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کارشناس مسئول آزمایشگاه بیولوژی جنگل
1- آشنایی با نکات ایمنی در محیط آزمایشگاه
کار در آزمایشگاه همواره خطرناک است. این خطر ممکن است به جهت آتشسوزی تجهیزات، سوختن افراد، انفجار، مسمومیت و یا زمینه بروز انواع بیماری از قبیل بیماریهای تنفسی، پوستی و سرطان شود. لذا در این بخش سعی می​شود به برخی از نکات لازم ایمنی که رعایت آنها تا حد زیادی باعث جلوگیری از حوادث ناخواسته می شود اشاره می شود: 
· هرگز بدون اجازه مسئول آزمايشگاه و يا بدون داشتن اطلاعات کافي از فعل وانفعالات مواد شيميايي، آزمايشي را انجام ندهيد.
· هميشه هنگام کار در آزمايشگاه بايد نظم و انضباط را رعايت کنيد زيرا آزمايشگاه محل کارهاي جدي و خطرناك است و نيز در تمامي مراحل کاربايد روپوش آزمايشگاهي پوشيده باشيد .
· هرگونه حادثه​اي را هر قدر هم که کوچك باشد بايد به مسئول آزمايشگاه اطلاع دهيد و در صورت نداشتن اطلاعات کافي در مورد مهار حادثه بايد از انجام كارهاي خودسرانه براي کنترل آن خودداري کنيد .
· قبل از به کار بردن مواد شيميايي هميشه بايد از صحت نوشته روي برچسب ظروف آن اطمينان حاصل کنيد.
· در هنگام کار با مواد شیمیایی و بیولوژیکی حتما از دستکش پلاستیکی استفاده شود.
· هرگز حجم و مقادير لازم گفته شده در آزمايش را افزايش ندهيد زيرا اگر واکنش ميان مواد شيميايي شديد باشد دراين صورت انفجاري شديد رخ خواهد داد. 
· ظروف موادي که مي​توانند با يكديگر به شدت واکنش دهند را، کنار هم و يا در يك قفسه نگهداري نكنيد.
· ظروف مايعاتي که فرّار بوده و يا بخاراتي سمي توليد مي​کنند نظير الكل، اتر بنزن، اسيدهاي غليظ و... را همواره بايد زير هود نگهداري کنيد و حتي برداشتن از آنها هم بايد در زير هود انجام شود.
· هرگز شعله​اي را به ظرفي که محتوي مواد فرّار و آتشگير نظير الكل، اتر، بنزن ، سولفيد کربن و... مي باشد نزديك نكنيد، بلكه همواره بايد اينگونه مواد را از کنار هرگونه شعله، جرقه الكتريكي و حتي آتش سيگار دور نگه داريد.
· هنگامي که مي​خواهيد بوي مايعي را استشمام کنيد هرگز صورت خود را مستقيما در برابر دهانه ظرف آن نگه نداريد به خصوص اگر مايع داخل آن قبلا گرم شده باشد.
· هرگز مواد داخل آزمايشگاه شيمي را مزه نكنيد زيرا حتي اگر مواد موجود سمي هم نباشند احتمال آلوده بودن آنها به مواد سمي وجود دارد.
· هنگامي که ماده​اي را داخل ظروف آزمايشگاهي و مخصوصا در لوله آزمايش حرارت مي​دهيد، حتي اگر ماده داخل آن جامد باشد دهانه​اش را به طرف خود و يا ديگران نگيريد زيرا ممكن است که گازهاي توليد شده​اي که بر اثر حرارت به وجود آمده اند به شما آسيب برسانند.
· هنگامي که ماده​اي را در ظروف آزمايشگاهي حرارت مي​دهيد هرگز دهانه آن را با دست يا درپوش مسدود نكنيد زيرا که احتمال انفجار ظرف و يا جهش مواد داغ از کناره درپوش بسيار زياد است.
· براي مخلوط کردن، تكان دادن و به هم زدن مواد داخل ظروف آزمايشگاهي هرگز دهانه آن را با دست يا درپوش مسدود نكنيد مخصوصا اگر ظرف محتوي مايعاتي از قبيل اسيد يا باز باشد.
· براي رقيق کردن اسيدهاي غليظ و به خصوص اسيد سولفوريك بايد با احتياط و به تدريج اسيد را به آب اضافه کنيد و سريعا محلول را به هم بزنيد و مراقب باشيد تا هيچگاه برخلاف آن عمل نكرده و آب را به اسيد اضافه نكنيد زيرا مخلوط شدن اسيد و آب همواره گرماي زيادي توليد مي​کند و در صورتي که آب به اسيد اضافه شود به دليل خروج سريع حباب​هاي حاصل از گرماي واکنش قطرات اسيد به اطراف پاشيده مي​شود.
· مخلوط کردن محلول​هاي غليظ و قوي اسيدي و بازي مانند اضافه کردن محلول غليظ آمونياك به اسيد کلريدريك غليظ و بلعكس، که به شدت با يكديگر واکنش مي​دهند را بايد به تدريج و با احتياط کامل انجام دهيد.
· هنگام کار با حجم تقريبا زيادي از محلول​هاي غليظ اسيدي و يا بازي حتما بايد از عينك ايمني و دستكش لاستيكي استفاده کنيد.
· محتویات ظروف بلافاصله پس از اتمام آزمایش باید دور ریخته شوند. 

· ظروف آلوده باید اتو کلاو شوند. 
· فلاکس​ها و یا بشرهای مورد استفاده برای تهیه محیط کشت محتوی آگار بایستی پس از تخلیه محتویاتشان برای جلوگیری از خشک شدن باقیمانده​های آگار در بشر، بلافاصله آبکشی شوند و بعد در فرصت مناسبی شسته شوند.

· تکنیک های کشت را میتوان با موفقیت در یک آزمایشگاه بسیار تمیز با اتمسفر خشک و مجهز به وسایل ممانعت کننده از ورود میکرو ارگانیزمهای هوازی انجام داد. اما توصیه می شود که یک اتاق استریل عاری از گرد و غبار برای محل انتقال ایجاد کرد. کابینت لامینار فلو مناسبترین مکان برای این کار است. 
· در سقف بعضی از کابینت های ایرفلو یک لامپ UV میکروب کش برای استریل کردن کابینت نصب می​شود. باید توجه داشت که لامپ UV در حدود سه دقیقه قبل از استفاده از کابینت باید روشن و در زمان استفاده خاموش گردد. 
·  حلالهای آلی مثل الکل، کلروفورم و غیره و ترکیبات جیوه و هالوژنها و مواد شیمیایی موتاسیون زا باید در ظروف برچسب دار جداگانه نگهداری شده و با احتیاط حمل شوند. 

