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Введение

Биотехнология - новая отрасль науки и производства, основанная на использовании биологических процессов и объектов для производства экономически важных веществ и создания высокопродуктивных сортов растений, пород животных и штаммов микроорганизмов. В буквальном смысле биотехнология — это «биология + технология», то есть примене​ние фундаментальных биологических знаний в практической деятельнос​ти, направленной на производство лекарственных препаратов, фермен​тов, белков, красителей, ароматических веществ, витаминов и целого ряда биологически активных соединений. Кроме того, речь идет об использо​вании биотехнологических методов в селекции и конструировании прин​ципиально новых организмов, ранее не существовавших в природе.

Биотехнология растений является самостоятельной дисциплиной, хотя по своим теоретическим и методологическим принципам может рассмат​риваться как часть общей биотехнологии. Специфика биотехнологии рас​тений предопределена биологическими особенностями растений как осо​бого царства живого мира.

В этом смысле к биотехноло​гии можно отнести и традиционное растениеводство, и другие агротехнологии. Однако существуют принципиальные различия между биотехноло​гией и агротехнологией. Как известно, агротехнология имеет дело с це​лыми растениями и их популяциями, тогда как биотехнология основана на использовании культуры клеток и их популяций.

и важных веществ растительного происхождения, приемам клональ​ного микроразмножения, методам клеточной селекции, генной и кле​точной инженерии.

Изучение курса биотехнологии опирается на базовые знания по дру​гим биологическим наукам, особенно таким, как цитология, физиология, биохимия, генетика. Это обусловлено тем обстоятельством, что биотехнология по своей сути является мультидисциплинарной областью знаний.

Лекция 1: История культивирования растительных клеток
Цель: ознакомить с историей культивирования растительных клеток

План:

1. Культура клеток растений

2. Тотипотентность
1. Культура клеток растений

Культурой клеток растений называется выращивание отдельных клеток, тканей и органов растений на искусственной питательной среде в асептических условиях.

Кусочек простерилизованной растительной ткани помещают в чашку Петри или пробиркиу на агаризованную питательную среду. После этого в ткани начинается интенсивное деление клеток. Клеточная масса быстро разрастается, образуя каллус. Каллус— это особый тип ткани, представ​ляющий собой скопления недифференцированных клеток. Если затем ку​сочки этого каллуса периодически пересаживать на свежую питательную среду (пассировать), то они могут расти неограниченно долго.

Термин "культура клеток растений превратился в широкое и удобное понятие, охватывающее все виды работы in vitro с культурами изолиро​ванных клеток (даже части клеток — протопластов), тканей, органов, за​родышей и целых растений-регенерантов. Термин in vitro (лат. — «в стек​ле», «в склянке») используется для описания условий протекания процес​сов в стерильной искусственной окружающей среде: термин in vivo (лат. — «на живом») применяют по отношению к естественным нестерильным условиям протекания процессов жизнедеятельности в организме. Термин растение-регенерант означает асептически полученное растение с развитыми корнями и побегами, сформировавшееся в культуре, то есть in vitro.
2. Тотипотентность
Теоретически любая живая растительная клетка потенциально способна развиться в организм, из которого была изолирована и культивировалась в определенных условиях. Это свойство называется тотипотентностью. 
Тотипотентность (от лат. totus —«весь», «целый» и potentia — «сила») — свойство клеток в полной мере реализовать присущую им генетическую информацию, обеспечивающую их дифференцировку и дальнейшее развитие до целого организма. Обычно универсальной тотипотентностью обладают оплодотворенные яйцеклетки растений и животных. Что касается соматических клеток, тотипотентностью обладают только клетки растений, и то преимущественно в условиях in vitro. Культивируемые клетки животных лишены тотипотентности. чали немецкие ученые на рубеже XIX—XX столетий. Так, К. Рехингер еще в 1883 г. пытался выращивать почки, срезы корней и стеблей на влажном песке. В некоторых опытах он наблюдал образование каллусов, но поскольку не было обеспечено питание и не соблюдались условия стерильности, то длительно растущих культур получить не удавалось. Подобные опыты проводил тогда и X. Фехтинг.

Принципы культуры клеток впервые четко сформулировал Г. Габерландт в 1902 г. Он работал с отдельными клетками палисадной паренхимы листа ряда покрытосеменных растений и использовал в качестве питательной среды раствор Кнопа с добавлением сахарозы, аспарагина и пептола. Г. Габерландт выдвинул гипотезу о тотипотентности любой живой клетки растения и пытался вырастить ткань из единственной клетки. Однако ему самому не удалось экспериментально доказать свою гениальную догадку, так как он выбрал неудачные объекты: узкодифференцированные специа​лизированные клетки, утратившие способность к активному делению и эмбриональному росту. Как стало известно позже, успешно могут культи​вироваться меристематические и активно функционирующие клетки мо​лодых тканей.

Между тем идея о культивировании растительных клеток вне организ​ма увлекла в то

опыты В. Роббинса, но он использовал кончики корней томата, и получил
хорошие результаты.
Работы Ф. Уайта с кончиками корней томата и французского ученого 
Р. Готре с камбиальными тканями ивы и моркови в 30-е годы легли в основу современных методов культуры тканей. Ф. Уайт поддерживал не​прерывную длительную культуру кончиков корней около 30 лет, еще дольше культивировались каллусные клоны, полученные Р. Готре из камбия и флоэмы корня моркови. Он ввел в питательную среду ауксин и показал его способность стимулировать деление клеток камбия. Ф. Уайт и Р. Готре внесли неоценимый вклад в становление современного метода культуры тканей растений, и с этого времени начинается интенсивное развитие этого нового направления экспериментальной биологии растений. Были разработаны составы множества питательных сред, изучено значение макро- и микроэлементов, витаминов и стимуляторов роста растительного происхождения (эндосперм кокосового ореха, каштана, кукурузы, гидролизат дрожжей и т. п.). Без добавления последних — сложных орга​нических смесей — к культурам изолированных тканей в них не удавалось вызвать деление клеток. Это наводило на мысль, что в них содержится фактор, индуцирующий клеточные деления. Особенно эффективным для роста культур было кокосовое молоко.

В результате этих исследований, показавших значение ауксина и ци-токинина для роста и развития изолированных тканей, начало бурно раз​виваться это направление физиологии растительной клетки. Увеличивалось число видов растений, ткани которых выращивали in vitro. При вве​дении в культуру нового вида растения или даже разных органов и тканей одного и того же вида возникают различные требования к среде, поэтому экспериментально создано и продолжает создаваться большое количество различных по составу питательных сред.

Одним из направлений совершенствования метода культуры тканей был поиск возможностей выращивания одиночных клеток, результатом которого явилась разработка метода получения и выращивания клеточных сус​пензий. Культура клеток, или суспензионная культура, — это выра​щивание отдельных клеток или небольших их групп во взвешенном состо​янии в жидкой среде при использовании аппаратуры, обеспечивающей их аэрацию и перемешивание. Идея Г. Габерландта о возможности получе​ния из одной клетки целого растения, т. е. о тотипотентности раститель​ной клетки, была претворена в жизнь в 60-е годы именно благодаря это​му методу. Следует особо отметить исследования Ф. Стюарда и его со​трудников, которые в 1958 г. первые вырастили целое растение моркови из одной клетки.

Следующей вехой в развитии метода культуры клеток растений стали работы Э. Кокинга в Англии, который в 1961 г. впервые выделил прото​пласты из клеток корня томата, применив ферментативный гидролиз целлюлозно-пектиновой клеточной стенки. Протопласт — это «голая» клетка, лишенная клеточной стенки. Затем эта методика была разрабо​тана для различных видов растений. Были определены оптимальные условия культивирования изолированных протопластов, при которых они образуют новую клеточную стенку, делятся и формируют каллус, способ​ный к регенерации целого растения. Кроме того, оказалось, что изоли​рованные протопласты разных видов растений могут сливаться между собой, образуя гибридную клетку. Это открытие явилось основой для развития таких важнейших направлений биотехнологии растений, как клеточная и генная инженерия.

В нашей стране исследования в области культуры тканей были начаты в 1944 г. в Институте физиологии растений в Москве под руководством Н.А. Максимова и А.А. Прокофьева и далее успешно продолжены Р.г. Бу​тенко, создавшей советскую школу биотехнологов растений.

Сформировались научные центры, внесшие существенный вклад в развитие современных представлений о биологии клеток в культуре (Киев — Ю. Гле​ба, Ф. Калинин, А. Смирнов, Б. Левенко и др., Иркутск — К. Гамбург и др.).

В Алма-Ате работы с культурой тканей начались в 1975 г. в Главном ботаническом саду, а затем получили развитие в Институте молекулярной биологии и биохимии, Институте ботаники, университете им. Аль-Фа-раби. Основателями школы биотехнологов в Казахстане являются М. Айтхожин и И. Рахимбаев.

Метод культуры клеток, тканей и органов является в настоящее время общепризнанным и широко применяется во всем мире для решения фундаментальных и прикладных вопросов биологии растений. Исследования и разработки в биологии в последние лет 20 привели к формированию и развитию самостоятельной области знаний — биотехнологии. Биотехнология— это отрасль науки и производства, использующая биологические системы и процессы для производства экономически важных веществ и продуктов. Для этого используются микроорганизмы, культивируемые клетки растений и животных, ферментные системы, искусственные формы жизни, созданные методами клеточной и генной инженерии. На основе культиви​руемых клеток и тканей высших растений создаются перспективные, прин​ципиально новые технологии для различных отраслей промышленности и сельского хозяйства. Таким образом, культура клеток растений из ла​бораторного метода превратилась в теоретическую и технологическую основу новой отрасли промышленности — биотехнологии растений.

 Контрольные вопросы

1. Что такое культура клеток растений?

2. Что такое тотипотентность? Кому принадлежит идея тотипотентности?
3. Что такое каллус, растение-регенерант?

4. Что такое суспензионная культура?
5. Что такое биотехнология?
6. Какие ученые внесли существенный вклад в развитие метода культуры клеток?
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Лекция 2: Принципы и методы культивирования клеток растений

Цель:  ознакомить с основными методами культивирования клеток растений

План:
1. Питательные среды

2.Условия культивирования клеток
3. Получение каллуса и его культивирование
4. Культивирование клеток в жидкой среде

1. Питательные среды

Питательные среды для культивирования содержат минеральные соли, углеводы, витамины, регуляторы роста, аминокислоты. Клетки в культуре нуждаются в углеводах, потому что в этих условиях они питаются гетеротрофно. Источник углерода вводится в состав среды в виде сахарозы или глюкозы, обычно в концентрации 20—40 г/л. Другие углеводы хотя и используются для некоторых видов растений в культуре, в целом являют​ся менее пригодными. В качестве источников углерода были также испы​таны некоторые органические кислоты и спирты, которые однако уступали углеводам.

Основой всех питательных сред для выращивания изолированных тка​ней растений является смесь минеральных солей, представленных как макро-, так и микроэлементами. Азот входит в среды в виде нитратной или аммонийной соли, фосфор — в виде фосфата, сера — в виде сульфа​та, железо вводится в виде неорганических солей и солей органических кислот и в форме хелата. Последний обеспечивает доступность железа при рН до 8,0 в течение всего периода роста культуры. В отсутствие хелатирующего агента недостаток железа может возникнуть очень быстро. Все среды содержат также ионы К, Са, Mg. Почти все среды содержат ряд микроэлементов: В, Mn, I, Си, Zn, Mo, Со. Особенно необходимы они для суспензионных культур клеток.
В состав большинства сред входят витамины. Особенно важны вита​мины группы В: тиамин, рибофлавин, пиридоксин. Многие культуры нуждаются также в никотиновой, фолиевой, пантотеновой кис​лотах, мезоинозите. Хотя большинство тканей в культуре способно к био​синтезу витаминов, но этого количества оказывается недостаточно для выполнения метаболических функций. Поэтому дополнительное внесение витаминов в питательную среду стимулирует рост тканей.
Необходимым компонентом любой питательной среды являются фитогормоны — соединения, которые участвуют в регуляции физиологических процессов у растений. Для роста и дифференциации растительных клеток необходимы ауксины и цитокинины. Только культура тканей опухолей и куль​тура «привыкших» тканей способны расти на средах без регуляторов роста.
В качестве ауксинов для получения каллуса и его поддержания исполь​зуются: (индолилуксусная кислота (ИУК), а-нафтилуксусная кислота (НУК) и 2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота (2,4-Д). Природный ауксин ИУК легко окисляется в клетках, поэтому ее вводят в среду в больших количествах и, кроме того, редко добавляют в среду в качестве единственного ауксина. Для того чтобы вызвать образование каллуса, обычно используют более высокие концентрации ауксинов, чем для его последующего роста.
Кинетин (6-фурфуриламинопурин) вводится в среду как обязательный компонент для индукции деления клеток. Некоторые другие адениновые производные могут быть более активны, например природный цитокинин — зеатин. Однако это очень дорогой и дефицитный фитогормон, к тому же он термолабилен, поэтому его нельзя автоклавировать. Другой цитоки​нин — это широко применяемый 6-бензиламинопурин (БАП), который ак​тивнее кинетина на много порядков.
Для образования первичного каллуса и реже с целью поддержания его роста в питательную среду вносят комплексные органические до​бавки. Это могут быть различные экстракты (солодовый экстракт, дрож​жевой экстракт, картофельный экстракт, вытяжки из разных органов рас​тений, из опухолевых тканей), соки (березовый, томатный, апельсиновый), незрелые эндоспермы кокосового ореха, кукурузы и других злаков, гидролизат казеина, смесь аминокислот. Наибольшим стимулирующим дей​ствием обладают незрелые эндоспермы ряда растений, особенно кокосового ореха, так называемое кокосовое молоко. Это связано с особой ролью эндосперма, который служит питательным субстратом и источни​ком гормонов для развивающегося зародыша. Однако в последнее время таких добавок стараются избегать в связи с трудностями воспроизведе​ния результатов и наличия в них неизвестных факторов роста.
Важное значение для нормального роста и развития растений in vitro как на агаризованных, так и в жидких средах имеет ее рН. В нативных условиях растительная клетка функционирует в узких границах концен​трации водородных ионов. От величины рН зависят структура и актив​ность макромолекул, прежде всего белков-ферментов в самой ткани. Кроме того, рН влияет на устойчивость и усвояемость компонентов питательной среды, в первую очередь регуляторов роста и витаминов. При низких рН не желатинизируется агар, поэтому рН питательных растворов обязатель​но доводится до требуемого уровня путем добавления щелочей и кислот.
Оптимальный рост культуры клеток растений обычно происходит на среде с начальными значениями рН от 5 до 6. Среды, содержащие такие неопределенные органические компоненты, как гидролизат казеина и дрож​жевой экстракт,- обычно хорошо забуферены, поэтому рН среды в про​цессе роста культуры меняется слабо. В средах без этих веществ сдвиги рН в ходе культивирования могут быть весьма значительными. Особенно важно учитывать это обстоятельство для суспензионной культуры клеток.
В качестве гелеобразующего вещества для приготовления твердых пи​тательных сред используется агар-агар. Агар — полисахарид, содержа​щий целый ряд примесей, поэтому его промывают проточной водой в течение 4—6 часов. Содержание агара в питательных средах колеблется в зависимости от требований культивируемой ткани. Первые успешные ре​зультаты по культивированию тканей растений были получены именно на агаризованных средах в 30-х годах нашего века Р. Готре во Франции и Ф. Уайтом в США.
Каллусные ткани можно выращивать сколько угодно долго, если пере​саживать их через каждые 3 - 4 недели на свежую питательную среду. Имен​но в такой длительной пересадочной культуре выращиваются клетки и каллусные ткани. И сейчас в некоторых лабораториях мира сохраняются штаммы клеток, полученные в 1938 году из корнеплода моркови Р. Готре.
Выбор питательной среды определяется видом растения, которое вво​дится в культуру, а также задачами эксперимента. Если в литературе не имеется необходимой информации, работу начинают с применения таких широко используемых сред, как среда Мурасиге — Скуга, Шенка — Хиль-дебрандта, Гамборга В5, Уайта, а затем подбирают концентрации регуля​торов роста и органических добавок. 
Оптимизацию состава среды по многим компонентам целесообразно проводить с применением метода математического планирования экспе​римента. Основным преимуществом метода математического планирова​ния по сравнению с классическими методами исследований является воз​можность одновременного изучения большого числа факторов, действу​ющих в системе. Это позволяет наряду с количественным учетом влияния каждого отдельного фактора установить наличие в системе межфактор​ных взаимодействий и оценить эффекты последних. Таким образом, ме​тод математического планирования дает ответ не только на вопрос о том, какие компоненты питательной среды оказывают положительное влияние, но и показывает оптимальные соотношения этих компонентов.

2. Условия культивирования клеток
Успех в культивировании клеток, тканей и органов растений определя​ется не только составом среды, но и условиями культивирования. К сожа​лению, их влияние на рост и развитие клеток in vitro изучено слабо и тре​бует специальных исследований. Подтверждением сказанному является общепринятое представление о том, что для успешного культивирования клеток необходима постоянная температура в пределах 25±2°С. Однако этот традиционный подход обусловлен ограниченностью сведений. Так, оптимальный рост каллусной культуры табака наблюдается при 32°С,угар-малы обыкновенной — при 30°С, суспензионной культуры ипомеи — при 30-32°С.
Температура влияет на все процессы первичного и вторичного мета​болизма растений. Очевидно, что подбор температурного оптимума дол​жен осуществляться эмпирически для каждой культуры в зависимости от целей эксперимента. Однако постановка таких опытов — трудоемкая и длительная работа, поэтому обычно исследователи выращивают клетки при температуре около 25°С.
К внешним факторам, влияющим на культивирование клеток, относит​ся также свет. До настоящего времени фотоавтотрофные культуры описа​ны только для 16 видов растений. Все остальные культуры не способны к фотоавтотрофному росту, поэтому их выращивают в темноте или на рас​сеянном свету. Действие света на ткани, лишенные хлорофилла, по-види​мому, обусловлено фитохромной системой. В тех экспериментах, в кото​рых культура клеток используется для получения вторичных соединений, четко установлено влияние качества, интенсивности света и фотоперио​да. Подбор условий питательной среды. Высокое осмотическое давление затрудняет ус​воение питательных веществ. Особенно важно поддержание осмотичес​ких свойств у среды выделения и культивирования протопластов, лишен​ных клеточных стенок. Концентрация осмотика подбирается индивидуально для каждого вида растения и его физиологического состояния.

3. Получение каллуса и его культивирование
Каллус — ткань, возникшая путем неорганизованной пролифе​рации клеток. Пролиферация — это новообразование клеток и тка​ней путем размножения уже существующих. Каллус (от лат. callus — «толстая кожа», «мозоль») — особый тип ткани, образующийся на целом растении в результате его ранения. Он защищает место травмы, накапли​вает питательные вещества и способствует регенерации специального защитного слоя или утраченного органа. Подобные клетки возникают и в культуре клеток и тканей. Образование и рост каллуса in vitro регулирует​ся ауксинами и цитокининами. Эти гормоны индуцируют образование кал​луса и у тех тканей растения, которые его не образуют в ответ на ранение.
Процесс получения первичного каллуса и дальнейшее его культивиро​вание требуют стерильности. Предварительно тщательно вымытый расти​тельный материал подвергается затем стерилизации различными вещес​твами, содержащими активный хлор (гипохлориты натрия и кальция, хло​рамин, хлорная известь), ртуть (сулема, диоцид), а также диоксидом во​дорода, этанолом. Реже используют для этих целей бром, серную кисло​ту, фенол и в особых случаях антибиотики. Вид стерилизующего средст​ва, его концентрация и длительность воздействия зависят от раститель​ного объекта, подвергаемого стерилизации. Правильный выбор стерили​зующего вещества заключается в том, чтобы оно губительно действовало на все микроорганизмы и в то же время минимально повреждало расти​тельные ткани. Кроме того, стерилизующее вещество должно легко уда​ляться при промывании водой, в противном случае произойдет отравле​ние тканей и это отрицательно скажется на результатах эксперимента при культивировании. Обычно используют известные методики стерилизации либо разрабатывают их экспериментально для каждого конкретного объ​екта. Фрагмент ткани или органа, так называемый эксплант, помещен​ный на подходящую по составу стерильную питательную среду, через не​которое время начинает расти и превращается в массу недифференциро​ванных клеток — каллус. Этот процесс называется каллусообразованием, или каллусогенезом. Следует заметить, что в последние годы в рус​скоязычной литературе стали использовать английский термин «эксплант» вместо прежде употребляемого «эксплантат».

Специализированные неделящиеся клетки возобновляют клеточные де​ления, то есть вновь возвращаются к меристематическому состоянию. Пе​реход специализированных неделящихся клеток к пролиферации называ​ется дедифференциацией. Дифференциация — это комплекс про​цессов, приводящих к различиям между материнскими и дочерними клет​ками, а также между дочерними клетками. В результате дифференциации клетки, казавшиеся до того сходными, приобретают морфологические раз​личия и начинают выполнять разные физиологические функции. При дедифференциации и образовании каллуса наблюдается обратное, клетки теряют структуры, характерные для их специфических функций, и возвра​щаются к состоянию делящейся клетки, т. е. они как бы обезличиваются, становятся одинаковыми.

Каллусная ткань, выращиваемая поверхностным способом на агаре, представляет собой аморфную массу тонкостенных паренхимных клеток, не имеющих строго определенной анатомической структуры. Однако было бы ошибочным думать, что каллусные ткани однообразны. Исследователи делят их на типы по таким морфологическим признакам, как цвет, консис​тенция, характер поверхности, опушение, а также по интенсивности ро​ста и способности к зеленению. Цвет каллусной ткани может быть бело​ватым, желтоватым, бурым, коричневым, полностью или частично пигмен​тированным хлорофиллом или антоцианами. В зависимости от проис​хождения и условий выращивания каллусные ткани бывают компактными и плотными или рыхлыми и оводненными, распадающимися при извлече​нии каллуса на отдельные кусочки.

Под понятием «происхождение каллусной ткани» подразумевают ви​довое, органное и тканевое происхождение. Возникшая каллусная ткань будет отличаться в зависимости от вида растения, его физиологического состояния в момент изолирования экспланта для культивирования. Кроме того, органы или их фрагменты представляют собой «мозаику» тканей с клетками различной дифференциации, которые не все переходят к деле​нию. Образование каллуса происходит в области первичных или вторич​ных меристем, а также из паренхимы, прилегающей к этим меристемам или к вторичным сосудистым тканям. Этот процесс зависит также от раз​мера экспланта и составляющих клеток. Чем крупнее эксплант, тем более сложен и разнообразен набор клеток. Быстрее образуют каллус молодые ткани, чем зрелые, поэтому чаще для получения каллуса используют тка​ни и органы проростков. Многие ткани обладают физиологической поляр​ностью. Например, на фрагментах стебля каллус более интенсивно обра​зуется на той стороне экспланта, которая на растении обращена к корню, поэтому экспланты помещают на агар апикальной стороной.
Каллусные ткани в условиях in vitro можно выращивать неопределенно долго, периодически пересаживая их на свежую питательную среду. Кал пусные культуры выращивают в чашках Петри, пробирках, колбах и фла​конах. Каллусную ткань через 3—4 недели роста извлекают, нарезают на кусочки и пассируют (пересаживают) на свежую питательную среду, потому что ухудшаются питание и аэрация внутренних участков ткани, исто​щается питательная среда. Состав новой среды определяется целями экс​перимента. Если нужно только поддерживать рост каллуса, то среда оста​лся прежней.
В некоторых опытах, учитывая взаимодействия клеток между собой, применяют специальные методы выращивания каллуса. Так метод культу​ры «няньки», или «кормящего слоя», используется для стимуляции роста одного каллуса другим. При этом ткань пересаживается на фильтроваль​ную бумагу, смоченную средой, и помещается на хорошо растущую клеточную массу того же вида растений. Иногда в одном культивируемом сосуде совместно выращивают ткани разных видов растений. В отдель​ных случаях прибегают к прививке тканей либо органа на ткань. Какие-то вещества, выделяемые хорошо растущими тканями или органами, стимулируют рост опытной каллусной ткани. Таким образом, основным ти​пом культивируемых клеток всех высших растений являются каллусные клетки. Техника культивирования тканей растений позволяет по​мучить длительную пересадочную каллусную культуру из любых живых клеток интактного растения.
Широкое культивирование каллусных тканей обусловлено их способностью к различным типам морфогенеза. Изменяя состав питательной среды, можно добиться того, что неорганизованно растущая каллусная ткань вновь вернется к эмбриональному состоянию и даст начало растению-регенеранту. Следовательно, можно получить целое растение даже из одной клетки, в этом проявляется уникальное свойство растительной клетки — тотипотентность.

4. Культивирование клеток в жидкой среде
Культуру клеток растений, выращиваемую в жидкой среде, на​зывают суспензионной культурой. Для поддержания клеток во взве​шенном состоянии при глубинном культивировании их перемешивают раз​ними аппаратами. Аэрация клеток обеспечивается либо путем непрерыв​ною вращения или качания среды, либо путем продувания жидкой среды стерильным воздухом. В отдельных экспериментах инкубируемые клетки не бывают погружены в питательную среду постоянно, а попеременно кон​тактируют с жидкой средой и воздухом. В этом случае газообмен сущес​твенно улучшается. Состав питательной среды, в принципе, тот же, что и при поверхностном культивировании клеток.
Клетки в суспензии имеют ряд преимуществ по сравнению с клетка​ми, выращиваемыми статическим способом на агаризованной поверхности: клетки популяции находятся в однородных условиях питания, аэрации и удаления токсических метаболитов клеточного окружения: у них легче про​следить влияние на рост и метаболизм различных экзогенных факторов: они удобнее для биохимических и молекулярно-биологических исследо​ваний; на них реальнее возможность получения стабильной клеточной популяции.

