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ВСТУП

Молекулярна біотехнологія взагалі і такі її напрямки як клітинна та генетична інженерія неможливі без культивування in vitro ізольованих клітин, тканин та органів досліджуваних організмів. Протягом тривалого часу за допомогою культур рослинних клітин і тканин іn vitro досліджуються фізіологічні і генетичні процеси, створюються нові форми рослин, продукуються вторинні метаболіти – сировина для новітніх лікарських препаратів, зберігаються рідкісні та зникаючі види рослин.
Створюючи особливі умови, фахівці ініціюють розвиток клітини у життєздатну тканину або в цілісний організм. Клонування широко застосовується як в наукових, так і в прикладних цілях. Поряд з різними способами вегетативного розмноження, відомими з давнини, в рослинництві набуває широкого практичного застосування мікроклональне розмноження – вирощування садивного матеріалу з поодиноких клітин із застосуванням методів культури клітин і тканин in vitro.
Одним з напрямків використання культури клітин і тканин in vitro є створення нових форм рослин з поліпшеними властивостями – генетично модифікованих рослин. Починаючи з 80-х років ХХ століття, генетично модифіковані рослини набувають все більшого розповсюдження. Так, згідно зі статистичними оцінками, станом на 1996 рік у світі під посіви генетично модифікованих (ГМ) культур було зайнято 1,7 млн га, 2002 рік – 52,6 млн га, 2005 рік – 91,2 млн га, 2006 рік – 102 млн га, 2013 рік – 175 млн га. ГМ-рослини вирощуються у 22 країнах світу, лідерами з їх виробництва є США (68%), Аргентина (11,8%), Канада (6%) і Китай (3%).
Створення нових ліній ГМ-рослин дає змогу отримати організми з новими властивостями (стійкість до факторів навколишнього середовища, зміни складу і вмісту корисних сполук тощо), використання яких знижує собівартість кінцевого продукту. Згідно з прогнозами, застосування трансгенних (ГМ) рослин дасть змогу подолати у майбутньому ряд соціальних і економічних проблем, пов'язаних із забезпеченням людства харчовими продуктами, лікарськими препаратами, матеріалами для легкої промисловості. 
Існує кілька способів збереження генофонду вищих рослин: заповідники, національні парки, банки насіння. Найбільш простим серед них є зберігання насіння. Однак даний метод непридатний для тих видів рослин, насіння яких не витримує тривалого зберігання. Зокрема, до них відносяться деревні рослини, збереження генофонду яких здійснюється у вигляді штучних насаджень, що вимагає значних площ і регулярного догляду. У зв'язку з цим виникає необхідність в тривалому зберіганні живої тканини у вегетативній формі. Метод культури клітин і тканин рослин in vitro на цей час широко використовується для вирішення ряду теоретичних і практичних завдань біології. Даний метод має такі переваги: 
- простота клітинних моделей; 
- відсутність корелятивних взаємодій і контролю з боку інших тканин, органів, цілого організму, що дає змогу простежити стан клітини на рівні первинних елементарних процесів у відповідь на будь-які впливи; 
- можливість швидко отримувати достатню зелену масу в асептичних умовах; 
- контрольовані за багатьма параметрами умови вирощування.
Враховуючи зацікавленість сучасної економіки у створенні нових модифікованих культур, основним завданням для студентів у ході цього курсу є оволодіння базовими знаннями та експериментальними методами клітинної біології, біотехнології рослин для практичного застосування клітинних технологій на прикладі мікроклонального розмноження.
У навчальному посібнику для студентів наведено теоретичні відомості з курсу «Молекулярні основи клонування багатоклітинних організмів», основні правила культуральної роботи в біотехнологічній лабораторії, базові методики антисептичної обробки рослинного матеріалу, отримання експлантів та регенерації з них органів de novo, аналізу регенерантів. Описано основні умови успішного калюсогенезу і морфогенезу in vitro із різних типів рослинних експлантів у представників дводольних (тютюн та ріпак) та однодольних (пшениця) рослин.


Техніка безпеки роботи в лабораторії

Перед лабораторним практикумом необхідно обов’язково ознайомитися з основними правилами безпеки роботи в біотехнологічній лабораторії та отримати уявлення про призначення, принцип дії базового обладнання лабораторії та методи підготовки посуду та інструментів для подальшого використання.
Техніку безпеки роботи в біотехнологічній лабораторії наведено згідно з «Інструкцією з техніки безпеки для працюючих в лабораторії Інституту клітинної біології та генетичної інженерії НАН України» [1]: 
1. Слідкувати, щоб лабораторний посуд з розчином будь-якої речовини мав чіткий напис спеціальним олівцем для скла. 
2. Не кидати шматки побитого посуду в раковину.
3.  Не залишати пустий посуд немитим. 
4.  Не класти скляний посуд у шухляди разом з металевими предметами. 
5.  Не пробувати хімічні речовини на смак.
6.  Не визначати хімічні речовини за запахом. 
7.  Тримати робочий стіл чистим (все, що пролите, розсипане або розбите має бути негайно прибране).
8.  Не захаращувати робочий стіл посудом, банками з реактивами та іншими речами.
9.  Не класти на робочий стіл їжу. 
10. Не розігрівати в лабораторному посуді чай.
11. Не приймати їжу та напої у приміщенні лабораторної кімнати.
12. Роботу із хімічними речовинами, які мають характерний неприємний запах, слід проводити у витяжній шафі.
13. Під час роботи з реактивами у витяжній шафі не вводити голову всередину шафи.
14. Відпрацьовані речовини, що різко пахнуть, виливати у ті раковини, над котрими є витяжна шафа.
15. Не працювати в приміщенні лабораторії наодинці. 
16. Не захаращувати проходи, виходи, підходи до протипожежного інвентарю. 
17. Під час переливання кислот, лугів та інших небезпечних рідин, а також під час подрібнення твердих речовин вручну здійснювати роботу в захисних окулярах з оправою, яка щільно прилягає до обличчя. 
18. Не вносити шпаристі порошкові тіла (пемза, активне вугілля) в рідини, що нагріті до температури більше +100 °С – для запобігання бурхливого закипання і викидання гарячої суміші.
19. У випадку припинення дії вентиляції всі роботи, пов’язані з виділенням шкідливих речовин, газів і парів, негайно припинити.
20. Виходячи з лабораторії, не залишати увімкненими нагрівальні прилади, пальники, що горять.
21. Відпрацьовані кислоти, луги не можна зливати в одну посудину, бо у цьому разі відбувається нейтралізація, яка супроводжується розігрівом і сильним випаровуванням. Для кислот, лугів треба мати окремі скляні або глиняні банки, після роботи необхідно здійснювати нейтралізацію, і вміст банок виливати у спеціальні ями або каналізацію через раковину, промиваючи її потім не менш як 10-кратною кількістю води.
22. Роботи, пов'язані із застосуванням отруйних рідин, також треба проводити під витяжкою, при цьому працювати в гумових рукавичках, а після роботи, не знімаючи рукавичок, треба добре промити їх водою з милом і тільки після цього зняти. Знявши рукавички, треба ретельно вимити руки. 
23. Слід стерегтися потрапляння хімічних речовин на одяг. У випадку пролиття рідин на одяг, його треба негайно зняти, обполоскати в мийці лабораторії. 
24. Якщо рідина потрапила на тіло, то ці місця необхідно ретельно вимити і нейтралізувати місця потрапляння слабкими розчинами кислоти або лугу (залежно від рН рідини, що потрапила), які знаходяться на поличці біля мийки. Залишати робоче місце в змоченому сторонніми речовинами одязі заборонено.
25. У випадку проливання отруйної рідини на підлогу, потрібно негайно повідомити про це викладачу.
26. Під час роботи в лабораторіях необхідно пам'ятати про можливість утворення вибухонебезпечних сумішей парів газів і пилу з повітрям.
27. У приміщеннях лабораторій необхідно дотримуватись правил протипожежної безпеки.
28. Для надання першої допомоги у разі нещасного випадку необхідно скористатися медикаментами та перев'язувальними засобами, які знаходяться в аптечці.






















Лабораторна робота 1. Підготовка та стерилізація посуду та інструментів. Приготування маточних розчинів і стоків фітогормонів для живильного середовища Мурасіге-Скуга (MS) 

Мета: ознайомитися з основними правилами безпеки роботи в біотехнологічній лабораторії та отримати уявлення про призначення, принцип дії базового обладнання лабораторії та методи підготовки посуду та інструментів для подальшого використання.
Ознайомитися з основними компонентами живильних середовищ для культивування ізольованих клітин і тканин. Вивчити умови приготування і зберігання компонентів середовища MS. Приготувати маточні розчини і стоки фітогормонів для подальшої роботи.
Основні поняття: техніка безпеки, стерилізація, інструментарій, середовище MS, маточний розчин, сток, макросолі, мікросолі, хелат (етилендиамінтетраацетат заліза), вітаміни Мореля, фітогормони.
Матеріали і реактиви: пінцети, скальпелі, металеві пенали для інструментів, скляні банки різного об'єму, наконечники; побутові мийні засоби, електроплита, скороварка, побутовий автоклав, сухожарна шафа, спирт етиловий 70 % і 96 %, стакани хімічні на 0,5 л (2 шт.), банки для зберігання маточних розчинів, мірні циліндри на 10, 25, 50 мл, ваги електронні, ваги торсійні, набір хімічних реактивів за списком (табл. 1).

Теоретичні відомості
Лабораторний посуд, що використовується для приготування, зберігання живильних середовищ, вирощування рослинного матеріалу і маніпуляцій з ним, піддається старанній очистці. Класичним, але нині мало використовуваним методом очистки і знезараження скляного посуду, є обробка його концентрованою сірчаною кислотою H2SO4 з біхроматом калію K2Cr2O7 протягом 4-6 годин з подальшим промиванням теплою проточною водою впродовж 5 хвилин та дворазовим обполіскуванням дистильованою водою і одноразово – бідистилятом.
Зараз застосовують спрощену схему миття посуду: попередньо посуд замочують у розчині 0,3 % перекису водню, потім миють розчином детергенту (рідини для миття посуду, прального порошку тощо) з подальшим обполіскуванням проточною водою, дистилятом і бідистилятом.
Перед використанням сухий посуд прожарюють в сухожарній шафі за температури +160 °С протягом 2 год (з моменту встановлення потрібної температури). При такій стерилізації гинуть не тільки бактерії, але й їх спори.
Попередня стерилізація інструментів (скальпелів, пінцетів, голок і т. ін.) полягає в нагріванні сухим жаром у сушильній шафі протягом 2 год за температури +140 °С. Металеві предмети не можна автоклавувати: під дією водяної пари вони ржавіють і затуплюються, що унеможливлює їхнє використання.
Перед початком роботи і в її процесі інструменти ще раз стерилізують в ламінарному боксі, занурюючи їх у склянку з 96 %-м етиловим спиртом і обпалюючи в полум'ї спиртівки, або витримують у стерилізаторі. Стерильний інструмент використовують тільки для одноразової маніпуляції.
Органічні рідини, які не витримують нагрівання, стерилізують  фільтруванням через стерильні дрібнопористі мембранні фільтри з діаметром пор 0,22 мкм. 
Сполуки, про необхідність холодної стерилізації яких немає окремих вказівок, додають до середовища і піддають автоклавуванню разом (зокрема, розчини регуляторів росту).
Живильні середовища для культивування ізольованих клітин і тканин мають містити всі необхідні макроелементи: Нітроген, Фосфор, Калій, Сульфур, Магній, Ферум; мікроелементи: Бор, Цинк, Купрум, Кобальт, Манган, Йод, Молібден; вітаміни, вуглеводи, у разі потреби – фітогормони. 
Деякі живильні середовища містять додаткові компоненти білкового обміну – амінокислоти, гідролізат казеїну. Крім того, до складу живильних середовищ входить ЕДТА (етилендиамінтетраоцтова кислота, C10H16N2O8) або її натрієва сіль Na2EДTA (для стабілізації розчину (щоб не випадав осад) і поліпшення засвоєння заліза клітинами у широких межах рН.
Вуглеводи – необхідні компоненти живильних середовищ для культивування ізольованих клітин і тканин, оскільки в більшості випадків культивовані клітини не є автотрофами. Найчастіше як джерело вуглеводів в живильне середовище додають сахарозу або глюкозу (20-40 г/л). 
Середовище MS (живильне середовище Мурасіге-Скуга, 1962) відоме у різних модифікаціях. Універсальність складу, легкість приготування із стоків, можливість комбінування фітогормонів зробили середовище MS одним із найпоширеніших у культуральній роботі.
Для стимуляції отримання калюсних тканин у живильне середовище додають фітогормони (регулятори росту). Для дедиференціювання клітин в живильне середовище обов'язково додають ауксини, а для індукції поділів дедиференційованих клітин і проліферації калюсних культур – цитокініни. Для індукції регенерації пагонів вміст ауксинів може бути знижений або навіть повністю виключений. Пухлинні і «звиклі» тканини можуть рости на середовищах без гормонів через їх природну здатність продукувати гормони.
Найчастіше для індукції калюсогенезу використовують 2,4-дихлорфеноксиоцтову кислоту (2,4-Д), яка в 30 разів активніша за інше джерело ауксинів – індолілоцтову кислоту (ІОК). Також застосовують α-нафтилоцтову кислоту (НОК). Зазвичай необхідні високі концентрації ауксинів (частіше це 2,4-Д), концентрації ауксинів в культуральному середовищі зменшують для подальших пересадок (пасажування). 
У штучних живильних середовищах як джерело цитокінінів використовують кінетин, 6-бензиламінопурин (БАП), зеатин (0,001-10,0 мг/л). Найактивнішим, але й найдорожчим серед цитокінінів є зеатин (він має природне походження). Кінетин має мінімальну активність. Тому для підтримки росту ізольованих тканин та індукції органогенезу зазвичай використовують БАП. Також іноді додають аденін.
З точки зору проходження клітинного циклу ауксини необхідні для переходу диференційованих (спеціалізованих) клітин з G1 в S фазу, цитокініни – для подальших фаз: G2, М і цитокінезу.
Іноді (не обов’язково) у поживні середовища для стимуляції росту ізольованої тканини додають гіберелову кислоту (ГК3), яка в природних умовах контролює багато морфогенетичних процесів у рослин.
Відмінності в потребах у екзогенних ауксинах і цитокінінах дають змогу окреслити кілька типів тканин: 
- тканини, що ростуть на середовищах тільки з ауксинами (наприклад, експланти кореня топінамбура, коренів цикорію); 
- тканини, що вимагають для росту введення в середовище тільки цитокінінів (культура корінця білого турнепсу); 
- тканини, для зростання яких необхідні і ауксини, і цитокініни (більшість культивованих тканин); 
- тканини, що ростуть на середовищах з екстрактами рослинного походження (екстракт картоплі, кокосове молоко тощо).
- пухлинні тканини, здатні рости на середовищах без регуляторів росту.
Для приготування твердих живильних середовищ як желеутворюючі агенти використовують агар-агар, GelRite, хімічно модифікований крохмаль Д-5аМ. 
Агар-агар – полісахарид, який одержують з морських водоростей. Найменшу кількість небажаних домішок містить бактеріальний агар іноземного виробництва «Bactо-Agar» (США). Переважно для одержання агаризованого живильного середовища до нього додають 0,3-0,7% масової частки агару.
Розчини макросолей, мікросолей, заліза в хелатній формі (етилендиамінтетраацетат заліза), вітамінів і фітогормонів готують концентрованими, що забезпечує тривале їх зберігання і використання. 
Концентрація розчинів макросолей передбачає 20-кратне розведення, мікросолей – 100-кратне, вітамінів – у пропорції 1:1000. Концентровані (маточні) розчини макросолей, мікросолей, залізо в хелатній формі і фітогормонів зберігають у холодильнику (за температури +4 °С). Вітаміни потрібно зберігати у морозильній камері (за температури -20 °С).