· شیشه آلات شکستنی و تیغ ها در ظروف بر چسب دار مخصوص قرار داده شوند. 
· پیپت ها، اجسام نوک تیز و سایر وسایلی که برای موجودات تغییر یافته ژنتیکی بکار می روند و همچنین مواد مختلفی که در تحقیقات بر روی پاتوژنها مورد استفاده قرار می گیرند را در بسته های مقاوم به حرارت قرار داده و پس از اتو کلاو در محل مناسبی جای دهید. 
· برای چکاندن هر محلول باید از قطره چکان مجزا استفاده کرد 
· وجود امکانات اطفاء حریق و جعبه کمکهای اولیه الزامیست. 
2- نكات و توصيه​هاي عمومي انجام آزمايش​ها
رعایت برخی نکات عمومی در آزمایشگاه ضمن صرفه​جویی در آزمایشگاه باعث دقت بیشتر و نتیجه بهتر در انجام آزمایشات می​شود. ذیلا به برخی از آنها اشاره می​شود:
· هميشه بعد از انجام آزمايش​ها ظروف استفاده شده را ابتدا با آب معمولي کاملا شسته و سپس يكبار با آب مقطر آب بكشيد تا بدين ترتيب کليه رسوبات باقيمانده از روي جداره ظروف پاك شود .
· هرگز مواد شيميايي استفاده شده و يا آلوده شده به مواد شيميايي ديگر را به ظرف اصلي نگهداري آن برنگردانيد، چون حتي وجود مقادير کمي از آلودگي در مواد شيميايي موجود در آزمايشگاه مي​تواند موجب اشتباه و خطا در نتيجه کار آزمايش شود .
· هميشه درب ظروف مواد شيميايي را پس از برداشتن مواد کاملا ببنديد چون در غير اين صورت هوا وارد ظرف شده و اکسيژن و رطوبت موجود در آن مي​تواند موجب تغيير ماهيت مواد شيميايي داخل ظرف شود .
· از نگهداري مواد شيميايي در محيط​هاي مرطوب خودداري کنيد چون ممكن است که در مواقع باز کردن درب ظروف آنها و استفاده از مواد شيميايي حجم زيادي از رطوبت موجود در چنين محيطي وارد ظروف آنها شده و موجب تغيير ماهيت مواد شيميايي داخل ظرف شود .
· موادي که در مقابل نور تجزيه و يا فاسد مي​شوند را هميشه بايد در ظروف تيره نگهداري کنيد و از قرار دادن آنها در قفسه​هايي که نور مستقيم خورشيد به آنها مي​تابد، خودداري کنيد .
· در انجام آزمايش​هايي که در آنها به آب مقطر نياز است حتما بايد از آب مقطر استفاده کنيد و هرگز به جاي آن از آب معمولي استفاده نكنيد زيرا در آب معمولي املاح و رسوبات گوناگوني وجود دارد که مي​تواند موجب خطا در نتيجه شود.
· در هنگام خواندن حجم مايع داخل لوله وسايلي نظير پيپت، بورت و... همواره بايد دقت کرد که سطح گودي مايع با خط نشانه ظروف مماس باشد زيرا فقط سطح گودي مايع داخل لوله است که به عنوان سطح واقعي مي​تواند حجم دقيق محلول را تعيين کند .
· از ريختن محلول​هاي غليظ و قوي قليايي به داخل ظروفي مانند کروزه چيني، کپسول چيني و... که از جنس چيني هستند خودداري کنيد زيرا محلول​هاي غليظ و قوي قليايي موجب خوردگي اين ظروف مي​شوند در حالي که اينگونه ظروف اغلب در برابر محلول​هاي اسيدي مقاوم هستند .
· از حرارت دادن ظروف شيشه​اي خالي حتي به طور غير مستقيم هم خودداري کنيد زيرا با وجود اينكه اين ظروف از جنس شيشه پيرکس و مقاوم در برابر حرارت هستند اغلب در چنين حالتي ترك مي​خورند.
3- ساخت محلولهای آزمایشگاهی
بیشتر واکنشهای شیمیایی در طبیعت در محلولها انجام میگیرند، زیرا لازمه انجام واکنشهای شیمیایی برخورد موثر بین ذره​های مواد واکنش دهنده است. به عنوان مثال اگر جوش شیرین (کربنات هیدروژن سدیم) و جوهر لیمو اسید سیتریک) را که هر دو جامد هستند با هم مخلوط کنیم واکنش محسوسی اتفاق نمی​افتد ولی اگر به همین مخلوط آب اضافه کنیم بر یکدیگر اثر می​کنند و از واکنش آنها گاز دی​اکسید کربن حاصل می​شود که به صورت حباب از محلول خارج می​شود. تمام گیاهان مواد غذایی خود را به صورت محلول جذب می​کنند. با توجه به اهمیتی که محلول​ها در آزمایشگاه​های بیولوژی بویژه در آزمایشگاه بیولوژی جنگل دارند در این قسمت سعی می​شود با خواص برخی محلول​ها و طریقه ساخت بعضی از آنها آشنا شویم.
چند نکته در مورد حل شدن مواد در یکدیگر:
· همه مواد در همدیگر حل نمی​شوند: الکل در آب حل می​شود ولی نفت یا بنزین در آب حل نمی​شود.
· میزان حل شدن مواد در یکدیگر متفاوت هست: الکل به هر نسبتی در آب حل می​شود و حلالیت کلرید سدیم در آب قابل توجه هست ولی سولفات کلسیم در آب به مقدار کم حل می​شود.
· دما در میزان انحلال پذیری مواد موثر هست: حلالیت کلرید سدیم در 100 سی سی آب 25 درجه سانتی گراد 36 گرم و در آب 100 درجه سانتی گراد 39.8  گرم هست.  
· حل شدن برخی مواد در یکدیگر همراه با آزاد شدن گرمای زیادی است که ممکن است به ما آسیب برساند. مثل اسید سولفوریک در آب.
تعاریف در مورد غلظت محلول​ها:

· غلظت معمولی: برابر است با جرم ماده حل شده با واحد گرم که در یک لیتر محلول وجود دارد. واحد آن گرم در لیتر است (g/l)
مسئله: 250 میلی لیتر محلول 20 گرم در لیتر نمک درست کنید.

جواب: 5 گرم نمک را در اب حل کرده و حجم آن را به 250 سی سی میرسانیم
· درصد وزنی: برابر جرم ماده حل شده در 100 گرم محلول است. 
مسئله: 50 گرم محلول نمک 20% درست کنید. 
جواب: 10 گرم نمک را در 40 گرم آب حل می کنیم محلول 20 درصد نمک بدست می​آید.
· غلظت مولی (مولاریته): برابر است با تعداد مولهای ماده حل شده در یک لیتر محلول که با حرف لاتین M نشان داده می شود.
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                      در این فرمول: C برابر است با غلظت معمولی و mبرابر است با جرم مولکولی ماده مورد نظر.
محلول سود یک مولار یعنی در یک لیتر آن یک مول (40 گرم) هیدروکسید سدیم (NaOH) وجود دارد.
مسئله: 100 میلی لیتر محلول سود 2 مولار درست کنید.

جواب:  8 گرم هیدروکسید سدیم را در 100 سی سی آب حل می کنیم
مسئله: 0.5 لیتر محلول 1 مولار سود درست کنید

جواب: 20 گرم سود را در آب مقطر حل کرده و حجم آن را به 0.5 لیتر می رسانیم. 
مسئله: 250 سی سی محلول 2 مولار اسید کلریک (HCL) درست کنید  H = 1 و Cl= 35.5
جواب: 0.5 مول اسید(18.25 گرم) را در آب حل کرده و حجم آن را به 250 سی سی می رسانیم.

