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Abstract 

Cellulose is the most abundant linear homopolysaccharide in nature, which has always 

raised great attention from investigators and industrial investors for use in wood and paper 

pulp industries, biofuel, and nanocellulose products due to its semi-crystalline nature and 

unique physicochemical properties. However, the cell wall recalcitrance and high cellulose 

crystallinity of wood biomass are the most challenging issues during cellulose extraction 

and its saccharification in bioethanol and nanocellulose production industries. Here, we 

have investigated the effect of CRISPR/Cas9-mediated mutagenesis on the Pro435 and 

Try436 residues at the binding site of PalCESA4-specific P-CR domain from white poplar. 

As the result, we generated a PalCESA4P435del_W436del homozygous T0 mutant plant 

with normal growth that showed a significant decrease in cell wall area (21.89%), cell wall 

thickness (7.5%), cellulose content (~ 44%), and cellulose crystallinity (19.5%) compared 

to the WT plant. Our findings reveal a promising approach to achieving genetically edited 

woods with suitable physicochemical properties of cellulose microfibrils in different plant 

species for industrial applications. 

 
Introduction 

Cellulose is the most abundant linear homopolymer in wood biomass of woody plants. Due 

to its semi-crystalline nature, it uses in various industrial applications, including wood and 

paper, textile, pharmaceutical and medicinal, agriculture, biofuel, and bio-nanomaterials 

(Littlewood et al., 2014; Trache et al., 2020). Despite its wide applications, high cellulose 

crystalization is the most important challenge in the production processes of bioethanol and 

https://ijpb.ui.ac.ir/?lang=en


nanocellulose from wood biomass (Vermerris and Abril, 2015). As the previous reports 

associated with the cellulose biosynthesis pathway in Arabidopsis and poplar, the CrI and 

DP of cellulose, the number of microfibrils in the cell wall architecture is highly influenced 

by the arrangement of cellulose synthase A (CESA) subunits during the formation of the 

cellulose synthase complex (CSC) (Luan et al., 2011; Scanlon and Timmermans, 2013; 

Speicher et al., 2018). In our previous study, we identified the strong binding site containing 

four amino acids Pro435, Trp436, Pro437, and Gly438 in the P-CR domain of poplar 

CESA4 subunit, which is involved in the CESA4 and CESA8 heterodimerization. The 

CRISPR/Cas9-mediated mutagenesis in Trp436 and Pro437 residues could alter plant 

growth and photosynthesis rates, a cell wall thickness of xylem and phloem cells, 

lignocellulose content, CrI, and DP of cellulose fibers in poplar (Nayeri et al., 2022). 

 

Materials and Methods  
The CESA4-specific sgRNA (5′-CAGGATGGTACCCCCATGGCCTGG-3′) was designed 

using CRISPRdirect, CHOPCHOP, and CRISPOR-Tefor tools. The genome sequence data 

of P. trichocarpa v 4.1 was used to determine the sgRNA on-target and off-target sites. The 

molecular cloning of the recombinant CRISPR/Cas9 expression vector (Figure 1) was 

performed according to the method described by Nayeri et al., 2022. The pulvini tTCL 

explants from the petioles of 4th nodes close to apical buds of P. alba L. were transformed 

using competent bacterial cells of Agrobacterium tumefaciens strain LBA4404 as described 

by Nayeri et al., 2022. The T0 plants were screened and validated using PCR analysis of 

bar and pcoCas9 genes. The bacterial contaminations of to plants were examined using 

PCR analysis of the Vir G gene. The screening of T0 mutants and identification of mutation 

types in the PalCESA4-sgRNA target site gene were performed using heteroduplex PCR 

genotyping methods (Guo et al., 2018), amplification of PCR fragments using mutation site-

specific primers (MSBSP-PCR) (Bhattacharya and Van Meir, 2019) and sanger sequencing 

analysis. The sequence data of primer sets were presented in Table 1. The wood anatomy of 

the T0 mutant was investigated using light microscopy (LM) and field emission scanning 

electron microscopy (FE-SEM) analysis. The contents of lignocellulosic components were 

determined according to the TAPPI international standard guidelines. The cellulose 

crystallinity index (CrI) and its degree of polymerization (DPN, DPW, PDI) were determined 

using XRD analysis patterns and gel permeation chromatography (GPC), respectively. The 

statistical analysis was performed using one-way ANOVA analysis of variance and mean 

comparison based on LSD posthoc's minimum significant difference using SPSS IBM v. 

22.0 (SPSS Inc, Chicago, USA). The maximum significance level was set at 5% (p-value 

≤0.05). 

 

Results and discussion 
As shown in the PCR analysis results, 14 out of 15 regenerated T0 plantlets had DNA bands 

of PCR products belonging to bar and pcoCas9 genes. Furthermore, 11 out of 14 T0 plants 

showed a lack of DNA bands from the PCR2 products (196 bp), which indicates 

homozygous or biallelic mutations in T0 mutants. In the rest of the T0 plants, no mutation 

or heterozygous mutations were observed due to the sharp DNA bands from the PCR2 

products. The heteroduplex genotyping results showed the double DNA band of CESA-

PCR3 fragments (160 bp) in 5% agarose gel, indicating heterozygous mutation in the T0 

mutant poplar. However, the DNA hybridization in potent biallelic/homozygous T0 mutants 

indicates homozygous mutation in all 11 T0 mutants. Among the T0 mutants, we identified 



a homozygous T0 mutant plant (L7) with double deletion mutations in P435 and W436 

residues (Figure 3E). As the wood anatomy analysis results, the Vd value of the 

homozygous palCESA4P435del_W436del (L7) T0 plant showed a significant decrease of 74.85% 

compared with the WT. The cell wall area (21.89%), cell wall thickness (7.5%), cellulose 

content (approximately 44%), and CrI of cellulose (19.5%) significantly decreased. 

According to the previous reports, the knockdown or knockout of PtriCESA4, 

PtriCESA7a/b, and PtriCESA8a/b genes cause a remarkable decrease in the thickness of the 

cell wall and cellulose content (~90%), resulting in the production of unhealthy and 

abnormal mutants (Abbas et al., 2020; Xu et al., 2021). Our previous findings reveal that 

substitution and deletion of Trp436 and Pro437 residues in the binding site of CESA4-

specific P-CR domain led to a 13-25% decrease in the cellulose CrI from wood biomass of 

T0 poplar mutant (Nayeri et al., 2022). 

 

 

 

Conclusion 
These findings can be used in the production of gene-edited plants using the CRISPR/Cas9 

system with desirable traits such as low cellulose crystalization, leading to saving in costs 

and time in the pure cellulose extraction process and preparation of cellulose-based 

biomaterials. Therefore, this isa promising technology for the mass production of cellulose-

based products, which increases export volume and develop new and environmental-

friendly technologies in the country. 
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-Pدس جبیگبُ  CRISPR/Cas9سٍش   کبّص تجلَس سلَلض ثب ایجبد جْص حزفي ثب

CR  صیشٍاحذCESA4  صٌَثش سفیذ(Populus alba L.) 
 ‌3ضافز‌ػجبؼ‌س٥ؾ،‌2*‌،‌ثٟطاْ‌ثبغجبٖ‌وٟٙٝ‌ضٚظ1قٟٙٛـ‌٥٘ط٢

‌‌٣،‌سٟطاٖ،‌ا٤طاٖثٟكش‌س٥زا٘كٍبٜ‌ق٣‌ٟ،ؿش٤ظ‌٢زا٘كىسٜ‌ػّْٛ‌ٚ‌فٙبٚض‌٣،ب٢‌ٌ٥ٞفٙبٚض‌ؿز٤ػّْٛ‌ٚ‌ظ‌ٌط1‌ٜٚ

‌،‌ا٤طاٖ‌ع٤سجط،‌ع٤زا٘كٍبٜ‌سجط٢،‌زا٘كىسٜ‌وكبٚضظ٥ٌ‌٢ب٣ٞ،‌ٛسىِٙٛٛغ٥ٚ‌ث‌٢٘ػاز‌ٌطٜٚ‌ث2‌ٝ
‌ٌطٜٚ‌ػّْٛ‌زا٣ٔ،‌زا٘كىسٜ‌وكبٚضظ٢،‌زا٘كٍبٜ‌سجط٤ع،‌سجط٤ع،‌ا٤طا3‌ٖ

 

 
 چکیده

‌فطاٚاٖ ‌‌ؾِّٛع ‌ثٝ‌ٕٞٛد٣ّسط٤ٗ ‌عج٥ؼز‌اؾز‌وٝ ‌زض ‌ذغ٣ ‌٤ٚػ‌٣ٌػّز‌عج٥ؼز‌٥ٕ٘ٝ ؾبوبض٤س ٚ‌ ٞب‌‌٢ثّٛض٤ٗ

‌ٔٙحهطثٝ ‌ثٟطٜ‌ف٥ع٤ىٛق٥ٕ٥ب٣٤ ‌ثطا٢ ‌ٚ‌‌فطز ‌ؾٛذز‌ظ٤ؿش٣ ‌س٥ِٛس ‌وبغص، ‌ذ٥ٕط ‌چٛة‌ٚ ‌نٙب٤غ ‌زض ثطزاض٢

‌ؾطٔب٤ٝ ٚ‌ ‌دػٚٞكٍطاٖ ‌ٔٛضزسٛخٝ ‌ٕٞٛاضٜ ‌ا٤ٗ‌٘ب٘ٛؾِّٛع ‌ثب ‌اؾز. ‌ثٛزٜ ‌ثبلا‌٢ز٤ٛاضٜ‌‌ٌصاضاٖ ‌اؾشحىبْ حبَ،

ثطا٥ٍ٘ع‌زض‌س٥ِٛس‌ؾِّٛع‌ٚ‌سدع٤ٝ‌آٖ‌زض‌نٙب٤غ‌‌‌‌٣ِّٛٚ‌سجّٛض‌ثبلا‌٢ؾِّٛع‌ٕٞچٙبٖ‌اظ‌ٟٕٔشط٤ٗ‌ٔؿب٤ُ‌چبِفؾ

‌ٔحشٛا‌٢سطو٥جبر‌ ‌ؾ٣ِّٛ، ‌سغ٥٥طار‌ؾبذشبض‌٢ز٤ٛاضٜ ‌دػٚٞف، ‌ا٤ٗ ‌زض ‌ٞؿشٙس. ‌٘ب٘ٛؾِّٛع ٚ‌ ‌ث٥ٛاسبَ٘ٛ س٥ِٛس

ع‌٘بق‌٣اظ‌خٟف‌حصف‌ثب‌ضٚـ‌ا٥ِبف‌ؾِّٛ‌(DP)ٚ‌زضخٝ‌د٥ّٕط٤عٜ‌قسٖ‌‌(CrI)٥ٍِٙٛؾِّٛع،‌قبذم‌سجّٛض‌

-P)قس٥ٌ‌ٜب‌‌٣ٞ٘بح٥ٝ‌حفبظز‌436ٚ‌سط٤ذشٛفب435‌‌ٖٞب‌٢دط٥ِٚٗ‌‌زض‌اؾ٥سآ٤ٚCRISPR/Cas9‌ٝٙ٥ٔطا٤ف‌غٖ‌

CR)‌‌ ‌‌CESA4ظ٤طٚاحس ‌٘ؿُ ‌٥ٌبٜ ‌اؾبؼ‌٘شب٤ح، ‌ثط ‌قس. ‌ثطضؾ٣ ‌ؾف٥س ‌نٙٛثط ‌٥ٌبٜ ‌غT0‌‌٣٘زض ٤ٚطاؾشٝ

ؾبِٓ‌ثب‌لبث٥ّز‌ضقس‌عج٥ؼ‌٣ثٝ‌زؾز‌آٔس‌وٝ‌اظ‌٘ظط‌ٔؿبحز‌ز٤ٛاضPalCESA4P435del_W436del‌‌ٜٕٞٛظ٤ٍٛؼ‌

‌ؾ٣ِّٛ)‌89/21ؾ‌٣ِّٛ) ‌ضربٔز‌ز٤ٛاضٜ ‌‌5/7زضنس(، ‌)سمط٤جبً ‌ٔحشٛا‌٢ؾِّٛع ‌٥ٔعا44‌‌ٖزضنس(، ٚ‌ زضنس(

ٞب‌٢ا٤ٗ‌سحم٥ك‌ؾطآغبظ‌‌٢زاض‌٢٘كبٖ‌زاز.‌٤بفشٝ‌زضنس(‌٘ؿجز‌ث٥ٌ‌ٝبٜ‌قبٞس‌وبٞف‌ٔؼ5/19‌٣ٙسجّٛض‌ؾِّٛع‌)

‌٤ٚػ‌٣ٌٛةثطا‌٢س٥ِٛس‌چ ٞب‌٢ؾِّٛع‌٢ثطا‌‌٢ٞب‌٢ف٥ع٤ىٛق٥ٕ٥ب‌٣٤ٔغّٛة‌٥ٔىطٚف٥جط٤ُ‌ٞب٤ٚ‌٢طاؾشٝ‌غ‌٣٘ثب

‌.ٞب‌٢ٔرشّف‌٥ٌب‌٣ٞاؾز‌ثطزاض‌٢الشهبز‌٢زض‌ٌٛ٘ٝ‌ثٟطٜ

‌،‌نٙٛثط‌ؾف٥سCRISPR/Cas9،‌قبذم‌سجّٛض،‌CESA4زضخٝ‌د٥ّٕط٤عٜ‌قسٖ،‌٥ٍِٙٛؾِّٛع،‌‌:٢س٥و٢‌ّٞب‌ٚاغٜ

‌



 

 

‌(.Populus alba L)نٙٛثط‌ؾف٥س‌‌CESA4ظ٤طٚاحس‌‌P-CRزض‌خب٤ٍبCRISPR/Cas9‌‌ٜضٚـ‌‌‌وبٞف‌سجّٛض‌ؾِّٛع‌ثب‌ا٤دبز‌خٟف‌حصف‌٣ثب

 ٚ‌ٕٞىبضاٖقٟٙٛـ‌٥٘ط‌٢

46 

 

 

 هقذهِ

‌‌٤ه‌ٕٞٛد‌٣ّؾِّٛع ‌ذغ‌٣-Dؾبوبض٤س ٌّٛوبٖ

سط٤ٗ‌ٔبزٜ‌‌ػٙٛاٖ‌فطاٚاٖ‌اؾز‌وٝ‌ثٝ‌β(1 4)ثب‌د٥ٛ٘س‌

‌ ‌اظ ‌ظ٤بز٢ ‌ثرف ‌عج٥ؼز ‌زآ٣ِ ‌٣ؾِّٛ‌ٛاض٤ٜثبفز

ضا‌ثٝ‌ذٛز‌اذشهبل‌‌(زضنس‌42-55)چٛث‌‌٣بٞب٥ٌٖ

٣ٔ‌‌  ,Klemm et al., 2005; Somerville)زٞس

2006)ٕٝ٥٘‌ ‌ٔب٥ٞز ‌٤ٚػ‌٣ٌ. ‌ؾِّٛع، ٞب‌‌٢ثّٛض٤ٗ

‌فطاٚا‌٣٘ثبلا،‌ؾِٟٛز‌ ف٥ع٤ىٛق٥ٕ٥ب‌٣٤ٔٙحهطثٝ‌فطز،

‌ٔح٥ظ‌ ‌ثب ‌ؾبظٌبض٢ ‌سدس٤سدص٤ط٢، ‌زؾشطؾ٣، زض

‌٤ٚػ٣ٌ ‌ٟٕٔشط٤ٗ ‌خّٕٝ ‌ؾِّٛع‌‌ظ٤ؿز‌اظ ‌ثبِمٜٛ ٞب٢

‌ثطا‌٢ ‌چٛث٣ ‌٥ٌبٞبٖ ‌ث٥ٛٔبؼ ‌اظ ‌حبنُ عج٥ؼ٣

زض‌نٙب٤غ‌چٛة‌ٚ‌وبغص،‌٘ؿبخ٣،‌ػّْٛ‌‌ثطزاض‌٢ثٟطٜ

‌ٚ‌ ‌ظ٤ؿش٣ ‌ؾٛذز ‌س٥ِٛس ‌وكبٚضظ٢، ظ٤ؿش٣،

‌ ‌اؾز ‌ؾِّٛع٢  ,.Abitbol et al)٘ب٘ٛؾبذشبضٞب٢

2016; Littlewood et al., 2014; Trache et al., 

2020)‌ ‌زضذشبٖ .‌ ضقس‌‌ػّز‌ثٝ‌.Populus spنٙٛثط

‌ؾط٤غ ‌ا٘ٛاع‌، ‌ثب ‌ؾبظٌبض٢ ‌ض٤ٚك٣، ‌سىث٥ط لبث٥ّز

‌دطاوٙس‌٣ٌخغطاف٥ب‌٣٤ٚؾ٥غ،‌ ‌ٞٛا٣٤، قطا٤ظ‌آة‌ٚ

‌ٔٙجغ‌ ‌٥ٍِٙٛؾِّٛع٢، ‌ث٥ٛٔبؼ ‌س٥ِٛس ‌زض ‌ثبلا ػّٕىطز

‌قٕبض‌ ‌ثٝ ‌عج٥ؼ٣ ‌ؾِّٛع ‌س٥ِٛس ‌ثطا٢ ‌غ٣ٙ ظ٤ؿش٣

 Balatinecz et al., 2001; Etemadi et)ضٚ٘س‌‌٣ٔ

al., 2016; Ghanbary et al., 2012; Porth and 

El‐Kassaby, 2015).‌٣ٔد٥ف‌‌ ‌ؾبَ‌‌ث٣ٙ٥ ‌سب قٛز

٥ِ‌ٖٛ٥ّ٥ٔشط‌زض‌‌4/128س٥ِٛس‌ؾٛذز‌ظ٤ؿش‌٣ث2025‌‌ٝ

FAO, 2017; Littlewood et al., 2014‌‌ٚؾبَ‌

‌٘ب٘ٛف٥جط٤ُ ‌ٔب٘ٙس ‌ؾِّٛع٢ ‌٘ب٘ٛؾبذشبضٞب٢ ٞب‌‌٢س٥ِٛس

‌ ‌٘ب٘ٛوط٤ؿشبCNF‌َؾِّٛع٢ ‌ؾِّٛع‌‌٢ٚ ٞب٢

CNC٥ّ٥ٖٔٛ‌زلاض‌‌783ثٝ‌ث٥ف‌اظ‌‌(Markets and 

Markets, 2022)افعا٤ف‌٤بثس.‌ثٝ‌ٌعاضـ‌‌Market 

and Markets‌(2022اظ‌‌ ‌ؾِّٛع ‌نبزضار ‌٥ٔعاٖ ،)

زلاض‌ٚ‌ٚاضزار‌آٖ‌زضحسٚز‌‌64000ا٤طاٖ‌زض‌حسٚز‌

‌ٌعاضـ‌‌6/30 ‌ثٝ ‌ا٤طاٖ، ‌زض ‌اؾز. ‌زلاض ٖٛ٥ّ٥ٔ

‌ ‌ؾبَ ‌زض ‌سدبضر ٚ‌ ‌ٔؼسٖ ‌نٙؼز، ‌1400ٚظاضر

‌‌قٕؿ‌٣ث٥ف ‌ٚاحس‌س٥ِٛس‌٢زض‌‌1630اظ ٚ‌ وبضذب٘ٝ

ثٙس‌٢ثط‌اؾبؼ‌‌نٙب٤غ‌وبغص،‌ثٟساقش‌٣آضا٤ك‌٣ٚ‌ثؿشٝ

٥ّ٥ٖٔٛ‌سٗ‌ٔحه5‌‌َٛؾِّٛع‌فؼبَ‌ٞؿشٙس‌وٝ‌ث٥ف‌اظ‌

‌وٙٙس.‌‌ؾبذشٝ‌قسٜ‌اظ‌ؾِّٛع‌ضا‌س٥ِٛس‌٣ٔ

‌ٞع٤ٙٝ ‌نطف ‌اؾبؼ، ‌ا٤ٗ ‌ٚ‌‌ثط ‌ظ٤بز ‌ظٔبٖ ٚ‌ ٞب

‌ؾ‌٣ِّٛ ‌ز٤ٛاضٜ ‌اظ ‌ؾِّٛع ‌سدع٤ٝ ٚ‌ ‌س٥ِٛس زقٛاض٢

ٞب‌٢ٔىب٥٘ى٣،‌ق٥ٕ٥ب‌٣٤ٚ‌‌بٞبٖ‌ثب‌ضٚـٔؿشحى٥ٌ‌ٓ

ٟٓٔ‌ ‌اظ ‌الشهبز‌٢زض‌‌سط٤ٗ‌‌ظ٤ؿش٣ ‌نطفٝ ‌ػسْ زلا٤ُ

نٙؼش‌٣ث٥ٛاسبَ٘ٛ‌ٚ‌٘ب٘ٛؾِّٛع‌اظ‌ث٥ٛٔبؼ‌‌س٥سِٛچطذٝ‌

 Bali et al., 2016; Kumar)٥ٌبٞبٖ‌چٛث‌٣اؾز‌

et al., 2009)سحم٥مبر‌ .‌٣ٔ‌ ‌٥ٔعاٖ‌‌٘كبٖ زٞس،

‌٥ٔعاٖ‌ ‌سٛؾظ ‌ؾ٣ِّٛ ‌ز٤ٛاضٜ ‌ؾرش٣ ٚ‌ اؾشحىبْ

‌ث٥ٛٔبؼ ٥ٍِٙٛؾِّٛع٥ٌ‌٢بٞبٖ‌‌اخعا‌٢سكى٥ُ‌زٞٙسٜ

‌ؾ ‌ؾِّٛع‌ٕٞچٖٛ ‌سجّٛض ‌زضنس ،ٗ٥ٍٙ٥ِ‌ ‌ثبلا٢ غح

CrI‌‌ ‌ؾِّٛع ‌قسٖ ‌د٥ّٕط٤عٜ ‌زضخٝ ٚDP‌‌ٗسؼ٥٥

‌ؾِّٛع،‌‌٣ٔ ‌س٥ِٛس ‌٥ٔعاٖ ‌زض ‌ظ٤بز٢ ‌سأث٥ط ‌وٝ قٛز

‌ ‌آٖ‌زاضز ‌سدع٤ٝ  Chang and)و٥ف٥ز‌اؾشرطاج‌ٚ

Holtzapple, 2000; Laureano-Perez et al., 

2005; Vermerris and Abril, 2015)‌ٚزض‌ع‌٣ز‌.

