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  شناختي آن هاي ريخت هاي مريستم شاخه با جنبه ماني جداكشت وابستگي زنده
  (Vitis vinifera)در انگور 

 
  *1و محمدرضا دادپور  1آذر  ، عليرضا مطلبي3لو  ، سميه نقي2، سميه فريدي نيچران 1غلامرضا گوهري 

  ، ايرانزيتبر ز،يدانشگاه تبر ،يدانشكده كشاورز ،يعلوم باغبانگروه  1
  ، ايرانهياروم ه،يدانشگاه اروم ،يدانشكده كشاورز ،يعلوم باغبانروه گ 2

  ، ايرانزيتبر ز،يدانشگاه تبر ،يعيدانشكده علوم طب ،ياهيگ يشناس ستيگروه ز 3
 

  چكيده
. آيـد  هاي ويروسي از گياهان آلوده به شمار مي هاي كارآمد براي زدودن بيماري كشت مريستم شاخه، يكي از روش

جـدا كـردن مريسـتم    . گذاري كشت مريستم اسـت  مريستمي و جداسازي آن، نخستين گام براي بنيان شناسايي بخش
هـاي   هـاي برگـي و انـدام    رنگ، به ويژه هنگـامي كـه آغازنـده    اي بسيار كوچك و بي شاخه به تنهايي با داشتن اندازه

شـاخه در گيـاه انگـور كـه داراي      در اين آزمايش، شناسـايي مريسـتم  . ديگر آن را همراهي نكنند، بسيار دشوار است
اسـتات   دي  در اين روش، مريستم زنده بـا فلورسـئين   . الگوي نموي پيچيده و ساختاري بسيار ريز است، انجام گرديد

(FDA) 1/0 آميـزي شـده، پـس از     مريستم رنـگ . آميزي شد در آب، رنگ درصد 05/0به همراه فوشين اسيد  درصد
) 2/1(اسـكوگ   -و جداسـازي، در محـيط موراشـيگ   ) نـانومتر  510پرتـو  ( نسفلورس ـرديابي با استروميكروسكوپ 

زايـي در آنهـا يكسـان     نتايج نشان داد كه مريستم انگور از سه دوره نموي برخوردار ست كه ميـزان انـدام  . كشت شد
. جداكشت نشان داد گذاري ماني بيشتري را در بنيان زايي بيشتر، ميزان زنده اي با اندام مريستم جدا شده از دوره. نيست

ماني  با مريستم، شانس زنده) آذين آغازنده مشترك پيچك و گل(همچنين همراهي آغازنده برگي و آغازنده وامانده 
نتايج اين آزمايش نشان دادند كه بهترين جداكشت براي انجام كشـت مريسـتم   . داري افزايش داد آن را به طور معني

دار پـاييني   هاي جا گرفته در گـره پيچـك   ي و آغازنده وامانده است كه از جوانهانگور، مريستم همراه با آغازنده برگ
  .به دست آمده باشد

  استات، كشت مريستم، مريستم شاخه دي  ماني، فلورسئين  زايي، زنده انگور، اندام :هاي كليدي واژه
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  مقدمه
اي  مريستم شاخه، بخش بسيار كوچك و تمايزنيافتـه 

تاري ســاده و عملكــردي بســيار از گيــاه اســت كــه ســاخ
مريســـتم رويشـــي شـــاخه، نـــه تنهـــا     . پيچيـــده دارد

هـاي   اي را بـراي پديـد آوردن انـدام    سازوكارهاي ويـژه 
هـاي   دهي سلول گيرد، بلكه سامان هوايي گياه به كار مي

هــاي  بنــدي آنهــا بــا انــدام و مــرز (stem cells) بنيــادي
  آغــازش يافتــه را در دســتور كــار نمــوي خــود دارد     

(Aida and Tasaka, 2006) .هــاي بنيــادي در  ســلول
مريستم شاخه، تقسيم بسيار  (central zone) بخش مياني

هـاي   حـال آن كـه، آهنـگ تقسـيم سـلول     . ندي دارندكُ
مريستم، بسـيار تنـد    (peripheral zone)بخش پيراموني 

زايي در اين بخش برداشته  هاي اندام است و نخستين گام
هـاي   هايي كـه انـدام   سلول. (Lyndon, 1994)شوند  مي

خــود بــه آنهــا نيــاز  (initiation)هــوايي بــراي آغــازش 
مريسـتم شـاخه در   . شوند دارند، در اين بخش ساخته مي

زايي  دوره رشد رويشي گياه، با اين كه كنترل روند اندام
زايــــي را در اختيــــار دارد، ســــازوكارهاي  و ريخــــت

از افـزايش انـدازه   گيـرد تـا    اي را به كار مـي  يافته سازمان
ــد  ــوگيري نماين ــود جل  ,Bowman and Eshed) خ

زايي گياه نيز كه گـذار از رويشـي    در دوره گل. (2000
دهد، پيـدايش   بودن مريستم به زايشي شدن آن روي مي

پستي و بلندي در رويه بيروني آن كـه خـود بـه پديـدار     
انجامد، گـواهي   هاي گل مي آذين و يا پيرامون شدن گل
در ايـن بخـش اسـت     مـاني  كوچـك به رفتار  بر گرايش

(Kwiatkowska, 2004) . مريستم، براي آن كه بيش از
هـاي   آغازنـده : اندازه بزرگ نشود، دو راه پيش رو دارد

ــدگي   ــا خميـ ــد و يـ ــدا كنـ ــود جـ ــل را از خـ ــا و  گـ هـ
هاي رويه بيروني را افزايش دهـد، تـا توانـايي     برآمدگي

داشـته باشـد    شمار ساخته شده را هاي بي گنجايش سلول
(Dumais and Kwiatkowska, 2002).  