مسئله: اگر در یک لیتر محلول 73 گرم اسید هیدرو کلریک (HCl) وجود داشته باشد غلظت مولی یا مولاریته محلول را حساب کنید؟

مسئله: چگونه می​توانید یک محلول 0.2 مولار HCL درست کنید؟ 

· مولالیته: برابر تعداد مولهای ماده حل شده در 1000 گرم حلال است و با mنشان داده می شود. مثلا برای تهیه محلول یک مولال (1m) اسید سولفوریک باید 98 گرم اسید سولفوریک را در 1000 گرم آب حل کنیم.(H=1, S= 32, O=16)
4- تجهیزات آزمایشگاه ژنتیک جنگل
4-1- میکروسکوپ نوری
ميكروسكوپ نوری يكي از وسايل اصلی آزمايشگاهي است كه برای بزرگنمائی‌های متفاوت برای بررسی موجودات و ساختار موادی که با چشم غیر مسلح قابل بررسی نیستند، کاربرد دارد (به عنوان مثال کرومزوم​ها). اصول كلي در تمامي انواع ميكروسكوپ​ها براساس عبور نور با طول موج​هاي متفاوت از چندين عــدسي محدب است كه هرچقدر طول موج نور به كار رفته در ميكروسكوپ كوتاه​تر باشد قدرت تفكيك يا جــداكنندگي آن ميكروسكوپ بيشتر است. براي مثال قدرت تفكيك چشم انسان 1/0 ميليمتر و ميكروسكوپ نوري معمولي 24/0ميكرون است. ساختمان میکروسکوپ نوری شامل عدسی چشمی و عدسی شیئ، دسته یا بدنه صفحه چرخان، صفحه میکروسکوپ، دیافراگم، منبع نور، گیره‌های صفحه، پیچ ماکرومتری، پیچ میکرومتری و پایه می‌باشد. ميكروسكوپ​هاي مختلف، داراي بزرگنمائي​هاي متفاوتي هستند كه عموما با وجود عدسي​هاي گوناگون، تصوير نمونه مورد نظر چند برابر مي​شود. 
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4-2- اتوکلاو (Autoclave)
وسیله​ای است برای استریل کردن ابزارهای آزمایشگاهی در فشار بخار آب و دمای بالا (121 درجه سانتی گراد). همچنین از این وسیله در مواردی که برای انجام واکنش شیمیایی نیاز به دما و فشار بالا باشد استفاده می‌شود. اتوکلاو آزمایشگاهی معمولا به شکل یک استوانه درب​دار است ولی نمونه صنعتی و پزشکی با ابعاد و اشکال مختلف وجود دارد. براي استريل كـردن مـواد و تـجـهـيـزات در آزمـايشگاه آنها را به مدت 15 تا 20 دقیقه (اين زمان بستگي به نوع ماده و محتواي اتوكلاو دارد) در اتوکلاو قرار می​دهند. مواد و تجهیزات در دمای 121 درجه سانتی​گراد و فشار شدید بخار آب استریل می​شوند. موارد كاربرد اتوكلاو در آزمایشگاه​ها خیلی زیاد است به طوری که اتوكلاو و علوم آزمايشگاهي دو جز جدا نشدني از هم هستند. اتوكلاو در بسياري از زمينه​ها مانند: ميكروب​شناسي، پزشكي، دامپزشكي، قارچ شناسي، دندان پزشكي، کشت بافت گیاهی و ... مورد استفاده قرار مي​گيرد. در آزمایشگاه ژنتیک جنگل معمولاً ظروف شيشه​اي، زباله​هاي آزمایشگاهی، ظروف آزمايشگاهي و محيط​هاي كشت و... را توسط اتوكلاو استريل مي​کنند. 

لازم به ذکر هست که ‌همه مواد توسط اتوكلاو استريل نمي​شوند براي مثال ممكن است بعضي مواد پلاستيكي ذوب شوند يا بعضي مواد كاغذي نتوانند ميزان بالاي فشار بخار را تحمل كنند در اين موارد بايد از ساير روشهاي استريل كردن (اشعه، مواد شيميايي و...) استفاده كرد. 
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4-3- انکوباتور(Incubator)
یک ابزار آزمایشگاهی است که در آزمایشگاه​های بیولوژی برای کشت و رشد دادن نمونه​های زنده مانند سلول​ها یا میکروب​ها به کار می​رود. این وسیله با کنترل رطوبت، دما، نور، اکسیژن و دی اکسید کربن شرایطی مناسب برای رشد اورگانیسم​های زنده فراهم می​کند. انکوباتور یکی از ابزارهای مهم در آزمایش​های میکروبیولوژی، زیست‌شناسی سلولی و ژنتیک به حساب می​آید. هنگام کار با انکوباتور باید توجه داشت که انکوباتور بر روی سطحی صاف و در حالت تعادل قرار گیرد و برای جلوگیری از آلودگی در انکوباتور​ها؛ قفسه​ها و دیواره دستگاه همواره باید خشک باشد. همچنین از گذاشتن مواد فرار یا قابل اشتعال(اتر، بنزین، الکل ، پروپان) در انکوباتور خودداری شود.  

                                             

4-4- آون آزمایشگاهی یا فور (Oven)
از آون آزمایشگاهی عمدتاً برای خشک کردن نمونه​های گیاهی مثل سر​شاخه​ها، برگ و ریشه  و یا خشک کردن لوازم آزمایشگاهی یا استریل کردن آنها (مثل لوله آزمایش ، ظروف پتری شیشه​ای، فلاسک​ها ، پیپت​ها و نیز برای آلات فلزی مثل پنس و قیچی)  به روش حرارت خشک استفاده می​شود. توصیه می​شود برای خشک کردن لوازم آزمایشگاهی از حرارت 80°C  استفاده شود​. دمای استریل کردن معمولاً بین 160-180°C به مدت 4-2 ساعت است. برای خشک کردن وسایل معمولاً از دمای کمتر از 100°C استفاده می​گردد.