‌ز‌٣ّ٥ِ ‌قسٜ، ‌ث٥بٖ ‌ٔكىلار ٚ‌ ‌ٔؿبئُ ‌ٌصقشٝ، زٞٝ

‌غٖ ‌ٔغبِؼٝ ‌ثب ‌دػٚٞكٍطاٖ ‌وٝ ‌اؾز ‌ضٔع‌‌قسٜ ٞب٢

‌دطٚسئ٥ٗ ‌زض٥ٌط‌‌وٙٙسٜ ‌سٙظ٥ٓ‌وٙٙسٜ ٞب‌٢ؾبذشبض‌٢ٚ

‌ث٥ ‌ٔؿ٥ط ‌زض‌زض ‌ثب٤ٛ٘ٝ ٚ‌ ‌ا٥ِٚٝ ‌ؾ٣ِّٛ ‌ز٤ٛاضٜ ٛؾٙشع

‌ ‌ٔب٘ٙس ‌ٔسَ ‌٥ٌArabidopsis thalianaبٞبٖ
‌ ‌Oryzae sativa‌‌ٚ)آضاث٥سٚدؿ٥ؽ(، )ثط٘ح(

Populus trichocarpaثطا‌٢اضائٝ‌ضاٜ‌حُ‌ٔٙبؾت‌‌
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 Bjurhager et al., 2010; Leple et)ٌبْ‌ثطزاض٘س‌

al., 2007; Petersen et al., 2012; Sakamoto et 

al., 2018; Simmons et al., 2010)‌،َا٤ٙحب‌ ‌ثب .

‌وبٞف‌ٔمبٚٔز‌ ‌ثٝ ‌ؾ٣ِّٛ ‌ز٤ٛاضٜ ‌ؾبذشبض ‌زض سغ٥٥ط

ٔىب٥٘ى٣،‌سٛلف‌ضقس‌ٚ‌سأث٥ط‌ٔٙف‌٣زض‌ٔؿ٥ط‌ضقس‌ٚ‌

ٔ‌ ‌ٔٙدط ‌٥ٌبٜ ‌‌٣سٕب٤ع  ;Abbas et al., 2020)قٛز

Wang et al., 2016; Wang et al., 2014; Xie 

and Peng, 2011)ٓؾ٥ؿش‌ ‌اظ ‌اؾشفبزٜ ‌ٚخٛز ‌ثب .‌

RNAٚ‌‌ؾٙؽ‌RNAؾٙؽ‌‌آ٘ش‌٣(Baucher et al., 

1996; Lapierre et al., 1999; Pilate et al., 

2002; Van Doorsselaere et al., 1995)‌‌ٚ

‌ ‌سساذُ ‌ؾغح‌‌RNA‌RNAiفٙبٚض٢ ‌وبٞف زض

mRNA‌ٖ٥ٍٙ٥ِٗ‌ٚ‌‌غ‌ ‌ث٥ٛؾٙشع ‌ٔؿ٥ط ‌زض ٞب‌٢زض٥ٌط

 ,.Hinchee et al., 2009; Hu et al)‌ؾِّٛع‌٣ٕٞ

1999; Lee et al., 2009)‌ٚٔكىلار‌س٥ِٛس‌ؾِّٛع‌‌،

‌ٚ‌ ‌اضظقٕٙس‌حُ‌٘كسٜ ‌ا٤ٗ‌ٔحهَٛ ‌ثطزاض‌٢اظ ثٟطٜ

‌ٕٞچٙبٖ‌ثبل‌٣اؾز.

‌آضاث٥سٚدؿ٥ؽ‌ٚ‌ ‌زض ‌ؾِّٛع ‌ث٥ٛؾٙشع ‌ٔؿ٥ط ٔغبِؼٝ

‌DPزٞس‌وٝ‌زضنس‌قبذم‌سجّٛض‌ٚ‌‌نٙٛثط‌٘كب٣ٔ‌ٖ

ٔ‌ ‌سؼسز ٚ‌ ‌ز٤ٛاض٥‌‌ٜىطٚف٥جط٤ُؾِّٛع ‌ؾبذشبض ‌زض ٞب

ؾ‌٣ِّٛثٝ‌٘حٜٛ‌اسهبَ‌ٚ‌آضا٤ف‌ظ٤طٚاحسٞب‌٢آ٘ع٤ٓ‌

‌ ‌ؾٙشبظ ‌ؾبذشبض‌‌A‌CESAؾِّٛع ‌سكى٥ُ زض

‌ؾبذشبض‌‌CSCوٕذّىؽ‌ؾِّٛع‌ؾٙشبظ‌ وٝ‌انغلاحبً

٣ٔ‌ ‌‌ضظر‌٘ب٥ٔسٜ ‌ثؿش‌٣ٍزاضز  ,.Luan et al)قٛز،

2011; Scanlon and Timmermans, 2013; 

Speicher et al., 2018).‌٣ٔ‌ ‌٘كبٖ زٞس‌‌ٔغبِؼبر

‌ ‌‌18وٝ ‌-‌‌Dط٥ٜظ٘د‌٤36ب ‌٤ه‌ٌّٛوبٖ ‌اظ ؾِّٛع

ؾبذشبض‌قف‌ٚخ‌٣ٟحب‌٢ٚقف‌وٕذّىؽ‌دطٚسئ‌٣ٙ٥

CSCغكب‌‌ ‌ثٝ ‌زض‌‌،٣٤دلاؾٕب‌٢ٔشهُ ٚ‌ ‌قسٜ ؾٙشع

‌ٔ‌ز٤ٛاضٜ ‌سدٕغ ‌‌ٞط‌.بثٙس٣‌٤ؾَّٛ ‌CSCؾبذشبض

‌اظ ؾِّٛع‌‌٤ٓ٘عآ‌٥ٙ٣دطٚسئ‌طٚاحس٤ظ‌٤‌6ب‌‌3ٔشكىُ

‌ ‌CESA‌ٌّؾٙشبظ ‌ذب٘ٛازٜ ‌‌2سطا٘ؿفطاظ‌٤ُىٛظ٥ثٝ

ث٣‌‌ٝؾبذشبض‌قف‌ٚخٟ‌ه٤وٝ‌ثٝ‌قىُ‌‌سؼّك‌زاضز

 Burn)ٔشهُ‌ٞؿشٙس‌‌ٍط٤ىس٤ثrosette‌‌ٝ٘بْ‌ضظر‌

et al., 2002; Hill et al., 2014; Nixon et al., 

سٜ‌ضٔعوcesA‌ٙٙغP. trichocarpa‌18‌‌ٖزض‌‌.(2016

‌ا٥ِٚٝ‌‌ا٤عٚفطْ ‌ؾ٣ِّٛ ‌ز٤ٛاضٜ ‌زض ‌ؾٙشبظ ‌ؾِّٛع ٞب٢

PCW‌‌ ،‌CESA1A/Bقبُٔ

CESA3C/D،CESA6 ‌‌ٝؾ‌٣ِّٛثب٤ٛ٘‌ ‌ز٤ٛاضٜ ٚ‌زض

SCW‌‌ ‌CESA4قبُٔ ،CESA7A/B‌‌ٚ

CESA8A/Bقٙبؾب‌٣٤قسٜ‌اؾز‌‌،(Abbas et al., 

2020; Djerbi et al., 2005; Song et al., 2010; 

Suzuki et al., 2006; Xi et al., 2017)‌ ‌٣ثطضؾ.

‌ضظر‌ ‌CSC‌ٔؾبذشبض ‌زٔ‌زٞس‌٣٘كبٖ ‌٥ٗ‌P-CRوٝ

‌اذشهبن ‌اسهبَ ‌٢‌‌ٚطٚاحسٞب٤ظ‌٣زض ‌ؾٙشبظ ؾِّٛع

 ,.Kurek et al)٘مف‌زاضز‌ؾبذشبض‌وٕذّىؽ‌‌٥ُسكى

2002; Purushotham et al., 2016; 

Sethaphong et al., 2013)‌ .Purushotham‌‌ٚ

(‌ ‌اِىشط2020‌٣ٕ٘ٚٞىبضا٘ف ‌٥ٔىطٚؾىٛح ‌ثب )

cryo-EM‌‌ٗز٥ٔ‌ ‌زاز٘س‌وٝ ‌سكىP-CR‌‌ُ٥٘كبٖ زض

زذبِز‌زاضز.‌‌CESA8ٕٞٛزا٤ٕط‌ث٥ٗ‌ظ٤طٚاحسٞب‌٢

‌ ‌ثب ‌اسهبَ ‌٤ه‌خب٤ٍبٜ ‌ٔب ‌د٥ك٥ٗ، ‌ٔغبِؼٝ اؾ٥س‌‌4زض

‌Pro435, Trp436 Pro437, Gly438آ٥ٔٙٝ‌ٔؿشؼس‌

‌ ‌٘بح٥ٝ ‌‌turnزض ‌‌P-CRز٥ٔٗ ‌CESA4ظ٤طٚاحس

‌ٞشطٚز٤ٕط‌ ‌سكى٥ُ ‌زض ‌وٝ ‌وطز٤ٓ ‌قٙبؾب٣٤ نٙٛثط

CESA4‌‌ ٚCESA8‌‌ٗا٤‌ ‌٘شب٤ح ‌ٞؿشٙس. زذ٥ُ

‌ ‌خٟف‌ثب ‌ا٤دبز ‌وٝ ؾ٥ؿشٓ‌‌ضٚـ‌دػٚٞف‌٘كبٖ‌زاز

‌ ‌غٖ ‌دب٢‌ِٞب‌سٙبٚة٤ٚطا٤ف زاض‌‌فبنّٝ‌ٙسض٥ْٚوٛسبٜ

‌ذٛقٝ ‌ا‌ٔٙظٓ ‌وط٤ؿذط ‌ثب ‌ٔطسجظ ‌٢9/دطٚسئ٥ٗ

CRISPR/Cas9‌‌ٖ436زض‌زٚ‌اؾ٥س‌آ٥ٔٙٝ‌سط٤ذشٛفب‌

‌ ‌دط٥ِٚٗ ٚ437‌٣ٔ‌‌ٚ‌ ‌ضقس ‌٘طخ ‌زض ‌سغ٥٥ط ‌ثٝ سٛا٘س

‌ز٤ٛاضٜ‌ ‌ضربٔز ‌زض ‌سغ٥٥ط ‌٥ٌبٜ، ‌فشٛؾٙشع ؾطػز

‌ؾَّٛ ‌لغط ‌آثىف،‌‌ؾ٣ِّٛ، ٚ‌ ‌آٚ٘سٞب‌٢چٛث٣ ٞب٢



 

 

‌(.Populus alba L)نٙٛثط‌ؾف٥س‌‌CESA4ظ٤طٚاحس‌‌P-CRزض‌خب٤ٍبCRISPR/Cas9‌‌ٜضٚـ‌‌‌وبٞف‌سجّٛض‌ؾِّٛع‌ثب‌ا٤دبز‌خٟف‌حصف‌٣ثب

 ٚ‌ٕٞىبضاٖقٟٙٛـ‌٥٘ط‌٢

44 

 

 

ٔحشٛا‌٢سطو٥جبر‌٥ٍِٙٛؾِّٛع٥ٔ‌ٚ‌٢عاٖ‌سجّٛض‌ا٥ِبف‌

‌.‌Nayeri et al., 2022ؾِّٛع‌زض‌نٙٛثط‌ٔٙدط‌قٛز‌

‌ ‌دط٥ِٚٗ ‌آ٥ٔٙٝ ‌اؾ٥س ‌زٚ ‌دػٚٞف، ‌ا٤ٗ 435‌‌ٚزض

‌ ‌‌436سط٤ذشٛفبٖ ‌ز٥ٔٗ ‌‌P-CRزض ‌CESA4ظ٤طٚاحس

‌ ‌ؾف٥س ‌٤ٚطا٤ف‌‌.P. alba Lنٙٛثط سٛؾظ‌ؾ٥ؿشٓ

ثطا‌٢ا٤دبز‌خٟف‌٘ٛوّئٛس٥سCRISPR/Cas9‌‌٢غٖ‌

‌اؾ٥سآ٥ٔٙٝ ‌سأث٥ط‌‌ٚ ‌قس. ‌زازٜ ‌لطاض ‌ٞسف ‌ٔٛضز ا٢

‌اؾ٥سآ٥ٔٙٝ ‌خٟف ‌ا٤ٗ ‌اظ ‌حبنُ ‌قبُٔ‌‌فٙٛس٥ذ٣ ا٢

ٞب‌٢ٔٛضفٛف٥ع٤ِٛٛغ٤ه‌٥ٌبٜ،‌ؾبذشبض‌ز٤ٛاض٤ٚ‌‌ٜػ٣ٌ

ؾ٣ِّٛ،‌ٔحشٛا٥ِ‌٢ٍٙٛؾِّٛع٢،‌ؾغح‌سجّٛض‌ؾِّٛع‌ٚ‌

‌٥ٌبٞبٖ‌ ‌زض ‌قسٖ‌ؾِّٛع ‌د٥ّٕط٤عٜ ٤ٚطاؾشT0‌‌ٝزضخٝ

‌٤بفشٝغ‌٣٘ؾبِ ‌ٔب‌٣٘ٔغبِؼٝ‌قس. ٞب‌‌٢ٓ‌ٚ‌لبث٥ّز‌ظ٘سٜ

سٛا٘س‌زض‌س٥ِٛس‌٥ٌبٞب٤ٚ‌ٖطاؾشٝ‌غ‌‌٣٘ا٤ٗ‌دػٚٞف‌٣ٔ

‌ ‌‌ثب ‌نفبر‌ٔغّٛة‌‌CRISPR/Cas9ضٚـ‌ؾ٥ؿشٓ ثب

‌وبٞف‌ؾغح‌ ‌قٛز. ‌اؾشفبزٜ ‌دب٥٤ٗ‌ؾِّٛع ٔب٘ٙس‌سجّٛض

سجّٛض‌ؾِّٛع‌زض‌زضذز‌نٙٛثط‌ثب‌اضظـ‌الشهبز‌٢ثبلا‌

‌ؾ‌٣ٔ ‌س٥ِٛس ‌ٞب٢ ‌ٞع٤ٙٝ ‌وبٞف ‌ثٝ ‌ٚ‌سٛا٘س ِّٛع

‌ضاٍٞكب‌‌٢فطآٚضزٜ ٚ‌ ‌ٕ٘ٛزٜ ‌وٕه ‌ؾِّٛع٢ ٞب٢

‌افعا٤ف‌ ‌ؾِّٛع، ‌ثط ‌ٔجش٣ٙ ‌ٔحهٛلار ‌ا٘جٜٛ س٥ِٛس

‌فٙبٚض٢ ‌سٛؾؼٝ ٞب‌‌٢نبزضار‌ٔحهٛلار‌ؾِّٛع‌٢ٚ

‌٤ٛ٘ٗ‌ٚ‌زٚؾشساض‌ٔح٥ظ‌ظ٤ؿز‌زض‌وكٛض‌قٛز.‌‌

‌‌

 ّب هَاد ٍ سٍش
 اختصبصي sgRNAطشاحي 

sgRNA‌‌ٗدط٥ِٚ‌ ‌اؾ٥سآ٥ٔٙٝ اذشهبن‌٣ثطا‌٢زٚ

435‌‌ ‌سط٤ذشٛفبٖ ‌سحز‌‌436ٚ ‌اثعاضٞب٢ ‌ثب ٔفطٚو

‌ ‌قبُٔ ‌CRISPRdirectٚة

(https://crispr.dbcls.jp/)‌(Naito et al., 2015)،‌

CHOPCHOP‌(https://chopchop.cbu.uib.no/‌)

(Labun et al., 2019)‌‌ ٚCRISPOR-Tefor‌

(http://crispor.tefor.net)‌(Concordet and 

Haeussler, 2018)‌‌ ‌قس. ‌غ٣‌ٖسٛاِعطاح٣

PalCESA4زؾشطؾ‌‌٣‌ ‌قٕبضٜ ثب

XM_035060298.1‌ِسٛا‌ ‌ثب ‌٢ا‌٥ٝٙسآ٥ٔاؾ‌٣ٔشٙبظط

‌ٍب٤ٜدبزض‌‌XP_034916189آٖ‌ثٝ‌قٕبضٜ‌زؾشطؾ‌٣

GenBank‌‌ ‌عطاح‌NCBIزض ‌٣‌sgRNAثطا٢

‌قس‌اؾشفبزٜ ‌ز٥ٔٗ‌. ‌زض ‌قٙبؾب‌٣٤قسٜ ‌اسهبَ خب٤ٍبٜ

P-CRعَٛ‌‌ث2246‌ٝ-2227زض‌ٔٛلؼ٥ز‌٘ٛوّئٛس٥س‌‌٢

لطاض‌زاضز.‌‌PalCESA4٘ٛوّئٛس٥س‌زض‌سٛا‌٣ِغ20‌‌ٖ

 P. trichocarpa vغ٣‌‌ْٛ٘سٛا٢‌ِٞب‌اعلاػبر‌زازٜ

4.1 (Phytozome genome ID: 533; NCBI 

taxonomy ID: 3694)‌(Tuskan et al., 2006)‌
‌اذشهبن‌‌٣ثٝ ‌خب٤ٍبٜ ‌سؼ٥٥ٗ ‌زض ‌ٔٙجغ ‌غْ٘ٛ ػٙٛاٖ

sgRNA‌ٜخب٤ٍب‌ ‌قس.‌ٚ ٘ٛع‌‌ٞب‌٢غ٥طٞسف‌اؾشفبزٜ

‌سٛا٥ٗ‌Cas‌ِدطٚسئ ٚ٣‌PAM‌ٝا٘سٚ٘ٛوّئبظ‌‌ت٥سطس‌ث

Cas9٢ٔشؼّك‌ثٝ‌ثبوشط‌‌Streptococcus pyogenes‌

‌سٛاِ‌اؾشفبزNGG-3'5‌ٜ-'‌ف٥ٚ‌ٔٛس ‌٣‌sgRNAقس.

‌20وٙٙسٜ‌ثٝ‌ع٣٤‌‌َٛٞسف‌قٙبؾب‌٣سٛاِ‌ه٤ثب‌سٟٙب‌

‌PAM+س٥٘ٛوّئٛس ‌‌PAM+س٥٘ٛوّئٛس‌12، ٚ8‌

‌اذشهبن‌sgRNAثٝ‌ػٙٛاPAM‌‌ٖ+س٥٘ٛوّئٛس ‌ز٥ثب

 -′5قبsgRNA‌‌+PAM‌‌ُٔسٛا‌‌٣ِقس.‌ٔكرمثبلا‌

3′- TGGCAGGATGGTACCCCATGGCC‌
‌اؾز.‌

 ّبی غیشّذف  ضٌبسبیي جبیگبُ

‌‌خب٤ٍبٜ ‌ٔؿشؼس ‌غ٥طٞسف ‌sgRNAٞب٢

‌ ‌سٛا٣ِ ‌قٙبؾب٣٤ ‌ٔجٙب٢ ‌ثط زض‌‌PAMاذشهبن٣

‌P. trichocarpa ver. 4.1ٞب‌٢غْ٘ٛ‌‌اعلاػبر‌زازٜ

(Phytozome genome ID: 533)‌‌ٜدب٤ٍب‌ زض
sPta717 Variant DB‌

(http://aspendb.uga.edu/s717)قس‌‌‌ ا٘دبْ

https://crispr.dbcls.jp/
https://chopchop.cbu.uib.no/
http://crispor.tefor.net/
http://aspendb.uga.edu/s717
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(Tuskan et al., 2006).‌ٜٞب‌٢قٙبؾب‌٣٤قسٜ‌‌خب٤ٍب

وٝ‌ث٥ف‌‌NGG‌‌ٚNAGثب‌سٛاPAM‌‌٣ِثسٖٚ‌سٛا‌٣ِ

‌ ‌‌4اظ ‌حسالُ ‌٤ب ٚ‌ ‌زاض٘س ‌ٔكبثٝ ‌غ٥ط ‌2٘ٛوّئٛس٥س

‌ ‌اظ ‌٘بح4‌‌ٝ٥-3٘ٛوّئٛس٥س ‌زض ‌غ٥طٔكبثٝ ٘ٛوّئٛس٥س

‌ثٝ ‌غ٥طٞسف‌اؾشفبزٜ‌‌ٞسف٥ٍط‌٢ٞؿشٙس، ‌سٛا٣ِ ػٙٛاٖ

‌ ‌٘شب٤ح،‌(Hsu et al., 2013)٘كس ‌اؾبؼ ‌ثط .

‌‌خب٤ٍبٜ ‌ثطا٢ ‌ٞسف ‌غ٥ط ‌٘ظط‌‌sgRNAٞب٢ ٔٛضز

‌قٙبؾب‌٣٤٘كس.
 ضذُ استفبدُ یذّبیٍ پلاسو یثبکتش ِیسَ

‌ٕٞؿب٣‌ٝ٘ع ‌ث‌٢ؾبظ‌ٔطاحُ ‌٘بلُ ‌ؾبذز ‌٣ب٥٘ٚ

وبؾز‌حب‌CRISRPR/Cas9‌‌٢ٚت٥٘ٛسطو‌٣٤زٚسب

‌ثبوشطاذشهبن٣‌sgRNA‌‌٣ب٥٘ث ‌٤ٝؾ٢‌E. coli‌ٛاظ

DH5α‌‌ ‌قس. ‌‌ثٝاؾشفبزٜ ‌ا٘شمبَ‌غٖ‌ث٥ٌ‌ٝبٜ  .Pٔٙظٛض

alba‌ ‌ثبوشط٢ ‌اظ ،A. tumefaciens‌‌ٝؾ٤ٛ

LBA4404ث٥ٕبض‌٢‌ ‌لسضر ‌ثب ‌دب٥٤ٗ‌)اوشٛد٥ٗ( ‌ظا٣٤

‌ ‌حب٢ٚ ‌وٕى٣ ‌د٥ف‌pTiAch5دلاؾ٥ٕس ظ٥ٔٙٝ‌‌زض

‌ ‌آ٘ش‌٣،Ach5وطٚٔٛظ٣ٔٚ ‌ثٝ ‌ٔمبٚٔز ث٥ٛس٥ه‌‌غٖ

‌ ‌ث٥ٛس٥ه‌‌(rif)ض٤فبٔذ٥ؿ٥ٗ ‌آ٘ش٣ ‌ثٝ ‌ٔمبٚٔز ‌غٖ ٚ

‌‌(strB)اؾشطدشٛٔب٤ؿ٥ٗ‌ ‌قس  Hoekema et)اؾشفبزٜ

al., 1983; Ooms et al., 1982)‌ ٘بلُ‌.

