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  مقدمه

اي طولانی در میکروبیولوژي برخوردار پیشینهبراي مطالعات آینده از  حفظ ریزجانداران
تحقیقات علمی در زمینه تنوع و  منابع ارزشمندي براي ریزجاندارانهاي  مجموعه کشت. است

ها و اهداف آموزشی  روز بیماريهمدیریت بهمچنین  ،کشاورزي و علوم خاكتکامل میکروبی، 
هاي  روفایلبه عنوان نسخه دائمی پ ریزجانداران شده خالصهاي  سویه. روند شمار میبه

ژنوتیپی  هايیژگیو بیان موادي را براي توانندمی کنند که عمل می فنوتیپی منحصر به فرد
بدون در حالت زنده  ریزجاندارسازي مؤثر عبارت است از، حفظ یک ذخیره. بیشتر فراهم کنند

سازي همچنین پس از ذخیره. فنوتیپی آن ژنوتیپی و یا هايویژگیآلودگی و بدون تغییر در 
  . از حفظ بازگردد پیشبه وضعیت خود  بتواند ریزجانداربایستی 
که از  نشان داده شدهها  ها و قارچ باکتري هايکشت براي ذخیرههایی  روش زیردر 

مد براي راهی کارآ ،این روش. اشاره نمود 1توان به خشک کردن انجمادي ها می جمله آن
 ریزجاندارانهاي  هاي مربوط به انواع سویه وسیعی از کشت   انتقال و ذخیره مجموعه

و نیز محافظت در برابر  نگهداريی، قابلیت مانی طولانزنده این فرایند. رود شمار می به
اما بایستی . کندمختلف تضمین می ریزجاندارانسازي را براي  آلودگی در طول ذخیره

فرآیند  درمناسب نیست و ممکن است  ریزجاندارانداشت که این روش براي تمامی   توجه
  . رخ دهد ریزجاندارخشک کردن و یا انجماد، آسیب ژنتیکی در 

  

  خالص ریزجانداري نگهدار - 1
  )لیوفلیزاسیون( به روش خشک کردن انجماديمدت باکتري اري طولانینگهد - 1- 1

    وسایل و تجهیزات
  )اسپاتول( قاشقک توزین -
  )فیلدوپلاتین( لوپ -
  پوآر کوچک -
  برچسبکاغذ و  -

                                                   
1. Freeze-drying or lyophilization 
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  گاهیلوله آزمایشاستند  -
  لیتريمیلی 5 فالکون -
  مخصوص لیوفلیزهاي هاي شیشهلوله -
  پیپت پاستور -
  لیتريمیلی 100ج مدر استوانه -
    لیتريمیلی 250ر ارلن مای -
  ترازوي آزمایشگاهی -
  گرمخانه -
  اتوکلاو -
  هود میکروبی -
  ونآ -
  شیکرلوله -
  لسیوسسدرجه  4یخچال  -
  لسیوسسدرجه  -20فریزر  -
  درایر_دستگاه فریز -
  دستگاه هوابرش -

  

  و واکنش گرها مواد
 1اسکیم میلک )کننده سرمامحافظت( پایه محلول -
  گلوکز -

  

  روش کار
گـرم   20گـرم اسـکیم میلـک و    10ن میزا، محلول پایه اسکیم میلک وگلوکزتهیه براي  .1

در این صـورت  ه ک( رسانده شود لیترمیلی 100به حجم قطر با آب م، توزینز پس ا گلوکز
 .)شوددرصد گلوکز تهیه می 20یم میلک و درصد اسک 10محلول پایه با 

                                                   
1  . Skim milk 
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  ايهاي شیشهآماده سازي لوله -1 شکل 

  
ریخته، درب آن  فالکونهاي لیتر داخل لولهاز محلول آماده شده میزان یک میلی .2

  ها براي حجم محلول پایه موردنیاز براساس تعداد باکتري. شودبسته واتوکلاو 
از این  لیتریک میلی حجم است که یادآوريلازم به (تهیه شود  سازي، محاسبه وذخیره

