                                                     زراعة الأنسجة النباتية
                 المحاضرة الأولى                   الجزء العملي               المرحلة الرابعة
   م\  التعرف على الفضاءات الرئيسية لمختبرات زراعة الانسجة النباتية
مفهوم زراعة الأنسجة النباتية   PLANT TISSUES CULTURE
إن مفهوم زراعة الأنسجة النباتية (plant tssue culture)أو ما يعرف الزراعة خارج الجسم (In vitro culture)الحي يعني زراعة الأنسجة أو الخلايا(cells) أو الأعضاء(organ) أو البروتوبلاست(protoplast) وتنميتها على أوساط غذائية في المختبر وتحت ظروف معقمة ومسيطر عليها وصولا إلى مرحلة النبات الكامل. 
أو يمكن تعريفه بأنه استخدام جزء من النبات قد يكون البذرة أو جزء من الجذر أو جزء من الساق أو الأوراق أو المتك أو حبوب اللقاح على بيئة غذائية مصنعة تحتوي على العناصر الغذائية الكبرى والصغرى ومصدر للسكريات وكذلك إضافة منظمات النمو (الاوكسينات والسايتوكاينينات ) ومن ثم تحضينها في ظروف صناعية خاصة من درجة حرارة وضوء ورطوبة ويعتبر هذا العلم من المجالات الحديثة .

أما أهم الفضاءات الرئيسية لمختبر زراعة الأنسجة النباتية فهي كالأتي :
مختبر زراعة الأنسجة النباتية يحتاج إلى عدد من الأجهزة والمعدات التي تعتبر ضرورية لاستمرار نجاح هذه التقنية وعموما يتكون المختبر من الأجزاء الآتية:
أولا- غرفة التحضير ( غرفة الغسيل ومخزن الأدوات ) preparation room
وتسمى بغرفة التحضير لان فيها يتم إجراء جميع التحضيرات اللازمة من تعقيم وتحضير للوسط الغذائي وغيرها حتى يتم الوصول إلى مرحلة الزراعة ومن ثم التحضين ، ويتكون هذا الجزء من الأجهزة التالية :
• الثلاجة refrigerator                                         • جهاز ال Ph meter  
• المعقام  Autoclave                                           • حمام مائي Bath water
• الفرن الكهربائي Oven                                        • جهاز التقطير distilling apparatus of water 
• الميزان الحساس digital balance                           • الخلاط المغناطيسي  magnetic sterrer  
• المجهر الالكتروني electronic microscope             • دولاب لحفظ الكيمياويات والزجاجيات cupboard 

• مصدر للماء والغاز والكهرباء                                  • الملاقط forceps الصغيرة والكبيرة 
• الإبر Needles الدقيقة للتشريح                              • مشارط Scalpels حادة لتقطيع الأنسجة النباتية

• أنابيب أو زجاجيات للزراعة                                   • المنظفات والمطهرات                                 
 • القفازات Gloves تستعمل لمنع التلوث عن طريق اليدين  أو حماية البشرة من الكيمياويات والمواد الضارة الأخرى.

• غسالة أطباق اوتوماتيكية  washing machine
ثانيا- غرفة الزراعة     culture room 
عملية زراعة الأنسجة النباتية يمكن أن تجري بنجاح إذا كان مكان الزراعة نظيف وخالي من الملوثات ، حيث يشكل التلوث (Contamination) اكبر مشكلة تعاني منها الزراعة النسيجية وهناك العديد من الخطوات التي تتخذ من اجل عدم حصول التلوث والوصول بالعملية الزراعية إلى  نهايتها بأحسن حال حتى نضمن نجاح هذه العملية .
من أهم الأجهزة والمعدات التي يجب أن تتوافر في هذه الغرفة هو جهاز ( الهود ) Laminair Flow Transfer Cabinet وهو عبارة عن جهاز مزود بموتور صغير يدفع الهواء إلى الفلاتر التي تعمل على حجز الأتربة العالقة الكبيرة الحجم بعدها يمر الهواء إلى فلتر دقيق والهواء إما أن يندفع راسيا أو أفقيا في منطقة العمل إذن فدوره هو يعمل على تخليص الهواء الداخل إلى حيز الكابينة من الأتربة والكائنات الدقيقة عن طريق مروره على هذه المرشحات الدقيقة وعليها يتوقف كفاءة الهود . 
وكذلك مزود بلمبة أشعة فوق البنفسجية Ultra violet lamp لتعقيم الهود والجو المحيط حيث أن لهذه الأشعة دورا مهما في تعقيم غرفة الزراعة بكاملها وليس محدودا على الكابينة ، وكذلك تحتوي الكابينة على مصابيح فلورسنت لإضاءة الهود وكذلك مصدرا لدخول الغاز الطبيعي ويتم تعقيم هذه الكابينة عن طريق الغسل بالكحول بتركيز 70% أو الكحول المركز95% مع الحذر التام تقريبه من النار لأنه سريع الاشتعال ، مع العناية المستمرة بغسل ارض الغرفة باستمرار لضمان التخلص من التلوث .   
ثالثا- غرفة  التنمية     Growth room 
يعتبر هذا الجزء مهما جدا لاكتمال عملية الزراعة بنجاح ، إن جميع أنواع مزارع الأنسجة النباتية تحفظ في مكان يمكن التحكم بداخله في درجة الحرارة والضوء والرطوبة ودورة الهواء لذلك يجب إن يوضع برنامج لدرجات الحرارة والإضاءة على مدار 24 ساعة .

