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Техніка безпеки і правила роботи в біотехнологічній лабораторії 

 

Робота в біотехнологічній лабораторії вимагає суворого дотримання техніки 

безпеки і правил, щоб запобігти нещасним випадкам і забезпечити безпеку 

студентів і навколишнього середовища.  

Техніка безпеки: 

❖ Студенти в лабораторії повинні носити лабораторні халати, рукавички, 

захисні окуляри та щитки для обличчя, щоб захистити себе від 

негативного впливу хімічних і біологічних чинників. 

❖ Заходити до лабораторії з ламінарними боксами дозволяється лише після 

виключення ультрафіолетових ламп у боксах. 

❖ Студенти повинні поводитися з хімікатами обережно, дотримуючись 

інструкцій виробника та використовуючи відповідне обладнання захисту.  

❖ Не можна пробувати хімічні речовини на смак і визначати їх за запахом. 

❖ Роботу з небезпечними для дихальної системи хімічними речовинами 

слід проводити у витяжній шафі.  

❖ У випадку потрапляння на тіло хімічної рідини, необхідно спочатку 

протерти це місце слабокислим або слаболужним розчином (залежно від 

рН хімічної речовини) з метою нейтралізації рідини, а потім ретельно 

вимити водою. У випадку потрапляння рідини на одяг необхідно відразу 

сполоснути його в мийці в лабораторії. 

❖ Заборонено відпрацьовані кислоти і луги зливати в один посуд, оскільки 

це призводить до реакцій, що супроводжуються нагріванням та 

випаровуванням. 

❖ Студенти повинні поводитися з біологічними матеріалами обережно, 

дотримуючись протоколів біологічної безпеки лабораторії та 

використовуючи відповідне захисне обладнання. 



5 

 

❖ Студенти повинні утилізувати відходи належним чином, дотримуючись 

протоколів поводження з відходами лабораторії та використовуючи 

відповідне обладнання безпеки. 

❖ У випадку розбиття скляного посуду необхідно повідомити про це 

викладача і ретельно прибрати всі уламки у сміттєву корзину. 

❖ Студенти повинні бути ознайомлені з процедурами аварійної ситуації в 

лабораторії, включаючи шляхи евакуації, розташування вогнегасників і 

процедури надання першої допомоги. 

❖ Студенти повинні обережно поводитись під час роботи зі спиртівкою, не 

проводити руками над полум’ям, а також не опускати під час 

фламбування в спирт металеві інструменти, якщо ще не прогорів на них 

вогонь. У випадку загоряння спирту, потрібно негайно прикрити посуд зі 

спиртом кришкою. 

❖ Не дозволяється заставляти виходи з приміщень та підходи до 

протипожежного інвентарю. 

❖ Виходячи з приміщень обов’язково необхідно вимкнути всі нагрівальні 

прилади. 

 

Правила роботи 

❖ Заборонено їсти та пити в лабораторії, щоб запобігти забрудненню 

зразків та контакту з небезпечними матеріалами. 

❖ Заборонено палити в лабораторії. 

❖ Заборонено вхід стороннім особам: в лабораторію мають бути допущені 

лише ті студенти, що мають пару за розкладом, щоб запобігти нещасним 

випадкам і забезпечити безпеку студентів. 

❖ Студенти не повинні брати участь у забавах чи будь-яких інших діях, які 

можуть призвести до нещасних випадків або травм. 

❖ Не дозволяється працювати в лабораторії наодинці. 

❖ Студенти не повинні проводити будь-які несанкціоновані експерименти 

або процедури, які можуть становити ризик для них самих або інших. 
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❖ Студенти повинні дотримуватися всіх лабораторних протоколів і 

процедур і не використовувати короткі шляхи, які можуть поставити під 

загрозу безпеку. 

❖ Необхідно слідкувати, щоб лабораторний посуд з будь-якою речовиною 

був підписаний. 

❖ Необхідно тримати своє робоче місце в чистоті. Не повинно бути зайвих 

предметів, а у випадку пролиття або розсипання реактивів необхідно 

негайно витерти їх. 

❖ Робота з асептичними рослинами проводиться лише в ламінарному боксі 

(попередньо простерилізованому ультрафіолетовим світлом), в 

стерильних рукавичках з використанням простерилізованого 

лабораторного посуду та інструментів. 
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Тема 1  

 

ПРИГОТУВАННЯ ПОЖИВНИХ СЕРЕДОВИЩ ДЛЯ ОТРИМАННЯ 

КАЛЮСУ ТА ВИРОЩУВАННЯ СУСПЕНЗІЙНИХ КУЛЬТУР 

 

Теоретичні відомості 

 

Поживні середовища — це субстрат, що містить всі необхідні поживні 

речовини для росту і проліферації клітин, який використовується для 

вирощування мікроорганізмів, клітин або тканин в лабораторних умовах in 

vitro. Конкретний вміст поживних середовищ може змінюватися в залежності 

від типу мікроорганізму або клітини, що культивується, але, як правило, 

поживні середовища містять такі компоненти: 

Вода: основою поживних середовищ зазвичай є вода, яка забезпечує 

необхідну гідратацію для клітин. 

Джерело вуглецю: мікроорганізмам, клітинам вищих та нижчих рослин 

потрібне джерело вуглецю для енергії та росту. Це може бути забезпечено у 

формі цукрів, таких як сахароза (переважно використовується для рослинних 

об’єктів), глюкоза (більше для тваринних об’єктів, іноді підходить для 

вирощування рослинного матеріалу) або інших органічних сполук (маніт, 

фруктоза тощо). 

Джерело азоту: азот є важливим компонентом білків і нуклеїнових 

кислот, які необхідні для росту та розмноження клітин. В якості джерела азоту 

в поживних середовищах можуть використовуватись амінокислоти, пептиди 

або неорганічні сполуки, такі як солі амонію. 

Неорганічні сполуки: поживні середовища також містять різноманітні 

макроелементи (додаються у відносно великій кількості), такі як калій, кальцій, 

фосфор, сірка, магній і залізо, а також мікроелементів (знаходяться в 

поживному середовищі в дуже малій кількості): цинк, молібден, купрум тощо, 

які необхідні для різних клітинних процесів. 
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Вітаміни: деякі мікроорганізми та клітини потребують спеціальних 

вітамінів для росту та метаболізму. Поживні середовища можуть містити 

різноманітні вітаміни, такі як біотин, тіамін, рибофлавін тощо. 

Фітогормони: ауксини, цитокініни, гібереліни можуть за потреби 

додаватись до поживного середовища в різних поєднаннях та концентраціях. 

Агар: для зміцнення поживних середовищ часто додають агар (тверде та 

напіврідке середовище). Агар - це полісахарид, отриманий з морських 

водоростей, який при нагріванні та охолодженні утворює гелеподібну 

речовину. В рідких середовищах агар відсутній. 

Отримання клітинних суспензій з багатоклітинних рослинних організмів 

найоптимальніше з пухкого калюсу. Для стимулювання калюсогенезу 

експланти рослинного походження висаджують на тверді поживні середовища з 

високим вмістом ауксинів та низьким вмістом цитокінінів. Одним з найбільш 

оптимальних для калюсогенезу поживних середовищ є середовище Гамборга 

В5.  

Для вирощування клітинних суспензій використовується рідке поживне 

середовище, тоді як для отримання клонів з окремої клітини, частіше 

використовується напіврідке поживне середовище (з додавання значно меншої 

кількості агару, порівняно з твердим середовищем – 2 г/л, порівняно з 8 г/л). 

Для отримання і культивування клонів з окремої клітини найбільш придатне 

багате поживне середовище, зокрема Као і Михайлюка. Підвищена 

концентрація необхідних речовин дасть можливість окремій клітині рости та 

утворювати клони в дуже малому об’ємі культурального середовища.  

Загалом, конкретний вміст поживних середовищ може змінюватися 

залежно від потреб об’єктів, що культивуються, і різні типи поживних 

середовищ можуть використовуватися для різних цілей або експериментів. 
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Лабораторна робота 1.1 

 

ПРИГОТУВАННЯ РОЗЧИНІВ МАКРОСОЛЕЙ ТА МАТОЧНОГО 

РОЗЧИНУ МІКРОСОЛЕЙ ДЛЯ СЕРЕДОВИЩ ГАМБОРГА В5 ТА  

КАО-МИХАЙЛЮКА 

 

Мета роботи: Приготувати розчини макросолей, маточні розчини 

мікросолей, Fe-хелату, вітамінів, фітогормонів.  

Обладнання 

1. Електронні ваги, торсійні ваги, електрична плитка, магнітна мішалка. 

2. Лабораторний посуд: мірні стакани, колби об’ємом 1 л, мірні циліндри 

500 мл, 100 мл, мірні піпетки - 5 мл, 1 мл, скляний посуд - 1 л, 100 мл, 

50 мл, 25 мл.  

3. Лопатки (шпателі). 

Реактиви  

1. Солі та кислоти: (NH4) 2SO4, NH4NO3 , KNO3 , CaCl2, MgSO4, MgSO4, 

KH2PO4, H3BO3, MnSO4, ZnSO4·7H2O, KI, Na2MoO4·2H2O, CuSO4·5H2O, 

CoCl2·6H2O, FeSO4·7H2O, Na2EDTA·2H2O. 

2. Вітаміни: нікотинова кислота, піридоксин, тіамін гідрохлорид. 

3. Фітогормони: кінетин, БАП, 2,4 – Д,  

4. Спирт, 1н КOH. 

 

ХІД РОБОТИ 

 

1. Приготувати розчин макросолей поживного середовища Гамборга В5 для 

вирощування калюсних тканин. В 500 мл дистильованої води розвести 

необхідні компоненти згідно таблиці 1.1. 
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Таблиця 1.1  

 

Склад макро- і мікросолей поживних середовищ для вирощування 

ізольованих тканин та клітин в умовах in vitro 

 

Макросолі 

Гамборга В5 

Маточний розчин 

мікросолей МS, 100мл 

Макросолі 

Као і Михайлюка,  

 

Компонент 

середовища 

Вміст, мг/л 

середовища 

Компонент 

середовища 

Вміст, 

мг/ 

100 мл 

Компонент 

середовища 

Вміст, мг/л 

середовища 

(NH4) 2SO4 134 H3BO3 620 КNO3 1 900 

CaCl2 113 MnSO4 2230 NH4NO3 600 

KH2PO4 130 ZnSO4·7H2O 860 CaCl2 453 

КNO3 2500 KI 83 MgSO4 146,5 

MgSO4 122 Na2MoO4·2H2O 25 KH2PO4 170 

  CuSO4·5H2O 2,5 КCl 300 

  CoCl2·6H2O 2,5   

 

2. Приготувати розчин макросолей поживного середовища Као і Михайлюка 

для вирощування ізольованих клітин. В 500 мл дистильованої води 

розвести необхідні компоненти згідно таблиці 1.1. 

