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Дәріс № 1. Кіріспе. Бақылаудың биологиялық әдістері
Дәріс жоспары:
1. Бақылаудың биологиялық әдістері пәнінің мақсат міндеттері. 
2. Өсімдік клеткаларын өсірудің қысқаша тарихы. Терминдер.
3. Өсімдіктер биотехнологиясы ғылымының басқа ғылымдармен байланысы.
4. Өсімдік клеткаларының тотипатенттілігі.
5. Өсімдік клеткаларын қоректік ортада өсіру жолдары.
«Өсімдік клеткаларын өсіру» деген термин соңғы кезде кең мағыналы ұғымға айналып кетті. In vitro деген термин клеткалар жасанды ортада асептикалык жағдайда өсірілетінін белгілейді. «In vivo» деген термин тіршілік әрекетіне тән процестердің организмде өтетінін көрсетеді. Клеткаларды өсіру деген ұғымға өсімдіктен бөлініп алынған клеткаларды, ұлпаларды, мүшелерді қоректік ортада заласыздандырылған жағдайда өсіру енеді. 
Өсімдік клеткаларын іn vitro жағдайында нәтижелі өсіру жұмыстарын ХХ ғасырдың 30-шы жылдары Ф. Уайт пен Р. Готре бастап еді. Өсімдіктің тірі клеткасы лайықты коректік ортада өзіне тән тотипатенттік қасиетін көрсетеді, яғни бүтін регенерант өсімдігін түзеді. Іn vitro жағдайында пайда болған өркені мен тамыры жетілген өсімдікті регенерант деп атайды. 

Өсімдіктер биотехнологиясы ғылым ретінде ботаниканың негізінде пайда болып алғашында биотехнологиялық процесстерді баяндау жолымен түсіндірілді. Физикалық-химиялық зерттеулердің әдістерінің пайда болуына байланысты бұл ғылым дамып, өсімдіктерде өтетін процестерді тәжірибе негізінде зерттейді. 
Өсімдіктер биотехнологиясының табыстары ең алдымен физика мен химия саласындағы жаңалықтарға байланысты болды. Бұл ғылымдардың жетістіктері биотехнологиялық процестерді молекулалық деңгейде зерттеп, білуге жәрдемдесетін әдістерді жасап шығаруға мүмкіндік берді. Өйткені физиологиялық функциялар негізінде биохимиялық реакциялар жатады. Ал организмді құратын заттардың қасиеттері олардың физикалық құрылымына байланысты. Элементтік және молекулалық құрам организм құрылысына, құрылым функциясы атқаруына байланысты. 
Химия мен физиканың, биохимия мен биофизиканың енуі ғылымның жаңа салалары биотехнологияның пайда болуына мүмкіндік туғызды. Биотехнология - ғылым мен өндірістің жаңа саласы. Биотехнология ұғымының дәл мәнісі - биологаялык технология немесе «биология + технология». Баскаша айтканда, биотехнология дегеніміз, биологиялык объектілер мен биологиялык процестердін негізінде түбегейлі жана технологиялар кұру, сол арқылы адамға кажетті өнімдерді алу. Осы айтылған қандай объектілер, процестер, өнімдер? 
Биологиялык объектілерге сан алуан организмдер, олардың әртүрлі мүшелері мен ұлпалары, әсіресе клеткалары және протопластары, солардың кұрамындағы органоидтар, хромосомалар, тіпті жекеленген геңдер де жатады. Ал, биологиялык процестерге келер болсак, олардың  тіршілік үшін ен маныздылары - өніп-өсу, даму, көбею, зат пен энергия алмасу, информация кабылдау, сақтау, пайдалану және стрестік, колайсыз факторларға бейімделу болып табылады. 
Биотехнологиялык жолмен алынатын өнімдерге көптеген дәрі-дәрмектер, белоктар мен ферменттік препаратар, кұлпырған табиғи бояулар, хош иісті заттар, витаминдер және тағы баска да биологиялык активті косындылар кіреді. Биотехнологиялык әдістердің көмегімен селекция процесін жургізуде ежелден колданылып келе жатқан тәсілдерді (будандастыру, мутагенез, сұрыптау т.б.) едәуір женілдетуге, тездетуге болады. Бұл бір дейік.
Екіншіден, керемет зор нәтижелерге қол жеткізетін мүмкіндіктер тууына жол ашылды. Бұлар биоинженерия (клеткалык инженерия, гендік инженерия) принциптері негізінде бұрын-соңды дуниеде болмаған, түп-нұсқасынан калыптаскан касиеттерді тіпті киялға симастай етіп өзгертіп, жана организмдерді конструкциялау, «жасап шығару».
Өсімдік клеткаларын өсірудің кыскаша тарихы. Өсімдік клеткаларын өсіру деген термин сонғы кезде кең мағыналы ұғымға айналып кетті. Бұл ұғым барлык іп vitrо жағдайында өсірілетін объектілерді, атап айтқанда, клеткалар мен протопластарды, ұлпаларды, жеке мүшелерді, ұрыктарды және бүтін регенерант өсімдіктерді камтиды. іп vitrо деген термин клеткалар жасанды ортада асептикалык жағдайда өсірілетінін белгілейді. іп vitrо деген термин тіршілік әрекетіне тән процестерді организмде өтетінін көрсетеді. 
Регенерант өсімдік деген термин іп vіtго жағдайында пайда болған бутін өсімдікті белгілейді. Өсімдіктен бөлініп алынған клеткаларды, ұлпаларды, мүшелерді жасанды коректік ортада тек кана залалсыздандырылған (асептикалык) жағдайда өсіруге болады. Өсімдіктің бөлігін, оны эксплант деп атайды, коректік ортасы бар Петри табакшасына, немесе пробиркаға, колбаға салады. Біраз уакыт өткен сон, экспланттың кұрамындағы кейбір клеткалар бөліне бастайды. 
Соның нәтижесінде жана клеткалар саны көбейеді, ұлғая келіп каллус ұлпасы пайда болады. Каллус деген ұлпаның ерекше түрі, клеткалардың ретсіз бөліну нәтижесінде пайда болады. Каллустың бөлшектерін оқтын-оқтын жаңа коректік ортаға көшіріп отырса, ол шексіз ұзақ уакыт өсе береді. 
Істелетін тәжірибенің максатына карай: 1) тек каллустың өзін ғана өзгеріссіз сол ұлпа түрінде өсіруге болады; 2) немесе морфогенез процестері өтуіне керекті жағдай туғызып, сол каллустан бүтін регенерант өсімдікті өндіріп шығаруға болады. Ол үшін лайыкты коректік орта мен ерекше өсіру жағдайын іріктеп табу кажет. Теория тұрғысынан алып карағанда, кай өсімдіктің кандай да болса клеткасының нақтылы бір жағдайда өсіп, дамуы арқылы бүтін өсімдікке айналуына кабілеті бар. Бұл тотипотенттік қасиет деп аталады. 
Тотинотенттік  касиет - жасанды жағдайда (іп vitrо) клетканың өзіне тән генетикалык информациясын толығымен жүзеге асыруы, соның арқасыңда  дифференциялану процесін және тұтас организмнің дамуын (регенерацияны) камтамасыз етуі. Табиғи жағдайда (іп vitrо) өсімдіктер мен жануарлардың ұрыктанған жұмыртка клеткалары ғана әмбебап тотипотенттілікке кабілетті болады. Ал, жалпы, сомалык клеткаларды алар болсак, тотипотенттік тек өсімдік клеткаларына тән касиет, көбінесе іп vitrо жағдайында  байкалады. Жануарлар клеткаларында мұндай кабілет мүлдем болмайды.  ХІХ-шы ғасырдың аяғында өсімдіктердің бөлпіектері мен жеке - дара мүшелерін алғашкы өсіре бастаған неміс ғалымдары еді. Мысалы, К. Рехингер және X. Фехтинг бүршіктерді, тамырлар мен сабактардың кесінділерін дымкыл құмда өсіруге тырысты. 
Кейбір тәжірибелерде клеткалар бөліну арқылы каллустар пайда болған. Бірақ каллустардың коректенуі камтамасыз етілмеген соң  олар әрі карай өсе алмаған, кейін шіріп кеткен. Дегенмен, бұл тәжірибелерді  сәтсіз деп есептеуге болмас. Керісінше, ғылымның  дамуы үшін олардың маңызы өте зор. Басты нәтиже - «клетканы организмнен тыс өсіру» деген ой-қиял туды. Бұл киял кейінгі зерттеушілер үшін ұшқыр арманға, нақтылы максатка айналды, мындаған тәжірибелерге түрткі болды. 
Клеткаларды өсірудің негіздерін бірінші болып 1902 жылы анык кисынға келтірген Г.Габерландт еді. Ол біркатар жабык тұқымды өсімдіктердің жапырағынан бөліп алынған паренхима клеткаларымен тәжірибе істеді. Коректік орта ретінде органикалык заттар (сахароза, аспарагин, пептон) косылған минералды тұздардан тұратын Кноп ерітіндісін пайдаланды. 
Г.Габерландт өсімдіктің әрбір тірі клеткасы тотипотентті болады деген гипотезаны ұсынды. Оны дәлелдеу үшін жеке клеткадан ұлпа өсіріп, одан өсімдік шығаруға тырысты. Дегенмен өзінің даналық болжамын тәжірибе арқылы дәлелдей алмады. Өйткені ол жұмыс істеген объектілер тәжірибе жасауға жарамсыз еді. 
Атап айтканда, активті бөліну касиетінен айырылған және эмбриональды өсу жағдайын жоғалтқан маманданған кәрі клеткаларды алып еді. Сөйтіп, Ф.Уайт пен Р.Готренің жана әдістің қалыптасуына коскан үлестері орасан зор. Осы кезден бастап бұл әдіс өсімдіктердің экспериментальды биологиясынын жана бағыты ретінде қарқынды дами бастады. 
Одан бері көптеген қоректік орталардың кұрамы жете зерттеліп дайындалды, макроэлементтер мен микроэлементтердің, витаминдердің және өсімдіктерден алынған өсу процесінін стимуляторларының (мысалы, кокос жанғағынын, каштанның, жүгерінің пісіп жетілмеген эндоспермдері, ашытқы гидролизаты т.с.с.) маңызы зерттелді. 
Әсіресе бөліну процесіне кокос жаңғағынын пісіп жетілмеген эндоспермі - сүті тиімді болды. Осындай күрделі органикалық қоспаларсыз клеткалар бөлінбеген. Бұл тәжірибелер «клеткалардың бөлінуін реттейтін заттар» бар болуы ыктимал деген ой салды. Американдык ғалым Ф.Скуг кұрамында минералды тұздар, көмірсулар, витаминдер бар коректік ортада темекі сабағының кесінділерінің өсуін зерттеді. 
Ол қоректік ортаның кұрамына табиғи қосынды кокос сүтінің орнына экзогендік фитогормондарды  енгізді. Оның істеген тәжірибелерінде кейде каллус пайда болуы, ал кейбір жағдайда бүршіктердің қалыптасуы байқалды. Қоректік ортаға ауксин қосылғанда каллус түзілген де, бүршіктердін пайда болуы және өсуі тежелген. 
Ал аденинді қосқанда, керісінше, бүршіктер пайда болған, яғни аденин ауксиннің тежеуші әсерін бәсеңдетеді. Зерттеушілерге бұл тәжірибелер кокос сүтіндегі өсу факторының құрамында пуриндік заттардың болуы мүмкін деген ой салады. Себебі аденин нуклеин қышқылдарының құрамына кіретін пуриндік негіз. Сондыктан олар ен алдымен нуклеин кышкылдарының әсерін талдауға кіріседі. Сонда сельдь балығының спермасынан болініп алынған ДНҚ коректік ортаға қосылса, ол темекі клеткаларынын тез бөлінуіне әсер ететіні аныкталды. Мүндай нәтижені ұзақ сакталған ескі ДНҚ препараты көрсетті. Шамасы, өсу факторы ДНҚ молекуласынын ыдырау кезінде пайда болғаны.
Сол шакта клеткаларды өсіру идеясы жануар физиологиясын зерттеп жүрген ғалымдардың назарын өзіне аударды. Олардың жүргізген тәжірибелері сәтгі болып, in vitro жағдайында жануар клеткаларын өсіруге болатындығы дәлелденді. 1904-1907 жыддары, РХаррисон лимфа сұйықтығында бақаның нейробластарын өсірді. 
Сонан кейін жануар ұлпаларын өсіру әдістері дами бастады. Қоректік орта ретінде лимфа, кан плазмасы, ұрық сұйықтығы пайдаланылды. Жануар клеткалары in vivo организмнің құрамында қан мен лимфаға шомылғандай болып қоршалып, солар арқылы оттегімен және қоректік заттармен қамтамасыз етіледі. Сондықтан жануар клеткаларын in vitro осындай органикалық қосындыларда өсіру табиғи жағдайға жакындайды. 
Ал өсімдік организмінде сондай қоректік заттарға өте бай органикалық қосындылар жоқгың қасы, тіпті флоэманың сөлі де оған жарамайды. Ботаниктердің алғашқыда қолданған қоректік орталары өздерінің құрамы жағынан нәрсіз болған, тек минералды тұздардың қоспасынан тұрған. Клетка өсіруде айтарлықтай табысқа 1922 жылы Германияда В.Котте және АКШ-та В. Роббинс қатар, бір мезгілде ие болды. 
Олар өсірген тамырдың ұшында және бүршіктерде меристема ұлпалары мол болған. В.Котте бүршакпен жүгері тамырларының ұшын өсіргенде коректік орта ретінде глюкоза, кейбір амин кышкылдары мен пептон қосылған сүйық Кноп ерітіндісін қолданған. Ал В.Роббинс болса, қоректік ортаға солармен қатар ашытқының экстрактын қосқан. Он жылдан кейін Ф. Уайт АКШ- та көптеген зерттеулер жүргізіп, томат ұлпаларын өсіруде өте жаксы нәтижеге жетті.

Өсімдіктер клеткаларын өсіру әдістерін толык жетілдіру бағытында кол жеткен күнды жетістіктердін бірі - жеке клеткаларды өсіру болды. Соның негізіңде клеткалық суспензияны алу және өсіру әдістері мұқият зерттелуде клеткалар суспензиясы - бұл жеке клеткаларды немесе клеткалардың кішігірім топтарын сұйық ортада арнаулы аппараттарды қолдана отырып, олардың аэрациясын және араластырып қамтамасыз етіп өсіру. 
Осындай әдіспен өсірілген жалғыз клеткадан тұтас өсімдікті өндіріп шыаруға мүмкіндік туды. Яғни, өсімдік клеткасының долотенттік касиеті туралы Г.Габерландтың айтылған ойы, осы әдіске сүйене отырып 1960-шы жыддары ғана жүзеге асты әсіресе, 1958 жылы сәбіздің бір клеткасынан бүтін өсімдік өсіріп шығарған Ф.Стюардтың әріптестері мен бірге өткізген Тәжірибелерін ерекше айтып, ескеру керек. 
Клеткаларды өсіру әдісінін келесі елеулі кезені, ағылшын Ғалымы Э.Кокинг жұмыстарымен байланысты. Ол 1961 жылы томат тамыр клеткаларынын кабыкшаларын бірінші болып ферментативті гидролизбен ыдыратып, протопластарды бөліп 47 шығарды. Протопластардын өсуіне лайыйықты жағдайлар аныкталды. Бұл жағдайлар протопластарда қабықшаның пайда болуын, бөлінуін, каллус түзілуін, одан кейін бүтін өсімдік шығуын камтамасыз етеді. Бұдан былай, әр түрлі өсімдіктердің протопластары өзара құйыла келіп косылу аркасында сомалық будан клеткалар алынды. 
Бұл ғылыми жаналық өсімдіктер биотехнологиясының манызды бағыттарының, атап айтқанда, клеткалық және гендік инженерияның негізі болды. Бұрынғы Совет Одағында өсімдік клеткаларын өсіру жөнінде зерттеулер 1944 жылы Москвадағы Өсімдіктер физиологиясының» институтында Н.А. Максимовтың және А.А. Прокофьевтің жетекшілігімен басталды. 
Одан кейін бұл жұмыстарды Р.Г. Бутенко ойдағыдай жалғастырып, өсімдіктер биотехгиясының советтік мектебін құрды. Мысалы Киевте (ТО. Глеба, Ф. Калинин А. Смирнов, Б. Левенко), Иркутскде (К. Гамбург) т.с.с. Алматыда бұл салада жұмыстар 1975 жылы Бас ботаник бағында басталды, одан кейін Молекулалык биология мен биохимия институтында, Ботаника институтында, әл-Фараби атындағы Қазақ мемлекеттік ұлттықуниверситетге, Физиология генетика және биоинженерия институтында дамыды. 
Казакстанда биотехнология ғылымының негізін калаушылар М. Айткожин мен I.Ракымбаев болды. Биологиялык процестер мен обьектілерді пайдалануға негізделген, экономикалық жағынан тиімді де маңызды заттар өндіру және жоғары өнімділігі бар микроорганизмдер штамдарын алу, өсімдіктердін сорттары мен формаларын, жануарлар асыл тұқымдарын шығаратын ғылым мен өндірістің бағытын биотехнология деп атайды. 
Биотехнологияда микроорганизмдер, өсімдік және жануар клеткалары, гендік және клеткалык инженерияның әдістерімен істелген жасанды тіршілік формалары пайдаланылады. Өсімдіктердің клеткаларын өсіру негізінде өнеркәсіпке және ауыл шаруашылығына кажет жана технологиялар жасалды. Сонымен, өсімдік клеткаларын in vitro ж ағдайында өсіру лабораториялык әдістен өсімдік биотехнологиясы деген жана саланың теориялық және технологиялық негізіне айналды.
Ф.Скуг әріптестерімен бірге ашыткыдан физиологиялык активті зат бөліп алды. Ол зат ауксиннін катысымен темекі сабағының езекті паренхимасы клеткаларының тез бөлінуінін, каллус үлпасынын тузілуін және онда бүршіктердін дамуын камтамасыз. Клетка болінуін үдететін осы затты олар кинетин деп атады. Кинетин өзінін химиялык құрылысы жағынан аденинге өте жакын, ол да пуриндік негіз болып есептеледі. Осылар сиякты физиологиялык әрекетшіл заттар тобына цитокининдер деген ат берілді. 
Осы ғылыми жаналыкты ашу аркасында Т. Мурасиге мен Ф- Скуг 1962 жылы өздерінің атақты коректік ортасын дайындады. Бұл орта өсімдіктердің көп түрлерінің алуан ұлпаларын және мүшелерін өсіруге қолайлы болып шыкты, казіргі уакытта кең қолданылады.

Осы зерттеулер нәтижесіңде өсімдіктердің клеткаларының өсуі мен дамуы үшін ауксин мен цитокининнің манызы зор екендігі көрсетілді және өсімдік клеткасы физиологиясының бұл бағыты тез дами бастады. Сөйтіп, клеткалары іп vitrо жағдайында өсірілетін өсімдіктердің түрлерінің саны кебейе берді. Дегенмен, кандай да болмасын өсімдік түрін іп vitrо өсіре бастағанда, оның өзі тұрмак, тіпті сол бір өсімдіктің әрбір мүшелері мен ұлпалары әр түрлі коректік ортаны кажет ететіндігін ескеру керек. Сондыктан, тәжірибе арқылы құрамы іріктеліп алынған коректік орталардың саны өте көп және бұл жұмыс одан әрі жалғасып келе жатыр.

Өсімдіктер клеткаларын өсіру әдістерін толык жетілдіру бағытында кол жеткен құнды жетістіктердің бірі - жеке клеткаларды өсіру болды. Соның негізінде клеткалык суспензияны алу және өсіру әдістері мұқият зерттелуде. Клеткалар суспензиясы - бұл жеке клеткаларды немесе клеткалардың кішігірім топтарын сұйык ортада арнаулы аппараттарды колдана отырып, олардың аэрациясын және араластыруын камтамасыз етіп өсіру.
Осындай әдіспен өсірілген жалғыз клеткадан тұтас өсімдікті өндіріп шығаруға мумкіндік туды. Яғни, өсімдік клеткасынын тотипотенттік касиеті туралы Г.Габерландтын айтылған ойы, осы әдіске сүйене отырып 1960-шы жылдары ғана жүзеге асты. 
Әсіресе, 1958 жылы сәбіздің бір клеткасынан бүтін өсімдік өсіріп шьіғарған Ф.Стюардтың әріптестерімен бірге өткізген тәжірибелерін ерекше айтып, ескеру керек. Клеткаларды өсіру әдісінің келесі елеулі кезеңі, ағылшын ғалымы Э. Кокинг жұмыстарымен байланысты. Ол 1961 жылы томат тамыр клеткаларының қабыкшаларын бірінші болып ферментативті гидролизбен ыдыратып, протопластарды бөлді.
Тотипатенттілік деген – клетканың өзіне тән генетикалық потенциялын толық жүзеге асыру қасиеті. Тотипатенттілік қасиет туралы гипотеза белгілі ғалым Г.Габерландтың есімімен байланысты. 
Өсімдіктің жеке клеткасы жасанды ортада өздігінене дами алады. Мұндай тәжірибені алғашқы рет 1902 жылы Габерлант жүргізді, ал 1930 жылы Уайт оқшауланған тамырларды жасанды ортада өсіріп, олардың дамуын байқады. Осы әдіспен сәбіз тамырынан бөліп алған бөліктерді жасанды стирильді ортада жетілдіру арқылы каллус ұлпасы өсірілді. 
Каллус тек біріңғай паренхима клеткаларынан тұрады. Бұл факторлардың әсерімен каллус дифференциацияланып, одан әрі түрлі тканьдер пайда болады. Каллусты өсіру арқылы клеткалардың өсуіне, дамуына қажетті қоректік заттар, витаминдер мен гармондардың әсерлері зерттеледі.
Іn vitro жағдайында өсірілетін ұлпа – каллус. Каллус деп клеткалардың ретсіз бөлінуі салдарынан пайда болған диференцияланбаған клеткалардан тұратын ұлпаны айтады. Клеткаларды агары бар қатты немесе сұйық қоректік ортада өсіреді. Жеке клеткаларды немесе кішігірім клеткалар топтарын арнаулы апараттарды қолданып, олардың аэрациясы мен араластыруын қамтамасыз ете отырып сұйық ортада өсіруді клеткалық суспензия деп атайды.
Клеткалардан ферменттердің әсерімен протопластарды бөліп алу және оларды өсіру әдісі елеулі бір тарихи кезең болады. Себебі протопластарды өсіру өсімдктер биотехнологиясының клеткалық және гендік инженериясы деген маңызды бағыттардың негізін қалады. 
Биотехнология биологиялық процестер мен обьектілерді пайдалануға негізделген, экономикалық жағынан тиімді де маңызды заттарды өндіру және жоғары өнімділігі бар организмдерді шығаратын ғылыммен өндірістің жаңа бағыты. Өсімдік биотехнологиясы жалпы биотехнологияның күрделі бір саласы. Оның негізінде өсімдік клеткаларын жасанды қоректік ортада өсіру әдістері жатады.
Іn vitro жағдайында өсетін клеткалар – жаңа жасанды жүйе, оның ерекшеліктері әлі аз зерттелген. Кейде өсірген клеткалардың зат алмасуында филогенез тұрғысынан бұрын дамыған өсімдіктер тобына тән емес өсімдіктің ювенильді кезеңіне  тән ерекшеліктері байқалады. 

Іn vitro жағдайында өскенде де клеткалар белгілі бір отногенезден өтеді: көбею, яғни бөліну-созылып өсу-дифференциялану-қартаю-өлу. Осындай әр түрлі кезеңдегі клеткалардың сан жағынан ара қатысы популяцияда өзгеріп тұрады. Мысалы, өсіру жағдайлары өзгергенде. Бөлінуі тоқтаған каллус клетканың дифференциялануы өсімдік түріне тән қосымша заттарды синтездеуге  мамандануы деп түсінуге болады. 

Қосымша заттардың биосинтезін клетканың дифференциялануымен бақылау жөніндегі деректер әр қилы. Бірқатар тәжірибелерде қосымша заттардың синтезі морфогендік құрылымдар пайда болғанда ғана басталса, басқаларында қажетті заттардың жоғары өнімі дифференцияланбаған каллус ұлпаларында байқалған. 
Сондай-ақ қайшылықтар қосымша заттар синтезі мен клетканың өсуі арасындағы өзара байланыстары туралы деректерде де кездеседі. Көптеген клеткалар қорландырып (мерзімді) өсіргенде өсу қарқындылығы бәсеңдегенде немесе тіпті тоқтағанда ғана қосымша метаболиттерді айтарлықтай мөлшерде жинайды. 
Дегенмен кейбір тәжірибелерде қажетті өнімнің синтезі клеткалардың бөлінуіне ықпалын тигізген. Мүмкін клеткалардың бөліну мен белсенді өсуін тоқтататын механизмдер мен себептер сонымен қатар қосымша метаболизмнің ферменттерінің синтезін қамтамасыз етеді. 
Өсімдіктердің клеткаларын өсіру негізінде өнеркәсіпке және ауыл шаруашылығына кажет жана технологиялар жасалды. Сонымен, өсімдік клеткаларын in vitro жағдайында өсіру лабораториялық әдістен өсімдік биотехнологиясы деген жана саланың теориялык және технологиялық негізіне айналды.
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Дәріс № 2. Өсімдік жасушасының құрылысы

Дәріс жоспары:
1. Клетка туралы жалпы түсінік.
2. Өсімдік клеткасының тірі органоидтары.
3. Цитоплазманың химиялық құрамы және физикалық қасиеттері.

4. Пластидтер.
5. Клетканың өлі бөлігі және туынды заттары.

1. Клетка туралы жалпы түсінік.

Барлық тірі организмдер клеткалардан тұрады. Жоғарыда айтқандай, бір клеткалылар (бактериялар, қарапайымдар, балдырлар) тек жалғыз клеткадан, ал көп клеткалылар (көпшілік жасыл өсімдіктер мен жануарлар) негізінен бірнеше мыңдаған клеткалардан тұрады. Клетка барлық тірі организмдерге тән тіршіліктік қасиеттерге ие: зат және энергия алмасу, өсу, көбею, негізгі ұрпақтық белгілерін беру, қозғалу, сыртқы ортаның әсерлерін сезіну (тітіркену). Клетка қызметі, оның құрамындағы әртүрлі органоидтарына (ядро, пластидтер, хромосомдар, клетка мембранасы, митохондрийлар және т.б.) байланысты болады.

Өсімдіктер клеткасының пішіні мен мөлшері олардың атқаратын қызметіне байланысты әртүрлі болуы мүмкін. Бір клеткалы көк – жасыл балдыр хлорококктың клеткасы, сондай – ақ бактерия тұқымдас коккалар клеткасының пішіні шар тәрізді, бациллалардікі таяқша тәрізді, вибриондардікі үтір тәрізді болып келеді. Клеткаларының көлемі жағынан ең ұсағы бактериялар. Кейбір бактерия түрлері микроскоппен мыңдаған есе үлкейгенде ғана көрінеді. Оладың үлкендігін микронмен ғана өлшейді (1 микрон 001 мм – ге тең). Сонымен қатар, қарапайым көзбен көруге болатын ірі клеткалар да бар. Мысалы: цитрустар (апельсин, лимон, мандарин) мен қауын, қарбыз, помидор, алма, алмұрт жемісінің клеткалары ірі болады. Жалпы пішініне қарай өсімдік клеткалары екі типке бөлінеді.
1) Паренхималық (грек. пара – тең, энхима - құйылған) клетка мөлшері біршама тең қабырғалы болып келеді. Олардың сырт пішіндері әрқилы: дөңгелек, қысыңқы, көп қырлы, табақша, жұлдыз, қатпарлы және басқа тектес болады.

Бірқалыпты паренхималық клеткалар тірі және жұқа қабықшалы. Бұлар өсімдік мүшелеріндегі (сабақ, тамыр, жапырақтағы, гүлдегі, жемістегі, тұқымдағы және т.б.) негізгі ұлпаларды құрайды.
2) Прозенхималық (грек. прос – бағыт бойынша) клетканың ұзындығы енінен 10 – 100 есеге дейін артық, созыңқы, ұштары сүйірленген, қабықшалары қалың, көп жағдайда ішкі құрамды бөліктері жоқ болады. Прозенхималық клеткалар негізінен өсімдіктерде өткізгіш және арқаулық ұлпаларды құрайды. Прозенхималық клеткалар мөлшері әртүрлі, мысалы талшықтар ұзындығы – 1 – 5 см, зығырда – 0,2 – 4 см, сорада – 0,1 – 5 см. Ең ұзын прозенхималық клеткаларға сүттіген тұқымдастарына жататын кейбір ағаштардағы қуыстар мен түтіктер жатады, олардың ұзындығы бірнеше метрге дейін болуы мүмкін.

Өсімдік клеткасы негізгі үш бөлімнен тұрады. Олар: клетканы сырт жағынан жауып тұратын біршама қатты және мықты көмірсутекті қабықша; протопласт (грекше протос – алғашқы, пластос – белгілі пішінге ие) – клетканың тірі бөлігі; вакуоль (латынша ваккус – бос деген сөзден алынған), ол әдетте клетка шырын деп аталатын сұйық қосылыстармен толып тұратын кеңістік, ол клетканың өлі бөлігі.

Клетка қабықшасы және вакуоль протопластың тіршілік әрекетінің нәтижесінде, клетка дамуының белгілі кезеңінде түзіледі. Өсімдіктер клеткасында қабықша мен вакуольдің болуына байланысты олар созылып өседі. Мұндай өсу барысында клетка көлемінің ұлғаюы протопластың емес, вакуоль мөлшерінің ұлғаюы есебінен жүреді. Протопласта және клетка шырынында (сирек клетка қабықшасында) белгілі бір пішінге ие болатын басқа заттар кездеседі. Оларды туынды заттар (кристалдар, крахмал дәндері, белок, май тамшылары және басқалар) деп атайды. Протопласт күрделі бөлік, органелла (немесе органиоидтар) деп аталатын әр түрлі компоненттердің жиынтығынан тұрады. Олардың әрқайсысының бір – бірінен ажыратуға болатын өзіне тән құрылымы, атқаратын қызметі бар.

Өсімдік клеткасының тірі органоидтары.
Протопласт - өсімдік клеткаларының тіршілік процестерін (зат алмасу, қимыл, тітіркену, көбею, өсу, қоректену т.б.) түзетін негізгі бөлім. Ол өзіне тән құрылысы мен атқаратын қызметтері бар органеллалар немесе органоидтар деп аталатын әр түрлі компоненттерден тұрады. Олар: цитоплазма, пластидтер, митохондриялар, ядро, эндоплазмалық ретикулум, Гольджи аппараты, рибосомалар, лизосомалар және т.б. Органеллалар бір – бірімен байланысын қамтамасыз ететін гиалоплазмаға батырылып орналасады. Гиалоплазма органеллалар мен ядороны қоспағанда цитоплазманы түзеді. Демек, протопласт цитоплазма мен ядродан тұрады.

1. Цитоплазма.

