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Введение

Цель дисциплины - приобретение студентами знаний в области современных технологий создания новых сортов культурных растений, повышения их продуктивности, устойчивости к неблагоприятным факторам среды, а также качества растительной продукции, основанных на клеточных и генно-инженерных методах.
Задачи: 
- изучение общих закономерностей и конкретных механизмов, лежащих в основе следующих функций: фотосинтез, дыхание, водный режим, минеральное питание, транспорт веществ, рост и развитие, устойчивость и адаптация к неблагоприятным факторам;
- фундаментальные аспекты решения проблемы обеспечения потребности общества в высококачественной безопасной растительной продукции;

- основы регуляции роста и развития растительной клетки in vitro;

- специфичность структуры генов и свойства генетически модифицированных (ГМ) растений;

- освещение современного состояния знаний об общих закономерностях жизнедеятельности растений.

Биотехнология, или технология биопроцессов, - это производственное использование биологических систем (микроорганизмов, растительных и животных клеток и их компонентов) для получения ценных продуктов.

Основой биотехнологии является генетическая и клеточная инженерия в сочетании с микробиологическим синтезом и широким использованием методов биохимии. Конструирование  нужных генов методами генной и клеточной инженерии позволяет управлять наследственностью и жизнедеятельностью животных, растений и микроорганизмов и создавать организмы с новыми полезными свойствами, ранее не наблюдавшимися в природе.

Для изучения физико-химической сущности функций, процессов в физиологии растений широко применяют методы: лабораторно - аналитический, вегетационный, полевой, меченых атомов, электронной микроскопии, электрофореза, хроматографического анализа, ультрафиолетовой и люминесцентной микроскопии, спектрофотометрии и др. 

В учебно-методическом указании дается развернутое содержание каждой темы лабораторного занятия, вопросы для самоконтроля.
В качестве основных учебников по дисциплине можно рекомендовать:

1 Лебедев С.И. Физиология растений. М.: Колос, 1982. – 463 с.
2 Валиханова Г. Биотехнология растений. Алматы, 1996.
Учебно-методическое указание по дисциплине «Физиология и биотехнология растений» составлено с целью помочь работе студентов в овладении теоретическими знаниями и практическими навыками.
1 Влияние анионов и катионов на форму и время плазмолиза 

Цель:
- определить время наступления фаз плазмолиза

Теоретические сведения

П л а з м о л и з – отставание цитоплазмы от стенок клетки, помещенной в раствор с большей концентрацией, чем концентрация клеточного сока (гипертонический раствор). В ходе плазмолиза очертания поверхности меняются: сначала она сокращается, а после полной потери тургора протопласт отстает от клеточной стенки по углам (уголковый плазмолиз), затем во многих местах (вогнутый плазмолиз) и, наконец, протопласт округляется (выпуклый плазмолиз).

ВРЕМЕНЕМ ПЛАЗМОЛИЗА – называется период, который проходит с момента погружения ткани растения в раствор плазмолитика до наступления выпуклого плазмолиза. Этот показатель может характеризовать вязкость цитоплазмы: чем больше время плазмолиза, тем выше вязкость цитоплазмы. 

Катионы и анионы солей оказывают специфическое и многообразное действие на цитоплазму. Одним из заметных внешних проявлений этого действия являются изменения в степени набухания и вязкости цитоплазмы, для наблюдения за которыми используют время плазмолиза.

Ход работы: Срез эпидермиса с выпуклой поверхности чешуи цветного лука помещают в каплю раствора испытуемой соли, накрывают покровным стеклом и сейчас же приступают к рассматриванию под микроскопом. Следят за сменой форм плазмолиза. Определяют время плазмолиза в каждой соли. Результаты опыта записывают по форме:
	Вариант
	Соль
	Концентрация раствора
	Время погружения ткани в раствор
	Время наступления выпуклого плазмолиза
	Время плазмолиза (мин.)

	1
	Ca(NO3)2
	0.7
	
	
	

	2
	KNO3
	1.0
	
	
	

	3
	KCNS
	1.0
	
	
	


На основании полученных результатов делают выводы о влиянии катионов и анионов на вязкость цитоплазмы.

Оборудование: луковица синего лука; растворы на бидистиллированной воде: 1 М KNO3, 0,7 М Ca(NO3)2 , 1 М KCNS , скальпель, лезвие бритвы, препаровальная игла, микроскоп, предметные и покровные стекла; карандаш по стеклу; фильтровальная бумага.
Литература: 1, с.19
Контрольные вопросы:

1 Известно, что через клеточные мембраны проникают как вода, так и многие растворенные вещества. Почему тем не менее можно говорить о полупроницаемости мембран, хоть и не идеальной?

2 Какая мембрана обладает более низкой проницаемостью для растворенных веществ – плазмалемма или тонопласт? 

2 Определение осмотического давления клеточного сока плазмолитическим методом
Цель:
- определить изотоническую концентрацию и вычислить осмотическое давление клеточного сока по уравнению Вант-Гоффа

Теоретические сведения

Клеточный сок – водный раствор различных органических и неорганических веществ. Потенциальное осмотическое давление зависит от числа частиц, находящихся в этом растворе, т.е. от концентрации и степени диссоциации растворенных молекул. Потенциальное осмотическое давление выражает максимальную способность всасывать воду. Величина этого показателя указывает на возможность произрастания растения на почвах различной водоудерживающей силы. Повышение осмотического давления клеточного сока при засухе является критерием обезвоживания растений и необходимости полива.

Данный метод основан на подборе такой концентрации наружного раствора, которая вызывает начальный (уголковый) плазмолиз в клетках исследуемой ткани. В этом случае, осмотическое давление раствора примерно равно осмотическому давлению клеточного сока. Такой раствор называется изотоническим.

Ход работы:

В бюксы готовят по 10мл. 0,7М; 0,6М; 0,5М; 0,4М; 0,3М; 0,2М, растворов сахарозы путем разбавления IM раствора дистиллированной водой. Растворы тщательно перемешивают. Бюксы закрывают крышками, чтобы предотвратить испарение, и ставят в ряд убывающей концентрации растворов.

Лезвием безопасной бритвы делают тонкие срезы с выпуклой поверхности чешуи лука размером примерно 25 мм2 из среднего хорошо окрашенного участка.

В каждый бюкс, начиная с высокой концентрации, с интервалом в 3 мин. опускают по 2-3 среза. Через 30 мин. после погружения срезов в первый бюкс исследуют их под микроскопом. Затем, через каждые 3 мин. наблюдают под микроскопом срезы из последующих бюксов. Этим достигается равная продолжительность пребывания срезов в растворах плазмолитиков. Рассматривать срезы под микроскопом следует в капле раствора из того бюкса, откуда был взят срез.

Определяют степень плазмолиза клетки в каждом растворе и находят изотоническую концентрацию как среднее арифметическое между концентрацией, при которой плазмолиз только начинается, и при которой уже вызывает плазмолиз.

Результаты опыта записывают по форме таблицы 

	Концентрация растворов сахарозы, М
	На 10 мл раствора
	Продолжительность пребывания срезов в растворе
	Степень плазмолиза
	Изотоническая концентрация, М
	Потенциальное осмотическое давление, кПа

	
	IМ сахарозы
	воды, мл
	время погружения
	время наблюдения
	
	
	

	0,7
	7
	3
	
	
	
	
	

	0,6
	6
	4
	
	
	
	
	

	0,5
	5
	5
	
	
	
	
	

	0,4
	4
	6
	
	
	
	
	

	0,3
	3
	7
	
	
	
	
	

	0,2
	2
	8
	
	
	
	
	


Величину потенциального осмотического давления (в кПа) рассчитывают по формуле:

П = R ∙T ∙ c ∙ i ∙ 101.3,

где  R – газовая постоянная, равная 0,0821л атм./град моль;

       Т – абсолютная температура (273оС + комнатная);

        с – изотоническая концентрация в молях;

        i – изотонический коэффициент Вант-Гоффа;

       101,3 – множитель для перевода атмосфер в килопаскали.

Коэффициент Вант-Гоффа характеризует ионизацию растворов и для неэлектролитов (сахароза) равен I.

Оборудование: луковица синего лука; 1 М раствор сахарозы, скальпель, лезвие бритвы, препаровальная игла, микроскоп, предметные и покровные стекла; карандаш по стеклу; фильтровальная бумага, пробирки (бюксы).
Литература: 1, с. 16-18

Контрольные вопросы:

1 Что такое плазмолиз и каковы его причины?
2 Как происходит деплазмолиз?
3 Способны ли плазмолизироваться мертвые клетки?
3 Определение водного потенциала растительной ткани методом полосок (по Лилиенштерн) 
Цели:
 - научить определению водного потенциала методом Лилиенштерн;

 - сделать вывод о возможности использования показателей водного потенциала для правильного выбора времени посева растений. 