در صورتی که دستگاه فور یا  آون آزمایشگاهی دارای پنکه باشد​، کنترل و بازدید مکرر آن ضروری است. پس از پایان کار​، اجازه دهید حرارت فور به 40°C برسد و سپس به آرامی درب آن را باز کنید​. 
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4-5- همزن مغناطیسی Magnetic mixer))
یکی از ابزارهای پرکاربرد آزمایشگاهی بوده که برای مخلوط کردن مایعات در آزمایشگاه از آن استفاده می‌شود. در این نوع همزن میله کوچکی به نام (Stir bar) در داخل ظرف مایع (مثلا ارلن) قرار می‌گیرد. سپس ظرف مایع بر روی صفحه‌ای قرار داده می‌شود که زیر آن محوری با خاصیت مغناطیسی در حال چرخش است، این محور میله داخل ظرف را بدون تماس فیزیکی و به وسیله نیروی مغناطیسی به گردش در می‌آورد. در برخی از انواع همزن مغناطیسی عمل گرم کردن و هم​زدن مایع بصورت همزمان انجام می‌شود، به این ترتیب که صفحه‌ای که ظرف مایع بر روی آن قرار دارد گرم شده و مایع در حال چرخش را گرم می‌کند. این نوع هم زنها معمولا دارای دو پیچ تنظیم هستند پیچ تنظیم سمت چپ معمولا برای کنترل سرعت چرخش میله و پیچ تنظیم سمت راست برای تنظیم درجه حرارت استفاده می‌شود (باید به علامت روی آن توجه کرد).
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4-6- سانتریفوژ آزمایشگاهی(Centrifuge)

سـانتريفيوژ آزمايشگاهي، يكي از ابزارهاي مهم در آزمايشگاه ژنتیک جنگل است كه با استفـاده از نيـروي مـوتور خود، نمونه مايع را با سرعت بسيار زيادي به چرخش در مي‌آورد و با ایجاد نیروی گریز از مرکز بخش جامد و مایع مخلوط را از همدیگر جدا می​کند. این سانتريفيوژها در شيمي، زيست​شناسي و بيوشيمي براي جداسازي مواد جامد از مايع در يك سوسپانسيون  مورد استفاده قرار مي​گيرد و در آزمایشگاه ژنتیک جنگل برای استخراج DNA از بافت گیاهی مورد استفاده قرار می​گیرد. سانتريفيوژ‌ها از نظر سرعت و ظرفيت بسيار متنوع هستند و برخی از آنها می توانند با سرعت 200000 دور در دقیقه کار کنند (سانتریفوژهای فرا مرکز) سانتريفيوژ​ها معمولا داراي روتوري​هایی هستند كه در آن 2، 4، 6 يا چاهکهاي بیشتری وجود دارد كه در آن​ها لوله​هاي آزمايش قرار مي​گيرند. ‌محفظه روتور و درب روتور طوري طراحي شده​اند كه در صورت شكستن لوله​ها حتي در حداكثر سرعت، هيچ خطري فرد آزمايش كننده را تهديد نمي​كند. قبل از سانتريفيوژ، بايد لوله‌هاي موجود در روتور بالانس شود. تمام سانتریفوژهای آزمایشگاهی بر اساس اصل رسوبي مواد در سرعت بالا كار مي​كنند و زماني كه يك سوسپانسيون در يك دستگاه سانتريفيوژ قرار مي‌گيرد، مواد جامد در ته لوله آزمايش ته نشين مي​شوند. 
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 سانتریفوژهای کوچکتری به نام ميكروسانتريفيوژها وجود دارند که براي كار در حجم بين  2/0 تا  2 ميلي ليتر (ميكروتيوب​ها) ساخته شده، حداكثر 96 لوله را مي​توانند پشتيباني كنند. 

برخی از سانتریفوژها فاقد سیستم خنک کننده می​باشند  ولی سانتریفوژهای برای استخراج DNA در آزمایشگاه​های بیولوژی استفاده می​شوند معمولا دارای سیستم خنک کننده هستند (سانتریفوژهای یخچال​دار) هستند.  
4-7- ترمال سایکلر یا ترموسایکلر و یا دستگاه PCR
این دستگاه با تغییر دما در مراحل مختلف باعث تکثیر دی ان ای می​شود که مبانی کار آن در بخش پی سی آر توضیح داده می​شود.
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  4-8- دستگاه ژل داک

رایجترین کاربرد این دستگاه، مشاهده و ثبت تصویر از DNA تکثیر شده در واکنش زنجیره​ای پلیمراز  (PCR) است. این واکنش به در آزمایشگاه ژنتیک جنگل برای کاربردهای مختلفی از جمله بررسی بیان ژنها و شناسایی جهش​های ژنتیکی مورد استفاده قرار می​گیرد. به دنبال این واکنش، محصول واکنش که DNA تکثیر شده است وارد ژل الکتروفورز می​شود و پس از رنگ​آمیزی با مواد فلورسنت توسط دستگاه ژل داک از آن تصویربرداری می​شود. 
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روش کار با دستگاه ژل داک 

1- برای استفاده از دستگاه حتماً از دستکش استفاده نمایید 
2- سیستم کامپیوتر مربوطه را روشن نمائید
3- ژل را داخل دستگاه قرار دهید
4- .نرم افزار UVIPHOTO را اجرا کنید
5- در قسمت باالی صفحه سمت راست گزینه Time Real را انتخاب کنید
6- کلید المپ را در روی دستگاه ژل داک روشن نمائید
7- با چرخاندن پیچ​های تنظیم دوربین دستگاه، از بالا به پایین به ترتیب میزان روشنایی، بزرگنمایی، وضوح تصویر و Resolution را می​توان تنظیم نمود
8- پس از تنظیم وضوح تصویر، کلید المپ را خاموش کرده و کلید uv را روشن کنید )دقت کنید زمانی که uv روشن است به هیچ عنوان درب دستگاه را باز نکنید
9- برای ثابت شدن و ذخیره تصویر در محیط نرم افزار، قسمت وسط سمت راست گزینه Freeze را انتخاب کنید
10- برای علامتگذاری و نوشتن اسم نمونه​ها بر روی عکس، گزینه ABC را از نوار ابزار بالا انتخاب کنید. متن خود را در Editor of textنوشته، در قسمت type color رنگ متن را انتخاب نموده و گزینه new را انتخاب کنید. برای تغییر گزینه Modify را انتخاب کنید
11- برای تغییر نوع تصویر از حالت سیاه به خاکستری گزینه Vertical mirrow را انتخاب کنید.
12-  در پایان عکس نهایی را در پوشه مربوط به خود و با استفاده از گزینه save ذخیره کنید
13- در نهایت ژل را برداشته، محل آن را با اتانول استریل کنید. 
14- کامپیوتر را خاموش کرده و کاور دستگاه را بکشید.
5- مشاهده کرومزومهای درختان جنگلی در مرحله تقسیم سلولی میتوز
هدف ما بررسی تقسیم میتوز در سلول است . حدود 90% از زندگی سلول در مرحله اینترفاز است،طی این مرحله سلول آماده تقسیم می شود و هنگامی به مرحله آخر وارد می شود که بخواهد تقسیم شود. گرچه میتوز فرآیندی پیوسته است اما زیست شناسان برای آسانی مطالعه آن را به چهار مرحله تقسیم بندی کرده اند:

پروفاز : اولین وطولانی ترین مرحله میتوز است که با تحول عمده‌ای در سیتوپلاسم و هسته همراه است که شامل:

·  متراکم شدن کروموزوم ها
·  ناپدید شدن پوشش هسته
· ناپدید شدن هستک
· دور شدن دو جفت سانتریول از هم و حرکت آنها به سوی دو قطب سلول که تشکیل دوک تقسیم را به دنبال دارد.

