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TEMA: SEKUNDARNI METABOLITY V KALUSOVE KULTURE AJUGA SP.

V kalusové kultufe Ajuga sp. se hromadi anthokyanové pigmenty (Callebaut et al., 1997).
Akumulace pigmentt je ¢asto odpovédi na stresové kultivaéni podminky. Uloha demonstruje

vliv sacharidii v médiu na pigmentaci kalusovych kultur.

MATERIAL:  Kalus in vitro kultury Ajuga sp.
MEDIUM: WPM medium + 0,76 mg.l'1 zeatin, 0,4 mg.l'1 IAA, pH 5.7.

Ctyfi varianty koncentrace sacharidi: 1-3-7 % sachardza, 3% galaktoza.

Postup: A. Priprava kalusi s rozdilnou koncentraci anthokyanii
1. Pfenes kultiva¢ni nadoby s kalusovou kulturou Ajuga sp. do sterilniho laminarniho boxu.
2. Piiprav kultiva¢ni nddoby s erstvym médiem a sterilni néstroje (pinzety, skalpely).
3. Ozehni hrdlo oteviené nddoby plamenem.
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. Pfenes 4 x kalus (o 2,5 cm) na sitku bioreaktoru RITA, opakuj pro vSechny varianty
kultiva¢niho média.

5. Kultivyj kultury na svétle v bioreaktorovém systému RITA pfti nastavenych podminkach
(cool white, 50pmol.m™.sec™, fotoperioda 16/8hod) pii 25°C po dobu dvou tydni.

HODNOCENI:
V nasledujicich tydnech sleduj zménu pigmentace kalusové kultury.

Po dvou tydnech zaznamenej cerstvou hmotnost a hmotnost susiny kalusovych kultur
vypéstovanych v jednotlivych kultivacnich variantach.

B. Stanoveni relativniho obsahu anthokyani v jednotlivych variantach
Rozdrt’ 200 mg Cerstvé kalusové hmoty kazdé varianty v teci misce.
Extrahuj v 10 ml chladného acidifikovaného metanolu (1% HCI).

Prefiltruj extrakt a zméf absorbanci filtratu na spektrofotometru pti 535 nm.

b=

Porovnej rozdily relativniho obsahu anthokyanti u jednotlivych variant.
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