Теоретические сведения 

Водный потенциал (φ) характеризует сосущую силу растительной ткани. Его определяют для того, чтобы вовремя уловить признаки обезвоживания растений и правильно выбрать время полива.

Настоящий метод основан на подборе наружного раствора такой концентрации, при погружении в который полоска растительной ткани не меняет длины.

Если осмотический потенциал наружного раствора превышает водный потенциал ткани, то раствор отнимает воду от клеток, в результате их объем и длина полосок уменьшаются.

Если осмотический потенциал раствора меньше водного потенциала ткани, то клетки всасывая воду из раствора, увеличиваются в объеме и длина полоски становится больше.

В растворе, где осмотический потенциал равен водному потенциалу ткани, длина полоски не изменяется.

Ход работы:
Приготавливают в пробирках по 10мл. 0,6 М; 0,5 М; 0,4 М; 0,3 М; 0,2 М; 0,1 М растворов сахарозы. Из клубня картофеля вырезают десять полосок длиной 4-6 см. и сечением около 4 мм2. Концы полосок срезают наискось. Работать следует быстро, чтобы исключить подсыхание полосок. Миллиметровой линейкой точно измерить их длину и помещают по две в каждую пробирку. Через 20 мин. вынимают, обсушивают фильтровальной бумагой и снова измеряют длину. Для расчета величины водного потенциала берут концентрацию, при которой длина полосок не изменилась.

Величину водного потенциала (φ) рассчитывают по формуле:

φώ = - П раствора = - RTCi ∙101.3,

где  R – газовая постоянная, равная 0,0821л атм./град моль;

       Т – абсолютная температура (273оС + комнатная);

        с – изотоническая концентрация в молях;

        i – изотонический коэффициент Вант-Гоффа;

       101,3 – множитель для перевода атмосфер в килопаскали.

Коэффициент Вант-Гоффа характеризует ионизацию растворов и для неэлектролитов (сахароза) равен I.
	Концентрация сахарозы, М
	На 10 мл раствора
	Длина полоски ткани, мм
	Концентрация, при которой длина полосок не изменилась, М
	Водный потенциал, кПа

	
	IМ сахарозы, мл
	воды, мл
	перед погружением в раствор
	после пребывания в растворе
	
	

	0,6
	6
	4
	
	
	
	

	0,5
	5
	5
	
	
	
	

	0,4
	4
	6
	
	
	
	

	0,3
	3
	7
	
	
	
	


	0,2
	2
	8
	
	
	
	

	0,1
	1
	9
	
	
	
	


Результаты опыта записывают по формуле таблицы

Оборудование: Пробирки, 1М раствор сахарозы, дистиллированная вода, пипетка, стеклянная палочка, картофель, миллиметровая линейка, фильтровальная бумага, дистиллированная вода.           

Литература: 1, с. 32-34
Контрольные вопросы:
1 Осмотические явления в клетке и их значение в жизни растений.

2 Как происходит поглошение и выделение воды клеткой?

4 Определение водного потенциала листьев методом Шардакова 
Цели:
 - научить определению водного потенциала методом Шардакова;

 - сделать вывод о возможности использования показателей водного потенциала для правильного выбора времени посева растений. 

Теоретические сведения 

Метод основан на подборе раствора, концентрация которого не изменяется при погружении в него растительной ткани. В этом случае величина осмотического потенциала раствора равна водному потенциалу клеток листа.

Ход работы: 
Пробирки расставляют в штативе в два ряда: пять вверху и пять внизу. В верхних готовят по 10 мл 0.5M; 0.4 M; 0.3 M; 0.2 M; 0.1 M растворов сахарозы путем разбавления IM раствора сахарозы дистиллированной водой.

В пробирки нижнего ряда переносят по 0,5 М раствора из верхних пробирок и все их закрывают пробирками. Из листа сверлом вырезают 10 дисков. Для этого лист нижней стороной поворачивают вверх, подкладывают под него резиновую пластинку и между крупными жилками выбирают диски. В каждую пробирку нижнего ряда отпускают по два диска на 40 мин. Через каждые 10 мин. пробирки с дисками встряхивают. Затем стеклянной палочкой удаляют диски и подкрашивают опытные растворы в пробирках нижнего ряда метиленовой синей, взятой в небольшом количестве (на кончике проволоки). Содержимое встряхивают, добиваясь равномерной окраски раствора. Пипеткой на 0,5 мл. набирают подкрашенный опытный раствор. Конец пипетки опускают в соответствующий исходный раствор в пробирке верхнего ряда так, чтобы уровень жидкости в пипетке превышал уровень раствора в пробирке. Медленно выпускают жидкость из пипетки в исходный раствор, отмечая направление движения струйки. Если концентрация и, следовательно, плотность окрашенного раствора увеличилась по сравнению с исходным, то струйка пойдет вниз, если концентрация уменьшилась – струйка пойдет вверх. При равенстве концентраций струйка равномерно распределяется внутри пробирки с исходным раствором.

Величину водного потенциала по найденным опытным путем, не изменившейся концентрации рассчитывают по формуле:  

φώ = - П раствора = - R ∙T ∙с∙ i ∙101.3,

где  R – газовая постоянная, равная 0,0821л атм./град моль;

       Т – абсолютная температура (273оС + комнатная);

        с – изотоническая концентрация в молях;

        i – изотонический коэффициент Вант-Гоффа;

       101,3 – множитель для перевода атмосфер в килопаскали.

Коэффициент Вант-Гоффа характеризует ионизацию растворов и для неэлектролитов (сахароза) равен I.

Результаты опыта записывают по формуле таблицы

	Концентрация сахарозы, М
	На 10 мл раствора
	Направление движения струйки
	Концентрация внешнего раствора оставшегося неизменным
	Водный потенциал, кПа

	
	1M сахарозы
	воды, мл
	
	
	

	0,5
	5
	5
	
	
	

	0,4
	4
	6
	
	
	

	0,3
	3
	7
	
	
	 

	0,2
	2
	8
	
	
	

	0,1
	1
	9
	
	
	


Оборудование: двухрядный штатив с пробирками, 1М раствор сахарозы, дистиллированная вода, пипетка, стеклянная палочка, листья растении, фильтровальная бумага, дистиллированная вода, метиленовая синь кристаллическая.          
Литература: 1, с. 31-32

Контрольные вопросы:

1 Что такое химический потенциал воды и водный потенциал клетки?

2 Можно ли отнять воду от клетки после достижеия ею состояния полного завядания, т.е. полной потери тургора?

5 Определение интенсивности транспирации и относительной транспирации с помощью технических весов
Цели:
- ознакомить с порядком выполнения работы;

- определить интенсивность транспирации, относительную транспирацию комнатных растений 

Теоретические сведения 

Метод основан на учете изменений массы срезанного транспирирующего листа за короткие промежутки времени, что дает возможность наблюдать транспирацию при том состоянии насыщенности листа водой, в каком он находился на растении.

Интервал между взвешиваниями должен не превышать 5 мин, так как при более длительной экспозиции уменьшается содержание воды в листе и интенсивность транспирации снижается. Для быстрого взвешивания удобно пользоваться торсионными весами.

Интенсивность транспирации – количество воды, испаренное с единицы листовой поверхности в единицу времени. Величина зависит от напряженности внешних факторов, времени суток и колеблется в пределах 15-250 г/м2 ч.

Основной метод определения интенсивности транспирации – весовой, основанный на учете потери воды при испарении. Этим методом можно выявить транспирацию целого растения или отдельных его частей. Работа с целыми укорененными растениями представляет значительные трудности, поэтому чаще пользуются срезанными побегами или листьями. Чтобы во время опыта оводненность тканей не снижалась, их помещают в прибор Веска, заполненный водой.

Относительная транспирация – отношение интенсивности транспирации к интенсивности испарения со свободной водной поверхности при тех же условиях. Этот показатель характеризует способность растений регулировать транспирацию и выражается обычно цифрами 0,1-0,5 поднимаясь иногда до 1 и опускаясь у некоторых хорошо защищенных от потери воды листьев до 0,01 и ниже.

Ход работы: 

С растения подсолнечника срезают лист вместе с черешком. Черешок плотно укрепляют ваткой в отверстии каучуковой пробки. Нижний конец черешка подрезают наискось под водой примерно на 1 см для восстановления водных нитей в проводящих сосудах. Вставляют пробку с листом в прибор Веска, наполненный водой комнатной температуры так, чтобы черешок листа был погружен в воду. Смонтированный прибор Веска должен быть совершенно сухим, плотно закрытым: пробка должна касаться воды, а черешок листа погружен в воду.

Подготавливают, таким образом два прибора Веска, взвешивают их на технических весах и, снабдив этикетками, помещают один в темную камеру, другой на прямой свет. Через час взвешивают повторно. По разнице с первоначальной массой устанавливают количество воды, которое испарил лист за время опыта.

