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Kloning av en vaxt
Odling av Saintpaulia med hjalp av kallus

Odling av vaxter eller delar av vaxter ar en viktig akti-
vitet inom modern bioteknik. Odlade vaxter kan t ex
samlas i genbanker, dar man forvarar manga olika
sorter av en art med avsikt att anvanda dem till forad-
ling, men ocksa for att bevara “generna” fér framti-
den. Odling fran kallus kan anvandas nar man fram-
stéaller kloner — d.v.s. manga identiska kopior av en
enskild individ med séarskilt goda egenskaper. Kom-
mersiellt brukas denna teknik bl.a. vid odling av olje-
palmer. Det ar forst efter manga ar man kan se egen-
skaper hos en palm. Eftersom palmer inte forokar sig
vegetativt anvander man kallusodlingstekniken till att
mangfaldiga en sarskilt lamplig individ. Tekniken ar
den samma antingen man anvéander oljepalmer eller
Saintpaulia (Saintpaulia ionatha).

Malsattning

Denna laboration skall ge eleverna kunskap om kallus-
bildning; hur den bérjar fran enskilda celler i bladet
och visa hur cellerna snabbt delar sig och bildar en
anhopning av icke differentierade celler, en kallus.
Cellerna differentieras efter en viss tid och det utveck-
las skott och rotter beroende pa tillvaxthormoner och
deras koncentration i naringsmediet. Sma plantor kan
vaxa upp inom loppet av tva till tre manader. Labora-
tionen har ocksa till syfte att ge eleverna insikt i ste-
rilarbete.
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Utrustning och material
Material per elev eller grupp

e Saintpauliablad, 1 per elev (detta &r minimum, efter-

som en del kulturer blir infekterade)

Metallpincett eller ca 12 sterila plastpincetter

Skalpell med nya blad

Markpenna

Sma burkar med lock eller bagare forslutna med

aluminiumfolie, minst 3 st. Skall anvéndas till 70%

etanol, 10% Klorin (ev 3% natriumhypoklorit NaOCI)

och till sterilt vatten

e Steril petriskal

e Bunsenbrannare eller spritldga for att sterilisera pin-
cetter och skalpell genom flambering

e Sterila burkar (t.ex. barnmatsburkar) med tillvaxt-
medium, 2 per blad

e Bagare for avfall

e 70% etanol (OBS! Ej denaturerad) till att sterilisera
och avvaxa blad

e 10 % Klorin (ev 3% NaOCI) med tillsatts av ndgon
droppe diskmedel eller Tween 20

e Sterilt vatten, ca 500 ml for att skolja sterila blad

Tillvagagangssatt
A Vaxtmaterialet skall goras sterilt

(OBS! Arbetet maste ske pa en steril plats
och under sterila betingelser)

1. Ta unga blad (ca 2-4 cm langa) fran friska vaxter.
Doppa dem med hjélp av en pincett i 70% etanol un-
der 30 sekunder. Etanol bade steriliserar ytan och fun-
gerar som ett diskmedel som rengor ytan fran fett och
vax.

2. Lagg bladen i 10% Klorin (eller 3 % NaOCI) under 10
minuter. Ror forsiktigt om med en steril pincett eller
liknande en gang per minut. Klorin och natriumhypok-
lorit dodar bade bakterier och svampar.

3. Tag upp bladen och lagg dem i sterilt vatten i en steril
burk eller bagare. Kom ihag att satta pa locket for att
undvika féroreningar.

Fig. 1 Fig. 2 Fig. 3
Klorin- - Sterilt
|6sning : = vatten
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Fig. 4
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Hall av vattnet och hall pa nytt sterilt vatten. Detta
moment utfors ytterligare tre ganger (alltsa tillsam-
mans fyra ganger) sa att alla spar av Klorinlésningen
forsvinner. Bladen kan forvaras i sterilt vatten upp till
4 timmar.

B. Vaxtmaterialet bearbetas

5.

Tag en steril petriskal och markera med en pil pa bot-
ten av skéalen hur bladet skall orienteras (pilspets =
bladstjalk). Om du ar hogerhant skall pilspetsen peka
at vanster. Bladstjalken transporterar vatten och
hormoner fran tillvaxtmediet in i cellerna av det av-
skurna bladet, darfor skall bladets stjalksida vara rik-
tat mot agarn.

