Preparação de meios de cultura e sua esterilização e distribuição por recipientes

Objectivos da aula:

 Saber preparar meios para cultura in vitro de plantas.

 Saber utilizar meios preparados comercialmente e saber preparar soluções para elaborar meios em laboratório

 Saber ajustar o pH dos meios

 Saber os procedimentos para esterilização dos meios: autoclavagem

 Saber esterilizar e adicionar componentes por ultrafiltração

 Saber transferir meios esterilizados em condições de assepsia.
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Sinopse da aula:

 Preparação dos meios de cultura comerciais (Sigma ou Duchefa) de Murashige & Skoog e B5 de Gamborg (constituição em anexo)

 Produção de soluções dos fitoreguladores a utilizar

 Subdivisão dos meios e suplementação com as concentrações adequadas de fitoreguladores

 Ajuste do pH

 Adição do agente de solidificação ao meio de cultura (no caso dos meios de cultura gelificados)

 Esterilização dos meios (autoclavagem a 1 atmosfera – 120ºC- durante 20 min)

 Distribuição dos meios por caixas de Petri em condições de assepsia (em bancada de fluxo laminar)

Anexo: Composição dos meios de Murashige & Skoog e B5 de Gamborg

	Meios de cultura
	Meio de Murashige-Skoog (MS)
	Meio B5 de Gamborg

	Macro-nutrientes
	(mg l-1)
	(mM)
	(mg l-1)
	(mM)

	Ammonium Nitrate 
	1,650.00
	20.61
	134.00
	1,68

	Calcium Chloride anhydrous
	332.02
	2.99
	113.24
	1,09

	Magnesium Sulfate anhydrous
	180.70
	1.50
	122.09
	1,01

	Potassium Nitrate
	1,900.00
	18.79
	2,500.0
	24,72

	Potassium Phosph. monobasic 
	170.00
	1.25
	
	

	Micro-nutrientes
	(mg l-1)
	(µM)
	(mg l-1)
	(µM)

	Boric Acid 
	6.20
	100.0
	3.0
	48,39

	Cobalt Choride-6H2O
	0.025
	0.110
	0.025
	0.110

	Cupric Sulfate-5H2O
	0.025
	0.100
	0.025
	0.100

	Na2- EDTA
	37.26
	 
	37.3
	

	Manganese Sulfate-H2O
	16.90
	100.0
	10.0
	59,17

	Molybdic Acid sodium salt
	0.250
	1.030
	0.250
	1.030

	Potassium Iodide 
	0.83
	5.0
	0.75
	4,52

	Ferrous Sulfate-7H2O
	27.80
	
	27.85
	

	Zinc Sulfate-7H2O
	8.60
	29.91
	2.0
	6,96

	Vitaminas
	(mg l-1)
	(µM)
	(mg l-1)
	(µM)

	Glycine
	2.0
	26.64
	----
	----

	myo-Inositol
	100.0
	560.00
	100.0
	560.00

	Nicotinic Acid (Niacin)
	0.50
	4.06
	1.0
	8.12

	Pyridoxine HCL (vitamin B6)
	0.50
	2.43
	1.0
	4.86

	Thiamine HCL (vitamin B1)
	0.10
	0.30
	10.0
	3.0


 Iniciação de culturas a partir de gomos axilares de Rosa canina e germinação in vitro de sementes de Medicago truncatula
Objectivos

 Saber esterilizar superficialmente o material vegetal a colocar em cultura in vitro

 Saber manusear material em condições de assepsia (com recurso à bancada de fluxo laminar)

 Saber inocular os explantes

Sinopse

Micropropagação de Rosa canina.

 Escolha dos explantes a inocular e sua remoção da planta

 Desinfecção do material

o Testar três variações ao tempo de desinfecção (10;20;30 min)

o Testar dois desinfectantes: lixívia comercial 20%/ Detergente Domestus 10%

o Lavagem em assepsia: 3x água esterilizada

 Inoculação dos explantes

o Meio MS com 1 mg l-1 de Benzilamino purina, 10-4 mg l-1 de Ácido Indol butírico, 30 g l-1 de sacarose, 8 g l-1 agar, pH= 5,7.

o Inoculação em tubo

 Cultura em câmara à temperatura de 22ºC, com um fotoperíodo de 16h de luz com a intensidade de 100mol.E.m-2 s-1 com lâmpadas de luz branca fluorescentes

Germinação in vitro de sementes de Medicago truncatula ou outra qualquer leguminosa
 Desinfecção do material

o Domestus 50% - 20min
o Lavagem em assepsia: 3x água esterilizada

 Inoculação em caixa de Petri ou em frasco de cultura
o Meio de germinação: Agar a 0,8%

Cultura no escuro a 22ºC