 .٢‌pUC19 (2686bp)‌(Cat Noؾبظ‌ٕٞؿب٘ٝ

SD0061ز‌،‌قطوThermo Scientific™‌،USA)‌

‌ ‌ثٚ ‌٣‌pFGC-pcoCas9 (13330bp)ب٥٘٘بلُ

‌‌ثٝسطس٥ت‌‌ثٝ ‌٘بلُ ‌‌ٕٞؿب٘ٝػٙٛاٖ ٥ٌب٣‌‌٣ٞب٥٘ثؾبظ‌٢ٚ

‌اؾز‌ ‌قسٜ  ,.Li et al., 2013; Li et al)اؾشفبزٜ

2015b; Yoo et al., 2007)‌.‌
 ‌CRISPR/Cas9ؾبذز‌٘بلُ‌ث٥ب‌٣٘٘ٛسطو٥ت

‌sgRNAزض‌زاذُ‌وبؾز‌ث٥بcrRNA‌‌٣٘سٛا‌٣ِ

‌ ‌عَٛ ‌‌417)ثٝ ‌د٥كجط ‌ٔبث٥ٗ )ثAtU6-1‌‌ٝخفز‌ثبظ(

‌‌305عَٛ‌ ‌٘بح٥ٝ )اؾىبفِٛس‌‌tracrRNAخفز‌ثبظ(،

RNA‌‌ ‌عَٛ ‌ذبس76‌‌ٕٝثٝ ‌٤ه‌سٛا٣ِ ٚ‌ خفز‌ثبظ(

‌ا٥ٍِٛ ‌‌dT-زٞٙسٜ ‌عَٛ ‌‌8)ثٝ ‌ثب ‌ثبظ( ضٚـ‌‌خفز

SOEing-PCRٚاوٙف‌‌‌ ٚ‌ ‌زٔب٣٤ ‌ثط٘بٔٝ ‌قس. زضج

PCR‌‌ ‌اظ ‌ٔطحّٝ ‌ٞط ٔغبثك‌ضٚـ‌‌Soeing-PCRزض

‌اؾز‌ ‌قسٜ ‌ا٘دبْ ‌د٥ك٥ٗ ‌ٔغبِؼٝ ‌زض ‌قسٜ اسربش

(Nayeri et al., 2022)آغبظٌطٞب‌٢‌ ‌ٔكرهبر .

‌ ‌ٚاوٙف ‌ٔؼىٛؼ ٚ‌ زض‌‌SOEing-PCRٔؿشم٥ٓ

‌د٥ف‌ؾبذز‌٘بلُ‌ث٥ب1‌٣٘خسَٚ‌) (‌اضائٝ‌قسٜ‌اؾز.

‌ ‌ث٥ب٣٘ ‌وبؾز ‌غsgRNA‌‌ٖ٘ٛسطو٥ت، اذشهبن٣

CESA4‌‌ ‌٘بلُ ‌سٛاpUC19‌‌٣ِزض ٚ‌ ‌ؾبظ٢ ٕٞؿب٘ٝ

‌ ‌ثDNA‌ٝ٘ٛوّئٛس٥س٢ ‌زٚثبض‌‌دلاؾ٥ٕس٢ نٛضر

‌ٔؼىٛؼ‌ ٚ‌ ‌ٔؿشم٥ٓ ‌آغبظٌطٞب٢ ‌ثب ٚ‌ ذٛا٘ف

M13pUC‌‌ ‌)قطوز‌‌ثب ‌،BGI Groupضٚـ‌ؾٍٙط

‌سٛا٣ِ ‌سٛا‌٣ِچ٥ٗ( ‌٘شب٤ح ‌سأ٥٤س ‌دؽ ‌قس. ٤بث٤‌‌،٣بث٣

‌EcoRIضٚـ‌ثطـ‌آ٘ع‌٣ٕ٤ٔضبػف‌‌وبؾز‌ث٥ب‌٣٘ثب‌

‌ٚXbaI‌‌ُٚ‌زض‌٘بل‌ ‌قسٜ اظ‌٘بلُ‌ٕٞؿب٘ٝ‌ؾبظ‌٢خسا

‌ ‌ؾبظpFGC-pcoCas9‌‌٢ث٥ب٣٘ ‌ٕٞؿب٘ٝ ‌قس. زضج

 .E٘ٛسطو٥ت‌زض‌ثبوشطCRISPR/Cas9‌‌٢٘بلُ‌ث٥ب‌٣٘

coli strain DH5α‌‌ٗاِىشطٚدٛض٤ك‌ ‌زؾشٍبٜ ثب

Micropluser‌ ،Hercules‌ ،(Bio-Rad‌،وب٥ِفٛض٥٘ب‌ ،

USA)‌‌ ‌ذبظ٣٘ ‌ظطف٥ز ‌ثب ‌اِىشط٤ى٣ ‌دبِؽ ‌25ثٝ

‌ ‌ِٚشبغ ‌‌٥ٔ5/2ىطٚفبضاز، ‌ٔمبٚٔز ٚ‌ ‌ِٚز ‌200و٥ّٛ

‌ ‌قس ‌ا٘دبْ  ;Green and Sambrook, 2020)اٞٓ

Sambrook et al., 1989; Sambrook and 

Russell, 2006)ٕٝ٘ٞؿب‌ ‌عط٤ك‌‌. ‌اظ ‌٘ٛسطو٥ت ٞب٢

ٚ‌ثب‌ضٚـ‌‌(Kan)ث٥ٛس٥ه‌وب٘بٔب٤ؿ٥ٗ‌‌ٌع٤ٙف‌ثب‌آ٘ش٣

ثب‌آغبظٌطٞب‌٢ٔؿشم٥ٓ‌ٚ‌ٔؼىٛؼ‌لغؼPCR‌‌ٝو‌٣ّٙ

(‌سأ٥٤س‌قس.‌ٕ٘ب‌٢قٕبس٥ه‌1خفز‌ثبظ‌)خس127‌‌َٚ

‌ ‌٘ٛسطو٥ت ‌زٚسب٣٤ ‌ث٥ب٣٘ ‌٘بلُ ‌CRISPR/Cas9اظ

‌ ‌وبؾز‌ث٥ب٣٘ ‌قىsgRNA‌‌ُحب٢ٚ ‌زض اذشهبن٣

‌ثٝ‌(1) ٔٙظٛض‌زؾش٥بث‌٣ثٝ‌و‌‌٣ّٙ٘كبٖ‌زازٜ‌قسٜ‌اؾز.
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٘ٛسطو٥ت‌آٌطٚثبوشط٤ْٛ‌حب‌٢ٚ٘بلُ‌ث٥ب‌٣٘٘ٛسطو٥ت‌

pFGC-pcoCas9‌ ،DNA‌‌ -pFGCدلاؾ٥ٕس٢

pcoCas9‌‌ ‌ث٥ب٣٘ ‌وبؾز ‌حب٢ٚ ‌gRNA٘ٛسطو٥ت

‌ ‌غٖ ‌‌PalCESAاذشهبن٣ ضٚـ‌اِىشطٚدٛض٤كٗ‌‌ثب

‌ ‌ثبوشط٢ ‌‌A. tumefaciensزض ‌LBA4404ؾ٤ٛٝ

‌.(Lin, 1995; Lurquin, 1997)ٕٞؿب٘ٝ‌ؾبظ‌٢قس‌

‌اِىشطٚدٛض٤كٗ‌ ‌Micropluser)زؾشٍبٜ ،Hercules‌،

Bio-Rad‌ ‌وب٥ِفٛض٥٘ب، ،USA)ثٝ‌دبِؽ‌اِىشط٤ى‌٣ثب‌‌

و٥ِّٛٚز‌‌٥ٔ7/16ىطٚفبضاز،‌ِٚشبغ‌‌‌25ظطف٥ز‌ذبظ٣٘

‌ٔمبٚٔز‌ ‌ٕٞؿب200‌ٝ٘ٚ ‌سٙظ٥ٓ‌ٚ ٞب‌٢٘ٛسطو٥ت‌‌اٞٓ

‌ ‌ٔح٥ظ ‌YM/Agar/Rif/Strep/Kan‌‌ٚزض ٌع٤ٙف

‌ ‌و٣ّٙ ‌ضٚـ ‌PCR‌‌ٚثب ‌ٔؿشم٥ٓ ‌آغبظٌطٞب٢ ثب

 (‌سأ٥٤س‌قس٘س.1خفز‌ثبظ‌)خس127‌‌َٚٔؼىٛؼ‌لغؼٝ‌

‌دؿب ‌ؾْٛ ‌س٥ٕبض ٚ‌ ‌ٔحُ‌ثطزاقز‌قس ‌اظ ة‌نٙؼش‌٣وٝ

ذطٚخ‌٣دؿبة‌وبضذب٘ٝ‌چٛة‌ٚ‌وبغص‌ثطزاقز‌قس.‌

‌ثٝ‌دؿبة ‌خٕغ‌ٞب ‌ٔبٞب٘ٝ ‌زثٝ‌نٛضر ‌زض ٚ‌ ٞب‌‌٢آٚض٢

‌ٔرهٛل‌ٍٟ٘ساض‌٢قس٘س.
 

‌

‌٥ِؿز‌آغبظٌطٞب‌٢اؾشفبزٜ‌قسٜ‌-1خسَٚ‌
Table 1. The list of primer sets used in the experiments 

‌PCRا٘ساظٜ‌ٔحهَٛ‌

‌)خفز‌ثبظ(
‌غٖ ٘بْ‌آغبظٌط (’3 ’5) سٛا‌٣ِ  قٕبضٜ

 SOEing-PCRآغبظٌطٞب‌٢

345 
ACCGGAATTCGAGCTCAGAAATCTCA PU6_F ‌َٛٔحهPCR٘بح٥ٝ‌د٥كجط‌‌(AtU6-

 (sgRNAوبؾز‌ث٥ب1‌‌٣٘
1 CCAGGCCATGGGGTACCATCCTGAATCAC

TACTTCGTCTCTAACCA 
gRNA_R 

127 
CAGGATGGTACCCCATGGCCTGGGTTTTA

GAGCTAGAAATAGCAAG 
gRNA_F 

)٘بح٥ٝ‌اؾىبفِٛس‌‌PCRٔحهَٛ‌

‌(sgRNAوبؾز‌ث٥ب‌٣٘
2 

ACGGTCTAGAAGCTTCTGCAGAAA Scaff_R 

449 
ACCGGAATTCGAGCTCAGAAATCTCA PU6_F وبؾز‌ث٥ب‌٣٘sgRNAاذشهبن‌‌٣

CESA4‌
3 

ACGGTCTAGAAGCTTCTGCAGAAA Scaff_R 

‌ثطا‌٢ٌع٤ٙف‌٥ٌبٞبٖ‌سطاض٤رشPCR‌ٝآغبظٌطٞب‌٢ٚاوٙف‌

184 ATCAACCTTAGCCATCTCGTT Cas9-F 
Cas9 1 

AAGGTTCTTGGAAACACCGAT Cas9-R 

552 ATGAGCCCAGAACGACGCCCGG Bar-F 
bar 2 

TCAAATCTCGGTGACGGGCAGG Bar-R 

850 ATGATTGTACATCCTTCACG Vir-F 
Vir G 3 

TGCTGTTTTTATGAGTTGAG Vir-R 

 MSBSP-PCRآغبظٌطٞب‌٢آ٘ب٥ِع‌غ٘ٛسب٤ذ٥ًٙ‌

557 AGTAAGCAGAACCAACTTCCA CESA4_F 
PalCESA4 gene 1 

GTTTTACTCACCAGAGCATTCA CESA4_R 

196 CAGGATGGTACCCCATGGCC Target_F 
PalCESA4 gene 2 

GTTTTACTCACCAGAGCATTCA CESA4_R 

‌آغبظٌطٞب‌٢آ٘ب٥ِع‌ٞشطٚزٚدّىؽ‌غ٘ٛسب٤ذ٥ًٙ‌

160 ATTCAAAGTAAGGATCAACGC P3_F 
PalCESA4 gene 1 

ATACGGATGATGTTGTTAAACC P3_R 
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ٞب‌٢سىطاض‌٢ٔطظ‌ضاؾز‌‌خفز‌ثبظ(.‌ٔبث٥ٗ‌سٛا13733‌٣ِ)‌ت٥٘ٛسطو‌٣‌pFGC-pcoCas9ب٥٘٘بلُ‌ث‌٣ى٥اظ‌٘مكٝ‌غ٘ش‌ه٥قٕبس‌٢ٕ٘ب.‌1قىُ‌

(RB)‌(ٚ‌چخ‌LB‌)T-DNA‌‌:غ1‌ٖ٘بلُ‌ث٥ب‌٣٘زٚسب‌٣٤ثٝ‌سطس٥ت‌)Cas9ٔؿشرطج‌اظ‌ثبوشط‌‌٢Streptococcus pyogenesوٝ‌ثط‌اؾبؼ‌‌

‌ث٥ٟٙٝ‌قسٜ‌اؾز‌)فّف‌اضغٛا٣٘(‌وٝ‌ا٤ٗ‌غٖ‌سحز‌د٥كجط‌ ‌لطاض‌‌NOSٚ‌ذبسٕٝ‌زٞٙس35SPPDK‌‌ٜسٕب٤ُ‌وس٥ٌ‌٣٘ٚبٜ (‌وبؾز‌2زاضز؛

‌سحز‌وٙشطَ‌د٥كجط‌‌sgRNAث٥ب‌٣٘ ‌اAtU6-1‌ٍٛ٥ِ)فّف‌آث٣( ‌زٞٙسٜ ‌ذبسٕٝ ٚ‌ ‌‌dT-)فّف‌٘بض٘د٣( ‌غ3‌ٖٚ )barػٙٛاٖ‌ٌع٤ٙكٍط‌‌‌ ثٝ

 ٞب‌٢ٔٛضز‌٘ظط‌اؾز.‌زٞٙسٜ‌خٟز‌ث٥بٖ‌غٖ‌ٞب‌٘كب٥ٌ‌ٖب‌٣ٞ)فّف‌ؾجع(‌لطاض‌زاضز.‌خٟز‌فّف

Figure 1. Schematic representation of the CRISPR/Cas9 binary vector of pFGC-pcoCas9 with PalCESA4-specific 

sgRNA cassette (449 bp long). The genes between right (RB) and left borders (RB) include1- plant codon-optimized 

Cas9 gene from Streptoccocus pyogenes (purpule arrow), 2- specific sgRNA expression cassette under AtU6-1 

promoter (Orange arrow) and Oligo dT terminator at the end of the cassette and 3- bar gene as the plant-spechfic 

screening marker (green arrow). The orientation of the arrows represents the orientation of coding region.   

 

 هَاد گیبّي ٍ ضذعفًَي سطحي

‌وجٛزٜ ‌ثبؽ‌‌ .P. alba Lزضذز‌نٙٛثط ٚالغ‌زض

‌٥ٌبٜ ‌‌سحم٥مبس٣ ‌سجط٤ع ‌زا٘كٍبٜ (‌BRGUT)قٙبؾ٣

‌ ‌عN‌‌َٛ"30.4'03°38)ػطو‌خغطاف٥ب٣٤ ٚ‌ قٕب٣ِ

‌ ‌٥ٔبE‌‌ٗ٥ٍ٘"07.8'20°46خغطاف٥ب٣٤ ‌ثب قطل٣،

‌ ‌ث330‌٣ّ٥ٔ‌ٝثبض٘س٣ٌ ‌ا٤طاٖ( ‌سجط٤ع، ‌٥ٌبٜ‌‌ٔشط، ػٙٛاٖ

خٛاٖ‌ٚ‌زضحبَ‌‌‌ػسز‌ؾبل10‌ٝ-8اؾشفبزٜ‌قس.‌‌زٞٙسٜ

-5/0ٔشط‌ٚ‌لغط‌سمط٤ج‌‌٣ؾب٘ش45‌٣-50عَٛ‌‌ضقس‌)ثٝ

‌خٛا٘ٝ‌ؾب٘ش2/0‌٣ ‌حب٢ٚ ‌خٛا٘ٝ‌ٔشط( ٞب‌‌٢ا٘شٟب٣٤،

‌اظ‌ ‌ثبغجب٣٘ ‌ل٥چ٣ ‌سٛؾظ ‌ثطي ٚ‌ ‌زٔجطي خب٘ج٣،

زضذز‌خسا‌ٚ‌زض‌ظطف‌حب‌٢ٚآة‌ز٥٘ٛ٤عٜ‌اسٛولاٚ‌

‌ثبفز‌ ‌ضسػف٣٘ٛ ‌قس٘س. ‌ٔٙشمُ ‌آظٔب٤كٍبٜ ‌ثٝ قسٜ

‌ٔغبِؼٝ‌ ‌زض ‌قسٜ ‌اضائٝ ‌زؾشٛضاِؼُٕ ‌ٔغبثك ٥ٌب٣ٞ

‌.‌(Nayeri et al., 2022)د٥ك٥ٗ‌ا٘دبْ‌قس‌
  A. tumefaciens ًبهِ اًتقبل طى غیشهستقین ضیَُ
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‌لا٤ٝ ‌ػطض٣ ‌ثطـ ‌٘بظن‌‌ض٤عٕ٘ٛ٘ٝ ‌ؾ٣ِّٛ ٞب٢

(tTCL)‌‌ ‌ٌطٜ ‌ث4‌‌ٝد٤ِٛٛٙٛؼ‌زض ‌ؾبلٝ ٘عز٤ه‌ثٝ

‌ ‌ثب ‌غٖ ‌ا٘شمبَ ‌ثطا٢ ‌ان٣ّ ‌ض٤عٕ٘ٛ٘ٝ ضٚـ‌‌ػٙٛاٖ

‌سطاض٤رز‌اؾشفبزٜ‌ ‌ثبظظا٥ٌ‌٣٤بٞبٖ ٚ‌ آٌطٚثبوشط٤ْٛ

‌ ‌وبؾز ‌اؾز. ‌عجك‌‌T-DNAقسٜ ٘ٛسطو٥ت

‌ ‌ثب ‌اضائٝ‌‌زؾشٛضاِؼُٕ‌ا٘شمبَ‌غٖ ضٚـ‌آٌطٚثبوشط٤ْٛ

ٞب‌‌٢ثٝ‌ض٤عٕ٘ٛ٘ٝ‌(Nayeri et al., 2022)قسٜ‌سٛؾظ‌

tTCL‌ٕٝ٘ٛ٘ٞب‌زض‌ٔح٥ظ‌‌د٤ِٛٛٙٛؼ‌ا٘شمب٤‌َبفز.‌ض٤ع

‌ ‌‌(SM)ٌع٤ٙف ‌‌MS)ٔح٥ظ ‌BAP‌75/0دب٤ٝ،

٣ّ٥ٔ‌‌ ‌٥ِشط، ‌ثط ‌٥ِشط،‌‌IBA‌5/0‌٣ّ٥ٌٔطْ ‌ثط ٌطْ

‌ ‌٥ِشط‌250‌٣ّ٥ٔؾفٛسبوؿ٥ٓ ‌ثط ‌ػّفىف‌‌ٌطْ ٚ

Basta®‌5/0‌‌.قس٘س‌ ‌ٌع٤ٙف ٥ٔىطٚٔٛلاض(

ٞب‌٢ٔؿشمُ‌ثبظظا‌٣٤قسٜ‌ٚ‌ٔمبْٚ‌ثٝ‌ػّفىف‌‌٥ٌبٞچٝ

Basta®،‌ٝػٙٛا٥ٌ‌ٖبٞچٝ‌سطاض٤رشٝ‌‌ثT0خسا‌ٚ‌ثطا‌‌٢

‌ٌع٤ٙف‌ ‌وكز ‌ٔح٥ظ ‌ثٝ ‌ؾبلٝ ‌افعا٤ف‌عَٛ اِمب٢

SEMحب‌٢ٚٔح٥ظ‌‌MS‌‌،ٝدب٤BAP‌15/0ٌط‌٣ّ٥ٔ‌‌ْ

‌250ٌطْ‌ثط‌٥ِشط،‌ؾفٛسبوؿIBA‌1/0‌٣ّ٥ٔ‌‌ٓ٥ثط‌٥ِشط،‌

٣ّ٥ٔ‌‌ ‌ػّفىف ٚ‌ ‌٥ِشط ‌ثط ‌Basta®‌5/0ٌطْ

ٞفش٥ٔ2‌‌ٝىطٚٔٛلاض‌ثطا‌٢ع٤ُٛ‌قسٖ‌ؾبلٝ‌ثٝ‌ٔسر‌

ٔشط(‌‌ؾب٘ش2‌٣-1ٞب‌)ثٝ‌عَٛ‌‌ا٘شمبَ‌زازٜ‌قس٘س.‌ض٤عؾبلٝ

وكز‌دب٤ٝ‌‌‌حب‌٢ٚٔح٥ظ‌(RIM)ظا‌‌٣٤ثٝ‌ٔح٥ظ‌ض٤كٝ

MS‌ ،IBA‌2/0‌٣ّ٥ٔ‌‌ ‌٥ِشط، ‌ثط ‌NAA‌1/0ٌطْ

شط‌ٚ‌ٌطْ‌ثط‌‌250‌٣ّ٥ٔ‌٥ٌِطْ‌ثط‌٥ِشط،‌ؾفٛسبوؿ٣ّ٥ٔ‌ٓ٥

‌ا٘شمبَ‌زازBasta®‌5/0‌٣ّ٥ٔ‌‌ٜػّفىف‌ ‌٥ِشط ‌ثط ٌطْ

ثب‌زٚضٜ‌‌ٞب‌٢ٔٛضز‌٘ظط‌زض‌اسبق‌ف٥شٛسطٖٚ‌قس٘س.‌وكز

ؾبػز‌سبض٤ى8‌‌٣ؾبػز‌ضٚقٙب16‌‌ٚ‌٣٤فشٛسطٚد٥ؿٓ‌

‌ ‌٘ٛض ‌قسر ‌لأخ‌‌4500ٚ ‌اظ ‌حبنُ ِٛوؽ

‌ا٤ٗ‌ ‌قس٘س. ‌ٍٟ٘ساض٢ ‌ظضز ٚ‌ ‌ؾف٥س فّٛضؾٙز

‌‌ٞب‌٢ض٤ك٥ٌ‌ٝبٞچٝ ‌عَٛ ‌)ثٝ ‌‌6زاض ‌ثٝ‌ٔشط‌ؾب٘ش8‌٣سب )

ٞب‌٢حب‌٢ٚٔرّٛط‌ٔبؾٝ،‌د٥ز‌ٔبؼ‌ٚ‌دط٥ِز‌‌ٌّساٖ

ا٘شمبَ‌زازٜ‌قس٘س.‌دؽ‌اظ‌ؾبظٌبض3:2:1‌‌،٢ثب‌٘ؿجز‌

٥ٌبٞبٖ‌ثٝ‌ذبن‌ٔٙشمُ‌ٚ‌زض‌فضب‌٢ٌّرب٘ٝ‌لطاض‌زازٜ‌

‌قس٘س.
 اٍلیِ تأییذٍ  (gDNA)کل طًَهي  DNAاستخشاج 

  T0 یّبِ چبّیگ یختيتشاس

DNA‌ٝ٥ٌبٞچ‌ ‌غ٣ٔٛ٘ ‌قسٜ‌وُ ‌ثبظظا٣٤ ‌‌٢ٞب٢

 Doyle and)اؾشرطاج‌قس‌‌CTABٔٙشرت‌ثب‌ضٚـ‌

Doyle, 1987).٢ٞب‌بٞچ٣‌ٌ٥ٝرش٤سطاض‌‌T0٣ع‌‌

‌ ‌آغبظٌطٞب‌PCRٚاوٙف ‌ٔؼىٛؼ‌‌٥ٓٔؿشم‌٢ثب ٚ

‌قس‌سأ٥٤س‌٢‌bar‌ٚ‌Cas9ٞب‌غ٣‌ٖاذشهبن ‌.ا٥ِٚٝ

ٕٝ٘ٛ٘‌ ‌آِٛز٣ٌ ‌ؾ٤ٛٝ‌ػسْ ‌ثب ‌آٌطٚثبوشط٤ْٛ‌‌ٞب ٞب٢

 virثب‌آغبظٌطٞب‌٢اذشهبن‌٣غPCR‌‌ٖع‌٣ٚاوٙف‌

Gٞط‌‌‌ ‌اذشهبن٣ ‌آغبظٌطٞب٢ ‌سٛا٣ِ ٔكرم‌قس.