، )رشـد نامحـدود  ( مونوپوديـال در برخي از گياهـان  
مريستم شاخه اين توانايي را دارد كه رويشي بمانـد و بـا   

سـاز آغـازش    پديد آوردن بخش مريستمي ديگر، زمينـه 
شـايد بتـوان گفـت كـه در بـين      . هاي زايشي گردد اندام

هـاي   ايـن ديـدگاه، ويژگـي    گياهان گوناگون، انگور از
. (Gerrath and Posluszny, 2007)بسيار بـارزي دارد  

ــا پديــد آوردن   ــاه، همگــام ب مريســتم شــاخه در ايــن گي
ماننـدي را    آغازنده برگي، بخش مريستمي گـرد و غـده  

يا آغازنـده   (anlage)سازد كه آنلاژ  در روبروي آن مي
شود  خوانده مي (uncommitted primordium) وامانده

(Gerrath, 1991)،   ،زيرا اين ساختار در تمايزيابي خـود
رفتاري دوگانه دارد و پيدايش آن، سرآغازي بر پديدار 

بنـابراين، دو انـدام   . آذيـن اسـت   شدن پيچك و يـا گـل  
ــي  ــي ) پيچــك(رويش ــل(و زايش ــن گ ــور، ) آذي در انگ

خاســتگاه يكســاني داشــته و هــر دو از آغازنــده وامانــده 
در . (Vasconcelos et al., 2009)شــوند  ســاخته مــي
زايي مريستم شـاخه انگورهـاي    زايي و ريخت دوره اندام
، آغازنــده وامانــده را  (.Vitis vinifera L) اروپــايي

ها ديد و از هـر سـه گـره، تنهـا دو      توان در همه گره نمي
بنـابراين، در ميـان   . گره داراي اين بخش مريستمي است

پيچـك جـاي    دو گره داراي پيچك، يـك گـره بـدون   
كمتر گياهي از ايـن الگـوي نمـوي پيـروي     كه گيرد  مي
شناسـي، مريسـتم بـه هنگـام      از ديـدگاه ريخـت  . كند مي

گانـه، پيـدايي و    هـاي سـه   پديد آوردن هـر يـك از گـره   
ــدارد  ــدازه يكســاني ن  ,Gerrath and Posluszny)ان

2007).  
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هـاي   كـه بيمـاري   اسـت مريستم تنها بخشـي از گيـاه   
سـازي و رخنـه در    يايي، توانـايي آلـوده  ويروسي و باكتر

پس اگر بتوان اين بخش را بدون همراهي . آن را ندارند
تـوان بـه    هـاي برگـي جـدا و كشـت نمـود، مـي       آغازنده
. (Hosokawa, 2008)زدايي از گياه اميدوار بود  بيماري

زايـي آن   براي نخستين بار، كشت مريستم شاخه و انـدام 
در . (Sussex, 1952)زميني گـزارش شـد    در گياه سيب

اي كه شناسايي مريسـتم آسـان    برخي از گياهان تك لپه
است، كشت مريستم را روشي كارآمد بـراي بـه دسـت    

ــي   ــروس مـــ ــدون ويـــ ــان بـــ ــد آوردن گياهـــ   داننـــ
(Ramgareeb et al., 2009) .   كشت مريسـتم شـاخه در

گنــدميان، گســترش بيشــتري پيــدا كــرده و از آن بــراي  
در پديـد  . كننـد  خت استفاده ميدستيابي به گياهان تراري

آوردن گياهان تراريخـت از كوچـك بـودن مريسـتم و     
گيـري   آن، بهـره  (regeneration)توانايي بالاي باززايي 

چون، هر چه اندازه جداكشت كوچكتر باشـد،  . شود مي
كارآيي بافت در ورود ژن و دريافت آن افزايش خواهد 

ــن . (Sticklen and Oraby, 2005)يافــت  ــا اي كــه ب
هاي ريزافزوني در انگور، بهبود چشـمگيري يافتـه    روش
، بيشترين كاربرد كشت (Mhatrea et al., 2000)است 

يـابي بـه گياهـان     مريستم در اين گيـاه نيـز، بـراي دسـت    
  .(Dutt et al., 2007)تراريخت است 

از آن جــايي كــه كشــت مريســتم شــاخه در زدودن  
بـه دسـت   هاي ويروسي و باكتريـايي، همچنـين    آلودگي

ــه   ــاربرد دارد، بهين ــان تراريخــت ك ــازي  آوردن گياه س
اي در  توانـد نقـش سـازنده    هاي جداسازي آن مـي  روش

تـا كنـون روش كارآمـدي بـراي     . اين راستا داشته باشـد 
شناسايي، جداسازي و برداشـت مريسـتم تنهـا در انگـور     