Хід заняття
1.  Перенести металеві інструменти до пеналу. Пенал нагрівати сухим жаром у сушильній шафі протягом 2 год за +140 °С. 
2.  Скляний посуд автоклавувати парою за тиску 1,2 атм у скороварці (або побутовому автоклаві) протягом 15-30 хвилин.
3.  Підготувати 70 % розчин етанолу (зі спирту етилового ректифікованого для стерилізації робочих поверхонь і рук у подальшій роботі.
4. Приготувати згідно з прописом розчин макросолей (табл. 1) .
Таблиця 1 – Маточні розчини для середовища Мурасіге-Скуга [2]
	Компонент
	Наважка, г
	Температура зберігання
	Кількість маточного розчину для приготування 
1 л середовища, мл

	Макросолі, г на 0,5 л маточного розчину

	KNO3
	19,0
	4 °С
	50

	NH4NO3
	16,5
	
	

	КН2РО4
	1,7
	
	

	MgSO4×7H2O
	3,7
	
	

	CaCl2×2Н2О
	4,4
	
	

	H2O довести до 0,5 л. 
5



	Fe-хелат, мг на 200 мл маточного розчину

	Fe2SO4×7Н2О
	1114
	4 °С
	5

	Na2ЕДТА×2Н2О
	1490
	
	

	Мікросолі, мг на 100 мл маточного розчину

	Н3ВО3
	62
	4 °С
	10

	MnSO4×5Н2О
	241
	
	

	ZnSO4×7Н2О
	86
	
	

	KI
	8,3
	
	

	Na2MoO4×2H2O
	2,5
	
	

	СоС12×6Н2О
	По 10 мг солей розчинити в 40 мл H2O. 
1 мл розчину додати до 100 мл стоку  мікросолей.  розвидиться, у вас просто береться якачь його частина додається до 















	CuSO4×5H2O
	



5. Приготувати згідно з прописом розчин мікросолей (табл. 1).
6. Приготувати згідно з прописом розчин вітамінів Мореля (табл. 2). Використовувати 2 мл розчину вітамінів на 1 л середовища.
Таблиця 2 – Склад розчину вітамінів Мореля
	Компоненти розчину вітамінів
	Вміст компоненту у розчині, мг/л
	Вміст компоненту у 500-кратному  розчині,
мг на 200 мл

	біотин (Н, В7)
	5
	1

	нікотинова кислота (В3, РР)
	500
	100

	тіамін·HCl (В1)
	500
	100

	піридоксин·HCl (В6)
	500
	100

	Ca-пантотенат (В5)
	500
	100

	Довести загальний об'єм дистильованою H2O



7. Приготувати згідно з прописом розчин заліза в хелатній формі – етилендиамінтетраацетат заліза (табл. 1). Na2EДTA додавати невеликими порціями у нагрітий розчинник (H2O). Після повного розчинення внести FeSO4. Помішуючи, довести до повного розчинення солей.
5. Одержані розчини заліза в хелатній формі, макро- і мікроелементів перелити в окремі скляні баночки, підписати і помістити в холодильник (t = +4 °C). Розчин вітамінів Мореля розділити на аліквоти об'ємом 5-10 мл, підписати і помістити в морозильну камеру (t = -20 °C).

Контрольні запитання
1.  Перевірка знать з техніки безпеки роботи у лабораторії.
2.  Опишіть стерилізацію скляного посуду.
3.  Опишіть стерилізацію металевих інструментів.
4.  Опишіть стерилізацію органічних сполук.
5. 	Назвіть основні стокові розчини і речовини, що використовуються у приготуванні середовища MS.
6. 	Назвіть функції компонентів живильних середовищ.
7. 	Опишіть умови зберігання компонентів середовища MS.

Лабораторна робота 2. Приготування живильних середовищ (базового живильного середовища Мурасіге-Скуга (MS)). Основні правила роботи в боксі 

Мета: ознайомитися з процесом приготування живильних середовищ із стокових розчинів. Вивчити основні типи живильних середовищ за їх призначенням. Отримати навички приготування і стерилізації середовищ.
Основні поняття: живильне середовище, маточний розчин, фітогормони.
Матеріали і реактиви: стакани хімічні на 0,5 л (2 шт.), пляшечки об’ємом 
20 мл (2 шт.), мірні циліндри на 10, 25, 50 мл, стерильні наконечники, дозатори Proline Plus, ваги електронні, електроплитка, магнітна мішалка, магніт, маточні розчини середовища MS, стоки регуляторів росту, сахароза, агар-агар, пляшки термостійкі.

Теоретичні відомості
Дотримання суворої стерильності є необхідною умовою роботи з культурою ізольованих тканин. Для дотримання умов асептики під час виконання робіт з культивування рослин in vitro стерилізації повинні піддаватися: 
· ламінарний бокс, в якому проводять ізоляцію і посадку культур; 
· посуд, що використовується для культивування об'єктів; 
· одяг і руки працюючого персоналу;
· живильні середовища; 
· всі необхідні інструменти і матеріали; 
· об'єкти культивування. 
Як показує практика, недбалість, допущена під час проведення експерименту, навіть у разі повної оснащеності робочого місця, зводить до нуля всі витрачені зусилля. 
Ламінарні бокси призначені для проведення робіт з культурами ізольованих клітин, тканин, генетичної трансформації рослинних експлантів, злиття протопластів тощо. Всі і роботи вимагають асептичних умов (рис. 1).
[image: ]
Рисунок 1 – Ламінарний бокс [3].

Стерильність забезпечується за допомогою бактеріальних фільтрів, встановлених у боксі. Бактеріальні фільтри, зазвичай, встановлюються за решітчастою стінкою ламінару, через них горизонтально нагнітається повітря. 
За 2 год перед початком роботи бокс стерилізують дією ультрафіолетового випромінювання. Попередньо до цього в ламінарі розміщують спиртівку, стерильний посуд та інструменти. Виконавець робіт перед початком робіт має ретельно вимити руки та обробити їх етиловим спиртом, одягти стерильний халат, зав'язати волосся. Розпочинати роботу слід з ретельного протирання внутрішньої поверхні ламінарного боксу етиловим спиртом.
Основною умовою успішного культивування ізольованих культур є стерильність живильного середовища, посуду, матеріалів, інструментів, рослинного матеріалу, боксу для ізоляції і пересадки, що є найважливішою умовою успішності виконання робіт.
В боксі перед роботою інструменти повторно стерилізують, занурюючи їх у 
96% етиловий спирт і обпалюючи кожен із них у полум'ї спиртівки або поміщаючи у кварцовий стерилізатор. 
Після цього їх кладуть на спеціальну підставку, щоб запобігти повторному використанню без стерилізації. Для кожної маніпуляції інструменти знову стерилізують. 
Перед відкриванням колби чи банки із живильним середовищем її горловину обпалюють у полум'ї спиртівки. Після закінчення роботи із колбою чи банкою її ковпачок обпалюють і швидко закривають ним горловину.

Приклади розрахункових задач:
Задача 1. 
Дано:
Стокові розчини MacroMS (x20), MicroMS (x100), Fe-хелат (5 мл на 1 л готового середовища), вітаміни Мореля (2 мл на 1 л готового середовища); 
БАП (вміст стоку – 1 мг/мл), ІОК (вміст стоку – 1 мг/мл), НОК (вміст стоку – 5 мг/мл), 2,4-D (вміст стоку – 10 мг/мл), кінетин (вміст стоку – 5 мг/мл); 
1М розчини КОН, HCl;
Сахароза, агар.
Приготувати:
1,2 л середовища 4х для калюсоутворення, рН=5.7, що містить: 0,5 мг/л ІОК, 0,5 мг/л НОК, 2 мг/л 2,4-D, 0,2 мг/л кінетину; 20 г/л сахарози, 7 г/л агару. 
Які розчини і речовини, і в яких кількостях мають бути використані? Якщо у отриманого розчину рН=5,2, то який із розчинів (КОН, HCl) має бути використаний для доведення рН?

Задача 2.
Дано:
Стокові розчини MacroMS (x20), MicroMS (x100), Fe-хелат (5 мл на 1 л готового середовища), вітаміни Мореля (2 мл на 1 л готового середовища); 
БАП (вміст стоку – 1 мг/мл), ІОК (вміст стоку – 1 мг/мл), НОК (вміст стоку – 10 мг/мл), 2,4-D (вміст стоку – 10 мг/мл), кінетин (вміст стоку – 5 мг/мл); 
1М розчини КОН, HCl;
Сахароза, агар;
Приготувати:
0,6 л середовища для регенерації Nicotiana, рН=5.7, що містить: половинну кількість макросолей, 0,1 мг/л НОК, 0,5 мг/л БАП; 10 г/л сахарози, 7 г/л агару. 
Які розчини і речовини, і в яких кількостях мають бути використані? Якщо у отриманого розчину рН=4.8, то який із розчинів (КОН, HCl) має бути використаний для доведення рН?

Хід заняття
Приготувати базове живильне середовище Мурасіге-Скуга (MS).
1.  У хімічний стакан об'ємом 500 мл налити приблизно 200 мл дистильованої води покласти у воду магніт, поставити стакан на магнітну мішалку. Увімкнути мішалку, відрегулювати швидкість обертів магніту (у разі відсутності магнітної мішалки ретельно перемішувати розчин після кожної операції).
2.  Додати згідно з прописом середовища необхідну кількість маточного розчину макросолей (табл. 1).
3.  Додати необхідну кількість маточних розчинів мікросолей і заліза в хелатній формі згідно з прописом (табл. 1). 
4.  Додати згідно з прописом даного середовища розчини вітамінів (табл. 2, 
п. 3).
5.  Зробити наважку сахарози (10 г), додати її в середовище.
6.  Вміст довести дистильованою водою до об'єму 500 мл.
7.  Виміряти рН розчину. рН розчину має знаходитися в межах 5,6-5,8. У разі відхилення від цього значення, до середовища по краплях потрібно додавати луг (0,1N КОН) або кислоту (0,1N НС1).
8.  Зважити агар з розрахунку 7-8 г/л середовища, висипати у банку (500 мл) з приготованим розчином середовища та перемішати.
9.  Простерилізувати живильне середовище в скороварці (або побутовому автоклаві) за 1,2 атм, 105-110 ºС.

Контрольні запитання:
1.  Назвіть об'єкти, які підлягають стерилізації для виконання робіт з культивування рослин in vitro .
2.  Опишіть основні методики стерилізації інструментів і посуду.
3. 	Перелічіть основні правила роботи у ламінарному боксі.
4. 	Назвіть основні класи фітогормонів і їх призначення у культуральній роботі.
5. 	Вкажіть основні компоненти живильних середовищ і їх призначення.
6. Яким чином у ламінарному боксі забезпечується стерильність повітря?
7. Вирішити задачі 1-3, пояснити рішення.