‌خسَٚ‌) ‌اؾز.1غٖ‌زض ‌قسٜ ‌اضائٝ ‌زٔب‌٣٤ٚ‌‌( ثط٘بٔٝ

‌ ‌ٔغبِؼPCR‌‌ٝٚاوٙف ‌زض ‌قسٜ ‌اسربش ‌ضٚـ ٔغبثك

‌.‌(Nayeri et al., 2022)د٥ك٥ٗ‌ا٘دبْ‌قسٜ‌اؾز‌
 ٍیشاستِ طًي  T0ٍ ضٌبسبیي گیبّبى  طًَتبیپیٌگ

‌ ‌٥ٌبٞبٖ ‌٘ٛع‌‌T0قٙبؾب٣٤ ٚ‌ ‌غ٣٘ ٤ٚطاؾشٝ

‌خٟف‌‌خٟف ‌خٟف‌غ٘ش٥ى٣، ‌اػٓ‌اظ‌ػسْ‌ٚخٛز ٞب

‌ٕٞٛظ٤ٍٛؼ،‌خٟف‌ٞشطٚظ٤ٍٛؼ،‌خٟف‌زٚثُ‌اُِ

‌خٟف‌٘مغٝ ٚ‌‌ ‌غٖ ‌ضٚـ‌‌PalCESA4ا‌٢زض ‌ؾٝ اظ

‌ ‌ٞشطٚزٚدّىؽ  ,.PCR‌(Guo et alغ٘ٛسب٤ذ٥ًٙ

2018)‌ ‌لغؼبر ‌سىث٥ط ،PCRآغبظٌطٞب‌‌٢‌ ثب

‌ ‌خٟف ‌خب٤ٍبٜ ‌(MSBSP-PCR)اذشهبن٣

(Bhattacharya and Van Meir, 2019)‌‌ٚ

٤بث‌٣ؾٍٙط‌اؾشفبزٜ‌قس.‌ثط٘بٔٝ‌زٔب‌٣٤ٚ‌ٚاوٙف‌‌سٛا٣ِ

PCRٞب‌٢غ٘ٛسب٤ذ٥ًٙ‌ٞشطٚزٚدّىؽ‌‌ثب‌ضٚـ‌PCR‌

‌ ٚMSBSP-PCR‌ٝثبسٛخ‌ ٚ‌ ‌زٔب‌‌٣٤ٔطثٛط ‌ثط٘بٔٝ ثٝ

ٚاوٙف‌اضائٝ‌قسٜ‌زض‌ٔغبِؼٝ‌د٥ك٥ٗ‌ا٘دبْ‌قسٜ‌اؾز‌
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(Nayeri et al., 2022)آغبظٌطٞب‌ ‌سٛا٣ِ .‌٢

‌غ٘ٛسب٤ذ٥ًٙ‌زض‌ ‌ٔطحّٝ ‌زض ‌قسٜ ‌اؾشفبزٜ اذشهبن٣

(‌ ‌اؾز.1خسَٚ ‌قسٜ ‌اضائٝ )‌‌ -CESAٔحهَٛ

PCR1‌‌ ‌٥ٌبٜ ‌ثT0‌ٝٞط ‌غ٣٘ ‌زٚثبض‌‌٤ٚطاؾشٝ نٛضر

‌ٔؼىٛؼ‌ ٚ‌ ‌ٔؿشم٥ٓ ‌آغبظٌطٞب٢ ‌ثب ٚ‌ ذٛا٘ف

‌ ‌‌CESA4اذشهبن‌٣غٖ ‌ضٚـ‌ؾٍٙط‌1)خسَٚ ‌ثب )

 ٤بث‌٣قس.‌‌چ٥ٗ(‌سٛا‌٣ِ،BGI Group)قطوز‌

تغییشات آًبتَهي چَة گیبُ  ي هیکشٍسکَپيثشسس

T0 ٍیشاستِ طًي دس هقبیسِ ثب گیبُ ضبّذ 

‌آ٘بس‌٣ٔٛ ‌زض ‌خٟف ‌اظ ‌٘بق٣ ‌فٙٛس٥ذ٣ سغ٥٥طار

ضٚـ‌٥ٞؿشٛق٥ٕ٥ب٤ٚ‌‌٣٤طاؾشٝ‌غ‌٣٘ثب‌‌T0چٛة‌٥ٌبٜ‌

‌ ‌٘ٛض٢ ‌٥ٔىطٚؾىٛح ‌ىطٚؾىٛح٥ٔ‌ٚ‌(LM)ثب

‌سا٥٘ٔ‌٘كط‌٣ضٚثك‌٣اِىشطٚ٘ ٣(FE-SEM)ثطضؾ‌‌٣

‌ ‌ٌطٜ ‌زض ‌ؾبلٝ ‌ثبفز‌٥ٔبٍ٘طٜ ٘عز٤ه‌عٛل15‌‌ٝقس.

ٞب‌‌٢ثطا‌٢ٔغبِؼبر‌٥ٔىطٚؾىٛد‌٣اؾشفبزٜ‌قس.‌ٕ٘ٛ٘ٝ

‌ ‌ٔحَّٛ ‌ثب ‌ؾطFAA‌٢ؾبلٝ ‌ٔرشّف‌‌غّظز‌‌ٚ ٞب٢

‌اسبَ٘ٛ ‌قبُٔ ‌50اسبَ٘ٛ ،60‌ ،70‌ ،85‌ ،96‌‌ ٚ100‌

‌ ‌قس٘س ‌سثج٥ز ‌ٔطسجٝ( ‌)زٚ  Weigel and)زضنس

Glazebrook, 2008)ثب‌٘ؿجز‌ ٞب‌٢ٔرشّف‌ .‌ؾذؽ،

‌25زضنس:‌ٌع75‌‌َّٛ٤اسبَ٘ٛ‌ٚ‌ٌع٤َّٛ‌قبُٔ‌اسبَ٘ٛ‌

‌Cas. No. 2650-17-1)زضنس‌ ،Sigma-Aldrich‌،

USA)‌َٛ٘زضنس،‌اسب50‌‌َٛ٘زضنس:‌ٌع50‌‌َّٛ٤،‌اسب

زضنس‌100زضنس‌ٚ‌ٌع75‌‌َّٛ٤زضنس:‌ٌع25‌‌َّٛ٤

‌س٥ٕبض‌ ‌ٔطحّٝ ‌ٞط ‌قس. ‌حصف ‌اسبَ٘ٛ ‌ٔطسجٝ(، )زٚ

زل٥م30‌‌ٚ‌ٝٔسر‌‌َ‌ثٌٝع٤ّٛ-ٞب‌ثب‌ٔحَّٛ‌اسبَ٘ٛ‌ٕ٘ٛ٘ٝ

‌ثٝ ‌قس. ‌ا٘دبْ ‌اسبق ‌زٔب٢ ‌وطزٖ‌‌زض ‌دبضاف٥ٙٝ ٔٙظٛض

‌ثبفز‌‌ٕ٘ٛ٘ٝ ‌ؾبظ٢ ‌آٔبزٜ ‌اسٛٔبس٥ه ‌زؾشٍبٜ ‌اظ ٞب

(DS-2080/H‌)ٖا٤طا‌ ‌سٟطاٖ، ‌ز٤سؾجع، ‌قطوز ،

‌ ‌دبضاف٥ٗ ‌ASTM D87)حب٢ٚ ،Cas. No. 8002-

74-2‌،Sigma-Aldrich‌،USA)زضخ60‌‌ٝزض‌زٔب‌‌٢

ٞب‌٢سثج٥ز‌قسٜ‌ع‌٣زٚ‌‌ؾب٘ش٥ٍطاز‌اؾشفبزٜ‌قس.‌ٕ٘ٛ٘ٝ

‌ ‌ٔسر ‌ثٝ ‌ٔطسجٝ ‌ٞط ٚ‌ ‌دبضاف8‌‌ٗ٥ٔطسجٝ ‌ثب ؾبػز

(ASTM D87‌ ،Cas. No. 8002-74-2‌ ،Sigma-

Aldrich‌ ،USA)‌‌ٜزؾشٍب‌ ‌ثب ‌ؾذؽ ٚ‌ ‌قس٘س س٥ٕبض

‌ ‌)ٔسَ ‌دبضاف٥ٗ ‌وٙٙسٜ  Paraffin Dispenserسٛظ٤غ

plus‌ ،DS 4LMحب‌٢ٚ‌ ‌ا٤طاٖ( ‌ز٤سؾجع، ‌قطوز ،

‌ ‌زٔب٢ ‌زض ‌قسٜ ‌شٚة ‌‌65دبضاف٥ٗ ؾب٘ش٥ٍطاز‌زضخٝ

‌٥ٌط‌٢قس٘س.‌‌لبِت

‌LM‌‌ٚFE-SEMٔٙظٛض‌ٔغبِؼ٥ٔ‌ٝىطٚؾىٛد‌‌٣ثٝ

ٕٝ٘ٛ٘‌ ‌ثٝ‌اظ ‌دبضاف٥ٙٝ ‌‌ٞب٢ ‌ضربٔز ‌ثٝ ‌20سطس٥ت

٥ٔىطٖٚ‌ثب‌زؾشٍب٥ٔ‌ٜىطٚسْٛ‌چطذك٥ٔ8‌‌٣ىطٖٚ‌ٚ‌

(‌ ‌ثطـ‌DS 8402زؾش٣ ‌ا٤طاٖ( ‌ز٤سؾجع، ‌قطوز ،

‌ثٝ ‌قس. ‌س٥ٟٝ ‌٥ٔىطٚؾىٛح‌‌ػطض٣ ‌ٔغبِؼٝ ٔٙظٛض

LMٕٝ٘ٛ٘‌ ‌ضً٘‌، ‌ٔبزٜ ‌ثب ‌‌ٞب ‌O‌5/0آ٥ٔع‌٢ؾبفطا٥٘ٗ

‌ثطا‌٢ٔغبِؼ٤ٚ‌ٝػ‌٣ٌزضنس‌ضً٘ ٞب‌‌٢آ٥ٔع‌٢قس٘س.

‌٥ٔىطٚؾىٛح‌٘ٛض‌٢ ‌اظ آ٘بس‌٣ٔٛثطـ‌ػطض‌٣ؾبلٝ

(LM)‌(BX41‌،Olympus‌ٝٔدٟع‌ث‌)ٗسٛو٥ٛ،‌غاد‌،

،‌Olympus،‌قطوز‌DP72زٚضث٥ٗ‌ز٤د٥شب‌٣ِ)ٔسَ‌

‌غادٗ ‌٥ٔىطٚؾىٛح، ‌اؾلا٤س ‌ٞط ‌اظ ‌قس. ‌اؾشفبزٜ )5‌

‌ثعضٌٕٙب‌٣٤سه ‌ثب ‌نٛضر‌سهبزف٣ ‌ثٝ ‌ز٤د٥شب٣ِ ٤ٛط

‌زض‌‌×400 ‌چٛث٣ ‌آٚ٘سٞب٢ ‌سؼساز ‌ثطضؾ٣ ثطا٢

٣ّ٥ٔ‌(‌ ‌ٔطثغ ‌Vdٔشط )(Tigunova et al., 2020)‌،

‌ؾَّٛ ‌ؾَّٛ‌سؼساز ‌سؼساز ‌ف٥جط، ‌قؼبػ٣،‌‌ٞب٢ ٞب٢

‌ٔؿبحز‌ ‌زضنس ‌چٛث٣، ‌آٚ٘سٞب٢ ‌ٔؿبحز زضنس

ٞب‌٢ف٥جط،‌زضنس‌ٔؿبحز‌ز٤ٛاضٜ‌ؾ‌‌٣ِِّٛٛٔٗ‌ؾَّٛ

‌ؾَّٛ ‌زضنس ‌قس.‌‌ٚ ‌اؾشفبزٜ ‌قؼبػ٣ ٞب٢

‌٘ط٥ٌ‌ْط‌٢ا٘ساظٜ ‌ثب ‌سه٤ٛط‌‌ٞب ‌سح٥ُّ ٚ‌ ‌سدع٤ٝ افعاض

Image-Pro Plus 7.0‌(Media Cybernetic‌،

Silver Spring‌،USA)‌.ا٘دبْ‌قس‌
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‌‌ثٝ ‌٥ٔىطٚؾىٛد٣ ‌ٔغبِؼٝ ،‌FE-SEMٔٙظٛض

‌ذكه‌ٕ٘ٛ٘ٝ ‌زؾشٍبٜ ‌ثب ‌ا٘دٕبز‌٢)‌ٞب  Freezerوٗ

dryer FD-5005-BT‌،ز٘ب‌ ‌دطزاظ ‌نٙؼز ‌قطوز ،

‌ ‌ٔٙف٣ ‌زٔب٢ ‌زض ‌ث45‌ٝا٤طاٖ( ‌ؾب٘ش٥ٍطاز ٔسر‌‌زضخٝ

ٞب‌ثب‌‌ز‌٣ٕٞ٘ٛ٘ٝ‌زل٥مٝ‌آث٥ٍط‌٢قس٘س.‌ثطا‌٢دٛقف‌45

‌ ‌ضربٔز ‌ثٝ ‌علا ‌زؾشٍبٜ‌آٍ٘ؿش‌200ف٥ّٓ ‌ثب طْ

 Emitech K550 Goldاؾذبسط٤ًٙ‌ف٥ّٓ‌علا‌)ٔسَ‌

Sputter Coater‌ ‌قطوز ،Groupe Emitech‌،

‌ا٘ساظٜ ‌ثطا٢ ‌قس. ‌ا٘دبْ ‌ِٛٔٗ‌‌فطا٘ؿٝ( ‌لغط ٥ٌط٢

ٞب‌٢ف٥جط،‌ٔؿبحز‌‌آٚ٘سٞب‌٢چٛث٣،‌لغط‌ِٛٔٗ‌ؾَّٛ

‌ؾَّٛ ِٗٔٛ‌ ‌ٔؿبحز ‌چٛث٣، ‌آٚ٘سٞب٢ ٞب‌‌٢ِٛٔٗ

َ‌زض‌ثطـ‌ف٥جط،‌ضربٔز‌ز٤ٛاضٜ‌ؾ‌٣ِّٛٔبث٥ٗ‌زٚ‌ؾّٛ

٤ٚطاؾشٝ‌غ٣٘،‌اظ‌‌‌‌T0ػطض‌٣ؾبل٥ٌ‌ٝبٜ‌قبٞس‌٥ٌ‌ٚبٜ

‌ ‌اِىشط٣٘ٚ )ٔس٥ٔFE-SEM‌‌َىطٚؾىٛح

TESCAN MIRA3 FEG-SEMقطوز‌‌ ،

Kohoutovice‌.قس‌ ‌اؾشفبزٜ ‌چه( ‌خٕٟٛض٢ ،

و٥ِّٛٚز‌30‌‌ٚ-20ٞب‌ثب‌ِٚشبغ‌‌سه٤ٛطثطزاض‌٢اظ‌ٕ٘ٛ٘ٝ

‌×1400٘ب٘ٛآٔذط‌ثب‌ثعضٌٕٙب2‌‌٣٤قسر‌خط٤بٖ‌سمط٤جب‌

‌ ‌،‌×3000سب ٘بح٥ٝ‌اظ‌ٞط‌ٕ٘ٛ٘ٝ‌آظٔب٤ف‌‌4ا٘دبْ‌قس.

ؾَّٛ‌ثب‌‌100ثٝ‌نٛضر‌سهبزف‌٣ا٘شربة‌ٚ‌حسالُ‌

 Image-Pro Plusافعاض‌سدع٤ٝ‌ٚ‌سح٥ُّ‌سه٤ٛط‌‌٘طْ

7.0‌(Media Cybernetic‌،Silver Spring‌،USA)‌

‌ا٘ساظ٥ٌ‌ٜط‌٢قس.
هحتَای تشکیجبت هختلف ثیَهبس لیگٌَسلَلضی دس 

 ٍیشاستِ طًي T0گیبُ 

‌ٔٛاز‌‌ٍٙٛؾِّٛع٥ِ‌جبر٥سطو‌٢ٔحشٛا قبُٔ

‌ب٥ٜٚ‌ؾِّٛع‌زض‌ٌ‌ؾِّٛع‌٣ٕٞ‌،و٣ِ‌،٥ٍٙ٥ٗ‌ُاؾشرطاخ

‌ ٚ‌ ‌زؾشٛضاِؼُٕ‌‌،٣غ٘‌طاؾشT0‌ٚ٤ٝقبٞس عجك

‌ث ‌‌٣‌TAPPIا٥ٗ‌ِّّٕاؾشب٘ساضز ‌سطو‌ه٤ٞط ‌جبر٥اظ

ٔٛضز‌٘ظط‌اؾشرطاج‌‌بٞب٥ٖاظ‌ثبفز‌ؾبلٝ‌ٌ‌ٍٙٛؾِّٛع٥ِ

‌سؼ ٚ٥٥ٗ‌‌ ‌قسٔمساض ‌ثبفز‌٥ٔبٍ٘ط500‌٣ّ٥ٔ‌‌ٜ. ‌اظ ٌطْ

سب‌عٛلٝ(‌ٞط‌٤ه‌٥ٌبٞبٖ‌قبٞس‌15‌‌ٚؾبلٝ‌)٥ٔبٍ٘طٜ‌

T0‌ٝثطا‌٢اؾشرطاج‌ٔٛاز‌‌٤ٚطاؾشٝ‌غ‌٣٘ث‌ ػٙٛاٖ‌ٕ٘ٛ٘ٝ

‌ٔٛاز‌ ‌ٔمساض ‌سؼ٥٥ٗ ‌قس. ‌اؾشفبزٜ ٥ٍِٙٛؾِّٛع٢

‌ث٥ٗ‌ ‌اؾشب٘ساضز ‌زؾشٛضاِؼُٕ ‌اؾبؼ ‌ثط اؾشرطاخ٣

‌ ‌اسبTAPPI T204 cm-27‌‌َٛ٘ا٣ِّّٕ ‌ٔحَّٛ ثب

سٛؾظ‌زؾشٍبٜ‌ؾٛوؿّٝ‌ا٘دب1‌‌ْث2‌‌ٝ٘ؿجز‌سِٛٛئٗ‌ثٝ‌

ؾِّٛع‌ثط‌اؾبؼ‌زؾشٛضاِؼُٕ‌‌ٚ‌حصف‌٣ٕٞ‌ٚ‌ٗ٥ٍٙ٥ِ

‌ ‌سٛؾظ ‌ا٘دبAbe‌ٚYano ‌(2009‌ٌْعاضـ‌قسٜ )

