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 پیشگفتار

قبل از شروع لازم است چند نکته را با شما در میان بگذاریم، همانطور 

دانید زیست فناوری دامنه وسیعی دارد و لزوما نیازی نیست هر می که

آنرا بداند بلکه بر اساس علاقه و نیاز خود مهارت یا های فرد تمام مهارت

دهد. بعنوان مثال کسی می را فرا گرفته و مورد استفاده قرارهایی مهارت

کند ممکن است هرگز نیاز به یادگیری کشت می که نشانگر مولکولی کار

مهارت را بر های بافت یا سلول نداشته باشد. به همین علت ما کتاب

وع از هم تفکیک نموده ایم. اما برخی مباحث مانند معرفی اساس موض

زیست فناوری، اخلاق  و ایمنی در پژوهش بطور مشترک در تمام 

بخشی بنام پیوست ها مهارت وجود دارد. در پایان این کتابهای کتاب
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وجود دارد که در این بخش به معرفی ابزارها و موادی که در طی کتاب 

 پردازد. می به آنها اشاره شده است

مهارت های عزیز  بخاطر داشته باشید، انجام آزمایشات کتاب مهارت آموز

حتما ها تخصصی زیست فناوری دارد و آزمایشهای نیاز به آزمایشگاه

 باید با نظارت کارشناس متخصص هر موضوع انجام شود.

زاده در طراحی، اجرا و  خانم فاطمه یحییاز زحمات  استدر اینجا لازم 

 ینه سازی آزمایش کشت بافت تشکر نمائیم.به

 

 موفق باشید

 

 

 

 

 

 های ارتباط با مؤلفین:راه

 nargessabdali6090@gmail.comآدرس ایمیل: 

 http://stbiotech.irوب سایت: 

mailto:nargessabdali6090@gmail.com
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   1عنوان کتاب : مهارت زیست فناوری 

 کشت بافت گیاهی

 

 عالی  سطح کتاب

 مهارت(های )از مجموعه کتاب

 بافت گیاهی آشنایی با تکنیک کشت هدف

 آموزیدانش تخصصیهای مدرسان و کارگاه گروه مخاطب 

محل مجاز 

 برگزاری

 تخصصیهای آزمایشگاه

 ساعت )پیوسته( 8مقدماتی:  مدت دوره

انتظارات: مشاهده مسیر کشت بافت و آشنایی با 

 مفاهیم و تجهیزات

 ساعت )ناپیوسته( 24پیشرفته: 

وسط مهارت انتظارات: اجرای عملی تمام مراحل ت

 آموز و تسلط به تکنیک ارائه شده در کتاب حاضر
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 مبحث اول

 معرفی زیست فناوری

 

اولتين بتار در    كه معادل فارسی آن زيست فناوری استت،  واژه بيوتکنولوژی

آقتای اركتی يتك      .كتار گرفتته شتد   ه بت  1توسط آقای كارل اركی  1919سال 

از ای  بتر روی مجموعته   ارانی بود كه برای اولين بت زی مجارستمهندس كشاور

 ؛شويد يك نام پر محتوا گذاشتت می فرآيندها كه در اين كتاب با آنها بيشتر آشنا

زمانيکته   گتردد، می بر چند هزار سال قبلبه  زيست فناوریاما سابقه استفاده از 

 .كردمی و ... استفاده ، ناناز فرآيند تخمير در تهيه سركه، الکل بشر

قدرت برای حل مشکلات در تمام ی پربه ابزار ت فناوریزيسامروز  در دنيای

 كردشاخه های علوم زيستی و پزشکی تبديل شده است. به جرأت می توان ادعا 

ستی  كه در حال حاضر هيچ شاخه ای از علتوم زيستتی بتی نيتاز از زيستت شنا     

، علمی پاسخگوی نيازهتای زيستتی بشتر باشتد     مولکولی نيست و اگر قرار باشد

از آن  زيستت فنتاوری   استت كته   علم زيست شناستی مولکتولی   بدون شك آن

 . بردمی فراوانیهای بهره

 تکنولوژی و  "زيست"به معنای  بیوواژه بيوتکنولوژی تركيبی از دو كلمه 

زیسو    " واژة بیوتکنولووژی معتادل فارستی    .است "آوری فن"به معنای 

                                                 
1 Karl Ereky 
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تکنولتوژی  "و  به كليه فرآيندهای حياتی دلالت دارد "زيست". است "وریافن

 به طيف وسيعی از ابزار، فنون، اصول و فرآيندها اشاره دارد.   "يا فناوری

 ديتتدگاه برحستتب ،مختلتتف هتتایشتتاخه بتته زيستتت فنتتاوری بنتتدیتقستتيم

 ناماز  ،بندیتقسيم ترين در رايج .متفاوت است مختلف و دانشمندان متخصصين

زيستت  های شاخه كنند و ناممی ستفادها پيشوند زيست فناوری با  مختلف علوم

 از تلاقتی  كه پزشکی زيست فناوریكنند. مانند می وضع ترتيب را بدينفناوری 

 كته  كشتاورزی  زيست فناوریيا  ،است بوجود آمده پزشکی با علم بيوتکنولوژی

 از تتوان متی  ترتيتب  بتدين  دهد.می را نشان در كشاورزی زيست فناوریكاربرد 

زيستت  ،  دريتا  زيست فناوری،  ميکروبی زيست فناوری،  داروئی زيست فناوری

  ،صنعتی زيست فناوری، غذائی زيست فناوری،  قانونی يا پزشکی قضائی فناوری

 .برد و ... نام تشخيصی زيست فناوری، نفت زيست فناوری

كته   استت  حتدی ه بت  و يکم بيست قرن در زيست فناوریكاربرد  گستردگی

و  ، تغذيته ، صتنعت كشتاورزی  ،، آمتوز  زيست، محيط ، درماناقتصاد، بهداشت

 همتين به قرار خواهد داد.  تأثير شگرف خود بشر را تحت زندگی هایساير جنبه

 نامگتذاری  بيوتکنولتوژی را قترن   و يکتم  بيستت  قترن  جهان انديشمندان دليل

 .اندكرده
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 ست فناوری با علوم مختلفارتباط زی -1شکل

 ؟زيست فناوریگوئيم علم نمی تاكنون دقت كرده ايد چرا

 تفاوت وجود دارد؟ تکنولوژی با علمآيا بين دو واژه 

گوينتد  می برخی به اشتباه حتیدانند. می اكثر مردم اين دو واژه را معادل هم

و  "علوم " هتای واژه در واقتع امتا   و يا علم نانوتکنولوژی!! زيست فناوریعلم 

 متفاوت هستند. "تکنولوژی"

حركت علم از مسائل خاص به طرف مسائل عام است و طی آن سعی دارد با 

 به توضيح هر پديده بپردازد. تر كشف ارتباطات گسترده
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كند، يعنی بتا  می حركتدر جهت عکس )فناوری( در صورتی كه تکنولوژی 

کل گيتری و توستعه علتم    استفاده از قوانين و اصول عمومی )كه در مرحلته شت  

 كند مسائل خاص را حل كند. می دست يافته است( سعیها بدان

در قترن   «رابترت هتوک  »به عنوان مثال وقتی اولين بار دانشمند انگليستی  

هفدهم موفق به ديدن سلول بافت چوب پنبه در زير اولتين ميکروستکوپ شتد،    

  ین چیس ؟ابيند و اين سئوال مطرح شد كه می دانست چهنمی واقعا

 

 اولین میکروسکوپ  -2شکل 

هوک سپس به بررسی ساير چيزهای زنده و غير زنده برای توجيته مشتاهده   

ضلعی مشاهده شده در چوب پنبه ( به  6) يك  جزءخود پرداخت. به عبارتی از 

 وموجودات( حركت كرد. ها )وجود سلول در ساير بافت کلسمت 
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 شناسی سلولی بود.گيری علم زيست  شکلنتيجه اين حركت 

