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 در شرايط درون) PF704(رقم پي اف  مطالعه روند رويان زايي ميكروسپورهاي كلزا
  اي با استفاده از ميكروسكوپ الكتروني شيشه

 هيلمحمد رضا عبدال

  رزي، گروه زراعت و اصلاح نباتاتدانشگاه بوعلي سينا، دانشكده كشاو همدان،

  7/9/90 :تاريخ پذيرش  25/3/90 :تاريخ دريافت

  چكيده

، در مسير هاي رشد و نموي گامتوفيتي و رويان زايي )PF704(كلزا رقم پي اف  سلولي ميكروسپور هاي ساختاردر اين تحقيق، 
از طريق  ) in vivo(با رشد و نمو گامتوفيتي ميكروسپورها در شرايط برون شيشه اي ) in vitro(در شرايط درون شيشه اي 

مجدد ميكروسپور ها  به طرف رويان زايي شامل يك سري برنامه ريزي  .مقايسه مي گردندمشاهدات ميكروسكوپ الكتروني 
تغييرات مشخص است كه فعاليتهاي سلول و سازماندهي ساختاري آن را تحت تأثير قرار مي دهد و اين تغييرات مي توانند به 

ميكروسپور هاي  در اين تحقيق. نشانگرهايي براي مسير رشد ونموي رويان زايي ميكروسپورهاي كلزا در نظر گرفته شوند عنوان
براي مطالعات ميكروسكوپ الكتروني  استخراج و در شرايط درون شيشه اي كلزا رقم پي اف در روز هاي مختلف پس از كشت

در مراحل مختلف رشد و نمو ميكروسپورها، تفاوت در صفات سلولي خاصي از قبيل شكل و اندازه . نمونه هايي تهيه گرديد
ع نشاسته و حضور واكوئلها، جهت شناسايي مراحل متوالي رويان زايي ميكروسپورها و مسير سلولي، معماري هسته سلول، تجم

نتايج اين تحقيق نشان داد كه حضور فراوان دانه  .هاي رشد و نموي ديگر در شرايط درون شيشه اي مورد مطالعه قرار گرفتند
نمو گامتوفيتي در شرايط درون شيشه اي و همچنين  هاي نشاسته در يك ناحيه خاص از سيتوپلاسم مي تواند صفت ويژه رشد و

  .باشد ميكروسپور هاي غير القاء شده در شرايط القاء رويان زايي

  كلزا، كشت ميكروسپور، رويان زايي، رشد و نمو گامتوفيتي :كليدي واژه هاي

 m.abdollahi@basu.ac.ir :يكيالكترون پست ،09188177385: تلفن مسئول، سندهينو

  مقدمه
يتوكينز غير قرينه ميكروسپورهاي كلزا پس از اولين س

يك سلول رويشي بزرگ با يك  ،تقسيم ميتوز دانه گرده
هسته حاوي كروماتين پراكنده و يك سلول زايشي كوچك 

زايشي سپس  سلول. با كروماتين فشرده ايجاد مي كند
دانه گرده سه تقسيم شده و دو سلول اسپرماتوزوئيد را در 

ميكروسپور تحت . )24و  22(مي كند سلولي ايجاد 
استرس دمايي در شرايط درون شيشه اي مي تواند برنامه 
رشد و نموي خود را به طرف رويان زايي تغيير داده و 

در بيشتر گونه هاي . )5( نمايدتوليد رويانهاي هاپلوئيد 
گياهي تغيير برنامه ميكروسپور براي رويان زايي تنها در 

 ).11و  10(ي ممكن است مراحل رشد و نمو خاص
نشان داده اند كه در كشتهاي ميكروسپوري  )22(محققين 
از ميكروسپورها به طرف رويان رشد و  درصد 20كه تقريباٌ 

نمو پيدا مي كنند، نسبت بالايي از ميكروسپورها در مرحله 
تك هسته اي انتهايي يا در حال تقسيم  و يا ابتداي دو 

متفاوتي در مورد  گزارشات .هسته اي  مي باشند
مرحله تك هسته انتهايي  در مورفولوژي ميكروسپورهاي 

ميكروسپورهاي تك  . واريته هاي مختلف كلزا وجود دارند
حاوي  (Westar)هسته اي انتهايي كلزا در واريته وستار 