بنابراين در اين پژوهش، تلاش شـد  . گزارش نشده است

روش نـوين ميكروسـكوپي بـراي     تا ميزان كارآيي يك
گـذاري كشـت مريسـتم شـاخه در انگـور، روشــن       بنيـان 
  .گردد

  
  ها مواد و روش

  شناسي مريستم ريخت
شناسـي جوانـه    پيش از انجام كشت مريستم، ريخـت 

دار و  هـاي پيچـك   زايي و پيـدايش گـره   در فرآيند اندام
 100در ايـن راسـتا، بـيش از    . پيچك بررسـي شـد    بدون

سـاله برداشـت    هـاي يـك   گذران از شـاخه  نجوانه زمستا
ــالين ( FAAشــدند و در  ــر ميلــي 5/0(فرم اســتيك  -)ليت

)) ليتـر  ميلـي  9( درصـد  50اتـانول   -)ليتر ميلي 5/0(اسيد 
ها با الكـل   روز، نمونه پس از يك شبانه. تثبيت گرديدند

پـس از آبگيـري،   . آبگيـري شـدند   درصد 96و  70، 50
و در زيـر   درصد 96الكل ها در درون  زدايي جوانه فلس

با سامانه نـوري بـدون سـايه     Nikonاستروميكروسكوپ 
هـا در درون   زدايـي، نمونـه   پـس از فلـس  . انجام پذيرفت

آميـزي   رنـگ ) محلـول در الكـل  ( درصد 5/0نيگروزين 
هــا بــر پايــه روش نــوين  تصــويربرداري از نمونــه. شــدند

 Epi-illumination light) ميكروسكوپي نور بازتابشي

microscopy)  انجام شد(Dadpour et al., 2008).  
  

  كشت مريستم
هــاي  بــراي دســتيابي بــه مريســتم شــاخه، جوانــه     

سـاله برداشـت    هـاي يـك   گذران انگور از شـاخه  زمستان
 ذكر قبلاًها از هر جوانه به روشي كه  زدودن فلس. شدند

 درصـد  70اتـانول   ها در سپس نمونه. شد، انجام پذيرفت
دقيقـه   10و  5، بـه ترتيـب   درصد 1يم و هيپوكلريت سد

  شويي ها، آب به دنبال سترون كردن نمونه. دندشسترون 
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ــه 10( ــت   ) دقيق ــام گرف ــر انج ــا آب مقط ــا ب ــراي . آنه ب
ــوگيري از چروكيــدگي مريســتم، آمــاده    ســازي و  جل

سـرد  . زدايي جوانه در درون آب مقطـر انجـام شـد    فلس
هـا،   نمود تا با كنـد شـدن تـنفس انـدام     بودن آب كمك 

ــد      ــن راه، فرآينـ ــود و از ايـ ــري آزاد شـ ــاب كمتـ حبـ
هـا،   پـس از كنـار زدن بـرگ   . تر باشـد  زدايي آسان فلس
ــ ــدام رككُ ــا و ان ــان شــدن    ه ــه نماي ــي كــه ب هــاي درون

آذين انجاميد، نمونه  هاي برگي، پيچك و يا گل آغازنده
آميــزي شــد تــا بتــوان بخــش مريســتمي را از       رنــگ

ســازي مريســتم در جدا. جــدا نمــود ســاختارهاي همــراه
بـراي  . آميزي نشـده، بسـيار دشـوار بـود     هاي رنگ نمونه
دي  آميزي مريستم زنده، از فلوروكروم فلورسـئين   رنگ

در  درصد 05/0به همراه فوشين اسيد  درصد 1/0استات  
جداسازي مريستم در زير هود لامينـار  . آب، استفاده شد

بش بـا تـا  (و با استفاده از استروميكروسكوپ فلورسنس 
  .انجام گرفت) نانومتر 510فرابنفش و پرتو برانگيخته 

در اين آزمـايش، مريسـتم بـه همـراه يـك آغازنـده       
برگي، مريستم به همراه يك آغازنده وامانده مريستم بـا  

وامانـده، تيمارهـاي     يك آغازنده برگي و يك آغازنده
ــا  تيمارهــا پــس از آمــاده. بــه كــار رفتــه بودنــد  ســازي ب

 -شد، در محـيط كشـت موراشـيگ    هايي كه ذكر روش
درجـه   121سترون شده در دمـاي  ( نيم غلظتاسكوگ 

دقيقـه در   20سانتيگراد و فشـار يـك اتمسـفر بـه مـدت      
تكرار بود  20هر تيمار، داراي . شدند، كشت )اوتوكلاو

اي كوچـك و جداگانـه جـاي     كه هر تكـرار، در شيشـه  
  .ها كاهش يابد گرفت تا آلودگي نمونه

  
  
  

  يتجزيه آمار
ها در اين آزمايش با اسـتفاده از   تجزيه واريانس داده

ها بر مبناي  و مقايسه ميانگين 0/16نسخه  SPSSافزار  نرم
. انجـام گرفـت   درصد 5آزمون دانكن در سطح احتمال 

  .استفاده شد Excelافزار  براي رسم نمودارها از نرم
  

  نتايج
  شناسي مريستم ريخت

 يـك  زايـي خـود،   ممريستم انگور در هر دوره از اندا
را به نمـايش   (developmental pattern)الگوي نموي 

