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Introduction 

Cucumber (Cucumis sativus L.) is one of the most economically important crops among the Cucurbitaceae family. The 

development of high-quality hybrid cucumber varieties has greatly contributed to early maturity, enhanced drought 

resistance, better fruit uniformity, and increased yield. These hybrids are typically produced using homozygous pure 

lines, which are traditionally generated through recurrent selfing over multiple generations—a time-consuming and 

labor-intensive process. However, recent advances in genome editing have introduced a transformative pathway: the 

induction of haploids and doubled haploids , offering a rapid route to completely homozygous lines within one or two 

generations. While haploid and doubled haploid production has been reported in various crop species, the 

Cucurbitaceae family has lagged behind, with only limited successful applications of CRISPR/Cas9 technology for 

haploid induction. In particular, the application of CRISPR to target the centromeric histone H3 gene (CenH3), a gene 

with a pivotal role in chromosome segregation during cell division, remains largely unexplored in cucumber. This study 

aimed to investigate the feasibility of using CRISPR/Cas9 to induce targeted mutations in the CenH3 gene in cucumber. 

The long-term objective was to assess whether such mutations could serve as a basis for developing haploid inducer 

lines—a vital tool in modern cucumber breeding programs. 

 

Materials and Methods 

To design a targeted genome editing construct, CenH3 sequences from cucumber and Arabidopsis thaliana were aligned 

using the Histone Database (HPD). A conserved motif (ALQEAAE) within the histone fold domain was identified, and 

a specific guide RNA (gRNA) targeting the alanine codon within this region was selected. The corresponding single-

guide RNA (sgRNA) was cloned into the pDE-Cas9 vector, which was subsequently introduced into Agrobacterium 

rhizogenes to facilitate plant transformation. A composite plant system was employed, whereby cucumber seedlings 

were inoculated with A. rhizogenes carrying the CRISPR construct. Hairy root formation was induced, and genomic 

DNA was extracted from transformed root tissues. PCR amplification and DNA sequencing were used to confirm the 

presence of the CRISPR construct and to detect mutations in the target site of the CenH3 gene. 

 

Results 

From a total of 700 inoculated cucumber explants, approximately 70% developed hairy roots. PCR screening confirmed 

successful integration of the CRISPR/Cas9 construct in 10 samples. DNA sequencing of three positive samples revealed 

three distinct mutations in the CenH3 gene, all within 11 nucleotides of the protospacer adjacent motif (PAM) site. 

These mutations included single nucleotide substitutions leading to either amino acid changes or silent mutations. 

Notably, one of the detected mutations resulted in a T-to-G transition, changing a codon encoding phenylalanine to 

serine, while another induced a thymine-to-adenine transition, modifying the encoded tyrosine. A third mutation 

occurred but did not alter the amino acid sequence. All mutations were located in close proximity to the PAM site, 

which is consistent with known CRISPR/Cas9 cleavage patterns. 

 

Discussion 

This study represents the first successful application of CRISPR/Cas9-mediated mutagenesis of the CenH3 gene in 

cucumber. The induced mutations, although not immediately lethal, demonstrate the potential of CenH3 as a target for 

haploid induction. Prior studies in other species, such as carrot and Arabidopsis, have shown that mutations in CenH3 

can lead to genome elimination and the generation of haploid progeny. However, the high resistance of cucumber to 

haploid induction—possibly due to the gene structure and the scarcity of optimal PAM sites—presents a significant 

challenge. The limited number of targetable sites near the functional domain of CenH3 in cucumber contrasts with more 

flexible systems in crops like carrot, where diverse guide RNAs can be designed for efficient cleavage. This 

underscores the importance of identifying alternative CRISPR systems or engineering novel PAM recognition variants 

to enhance editing efficiency in cucurbits. Despite the technical success in generating targeted CenH3 mutations, the 

study could not confirm haploid induction in the transformed cucumber plants. Nevertheless, the results open new 
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avenues for future research into optimizing transformation systems and testing the phenotypic consequences of CenH3 

disruption in subsequent generations. 

 

Conclusion 

This research provides a proof-of-concept for CRISPR/Cas9-mediated editing of the CenH3 gene in cucumber, laying 

the groundwork for potential development of haploid inducer lines in Cucurbitaceae. The successful induction of three 

mutations in the target gene suggests that, with further optimization, this strategy may be harnessed to accelerate 

cucumber breeding programs. Given the challenges in achieving effective PAM positioning and the essential role of 

CenH3 in cell viability, alternative CRISPR systems or multiplexed editing approaches may be necessary to enhance the 

haploid induction efficiency in this recalcitrant species. 

 

Acknowledgements 

This research was conducted under the financial and moral support of the Agricultural Biotechnology Laboratory, Plant 

Production and Genetics Department, Faculty of Agriculture, Bu-Ali Sina University. 

 

Keywords: CRISPR, Haploid Induction, Doubled Haploids, Cucurbitaceae 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Citations: Vasighi, H., Mirzaie-Asl, A. and Abdollahi, M. R. (2026). CenH3 Centromeric Histone Gene Editing in 

Cucumber Using CRISPR Technology, Plant Production Technology, 25(2), 1-12. 

https://doi.org/10.22084/ppt.2025.30966.2161  

© 2025 The Author(s). Bu- Ali Sina University Publication. This is an open access article under the CC BY-NC-

ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/). 
 

