DATUM:
JMENO:

TEMA: Kultury nizsich rostlin (kultivace dfevokaznych hub)

Metoda in vitro kultivace je pouzitelnd i pro mnozeni, skladovani a distribuci kultur
niz$ich rostlin. Pfikladem jsou ¢isté kultury mycelia dievokaznych hub Pleurotus ostreatus a
Lentinus tigrinus, které jsou pozistatkem dfivéjSich rozsdhlych experimentd katedry
fyziologie a anatomie rostlin Pi.f. MU v Brn¢. Kultury pouzivdme jednak jako ptiklad
udrzovani materialu v minimalnim rastu, jednak jako ukazku typu kultivace suspenzni kultury
v tekutém médiu pfi piipraveé inokula.

Dievokazné houby maji mnohem mensi naroky na slozeni kultivatniho média ve
srovnani s rostlinnymi explantdty. Houby jako heterotrofni organismy vSak vyzaduji
v substratu organické slouceniny uhliku. Univerzalnim, jednoduchym a osvéd¢enym médiem
je maltézovy (sladovy) agar, nebo celul6zovy substrat nasyceny pro rychlejsi rist mycelia 3%
sladovych roztokem.

MATERIAL:  kultura mycelia dievokaznych hub Pleurotus ostreatus a Lentinus tigrinus
MEDIUM 3% agar s piidavkem 3% sladového vytazku naSikmeny ve zkumavkach
a v Petriho miskach, 3% sladovy roztok v EM a varnych baiikach.

PosTtUP:
A. UdrZovani stalé kultury hub. Pfeockovani izolovaného mycelia
1. Pfiprav sterilni ndstroje a zkumavky s ¢erstvym agar-sladovym médiem.
2. Pfenes kultury mycelia hub z lednicky do sterilniho laminarniho flowboxu
3. Kultiva¢ni naddoby otevii a ozehni hrdlo zkumavky plamenem.
4. Sterilni ockovaci klickou nebo skalpelem odeber segment mycelia a sterilné jej pfenes

do stiedu plochy agar-sladového média nasikmeného ve zkumavce.

e

Opatrné ozehni hrdlo oteviené zkumavky, uzavii a popis.
6. Kultivyj ¢istou kulturu mycelia na Sikmém agar-sladu (tma, 4°C), pteockovani staci

provadét 1x rocné.

B.  Priprava inokulacni suspenze mycelia difevokaznych hub

1. Pfiprav sterilni nastroje a Petriho misky s Cerstvym agar-sladovym médiem.
Ptenes kultury mycelia hub z lednicky do sterilniho lamindrniho flowboxu

Kultiva¢ni nadoby otevii a oZzehni hrdlo zkumavky plamenem.
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Sterilni ockovaci klickou nebo skalpelem odeber segment mycelia a steriln€ jej prenes
do stfedu plochy agar-sladového média v Petriho misce.
5. Opatrné ozehni hrdlo oteviené zkumavky a uzavfi ji, popi§ naockovanou Petriho

misku.
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Kultivuj ¢istou kulturu mycelia v Petriho misce v termostatu (tma, 25°C).

Po dostate¢ném ndrstu 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
pfiméfenou vrstvu na povrchu sklenénych perel (Pokud je vrstva mycelia piili$ tenka,
je rychlost rastu 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 rozttepej prudkymi pohyby banky tak, aby doslo kjeho
segmentovani na malé ¢asti.

Suspenzi sladového roztoku se segmenty mycelia pielij opatrné bez sklenénych perel
do varné banky s Cerstvym sladovym roztokem. Ozehni hrdlo varné banky a uzavii
alobalem.

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

Takova inokulaéni suspenze se pak mize pouzit pro naockovani substratu, na kterém
chceme vypéstovat plodnice. Lze pouzit naptiklad slamu nebo vietena palic kukufice.
Pro urychleni ristu mycelia je mozné takové substraty nasytit sladovym roztokem. Po
dostate¢ném narGistu mycelia se mize indukovat tvorba plodnic umélym chladovym

Sokem nebo nac¢asovanim kultury do podzimniho obdobi.

HODNOCENT{

V prubéhu kultivace kontroluj kontaminace kultur.

Srovnej rychlost riistu mycelia obou kultur pfi rtizné teploté kultivace.
Vsimni si morfologickych rozdili mycelia obou kultur.
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