نظمتی در تکثيتر برختی    بتی  اما با گذشت زمان محققين متوجه شدند يتك 

بيش از حد  ها شود كه  اين سلولمی نظمی باعثبی آيد. اينمی بوجودها سلول

ايتن   ،نامنتد. بعتد از ايتن مشتاهده    می رويه را سرطانبی تکثير شوند، اين تکثير

 چه باید کرد؟رويه بی ی از اين تکثيرسئوال مطرح شد كه برای جلوگير

 

 سلول سرطانی -3 شکل

اين سئوال زمينه را برای ابداع يك تکنولوژی مثتل شتيمی درمتانی فتراهم     

كرد. در اينجا ما از يك كل )علم زيست شناسی سلولی( بطرف يك جزء )درمان 

ز يك گروه خاص از سلول ها( حركت كرده ايم.  به عبارت ديگر، شتناخت متا ا  

علم زيست شناسی سلولی را بوجود آورد و وقتتی  موجودات زنده، ماهيت سلولی 

در رشد و تکثير خود از قتوانين كلتی تبعيتت نکردنتد،     ها يك گروه از اين سلول

 شيمی درمانی شکل گرفت.
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   فناوری تفاوت علم و -4شکل

با اين توضيح حتما متوجه شده ايد كه زيستت فنتاوری، علتم نيستت بلکته      

است كه با استفاده از قوانين علمی موجود سعی دارد مشتکلات بشتر را    وریفنا

ارائته شتده استت. يکتی از      زيست فنتاوری برای ای  رفع نمايد. تعاريف گسترده

هتر گونته استتفاده از موجتودات زنتده )يتا        "گويتد:  می اين تعاريفترين كامل

جاد يك فترآورده و يتا   از موجودات زنده مانند بافت و سلول( برای ايهايی بخش

برای استفاده   1تغيير يك محصول، بهبود حيوان و گياه و يا ايجاد ريز سازواره ها

  "نام دارد. زيست فناوریرفاه وی  و تأمين بشر

 به زبان ساده تر:

كه نيازهای انستانی را  هايی استفاده از موجودات زنده برای ساخت فرآورده "

  "خود برساند رفع كنند يا انسان را به اهداف

                                                 
1  Microorganisms 
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 خواهیدمی بیشتر آشنا شدید و زیست فناوریحال که با مفهوم 

 زیست فناوریآموز محقق دانش

در محیط اطراف  "و تکنولوژی "علم"از هایی توانید مثالمی ، آیاباشید 

 خود بیابید؟  

 



 

 مبحث دوم

 کشت بافت گیاهی
 

 

 

 کشت بافت گیاهی

گيتاهی   های سلول، اندام و بافت كشت»عبارت است از  گياهی كشت بافت

 .«در محيط  كشت مصنوعی تحت شرايط استريل

عنوان پدر كشت بافت گياهی ه ب ،قای هابرلنت فيزيولوژيست گياهی آلمانیآ

در سال  یا  بازیابی فراگیر 1 توتی پتنسی  بنام نظريه شود كه می شناخته

 توانتايی يتك ستلول در    معنای به )باززايی( بازیابی فراگیركرد.   ارائه 1902

ايجاد يك گياه كامل تحت شترايط كشتت    مختلف و در نهايتهای ايجاد بافت

 . استمناسب 

برای كشت بافت ابتدا بايد ريزنمونه تهيه  گردد و به محتيط كشتت منتقتل    

 ساقه،مختلف گياه تهيه شود مانند برگ، های تواند از قسمتمی شود. ريز نمونه

 ..و. ، دمبرگ، گلبرگريشه

 

                                                 
1  totipotency1 
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 بافت کشت اهداف

 شود كه در زير به چند نمونته اشتاره  می كشت بافت با اهداف مختلفی انجام

 :گرددمی

متداول قابتل تکثيتر نيستتند يتا بته      های رو  باكه هایی تکثير گونه .1

شوند. همانطور كه در زيست شناستی گيتاهی خوانتده ايتد در     می سختی تکثير

شتوند. در تکثيتر   می غيرجنسی تکثيرحالت عادی گياهان به دو رو  جنسی يا 

 گيرد و تکثير غيتر جنستی از طريتق قلمته    می جنسی با توليد بذر تکثير صورت

بته  يتا  شود. اما گياهانی وجود دارند كه بنتدرت و  می انجام زدن، خوابانيدن و...

 زيتاد دهند و يا گياهانی كه از طريق غير جنسی مانند قلمته زدن  می سختی بذر

  .شوندنمی

علتت برداشتت گياهتان بترای     ه ب :در معرض انقراضهای ثير گونهتک .2

هم  آن)ها رويه دامبی دارويی و چرای ی همچون استفاده از چوب، مصارفاهداف

و هاا  جنگتل گياهتان در   گردد،می ( موجبگل دادن و بذر دادن گياهاناز  قبل

نتيجه بعد از  ر. درا نداشته باشندبذر  توليدبه مرحله گلدهی رسيدن فرصت مراتع 

گياهان كم شده و به مرور زمتان برختی از ايتن گياهتان     اين چند سال جمعيت 

منقرض شود. يکتی از   هااصطلاحا نسل آن و شوندن ديده طبيعت درممکن است 

به جلوگيری از انقراض گياهان استفاده از كشت بافت  زيست فناوریهای كمك

بتذر مصتنوعی از طريتق    توليتد  تی گياه و يا ح تکثيرگياهی است. بعنوان نمونه 
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نمونه و  كشت بافت. بطور خلاصه بذر مصنوعی از طريق توليد جنين از يك ريز

 بوجودبسته بندی جنين در يك پوشش پليمری خاص همراه با مواد غذايی لازم 

 . اين بذرها در شرايط دمايی پايين تا زمان انتقال بته طبيعتت نگهتداری   آيندمی

 شوند.می

آلودگی به منظور توليد گيتاه ستالم. يکتی از ايتن      دارایان تکثير گياه .3

آلودگی ويروسی است اگر گياهی دچار بيماری ويروسی شتود تمتام    ،آلودگی ها

حتی بذر توليد شده و يا قلمه هتا. امتا كشتت     آن به ويروس آلوده اندهای اندام

توان می ياهبا تهيه ريز نمونه از  بافت مريستم گ .آيدمی بافت در اينجا به كمك

ت حركتت و  گياهان فاقد ويروس توليد نمود. زيرا سرعت رشد مريستم از سترع 

 مريستمی ويروس وجود ندارد.های است و در بافتتر نفوذ ويروس سريع

در  يکی از تركيبتات بتا ارز    :تکثير با هدف توليد تركيبات ارزشمند  .4

 توليتد كننتده   عنتوان  هگياهی بهای سلولثانويه هستند. های متابوليت گياهان

شوند. اما متابوليت ثانويته چيستت؟ عتلاوه بتر     می ثانويه شناختههای متابوليت

هاای  و استيد هاا  آمينته و پتروتئين  هاای  اسيد قندها و چربی ها، تركيباتی مانند

گياهی و های اوليه معروفند و در هر دوی سلولهای بنام متابوليت كه نوكلئيك

تركيبات اختصاصی  اوليههای علاوه بر متابوليت ياهانجانوری وجود دارند. در گ

ايتن تركيبتات بنتام متابوليتت      .جانوری نيستهای كه در سلول شودمی ساخته
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ثانويه در حالت عادی های اوليه، متابوليتهای ثانويه معروفند. برخلاف متابوليت

انويه دارای ثهای برای ادامه حيات گياه ضروری نيستند. بسياری از اين متابوليت

 عنتوان مستکن كتاربرد دارد يتا استيد     ه ارز  دارويی هستند مانند كافئين كه ب

در ايتن رو  ستلولهای    استت.  آستپرين های ماده اصلی قرصكه ساليسيليك 

شتوند و  مای  مايع تکثيتر های ثانويه در محيط كشتهای توليد كننده متابوليت

 شوند. می جدا و خالصها ثانويه از سلولهای سپس متابوليت

كشت بافت گياهی كاربردهای بسيار زياد ديگری دارد كه بعدا با آنهتا آشتنا   

 خواهيد شد. 