Цитоплазма – клетканың күрделі құрылымды кешені. Мұнда тірі клеткаға тән тіршілік белгілерінің бәрі бар. Цитоплазмада әр түрлі қызмет атқаратын органеллалар жүйесі орналасқан. Мысалы рибосомалар – белокты синтездейді; хлоропластарда – фотосинтез процесі жүреді; митохондрияларда – диссимиляция, Гольджи аппаратында – полисахаридтерді синтездеу және бөліп шығару т.б. процестері жүреді. Жоғарыда айтылғандай, биология ғылымына “протоплазма” деген ұғымды 1839 жылы чех ғалымы Я. Пуркинье енгізсе, 1862 жылы Келликер ядроны қоршап жатқан сұйықтықты “цитоплазма” (грекше “цитос” – клетка, “плазма” – сұйық зат) деп атады.

Цитоплазманың құрылымдық негізі фосфолипидтер мен белоктардан (липопротеидтерден) тұратын жіңішке, аса тығыз үлпекті биологиялық мембрана. Мембрана – цитоплазманың тірі бөлігі. Ол протопласты қоршаған ортадан бөліп тұрады. Органеллалардың сыртқы шекарасын және олардың ішкі құрылымын түзеді. Барлық мембранаға тән қасиет – олардың тұтастығы, тұйықтығы (шеттерінің еш уақытты ашық болмауы). Цитоплазмадағы мембраналық элементтердің мөлшері клетканың типіне, атқаратын қызметіне қарай сипатталады. Кейбір жағдайда (әсіресе активті клеткаларда) мембрана цитоплазманың құрғақ затының 90 проценттейін түзеді.

Биомембраналардың негізгі қасиеттерінің бірі – олардың жартылай өткізгіштігі. Кейбір заттар олардан өте баяу, ал кейбіреулері ерітіндінің қоюлығына қарамастан жеңіл өтеді. Сонымен мембраналар суда жақсы еритін заттардың көбісінің клеткаға еркін енуіне кедергі жасайды. Сөйтіп цитоплазманың және оның органеллаларының химиялық құрамын сақтайды. Мембраналар жеке ферменттер мен олардың комплекстерінің цитоплазмада қалыптасып, клетканың тіршілігіне қажетті ең негізгі процесс – химиялық реакциялардың ретімен жүруін қамтамасыз етеді.

Цитоплазма мембраналары: плазмалемма, мезоплазма және тонопласт.

Плазмалемма – цитоплазманың сыртқы мембранасы, клетка қабықшасының ішкі бетін астарлап, оған тығыз өңезденіп, жұғып жатады. Клетканың сыртқы ортамен зат алмасу процесін реттейтіндіктен, ол суда еріген әр түрлі заттарды жартылай өткізеді.

Плазмалемма клеткаға негізінен диффузия жолымен өтетін суды ғана еркін өткізеді. Ірі молекулаларды әдетте өткізбейді. Майда молекулалар және иондар плазмалемма арқылы гиалоплазмаға әр түрлі жылдамдықпен өтеді, олардың еркін өтуі ерітіндінің қоюлығына байланысты. Кей жағдайларда плазмалемманың кескіні толқынды болып келеді, кейде онда бірнеше терең қатпарлар пайда болады. Мұндай қатпарлар, әсіресе, заттарды қарқынды тасымалдауды іске асыратын клеткаларда жетілген. Заттардың клеткаға өтуін және одан бөлінуін реттеумен қатар, плазмалемма өсімдіктердегі синтездеу қызметін де атқарады. Сол сияқты ол тітіркенуді, гормондық стимулдарды қабылдайды.
Тонопласт. Мұны кейде вакуоль мембранасы деп те атайды. Өйткені бұл жас клеткалардағы майда вакуольдерді орталық бір вакуольі бар ересек клеткалардағы шырынды цитоплазмадан бөледі. Тонопластқа да жартылай өткізгіш қасиет тән. Ол вакуольге өтетін заттардың құрамы мен жылдамдығын реттейді.
Мезоплазма – плазмалемма мен тонопластың арасындағы аралық мембрана. Бұл мембранада клетканың протопласт бөлігінің тірі органеллалары орналасады. Сондықтан бұл мембрана арқылы мембраналық зат, органелааралық зат алмасу жүзеге асады.
Цитоплазманың химиялық құрамы және физикалық қасиеттері.
Цитоплазманың құрамына көптеген химиялық қосылыстар енеді. Мұнда су мөлшерін 70 – 90%, белок 10 - 20%, липидтер 2 – 3%, көмірсулары 1 - 2%, минералды тұздар 1%. Цитоплазманың химиялық құрамы ондағы жүретін зат алмасу реакциясына байланысты үнемі өзгеріп тұрады. Цитоплазманың құрамында жай және күрделі белок бар. Жай белоктар (протеиндер) амин қышқылдарынан тұрады. Күрделі белоктардың – (протеидтердің) құрамында амин қышқылдарынан басқа көмірсулар бар, мұндай белоктар – гликопротеидтер деп, май – липопротеидтер деп, ал нуклеин қышқылдары – нуклеопротеидтер деп аталады. 

Нуклеин қышқылдары химиялық қосылыстардың үлкен тізбегінен тұрады. Бұл қосылыстар нуклеотидтер деп аталады. Олар азотты негіздерден (пурин немесе пиримидин), қант және фосфаттан тұрады. Нуклеин қышқылдарының нуклеотидтер құрамына қант түрінің енуіне орай рибонуклеин (рибоза қанты) және дезоксирибонуклеин (дезоксирибоза қанты) қышқылы деп бөлінеді. Дезоксирибонуклеин қышқылы (ДНҚ) мен рибонуклеин қышқылының (РНҚ) құрамына кіретін гетероциклды азотты негіздері – пуриндері – аденин (А) және гуанин (Г). Пиримидиндерден екеуінде де цитозин (Ц), ал қалған екеуі тимин (Т), тек ДНҚ, ал урацил (У) тек РНҚ құрамына енеді. Нуклеотидтер өзара фосфор қышқылының (Р) қалдықтары арқылы жалғасады. Клетка құрамына енетін РНҚ – ның 90 % цитоплазмада, 10 % ғана ядрода болады.
Липипдтер - әр түрлі қосылыстардың үлкен тобын түзеді. Олар суда ерімейді, органикалық еріткіштерде (эфир, бензин, бензол және т.б.) ериді, гидролизденгенде май қышқылдарын түзеді. Липидтерге май, балауыз, фосфолипидтер, стеридтер, гликопротеидтер тән. Бұл топқа да каратиноидтар мен хлорофилл пигменттері жатады.

Липидтер белокпен бірге цитоплазманың шекаралық қабаттарын түзетін мембраналарының және протопласт органеллаларының құрамына енеді.

Көмірсулар клеткада қор заттары ретінде жиналады. Минералды тұздар суда еріген түрінде кездеседі. Цитоплазманың негізінен түзетін заттар коллоидты күйде болады, оның дисперсиялық ортасы – су. Қажет болған жағдайда цитоплазма суын беріп, тіршілігін жоймай гель (ұйыған күйде) күйіне көшуге, кебуге қабілетті.
Цитоплазманың қасиеттері. Цитоплазмаға тән негізгі қасиеттің бірі оның шектелген, жартылай өткізгіштігі, яғни цитоплазма вакуольге және одан сыртқы ортаға суды еркін өткізеді, ал органикалық, неорганикалық қосылыстардың молекуласын талғап, жартылай өткізіп отырады. Заттардың енуі мен сыртқа шығуын цитоплазманың сыртқы мембранасы – плазмалемма мен вакуольді қоршап жататын ішкі мембранасы – тонопласт қамтамасыз етеді.
Гиалоплазма – цитоплазманың негізгі заты, матриксі немесе цитозол деп аталады. Гиалоплазма (грекше – гиолос - әйнек) - өзіне тән тұтқырлығы бар, клетканың үздіксіз сулы коллоидты фазасы. Ол өзіне батырылып тұрған барлық органеллаларды байланыстырады, ондағы қатынастарды қамтамасыз етеді. Гиалоплазма көмірсулардың (қантта) алмасуына, сондай – ақ липидтер (май қышқылдары және майдың) синтезіне, азотты және фосфорлы қосылыстардың, амин қышқылдарының синтезіне, нитраттардың қалпына келуіне қатынасатын, еритін белоктар мен әр түрлі қызмет атқаратын белоктарды қамтиды. Гиалоплазма химиялық энергияны механикалық энергияға айналдыру есебінен белсенді қимылдайды. Сондықтан клетка ішіндегі заттарды тасмалдауға қатынасады.
Ядро – цитоплазма сияқты эукариотты клетканың негізгі органоиды. Клетка ядросын 1831 жылы ағылшын ғалымы Роберт Броун ашқан. Ядроның пішіні паренхималық клеткаларда дөңгелек шар немесе эллипс, ал прозенхималық клеткаларда линза немесе ұршық тәрізді болып келеді. Өсімдіктің түріне, жасына, клетканың күйіне, ұлпалардың типтеріне байланысты ядроның мөлшері өзгеріп отырады.

Ядро – клеткадағы зат алмасу, өсу, даму, көбею, тұқым қуалау, сондай – ақ ондағы белоктардың маңыздылары – нуклеопротеидтер, яғни нуклеин қышқылдарымен қосыла алатын белоктар – 22, 6 %, қалған белоктар – 51,3 %, ДНҚ – 14 %, РНҚ – 21,1 %. Сондай – ақ ядро құрамында су және кальций, магний иондары бар.

Ядрода нуклеин қышқылдарының екі тобы кездеседі. Олар: дезоксирибонуклеин қышқылы (ДНҚ) және рибонуклеин қышқылы (РНҚ).

Хроматин ядро шырынында тор түзіп орналасады. Хроматин ядроның бөлінуі барысында ғана байқалатын хромасоманың ерекше күйі.
Ядрошық – пішін шар тәрізді тығыз дене. Ядрода ол біреу, кейде бірнешеу болып келеді. Ядрошық мембранамен қоршалмай нуклеоплазмада бос орналасады.

Негізгі қызметі – рибосомада рибонуклеин қышқылын синтездеу.
Рибосомалар. Рибосомаларды 1955 жылы Г. Паладе ашқан. Бұл гиалоплазмада үнемі болатын өте майда (20 нм) дән тәрізді сфералық гранулалар. Электорондық микроскоппен қарағанда нүктелер тәрізді болып көрінеді. Рибонуклеопротеидтер, яғни РНК мен әр түрлі құрылымды белоктардан тұрады. Рибосомалар эндоплазмалық ретикулум мембранасының сыртқы бетіне жекелеп және топтанып орналасады.

Рибосомалар цитоплазмада бос және эндоплазмалық ретикулум мембранасымен ядро қабықшасының сыртқы бетіне бекініп орналасады. Бос рибосомалар гиалоплазмада 1 – ден (моносомдар) және 4 – 40 – қа дейін топтасып кездеседі. Полисомалар құрамына енетін жеке рибосомалар бір – бірінен информациялық РНҚ жіпшелі молекуласы арқылы байланысады. Рибосомалар митохондрияларда, пластидтерде табылған. Ол клеткадағы белоктарды синтездеу орталығы. Рибосомалардың негізі ядрода (ядрошықта) құрылып, толық қалыптасуы цитоплазмада жүреді.
Эндоплазмалық ретикулум (эндоплазмалық тор) (грекше “эндон” – ішкі, плазма – белгілі пішінге ие; латынша ретикулум - торша). 1945 – 1946 жылдары электрондық микроскоптың көмегімен ашылған органоид. К. Портер гиалоплазмада әр түрлі бағытта бұтақтанып орналасқан мембраналардың шектелген түтікшелерден тұратын тордың, яғни эукариот клеткаларының цитоплазмалардағы қос мембраналардың ауқымды жүйесінің барын анықтаған. Түтікшелердің көлденең кесіндісінің диаметрі 250 – 5000 А0. Пішіндері домалақ, сопақ болып келеді. 

Түтікшелердің кеңеюінен көпіршіктер, цистерналар пайда болады. Түтікшелердің пішіні, диаметрі, саны және клетка ішінде орналасуы клетканың белсенділігіне, “мамандануына” байланысты өзгеріп отырады. Эндоплазмалық тор клетка ішінде үздіксіз жүріп отыратын күрделі зат алмасу реакцияларын қамтамасыз етеді. Эндоплазмалық ретикулумның түйіршікті және агранулярлы (тегіс) түрі бар. Олар сыртқы көрінісі және атқаратын қызметі жағынан бір – бірінен өзгеше. Түйіршікті ретикулум мембранасында бекінген рибосомалар бар, ал агранулярлы ретикулум мембранасының көпшілік жерінде рибосомалар болмайды.

Түйіршікті ретикулум клеткада аса маңызды қызмет атқарады. Бекінген рибосомалардың көмегімен ол цистерналарының қуысында немесе вакуольдерде белок қорын және арнаулы ферменттерді синтездейді. Ретикулум түтікшелері арқылы макромолекулалар мен иондар клетка ішінде және клеткааралықтарында (плазмодесмалармен) тасымалданады. Түйіршікті ретикулум мембраналарының пайда болып, органеллаларының бір – бірімен қарым – қатынасын жүзеге асырады. Сол сияқты клетканың вакуоль, лизосома, диктиосома сияқты компоненттерін жасауға қатынасады.

Агранулярлы ретикулум нашарлау дамыған және оның клеткада болмауы жиі кездеседі. Ол бұтақтанған жіңішке түтікшелердің торынан және сирек көпіршіктер мен цистерналардан тұрады. Агранулярлы ретикулум эфир майларын, шайыр мен каучукты синтездейді. Ол түйіршікті ретиклумнан оның цистерналарының түтікше тәрізді бұтақтары түрінде де пайда болады.
Митохондриялар (грекше митос – жіп, хондрион – дән) - өсімдіктер клеткасының мембранамен қоршалған құрамдас бөлігі. Олардың мөлшері көлденеңі 0,5 (0,3) – 1 мкм, ұзындығы 2 – 5 мкм аралығында. Пішіні сопақша жіп, майда дән, таяқша тәрізді, сирек жағдайда митохондриялар күрделі пішінді – гантель, табақша және бұтақша болып келеді.

Митохондрия саны клетканың жасына, пішініне, атқаратын қызметіне қарай, тіпті бірнеше жүзге дейін жетеді. Клеткадағы барлық митохондриялар жиынтығы хондриосома деп аталады. Олар сыртынан арасында ақшыл жолағы бар қос мембранамен қапталған. Сыртқы мембрана митохондрия мен гиалоплазманың арасындағы зат алмасуды жүзеге асырады. 

Митохондияның негізгі қызметі – АДФ – тан АТФ – ты синтездеп алу, яғни клетканың тіршілік әрекеттеріне (бөліну, заттарды бөлу, қабылдау, синтездеуге) жұмсалады. Митохондрия тыныс алу процесі жүзеге асатын клетка ішіндегі лаборатория іспетті. Онда әр түрлі заттардың тотығуы жүріп жатады.

Гольджи аппараты (диктиосома). Диктиосоманы алғаш рет 1878 жылы жануарлар клеткасынан бөлген итальяндық ғалым Гольджи. Гольджи аппаратының бар екені электрондық микроскоптың көмегімен жақында ашылды. Өсімдіктер клеткасында диктиосома (грекше диктион – тор, сома - дене) Гольджи денесінен және Гольджи көпіршіктерінен тұрады. Әрбір диктиосома гранулярлы мембранамен қоршалған, саны 5 – 7 – ке (кейде 20 – ға дейін) жететін, диаметрі 1 мкм және қалыңдығы 20 – 40 нм шамасындағы бір – біріне паралель орналасқан жазық қапшықтардан – цистерналардың жиынтығынан тұрады. 
Лизосомалар (грекше “лизео” – ерітемін, “сома” - дене) – 1954 – 1955 жылдары Де Дюва (АҚШ) лабораториясында жануарлар клеткасын зерттеу барысында табылған. Көлемі 0,5 – 2 мкм, цитоплазмадағы ең ұсақ денелер. Оларды биохимиялық талдаудан өткізгенде, оның құрамында 10 ферменттің бары анықталды. Бұл ферменттер қышқыл ортада заттардың сумен қосылысының ыдырауын тездетеді. Лизосома ферменттер түзетін орталық қана емес, ас қорытуға және клеткадағы кейбір ыдыраған органоидтарды қорытып, қалдығын сыртқа шығаруға қатынасады. Мысалы, лизосомалардың ішкі жағынан митохондрия, эндоплазмалық тор т.б. органоидтардың бөліктерін көруге болады. Ол клетканың бетіне үнемі ферменттер бөліп отырады.

Пластидтер
Пластидтер - өсімдіктердің клеткасына ғана тән органоид. Пластидтер туралы алғашқы мәліметтер Д. Левенгуктың (1676) еңбектерінде келтіріледі.

Пластидтерді зерттеумен А. Шимпер (1882) айналысып, оны 3 типке бөлді: 1) түссіз (мөлдір) - лейкопластар; 2) реңі жасыл – хлоропластар; 3) реңі қызыл – сары, сары – хромопластар.
Хлоропласт. Балдырлардың талломдары, жоғары сатыдағы өсімдіктердің жапырағы, жас сабағы, піспеген (шикі) жемістерінің клеткаларында болатын жасыл түсті пластид. Хлоропласты клетка құрамынан алғаш тапқан Компаретти (1791 ж.).

Хлоропластың строма (грекше строма - дене) немесе матрикс деп аталатын денесі гидрофильді белокты – липидті қосылыстан тұрады.

Хлоропластың стромасында оған кесе көлденең орналасқан ламеллалар немесе тилакоидтар деп аталатын қос мембраналы тақталы құрылымдары бар. Ламеллалар бір – біріне паралель жанаса келіп, топтасып аса ұсақ денелер – грандар түзеді. Стромадағы грандар грануляралық тилакоидтар арқылы байланысады. Хлороплатың стромасында тилакоидтар жүйесінен басқа рибосомалар, крахмал дәндері, ДНҚ жіпшелері және пластоглобулдар (липидті құрылым) бар.

Хлоропластың қызметі – фотосинтез, яғни күн сәулесінің жарық қуатын пайдаланып, органикалық емес заттардан органикалық қосылыстар түзуі.
Клетканың өлі бөлігі және туынды заттар

Вакуоль (латынша вакуус – бос орын, қуыс) деп цитоплазманың клетка шырыны деп аталатын сұйықтықпен толы кеңістігін атайды. Клетка шырыны цитоплазмадан жартылай өткізгіштік қасиеті бар вакуоль мембранасы тонопласт (латынша танус – кернеу, грекше пластос – белгілі пішіні бар) арқылы бөлінген. Олардың пішіндері көпіршік, жіңішке түтікшелер тәрізді. Вакуоль клеткада жүретін тіршілік әрекеттерінің нәтижесінде цитоплазмадан бөлінетін сұйық күйіндегі әр түрлі заттар қоспасының алып жатқан орны және эндоплазмалық тордың құрамды бөлігі. Олар осы торда өте жіңішке жолақтар ретінде пайда болады да, зат алмасу өнімдерінің біртіндеп 


Клетка шырының химиялық құрамы. Вакуольдегі клетка шырынының химиялық құрамы өсімдіктердің түріне байланысты өзгереді. Дегенмен, негізгі құрам бөлігі – су. Клетка шырынының құрамындағы заттарды органикалық және минералдық заттар деп 2 – ге бөледі. Органикалық заттар азотты және азотсыз заттар деп тағы жіктеледі. Азотты органикалық заттарға: белоктар (протеиндер, протеидтер), амин қышқылдары (аспарагин, тирозин, лейцин т.б.), алкалоидтар (хинин, морфин, никотин, колхицин, кофеин, кодеин, папаверин, т.б.), гликоалкалоидтар (голанин, дигиталин) жатады. Азотсыз органикалық заттарға мыналар жатады: көмісулар – моносахаридтер (глюкоза, фруктоза); дисахаридтер (сахароза, мальтоза); полисахаридтер (инулин, пектиндер, декстриндер). Глюкозидтер – пигменттер (антоциандар, флавондар); синигрин, амигдалин, кумарин, сапонин, ванилин.

Клетка қабықшасы.

Клетка қабықшасы өсімдік клеткасының сыртын қаптап жатады. Ол қорғаныштық, мықтылық және тіректік қызмет атқарады. Сонымен қатар сыртқы ортадан өсімдіктерге қажетті заттарды қабылдауға, оны ажыратуға қатынасады. Клетка қабықшасының химиялық құрамына целлюлоза (клетчатка), гемицеллюлоза (жартылай клетчатка) және пектин заттары енеді.


Пектин заттары жоғары молекулалы көмірсулы қосылыс, суда бөртеді, кейбіреулері ериді. Сілтінің және қышқылдардың әсерінен оңай бұзылады. Жас клеткалардың қабықшасында көп мөлшерде кездеседі. Пектин заттарымен клеткааралық кеңістіктер толып тұратындықтан, пектин клетка қабықшасының талшықтарын ғана емес, қатар жатқан клеткаларды бір – бірімен тығыз байланыстырып біріктіреді.


Целлюлоза - өте мықты және серпімді, күрделі көмісуларына – полисахаридтерге жататын қосылыс. Целлюлоза қайнап тұрған суда ерімейді, көптеген жануарлардың асқазанында қорытылмайды. Тек жылқы, ірі қара малдың асқазандарындағы бактериялар бөліп шығаратын ерекше фермент – целлюлозаның әсерінен ғана ыдырап, қорытылады. Целлюлоза көптеген қышқылдар мен негіздерде ерімейді, тек қана щвейцар ерітіндісінде ериді. Клеткалардың орталық тақтасы және клеткааралық заттары еріген кезде клеткалар бір – бірінен ажырап кетеді. Бұл процесс мацерация деп аталады. Мацерация процесі микроорганизмдердің әсері арқылы да жүреді. Мұндай жағдай пектин қосылыстарының еріп кетуі нәтижесінде байқалады. Тоқыма өнеркәсібінде ашыту бактерияларын тін талшықтарын бір – бірінен және басқа ұлпалардан ажырату үшін пайдаланады. Табиғи жағдайда клеткалардың мацерациялануы жемістердің (алмұрт, қауын, қарбыз, шабдал т.б.) пісуі кезінде жақсы байқалады.


Поралар және плазмодесмалар. Клетканың алғашқы қабықшасының қалыптасуы біркелкі емес, оның бір жері қалың, екінші жері жұқалтаң келеді. Соның нәтижесінде алғашқы қабықшада көптеген жұқа ойыстар пайда болады, оларды алғашқы поралық аймақтар деп атайды. Поралардың толық қалыптасуы клетканың соңғы қабықшасының қалыңдауымен тікелей байланысты, өйткені клетканың соңғы қабықшасының қалыңдамай қалған жері – пора саңылауы деп аталады. Көршілес орналасқан екі клетка қабықшаларындағы поралар үнемі бір – бірімен беттесіп жатады, бұларды қос немесе жұп поралар деп атайды. Егер өсімдік клеткаларының қабықшасы сыртқы ортамен немесе клетка аралық кеңістікпен шектескен жерінде болса, ондай пораларды дара немесе жеке поралар деп атайды. Пора қуыстарының (каналдарының) пішініне қарай пораларды екі түрге бөледі, олар: жай және жиекті пора. Жай поралар паренхималық клеткаларда басым. Бұл механикалық ұлпа клеткаларында анық байқалады.


Өсімдік клеткасының тіршілік әрекеттерінің нәтижесінде, онда әртүрлі заттар, олардың ішінде қоректік заттар да жиналады.


Қоректік заттар өсімдіктердің денесін түзуге жұмсалады да, олардың артық мөлшері қорға жиналады. Қорға жиналатын заттар химиялық табиғаты тұрғысынан үш топқа жіктеледі. Олар: көмірсулар, майлар және белоктар.


Көмірсулар – басқалармен салыстырғанда алуан түрлі болады және қорға жиі жиналады. Көмірсулардың молекуласы көміртегі, сутегі және оттегінен тұрады. Көмірсулар қарапайым көмірсулар мен күрделі көмірсуларға бөлінеді. Қарапайым көмірсуларға – моносахаридтер (глюкоза, фруктоза), дисахаридтер (мальтоза, сахароза), күрделілеріне – полисахаридтер (крахмал, клетчатка, инулин) жатады.


Крахмал - өсімдік клеткасының маңызды туынды заты. Қазіргі кезде крахмалдың мынадай екі бөліктен амилозадан және амилопектиннен тұратыны анықталған. Өсімдік крахмалындағы амилоза мен амилопектиннің қатынасы өсімдік үшін тұрақты. Амилозаның крахмалдағы мөлшері 0 – 35 % - ке дейін ауытқиды. Әдетте, амилопектин одан бірнеше есе көп болады. 
Крахмалдың физикалық қасиеті оның құрылымындағы амилоза мен амилопектиннің мөлшерлік қатынасына байланысты. Олардың физикалық және химиялық қасиеттері әр түрлі. Амилоза жылы суда тез ериді, ал амилопектин ерімейді, тек бөртеді де баттасып қалады. Иодпен әсер еткенде амилоза көк, амилопектин қызыл күлгін түске боялады.


Крахмалды басқа туынды заттардан ажырату үшін иод ерітіндісі пайдаланылады. Иод әсерінен крахмал көгілдір, көк, қаракөк түске боялады. Крахмал суда ерімейді, жылы суда бөртеді, оны клейстер немесе бат деп атайды. Төменгі температураның әсерінен крахмал қантқа айналады. Сондықтан үсікке шалдыққан картоп түйнегі, пияз жуашығы, шпинат жапырағының дәмі тәтті болады. 
Крахмал клеткада майда дән ретінде жинақталатындықтан крахмал дәні деп аталады. Өсімдік мүшелерінде крахмалдың 4 түрі кездеседі. Олар: алғашқы немесе ассимиляциялық крахмал, транзиттік крахмал, соңғы немесе қор крахмалы және сақтаулы крахмал.


Алғашқы крахмал хлоропластардағы фотосинтез өнімінде қанттың молдығынан пайда болады. Зат алмасу процестерінің нәтижесінде ферменттер (амилаза, мальтаза) әсерінен қантқа айналып, төменгі ағыс жолымен (флоэма) жапырақтан төмен қарай басқа мүшелерге жылжиды. Жылжу жолында тағы да ферменттердің әсерінен крахмалға айналады. Бұл сияқты жылжу барысында жол – жөнекей пайда болған крахмалды транизиттік крахмал деп атайды. 
Транзиттік крахмал ферментердің әсерінен қайтадан қантқа айналады да, өсімдіктің белгілі бір клетка және ұлпалардың амилопластысына келіп қорға жиналады, бұл қор крахмалы немесе соңғы крахмал деп аталады. 
Қор крахмалы өсімдіктердің қор жинаушы ұлпаларында, мүшелерінде, тұқым жарнақтарында және эндоспермінде, түйнектерінде, жуашықтарында, тамырсабақтарында жиналады. Сақтаулы крахмал өсімдіктер тамырының тамыр оймақшаларының клеткаларында және сабақтың алғашқы қабық бөлімінің ішкі қабаты эндодерманың клеткаларында жиналады. Сондықтан эндодерманы крахмалды қынап деп те атайды.


Белок.
Белок молекуласы амин қышқылдарынан құралады. Қазіргі кезде белгілі 150 амин қышқылының белоктары құрамына 22 амин қышқылы енеді. Белок молекулаларында амин қышқылдарының алмасуынан белоктар алуан түрлі болып қалыптасады.


Белоктардың бір тобы цитоплазма және оның органеллаларының негізгі бөлігін түзеді. Басқа белок ферменттер клеткадағы тіршілік процестерін, яғни химиялық өзгерістерді жүргізеді. Белокардың негізгі бөлігі өсімдіктердің тұқымдарында, жемістерінде қорға жиналады. Оларды алейрон (грекше алейрон – бидай ұны) немесе протеин дәндері деп атайды. 

Белоктар бидай тұқымының қауызы мен жеміс серігінің астыңғы жағындағы алейрон қабатын түзіп, орналасады. Ал асбұршақ, үрмебұршақ тұқым жарнақтарының әрбір клеткасында қорға жиналады. 
Алейрон дәндері вакуоль құрамындағы белок ерітіндісінің сусызданып, қатаюынан пайда болады. Құрамында тек қана аморфты белок бар алейрон дәні жай дән деп аталады. Мұндай күрделі алейрон дәндері тұқымдарында қор ретінде май жиналатын өсімдіктерге (зығыр, күнбағыс, асқабақ, үпілмәлік, қыша) тән.


Кристаллидтердің нағыз кристалдардан (әр түрлі қышқылдардың тұздары) айырмасы олар белоктардан тұрады, суда бөртеді. Осы қасиетіне байланысты өне бастаған кезде тұқымның клеткаларындағы алейрон дәндері еріп, ұрықты қоректендіруге жұмсалады және сұйылып вакуольге айналады.
Майлар.
Май өсімдіктерде кең таралған қор заты. Ол суда ерімейді, эфирде, бензинде, бензолда, хлорофильде ериді. Қағазға тисе дақ қалдырады.

Химиялық құрамы жағынан майлар үш атомды спирттің, күрделі эфирлер мен жоғары молекулалы май қышқылдарының (пальмитин, стеарин, олейн т.б.) қоспасы болып табылады.

Май липидті тамшылар түрінде гиалоплазмадағы ерекше субмикроскопиялық дене сферосомаларда және олеопластарда (элайопластар), көптеген өсімдіктердің тұқымдарында, жемістерінде қорға жиналады. Грек жаңғағының дәнінде 70 %, жер жаңғағында (арахис) – 50, үпілмәлікте – 60, кенепшөпте – 30, сояда – 20, жүгері сұлының ұрығында – 46, бидайда – 2, картоп түйнектерінде – 0,3 % - ке дейін май болады. 
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Дәріс № 3. Қоректену орталары. Фитогормондар
Дәріс жоспары:
1. Қоректік орталар. 
2. Каллустарды алу және каллусты өсіру. 
3. Жасушаларды сұйық қоректік орталарда өсіру.

