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Abstract 

Red cabbage is one of the most important members of the Brassicaceae family, which its hybrids are cultivated 

globally. The production of inbred lines is a prerequisite for hybrid breeding programs and genetic studies in this cross-

pollinated species which their production via conventional approaches tend to be time-consuming. Although shortening 

the breeding processes through the isolated microspore culture technique has been optimized to some extent in 

Brassicaceae, the efficiency of this process in red cabbage is still low. In this research, the effects of epigenetic 

modifiers, including trichostatin A (at concentrations of 0, 0.1, 0.2, 0.5 and 1.0 μM for 30 and 60 min) and 5-

azacytidine (at concentrations of 0, 1.25, 2.5, 5, and 10 μM for 48 and 96 hours), were investigated to optimize the 

survival and subsequent embryogenesis of red cabbage microspores. Trichostatin A at concentrations of 0.2 and 0.5 μM 

for 30 min and also 0.2 μM for 60 min increased embryogenesis by 2.9-3.1 times, compared to the control. In contrast, 

treatment with 5-azacytidine at concentrations of 1.25 and 2.5 μM did not have a significant impact on embryogenesis 

efficiency at probability level of 5%. Higher concentrations of 5-azacytidine exerted negative effect on viability and 

embryogenesis so that the least number of embryos were observed at concentrations of 5 and 10 μM. The results of this 

study indicated that the optimal concentration of trichostatin A is associated with increased microspore survival post-

stress, leading to enhanced production of haploid embryos. 
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 های میکروسپور کلم قرمز  زایی جدایه مانی و رویان آزاسیتیدین بر زنده -5و    Aتأثیر تریکوستاتین 
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 ( پژوهشی)مقاله 

 چکیده 

 خالص  هایینلا  تولید.  شودمی  کشت  جهانی  سطح  ارقام هیبرید آن در  که  است  چلیپائیان  خانواده  گیاهان  ترینکلم قرمز یکی از مهم

هیبرید  هایبرنامه  نیازپیش ژنتیکی  و  اصلاح  آن   گیاه  این  در  مطالعات  تولید  که  است  روش دگرگشن  به  زمانها  بسیار  سنتی  بر های 

تولید لاینمی از طریق  امروزه کوتاه نمودن فرآیند اصلاحی  اگرچه  های میکروسپور در برخی  های خالص به روش کشت جدایه باشد. 

باشد. در این تحقیق، های خانواده چلیپائیان تا حدودی بهینه شده است، ولی کارایی این روش در کلم قرمز هنوز بسیار پایین میگونه

 (دقیقه  60و    30  مدتبه   میکرومولار  0/1و    5/0،  2/0،  1/0صفر،    هایغلظت  در)  Aژنتیک ازجمله تریکوستاتین  های اپیاثر تغییردهنده

زنده(  ساعت  96و    48مدت  به  میکرومولار  10و    5،  5/2،  25/1صفر،    های تغلظ  در)آزاسیتیدین  -5و   متعاقبا  بر  و  سازی بهینه  مانی 

دقیقه و    30مدت  میکرومولار به  5/0و    2/0  هایغلظت  در  Aتریکوستاتین    بررسی گردید.  قرمز  در کلم  میکروسپور  زاییکارآیی رویان

-5  با   تیمار  مقابل،   در.  دادند   افزایش  شاهد  به  نسبت  برابر  9/2-1/3زایی را  رویان  دقیقه  60مدت  میکرومولار به  2/0همچنین غلظت  

زایی  رویان  کارآیی   مانی و بر افزایش زنده  درصد   5داری در سطح احتمال  معنی  میکرومولار تأثیر  5/2و    25/1های  آزاسیتیدین در غلظت

ها  ترین تعداد رویانکه کمطوری زایی نشان داد بهمانی و رویانفی بر زندهثیر منأ آزاسیتیدین ت-5های بالاتر  نداشت. غلظت  میکروسپورها

غلظت تحقیق  10و    5های  در  این  نتایج  شدند.  مشاهده  که  نشان  میکرومولار  تیمار  دادند  زمان  و    با   Aتریکوستاتین    بهینه  غلظت 

 . است همراه هاپلوئید  هایرویان  تولید افزایش  اعمال تنش و از پس میکروسپورها مانی زنده افزایش
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 مقدمه 