Лабораторна робота 3. Базові методики стерилізації насіння. Введення в культуру in vitro тютюну звичайного Nicotiana tabacum 

Мета: ознайомитися з методами поверхневої стерилізації насіннєвого матеріалу і особливостями дії різних хімічних чинників. Провести стерилізацію насіння тютюну звичайного (N. tabacum).
Основні поняття: насіння, хімічна стерилізація, бактерицидна дія, фунгіцидна дія.
Матеріали і реактиви: мірні циліндри на 10, 25, 50 мл, скляні ємності на 
200 мл, чашки Петрі, стерильний фільтрувальний папір; стерильні наконечники, дозатори, стерильні пробірки 1,5 мл; стерильна дистильована вода; побутовий відбілювач «Білизна»; спирт етиловий 70 % і 96 %, середовище MS.

Теоретичні відомості
Насіннєвий матеріал, отриманий із торгової мережі, не придатний для використання в культуральній роботі через подеколи значне зараження хвороботворними агентами (бактеріальними і грибковими спорами).
Рослинні об'єкти, крім насіння, перед стерилізацією ретельно відмивають проточною водою, іноді з мийними засобами, очищають від покривних тканин, тобто: з коренеплодів і коренів зчищають шкірку, з пагонів видаляють кору, з бруньок знімають покривні луски). 
Одним із найефективніших способів знезараження насіння є спосіб теплової, або термічної стерилізації. Для цього насіння прогрівають в гарячій воді за температури t = +52-60 °С протягом 30-40 хвилин. Потрібно стежити, щоб температура не опускалася нижче +50 °С. Однак, не варто починати прогрівання відразу з температури +60 °С, краще розпочати термічну стерилізацію з температури +52-53 °С і поступово довести її до +58-60 °С. Після прогрівання насіння потрібно опустити на кілька хвилин у прохолодну стерильну воду.
Хімічна стерилізація насіння має на меті видалення хвороботворних мікроорганізмів з поверхні насіння за використання активних хімічних речовин. 
Деякі методики стерилізації передбачають попереднє замочування насіння у теплій воді протягом 1-2 годин. Цей процес сприяє проростанню спор, що збільшує їх чутливість до хімічних агентів.
Експланти, вилучені з рослин, стерилізують хлорвмісними розчинами речовин (хлорамін NH2Cl, гіпохлорит кальцію Сa(ClO)2 і натрію NaOCl) або бром (бромна вода – водний розчин HBrO і HBr), перекисом водню H2O2, етиловим спиртом С2H5OH, нітратом срібла AgNO3, антибіотиками (табл.3).

Таблиця 3 – Терміни хімічної обробки рослинного матеріалу (встановлено експериментальним шляхом)
	Об’єкт
	Час стерилізації, хв

	
	Гіпохлорити 5-9 %
	Перекис водню 10-12 %

	Насіння сухе
	15-20
	12-15

	Насіння вологе
	10-15
	6-8

	Сегменти стебла
(за виключенням деревини)
	20-25
	–


	Фрагменти листка
	3-6
	3-5

	Апікальна меристема
	3-15
	2-7


Етиловий спирт застосовують для попередньої стерилізації, занурюючи матеріал на 10-30 секунд у 70 % спирт, який забезпечує максимальний показник мацерації (розм’якшення і руйнування) клітин патогенів. Використовується у роботі з плодами, насінням, пагонами, зав'язями. 
Обробку насіння, пагонів, бруньок, квіток, зав'язей здійснюють 5-7 % розчином гіпохлориту кальцію протягом 5-8 хвилин. Для обробки експлантів 0,5-5% розчин гіпохлориту натрію використовують протягом 1-20 хвилин. Оскільки гіпохлорит натрію є клітинною отрутою, то для кожного типу експлантів і для кожного виду рослин концентрацію розчину та час стерилізації підбирають експериментально. 
Приміром, ізольовані зародки стерилізують 2-3% розчином гіпохлориту натрію протягом 10-15 хвилин, а сухе насіння – 3-5% розчином протягом 1 години. Залишки гіпохлориту натрію спочатку видаляють 0,01N HCl, а потім 8 разів промивають стерильною дистильованою водою. 
Хлорамін застосовують у концентрації 1-6 %: для молодих зародків час обробки становить 1-3 хвилин, для сухого насіння – 30-60 хвилин, після чого рослинний матеріал тричі промивають стерильною дистильованою водою. 
Антибіотики застосовують для стерилізації рослинного матеріалу, інфікованого бактеріями. Найбільш часто застосовують ампіцилін, канаміцин, карбеніцилін, цефотаксим, цефалоспорин та інші.
Формалін має універсальну дію на патогени (тому його використовують для елімінації грибкового ураження), розчин нітрату арґентуму і «Білизни» – переважно антибактеріальну. Спиртові розчини викликають мацерацію бактеріальних оболонок. 
Стерильний дистилят також має слабку бактерицидну і фунгіцидну дію за рахунок осмотичного ефекту.
Тютюн справжній (N. tabacum) – один із найпоширеніших видів роду Nicotiana. N. tabacum – модельна система в дослідженнях культури тканин та генетичної інженерії. Середовище Мурасіге-Скуга, яке зараз широко використовується для культивування сотень видів рослин, було розроблене під час досліджень, проведених на культурі тканин тютюну. Ці дослідження заклали основи розуміння контролю росту та диференціації тканин in vitro. 
В подальшому були успішно здійснені: індукція гаплоїдів; ембріоїдів, отриманих з мікроспор; селекція мутантних клітинних ліній. 
Тютюн також був використаний для культивування та злиття протопластів, що забезпечило розуміння потенціалу соматичної гібридизації в інших культурах.
Розробка і подальша оптимізація генетичної трансформації N. tabacum з використанням Agrobacterium tumefaciens та A. rhizogenes стала рушієм досягнень в галузі отримання трансгенних рослин. 

Хід заняття
1. Перед початком роботи розмістити в ламінарному боксі стерильні чашки Петрі та розлити попередньо приготоване живильне середовище MS без додавання регуляторів росту.
2. Провести стерилізацію насіння тютюну:
1) обробити насіння 70%-м етиловим спиртом протягом 30 с;
2) обробити насіння 30%-м розчином «Білизни» протягом 7-10 хв;
3) тричі промити насіння стерильною дистильованою водою протягом 5 хв;
4) просушити на стерильному фільтрувальному папері.
3. Висадити насіння у стерильні чашки Петрі на живильне середовище МS. Загорнути чашки стрічкою/плівкою (Parafilm); обов'язково підписати (назва середовища, назва рослинного об'єкту, дата висадки).
4. У разі появи бактеріальної або грибкової контамінації навколо насінин на чашці Петрі порахувати кількість уражених насінин.
5. Інкубувати в умовах затемнення (термостат) за температури +24 ºС. Протягом інкубування спостерігати за проростанням насіння, вносячи результати у таблицю 4. 
6. Через тиждень переставити чашки з насінням в умови культуральної кімнати (+24-26 ºС, фотоперіод 16/8-год).

Таблиця 4 – Показники проростання стерилізованого насіння тютюну
	Доба
	Загальна кількість насіння
	Кількість насіння, що
проросло
	%
проростання
	Кількість зараженого насіння 
	% зараження

	
	
	
	
	
	

	Сер. знач.
	
	
	
	
	



Контрольні запитання
1.  Описати загальні принципи процесу стерилізації насіння.
2.  Тютюн N. tabacum як модельна система в дослідженнях in vitro.
3.  Описати процес стерилізації насіння тютюну.
4.  Описати дію термічної стерилізації.
5.  Описати дію хімічних стерилізуючих агентів.
6.  У чому полягає додатковий стерилізуючий ефект стерильної дистильованої води?

Лабораторна робота 4. Базові методики стерилізації насіння. Введення в культуру in vitro пшениці м'якої Triticum aestivum 

Мета: провести стерилізацію насіння пшениці м'якої (T. aestivum) та висадити на живильне середовище МS.
Основні поняття: насіння, хімічна стерилізація, бактерицидна дія.
Матеріали і реактиви: мірні циліндри на 10, 25, 50 мл, скляні ємності на 
200 мл, чашки Петрі, стерильні наконечники, дозатори, спирт етиловий 70 % і 
96 %; перманганат калію KMnO4; нітрат срібла AgNO3; стерильна дистильована вода; стерильний фільтрувальний папір; середовище MS.

Теоретичні відомості
Марганцевокислий калій або перманганат калію (побутова назва «марганцівка») – сіль фіолетового кольору, розчинна у воді, дуже сильний окисник. Застосування розчину цього дуже сильного окисника найчастіше засноване на високій окиснювальній здатності перманганат-іону, що забезпечує антисептичну дію. Кисень, що вивільнюється, має протимікробні та дезодоруючі властивості. Розбавлені розчини (близько 0,1 %) перманганату калію, як антисептичного засобу, використовують в медичній практиці для промивання ран, полоскання горла, обробки опіків. В лабораторній практиці застосовують лужний розчин марганцевокислого калію для відмивання посуду та обладнання від жирів та інших органічних речовин. 
Антисептична дія нітрату срібла полягає в пригніченні життєдіяльності мікроорганізмів. 
Пшениця (T. aestivum L.) є однією з чотирьох основних світових зернових культур. T. aestivum має складний геном, який складається з трьох геномів: ABD. Вважають, що стародавня однозернянка T. urartu є джерелом геному А; давній вид Aegilops speltoides – геному В. Гексаплоїдна пшениця об’єднує геноми тетраплоїдної T. turgidum, (2n=28, AB-геном) і диплоїдної Ae. squarrosa L. 
(D-геном) (рис. 2). 
Фертильні трансгенні рослини T. аestivum були отримані шляхом генетичної трансформації з використанням незрілих та зрілих зародків, ембріогенного калюсу, апікальних меристем, як первинних експлантів. 

[image: ]
Рисунок 2. Еволюційний шлях пшениці м'якої T. aestivum [4].

Пшениця є однією з основних культур у харчовому забезпеченні людства. Висока екологічна пластичність обумовила можливість для її широкого ареалу розповсюдження та домінування за площами культивування у світі. Саме на м'яку пшеницю (T. aestivum) припадає переважна більшість (понад 90%) посівів у світі. Цьому також сприяє висока врожайність (друга за величиною) та збалансованість за основними складовими поживних речовин у раціоні людини, такими як білки, вуглеводи, ліпіди, вітаміни та клітковина. 
Через зміни кліматичних умов, які призвели до зниження врожайності пшениці, а відтак і світового виробництва, всередині 20-го століття гостро постала проблема виведення нових сортів, пристосованих до несприятливих екологічних впливів. Запровадження в 1944 р. програми отримання нових сортів з високою врожайністю, стійких до хвороб, стало одним із шляхів вирішення даного питання (так звана «Зелена Революція»). 
Найбільший вплив ця програма мала у низці країн Південної Америки, Азії та Африки, що загалом обумовило перехід на інтенсивний шлях розвитку замість екстенсивного (розширення посівних площ). Одним із напрямків такого переходу стало виведення Норманом Борлоугом напівкарликової пшениці, яка мала гени карликовості, що фенотипово проявились у наявності коротких, сильних стебел, які не вилягали під вагою насіння. Також нові сорти характеризувались підвищеною стійкістю до патогенів, отже, і до хвороб. Це, зокрема, обумовило для цих сортів високий вихід зерна та збільшення врожайності. 
Таким чином біотехнологічні методи отримання нових високопродуктивних сортів із цільовими властивостями показали свою надзвичайну ефективність поряд із традиційними методами селекції, а одержані такими способами сільськогосподарські культури витіснили неконкурентноздатні. Слід зазначити, що біотехнологічні та генноінженерні прийоми створення нових сортів сприяють збільшенню генетичного біорізноманіття, а також дають змогу цілеспрямованого вивчення фізіологічних і генетичних процесів для виведення сортів із наперед заданими властивостями, такими як підвищена продуктивність, стійкість до несприятливих екологічних впливів (температурні коливання, посуха), стійкість до хвороб або до агротехнічного захисту від хвороб тощо.

Хід заняття
1. Перед початком роботи розмістити в ламінарному боксі стерильні чашки Петрі та розлити попередньо приготоване живильне середовище MS без додавання регуляторів росту.
2. Провести стерилізацію зрілого насіння пшениці:
1) обробити 1%-м розчином KMnO4 протягом 3 хв;
2) обробити 1%-м розчином AgNO3 протягом 2 хв;
3) обробити 96%-м етиловим спиртом протягом 1 хв;
4) насіння промити стерильною дистильованою водою 3 рази по 5 хв;
5) просушити на стерильному фільтрувальному папері.
3. Висадити насіння у стерильні чашки Петрі на живильне середовище МS. Загорнути чашки стрічкою/плівкою (Parafilm); обов'язково підписати (назва середовища, назва рослинного об'єкту, дата висадки).
4. Інкубувати в умовах культуральної кімнати (+24-26 ºС, 16/8-год фотоперіод). Протягом інкубування спостерігати за проростанням насіння, вносячи результати у таблицю 5.
Таблиця 5 – Показники проростання стерилізованого насіння пшениці
	Доба
	Загальна кількість насіння
	Кількість насіння, що
проросло
	% проростання
	Кількість зараженого насіння
	% зараження

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	Сер. знач.
	