Клеткаларды өсіру үшін эксплантты, қоректік ортаны, ыдыстарды, құрал-саймандарды алдын ала залалсыздандыру қажет. Өсімдіктен эксплантты бөліп алуды және оны коректік ортаға отырғызуды ламинар боксінде өткізеді. Бұл бокстің ішіне фильтрден өткізіліп, микроорганизмдерден тазартылған ауа беріліп тұрады. Әр түрлі тәсілмен залалсыздандырылған және дистилденген суда бірнеше мәрте жуылған объектілерден керекті ұлпалар бөлініп алынады. 
Оларды стерильденген катты немесе сұйык ортаға отырғызады. Стерильдеу үшін автоклавты колданады. Сөйтіп, өсімдіктердің әр түрлі ұлпалары мен мүшелерін өсіруге болады. Олары ойдағыдай өсіру үшін ең алдымен колайлы коректік орта керек. 
Өсімдіктің әрбір түрі, тіпті сол бір түрінің кез келген мүшелері мен ұлпалары жаксы өсу үшін белгілі коректік ортаны талап етеді. Оның үстіне, каллус пайда болу үшін, оның өсуі үшін және каллуста морфогенез процесінің жүруіне түрткі жасау үшін коректік ортаның құрамы әр жолы өзгеше болуы керек. Соған байланысты, әр ғалым өзі зерттейтін объектісіне колайлы коректік ортаны мұқият талдап дайындауға тьірысады. 
Сондыктан, әр түрлі максатқа бейімделген коректік орта рецептерінің саны жылдан жылға көбеюде. Коректік орталар Коректік ортаның құрамына минералды тұздар, көмірсулар, витаминдер, фитогормоңдар, амин кышкылдары кіреді.  Клеткалар  жағдайында көмірсутегіне мұқтаж, себебі олар гетеротрофты коректенеді. Көмірсутегі ретінде сахароза немесе глюкоза косылады.
Барлык коректік орталардың негізі болатын минералды тұздардың коспасы. Ол клеткаларды макро - және микро элементтермен камтамасыз етеді. Азот коректік ортаға нитрат немесе аммоний түрінде косылады, фосфор - фосфат түрінде, күкірт - сульфат түрінде, темір - хелат немесе әр түрлі түздар түрінде қосылады. 
Сонымен катар, коректік орта құрамына калий, кальций, магний иондары, бірсыпыра элементтер: В, Мп, Си, Мо, Со кіреді.  Көптеген орталардың құрамында  витаминдер бар. Олардың ішінде ең маңыздылары В тобына жатады: В-тиамин, В2-рибофлавин, В6- пиридоксин. Көп клеткалар сонымен катар никотин, фолий, пантетон кышкылдарын, мезо-инозитты кажет етеді. Клеткалардың өзінде витаминдер түзіледі, бірақ аз мөлшерде. 
Сондыктан коректік ортаға косылған витаминдер метаболизм реакцияларының тежелмей өтуіне ыкпалын тигізіп, клеткалардың өсуіне әсер етеді. Барлык физиологиялык процестерді реттейтін фитогормондар, болғандыктан, олар коректік ортаның маңызды компоненттері. 

1) Клеткаларға бөліну және дифференциялану үшін әсіресе ауксин мен цитокинин кажет. 

2) Тек кана ісік клеткалары мен «калыптаскан» ұлпалар гормондары жоқ ортада өсе алады. 
«Калыптасқан» каллус клеткалары гормондарды кажет етпейді, олар гормондарға прототрофты келеді, себебі өздерін-өздері камтамасыз ете алады. Алғашкы каллусты шығару үшін және оны өсіру үшін мына ауксиндер пайдаланылады;-индолилсірке кышкылы (ИСК), р-нафтилсірке кышкылы (НСК), 2,4-дихлорфеноксисірке қышқылы (2,4-Д). Ауксиннің табиғи түрі ИСК клеткаларда оңай тотыксызданады. 
Сондыктан оны ортаға көп мөлшерде қосады, немесе көбінесе жасанды түрлерінде (НСҚ, 2,4-Д) косады.  Алғашқы каллус алу үшін әдетте ауксинның концентрациясы жоғары болу кажет. Кейін каллусты өсіру үшін ортадағы ауксин мөлшерін төмендетеді.  Кинетин (6-фурфуриламинопурин) клеткалардың бөлінуіне өте кажет, міндетті түрде коректік ортаға кіретін компонент болып есептеледі.

Сондай-ак, активтілігі жоғары цитокинин-1 лер катарына БАП (6-бензиламинопурин) жатады. БАП кен I пайдаланылады, көптеген коректік ортаның құрамына кіреді. Қоректік ортаны тандау өсімдіктің түріне және эксперименттің максатына байланысты. 
Әдебиетте керек информация табылмаған күнде, тәжірибені әдетінше кең колданылатын, атап айтканда Мурасиге мен Скугтың, Шенк-Хильдебрандтын, Гамборгтың В5, Уайттың, Хеллердің, Линсмайер-Скугтың қоректік орталарын пайдаланады. 
Одан кейін гормондар мен органикалық косымшалардың концентрациясын іріктеп ала бастайды. Бірінші кестеде атап кеткен коректік орталардын құрамы келтірілген. Бұл орталар даражарнақты және косжарнақты өсімдіктердің әр алуан түрлерін  іп vitrо жағдайында  өсіруге жарамды болып табылды. Казіргі уакытта кейбір  фирмалар Мурасиге - Скугтың, Уайт, Хеллер орталарын (ішінде фитогормондар, сахароза және агардан басқалардың бәрі бар) құрғак ұнтақ түрінде шығарады. 
Дегенмен, мұндай дайын орталар тек қоректік ортаның құрамы өзгертілмейтін тәжірибелерде пайдаланылады. Әдетінше, ғалымдар жаңа объектімен жұмыс істей бастағанда, олар стандартты коректік орталардың құрамын өзгертеді.
Әсіресе органикалык компоненттердің жиынтығы мен концентрациясы жиі өзгертіледі; Қоректік ортаның құрамы өсімдікке үйлесімді болу үшін, оны іріктегенде математикалық жоспарлау әдісін колдану орынды. Математикалык жоспарлау әдісі бір мезгілде ортадағы көп факторлардың әсерін зерттеуге мүмкіншілік береді. 
Аталған әдіс әрбір жеке фактордың әсерін сан тұрғысынан анықтаумен катар, бірнеше факторлар арасындағы әрекеттестіктің барын белгілеп, оның ыкпалын бағалауға мүмкіншілік береді. Сөйтіп, математикалык жоспарлау әдісі коректік ортаның кайсы компоненттері клеткаларға жаксы әсер ететінін және сол факторлардың ең колайлы ара катысын белгілеп береді. 
Клеткаларды өсіруге кажетті жағдайлар. Өсімдіктің клеткалары, ұлпалары, мүшелері өсуіне коректік ортадан баска да жағдайлар әсер етеді. Өкінішке орай, іп vitrо жағдайында өсетін клеткаларға тигізетін ыкпалы аз тексерілген, бұл тұрғыда арнайы зерттеулер кажет болып тұр. Көпшілік мақұлдаған түсінік бойынша, клеткаларды өсіру үшін 25±2°С шамасында температура кажет. 
Мысалы, темекі клеткаларына ең қолайлы температура 32°С, адыраспан клеткаларына 30°С, шырмауык гүлдін суспензиясына 3г32с'С. Температура негізгі және косымша метаболизмнін процестеріне әсер етеді. Сірә, зерттеу жұмысынын максатына карай, әрбір өсімдікке колайлы температура әдейі істелген тәжірибелер нәтижесіне сүйеніп тандалып алынуы керек. Бірақ мұндай тә-жірибелерді өткізуге көп енбек және ұзақ уакыт керек. 
Сондыктан, (зерттеушілер клеткаларды көбінесе 25°С температурада өсіре береді. Клеткалардың  өсуіне әсер ететін сырткы факторлардың  бірі  жарық. Жалпы,  іп vitrо өсірілетін өсімдік клеткаларында жасыл пигмент хлорофилл түзілмейді. Сондыктан олар  әдеттегідей фототрофтық (автотрофтык) жолмен емес, гетеротрофты коректенеді. 
Дегенмен, кейбір жағдайларда клеткалар өзіне тән табиғи фототрофты коректене алады. Әзірше осындай құбылыс өсімдіктердің 16 түрінде ғана байқалған. Баска каллустардың түсі ақшыл, кейде сарғыш келеді. 
Хлорофилл түзетін кабілеті жоқ болғандықтан ондай клеткалар караңғыда немесе ала көлеңкеде өсіріледі. Мұндай хлорофилі жок ұлпаларға жарык сәулелері өз ыкпалын, шамасы, фитохром арқылы тигізеді. Клеткаларда косымша заттар тузілуіне жарықтың сапасы (спектрлік құрамы), каркындылығы және фотопериодтың әсер ететіндігі дәлелденген. 
Сондыктан, клеткалық технологияны жасаудағы басты максаттын бірі - клеткаларды өсіру үшін кажетті жарыктың сапасы мен қарқындылығын анықтау. Клеткалардың өсуіне аэрацияның әсері зор. Аэрация болмаса, жалпы алғанда, суспензияның өсуі мүмкін емес. 
Алайда газ компоненттерінің (оттегі, азот, көміртегі диоксиді) клеткаларға тигізетін әсері жете зерттелмеген. Клеткаларды өсіргенде коректік ортаның осмос кысымын да ескеру керек. Жоғары осмос кысымы коректік заттарды клеткалардын сініруін  киындатады. Ортаның осмос кысымын калыпты күйде сақтау,  әсіресе протопластарды бөліп  алғанда және оларды өсіргенде өте манызды. 
Осмос қысымын реттейтін заттын (полиэтиленгликоль, сорбит т.с.с.) концентрациясы өсімдіктердің түріне және физиологиялык күйіне байланысты жеке іріктеліп алынады.
Бұдан баска, қоректік ортада комплекстік органикалық қосындылар болады. Атап айтканда, әр түрлі экстрактар (солодтан, ашытқыдан, картоптан, ісік ұлпаларынан, т.с.с.), қайырындар (қайын, томат, апельсин), пісіп жетілмеген эндоспермдер (кокос жанғағы, каштан, жүгері), казеин гилролизаты, амин кышкылдар коспалары. 
Бұлардың арасында клеткалардың өсуіне ең жаксы ыкпалын тигізген кейбір өсімдіктердің пісіп жетілмеген эндоспермдері, әсіресе «кокос сүті» леи апиіатын кокос жанғағынын эндоспермі. Дегенмен, сонғы ксздсрде зерттеушілер мүндай косындыларды көп пайдаланбайды. С е б е б і, олардың құрамында әсер ететін белгісіз заттар мол болғандықтан, жасалған тәжірибелердін ңнәтижесін талдау және оларды кайталау киын.
Каллусты алу және оны өсіру.
Клетка өсіруде бірінші табыстарға жеткен Р. Готре мен Ф. Уайт клеткаларды агар қосылған қоректік ортада өсіруді бастаған болатын. Агар- агар деген теңіз балдырларынан өндірілетін полисахаридтердің қоспасы. Ол ортаны қатыру үшін қолданылады.  
Каллус клеткаларын әрбір үш, төрт апта сайын жаңа қоректік ортаға көшіріп отырса, олар шексіз ұзақ өсе береді. Тәжірибелік жағдайда аса кең қолданылатын орталар: Мурасиге - Скуг, Уайт,  Шенк – Хильд, В5, Хеллер, Линсмайер – Скуг.  Клеткалардын ретсіз бөлінуі нәтижесінде пайда болған ұлпаны каллус деп атайды. 
Бұл процесті калусогенез деп атайды. Клеткалардың бөліну арқылы көбейіп өсуін пролиферация дейді. Каллус - ұлпаның ерекше түрі, бүтін өсімдіктің зақымданған жері (жарасы) біте бастаған кезде түзілетін білеуленген буылтық.  Ол закым болған жерді әр түрлі инфекциядан қорғайды. Каллус ұлпасында коректік заттар жиналып, арнаулы қорғаныш кабат пайда болады немесе жойылған мүше кайта пайда болады, яғни регенерация процесі өтеді. 
Каллусты алуға көбінесе өскіндердің ұлпалары мен маманданған (дифференцияланған), яғни бөлінуге каблеті мүшелерін пайдаланады. 
Алғашқы каллусты алу үшін және оны өсіру үшін залалсыздандырылған қоректік орта қажет. Ол үшін алынған материалды алдын ала бірнеше рет жуылып, тазаланады одан кейін микроорганизмдерден залалсыздандырылады. Жиі қолданылатын стерильдейтін заттар: активті хлоры бар натрий және калий гипохлоридтері, хлорамин, хлор әгі,  құрамында  сынап  бар алмас (сулема), диоцид,  сутегі диоксиді, этанол. 
Анда - санда  бром, күкірт қышқылы, фенол, антибиотиктер, фунгецидтер қолданылады. Бұл клеткалар көбінесе жұқа қабықты, паренхималық клеткаларға ұқсайды. Бірақ каллус клеткаларының бәрі бірдей, біркелкі болады деп түсіну қателік. Каллустар морфологиялық белгілері тығыздығы, түктену, түсі және өсу қарқындылығы мен көгеру қабілеті жағынан әр түрлі болады.  Каллустың түсі ақшыл, сарғыш, қоңыр, қызыл қоңыр болады. 
Сонымен қатар, оның құрамында хлорофилл немесе антоциан пигменттері болуы болады. Шығу тегіне және өсіру жағдайына байланысты каллустар тұтас тығыз немесе сұйықтау және борпылдақ болып келеді. Борпылдақ каллустар бөлек кесектерге оңай ажыратылады. 
Мысалы, дифференциялану нәтижесінде меристемадан  алынатын каллустарды  Петри табакшаларында, пробиркаларда, колба-болған маманданған клеткалар (мезофилл, эпидермис т.с.с.) флакондарда өсіреді үш төрт апта өскен соң каллусты шығарып алып, майда кесектерге бөліп, жана коректік ортаға, клеткаларды сұйык коректік ортада өсіруге көшіріледі. Мұны пассаж деп атайды. Өйткені, ескі коректік ортаның  нәрі азаяды.
Клеткаларды сұйық ортада өсіру.

 Каллус клеткаларын сұйык ортада өсіруді клеткалар суспензиясы деп атайды. Клеткалардың суспензияда коректенуі және ауамен камтамасыз етілуі нашарлайды. Сондықтан оларды аппаратпен узбей араластыру керек, себебі сұйық ортада клеткалар батпай қалқып жүзіп жүреді. Тоқтамай айналу, шайқалу немесе сұйық орта арқылы стерильді ауаны үрлеу арқасында клеткалар оттегімен қамтамасыз етіледі. 
Сонымен, клеткалар суспензиясын алу үшін каллус ұлпасы кандай да болмасын тірі клеткасын ұзак мерзім өсіруге пайдаланылады. Кейде экспланттың өзін сұйык ортаға салып өсіру мүмкін болады. 

Өсу кезінде экспланттың сыртында түзілген каллус клеткалары клеткалары үзіліп түсіп сұйык ортаға шығады да, олардан суспензия пайда болады. Каллустан жеке клеткаларды ферменттік мацерациямен ыдыратып бөліп алуға болады. Тек мұндай жағдайда клеткалар зақымдануы мүмкін сондықтан ұзақ уақыт тіршілік ете алмайды. 
Бірақ бұл ұзак және тиімсіз процесс. Борпылдақ каллусты өсіргенде коректік ортаға 2,4 Д қосады, ал цитокининнің мөлшерін азайтады немесе оны тіпті қоспайды. Тағы бір шарт - коректік ортада кальций ионы болмауы керек, себебі ол кальций пектинатының түзілуіне әсер етеді. Кальций пектинаты клеткаларды өзара байланыстырып тұратын негізгі зат. Одан кұтылу үшін каллуска пектиназа ферментімен әсер ету керек. 
Борпылдак каллусты сұйык ортада жиі шайкап, араластырғанда ол жеке клеткаларға ыдырайды және кішігірім  клеткалық  агрегаттарға бөліне бастайды. Бөлінбей калған тығыз  каллустың  калдыктарын және ірі агрегаттарды 1 -2 кабат дәке немесе нейлон арқылы сүзіп алып тастайды. Немесе суспензияны бірнеше  минут  козғалтпай койып, оны тұндырып, үстіңгі жағында батпай  калған жеке клеткалар мен майда клетка топтарын бөлек құйып алады. 
Суспензияның үстінгі жағындағы женіл фракциясын жаңа ортаға жиі-жиі көшіріп өсірсе, жеке клеткалардың саны көбейеді. Оған коректік ортаның құрамы, аэрация және араластыру әдістері де әсер етеді. Бірақ қанша күш салғанмен, тек біркелкі жеке клеткалардан тұратын суспензияны алу мүмкін емес. Ең жаксы деген суспензияда жеке клеткалар үлесі  50-60%-тен аспайды, калғаны 2-10 клеткадан тұратын, тіпті одан да көп клеткалар топтасқан агрегаттар болады. 
Өте ірі агрегаттардың сырткы кабатындағы клеткалары мен ішкі жағында орналаскан клеткаларының коректену және аэрация жағдайлары өзгеше болатындығын ескерген жөн.

Жеке клеткалары көп, яғни жаксы дисперленген суспензияны алу мақсатымен көбінесе коректік ортаның құрамын бакылауға тырысады. Бар мәліметтер бойынша, ауксиндер клеткалардың бір бірімен жабыспауына, жеке-дара болуына (диссоциациялануына) дұрыс әсер етеді, ал цитикининдер, керісінше, ол процесті тежейді. 
Демек, клеткалардың созылып өсуіне колайлы және олардың бөлінуін тежейтін жағдайлар суспензиядағы клеткалар топтарының барынша бөлшектеніп, майдалануына мүмкіндік туғызады.
 Коректік ортадағы көмірсулар клетканың сырткы кабығындағы полисахаридтердін құрамын өзгерту арқылы клеткааралық байланыстарға әсер етуі мүмкін. Мысалы, коректік ортаға галактоза, рафиноза немесе сахароза косылғанда раушангүл суспензиясындағы клеткалар оңай топтасып, өте ірі агрегаттар құрған. 
Клетка кабығындағы целлюлозаны ыдырататын I ферменттер (целлюлаза, мацерозим) осмотикпен бірге косылып әсер еткенде суспензиядағы клеткалардын диссоциациялануы арта түседі. Мүлде жеке клеткалардан тұратын суспензияны өсіру каншама тартымды да, кызығарлықтай болса да, бұл максатқа жету биология тұрғысынан алып карағанда өсімдік клеткалары үшін тіпті мүмкін емес. 
Себебі, тек жеке клеткалардан тұратын суспензия алу үшін клеткалар бөліне сала бір-бірінен тез ажырап кетуі кажет. Бірақ бұл өсімдік клеткасына тән касиет емес, сондыктан оны жасанды жағдайда  іске асыру киынға соғады. 
Жаксы суспензияда морфология  жағынан біркелкі, шағын көлемді клеткалар үсак агрегаттарға бірігіп топтасады (шамамен 10 клеткалы топтар). Каркынды өсуді камтамасыз ету үшін суспензияда клеткалардын тығыздығы бір миллилитр ортада 105-ІО6 клетка болуы кажет.
Іn vitro жағдайында өсетін клеткалар – жаңа жасанды жүйе, оның ерекшеліктері әлі аз зерттелген. Кейде өсірген клеткалардың зат алмасуында филогенез тұрғысынан бұрын дамыған өсімдіктер тобына тән емес өсімдіктің ювенильді кезеңіне  тән ерекшеліктері байқалады. 

Іn vitro жағдайында өскенде де клеткалар белгілі бір отногенезден өтеді: көбею, яғни бөліну-созылып өсу-дифференциялану-қартаю-өлу. Осындай әр түрлі кезеңдегі клеткалардың сан жағынан ара қатысы популяцияда өзгеріп тұрады. Мысалы, өсіру жағдайлары өзгергенде. Бөлінуі тоқтаған каллус клетканың дифференциялануы өсімдік түріне тән қосымша заттарды синтездеуге  мамандануы деп түсінуге болады. 

Қосымша заттардың биосинтезін клетканың дифференциялануымен бақылау жөніндегі деректер әр қилы. Бірқатар тәжірибелерде қосымша заттардың синтезі морфогендік құрылымдар пайда болғанда ғана басталса, басқаларында қажетті заттардың жоғары өнімі дифференцияланбаған каллус ұлпаларында байқалған. 
Сондай-ақ қайшылықтар қосымша заттар синтезі мен клетканың өсуі арасындағы өзара байланыстары туралы деректерде де кездеседі. Көптеген клеткалар қорландырып (мерзімді) өсіргенде өсу қарқындылығы бәсеңдегенде немесе тіпті тоқтағанда ғана қосымша метаболиттерді айтарлықтай мөлшерде жинайды. Дегенмен кейбір тәжірибелерде қажетті өнімнің синтезі клеткалардың бөлінуіне ықпалын тигізген. 
Мүмкін клеткалардың бөліну мен белсенді өсуін тоқтататын механизмдер мен себептер сонымен қатар қосымша метаболизмнің ферменттерінің синтезін қамтамасыз етеді. 
Қалай да, зерттеушілер ең алдымен клеткалардың жақсы өсуіне жағдай туғызады, яғни биомассаны жинақтауға, ал одан кейін сол жағдайлардың қосымша метаболиттердің синтезіне әсерін зерттейді. Ал биомасса түзілуі қосымша заттың синтезімен байланысты болып шықпаса, онда биомасса мен заттың өнімі арасында байланысты табуға тырысады. 
Сұйық ортада өскен клеткаларды, алғашқы каллусқа қарағанда, жиірек жана қоректік ортаға көшіреді.  Жана қоректік ортаға көшіретін суспензиянын бөлігін инокулюм деп атайды.  Оны стерильденген пипеткалармен, шприцтермен немесе, жоғарыда айтылғандай, суспензияны тұндырып, оның үстінгі жағындағы батпай калған клеткаларды іркіп құйып алады. 
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Дәріс № 4 Каллусты ұлпалар
      Дәріс жоспары:

1. Өсу деффиренциясы
2. Морфогенез процестері
Клетка – организмнің негізгі құрылымдық және қызметтік бөлшегі болғандықтан, тіршілікке тән процестер мен құбылыстардың қандайын болмасын клетка деңгейінде зерттеуге болады. Сондықтан, in vitro жағдайында өсетін клеткалар мен ұлпалар биологияның түрлі салаларында теориялық мәселелерді анықтау үшін пайдаланылады. 
Олар өсімдіктер метаболизмінің және оның реттелуін, өсу және даму процестерін зерттеу үшін теңі жоқ модель болып есептеледі. Іn vitro жағдайында өсірілетін клеткалар басқа ұлпалардың, тіпті мүшелер мен бүтін организмнің ықпалынан тыс болады. Сол себептен мұндай клеткаларды пайдаланып барлық процестерді «таза» түрінде зерттеуге болады. 

Бұл әдістің құндылығы – өсу жағдайларын қатал бақылауға болады және әр түрлі химиялық, физикалық сыртқы факторлардың әсерінің тиімділігін арттыруға мүмкіншілік береді. Тәжірибелік объектілерді жыл бойы үздіксіз өсіруге болады. Клеткаларды асептикалық жағдайда өсіргендіктен, оларға микроорганизмдер тарапынан ешбір әсер болмайды.

Осы атап өткен артықшылықтар, in vitro жағдайында өсетін клеткаларды табиғи күйге жақын биологиялық модель ретінде қолданып, өсімдіктер физиологиясы, биохимиясы және генетикасының бірқатар мәселелерін зерттеуге мүмкіншілік береді. 
Клеткаларды эксперименттік модель ретінде пайдалану үшін, олардың жақсы өсуіне қолайлы жағдай туғызуы қажет. Сонда ғана клеткалардың in vitro күйіне тән гендер экспрессиясы in vitro жағдайында да өтеді, яғни олардың бүтін организмдегі клеткалардан айырмашылығы жоқтың қасы деуге болады. 

Өсімдіктен бөлініп алынған клеткалар бүтін организмге тән механикалық және физико-химиялық қорғаныштық жүйелерінен және клеткааралық  әрекеттесуден  айырылады. Сондықтан, олар кез келген әсерге өзінің «жауап реакциясын» тікелей көрсетеді.  Сөйтіп, клеткалар күйін ең алғаш қарапайым процестердің деңгейінде зерттеуге болады. 

Сонымен қатар, ғылыми зерттеулер жүргізу үшін бастапқы өсімдіктерден анағұрлым айырмашылықтары бар, жасанды түрде  өзгертілген клеткалар, яғни мутанттар өте бағалы. Мутагенез бен клеткалық селекция әр түрлі белгілері бар мутант клеткалар линияларын шығаруға мүмкіншілік береді. Мысалы, метаболизмі немесе морфогенезі өзгерген мутанттар. 
Қазір in vitro жағдайында шығарған метаболиттік мутанттардың саны көбеюде. Негізгі және қосымша метаболизмдерді зерттеуге, жеке ферменттердің қызметін арттыру немесе тежелу арқылы зат алмасу процесінің реттелуін және әр түрлі факторлардың метаболизмге әсерін анықтауға өсірілетін клеткалар қолданылады. 

Өсу деффиренциялану және морфогенез процестерінің мәнін ұғу физиологияның ең бір маңызды мәселесі. Оларды молекулалық биология мен генетика әдістерін қолданып in vitro жағдайында өсірген клеткаларда зерттеуге өте ыңғайлы. Сол модель клеткаларында әр түрлі сыртқы (температура, жарық, гравитация) және ішкі факторлардың, әсіресе фитогормондардың клеткалардың бөлінуіне, созылып өсуіне, дифференциялануына және морфогенез ықпалы зерттеледі. 
Мысалы, гормондардың әсерін және оның механизмін зерттеу үшін әр түрлі модельдер пайдаланылатын протопластар, жеке клеткалар, ұлпалар, мүшелер, регенерант өсімдіктер.  Гормондардың қызметін және ықпал ету механизмін зерттеуге өте қолайлысы – гормонсыз өсетін клеткалар, яғни гормондарға тәуелсіз (прототрофты) клеткалар. 
Мұндай клеткалар мутагенез бен клеткалық селекция арқылы пайда болады, немесе ұзақ өсірген каллустан шығады. Сонымен қатар, ісік клеткалары да өсу үшін гормондарды қажет етпейді. 

Іn vivo немесе in vitro жағдайында болсын, дифференциация мен морфогенезді зерттеудегі негізгі әдістемелік тәсіл ол физиологиялық эксперимент. Оның барысында бақылау және тәжірибе варианттары жан-жақты зерттеліп, морфогенездік өзгерістерге түрткі боларлық факторлар және сол морфогенездік реакциялардың өту мезгілі анықталды. 
Организмнің даму процесіндегі генетикалық информацияның іске асу мерзімін in vitro жағдайында әр түрлі сыртқы факторлардың әсерімен пайда болған морфогенетикалық мутанттарды қолданып анықтауға болады. Морфогенетикалық мутанттарда нормалы мутагенездердің кейбір кезеңдерінің өтуіне бөгет ететін кемістіктер (дефекттері) болады. Мысалы, сабақ, не жапырақ, немесе тамыр түзе алмайтын темекі каллустары бар. 
Сондай-ақ  каллустан шыққан кейбір регенерант өсімдіктердің гүлдеуге қабілеті болмайды. Осындай кемістігі бар клетка клондарын биохимиялық тұрғыдан зерттеу – морфогенез процесінің түп мәнісін ашудың бірде бір жолы.

Ісік клеткаларының өсу заңдылықтарын зерттеу үшін ыңғайлы биологиялық модель қажет. Ісік клеткаларды өсіру әдісі сондай модель жасауға мүмкіндік береді. Ісік ұлпаларының құрылымдық және метаболиттік ерекшеліктерін білу үшін оны сау ұлпалармен салыстыру керек. 

Өсімдік клеткаларының физиологиясын зерттеу үшін протопластар өте қолайлы. Протопластарды өсіре отырып, клетка қабығының құрамы мен құрылымын, бұрынғы қалпына келуі мен өсуінің механизмдерін және оған гормондар мен басқа факторлардың әсерін анықтайды. Сонымен қатар, протопластар плазмолеманың құрамы мен құрылысын және ол арқылы заттардың тасымалдауын зерттеуге қолданады.
 Протопластар клеткаралық әрекеттесуді нормада және оның гормондар, патотоксиндер, ингибиторлар ықпалымен өзгеруін зерттеу үшін де қолайлы модель. Протопластарды суға салса олар жарылады, соның арқасында клетка ішіндегі органиодтарды бөліп алуға болады. Мысалы, осы әдіспен ғана бұзылмаған тонопласты (вакуольді қоршаған мембрана) таза түрінде бөліп алуға мүмкіншілік туды. Бұрын клетканың органоидтарын бөліп алу үшін дағдылы әдістерді қолданғанда вакуоль мен оның мембранасы ылғы бүлінуші еді. 

Клеткалар және регенерант өсімдіктер фотосинтез процесінің өсімділігін және оның генетикалық реттелуін анықтауға өте қолайлы модель. Клеткалар in vitro жағдайында ұйымдаспай өскен кезде фотосинтез процесіне байланысты бірталай генетикалық өзгерістерге ұшырайды. 
Аяғында бұл өзгерістер сондай клеткадан шыққан регенерант өсімдікке де даруы мүмкін. Сондықтан, өсірілетін клеткалар фотосинтездік әрекет және оның өсімдік өнімділігіне, жалпы түсімге қосатын үлесін зерттеуге өте қолайлы. 

Іn vitro жағдайында  өсірілетін клеткалар сомалық клеткалардың генетикасын зерттеуге де өте ыңғайлы. Бұнда интакт өсімдіктерден алынған клеткалар мен қатар клеткалық және гендік инженерияның әдістерімен шығарылған, табиғатта бұрын болмаған клеткалар модель ретінде қолданылады. Сол әдістермен ядролар, хлоропластар және митохондриялар әр қилы топтастырылып, әр түрлі генетикалық информация иеленген сомалық будан клеткалар жасалады. 

Өсімдіктердің түрлі қолайсыз факторларға (жоғары және төмен температура, топырақтың тұздануы, иондайтын рентген сәулелері т.б.) төзімділігін Іn vitro жағдайында өсірілген клеткаларды модель ретінде пайдаланып зерттейді. Фитопаталогияның түрлі құбылыстары, ауру өсімдіктің физиологиясы мен биохимиясы, оның патогенмен әрекеттесуі де сондай модельдермен зерттеледі. Бұл тәсілмен клетканың патогеннің әсеріне төтеп берерлік реакциясын байқауға болады. 

Соңғы жылдары Іn vitro жағдайында өсіретін клеткаларды қолданатын тағы бір ғылым саласы қалыптасуда, ол космостық биология. Осы кезге дейін өсімдіктерді космос станциясында өсіру үшін қолданылатын әдістер мен аспаптар олардың табиғи ерекшеліктеріне сай келмейді. 
Космоста жеке клеткаларды өсіру, олардың өсу мен даму процестерін реттеу және бақылау бүтін өсімдіктерді өсіруге қарағанда едәуір ыңғайлы. Жоғары сатылы өсімдік клеткаларын космостық тәжірибелерде объект ретінде қолданғанда, олардың мынадай артықшылықтары бар:

1. Өсіру оңай;

2. Клеткалардың даму процесінің қандай да болмасын кезеңінде пайдалануға болады, мысалы, сомалық немесе жыныс клеткалары, клетка топтары, дифференцияланған клеткалар, органогенез, эмбриоидогенез жолымен дамитын клеткалар т.с.с.

Қазақ ғарышкерлері Тоқтар Әубәкіров пен Талғат Мұсабаев космосқа ұшқан кезде бидай, жүгері, картоп клеткаларымен тәжірибе өткізген. Космостық станцияда клеткаларды өсірген кезде, оларда барлық негізгі тіршілік процестері өтеді екен. Атап айтқанда: протопластар қабығын түзіп бөліне бастайды, суспензияға клеткалар бөлініп көбейеді, каллус клеткалары дифференцияланады, регенерант өсімдіктер пайда болады. 
Сөйтіп, тірі организмде өтетін процестер мен құбылыстарды космоста зерттеу үшін өсірілетін клеткалар қолайлы модель бола алады. Сонымен қатар, клетка биологиясының негізгі зағдылықтарын зерттеу үшін космонавтиканың мүмкіншілігі зор. 
Өнеркәсіпте өсіруге жарайтын клеткалар жабайы мен екпе дәрілік және техникалық өсімдіктердің, микробиологиялық өндірістің және химиялық синтездің бәсекесінен озып шығуы қажет. Дағдылы өсімдіктер шикізатымен салыстырғанда өсірілетін клеткалардың мынадай артықшылықтары болады:

1) Қоршаған ортаның әр түрлі факторларының (климат, маусым, ауа-райы, топырақ жағдайы, зиянкестер) ықпалынан тәуелсіздік;

2) Өсіру жағдайларын өте жақсы деңгейде үзбей қамтамасыз ету арқасында өнімнің мөлшері мен сапасы жоғары;

3)  Егіс көлемі үнемделеді.