  .)استکافی  سازيذخیره برايباکتري  کشت دد تکرار یکع 5 تهیه برايترکیب، 
مقـدارکمی  نوشته، را روي کاغذ ) ماه و سال( تاریخ انجام کار ومشخصات باکتري  .3

 .)1شکل (شود استریل  داده و اي قرارهاي شیشهپنبه داخل لوله
کشـت   ،محیط کشت جامـد اختصاصـی   سازي درذخیرهموردنظر براي  باکتري از .4

 .)2شکل ( تهیه شود تازه و خالص
 

  
  هالیوفلیزه باکتريسازي مراحل انجام آماده - 2شکل 
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هـاي  داخل لوله، از جرم باکتري برداشتهسه لوپ کاملا پر  شرایط استریل، در .5

به مـدت یـک دقیقـه    براي تهیه سوسپانسیون یکنواخت  واده محلول پایه انتقال د
 .قرار داده شودشیکرلوله  روي
با پیپت پاستور استریل که پوآر کوچکی به سر آن وصل شده  یوني از سوسپانسمقدار .6

 ).مراجعه شود 1به نکته ( شود منتقل برچسب مشخصات داراياستریل  هايداخل لوله
 24تا  شده منتقلدرجه سلسیوس  -20به فریزر باکتري  دارايهاي بلافاصله لوله .7

  .نگهداري شودساعت 
لسـیوس  درجـه س  -35دما به  وه شدن روش درایر ساعت دستگاه فریز 24از  پس .8

 داده شـود هش کـا  -45دما بـه   ،پمپ خلاء دستگاهباروشن کردن سپس  .رسانده شود
 ).مراجعه شود 2به نکته (

بـه   و شـده  برداشـته هـا  پنبه سر لولـه  ،کرده جفریزر خار هاي فریز شده را ازلوله .9
ط خـلاء و بـرودت   تا شـرای  ردهپیچ چمبر را باز کسپس  .)3 شکل( دنشودستگاه وصل 

 ).عه شودمراج 3به نکته ( برقرار شود
 

  
 درایر دستگاه فریزچمبر باکتري به  دارايهاي لوله اتصال -3شکل 

  
دسـتگاه   کمـک  بـا هـا  لولـه هـا،  نمونـه  از سه ساعت و خشک شدن کامـل  پس .10

  ).مراجعه شود 4به نکته (شود  ریدههوابرش ب
 دناده شـو انتقـال د  لسـیوس س درجـه  4به یخچال و دمـاي  هاي برش زده لوله .11

 .)4شکل (
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  لسیوسسدرجه  4 دماياز برش در  پسها ذخیره لوله - 4شکل 

  

  نکات
که سوسپانسیون طوريبه شودآرامی انجام  به اي استریلههاي شیشانتقال باکتري به لوله .1

  .ل شودحاصشکیل  و هاي تمیزلوله از برش پسبه جداره لوله و کاغذ مشخصات برخورد نکرده تا 
پیچ چمبرها کاملا بسته باشد  باید شود درایر روشن_از اینکه دستگاه فریز پیش .2

  .شودایجاد نمی لازم دماي پایین و برودت ،ودنبازبصورت  زیرا در
بالا سرعت عمل ، ستگاهها به دآن و اتصالبرداشتن پنبه  ها از فریزر وهنگام انتقال لولهبه  .3
در غیر این صورت به هنگام  .کامل باشند انجمادشوند و درحالت ها ذوب نتا محتویات لوله رفته

  .دشوها به سمت بالا کشیده مییات آنمحتو باز کردن پیچ چمبر و برقراري شرایط خلاء
تا به هنگام  شود گذاريعلامتکش به کمک خطها لولهمحل برش بهتر است  .4

 .برش همه به یک اندازه باشند
  

  هامدت قارچنگهداري طولانی - 2- 1
  وسایل و تجهیزات

  )اسپاتول( قاشقک توزین -
  )اسکالپر(تیغ جراحی  -
  قیچی جراحی -
  پنس -
  پارافیلم -
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  )متريبریده شده در قطعات یک سانتی(فی صاکاغذ  -
  باستند میکروتیو -
 لیتريمیلی 5/1 بمیکروتیو -
  استوانه مدرج -
  ارلن مایر -
  ترازوي آزمایشگاهی -
  گرمخانه -
  اتوکلاو -
  هود میکروبی -
  لسیوسسدرجه  -20فریزر  -