Получение суспензионной культуры

Обычно для получения суспензионной культуры клеток используется каллусная ткань. Возможно получение суспензионной культуры из эксплантов. помещенных в жидкую среду (например, пыльников). Возникающие на по​верхности экспланта каллусные клетки могут отрываться и переходить в среду, давая начало суспензии. Но это длительный и малоэффективный процесс. Для некоторых исследований культуру клеток получают путем фер​ментативной мацерации, например, из мезофилла листа, но такую суспен​зию невозможно поддерживать в течение длительного времени.
Основным способом получения суспензионных культур является куль​тивирование рыхлого недифференцированного каллуса в жидкой среде на качалке. При этом каллус легко распадается на отдельные клетки и клеточные агрегаты. Рыхлый оводненный каллус выращивают специально для этих целей на среде с 2.4-Д и с уменьшенным содержанием или даже с исключением цитокининов. Хороший эффект на дезагрегацию каллуса оказывает также исключение из питательной среды Са поскольку вслед​ствие этого меньше образуется пектината кальция — основного связыва​ющего материала растительных клеток. Пектинат кальция можно удалить, воздействуя на каллус пектиназой.
Часть каллусной ткани в жидкой среде при ее перемешивании распа​дается на клетки и небольшие клеточные агрегаты, образуя первичную суспензию. Для избавления от крупных плотных остатков каллуса, от боль​ших клеточных агрегатов ее фильтруют через 1—2 слоя марли, нейлон либо отбирают одиночные клетки и мелкие агрегаты путем осаждения крупных агрегатов при отстаивании суспензии в течение нескольких ми​нут. Кроме того, долю одиночных клеток и мелких агрегатов увеличивают частые пересевы легких фракций суспензии. На степень диссоциации кле​ток оказывает влияние также состав питательной среды, способы аэра​ции и перемешивания суспензии. Несмотря на все усилия, суспензия ни​когда не бывает однородной, состоящей только из одиночных клеток. В лучшем случае последние составляют 50—60%, остальное приходится на долю групп из 2—10 клеток и многоклеточные агрегаты. В очень крупных агрегатах наружные и внутренние слои клеток оказываются в неравноцен​ных условиях питания и аэрации.
С целью получения высокодиспергированной суспензионной культуры чаще всего пытаются контролировать состав питательной среды. Имеются сведения, что ауксины оказывают положительное влияние на процессы дис​социации клеток, а цитокинины, напротив, тормозят их. Следовательно, условия, благоприятствующие растяжению клеток и тормозящие их деле​ние, способствуют максимальной диссоциации суспензионных клеток.
Природа углеводов в питательной среде, оказывая влияние на меж​клеточные контакты через изменение поверхностных полисахаридов, так​же может играть определенную роль. Так, введение в питательную среду галактозы, рафинозы или сахарозы приводило к формированию очень боль​ших клеточных агрегатов в суспензии клеток розы. Выращивание клеток с добавлением целлюлолитических ферментов (мацерозим, пектиназа, цел-люлаза) в сочетании с осмотиком увеличивало дисперсию суспензии.
Как бы ни заманчива была перспектива получения в суспензии популя​ции, состоящей исключительно из отдельных клеток, с точки зрения био​логии растительной клетки такая задача представляется малореальной. Для этого необходимо, чтобы после образования срединной пластинки дочерние клетки расходились до начала их следующего деления. Хоро​шей считается суспензия, состоящая из морфологически выравненных клеток, имеющих небольшие размеры и агрегированных в мелкую группы, включающие не более 10 клеток. Оптимальная плотность клеток в суспен​зии, обеспечивающая хороший рост, составляет 105— 106 на 1 мл среды.
Суспензионные культуры пересевают чаще, чем каллусные, из кото​рых они были получены. Инокулюм — это часть суспензионной культу​ры, используемая для пересадки на свежую среду. Инокулюм отбирают стерильными пипетками, шприцами или просто переливают определен​ную часть суспензии. Последний способ является единственно приемле​мым для культур, содержащих крупные агрегаты клеток. В Институте мо​лекулярной биологии и биохимии им. М.А. Айтхожина разработан способ получения активно пролиферирующей суспензионной культуры пшеницы, обогащенной способными к соматическому эмбриогенезу клетками. Способ основан на двух мето​дических приемах: отбор вводимой в жидкую среду каллусной культуры и подбор условий глубинного культивирования, предпочтительных для деления выбранного типа клеток (меристемоидные клетки из морфогенных участков каллуса). Этот подход оказался приемлемым для широкого ряда генотипов пшеницы и других зерновых злаков, в частности для ку​курузы. И что очень важно, именно из клеток таких суспензионных куль​тур пшеницы и кукурузы впоследствии были выделены протопласты, спо​собные к делению и регенерации растений.

Способы выращивания суспензионной культуры

Культивирование клеток в жидкой среде осуществляется несколькими способами. Наиболее простым и распространенным является накопитель​ное или периодическое культивирование. Клетки растут в постоянном объеме питательной среды на установках канального или роллерного типа. Такая система закрыта для всего, кроме газов и летучих продуктов метабо​лизма. Оказывается, при этом в колбах накапливается значительное коли​чество С02. После замедления роста суспензия разводится до начальной плотности, и цикл выращивания повторяется. Цикл выращивания — это период от помещения инокулюма в свежую среду до следующего субкуль​тивирования. Для накопительных культур чаще всего используются кони​ческие широкогорлые колбы разных размеров на платформенных качалках кругового или полукругового типа со скоростью вращения 60—120 оборо​тов в минуту. Клетки растений, несмотря на ряд специфических особеннос​тей, подчиняются тем же законам роста, что и микроорганизмы, поэтому для их выращивания применяют технологию и аппаратуру, принятую в ра​боте с микроорганизмами. Микроорганизмы обычно культивируют в осо​бых аппаратах, называемых ферментерами. Накопительные культуры мож​но выращивать в лабораторных ферментерах рабочим объемом 0,5—10 л. По сравнению с глубинным выращиванием в колбах на качалке при культи​вировании клеток в ферментерах появляются принципиально новые воз​можности, связанные с их конструкцией.
На культуру клеток в ферментерах можно в любой момент воздейство​вать различными факторами (температура, свет, газовый режим, физио​логически активные вещества, рН и др.) и отбирать пробы клеток для определения динамики роста и метаболизма популяции в цикле выращи​вания. То есть, не нарушая режима асептики, можно контролировать рост и продуктивность биомассы, изучать влияние на эти процессы различных воздействий. Вместе с тем культивирование растительных клеток в фер​ментерах сопряжено с трудностями, вытекающими из специфических осо​бенностей клеток высших растений. Наличие вакуоли и целлюлозно-пектиновой оболочки, придающей клеткам не только прочность, но и хруп​кость, обуславливает их подверженность механическому стрессу при пе​ремешивании и аэрации. Опасность механического стресса усиливается на стадии растяжения клеток.
Культивирование клеток в жидкой среде осуществляется несколькими способами. Наиболее простым и распространенным является накопитель​ное или периодическое культивирование. Клетки растут в постоянном объеме питательной среды на установках канального или роллерного типа. Такая система закрыта для всего, кроме газов и летучих продуктов метабо​лизма. Оказывается, при этом в колбах накапливается значительное коли​чество С02. После замедления роста суспензия разводится до начальной плотности, и цикл выращивания повторяется. Цикл выращивания — это период от помещения инокулюма в свежую среду до следующего субкуль​тивирования. Для накопительных культур чаще всего используются кони​ческие широкогорлые колбы разных размеров на платформенных качалках кругового или полукругового типа со скоростью вращения 60—120 оборо​тов в минуту. Клетки растений, несмотря на ряд специфических особеннос​тей, подчиняются тем же законам роста, что и микроорганизмы, поэтому для их выращивания применяют технологию и аппаратуру, принятую в ра​боте с микроорганизмами. Микроорганизмы обычно культивируют в осо​бых аппаратах, называемых ферментерами. Накопительные культуры мож​но выращивать в лабораторных ферментерах рабочим объемом 0,5—10 л. По сравнению с глубинным выращиванием в колбах на качалке при культи​вировании клеток в ферментерах появляются принципиально новые воз​можности, связанные с их конструкцией.
На культуру клеток в ферментерах можно в любой момент воздейство​вать различными факторами (температура, свет, газовый режим, физио​логически активные вещества, рН и др.) и отбирать пробы клеток для определения динамики роста и метаболизма популяции в цикле выращи​вания. То есть, не нарушая режима асептики, можно контролировать рост и продуктивность биомассы, изучать влияние на эти процессы различных воздействий. Вместе с тем культивирование растительных клеток в фер​ментерах сопряжено с трудностями, вытекающими из специфических осо​бенностей клеток высших растений. Наличие вакуоли и целлюлозно-пектиновой оболочки, придающей клеткам не только прочность, но и хруп​кость, обуславливает их подверженность механическому стрессу при пе​ремешивании и аэрации. Опасность механического стресса усиливается на стадии растяжения клеток.
Ферментеры различных конструкций обеспечивают перемешивание и аэрацию по-разному: вращаясь вокруг собственной оси, будучи в на​клонном состоянии, перемешиванием магнитными и механическими ме​шалками, продуванием сжатого стерильного воздуха через суспензию. Конструкция лопастей мешалок бывает разной, и вращаются они с раз​личной скоростью
Высокая скорость перемешивания ведет к разрушению клеток, сниже​ние интенсивности перемешивания может привести к оседанию части кле​ток и их гибели. Рост биомассы, которого так стараются добиться в рабо​те ученые, ведет к возрастанию вязкости, что также осложняет культиви​рование. В отличие от микроорганизмов растительные клетки слипаются между собой и с поверхностями культиватора. Кроме того, они могут скапливаться в верхней части сосуда, образуя пену. Перечисленные особен​ности растительных клеток заставляют исследователей очень тщательно подходить к выбору типа культиваторов и режиму перемешивания в зави​симости от целей и задач экспериментов с суспензионной культурой.
Способ, при котором клетки выращиваются в проточном режиме, на​зывается непрерывным культивированием. В основу создания про​точных систем легли опыты, в которых было обнаружено, что добавление в суспензию в фазу экспоненциального роста культуры порций свежей питательной среды позволяет долго поддерживать деление клеток. Не​прерывное культивирование может осуществляться в закрытой проточ​ной, полупроточной и открытой проточной системах.
В закрытой проточной системе суспензионная культура непрерыв​но снабжается свежей средой, приток которой сбалансирован оттоком равного количества использованной среды. В такой системе хорошо изу​чать влияние различных факторов на метаболизм клеток.
При полупроточном режиме выращивания определенная часть сус​пензии время от времени отбирается и оставшаяся часть разбавляется свежей средой. Применяется для получения большой биомассы с целью ее биохимического исследования.
Открытая проточная система устроена так, что обеспечивает ба​ланс между притоком свежей питательной среды и удалением равного объема клеточной суспензии. Скорость удаления части клеток из систе​мы должна соответствовать скорости образования новых клеток в резуль​тате деления, это создает равновесное состояние между ростом клеток (постоянством скорости клеточного деления) и биосинтезом (постоянст​вом состава и метаболической активности).
В открытой проточной системе исследуются взаимосвязи между про​цессами роста и метаболизма, те изменения, которые происходят при переходе клеток от одного состояния к другому, а также условия опти​мального режима культивирования для получения максимального коли​чества вторичных метаболитов. В основу непрерывного культивирования могут быть положены принципы хемостата и турбидостата, разрабо​танные при культивировании микроорганизмов.
В хемостатном режиме непрерывное культивирование идет под воз​действием лимитирующего рост фактора. Хемостатная культура представ​ляет собой перемешиваемую суспензию, в которую с постоянной ско​ростью подается свежая среда с заданной концентрацией какого-то ли​митирующего рост компонента и с такой же скоростью отбирается часть культуры. Общий объем суспензии остается постоянным. При выращива​нии клеточных суспензий в хемостатном режиме скорость размножения клеток регулируется концентрацией лимитирующего фактора. Скорость роста и плотность клеточной популяции проходят в соответствии с заданной скоростью поступления среды (скоростью разбавления), т. е. подачей лимитирующего фактора и других компонентов среды. Это приводит по​пуляцию в стационарное состояние, для которого характерны выравненность физиологического состояния, постоянство концентрации лимити​рующего фактора и других компонентов среды.
Принцип турбидостата предусматривает непрерывное культивирова​ние без внешнего лимитирования, рост клеток популяции поддерживает​ся на определенном уровне регулированием оптической плотности куль​туры. Для этого подходят суспензии с низкой плотностью клеток и высо​кой удельной скоростью роста, т. е. популяции в начальные фазы роста. Турбидостат представляет собой хемостат, дополненный фотоэлектри​ческим элементом, чувствительным к мутности культуры. Рост клеточной популяции поддерживается на заданном уровне автоматически с помощью фотометрической регуляции подачи среды.
Хемостатный и турбидостатный режимы применяют с целью стабили​зации клеточной популяции в определенном состоянии роста и поддер​жания его неограниченное время. Эти приемы культивирования очень ценны для изучения регуляции роста и метаболизма клеток в строго стан​дартных условиях под влиянием различных лимитирующих и ингибирующих факторов. Однако таких работ очень мало, что связано с новизной метода и техническими трудностями. Препятствием к культивированию клеток высших растений в проточном режиме является их высокая чув​ствительность к повреждениям, агрегированность, длительное время ге​нерации.

Контрольные вопросы:
1. Какие условия необходимы для культивирования клеток?
2. Компоненты питательной среды.

3. Стерилизующие вещества.

4. Что регулирует образование и рост каллуса?

5. Что такое дифференциация и дедифференциация?

6. Как получают суспензионную культуру?

7. Преимущества суспензионной культуры по сравнению с поверхностным культивированием клеток.

Лекция 3: Дедифференциация и каллусообразование
Цель: изучить  процесс дедифференциации и каллусообразование

План:
1.Дедифференциация и каллусообразование
2. Гетерогенность культивируемых клеток

3.Рост клеток в культуре

1.Дедифференциация и каллусообразование
Любая живая растительная ткань, помещенная на подходящую пита​тельную среду, переходит к делению и образует массу недифференциро​ванных клеток — каллус. Это означает, что дифференцированные клетки тканей, которые давно перестали делиться, вновь приступают к делению.
Переход специализированных неделящихся клеток к пролиферации свя​зан с их дедифференциацией, другими словами — утратой специализа​ции. В основе этого процесса, как и при дифференциации клеток в интактном растении, лежит дифференциальная активность генов. Структура и функции клеток определяются активностью генов, и если клетки различа​ются по своей структуре и функциям, то это обусловлено различиями в экспрессии их генов, то есть специализация обеспечивается «включени​ем» разных генов в разных клетках. Обычно активна небольшая часть (5%) всего пула генов, свойственных данному виду. В этот состав активных генов входят, кроме видоспецифичных и обязательных для поддержания клеточного метаболизма, гены, активные только в данном органе, ткани, клетке, а также гены, активные лишь в определенном возрасте или начав​шие работать только под влиянием изменившихся внешних условий.

Возникновение физиологических и структурных различий меж​ду клетками и тканями растений, связанное с их функциональной специализацией, называют процессом дифференциации. Понятие «дифференциация» отражает превращение эмбриональной, меристематической клетки в специализированную. Меристематические клетки, од​нотипные по структуре и функции, начинают развиваться различными пу​тями, создавая ткани разных органов. Как это осуществляется — один из труднейших вопросов клеточной биологии.

Между геномами в клетках, которые приобретают разную форму и фун​кцию, по-видимому, нет качественных различий, и клетки эти начинают различаться только вследствие разной экспрессии генов. Вновь возник​шая клетка обладает широкими потенциями и может развиваться по лю​бому из многих путей в морфологическом и физиологическом смысле.

Детерминация (определение) пути развития каждой клетки является ос​новой физиологии развития. Вступление на тот или иной путь развития определяется особым набором белков, т. е. каждая специализированная клетка вырабатывает только ей свойственные белки, что является след​ствием дифференциальной активности генов — экспрессии одной группы генов при одновременной репрессии других.

Белки определяют и фенотип, и функции клетки. Свойства клет​ки обусловлены действием ферментов и других белков, структура кото​рых определяется иРНК, образующимися в процессе транскрипции.

В то время как струк​тура и метаболизм клетки меняется при дифференциации, набор генов клетки остается неизменным на протяжении всего развития организма. Изменения затрагивают лишь степень активности генов. В процессе развития регуляция белково​го синтеза может осуществляться на любом уровне. В принципе, можно выделить шесть таких уровней: 1) на уровне синтеза, или репликации ДНК; 2) на уровне синтеза иРНК, или транскрипции (время и характер образо​вания первичного РНК-транскрипта); 3) на уровне процессинга (характер процессинга первичного РНК-транскрипта); 4) на уровне транспорта иРНК из ядра в цитоплазму (отбор в ядре зрелых иРНК, предназначенных для экспорта в цитоплазму); 5) на уровне трансляции на рибосомах; 6) на уровне деградации иРНК в цитоплазме.

Регуляция на уровне синтеза ДНК может привести к неравной репли​кации генов, так что набор генов в разных клетках окажется различным. Кроме того, активность генов зависит от изменений, происходящих в со​стоянии ДНК. Установлены три типа устойчивых изменений ДНК, влияю​щих на активность генов. Во-первых, изменения взаимного расположения генов в хромосомах могут влиять на их функцию. При транслокации или инверсии ген перемещается и вновь встраивается в другой участок ДНК. Это приводит к снижению или, наоборот, к резкому усилению активности генов. Это явление перемещения генов («прыгающие гены») открыла Бар​бара Мак Клинток в 1942 г. Показано, что транспозоны, или мобильные диспергированные генети​ческие элементы, могут перемещаться из одной хромосомы в другую, вы​зывая сверхмутабельность генов или активацию ранее ингибированных генов. Во-вторых, амплификация (увеличение числа какого-либо гена в геноме) также может привести к изменениям в экспрессии генов. Чаще нсего подвержены амплификации гены рибойомальных РНК. Пока неясно, сколь важно значение амплификации генов для клеточной дифференцировки. В-третьих, возможны качественные изменения в структуре самого гена (мутация, делеция).

Регуляцию синтеза белка на уровне транскрипции у прокариот доста​точно хорошо объясняет модель Жакоба и Моно. Изучение регуляции ак​тивности генов у эукариот очень трудно из-за размера и сложности генома. Возможно, дифференциальная активность генов у эукариот может регули​роваться на уровне транскрипции путем маскирования и демаскирования определенных участков генома, т. е. путем изменения доступности матри​цы. Р. Бриттен и Э. Дэвидсон разработали свою гипотезу регуляции генов у высших организмов. Они обратили внимание на то, что ядерная РНК на много богаче уникальными последовательностями, чем иРНК в цитоплаз​ме, и предположили, что экспрессия генов регулируется на том этапе, ког​да определяется, какой из потенциальных предшественников иРНК сохра​няется, подвергается процессингу и перейдет в цитоплазму. По термино​логии Р. Бриттена и Э. Дэвидсона последовательности ДНК, которые коди​руют различные мРНК, рРНК и тРНК, попадающие в цитоплазму, называют​ся генами-продюсерами). Каждый из этих генов регулируется соседней последовательностью ДНК — геном-рецептором. Гены-рецеп​торы активируются при взаимодействии с РНК определенного типа, назы​ваемой активаторной РНК Активаторная РНК синтезируется на последо​вательности ДНК, называемой геном-интегратором. Предполагается, что активаторная РНК может действовать на несколько разных генов-рецепторов Таким образом, один интегратор может вызвать синтез целой группы разных ферментов. Ген-интегратор контролируется соседним сенсорным геном. Он представляет собой последовательность ДНК, с которой взаи​модействуют внешние агенты, то есть индуцирующие факторы.

Гену-продюсеру могут соответствовать различные гены-рецепторы. Это означает, что один ген-продюсер может реагировать на различные индук​торы через разные сенсорные и интеграторные гены. Это объясняет факт, как один фермент может быть индуцирован различными стимулирующи​ми веществами. Сложность регуляции синтеза белка также увеличивает​ся за счет того, что одному сенсорному гену может соответствовать не​сколько генов-интеграторов. Модель регуляции экспрессии генов Р. Брит​тена и Э. Дэвидсона хорошо объясняет, как один индуцирующий фактор может вызвать множество различных реакций и в то же время как одина​ковые реакции вызываются различными индуцирующими факторами. Трансляция специфических иРНК начинается не сразу после их перехода из ядра в цитоплазму. Важным эволюционным приобретением эукариот являются информосомы, обеспечивающие регуляцию синтеза белка. 

Таким образом, дифференциация у растений определяется раз​личиями в экспрессии генов в тех или иных частях растения или на тех или иных стадиях его жизненного цикла. Однако механизмы, контролирующие экспрессию генов по всей цепочке процессов от считы​вания информации, закодированной в генах, до образования активного белка, а также природа и способ воздействия на активацию или репрес​сию генов, необходимую для дифференцировки и развития, остаются не​ясными.

Способность одной-единственной зрелой соматической клетки дать на​чало целому организму (тотипотентность) показывает, что в процессе нор​мальной клеточной дифференциации у растений не происходит утраты или необратимой инактивации каких-либо генов. У растений почти всякая дифференциация обратима при условии, если дифференцированная клетка живая, в протопласте сохранилось ядро и не образовалась вторичная обо​лочка. Даже такие высокоспециализированные клетки, как микроспоры, с помощью ряда экспериментальных процедур можно заставить пролиферировать и дать начало целому растению. Итак, в определенных условиях многие из зрелых растительных клеток сохраняют способность делиться, а в некоторых случаях даже вступить на новый путь развития. Однако во​прос о том, как это происходит, какие события на молекулярном уровне сопровождают этот процесс, остается открытым.

В образовании каллуса на экспланте принимают участие клетки тканей разных типов, процесс дедифференциации у них идет по разному, и возникающие из них каллусные клетки также будут отличаться. Моделью для изучения механизма дедифференциации и каллусообразования лучше всего служит культура сердцевинной паренхимы стебля табака (СПТ), потому что у нее существует строгая зависимость индукции деления и каллусообразования от присутствия ауксина и цитокинина. Обязатель​ным условием дедифференцировки клетки и ее превращения в каллусную клетку является присутствие в питательной среде фитогормонов.

Первый этап дедифференциации специализированной клетки — это возобновление способности к делению. Р.Г. Бутенко с сотрудниками по​казали, что дедифференцировка клеток паренхимы в культуре тканей та​бака начиналась с использования запасных питательных веществ и раз​рушения специализированных клеточных органелл. Через 6—12 часов после индукции дедифференцировки наблюдались также характерные измене​ния в тонкой структуре клеток: разрыхление и разбухание клеточной стен​ки, увеличение числа рибосом, элементов эндоплазматической сети и ап​парата Гольджи, увеличение числа и размеров ядрышек. В клетках усили​вался синтез транспортных и рибосомальных РНК, начинался синтез ДНК, возрастало содержание вновь синтезированных белков. Характерен факт появления специфических белков — антигенов, несвойственных исходной ткани, особенно белка, идентичного одному из белков меристемы целого растения табака. Все эти изменения происходили только в присутствии ауксина и цитокинина и предшествовали делениям, которые начинались через 48—72 часа. Добавление к питательной среде одного ауксина, хотя и усиливало синтезы РНК и ДНК, но не вызывало деления клеток, после четырехдневной латентной фазы они переходили к росту растяжением. Присутствие в питательной среде одного кинетина не вызывало измене​ний в синтезе нуклеиновых кислот. Для осуществления всех процессов, необходимых для деления клетки, требовалось действие кинетина, следу​ющее за ауксином или совместное с ним. Напрашивается вывод, что имен​но кинетин запускает процесс деления.

Под вли​янием стимулятора пролиферации (ауксин) увеличивается проницаемость наружной клеточной мембраны плазмалеммы и изменяются ее свойства. За этим следует активация синтеза цитоплазматических белков на пред​шествующих или вновь синтезированных матричных РНК. Эти белки посту​пают из цитоплазмы в ядро, специфически связываются с гистонами, дерепрессируя локусы, отвечающие за синтез рибосомных и транспортных РНК. Репликация ДНК начинается только после достижения некоторого по​рогового уровня РНК в клетке. Отсутствие кинетина блокирует дальнейшее прохождение клеткой митотического цикла. Очевидно, кинетин определяет синтез специфических РНК и белков, необходимых для перехода клетки к митозу и завершению деления. Существование такого белка — инициатора

деления, синтезируемого в премитотическом периоде, и соответствующей ему информационной РНК доказано для животных.

Таким образом, превращению любой клетки в каллусную пред​шествует процесс глубокой биохимической и структурной пере​стройки. Однако в деталях тонкие механизмы процесса дедифференцировки растительных клеток не изучены.
Компетенция — способность клетки воспринимать индуцирующее воз​действие и специфически реагировать на него изменением развития. Ин​дуцирующее воздействие могут оказывать различные факторы: гормоны, продукты жизнедеятельности соседних клеток, других тканей, электро​физиологические сигналы и т. д.

Детерминация — приобретение клеткой состояния готовности к реа​лизации определенных наследственных свойств. Детерминация приводит к развитию по определенному пути с одновременным ограничением воз​можности развития в других направлениях. Детерминация компетентной клетки может начинаться сразу же после деления в начале роста прото​плазмы. Детерминированная определенным образом клетка приобретает узкую специализацию, то есть дифференцируется и превращается в клетку какой-либо ткани.

Получить каллус первый раз из нового растительного материала быва​ет трудно, потому что ткани разных видов растений и даже разных частей растения требуют для дедифференциации и каллусогенеза разных пита​тельных сред, особенно это касается количества и соотношения гормо​нов. При длительном пассировании ткани некоторых растений приобретают способность к синтезу достаточно больших количеств ауксина, а также цитокинина, т. е. становятся прототрофными в отношении этих гормонов. Такие культуры каллуса называют «привыкшими»,или гормононезависимыми. Они могут быть как результатом мутации, так и дерепрессирования генов. Гормононезависимыми в куль​туре являются также опухолевые клетки.

2. Гетерогенность культивируемых клеток
Основным типом культивируемых клеток являются каллусные. В цикле выращивания каллусные клетки после ряда,делений проходят обычный для клетки растения онтогенез, т. е. приступают к росту растяжением, затем дифференцируются как зрелые каллусные клетки, стареют и гиб​нут. Дифференцированные каллусные клетки специализируются на синте​зе видоспецифических вторичных соединений. Эти клетки подобны па-ренхимным клеткам растения. В растущем каллусе делению подвергают​ся не все клетки, это функция меристемоподобных клеток с густой плот​ной цитоплазмой и без вакуолей.

В зависимости от условий культивирования соотношение определен​ных клеток в популяции будет меняться. Так, при частых пересадках на свежую питательную среду в культуре могут постоянно преобладать ак​тивно делящиеся мелкие клетки. Таким образом, каллусные клетки от​личаются не только по морфологии, но и по биохимическим свой​ствам, по физиологическому состоянию и генетически.

Каллусные клетки отличаются от клеток исходной ткани и между собой размерами и формой, в них варьирует число и форма ядер. Старые кал​лусные клетки достигают очень больших размеров (500—1000 мкм), тогда как молодые клетки — мелкие (15—30 мкм). К увеличению размеров клет​ки зачастую приводит отсутствие кинетина в среде. Чаще всего измене​ния формы и размеров клеток, а также их ядер, связаны с увеличением плоидности. Доказано, что при длительном культивировании плоидность культивируемых клеток неуклонно возрастает.

Полиморфизм культивируемых клеток можно объяснить видовыми и возрастными особенностями, уровнем плоидности, влиянием состава пи​тательной среды и условий культивирования, отсутствием коррелятивных связей. Последний фактор, ведущий к нарушению жесткой регуляции, су​ществовавшей в целом растении, видимо, является основной причиной спонтанной изменчивости клеток in vitro.