‌ ‌ثٝ(Abe and Yano, 2009)قس ‌سؼ٥٥ٗ‌‌. ٔٙظٛض

٥ٍٙ٥ِٗ‌ثط‌اؾبؼ‌اذشلاف‌ٚظٖ‌لجُ‌ٚ‌دؽ‌اظ‌ٔحشٛا‌٢

‌ا‌٣ِّّٕ ‌ث٥ٗ ‌اؾشب٘ساضز ‌زؾشٛضاِؼُٕ ‌ثب ٗ٥ٍٙ٥ِ‌ حصف

TAPPI T222 om-02‌‌ٗسؼ٥٥‌ ‌ثطا٢ ‌قس. ا٘دبْ

٣ٕٞ‌ ‌ٚ‌‌ٔحشٛا٢ ‌لجُ ‌اؾبؼ‌اذشلاف‌ٚظٖ ‌ثط ؾِّٛع

ؾِّٛع‌اظ‌ٔحشٛا‌٢ِٞٛٛؾِّٛع‌عجك‌‌دؽ‌اظ‌حصف‌٣ٕٞ

-ASTM D 1104زؾشٛضاِؼُٕ‌اؾشب٘ساضز‌ث٥ٗ‌ا‌٣ِّّٕ

‌دؽ‌اظ‌ا‌56 ‌ؾِّٛع ‌ٕٞچ٥ٙٗ‌ٔحشٛا‌٢آِفب ‌قس. ٘دبْ

‌ا٘ساظٜ ‌ؾِّٛع ‌اذشلاف‌ٚظٖ‌‌حصف‌٣ٕٞ ‌قس. ٥ٌط٢

‌0001/0ٞب‌ثب‌سطاظ‌٢ٚز٤د٥شب‌٣ِثب‌زلز‌‌ذكه‌ٕ٘ٛ٘ٝ

،‌digital balance AND® model HRٌطْ‌)ٔسَ‌

٥ٌط‌٢قس.‌آظٔب٤ف‌زض‌‌،‌غادٗ(‌ا٘ساظANDٜقطوز‌

‌ا٘دبْ‌ ‌اظا‌٢ٞط‌٥ٌبٜ ‌سىطاض‌ظ٤ؿش‌٣ٚ‌سى٥ٙى‌٣ثٝ ؾٝ

‌س.‌ق
ٍیشاستِ طًي ثب سٍش  T0الیبف سلَلض گیبُ  CrIتعییي 
XRD 

ؾِّٛع‌اؾشرطاج‌قسٜ‌-αٞب‌‌XRD‌ٕٝ٘ٛ٘‌‌٢ا٢ٍِٛ

‌ ٚ‌ ‌قبٞس ‌٥ٌبٜ ‌زؾشٍبT0‌‌ٜاظ ‌ثب ‌غ٣٘ ٤ٚطاؾشٝ

‌‌ا٘ساظٜ ‌دطاـ ‌‌٥ٌXRDط٢ ،‌D8-Adnance)ٔسَ

‌ ‌ا٘ساظٜ.Brucker Coقطوز ‌إِٓبٖ( ‌قس.‌‌، ٥ٌط٢
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‌ا٘ساظٜ ‌زؾشٍبٜ ‌‌ؾ٥ؿشٓ ‌دطس٥ٌXRD‌‌ٛط٢ ‌ثٝ ٔدٟع

CuKαآٍ٘ؿشطْٚ‌ٚ‌أٛاج‌‌54056/1زض‌عَٛ‌ٔٛج‌‌

و٥ِّٛٚز‌40‌‌ٚٔٛ٘ٛوطٚٔبسٛض‌٥٘ىُ‌ثٛزٜ‌ٚ‌زض‌ِٚشبغ‌

‌ ‌دطاـ‌‌30‌٣ّ٥ٔقسر‌خط٤بٖ ‌ظا٤ٚٝ ‌سٙظ٥ٓ‌قس. آٔذط

‌ ‌‌Xاقؼٝ ‌ثبظٜ ‌ؾطػز‌‌2θ=5-40ºزض ‌زض‌‌5ثب زضخٝ

‌ ‌زٔب٢ ‌زض ‌قس.‌‌25زل٥مٝ ‌سٙظ٥ٓ ‌ؾب٘ش٥ٍطاز زضخٝ

‌‌زازٜ ‌٘طXRD‌ْٞب٢ ‌‌ثب  X'Pert HighScoreافعاض

Plus ver. 2.2.2ؾِّٛع‌‌‌ ‌قبذم‌سجّٛض ثطضؾ‌٣قس.

(CrI)‌(‌ ‌ضاثغٝ ‌آٔس1اظ ‌ثسؾز )‌(Park et al., 

2010)‌. 

‌:(1ضاثغٝ‌)
‌%CrI = (1-Iam/I200) × 100 

‌ ‌ا٤ٗ‌ٔؼبزِٝ  planeقسر‌‌I200‌(2θ=22.6º)زض

حب٥ٔ‌٢ٚعاٖ‌٘ٛاح‌٣ٔشجّٛض‌ٚ‌آٔٛضف‌ؾِّٛع‌ضا‌‌200

‌‌٘كب٣ٔ‌ٖ ٘كبٖ‌زٞٙسٜ‌حسالُ‌‌Iam‌(2θ=18.7º)زٞس.

‌ ‌ٔبث٥ٗ ‌سطاوٓ ‌‌plane 110قسر ٚplane 200‌‌ٚ

‌ ‌اؾز ‌ؾِّٛع ‌آٔٛضف ‌٘ٛاح٣  Oun and)٥ٔعاٖ

Rhim, 2016)‌.‌
سلَلض ثب سٍش کشٍهبتَگشافي  DPتعییي هیضاى 

  (GPC)ًفَری طل 

‌ؾِّٛع‌ ٕٝ٘ٛ٘‌ ‌ٞط ‌ثطا٢ ‌سط٤ىبضثب٥٘لاؾ٥ٖٛ فطا٤ٙس

‌ ‌سٛؾظ ‌قسٜ ‌اضائٝ ‌زؾشٛضاِؼُٕ Hubbell‌‌ٚعجك

Ragausskas‌(2010‌ ‌قس. ‌ا٘دبْ ‌اظ‌‌10‌٣ّ٥ٔ( ٌطْ

ٕٝ٘ٛ٘‌‌ ‌قسٜ ‌سط٤ىبضثب٥ّ٘ٝ ‌‌CMFٞب٢ ٥ِشط‌‌1‌٣ّ٥ٔزض

‌ ‌٥ٞسضٚفٛضاٖ ‌سشطا -Cas. No. 109)‌(THF)حلاَ

99-9‌،Sigma-Aldrich‌،USA)حُ‌قسٜ‌ٚ‌ثب‌ف٥ّشط‌‌

‌ ‌قس.‌45/0٘ب٣ّ٘ٛ٤ ‌ف٥ّشط ‌ٚظ٥ٔ‌‌ٖىطٖٚ سٛظ٤غ

ٕٝ٘ٛ٘‌ ‌٘طْ‌ِٔٛى٣ِٛ ‌ثب ‌٘ظط ‌ٔٛضز -PSSافعاض‌ٞب٢

Polymer Standards Service (Warwick, RI, 

USA) Waters Breeze 2 HPLC system‌‌ٝسدع٤

‌ ‌ؾ٥ؿشٓ ‌ٔكبثٝ ‌ؾ٥ؿشٓ ‌ا٤ٗ ‌قس. ‌سح٥ُّ ٚAgilent 

HPLC 1200ذغ‌‌٣‌ ‌ؾشٖٛ ‌٤ه ‌ثٝ ٔدٟع

5UJORDI GPCا٘ىؿبض‌‌ ‌قبذم ‌ضز٤بة ،

Agilent‌ٝٚ‌ضز٤بة‌اقؼ‌UV‌(270)٘ب٘ٛٔشطAgilent ‌

‌ٔشحطن‌ٔحَّٛ‌ ‌فبظ ‌وطٚٔبسٌٛطاف٣ ‌ا٤ٗ ‌زض اؾز.

THFؾطػز‌‌‌ ‌ثٝ‌حد1‌٣ّ٥ٔ‌‌ٓ)ثب ‌٥ِ50شط‌زض‌زل٥مٝ(

‌ثط‌ ‌ٔجش٣ٙ ‌وب٥ِجطاؾ٥ٖٛ ‌ٔٙح٣ٙ ‌اؾز. ٥ٔىط٥ِٚشط

‌ِٔٛى‌٣ِٛ ‌ٚظٖ ‌ثبظٜ ‌زض ‌اؾش٥طٖ ‌د٣ّ اؾشب٘ساضزٞب٢

103×5/1‌‌ ‌‌6/3×106سب ‌زض َٛٔ‌ ‌ثط ٔٛلؼ٥ز‌‌8ٌطْ

‌ق ‌سؼ٥٥ٗ ‌قسٖ‌اؾشب٘ساضز ‌د٥ّٕط٤عٜ ‌زضخٝ ‌٥ٔب٥ٍ٘ٗ س.

‌ٚاحس ‌‌ثطحؿت ‌ٌّٛوع٢ ‌٥ٔب٥ٍ٘ٗ‌‌(DPN)ٞب٢ ٚ

سطس٥ت‌‌ثٝ‌(DPW)زضخٝ‌د٥ّٕط٤عٜ‌قسٖ‌زض‌ٚاحس‌ٚظٖ‌

‌ٌّٛوع‌٢ ‌ٚاحسٞب٢ ‌وُ ‌ِٔٛى٣ِٛ ‌ٚظٖ ‌٘ؿجز اظ

(MN)‌‌ ٕٝ٘ٛ٘‌ ‌وُ ‌ِٔٛى٣ِٛ ‌ٚظٖ ٚ(MW)‌‌ ‌519ثط

َٛٔ‌ ‌ثط ‌سط‌٢وبضثب٥ّ٘ٝ‌‌ٌطْ ‌ِٔٛى‌٣ٌِّٛٛوع )ٚظٖ

‌ثٝ ‌قبذم‌دطاوٙف‌ٚظ‌‌٣٘قسٜ( ‌(PDI)زؾز‌آٔس.

‌٘ؿجز‌‌ٕ٘ٛ٘ٝ ‌اظ ‌‌MWٞب ‌ٔحبؾجMN‌‌ٝثٝ ٕٝ٘ٛ٘‌ ‌ٞط زض

‌آظٔب٤ف‌ ‌‌GPCقس. ‌ثطا‌٢ٞط‌‌3زض ‌سى٥ٙى٣ سىطاض

‌٥ٌبٜ‌ا٘دبْ‌قس.
 تجضیِ ٍ تحلیل آهبسی

ٞب‌٢آٔبض‌٢ثط‌اؾبؼ‌آ٘ب٥ِع‌‌سدع٤ٝ‌ٚ‌سح٥ُّ‌ٕ٘ٛ٘ٝ

‌ ‌ٚاض٤ب٘ؽ ‌ٔمب٤ؿANOVA‌‌ٝسدع٤ٝ ٚ‌ ‌عطفٝ ٤ه

‌ٔجٙب‌٢حسالُ‌اذشلاف‌ٔؼ٣ٙ ‌‌٥ٔب٥ٍ٘ٗ‌ثط  ‌LSDزاض

posthoc’‌ْافعاض‌‌ثب‌٘طSPSS IBM v. 22.0‌(SPSS‌

Inc‌ ‌ق٥ىبٌٛ، ،USA)ٔؼ‌٣ٙ‌ ‌ؾغح ‌حسالُ زاض‌‌٢ٚ

‌ا٘دبْ‌قس.‌05/0

‌

 ًتبیج ٍ ثحث
ًَتشکیت دس طًَم  T-DNAتأییذ اٍلیِ حضَس کبست 

 صٌَثش سفیذ

‌‌٘شب٤ح‌ٌع٤ٙف‌ض٤عٕ٘ٛ٘ٝ ‌ثب ضٚـ‌‌ٞب‌٢ا٘شمب٤‌َبفشٝ

‌حب‌٢ٚ ‌ٌع٤ٙف ‌وكز ‌ٔح٥ظ ‌زض آٌطٚثبوشط٤ْٛ



 

 

‌(.Populus alba L)نٙٛثط‌ؾف٥س‌‌CESA4ظ٤طٚاحس‌‌P-CRزض‌خب٤ٍبCRISPR/Cas9‌‌ٜضٚـ‌‌‌وبٞف‌سجّٛض‌ؾِّٛع‌ثب‌ا٤دبز‌خٟف‌حصف‌٣ثب
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‌‌ػّف ‌‌®Bastaوف ‌اظ ‌وٝ ‌زاز ض٤ع50‌‌ٕٝ٘ٛ٘٘كبٖ

‌ ‌حسٚز ‌زض ‌ثبظظا47‌‌٣٤سّم٥ح‌قسٜ ٚ‌ ‌ظ٘سٜ ض٤عٕ٘ٛ٘ٝ

‌زض‌ٔدٕٛع‌ ض٤عٕ٘ٛ٘ٝ‌ثبظظا‌٣٤قسٜ‌حب15‌‌٢ٚقس٘س.

‌ا٥ِٚٝ ‌سأ٥٤س ‌ثطا٢ ‌قسٜ ‌ثبظظا٣٤ ‌ض٤عؾبلٝ ‌٤ه ‌سٟٙب

ا٘شربة‌قس.‌ثط‌اؾبؼ‌٘شب٤ح‌‌PCRضٚـ‌‌ا٘شمبَ‌غٖ‌ثب‌

‌ ‌PCRٚاوٙف ،14‌‌ ‌ٔدٕٛع ‌اظ ٥ٌبٞچ15‌‌ٕٝ٘ٛ٘ٝ

ٞب‌‌٢ثٝ‌غDNA‌ٖحب‌٢ٚ٘ٛاض‌‌T0ثبظظا‌٣٤قسٜ‌ٔؿشؼس‌

bar‌‌ ٚpcoCas9وبضا‌‌٣٤‌ ‌٥ٔعاٖ ‌وٝ ‌ثٛز٘س ٔطثٛط

‌33/93زضحسٚز‌‌tTCLٞب‌‌٢ا٘شمبَ‌غ٘ش٥ى‌٣ض٤عٕ٘ٛ٘ٝ

ػٙٛاٖ‌‌ثٝغ٥ٌ‌٣ٔٛ٘بٜ‌قبٞس‌‌DNAزضنس‌ثٛز.‌زض‌ا٤ٗ‌

-pFGCدلاؾ٥ٕس‌٢٘بلُ‌ث٥بDNA‌‌٣٘وٙشطَ‌ٔٙف‌٣ٚ‌

pcoCas9‌ٝث‌ ‌اؾشفبزٜ‌‌٘ٛسطو٥ت ‌ٔثجز ‌وٙشطَ ػٙٛاٖ

‌barٞب‌‌٢غPCR‌ٖ(‌٘شب٤ح‌ٚاوٙف‌2قس.‌زض‌قىُ‌)

خفز‌ثبظ(‌٘كب184‌‌ٖ)‌pcoCas9خفز‌ثبظ(‌552‌‌ٚ)

‌ ‌لغؼبر ‌ا٘ساظٜ ‌اؾز. ‌قسٜ ‌زض‌‌DNAزازٜ ‌غٖ ٞط

‌٘كبٍ٘ط‌ٚظ‌٣ِ٘ٔٛى‌٣ِٛ ‌ثب خفز‌‌DNA‌100ٔمب٤ؿٝ

‌ ‌Cat. No. 1153)ثبظ ،Thermo Scientific
TM‌،

USA)ثب‌‌‌ ‌غ٘ش٥ى٣ ‌ا٘شمبَ ‌وبضا٣٤ ‌٥ٔعاٖ ‌قس. سؼ٥٥ٗ

 Nayeri et)‌٘شب٤ح‌ٔغبِؼٝ‌د٥ك٥ٗ‌وبٔلاً‌ٔغبثمز‌زاضز

al., 2022)‌‌ٝٔ٘ب‌ ‌وبضا‌٣٤ثبلا‌٢ق٥ٜٛ ‌٘كبٖ‌زٞٙسٜ ٚ

‌ا٘شمبَ‌غ٘ش٥ى‌٣اؾز.‌

 

 
‌ ‌‌٢‌T0ٞب‌بٞچ٥ٌٝ‌ٙف٤ٌع‌-2قىُ ‌‌ثب ‌‌PCRضٚـ ‌ثبظbar‌(552‌)غٖ ‌‌خفز ‌‌‌pcoCas9‌(184غٖٚ ‌ثبظ( ‌خفز ‌٣غDNA‌ٔٛ٘ثب

‌barاظ‌غPCR‌‌ٖٔحهDNA‌‌َٛ٘ٛاض‌‌Basta®.‌(L1-L15وف‌‌ػّف‌٢حب‌SM‌ٚٙف٤وكز‌ٌع‌ظ٥قسٜ‌زض‌ٔح‌٣٤ثبظظا‌٢ٞب‌بٞچ٥ٌٝ

‌bar‌(552غDNA‌‌ٖ٘ٛاض‌‌٥ٌP. alba L. var Kabudeh Bumi‌،(Pب٥ٌ‌‌T0‌‌ٜب15‌ٜخفز‌ثبظ(‌زض‌‌184)‌‌pcoCas9غٖخفز‌ثبظ(‌552‌‌ٚ)

‌ ٚ‌ ‌٘بلُ‌ث٥ب‌٣٘٘ٛسطو٥ت‌‌‌pcoCas9‌(184غٖخفز‌ثبظ( ‌زض ‌‌٘ٛسطو٥ت‌ثpFGC-pcoCas9‌ٝخفز‌ثبظ( ‌وٙشطَ‌ٔثجز، ‌WT)ػٙٛاٖ‌ٕ٘ٛ٘ٝ

‌‌غ٥ٌ‌٣ٔٛ٘بٜ‌قبٞس‌ثDNA‌ٝاظ‌‌PCRٚاوٙف‌ ‌‌DNA‌‌ٚ(Mفبلس‌‌PCRٚاوٙف‌‌N)ػٙٛاٖ‌ٕ٘ٛ٘ٝ‌وٙشطَ‌ٔٙف٣، ٘كبٍ٘ط‌ٚظDNA‌‌٣٘٘ٛاض

‌(.Cat. No. 1153‌،Thermo ScientificTM‌،USA)خفز‌ثبظ‌‌DNA‌100ِٔٛى‌٣ِٛ
Figure 2. PCR analysis of the independently regenerated Basta®-resistant plantlets using bar gene (550 bp), and Cas9 

gene (184 bp) specific primers to screen a total of 15 T0 white poplars. L1-L15: DNA bands of PCR products from 

bar gene (550 bp), and Cas9 gene (184 bp) of 15 T0 P. alba L. var. Kabudeh Bumi plants.  Lane P: The plasmid 

DNA of pFGC-pcoCas9:CESA4-gRNA cassette binary vector as a positive control; Lane WT: wild type (non-

transformed plants), Lane N: non-template control, Lane M: 100 bp DNA ladder (Thermo Scientific™, USA, CAT. 

SM1153).  
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الل دس  ّبی ّوَصیگَس/دٍثل ضٌبسبیي جْص

 MSBSP-PCRسٍش  ٍیشاستِ طًي ثب  T0گیبّبى 

‌اؾبؼ‌ضٚـ‌ ‌MSBSP-PCRثط ،DNAغ‌‌٣ٔٛ٘

14‌‌ ‌سىث٥ط‌‌٥ٌT0بٜ ٚ‌ ‌خساؾبظ٢ ‌ثطا٢ ‌قسٜ سأ٥٤س

‌PalCESA4اظ‌غbp557‌‌ٖثٝ‌عPCR1‌‌َٛٔحهَٛ‌

‌اظ‌ ‌اِىشطٚفٛضظ، ‌غَ ‌٘شب٤ح ‌اؾبؼ ‌ثط ‌قس. اؾشفبزٜ

DNA٥ٌبٞب14‌‌ٖغ‌‌٣ٔٛ٘T0٤‌ٚه‌٥ٌبٜ‌قبٞس‌٘ٛاض‌‌

DNA‌‌ ‌عَٛ ‌‌557ثٝ ‌غٖ ‌ثبظ ‌PalCESA4خفز

(.‌ؾذؽ،‌ع٤‌٣ه‌3Aخساؾبظ‌٢ٚ‌سىث٥ط‌قس‌)قىُ‌

-CESAٔحه14‌‌ٕٝ٘ٛ٘DNA‌‌َٛاظ‌‌PCRٚاوٙف‌

PCR1‌‌ ‌‌٥ٌT0بٞبٖ ‌لغؼٝ ‌قبٞس، ‌٥ٌبٜ ٚCESA-

PCR2‌‌ ‌عَٛ ‌سىث٥ط‌خف‌196ثٝ ٚ‌ ‌خساؾبظ٢ ز‌ثبظ

-CESAثٝ‌ا٤ٙىٝ،‌آغبظٌط‌ٔؼىٛؼ‌لغؼٝ‌‌قس.‌ثبسٛخٝ

PCR2‌ٓٞ‌ اذشهبنcrRNA‌‌٣ضز٤ف‌ثب‌سٛا‌‌٣ِزل٥مبً

‌ ‌ٔٛس٥ف ‌٘بح٥ٝ ‌ثسٖٚ ‌سىث٥ط‌‌PAMٞسف اؾز،

ٔٙٛط‌ثٝ‌ػسCESA-PCR2‌‌ْآ٥ٔع‌ٔحهَٛ‌‌ٔٛفم٥ز

‌زض‌ ‌٘ٛوّئٛس٥س٢ ‌سغ٥٥طار ‌٘ٛع ‌ٞط ٚ‌ ‌خٟف ٚخٛز

‌ ‌‌3'ا٘شٟب٢ ‌٘بح٥ٝ ‌٘عز٤ه ٚ‌ اؾز.‌‌PAMآغبظٌط

آُِ‌اظ‌‌ٞب‌٢ٕٞٛظ٤ٍٛؼ‌٤ب‌زٚثُ‌سطس٥ت،‌خٟف‌ثس٤ٗ

‌ ‌خٟف‌‌٥ٌT0بٞبٖ ‌زاضا٢ ‌٤ب ‌خٟف ثسٖٚ

‌ ‌ثٛز ‌ذٛاٞس ‌قٙبؾب٣٤  Guo et)ٞشطٚظ٤ٍٛؼ‌لبثُ

al., 2018)‌،٥ٌب11‌‌ٜ.‌ثط‌اؾبؼ‌٘شب٤ح‌غَ‌اِىشطٚفٛضظ

T0‌‌ ‌ٔدٕٛع ‌غ‌٣٘اظ ‌‌٤ٚ14طاؾشٝ ‌٘ٛاض‌‌٥ٌT0بٜ فبلس

DNA‌‌َٛٔحهPCR2‌(bp196‌ُ3(‌ثٛز٘س‌)قىB‌.)