Oppna den petriskal som du markerat med en pil och
lagg bladet i botten av petriskalen i ratt position
(OBS! viktigt). Anvand petriskalens lock som skydd —
en andra person kan hjalpa till att halla locket, medan
du for dver bladet. Observera: féroreningar kan falla
ner fran olika foremal och kan ocksa foras med luft-
strommar fran personer i rorelse.

Fig. 5 Fig. 6

Doppa en skalpell i 70 % etanol och brdnn av med en
bunsen- eller spritldga. OBS! Hall ldgan borta fran
bagaren med etanol. Skar med den sterila skalpel-
len ut ett stycke, ca 15 x 15 mm, av bladets mitt.
Mittnerven i bladet skall vara i mitten av den utskur-
na delen. Resten av bladet kastas. Skar darefter
bladbiten i tva delar tvars genom mittnerven (se Fig.
7)

Placera darefter bitarna i vaxtmediet pa foljande satt:

Oppna odlingsburken med vaxtmediet och s&tt ner
bladbiten lodratt i agarn till ca 1/3. Var noga med att
den sida som vetter mot bladstjalken sticks ner i agarn
(dvs i pilriktningen). Forslut odlingsburken igen. Upp-
repa forfarandet med den andra biten och med en ny
odlingsburk. Anvénder du aluminiumfolie som lock
skall du séatta tejp omkring for att forhindra att forore-
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Fig. 10
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ningar tranger in och att mediet torkar ut. Kulturerna
kan forslutas relativt tatt for att bibehalla en god fuk-
tighet.

Vaxtmaterialet vaxer

9. Stall odlingsburkarna ljust, men inte i direkt solljus.

Om naringsmediet torkar ut tillsatts lite sterilt vat-
ten. Under loppet av 6-9 veckor utvecklar vaxten en
kallus, som man kanner igen som sma ljusgrona (el-
ler bruna) cellklumpar av oregelbunden véaxt.

Fig. 8 Fig. 9

10. Kalluskulturen regenererar spontant sma blad och rot-
ter.

11. Nar dessa sma plantor ar ca 2 cm hdga kan de plan-
teras i krukor med planteringsjord. OBS: Tack kru-
korna med plastpdsar sd att de inte torkar ut. De ar
mycket kansliga, nar de ar sd har sma, eftersom de
annu inte har nagon kutikula som forhindrar uttork-
ning.

Fig. 11
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Resultat

Plantorna ses till &tminstone en gang i veckan. Forand-

ringar kan fotograferas och/eller antecknas i en dagbok,
som forses med namn och datum. Den kan ha féljande

utseende::

Véaxtmaterial:

Datum for behandling:
Typ av behandling:
Namn pa observatér:

Beskrivning av fordndring | Datum for observation g Anmdrkningar

Sakerhet
Etanol

Storsta forsiktighet maste iakttas med etanol och
brinnande laga! Stall etanolen pa en sida av bordet
och brannaren pa den andra — langt ifran varandra.

Klorlésningar

Forsiktighet skall iakttagas med Klorin eller natriumhy-
pokloritldsningar. De &r giftiga och verkar irriterande
pa hud, 6gon och andningsorgan. Om de blandas med
syror eller ammoniak kan giftig gas bildas.

Vid anvandning maste man undvika att de kommer i
ogonen, pa huden eller pa kladerna. Anvand skydds-
kldder och skyddsglasogon. Vid stank i 6gon - skolj i
rikligt med vatten, vid fortaring - kontakta lakare.

Tillvaxtsubstanser (hormoner)

OBS!: Lararen, inte eleverna, skall framstalla stam-
I6sningarna. Vaxthormonerna IBA (Indole-3-Butyric
Acid) och BAP (6-BenzylAminoPurine) verkar irriteran-
de p& hud, 6gon och andningsorgan.

Anvand skyddsklader, skyddsglaségon och skydds-
handskar vid hantering av dessa kemikalier.

Vid stank i 6gonen, spola med rikligt av vatten i at-
minstone 15 min och sok lakare. Vid hudkontakt, skdlj
med tval och vatten under minst 15 min. Om dmnena
svalts eller andats in, skélj omedelbart munnen och
sok lakare.
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Tidsatgang

Experimentet tar ca 2 timmar for en grupp med 4 ele-
ver. Utvecklingen av kulturen tar upp till 3 manader.