ذرات نشاسته و تعداد زيادي واكوئل خيلي كوچك بود 
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 (Tower) واريته تاور ميكروسپورهاي، در حالي كه )16(
اين مرحله رشد و در  )22( (Topaz)و واريته توپاس  )12(

. نمو فاقد هر گونه نشاسته و واكوئل كوچكي بودند
نشان دادند كه يك  )24(مطالعات ديگر با واريته توپاس 

واكوئل بزرگ، بلافاصله قبل از اولين تقسيم ميتوز گرده از 
ر هاي نظر اندازه كوچك شد و اين واكوئل در ميكروسپو

همچنين اين محققين در  .دو هسته اي نيز حضور داشت
با مطالعه بر روي رقم ) 25( 1991و ) 24( 1990سالهاي 

ي ميكروسپوري از رويانهاتوپاس نشان دادند كه 
ميكروسپورهاي مرحله تك هسته اي انتهايي واكوئل دار 

در كلزا، كه به عنوان يك گياه مدل در . منشاء گرفته اند
 8يكروسپور مطرح مي باشد، حداقل ميان زايي رو يالقا

لازم درجه سانتي گراد   32ساعت تيمار دمايي در دماي 
است تا مسير رشد و نموي ميكروسپورها به طرف رويان 

با يك  اين تغيير برنامه ميكروسپورها ).7(زايي تغيير نمايد 
سري تغييرات مشخص همراه است كه فعاليتهاي مختلف 

دهي ساختاري اجزاي داخل سلول را سلولي و سازمان
تحت تأثير قرار مي دهد و اين تغييرات مي توانند به عنوان 

يند رويان زايي ميكروسپور در نظر آنشانگرهايي براي فر
ي در يبعد از اعمال استرس القا ).23و  19، 4(گرفته شوند 

شرايط درون شيشه اي، بعضي از ميكروسپورها به طرف 
روند در حالي كه بعضي ديگر به  مسير رويان زايي مي

ي حساس نبوده و مسير هاي رشد و يتيمار استرس القا
اگر كشت  .نموي مختلفي را در پيش مي گيرند

انجام شود درجه سانتي گراد  18ميكروسپورها در دماي 
ميكروسپورها مسير رشد و نموي گامتوفيتي را در پيش مي 

مسير رشد و  چندين مطالعه، جنبه هاي مختلف ).7(گيرند 
استرس مورد  نمو رويان زاي ميكروسپورها را در شرايط

، اما توجه كمي به )21و  20، 19(بررسي قرار داده اند 
ديگر مسير هاي رشد و نموي ميكروسپورها در شرايط 

ي يي و غير القايدرون شيشه اي، تحت هر دو شرايط القا
در تحقيق حاضر، تغييرات ساختاري  .شده است
رهايي كه به طرف مسير رويان زايي كليد مي ميكروسپو

خورند و همچنين ديگر مسيرهاي رشد و نموي 
ميكروسپورها در شرايط درون شيشه اي با مسير رشد و 
نموي گامتوفيتي در شرايط درون شيشه اي و برون شيشه 

ميكروسكوپ استفاده از مشاهدات با  (in vivo)اي 
د در اندازه و شكل الكتروني مقايسه شده و تفاوتهاي موجو

سلولي، معماري هسته، تجمع نشاسته و حضور واكوئلها 
جهت شناسايي مراحل متوالي مسير رويان زايي 
ميكروسپورها و مسير هاي رشد و نموي ديگر مورد 

  .قرار مي گيرند بررسي

  مواد و روشها
سسه ؤاين آزمايش در م: شرايط رشد گياهان مادري

دانشگاه پلي  ستيحفاظت و بهبود كشت و تنوع زي
رقم كلزاي  .انجام گرديد اسپانيا در كشور تكنيك والنسيا
كه در  (Brassica napus L. cv. PF704)بهاره پي اف 

آزمايشات رويان زايي ميكروسپور نتايج بسيار خوبي نشان 
در بررسي مكانيسم رويان زايي  ،)2و 1( داده بود

رد ميكروسپورهاي كلزا با ميكروسكوپ الكتروني مو
 5500 ي بادر اتاق رشد گياهان مادري. استفاده قرار گرفت