Online ISSN: 2476-5651  Print ISSN: 2476-6321 

 

http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/


   1404پاییز و زمستان  /12-1صفحات  /دومتولیدات گیاهی/ جلد بیست و پنجم/ شمارة  فنآوری
  https://doi.org/10.22084/ppt.2025.30966.2161 

3 

 

 آوری کریسپر در گیاه خیار با استفاده از فن CenH3ویرایش ژن هیستون سانترومری 

 
CenH3 Centromeric Histone Gene Editing in Cucumber Using CRISPR Technology 

 
 3محمدرضا عبدالهیو * 2، اصغر میرزایی اصل1حسین وثیقی معراجی 

 

 1404/ 05/ 19ذیرش: تاریخ پ               1404/ 02/ 22تاریخ دریافت: 

 )مقاله پژوهشی( 

 چکیده

افزایش عملکرد، یکنواختی شکلِ  برایهیبرید خیار  ارقام   اندازه، رنگ  زودرسی، مقاومت به خشکی،  بهتر،  میوه،  محصول و   کیفیت 

می  پارتنوکارپی بهلاین  .شوندمعرفی  تولید  های خالص  در  والدین  به   ارقامعنوان  میهیبرید  هاپروند.  کار  تولید   یدیـ ـلوئالقای  برای 

  نژادی بهی مسیرهای جدید برای  تواند منجربه توسعهبا استفاده از ویرایش ژنومی، یک پیشرفت اساسی است که میهای خالص  لاین

های گیاهی وجود  از گونهبرخی  در    CRISPR/Cas9  آوریفن  و استفاده از  هاپلوئیددابلگیاهان  از تولید    هاییگزارشد.  کدوئیان شو 

هدف از   .هاپلوئیدی با استفاده از ویرایش ژنومی در کدوئیان استفاده نشده است   یالقاکنندهاز سیستم  به جز یک مورد،  حال  رد. باایندا

 یالقاکننده  های نیتوسعه لا  ی برا  یر یمس  گشودن و    CRISPR/Cas9  ستمی ستوسط    ار یخ  اهی گ   CenH3ژن    در  جهشجاد  یااین پژوهش  

درج شد. سپس با   pDE-Cas9در خیار طراحی و در ناقل    CenH3توالی ژن    بهباتوجهنظور ابتدا توالی راهنما  مبدین  .بود  یدیهاپلوئ

 یابی شدند. کرده بودند توالی  دریافت هایی که سازه را با موفقیت  ها آناز بین نمونه  شد.  منتقل  خیار  به گیاه   رایزوژنزاستفاده از باکتری  

از نقطه نوکلئوتیدی    11دو جهش در فاصله سه و یک جهش در فاصله    .شناسایی شد  خیاریین  در ریشه مو   CenH3ژن    جهش در  سه

PAM   داشت برای  ندقرار  پژوهش  بار نیاول.  این  ژن    در  شدغیرکشنده  خیار جهش    CenH3در  می  ایجاد  تولید  که  برای  را  راه  تواند 

 .سازدهاپلوئیدی هموار  یهاالقاکننده
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 مقدمه . 1

های مهم یکی از گونه  .Cucumis sativus Lخیار با نام علمی  

کدوئیان خانواده در    1ی  این محصول  تولید سالانه  میزان  است. 

دو و   میلیون تن و سطح زیر کشت آن  98، حدود  2023سال  

  یکی از گیاه خیار  .  (FAO, 2023)  ه است هکتار بودمیلیون    نیم

محیط  10 در  بیشتر  محصول  این  است.  دنیا  مهم  های سبزی 

میگلخانه کشت  دارای Wang et al., 2021)   شودای  خیار   .)

منبع    و  بالا و محتوی چربی، کلسترول و سدیم پایین است   آبِ

معدنی مواد  از  ویژگی  همچنیناست.    خوبی    ی هادارای 

ضدمیک ـ ـضدباکت  قارچـ ـریایی،  فعالیروبی،  و  های  ت ـ ـکشی 

(. از  Jat et al., 2021؛  Obel et al., 2018)  اکسیدانی است آنتی

به مدلخیار  پژوهش  اولیه  عنوان  و  در  جنسیت  تشخیص  های 

کارکرد   و  استفادساختار  آوندی  ارقام   .شودمی  هسیستم  تولید 

می تولید  ماده  گل  فقط  که  ارقامی  و  ازجمله  پارتنوکارپ  کنند 

 ,.Jat et al)  ای خیار هستندهای اصلاحی ارقام گلخانهویژگی

دیپلوئید2021 گیاهی  خیار   .)   (2n=2x=14  ).های لاین  است

روند ه کار میبعنوان والدین در تولید گیاهان هیبرید  خالص به

روش اصلی  دو    در حال حاضراین نظر ارزشمند هستند.    و از

لاین تولید  کاملاًبرای  به  های  کدوییان،  در  نژادی هموزیگوس 

نژادی کلاسیک نیاز  است. به  2هاپلوییدها کلاسیک و ایجاد دابل

انتخاب دارد.    نسل( خودگشنی و  10تا    هشت )  به چندین دوره

لاینیهاپلویدابل  کهحالیدر ایجاد  امکان  کاملاً دی    های 

می فراهم  سال  دو  از  کمتر  در  را    کند هموزیگوس 

(Hooghvorst et al., 2021.) صورت گسترده  هاپلوئیدها بهدابل

لاین ایجاد  هموزیگوسدر  پایدار  لاینبه  ،های  های عنوان 

 alet Forster. ,)  اندرفته  کاربه 1Fوالدینی در تولید هیبریدهای  

دابل2007 ایجاد  در  غالب  روش  پارتنوژنز  در  (.  هاپلوییدها 

 .(Dong et al., 2016خیار، خربزه، هندوانه و کدوتنبل است )

