DATUM:
IMENO:

TEMA: ZaloZeni kultury adventivnich KkoFend Echinacea purpurea
pro produkci derivati kyseliny kavové

Trapatka rtizova (Echinacea purpurea) je dulezita 1é¢iva bylina. Extrakty zkofenti maji
antioxidativni, antibakteridlni, antivirotick¢ a antimykotick¢ ucinky a pouzivaji se jako
imunostimulancia proti zanétlivym a virovym nemocem. Hlavnimi U¢innymi latkami jsou
derivaty kyseliny kévové, alkylamidy a polysacharidy, které je mozné produkovat i
biotechnologicky v suspenznich kulturach.

1. INICIACE TVORBY ADVENTIVNICH KORENU Z KORENOVYCH EXPLANTATU
MATERIAL:  Kofeny tfapatky ruzové (Echinacea purpurea)
MEDIUM: MS-T médium, 5% sacharoza, 4,9 uM IBA, 0,2% gelrit, pH 6,0.

PoMUCKY:  sterilni Petriho misky, sterilni pinzeta a skalpel, kahan, apod.

PosTtUP:
1. Zdravé koteny omyj peclivé ve vodovodni vode.

2. Desinfikuj kofeny ponofenim do 96% ethanolu na 10 sekund a nasledné¢ do 20%
chlornanu sodného s pfidavkem detergentu po dobu 10 minut.

Oplachuyj 3 x kofeny v SDV po dobu 5 minut.
Ptiprav kultivacni nadoby s Cerstvym médiem a sterilni nastroje (pinzety, skalpely).

OzZehni hrdlo oteviené nadoby plamenem.

A

V laminarnim boxu nakrdjej 1 cm segmenty kofenii a inokuluj je do MS média vySe
uvedeného sloZeni.

~

Inkubace kultur: 4 tydny v termostatu, tma, 25°C

8. Explantaty je tfeba pasdzovat na Cerstvé médium ve Ctyitydennich intervalech.

HODNOCENT:

Kontroluj vyskyt infekci v pribéhu kultivace. V ptipadé nedostatecné desinfekce vyse
uvedenym postupem je nutné pouzit razantngjsi postup desinfekce s aplikaci 0,1% chloridu
rtutnatého. Tato latka je vSak velmi toxicka (spada do kategorie T+ latek) a je nutné pri
jejim pouzivani dodrZovat vSechna pravidla pro naklidani s takovymi latkami =
pouZzivat pozadované ochranné pracovni prostiedky a nechat likvidovat odpad
specializovanou firmou.

Adventivni kofeny by se na kofenovych explantatech mély objevit po 4 tydnech kultivace.



2. INDUKCE KULTURY ADVENTIVNICH KORENU

MATERIAL:  Kultura adventivnich kotfent tfapatky ruzové (Echinacea purpurea)
MEDIUM: tekuté 2 MS médium, 5% sacharoza, 4,9uM IBA, pH 6,0.

PoMUCKY: sterilni Petriho misky, sterilni pinzeta a skalpel, kahan, apod.

PosTtUP:
1. Odeber aktivné rostouci adventivni kofeny z kultury na polotuhém médiu.

2. Nakrgjej 2 cm segmenty a inokuluj minimalné 1 g Cerstvé hmotnosti adventivnich kofent
do 250 ml Erlenmayerovy lahve se 100 ml tekutého média.

Inkubuj kultury ve tmé, 25°C, na tfepacce pii 100 otackach za min.

4. Pasazuj na Cerstvé médium ve ¢tyitydennich intervalech.

HODNOCENI:

V prub¢hu kultivace by méla byt vytvofena hmota adventivnich kofent, kterd muze byt
pouzita pro suspenzni kultury v bioreaktoru nebo extrakce a analyzy derivati kyseliny
skoficové. Je nutné kontrolovat pravidelné vyskyt infekci.
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