Өсімдіктер көптеген маңызды заттардың бірден-бір қайнар көзі болып келеді. Бірақ өсімдік шикі затының қоры табиғатта таусылып бара жатыр. Осыны еске алғанда, клеткалық технологиялардың орны болашақта зор екенін ерекше түсінуге болады. Клеткалық технологиялардың ғылыми лабораториялық зерттеулерден соң өнеркәсіпте қолданылуы қазір ғана басталып келе жатыр. 
Тиімділігі жоғары технологиярадың жасалуы өсімдіктерде қосымша зат алмасу процестерінің генетикалық, биохимиялық, физиологиялық реттелуі жөніндегі теориялықбілімнің жетіспеушілігімен шектеліп тұр. Себебі бүтін өсімдіктегі зат алмасуында қосымша заттардың қызметі толық зерттеліп бітпеген. Көпшілігінің негізгі функциясы өсімдікті әр түрлі стресс факторларынан қорғау, яғни олар реттеушілер ретінде организмнің тіршілік әрекетін қамтамасыз етуі мүмкін. 

Іn vitro жағдайында өсетін клеткалар – жаңа жасанды жүйе, оның ерекшеліктері әлі аз зерттелген. Кейде өсірген клеткалардың зат алмасуында филогенез тұрғысынан бұрын дамыған өсімдіктер тобына тән емес өсімдіктің ювенильді кезеңіне  тән ерекшеліктері байқалады. 

Іn vitro жағдайында өскенде де клеткалар белгілі бір отногенезден өтеді: көбею, яғни бөліну-созылып өсу-дифференциялану-қартаю-өлу. Осындай әр түрлі кезеңдегі клеткалардың сан жағынан ара қатысы популяцияда өзгеріп тұрады. Мысалы, өсіру жағдайлары өзгергенде. Бөлінуі тоқтаған каллус клетканың дифференциялануы өсімдік түріне тән қосымша заттарды синтездеуге  мамандануы деп түсінуге болады. 

Қосымша заттардың биосинтезін клетканың дифференциялануымен бақылау жөніндегі деректер әр қилы. Бірқатар тәжірибелерде қосымша заттардың синтезі морфогендік құрылымдар пайда болғанда ғана басталса, басқаларында қажетті заттардың жоғары өнімі дифференцияланбаған каллус ұлпаларында байқалған. 
Сондай-ақ қайшылықтар қосымша заттар синтезі мен клетканың өсуі арасындағы өзара байланыстары туралы деректерде де кездеседі. Көптеген клеткалар қорландырып (мерзімді) өсіргенде өсу қарқындылығы бәсеңдегенде немесе тіпті тоқтағанда ғана қосымша метаболиттерді айтарлықтай мөлшерде жинайды. Дегенмен кейбір тәжірибелерде қажетті өнімнің синтезі клеткалардың бөлінуіне ықпалын тигізген. Мүмкін клеткалардың бөліну мен белсенді өсуін тоқтататын механизмдер мен себептер сонымен қатар қосымша метаболизмнің ферменттерінің синтезін қамтамасыз етеді. 

Қалай да, зерттеушілер ең алдымен клеткалардың жақсы өсуіне жағдай туғызады, яғни биомассаны жинақтауға, ал одан кейін сол жағдайлардың қосымша метаболиттердің синтезіне әсерін зерттейді. Ал биомасса түзілуі қосымша заттың синтезімен байланысты болып шықпаса, онда биомасса мен заттың өнімі арасында байланысты табуға тырысады. 

Өсірілетін клеткаларда қосымша заттардың қоры жиналуына әсер ететін факторлар

Бастапқы өсімдіктің, яғни эксплант алынатын донор өсімдіктің генотипі өсірген клеткалардың биосинтездік потенциалына елеулі ықпал етеді. М. Ценк қызметтестерімен қызғылт қабіршөптің (Catharantus roseus) клеткаларын өсіру үшін бірнеше географиялық аймақтан 184 тұқым үлгісін жинап алған. 
Осы тұқымдардан шыққан өскіндер арасынан серпентин мен аймалицин деген гипотензивтік индолдық алкалоидтарға өте бай (құрғақ массасына 0,7%) бірнеше өскіндер таңдап алынды. Солардан шыққан калустар қажетті алкалоидтарды басқа өскіндерден алынған каллустарға қарағанда 4-5 есе артық синтездеген. 

Бірақ У. Роллер осы өсімдікпен өткізген өзінің тәжірибелерінде мұндай байланыстылықты таба алмады. Жапон ғалымдары да маралотының (Thalictrum minus) бүтін өсімдіктері мен каллустарында берберин деген алколоидтың мөлшерінде корреляциясын байқамады. Нәтижелердің мұндай қайшы болуы алғашқы генотиптің тек фенотип арқылы бағалауына байланысты. 
Бірақ клеткалық модельдердің айтарлықтай кемшіліктерінде атап өту қажет. Олар: ұзақ өсірілген клеткалардың генетикалық тұрақсыздығы және сомалық эмбриогенез бен органогенез сияқты маңызды морфогенетикалық процестерді синхронды өткізу шарттары жете зерттелмеген. Сөйтіп, Іn vitro жағдайында өсірілетін клеткаларды физиологиялық процестерді модельдеу үшін қолданғанда, олардың тірі организм құрамындағы клекталардан кейбір айырмашылығы барын ескеру керек. 

Сонымен, өсімдік биологиясының көптеген мәселелерін болашақта жаңаша және тиімді шешу үшін жасанды жағдайда өсірген клетканың биологиясын жете зерттеу және тиімді өсіру тәсілдерін мейлінше жетілдіру қажет. 
Тараудың қысқаша мазмұны

Жасанды қоректік ортада өсірілітен клеткалар өздерінің бірқатар артықшылықтары арқасында (ұлпаның біртектілігі, корреляциялық әрекеттесу және басқа ұлпалардың, мүшелердің, тұтас организмнің ықпалынан тыс болу, өсіру жағдайларын қатаң бақылау мүмкіншілігі т.с.с.) оларды өсімдіктер физиологиясы, биохимиясы, генетикасының  бірқатар көкейкесті мәселелерін шешу үшін биологиялық модель ретінде  пайдалануға болады. 
Өсімдіктерде алуан түрлі қосымша заттар синтезделеді. Қосымша заттар деп аталса да олардың өсімдіктегі зат алмасудағы орны зор. Олардың көптегені медицинада, техникада, тамақ және парфюмерия өнеркәсібінде, ауыл шаруашылығында кең пайдаланылады. 

Өсірген клеткалардың қосымша заттарының арасында бірінші болып өздеріне зерттеушілердің назарын аударған алкалоидтар еді. Қызғылт қабіршөптің, жылан раувольфияның, қара меңдуанасының, сасық меңдуанасының т.с.с. өсімдіктердің каллустарын талдағанда олардың құрамында әр түрлі алколоидтар болатыны анықталды. 
Көптеген ғалымдардың зерттеулері арқасында каллустардың басқа да активті заттарды синтездеуге  қабілеті бар екендігі жөнінде талай бағалы деректер жиналды. Клеткалар in vitro жағдайында әр өсімдік түріне тән қосымша заттарды синтездеу қабілетін сақтап қалады. 
Атап айтқанда, алколоидтарды, терпеноидтарды, гликозидтарды, полифенолдарды, полисахаридтарды, эфир майларын, ерекше пептидтер мен белоктарды, таза бояғыш заттарды, стероидтарды, дәм татымдық заттарды, биоинсектицидтарды, балауыздарды, витаминдерді синтездейді.

Маңызды заттарды синтездейтін клеткаларды өсіру биотехнологияның жаңа саласы. Дағдылы биотехнологиялар бағалы биологиялық активті заттарды алу үшін бүтін организмдерді пайдаланса (өсімдіктерді, жануарларды), осы заманғы биотехнологиясы ерікті немесе иммобилизденген өсімдік клеткаларын өсіруге сүйенген клеткалық технологияларға негізделген. 
Клеткалардың in vitro жағдайында биотрансформация жүргізуге мүмкіншілігі болатындығы дәлелденген, яғни кейбір биологиялық активті заттар арзан қарапайым бастаушы заттардан синтезделеді. 

Бұл қарапайым бастаушы заттар химиялық немесе микробиологиялық жолмен өзгертіле алмайды, тек қана өсірілетін клеткалардың ферменттерінің ықпалымен ақырғы бағалы өнімге айналып кетеді. 
Өсірілетін клеткалар негізгі және қосымша метаболизмі өсу процесін клетканың диффернциялануын морфогенезді осы процестердің гормондармен реттелуін зерттеуге қолданылады. Осы мақсатпен өсірілген клеткалардан алынған морфогенетикалық және  метаболиттік мутанттар да пайдаланылады. 
Клетка физиологиясын зерттеу үшін протопластар қолайлы объект. Өсімдіктердің қоршаған ортаға әртүрлі қолайсыз факторларына және патогендерге төзімділігін зерттеу үшін өсірілген клеткалар жақсы модель болады. Өсірілген клеткалар сомалық клеткалардың генетикасын зерттеу үшін де қолданылады.  Космостық зерттеулер жүргізуге өсірілген клеткалар өте қолайлы модель бола алады. 

Дегенмен, өсірілген клеткалардың кейбір кемшіліктері де болатындығын ескеру қажет. Мысалы, генетикалық  тұрақсыздығы морфогенез процестерінің ассинхрондылығы т.с.с. оларды эксперименттік модель ретінде қолдануды шектейді.
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Дәріс № 5  Жасуша өсіруден БАЗ алу
         Дәріс жоспары:

1. Өсірілетін клеткаларға қосымша әсер ететін факторлар

2. Өсірген клеткалардың әртектілігі

3. Клеткаларды өсіруге әсер ететін химиялық және физикалық факторлары
4. Клондық микрокөбейту әдісі

In vitro жағдайында өсірілетін клеткаларды іс жүзінде пайдалану биотехнологияның дамуына тығыз байланысты. Биологияның соңғы 30 жылдағы зерттеулері мен жетістіктері биотехнология деген дербес білім саласының қалыптасып дамуына теориялық және әдістемелік негіз болды. 

Биотехнология – биологиялық процестер мен обьектілерді пайдалануға негізделген экономикалық жағынан тиімді де маңызды өнімдер шығаратын ғылым мен өндірістің жаңа бағыты. 

Адам тірі организмдерді өзіне қажет өнімдерді алу үшін ежелден пайдаланып келеді. Мысалы, ауыл шаруашылығында жеке организмдер мен олардың популяциялары қолданылады. Жалпы айтқанда, бүкіл ауыл шаруашылығын биотехнология деп есептеуге де болар еді. Себеі, бұл салада да биологиялық объектілер мен процестер пайдаланылады. 
Өнеркәсіпте өсіруге жарайтын клеткалар жабайы мен екпе дәрілік және техникалық өсімдіктердің, микробиологиялық өндірістің және химиялық синтездің бәсекесінен озып шығуы қажет. Дағдылы өсімдіктер шикізатымен салыстырғанда өсірілетін клеткалардың мынадай артықшылықтары болады:

1) Қоршаған ортаның әр түрлі факторларының (климат, маусым, ауа-райы, топырақ жағдайы, зиянкестер) ықпалынан тәуелсіздік;

2) Өсіру жағдайларын өте жақсы деңгейде үзбей қамтамасыз ету арқасында өнімнің мөлшері мен сапасы жоғары;

3) Егіс көлемі үнемделеді.

Өсімдіктер көптеген маңызды заттардың бірден-бір қайнар көзі болып келеді. Бірақ өсімдік шикі затының қоры табиғатта таусылып бара жатыр. Осыны еске алғанда, клеткалық технологиялардың орны болашақта зор екенін ерекше түсінуге болады. Клеткалық технологиялардың ғылыми лабораториялық зерттеулерден соң өнеркәсіпте қолданылуы қазір ғана басталып келе жатыр. 
Тиімділігі жоғары технологиярадың жасалуы өсімдіктерде қосымша зат алмасу процестерінің генетикалық, биохимиялық, физиологиялық реттелуі жөніндегі теориялықбілімнің жетіспеушілігімен шектеліп тұр. Себеі бүтін өсімдіктегі зат алмасуында қосымша заттардың қызметі толық зерттеліп бітпеген. Көпшілігінің негізгі функциясы өсімдікті әр түрлі стресс факторларынан қорғау, яғни олар реттеушілер ретінде организмнің тіршілік әрекетін қамтамасыз етуі мүмкін. 

In vitro жағдайында өсірген өсімдік клеткалары табиғи өсімдікке тән биосинтездік қасиетін сақтайды, сондықтан оларды экономикалық маңызы бар заттарды өндіру үшін пайдалануға болады. Сөйтіп, өсімдік клеткаларын өнеркәсіпті технологияларда қолданудың әр түрлі жолдары бар (1 сурет). 
Маңызды заттарды синтездеумен қатар оларды тағы биотрансформацияға, яғни арзан заттарды басқа бағалы заттарға айналдыру үшін пайдаланады. 
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1- сурет. Өсімдік клеткалары мен ұлпаларын in vitro өсіруге негізделген ұлпалар
Биотехнологияда керекті өнімдерді алу үшін In vitro жағдайында өсірілетін клеткалар (микроорганизмдер, өсімдіктер мен жануарлар клеткалары), клетка органоидтары, ферменттер мен мультифермент жүйелері, гендік және клеткалық инженерия әдістермен құрастылырған жасанды тіршілік формалары қолданылады. Қысқаша айтқанда, қазіргі кезеңде қалыптасқан биотехнология клеткалар мен олардың ішінде өтетін процестерді пайдалануға негізделген. 

Клеткаларды өсіру әдісі селекцияның тиімділігін ең алдымен генетикалық базисті кеңейту жолымен арттыралы. Оған селекция процесіне мәдени өсімдіктердің жабайы тұқымдастарын кеңінен қатыстыру  арқылы жетеді. Проьиркада өткізген ұрықтану және ұрықты өсіру әдістері арқасында тектері алыс өсімдіктерді будандастыру кезіндегі сыйымсыздықты жңіп өміршең түраралық және туысаралық будандарды алуға болады. Жасанды ортада ұрық өсіру әдісі (эмбриокультура) будандаспаушылықты жеңетін таптырмайтын әдіске айналып барады. 

Жыныс жолымен будандаспайтын өсімдіктерден сомалық будандастыру арқылы будан алуға болады. Протопластар – қабығы жоқ клеткалар. Олар белгілі жағдайда бірімен бірі құйылысып қосылып будан клеткасын түзеді. Сол клеткадан кейін будан өсімдік пайда болады. Бұл жаңа формаларды шығаратын толық жасанды әдісті клеткалық инженерия деп атайды. Ол қолданып түпкі тектері алыс жатқан өсімдіктерді будандастырып ассиметриялық будандарды және цитоплазмалық гендері жағынан гетерозиготаларды алуға болады. 

Тікелей ДНҚ-ның деңгейінде өткізетін жасанды өзгерістер арқылы нәсілдік қасиеті өзгерген өсімдіктерді, тіпті мүлде жаңа формаларды шығаруға болады.  Бұндай тәжірибелерді ген инженериясы атқарады. 

Өсірген клеткаларда мутацияларды қоздырып, оларды сұрыптап алып, кейін регенерант өсімдіктерді шығару, генетикалық базисті кеңейтудің тағы бір жолы. Ол клетка деңгейінде өткізілген селекция. Практика үшін ең маңыздысы, осы әдіспен жоғары жіне төмен температураға, тұздарға, гербицидтерге, патотоксиндерге төзімді мутант клеткаларын сұрыптап алу. 

Эндосперм клеткалаын өсіріп те олардан өсімдік шығаруға болады. Эндосперм клеткалары үшплоидтық келеді, сондықтан олардан үшплоидтық және полиплоидтық өсімдіктерді шығаруға болады. Жүгері, күріш және кейбір қосжарнақты өсімдіктердің эндоспермінен түзілген каллустан үшплоидтық өсімдіктер өсіп шығатындығы дәлелденген. 

Тотипатенттік қасиет деген жеке өсімдік клеткаларынан жеке организмнің дамуы. Осы тотипатенттік қасиеттің бірегей ерекшелігін пайдаланып селекция процесі мен өсімдіктерді көбейту жолдарын жеңілдетіп және тездетіп ауыл шаруашылығында қолданылатын жаңа технологияларды жасауға мүмкіншілік туды. Мысалы, жеке клетканың бастапқы өсімдіктің барлық белгілері сақталған бүтін өсімдікті қайтадан шығаруға қабілеттілігі бар. Ол клондық микрокөбейту әдісінің негізі болды.

Бұл технология сирек кездесетін немесе жоғалып бара жатқан өсімдіктердің түрлерін, бағалы селекциялық объектілерді және вирустан таза залалсыздандырылған өсімдіктерді көбейту үшін қолданады. Апикалық меристема клеткаларының клондары (бір клетканың ұрпақтары) вирустан таза болады. 
Соның арқасында қазір бағалы картоп сорттарының, жүзімнің, көкөністердің, жеміс-жидек, әсемдік өсімдіктердің, ағаш тұқымдастарының көшеттерін мол шығаратын рентабельді технологиялар жасалды. Бұл технологиялар сауықтырылған өсімдік шаруашылығының негізін қалады. 

Жаңа сорттарды шығару мына төрт эволюциялық принциптерге негізделген:

1)  Будандастыру;

2)  Рекомбинация;

3)  Мутация;

4)  Сұрыптау.

Бұл принциптердің барлығында In vitro жағдайында табыспен жүзеге асыруға болады. Клеткаларды In vitro жағдайында өсіру әдісі генетикалық базисті кеңейтуге, селекция процесін жеңілдетуге және тездетуге, генетикалық алуантүрлілікті байытуға және тіпті табиғатта бұрын соңды болмаған жаңа формаларды жасауға керемет мүмкіншіліктерді ашады (2 сурет). 
Ерекше атап өтетін мәселе, клетка өсіру әдісі арқылы генетика тұрғысынан өзгертілген өсімдіктерді дағдылы селекцияның әдістеріне қарағанда едәуір тезірек алуға болады. 
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2 сурет. Өсімдіктерді генетикалық жақсарту үшін қолданылатын биотехнологиялық әдістер (І. Рақымбаев).
Мутагенез және клеткалық селекция жолымен алынған алғашқы нәтижелер практикаға пайдалы формаларды шығару мүмкіншілігін дәлелдейді. Әр түрлі мутацияларды бөліп алу үшін өте тиімді – протопластар, әсіресе гаплоидтық өсімдіктердің протопластары. 

Гаплоидтарды алу генетиканың іс жүзінде қолданылатын өте маңызды бағыты болып саналады. Гаплоидтарды диплоидтандыру арқылы барлық қасиеттер бойынша гомозиготалыққа тез жетуге болады. Хромосомалардың сәтті комбинациясы нәтижесінде алынған тұрақты формалар жаңа сорттарға бастама бола алады. 
Тозаңқаптарды өсіре отырып, гаплоидтық өсімдіктерді шығарып, изогендік линияларды 1-2 жылда алуға болады, ал дағдылы селекция бұл жұмысқа 6-7 жыл жұмсайды. In vitro жағдайында гаплоидтарды жаппай алудың әдісі дағдылы селекцияның тиімділігін арттырады. 

Сонымен, процесінің тиімділігін арттыру үшін In vitro технологиялардың мүмкіншіліктері зор. Бірақ бұл технологиялар генетика мен селекциялық жұмыстардың дағдылы әдістерімен үйлестірілгенде ғана барынша тиімді бола алады. Өйткені өсімдіктердің жаңа сорттарын тек қана биотехнологиялық әдістермен шығару мүмкін емес. 
Сонымен қатар, селекция процесесінде әр түрлі әдістері үйлестірілуі қажет. Мысалы, жеке бірегей бағалы белгілері бар регенерант өсімдіктерді микроклондық көбейту әдісімен тиімді көбейтуде болады (3 сурет).

 Сондай-ақ, белок пен ауыстыруға болмайтын амин қышқылдарды өте мол синтездейтін биохимиялық мутанттарды алу. Мысалы, ауыстыруға болмайтын амин қышқылдардың аналогтарына төзімді клетклаларды өсіру арқылы темекінің лизинді 10 есе артық  синтездейтін, сасық меңдуананың триптофанды 44 есе жоғары синтездейтін клетка линиялары алынған.
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3- сурет Клеткаларды in vitro өсіру  әдістерін  селекцияның дағдылы әдістерімен үйлестіру (І. Рақымбаев)
Дәнді астық тұқымдастыларда ауыстыруға болмайтын амин қышқылдарды (лизин, триптофан, треонин) артық синтездейтін мутанттарды алудың мәселесі әлі шешілмей жатыр. 
Генетика тұрғысынан бірдей регенерант өсімдіктер, негізнде алғашында каллус арқылы алынады. Қайта – қайта көшірген каллуста өздігінен (спонтанды) өткен мутагенздің арқасында цитогенетикалық әртектілік байқалады. Осындай каллустан алынған регенеранттардың бастапқы материалдан елеулі айырмашылықтары болады. Бұндай өсімдіктер сомалық варианттар деп аталады. Олар селекцияда өсімдіктердің генофондын кеңейтетін жаңа формаларын алу үшін пайдаланылады. 

4-суретте өсімдік клеткаларын өміру әдісін қолданатын халық шаруашылығының негізгі салалары көрсетілген. Сонымен, өсімдік өсіру шаруашылығындағы, фармакологиядағы, тамақ, парфюмерия, жеңіл және химиялық өнеркәсібіндегі ғылыми-техникалық прогресі өсімдік клеткалық технологияларының дамуымен және олардың халық шаруашылығына тездетіп енгізумен тығыз байланысты екені анық.
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4- сурет in vitro өсірілетін өсімдік клеткаларын қолдану жолдары

Сирек кездесетін және жоғалып бара жатқан өсімдік түрлерінің генофондын сақтап қалу мақсатымен және селекцияға бағалы объектілері мен қосымша заттарды бөліп шығаратын құнды клетка штамдарын сақтау үшін гендер банкін жасау әдістері жете зерттеліп жатыр. 
Гендер банкінің мәнісі – өсімдік клеткаларын сұйық азотта (t°−196°C) ұзақ сақтау. Қазірдің өзінде көптеген өсімдіктердің өте қатты мұздатылған жеке клеткалары еріген соң бөліне келе, морфогенез арқылы ұрық бере алатын өсімдіктерді түзеді. 

Кейбір өсімдіктердің (темекі, алқа, сәбіз) клеткалары қолдан синтезделген заттардың (фитогормондар, мутагендер, гербицидтер) өсімдіктерге тигізетін әсерін анықтайтын қолайлы жүйелері ретінде пайдаланылады. 
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Дәріс № 6  Микроклональды көбею

1. Дедифференциялану және каллустың пайда болуы

2. Даму процесінде
3. Транскрипция деңгейінің  реттелуі
4. Индукция факторлары
Лайықты қоректік ортада кейбір клеткалар бөліну арқылы көбейіп каллус ұлпасына айналады. Каллус дедифференцияланған клеткалардан тұрады. Олай болудың себебі – әлдеқашан бөлінуін тоқтатқан, дифференцияланған клеткалар in vitro жағдайында қайтадан бөліне бастайды. Бөліну қабілетінен айрылған мұндай клеткалардың жаңадан пролиферация жолына түсіп бөліне бастауы, олардың  дедифференцияланғанын көрсетеді. Басқаша айтқанда, маманданған күйін жоғалтқанын белгілейді.

Бұл процестің негізінде гендердің диффернциалды активтілігі жатады. Клеткалардың құрылымы мен қызметі гендердің активтілігіне байланысты. Организмдегі клеткалардың құрылымы мен атқаратын қызметі өзгеруіне себепші болатын, әр түрлі гендердің экспрессиясы. 
Яғни, клеткалардың мамандануы көптеген гендердің әрекеттесуіне байланысты. Организмнің барлық клеткаларында гендері бірдей болсада, олардың бәрі бір мезгілде әрекеттенбейді. Әдетте гендердің азғантайы ғана (5%) активті болады. 
Активті гендердің қатарына биологиялық түр ерекшелерін белгілейтін және клеткалық метаболизмді іске асырушы гендер кіреді. Бұдан басқа, олардың қатарына тек қана осы мүшеде, ұлпада, клеткада активті болатын гендер және белгілі бір кезеңде активтелетін гендер мен өзгерген сыртқы жағдайлардың әсерімен активтелген гендер кіреді. 

Клеткаларда атқаратын қызметіне (функционалдық мамандығына) байланысты физиологиялық және құрылымдық айырмашылықтардың пайда болуын дифференциялану процесі деп атайды. Дифференциялану деген ұғым меристемалық клетканың маманданған клеткаға айналуын көрсетеді. Құрылымы және қызметі біртектес меристемалық клеткалар, әр түрлі даму жолдарына түсіп, алуан түрлі маманданған ұлпаларды түзеді.
 Сөйтіп, клеткалардың бір-бірінен айырмашылығы, оларда әр түрлі гендердің жұмысқа қосылуына байланысты болады. Бірақ, бұл дифференциялану процесінің іске асырылуы, клеткалық биологияның ең бір қиын, шешілмеген мәселесі болып тұр.

Жаңадан пайда болған клетканың одан әрі даму мүмкіндіктері әр қилы. Оған даму жолдарының әрқайсысына да түсуге болады. Әрбәр клетканың белгілі тип бойынша дамуының генетикалық бағытын детерминация деп атайды. Ол даму физиологиясының негізі болады. Клетканың белгілі бір даму жолына түсуі ерекше белоктардың жиынтығының түзілуіне байланысты. Маманданған клеткада тек өзіне тән белоктар синтезделеді. 
Бұл гендердің диффернциалды активтілігінің салдары, яғни гендердің біреулері экспрессияға ілінеді, басқалары сол мезгілде репрессияланған күйде қалады. Сөйтіп клетканың фенотипі, оның қызметі белоктармен белгіленеді. Клетка қасиеттері ферменттермен басқа белоктардың ықпалына байланысты. Ал белоктардың құрылымы иРНҚ-мен белгіленеді. 
Сонымен, дифференцияланған кезде клетканың құрылымы мен метаболизмі өзгереді. Бірақ, биологиялық түрге тән гендер жиынтығының құрамы өзгеріске ұшырамайды. Тек қана олардың  активтілік дәрежесі ғана өзгереді. Бұдан мынадай қорытынды келіп шығады: дифференциялану процесі қалай жүретінін түсіну үшін, мына негізгі мәселені шеші керек – не себептен клетканың бір типінде нақтылы бір гендер активтеледі, ал басқаларында – тіпті басқа гендер активтеледі? 

Даму процесінде белоктың синтезделуі бірнеше деңгейде реттелуі мүмкін. Негізінде сондай алты деңгейі белгіленеді:

1. ДНК синтезі, яғни репликация;

2. иРНК синтезі, транскрипция;

3. процессинг деңгейі (алғашқы иРНҚ-ның «пісіп» жетілуі, белок синтезделуіне дайын болуы);

4. иРНК-ның ядродан цитоплазмаға тасымалдануы (жетілген иРНК-лар цитоплазмаға тасымалдануы үшін сұрыпталуы);

5. трансляция деңгейі (иРНҚ-да жазылған генетикалық мәліметке сай рибосомаларда белок түзіледі);

6. иРНК-ның деградация деңгейі (цитоплазмада белок түзіліп болған соң иРНҚ-лардың ыдырауы).

Р.Бриттен мен Э.Дэвидсон терминдері бойынша цитоплазмаға өтетін әр түрлі иРНҚ, тРНҚ, рРНҚ құрылымын белгілейтін ДНК

Белок синтезінің транскрипция деңгейінде реттелуін прокариоттарда Жакоб пен Моно зерттеген. Ал эукариоттарда  гендердің активтілігінің реттелуін зерттеу өте қиын, себебі олардың геномдары өте үлкен және күрделі. Эукариоттарда трнскрипция сатысында гендердің дифференциалды активтілігі, олардың бүркеліп қалуы немесе ашылуы арқылы реттеледі. 
Р. Бриттен мен Э. Дэвидсон жоғары сатыдағы организимдерде гендердің реттелуін жете зерттеп өз гипотезасын ұсынды. Ядролық РНҚ-да нуклеотидтердің бірегей жүйеліліктерінің цитоплазмалық и-РНҚ-сынан едәуір артық болғаны олардың назарын аударды. Олардың болжамы бойынша, гендердің экспрессиясы бастаушы и-РНҚ процессингке ұшырап цитоплазмаға шығуымен реттеледі. 

Ондай нуклеотидтер тізбегі рецептор гені деп аталады. Рецептор гені РНК-ньң белгілі бір түрімен активаторлык РНК-мен әрекеттесу арқылы активтелінеді. Активаторлык РНК-нын синтезі интегратор гені деген ДНК-нын тізбегінде өтеді. 
Активаторлык РНК бірнеше рецептор геңдерімен әрекеттеседі. Сонымен бір интегратор гені бір топ түрлі ферменттердің синтезін козғауьі мүмкін. Ал интегратор геннің кызметін көрші сенсорлык гені бакылайды. Сенсоролык ген дегендері ол сырткы факторлар, яғни индукциялык факторлары әсер ететін ДНК-нын бір тізбегі. 

Р. Бриттен мен Э. Дэвидсон терминдері бойынша цитоплазмаға өтетін әр түрлі и-РНҚ, т-РНҚ, р-РНҚ құрылымын  белгілейтін ДНК тізбегі продюсер гені деп аталады (3-сурет). Әрбір продюсер геннің қызметі; ДНК молекуласында соған көршілес орналасқан тізбегімен реттеледі. 
[image: image5.emf]
Р. Бриттен мен Э. Дэвидсон жоғары сатыдағы организимдерде гендердің реттелуін жете зерттеп өз гипотезасын ұсынды. Ядролық РНҚ-да нуклеотидтердің бірегей жүйеліліктерінің цитоплазмалық и-РНҚ-сынан едәуір артық болғаны олардың назарын аударды. Олардың болжамы бойынша, гендердің экспрессиясы бастаушы и-РНҚ процессингке ұшырап цитоплазмаға шығуымен реттеледі (4 – сурет). 
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4 - сурет. Бриттен мен Дэвидсонның моделі
ДНК синтезі кезіндегі реттеу. Егер ДНК тең емес репликацияға ұшыраса, онда клеткалардағы гендер жиынтығы әр қилы болып шығуы мүмкін. Бұдан басқа, гендердің активтілігі ДНК-ның күйіндегі өзгерістерге де байланысты. Гендер активтілігіне әсер ететін ДНК өзгерісінің үш тұрақты түрі белгіленген:

1. Хромосомада гендердің өзара тұрған орындарының өзгеруі олардың функциясына ықпал етеді. Транслокация немесе инверсия кезінде ген өз орнын ауыстырып, ДНК молекуласының басқа бір жеріне келіп енеді. Бұл гендердін активтілігінің төмендеуіне немесе кенет күшеюіне әкеп соғады. 
2. Орнын ауыстыратын гендерді «секіргіш гендер», транспозоңдар немесе мобильді (жылжымалы) дисперленген генетикалык элементтер деп атайды. Олар бір хромосомадан екіншісіне көшіп гендердің мутацияларына себепші болады немесе бұүрын тежеліп түрған гендерді активтейді. Транспозондарды Барбара Мак-Клинток 1942 жылы ашты және сол ғылыми жетістігі үшін ол Нобель сыйлығын алды.

3. Амплификация (кандай болмасын ген санынын көбеюі) арқасында ген экспрессиясында өзгеріс пайда болуы мүмкін. Көбінесе амплификацияға рибосомалық РНК-ның гендері ұшырайды. Бірақ клетканың дифференциялануына гендер амплификациясының маңызы әлі зерттелмеген.

4. Ген құрамында сапалы өзгерістер өтуі мүмкін (мысалы, әр түрлі мутациялар).

Белок синтезінің транскрипция деңгейінде реттелуін прокариоттарда Жакоб пен Моно зерттеген. Ал эукариоттарда  гендердің активтілігінің реттелуін зерттеу өте қиын, себебі олардың геномдары өте үлкен және күрделі. Эукариоттарда трнскрипция сатысында гендердің дифференциалды активтілігі, олардың бүркеліп қалуы немесе ашылуы арқылы реттеледі. 
Продюсер генге әр түрлі рецептор гендері сәйкес болуы мүмкін. Оньң нәтижесінде бір продюсер гені әр түрлі интегратор гендер мен сенсорлык геңдер арқылы алуан индукторлармен әрекеттеседі. Осының аркасында бір ферменттің түзілуі әр түрлі коздырғыш заттармен индукциялануы түсінікті болды. Ал бір сенсорлық генге бірнеше интегратор гендері сәйкес болу аркасында белок синтезінің реттелуі одан әрі күрделенеді. 
Сонымен, Р. Бриттен мен Э. Дэвидсонның гендердің экспрессиясын реттеу моделі бір иңдукциялык фактордың көптеген алуан түрлі реакцияларды коздыруын және біркелкі реакциялардың әр түрлі индукциялық факторлармен қоздырылуын айқын көрсетеді.

Ядродан цитоплазмаға өткен ерекше и-РНК-нын трансляциясы лезде басталмайды. Эукариоттар эволюциясындағы маңызды ерекшелік - олардың и-РНК-дары информосомалармен тығыз байланыста болуында. Информосомалар рибонуклеопротеидтерден тұрады, белок синтезінің реттелуін камтамасыз етеді.

Сонымен, өсімдіктердің әр түрлі бөліктерінде немесе тіршілік циклінің кезеңдерінде өтетін дифференциялану процестері гендер экспрессиясының ерекшеліктеріне негізделген. Гендер экспрессиясының барлык тізбектеле жүретін процестерін (гендегі информацияны көшіруден, немесе транскрипциядан бастап активті белок түзілгенше, яғни трансляцияға шейін) бакылайтын механизмдері және ген экспрессиясы мен репрессиясына әсер етудің мәні мен ыкпал ету жолы әлі белгісіз. 
Өсімдіктердің нормалы клеткалык дифференциялану процесінде ешбір ген жоғалмайды немесе біржола тежелмейді. Оны дәлелдейтін өсімдік клеткалардың тотипотенттік касиеті, яғни жалғыз сомалык клетканың регенерация арқылы тұтас организмді түзу кабілеті. 
Өсімдік клеткасының дифференциациясы - кайтымды процесс болып келеді. Меристемалық клетка дифференциялану арқылы маманданған клеткаға айналады. Ал in vitro жағдайыңда сондай маманданған клеткалар кайтадан бөліне бастайды. Сонан сон дифференциялану жолына кайта түсіп, яғни редифференцияланып, маманданған күйге келеді. 
Тіпті микроспоралар сиякты жоғары маманданған клеткалардың өздері лайыкты жағдайда бөліне бастайды да кайтадан дифференциялану арқылы тұтас өсімдікті түзеді. Сөйтіп, жетілген өсімдік клеткалары бөліну кабілетін сактайды, ал колайлы жағдайда жаңа даму жолына ауысады. Дегенмен, сол процестерде молекулалык деңгейінде өтетін кұбылыстар әзірше белгісіз болып тұр.
Өсімдіктер көптеген маңызды заттардың бірден-бір қайнар көзі болып келеді. Бірақ өсімдік шикі затының қоры табиғатта таусылып бара жатыр. Осыны еске алғанда, клеткалық технологиялардың орны болашақта зор екенін ерекше түсінуге болады. Клеткалық технологиялардың ғылыми лабораториялық зерттеулерден соң өнеркәсіпте қолданылуы қазір ғана басталып келе жатыр. 
Тиімділігі жоғары технологиярадың жасалуы өсімдіктерде қосымша зат алмасу процестерінің генетикалық, биохимиялық, физиологиялық реттелуі жөніндегі теориялықбілімнің жетіспеушілігімен шектеліп тұр. Себебі бүтін өсімдіктегі зат алмасуында қосымша заттардың қызметі толық зерттеліп бітпеген. Көпшілігінің негізгі функциясы өсімдікті әр түрлі стресс факторларынан қорғау, яғни олар реттеушілер ретінде организмнің тіршілік әрекетін қамтамасыз етуі мүмкін. 

Іn vitro жағдайында өсетін клеткалар – жаңа жасанды жүйе, оның ерекшеліктері әлі аз зерттелген. Кейде өсірген клеткалардың зат алмасуында филогенез тұрғысынан бұрын дамыған өсімдіктер тобына тән емес өсімдіктің ювенильді кезеңіне  тән ерекшеліктері байқалады. 

Іn vitro жағдайында өскенде де клеткалар белгілі бір отногенезден өтеді: көбею, яғни бөліну-созылып өсу-дифференциялану-қартаю-өлу. Осындай әр түрлі кезеңдегі клеткалардың сан жағынан ара қатысы популяцияда өзгеріп тұрады. Мысалы, өсіру жағдайлары өзгергенде. Бөлінуі тоқтаған каллус клетканың дифференциялануы өсімдік түріне тән қосымша заттарды синтездеуге  мамандануы деп түсінуге болады. 

Қосымша заттардың биосинтезін клетканың дифференциялануымен бақылау жөніндегі деректер әр қилы. Бірқатар тәжірибелерде қосымша заттардың синтезі морфогендік құрылымдар пайда болғанда ғана басталса, басқаларында қажетті заттардың жоғары өнімі дифференцияланбаған каллус ұлпаларында байқалған. Сондай-ақ қайшылықтар қосымша заттар синтезі мен клетканың өсуі арасындағы өзара байланыстары туралы деректерде де кездеседі. Көптеген клеткалар қорландырып (мерзімді) өсіргенде өсу қарқындылығы бәсеңдегенде немесе тіпті тоқтағанда ғана қосымша метаболиттерді айтарлықтай мөлшерде жинайды. Дегенмен кейбір тәжірибелерде қажетті өнімнің синтезі клеткалардың бөлінуіне ықпалын тигізген. Мүмкін клеткалардың бөліну мен белсенді өсуін тоқтататын механизмдер мен себептер сонымен қатар қосымша метаболизмнің ферменттерінің синтезін қамтамасыз етеді. 

Қалай да, зерттеушілер ең алдымен клеткалардың жақсы өсуіне жағдай туғызады, яғни биомассаны жинақтауға, ал одан кейін сол жағдайлардың қосымша метаболиттердің синтезіне әсерін зерттейді. Ал биомасса түзілуі қосымша заттың синтезімен байланысты болып шықпаса, онда биомасса мен заттың өнімі арасында байланысты табуға тырысады. 

Бастапқы өсімдіктің, яғни эксплант алынатын донор өсімдіктің генотипі өсірген клеткалардың биосинтездік потенциалына елеулі ықпал етеді. М. Ценк қызметтестерімен қызғылт қабіршөптің (Catharantus roseus) клеткаларын өсіру үшін бірнеше географиялық аймақтан 184 тұқым үлгісін жинап алған. Осы тұқымдардан шыққан өскіндер арасынан серпентин мен аймалицин деген гипотензивтік индолдық алкалоидтарға өте бай (құрғақ массасына 0,7%) бірнеше өскіндер таңдап алынды. Солардан шыққан калустар қажетті алкалоидтарды басқа өскіндерден алынған каллустарға қарағанда 4-5 есе артық синтездеген. 

Бірақ У. Роллер осы өсімдікпен өткізген өзінің тәжірибелерінде мұндай байланыстылықты таба алмады. Жапон ғалымдары да маралотының (Thalictrum minus) бүтін өсімдіктері мен каллустарында берберин деген алколоидтың мөлшерінде корреляциясын байқамады. Нәтижелердің мұндай қайшы болуы алғашқы генотиптің тек фенотип арқылы бағалауына байланысты. 

З.Б. Шамина қызметтестерімен әпиын көкнар (Papaver somniferum) клеткаларын изогендің өсімдіктер линиясынан шығарып алған. Сабақ ұшындағы меристема клеткаларын бір мезгілде әр түрлі, бірақ жасы бірдей өсімдіктерден бөліп алып, бірдей ортада өсірді. Сондағы шыққан каллустардың өсу және алколоидтарды синтездеу жағынан айырмашылықтары айтарлықтай болған. 

А. Кеннесли мен Д. Дугэлл екі темекі өсімдігінен (Nicotina tabacum) шығарған каллустарда никотин синтезін зерттеді. Сол екі өсімдік бір-бірінен тек никотин мөлшерінен айырмашылығы болған, басқа локустары изогендік еді. Никотинді көбірек синтездейтін өсімдіктен шыққан каллус сол қабілетін сақтап қалған. 
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Дәріс № 7  Өсімдікті сауықтыру
Дәріс жоспары:

1. Апикальдық меристеманы өсіру.

2. Вирус жұққан өсімдіктерді айқындау.

3. Картоптың вируссыз көшетін алу.

Көптеген пайдалы өсімдіктер толып жатқан вирустар, бактериялар және саңырауқұлақтар қоздыратын ауруларға шалдығады. Соның зардабынан жыл сайын олардың өнімі төмендеп, сапасы нашарлайды. Клондық микрокөбейту кезінде стерильденген экспланттарды асептикалық жағдайда өсірудің арқасында өсімдіктер бактериялық және саңырауқұлақтық патогендерден сауықтырылады, бірақ сыртқы залалсыздандыру эксплантты вирустан тазарта алмайды. 

Вирустармен әдеттегі химиялық әдістермен күресуге болмайды, себебі олардың тіршілік әрекеті өздері ішіне енген қожа өсімдік клеткаларының метаболизмімен тығыз байланысты. Қазіргі уақытта 600-ден астам фитопатогендік вирустар белгілі. Олар адамға қауіпсіз болса да, екпе өсімдіктерді зақымдап, ауыл шаруашылығына үлкен зиян келтіреді.
 Мысалы, вирус ауруларының әрекетінен түсім шығыны картопта - 25-88%, жүзімде - 60% дейін, шиеде – 35-96%, қара өрікте – 5-95%, алмада - 66% төмендейді де, ақырында бұл өсімдік сорттарының азғындауына әкеліп соғады. Мысалы, Францияда картоптың Бель-де-Фонтанэ деген бағалы сорты вирусқа шалдығу себебінен мүлдем жоғалып кетті. Мұндай мысалдар басқа өсімдіктерде де кездеседі. 

Апикальдық меристеманы өсіру.

Вирустар қоздыратын аурулармен күресудің негізгі жолы, ол аурудан таза, сауықтырылған көшет алу. Соңғы кезде вирусы жоқ картоп және басқа вегетативтік жолмен көбейетін өсімдіктерді алу үшін апикальдық меристеманы өсіру әдісімен бірге термоөңдеуді, хемотерапияны және вирустарды сарапқа салуды (тест өткізу) табысты қолданылады (1- сурет).

Әдеттегі вирустан құтылу әдістерінен апикальдық меристеманы өсіру әдісінің негізгі айырмашылығы мынада. In vitro жағдайында регенерант өсімдіктер алынғанда, олар инфекцияға шалдықпайды.  Бұл әдістің негізін қалаған француз ғалымдары П. Лимассе мен П. Корнуе. Олар 1949 жылы көрсеткендей, теңбіл кесінді темекінің жапырақтарында вирустың концентрациясы өсімдіктің ұшына жақындағанда төмендеген. 
Өркен ұштарының, яғни апикальдық меристемалардың жартысында вирус тіпті болмаған. Апикальдық меристеманы өсіру әдісін вегетативтік жолмен көбейетін өсімдіктерді вирус ауруларынан сауықтыру мақсатымен практикада бірінші пайдаланған 1952 жылы Г. Морель мен К. Мартин. Олар бұл әдісті нарғызгүлді (георгин) теңбіл вирусынан сауықтыру үшін қолданған. 
[image: image7.emf]
1- сурет. Вируссыз көшет алу технологиясы
Вирустардың меристема ұлпасында көбеймеуінің себептері жөнінде әр түрлі пікірлер бар. Бір зерттеушілер болса, меристемада вирустардың болмауын олардың бір клеткамен екінші клетка арасында баяу қозғалысымен түсіндіреді. Себебі меристемада өткізгіш жүйесі жоқ, ал плазмодесмалар көлемі өте кішкене. Басқалары болса, бұл фактіні меристемаларға тән ерекше вирустық нуклеопротеидтың синтезін тежейтін метаболизммен түсіндіріледі. 

Жылумен өңдегенде өсіп келе жатқан өркен ұштарында вирустың көбеюі күшті тежеледі, сондықтан жаңадан пайда болған меристема клеткаларында вирустың болмауы мүмкін. Жылумен өңдеу нәтижелі болу үшін донорлық өсімдіктерді жоғары температурада (34-40ºС) өсуге жақсы жағдай жасап ұзағырақ ұстау қажет. 
Сол кезде жаңадан өсіп шыққан өркендердің ұштары вирустан алас болады. Бірақ барлық өсімдіктер ұзақ мерзімді жылумен өңдеуге шыдамайды. Олардың өсуі бәсең болады және басқа да жағымсыз өзгерістер байқалады. Танаптық және жеміс-көкөніс дақылдарын сауықтыру үшін термоөңдеу, меристеманы өсіру және вирустық тестер арқасында сұрыптау тәсілдері қосыла аралас қолданылады. 

Вирус жұққан өсімдіктерді айқындау.

Жылумен өңдеп, меристеманы өсіру арқылы алынған материалда вирустың бар-жоғын міндетті түрде тексеру керек. Ол үшін түрлі әдістер қолданылады: вирустық ауруды айқындаушы өсімдіктер; серологиялық әдістер; электрондық микроскоппен көріп алу және иммуноферменттік талдау. 

Вирустық ауруды айқындаушы өсімдіктер. Вируспен зақымдалған өсімдіктен бөлінген шырынды жапырақтарына тамызғанда, кейбір өсімдіктер ауруға тез шалдығады. Олар вирустың жұққанын арнайы сезімталдық реакция арқылы көрсетеді. Бұл әдіске көп уақыт және көп еңбек жұмсалады. 
Арнайы өсімдіктерді өсіретін теплица қажет және оларды өсіретін маман керек. Бұдан басқа, әдістің сезімталдығына түрлі факторлар әсер етеді, жауап реакция білінгенше бірталай уақыт кетеді. Қорытындысына, бұл әдіс өндіріс масштабында көптеген өсімдіктерді жылдам және тиімді талдауға жарамайды. 

Электрондық микроскоп арқылы өткізетін талдау қымбатқа түседі және ұзақ уақыт алады.  Бұл әдіс ғылыми зерттеулер үшін, мысалы вирустарды бөліп шығарғанда, жаңа вирустарды алғашқы рет анықтағанда қолданады. 

Ауыл шаруашылық практикасында көбінесе серологиялық әдістері қолданылады. Олардың негізінде организмнен тыс антигендер мен антиденелердің әрекеттесу реакциясы жатады. Арнайы жасалған шыныда, өсімдіктің тазартылмаған сөлінің бір тамшысы антисыворотканың бір тамшысымен қосылады. 
Клетканың органоидтарында адсорбцияланған вирустар оларды серологиялық реакцияға қатыстырады, нәтижесінде тұнба (агглютинат) пайда болады. Бірақ бұл әдістің анықтау сезімталдығы төмен болғандықтан,  оны тек қана жапырақтарда жоғары концентрацияда жинақталатын вирустарды анықтау үшін қолдануға болады.

Вирустардың анықтаудың ең жақсы, сезімталдығы жоғары әдісі, ол иммуноферменттік анализ. Жоғары сезімталдық пен жылдадықтан басқа бұл әдістің тағы бір артықшылығы бар. 
Талдау үшін өсімдіктің кез келген мүшесінен алынған материал өте аз мөлшерде жұмсалады. Бірақ бұл әдістің жаппай пайдалануытүрлі вирустарды анықтайтын иммунодиагностикумдардың жетіспеушілігімен шектеледі. 
Қазіргі кезде вирустарды анықтайтын нуклеин қышқылдарының молекулалық будандастыруына негізделген әдісі жете зерттеліп дайындалған. Шамасы, болашақта бұл әдіс иммуноферменттік әдісінің орнына қолданылады. 

Вирусы жоқ өсімдіктерді өсіру кеңінен таратылу үшін түрлі дақылдардың миллиондаған өсімдіктерін вирустарға тексеруден өткізу керек, ал ол үшін диагностиканың экспресс әдістерінен басқа сол жұмыстарды автоматтандыру керек болады. 

Картоптың вируссыз көшетін алу.

Картоптың вирусы жоқ көшет материалын алу технологиясы түйнектерді жылумен өңдеуден басталады. Көпшілік мақұлдаған гипотеза бойынша, вирустардың 34-40ºС температурасында көбеюінің тежелуі зат алмасудың өзгеруімен байланысты. Түйнектерді вирустың түріне қарай 7 күннен 7 аптаға дейін жылумен өңдейді. Сонымен бірге түйнектер вирустарды тежейтін, бірақ өсімдіктердің өсу қарқынын арттыратын заттармен өңделеді. Меристемаларды бөліп алу үшін ақшыл, ұзындығы 3-5 см өскіндер пайдаланылады. 
Өскіндерді жуып-шайып, стерильдеп, бокстың ішінде олардың апекстерін бөліп алады. Іс жүзінде 50-100 мкм көлеміндегі меристеманы бөліп алу мүмкін емес. Сондықтан онымен бірге алғашқы жапырақ бастамалары алынады. Сонда оның көлемі 500 мкм жеғтеді. Осыған бола экспланттың ішінде вирустары болуы мүмкін, бірақ оның есесіне апекстің өсуге қабілеті артады. 

Апекстер агарланған қоректік ортада өсіп, дамиды. Ұзындығы 0,3-0,5 см өркендер пайда болған соң, оларды одан ла жақсы өсу және тамырлану үшін қоректік ортаға көшіреді. 5-7 жапырағы шыққан соң, өсімдіктерді қалемшелеп, әрқайсысының құрамы бірыңғай қоректік ортаға пробиркаларға отырғызады. Бір қалемшені вирусқа тексеру үшін алып қалады. 
Вирусы жоқ өсімдіктер сауықтырылған линияның негізін салады. Вирустан тазартылған өсімдіктердің көбеюін жылдамдату үшін оларды жүйелі микрокалемшелейді. Қалемшелерден өсімдік меристемамен салыстырғанда тез дамиды, сонымен бірге тамырлары мықты және жапырақтары мол болады. Пробиркаларда микрокалемшелеу арқасында 2-3 айдың ішінде 2-3 мың өсімдік алуға болады.

Одан кейін осы өте кішкене нәзік өсімдіктер (суперэлита) ұзақ мерзім сақталу үшін таңазытқышқа салынады немесе теплицада топыраққа отырғызылады. Жұмыстың осы кезеңі өте маңызды және оған бар ықыласты аудару қажет. Қолайлы жағдайларда бір сортты сауықтыру үшін 40 меристеманы бөліп алу жеткілікті, сонда іn vitro жағдайында 7-8 айдың ішінде 30-40 мың түйнек алуға болады. 
Сауықтырудың тиімділігі көбінесе сорттың ерекшеліктерін, вируспен зақымдану деңгейіне, маусымның әсеріне байланысты. Теплица жағдайында өсіп көбейгенөсімдіктер суперэлитаны құрайды, оларды бөлек ұстап, кейін арнайы көбейтеді. Сонда алынған элиталық өсімдіктерді өндірістік көшеттікте көбейтіп, шыққан түйнектерді (тұқым материалы) шаруашылықтарға сауықтырылған материалын алуға жібереді. 5-6 жылдан кейін сорт қайта зақымданады, демек жаңа сауықтырылған көшет материалдары ылғи қажет болып тұрады. 

Меристемалық өсімдіктерді тиімді пайдалану мақсатымен картопты микротүйнектермен көбейтудің  жылдамдатқан әдісінің технологиясы дайындалған (24 сурет). Өсімдіктерді микрокалемшелеп, калемшелерді түйнектерді пайда болғызатын ортаға отырғызады. Олардың шығуына дем беру үшін төмен температурамен (10-15ºС) өңдейді. Сонымен микротүйнектер көбінесе жапырақ қолтығында пайда болады. Микротүйнектер жақсы сақталады және көбейтуге қолайлы.
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2 – сурет. In vitro жағдайында картопты сауықтыру микротүйнектермен көбейту

Соңғы кезде картопты сауықтыру үшін каллустарды пайдаланады. Каллусты қайта-қайта жаңа ортаға көшіргенде, оның клеткалары вирустардан тазарады, морфогенез процестері нәтижесінде вирустары жоқ регенерант өсімдіктері шығады. Кейбір сорттарды сауықтыру үшін осы әдіс апикальдық меристеманы өсіруге қарағанда тиімді келеді. Өсімдіктің ұшынан алынған каллустарында морфогенез процестері тез өтеді. 

Вирустан таза материалдарды алу табысты болуы мына шарттарға байланысты:

1) өсімдікті жылумен өңдеу мүмкіншілігі;

2) меристеманы өсіру мүмкіншілігі;

3) вирустарды анықтайтын жақсы игерілген сезімталдығы жоғары тестің болуы;

4) сауықтырылған материалды толық оңашалау жағдайында өсіріп көбейту;

5) сауықтырылған материалдардың мөлшері жыл сайын алғашқы материалды жаңартуға жеткілікті болуы керек. 

Бұл шарттар түрлі дақылдарда бірдей орындала алмайды. Қазіргі кезде осы әдіспен картоптың бағалы сорттарының барлығы дерлік сауықтырылған, бірақ біздің елімізде бұл технология алғашқы тұқым шаруашылығына енгізілмеген.

Меристеманың криоконсервациясы (сұйық азотта - 196ºС температурада сақтау) генофондтың үлкен коллекциясын вирустан таза күйінде, алғашқы материалдың генетикалық тұрақтылығын сақтап, сонымен бірге еңбек, қаражат және өнідір алаңының шығынын азайтып ұстауға мүмкіншілік береді. 
Сауықтырылған көшет материалдары қолданып өсімдік өнімділігін арттыру – өндірістік сауықтыру биотехнологиясын жасаудың негізі. Фитопатогендері жоқ көшет материалдарщды алу технологиясы бірқатар көкөніс, жемшөп, жеміс-жидек, әсемщдік және ағаш дақылдарына дайындалған. 
Мысалы, Францияда меристеманы өсіру әдісі нарғызгүл, қалампыр, орхидея сауықтыру үшін қолданылады. Картоптың сауықтырылған көшет материалы Франция, Чехия, Словакия, Болгария, Италия, Дания, Нидерланд, АҚШ, Канада т.б. елдерде пайдаланылады. Картоп түсімі сонда 20-50% артады. 

Қазақ жеміс және жүзім шаруашылығыныңғылыми-зерттеу институтының биотехнология лабораториясында (В.А. Долгих) көптеген дақылдардың вирусы жоқ көшеттерді алудың технологиялары жете зерттеліп дайындалған. Бүлдіргенде, таңқурайда, қарақатта, қара бүлдіргенде, жүзімде, алмада, шиеде, қара өрікте т.б. вирустардың көптеген түрлері анықталған. 
Осы жұмыстардың нәтижесінде жеміс өсіретін аймақтардағы бірталай шаруашылықтар үшін сауықтырылған көшеттердің алынуы жөнге қойылған.
Өсімдіктер көптеген маңызды заттардың бірден-бір қайнар көзі болып келеді. Бірақ өсімдік шикі затының қоры табиғатта таусылып бара жатыр. Осыны еске алғанда, клеткалық технологиялардың орны болашақта зор екенін ерекше түсінуге болады. Клеткалық технологиялардың ғылыми лабораториялық зерттеулерден соң өнеркәсіпте қолданылуы қазір ғана басталып келе жатыр. 
Тиімділігі жоғары технологиярадың жасалуы өсімдіктерде қосымша зат алмасу процестерінің генетикалық, биохимиялық, физиологиялық реттелуі жөніндегі теориялықбілімнің жетіспеушілігімен шектеліп тұр. Себебі бүтін өсімдіктегі зат алмасуында қосымша заттардың қызметі толық зерттеліп бітпеген. Көпшілігінің негізгі функциясы өсімдікті әр түрлі стресс факторларынан қорғау, яғни олар реттеушілер ретінде организмнің тіршілік әрекетін қамтамасыз етуі мүмкін. 

Іn vitro жағдайында өсетін клеткалар – жаңа жасанды жүйе, оның ерекшеліктері әлі аз зерттелген. Кейде өсірген клеткалардың зат алмасуында филогенез тұрғысынан бұрын дамыған өсімдіктер тобына тән емес өсімдіктің ювенильді кезеңіне  тән ерекшеліктері байқалады. 

Іn vitro жағдайында өскенде де клеткалар белгілі бір отногенезден өтеді: көбею, яғни бөліну-созылып өсу-дифференциялану-қартаю-өлу. Осындай әр түрлі кезеңдегі клеткалардың сан жағынан ара қатысы популяцияда өзгеріп тұрады. Мысалы, өсіру жағдайлары өзгергенде. Бөлінуі тоқтаған каллус клетканың дифференциялануы өсімдік түріне тән қосымша заттарды синтездеуге  мамандануы деп түсінуге болады. 

Қосымша заттардың биосинтезін клетканың дифференциялануымен бақылау жөніндегі деректер әр қилы. Бірқатар тәжірибелерде қосымша заттардың синтезі морфогендік құрылымдар пайда болғанда ғана басталса, басқаларында қажетті заттардың жоғары өнімі дифференцияланбаған каллус ұлпаларында байқалған. 
Сондай-ақ қайшылықтар қосымша заттар синтезі мен клетканың өсуі арасындағы өзара байланыстары туралы деректерде де кездеседі. Көптеген клеткалар қорландырып (мерзімді) өсіргенде өсу қарқындылығы бәсеңдегенде немесе тіпті тоқтағанда ғана қосымша метаболиттерді айтарлықтай мөлшерде жинайды. 
Дегенмен кейбір тәжірибелерде қажетті өнімнің синтезі клеткалардың бөлінуіне ықпалын тигізген. Мүмкін клеткалардың бөліну мен белсенді өсуін тоқтататын механизмдер мен себептер сонымен қатар қосымша метаболизмнің ферменттерінің синтезін қамтамасыз етеді. 

Қалай да, зерттеушілер ең алдымен клеткалардың жақсы өсуіне жағдай туғызады, яғни биомассаны жинақтауға, ал одан кейін сол жағдайлардың қосымша метаболиттердің синтезіне әсерін зерттейді. Ал биомасса түзілуі қосымша заттың синтезімен байланысты болып шықпаса, онда биомасса мен заттың өнімі арасында байланысты табуға тырысады. 

Бастапқы өсімдіктің, яғни эксплант алынатын донор өсімдіктің генотипі өсірген клеткалардың биосинтездік потенциалына елеулі ықпал етеді. М. Ценк қызметтестерімен қызғылт қабіршөптің (Catharantus roseus) клеткаларын өсіру үшін бірнеше географиялық аймақтан 184 тұқым үлгісін жинап алған. Осы тұқымдардан шыққан өскіндер арасынан серпентин мен аймалицин деген гипотензивтік индолдық алкалоидтарға өте бай (құрғақ массасына 0,7%) бірнеше өскіндер таңдап алынды. Солардан шыққан калустар қажетті алкалоидтарды басқа өскіндерден алынған каллустарға қарағанда 4-5 есе артық синтездеген. 

Бірақ У. Роллер осы өсімдікпен өткізген өзінің тәжірибелерінде мұндай байланыстылықты таба алмады. Жапон ғалымдары да маралотының (Thalictrum minus) бүтін өсімдіктері мен каллустарында берберин деген алколоидтың мөлшерінде корреляциясын байқамады. Нәтижелердің мұндай қайшы болуы алғашқы генотиптің тек фенотип арқылы бағалауына байланысты. 

З.Б. Шамина қызметтестерімен әпиын көкнар (Papaver somniferum) клеткаларын изогендің өсімдіктер линиясынан шығарып алған. Сабақ ұшындағы меристема клеткаларын бір мезгілде әр түрлі, бірақ жасы бірдей өсімдіктерден бөліп алып, бірдей ортада өсірді. Сондағы шыққан каллустардың өсу және алколоидтарды синтездеу жағынан айырмашылықтары айтарлықтай болған. 

А. Кеннесли мен Д. Дугэлл екі темекі өсімдігінен (Nicotina tabacum) шығарған каллустарда никотин синтезін зерттеді. Сол екі өсімдік бір-бірінен тек никотин мөлшерінен айырмашылығы болған, басқа локустары изогендік еді. Никотинді көбірек синтездейтін өсімдіктен шыққан каллус сол қабілетін сақтап қалған. 
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Дәріс № 8  Гаплоидты технология
Дәріс жоспары:

1. Гаплоидтық технология түрлері
2. Тозаңқаптар мен тозаңдарды өсіріп гаплоидтарды алу. 
3. Регенерация эмбриоидогенез және органогенез

4. Андрогенез
Гаплоидтық организмнің сомалық клеткаларында сыңар хромосомалар жиынтығы (n) болады, яғни толық жиынтықтың (2n) тең жартысы. Гаплоидтарды дағдылы селекция әдістерімен шығару оңай емес және көп уақытты талап етеді. Ал аталық және аналық гаметофиттерді in vitro жағдайында өсіріп гаплоидтарды тез шығарып, селекция процесін жеңілдетуге болады. Бұл әдістер апомиксис процесіне негізделген. Апомиксис – организмдердің жыныссыз жолмен көбеюі. 