مرحله    دوهاپلوئیدی پارتنوژنیک در کدوئیان شامل  روش دابل

اولست ااصلی   مرحله  در  از    گیاه   .  استفاده  با  هاپلوئید  اولیه 

گردهگرده با  طی  افشانی  در  گرفته  قرار  تابش  مورد  های 

دوم  و    شودمی  تولید  پارتنوژنز مرحله  گیاه    هایکروموزومدر 

هاپلوئید فراهم  تا امکان تولید بذر دابل  شودمی  دوبرابرهاپلوئید  

مشکلا. دشو  با  کدوییان  در  محدودیت پارتنوژنز  و  هایی ت 

 
1. Cucurbitaceae 

2. Doubled Haploids 

می که  است  لاینهمراه  تولید  دابلتواند  با  های  را  هاپلوئید 

از  هاییچالش سازد.  میهمراه  مشکلات  این  توان جمله 

میوه تشکیل  ژنوتیپ،  به  بالا  شناس   وابستگی  ایی  ــضعیف، 

پارتنوژنتیک،  جنین جنین  تولید  پایین  میزان  پارتنوژنتیک،  های 

درون کشت  گیاهان    ، ایشیشهباززایی  بالای  مرگ  نرخ 

شیشه درون  کشت  طی  در  تیمار  پارتنوژنتیک  از  بعد  و  ای 

ها  شدن کروموزوم  دوبرابرها، نرخ پایین  شدن کروموزم  دوبرابر

در لاین میوه  تشکیل  پایین  نرخ  دابلو  به محض های  هاپلوئید 

کروموزوم شدن  کرددوبل  اشاره  اواخر.  ها  همین  نژادی به  ،تا 

دابل و  روشکلاسیک  لاینهاپوئیدها  تولید  اصلی  های های 

ویرایش   از  استفاده  با  هاپلوئیدی  القای  هرچند  بودند.  والدینی 

هایی که در فرایند تقسیم سلولی نقش دارند،  ژنومی و تغییر ژن

می که  است  اساسی  پیشرفت  توسعهیک  به  منجر  ی  تواند 

 Hooghvorst et)  کدوئیان شود  بهنژادیمسیرهای جدید برای  

al., 2021 .) 

با    3کریسپر  که  است  باکتریایی  ایمنی  سیستم  از  نوعی 

راهنما    کارگرفتنبه توالی  یک  هدایت  تحت  که  نوکلئازهایی 

پلاسمید    DNAهستند،   یا  باکتریوفاژ  را  مهاجم شامل  ناشناس 

را    یپژوهشگران این فرآیند طبیع  برد.بین میتکه کرده و از  تکه

 Ebrahimi etعنوان ابزاری برای ویرایش ژن توسعه دادند )به

al., 2024.)   

-رل بیـ ـدی، انعطاف و کنتـ ـکارآم  بهباتوجه کریسپرروش 

جهش روی  است.  نظیر  ژنومی  ویرایش  غالب  روش  ها، 

 20است که توسط یک توالی    Cas9کریسپر، شامل یک نوکلئاز  

راهنما ک و ن می4لئوتیدی)توالی  هدایت  در (  سیستم  این  شود. 

DNA  شکاف)دورشته میDSBsای  ایجاد  دو  (  توسط  که  کند 

می  HDRو    NHEJمسیر   موج تصحیح  و  ایجاد  ــشود  ب 

 (.  Bortesi et al., 2015) شود های حذف و اضافه می جهش

هندسی ژن گیاه تبدیل  مسیستم کریسپر به روش غالب در  

تر و  آسان مراتب بهکه دقیق است و استفاده از آن شده است چرا 

قدرت آن در ایجاد   مزیت اصلی این سیستمالبته  .  تر است ارزان

میجهش پایین  هزینه  با  دقیق  انواع    رونیازاباشد.  های  از 

  جملهگیاهی ازگونه    20بیش از  های کریسپر در اصلاح  سیستم

 
3. Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeats (CRISPR) 

4. Guide-RNA 



   1404 پاییز و زمستان/  12-1صفحات  /دومجم/ شمارة فنآوری تولیدات گیاهی/ جلد بیست و پن

با اهداف اصلاحی متنوعی از جمله بهبود  ...  و  و جج،  نذرت، بر

استفاده شده است  های زنده و غیرزنده عملکرد و مدیریت تنش

(Chen et al., 2019.)   

سیستم    از  استفاده  متعددی  را    CRISPR/Cas9گزارشات 

گونه کردهدر  گزارش  کدوییان  این های  از  استفاده  هرچند  اند، 

را    شرو امکان  این  اصلاحگران  به  است،  همراه  تنگناهایی  با 

لاین می تا  برای    یالقاکنندههای  دهد    آوردن دست بههاپلوئیدی 

زیادی از تولید   یهاگزارش.  های پارتنوژنتیک ایجاد کنند جنین

از    هاپلوییددابل استفاده  بس   CRISPR/Cas9و  از  ـ ـدر  یاری 

وجگونه کدوئیان  جمله  از  گیاهی  از   حالنیباادارد.    دو های 

در    القاکنندهسیستم   ژنومی  ویرایش  از  استفاده  با  هاپلوئیدی 

است  نشده  استفاده  گ   .کدوئیان   یهاروش  یادولپه  اهانیدر 

هستند.   متمرکز  1H3Cenبر ژن    هاپلوییدی  القاکنندهلاین    دیتول

ه  نیا گ که    یستونیژن  تمام  مسئول   ،شودیم  افت ی  اهانیدر 

س  کردنمشخص تغتنمحل  هدف  و  است    رات ییرومر 

در    هاستونیه  گریو د  DNAقسمت با    نیاست. ا  یاپساترجمه

تشک نوکلئوزوم  تا  است  نقش    CenH3  ژن  گردد.  لی ارتباط 

آن    ردادنییتغدارد و    توزیها در طول متفرق کروموزوم  در  یمهم

دارا است  زمان    دیشد  یامدهایپ  یممکن  از  باشد.  کشنده  و 

نقش   یسازو روشن  فیتعر  ی برا  یادیز  یهاکشف آن تلاش

ظرف فرآ  ت یو  در  گ   یدیهاپلوئ  یالقا  ندیآن   یادولپه  اهانیدر 

فرآ ا  قیدق  ندیشده است. هرچند هنوز  نشده    ستآن مشخص 

(Hooghvorst et al., 2021) . 