 ( h 8  /16فتوپريود نور و ) S2-Em  300-1(لوكس 

 (درجه سانتي گراد  15/  10با دماي )  روشنايي/ تاريكي
   .رشد كردند) روز/ شب 

كشت ميكروسپور با روش عبداللهي و :  كشت ميكروسپور
عدد  100  ن ترتيب كهبدي. انجام گرديد) 2و 1(همكاران 

متري، حاوي ميكروسپورهاي  ميلي 5/2ـ5/3  غنچه با اندازه
 in vivoزا ، از گياهان كشت شده در اتاق رشد  رويان 

 25/5سديم هيپوكلريت  اين غنچه ها با. انتخاب گرديدند
و  نددعفوني ش ضد ،دقيقه 10به مدت )  وايتكس ( درصد
 4در دماي  رد شدهدو مرتبه با آب مقطر سترون و س سپس

، شستشو داده دقيقه 5به مدت ، هر مرتبه  درجه سانتي گراد
 ml حاوي هاي سترون شده توسط يك آسياب غنچه. شد

 10مرتبة  3طي  )8(محيط جداسازي ميكروسپورها  30
سوسپانسيون حاصل از آسياب كردن . اي آسياب شد ثانيه
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اخهايي ترتيب از دو الك آزمايشگاهي با سوره ب ،ها غنچه
ميكرومتر كه بر روي هم قرار داشتند،  53و  106به قطر 

 ها سوسپانسيون ميكروسپور ،در مرحله بعد. عبور داده شد
هاي  لوله بهپيپتور و پيپت برداشته شد و  به وسيله
سپس . ندشد منتقل ) در هر لوله ml 25( سترونوژ يسانتريف
سانتريفيوژ اه دستگ. ندوژ منتقل گرديديسانتريفبه  ها اين لوله

تنظيم گرديد و  g200 دور در دقيقه يا  rpm  1270روي
دقيقة  4پس از اتمام . دقيقه قرار داده شد 4زمان آن روي 

 و بهاول، لوله هاي سانتريفيوژ از دستگاه خارج گرديدند 
ها  ها در ته لوله ميكروسپور. شدندمنتقل  ر ايرفلوزير لامينا

ه همراه مواد زائد در ب جداسازيرسوب كردند و محلول 
شد و  حذفت يپپ به وسيلهبالا قرار گرفت كه اين محلول 

جديد اضافه  جداسازيمحلول  ml25  ،هر لوله بهمجدداً 
سپس تراكم  .مرتبه تكرار گرديد 3اين عمل  .گرديد

ميكروسپور در هر ميلي ليتر  40000ميكروسپورها روي 
سوسپانسيون حاوي محيط كشت تنظيم گرديد و 

به حجم  )NLN-13 )13با محيط كشت  يكروسپورها،م
پتري جديد رسانده شد و سوسپانسيون حاصل در داخل 

 ml، به  مقدار mm15×100 هاي شيشه اي به ابعاد  ديش
و  توزيع گرديد و دور آنها دو لايه پارا فيلم بسته شد، 5/12

به  تاريكي و درجه سانتي گراد 32به انكوباتوري با دماي 
 25دماي روز كشتها به  2بعد از . منتقل شدند زرو 2مدت 

  .منتقل شدندو تاريكي  درجه سانتي گراد

ي ميكروسپوري رويانهاآماده سازي ميكروسپورها و 
به منظور : براي عكسبرداري با ميكروسكوپ الكتروني

مطالعات فراساختاري ميكروسپور هاي كلزا با 
ه روش ميكروسكوپ الكتروني، نمونه هاي ميكروسپوري ب

  :زير تهيه شدند

ميكروسپورها و رويانهاي حاصل   (Fixation)تثبيت  - 1  
  از كشت ميكروسپور در مراحل مختلف رشد و نمو 

، 1در اين مرحله  ميكروسپورهاي كشت شده در روزهاي 
روز بعد از كشت ميكروسپور با استفاده از  10  و 7، 5، 3

رديدند و سانتريفيوژ  از محيط كشت مربوطه استخراج گ
ي حاصل از رويانهاسپس ميكروسپورهاي استخراج شده و 

