ЛПЗ 3

Тема: Стерилізація при проведенні робіт з культурою ізольованих клітин і тканин.

Завдання: Набути навики із стерилізації посуду, живильного середовища, рослинного матеріалу.

Матеріали та обладнання для виконання завдання:

1. Різноманітний посуд

2. Розлите в посуд живильне середовище

3. Рослинний матеріал: насіння рослин, черешки, меристема

Стерилізація поживного середовища: тверді (агаризовані) і рідкі середовища автоклавують в пробірках, колбах або іншому скляному посуді. Час стерилізації залежить від об'єму середовища. Складові поживних середовищ, що розкладаються чи коагулюють під час автоклавування (амінокислоти та їх аналоги, ферменти, мутагени) стерилізують механічним методом - через бактерицидні фільтри. Скляні фільтри після використання промивають конценгрованою кислотою і кілька разів надлишком водопровідної і дистильованої води.

Режим автоклавування живильних середовищ

	Об'єм середовища,

мл
	Час стерилізації

(121 °С. 1 атм), хв

	20-50
	15

	75
	20

	150-500
	25

	1000
	30

	2000
	40


Стерилізація рослинного матеріалу: одержання стерильного рослинного матеріалу — складне завдання, тому що необхідно нейтралізувати мікрофлору, і не пошкодити рослинну тканину. Для цього використовують різні стерилізуючи речовини, які не проникають у тканину і легко змиваються водою. Враховуючи те, що у природних умовах на поверхні рослин знаходиться велика кількість грибів, їх спор, бактерій, рослинний матеріал занурюють в 70% етиловий спирт: насіння на 2-3 хвилини, меристеми листя на 0,5-1 хвилину. Для підвищення стерилізуючого ефекту в розчини необхідно додавати незначну кількість емульгатору твін-80 або твін-200 (1 крапля на 100 мл розчину).

Час стерилізації визначається експериментально і залежить від вибраної стерилізуючої речовини та об'єкту, який ми стерилізуємо. Щоб видалити із тканин стерилізуючу речовину, промивку експланту проводять чотири рази з періодом експозиції 15 хвилин. При порушенні режиму відбувається отруєння культури, що призводить до заторможення ростових процесів або повної загибелі рослин

У випадку значного зараження матеріалу при введенні в стерильну культуру необхідно застосувати антибіотики. їх розчини стерилізують через мембрані фільтри. Найбільш ефективним є клафоран. Для цього матеріал, який простерилізовано та відмито занурюють на 3 години у водний розчин клафорану (500 мг/л), а потім висаджують на агаризоване поживне середовище, яке містить 500 мг/л клафорану і 50 мг/л канаміцину.

Перед відкриванням колби чи пробірки з поживним середовищем їх обтирають ватою, змоченою в спирті, горловину обпалюють над полум'ям спиртівки.

Проводячи посадку експлантів, колбу треба тримати під кутом поблизу полум'я спиртівки. Після посадки ковпачок із фольги або ватну пробку обпалюють і швидко закривають ним колбу чи пробірку.

Розрізання рослин зручно проводити в чашках Петрі, на стерильних салфетках із фільтрувального паперу.

Стерилізація різних видів вихідною рослинного матеріалу
	Об'єкти
	Тривалість стерилізації, хв.

	
	Діацид 0,1 %
	Сулема 0,1 %
	Гіпохлорати Ca, Na %
	н2о2 13-20 %

	Насіння сухе
	15-20
	10-15
	15-20
	12-15

	Насіння набухле
	6-10
	6-8
	10-15
	6-8

	Тканини м'ясистих коренів, бульб
	20-30
	15-25
	15-20
	-

	Тканини стебла
	20-40
	20-25
	20-25
	-

	Листки
	1-3
	0,5-3
	3-6
	3-5

	Апекси
	1-10
	0,5 -7
	3-15
	2-7


Контрольні питання: 

1.Які є особливості стерилізації посуду?

2.В чому складність стерилізації живильного середовища?

3.Які зміни відбуваються з біологічно активними речовинами при стерилізації?

4.На які етапи ділиться процес стерилізації рослинного матеріалу?  