 مراحل کشت بافت

 بطور کلی مراحل کشت بافت  عبارت است از:

بسته به هتدف از كشتت   نوع ريز نمونه . انتخاب و تهيه ريز نمونه مناسب )1

  (دارد بافت

شود و بترای كشتت   می گياه اصلی جدا ريز نمونه بخشی از گياه است كه از

 گيرد.می مورد استفاده قرار

بسته به هتدف از  نوع محيط كشت . انتخاب و تهيه محيط كشت مناسب )2

 (. دارد كشت بافت
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همه عناصری است كه گياه برای رشد نياز دارد برای  محيط كشت شامل

 و پر مصرفمعدنی كم مصرف ويتامين ها، هورمون ها، ساكاروز، عناصر  مثال

 است.

 . استريل نمودن ريز نمونه و محيط كشت3

 . كشت ريز نمونه بر روی محيط كشت4

كشت حاوی ريزنمونه در شرايط دمايی و  نوری های . نگهداری محيط5

 مناسب

. انتقال گياه كامل به گلدان و نگهداری در گلخانه به منظور سازگار شتدن  6

 گياه با محيط 

  عه. انتقال گياه به مزر7

 

 مسیر کلی کشت  بافت گیاهی -5شکل
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در ها در این عکس جوانه -تصویر واقعی کشت بافت گیاهی -6شکل

 .محیط کشت شروع به رشد کرده اند

 

 تمرین

روی آنهتا  هتا  بنظر شما آيا ماست، نان، شيرينی و.. كه كپتك . 1

 توان محيط كشت ناميد؟ چرا؟می كنند رامی رشد

ت قبلی ذكر شد، كشت بافت گياهی نياز . همانطوركه در صفحا2

 توان اين مراحل را كوتاه كرد؟می به مراحل مختلف دارد. آيا

كند، نياز به كشت بافتت گيتاهی   می . آيا گياهی كه بطور معمول بذر توليد3

 دارد؟
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 آزمایش

 تکثیر با تکنیک کشت بافت گیاهی

ه از مواد شيميايی در تمام مراحل آزمايش حتما دستکش با توجه به استفاد* 

 بپوشيد.

قبل از شروع  آزمايش لازم است شما كمی بيشتر با اجتزای محتيط كشتت    

 زيتادی  شتباهت  كامل گياه با گياهی سلولهای اوليه غذايی نيازهایآشنا شويد. 

 عناصتر  و آب بتدون  و استت  ضروری گياه نمو و رشد برای  غذايی دارد. عناصر

 بافتت  كشت محيط كلی، طور به .نيست حيات ادامه به قادر گياه معدنی، غذايی

 : است شده تشکيل زير مواد از گياهی

 فعالیت عملی
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 ( N, P, K, Ca, Mg, S)   1ها ماكرو المان يا پرمصرف عناصر

 ( ,u, MoCFe, Mn, Zn, B)   2ها ميکرو المان يا مصرف كم عناصر

 ها ويتامين -

    وز(فروكت گلوكز، ساكارز،) قندها -

  رشدهای كننده تنظيميا ها هورمون -

نيتروژن به صورت نيتراتی يا ) دار نيتروژن مواد ديگر و آمينه اسيدهای -

 امونياكی در عناصر پرمصرف(

 مانند آگار  كشت محيط جامدكننده مواد -

                                                 
1Macro Elements 

2 Micro Elements 
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 کش  باف  گیاهی

 لیتر محیط کش  1مواد و وسایل جه  

 

  مواد و وسايل تعداد

 

 

 

 

 

 

 

 گاه هادست

 ترازوی حساس عدد 1

 هود لامينار عدد 1

 اتوكلاو عدد 1

 ژرميناتور )يا فضايی با قابليت تنظيم دما و نور(  عدد 1

 متر  pH عدد 1

 ميلی ليتری 100 استوانه مدرج عدد 1

 ميلی ليتری 500 استوانه مدرج عدد 1

 هيتر استيرر عدد 1

 ليتریميکرو  10تا  5/0 سمپلر  عدد1

 ميکرو ليتر 100تا  10 سمپلر  عدد1

 چراغ الکلی عدد 1

 پنس عدد1

 اسکالپل عدد1

 عينك ايمنی عدد 1

  پنبه بسته 1
 

 

 

 

 

 

 مواد مصرفی

 همزن مغناطيسی و مگنت عدد 1

 كاغذ صافی عدد 10

 قيف عدد 1

 1000ارلن  عدد 1

 1000بشر  عدد 1

 دستکش لاتکس بسته 1

 دستکش پلاستيکی بسته 10

 كبريت بسته 1

 )آماده جهت يك ليتر محيط( MSپودر محيط كشت  بسته  1

 آگار گرم 8

 سر سمپلر كريستالی )استريل(  عدد 100

 سر سمپلر زرد )استريل( عدد 100

 HCl ميلی ليتر 5

  NaOHيا  KOH ميلی ليتر 5
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با استفاده از  1( MS)لیتر محیط کشت پایه  یکاحل تهیه مر

 پودرهای آماده 

از حجم نهايی آب مورد نياز بترای تهيته محتيط كشتت را      %90حدود  .1

ميلتی   1000ميلی ليتر برای حجم نهتايی   900يد. بعنوان مثال اندازه گيری نمائ

 ليتر. ظرفی كه اندازه آن دو برابر حجم نهايی مورد نياز باشد انتخاب كنيد.

                                                 
 موراشیگ و اسکوگ 1

 دار دربای  ظرف شيشه عدد 20
 مربا( )شيشه

 NAAهورمون رشد  گرم 01/0

 BAP هورمون رشد گرم 01/0

 IAAهورمون رشد  گرم 01/0

 آب مقطر  ليتر 2

 ميلی ليتری  15فالکون  عدد 3

 %70اتانول  ليتر ميلی100

 آب ژاول ميلی ليتر100

 پتريديش استريل عدد 3

 پارافيلم سانتيمتر 20

 گلدان عدد 20

 برگ خاک  بسته 1

 پلاستيك متری متر 10

 (45/0فيلتر سر سرنگی) عدد 6

http://ipomoea92.mihanblog.com/post/21
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در حالی كه آب با همزن مغناطيسی هتم زده متی شتود، پتودر آمتاده       .2

همزدن را ادامته   شودكاملاً حل پودر كه  محيط كشت را اضافه كنيد و تا زمانی

 .كاملا حل شوديد. ممکن است مقداری گرمادهی نيز نياز باشد تا پودر ده

ظرف اصلی كه محيط پودری در آن بوده را با مقدار كمتی آب مقطتر    .3

 آبکشی نموده تا بقايای پودر جدا شده و آن را به محلول اضافه نمائيد.

كه قترار استت اضتافه شتوند را در ايتن       1تركيبات پايدار در برابر گرما .4

تنظيم كننده هتای رشتد و    برخی اضافه نمائيد )مثل ساكارز، ويتامين ها، مرحله

 غيره(. 

حجم محيط كشت را با اضافه نمودن آب كافی به حجم نهتايی متورد    .5

 نظر برسانيد. 

