Dynamics of dextranase (1), protein (2) and biomass (3) production by P. notatum 1
(hollow symbols) and its mutant P. notatum 1-114 (filled symbols) during submerged
culture on basal medium with dextran

tywnos$ci tego enzymu u mutanta III stopnia A. awamor: w poréwnaniu
z poziomem jego syntezy u szczepu wyjSciowego. Wysokie przyrosty aktyw-
nosci enzymatycznej (ponad 125%) otrzymano réwniez w przypadku bio-
syntezy enzyméw pektynolitycznych przez mutanty A. niger (4). Podobny
przyrost aktywnosci w odniesieniu do enzyméw celulolitycznych osiaggnat
Szczodrak (27) w przypadku mutagenizacji grzyba Trichoderma reesei.

W procesie mutagenizacji wyselekcjonowano réwnoczesnie 22 formy au-
ksotroficzne grzyba P. notatum jako szczepy markerowe do przeprowadze-
nia fuzji komdérkowych. Czestotliwo$¢ pojawiania sie auksotroféw wynosita
0,7x10~% w stosunku do liczby prototroficznych konidiéw w zawiesinie wyj-
$ciowej. Stosujac preparat enzyméw litycznych Novozym 234 uzyskano réw-
niez z tego grzyba protoplasty. Ich wydajno$¢ na poszczegdlnych etapach
preparatyki zestawiono w tab. 3. Po 4 godz. inkubacji koncowy preparat za-
wieral ponad 98% zywych protoplastéw (test z biekitem trypanowym), ktére
otrzymywano z wydajnoscig ok. 70%. Podczas inkubacji grzybni z enzy-
mami litycznymi pobrane prébki obserwowano w mikroskopie kontrastowo-
-fazowym (ryc. 2). Podobnie jak u wigkszosci grzybéw (22), protoplasty
tworzyly sie gléwnie wzdltuz strzepek jako uwypuklenia powstajace w miej-
scach enzymatycznie zdegradowanej §ciany komérkowej. Nadtrawiona $ciana
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Ryc. 2. Zdjecia z mikroskopu kontrastowo-fazowego grzybni i izolowanych protoplastéw
P. notatum (pow. 1000x); a — wyjsciowa grzybnia (20 godz.), b — protoplasty uwolnione
z grzybni po 2 godz. inkubacji z enzymami litycznymi, ¢ — male i duze protoplasty po
oddzieleniu od grzybni
Phase-contrast micrographs of mycelium and isolated protoplasts from P. notatum
(x1000); a — 20 h-old native mycelium, b — protoplasts released after 2 h incubation
with lytic enzymes, ¢ — small and large protoplasts separated from mycelium

Malgorzata Pleszczynska, Janusz Szczodrak, Jan Fiedurek
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komoérkowa byta speczniala i pofaldowana. Rzadziej obserwowano réwniez
tworzenie sie protoplastéw na szczytach strzepek. Po 2 godz. inkubacji ok.
60% grzybni bylo transformowane do kulistych i wrazliwych na ci$nienie
osmotyczne (co sprawdzono przez rozcieficzenie 1 M sorbitolu woda) oraz
sily tnace (mieszanie lub wytrzasanie) protoplastéw. Obserwowano dwa ro-
dzaje struktur: male, o $rednicy 1,7-3,7 pm i duze ($rednica 4,6-7,1 pm).
Male i duze protoplasty grzybowe byly wczesniej opisane u takich gatunkéw,
jak P. chrysogenum (1), P. pazilli (26) i Aspergillus nidulans (23). Uzyskane
auksotrofy i protoplasty P. notatum postuza w dalszych badaniach do prze-
prowadzenia ich fuzji w celu uzyskania form hybrydowych o zwiekszonej
aktywnosci dekstranolitycznej zaréwno w obrebie tego gatunku, jak i mie-
dzygatunkowych.

Tab. 3. Wydajno$é protoplastéw z grzybni P. notatum na réznych etapach preparatyki®
Yield of protoplasts from P. notatum mycelium during preparation®

Liczba protoplastéw » ] Wydaj-
Frakcja Objetosé w1 ml Koicowa liczba ¢4
Fraction Volume Number of protoplasts protoplastéw Yield
! Total protoplasts
ml in 1 ml %
Po 4 godz. inkubacji
z Novozymem 234
After 4 h incubation
with Novozym 234 20 2,5%107 5,0x108 100,0
Po filtracji (G-2)
After filtration (G-2) 17 2,1x107 3,6x10% 72,0
Po pierwszym wirowaniu
After first centrifugation 12 2,9x107 3,5x108 70,0
Po drugim wirowaniu
After second
centrifugation 10 3,4x107 3,4x108 68,0

* Ilo$¢ wilgotnej masy grzybni wzietej do protoplastyzacji wynosila 600 mg.
* The mycelial wet weight at the beginning was 600 mg.

W wyniku przeprowadzonych badan uzyskano mutanta P. notatum
1-114, ktory charakteryzowal sie ok. 2,5-krotnie wyzsza aktywnoscig de-
kstranolityczna niz szczep wyjsciowy i byl stabilny w okresie 18 miesiecy
trwania doswiadczen. Wydaje si¢, ze uzyskany szczep moze by¢ uzyty
jako nowe zrédlto enzymu do uzyskania aktywnego preparatu dekstranazy.
Nalezy réwniez zaznaczy¢, ze opracowane przez nas metody wstepnej selekcji
mutantéw pozwalaja oceni¢ ich aktywnos$¢ dekstranolityczna z do$¢ duza
wiarygodnoscia, co pozwala przebadaé¢ w tym kierunku duza populacje
mikroorganizméw (lub ich mutantéw) w stosunkowo krétkim czasie.
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SUMMARY

Conidia of the Penicillium notatum 1 strain were mutagenized, and selected mutants

evaluated for production of extracellular dextranase in shaken flask cultures. The most
active mutant P. notatum 1-114, constructed by a two-stage mutagenization, showed
about 2.5-times higher activity of the enzyme than the wild-type fungus P. notatum 1. The
dynamics of dextranase synthesis by parent and mutant strains was also demonstrated.

Spherical, osmotically fragile, small and large protoplasts were obtained from the

mycelium of P. notatum, using Novozym 234, a commercially available enzyme from
Trichoderma harzianum. Maximum numbers of protoplasts were released from 20 h
mycelium, using 1M sorbitol as osmotic stabilizer, after 4 h incubation with lytic enzymes
at 25°C and at pH 6.0.