  متعادل   غذایی  رژیم  یک  اصلی  ارکان  از  یکی  عنوانبه   سبزیجات

  سلامت   ارتقای  و   غذایی   امنیت  تأمین  در  سزاییهب  نقش  سالم،  و

  تأمین   از  فراتر  غذایی   گروه   این   ردکارک.  کنندمی  ایفا   جامعه

 ترکیبات  از  وسیعی  طیف  بودن  دارا  دلیل  به  عمدتا   و  بوده  انرژی

  قرار   موردتوجه  بخشسلامتی  و   محافظتی  خواص  با  فعالزیست 

  سبد   در  موجود  گیاهی   متعدد  های گونه  میان   در .  گیرندمی

خانواده   و   زراعی  لحاظ  به(  Brassicaceae)  چلیپائیان  غذایی، 

  خانواده  این. است برخوردار جهانی و  ممتاز جایگاهی  از ایتغذیه

  بالا،   ژنتیکی  و  بیوشیمیایی  مورفولوژیکی،  تنوع  از  مندیبهره  با

از    مهم  کشاورزی  محصولات  از   ارزشمندی  و   گسترده  مجموعه

  کلم   و  قمری  کلم   کلم،  گل  بروکلی،   کلم  پیچ،   کلم  جمله

 . (Zhang et al., 2025گیرد )در بر می  را بروکسل

 .Brassica oleracea var)  قرمز  کلم  تنوع،  این  کانون  در

capitata f. rubra  ) برجسته  و  خاص  محصول  یک  عنوانبه 

های  رنگدانه  وجود  گیاه،   این  بارز  مشخصه.  شودمی  شناخته

که  آنتوسیانین  قرمز  تا  بنفش  فعالیت  واسطهبه  است 

 مطالعات  موضوع  خود،  قدرتمند  ضدالتهابی  و  اکسیدانتیآنتی

  قرمز   کلم   علاوه،به.  اند بوده  پزشکی  و  تغذیه  حوزه  در  ایگسترده

  گوگرد   حاوی  ترکیبات  دیگر   و   ها گلوکوزینولات   از  غنی   منبعی

  های تاثیر بر فعالیت آنزیم  طریق  از  قادرند  که  شودمی   محسوب

  از   پیشگیری  در   سلولی،  سیگنالینگ  مسیرهای  تعدیل  زدا و سم

 (. Sharma et al., 2023) نند ک ایفا مؤثری نقش سرطان

بودن،  دلیل  به  قرمز،  کلم   هتروزیس   پتانسیل  از  دگرگشن 

یکنواختی   صفات  در   بالایی زودرسی،  عملکرد،  ازجمله  زراعی 

 کهطوری است به   برخوردار  هاها و مقاومت به آفات و بیماریبوته 

 را  آن  تجاری  کشت  از  ایعمده  بخش  1F  هیبرید  ارقام  امروزه

 (. Singh et al., 2009; Bhatia et al., 2018دهند )می  تشکیل

  ایجاد   برای  موردنیاز   والدینی   خالص  های لاین  تولید   حال،   این  با 

  سیستم   وجود  و   زندگی   چرخه  بودن   دوساله  دلیل   به  هیبرید، 

شده)اسپوروفیتی    خودناسازگاری  پیچیده مکان    توسط  کنترل 

  دگشنی، خو  سنتی  هایروش  از  استفاده   با  ، (S  چندآللی  ژنی

  ممکن   آن  به  دستیابی  که  است  دشوار  و  برزمان  بسیار  فرآیندی

به  14  تا   12  تا   است )   طول  سال   ,.Parmar et alبیانجامد 

2023; Mineykina et al., 2025) . 

تکنیک  Doubled)   شدهمضاعف  هاپلوئید  تولید  امروزه 

haploid  )یک  عنوانهای میکروسپور به جدایه  کشـت  طریق  از 

امکان  روش  یک  از  را  خالص  هایلاین  به  دستیابی  کارآمد، 

فرآهم  در  ناهمگن  جمعیت نسل    دیگر   مزیت.  سازدمی  یک 

روش،  هایلاین این  به  باشد  می  بالا  ژنتیکی  خلوص  تولیدشده 

نه ژنتیکینقشه   و  مطالعات  قدرت  و  دقت  تنها  که   را  برداری 

  1F  ریدهیب  بذر  تولید  برای  آلایده  ایپایه  بلکه  دهد،می  افزایش

  چنین.  کندمی  فراهم  فنوتیپی  یکنواختی  حداکثر  با  تجاری

رسیدگی  هم  به  منجر  مزرعه،  در  یکنواختی و  رشد  در  زمانی 

می  برداشت  برای  اساسی  نیازهایپیش  از  که  گرددمحصول 

 ,Shariatpanahi & Ahmadi)   رودمی  شمار  به  کارآمد و  مکانیزه

2016 .) 

میکروسپورجدایه  کشت  روش  تاکنون،   از   بسیاری  در  های 

 کلزای  در  ویژه به  چلیپائیان،   خانواده   از  زراعی   مهم  هایگونه

خردل  و(  .B. napus L)  بهاره  و  پاییزه  .B)  هندی  همچنین 

juncea L.  )گستردهبه  و  موفقیت  با  گرفته  کار  به  صورت 

  فناوری   این  کاربرد  حال،  این  با(.  Dong et al., 2021)  شودمی

و    فنی  هایچالش  با  همچنان  خاص،  رقاما  و   هاگونه  برخی  در

  گیاه   موارد،  این  ازجمله  .است  مواجه  ژنوتیپی  متفاوت   کارآیی

و  کلم   اگرچه.  است  قرمز  کلم  مشخص  طوربه  کلم    گیاه 

برخی  است،  بافت   کشت  مستعد   طورکلیبه  آن  های واریته  اما 

 کشت   در  ضعیف  بسیار  دهیپاسخ  اغلب  قرمز  کلم  مانند

 از  موفق   هایگزارش  دلیل،   همین  به.  دهند نشان می  میکروسپور

تولید    متعاقبا   و  شدهمضاعف  هاپلوئید  هایلاین  تولید

از  1F  هیبریدهای    امروز  به   تا   قرمز،   کلم   در  روش  این   تجاری 

 (. Mineykina et al., 2025) است بوده نادر و  محدود بسیار

به ا اساس بستگی  میکروسپور  کشت  تکنیک  در  موفقیت   ،

ایط فیزیولوژیکی گیاه، محیط رشد، مرحله تکاملی  ژنوتیپ، شر

کشت، تراکم کشت میکروسپورهای کشت شده، ترکیبات محیط

رویان  القای  برای  استفاده  مورد  تیمارهای  و  زایی  میکروسپورها 

( پژوهشFerrie & Caswell, 2011دارد  اخیر همچنین(.   های 

اپی  مهم  نقش را تغییرات    زایی رویان  فرآیند  هدایت  در  ژنتیک 

 آن  از   نتایج این تحقیقات حاکی.  اندساخته  آشکار  میکروسپورها

  ویژه به)  هاهیستون   استیلاسیون  الگوی  در  پویا  تغییرات  که  است

 نقش  DNA  متیلاسیون  همچنین  و(  H4  و  H3  هایدر هیستون 

ایفا    میکروسپورها  زاییرویان  مسیر  پیشبرد  و   آغاز  در  کلیدی

) می  القای.  (Jiang et al., 2017; Liu et al., 2022نمایند 

عموما  رویان   آمیزموفقیت   سطح   در  افزایش  یک  با  زایی 

کههیستون   استیلاسیون   رونویسی   فعال  وضعیت  نشانگر  ها، 

 متیلاسیون  سطح  در  توجهقابل  کاهش  با  زمانهم  و  هاست، ژن 

DNA    زایی  رویان  با   که مرتبط  هاییژن  اندازراه  نواحی  در  عمدتا

 بازآرایی  این(.  Ahmadi et al., 2018)  است  همراه  هستند،

 که بیان  کرده  عمل  مولکولی  سازوکار  یک  منزله  به  ژنتیکی،اپی

  رویانی   سلول  به  میکروسپور  ریزیبازبرنامه  برای  لازم  ژنیشبکه 

  سازوکارهای   این  جامع  درک  بنابراین،.  سازدمی  ممکن  را
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  های حدودیتم  بر  غلبه  برای  مؤثر  راهبردی  تواندمی  ژنتیکاپی