Uppsvallning av vaxtmaterialet 1-2 veckor
Synlig kallusbildning 2-3 veckor
Rotter och rotharsbildning 3-5 veckor
Grona skottspetsar synliga 4-6 veckor
Synliga bladskott 6-7 veckor
Overforing till jord 8-10 veckor
Det forsta nya bladet 12-14 veckor

Felsdkning

Vaxtvavnadskulturer innehaller stora mangder sackaros
som kolkalla. Sddant medium ar ett medium som latt
blir férorenat av mikroorganismer. Den vanligaste orsa-
ken till misslyckande ar darfor dalig sterilteknik. Det ar
darfor mycket viktigt att eleverna kanner till grunderna
i sterilarbete.

Arbetsplatsen skall torkas av innan man startar expe-
rimentet. Dorrar och fonster skall vara stdngda. Man
skall rora sig i lokalen sd lite som majligt och darfor
skall utrustningen som behdvs finnas inom rackhall.
Pincetter maste brannas av genom att de forst doppas i
70 % etanol och darefter branns av i en laga. Bagare
skall steriliseras genom upphettning i en ugn eller var-
meskap under 2 timmar vid 160°C, tackta med alumi-
niumfolie. Locket p& en petriskal tjanar som skydd mot
luftburna foéroreningar — en elev kan hjalpa till med att
halla locket medan den andra utfor arbetet med bladen.

Fler undersékningar
Forslag pa kvantitativt arbete

Detta kan endast géras ndr man har tillrackligt med
material — minimum 20 kulturer p4 samma sorts me-
dium.

e Diagram over tillvaxtstadier (y-axel) mot tid
(x-axel). Man kan anteckna nar man kan se det
forsta tecknet av ett stadium som beskrivs i tabel-
len ovan. Stadierna i tabellen ar ordnade efter sti-
gande specialisering.

e Stapeldiagram med tillvaxtstadium som y-
axel och tid som x-axel. Man kan observera
nagot eller nagra stadier som &r latta att kanna
igen, t.ex. nar det forsta bladet syns.

o Diagram Over sterilarbetet. Man kan rékna
antalet doda eller infekterade kulturer vid olika
tidpunkter (t.ex. en gang i veckan) och rita upp
ett diagram med tiden som x-axel och antalet
levande kulturer (som % av det totala antalet)
pa y-axeln.
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¢ Diagram over antalet blad/skott/rotter. Man
rédknar antalet organ vid olika tidpunkter och av-
satter dem i ett diagram med antalet pa y-axeln
och tiden pa x-axeln.

Andra vaxtarter

Andra vaxter som tobaksplantor eller blomkal kan an-
vandas (se "Mer att lasa”). Eleverna kan givetvis pro-
va manga olika arters blad med samma hormonbland-
ning som till Saintpaulia. Tyvarr blir resultaten oftast
inte bra, vilket kan utgdra underlag for fortsatta dis-
kussioner.

Kemikaliefirmor

Kemikalier for vaxtvdvnadsodling och hormoner kan
kopas bl.a. fran Sigma-Aldrich. Man kan blanda ihop
kemikalierna fran boérjan (se "Recept”), men det ar
ofta bade billigare och bekvamare att képa fardigblan-
dade media dar makronaringsdmnen och hormon ar
blandade.

Ett kit som innehaller en biocid som dramatiskt redu-
cerar risken for kontamination kan kdpas fran "Kitchen
culture kits” i USA: http://www.kitchenculturekit.com

Mer att lasa

Hartmann, H.T., Kester, D.E., Davies, F.T. and Geneve,
R.L (2001) Hartmann and Kester’s Plant propagation:
principles and practices, 7" edition. Prentice Hall. ISBN:
0 13 679235 9.

Plant tissue culture by Tony Storr (1985) Hatfield: As-
sociation for Science Education. ISBN: 0 86357 031 3.

Boken ar slutsald, men en kopia av orginalet kan laddas
ner fran NCBE” s hemsida:
http://www.ncbe.reading.ac.uk/NCBE/PROTOCOLS/
planttissue.html
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Recept
Steriliseringslésning

Till 2000 ml 10% Klorin (eller 3% natriumhypoklorit
NaOCI) satts 2 droppar Tween eller nagot diskmedel.

Vaxtmedium for kallusodling av Saintpaulia

Till 2000 ml Murashige och Skoog- (M&S) medium satts
8-10 gram agar, 5 ml IBA stamlésning och 15 ml BAP
stamldsning (se nedan).

M&S-medium kan forvaras upp till 3 manader, om det
aterupphettas innan anvandning.