Іn vitro жағдайында аталық гаметофиттен гаплоидтық спорофиттің шығуы өте күрделі, толығымен анықталмаған процесс. Микроспоралардан каллус немесе эмбриоидтар қалыптасып, кейін олардан гаплоидтық регенерант өсімдіктері шығады. Ол үшін микроспоралар in vitro жағдайында дамудың өте күрделі процесінен өтеді. 

Табиғи жағдайда in vivo микроспоралар жолмен дамиды (1 сурет):
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1-сурет. Тозаңның in vivo дамуы.
1) мейоздың нәтижесінде тозаңның бастапқы клеткасынан 4 (тетрада) микроспора пайда болады;

2) тетраданың қалың қабағынан микроспоралар босап шығады;

3) микроспора одан әрі даму жолында екі рет митоздан өтіп, соңында жетілген тозаң түйіріне айналады.

Ал in vitro жағдайында микроспора әдеттегі гаметофиттік даму жүйесінің кез келген фазасынан ауытқып кетіп, спорофиттік даму жолына түсуі мүмкін. 

Микроспоралардың in vitro жағдайында дамуы және гаплоидтық регенерант өсімдіктердің пайда болуы.


Микроспоралардың in vitro жағдайында дамуы бірнеше жолмен қамтамасыз етілуі мүмкін. Бірі гаметофиттік даму жолынан ауысып эмбриоидты түзеді. Басқалары дедифференциаланып, каллусқа айналады. Тағы біреулері микроспорагенез бен гаметогенез жолын жалғастырады, яғни пісіп жетілген тозаңға айналады. Ал тағы бір тобы біртіндеп ыдырап құриды. 

Н. Сандерленд сасықмеңдуананың микроспораларын in vitro өсіріп, олардың бастапқы кездегі даму жолдарын зерттеп, табиғаттағы in vivo даму жолынан айырмашылығын көрсеткен (2 сурет).
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2- сурет. Микроспоралардың эмбриоидтарды түзіп немесе каллусты түзіп in vitro жағдайында спорофиттік жолмен дамуы

Б жолы - in vitro жағдайында микроспора тепе-тің бірдей екі клеткаға бөлінуі мүмкін. Ал in vivo дағдылы жолмен бөлінгенде пайда болатын екі клетканың бірі генеративтік, бірі вегетативтік клеткалар. Ол екеуінің көлемі жағынан айырмашылығы бар. Бұндай гаметофиттік жолдан спорофиттік жолына ауысу Datura innoxia, Nicotiana tabacum түрлеріне тән. 


Аталық гаметофитті in vitro жағдайында өсіріп, гаплоидтық өсімдіктерді алу андрогенез деп аталады. Аналық гаметофитті өсіру арқылы гаплоидтық өсімдік алу гиногенез деп аталады. Сонымен қатар гаплоидтарды, аталық немесе аналық хромосомалары жойылып кететін будан ұрықты in vitro жағдайында өсіріп алуға болады. Кейде гаплоидтық өсімдік псевдогамия арқасында пайда болады. Яғни ұрықтанбаған жұмыртқа клеткасынан ұрық дамиды. 

Тозаңқаптар мен тозаңдарды өсіріп гаплоидтарды алу. 

Бірінші рет сасықмеңдуананың тозаңқаптарын in vitro жағдайында өсіріп,  Индияда С. Гуха мен С. Махешвари 1964 жылы гаплоидтық өсімдіктерді алды. Содан кейін осы тәжірибені француз ғалымы К. Нич 1967 жылы темекінің тозаңқаптарын өсіріп қайталады. Содан бері осы әдіспен гаплоидтар 200-ден астма өсімдік түрлерінен алынды, соның ішінде: бидай, арпа, қара бидай, күріш, картоп, рапс т.б. ауыл шаруашылық дақылдары. 

А жолы – микроспора көлемі бірдей емес екі клеткаға бөлініп, вегетативтік және генеративтік клеткаларды түзеді. Бұл табиғи жолға ұқсас. Генеративтік клетка бірінші митоздан кейін кері кетеді. Вегетативтік клетка көп бөлініп одан әрі зиготалық даму жолына түседі (А-В жолы). Бұндай даму жолы Nicotiana tabacum, Datura metel, Hordeum vulgare, Triticum aestivum т.б. өсімдіктерде байқалған. 
Кей кезде генеративтік клетка бөліне бастайды. (А-Г жолы), немесе екеуі де бірдей бөлініп, спорофитті түзеді. Микроспораның атап өткен бөліну бағыттары көпклеткалық гаплоидтық құрылымдардың (глобула, эмбриоид) пайда болуына себеп болады. Олардан гаплоидтық регенерант өсімдіктері шығады. 

Егерде вегетативтік клетканың ядросы генеративтік клетканың ядросымен қосылып кетсе (Ц-жолы), пайда болған диплоидтық клеткадан түзілген өсімдікте әрине диплоидтық болады. Сонымен қатар, диплоидтық өсімдіктер мейоз кезінде кейбір кемістіктері пайда болған микроспоралардан және эндополипоидия өтуі салдарынан түзіледі. Микроспоралардың даму бағдарламасы гаметофиттік жолынан спорофиттік жолына ауысуының себептері белгісіз.

Микроспоралардың даму бағытына әр түрлі факторлар әсер етеді. Соның ішінде:

1)  Микроспораларға тән табиғи полиморфизм;

2)  Микроспоралардың дамуындағы ауытқу;

3)  Микроспоралардың бөліну шүйкесінің орналасуы.

Микроспоралардың гаметофиттік даму жолынан спорофиттік жолына ауысуы генетикалық деңгейінде анықталды, бірақ оның жүзеге асуы нақтылы физиологиялық жағдайлар мен түрлі индукциялау факторларға байланысты. 
Микроспораның даму бағыты ең алдымен оның даму кезеңімен белгіленеді, және өсіретін қоректік ортаның гормондық құрамына байланысты болады. 
Микроспорадан түзілген көпклеткалық құрылым дами келе эмбриоидқа айналса, одан шыққан регенерант өсімдік тікелей андрогенездің нәтижесінде пайда болады. 
Ал егерде көпклеткалық құрылым каллусқа айналса, одан шыққан регенерант өсімдік жанама андрогенез нәтижесінде пайда болады (3- сурет). 

Тозаңқаптағы мыңдаған микроспораладың ішінде тек қана кейбіреулері ғана эмбриоидты түзеді. Бұл құбылыс генетикалық деңгейде белгіленуі ықтимал. Эмбриогендік микроспоралардың саны түрлі стресс ықпалдарынан арта түседі. Мысалы, төмен және жоғары температура, ионизация туғызатын сәулелер. Тікелей андрогенез үшін донорлық өсімдіктің физиологиялық күйі, тозаңның даму кезеңі, қоректік ортаның құрамы және өсурі жағдайларының маңзы зор. 
Көптеген өсімдіктерде микроспораның спорофиттік жолмен дамуы үшін бір ядролық кезеңі ең қолайлы болады. Каллустан шыққан өсімдіктердің бәрі гаплоидтық бола бермейді, сондықтан гаплоидтарды жаппай алу үшін ең жақсысы эмбриоидогенез арқылы өтетін тікелей андрогенез. 
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3- сурет. Гаплоидты технологияның схемасы. 
Анықтама: тікелей эмбриоидогенез - микроспораның тұп - тура өзінен немесе одан пайда болған глобуладан эмбриоидтүзілуі; жанама эмбриоидогенез – каллус ұлпасынан эмбриоид түзілуі.
Б.Б. Анапиев бидайдың тозаңқаптары мен микроспораларын өсіріп, микроспоралардың in vitro дамуына және көпклеткалық пайда болуына цитоэмбриологиялық зерттеу жүргізген. Өсіру үшін микроспоралар вакуольденген кезеңінде алынған. 70%-тен астам микроспоралар бөлінген, бірақ қалған бөлігі ұзаққа бармай дамуын тоқтатқан. 
Бидайдың микроспоралары in vitro жағдайында екі жолмен бөлінген: А (бірдей емес) және Б (бірдей). Микроспоралардың вегетативтік клеткаларының бірдей бөлінуі (Б жолы) көпклеткалық құрылымдардың тез пайда болуына әкеледі, олардан кейін эмбриоидтар мен каллустар түзіледі. Бидайдың тозаңқаптары мен микроспоралары тікелей андрогенез жолымен дами алатындығы көрсетілген. 
Андрогенез жолында ауыспалы кезеңдері анықталған: а) бірінші және келесі митоздар, көпклеткалық комплекстердің түзілуі; б)глобула кезеңі; в) проэмбрио кезеңі. Осы қауіпті жағдайда ұшырауы мүмкін кезеңдерде эмбриоидтар кейде дедифференциаланып, каллусқа айналдуы мүмкін. Бұл жағдайда өсімдіктер каллустан органогенез арқылы немесе  қайталанып келетін эмбриоидогенез арқылы шығады. 
Морфогенезді цитоэмбриологиялық зерттеу нәтижесінде бидайдың тозаңқаптары мен микроспораларын in vitro жағдайында өсіргенде өтетін регенерация жолдары мына схемада көрсетілген (4 сурет).
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4- сурет. Бидайдың тозаңқаптары мен микроспораларында in vitro өтетін морфогенез процестері мен өсімдік регенерациясы
В. Ананд темекінің тозаңқаптарын (Nicotiana tabacum) өсіргенде, эмбриоидтардың үш түрі пайда болғанын байқаған. Олар вегетативтік клетканың, генеративтік клетканың және ол екеуінің де бірге бөлінуінен түзілген. Осы эмбриоидтардан гаплоидтық өсімдіктер алып, оларды топыраққа көшіріп, гүлденуге дейін өсірген. Олардың жапырақтары мен гүлдерінің морфологиялық құрылысын зерттегенде, бұл өсімдіктерде бір-бірінен айырмашылықтары бар үш типке бөлінген. 

Профессор І. Рақымбаевтың ғылыми жетекшілігімен арпаның ұзақ уақыт бойынша өсірген андрогендік құрылымдарынан регенерант өсімдіктерді шығару әдісі жете зерттеліп дайындалған (5 сурет). 
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5 – сурет. Гаплоидтық өсімдіктердің андрогенді құрылымдарында көп рет өтетін регенерацияның схемасы.
Анықтама: Т- тозаңқаптар, МС- микроспоралар, Э -эмбриоид,  Г -глобула, ҚЭ -қосымша эмбриоид, ОК -органогендік каллус,  ЭК- эмбриогендік каллус,  Р -регенерат өсімдік.
Регенерация эмбриоидогенез және органогенез арқылы жүреді. Егерде тікелей эмбриоидогенездің нәтижесінде гаплоидтық өсімдіктер шықса, каллустан органогенез арқылы көбінесе дигаплоидтық өсімдіктер өсіп шыққан. Бұл құбылыстың маңызы өте зор, өйткені бұндай өсімдіктер колхицинм ен өңдеуді керек қылмайды. Соның арқасында регенарант өсімдіктерінің тіршілікке икемділігі арта түседі. 

Тозаңқаптар мен микроспораларды өсіргенде, каллустың екі типі пайда болатыны көрсетілген: біріншісі – әр түрлі гетерогендік клеткалардан тұрған, екіншісінің құрамында меристемалық клеткалар ошағы болған. Регенерация процесі екінші каллуста өте жеңіл өткен, себебі меристемалық аймақтардан өркендер тез өсіп шыққан. 

Ш. Тивари ҚазМУ-да арпаның андрогенезін зерттеп, бағалы деректер алды. Микроспорадан жоғарыда айтып кеткен А, В, Ц жолдармен пайда болатын көпклеткалық құрылым, алдымен алғашқы каллусқа айналады. Ал сонан соң андрогендік құрылымдар қалыптасады. 
Алғашқы каллустар беретін микроспоралар тозаңқаптың ішінде әр қилы орналасады: тапетумға жабысып немесе жеке, өз алдына бос жатады. Тапетумға жабысып тұрған микроспоралар ассиметриялық бөлініп, эмбриоидтарды түзетін каллусты берген. Тозаңқапта бос жатқан микроспоралар симметриялық бөлініп, алғашқы каллусты түзген. 
Сонда каллустан кейін глобулалар пайда болған. Сол глобулалар дами келе кейде эмбриоидтарға айнлаған. Бұл деректер морфогенездің бастапқы этаптары микроспоралардың археспорангийдағы жайғасқан орынан байланысты екенін көрсетеді. 
Регенарнт өсімдіктерді эмбриоидтардан және морфогендік каллуста өтетін органогенез арқасында алынған. Морфогендік каллустардың пайда болуының бірнеше жолы бар – олар алғашқы каллустан және де глобулалар мен эмбриоидтардың дедифференциалану арқасында пайда болады. 
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Дәріс № 9  Жасушалық технология
Дәріс жоспары:

1. Клеткалык селекцияның әдістері
2. Прогамдық сәйкессіздік
3. Постгамдық сәйкессіздік
4. Іn vitro ұрықтандыру
5. Ұрықтарды In vitro өсіру

6. Сомаклондық варианттар 
7. Сомаклондык өзгергіштікке әсер ететін факторлар 
Клеткалык селекцияның әдістері. Селекцияны кажетті бір бағытта өткізу үшін, яғни өсіп жаткан клеткалардың арасынан белгілі мутациялары бар жеке клеткаларды сұрыптау үшін оларды арнайы селективтік ортада өсіреді. Сондай жағдайда тек мутант клеткалар ғана өсе алады. in vitro жағдайында селекцияны амин кышкылдар аналогтарына, нуклеотидтер аналогтарына, патотоксиндерге, антибиотиктерге, гербицидтерге, тұздар мен ауыр металдардың жоғары концентрацияларына, төмен pH көрсеткіштері мен баска да  түрлі- түрлі факторларға төзімді клеткалық  линияларды сұрыптап алу үшін жүргізеді. 
Сондай-ақ гормондарға, витаминдерге, амин шкылдарына прототрофтық немесе ауксотрофтық клеткаларды, яғни сол заттар ортада болмағанда немесе болғанда сөе алатын клеткалар іріктеліп алынады. 

Kepi немесе вегетативтік селекция. Бұл әдіс бойынша жабайы клеткалардың жедел бөлінуіне жағдай  жасалады. Коректік ортаға косатын ингибитордын (селективтік агентгін) концентрациясы нактылы клеткалар линиясынын сезімтаддығына байланысты. 
Сондыктан коректік ортаға әрбір селективтік фактордын әр түрлі концентрациясы косыдған жеке-жеке ыдыстарға клеткаларды салып, олардын өсу карқындығын аныктайды. Яғни концентрациялардын кең диапазонын жасап, клеткалардың өсуін токтататын минималдық және максималдық концентрациясын табу керек. 
Клеткаларды өсіргенде коректік ортаға кейбір амин кышкылдарынын уландыратын концентрациясын немесе олардьш аналогтарын косып сұрыптау нәтижесінде сол амин қышкылдарын мол синтездейтін мутанттар алынған. 
Ондай мутанттар кажетті амин қышқылын асыра синтездейді, сондықтан оның аналогін өзіне онша сінірмейді. Осылай, алғашкы клеткалармен салыстырғанда триптофанды 20-30 есе артық синтездейтін, және де 5-метилтриптофанға (триптофаннын аналогі) төзімді сәбіз бен темекі клеткаларынын штамдары іріктеліп алынды. 
Осы әдіспен картоптың, сәбіздің, күріштің, сасыкмендуананың  және баска есімдіктердің лизин, метионин, пролин, фенилаланин, глицинді асыра синтездейтін біркатар клеткалык линиялар алынды. 
Коректік ортаға косылған кейбір амин кышкылдарының жоғары концентрациясының улылығы мына екі себепке байланысты болуы мүмкін: 1) нактылы амин қышқылының биосинтезі жүйесіндегі кандай да бір ферментінің активтілігінің тежелуі салдарынан онымен биосинтез жолы ортак баска амин кышкылының түзілуі бастап калады; 2) амин қышқылының концентрациясы коректік ортада мол болғандықтан нитрат немесе аммонийдін сінірілуі (ассимиляциясы) тежеледі. 
Сонымен қатар, амин қышқыл аналоггары белоктардың құрамына кіріп, олардың аткаратын кызметін бұзады. Ауыстырылмайтын кейбір амин кышкылдарын жоғары мөлшерде түзе алатын клеткалардан регенерант өсімдіктерді шығаруға болады. Сөйтіп, әдіс амин кышкылдарын, әсіресе ауыстырылмайтын амин кышкылдарын мол мөлшерде түзе алатын өсімдіктерді алудын тиімді жолы. 

Казакстанда молекулалык биология мен биохимия институтында М. Карабаев әріптестерімен бидайдың септориозға төзімділігін арттыру максатымен  клеткалық  селекция жүргізген. 
Септориоз деген бидай және баска астық тұқымдастарының жұқпалы ауруы. Оны туғызатын Septoria nodum деген санырау. Осы саңырақұүлақтың екі ең активті фитотоксиндерінің концентрацияларының тигізетін әсері, бидайдың бірнеше ерітінділерінің сұйық ортада өсірілген клеткаларында зерттелді. Одан кейін арнайы схема бойынша клеткалық селекцияның жетістіктері орындалып, септориоз токсиніне төзімді бидайдың клеткалык линиясы алынды. 
Алынған клеткалардағы (генетикалык табиғаты, төзімділік белгісінін келесі клетка ұрпактарында тұқым қуалау арқылы және селективтік басым болмағанда да сақталуы арқылы дәлелденді. Сонымен катар, сол зерттеушілер көрсеткендей, ғарышта болып келген клеткалардың патотоксинге төзімділігі арткан. Клеткаларға  токсинмен ғарышта тікелей әсер ету нәтижесінде төзімді линияны шығару процесі едәуір тездетілген. 
Ғарыштағы клеткалық селекция, ол ғарыштын бірегей факторларын биотехнология практикасында колдану. Мүмкін,  қазақ халқының тұнғыш ғарышкері Токтар Әубәкірұлы жүргізген бұл тәжірибелер болашақта биотехнологияның жаңа бағытының - космостық биотехнологияның - дамуына жол ашар. Бірақ айта кету кажет, тұздарға, кейбір патотоксиндерге төзімді клеткалардың клондарынан шыккан регенерант өсімдіктері сол, өнімділік белгісін әркашан сақтап калмаған. 
Сонымен катар, бұндай клеткаларды селективтік фактор суда ерімейтін кезде де колдануға болады. Бұл жағдайда ол зат органикалык еріткіште ерітіледі де, табақшадағы агардың устіне тегіс жайылады немесе ерітілген ортаға косылады.  
Каллус трансплантының  клеткалары бұндай ортада тежеуші затпен бірынғай әрекеттеседі: төменгі клеткаларға жоғарыдағы клеткаларға  карағанда сол заттын мөлшері артығырак тиеді. Төзімді клеткалар  жаксы өсуінін нәтижесіңде біртіңдеп көріне бастайды, оларды бөліп алып, селективтік ортаға отырғызып, тұракты линияларды шығарады. 
Төзімді клеткалар линияларын протопластардан сұрыптаудын өз артыкшылыктары бар, себебі протопластарды суспензиядағы клеткалар мен каллустардан ғана емес, бүтін өсімдіктерден де бөліп алуға болады. Одан баска, протопластарды клеткалык  селекцияда пайдаланғанда, клеткалық линия тек қана жалғыз жеке клеткадан  шыкканына  сенім мол  болады. 
Төзімді клеткаларды сұрыптау әдісі бір сатылы және көп сатылы болады. Бір сатылы  сұрыптау  кезінде  клеткалар селективтік фактор өте жоғары мөлшерде болған ортада өсіріледі. Бірак фактордың жоғары концентрациялары барлык клеткалар бір мезгілде құрып кетуіне әкеледі, тіпті төзімді жеке клеткалар да тірі калмауы мүмкін. Оған қарағанда көп сатылы сұрыптау тиімді.
Өсімдік клеткаларының линияларын алудың ен сенімді жалғыз ғана жолы бар, ол жеке клеткаларды немесе жеке протопластарды өсіріп, олардың клондарын шығару. Мысалы, сәбіздің клеткалар суспензиясынан микропипеткамен жеке клеткаларын окшаулап алып, «бағушы» тәсілмен өсіреді, яғни қатты ортада жаксы өсіп жаткан сәбіз каллусының үстіне сүзгіш кағаз төсеп салады. 
Осы жолмен суспензиядан n-фторфенилаланинге төзімділігі тұрақты сәзбіздің 14 клоны алынған. Бірак бұндай жұмыстар өте күрделі және киын болғандықтан, жеке клеткалар клондары практикада;  колданылады. Жеке протопластарды өсіру оған қарағанда тиімді келеді, себебі олардың кабығы түзіліп, бөліну нәтижесінде пайда болған клеткалар агрегаты клон болады.  
Бұл әдістің манызды артықшылығы, ол протопластарды тұрақты линиялардан бөліп алу мумкіндігі, немесе тіпті тұракты линияларды протопластардын  өзінен бөліп шығаруға болады. 
Индукцияланған мутагенез iп vitro өсірілетін өсімдік клеткалары мутагенез механизмдерін зерттеу үшін және құнды мутанттарды алу үшін өте бағалы эксперименттік жүйе болып табылады. Мутацияларды жиі-жиі алу үшін түрткі боларлык әр түрлі заттармен немесе әр қилы жағдайлармен әәсер етуге, яғни индукциялауға тырысады. Ең тиімді мутагендер болып рентген және ультракүлгін сәулелері, нитрозометилмочевина, метилметансульфонат, этионин т.б. саналады. Коректік ортаға косылған кейбір ауыр металдар да мутагендік әсер етеді.

Сомаклоңдык варианттар 

Генетикалық өзгерістері бар каллус клеткаларынан регенерант өсімдіктер шығару процесінде кейбір мупщиялар регенеранттарға өтуі мүмкін. Сондыктан көбінесе регенерант өсімдіктердін бастапкы донорлык өсімдіктерден айырмашылыктары болады. Осындай өсімдіктерді сомаклондык варианттар деп атайды. Бүл ауыткулар тіршілік әрекеттерінін кай-кайсысында да шалуы мүмкін. 
Осының нәтижесінде бастапкы өсімдіктен морфологиялык белгілері, онтогенез кезендерінің ұзактығы, өнімділігі, аурулар мен колайсыз жағдайларға төзімділігі жағынан айырмашылыктары бар өсімдіктер пайда болады. Сомаклондык өзгергіштік құбылысын генетикалык өзгергіштік деп түсінуге болады. 
Сонымен сомаклондык варианттар деп in vitro клеткаларды өсіргенде генетикалык өзгергіпггік нәтижесінде пайда болатын, бастапкы өсімдіктен алынған регенерант өсімдіктерді атайды.

Сомаклондык өзгергіштік құбылысын генетикалык өзгергіштік деп түсінуге болады. Сонымен сомаклондык варианттар деп in vitro клеткаларды өсіргенде генетикалык өзгергіпггік нәтижесінде пайда болатын, бастапкы осімдіктен айныған регенерант өсімдіктерді атайды. 
Регенерант өсімдік сомаклондык мутант екендігін дәлелдеу үшін жыныстык жолмен көбейетін түрлердің регенерантгарын өздігінен тозандандырып және тиісті будаңдастырулар арқылы генетикалык тексеруден өткізу керек. Жыныссыз жолмен көбейетін түрлерде генетикалык езгерістер мейоз арқылы берілмейді, сондыктан оларды дәлелдейтін жағдай клондык көбейтудін тым болмаса екі циклінде жаңа белгінің сакталуы.
 Сомаклондык варианттар орнына мына терминдер де пайдаланылады: клеткалык варианттар, варианттык линиялар, фенотиптік варианттар. Протопластардан алынған сомаклондык варианттарды протоклондар деп, ал каллустан алынғанда каллустык клондар деп атайды. 
Фенотиптік варианттарды бірінші байкаған Д. Шепард еді. Ол картоп протопластарынан мындаған регенерант өсімдіктерін шығарды. Олардын ішінде аномалһдык ядродағы хромосомалар саны өзгерген тіршілікке икемсіз өсімдіктермен бірге ол бастапкы хромосомалар саны сакталған, бірақ картоптың солу ауруын коздыратын саныраукүлактоксиніне төзімді өсімдіктерді байкады. 
Кейінірек Д. Шепард кариотипі нормалы 65 протоклон линияларында 35 белгілерді (морфология, жапырактардын, гүлдердін, түйнектердін түсі т.б.) аныктады. Олардын тіпті күрделі генетикалык белгілері де өзгерген, мысалы, түйнектер өнімі. Сомаклондык өзгергіштік әр түрлерге жататын көптеген өсімдіктерде байкалады. Әсіресе кызыктыратын астыктүкымдастарынын сомаклондык варианттары, себебі олар бағалы генотиптерді шығарудын кайнар көзі. 
Өсімдіктердін биіктігі, кылтанактын үзындығы, дәннін түсі, масактъщ формасы, белоктардын электрофорездік спектрі сиякты белгілері өзгерген бидайдың, арпанын, күріштің каллустық клондары алынған. Бидайда сомаклондық өзгергіштік морфология белгілерінен де, биохимиялык белгілерінен де көрінеді  және де жалғыз ген бақылайтын белгілері бойынша да (гиациндер, дәннін тусі), сондай-ак көп гендер бақылайтын белгілері бойынша да (өсімдіктің биіктігі, масактану мерзімі, өнімділігі) көрінеді.
Сомаклондык өзгергіштікті жан-жакгы зерттеген австралиялық ғалым У. Скаукрофт пікірі бойынша, онын себептері кариотиптік өзгергіштікте, хромосомалык аберрацияларда, гендердін амплификациясында немесе редукциясында, жылжымалы генетикалык элементгердін ауыспалылығында, дифференциров - камен байланысты гендер күрамындағы өзгерістерде және сомалык кроссинговерде. 
Хромосомалар күрылысындағы өзгерістер (аберрациялар) түкым куалайтын өзгерісгерінін кен және көп түрлі класы, ол генетикалык материаддын бір бөлігінін жойылуын (делецияны), екі еселенуін (дупликацияны), ауыспалылығы (транслокадияны), 180° айналуына (инверсия) бір хромосома ішінде немесе бірнеше хромосомалар арасында өтуін камтиды. Өсірілетін ұлпаларда хромосомалық аберрациялар өте жиі кездеседі, сондықтан олардың  елеулі фенотиптік өзгерістерге әкеліп соғуы әбден мүмкін. Бірақ регенерант өсімдіктер мен олардын ұрпакгары арасында хромосомалық аберрациялар сирек кездеседі, себебі даму кезінде олар элиминацияға ұшырайды (жойылады). 
Мысалы, регенеранттарда морфогенезге тиым салатын хромосомалық аберрациялар кездеспейді. Сонымен катар, сомаклондық варианттардың ұрпактарында ұрыксыздыққа апаратын  хромосомалық  аберрациялар да болмайды. Темекінің in vitro өсірген клеткалары мен солардан шыккан регенерант өсімдіктерінде ДНК сандық және сапалық өзгерістер аныкталған. 
Осының нәтижесінде мынадай корытынды жасауға болады: ДНК нуклеотидтерінін амплификациясы немесе деамплификациясы сомаклондык өзгергіштіктін себебі бола алады. Геннін амплификациясы сол ген кодгайтын ерекше заттын синтезін арттыруы мүмкін. 
Жылжымалы гендік элементтер (транспозовдар) хромосома бойымен козғалып, күрылымдык гендерді тежеуі, гендерді реттеу тәртібін өзгертуі, істемей түрған гендерді активтеуі және дупл икациялар мен делецияларды туғызуы мүмкін. Жылжымалы гендік элементтер өздерінін орнын ауыстыру арқылы генетикалык түраксыздыкка, мутагенезге және хромосомалардын құрылымындағы өзгерістерге  әкеліп соғады.

Сомаклондык өзгергіштікке әсер ететін факторлар 

іn vitro өсіру кезінде пайда болатын өзгергіштіктін молдығын донорлык өсімдіктің генотипі әсер етеді. Мысалы, арпаны хромосомалык аномалиялары, бидайдын, танкурайдың,  бегонияның морфологиялык өзгерістерінің жиілігі түрлі  сорттарында әр қилыболған. Күріште өзгерістердін пайда болуы олардын әр түрлілігі өсіру жағдайына емес, сорттардың табиғатына байланысты болған. 
Сомаклондық өзгергіштіктің пайда болуы сондай-ақ қоректіқ орталардың құрамына да  байланысты, әсіресе фитогормондарға. Гормондар құрамының өзгеруі клетка циклінің кинетикасы мен имтоздың өзінің клеткалар мен регенеранттарда өзгеруіне әкеліп соғады. Клеткаларды бүтін өсімдіктен бөліп алып жасанды коректік ортада өсірудің өзі олардын гормондык балансын өзгертеді. 
Ұлпаны өсіру мерзімінін ұзактығы хромосомалык  аберрацияларды  көбейте түседі. Сондыктан каллустан алынған сомаклондық варианттардың жиілігі каллусты өсіру мерзімі созылғанына карай арта түседі. Мысалы, арпада цитогенетикалык аномалдық өсімдіктердің пайда болу жиілігі ұлпаларды өсіру мерзіміне байланысты болған. Бұл аномалиялар хромосомалардын үзілуін, жоғалуын, алмастырылуын және анеуплоидияны камтиды. Сомаклондық өзгергіштікті зерттеу теория тұрғысынан генетикалык өзгергіштіктің механизмдерін түсіну үшін манызды. 
Ал, практикалык жағынан, өсірілетін клеткаларды өсімдік селекциясында кенінен колдану үшін кажет. Сомаклондык өзгергіштіктің селекция үшін маңызы, ол өсімдіктердің жана формаларын будандастыруды колданбай-ак генетикалык әр алуандылықты молайту мүмкіншілігі. Шаруашылыктык манызды белгілері бар күріштін, бидайдын, жүгерінін, кант камысынын, жонышканын, картоптын, рапстын, зығырдын, темекінін сомаклондык варианттары алынған. 
Сомаклондық варианттардың негізінде апельсин мен шабдалының жана сорттары шығарылған. Казакстан ғалымдарының зерттеулері нәтижесінде бидай, арпа мен жүгерінің мыңдаған регенерант өсімдіктері алынып, түрлі экологиялык аймактарда селекциялық және генетикалық зерттеулер жургізу үшін қолданылады.  
Егіншілік  ғылыми-зерттеу институтында сомаклондармен жүмыс істеліп,  200-ге таяу линиялар алынған. Олар изогендік линияларды жасау  үшін шаруашылыкка  бағалы белгілердін кайнар көзі ретінде пайдаланылады.  Акмола аграрлык университетінде сомаклондык варианттарын сұрыптау негізінде бидайдын «Кенжеғали» деген сорты шығарылды. 
Сонымен, in vitro пайда болатын сомаклондык варианттар - пакты болатын күбылыс, ол манызды ауыл шаруашылык дакылдарынын сорттарын жаксартуға жарайтын өзгергіштіктін тиімді көзі. Бірак, өкінішке орай, сомаклондык варианттар кездейсок пайда болатындыктан, зерттеуші оларды өз максатына сай бакылап ала алмайды. Әзірше, «барға риза» дегендей, өздігінен пайда болған сомаклондык варианттар арасынан ен тиімділері ғана тандап алынады. 
Дүние жүзінде маңызды ауыл шаруашылығы дақылдарының генофонды барған сайын азайып, тозып бара жатыр. Жалпы алғанда, қазір кең көлемде егілетін суперсорттардың саны онша көп емес. Және де олар көбінесе сортаралық будандастыру арқылы шығарылған. Сондықтан олардың генотиптері бір-бірімен тетелес келеді. Жаңа пайдалы қасиеттерді олардың бойына дарыту мүмкіншілігі азаюда. Мұндай жағдай әріден будандастырудың маңызы артады. 
Селекция мен генетикада әріден будандастыру ерекше орын алады. Екпе дақылдардың генофондын байытуда басқа әдістерге қарағанда бұл әдістің маңызы өте зор. Әріден будандастыру, әсіресе мәдени мен жабайы өсетін түрлерді будандастуры пайдалы. Бар сорттарды жақсартып, олар өсетін ареалды кеңейтіп қана қоймай, мүлде жаңа жоғары өнімді сорттарды, тіпті өсімдіктердің жаңа түрлерін шығаруға мүмкіншілік туғызады. Бірақ өкінішке орай, зерттеуші әріден будандастыруды жүргізгенде прогамдық және постгамдық сәйкессіздік кедергі келтіреді. 


