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1. Введение
Актуальность. В 2020 и 2021 годах мы занимались микроклональным размножением растением в школьной лаборатории. Учитывая отсутствие специального оборудования для проведения процедур микроклонального размножения, а именно, ламинарного бокса, условия стерильности соблюдали с помощью имеющихся в наличии средств и оборудования (бактерицидные лампы, сушильный шкаф, фламбирование, кипячение). Несмотря на это, в большей части пробирок наблюдаются бактериальные или грибковые заражения. В литературных источниках имеется информация о том, что в микроклональном размножении возможно применения антибиотиков. Мы решили оценить возможность применения антибиотических средств в нашем случае для сохранения стерильности асептических проростков.
Объект исследования: многолетние цветковые растения и антибиотики
Предмет исследования: применение антибиотиков в микроклональном размножении цветковых растений.
Цель работы: оценить возможность использования антибиотиков для сохранности асептических проростков при микроклональном размножении растений.
Для достижения цели были поставлены следующие задачи:

1. подготовить посуду и химические реактивы для выращивания асептических проростков;
2. выбрать растения-доноры для проведения эксперимента;
3. приготовить питательную среду без антибиотика и с антибиотиком для выращивания асептических проростков;
4. провести стерилизацию помещения, необходимого оборудования и материалов;
5. провести процедуру посадки эксплантов на питательную среду
6. провести наблюдения
2. Теоретическая часть
2.1 Понятие микроклонального размножения растений
Микроклональное размножение – это бесполое вегетативное размножение в культуре in vitro, при котором получают растения генетически идентичные исходной родительской форме, что способствует сохранению генетически однородного посадочного материала [1].
В основе метода лежит уникальная способность растительной клетки реализовывать присущую ей тотипотентность [10]. Тотипатентность – это свойство изолированных клеток полностью реализовать свой потенциал развития с образованием нового организма [7].

Микроклональное размножение связано со способностью изолированных клеток переходить к дифференциации, давать начало стеблевым побегам или соматическим зародышам и формировать целое растение. Высокий коэффициент размножения, освобождение от грибковой, бактериальной и вирусной инфекции обусловили важное народнохозяйственное значение этой технологии. В настоящее время производство элитного посадочного материала картофеля, овощей, плодовых и цветочных культур не обходится без этапа клонального микроразмножения и оздоровления in vitro [7].
В настоящее время метод микроклонального размножения широко используется в производстве безвирусного посадочного материала сельскохозяйственных культур — как технических, так и овощных, а также для размножения культур промышленного цветоводства, тропических и субтропических растений, плодовых и ягодных культур и древесных растений [12].

Использование методов микроклонального размножения растений дает возможность:

· ускорять селекционный процесс, в результате этого сроки получения товарной продукции сокращаются до 2–3 лет вместо 10–12; 
· получать за короткий срок большое количество оздоровленного, безвирусного материала, генетически идентичного материнскому растению; 
· работать в лабораторных условиях и поддерживать активно растущие растения круглый год; 
· размножать растения практически без контакта с внешней средой, что исключает воздействие неблагоприятных абиотических и биотических факторов; 
· получать максимальное число растений с единицы площади;
· в короткий срок получать большое число растений трудноразмножаемых или вегетативно неразмножаемых; 
· при выращивании растений с длительной ювенильной фазой можно ускорять переход от ювенильной к репродуктивной фазе развития; 
· длительно (в течение 1–3 лет) сохранять растительный материал в условиях in vitro (без пассирования на свежую среду);

· создавать банки длительного хранения ценных форм растений и отдельных их органов;
· разрабатывать методы криосохранения оздоровленного in vitro материала [3].
Основной метод, используемый при клональном микроразмножении растений, — это активация развития уже существующих в растении меристем, основывающаяся на снятии апикального доминирования. Это может быть достигнуто двумя путями: 

а) удалением верхушечной меристемы стебля и последующим микрочеренкованием побега in vitro на безгормональной среде; 
б) добавлением в питательную среду веществ цитокининового типа действия, индуцирующих развитие многочисленных пазушных побегов. Как правило, в качестве цитокининов используют 6-бензиламинопурин (БАП) или 6-фурфуриламинопурин (кинетин), а также 2-изопентениладенин (2iP) и зеатин [12].
Часто в качестве экспланта используют верхушечные или пазушные почки, которые изолируют из побега и помещают на питательную среду с цитокининами. Образующиеся пучки делят на отдельные побеги, которые при необходимости черенкуют и переносят на свежую питательную среду. После необходимого числа пассажей побеги укореняют in vitro, добавляя в питательную среду ауксины, а затем переносят в почву, где создают условия, способствующие адаптации растений. Так, при размножении герберы методом активации пазушных меристем можно получить до 1 млн. растений-регенерантов в год [2].
Процесс клонального микроразмножения можно разделить на 4 этапа (рис.1, приложение №1):
1. Выбор растения-донора, изолирование эксплантов и получение хорошо растущей стерильной культуры [1]. Продолжительность первого этапа может колебаться от 1 до 2 месяцев, в результате которого наблюдается рост меристематических тканей и формирование первичных побегов [11].