Любой фрагмент растения представляет собой мозаику различных тка​ней, и в зависимости оттого, какая ткань даст начало каллусу, возникшие даже из одинаковых эксплантов каллусы будут гетерогенными и отличающимися друг от друга. Одинаковых, в полном смысле, эксплантов в при​роде быть не может, следовательно, неоднородность исходного материа​ла (видовая, возрастная, физиологическая) предопределяет разнокачественность клеток в культуре.

Физиологическая гетерогенность состоит в том,что клетки в популя​ции находятся в разном физиологическом состоянии, т. е. делятся, рас​тут, стареют, погибают. Такая культура называется асинхронной. Заста​вить популяцию клеток высших растений проходить фазы клеточного цик​ла одновременно, т. е. синхронизировать их, почти невозможно. Потому что та часть клеток, которая способна в данный момент к делению, со​ставляет 2—4%. Неблагоприятные условия (низкая температура, исклю​чение важных компонентов питания), задерживающие деление, в какой-то степени способствуют накоплению числа клеток, готовых к делению. Более эффективны некоторые химические вещества, блокирующие опре​деленные стадии подготовки к делению. В лучших случаях синхронизация может быть достигнута у 10—30% клеток, но при последующих делениях популяция опять быстро утрачивает синхронность.

Следует подчеркнуть, что физиологическая вариабельность клеток в суспензионной культуре меньше по сравнению с культурой каллусной ткани на агаре, что связано с более однородными условиями питания, аэрации и удаления токсических метаболитов из клеточного окружения в жидкой перемешиваемой среде.

Гетерогенность культивируемых клеток обусловлена генетической, эпигенетической и модификационной изменчивостью. Генетичес​кие, или мутационные, изменения приводят к изменению генотипа, которое может быть унаследовано. Мутации (изменения количества или структуры ДНК) происходят на генном, хромосомном и геномном уровнях.

Генная, или точечная, мутация означает изменение структуры ДНК в одном локусе. Генные мутации приводят к сильным или слабым измене​ниям морфологических, биохимических и физиологических свойств клет​ки. Мутации, возникающие в результате изменения макроструктуры хро​мосом, называются хромосомными мутациями, или хромосомными абер​рациями (перестройками). Структурные перестройки хромосом возника​ют в результате инверсии, дупликации, транслокации и транс​позиции. Геномные мутации связаны с изменением числа хромосом в ядре, т. е. с изменениями в кариотипе.

Все виды названных генетических изменений имеют место у клеток in vitro. Наиболее подробно исследована хромосомная изменчивость клеток in vitro. Даже клетки одной и той же ткани, выращиваемые в одном сосу​де, могут значительно различаться между собой по хромосомным набо​рам (диплоидные, полиплоидные, анеуплоидные). Причины генетической изменчивости многообразны: 1) нарушение коррелятивных связей при выделении первичного экспланта из растения, т. е. отсутствие организ-менного контроля; 2) действие компонентов среды; 3) влияние продуктов метаболизма, накапливающихся в среде; 4) гетерогенность исходного материала и селекция клеток определенного типа.

Хромосомная изменчивость является результатом нарушений митоза, называемых эндомитозом и эндоредупликацией. При эндомитозе проис​ходит спирализация хромосом и начинается митоз, но нарушается вере​тено деления, сохраняется оболочка ядра, хромосомы не расходятся и деспирализуются внутри ядерной оболочки. Это приводит к возрастанию числа хромосом, увеличению размеров ядра и клеток. Эндоредупликация не сопровождается образованием хромосом и делением ядра, хотя со​держание ДНК в ядре тоже увеличивается. К образованию полиплоидных и анеуплоидных клеток также приводят нарушения в митозе, связанные с неправильным распределением хромосом.

Клетки различного уровня плоидности различаются по скорости деления и роста, по устойчивости к неблагоприятным воздействиям, начинают
конкурировать, и одни из них начинают преобладать. Такой процесс возрастающего доминирования в популяции клеток определенного типа называется клеточной селекцией Доминирование может быть вызвано
преимущественной пролиферацией одних клеток или успешной элиминацией (удалением) других. Такую селекцию правильнее называть автоселекцией, потому что она протекает спонтанно, без специального воздействия какими-либо стрессовыми факторами. В процессе автоселекции формируется наиболее приспособленный к данным условиям кариотип. Вероятно, клетки приспосабливаются к новым условиям существования путем отбора более жизнеспособных полиплоидных клеток. 

Условия выращивания играют важную роль в формировании цитогенетической гетерогенности, хорошо видно из опытов с тканью гаплопаппуса. В лаборатории Р.Г. Бутенко в течение двух лет культивирова​лись меристематические клетки этого растения, пассажи проводились раз в месяц. В итоге исходные диплоидные клетки на 95% приобрели другие уровни плоидности. Шведский исследователь Т. Эриксон, работая с этой же тканью, пересаживал ее на свежую питательную среду через каждые 2 дня. При этом штамм сохранил стабильную диплоидную характеристику. Однако способ выращивания не может полностью гарантировать генети​ческую стабильность в популяции клеток, так как генетической гетероген​ностью может обладать сам исходный материал. У многих растений дифференцированные ткани имеют клетки разной плоидности. Специализированные клетки, например клетки зеленой ассимилирующей паренхимы листа, запасающих тканей мясистых корней, клубней, зачастую являются полиплоидными.

Если в качестве исходного материала брать диплоидные меристематические клетки и культивировать их в условиях проточной культуры, есть гарантия поддержания генетической стабильности. Сохранение генети​ческой устойчивости клона важно при выращивании больших масс ткани с целью получения различных экономически важных веществ. Сохране​ние генетической идентичности культивируемых клеток с исходным ви​дом растений также нужно для размножения уникальных, ценных в гене​тическом отношении растительных форм. Кроме того, это важно при ис​пользовании культуры клеток для моделирования физиолого-биохимических процессов. Одним из способов сохранения штамма клеток без много​численных пересадок, в результате которых появляется морфологичес​кая, физиологическая и цитогенетическая гетерогенность, является их глубокое замораживание — криогенное хранение.

Однако генетическая гетерогенность культивируемой ткани может иметь и положительное значение, поскольку повышает ее адаптивные возмож​ности. В культуре клеток наблюдается автоселекция полиплоидных кле​ток, т. е. спонтанный отбор полиплоидных клеток, которые быстрее при​спосабливаются к новым условиям существования. Кроме того, спонтан​ное или индуцированное каким-либо фактором образование различных вариантных форм растений можно использовать для улучшения уже су​ществующих сортов сельскохозяйственных культур. Разнообразие (вари​абельность) среди клеточных линий или растений-регенерантов называ​ют сомаклональной вариабельностью

Как было отмечено, клетки in vitro становятся разнокачественными также благодаря эпигенетическим изменениям т. е. изменениям в програм​ме считки генов или потенции к их активации. Эти изменения генной активности являются наследуемыми.

К ненаследуемым изменениям у клеток в культуре относятся модфикационные изменения, которые в большинстве носят адаптивный, приспособительный характер. Эти изменения не затрагивают генетичес​ких структур клетки, они соответствуют физиологической адаптации, при которой границы изменений не превышают норму реакции, обусловлен​ной генотипом.

Гетерогенность клеток in vitro возрастает с увеличением продолжительности их культивирования.

Рост можно регулировать различными факторами и контролировать по
следующим показателям: размер, объем, масса, число клеток, количество белка и ДНК. Тот или иной показатель используется в зависимости от целей эксперимента. Так, изучение роста клеток удобнее вести путем определения количества белка и ДНК, а также учета числа клеток.

Одиночные клетки в суспензии и их небольшие агрегаты более требовательны к составу питательных веществ, чем кал​лусные клетки, окруженные себе подобными при поверхностном культиви​ровании. Одиночные клетки в перемешиваемой жидкой среде теряют ка​кие-то вещества, необходимые для деления, поэтому среды для суспензи​онных культур богаче по своему составу. Одиночные клетки, высеянные на агаризованную среду, для перехода к делению нуждаются в ткани-«няньке», наличии «кормящего слоя», в определенной плотности засева.

В суспензионной культуре одиночные клетки зачастую начинают де​литься после кондиционирования среды, т. е. добавления той питатель​ной среды, в которой ранее культивировались делящиеся клетки.

4. Дифференцировка, морфогенез и регенерация
Неорганизованно растущие каллусные клетки, характеризующиеся монотонным размножением и ростом, благодаря процессам вторичной дифференцировки могут образовывать ткани (гистогенез), органы (органогенез) и зародышеподобные структуры — эмбриоиды (эмбриоидоге, или соматический эмбриогенез).

Сначала каллус растет, набирает какую-то определенную критическую массу, потом переходит к морфогенезу. Однако только единичные клетки

Изменяют свою программу развития. Это говорит о том, что для перехода

морфогенезу необходимо строго определенное сочетание действия внеш​них факторов, в первую очередь индуктора, с состоянием детерминированности клетки, т. е. с ее готовностью под действием этого индуктора реализовать свои наследственные свойства. Дедифференцировка клет​ки, связанная с перепрограммированием экспрессии генома, — сложный процесс, регулируемый внутренними и внешними факторами.

Пока нет ясного представления о природе факторов, благодаря дейстии  которых в массе неорганизованно растущего каллуса возникают структуры — меристематические очаги, дающие начало стеблям, корням, эмбриоидам.

По-видимому, главнейшей причиной, вызывающей дифференцировку щиток и их переход к гистогенезу с последующим формированием организменных структур, можно считать действие фитогормонов. При этом основным фактором, определяющим тот или иной тип морфогенеза, выступает соотношение ауксинов и цитокининов в питательной среде. Эта закономерность впервые была обнаружена Скугом и Миллером в 1957 году, а затем подтверждена многочисленными экспериментами.

При среднем отношении ауксин/цитокинин регенерационных процессов в каллусной ткани табака не наблюдается, а происходит лишь пролиферация клеток. Высокое отношение ауксин/ци​токинин вызывает корнеобразование (ризогенез). Низкое отношение ауксин/цитокинин способствует формированию почек (геммогенез).

В то же время одна и та же каллусная ткань, находящаяся в пробирке, может дать начало самым различным морфогенным структурам, то есть может иметь место и ризогенез, и побегообразование, и формирование соматических эмбриоидов. Эти случаи свидетельствуют о том, что в каллусной ткани возникают концентрационные градиенты фитогормонов. Иными словами, в разных частях каллуса создается различный баланс фитогормонов, индуцирующий тот или иной тип морфогенеза.

Таким образом, тип образующейся меристемы зависит от соотноше​ния между ауксином и цитокинином, но конкретное их участие на разных этапах морфогенеза остается неясным.

Однако у целого ряда растений не всегда удается изменением балан​са фитогормонов регенерировать почки или корни. На взаимодействие гормонов при регуляции дифференцировки почек или корней могут вли​ять и другие факторы, например содержание сахаров и фосфатов, источ​ник азота и другие компоненты среды, в частности пурины.

На формирование элементов проводящей системы оказывают влия​ние не только гормоны, но и сахара. При инъекции в каллусную ткань ауксин-сахарного раствора происходит образование сосудистых элемен​тов. Это зависит как от концентрации ауксина, так и от концентрации са​хара. Низкие концентрации сахарозы (2%) вызывали преимущественное образование элементов ксилемы, а высокие (8%) — флоэмы. Использова​ние вместо сахарозы глюкозы не приводило к индукции гистогенеза.

Открытие Скугом и Миллером того факта, что баланс экзогенных фитогормонов регулирует регенерацию почек и корней в тканях каллуса табака, сыграло важную роль в изучении морфогенеза in vitro, но механизм
явления на клеточном и молекулярном уровнях остается до сих пор неясным. Отсутствуют фундаментальные знания механизмов индукции морфогенеза под влиянием фитогормонов, поэтому каждый раз при введении в культуру новых растений приходится заново подбирать оптимальный набор и соотношение гормонов. Для злаков и некоторых бобовых растений не найдены нужные концен​трации гормонов для индукции морфогенеза и получения растений-регенерантов из клеток и изолированных протопластов. Подобные факты, а также многочисленные литературные данные о том, что фитогормоны не обладают специфичностью в регуляции дифференциации. Таким образом, гормональная концепция регуляции дифференциации и морфогенеза in vitro не может рассматриваться как универсальная. Во-первых, фитогормоны в регуляции дифференциации и морфогенеза не обладают специфичностью. Одни и те же гормоны регулируют и деление клеток при недифференцированном росте каллуса, и клеточные деления, связанные с дифференциацией. Правда, множественный эффект каждого фитогормона можно толковать разнообразием генных моделей клеток экспланта, который содержит мозаику клеток различных тканей, отличаю​щихся разной ответной реакцией на гормон. Во-вторых, есть клетки, не реагирующие на гормональные обработки. Даже если они делятся, тотипотентности не проявляют. В-третьих, способность клеток in vitro проявить свою тотипотентность зависит не только от гормонов.

Способность культивируемых тканей к морфогенезу зависит от генотипа исходного растения, его физиологического состояния, органа, из которого изолирован эксплант, времени года и других химических и физических факторов. Роль генотипа в проявлении морфогенной способности культивируемых тканей была показана на разных сортах табака, моркови, цветной капусты, бегонии, женьшеня, а также представителей злаков. Орган, из которого изолирован эксплант, также имеет значение. Так, у некоторых видов ткани генеративного происхож​дения имеют более высокий морфогенный потенциал по сравнению с тка​нями вегетативного происхождения. Даже разные ткани одного и того же органа проявляют разную способность к морфогенезу, Например, у мор​кови каллусы флоэмного происхождения давали начало корням, а ксилемного происхождения в тех же условиях формировали эмбриоиды.

Это говорит о роли первичной клеточной дифференциации в явлениях органогенеза in vitro. И что интересно, специфические черты тканей иногда сохраняются при длительном культивировании. Так, в куль​туре ткани корнеплода сахарной свеклы сохранялись белки, типичные для исходных тканей. Первоначальная дифференциация в тканях первичного экспланта отражается на отдельных механизмах процесса вторичной диф​ференциации in vitro.

Существует прямая связь между цитогенетической стабильностью культивируемых клеток и способностью к морфогенезу. На культуре клеток моркови было показано, что эмбриогенные каллусные ткани были диплоидными.

Ш. Тивари и К. Искакова. исследовавшие морфогенез в длительно поддерживаемой культуре андрогенных каллусов ячменя на кафедре физиологии и биохимии растений КазГУ. установили взаимосвязь между цитогенетическим статусом и морфогенетическим потенциалом. Высокая регенерационная способность соответствовала гаплоидному и диплоидно​му числу хромосом культивируемых клеток.

Р.Г. Бутенко. обобщая результаты работы своей лаборатории и литературные данные, так описывает процесс возникновения меристематических очагов в каллусе. Клетки, способные воспринимать сигнал индук​тора, детерминируются к выполнению программы развития очень рано. Клетки на стадии детерминации перестают детиться. обособляются от окружающих их каллусных клеток, образуя утолщенную клеточную стенку. В этот период они накапливают субстраты и энергию для последующих быстрых делений.

Клетки-инициали, возникшие в массе паренхимных каллусных кле​ток, отличаются морфологически. У них увеличивается ядро и. соответ​ственно, ядерно-плазменное отношение, возрастает число рибосом, ми​тохондрий, в пластидах накапливается крахмал. Таким образом, как и в случае дедифференцировки исходной клетки экспланта, каллусная клет​ка, превращаясь в меристематическую, полностью реорганизует свою внутреннюю структуру. Через некоторое время эти клетки начинают быст​ро делиться по типу дробления, образуя сферическую массу мелких кле​ток меристематического типа. Далее эта масса клеток либо превращает​ся в меристематический очаг, в котором формируются зачатки стеб​лей или корней, либо становится биполярным глобулярным проэмбрио. из которого развивается эмбриоид — зародышеподобная структура.
Фактором, определяющим дальнейший характер развития, становится полярность. В культуре каллуса клеточные деления происходят беспорядочно, во всех направлениях и возникает неорганизованная масса Укани, т. е. в каллусе нет определенных осей полярности, тогда как в меристе​мах побега, корня, в зародыше характер деления клеток строго упорядо​чен. Сведений о механизмах, определяющих поляризацию в развитии воз​никающих de novo структур, не имеется но, что некоторые клетки, окружающие клетку-инициаль, позднее тоже индуцируются к делению и включаются в образующуюся морфогенную структуру.

Следует отметить еще один малоизученный тип морфогенеза в культу​ре тканей — флоральный морфогенез, когда образуется не вегетативная почка, дающая начало побегам, а цветочная почка — бутон. Это явление первыми наблюдали французские исследователи на табаке, когда в ка​честве экспланта использовали сегменты верхних междоузлий стебля цветущего растения табака.

Процесс, в котором каллусная клетка имитирует зиготу и дает начало биполярной эмбриоидной структуре, носит название соматического эмбриогенеза, или эмбриоидогенеза. Первыми наблюдали эмбриоидогенез в суспензионной культуре моркови Стюард и Рейнерт в 1958 г. После них это явление было обнаружено у многих видов растений, как в сомати​ческих, так и в репродуктивных тканях, однако причины, вызывающие его, пока неясны. Эмбриоидогенез может осуществляться разными путями. В основе этих способов лежат два пути: образование эмбриоидов непосредственно из одиночной изолированной клетки и из эмбрионального клеточного комплекса. Эмбриональ​ный клеточный комплекс (ЭКК) — это комплекс разнородных клеток, который возникает путем деления одной или нескольких изолированных клеток и в дальнейшем может инициировать эмбриоиды.

Возможность возникновения эмбриоида прямо и организованно не​посредственно из одиночной изолированной клетки под​держивается не всеми исследователями, так как нет детальных цитоэм-бриологических данных по самым начальным этапам эмбриоидогенеза.

Образование эмбриоидов показал Рейнерт. Он на​блюдал, как одиночная клетка моркови, выделенная из рыхлого корнево​го каллуса и помещенная на тонкий слой агара, асимметрично делилась, образуя две дочерние клетки, дальнейшая судьба которых была различ​на. Одна из них начинала быстро делиться по типу дробления, образовы​вала шарообразную структуру из мелких прочно связанных клеток — меристематический очаг, вернее, эмбриональный клеточный комплекс, ко​торый далее дифференцировался в типичный глобулярный или сердечковидный эмбриоид. Вторая дочерняя клетка вытягивалась и образовывала своего рода суспензор. Преобразование всего ЭКК в эмбриоид описали и другие исследователи.

Третий способ образования эмбриоида заключается в формирова​нии его из одной клетки ЭКК, который детально изучал Стрит. Благодаря применению гистохимического, электронно-микроскопического и других методов выявлены особенности строения ЭКК и образования из них эм​бриоидов. В суспензии моркови ЭКК состоял из разнородных перифери​ческих и центральных клеток. Для поверхностных клеток характерны боль​шое ядро, плотная цитоплазма, мелкие вакуоли и крупные крахмальные зерна. Центральные клетки с толстой стенкой содержат небольшое ядро, крупную вакуоль и много мелких крахмальных зерен. Одна из перифери​ческих клеток делится поперечно: апикальная клетка дает начало эмбриоиду, а базальная — суспензору.
Четвертый способ образования эмбриоидов, по мнению Хациус, со​стоит в фомировании его из группы клеток внешнего слоя ЭКК. Однако из-за методических трудностей не удалось выявить инициальные клетки эмбриоидов. Оказалось возможным определить только слои клеток (поверхностные), дающие начало эмбриоидам. Не обнаружено тонких различий между клетками, вступающими на путь эбриоидогенеза и не вступающими на него. По предположению Мак-Вильяма, все клетки поверхностных слоев ЭКК потенциально эмбриогенны и поэтому сходны по стро​ению. После того как отдельные поверхностные клетки ЭКК переходят к эмбриоидогенезу, они ингибируют развитие эмбриоидов из соседних кле​ток, даже индуцируют в них изменения — исчезновение крахмала, погло​щение воды, клеточное растяжение. Джонс, изучавший эмбриоидогенез у моркови, полагает, что образование эмбриоидов происходит вследствие различий в скорости деления поверхностных клеток. Однако он не объяс​няет причину индукции делений
Регенерация растений — это краеугольный камень всей методологии культуры тканей. Без регенерации становятся бесполезными все иссле​дования по применению культуры тканей в сельском хозяйстве, т. е. био​технология растений. В настоящее время хорошо разработаны способы регенерации растений in vitro для многих семейств двудольных травянис​тых растений. Сложнее обстоит дело с травянистыми однодольными, осо​бенно злаками, и с взрослыми деревьями, особенно хвойными. В семей​стве злаковых легче индуцировать регенерацию растения из каллусных тканей трав, чем из каллусов зерновых культур.
Зерновые злаки являются важнейшими сельскохозяйственными куль​турами, и жизнь требует разработки биотехнологических методов для их енетического улучшения. Очевидно, у однодольных растений имеет мес-ю более строгий контроль выхода клеток из дифференцированного со​стояния, то есть их превращения в каллусную ткань, и последующего мор​фогенеза. Гормональная регуляция этих процессов у них отличается от других видов растений.
Так, многие виды двудольных растений для инициации каллусообразо-вания требуют одновременного присутствия в питательной среде аукси​нов и цитокининов, тогда как злакам в большинстве случаев для этого необходим только ауксин, добавление цитокининов ингибирует процесс деления клеток. Не все каллусные и суспензионные культуры злаков спо​собны дифференцироваться под влиянием экзогенных фитогормонов.
Кроме того, каллусным клеткам злаков свойственна высокая гетероген​ность, они обладают низким морфогенетическим потенциалом и утрачива​ют способность к морфогенезу и регенерации по мере культивирования. Видимо, в процессе длительного культивирования формируются популя​ции клеток с перестройками ядерных или цитоплазматических генов, кото​рые ставят «запреты» для вторичной дифференцировки и морфогенеза.
Регенерация в культуре тканей злаков идет так же, как и у других по​крытосеменных растений по двум основным путям: органогенез и сомати​ческий эмбриогенез. Образование побегов происходит путем развития имеющихся на экспланте стеблевых меристем или путем организации de novo меристемы побегов в каллусной ткани. Морфологические и гистоло-гические доказательства соматического эмбриогенеза у представителей различных видов семейства злаковых были получены в 1980 г.
Контрольные вопросы

1. Что такое дифференциация и дедифференциация?

2. Что такое компетенция и детерминация?

3. Как регулируется активность генов?
4. Как происходит образование каллуса?

5. Какие виды изменчивости наблюдаются у культивируемых клеток?

6. Чем обусловлена гетерогенность клеток in vitro?

7. Что такое меристематический очаг, эмбриональный клеточный комплекс? Как они возникают?

8. Пути морфогенеза in vitro.
Лекция 4 Использование культуры клеток 

Цель: рассмотреть вопросы использования культуры клеток для решения теоретических вопросов биологии растений

План:

1. Культивируемые клетки и ткани

2. Растения- регенераты

1. Культивируемые клетки и ткани

Культивируемые клетки и ткани широко используются для решения фун​даментальных проблем различных отраслей биологической науки.

Культивируемые клетки и ткани имеют большую ценность как модель для изучения метаболизма и его регуляции, роста и развития растений. При использовании этого метода объектом исследования является клетка, как единица биологической организации и активности. Именно этим мето​дом была экспериментально доказана тотипотентность растительной клет​ки. В культуре тканей нет тканевого разнообразия, и возможно изучение процессов вне контроля со стороны других тканей, органов и целого орга​низма. Достоинством метода культуры тканей является возможность стро​гого контроля за условиями выращивания и более эффективного воздейст​вия различными экзогенными химическими и физическими факторами.

Выращивание, клеток в асептических условиях исключает артефакты, вносимые микроорганизмами. Экспериментальный материал можно по​лучать круглый год. Эти преимущества позволяют использовать культуру клеток как биологическую модель, близкую к естественному состоянию, для решения ряда задач физиологии, биохимии, генетики растений. Для того чтобы клетки, ткани in vitro служили биологической моделью, должны быть созданы такие условия культивирования, которые максимально при​ближаются к нативным. В этом случае состояние клетки будет опреде​ляться генетической информацией, которая была активна in vivo, то есть клетка остается без изменения. Вместе с тем такие клетки и ткани, ли​шенные некоторых механических, физико-химических защитных барьеров и систем, освобожденные от межклеточных взаимодействий, дают пря​мую ответную реакцию на любые воздействия, что позволяет проследить состояние клетки на уровне первичных элементарных процессов.

Наряду с такими моделями для научных исследований представляют большую ценность и искусственно измененные системы, значительно от​личающиеся от клеток и тканей целого организма, в частности мутантные клетки. Мутагенез и клеточная селекция позволяют создавать мутантные клеточные линии по разным признакам, например метаболические, морфогенетические мутанты. Растет число метаболических мутантов, полу​ченных методом культуры тканей.

Культура клеток используется для изучения основного и вторичного метаболизма, его регуляции путем блокирования или усиления работы отдельных ферментов, а также под влиянием различных факторов. Так, например, в Институте физиологии растений им. К.А. Тимирязева приме​няли культуру тканей сахарной свеклы для изучения процессов поступле​ния, использования и отложения в запас сахара.

В культуре тканей легче использовать меченые органические соеди​нения для изучения их метаболизации тканями и клетками.

Важной проблемой физиологии является познание сущности процес​сов роста, клеточной дифференциации и морфогенеза, ее решение воз​можно путем моделирования этих процессов в культуре клеток и тканей с применением методов молекулярной биологии и генетики.

На культивируемых клетках-моделях можно изучать такие процессы, как деление и растяжение клеток, индукция делений и каллусообразова-ние, дифференцировка клеток и морфогенез под влиянием как внешних (температура, продолжительность и интенсивность освещения, гравита​ция), так и внутренних факторов, прежде всего фитогормонов. Так, для изучения вопросов, связанных с действием гормональных факторов, ме​ханизмов гормональной регуляции ростовых и морфофизиологических процессов, широко применяются разнообразные типы модельных систем в культуре in vitro: протопласты, изолированные клетки, ткани, органы и целые растения. Для исследования механизма действия фитогормонов, их метаболизма и функции представляют ценность клеточные культуры, растущие без гормональных добавок в среде — прототрофные по гормо​нам, или гормононезависимые. Такие культуры появляются в результате так называемого привыкания, а также индуцированного мутагенеза и от​бора на селективных средах и при опухолевой трансформации.

Основным методическим подходом к изучению дифференцировки и морфогенеза в культуре in vitro, как и на целом организме, является фи-зиологиче -кий эксперимент. При этом всесторонне изучается действие факторов, зызывающих морфогенетическую реакцию, развертывание во времени событий, приводящих к морфогенетическому изменению, в опыт​ных и контрольных вариантах.

Изучение процессов временной реализации генетической информа​ции в развитии организма возможно с помощью морфогенетических му​тантов, получаемых в культуре тканей под воздействием различных экзо​генных факторов. Морфогенетические мутанты имеют дефекты, блокиру​ющие нормальный процесс морфогенеза на разных этапах его осущест​вления. Так, в каллусной ткани табака наблюдались формы, потерявшие нию. Биохимическое изучение каждого клеточного клона, дефектного по реализации того или иного процесса морфогенеза, является одним из подходов для изучения морфогенеза.