گ   افتهیجهش  CenH3  ژن یدارا  اهانِیگ   که  یزمان   اهانِ یبا 

م  یتلاقCenH3   یوحش  هنگو   یدارا  شوند،ی داده 

را القا    یدیشده و هاپلوئ  دیناپد  افتهیجهش  نیلا  یهاکروموزوم

  (.Ravi et al., 2010) کنندیم

ژن   برای ویرایش  کنون سیستمی  گیاه خیار    CenH3تا  در 

است  م نشده  ایجاد   ،حاضر  پژوهشدر    رونیازاعرفی  امکان 

  گیاه خیار   CenH3بر ژن    CRISPR/Cas9سیستم  سط  وت  جهش

شد برای    بررسی  مسیری  به  تا  دستیابی  و  ژن  این  ویرایش 

 . کننده هاپلوئیدی گشوده شودالقا

 

 

 
1. Centromere-specific histone H3 

 هامواد و روش. 2

 CenH3سازه ژنی طراحی . 1-2

توالی یافتن  ژن    CenH3  ژن  برای  توالیِ  از  خیار    CenH3در 

ابتدا توالی پروتئینی   منظوریناستفاده شد. بد   گیاه آرابیدوپسیس

ژن   نوکلئوتیدی  دادهپایگاهاز  آرابیدوپسیس    H3enCو  ی  های 
2NCBI    و(HPD) Histone protein database  توالی های  با 

و    بهباتوجهشد.    فیردهم،  Cucumis sativusگیاه   امتیازدهی 

سایت  طبقه توالیHPDبندی  نوکلئوتیدی  های  ،  شناسه  با 

XM_011660850،  XM_011660851  ،XM_031889117  

ژن  به مشترک  CenH3 عنوان  ناحیه  یافتن  برای  شدند.  شناخته 

توالی از    CENH3  پروتئین  های بین  آرابیدوپسیس  گیاه خیار و 

توالی   MegAlignافزار  نرم تمام  شد.  ناحیه استفاده  در  ها 

ALQEAAE    مشترک هم  و   .بودندبا  اسیدآمینه  تعیین  برای 

ازنوکلئوتید هدف .  استفاده شد  یفیردهمبرای    HDBت  سای  ، 

آلانین  اسیدآمینه    (،Britt et al., 2016)نتایج پژوهش    بهباتوجه

شماره   مشترک(  شش)آلانین  ناحیه  توالی  ناحیه    در  در  که 

کاندید   عنوانبهقرار دارد،    ALQEAAEپروتئینی    مشترک توالی

 تخاب شد.ان ژن دعملکرجهش برای کاهش 

اسیدآمینه تبدیل  آلانین)برای  ترئونین)GCAی  به   )ACA  ،)

یابد. بدین تغییر  آدنین  باز  به  باید  نوکلئوتید باز گوانین  ترتیب، 

مشترک  16شماره   ناحیه  نوکلئوتیدی  توالی    در 

(GCTCTTCAGGAAGCAGCAGAAGA  ) نوکلئوتید هدف

از سایت  اده  استفترین توالی راهنما با  مناسب   شد.درنظر گرفته  

https://chopchop.cbu.uib.no  .انداز و  راه  تعیین شدScaffold 

 ,.Xingliang Ma et al)  هایاز پژوهش  PAMمبتنی بر توالی  

ه  جایگا   NEB cutterبا استفاده از سایت    کار برده شد.به  (2015

آبر در    BamHIنزیم  شی  لنگر  جای  دوو  سازه  گذاری  طرف 

مشاهده قابل(  1  جدول)در    CenH3ژنی    سازهکامل  شد. توالی  

به شرکت    PUC19  ناقلاست. توالی کامل سازه جهت سنتز در  

Bio Basic   .ارسال شد 

 
2. National Center for Biotechnology Information 

https://chopchop.cbu.uib.no/
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Table 1: Guid-RNA Structure Elements 
Element Sequence 

Anchor CG 

Promoter 

ACTGGTTACCACGAAACATCGGTATATATTT 

CGTCAATAAAGAAGTGAGCGAATGGCTACAC 

CCTGCGTTTTAAGCATTCTTTTTTCTTTAGTAT 

TCGAATA 

BamHI site GGATCC 

guide-RNA 

Scaffold 

GCTCTTCAGGAAGCAGCAGAA 

CGTGGCTGAGCCACGGTGAAAAAGTTCAACTA 

TTGCCTGATCGGAATAAAATTGAACGATAAAGATCGAGATTTTG 

 

 
Fig. 1: Composite plant preparing and inoculating Steps: A. Growing seedlings in a growth chamber B. Inoculating 

with rhizogenesis C. Growing cuttings in culture medium D. Removing the lower part of the root for DNA extraction 

 

 سازیهمسانه. 2-2

ژنی   شرکت  سازه  و  توسط   PUC19ناقل    درون  سنتز 

شد دریافت،جایگذاری  از  پس  ژنی    ناقل   .  سازه    ه بحاوی 

  منتقل شد مستعد شده،    DH5-alpha  یسویه  کولای  .ایباکتری  

(Chang et al., 2017).    انتقال از  به سلول    PUC19ناقل  پس 

آ  مستعد تکثیر  کلون،  هانو  شناسایی  ناقل  جهت  حاوی  های 

باکتری روی محیط کشت  از  میکرولیتر    100میزان  بهموردنظر،  

LB  آنتی حاوی  آمپیجامد  در میلی  100)  سیلینبیوتیک  گرم 

شد.   پخش  دمای    هانمونه لیتر(  قرار  سلسیوس  درجه    37در 

های باکتری بررسی  کلون  ساعت جهت رشد  16بعد از    و  هگرفت

تأب  شدند. انتقالرای  ژنی  PUC19ناقل    یید    ناقل ،  حاوی سازه 

از کیت استخراج پلاسمید شرکت  باکتری با استفاده    )پلاسمید(

GeneAll  ،در و  توسط   استخراج  هضم  میکرولیتر  سه  معرض 

)  پروتکلطبق    BamHIآنزیم   شد.  thermoسازنده  داده  قرار   )