  های گونه  در  ارزشمند  تکنیک  این   کارآیی   افزایش   و  ژنوتیپی

 . باشد مختلف گیاهی 

 یک  عنوانبه  A  (Trichostatin A, TSA)تریکوستاتین  

  داستیلاز   هیستون  هایآنزیم  انتخابی  و  قدرتمند  مهارکننده

(HDACs) ،  صورت به  که  است  اسید  هیدروکسامیک  مشتقات  از 

  شده   جداسازی  استرپتومایسس  جنس  هایباکتری  از  طبیعی

آنزیم  مهار  ترکیب،  این  اصلی  عملکرد.  است   های فعالیت 

HDAC   کروماتین،   استیلاسیون  سطح  افزایش  نتیجه  در  و  

  مطالعات   در.  است  H4  و   H3  های هیستون   نواحی  در  ویژهبه

  کارآیی   بهبود  در  چشمگیری  ثیرأ ت   TSA  با   تیمار  گیاهی،

 Li et)  مانند کلزا  مختلف  هایونه گ  در  میکروسپورها  زاییرویان

al., 2014)،  گندم  (Jiang et al., 2017; Castillo et al., 2020 )

  اگرچه .  است  داده  نشان  (Liu et al., 2022)  زینتی  کلم  گل  و

TSA  است  قادر  ژنتیکاپی  کنندهتنظیم   یک  عنوانبه 

  گامتیکی   و   سوماتیکی   هایسلول  در  را  نمو  و  رشد   فرآیندهای

  مولکولی   دقیق  سازوکارهای  لیکن  دهد،   قرار  تأثیر  تحت  گیاهان 

  گیاهی،   هایبافت  در   ویژهبه  اثرات،  این   سیگنالی  مسیرهای  و

 . است نشده شناخته کامل طور به هنوز

 یک  عنوانبه   نیز  (Azacytidine, 5-Aza-5)  آزاسیتیدین-5

تغییردهنده  نوکلئوزیدی  آنالوگ دیگر  از  های  سیتیدین، 

میاپی کهژنتیکی  قوی    مهارکننده  عنوانبه  عمدتا    باشد 

  و   شودمی  شناخته  DNA   (DNMTs )  ترانسفرازمتیل  هایآنزیم

  ژنومی  متیلاسیون  پذیربرگشت   و  گسترده  کاهش  موجب

)می -5  گیاهی،  بافت  کشت  در.  (Kordella et al., 2021گردد 

Aza  دخیل   کلیدی  هایژن   اندازراه  متیلاسیون  کاهش   از طریق  

 برای  هاآن  ژنتیکیاپی  خاموشی  رفع  نتیجه  در  و   زاییرویان  در

  مطالعات .  گیردمی  قرار  مورد استفاده  سلولی  ریزیبازبرنامه  القای

  Aza-5  مناسب  هایغلظت  با  تیمار  که   اندداده  نشان  متعدد

  سوماتیک،   زاییرویان  مانند   کلیدی  فرآیندهای   کارآیی   تواند می

  هایژنوتیپ  و   هاگونه   در  ویژهبه   را  کالوس  تشکیل  و  باززایی

دهد    افزایش  چشمگیری  طوربه  بافت   کشت  به  مقاوم 

(Carneros et al., 2024; Yuan et al., 2025).   

اپیتغییردهنده  مثبت  تأثیرات  اگرچه   بهبود   بر  ژنتیکهای 

گیاهی گزارش   هایگونه   در برخی  میکروسپور  زاییرویان  فرآیند

است، تأثیر  شده  وجود،  این    زایی رویان  بر  Aza-5و    TSA  با 

تاکنون  کلم   گیاه  در  میکروسپور   نگرفته  قرار  موردمطالعه  قرمز 

  های غلظت  در)  TSA  تیمارهای  تأثیر  پژوهش،  این  در.  است

و  5/0،  2/0،  1/0صفر،     60و    30مدت  به   میکرومولار  0/1، 

  10و    5،  5/2،  25/1صفر،    های غلظت   در)  Aza-5  و(  دقیقه

درصد (  ساعت  96و    48مدت  به  میکرومولار   مانی زنده  بر 

قرمز کلم  و    گرمایی  تنش  اعمال  از  پس   میکروسپورهای 

  مطالعه   این.  گردید   ها ارزیابیآن  زاییرویان  کارآیی  همچنین بر

مهم  در   ژنتیکاپی   گرانتنظیم  این  کاربرد  بررسی  در  گامی 

شود و  گیاه کلم قرمز محسوب می میکروسپور کشت سازیبهینه 

  های برنامه  تسریع  جهت  در  را  جدیدی  هایافق  تواندمی

  در   و  بالا  کارایی  با  والدینی  خالص   هایلاین  تولید  اصـلاحی،

 بگشاید.  این محصول در 1F هیبریدهای توسعه نهایت

 

 ها مواد و روش 

هیبرید   از  تحقیق  این  جدایه  Rzwaanدر  کشت  های  برای 

  میکروسپور استفاده گردید. گیاهان مادری ابتدا در اتاق رشدی 

ثابت   دمای  نورC18°با  شدت   ،  1–·s2–mol·mμ70    تناوب و 

و    16نوری   روشنایی  شدند.    8ساعت  کشت  تاریکی  ساعت 

برگی جهت انجام ورنالیزاسیون به  6-8سپس گیاهان در مرحله 

ثابت   دمای  با  رشدی  به  C4°اتاق  تاریکی    3مدت  و  در  ماه 

اولیه   رشد  اتاق  به  گیاهان  ورنالیزاسیون،  از  بعد  شدند.  منتقل 

 دهی شوند. برگردانده شدند تا وارد مرحله گل

 