На основании полученных результатов рассчитывают интенсивность транспирации, т.е. количество воды в граммах, которое испаряет единица листовой поверхности /1 м2/ в единицу времени /1 ч/.

Чтобы сделать такой расчет, нужно знать площадь листа, взятого для опыта. При ее определении можно использовать весовой метод. Вырезают из бумаги квадрат размером 100 см2 /10х10 см/ и взвешивают. На другой листок такой же бумаги кладут исследуемый лист, тщательно обводят его контур остро заточенным карандашом, вырезают его и также взвешивают. Из полученных данных составляют пропорцию и находят площадь листа. Если квадрат бумаги в 100 см2 имеет массу А г, а контур листа неизвестной площади В г, то искомую площадь листа находят следующим образом:
                                                S = 
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Интенсивность транспирации /в г/м2 ч/ рассчитывают по формуле:
IТ  = 
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где  С – убыль в массе за время опыта, г, 

       S – Площадь листа, см2: 

       t –   Продолжительность опыта, ч.

Параллельно в тех же условиях определяют испарение со свободно водной поверхности. Для этого учитывают количество воды, испарившееся за 1ч поверхности чашки Петри. Определив внутренний диаметр, вычисляют ее площадь по формуле: 

S =  π r2
Рассчитывают интенсивность испарения /Е/ со свободной водной поверхности, пользуясь формулой 2, и вычисляют величину относительной транспирации /Т/:

Тотн = 
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Сравнивают полученные величины и делают выводы о зависимости интенсивности транспирации и относительной транспирации от условий освещения и о способности растений регулировать транспирацию.

Результаты опыта записывают по форме таблицы.
	Транспирация
	Испарение

	Масса прибора с листом, г
	быль в массе, г
	Площадь листа, см2
	Продолжительность опыта, ч
	Интенсивность транспирации г/м2, ч
	Масса чашки Петри с водой, г
	Убыль в массе, г
	Площадь испаряющей поверхности, см2
	Продолжительность опыта, ч
	Интенсивность транспирации г/м2, ч
	Относительная транспирация

	в начале опыта
	в конце опыта
	
	
	
	
	в начале опыта
	в конце опыта
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Оборудование: торсионные весы, технические весы, листья растении, ножницы, скальпель, крышка чашки Петри, миллиметровая бумага.

Литература: 1, с. 45-47

Контрольные вопросы:

1 Какое биологическое значение имеет транспирация?

2 Что предотвращяет разрыв водных нитей в ксилеме?

3 Какие физиологические показатели могут быть использованы для оптимизации водного режима растений?

6 Определение химических свойств пигментов листа 

Цели: 

- ознакомить с порядком выполнения работы;

- сделать вывод о химических свойствах пигментов листа.

Теоретические сведения 

Пигментная система хлоропласта представлена двумя типами пигментов: зелеными – хлорофиллами  а и b  и желтыми – каротиноидами. Основной функциональный пигмент – хлорофилл а, обнаружен у всех фотосинтезирующих организмов, за исключением бактерий. Этот пигмент служит непосредственным донором энергии для фотосинтетических реакций, остальные пигменты лишь передают поглощенную ими энергию хлорофиллу а. У большинства наземных высших растений содержание хлорофилла а в 2-3,5 раза выше, чем содержание хлорофилла b. 
Ход работы:
Получение спиртового раствора (вытяжки) пигментов. Обычно пигменты из растительной ткани извлекают полярными растворителями (этиловый спирт, ацетон), которые разрушают связь хлорофиллов и ксантофиллов с липопротеидами пластид  и тем самым обеспечивают их полное экстрагирование. Сухие листья крапивы помещают в коническую колбу на 200 мл и ошпаривают кипятком, затем воду сливают. В колбу приливают 100 мл этилового спирта, закрывают ее корковой пробкой с обратным холодильником и ставят на баню с кипящей водой для экстрагирования пигментов. После пятиминутного кипячения содержимое колбы охлаждают и осторожно сливают в другую колбу. Экстракт используют в последующих опытах.

Разделение пигментов по Краусу. Метод основан на различной растворимости пигментов в спирте и бензине. Указанные растворители в одном сосуде не смешиваются, а образуют две фазы – верхнюю бензиновую, нижнюю спиртовую, благодаря чему компоненты смеси пигментов разделяются.   
В пробирку наливают 2-3 мл спиртового экстракта пигментов, добавляют 3-4 мл бензхина. Содержимое пробирки сильно встряхивают, предварительно закрыв ее пробкой или большим польцем, и оставляют отстояться. По мере расслоения эмульсии бензиновый слой будет окрашиваться в зеленый цвет из – за лучшей растворимости в нем хлорофилла. В бензин переходит и каротин,  но его окраска максируется окраской хлорофилла. Ксантофилл остается в спиртовом слое и предает ему золотисто – желтую окраску. 

Если пигменты разделяются не достаточно четко, добавляют три- четыре капли воды и снова встряхивают. При избытке воды возможно помутнение нижнего слоя. В этом случае следует прилить немного этилового спирта и взболтать содержимое пробирки.

Зарисовывают картину распределения пигментов и делают выводы.

Омыление хлорофилла щелочью. Обрабатывая хлорофилл щелочью, можно вызвать омыление эфирных групп, т.е. отщепление остатков метилового спирта и фитола:

                                         COOC20 H39
          MgN4O2H30C32  <                          + 2NaOH  →

                                         COOCH3  

                                             COONa

         → MgN4O2H30C32  <                   +  C20H39OH + CH3OH

                                             COONa
Образующаяся при этом соль хлорофиллиновой кислоты сохраняет зеленую окраску и оптические свойства хлорофилла, но отличается от него большей гидрофильностью.

В пробирку с 2-3 мл спиртового раствора пигментов приливают 1 мл 20%-ного раствора NaОН и взбалтывают. После смешивания экстракта с щелочью пробирку ставят на кипящую водяную баню. Как только раствор закипит, пробирку вынимают и охлаждают. К охлажденному раствору добавляют равный объем бензина и несколько капель воды для лучшего разделения смеси. Затем содержимое пробирки резко встряхивают и дают отстояться. В бензиновый слой переходят каротин и ксантофилл, а в спиртовой - натриевая соль хлорофиллиновой кислоты.

Зарисовывают окраску слоев, указывая распределение пигментов.

Получение феофитина и обратное замещение водорода атомом металла. Атом магния сравнительно слабо удерживается в порфириновом ядре хлорофилла и при осторожном воздействии сильных кислот легко замещается двумя протонами с образованием феофитина бурого цвета: 

                    H39C20OOC

                                          >   C32H30ON4Mg + 2HCI  →

                         H3COOC 

                    H39C20OOC  

         →                          >  C32H30ON4H2 + MgCI2
                       H3COOC
Если на феофитин действовать солями меди, цинка или ртути , то вместо двух протонов в ядро входит соответсвующий металл и продукты реакции окрашиваются в зеленый цвет. Однако полученная окраска несколько отличается от окраски хлорофилл:

   H39C20OOC
                      > C32H30ON4H2 + Cu(CH3COO)2 →

      H3COOC
         H39C20OOC
→                        > C32H30ON4Cu + 2HCI3COOH
             H3COOC
Следовательно, цвет хлорофиллов обусловлен металлорганической связью в их молекулах. Обратное введение магния в феофитин сильно затруднено. В две пробирки берут по 2-3 мл спиртовой вытяжки пигментов и добавляют по одной – две капли 10%-ной раствора соляной кислоты. При взбалтывании зеленая окраска хлорофилла переходит в бурую, характерную для феофитина. Одну пробирку с феофитином оставляют для контроля, а во вторую вносят несколько кристаллов ацетата меди и нагревают раствор на водяной бане до кипения. По мере нагревания бурый цвет раствора меняется на зеленый в результате образования хлорофиллоподобного производного меди. 

Зарисовывают окраску феофитина и медьпроизводного хлорофилла.

Оборудование: Сухие или сырые листья, этиловый спирт, бензин, 20% -ный раствор NаОН, 10%-ный раствор соляной кислоты в капельнице, ацетат меди. Конические колбы с обратным холодильником, водяные бани, штативы с пробирками, пипетки на 1 мл, конические колбочки, цветные карандаши. 
Литература: 1, с. 63-66

Контрольные вопросы:

1 Какова роль хлорофилла в процессе фотосинтеза?

2 Какова роль каратиноидов в процессе фотосинтеза?

3 Каков механизм приобразавания энергии света в химическую энергию?

