EINE MUTANTE VON Corynebacterium fascians, DIE DIE FAHIGKEIT
VERLOREN HAT, BENZOESAURE ZU VERWERTEN

Deutsche Vollﬁbersetzung aus:
Mikrobiologija. Moskva, 54 (1985), Nr 3, S. 502 - 504,

Russ.: O MYTAHTE CORYNEBACTERIUM FASCIANS, YTPATHBUIEM
CNOCOBHOCTb K YTHJIH3AIHH BEH30AHOR KHCJIOThI

O mutante Corynebacterium fascians, utrativéem

sposobnost' k utilizacii benzojnoj kisloty

A Corynebacterium fascians strain INMI KIS-9 was obtained. The strain utilized
p-fluorobenzoic acid as a carbon source, but could not assimilate its natural analog, ben-
zoic acid because the enzyme catalyzing lactonization of cis, cis-muconic acid was
inactivated. '

In der wissenschaftlichen Literatur finden sich Beschreibungen
aus der Natur isolierter Mikroorganismen, die als einiige'
Kohlenstoff- und Energiequelle halogenhaltige synthetische
aromatische Verbindungen verwerten, die aber nicht fdhig sind,
in der Struktur dhnliche (analoge) natiirliche Verbindungen zu
verwerten /2, 4, 5/. Darin wird darauf hingewiesen, der wahr-
scheinlichste Grund fir diese Erscheinung bestehe in einer |
gednderten Spezifitdt der einzelnen Enzyme des Katabolismus.
Experimentell konnte diese Hypothese in keinem einzigen Fall
bewiesen werden, weil die Forscher nicht liber die urspriing-
lichen Stdmme verfligten. Deshalb ist die exXperimentelle Ge-
winnung und Untersuchung derjenigen Mutanten von groBer Be-
deutung, welche die Fdhigkeit zur Verwertung natiirlicher Ver-
bindungen wdhrend der Adaption an die synthetischen Analoge 

verloren haben.
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Von uns wurde erstmals ein Stamm Corynebacterium fascians er-
zeugt, der synthetische Verbindungen (p-Fluorbenzoesdure) ver-
werten kann, aber die Fdhigkeit zur Verwertung von seinem na-
tiirlichen Analogon (Benzoesdure) als Kohlenstoffgquelle verloren
hat. Im vorliegenden Bericht werden die Ursachen dieser Er-

scheinung untersucht.

Als Untersuchungsgegenstand dient der Stamm C. fascians, der
als Kohlenstoffquelle Benzoesdure (BS) verwendet und auf p-
Fluorbenzoesiure (FBS) nicht wdchst. Die Adaption an FBS wurde
in einem Medium mit folgender Zusammensetzung durchgefiihrt (in
g/l): K,HPO 3; KH,PO 0,5; MgSoO,°7H,0 0,15; (NH4)SO4

2 4 2774 4 2
0,5; FBS 0,2; Na2M004 0,004; MnSO4, H3BO3, COSO4 0,0002;
ZnSO4, FeSO4, KI 0,0001; CuSO4 0,0004; Panthotenat Ca, Ni-

kotinsdure, p-Aminobenzoesdure, Pyridoxin, Thiamin 0,002;
Inosit 0,004; Biotin 0,000002. zZur Identifizierung der
Mutanten wurde die Kultur nach einsetzendem Wachstum auf FBS

auf Agar-Ndhrbdden derselben Zusammensetzung ausplattiert,

wobei Glukose (0,5 %) bzw. Benzoesdure (0,02 %) als Kohlenstoff-
quelle diente. Der Sauerstoffbedarf bei der BS- und FBS-Oxidation
wurde im Warburg-Apparat bestimmt. Der cis-, cis-Mukonsdure-
Gehalt wurde spektrophotometrisch bestimmt (Amax = 257, & =

17 300). Die Aktivitdt des die cis~, cis-Mukonsdure laktoni-
sierenden Enzyms wurde je nach Konzentrationsabnahme der cis-,
cis-Mukonsdure beurteilt. Die Zellextrakte wurden nach der in

/1/ beschriebenen Methode gewonnen. Der Katabolismus der BS bei

C. fascians wverlduft vollig klassisch.

Unter unseren Versuchsbedingungen zur Adaption dauvert der Pro-
zefl bis zum Erscheinen von FBS-verwertenden Mutanten einige.
Monate. Plattiert man die Zellen der adaptierten Population

auf den Agar-Ndhrboden mit BS und Glukose, dann zeigt sich, daB
die auf dem Glukose-Ndhrboden heranwachsenden Kolonien fast
identische Durchmesser haben, auf den BS-Platten hingegen

zelgen sich zwei Kolonie-Typen: groBe und kleine. Die kleinen
Kolonien ihrerseits lassen sich in zwei Gruppen aufteilen. Die
erste Gruppe kann auf BS und FBS nicht wachsen, die zweite nicht
auf dem BS-Ndhrboden, benutzt als Kohlenstoffquelle jedoch FBS.



