2ο ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ. ΘΡΕΠΤΙΚΑ ΥΠΟΣΤΡΩΜΑΤΑ



Η παρασκευή θρεπτικών υποστρωμάτων είναι μία ιδιαίτερα σημαντική δραστηριότητα  των εργαστηρίων βιοτεχνολογίας που ασχολούνται με την in vitro ανάπτυξη μικροβιακών ή άλλων (π.χ. φυτικών) καλλιεργειών. Η σημασία της έγκειται στο γεγονός ότι μόνο οργανισμοί που έχουν αναπτυχθεί σε θρεπτικά μέσα που έχουν παρασκευασθεί σωστά, πρόκειται να αναπτυχθούν κανονικά και επομένως θα αποτελέσουν κατάλληλο πειραματικό υλικό για τη διεξαγωγή γενετικών, μοριακών, βιοχημικών αναλύσεων.

Οι περισσότεροι οργανισμοί έχουν παρόμοιες απαιτήσεις όσον αφορά τις συνθήκες ανάπτυξής τους. Ειδικά, όσον αφορά τις απαιτήσεις τους σε θρεπτικά στοιχεία, όλοι οι οργανισμοί μπορούν να διαχωριστούν σε δύο μεγάλες κατηγορίες, τους αυτότροφους και τους ετερότροφους. 

Ορισμένοι οργανισμοί είναι δύσκολο να επιζήσουν σε συνθήκες εργαστήριου (in vitro). Πάντως οι περισσότεροι  μπορούν να ζήσουν και να αναπτυχθούν στο εργαστήριο, αν τους παρέχονται κατάλληλες συνθήκες περιβάλλοντος. 

Στις συνθήκες περιβάλλοντος, ανάλογα με τη φύση του οργανισμού, περιλαμ​βάνονται η θρέψη, η υγρασία, η ένταση του φωτισμού, η φωτοπερίοδος, η παροχή οξυγόνου, κ.α. Συνήθως κρισιμότερο ρόλο από αυτές τις συνθήκες παίζει η θρέψη. 

Προκειμένου να παρέχουμε τις αναγκαίες συνθήκες θρέψης ενός οργανισμού στο εργαστήριο, χρησιμοποιούμε θρεπτικά υποστρώματα. Τα θρεπτικά υποστρώματα χωρίζονται σε υγρά και στερεά.  Τα στερεά επιπλέον της θρέψης παρέχουν και στήριξη στους οργανισμούς. 

Τα πιο κοινά θρεπτικά υποστρώματα μικροοργανισμών είναι οι θρεπτικοί ζωμοί (nutrient broths) και τα στερεά υποστρώματα με άγαρ. Όσοι μικροοργανισμοί είναι παράσιτα απαιτούν τη παρουσία κυττάρων του ξενιστή τους προκειμένου να ζήσουν (π.χ. οι ιοί). 

Το βακτήριο που κυρίως καλλιεργείται στα εργαστήρια, το Escherichia coli αναπτύσσεται σε υγρό ή στερεό υπόστρωμα Luria Bertani medium (LB medium) και σε θερμοκρασία 37oC. Ανάλογα των πλασμιδίων που μπορεί να φέρει το συγκεκ​ριμένο βακτήριο προστίθενται στο θρεπτικό υπόστρωμα ένα ή περισσότερα αντι​βιοτικά που εξασφαλίζουν την επιβίωση μόνο εκείνων των κυττάρων που έχουν το πλασμίδιο και επομένως είναι ανθεκτικά στο συγκεκριμένο(α) αντιβιοτικό(α).   Έτσι παρασκευάζεται ένα επιλεκτικό μέσο καλλιέργειας (selective medium) που χρησιμοποιείται για την ανάπτυξη μόνο επιλεγμένων μικροοργανισμών. 

Ένας βασικός διαχωρισμός των θρεπτικών υποστρωμάτων αφορά τα  καθορισμένα (defined) και τα μη καθορισμένα (undefined) μέσα. Τα καθορισμένα θρεπτικά μέσα περιέχουν θρεπτικά συστατικά σε γνωστές συγκεντρώσεις. Στα συστατικά αυτά περιλαμβάνονται νερό, βιταμίνες, ιχνοστοιχεία, πηγή άνθρακα (συνήθως γλυκόζη ή γλυκερόλη) και αζώτου (αμμωνιακά ή νιτρικά άλατα). Τα μη καθορισμένα θρεπτικά μέσα είναι περισσότερο πολύπλοκα, αφού περιλαμβάνουν πολλά συστατικά σε άγνωστες συγκεντρώσεις (π.χ. εκχύλισμα ζύμης, yeast extract).  Σε γενικές γραμμές περιλαμβάνουν, νερό, μία πηγή άνθρακα, διάφορα άλατα και μία πηγή αμινοξέων και αζώτου. 

Τα ελάχιστης σύστασης (minimal media) υποστρώματα περιλαμβάνουν μόνο εκείνα τα θρεπτικά συστατικά που είναι απολύτως απαραίτητα για την επιβίωση συγκεκ​ριμένου μικροοργανισμού (συνήθως απουσιάζουν από τη σύστασή τους τα αμινοξέα).   
Τα θρεπτικά μέσα διαφοροποίησης (differential media ή indicator media) διαφοροποιούν μικροοργανισμούς που αναπτύσσονται στο ίδιο θρεπτικό μέσο, συνήθως εξαιτίας της παρουσίας χρωστικών στο μέσο καλλιέργειας. 
Τα υποστρώματα μεταφοράς (transport media) συνήθως περιέχουν μόνο κάποιο ρυθμιστικό διάλυμα και κάποιο αλάτι. Η απουσία πηγής άνθρακα και  αζώτου συνεπάγεται την παρεμπόδιση του πολλαπλασιασμού του μικροοργανισμού. 

Τα ενισχυμένα θρεπτικά υποστρώματα (enriched media) μπορούν να υποστηρίξουν την ανάπτυξη  πολλών διαφορετικών μικροοργανισμών, ακόμα και κάποιων που δύσκολα αναπτύσσονται στο εργαστήριο.  Τέτοιου τύπου θρεπτικά είναι  το άγαρ αίματος και το σοκολατί άγαρ.

Οι ανώτεροι οργανισμοί, όπως π.χ. τα φυτικά κύτταρα έχουν περισσότερες απαιτήσεις, σχετικά με τη θρέψη τους. Συγκεκριμένα στα θρεπτικά τους υποσ​τρώματα περιλαμβάνονται εκτός όσων αναφέρονται για τους μικροοργανισμούς και ορμόνες και παράγοντες αύξησης. 
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