دار پـاييني،   گذاشت كـه در هـر دوره آن، گـره پيچـك    
ــدون پيچــك ســاخته   گــره پيچــك ــالايي و گــره ب دار ب

هم اين زيرساخت به پيـدايش   چيدمان پشت سر. شد مي
انجاميد كه در آن، ميان دو گره داراي پيچك،  اي  شاخه

هنگـامي كـه   . گرفـت  ن پيچك جـاي مـي  يك گره بدو
ــره پيچــك  ــتم، گ ــاييني را  مريس ــي دار پ ــكيل م ، داد تش

آغازنده وامانده مانند يك تـوده سـلول بـا برجسـتگي و     
بـه  . افتادگي كمتر در بخش كناري مريسـتم نمايـان شـد   

دار بالايي، آغازنـده وامانـده    هنگام پيدايش گره پيچك
بيشــتر در  همچــون انــدامي گــرد و برجســته بــا افتــادگي

مريستم در پديـد  . بخش پيراموني مريستم آغازش يافت
ــد و    ــدون پيچــك، گــرد و كوچــك مان آوردن گــره ب

شـكل  (نشـد   پديـدار آغازنده وامانده در روبروي برگ 
1.(  
  

  جداسازي و كشت مريستم
آميـزي بـا    هـاي كنـاري آن در رنـگ    مريستم و اندام

. داستات به رنگ سـبز درخشـان درآمدن ـ    دي  فلورسئين
هـاي   آميـزي شـده بـا ديـواره     ها در مريسـتم رنـگ   سلول

درخشان نمايان گرديدند كـه از آن در شناسـايي قلمـرو    
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در كنــار . هــاي مريســتمي اســتفاده شــد گســترش ســلول
ــده   ــده وامانــده، آغازن ــده برگــي، آغازن مريســتم، آغازن

آذين و يا پيچك در زير ميكروسكوپ مشخص بود  گل
ي ميكروســكوپي نشــان هــا بررســي). 3و  2 هــاي شــكل(

هـاي روبـروي    گانه آغـازش انـدام   دادند كه در دوره سه

ــدازه مريســتم )آذيــن آغــازه پيچــك و گــل(برگــي  ، ان
جداسازي مريسـتم بـه هنگـام آغـازش     . ماند يكسان نمي

حــال آنكــه . دار پــاييني بســيار دشــوار بــود گــره پيچــك
برداشت مريستمي كه فرآينـد پديـد آوردن گـره بـدون     

  .تر انجام پذيرفت از كرده بود، سادهپيچك را آغ
  

  
  شاخه ستميآغازش و جدا شدن آغازنده وامانده از مر يچگونگ -1شكل 

A - نييپا دار چكيشاخه سبز كه در آن گره پ يبر رو چكيپ يريگ يجا يالگو (T1)بالا دار چكي، گره پ (T2)  چـك يو گره بـدون پ 
(T3) ؛ندآي يم ديپد B- ؛چـك يآوردن گره بـدون پ  ديبه هنگام پد ستميمر C- ؛بـالا  دار چـك يآوردن گـره پ  دي ـبـه هنگـام پد   سـتم يمر  

D- نييپا دار چكيپآوردن گره  ديبه هنگام پد ستميمر.  
  .(SAM) ستمي، مر(TP) چكي، آغازنده پ(UP)، آغازنده وامانده (LP) يآغازنده برگ: ها هينما
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  بالا از نمايانگور  ستميمر شناسي ختير -2شكل 

A- ستميمر (SAM) ي دو آغازنده برگ انيبدون آغازنده وامانده و در م(LP) ؛B- بـه   سـتم يمر شيبـا نمـا   نيشيپ ريهمان تصو
 شيبـا نمـا   نيش ـيپ ريهمان تصو -D؛ (LP)ي و دو آغازنده برگ ييبالا (UP) با آغازنده وامانده (SAM) ستميمر -C؛ رهيرنگ ت

 نيش ـيپ ريهمان تصو -F؛ (LP)ي آغازنده برگ كيو  ينييپا (UP) وامانده زندهغابا آ (SAM) ستميمر -E؛ رهيبه رنگ ت ستميمر
  .رهيبه رنگ ت ستميمر شيبا نما
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  انگور ستميمر شناسي ختير -3شكل 

A- ستميمر (SAM)  با آغازنده وامانده(UP) يو دو آغازنده برگ ينييپا (LP)  ؛پهلـو  از نمـاي B-   شيبـا نمـا   نيش ـيپ ريهمـان تصـو 
 (TP) چـك يآغازنـده پ  كي ـو  (LP) يسه آغازنده برگ ـ ،ييبالا (UP)با آغازنده وامانده  (SAM) ستميمر -C ؛رهيرنگ ت به ستميمر

و  (UP)آغازنـده وامانـده    نيبـا چنـد   (SAM) سـتم يمر -E ؛رهي ـبه رنگ ت ستميمر شيبا نما نيشيپ ريهمان تصو -D ؛از پهلو ديدر د
  .رهيبه رنگ ت ستميمر شيبا نما نيشيپ ريهمان تصو -F ؛بالانماي از  (IP) نآذي گل كي، در كنار (LP) يآغازنده برگ
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هاي تنها كـه   هاي به دست آمده، مريستم بر پايه داده
كرد، دو هفته پـس   اي آنها را همراهي نمي هيچ آغازنده