٥ٌب11‌‌ٜا٤ٗ‌٘ش٥دٝ‌ضؾ٥س‌وٝ‌ا٤ٗ‌‌سٛاٖ‌ثٝ‌ثٙبثطا٤ٗ،‌٣ٔ

آ٤ٚ‌‌ُِطاؾشٝ‌غ‌٣٘زاضا‌٢خٟف‌ٕٞٛظ٤ٍٛؼ‌٤ب‌زٚثُ

‌ػلاٜٚ ‌‌ٞؿشٙس. ‌زض ‌‌3ثطا٤ٗ، ‌ٚخٛز‌‌٥ٌT0بٜ احشٕبَ

‌ٚخٛز‌ ‌ٞشطٚظ٤ٍٛؼ ‌٘ٛع ‌اظ ‌خٟف ‌٤ب ‌خٟف ػسْ

‌خٟف ‌سفى٥ه ‌ثطا٢ ‌ثٙبثطا٤ٗ، ‌وُ‌‌زاضز. ‌زض ٞب

‌ ‌ٞشطٚزٚدّى‌٥ٌT0بٞبٖ ‌غ٘ٛسب٤ذ٥ًٙ ‌ضٚـ ؽ‌اظ

PCR‌.اؾشفبزٜ‌قس 

آلل دس  ّبی ّتشٍصیگَس ٍ دٍثل ضٌبسبیي جْص

سٍش طًَتبیپیٌگ  ٍیشاستِ طًي ثب  T0گیبّبى 

 ّتشٍدٍپلکس

‌سٛؾظ‌ ‌قسٜ ‌اضائٝ ‌زؾشٛضاِؼُٕ عجك

Bhattacharya‌‌ ٚVan Meir‌(2019‌َٛٔحه‌ ،)

CESA-PCR3""‌(160‌‌ٝلغؼ‌ ‌ض٢ٚ ‌اظ ‌ثبظ( خفز

CESA-PCR1‌(bp557ٕٝ٘ٛ٘‌ )‌‌ ‌٥ٌبٞبٖ T0‌‌ٚٞب٢

‌ثٝ ‌قس. ‌سىث٥ط ٚ‌ ‌خساؾبظ٢ ‌قٙبؾب‌‌٣٤قبٞس ٔٙظٛض

‌T0آُِ‌زض‌٥ٌبٞبٖ‌‌ٞب‌٢ٞشطٚظ٤ٍٛؼ‌ٚ‌زٚثُ‌خٟف

‌ ‌ضٚـ‌٥ٞجط٤ساؾ٥ٖٛ ‌‌DNAاظ ‌لغؼبر -CESAث٥ٗ

PCR3‌‌ ‌سطاض٤رشٝ ٚ‌ ‌قبٞس ‌قس.‌‌٥ٌT0بٜ اؾشفبزٜ

‌ ‌‌DNAثطضؾ‌٣٘شب٤ح‌٥ٞجط٤ساؾ٥ٖٛ ‌‌3زض ثب‌‌٥ٌT0بٜ

‌ٞشطٚظ٤ٍٛؼ‌ ‌خٟف ‌٤ب ‌خٟف ‌ػسْ ‌ٚلٛع احشٕبَ

٤ٚطاؾشٝ‌غ‌٣٘زاضا‌٢ز٥ٌT0‌‌ٚب1‌‌ٜٞس‌وٝ‌ز‌٘كب٣ٔ‌ٖ

‌ ‌‌DNA٘ٛاض ‌آٌبضظ ‌غَ ‌و5‌‌ٝزض ‌ٞؿشٙس زضنس

‌‌٘كبٖ ‌٥ٌبٜ ‌خٟف‌ٞشطٚظ٤ٍٛؼ‌زض ‌ٚخٛز ‌T0زٞٙسٜ

‌ ‌)قىُ ‌اؾز ‌غ٣٘ ‌٘شب٤ح‌٤ٚ3Cطاؾشٝ ‌زض ‌٥ِىٗ، .)

‌ ‌‌٥ٞDNAجط٤ساؾ٥ٖٛ ‌CES-PCR3‌(160لغؼبر

‌ ‌٥ٌبٜ ‌ث٥ٗ ‌ثبظ( ‌خٟف‌‌T0خفز حب٢ٚ

‌ٕٞ‌ٕٞٛظ٤ٍٛؼ/زٚثُ ‌قبٞس، ‌٥ٌبٜ ‌ثب ‌آُِ ٥ٌب11‌‌ٜٝ

T0‌‌ ‌٤ه‌٘ٛاض ‌غ‌٣٘سٟٙب ‌‌٤ٚDNAطاؾشٝ ‌160)سمط٤جبً

زضنس‌٘كبٖ‌زاز٘س‌)قى5‌‌ُخفز‌ثبظ(‌زض‌غَ‌آٌبضظ‌

3Dٖزٞٙسٜ‌خٟف‌ٕٞٛظ٤ٍٛؼ‌زض‌٥ٌبٞبٖ‌‌(‌وٝ‌٘كب

‌٤ٚطاؾشٝ‌غ‌٣٘اؾز.

 
 
 



 

 

‌(.Populus alba L)نٙٛثط‌ؾف٥س‌‌CESA4ظ٤طٚاحس‌‌P-CRزض‌خب٤ٍبCRISPR/Cas9‌‌ٜضٚـ‌‌‌وبٞف‌سجّٛض‌ؾِّٛع‌ثب‌ا٤دبز‌خٟف‌حصف‌٣ثب
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ٚ‌سٛا٤‌٣ِبث‌٣ؾبٍ٘ط.‌‌PCR،‌غ٘ٛسب٤ذ٥ًٙ‌ٞشطٚزٚدّىؽ‌MSBSP-PCRنٙٛثط‌ؾف٥س‌سٛؾظ‌ؾٝ‌ضٚـ‌‌T0غ٘ٛسب٤ذ٥ٌ‌ًٙ٥بٞبٖ‌‌-3قىُ‌

A)ٔحهَٛ‌‌ط٥ٚ‌سىث‌٢خساؾبظ‌CESA-PCR1‌‌ٖغPalCESA4‌(557‌)خفز‌ثبظ‌‌ ‌‌T0بٞب٣‌ٌ٥ٖغDNA‌ٔٛ٘ثب .L1-L15‌ ‌٘ٛاض :DNA‌

‌ط٥ٚ‌سىث‌٢خساؾبظ‌(B؛‌٥ٌ‌‌T0‌P. alba L. var Kabudeh Bumiب15‌ٜخفز‌ثبظ(‌زض‌‌557)‌PalCESA4غCESA-PCR1‌‌ٖٔحهَٛ‌

٤ٚطاؾشٝ‌غ‌T0‌‌٣٘بٞب٣٤‌ٌ٥ٖقٙبؾب‌(‌T0‌.Cبٞب٣‌ٌ٥ٖغCESA-PCR1‌ٔٛ٘ثب‌خفز‌ثبظPalCESA4‌(196‌‌)غCESA-PCR2‌‌ٖٔحهَٛ‌

‌(‌D.خفز‌ثبظ(‌160)سمط٤جبPCR‌‌ًَٛ‌ٔحه‌DNAٞشطٚزٚدّىؽ‌‌٥ًٙذ٤ضٚـ‌غ٘ٛسب‌ثب‌‌ٍٛؼ٤ٚ٤طاؾشٝ‌غ‌٣ٕ٘ٞٛظ‌‌T0بٞب٥ٖآُِ‌اظ‌ٌ‌زٚثُ

‌PCRٔحهDNA‌‌َٛٞشطٚزٚدّىؽ‌‌٥ًٙذ٤ضٚـ‌غ٘ٛسب‌خٟف‌ثب‌ثس‌T0‌‌ٖٚبٞب٥ٖاظ‌ٌ‌ٍٛؼ٤ٚ٤طاؾشٝ‌غ‌٣٘ٞشطٚظ‌‌T0بٞب٣٤‌ٌ٥ٖقٙبؾب

‌ ‌L1-L15خفز‌ثبظ(.‌160)سمط٤جبً ‌٘ٛاض :DNA‌‌َٛٔحهPCR‌DNA‌‌ٖ٥ٞجط٤س‌غPalCESA4‌‌ ‌‌٥ٌ‌‌T0ب15‌ٜزض  ٥ٌP. alba L. varبٜ

Kabudeh Bumi؛‌WT٘ٛاض‌‌:DNA‌‌َٛٔحهPCR‌DNA‌‌ٖ٥ٞجط٤س‌غPalCESA4‌ٝػٙٛاٖ‌وٙشطَ‌ٔثجز؛‌‌٥ٌبٜ‌قبٞس‌ثNٚاوٙف‌‌:PCR‌

‌(‌E؛(Cat. No. 1153‌،Thermo ScientificTM‌،USA)خفز‌ثبظ‌‌DNA‌100٘كبٍ٘ط‌ٚظ‌٣ِ٘ٔٛىDNA‌‌٣ِٛ:‌٘ٛاض‌Mٕ٘ٛ٘ٝ؛‌‌DNAفبلس‌

‌سغ‌٣ف٤ضز‌اظ‌ٞٓ‌ه٥قٕبس‌٢ٕ٘ب ‌WTٌ‌ٚقبٞس‌)‌ب٥ٗ‌ٌ٥ٜث‌PalCESA4غ٣‌‌ٖاذشهبن‌٥ٝ‌gRNA٘بح‌٢ا‌٥ٝٙسآ٥ٔاؾ‌طار٥٥ٚ ‌‌T0بٞب٥ٖ(

زٞٙسٜ‌سغ٥٥طار‌٘ٛوّئٛس٥س‌٢اظ‌٘ٛع‌اضبفٝ‌قسٖ‌ٚ‌خب٤ٍع‌٣ٙ٤اؾز.‌ػلأز‌‌ٚ‌ٞشطٚظ٤ٍٛؼ.‌حطٚف‌لطٔع‌٘كبٖ‌ٍٛؼ٤ٚ٤طاؾشٝ‌غ‌٣ٕ٘ٞٛظ

(‌ ‌٘كبٖ-ذظ‌س٥طٜ ‌لطٔع ‌ٔٛس٥ف‌‌( ‌٘ٛع‌حصف‌اؾز. ‌سغ٥٥طار‌٘ٛوّئٛس٥س‌٢اظ ‌ثPAM‌('3-GGG-'5ٝزٞٙسٜ ‌ذظ‌ظ٤ط‌‌( ‌ثب ٚ‌ ضً٘‌ؾجع

‌ضً٘‌ضٚقٗ‌٘كبٖ ‌حطٚف‌ثب ‌اؾز. ‌قسٜ ‌سؼساز‌سغ٥٥طار‌٘ٛوّئٛس٥س‌٢زض‌زاذُ‌دطا٘شع‌٘كبٖ‌زازٜ ‌اؾز. ‌سٛا‌٣ِٔكرم‌قسٜ ٞب‌‌٢زٞٙسٜ

ٞسف‌وسcrRNA‌‌ٖٚا‌٢زض‌٘بح٥ٝ‌‌اؾز.‌سٛا‌٣ِاؾ٥سآPalCESA4‌ٝٙ٥ٔاذشهبن‌٣غgRNA‌‌ٖا‌٢اعطاف‌٘بح٥ٝ‌‌٘ٛوّئٛس٥س‌٢ٚ‌اؾ٥سآ٥ٔٙٝ

‌ا٘س.‌سطس٥ت‌ثب‌حطٚف‌ؾ٥بٜ‌ٚ‌لطٔع‌٘كبٖ‌زازٜ‌قسٜ‌دب٤بٖ‌ثٝ

Figure 3. Genotyping analysis of CRISPR/Cas9-mediated PalCESA4 T0 mutants of P. alba. using MSBSP-PCR, 

heteroduplex genotyping and Sanger sequencing methods. A) Isolation and amplification of CESA-PCR1 product 

(552 bp) in a total of 15 T0 P. alba L. var Kabudeh Bumi plants. B) Isolation and amplification of CESA-PCR2 

product (196 bp) from CESA-PCR1 product of a total of 15 T0 P. alba L. var Kabudeh Bumi plants. C) Identification 

of bialleic T0 mutants from homozygous T0 mutants using heteroduplex genotyping analysis of CESA-PCR3 

products (~ 160 bp) from CESA-PCR1 products of 11 potent homozygous/biallelic T0 mutants. D) Identification of 

heterozygous T0 mutants from none mutation T0 plants using heteroduplex genotyping analysis of CESA-PCR3 

products (~ 160 bp) from CESA-PCR1 products of three potent heterozygous/none mutation T0 mutants. M: 100bp 

DNA ladder (Thermo Scientific™, USA, CAT. SM1153); WT: non-transformed white poplar (wild type) as a 

positive control; N: non-template control as the negative control. E) Illustration of multiple sequence alignments 

between wild type (WT) and the CRISPR/Cas9-mediated T0 mutants (L1-L15) and their sequence variation in the 

PalCESA4-specific gRNA target region at the amino acid and nucleotide levels. The red characters indicate 

nucleotide insertions and substitutions; red-colored dash (-) characters represent deletions; the PAM motif (GGG) is 

underlined and shown in green color; “STOP” indicates stop codons of TGA and TAA (dark red characters). “DEL” 

indicates amino acid deletions. The number of indels is shown in the parenthesis. the black and gray letters show the 

crRNA sequence and flanking region of PalCESA4-sgRNA at nucleotide and amino acids levels, respectively. 
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تأییذ ٍ ضٌبسبیي تغییشات ًَکلئَتیذی دس گیبّبى 

T0  سٍش سیستن  ٍیشاستِ طًي ثبCRISPR/Cas9  ثب

 یبثي سٌگش  سٍش تَالي 

زٞٙس٤‌‌ٜبث‌٣٘كبٖ‌ثطضؾ‌٣وطٚٔبسٌٛطاْ‌٘شب٤ح‌سٛا٣ِ

‌ ‌غ٘ٛسب٤ذ٥ًٙ ‌٘شب٤ح MSBSP-PCR‌‌ٚنحز

‌ ‌‌DNAٞشطٚزٚدّىؽ ‌قىُ ‌زض ‌٘ٛع‌(3E)ثٛز. ،

‌اؾ٥سآ٥ٔٙٝ ‌ا٘ٛاع‌سغ٥٥طار‌٘ٛوّئٛس٥س‌٢ٚ ا‌‌٢خٟف‌ٚ

‌خب٤ٍع‌٣ٙ٤٘ٛوّئٛس٥س‌٢زض‌ ٚ‌ ‌اضبفٝ قبُٔ‌حصف‌ٚ

‌ ‌٥ٌبٜ ‌غ‌٣٘عT0‌ٓٞ‌٣ٞط ٞب‌‌٢ضز٤ف‌٣سٛا٤ٚ‌٣ِطاؾشٝ

‌سٛا‌٣ِ ‌٘كبPalCESA4‌‌ٖ٘ٛوّئٛس٥س‌٢ثب ‌قبٞس ٥ٌبٜ

‌٘كبٖ ‌٘شب٤ح ‌اؾز. ‌قسٜ ‌‌زازٜ زضنس‌‌73/72زٞٙسٜ

زض‌‌٥NHEJٓ‌خٟف‌٘ٛوّئٛس٥س‌٢٘بق‌٣اظ‌ٔؿ٥ط‌سطٔ

‌ ‌‌٥ٌT0بٞبٖ ‌حسٚز ‌زض ‌وٝ ‌ثٛز ‌ؾف٥س ‌27/52نٙٛثط

ٞب‌٢ٕٞٛظ٤ٍٛؼ‌‌ٞب‌اظ‌٘ٛع‌خٟف‌زضنس‌ا٤ٗ‌خٟف

‌ ‌)خسَٚ ‌زض‌2ثٛز٘س ‌٘ٛوّئٛس٥س٢ ‌اؾبؼ‌سٛا٣ِ ‌ثط .)

‌ ‌٥ٌبٞبٖ ٚ‌ ‌قبٞس ‌سٛا٥ٌT0‌‌٣ِبٜ ‌غ٣٘، ٤ٚطاؾشٝ

‌‌اؾ٥سآ٥ٔٙٝ ‌‌gRNAا‌٢٘بح٥ٝ ‌زض ٔٛضز‌‌11سؼ٥٥ٗ‌قس.

‌ ‌‌٥ٌT0بٞبٖ ‌فطاٚا٣٘ ‌ث٥ك٥ٙٝ ‌ثب ‌غ٣٘ ‌٤ٚ66/91طاؾشٝ

‌خٟف ‌٤ٚطا٤ف‌‌زضنس ‌اظ ‌٘بق٣ ٞب٢

CRISPR/Cas9‌‌ ‌غٖ ‌ا٤دبز‌‌PalCESA4زض ثبػث

سغ٥٥ط‌زض‌چبضچٛة‌فطا٤ٙس‌سطخٕٝ‌دطٚسئ٥ٗ‌قسٜ‌اؾز.‌

‌٘بثدب‌ ‌دب٤بٖ ‌وسٖٚ ‌ا٤دبز ‌چبضچٛة‌ثٝ ‌زض ‌سغ٥٥ط ا٤ٗ

(UGA‌‌ ‌‌(٤UAAب ‌٘بح٥ٝ ٞسف‌‌gRNA٘عز٤ه

٣ٔ‌ ‌ا٘شظبض ‌اؾز. ‌قسٜ ‌خٟف‌ضٚز‌ٔٙدط ‌٘ٛع ٞب‌‌ا٤ٗ

‌ٔٛسب٘ز ‌‌ثبػث‌س٥ِٛس ‌زPalcesa4‌ٗ٥ٔٞب٢ ٞب‌‌٢فبلس

CCD‌‌ٚTMH‌.ٞب‌زض‌ا٘شٟب‌٢وطثٛوؿ‌٣ّ٥ذٛز‌قٛ٘س

‌٘ظط‌ ‌اظ ‌غ٣٘ ‌٤ٚطاؾشٝ ‌ظ٤طٚاحسٞب٢ ‌ا٤ٗ ثٙبثطا٤ٗ،

‌ٚ‌ثٝ ػٙٛاٖ‌فٙٛس٥خ‌غ٥طفؼبَ‌‌ػّٕىطز‌٢غ٥طفؼبَ‌ثٛزٜ

‌ ‌٥ٌبٞبٖ ‌٥ٔبٖ ‌زض ‌قس٘س. ‌اؾشفبزٜ ‌ذبٔٛـ ‌٤T0ب

‌ ‌٥ٌبٜ ‌٤ه ‌غ٣٘، ‌غ٤ٚT0‌‌٣٘طاؾشٝ ٤ٚطاؾشٝ

‌ ‌اؾ٥س‌‌(L7)ٕٞٛظ٤ٍٛؼ ‌حصف ‌خٟف حب٢ٚ

‌ٔكبٞسٜ‌قس.‌W436‌‌ٚP435ا‌‌٢آ٥ٔٙٝ

 

 

‌‌CRISPR/Cas9ؿش٥ٓؾ‌ضٚـ‌ثب‌.‌.‌P. alba Lبفش‌٤ٝخٟف‌‌T0بٞب٥ٌٖ‌زض‌خٟف‌دبز٤ا‌٣فطاٚا٘‌ٚ‌٘ٛع‌-‌2خسَٚ
Table 2. The frequency and type of mutation by CRISPR/Cas9 gene editing system in T0 mutants of P. alba L. 

‌٘ٛع‌خٟف
‌T0سؼساز‌٥ٌبٞبٖ‌

‌٤ٚطاؾشٝ‌غ٣٘
‌فطاٚا‌٣٘خٟف‌)%(

‌‌11‌57/78ٕٞٛظ٤ٍٛؼ

‌‌1‌14/7ٞشطٚظ٤ٍٛؼ

‌‌0‌0/0آُِ‌زٚثُ

‌‌2‌28/14ثسٖٚ‌خٟف

‌‌12‌71/85ٞب‌ٔدٕٛع‌وُ‌خٟف

‌‌14‌100وُ
 

 T0هطبلعِ هیکشٍسکَپي آًبتَهي چَة دس گیبّبى 

 ٍیشاستِ طًي

‌‌ثبسٛخٝ ‌٥ٌبٜ ‌فمظ ‌ا٤ٙىٝ ‌غT0‌‌٣٘ثٝ ٤ٚطاؾشٝ

‌ PalCESA4ٕٞٛظ٤ٍٛؼ
P435del_W436del‌(L7٘ظط‌‌ ‌اظ )

‌ؾبِٓ‌ٚ‌زاضا‌٢ضقس‌عج٥ؼ‌٣ثٛز‌ٕٞطا٥ٌ‌ٜبٜ‌ ضقس‌وبٔلاً

‌ثطا‌٢ ٚ‌ ‌قسٜ ‌ؾبظٌبض ‌ضقس ‌اسبله ‌ٔح٥ظ ‌زض قبٞس

(.‌4Aٞب‌٢فٙٛس٥ذ‌٣ثٝ‌ٌّرب٘ٝ‌ا٘شمب٤‌َبفز‌)قىُ‌‌ثطضؾ٣

سغ٥٥طار‌فٙٛس٥ذ‌٣٘بق‌٣اظ‌خٟف‌زض‌آ٘بس‌٣ٔٛچٛة‌٥ٌبٜ‌

T0ٕٞٛظ٤ٍٛؼ‌‌‌ ‌غ٣٘ ٤ٚطاؾشٝ

PalCESA4
P435del_W436del‌(L7)‌‌ ‌٥ٌبٜ ٚWT‌‌ ضٚـ‌‌ثب



 

 

‌(.Populus alba L)نٙٛثط‌ؾف٥س‌‌CESA4ظ٤طٚاحس‌‌P-CRزض‌خب٤ٍبCRISPR/Cas9‌‌ٜضٚـ‌‌‌وبٞف‌سجّٛض‌ؾِّٛع‌ثب‌ا٤دبز‌خٟف‌حصف‌٣ثب
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‌ ‌‌٥ٔLMىطٚؾىٛد٣ ٚFE-SEMزض‌‌‌ ‌قس. ثطضؾ٣

مب٤ؿ٥ٔ‌ٝب٥ٍ٘ٗ‌نفبر‌آ٘بس‌٣ٔٛچٛة‌٥ٌبٜ‌(‌3ٔخسَٚ‌)

T0‌‌ٜقس‌ ‌اضائٝ ‌قبٞس ‌٥ٌبٜ ‌ثب ‌ٔمب٤ؿٝ ‌زض ‌غ٣٘ ٤ٚطاؾشٝ

‌ ‌قىُ ‌زض ‌‌(4B)اؾز. ‌٥ٔىطٚؾىٛد٣ اظ‌‌LMسهب٤ٚط

‌ ‌ضربٔز ‌ثب ‌ؾبلٝ ‌٥ٔبٍ٘طٜ ‌ػطض٣ ‌20‌ٚثطـ ٥ٔىطٖٚ

٤ٚطاؾشٝ‌غ٥ٌT0‌‌٣٘ب400‌‌ٜ×100‌‌ٚ×،‌40×ثعضٌٕٙب‌٣٤

‌ ‌٥ٌبٜ ٚWT‌‌ ‌اؾز. ‌قسٜ ‌زازٜ ‌٥ٌبٜ‌٘كبٖ ‌ثب ‌ٔمب٤ؿٝ زض

‌ ‌ٔمساض ‌‌Vdقبٞس، ‌ٕٞٛظ٤ٍٛؼ‌‌٥ٌT0بٜ ‌غ٣٘ ٤ٚطاؾشٝ

‌ػلا85/74‌ٜٚ ‌زاز. ‌٘كبٖ ‌وبٞف ‌زضنس‌‌زضنس ثطا٤ٗ،

‌ ‌٥ٌبٜ ‌زض ‌ؾ٣ِّٛ ‌ز٤ٛاضٜ ‌‌T0ٔحشٛا٢ ‌غ٣٘ ‌٤ٚ32طاؾشٝ

زضنس‌وٕشط‌اظ‌ٔحشٛا‌٢ز٤ٛاضٜ‌ؾ٥ٌ‌٣ِّٛبٜ‌قبٞس‌ثٛز.‌

‌٤ٚ21/3طاؾشٝ‌غT0‌‌٣٘ٞب‌٢قؼبػ‌٣زض‌٥ٌبٜ‌‌ؾغح‌ؾَّٛ

‌ث٥ف ‌‌‌٣ِٙٔٛثطاثط ‌فضب٢ ‌ٔؿبحز ‌ثٛز. ‌قبٞس ‌٥ٌبٜ اظ

زضنس‌ث٥ف‌‌٤ٚ87/3طاؾشٝ‌غT0‌‌٣٘ٞب‌٢ف٥جط‌٥ٌبٜ‌‌ؾَّٛ

‌ؾَّٛ ٣ِٙٔٛ‌ ‌فضب٢ ‌ٔؿبحز ‌قبٞس‌‌اظ ‌٥ٌبٜ ‌ف٥جط ٞب٢

‌آٚ٘سٞب‌٢ ٣ِٙٔٛ‌ ‌فضب٢ ‌ٔؿبحز ‌ٕٞچ٥ٙٗ، اؾز.