7 Определение интенсивности фотосинтеза 
Цель:
- изучить метод  определения интенсивности фотосинтеза Л.А. Иванова и Н.Л. Коссович

Теоретические сведения
Метод основан на определении количества диоксида углерода, поглощенного листьями при фотосинтезе. Побег или отдельный лист помещают в повернутую вверх дном стеклянную колбу и выставляют на свет на определенное время. Часть содержащегося в колбе диоксида углерода потребляется в процессе фотосинтеза. Затем связывают не поглощенную листьями СО2, наливая в колбы некоторый избыток раствора щелочи, после чего оставщуюся щелочь титруют соляной или щавелевой кислотой. Проделывают то же самое с контрольной колбой (без растения) и сопоставляют результаты титрования. 

Если опытная или контрольная колбы имеют равный объем и в количестве раствора Ва (ОН)2, то количество поглощенным растением диоксида углерода будет прямо пропорционально разности результатов титрования содержимого этих колб. Для того чтобы установить, какому количеству СО2  соответствует 1 мл используемой для титрования кислоты, сопоставим реакции, в которые вступает прилитая в колбу щелочь. 

                   Ва (ОН)2 + СО2 = Ва СО3 + Н2О

                   Ва (ОН)2 + 2 НСІ = Ва СІ2  + 2Н2О

Из приведенных уравнений видно, что 1 молю НСІ соответствует 0,5 моля СО2, т.е. 44 : 2 = 22 г СО2. 

При концентрации НСІ 0,025 н. В 1 мл этого раствора содержится 0,000025 моля НСІ, что эквивалентно 22· 0,000025 = 0, 00055 г6 или 0,55 мг СО2

Данный метод дает достаточно точные результаты лишь в том случае 6 если все операции по открыванию закрыванию колб проводить, не прикасаясь к стеклу руками (в противном случае, воздух расширяясь при нагревании, будет частично выходить из колбы). 

Если нужно определить фотосинтез более точно, то ставят опыт в двух повторностях и, кроме того, учитывают дыхание, для чего проделывают такой же опыт, закрывая колбу (для исключения фотосинтеза) светонепроницаемым чехлом (черным внутри и белым снаружи).

Ход работы:
Взять две одинаковые колбы и обернуть их горла кусками бумаги или салфетками. Выдержать колбы в одинаковых условиях открытыми в течении 20-30 мин для заполнения воздухом. Затем одновременно вставить в них пробки с отверстиями, закрытыми стеклянными пробками, не допуская нагревания колб прикосновением рук. Срезать веточку или отдельный лист, обновить бритвой срез под водой и поставить в заполненную водой пробирку, прикрепленную к палочке, вставленной в пробку (воду употреблять кипяченную, чтобы не было пузырьков воздуха). Быстрым, но спокойным движением вынуть из колбы пробку № 1 и вставить пробку № 2 (с растением). Выставить колбу на свет и отметить время. Во время опыта необходимо следить за температурой внутри колбы и в случае перегрева охладить колбу водой. Особенно важно, чтобы в конце опыта температура была такой же, как и в начале, иначе воздух может войти в колбу или выйти из нее. 

Продолжительность опыта должна быть такой, чтобы листья успели поглотить не более 25% содержащегося в колбе СО2; при хорошем освещении для колбы вместительностью 1 л экспозиция не должна превышать 5 мин, для более крупных колб – 15-20 мин. По окончании опыта извлечь из колбы растение и быстро закрыть ее пробкой № 1, отметив время. Контрольную колбу также приоткрыть на несколько секунд. Налить в колбы через отверстие в пробке по 20 мл 0,025н. раствора Ва (ОН)2, по 2-3 капли фенолфталеина и немедленно закрыть отверстие стеклянной пробкой.            

Для увеличения поверхности соприкосновения Ва(ОН)2 с воздухом осторожно смочить этим раствором стенки колб и в течение 20 мин периодически взбалтывать, после чего провести отверстие в пробке титрование 0,025 н соляной кислотой до исчезновения розового окрашивания. 

Определить площадь листьев методом, описанным в работе.

Результаты записать в таблицу:

	Объект 
	Время 
	Площадь листьев дм2
	Объем прилитого Ва(ОН)2 мл
	Расход НСI, мл
	Интенсивность фотосинтеза, мг/ дм2· ч 

	
	Начало 
	Конец 
	Экспозиция 
	
	
	Опыт 
	Контроль 
	

	
	
	
	
	
	
	
	
	


Интенсивность фотосинтеза I ф вычислить по формуле:

I Ф = (А - В) 0,55 · 60 /st,

где А – количество мл НСI, пошедших на титрование барита в опытной колбе; В – количество мл НСI, пошедших на титрование барита в контрольной колбе, 0,55 – число мг СО2 соответствующее 1 мл 0,025 н. НСI, s – площадь листьев, дм2 , t – экспозиция, мин 60 – коэффициент перевода минут в часы. 

Оборудование: Комнатные растения или свежесрезанные побеги, поставленные в банку с водой, 0,025 н. раствор барита в бутыли, соединенной с бюреткой, закрытой пробкой, в которую вставлена трубка с натронной известью, 0,025н НСІ с бюреткой, фенолфталеин* в капельнице. Одинаковые круглодонные  колбы емкостью 1,5-3 л 2 шт. Салфетки или кустки бумаги 2 шт, резиновые пробки для закрывания колб, 3шт, две пробки с отверствием, закрытым стеклянной пробкой, в третью пробку вставлены металическая или стеклянная палочка с привязанной к ней маленькой пробкой и термометр, штатив или широкогорлые сосуды для установки колб в перевернутом положении, бритва, кристаллизатор, электрическая лампа мощностью 200-300 Вт, кипяченая вода, технические весы с разновесами, ножницы, миллиметровая бумага.

Литература: 1, с. 77-80

Контрольные вопросы:
1 Что такое квантовый выход фотосинтеза?

2 Как образуется АТФ в процессе фотосинтеза?

3 Лимитирует ли интенсивность фотосинтеза урожайность?

8 Определение интенсивности дыхания по количеству выделенного диоксида углерода (по Бойсен-Иенсену)

Цели:

 - ознакомить с порядком выполнения работы;

-  обучить методу определения интенсивности дыхания.

Теоретические сведения
Для определения интенсивности дыхания по количеству выделенного диоксида углерода в замкнутый сосуд помещают навеску исследуемого материала, и определенное количество раствора щелочи. Выделяемый в процессе дыхания диоксид углерода реагирует с щелочью, в результате чего концентрация раствора уменьшается:
                  Ва(ОН)2 + СО2 = ВаСО3 + Н2О

Через определенное время оставшуюся в сосуде щелочь титруют:


 Ва(ОН)2 + 2НСI = ВаСI2 + 2Н2О 

Сравнивают полученную величину с результатом титрования такого же количества и исходного раствора щелочи. Последнее необходимо для определения исходной концентрации щелочи и одновременно для учета того небольшого количества СО2, которое содержалось а сосуде до опыта, а также поглощаемого щелочью во время открывания сосуда. Разность между результатами титрования содержимого контрольной и опытной колб прямо пропорциональна количеству при дыхании СО2.

Ход работы:
Поместить навеску исследуемого материала (2-10г) в марлевой мешочек и прикрепить его к пробке крючком, вставленным в пробку. 

Провести пробную сборку установки, проверив, свободно ли проходит мешочек с материалом через горло колбы и и не опускается ли он слишком низко. Внести в колбу 2-3 капли фенолфталеина и налить 10 мл раствора Ва(ОН)2. Быстро опустить в колбу материал, слегка смочить пробку водой (для герметичности) и плотно (вращательным движением) закрыть колбу пробкой. Записать время начало экспозиции.

Задача работы – сравнение интенсивности дыхания разных объектов. Для этого нужно взять две колбы и поместить в них разные части одного и того же растения, например листья, стебли, или проросшие и непроросшие семена и.т.п. 

В контрольную (пустую) колбу также налить 10 мл барита, 2-3 капли фенолфталеина и плотно закрыть пробкой. Колбы с объектами, содержащими хлорофилл, необходимо на все время опыта поместить в темноту для исключения процесса фотосинтеза.

Время от времени колбы следует осторожно покачивать, чтобы разрушить пленку ВаСО3, не допуская попадания ни одной капли раствора на мешочек с материалом.  

Необходимо следить за тем, чтобы окраска раствора оставалась ярко- розовой. Если же раствор обесцвечивается, то это показывает, что весь Ва(ОН)2 израсходован на связывание СО2. в этом случае нужно немедленно прилить из бюретки 5 мл раствора Ва(ОН)2 и столько же – в контрольную колбу. Для получения более точных результатов следует повторить опыт, сократив экспозицию.
Через 1-2 ч вынуть материал, быстро закрыть колбу пробкой и отметить время окончания опыта. Оттитровать оставшуюся щелочь, приливая через отверстие в пробке 0,025 н. НСI до исчезновения розового оттенка. Чтобы избежать уменьшения концентрации раствора барита из-за поглощения СО2 воздуха, следует провести титрование, закрыв колбу резиновой  пробкой с двумя отверстиями, одно из которых закрыто трубкой с натронной известью, другое – плотно вставленным концом бюретки. 