آن را بتتا استتتفاده از   pHدر حتتالی كتته محلتتول را هتتم متتی زنيتتد،    .6

NaOH, HCl  ياKOH  با دستگاهpH  متر( .8/5تنظيم نمائيد=PH) 

ميلتی ليتتر( را تتوزين     1000گترم بترای    8مقدار آگار مورد نياز )     -      

 ه شفاف شود حرارت دهيد. ك  نموده و محلول را تا زمانی 

                                                 
شود و نباید چون محیط کشت قبل از استفاده باید در اتوکلاو تحت دما و فشار بالا استریل گردد، در این مرحله فقط مواد مقاوم به حرارت اضافه    می 1

شود. برای استریل کردن ترکیبات حساس به دما انها دن آنها میمواد حساس به دما مانند برخی از انواع هورمون ها را اضافه کرد زیرا حرارت باعث آسیب دی

 کنند.دهند و پس از اتوکلاو شدن محیط کشت به آن اضافه میرا از فیلترهای مخصوص عبور می



 



 

 
 توزیع محیط کشت در ظروف کشت -7شکل 

 

قترارداده تتا   درجه  121دقيقه دمای  20محيط كشت را در اتوكلاو در  .7

 شت در ظروف كشت توزيع و سپس اتوكلاواستريل گردد. گاهی اوقات محيط ك

با توجه به اينکه دما و فشار در دستگاه اتوكلاو بالاستت، ايتن مرحلته     گردد.می

 بايد توسط كارشناس دستگاه يا مربی صورت گيرد.

را از دستتگاه اتتوكلاو بته    ها پس از اتمام استريل كردن، محيط كشت .8

 محيط تميزی منتقل نمائيد  تا سرد شود.

 گردد.هورمون اضافه ها مرحله بايد به محيط كشت در اين .9

مد نظتر استتوک )محلتول    های كتاب حاضر از هورمون 1ابتدا طبق پيوست 

 ذخيره با غلظت بالا( تهيه گردد. سپس به ازای هر ليتر محيط كشت:

( و از ميلی گرم  2حاوی ميلی ليتر )  NAA : 2هورمون  محلول ذخيرهاز   

محتيط  ميلی گرم( بته   5/1ليتر )حاوی  ميلی BAP 5/1هورمون محلول ذخيره 

فيلتتر ستر   جهت اطمينان از استريل بودن هورمتون آنترا بتا    د.كشت اضافه گرد
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و  گيتاهی هتای  به منظور آشنايی بتا هورمتون   كنيم.می سرنگی به محيط اضافه

 مراجعه كنيد. 1به پيوست  نحوه 

محيط كشتت قبتل از ستفت شتدن در ظتروف كشتت توزيتع گتردد.          .10

كشت استريل تا زمان مصرف در يخچال نگهداری گردد.  بهتر است های محيط

 ظرف مدت يکماه مورد استفاده قرار گيرندها اين محيط

 

 
 اتوکلاو کردن محیط کشت  -8شکل 

 

 

 نابجاهای از طریق جوانه مستقیم گیاه 1باززایی

فشته  بن مختلتف ماننتد   رو  برای كشت بافت گياهان از اينتوانيد می شما

  .استفاده كنيد آفريقايی

 الف( استقرار کشت درون شیشه ای 

                                                 
 باززایی به معنای توانایی ایجاد یک گیاه کامل تحت شرایط کشت مناسب از یک ریزنمونه است.   1
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 را انتخاب و از گياه مادری جدا نماييد. گياهچند برگ سالم  .1

برگها را به آرامی در آب ولرم حاوی چند قطره ماده شوينده شستته و    .2

 به كمك آب شهری آبکشی نماييد. 

 30به مدت  %70ول با استفاده از پنس، هر برگ را به آرامی داخل اتان  .3

بهتتر استت   با آب مقطر ستترون آبکشتی نماييتد.    نماييد و سپس ور ثانيه غوطه

 دهيد. انجام 1اينکار را درزير هود لامينار

بريزيد بعتد يتك قطتره     سفيد كننده ميلی ليتر 60داخل استوانه مدرج  .4

جم مايع ظرفشويی به آن اضافه كنيد و سپس در زير هود با آب مقطر استريل ح

بريزيد ها برسانيد اين مايع را داخل شيشه محتوی برگ ميلی ليتر 250آن را به 

چهتار   سپس دردقيقه شيشه را تکان دهيد.  5قرار دهيد. هر دقيقه  20به مدت  

  آبکشی نماييد.  2نوبت پياپی با آب مقطر سترون

را در يك پتری استتريل قترار داده و بتا    ها برگ برای تهيه ريز نمونه، .5

سانتی متتر مربعتی تقستيم     1برگ را به قطعات  استريل مك پنس و اسکالپلك

 نماييد. 

                                                 
کند و در درون این دستگاه هیچ گونه آلودگی وجود ندارد. که جریان هوای استریل تولید میهود لامینار دستگاهی است  1

 انتهای کتاب مراجعه کنید. 2برای اطلاعات بیشتر به پیوست 

 دقیقه قرارگرفته و استریل شده است. 20آب مقطر سترون آبی است که در اتوکلاو به مدت  2
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 برگ گیاه کامل  بنفشه آفریقایی

  
 تهیه ریز نمونه از برگ استریل کردن برگ

 از گیاه کامل تا تهیه ریزنمونه – 9شکل

هتا  كه قبلا تهيه و در شيشته  MSقطعات برگ را روی محيط كشت   .6

 و اكنون سفت شده است، قرار دهيد. ريخته ايد 
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را در هتا  مسدود نماييد و آن 1با پارافيلم گذاشته و درب ظرف كشت را .7

 16بتا   c25°هفته قرار دهيد )شرايط اتاقتك رشتد، دمتای     4اتاق رشد به مدت 

وات بتر متتر مربتع     15ساعت تاريکی و شدت نوری معادل  8ساعت روشنايی /

 (2مناسب می باشد.

  

الف قرار دادن ریزنمونه   -10شکل

 بر روی محیط کشت

ب قراردادن ظرف  -10شکل 

حاوی ریزنمونه کشت داده شده 

 در اتاق کشت

 

 

 

                                                 
تواند آید و میکشید مانند کش، کش میشبیه چسب نواری دارد و ووقتی آنرا می، پلیمری نفتی است و ظاهری پارافیلم 1

 منافذ کوچک را مسدود کند.

وات بر مترمربع است اما این شدت نور در کشت بافت مضر است )یک علت این مضر  70تا  30معمولا نور مناسب در مزرعه  2

 8رفتن بیش از حد دما است( نتیجتا در شرایط کشت بافت شدت نور  ای  در ظروف کشت و نتیجتا بالابود ایجاد اثر گلخانه

 شود.وات بر متر مربع  برحسب گیاه استفاده می 15تا
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 ب( مرحله تکثیر )پرآوری شاخه(:

روی ريزنمونه ها، ظروفی را كه عاری  1پس از ايجاد جوانه های نابجا .1

 از آلودگی هستند، انتخاب نماييد. 

  
 جا تشکیل شده بر روی ریز نمونه برگجوانه ناب -11شکل 

 

توده گياهچته هتای    استريل و در زير هود لامينار با كمك پنس و اسکالپل

تقسيم نماييتد و بته محتيط كشتت تتازه      تر توليد شده را به قطعات كوچك

 منتقل نماييد. 

 
 تفکیک گیاهچه ها -12شکل 

                                                 
 ایجاد شود. در محلی غیر از گرههای ساقهای  است  که جوانه نابجا جوانه 1
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 4با پارافيلم مسدود نموده و بته متدت   گذاشته و ظروف كشت را درب  .2

 هفته در اتاق رشد )همان شرايط قبلی( قرار دهيد.