 شد. 2بارگذاری  1واکنش بر روی ژل الکتروفورز  محصول

 
1. Electrophoresis 

2. Run 

و انتقال   )توالی درج( Guide-RNA یتوالبه یابیدست ای بر

به  فرآیند  )ناقل(  pDE-Cas9درون  آن  طی  موردنظر  توالی   ،

PCRشد تکثیر  واکنش    .،  حاوی  به  PCRظرف  ترتیب 

 'F-5'-GCGCAGCCTGAATGGCGAATGG-3آغازگرهای  

طول )  'R-5'-CCCAATACGCAAACCGCCTCTCC-3و  

میکرولیتر،    یکمیزان    به  ( نوکلئوتید  615تکثیر    توالی

  یک به میزان    DNAمیکرولیتر،    10به میزان    PFUمسترمیکس  

واسرشته    .میکرولیتر بود  هفت میکرولیتر و آب دیونیزه به میزان  

دمای   با  اولیه  به  سلسیوسدرجه    95سازی  دقیقه،   5مدت  و 

به آغازگر  اتصال  دمای    30مدت  مرحله  در  درجه    59ثانیه 

درجه    72دقیقه در دمای    10مدت  بهو تکثیر نهایی    سلسیوس

 در نظر گرفته شد.  سلسیوس

  BamHIمحصول مرحله قبل در معرض هضم توسط آنزیم  

گرفت  قسمت   ،قرار  باقی  از  ژنی  شده جدا تا سازه  تکثیر  های 

ولت،  85دقیقه با ولتاژ  35مدت . محصول هضم آنزیمی بهشود

ژل استخالکتروفورز  درصد    یکآگارزِ    روی  برای  راج  شد. 

جفت باز، برش خورد و    215قطعه درج، ژلِ باند در محدوده  

 ، استخراج شد. Fisher Thermoبا استفاده از کیت شرکت 
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پلاسمید    :ناقل استخراج   طول    PDE-Cas9از   15758با 

بجفت  شد  اگروباکتریومی  کریسپر  ناقلعنوان  هباز،  با    .استفاده 

سایت  در  مندرج  اطلاعات  به  توجه 

https://www.addgene.org  با استفاده از آنزیم ،BamHI    توالی

بازهای و    14142الی    12558شماره    بین  طول    ناقل حذف  با 

 کارگیری شد.استخراج و به 14174

ناقل  نسبت  به  درجی  سایت    قطعه  توسط 

https://nebiocalculator.neb.com    یک محاسبه و نسبت مولی  

شد.  ناقل  ،قطعه)   سهبه   انتخاب  آنزیماتصال  (  از  استفاده   با 

انجام سازنده    پروتکلطبق  و    Thermo Fisherشرکت    لیگاز

به    پنجمیزان  به  .شد از محلول واکنش  میکرولیتر    50میکرولیتر 

باکتری  و رشد    شوک دماییز  بعد ا   از سلول مستعد منتقل شد.

دمای  یک    به مدت در  های  درجه سانتیگراد، سلول  37ساعت 

محیط   روی  آنتی  LBمستعد  حاوی  بیوتیک  جامد 

  16لیتر( پخش شدند. بعد از    برگرم  میلی  100)  استرپتومایسین

 ها مورد بررسی قرار گرفت. نیو کلساعت، رشد 

کلون  برای   درجشناسایی  قطعه  روش    ،یحاوی  از 

Colony-PCR    .این منظور  استفاده شد -Fآغازگرهای    از برای 

3- CGGGATCCACTGGTTAC -5''    5- و'-R

GGATCCCAAAATCTCGATC-3'  قطعه تکثیر    215  برای 

بازی اتصال    جفت    . استفاده شد  گراددرجه سانتی  59در دمای 

الکتروفورز    آگارز   میکرولیتر از هر نمونه بر روی ژل  5میزان    به

 د.ش

انتقال ژن به    ATCCسویه    1زوژنزیاکتریوم رااگروب از   برای 

سلول   Weise et al., 2013روش  با استفاده از    .گیاه استفاده شد

منتقل  به باکتری  و پلاسمید  تهیه    اگروباکتریوم رایزوژنزمستعد  

  .شد

 

 خیار به گیاه ژن انتقال. 3-2

انتقال   رااگروباکتریو باکتری  برای  گیاه  زوژنزیم  روش  به   از 

در این روش به جای تهیه و    .(1  شکل)  شداستفاده    کمپوزیت 

 Fan et)  شوداده میتلقیح ریز نمونه از تهیه و تلقیح قلمه استف

al., 2020  .)  بذر خیار      700تعداد  برای این منظورN50   کشت

ژن انتظار بود:  موردحالت    سهانتقال ژن به گیاه    یبررسدر    شد.

بیان شود موفقیت  با  و  الحاق  گیاه  ژنوم  در  باکتری    که   توسط 

 
1. Agrobacterium rhizogenes 

حالت این  بررسی  با    450تعداد    برای    pDE-Cas9ناقل  قلمه 

باکتری    .(یکگروه  )   تلقیح شد  یحاوی قطعه درج توسط  ژن 

مکان  دلیل کشنده بودن جهش، ا در ژنوم گیاه الحاق شود ولی به

باشد نداشته  یا   تکثیر سلول وجود  فرآیندِ  به  و  در  ایراد  واسطه 

نشود گیاه  ژنوم  در  ژن  الحاق  به  موفق  باکتری  برای    .انتقال، 

حالت   این  ناقل    قلمه،  12تعداد  بررسی   بدون  pDE-Cas9با 

  (. دو)گروه    تلقیح شدعنوان شاهد فرآیند انتقال  هب  یقطعه درج

قلمه   بهتعدادی  تلقیح  شاهد  بدون  شدند عنوان  گرفته  نظر    در 

 (. سه)گروه  

 

