ЛПЗ 6

Тема: Вивчення особливостей застосування живильного середовища для культури in vitro.
Мета: Навчитися, залежно від особливостей сільськогосподарських культур, визначати склад штучних живильних середовищ.

Завдання: Визначитися із компонентами живильного середовища, провести їх підбір з урахуванням біологічної специфіки культур.

Матеріали для виконання:

Прописи живильних середовищ залежно від біологічних особливостей сільськогосподарських культур.

Матеріали і устаткування: стакани хімічні на 1 л (4 шт.), колби з притертими корками для зберігання маточних розчинів (на 1 л - 3 шт., на 100 мл - 1 шт.), пляшечки з-під пеніциліну (10 шт.), мірні піпетки на 10, 5 і 1 мл, вага технічна, вага електронна торзійна або аналітична, електроплитка, набір хімічних реактивів (дод. табл. 1), сахароза, агар-агар, ватні корки.

Пояснення. Поживні середовища для культивування ізольованих клітин і тканин повинні містити всі необхідні рослинам макроелементи: азот, фосфор, калій, сірку, магній, залізо; мікроелементи: бор, цинк, мідь, кобальт, марганець, йод, молібден, а також вітаміни, вуглеводи, фітогормони. Деякі поживні середовища містять гідролізат казеїну, певні амінокислоти. Крім того, до складу поживних середовищ входить ЕДТА (етилендиамінтетраоцтова кислота) або її натрієва сіль, які поліпшують доступність заліза для клітин у широких межах рН.

Вуглеводи є не замінними компонентами поживних середовищ для культивування ізольованих клітин і тканин, тому що в більшості випадків останні не здатні до автотрофного живлення. Тому, частіше як джерело вуглеводів використовують сахарозу або глюкозу в концентраціях 20-40 г/л. Поліцукри, як правило, не використовують як джерело вуглецевого живлення, але, оскільки деякі тканини, наприклад пухлинні, містять активні гідролітичні ферменти (амілаза та ін.), вони можуть рости на середовищах з розчинним крохмалем.

Фітогормони (регулятори росту) необхідні для де диференціювання клітин та індукції клітинних поділів. Тому для одержання калусних тканин до складу поживних середовищ повинні обов'язково входити ауксини, які викликають клітинне дедиференціювання і цитокініни, які індукують поділ дедиференційованих клітин (дод. табл. 4 і 5). Для індукції стеблового морфогенезу вміст ауксинів може бути знижений або вони можуть бути повністю виключені. На середовищах без гормонів ростуть пухлинні і "звиклі" тканини. Автономність стосовно двох гормонів або одного з них пов'язана зі здатністю цих клітин продукувати гормони.

Як джерело ауксинів у поживних середовищах використовують 2,4 - дихлорфеноксиоцтову кислоту (2,4-Д), індолілоцтову кислоту (ІОК), а - нафтилоцтову кислоту (НОК). Найчастіше застосовують 2,4 Д, тому що І (Ж майже в 30 разів менш активна, ніж 2,4 Д. Для індукції калусу переважно необхідні високі концентрації ауксинів (частіше це 2,4-Д), при наступних пересадках (пасажуванні) їх зменшують.

Як джерело цитокінінів у штучних поживних середовищах використовують кінетин, 6-бензиламінопурин (6-БАП), зеатин (0,001 - 10,0 мг/л).6-БАП і зеатин порівнянно з кінетином активніші щодо підтримки росту ізольованих тканин та індукції органогенезу. До складу деяких поживних середовищ входить аденін.

Крім ауксинів і цитокінінів, окремі поживні середовища містять гібберелову кислоту (ГК3). Присутність гібберелової кислоти в середовищі не с обов'язковою, але в деяких випадках вона стимулює ріст ізольованої тканини.

Для індукції первинного калусу і рідше для підтримання його росту до поживного середовища іноді додають рослинні екстракти або соки. Най​більшу здатність активізувати ріст має кокосове молоко - рідкий ендосперм кокосового горіха.

Для приготування твердих поживних середовищ використовують агар-агар. Це полісахарид, який одержують з морських водоростей. Агар-агар потрібно попередньо добре промити від різних домішок. Найменшу кількість небажаних домішок містить бактеріальний агар зарубіжного виробництва "Bacto-Agar,, (фірма США). Такий агар можна використовувати для приготування поживних середовищ без попереднього промивання. Переважно для одержання твердого поживного середовища до нього додають 0,3 - 0,7% агару.

З метою економії часу розчини макросолей, мікросолей, вітамінів і фітогормонів готують концентрованими, що дозволяє багаторазово їх використовувати. Концентрація розчинів макросолей повинна бути більшою в 10-20 разів, мікросолей - 100-1000 разів, вітамінів - у 1000 разів.
Концентровані (маточні) розчини зберігають у холодильнику, причому вітаміни потрібно зберігати при мінусовій температурі (у морозильній камері).

Для культивування клітин, тканин і органів тих чи інших рослин використовують поживні середовища різного складу. Найбільш широко використовуються середовища Мурасиге-Скуга (М-С), Уайта, Гамборга (В). Склад цих середовищ подано у додатках (табл. 1, 2, 3).

Хід роботи

Приготувати поживне середовище Мурасиге-Скуга (М-С), яке буде використовуватися для виконання наступних лабораторних робіт. Склад поживного середовища наведений у додатках (табл. 1). Спочатку слід приготувати маточні (концентровані) розчини макросолей, мікросолей і вітамінів, а після цього - робоче поживне середовище. Кількість солей, необхідних для приготування маточних розчинів поживного середовища Мурасиге-Скуга, а також кількість маточного розчину, яку необхідно взяти для приготування робочого поживного середовища, наведено у таблиці.

