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Jméno: Datum:

Téma 12: Testovani bakterialni a houbové kontaminace kultur explantati

Pfitomnost latentnich mikroorganismii v kultuie in vitro ovliviiuje jeji rist a vyvoj,
mnoZitelsky koeficient 1 aklimatizaci.

Pti kultivaci na klasickych médiich pouzivanych pro explantaty se kontaminace
mikroorganismy nemusi vzdy hned projevit. Casto se kontaminace manifestuje aZ
po dlouhodobé kultivaci. Segmenty listd, kofenli nebo pryti péstovanych kultur se proto
pii testovani inkubuji na riznych selekénich médiich, které jsou pro rozvoj mikroorganismu
piihodnéjsi.

Testovani infekci v in vitro kulturach je nutné i pro certifikaci téchto kultur, kterd je
pozadovana pfi prodeji nebo vymeénach.

Bakteridlni kontaminaci kultur testujeme na Sirokospektrém médiu LW = Leifert and
Waites Sterility Test Medium (Leifert ez al. 1989) nebo na médiu B523 (Viss et al. 1991).

Material:

Segmenty kultur prytt africké fialky (Saintpaulia ionantha Wendl.), orchideji (Potinara
hybr.), nodélni segmenty bramboru (Solanum tuberosum L.), karafiati (Dianthus sp.) a apod.

Média:
LW testovaci medium = MS médium + B5 vitaminy 2,2 g.I"", masovy extrakt 7,0 g.1",
, pepton 4 g.l'l, NacCl 2,0 g.l'l, glukosa 5 g.l'l, sacharosa 15 g.l'l, kvasniéni extrakt 10
gl',  0,8% agar
testovaci medium B523 = kaseinhydrolyzat 8 g.I"!, MgSO, . 7 H,0 0,15 g.I"", K,HPO,
2 g1, kvasniény extrakt 4 g.I"", 1% sacharosa, 0,8% agar
kontrola = MS médium: makro a mikroelementy MS, vitaminy B5, 2% sacharosa,
0,6% agar, pH 5,7

Postup:
1. Vyjmi pryty sterilni pinzetou z kultivacni lahve a poloz je na sterilni Petriho misku
v aseptickych podminkéch laminarniho boxu.

2. Oddé¢l apikalni segmenty prytt a inokuluj je do udrzovaciho média pro dalsi kultivaci.
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3. Roziez zbylé pryty na jednotlivé nodalni segmenty a tenké fezy.

4. Do agarového B523 média zanot segment (fez), pomalu jej vytdhni, poloZ na povrch
media a misku uzavii. Timto postupem se inokuluji i spodni vrstvy media s nizkou
koncentraci O,, ktera podporuje rist nékterych anaerobnich mikroorganismtl.

Stejnym zplisobem inokulyj 1 kontrolni misku s udrzovacim MS médiem.
Popis misky s odpovidajicimi segmenty, disky a apikalnimi segmenty prytu.

Inkubuj inokulované Petriho misky ve tmé pii 22-30°C po dobu 3 tydnt.
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Po inkubaci vyhodnot’ kontaminace sledovanych kultur.

Hodnoceni:

V nésledujicich tydnech kontroluj €istotu kultur.

Kolonie na povrchu pevného média nebo halo v médiu indikuji pfitomnost kultivovatelnych
mikroorganismi v kultufe.

Porovnej projevy kontaminace odpovidajicich testovanych kultur na testovacim a MS médiu.
Zapis vysledky do protokolu.
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