2. Собственно, микроразмножение, когда достигается получение максимального количества меристематических клонов [1]. На этом этапе необходимо добиться получения максимального количества мериклонов, учитывая при этом, что с увеличением субкультивирований увеличивается число растений-регенерантов с ненормальной морфологией и возможно наблюдать образование растений-мутантов [11].
3. Укоренение размноженных побегов с последующей адаптацией их к почвенным условиям, а при необходимости депонирование растений-регенерантов при пониженной температуре (+2оС, +10оС) [1]. Основную роль при подборе оптимальных условий культивирования эксплантов играют соотношение и концентрация внесенных в питательную среду цитокининов и ауксинов [11]. При долгом культивировании растительных тканей на питательных средах с повышенным содержанием цитокининов (5—10 мг/л) происходит постепенное накопление их в тканях выше необходимого физиологического уровня, что приводит к появлению токсического действия и формированию растений с измененной морфологией. Вместе с тем, возможно наблюдать такие нежелательные для клонального микроразмножения эффекты, как подавление пролиферации пазушных меристем, образование витрифицированных (оводненных) побегов и уменьшение способности растений к укоренению. Отрицательное действие цитокининов возможно преодолеть, по данным Н.В. Катаевой и Р.Г. Бутенко, путем использования питательных сред с минимальной концентрацией цитокининов, обеспечивающих стабильный коэффициент микроразмножения, или путем чередования циклов культивирования на средах с низким и высоким уровнем фитогормонов.

4. Выращивание растений в условиях теплицы и подготовка их к реализации или посадке в поле. [1]. 
3 и 4 этапы — укоренение микропобегов, их последующая адаптация к почвенным условиям и высадка в поле являются наиболее трудоемкими этапами, от которых зависит успех клонального микроразмножения. На третьем этапе, как правило, меняют основной состав среды: уменьшают в два, а иногда и в четыре раза концентрацию минеральных солей по рецепту Мурасига и Скуга или заменяют ее средой Уайта, уменьшают количество сахара до 0,5—1% и полностью исключают цитокинины, оставляя один лишь ауксин. В качестве стимулятора корнеобразования используют β-индолил-3-масляную кислоту (ИМК), ИУК или НУК [11].
2.2 Антибиотики в микроклональном размножении
При работе с культурой тканей растений всегда существует проблема в инфицировании микроорганизмами пассируемого клонального материала, что легко прослеживается чисто визуально. Помимо снижения жизнеспособности культур, присутствие инфекции может приводить к тканевому некрозу и значительно снижать пролиферацию побегов, способность их к быстрому росту и укоренению. Искоренить инфекцию у первичной культуры достаточно трудно. Даже при использовании в качестве первичного экспланта апикальных меристем побегов нельзя гарантировать избавление тканей от всех микроорганизмов. Дальнейшее же культивирование такого материала на богатых углеводами питательных средах стимулирует накопление микроорганизмов во внутренних межклеточных полостях, что в итоге приводит к проявлению инфекции спустя n-число пассажей [6].
Поверхностная стерилизация эксплантов и выбраковка явно зараженных культур в процессе первичного культивирования могут лишь устранить инфицирующие организмы. Те же микроорганизмы, что имеют более сбалансированные взаимоотношения с клетками растений, могут остаться необнаруженными. В их число входят такие часто встречаемые патогены, как вирусы, некоторые бактерии и микоплазмы. В процессе последующего культивирования могут проявляться признаки внутренней инфекции, когда начинают развиваться бактерии, ассоциированные с внутренними тканями экспланта. Визуально это выражается в появлении белесого налета на поверхности питательной среды или мутного ореола вокруг эксплантов в месте их контакта с питательной средой. Активизация внутренней инфекции приводит к некрозу культивируемых тканей, замедлению роста и развития побегов и корней, и в целом снижает эффективность микроразмножения. В этом случае необходимо провести «очистку» материала путем культивирования его на питательной среде с добавлением антибиотика. Чаще всего используют следующие антибиотики:

· канамицин – в концентрации 10 мг/мл в дистиллированной воде; 
· рифампицин –в метаноле в концентрации 20мг/мл;
· тетрациклин –в концентрации 10мг/мл в дистиллированной воде; 
· стрептомицин –в дистиллированной воде в концентрации 50 мг/мл;
· нистатин – в метаноле в концентрации 10 непосредственно перед использованием;
· цефотаксим –в дистиллированной воде в концентрации 50мг/мл. Добавленный в питательную среду цефотаксим разрушается на свету через 3 дня.

