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Лекція 3
Мікроклональне розмноження рослин
План

1. Основні етапи мікроклонального розмноження рослин та оптимізація процесів на кожному етапі. 

2. Одержання безвірусного посадкового матеріалу. 

3. Прискорене мікроклональне розмноження. 

4. Культура апікальних меристем для одержання вільного від патогенів посадкового матеріалу. 

5. Оздоровлення рослин.
1.Мікроклональне розмноження рослин. Результати практичної діяльності селекціонерів виливаються у нові створені сорти. Для того, щоб вони були занесені в державний Реєстр сортів рослин України, необхідний переважаючий, порівняно з існуючими сортами, прояв у них агрономічних ознак. Для більш повного використання біологічного потенціалу нових сортів потрібно якнайшвидше  поширення їх у виробництві. Адже, не лише в недалекому майбутньому будуть створені нові сорти з вищим вираженням господарських ознак, але й нові, занесені до Реєстру, з часом частково або у великій мірі втрачають свої цінні властивості. Це стосується навіть культур, які розмножуються вегетативно.

Вирішення проблеми швидкого розмноження нових сортів стало можливим з використанням біотехнології, зокрема мікроклонального розмноження рослин. Цей напрямок дослідження вважається досить повно вивчений і широко використаний у виробництві. Навіть введений спеціальний термін біотехнологія в насінництві. Проте, і  останнім часом при розмноженні рослин з використанням біотехнологічних методів запропоновано ряд нових підходів.

Клітини в складі тканин виконують певні вузько спеціалізовані функції, а тому реалізація їхньої тотипотентності не відбувається. Вона подавляється факторами і умовами, які мають місце у материнської рослини. Водночас, при виділенні однієї або групи рослинних клітин у них здатність регенерувати у цілі рослини проявляється.

У відносно новій книзі Калініна Ф.М. та інших вказується, що мікроклональне розмноження – це безстатеве вегетативне  розмноження, при якому зберігається генетична однорідність садивного матеріалу. Незважаючи на 1992 рік видання книги остання складова визначення, а саме, що при мікроклональному розмноженні зберігається генетична однорідність матеріалу окремими дослідниками з позиції отримання вихідного матеріалу  береться під сумнів.

Цінність методу у можливості розмноження видів рослин, які важко піддаються цьому, поширенні видів, що знаходяться в поодиноких екземплярах, при розмноженні стерильних генотипів, збереженні оптимального поєднання спадкових факторів і, безумовно, при використанні для задоволення практичних потреб у швидкому розмноженні сортів, цінних форм, видів тощо.

Іншим цінним напрямком використання біотехнології в насінництві є можливість звільнення,  матеріалу який вирощується від  різних хвороб, особливо вірусних.

З використанням методу вдається перервати спокій рослин і проводити розмноження впродовж цілого року, що, безумовно, надзвичайно позитивно відбивається на коефіцієнті розмноження.  

Залежно від клітин, тканин, які використовуються для мікроклонального розмноження можна отримати різний матеріал. Наприклад, клітини, тканини, які активно діляться обумовлюють утворення калюсу з наступною диференціацією  в процесі ембріогенезу (формуються ембріоїди ). Якщо для мікроклонального розмноження використовуються недиференційовані клітини, тканини, то відбувається процес дедиференціації .

Враховуючи біологічні особливості видів рослин для кожного з них відпрацьовуються конкретні методики розмноження для досягання оптимальних умов їх вирощування. Крім цього, важливу роль відіграють особливості експланта і проходження основних процесів, які обумовлюють отримання регенеранта і садивного матеріалу.

2. Методика і техніка мікроклонального розмноження рослин. Зупинимося на загальних положеннях методики і техніки мікроклонального  розмноження рослин. Перш за все тканини, які використовуватимуться для культивування повинні бути асептично ізольованими і розміщені у сприятливих умовах для органогенезу . Останньому сприяють склад живильного середовища, концентрація фітогормонів , оптимальні умови освітлення, температури, вологості.

На всіх етапах клонального розмноження рослин необхідно дотримуватися строгої стерильності. І навіть при цьому через різні причини частина матеріалу буває інфікованою, тобто підлягає бракуванню, а це значить, що роботи, виконані до цього етапу є безрезультатними. Основні роботи виконуються в таких кімнатах: для миття посуду, стерилізації середовища, посуду, матеріалів, приготування живильних середовищ, стерильної кімнати для виділення і пересадок тканин, культуральної кімнати та лабораторного приміщення. 

Основні підготовчі роботи виконуються в кімнаті для миття посуду. Для цього необхідні глибокі раковини з кислотостійкого матеріалу, гаряча і холодна вода, стелажі для просушування  посуди, шафи для її зберігання. Тут же встановлюють апарати для дистиляції води, а при потребі і бідистилятори.

Для приготування середовищ необхідно мати велику кількість різних ваг, pH – метр. В цьому приміщені повинно бути достатньо шаф, полок для зберігання хімічних реактивів посуди. Потрібен також холодильник для зберігання фітогормонів, концентрованих розчинів поживних речовин, електричні плитки, водяні бані, магнітні мішалки.