OBS! M&S-medium i odlingsburken skall vara atminsto-
ne 20 mm tjockt, eftersom kulturer ofta odlas under
langa perioder och latt kan torka ut. Det kan da bli allt-
for lite medium for vaxten att rota sig i.

Framstallning av stamldsningar och tillvaxtmedium
for kallus

Alla kemikalier och deras koncentrationer finns an-
givna i tabellen.

Gor Iésningarna nr 1-6 och nr 8-14 genom att vaga
upp massan som anges under rubriken ”stamlds-
ning g/100 ml” och 16s dem i 100 ml vatten. En del
I6sningar (nr 1 och 2) ar mycket koncentrerade,
vilket gor att de l6ses mycket langsamt dven om
man hela tiden skakar eller ror om.

a. 100 ml av Iésningarna nr 1-6 ar tillrackligt
for 10 preparationer, medan 100 ml av I6s-
ningarna nr 8-14 racker till 40 preparatio-
ner.

b. Lésning nr 14 skall férvaras i en brun flas-
ka.

111. Stamlosningarna nr 11-14 innehaller mikronarings-

(AVA

amnen och darfor ar mangden av de olika kemikali-
erna mycket liten.

a. Lagg marke till anmarkningarna utmarkta
med * i tabellen.

Stamldsningarna nr 15-18 ar organiska &mnen som
nyttjas av vaxtkulturen som vitaminer. Dessa |0s-
ningar kan inte forvaras vid rumstemperatur. Man
maste gora nya varje gang eller frysa losningarna i
lagom volymer fér senare anvandning. Lagom vo-
lymer kan till exempel vara: 1 ml av 16sning nr 15
+ 1 ml av I6sning nr 16 + 1 ml av I6sning nr 17 + 1
ml av 16sning nr 18; alla dessa blandas och fryses.
En sadan blandning kan direkt sattas till 1 liter
M&S.
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V. De hormoner som anvands vid dessa forsok tal
upphettning vid autoklavering. Anvand inga andra
hormoner, eftersom olika hormoner skiljer sig bl a
vad betraffar dos.

Observera: Stamlosningarna med hormoner maste
goras av lararen, eftersom hormonerna &r giftiga. IBA
ar markt med en dddskalle och BAP &ar halsofarlig. Se
ocksa under rubriken “Sakerhet”.

Stamldsning nr 22: 20 mg IBA léses i ca 1 ml absolut alko-
hol i en liten bagare. Vatskan sugs upp med en pasteurpipett
och overfores i 100 ml avjonisersat vatten under omroring.
Losningen kan forvaras i kylskap under nagra veckor. Om
man vill forvara l6sningen under en langre tid (1-2 ar)
skall 16sningen frysas, lampligen i mindre volymer. Lds-
ningen maste skakas om noggrant innan anvandning, sa
alla hormonkristaller ar losta.

Stamldsning nr 23: 20 mg BAP l6sesical ml1 M NaOH i
en liten bagare. Véatskan sugs upp med en pasteurpipett och
overfores i 100 ml avjonisersat vatten under omrdring. LOs-
ningen kan forvaras i kylskap under nagra veckor. Om
man vill forvara l6sningen under en langre tid (1-2 ar)
skall 16sningen frysas, lampligen i mindre volymer.
Losningen maste skakas om noggrant innan anvandning,
sa alla hormonkristaller ar losta.

VI. Alla andra kemikalier (nr 7, 19, 20, 21) tillsatts som
fasta amnen

Framstallning av M&S-medium nar stamldsningar
anvands:

Mediet skall blandas i en 1 liters glasflaska med tjocka
vaggar och lock som tal autoklavering.

. Tillsatt 10 ml vardera av I6sningarna nr 1-6.
. Tillsatt 2,5 ml vardera av I6sningarna nr 8-14.

. Tillsatt vatten till 2000 ml volym och skaka om.

A W N P

. Tillsatt 1 ml av vardera lésningarna nr 15-18 (nytillver-
kade eller upptinade -frysforvarade se 1V).

5. Substanserna nr 7 och 19 vages och tillsattes i fast
form. Skaka om sa att de Ioses ordentligt.

6. Tillsatt hormonerna nr 22 och 23, sa att de passar den
vaxt man skall odla.

7. Justera pH till 6-7 med 1,0 eller 0,1 M HCI eller NaOH.
8. Tillsatt nr 20, sackaros, och nr 21, agar, och skaka om.
9. Autoklavera vid 120°C under 20 minuter.