 تعیین مرحله تکاملی میکروسپورها 

 آمیزیرنگ  روش  از  میکروسپورها،  تکاملی  مرحله  تعیین  برای

-6،  4  فلورسنت  رنگ  از  استفاده  با  هسته  اختصاصی

 Vergne)  استفاده گردید(  DAPI)  ایندولفنیل-2-آمیدینودی

et al., 1987  .)شده   آوریجمع  هایغنچه  ابتدا  منظور،  برای این  

کوبیده    درصد( توسط هاون13ساکارز )  و  آب  شامل  محلولی  در

  اندازه   با  نایلونی  فیلتر  یک  از  حاصل  سوسپانسیون  سپس،.  شدند

عبور  40  منافذ    های بافت  باقیمانده  تا  شد  داده  میکرومتری 

 در  میکروسپور  خالص  نسبتا   سوسپانسیون   و  شده   جدا  گیاهی 

  سپس،   .گردد  آوریجمع  لیتریمیلی  15  فالکون  هایلوله 

  پس .  شدند  سانتریفیوژ  دقیقه  5  مدتبه  و  g100  دور  با  هانمونه 

  با   DAPI  محلول  از  میکرولیتر  100  دورریختن مایع فوقانی،   از

بهمیلی  در  گرممیلی  2  غلظت  اضافه  میکروسپور  رسوب  لیتر 

محیط   دمای رد و  تاریکی  در ساعت  مدت یکبه ها سلول. گردید

(°C25)  سپس  تیمار شدند.    سانتریفیوژ  مجددا   هانمونه  و 

  استفاده   با  تکاملی میکروسپورها  مرحله  تعیین  و  نهایی  مشاهده

( Nikon, model ECLIPSE Ti2-E)  کانفوکال  میکروسکوپ  از

 . گرفت انجام نانومتر 475-425 موجطول در و
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 جداسازی میکروسپورها برای کشت 

واکئولی  میلی  4-5های  غنچه  میکروسپورهای  حاوی  متری 

 ,.Mineykina et alای )هسته مرحله تکاملی اواسط تا اواخر تک

برداشت و توسط هیپوکلریت سدیم  2021 به  5/2(  مدت  درصد 

  3دقیقه ضدعفونی شدند و سپس توسط آب مقطر استریل    10

به بار  هر  و  غنچه  5مدت  بار  شدند.  داده  شستشو  های  دقیقه 

 ,NLN  (Lichterکشت  نی شده توسط هاون و در محیطضدعفو

حاوی  1982  )130  ( لیتر  در  ساکارز  تحت  NLN-13گرم   )

شرایط استریل با استفاده از هاون کوبیده شدند تا میکروسپورها  

فیلتر   از  میکروسپورها  گردند. سوسپانسیون  میکرومتر   40آزاد 

آوری شدند. سپس  لیتری جمع میلی  15عبور داده و در فالکون  

دور  فالکون با  دمای    5مدت  به  g100ها  در  و    C4°دقیقه 

ریخته  دور  میکروسپورها  رسوب  بالای  مایع  شدند.  سانتریفیوژ 

لیتر )شمارش  در هر میلی  2×410شد و میکروسپورها با تراکم  

 NLN-13کشت  سیتومتر انجام گرفت( در محیطوتوسط لام هم

زایی، به انکوباتور  ها برای القای رویانکشت شدند. سپس کشت

ها  روز در تاریکی منتقل شدند. کشت  3مدت  به  C32°با دمای  

دمای   با  انکوباتوری  به  گرمایی  تیمار  از  تاریکی    C25°بعد  و 

 انتقال داده شدند. 

 

 Aza-5و   TSAتیمار 

ابتدا   منظور،  این  و  TSA   (Sigma Aldrichبرای   )5-Aza  

(MedChem هر کدام جداگانه در حلال دی ) متیل سولفوکساید

(DMSO  حل شدند. سپس )TSA  غلظت صفر،  در  نهایی  های 

دقیقه( و    60و    30مدت  )به  میکرومولار  0/1، و  5/0،  2/0،  1/0

5-Aza  میکرومولار    10و    5،  5/2،  25/1صفر،    های غلظت  نیز در

کشت اضافه گردیدند. پس  ساعت( به محیط  96و    48مدت  )به

اتمام دوره تیمار، نمونه سانتریفیوژ و میکروسپورها مجددا  ها  از 

تراکم   میلی  2×410با  هر  محیط در  در   NLN-13کشت  لیتر 

آزمایش به در قالب طرح پایه کاملا  تصادفی  کشت شدند. هر دو 

پتری  4با   )هر  گردیدند.  تکرار  اجرا  تکرار(  یک  معادل  دیش 

نرمداده توسط  آماری  ها  و    SPSS (ver. 16)افزار  شده  تجزیه 

احتمال  میانگین در سطح  دانکن  چنددامنه  آزمون  توسط   5ها 

 .با همدیگر مقایسه شدند درصد

 

 ها باززایی گیاهچه 

از گذشت  رویان بالغ بعد  ابتدا به محیط  4های    5Bکشت  هفته 

(Gamborg et al., 1968  حاوی )1/0گرم در لیتر ساکارز و    20  

  2مدت  ( در تاریکی به3GAگرم در لیتر جیبرلیک اسید )میلی

رویان سپس  شدند.  منتقل  جوانههفته  شیشه های  به  های  زده 

های  بدون هورمون منتقل شدند. گیاهچه  5Bکشت  حاوی محیط

از   بعد  به گلدان  1باززایی شد  با  ماه  پرلیت  و  پیت  های حاوی 

گلخانه به  و  کشت  برابر  ثابت  نسبت  دمایی  شرایط  با    C4°ای 

ای با دمای  ماه جهت ورنالیزاسیون و سپس به گلخانه  1مدت  به

 منتقل شدند.  C18°ثابت 

 

 میکروسپورها  مانی زنده تعیین  

ت  مانی زنده  کمیّ   ارزیابی  برای تحت  ثیر  أ میکروسپورها 

مدت  )به  Aza-5دقیقه( و    60مدت  )به  TSAهای مختلف  غلظت

  و   FDA-PI  فلورسنت  آمیزیرنگ  روش  دو  از  ساعت(،   96

روز بعد    4ها  نمونه.  دش  استفاده(  IFC)  فلوسیتومتری  ایمپدانس

روز بعد از تیمار گرمایی( مورد بررسی قرار گرفتند.    1از کشت )