 

 ج( مرحله ریشه زایی 

جتدا   زير هتود لامينتار  سانتی متری را در  1ساقه های با طول حداقل  .1

حاوی  يك ميلی گرم جديد كه  نموده و جهت القاء ريشه زايی به محيط كشت 

تهيه شتده   از محلول ذخيره  )يعنیمنتقل نماييد.  است، IAA1در ليتر هورمون 

به يتك ليتتر محتيط كشتت جديتد      ميلی ليتر برداشته  1مقدار   1طبق پيوست 

 اضافه گردد(

 4با پارافيلم مسدود نموده و بته متدت   گذاشته و ظروف كشت را درب  .2

 شد )همان شرايط قبلی( قرار دهيد.هفته در اتاق ر

 
 القا ریشه زایی -13شکل 

 

                                                 
 اکسین طبیعی هورموننوعی  1
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 شده به محيط برون شيشه ای دار ( مرحله انتقال گياهچه های ريشهد

هدف از مراحل زير  مقاوم سازی و سازگار نمودن گياهان حاصل با شترايط  

 غير استريل  و محيط طبيعی است.

شده را به دقت از ظروف كشت خارج نماييد و با دار گياهچه های ريشه .1

 جدا شود. ها ا آگار چسبيده به آنآرامی داخل آب ولرم شستشو دهيد ت

 
 گیاهچه ریشه دار -14شکل 

را در داخل گلدان های كوچك حاوی مخلوط خاكی سترون ها گياهچه .2

( كشت نماييد. اين خاک بايستی نمناک باشد ولی خيس و 1و پيت ماس 1)پرليت

 اشباع از آب نباشد. 

                                                 
 ده است و قابلیت نگهداری آب آن بالاستخاک نیست بلکه از سنگ معدنی درست ش واقعپرلیت در   1
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ی كته،  گلدان حاوی گياه را در يك پلاستيك شفاف پيچيده بته طتور   .3

پلاستيك به صورت خيمه مانند اطراف گلدان و گياه قرار گيرد. در هفته اول نياز 

  به آبياری ندارند. 

گلدان را در قفسه های اتاق رشد و در معرض نور قرار دهيد. محفظته   .4

پلاستيکی را چند دقيقه ای به طور روزانه جهت انجام تهويه بتاز كنيتد. پتس از    

ساعت باز باشد. در هفته های بعد  1ستيك به مدت يك هفته اجازه دهيد كه پلا

اكنون شما يتك گيتاه كامتل     ساعت افزايش دهيد.  3تهويه را به مدت بيش از 

 داريد.

در پايان هفته سوم، پلاستيك را كاملاً حذف نماييتد تتا گياهچته بته      .5

 محيط اطراف خود سازگار شوند. 

 

 

 

 ضروری: اطلاعات

                                                                                                       
 پیت ماس در واقع خاک نیست بلکه منشا آلی  دارد) بقایای خزه( و قدرت نگهداری آب بالایی دارد. 1
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ه نموديتد، در بستياری از مراحتل كشتت     قبلی مشاهدهای چنانچه در بخش

بافت گياهی نياز است تا از مواد و يا وسايل استريل استفاده شود و يا در مراحلی 

 از هود لامينار استفاده شود. ولی واقعا دليل اين كار چيست؟

كننتد و  متی  زيادی زنتدگی های دانيم در اطراف ما ميکروبمی همانطور كه

زيادی است. در كشت بافت گياهی و های يکروبدستان شما هم اكنون حاوی م

سازيم كه اين محتيط بترای رشتد بستياری از     می در ابتدا، ما يك محيط كشت

محيط بستيار مناستبی استت. در صتورتی كته      ها و بويژه هاگ قارچها ميکروب

كنند و ريز می براحتی روی محيط كشت رشدها محيط استريل نشود، اين هاگ

برند. بنابراين لازم است تا محيط كشت استريل شود تا تمامی می نمونه را از بين

شتود  متی  وند. حال محيطی كه از اتوكلاو ختارج در اتوكلاو كشته شها ميکروب

كاملا استريل است ولی اگر درب شيشه حاوی محيط كشتت حتتی بترای چنتد     

رونتد و روی  متی  به درون شيشته ها ثانيه در محيط آزمايشگاه باز شود، ميکروب

كنند. بنابراين شيشه محيط كشت تنها بايد در محيطی باز می محيط كشت رشد

شود كه هوای آن فاقد ميکروب است. هود لامينار چنين محيط استريلی را برای 

 حال نوبت استريل كردن نمونه گيتاه استت، نمونته گيتاهی را    كند. می ما فراهم

ر كته باعتث از بتين رفتتن     توان با اتوكلاو استريل كرد زيرا اتوكلا همتانطو نمی

نمونته بترگ   تواند سلولهای گياهی را نيتز از بتين ببترد.    می شودمیها ميکروب

حتال نمونته استتريل     گردد.می استريل توسط مواد استريل كننده مانند وايتکس
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بته  هتا  اگر برای بر  نمونه از تيغ غير استريل استفاده شود، ميکروب است ولی

و  كنند. بنابراين بايتد از تيتغ  می ی محيط كشت رشدشوند و رومی نمونه منتقل

 كه درب شيشته حتاوی نمونته بتاز    مراحل  تمام د. در داستريل استفاده گر پنس

 شود، اين عمل حتما بايد زير هود لامينار انجام شود.می

كشت با قارچ يکی از مشکلات كشت بافت گياهی است های آلودگی محيط

 فوق رعايت نشود، حتما محتيط كشتت آلتوده    و در صورتی كه موارد گفته شده

 رود.می شود و نمونه گياهی از بينمی



 

 

 سوممبحث 

 اخلاق و ایمنی در پژوهش

 

 
ظهور رعايتت اصتول    جديد و نوهای فناوریخصوصا  فناوریدر هر علم و  

نه تنها موجب پيشرفت و ارتقاء ما  فناوریايمنی و اخلاق الزامی است، وگرنه آن 

بلکه ممکن است منجر به نابودی نسل بشر گردد. در مبحث حاضتر  نخواهد شد 

 .در خصوص اخلاق در پژوهش مطالبی خواهيد خواند ربطور مختص

 اخلاق در پژوهش

به مطالعات غيتر اخلاقتی تعتدادی از     ،نقطه عطف تاريخ اخلاق در پژوهش

گردد كه منجر به آسيب جتدی  بته   می پزشکان نازی طی جنگ جهانی دوم بر

 نزندانيان را مجبور به قرار گرفتها شد. در اين اردوگاهها مت اسرای اردوگاهسلا

در معرض سرمای شدی مانند قرار گرفتن در آب يخ برای ساعات طتولانی بته   

منظور بررسی اثر سرمازدگی، ريختن سم در غذای اسرا و كالبدشکافی آنها بعتد  

، در 1946-1947های سالدر مرگ، عقيم كردن و.. كرده بودند. پس از جنگ از 

 دادگاهی در شهر نورنبرگ در كشور آلمان به اين پرونده رسيدگی شد. 
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)خصوصا مطالعته بتر روی    آن محاكمه منجر به وضع قوانينی برای پژوهش

انسان( گرديد كه به نام كدهای نورنبرگ معروفند. بطتور كلتی مفهتوم كتدهای     

 نورنبرگ عبارت است از:

 هش بايد داوطلبانه باشد.. شركت افراد در پژو1

 . شركت كنندگان بايد با رضايت كامل در پژوهش شركت كنند.2

 . سود و منفعت حاصل از پژوهش بايد بيشتر از مضرات آن باشد.3

توسط انجمن جهانی پزشتکی در شتهر هلستينکی در كشتور     ای  ها بيانهبعد

هلسينکی معروف  لاند برای مطالعه بر روی انسان تصويب شد كه  بنام بيانيهنف

پژوهشی و بررسی رعايت اصول اخلاق های است در آن بر ضرورت داوری طرح

كميته اخلاق  "بنام ای  پژوهش تاكيد شده است. در ايران كميته یقبل از اجرا

 اين داوری را بر عهده دارد. "در پژوهش

ه ن هاست. بت اكسب رضايت از افراد يکی از مهمترين نکات پژوهش در انس

ان مثال اگر محققی بخواهد چربی خون را بررسی كند بايتد از افتراد اجتازه    عنو

. دگيری چند نمونه خون تهيه كن تواند با مراجعه به يك مركز خوننمی بگيرد و

اما اگر محققی بخواهد با استفاده از نشانگرهای مولکولی احتمال ابتلا بته يتك   

بررسی كند نه تنها بايد از خود فرد بيماری ژنتيکی را در آينده در تعدادی از افراد 

مورد مطالعه اجازه بگيرد بلکه چون اگتر در فترد متورد مطالعته وجتود ژن ايتن       
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 ،گتردد متی  بيماری مشخص گردد احتمال وجود آن در بستگان او نيز مشتخص 

 برای چنين آزمايشی بايد از تمام خانواده او اجازه و رضايت آگاهانه كسب گردد.