 های تلقیح شده بررسی نمونه. 4-2

برش  نمونه ریشه  حجم  بیشتر  شدند.  منتقل  آزمایشگاه  به  ها 

استخراج  شد.  واکشت  خود  محل  در  دوباره  نمونه  و  خورد 

DNA  ی ریشه به روشCTAB   انجام شد. برای بررسیِ انتقال

انتقال ناقل از آغازگرهای  یی أاستفاده شد. برای ت  PCRژن از   د 

F-5'-GCTCCCTAGGCCTGTTATCC -3'    وR-5'-

GCAATGGAATCCGAGGAGGT -3'    .شد استفاده 

اگر قطعه   آغازگرها این مرحله به شکلی طراحی شدند که  در 

شده   بیان  و  منتقل  محدوده  درجی  در  باند  جفت   615باشد 

می ایجاد  بانبازی  باشد  نشده  بیان  یا  منتقل  اگر  و  دی  شود 

ت برای  آغازگرها  این  از  شد.  نخواهد  تعیین  أمشاهده  و  یید 

شد،   استفاده  نیز  دوم  گروه  در  پلاسمید  انتقال  نرخ  و  فرآیند 

بدون سازه ژنی   PDE-Cas9هایی که ناقل  ترتیب در نمونه بدین

محدوده   در  باند  باشند،  کرده  دریافت  بازی    400را  جفت 

 شود. مشاهده می

های ظاهری ریشه  ی تفاوتیسهبررسی با گروه سوم و مقا

ش معمولی  و  بهموئین  دوم  گروه  سپس  شد.  تأروع  یید منظور 

فرآیند تلقیح و انتقال بررسی شدند. در آخر الحاق توالی درج  

های مثبت بعد های گروه اول بررسی شد. نمونه در ژنوم نمونه

سفتی با  شستشو  )از  بستر  لییم  400زوکسیم  در  لیتر(  در  گرم 

ح  علف ا ــ ـکشت  بایولوفوسوی  لیتر( میلی  70)  کش  در  گرم 

مثبت  به نتایج  حذف  و  ریشه  رشد  بررسی  کاذب،  منظور 

تأ برای  همچنین  شدند.  گزینشگری  واکشت  کارکرد  یید 

باند مربوط    های گروه سه نیز واکشت شدند.بایولوفوس، نمونه

توالی از روی ژل استخراج و برای  نتایج مثبت  یابی استفاده  به 

https://www.addgene.org/
https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation
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نت   Lasergeneبرنامه    MegAlign  افزار نرمیابی با  ایج توالیشد. 

 و اختلافات بررسی شد.  یفیردهم 

 

 و بحثنتایج . 3

 انتقال سازه ژنی به باکتری . 1-3

ساعت،    16هایِ مستعد انتقال یافت، بعد از  سازه ژنی به سلول 

کلون کشت  رشد  محیط  روی  باکتری  حاوی    LBهای 

اآنتی پس  شد.  بررسی  آنزیم    زبیوتیک  توسط  ،  BamH1هضم 

محصول، روی ژل الکتروفورز بارگذاری شد. باند در محدوده  

پلاسمید    215 انتقال  کننده  تایید  که  شد  مشاهده  بازی  جفت 

 (.  A-2شکل باشد )می

ناحیه  به یک  درج،  قطعه  تکثیر  بازی    615منظور  جفت 

ثیر و هضم آنزیمی کت  PCRدربردارنده قطعه وارد شده توسط  

جفت بازی،    215، یک قطعهPCRی هضمِ محصول  شد. نتیجه

محدوده در  قطعه  در   260ی  یک  قطعه  یک  و  بازی  جفت 

توالی    140ی  محدوده به  باند متعلق  بود. همچنین  بازی  جفت 

محدوده   در  که  شده  بود215وارد  بازی    ( B-2شکل  )  جفت 

 استخراج شد. از روی ژل  ریکاوری،توسط کیت 

آنزیم    PDE-Cas9پلاسمید   هضم  قرار    Bamh1تحت 

کیلو باز متعلق به قسمت    14باند در محدوده    دو گرفت. نتیجه  

عنوان ناقل مورد استفاده  هبود که ب  PDE-Cas9اصلی پلاسمید  

شکل  که حذف شد )  1500قرار گرفت و یک باند در محدوده  

2- C2 4 و C1-.) 

کشتِ حاوی  محصول اتصال روی محیط  های حاوی باکتری

پس  کیوتیبیآنت شدند.  رشد    16از    کشت    ها کلونساعت 

 .مشاهده شد

ژل  به  PCRمحصول   روی  درجی  قطعه  ردیابی  منظور 

)الکتروفورز   شد  قطعاتD-2شکل  بارگذاری  کلون    (.  حاوی 

  رایزوژنز جفت بازی بودند. باکتری    215دارای باند در محدوده  

آنتی به محیط حاوی  ناقل،  از  حاوی  منتقل شد و پس  بیوتیک 

محیط   16 روی  بر  کرده  رشد  های  کلون  قابل  ساعت  کشت 

 مشاهده بودند. 