كشت ميكروسپور در مراحل مختلف رشد و نمو در 
 Karnovsky) محلول تثبيت كننده كارنووسكي 

fixative)شامل پارافرمالدهيد (paraformaldehyde) 4 
 در درصد 5 (glutaraldehyde) و گلوتارالدهيد  درصد
مولار با اسيديته  025/0 (cacodylate) كاكوديليت محلول

سپس نمونه هاي  .ساعت تثبيت گرديدند 2به مدت   3/7
 درصد 1ساعت دوباره در محلول  1به مدت  ميكروسپوري

  .تثبيت شدند (osmium tetroxide) اسميوم تتروكسيد

 آبگيري نمونه هاي ميكروسپوري و رويانها  - 2
(Dehydration)  از سريهاي  با استفاده  در اولين روز

   .انجام شد استون به صورت زير

 50استون  - ساعت، ب 2به مدت  درصد 30استون  -الف
به مدت  درصد 70استون  - ساعت، ج 3به مدت  درصد

در سراسر  درصد 100در نهايت استون  - ساعت و د 5/2
  شب

تيمار نمونه ها با سريهاي استون و اپون در روز دوم به  - 3
  :شرح زير انجام گرفت

تيمار  - ساعت، ب 4به مدت  درصد 100استون  -لفا
 50-  50(پروپيلن اكسيد  - نمونه ها با محلول استون

 100تيمار با پروپيلن اكسيد  - دقيقه، ج 5به مدت ) درصد
سه % (100تيمار با استون  - دقيقه و د 30به مدت  درصد

-تيمار نمونه ها با محلول استون  - ، ذ)دقيقه 5بار هر دفعه 
تيمار با  - ساعت، ر 6به مدت ) درصد 10- 90(اپون 

  در سراسر شب) درصد 25- 75(اپون - محلول استون

در روز سوم نمونه هاي ميكروسپوري و رويانها در  - 4
  :سريهاي اپون به ترتيب زير تيمار گرديدند

 75اپون  -ساعت، ب 4به مدت  درصد 50اپون  -الف
در  درصد 100اپون  - ساعت و ج 5/4به مدت  درصد

  راسر طول شبس
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 ساعت در اپون 5/8در چهارمين روز نمونه ها به مدت  - 5
و سپس در طول شب در  درصد 100 )يك نوع رزين (

) Accelerator(و سرعت دهنده  درصد 100محلول اپون 
  .قرار گرفتند

ساعت در محلول  5/7در روز پنجم نمونه ها به مدت  - 6
)  Accelerator(حاوي سرعت دهنده  درصد 100اپون 

  . قرار گرفتند

پس از انجام عمل آبگيري با سريهاي استون و اپون   - 7
نمونه ها در داخل كپسولهايي از جنس پلي اتيلن گليكول 

روز در دماي  3و به مدت ) Encapsulation(قرار گرفتند 
گراد به منظور عمل پليمريزاسيون قرار  درجه سانتي 60

  .گرفتند

 5/0، برشهايي به ضخامت از نمونه هاي پليمريزه شده - 8
 .(Cutting)تهيه گرديد ميكرومتر 

در نهايت عكس برداري از برشهاي تهيه شده با   - 9
 KV 80در   EM  Jeol 1010ميكروسكوپ الكتروني مدل

  .انجام گرديد

  نتايج
كشت : رشد و نمو گامتوفيتي در شرايط درون شيشه اي

ئل دار در مرحله تك هسته اي انتهايي واكو ميكروسپورها
منجر به رشد درجه سانتي گراد  25در دماي  )A 1شكل (

و نمو آنها به صورت گامتوفيتي گرديد، به طوريكه  دو و 
درجه سانتي  25سه روز بعد از كشت ميكروسپور در دماي 

، ميكروسپورها به طرف ساختار هايي مشابه با دانه گراد 
دا و سه سلولي رشد و نمو پي ) B1شكل( گرده دو سلولي

اين ساختارهاي مشابه دانه گرده، حاوي هسته . كردند
رويشي، زايشي، اسپرماتوزوئيد ها و سيتوپلاسم متراكم 

ساختارهاي چند سلولي يا رويانها در اين كشتها . بودند
در نواحي خاصي از سيتوپلاسم اين دانه . مشاهده نشدند

هاي گرده كشت شده، تجمعي از دانه هاي نشاسته مشاهده 
 فراساختاري، تعداد بي در سطح. )C 1شكل( دگردي

