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EVROPSKA UNIE v pro konkurenceschopnost 2 NA®

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

TENTO PROJEKT JE SPOLUFINANCOVAN EVROPSKYM SOCIALNIM FONDEM
A STATNIM ROZPOCTEM CESKE REPUBLIKY

Jméno: Datum:

Téma 08:  Kultury nizSich rostlin (kultivace dfevokaznych hub)
A. UdrZovani sbirky stalych kultur — pteockovani hub, podminky miniméalniho rtstu
B. Vyuziti metody suspenzni kultury pro pfipravu inokula kryptogam

Metoda in vitro kultivace je pouzitelna i pro mnozeni, skladovani a distribuci kultur
niz$ich rostlin. Ptikladem jsou ¢isté kultury mycelia dfevokaznych hub Pleurotus ostreatus a
fyziologie a anatomie rostlin Pfirodovédecké fakulty MU v Brng€. Kultury pouzivdme jednak
jako pfiklad udrzovani materidlu v minimalnim ristu, jednak jako ukazku typu kultivace
suspenzni kultury v tekutém médiu pfi pfiprave inokula.

Dtevokazné houby maji mnohem mensi ndroky na slozeni kultivatniho média ve
srovnani s rostlinnymi explantdty. Houby jako heterotrofni organismy vsSak vyzaduji
v substratu organické slouceniny uhliku. Univerzalnim, jednoduchym a osvéd¢enym médiem
je maltozovy (sladovy) agar, nebo celul6zovy substrat (bunicita vata) nasyceny pro rychlejsi
rust mycelia 3% sladovym roztokem.

Material: ¢isté kultury mycelia dfevokaznych hub (viz Galadova a Necesany 1988):

Lentinus tigrinus (Bull. Ex Fr.) Fr.

Syn. Panus tigrinus (Bull ex Fr.) Sing.

30 Sbér: J. Spacek, uréeni: J. Spacek, izolace R. Radvan — kvéten 1950
Lokalita: Brno — Komarov, okres Brno — mésto, 200 m.n.m., kmen
neidentifikovaného tvrdého dieva, izolace ze substratového mycelia

Pleurotus ostreatus (Jacq. Ex Fr.) Kumm.
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221 Sbér: A. Cerny, uréeni: A. Cerny, izolace L. Schanél — inor 1981
Lokalita: Brno — Olomucany, okres Blansko, 450 m.n.m., odumirajici kmen
Fagus sylvatica, izolace z plodnice

3200

Médium: 2,5 - 3% agar s ptidavkem 3% sladového vytazku naSikmeny ve zkumavkach a
v Petriho miskach, 3% sladovy roztok v EM se sklenénymi perlami a ve varnych bankach.

Pomiicky: Laminarni box, zkumavky s nasikmenym agar-sladem, ockovaci klicka, skalpel,
kahan, Petriho misky s agar-sladem, Erlenmayerovy a varné banky s 3% sladem, tfepacka.

file 1



Postup:

A.

1.

2
3.
4

el

Udrzovani stalé kultury hub. Preockovani izolovaného mycelia

Ptiprav sterilni nastroje a zkumavky s Cerstvym agar-sladovym médiem.

Ptenes kultury mycelia hub z lednicky do sterilniho laminarniho boxu.

Kultiva¢ni nadoby otevii a oZzehni hrdlo zkumavky plamenem.

Sterilni ockovaci klickou nebo skalpelem odeber segment vegetativniho mycelia
z centra kolonie a steriln¢ jej prenes do stiedu plochy agar-sladového média
nasikmeného ve zkumavce.

(Zpusob, jakym pfenasime urcity kmen houby ze substratu na substrat, se fidi povahou
houby a experimentu, ktery provadime. Pro pfenaSeni vegetativnich forem houby
z pevné na jakoukoliv jinou ptidu se hodi nejlépe Radvanova klicka. Nejsou-li kolonie
prilis tuhé, je mozno vyuzit i obycejné bakteriologické klicky nebo skalpel.)

Opatrné ozehni hrdlo oteviené zkumavky, uzavii a popi$ nové naockované kultury.
Tyto kultury udrzujeme v piisné Cistoté, ve tmé na chladném, ne pfili§ suchém miste,
v podminkach minimalniho ristu (tma, 6 - 8°C). Kazdy kmen kultury vedeme nejméné
na 4 zkumavkach. Obdobi mezi pfeockovanim (subkultivacni interval) nevolime piilis
dlouha, protoze pii nedostatku potravy mohou houby ztracet své fyziologické

vlastnosti, zvlaste schopnost produkovat nékteré hydrolytické enzymy.

Piiprava inokulac¢ni suspenze mycelia dievokaznych hub

Ptiprav sterilni nastroje a Petriho misky s Cerstvym agar-sladovym médiem.

Ptenes kultury mycelia hub z lednicky do sterilniho laminarniho boxu.

Kultiva¢ni nadoby otevti a ozehni hrdlo zkumavky plamenem.

Sterilni ockovaci klickou nebo skalpelem odeber segment mycelia a steriln€ jej pfenes
do stiedu plochy agar-sladového média v Petriho misce.

Opatrné ozehni hrdlo oteviené zkumavky a uzavii ji, popi§ naockovanou Petriho
misku.

Kultivyj Cistou kulturu vegetativniho mycelia v Petriho misce v termostatu (tma,
25°C).

Po dostate¢ném narstu hmoty mycelia odeber nové narostlé mycelium a ptenes jej do
100 ml Erlenmeyerovy baiiky na povrch sklenénych perel zalitych 3% roztokem sladu.
Inkubace kultur v termostatu (tma, 25°C) probiha takovou dobu, neZ mycelium vytvofi

priméfenou vrstvu na povrchu sklenénych perel. (Pokud je vrstva mycelia pfili§ tenka,
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je rychlost ristu inokula v dal$i fazi mnozeni pfili$ nizka. V ptipadé mohutné narostlé
vrstvy mycelia vznikaji naopak problémy s dezintegraci mycelia na malé kousky).
Narostlé mycelium roztfepej prudkymi pohyby baiky tak, aby doslo pohybujicimi se
sklenénymi perlami k segmentovani mycelia na malé ¢asti.

Suspenzi sladového roztoku se segmenty mycelia ptelij opatrné (bez sklenénych perel)
do varné banky s cerstvym sladovym roztokem. OZehni hrdlo varné banky a uzavii
alobalem.

Kultivace suspenze probihd asi 1 tyden za kontinualniho tfepani, pii kterém rostouci
mycelium vytvaii v tekutém médiu postupné hrudky.

Takova inokula¢ni suspenze se pak miiZe pouzit pro naockovani substratu, na kterém
chceme vypéstovat plodnice. Lze pouzit naptiklad sldmu nebo vietena palic kukufice,
¢i buniCitou vatu. Pro urychleni riistu mycelia je mozné takové substraty nasytit
sladovym roztokem. Po dostatecném nariistu mycelia se muize indukovat tvorba

plodnic umélym chladovym Sokem nebo nacasovanim kultury do podzimniho obdobi.

Hodnoceni:

V pribéhu kultivace kontroluj kontaminace kultur.

Srovnej rychlost riistu mycelia obou kultur pfi rizné teploté kultivace.
Vsimni si morfologickych rozdilit mycelia obou kultur.
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