Растворы антибиотиков готовят в стерильных условиях. Для этого в аптечный пузырек с порошком антибиотика, стерильным шприцем вводят 2 мл дистиллированной стерильной воды и хорошо перемешивают. Необходимое количество стерильного раствора антибиотика (концентрацию подбирают эмпирическим путем) добавляют при помощи автоматической пипетки со стерильными пластиковыми наконечниками к жидкой питательной среде (охлажденной после автоклавирования до температуры +40°С), после чего среду разливают по пробиркам или чашкам Петри.

Культуры с внешними признаками внутренней инфекции очищают от загнивших и отмерших частей до здоровой ткани, помещают на среду с добавлением антибиотика и культивируют 5-7 дней. После указанного срока проводят второе пассирование (перенос) на среду с антибиотиком, снова удалив перед этим отмершие ткани. Такое пассирование проводят неоднократно, обычно 3-5 раз, до исчезновения признаков инфекции [9].
Многочисленные экспериментальные исследования показали, что большинство используемых антибиотиков хорошо проникают в ткани растений через корни, стебли, листовую поверхность, впитывается в семена и т.д. Скорость проникновения в растение определяется свойствами антибиотика. Особенно быстро проникают в ткани растений антибиотики нейтральной и кислой природы, медленнее – амфотерные антибиотики и антибиотики – основания. Быстрое проникновение антибиотиков в растение и распространение его в тканях при сравнительно медленном темпе инактивации позволяют создавать определенное насыщение анитибиотиком, необходимое для подавления фитопатогенной микрофлоры.

При выборе антибиотиков необходимым условием является отсутствие токсичности. Некоторые антибиотики, даже в малых дозах, угнетают прорастания некоторых культур растений. Кроме этого, часть антибиотиков, как и другие микробные метаболиты, могут оказывать непосредственное воздействие на обмен веществ растений, что в дальнейшем сказывается на росте и развитии посадочного материала. И наоборот, антибиотики могут оказывать стимулирующие влияние на развитие растений, активируя отдельные процессы и функции. 
Цефотаксим является полусинтетическим аналогом цефалоспорина антибиотика третьего поколения. По химическому строению антибиотик принадлежит к группе – лактамных соединений, близких к пенициллинам, полученных от одноклеточных грибков. Биологическая активность цефотакима связана с образованием при его разложении стимуляторов роста и морфогенеза. 
Существует ряд исследований, доказывающих, что цефатоксим стимулирует морфогенетический процесс и увеличивает частоту регенерации растений, что сокращает период культивирования тканей in vitro.  Доказано, что характер стимуляции морфогенеза под действием цефатоксима видоспецифичен. Показано положительное влияние на рост культивируемых тканей у яблони, у хлопчатника, у злаковых растений, у твердой пшеницы. Аналогичные результаты были получены и при применении антибиотиков в культуре тканей сарго и кукурузы [4].
Учитывая стимулирующий характер цефатоксима, а также отсутствие литературных данных о его влиянии на рост и развитие эксплантов розы, мы остановили свой выбор на антибиотике цефотаксим. 

. 
3. Методика проведения исследования
1. Подготовка необходимых материалов для проведения эксперимента

2. Выбор растения – донора для размножения

3. Приготовление питательной среды с добавлением антибиотика разной концентрации для выращивания асептических проростков

4. Проведение стерилизации помещения, необходимого оборудования и материалов

5. Стерилизация растительных эксплантов

6. Процедура посадки эксплантов на питательную среду

7. Проведение наблюдений
Перед началом работы необходимо подготовить оборудование, материалы и химические реактивы, необходимые для проведения исследования.
Для микроклонального размножения выбирают здоровые растения, не имеющие признаков инфекционных заболеваний и признаков поражения паразитами.

Наиболее универсальной для микроклонального размножения растений является питательная среда Мурасиге – Скуга. Состав питательной среды Мурасиге – Скуга указан в таблице №1 (приложение №2). 

Маточные растворы готовят в соответствие с таблицей №2 «Состав маточных растворов по Мурасиге - Скуга» (приложение №2).