	
	
	
	



Контрольні запитання
1.  Описати загальні принципи антисептичної дії перманганату калію та нітрату срібла.
2.  Пшениця T. aestivum як об'єкт біотехнологічних досліджень.
3.  Походження геному пшениці.
4.  Як утворився найбільш розповсюджений вид пшениці?
5. Описати процес стерилізації насіння пшениці.
6.  Основні відмінності в процесі стерилізації насіння пшениці і тютюну. Які стерилізуючі речовини використовують в першому і другому випадках?



Лабораторна робота 5. Введення в культуру in vitro насіння ріпаку Brassica napus L. 

Мета: провести стерилізацію насіння ріпаку (B. napus) та висадити на живильне середовище МS.
Основні поняття: насіння, хімічна стерилізація, бактерицидна дія.
Матеріали і реактиви: мірні циліндри на 10, 25, 50 мл, скляні ємності на 
200 мл, чашки Петрі, стерильні наконечники, дозатори, побутовий відбілювач «Білизна» (або дезінфікуючий засіб "Доместос"); спирт етиловий 70 % і 96 %; стерильна дистильована вода; стерильний фільтрувальний папір; середовище MS.

Теоретичні відомості
Ріпак – одно- або дворічна рослина заввишки 30-120 см з родини Капустяних (Brassicaceae). Ріпак виник внаслідок природної гібридизації між ріпою B. rapa (AA, 2n = 2x = 20) та капустою городньою B. oleracea (CC, 2n = 2x = 18) і має алотетраплоїдний геном (AACC, 2n = 4x = 38). 
Ріпак почали широко культивувати в Європі з XIV по XVIII століття для виробництва лампової олії та мила. Ріпак, як харчова і технічна сільськогосподарська культура, має міцні позиції на міжнародному ринку олії та жирів. 
Озимий ріпак B. napus L. серед родини капустяних займає перше місце за вмістом олії, якої в його насінні міститься 48-52 %, а також 16-29 % білка, 6-7 % клітковини  та 17 % вуглеводів. Олію ріпаку споживають у чистому вигляді; вона є найкращою сировиною для виробництва різноманітних харчових продуктів та промислової переробки.
За допомогою поєднання генетичної інженерії та традиційної селекції у світі було створено багато сортів та гібридів важливих сільськогосподарських культур з рядом господарсько-цінних ознак, таких як: стійкість до гербіцидів, шкідників, посухи та інших. 
Зокрема, селекція та біотехнологія ріпаку B. napus продовжує розвиватись за такими напрямками: 
· підвищення врожайності (збільшення зеленої маси та ваги насіння);
· стійкість до гербіцидів (гени epsps, bar, gox, als тощо);
· стійкість до хвороб та шкідників (гени cry та ін.);
· зміна жирнокислотного складу (ген BnaFAD та ін.);
· регуляція дозрівання (гени ind, alc, clv тощо);
· отримання білків, антитіл, вакцин (гени ifn, col тощо).
Так, наприклад, компанією Monsanto було створено Roundup Ready (RR)-ріпак, що містить ген гліфосат-оксидази (gox), яка руйнує діючу речовину гербіциду Roundup. В більшості випадків RR-рослини містять повну копію гена енолпірувіл-шикимат-3-фосфат-синтетази (EPSPS або EPSP synthase) з ґрунтової бактерії Agrobacterium sp. штам CP4. Цей фермент надає рослині стійкості до дії гліфосату, або N-фосфонометил-гліцину (діюча речовина Roundup і дженериків).

Хід заняття
1. Перед початком роботи розмістити в ламінарному боксі стерильні чашки Петрі та розлити попередньо приготоване живильне середовище МS без додавання регуляторів росту.
2. Провести стерилізацію насіння ріпаку:
1) обробка 70%-м етиловим спиртом протягом 5 хв;
2) обробка 30%-м розчином "Білизни" ("Доместос") протягом 15-20 хв;
3) насіння промити стерильною дистильованою водою 3 рази по 5 хв;
4) просушити на стерильному фільтрувальному папері.
3. Висадити насіння у стерильні чашки Петрі на живильне середовище МS. Загорнути чашки стрічкою/плівкою (Parafilm); обов'язково підписати (назва середовища, назва рослинного об'єкту, дата висадки).
4. У разі появи бактеріальної або грибкової контамінації навколо насінин на чашці Петрі порахувати кількість уражених насінин.

5. Інкубувати в умовах культуральної кімнати (+24-26 ºС, 16/8-год фотоперіод). Протягом інкубування спостерігати за проростанням насіння, вносячи результати у таблицю 6.
Таблиця 6 – Показники проростання стерилізованого насіння ріпаку
	Доба
	Загальна кількість насіння
	Кількість насіння, що
проросло
	% проростання
	Кількість зараженого насіння
	% зараження

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	Сер. знач.
	
	
	
	
	



Контрольні запитання
1.  Описати загальні принципи процесу стерилізації насіння.
2.  Походження геному ріпаку.
3.  Які передумови цінності ріпаку як сільськогосподарської культури?
4.  Ріпак B. napus L. як об'єкт біотехнологічних досліджень.
5.  Описати процес стерилізації насіння ріпаку.
6.  Відмінності інкубації асептичного насіння тютюну і ріпаку. Яке насіння проросте скоріше?



Лабораторна робота 6. Отримання первинного калюсу з апікальних меристем пшениці (Triticum aestivum) 
 
Мета: ознайомитися із значенням калюсних тканин у природних умовах і їх використанням для потреб біотехнології. Отримати навички з підготовки рослинних експлантів різних типів до подальшої дедиференціації і регенерації. Провести перенесення експлантів пшениці на агаризоване середовище для калюсогенезу.
Основні поняття: калюс, експлант, апікальна меристема, дедиференціація, ауксини, цитокініни.
Матеріали і реактиви: стерилізатор інструментальний, скальпелі, пінцети, голки, чашки Петрі; середовище МS, 2,4-дихлорфеноксіоцтова кислота (2,4-Д), розчин нітрату срібла AgNO3 стерильний; термостат, ламінарний бокс.

Теоретичні відомості (Калюсогенез, частина І) 
Калюс – тканина, утворена внаслідок неорганізованої проліферації клітин органів рослин. Калюсна тканина – це аморфна маса, яка складається з тонкостінних паренхімних клітин без чітко визначеної анатомічної структури. Її колір може бути білим, жовтим, зеленим, пігметованим повністю або зонально.
У природних умовах калюс утворюється як відповідь на пошкодження в результаті дедиференціації паренхімних клітин. Регулювання утворення та росту контролюється ауксинами і цитокінінами. Отже, за допомогою цих регуляторів росту можна індукувати утворення калюсу з будь-яких тканин рослини. 
Дедиференціація та активний поділ клітин in vitro відбувається внаслідок зміни активності генів у диференційованому стані. Збільшення експресії певних генів і репресія інших обумовлене епігенетичною мінливістю. Такі регуляторні впливи спричиняють зміни протеому спеціалізованих клітин, тобто білки, характерні для диференційованих клітин, зменшуються кількістно або навіть зникають. Водночас, в калюсних тканинах з’являються специфічні білки, характерні для дедиференційованих клітин, які обумовлюють біохімічні та цитологічні зміни.
Під час переходу дедиференційованих клітин до неорганізованого поділу спочатку відбувається використання запасних речовин, що супроводжується руйнуванням спеціалізованих клітинних органел. Після індукції дедиференціації через 6-12 годин відбуваються такі морфологічні зміни: розпушується і розбухає клітинна стінка, збільшується кількість вільних рибосом, розміри і кількість ядерець, кількість елементів апарату Гольджі. Після цього за 48-72 години починаються неорганізовані поділи клітин. 
Після утворення калюсу в асептичних умовах його відділяють від експланту і поміщають на поверхню агаризованого живильного середовища. В результаті цього отримують стерильну калюсну культуру (основний тип рослинної тканини, що культивується).
Вперше калюсну культуру, яка підтримується в умовах in vitro до цього часу, було отримано Роже Готре у 1938 році із кореня моркви. 
Для успішної ініціації первинного калюсу та інгібування ферментів-окисників фенолів, продукти окиснення яких токсичні і пригнічують поділ рослинних клітин, у живильне середовище часто додають такі антиоксиданти, як глютатіон – 5 мг/л, діетилдитіокарбамат – 5 мг/л, цистеїн – 5 мг/л, аскорбінову кислоту – 5 мг/л, полівінілпіролідон – 250-500 мг/л та інші. 
Успіх отримання калюсу значною мірою залежить від індукторів клітинного поділу та регуляторів росту. Найчастіше, як найефективніший ауксин, використовують 2,4-Д або менш активну ІОК. Співвідношення вмісту ауксинів до цитокінінів у живильному середовищі для індукування калюсогенезу повинно становити 10:1. 
Для утворення калюсу клітини спеціалізованих тканин після перенесення на живильне середовище мають дедиференціюватися. Здебільшого спеціалізація клітин відбувається із фази G1 (з постмітотичного етапу G1pm до проходження точки рестрикції), рідше – із фази G2. 
Однак, експланти, які використовують для отримання первинних калюсних клітин, досить часто містять тканини різного походження, тобто різної диференціації. 
Це може спричинити гетерогенність калюсної тканини, що є особливо небажаним явищем для злаків, оскільки деякі притаманні диференційованим клітинам функціональні особливості мають характер стійких модифікацій і передаються у разі поділу клітин.
Експлантом, як вихідним шматочком рослини, що вводять у культуру іn vitro, може бути будь-яка частинка тканини або органів рослини (верхівки (апекси) пагонів або коренів, бокові бруньки, бутони, шматочки коренів або листків, черешки листків, зародки, гіпокотиль проростаючого насіння, суцвіття, пиляки, пелюстки квітів та інші частини рослин) (рис.3). Відібраний і простерилізований експлант (найчастіше меристематична тканина) вводять в культуру з використанням спеціального живильного середовища. Меристематичні тканини знаходяться у верхівках стебла, на кінчику основного пагону, в пазушних (сплячих) бруньках, у зародку – класичних експлантах.
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Рисунок 3. Типи експлантів, що використовуються для отримання 
калюсної тканини [5].

У дводольних рослин калюси легко утворюються на експлантах, отриманих з різних органів: із листків, зародків, органів квітки, плодів, із насіння, пророщеного в асептичних умовах, окремих частин стебла і коренів, ізольованої серцевини стебла, ізольованих фрагментів паренхіми бульб і т. ін.
Встановлено, що калюсні тканини у разі культивування in vitro так само мають здатність продукувати біологічно активні речовини, як і цілі рослини, вирощені в природних умовах. Це такі корисні для використання у медицині, парфумерній та харчовій промисловості речовини, як гормони, алкалоїди, глікозиди, стероїди, ефірні олії та інші. Перевагами біотехнологічного культивування калюсних тканин порівняно з використанням рослинної сировини вирощуванням рослин традиційними методами для отримання біологічно активних речовин є: 
•	можливість оптимізації та стандартизації умов вирощування; 
•	можливість отримання екологічно сировини;
•	.можливість отримання сировини незалежно від клімату та пори року; 
можливість отримувати біологічно активні речовини з рідкісних видів рослин та тих, що занесені до Червоної книги (Aster alpinus, Carlina onopordifolia, Platanthera bifolia, Gentiana lutea, Gentiana carpatica);
	можливість підвищення продуктивності клітинних ліній за використання методів індукованого мутагенезу та генно-інженерних підходів; 

Хід заняття
1.  Приготувати середовище МСК1 для калюсоутворення пшениці: до базового середовища МS додати 2 мг/л 2,4-Д та 10 мг/л AgNO3. Середовище розлити в стерильні чашки Петрі.
2.  Зі сформованих проростків пшениці в умовах ламінарного боксу виділити апікальні меристеми (рис. 4) та помістити в чашки Петрі на живильне середовище МСК1. Порахувати кількість меристем (експлантів), висаджених на кожну чашку Петрі.
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Рисунок 4. Схема виділення апікальних меристем пшениці:
А – частина пагона, що відкидається; Б – частина, з якої отримують апікальну меристему [6].
3.  Культивувати в умовах темряви за температури +25 ºС (термостат). Субкультивування здійснювати раз на два тижні шляхом перенесення експлантів на свіже середовище такого самого складу.
4. Протягом інкубування спостерігати за процесами калюсоутворення пшениці, вносячи результати у таблицю 7.
5.  Порахувати кількість калюсних колоній, утворених з апікальних меристем (кількість утвореного калюсу).
6.  Порахувати відсоток калюсогенезу (відношення кількості утвореного колоній до кількості апікальних меристем).
7.  Візуально визначити кількість уражених бактеріальною та грибковою інфекцією калюсних колоній. Визначити відсоток ураженого калюсу.

Таблиця 7 – Динаміка процесів дедиференціації у калюсі пшениці (Triticum aestivum)
	№ з/п
	Загальна кількість апікальних меристем (експлантів)
	Кількість утвореного калюсу
	% калюсо-генезу
	Кількість ураженого калюсу
	%
зараження

	1
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	

	Середнє значення
	

	

	

	

	



Контрольні запитання
1.  Дати визначення поняттю «експлант».
2.  Дати характеристику калюсним тканинам.
3.  Чим обумовлений перехід до дедиференціації?
4.  Які фази клітинного циклу характерні для початку калюсоутворення і чому?
5.  Використання калюсних клітин рослин у біотехнології.
6.  Роль калюсних тканин рослин у природі.