ثطاثط‌وٕشط‌اظ‌٥ٌبٜ‌قبٞس‌اؾز.‌‌81/4آثىك‌٣ثب‌٥ٔب٥ٍ٘ٗ‌

‌ ‌٥ٔىطٚؾىٛد٣ ‌ػطضFE-SEM‌‌٣سه٤ٛط ‌ٔمغغ اظ

زاض‌ضربٔز‌‌زٞٙسٜ‌اذشلاف‌ٔؼ‌٣ٙؾبلٝ‌٘كب15‌ٖبٍ٘ط٥ٔ‌ٜ

‌ؾَّٛ ‌فضب‌٣ِٙٔٛ‌٢زض ‌لغط ‌ؾ‌٣ِّٛٚ ٞب‌٢ف٥جط‌‌ز٤ٛاضٜ

‌ ‌اؾز‌‌٥ٌT0بٜ ‌قبٞس ‌٥ٌبٜ ‌ثب ‌ٔمب٤ؿٝ ‌زض ‌غ٣٘ ٤ٚطاؾشٝ

ٞب‌‌٢(.‌ضربٔز‌ز٤ٛاضٜ‌ؾ‌٣ِّٛاعطاف‌ؾ4Cَّٛ)قىُ‌

‌٤ٚ003/0طاؾشٝ‌غ‌٣ٕ٘ٞٛظ٤ٍٛؼ‌)‌T0ف٥جط‌زض‌٥ٌبٞبٖ‌

±‌52/1‌‌ ‌‌٥ٔ31/7ىطٖٚ( ‌قبٞس‌زضنس ‌٥ٌبٜ ‌ثٝ ٘ؿجز

‌ا٤ٗ‌وبٞف‌زض‌ضربٔز‌ز٤ٛاضٜ‌ؾ‌٣ِّٛ وبٞف‌زاقز.

‌ؾَّٛ ‌زض ِٗٔٛ‌ ‌فضب٢ ‌لغط ‌افعا٤ف ‌ٚ‌‌ثٝ ‌ف٥جط ٞب٢

وٝ‌‌عٛض‌٢ٞب‌٢ٌع٤ّٓ‌ٔٙدط‌قسٜ‌اؾز.‌ثٝ‌ٕٞچ٥ٙٗ‌ؾَّٛ

‌ؾَّٛ ِٗٔٛ‌ ‌فضب٢ ‌عٛض‌‌لغط ‌ثٝ ‌ٌع٤ّٓ ٚ‌ ‌ف٥جط ٞب٢

‌ ‌٥ٌبٞبٖ ‌زض ‌ٕٞٛظ٤ٍٛؼ‌‌T0ٔشٛؾظ ‌غ٣٘ ٤ٚطاؾشٝ

26/19‌‌ ‌٘ؿجز‌02/15ٚ ‌قبٞس‌‌زضنس ‌٥ٌبٜ ٕٝ٘ٛ٘‌ ثٝ

‌د٥ف‌افعا٤ف‌٘كب٣ٔ‌ٖ ٚ‌ٕٞىبضاAbbas‌‌ٖسط‌٥٘ع‌‌زٞٙس.

‌غ2020ٖ) ‌وبٞف‌ث٥بٖ ‌عط٤ك ‌اظ )‌‌ ،‌PtriCESA4ٞب٢

PtriCESA7a/b‌‌ ٚPtriCESA8a/b‌‌ ‌RNAiضٚـ‌‌ثب

‌غٖ ‌ا٤ٗ ‌وٝ ‌زؾز‌٤بفشٙس ‌٘ش٥دٝ ‌ا٤ٗ ‌‌٣ٔثٝ ‌زض‌‌ٞب سٛا٘ٙس

‌ ‌زضذشبٖ ‌چٛة ‌زض ‌ثب٤ٛ٘ٝ ‌ؾ٣ِّٛ ‌ز٤ٛاضٜ  .Pسكى٥ُ

trichocarpaزٞس‌وٝ‌‌زذ٥ُ‌ثبقٙس.‌٘شب٤ح‌آٟ٘ب‌٘كب‌٣ٔ‌ٖ

‌غٖ ‌ا٤ٗ ‌ث٥بٖ ‌ز٤ٛاضٜ‌‌وبٞف ‌ضربٔز ‌وبٞف ‌زض ٞب

‌ِٗٔٛ‌ ‌فضب٢ ‌لغط ‌افعا٤ف ٚ‌ ‌ٌع٤ّٓ ‌ثبفز ؾ٣ِّٛ

 Abbas et)ٞب‌٢ف٥جط‌ٚ‌ٌع٤ّٓ‌سأث٥ط‌ظ٤بز‌٢زاضز‌‌ؾَّٛ

al., 2020)‌ .Xu‌(‌ ‌ٕٞىبضا٘ف ‌ذبٔٛق2021‌٣ٚ ‌ثب )

‌‌غٖ ‌PtriCESA4ٞب٢ ،PtriCESA7a/b‌‌ٚ

PtriCESA8a/bزض‌‌P. trichocarpaضٚـ‌ؾ٥ؿشٓ‌‌ثب‌‌

٘كبٖ‌زاز٘س‌وٝ‌ذبٔٛق٤ٚCRISPR/Cas9‌‌٣طا٤ف‌غٖ‌

‌ٚ‌ا٤ٗ‌غٖ ‌٥ٌبٞبٖ ‌س٥ِٛس ‌ثٝ ‌غ٥ط‌ٞب ٚ‌ ‌غ‌٣٘٘بؾبِٓ ٤طاؾشٝ

‌ ‌٥ٔ‌ٚعاٖ‌ٔحشٛا‌٢ؾِّٛع‌سب زضنس‌ 90٘طٔبَ‌ٔٙدط‌قسٜ

‌ٞط‌‌وبٞف‌٣ٔ ‌غ‌٣٘زض ‌٤ٚطاؾشٝ ‌نٙٛثطٞب‌٢ثبِعاْ ٤بثس.

‌غٖ ‌ا٤ٗ ‌اظ ‌قسٜ،‌‌٤ه ‌ٔشٛلف ‌وبٔلاً ‌ضقسقبٖ ٞب

‌د٥چ‌ؾبلٝ ‌س٥ِٛس‌‌ٞب٢ ‌ا٘شٟب٣٤ ‌غبِج٥ز ‌فبلس ٚ‌ ذٛضزٜ

‌٥ٔبٍ٘طٜ ‌عَٛ ‌ؾبلٝ، ‌لغط ‌ٕٞچ٥ٙٗ ‌ا٘ساظٜ‌‌وطز٘س. ٞب،

ٞب‌‌٢ي‌ٚ‌ؾبذشبض‌ض٤كٝ‌وبٞف‌٤بفشٝ‌ٚ‌ؾبذشبض‌ؾَّٛثط

‌ٔكبثٝ‌ ‌اؾز. ‌ؾٕز‌زاذُ ‌ثٝ ‌چطٚو٥سٜ ‌ٌع٤ّٓ ٚ‌ ف٥جط

‌ ‌د٥ك٥ٗ ‌٥٘ع‌(Nayeri et al., 2022)٘شب٤ح ‌٘شب٤ح ‌ا٤ٗ ،

٣ٔ‌ ‌ظ٤طٚاحس‌‌٘كبٖ ‌اسهبَ ‌خب٤ٍبٜ ‌زض ‌سغ٥٥ط ‌وٝ زٞس

PalCESA4٤ٛاضٜ‌سٛا٘س‌ٔٛخت‌سغ٥٥ط‌زض‌ضربٔز‌ز‌‌٣ٔ

‌آضا٤ف‌ؾَّٛ ٚ‌ ‌ؾبذشبض ٚ‌ ‌ٚ‌‌ؾ٣ِّٛ ‌ٌع٤ّٓ ‌ف٥جط، ٞب٢

قؼبػ‌٣قٛز.‌ا٤ٗ‌٘ٛع‌سغ٥٥طار‌زض‌٥ٔعاٖ‌خصة‌ٚ‌ا٘شمبَ‌

آة‌ٚ‌ٔٛاز‌غصا‌٣٤ٚ‌ثٝ‌ز٘جبَ‌آٖ‌زض‌٥ٔعاٖ‌ضقس‌٥ٌبٜ‌

‌سٛا٘س‌سأث٥طٌصاض‌ثبقس.‌٣ٔ
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‌ ‌‌-4قىُ ‌٥ٌبٜ ‌‌T0سه٤ٛط ‌٥ٔىطٚؾىٛد٣ ‌ٔغبِؼٝ ٚ‌ ‌٤بفشٝ ‌‌LMخٟف ٚFE-SEM‌‌ ‌٥ٌبٜ ‌چٛة ‌غT0‌‌٣٘ثبفز ٤ٚطاؾشٝ

PalCESA4P435del_W436delزض‌ٔمب٤ؿٝ‌ثب‌٥ٌبٜ‌قبٞس‌‌(WT)‌A)‌ٌبٞب٥ٖ‌T0٤ٚطاؾشٝ‌غ‌‌٣٘(ٕٞٛظ٤ٍٛؼ‌ٚ‌قبٞس‌WT‌)ؾبظٌبض‌قسٜ‌دؽ‌اظ‌

‌ٔح‌2 ‌وكز‌زض ‌‌٢ؾبظٌبض‌ظ٥ٔبٜ ‌دط‌2ِٔبؼ‌ز٥:د3ٔبؾٝ ‌ا٘ساظٜ‌.‌1ز٥: ‌٘كبٖ‌ذظ ‌‌٥ٌط٢ ‌عَٛ ‌‌ؾب٘ش1‌٣زٞٙسٜ ‌اؾز. ‌Bٔشط ‌ط٤سهبٚ(

٥ٔعاٖ‌ثعضٌٕٙب‌٣٤سهب٤ٚط‌‌قبٞس.‌ب٥ٜثب‌ٌ‌ؿ٤ٚ٤ٝطاؾشٝ‌غ‌٣٘زض‌ٔمب‌‌‌T0ب٥ٜؾبلٝ‌زض‌ٌ‌بٍ٘ط٥ٗ‌ٔ٥ٜا٣‌15‌ٔاظ‌ٔمغغ‌ػطض‌٢٘ٛض‌ىطٚؾىٛح٥ٔ

٥ّ٥ٕٔشط،‌زض‌‌10ثطاثط‌ثب‌‌40×ثعضٌٕٙب٥ٌ‌٣٤ط‌٢زض‌‌اؾز.‌ذظ‌ا٘ساظ400‌ٜ×100‌‌ٚ×،‌40×سطس٥ت‌اظ‌چخ‌ثٝ‌ضاؾز‌قبُٔ‌ثعضٌٕٙب‌‌٣٤ثٝ

-٣‌FEاِىشطٚ٘‌ىطٚؾىٛح٥ٔ‌ط٤سهبٚ(‌٥ٔCىطٖٚ‌اؾز.‌‌500ثطاثط‌ثب‌سمط٤جب400‌‌ً×ٔشط‌ٚ‌زض‌ثعضٌٕٙب5/2‌٣ّ٥ٔ‌‌٣٤ثطاثط‌ثب‌‌100×ثعضٌٕٙب‌٣٤

SEMب٥ٜؾبل‌15‌ٌ‌ٝبٍ٘ط٣‌ٔ٥ٜاظ‌ٔمغغ‌ػطض‌‌‌T0سب‌‌2000×٥ٔعاٖ‌ثعضٌٕٙب‌٣٤سهب٤ٚط‌زض‌ٔحسٚزٜ‌‌قبٞس.‌ب٥ٜثب‌ٌ‌ؿ٤ٚ٤ٝطاؾشٝ‌غ‌٣٘زض‌ٔمب‌

 اؾز.‌3500×

Figure 4. The shoot architecture and microscopy analysis of the hardened, PalCESA4P435del_W436del T0 mutant 

compared with that of two-month-old untransformed wild type white poplar (WT). A) The shoot architecture of the 

T0 mutant and WT plants, which were hardened in soil mixture (sand, peat moss, and perlite in 3:2:1 ratio) after 2-

month under greenhouse condition. Bars indicate 1cm.  B) The light microscopy (LM) images of the cross-sectional 

fifth internodal stem from the two-month-old wild-type and T0 mutant. Bars (Lef to right) indicate magnifications of 

×40 (10 mm), ×100 (2.5 mm) and ×400 (500 µm). C) The FE-SEM images of the cross-sectional fifth internodal stem 

from the two-month-old wild-type and T0 mutant. Bars indicate 10-20 µm. 
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 .٤ٚP. alba Lطاؾشٝ‌غ‌٣٘ٚ‌قبٞس‌‌‌T0بٞب٥ٖچٛة‌زض‌٣‌ٌنفبر‌آ٘بس٥ٗ‌ٔٛب٥ٍ٘ٔ‌ؿ٤ٝٔمب‌-3خسَٚ

Table 3. Mean comparison of wood anatomy traits in CRISPR/Cas9-mediated T0 mutant and WT P. alba L. plants. 

 ٘ٛع‌نفبر‌آ٘بس‌٣ٔٛچٛة‌
‌(SDا٘حطاف‌ٔؼ٥بض‌)‌±٥ٔب٥ٍ٘ٗ‌

‌٤ٚطاؾشٝ‌غ٥ٌT0‌٣٘ب٥ٌ‌‌ٜبٜ‌قبٞس

 mm2‌‌(Vd) a13/1‌±‌67/528 b71/0‌±‌97/135ٞب‌٢آٚ٘س‌چٛث‌٣زض‌‌سؼساز‌ؾَّٛ

 a13/0‌±‌24/12 b06/0‌±‌54/2 ٔؿبحز‌ِٛٔٗ‌آٚ٘سچٛث‌٣)%(

 b39/0‌±‌98/37 a04/0‌±‌45/39 ٔؿبحز‌ِٛٔٗ‌‌ف٥جط‌)%(

 b29/0‌±‌67/7 a54/0‌±‌68/24 ٞب‌٢قؼبػ‌٣)%(‌ٔؿبحز‌ؾَّٛ

 a79/0‌±‌11/42 b62/0‌±‌89/32 ٔؿبحز‌ز٤ٛاضٜ‌ؾ‌٣ِّٛ)%(

 a007/0‌±‌64/1 b003/0‌±‌52/1 (µmف٥جط‌)‌‌ضربٔز‌ز٤ٛاضٜ‌ؾَّٛ

 b04/0‌±‌89/7 a02/0‌±‌41/9 (µmٞب‌٢ف٥جط‌)‌لغط‌ِٛٔٗ‌ؾَّٛ

 b1/0‌±‌17/17 a03/0‌±‌75/19 (µmلغط‌ِٛٔٗ‌آٚ٘سچٛث‌٣)

‌اؾز.‌P<‌05/0زاض‌زض‌ؾغح‌‌ث٥بٍ٘ط‌ػسْ‌اذشلاف‌ٔؼ٣ٙحطٚف‌٤ىؿبٖ‌

Means with similar letters are not significantly different according to P< 0.05 value. 

 

 T0تعییي هحتَای تشکیجبت لیگٌَسلَلضی دس گیبُ 

 ٍیشاستِ طًي 

‌٤ٚ74/43طاؾشٝ‌غT0‌‌٣٘ٔحشٛا‌٢ؾِّٛع‌زض‌٥ٌبٜ‌

‌وٝ‌ ‌قبٞس‌ثٛز ٕٝ٘ٛ٘‌ ‌ٔحشٛا‌٢ؾِّٛع ‌اظ زضنس‌وٕشط

٣ٕٞ‌ ‌ٔحشٛا٢ ‌افعا٤ف ‌اؾشرطاخ‌‌٣ثٝ ‌ٔٛاز ؾِّٛع،

ؾِّٛع‌زض‌‌وٝ‌ٔحشٛا‌٣ٕٞ‌٢عٛض‌٢ٔٙدط‌قسٜ‌اؾز.‌ثٝ

‌زٚ‌ثطاثط‌٘ؿجز‌ث٥ٌT0‌‌ٕٝ٘ٛ٘‌ٝبٜ‌ ٤ٚطاؾشٝ‌غ‌٣٘سمط٤جبً

‌ٗ٥ٍٙ٥ِ‌ ‌ٔحشٛا٢ ‌زض ٣ِٚ‌ ‌زاز ‌٘كبٖ ‌افعا٤ف قبٞس

زؾز‌‌ٜ‌٘كس.‌ٕٞچ٥ٙٗ،‌ٔكبثٝ‌٘شب٤ح‌ثٝاذشلاف‌٣ٔكبٞس

‌ ‌ٔغبِؼٝ، ‌ا٤ٗ ‌زض ‌)‌Liآٔسٜ ‌ٕٞىبضا٘ف ٚ2018‌)

‌٤بفشٝ‌ ‌خٟف ‌ثط٘ح ‌زض ‌وٝ ‌وطز٘س ٌعاضـ

OsCESA9
W481C_P482S‌‌ ‌ؾِّٛع زضنس‌‌18ٔحشٛا٢

٣ٔ‌ ‌‌وبٞف ‌افعا٤ف ‌ثبػث ‌أط ‌ا٤ٗ ‌وٝ ‌٤16بثس

‌سغ٥٥ط‌٢زض‌‌ؾِّٛع‌‌٣ٔزضنس٣ٕٞ‌٢ ‌٥ِىٗ،‌آٟ٘ب قٛز.

.‌(Li et al., 2017)ٔحشٛا٥ٍٙ٥ِ‌٢ٗ‌ٔكبٞسٜ‌٘ىطز٘س‌

‌ ‌)‌Abbasثبا٤ٙحبَ، ‌ٕٞىبضاٖ ‌وبٞف‌2020ٚ )45-

‌افعا٤ف‌‌50 ‌ثب ‌ٕٞطاٜ ‌ؾِّٛع ‌ٔحشٛا٢ زضنس٢

(‌ ٗ٥ٍٙ٥ِ‌ ‌9/38‌٣ٕٞٔحشٛا٢ ٚ‌ ‌)‌زضنس( ‌83ؾِّٛع

وP. trichocarpa T0‌RNAi‌‌ٝضنس(‌زض‌٥ٌبٞبٖ‌ز

‌RNAiسٛؾظ‌فٙبٚضPtrCESA4/7/8‌‌٢ٞب‌‌٢ث٥بٖ‌غٖ

 ,.Abbas et al)وبٞف‌٤بفشٝ‌ثٛز،‌ضا‌ٌعاضـ‌وطز٘س‌

‌غٖ(2020 ‌ذبٔٛق٣ ‌ٕٞچ٥ٙٗ، ٞب‌‌٢.

PtrCESA4/7(a/b)/8(a/b)‌‌ٓؾ٥ؿش‌ ‌ضٚـ ثب

‌ ‌‌٤ٚCRISPR/Cas9طا٤ف ‌وبٞف زضنس90‌‌٢ثٝ

‌افعا٤ف‌زٚثطاثط‌٢ٔحشٛا٥ٍٙ٥ِ‌٢ٗ‌ ٚ‌ ٔحشٛا‌٢ؾِّٛع

‌زض‌ٔغبِؼٝ‌(Xu et al., 2021)ٔٙدط‌قس‌ ‌ٕٞچ٥ٙٗ، .

‌وطز٤ٓ ‌ٌعاضـ ‌خٟف‌‌د٥ك٥ٗ ‌ا٤دبز ٚ‌ ‌سغ٥٥ط وٝ

‌ ‌ز٥ٔٗ ‌اسهبَ ‌خب٤ٍبٜ ‌زض ظ٤طٚاحس‌‌P-CRٞسفٕٙس

PalCESA4‌٣ٔ‌‌ٚ‌ ‌٥ٍِٙٛؾِّٛع ‌سطو٥ت ‌زض سٛا٘س

‌ثبقس ‌زاقشٝ ‌ٔؿشم٥ٓ ‌سأث٥ط ‌سطو٥جبر ‌ا٤ٗ ‌ٔحشٛا٢

(Nayeri et al., 2022)‌،٘شب٤ح‌ا٤ٗ‌دػٚٞف‌ ‌ٔكبثٝ .

