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mush mush - przygotowanie szalek z agarem

by mush mush
Praca z agarem

Co to jest agar?

Agar jest wielocukrem wystepujacym w komorkach niektorych czerwonych alg, pozyskuje sie go
przez ich gotowanie, a nastepnie oczyszcza.

Agar rozpuszczony w gotujacej wodzie i pozostawiony stygnieciu zamienia sie w zel (bardzo podobny
do zelatyny).

Mozna go kupi¢ pod réznymi postaciami, od postaci spozywczych do gotowych oczyszczonych kultur.
Stosowany jest gtéwnie w mikrobiologii oraz w przemysle spozywczym jako wegetarianski
odpowiednik zelatyny.

Dlaczego agar jest wazny?

Agar wykorzystywany jest jako srodek zelujacy pozywke. Dodajac sktadniki odzywcze (agar sam w
sobie nie zawiera sktadnikéw odzywczych) przygotowujemy podktad, na ktérym bedzie mozna
wyhodowac¢ grzybnie. Nie mozna go zastapi¢ zelatyna poniewaz po sterylizacji w autoklawie zelatyna
traci wlasciwosci zelujace.

Przygotowanie odzywki na podklad

Istnieje wiele dobrych sposobow, ale ten jest najprostszy.

MEA (Malt Extract Agar) stlodowy ekstrakt agaru
sktadniki:

- 20 gram jasnego stodowego ekstraktu

- 2 gramy drozdzy

- 15-20 gram agaru

- 1 litr wody

(mozna przygotowac mniejsza ilo$¢ stosujac proporcjonalnie mniejsze ilosci sktadnikow)

Suche sktadniki umieszcza sie w kolbie i zalewa woda. Ich ilos¢ nie powinna przekracza¢ 2/3
objetosci kolby, w przeciwnym wypadku czes¢ sktadnikow wykipi.

Kolbe nalezy zatka¢ kawatkiem nienasigkliwej bawelny, lub owing¢ folig aluminiowa.

Nastepnie kolby sterylizuje sie w szybkowarze w temperaturze 120°C przez 40 minut.

Tak przygotowane podtoze pozwoli wyhodowac grzybnie wiekszosci grzybéw saprofitycznych.
Inne czesto wykorzystywane formutly na przygotowanie odzywki to PDA (potato dextrose agar) i DFA
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(dog food agar).

Przygotowujac wtasne recepty miej na uwadze ze wiecej nie zawsze oznacza lepiej. Jesli w
podktadzie jest zbyt duzo sktadnikéw odzywczych grzybnia nie urosnie lub bedzie rosnac¢ bardzo
kiepsko wydzielajac przy tym zéttawe metabolity.

Napehianie szalek

Po wyjeciu kolb z szybkowaru lub z autoklawu temperatura agaru wynosi okoto 100°C. Podloze
bedzie ptynne dopodki temperatura nie spadnie ponizej 40°C. Agar nalezy pozostawi¢ aby ostygt
prawie do tej temperatury. Mala wskazoofka: Jesli przez dziesie¢ sekund mozesz utrzymac¢ w dioni
kolbe bez wyraznego dyskomfortu to znaczy ze temperatura jest wtasciwa. Nie pozwdl by ostygt za
bardzo poniewaz zgestnieje w kolbie. Lepiej napeinia¢ masa goretsza niz pozwoli¢ jej zgestniec.

Poniewaz szalki beda odkryte przez kilka sekund wazne jest by pracowa¢ w czystym pomieszczeniu.

Powierzchnia stotu, na ktérym pracujesz powinna byé przemyta alkoholem lub lizolem (OSTROZNIE!
SUBSTANCJE EATWOPALNE!). Szalki wyjmujemy z tuby w ktora sa zapakowane i uktadamy je w
stosy po dziesie¢ sztuk. Jesli pracujesz w pomieszczeniu, ktdre nie jest w 100% sterylne to musisz
dziata¢ najszybciej jak to mozliwe, chodzi o to aby ograniczy¢ wptyw zanieczyszczonego powietrza na
agar.

Wstrzasnij kolba by wymiesza¢ zawartosc i zdejmij z niej folie aluminiowa.

Zdejmij pokrywke ze spodniej szalki (faktycznie zdja¢ trzeba pokrywke i dziewie¢ ustawionych na
niej w stos szalek). Szybko wlej warstwe (3-5 mm) agaru i zakryj szalke pokrywka. Nastepnie szybko
unies pokrywke kolejnej szalki (wraz z oSmioma stojacymi na niej szalkami) i napetnij ja agarem.
Czynnosc¢ te nalezy powtdrzy¢ dziesiec¢ razy, czyli tyle ile szalek znajduje sie w stosie.

