Рост и развитие 3

         «Биотест
 для определения биологической активности веществ 
ауксиновой природы.»
     Биотест (биопроба) – это метод, используемый для обнаружения и определения активности гормонов по реакции целых растений, их органов, тканей и клеток, обладающих повышенной специфической чувствительностью к этим соединениям.  
Биотесты используют для
 1) качественного обнаружения фитогормона в смесях неизвестных веществ;
 2) оценки количества гормона в исследуемой смеси; 
 3) обнаружения (или изучения) физиологических процессов, в которых участвуют физиологически активные вещества; 
 4) анализа свойств новых синтетических регуляторов роста.

 Объекты, используемые для биотеста, должны удовлетворять следующим требованиям:   

 1) стандартность исходного материала и его ответных реакций;
 2) легкая воспроизводимость результатов;
 3) высокая чувствительность к данному веществу (если исследование связано с определением фитогормона в смеси или с определением его количества, тест-объект должен реагировать на маленькие концентрации исследуемого вещества, а это возможно при низкой исходной концентрации вещества в клетках);
  4) специфичность (ответные реакции только на определенную группу физиологически активных веществ).

 Некоторые наблюдаемые физиологические реакции, вызываемые гормонами, условно можно разделить на группы: ростовые, пигментные и ферментные. Ростовые: изгибание и удлинение, утолщение, ветвление органов, рост каллуса, прорастание семян. Пигментные: синтез, накопление, деградация пигментов. Ферментные: гормоны могут стимулировать синтез ферментов, например α-амилазы. 

 Ауксины - гормоны, вырабатываемые в апикальных меристемах побегов. Наиболее чувствительны к ауксинам корни, наименее стебли растений. Установлено, что низкие концентрации ускоряют, а высокие тормозят рост частей растений. Ауксины влияют на рост в фазе растяжения, тропизмы, дифференцировку ксилемы и закладку корней, апикальное доминирование, опадание листьев, цветение, рост пыльцевых трубок, завязывание и рост плодов, образование клубней и луковиц, прорастание семян и т.д.. 

Кроме природных ауксинов были синтезированы вещества, вызывающие такой же физиологический эффект. Поскольку они не встречаются в растениях, их называют синтетическими аналогами ауксинов, например, 2,4-Дихлорфеноксиуксусная кислота (2,4-Д) и (-нафтилуксусная кислота (НУК). Синтетические аналоги эффективно связываются с рецепторами ауксина, однако не все из них взаимодействуют с системой транспорта ауксинов, и не взаимодействуют с системой окислительной деградации и системой запасания естественных ауксинов.
·  Цель задачи: изучение биологической активности ауксинов.
· Объект исследования: капуста .......................................................................................
· Реактивы и оборудование. Стерильные колбы с агаризованной  средой Мурасиге и Скуга (МS) 300 мл, 70%-ый раствор этилового спирта; диметилсульфоксид (DMSO), раствор фитогормона (β-индолилуксусной кислоты (ИУК), 2,4-дихлорфеноксиуксусной кислоты (2,4-D) и α-нафтилуксусной кислоты (НУК)) 5  мг в 1500 мкл DMSO); стерилизующий раствор 5% Н2О2 на 960С этиловом спирте; автоматические пипетки (5-40 мкл и 40-200 мкл) и стерильные наконечники, стерильные пробирки «Эппендорф» (объемом 1,5 мл), стерильные стаканы на 50 мл, стерильные чашки Петри (5 шт. диаметром 9 см и 1шт. диаметром 6см), стерильные фильтры, ножницы, пинцеты, парафилм или пленка.
· Ход работы: 
Плавят на водяной бане агаризованную среду. Подготавливают ламинар-бокс к работе: включают продувку воздуха ламинар-бокса за 15 мин. до начала работы и в течение всей работы.

1. Предварительные расчеты:
Расчет величины вносимого в среду объема гормона для каждого варианта концентрации (на 50мл общего объема среды).

	
	Концентрация гормона                                [мг/л]
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2.   Приготовление сред для выращивания растений (все манипуляции проводятся в стерильных условиях в ламинар-боксе).
*Если необходимо, готовят раствор фитогормона нужной концентрации в дополнительной пробирке «Эппендорф».
**Открывание/закрывание пробирок, стаканчиков, насадка наконечников на пипетки осуществляется предварительно обожженным пинцетом, высаживание семян обожженным остывшим пинцетом (между манипуляциями пинцет находится в колбе со спиртом).