3. Приготувати маточний розчин мікросолей поживного середовища МS для 

вирощування калюсів та ізольованих клітин. Концентрація таких 

маточних розчинів є у 100 разів більша за потрібну. В 100 мл 

дистильованої води розвести необхідні компоненти згідно таблиці 1.1. 

Маточний розчин мікросолей зберігати в холодильнику. 

4.  Приготувати маточний розчин Fe-хелат (20 мл). Розчиняємо окремо в 

дистильованій воді, потім змішуємо.  

FeSO4·7H2O  -  0,111 г  

Na2EDTA·2H2O  - 0,149 г 
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Розчин Fe-хелат зберігаємо в холодильнику в темному посуді! 

5. Приготувати маточні розчини вітамінів. Розводимо вітаміни у 

дистильованій воді з розрахунку 1мг в 1 мл. Готуємо по 5 мл нікотинової 

кислоти та піридоксину, а також 15 мл тіамін гідрохлориду. 

6. Приготувати по 5 мл маточних розчинів кінетину, БАП (6-

бензиламінопурин) і 2,4 – Д (2,4-дихлорфеноксіоцтова кислота ). 

Фітогормони погано розчиняються у воді, тому 5 мг речовини розчиняють в 

кількох краплях 96 % спирту (ауксини, гібереліни), або кількох краплях 1н 

КОН (цитокініни). Потім доводять до 5 мл дистильованою водою. 

7. Маточні розчини вітамінів та фітогормонів зберігати в холодильнику не 

більше 1 місяця. 

 

Контрольні запитання: 

 

1. Що таке маточні розчини і з якою метою вони готуються?  

2. Яким способом розводять фітогормон ІОК? 

3. Способи стерилізації термолабільних та термостабільних речовин для 

агаризованого середовища. 

4. Як приготувати розчин з кінетином? 

5. Як приготувати розчин з фітогормоном 2,4-Д? 

6. Чи є фітогормони термолабільні? 

 

Висновок____________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________ 

Підпис викладача ______________________ ( ___________ ) Дата ____________ 

Прізвище ІП   підпис 
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Лабораторна робота 1.2 

 

ПРИГОТУВАННЯ СЕРЕДОВИЩА ГАМБОРГА В5 

 

Мета роботи: Приготувати поживне середовище та простерилізувати його 

автоклавуванням.  

 

Обладнання 

1. автоклав,  

2. магнітна мішалка,  

3. ваги, 

4. електрична плитка,  

5. рН-метр, 

6. ламінарний бокс,  

7. лопатки (шпателі),  

8. скляний лабораторний посуд: стакан або колба об’ємом 1 л, мірні 

циліндри 500 мл, 100 мл, чашки Петрі, мірні піпетки - 5 мл, 1 мл. 

 

Реактиви  

1. приготовані розчини в лабораторній роботі 1.1: макросолі, мікросолі, 

Fe-хелат, вітаміни, фітогормони,  

2. мезо-інозит, сахароза, 

3.  0,1н КOH, 0,1н HCl. 

 

ХІД РОБОТИ 

 

1. Приготувати 1 л середовища Гамборга В5 згідно з прописом (таблиця 

1.2). 
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2. В 1 л стакан до 500 мл макросолей Гамборга В5 додати розчини 

мікросолей, вітамінів В1, В6, РР, Fe-хелату і фітогормонів 2,4-Д та 

кінетину у кількостях згідно таблиці 1.2. 

Таблиця 1.2  

Склад поживного середовища Гамборга В5 для вирощування калюсних 

тканин в умовах in vitro 

 

середовище Гамборга В5, 1 л 

Макро солі 

Гамборга В5 

500 мл РР 1 мл 

Мікро солі МS 1 мл 2,4-Д 1 мл 

Fe-хелат  5 мл кінетин 0,1 мл 

мезо-інозит 100 мг сахароза 20 г  

В1 10 мл агар 8 г 

В6 1 мл рН 5,7 

 

3. Потім додати наважки сахарози та мезо-інозиту.  

4. Після додавання у середовище всіх компонентів доводять рН за допомогою 

0,1н КОН або 0,1н НСl. 

5. Наважку агару повністю розчинити у 200 мл дистильованої води у 

термостійкій колбі за допомогою нагрівання та перемішування на магнітній 

мішалці. Додати агар до приготованого розчину і довести до потрібного об’єму 

дистильованою водою. 

6. Розлити середовище Гамборга В5 у 2 колби. У колби налити середовище 

до ½ об’єму. 

7. Поживне середовище стерилізувати в автоклаві за тиску 1 атм. 

(температура 115-120 °С ) протягом 15 – 20 хвилин (після прогріву автоклаву).  

8. Тепле середовище Гамборга В5 розлити по чашкам Петрі в ламінарному 

боксі. Перед початком роботи у ламінарному боксі необхідно попередньо 

включити в ньому ультрафіолетову лампу на 30 хв. Студенти можуть 
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заходити до ламінарної кімнати лише після виключення ламп. Кожен студент, 

починаючи роботу проводить стерилізацію рук та  протирає робочу поверхню 

80-96 % спиртом. 

9. Підписати чашки Петрі (назва поживного середовища та дата). 

 

Контрольні запитання: 

 

1. Яке середовище найчастіше використовують для стимулювання 

калюсогенезу? 

2. Калюс вирощують на твердому чи рідкому середовищі?  

3. Відповідно до складу поживного середовища Гамборга В5, яким воно є 

твердим, напіврідким чи рідким?  

4. Чи всі складові середовища Гамборга В5 є термостабільними?  

5. Чому доцільніше поживне середовище Гамборга В5 розливати в чашки 

Петрі, а не в банки і колби? 

 

Висновок____________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________ 

Підпис викладача ______________________ ( ___________ ) Дата ____________ 

Прізвище ІП   підпис 
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Лабораторна робота 1.3 

 

ПРИГОТУВАННЯ НАПІВРІДКОГО ТА РІДКОГО ПОЖИВНОГО 

СЕРЕДОВИЩА КАО-МИХАЙЛЮКА 

 

Мета роботи: Приготувати середовища та простерилізувати їх 

автоклавуванням.  

 

Обладнання 

1. автоклав,  

2. ламінарний бокс, 

3. ваги, електрична плитка, магнітна мішалка, 

4. скляний лабораторний посуд: стакани та колби об’ємом 1 л, мірні 

циліндри, 

5. лопатки (шпателі), самплер, рН-метр. 

 

Реактиви  

1. приготовані розчини в лабораторній роботі 1.1: макро- і мікросолі, Fe-

хелат, вітаміни,  

2. мезо-інозит, 

3. 0,1н КOH, 0,1н HCl, 

4. кокосова вода. 

 

ХІД РОБОТИ 

 

1. Приготувати 0,5 л напіврідкого та 0,5 л рідкого середовища Као і 

Михайлюка згідно з прописом (таблиця 1.3). 

2. Для приготування 0,5 л напіврідкого середовища Као і Михайлюка в 

колбу (1 л), до 250 мл макросолей Као і Михайлюка додати точно 
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відмірену кількість розчинів мікросолей, вітамінів і фітогормонів, Fe-

хелат. 

3. Зважити потрібну кількість мезо-інозиту, кокосову воду не додаємо.  

4. Після додавання у середовище всіх компонентів доводять рН за 

допомогою 0,1н КОН або 0,1н НСl. 

5. Додати агар до розчину і довести до потрібного об’єму (480 мл) 

дистильованою водою.  

Таблиця 1.3  

 

Склад поживних середовищ для вирощування ізольованих тканин та 

клітин в умовах in vitro 

 

Напіврідке середовище  

Као і Михайлюка 

Рідке середовище Као і Михайлюка 

Макро солі Као і 

Михайлюка 

250 мл Макро солі Као і 

Михайлюка 

250 мл 

Мікро МS 0,5 мл Мікро МS 0,5 мл 

Fe-хелат 2,5 мл Fe-хелат 2,5 мл 

мезо-інозит 50 мг мезо-інозит 50 мг 

В1 0,2 мл В1 0,2 мл 

В6 0,2 мл В6 0,2 мл 

РР 0,2 мл РР 0,2 мл 

Кокосова вода 20 мл - -  

агар 1 г агар - 

рН 5,7 рН 5,7 

6. Для приготування 0,5 л рідкого середовища Као і Михайлюка виконати всі 

дії згідно пунктів 1, 2, 3, 4 лабораторної роботи. Та довести до потрібного 

об’єму (500 мл) дистильованою водою.  
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7. Простерилізувати напіврідке та рідке середовища Као і Михайлюка в 

автоклаві під тиском 1 атм. (температура 115-120 °С ), протягом 15 – 20 хвилин 

(після прогріву автоклаву). 

8. Кокосову воду (20 мл) стерилізувати холодним способом, пропускаючи 

через бактеріологічні фільтри, і додати її до автоклавованого напіврідкого 

середовища. 

 

Контрольні запитання: 

 

1. Чим відрізняється рідке поживне середовище від напіврідкого? Для яких 

цілей вони застосовуються? 

2. Які способи стерилізації речовин Ви знаєте?  

3. Якими способами стерилізуються металеві інструменти? 

4. Способи стерилізації термолабільних та термостабільних речовин для 

агаризованого середовища. 

5. Які особливості складу поживного середовища Као і Михайлюка, 

порівняно з середовищем Гамборга В5? 

6. Що потрібно зробити, якщо при додаванні всіх складових рН середовища 

дорівнює 6,1? 

7. Що потрібно зробити, якщо при додаванні всіх складових рН середовища 

дорівнює 4,8? 

 

Висновок____________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________ 

Підпис викладача ______________________ ( ___________ ) Дата ____________ 

Прізвище ІП   підпис 
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Тема 2 

 

ВВЕДЕННЯ РОСЛИННОГО МАТЕРІАЛУ В КУЛЬТУРУ IN VITRO 

 

Теоретичні відомості 

 

Стерилізація рослинного матеріалу є вирішальним кроком у процесі 

введення рослинної тканини в культуру in vitro. Метою є усунення будь-яких 

мікроорганізмів, які можуть бути присутніми на поверхні рослинного матеріалу 

і можуть перешкоджати росту культури. Для стерилізації рослинного матеріалу 

зазвичай використовуються такі етапи: 

Стерилізація поверхні: рослинний матеріал вищих і нижчих 

багатоклітинних рослин промивають водою, щоб видалити будь-яке сміття або 

ґрунт. Потім матеріал обробляють дезінфікуючим розчином, щоб знищити 

будь-які мікроорганізми на поверхні. Концентрація та тривалість обробки 

залежать від виду рослинної сировини та вибраного дезінфікуючого засобу. 