Лабораторна робота 7. Отримання первинного калюсу з гіпокотилів ріпаку (Brassica napus) 
 
Мета: отримати навички з підготовки рослинних експлантів різних типів до подальшої дедиференціації і регенерації. Провести перенесення експлантів ріпаку на агаризоване середовище для калюсогенезу.
Основні поняття: калюс, експлант, гіпокотилі, дедиференціація, ауксини, цитокініни.
Матеріали і реактиви: стерилізатор інструментальний, скальпелі, пінцети, чашки Петрі; середовище МS, 2,4-дихлорфеноксіоцтова кислота (2,4-Д), термостат, ламінарний бокс.

Хід заняття
1.  Приготувати середовище МСК2 для калюсогенезу ріпаку: до базового середовища МS додати 1 мг/л 2,4-Д. Середовище розлити в стерильні чашки Петрі.
2.  Гіпокотилі 7-денних проростків ріпаку порізати на сегменти 0,5-1 см. Експланти помістити в чашки Петрі на живильне середовище МСК2.
3.  Культивувати в умовах темряви за температури +25 ºС (термостат). Субкультивування здійснювати раз на два тижні шляхом перенесення експлантів на свіже середовище такого самого складу.
4.  Протягом інкубування спостерігати за процесами калюсоутворення, вносячи результати у таблицю 8:
Таблиця 8 – Динаміка процесів дедиференціації у калюсі ріпаку (Brassica napus)
	№ з/п
	Загальна кількість експлантів
	Кількість утвореного калюсу
	% калюсогонезу
	Кількість ураженого калюсу
	%
зараження

	1
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	

	Середнє значення
	
	
	
	
	


Контрольні запитання
1.  Дати визначення поняттю «калюс».
2.  Що таке гіпокотелі і чому їх використовують для калюсогенезу ріпаку?
3.  Дати характеристику калюсним культурам.
4.  Використання регуляторів росту для індукції калюсогенезу.
5.  Навіщо використовують антиоксиданти для індукції калюсогенезу?
6.  Типи експлантів.

Лабораторна робота 8. Отримання первинного калюсу з рослинного матеріалу тютюну (Nicotiana tabacum) 

Мета: закріпити отримані знання за темою калюсогенез. Отримати навички з підготовки рослинних експлантів різних типів до подальшої дедиференціації і регенерації. Провести перенесення експлантів тютюну на агаризоване середовище для калюсогенезу.
Основні поняття: калюс, експлант, дедиференціація, ауксини, цитокініни.
Матеріали і реактиви: стерилізатор інструментальний, скальпелі, пінцети, чашки Петрі; середовище МS; нафтилоцтова кислота (НОК), 2,4-дихлорфеноксіоцтова кислота (2,4-Д), термостат, ламінарний бокс.

Хід заняття
1.  Приготувати середовище МСК3 для калюсогенезу тютюну: до базового середовища МS додати 0,5 мг/л НОК та 2 мг/л 2,4-Д. Середовище розлити в стерильні чашки Петрі.
2.  Проростки тютюну (Nicotiana tabacum) нарізати на фрагменти довжиною 0,5 см.
3.  Листові пластинки тютюну нарізати на фрагменти розміром 1×1 см.
4.  Отримані експланти перенести на чашки Петрі з агаризованим середовищем МСК3.
5.  Культивувати в умовах темряви за температури +25 ºС (термостат). Субкультивування здійснювати раз на два тижні шляхом перенесення експлантів на свіже середовище такого самого складу.
6.  Протягом інкубування спостерігати за процесами калюсоутворення, вносячи результати у таблицю 9.
7. 

Таблиця 9 – Динаміка процесів дедиференціації у калюсі тютюну (Nicotiana tabacum)

	№ з/п
	Загальна кількість експлантів
	Кількість утвореного калюсу
	% калюсогонезу
	Кількість ураженого калюсу
	%
зараження

	1
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	

	4
	
	
	
	
	

	Середнє значення
	

	

	

	

	




Контрольні запитання
1. Дати визначення поняттю «експлант».
2. Використання калюсних клітин різних рослин у біотехнології.
3. Чим відрізняються живильні середовища для різних видів рослин?
4. Чим обумовлений розмір експлантів?
5. Чим обумовлена різниця в умовах калюсогенезу?
6. У чому переваги утримування рослин в калюсній культурі?



Лабораторна робота 9. Динаміка процесів дедиференціації у субкультивованому калюсі 

Мета: ознайомитися із різноманіттям морфології калюсних клітин і тканин. Визначити особливості калюсних клітин порівняно з клітинами рослинного організму. Продовжити культивування експлантів пшениці, ріпаку та тютюну на середовищі для калюсоутворення.
Основні поняття: пухкий калюс, щільний калюс, плоїдність.
Матеріали і реактиви: стерилізатор інструментальний, скальпелі, пінцети, чашки Петрі; середовище МСК1, МСК2, МСК3; термостат, бокс ламінарний.

Теоретичні відомості (Калюсогенез, частина ІІ) 
В процесі культивування калюс проходить типовий для рослинної клітини шлях розвитку: після ряду поділів клітини починають рости шляхом розтягування, потім після дозрівання відбувається диференціювання і через певний проміжок часу закономірне відмирання. 
Калюсні тканини відрізняються залежно від походження та умов вирощування (рис.5, 6). Вони бувають:
· пухкими, сильно оводненими, розсипчастими;
· середньої щільності, або компактними із меристематичними зонами;
· щільними.
Тип калюсу значною мірою залежить від складу середовища: на середовищах, у яких присутні ауксини, особливо 2,4-Д, калюси стають пухкішими. Також розрихлити калюс можна шляхом виключення із живильного середовища солей Са2+, додавання 0,01 мг/л целлюлази і 0,2 мг/л пектинази.
Із пухких калюсів дуже легко отримати суспензійну культуру після перенесення їх у рідке поживне середовище. 
[image: ]
Рисунок 5. Калюс гречки посівної Fagopyrum esculentum: 
А – пухкий, Б – щільний [7].


[image: ]
Рисунок 6. Калюс гречки посівної Fagopyrum esculentum: 
А – глобулярний, Б – щільний глобулярний, В – гетерогенний [7].

Пухкі калюси не можна перетворити на компактні, натомість компактний (щільний) можна перетворити на пухкий. Компактні калюси, що ростуть повільно, мають кращу здатність до морфогенезу. 
Пухкі і щільні калюси відрізняються анатомічно: щільні калюси містять багато вакуолізованих, компактно зібраних клітин. Крім цього, у щільних калюсів загальна кількість полісахаридів у клітинній стінці вища, проте їх співвідношення змінено: спостерігається зменшений вміст целюлози відносно пектинових речовин і геміцелюлоз. 
Калюсні тканини використовують:
- для регенерації рослин; 
- для збереження у ростовому стані колекцій ліній, штамів, мутантів; 
- з метою отримання клітинних суспензій для культивування в рідкому живильному середовищі.
Калюсні клітини in vitro зберігають багато фізіологічних і біохімічних особливостей, властивих спеціалізованим клітинам, які входять у склад тканин рослини. Зокрема, клітини калюсу зберігають здатність синтезувати вторинні метаболіти. Наприклад, калюсам, які отримані від морозостійких рослин, властива морозостійкість і здатність до загартування, що не притаманно калюсним тканинам, отриманим з тропічних і субтропічних рослин. Можна зробити висновок, що властивість стійкості до низьких температур залишається у разі переходу клітини у дедиференційований стан (епігенетична спадковість).
Також спільною у калюсних клітин зі спеціалізованими є здатність витримувати дію високих температур, високих концентрацій солей, осмотично активних речовин.
Проте калюсні клітини здатні набувати деяких властивостей, які відрізняють їх від вихідних форм. Це пов’язано із синтезом деяких специфічних білків у дедиференційованих клітинах, які не були притаманні спеціалізованим клітинам, з яких ці калюсні клітини походять. Натомість кількість білків, властивих для диференційованих клітин, зменшується або вони зовсім зникають. 
Як було зазначено в теорії до лабораторної роботи № 6, калюсна тканина може походити з клітин різної спеціалізації і, відповідно, характеризуватись генетичною гетерогенністю. 
У результаті розриву корелятивних зв’язків із цілісним рослинним організмом калюсні клітини ростуть неорганізовано, тобто фізіологічно асинхронно. Калюсна клітина має свій цикл розвитку, аналогічний до циклу інших клітин. Особливістю калюсних клітин є гетерогенність за фазами клітинного циклу.
В енергетичному обміні калюсних клітин також спостерігаються значні відмінності: наприклад, порівняно зі спеціалізованими клітинами, вони споживають менше кисню. Дихальний коефіцієнт калюсних клітин (відношення об’ємів виділеного вуглекислого газу до об’єму поглиненого кисню) більший за одиницю, що свідчить про перевагу бродіння перед диханням. Зменшення активності аеробного дихання обумовлене, зокрема, слабким розвитком мітохондрій у калюсних клітинах і зменшенням у них крист.
Спостерігається також зсув катаболізму глюкози на пентозофосфатний шлях, в ланцюгу якого утворюється рибозо-5-фосфат, який, у свою чергу, є попередником нуклеотидів, необхідних для клітин у стадії активного росту.
Можливі причини генетичної нестабільності клітин, що культивують in vitro:
- генетична неоднорідність (гетерогенність) експлантів. Диференційовані тканини більшості рослин містять клітини різної плоїдності;
- тривале культивування in vitro, що веде до нагромадження генетичних змін, зокрема й до нерівномірної зміни плоїдності;
- порушення кореляційних зв’язків у разі ізолювання та перенесення ділянок тканин рослин на штучне живильне середовище;
- вплив фітогормонів, які входять до складу живильних середовищ, на генетичний апарат клітин. Найактивнішим мутагеном є 2,4-Д, який входить у склад більшості живильних середовищ. Цитокініни, зокрема кінетин, сприяють поліплоїдизації клітин.

Хід заняття
1.  Продовжити інкубування експлантів, спостерігати за процесами калюсоутворення, вносячи результати у таблиці 7, 8, 9.
2.  Здійснювати субкультивування шляхом перенесення експлантів на свіже середовище такого самого складу раз на два тижні.

Контрольні запитання
1.  Що таке калюс?
2.  Із яких органів рослини можна отримати калюсну тканину? 
3.  Які зміни відбуваються у спеціалізованій клітині під час переходу до дедиференціації?
4.  Назвіть типи калюсної тканини.
5.  Яке практичне використання пухких калюсів?
6.  Який тип калюсної тканини краще використовувати для отримання рослин-регенерантів?
7.  Наведіть приклади можливого використання калюсної тканини. 

Лабораторна робота 10. Ініціація морфогенезу з калюсних культур тютюну Nicotiana tabacum, пшениці Triticum aestivum та ріпаку Brassica napus на середовищі для регенерації 

Мета: ознайомитися із загальними особливостями процесу морфогенезу, умовами його ініціації, складом живильних середовищ для регенерації. Отримати практичні навички з ініціації морфогенезу із експлантів різних типів.
Основні поняття: морфогенез, детермінація, диференціація. 
Матеріали і реактиви: стерильна дистильована вода; середовище MS; бензиламінопурин (БАП), індолілоцтова кислота (ІОК), піклорам, нітрат срібла AgNO3 стерильний; стерильний фільтрувальний папір, стерильні чашки Петрі, пінцети.

Теоретичні відомості (Морфогенез, частина І)
Морфогене́з (від грец. morphê – «форма» і genesis – «утворення») – це процес виникнення, формування і розвитку тканинних і клітинних диференційованих структур, органів, частин організмів як в індивідуальному (онтогенез), так і еволюційному (філогенез) розвитку. На відміну від росту клітин та їх диференціювання, які можуть мати місце в клітинній культурі або у пухлинах, нормальний морфогенез спостерігається тільки в цілому непошкодженому організмі. Морфогенез визначає структуру тканин, органів і цілих організмів, як і відносне розташування частин організму та окремих тканин в їх межах.
Детермінація (від лат. determinatio – обмеження) – набуття клітиною стану готовності до реалізації певних спадкових властивостей. Детермінація приводить до розвитку в певному напрямку, тобто певним чином детермінована клітина готова до вузької спеціалізації, отже диференціюється і перетворюється на клітину певної тканини. Водночас, детермінована клітина обмежена в можливості розвитку в інших напрямках. Детермінація компетентної (готової до сприйняття дії певних індукторів) клітини може починатися одразу після поділу на початку G1 фази. 
З гормональних чинників у диференціації і морфогенезі першочергову роль відіграють ауксини і цитокініни. Індукторами можуть бути різні речовини або чинники: гормони, метаболіти та сигнальні молекули інших тканин або сусідніх клітин, електрофізіологічні сигнали тощо.
Скугом і Мурасіге (1962) було висунуто концепцію, згідно з якою, змінюючи вміст і співвідношення ауксинів та цитокінінів, можна спричиняти недиференційоване розростання калюсу, розвиток стебел або коріння. 
У найпростішому випадку індукція та утворення калюсу спостерігається за збалансованого співідношення ауксинів до цитокінінів у середовищі: стеблові бруньки утворюються у разі підвищення рівня цитокінінів відносно ауксину, коріння формується у разі високого вмісту ауксинів. 
Як правило, утворення органів в культурі клітин пояснюється теорією гормональної регуляції, але таке пояснення придатне не для всіх видів. Одні й ті самі фізіологічно активні речовини регулюють і поділи клітин під час недиференційованого росту калюсу, і клітинні поділи, пов'язані з диференціацією. 
Є системи, що не реагують на присутність екзогенних гормонів. На морфогенну здатність калюсу впливає генотип і походження первинного експланту (орган, з якого його виділено). Тканини одного і того самого органу однієї й тієї самої рослини проявляють різну здатність до морфогенезу, як от: з флоемної тканини кореня моркви утворюється коріння, а з ксилемної – формуються ембріоїди. 
У процесі культивування клітини in vitro спостерігається виникнення нових мікротрубочок, зростання  активності рибосом, зміни у стані пластид, накопичення запасних речовин. Змінюється також структура і активність апарату Гольджі. 
Важливо, що у разі вирощування in vitro спостерігається генетична гетерогенність клітин, поява мутантів з помітними особливостями диференціації. Однією з причин такої морфологічної гетерогенності клітин калюсної тканини є несинхронне проходження мітотичних циклів. В результаті порушення мітозу з'являються багатоядерні клітини, спостерігається поліплоїдизація. Також виявляються мутації у вигляді транслокацій і делецій, анеуплоїдів.
Клітина, введена в культуру, проходить ряд послідовних змін: дедиференціація, диференціація, морфогенез. Взаємодія між клітинами є вирішальним фактором їх диференціації та подальшої спеціалізації, на які також впливають репресія та дерепресія генетичної інформації (рис.7).
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Рисунок 7. Взаємоперетворення рослинних тканин.