Метод культуры тканей позволяет создать хорошо воспроизводимую биологическую модель для изучения опухолевого роста. Для выявления структурных и метаболических особенностей опухолевой ткани ее срав​нивают с нормальной тканью того же растения.

Для изучения физиологии растительной клетки замечательным объек​том являются протопласты. На культуре протопластов изучают состав и струк​туру клеточной стенки, механизмы ее репарации и роста, действие на нее фитогормонов и других факторов. Кроме того, протопласты используются для исследования состава и структуры плазмалеммы, процессов транспор​та веществ через нее. Протопласты — прекрасная модель для изучения межклеточных взаимодействий в норме и при воздействии гормонами, па-тотоксинами, ингибиторами. Подвергнув протопласты осмотическому шоку, можно получить нативные клеточные органоиды. Надо отметить, что изуче​ние структуры и свойств тонопласта стало возможно только благодаря это​му приему, так как традиционные методы выделения клеточных структур всегда сопровождаются разрушением вакуоли и ее мембраны.

2. Растения-регенераты
Растения-регенеранты — удобная модель для изучения механизмов фо​тосинтеза и его генетической обусловленности. На стадии неорганизо​ванного роста клетки in vitro претерпевают значительные генетические из​менения, которые впоследствии могут проявляться у регенерантов изме​нениями в процессе фотосинтеза, сопряженными с изменениями продук​тивности. Поэтому культура клеток представляет хорошую эксперимен​тальную систему для выяснения связи фотосинтетической деятельности с продуктивностью и урожаем растений, а также генетической обусловлен​ности этой связи.

Культура клеток представляет собой удобную модель для изучения ге​нетики соматических клеток. В этих исследованиях наряду с моделями, близкими по характеристикам к клеткам интактного растения, широко ис​пользуются необычные модельные системы, созданные методами клеточ​ной и генной инженерии. Этими методами получают гибридные клетки с самыми разными сочетаниями между информационными системами не только ядер, но и хлоропластов и митохондрий. Культура клеток и тканей также служит моделью для изучения устойчивости растений к различным неблагоприятным факторам окружающей среды (высокие и низкие тем​пературы, засоление и др.), в том числе к ионизирующим излучениям.

На культивируемых клетках и тканях исследуются различные аспекты фитопатологии, физиологии и биохимии больного растения, его взаимо​действие с патогенами. Этот подход позволяет наблюдать прямую ответ​ную реакцию растительной клетки на воздействие патогенаВ последние годы определилась еще одна область применения куль​тивируемых клеток — космическая биология. До сих пор нет надежных способов выращивания в космосе интактных растений, и опыты с ними проводятся на устройствах, не соответствующих потребностям растений. Достоинством культуры клеток является сравнительная простота культи​вирования объектов, регуляции и контроля за процессами их роста и раз​вития в условиях космического полета. Преимущества культуры in vitro высших растений как объекта космических опытов заключаются в том, что она может предоставить исследователю в «чистом виде» все стадии раз​вития: свободно культивируемые соматические и половые клетки, мно​гоклеточные агрегаты, дифференцировку клеток, эмбриогенез, формиро​вание органов и целых растений.

Дальнейшее изучение биологии культивируемой клетки и совершенствование методов культивирования с целью максимального приближения условий in vitro позволят по-новому и эффектив​но решать многие проблемы биологии растений

Контрольные вопросы

1. Почему культивируемые клетки могут быть использованы для решения теоретических вопросов биологии растений?

2. Какие задачи физиологии растений можно решать, используя культуру клеток?

3.Какие вопросы биохимии можно изучать, используя культуру клеток?
4.Какие вопросы генетики можно решать, используя культуру клеток?

Лекция 5 Клеточные технологии
Цель:  изучить клеточные технологии, используемые для получения веществ растительного происхождения
План
1. Использование культивируемых клеток растений
2. Факторы, влияющие на накопление вторичных метаболитов 
1Использование культивируемых клеток растений

В растениях содержится огромное разнообразие веществ вторично​го происхождения. Несмотря на такое название, они играют важную роль в обмене веществ растений. Многие из них широко используются в ме​дицине и технике, пищевой и парфюмерной промышленности, сельском хозяйстве,

Первыми среди вторичных веществ в культуре ткани привлекли внима​ние исследователей алкалоиды. Анализ каллусных культур барвинка розо​вого, раувольфии змеиной, белены черной, дурмана и др. показал, что они содержат алкалоиды. Благодаря усилиям многих ученых накоплено нема​ло ценной информации^) способности каллусных тканей синтезировать и другие биологически активные вещества. Культивируемые клетки растений сохраняют присущую исходному виду растения способность синтезировать широкий спектр веществ вторичного метаболизма: алкалоиды, терпено-иды, гликозиды, полифенолы, полисахариды, эфирные масла, не​обычные пептиды и специализированные белки, натуральные кра​сители, стероиды, пряности, инсектициды, воски, витамины.

Промышленное выращивание клеток и тканей — продуцентов экономи​чески важных веществ — новое направление биотехнологии. Если тради​ционные биотехнологии для получения ценных биологически активных ве​ществ использовали целые организмы: микроорганизмы, растения, живот​ных, то современная биотехнология нацелена на клеточные технологии, ос​нованные на культивировании свободных и иммобилизованных клеток. На показаны три аспекта применения культуры клеток растений в би​осинтетической промышленности
Культура клеток, для того чтобы стать объектом промышленного выра​щивания, должна выдержать конкуренцию с дикорастущими и культурны​ми лекарственными, техническими растениями, а также с микробиологи​ческим производством и химическим синтезом. По сравнению с традици​онным растительным сырьем клеточные культуры обладают следующими преимуществами: 1) независимость от влияния различных факторов ок​ружающей среды (климат, сезон, погода, почвенные условия, вредители); 2) более высокий выход и качество продукта благодаря оптимизации и стандартизации условий выращивания; 3) экономия посевных площадей.

Учитывая, что только растения являются источником многих экономи​чески важных веществ, а запасы растительного сырья в природе истоща​ются, нетрудно представить место клеточных технологий в будущем. Пере​ход от научных разработок к промышленному получению продуктов с ис​пользованием клеточных культур только начинается. Ограничением в созда​нии высокорентабельных технологий является недостаточность фундамен​тальных знаний о генетической, биохимической, физиологической регуля​ции вторичного метаболизма в растительной клетке.

Возможные функции вторичных веществ в интактном растении до кон​ца не изучены, но для большинства из них основной функцией является за​щита растений от различных стрессовых факторов, то есть они играют ре-гуляторную роль, обеспечивая жизнедеятельность организма.

Клетки in vitro — это новая, экспериментально созданная биологическая система, особенности которой, в том числе и функции вторичных соеди​нений, еще мало изучены. Показано., что иногда у культивируемых клеток в специализированном обмене проявляются особенности, характерные для филогенетически ранних групп растений или ювенильной стадии развития растения. Недостаток фундаментальных знаний очень тормозит развитие технологии культивируемых клеток.

Популяция клеток in vitro проходит определенный онтогенез: размноже​ние (деление) — растяжение — дифференцировка — старение — смерть клеток. Соотношение клеток, находящихся на разных стадиях развития, меняется в зависимости от того, какой процесс преобладает. При измене​нии условий культивирования равновесие смещается в ту или иную сторону. Дифференцировка каллусной клетки, вышедшей из цикла деления, заклю​чается в ее специализации на синтезе видоспецифичных вторичных соеди​нений.

Данные о контроле биосинтеза вторичных метаболитов клеточной диф​ференциацией неоднозначны. Если в ряде случаев синтез вторичных ве​ществ начинается с появлением в культуре морфогенных структур, то в других опытах высокий выход искомых веществ наблюдался в.недифферен​цированной каллусной ткани.

2. Факторы, влияющие на накопление вторичных метаболитов 
Генотип донорного растения

Генотип родительского растения, то есть донора экспланта для введения в культуру, существенно влияет на биосинтетический потенциал культивируемых клеток. М. Ценк с сотрудниками для получения культуры барвинка розового (Catharantus roseus) собрал 184 образца семян из различных мест произрастания. Из проростков этих семян были отобраны несколько наиболее богатых гипотензивными индольными алкалоидами серпентином и ай-малицином (более 0,7% на сухую массу), из которых были получены каллус​ные культуры, содержавшие искомых алкалоидов в 4—5 раз больше, чем каллусы, полученные из низкопродуктивных растений.

Однако У. Реллер не обнаружил подобной зависимости в образовании серпентина каллусными культурами, полученными из разных растений барвинка розового.

Японские исследователи также не наблюдали корреляции между содержанием алкалоида берберина в интактных растениях и каллусных культу​рах василистника (Thalictrum minus).

Возможно, эти противоречивые результаты объясняются тем, что оценка исходного генотипа определялась только по фенотипу.

З.Б. Шамина с сотрудниками использовали для получения клеточных культур изогенную линию мака снотворного (Papaver somniferum). Апикальные меристемы, изолированные одновременно из разных, но одновозраст пых растений, культивировались на одинаковых средах. Полученные кал​лусы существенно различались как по ростовым характеристикам, так и по синтезу алкалоидов.

А. Киннесли и Д. Дугэлл исследовали синтез никотина в каллусных кульурах, полученных от двух различных пар растений табака {Nicotiana taсит), которые отличались по содержанию никотина и были изогенны по всем другим локусам. Высокий выход никотина дали культуры, инициированные из высокопродуктивных растений. Хотя приведенные данные и противоречивы, но большинство исследователей традиционно учитывают ге​нетическую характеристику ткани.

Однако это вовсе не значит, что в качестве экспланта используется толь​ко ткань, богатая искомым веществом, поскольку высокая концентрация вещества может отражать накопление его в ткани путем направленного транс​порта, а не как продукт синтеза по месту локализации. Поэтому выбор органа растения для введения его в культуру имеет немаловажное значе​ние. Так, например, содержание стероида диосгенина в культуре клеток диоскореи (Dioscorea floribunda), полученной из клубня, было на порядок ныше, чем в культуре клеток из побега. Но зачастую клетки in vitro тотипотентны в отношении синтеза вторичных соединений, то есть любая клетка при создании соответствующих условий культивирования может продуци​ровать вещества, характерные для исходного растения.

Следует подчеркнуть, что гены, ответственные за регуляцию биосинтеза вторичных метаболитов, присутствуют и в других клетках, обычно их не продуцирующих. В некоторых случаях биосинтетические способности культуры клеток восстанавливались при регенерации растений. Например, культура клеток наперстянки при длительном культивировании утрачивала способность к синтезу гликозидов, а растения, регенерировавшие из этой культуры, восстанавливали их биосинтез. Таким образом, генетическая информация в клетках сохраняется, но для ее реализации требуются специфические условия.

Культивируемые клетки, изолированные из высо​копродуктивных растений и тканей, содержат необходимую генетическую информацию для биосинтеза этих метаболитов.

Гетерогенность культивируемых клеток

У культивируемых in vitro клеток могут происходить значительные изменения вторичного метаболизма по сравнению с интактными растениями. Неорганизованно пролиферирующие каллусные клетки в основном характеризуются низким содержанием искомого-вещества. В то же время у некоторых растений клетки in vitro продуцируют повышенное количество алкалоидов, например у амми зубной (Ammi visnaga) и некоторых видов

дурмана. Не уступает целому растению по содержанию активных веществ и культура клеток женьшеня (Panax ginseng).

У отдельных растений в культуре клеток синтезируются вещества, не обнаруженные in vivo, например, эдулинин и рутакультин у руты душистой (Ruta graveolens) и ароморин устефании (Stephania cepharantha).

У живокости аяксовой (Delphinium ajacis) в составе стеринов у культивируемых клеток было обнаружено больше компонентов, чем у растения-донора. У Andrographis paniculata культивируемые клетки содержали иные сесквитерпены, чем у интактного растения. Спектр стероидных сапонинов и стеринов в клеточной культуре, полученной из корневищ диоскореи дель​товидной (Dioscorea deltoidea), значительно отличался от состава стерои​дов исходной ткани.

Эти факты говорят о том, что вторичный метаболизм в клетках расте​ний находится в тесной зависимости от процессов развития (цитодифференцировки). Изменение вторичного метаболизма в каллусных культурах вызвано, по-видимому, отсутствием дифференциации ткани. Очень часто дифференцированные культуры тканей синтезируют большие количества вторичных веществ, чем недифференцированные. Однако это не являет​ся абсолютным правилом. Появляется все больше данных, что органогенез в культуре не является необходимым условием для биосинтеза вторичных метаболитов in vitro. Например, иногда органогенез сопровождается сни​жением" содержания вторичных веществ. Нарушение автотрофности пита​ния при переходе к гетеротрофному типу обмена также может приводить к неполной реализации генетических возможностей клетки.

У целого ряда растений (Panax ginseng, Dioscorea deltoidea, Rauwolfia serpentina, Catharantus roseus, Solanum laciniatum, Ruta graveolens) каллус​ные ткани в течение многих лет сохраняют способность к видоспецифическим биосинтезам.

Клетки растений in vitro характеризуются генетической гетерогенностью, что тоже может быть причиной изменения вторичного метаболизма. Вместе с тем гетерогенность клеточной популяции может играть положительную роль, позволяя отбирать линии клеток с сильно измененными свойствами, в частности с повышенным синтезом искомого продукта или синтезирую​щие совершенно новые вещества.

Соотношение аммонийного и нитратного азота в питательной среде также имеет значение. Например, увеличение нитратного азота в среде приводи​ло к повышению синтеза диосгенина культурой клеток диоскореи.

В культуре клеток табака усиливается синтез никотина с уменьшением в среде сахарозы, нитрата и фосфора. Бесфосфатная среда способство​вала образованию алкалоидов и других Вторичных метаболитов в каллус​ной культуре гармалы. Недостаток фосфора стимулирует синтез вторичных соединений и у некоторых других культур, Но имеются данные и противоположного свойства. Безнитратная среда способствовала увеличению синтеза капсаицина каллусной культурой перца кустарникового. Среди трофических факторов положительное значение для биосинтеза вторичных ве​ществ имеют некоторые предшественники самих искомых соединений. Можно предполагать, что при продолжительном культивировании тканей в ограниченном объеме питательной среды, когда снижается способность клеток синтезировать органические вещества, добавление в среду предшественников вторичных соединений должно сказаться на их биосинтезе клетками. В качестве предшественников служат аминокислоты (глутамат, фенилаланин, лейцин, орнитин и др.) и органические кислоты (ацетат, сукцинат, шикимовая и др.). Однако не всегда каллусные ткани использу​ют их. Возможно, имеет значение время внесения предшественника в питательную среду.

Оптимизация питательной среды является ключевым моментом в повышении выхода продукта. Результатом подобных исследо​ваний являются так называемые продукционные среды, на которых культи​вируемые клетки при незначительном или полном отсутствии деления кле​ток синтезируют значительные количества вторичных метаболитов.

Физическими факторами, влияющими на накопление вторичных метаболитов клетками, являются свет, температура, аэрация и режим перемешивания в случае суспензии, газовый состав в колбах. Стимулирующее дей​ствие света на образование вторичных соединений в культуре клеток по​казано на примере каротиноидов, эфирных масел, коричных масел, флаваноидов, пластохинонов, антоцианов, катехинов, алкалоидов, витаминов. Свет активировал ферменты фенольного метаболизма, не влияя при этом на ферменты углеводного и липидного обмена.

Имеет значение качество света. Так, например, очень эффективным для накопления вторичных веществ культурой клеток петрушки было непрерывное их освещение люминесцентным светом типа «холодный белый». Синтез флавоновых гликозидов клетками петрушки был особенно чувствителен к ультрафиолетовому свету с длинами волн ниже 320 нм и последующему облучению светом в области «красный — длинноволновый красный». Повидимому, в этой культуре более активна низкоэнергетическая фитохромная система. Синий свет увеличивал образование антоцианов в культуре клеток гаплопаппуса. В некоторых случаях свет оказывал ингибирующее действие, подавляя синтез алкалоидов у дурмана и скополии, снижая содержание никотина в каллусах табака, алкалоидов — в культурах клеток хинного дере​ва. Имеются сведения о влия​нии освещения на соотношение разных классов вторичных соединений, а также данные об отсутствии светового и темнового воздействия на накоп​ление вторичных метаболитов.

Данных о влиянии температуры на рост и биосинтезы клеточных куль​тур очень мало. Однако тот факт, что температура оказывает действие на вторичный метаболизм растений, говорит о необходимости ис​следований в этом направлении. Тем более что температурные оптимумы для роста культуры клеток и биосинтезов не всегда совпадают. Так, напри​мер, наилучший рост каллусов гармалы наблюдался при 30°С, а максимум образования алкалоидов достигался при 25°С.

Накопление клетками вторичных продуктов метаболизма является результатом динамического равновесия между биосинтетическим, биотрансформационным и биодеградационным процессами. Влияние внешних и внутренних факторов на каждый из этих процессов сложно и из-за отсут​ствия фундаментальных знаний не поддается контролю. Поэтому следует признать оправданным тот эмпирический подход при изучении влияния факторов культивирования на накопление вторичных веществ, который рас​пространен в настоящее время.

Иммобилизованные клетки

Каллусные культуры при поверхностном культивировании накапливают вторичных метаболитов больше, чем клетки, растущие в жидкой среде. Показано, что у многих видов растений компактные, медленно растущие каллусные ткани на агаризованной среде накапливают алкалоидов больше, чем рыхлые и быстро растущие культуры, т. е. для нормального метаболиз​ма необходима какая-то пространственная организация клеток. Положение клетки внутри организма является одним из факторов, определяющим степень и тип ее дифференциации. Клетки, растущие изолированно друг от друга и в виде агрегатов, имеют совершенно различные условия окруже​ния и, как следствие этого, различные пути метаболизма. Можно предполо​жить, что чем ближе клетка или группа клеток по уровню организации к целому растению, тем более вероятно, что в них будут реализовываться метаболические пути, характерные для целого организма. Имеющиеся в литературе данные о положительной корреляции между накоплением вторичных метаболитов и степенью дифференцировки в культурах клеток подтверждают это. В связи с этим в последнее время усилился интерес к иммобилизованным клеткам.

Иммобилизация (создание неподвижности) клеток обеспечивает ус​ловия, приводящие к дифференциации, и способствует увеличению выхода вторичных веществ. Метод иммобилизации позволяет клеткам расти в тес​ном физическом контакте друг с другом. Когда клетки контактируют меж​ду собой, в их массе, как в интактном организме, устанавливаются определенные химические и физические градиенты, регулирующие метаболизм и процессы дифференциации. Это градиенты регуляторов роста, питатель​ных веществ, кислорода, углекислоты.

Клетки могут быть иммобилизованы 4 способами: 1) иммобилизация в инертном субстрате, т. е. обволакивание клеток одной из различных цемен​тирующих сред (альгинат, агар, полиакриламид, коллаген или комбинация гелей); 2) адсорбция клеток на инертный субстрат; 3) адсорбция клеток на инертный субстрат с помощью биологических макромолекул (лектины); 4) ковалентное связывание клеток с каким-либо инертным субстратом типа карбоксиметилцеллюлозы
Иммобилизованные клетки необходимо снабжать в большом количестве предшественниками, но в низких концентрациях. Эти предшественники должны быть как можно ближе к искомому продукту в цепи биосинтезов. Поскольку клетки в иммобилизованном виде культивируются длительное время, то для этого используются клетки, которые сами, естественным путем, секретируют необходимые метаболиты в питательную среду или могут быть индуцирова​ны к такой секреции какими-либо приемами, например воздействием низких температур и растворителей. Клетки, которые накапливают искомый продукт внутри, например в вакуолях или пластидах, непригодны для иммобилизации. Извлечение продукта из омывающего клетки раствора — тоже нелегкая про​блема с точки зрения экономичности производства.

Если иммобилизованные клетки предназначаются для промышленного использования, важную роль играет выбор типа биореактора, в котором они будут культивироваться. По-видимому, более удобной будет колоночная культура, поскольку при этом экономится пространство и облегчается контроль за током питательных веществ через клетки, в случае надобности улучшается освещенность культуры. Клетки некоторых видов растений, как было отмечено выше, для обеспечения уровня метаболизма, близкого к происходящему в клетках интактного растения, требуют света.

Иммобилизованные клетки могут быть использованы не только для син​теза, но и для биотрансформации различных соединений. Их преимущес​тво состоит в том, что благодаря увеличению срока функционирования кле​ток в иммобилизованном состоянии удешевляется процесс биокатализа. А. Альферманн с сотрудниками провели следующий опыт. Они культивиро​вали клетки наперстянки шерстистой (Digitalis lanata), окутанные альгинатным гелем (50 шариков диаметром 4—5 мм), в 100-миллилитровых колбах Эрленмейера в 25 мл среды. Среду с субстратом меняли каждые три Дня. В качестве субстрата добавлялся р-метилдигитоксин, который трансформировался клетками в р-метилдигоксин. В таких условиях культивирования клетки осуществляли биотрансформацию субстрата в продукт с постоян​ной скоростью в течение 170 суток. Сердечный гликозид дигоксин обладает большим терапевтическим эффектом по сравнению с дигитоксином, которого в растениях содержится значительно больше. Дигоксин отличается от дигитоксина лишь по дополнительной гидроксильной группе на двенадца​том атоме углерода. Недифференцированные культуры клеток наперстянки шерстистой не образуют сердечных гликозидов, но могут осуществлять определенные реакции биотрансформации субстратов, добавленных в пита​тельную среду.

В настоящее время в разных странах около ста видов растений исполь​зуется в биосинтетической промышленности для получения экономически важных веществ, среди них —женьшень, раувольфия змеиная, наперстянка шерстистая и пурпурная, диоскорея дельтовидная, воробейник, беладонна, паслен дольчатый, дурман обыкновенный, ландыш майский, клещеви​на, агава, амми зубная, мак снотворный.
Контрольные вопросы

1. Назовите основные классы соединений, относящихся к экономически важным метаболитам культивируемых клеток.
2. Какими преимуществами обладают культивируемые клетки по сравне​нию с растительным сырьем?

3. Какие факторы влияют на накопление вторичных метаболитов в культи​вируемых клетках?
4. Какие особенности растительных клеток затрудняют биотехнологическое производство?

5. Что такое иммобилизованные клетки и как их получают?

6. Каковы преимущества иммобилизованных клеток по сравнению с суспен​зионной культурой?

7. Назовите этапы разработки клеточных технологий

Лекция 6 Клональное микроразмножение растений

Цель: изучить клональное микроразмножение растений и его преимущества

План:

1. Клональное размножение

2. Методы клонального микроразмножения
1. Клональное размножение

Живые клетки самых различных специализированных тканей, помещенные на питательную среду в стерильных условиях, могут реализовать свою тотипотентность и дать начало целому растению. Способность отдельных клеток восстановить целый организм, обладающий всеми признаками ис​ходного растения, успешно используется для клонального размножения.

Клон(от греч. clon — отпрыск, ветвь) — растение, полученное путем бесполого, т. е. вегетативного размножения. Клоны идентичны материнскому растению и между собой. Клональное микроразмножение — это мас​совое бесполое размножение в культуре тканей и клеток, при ко​тором возникшие растения генетически идентичны исходному экземпляру.

Клональное микроразмножение имеет ряд преимуществ по сравнению с обычными методами вегетативного размножения:

1. Высокий коэффициент размножения. Так, из одного растения герберы, земляники, хризантемы, розы при размножении их посредством куль​туры тканей можно получить в год свыше 1 млн. растений. Из одной почки яблони за 8 месяцев культуры можно получить до 60 тыс. побегов. При культивировании меристемы куста малины in vitro удается получить до 50 тыс. растений в год. Культура меристемы персикового миндаля, который служит подвоем для прививок и с большим трудом размножается при использовании традиционных методов, позволяет получить 1 млн растений в год. Таким образом, коэффициент микроразмножения в несколько тысяч раз больше, чем при использовании обычных методов вегетативного размножения.
2. Одновременно с микроразмножением происходит оздоровление растения от вирусов и патогенных микроорганизмов.

3. Ускорение селекционного процесса. Сроки получения товарной продукции новых сортов сокращаются до 2—3 лет вместо 10—12.

4. Методом культуры тканей возможно размножение растений, которые с трудом или совсем не размножаются вегетативно, например пальмы. Так, методом клонального микроразмножения в промышленных масштабах раз​множается масличная пальма.

5. Экономичность. При микроразмножении экономятся площади теплиц.

6. Получение молодых растений (омоложение старых особей).

Можно поддерживать рост круглый год, что важно для растений, име​ющих в цикле развития периоды покоя
2. Методы клонального микроразмножения
Существуют различные методы клонального микроразмножения, кото​рые разные авторы классифицируют в зависимости от характера морфогенетических процессов, реализуемых эксплантами в культуре тканей. Н.В. Катаева и Р.Г. Бутенко предлагают принципиально новую классифи​кацию методов, которая отличается от других тем, что в ее основу положены различия между растениями, образовавшимися в культуре из предсуществовавших и вновь возникших инициалей.
Первый тип растений получается в результате активации существовав​ших в интактном растении меристем (апекс стебля, пазушные и спящие почки стебля). Эти растения, возникшие из меристем, генетически пол​ностью идентичны родительским формам, так как апексы в условиях куль​туры в большинстве случаев генетически стабильны.

Второй тип растений получается в результате индукции возникновения почек или эмбриоидов. Эти растения, полученные из специализированных и каллусных клеток, характеризующихся генетической изменчивостью в культуре, могут несколько отличаться от родительских. Таким образом, этот метод можно применять только к тем растениям, у которых каллус отлича​ется генетической стабильностью или вариабельность между растениями-регенерантами не превышает уровня естественной изменчивости.

Почки или эмбриоиды могут возникать: 1) непосредственно из специ​ализированных тканей экспланта (тканей репродуктивных органов, эпидер​миса, субэпидермальных тканей, мезофилла листа и т. д.); 2) из первичного каллуса, образованного клетками экспланта; 3) из пересадочной каллусной ткани или клеток, растущих в суспензионной культуре.

Индукция развития пазушных меристем

Активация роста пазушных почек и использование пазушных побегов — наиболее распространенный способ микроразмножения растения. На це​лом растении рост пазушных почек тормозится (апикальное доминирова​ние). Рост пазушных меристем стимулируется удалением верхушки стеб​ля либо обработкой цитокининами.

Введение в питательную среду цитокининов пробуждает боковые поч​ки и индуцирует развитие многочисленных пазушных побегов. Образует​ся быстро растущий пучок побегов, который можно разделить на более мел​кие пучки с общей корневой системой или на отдельные побеги, способ​ные образовывать при выращивании на свежей среде такие же пучки по​бегов.