 به  میکروسپورها  سوسپانسیون  ابتدا  ،DAPI-PI  روش  در

  5  مدتبه  g100منتقل و با دور    لیتریمیلی  2  هایمیکروتیوب 

سانتریفیوژ سپس  دقیقه  رسوب    مایع   گردیدند.  فوقانی 

و    ریخته  دور  میکروسپور محیط  100شد   کشتمیکرولیتر 

NLN-13  استاتدی   فلورسئین  هایاز رنگ  میکرولیتر  2  حاوی 

(FDA  )پروپیدیوم  یدید   و  (PI  ) گرم میلی  2  نهایی   هایغلظت  با  

از    پس .  گردید  افزوده  میکروسپورها  رسوب  به  لیترمیلی  در

  و   شده  سانتریفیوژ  مجددا   هانمونه  دقیقه،  10  گذشت

 Nikon, ECLIPSE)  کانفوکال  کوپمیکروس  با  میکروسپورها

Ti2-E  )مشاهده   مورد   نانومتر  500–550  موجطول  محدوده   در  

 . گرفتند قرار بررسی و

کشت شده   میکروسپورهای  از  لیترمیلی  یک  ،IFC  روش  در

 سپس  و  شد  داده  عبور  میکرومتری  70  صافی  یک  از  برداشته و

  2 نمونه، هر به.  گردیدند  آوریجمع لیتریمیلی 4 هایکووت در

  با   دقیقه،  10  از  پس  و  اضافه شد  IFC  اختصاصی  بافر  لیترمیلی

-Ampha"  دستگاه  در  میکرومتری  120  کانال  تراشه  از  استفاده

Z40"  گرفتند   قرار  سنجش  مورد  مگاهرتز  12  فرکانس   با  و

(Canonge et al., 2020) . 

 

 تعیین سطح پلوئیدی 

از   شده،  باززا  گیاهان  پلوئیدی  سطح  تعیین  روش  برای 

ها )با  فلوسیتومتری استفاده گردید. برای این منظور، ابتدا نمونه 

برگسانتی  5/0ابعاد   نوک  از  گیاهان  مترمربع(  جوان  های 

از خرد شدن در   استخراج    500برداشت و پس  بافر  میکرولیتر 

(Ho et al., 2025 هسته ،)ها جداسازی گردیدند. سپس  های آن

گرم  میلی  1با غلظت    PIآمیزی هسته )لیتر محلول رنگمیلی  1

میلی نمونه در  به  نمونهلیتر(  نهایت،  در  گردید.  اضافه  از  ها  ها 
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ها  میکرولیتری عبور داده شدند و سطح پلوئیدی آن  50صافی  

 ( سنجیده شد. CyFlow-6توسط دستگاه فلوسیتومتری )

 

 نتایج و بحث 

غنچه  تحقیق،  این  طول  در  با  حاوی  میلی  4-5های  که  متر 

)شکل  میکرو واکئولی  تکA-1سپورهای  مرحله  در  ای هسته ( 

زایی برداشت گردیدند.  باشند برای القای رویان( میB-1)شکل  

این مرحله مناسب اکثر گیاهان،  ترین  در کلم قرمز و همچنین 

رویان القای  برای  میکروسپور  تکاملی  میمرحله  باشد  زایی 

(Ferrie & Caswell, 2011; Mineykina et al., 2021 مرحله .)