Контрольную колбу можно титровать через 20 мин после того, как налит раствор барита (за это время колбу необходимо периодически взбалтывать ).

Результат записать в таблицу:

	Объект 
	Навеска, г
	Объем Ва(ОН)2
	Время
	Расход НСI, мл
	Интенсивность дыхания, мг/г·ч

	
	
	
	Начало 
	Конец 
	Экспозиция 
	Контроль 
	Опыт 
	


Интенсивность дыхания вычисляют по формуле  I = (а –b) 0,55/pt,  где а – результат титрования содержимого контрольной колбы; b – результат титрования содержимого опытной колбы; 0,55 – количество мг СО2, эквивалентное 1 мл 0,025 н. НСI; p –навеска; t – экспозиция, ч. 

Сделать вывод, сопоставив интенсивность дыхания разных объектов.
Оборудование: Проросшие и непроросшие семена, почки, листья, стебли, цветки, и другой растительный материал, 0,025 н. раствор Ва(ОН)2 в бутыли, соединенный с бюреткой, бутыль и бюретка закрыты  пробками, в которые вставлены трубки с натронной известью, 0,025 н. НСI в бюретке с приспособлением для титрования, фенолфталеин в капельнице, весы с разновесами, одинаковые конические колбы на 250-300 мл с резиновыми пробками, в которые вставлены металлические крючки 3 шт, куски марли 10 на 10 см 2 шт, стакан с водой.

Литература: 8, с. 110-113

Контрольные вопросы:
1 В чем сходство и различия между процессами фотосинтеза и дыхания?

2 Какова роль фосфора в процессе дыхания?

3 Какова функция митохондрии?

9 Микрохимический анализ золы 

Цель:
- изучить методику определения химического состава золы 

План:

1 Определение элементов питания

Методические рекомендации по подготовке к занятию

Зола, получаемая при сжигании растений, содержит большое количество элементов, среди которых различают макроэлементы (фосфор, сера, калий, кльций, магний) и микроэлементы (железо, медь, цинк, марганец, молибден, бор, и ряд других). 

Для изучения химического состава золы можно использовать микрохимический метод, для которого требуется небольшое количество материала.

Насыпать в пробирку небольшое количество золы и залить ее примерно четырехкратным объемом 10 % -ной НСІ. Отфильтровать полученный раствор в чистую пробирку через маленький фильтр. Провести на предметных стеклах реакции на Са, Мg и Р. Для этого тупым концом стеклянной палочки нанести на предметное стекло маленькую каплю вытяжки и на расстоянии 4-5 мм от нее – каплю соответствующего реактива. Затем заостренным концом стеклянной палочки соединить капли дугообразным каналом. В месте соединения произойдет реакция, причем по краям канала будет наблюдаться быстрая кристаллизация продуктов реакции. Рассмотреть образующиеся кристаллы в микроскоп. Стеклянные палочки после нанесения каждого реактива необходимо вымыть и вытереть фильтровальной бумагой. 

Реактивом на ион кальция служит 1%-ная Н2SO4. при этом хлорид кальция, содержащийся в вытяжке, реагирует с кислотой по уравнению  

СаСІ2  + Н2SO4 → Са SO4 + 2НСІ 

Образующийся гипс осождается в виде игольчатых кристаллов.
Для обнаружения магния к капле испытуемого раствора следует с начала добавить каплю раствора аммиака, а затем соеденить канальцем с реактивом, которым служит 1%-ный раствор фосфорнокислого натрия. При этом образуется фосфорно-аммиачномагнезиальная соль, кристаллизирующая в виде прямоугольников, крышечек, звезд, или крыльев, в результате следующей реакции:

MgCI2 + Na2HPO4 + NH3  →  NH4MgPO4 + 2NaCI
Для обнаружения фосфора соединить каплю вытяжки с 1%-ным раствором молибдата аммония в азотной кислоте. Получается зеленовато – желтый осадок фосфорномолибденовокислого аммония:

H3PO4 + 12 (NH4)2 MoO4 + 21HNO3 → (NH4)3 PO4 · 12MoO3 + 21NH4NO3 + 12H2O
Железо можно обнаружить с помощью раствора желтой кровяной соли. В результате образуется берлинская лазурь:

4FeCI3 + 3 K4[Fe(CN)6] → Fe4[Fe (CN)6]3 + 12KCI
Литература: 1, с. 97
Контрольные вопросы:

1 Какие макро – и микроэлементы способны к реутелизации?

2 Каков механизм поглощения элементов корневого питания?

3 Какие макроэлементы вы знаете?

4 Какие микроэлементы вы знаете?

10 Кислотный гидролиз крахмала
Цель:
- изучить методику кислотного гидролиза крахмала

План: 

1  Гидролиз крахмала
Методические рекомендации по подготовке к занятию

Крахмал представляет собой полисахарид, точнее смесь двух полисахаридов; амилозы и амилопектина.

Молекула крахмала состоит из большого количества молекул глюкозы, соединенных попарно в мальтозу. Крахмал не растворим в холодной воде,а в горячей воде образует коллоидный раствор - крахмальный клейстер. При кяпячении крахмального клейстера с минеральной кислотой крахмал гидролизется до глюкози через ряд промежуточных продуктов с постоянно уменьщающимся молекулярным весом, называемых декстринами. Проследить за процессом гидролиза крахмала можно при помощи реакции с раствором йода, который окрашивает крахмал в синий цвет, амилодекотрины в фиолетовый, эритродекстрин в красный, ахродекстрин а в оранжевый, мальтодекстрином и мальтозой окрашивание уже не дает.

Приготовить 0,1% крахмальный клейстер, для этого отвесить на технических весах 0,05г (50мг) крахмала,высыпать крахмал в стаканчик,долитъ 10 мл воды, 40 мл воды нагреть до кипения,вылить в неё содеркимое стаканчика дать раствору ещё раз закипеть и снять с огня. Поставить в штатив 6—7 пробирок. Отлить в первую пробирку 4-5 мл крахмального клейстера. Добавить в колбу 1,5 мл 20% соляной кислоты и нагреть на электроплитке. При появлении первых цузырьков(начало кипения) отлить 4-5 мл клейстера во вторую пробирку. Продолжать кипятить содержимое колбы отливая через 1О мин по 4-5 мл в следующие пробирки. Дать пробиркам охладиться, добавить воды и по 5 капель К 1 в каждую пробирку. При отсутствии скрашивания содержимого пробирок йодом, гидролиз можно считать оконченным. Проделать с раствором, оставшимая в колбе реакцию на редуцирующие сахара. Результаты занести в таблицу.

Продолжительность гидролиза 0,5,10,15,20,25,30,35,40,45,50,55

Сделать выводы о причинах изменения окраски растворов и указать время течение которого произошол полный гидролиз крахмала .

Литература: 1, с. 10-11
Контрольные вопросы:

1 Эмпирическая формула крахмала.

2 Какие полисахариды входят в состав крахмала?

11 Обнаружение запасных сахаров в растительном материале

Цель:

- изучить методику определения в растительном материале редуцирующих сахаров

План:

1 Анализ растительного материала

Методические рекомендации по подготовке к занятию 
Все моносахара, а также дисахариды типа мальтозы благодаря присутствию альдегидной или кетонной группы являются редуцирующими, т.е. обладают востанавливающими свойствами. Распространенная в растениях сахароза – нередуцирующее вещество, так как ее молекула состоит из остатков глюкозы и фруктозы, соединенный за счет альдегидной группы глюкозы и кетонной группы фруктозы. 

Характерная реакция на редуцирующие сахара – реакция востановления фелинговой жидкости. Эту жидкость готовят непосредственно перед употреблениам путем смешивания равных оъемов раствора медного купороса и раствора щелочи с сегнетовой солью. Последнюю прибавляют для того, чтобы не дать образовавшемуся гидрату оксида меди (II) выпасть в осадок:

             Cu SO4  + 2KOH   =  K2 SO4 + Cu (OH)2
COOK                                               COOK

ا                                                          ا 
CHOH                                               CHO      

                  ا            =      2(OH) Cu    +                ا>  O2H2 + uC 
CHOH                                                CHO

ا                                                           ا
COONa                                              COONa  

Для обнаружения редуцирующих сахаров, т.е. сахаров с альдегидной или кетонной группой, исследуемому раствору приливают фелингову жидкость в равном объеме и доводят до кипения. При этом CuO восстанавливается с образованием кирпично-красного осадка Cu2O: 

              O                                  O  

 RC   <       + 2CuO  =  RC <         +  Cu2 O

             H                                   OH
Для обнаружения сахарозы сначала необходимо подвергнуть ее гидролизу на глюкозу и фруктозу и лишь, затем провести реакцию с жидкостью Фелинга. По количеству осадка Cu2O можно судить о количестве редуцирующих веществ, как содержащихся в исходном материале, так и образовавшихся в результате гидролиза сахарозы.