عموما فان درجة الحرارة المثلى لنمو الزروعات هي 25±2 أما درجات الإضاءة  وطول الفترة الضوئية فنها تختلف حسب نوع النبات حيث أن بعض النباتات تحتاج إلى كثافة ضوئية عالية من 5-10 كيلولوكس وأحيانا بعض المزارع تتطلب إظلام تام .
أما بالنسبة للرطوبة داخل غرفة النمو فنها تتباين من 20-98% ويمكن التحكم فيها عن طريق أجهزة التحكم في الرطوبة.
أما بالنسبة لأرفف النمو داخل الغرفة قد تكون من الزجاج أو من الخشب وكل رف مزود بوحدة إضاءة مستقلة عن الأخر وأحيانا توضع مروحة صغيرة على احد جوانب الرف حيث يتم تنظيم توزيع الحرارة التي قد تنبعث عند استخدام وحدات الإضاءة ، ويفضل استخدام المصابيح البيضاء Cool white التي تعطي حرارة قليلة أو لا تصدر أي حرارة وتوضع أوعية الزراعة إما مباشرة على الأرفف أو توضع في صواني بلاستيكية أو من الالومنيوم لسهولة النقل أو التعامل معها داخل المختبر ، وقدر تكون هناك حاضنات كهربائية مجهزة بالظروف البيئية المطلوبة لزراعة الأنسجة وبها أرفف يتحكم في إضاءتها ودرجة حرارتها بقدر الإمكان وقد تكون الغرفة نظيفة معقمة بقدر الإمكان ويوجد بها Stands وهي عبارة عن حوامل راسية يوجد بها أرفف مضاءة ومزودة ب Timer ( لضبط فترة الإضاءة ) وهي غالبا 16 ساعة إضاءة و8 ساعات ظلام وتحتوي غرفة التنمية على أجهزة تكييف لضبط درجة الحرارة وكذلك جهاز الLux meter لقياس الكثافة الضوئية كما وتحتوي هذه الغرفة على مرشحات هوائية وذلك لتجديد الهواء الداخلي للغرفة حيث انه لا يوجد بها شبابيك أو نوافذ ماعدا باب واحد فقط لدخول وخروج النباتات والأشخاص .
وعليه يمكن أن نذكر الصفات العامة للحاضنات أو غرفة النمو :

1- درجات الحرارة تتراوح بين 2و40مْ
2- التحكم بدرجة الحرارة يجب أن يكون بمقدار ±5مْ
3- يجب أن تكون ذات أمان بالنسبة للدرجة القصوى والدنيا من الحرارة 
4- يجب أن يكون بها مسجل دائم لدرجات الحرارة
5- أن تكون ذات قدرة على البرمجة لمدة 24 ساعة بالنسبة للحرارة والضوء
6- تتحمل أن يوضع بها إضاءة  لأكثر من 10،000 لوكس
7- نسبة الرطوبة بها تتراوح بين 20-98%
8- نسبة الرطوبة يمكن التحكم فيها بمقدار ±3مْ
9- أن يكون بها  موزع هواء بانتظام
وهناك ملحقات تابعة لمختبر زراعة الأنسجة النباتية ومها غرفة الأقلمة التي تتوافر فيها أكياس البيت موس وأصص صغيرة وأسبتة بلاستيكية توضع فيها الأصص الصغيرة المنزرعة وأكياس بلاستك وبنشات ومناضد لحمل الأسبتة البلاستيكية ووسيلة للري ويفضل أن يكون الري بالرذاذ ويفضل أن يكون ضوء الغرفة  باستخدام مصابيح الفلوريسنت او تكون الإضاءة بضوء الشمس المباشر، وكذلك الصوب البلاستيكية وهي الأكثر استعمالا لرخص ثمنها وهناك أوعية زجاجية كبيرة لايمكن إدخالها في الغسالات وتغسل بماء الصنبور من 5-6 مرات ثم بماء مقطر مرة واحدة. 






