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Mikrorozmnazanie roslin

Dariusz Michalczyk L
. Zajecia warsztatowe 11-16 lat
Teresa Jagielska

¢ Typ zajeé
Zajecia warsztatowe dla matej grupy do 10 oso6b. Zajecia mogg by¢ trudne do przeprowadzenia
w warunkach szkolnych, ze wzgledu na niezbedny sprzet laboratoryjny.

7 Cele zajeé
Zapoznanie sie z technika rozmnazania roslin w warunkach laboratoryjnych, istota rozmnazania

wegetatywnego, wymaganiami pokarmowymi komérek roslinnych. Zaktadane efekty:

- Uczen wie jakie s sposoby rozmnazania roslin i na czym polega mikrorozmnazanie roslin, metoda
kultur in vitro, co to jest pozywka, eksplantat, pasaz, komora laminarna, autoklaw, zna zasady pracy
w laboratorium

- Uczen potrafi przygotowac stanowisko pracy pod komorg laminarng i pracowac¢ w warunkach
sterylnych

- Uczen ¢wiczy zdolnosci manualne poprzez wykonywanie czynnosci przy pomocy wystery-
lizowanych narzedzi, obserwacje i rozréznianie tkanek roslinnych w hodowlach ,in vitro”

7 Do przeprowadzenia zaje¢ beda potrzebne

Hodowle akseniczne roslin (czyste kultury, wolne od drobnoustrojow)
Pozywki w ptytkach Petriego zestalone agarem (petne lub nie zawierajace fitohormonéw)
Sterylne ptytki z bibutg

Woda autoklawowana

Rekawiczki

Reczniki papierowe

50% 2-propanol

Alkohol etylowy skazony

Pesety

Skalpele

Niektore odczynniki do zakupienia
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¢ Wprowadzenie
Wiekszos¢ roslin, ktére dostrzegamy wokoét nas, zaréwno wielkie deby czy topole, jak i mniej
okazate gatunki uprawne jak pszenica zwyczajna czy groch ogrodowy, a takze np. drobne
stokrotki, to rosliny nasienne, zwane tez kwiatowymi. Zgodnie z nazwa, wytwarzajg one
organy, takie jak kwiaty oraz rozwijajace sie wewnatrz przekwitajacych kwiatéw nasiona.

Rozmnazanie roslin przy pomocy tych organéw nazywane jest generatywnym i przypomina
rozmnazanie piciowe pospolite u innych organizméw, m.in. zwierzat. Jego wynikiem jest
wytworzenie przez organizmy rodzicielskie potomstwa, ktére pod wieloma wzgledami przypo-
mina rodzicoéw, ale tez rézni sie od nich, tak jak to mozna dostrzec wsrdd licznego rodzenstwa
w ludzkich rodzinach: wszystkie dzieci przypominaja rodzicéw, a jednak kazde dziecko jest
inne, niepowtarzalne. Niektére rosliny potrafia rozmnazac sie takze w inny sposéb, nazywany
wegetatywnym, wykorzystuja¢ do tego organy takie jak rozmnozki, roztogi, ktacza.

Rosliny powstajace w procesie rozmnazania wegetatywnego nie roznig sie miedzy soba, ale
sq do siebie podobne niczym bliznieta jednojajowe. Taki sposéb rozmnazania roslin, zwtaszcza
gdy jest wspomagane przez cztowieka, nazywamy rozmnazaniem klonalnym albo klonowa-
niem. Nie wszystkie rosliny wykazujg zdolnos¢ do rozmnazania wegetatywnego w ich natu-
ralnym srodwisku lub warunkach prostej uprawy ogrodniczej.

W laboratorium mozna ten efekt uzyska¢ u wszystkich gatunkéw. W tym celu musimy nie-
wielkie fragmenty roslin umieszcza¢ na pozywce, dostarczajacej wszystkich niezbednych

im sktadnikow pokarmowych (surowcéw, tworzywa, umozliwiajacego wzrost), a takze nie-
wielkich ilosci substancji stuzacych jako chemiczne sygnaty kierujagce rozwojem tkanek
rodlinnych, w naszym doswiadczeniu ,skfaniajacych” komorki lisci do wytwarzania nowych
roslin. Takie sygnatowe czasteczki nazywamy hormonami, doktadniej hormonami roslinnymi,
czyli fitohormonami.