بسيار  (viability)ماني  داري زنده از كشت، به طور معني
هايي داشتند كه داراي آغازنـده   كمتري در برابر مريستم

هــر چنــد، ميــزان . برگــي و يــا آغازنــده وامانــده بودنــد 
گانه  هاي نموي سه هاي تنها كه از دوره ماني مريستم زنده

داري  برداشت شده بودند، يكسان بـود و اخـتلاف معنـي   
ديده ) درصد 5آزمون دانكن در سطح احتمال (بين آنها 

شت شده به هنگامي كـه  هاي بردا ماني مريستم زنده. نشد
آوردند،  دار را پديد مي گره پايين و يا گره بالاي پيچك

داري بيشـتر از   از ديدگاه آماري يكسان، و به طور معنـي 
زايـي آنهـا بـه     اي بـود كـه انـدام    هاي جـدا شـده   مريستم

). 4شـكل  (انجاميـد   پديدار شدن گره بدون پيچـك مـي  
هاي به دسـت آمـده نشـان داد كـه بيشـترين       بررسي داده
ماني به تيمار مريستم به همراه يـك آغازنـده    ميزان زنده

از سـوي  . وامانده و يك آغازنـده برگـي مربـوط اسـت    
داري  ماني مريستم تنها، به طور معني ديگر، ميانگين زنده
ماني مريستم با يك آغازنده وامانـده   كمتر از ميزان زنده

مــاني مريســتم  ين، ميــانگين زنــدههمچنــ). 5شــكل (بــود 
ــر از گــره    ــدون پيچــك، كمت برداشــت شــده از گــره ب

ماني  زنده. دار پاييني بود دار بالايي و گره پيچك پيچك
دار بـالايي و   هاي برداشت شـده از گـره پيچـك    مريستم
داري بين آنهـا   يكسان بود و اختلاف معني تقريباًپاييني، 

ديـده نشـد   ) ددرص ـ 5آزمون دانكن در سـطح احتمـال   (
  ).6شكل (

  
  
  

  بحث
هـاي   كشت مريستم شاخه، بر توانايي آغازيدن اندام

ــاه درون  اي اســتوار اســت  شيشــه نوپديــد و پيــدايش گي
(Sticklen and Oraby, 2005) .  هر چند، نخستين گـام

براي انجام كشت مريستم، برداشتي درسـت از انـدازه و   
گذاري آن در بسـتر كشـت    چگونگي جداسازي و جاي

كند كه از افزايش انـدازه   مريستم شاخه، تلاش مي. اردد
بنـابراين در  . زايـي جلـوگيري نمايـد    خود در دوره اندام

بيشتر گياهان، نوسان چنداني در اندازه مريسـتم رويشـي   
انگـور از  . (Aida and Tasaka, 2006)دهـد   روي نمـي 

زايي مريستم، گياهي ويژه به  ديدگاه رفتار وابسته به اندام
آذيـن در ايـن گيـاه، از     آيد، زيرا پيچك و گل مي شمار

اي سـاخته   جداگانـه ) آغازنـده وامانـده  (بخش مريستمي 
پـس مريسـتم   . آيـد  شوند كه روبروي برگ پديد مي مي

زايي  اي كه فرآيند اندام شاخه انگور، براي كاهش هزينه
كند، جداسازي آغازنده وامانده را  بر اندازه آن وارد مي

  . خود گنجانده استدر رفتار نموي 
زايي در انگور از ديدگاه نمـو   با اين كه فرآيند اندام

رويشـــي و زايشـــي بررســـي شـــده اســـت، وابســـتگي  
گانه آغازش آغازنده  شناسي مريستم در دوره سه ريخت

بررســي . وامانــده بــا كشــت مريســتم روشــن نيســت     
شناسي مريستم انگور در اين آزمـايش نشـان داد    ريخت

شـود،   هاي گرهي كـه سـاخته مـي    ژگيكه كه بسته به وي
  .گردد ساختار بيروني و اندازه مريستم نيز دگرگون مي

هـاي نمـوي    براي نخستين بار، وابسـتگي دگرگـوني  
فرنگـي بررسـي شـد     مريستم با اندازه آن در گياه گوجـه 

(Whaley, 1939) .   ،مطالعات نشان داد كه در ايـن گيـاه
مبستگي نزديكـي  اندازه اندام آغازش يافته از مريستم، ه
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بنابراين، از مريسـتمي  . با اندازه و ميزان نمو مريستم دارد
كنـد   با اندازه كوچك، اندامي كوچك آغازش پيدا مي

و از مريستمي بـا انـدازه بزرگتـر، انـدامي بـزرگ پديـد       
در اين آزمايش، هيچ گونه وابستگي ميان اندازه . آيد مي

هر . ست نيامدده ماني آن در گياه انگور ب مريستم و زنده
ــد مشــخص شــد كــه مريســتم در دوره    ــهچن  فرازگرايان

كه با آغـازش آغازنـده وامانـده همـراه     (زايي خود  اندام
ــت ــده )اسـ ــتري در كشـــت    ، توانـــايي زنـ مـــاني بيشـ
ــه درون ــي  شيش ــدا م ــد اي پي ــين  . كن ــكر چن ــاه نيش در گي