Індукувати морфогенез у клітинних популяціях і тканинах in vitro може будь-яка неоднорідність культури клітин. Провокування такої неоднорідності спричиняє просторовий перерозподіл гормонів, що і сприяє диференціації клітин і формоутворенню в калюсі. Доказом цього можуть також слугувати експерименти, проведені з калюсною тканиною пшениці і кукурудзи в космічних умовах. 
Поясненням ролі просторової організації у структурно-функціональному стані окремих клітин є взаємодії між ними за допомогою фізико-хімічних контактів. В асоціації клітин калюсної тканини окремі клітини здійснюють вплив на інші через міжклітинні взаємодії.
Молекули, які спричиняють відповідний сигналінг для диференціації та інших змін у просторово-часовій організації клітин, є фітогормони, інгібітори, низькомолекулярні білки, білково-вуглеводні комплекси та інші речовини, що здатні викликати послідовні перетворення, які діють, як транскрипційні фактори. 
В результаті таких екзогенних імпульсів, ефекторів, основаних на взаємодіях ззовні клітини з трансмембранними молекулами, змінюється їхня конформація. У цьому разі сполучною ланкою між реалізацією генетичної інформації і ефектором виступають алостеричні білки (білок, який змінює конформацію, коли до нього приєднується інша молекула. Зміна конформації змінює активність або властивості білку). 
В результаті такі видозмінені білки стають здатні до подальших перетворень та взаємодій всередині клітини аж до ядра. Білково-нуклеотидні контакти в ядрі викликають репресію або дерепресію наявної генетичної інформації. Це, в свою чергу, спричиняє зміну в експресії білків, відповідальних за той або інший вид спеціалізації клітини. У такий спосіб відбувається перепрограмування клітин на відповідний для даного білкового та вуглеводного профілю органогенез і морфогенез.
Однією з необхідних умов морфогенезу та структуро- і формоутворення є адгезія та відокремлення спеціалізованих клітин. Цей процес також обумовлений наявністю відповідних білків, які синтезуються лише у разі транкрипції мРНК. Тобто, знову ж, процеси утворення тканини або органу контролюються ядром, але також у разі надходження сигналів у вигляді певної конформації білків, які взаємодіють з відповідними генами.
Про участь генетичної інформації у процесах регенерації в умовах in vitro свідчать такі факти: 
1. Делеція плеча хромосоми може призводити до зниження частоти утворення регенерантів (наприклад, в клітинах Triticum timopheeviі у разі тривалого культивування губляться плечі хромосом геному At). 
2. Використання різних за складом живильних середовищ для регенерації сприяє зміні рівня експресії генів, які визначають ці ознаки. 
3. В основі генетичного контролю таких ознак, як частота калюсоутворення, частота утворення морфогенних калюсів і кількість зон регенерації для озимої пшениці лежить наддомінування, неповне домінування і епістаз.
Епіста́з – взаємодія генів, за якої активність одного гена перебуває під впливом варіацій інших генів. Ген, що пригнічує фенотипічні прояви іншого, називається епістатичним; ген, чия активність змінена або пригнічена, називається гіпостатичним. 
Одні генетичні системи контролю для всіх ознак проявляються стабільно (епістаз), а інші (наддомінування) – значно змінюються залежно від ознак і генотипів. Наприклад, для озимої твердої пшениці характерні епістаз, неповне домінування і наддомінування; для ярої твердої – епістаз.
Але слід зазначити, що калюсогенез і регенерація рослин не є спорідненими процесами. Загальною закономірністю для процесу культивування тканин залишається зростання цитогенетичної варіабельності з одночасною втратою у більшості випадків морфогенного потенціалу, що пов’язано зі станом ядра. Тканини, з яких походять регенеранти, можуть мати різний рівень плоїдності. Тим не менш, утворені з цих тканин регенеранти зазвичай будуть диплоїдні.
В культурі тканин існує два основних типи морфогенезу: органогенез – утворення окремих органів, тобто однополярної структури, і соматичний ембріогенез – утворення біполярних зародкоподібних структур із соматичних клітин. 
В результаті органогенезу утворюються коріння, стебла, рідше квітки або листя. Спочатку регенерують вище перераховані органи, з яких потім розвиваються цілі рослини. У разі утворення коріння (ризогенезу) не утворюються пагони, і регенерація цілої рослини не відбувається.
У випадку соматичного ембріогенезу відразу утворюється зародок, морфологічно ідентичний звичайному біполярному зародку, з якого надалі розвивається ціла рослина, оскільки він має і меристему кореня, і меристему верхівкової бруньки.
Згідно з концепцією тотипотентності, з кожної клітини можна регенерувати цілу рослину (рис.8). Але у деяких типів клітин гени значною мірою репресовані, у зв'язку з чим прояв тотипотентності обмежений. 
Клітинну основу морфогенезу становить цитодиференціювання. Під час регенерації з калюсних тканин починається вторинне диференціювання клітин, тобто дедиференційовані калюсні клітини перетворюються в диференційовані з характерними для них структурою і функцією. 
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Рисунок 8. Шляхи реалізації тотипотентності. 

Іноді внаслідок вторинного диференціювання калюсні клітини перетворюються на флоемні або ксилемні елементи – такий процес утворення тканин називається гістодиференціюванням. В цьому випадку морфогенез і регенерація рослин не відбувається. Дедиференційована клітина в активній стадії проліферації (стаціонарній фазі росту) також може перетворюватись у неактивну калюсну клітину. Ці процеси обумовлені зміною в експресії відповідних структурних генів – дерепресією або репресією. Таким чином, практичний інтерес становить саме морфогенез, оскільки він дає змогу отримувати цілу рослину з калюсної клітини.
На здатність ізольованих рослинних клітин до морфогенезу впливають як внутрішні, так і зовнішні чинники. До внутрішніх факторів належать: видова приналежність вихідної рослини; орган, з якого взято експланти; вік експлантів; кількість взятого матеріалу. У цьому випадку спрацьовує «ефект мінімальної маси», який полягає у тому, що здатність вже детермінованих клітин до подальшого диференціювання залежить від наявності деякої мінімальної маси матеріалу, необхідного для морфогенезу.
Ранньостиглі сорти характеризуються нижчим рівнем регенерації порівняно з пізньостиглими культурами. Можливо, що взяті для культивування in vitro органи і тканини рослин зі швидким розвитком можуть мати коротший період існування ініціальних клітин.
До зовнішніх факторів, насамперед, відносяться: склад живильного середовища, температура, освітлення (інтенсивність і довжина фотоперіоду). У складі живильного середовища основним фактором індукції морфогенезу є зміна співвідношення між цитокінінами і ауксинами. Основним фактором індукції морфогенезу є зміна співвідношення між цитокінінами і ауксинами  у складі живильного середовища. Присутність у середовищі одного ауксину визначає перехід спеціалізованої клітини з фази G0 (стану проліферативного спокою) до стану активного синтезу РНК. А додавання до середовища кінетину сприяє завершенню синтезу ядерної ДНК і переходу клітин до синтезу білків, які необхідні для мітозу і цитокінезу. У разі переважання цитокінінів над ауксинами часто починається стебловий органогенез (рис.9), а у разі переважання ауксинів – кореневий.
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Рисунок 9. Утворення пагонів на експланті [7].

Утворення та розвиток соматичного ембріоїда є гормононезалежними: після калюсоутворення на тому самому живильному середовищі виникають ембріогенні зони. Якщо з живильного середовища вилучити дедиференціюючий фактор (2,4-Д або інші ауксини), то в калюсній тканині може початися розвиток соматичних зародків. 
Таким чином, основними стимулами морфогенезу є зміни співвідношення гормонів у живильному середовищі. Іншим чинником є сам процес ізоляції рослинної клітини з організму. 
Додатковими стимулами морфогенезу в культурі калюсних тканин є наявність у живильному середовищі азотвмісних сполук: нітрату срібла або амонію, поліамінів (путресцину та спермідину), деяких амінокислот (проліну, серину, тирозину), а також цукрів (маніту та сорбіту). 
В калюсній тканині індукторами виникнення організованих структур є іони NH4+, а іони NO3- впливають на їх розвиток. Гіберелінова кислота стимулює розвиток стебла, а абсцизова прискорює диференціювання органів соматичних зародків. Однак для переходу до морфогенезу недостатньо індуктора (стимулу). Необхідно, щоб клітина була готова до відповіді на нього. Не всі клітини, а лише одна з 400-1000 здатна сприймати стимули морфогенезу, тобто компетентна і здатна до регенерації. Дослідники прийшли до висновку, що компетентність клітин – подія випадкова і тому настільки рідкісна. 
Морфогенез в калюсній тканини починається з того, що детермінована клітина під впливом зовнішніх чинників і внутрішніх перебудов протеому ізолюється від інших калюсних клітин, утворюючи потовщену клітинну стінку. 
Клітина-ініціатор (ініціальна клітина) відрізняється від недетермінованих калюсних клітин більшим ядром і меншими розмірами вакуоль. У ініціальних клітинах містяться великі кількості запасних речовин: крохмалю, іноді – ліпідів.
Деякий час ініціальні клітини знаходяться в стадії перебудови і підготовки до подальших швидких поділів (lag-фазі). Потім ці клітини діляться дробленням, утворюючи сферичну масу дрібних ізодіаметричних клітин, які можуть виникати як на периферії калюсної тканини, так і бути зануреними в неї. Зазвичай не спостерігається певної закономірності в їх локалізації. 
У разі органогенезу цю масу клітин називають меристематичним осередком, а у разі соматичного ембріогенезу – глобулярним проембріо. 
Надалі в меристематичних осередках диференціюються зачатки стебла, кореня, листа або квіткової бруньки і, відповідно, відбувається органогенез: кореневий, стебловий, листовий, флоральний. 
З глобулярного проембріо розвиваються біполярні соматичні ембріоїди (зародки), що проходять через декілька послідовних стадій, які відповідають стадіям розвитку зиготи: глобулярній, «сердечка», торпедоподібній, соматичного зародку (рис.10). 
[image: ]
Рисунок 10. Стадії розвитку соматичного ембріоїда [7].

Генезис і структура соматичного зародку специфічні для окремих таксонів. Можливо, вони визначаються місцем формування ініціальної клітини. 
Порівняльний аналіз статевих і соматичних зародків дає змогу відзначити подібність в основних закономірностях їх морфогенезу (наявності полярності, симетрії, в схожості клітинної та тканинної диференціації, здатності до проліферації). І статеві, і соматичні зародки характеризуються поліморфізмом, перехідними формами і аномаліями. За допомогою порівняння характерів формування статевих і соматичних зародків було виділено нову категорію вегетативного розмноження рослин – ембріоїдогенію.
Клітини меристематичних осередків і клітини-ініціатори ембріоїдних структур відрізняються від калюсних активацією синтезу ДНК і РНК. Під час переходу калюсних клітин до морфогенезу відбувається значна зміна в їх метаболізмі, що проявляється у появі в них специфічних білків. Білок-глікопротеїд, виділений з ембріогенних культур, можна розглядати як конденціонуючий фактор. У разі частих пересадок на свіже живильне середовище, де глікопротеїд накопичуватися не може, ембріогенез не відбувається. Якщо білок, що з'являється в клітинах під час переходу до соматичного ембріогенезу, виділити і ввести в довго пасивовані (неембріогенні) калюсні клітини, у яких гени морфогенезу не активні або втрачені, то перехід до морфогенезу індукується. 
Під час переходу до морфогенезу в культурі калюсних тканин також відбуваються значні зміни у дихальному метаболізмі, що проявляється в посиленні дихання (за СО2) та зміні його характеру в напрямку інтенсифікації пентозо-фосфатного шляху, в якому синтезуються попередники у синтезі нуклеотидів. 
Зростає активність дихальних ферментів. Зростає число рибосом, мітохондрій, змінюється їх внутрішня структура. Одночасно в калюсних тканинах можуть знаходитися як повністю сформовані структури, так і клітини, які щойно вступили на шлях морфогенезу. 
Підвищена синтетична активність клітин меристематичних осередків і глобулярного проембріо робить їх активним центром, в який спрямовуються поживні речовини. Навколишні калюсні клітини у цьому разі часто руйнуються. Між клітинами зародкоподібних структур або меристематичних осередків утворюються плазмодесми, і таким чином відновлюється зв'язок між ними.
На цей час одні вчені вважають, що ознака морфогенезу полігенна і контролюється кількома хромосомами, інші визначили лише два гени, що причетні до цього процесу. Однак генетична детермінованість морфогенетичної активності калюсних клітин очевидна. Це пояснює, чому в ряді випадків не вдається отримати регенерацію з калюсної тканини тих чи інших генотипів. Для підвищення регенераційної здатності застосовують схрещування морфогенетично активних in vitro генотипів.