Однако не у всех появившихся побегов одновременно образуются кор​ни, так как цитокинины почти всегда ингибируют их образование. При пе​реносе на среду, не содержащую цитокинин, образование корней проис​ходит спонтанно, особенно у однодольных. Для индукции пазушных почек очень важно правильно подобрать концентрацию фитогормонов в среде. Большие количества цитокининов быстрее способствуют развитию пазуш​ных побегов, но в то же время могут изменять морфологию растения, при​водя к появлению уродливых форм. В результате токсического действия вы​соких концентраций цитокининов экспланты даже погибают.

Избыточное количество ауксина в среде может индуцировать развитие каллуса. Каллус подавляет рост меристематической ткани или способствует развитию добавочных стеблевых апексов, генетически отличающихся от исходного растения. В таких случаях исключают ауксин из среды или сводят его содержание к минимуму.

Таким образом, культивируя ткани стебля с пазушными почками на питательной среде, можно получить нормальный побег, который, будучи перене​сен на среду для укоренения, даст целое растение. Для ускорения размно​жения первый побег после формирования 5—7 листьев можно расчеренко​вать так, чтобы каждый черенок был высотой 1—1,5 см и имел один лист, и рассадить в пробирки с аналогичной питательной средой. Метод микроче​ренкования разработан для винограда, картофеля и других культур. Показа​но, что большое число циклов размножения без укоренения нежелательно, следует чередовать два-три цикла размножения с циклом укоренения.

Методом индукции пазушных почек в культуре ткани размножают плодово-ягодные и декоративные культуры, капусту, картофель и многие дру​гие. Микроразмножение путем индукции проли​ферации меристем гарантирует максимальную генетическую однородность растений-регенерантов. Организованные меристемы генетически наибо​лее стабильны, и побеги, развивающиеся из них, обладают значительной генетической устойчивостью. 

Образование придаточных побегов непосредственно из культивируемых эксплантов

У многих растений наблюдается возникновение побегов непосредствен​но из специализированных тканей зкспланта. Отдельные клетки изолиро​ванных из растений тканей могут дедифференцироваться из-за нарушения корреляционных взаимоотношений и образовывать меристематические очаги, в которых затем закладываются стеблевые почки Укоренение таких адвентивных побегов ведет к образованию целых растений.

Этот метод регенерации растений особенно пригоден для травянистых растений при использовании листьев, луковиц, клубнелуковиц, стеблей, корневищ и клубней. Эксплант помещают на питательную среду, содержащую небольшие количества ауксинов и цитокининов. Образующийся пучок побега  расщепляют и высаживают в отдельные сосуды для получения та​кого же пучка побегов.

Многие виды луковичных растений в природе размножаются очень медленно. Метод культуры тканей позволяет значительно увеличить коэффициент их размножения путем индуцирования придаточных побегов из раз личных тканей луковицы. Используя очень маленькие экспланты, из одной луковицы можно получить множество однородных растений-регенерантов. Таким способом в культуре тканей размножают целый ряд растений: фи​алку, фрезию, амариллис, лилию, петунию, цикорий, каланхое, цикламен и др. Развитие адвентивных побегов может осуществляться также за счет боковых и интеркалярных меристем. Благодаря меристематическому про​исхождению эти растения генетически идентичны родительским формам.

Кроме того, в тканях экспланта в возникших при культивировании меристематических очагах процесс дифференциации может пойти по пути формирования эмбриоидов. Правда, это явление наблюдается редко.

При этом метод должен обеспечивать генетическую стабильность в рамках нор​мальной мутабельности растений.

Регенерация растений из каллуса

Другим распространенным методом микроразмножения является индук​ция органогенеза или соматического эмбриогенеза в недифференцирован​ной каллусной ткани или суспензионной культуре клеток. Переход к морфогенезу контролируется соотношением фитогормонов в питательной

среде. Модельную систему регенерации растений через органогенез представляет табак.

Варьируя концентрации регуляторов роста в питательной среде, можно вырастить побеги из каллуса или непосредственно из экспланта. Таким путем, например, удалось получить растения от скрещивания несовмести. мых видов табака Nicotiana tabacum и N. occidentalis. Обычно из семян, полученных от такого скрещивания, развивались нежизнеспособные проростки. Из проросших семян была получена каллусная ткань, в которой затем было индуцировано образование стеблевых почек и корней. Так были выращены и размножены ценные гибридные растения табака.

На морфогенетический потенциал каллусной ткани оказывают влияние и другие факторы: возраст и физиологическое состояние растения, из кото​рого изолирован эксплант, происхождение экспланта, возраст каллусной ткани и условия ее культивирования.

Идеальный для микроразмножения каллус должен содержать генетически стабильные диплоидные меристемоподобные клетки, аналогичные клеткам

стеблевого апекса, и обладать способностью постоянно размножаться. Кроме того, он должен иметь хорошо выраженную способность к образова​нию большого числа регенерантов. Так, например, каллусы табака и фрезии продолжали образовывать растения-регенеранты на протяжении 10 лет.

При благоприятных условиях каллус начинает активно делиться, формирует меристематические очаги и дает начало либо почке, либо эмбриоиду. Укорененный побег, развившийся из почки, может быть подвергнут микро​черенкованию, что значительно повышает коэффициент размножения. Уко​ренение побегов — обязательное условие регенерации целого растения.

Зародышеподобные структуры — эмбриоиды. в отличие от почки, одновременно развивают апексы стебля и корня. Превращение каллусных кле​ток в эмбриональные с дальнейшим формированием из них эмбриоидов — процесс, регулируемый фитогормонами. Если для превращения неспециализированных клеток каллуса в эмбриогенные требуются ауксины, то для образования из последних эмбриоидов фитогормоны не требуются, по​этому концентрацию ауксина снижают или даже вовсе его исключают из среды. Однако это правило также не является абсолютным — есть виды растений, у которых индукция соматического эмбриогенеза осуществляется цитокининами и гиббереллинами.

Генетическая стабильность растений-регенерантов, полученных из каллусов путем образования эмбриоидов и органогенеза, вызывает сомнения. По мере культивирования каллусов в них возрастает число полиплоидных, анеуплоидных и других генетически аберрантных клеток и, следовательно, вероятность образования из каллуса растений, отличающихся от исходной родительской формы. Поэтому при микроразмножении растений период неорганизованного роста каллуса должен быть как можно короче. Лучше использовать первичный каллус. Кроме того, при длительном культивировании каллусные ткани постепенно утрачивают способность к морфогенезу. Особенно быстро теряет способность к органогенезу каллусная ткань злаковых растений, тогда как у каллуса табака она сохраняется годами.

В настоящее время для микроразмножения растений в производствен​ных масштабах регенерация растений из соматических зародышей исполь​зуется мало, ограничиваясь представителями семейства орхидных и руто​вых, в частности цитрусовых, а также гвинейской, или масличной, пальмы.

Хорошие результаты по размножению пшенно-ржаных и ячменно-пшеничных гибридов были достигнуты также через каллусогенез. В последние годы значительно расширились работы по привлечению в межвидовую и межродовую гибридизацию разных видов ячменя. Получен ряд интересных гибридных форм ячменя, которые рассматриваются как исходный материал для селекции. Однако трудность работы с гибридами ячменя связана с тем, что завязываемость семян очень низка и в результате выращенные из этих семян гибридные растения единичны, стерильны и не всегда клонируются обычным способом. Тогда как каллусная ткань, возникающая в культуре молодых колосьев, отличается высокой тотипотентностью и при периоди​ческом пассировании сохраняет способность к регенерации до года.

Регенеранты, достигшие колошения, содержали число хромосом, характерное для родительских гибридов, т. е. были идентичны им. Таким обра​зом, культура каллусной ткани, полученная из меристематических тканей соцветий, может быть использована для клонального размножения гибри​дов злаков. В последние годы появились морфологические и гистологичес​кие доказательства соматического эмбриогенеза у представителей различ​ных видов семейства злаковых. При культивировании незрелых зародышей, сегментов молодых соцветий и базальной части листьев на среде Мурасиге и Скуга возникают эмбриогенные каллусные ткани. Эти эмбриогенные куль​туры поддерживаются длительный период и представляют практически не​ограниченный источник эмбриоидов для клонального размножения. Для злаков этот способ регенерации является очень подходящим. Из эмбриоидов можно быстро получать большое количест​во растений, которые имеют одноклеточное происхождение, потому что об​разуются путем деления единичных эмбриогенных клеток
Существует еще один аспект использования эмбриоидов для размножения растений. Это так называемые искусственные семена. Искусственными семенами называют эмбриоиды одинаковой стадии развития, заключен​ные в полимерную оболочку. Однако на практике синхронизировать разви​то эмбриоидов сложно. Для получения однородных по размеру и плотнос​ти эмбриоидов можно фильтровать их через сита с определенными пора​ми или разделять в градиенте плотности сахарозы.

Сейчас разработаны лабораторные методы массового получения эмбриоидов одинаковой, строго определенной стадии развития у моркови, люцерны, пшеницы, риса, сельдерея. Но для того, чтобы они служили семенами, их надо заключить в оболочку, способную защитить от всех неблагоприятных воздействий и сохранить жизнеспособность длительное время. Кроме того, эта оболочка должна удерживать воду и обеспечивать поддер​жание стерильности внутри капсулы в начале прорастания эмбриоида. Це​лесообразно в капсулу заключить также питательные вещества для началь​ного развития соматического эмбриоида. например углеводы и минераль​ные соли. Пока подобные «семена» получают в лабораторных условиях в небольших количествах и применяют их для научно-исследовательской и селекционной работы. Биотехнология должна обеспечить массовое их производство.

В лаборатории клеточной инженерии Института физиологии, генетики и биоинженерии растений HAH РК Е.С. Сванбаев с сотрудниками разрабо​тал технологию получения искусственных семян люцерны. Из черешков тройчатых листьев асептических проростков люцерны сорта Рамблер на агаризованной среде Гамборга был получен каллус. Далее каллусы переносили в жидкую среду Гамборга для получения суспензии и индукции соматического эмбриогенеза. Через неделю суспензию просеи​вали через сетки с различным диаметром ячеек с целью отбора эмбрио​идов одинакового размера, то есть одной стадии развития. Просеянную массу высаживали на безгормональную среду для созревания эмбриоидов. С этой же целью эмбриоиды затем подвергались воздействию абсцизовой кислоты. Эмбриоиды на стадии развития семядольных листьев высушивали в эксикаторе при комнатной температуре и после этого обрабатывали полимером для инкапсулирования. 

Каллусная ткань, в отличие от меристематической, предрасположена к мутагенезу, и в тканях растений, возникших из нее, часто происходят генетические изменения. Мутантные побеги in vitro могут остаться неузнан​ными, и изменения таких признаков, как форма листьев, окраска цветков, качество плодов, могут быть выявлены только после того, как пробирочные растеньица будут пересажены в грунт. Так,растения аспарагуса, размноженные путем индукции развития пазушных меристем, не имели генетичес​ких нарушений, тогда как растения, регенерированные из каллуса, содер​жали до 70% полиплоидов. Подобные примеры имеются и для гвоздики. В гом случае когда все-таки приходится размножать растения через каллус, следует использовать первичный каллус, полученный из эксплантов самых молодых, менее дифференцированных тканей из различных органов.

Таким образом, наиболее надежным для получения генетически однородных проростков считается размножение пазушными побегами. Кончики побегов, апексы обычно развиваются в одиночные побеги со строгим апикальным доминированием. Однако методы культивирования побегов из пазушных меристем очень медленные и трудоемкие, требуют постоянно​го отделения побегов и их укоренения. Эмбриоидогенез из каллуса обла​дает большими потенциальными возможностями быстрого вегетативного размножения. Опыт работ с цитрусовыми показывает, что генетическая стабильность материала может сохраняться. В то же время работа с эмбриоидами более удобна, чем с культивируемыми побегами, поэтому идея «искусственных семян» вполне перспективна

Контрольные вопросы
1. Что такое клональное микроразмножение растений?
2. Каковы преимущества клонального микроразмножения?

3. Какие морфогенетические процессы приводят к регенерации расте​ний?
4. Почему индукция развития пазушных меристем считается более подхо​дящей для клонального размножения?
5. Что такое «искусственные семена»?
6. Из каких этапов складывается работа по клональному микроразмноже​нию растений?
7. Какие факторы влияют на клональное микроразмножение растений?
8. В каких случаях целесообразно применение этого метода?

9. Каковы достижения и перспективы этого метода?

Лекция  7 Оздоровление растений

Цель: изучить основной путь борьбы с вирусными болезнями

План:

1. Культура апикальной системы

2. Диагностика заражения растений

3. Получение безвирусного посадочного материала картофеля

1. Культура апикальной системы

Многие полезные растения настолько инфицированы вирусными, бактериальными и грибными болезнями, что это приводит ежегодно к резкому снижению урожая и ухудшению качества продукции. Клональное микроразмножение растений, осуществляемое стерильными эксплантами в асеп​тических условиях, приводит к оздоровлению от бактериальных и грибных патогенов, однако от вирусной инфекции поверхностной стерилизацией материала освободиться нельзя.

Бороться с вирусными болезнями привычными химическими методами невозможно, так как жизнедеятельность вирусов тесно связана с метаболизмом клетки растения-хозяина. Фитопатогенные вирусы, которых сейчас описано более 600, не опасны для человека, но, поражая все культурные растения, они наносят большой ущерб сельскому хозяйству. Например, потери урожая от вирусных заболеваний картофеля составляет 25—88%, у винограда — до 60%, у вишни — до 35—96%, у сливы — 5—95%, у яблони — 66% и т. д. Причем продуктивность и качество урожая могут снижаться и без внешних симптомов заболевания, что в конце концов приводит к вы​рождению сорта. Так, ценный сорт картофеля Бель-де-Фонтенэ во Фран​ции практически исчез в результате заражения вирусом и был возрожден из здоровой меристемы, выделенной из зараженного растения и культиви​руемой in vitro.
Основной путь борьбы с вирусными болезнями — получение здорово​го посадочного материала. В последнее время для получения безвирусных растений картофеля и многих других вегетативно размножаемых культур успешно применяется метод культуры апикальных меристем в сочетании с термообработкой, хемотерапией и тестированием на наличие вирусов.

Метод культуры апикальных меристем принципиально отличается от традиционных методов очистки растений от вирусов, потому что при культивировании здоровых растений-регенерантов в стерильных условиях ис ключается опасность повторной инфекции. Основанием для использова​ния апексов с целью получения здоровых растений послужили экспери​менты П. Лимассе и П. Корнуе. Они в 1949 году установили, что концен​трация вирусов табачной мозаики в листьях табака снижалась по мере приближения к верхушке. У половины верхушек побегов, или апикальных меристем, вирус не был обнаружен. Применение метода апикальной ме​ристемы на практике для оздоровления вегетативно размножаемых куль​тур от вирусных болезней началось благодаря работам Г. Мореля и К. Мартина в 1952 году.

При тепловой обработке размножение вирусов в развивающейся верхуш​ке побегов так сильно тормозится, что при дифференциации меристемы возможно появление клеток, свободных от вирусов, Для успеха тепловой обработки необходимо выдерживать донорные растения при высокой температуре (34—40°С) в оптимальном для роста состоянии как можно дольше, чтобы получить прирост, свободный от вирусов. Однако не все растения вы​держивают длительную тепловую обработку, что приводит к отставанию в росте и другим нарушениям у меристемных растений. У полевых и плодоо​вощных культур оздоровление проводится при комплексном применении тер​мообработки, культуры меристемы и отбора на основе вирусных тестов
2. Диагностика заражения растений

При тепловой обработке размножение вирусов в развивающейся верхуш​ке побегов так сильно тормозится, что при дифференциации меристемы возможно появление клеток, свободных от вирусов, Для успеха тепловой обработки необходимо выдерживать донорные растения при высокой температуре (34—40°С) в оптимальном для роста состоянии как можно дольше, чтобы получить прирост, свободный от вирусов. Однако не все растения вы​держивают длительную тепловую обработку, что приводит к отставанию в росте и другим нарушениям у меристемных растений. У полевых и плодоо​вощных культур оздоровление проводится при комплексном применении тер​мообработки, культуры меристемы и отбора на основе вирусных тестов

В сельскохозяйственной практике обычно применяются серологичес​кие 
методы, основанные на реакции антигенов с антителами вне организ​ма. При капельном методе серодиагностики капля неочищенного сока рас​тения смешивается с каплей антисыворотки на предметном стекле. Вирус​ные частицы, адсорбированные на клеточных органоидах, вовлекают их в серологическую реакцию, образуя заметный агглютинат. Однако этот ме​тод обладает слабой чувствительностью и может применяться только для выявления вирусов, накапливающихся в листьях в высокой концентрации. Даже в этом случае метод ограничен тестированием вирусов только в листьях взрослых растений, тогда как эффективная система оздоровления растений предполагает диагностирование именно миниатюрных растений-регенерантов, полученных из апикальной меристемы, так называемых мериклонов. В них вирусы присутствуют в концентрациях, лежащих за пределами чувствительности серологического метода.

Наиболее чувствительным методом тестирования является метод иммуноферментного анализа в различных вариантах. Помимо высокой чув​ствительности и быстроты анализа, преимуществом метода является то, что для индикации требуется минимальное количество растительного матери​ала из любых органов растений. Однако повсеместное применение мето​да у нас ограничивается недостатком иммунодиагностических наборов для обнаружения различных вирусов. В настоящее время разработан неимму​нологический метод диагностики вирусов на основе применения моле​кулярной гибридизации нуклеиновых кислот. Этот метод в будущем, види​мо, заменит иммуноферментный метод диагностики вирусов.

Широкое внедрение системы безвирусного растениеводства в практику предполагает тестирование на зараженность разными вирусами миллио​нов растений различных культур, для этого требуются не только экспресс-методы диагностики, но и автоматические приборы для их проведения.

3. Получение безвирусного посадочного материала картофеля
Технология производства безвирусного картофеля начинается с термообработки клубней. По общепринятой гипотезе размножение вирусов при температуре 34-40°С тормозится вследствие перестройки обмена веществ. Тепловая обработка может длиться от 7 дней до 7 недель в зависимости от типа вируса. Клубни также обрабатываются ингибиторами вирусов и.стимуляторами роста растений. Для вычленения меристем используют этиолированные или светло-зеленые ростки длиной 3—5 см. После поверхностной стерилизации и промывки ростков в стерильном боксе из них вычленяют верхушечные меристемы. Изоляция меристем размером 50—100 мкм практически невозможна, поэтому вместе с ней изолируют первые листовые примордии и тогда ее размеры достигают 500 и более мкм. Из-за этого снижается надежность получения безвирусного экспланта, но зато повышается степень его дифференциации.

Апексы, помещенные на агаризованную питательную среду, развивают​ся и образуют проростки длиной 0,3—0,5 см. Затем их пересаживают на свежую питательную среду для стимуляции корнеобразования и роста стебля. После появления 5—7 листьев эти растеньица расчеренковывают и каж​дый черенок сажают в пробирку с питательной средой того же состава. Один черенок используют для проверки на наличие вирусов. Здоровые растения становятся родоначальниками безвирусных линий. Ускорение размножения здоровых линий достигается методом последовательного микрочеренкования. Растения из черенков развиваются значительно быстрее, чем из меристемы, дают более сильную корневую систему и большее количество листьев. Метод черенкования растений в пробирках позволяет получить до 2—3 тыс. растений за 2—3 месяца.

Далее эти миниатюрные растеньица (суперсуперэлита) либо депонируются, либо пересаживаются в почву теплиц. Надо отметить, что этот этап работы очень важный и требует большого внимания. В благоприятных ус​ловиях для оздоровления сорта в среднем достаточно вычленить 40 мерис​тем и можно in vitro за 7—8 месяцев от них получить 30—40 тыс. клубней. Эффективность оздоровления в большей мере зависит от сортовых особен​ностей, исходной зараженности вирусами, сезонных влияний и т. д. Рас​тения, размноженные в изолированных условиях — в теплице, являются суперэлитой и размножаются затем в суперэлитных маточниках. Получен​ные элитные растения размножаются в производственных питомниках, и полученные от них клубни (семенной материал) передаются в хозяйства для промышленного производства оздоровленного посадочного материала. Нужно учесть, что через 5—6 лет сорт вновь заражается и требуется новый, оздоровленный посадочный материал.

В целях более эффективного использования меристемных растений разработана технология ускоренного размножения картофеля микроклубнями. Растения черенкуют, и черенки высаживают на среду, способству​ющую образованию клубней. Для стимуляции их образования растения под​вергают воздействию низких температур (10—15°С). При этом микроклубни зачастую образуются в пазухах листьев.

Микроклубни лучше хранятся и очень удобны для последующего размножения, тогда как высаживание в грунт пробирочных растений сопровожда​ется потерями.

В последнее время пытаются для оздоровления картофеля использовать каллусную ткань. В процессе пассирования каллуса происходит освобож дение его клеток от вирусов, и в результате спонтанного или индуцированного морфогенеза получаются здоровые растения-регенеранты; и даже доказано, что для некоторых сортов метод каллусных культур более эффек1ивен, чем метод апикальных меристем. Более активный морфогенез на​блюдается в каллусе, полученном из верхних частей растений.

Степень успеха в получении свободного от вирусов материала зависит от следующих предпосылок: 1) возможность термической обработки мате​риала; 2) возможность культуры меристемы; 3) наличие отработанного теста с высокой точностью выявления вирусов: 4) высокий коэффициент размножения здорового растения; 5) организация размножения оздоровленного исходного материала в условиях полной изоляции, чтобы избежать повторного заражения: 6) объем культуры, который позволит обеспечить возможность ежегодного обновления исходного материала. Эти предпо​сылки неодинаково выполнимы у различных культур. В настоящее время этим методом оздоровлены почти все ценные сорта картофеля.

Криоконсервация меристемы (хранение в жидком азоте при температу​ре минус 196°С) позволяет при малых затратах труда, средств и производственной площади содержать большую коллекцию генофонда в свободном от инфекции состоянии с сохранением генетической стабильности исход​ного материала. Повышение продуктивности растениеводства, которого можно добиться, используя здоровый посадочный материал, должно стать основой для создания промышленной биотехнологии по оздоровлению растений.

Получение свободного от фитопатогенной инфекции посадочного материала разработано для целого ряда овощных и кормовых, плодово-ягодных, декоративных и древесных культур. Так, во Франции культура меристемы используется для оздоровления георгинов, гвоздик, орхидей. В Вен​грии в промышленных масштабах получают безвирусную рассаду овощных, плодовых и ягодных культур. Оздоровленный посадочный материал карто​феля используется во Франции, Чехословакии, Болгарии, Италии, Дании, Нидерландах, США, Канаде и в других странах. Урожай картофеля при этом увеличивается на 20—50%.

Контрольные вопросы

1. Почему для борьбы с вирусными болезнями используется культура апи​кальной меристемы?

2. С какой целью применяется термообработка?

3. Какие существуют методы диагностики заражения растения вирусом?

4. Как размножают безвирусный посадочный материал?
Лекция 8 Преодоление in vitro прогамной и постгамной несовиместимости
Цель: изучить проблему не​скрещиваемости в природе.

План:
1.Прогамная несовместимость

2.Постгамная несовместимость

3.Оплодотворение in vitro
4.Культура изолированных зародышей
1.Прогамная несовместимость

Во всем мире: происходит обеднение генофонда важнейших сельскохозяйственных культур. Сейчас на посевных площадях возделывается совсем небольшое количество суперсортов. В этой ситуации возрастает значение метода отдаленной гибридизации. Отдаленная гибридизация занимает особое место как в селекции, так и в генетике. Ни один другой метод не поз​воляет так широко обогащать генофонд культурных растений, как отдален​ная гибридизация. Отдаленная гибридизация, особенно скрещивание представителей культурных и дикорастущих видов, позволяет не только улучшать существующие сорта, расширить ареал их возделывания, но и со​здавать совершенно новые, высокоценные формы, сорта и даже виды рас​тений. Однако при отдаленной гибридизации экспериментатор часто сталкивается с проблемой нескрещиваемости из-за прогамной и постгамной несовместимости.

Прогамная несовместимость означает невозможность осуществле​ния самого процесса оплодотворения между выбранными для скрещива​ния парами по следующим причинам: короткое время жизни пыльцы; неодновременное созревание мужских и женских гамет; различия партнеров по длине столбика пестика и пыльцевой трубки; неспособность пыльцы к прорастанию или приостановка роста пыльцевой трубки, в результате чего она не достигает зародышевого мешка: генетическая несовместимость партнеров, которая может проявляться на уровне рыльца, столбика и семяпочки; невозможность слияния мужской гаметы с яйцеклеткой.

Установлено, что гены несовместимости активно функционируют в пе​риод опыления, прорастания пыльцевых трубок, оплодотворения и разви​тия семян. В ряде гибридных комбинаций, особенно при межвидовой гиб​ридизации ячменя, проявляется генетически обусловленная элиминация хромосом одного из родительских видов в клетках развивающихся гибридных эмбрионов. Это явление широко используется для получения гаплоид​ных растений ячменя при скрещивании сортов Hordeum vulqare с Н. bulbo-sum. Некоторые из перечисленных причин прогамной несовместимости ус​пешно преодолеваются при оплодотворении in vitro.
2.Постгамная несовместимость

Постгамная несовместимость проявляется после оплодотворения и выражается в генетически обусловленной несовместимости гибридного зародыша и окружающих тканей. Может наблюдаться на всех этапах эмбрионального развития. При отдаленных скрещиваниях часто наблюдается за​медление процесса двойного оплодотворения, нерасхождение спермиев, факты одинарного оплодотворения. При отсутствии тройного слияния эндосперм не формируется, в некоторых случаях даже при осуществлении тройного слияния эндосперм образуется медленно. Как известно, эндо​сперм служит источником питательных и регуляторных факторов для развивающегося зародыша. При нарушении образования эндосперма зародыш замедляет темпы развития, особенно это наблюдается при дифферен​циации зародышей. Это приводит к их дегенерации и отмиранию, а также к образованию различных аномалий, в результате чего формируются не​полноценные семена с недоразвитым зародышем. Остановка в росте и развитии гибридного зародыша может быть связана также с непригодностью метаболитов тканей материнского растения для питания зародышей. При прорастании гибридных семян и развитии проростков может происходить элиминация хромосом, что приводит к образованию химерных растений. На более поздних этапах онтогенеза гибридных растений отклонения в раз​витии могут быть вызваны проявлением действия генов гибридного некро​за, хлороза, слабости, карликовости. Изменения в действии генов, регулирующих мейоз, влекут за собой блокирование нормального развития половых клеток, что ограничивает возможность восстановления фертильности у гибридов.

Для преодоления постгамной несовместимости применяется метод культуры зародышей. Среди методов in vitro, используемых в работах по отдаленной гибридизации растений, эмбриокультура — самый распространенный.