***ПРИГОТОВЛЕНИЕ СРЕД СТРОГО!!! В СЛЕДУЮЩЕМ ПОРЯДКЕ:
 чашка №1 – контроль, чашка №2 – «0,002 мг/л», чашка №3 – «0,02 мг/л», чашка №4 – « 0,2 мг/л», чашка №5 «2 мг/л».
*2.1. Приготовление разбавленного раствора фитогормона: в дополнительной пробирке «Эппендорф» смешивают X мкл исходного раствора фитогормона и Y мкл DMSO. 
2.2. Наливают 50 мл предварительно расплавленной и остывшей среды в стаканчик.
2.3. Добавляют концентрированный или разбавленный раствор гормона в необходимом объеме см. таблицу (для получения следующих концентраций фитогормона в среде: 0,002 мг/л, 0,02 мг/л, 0,2 мг/л или 2 мг/л) в стаканчик со средой, контроль не содержит гормона.
2.4. Добавляют необходимый объем растворителя (DMSO) (см. таблицу). Перемешивают среду.
2.5. Переливают среду в чашку Петри (d 9см) в стерильных условиях, накрывают крышкой.
2.6. Оставляют среду застывать при комнатной температуре.
Повторяют все для каждой концентрации гормона (с 2.1. по 2.6. пункты).
3.    Стерилизация растительного материала (все манипуляции проводятся в стерильных условиях в ламинар-боксе):
Семена раскладывают в один слой в чашку Петри (d 6см) на стерильный бумажный фильтр и с помощью пипетки наносят стерилизующий раствор по капле на семена, оставляют в открытой чашке на 3 минуты.
4.   Высаживание семян (все манипуляции проводятся в стерильных условиях в ламинар-боксе):
4.1. Семена выкладывают равномерно на застывшую среду в 9см чашку Петри пинцетом, по 25 семян (семена можно не промывать после стерилизации). Накрывают чашки крышками.
4.2. Герметизируют чашки Петри парафилмом или пленкой. Дальнейшую работу можно проводить в нестерильных условиях.
4.3. Надписывают чашки Петри (указывают группу или ФИО, число посадки, название и концентрацию гормона).
5.   Выращивание.
Чашки с семенами в течение 2-х недель находятся в условиях: 16-тичасового светового дня при t=+200С.                                                                                                        
6.   Получение и оценка результатов.

! Если произошло заражение среды и/или растений, отмечают при каких концентрациях гормона, каких органов и в каком количестве!
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6.1. Сравнение размеров семядолей проростков, выросших при разных концентрациях фитогормона.
6.2. Сравнение пигментации семядолей проростков, выросших при разных концентрациях фитогормона.
6.3. Сравнение/оценка геотропизма корней проростков, выросших при разных концентрациях фитогормона.
6.4. Измерение длин гипокотиля и корня каждого выросшего растения
6.5. Полученные результаты заносят в таблицу, проводят статистический анализ данных, строят графики зависимости длины гипокотиля и корня от концентрации гормона в среде. 

· Оформление работы.                                              
Отчет о работе
 - название задачи,
 - цель работы,
 - объект, 
 - реактивы и оборудование, 
 - ход работы,
 - результаты (по всем трем ФГ): 
см. пункты 6,1- 6.4, таблица и график см. пункт 6.5.
 - обсуждение результатов (по всем трем ФГ): 
1. оптимальная концентрация ФГ, 

2. пигментация семядолей, 

3. размер семядолей,
4. утолщение корней,
5. ветвление корней,
6. геотропизм корней,

7. размеры гипокотилей и корней.
 - выводы: 
(по тем же пунктам, что и обсуждение результатов) и определение ФГ. 
· К зачету: 1) свойства фитогормонов, 2) группы фитогормонов, 3) ауксины (природные и синтетические) (физиологические эффекты ауксинов, различия между природными и синтетическими ауксинами в  деградации, запасании, транспорте, рецепции, физиологических эффектах, 4) взаимодействие разных групп фитогормонов, 5) объяснение полученных в ходе работы над задачей результатов, 6) индивидуальный отчет.

· ЛИТЕРАТУРА к зачету:
 «Физиология  растений» под ред. И.П. Ермакова. - Учеб. для студ. вузов. М.: Изд. Центр "Академия", 2005.               
Р. Г. Бутенко Биология клеток высших растений in vitro и биотехнологии на их основе. М., ФБК-ПРЕСС, 1999.