میکروسپور از  القای  زمان  در  تکاملی  یکی    عوامل   تنش، 

 بهینه  پاسخ.  باشدمی  میکروسپور  زاییرویان  کارایی  کنندهتعیین

 مراحل  از  اغلب   که  شود، می  محدود   زمانی   بازه  یک  به  معمولا 

و   ایدوهسته  ابتدایی  مراحل  تا  ایهستهتک  انتهایی است 

  اما   کرده  تکمیل  را  میوز  کروسپورمی  که  است  ای دوره  با   زمان هم

 میکروسپورها.  است  نشده  دانه گرده تبدیل  کامل به  طوربه  هنوز

تکاملی  این  در   سلولی  پذیریانعطاف  دارای  خاص  مرحله 

  مانند   تنش مناسب،  تحت  توانندمی  که  هستند  فردی  به  منحصر

  به   گامتوفیتی  مسیر  از  مغذی،  مواد  گرسنگی  یا   سرما  گرما، 

میکروسپورهای   از  استفاده.  شوند  هدایت  اسپوروفیتی  مسیر

پاسخ   بازه  این  از  خارج   کاهش   شدت  به  را  زاییجنین   بهینه 

رویان  به  منجر  و   دهدمی کارایی  و کاهش   کالوس  رشد  یا   زایی 

)می   بنابراین، .  (Seguí-Simarro & Nuez, 2006شود 

مرحله    از  میکروسپورها  جمعیت  دقیق  سازیهماهنگ نظر 

پیش   کارایی   رساندن  حداکثر  به  برای  پروتکل  هر  نیازتکاملی 

 زایی است.رویان

مشاهدات میکروسکوپی نشان داد که در حین اعمال تنش  

واکئول   و  منتقل  میکروسپور  مرکز  سمت  به  هسته  گرمایی، 

ساختار شبه "میکروسپورها قطعه قطعه شده که اصلاحا به آن  

می   "ایستاره )شکل  گفته    ساختار   این  تشکیل   (. C-1شود 

 ویژهبه  سلولی،  اسکلت  مجدد  دهیسازمان  دهندهنشان

 هسته  متقارن  تقسیم   که  است  اکتین  هایرشته  و   ها میکروتوبول 

ساختاری   بازآرایی  این.  (Yang et al., 2024کند )می  تسهیل  را

الگوی  مولکولی،  تغییرات  با  همچنین و  ژن   بیان  ازجمله  ها 

زایی  شرایط را برای رویان   مجموع  در  که  است  همراه  هاهورمون 

  وانی افر  و  ظهور  نتیجه،  در.  کند می  ایجاد  میکروسپورها

کارآیی    کننده بینیپیش  ای به طور بالقوهشبه ستاره  ساختارهای

نشانگر   یک  به  را  مرحله  این  و  باشدزایی میکروسپورها میرویان

رویت قابل    ارزیابی   و  کشت  شرایط  سازیبهینه   برای  زیستی 

 . کندمی تبدیل  زاییرویان القای قابلیت

گذشت   از  ستاره  4-3پس  شبه  ساختارهای  وارد  روز،  ای 

  4( و پس از Eو  D-1مرحله تقسیمات اسپوروفیتی شده )شکل 

رویان رویت گردیدند )شکل  هفته  غیرمسلح  با چشم  و    F-1ها 

G  در رویان(.  مشاهده  بین  هم  آلبینو  تعدادی  شده،  باززا  های 

( که به دلیل عدم توانایی در سنتز کلروفیل  H-1گردید )شکل  

رویان نیستند.  باززایی  به  ریشه قادر  از  پس  بالغ  شدن  ادهای  ر 

کشت  I-1)شکل   محیط  در   )5B  ( اسید  جیبرلیک    1/0حاوی 

از  میلی پس  و  باززایی  محیط  به  لیتر(  در  هفته   2-3گرم 

)شکل  گیاهچه شدند  منتقل  گلدان  به  سطح  (.  J-1ها  آنالیز 

 استانداردپلوئیدی به روش فلوسیتومتری و مقایسه آن با گیاه  

میکروسپور)گیاه   گیاهان    (K-1شکل  )  (دهنده  که  داد  نشان 

می هاپلوئید  شده  )باززا  چند L-1شکل  باشند  از  یافته  این   .)

می اهمیت  حائز  آنکهجنبه  نخست  که باشد.  آنجایی  از   ،

سلول  گیاهان  میکروسپورها  زندگی  چرخه  در  هاپلوئید  های 

میمی نشان  شده  باززا  گیاهان  بودن  هاپلوئید  که  باشند،  دهد 

سلول از  گیاهان  بافتاین  مانند  دیپلوئید  سوماتیکی  های  های 

-اند. ثانیا، عدم مشاهده گیاهان دیپلوئید یا میکسمنشاء نگرفته

از آن است که طی فرآیند  پلوئید در جمعیت باززا شده حاکی 

خودبرویان شدن  برابر  دو  پدیده  باززایی،  و  خودی  ه زایی 

   ها رخ نداده است.کروموزوم
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  Dای، ساختار شبه ستاره: Cای، هستهمیکروسپور تک :  B  میکروسپور واکئولی،: A  .های میکروسپور کلم قرمززایی جدایه: رویان1 شکل

دار شده در  رویان ریشه: I رویان آلبینو،: Hهفته،  4های تشکیل شده بعد از گذشت رویان: Gو   Fقسیمات اسپوروفیتی، القای ت: Eو

گیاه هاپلوئید )حاصل از کشت  : Lگیاه دیپلوئید استاندارد )والد دهنده میکروسپور(،  :  K: گیاه باززا شده، Jمحیط حاوی جیبرلیک اسید، 

مانی میکروسپورها توسط ایمپدانس فلوسیتومتری در تیمار شاهد و تیمار  به ترتیب، نتایج حاصل از سنجش زنده:  Nو M میکروسپور(،

TSA (2/0  4دقیقه،  60میکرومولار به مدت  )روز بعد از کشت 

Fig. 1: Isolated microspore culture in red cabbage. A: vacuolated microspore, B: uninucleate microspore, C: star-like 

structure, D and E: induction of sporophytic divisions, F and G: formation of embryos after four weeks, H: albino 

embryo, I: rooted embryo on gibberellic acid-supplemented medium, J: regenerated plant, K: standard diploid plant 

(microspore donor plant), L: haploid plant (derived from microspore culture), M and N: microspore viability obtained 

via impedance flow cytometry are presented, comparing the control group with a treatment of 0.2 µM trichostatin A 

(TSA) for 60 minutes, assessed four days post-culture 

 

می نشان  مختلف  اگرچهتحقیقات  که   تشکیل  دهند 

ستاره  ساختارهای  برای  رفولوژیکیوم  نشانگر  یک   ایشبه 

 مسیر  از  اولیه   تغییر  و   تنش  از  ناشی   مجدد   ریزیبرنامه

امامی   اسپوروفیتی  مسیر  به  گامتوفیتی به   ساختار  این   باشد، 

رویان  تنهایی کننده  )نمی  زایی تضمین   ,.Dubas et alباشد 

2024; Yang et al., 2024)  .  سمت به  ساختارها  این  تکامل 

محیط  ترکیبات  ازجمله  زیادی  عواملی  به  وابسته رویان  کشت 

داده نشان  اخیر  مطالعات  تغییردهندهاست.  که  های  اند 

مانند  اپی می  Aza-5و    TSAژنتیک  در  نیز  مهمی  نقش  توانند 

ایفا  سمت رویان  افزایش کارایی و هدایت میکروسپورها به زایی 

 (. Zhang et al., 2016; Castillo et al., 2020کنند )

آزمایش شده در   TSAهای مختلف ها و دورهدر میان غلظت

)صفر،   تحقیق  و  0/ 5،  2/0،  1/0این  به  0/1،  مدت  میکرومولار 

رویان  60و    30 تعداد  بیشترین  زمانی  دقیقه(،  تیمار  در    60ها 

دیش(  رویان در هر پتری   5/29میکرومولار )   2/0دقیقه و غلظت  

)جدول  هب آمد  زمانی  1دست  تیمار  در  نیز،    30(.  دقیقه 

تولید    2/0و    5/0های  غلظت با  ترتیب  به  و    2/28میکرومولار 

پتری  7/26 هر  در  ترویان  بیشترین  رویانأ دیش  بر  را  زایی  ثیر 

گذاشت تمیکروسپورها  تیمار  أ ند.  مثبت  افزایش    TSAثیر  بر 

رویان میکروسپورهایکارآیی  خانواده    زایی  گیاهان  سایر 

 ( است  گزارش شده  و همچنین غلات هم   Solís etچلیپائیان 

al., 2015; Castillo et al., 2020; Liu et al., 2022.) 