3.Оплодотворение in vitro
Благодаря развитию методов культивирования in vitro пыльцы, семяпо​чек и завязи стало возможным преодоление прогамной несовместимости путем совместной культуры пыльцы и неоплодотворенных семяпочек. Опы​ление in vitro используется для преодоления презиготического барьера несовместимости, выражающегося в неспособности пыльцы прорастать на рыльцах, а пыльцевых трубок достигать семяпочек из-за чрезмерной дли​ны столбика, или медленного роста пыльцевых трубок, или разрывов пыль​цевых трубок в столбике. Возможность оплодотворения в условиях культивирования изолированных семяпочек возрастает при удалении рыльца, столбика, стенок завязи. Весь этот процесс от опыления до прорастания гибридных семян должен поддерживаться в культуре in vitro.

Особенно велики заслуги в этой области индийских исследователей. Впервые в 1958 г. С. Махешвари вырастил in vitro до созревания семян опыленную in vivo семяпочку опийного мака. Позже он разработал метод опы​ления in vitro семяпочек мака и табака с плацентой и без плаценты.

Метод опыления рыльца, верхушки завязи или непосредственно изолированной завязи в условиях in vitro приводит к образованию нормальных се​мян. Так были получены жизнеспособные семена гибридов томата, таба​ка, фасоли, дыни, огурцов, земляники. За день до раскрытия цветков бу​тоны перекрестноопыляющихся и самоопыляющихся растений срезают, стерилизуют, вычленяют из них пестик, укорачивают или полностью сре​зают столбик, а завязь помещают на питательную среду. Через 2—3 дня на агар около завязи или на срез столбика высевают простерилизованную пыльцу, которая, прорастая, попадает через микропиле семяпочки в заро​дышевый мешок. Развитие зародыша при оплодотворении в пробирке про​текает нормально.

Можно упростить эту процедуру, культивируя кусочки плаценты с семяпочками, а затем нанося пыльцу на семяпочку. При этом семяпочка и пыль​ца, помещенные на искусственную питательную среду, «освобождаются» от негативного влияния тканей гинецея. Такой способ опыления является единственно возможным для некоторых самонесовместимых видов расте​ний. На петунии было проведено исследование по сравнению двух спосо​бов опыления: пыльцу наносили на поверхность рыльца и непосредствен​но на семяпочку. Показано, что вероятность успешного оплодотворения повышается в первом случае, хотя пыльцевая трубка при этом должна преодолеть большое расстояние от поверхности рыльца до зародышево​го мешка внутри семяпочки.

В свою очередь, преимущество плацентарного оплодотворения состо​ит в том, что зародыш не переходит в состояние покоя и проростки появ​ляются здесь же in vitro, что значительно ускоряет процесс получения гиб​ридного растения. Так были получены межвидовые гибриды табака. Опы​ление in vitro хорошо удается для растений семейств маковых, гвоздичных, пасленовых (табак, петуния), у которых в завязях имеются многочисленные семяпочки.

Оплодотворение in vitro применяется не только для решения практически, а задач генетики и селекции, но и для исследования физиологии пыль​цы и процессов оплодотворения.   

4.Культура изолированных зародышей
В 1925 г. Ф. Лайбах впервые вырастил молодые эмбрионы обычно стерильного гибрида льна многолетнего со льном австралийским до нормаль​ного растения. С тех пор эмбриокультура, спасающая от гибели жизнеспо​собные зародыши межвидовых и межродовых гибридов, постепенно ста​ла незаменимым методом преодоления постгамной несовместимости. Этим методом были получены многие межвидовые (томаты, тыква, хурма, оли​вы) и межродовые гибриды (ячмень с пшеницей, ячмень с рожью, дипло​идные и триплоидные сорта риса и др.).

Как правило, ранняя гибель гибридных зародышей связана не только с нарушениями в клетках самого зародыша, но и с отрицательным влияни​ем на их формирование аномально развивающихся эндоспермов и тканей, окружающих зародышевый мешок, поэтому своевременная изоляция зародышей спасает их. Успешное культивирование недоразвитых изолирован​ных зародышей in vitro зависит от многих факторов, и прежде всего от стадии развития, степени дифференцировки зародышей в момент изоля​ции. Легче культивировать зародыши, дифференцировка которых законче​на, когда условия не благоприятствуют только их росту.

Для зародышей злаков показано, что для успешного проращивания в условиях in vitro они должны иметь развитый щиток, иначе у них ингибируется формирование зачатков побега и корня. У ячменя переход от глобулярной стадии к дифференциации происходит через 5 суток после опыления, щиток формируется к 10 суткам, когда длина зародыша около 0,45 мм. У твердой пшеницы эмбриогенез по сравнению с ячменем несколько замед​лен, а у гибридных зародышей часто наблюдается значительное отстава​ние в развитии, особенно с началом видимой морфологической дифферен​циации, когда в их структуре могут появляться аномалии.

Сроки эксплантации зародышей устанавливают в зависимости от гено​типа исходных растений, который определяет степень развития гибридных зародышей, и условий проведения гибридизации. Критический период для злаков — вторая декада после опыления.

Трудность выращивания изолированных недифференцированных зароды​шей обусловлена невозможностью воспроизведения in vitro гормональной функции эндосперма. Существование тесной функциональной связи между зародышем и эндоспермом, особенно на раннем этапе эмбриогенеза, было обнаружено именно при культивировании зародышей. Молодой и зрелый эндоспермы отличаются по составу своих гормональных комплексов, и если молодой индуцирует дифференцировку зародыша, то зрелый подавляет этот процесс. Поэтому недозрелые зародыши, в отличие от зрелых, очень требовательны к составу питательной среды, и для них необходимо введение в среду веществ, обладающих высокой физиологической активностью, а так же экстрактов из молодых эндоспермов, например кокосового ореха, кукурузы, каштана и др. В отдельных случаях хороший эффект оказывает подса​живание на питательную среду вблизи культивируемого гибридного зароды​ша эндосперма, нуцеллуса и других частей репродуктивной системы роди​тельских растений.

А. Крузе культивировал слабо дифференцированные гибридные заро​дыши злаков, находящиеся в гетеротрофной фазе и метаболически зави​симые от материнского растения, помещая их на «эндоспермы-няньки» яч​меня, которые выращивались на питательной среде сложного состава с добавлением кокосового молока. Эти эндоспермы были старше зародыша на 2—5 дней. В таких условиях, близких к условиям in vivo, гибридные зародыши межродовых комбинаций ячменя с рожью, пшеницей, пыреем, имея очень маленькие размеры — около 0,2 мм, продолжали развитие и прорас​тали.

Для успешного культивирования зародыша важное значение имеют не его размеры, а число содержащихся в нем клеток и уровень эндогенных метаболитов. Однако определение последнего параметра невозможно, тогда как цитоэмбриологическое исследование более удобно. Оно позво​ляет установить время и стадию остановки развития зародыша in vitro. Т.Б. Батыгина и В.Е. Васильева, проведя сравнительное изучение зародыша различных видов пиона в естественных условиях и в культуре, выявили важный этап в ходе эмбриогенеза — автономность развития зародыша, начиная с которой он становится независимым от материнского организ​ма и способен сам пройти дальнейший эмбриогенез и дать нормальный росток. Определение фазы автономности для каждого вида растений важ​но, потому что с этого времени зародыш может развиваться самостоятель​но на простой безгормональной среде. Для зародышей пиона автономность начинается на ранней сердечковидной фазе развития, т. е. фазе начала дифференциации семядолей.

Успешное культивирование недоразвитых изолированных зародышей также зависит от создания такой искусственной среды, которая даст возможность закончить формирование и перейти к прорастанию. Универсаль​ной питательной среды для культивирования зародышей нет, поэтому подбор и оптимизация питательной среды является важной проблемой при работе с эмбриокультурой. Для некоторых видов показано благоприятное действие на эмбриогенез азота в форме органических солей, высоких концентраций калия и других факторов.

Для дифференцировки и роста зародыша требуется различная среда. Дифференцированные in vitro зародыши переносят затем на более про​стую по составу среду. Зачастую зародыши образуют в культуре каллус. Последующая индукция органогенеза в каллусе дает растения-регенеранты. Каллусогенез и его морфогенетический потенциал зависят от многих факторов: генотипа, степени дифференциации зародыша, питательной среды и др.

В экспериментах по культивированию зародышей злаков с целью получения эмбриогенного каллуса показано, что основная роль в его формиро​вании принадлежит щитку. У разных культур отмечен примерно одинаковый критический период в развитии зародышей, пригодных для каллусогене-за. У зернового ячменя оптимальными оказались зародыши от 0,8 до 2,0 мм, что соответствует 10—14 дням их развития после опыления, у кукурузы — от 1,0 до 1,25 мм, у тритикале — от 1,0 до 2,0 мм. При культивировании бо​лее зрелых зародышей часто происходит прорастание первичного побега и подавляется формирование каллуса.

Получение каллуса и растений-регенерантов из него имеет особое значение в тех случаях, когда в силу генетической несовместимости скрещиваемых пар невозможно получить гибридный организм через зародыш. Таким путем были получены М.Ф. Терновским гибридные растения табака при межвидовом скрещивании культурного табака с диким. Таким же спо​собом удалось вырастить нормальные гибриды от скрещивания диплоид​ных и тетраплоидных форм травянистого злака плевела. В результате этого скрещивания получались гибридные семена, но проростки гибли на стадии семядолей из-за отмирания первичного корня и остановки роста.

На кафедре физиологии и биохимии растений Казахского государственного университета успешно проводились работы с культурой зародышей ячменя и пшеницы. Были получены каллусные ткани из зрелых и незрелых зародышей, частей зрелого зародыша. Выделено 10 типов каллусных тка​ней ячменя и 5 типов каллусных тканей пшеницы, различающихся по сво​ему морфологическому и анатомическому строению, а также по своим морфогенетическим потенциям. Установлено, что морфогенетическая способ​ность каллусной ткани зависит от типа исходного экспланта — наибольшей способностью к регенерации растений обладали ткани из незрелых заро​дышей. Причем отмечена более высокая морфогенетическая способность у мягкой пшеницы по сравнению с твердой. Получены семена регенерантов мягкой пшеницы двух сортов: Целинная-21 и Саратовская-42.

Еще одним способом получения растений из зародышей, находящихся на самых ранних стадиях развития, является выращивание in vitro семяпочек и завязей. При этом почти исключается опасность механического поврежде​ния развивающихся в них зародышей при изоляции и появляется возмож​ность культивировать объекты, начиная не только со стадии зиготы, но даже со стадии зрелого зародышевого мешка. Этот метод может решить проблему получения гибридных растений таких комбинаций скрещивания, в результате которых гибридные зародыши некротизируются в первые дни после опыле​ния. Однако у многих растений трудно получить жизнеспособные семена из семяпочек, не имеющих эндосперма. Эмбриогенез в семяпочках in vitro.

протекает нормально, если в момент отделения семяпочки в центральной клетке присутствует какое-то минимальное число ядер эндосперма. Но у некоторых растений (вишня, черешня) функцией эндосперма обладают и другие ткани семяпочки, и зародыш растет и дифференцируется из зиготы даже при отсутствии эндосперма. При изолировании семяпочки с завязью эмбриогенез протекает нормально даже из семяпочки с зиготой, потому что in vitro образуется эндосперм под влиянием морфогенетического фактора, поступающего из плаценты, который играет важную роль в регуляции роста семяпочки. Здесь уместно отметить, что многие ценные факты гормональных и тканевых взаимодействий при эмбриогенезе были установлены бла​годаря культивированию изолированных зародышей разной степени зрелос​ти, семяпочек и завязей. Культура изолированных зародышей, помимо ре​шения целого ряда теоретических вопросов эмбриогенеза, стала одним из существенных направлений практической селекции.

Помимо преодоления нежизнеспособности зародыша, при отдаленной гибридизации эмбриокультура может быть также применена для ускорения селекционного процесса путем прерывания состояния покоя семян, сокращения цикла размножения растений, преодоления самостерильности се​мян, быстрой оценки семян на всхожесть, повышения всхожести семян. При выведении новых сортов растений селекционеры сталкиваются с низкой всхожестью гибридных семян. Например, семена пионов, полученных от скрещивания культурных форм с дикорастущими видами, очень плохо прорастают, они нередко гибнут, не дав всходов.

Культивирование зародышей успешно применяется и для увеличения числа гибридных растений орхидей, имеющих очень низкую всхожесть семян. Культуру зародышей применяют также для выведения семян из состо​яния покоя, например семян магнолии, гвинейской масличной пальмы, ириса, орхидных. У ириса семена прорастают только через 3 года, in vitro растения из гибридных семян были получены в год скрещивания. Кроме того, метод культуры изолированных зародышей используется для изуче​ния механизма покоя семян и путей его регулирования, позволяет иссле​довать всю последовательность процессов превращения зародыша в про​росток.

Эмбриокультура может быть использована для ускорения прохождения жизненного цикла растения, а это, в свою очередь, сокращает время селекционной работы. Так, было показано, что если 16—20-дневные изолированные зародыши озимой пшеницы подвергнуть яровизации in vitro, то время генерации пшеницы сокращается на 40 дней.

Контрольные вопросы

1. В чем причина прогамной несовместимости и как она преодолевается?

2. Почему погибает гибридный зародыш?
3. Как преодолевается постгамная несовместимость?
4. От каких факторов зависит успешное культивирование изолированных зародышей?
5. В каких целях используется эмбриокультура

Лекция 9 :Культура эндосперма

Цель: изучить значение триплоидных растений
План:

1.Культура эндосперма

1.Культура эндосперма

Первые попытки выращивания ткани эндосперма in vitro были предприняты в 30-е годы. Первым получил постоянно растущую культуру ткани не​зрелого эндосперма кукурузы Ла Ру в 1949 г., но только один разному уда​лось добиться регенерации растения.

Регенерация растений в культуре эндосперма преследует целью полу​чение триплоидных растений, поскольку клетки эндосперма содержат три набора хромосом. Триплоидные растения имеют важное значение для се​лекционных работ, однако традиционные методы получения их скрещива​нием тетраплоидных и диплоидных растений имеют недостатки. Это очень трудоемкий процесс, который к тому же может завершиться гибелью зародыша.

Ткань эндосперма различных видов растений культивируется на средах близких по составу, тогда как культура зрелого и незрелого эндосперма одного вида растений требует разных питательных сред. Незрелый эндо​сперм более требователен к среде и нуждается в добавлении сложных ор​ганических соединений.

Триплоидные растения в культуре эндосперма были получены у цитру​совых, яблони, риса, сандалового дерева и некоторых других видов. Даль​нейшая разработка культивирования органов цветка в сочетании с эмбриокультурой и культурой эндосперма для продовольственных культур позво​лит вести их селекцию более эффективно.

Контрольные вопросы

1.Почему для борьбы с вирусными болезнями используется культура апи​кальной меристемы?

2.С какой целью применяется термообработка?

Лекция 10  Клеточная инженерия
Цель: изучить метод клеточной инженерии

План:

1.Клеточная инженерия

2.Выделение протопластов

3. Получение жизнеспособных протопластов

1.Клеточная инженерия

Клеточная инженерия — это метод конструирования клеток но​вого типа на основе их культивирования, гибридизации и рекон​струкции. При гибридизации искусственно объединяют клетки с образо​ванием гибридного генома. Сущность этого способа гибридизации за​ключается в том, что в качестве родительских используют не половые клетки (гаметы), а клетки тела (сомы) растения, из которых изолируют прото​пласты. При определенном экспериментальном воздействии протоплас​ты заставляют сливаться друг с другом. Из полученных гибридных клеток в дальнейшем регенерируют целые растения-гибриды.

Для обозначения процесса гибридизации с помощью слияния протопластов используются несколько терминов-синонимов: парасексуальная гибридизация, соматическая гибридизация, неполовая гибридизация. Однако значительно чаще используется термин «соматическая гибриди​зация», т. е. гибридизация в обход полового скрещивания, когда в качес​тве родительских клеток используются протопласты — соматические клетки, лишенные клеточной стенки. Растения-регенеранты, возникающие in vitro из гибридных клеток, называются соматическими гибридами.

Клеточная реконструкция — это создание жизнеспособной клет​ки из отдельных фрагментов разных клеток (ядра, цитоплазмы, ми​тохондрий, хлоропластов, хромосом). В результате таких манипуляций могут быть созданы клетки с необычными сочетаниями ядерных и цитоплазматических генов. Еще больший интерес представляет возможность переноса индивидуальных хромосом и создание анеуплоидных линий.

Протопласт является идеальным реципиентом для чужеродной ДНК, которая часто представляет собой плазмиды. Такая трансформация, обеспечивая проникновение и последующую экспрессию этой ДНК, мо​жет приводить к образованию генетически модифицированных расте​ний. Таким образом, выделение, культивирование, слияние протоплас​тов и перенос в них клеточных органелл, отдельных хромосом, ДНК поз​волит генетикам и селекционерам расширить разнообразие получаемых гибридных растений.
Под термином «клеточная инженерия растений» в узком смысле понимают слияние протопластов. При слиянии протопластов сначала происходит их слипание — агглютинация, а затем собственно слияние мемб​ран. Механизм слияния протопластов непонятен, особенно неясно, как сливаются мембраны. Частота спонтанного слияния протопластов очень низка, причиной такого слияния может быть случайное сохранение плазмодесм между соседними плазмолизированными клетками. После удале​ния клеточкой стенки плазмодесмы увеличиваются в размерах, объеди​няя содержимое двух и более клеток в одну.

Протопласты имеют отрицательный поверхностный заряд, поэтому взаимно отталкиваются. Для процесса слияния это отталкивание должно быть преодолено или снятием, или перераспределением поверхностного заря​да. Для индуцированного слияния протопластов используют химический и электрический методы.

Химический метод заключается в добавлении к суспензии прото​пластов веществ, стимулирующих слияние. Э. Кокинг для слияния про​топластов, изолированных из клеток меристемы корня томатов, исполь​зовал нитраты, главным образом NaN03; процент слившихся протоплас​тов при этом был невысок, протопласты часто повреждались. Для нейтра​лизации отрицательного заряда на поверхности протопластов применял​ся также СаС12 (50 мМ) при щелочном рН 10,5. Этот способ оказался под​ходящим для слияния мезофильных протопластов, но непригодным для слияния протопластов из каллусных клеток. Для сближения протопластов применяли центрифугирование при небольших скоростях (60 g 2—3 мин) либо пропускали суспензии протопластов через капилляры.

Клеточная инженерия предполагает создание клеток нового типа не только на основе гибридизации целых клеток, но и путем реконструкции клетки из отдельных фрагментов фазных клеток. Генетическая реконструкция растительной клетки путем введения в нее изолированных клеточных органелл (ядра, хлоропласты и митохондрии) привлекает внимание ученых, потому что она позволила бы целенаправленно передавать признаки, кодируемые цитоплазмой, и создавать новые фор​мы хозяйственно важных сортов. Так, включение высокоэффективных хлоропластов может способствовать активации фотосинтеза и повышению продуктивности растения. Хлоропласты кодируют такие признаки, как устойчивость к гербицидам, иммунитет к некоторым болезням, реакцию на токсины. Сливая протопласты с митохондриями, контролирующими цигоплазматическую мужскую стерильность (ЦМС), можно придать расте​нию этот ценный признак.

3. Выделение протопластов
Протопласт — клетка, лишенная клеточной стенки с помощью ферментативного разрушения или механическим способом. Мас​совое получение «голых» клеток стало возможным благодаря Э. Кокингу, который в начале 60-х годов разработал способ разрушения клеточной оболочки, не повреждающий живое содержимое клетки, и изолировал от​дельные протопласты высших растений. Он обрабатывал кончики корней томата гидролитическим ферментом из культуральной жидкости плесне​вых грибов и впервые получил изолированные протопласты энзиматическим путем.

В клетке протопласт прижат к клеточной стенке давлением, создаваемым центральной вакуолью, или тургорным давлением. Через клеточную стенку проходят протоплазматические тяжи — плазмодесмы, соединяющие цитоплазму данной клетки с цитоплазмой всех соседних клеток. Клеточная стенка с протопластом составляет единый структурно-функциональный комплекс. Чтобы не повредить содержимое клетки при растворении клеточной стенки, клетку подвергают плазмолизу. В качест​ве осмотика используются сахароза, маннит, сорбит. Под действием гипертонических растворов этих веществ, клетка обезвоживается, прото​пласт сжимается и отстает от целлюлозно-пектиновой оболочки. Кроме того, высокое осмотическое давление среды выделения протопластов предохраняет их от осмотического шока, поскольку протопласты осмоти​чески нестабильны. Иногда, если клетка вытянутая, протопласт при плазмолизе разбивается на части. В этом случае часть, в которую не попало ядро, называется цитопластом, это безъядерный субпротопласт.

Важную роль при выделении протопластов играет осмотический стабилизатор. Для того чтобы протопласты сохранили целостность, ферме​нтные растворы должны быть изотоническими или гипертоническими. В некоторых случаях материал предварительно инкубируют в растворе плазмолитика (преплазмолиз). Чаще всего в качестве осмотиков используются сахара (глюкоза, сахароза, ксилоза, сорбит, маннит), иногда растворы солей СаС1г, Na2HP04, KCI в концентрациях 0,3—0,8 М. Точная концентра​ция осмотиков всегда подбирается для конкретного вида растения и его физиологического состояния.

Часто ферментные растворы готовят прямо на средах, которые исполь​зуют для последующего культивирования протопластов. Для поддержа​ния стабильности рН (5,4—6,2) во время инкубации ферментные раство​ры забуферивают.

. Важным фактором при получении протопластов является хорошая аэра​ция, которую обеспечивают различные перемешивающие устройства, или же ткани инкубируют в чашках Петри, в которых ферментный раствор по​крывает только дно. Выделение протопластов проводят на рассеянном свету или в темноте. Время инкубации в зависимости от сочетания фер​ментов, рН растворов и температуры может колебаться от 1—2 до 15—16 часов. Оптимальную температуру и время инкубации необходимо подби​рать для каждой конкретной ткани. Температурные условия могут варь​ироваться в широких пределах. Так, например, для пшеницы это 14°С, для томатов 27"С.
4. Получение жизнеспособных протопластов

Существует специальный метод определения жизнеспособности, т. е. метаболической активности протопластов по окрашиваемости их флуоресцеиндиацетатом (ФДА). ФДА — это нефлуоресцирующее соединение, которое легко проходит через плазматическую мембрану протопластов, но только в живых протопластах расщепляется эстеразами. Расщепление приводит к высвобождению флуоресцеина, который задерживается лишь внутри протопластов с интактными мембранами. Метаболически актив​ные (жизнеспособные) протопласты в ультрафиолетовом свете становят​ся визуально различимыми по зеленому свечению благодаря возбужде​нию накопленного флуоресцеина.

Качество суспензии протопластов определяется процентом жизнеспособных протопластов. Подсчет протопластов проводят в камере Фукса — Розенталя. Плотность протопластов (количество в 1 мл суспензии) — важ​ная характеристика, определяющая их начальный выход и необходимая для всех последующих манипуляций с ними. Хорошим выходом прото​пластов считается получение от 1х106 до 5х 106 жизнеспособных прото​пластов из 1 г сырой массы ткани растения или культивируемых клеток.

Видовая специфичность, возраст и физиологическое состояние растения, то есть его генетическая и эпигенетическая характеристи​ка, влияют на конечный выход и жизнеспособность протопластов.

Для стабильного получения больших количеств протопластов необходи​мы стандартные условия выращивания растений, определение оптималь​ного для выделения протопластов возраста и органа растения. Лучше всего использовать молодые растения. Например, у петунии растения с бутона​ми для выделения протопластов вообще непригодны.

Выделение протопластов из культуры клеток и тканей имеет ряд преимуществ (стерильность, приспособленность к росту в культуре). Однако измененный химический состав и увеличенная толщина клеточной стенки затрудняют ее гидролиз ферментами. Выход интактных протопластов пропорционален доле меристематических клеток в культуре, а это достигается частым пассированием клеточной суспензии (каждые 2—3 суток) на свежую питательную среду.

Для получения протопластов из суспензионных культур наилучшей яв​ляется поздняя стадия логарифмической фазы роста. В этот период кле​точные стенки легко поддаются энзиматическому разрушению, освобож​дая жизнеспособные протопласты. Условия и способы изолирования протопластов влияют на их жизнеспособность. Сама процедура обезвоживания и разрушения клеточной стенки вызывает состояние шока. Это выра​жается в увеличении вакуолизации цитоплазмы, уменьшении числа поли​сом, появлении многочисленных липидных капель, конденсации содержи​мого ядра и хлоропластов.
Контрольные вопросы:

1. Что представляет собой клеточная инженерия и как она осуществляется?

2. Как выделяются протопласты?

3. Как определяют жизнеспособность протопластов? Какие факторы влияют

на нее?

Лекция 11 Соматическая гибридизация

Цель: изучить принципы соматической гибридизации

План:

1.Принципы соматической гибридизации

2.Генетические основы соматической гибридизации

1.Принципы соматической гибридизации

Первые соматические гибридные клетки были получены в эксперимен​те с животными клетками в начале 60-х годов, когда был усовершенствован метод культуры клеток. У растений это стало возможно позже, когда

были разработаны методы выделения и слияния протопластов.

Метод гибридизации соматических клеток животных позволяет решать многие теоретические проблемы биологии и медицины. Гибридные клет​ки широко применяются в биотехнологии, например использование ги​бридом для получения многоклональных антител. Гибридома — это кле​точный гибрид, полученный слиянием антителообразующей клетки (В-лимфоцита) с опухолевой клеткой.

Опухолевые клетки придают лимфоцитам способность к неограничен​ному росту вне организма с сохранением их способности продуцировать и секретировать в культуральную среду антитела.

Слияние протопластов соматических клеток растений благодаря их тотипотентности приводит к получению гибридного организма. Поэтому этот метод является инструментом не только генетического анализа, но и ге​нетического улучшения растений.

С древнейших времен селекция культурных растений была основана на половом скрещивании и последующем отборе нужных генотипов. Од​нако половое скрещивание — это очень ограниченная и строго регламентированная система гибридизации, где в качестве родительских форм можно использовать лишь определенные организмы в определенных со​четаниях. Результатом такой гибридизации являются потомки, имеющие вполне определенные наборы генов. Половым путем невозможно пере​дать только один ценный признак от дикого вида культурному растению накладывается масса балластных и даже вредных признаков, потому что половой процесс симметричен. Гаметы обоих родителей привносят в зи​готы одинаковые гаплоидные наборы ядерного генетического материала. Каждое отдельное растение-потомок несет равные количества генов от обоих родителей. Для удаления большей части генов дикого вида прихо​дится проводить многократные возвратные скрещивания полученного гиб​рида с исходной культурной родительской формой. Эта работа занимает многие годы. Для выведения сорта необходимо провести десять и более последовательных скрещиваний.