Хід заняття
1.  Відповідно до таблиці 10 приготувати живильні середовища для регенерації пагонів з калюсних культур: МСР1 – пшениці T. aestivum, МСР2 – ріпаку B. napus, МСР3 – тютюну N. tabacum. Середовище розлити в стерильні чашки Петрі та підписати.
2.  Перенести калюсні культури тютюну, ріпаку та пшениці на відповідне агаризоване середовище для регенерації.
3.  Інкубувати за температури +24 °С в умовах культиваційної кімнати (16/8-год фотоперіод). Пасажі на свіже середовище здійснювати раз на 2 тижні. 
4.  Протягом інкубування спостерігати за процесами морфогенезу, вносячи результати до таблиці 11.

Таблиця 10 – Склад живильних середовищ для регенерації калюсних культур
	Назва середовища
	Базовий сольовий склад
	Вітаміни
	Сахароза, г/л
	Регулятори росту, мг/л
	рН

	МСР1
 (T. aestivum)
	MS
	В5
(за Гамборгом)
	30
	БАП – 0,5
піклорам – 0,16
AgNO3 – 10
	5,7-5,8

	МСР2 (B. napus)
	MS
	MS
	20
	БАП – 3
AgNO3 – 5
	5,7-5,8

	МСР3 (N. tabacum)
	1/2 MS
	MS
	20
	БАП – 0,5
ІОК – 0,1
	5,7-5,8



Таблиця 11 – Морфогенна активність калюсу
	№ з/п

	Загальна кількість експлантів
	Кількість утворених пагонів
	% регене-рації
	Кількість уражених експлантів
	% зараження

	1
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	

	3
	
	
	
	
	

	Середнє значення
	
	
	
	
	



Контрольні запитання
1.  Індуктори морфогенезу.
2.  Призначення і склад регенераційних середовищ.
3.  Ефектори – визначення і принцип дії.
4.  Перебудова рослинної клітини при морфогенезі.
5.  Що таке морфогенез?
6.  Розкрити суть детермінації.
7.  Від чого залежить морфогенна здатність?
8. Генетична гетерогенність клітин.
9. Факти, які свідчать про генетично обумовлені ознаки регенерації в рослин. 
Лабораторна робота 11. Фіксація результатів морфогенної активності калюсних формацій. Перенесення регенерантів на середовище для вкорінення

Мета: отримати теоретичні знання та практичний досвід з мікроклонального розмноження рослин. Провести укорінення отриманих регенерантів. 
Основні поняття: мікроклональне розмноження, сомаклональна мінливість.
Матеріали і реактиви: стерильна дистильована вода; компоненти середовища MS; нафтилоцтова кислота НОК; стерильні чашки Петрі, пінцети; фотографічна техніка.

Теоретичні відомості (Морфогенез, частина ІІ) 
Мікроклональне розмноження рослин – промислово значимий біотехнологічний метод вегетативної мультиплікації рослин, які мають харчову, медичну, технічну та естетичну цінність. На цей час у світі набуло широкого розповсюдження клонування сільськогосподарських рослин (суниця, картопля), квітів (орхідея, гвоздика, гербера), різних дерев’янистих (тополя, плодові дерева) та лікарських рослин. 
Такі рослини одержані безстатевим шляхом від одного загального предка називають «клон», що в перекладі з грецької означає пагін, паросток, гілка. В біотехнології мікроорганізмів клоном також називають сукупність клітин, які утворились із однієї клітини, як правило, ізольованої на твердому середовищі. У біотехнології рослин клоном є покоління генетично однорідних організмів, які походять від одного предку шляхом вегетативного розмноження. На рисунку 11 показано одержання потомства з однієї безвірусної меристеми гвоздики – лінії мериклонів, тобто клонів, що одержані з меристеми рослини-донора.
Вагомим фактором для забезпечення масового виробництва посадкового матеріалу є його генетична стабільність. Відповідно, клоновані рослини, одержані шляхом мітозу, мають бути генетично ідентичними до клітин експланту материнської рослини.
[image: ]
Рис.11. Схема клонального розмноження: 1 – активація розвитку меристеми; 2 – утворення адвентивних бруньок безпосередньо на первинному експланті; 
3 – індукція соматичного ембріогенезу в калюсі і суспензійний культурі; 
4 – утворення адвентивних бруньок в калюсній тканині: а – отримання стерильної культури; б – формування мікропагонів і розвиток соматичних ембріоїдів; 
в – вкорінення мікропагонів за штучного освітлення; г – переведення рослин-регенерантів у тепличні умови з подальшою висадкою в ґрунт [5]

Практика мікророзмноження, однак, свідчить про можливість появи змінених форм:
1.  Генетичних, що виникли внаслідок генних або хромосомних мутацій та зміни плоїдності.
2. Онтогенетичних, що виникли внаслідок дезорганізації, спонтанного зміщення, а також асинхронізації росту різних тканинних шарів або груп клітин (характерно для химерних рослин).
3. Фенотипових, що проявились морфологічно й анатомічно.
Змінені форми з’являються з неоднаковою частотою – від 0,03 до 15%, яка коливається залежно від виду рослини та форми змін (генетичної, онтогенетичної чи фенотипової). Найменша імовірність генетичних змін у разі масового клонування характерна для мериклонів – клонів, які одержані з нормальних меристем рослини-донора. 
Регенерація рослин з калюсної тканини часто призводить до виникнення організмів зі зміненою морфологією та анатомічною будовою, тобто низькорослих, з неправильним жилкуванням або розташуванням листків. Тривале пасажування калюсу призводить до виникнення у клітинах генетичних змін, в результаті чого у рослин зменшується або втрачається життєздатність і морфогенетичний потенціал. Саме накопичення генних мутацій, структурні перебудови хромосом або зміна плоїдності є причиною того, що розмноження рослин через калюсну тканину бажано уникати. 
Крім того, у системі калюс-пагін може відбуватись меристематизація калюсних клітин, обумовлена організованою структурою пагону. Пагін може впливати на процес органогенезу, відіграючи своєрідну роль «органу-няньки». В результаті із калюсу утворюються органи зі зміненими властивостями. Це явище використовується для отримання сомаклональних варіантів рослин.
На основі накопиченого досвіду мікророзмноження рослин для зниження частоти появи змінених форм можна сформулювати такі вимоги:
·  проводити розмноження окремих мериклонів для контролю походження регенерованих рослин;
· проводити розмноження тільки з пазушних меристем; у процесі культивування вилучати всі бруньки калюсного походження;
· регулярно вибірково проводити перевірку агробіологічних характеристик окремих екземплярів мериклонів.
Виконання цих вимог можна зберегти цінний селекційний екземпляр і одержати велику кількість генетично ідентичних йому рослин шляхом клонального мікророзмноження.
Переваги мікроклонального розмноження:
1. Високий коефіцієнт розмноження. За один рік методом клонального мікророзмноження можливо отримати до 1 млн екземплярів посадкового матеріалу важливих сільськогосподарських рослин і квітів.
2. Незалежність процесу від погодних умов – в лабораторії та теплиці протягом року підтримуються постійні температура, вологість і освітлення. 
3.  Можливість одержання безвірусного посадкового матеріалу.
4.  Створення «банку» неінфікованого цінного селекційного матеріалу. Посадковий матеріал асептичних рослин в кількості до 2 тис. одиниць можна зберігати в звичайному холодильнику замість висаджування у відкритому ґрунті. Або розмножені рослини можна зберігати у холодній кімнаті (за температури від +3º до +5 ºС) з освітленням протягом декількох місяців без пересадки. 
5. Суттєве покращання логістики обміну та розповсюдження рослин в регіонах і різних країнах, оскільки перевезення посадкового матеріалу вимагає менших витрат і карантинних обмежень.
Недоліком мікророзмноження в промислових масштабах є ручна праця на більшості етапів виробництва. Отже, розвиток технології мікроклонального розмноження потребує вдосконалення з точки зору механізації й автоматизації основних процесів. Зокрема під час мікророзмноження вручну виконується пересадка пагонів культур у субстрат для укорінення. Для успішного одержання повноцінних рослин у нестерильних умовах важливого значення набувають умови оточуючого середовища, процес пересадки рослин і якість субстрату.
Отже, враховуючи переваги мікроклонального розмноження, в Україні створюють лабораторії з одержання генетично ідентичного посадкового матеріалу з цінних селекційних зразків, зокрема й комерційні, що враховують прогноз рентабельності та виробництва виду продукції, ринкову вартість, місткість ринку, сезонність постачання.
Хід заняття
1.  Внести результати попередньої експериментальної роботи до таблиці 12.
2.  Провести фотографічну фіксацію отриманих результатів із калюсогенезу та регенерації експлантів пшениці, ріпаку та тютюну; знімки додати до робочого протоколу.
3.  Приготувати живильне середовище МСВ (MS для вкорінення): половинний вміст макро- та мікросолей MS, вітаміни MS, 10 г/л сахарози, 0,1 мг/л НОК, рН 5,7-5,8. Середовище розлити в стерильні баночки.
4.  Отримані рослини-регенеранти пшениці, ріпаку та тютюну перенести на середовище МСВ.
5. Культивувати за температури +24 °С в умовах культиваційної кімнати (16/8-год фотоперіод).

Контрольні запитання
1. Мікроклональне розмноження.
2. Проблеми розмноження через калюсну тканину.
3. Сомаклони і сомаклональна мінливість.
4. Контроль мікророзмноження.
5. Переваги мікроклонального розмноження.
6. Використання мікроклонального розмноження.


Лабораторна робота 12. Обробка результатів вкорінення. Підготовка ґрунту та посуду для висадження отриманих регенерантів ex vitro 

Мета: узагальнити матеріал зі вкорінення успішних регенерантів. Отримати навички з підготовки ґрунту та посуду для висадження отриманих регенерантів в умовах теплиці.
Основні поняття: теплиця, загартування, фунгіциди.
Матеріали і реактиви: пластиковий посуд; торф, дернова земля, пісок; дистильована вода.

Теоретичні відомості
Перенесення отриманих регенерантів з умов in vitro в умови ex vitro – останній, але не менш відповідальний етап мікроклонального розмноження, що виконують вручну. Для успішної пересадки рослини мають бути абсолютно готові для самостійного розвитку в природних умовах. Для автотрофного існування вони повинні мати добре розвинену кореневу систему для всмоктування мінеральних елементів з ґрунту та достатню кількість листків, здатних до продуктивного фотосинтезу. 
Однією з умов успішного завершення роботи з пересадки рослин у ґрунт є його склад. Як правило, використовують суміші торфу з пористими матеріалами: піском, перлітом або вермикулітом для покращання дренажу. 
Для запобігання розвитку грибкових хвороб корені рослин перед висадкою у ґрунт промивають у розчині фунгіциду, яким також потім обприскують рослини протягом вирощування. Це такі препарати, як фундазол, каптан, бенолат. З цією самою метою, а також для достатнього освітлення та запобігання сильному видовженню рослини висаджують на певній відстані одну від одної.
Молоді рослини досить вразливі до порушень нормального водного балансу, що може мати наслідком їх в’янення та загибель. Оскільки коренева система висаджених рослин недостатньо закріплена у ґрунті, не має потужної зони кореневих волосків, а молоді листочки позбавлені захисного шару воску, то надходження води через тиск кореневої системи не здатний скомпенсувати інтенсивну кутикулярну транспірацію. 
Тому у перші тижні вирощування у ґрунті необхідно для рослин застосовувати установки туманоутворення або покривати їх плівкою чи скляним посудом для створення достатнього ступеня вологості (90-100 %) повітря. Такий режим мають підтримувати до формування нового листка, що триває близько двох тижнів. 
Після цього рослини починають поступово готувати до відкритого ґрунту, знімаючи захисне покриття та доводячи вологість до природньої. Це остання стадія адаптації – період загартування. Під час цього періоду не варто надто підживлювати рослини для запобігання їх надмірному розвитку і переростанню, що може негативно позначитись на їх приживлення у відкритому ґрунті. 
Для оптимізації витрат роботи з адаптації рослин проводять у теплу пору року – з березня по вересень, що суттєво для умов вирощування рослин у промислових кількостях. Якщо попередні процедури мікроклонального розмноження проведено в холодний осінньо-зимовий період, то клони зберігають в освітленому холодному місці за температури від +5 до +8 ºС, а їх адаптацію та перенесення у відкритий ґрунт проводять весною.