Промивання: після обробки дезінфікуючим засобом рослинний матеріал 

кілька разів промивають стерильною водою, щоб видалити залишки 

дезінфікуючого засобу. 

Розтин: рослинний матеріал розтинають у стерильних умовах для 

отримання бажаних експлантів (наприклад, частин листя, стебла або кореня). 

Для стимулювання калюсоутворення додатково роблять надрізи на експланті, 

оскільки калюс – це ранева тканина. 

Важливо відзначити, що успіх процесу стерилізації залежить від кількох 

факторів, включаючи тип рослинного матеріалу, вибраний дезінфікуючий засіб 

і протокол стерилізації (а саме концентрація стерилізуючого агенту та час 

витримування рослинного матеріалу в ньому). Пильна увага до стерильності 

робочого місця та інструментів, а також належне поводження з рослинним 

матеріалом також може допомогти звести до мінімуму забруднення. 
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Речовини, які використовують для стерилізації рослинного матеріалу: 

Хлоровмісні сполуки (хлорамін, гіпохлорит натрію або кальцію), ртутні 

препарати (сулема, діацид), окисники (перекис водню, перманганат калію), 

етиловий спирт. Для підвищення ефективності стерилізації часто додають ПАР 

(Твін-80 або Твін-20), а також антибіотики (стрептоміцин, ампіцилін, ністатін). 

Введення в культуру мікроводоростей має свої особливості з огляду на 

одноклітинність матеріалу, що вимагає більш делікатної стерилізації. 

Дезінфікуючі розчини використовують у нижчих концентраціях зі значно 

коротшим терміном обробки. 

Крім боротьби з патогенними мікроорганізмами та грибами, важливо 

очистити культуру від тваринних організмів, що харчуються синьо-зеленими 

водоростями (коловерток, дафній тощо). Одним зі способів боротьби є хімічна 

обробка: наприклад додавання гіпохлориту натрію забезпечує ефективну 

концентрацію хлору для пригнічення випасу коловерток, одночасно зберігаючи 

ріст мікроводоростей Chlorella kessleri. Звичайні хімічні пестициди також 

широко використовуються для захисту культивованих мікроводоростей від 

біологічного забруднення. Коловертки або інфузорії можуть бути ефективно 

знищені фосфорорганічними або азоторганічними інсектицидами, такими як 

трихлорфон, димегіпо, метилпаратіон і діазинон. Деякі хімічні реагенти, такі як 

солі міді, використовують як фунгіцид, також їх додавання може прискорити 

продуктивність водоростей, оскільки мідь – це  необхідний мікроелемент для 

росту водоростей під час культивування. Разом з цим, варто зазначити, що 

більшість хімічних реагентів також можуть пригнічувати ріст водних 

організмів як таких і знижувати концентрацію в них фікоціаніну. Крім того, 

надмірне застосування цих синтетичних хімічних реагентів має потенційну 

небезпеку для оточуючого середовища та має негативний вплив на здоров’я 

людини. Таким чином, слід додатково досліджувати і виявляти екологічно 

чисті біологічні агенти, які пригнічують розмноження біологічних 

забруднювачів, не пошкоджуючи клітини мікроводоростей. 
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Фізична фільтрація та ультрафіолетова стерилізація вважалися 

ефективними та звичайними методами видалення біологічних забруднень, але 

лише перед початком культивування. Проте, ефективність видалення фільтрації 

залежить від розміру клітини, що також обмежує застосування для обробки 

біологічних забруднювачів, таких як яйця коловерток і копепод. Застосування 

імпульсних електричних полів для контролю забруднюючої коловертки при 

культивуванні мікроводоростей використовується в промислових масштабах, 

оскільки воно може вибірково впливати на коловертку, але не на 

мікроводорості в культурі клітин. Крім того, немає необхідності 

використовувати хімічні агенти. 

Виявлення типів біологічного забруднення, допомагає розробити надійні 

рішення для значного контролю рівня біологічного забруднення при масовому 

культивуванні мікроводоростей.  

Мікроводорості є одними з найпримітивніших форм життя на нашій 

планеті, і вони мають здатність адаптуватися майже до будь-якого з найбільш 

екстремальних середовищ існування на Землі. Таким чином, багато штамів 

мікроводоростей є стійкими до екстремальних умов навколишнього 

середовища, таких як рН середовища, температура та інтенсивність світла. 

Використання таких умов навколишнього середовища в межах діапазону 

стресу, за якого мікроводорості виживають, тоді як біологічні забруднювачі 

гинуть, може бути ідеальною та екологічно чистою стратегією для контролю 

рівня біологічного забруднення. Найбільш успішною парадигмою комерційного 

вирощування водоростей є спіруліна з екстремально високими умовами рН, 

Dunaliella з екстремально високою солоністю, Synechocystis є стійким до лугів. 

Світловий шок (раптове збільшення інтенсивності світла до 30 000 люкс), шок 

солоності (понад 15 % NaCl) і температурний шок (зниження швидкості росту 

копепод) також можуть вплинути на зв’язок між мікроводоростями та 

найпростішими. 

Отже, виявлення особливостей певних мікроводоростей дозволяє 

використовувати ці характеристики мікроорганізмів для успішної стерилізації.   
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Лабораторна робота 2.1 

 

СТЕРИЛІЗАЦІЯ ЛИСТКІВ З МЕТОЮ ВВЕДЕННЯ В КУЛЬТУРУ 

 IN VITRO 

 

Мета роботи: підібрати оптимальні умови стерилізації рослинного 

матеріалу. 

 

Обладнання 

1. ламінарний бокс, 

2. спиртівка, 

3. стерильні баночки для стерилізуючих розчинів,  

4. пінцети, 

5. пакети з фільтрувального паперу. 

Реактиви і матеріали 

1. листки,  

2. мильний розчин, дистильована вода, 

3. 25%, 50% та 70%-й розчин гіпохлориту натрію, 

4. 70 % етиловий спирт. 

 

ХІД РОБОТИ 

 

1. Відібрати матеріал для введення в культуру in vitro. 

2. Промити листки мильним розчином. 

3.Промити проточною, а потім дистильованою водою. 

4. Надалі всі дії проводяться в ламінарному боксі.  

5. Промитий рослинний матеріал у стерильних умовах помістити в 70 % 

етанол на 20 сек. Всі маніпуляції проводяться інструментами, які кілька раз 

оброблені над полум’ям спиртівки. Важливо використовувати охолоджені 
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інструменти, оскільки гарячий метал буде деструктивно впливати на тканини 

експлантів. 

6. Профламбованим пінцетом перенести листкові пластинки у стерилізуючий 

розчин певної концентрації і витримати відповідний час, відповідно до таблиці 

2.1.  

7. Пінцетом перенести листкові пластинки із банки з гіпохлоритом натрію у 

банку з дистильованою водою, де промити протягом 10 хв. Витримати в нових 

порціях стерильної дистильованої води по 10 хв ще два рази. 

 

Контрольні запитання: 

 

1. Для чого експланти поміщають на початку стерилізації в 70 % етанол? 

2. Які можуть бути наслідки використання замалої концентрації 

стерилізуючого агенту? 

3. Які можуть бути наслідки використання завеликої концентрації 

стерилізуючого агенту? 

4. Від яких анатомо-морфологічних ознак залежить концентрація і час 

витримування у стерилізуючому розчині? 

5. Які стерилізуючі агенти Ви знаєте, що використовуються для введення 

рослинного матеріалу в культуру in vitro? 

 

Висновок____________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________ 

Підпис викладача ______________________ ( ___________ ) Дата ____________ 

Прізвище ІП   підпис  
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Лабораторна робота 2.2 

 

ОТРИМАННЯ ПЕРВИННОГО КАЛЮСУ ІЗ ЛИСТКОВИХ 

ЕКСПЛАНТІВ 

 

Мета роботи: отримати стерильну калюсну культуру. 

 

Обладнання 

1. ламінарний бокс, 

2. стерилізований фільтрувальний папір, парафілм, 

3. стерильні чашки Петрі, спиртівка, пінцети, скальпель. 

Реактиви і матеріали 

1. поживне середовище Гамборга В5 (отримане в ході лабораторної 

роботи 1.2), 

2. стерильні листкові експланти (отримані в ході лабораторної роботи 

2.1). 

 

ХІД РОБОТИ 

 

1. Стерильним пінцетом витягти листкові пластинки із баночки з 

дистильованою водою і помістити її на фільтрувальний папір.  

2. Скальпелем обрізати на експланті всі раневі краї листка, які стикались 

безпосередньо зі стерилізуючим розчином і відповідно є пошкодженими (перед 

кожною маніпуляцією інструменти обробляти в спирті та обпалювати в полум’ї 

спиртівки; працювати з охолодженим інструментом, щоб не попалити 

рослинний матеріал!).  

3. Розрізати листок на експлантати розміром (1х1 см).  

4. На листках зробити додаткові надрізи для індукції раневого калюсу. 

5. Експлантати помістити у чашки Петрі з середовищем Гамборга В5 

адаксіальною стороною до поживного середовища.  
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6. Закрутити чашки Петрі парафілмом / плівкою. Чашки підписати (вид 

рослини, тип середовища, дата висаджування, група та прізвище лаборанта). 

7. Чашки Петрі з рослинним матеріалом культивувати в темноті за 

температури 25±1°С.  

8. Через 4-6 діб перевірити на наявність контамінації матеріалу. Результати 

ефективності різних концентрацій стерилізуючого агенту та різного часу 

витримування в ньому перевірити через 5-7 діб та записати у вигляді таблиці 

2.1. 

9. Через 25-30 днів провести візуальне визначення частоти калюсоутворення 

на експлантатах. 

10. Результати спостережень занести в таблицю 2.1. 

 

Таблиця 2.1  

 

Ефективність різних умов стерилізації листків Heuchera аmericana для 

отримання калюсу 

 

№ Концентрація 

гіпохлориту 

натрію 

Час, 

хв. 