Перед тем как приступить к анализу растительного материала, следует приготовить фелингову жидкость и проделать следующие качественные анализы: 

1) поместить в пробирку щепотку глюкозы, растворить в небольшом количестве воды, прилить равный объем фелинговой жидкости и нагреть до кипения. 

2) Растворить в воде щепотку сахарозы, добавить равный объем фелинговой жидкости и довести до кипения. 

3) Приготовить в пробирке раствор сахарозы, добавить 2-3 капли 20%-ной НСI и кипятить в течение 1 мин, нейтрализовать кислоту содой (сыпать до прекращения выделения СО2), прилить равный объем фелинговой жидкости и вновь довести до кипения.

Отметить, образуется ли в пробирках кирпично-красный осадок, и сделать выводы о причинах наблюдаемых явлений. 

Нарезать на мелкие кусочки луковицу лука, корнеплоды моркови и сахарной свеклы. Поместить материал в отдельные пробирки (примерно по ¼ пробирки), залить небольшим количеством воды и нагревать не менее 5 мин в кипящей водяной бане. Полученную вытяжку профильтровать и перенести с помощью пипетки одинаковые порции фильтрата в две чистые пробирки. С одной порцией проделать реакцию на редуцирующие сахара, с другой - провести гидролиз сахарозы соляной кислотой, после нейтрализации кислоты прилить фелингову жидкость в равном объеме и вновь нагреть до 1000 С. 

Полученные результаты записать в таблицу, оценивая количество Cu2O по пятибалльной шкале. 

	Объект 
	Количество Cu2O

	
	Без гидролиза 
	После гидролиза 

	
	
	


Сделать выводы о присутствии в исследованном материале редуцирующих сахаров и сахарозы. 

Литература: 1, с. 6-8

Контрольные вопросы:

1 Какие сахара называют редуцирующими сахарами?

2 Какие сахара называют нередуцирующими сахарами?

3 Какие сахара относятся редуцирующим?

4 Какие сахара относятся нередуцирующим?

11 Защитное действие сахарозы на белки при отрицательных температурах

Цель:
- показать изменяется ли устойчивость белков при отрицательных температурах

План:

1 Устойчивость белков к низким температурам

Методические рекомендации по подготовке к занятию

В экстремальных условиях, например при низких температурах, может произойти денатурация белков. Выпадение хлопьевидного осадка белков из сока, отжатого из растительной ткани, служит показателем повреждения. Сахароза образует связи с гидрофильными группами белков и способствует сохранению их нативной структуры при повреждающим воздействии низких температур.

Опыт заключается в замораживании и оттаивании отжатого из растительной ткани сока с добавлением сахарозы и без нее. Чтобы выяснить, влияет ли на устойчивость белков к низким температурам повышение осмотического давления среды, берут в качестве контроля к сахарозе не только воду, но и изоосмотический раствор нейтральной соли, например NаСI.

Листья капусты или очищенный клубень картофеля натереть на терке, отжать сок в стакан через двойной слой марли, дать отстояться. Налить по 3 мл надосадочной жидкости в 4 пронумерованные пробирки. В первую пробирку добавить 2 мл 1 М раствор сахарозы, во вторую 2 мл 0,6 М раствора NаСI, в третью и четвертую – по 2 мл воды и перемешать. Первую, вторую и третью пробирки поместить в охладительную смесь снега или толченого льда с солью (3:1 по объему), пробирку № 4 оставить при комнатной температуре (контроль). Через 20 мин, когда сок в пробирках замерзнет, перенести пробирки в стакан с водой. 

После оттаивания определить, не стряхивая, по внешнему виду жидкости в пробирках, остались ли белки в состоянии золя или произошла их коагуляция (образование хлопьев). Результаты записать в таблицу.

	Объект 
	№ пробирки 
	Вариант опыта
	Образование хлопьев 

	
	1

2

3

4
	Сахароза – 200 С

NаСI, - 200 С

Вода, - 200 С

Вода, комнатная температура
	


Литература: 1, с. 141-142

Контрольные вопросы: 

1 Как влияет замораживание на белки?

2 Изменяется ли устойчивость белков к низким температурам при повышении осмотического давления раствора?

3 В чем проявляется защитное действие сахарозы на белки?

12 Методы стерилизации растительного материала, посуды, инструментов и питательных сред

Цель: 

- ознакомление с методами стерилизации помещений, растительного материала, посуды, инструментов и питательных сред.

Теоретические сведения. Одно из основных условий успешного культивирования изолированных органов, тканей, клеток и протопластов состоит в соблюдении строгой стерильности. Тщательная стерилизация необходима, так как на искусственных питательных средах, предназначенных для культивирования растительных тканей и клеток хорошо развиваются и микроорганизмы, что создает опасность для культивируемого материала. В результате жизнедеятельности организмов изменяется состав питательных сред. Кроме того, изолированные от растения ткани, клетки и особенно протопласты легко повреждаются микроорганизмами. Поэтому все опыты с культурой изолированных органов, тканей, клеток и протопластов растений проводят в ламинар-боксах. Стерилизуют бокс, инструменты, посуду, растительный материал, питательные среды, ватные пробки и все другие материалы, необходимые для работы.

Ход работы:

Ламинар-бокс. Протирают внутреннюю рабочую поверхность ламинара 70%-ным спиртом. Затем размещают в ламинаре спиртовую горелку, спички, стакан с96%-ным спиртом, стерильную посуду и инструменты, колбу со стерильной водой. При проведении работ по вычленению меристем в ламинар ставят бинокулярную лупу. Ламинар-бокс облучают бакткрицидными ультрафиолетовыми лампами в течение 10-12 ч.

Посуда. Стерилизация проводится в сушильном шкафу или в автоклаве. Перед стерилизацией посуду надо вымыть и высушить. Для мытья посуды используют детергенты, а также раствор двухромовокислого калия в серной кислоте (хромпик). Перед стерилизацией пробирки, колбы предварительно закрывают ватными пробками, заворачивают в оберточную бумагу. Затем посуду помещают в сушильный шкаф и нагревают при температуре +175оС в течение 2 ч (после того как установится нужная температура). При таком нагревании погибают не только бактерии, но и их споры. Температуру в сушильном шкафу выше 175оС допускать не следует, так как при этом ватные пробирки буреют, а бумага, которой закрывают ватную пробку сверху, становится ломкой.

Еще более строгой стерилизации можно добиться под давлением в автоклаве, так как влажный жар эффективнее убивает микроорганизмы и их споры, чем сухой. Автоклавированию подвергают стаканы с крышками, чашки Петри, пипетки, колбы с дистиллированной водой. Посуду заворачивают в фольгу или оберточную бумагу и автоклавируют при 2 атм. В течение 25-30 минут. Верхнюю часть градуированных пипеток закрывают ватной прокладкой, пипетки заворачивают в бумагу по 10 штук.

Инструменты. Предварительную стерилизацию инструментов скальпелей, пинцетов, игл и т. д. проводят нагреванием сухим горячим жаром в сушильном шкафу в течение 12 ч при 140оС. Кипячением удобно стерилизовать шприцы. Металлические предметы нельзя стерилизовать автоклавированием, так как под действием пара они ржавеют и тупятся. Непосредственно перед работой и в процессе посадки инструменты стерилизуют дополнительно, помещая в фарфоровый стакан с 96%-ным этиловым спиртом и обжигая в пламени спиртовки. Обжигать можно ланцеты, пинцеты, микробиологические петли. После стерилизации обжиганием каждый инструмент помещают между листами предварительно простерилизованной плотной бумаги, сложенными в пачку или в специальный штатив. Стерильный инструмент используют только для одноразовой манипуляции. Затем его следует снова простерилизовать спиртом и обжечь. Очень тонкие инструменты (иглы, кусочки лезвий) могут терять свои свойства при обжигании, поэтому их стерилизуют, погружая в спирт.

Материалы. Вату, марлю, ватные пробки, фильтровальную бумагу, халаты, косынки, которые могут использоваться при посадке тканей, стерилизуют в автоклаве под давлением 2 атм. В течение 25-30 мин.

Растительный материал. Для стерилизации семян, верхушечных меристем, кусочков ткани, выделенных из различных частей растения, применяют различные стерилизующие растворы: водные растворы сулемы, или двуххлористой ртути (0,1%), брома (1%), пергидроля (20-30%), хлорамина (3-6%), диацида, гипохлорита натрия (10%).