 وانات آزمایشگاهی:احترام به حقوق حی

 
 استفاده از موش در پژوهش ها -15شکل 

را مديون مطالعات بتر روی حيوانتات    دعلمی خوهای ما بسياری از پيشرفت

داروها قبل از ورود به بازار بر روی حيوانتات   آزمايشآزمايشگاهی هستيم مانند 

 شتت. بعنتوان  و... اما لازم است در حين كار با حيوانات به حقوق آنها احترام گذا

 :مثال 

كمتترين تعتداد    در كار با حيوانات آزمايشگاهی ما تا حتد ممکتن بايتد    -

 البته تاحدی كه به تحقيق آسيب نزد.حيوان استفاده شود. 

 نقل گردند. حيوانات در شرايط مناسب نگهداری و حمل و -
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پس از هر نوع عمل جراحی از داروهای لازم جهت ممانعت از عفونتت   -

 اده شود.و كاهش درد استف

 پس از مرگ حيوانات بايد آنها را در محل مناسب دفن نمود.  -

 
 

تشان در انماد تشکر از حیوانات آزمایشگاهی بخاطر خدم -16شکل 

 جهت پیشرفت علم

 1موسسه سیتولوژی و ژنتیک نووسیبریسک در روسیه  یدر نزدیک که

 نصب شده است.
 

                                                 
1 Institute of Cytology and Genetics in Novosibirsk, Russia 
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 ایمنی زیستی:

عملتی  هتای  وختن زيست فنتاوری فعاليتت  با توجه به اينکه شما در مسير آم

تخصصی در دانشگاه های داريد و ممکن است برحسب نياز وارد برخی آزمايشگاه

شويد، در اين مبحث ابتتدا شتما را بتا انتواع     ها ها، مراكز تحقيقاتی و پژوهشگاه

 كنيم. می مختلف درجات ايمنی آشنا

 
 نماد ایمنی زیستی -17شکل

يت اصول ايمنی زيستی است. اين علامت در علامت فوق به معنای رعا

 كه با موجودات زنده و يا اجزائی از موجودات سر وكار دارند بکارهايی آزمايشگاه

 رود. می

دبيرستان خوانده ايد، زمتانی  شناسی همانطور كه بياد داريد در كتاب زيست  

 زيستت فنتاوری  محققين قصد داشتند از تلاقی دو گياه كلم و هويج بتا كمتك   

های ز زميناگياهی توليد كنند كه ريشه آن هويج و ساقه آن كلم باشد تا بتوان 
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كشاورزی بهره برداری بيشتری كرد. اما نتايج تحقيق آنها برعکس شد و گياهی 

مانند كلم داشتت!!!  و يتا اتفتاق    ای  مانند هويج  و ريشهای  كه توليد شد ساقه

ور عسل درشتی نبزتر بور درشت هيکلديگری كه از تلاقی زنبور عسل با يك زن

توليد كنند كه بتواند عسل بيشتری توليد كند اما بتاز هتم بترعکس شتد زنبتور      

بزرگی توليد شد اما قابليت توليد عسل را نداشت و بترعکس قتدرت توليتد ستم     

 بسيار زيادی داشت!!! 

 دهتد، بعبتارتی در هتر   متی  بسيار رخ زيست فناوریاز اين اتفاقات در دنيای 

آزمايشی امکان پاسخ نگرفتن و به هدف نرسيدن هست اما محقق نبايد دلسترد  

 زيستت فنتاوری  يافتنی است. اما در حتوزه   شود. هميشه با پشتکار  هدف دست

اين تحقيقات های چون احتمال چنين خطاهايی بالاست بايد مواظب بود دستاورد

ن بته محتيط طبيعتی    دبوخطر بی در شرايط ايمن نگهداری شوند تا قبل از تائيد

 وارد نگردند.

در مورد زنبور خطرناكی كه در مثال بالا بدان اشاره شد متاسفانه عدم رعايت 

اصول ايمنی باعتث فترار تنهتا چنتد عتدد از آن زنبورهتای بستيار خطرنتاک و         

ورودشان به طبيعت گرديد. اين زنبور در طبيعت تکثير شد و سالانه جان صتدها  

 اندازد.می انسان را به خطر

توانتد  متی  خطتر باشتند ورود آنهتا بته طبيعتت     بتی  هاحتی اگر اين دستاورد 

اكوسيستم را بهم بزند پس قبل از رها كردن هر موجتودی در طبيعتت بايتد بته     
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زيستت  كرد. يك مثال ساده و حتتی غيتر    توجهدقت به جنبه هابی مختلف آن 

ستال اخيتر در    زيبا و كوچکی است كه طی چنتد های همين لاک پشت فناوری

شوند.  چون اين لاک پشت گوشت خوار است و  متعلق به می عيد نوروز فروخته

اين محيط نيست، با رها شدنش در طبيعت باعث گرديده نسل برخی موجتودات  

 زنده به خطر بيفتد.

نيستند اما بته اكوسيستتم    زيست فناوریمحصول ها هرچند اين لاک پشت

د دقت كرد به ويژه در خصتوص  ييط زيست باآسيب زده اند. پس برای حفظ مح

 .زيست فناوریدستاوردهای 

زيستت  هرچند تاكنون اثرات زيان آوری از محصولات مهندستی ژنتيتك و   

از نقطه نظر علمی به اثبات نرسيده است، اما آثتار احتمتالی آن نيتاز بته      فناوری

رتری طلبانه بررسی مداوم دارند. از آنجا كه در طول تاريخ اهداف سودجويانه و ب

كه به منظور نيل به اهداف تجاری و مقاصد اقتصادی خود،  ابعاد ها برخی انسان

گيرند. احتمال سوء استفاده می ايمنی، معيارهای انسانی و منافع عمومی را ناديده

 از زيست فناوری وجود دارد. 

لذا لازم است قوانين و مقرراتی برای كار بتا ايتن موجتودات تراريختت كته      

شوند وضع گردد. هر موجتود تراريختتی بايتد بته     می ناميده  1GMOلاحا اصط

                                                 
1. Genetically Modified Organism 
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درستی بررسی و از نظر ريسك خطر ارزيابی گردنتد تتا پتس از تائيتد ايمنتی و      

 سلامت وارد محيط زيست و سبد دارويی يا غذايی ما گردد. 