Заг. к-сть 

експлантів  

К-сть 

заражених 

експлантів 

К-сть 

експлантів 

з калюсом 

1 25% 10    

2 25% 15    

3 25% 20    

4 50% 10    

5 50% 15    

6 50% 20    

7 70% 10    

8 70% 15    

9 70% 20    
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Контрольні запитання: 

 

1. Чому для отримання калюсу використовували поживне середовище 

Гамборга В5?  

2. Що необхідно зробити для збільшення утворення калюсу? Які фізіологічні 

процеси є передумовою?  

3. Які умови стерилізації були найефективнішими?  

4. За яких умов найкраще відбувався калюсогенез? 

 

Висновок____________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________ 

Підпис викладача ______________________ ( ___________ ) Дата ____________ 

Прізвище ІП   підпис 

 

Лабораторна робота 2.3 

 

СТЕРИЛІЗАЦІЯ І КУЛЬТИВУВАННЯ ОДНОКЛІТИННИХ 

ВОДОРОСТЕЙ 

 

Мета роботи: отримати суспензії клітин. 

 

Обладнання 

1. ламінарний бокс, 

2. шейкер,  

3. спиртівка, 

4. нейлонові фільтри,  

5. стерильні пробірки, фольга, 
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6. пінцети, скальпель,  

7. самплер зі стерильними носиками. 

Реактиви і матеріали 

1. багате рідке поживне середовище Као і Михайлюка (отримане в ході 

лабораторної роботи 1.3), 

2. одноклітинні водорості,  

3. 70 % етиловий спирт. 

 

ХІД РОБОТИ 

 

1. У стерильну пробірку в боксі налити 10 мл стерильного рідкого 

поживного середовища Као і Михайлюка. Кришку з фольги обпалити над 

полум’ям спиртівки. 

2.   

А 2.1. Самплером відібрати 1 мл води з одноклітинними водоростями і 

додати до 70 % етилового спирту (на 5 або 10 с).  

2.2. Профільтрувати через нейлоновий фільтр. 

2.3. Зібрати з фільтру стерильним скальпелем і помістити в пробірку з 

рідким поживним середовищем Као і Михайлюка. 

Б 2.1. Самплером відібрати 1 мл води з одноклітинними водоростями. 

Профільтрувати через нейлоновий фільтр. 

2.2. Зібрати з фільтру скальпелем і помістити в пробірку з рідким 

поживним середовищем Као і Михайлюка. 

3. Помішати коливальними рухами, горлечко пробірки та кришку з фольги 

обпалити над спиртівкою перед закриттям (перед кожною маніпуляцією 

інструменти обробляти в спирті та обпалювати в полум’ї спиртівки). 

4. Підписати пробірку (умови стерилізації). 

5. Культивувати 2 тижні за температури +24 °С та 16 годинному світловому 

дні.  



27 

 

6. Описати через 5 діб наявність чи відсутність контамінації суспензії, ріст 

клітинної популяції у групах зі стерилізацією та у групі без стерилізації. Дані 

занести в таблицю 2.2. 

 

Таблиця 2.2  

 

Ефективність різних умов стерилізації одноклітинних водоростей 

 

Спосіб стерилізації К-сть заражених проб Ріст клітинної 

популяції 

70% етиловий спирт – 5 с   

70% етиловий спирт – 10 с   

70% етиловий спирт – 15 с   

Без етилового спирту   

 

 

Контрольні запитання: 

 

1. Які проблеми виникають під час стерилізації мікроводоростей? 

2. Які способи стерилізації мікроводоростей Ви знаєте? 

3. Чому способи введення в асептичну культуру мікроводоростей є більш 

різноманітними, порівняно з такими у багатоклітинних організмів? 

4. Який спосіб стерилізації ефективно застосовувати при введенні в 

культуру спіруліни?  

5. Навіщо перед введенням в асептичну культуру в воду з одноклітинними 

водоростями додають інсектициди? 

6. Які корисні властивості одноклітинних водоростей Ви знаєте? 

7. Які мікроводорості вирощуються з метою біоремедіації водоймищ? 

8. Які властивості водоростей дозволяють їм бути очисниками води? 
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9. Які біоферментери можна використовувати для вирощування 

одноклітинних водоростей? 

10. Який тип поживного середовища можна використовувати для 

культивування мікроводоростей? 

 

 

Висновок____________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________ 

Підпис викладача ______________________ ( ___________ ) Дата ____________ 

Прізвище ІП   підпис 
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Тема 3 

 

ДОСЛІДЖЕННЯ КАЛЮСНОЇ ТКАНИНИ 

 

Теоретичні відомості 

 

Вирощування якісної калюсної тканини є важливою передумовою для 

реалізації багатьох задач. Зокрема, отримання суспензійної культури рослинних 

клітин, вирощування великої кількості калюсної тканини для отримання цінних 

сполук та/або рідкісного рослинного матеріалу, тестування впливу певних 

хімічних або фізичних чинників на клітинний та тканинний матеріал тощо.  

Щоб встановити ефективність вирощування калюсної культури та 

якісність матеріалу досліджують такі показники, як: анатомо-морфологічний 

опис калюсу, визначають генетичні характеристики тканини, кількісні 

параметри (розмір та кількість клітин на одиницю маси, відносний приріст маси 

та площу калюсу), життєздатність культури. 

Так, калюсні культури класифікують за багатьма критеріями:  

•  Щільністю.  

•  Забарвленням.  

•  Морфогенетичним потенціалом.  

•  Інтенсивністю (швидкістю) зростання.  

•  Ступенем гетерогенності клітинної популяції.  

•  Типом морфогенезу.  

Типи калюсів за щільністю: 

• Пухкі калюси мають сильно оводнені клітини та мало міжклітинних 

зв’язків, тому легко розпадаються на клітини та дрібні агрегати. 

• Середньої щільності – мають виражені меристематичні зони (окремі 

клітини відокремлюються при сильному струшуванні).  

• Щільні, багато меристемних зон, наявні провідні елементи (клітини 

дрібні, не відділяються після струшування). 
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Морфогенетичний потенціал:  

• Калюси з високим морфогенетичним потенціалом - непрозорі, переважно 

щільні з хлорофіловмісними ділянками. 

• Калюси з низьким морфогенетичним потенціалом - пухкі, не мають 

глобулярного характеру. 

Тип морфогенезу: 

• Ризогенез (утворюється коріння). 

• Гемогенез (утворюються пагони).  

• Геморизогенез (утворюються пагони та коріння, але окремо один від 

одного). 

• Соматичний ембріогенез (утворення в калюсних тканинах ембріоїдів, 

здатних розвиватися в дорослу рослину). 

Зростання калюсної тканини можна визначити за такими критеріями: 

1) біомаса (сира); 

ΔW = (Wt - Wo) / Wo × 100%, 

де ΔW - відносний приріст маси, 

Wo - початкова маса калюсу, 

Wt - кінцева маса калюсу. 

2) площа; 

ΔS = (St - So) / So × 100%, 

де ΔS - відносний приріст площі, 

So - початкова площа калюсу, 

St - кінцева площа калюсу. 

3) число клітин на одиницю маси; 

4) розмір клітин калюсної тканини. 

 

Як відомо, калюс характеризується гетерогенністю клітинної популяції. 

Особливо важливо визначити генетичний статус калюсних тканин, якщо вони 

утворені внаслідок генетичних трансформацій, соматичної гібридизації тощо.  
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В клітинах калюсу наявні різні відхилення від диплоїдного набора 

хромосом (часто поліплоїдні клітини, або різна кількість хромосоми за рахунок 

нерівномірного розподілення хромосом в анафазі), також спостерігаються і 

відхилення від нормальної будови хромосом: політенні або ненормально 

вкорочені хромосоми, наявність містків і фрагментів. Збільшення кількості 

відхилень у каріотипі пов’язана з дедиференціацією клітин, підвищеною 

інтенсивністю поділів, а також впливом самого поживного середовища, вміст 

якого відрізняється від умов інтактної рослини. З віком (кількість пересівів) 

мітотична активність спочатку посилюється, а потім знижується. В молодій 

культурі калюсу переважають диплоїдні клітини, а в старій культурі – 

поліплоїдні.  

Генетичні дослідження безпосередньо тканин калюсу за допомогою 

мікроскопії дещо ускладнені. Оскільки для класичного каріологічного аналізу 

бажано знати час, коли найактивніше відбувається поділ, а також точне місце, 

де клітини діляться. Тому кількість каріологічних препаратів може бути дуже 

великою для отримання якісного результату: багато метафазних пластинок. 

Разом з цим, клітини калюсу, в яких відбулися генетичні порушення, часто не 

здатні до наступних поділів. Саме тому для каріологічного аналізу калюсної 

тканини мікроскопічним методом пропонується використовувати молоді 

корінці, що утворились з калюсу шляхом ризогенезу, геморизогенезу або 

ембріогенезу. Особливо доцільно проводити каріологічний аналіз саме на 

корінцях для новоутворених ембріоїдів шляхом соматичної гібридизації або 

генетичної трансформації. 

Життєздатність калюсу означає здатність тканини калюсу залишатися 

живою та метаболічно активною. Визначення життєздатності є важливим для 

встановлення найбільш ефективних умов вирощування даної тканини (підбір 

поживного середовища, температурний режим тощо), терміни пересіву 

рослинного матеріалу на свіже поживне середовище, оцінки впливу на клітини 

токсичних речовин тощо. Відсоток життєздатних клітин часто визначають за 

допомогою аналізу MTT, який оснований на здатності живих клітин 
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перетворювати барвник 3-(4,5-диметилтіазол-2-іл)-2,5-дифеніл-тетразоліум 

бромід у кристали формазану, які  мають насичений фіолетовий колір. Таким 

чином, життєздатна клітина буде наповнена кристалами формазану. А також 

життєздатність клітин калюсу оцінюють після забарвлення 0,1 % трипановим 

синім, метиленовим синім або синькою Еванса (забарвлюються лише мертві 

клітини). 

 

Нижче наведено кілька прикладів досліджень калюсної тканини in vitro з 

огляду на мету її вирощування: 

• визначення ефективності синтезу певних біологічно активних речовин 

калюсної тканини; 

• антимікробна активність калюсної тканини;  

• дослідження калюсу in vitro як модельної системи для вивчення 

стресостійкості рослин до абіотичних факторів; 

• дослідження органогенезу in vitro з калюсної тканини за допомогою 

світлової та скануючої електронної мікроскопії 

• вивчення впливу різних природних екстрактів і регуляторів росту рослин 

на регенерацію рослин і індукцію калюсу. 

  

Лабораторна робота 3.1 

 

МОРФОЛОГІЧНИЙ ОПИС КАЛЮСНОЇ ТКАНИНИ 

 

Мета: дослідити та описати морфологічну будову калюсу, виявити ефективні 

для отримання суспензій калюси та для отримання регенерантів. 