  ، HDAC  های آنزیم  مهار  با TSA اند کهتحقیقات نشان داده

  ها هیستون   استیلاسیون  افزایش  سویبه  را  ژنتیکیاپی  تعادل

  در   کروماتین  ساختار  بازشدن  سبب  امر  این.  دهد می  تغییر

  مانند )  زاییرویان  کنندهتنظیم  کلیدی  هایژن   اندازراه   ناحیه

LEC،  BBM  و  WUS  )رونویسی  فاکتورهای  دسترسی  و  شودمی  

ژنیمکان  این  به   این   بیان  نتیجه،  در.  کندمی  تسهیل  را  های 

 یک   میکروسپورها تحت  و  یافته  افزایش  داریمعنی  طوربه  هاژن 

 خروج  برای  را  هاآن  که  گیرندمی  قرار  ژنتیکیاپی  ریزیبازبرنامه

 مستعد  رویان  تشکیل  مسیر  به  ورود  و  تمایزیافته  حالت  از

  مانند )  هورمونی  سیگنالینگ  مسیرهای   TSA  علاوه،به.  سازدمی
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  درنهایت   و  داده  تغییر  نیز  را(  سیتوکینین  و  اکسین  به  پاسخ

  چشمگیری   طوربه   را  زاییرویان  فرآیند  هماهنگی  و  کارایی

 ,.Wójcikowska et al., 2018; Castillo et alدهد )می  افزایش

ت  .(2020 وجود  رویانTSAمثبت  ثیر  أ با  کارایی  زایی  ، 

میکرومولار )در هر دو    0/1میکروسپور با افزایش غلظت آن به  

داری دقیقه( نسب به شاهد کاهش معنی  60و    30تیمار زمانی  

نشان که  نمود  ت پیدا  تیمار  أ دهنده  غلظت  وابسته    TSAثیر 

 باشد. می

تحقیق، همچنین مشاهده شد که   این  غلظت    TSAدر  در 

افزایش معنی  2/0 باعث  مانی میکروسپورها دار زندهمیکرومولار 

(. بنابراین،  2پس از تنش گرمایی در مقایسه با شاهد شد )شکل 

می احتمالا تصور  که  تیمار    شود  بهینه  زمان  و  از    TSAغلظت 

( اکسیداتیو  تنش  با  مقابله  سازوکارهای   Bouyahya etطریق 

al., 2022زنده افزایش  به  منجر  میکروسپو(  از  مانی  پس  رها 

رویان کارایی  بهبود  و  گرمایی  تنش  این  اعمال  با  گردد.  زایی 

باشد  وابسته به غلظت می  TSAوجود، نتایج نشان دادند کارایی  

به  طوری به غلظت  افزایش  با  میکرومولار،   0/1و    5/0که 

 داری پیدا کرد. مانی میکروسپورها کاهش معنیزنده

تیمار  أ ت غلظت   Aza-5ثیر  میکرومولار   5/2و    25/1های  در 

رویان افزایش  شاهد  بر  تیمار  با  مقایسه  در  میکروسپورها  زایی 

 (. 1دار نبود )جدول معنی

 

 
  DAPI-PIچهار روز پس از کشت توسط روش  A (TSA)های مختلف تریکوستاتین مانی میکروسپورها در غلظتسنجش زنده: 2شکل 

 ( IFCو ایپمدانس فلوسیتومتری )

Fig. 2: Assessment of microspore viability at different concentrations of trichostatin A (TSA) four days after culture, 

using the DAPI-PI staining method and impedance flow cytometry (IFC). 

 

کلم  های میکروسپور زایی جدایهبر رویان (Aza-5آزاسیتیدین )-5( و TSA) Aتریکوستاتین های مختلف : مقایسه اثرات غلظت1جدول 

 قرمز
Table 1: Comparison of the effects of different concentrations of trichostatin A (TSA) and 5-azacitidine (5-Aza) on the 

embryogenesis of isolated microspore of red cabbage 
 غلظت 

Concentration 

 دوره
Duration 

 تیمار
Treatment 

1.0 µM 0.5 µM 0.2 µM 0.1 µM 0 µM  
30 min 

A  تریکوستاتین 

TSA 
11.0 ± 2.2bc 28.2 ± 3.1a 26.7 ± 3.7a 14.5 ± 1.8b 9.2 ± 2.1c* 

6.5 ± 2.5c 11.3 ± 1.9c 29.5 ± 5.4a 18.0 ± 2.7b 10.2 ± 2.6c 60 min 
10 µM 5 µM 2.5 µM 1.25 µM 0 µM  

48 h 
 آزاسیتیدین -5

5-Aza 2.2 ± 1.8c 4.0 ± 2.7c 10.0 ± 1.9b 13.5 ± 4.1a 11.5 ± 2.3ab 
1.5 ± 0.9c 4.7 ± 2.3b 11.7 ± 2.1a 12.5 ± 3.3a 10.0 ± 2.5a 96 h 

  05/0دار بین تیمارها براساس آزمون دانکن در سطح آماری  دهنده عدم اختلاف معنیها با حروف مشابه نشان ردیف  انحراف معیار(  ±اعداد ) *

 د باشن می
* Means (± SD) in each row followed by the same letters are not significantly different at the 0.05 level, according to the Duncan’s 

Multiple Range Test 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22W%C3%B3jcikowska%20B%22%5BAuthor%5D
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غلظت   افزایش  بهرویان  Aza-5با  میکروسپورها  طور زایی 