متافاز: دومین مرحله میتوز است که کروموزوم‌های دو کروماتیدی در وسط دوک در امتداد صفحه عرضی به اسم صفحه متافازی یا صفحه استوایی قرار می‌گیرند. دو انتهای آنها کم و بیش به سوی قطب‌های دوک متوجه است. در حالیکه ناحیه سانترومر (محل اتصال دو کروماتید خواهری) به سوی بخش میانی در صفحه استوا قرار دارد. کروموزومها ضخیم و کوتاه‌اند و به حداکثر انقباض خود می‌رسند. در پایان مرحله متافاز ، سانترومرها تقسیم می‌شوند. تقسیم سانترومر همه کروموزومها همزمان صورت می‌گیرد.

آنافاز: مرحله کوتاهی است که در آن ماده ژنتیکی همانندسازی شده (دو کروماتید) از ناحیه سانترومر از هم تفکیک می‌شوند و به اصطلاح سانترومر به دو بخش تقسیم می‌شود هر نیمه هر سانترومر همراه یک کروماتید و کینه توکور وابسته به آن ، یک کروموزوم آنافازی را تشکیل می‌دهند. دو کروموزوم تک کروماتیدی حاصل به دو قطب مهاجرت می‌کنند و طوری این عمل انجام می‌گیرد که همواره ناحیه کینه توکور و سانترومر متصل به آن زودتر از بازوهای کروموزوم‌ها به قطبین می‌رسند. در پایان آنافاز در هر قطب هسته‌ای از کروموزومهای دختری مجتمع هستند که تعدادشان با تعداد کروموزومهای یاخته مادری برابر و همان 2nاست. با این تفاوت که هر کروموزم تک کروماتیدی است.

تلوفاز: جدا شدن کروماتیدها که در مرحله آنافاز صورت می‌گیرد، تقسیم صحیح ژنوم همانندسازی شده را که عنصر اصلی میتوز است، کامل می‌کند. با این تکمیل ایفای نقش تلوفاز آغاز می‌شود که در آن:
·  دستگاه دوک متلاشی می‌شود.
·  ریزلوله‌ها نظم خود را از دست می‌دهند و به صورت مونرمرهای توبولین در می‌آیند و آماده استفاده مجدد در ساختار اسکلت یاخته‌ای جدید می‌شوند.
·  غشای هسته در اطراف هر گروه کروماتیدهای دختر شکل می‌گیرد.ک
· روماتیدها یی که هنوز به شکل کروموزوم‌اند، شروع به باز شدن می‌کنند و کاملا کشیده می‌شوند و به صورت کروماتین تجلی می‌یابند. 
· یکی از ژنهایی که به سرعت ظاهر می‌شود، RNA ریبوزومی است که سبب ظهور مجدد هستک می‌گردد.
در اینجا دو روش برای مشاهده کرومزوم​ها در سلول​های گونه​های جنگلی توضیح داده می​شود:
· روش اول
· تعدادی بذر کاج تهران (Pinus eldarica) را (حدود 20 عدد) را 24 ساعت در آب سرد قرار می دهیم
6- بذور خیس شده را در در داخل پتری دیش بر روی دو لایه کاغذ قرار می دهیم و آنها را خیس می کنیم و پتری دیش را در ژرمیناتور و یا در شرایط دمای اتاق (25 درجه سانتی گراد) قرار می دهیم و هر روز مقدار رطوبت آن را کنترل می کنیم تا خشک نشوند. پس از حدود یک هفته بذور شروع به جوانه زدن می کنند و ریشه جوان سفید رنگ نمایان می شود.
7- از انتهای ریشه های در حال رشد به اندزه نیم سانتی متر توسط تیغ می بریم و آنها را درون یک شیشه ساعت قرار می دهیم.
8- روی ریشه ها به مقدار ده قطره از رنگ مورد نظر(استوکارمن یا استواورسُِِین یا فوشین) میریزیم وسپس  یک قطره اسید کلریدریک اضافه می​کنیم. شیشه ساعت را روی بشر آب در حال جوش که روی هیتر قرار دارد می​گذاریم.
9- هر 5 دقیقه یک بار قبل از اینکه رنگ خشک شود به مقدار پنج قطره از رنگ و یک قطره اسیدکلریدریک اضافه می کنیم. این کار را 3 مرتبه انجام می دهیم و پس از مرحله سوم قبل از خشک شدن رنگ شیشه ساعت را از روی بشر برمی داریم.
10- یک قطره اسید استیک اضافه می کنیم و سپس با استفاده از سوزن ریشه ها را قطعه قطعه می کنیم.
11- یک قطره رنگ مورد استفاده را در مرکز یک لام می​ریزیم و یکی از قطعات ریشه را روی آن قرار می​دهیم با استفاده از سوزن و تیغ ریشه را ریش ریش می کنیم. یک عدد لامل را روی ریشه می​گذاریم. روی لام را با استفاده از یک کاغذ صافی پوشانده و محل قرار گیری لامل را فشار می​دهیم تا رنگ اضافه خارج شده، هم چنین ریشه ها نرم شده تا سلول ها جدا و سست شوند و ديدن کروموزوم ها ، هستک و بقیه اجزای سلول امکان پذیر شود.
12- نمونه آماده شده را در زیر میکروسکوپ قرار می​دهیم و با بزرگنمایی 500 تا 1500 برابر می​توان کرومزوم​ها را مشاهده نمود.
· روش دوم
1- بذر گونه مورد نظر را ریشه دار می​کنیم
2- تهیه محلول فیکساتور ( 1 حجم اسید استیک + 3 حجم اتانول 96%) و نگهداری ریشه​ها به مدت 12 تا 24 ساعت در این محلول
3- جدا کردن قسمت انتهایی ریشه
4- نگهداری ریشه​ها به ترتیب در اتانول 20% و 50% هر کدام به مدت 20 دقیقه و سپس در الکل 70 درصد تا زمان آزمایش
5- غوطه​ور کردن ریشه​ها در HCL یک نرمال در لوله آزمایش در معرض حرارت 60 درجه در حمام بن ماری به مدت 15 دقیقه
6- رنگ​آمیزی ریشه​​ها با یکی از محلولهای رنگی فوشین، استواورسیین یا استوکارمین و یا هماتوکسیلین به مدت حدود 30 دقیقه در حمام بن ماری
7- انتقال ریشه رنگ شده روی لام 
8- افزودن یک قطعه اسید استیک 45% روی نمونه جهت حل رنگهای اضافی احتمالی
9- گذاشتن لامل بر روی نمونه و فشار دادن آن به طوری که هواگیری شود.
10- نگاه کردن در زیر میکروسکوب.
6- روش استخراج DNA از برگ گونه های جنگلی
برای استخراج دی ان ای روش​ها و پروتکل​های مختلفی و جود دارد که اساس کار انها معمولا یکسان هست ولی بسته به نوع گونه تا حدی متفاوت هستند. این پروتکل​ها را می​توان بسته به گونه و نمونه مورد مطالعه از منابع علمی جستجو کرد. ذیلا یک روش استخراج (and Bendich (1988) Rogers) که برای گونه​های جنگلی مناسب هست ارائه می​شود:
1. gr 1 از برگ​های جوان در ازت مایع خرد می​شود.
2. 10 ml از 2 ˟ CTAB،  ml1 بافر تجزیه شامل مواد زیر اضافه می​شود و سپس میکس می​شود. 
 (100 mM Tris-HCl, 20 mM EDTA, 10% Sodium lauroyl sarcosinate; pH 8            + (
) 0.1 - 0.2 ml of 2 mercaptoethanol(