Розрахунки для приготування маточних розчинів 

поживного середовища Мурасиге - Скуга (М-С)

	Компонент
	Наважка, г
	Температура
зберігання
	Кількість маточного
розчину для приготування 1л середовища, мл

	Макросолі, г на 1л маточного розчину

	КNO3
	38
	4°С
	50

	МН4 NO3
	33
	4°С
	50

	кн2ро4
	3,4
	4°С
	50

	MgSO4•7Н20 або
	7,4
	4°С
	50

	MgSO4 безводний
	3,6
	4°С
	50

	СаС1•2Н20 або
	13,8
	4°С
	5

	СаС12 безводний
	8,8
	4°С
	5

	Fe - хелат, мг на 100 мл маточного розчину

	Fe2SO4 • 7Н20
	557
	4°С
	5

	Na2 ЕДТА • 2Н20
	745
	4°С
	5

	Мікросолі, мг на 100 мл маточного розчину

	Н3ВО3
	620
	4°С
	1

	МnSO4 • 4Н20
	2230
	4°С
	1

	ZnSO4 • 7Н20
	860
	4°С
	1

	KJ
	83
	4°С
	1

	Na2МоO4 • 2Н20
	25
	4°С
	1

	СоС12 • 6Н20
	2,5
	4°С
	1

	СuSO4 • 5Н20
	2,5
	4°С
	1

	Органічні компоненти, мг на 10 мл маточного розчину

	Мезо-інозит
	1000
	- 20°С
	1

	Нікотинова к-та
	5
	- 20°С
	1

	Піридоксин НС1
	5
	- 20°С
	1

	Тіамін НС1
	5
	- 20°С
	1

	Гліцин
	20
	- 20°С
	1

	Сахароза
	-
	кімнатна
	30г/л

	Агар
	-
	кімнатна
	7 г/л


а) Послідовність приготування маточних розчинів макро-, мікросолей і вітамінів

1. Виготовити згідно з прописом розчин NН4NО3, КN03, КН2Р04, МgSO4-7Н20. Кожну сіль розчинити в окремому хімічному стакані при нагріванні (крім МgSO4*7Н20), а потім злити разом і об'єм довести до 1л. Розчин МgSO4-7Н20 вливають останнім без нагрівання, причому в охолоджену суміш, що попереджує: випадання осаду.
2. Виготовити згідно з прописом розчин СаСІ2.
3. Виготовити згідно з прописом розчин хелату заліза (розчин FеSO4 і Na2ЕДТА, який потрібний для утворення хелату заліза, слід нагріти до кипіння).

4. Виготовити згідно з прописом розчин мікроелементів.

5. Одержані розчини макро- і мікроелементів злити окремо в скляні посудини з притертою пробкою, наклеїти етикетку і помістити в холодильник. Хелат заліза зберігати в окремій посудині з темного скла.

6. Виготовити згідно з прописом концентровані розчини вітамінів. Для їх приготування беруть 10-разові наважки і розчиняють кожен вітамін окремо в 10 мл води. При цьому 1 мл цього розчину містить порцію вітаміну, необхідну для приготування 1 л робочого розчину за прописом
Мурасиге-Скуга. Зберігають розчин у пляшечках-флакончиках з-під пеніциліну в замороженому стані.

Виготовити розчини фітогормонів. Взяти 100 мг речовини ауксинів (2,4-Д, ЮК, НОК) і розчинити в 0,5-2 мл етанолу; цитокініни (кінетин, зеатин, БАП) розчинити в невеликій кількості 0,5 NaОН або КОН, абсцизову кислоту (АБК) - у 70 %-му етанолі. Потім розчини підігрівають (крім
АБК) і заливають водою до об'єму 100 мл (І мл містить 1 мг гормону). У холодильнику їх можна зберігати за температури + 4°С, але не більше одного місяця.

На основі маточних розчинів готують поживне середовище м-С, яке буде   використовуватись   на   наступних   заняттях   для   одержання і культивування калусних тканин, культивування апікальних меристем картоплі, суниці і т.д.

б) Послідовність приготування робочих розчинів (робочого поживного середовища) об'ємом 1 л

1. У хімічний стакан об'ємом на 1 л налити дистильованої води приблизно до 400 мл.
2. Зробити наважку сахарози (30 г), додати її в стакан з дистильованою водою і повністю розчинити. Для кращого розчинення можна злегка підігріти.
3. Додати згідно з прописом середовища необхідну кількість маточних розчинів макросолей (50 мл).
4. Додати згідно з прописом необхідну кількість маточних розчинів мікросолей (1 мл).
5. Додати згідно з прописом даного середовища розчини вітамінів і регуляторів росту.
6. Виміряти рН розчину. Якщо рН не буде в межах 5,6 - 5,8, то його слід довести до норми додаванням до середовища лугу (0,1 N КОН, NaОН) або кислоти (0,1 N НС1).
7. У другий хімічний стакан налити 300 мл дистильованої води. У ній розчинити 7 грамів агар-агару, нагріваючи його на електроплитці і перемішуючи до повного розчинення.
8. Розчин гарячого агар-агару злити з розчином солей, вітамінів і сахарози і довести загальний об'єм дистильованою водою до 1 л.
9. Розлити поживне середовище в пробірки (приблизно на 1/3 об'єму), закрити їх ватними корками або алюмінієвою фольгою.
10. Простерилізувати поживне середовище в автоклаві згідно з режимом стерилізації.
Контрольні питання:

1.Які групи компонентів входять до складу живильних середовищ?

2.В чому особливості груп компонентів живильного середовища?

3.Специфіка живильних середовищ залежно від об'єкту дослідження.