 

Матеріали 

1. Культуральний посуд з калюсною культурою різних видів рослин, на 

різних стадіях розвитку. 
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ХІД РОБОТИ 

 

1. В культуральній кімнаті вибрати посуд з різними типами калюсної 

культури, на різних стадіях розвитку. 

2. Описати калюси за зовнішнім виглядом, не відкриваючи 

культурального посуду.  

3. Заповнити таблицю 3.1. 

 

Таблиця 3.1 

Морфологічний опис калюсної тканини 

 

№ Морфогенетичний 

потенціал 

Колір Щільність Морфогенез 

1         

2         

3         

4         

5         

6     

 

Контрольні запитання: 

1. Які типи калюсів краще використовувати для отримання суспензій? 

2. Які типи калюсів краще використовувати для отримання регенерантів? 

3. Про що свідчить коричневий колір калюсу? 

4. Чим відрізняється геморизогенез від соматичного ембріогенезу? 
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Висновок____________________________________________________________

____________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

Підпис викладача __________________ ( ___________ ) Дата ________________   

Прізвище ІП   підпис 

 

Лабораторна робота 3.2 

 

ВИЗНАЧЕННЯ ЖИТТЄЗДАТНОСТІ КАЛЮСУ 

 

Мета: визначення оптимального терміну пересаджування калюсу на нове 

поживне середовище за його життєздатністю.  

 

Обладнання 

1. спектрофотометр,  

2. мікрохвильова піч,  

3. центрифуга, 

4. електронні ваги, ваги для рівноважування центрифужних пробірок, 

5. порцелянові ступки з товкачиками, пінцет, самплер. 

Реактиви і матеріали 

1. калюс (отриманий в ході лабораторної роботи 2.2),  

2. або суспензія клітин вищих рослинних організмів, 

3. 0,25 % водний розчин Еванса синього, 

4. дистильована вода. 
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ХІД РОБОТИ 

 

1. Кожній пробі повинен відповідати контроль із 100 % мертвих клітин. Для 

цього калюсну тканину (контрольні зразки) потрібно витримати в 

мікрохвильовій печі 3 хв. за потужності 900 Вт. 

2. 150 мг калюсної тканини інкубувати за кімнатної температури 15 хв. у 

0,25 % розчині Еванса синього.  

3. Відмити зразки від надлишкового барвника (перенести пінцетом зразок в 

бюкс і кілька разів сполоснути водою. Не тримати довго у воді!). 

4. Розтерти матеріал у ступках, додати 1,5 мл дистильованої води (додати 

0,5 мл води – перелити до центрифужної пробірки та додати ще 1 мл 

води, яким ретельно вимити залишки матеріалу зі ступки до 

центрифужної пробірки). 

5. Врівноважити центрифужні пробірки і центрифугувати 7 хв. та 9000 g.  

6. На спектрофотометрі виміряти оптичну щільність зразка за довжини 

хвилі 600 нм відносно дистильованої води. 

7. Занести отримані дані оптичної щільності в таблицю 3.2.  

 

Таблиця 3.2 

Оптична щільність досліджуваних зразків 

 

Тип калюсу Контроль Зразок 1 Зразок 2 Зразок 3 

1. 3 місяці     

2. 1 місяць     

3. 2 місяці     

 

8. Життєздатність у відсотках від оптичної щільності контролю 

розраховують за формулою: 

Життєздатність = 100 – (С×100)/D, 

де: С – оптична щільність зразка, D – оптична щільність контролю. 
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9. Занести отримані показники життєздатності в таблицю 3.3, визначити 

середнє значення для кожного типу калюсу.  

 

Таблиця 3.3 

 

Життєздатність калюсу з різним терміном вирощування 

 

Тип калюсу Зразок 1 Зразок 2 Зразок 3 Середнє 

значення 

1. 3 місяці     

2. 1 місяць     

3. 2 місяці     

 

Контрольні запитання: 

 

1. Які фактори впливають на ріст калюсу в культурі? 

2. Чому від тривалості вирощування тканин в культурі in vitro залежить 

життєздатність калюсу? 

3. Чи відрізняється оптимальний термін вирощування на одному поживному 

середовищі у калюсів різних видів рослин? Чому? 

 

Висновок____________________________________________________________

____________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

Підпис викладача ____________________ ( ___________ ) Дата ______________   

    Прізвище ІП   підпис 
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Лабораторна робота 3.3 

 

МОРФОМЕТРИЧНЕ ВИМІРЮВАННЯ РОЗМІРІВ КЛІТИН КАЛЮСУ / 

КЛІТИННОЇ СУСПЕНЗІЇ ВИЩИХ РОСЛИН 

 

Мета роботи: виміряти розміри клітин калюсу. 

 

Обладнання 

1. мікроскоп, 

2. комп’ютер, комп’ютерна програма Image J, 

3. об’єкт-мікрометр, фотоапарат, 

4. предметні та покриві скельця, 

5. скальпель, фільтрувальний папір, 

6. самплер. 

 

Реактиви і матеріали 

1. калюс (отриманий у ході лабораторної роботи 2.2). 

2. або клітини суспензії вищих рослин. 

 

ХІД РОБОТИ 

 

1. У програмі Image J проводимо калібрування. (Цей пункт виконується 

одноразово для кожного мікроскопу та фотоапарату і потім завжди 

використовуються отримані значення).  

1.1.  Поміщаємо на предметний столик мікроскопа скельце об’єкт-

мікрометра. 

1.2.  Фотографуємо під мікросокопом на різних збільшеннях шкалу 

об’єкт-мікрометра.  

1.3.  У програмі Image J відкриваємо фотографію з об’єкт-мікрометром, 

зроблену за необхідного збільшення об’єктиву (у випадку 
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фотографування камерою вбудованою в мікроскоп), виділяємо 

інструментом «лінія» довжину 1 мм.  

Analyze  - Set Scale. Known Distance - 1000 мкм.  

Unit – mkm 

Global – ok.  

 

1.4. Виділяємо інструментом «лінія» довжину фотографії, 

1.5.  Заходимо в меню і відмічаємо відому дистанцію, яку ми отримали 

в пункті 1.3. при необхідному збільшенні мікроскопу. 

Наприклад 

Analyze  - Set Scale - Known Distance – ×10 – 776.86 мкм;  

Unit – mkm 

Global – ok.  

 

1.6. Кожен наступний раз після відкриття програми потрібно вводити 

дані довжини фотографії під необхідним збільшенням. 

2. На предметне скельце наносимо тонкий зріз калюсу / краплю суспензії і 

фотографуємо під мікроскопом при збільшенні об’єктиву ×10. 

3.  Відкриваємо отримані фотографії в програмі Image J. 

4. Встановлюємо який параметр ми хочемо виміряти: Analyze - Set Measure-

Area. 

5.  Вимірюємо площу типових клітин калюсу / окремих клітин суспензійної 

культури. Для цього інструментом «крива лінія» обводимо кожну типову 

клітину, після чого натискаємо Ctrl+M. Або в меню натискаємо кожен раз  

Analyze – Measure. 

6. Робимо по 20 вимірів на обох фотографіях. Рахуємо середнє значення 

площі клітин суспензійної культури.  

7. Дані заносимо в таблицю 3.4. 
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Таблиця 3.4 

 

Площа клітин калюсних тканин, які росли на різних поживних 

середовищах  

 

Група N (1-20) N 

середнє 

1. Калюс, культивований 

на модифікованому 

середовищі MS 

  

2. Калюс, культивований 

на середовищі Гамборга В5 

  

 

Контрольні запитання: 

 

1. Чому не можна виміряти площу клітин, отриманих з калюсу вищих рослин за 

допомогою окуляр-мікрометра? 

2. Який спосіб вимірювання площі клітин є більш точний, за допомогою 

окуляр-мікрометра чи за допомогою програми Image J? 

3. Які параметри калюсної тканини можна виміряти за допомогою програми 

Image J? 

 

Висновок____________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________ 

Підпис викладача ______________________ ( ___________ ) Дата ____________ 

Прізвище ІП   підпис 



40 

 

 

Лабораторна робота 3.4 

 

ПРИГОТУВАННЯ КАРІОПРЕПАРАТУ З КАЛЮСУ 

 

Мета роботи: виявити оптимальний вік калюсу для аналізу кількості 

хромосом. 

 

Обладнання 

1. витяжна шафа, 

2. мікроскоп, 

3. предметні та покриві скельця, фільтрувальний папір, 

4. спиртівка, пінцети, скальпелі. 

Реактиви і матеріали 

1. калюс (отриманий в ході лабораторної роботи 2.2), 

2. 0,1 % колхіцин, 

3.  фіксатор Карнуа (етиловий спирт 96% - 3 частини, крижана оцтова 

кислота – 1 частина),  

4. 70 % спирт,  

5. ацетоорсеїн (в 45 мл льодяної оцтової кислоти розвести 1 г осеїну, 

довести дистильованою водою до 100 мл і профільтрувати), 

6. 45 % оцтова кислота,  

7. гліцерин. 

 

ХІД РОБОТИ 

 

1. Калюс попередньо обробити 0,1% колхіцином в холодильнику 3 год. 

2. Фіксувати 1 добу в спрощеному фіксаторі Карнуа. 

3. Помістити в 70 % спирт. 

4. Помістити на тиждень у розчин ацетоорсеїну.  
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5. Калюс помістити на предметне скельце і відрізати шматочок (кілька 

міліметрів) з більш щільним розміщенням клітин (більш імовірне 

потрапляння в зону меристемних клітин). 

6. Двічі нагріти калюс в 45 % оцтовій кислоті на предметному скельці по 5 

секунд (мацерація). Не допускати закипання. 

7. Накрити покривним скельцем і обережно притиснути матеріал, щоб 

клітини калюсу розташувалися в один ряд. 

8. Додати за потреби краплю 45 % оцтової кислоти. За допомогою голки 

обвести гліцерином навколо покривного скельця.  

9. Переглянути препарат під мікроскопом. 

10. Занести дані кількості хромосом в таблицю 3.5. Кожне значення кількості 

хромосом відповідає одній метафазній пластинці. 

 

Таблиця 3.5 

 

Кількість метафазних пластинок залежно від віку калюсу 

Група Кількість хромосом Середнє 

значення 

1. 3 тижні   

2. 5 тижнів   

3. 7 тижнів   

 

Контрольні запитання: 

 

1. У чому складність отримати велику кількість якісних метафазних 

пластинок, досліджуючи безпосередньо калюсні тканини? 

