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Re3eni se tykd nového produkéniho kme-
ne mikroorganismu Claviceps purpures CP
7/5/35, produkujiciho klavinové alkaloidy,
ktery se od predchozich kmend li8i vyS8i
produkci agroklavinu a elymoklavinu, ome-
zenou produkci extraceluldrnich glukand,
intensivni konidiaci a vy38i kliGivosti spor.
Kmen je uloZen ve shirce mikroorganismi
Mikrobiologického tstavu v Praze pod €is-
lem CC—2/85.
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Vynélez se tykd nového produké&niho kme-
ne mikroorganismu Claviceps purpurea CP
7/5/35, ktery produkuje agroklavin, elymo-
klavin a stopové mnoZstvi dalSich klavino-
vych alkaloidii. Vzorek kmene je uloZen ve
sbirce mikroorganismfi Mikrobiologického 1-
stavu CSAV v Praze pod & CC—2/85.

Kmen se vyznaluje vysokou submersni
produkci farmaceuticky vyznamnych alka-
loid@i agroklavinu (Abe M. et al., Jap. pat.
178 336) strukturniho vzorce 1

(1)

a elymoklavinu (Abe M. et. al, US. pat.
2 835 675) strukturniho vzorce II

HOH2C .

Q)

4

Kmen se odliSuje od d¥ive patentovanych
kmenfi téhoZ piivodu

a)
dvojndsobnou produkci alkaloidi (mé&Feno
10. den fermentace),

b)
intensivni tvorbou konidii,

c)
vy38Si kli¢ivosti konidii,

d)

nizkou hladinou extraceluldrnich glukani,
které znesnadiiuji extrakty alkaloidli pod-
porou vzniku emulze rozpouStédla s kulti-
vaéni tekutinou,

e)
vy38i resistenci produkce alkaloiddi k fos-
fatu média v celém priibéhu kultivace.

Pokles produkce alkaloid(i® na ptdé CS2 (pops. v AO 199986) fortifikované fosfd-

tem (Pi)
Kmen Kultivace (dnit)
21
5><Pi IOXPi 5><Pi 10><Pi
CP 7/5/35 35 39 42 31
cp7 21 24 34 26

$ 09 kontroly (piida CS2)

Mutantni kmen C. purpurea CP 7/5/35
byl ziskdn z roditovského kmene C. purpu-
rea CP 7 (uloZeného ve shirce mikroorga-
nismi MBU CSAV, Praha) mutaci UV svét-
lem. Vodnd suspenze konidii z &tyftyden-
nich agar@ kultur kmene CP 7 na pddg T2
(Spala C., In: Genetics of Industral Micro-
organisms, Elsevier, RAmsterdam 1973, p.
393} byla vystavena UV svétlu tak, aby pie-
Zilo 20—40 % konidii. Vzorky ozdfené sus-
penze pak byly vysety po vhodném naredé&ni
na Petriho misky s pidou T2 a inkubovéany
3 tydny pii 24 4- 1°C. VZdy 50 aZ 100 kolo-
nii, které se vzhledem neliSily od rodiov-
ského kmene, bylo jednotlivé izolovdno na
8ikmé agarové pldy T2 a po 3- aZ 4tfyden-
ni kultivaci testovdno na vyt&Zek alkaloid@
zplisobem popsanym v AO 199986 s tou
vyjimkou, Ze kultivace vegetativniho inokula
i fermentace trvaly 10 dni. Obsah alkaloidd

ve fermentaéni tekutin& byl stanoven kolo-
rimetricky (G. T. Banks et al.,, ]. Gen. Mi-
crobiol. 82, 345 (1974). U kultur pfevy3uji-
cich produkci rodi€ovsky kmen bylo stano-
veno i sloZeni smési alkaloidd tenkovrstvou
chromatografii. VZdy dva nové izoléaty s nej-
vy38i tvorbou alkaloidd byly pouZity k dal-
81 mutaci. UV své&tlu byla vystavena smé&sné
suspenze konidii s rovaym zastoupenim
obou kmenfi. Kmen C. purpurea CP 7/5/35
je vysledkem t¥i mutaénich kroki:

Kmen produkce 10. den (mg/L)
cp7 1100
I 1200
I 1990
CP 7/5/35 2440

Morfologické a riistova charakteristika kme-
ne CP 7/5/35
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a) Kultivace na agarové ptidé T 2

P#i kultivaci na pdé T2 tvo¥i kmen CP 7/
/5/35, stejn& jako rodiovsky kmen CP 7,
Sedobilé vzdu3dné mycelium se sporofory, ne-
soucimi hlavice konidii spojené slizem po-
lysacharidické povahy [PaZoutova et al. Can.
J. Microbiol. 23, 1182 (1977)]. Konidiace je
po 12 aZ 14 dnech plné& rozvinuta. Do agaru
je vyluCovan fervenohnédy pigment prova-
zejici tvorbu alkaloidd. PFi smyvani konidii
z agarovych Kultur vykazuje kmen CP 7/5/
/35 ve srovndni s kmenem CP 7 dvojndsobné
vytéZky konidii u kultur mladSich 30 dnd.
Z vysledkl stanoveni kli¢ivosti konidii vy-
sevem na ptdu T2 vyplyva, Ze konidie kme-
ne CP 7/5/35 vykazuji piibliZzng 10 x vys-
§i kligivost neZ konidie kmene rodi€ovské-
ho.

b) Submersni kultivace

Submersni kultivace kmene CP 7/5/35 i
rodi¢ovského kmene CP 7 byla provedena na
rotaéni trepafce i v laboratornim fermen-
toru na médiich popsanych v AO 199 986.
Rodigovsky kmen CP 7 tvofil p¥i submersni
kultivaci glukany, jejichZ produkce dosaho-
vala maxima mezi 7. a 11. dnem fermenta-
ce. Poté dochézelo k jejich ¢asteCnému od-
bourdvani. MnoZstvi polysacharidi dosaho-
valo aZ 35 g/L. Mutantni kmen CP 7/5/35
tyto polysacharidy za podminek umoZiiuji-
cich maximadlni tvorbu alkaloidd obvykle ne-
vytvaii.

Smés klavindl 21. den submersni kultivace

kmene CP 7/5/35 obsahuje 10 aZ 30 % ely-
moklavinu, 65 aZ 90 U agroklavinu, 1 aZ
5 0 chanoklavinu-I a stopy né&kterych dal-
§ich klavinovych alkaloidd.

Z uvedenych charakteristik je zfejmé, Ze
novy kmen Clavices purpurea CP 7/5/35, zis-
kany po plsobeni UV svétla, se liSi od ro-
di¢ovského kmene C. purpurea CP 7 v téch-
to znacich:

a)
dvojnasobny vytéZek alkaloidi v 10. dni
kultivace

b]
zvySend kli¢ivost konidil

c)
zvySend schopnost konidiace na ptd& T2

d)
omezend tvorba glukani za podminek umoz-
fiujicich maximélni produkci alkaloidd

e)
vyS88i resistence produktivity alkaloidii k
fosf4tu.

Mutanta houby C. purpurea oznacend CP
7/5/35 zahezpetuje Kklitovy dsek fermentace
agroklavinu a elymoklavinu, které jsou
vhodnymi substraty pro polosyntetickou pii-
pravu znamych i novych derivdti namelo-
vych alkaloidd.

PREDMET VYNALEZU

Produkéni kmen mikroorganismu Clavi-
ceps purpurea CP 7/5/35 CC 2/85 produkuji-
c¢i v podminkdch hloubkové kultivace agro-

klavin a elymoklavin s omezenou tvorbou
extraceluldrnich glukant.
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