Порядок приготовления питательной среды Мурасиге – Скуга представлен в приложении №3.

Растворы антибиотиков готовят в стерильных условиях с добавлением стерильной дистиллированной воды, затем полученный раствор антибиотиков хорошо перемешивают. Необходимое количество раствора антибиотика добавляют при помощи стерильных инструментов к жидкой питательной среде, охлажденной после сушильного шкафа до температуры +40°С, после чего среду разливают по пробиркам или чашкам Петри.

Все работы с культурой клеток и тканей проводят с соблюдением условий стерильности (стерильными инструментами, в стерильной посуде, на стерильных питательных средах).
Чаще всего для стерилизации помещений используют ультрафиолетовое облучение в течение 0,5–2 часов (в зависимости от площади помещения). Для достижения максимальной стерильности перед обработкой УФ все поверхности тщательно отмываются моющими средствами, водой и растворами хлорсодержащих веществ, поверхности обрабатывают 70 % спиртом [1].
При сухом способе стерилизации посуду стерилизуют в сушильном шкафу при температуре 140 0С в течении 2 часов или при температуре 180 0С – 30 минут. 
Стерилизация инструментов (скальпели и пинцеты) осуществляется в сушильном шкафу. Непосредственно перед работой и в процессе работы инструменты помещают в стакан со спиртом и обжигают в пламени спиртовки.

Стерилизация питательной среды для выращивания культур тканей проводят после их разлива в пробирки или колбы при температуре 115-120 0С в течение 15-30 минут, в зависимости от объёма среды [1].
Стерилизация растительного материала начинается с тщательного промывания теплой водой с мылом, а затем -  дистиллированной водой [13].
Для стерилизации используют широкий спектр разных стерилизующих веществ: хлорамин, «белизна», перекись водорода, ртутные препараты, перманганат калия. Правильный выбор стерилизующего вещества заключается в том, чтоб нейтрализовать эпифитную микрофлору и не повредить ткани растения. Кроме того, вещество не должно глубоко проникать в ткань и легко вымываться [1]. Растворы отбеливателей для стерилизации нужно разбавлять в 2-3 раза [13].
После стерилизации материал переносят в стерильную дистиллированную воду, выдерживают 10 минут, затем меняют воду ещё два раза, выдерживая в каждой порции по 15-20 минут.

Посадка эксплантов на питательную среду
В стерильных чашках Петри или на стерильных листах бумаги, или на обожженной плитке обрезают стерильным скальпелем концы сегментов исходного материала, где клетки могут быть повреждены, и из средних зон нарезают кусочки тканей, которые с помощью пинцета помещают на подготовленную стерильную среду.

Для предотвращения попадания микроорганизмов в пробирки горлышко пробирки и пробка обжигаются в пламени спиртовки.
При помещении побега на питательную среду из пазушных меристем появятся боковые побеги.
Наблюдение за развитием побега проводить ежедневно. Все наблюдения фиксировать.

4. Исследовательская часть
1. Согласно методике проведения исследования подготовили посуду, необходимую для проведения эксперимента: колбы, пробирки, пипетки, чашки Петри.
В соответствии с таблицей №2 «Состав питательной среду Мурасиге - Скуга» (приложение №2) подготовили необходимые химические реактивы (рис. 2, приложение №4).
2. Для процедуры микроклонального размножения нами были выбраны цветковые растения:
- роза многоцветковая (роза №1) (рис.9, приложение №5);

          - роза крупноцветковая (роза №2) (рис.8, приложение №5)
Розы приобрели в цветочном магазине. Растения внешне здоровые, не имеют признаков инфекционных заболеваний и поражения паразитарными организмами.

У каждого растения удалили все листья и цветки. С помощью скальпели разделили стебель на черенки размером не более одного см и содержащие по одной почке.
3. Согласно методике проведения исследования в соответствии с приложением №3 приготовили питательную среду. 
Для этого приготовили маточные растворы макросолей, микросолей, маточный раствор железа и растворы витаминов (рис.3, приложение №4), раствор агара. 

К приготовленному раствору сахарозы добавили заданные количества маточных растворов и раствор агара (рис.4, приложение №4).
После смешивания всех ингредиентов определили рН приготовленной питательной среды с помощью датчика водородного показателя цифровой лаборатории «Сенсор - 1». 