В кімнаті для стерилізації встановлюються автоклави, сушильні шафи. В наступному особлива стерильність дотримується в кімнаті, де підготовлюють матеріал для садіння і відбувається контакт його і живильного середовища. Асептичність може бути досягнута лише при виконанні комплексу робіт. По-перше, це стосується самої кімнати, яка стерилізується бактерицидними лампами впродовж ночі, але з розрахунку початку роботи в ній не раніше ніж через 2-3 години після виключення ламп. Впродовж години при тиску 2 атм. автоклавується також одежа, яка одівається поверху звичайної. Стерилізація додаткового матеріалу: вата, марля, фільтрувальний та інший папір, інструменти стерилізують в автоклаві 1 год. При тиску 2 атм. З цією метою можна також використовувати сушильні шафи. Для виділення меристеми тощо використовуються бінокулярні мікроскопи. Столи повинні мати легко миючу поверхню. Кожен день в цій кімнаті проводиться вологе прибирання.

Культиваційна кімната повинна бути обладнана відповідними стелажами з лампами, звичайно, денного світла, які виділяють менше тепла ніж накалювання.

Враховуючи, що посуд, інші матеріали використовують багато разів вони можуть бути джерелами інфекції. А тому, посуд тощо спочатку ретельно звільняється від решток попереднього використання, замочується на 4-6 год. В хром піку (розчин двохромовокислого калію в концентрованій сірчаній кислоті). Після цього посуд декілька разів промивають теплою водопровідною водою і ополіскують дистильованою. Новий посуд рекомендується простерилізувати з дистильованою водою впродовж 20-30 хв. при 1,5-2 атм. Вимитий посуд стерилізують в сушильній шафі при температурі 170-180 градусів впродовж 1-2 год.

У великій мірі успіх клонального мікророзмноження залежить від складу живильного середовища. Мінеральні солі ділять на макро і мікро. До перших відносять - N, P, K, Ca, Mg, а останніх - B, Mn, Zn, Cu, Co.Крім цього до складу середовищ входять амінокислоти, вітаміни, регулятори росту, добавки. У зв'язку з гетеротрофним харчуванням культивованих тканих, необхідна присутність вуглеводів.

Стосовно мінеральних компонентів склад середовища регулюється їхньою кількістю, концентрацією, співвідношенням. Азот обумовлює морфогенетичні можливості тканин.  Значну роль відіграє форма азоту нітратна або амонійна.

З амінокислот найчастіше використовується гліцин або гідролізат казеїна.  Для регуляції ростових процесів в середовища добавляють регулятори росту : ауксини, цитокініни, гібереліни. Встановлені особливі реакції не лише виду рослин, а навіть сортів на співвідношення регуляторів росту.  

З ауксинів найчастіше використовують   β- індолілоцтову кислоту з умістом 1-30 мг/л,   α-нафтілоцтову кислоту в концентрації 0,1-2 мг/л, 2,4-дихлорфеноксиоцтову кислоту – 1-10 мг/л. Остання для індукції калюсоутворення більш активна.

3.Типи і методи мікроклонального розмноження на прикладі картоплі.

Типи мікрокронального розмноження відрізняють за відмінностями одержання рослин in vitro. 1. Рослини утворюються внаслідок активації існуючих в  інтактній  рослині меристем (апекса, стебла, пазушних і сплячих         бруньок стебла), тобто шляхом прямого морфогенезу. Такі рослини генетично ідентичні. 2. Рослини утворюються в результаті індукції виникнення бруньок або ембріоїдів (зародкоподібна структура, яка виникла шляхом соматичного ембріогенезу) із спеціалізованих і каллюсних клітин, яким властива генетична мінливість. Застосовується для рослин, калюс яких характеризується генетичною стабільністю.

Використовуються два основних методи клонального мікророзмноження in vitro: живцювання і отримання мікробульб. Живцювання зводиться до розрізання пробіркових рослин на частини (окремі живці). Кожен включає частину стебла з одним листочком і   бруньку. Їх садять на нове середовище на глибину міжвузля. Через 18-22 дні відростають і використовуються для: повторного живцювання, одержання мікро- і мінібульб, розсади.

2. Отримання мікробульб in vitro.  Переваги отримання мінібульб (0,8-1,8см у діаметрі) у:1. можливості накопичення їх впродовж тривалого часу (до року). 2.  У менших змін у рослин з мікробульб стосовно морфології і спадковості порівняно з пробірковими рослинами. 3. У економії культиваційних площ. 4. У економії матеріалів, сировини, енергетики. 5. У зручності зберігання. 6. У зручності транспортування і садіння. У деяких країнах (Великобританія, Франція, Данія, Тайвань...) їх виробляється стільки, що вистачає для використання як базового матеріалу в первинному насінництві. В культурі in vitro можна отримувати мікробульби. В різних країнах клас бульб з пробірки значно різниться за масою: мікробульби 124-230мг, а мінібульби 0,4-5,4 г.

Важливими компонентами живильного середовища для одержання мікро і мінібульб є високий рівень мінерального і вуглеводного живлення, а також регульований фотоперіод. Уміст цукрози повинен бути 4-8% залежно від біологічних особливостей сортів , а для  пробіркових рослин 1-2%. Впродовж перших 10-15 діб 16-год. фотоперіод, а потім 35-45 діб короткоденний 4-10 год. Відпрацюований метод отримання темнових мікробульб (при короткому освітленні або без нього).