‌اؾ٥سآ٥ٔٙٝ ‌‌خب٤ٍع٣ٙ٤ ‌‌W436Qا٢ ٚP437S٤ب‌‌

‌67حصف‌ا٤ٗ‌زٚ‌اؾ٥س‌آ٥ٔٙٝ‌ثٝ‌سطس٥ت‌ثبػث‌وبٞف‌

‌ ‌٥ٌبٞب35‌‌ٖزضنس‌٢ٚ ‌ٔحشٛا‌٢ؾِّٛع زضنس‌٢زض

T0افعا٤ف‌ٔؼ‌٣ٙ‌ ‌ثٝ ‌أط ‌ا٤ٗ ‌قس. ‌غ٣٘ زاض‌‌٤ٚطاؾشٝ
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ؾِّٛع،‌٥ٍٙ٥ِٗ‌ٚ‌ٔٛاز‌اؾشرطاخ‌٣ٔٙدط‌‌ٔحشٛا٣ٕٞ‌٢

‌ثٝ ؾِّٛع‌زض‌٥ٌبٜ‌‌وٝ‌ٔحشٛا‌٣ٕٞ‌٢عٛض‌٢قسٜ‌اؾز.

T0٤ٚطاؾشٝ‌غ‌‌٣٘PalCESA4
W436Q_P437S‌‌ٚث٥ف‌اظ‌ز

‌ا٤ٗ‌ ‌زاز. ‌٘كبٖ ‌افعا٤ف ‌قبٞس ٕٝ٘ٛ٘‌ ‌ثٝ ‌٘ؿجز ثطاثط

‌ ‌حصف‌اؾ٥سآ٥ٔٙٝ ‌٤ه‌‌W436زضحب‌٣ِاؾز‌وٝ اظ

زضنس‌٢ٔحشٛا33‌‌٢ثٝ‌افعا٤ف‌‌PalCESA4اُِ‌غٖ‌

‌قس‌ ‌ٔٙدط ‌نٙٛثط ‌٥ٍِٙٛؾِّٛع٢ ‌ث٥ٛٔبؼ ‌زض ؾِّٛع

(Nayeri et al., 2022)‌‌‌.‌

‌.‌.P. alba Lقبٞس‌‌زض‌ٔمب٤ؿٝ‌ثب‌٥ٌب٤ٜٚطاؾشٝ‌غ‌T0‌‌٣٘ب٥ٜزض‌٢‌ٌٍٙٛؾِّٛع٥ِ‌جبر٥سطو‌٢ٔحشٛا‌٥ٗب٥ٍ٘ٔ‌.‌4خسَٚ
Table 4. The lignocellulose composition of the CRISPR/Cas9-mediated T0 mutant and WT P. alba L. plants. 

 ٥ٌبٜ‌
 ‌SD±٥ٔب٥ٍ٘ٗ‌

‌(%ؾِّٛع‌)‌(%ؾِّٛع‌)‌‌٣ٕٞ(%٥ٍٙ٥ِٗ‌)‌(%ٔٛاز‌اؾشرطاخ‌٣)

WT‌b05/0‌±‌44/4‌a18/0‌±‌31/22 b52/0‌±‌19/21 a2/0‌±‌73/51 

T0٤ٚطاؾشٝ‌غ‌٣٘‌a06/0‌±‌97/5‌a09/0‌±‌30/22 a01/0‌±‌59/42 b06/0‌±‌10/29 

 

‌اؾز.‌P<‌05/0زاض‌زض‌ؾغح‌‌حطٚف‌٤ىؿبٖ‌ث٥بٍ٘ط‌ػسْ‌اذشلاف‌ٔؼ٣ٙ

Means with similar letters are not significantly different according to P< 0.05 value. 
 

الیبف ّبی  دس ًوًَِ CrIتغییشات دسصذ ضبخص 

 ٍیشاستِ طًي T0گیبُ  سلَلض

ٞب‌٢ؾبذشبض٥ٔ‌‌٢عاٖ‌سجّٛض‌ؾِّٛع‌٤ى‌٣اظ‌٤ٚػ٣ٌ

‌٤ٚػ٣ٌ ‌وٝ ‌اؾز ‌ؾِّٛع ٞب‌‌٢ف٥ع٤ىٛق٥ٕ٥ب٣٤

 Chen et)وٙس‌‌ٔىب٥٘ى‌٣ٚ‌حطاضس‌٣آٖ‌ضا‌سؼ٣ٔ‌ٗ٥٥

al., 2011)زضنس‌قبذم‌سجّٛض‌ؾِّٛع‌‌.(CrI)‌‌ٜ٥ٌب

T0‌‌ ‌آظٖٔٛ ‌ثب ‌قبٞس ‌٥ٌبٜ ٚ‌ ‌غ٣٘ ‌٤ٚXRDطاؾشٝ

زٞس‌وٝ‌خٟف‌ا٤دبز‌قسٜ‌‌ٔغبِؼٝ‌قس.‌٘شب٤ح‌٘كب٣ٔ‌ٖ

‌٥ٌبٞبٖ‌ ‌ٞط‌٤ه‌اظ ‌سغ٥٥طار‌‌T0زض ‌غ‌٣٘ثٝ ٤ٚطاؾشٝ

‌ٔلاحظٝ ‌زض‌‌لبثُ ‌قٛز. ‌ٔٙدط ‌سجّٛض ‌قبذم ‌زض ا٢

‌ ‌5Aقىُ ‌٥ٌبٜ ‌قبذم‌سجّٛض ‌زضنس ،T0‌‌ٝ٤ٚطاؾش

غ‌٣٘زض‌ٔمب٤ؿٝ‌ثب‌ٕ٘ٛ٘ٝ‌قبٞس‌٘كبٖ‌زازٜ‌قسٜ‌اؾز.‌

ٞب‌٢ان‌٣ّزض‌‌د٥ه‌XRDثط‌اؾبؼ‌٘شب٤ح،‌زض‌ا‌٢ٍِٛ

‌ ‌‌2θحسٚز ‌ثب ‌‌16ثطاثط ٚ‌ ‌ٔكبٞس6/22‌‌ٜزضخٝ زضخٝ

‌د٥ه ‌ا٤ٗ ‌‌قس. ‌آٔٛضف ‌٘ٛاح٣ ‌ثٝ ٚ‌‌(2θ=16º)ٞب

‌ ‌ؾِّٛع٥ٔ‌‌٢ىطٚف٥جط٤ُ‌(2θ=22.6º)ثّٛض٤ٗ ٞب٢

‌٘كبٖ ‌وٝ ‌اؾز ‌‌ٔشؼّك ‌ا٢ٍِٛ عج٥ؼXRD‌‌٣زٞٙسٜ

‌اؾز‌ ‌ا٥ِبف‌ؾِّٛع ‌ثٝ  ,.Nishiyama et al)ٔشؼّك

2002; Nishiyama et al., 2003)قبذم‌سجّٛض‌‌ .

‌ ‌٥ٌبٜ ‌‌T0زض ‌غ٣٘ ‌وبٞف‌‌٤ٚ25/19طاؾشٝ زضنس

‌XRD٘ؿجز‌ثٝ‌ٕ٘ٛ٘ٝ‌قبٞس‌٘كبٖ‌زاز.‌ثطضؾ‌٣ا‌٢ٍِٛ

‌٣آٔٛضف‌زض‌وبٞف‌زٞس‌وٝ‌افعا٤ف‌٘ٛاح‌٘كب٣ٔ‌ٖ

ٞب‌٢ؾِّٛع‌٢سأث٥ط‌‌٥ٔعاٖ‌قبذم‌سجّٛض‌٥ٔىطٚف٥جط٤ُ

‌ ‌زاضز. ‌)‌Liٔثجش٣ ‌ٕٞىبضا٘ف ‌٥ٌب2017‌ٜٚ ‌٤ه )

‌ ‌ضلٓ ‌ثط٘ح ‌زض ‌غ٣٘ ‌اظ‌‌٤ٚJapponicaطاؾشٝ حبنُ

‌زاضا‌٢خٟف‌‌EMSظا‌٣٤ق٥ٕ٥ب‌‌٣٤خٟف ٤بفشٙس‌وٝ

‌ ‌‌W481Cخب٤ٍع٣ٙ٤ ٚP482S‌‌ ‌ز٥ٔٗ ‌P-CRزض

ثطضؾ‌٣ا٥ٌ‌ٗ٤ب٤ٚ‌ٜطاؾشٝ‌‌ثٛز.‌OsCESA9ظ٤طٚاحس‌

غ‌٣٘٘كبٖ‌زاز‌وٝ‌ضربٔز‌ز٤ٛاضٜ‌ؾ‌٣ِّٛٚ‌قبذم‌

سٛا٘س‌زض‌‌سجّٛض‌زض‌ا٥ٌ‌ٗ٤بٜ‌وبٞف‌٤بفشٝ‌اؾز‌و٣ٔ‌ٝ

‌ ‌ا٥ٕٞز‌ثبقس ‌حبئع  ,.Li et al)سحُٕ‌ٚضؼ‌ثؿ٥بض

‌خب٤ٍع‌٣ٙ٤(2017 ‌خٟف ‌٥٘ع ‌د٥ك٥ٗ ‌ٌعاضـ ‌زض .

‌436ٞب‌٢سط٤ذشٛفبٖ‌‌ا‌٢ٚ‌حصف‌اؾ٥سآ٥ٔٙٝ‌اؾ٥س‌آ٥ٔٙٝ

-13بػث‌وبٞف‌زض‌خب٤ٍبٜ‌اسهبَ‌ث‌437ٚ‌دط٥ِٚٗ‌

‌اظ‌‌25 ‌حبنُ ‌ؾِّٛع ‌سجّٛض ‌قبذم ‌زض زضنس٢
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 Nayeri)٤ٚطاؾشٝ‌غ‌٣٘قس‌‌T0ث٥ٛٔبؼ‌نٙٛثط‌ؾف٥س‌

et al., 2022)‌.‌
الیبف سلَلض دس صٌَثش  DPN  ٍDPWتغییشات هیضاى 

 ٍیشاستِ طًي T0سفیذ 

ٞب‌٢سؼ٥٥ٗ‌وٙٙسٜ‌‌ؾِّٛع‌اظ‌خّٕٝ‌ػب٥ٔDP‌ُٔعاٖ‌

ضٚز‌ٚ‌ٕٞچ٥ٙٗ،‌ث٥ٗ‌‌قٕبض‌‌٣ٔزض‌٥ٔعاٖ‌س٥ِٛس‌ؾِّٛع‌ثٝ

‌ ‌ٕٞجؿش٥ٔDP‌‌٣ٍعاٖ ‌ؾِّٛع ‌سجّٛض ‌قبذم ٚ

 Li et al., 2017; Yoo et)زاض‌٢ٚخٛز‌زاضز‌‌ٔؼ٣ٙ

al., 2017; Zhang et al., 2013)‌ٝا٤ٗ‌ٔغبِؼ‌ ‌زض .

‌ ‌٥ٔعاٖ ‌سؼ٥٥ٗ ‌‌DPNثطا٢ ٚDPW‌ٕٝ٘ٛ٘‌‌‌‌ ‌CMFٞب٢

اؾشفبز٤ٚGPC‌‌ٜطاؾشٝ‌غ‌٣٘ٚ‌قبٞس،‌ضٚـ‌‌٥ٌT0بٜ‌

‌ ‌٥ٔعاٖ ‌‌DPNقس. ٚDPW‌(‌ ‌قبٞس ‌٥ٌبٜ (‌WTزض

‌‌ثٝ ‌‌1011سطس٥ت ‌اؾبؼ‌‌ث4547‌ٝٚ ‌ثط ‌آٔس. زؾز

‌ ‌سٛؾظ ‌قسٜ ‌ا٘دبْ ‌ٕٞىبضاYoo‌‌ٖٔغبِؼبر ٚ

زض‌ا٘ٛاع‌اضلبْ‌زضذز‌‌DPN‌‌ٚDPW(،‌٥ٔعا2017‌ٖ)

‌ ‌ثبِعاْ ‌ثب‌‌ثٝ‌(P. trichocarpa)نٙٛثط ‌ثطاثط سطس٥ت

‌ ‌سمط٤ج٣ ‌‌216-٥ٔ881ب٥ٍ٘ٗ احس‌5400-4100‌ٚٚ

‌ ‌٥ٔعاٖ ‌ٕٞچ٥ٙٗ ‌اؾز. ‌‌DPNٌّٛوع٢ ٚDPWزض‌‌

سطس٥ت‌زض‌‌ثP. tremula × alba‌ٝٞب٥ٞ‌٢جط٤س‌‌وّٖٛ

‌ ‌‌300حسٚز ٚ600‌‌  ,.Foston et al)ٌعاضـ‌قس

‌زض‌ا٤ٗ‌ٔحسٚزٜ‌(2011 لطاض‌‌DP.‌٘شب٤ح‌ٔب‌٥٘ع‌سمط٤جبً

‌ا٤ٗ ‌ثب ‌ٔؼ‌٣ٙزاضز. ‌اذشلاف ‌٥ٔعاٖ‌‌حبَ ‌٘ظط ‌اظ زاض٢

DPN‌ُ٥ٔىطٚف٥جط٤‌‌ ‌٥ٌبٜ ‌ث٥ٗ ‌ؾِّٛع٢ ‌T0ٞب٢

(.‌5Bٕٛ٘ٝ‌قبٞس‌ٚخٛز‌٘ساضز‌)قى٤ٚ‌ُطاؾشٝ‌غ‌٣٘ٚ‌٘

‌ ‌‌٥ٔDPWعاٖ ‌٥ٌبٜ ‌٘ؿجز‌ثT0‌‌ٝؾِّٛع ‌غ٣٘ ٤ٚطاؾشٝ

(.‌5Cزاض‌٢٘كبٖ‌زاز‌)قى٥ٌ‌‌ُبٜ‌قبٞس‌افعا٤ف‌ٔؼ٣ٙ

‌ ‌ٚظ٣٘ ‌دطاوٙف ‌سٙٛع‌‌٘كبٖ‌(PDI)قبذم زٞٙسٜ

.‌ثط‌اؾبؼ‌(Gilbert et al., 2009)ا٘ساظٜ‌د٥ّٕط‌اؾز‌

‌ ‌قبذم ‌ثبلا٢ ‌ؾغح ‌‌PDI٘شب٤ح، ‌٥ٌبٜ ‌T0زض

‌ ‌٥ٌبٜ ‌ثب ‌ٔمب٤ؿٝ ‌زض ‌غ٣٘ زٞٙسٜ‌‌٘كب٤ٚWT‌ٖطاؾشٝ

‌ ‌ثبلا٢ ‌ز‌DPدطاوٙف ‌سٙٛع ‌ا٘ساظٜ‌ٚ ض

‌‌٥ٔىطٚف٥جط٤ُ ‌)قىُ ‌اؾز ‌ؾِّٛع ‌زض‌5Dٞب٢ .)

ٔمب٤ؿٝ‌ثب‌٘شب٤ح‌ا٤ٗ‌دػٚٞف،‌خٟف‌خب٤ٍع‌٣ٙ٤اؾ٥س‌

‌اؾ٥سآ٥ٔٙٝ‌آ٥ٔٙٝ ‌حصف ٚ‌ ‌‌ا٢ ‌سط٤ذشٛفبٖ 436‌‌ٚٞب٢

‌اسهبَ‌ثبػث‌افعا٤ف‌٥ٔعا437‌‌ٖدط٥ِٚٗ‌ ‌خب٤ٍبٜ زض

DPN‌‌ٚDPWؾِّٛع‌حبنُ‌اظ‌ث٥ٛٔبؼ‌نٙٛثط‌ؾف٥س‌‌

T0٤ٚطاؾشٝ‌غ‌٣٘قس‌‌(Nayeri et al., 2022).‌‌

‌

 ثٌذی جوع

CESA4‌‌ٝظ٤طٚاحس‌ نهٛضر‌اذشهبنه‌٣اظ‌عط٤هك‌‌‌‌‌ثه

سٛا٘ههس‌ثههب‌ؾههب٤ط‌‌‌‌ٔههCCD‌٣زض‌٘بح٥ههP-CR‌‌ٝزٔهه٥ٗ‌

ٚ‌ٕٞچ٥ٙٗ،‌‌CESA7‌‌ٚCESA8ظ٤طٚاحسٞب‌اظخّٕٝ‌

دطٚسئ٥ٗ‌زاقهشٝ‌‌-ٞب‌٢آٟ٘ب‌ثطٕٞىٙف‌دطٚسئ٥ٗ‌ا٤عٚفطْ

ثبقهس.‌لبث٥ّههز‌سكههى٥ُ‌ٕٞههٛ/ٞشطٚز٤ٕط‌زض‌ظ٤طٚاحههس‌‌

CESA4زض‌آضا٤ههف‌ظ٤طٚاحههسٞب‌‌٢CESA‌‌ْٚ‌٘ظههب

ا‌٢ا٤فهب‌‌‌ٞب‌٘مف‌سؼ٥٥ٗ‌وٙٙسCSC‌ٜؾبذشبضثٙس‌٢ضظر‌

-‌‌Pوٙس.‌ثٙبثطا٤ٗ،‌ا٤دبز‌سغ٥٥طار‌ٞسفٕٙس‌زض‌ز٣ٔ‌ٗ٥ٔ

CRظ٤طٚاحههس‌‌CESA4‌ٝٙههٛا٤‌ٖههه‌ظ٤طٚاحههس‌‌ػ‌ثهه

سٛا٘س‌‌CSC‌٣ٔٔٙحهطثفطز‌ٚ‌ٔٙفطز‌زض‌ؾبذشبض‌ضظر‌

ثٝ‌سغ٥٥ط‌زض‌٥ٔعاٖ‌ثطٕٞىٙف‌ظ٤طٚاحهسٞب‌ٚ‌ثهٝ‌ز٘جهبَ‌‌‌‌

آٖ‌سغ٥٥ط‌زض‌ؾبذشبض‌ز٤ٛاضٜ‌ؾ٣ِّٛ،‌ٔحشهٛا‌٢ؾهِّٛع،‌‌‌

ؾهِّٛع‌ٔٙدهط‌قهٛز.‌زض‌‌‌‌‌CrI‌‌ٚDPسغ٥٥ط‌زض‌قهبذم‌‌

اذشهبنههه‌٣ثهههطاsgRNA‌‌‌٢ا٤هههٗ‌ٔغبِؼهههٝ،‌٤هههه‌‌

ٚ‌سط٤ذشٛفهب435‌‌‌ٖٞهب‌٢دهط٥ِٚٗ‌‌‌‌ٞسف٥ٍط‌٢اؾ٥س‌آ٥ٔٙٝ

ظ٤طٚاحهههس‌‌P-CRزض‌خب٤ٍهههبٜ‌اسههههبَ‌زٔههه436‌‌‌ٗ٥

CESA4نٙٛثط‌ؾف٥س‌عطاحه‌٣قهس.‌زض‌عه‌٣خٟهف‌‌‌‌‌‌

،‌٤هه‌‌CRISPR/Cas9ضٚـ‌‌٘ٛوّئٛس٥س‌٢ٞسفٕٙس‌ثب

٤ٚطاؾههشٝ‌غ٘هه‌٣زاضا٤‌٢ههه‌خفههز‌خٟههف‌‌‌٥ٌT0ههبٜ‌
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‌‌ٝ 435‌‌ٚٞهب‌٢دهط٥ِٚٗ‌‌‌‌حصف‌ٕٞٛظ٤ٍهٛؼ‌اؾه٥سآ٥ٔٙ

زؾز‌آٔس‌وٝ‌زاضا‌٢ضقهس‌عج٥ؼه٣،‌‌‌‌ث436‌ٝذشٛفبٖ‌سط٤

ٞهب‌٢ٔٛضفِٛهٛغ‌٢چهٛة‌‌‌‌‌ؾبِٓ‌ثٛز.‌ثطضؾه٤ٚ‌٣ػٌه‌‌٣

٤ٚطاؾههشٝ‌غ٘هه‌٣حههبو‌٣اظ‌وههبٞف‌سؼههساز‌‌‌‌‌٥ٌT0ههبٜ‌

ٞههب‌٢آٚ٘ههس‌چههٛث٣،‌زضنههس‌ٔؿههبحز‌ز٤ههٛاضٜ‌‌ؾههَّٛ

‌‌‌ٝ وهٝ‌زضنهس‌ٔؿهبحز‌فضههب‌‌‌‌‌٢عههٛض‌٢ؾه‌٣ِّٛثهٛز،‌ثه

زاض‌‌‌‌‌٢نٛضر‌ٔؼٙه‌‌٣ٞب‌٢ٌع٤ّٓ‌ٚ‌ف٥جط‌ث‌٣ِٙٔٛ‌ٝؾَّٛ

‌FE-SEMز.‌ٔغبِؼهه٥ٔ‌ٝىطٚؾههىٛح‌افههعا٤ف‌زاقهه

٘كههبٖ‌زاز‌وههٝ‌ضههربٔز‌ز٤ههٛاضٜ‌ؾهه‌٣ِّٛاعههطاف‌‌‌‌‌‌

زضنهس‌وهبٞف‌ٚ‌لغهط‌‌‌‌‌5/7ٞب‌٢ف٥جط‌زضحسٚز‌‌ؾَّٛ

فضب‌٣ِٙٔٛ‌٢افعا٤ف‌٤بفشٝ‌اؾز.‌ٕٞچٙه٥ٗ،‌ٔحشهٛا‌‌‌٢

زضنس‌وهبٞف‌٤بفشهٝ‌ِٚه44‌‌‌‌‌٣ؾِّٛع‌ث٥ٔ‌ٝعاٖ‌سمط٤ج‌٣

‌زٞس.‌‌ثطاثط‌افعا٤ف‌٘كب2‌٣ٔ‌ٖؾِّٛع‌‌٥ٔعا٣ٕٞ‌ٖ

 
زض‌ٔمب٤ؿٝ‌ثب‌٥ٌب٤ٚPalCESA4P435del_W436del‌‌ٜطاؾشٝ‌غT0‌‌٣٘ؾِّٛع‌حبنُ‌اظ‌ث٥ٛٔبؼ‌چٛة‌٥ٌب٥ٔDP‌‌ٜعاٖ‌قبذم‌سجّٛض‌ٚ‌‌-5قىُ‌

‌ٚ‌ٕ٘ٛزاض‌قبذم‌سجّٛض‌‌٥ٌT0بