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Abstract  

Objective 

Lemna minor has attracted attention as a promising plant platform for the production of 

recombinant human proteins due to its rapid growth, simple morphology and easy cultivation. 

However, the inherent differences in N-glycosylation pathways between plants and humans, 

particularly the presence of plant-specific sugar residues such as α-(1,3)-fucose, pose a major 

limitation to the commercial use of this system for the production of human recombinant proteins. 

In this study, to eliminate this plant-specific sugar, the gene encoding the α-(1,3)-

fucosyltransferase (FucT) in L. minor was targeted for knock out using the CRISPR/Cas9 genome 

editing system.  
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Materials and methods 

To induce targeted mutations in the FucT gene in L. minor, the sequence of the target gene was 

retrieved from databases and validated in Iranian native L. minor using PCR and sequencing. The 

sgRNA was designed using bioinformatics tools and synthesized as complementary forward and 

reverse oligonucleotides. After annealing and formation of the double-stranded structure, the 

sgRNA was cloned into the pRGEB32 plasmid. The recombinant construct was transferred into 

Agrobacterium tumefaciens. Transgenic L. minor lines were generated by Agrobacterium-

mediated transformation. The successful transfer of the construct and the induction of mutations 

at the target site in the FucT gene were confirmed by PCR amplification and validated by DNA 

sequencing analysis. 

Results 

Putative transgenic lines of L. minor were successfully regenerated 6 to 8 weeks after 

transformation mediated by A. tumefaciens. Sequence analysis of the edited target regions in the 

genetically modified plants was analyzed by PCR amplification, Sanger sequencing and 

bioinformatic tools to detect and characterize nucleotide insertions and deletions (INDELs). 

Analysis of the sequence chromatograms showed that biallelic and chimeric mutations were 

induced in some of the plants. 

Conclusions 

The CRISPR/Cas9 system induced mutations in the FucT gene of L. minor. The edited lines 

showed no obvious phenotype. Although genomic mutations at the target site were confirmed by 

sequencing, conclusive proof of complete knockout of the FucT gene and changes in the 

glycosylation pattern requires further analyses at the protein and glycan levels in future studies. 
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Introduction 

Duckweed (L. minor), a small aquatic monocotyledon of the Lemnaceae family (Heenatigala 

& Hou, 2024), is an ideal model for biological study and biotechnological applications such as 

recombinant protein production (Pasos-Panqueva et al., 2024; Sosa et al., 2024). Using plants for 

molecular farming is challenging due to N-glycosylation. Unlike mammals, plants have N-

glycans that contain specific sugars, such as α-(1,3)-fucose and β-(1,2)-xylose, which can trigger 

allergic or immunological reactions in humans (Mammedov & Gun, 2022; Strasser, 2022). To 

address this issue, scientists have focused on eliminating plant glycosyltransferases, specifically 

α-(1,3)-fucosyltransferase (FucT) and β-(1,2)-xylosyltransferase (XylT). These enzymes add α-

(1,3)-fucose and β-(1,2)-xylose sugars to the N-glycan chains of glycoproteins (Harmoko et al., 

2016; Sim et al., 2018). CRISPR/Cas9 technology, as a precise and effective method, is the best 

strategy for modifying glycan structures in plants. To induce targeted mutations in the FucT gene 

of L. minor, a recombinant vector based on the CRISPR/Cas9 system was designed in this study. 

Molecular analyses were conducted to identify FucT gene mutations in transgenic lines. 

 

Materials and methods 

Sterile duckweed (L. minor) samples were obtained from the duckweed plant collection of 

the National Institute of Genetic Engineering and Biotechnology (Taghipour et al., 2022). Based 

on the FucT mRNA sequence deposited in NCBI (DQ789145), forward and reverse primers 

(FFucT and RFucT1, Table 1) were designed to amplify the first and second exons of the FucT 

gene in the native Iranian duckweed. The genomic DNA was extracted from sterile L. minor 

(Lodhi et al., 1994). PCR was performed to amplify exons 1 to 2 of the FucT gene. The PCR 

products were sequenced and the results were compared with the wild-type gene sequence using 

SnapGene 3.2.1 software. Based on the sequence of the first exon, the sgRNA was designed using 

online software tools such as Cas-Designer (Park et al., 2015) and CRISPOR (Concordet & 

Haeussler, 2018). The secondary structures of the sgRNA candidates were predicted using the 

RNAstructure 5.8 (Reuter & Mathews, 2010). Complementary forward and reverse 

oligonucleotide sequences of the selected sgRNA were chemically synthesized (Sinaclon, Iran). 

The sgRNA precursor oligonucleotides ligation was performed according to the protocol of Xie 

& Yang (2013). To confirm the successful formation of the double-stranded sgRNA, 

electrophoresis was performed on a 12% TBE polyacrylamide gel (SDS-free) (Green & 

Sambrook, 2020). The sgRNA was cloned into the BsaI restriction site of the pRGEB32 plasmid 

and the ligation was transformed into competent E. coli DH5α (Sambrook & Russell, 2001). The 

recombinant E. coli colonies  which grow on kanamycin medium were verified by colony PCR 

and subsequently on purified plasmid with specific primers (R32 and FsgRNA, Tables 1 and 2) 
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and sequencing. The authentic recombinant plasmid was transferred into A. tumefaciens strain 

EHA101 using the freeze-thaw method (Holsters et al. 1978). The recombinant Agrobacterium 

was confirmed by colony PCR with specific primers (R32 and FsgRNA, Tables 1 and 2). 

Recombinant Agrobacterium was cultured in liquid LB medium (50 mg/L kanamycin, 30 mg/L 

rifampicin) at 28°C. Once the OD600 reached 0.5, The bacterial suspension (at OD600nm= 0.5) was 

pelleted by centrifugation (3000 rpm, 10 minutes) and then resuspended in 10 mL inoculation 

medium (MS medium with 3% sucrose, 200 µM acetosyringone, pH 5.6). For callus induction 

and regeneration of duckweed plants, the protocol described by Taghipour et al. (2024) and for 

Agrobacterium-mediated transformation of calli, the method described by Liu et al. (2019) were 

used. DNA was extracted from both transformed and non-transformed Lemna plants using the 

Lodhi et al. (1994) method.  PCR analysis was performed using specific primers (F32 and R32, 

Table 1) to confirm the transfer of the T-DNA region. To analyse CRISPR-induced mutations, 

PCR amplification was performed with primers flanking the target region (FFucT and RFucT1, 

Table 1). The PCR products were purified (High Pure PCR Product Purification Kit, Roche) and 

sequenced in both directions (Biomagic Gene,Iran). The sequencing result was aligned using 

SnapGene 3.2.1 software and compared with the wild-type sequence. 