هـاي برگـي بـه     گزارش شد كه افـزايش شـمار آغازنـده   
مـاني مريسـتم در پيونـد     دههمراه مريستم جـدا شـده، زن ـ  

 ,.Ramgareeb et al)دهد  اي را افزايش مي شيشه درون

هاي برگي  با اين حال، افزايش در شمار آغازنده. (2009
. توان با افزايش در اندازه مريسـتم، يكـي دانسـت    را نمي

هاي  در اين پژوهش نيز مشخص شد كه فراواني مريستم
مانـده و يـا بـرگ    زنده هنگامي كه همراه بـا آغازنـده وا  
  . هاي تنها بود جدا و كشت گرديدند، بيشتر از مريستم

بــا  Alestroemeriaكشــت مريســتم شــاخه در گيــاه 
ــدازه ــاي  ان ــي 2و  7/0ه ــه    ميل ــان داده اســت ك ــر، نش مت
ها با كـاهش انـدازه آنهـا، افـزايش      مير جداكشت و مرگ
هر چند، ميزان زدايش ويروس با كاهش انـدازه  . يابد مي

 ,Chiari and Bridgen)، افـزايش پيـدا كـرد    مريسـتم 

ماني مريستم وابستگي فراواني  در گياه پنبه، زنده. (2002
هـاي   مـاني جداكشـت   چنان كه زنده. به اندازه آن داشت

متـر، كـاهش فراوانـي پيـدا نمـود       ميلـي  5/0كوچكتر از 
(Saeed et al., 1997) .هاي به دست آمـده از ايـن    داده

د كه وابستگي نزديكي ميان اندازه و آزمايش نيز نشان دا
  .توان يافت ماني مريستم انگور، مي زنده

هـاي   در گياه ذرت، با جدا كـردن و كشـت مريسـتم   
متـر داشـتتند و    ميلـي  3/0اي نزديـك بـه    شاخه كه اندازه

ــد،    ــي بودن ــده برگ ــا   30داراي دو آغازن ــد از آنه درص
 توانستند زنـده بماننـد و تـا پديـد آوردن گياهچـه رشـد      

در مركبــات نيــز . (Irish and Nelson, 1988) كننــد
هاي برگي  گزارش شده است كه افزايش شمار آغازنده

همــراه مريســتم، بــه كــاهش كــارآيي زدايــش ويــروس  
انجامد و از سوي ديگـر، كـاهش انـدازه مريسـتم در      مي

مـاني جداكشـت را در    اين دسته از گياهان، كاهش زنده
ــر دارد  ــ. ب ــات، مريســتم ب ــا دو  در مركب ه همــراه يــك ت

زدايـي بـا    آغازنده برگـي، بهتـرين كـارآيي در ويـروس    
 ,.Navarro et al)ماني جداكشت را در پي داشت  زنده

هاي به دست آمده از اين آزمـايش،   بر پايه داده. (1975
برداشت مريستم با يك آغازنده برگي و يـك آغازنـده   

فزايش ماني مريستم را نزديك به سه برابر ا وامانده، زنده
هـاي بـه    درصـد رسـاند كـه بـا داده     35داد و به بـيش از  

  .دست آمده در گياه ذرت و مركبات همخواني دارد
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، مريستم با يك آغازنده (A)ماني مريستم تنها  ميزان زنده -4شكل 

و مريستم به همراه يك آغازنده وامانـده و يـك    (A+UP)وامانده 
دار پـاييني   پيچـك هـاي   كـه از گـره   (A+UP+LP)آغازنده برگي 

(T1)دار بالايي  ، پيچك(T2)  و بدون پيچك(T3)    برداشـت شـده
دار بـا اسـتفاده از    حروف يكسان بيانگر عدم اختلاف معنـي . بودند

  .آزمون دانكن است
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، مريسـتم بـا يـك    (A)مـاني مريسـتم تنهـا     ميـانگين زنـده   -5شكل 

وامانده و مريستم به همراه يك آغازنده  (A+UP)آغازنده وامانده 
حروف يكسان بيـانگر عـدم   . (A+UP+LP)و يك آغازنده برگي 

  .دار با استفاده از آزمون دانكن است اختلاف معني
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هـاي   مـاني مريسـتم برداشـت شـده از گـره      ميانگين زنـده  -6شكل 
و بـدون پيچـك    (T2)دار بـالايي   ، پيچـك (T1)دار پـاييني   پيچك

(T3) . دار بـا اسـتفاده از    يحروف يكسان بيانگر عدم اخـتلاف معن ـ
  .آزمون دانكن است

  

گــزارش شــده اســت كــه مريســتم  Acaciaدر گيــاه 
مــاني  هــاي دو ســاله، زنــده رســت برداشــت شــده از دانــه

. دارنـد ) سـاله  8و  6، 4(بيشتري از مريستم گياهان پيرتر 
هـاي نمـوي    از سوي ديگـر نشـان داده شـد كـه ويژگـي     

ايي مريســتم زا بــودن آن، در توانــايي بــازز شــاخه و گــل
در . (Beck et al., 2000)دارنـد    برداشـت شـده، نقـش   