Прогамдық сәйкессіздік, яғни ұрықтанудың басталмауы. Бұл жағдайда будандастыруға алынған аналық пен аталық парлар арасында ұрықтану процесі жүрмейді. Оның бірнеше себептері болады: 

1)  Тозаңның тіршілік мерзімінің қысқалығы;

2)  Аталық және аналық гаметалардың дамып жетілетін уақыттарының сәйкес келмеуі;

3)  Аналық мойны мен тозаң түтігінің ұзындықтарының бірдей еместігі;

4)  Тозаңның өнуге қабілеті болмауынан немесе тозаң түтігінің өсуінің тоқтап қалуынан оның ішіндегі спермийлер ұрық қалтасына жете алмайды;

5)  Аталық гаметаның жұмыртқа клеткасымен қосылмауы. 

Парлардың генетикалық сәйкессіздігі аналық аузы, мойны және тұқым бүршігі деңгейінде байқалады. 


Көрсетілгендей, сыйымсыздық гендері тозаңдану, тоөаң түтіктерінің өсу, ұрықтану және тұқымның даму мерзімдерінде активтелінеді. Бірталай будандық комбинацияларында, әсіресе арпаны түраралық будандастырғанда, өсіп келе жатқан будан ұрықтың клеткаларында генетикалық себептер ата-аналық бір түрдің хромосомалары жойылады (элиминация). 
Бұл құбылыс Hordeum vulgare мен H. bulbosum сорттарын будандастырып гаплоид алу үшін кең пайдаланылады. Прогамдық сыйымсыздықтың жоғарыда аталған себептерінің кейбіреулерін ұрықтандыруды in vitro жағдайында өткізіп жеңуге болады.


Постгамдық сәйкессіздік – ұрықтану процесі өткеннен кейінгі пайда болған будан ұрық пен оны қоршап тұрған ұлпалардың генетикалық сәйкессіздігі. Осындай сәйкессіздік ұрық дамуының (эмбриогенез) қандай да болмасын кезеңдерінде орын алуы мүмкін. 


Әріден будандастыру кезінде постгамдық сәйкессіздіктің кесірінен ұрық пайда бола алмайды, ал кейде пайда болғанның өзінде де жөнді дамымайды. Осындай сәйкессіздіктің бірнеше себебі бар:

1)  Екі спермийдің бірі мен бірі жабысып, олардың ажырамауы;

2)  Спермийдің жұмыртқа клеткасымен қосылмауы;

3)  Спермийдің орталық клеткаға қосылмауы, сөйткеннің өзінде де эндоспермнің өте баяу дамуы;

4)  Эндосперм мен ұрықтың жұғымсыздығы (эндосперм ұрықтың дамуын тежейтін заттар бөліп шығаруы ықтимал);

5)  Әлі зерттеліп анықталмаған беймәлім құбылыстар.

Жиі кездесетін постгамдық сәйкессіздік эндосперм мен ұрықтың қарым қатынасына байланысты. Эндосперм дамып келе жатқан ұрық үшін қоректік және реттеуші заттардың қайнар көзі. Сондықтан эндоспермнің түзілуі бұзылса, ұрықтың дамушапшаңдығы тежеледі. Әсіресе бұл ұрық дифференцияланған кезде қатерлі жағдай. 
Соның салдарынан ұрықтың дамуы қиындайды, ол кішірейіп, тіпті жойылып кетеді. Сонымен бірге ұрықтың құрылысында түрлі ауытқулық пайда болып, ұрығы жетілмеген сапасы кем, өну қабілеті нашар немесе тіпті өне алмайтын тұқым қалыптасады. 
Будан ұрықтың өсуі мен дамуының тежелуі немесе эөнді жүрмеуі аналық өсімдіктің ұлпасындағы кейбір заттардың ұрықтың қоректенуіне жарамсыздығына байланысты болуы мүмкін. Кейде будан тұқым өніп, өскін шыққанда оның клеткаларының құрамындағы кейбір хромосомалары жойылып, химера өсімдіктер пайда болатын жағдайлар кездеседі. 
Будан өсімдіктердің одан кейінгі онтогенез кезеңдерінде дамуының ауытқуы да болады, оның себебі будан некрозының, хлороздың, әлсіздіктің, ергежейліліктің гендерінің қызметіне байланысты болуы мүмкін. Мейозды реттейтін гендердің өзгеруі жыныс клеткаларының әдеттегідей дамуының тоқтауына апарып соғады. Соның салдарынан будандардың ұрық бергіштік қасиеті (фертильность) шектеледі. 


Постгамдық сыйымсыздықты жеңу үшін будан ұрықты in vitro жағдайында өсіреді. Өсімдіктерді әріден будандастыруда in vitro жағдайында пайдаланылатын әдістерінің ең кең қолданылатыны, ол осы будан ұрықты өсіру әдісі. Бұл әдіс (эмбриокультура) жөнінде толығырақ мәлімет кейінірек беріледі. 


Іn vitro ұрықтандыру


Іn vitro жағдайында тозаңды, тұқым бүршіктерін және түйіндерді өсіру әдістерінің жетілуі арқасында тозаң мен ұрықталмаған тұқым бүршігін бірге өсіріп прогамдық сыйымсыздықты жеңетін жолы табылды. Іn vitro жағдайында өткізетін тозаңдандыру мынадай кедергілерден өтуге мүмкіншілік туғызады:

1) Тозаңның аналық мойынның жоғарғы бөлігінде өсе алмауы;

2) Тозаң түтіктерінің өте ұзын аналық мойны арқылы тұқым бүршікке жете алмауы;

3) Тозаң түтіктерінің өте баяу өсуі немесе олардың аналық мойында жарылып кетуі. 

Тұқым бүршікті in vitro өсіргенде ұрықтанудың мүмкіншілігі аналық мойынды алып тастаса, арта түседі. Тозаңдандырудан бастап будан тұқым өсіп шыққанша барлық процестер in vitro жағдайында өтеді. 


Бұл салада үнді ғалымдарының қосқан үлесі зор. Бірінші болып 1958 жылы атақты эмбриолог С. Махешвари көкнәрдің ұрықтанған тұқым бүршігін in vitro жағдайында өсіріп, одан пісіп жетілген тұқым алған. Содан кейін көкнәр мен темекінің бүрбүртігі (плацента) бар және бүрбүртігі жоқ тұқым бүршіктерін in vitro тозаңдандыру әдісін жете зерттеп дайындады. 


Бүрбүртігі бар түйінді ұрықтандыру әдісінің де өз артықшылығы бар. Бұл кезде ұрық тыныштық кезіне душар болмайды, одан өскіндер жедел пайда болады. Демек, будан өсімдікті алу мерзімі қысқарады. Осы әдіспен темекінің түраралық будандары алынған. In vitro тозаңдандыру түйіндерінде көптеген тұқым бүршіктері бар көкнәр, қалампыр, алқа тұқымдастар (темекі, шырайгүл) өсімдіктерінде сәтті өтеді.  


In vitro ұрықтандыру әдісі генетика мен селекецияның теориялық мәселелерін шешуден басқа, тозаңның және ұрықтандырудың физиологиясын зерттеу үшін қолданылады. 


Ұрықтарды In vitro өсіру.

Бірінші рет 1925 ж. Ф. Лайбах сібір зығыры мен австриялық зығырдың ұрпақсыз буданының жас ұрықтарын In vitro өсіріп, тіршілік қасиетіне ие өсімдік алған. Содан бастап ұрықты өсіру әдісі түраралық және туысаралық будандардың тіршілікке икемді ұрықтарын сақтап қалу үшін қолданылып келеді. Бұл тіпті постгамдық сыйымсыздықты жеңетін таптырмайтын әдіс болып кетті. Осы әдіспен көптеген түраралық (арпа мен бидай, арпа мен қара бидай, диплоидтық және үшплоидтық күріш сорттары) будандар алынды. 


Будан ұрықтардың ерте мерт болуы олардың клеткаларындағы өзгерістер мен ғана шектелмейді, оларға аномальдық дамып келе жатқан эндосперм мен ұрық қалтасын қоршаған гинецей ұлпаларының теріс әсері тиеді. Сондықтан оларды мезгілінде бөліп алып, In vitro жағдайында өсіріп аман сақтап қалуға болады. Пісіп жетілмеген ұрықтарды In vitro жағдайында нәтижелі өсіру көп факторлармен, ең алдымен оның даму кезеңімен, дифференциаланған деңгейімен байланысты. Дифференциаланудан өткен ұрықтарды өсіру оңайға түседі. 


Ұрықтарды бөліп алу мерзімін алғашқы донор өсімдіктердің генотиптеріне байланысты белгілейді. Будан ұрықтардың даму деңгейін және будандастыру өткізілген жағдайларды  ескере отырып, астық тұқымдастар ұрықтарының ең өтпелі кезеңі, ол тозаңданудан кейінгі екінші декадасы (он күндік) екені белгілі болды.


Дифференциаланбаған клеткаларды өсіру қиынға соғады. Оның басты себебі – жасанды қоректік ортаның құрамына қосылатын гормондық факторлар эндоспермнің табиғи жағдайда түзетін гормондық заттарында болмауында. Сондықтан In vitro жағдайында ұрықтың дұрыс дамуы үшін жасанды қоректік ортаның құрамын әр өсімдіктің түріне сәйкес ылғи да толықтырып өңдеу қажет болады. 
Ұрық пен эндосперм арасындағы тығыз байланыстың болуы, әсіресе эмбриогенездің бастапқы кезеңінде, ұрықтарды In vitro жағдайында өсіргенде айқындалады. Жаңа ғана түзіліп келе жатқан эндосперм  мен әбден дамып жетілген эндоспермнің гормондық құрамдарының арасында көп айырмашылық бар. Егер жас эндосперм ұрықтың дифференциалдануына себепші болса, пісіп жетілген эндосперм бұл процесті едәуір тежейді. Солай болғандықтан, жетілмеген ұрықтар қоректік ортаның құрамын талғағыш, өте «сезімтал» келеді. 
Сондықтан қоректік ортаға физиологиялық активтілігі жоғары заттар қосылады. Сонымен қатар, жас эндоспермдердің экстракттары да пайдаланылады. Кейде қоректік ортаға будан ұрықтың қасына тақап немесе аналық өсімдіктердің эндосперм, нуцеллус және басқа көбею жүйесінің бөліктерін отырғызу жақсы нәтиже береді. 


Ұрықтарды өсіру үшін олардың дамуына және өнуіне лайықты қоректік орта керек. Универсалдық қоректік орта болмағандықтан, әр жолы оның құрамын іріктеп алу қажет. Кейбір өсімдік түрлерінің эмбриогенезіне азоттың органикалық тұздары, калийдің  жоғары концентрациясы әсер етеді.

Ұрықтың дифференциалануы мен өсуіне әр түрлі ерекше қоректік орталар қажет. Ұрықтар жиі каллус түзеді,  органогенез нәтижесінде регенерант өсімдіктер шығады. Каллусогенез процесі мен каллустың морфогендік потенциалы көптеген факторларға байланысты. 
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Дәріс № 10 Өсімдіктердің генетикалық инженериясы
1. Протопластарды бөліп алу

2. Тіршілікке қабілетті протопластарды алу 

3. Өсу деффиренциялану және морфогенез
Клеткалық инженерия – клеткаларды өсіру, оларды будандастыру және қайта құрастыру арқылы клетканың мүлдем жаңа типін жасау әдістерінің негізінде қалыптасқан биотехнологияның саласы. Клеткаларды жасанды жолдармен будандастырғанда, сомалық (жыныстық емес) клеткаларды бір-біріне қосқанда будан геном түзіледі. Будандастырудың бұл тәсілінің мәні мынада: аталық және аналық клеткалар ретінде жыныстық клеткалар (гаметалар) емес өсімдіктің дене (сомалық) клеткалары қосылады. Олардың алдын ала протопластарын бөліп алады, белгілі жағдайда олар бір-бірімен құйылысады. Пайда болған сомалық будан клеткадан кейін регенерация арқылы будан өсімдіктер өсіп шығады. 

Протопластарды қосу арқылы будандастыруды әр түрлі атайды: сомалық будандастыру, парасексуальды будандастыру, жыныстық емес будандастыру. Сонда да, көбінесе бірінші термин қолданылады, ал пайда болған будан сомалық будан деп аталады. 

Клетканы қайта құрастыру (рекнострукция) – клетканың құрамына кіретін ядроны, цитоплазманы, митохондрияларды, хлоропластарды, хромосомаларды бір клеткадан басқа клеткаға көшіру негізінде мүлдем жаңа клетканы жасау. Осындай әрекеттер нәтижесінде ядролық және цитоплазмалық гендер тіркестігі әдеттегідей емес, тіпті өзгеше клеткалар пайда болуы мүмкін. 

Протопласт бөтен ДНҚ-ны қабылдай алатын өте ыңғайлы жүйе. Сол ДНҚ клеткаға енгізіп және оның экспрессиясын қамтамасыз ету арқылы генетикалық өзгертілген өсімдіктерді алуға болады. Сөйтіп, протопластарды бөліп алу, өсіру, қосу және оларға клеткалық органоидтарды, жеке хромосомаларды, тіпті ДНҚ енгізу генетиктер мен селекционерлерге будан өсімдіктердің алуан түрлілігін арттыруға мүмкіншілік туғызады (1- сурет).
Протопластарды бөліп алу
Протопласт деген ферменттердің әсерімен немесе механикалық әдістермен қабығы түгел жойылған өсімдік клеткасы. Ағылшын ғалымы Э. Кокинг 1960-шы жылдардың басында клетканың ішіндегі протопласты зақымдай тірі күйінде бөліп алу әдісін жете зерттеп дайындады. Ол томат тамырларының ұштарын, зең заңырауқұлақтар өсірген ортасына бөліп шығарған гидролиздік ферменттерімен өңдеп, протопластарды ферменттік әдісімен бөліп алды. 

[image: image14.emf]
1 - сурет. Оқшауланған протопластарға негізделген клеткалық инженерия әдісі

Әдетте тірі клеткада протопласт клетканың қабырғасына орталық вакуольдің тургор, яғни кернеулік қысыммен тығыз жанасып тұрады. Клетка қабығы арқылы плазмалеммамен қоршалған цитоплазмалық жіңішке жіпшелер өтеді, солар арқылы көршілес клеткалардың протопластары біріне-біріжалғасып жатады. Сондықтан клетка қабығын ферментпен еріткен кезде, протопластарға зиян келтірмей клеткаларда плазмолизді жүргізеді. 
Осмотик ретінде сахароза, маннит, сорбит қолданылады. Осы заттардың гипертониялық ерітінділері әсерінен вакуоль сусызданып жиырылып, протопласт көлемі кішірейіп, соңынан қабықтан алшақтайды (2- сурет). Кейде клетка сопақ болғанда протопласт плазмолиз кезінде екі бөлініп кетуі мүмкін. Сондай ядросы жоқ субпротопласт цитопласт деп аталады. 

[image: image15.emf]
2 - сурет. Протопластарды бөліп алу
1968 жылы жапон ғалымы Такебе темекі жапырағының мезофилл клеткаларынан протопластарды көп мөлшерде алудың тирімді әдісін жете зерттеп дайындады. Алдымен жапырақты 70 %-тік этанолда стерильдейді, кейін 15-20 мин 10 %-тік кальций гипохлоритінде ұстап, дистильденген суда шайып алады. Астыңғы эпидермисті алып тастап, жапырақты майда бөліктерге кесіп, пектиназа ферментінің ерітіндісініе салады.
 Пектиназа клеткааралық қабаттың заттарын ерітеді, яғни мицерация өтеді. Одан кейін оъект целлюлаза ферментінің ерітіндісімен өңделеді, бұл кезде целлюлозалық клетка қабығы біржолата жойылады. Фермент ерітіндісіне осмостық зат қосылады. Осы әдіспен әр түрлі өсімдіктердің ұлпаларынан протопластар алынады. 

Қазіргі уақытта протопластарды бөліп алу үшін ферменттердің қоспасын пайдаланады. Бұл қоспаның құрамында ферменттердің үш түрі болады: пектиназалар, целлюлозалар және гемицеллюлазалар. Олар клетка қабығының негізгі компонеттерін ыдыратады. Бұл ферменттерді кейбір бактериялар мен саңырауқұлақтар өдерін өсірген сұйық ортаға бөліп шығарады, сонымен қатар оларды ұлудың асқорыту сөлінен бөліп алады. Қазіргі уақытта пектиназалық және целлюлазалық әсері бар бірталай стандарттық ферменттер бар. Олардың фирмалық аттары әр түрлі, атап айтқанда мыналар:

· целлюлазалар: Onuzuka R-10, Cellulysin, Driselase;
· гемицеллюлазалар: Rhozyme HP150, Hemicellulase;
· пектиназалар: Macerozyme R-10, Macerase, Pectinol AC, Pectoliase Y23, Pectinase, PATE;
· 3С целлокандин мен ксиланаза (бұлар целлюлоза-пектин комплексіне әсер етеді). 

Ферменттік ерітінділері арнайы сүзгіден өткізу арқылы залалсыздандырады. Клетка түрлерінде құрылымы мен құрамы жағынан айырмашылықтары болғандықтан, қолданылатын ферменттердің комбинациялары мен мөлшерінің ара қатынасы бірдей болмайды. 
Әрбір ұлпа үшін ферменттердің құрамы, концентрациясы мен ара қатынасы және өңдеу уақыты бөлек іріктеліп алынады. Бөлініп алынған протопластар ферменттік ерітіндіде мейлінше аз уақыт болуы керек, одан кейін ұқыпты түрде жуылуы қажет. 

Протопластарды бөлу кезінде осмостық стабилизатор маңызды қызмет атқарады. Протопластар бүтін болу үшін ферменттік ерітінділер изотониялық немесе гипертониялық күйде болу керек. Кейде материалды алдын ала плазмолиздық ерітіндісіне біраз ұстайды. Осмостық зат ретінде көбінесе қанттар (глюкоза, сахароза, сорбит, маннит) пайдаланылады, кейде СаСІ2, Na2HPO4, KCI тұздардың ерітіндісі 0,3-0,8 М концентрацияда қолданылады. 
Осмостық заттың дәл концентрациясы өсімдіктің нақтылы түріне және оның физиологиялық күйіне байланысты жеке іріктеліп алынады. Көбінесе ферменттер кейін протопластарды өсіруге қолданылатын қоректік ортада ерітіліп дайындалады. Ферменттік ерітіндінің рН көрсеткішін бір деңгейде (5,4-6,2) ұстау үшін буфер қосады. 

Протопластарды бөлу кезінде аэрацияның маңызы зор. Сондықтан ортаны араластыратын жабдықтар қолданылады немесеферменттік ерітінді түбіне ғана құйылған Петри табақшасында бөліп шығарады. Протопластарды ала көлеңкеде немесе қараңғыда бөліп алады. Ферменттік ерітіндіде инкубация уақыты ферменттердің үйлесуіне, рН және температураға байланысты, 1-2 сағаттан 15-16 сағатқа дейін барады. Әрбір нақтылы ұлпа үшін ең тиімді температурамен өңдеу уақытын жеке іріктеп алу қажет. Температура әр деңгейде болады, мысалы бидайға 14ºС болса, томатқа ең қолайлысы 27ºС.

Протопластар бөлініп алынған соң, олар ұлпаның қалдықтары мен ферменттерден тазалануы керек. Ол үшін оларды центрифугалайды немесе сүзіп алады. Инкубациялық қоспаны тесіктері 50-100 мкмк електен сүзеді, одан кейін протопласт суспензиясын центрифугалайды. Центрифугалау тәртібі осмостық затқа байланысты. 
Егер ферменттік ерітіндісі 0,4-0,5 М сахарозада дайындалса, 100-200 g 2-3 мин бойы центрифугалайды. Протопластар үстіне қалқып шығады, оларды Пастер пипеткасымен сорып алып, екі рет тұздың ерітіндісінде шаяды. Тығыздығы төмен басқа осмостық заттарды (маннит, сорбит) қолданған кезде, протопластар центрифугалау кезінде тұнба болып шөгеді. Оларды екі рет жуады. Одан кейін протопластарды тұздың ерітіндісіне немесе 0,4 М маннит, сорбит, глюкоза ерітіндісіне немесе өсіретін қоректік ортаға салып, суспензиясын алады. 
Тіршілікке қабілетті протопластарды алу. Протопластарды нәтижелі бөліп алу көптеген факторларға байланысты. Олар атап айтқанда: ұлпаның шығу тегі (жапырақ, тұқымжарнақ, тамыр, тозаң түйірі, каллус ұлпасы, суспензиядағы клеткалар), өсімдіктің түрі мен сорты, өсімдіктің физиологиялық күйі, ферменттердің құрамы, олардың сапасы, ортаның рН және осмостық заттың түрі. 
Протопластардың тіршілікке икемділігін, яғни олардың метаболиттік активтігін анықтайтын арнайы әдіс бар. Ол протопластардың флуоресцеиндиацетатпен (ФДА) боялуы. ФДА – бұл флуоресценциясы жоқ қосылыс, протопластар мембранасы арқылы жеңіл өтеді, тірі протопластардың ішінде эстеразалардың әсерімен ыдырайды. Соның нәтижесінде флуоресцеин босайды, оны протопластардың бүтін мемебраналары ұстап қалады. 
Сондықтан метаболиттік активтігі бар (тіршілікке қабілетті) протопластар ультракүлгін сәулесінде көзге көрінеді, себебі іштерінде жинақталған флуоресцеин ультракүлгін сәулесімен қоздырылып, жасыл сәулені тарата бастайды. Протопластар суспензиясының сапасы тіршілікке икемді протопластардың санымен белгіленеді. 
Протопластардың саны Фукс-Розенталь камерасында есептелінеді. Протопластардың тығыздығы суспензияның маңызды сипаттамасы. Егер ұлпаның немесе өсірілген клеткалардың ылғалды массасының 1 граммынан 1×105 тен 1×104 дейін тіршілікке икемді протопластар шықса, онда протопластар жақсы бөлініп алынды деп есептеледі. 

Протопластардың бөлініп алынатын мөлшері және олардың өміршеңдігі өсімдіктің түріне, жасына және физиологиялық күйіне, яғни генетикалық және эпигенетикалық ерекшеліктеріне байланысты. Протопластарды көп мөлшерде тұрақты алып отыру үшін өсімдіктерді белгілі бір жағдайда өсіру керек және олардың ең қолайлы өсу кезеңін, нақтылы бір мүшесін анықтап таңдап алу қажет. 

Суспензияда өсірген клеткалардан протопластарды алу үшін ең қолайлы мезгіл, ол клеткалардың өсу кезеңінің логарифмдік фазасының соңында.осы мезгілде клетка қабықшалары ферменттердің әсерімен оңай ыдырап, өміршең протопластарды береді. Протопласатардың тіршілікке икемділігі оларды бөліп алу жағдайлары мен тәсілдеріне байланысты.

Фермент препаратының сапасы протопластардың бөлініп алынған санына, мөлшеріне ғана емес, олардың кейбір қасиеттеріне де әсер етеді. Пектиндер мен целлюлазаларды гидролиздейтін саудалық фермент препараттарына қоспа ретінде протеазалар, липазалар, нуклеазалар және басқа ферменттер, фенолдық қосылыстар, тұздар кіреді. 
Олар плазмалемманың қасиеттерін өзгертуі мүмкін. Осы токсикалық заттардан құтылу үшін және протопластардың шығуын арттыру үшін ферменттерді тазалауға болады. 
Клетка – организмнің негізгі құрылымдық және қызметтік бөлшегі болғандықтан, тіршілікке тән процестер мен құбылыстардың қандайын болмасын клетка деңгейінде зерттеуге болады. Сондықтан, in vitro жағдайында өсетін клеткалар мен ұлпалар биологияның түрлі салаларында теориялық мәселелерді анықтау үшін пайдаланылады. 
Олар өсімдіктер метаболизмінің және оның реттелуін, өсу және даму процестерін зерттеу үшін теңі жоқ модель болып есептеледі. Іn vitro жағдайында өсірілетін клеткалар басқа ұлпалардың, тіпті мүшелер мен бүтін организмнің ықпалынан тыс болады. Сол себептен мұндай клеткаларды пайдаланып барлық процестерді «таза» түрінде зерттеуге болады. 

Бұл әдістің құндылығы – өсу жағдайларын қатал бақылауға болады және әр түрлі химиялық, физикалық сыртқы факторлардың әсерінің тиімділігін арттыруға мүмкіншілік береді. Тәжірибелік объектілерді жыл бойы үздіксіз өсіруге болады. Клеткаларды асептикалық жағдайда өсіргендіктен, оларға микроорганизмдер тарапынан ешбір әсер болмайды.

Осы атап өткен артықшылықтар, in vitro жағдайында өсетін клеткаларды табиғи күйге жақын биологиялық модель ретінде қолданып, өсімдіктер физиологиясы, биохимиясы және генетикасының бірқатар мәселелерін зерттеуге мүмкіншілік береді. Клеткаларды эксперименттік модель ретінде пайдалану үшін, олардың жақсы өсуіне қолайлы жағдай туғызуы қажет. 
Сонда ғана клеткалардың in vitro күйіне тән гендер экспрессиясы in vitro жағдайында да өтеді, яғни олардың бүтін организмдегі клеткалардан айырмашылығы жоқтың қасы деуге болады. 

Өсімдіктен бөлініп алынған клеткалар бүтін организмге тән механикалық және физико-химиялық қорғаныштық жүйелерінен және клеткааралық  әрекеттесуден  айырылады. Сондықтан, олар кез келген әсерге өзінің «жауап реакциясын» тікелей көрсетеді.  Сөйтіп, клеткалар күйін ең алғаш қарапайым процестердің деңгейінде зерттеуге болады. 

Сонымен қатар, ғылыми зерттеулер жүргізу үшін бастапқы өсімдіктерден анағұрлым айырмашылықтары бар, жасанды түрде  өзгертілген клеткалар, яғни мутанттар өте бағалы. Мутагенез бен клеткалық селекция әр түрлі белгілері бар мутант клеткалар линияларын шығаруға мүмкіншілік береді. Мысалы, метаболизмі немесе морфогенезі өзгерген мутанттар. 
Қазір in vitro жағдайында шығарған метаболиттік мутанттардың саны көбеюде. Негізгі және қосымша метаболизмдерді зерттеуге, жеке ферменттердің қызметін арттыру немесе тежелу арқылы зат алмасу процесінің реттелуін және әр түрлі факторлардың метаболизмге әсерін анықтауға өсірілетін клеткалар қолданылады. 

Өсу деффиренциялану және морфогенез процестерінің мәнін ұғу физиологияның ең бір маңызды мәселесі. Оларды молекулалық биология мен генетика әдістерін қолданып in vitro жағдайында өсірген клеткаларда зерттеуге өте ыңғайлы. Сол модель клеткаларында әр түрлі сыртқы (температура, жарық, гравитация) және ішкі факторлардың, әсіресе фитогормондардың клеткалардың бөлінуіне, созылып өсуіне, дифференциялануына және морфогенез ықпалы зерттеледі. 
Мысалы, гормондардың әсерін және оның механизмін зерттеу үшін әр түрлі модельдер пайдаланылатын протопластар, жеке клеткалар, ұлпалар, мүшелер, регенерант өсімдіктер.  Гормондардың қызметін және ықпал ету механизмін зерттеуге өте қолайлысы – гормонсыз өсетін клеткалар, яғни гормондарға тәуелсіз (прототрофты) клеткалар. 
Мұндай клеткалар мутагенез бен клеткалық селекция арқылы пайда болады, немесе ұзақ өсірген каллустан шығады. Сонымен қатар, ісік клеткалары да өсу үшін гормондарды қажет етпейді. 

Іn vivo немесе in vitro жағдайында болсын, дифференциация мен морфогенезді зерттеудегі негізгі әдістемелік тәсіл ол физиологиялық эксперимент. Оның барысында бақылау және тәжірибе варианттары жан-жақты зерттеліп, морфогенездік өзгерістерге түрткі боларлық факторлар және сол морфогенездік реакциялардың өту мезгілі анықталды. 
Организмнің даму процесіндегі генетикалық информацияның іске асу мерзімін in vitro жағдайында әр түрлі сыртқы факторлардың әсерімен пайда болған морфогенетикалық мутанттарды қолданып анықтауға болады. Морфогенетикалық мутанттарда нормалы мутагенездердің кейбір кезеңдерінің өтуіне бөгет ететін кемістіктер (дефекттері) болады. 
Мысалы, сабақ, не жапырақ, немесе тамыр түзе алмайтын темекі каллустары бар. Сондай-ақ  каллустан шыққан кейбір регенерант өсімдіктердің гүлдеуге қабілеті болмайды. Осындай кемістігі бар клетка клондарын биохимиялық тұрғыдан зерттеу – морфогенез процесінің түп мәнісін ашудың бірде бір жолы.

Ісік клеткаларының өсу заңдылықтарын зерттеу үшін ыңғайлы биологиялық модель қажет. Ісік клеткаларды өсіру әдісі сондай модель жасауға мүмкіндік береді. Ісік ұлпаларының құрылымдық және метаболиттік ерекшеліктерін білу үшін оны сау ұлпалармен салыстыру керек. 

Өсімдік клеткаларының физиологиясын зерттеу үшін протопластар өте қолайлы. Протопластарды өсіре отырып, клетка қабығының құрамы мен құрылымын, бұрынғы қалпына келуі мен өсуінің механизмдерін және оған гормондар мен басқа факторлардың әсерін анықтайды. Сонымен қатар, протопластар плазмолеманың құрамы мен құрылысын және ол арқылы заттардың тасымалдауын зерттеуге қолданады. Протопластар клеткаралық әрекеттесуді нормада және оның гормондар, патотоксиндер, ингибиторлар ықпалымен өзгеруін зерттеу үшін де қолайлы модель. 
Протопластарды суға салса олар жарылады, соның арқасында клетка ішіндегі органиодтарды бөліп алуға болады. Мысалы, осы әдіспен ғана бұзылмаған тонопласты (вакуольді қоршаған мембрана) таза түрінде бөліп алуға мүмкіншілік туды. Бұрын клетканың органоидтарын бөліп алу үшін дағдылы әдістерді қолданғанда вакуоль мен оның мембранасы ылғы бүлінуші еді. 