پیدا کرد بهمعنی ها  که کمترین تعداد رویانطوری داری کاهش 

  یک   ، Aza-5میکرومولار مشاهده گردیدند.    10و    5ترتیب در  به

 متیل  DNAهای  آنزیم  قوی  مهارکننده   و   سیتیدین  آنالوگ

تغییردهنده  ،(DNMTs)  ترانسفراز ازجمله  اپینیز  ژنتیک  های 

القایباشد که میمی با   سطح  در  DNA  هایپومتیلاسیون  تواند 

از پیوندهای  و  DNA  در  ادغام  طریق  ژنوم،    کووالانسی   ایجاد 

رویان  ها،آنزیم  این   با  پایدار کارآیی  تبر  در  أزایی  بگذارد.  ثیر 

زایی  بر رویان  Aza-5ثیر  أ ، اطلاعات در رابطه با ت TSAمقایسه با  

  5/2باشد. در کلزا و جو تیمار با  میکروسپورها بسیار محدود می

حدود  رویان   Aza-5میکرومولار   تا  را  میکروسپورها    50زایی 

-5(. در تریتیکاله، تیمار  Solís et al., 2015افزایش داد )   درصد

Aza  زایی میکروسپور از ثیر وابسته به ژنوتیپی بر کارایی رویانأ ت

ژن بیان  در  تغییر  رویانطریق  در  دخیل  مانند  های  زایی 

TaTPD1-like  ،GSTF2  ،GSTA2    وSERK2   است داده  نشان 

(Nowicka et al., 2019  با .)  این وجود، در این تحقیق، تیمار با

5-Aza  رویانأ ت کارایی  افزایش  بر  مثبتی  زایی ثیر 

بررسی   از  حاصل  نتایج  نداد.  نشان  قرمز  کلم  میکروسپورهای 

غلظتزنده در  که  دادند  نشان  هم    5/2و    25/1های  مانی 

)به ت  96مدت  میکرومولار  معنیأ ساعت(  زندهثیر  بر  مانی  داری 

به   غلظت  افزایش  با  ولی  زنده  10نداشت  و  میکرومولار  مانی 

 (. 3داری نشان داد )شکل زایی میکروسپورها کاهش معنیرویان

 
  DAPI-PI( چهار روز پس از کشت توسط روش Aza-5آزاسیتیدین )-5های مختلف مانی میکروسپورها در غلظتزنده : سنجش 3شکل 

 ( IFCو ایپمدانس فلوسیتومتری )

Fig. 3: Assessment of microspore viability at different concentrations of 5-azacytidine (5-Aza) four days after culture, 

using the DAPI-PI staining method and impedance flow cytometry (IFC) 

 

از روش   اولین بار  در کنار روش   IFCدر این تحقیق، برای 

رنگ زنده  DAPI-PIآمیزی  مرسوم  بررسی  مانی  برای 

همبستگی   گردید.  استفاده  قرمز  کلم  گیاه  میکروسپورهای 

سطح  معنی در  روش  = 946/0r)  درصد  1داری  دو  بین   )

اعتماد  دهنده دقت بالا و قابل( که نشان4مشاهده گردید )شکل  

روش     و   برچسب  بدون  روش   یک   IFCباشد.می  IFCبودن 

  در   سلولی   یمان زنده  کمیّ   و  سریع  ارزیابی  برای  غیراپتیکال

 میکروسپور  کشت  در  که   مواردی  مانند   ناهمگن،   های جمعیت 

بر.  باشدمی  شود،می  مشاهده روش   الکتریکی  خواص  این 

  ها آن  رسانایی  و  ظرفیت  ویژهبه  زنده،  هایسلول   دیفرانسیل

 گیریاندازه  ناحیه  از  منفرد  سلول  یک  که  هنگامی.  است  استوار

  چند   الکتریکی  میدان  یک  کند، می  عبور  میکروسیال  تراشه

  پلاسمایی   غشای  با   زنده   سلول  یک.  شودمی  اعمال   فرکانسی 

  اثر»  یا  مشخص  ایمپدانس  نمایه   فعال،  سیتوپلاسم  و  سالم

  سلول   یک  از  متمایز  که  دهد، می  نشان  را  «الکتریکی  انگشت

  مشخصات  این   IFCسیستم    .است   دیدهآسیب  غشای  با  غیرزنده

  امکان   و  کندمی  تحلیل  و  تجزیه  ( Real-timeواقعی )   زمان  در  را

  زنده   وضعیت  اساس  بر  را  بالا  توان  با  سلولی  تک  بندیطبقه 

  روش   این.  کندمی  فراهم  فلورسنت  هایرنگ  به  نیاز   بدون  بودن

  طول  در  کشت  سلامت   در  پویا   تغییرات  ردیابی   برای  ویژهبه

  نمونه  همان  مکرر  تحلیل   و  تجزیه  امکان  زیرا  است،  مفید   زمان

 ارائه  را  فوری  نتایج  کند، می  فراهم  مصرفی  آمیزیرنگ  بدون  را

.  کندمی  حذف  را  نور  یا  رنگ  از  ناشی  بالقوه  سمیت  و   دهدمی

کار  هبرای اولین بار در کشت میکروسپور گیاه گندم ب  IFCروش  

بالا  گرفته شد و به قابلیت  با  عنوان یک روش مطمئن و سریع 

یج تحقیق حاضر که  (. نتاCanonge et al., 2020معرفی گردید )
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جدایه  کشت  روی  گرفت،  بر  انجام  قرمز  کلم  میکروسپور  های 

که داد  یکمی  IFC  نشان   برای  عینی  و  قوی  ابزار  تواند 

تنشپاسخ  بر  نظارت  و  کشت  شرایط  سازیبهینه    در   های 

 . باشد مکروسپور کشت  هایسیستم 

 

 
روز بعد از  4( IFCو ایمپدانس فلوسیتومتری ) DAPI-PIمانی میکروسپورها اندازه گیری شده توسط : همبستگی بین زنده4شکل 

 کشت

Fig. 4: Correlation between microspore viability measured by DAPI-PI staining and impedance flow cytometry (IFC) 4 

days after culture 

 

 گیری نتیجه 

با  به تیمار  که  داد  نشان  تحقیق  این  نتایج  طورکلی 

به   5/0و    2/0  های)غلظت  Aیکوستاتین  تر مدت  میکرومولار 

افزایش زنده  60و    30 مانی و همچنین کارآیی  دقیقه( موجب 

دیگر،  رویان طرفی  از  گردید.  قرمز  کلم  میکروسپورهای  زایی 

با   زنده-5تیمار  افزایش  موجب  تنها  نه  و آزاسیتیدین    مانی 

  5های  زایی میکروسپورها نگردید، بلکه در غلظترویان  کارآیی

زایی در مقایسه دار رویانمیکرومولار موجب کاهش معنی 10و 

که   داد  نشان  همچنین  تحقیق  این  نتایج  گردید.  شاهد  با 

می تواند یک جایگزین مطمئن، سریع و    IFCاستفاده از روش  

آمیزی سلولی مانند روش  های مرسوم رنگبدون تخریب روش

DAPI-PI  زنده تحلیل  و  تجزیه  در ماجهت  میکروسپورها  نی 

)   زمان بهینهReal-timeواقعی  و  رویان(  زایی سازی 

 میکروسپورهای کلم قرمز باشد. 
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