Водородный показатель приготовленной нами питательной среды составил 6,65 ед. рН, что соответствует требованиям, поэтому корректировку рН не проводили (рис.5, приложение №4).
Далее, согласно методике проведения исследования, в пробирки с охлажденной до 400С стерильной питательной средой стерильным шприцом добавили раствор антибиотика (рис.7, приложение №4).  
На основании изученных источников информации для исследования нами было выбрано три концентрации антибиотика: 
· 100 мг/дм3,
· 250 мг/дм3  
· 400 мг/дм3. 
Для этого мы приготовили основной раствор цефотаксима с концентрацией 1000 мг/см3 (0,1 г порошка растворили в 100 см3 в стерильной дистиллированной воде) (рис.6, приложение №).  

Объем основного раствора цефатоксима, необходимый для приготовления нужной концентрации, добавляли в питательную среду в соответствии с таблицей №3 (приложение №4).

4. Перед проведением микроклонального размножения провели стерилизацию помещения, а также материалов и оборудования, необходимого для дальнейшей работы

 Стерилизацию помещения осуществляли при помощи облучателя бактерицидного ОБН -150. 

Всю посуду хорошо промыли и простерилизовали в сушильном шкафу при температуре 180 0С в течение 30 мин. (рис.10, приложение №6).

Посуду с приготовленной питательной средой и дистиллированную воду стерилизовали в сушильном шкафу при температуре 120 0С в течении 30 минут.
Для дальнейшего проведения работы подготовили рабочее место: (рис. 13, приложение №7)
· рабочую поверхность обработали спиртом; 

· кафельную плитку обработали спиртом и обожгли (рис.12, приложение №6);

· подготовили спиртовые горелки и ёмкости со спиртом для обработки инструментов 

5. Стерилизацию растительного материала проводили в растворе «Белизны» и 70% растворе этилового спирта.

Перед стерилизацией подготовленные черенки тщательно промыли мылом, ополоснули в дистиллированной воде (рис.11, приложение №6)
После этого на 10 минут поместили экспланты в раствор «Белизны», разбавленный стерильной дистиллированной водой в 3 раза. После – в раствор этилового спирта на 10 минут.
После стерилизации материал перенесли в стерильную дистиллированную воду и выдержали в ней 10 минут. Воду меняли 2 раза, с выдержкой по 15 минут (рис.11, приложение №6).
По три черенка каждого объекта исследования дополнительно выдержали 15 минут в растворе антибиотика с концентрацией 100, 250 и 400 мг/дм3.
6. Стерильный материал поместили на стерильную питательную среду. 
Для этого простерилизованный растительный материал разместили на стерильной кафельной плитке. Стерильный инструмент использовали только для одноразовой процедуры. Для повторного использования скальпель и пинцет окунали в спирт и обжигали в пламени спиртовки.

Далее, с помощью пинцета поместили на стерильную питательную среду с разной концентрацией антибиотика (рис.14, приложение №7).
Таким образом, в нашем исследовании представлены следующие варианты:
· контрольный вариант – посадка экспланта на питательную среду без антибиотика и без предварительного замачивания в антибиотике
· посадка эксплантов на питательную среду с концентрацией цефатоксима 100 мг/дм3 
· посадка эксплантов на питательную среду с концентрацией цефатоксима 250 мг/дм3
· посадка эксплантов на питательную среду с концентрацией цефатоксима 400 мг/дм3
· посадка эксплантов на питательную среду без антибиотика с предварительным замачивание в растворе цефатоксима с концентрацией 100 мг/дм3
· посадка эксплантов на питательную среду без антибиотика с предварительным замачивание в растворе цефатоксима с концентрацией 250 мг/дм3
· посадка эксплантов на питательную среду без антибиотика с предварительным замачивание в растворе цефатоксима с концентрацией 400 мг/дм3
Пробирки закрыли стерильной пробкой (рис.15, приложение №7).
Для получения достоверных результатов в каждом варианте эксперимента использовали по 3 повторности.
Асептические проростки выращивали в условиях школьной лаборатории под лампой (рис.15, приложение №7).
7. Наблюдения проводятся ежедневно. Визуально оценивается стерильность среды (наличие\отсутствие колоний микроорганизмов). Результаты наблюдений представлены в таблице №4 (приложение №8). 
Подсчитали количество дней, во время которых на питательной среде и растительных эксплантах визуально не обнаруживалось наличия бактериального или грибкового заражения (таблица №5, приложение №8). В таблице №5 зеленым цветом выделены ячейки чистых вариантов эксперимента.
5. Заключение
В ходе проведённого исследования мы:

1. провели подготовку необходимых материалов и оборудования для проведения микроклонального размножения растений. Учитывая литературные данные о стимулирующем характере цефатоксима, мы остановили свой выбор на данном антибиотике. 

2. для микроклонального размножения выбрали два растительных объекта: роза многоцветковая и роза крупноцветковая;
3. для проращивания асептических проростков приготовили универсальную питательную среду Мурасиге-Скуга с добавлением разной концентрации цефатоксима (100, 250 и 400 мг/дм3) и без добавления антибиотика;
4. создали стерильные условия в помещении лаборатории с помощью ультрафиолетового облучателя (для стерилизации воздуха и поверхностей), раствора «Белизны» и этилового спирта (для стерилизации растительных эксплантов), сушильного шкафа (для стерилизации посуды и инструментов), для обработки инструментов и поверхностей во время работы с растительным материалом использовали этиловый спирт и обжиг в пламени спиртовки; 
5. провели процедуру посадки эксплантов на питательную среду в пробирки. Всего представлено 7 вариантов эксперимента: контрольный вариант (без антибиотиков), 3 варианта с добавлением в питательную среду антибиотика разной концентрации, 3 варианта с замачиванием эксплантов в антибиотике с разной концентрацией с последующей посадкой на питательную среду без цефатоксима. Все варианты эксперимента представлены в 3 повторностях.
6. провели наблюдения за проростками и сделали следующие выводы о влиянии цефатоксима на развитие эксплантов розы (рис.15, приложение №8):

· цефотаксим помогает сохранить стерильность питательной среды и растительных эксплантов. В контроле наблюдалась высокая гибель образцов: из шести контрольных образцов на данный момент сохранился только один (17% сохранности), из 18 образцов с разной концентрацией цефатоксима в питательной среде – 10 чистых образцов (56% сохранности), из 18 образцов с предварительным замачиванием - 8 чистых образцов (44% сохранности) (рис. 17, приложение №8) 

· при этом большую роль играет концентрация антибиотика. При добавлении цефатоксима в питательную среду и при предварительном замачивании семян перед посадкой наиболее эффективной оказалась концентрация антибиотика 250 мг/дм3 (83% сохранности при добавлении в питательную среду, 67% - при предварительном замачивании) (рис.18 и рис.19, приложение №8)

· помимо сохранности стерильности мы обратили внимание на то, что экспланты, выращиваемые на питательной среде с концентрацией цефатоксима 250 мг/дм3, развивается активнее других вариантов эксперимента (рис.15, приложение №8). То есть мы подтвердили литературные данные о положительном действии цефатоксима на рост и развитие проростков. 
Таким образом, применение антибиотиков повышает сохранность асептических проростков при проведении микроклонального размножения растений в условиях школьной лаборатории.

Наблюдения за асептическими проростками продолжаются, необходимо оценить влияние антибиотика на дальнейшее развитие проростков, на их укоренение и адаптацию. 
Мы планируем провести данное исследование на других растительных объектах, а также оценить возможность использования других антибиотиков в микроклональном размножении растений.
Весной и летом 2022 года планируется проведение укоренения черенков и их адаптация. А также их высадка на учебно-опытном участке «Станции юных натуралистов».
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7. Приложения
Приложение№1
Микроклональное размножение растений
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Рис. 1 Схема клонального микроразмножения растений [5]
Приложение №2

Питательная среда Мурасиге -  Скуга
Таблица №1. Состав питательной среды Мурасиге-Скуга [1,8]
	№ п/п 
	Компонент питательной среды 
	Содержание вещества, мг/л

	1
	KNO3 
	1900

	2
	NH4NО3 
	1650

	3
	KH2PO4 
	170

	4
	MgSO4*7H2O
	370

	5
	CaCl2*2H2O
	690

	6
	Na2MoО4*2H2O
	0,25

	7
	CuSO4*5H2O 
	0,025

	8
	H3BO3
	6,2

	9
	MnSO4*4H2O
	22,3

	10
	ZnSO4*7H2O
	8,6

	11
	KJ
	0,83

	12
	CoCl2*6H2O
	0,025

	13
	FeSO4*7H2O
	27,85

	14
	Na2(ЭДТА (трилон Б) 
	37,35

	15
	Тиамин HCl
	0,1

	16
	Пиридоксин HCl
	0,5

	17
	Глицин
	0,5

	18
	Никотиновая кислота
	0,5

	19
	Иноситол
	100

	20
	ИУК
	2,0

	21
	6-БАП
	0,2

	22
	Сахароза
	30000

	23
	Агар-агар
	7000


Приложение №2 (продолжение)

Таблица №2. Состав маточных растворов по Мурасиге-Скуга [8]
	№ п/п 
	Компонент питательной среды 
	Количество вещества

	Маточный раствор макросолей № 1 (г на 1 л маточного раствора)