3. به مدت 1 ساعت در دمای 60 درجه سانتی​گراد می​ماند.
4. 2 بار با محلول 1:24 (chloroform/isoamyl alcohol) جداسازی انجام می​گیرد. 
5. 0.1 حجم باقی​مانده 10% CTAB و 2 برابر CTAB ته​نشین شده بافر اضافه می​شود.
6. نمونه​ها به مدت30 دقیقه در دمای اتاق انکوبه می​شوند. 
7. و سپس سانتریفیوژ می​شوند (در 7000 دور، 10 دقیقه، 20 درجه سانتی​گراد).
8. پلت تشکیل شده در ml 10بافر  salt TE(,1 m NaCl, 10 mM TrisHCl 1 mM EDTA; pH 8) حل می​شود و به مدت1 ساعت در دمای 55 درجه سانتی​گراد می​ماند.
9. ml 7 ایزوپروپانول به آن اضافه می​شود و در دمای 20 درجه سانتی​گراد، 10000دور و 10 دقیقه سانتریفیوژ می​شود تا نوکلئیک اسید رسوب شود.
10. پلت در ml 10 از بافر 5 ˟ TE شامل مواد (pH 8 50 mM Tris-HCl, 5 mM EDTA;) حل می​شود. و RNase A در پایان  با غلظت (g/ml 20 اضافه می​شود.
11. بعد در دمای 55 درجه سانتی​گراد و 30 دقیقه انکوباسیون می​شود.
12. و با محلول (1:24) جداسازی انجام می​گیرد.
13. DNA در نهایت با یک حجم ایزوپروپانول و 1.10 حجم 3 MNaOAc رسوب می​شود، بعد با شستشو و خشک شدن در حجم مناسبی از بافر TE حل می​شود.
17. 100 میکرولیتر بافر شور TE به پلت اضافه می​کنیم، اضافه کردن 300 میکرولیتر (اتانول 98.6% و آمونیوم استات).
18. در 4 درجه، 5 دقیقه، 13000 دور سانتریفیوژ شود.
19. خالی کردن مایع و گذاشتن برای خشک شدن.
20. 100 میکرولیتر آب دیونیزه اضافه می​کنیم.
7- روش PCR
PCR یا واکنش زنجیره​ای پلیمراز (Polymerase Chain Reaction)، تکنیکی است که با استفاده از آن می​توان در مدت زمان کوتاهی قطعه خاصی از مولکول DNA را در شرایط آزمایشگاهی بوسیله دستگاه ترمو سایکلر میلیون​ها بار تکثیر نمود. این قطعه DNA ممکن است یک ژن، بخشی از یک کروموزوم یا بخش​هایی از ژنوم یک موجود باشد.
با این تعریف، PCR همانند یک دستگاه فتوکپی عمل می​کند که بوسیله آن می​توان صفحاتی از کتاب ژنوم هر موجود را به تعداد دلخواه و مشابه نسخه اصلی (البته در مواردی همراه با خطاهای جزئی) تکثیر نمود.
اساس این روش بسیار ساده بوده و مانند واکنش همانندسازی DNA در موجودات زنده توسط آنزیم  DNA  پلیمراز صورت می​گیرد. در موجودات زنده، مجموعه​ای از چند پروتئین و آنزیم در فرآیند همانند سازی DNA نقش دارند در حالی که در واکنش PCR تنها نوع خاصی آنزیم DNA پلیمراز مقاوم به حرارت به نام Taq polymerase به همراه بافر، کلرید منیزیم و نوکلئوتیدها جهت تکثیر قطعات DNA استفاده می​شود. 
واکنش PCR به طور روزمره در اکثر آزمایشگاه​های تشخیصی و تحقیقاتی استفاده می​شود و در موارد بسیاری مثل شناسایی و جداسازی ژن​ها، کلونینگ، طبقه​بندی و شناسایی موجودات زنده، تشخیص بیماری​های ژنتیکی و حتی پرونده​های جنایی و تعیین هویت کاربرد دارد. در حال حاضر و نزدیک به 30 سال پس از کشف PCR، تحقیقات ژنتیک مولکولی بدون استفاده از این تکنیک قابل تصور نیست.

اساس واکنش PCR که بر مبنای تغییرات دمایی می​باشد را می​توان در سه مرحله به شرح ذیل خلاصه کرد:

1- مرحله واسرشت سازی (Denaturation)، 30 تا 60 ثانیه. در این مرحله پیوندهای هیدروژنی دو رشته توالی DNA با حرارت (94-95 درجه سلسیوس) شکسته و دو رشته از یکدیگر جدا می​شوند. 
2- مرحله اتصال (Annealing)، 30 تا 60 ثانیه (اتصال پرایمرها به نواحی مکمل روی DNA و تعیین محدوده تکثیر قطعه DNA): در این مرحله دمای واکنش پایین آورده می​شود (معمولاً 50 تا 60 درجه سلسیوس). در این مرحله، دو قطعه کوتاه DNA تک رشته​ای (معمولاً بین 18 تا 30 نوکلئوتید) که دقیقاً مشابه دو طرف قطعه DNA مورد نظر برای تکثیر طراحی و ساخته شده​اند (با نام پرایمر یا آغازگر)، به توالی​های مکمل خود در دو رشته باز شده DNA متصل می​گردند. این دو قطعه انتهای آزاد برنامه فعالیت آنزیمDNA پلیمراز را فراهم می​نماید، کاری که در همانند​سازی در موجودات زنده توسط آنزیم پریماز و توالی اولیه ساخته شده توسط آن انجام می​گیرد.

3- مرحله گسترش (Extension یا Elongation)، به ازای هر 1000 نوکلئوتید طول قطعه 60 ثانیه: در این مرحله قطعه DNA مورد نظر تکثیر می​شود. دمای این مرحله 72 درجه می باشد.
این 3 مرحله بین 25 تا 40 بار تکرار می​شود که به آن چرخه​های PCR می​گویند.