  

  روش کار
  .کشت تازه و خالص تهیه شود PDA1کشت در محیط سازي از قارچ مورد نظر براي ذخیره .1
به کمـک پـنس اسـتریل در سـطح محـیط کشـت       هاي استریل شده کاغذ صافی .2

 .)5شکل ( داده شود با فاصله مناسب از هم قرار) استریل(
رچ را با کمـک  از محیط کشت داراي قا) مترحدود یک سانتی(یک قطعه کوچک  .3

هاي استریل قـرار داده و در دمـاي   تیغ جراحی بریده، در وسط پلیت داراي کاغذصافی
 ).6شکل (مناسب رشد آن قارچ گرماگذاري شود 

 
  

  
  صافی در سطح محیط کشت دادن کاغذ قرار شیوه -5شکل 

  
                                                   
1. Potato Dextrose Agar 
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 دادن قارچ روي محیط کشت قرارشیوه  -6شکل 

  
تحت ، کاغذها هاي قارچذها توسط هیفکاغ پوشیده شدنرشد قارچ و  پس از .4

که  يبین دولاي کاغذ استریل دیگر و برداشته )با کمک پنس استریل( شرایط استریل
کیسه ( را داخل کیسه پلاستیکی کاغذهاسپس  .آماده شده قرارداده شود پیشاز 

تا  ناسب و دماي آزمایشگاه قرار دادهمکان م در روز 10گذاشته، به مدت ) فریزر
 .ودخشک ش

تر برش به قطعات کوچک راقارچ  دارايهاي کمک قیچی جراحی استریل، کاغذبا  .5
  .هاي استریل قرار داده شودبل میکروتیوداخ ،زده
 درو  پوشاندهبا پارافیلم درب آن  شده و نوشته بروي میکروتیونمونه مشخصات  .6

 . )7شکل ( قرار داده شود لسیوسسدرجه  -20فریزر 
  

  
  ذخیره در کلکسیون برايهاي آماده بمیکروتیو - 7شکل 
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 خالص باکتري و قارچ نمونه مدتنگهداري کوتاه - 3- 1

  وسایل و تجهیزات
  )اسپاتول( قاشقک توزین -
  )فیلدوپلاتین( لوپ -
  گاهیلوله آزمایشاستند  -
  ارلن مایر -
  استوانه مدرج -
  لیتريمیلی 15فالکون  -
  فیلمپارا -
  ترازوي آزمایشگاهی -
  گرمخانه -
 اتوکلاو -
  هود میکروبی -
 لسیوسسدرجه  4یخچال  -
  

  روش کار
 ،pH، پس از تنظـیم  صاصی باکتري یا قارچ مورد نظر تهیه شدهمحیط کشت اخت .1

  ).مراجعه شود 1به نکته (درصد آگار اضافه شود  5/1میزان 
  .شعله، آگار موجود درمحیط کشت ذوب شودبا کمک حرارت  .2
به (اتوکلاو شود درب آن بسته و  هاي فالکون توزیع شده،محیط کشت داخل لوله .3

  ).مراجعه شود 2نکته 
دار بـا  شـیب روي سطح  ،از سرد شدن محیط کشت پیشتا هاي اتوکلاو شده لوله .4

 .)8شکل ( زاویه مناسب قرار داده شود
ها کشت کرده، براسـاس دوره رشـد مناسـب،    باکتري یا قارچ مورد نظر را در لوله .5

  .گرماگذاري شود
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با پـارافیلم پوشـانده، بـه     هاانه، درب لولهپس از سپري شدن دوره رشد در گرمخ .6

 ).9شکل (درجه سلسیوس انتقال داده شود  4یخچال و دماي 
 

  
  دارها روي سطح شیبقرار دادن لوله شیوه - 8شکل 

  
  

  
  لسیوسسدرجه  4هاي کشت شده در دماي ذخیره لوله - 9شکل 

  