Внеядерная генетическая информация, находящаяся в хлоропластах и митохондриях, у большинства высших растений в половом процессе наследуется строго однородительски и по материнской линии. Половая гибридизация ограничена физиологически близкими комбинациями видов растений. Только путем постоянного расширения генетического ба​зиса можно обеспечить эффективность селекции в будущем. Расширение генетического базиса культурных растений возможно через получение межвидовых и межродовых гибридов. Особенно важна для передачи ге​нов от диких растений культурным межвидовая гибридизация.

Соматическая гибридизация является новым способом гибри​дизации, позволяющим преодолевать ограничения полового про​цесса и искусственно конструировать новые растения.

Соматическая гибридизация позволяет: 1) скрещивать филогенетически отдаленные виды растений (организмов), которые невозможно скрестить обычным половым путем; 2) получать асимметричные гибриды, несущие весь генный набор одного из родителей наряду с несколькими хромосо​мами (или несколькими генами, или только органеллами и цитоплазмой) другого; 3) создать систему гибридизации, включающую одновременное слияние трех и более родительских клеток; 4) получать гибриды, пред​ставляющие собой в генетическом смысле сумму идиотипов родителей; 5) получать растения, гетерозиготные по внеядерным генам; 6) преодоле​вать ограничения, налагаемые генеративными системами несовместимос​ти; 7) скрещивать формы, которые невозможно гибридизовать половым путем из-за аномалий в морфогенезе или гаметогенезе родителей; 8) гиб​ридизовать клетки, несущие различные эпигенетические программы (Ю.Ю. Глеба, К.М. Сытник, 1982 г.). Таким образом, соматическая, или парасек-суальная, гибридизация является уникальным методом переноса ядерных и цитоплазматических геномов, позволяющим обойти проблему половой несовместимости у растений.

При слиянии двух протопластов истинная гибридная клетка (ядер​ный гибрид) образуется, если сливаются ядра. Клетка, в которой сли​яние ядер не произошло, называется гетерокарионом. Интересны воз​можности реконструкции растительной клетки путем такой гибридизации, когда в качестве одного или обоих родителей используются субпротоп​ласты. Субпротопласт — это часть протопласта, окруженная цитоплазматической мембраной и несущая некоторые из органоидов клетки: ядро-нуклеопласт, протопласт без ядра — цитопласт, ядро и часть протоплазмы — мини-протопласты. Для пересадки пластид и митохондрий от одного вида другому могут использоваться цитопласты.

Культура гибридных клеток с получением каллусной ткани и индукцией в ней органогенеза дает возможность получить гибридное растение-регенерант. Первым гибридом высших растений, полученным методом соматической гибридизации П. Карлсоном с сотрудниками в 1972 г., был межвидовой гибрид Nicotiana glauca и N. langsdorfii. Из гибридных клеток был получен каллус, индукция органогенеза у которого дала проростки, из этих проростков были выращены гибридные растения, которые цвели. Эти гибриды были'идентичны амфидиплоидным (по одному диплоидному набору хромосом от каждого родителя) половым гибридам по морфоло​гии, числу хромосом, изозимному составу пероксидазы.

-

2.Генетические основы соматической гибридизации


Соматическая гибридизация является очень сложным, непредсказуе​мым и слабоуправляемым процессом. Генотип соматических гибридов Правильному образованию гибридных клеток может мешать сочета​ние целого ряда факторов: 1) нестабильность одного или нескольких ком​понентов после обработки, вызывающей слияние; 2) присущая одному пни обоим родительским протопластам низкая эффективность посева асинхронное деление ядер; 4) неполное слияние цитоплазмы из-за на​личия вакуолей; 5) утеря хромосом при последовательных митозах; 6) гибель гибридных клеток при низкой плотности посева.

Судьба генов при гибридизации соматических клеток зависит от многих факторов и, к сожалению, изучена очень слабо. Надо особо отметить большой вклад в клеточную инженерию растений киевского ученого Ю.Ю. Глебы, который вот уже 20 лет занимается ею и исследует генети​ческие проблемы соматической гибридизации, изучая судьбу ядерных и внеядерных генов родительских форм.

Соматические гибриды, полностью аналогичные обычным половым гибридам, можно получить путем слияния гаплоидных клеток. Этот эксперимент в свое время осуществили Г. Мелхерс и Г. Лабиб с двумя видами табака, использовав для этого протопласты, выделенные из андрогенных гаплоидных растений.

Однако в большинстве экспериментов для слияния используются протопласты из соматических клеток. Если ядра протопластов сливаются, то они должны содержать суммарный набор хромосом от каждого ядра, т. е. быть амфидиплоидными. Большая часть изученных соматических гибридов разных растений не содержала амфидиплоидных хромосомных наборов.

Соматическая гибридизация является методом получения цитоплазматических гетерозигот. В процессе митотического размножения клеток для плазмагенов характернасегрегация, что должно в итоге приводить к выщеплениям (появлению) чистых родительских форм, гомозиготных по тому или иному плазмагену (если не происходит их рекомбинация). Во всех работах, где изучались пласти​ды у большого числа гибридных растений, наблюдалось выщепление не одного, а обоих родительских типов пластид. Это говорит о случайной сегрегации и об отсутствии селективного давления на органоидном уров​не (для этого типа органоидов) в цитоплазматических гетерозиготах. В процессе сегрегации кодируемые пластидами признаки (пластидная хлорофиллдефектность, устойчивость к стрептомицину, тентоксину, атразину, полипептидное строение большой субъединицы РуБФК, а также рестриктные спектры хлоропластной ДНК) сегрегируют группами, т. е. косегрегируют. На процесс удаления родительских хлоропластов в популяции соматических гибридов, возможно, оказывают сильное влияние факторы, сопутствующие слиянию протопластов и последующему отбору и регене​рации гибридов.
Посредством гибридизации соматических клеток были получены цен​ные формы для селекции картофеля. Так, соматический гибрид между культурным и диким видом картофеля имел хозяйственно ценные призна​ки и был вовлечен в селекционную работу. Однако, к сожалению, при дли​тельном скрещивании получились формы с преобладанием признаков дикого вида.

Недостаток метода — трудность избавления от нежелательных призна​ков и получение стерильных растений. Подобные трудности ограничивают широкое распространение соматической гибридизации в селекции рас​тений. Для того чтобы перенести полезные гены из растений диких видов в культурные, необходимо достижение межгенной рекомбинации или хромосомного замещения между ними

Контрольные вопросы:

1.В чем преимущества соматической гибридизации по сравнению с половой?

2.Что происходит с ядерным геномом при соматической гибридизации?

Лекция 12: Клеточная селекция
Цель: изучить изменчивость культивируемых клеток и ее испоьзование в селекции растений
План:

1. Клеточная селекция

2. Методы клеточной селекции

1.Клеточная селекция

Клетки растений in vitro претерпевают различные изменения: генети​ческие, морфологические, физиологические, биохимические. Даже потом​ство одной клетки — клеточный клон — из-за высоких темпов хромосом​ной изменчивости становится вскоре гетерогенным.

Изменения, возникающие в культивируемых клетках, могут быть наследуемыми и ненаследуемыми. Последние называются модифи​кациями и помогают клеткам адаптироваться при изменении условий вы​ращивания. Для практического использования культур клеток гораздо важ​нее наследственная, или генетическая, изменчивость. В основе генети​ческой изменчивости могут быть одиночные мутации генов, перестройки хромосом, амплификации или делеции генов, изменения внеядерных ге​нов. Наследственная изменчивость растительных клеток имеет не только генетическую, но и эпигенетическую природу, т. е. возника​ет вследствие изменения экспрессии генов в процессе развития при не​изменном сохранении всего генома.

Изменчивость клеток in vitro можно усилить применением различных мутагенов. Использование спонтанного и экспериментального мутагене​за находит практическое применение как метод создания исходного ма​териала для клеточных технологий и селекционеров.

Нестабильность культивируемых клеток приводит к появлению из них генетически измененных растений-регенерантов. Такие растения называ​ют сомаклональными вариантами. В последнее время они привлекают большое внимание как источник генетического разнообразия при создании новых форм и сортов растений. Еще более привлекательна возможность отбора сомаклональных вариаций на клеточном уровне в селективных ус​ловиях. Селекция на клеточном уровне позволяет резко сократить объем работы и повысить ее эффективность за счет того, что для анализа милли​она генотипов достаточно проанализировать миллион клеток, культивируя их в селективных условиях. В этих случаях жизнеспособными оказываются лишь клетки с соответствующими изменениями генетического аппарата. Эти клетки дают начало клеточным линиям, обладающим теми же призна​ками, что и измененная клетка. Последующая регенерация позволяет полу​чить из них растения, устойчивые к испытанному фактору стресса.
Клеточная селекция — это процесс возрастающего доминиро​вания в культуре клеток определенного типа. Так как каждая клетка потенциально может регенерировать растение, то путем клеточной се​лекции можно быстро создать новые формы растений. Эти формы в гене​тическом отношении могут быть идентичными с исходной клеткой, из ко​торой они возникли. Если эта клетка была устойчивой к какому-либо па​тогену или какому-то экстремальному фактору, то и растение, которому она дала Начало, также будет устойчивым.

Клеточная селекция имеет свои преимущества перед традиционны​ми методами ведения селекционного процесса: исключает сезонность в работе, экономятся посевные площади. Кроме того, если рассматривать каждую клетку популяции как индивидуальный организм, то в одном опы​те можно экспериментировать с миллионами особей. Селекционер, ра​ботающий в полевых условиях традиционными методами, в лучшем слу​чае имеет дело с тысячами растений.

Большим препятствием в этих исследованиях является отсутствие зна​ний о связи между событиями, происходящими на молекулярном и хро​мосомных уровнях в клетках, с изменчивостью признаков на уровне орга​низма, поэтому в этих работах превалирует эмпирический подход.

2.Методы клеточной селекции

Для проведения направленной селекции, то есть выделения из общей массы культивируемых клеток отдельных клеток с определенными мутантными изменениями, создают селективные условия, способствующие ро​сту только мутантных клеток. В культурах клеток растений используют та​кие селективные системы, как устойчивость к аналогам аминокислот и аналогам нуклеотидов, патотоксинам, антибиотикам, гербицидам, высо​ким концентрациям солей и тяжелых металлов, низким значениям рН и другим стрессовым факторам. Используют также системы прототрофности и ауксотрофности по фитогормонам, витаминам, аминокислотам, то есть отбирают клетки, способные или, наоборот, неспособные расти на среде с этими веществами. 

Если проводят отбор клеток на устойчивость к какому-либо веществу, то клетки высевают на среду, содержащую это вещество Когда проводят отбор применительно к какому-либо стрессовому фактору (низкие или высокие температуры, гипоксия и др.), культуральные сосуды помещают в соответствующие условия. Через некоторое время большая часть клеток погибает, выживают лишь те, которые оказались устойчивыми к селективному фактору благодаря мутации или эпигенетическому изменению. Та​кой метод называют прямой селекцией. Этот подход, например, широ​ко применяется для выделения клеток — сверхпродуцентов некоторых ме​таболитов в частности аминокислот. Культуру выращивают в присутствии ингибитора (аналог аминокислоты), в результате чего отбираются мутанты, преодолевающие нарушения метаболизма за счет образования из​бытка желаемого соединения.

Непрямая, или негативная, селекция основана на создании таких условий, когда делятся только клетки дикого типа, включая при этом  ДНК специально добавленный в среду аналог тимидина, и затем погиба ют (метод «летального роста»), а мутантные клетки теряют способное размножаться, но остаются живыми. Другими словами, создаются осо​бые условия, при которых мутанты с нужными свойствами не растут. Затем их помещают на питательные среды, обеспечивающие нормальную жизнедеятельность, и получают устойчивые линии.

Методы клеточной селекции целесообразно использовать в тех случаях, когда экологический и культуральный факторы совпадают или разли​чаются минимально, только в этих случаях можно ожидать, что формы, отселектированные в стрессовых условиях в культуре клеток, окажутся устойчивыми к экологическому фактору.

Мутантные клетки с повышенным содержанием отдельных аминокис​лот могут дать растения-регенеранты с увеличенным содержанием неза​менимых аминокислот. Это реальный путь создания растений с повышен​

ным содержанием аминокислот, особенно незаменимых.

Используя различные селективные системы, можно вести направлен​ную селекцию клеток по различным хозяйственно ценным признакам, как: устойчивость к болезням, гербицидам, к различным стрессовым воз​действиям (засоление, тяжелые металлы, кислотность почв, низкие и вы​сокие температуры и др.).

Методом клеточной селекции получены линии кукурузы, устойчивые к юльминтоспориозу початков, стеблей и листьев, линии картофеля, резистентные к фитофторе, растения табака, устойчивые к вирусу табачной мозаики, и др. Этим методом получены сорта пшеницы, ячменя, риса, томата, огурца, отличающиеся высокой устойчивостью к гербицидам, засолению почвы и действию промышленных загрязнений (тяжелые металлы). На​пример, в Японии создан сорт риса, выдерживающий полив морской во​дой. В Институте молекулярной биологии и биохимии HAH РК М.К. Карабаевым с сотрудниками проведена клеточная селекция пшеницы на ус​тойчивость к септориозу. Септориоз является одним из широко распрос​траненных инфекционных заболеваний пшеницы и других зерновых куль​тур, вызываемым грибами рода Septoria. Было исследовано влияние раз​личных концентраций двух наиболее активных фитотоксинов гриба Septo​ria побит на суспензионные культуры различных генотипов пшеницы. Да​лее на основе специально подобранной схемы были проведены экспери​менты по клеточной селекции, и удалось выделить устойчивую к токсину септориоза клеточную линию пшеницы. Доказательством генетической при​роды изменений у полученных клеточных линий являются наследуемость признака устойчивости в последующих клеточных поколениях в присутст​вии токсина, а также сохранение признака в отсутствие селективного дав​ления. Кроме того, исследователями получены данные о повышении ус​тойчивости клеток к патотоксину после пребывания в космосе, а также о значительном ускорении процесса выделения устойчивой линии при не​посредственном контакте клеток с токсином в космосе. Космическая кле​точная селекция — это практическая сторона использования уникальных факторов космоса для биотехнологии, которая, возможно, в будущем оп​ределит новое направление — космическую биотехнологию.

Растения-регенеранты, полученные из клеточных клонов, устойчивых к засолению, к некоторым патотоксинам, не всегда сохраняли этот признак. Это говорит о том, что механизмы устойчивости на уровне клетки и целого растения различны и требуются генетические исследования контроля устойчивости по каждому фактору.

Контрольные вопросы:

1. Какие изменения претерпевают клетки in vitro?

2. Что такое клеточная селекция, в чем состоит ее преимущество?
3. Методы клеточной селекции.

4. Как отбираются клетки с требуемым признаком?

Лекция 13: Генная инженерия
Цель:изучить область молекулярной  и клеточной генетики
План:

1.Генная инженерия
2. Векторы для переноса гена
3. Плазмиды агробактерий в качестве вектора у растений

4. Перспективы развития генной инженерии растений
1.Генная инженерия

Генетическая, или генная, инже​нерия — это область молекулярной и клеточной генетики, связан​ная с целенаправленным созданием in vitro новых комбинаций ге​нетического материала, способного размножаться в клетке-хозя​ине и синтезировать конечные продукты обмена. Этим методом можно перестраивать геном организмов по намеченному плану, изменяя содержащуюся в них генетическую информацию.

Генетическая инженерия — это конструирование функциональ​но активных генетических структур в виде рекомбинантных (гиб​ридных) молекул ДНК. Суть генетической инженерии состоит в перено​се отдельных генов из одного организма в другой. Это стало возможно после открытия ферментов рестриктаз и лигаз.

Рестриктазы рассекают молекулу ДНК по строго определенным мес​там. Сейчас обнаружено более 500 рестриктаз, расщепляющих специфи​ческие нуклеотидные последовательности в ДНК. Полученные фрагменты ДНК имеют комплементарные, или липкие, концы и могут быть сшиты в единое целое ферментами ДНК-лигазами. С помощью этих ферментов из набора рестриктазных фрагментов ДНК, содержащих нужный ген, со​бирается рекомбинантная ДНК, которая затем различными способами вво​дится в клетку. Новая генетическая информация экспрессируется, и клет​ка начинает синтезировать продукт, кодируемый введенным геном. Таким образом, вводя в клетку новую генетическую информацию в виде гибрид​ных молекул ДНК, можно получить организм с новым признаком. Такой организм называется трансгенным, или трансформированным.

Впервые рекомбинантная ДНК была получена в 1972 г. в лаборатории П. Берга в Станфордском университете в США, в ней были соединены фрагменты ДНК фага лямбда, кишечной палочки и полный геном онкогенного обезьяньего вируса 40.

Первые работы по генетической инженерии растений начались в 1980 г. на основе культуры клеток. В 1983 г. был получен каллус, а затем и хи​мерное растение санбин (от английских слов sunflower — «подсолнечник» и been — «бобы»), представляющее собой подсолнечник, в геноме кото​рого работали гены, кодирующие запасной белок бобов фазеолин. Гене​тическая инженерия как способ переноса генов обещает стать эффектив​ным инструментом в селекции культурных растений. В настоящее время генетическая инженерия растений только зарождается. Этим методом еще не созданы сорта растений с ценными признаками, однако эксперименты подтверждают возможность переноса рекомбинантной ДНК в раститель​ную клетку и ее дальнейшую экспрессию, т. е. генетическую трансформа​цию клетки.

Методической основой генной инженерии является культура изолиро​ванных протопластов, полученных либо из клеток мезофилла листа, либо из каллусной ткани. Протопласт, получивший новую генетическую информацию, может быть клонирован по схеме: протопласт — суспензионная культура — каллусная культура — целое растение. Помимо соматических клеток, для ге​нетической трансформации могут быть использованы пыльца, яйцеклетка или только что оплодотворенная яйцеклетка. Таким образом, применяя методы генетической инженерии в культуре клеток, можно конструировать принци​пиально новые формы растений с ценными качествами.

Генноинженерные работы с растениями складываются из следующих этапов:

· получение структурного гена, предназначенного для переноса в дру​гой организм;

· включение его в вектор, то есть создание рекомбинантной ДНК;

· перенос рекомбинантной ДНК в клетки растений;

· анализ экспрессии чужеродной ДНК в растительных тканях;

· регенерация полноценных растений из отдельных клеток с изменен​ным геномом.

2. Векторы для переноса гена

Структурные гены содержат только кодированную запись конечного про​дукта (белка, РНК), они полностью лишены ре'гуляторных участков и пото​му не способны самостоятельно функционировать ни в клетке-хозяине, ни in vitro. Сигналы репликации и транскрипции, управляющие действием генов в клетке, придает им вектор.

Векторы — это специфические в отношении клетки-хозяина и способные к репликации структуры, которые могут присоединять к себе те или иные гены и переносить их в другие клетки. Вектор — это нуклеотидная последовательность, способная включаться в ДНК, не нарушая ее целостности. Вектор должен отвечать следующим требованиям: а) должен автономно реплицироваться; б) иметь маркеры, по которым легко обнаружить трансформированные клетки (например, ус​тойчивость к антибиотику); в) введение чужеродного гена не должно на​рушать функций вектора; г) небольшие размеры.

3. Плазмиды агробактерий в качестве вектора у растений

В группе почвенных бактерий Agrobacteria есть несколько видов, кото​рые могут заражать растения и вызывать образование корончатых гал​лов, то есть наростов, — недифференцированной опухолевой ткани, рас​тущей в месте заражения. К этим бактериям чувствительны почти все дву дольные широколистные растения, а злаки и другие однодольные — нет. Клетки корончатых галлов имеют способность к неограниченному росту. В культуре они, как и любые другие опухолевые клетки, растут в отсутст​вие гормонов.

Особенно сильным индуктором опухолей является Agrobacterium tu-mefaciens, которая уже миллионы лет делает то, что генные инженеры пытаются осуществить сейчас, Эта бактерия, попадая в растение через ранки, вводит чужеродные гены и заставляет его синтезировать соответ​ствующие белки. В результате растительные клетки размножаются и об​разуют галл, то есть опухоль, обычно в области корневой шейки.

Инфекционный процесс — это природная форма генетической инжене​рии. Агентом, вызывающим опухоль, является плазмида этой бактерии, которая получила название Ti-плазмида ( от англ. tumor inducing — «вы​зывающий опухоль»).

Эти плазмиды представляют собой кольцевую молекулу ДНК с молеку​лярной массой около 1,2x10е (3—5% от размера хромосомы агробакте-рии). Они размножаются в бактериальных клетках как независимо репли​цирующиеся генетические элементы.

В 1977 г. американские генетики доказали, что опухоли корончатого галла возникают в результате включения в растения ДНК определенного фрагмента Ti-плазмид агробактерии, названного Т-ДНК (от англ. trans​ferred — «перенесенный»).

В опухолевых клетках были обнаружены химические соединения ново​го класса — опины, которых нет в здоровых клетках того же растения. Опины — это производные аминокислоты аргинина, подробно изу​чены два из них: октопин, состоящий из аргинина и пировиноградной кислоты, и нопалин — соединение аргинина с кетоглутаровой кисло​той. Опухолевые клетки синтезируют либо октопин, либо нопалин, это за​висит от штамма бактерии, индуцировавшей опухоль. Бактерии использу​ют их в качестве источника углерода и азота, клетки растений не способ​ны утилизировать их. Бактерии не только вызывают образование опухоли у растений, но и модифицируют его метаболизм таким образом, что на​чинается синтез аминокислот, необходимых только бактериям. Этот тип паразитических взаимоотношений был назван генетической колониза​цией. Это представляет собой пример успешной генетической инжене​рии, осуществляемой природой.

Ti-плазмиды классифицируют по типу индуцируемого опина. Каждая клетка A. tumefaciens содержит один тип плазмиды: либо октопиновую, либо нопалиновую.

Благодаря тому, что интегрированная в растение Т-ДНК наследуется по законам Менделя, а ее гены имеют собственные промоторы, под кон​тролем которых могут экспрессироваться чужеродные гены, ДНК Ti-плаз​миды можно использовать в качестве вектора в генноинженерных рабо​тах. Кроме того, очень широк круг хозяев агробактерий: они трансформи​руют клетки практически всех двудольных растений. К сожалению, боль​шинство важнейших сельскохозяйственных культур, включая пшеницу, рожь, овес, рис, кукурузу, являются однодольными растениями, которые устойчивы к инфекции агробактериями.

4. Перспективы развития генной инженерии растений

Возможность введения в клетки растений чужеродной генетической информации экспериментально доказана и открывает многообещающие перспективы применения этих методов для создания форм растений с хозяйственно-ценными качествами.

О переносах с разной степенью успеха генов в растения сообщается с 1981 г. Несколько бактериальных, животных и неродственных раститель​ных генов были встроены в различные рестрикционные сайты Т-ДНК и успешно переданы в растительный геном. В результате были сконструи​рованы первые растения, получившие признаки, которых они до этого не имели и которые невозможно получить традиционными методами селек​ции. Первые попытки введения чужеродных генов в растения Ti-плазми-дами были связаны с переносом генов бактерий, преимущественно генов Escherichia coli, придающих устойчивость к антибиотикам. Выбор этих ге​нов объясняется тем, что этот признак легко тестируется. Однако такие признаки, как резистентность растения к антибиотикам, нельзя называть полезными для растения. Это нужно было для того, чтобы показать, что в клетках растений «работают» чужеродные гены. Эти селективные маркер​ные гены могут быть использованы для введения в растения других нерод​ственных последовательностей ДНК.

Первые успехи генетической инженерии растений были достигнуты  использованием специфических промоторов областей Ti-плазмиды. Целью манипуляций с геномами растений является решение фундаментальных вопросов, связанных с трансгенезом, и в конце концов их использованиг в практической селекции для получения новых вариантов растений с определенными заданными свойствами.

Основные ценные сельскохозяйственные признаки, такие, как. напри​мер, урожайность, скороспелость, длина стебля или колоса, количество белка в зерне, устойчивость к различным стрессовым факторам среды, контролируются полигенными системами, то есть взаимодействием слож​ого комплекса генов. Такие полигенные признаки не могут служить объ​ектом генетической инженерии. Наиболее приемлемым подходом для улуч​шения растений, возможно, будет модификация существующих генов и генноинженерные манипуляции с отдельными клонируемыми растительными генами, кодирующими конкретные признаки.

Улучшение качества запасных белков

Запасные белки основных культурных видов кодируются семейством близкородственных генов. Накопление запасных белков семян — это сложный, четко регулируемый биосинтетический процесс огромной агрономи​ческой и экономической значимости.

Первая генноинженерная попытка улучшения свойства одного расте​ния путем введения гена запасного белка от другого была проведена Д. Кемпом и Т. Холлом в 1983 г. в США. Ген фазеолина бобов с помощью Ti-плазмиды был перенесен в геном подсолнечника. И хотя результатом этого опыта было лишь химерное растение, получившее название «сан-бин», это был очень важный эксперимент, ознаменовавший начало при​кладного направления в генетической инженерии растений. В клетках под​солнечника были обнаружены иммунологически родственные фазеолино-вые полипептиды, что подтверждало факт переноса гена между растени​ями, относящимися к различным семействам.

Позднее ген фазеолина был передан клеткам табака, в растениях-регенерантах ген экспрессировался во всех тканях, хотя и в малых количествах. Неспецифическая экспрессия фазеолинового гена, так же, как и в случае переноса его в клетки подсолнечника, сильно отличается от экс​прессии этого гена в зрелых семядолях бобов, где фазеолин составляет 25—50% от общего белка. Этот факт указывает на необходимость сохра​нения и других регуляторных сигналов этого гена при конструировании химерных растений и на важность контроля экспрессии генов в процессе онтогенеза растений.

Создание гербицидоустойчивых растений

В новых, интенсивных сельскохозяйственных технологиях гербициды применяются очень широко. Это связано с тем, что на смену прежним экологически опасным гербицидам широкого спектра действия, облада​ющим токсичностью для млекопитающих и длительно сохраняющимся во внешней среде, приходят новые, более совершенные и безопасные со​единения. Однако они обладают недостатком — подавляют рост не только сорняков, но и культурных растений.

Такие высокоэффективные гербициды, как глифосфат, атразины, производные сульфонилмочевины, интенсивно изучаются на предмет выяв​ления механизма толерантности к ним некоторых сорняков. Так, на полях, где широко используют атразин, довольно часто появляются атразинустойчивые биотипы у многих видов растений. Изучение механизма устой​чивости к гербицидам с целью получения методами генетической инже​нерии культурных растений, обладающих этим признаком, включает сле​дующие этапы: выявление биохимических мишеней действия гербицидов в растительной клетке; отбор устойчивых к данному гербициду организ​мов в качестве источников генов устойчивости; клонирование этих генов; введение их в культурные растения и изучение их функционирования.