Диацид готовят следующим образом: растворяют отдельно 330 мг этанолмеркурхлорида и 660 мг цетилпиридинилхлорида в горячей воде (около 300 мл), смешивают полученные растворы, доводят объем жидкости дистиллированной водой до 1 л и добавляют несколько капель детергента Твин-80. Диацид хранят в холодильнике в плотно закрытой колбе в темноте.

Прежде чем приступить к стерилизации растительной ткани, ее предварительно очищают. Корнеплоды, клубни, толстые стебли растений тщательно моют щеткой с мылом в теплой проточной воде, снимают кожуру (у корней и клубнеплодов), кору (у побегов), промывают дистиллированной водой и опускают на несколько секунд в абсолютный спирт. При этом кроме действия спирта отмечается усиление эффекта основного стерилизующего раствора. После стерилизации растительные объекты следует тщательно отмыть от стерилизующих веществ, многократно последовательно ополаскивая дистиллированной водой.

Диацид рекомендуется использовать при стерилизации семян кукурузы, пшеницы, ржи; пергидроль для фасоли, люпина, подсолнечника (с очищенной кожурой), томатов, редиса и др. Время стерилизации семян диацидом 15-20 мин, пергидролем 10 мин. Некоторые семена (хлопчатник, горох) хорошо стерилизуются концентрированной серной кислотой в течении 3 мин, с последующей пятикратной промывкой автоклавированной дистиллированной водой. Время стерилизации меристем и кусочков тканей из разных частей растения примерно вдвое меньше. Обычно используют диацид, который затем отмывают водой, воду меняют 5-6 раз.

Иногда семена некоторых растений: помидор, яблони, тыквы, бобов и табака, не обрабатывают антисептиком. Ко времени созревания семена оказываются заключенными в мясистые, деревянистые или костянковидные покровы. Здоровые с неповрежденной поверхностью плоды этих культур тщательно промывают мыльной водой, затем несколько раз спиртом. После этого в строго асептических условиях их разламывают. Стерильным инструментом из разлома выбирают семена и помещают их в стерильную посуду.

Питательные среды. Колбы и пробирки с питательными средами закрывают ватными пробками, завертывают горлышко в целлофан или оберточную бумагу и автоклавируют при температуре 120оС и давлении 1 атм. В течение 20 мин.

Холодная стерилизация. Органические жидкости, которые не выносят нагревания, освобождают от бактерий при пропускании через стерильные мелкопористые бактериальные фильтры с диаметром пор 0,45 мкм.

Оборудование и техническое оснащение лабораторной работы. Семена, клубни, побеги и стебли растений.

Стаканы химические на 500-700 мл, колба с дистиллированной водой на 1 л, чашки Петри, предметные стекла, скальпель, пинцет, игла, марлевые мешочки, стерилизаторы, пробирки, чашки с питательными средами, фильтры Зейца или «Миллипор» для холодной стерилизации.

Автоклав, сушильный шкаф.

Литература: 10 – 24.

Контрольные вопросы:

1. Что такое стерильность?

2. Какими способами стерилизуют посуду, инструменты?

3. Какими способами стерилизуют растительные объекты?

13 Приготовление питательных сред

Цель: 

- ознакомить с приготовлением питательных сред для культивирования изолированных клеток и тканей на примере среды Мурасиге-Скуга

Теоретические сведения. Питательные среды для культивирования изолированных клеток и тканей должны включать все необходимые растениям макроэлементы, витамины, углеводы, фитогормоны. Некоторые питательные среды содержат гидролизат казеина, определенные аминокислоты. Кроме того, в состав питательных сред входит ЭДТА (этилендиаминтетрауксусная кислота) или ее натриевая соль, повышающие доступность железа для клеток в широких пределах рН.

Углеводы выступают необходимым компонентом питательных сред при культивировании изолированных клеток и тканей, так как они не способны к автотрофному питанию. Обычно в качестве источника углеводов используют сахарозу или глюкозу в концентрациях 20-40 г/л. Опухолевые ткани, в которых много активных гидролитических ферментов, могут расти на средах с растворенным крахмалом.

Регуляторы роста необходимы для дифференцировки клеток и для индукции клеточных делений. Поэтому для получения каллусных тканей в состав питательных сред должны входить ауксины, вызывающие клеточную дедифференцировку, и цитокинины, индуцирующие деление дедифференцированных клеток. В случае индукции стеблевого морфогенеза можно снизить содержание ауксинов в среде или исключить их из питательной среды. На средах без гормонов растут опухолевые и «привыкшие» к таким условиям ткани. Автономность по отношению к гормонам того и другого типа или к одному из них связана со способностью клеток синтезировать гормоны.

В качестве источников ауксинов в питательных средах обычно используют 2,4-дихлорфеноксиуксусную кислоту (2,4-Д)- 1-10 мг/л, а также индолилуксусную кислоту (ИУК) – 1-30 мг/л, и - нафтилуксусную кислоту (НУК) – 0,1-2 мг/л. ИУК почти в 30 раз менее активна, чем 2,4-Д. Для индукции образования каллуса обычно применяют высокие концентрации ауксинов, а при последующих пересадках ткань может расти, если содержание ауксинов в среде уменьшено в несколько раз.

В качестве источника цитокининов в искусственных питательных смесях используют кинетин, 6-бензиламинопурин (6-БАП), зеатин (0,001-10 мг/л). Зеатин и БАП более активны в поддержании роста изолированных тканей и индукции органогенеза, чем кинетин. В состав некоторых питательных смесей входит аденин.

Отдельные питательные среды включают кроме ауксинов и цитокининов гибберелловую кислоту (ГК). Иногда к питательной среде добавляют растительные экстракты или соки. Наибольшей ростактивирующей способностью обладает кокосовое молоко-жидкий эндосперм кокосового ореха.

Для приготовления твердых питательных сред используют агар-агар-полисахарид, получаемый из морских водорослей. Наименьшее количество нежелательных примесей содержат бактериальный агар «Difco» и бактериальный агар отечественного производства, их можно применять без предварительной промывки. Обычно для получения твердой питательной смеси к среде добавляют 5-8% агара.

Растворы макросолей, микросолей и витаминов удобно готовить концентрированными. Маточные растворы хранят в холодильнике, витамины при отрицательной температуре. В 10-20 раз более концентрированными, чем нужно, готовят растворы макросолей, в 100-1000 раз более концентрированными-растворы микросолей, в 1000 раз-растворы витаминов.

Для культивирования клеток, тканей и органов тех или иных растенийиспользуют питательные среды различного состава. Наиболее широко применяются среда Мурасиге-Скуга (табл.1), среда Уайта, среда Гамборга, или В-5.

Ход работы:
Приготовить питательную среду Мурасиге и Скуга (табл.1) для культивирования растительных органов и тканей.

Прежде всего необходимо приготовить маточные растворы макро-, микросолей и витаминов. Для среды Мурасиге и Скуга обычно готовят маточные растворы следующего состава: 1) NH4NO3, KNO3, KH2PO4, MgSO4 .7H2O (MgSO4 . 7H2O вливают последним без нагревания, что предотвращает выпадение осадка); 2) раствор CaCl2 ; 3) раствор хелата железа (раствор FeSO4 и ЭДТА-Na2, необходимый для образования хелата железа, следует нагреть до кипения); 4) раствор микроэлементов.

Количество солей, необходимое для приготовления маточных растворов, а также количество маточного раствора, которое надо взять для приготовления питательной среды, приведены в табл. 

Полученные растворы сливают в склянки с притертой пробкой, снабжают этикеткой и хранят в холодильнике. Хелат железа хранят в темной склянке.

Концентрированные растворы витаминов (каждого в отдельности) хранят во флакончиках. Для приготовления растворов берут десятикратную по отношению к добавляемой дозе навеску витамина и растворяют в 10 мл воды. В 1 мл этого раствора содержится порция витамина, необходимая для приготовления 1 л раствора по прописи Мурасиге-Скуга.

Теперь, используя маточные растворы, надо приготовить питательные среды для культивирования органов и тканей растений. В химический стакан или колбу емкостью 1л помещают навеску сахарозы 30 г, доливают до половины дистиллированную воду, нагревают, после растворения сахарозы добавляют необходимые количества маточных растворов макросолей, микросолей, витаминов и доводят объем до 1л дистиллированной водой.

Растворы фитогормонов готовят следующим образом.

Ауксины (2,4-Д, - НУК, ИУК, индолил-масляная кислота – ИМК): 100 мг вещества растворяют в 0,5-2 мл спирта, подогревают, добавляют дистиллированную воду до 100 мл (концентрация 1 мг/мл).

Цитокинины (кинетин, зеатин, БАП): растворяют в небольшом объеме 0,5 н. HCl, подогревают, добавляют соответствующий объем дистиллированной воды.

Абсцизовая кислота (АБК): навеску растворяют в 70%-ном этаноле, доводя до нужного объема.

Гиббереллиновая кислота (ГК): навеску растворяют в воде.

