ЛПЗ 5

Тема: Особливості отримання  стерильних  апікальних меристем картоплі. 
Матеріали і устаткування: бульби картоплі різних сортів; біноку​лярна лупа або мікроскоп біологічний порівняльний; стерилізовані скальпелі, препарувальні голки, бритвочки, затиснуті в держаки; пробірки із стерильним поживним середовищем для культивування апікальних меристем картоплі; спиртівка; сірники; 96 %-й спирт у фарфоровому стаканчику.       

Пояснення. Під клональним мікророзмноженням рослин розуміють
безстатеве розмноження на штучних поживних середовищах в умовах in
vitro. Цей метод має такі переваги над звичайними способами вегетативного розмноження рослин:

1
- дуже великий коефіцієнт розмноження - у тисячі разів більший, ніж
за звичайного вегетативного розмноження (наприклад, з 1 рослини
суниці садової можна одержати в рік 1 млн. рослин і більше);
2
-  рослини  звільняються  від   вірусів  та   іншої  інфекції,  тобто
відбувається оздоровлення посадкового матеріалу;
3
- дозволяє розмножувати рослини цілорічно - поза залежністю сезону і погодних умов;
4
- можна розмножувати важкорозмножувані рослини, наприклад,
троянди, орхідеї;

5
- економляться виробничі площі теплиць, які займають під маточні
рослини;

6
- пробіркові рослини можна легко транспортувати  на будь-які
відстані;

         7 - меристеми зберігаються протягом тривалого часу з допомогою           кріометоду (зберігання в умовах глибокого заморожування в рідкому азоті при температурі. -196°С), що дає можливість створювати банк цінних    форм.

■ Існує декілька способів клонального мікророзмноження рослин:
а)   пригнічення   апікального   домінування   та   активація   пазушних
меристем   з    допомогою    цитокінінів,    доданих    до    поживного
середовища;

б)
 живцювання пагонів (в основі цього методу також лежить активація
пазушних   меристем,   але   за   рахунок   видалення   апекса-конуса
наростання з одним-двома примордіальними листочками);
в)
стимуляція утворення адвентивних пагонів і регенерація рослин з
калу су.


Клональне   мікророзмноження   досить   широко   застосовується   для багатьох культур, і особливо картоплі. У картоплярстві значного поширення набув  метод  апікальних  меристем.   Апікальна   меристема  -   це  конус верхівкових клітин, які найбільш активно діляться; являє зону клітин висотою   0,1   мм   (100   мікрометрів)   і   шириною   0,25   мм.   Культура ізольованих   апікальних  меристем   використовується  як  для   одержання  вільного    від    вірусів    посадкового    матеріалу    картоплі,    так    і   для  мікроклонального розмноження. Метод заснований на тому, що у напрямі до верхівки вміст вірусів зменшується. Апікальна меристема переважно цілком вільна від вірусів.
Оскільки власне  апікальну меристему  буває важко вичленити без пошкодження, часто її відділяють з 1-2 листковими примордіями (апекси висотою 100-250 мкм). Для підвищення ефективності оздоровлення картоплі застосовують поєднання методу верхівкової меристеми з термотерапією і хіміотерапією. Метод термотерапії заснований на тепловій обробці бульб картоплі, яка викликає інактивацію вірусів, а хіміотерапії - на обробці спеціальними хімічними речовинами, які є інгібіторами розвитку вірусів.
Вирощені з апікальних меристем безвірусні рослини картоплі можуть бути розмножені і висаджені в теплиці для одержання безвірусних бульб (міні-бульб). Для прискореного розмноження оздоровленого матеріалу використовують-також бульби, які утворилися на безвірусних рослинах в умовах in vitro (мікро бульби)
Хід  роботи
1. Наперед підготувати (на першому лабораторному занятті) і простери​лізувати в автоклаві при тиску 1 атм. протягом 20 хв. Модифіковане поживне середовище  М-С  для  культивування  апікальних  меристем картоплі (дод. табл. 13).
2. У декількох сортів картоплі проростити в темноті бульби (у термостаті при температурі 20-22°С) на нестерильних паростках під мікроскопом
(бінокулярною лупою) розглянути, як виглядає апікальна меристема у
картоплі.   Детально  відпрацювати технологію   вичленення  апікальної
меристеми.

3. Підготувати для вичленення меристеми ламінар-бокс. Простерилізувати приміщення і ламінар бактерицидними лампами.
4. Протерти спиртом робоче місце - стіл, бінокулярну лупу, внутрішні стінки ламінара і штативи з пробірками.
5. Робочі   інструменти  (пінцети,   скальпелі,   голки)   стерилізувати  перед кожним вичлененням, занурюючи в спирт і обпалюючи на спиртівці.
6. З термостата взяти пророщені бульби картоплі (різні сорти). Відрізати етильовані  паростки,  опустити в хімічний стакан і залити 0,1  %-м
розчином діациду на 3-5 хв. (або 1-6%-м розчином гіпохлориту кальцію
чи натрію, або 0,1 %-м розчином сулеми).

7. Вийняти паростки із стерилізуючого розчину і не менше 3 разів промити їх стерильною водою.
  8. Простерилізовані паростки помістити в стерильну чашку Петрі і додати декілька    крапель стерильної автоклавованої води для попередження
підсихання паростків. 

9. Помістити росток на предметний столик бінокулярного мікроскопа (лупи) і з допомогою препарувальної толки під мікроскопом з верхівки паростка видалити відкривні листочки, послідовно оголюючи бічні і верхівкові меристеми з примордіальними листочками.

10. Звичайною    голкою,    затиснутою   в    цанговий   тримач і вичленити меристему, яка кусочок містить кусочок рослинної тканини розміром 100-250 мікрометрів (0,1-0,25 мм) без листкових зачатків (примордіїв). Для вправного виділення меристеми потрібні відповідні навички, тому    технологію слід спочатку  добре освоїти на нестерильних паростках картоплі.

11. Вичленити  можна   як верхівкову,  так  і  бокові меристеми.  

Кожну          операцію проводити окремим простерилізованим інструментом.

12. Після вичленення меристему на кінчику голки перенести на поверхню

поживного середовища у пробірку. 

13. Обпалити пробірку, обпалити корок над полум'ям спиртівки, закрити

      пробірку корком над полум’ям спиртівки і поставити в штатив. 

14. Штатив з пробірками, в яких поміщені апікальні меристеми різних сортів       картоплі, закрити целофановим ковпаком для попередження підсихання середовищ і поставити у світлову кімнату.   

  15. Через 2, 3-4 тижні послідовно провести спостереження за розвитком
         рослин з меристем пагонів і замалювати етапи цього процесу.  16.Порівняти, як іде розвиток; рослин з меристем різних сортів     картоплі; зробити відповідні висновки.