  آميلوپلاست بزرگ حاوي دانه هاي نشاسته شماري
در سيتوپلاسم اين گرده هاي رشد و نمو پيدا  )C 1شكل(

  .مشاهده گرديد كرده درشرايط درون شيشه اي

  
يك ميكروسپور ) Aها به صورت گامتوفيتي گرديد، كه منجر به رشد و نمو آندرجه سانتي گراد  25كشت ميكروسپورهاي كلزا در دماي  -1شكل 

يك ميكروسپور دوسلولي با  رشد و نمو گامتوفيتي )Bاست،   مناسب براي رويان زايي كه در مرحله تك هسته اي انتهايي حاوي يك واكوئل بزرگ
شبه  رشد و نمو)  Cكشت شده است، ) زا شرايط غير رويان(درجه سانتي گراد  25در دماي  حاوي سلول رويشي و زايشي كه تقسيم غير قرينه

واكوئل  (V) .كه با تجمع نشاسته در سيتوپلاسم همراه استدرجه سانتي گراد  25غير رويان زاي كشت شده در دماي گامتوفيتي يك ميكروسپور 
  نشاسته) S(هسته زايشي، ) GN(هسته رويشي، ) VN(اگزين، ) E(بزرگ،  هستك (Nu) بزرگ،

پورها در شرايط درون شيشه اي رشد و نمو ميكروس
در كشتهاي ميكروسپور انكوبه شده : دمايي تحت استرس

، )ساعت 8حداقل به مدت (درجه سانتي گراد  32در دماي 
مخلوطي از مسير هاي رشد و نموي متفاوت مشاهده 
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تعداد زيادي از ميكروسپورها يك . )A-C2شكل ( گرديد
اما اين  دندرا آغاز كر برنامه رشد و نموي رويان زاي

ميكروسپور ها علي رغم داشتن يك سازماندهي ساختاري، 
شباهتهايي با رشد و نمو گامتوفيتي در شرايط درون شيشه 

اين ميكروسپورها حاوي دانه هاي نشاسته . اي نشان دادند
و از اين جنبه مشابه ) 3شكل ( فراوان بودند

درجه سانتي  25ميكروسپورهاي توسعه يافته در شرايط 
در اين كشتها هيچ دانه گرده دو سلولي يا سه . بودنداد گر

سلولي در ميان ساختارهاي غير رويان زا مشاهده نگرديد و 
اين است كه تقسيم ميتوز گرده در  اين پديده نشان دهنده

  .بيشتر موارد، بعد از تيمار گرمايي متوقف گشته است

 

  
مسير رويان زايي در شرايط درون شيشه ) A. (در شرايط درون شيشه اي رقم پي اف كلزارشد و نموي ميكروسپورهاي  مختلف مسير هاي -2شكل 

 in(مسير گامتوفيتي در شرايط طبيعي ) D(مسير گامتوفيتي در شرايط درون شيشه اي، ) C(مسير شبه گامتوفيتي در شرايط درون شيشه اي، ) B(اي، 

vivo( 

  

 
  .دانه نشاسته) S(در داخل سيتوپلاسم همراه است،  تجمع نشاستهكه با   و نموي شبه گامتوفيتيبا مسير رشد توده هاي غير جنين زا  -3شكل 
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ميكروسپورهاي پاسخ دهنده به رويان زايي، مسير رويان 
  )A4شكل ( زايي را با يك تقسيم سلولي قرينه آغاز كردند

كه منجر به تشكيل يك ساختار دوسلولي قرينه، يك روز 
درجه سانتي  32ميكروسپورها در دماي  بعد از انكوباسيون

دو سلول حاصل و هسته مربوط به آنها بر . گراد گرديد
خلاف گرده هاي دوسلولي حاصل از رشد و نمو 
گامتوفيتي، از نظر اندازه، شكل و سازماندهي با هم مشابه 

سيتوپلاسم آنها متراكم ولي فاقد واكوئل بزرگ . بودند
نشاسته در اين ساختارهاي  هيچ يا تعداد كمي دانه. بودند

پس از اين مرحله، . رويان زاي دو سلولي قابل مشاهده بود
تقسيمات بعدي، منجر به ايجاد ساختارهاي چند سلولي 

