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(64) Primyslovd mutanta houby Claviceps purpurea CP7/274 CCM F-632

1
Vyndélez se t¥kd nové primyslové mutenty kmene Claviceps purpurea CP7/274 s vysokou

submerzni produkci farmaceuticky vyznamnych alkaloid& agroklavinu (M. Abe et al., Jap. pat.
178 336) strukturniho vzorce I . .

(1)

(11)

Vzorky mutanty jsou uloZeny v Seskoslovenské sbirce mikroorgenismd Univerzity J. E.
Purkyn& v Brn& pod &. COM F-632. .
~ Vyndlezem chrén¥nd mutanta byla ziskéna ze 664 1lzoldtd phipravengch nile popsenym mu-
tagnim pisobenim etylmetansulfondtu (EMS) a UV zérem’. na laboratorni kmen Claviceps purpurea

CP7 (Mikrobiologicky dstav ESAV v Praze 4).
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P¥i piipravé vysokoproduk®ni mutanty probihaly veskeré inkubace kultur v temnu p¥i
24 * 1 og, Spury materské kultury CP7, kterd byla kultivovéne 3 aZ 4 tydny na se¥ikmené
agarové Ziwné pid& T2 (C. Sballa; in Geneticsg of Industrial Microorganismus. Eds. Z. Vend¥k,
7. Ho¥tdlek, J. Cudlin. Elsevier Amsterdam 1973, p. 393), byly suspendovdny jednek v 0,066 M
fosfdtovém pufru pH 7,2, jednak ve fyziologickém roztoku. V§sledné suspenze obsahovala vidy
1 a% 4.107 spor.ml=1, z toho pouze 0,5 % a¥ 1 % klf¥ivych. Agarovd ¥ivné pida T2 obsahbvala
tyto sloiky (g.1 1=1 gest. Hy0); sachardza 100, L-asperagin 10, Ca(NO3)p.4 Hz0 1, kveasani&ny
extrekt 0,1, KHpPO, O ,25, MgS04.7 H20 0,25, KC1 0,12, FeS04.7 H20 0,02, ZnS04.7 Hzo 0,015,
agar 20, pH 5, 2 po sterilizaci v autoklévu p¥i 105 °C 15 min,

Suspenze spor v 0,066 M fosfdtovém pufru pH 7,2 byla vystavena 19 hod. t&inku 0,02 aZ
0,075 M EMS (J. Ne¥vera, Fol. Microbiol. 18, 352 /1973/), dvekrdt promyta uvedenym pufrem,
vyseta na Petriho misky (# 10 cm) s agarovou ptdou T2 obohacenou 0,02 % hydrolyzétu kaseinu -
(Bacto-Casamino acids Difco) a inkubovéna 2 tydny.

Ze suspenze spor ve fyziologickém roztoku bylo pfeneseno 5 ml na Petriho misku
(g 10 cm) & za stdlého pohybu oza¥ovéno zdrojem UV zd¥eni nastavenym na 10 J.m2.s-! d4vke-
“mi 150 a¥ 1 000 J.m~2. V desetisekundovych intervalech bylo odebirdno 0,5 ml sporové suspen-
ze. Po vhodném nafed®ni fyziologickym roztokem byla vyslednd suspenze spor p¥enesena na
Petriho misky (@ 10 cm) s egarovou plidou T2 obohacenou 0,02 % hydrolyzdtu keseinu (Bacto~
~Cesamino acids‘Difco). Takto zaoékované Zivnd pida byla inkubovédna 2 t¥dny.

Kolonle vyrostlé -1 mutagenizovanych spor na agarovém médiu v Petriho miskdch byly jed-
notliv¥ p¥eneseny na sedikmenou amgarovou pidu T2 a inkubovény 3 a% 4 tfdny. Nerostlé kultu-
ry byly pek testovdny na schopnost tvorit alkaloidy v podminkéch submerzni fermetace (8s.
autorské osv&ddent &. 199 986).

Alkaloidy byly stanoveny ve fermenta¥n{ tekutind {4dennfch kultur koldrimetricky (G. T.
Banks et al., J. Gen. Microbiol. 82, 345 /1974/) e metodou vysokoW¥inné kapalinové chroma-
tografie (M. Wurst et al., J. Chromat. 150, 477 /1978/).

Charakteristika vysokoprodukéni mutenty:
Schopnost mutaniy tvo¥it extraceluldrni sm&s agroklavinu a elymoklavinu v podminkéch

submerznich fermentaci{ je uvedena v tabulce 1.
Tabulka 1

' Mutagen Celkové alkaloidy . Agroklavin Elymokléavin
Mutant typ ddvka Xone. (g agroklavinu mi=!) % - %
‘ (J.m=2) (M)

CP7/274 uv 800 ) 1,8 70 30

Mutant CP7/274 se 1li¥f od rodilovského kmene, nebol Je typlekym sklerocidlnfm kmenem.
Na agarové ¥ivné pdd& T2 i v submerznich podmfnkéch roste chud¥ (5 a¥ 6 mg suché véhy my-
celia.ml™!) za tvorby pudfetho mycelia se zvdt¥enymi kulatymi bunkemi. U star$f kultury se
toto mycelium rozpadd na esrthrospory o velikosti 4 x 12 m. V1dknité mycelium a konidie se
tvofi‘ojedinélé. Obseh extracelulérnfch glukand Je nepatrny.

Produk¥ni mutanta se uchovdvéd v Endo zkumavkéch na agarové pid& T2 v temnu p¥i teplotd
4 9C, Ka%dé 3 a% 4 m¥sice se preolkovdvéd a po 30denni inkubaci p¥i 24 ¥ 1 OC se pou¥ije
k p¥ipravd inokula nebo se uchovédvéd jako zdsobni kultura p#i 4 ©C.

Mutanta houby Claviceps purpurea oznadend CP7/274 zabezpeduje kli&ov& Ysek velkokapa-
citn{ p¥{pravy alkaloidd agroklavinu a elymoklavinu submerzni fermentacf.
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Primyslové mutenta houby Claviceps purpurea CP7/274, uloZend v feskosloveriské sbirce
mikroorgenismi Univerzity J. E. Purkyn® v Brn& pod &fslem CCM F-632 s produke?f alkaloidd
agroklavinu e elymoklavinu.
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