	1
	KNO3
	38

	2
	NH4NО3
	33

	3
	KH2PO4
	3,4

	4
	MgSO4 *7H2O (или MgSO4 безводный)(
	7,4 (3,6)

	5
	(CaCl2*2H2O (или CaCl2 безводный)
	13,8 (8,8)

	Маточный раствор микросолей № 2 (мг на 100 мл маточного раствора)

	1
	(Na2MoО4*2H2O
	25

	2
	(CuSO4*5H2O
	2,5

	3
	H3BO3
	620

	4
	MnSO4*4H2O
	2230

	5
	ZnSO4*7H2O
	860

	6
	KJ
	83

	7
	CoCl2*6H2O
	2,5

	Маточный раствор хелата железа № 3 (мг на 100 мл маточного раствора)

	1
	FeSO4*7H2O
	557

	2
	Na2(ЭДТА (трилон Б)
	745

	Маточный раствор витаминов № 4 (мг на 10 мл маточного раствора)

	1
	Тиамин HCl  
	1

	2
	Пиридоксин HCl 
	5

	3
	Глицин 
	5

	4
	Никотиновая кислота  
	5

	5
	Иноситол 
	1000


Приложение №3

Приготовление питательной среды Мурасиге – Скуга [1,8]
1. Приготовление маточных растворов

Маточные растворы готовят в соответствии с таблицей №2 «Состав маточных растворов по Мурасиге - Скуга»

1.1 Приготовление маточного раствора макросолей. Каждую соль из состава маточного раствора макросоли растворить в отдельном стаканчике при нагревании, затем слить в стеклянную колбу и добавить дистиллированную воду до необходимого объема (для предотвращения выпадения осадка последним компонентом добавляют раствор солей магния). Для приготовления 1л питательной среды Мурасиге-Скуга необходимо взять 50 мл маточного раствора макросоли.

1.2 Приготовление маточного раствора микросолей. Каждую соль из состава маточного раствора микросоли (см. таблицу №2) растворить в отдельном стаканчике при нагревании, затем слить в стеклянную колбу и добавить дистиллированную воду до необходимого объема (для предотвращения выпадения осадка последним компонентом добавляют раствор солей молибдена). Для приготовления 1л питательной среды Мурасиге-Скуга необходимо взять 1 мл маточного раствора микросоли.
1.3 Приготовление маточного раствора хелата железа. Для приготовления хелата железа необходимо растворить отдельно FeSO4*7Н2О и трилон Б в дистиллированной воде, подогревая и постоянно помешивая раствор, затем их смешать, установить кислотность среды на уровне рН=5,5 и добавит дистиллированной воды до необходимого объема.
2. Приготовление питательной среды

2.1 В колбу ёмкостью 2 л поместить 30 г сахарозы, долить дистиллированной водой до объёма 400 мл и растворить

2.2 Добавить к раствору сахарозы 50 мл маточного раствора макросолей, 1 мл микросолей, 5 мл хелата железа, 1 мл каждого в отдельности витамина

2.3 Для приготовления агара нужно взять навеску массой 7 г, поместить в стакан и залить водой до 200 мл, растворить, нагревая на плитке при постоянном перемешивании

2.4 Приготовленный агар долить к раствору солей и питательную среду довести дистиллированной водой до объема 1 л

2.5 Установить кислотность среды на уровне 6,6 – 6,8 ед. рН. Регулирование величины рН осуществляется добавлением 2-3 капель 0,1Н раствора HCL или 2-3 капель 0,1Н раствора КOH.
Приложение №4

Приготовление питательной среды с антибиотиком
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Рис.2 Посуда и химические реактивы для приготовления питательной среды

[image: image5.jpg]


    [image: image6.jpg]©
©—
=
o~
=
=
=
=
=
=
o~
o
o~





Рис.3 Приготовление маточных растворов
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Рис.4 Приготовление питательной среды
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Рис.5 Определение рН питательной среды
Приложение №4 (продолжение)
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Рис.6 Приготовление раствора цефатоксима
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Рис. 7 Добавление раствора цефатоксима в питательную среду

Таблица №3 Объём основного раствора цефатоксима для внесения в питательную среду
	№ п/п
	Концентрация цефатоксима в питательной среде, мг/л
	Объем основного раствора цефатоксима на 100 мл питательной среды, см3
	Объем основного раствора цефатоксима на 50 мл питательной среды, см3
	Объем основного раствора цефатоксима на 25 мл питательной среды, см3