При введении фитогормонов в среду перед автоклавированием следует обязательно довести рН среды до 5,5-5,6. Однако следует учитывать, что после автоклавирования изменяется первоначальный состав термолабильных компонентов среды. Так, тиамин распадается на пиримидин и тиазол, а кинетин и ИУК теряют часть своей активности. В связи с этим витамины и особенно термолабильные фитогормоны стерилизуют фильтрованием, пропуская через фильтр Зейца или «Миллипор» с диаметром пор 0,4 мкм (НУК, ИУК, зеатин, БАП). В этом случае для регуляции рН среды используют стерильные растворы щелочи.

Агар-агар предварительно замачивают в воде для набухания. Затем его нагревают на электроплитке при помешивании до полного растворения. После этого раствор агара надо слить с раствором солей, витаминов и сахарозы и довести объем среды до 1л. Колбы со средой закрывают ватной пробкой, бумагой или фольгой и стерилизуют в автоклаве.

Питательные среды разливают в пробирки (1/3 объема), которые закрывают ватными пробками или фольгой, стерилизуют в автоклаве.

Оборудование и техническое оснащение лабораторной работы. 

Химреактивы (табл.1). Колбы или стаканы химические на 1л, банки с притертыми пробками для хранения маточных растворов на 1л и 100мл, баночки на 20-50мл, мерные пипетки на 10 и 1мл, весы технические, весы торзионные, электроплитка.

Литература: 10 – 24.

Контрольные вопросы:

1. Каков состав питательных сред для изолированных клеток и тканей?

2. Какие вещества используют в качестве ауксинов в питательных средах?

3. Что такое маточные растворы и как их готовят?

14 Выращивание стерильных проростков. Выделение эксплантанта апекса побега картофеля и введение его in vitro
Цель: ознакомить с выращиванием стерильных проростков гороха, сои с целью получения асептических растений и получения эксплантов in vitro

Теоретические сведения. Стерильные проростки выращивают с целью получения асептических растений и получения эксплантов in vitro. В зависимости от задачи опыта семена высевают на воду или агаризованную питательную среду.

Существуют три возможных пути использования стерильных проростков: 1) для получения эксплантов из дифференцированных тканей, которые при переносе на питательную среду, содержащую фитогормоны, дифференцируются и в результате интенсивной пролиферации образуют каллусную ткань; 2) для получения каллуса непосредственно на проростках; 3) для получения протопластов из частей проростка, обычно из листьев, иногда из корней.

Для образования каллуса на проростках необходимы фитогормоны, поэтому в состав питательной среды для выращивания входит 2,4-Д.

Ход работы:

Отобрать здоровые ровные семена гороха или сои, тщательно промыть их в мыльном растворе, затем водопроводной и дистиллированной водой. Промытые семена в марлевых мешочках погрузить на 2-5 мин в 96%-ный спирт, промыть в стерильной воде и поместить в раствор диацида на 20 мин. Затем пятикратно ополоснуть семена в стерильной воде.

Работу проводят в ламинар-боксе. С помощью стерильного пинцета разложить по 5-10 семян в стерильные чашки Петри или пробирки с питательной средой. Чашки Петри с семенами помещают в термокомнату при температуре +25оС. Асептические проростки можно использовать для получения эксплантов через 8-15 дней.

Для проращивания семян можно использовать среды Уайта (табл.1), Мурасиге и Скуга (МС) (лаб. раб 2) или Гамборга (В-5), но без добавок фитогормонов.

Взять клубни картофеля с растущими «глазками». Отделить растущий побег провести его стерилизацию.

1. Стерилизованный побег (на стерильной чашке Петри) в ламинар-боксе поместить в поле зрения  бинокулярного микроскопа. 

2. При малом увеличении в центральной части разреза почки найти удлиненный конус нарастания с верхушкой округлой формы. Над конусом нарастания виден как бы свод, образованный зачаточными листьями (примордии), идущими от основания почки. 

3. Препаровальной иглой (режущие иглы от шприца) изолировать апикальную меристему (конус) на 12-13 пластохроне (промежуток времени между инициациями двух листовых бугорков) и перенести на стерильную среду.

Изолированные меристемы культивируют в асептических условиях на питательных средах с богатым содержанием макро- и микросолей, с повышенной концентрацией цитокининов (6-БАП 2 мг/л). В культуральной комнате с кондиционированным воздухом поддерживают температуру 25±2оС, влажность воздуха 70 %, освещенность 5 кLx и фотопериод 16 часов.

В среднем от посадки меристемы на среду до формирования проростков с 5-6 листочками проходит 30-45 дней, в некоторых случаях от 2 до 8 месяцев. Среды по мере истощения обновляют, и проростки периодически пересаживают на новые среды в стерильных условиях.

1 Оборудование и техническое оснащение лабораторной работы. 

Семена (горох, соя). Диацид, 96%-ный спирт, стерильные химические стаканы, стерильная вода.

Стерильные чашки Петри, пробирки, пинцет, стерильные марлевые мешочки.

2 Оборудование и техническое оснащение лабораторной работы
Ламинар-бокс, колбы с питательными средами, стерильные препарировальные иглы, пинцеты, скальпели, флакон с 96 % спиртом, спиртовка, вата, 6 % раствор NaClO2, колбы с автоклавированной дистиллированной водой, чашки Петри, побеги картофеля.

Литература: 10 – 24.

Контрольные вопросы:

1. С какой целью выращивают стерильные проростки?

2. Каковы возможные пути использования стерильных проростков?

3. Какие среды используют для выращивания стерильных проростков?

15 Выделение и культивирование апикальных меристем картофеля. Клонирование отдельных тканей растений моркови

Цель: ознакомить с выделением апикальных меристем картофеля, их культивированием с целью получения безвирусных растений картофеля.

Теоретические сведения. Из апикальных меристем в питательной среде получают безвирусные растения картофеля, которые могут быть размножены и высажены в теплицы для получения безвирусных клубней. Для ускоренного размножения материала используются также клубни, полученные in vitro.

Ход работы:

Клубни картофеля хранят в течение недели при температуре 4-8оС, затем проращивают в темноте при температуре 20-22оС. Работы по вычленению меристем проводят в ламинар-боксе. Инструменты, используемые для вычленения (пинцеты, скальпели, иглы), стерилизуют перед каждым вычленением, погружая в спирт с последующим обжиганием. От тщательно вымытых клубней отделяют отростки и стерилизуют в 0,1%-ном растворе диацида в течение 3-5 минут, с последующей трехкратной промывкой стерильной Н2О. Простерилизованные ростки помещают в стерильную чашку Петри и добавляют несколько капель автоклавированной воды для предупреждения их подсыхания. Перед вычленением с верхушки ростка удаляют покровные листочки, последовательно обнажают боковые и верхушечные меристемы с примордиальными листочками. Эту операцию проводят с помощью препаровальной иглы под бинокулярной лупой. Меристему размерами 100-250 мкм без листовых зачатков (примордиев) вычленяют обычной тонкой иглой, зажатой в держатель. Вычленять можно как верхушечную, так и боковые меристемы. Меристему на острие иглы переносят на поверхность питательной среды в пробирку, закрывают ее пробкой над пламенем горелки и ставят в штатив. После заполнения штатив с пробирками закрывают целлофановым колпаком для предупреждения подсыхания сред и ставят в световую камеру. Через две, три, четыре недели наблюдают за развитием из меристемы побега и зарисовывают этапы этого процесса.

1 Подготовить ламинар-бокс и инструменты к работе.

2 Тщательно отмыть морковь под струей воды.

3 Нарезать морковь по 100мм в длину в стакан и залить стерильным раствором на 30 минут.

4 Перенести в ламинар-бокс.

5 Отрезать от моркови с обоих концов кусочки размером 20мм и затем перенести их в чашку Петри.

6 Скальпелем порезать объект на диски толщиной 1мм и размером 4мм х 4 мм.

7 Поместить экспланты на питательную среду и убрать на темные стеллажи.

8 Проводить наблюдение каждые 7 дней, результаты зарисовать.

1 Оборудование и техническое оснащение лабораторной работы. 

Клубни картофеля. Пробирки со стерильной питательной средой (табл.1).

Бинокулярная лупа, скальпели, препаровальные иглы, лезвия, зажатые в держателе.

2 Оборудование и техническое оснащение лабораторной работы
Ламинар-бокс, колбы с питательной средой, скальпели, пинцеты, ножницы, препарировальные иглы, спиртовка, флакон с 96 % спиртом, стерильная пленка, чашки Петри.

Литература: 10 – 24.

Контрольные вопросы:

1 Какие части растения используют для ускоренного размножения?

2 С какой целью из растений вычленяют апикальные меристемы?

3 Какими способами пользуются в работе во избежание подсыхания питательных сред?
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