Клеткалар және регенерант өсімдіктер фотосинтез процесінің өсімділігін және оның генетикалық реттелуін анықтауға өте қолайлы модель. Клеткалар in vitro жағдайында ұйымдаспай өскен кезде фотосинтез процесіне байланысты бірталай генетикалық өзгерістерге ұшырайды. Аяғында бұл өзгерістер сондай клеткадан шыққан регенерант өсімдікке де даруы мүмкін. Сондықтан, өсірілетін клеткалар фотосинтездік әрекет және оның өсімдік өнімділігіне, жалпы түсімге қосатын үлесін зерттеуге өте қолайлы. 

Іn vitro жағдайында  өсірілетін клеткалар сомалық клеткалардың генетикасын зерттеуге де өте ыңғайлы. Бұнда интакт өсімдіктерден алынған клеткалар мен қатар клеткалық және гендік инженерияның әдістерімен шығарылған, табиғатта бұрын болмаған клеткалар модель ретінде қолданылады. Сол әдістермен ядролар, хлоропластар және митохондриялар әр қилы топтастырылып, әр түрлі генетикалық информация иеленген сомалық будан клеткалар жасалады. 

Өсімдіктердің түрлі қолайсыз факторларға (жоғары және төмен температура, топырақтың тұздануы, иондайтын рентген сәулелері т.б.) төзімділігін Іn vitro жағдайында өсірілген клеткаларды модель ретінде пайдаланып зерттейді. Фитопаталогияның түрлі құбылыстары, ауру өсімдіктің физиологиясы мен биохимиясы, оның патогенмен әрекеттесуі де сондай модельдермен зерттеледі. Бұл тәсілмен клетканың патогеннің әсеріне төтеп берерлік реакциясын байқауға болады. 

Соңғы жылдары Іn vitro жағдайында өсіретін клеткаларды қолданатын тағы бір ғылым саласы қалыптасуда, ол космостық биология. Осы кезге дейін өсімдіктерді космос станциясында өсіру үшін қолданылатын әдістер мен аспаптар олардың табиғи ерекшеліктеріне сай келмейді. Космоста жеке клеткаларды өсіру, олардың өсу мен даму процестерін реттеу және бақылау бүтін өсімдіктерді өсіруге қарағанда едәуір ыңғайлы. Жоғары сатылы өсімдік клеткаларын космостық тәжірибелерде объект ретінде қолданғанда, олардың мынадай артықшылықтары бар:

3. Өсіру оңай;

4. Клеткалардың даму процесінің қандай да болмасын кезеңінде пайдалануға болады, мысалы, сомалық немесе жыныс клеткалары, клетка топтары, дифференцияланған клеткалар, органогенез, эмбриоидогенез жолымен дамитын клеткалар т.с.с.

Қазақ ғарышкерлері Тоқтар Әубәкіров пен Талғат Мұсабаев космосқа ұшқан кезде бидай, жүгері, картоп клеткаларымен тәжірибе өткізген. Космостық станцияда клеткаларды өсірген кезде, оларда барлық негізгі тіршілік процестері өтеді екен. Атап айтқанда: протопластар қабығын түзіп бөліне бастайды, суспензияға клеткалар бөлініп көбейеді, каллус клеткалары дифференцияланады, регенерант өсімдіктер пайда болады. 
Сөйтіп, тірі организмде өтетін процестер мен құбылыстарды космоста зерттеу үшін өсірілетін клеткалар қолайлы модель бола алады. Сонымен қатар, клетка биологиясының негізгі зағдылықтарын зерттеу үшін космонавтиканың мүмкіншілігі зор. 

Бірақ клеткалық модельдердің айтарлықтай кемшіліктерінде атап өту қажет. Олар: ұзақ өсірілген клеткалардың генетикалық тұрақсыздығы және сомалық эмбриогенез бен органогенез сияқты маңызды морфогенетикалық процестерді синхронды өткізу шарттары жете зерттелмеген. Сөйтіп, Іn vitro жағдайында өсірілетін клеткаларды физиологиялық процестерді модельдеу үшін қолданғанда, олардың тірі организм құрамындағы клекталардан кейбір айырмашылығы барын ескеру керек. 

Сонымен, өсімдік биологиясының көптеген мәселелерін болашақта жаңаша және тиімді шешу үшін жасанды жағдайда өсірген клетканың биологиясын жете зерттеу және тиімді өсіру тәсілдерін мейлінше жетілдіру қажет. 
Тараудың қысқаша мазмұны

Жасанды қоректік ортада өсірілітен клеткалар өздерінің бірқатар артықшылықтары арқасында (ұлпаның біртектілігі, корреляциялық әрекеттесу және басқа ұлпалардың, мүшелердің, тұтас организмнің ықпалынан тыс болу, өсіру жағдайларын қатаң бақылау мүмкіншілігі т.с.с.) оларды өсімдіктер физиологиясы, биохимиясы, генетикасының  бірқатар көкейкесті мәселелерін шешу үшін биологиялық модель ретінде  пайдалануға болады. 
Өсірілетін клеткалар негізгі және қосымша метаболизмі өсу процесін клетканың диффернциялануын морфогенезді осы процестердің гормондармен реттелуін зерттеуге қолданылады. Осы мақсатпен өсірілген клеткалардан алынған морфогенетикалық және  метаболиттік мутанттар да пайдаланылады. 
Клетка физиологиясын зерттеу үшін протопластар қолайлы объект. Өсімдіктердің қоршаған ортаға әртүрлі қолайсыз факторларына және патогендерге төзімділігін зерттеу үшін өсірілген клеткалар жақсы модель болады. Өсірілген клеткалар сомалық клеткалардың генетикасын зерттеу үшін де қолданылады.  Космостық зерттеулер жүргізуге өсірілген клеткалар өте қолайлы модель бола алады. 

Дегенмен, өсірілген клеткалардың кейбір кемшіліктері де болатындығын ескеру қажет. Мысалы, генетикалық  тұрақсыздығы морфогенез процестерінің ассинхрондылығы т.с.с. оларды эксперименттік модель ретінде қолдануды шектейді.
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Дәріс № 11 In vitro генофондын сақтау
1. Клеткалардын өсуін бәсеңдету 
2. Криопротекгорлар
3. Клеткаларды мұздатьш сактау
4. Клеткаларды мұздату.
Клеткалардын өсуін бәсеңдету. Өсімдік шаруашылығында сорттар жиі алмастырылып тұруы кажет. Ол жағдай бірнеше себептерге байланысты: 1) біраз мерзімнен сон сортгардын кейбір күңды белгшері біртіндеп жоға- ла бастайды; 2) ауру коздырушы микроорганизмдер мен зиянкес жәндіктердің өте кауіпті жана популядиялары пайда болады да, оларға төтеп беру киынға соғады; 3) климат өзгереді; 4) топырақтың  күнарлығы төмеңдейді және тағы да көптеген жағдайлар. Мысалы, бидай және баска астык дакылдары сорттарынын шаруашылыкта пайдаланатын орташа мерзімі әдетте 5 - 10 жыл болады. Жана сорттарды шығару үшін және ескі сорттарды жаксарту үшін әр алуан бағалы генетикалық материалдар кажет.
 Сирек кездесетін және жоғалып бара жаткан түрлердің генофондын және селекция үшін бағалы объектілер мен штамдарды сактау үшін in vitro жағдайыңда гендер корын (гендер банкі) жасау жөнінде зерттеулер өткізілуде; Гендердін негізгі көзі ол ұрык, бірақ сонғы кезде биотехнология әдістері дамып, селекцияда колданыла бастаған сон, генетикалык материал in vitro өсірілетін клеткалар мен ұлпалар түрінде кажет болып жатыр. 
Гендерді in vitro сактау әдісі әдеттегі жағдайда ұрықтары сакталмайтын өсімдіктерге колайлы, вегетативтік жолмен көбейетін және табиғатта жоғалып бара жаткан түрлер үшін лайықты. Құнды заттарды беретін жана клеткалар линияларын жасау үшін эталон клеткалары бола алатын клеткалар коллекцияларын да сақтау керек. 
Сонымен, бірталай теориялык және практикалык мәселелерді шешуге клеткаларды сакгаудын ынғайлы әдістері кажет екені сөзсіз. Көптеген жылдар бойы бастапкы клеткаларды сактау 329 максатымен оларды үзіліссіз ен колайлы жағдайда өсіруді колданды. 
Бірақ бұнда  клеткаларда  генетикалык өзгерістер өрістеуі ыктимал. Сонымен катар, бул енбек пен каражат көп жүмсалатын жүмыс. Өсірілетін клеткаларды сакгаудын ей жолы бар: олардын өсуін барынша бәсеңдету немесе оларды мұэдатып сакгау - криосақтау. 
 Клеткалардын өсуін бәсеңдету. Бұл тәсілдің міндеті, клеткалардын өсу кинетикасын өзгерту, жаңа коректік ортаға көшіру уакыт аралығын барынша созу, мысалы 3-4 айға, тіпті бір жылға дейін. Қазір белгілі фактор​лардың әсерімен өсуді бәсеңдету өркендер мен регенеранттарға колданылады. 
Өсуді бәсендету үшін ен әрекетгі жол, ол температура мен жарыкты төмендету. Температура өсімдіктің суыкка төзімділігіне карап іріктеліп алынады-' Мысалы, картоп клеткаларынын коллекциясын сақтағанда температура 10°С, ал алма үшін 1°С болады.  
Әдетте 20°-25°С температурада өсетін клеткаларға 4°- 10°С, ал 30°С өсетін клеткаларға 15°-20°С температура қолайлы.  Өсімдіктердің өсуін сонымен катар қоректік ортаға косылған кейбір заттар тежейді. Мысалы, маннит пен сорбит осмотиктер ретінде, сахароза жоғары концентрацияда және өсуді тежейтін арнайы заттар (малеин кышкылыньщ пщрозқді, сукцинатгын 2,2- метилгидразиді, хлорхолинхлорид, абсциз кышкылы, пидиметил сукцинамин кышкылы). 
Өсуді тежеу үшін гипоксияны да колданады, яғни отгегін азайтады. Гипоксияны туғызу үшін 90% азот пен 10% оттегі коспасын пайдаланады. Кейде оттегі концентрациясымен бірге атмосфера кысымын да төмендетеді. Коректік орта саркылмау және сорғымау үшін оның көлемін үлғайтады. 
Сұйык орта колданылғанда, оған октын-октын коректік заттар косылып түрады. Көптеген клеткалардын өсуі осы тәсілдермен каншама бәсендетілсе де, өсуді мүлдем токтату мүмкін емес. Сондыкган өсуді толығымен токгату жолы, ол клеткаларды мұздату.
 Клеткаларды мұздатьш сактау 'Мұздатьш сактау (қриосакгау) - клеткаларды катш мұздатып алып өте томен температурада сактау, мысалы сұйык азот температурасында (-196°CVf ) бұл клеткалардын генетикалык сипаттамасы кай мерзімде болса да тұракты сакталуына кепіл болады. 
Бұл әдіспен әр түрлі материалды сақтауға болады - протопластардан ұрык пен тұқымға дейін. Казіргі уакытта клеткаларды, ұлпаларды, мүшелерді катты мұздатып сактау медицина мен мал шаруашылығында кенінен пайдаланылады. 
Ал өсімдіктерге келсек, өкінішке орай, жағдай баскаша. Басты киындығы, ол өсімдік клеткаларына тән ерекшеліктері және мұздың оларға әсері. Өсімдік клеткалары көлемі үлкен, вакуолі зор, суы көп болғандыктан мұздату және еріту кезендерінде олар катты закымданады.
 Ол мұздың клетка ішінде де, сыртында да қатуына байланысты. Әдетте, мұз алдымен клетканы коршаған сыртқы ерітіндіде пайда болады. 
Цитоплазманын өзінін кату нүктесі 1°С, бірақ клеткалар -10°-15°С дейін катпай түрады, себебі плазмалемма оған дейіи мұздын кристалдарынын клетка ішіне кіруін, бөгейді:Мұз кристалдары клетка ішінде өсе бастаса, мембраналарды киратады. 
Температура баяу төмендесе, клетканын бос суы жарым-жартылай сыртка шығып үлгереді де, сырткы ерітіндіде мұзға айналады. Ал мұздату өте жедел өтсе, клетканын дегидратациясы жүріп үлгермейді де, мұз цитоплазма ішінде тузіле бастайды. 
Бәсен мұздатканда клетка ішіңце мұз  кристалдары пайда болуы мүмкін, бірақ бунда клетканың едәуір сорғуымен протоплазманың сығылысуы болмай калмайды. Протоплазманын сорғылуы, мұз түзілу салдарпйнан сырткы ерітіндінін концентрациясы өсу себебінен болады. Шектен тыс плазмолиз және соның нәтижесінде пайда болатын осмостык стресс (әсіресе кейін өтетін деплазмолизде) клетканы закымдайды. 
Сонымен, мұздатканда клетканын күруының себебі, ол ішінде мұз түзіліп оның мембраналары механикаяык киратылуы. Демек, криомұздату әдісінде колданылатын тәсілдердін міндеті, осы екі факторлардын зиян әсерін төмендету. Клеткалардын тірі калуы көптеген факторларға байланысты. 
Олар: генетикалык және морфофизиологиялык ерекшеліктері; суыкка шыныктыруға кабілеті; түрлі криопротекгорлардын құрамы мен мөлшері; осы заттар мен судың клеткаға сіңу денгейі; температураны темендету жылдамдығы; еріту жағдайлары.  Клеткаларды мұздатып сактау жұмысының этаптары (53-сурет): 1) клеткаларды дайындау; 2) криопротекторды косу; 3) бағдарламалы мұздату; 4) сүйык азотга сактау; 5) тез еріту; 6) криопротекторды кетіру; 7) кайтадан өсіру және регенеранттарды алу. 
Сонғы кезде жана сорттар мен будандардын өнімділіп бірнеше жолдармен арттырылып келеді: 1) өсімдіктін құрылымын генетикалык жетілдіру аркасында; 2) жапырак көлемін үлғайту арқылы; 3) өсімдіктін өнім беруші мүшелері массасы мен вегетативтік массасынын өзара катынасын өзгерту арқылы; 4) қор сақтайтын мүшелерде ассимиляттардың жинакталуын арттыру арқылы. 
Ал енді өсімдіктердін өнімділігінін одан әрі де өсуі терен физиологиялык және генетикалык зерттеулер негізшде фотосинтез аппаратын реттеп баскару арқылы жүзеге асады. Фотосинтез аппаратынын активтігін арттыру жолынын бірі, ол көміртегін сіңіру процесінін генетикалык негізін өзгерту. С4-өсімдіктері өздерінін өсу каркындылығымен және фотосинтездің каркындылығымен сипатталады. Оларда фототынысалу процесі байкалмайды. Ал көптеген ауыл шаруашылык өсімдіктері С3-өсімдіктері тобына жатады. 
Оларда жарыкта тынысалу процесі жаксы өтеді. Фотосинтез бен тынысалу процестері өзара тығыз байланысты. Олардын негізшде ен бір манызды ферменттін-рибулозобисфосфаткар-боксилазанын (РуБФК) екі функциясы жатады: карбоксилаза (С02 косу) және оксигеназа (0 2 косу) функциялары. Оттегі косылғанда фосфогликолат пайда болады, ол фототынысалудын негізгі субстраты. Фототынысалу нәтижесінде өсімдік С02 сініру орнына, оны сыртка шығарады да, сонын садцарынан өзінін өнімділігін төмендетеді. 
С4-өсімдіктерінде РуБФК оксигеназалык активтігі төмен, жәңе де пайда болған С02 олар кайтадан сініре алады. Сондыктан, гендік инженерия алдындағы бір міндет, ол 323 карбоксилаза активтігі артатын РуБФК ферментін жасау. РуБФК өте күрделі фермент. Ол 8 улкен және 8 кіші бөлшекгерден тұрады, үлкен бөлшек белогын хлоропластық  геном кодтайды және онын синтезі хлоропластык 70 S рибосомаларда өтеді. Кіші оөлшектер белогын ядролык геном кодтайды, онын синтезі цитоплазмалык 80 S рибосомаларда жүреді. 
Кіші бөлшектердің полипептидпк күрамына байланысты, ферментгін каброксила- залык/оксигеназалык өзара катынасы белгіленеді. Мысалы, темекінін әр түрлерінде бұл катынас 6-дан 12-ге дейін өзгереді. Ц-өсімдистерінде бұл катынас жалпы алғанда 5 - 7 болады, ал 4-өсімдіктерінде 13 - 15 болады. Француз ғалымдары Кунг пен Маршо темекінің жасыл жабайы және  гетерозиготалық сары мутанттарында У -ты зерттеген. 
Мутанттық өсімдіктерде фототынысалу қарқындығы өте жоғары болған және де жабайы түрмен салысгырганда карбоксилаза оксигеназа катынасы өзгеше болған. К. Нельсон мен Суржицкий  Chlamidomonas мутанттык линияларында РуБФК ферментінде карбоксилазалык және сигеназалык активтілігінің бір-біріне байланыссыз өзгеруінің екі функциясы да бір активтік орталыққа байланысты болғандыктан, онын оксигеназалык активтігінен толык құтылу әрине мүмкін емес.

Клеткаларды мұздату. Клеткалар суспензиясын криопротекторды косу Клеткаларды мұздатып сактаудын тәртібі (26). Өте төмен температура жағдайында клеткаларды, меристемаларды, өркен апекстерін, ұрыкты, тозанды сактауға болады. 
Бірақ осындай әр түрлі объектілерді криосақтау үшін бірнеше тәсілдер мен жағдайлар кажет. Осы әдіс клеткалар суспензиясы үшін жете зерттеліп дайындалған. Ірі, вакуольденген клеткаларға карағанда мұздатуға майда, меристема тәрізді клеткалар төзімді келеді.
 Құрылымдары күрделі меристемалар, ұрыктар, эмбриоидтарға мұздату кездегі әрбір этаптың жағдайларын ерекше бакылау кажет. Клеткалар суспензиясын мұздатуға дайындағанда меристема тәрізді клеткаларды неғүрлым көбейту керек. 
Оған жету үшін клеткаларды осмотик косып ұзақ өсіру, клеткалардын бөлінуін барынша синхроңдау және жана коректік ортаға жиі көшіріп отыру керек. Сонда клеткалардын көлемі кішірейіп, олардын көбі тірі калады. Клеткалардын тіршілііасе икемділігі кейбір амин кышкылдарды косып өсіргенде, ішінде кант мөлшері өсу нәтижесінде арта түседі. Клеткалар суспензиясын дайындағанда өте бір манызды жәйт, оның концентрациясын катеру, яшионы койылту. 
Мысалы, сәбіз клеткаларынын суспензиядағы тығыздығын 2-3 есе арттырғанда, олардын тіршілікке кабілетгілігі едәуір өскен. Мұздатуға дайындау талаптары әр түрлі клеткаларға жекё эксперимент бойынша ірікгеліп алынады.  Криопротектор - клетканын мұздап кату нукгесін төмеңцетіп, клетка ішіндегі сумен байланысъш, клетканы механикалык және осмостык бүлінуден қорғайтын зат. 
Криопротекторларға диметил - сульфоксид (ДМСО), глицерин, пролин, сахароза жатады. Саха​ роза жаксы табиғи протекторы. Криопротекторлардын өздері осмостык стреске себепкер болмйулары үшін олардын концешрациялары жеке іріктеліп алынады. ДМСО клеткаға өте жаксы енеді, бүл ірі тығыз күрылымдарға, мысалы меристема үшін өте манызды. 
Оларды мұздатуға дайындағанда ортаға 5 % ДМСО косып өсіреді. Бұл кезде апекс бойында (үзындығы 0,3-0,5 мм) тиімді корғайтын ДМСО концентрациясы пайда болады. 
Мысалы, дәрілік түймедағы (ромашка) клеткаларын алдын ала ДМСО коскан ортада өсіріп, 333 кейін мұздатканда ДМСО, глицерин және сахароза коспасын бергенде, жақсы пәтижеге жеткен. Клеткаларды мұздатып сакгау мәселелерін көптен бері зертгеп жүрген А.С.Попов көрсеткеңдей, бірқатар өсімдік клеткалар суспензияларын нәтижелі корғау үшін криопротекторлардың коспаларын және криопротекгорлар мен осмотиктер (сорбит, маннит) коспаларынын әр түрлі концентрациясын пайдалану кажет. Мұздату мен сакгау ең ыңғайлы мұздату бағдарламасын таңдап алудың манызы зор. 
Мұздату баяу, бірте-бірте, жылдам, егге тез, леэде өтязіледі. Баяу біртіндеп мұздатканда температура 0°С-тан -40°С арасында минутына 0,5°-1°С төмендейді. Жылдам мұздатканда объект криопротектор қосылған ампуласымен шапшан сүйык азотка салынады. Ал өте тез мұздатканда объекгінін өзі сүйык азотка лезде салынады. Тозанды күрғак түрінде арнаулы пластмасса ампулаларға бітеп жапсырып сүйык азотка салады. і М осквадағы ИФ Р-де криобанктің деректбрі бойынша, бағдарламалы мұздату жаксы нәтиже берген. 
Бұл үшін арнаулы кондырғыш кажет, оның камерасына бағдарламаланған жылдамдыкпен сүйык азотгың буы беріліп түрады. Баска түрлі мұздаткышта клеткалар балку температурасы төмен сүйык зат құйылған камераға салынады. Ол камера электрмүэдаткышпен суытылып тұрады. Оның температурасы бағдарлама бойынша реттеліп тұрады. Ен карапайым аспаптар, ол ыдыстары мен пенопластан ж асалған кораптар. Л абораториялық мұздатқыштар (-20°С) мен құрғак мұзы (-78°С) бар камералар клеткаларды сактауға жарамайды, себебі оларда клетка ішінде мұз пайда болуын бакылау мүмкін емес. 
Еріту және криопротехторлардан тазарту. Еріту процесі және одан сон клеткалардын өсуін бүрынғы калыпка келтіру кезендері өте жауапты да киын. Өте баяу еріткенде клеткаларда кайтадан мұз пайда болып, закымдауы м үмкін. Ал тез еріткенде ондай жағдай болмайды. Ампуланы жылы су (40°С) күйылған ыдыска салады, немесе объект устіне жылы су, жылы коректік ортаны тамшылатып қүйып ерітеді. Бірақ кейбір жағдайда ептеп қана, баяу еріткен колайлы болады.

Мұзды еріткен сон криопротекторды кетіру керек, оны әдетге суықта істейді. Клеткаларда өтетін физикалык өзгерістердін көбі мұздату мен еріту кезінде болады. Бірақ сонда да, ерітіп алынған клеткалардын бүлінуі әбден женіл болғандығынан, оларға ерекше күтім кажет. Кейде клеткаларды жумай (криопротекторлар шамамен калады) жана коректік ортаға көшіреді. Ал көбінесе,  криопротекторды жуып  кетіреді. Клеткаларды кайтадан өсіру және оларды талдау.

 Клеткалар мұздатып сакталган кезде олардын каңдай күйде екенін білу мүмкін емес. Ал, ерітіп алған сон, оларды одан әрі пайдалану үшін міндетгі түрде сапалык жағдайын білу керек. Ол үшін тіршілікке икемділікті аныктайтын әдістер (тестер) пайдаланылады. Бұл тестерді клеткаларды өсіргенде де мерзімділікпен колданып, пайда болған клеткаларды, ұлпаларды аныктауға болады. Микроскоп арқылы көрінетін құрылымдарды (клеткалар суспензиясы, протопластар, каллустар және баска кішігірім күрылымдар) флуоресцеиндиацетатпен, Эвансгың көк бояуымен, феносафранинбен бояйды. Каллустар мен тығыз ірі құрылымдарды тетразолий түздарымен бояйды. 
Клеткалардын өсуін кез келген стандартгык әдістерді кодданып бакылауға болады (ылгалды және құрғак массанын өсуі, түнып калатын клеткалар калемі, клеткалардын оптикалык тығыздығы, тікелей микроскоп арқылы бакылау). Стандартгык цитологиялык әдістерді клеткалардын бүліну денгейі мен бұрынғы калпына келу процестерді бағалауға мүмкіндік береді. 
Одан да накты деректер клеткаларды электрондык микроскопта зерттегенде алынады. Мұздатылған клеткалар популяциясында әр түрлі клеткалар болғандыктан, олардын арасында кейбіреулері еріткен соң басым өсіп көбеюлері мүмкін. 
Соның арқасында жана бір субпопуляция пайда бола алады. Сондыктан оларды генетикалык, физиология​лык және биохимиялык тұрғыдан талдау керек. Мұздатып, ерітіп, кайта өсіргенде клеткалар арасында суыкка төзімді мутанттар пайда болмау үшін, белгілі тәсілдерді кодданады. 
Тәжірибелер көрсеткендей, клеткалардың сүйық азотта сақталуы олардын тірі калып, кайта өсуіне кері әсер етпейді. Мұзы ерітілген клеткалар кейін бұрынғыдай өседі және де олардын морфогендік, 335 биосинтездік, биотрансформациялык потенциалдары өзгермейді. Баскаша айтканда, олар бастапкы клеткаларға үксас және биотехнологиялык максаттарға жарамды болады. 
Сонымен, клеткалар, меристемалар, тозандар криобанкі генофондтын сакталуын камтамасыз етеді. Сонда in vitro өсірілетін штамдар мен катар сирек және жойылып бара жаткан өсімдіктер, әсіресе вегетативтік жолмен көбейетін өсімдіктердін де генофонды сакталады. Сөйтіп, in vitro сакталатын генофонд - ғылыми зерттеулер мен биотехнологияда колданылатын гендердін бағалы кайнар бүлағы болғандыкган, дүние жүзінде криобанктерді жасау жүмыстары каркынды жүргізіледі. 
Ал, практикалык жағынан, өсірілетін клеткаларды өсімдік селекциясында кенінен колдану үшін кажет. Сомаклондык өзгергіштіктің селекция үшін маңызы, ол өсімдіктердің жана формаларын будандастыруды колданбай-ак генетикалык әр алуандылықты молайту мүмкіншілігі. Шаруашылықтық манызды белгілері бар күріштің, бидайдың, жүгерінің, кант камысының, жонышканың, картоптың, рапстың, зығырдың, темекінің сомаклондық варианттары алынған. 
Сомаклондық варианттардың негізінде апельсин мен шабдалының жана сорттары шығарылған. Казакстан ғалымдарының зерттеулері нәтижесінде бидай, арпа мен жүгерінің мыңдаған регенерант өсімдіктері алынып, түрлі экологиялык аймактарда селекциялық және генетикалық зерттеулер жургізу үшін қолданылады.  

Егіншілік  ғылыми-зерттеу институтында сомаклондармен жүмыс істеліп,  200-ге таяу линиялар алынған. Олар изогендік линияларды жасау  үшін шаруашылыкка  бағалы белгілердін кайнар көзі ретінде пайдаланылады.  Акмола аграрлык университетінде сомаклондык варианттарын сұрыптау негізінде бидайдын «Кенжеғали» деген сорты шығарылды. 
Сонымен, in vitro пайда болатын сомаклондык варианттар - пакты болатын күбылыс, ол манызды ауыл шаруашылык дакылдарынын сорттарын жаксартуға жарайтын өзгергіштіктін тиімді көзі. 
Бірак, өкінішке орай, сомаклондык варианттар кездейсок пайда болатындыктан, зерттеуші оларды өз максатына сай бакылап ала алмайды. Әзірше, «барға риза» дегендей, өздігінен пайда болған сомаклондык варианттар арасынан ен тиімділері ғана тандап алынады. 
Дүние жүзінде маңызды ауыл шаруашылығы дақылдарының генофонды барған сайын азайып, тозып бара жатыр. Жалпы алғанда, қазір кең көлемде егілетін суперсорттардың саны онша көп емес. Және де олар көбінесе сортаралық будандастыру арқылы шығарылған. Сондықтан олардың генотиптері бір-бірімен тетелес келеді. Жаңа пайдалы қасиеттерді олардың бойына дарыту мүмкіншілігі азаюда. Мұндай жағдай әріден будандастырудың маңызы артады. 
Селекция мен генетикада әріден будандастыру ерекше орын алады. Екпе дақылдардың генофондын байытуда басқа әдістерге қарағанда бұл әдістің маңызы өте зор. Әріден будандастыру, әсіресе мәдени мен жабайы өсетін түрлерді будандастуры пайдалы. 
Бар сорттарды жақсартып, олар өсетін ареалды кеңейтіп қана қоймай, мүлде жаңа жоғары өнімді сорттарды, тіпті өсімдіктердің жаңа түрлерін шығаруға мүмкіншілік туғызады. Бірақ өкінішке орай, зерттеуші әріден будандастыруды жүргізгенде прогамдық және постгамдық сәйкессіздік кедергі келтіреді. 
Тараудын кыскаша мазмұны Биотехнологиянын теориялык мәселелерін шешу үшін және практикалык міндетгерін іске асыру үшін клеткаларды бүлдірмей сакгайтын сенімді әдісгер керек. Клеткаларды сақтаудын екі жолы бар: 1) клеткалардың өсуін бәсендету; 2) мұздатып сақтау - қатырып сұйық азотга - 196°С температурада сақтау. Мұздатып сактау киындығы өсімдік клеткаларының біркатар ерекшелікгерімен байланысты. 
Олар: көлемінің үлкендігі, ірі вакуолі болатындығы және суды көп мөлшерде тұтуы. Суытканда клеткалар ішінде және сыртында мұз катады, мембраналар ыдырайды және клетканын катгы сорғытылуы аркасында осмостык стресс орын алады. 
Мұздатып сақтау үшін клеткаларды алдын ала ерекше дайындау керек, криопротекторларды колдану кажет, бағдарлама бойынша оларды мұздатып, кейін тез ерітіп алу керек. Клеткаларды дайындау - меристема тәрізді клеткалардын санын кебейту және суспензия- нын тығыздығын арттыру. 
Кроипротектор - клетканын мұздатып кату нүкгесін темендетіп, клетка ішіндегі сумен байланысып, клетканы механикалық және осмостық бүлінуден 336 корғайтын зат. Криопротектордың түрі мен концентрациясы клеткалар типіне байланысты іріктеліп алынады. Сондай-ақ, ең қолайлы мұздату тәсілін тандап алу манызды. 
Нәтижелі болып табылған бағдарламалы мұздату, яғни температураны белгілі бір жылдамдыкпен төмендету. Протекторды кетірген клеткалардын тіршілікке икемділігі тексеріледі.  Мұздатканнан кейін ерітіп кайта өсірілген клеткалар биотехнология жұмыстарына жарамды. Олар өздерінін морфогендік және биосинтездік потенциалдарын сақтай алады. Өсімдіктердің бірқатар түрлерінде криосақтаудан өткен каллустан, меристемадан, тозаннан регенерант өсімдіктер алынды. Криосактау әдісі генофондты сактауға ыңғайлы және гендер банкін жасауға қолайлы келеді.
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