Существуют четыре принципиально различных механизма, которые могут обеспечивать устойчивость к тем или иным химическим соединени​ям, включая гербициды: транспортный, элиминирующий, регуляционный и контактный. Транспортный механизм устойчивости заключается в не​возможности проникновения гербицида в клетку. При действии элиминирующего механизма устойчивости вещества, попавшие внутрь клет​ки, могут разрушаться с помощью индуцируемых клеточных факторов, чаще всего деградирующих ферментов, а также подвергаться тому или иному виду модификации, образуя неактивные безвредные для клетки продук​ты. При регуляционной резистентности белок или фермент клетки, инак-тивирующийся под действием гербицида, начинает усиленно синтезиро​ваться, ликвидируя таким образом дефицит нужного метаболита в клетке. Контактный механизм устойчивости обеспечивается изменением струк​туры мишени (белок или фермент), взаимодействием с которым связано повреждающее действие гербицида.

Установлено, что признак гербицидоустойчивости является моноген​ным, то есть признак детерминируется чаще всего одним-единственным геном. Это очень облегчает возможность использования технологии ре-комбинантной ДНК для передачи этого признака. Гены, кодирующие те или иные ферменты деструкции и модификации гербицидов, могут быть с успехом использованы для создания гербицидоустойчивых растений ме​тодами генетической инженерии. Традиционные методы селекции созда​ния сортов, устойчивых к гербицидам, очень длительны и малорезульта​тивны.

Наиболее широко применяемый за рубежом гербицид глифосфат подавляет синтез важнейших ароматических аминокислот, воздействуя на фермент 5-енолпирувилшикимат-З-фосфатсинтазу (ЕПШФ-синтаза). Из​вестные случаи устойчивости к этому гербициду связаны либо с повыше​нием уровня синтеза этого фермента (регуляционный механизм), либо с возникновением мутантного фермента, нечувствительного к глифосфату (контактный механизм). Из устойчивых к глифосфату растений был выде​лен ген ЕПШФ-синтазы и поставлен под промотор вируса мозаики цвет​ной капусты. С помощью Ti-плазмиды эта генетическая конструкция была введена в клетки петунии. При наличии одной копии гена в регенериро​ванных из трансформированных клеток растениях синтезировалось фер​мента в 20—40 раз больше, чем в исходных растениях, но устойчивость к глифосфату увеличилась только в 10 раз.

Мутантный фермент ЕПШФ-синтаза с единичной заменой пролина на серии в 101 кодоне, обладающий устойчивостью к глифосфату, был полу​чен в бактерии сальмонелла. Затем ген этого фермента был выделен, встроен в Ti-плазмиду и интегрирован в клетки табака с последующей регенерацией из них растений, устойчивых к глифосфату. ЕПШФ-синтаза — белок, кодируемый ядром, но работает он в хлоропластах. У бактери​ального фермента, синтезируемого в растительной клетке, отсутствовали сигнальные последовательности, которые могли бы обеспечить транспорт ЕПШФ-синтазы в хлоропласты, поэтому работа фермента в этом случае неясна.

К числу наиболее распространенных гербицидов, используемых при обработке зерновых культур, относится атразин. Он подавляет фотосин​тез, связываясь с одним из белков фотосистемы II и прекращая транспорт электронов. Устойчивость к гербициду возникает в результате точечных мутаций в этом пластохинон связывающем белке (замена серина на гли​цин), вследствие чего он теряет способность взаимодействовать с герби​цидом.

В ряде случаев удалось осуществить перенос гена мутантного белка в чувствительные к атразину растения с помощью Ti-плазмиды. Интегрированный в хромосому растений ген устойчивости был снабжен сигнальной последовательностью, которая обеспечивала транспорт синтезируемого белка в хлоропласты. Химерные растения проявляли значительную устойчивость к таким концентрациям атразина, которые вызывали гибель кон​трольных растений с геном белка дикого типа.

Некоторые растения способны инактивировать атразин путем отщеп​ления остатка хлора ферментом глутатион-З-трансфераза. Этот же фер​мент инактивирует и другие родственные гербициды триазинового ряда (пропазин, симазин и др.).

Производные сульфонилмочевины являются избирательно действующими и очень эффективными гербицидами. Наиболее распространен​ные среди них сульфометурон метил и хлорсульфурон. Эти гербициды действуют на фермент ацетолактат-синтазу, в результате нарушается син​тез аминокислот валина и лейцина. Резистентность к этим гербицидам обусловлена единичными аминокислотными заменами у ацетолактатсинтазы. Генно-инженерными методами были получены растения табака и сои в 20—30 раз более устойчивые, чем нетрансформированные растения.

Существуют растения, естественная устойчивость которых к гербици​дам основана на детоксикации. Так, устойчивость растений к хлорсульфурону может быть связана с дезактивацией молекулы гербицида путем его гидроксилирования и последующего гликозилирования введенной гидроксильной группы.

Таким образом, стратегия переноса маркера устойчивости к гербици​дам базируется на различных путях и способах, благодаря которым рас​тение противостоит повреждающему действию этих соединений.

Создание растений, устойчивых к патогенам и вредителям
Огромен ущерб, наносимый сельскому хозяйству патогенами микроб​ной, грибной, вирусной природы, а также различными насекомыми-вре​дителями. Поэтому создание устойчивых к заболеваниям и вредителям сортов растений — одна из самых актуальных задач сельскохозяйствен​ной биотехнологии и прекрасная перспектива для приложения генноин-женерных подходов. К сожалению, устойчивость растений к тем или иным патогенам чаще всего является сложным мультигенным признаком. Од​новременная передача нескольких локусов трудна ность. Приемами генетической инженерии можно усилить экспрессию та​ких генов путем замены регуляторных элементов и подстановки более сильных промоторов или амплификации числа копий генов. В ряде случа​ев такой путь может быть проще и перспективнее по сравнению с введе​нием в растение чужеродных генов, продукты которых могут оказаться даже несовместимыми с реципиентной клеткой.

В фитовирусологии широко известен феномен индуцированной пере​крестной устойчивости растений к вирусным инфекциям. Сущность этого явления состоит в том, что заражение растения одним штаммом вируса предотвращает последующую инфекцию этих растений другим вирусным штаммом. Молекулярный механизм подавления вирусной инфекции пока неясен. Показано, что для иммунизации растений достаточно введения отдельных вирусных генов, например генов капсидных белков. Так, ген белка оболочки вируса табачной мозаики перенесли в клетки табака и получили трансгенные растения, у которых 0,1% всех белков листьев был представлен вирусным белком. Значительная часть этих растений при инфицировании вирусом не проявляла никаких симптомов заболевания. Возможно, что синтезирующийся в клетках белок оболочки вируса мешает вирусной РНК нормально функционировать и формировать полноценные вирусные частицы. Установлено, что экспрессия капсидного белка вируса табачной мозаики, вируса мозаики люцерны, вируса огуречной мозаики, Х-вируса картофеля в соответствующих трансгенных растениях (табак, томаты, картофель, огурцы, перцы) обеспечивает высокий уровень их за​щиты от последующей вирусной инфекции. Причем у трансформирован​ных растений не отмечалось снижения фертильности, нежелательного изменения ростовых и физиологических характеристик исходных экзем​пляров и их потомства.

Полагают, что индуцированная устойчивость растений к вирусам обусловлена особым антивирусным белком, очень похожим на интерферон животных. Представляется возможным методом генетической инженерии усилить экспрессию гена, кодирующего этот белок, путем его амплифи​кации или подстановки под более сильный промотор.

Следует отметить, что использование генетической инженерии для защиты растений от различных патогенных микроорганизмов в значитель​ной мере сдерживается недостаточностью знаний о механизмах защит​ных реакций растений.

Для борьбы с насекомыми-вредителями в растениеводстве использу​ются химические средства — инсектициды. Однако они оказывают вред​ное влияние на млекопитающих, убивают и полезных насекомых, загряз​няют окружающую среду, дороги, и кроме того, насекомые довольно ско​ро приспосабливаются к ним. Известно более 400 видов насекомых, ус​тойчивых к используемым инсектицидам. Поэтому все большее внимание привлекают биологические средства борьбы, обеспечивающие строгую избирательность действия и отсутствие адаптации вредителей к приме​няемому биопестициду. В этом плане особенно интересны микробио​логические пестициды — токсины микробов, убивающие насекомых. Ток​сический белок — токсин, продуцируемый микробом Bacillus thuringiensis, убивает личинок насекомых, питающихся листьями. Ген токсина локали​зован в плазмиде, различные штаммы Bacillus thuringiensis могут проду​цировать различные токсины, которые отличаются по кругу поражаемых хозяев и по эффекту действия. Сейчас известно около 20 разновидностей токсина. Гены токсина из разных штаммов были клонированы, секвениро-ваны и перенесены в другие виды микроорганизмов, в частности в клетки штамма Pseudomonas fluorescens. Это широко распространенный безвред​ный эпифитный микроорганизм, входящий в нормальную микрофлору многих культурных растений, включая и корневую систему. Как показали опыты, микрофлора на основе рекомбинантных клеток Pseudomonas fluo​rescens, продуцирующих токсин, успешно защищала ряд растений от экс​периментального заражения представителями семейства.

Предпринята попытка введения гена этого токсина непосредственно в растения. Получены трансгенные растения табака, способные синтезиро​вать токсин. Такие растения были нечувствительны к гусеницам Manduca sexta. Последние погибали в течение 3 суток контакта с токсинпродуцирующими растениями. Токсинообразование и обусловленная им устойчи​вость к насекомым передавалась по наследству как доминантный при​знак.

Аналогичные работы проводятся с хлопчатником для придания ему ус​тойчивости к гусеницам, и получены растения, продуцирующие этот ток​син. Кроме того, создан устойчивый трансгенный хлопчатник — введени​ем гена коровьего гороха. Продукт этого гена подавляет активность протеаз в пищеварительной системе насекомых. Сейчас интенсивно иссле​дуются гены токсинов микроорганизмов, убивающих колорадского жука, с целью создания устойчивого трансгенного картофеля.

В связи с возможностями генной инженерии конструировать энтомо-патогенные растения на основе токсина микробного происхождения еще больший интерес к себе вызывают токсины растительного происхожде​ния. Фитотоксины являются ингибиторами белкового синтеза и осущес​твляют защитную функцию, направленную против насекомых-вредителей, микроорганизмов и вирусов. Лучше всех среди них изучен рицин, синте​зируемый в клещевине: его ген клонирован и установлена нуклеотидная последовательность. Однако высокая токсичность рицина для млекопитающих ограничивает генноинженерные работы с ним только техническими культурами, не используемыми в пищу человека и на корм животным.

Повышение устойчивости растений к стрессовым условиям
Растения очень часто подвергаются воздействию различных неблаго​приятных факторов окружающей среды: высокие и низкие температуры, недостаток влаги, засоление почв и загазованность среды, недостаток или, напротив, избыток некоторых минеральных веществ и т. д. Этих фак​торов множество, поэтому и способы защиты от них многообразны — от физиологических свойств до структурных приспособлений, позволяющих преодолевать их пагубное действие. Устойчивость растений к тому или иному стрессовому фактору является результатом воздействия множест​ва разных генов, поэтому говорить о полной передаче признаков толе​рантности от одного вида растения другому генно-инженерными метода​ми не приходится. Тем не менее у генетической инженерии имеются оп​ределенные возможности для повышения устойчивости растений. Это ка​сается работы с отдельными генами, контролирующими метаболические ответы растений на стрессовые условия, например сверхпродукцию пролина в ответ на осмотический шок, на действие засоления, синтез особых белков в ответ на тепловой шок и т. д. Дальнейшее углубленное изучение физиологической, биохимической и генетической основы ответной реак​ции растения на условия среды, несомненно, позволит применять методы генетической инженерии для конструирования устойчивых растений.

Контрольные вопросы:

1. Что представляет собой генетическая инженерия?
2. Как осуществляется генетическая инженерия?
3. Как создают рекомбинантную ДНК?

4. Как получают структурные гены?

5. Что такое вектор?
6. Почему плазмиды агробактерий могут быть хорошим вектором?
7. Какими способами переносят гены в растения?

8.Какие достижения имеет генетическая инженерия.
Лекция 14: Банк генов

Цель:    изучить сохранение in Vitro генофонда

План:

1.Банк генов

2. Замедление роста клеток

1.Банк генов

Современное растениеводство основано на регулярной смене сортов. Это связано с утратой сортом ценных признаков, появлением новых попу​ляций вредителей и возбудителей болезней, изменением климата, поч​вы и множеством других причин. Средний срок жизни сорта пшеницы и других зерновых культур обычно 5—10 лет. Для выведения новых сор​тов и улучшения старых требуется разнообразный генетический матери​ал. В целях сохранения генофонда редких и исчезающих видов, цен​ных селекционных объектов и штаммов — продуцентов экономически важ​ных веществ разрабатываются методы создания коллекций и банков генов in vitro.

Основным источником генов являются семена, но в последнее время, по мере развития биотехнологических методов и их применения в селек​ции, растет потребность в генетическом материале в виде культуры кле​ток и тканей. Более того, хранение in vitro удобно для тех видов растений, семена которых не могут храниться в обычных условиях и быстро теряют всхожесть, для вегетативно размножаемых видов и особенно для видов, исчезающих из природы. Для создания новых клеточных линий, синтези​рующих ценные продукты, необходимо хранение коллекции клеток, то есть эталонов клеток-продуцентов, обладающих определенными характерис​тиками. Для исследования физиологических и биохимических процессов в культивируемых клетках возникает необходимость длительного сохра​нения исходных стандартных линий клеток. Таким образом, для решения как теоретических, так и практических задач требуются надежные методы хранения культуры клеток.

2. Замедление роста клеток

Задача состоит в том, чтобы изменить кинетику роста культуры и увеличить время между пересадками. Это позволило бы пересаживать культуры раз в 3—4 месяца, год и даже реже. В настоящее время замедление роста под влиянием факторов, ограничивающих рост, достигнуто лишь для культур побегов и растений-регенерантов.

Наиболее действенный путь замедления роста состоит в снижении тем​пературы культивирования в сочетании с пониженным освещением. Вы​бор температуры определяется холодостойкостью вида растения. Так, для депонирования коллекций картофеля использовалась температура 10°С, а яблони 1°С. Рекомендуют для культур, нормально растущих при 20— 25°С, использовать 4—10°С, а для культур, обычно растущих при темпе​ратуре около 30°С, — плюс 15—20°С.

Рост растения можно также замедлить добавлением к питательной сре​де осмотиков — маннита и сорбита, повышением концентрации сахарозы или внесением в питательную среду веществ, тормозящих рост. В качес​тве последних были использованы гидразид малеиновой кислоты, 2,2-метилгидразид янтарной кислоты, хлорхолинхлорид, абсцизовая кисло​та, n-диметилсукцинаминовая кислота. В крайне редких случаях для за​медления роста используют снижение содержания кислорода — гипоксию. Условия гипоксии создают применяя смесь 90% азота и 10% кислорода. Иногда уменьшают концентрацию кислорода и одновременно снижают атмосферное давление. Во избежание истощения питательных веществ и обезвоживания объем агаризованной среды для медленно растущих куль​тур увеличивают. Если используется жидкая питательная среда, ее время от времени доливают, поскольку она активнее испаряется.

Хотя большинство культур обладает низкой скоростью роста и удалось значительно увеличить время между пересадками, оказалось невозмож​ным сократить скорость роста до нуля. Современные знания не позволя​ют перевести культуры в состояние покоя, наблюдаемое в обычных семе​нах. Пока еще для полного прекращения роста тканей высших растений
Контрольные вопросы:

1.Способы сохранения генофонда in vitro.

2. В чем преимущество криосохранение клеток
3. Почему клетки повреждаются под воздействием низких температур?
Лекция15:Криосохранение
Цель: освоить метод замораживания клеток
План:
1.Криосохранение

2. Подготовка культуры

3. Криопротекторы

4 Замораживание и хранение
5 Оттаивание и удаление криопротектора

6 Рекультивирование клеток и их оценка после криосохранения

1.Криосохранение

Криосохранение — это глубокое замораживание и хранение при сверхнизких температурах, например при температуре жидкого азота (—196°С). Это гарантирует стабильное сохранение генетических характеристик объектов практически в течение любого срока. Этот метод позволяет хранить самый разнообразный материал — от изолированных протопластов до зародышей и семян. В настоящее время глубокое замо​раживание клеток, тканей и органов получило широкое распространение в медицине и животноводстве. Иначе обстоит дело с растительным мате​риалом. Главные трудности связаны со спецификой растительных клеток и с самим процессом глубокого замораживания. Растительные клетки, имеющие большие размеры, большие вакуоли и много воды, сильнее по​вреждаются при замораживании и последующем оттаивании. Поврежде​ние клеток связано с образованием льда как внутри клеток, так и снару​жи. Лед обычно образуется сначала во внешнем растворе вокруг клеток. Точка замерзания цитоплазмы минус 1°С, но клетки остаются не замер​зшими до -10—15°С, так как до этого плазмалемма еще предотвращает проникновение внутрь кристаллов льда, растущих во внешнем растворе. Рост кристаллов льда внутри клетки разрушает ее мембраны.

Если температура снижается медленно, то клетка успевает потерять часть свободной воды, которая выходит из нее и замерзает на поверхнос​ти медленно растущих кристаллов во внешнем растворе. Очень быстрое замораживание не сопровождается дегидратацией и приводит к возник​новению кристаллов льда в цитоплазме. Медленное замораживание мо​жет полностью исключить кристаллизацию воды в клетке, но при этом неизбежно происходит значительная дегидратация и сжатие протоплаз​мы. Обезвоживание клетки происходит вследствие концентрирования внешнего раствора из-за образования в нем льда. Чрезмерный плазмо​лиз и вызванный им осмотический стресс (особенно при последующем деплазмолизе) приводит клетку к гибели.

Таким образом, причиной гибели клеток при замораживании является образование льда внутри клетки и механическое повреждение ее мембран, а также осмотический стресс, обусловленный сильным обезвоживанием клетки. Следовательно, все приемы, используемые в криосохранении, на​правлены на определенную сбалансированность обоих повреждающих фак​торов. Выживание клеток растений зависит от целого ряда условий: гене​тических и морфофизиологических их особенностей и способности к холо-довому закаливанию, состава и количества природных или искусственно добавляемых криопротекторов, уровня проницаемости этих веществ и воды, скорости снижения температуры и условий оттаивания. Работа по криосо-хранению культуры клеток состоит из следующих этапов:

· подготовка культуры клеток,

· добавление криопротектора,

· программное замораживание,

· хранение в жидком азоте,

· быстрое оттаивание,

· удаление криопротектора,

рекультивирование и регенерация растений
2. Подготовка культуры

Экспериментально показана возможность хранения при сверхнизких температурах культивируемых клеток, изолированных меристем, кончи​ков побегов, зародышей, пыльцы. Однако для криосохранения столь раз​личающихся между собой объектов, конечно, требуются различные под​ходы и условия начиная с самого начального этапа работы.

Лучше всего методы криосохранения разработаны для суспензионных культур. Мелкие меристемоидные клетки более устойчивы к заморажива нию, чем крупные вакуолизированные клетки. То же касается мелкодис​персных суспензий с рыхлыми агрегатами клеток по сравнению с больши​ми плотными массами клеток. Клетки тропических видов растений могут оказаться менее устойчивыми, чем клетки растений умеренной зоны. Для более сложно организованных структур, таких, как меристемы, зароды​ши, эмбриоиды, требуется оптимизация условий каждого этапа.

Особое значение имеет специальная подготовка культуры, целью ко​торой является обогащение ее клетками меристематического типа. Длительное культивирование в осмотике, синхронизация деления клеток, сокращение сроков пересадки способствуют уменьшению размеров клет​ки и увеличивают их выживаемость. На отдельные культуры положитель​ное влияние на жизнеспособность клеток оказывает предварительное куль​тивирование с некоторыми аминокислотами, благодаря увеличению уровня эндогенных Сахаров в клетках. Для суспензионных культур важным мо​ментом подготовки является концентрирование. Так, на клетках морко​ви показано, что увеличение плотности культуры в 2—3 раза значительно повышает выживаемость клеток. Требования к подготовке клеток к замо​раживанию часто оказываются различными не только для разных видов и культуральных систем, но и для разных штаммов клеток, поэтому эти ус​ловия подбираются эмпирически

3. Криопротекторы

Криопротекторы — это вещества, которые снижают точку за​мерзания, связывают внутриклеточную воду и защищают клетки от механического и осмотического стресса, К ним относятся диме-тилсульфоксид (ДМСО), глицерин, пролин и сахароза, которая является для растений естественным криопротектором. Сами криопротекторы тоже могут вызвать осмотический стресс, поэтому подбираются их оптималь​ные концентрации и сочетания.

ДМСО обладает уникальной проникающей способностью, это особен​но важно для крупных плотных организованных структур, например ме​ристем. Для них этап подготовки заключается, главным.образом, в пред​варительном культивировании с добавлением в среду 5% ДМСО. Это обес​печивает создание эффективных криозащитных концентраций по всему апексу, размер которого около 0,3—0,5 мм. Так, например, хорошие ре​зультаты были получены в опытах с меристемой ромашки аптечной, кото​рая предварительно культивировалась на среде с ДСМО, а для защиты применялась смесь ДСМО, глицерина и сахарозы. А.С. Попов, давно ис​следующий проблему криосохранения клеток в Институте физиологии растений им. Тимирязева (ИФР) в Москве, показал, что для защиты сус​пензионных культур целого ряда растений эффективно использование.

4 Замораживание и хранение

Наряду с выбором криопротекторов, причем именно для данных кле​ток, очень важно найти оптимальную программу замораживания. Разли​чают медленное постепенное замораживание, быстрое и сверхбыс​трое. При медленном постепенном замораживании температура в интер​вале от 0° до —40° снижается со скоростью 0,5—1° в мин. При быстром замораживании объект в ампуле с криопротектором погружается сразу в жидкий азот. При сверхбыстром замораживании сам объект непосред​ственно вводится в жидкий азот. Пыльцу можно замораживать в сухом виде, запечатанную в специальные пластмассовые ампулы, погружая их в жидкий азот.

Данные, полученные криобанком ИФР в Москве, показывают, что бо​лее успешные результаты дает программированное замораживание. Для этого требуются специальные конструкции с рабочей камерой, охлаждае​мой с запрограммированной скоростью введением паров жидкого азота. В другом типе замораживателей образцы охлаждаются путем погружения в камеру, заполненную жидкостью с низкой температурой плавления, ко​торая охлаждается с помощью электрической холодильной установки. Установка может быть термостатирована на определенную конечную тем​пературу, достижение которой происходит со скоростью, зависящей от объема камеры, заполненной жидкостью. Кроме того, температура может регулироваться с помощью программного устройства. Еще проще устро​ены аппараты, в которых используются.сосуды Дьюара или коробки из пенопласта. Возможно также суспендирование образцов в парах жидкого азота или погружение в охлажденную баню, проводимые при одной опре​деленной отрицательной температуре. Лабораторные морозильники (—20°С) и камеры с сухим льдом (—78°С) для хранения материала непри​годны, особенно морозильники, в которых невозможно контролировать внутриклеточное - замораживание.

5 Оттаивание и удаление криопротектора

Оттаивание и восстановление роста культур — ответственные и часто критические этапы процесса. При слишком медленном оттаивании клеток в них происходит повторное образование льда, оказывающее поврежда​ющее действие. Быстрое оттаивание предотвращает это. Оттаивание про​изводят погружая ампулы в теплую баню (+40°С) либо капая на замороженные объекты теплую воду или среду для культивирования. Однако в исключительных случаях более целесообразным оказывается медленное оттаивание.

После оттаивания удаляется криопротектор, что обычно делается на холоде. Основная часть физических изменений в клетках происходит при замораживании и оттаивании, однако только что оттаявшие клетки силь​но предрасположены к дальнейшим повреждениям и поэтому требуют тщательного «выхаживания». Это начинается с прямого пересаживания кле​ток на восстанавливающую среду без промывки с сохранением в клетках криопротекторов. Зачастую криопротектор удаляется специальными условиями отмывки.

6 Рекультивирование клеток и их оценка после криосохранения

Когда материал находится на криосохранении, состояние культур оце​нить невозможно. Оценка проводится после оттаивания и нужна для использования культур. Для быстрой оценки культур наиболее пригодны тесты на жизнеспособность. Тесты желательно проводить не сразу после оттаивания, а на следующий день. Тесты проводят периодически в про​цессе возобновления роста для контроля за увеличением содержания жизнеспособных клеток или живой ткани.

Для образцов, видимых под микроскопом в проходящем свете, т. е. клеточных суспензий, протопластов, небольших каллусных и организованных структур, используют окрашивание флуоресцеиндиацетатом, синим Эванса и феносафранином. Для каллусов и плотных крупных организо​ванных структур используют соли тетразолия.

Количественной оценкой выживания является рост. Изучают рост культивируемых клеток используя любые стандартные методы измерения роста, включая прирост сырой и сухой массы, объем осевших клеток, оптическую плотность клеток, прямое микроскопическое наблюдение. Стандартные цитологические методы позволяют оценить степень повреждений и восстановительных процессов, происходящих в тканях. Еще более точные данные получают при исследовании ультраструктуры в электрон​ном микроскопе.

Учитывая гетерогенность культур клеток, их подготовку к заморажива​нию, нельзя полностью исключить возможность проявления селективных преимуществ для какой-нибудь субпопуляции, в особенности при низкой выживаемости после оттаивания. Поэтому бывает нужна генетическая, физиологическая и биохимическая проверка.

На этапе рекультивирования иногда применяют известные приемы интенсификации роста клеток во избежание селекции возможных мутантных холодоустойчивых клеток. Установлено, что хранение в жидком азоте не влияет на выживание и возобновление клеточных культур. Возобновленные культуры характеризуются той же скоростью роста и полным сохранением их морфогенетического, биосинтетического и биотрансформирующего потенциалов. Рекультивированные после хранения в жидком азоте клеточные культуры в основном идентичны исходным и пригодны для биотехнологического применения. Регенерировали целые растения из клеток моркови и других растений, из меристемы 16 видов растений, в том числе картофеля, томатов, гвоздики, плодовых. Глубокое замораживание сохра​няет жизнеспособность и фертильность пыльцы, например, картофеля.

Таким образом, криобанк клеток, меристем, пыльцы обеспечивает сохранение генофонда не только культивируемых in vitro штаммовпродуцентов, но и редких и исчезающих видов, что особенно важно для вегета​тивно размножаемых растений. Генофонд растений in vitro — ценный ис​точник для научных исследований и биотехнологии, поэтому работы по созданию криобанков ведутся во всем мире.

Контрольные вопросы:
1. Способы сохранения генофонда in vitro.

2. В чем преимущество криосохранение клеток?
3. Почему клетки повреждаются под воздействием низких температур?
4. Как надо подготовить клетки к криосохранению?
5. Что такое криопротектор?

6. Как проводят замораживание и оттаивание клеток?
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