ــاخه در    ــودن ش ــودن و نب ــارده ب ــايش، نقــش ب ــن آزم اي
ماني و باززايي مريستم به دست آمده از آن بررسي  زنده

تـر   نشد، ولي مشخص گرديد كه كشت مريستم نمويافته
  .انجامد ماني بيشتر آن مي به زنده

گـذاري كشـت    بنيـان  در گياه داوودي، تلاش بـراي 
مريستم تنها و بدون همراهي آغازنده هاي برگـي ناكـام   

مـاني مريسـتم در    براي افزايش توانايي زنـده . مانده است
اين گياه، با ابزار برش ويژه، جداكشت آن به دست آمد 

آماده گياهـان ديگـري همچـون     و بر روي ريشه از پيش
پيوند  زايي مريستم پس از رشد و اندام. كلم جاي گرفت

ــذيرفت    ــام پـ ــت آن انجـ ــازي و بازكشـ ــده، جداسـ شـ
(Hosokawa et al., 2004) . در گيــاه داوودي بــراي

. آميزي استفاده نشد هاي رنگ شناسايي مريستم از روش
احتمالاً ساختار ساده مريستم ايـن گيـاه، شناسـايي آن را    

هر چند براي كارآمـدتر شـدن برداشـت    . سازد آسان مي
برگي، استفاده از ابزار برش نقش  مريستم بدون آغازنده

در گيـاه انگـور، پيچيـده بـودن     . اي داشـت  بسيار سازنده
آميـزي را   ساختار مريسـتم، جداسـازي آن بـدون رنـگ    

هر چند بـا انجـام رنـگ آميـزي،     . نمايد بسيار دشوار مي
. پـذير شـد   شناسايي مريستم در هر گام از نمو آن انجـام 

زايـي   مـاني و انـدام   هاين آزمايش نشان داد كه ميزان زند
بافتي چون  جداكشت مريستم انگور، بيشتر از گياهان نرم

توان مريستم واحد در  از سوي ديگر، مي. داوودي است
اين گياه را كه هيچ آغازنده برگي آن را همراهي نكند، 

  .كشت كرد) و نه ريشه از پيش آماده(
ــه   ــاه ســورگوم، مريســتم شــاخه در دان   رســت در گي

روزه  7رسـت   ر كوچكتر از مريستم در دانـه روزه بسيا 3
ــود ــه از     . ب ــد ك ــنهاد گردي ــاه پيش ــن گي ــابراين، در اي بن
روزه به بالا مريستم جدا شـده و كشـت    7هاي  رست دانه

يكسـان نبـودن انـدازه    . (Kishore et al., 2006)گـردد  
هـاي مـا    مريستم بر پايه دوره رشد گياه سورگوم، با يافته

زيرا در انگور نيز، اندازه . اني دارددر گياه انگور، همخو
اين دوره . نمايد مريستم شاخه از دوره نموي، پيروي مي
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 پيـدايش نموي بازتـابي از چگـونگي رفتـار مريسـتم در     
  .وامانده است آغازنده

  
  بندي جمع

نتايج به دست آمـده از ايـن آزمـايش نشـان داد كـه      
ــدام زايــي در مراحــل مختلــف نمــوي مريســتم   ميــزان ان

ها هنگـامي   ماني جداكشت ن نيست و بيشترين زندهيكسا

همچنـين،  . زايـي بـالا باشـد    آيـد كـه انـدام    به دست مـي 
همراهي آغازنده برگي و آغازنـده وامانـده بـا مريسـتم،     

. داري افـزايش داد  ماني آن را به طـور معنـي   شانس زنده
آميـز   گردد كه بـراي انجـام موفقيـت    بنابراين پيشنهاد مي
ر، نه تنها به جايگـاه بلكـه بـه مرحلـه     كشت مريستم انگو

  .نموي مريستم نيز توجه شود

 
  منابع

Aida, M. and Tasaka, M. (2006) Genetic control 
of shoot organ boundaries. Current Opinion in 
Plant Biology 9: 72-77. 

Beck, S. L., Dunlop, R. and Staden, J. (2000) 
Meristem culture of Acacia mearnsii. Plant 
Growth Regulation 32: 49-58. 

Bowman, J. L. and Eshed, Y. (2000) Formation 
and maintenance of the shoot apical meristem. 
Trends in Plant Science 5: 110-115. 

Chiari, A. and Bridgen, M. P. (2002) Meristem 
culture and virus eradication in Alstroemeria. 
Plant Cell, Tissue and Organ Culture 68: 49-
55. 

Dadpour, M. R., Grigorian, V., Nazemieh, A. and 
Valizadeh, M. (2008) Application of epi-
illumination light microscopy for study of apex 
in fruit trees. International Journal of Botany 4: 
49-55. 

Dumais, J. and Kwiatkowska, D. (2002) Analysis 
of surface growth in shoot apices. Plant Journal 
31: 229-241. 

Dutt, M., Li, Z. T., Dhekney, S. A. and Gray, D. J. 
(2007) Transgenic plants from shoot apical 
meristems of Vitis vinifera L. ‘‘Thompson 
Seedless’’ via Agrobacterium - mediated 
transformation. Plant Cell Reports 26: 2101-
2110. 

Gerrath, J. M. (1991) Developmental morphology 
and anatomy of grape flowers. In: Horticultural 
reviews. (ed. Janick, J.) 315-337. Avi 
Publication Pompany. Oxford. 