 

 
Fig. 2: (A) Band at 215 bp from the digestion of the PUC19 vector extracted from bacteria (B) Band at 215 bp from the 

insert sequence (C1) Band from the vector fragment and the isolated fragment at 14 kb and 1500 bp, respectively (C2) 

Fragment between the two red lines isolated by the enzyme (D) Band at 215 bp from the clone containing the insert 

sequence (E) Band at 400 bp from plants inoculated with the vector without the insert (F) Band at 615 bp from the 

extract extracted from the plant 
 

توسط  .  2-3 گیاه  رایزوژنزتلقیح  حاوی سازه    اگروباکتریوم 

 ژنی

پلنت   کامپوزیت  روش  از  گیاه  تلقیح  شدبرای  شکل  )  استفاده 

قلمه که    400در بین  مولکولی نشان داد    ینتایج بررسی ها  .(1

مورد دارای باند    سهبا ناقل حاوی قطعه درج تلقیح شده بودند  

محدوده   تکثیر    615در  و  انتقال  بیانگر  که  بودند  بازی  جفت 

بود گیاه  در  درج  قطعه  از  (E-2  شکل)  موفق  با    10.  که  قلمه 

انتقال   ،منظور بررسی پروتوکلدرج و به  توالی  بدونناقل   نرخ 

به ریشه،  و  فنوتیپ  بودند،  عنوان شاهد  مورد    هفت تلقیح شده 

محدوده   در  باند  بودندفج  400دارای  بازی  .  (F-2  شکل)  ت 

داد نشان  نتایج  نرخ    این  نیز  و  انتقال  پروتوکل  کارآمدی  که 

بود.    70انتقال   گروه    هاییقلمه  یریشهدرصدی  در    ، دوکه 

های گروه  قلمه  یبا ریشهیید شده بود،  تأ  PCRآن ها با  تلقیح  

تفا  سه و  شدند  مقایسه  بودند  نشده  تلقیح  نشد توکه  دیده    ی 

 . (3 شکل)
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 نتایج توالی یابی . 3-3

برای بررسی درج سازه    PCRپس از اینکه نمونه ها با روش   

نمونه باند   سههای گیاهی مورد آزمون قرار گرفتند در  در سلول

  MSها در محیط کشت  های مربوط به نمونهمشاهده شد. ریشه

برای    PCRد. بنابراین محصول  ندحاوی بایولوفوس نیز رشدکر

توالی جهش  شد.  بررسی  توالییابی  در  نتیجه  ( 4شکل  )یابی 

جهش رخ    ، در سه نقطه4شکل  به  توجهقابل مشاهده است. با

فاصله   در  اول  جهش  است.  کرده  تغییر  نوکلئوتید  و    سهداده 

رخ داده است و درپی آن باز تیمین   PAMنوکلئوتیدی از نقطه  

فاصله   در  نیز  دوم  است. جهش  گوانین شده  باز  به   سه تبدیل 

نقطه   از  باز    PAMنوکلوئتیدی  تغییر  به  رخ داده است و منجر 

فاصله   در  سوم  جهش  است.  شده  آدنین  به    11تیمین 

رخ داده و در توالی اسیدآمینه هدف    PAMنوکلئوتیدی از نقطه  

 است. 

 

 

 
Fig. 3: Rhizogenesis-inoculated cutting (right) non-rhizogenesis-inoculated cutting (left) 

 

 
Fig. 4: Mutations in the CenH3 gene sequence is marked in red. (Alignment was performed using MegAlign software) 

 

به   توجه  در ریشهتفاوت ظاهر   5  شکلبا  موئین و  ی  های 

معمولی در روش کامپوزیت پلنت وجود ندارد. این مشاهدات 

گزارش   (   Kiryushkin et al., 2021و  Fan et al., 2020) با 

دارد.   پژوهشهمخوانی  این  ریشهدر  تشخیص  برای  های  ها 

 ست. مولکولی استفاده شده ا موئین از شناساگرهای

ر القای هاپلوئیدی مشخص د  CenH3هنوز نقش اصلی ژن  

( است  این   ند معتقد(  Kuppu et al,. 2020نشده  نقش  که 

جذب   نیز  و  دوک  تشکیل  عوامل  جایگیری  در  پروتئین 

به   است.  سلولی  تقسیم  هنگام  در  مناسب  محل  به  کینتوکور 

از نظر کیفیت )نحوه اتصال عوامل  ( Wang et al,. 2018)  اعتقاد

تفاوت پروتئین(  )تعداد  کمیت  و  بینپروتئین(    پروتئین  هایی 

CENH3    این تفاوت در  جهش یافته و وحشی وجود دارد که

شود  خیر در سرهم بندی دوک تقسیم مینهایت منجر به یک تأ

از اتصال به    های جهش یافتهپروتئین  خیر باعث جاماندنأاین ت

ها به یک قطب  دوک شده و در نهایت منجر به انتقال کروموزم

می میسلول  نظر  به  میشود.  گیاهان  برخی  این رسد  توانند 

اختلاف را تحمل کنند ولی این جهش در برخی گیاهان منجر 

 (. Kuppu et al., 2020) شودبه مرگ سلول می
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نوکلئوتیدی از   سهدو جهش در فاصله    6ل  با توجه به شک

است  PAMنقطه   داده  ازباتوجه  .رخ  قبلی  نتایج    جمله به 

(Kuppu et al., 2020    وDunemann et al, 2018)  این نتیجه ،

به که  نیست چرا  اغیرمنتظره  نقطه  Guide-RNAتصال  دلیل   به 

PAM    به عنوان محل شناسایی بیشترین تعداد جهش در فاصله

می  4 رخ  نقطه  این  از  که نوکلئوتیدی  همانطور  دهد. 

اند کرده  گزارش  مختلفی   ,.Gatazaka et al)  پژوهشگران 

ویژ (  Feng et al., 2020؛  2013 به  کدوئیان  از  خانواده  ه خیار 

هاپلوئیدی   القای  برابر  در  که  هستند  گیاهانی    سرسختجمله 

های تولید القا کننده هاپلوئیدی در  هستند هرچند یکی از شانس

این خانواده استفاده از سیستم کریسپر است، تا کنون گزارشی  

  از ایجاد جهش از این راه در گیاه خیار و سایر اعضای کدوئیان

 ( وجود ندارد. Parsa et al,.2023) به جز ملون

ژن   احتمالاً ساختار  به  پدیده  این  اصلی  دلایل  از  یکی 

CenH3   می بر  خیار  نقطه در  یک  به  سخت  دسترسی  گردد. 