 

Results 

The sequence submitted to NCBI (DQ789145) was validated by amplifying, purifying, and 

sequencing a ~968 bp DNA fragment, which matched the reference entirely, confirming it as a 

CRISPR-Cas9 target. After validation, sgRNA was designed using CRISPOR and Cas-Designer, 

and its secondary structure was predicted with RNA Structure v5.8. Following synthesis and 

ligation of precursor oligos, 12% TBE-PAGE confirmed successful duplex formation. 

The pRGEB32-sgRNA plasmid was then constructed, verified by colony PCR using primers R32 

and FsgRNA, and subsequently sequenced. The confirmed plasmid was introduced into 

Agrobacterium, which was likewise verified via colony PCR. Calli were generated from sterile 

duckweed fronds and transformed with recombinant Agrobacterium. Subsequently, on 

regeneration-selective media, transgenic L. minor regenerated from the calli. Using primers 

FFucT and RFucT1, the FucT gene fragment (968 bp) was amplified to determine indels in 

transgenic lines. Sequencing of the purified PCR product showed indels at the target site 

compared to the wild-type plant. Sequence analysis revealed that transgenic lines exhibited both 

chimeric and biallelic mutations.  GEAR tool (Rausch et al., 2020) was used to deconvolute 

overlapping traces. Lines 13 and 22 exhibited biallelic edits: each had a 1 bp insertion in one allele 

and a 12 bp deletion in the other. 
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Conclusions 

Duckweed is considered a promising platform for recombinant protein production 

(Heenatigala and Hou, 2024). The presence of plant-specific sugars, in particular α-(1,3)-fucose, 

in N-glycosylation pathways creates challenges for the development of human therapeutic 

proteins in plants (Göritzer et al., 2022). A key strategy to overcome these problems is the 

engineering of the N-glycosylation pathway, in particular by targeting plant glycosyltransferases 

such as FucT (Bosch et al., 2013). To introduce mutations in the FucT gene in L. minor, a 

recombinant gene construct was developed for this purpose. Sequence analysis of the FucT gene 

in transgenic duckweed lines showed that both alleles of this gene contained targeted mutations. 

Under in vitro culture conditions, the genome-edited plant lines in this study showed no 

significant differences in viability, phenotype, or growth compared to non-transgenic (wild-type) 

plants. While sequencing confirmed target-site mutations, further analysis at the protein and 

glycan levels is needed to confirm complete FucT gene inactivation. 
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   چکیده

عنوان یک میزبان گیاهی دلیل رشد سریع، ساختار ساده و قابلیت کشت آسان، به به  (Lemna minor) عدسک آبیگیاه    هدف:

پروتئین  تولید  برای  تفاوت نوظهور  حال،  این  با  است.  گرفته  قرار  توجه  مورد  انسانی  نوترکیب  مسیرهای  در  موجود   N-های 

 ، محدودیتی اساسی در کاربرد این سیستمفوکوزα -(1،3) گیاهی مانندویژه حضور قندهای گلیکوزیلاسیون بین گیاهان و انسان، به 
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منظور حذف این قند گیاهی،  کند. در این پژوهش، به ایجاد میدر کشاورزی مولکولی    های نوترکیب انسانیبرای تولید تجاری پروتئین 

آنزیم رمز  ژن   گیاه(  FucT)  ترانسفراز  فوکوزیل  α-(1،3)  کننده  ژنومی  با    L. minor  در  ویرایش  سامانه  از   استفاده 

CRISPR/Cas9  .هدف قرار گرفت 

های داده استخراج و  ابتدا توالی ژن هدف از پایگاه L. minorدر گیاه FucT   ژن ایجاد جهش هدفمند درمنظور به مواد و روش:

با کمک ابزارهای   sgRNA شناسایی و تأیید شد. سپس  ایران  بومی   L. minor، ناحیه مورد نظر در  یابیتوالی   و   PCR  با استفاده از

الیگونوکلئوتیدهای پیش ساز پس از واکنش .  به صورت الیگونوکلئوتیدهای پیشرو و معکوس مکمل سنتز شدبیوانفورماتیکی طراحی و  

سپس  و    E. Coli  سازی و سازه نوترکیب ابتدا به باکتریهمسانه   pRGEB32  در پلاسمیداتصال و تشکیل سختار دو رشته ای  

شد. تراریختی گیاه عدسک آبی با استفاده از آگروباکتریوم انجام گرفت. در نهایت،   منتقل  Agrobacterium tumefaciens  به

 .و تعیین توالی انجام شد PCR از طریق FucT ژن  ناحیه هدف های ایجاد شده درجهش آنالیزتأیید انتقال سازه و 

با    A. tumefaciens  ی  واسطه هفته پس از انتقال ژن به   8تا    ۶های احتمالی تراریخت عدسک آبی،  فرآیند باززایی لاین  نتایج: 

و   یابیتوالی ،   PCR، با استفاده از شده ژنتیکی  یورزویرایش در گیاهان دست هدف    ناحیهو تحلیل توالی    تجزیه   .موفقیت انجام شد

 آنالیزهایتأیید کرد.   FucTرا در ژن (INDELs) های حذف و درج نوکلئوتیدیجهش انواع بیوانفورماتیکی، وقوعانجام آنالیزهای 

برخی از  در ( و کایمریک biallelic) های دوآللیموجب القای جهش  CRISPR/Cas9 ها نشان داد که سامانهدقیق کروماتوگرام

  شده است.گیاهان 

گیاه    FucTتوانسته است در محل مورد نظر از ژن   CRISPR/Cas9 نتایج این پژوهش نشان داد که سیستم  نتیجه گیری:

های ژنومی در ناحیه اگرچه وقوع جهش. های ویرایش شده فنوتیپ بارزی را از خود نشان ندادندلاین  .ایجاد کند  عدسک آبی، جهش 

با توالی  اثبات قطعی خاموشیهدف  اما  تأیید گردید،  آنالیزهای    FucTژنکامل    یابی  الگوی گلیکوزیلاسیون، مستلزم  و تغییر در 

  .تکمیلی در سطح پروتئین و گلیکان در مطالعات آینده است

 ترانسفراز  فوکوزیل α-(1،3) ، گلیکوزیلاسیون CRISPR/Cas9 ،-Nها: کلیدواژه

 پژوهشی. : نوع مقاله

طراحی، ساخت و انتقال سازه    (1405)  کسری  اصفهانی  راد نیما،،  الهام  تقی پور،  علی هاتف  سلمانیان،  صادق  شجاعی باغینی  استناد:

ایجاد جهش  sgRNAبیانی واجد   استفاده سیستم   α-(1،3) هدفمند در ژن  به منظور  با  ترانسفراز در گیاه عدسک آبی  فوکوزیل 

 . 15۶-135(، 2)18، مجله بیوتکنولوژی کشاورزی . کریسپر
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 مقدمه 

آبی  تک (Duckweed)  عدسک  گیاهی  خانواده  لپه،  به  متعلق  آبزی  و  به Lemnaceaeای  ساده ،  از  یکی  و   ترینعنوان 

گونه است که در   37(. این خانواده شامل Heenatigala and Hou, 2024شود )ترین گیاهان گلدار در جهان شناخته میکوچک

Wolffia  (Sree et al., 2016  .)و    Spirodela, Landoltia, Lemna, Wolffiellaشوند:  بندی میپنج جنس اصلی طبقه

تبدیل کرده است. در میان  زیست فناوریو  زیست شناسیجالب توجه برای مطالعات  گیاهیتنوع در این خانواده، عدسک آبی را به 

ای اند، جایگاه ویژه ی متنوع که در سراسر جهان پراکنده شدهگونه   13با داشتن     Lemna، جنسLemnaceae  های خانوادهجنس

های منحصر به دلیل ویژگی L. minor گونه  (.Pasos-Panqueva et al., 2024)  در تحقیقات علمی به خود اختصاص داده است

عنوان یک سیستم ی گیاهی، رشد سریع و سهولت کشت در شرایط آزمایشگاهی، به به فرد خود، از جمله اندازه کوچک، ساختار ساده

 Sosa et al., 2024; Yang etد )شوهای نوترکیب شناخته میتولید پروتئینمانند    زیست فناورانهآل برای کاربردهای  مدل ایده

al., 2021.)  پروتئین   بیان  ی برای  عنوان میزباناستفاده از گیاهان به   کشاورزی مولکولی برای  های مهمبا این حال، یکی از چالش

برخلاف  (.  Mammedov & Gun, 2022ت )گلیکوزیلاسیون اسN-ویژه  ای به ترجمه پس از  ، تفاوت در مسیرهای  های نوترکیب

ها هستند که  گلیکان  N-در ساختار  زایلوز    β-(1،2فوکوز و )  α-(1،3)  های پستانداران، گیاهان دارای قندهای خاصی نظیرسلول

های  برای رفع نگرانی (.  Strasser, 2022; Mercx et al., 2017)  های ایمنی یا آلرژیک در انسان ایجاد کنندتوانند پاسخ می

تفاوت  به  و پستانداران گلیکوزیلاسیون  -Nهای  مربوط  گیاهان  پروتئین  بین  تولید  دارویی در سامانه در  ، محققان  های گیاهیهای 

آنزیم مهار  بر  را  به تمرکز خود  گیاهی،  ترانسفراز  گلیکوزیل  )  α-(1،3)  ویژههای  ترانسفراز  )FucTفوکوزیل  و   )1،2)-β    زایلوزیل

های به زنجیره زایلوز    β-(1،2)و    فوکوز  α-(1،3)  ترتیب مسئول افزودن قندهایبهها  این آنزیم. اندمعطوف کرده(  XylTترانسفراز )

گلیکوپروتئین N-قندی هستندگلیکان  مسیربنابراین  (.  Harmoko et al., 2016; Sim et al., 2018)  ها   N-مهندسی 

 های تواند گامی مؤثر در تولید گلیکوپروتئین، می XylTو   FucT هایسازی یا حذف ژن ویژه از طریق خاموشگلیکوزیلاسیون، به 

  CRISPRسیستم  (. از سوی دیگر، Harmoko et al., 2016; Dicker & Strasser, 2015)  باشد  انسانی نوترکیب مطلوب

باشد. توسعه پیشرونده  اصلاح دقیق ژنوم در مهندسی ژنتیک مهم می  برای  ای()تکرارهای کوتاه پالیندرومیک پراکنده منظم خوشه

ع جدیدی از فناوری مهندسی ژنوم مبتنی بر  نوهایی جهت تغییرات در ژنوم را فراهم کرده است.  فناوری، امکان استفاده از تکنیک

کند و قادر به شناسایی عناصر خارجی ها عمل می، که به عنوان یک سازوکار ایمنی تطبیقی در باکتریباشدمی  CRISPR  سیستم

ها مطرح شده و امکان ویرایش هدفمند ژنوم را با دقت بالا ابزاری قدرتمند در تنظیم دقیق بیان ژنو  مانند پلاسمید و ویروس است،  

که    Cas9از دو جزء اصلی تشکیل شده است: آنزیم  CRISPR/Cas9سامانه   (.Kazemipour et al., 2025)  کندفراهم می

را    ویرایش  هدفناحیه  که وظیفه هدایت آنزیم به   (sgRNA) راهنما کوچک  RNAکند و یک  نقش یک قیچی مولکولی را ایفا می

را به آن نقطه هدایت کرده و این   Cas9 ، آنزیم DNAاتصال به ناحیه مکمل خود در    با sgRNA بر عهده دارد. در این فرآیند،  
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دوباره   اتصالهای ترمیمی خود برای  پس از ایجاد برش، سلول از مکانیسم.  کندایجاد می DNA در ایآنزیم یک برش دو رشته 

  مستعد است. از آنجایی که این مسیر   (NHEJ) غیرهمسان  یترین مسیر ترمیمی اتصال انتهاکند. رایجاستفاده می DNA هایرشته 

شود. این تغییرات معمولاً باعث تغییر در قاب  در محل برش می (  INDELs)  حذف یا درجهای  جهش خطا است، اغلب منجر به  

و ایجاد کدون توقف زودرس شده و در نهایت منجر به غیرفعال شدن یا اصطلاحاً خاموشی ژن هدف  (Frame-shift) بازخواندن  

این راستا، فناوری  .(Asmamaw & Zawdie, 2021) دگردمی برای  به  CRISPR/Cas9 در  ابزاری دقیق و کارآمد  عنوان 

هدف ساخت    وهش حاضر،در پژ.  ها در گیاهان فراهم کرده استویرایش ژنومی هدفمند، فرصت مناسبی برای اصلاح ساختار گلیکان 

گیری   بهره با  L. minor( و ویرایش این ژن در گیاه FucT) فوکوزیل ترانسفراز α-(1،3)ناقل نوترکیب جهت ایجاد جهش در ژن 

یابی و توالی  PCR از طریق انجام واکنش  ،احتمالی  ویراستهدر گیاهان    بررسی صحت ویرایش ژنیو    CRISPR/Cas9از روش  

 باشد.می  ژنومی DNA در سطح هدفناحیه اگزونی 

 

 ها مواد و روش

از کلکسیون گیاهی عدسک آبی موجود   (L. minor) های استریل عدسک آبینمونه جمع آوری نمونه و استریل سازی:  

 (.Taghipour et al., 2022) پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری تهیه و مورد استفاده قرار گرفت در

منظور انتخاب هدفمند به :  FucTانتخاب محل هدف در ژن    یو استراتژ  نیساختار پروتئی  کیوانفورماتیب  ز یآنال

  ی قرار گرفت. توال   بررسیمورد    فوکوزیل ترانسفراز  α-(1،3)  میآنز  ینیابتدا ساختار پروتئ  ،CRISPR/Cas9محل برش توسط سامانه  

 ,.Paysan-Lafosse et al)  گاهیشده در پا  حفاظت   ی هاگاه یو جا  یعملکرد  یهانیدوم  یی شناسا  ی برا  م یآنز  نیا  یدینواسیآم

2023)  InterPro  ی طراح  یمورد جستجو قرار گرفت. استراتژ  sgRNA  نیاز دوم  شیو پ  ییابتدا  یهااگزون   یریگهدف   هیبر پا 

در    ر ییتغ  جادیدرج و حذف و ا  یهاکه در صورت بروز جهش   شودی باعث م  ی استراتژ  نی. ادیاستوار گرد  عملکردی شناسایی شده

  جایگاه و    یعملکرد  یهانیکوتاه شود، بلکه دوم  هیحاصل نه تنها در مراحل اول  نی(، پروتئFrame-shift)  قرائت خواندن باز  چارچوب

 . سرکوب بیان آن گرددو منجر به  مختل گردد زین میفعال آنز

در نمونه عدسک    (FucT)به منظور اطمینان از ترادف ژن مورد نظر  شناسایی و تایید ترادف ناحیه هدف ویراش:  

بهتوالیایرانی،   مربوط  شده  گزارش  داده  از   FucT  ژن  mRNA های  ژنومیو   NCBI پایگاه  آبی   پایگاه    عدسک 

(www.lemna.org  )آمده، آغازگرهای پیشرو و معکوس دستهای به ردیفی قرار گرفت. با استناد به توالی استخراج و تحت آنالیز هم  

(FFucT    وRFucT1  1، جدول  )  ژن  اگزون اول و دومبرای تکثیر FucT سپسد ش  یطراح .DNA     های گیاهی از نمونه ژنومی

L. minor    )بر اساس پروتکل)کشت شده در شرایط استریل آزمایشگاهی Lodhi et al. (1994  استخراج )کیفیتشد . DNA 

شده برای تکثیر  با آغازگرهای طراحی PCR واکنش  بررسی و سپس  بر روی ژل آگارز و با کمک اسپکتروفوتومتر  شده  استخراج 
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برای تعیین توالی ارسال و نتایج حاصل با توالی ژن مرجع با استفاده  PCR انجام شد. محصولات FucT ژن  دومهای اول تا  اگزون 

   .مقایسه و تأیید شدند Snap Gene 3.2.1 افزاراز نرم 

ساخت  طراحی طراحی(:  sgRNA)  راهنما RNA و  اول sgRNA برای  اگزون  توالی  از   FucTژن   براساس   ،

  ( استفاده Concordet & Haeussler, 2018)  CRISPOR  و Cas-Designer    (Park et al., 2015  ) افزارهای آنلایننرم

 قیدق  زیتحت آنال  شدهی طراح sgRNA یتوال(،  Off-targets)  خارج از هدف ژنومی  یهامنظور به حداقل رساندن برش شد. به 

برا بیوانفورماتیکی توال  نیا  یقرار گرفت.  ژنوم گ  یمنظور،  برابر کل  ابزار آنلا L. minor اهیمورد نظر در  از  استفاده  -Casنیبا 

OFFinder   (Bae et al., 2014)  عدم تطابق نوکلئوتیدیتعداد    نیانتخاب بر اساس کمتر  ی مورد جستجو قرار گرفت. پارامترها 

(Mismatch)  توالی   مجاور  ییباز ابتداجفت 12در    ژهیودر کل ژنوم، به PAMاز آنجایی که ژنوم عدسک آبی.  شد  میتنظ (L. 

minor)  پایگاه یابی شده و در  توالی  Lemna.org    ساختار    .انجام شد  نیز  در سطح کل ژنومهمردیفی نوکلئوتیدی  است،  موجود

مورد بررسی قرار گرفت. در   RNAstructure   (Reuter & Mathews, 2010) افزارنرم   های پیشنهادی نیز با  sgRNAثانویه

انتخاب   sgRNA ، بهترینمناسبهای نوکلئوتیدی نامطلوب و ساختار ثانویه  مناسب، عدم وجود ترادف  GC نهایت، بر اساس درصد

که در ابتدای   همچنین.  شدارسال    )ایران(  به شرکت سیناکلونساخت  مکمل آن برای    های الیگونوکلئوتیدی پیشرو و معکوسو توالی

توالی  5'ناحیه   معکوس،  و  پیشرو  برای  الیگونوکلئوتیدهای  مکمل  آنزیم    در  سازیهمسانههای   پلاسمید  در  BsaIجایگاه هضم 

pRGEB32   ساز. اتصال الیگونوکلئوتیدهای پیش(2)جدول    طراحی شد sgRNA   دستورالعمل  طبق Xie & Yang (2013) 

پلی  TBE ژل  ها بر رویالکتروفورز نمونه  به یکدیگر، از sgRNA های پیشرو و معکوسانجام پذیرفت. برای تأیید اتصال رشته

 (. Green & Sambrook, 2020) استفاده شد(  SDSفاقد )  12درصد  آکریلامید

نوترکیب   سازه  سازی همسانهمنظور  به  pRGEB32 یانیب  دیپلاسم  یسازآماده  یبرا:  CRISPR/Cas9ساخت 

sgRNAآنز از  خط BsaI محدودکننده   می،  فرآ  دیپلاسم  یسازیجهت  شد.  پلاسم sgRNA سازیهمسانه  ندیاستفاده   دیدر 

pRGEB32   بر اساس پروتکل Xie & Yang (2013) مستعد  یهاسلول  یختیو ترار E. coli هیسو DH5α ا   ز با استفاده 

  ی کشت حاو  طیمح  یبر رو  افتهیرشد    E. coli  یهایکلن  .رفتیانجام پذ  Russell  &  Sambrook  (2001)  استاندارد  یهاروش

قرار گرفتند.   یابیمورد ارز  PCR  یروش کلن  ( و2و    1جدول  ،  FsgRNAو    R32آغازگرهای اختصاصی )   با استفاده از  نیسی کاناما

با  )  دیو پس از استخراج پلاسم  ه یکشت شبانه ته ،  PCRاز نظر    مثبت  یهایاز کلن  ،سازیهمسانهاز صحت    شتریب  نانیاطم  یبرا

و با استفاده از    PCRبا روش    یینها  بینوترک  دی(، ساختار پلاسمHigh Pure Plasmid Isolation, Roche  تیکاستفاده از  

   .شد دییتأ یابییو توالپرایمر های اختصاصی 

به سلول  نوترکیب  پلاسمید  سازهمستعد:    آگروباکتریومهای  انتقال  انتقال  نوترکیب    برای   .Aبه    پلاسمیدی 

tumefaciens    سویهEHA101  شد    استفادهمولار و نیتروژن مایع  میلی  20، از روش انجماد و ذوب با استفاده از کلرید کلسیم
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(Holsters et al., 1978باکتری کشت  از  پس  در  (.  نوترکیب  پلاسمید  حضور  کانامایسین،  حاوی  انتخابی  محیط  روی  بر  ها 

مورد تأیید قرار  ( 2و  1جدول ، FsgRNAو  R32) و آغازگرهای اختصاصی پلاسمید  PCRبا استفاده از آزمون کلنی آگروباکتریوم

 گرفت.

حاوی سازه ژنی مورد نظر در محیط کشت مایع   آگروباکتریوم باکتری  :  سازی سوسپانسیون باکتریایی تلقیح  آماده

LB  آنتی لیتر کانامایسین میلی  50بیوتیک )حاوی غلظت مناسب  در  لیتر ریفامپیسینمیلی  30و    گرم  بر  درجه   28( در دمای  گرم 

دقیقه   10، سوسپانسیون باکتری به مدت 0.5( محیط کشت به 600ODکشت داده شد. پس از رسیدن میزان جذب نوری ) سلسیوس

درصد ساکارز،   3حاوی    MSلیتر محیط تلقیح )محیط کشت  میلی  10دور در دقیقه سانتریفیوژ و رسوب باکتری در    3000با سرعت  

و    200 استوسرینگون  رشدشد    مخلوط   (  pH  5/ ۶میکرومولار  برای  تازهباکتری  و  شیکر  های  دستگاه  در  گرفت   انکوباتور ،     . قرار 

OD600  در نظر گرفته شد.   ۶/0-8/0مناسب باکتری جهت تلقیح در این مطالعه 

، در محیط  های گیاهی عدسک آبی استریلزایی، نمونه منظور آغاز فرایند کالوسبه  از گیاه عدسک آبی:  القای کالوس

-2,4   های رشد گیاهیکنندههمراه تنظیمبه  MS شامل محیط  کشت  کشت ویژه القای کالوس کشت داده شدند. ترکیب این محیط

D  و  میکرومولار 5/7با غلظت BAP  افزوده شد ومحیط  به   نیز  درصد 2میکرومولار بود. ساکارز با غلظت  15با غلظت pH   نهایی

 (.  Taghipour et al., 2025) تنظیم گردید 8/5محیط پیش از اتوکلاو روی 

  ی ختیاز سامانه ترار  یعدسک آب  اهیبه گ  کریسپری طراحی شدهانتقال سازه  برای    های عدسک آبی:تراریختی کالوس

ا  استفاده  A. tumefaciensبر    یمبتن در  از    ی هاکالوس  ند،یفرا  نیشد.  آبفراندهای  حاصل  تماس    یعدسک  با    میمستقدر 

قرار    وسیدرجه سلس  25  یدر دما  لوهرتزیک  40در حمام اولتراسوند با فرکانس    قه یدق  8به مدت  و    قرار گرفتند  ییایباکتر  ون یسوسپانس

  ط ی مح  نیمنتقل شدند. ا  یکشتهم  ط یها به محکالوس  ،سپسقرار گرفتند.    قهیدق  30خلأ به مدت    ماریداده شدند و در ادامه، تحت ت

  کرومولار یم  200و    BAP  کرومولاریم  D    ،5/7-2,4  کرومولاریم  15درصد آگار،    8/0درصد ساکارز،    2  یشده و حاو  هیته   MS  هیبر پا

  وس یدرجه سلس  25در دمای    در شرایط تاریکی  کشت  کها در اتاق تمامی کشت .  گردید  میتنظ  ۶/5  یآن رو  pHبود و    نگونیاستوسر

 (.Liu et al., 2019) شدند  ینگهدار

کشت استراحت منتقل شدند.   طیها به محکالوس ، یکشتپس از اتمام دوره همباززایی گیاهان عدسک آبی تراریخت: 

با    بیبه ترت  BAPو     D-2,4رشد  یهاکنندهمیآگار و تنظ  درصد  8/0ساکارز،    درصد  2شده و شامل    هیته   MS  هیبر پا  طیمح  نیا

به مدت   وسیدرجه سلس 25ثابت  یو در دما ی کیها در تار. نمونه دیگرد میتنظ  8/5آن  pHبود و   کرومولاریم 5/7و  15 یهاغلظت

و    BAP میکرومولار 4، درصد ساکارز 1حاوی  MS ها جهت القای باززایی به محیط جامدنمونه سپس  شدند.  یچهار هفته نگهدار

 (.   Taghipour et al., 2025) منتقل شدندگزینشگر هیگرومایسین  لیترگرم بر میلی میلی 50غلظت 
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  .Lodhi et alروش    باتراریخته و غیرتراریخته عدسک آبی،    فراندهایاز    DNAاستخراج  آنالیز گیاهان تراریخت:  

 pRGEB32  (F32با آغازگرهای اختصاصی پلاسمید نوترکیب    PCR، آنالیز  T-DNA. جهت تأیید انتقال ناحیه  انجام شد(  1994)

با استفاده از آغازگرهای    CRISPR  ،PCRهای ایجاد شده توسط سیستم  انجام شد. به منظور بررسی جهش (  1، جدول  R32و  

بر روی ژل آگارز،    PCRپس از الکتروفورز محصولات  و   شد  انجام  (1جدول  ،  RFucT1و    FFucT)  ناحیه هدف ویرایش  طرفین

(  High Pure PCR Product Purification, Roche  با استفاده از کیت)  باندهای مورد نظر با استفاده از کیت استخراج از ژل

با   Snap Gene 3.2.1افزار  نرم  یابی باارسال شدند. نتایج توالی  به شرکت بایومجیک ژن )ایران( سازی و برای تعیین توالیخالص

 . شدردیف و مقایسه گیاه وحشی هم ژن هدف درتوالی 

 

  استفاده مورد پیشرو و معکوسهای  توالی آغازگر .1جدول

Table 1. The sequences of forward and reverse specific primers 

 توالی آغازگر 

Primer sequence  

 نام آغازگر
Primer name 

 شماره
Number 

5'ATGGCCACCTCTGCTG3' FFucT 1 

5'GTCGTGCATTATCAAGATTATTCTCC3 ' RFucT1 2 

5'CTGTTCAGCGTCATTTACCAG3 ' RFucT 3 

5'AGCGGATAACAATTTCACACAGG3 ' F32 4 
5'CGAATTTGTGGACCTGC3' R32 5 

 

 نتایج و بحث 

عدسک    ژنوم   در  FucTاگزون اول ژن    ی از صحت توال  نان یاطم  به منظور تایید صحت توالی اگزون هدف ویراش:  

،  RFucT1و    FFucT  یشد. با استفاده از آغازگرها  دییتأ  یبه صورت تجرب  NCBI  پایگاه داده موجود در  یتوال  ،ی بومی ایرانآب

ژل   ی روبر  و    ریتکث  یجفت باز به طور اختصاص  9۶8  یب یبه طول تقر  شامل اگزون اول و دوم این ژن  مورد انتظار  DNAقطعه  

و همردیفی با   یابییتوال  جی. نتاشد  یابیی و توال  یسازخالص  PCRباند هدف، محصول    هانداز  دیی(. پس از تأ1مشاهده شد )شکل  

  را (  DQ789145)شماره دسترسی:    NCBI  ی موجود دربا توال FucTاگزون اول ژن    یتطابق کامل توال  ،ClustalWاستفاده از  

 .نشان داددر این گیاه 

بر اساس    sgRNA  ی طراح  ، یدر عدسک آب  FucTاگزون اول ژن    یتوال  صحت از  نانیپس از اطم:  sgRNAطراحی  

به عملکرد بالا    یابیدست   یمناسب( برا  ی ژن  تیاثرات خارج از هدف و موقع  نیکمتر  ه،ی، ساختار ثانوGC)درصد    یدیکل  یارهایمع

 . (2)جدول  انجام شد
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  Ladder Mix 100bpنشانگر وزن مولکولی  :  1ستون  .  PCRبا    FucTتکثیر اگزون اول و دوم ژن    .1شکل

(Thermo Fisher Scientific  ؛)  محصول  3و  2ستون :PCR    اگزون اول و دوم ژنFucT  روی   برDNA   

(. محل اتصال آغازگرها در تصویر شماتیک  DNA: کنترل منفی )فاقد نمونه4ژنومی گیاه عدسک آبی؛ ستون  

 با فلش مشکی نشان داده شده است 
Figure 1.PCR amplification of exons 1 and 2 of the FucT gene. Lane 1: 100 bp DNA ladder 

(Thermo Fisher Scientific); Lanes 2 and 3: PCR products of exon 1 and exon 2 amplified 

from L. minor genomic DNA. The primer binding sites are indicated by black arrows in the 

schematic diagram 

 

با توالی اگزون اول این ژن در  گیاه عدسک آبی    NCBIثبت شده در    FucTهمردیفی اگزون اول ژن    .2شکل

 ClustalWبومی ایران با استفاده از 

Figure 2. The first exon of the FucT gene from NCBI (Acc. No. DQ789145) was aligned using 

ClustalW with the first exon of the same gene from native Iranian duckweed. 
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ا  ه یکه ساختار ثانو  شد   ینیبش یو پ  یبررس   RNA Structureافزار  منتخب با نرم   sgRNA  هیساختار ثانو  ن، یعلاوه بر 

 ساز شیپ  یدهایگونوکلئوتیو انجام واکنش اتصال ال  ساخت. پس از  (3شود )شکل  ایجاد می   عملکرد مؤثر آن  یبرا  بهینهمطلوب و  

sgRNAژل یبر رو نشواک جینتا  ی، صحت اتصال دو رشته با بررس TBE  (.4شد )شکل  دییتأ درصد 12 دیلامیآکرپلی  

، صحت  pRGEB32در پلاسمید sgRNA سازیپس از همسانه:  بینوترک  یسپریکر   دیپلاسم  سازه  ساخت  دیی تا

 .(5)شکل  تأیید شد  FsgRNA و R32 با استفاده از آغازگرهای اختصاصی PCR ساخت پلاسمید نوترکیب با انجام کلنی

 

 گیاه عدسک آبی  FucTژن  القاء جهش هدفمند دربرای  sgRNAالیگونوکلئوتیدهای پیش ساز  .2جدول 
Table 2. sgRNA precursor oligonucleotides for targeted mutation of the FucT gene in 

duckweed  

GC درصد    

GC percent 

SgRNA طول   

SgRNA length 

SgRNA توالی   

SgRNA sequence 

5     '                         3                        '  

75 20 
FsgRNA 5'GGCAACGCCGGTGGCAGGGTCGG3 ' 

RsgRNA 5'AAACCCGACCCTGCCACCGGCGT3 ' 

 

   RNAStructureبا نرم افزار  sgRNAپیش بینی ساختار ثانویه  .3شکل
Figure 3. Prediction of the secondary structure of sgRNA using RNAStructure software  
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 پلی  TBEای بر روی ژل  دو رشته  sgRNA  و. الگوی الکتروفورز الیگونوکلئوتیدهای پیشرو و معکوس  4شکل  

: رشته معکوس 4؛ ستون  sgRNA: رشته پیشرو  2ای؛ ستون  دو رشته  sgRNA:  1. ستون  %12آکریلامید  

sgRNA  3؛ ستون :( نشانگر وزن مولکولیThermo Fisher Scientific )Ladder Mix 100 bp   
Figure 4.  Electrophoresis pattern of double-stranded sgRNA with forward and reverse 

oligonucleotides on a 12% TBE polyacrylamide gel. Lane 1: Double-stranded sgRNA; Lane 

2: sgRNA reverse strand; Lane 3: sgRNA forward strand; 100 bp DNA Ladder Mix (Thermo 

Fisher Scientific) 

 

 

های  : کلن6الی    1. ستون  FsgRNAو R32 با استفاده از آغازگرهای   PCRمحصول کلنی الکتروفورز  .5شکل

 Ladder Mix 100bp (Thermo Fisher: نشانگر وزن مولکولی 8ژنی نوترکیب؛ ستون  احتمالی واجد سازه 

Scientific  فاقد نمونه  7(؛ ستون( کنترل منفی :DNA).  توالیsgRNA     .به رنگ مشکی نمایش داده شده است

همسانهتوالی جایگاه  مکمل  شده های  مشخص  قرمز  رنگ  به  پلاسمید  در  همسانهسازی  جایگاه  سازی  اند. 

sgRNA   پلاسمید محل pRGEB32 در  است.  گردیده  برجسته  آبی  مستطیل  یک  صورت  اتصال  به  های 

 اندهای قرمز نشان داده شده آغازگرها نیز با فلش 
Figure 5. Electrophoresis of Colony PCR Product Using R32 and FsgRNA Primers. Lanes 

1-6: Putative colonies containing the recombinant gene construct; Lane 7: Negative control 

(Sample  without DNA); Lane 8: 100 bp DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific). The 

sgRNA sequence is shown in black. The plasmid's complementary cloning sites are indicated 

in red. red arrows indicate primer binding sites, and the blue rectangle marks the sgRNA 

cloning site in the pRGEB32 plasmid. 
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های عدسک آبی در  پس از کشت باکتری آگروباکتریوم حاوی سازه ژنی نوترکیب، کالوستراریختی گیاه عدسک آبی:  

  ( rest)  استراحت  ها به محیطروز، کالوس  3انتقال یافتند. پس از گذشت    یکشتهم  محیط تلقیح قرار داده شد و سپس به محیط  

.  ( ۶)شکل    قرار گرفتند  mg/ml50 با غلظت    منتقل شده و پس از سه هفته، بر روی محیط باززایی حاوی گزینشگر هیگرومایسین

 .های بعدی منتقل شدندها به محیط تکثیر انتخابی برای انجام آزمایشتراریخت )فراندهای تراریخت(، آن   هانپس از باززایی گیا

 

توسط    .6  شکل آبی  عدسک  گیاه  تراریختی  و  بافت  کشت    Agrobacterium tumefaciensمراحل 

استریل عدسک   . )الف(: تشکیل کالوس از فراندهایpRGEB32ژنی نوترکیب    زه سا حامل   EHA101سویه

کشتی به محیط استراحت  پس از انتقال از محیط هم   های تراریخته کالوسزایی؛ )ب(:  آبی در محیط کالوس 

عدسک آبی در محیط انتخابی    اندهایباززایی فر؛ )ج(:  انده هایی با پتانسیل باززایی تشکیل دادرشد کرده و توده 

 باززایی با فلش مشکی مشخص شده است 

Figure 6. Tissue culture stages and duckweed transformation with Agrobacterium 

tumefaciens strain EHA101 carrying the recombinant pRGEB32 gene construct: (A) Callus 

formation from sterile duckweed fronds on callus induction medium; (B) Transformed calli 

grew and formed regenerating masses after transfer from the co-cultivation medium to the 

rest medium. The black arrow indicates regeneration of duckweed fronds on selective 

regeneration medium. 

 

و حضور سازه   یختیاز ترار  نانیاطم  یبراهای ویراسته:  ارزیابی گیاهان عدسک آبی تراریخت برای تایید لاین 

( انجام و 1، جدول  R32و    F32)  یسازه ژن  یاختصاص  ی با آغازگرها  PCRواکنش    خت،یترار  یعدسک آب  اهانیدر ژنوم گ  یژن

 DNAقطعه  ،یاختصاص یآغازگرها نیحاصل با ا PCR. محصول دیدرصد الکتروفورز گرد 1ژل آگارز  یآن بر رو ییمحصول نها

  sgRNAو    Cas9ی واجد توالی رمز کننده پروتئین  سازه ژن  زیآم  تینمود که نشان دهنده ورود موفق  ر یرا تکث  بازجفت    ۶14به طول  

  اهان یهدف در ژنوم گ  یهاژن   ی شده در توال  جادیا  ی کیژنت  رات ییتغ  ی منظور بررسبه   .(7است )شکل    اهیبه ژنوم گ  FucTمربوط به ژن  

  ش یرایهدف و  ینواح  ریتکث  ی( برا1، جدول  RFucT1و    FFucT)  یاختصاص  یبا آغازگرها  PCRاز واکنش    خت،یترار  یعدسک آب

و   شد  تقریبی  استفاده  اندازه  با  نظر  مورد  باز    9۶8باند  روجفت  آگارز    یبر  )ژل  شد  براالف(  8مشاهده    ی توال  ترق یدق  یررسب  ی. 

  RFucTو    FFucT  یبا آغازگرها  یتوال  نییتع  یو برا  صیژل تخل  یمورد نظر از رو  یباندها  ش،یرایهدف و  هیناح  یدینوکلئوت

 ارسال شدند. ( 1)جدول 
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: 13  یال  4. ستون  PCRبا    ختیترار  یعدسک آب  اهانی در ژنوم گ  نوترکیب  یحضور سازه ژن   دیی تا  .7  شکل

رو  PCRمحصول   ترار  اهانیگ  یژنوم   DNA   یبر  ستون  T-DNAواجد    ختیعدسک  وزن 1؛  نشانگر   :

ستون  Ladder Mix 100bp (Thermo Fisher Scientific)یمولکول و   کنترل:  3؛    د یپلاسم)  اکنشمثبت 

رو  PCRمحصول  )  واکنش  یمنف  کنترل:  2؛ ستون  (pRGEB32  نوترکیب عدسک    اهیگ  یژنوم   DNA  یبر 

 محل اتصال آغازگرها در تصویر شماتیک با فلش قرمز نشان داده شده است  .ی(وحش
Figure 7. Confirmation of recombinant gene construct integration into the genome  in the of 

transgenic duckweed plants by PCR. Lanes 4-13: PCR product from transgenic duckweed 

plants genomic DNA carrying T-DNA; Lane 1: 100 bp DNA Ladder Mix (Thermo Fisher 

Scientific); Lane 3: Positive control (recombinant pRGEB32 plasmid); Lane 2: Negative 

control (PCR product from wild-type duckweed genomic DNA). The primer binding sites 

are indicated by red arrows in the schematic diagram 

 

  ز ی( مورد آنالی)وحش  خت یرتراریغ  اهیگ  ی با توال  سهی مقا  ق یو از طر  SnapGene 3.2.1افزار  با استفاده از نرم   یابیی توال  جینتا

در   FucTهدف در ژن  ینواح یابیی توال جینتا قیدق لیو تحل هیتجز  .شد دییتأ یدینوکلئوت یهاها و اضافهوجود حذف  وقرار گرفت 

 ی هاگراف   کیتفک  ی را نشان داد. برا( و کایمریک  Biallelicدو آللی )  یجهش  یالگوها  خت،یترار  یعدسک آب  اهیمختلف گ  یهانیلا

(.  Rausch et al., 2020) استفاده شد  GEAR   (https://www.gear-genomics.com)  وب سروراز    یابییکروماتوگرام توال

های گیاهی کایمریک حاصل  لاین. اندنشان داده نشده  کی مری های کایابی لاینهای توالی ها و کروماتوگرامهای مربوط به توالی داده

آمیز  طور موفقیت به   در محل هدف ژنومی  هاهای آنشود که تنها بخشی از سلولمی   اطلاقبه گیاهانی   CRISPR از ویرایش ژنومی با

شود که از نظر ژنتیکی  اند؛ این امر منجر به تشکیل گیاهانی می ها بدون تغییر باقی ماندهاند، در حالی که سایر سلولویرایش شده 

را نشان دادند؛ در  دو آللی    ، جهش 22و    13  یاهیگ  نیدو لا  .های متفاوت هستندها با ژنوتیپ ناهمگن بوده و شامل مخلوطی از سلول

جفت باز    کیآلل درج    کی،  13  نیاند، اما نوع جهش در هر آلل متفاوت است. در لاژن دچار جهش شده  کیحالت، هر دو آلل    نیا

نیز، یک آلل دارای یک جفت باز اضافه و آلل دیگر فاقد   22جفت باز را نشان داد. به همین ترتیب، در لاین    12حذف    گریو آلل د

  ب(. 8) جفت باز بود 12

https://www.gear-genomics.com/
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 های عدسک آبی ویراسته. در لاین    FucTدر ژن  ناحیه هدف  یابی توالی و    PCRالکتروفورز محصول    .8  شکل 

ناحیه    یابی نتایج توالی  همردیفیهای عدسک. )ب(:  جفت باز( در لاین   968قطعه مورد نظر )    تکثیر)الف(:  

ها نشان دهنده  های عدسک آبی ویراسته در مقایسه با عدسک آبی وحشی؛ فلشدر لاین  FucTدر ژن هدف

نوکلئوتیدهای تغییر یافته است. خطوط منقطع نشان دهنده نوکلئوتیدهای حذف شده است و نوکلئوتیدهای  

 باشد قرمز نشان دهنده درج در توالی آلل ویرایش شده می 
Figure 8.PCR product electrophoresis and target region sequencing of the FucT gene in 

edited duckweed lines.  (A): amplification of the desired fragment (968 bp) in duckweed lines 

(B):  Sequence alignment of the target region of the FucT gene in edited and wild-type 

duckweed lines.; Arrows indicate altered nucleotides. Dashed lines represent deleted 

nucleotides, and red nucleotides indicate insertions in the sequence 

 

  ی برا  یاساس  یچالش  ،اناهیگ  ونیلاسیکوزیگل-N  ریدر مسفوکوز    α-(1،3)مانند    یاختصاص  یحضور قندهانتیجه گیری:  

 یهاژن  یریگهدف   قی از طر  ریمس  نیا  ی(. لذا، مهندسGöritzer et al., 2022)  شودیمحسوب م  یانسان  یدرمان  یهانیپروتئ  دیتول

. در راستای این  (Bosch et al., 2013)  باشد   ی انیب  ستمیس  نیا  یسازنه یبه   ی برا  ی موثرراهبرد تواند  می ،  FucTمانند    یدیکل

  ی برا CRISPR/Cas9 مبتنی بر سامانه  بینوترک  سازه ژنییک  به ساخت    ،L. minor  اهیبا تمرکز بر گ  پژوهش حاضرهدف،  

 ویراسته های  در لاین FucT نتایج حاصل از آنالیز توالی ژن  .( پرداخته استFucT)  ترانسفرازلی فوکوز  α-( 1،3)جهش در ژن    جادیا

شناسایی    .های هدفمند در هر دو آلل این ژن شده استموجب القای جهش CRISPR/Cas9   عدسک آبی نشان داد که سامانه

به طور مستقل دچار تغییراتی با ماهیت متفاوت   FucT ها هر دو آلل ژن ، که در آن 22و    13های  الگوهای جهشی دوآللی در لاین

به طور  ها  و ترمیم آن (DSB) ایهای دو رشتهاین سیستم در ایجاد شکست   مناسب، گویای عملکرد  دان)درج و حذف بازها( شده 

  با این وجود، حصول اطمینان از خاموشی کامل ژن   .باشدمی  (NHEJ) غیر همسان  یترمیمی اتصال انتهااز طریق مسیر  مستقل  
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FucT  باشد.  های تکمیلی در سطح پروتئین و الگوی گلیکوزیلاسیون می شده ژنتیکی، مستلزم انجام بررسی ویراستاری  های  در لاین

آنالیزهایی نظیر وسترن بلات   آنزیم  انجام  بادی اختصاصی  آنتی  -MALDI  هایی نظیر و روش   فوکوزα -(1،3)و قند    FucTبا 

TOF MS   گرچه سامانها  .ریزی شده استها، در مراحل آتی پژوهش برنامه گلیکان  و الگوی  جهت تحلیل ساختار CRISPR-

Cas9   ها، پدیده اثرات  ترین این محدودیتهایی نیز مواجه است. یکی از مهماز دقت و کارایی بالایی برخوردار است، اما با محدودیت

غیرهدف نیز باعث ایجاد احتمال دارد در نواحی   Cas9 است. در این حالت، آنزیم  ( off-target effects)  خارج از هدف ژنومی 

بینی و مضر در ژنوم منجر توانند به تغییرات ژنتیکی غیرقابل پیشهای ناخواسته می شود. این ویرایش DNA ایشکست دو رشته 

( پژوهش در شرایط  (. لاین Fu et al., 2013; Zhang et al., 2015شوند  این  از  ژنتیکی حاصل  ویراسته شده  های گیاهی 

آزمایشگاهی )کشت درون شیشه ای( از لحاظ زنده مانی، فنوتیپی و شرایط رشدی تفاوت قابل توجهی در مقایسه با گیاهان غیر  

عموماً با    Nicotiana benthamianaگیاهان مدل مانند    تراریخت )وحشی( از خود نشان ندادند. این موضوع همچنین در سایر

با این حال،   (.Strasser et al., 2008; Hanania et al., 2017ت )و رشد و نمو غیر طبیعی همراه نبوده اسعوارض فنوتیپی  

سازی اثر بودن این خاموشای، لزوماً به معنای بی یا گلخانه (in vitro) ایعدم بروز فنوتیپ بارز در شرایط استاندارد رشد درون شیشه

ویژه در شرایط محیطی واقعی و به  FucT تری مورد نیاز است تا مشخص شود که حذف ژندر تمامی شرایط نیست. مطالعات جامع

 ها( و غیرزیستی )مانند خشکی، شوری، یا دمای بالا(، چه پیامدهاییها یا ویروسهای زیستی )مانند حمله آفات، بیماریتحت تنش 

از    L. minorدر    ونیلاسیکوزیگل-N  ریکامل مس  یمهندس  نهیدر زم  یآت  قاتی تحق  ی مطالعه، راه را برا  نیا  جینتا  .دارد  را به همراه

برای    CRISPR/Cas9  آمیز سیستمکاربرد موفقیت   .سازدی هموار م  یدیکل  یهاژن سایر    یمتوال  ایهدف قرار دادن همزمان    قیطر

با حضورL. minorدر    FucTزایی هدفمند ژن  جهش اضافه  ، همانطور که  و  نوکلئوتیدیحذف  تراریخت   های  در چندین لاین 

   دهد.می نشان عدسک آبی همچون سایر گیاهان مشهود است، پتانسیل این فناوری را برای ویرایش دقیق ژنوم  

از پژوهشکده بیوتکنولوژی کشاورزی پژوهشگاه ملی مهندسی ژنتیک و زیست فناوری به خاطر پشتیبانی سپاسگزاری:  

   شود.تجهیزاتی در اجرای پژوهش حاضر سپاسگزاری می 
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