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CZESC TEORETYCZNA

Roslinne kultury in vitro oznaczaja hodowle protoplastow,
komorek, tkanek, organéw i ich czeSci wyizolowanych z roslin
macierzystych prowadzone in vitro (z lac. ,w szkle”), na sztucz-
nych podltozach, w sterylnych, éciéle okreslonych pod wzgle-
dem fizycznym i chemicznym warunkach. Podstawy rozwoju
ro$linnych kultur in vitro stworzyla ogloszona przez Gottlieba
Haberlanda w 1902 r. teoria totipotencji komorek roslin-
nych, zgodnie z kt6ra kazda zywa komorka somatyczna (lub
protoplast) w odpowiednich warunkach jest zdolna do odtwo-
rzenia (regeneracji) calej rosliny.

Kultury muszg by¢ inicjowane i prowadzone w warunkach
sterylnych. Pozywki stosowane w hodowlach in vitro zawiera-
ja zrodlo wegla i energii (sacharydy), makro- i mikroelementy,
witaminy, regulatory wzrostu i rozwoju, dodatkowe skladni-
ki organiczne. Pozywki moga by¢ pltynne (sktadniki rozpusz-
czone w wodzie) lub stale (roztwdr wodny zestalony agarem),
powinny mie¢ odpowiednie pH i ci$nienie osmotyczne. W ro-
§linnych kulturach in vitro najczesciej stosowane sa pozywki:
MS (Murashige i Skoog), SH (Schenk i Hildebrandt), B5 (Gamborg),
NN (Nitsch i Nitsch).

W celu zainicjowania kultury komoérek lub tkanek wyizolo-
wany z roSliny fragment (eksplantat) poddaje sie procedurze
odkazania, a nastepnie umieszcza sie go na odpowiedniej pozyw-
ce agarowej. W ciagu 2—3 tygodni na eksplantacie wytwarzana
jest slabo zr6znicowana tkanka kalusowa. Po uformowaniu na
eksplantacie kalus odcina sie i przenosi na nowe podloze (pasa-
zuje sie) celem dalszego namnozenia komorek.

Kultury zawiesinowe (komoérkowe) inicjuje sie przez
przeniesienie kalusa na pozywke ptynna. Hodowle prowadzi sie
w odpowiednich naczyniach (np. kolbach stozkowych) umiesz-
czonych na wytrzasarkach. Zawiesina komoérkowa sklada sie
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z agregatow i pojedynczych komorek. Pasazowanie polega na
rozcienczeniu zawiesiny $§wiezym podlozem.

Kultury komorek i tkanek roslinnych moga by¢ wykorzy-
stywane jako Zrodlo wartosciowych produktéw roélinnych (np.
metabolitow wtérnych), ktore sa stosowane jako leki, natural-
ne barwniki, §rodki zapachowe w przemysle farmaceutycznym,
spozywezym i kosmetycznym.

Eksplantaty, kalus lub komorki z hodowli zawiesinowej
moga w odpowiednich warunkach wykazywa¢ zdolno$c do
somatycznej embriogenezy i tworzenia zarodkow so-
matycznych lub organogenezy (powstawanie organéw
przybyszowych: pakéw, pedow, korzeni). R6znicowanie or-
gan6w zalezy od odpowiedniej proporcji auksyn do cytokinin
w podlozu.

Mikrorozmnazanie (rozmnazanie klonalne) polega
na wykorzystaniu techniki kultur in vitro do regeneracji z eks-
plantatu duzej liczby ro$lin genetycznie identycznych z ta, z kt6-
rej pochodzi eksplantat. Metoda ta jest powszechnie stosowana
do produkgji roélin, ktére trudno rozmnazaja sie wegetatyw-
nie metodami tradycyjnymi i ro§lin ,elitarnych” o duzej war-
toSci jednostkowej. Pozwala takze na produkcje roslin wolnych
od choréb (np. wirusowych) oraz stanowi etap eksperymentow
prowadzacych do otrzymywania roslin modyfikowanych ge-
netycznie. Zarodki somatyczne kapsutkowane w odpowiednich
otoczkach (np. alginianu sodu) stuzg do produkcji tzw. sztucz-
nych nasion.

CZESC PRAKTYCZNA

Cel ¢wiczenia

1. Zapoznanie z podstawami teoretycznymi i zasadami pracy obowiqgzujgcymi
przy inicjowaniu i prowadzeniu roslinnych kultur in vitro.

2. Zbadanie wptywu regulatoréw wzrostu na indukcje tkanki kalusowej

i mikrorozmnazanie fiotka afrykanskiego.

Materiat
ro$liny fiotka afrykanskiego hodowane in vivo lub in vitro
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Odczynniki

70% C,H_OH, 50% (v/v) wodny roztwér preparatu handlowego za-
wierajacego podchloryn sodu (np. Ace, Domestos) z kilkoma kro-
plami detergentu, agarowa pozywka MS (por. zalacznik 5, tabela 1)
w nastepujacych wariantach rézniacych sie stezeniem [mg dm3] re-
gulatoréw wzrostu: kwasu a-naftalenooctowego (NAA) i kinetyny
(KIN) (por. zalacznik 5, tabela 2):

a) wariant I — MSI,O NAA + 0,2 KIN

b) wariant II — MS, §xans 02 xix

¢) wariant ITIT — MS

d) wariant IV — MS

0,4 NAA + 0,8 KIN

0,2 NAA + 0,5 KIN

Sprzet laboratoryjny

komora z laminarnym przeplywem powietrza

Sterylny sprzet laboratoryjny

szerokoszyjna kolba Erlenmeyera (200—300 cm?), kolby ze ste-
rylna woda, pesety, skalpele, szalki Petriego z bibula, szalki
Petriego (puste)

Wykonanie doswiadczenia

1. Sterylizacja materialu rolinnego
Zdrowe, w pelni rozwiniete liScie odcia¢ od roslin hodowa-
nych in vivo i przemy¢ pod biezacg woda. Ogonki liSciowe
z fragmentem blaszki liSciowej umiesci¢ w sterylnej kol-
bie, zala¢ 70% C,H_OH na 1 minutg. Po usunigciu etanolu
ogonki lisciowe zala¢ roztworem podchlorynu sodu z deter-
gentem, sterylizowaé 10 minut Po zlaniu podchlorynu sodu
materiat ptukaé pieciokrotnie sterylng woda.

2. Zalozenie kultury in vitro
Wysterylizowane ogonki li$ciowe z fragmentem blaszki li$cio-
wej lub liScie odciete z roslin hodowanych in vitro przenie$¢
na sterylng szalke z bibula, osuszy¢, odcigé brzezne konce,
przenosié pojedynczo do kolejnych szalek, ciaé na odcinki
(eksplantaty) dtugosci okolo 3 mm. Eksplantaty umieszczac
na przygotowanej pozywce w kolbach Erlenmeyera zgodnie
z kierunkiem wzrostu (po 3 eksplantaty w kolbie). Hodowle
umieéci¢ w pokoju hodowlanym w temperaturze 23-25°C,
w stalym o$wietleniu okoto 130 pmol m=2s..
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Opracowanie wynikéw

Prowadzi¢ obserwacje hodowli w odstepach dwutygodniowych.
Po okolo 60 dniach od zalozenia kultury okresli¢ Swieza mase
tkanek kalusowych i liczbe pedéw powstalych na eksplantatach
w zalezno$ci od zawarto$ci auksyny (NAA) i cytokininy (KIN)
W pozywce.
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