شكل (گرديد كه همچنان توسط اگزين احاطه شده بودند 
B4 .( سلولها، در اين ساختارهاي چند سلولي حاوي تعداد

داخل سيتوپلاسم  كمي دانه هاي نشاسته بودند كه در
ديواره هاي سلولي جدا كننده سلولها به . پراكنده بودند

. خوبي در اين ساختارهاي چند سلولي قابل مشاهده هستند
اين ساختارهاي چند سلولي همچنان توسط اگزين احاطه 

آناليز فراساختاري نشان داد كه سيتوپلاسم اين . شده اند

بكه آندوپلاسمي سلولها غني از اندامكها، وزيكولها و ش
آميلوپلاستهاي حاوي تعداد كمي دانه ). 5شكل (باشد  مي

هاي نشاسته و همچنين واكوئل هاي كوچك به طور 
يكنواخت در سراسر سيتوپلاسم اين سلولها پراكنده شده 

در مراحل بعدي رشد و نمو پارگي اگزين ). 5شكل ( اند
اد و تعد  در اطراف ساختارهاي چند سلولي مشاهده گرديد

بي شماري از سلولهاي در حال تقسيم، در حالي كه هنوز 
بعضي از بقاياي اگزين در اطراف قابل مشاهده بود، 

شكل ( ساختارهاي كروي يا پيش رويانها را تشكيل دادند
A6 .( ويژگي فراساختاري سلول هاي اين ساختارهاي

كروي و پيش رويانها شبيه به وضعيت سلول ها قبل از 
در مراحل رشد و نموي ). B6شكل ( پارگي اگزين بود

به وجود آمدند ) A, B7شكل(پيشرفته تر، رويانهاي كروي 
و در ادامه سلولها در بعضي نواحي دراز شده و رويانهاي 

يك لايه بيروني . را تشكيل دادند) C7شكل (قلبي شكل 
حاوي سلولهاي كوچك، به رديف شده و هم اندازه مشابه 

در اكثر اين رويانها به  (protodermis)سلولهاي اپيدرمي 
  .چشم مي خورد

  
ن زايي، كه مسير رويان يك ميكروسپور پاسخ دهنده به رويا) A .704مسير رشد و نمو رويان زاي در كشت ميكروسپور كلزا رقم پي اف  – 4شكل 

درجه سانتي گراد  32دماي زايي را با يك تقسيم سلولي قرينه آغاز كرده و منجر به تشكيل يك ساختار دوسلولي، يك روز بعد از انكوباسيون در 
ينه كه در ادامه رشد و نمو يك ساختار چهار سلولي قر) Bه صورت قرينه از هم جدا كرده است، يك ديواره سلولي نازك دو سلول  را ب. است گرديده

ديواره هاي سلولي جدا كننده سلولها به خوبي در اين ساختار چند سلولي .. رويان زايي به دست آمده است و همچنان توسط اگزين احاطه شده است
  .سلولي ديواره) CW(،  اگزين )E( ،هستك (Nu) .قابل مشاهده هستند
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سيتوپلاسم سلولهاي اين ساختار سلولي غني از اندامكها، وزيكولها و شبكه آندوپلاسمي مي . قسيم قرينهيك ميكروسپور رويان زا بعد از ت - 5شكل 

ها باشد و همچنين آميلوپلاستهاي حاوي تعداد كمي دانه هاي نشاسته و همچنين واكوئلهاي كوچك به طور يكنواخت در سراسر سيتوپلاسم اين سلول
شبكه آاندوپلاسمي، ) ER(اينتين، ) In(اگزين، ) E( ديواره سلولي جديد، (CW)ليپيد،  (L)ميتو كندري،  (M) پروپلاستيد، (P)   پراكنده شده اند

)Am ( ،آميلوپلاست)V (واكوئل كوچك  

  
تشكيل  را رويانهاسلولهاي در حال تقسيم، كه هنوز بعضي از بقاياي اگزين در اطراف آنها قابل مشاهده است و  ساختارهاي كروي يا پيش  -6شكل 

. )B( ، ويژگي فراساختاري سلولهاي موجود در ساختارهاي كروي و پيش رويانها  كه شبيه به وضعيت سلولها قبل از پارگي اگزين استA)(دادنده اند 
(N)  ،هسته(Nu)  ،هستك (P) ،پروپلاستيد (M)  ،ميتو كندري(L)  ،ليپيد(CW) ،ديواره سلولي جديد )E ( ،اگزين)S (نشاسته.  