  نکات
و افزودن  pHتنظیم  هاي پودري آماده، نیازي بهدرصورت استفاده ازمحیط کشت .1

  . نیستآگار 
لیتر ازمحیط کشت ریختـه شـود تـا شـیب     میلی 7ها میزان بهتر است داخل لوله .2

 .مناسبی داشته و درب لوله را آغشته نکرده و آلودگی ایجاد نشود
 



 هاي آزمایشگاهی زیستیهاي نگهداري نمونهروش                                                         10

 
  هاي ریزوبیومی ریشهنگهداري گره -2

  وسایل و تجهیزات
  بیلچه باغبانی -
  دار کوچکظرف درب -
  ظرف فلزي کوچک -
  ش یکبار مصرفدستک -
  دستمال کاغذي ضخیم -
  سیلیکاژل -
  کیسه یخ -
  یخدان -
  آون -
  درجه سلسیوس 4یخچال  -

  

  روش کار
وارد نشود  ايکه به ریشه صدمهطوريرا به) 10شکل (ریشه  اندام هوایی همراه با .1

 .صورت کامل شستشو داده شودبرداشته سپس با آب به
داشـده، روي دسـتمال   بـه آرامـی از ریشـه ج   ) 11شکل (ها پس از شستشو، گره .2

 .کاغذي ضخیم خشک شود
بـه  (دار داراي سیلیکاژل قـرار داده شـوند   هاي خشک شده داخل ظروف دربگره .3

  ).مراجعه شود 1نکته 
  

 
  اندام هوایی همراه با ریشه - 10شکل 
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  هاي ریزوبیومیگره دارايریشه  -11شکل 

  

 2بـه نکتـه   (د نداده شـو  انتقـال لسـیوس  درجـه س  4به یخچال و دمـاي  ها نمونه .4
 ).مراجعه شود

  
  نکات
این صورت کـه بسـته    آماده و احیا شده باشند بهپیش از  هاي سیلیکاژل بایددانه .1

در دمـاي   مناسـب و فلـزي  داخل ظـرف  هاي سیلیکاژل ، مقداري از دانههابه تعداد گره
ها تغییر رنگ دانه .)12شکل ( لسیوس به مدت نیم ساعت قرار داده شوددرجه س 150

  .دهنده احیا آن استه سمت آبی یا نارنجی نشانب
 .هاي یخ و یخدان استفاده شودکیسهبهتر است در این فاصله از  .2

 

  
  سیلیکاژل دارايها به ظروف انتقال گره شیوه - 12شکل 
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  براي مطالعات زیستی خاك هاينگهداري نمونه -3

جام آزمایشات بسیار از ان پسو  پیشهاي آزمایشگاهی نگهداري اصولی و جابجایی نمونه
  و یا  ریزجاندارانبهتر است تمام آزمایشات خاك شامل جداسازي  هرچند. است مهم

 ،برداري انجام شونداز نمونه پسترین زمان ممکن و بلافاصله هاي بیوشیمیایی در کوتاهآزمایش
 امکاناتهمچنین و ها و یا محدودیت نیروي انسانی نهاما گاهی با توجه به تعدد نمو

در . سازي نمودتر ذخیرهرا براي زمان مناسب نمونه و باید نبودهپذیر ین کار امکانآزمایشگاهی ا
زمان مدت براي ها نمونه. دشوتوصیه نمی براي این منظور این مرحله استفاده از مواد شیمیایی

تیکی هاي پلاسکیف. محیط خشک و دور از نور مستقیم خورشید نگهداري شونددر  باید کوتاه
لازم  مدت مناسب هستند که البتهو نگهداري کوتاهبرداري عنوان ظرف نمونههدار بنایلونی زیپ

صحیح سبب نکردن باید توجه کرد که مراقبت . گونه آلودگی باشندهر  بدونها است این کیف
براي تهیه نمونه خاك . شودها میاز دست رفتن اطلاعات مهم و یا مخدوش شدن آن

شیمیایی و  ،یهاي فیزیکگیري ویژگیو یا اندازهویژه با عملکرد معین  یزجاندارانرجداسازي 
  . بیوشیمیایی خاك است

ه بیوشیمیایی مختلف خاك ب هايویژگیبراي ارزیابی  بیشترگیري از خاك فرایند عصاره
درجه سلسیوس به  4 مرطوب در دمايهاي خاك نمونه بهتر استبراي این هدف . رودکار می