Gerrath, J. M. and Posluszny, U. (2007) Shoot 
architecture in the vitaceae. Canadian Journal 
of Botany 85: 691-700. 

Hosokawa, M. (2008) Leaf primordia-free shoot 
apical meristem culture: a new method for 
production of viroid-free Plants. Journal of 
Japanese Society for Horticultural Sciences 77: 
341-349. 

Hosokawa, M., Otake, A., Sugawara, Y., Hayashi, 
T. and Yazawa, S. (2004) Rescue of shoot 
apical meristems of chrysanthemum by 
culturing on root tips. Plant Cell Reports 22: 
443-448. 

Irish, E. E. and Nelson, T. M. (1988) 
Development of maize plants from cultured 
shoot apices. Planta 175: 9-12. 

Kishore, N. S, Visarada, K. B. R. S., Lakshmi, Y. 
A., Pashupatinath, E., Rao, S. V. and 
Seetharama, N. (2006) In vitro culture methods 
in sorghum with shoot tip as the explant 
material. Plant Cell Reports 25: 174-182. 

Kwiatkowska, D. (2004) Structural integration at 
the shoot apical meristem: models, 
measurements, and experiments. American 
Journal of Botany 91: 1277-1293. 

Lyndon, R. F. (1994) Control of organogenesis at 
the shoot apex. New Phytologist 128: 1-18. 

Mhatrea, M., Salunkheb, C. K. and Raoa, P. S. 
(2000) Micropropagation of Vitis vinifera L: 
towards an improved protocol. Scientia 
Horticulturae 84: 357-363. 

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


  1390 پاييزم، نهشماره ، ومسسال ، شناسي گياهي زيست 38
 

Navarro, L., Roistacher, C. N. and Murashige, T. 
(1975) Improvement of shoot-tip grafting in 
vitro for virus-free Citrus. Journal of American 
Society for Horticultural Sciences 100: 471-
479. 

Ramgareeb, S., Snyman, S. J., Antwerpen, T. V. 
and Rutherford, R. S. (2009) Elimination of 
virus and rapid propagation of disease-free 
sugarcane (Saccharum spp. cultivar NCo376) 
using apical meristem culture. Plant Cell 
Tissue and Organ Culture 100: 175-181. 

Saeed, N. A., Zafar, Y. and Malik, K. A. (1997) A 
simple procedure of Gossypium meristem 
shoot tip culture. Plant Cell, Tissue and Organ 
Culture 51: 201-207. 

Sticklen, M. and Oraby, H. F. (2005) Shoot apical 
meristem: a sustainable explant for genetic 
transformation of cereal crops. In Vitro 
Cellular and Developmental Biology-Plant 41: 
187-200. 

Sussex, I. M. (1952) Regeneration of the potato 
shoot apex. Nature 170: 224-225. 

Vasconcelos, M. C., Greven, M., Winefield, C. S., 
Trought, M. C. T. and Raw, V. (2009) The 
flowering process of Vitis vinifera: a review. 
American Journal of Enology and Viticulture 
60: 411-434. 

Whaley, W. G. (1939) Developmental Changes in 
Apical Meristems. Proceedings of the National 
Academy of Sciences of the United States of 
America (PNAS) 25: 445-448. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Archive of SID

www.SID.ir

www.SID.ir


 
 
 

Journal of Plant Biology, 3rd Year, No. 9, Autumn 2011  3 
  

 
 
 
 
 
 

Morphology of the shoot apical meristem and its effects on the explants 
viability in grapevine 

 
Gholam Reza Gohari 1, Somayeh Faridi Nicharan 2, Somayeh Naghiloo 3 

Alireza Mottalebi Azar 1 and Mohammad Reza Dadpour 1* 
 

1 Department of Horticultural Science, Faculty of Agriculture, University of Tabriz, Tabriz, Iran 
2 Department of Horticultural Science, Faculty of Agriculture, University of Urmieh, Urmieh, Iran 

3 Department of Plant Biology, Faculty of Natural Sciences, University of Tabriz, Tabriz, Iran 

 
 

Abstract 
Shoot apical meristem (SAM) culture is known as an effective method for the production of 
virus free plants. Detection and then dissection of SAM are the first two steps in 
establishment of successful culture. Providing of leaf primordium-free meristem is a very 
difficult operation due to the small size and colorless appearance of the SAM. Amongst the 
commercial plants, grapevine demonstrates specific and complex developmental pattern at 
which the SAM plays a crucial role. In this research, the live meristems were stained using 
novel procedure and then they were stained by water solution of FDA (0.1%) and fuchsine 
acid (0.05%), simultaneously. The prepared meristems were then detected and excised under a 
fluorescence stereomicroscope (510 nm) and afterwards they were immediately cultured on 
the half strength MS medium. Microscopic studies were shown that the size of SAM in the 
grapevine was fluctuated in terms of its developmental course. The higher organogenesis 
ability of SAM, the more viability of the explants that were achieved during the meristem 
culture. On the other hand, viability of meristem containing leaf and uncommitted 
primordium was higher than that of organ-free meristem. 

Key words: Grapevine, Organogenesis, Viability, FDA, Meristem culture, Shoot apical 
meristem 
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