  بحث
كشت ميكروسپور كلزا، يك سيستم مناسب براي القاي 
مسير رشد و نموي رويان زايي و همچنين گامتوفيتي در 

). 22و  15، 7(شرايط درون شيشه اي شناخته شده است 
در اين تحقيق مسير هاي رشد و نموي ميكروسپور هاي 

پس از كشت در شرايط درون شيشه اي  PF704كلزا رقم 

) درجه سانتي گراد 32سترس دمايي ا(تحت شرايط القائي 
مورد بررسي قرار ) درجه سانتي گراد 25(و غير القايي 

نتايج اين تحقيق نشان داد كه بيشتر صفات سلولي . گرفت
درجه سانتي گراد  25ميكروسپورهاي كشت شده در دماي 

مشابه مسير رشد و نموي ميكروسپورها در شرايط برون 
اين صفات عبارتند از جذب .  مي باشد (in vivo)شيشه اي 
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ثانويه واكوئل بزرگ، اولين و دومين تقسيم ميتوز گرده، 
تركيب سيتوپلاسم، اندازه و شكل سلولي و الگوي انقباض 

كروماتين در هسته هاي رويشي، زايشي و اسپرماتوزوئيد 
  ).18(ها 

 
روز بعد از كشت  8يك جنين كروي كلزا،  )A، 704م پي اف ي حاصل از كشت ميكروسپور كلزا رقرويانهامراحل كروي و قلبي شكل  -7شكل 

فلش سفيد رنگ . كلزا روز بعد از كشت ميكروسپور 11يك جنين قلبي شكل كلزا  )Cفراساختار سلولهاي سطحي يك رويان كروي، ) B، ميكروسپور
  .دده به رديف شده را در سطح يك رويان قلبي شكل نشان مي (Protodermis)سلولهاي اپيدرمي 

 نتايج ارائه شده در اين تحقيق مشخص گرديد كه مهم
ترين تفاوت بين رشد و نمو گامتوفيتي در شرايط درون 

، تجمع دانه هاي (in vivo)شيشه اي و برون شيشه اي 
نشاسته به ميزان زياد و به صورت غير قرينه در داخل 

و  سيتوپلاسم است كه اين وضعيت انحصاراً در مسير رشد
فيتي ميكروسپورها در شرايط درون شيشه اي نمو گامتو

توسعه پلاستيد ها و تجمع نشاسته يك  .مشاهده گرديد
شناخته شده و متمايز در طول تشكيل گرده در  ويژگي

در . )9(بسياري از گونه هاي گياهي محسوب مي گردد 
چندين گونه گياهي، ذخاير كربوهيدراتها در گرده بالغ به 

مي باشد بلكه به صورت پلي شكل گرانولهاي نشاسته ن
و  9(ساكاريدهاي سيتوپلاسمي، به ويژه ساكاروز مي باشد 

ي، يدر كشت ميكروسپور كلزا، تحت شرايط غير القا  .)14
تجمع نشاسته با پيشرفت مسير گامتوفيتي و تقسيمات گرده 

اي همراه است كه منجر به ايجاد گرده هاي دو سلولي و 
در مقابل  . نشاسته مي گردد سه سلولي محتوي مقدار زيادي

با  (in vivo)رشد و نمو گرده ها، در شرايط برون شيشه اي 
بعد از تيمار استرس   )18(تجمع نشاسته همراه نمي باشد

دمايي، تغييراتي در بيان پروتئينهاي مربوط به شوك دمايي 
ها، در كشت ميكروسپورهاي كلزا گزارش  MAPKinaseو 

ين تغييرات در ميكروسپورهاي ا. )21و  20، 6(شده است 
اين . غير رويان زا هم با سطحي متفاوت مشاهده شده است

يافته ها بيان كننده نقش اين مولكولها نه تنها در پاسخ به 
استرس دمايي، بلكه در شروع مسير رويان زايي مي باشند 

مسير غير رويان زا در كشتهاي ميكروسپور  ).21و  20(
، شباهتهايي با مسير رشد و نموي انكوبه شده در دماي بالا