مواد لازم برای: PCR 
1- نمونه DNA یا تمپلیت: این نمونه را می​توان از برگ درختان استخراج کرد. 2 میکرولیتر
2- پرایمر: بر اساس توالی هر گونه سفارش داده می شود. پرایمر فوروارد و ریورس هرکدام به مقدار 1 میکرو لیتر
3- مستر میکس (کیت PCR ): به جای کیت می توان از اجزای آن که شامل بافر پی سی آر، MgCl، آنزیم تک پلیمراز است استفاده نمود. به مقدار 8.5 میکرولیتر
4- آب دو بار تقطیر: 12.5 میکرولیتر
البته این مقادیر در شرایط مختلف می تواند متفاوت باشد.
  بعد از ریختن مواد بالا در لوله​های مخصوص PCR لوله​ها را داخل Block دستگاه ترموسایکلر قرار دهید و دستگاه را روشن کنید (مقدار 100 میکرولیتر روغن معدنی روی واکنش بریزید تا از بخار شدن مواد ممانعت بعمل آورد. لازم به ذکر است که دستگاه​های ترموسایکلر جدید به صورت Heated lid ساخته شده​اند یعنی درب دستگاه که روی لوله​های واکنش قرار می​گیرد حدود 105 درجه گرم میشود در نتیجه بالای لوله گرمتر از پایین آن است و از بخار شدن مواد داخل لوله جلوگیری می​شود 
 - آنزیم Taqpolymerase: این آنزیم برای تکثیر قطعات کمتر از سه هزار جفت باز توصیه شده و پر مصرف ترین آنزیم مورد استفاده در PCR می​باشد. به طور معمول حدود یک واحد از این آنزیم در 50 میکرو لیتر از واکنش PCR  استفاده می​شود. اگر نمونه DNA حاوی مواد ممانعت کننده PCR باشد، می​توان این مقدار را دو تا سه برابر افزایش داد ولی مقادیر بالاتر آنزیم باعث تولید محصولات غیر اختصاصی می​گردد. گرچه دمای مناسب برای این آنزیم 72 درجه سلسیوس می​باشد ولی چون این آنزیم در دمای معمولی نیز قادر به تکثیر می​باشد برای جلوگیری از اتصال قطعات پرایمر به نقاط دیگری روی توالی نمونه DNA و امکان تولید قطعات غیر اختصاصی، توصیه می​شود که تمامی مراحل آماده​سازی واکنش PCR بر روی یخ صورت گیرد.
- یون منیزیم: یون منیزیم یکی از اساسی​ترین اجزا واکنش PCR می​باشد. انواع مختلف آنزیم DNA polymerase برای فعالیت خود به این یون نیاز دارند و این یون برای اتصال پرایمر و قطعه DNA لازم است. برای تکثیر با Taq polymerase این یون عمدتاً به صورت ترکیب کلرید منیزیم در واکنش PCR استفاده می شود. این ترکیب گاهی در همان بافر PCR قرار داده می​شود ولی از آنجا که برای برخی واکنش​های PCR لازم است که غلظت این یون تغییر نماید، این ترکیب به طور جداگانه تهیه و به واکنش افزوده می​شود. غلظت بهینه یون منیزیم در واکنش PCR یک تا چهار میلی​مولار است. غلظت بالاتر از این مقدار باعث تکثیر قطعاتی غیر از قطعه مورد نظر (قطعات غیر اختصاصی) شده و غلظت پایین این یون نیز ممکن است به کاهش کارایی واکنش و میزان تولید قطعه مورد نظر منجر شود.
- پرایمرها: غلظت بهینه پرایمرها برای واکنش PCR از 100 نانو​مولار تا یک میکرو​مولار متغییر است. غلظت بیش از این، منجر به تولید قطعات غیر اختصاصی می​شود. طراحی پرایمر نیازمند دقت فراوانی است و مرحله بسیار مهمی در امکان​پذیر شدن و صحت تکثیر قطعه مورد نظر دارد. دمای مرحله اتصال در برنامه PCR به توالی پرایمرها ارتباط دارد. 
8- روش الکتروفورز
الکتروفورز به انگلیسی: (Electrophoresis) به حرکات ذرات در یک مایع تحت میدان الکتریکی گویند. به سبب اینکه ماکرومولکولهای زیستی مانند دی‌ان‌ای و پروتئین​ها باردار هستند می‌توان با قرار دادن آنها در یک میدان الکتریکی، آنها را بر اساس خواص فیزیکی مانند شکل فضایی، وزن مولکولی و بار الکتریکی، تفکیک کرد. برای این منظور از روشی بنام الکتروفورز استفاده می‌شود. 
یک نوع رایج از الکتروفارز «ژل​الکتروفارز» می​باشد که امروزه در اکثر آزمایشگاه​ها کاربرد فراوانی دارد. از یک محیط نیمه جامد (ژل) به عنوان فاز ثابت استفاده می‌شود. این نوع الکتروفورز برحسب نوع ژل به کار گرفته شده به دو نوع الکتروفورز ژل پلی‌اکریل آمید ( PAGE) و الکتروفورز ژل آگارز تقسیم می‌شود. الکتروفورز PAGE دارای قدرت تفکیک بسیار بالائی بوده و برای تفکیک پروتئین‌ها و اسیدهای نوکلئیک به کار گرفته می‌شود. 
برای تفکیک اسیدهای نوکلئیک در صورت امکان از ژل آگارز استفاده می‌شود. تهیه این ژل به مراتب سریعتر و آسانتر از ژل پلی​اکریل آمید بوده و هزینه کمتری را در بر می‌گیرد. معمولاً برای تفکیک قطعات بزرگ DNA (بزرگ‌تر از ۵۰۰ جفت باز) در صورتیکه هدف صرفاً بررسی کیفی و تفکیک باشد استفاده از ژل آگارز انتخاب اول است. برای تفکیک قطعات کوچک DNA دو رشته‌ای و قطعات DNA تک رشته‌ای از ژل پلی اکریل آمید استفاده می‌شود.  قدرت تفکیک ژل‌های مزبور ارتباط مستقیمی با غلظت آنها دارد. 
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9- کشت بافت
منظور از کشت بافت گیاهی، رشد بافت‌های مختلف گیاهی از قبیل یک قطعه پوست، برگ، بذر، لپه و ..... یا سلول‌های گیاهی بصورت جداگانه از ارگانیسم است بطوری که این بافتها می توانند طی مراحلی تمایز یافته و  تبدیل به یک کیاه کامل شوند. کشت بافت گیاهی بر این اساس استوار است که هر یک از سلول‌های گیاهی تمایز نیافته توانایی تبدیل شدن به گیاه کامل را دارند و این اصل، دریچه‌ای تازه پیش روی دانشمندان و محققان علوم زیستی گشوده شد. این کار معمولاً در یک محیط کشت که حاوی مواد معدنی، مواد آلی، کربوهیدراتها و تنظیم کننده های رشد باشد انجام می​گیرد. محیط کشت می تواند مایع، نیمه جامد یا جامد  باشد. 
روش‌های کشت بافت مبتنی بر دو مرحله تمایززدایی و تمایزیابی است که انجام هر یک از این مراحل به شرایط خاصی نیاز دارد و باید در محیطی عاری از هرگونه آلودگی صورت پذیرد که گاه باعث افزایش هزینه تولید می‌شود. با این وجود مراکز تولیدی سالیانه میلیون‌ها نهال و گیاه مختلف را از طریق روش‌های ریزازدیادی(Micropropagation) به بازار عرضه می‌کنند و فرآورده‌های زیستی متعددی نیز با استفاده از روش‌های کشت بافت تولید می‌شوند. کشت بافت و سلول گیاهی به همراه روش‌های مهندسی ژنتیک از ارکان مهم فناوری زیستی به عنوان یکی از علوم پیشرفته دنیا به‌شمار می‌آیند. 
کاربرد کشت بافت گیاهی را به طور خلاصه می توان به شرح ذیل بیان نمود:

10- اصلاح نژاد: در مقایسه با روشهای سنتی بسیار سریعتر بوده و امکان انجام تلاقی های بین جنسی را فراهم میکند.
11- نگهداری ذخایر توارثی
12- تولید گیاهان عاری از ویروس و بیماریهای دیگر
13- تولید گیاهان هاپلوئید
14- تکثیر گونه‌های مفید ومقاوم به شکل کاملاً همسان
دستورالعمل کشت بافت گیاهی و القاء تشکیل کالوس و باززایی گیاه:

1- بذر را در آب محتوای چند قطره ماده شوینده در داخل ارلن قرار دهید و ارلن را برای مدت حداقل نیمساعت بر روی شیکر تکان دهید.