2. Які фактори можуть впливати на генетичну гетерогенність калюсу? 

3. Які можуть бути «технічні» причини виявлення різної кількості 

хромосом під світловим мікроскопом?  
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4. Яким чином можна подовжити «життя» каріологічного препарату? 

 

Висновок____________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________ 

Підпис викладача ______________________ ( ___________ ) Дата ____________ 

Прізвище ІП   підпис 

 

Лабораторна робота 3.5 

 

 ПРИГОТУВАННЯ КАРІОПРЕПАРАТУ З КОРІНЦІВ, ОТРИМАНИХ 

ШЛЯХОМ РИЗОГЕНЕЗУ 

 

Мета роботи: виявити оптимальний час взяття матеріалу для аналізу та 

підрахувати кількість хромосом. 

 

Обладнання 

1. витяжна шафа, 

2. мікроскоп, 

3. предметні та покриві скельця, фільтрувальний папір, 

4. спиртівка, пінцети, скальпелі, препарувальна голка. 

Реактиви і матеріали 

1. корінці, отримані з калюсу, 

2. фіксатор Карнуа,  

3. 70 % спирт,  

4. барвник ацетоорсеїн, 
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5. 45 % оцтова кислота,  

6. гліцерин, імерсійна олія. 

 

ХІД РОБОТИ 

 

1. Взяти калюс з проявами ризогенезу. 

2. О 9:00, 10:00 та 11:00 відрізати корінці довжиною 0,5 - 0,8 см. Враховуємо 

видоспецифічність розміру корінця і час взяття матеріалу. 

3. Попередня обробка 0,1 % колхіцином у холодильнику 3 год. 

4. Фіксувати 1 добу у спрощеному фіксаторі Карнуа (див. лабораторну 3.4). 

5. Помістити в 70 % спирт. 

6. Помістити на тиждень в розчин ацетоорсеїну (див. лабораторну 3.4).  

7. Корінець помісти на предметне скельце і обрізати зону поділу (кілька 

міліметрів). 

8. Двічі нагріти корінці в 45 % оцтовій кислоті на предметному скельці по 5 

секунд (мацерація). Не допускати закипання. 

9. Накрити покривним скельцем і обережно притиснути матеріал, щоб 

клітини корінця розташувалися в один ряд. 

10. Додати за потреби краплю 45 % оцтової кислоти. За допомогою голки 

обвести гліцерином навколо покривного скельця.  

11. Переглянути препарат під мікроскопом, поступово збільшуючи кратність 

об’єктива до 100 (на цьому збільшенні використовувати додатково 

імерсійну олію). 

11. Занести дані кількості хромосом у таблицю 3.6. Кожне значення кількості 

хромосом відповідає одній метафазній пластинці. 
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Таблиця 3.6 

 

Кількість метафазних пластинок залежно від часу взяття матеріалу на 

аналіз 

 

Група Кількість хромосом Середнє 

значення 

1. 9:00   

2. 10:00   

3. 11:00   

 

Контрольні запитання: 

 

1. Чи гетерогенні за генетичним набором виявились досліджені корінці? 

Пояснити можливі причини? 

2. Чому важливо підібрати коректний час взяття матеріалу для 

визначення кількості хромосом? 

3. Чому для каріологічного аналізу не використовують весь 

зафарбований корінець? 

4. Який метод каріологічного аналізу більш ефективний: дослідження 

безпосередньо калюсу чи корінців, отриманих з нього? Чому? Які 

плюси і мінуси? 

Висновок____________________________________________________________

____________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________ 

Підпис викладача ______________________ ( ___________ ) Дата ____________ 

Прізвище ІП   підпис 
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Тема 4 

 

ДОСЛІДЖЕННЯ КЛІТИННИХ СУСПЕНЗІЙ 

 

Теоретичні відомості 

 

Клітинна суспензія — це тип клітинної культури, в якій окремі клітини або 

невеликі скупчення клітин (агрегати) функціонують та розмножуються в 

рідкому культуральному середовищі з постійним перемішуванням. Суспензія 

клітин використовується для отримання важливих метаболітів, які 

застосовують в фармакології, харчовій та хімічній промисловості, косметології, 

сільському господарстві. Також з клітин суспензії отримують протопласти з 

наступним використанням їх у клітинній селекції або створенням генетично 

модифікованих організмів. Найоптимальнішим способом отримати суспензію 

клітин вищих рослин є використання пухкого калюсу. Спочатку механічно 

подрібнюють матеріал. Якщо пухкий калюс не достатньо розпадається на 

окремі клітини, застосовують целюлозолітичні та пектолітичні (мацераза, 

пектиназа) ферменти мацерації. Після розбиття калюсу на окремі клітини, 

дрібні та великі агрегати, суспензію вирощують з постійним помішуванням на 

шейкері за 30-120 об/хв. Перемішування сприяє кращому газообміну клітин, а 

також перешкоджає агрегації. Якщо клітинна суспензія перебуває в 

нерухомому стані, то ділення суспензійних клітин (отриманих з 

багатоклітинних рослинних організмів) призводить до утворення калюсної 

тканини, формуючи багато міжклітинних зв’язків. Суспензії мікроводоростей 

без помішування також осідають на дно та утворюють плівкоподібні кластери, 

які, однак, легко розпадаються після струшування.  

Також є способи приготування клітинних суспензій безпосередньо з 

вегетативних органів рослин, наприклад коренів, листків. Для цього шматочки 

вегетативних органів обробляють целюлозолітичними та пектолітичними 
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ферментами з метою мацерації. Такий метод має дуже низький вихід 

життєздатних клітин, тому майже не застосовується. 

Суспензійні клітини можуть утворюватись у великих кількостях на одиницю 

об’єму, тому вони є кращими при використанні клітин для виробництва 

продуктів, зокрема білків, антитіл, метаболітів. Разом з цим, ріст клітинної 

популяції підлягає закономірності, що виражена S-подібною кривою росту 

(Рис. 4.1).  

 

  

 

 

 

Рис. 4.1. Крива росту клітинної популяції 

де: I – лаг-фаза (адаптаційна, накопичувальна), II – експоненційна фаза 

(інтенсивне використання поживних речовин), III – фаза лінійного росту, IV – 

фаза уповільненого росту (починається утворення моношару, виснаження 

поживного середовища), V – стаціонарна фаза (кількість деградованих клітин 

врівноважена кількістю поділів, інтенсивний біосинтез), VI – фаза відмирання 

(переважає контактне інгібування).  

 

Для того, щоб визначити на якому етапі росту знаходиться клітинна 

популяція (інтенсивне збільшення кількості клітин, врівноважене утворення 

нових клітин та загибель старих, поряд з підвищенням синтетичних процесів у 

популяції чи стадія загибелі клітинної популяції) необхідно періодично 

досліджувати кількість клітин на одиницю об’єму суспензії, розмір клітин, їх 

lg N 

час 
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життєздатність. Отримані знання відповідно дозволять зрозуміти чи проводити 

збільшення суспензійного об’єму шляхом пересіву в новий культуральний 

посуд, чи саме час отримувати біологічно активні метаболіти, чи терміново 

потрібно замінювати поживне середовище на свіже. Дослідження кількості 

клітин суспензійної культури на одиницю об’єму проводять за допомогою 

світлового мікроскопу та камери Горяєва або камери Фукса-Розенталя, а також 

можна використовувати проточний цитометр.  

Вивчення клітинних суспензій відбувається за допомогою різних методів: 

біохімічних, генетичних та цитологічних. Успішне приготування і вирощування 

клітинних суспензій значною мірою залежить від високої життєздатності 

клітин. Аналіз життєздатності клітин проводиться прямим підрахунком клітин 

за допомогою камери Горяєва або камери Фукса-Розенталя після забарвлення 

0,1 % трипановим синім, метиленовим синім або синькою Еванса 

(забарвлюються лише мертві клітини). Також використовують ММТ –тест для 

оцінки відсотку живих клітин у культурі. Для виявлення кількості клітин у 

суспензії, що знаходяться в стані некрозу або апоптозу використовують 

проточну цитометрію. 

 

Лабораторна робота 4.1 

 

ОТРИМАННЯ СУСПЕНЗІЇ КЛІТИН ВИЩИХ РОСЛИН. 

 

Мета роботи: підібрати оптимальний спосіб отримання суспензії. 

 

Обладнання 

1. ламінарний бокс, 

2. термостат, 

3. шейкер,  

4. спиртівка, пінцети, скальпелі, 

5. бюкси на 50 мл, стерильний пакувальний папір, фольга. 
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Реактиви і матеріали 

1. багате рідке поживне середовище Као і Михайлюка (отримане в ході 

лабораторної роботи 1.3), 

2. калюс, отриманий в ході лабораторної роботи 2.2, 

3. пектиназа. 

 

ХІД РОБОТИ 

 

1. Стерильним пінцетом витягти близько 1 г пухкого калюсу із посуду, в 

якому він культивувався. По 200 мг помістити у стерильний посуд на 50 

мл з 10 мл рідкого середовища:  

1.1. 200 мг калюсу поміщаємо в стерильний посуд без додаткових 

речовин, обережно механічно подрібнюючи на агрегати. 

1.2. до 200 мг калюсу додати 0,25 % пектинази від об’єму і струшувати. 

1.3. до 200 мг калюсу додати 0,25 % пектинази і поставити в термостат 

на 40 °С на 15 хв. 

2. Помішати коливальними рухами, горлечко посуду та кришку обпалити над 

спиртівкою перед закриттям (перед кожною маніпуляцією інструменти 

обробляти в спирті та обпалювати в полум’ї спиртівки). Обмотати стерильним 

папером горлечко. 

3. Культивувати 1 годину за кімнатної температури на шейкері зі швидкістю 

100-120 об/хв.  

4. Визначити спосіб найкращого відокремлення клітин (лабораторна 4.2) з 

найбільш життєздатною суспензією (лабораторна. 4.3). 

5. Найбільш життєздатну та найменш агреговану суспензію вирощуємо в 

новому рідкому середовищі 2 тижні за кімнатної температури на шейкері зі 

швидкістю 100-120 об/хв.  
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Контрольні запитання: 

 

1. Що таке суспензія клітин? 

2. Який калюс найкраще розпадатиметься на окремі клітини щільний, 

напівщільний чи пухкий? Чому? 

3. Які речовини в середовищі сприяють утворення необхідного типу 

калюсу? 

4. Чому під час вирощування клітинної суспензії її потрібно постійно 

мішати коливальними рухами на шейкері? 