10. Lat Iésningen svalna nagot (inte till under 60°C) och
hall mediet i sterila flaskor eller burkar. Om du inte for-
brukar allt medium, s& gar det bra att spara det till ett
senare tillfalle. Mediet kan smaltas 2-3 ganger och an-
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vandas om det halls sterilt. Mediet skall vara ca 2 cm
tjockt pa& botten av odlingsburken.

Anvandning av fardigtillverkat M&S-medium:

Flera kemikaliefirmor bl.a. Sigma séljer M&S-medium
(Sigma M9274). En del av dessa innehaller alla amnen
som ingar utom hormoner. Dessa produkter kan givet-
vis ocksa anvandas. Var forsiktig med att anvanda de
produkter som innehaller hormoner, eftersom olika
vaxter fordrar olika koncentration av hormoner och oli-
ka hormoner. Koncentrationen i det fardigkdpta mediet
kanske inte passar ditt vdxtmaterial. Dessa medier kan
givetvis passa bra for test med olika vaxter - du kan bli
forvanad Gver resultaten.

Odlingsglas
Det finns i princip tre typer:

e Gjorda av glas, antingen sma sylt- eller barnmatsbur-
kar (eleverna far samla dem innan forsoken startas)
eller sddana som kops fran nagon firma som saljer la-
boratoriematerial. Det ar viktigt att locket kan auto-
klaveras. Denna typ av glas kan ateranvandas.

¢ sterila engangsplastkoppar som vanligen anvands till
blod- eller urinprover. Saljs fran olika firmor med labo-
ratoriematerial - det maste vara genomskinlig plast
annars kan man inte se vaxten som véaxer inuti kop-
pen. Dessa anvands endast en gang.

e ateranvandbara plastkoppar, som kan autoklaveras
flera ganger finns till forsaljning fran vissa firmor.
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Stamldsningar och kemikalier for framstéallning av MS-medium

kemisk stam- ml till
Nr formel namn I6sning 1 liter mg/liter

(conc.) g/100 ml medium

1 (100x) | KNO3 kaliumnitrat 19,0 10 1900,00
2 (100x) | NH4NO; ammoniumnitrat 16,5 10 1650,00
3 (100x) | CaCl,x2H,0 kalciumklorid 4.4 10 440,00
4 (100x) | MgSO4x7H,O | magnesiumsulfat 3,7 10 370,00
5 (100x) | KH,PO, kaliumdivatefosfat 17 10 170,00
6 (100x) | (EDTA)Na, natrium-EDTA 0,37 10 37,30

7 (fast) | FeSO4x7H,O | jarn(ll)sulfat flileats direkt1 | *** 30 mg 27,80
8 (400x) | MnSO4xH,0 mangansulfat 0,68 2,5 17,00
9 (400x) | ZnSO4x7H,O | zinksulfat 0,344 2,5 8,60
10 (400x) | H3BO, borsyra 0,248 2,5 0,83
11 (400x) | CoClx 6H,0 | kobolt(I1)klorid ** 10 mg/1000 25 0,025
12 (400x) | NaMoO4x2H,0 | natriummolybdat | * 10 mg/100 mi 2,5 0,25
13 (400) | CuSO4x5H,0 | koppar(ll)sulfat - 10 ma/a000 2,5 0,025
14 (400x) | KI kaliumjodid * 33 mg/100 ml 25 0,83
15 (konc) glycin 200 mg/i00 1,0 2,00
16 (konc) nikotinsyra * 50 mg/100 ml 1,0 0,50
17 (konc) pyridoxin HCI * 50 mg/100 ml 1,0 0,50
18 (konc) thiamin HCI * 10 mg/100 mi 1,0 0,10
19 (fast) m-inositol flleatis direkt 1| *** 100 100,00

ast form mg

20 (fast) sackaros }g;ﬁtgj rg"e"“ ***30g | 30000,00
21 (fast) agar fllsatis direkt | ***8-10¢g | 10000,00
22 (konc) IBA *20mgilooml | yarjerar
23 (konc) BAP *20mgia00ml | yarierar

Lagg marke till de med * markerade l6sningarna — har galler sarskilda forhallanden,
som beskrivs nedan.

* Mangden som ldses ar liten, 10 mg ar den minsta mangd som lampligen kan vagas.

**  Observera att volymen ar 1000 ml och inte 100 ml.
*** Man gor ingen stamldsning, utan mangden som utlases fran tabellen, séatts direkt
till 2000 ml MS-medium.
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