Vertreter beider Gruppen wachsen auf dem Glukose-N&hrboden

normal.
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Abb. 1. Oxidation von Benzoesdure und p-
Fluorbenzoesdure mit C. fascians-Zellen.
Inkubationsgemisch: 30 sumol Substrat, Zellen
(4 mg Trockenbiomasse des urspriinglichen
Stammes oder 8 mg des mutierten Stammes),
2,8 ml 0,05 M Kaliumphosphatpuffer pH 7,2.
Durchgehende Linie: ursprilinglicher Stamm,
auf Benzoesdure gezlichtet. Gestrichelte
Linie: mutierter Stamm, auf p-Fluorbenzoe-
sdure gezlichtet. 1) Benzoesdure; 2) p-Fluor-
benzoesdure; 3) ohne Substrat.

Nach mehrmaligem Uberimpfen auf Agar-Ndhrboden mit BS und FBS
wurde unter den Mutanten éer'zwaiteﬁ Gruppe eine Mutante aus-
gewdhlt, bel der Reversionen zur Verwertung der BS &uBerst
selten vorkommen. Die Mutante erhielt die Bezeichnung c. fas-
cians INMI KIS-9. In Abb. 1 sind die Versuchsergebnisse der
Oxidation von BS und FBS durch C. fascians im Warburg—Appatat
dargestellit. Es wurde festgestellt, daB bei BS-Oxidation durch
den Stamm INMI KIS-9 weniger Sauverstoff verbraucht wird als'
bei der BS-Oxidation durch den urspriinglichen Stamm. Diese

Tatsache kann eine Folge davon sein, daB der mutierte Stamm



eines der Enzyme des Katabolismus verlorer hat, was zur Aus-
scheidung irgendwelcher nicht oxidierbarer Verbindungen
fihren muB.
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Abb. 2.  Transformation von Benzoesdure
durch den urspringlichen Stamm (gestri-
chelte Linie) und den mutierten Stamm
(durchgehende Linie) von C. fascians,
geziichtet auf Bernsteinsdure.

Im Umsatzversuch zur BS-Oxidation mit den C. fascians-Zellen
und dem Stamm INMI KIS-9 wurde festgestellt, daB die BS-
Oxidation durch den INMIT KIS-9-Stamm langsamer vonstatten
geht. Damit einher geht die Ausscheidung einer Verbindung,

die das charakteristische Spektrum der cis-, cis-Mukonsdure



besitzt (&bb. 2). Dies Oxidation von 1,6 Mmmol BS wird be-
gleitet von einer Ausscheidung von 1,2 /dmol cig=-, cis-Mukon-
sdure ins Inkubationscemisch, d.h. bei der Mutante geht die

BS praktisch v6llig in cis-, cis-Mukonsdure liber.. Da3 keine
weitere Transformation der cis-, cis-Mukonsidure durch C. fas-
cians INMI KIS-9 vorhanden ist, hdngt mit der Inaktivierung
des die cis-, cis-Mukonsidure laktonisierenden Enzyms zusammen.
Fegstgestellt wurde, daB die Aktivitidt des cis-, cis-Mukonsdure
laktonisierenden Enzyms in den C. fascians-Zellextrakten lak-
tonisiert, die aus den auf Bernsteinsiure gezichteten und mit
BS induzierten Zellen gewonnen wurden, gleich O,1 ﬂaM/min/mg
Protein ist. Eine Aktivitdt in den C. fascians INMI KIS-9-

Extrakten wurde unter denselben Bedingungen nicht festgestellt.

Die direkte Ursache flir den Verlust der Fdhigkeit, Benzocesdure
als Kohlenstoffquelle zu verwerten, ist beim Stamm C., fascians
INMI KIS-9 somit der Aktivitdtsverlust des Enzyms, das die
cis-, cis-Mukonsiure laktonisiert. Bekanntlich bildet sich in
den analogen Abbauschritten der FBS Fluormukonsdure /3/, deren
weitere Transformation durch ein spezifisches Enzym kataly-
siert wird. Das Vorhandensein von &dhnlichen, fiir halogenhal~-
tige Verbindungen spezfischen Enzymen macht die Existenz von
Crganismen in der Natur mdglich, die synthetische halogenhal-
tige Verbindungen verwerten, ihre natlirlichen Analoge als
Kohlenstoffquellen jedoch nicht nutzen kdénnen. Somit ist eine
der direkten Ursachen flir die Adaption von Mikroorganismen an
synthetische Verbindungen die Entwicklung eines alternativen

Abbauweges .
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