 

 

Лабораторна робота 4.2 

 

ДОСЛІДЖЕННЯ КІЛЬКОСТІ КЛІТИН СУСПЕНЗІЙНОЇ КУЛЬТУРИ 

НА ОДИНИЦЮ ОБ’ЄМУ 

 

Мета роботи: виміряти кількість клітин в 1 мл суспензії і встановити, який 

метод отримання суспензій з калюсної тканини більш ефективний. 

 

Обладнання 

1. мікроскоп, 

2. камера Горяєва з покривним скельцем, 

3. самплер. 

Реактиви і матеріали 

1. клітинні суспензії (отримані в ході лабораторної роботи 4.1); 

 

ХІД РОБОТИ 

 

1. Гарно струснути колби з суспензіями, самплером надібрати 1 мл суспензії. 

Кілька разів піпетувати для розбиття агрегатів. 
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2. Притерти камеру Горяєва (рис. 4.1) зверху покривним склом до утворення 

кілець Ньютона. Суспензію крапнути на край камери Горяєва.  

2.1. Для великоклітинних суспензій з калюсу наносимо краплю суспензії 

на поверхню камери Горяєва, а потім притираємо покривне скельце. 

3. Помістити препарат на столик мікроскопу при збільшенні ×4.  

4. Підрахувати кількість клітин для кожного варіанту (ретельно вимити і 

витерти камеру Горяєва після кожного зразка):  

 

для великоклітинної суспензії за формулою: 

N (клітин / мл) = N клітин по всій сітці *1000/ 0,656 

для дрібноклітинної суспензії за формулою: 

N (клітин / мл) = N клітин над великим квадратом *106/ 4 

 

5.Зробити підрахунок клітин для кожної групи в чотирьох повтореннях. 

6. Заповнити таблицю 4.1. 

7. Встановити тип суспензії за агрегованістю:  

Слабо агреговані: 40 % поодиноких клітин, 60 % дрібних агрегатів. 

Помірно агреговані:  40 % поодиноких клітин, 40  % дрібних агрегатів (до 

10 клітин), 20 % великих агрегатів. 

Сильно агреговані: 40 % дрібних агрегатів, 60 % великих агрегатів. 

  

Рис. 4.1. Камера Горяєва 

А. - зовнішній вигляд камери і схема 

камери (вигляд збоку), що ілюструє 

розташування лічильної камери;  

 

 

 

 

 

Б. – сітка лічильної камери, межі 

одного з великих квадратів виділені 

кольором 
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Таблиця 4.1 

 

Кількість клітин в 1 мл суспензії  

 

середовище N1 N2 N3 N4 Nсер 

Без пектинази      

+ пектиназа      

+ пектиназа +t      

 

Контрольні запитання: 

1. Які ферменти можна додавати до тканинного матеріалу, щоб покращити 

дисоціацію клітин? 

2. Які переваги та недоліки можуть бути при стимуляції дисоціації клітин за 

допомогою ферментів та температури? 

 

Висновок____________________________________________________________

____________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

Підпис викладача _______________________ ( ___________ ) Дата ___________   

Прізвище ІП   підпис 
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Лабораторна робота 4.3 

 

ДОСЛІДЖЕННЯ ЖИТТЄЗДАТНОСТІ СУСПЕНЗІЙНОЇ КУЛЬТУРИ 

КЛІТИН 

 

Мета роботи: виміряти життєздатність суспензії. 

 

Обладнання 

1. мікроскоп, 

2. предметні та покриві скельця, 

3. фільтрувальний папір, 

4. самплер. 

Реактиви і матеріали 

1. клітинні суспензії (отримані в ході лабораторної роботи 4.1), 

2. 0,025% розчин Еванса синього. 

 

ХІД РОБОТИ 

 

1. Гарно струснути колби з суспензіями, самплером відібрати краплю 

суспензії, помістити її на предметне скельце,  

2. Додати краплю барвника Еванса синього, накрити покривним скельцем. 

Зайву вологу прибрати фільтрувальним папером. 

3. Помістити препарат на столик мікроскопу.  

4. Порахувати при збільшенні ×4 кількість забарвлених (мертвих) клітин на 

20 клітин суспензії. 

5. Порахувати життєздатність суспензії V (суспензія вважається 

життєздатною, якщо >70% клітин незабарвлені): 

V = (N живих клітин х 100)/ N усіх клітин 

6. Підрахувати середнє значення по групі, дані занести в таблицю. 
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7. Описати морфологію клітин різних суспензій, описати агрегати суспензії 

на життєздатність (>50% клітин в агрегаті незабарвлені). 

Таблиця 4.2 

 

Життєздатність клітин суспензії  

середовище V1 V2 V3 V4 Vсер 

Без пектинази      

+ пектиназа      

+ пектиназа +t      

  

Контрольні запитання: 

 

1. Які чинники можуть впливати на життєздатність культури клітин при 

вирощуванні в умовах in vitro? 

2. Які дії необхідно виконати, якщо знижується життєздатність клітинної 

суспензії? 

3. Які інші методи визначення життєздатності клітинних суспензій Вам 

відомі? 

  

Висновок____________________________________________________________

____________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

Підпис викладача ___________________ ( ___________ ) Дата ______________ 

Прізвище ІП   підпис 
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Лабораторна робота 4.4 

 

МОРФОМЕТРИЧНЕ ВИМІРЮВАННЯ РОЗМІРІВ ОДНОКЛІТИННИХ 

ВОДОРОСТЕЙ У СУСПЕНЗІЯХ 

 

Мета роботи: виміряти розміри клітин суспензійної культури, що 

вирощувались на різних рідких поживних середовищах. 

 

Обладнання 

1. мікроскоп, окуляр-мікрометр, об’єкт-мікрометр, камера Горяєва, 

2. предметні та покриві скельця, 

3. фільтрувальний папір, самплер. 

Реактиви і матеріали 

1. суспензія одноклітинних водоростей (отримана в ході лабораторної 

роботи 2.3). 

 

ХІД РОБОТИ 

 

1. Встановлюємо ціну поділки окуляр-мікрометра для конкретного 

мікроскопу (на різних мікроскопах значення будуть дещо відрізнятись). 

Цей пункт виконується одноразово для кожного мікроскопу і потім завжди 

використовуються отримані значення. 

1.1. на предметний столик кладемо предметне скельце – об’єкт-мікрометр, на 

якому нанесена стандартна шкала 1 мм з поділками.  

1.2. на місце окуляра вставляємо окуляр-мікрометр та виставляємо 

мікрогвинтом так, щоб шкала об’єкт-мікрометра співпала зі шкалою окуляр-

мікрометра. 

1.3. записуємо чому дорівнює ціна поділки в окуляр-мікрометрі на різних 

збільшеннях. 
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2. Наносимо краплю з суспензією одноклітинних водоростей на камеру 

Горяєва і притираємо покривним скельцем. Зайву вологу прибираємо 

фільтрувальним папером. 

3. Вимірюємо діаметр одноклітинних водоростей за допомогою окуляр-

мікрометра (n=10).  

4. Перераховуємо отримані дані в поділках окуляр-мікрометра в мікрометри.  

5. Визначаємо площу одноклітинних водоростей за формулою  S=πr2 

6. Визначаємо кількість клітин за допомогою камери Горяєва, формула для 

дрібних клітин (n=10). 

7. Обраховуємо середнє значення площі та кількості одноклітинних 

водоростей. Заносимо дані в таблицю 4.3. 

 

Таблиця 4.3 

Площа і кількість клітин суспензії мікроводоростей 

Група  S (1-10) S 

сер. 

N (1-10) N 

сер. 

без стерилізації      

з +70 % спирту (5 

с) 

    

 

Контрольні запитання: 

1. Які культури клітин мають швидший приріст: суспензії одноклітинних 

водоростей чи отримані з калюсу вищих рослин? Чому? 

 

Висновок____________________________________________________________

____________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________ 

Підпис викладача ___________________ ( ___________ ) Дата ______________   

Прізвище ІП   підпис
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Тема 5 

 

КУЛЬТИВУВАННЯ ІЗОЛЬОВАНИХ КЛІТИН 

 

Теоретичні відомості 

 

Культура поодиноких клітин – це клон клітин, отриманий з однієї ізольованої 

клітини. 

 

Використання культури поодиноких клітин: 

• Для вивчення генетичної і фізіологічної мінливості (при вирощуванні 

калюсної тканини та суспензійної культури просторові та біохімічні 

взаємодії між клітинами значно відрізняються від таких, що мають місце 

в інтактних тканинах. Дедиференціація та посилений поділ є 

передумовою великої генетичної варіативності калюсних тканин і 

відповідно суспензійних, що в свою чергу впливає на метаболічні 

характеристики окремих клітин). 

• Клітинна селекція генетично трансформованих, мутантних та гібридних 

ліній (для цієї мети клони зазвичай отримують з протопластів з 

регенерованою клітинною стінкою).  

• Для дослідження природи та дії «фактора кондиціонування». 

• Для порівняння життєдіяльності клітин в межах тканини і в ізольованій 

клітині. 

Першим кроком для отримання клону однієї клітини є отримання 

ізольованих клітин. 
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Методи виділення ізольованих клітин: 

1. Вирощування пухкого калюсу (на поживному середовищі з високою 

концентрацією ауксинів, низькою концентрацією цитокінінів і без іонів Са2) з 

наступним отриманням із нього суспензії. Суспензійну культуру вирощують 

при постійному коливанні на шейкері зі швидкістю 100-120 об/хв. Для 

отримання одиночних клітин зупиняють коливальні рухи та дають відстоятись 

суспензії 5 хвилин, при цьому агрегати осідають на дно колби, а одиночні 

клітини залишаються на поверхні суспензії. Також для відокремлення 

поодиноких клітин можна використовувати центрифугування суспензій у 

градієнті сахарози або фільтрування через нейлонові або металеві сита. Низьку 

концентрацію одиночних клітин отримують шляхом послідовних розведень. 

Ізольовані протопласти, в яких відновилась клітинна стінка, також можна 

успішно використовувати для отримання клонів одиночних клітин. 

2. Виділення окремих клітин із тканин інтактної рослини вимагає 

наявності мікроманіпулятора, високих технічних навичок лаборанта і 

додавання ферментів для мацерації. Обробка ферментами та механічні 

маніпуляції часто призводять до зниження здатності до поділу клітин та, навіть, 

їх руйнування. Тому такий метод має дуже низький вихід життєздатних клітин і 

майже не застосовується. 