2- بذرها را در زیر هود لامینار (شکل 1) در محلول الکل 70% به مدت 2 دقیقه (این مدت زمان بسته به گونه گیاهی ممکن است بیشتر و یا کمتر باشد) غوطه‌ور نموده و سپس الکل را بیرون بریزید.
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شکل 1- اتاقک جریان هوای لامینار

3- بذرها را به یک ارلن حاوی محلول تجاری هیپوکلریت سدیم (با غلظت 15 درصد) به مدت 10 دقیقه انتقال دهید و سپس با آب مقطر استریل 5 بار شستشو دهید.

4- در سطح محیط کشت موراشیگ و اسکوج (MS) دو تا سه عدد بذر (البته بسته به سطح محیط کشت و اندازه بذر گونه گیاهی این عدد ممکن است متفاوت باشد) قرار دهید.

5- کشت‌ها را به مدت 2-1 هفته در دمای 25 درجه سانتی‌گراد در دوره نوری 16 ساعته با شدت نوری 1000-800 لوکس در ثانیه در متر مربع قرار دهید.

6- گیاهچه‌هایی را که در این شرایط استریل تشکیل شده‌اند و هیپوکوتیل آنها کاملاً رشد یافته است (شکل 2) را انتخاب نمائید. (البته به جای هیپوکوتیل بسته به گونه گیاهی می‌توان از کوتیلدون، میانگره، ریشه، برگ و دیگر اندام‌های گیاهی به‌عنوان ریزنمونه استفاده کرد؛ ریزنمونه به آن بخش از پیکره گیاه گفته می‌شود که از آن برای ایجاد یک کشت مانند کالوس و یا هر کشت دیگری در کشت بافت گیاهی استفاده می‌شود).

7- ریزنمونه تهیه‌شده را در محیط کشت MS حاوی غلظت مناسبی از تنظیم‌کننده رشد اکسین (مانند 2 میلی‌گرم بر لیتر توفوردی یا NAA و یا از اکسین دیگر) کشت دهید.

8- کشت‌ها را به‌مدت حداقل 4 هفته در تاریکی و در دمای 25 درجه سانتی‌گراد قرار دهید. پس از گذشت چهار تا پنج هفته بافت کالوس تشکیل خواهد شد (شکل 2).
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شکل 2- مراحل انجام کشت بافت گیاهی. a: بذر استریل‌شده شب خسب قبل از کشت در محیط MS؛ b: گیاهچه حاصل از کشت بذر شب‌خسب بعد از گذشت 2 هفته؛ c: ریزنمونه برگ جهت کشت؛ d: کشت برگ در محیط MS جامد؛ f: کالوس حاصل از کشت کوتیلدون شب‌خسب در محیط کشت MS حاوی اکسین. 

9- ریزنمونه‌های مختلف را از نظر بافت کالوس تشکیل شده در طول این مدت ارزیابی کنید.

10- قطعه کوچکی از بافت کالوس را برش داده و برای تکثیر به محیط کشت تازه مشابهی انتقال دهید.

11- به‌منظور تشکیل ساقه قطعاتی از کالوس به‌اندازه تقریبی 5/0 سانتی‌متر به محیط کشت MS دارای 2 میلی‌گرم بر لیتر NAA + 1 میلی‌گرم بر لیتر BAP (یک هورمون سیتوکنین) انتقال دهید (شکل 3).

12- ظروف کشت را درزگیری نموده و در دمای 25 درجه سانتی‌گراد، در شرایط نوری 16 ساعت با شدت نوری 1000 لوکس در انکوباتور قرار دهید.

13- بعد از گذشت 3 هفته، بر روی قطعات کالوس ساقه‌ تشکیل می‌شود؛ تغییرات حاصله را در فواصل زمانی کنترل و ثبت کنید.

14- برای ریشه‌دهی، ساقه‌هایی را که به اندازه کافی رشد کرده‌اند، به محیط کشت دارای غلظت مناسبی از هورمون ریشه‌زایی IBA (برای مثال 2/0 میلی‌گرم بر لیتر) که تسریع‌کننده ریشه‌زایی انتقال دهید.

15- گیاهچه‌هایی را که به‌خوبی ریشه‌دار شده‌اند (شکل 3) به آرامی از ظروف کشت خارج نموده و ضمن اینکه از آسیب‌رسانی به آنها باید پرهیز نمود، ریشه‌ها را با جریان آب ولرم شستشو دهید تا آگار چسپیده به آنها شسته شود.

16- گیاهچه‌ها را به گلدان‌های پلاستیکی محتوای خاک استریل انتقال دهید. خاک گلدان بایستی حتماً مرطوب باشد. پس از انتقال گیاهچه به خاک، روی آن با یک بشر به‌صورت واژگون، و یا با ایجاد خیمه‌ای از جنس پلاستیک بپوشانید (از لیوان‌های پلاستیکی شفاف می‌توان استفاده کرد). این گیاهچه طی چند روز اول به آب نیاز ندارد.
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17- گلدان‌های حاوی گیاهچه‌ها را با احتیاط تحت تابش نور قرار دهید. هر روز به مدت چند دقیقه با باز کردن خیمه پلاستیکی و یا برداشتن بشر، اجازه دهید تبادل هوا صورت گیرد. پس از گذشت یک هفته این مدت زمان را به یک ساعت در روز و در هفته بعد ترجیحاً به چند ساعت در روز افزایش دهید. پس از 3-2 هفته پوشش روی گیاه را کامل بردارید تا گیاه خود را با شرایط محیطی وفق دهد.

شکل 3- تشکیل ساقه از بافت کالوس، ریشه‌زایی از ساقه و باززایی گیاه کامل در کشت بافت شب‌خسب.

نکته: توجه داشته باشید که این دستورالعمل برای باززایی گیاه کامل از قطعات کالوس است (باززایی غیرمستقیم)؛ اما بسته به هدف، انواع مختلفی از دستورالعمل‌ها برای انوع کشت‌ها (برای مثال کشت جنین، کشت پروتوپلاست، کشت بساک و دانه گرده، کشت برگ و دمبرگ برای باززایی مستقیم گیاه از آنها و .....) وجود دارد. در کنار این‌، انواع بسیار وسیعی از محیط‌های کشت مختلف نیز برای اهداف مختلف وجود دارد که بایستی بسته به هدف بهترین آنها را انتخاب کرد؛ برای نمونه، به‌غیر از محیط MS که معمول‌ترین و پراستفاده‌ترین محیط کشت در کشت بافت گیاهی است، محیط کشت دیگری همچون WPM، B5، LS و ..... برای کشت بافت گیاهان در شرایط درون شیشه وجود دارد.
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