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Příprava vybraných pevných agarových půd a živných roztoků
Sladinový agar 2°SL

Komplexní médium obsahující všechny živiny a minerální prvky, ale ne v přesně definovaném množství. Je výhodné pro růst většiny saprotrofních vláknitých hub i některých kvasinek a lze jej připravit poměrně snadno z pivovarnické sladiny. Obdoba (malt extrakt agar, MEA) se připravuje ze sušené sladiny.
Příprava:

· koncentrovaná pivovarnická sladina (koncentrace cukrů se pohybuje  řadově v procentech se přidává do odměrného válce s destilovanou vodou dokud nedosáhne obsah sacharózy požadovaného stupně (měřeno hustoměrem)
· nejčastěji se používá koncentrace 2-8° (stupně odpovídají procentuálnímu obsahu sacharózy)
· za stálého míchání magnetickým míchátkem se přisype agar v koncentraci 18-20 g/dm3 a zahřívá na plotýnce
· poté, co se roztok přivede do varu (zprůhlední), rozlije do menších baněk, hrdlo obalí dvěmi vrstvami alobalu a dá sterilizovat v autoklávu
· ekvivalentní a rychlejší způsob spočívá v přimíchání agaru za studena, pečlivému rozmíchání suspenze a rozlití do baněk; po sterilizaci je ale potřeba ihned protřepat, jinak agar klesne ke dnu.
Sladinový agar s ABTS (2°SL+ABTS)

Do sladinového agar je možné přidat některé sloučeniny, které mají inhibiční účinek pro určitou skupinu organizmů. Mezi takové látky patří antibiotika (Streptomycin, Penicilin, Chloramphenikol) potlačující růst bakterií a látky zaměřené proti jiným skupinám hub, např. benomyl, který potlačuje růst askomycetů a bazidiomycetům vadí minimálně. 
Dále je možné přidat do média látky, které mají určitou detekční úlohu. Mezi ně patří například indikátory pH (bromkrezolový purpur). 
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Jednou z detekčních látek je i ABTS (2,2'-azino-bis(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonát, viz obr.). ABTS se využívá při detekci aktivity peroxidáz a lakáz. Pokud daná houba produkuje některý z těchto enzymů, barví původně bezbarvé médium do zelena, což je výsledný produkt přeměny ABTS za přítomnosti peroxidu vodíku. 
Příprava:
ABTS je možné dodat do média před sterilizací v koncentraci 0,1 – 0,25 g/dm3. Je ale možné přidat je i do již hotového média. V tom případě se požadované množství ABTS rozpustí v malém množství destilované vody a roztok se přefiltruje přes filtr 0,2μm do ještě tekutého média před nalitím do Petriho misek. 
Andersenovo médium (AM)
Jedná se o komplexní médium s přesně definovaným složením biogenních i minerálních prvků. Médií tohoto typu je celá řada, ale toto konkrétní vychází z práce Anderson & al. (1999). Jako zdroj uhlíku slouží glukóza, zdrojem dusíku mohou být ionty NO3, NH4, nebo organické látky jako glutamin (Gln, aminokyselina) a hovězí sérový albumin (BSA, protein krevního séra). V práci Anderson & al. (1999) bylo prokázáno, že několik desítek testovaných kmenů mykorhizní houby Pisolithus tinctorius vykazovalo výrazné rozdíly ve schopnosti růst na daných zdrojích dusíku. Podobné výsledky se dají očekávat i u rozdílných kmenů saprotrofních hub.
Složení minerálních živin na 1 dm3:
KH2PO4 
300 mg

MgSO4 .7H2O 
140 mg

CaCl2
 50 mg

NaCl
 25 mg
ZnSO4
   3 mg

thiamin 
0,133 mg

EDTA Fe
 12,5 mg

Médium se upraví na pH 5-5,5 před přidáním EDTA a následně se sterilizuje v autoklávu. 
Obsah glukózy a dusíku se dopočítá s ohledem na výsledný poměr C:N. Tento poměr by měl odpovídat poměru v půdě/opadu. Pro C:N poměr v hodnotě 39:1 (přibližná hodnota pro jehličnatý opad) se přidává (na 1 dm3):

(NH4)2HPO4 
504,7 mg

Ca(NO3)2 .4H2O 
898,3 mg
a k nim glukóza 
10,33 g

glutamin
552 mg

a k němu glukóza
9,77 g
BSA
662,5 mg
a k němu glukóza
9,03 g
Zdroje dusíku se přidávají až po sterilizaci média.  Roztoky s požadovanou koncentrací se přefiltrují přes 0,2 μm filtry do média. 
Spruce Extrakt Agar (agar ze smrkového jehličí, SPEA)
Komplexní, ale živinami chudé médium, které se připravuje z přírodního materiálu, nejčastěji bez dodaných živin. Obdobné ostatním médiím, které nemají definované chemické složení, ale obsahují všechny látky z daného substrátu (včetně sekundárních metabolitů, obtížně rozložitelných nebo toxických látek). Lze tedy předpokládat, že daná houba bude na tomto médiu exprimovat stejné enzymy, jako na svém přirozeném substrátu. 
Příprava:
· 15-20 g smrkových jehlic (lze použít i pro jakékoliv jiné jehlice, např. borovice, pak se ale musí agar přejmenovat () se nechá 24 hodin louhovat v cca 0,5 dm3 destilované vody 
· po vylouhování se suspenze 1) přefiltruje nebo 2) přelije přes gázu nebo 3) rovnou doplní objem na 1 dm3 podle toho, jestli chceme získat pouze výluh z jehlic, nebo i drobnější detrit a nebo i s jehlicemi (zdroj celulózy a ligninu)
· možné je roztok přefiltrovat a poté dodat jehlice v žádané hmotnosti (vlhká hmotnost)

· suspenze se nechá zahřívat za stálého míchání a přidá se agar v koncentraci 18-20 g.dm3, případně lze nasypat agar, rozmíchat za studena a pak dát sterilizovat (viz sladinový agar).
Živná média pro kultivace
V případě submerzní kultivace hub v roztoku je možné využít se výše uvedené návody na přípravu pevných agarových půd. Liší se pouze v několika bodech. V prvé řadě se do roztoků nepřidává agar, namíchané roztoky zůstávají tekuté. Není vhodné připravovat suspenze, protože při submerzní kultivaci jsou kultivační nádoby třepány a mycelium by tudíž mělo problémy si např. jehlici „chytit“ (v případě SPEA). Třepání je nutné kvůli přísunu živin a kvůli kyslíku, jinak mycelium klesne na dno, kde si vyčerpá kyslík a to negativně ovlivní jeho růst (pokud ovšem není cílem pokusu stanovit, jak roste mycelium při snížené koncentraci [image: image2.emf]O2). 
Vhodné nádoby pro submerzní kultivaci jsou různé kultivační nebo fermentační skleněné nebo plastové baňky a specielní systémy (viz obr. vpravo). 
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Nejčastěji se ale používají baňky vhodné do třepaček, tj. Erlenmayerovy baňky (viz obr. vlevo). Uzavírají se zátkami z buničiny nebo molitanu, které zajistí průchod vzduchu, ale nedovolí vstupu kontaminaci.
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