 

Після виокремлення живої неушкодженої клітини необхідно створити 

сприятливі умови для росту та розмноження одиночної клітини. Основною 

проблемою у вирощуванні ізольованих клітин є потреба у «факторі 

кондиціонування», низькомолекулярній, водорозчинній речовині досі 

невизначеної природи, що стимулює поділ окремих клітин. Такий фактор 

виділяється клітинами в процесі життєдіяльності і знаходиться в достатній 

кількості в інтактній тканині. Забезпечити ізольовану клітину необхідною 

кількістю «фактора кондиціонування» можна двома шляхами: 

1) відокремити клітину фільтром від культури тканини або поживного 

середовища, що містить «фактор кондиціонування». Таким чином необхідні 
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речовини будуть проникати через фільтр і стимулювати ізольовану клітину до 

поділу; 

2) вирощувати клітину в дуже малому обсязі багатого поживного 

середовища, щоб той «фактор кондиціонування», який виділиться в процесі 

життєдіяльності самої клітини, не розсіювався в просторі, а впливав 

безпосередньо на саму клітину. 

Способи вирощування окремих клітин:  

• Метод «культури-няньки». 

• Метод «шару, що годує». 

• Метод плейтінга. 

• Метод висячої мікрокраплі. 

 

Лабораторна робота 5.1 

 

ОТРИМАННЯ МІКРОКЛОНІВ МЕТОДОМ МІКРОКРАПЛІ 

 

Мета роботи: отримати мікроклони шляхом культивування ізольованої 

клітини в мікрокраплі. 

 

Обладнання 

1. ламінарний бокс, 

2. камера для вирощування ізольованих клітин, покривне скельце,  

3. чашки Петрі, 

4. самплер, оброблений променями ультрафіолету зі стерильними 

носиками, 

5. препарувальна голка, парафілм. 
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Реактиви і матеріали 

1. багате напіврідке поживне середовище Као і Михайлюка (отримане в 

ході лабораторної роботи 1.3); 

2. клітинна суспензія (отримана в ході лабораторної роботи 4.1); 

3. гліцерин. 

 

ХІД РОБОТИ 

 

1. Отриману з пухкого калюсу клітинну суспензію відстоюють протягом 5 

хвилин, для того, щоб середні та великі агрегати опустилися на дно 

колби.  

2. У стерильних умовах у ламінарному боксі відібрати самплером 1 мл 

верхньої фракції суспензії (збагаченої одиночними клітинами) і додати їх 

до 20 мл теплого насиченого напіврідкого поживного середовища Као і 

Михайлюка.  

3. Вирощування мікрокраплі в камері. 

3.1.  По периметру покривного скельця фламбованою препарувальною 

голкою нанести тонкий шар гліцерину, що зменшить випаровування 

поживного середовища, а також захистить клон від потрапляння 

контамінуючих агентів.  

3.2.  Краплю 10 мкл з отриманої свіжої суспензії нанести в центрі 

стерильного покривного скельця.  

3.3.  Перевернути покривне скельце і розмістити на стерильну камеру 

краплею донизу (рис. 5.1).  
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Рис. 5.1. Отримання мікроклону методом мікрокраплі в камері 

4. Вирощування мікрокраплі в чашці Петрі. 

4.1. На кришку стерильної чашки Петрі нанести мікрокраплі по 10 мкл 

отриманої свіжої суспензії (рис. 5.2). 

4.2. Кришку чашки Петрі перевернути та закрити чашку.  

4.3. По периметру закрити чашку парафілмом/плівкою для зменшення 

швидкості висихання поживного середовища. 

 

Рис. 5.2. Отримання мікроклону методом мікрокраплі в чашці Петрі 

 

5. Спостерігати за краплею протягом культивування. У випадку підсихання 

краплі можна додати свіже поживне середовище. 

6. Коли утвориться клон клітин, перенести клон з ізольованих клітин на 

тверде поживне середовище. 

7. Кількість отриманих мікроклонів записати в таблиці 5.1. 

 



61 

 

Контрольні запитання: 

 

1. Чим відрізняється вирощування мікрокраплі в камері від вирощування 

мікрокраплі в чашці Петрі? 

2. Який використовується шлях забезпечення ізольованої клітини 

необхідною кількістю «фактора кондиціонування»? 

3. Які переваги і недоліки такого способу вирощування мікроклонів? 

4. Який метод краще використовувати при вирощуванні генетично 

трансформованих клітин: вирощування мікрокраплі в камері чи 

вирощування мікрокраплі в чашці Петрі? 

 

Висновок____________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________ 

Підпис викладача ______________________ ( ___________ ) Дата ____________ 

Прізвище ІП   підпис 

 

Лабораторна робота 5.2 

 

ОТРИМАННЯ МІКРОКЛОНІВ МЕТОДОМ «КУЛЬТУРИ-НЯНЬКИ» 

 

Мета роботи: отримати мікроклон шляхом культивування ізольованої 

клітини методом «культури-няньки». 

 

Обладнання 

1. ламінарний бокс, 
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2. чашки Петрі, 

3. стерильний фільтрувальний папір, 

4. самплер, оброблений променями ультрафіолету зі стерильними 

носиками, 

5. препарувальна голка, парафілм, пінцети, скальпелі. 

Реактиви і матеріали 

1. насичене рідке поживне середовище Као і Михайлюка (отримане в 

ході лабораторної роботи 1.3); 

2. клітинна суспензія (отримана в ході лабораторної роботи 4.1); 

3. калюс, отриманий в ході лабораторної роботи 2.2. 

 

ХІД РОБОТИ 

 

1. Отриману з пухкого калюсу клітинну суспензію відстоюють протягом 5 

хвилин, для того, щоб агрегати опустилися на дно колби.  

2. На молодий калюс (того ж виду, що й ізольовані клітини) зверху 

покласти прожареним пінцетом стерильний фільтрувальний папір. 

(Можна використовувати замість молодого калюсу поживне середовище, 

де він зростав, і накрити таке поживне середовище фільтрувальним 

папером). Всі дії проводити в ламінарному боксі. 

3. Нанести на фільтрувальний папір краплю стерильного рідкого поживного 

середовища для насичення і зволоження паперу. 

4. У стерильних умовах відібрати самплером з поверхні суспензії поодинокі 

клітини.  

5. Краплю поживного середовища 10 мкл з одиночною клітиною перенести 

на фільтрувальний папір (рис. 5.3).  
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Рис. 5.3. Отримання мікроклону з поодинокої клітини з використанням 

«культури-няньки» 

 

6. Чашку Петрі з «культурою-нянькою» закрити та закрутити парафілмом, 

для зменшення випаровування рідкого поживного середовища. 

7. Спостерігати за краплею протягом культивування.  

8. Коли утвориться клон ізольованих клітин розміром близько 1-2 мм, 

перенести цю тканину на тверде поживне середовище.  

9. Кількість отриманих мікроклонів записати в таблиці 5.1. 

 

Контрольні запитання: 

 

1. Для чого використовують «культуру-няньку»? 

2. Коли ізольована клітина буде отримувати більше впливу «фактору 

кондиціонування» при вирощуванні методом «культури-няньки» чи в 

мікрокраплі? 

3. Чому для методу «культури-няньки» не потрібно дуже насиченого 

поживного середовища? 

4. Чому в якості «культури-няньки» потрібно брати калюсну тканину того ж 

виду, що й ізольовані клітини? 
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Висновок____________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________ 

Підпис викладача ______________________ ( ___________ ) Дата ____________ 

Прізвище ІП   підпис 

 

Лабораторна робота 5.3 

 

ОТРИМАННЯ МІКРОКЛОНІВ МЕТОДОМ ПЛЕЙТІНГА 

 

Мета роботи: отримати мікроклони шляхом культивування ізольованої 

клітини методом плейтінга. 

 

Обладнання 

1. ламінарний бокс, 

2. чашки Петрі малого діаметру, 

3. самплер, оброблений променями ультрафіолету зі стерильними 

носиками, парафілм. 

Реактиви і матеріали 

1. багате напіврідке поживне середовище Као і Михайлюка (отримане в 

ході лабораторної роботи 1.3); 

2. клітинна суспензія (отримана в ході лабораторної роботи 4.1). 
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ХІД РОБОТИ 

 

1. Отриману з пухкого калюсу клітинну суспензію відстоюють протягом 5 

хвилин, для того, щоб середні та великі агрегати опустилися на дно 

колби.  

2. У стерильних умовах у ламінарному боксі відібрати 1 мл верхньої фракції 

суспензії (збагаченої одиночними клітинами) і додати їх до 20 мл 

насиченого напіврідкого поживного середовища Као і Михайлюка. 

Розмішати коливальними рухами. За рахунок малого вмісту агару клітини 

розділяються у просторі, але зберігають можливість обмінюватись 

хімічними сигналами між собою. 

3. 2 мл отриманої суспензії налити тонким шаром в чашку Петрі діаметром 

7 см, товщина шару повинна бути близько 1 мм. (4 мл для чашки Петрі 

діаметром 9 см).  

4. Чашку Петрі закрити та закрутити парафілмом для зменшення 

випаровування поживного середовища. 

5. Спостерігати за клітинами протягом культивування. За потреби можна 

додати свіже багате поживне середовище раз у кілька днів. 

6. Коли утворяться клони ізольованих клітин розміром близько 1-2 мм, 

перенести цю тканину на тверде поживне середовище.  

7. Кількість отриманих мікроклонів записати в таблиці 5.1. 

8. Ефективність вирощування мікроклонів ізольованих клітин вимірюється 

відношенням кількості новостворених колоній до кількості висіяних 

клітин. 

 

Ефективність вирощування мікроклонів = Кількість колоній х 100%  

Кількість висіяних клітин  

 

Кількісний показник не повинен бути надто високим, оскільки це є 

ознакою злиття колоній. 
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Таблиця 5.1 

 

Ефективність вирощування мікроклонів ізольованих клітин 

 

Метод Кількість 

використаних 

крапель з 

ізольованими 

клітинами  

Кількість 

утворених 

мікроклонів 

Мікрокрапля в камері   

Мікрокраплі в чашці Петрі   

Вирощування на «культурі-

няньці» 

  

Метод плейтінга   

 

Контрольні запитання: 

 

1. На якому принципі базується метод плейтінга? 

2. Яке поживне середовище потрібно використовувати при отриманні 

мікроклонів методом плейтінга?  

3. Чому для цього методу не підходить тверде поживне середовище? 

 

Висновок____________________________________________________________

____________________________________________________________________ 

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

____________________________________________________________________

Підпис викладача ___________________ ( ___________ ) Дата ____________   

Прізвище ІП   підпис 
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