PAM    .است موارد  این  از  مناسب  محلی  در    طورهماندر  که 

به است  مشخص  زیر  مشکل  یک  ینظر  طراحی  در  رسد 

Guide-RNA    نقطه که  چهار    PAMمطلوب  فاصله  در 

محدودیت  باشد  محل جهش  از  وجود نوکلئوتیدی  های جدی 

نرخ و  موفقیت  دلایل  از  یکی  در دارد.  جهش  بالای  های 

آرابیدوپسـ ـگیاهانی همچ نقاط متنوع  ـ ـون هویج و  یس وجود 

شناسایی  هب محل  چرامی  Guide-RNAعنوان  شانس  که  باشد، 

 . دهدیمافزایش  ایجاد جهش موفق را

  PAMتوان دریافت که تنها یک نقطه  می  5شکل    بهباتوجه

نوکلئوتید هدف وجود دارد. در   از  نسبتا زیاد  با فاصله  آن هم 

گزینه بین  از  داشت  نظر  در  باید  این  ضمن  موجود  های 

دسترسی به یک    است. نه تنها   PAMنزدیکترین نقطه به محل  

ژن   PAMنقطه   توالی  همردیفی  در  بلکه  است  دشوار  کاری 

CenH3    انعطافی در طراحی آرابیدوپسیس  -Guideدر خیار و 

RNA     برای    دوتنها    .نداشتبرای خیار وجود مناسب  توالی 

  PAM)نقطه تروجود دارد که توالی مناسب طراحی توالی راهنما 

ها  با توالی  مقایسه   . در دبرای این پژوهش استفاده ش  تر(نزدیک

  ، بیش Dunemann et al., 2018در گیاه هویج که    PAMو نقاط  

رسد به نظر می  .شدمتنوع طراحی    PAMتوالی با نقاط    چهاراز  

نقطه   از  که  راهنما  توالی  کار  به روش  توجه  عنوان  به  PAMبا 

می استفاده  شناسایی  با  سایت  و  مختلف  DBSایجاد  کند  های 

به  منج توالیایجاد جهش میر  به  های راهنمای  شود، دسترسی 

نقاط   نیز  و  این روش    PAMمتنوع  موفقیت  میزان  در  مختلف 

م است.  ؤبسیار  سیستمثر  سایر  از  است  بهتر  کریسپرلذا   های 

که   گردد  استفاده  خیار  گیاه  توالی    کمتربرای  ه  توابس  PAMبه 

 باشد. 

 

 
Fig. 5: Location of PAM compared to mutation site 

 

 نهیدآمیاسماهیت    CenH3ژن    بالادست در  در جهش اول و دوم  

فنیل شده  یعنی  تبدیل  تیروزین  و  سرین  به  ترتیب  به  آلانین 

اما در جهش سوم   توالی خود ژن  است  ماهیت    دادهرخکه در 

 . اسیدآمینه یعنی آلانین تغییری نکرده است 

برخی در  جهش  می  ایجاد  کشندهگیاهان  باشد   تواند 

  CenH3اینکه تاکنون گزارشی در مورد جهش در ژن    بهباتوجه

است   ارائهخیار   نمونه   بهباتوجه.  نشده  بالای  تلقیح  تعداد  های 

آزمایش) این  در  که  می،  نمونه(  450شده  کرد  برآورد  توان 
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توالی    کمدست  آرایش  تغییر  به  نسبت  خیار    CenH3گیاهِ 

است.   تلقی  بهتوجهباسرسخت  نرخ  آزمایش  اینکه  همین  در  ح 

ها هم درصد بوده است، به نظر ممکن است در سایر نمونه  70

شده   گیاهی  سلول  مرگ  به  منجر  اما  باشد  شده  انجام  تلقیح 

تنها یک جهش در محل هدف قابل شناسایی بوده است  است. 

تغییر   به  منجر  پروتئین که  نتیجه شکل  در  و  اسیدآمینه  ماهیت 

نزدینشده   در  هرچند جهش  نقطه  است.  تحمل  قابل  PAMکی 

جزو (Britt et al,. 2016)  های پژوهش  بهباتوجهاما    .بود

القای هاپلوئیدی نیست  بنابراین تنها با    ؛محدوده تغییرات برای 

میآزمون بعدی مشخص  میهای  این جهش  آیا  که  تواند شود 

 یدی شود یا خیر.   منجر به القای هاپلوئ

اند نرخ منتشر کرده(Parsa et al., 2023   )  زارشی کهدر گ 

با   کدوئییان(  خانواده  گیاهان  از  دیگر  )یکی  ملون  در  جهش 

درصد گزارش شده است.    چهارتا    سهاستفاده از روش کریسپر  

ژن   در  جهش  ایجاد  در  CenH3هرچند  این  از  خانواده   قبل 

رسد  های دیگر ممکن نبوده است به نظر میوشکدوئییان با ر

 Hooghvorst)  تواند راهگشا باشداستفاده از روش کریسپر می

et al., 2021 ) . 

 

 گیری کلینتیجه. 4

این پژوهش   یستم کریسپر در  جهش توسط س  سه  کمدست در 

های هرچند استفاده از روشدر خیار القا شد.    Cenh3  توالی ژن

روش مانند  مدرن  هاپلوئیدی  ایجاد  القاکننده  بر  مبتنی  های 

در خانواده   با ابزارهایی همچون کریسپر  CenH3جهش در ژن  

از است  کدوئیان  سخت  و  محدود  خیار  مورد    وجمله  باید 

بگیرد قرار  بیشتر  خی   ،بررسی  سیستمدر  از  کریسپر  ار  با  های 

کمتر  بهتری  استفاده    PAMنقطه    به  وابستگی  نتایج  به  شود 

      خواهد آمد. دست 
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