و همچنین رسیده  کمترینهاي میکروبی به تا فعالیت داري شوندهنگیک ماه دت حداکثر م
، ن مایع براي مواردي که امکان آنالیز سریع وجود نداردژها در نیترونمونه شودپیشنهاد می
ها را گیرد نمونه برداري انجاماز نمونه پسماه  حداکثر تا یک هااگر آزمایش نمونه. منجمد شود

یک ماه قابل  مدت اگر آزمایشات نمونه در. کرد وان در دماي یخچال یا اتاق سرد نگهداريتمی
این نوع . هاي مرطوب و الک نشده را منجمد و نگهداري نمودلازم است نمونه نباشد انجام
قرار گرفته و سپس الک  درجه سلسیوس 4روز در دماي  5کار براي ه از شروع ب پیشها نمونه
- نمونه .از انجام آزمایشات انجام شود پیشیک هفته  ردن و تنظیم مقدار آب بایدلک کا .شوند

دار با امکان درپوش روف پلی اتیلنی دهان گشاد ودر ظ مدتدر دراز هاي خاك بهتر است
نزیمی خاك تعیین کیفیت خاك و آهاي اگر هدف از سنجش فعالیت .شوند تهویه نگهداري

روش انتخاب شده براي  باید هاي پژوهشی باشد،ر فعالیته ددست آمده استفاده از اطلاعات ب
هاي نمونه از زمان ظ ویژگیحف. نگهداري نمونه منجر به ایجاد کمترین تغییر در نمونه شود
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هایی تر و براي این منظور روشپذیرزمایشات در فاصله زمانی کم امکانبرداري تا انجام آنمونه

  .نیز توصیه شده است
  

  ک کردنروش هوا خش - 1- 3
هاي آنزیمی خاك استفاده و سبب پایـداري  براي اهداف سنجش فعالیت بیشتر این روش 
هـاي دیگـر را نیـز    ایششود ضمن اینکه نمونـه قابلیـت اسـتفاده در آزم ـ   هاي خاك میآنزیم

درجـه   42آوري شـده در دمـاي   هـاي جمـع  در این فرایند نمونه خاكمعمولا  .خواهد داشت
درجـه   20ها در دمـاي  پس از آن این نمونه. شوندت قرار داده میساع 48سلسیوس به مدت 
روز قابـل نگهـداري    120درجه سلسیوس به مـدت   15روز و یا دماي  90سلسیوس به مدت 

سـنجش فعالیـت آنزیمـی    البته با مرور ادبیات مربوط به نگهداري نمونه خاك بـراي  . هستند
هـاي  سـازي نمونـه  ی براي خشـک و ذخیـره  د قوانین عمومگیري نمود که نبایتوان نتیجهمی

انتخاب این روش براي نگهـداري  . هاي آنزیمی در نظر گرفته شودخاك براي سنجش فعالیت
متعددي نیز اشاره شده کـه خشـک کـردن و     منابعدر  .نه بستگی کامل به نوع آنزیم داردنمو

سوب شده و بایـد از  از آزمایشات آنزیمی تیمار نامطلوبی مح پیشمرطوب کردن دوباره نمونه 
  . کرد دوريآن 

 
  روش نگهداري در سرما - 2- 3

برداري چند روز تا چند هفته پس از نمونههاي آنزیمی بهترین زمان براي انجام آزمایش 
  نمونه فاصله باید موارد اگر امکان انجام سریع آزمایشات نباشد، در این  بیشتراست و در 

آزمایش  برايده براي نگهداري خاك ترین روش توصیه شمناسب. خوبی حفظ شودهب
اما اگر انجام . درجه سلسیوس به مدت یک ماه است 4سازي در دماي ذخیره ،نزیمیآ

یوس درجه سلس -20پذیر نباشد، منجمد کردن خاك در آزمایشات در طی یک ماه امکان
رد و با ها باید در یک اتاق تمیز، خشک، تاریک، سطور عمومی نمونه هب. تر استقابل قبول

  . تهویه کافی نگهداري شوند
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