Хід заняття
1.  Посуд, призначений для висадження регенерантів у ґрунт, очистити побутовим мийним засобом, обробити дистильованою водою і просушити.
2.  Підготувати ґрунтосуміш такого складу: 2 частини торфу, 1 частина дернової землі, 1 частина піску.
3.  Виміряти довжину стебла (L, см), довжину кореневої системи(Lk, см), середню довжину (a, см) і ширину (b, см) листкової пластинки, кількість листків (n), кількість коренів (nk). Результати внести у таблицю 12.
4. 

Таблиця 12 – Показники вкорінення регенерантів
	Лінія
	L, см
	Lk, см
	a, см
	b, см
	n
	nk

	1
	
	
	
	
	
	

	2
	
	
	
	
	
	



Контрольні запитання
1.  Охарактеризуйте процес загартування рослин.
2.  Використання фунгіцидів при висадженні рослин у ґрунт.
3.  Особливості висадження рослин до ґрунту у промислових масштабах
4.  Важливість дотримання водного балансу в укоріненні рослин-регенерантів.
5.  Особливості транспірації молодих рослин.
6.  Чому такі роботи мають сезонність?



Лабораторна робота 13. Перенесення вкорінених рослин-регенерантів у ґрунт в умовах теплиці 

Мета: адаптувати вкорінені регенеранти тютюну, пшениці та ріпаку до умов теплиці. Отримати практичні навички перенесення рослин із умов in vitro у ґрунт.
Основні поняття: теплиця, ґрунтосуміш. 
Матеріали і реактиви: пластиковий посуд, ґрунтосуміш; дистильована вода; стерильні пінцети, чашки Петрі, фільтрувальний папір.

Хід заняття
1.  Перенести ґрунтосуміш у пластиковий посуд, залишаючи вільними приблизно 2 см від поверхні; зволожити.
2.  Рослини-регенеранти дістати пінцетом із живильного середовища так, щоб не пошкодити корені та стебла. Обережно прибрати залишки живильного середовища з коренів.
3.  Висадити рослини-регенеранти в ґрунтосуміш; накрити для створення парникового ефекту.
4.  Культивувати рослини в умовах теплиці за температури +22-28 °С.
5.  Для поступового загартування рослин час їх знаходження на відкритому повітрі збільшувати від 20 хв до цілодобового протягом 2-х тижнів.
6.  Провести фотографічну фіксацію отриманих результатів, знімки приєднати до робочого протоколу (приклад на рис.12).






[image: ]

Рисунок 12. Вкорінення та адаптація до ґрунтових умов отриманих регенерантів на прикладі пшениці м’якої T. aestivum [8].

Контрольні запитання
1. Охарактеризуйте процес загартування рослин.
2. Яким має склад ґрунтосуміші і чому?
3. Які мають бути передумови для висадження рослин у ґрунт?
4. Яка необхідність у використанні фунгіцидів під час висадження рослин у ґрунт.
5. Навіщо створювати парниковий ефект?
6. Чому важливо роботи по висадці рослин у ґрунт проводити в умовах теплиці?








Лабораторна робота 14. Підсумкове заняття із практичного курсу «Молекулярні основи клонування багатоклітинних організмів: дедиференціація та вторинна диференціація в культурі in vitro» 

Мета: узагальнити знання, отримані протягом практичного курсу «Молекулярні основи клонування багатоклітинних організмів». Систематизувати отримані лабораторні дані, підсумувати результати досліджень.
Основні поняття: обробка результатів.
Матеріали і реактиви: лабораторний журнал, фотографічне обладнання.

Хід заняття
1.  Оформити особистий лабораторний журнал згідно з методичним планом курсу, згрупувавши в ньому всі таблиці, фотографії, описи всіх процесів. – про це нічого не має
2.  Обробити і узагальнити числові дані, внесені до таблиць. На основі узагальнених даних зробити висновок про ефективність проведеної стерилізації насіння, калюсогенезу, трансформації, регенерації і вкорінення.
3.  Обробити і узагальнити дані, отримані під час виконання лабораторних робіт. На основі узагальнених даних зробити висновок про ефективність калюсогенезу та регенерації пагонів із різних рослинних експлантів, ефективність вкорінення та адаптації рослин-регенерантів.
4.  Рослинні об’єкти, отримані в ході досліджень, зафіксувати за допомогою фотографічного обладнання, отримані зображення внести у лабораторний журнал.
5.  Результати курсу подати у вигляді висновків, серед яких навести особисто отримані дані, а також вказати нові знання і практичні навички, набуті протягом курсу. 


Додаток А
ІСТОРІЯ РОЗВИТКУ КУЛЬТУРИ ТКАНИН І КЛІТИН in vitro
1878–1902  р.р. Перший етап
Фехтінг (1878) виявив явище полярності в ізольованих фрагментах стебел, що проявлялось у формуванні за вологих умов бруньок в апікальній частині, калюсу або коріння – в базальній. Дійшов висновку, що полярність властива не тільки органам рослини, а й окремій клітині.
Рехінгер (1893) визначив мінімальні розміри експлантів, за яких ті здатні продукувати бруньки, і навіть регенерувати цілі рослини. Він ізолював фрагменти з бруньок тополі та ясена, з коріння буряка і турнепсу, і культивував їх на поверхні вологого піску, спостерігаючи, як із зменшенням товщини експлантів до 1,5 мм, що відповідало не більше ніж 21 клітинному шару, здатність до регенерації переставала проявлятися.
Габерландт (1902) вперше чітко сформулював принципи культивування клітин (використання поживних середовищ і дотримання асептичних умов). Він намагався вирощувати на поживних середовищах (розчин Кнопа з додаванням сахарози, аспарагіну і пептону) окремі рослинні клітини і висунув гіпотезу про тотипотентність будь-якої живої клітини рослин.

1902–1922 р.р. Другий етап
Гаррісон і Каррель (1907) розробили методику вирощування тваринних клітин на поживних середовищах природного походження (плазма крові, зародкова рідина, лімфа).
Чех і Прат (1927) провели невдалі експерименти з вирощування ізольованих рослинних тканин на середовищах рослинного походження.

1922–1932 Третій етап
Котте і Робінсон (1922) постулювали необхідність використання для культивування меристематичних клітин, а також застосування більш складних культуральних середовищ.
1932–1940 р.р. Четвертий етап
Уайт займався вирощуванням ізольованих коренів томатів і показав, що коренева меристема може рости необмежено довго в часі, якщо її періодично пересаджувати на свіже живильне середовище. Удосконалив склад живильного середовища для культивування рослинних клітин (середовище Уайта). Показав здатність до необмеженого росту при субкультивуванні рослинних пухлин.
Готре ввів в культуру нові об'єкти – калюсні тканини деревних рослин камбіального походження і калюсні тканини запасаючої паренхіми. Запропонував ввести до складу живильного середовища фітогормон ауксин. Аргументував заміну рідкого живильного середовища на тверде – агаризоване.

1940–1960 р.р. П’ятий етап
Скуг і Міллер (1955) відкрили новий клас стимуляторів росту рослин – цитокініни – і показали їх значення для проліферації клітин in vitro. Залежно від концентрації та співвідношення ауксинів і цитокінінів у живильному середовищі можна було стимулювати поділ клітин експланту, підтримувати зростання калюсної тканини, індукувати морфогенез.
Готре (1959) видав монографію зі списком 142 видів вищих рослин, введених на той час у культуру in vitro.

1960–1975 р.р. Шостий етап
Коккінг (1960) розробив метод одержання ізольованих протопластів з кореня і плодів томату ферментативним шляхом, і культивування їх в контрольованих умовах.
Морель (1959) і Бутенко (1960) розробили метод мікроклонального розмноження, що дає змогу клонально розмножувати рослини швидко, в асептичних умовах і з високим коефіцієнтом. У разі отримання рослин з меристем вони у ряді випадків звільнялися від вірусних інфекцій.
Гуха і Магешварі (1964) відкрили індукцію андрогенезу при культивуванні ізольованих пиляків, і гіногенезу при культивуванні клітин зародкового мішку.
Весіл і Хільдебрандт (1965) вперше продемонстрували можливість отримання з ізольованої клітини тютюну нормально розвиненої рослини, здатної до цвітіння.
Пауер (1970) здійснив штучне злиття протопластів, що дало змогу створювати соматичні гібриди іншим шляхом. Це відкриття стало основою для розвитку таких найважливіших напрямків біотехнології рослин, як клітинна і генна інженерія.
Загорська (1971) вперше отримала рослини-регенеранти тютюну, що представляють собою сомаклональні варіанти вихідної форми.
Глеба (1975-78) описав явище двобатьківського успадкування генів цитоплазмону. У цей же час під його керівництвом на базі відділу Цитофізіології і клітинної інженерії (нині – Інститут клітинної біології та генетичної інженерії НАН України) Інституту ботаніки ім. М.Г. Холодного АН УРСР були отримані перші трансгенні рослини у СРСР.

З 1975 р. – до наших часів. Сьомий етап
Цей період характеризується швидким розвитком техніки in vitro, вивченням біології культивованих рослинних об'єктів та створенням біотехнологій на їх основі.
Характерною рисою теперішнього часу є особлива організація досліджень для ефективного отримання результатів. Як правило, формуються наукові колективи, що включають у себе фахівців з різних проблем.
Так, отриманню гібридних соматичних клітин рослин сприяла розробка методів електрозлиття ізольованих протопластів разом із селективними методами.
Отримання сомаклональних варіантів і експериментальних гаплоїдів, а також методи мутагенезу і клітинної селекції використовуються для створення нових форм і сортів сільськогосподарських рослин. З використанням ізольованих протопластів і генетичних векторів на основі Ti-плазмід, електропорації і балістичного введення генів у клітини і тканини реципієнтів стало можливим отримання трансгенних рослин.

Додаток Б

СКЛАД СЕРЕДОВИЩ ДЛЯ ВИРОЩУВАННЯ КАЛЮСНИХ ТКАНИН РОСЛИН [9 - 12]
	Компоненти середовища
	Основне середовище, мг/л

	
	Гамборга - Евелега
	Мурасіге - Скуга
	Ніча - Ніч
	Шенка -
Хільдебрандта
	Уайта

	NH4H2PO4
	
	
	
	300
	

	NH4NO3
	
	1650
	720
	
	

	KNO3
	2500
	1900
	950
	2500
	80

	CaCl2×2H2O
	150
	440
	166
	200
	

	Ca(NO3)2 (безв.)
	
	
	
	
	208,50

	MgSO4×7H2O
	250
	370
	185
	400
	360

	KH2PO4
	
	170
	68
	
	

	KCl
	
	
	
	
	65

	NaH2PO4×2H2O
	169,6
	
	
	
	18,7

	(NH4)2SO4
	134
	
	
	
	

	Na2SO4
	
	
	
	
	200

	FeSO4×7H2O
	28,0
	27,8
	27,8
	15,0
	

	Na2EDTA·2H2O
	37,3
	37,3
	37,3
	20,0
	

	H3BO3
	3,0
	6,2
	10,0
	5,0
	1,5

	ZnSO4×7H2O
	2,0
	8,6
	10,0
	1,0
	3,0

	CuSO4×5H2O
	0,025
	0,025
	0,025
	0,2
	0,001

	CoCl2×6H2O
	0,025
	0,025
	
	0,1
	

	KI
	0,75
	0,83
	
	1,0
	0,75

	Na2MoO4×2H2O
	0,25
	0,25
	0,25
	0,1
	0,0025

	MnSO4×4H2O
	13,2
	22,3
	25,0
	13,2
	7,0

	Мезоінозит
	100,0
	100,0
	100,0
	1000,0
	

	Гліцин
	
	2,0
	2,0
	
	3,0

	PP
	1,0
	0,50
	5,0
	5,0
	0,5

	Фолієва кислота
	
	
	0,5
	
	

	Біотин
	
	
	0,05
	
	

	В1
	10,0
	0,10
	0,5
	5,0
	0,1

	В6
	1,0
	0,5
	0,5
	0,5
	0,1

	ІОК
	
	0,2
	
	
	

	2,4-Д
	2,0
	
	
	0,5
	

	Кінетин
	
	0,2
	
	
	

	Сахароза
	20000
	30000
	20000
	30000
	20000

	Агар
	7000
	8000
	7000
	6000
	7000

	pH
	5,6-5,8



Додаток В

НАВАЖКИ СОЛЕЙ ДЛЯ ПРИГОТУВАННЯ 0,2 М РОЗЧИНІВ ФОСФАТІВ НАТРІЮ

	Формула солі
	Mr*
	5 мл**
	25 мл**
	50 мл**
	100 мл**

	
	
	Маса солі, мг.

	NaH2PO4
	120
	46,8
	234
	468
	936

	NaH2PO4×Н2O
	138
	53,8
	269
	538
	1076

	NaH2PO4×2H2O
	158
	61,5
	308
	615
	1230

	Na2HPO4
	142
	55,4
	277
	554
	1108

	Na2HPO4×7H2O
	268
	104,5
	522,5
	1045
	2090

	Na2HPO4×12H2O
	358
	139,6
	698
	1396
	2792



*Mr – молекулярна маса солі.
** – фінальний об’єм розчину.
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