植物组织培养练习题

1. 植物组织培养：指要人工控制的条件下，将植物体的任何部分，或器官、或组织、或细胞，进行离体培养，使之发育形成完整植物体。所谓人工控制的条件，即营养条件和环境条件；植物体的任何一部分是指根、茎、叶、花、果、实以及它们的组织切片和细胞。

2. 愈伤组织培养：将外植体接种在人工培养基上，由于植物生长调节剂的存在，而使其细胞脱分化形成愈伤组织，然后通过再分化形成再生植株。

3. 外植体：植物组织培养中的各种接种材料，包括植物体的各种器官、组织、细胞和原生质体等。

4. 脱分化：一个已停止分裂的成熟细胞转变为分生状态，并形成未分化的愈伤组织的现象。

5、接种：把经过表面灭菌后的外植体切碎或分离出器官、组织、细胞，转放到无菌培养基上的全部操作过程。
     6、褐变：外植体在培养过程中体内的多酚氧化酶被激活，使细胞里的酚类物质氧化成棕褐色的醌类物质，这种致死性的褐化物不但向外扩散使培养基逐渐变成褐色，而且还会抑制其他酶的活性，严重影响外植体的脱分化和器官分化，最后变褐而死亡的现象。

5. 植物组织培养根据培养方式分为固体培养和液体培养。
2、植物组织培养类型分为愈伤组织培养、器官培养、胚培养、细胞和原生质体培养。

3、组织培养的主要应用领域有快速繁殖、脱毒、体细胞无性系变异和新品种培育、单倍体育种、种质保存、遗传转化、次生代谢物的生产等几个方面。
4、茎尖培养根据培养目的和取材大小可分为快速繁殖和脱毒培养两种类型。
5、一般组织培养的几道工序如下：培养器皿的清洗、培养基的配制、分装和高压灭菌；无菌操作——材料的表面灭菌和接种，培养；试管苗的驯化、移栽与初期管理。
6、在进行植物组织培养室设计时，其设计应包括洗涤室、准备室、灭菌室、无菌操作室、培养室、细胞学实验室、摄影室等分室，另加驯化室、温室和大棚。

7、培养基的成分主要包括无机营养、氨基酸、有机附加物、维生素、糖、琼脂、激素、活性炭、PH。
8、植物器官培养主要是指植物的根、茎、叶、花器和幼小果实的无菌培养。

9、细胞全能性是指植物的每一个细胞都携带有一完整的基因组，并具有发育成完整植株的潜在能力。
10、玻璃化现象是指试管苗的一种生长失调症状，当植物材料进行离体繁殖时，有些培养物的嫩茎、叶片往往会出现半透明状和水渍状，这种现象称为玻璃化。其苗称为玻璃化苗。

11、液体培养是将培养物方在液体培养基中培养，又称为液体震荡培养。
三、
1、简述培养基的配制、分装、包扎和灭菌。

答：

（1）确定培养基的配方。
（2）贮备液（或母液）的配制与保存   配一些浓溶液，用时稀释，这种浓溶液叫贮备液或母液。按药品种类和性质分别配制，单项、单独保存或几种混合保存。一般应按配方顺序依次称量，分别溶解在少量蒸馏水中，最后再依次加到一起，并定容到规定体积。贮备液配好后贴上标签，保存在冰箱中。

（3）配制培养基
●先在洁净的不锈钢锅理放入约750ml蒸馏水，加入所需要的琼脂和糖，最好能在水浴锅理将琼脂溶化，如直接加热应不停地搅拌，防止在锅底烧焦或沸腾溢出。
●按需要加入相应量的母液。
●按需要加入相应量的植物激素和其它物质。加蒸馏水定容， 

   ●充分混合好后，用1NKOH（或NaOH）调整PH值到所需值。
（4）分装：按容器的大小和培养要求，趁热将适量培养基分注到三角瓶或试管中，并即刻用封口膜封住瓶口。
（5）灭菌：压力108kPa，温度121度，时间15—30分钟。
2、什么叫接种？简述无菌操作注意事项。
答：把经过表面灭菌后的外植体切碎或分离出器官、组织、细胞，转放到无菌培养基上的全部操作过程叫接种。无菌操作注意事项好下：