Poprzez odczekanie na ostygniecie agaru przed napeinianiem i poprzez ustawienie szalek w stos
minimalizuje sie skraplanie wody na pokrywkach. Mozna je zmniejszy¢ jeszcze bardziej stawiajac na
gornej szalce stosu kubek lub stoik z woda w temperaturze bliskiej wrzenia.

Jak tylko agar zgestnieje szalki sa gotowe do uzycia.

Przygotowanie probowek z agarem

Kultury grzybni przechowywane sa zazwyczaj w probéwkach. W czasie stygniecia agaru umieszcza
sie je pod skosem, robi sie to w celu zwiekszenia powierzchni na ktdérej bedzie rosta grzybnia.
Probowki przygotowuje sie troche inaczej niz szalki petriego, poniewaz od razu sterylizuje sie je z
agarem, w przeciwienstwie do szalek, ktdre najpierw sa sterylizowane a dopiero potem napelniane
plynnym agarem.

Najpierw odpowiednia ilo§¢ wody nalezy doprowadzi¢ prawie do wrzenia, nastepnie dodaje sie do
niej sktadniki i wstrzasa w celu doktadnego ich rozpuszczenia. Zanim agar zostanie wrzucony do
goracej wody trzeba wymieszaé¢ go z odrobina wody zimnej, w przeciwnym wypadku sie skawali.
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Ostroznie, dodanie agaru do wrzacej wody spowoduje jej intensywne pienienie i kipienie. Wrzacy
agar moze spowodowaé powazne oparzenia!
Agar powinien pogotowac sie przez kilka minut.

Tak przygotowanym ptynem napeiniamy probéwki po 5-6 ml do kazdej. Probéwki nalezy luzno
zakorkowac. Bardzo przydatny jest w tym momencie maty lejek i duza strzykawka. Probowki
sterylizujemy przez 25 minut w temperaturze 120°C.

Po wysterylizowaniu nalezy odstawi¢ je do ostygniecia. W czasie stygniecia probéwki trzeba
postawic¢ pod skosem tak aby agar utworzyt jak najwieksza powierzchnie czynna. Po zakrzepnieciu
agaru probowki sa gotowe do uzycia.

Zakladanie kultury z zarodnikow.
Aby zatozy¢ kulture grzybni potrzebujesz odcisk z zarodnikami i narzedzie ktére mozna
wysterylizowac - postuzy ono do przeniesienia zarodnikéw (skalpel lub co$ podobnego).

Przy pomocy skalpela zeskrobujemy zarodniki z odcisku i strzachujemy je na powierzchnie agaru.
Zanim wykorzystamy skalpel do kolejnego zaszczepienia nalezy go przesterylizowac.

Przewaznie w ciagu kilku dni na powierzchni agaru pojawia sie widoczne $lady rozwoju zarodnikdw,
ale czasem moze to zaja¢ nawet cztery tygodnie. Jesli zarodniki nie kietkuja moze okazac sie
koniecznym namoczenie ich w sterylnej wodzie przez 24 godziny, a dopiero potem naniesienie ich na
agar.

Jesli pojawi sie jakies zanieczyszczenie (plesn) mozna albo wyrzucic cata szalke albo przenies¢ czesé
zdrowej grzybni do nowej szalki. Aby unikna¢ rozprzestrzenienia zarodnikow plesni przenosiny takie
nalezy wykona¢ w pomieszczeniu, w ktérym powietrze jest prawie nieruchome.

Kietkujacy zarodnik formuje grzybnie zwana monokaryon, grzybnia ta sama w sobie nie jest zdolna
do owocowania. Kiedy grzybnie dwoch zarodnikéw potacza sie tworzy sie nowy rodzaj grzybni,
zdolnej do owocowania, dikaryon. Proces ten zachodzi automatycznie i jedna szalka z kietkujacymi
zarodnikami czesto zawiera dziesiatki takich potaczen. Szalka z kietkujacymi zarodnikami czesto
wyglada troche brudnawo, z monokaryonami i dikaryonami rywalizujacymi o sktadniki odzywcze.

Teraz mamy dwie mozliwosci: dziata¢ z ta mieszaning pododmian (kultura wielozarodnikowa) lub
wyodrebni¢ czysta pododmiane. Kazda pododmiana danego gatunku posiada wlasne cechy, ale
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generalnie, podobna jest do swoich rodzicow. Krétko méwiac, owocowanie z czystej pododmiany jest
bardziej ujednolicone i obfitsze niz z mieszaniny pododmian.