	1
	100
	10
	5
	2,5

	2
	250
	25
	12,5
	6,25

	3
	400
	40
	20
	10


Приложение №5 

Растения – доноры
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Рис.8 Роза крупноцветковая
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Рис.9 Роза многоцветковая 
Приложение №6
Стерилизация оборудования и материалов
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Рис.10 Стерилизация посуды и питательной среды
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Рис. 11 Стерилизация растительного материала
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Рис. 12 Фламбирование кафельной плитки и инструмента

Приложение №7
Посадка экспланта на питательную среду
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Рис. 13 Организация рабочего места
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Рис. 14 Помещение эксплантов на питательную среду
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Рис. 15 Экспланты растений в пробирке (in vitro)
Приложение №8
Результаты наблюдений
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Рис. 16 Асептические проростки розы
   Таблица №4 Таблица наблюдений 
	День наблюдения

	Вид розы


	Состояние экспланта на питательной среде

	
	
	контроль (без а/б)
	с добавлением антибиотика с концентрацией
	с замачиванием эксплантов в растворе цефатоксима

	
	
	1
	2
	3
	100 мг/см3

(К1)
	250  мг/см3    (К2)
	400 мг/см3 (К3)
	400 мг/см3
(К3)
	250 мг/см3
 (К2)
	100 мг/см3
 (К1)

	
	
	
	
	
	1
	2
	3
	1
	2
	3
	1
	2
	3
	1
	2
	3
	1
	2
	3
	1
	2
	3

	1
	1Р
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	2Р
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	2
	1Р
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	2Р
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	3
	1Р
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	2Р
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	4
	1Р
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	2Р
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	5
	1Р
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	2Р
	-
	+
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	6
	1Р
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	2Р
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	7
	1Р
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	2Р
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	8
	1Р
	-
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	2Р
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	9
	1Р
	-
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	2Р
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-

	10
	1Р
	-
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	+

	
	2Р
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	-
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	-

	11
	1Р
	-
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	-
	+

	
	2Р
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	-
	-
	-
	+
	+
	-
	+
	-

	12
	1Р
	-
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	-
	+

	
	2Р
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	-
	-
	-
	+
	+
	-
	+
	-

	13
	1Р
	-
	+
	-
	-
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	-
	+

	
	2Р
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	-
	-
	-
	+
	+
	-
	+
	-

	14
	1Р
	-
	+
	-
	-
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	-
	+

	
	2Р
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	-
	-
	-
	+
	+
	-
	+
	-

	15
	1Р
	-
	+
	-
	-
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	-
	-

	
	2Р
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	-
	-
	-
	+
	+
	-
	+
	-

	16
	1Р
	-
	+
	-
	-
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	-
	-

	
	2Р
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	-
	-
	-
	+
	+
	-
	+
	-

	17
	1Р
	-
	+
	-
	-
	+
	-
	+
	+
	+
	+
	+
	-
	-
	+
	-
	+
	+
	-
	+
	-
	-

	
	2Р
	-
	-
	-
	-
	-
	+
	-
	+
	+
	-
	-
	+
	+
	-
	-
	-
	+
	+
	-
	+
	-


Примечания: «+» – питательная среда и экспланты без видимых следов бактериального и              грибкового заражения;

«-» - на питательной среде или экспланте имеются следы бактериального или грибкового загрязнения

Таблица №5 Продолжительность сохранности стерильности питательной среды и эксплантов розы 
	Вид розы


	Продолжительность сохранности стерильности среды, дней

	
	контроль (без а/б)
	с добавлением антибиотика с концентрацией
	с замачиванием эксплантов в растворе цефатоксима

	
	1
	2
	3
	100 мг/см3

(К1)
	250  мг/см3    (К2)
	400 мг/см3 (К3)
	400 мг/см3
(К3)
	250 мг/см3
 (К2)
	100 мг/см3
 (К1)

	
	
	
	
	1
	2
	3
	1
	2
	3
	1
	2
	3
	1
	2
	3
	1
	2
	3
	1
	2
	3

	1Р
	7
	17
	7
	12
	17
	10
	11
	17
	17
	17
	17
	9
	15
	5
	6
	17
	17
	11
	17
	10
	4

	2Р
	3
	5
	5
	4
	5
	17
	17
	17
	17
	9
	6
	17
	17
	17
	10
	9
	17
	17
	10
	17
	14
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Рис. 17 Сохранность асептических проростков в разных вариантах эксперимента
Приложение №8 (продолжение)
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Рис. 18 Сохранность асептических проростков на питательной среде с разной концентрацией цефотаксима
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Рис.19 Сохранность асептических проростков при предварительном замачивании в растворе цефотаксима
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