（1）进无菌室之前，操作人员需着经灭菌的白色工作服，戴口罩。操作人员双手必顺进行灭菌。

（2）操作期间经常用70%的酒精擦拭双手和台面。

（3）在打开培养瓶、三角瓶或试管时，最大的污染危险是管口边沿的微生物落入管内。

（4）工具用后及时灭菌，避免交叉污染。

（5）工作人员的呼吸也是污染的主要途径。

（6）由于空气中有灰尘，因此在操作时，仍要注意避免灰尘的落入。

3、植物组织培养室的核心是无菌室（又叫接种室），怎样进行无菌室的灭菌 ？

   答：

（1）常规灭菌法
   ●用70%酒精（或0.1%新洁尔灭）朝天花板、四周墙壁方向喷洒；
   ●待整个室喷洒完毕后依次用70%酒精将台子揩一遍；
   ●用湿拖把（70%酒精打湿），把地板拖一次；
   ●然后将无菌室的门关闭，开紫外灯，照射5~30分钟；
   ●0.5~2小时后进入室内操作，待工作完毕后，将室门打开换气。以后每用一次灭菌一次。
（2）无菌室发现霉斑（墙上）时的灭菌
   ●用70%酒精擦一遍（里里外外）；
   ●用新配70%酒精重复再擦一遍；
   ●甲醛蒸：方法是每立方米空间用2ml甲醛（福尔马林）加0.2克高锰酸钾的比例，蒸房间24小时（门窗密闭），然后开启房门，放走甲醛气体。
   ●常规灭菌法再灭菌一次。待用。

4、什么叫污染？污染的原因有哪些？简述预防污染的措施？
答：污染是指在组培过程中，由于真菌、细菌等微生物的浸染，在培养器内滋生大量的菌斑，使培养材料不能正常生长和发育的现象。污染原因有以下几种：
     ●培养基及各种使用器具消毒不彻底；
     ●外植体灭菌时不彻底，在菌残存在细胞组织中；
     ●操作时人为因素带入；     ●环境不清洁；
●超净工作区域污染。

预防污染的措施：做好器具灭菌、外植体灭菌，做好无菌操作技术，搞好组培室环境条件，正确使用和维护好超净工作台。

5、简述培养物的玻璃化现象及其预防措施。

答：玻璃化是试管苗的一种生量失调症状，当植物材料进行离体繁殖时，有些培养物的嫩茎、叶片往往会出现半透明状和水渍状，这种现象称为玻璃化。其苗称为玻璃化苗。结果是瓶内的小苗过渡生长，但有用的苗很少。各种不同植物，玻璃化的发生频率各不相同。大量的试验表明：玻璃幕化苗是在芽分化启动后的生长过程中，由碳水化合物、氮代谢和水分状态等发生生理性异常所引起，它由多种因素影响和控制，产生玻璃化的主要原因有：激素浓度、温度、湿度、培养基的硬度、光照时间和培养成分。针对以上原因，可以通过降低培养基的水位；减少培养基中含氮化合物的用量；增加光照强度；调整培养温度；降低培养基中细胞分例素的用量；提高培养基的硬度等措施，来减少玻璃化现象的发生。
6、简述外植体的褐变及其预防措施。

答：褐变是指在组培过程中，由培养材料向培养基中释放褐色物质，致使培养基逐渐变成褐色，培养材料也随之慢慢变褐而死亡的现象。它的发生是由外植体中的酚类化合物与多酚氧化酶作用被氧化形成褐色的醌类化合物，醌类化合物在酪氨酸酶的作用下，与外植体组织中的蛋白质发生聚合，进一步引起其他酶系数失活，导致组织代谢紊乱，生长受阻，最终逐渐死亡。引起褐变的原因包括外植体本身、培养基及培养条件等方面的影响。减轻褐化现象的途径有以下：
●外植体和培养材料进行20—40天的遮光培养或暗培养；
●选择适宜的培养基，调整激素用量；
●控制温度和光照，在不影响正常生长和分化的前提下，尽量降低温度，减少光照；
●冬春季节选择年龄适宜的外植体材料进行组培，并加大接种数量；
●在培养基中加入抗氧化剂和其他抑制剂，如抗坏血酸、硫代硫酸钠、有机酸、半光氨酸及其盐酸盐、亚硫酸氢钠、氨基酸等，可以有效地抑制褐化；
●加快继代传瓶的速度，添加活性炭等吸附剂（0.5%—2.5%），是生产上常用的有效方法。

四、请设计一个组织培养室，说明规模、面积、作用、目的、各室作用，并绘出平面图。
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