Aby wyodrebni¢ czysta pododmiane nalezy przenies¢ mate skrawki wyciete z agaru z
wielozarodnikowa kultura na Swieze podtoze. Przyrost z tych skrawkéw nadal bedzie wygladat
brudnawo ale niektdre sektory tadnie sie rozwing i beda wygladaly zdrowo. Te zdrowo wygladajace
sektory jeszcze raz przenosimy na nowa pozywke. Czynnosc te powtarzamy dopoki nowy przyrost nie
bedzie jednolity i nie podzielony na sektory. To wtasnie jest czysta pododmiana.

Kulture wielozarodnikowa mozna oczywiscie wykorzysta¢ do bezposredniego zaszczepienia
substratu. Czyste odmiany mozna wyizolowac z grzybow, ktore wyrosna z kultury wielozarodnikowe;j,
jako ze grzyb powstaje z wtokien grzybni tylko jednej pododmiany (nie mieszaniny).

Zakladanie kultury z owocu

Jak wczesniej wspomniano grzyb wyrasta z widkien grzybni jednej pododmiany dlatego jego tkanke
mozna wykorzysta¢ do zatozenia nowej kultury. Klonowanie grzyba, ktdry wyrost z czystej odmiany
wlasciwie nie przynosi korzysci. Klonowanie grzybéw jest przydatne gdy zaczynamy z kultura
wielozarodnikowa lub gdy klonujemy dzikie odmiany.

Chcemy wyizolowa¢ czysta linie poprzez konsekwentne izolowanie grzybni z najzdrowiej
wygladajacych grzybdw. Oszczedza to czas i daje pewnos¢ ze uzyskana odmiana rzeczywiscie jest ta
, ktora wykazuje tendencje do owocowania na wybranym substracie i w okreslonych warunkach
otoczenia.

Grzyby produkowane przez wiekszo$s¢ odmian sa wewnatrz sterylne. Praktyczny sposob na
wyizolowanie kawatka tkanki to rozciecie grzyba i wyciecie jej z jego sSrodka. Wyciety kawatek
grzyba kladziemy na agar. Nalezy zwréci¢ uwage aby ani skalpel ani wyciety kawalek nie dotknely
zewnetrznej czesci grzyba. Z pewnoscia wywota to zakazenie przenoszonej czesci.

Aby zwiekszy¢ szanse na powodzenie trzeba tak zaszczepi¢ co najmniej dziesie¢ szalek, uwazajac
przy tym aby nie przenies¢ zakazenia (przesterylizowac skalpel pomiedzy zabiegami).
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Przewaznie w ciagu kilku dni fragment obudzi sie do zycia. Stanie sie puszysty i zacznie zarastaé
powierzchnie agaru. Jesli widoczne sa zanieczyszczenia mozna sprobowac¢ odizolowac od nich
grzybnie.

Mimo ze to czysta (pod)odmiana to moga pojawic sie sektory, czesto zdrowe rejony mieszaja sie z
wygladajacymi jak baweina puszystymi czesciami. Powod tego nie jest znany. Niektore odmiany maja
wieksza od innych tendencje to wystepowania takiego zjawiska. W takim wypadku wtasciwa grzybnia
musi by¢ przenoszona na nowe szalki dopdki nie ustabilizuje sie w czysta kulture.

Owijanie szalek i probowek tasma

Aby unikna¢ utraty wilgoci i mozliwosci zakazenia, szalki i probowki owija sie tasma klejaca.
Owijajac tasme rozciggamy ja troche, aby lepiej skleita przykrywke z szalka. Tasma polietylenowa
pozwala na powolna wymiane gazu.

Przechowywanie kultur

Aby magazynowac kultury probéwki zaszczepiane sa matymi kawatkami agaru. Zatyczka probowki
zatkana jest luzno i owinieta tasma klejaca. Jak tylko agar zostanie w pelni skolonizowany probowki
umieszcza sie w loddwce gdzie moga by¢ przechowywane przez co najmniej rok. Madrze jest raz w
roku sprawdzac¢ zywotno$¢ kultur zaszczepiajac nimi kilku szalek.
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Inkubacja kultur

Rozwdj kultur powinien odbywac sie we wlasciwej temperaturze. Jesli temperatura bedzie za wysoka
grzybnia zacznie sie poci¢ i mie¢ obrzydliwy wyglad. Jesli temperatura bedzie za niska grzybnia
bedzie rosta wolno. Ogdlnie nizsza temperatura jest lepsza niz za wysoka.

Bardzo wazne jest takze zeby temperatura sie nie wahata, poniewaz powoduje to skraplanie wody na
pokrywkach szalek. Temperature nalezy utrzymywac na tym samym poziomie. Szalki inkubuje sie do
gory nogami, wiec nawet jesli skondensuje sie jakas woda to i tak nie zaszkodzi rozwojowi grzybni.

tlumaczenie: cjuchu




