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{54) Pramyslovy mutant houby Claviceps fusiformis W1 CC-1/85

Besen{ se tjkd nového primyslového mu-
tanta houby Claviceps fusiformis Wi produ-
Xxujfel slkeloid elymoklevin, uloZeny ve
sbirce :I.kroor?:nimﬁ Mikrobiologického
dstavu CSAV v Praze 4 pod &. CC 1/85,

Submersni fermentaci tohoto kmene lze
ndkolikendsobnd zvysit produke{ klavinovych
alkaloidd, zejména farmakologicky vyznamné-
ho alkaloidu elymoklavinu.
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Vynélez se tykd nového primyslového mutanta kmene Claviceps fusiformis Wi produkujici
farmaceuticky vyznamny alkeloid elymoklavin (M.Abe et al., US Pat. 2835675) strukturnilio
vzorce

Vzorky mutanta jsou uloZeny ve sbirce mikroorganismi Mikrobiologického tstava GSAV
v Praze 4 pod oznafenim Claviceps fusiformis pod &. CC 1/85.

Mutant byl ziskdn ze 70 isoldtd pfipravenych ni%e popsanym mutednim pisobenim UV zéte-
nim na laboratcrn{ kmen Claviceps fusiformis MI525 (Mikrobiologicky ustav CSAV v Praze 4).

Priprava vysokoprodukdniho mutanta. Ve3keré statické kultivace kmene probihaly v temnu
pri 2421 %C ne agarové pddéd T2 (C.Spella, in Genetics of Industrial Microorgsnisms. Eds.
Z.Vengk, Z,Ho3idlek, J.Cudlin, Elsevier, Amsterdam 1973, p.393). Pdda T2 obsahovala tyto
slo¥ky (g.L"): sacharosa !00, L-asparagin 10, Ca(N03)2.4H20 1, kvasni¥ny extrskt 0.1,
KH2P04 0.25, MgSO4.7H20 0.25, ¥6) 0,12, FeSO4.7520 0.02, Zn504.7}i20 0.015, agar 20, dest.
H20, pH 5.2 po sterilizaci v autokldvu 15. min. p¥i 105 °c,

Spory 21 denni rodi¥ovské kultury Claviceps fusiformis HI525, vyrostlé na sedikmené aga-
rové pidé T2 v Endo zkumavkéch, byly smyty s povrchu kultury destilovanou vodou. 5 ml takto
ziskané suspenze obsshujfci pribli%n& 1,5 .-10' gpor v | ml bylo preneseno na Petriho mis~
ku (@ 10 em) a ozéd¥eno zdrojem UV nastavenym na 10 w.n?,s"" advkou 0,1 mivm™2 (1 000 erg).

Ozéiend suspenze spor byla vhodnd natedbna dest. vodou a spory obsaiené v 5 m) vysled-
né suspenze byly vysety na povrch agarové pidy T2 v Petriho misce (§ 10 cm) a inkubovény
21 dni.

Kolonie vyrostlé z autogenisovanych spor, byly pak jednotlivy preneseny na seSikmenou
agarovou pddu T2 a inkubovény 21 aZ 28 dni. .

Narostlé kultury byly testovény na schopnost tvofit elymoklavin a dal3i klavinové elka-
loidy v podminkéch submersni fermentace (Rehd¥ek et. sl., 3s. AD 199986).

Alkaloidy byly stanoveny ve fermenta¥ni pid§ 21 dennich submersnich kultur kelorimetric-
ky (G.J.Banks et sl., J.gen. Mikrobiol 82,345,1974) a metodou vysokouZinné kepalinové chro-
matografie (M.Wurst et, al.,, J.Chromat. 150,477, 1978).

Charakteristika vysokoproduk¥niho mutanta. Srovnéni zdkladnich znakd vysokoproduk&niho
kmene W ' se znhaky rodilovského kmene MI 525 je uvedeno v tab. 1.
a) Kultivace na agarovém mediu T 2,

Mutant W 1 roste na agarovém mediu T 2 pPi teplotd 24 +1 °C v souvislé bohatd zvrésns-
né vrstivé tvorené Zedym wyceliem a ovélnymi konidiemi. Do media vyluduje fialovy pigment.
b) Submersni kultivace

Submersnif kultivace novéhc kmene ¥ 1 i rodiZovskéhc kmene MI 525 byla provedena pFi tep-
lotd 24 + 1 °C na rotaZnim t¥epacim stroji i v laeboratornim fermentoru na upraveném fermentas-
rim médiu CS2 (&s. AO 199986). Submersni kultury kmene W | se vyznaduji vldknitym, vétvenym’
mnohobunddnym myceliem, které vytvd¥{ Zetné mikro- a makrokonidie a na kcnci fermentace se
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se rozpadd na blastoarthrospory. Submersni vyvoj kmene W | je provézen tvorbou fialového
exoceluldrniho pigmentu.

Ve srovnéni s rodifovskym kmenem Claviceps fusiformis WI 525 se mutant W { vyznaduje
témdF trojndsobnd vy33f produkci clymoklavinu a poloviénim obsshem neZddoucich exogennich
glukend. V podminkdch submersni fermentace produkuje v 1 1 media 4,2 g klavinovych alke~
loidd, s tohe 2,5 g elymoklavinu. Privodni slkaloidy jsou aegroklevin a chanoklavin. Srovnéni
zékladnich znakd vysokoproduk&niho mutaenta W 1 se zneky rodi¥ovského kmene C.fusiformis WI525
Je uvedeno v tab. 1. Mutent podle vyndlezu Jje uchovén v temnu p¥i 4 ?C, zabezpeden proti vy~
sychénf media, a to ve formd 21 dennich kultur vyrostlych na seSikmeném mediu T2 v Endo zku-
mavkdch pFi teplotd 24 + 1 9C. Uchovévané kultury jsou pravidelnd pleolkovdvény ve t¥fm¥sfiZ~
nich intervalech. '

Vynélezem chréndny vysokoprodukéni mutant Claviceps fusiformis W 1, zabezpeluje kli&o-
vy dsek velkokapacitni pripravy elymoklavini submersni fermentaci.

Tabulka 1
Kultura na sgarové pldé T2 7 Submersni kultura§
Znak -
kmen Wi kmen MT525 kmen W1 kmen MI525
Néridst bohaty v souvi- spory v jednotli=- dobry bohaty
1é vrstvd vyeh kolonifich

Zbarveni

vzdu3ného Bedé hné&dobilé - -

mycelia

Konidie ovédlné ovdlné makrokonidie protéhle
mikrokonidie ovdlné

Rozpustny fialovy hn&dolerveny tmavofialovy hn&dordZovy

pigment

Exogenni

glukany - - 20 40

tg.L"I

Celkové

alkaloidy - - 4,2 142

(g.L™")

Elymokla=-

vin - - 2,5 0,9

(g.1™h)

§ V upravené fermenta¥nf pdd¥ CS2 (&s. autorské osviddeni 199986)
PREDMET VYINLALRZU.

Primyslovy mutent houby Claviceps fusiformis W) CC - 1/85 produkujficl alkaloid elymo-
klavin. ’
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