های به منظور اطمينان از محصولات توليد شده  و جلوگيری از سوء استفاده 

نيز تدوين  زيست فناوریهای لی، پروتکلی برای رعايت اخلاق در پژوهشاحتما

معروف استت.  در ايتران كميتته ملتی      "پروتکل كارتاهنا"گرديده كه تحت نام 

 است.شکل گرفته  1379ايمنی زيستی از سال 

 اصول ایمنی در آزمایشگاه  

حتث  ، در اين مبزيست فناوریهای به علت  اهميت اخلاق و ايمنی پژوهش

 پردازيم. می زيست فناوریهای ه معرفی قوانين و مقرارت كار در آزمايشگاهب

بايد در شرايط ايمنی خاصتی در آزمايشتگاه انجتام     زيست فناوریآزمايشات 

آنها را برحستب شتدت و ستختی قتوانين و     ها م بندی آزمايشگاهسيگردد. در تق

كنند كه می دسته تقسيم 4مقررارت ايمنی كار بعبارتی خطرات موجود در آنها به 

قوانين متعلتق  ترين سطح ايمنی زيستی است. كم خطرترين و ساده 4اصطلاحا 

ترين قوانين متعلتق  است و خطرناكترين و سختگيرانه 1سطح های به آزمايشگاه

ستطح ايمنتی    4است. در زير بطور مختصر شتما بتا    4سطح های به آزمايشگاه

 شويد:می مذكور آشنا

 

 :1سطحهای منی زیستی  کار در آزمایشگاهمقرارت ای
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اين مقرارت ايمنی زيستی برای كار با عواملی است كه حداقل ميتزان   -

تتوان بته    می باشد. از جمله اين آزمايشگاهمی خطر برای افراد و محيط را دارند،

 مدارس اشاره كرد .های آزمايشگاه

 محدود نيست.ها عبور و مرور در اين آزمايشگاه -

 شود.می ات  بر روی ميزهای معمولی آزمايشگاه انجامآزمايش -

خاص ماننتد هتود بيولوژيتك    های معمولا نيازی به استفاده از دستگاه -

 نيست.

 :2سطح های مقرارت ایمنی زیستی کار در آزمایشگاه

يشتاتی كته در ايتن    ااست اما آزم 1مقرارت اين آزمايشگاه مانند سطح  -

جملته ايتن    هستتند. از  1اكتر از ستطح  شتود كمتی خطرنت   می كارها آزمايشگاه

 تشخيص طبی معمولی اشاره كرد .های آزمايشگاهتوان به می آزمايشگاه

 حضور در اين آزمايشگاه فقط در زمان انجام كار مجتاز استت و تتردد    -

 مورد ممنوع است.بی

آلوده در محيط، آزمايشات حتما بايتد در زيتر   های بعلت ايجاد آئروسل -

 جام شود.هود بيولوژيك ان

تعريف آئروسل: به ذرات جامد يا مايع پراكنده شده در هتوا آئروستل گوينتد.    

 شيميايی يا ميکروب باشند.های اين ذرات ممکن است حاوی آلودگی
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 :3سطح های مقرارت ایمنی زیستی کار در آزمایشگاه

از دو ستطح قبلتی استت زيترا     تر سختگيرانهها مقرارت اين آزمايشگاه -

هتا  طرناكی كه ممکن است مرگبار باشند در ايتن آزمايشتگاه  يزای خعوامل بيمار

 وجود دارند.

 مقرارت زير نيتز رعايتت   ،2و 1سطح های علاوه بر مقرارت آزمايشگاه -

 گردد.می

 بينند.می كاركنان جهت كار با عوامل بيماريزا و خطرناک آموز  -

د، افتراد  شومی علاوه بر اينکه تمام آزمايشات زير هود بيولوژيك انجام -

 بايد پوشش حفاظتی خاص داشته باشند.

 آزمايشگاه دارای فضای با طراحی خاص است. -

 :4سطح های مقرارت ایمنی زیستی کار در آزمایشگاه

هتای  مقررات است زيرا در آزمايشگاهترين اين نوع مقررات سختگيرانه -

 ود.شمی و .. كار Aبا عوامل مرگباری مانند تب كنگو، آنفلونزا  4سطح 

سطح قبلی متوارد زيتر    3علاوه بر رعايت مقرارت ها در اين آزمايشگاه -

 گردد.می نيز رعايت

 مخصوص حق ورود دارند.های افراد با لباس -

 شود.می فضای كل آزمايشگاه مانند يك هود بيولوژيك تهويه -
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افراد قبل از خروج از آزمايشگاه بايد بتا متواد شتيميايی خاصتی دو       -

 را از آزمايشگاه خارج نکنند. بگيرند تا آلودگی

 
 4 سطح مایشگاهآز واقعی از یک عکس -18شکل

 دفع پسماند

توان به نمی زيست فناوریو چه غير  زيست فناوریچه ها در تمام آزمايشگاه

خانگی پسماندها را دور ريخت مثلا ريختن يك محتيط كشتت   های راحتی زباله

ام پستماندها قبتل از دور ريختته    درون سينك كار بسيار خطرناكی است. بايد تم

شدن، غيرفعال شوند و سپس به بسته به نوع پسماند بطور مناسب دفتع گردنتد.    

بعنوان مثال يك محيط كشت حتاوی بتاكتری بايتد قبتل از دور ريختته شتدن       

اين رو  در مورد پسماندهای زيستی كشته شوند. های اتوكلاو گردد تا باكتری

 نوتركيتب(  DNAحتاوی  های )ارگانيسم اوریزيست فنو خصوصا دستاوردهای 

 بايد به شدت رعايت شود. 
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 پیوست ها

 معرفی ابزارها و دستگاه ها

 

 

 1پیوست 

 روش تهیه محلول استوک )ذخیره( از هورمون ها:

برای اضافه كردن هورمون  بته محتيط كشتت ابتتدا بايتد محلتول ذخيتره        

 )استوک( آنها را تهيه كنيم 

ميلی ليتتر   1شوند كه در می تهيهای  به گونهها رمونمحلول ذخيره اكثر هو

 .(mg/ml 1ميلی گرم از ماده موردنظر وجود داشته باشد) 1از محلول

گرم( از ماده شيميايی )پتودر  01/0ميلی گرم ) 10برای تهيه چنين محلولی  

خالص هورمون ( به دقت وزن گرديده و در حلال خاصی ) مثل دو يا سه قطره 

NaOH ميلی ليتر 10گردد. سپس با افزودن آب مقطر حجم نهايی به می ( حل 

 رسد. بعنوان مثالمی

)بته ازای هتر ليتتر     NAAميلتی گترم    2اگر بخواهيم  به محيط كشت   -

محيط كشت( اضافه نماييم، كافی است از محلول ذخيره )استوک( تهيه شده بته  

 ميلی ليتر برداشته شود. 2رو  بالا به اندازه 
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)به ازای هر ليتر محيط كشت( اضتافه   BAPميلی گرم  5/1بخواهيم اگر  -

نماييم، كافی است از محلول ذخيره )استوک( تهيه شده به رو  بالا بته انتدازه   

 ميلی ليتر برداشته شود. 5/1

)به ازای هتر ليتتر محتيط كشتت( اضتافه      IAAميلی گرم  1اگر بخواهيم -

هيه شده به رو  بالا بته انتدازه    ت نماييم، كافی است از محلول ذخيره )استوک(

 ميلی ليتر برداشته شود.1

، هستتند مورد استفاده حساس بته گرمتا    های هورموناكثر  باتوجه به اينکه

گيترد و جهتت   متی  بعتد از مرحلته اتتوكلاو كتردن صتورت     ها افزودن هورمون

نی ضدعفو با استفاده از رو آنها را ها جلوگيری از انتقال آلودگی توسط هورمون

 در زير هود استتريل شتده و زمتانی كته دمتای      (ميکرون 22/0فيلتر  ) فيلتری 

سانتيگراد رسيد، به آن اضافه شده و پس از بته   درجه 50محيط كشت به حدود 

 ود.ش زدن، محيط در ظروف كشت توزيع می هم

 گیاهیهای هورمونآشنایی با برخی 

ز دارند. در گياهان اين نياها همه موجودات زنده در حالت طبيعی به هورمون

هتا  متون  بلند شود، ريشه بزند و... توستط هتور   ،كه  در چه زمانی گياه رشد كند

برای القتا ستاقه   ها كشت بافت نيز از هورمونهای شود. در آزمايشگاهمی كنترل

طبيعتی  های امروزه علاوه برانواع هورمونشود. می زايی، ريشه زايی و... استفاده

آيد و بسيار گران قيمتت استت، بترای كتاهش هزينته      می ستكه از گياهان بد
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در هتا  هورمونترين برخی از پركاربردهورمون انواع مصنوعی آنرا نيز ساخته اند. 

