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MINISTERSTVO SKOLSTV OP Vzdélavani

EVHOPSKA UNIE v 1 : \ LO S HON pro konkurenceschopnost 4-"‘4 NA %

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

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

Jméno: Datum:

Téma 03: Priprava zivného média

Zivné médium vhodného sloZeni je jednou ze zakladnich podminek Gsp&sné in vitro
kultury. MiiZe se pouzivat ve formeé tekuté nebo ztuzené riznymi gelujicimi piipravky jako
je agar, Gelrit® nebo karagenan. Média pro kultivaci explantati obsahuji Ziviny -
makroelementy a mikroelementy ve form¢ anorganickych soli, organické latky jako cukry,
vitaminy a aminokyseliny, eventudlné ristové regulatory a ztuzovaci latky. Dilezité je
také optimalni pH, které byva v rozsahu 5,5 — 5,8. Média je mozné ptipravovat smichdnim
jednotlivych slozek (pro usnadnéni prace se pouzivaji koncentrdty) nebo navézenim
z hotové smési. Pokud pouzivame ke kultivaci Petriho misky, rozlévame rozvafené a
vysterilizované médium steriln€ v lamindrnim boxu. V piipadé vétSich kultiva¢nich nadob
je mozné rozlit rozvafené médium a nasledné je teprve vysterilizovat v autoklavu.
Termolabilni latky vysterilizované filtraci pfiddvame do mirné vychladlého média aZ po
autoklavovani a musime pak médium rozlévat do sterilnich nddob v lamindrnim boxu.

Nejcasteji pouzivanym médiem je univerzalni médium podle autort Murashige a Skoog
(1962), které se pouzivd v mnoha riznych modifikacich. Dalsi varianty zivnych médii se
pro specialni Ucely nebo rostliny také pouzivaji (napf. Gamborg et al. 1968, Nitsch et
Nitsch 1969, Lloyd et McCown 1980, Chu et al. 1975).

Material: (vypsat podle vlastni pfipravované varianty)

Pomiicky: (vypsat)

Postup prace:

A. Pfiprava 1 litru agarem ztuzeného média s pouzitim koncentrati (nedélame)

1. Navazime 5,5 g agaru, vsypeme do 300 ml destilované vody v SIMAX lahvi,
promichdme a nechame rozvatit v autoklavu. (Potiebné mnozstvi agaru je tieba u kazdé
SarZe otestovat).

2. Do Erlenmeyerovy bailky odmétime 500 ml destilované vody.

3. Ptfidame koncentrat makroelementt (100 ml), mikroelementii (10ml) a chelat zeleza (5
ml).

4. Ptfidame vitaminy (1 ml zamraZeného koncentratu).



Navazime 100 mg inositolu.
Navazime 20 g sachar6zy.

Podle potfeby doplnime dalsi latky jako aktivni uhli, riistové regulatory apod.
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Slijeme rozvatfeny agar se zahfatym roztokem v EM baiice a doplnime v odmérném
valci na 1000 ml ohtéatou destilovanou vodou.

9. Pomoci Phan papirkti nebo pH metru zmétime pH a upravime na 5,8 pomoci 0,1 M
KOH nebo 0,1 M HCI.

10. Médium dobte promichame pielévanim z valce do EM bariky a rozlijeme asi po 40 ml
do kultiva¢nich nadob.

11. Kultivaéni naddoby s médiem uzavieme vhodnym uzavérem.
12. Nasledujici den sterilizujeme pii 121°C v autoklavu po dobu 20 minut.

13. Kratkodobé média uchovavame pii laboratorni teploté, pti skladovani po delsi dobu
pouzivame lednici.

B. Priprava 1 litru agarem ztuZzeného média s pouzitim hotové smési

1. Navazime 5,5 g agaru, vsypeme do 300 ml destilované vody v SIMAX lahvi,
promichame a nechdme rozvafit v autoklavu.

Do Erlenmeyerovy baiiky odmétime 600 ml destilované vody.
Ptidame odvazené mnozstvi média (podle udajii vyrobce na etiket¢).
Navazime 20 g sachar6zy.

Podle potteby doplnime dalsi latky jako aktivni uhli, ristové regulatory apod.
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Slijeme rozvafeny agar se zahfatym roztokem v EM bafice a doplnime v odmérném
valci na 1000 ml.

7. Pomoci Phan papirk nebo pH metru zméfime pH a upravime na 5,8 pomoci 0,1 M
KOH nebo 0,1 M HCI.

8. Dalsi postup je shodny jako u A. varianty.

Poznamka: Pokud jako kultivaéni nddoby pouzivame Petriho misky, michdme médium i s navdzkou agaru,
sterilizujeme médium v celém objemu a rozlévame do sterilnich misek v laminarnim boxu. Sklenéné Petriho
misky pfedem sterilizujeme v susarné nebo autoklavu, plastové misky jsou v uzavieném sacku sterilni, jsou

sterilizované y-zafenim pii vyrobeg.
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Tab. 1. SloZeni Zivnych médii

M-S (1962) B5 (1968) N (1969)
Anorganické soli /mg/1/ /mg/1/ /mg/1/
Makroelementy
KNO3 1900 2500 950
NHsNO3 1650 720
(NH4)2SO4 134 166
CaCl; .2 H.O 440 150
MgSO4 . 7 H20 370 250 185
KH2PO4 170 68
NaH>PO4 150
Zelezo:
NaEDTA 37,3 37,3 37,3
FeSO4 .7 H20O 27,8 27,8 27,8
Mikroelementy
MnSOyq . 4 H,O 22,3 10 25
H3BO3 6,2 3 10
ZnSOq4 . 7 H20 8,6 3 10
Na;MoOs . 2 H>O 0,25 0,25 0,25
CuSO 4.5 H0 0,025 0,025 0,025
CoClz. 6 H,O 0,025 0,025
KI 0,83 0,75
Organicka slozka
Vitaminy
inositol 100 100 100
kys. nikotinova 0,5 1 5
thiamin.HCI (B») 0,1 10 0,5
pyridoxin . HCI (Be) 0,5 0,5
glycin 2 2 2
kyselina listova 0,5
biotin 0,05
sacharosa 15 000-30 000
agar 7 000 7000 7 000
pH 5,7 5,7 5,8