ي نشان يشبه گامتوفيتي در شرايط درون شيشه اي غير القا
داد با اين تفاوت كه ميتوز دانه گرده در اين كشتها به 



 1393، 1، شماره 27جلد                                                                           )مجله زيست شناسي ايران(مجله پژوهشهاي سلولي و مولكولي 

96 

 

نتايج اين تحقيق بيان گر اين مطلب . ندرت مشاهده گرديد
است كه برنامه گامتوفيتي در ميكروسپورهاي انكوبه شده 

ور كامل متوقف نمي گردد و در دماي بالا به ط
كه به طرف  تيمار شده با استرس دمايي ميكروسپورهاي

مي توانند به طور  ،مسير رويان زايي كليد نخورده اند
بعضي از حوادث ساختاري و متابوليكي مربوط  ي،محدود

نشان  تقسيم غير قرينه يبه تمايز گرده اي را به استثنا
در يك نيمه  تجمع فراوان دانه هاي نشاسته .دهند

رسد كه يك  سيتوپلاسم، بين هسته و اگزين به نظر مي
نمو غير رويان زاي ميكروسپور در ويژگي شاخص رشد و 

شرايط درون شيشه اي باشد چون اين پديده هم در شرايط 
. ي رويان زايي اتفاق مي افتديي و هم در شرايط غيرالقايالقا

ذاتي شرايط  اين پديده همچنين مي تواند به عنوان يك اثر
كشت تعبير گردد كه يك محيط غني از قندها را درگير مي 

مطالعات بيشتر با مقايسه كردن شرايط كشت مختلف . كند
 .ال را روشن خواهد ساختؤدر چندين سيستم اين س

تمايل قطبي، ويژگي ذاتي بيشتر سلولهاي يوكاريوتي است 
ي كه تشكيل و مكانيسمهاي كنترل كننده آن در دست بررس

مسيرهاي درون شيشه اي غير رويان زا در  ).17و  3(است 
ميكروسپورهاي كه نشاسته در بخشهاي سيتوپلاسمي 
خاصي تجمع مي يابد، مي تواند يك سيستم ساده اي را 

الهاي مربوط به رشد و تشكيل قطبيت ؤس براي آناليز
در اين تحقيق معماري سلولي  .سلولي ايجاد نمايد
طرف مسير رويان زايي كليد خورده  ميكروسپورهايي كه به

اند بررسي گرديد و همچنين مسيرهاي رشد و نموي 
در شرايط درون شيشه اي  PF704ميكروسپور هاي كلزا رقم 

با مسير رشد و نموي گامتوفيتي در شرايط درون شيشه اي 
تفاوتها در اندازه و . و برون شيشه اي مقايسه گرديدند
نشاسته و حضور يا  شكل سلول، معماري هسته، تجمع

عدم حضور واكوئلها جهت شناسايي مراحل مختلف رويان 
زايي ميكروسپور و مسير هاي رشد و نموي ديگر در 

  .شرايط درون شيشه اي مطالعه گرديدند
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Study of In vitro microspore embryogenesis of rapeseed (Brassica 
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Abstract 

In this research, ultrastructure of rapeseed (Brassica napus L.cv. PF704) microspores 
following the gametophytic and embryogenic developmental pathways in vitro was 
compared with the gametophytic development in vivo via electron microscopy. In 
reprogramming of rapeseed microspores to the embryogenesis pathway, there are some 
defined changes influencing the cell activities and structure. Some of these changes can 
be considered as microspore embryogenesis pathway in rapeseed. In this study, 
rapeseed microspores were isolated at different days after in vitro culture and prepared 
for electron microscopy studies. During the different developmental stages of rapeseed 
microspores, Differences in specific cellular properties such as cell size and shape, 
nuclear architecture, starch accumulation, presence of vacuoles were studied to 
characterize different stages of microspore embryogenesis and other pathways occurring 
in vitro. Results, showed the presence of abundant starch grains in a defined 
cytoplasmic region appeared as a specific property of the gametophytic development in 
vitro, as well as of the non-induced microspores of in vitro cultures under embryogenic-
inductive conditions. 

Key words: Brassica napus L. Rapeseed, Microspore culture, Embryogenesis, 
Gametophytic development 