Pozywka odpowiednia dla komdrek roslinnych jest tez takomym kaskiem dla bakterii i grzy-
béw, a poniewaz drobnoustroje potrafig rozmnazac sie duzo szybciej od roslin, ,zagtuszajac”
ich wzrost, musimy zadbac¢ by zadnych mikrobéw nie byto w naszych hodowlach. W tym celu
prowadzi¢ bedziemy tzw. czyste, laboratoryjne hodowle roslin, zwane tez kulturami in vitro.
Rozmnazanie wegetatywne roslin przy pomocy kultur in vitro nazywamy mikrorozmnazaniem.
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v Opis przebiegu zaje¢

- Zapoznanie z pracownig ,in vitro”i zasadami pracy w laboratorium

- Wprowadzenie do tematu - omoéwienie warunkéw uprawy in vitro

- Cze$¢ praktyczna: zatozenie hodowli fiotka afrykanskiego (sepolii fiotkowej) z fragmentow
lisci pobranych z aksenicznej (mikrobiologicznie czystej) hodowli

1. Przygotowanie komory laminarnej, ktéra wtgczono 20 minut przed zajeciami, umycie rak,
wytgczenie $wiatta UV, wiaczenie $wiatta biatego, przetarcie blatu i rak 50% 2-propanolem
przy pomocy recznika papierowego, umieszczenie niezbednych materiatbw w komorze
w sposOb niezaktdcajacy przeptywu powietrza, odkazenie narzedzi przez zanurzenie
w stezonym etanolu, wyprazenie w sterylizatorze kulkowym i ostudzenie w strumieniu
jatowego powietrza.

2. Praca w komorze laminarnej; przeniesienie (przy uzyciu jatowej pesety i skalpela) fragmentu
hodowli aksenicznej na sterylna ptytke szklana z wilgotna bibuta, przyciecie lisci i umiesz-
czenie ich na ptytkach z pozywka, opisanie hodowli i zapakowanie do foliowych woreczkéw
chroniagcych przed wysychaniem i dostepem drobnoustrojow.

3. Obserwacje réznych typéw hodowli in vitro. Q i( n

7 Polecana literatura do tematu
Do samodzielnego zgtebiania przez uczniéw lub nauczycieli, jako opiekunéw klasy:

* http://www.wbp.olsztyn.pl/~krist/skrypt/start.php
* https://forumogrodnicze.info/viewtopic.php?f=7&t=48237

Co dalej? (zadania po zajeciach)

Uczestnicy warsztatoéw zabierajg ze sobg ptytki Petriego z zatozonymi hodowlami w celu prowa-
dzenia ciggtych obserwacjiw domulub szkole (ptytki nalezy umiesci¢ w widnym miejscu, cieptym,
nie narazonym na duze wahania temperatury i intensywny ruch powietrza).

Po okoto 2 miesigcach uczniowie oceniaja wyniki hodowli — czy udato nam sie unikna¢ rozwoju
plesni lub bakterii (pierwsze zakazenia moga pojawic sie juz po kilku dniach. Czy na rozwéj pierw-
szych roslinek musimy poczeka¢ ponad miesigc)? Czy eksplantaty sg zywe (zielone, nie zbrunat-
niate)? Czy na powierzchni eksplantatéw tworzg sie nowe roslinki? Czy czestosc regeneracji roslin
na pozywce z fitohormonami i bez fitohormonéw jest taka sama?

Konsultacje — dr Dariusz Michalczyk, darim@uwm.edu.pl.
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Regeneracja fiotka afrykanskiego z eksplantatow lisciowych.

A. Ogolny widok ptytki z regenerujacymi roslinki eksplantatami

B. Zblizenie skupiska roslinek

C. Komorki liscia przed zatozeniem hodowli (widoczny wtosek lisciowy, aparaty szparkowe
i zwykte komorki skorki)

D. Poczatek regeneracji roslin (widoczne roslinki wielkosci ponizej 0,3 mm, witoski lisciowe
i zwykte komorki skorki)

Sktad pozywek

Celem doswiadczenia jest poréwnanie regeneracji roslin na dwoch pozywkach: MS (od
nazwisk twoércéw — Murashigego [muraszigego] i Skooga [skugal) oraz F (bo zawiera fito-
hormony), czyli takiej jak poprzednia, ale dodatkowo wzbogaconej w dwa fitohormony w nie-
wielkich ilosciach (0,5 i 2,5 mg/litr).
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