 آزمايشگاه عبارتند از:

 :ناکسی

متفاوتی در رشد دارنتد ماننتد: طويتل شتدن      های اكسين نقشهای هورمون

يتك نتوع    NAAل ريشه نابجا. سلول، تقسيم  سلولی، تشکيل كالوس و تشکي

 است. ها هورمون مصنوعی از گروه اكسين

 سیتوکنین:

 هتا  جوانهتقسيم سلولی،  تورم بافت، تحريك  سيتوكنينن باعثهای هورمون

 يك نوع هورمون مصنوعی از گروه سيتوكينين است. BAP گردد.می

حل به القا مراها در واقع در یک کشت بافت نسبت ترکیبی این هورمون

 کند.می مختلف رشد و نمو کمک

اگر به آزمايش كشت بافت در متن كتاب مراجعه كنيد مشاهده خواهيد كترد  

 در كشت بافت بصورت زير است:ها هورمون كاربردكه سه مرحله كلی 

 مرحله اول: مرحله استقرار و جوانه زنی است كه نياز به هورمون ندارد.

اين مرحله مقدار مورد نياز اكسين كم مرحله دوم: مرحله تکثير  است كه در 

 اما مقدارسيتوكنين زياد است.

مرحله سوم: مرحله ريشه دهی است كه بايد مقدار اكستين زيتاد امتا مقتدار     

 توكنين كم باشد. يس
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 2پیوست 

 ابزارها و دستگاه ها

 

 اسکالپل

ها ممکن است يتك  اسکالپل. جراحی است تیغ نوعی يا پيستوری اسکالپل

تتوان تعتوي    ها را میبار مصرف يا با كاربرد هميشگی باشند. تيغه برخی از آن

 توان آنها را تيز كرد. كرد ولی برخی ديگر قابليت تعوي  ندارند ولی می

 
 اسکالپل - 19شکل

 پنس 

كوچتك را  ت دهتد وستايل و ذرا  می ازهاست كه به محقق اجی پنس وسيله

 .يا جابجا كند دمحکم نگهدار

https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AA%DB%8C%D8%BA


 



 

 
 پنس -20شکل

 

 سمپلر

شود اما برای مايعات كم حجتم از  می برای برداشتن مايعات از پيپت استفاده

 گردد. سمپلر يك نوع ميکروپيپت است. می ميکروپيپت استفاده

 
 سمپلر -21شکل

قل و حتداكثر حجتم مجتاز    بر روی بدنه هر سمپلر محدوده مجاز )حدا -

( نوشته شده است. دقت كنيد از هر نتوع ستمپلر ختارج از محتدوده     برداشتقابل 

 مجاز آن استفاده نکنيد.
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قبل از معرفی انواع سمپلر بر اساس محدوده مجاز استفاده، بهتر است 

( لیتر است بعبارتی یک 000001/0بدانید یک میکرولیتر یک میلیونم )

 معمولا شامل انواع زیر هستند:ها مپلرهزارم میلی لیتر.  س

 ميکروليتر 10كمتر از  -

 ميکروليتر 100تا  10بين  -

 ميکرو ليتر  1000تا  100بين  -

انواع مختلفی از سرسمپلر)تيپ( وجتود دارد. بترای هتر ستمپلر از ستر       -

 سمپلر مناسب استفاده كنيد.

 
 سرسمپلر -22شکل

 رود، مثلا می کارهر يك از اين سر سمپلرها برای يك نوع سمپلر ب

 ميکروليتری 1000تا 100معمولا سر سمپلر آبی رنگ برای سمپلر  -

 ميکروليتری 100تا  10معمولا سر سمپلر زرد رنگ برای سمپلر  -

 ميکروليتری  10معمولا سر سمپلر كريستالی رنگ برای سمپلر كمتر از  -
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 میکرو تیوپ یا ویال

چکی برای نگهداری و آزمايشات كودار آزمايش دربهای لولهها ميکرو تيوپ

 شود.می بر روی حجم كم محلول استفاده

 
 میکرو تیوپ -23شکل 

 ورتکس و اسپین 

( و گتاه بتا   24ورتکس دستگاه كوچکی است كه گاه بصتورت مجتزا )شتکل   

 ( است.25اسپين بصورت يك دستگاه مركب )شکل دستگاه

 
 اسپین_ورتکس -25شکل                              ورتکس -24شکل
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حاوی قطعات  های كاربرد ورتکس مخلوط كردن بافرهاست. اما برای محلول

DNA بزرگ مناسب نيست چون ممکن است  یDNA .شکسته شود 

گردد قطرات پراكنده شده بر روی بدنه ميکروتيوپ يکجا در می اسپين باعث

از اتمتام تهيته محلتول و يتا بعتد از      كف ميکروتيوپ جمع گردد. معمتولا پتس   

 ورتکس حتما بايد اسپين كرد.

 هود 

 دو نوع اصلی عبارتند از

روند. هدف می هود شيميايی: برای كار كردن با مواد شيميايی بکار .1

اصلی استفاده از اين هودهای حفاظت كاربر )محقق( از استنشاق مواد شيميايی 

 است.

نام هود لامينار معروفند برای كار  زيستی : اين نوع هود كه باهای هود .2

رونتد در ايتن   متی  با موجودات زنده )كشت سلول، بافت گياهی و ميکروب( بکار

نوع هود هدف اصلی از استفاده، برعکس هود شيميايی حفاظت از نمونته متورد   

آزمايش است. بعبارتی جلوگيری از ورود آلودگی به محيط كشت است. البته گاه 

وجانبه است يعنی حفاظت از كاربر و نمونته بطتور همزمتان.    هدف هود لامينار د

 لامينار براساس سطح ايمنی مد نظر خود انواع مختلفی دارند.های هود



 



 

  
 هود لامینارب(  هود شیمیاییالف( 

 هود -26 شکل

 همزن مغناطیسی 

است جهت حل كردن مواد با هتم كته بتا قترار     ای  وسيلههمزن مغناطيسی 

با در محلول و ايجتاد ميتدان مغنتاطيس توستط دستتگاه عمتل       دادن يك آهنر

مغناطيسی قادر به ايجتاد حترارت نيتز    های گردد. برخی همزنمی همزدن انجام

  هستند.

 
 مغناطیسهمزن  -27شکل



 



 

 اتوکلاو

اتوكلاو دستتگاهی استت كته بتا استتفاده از بختار آب تحتت فشتار، عمتل          

 دهد.  می استريليزسيون را انجام

 
 

  
 اتوکلاو ایستاده وکلاو رو میزیات

 

 اتوکلاو -28شکل

 بن ماری

بن ماری يا حمام آب گرم يك دستگاه با محفظه آب است كه قابليتت گترم   

كردن آب در آن وجود دارد و زمانی كته نيتاز بته حترارت دادن متواد بصتورت       

 شود.می غيرمستقيم داريم از آن استفاده



 



 

 
 بن ماری -29شکل 

pH :متر 

pH تگاه الکترونيکی برای محاسبهدس مترpH   يا  بعبارتی اندازه گيری ميزان

. اين دستگاه متشکل از دو گرددمی استفادهمواد اسيدی يا بازی )قليايی( بودن 

محلول را  pH است. ميله كاوشگر رگيو اندازه بخش اصلی يعنی ميله كاوشگر

را نمايش   pHو ميزان گير آن را تحليلتبديل به سيگنال الکتريکی كرده و اندازه

 .دهدمی

 

 متر pH -30شکل



 


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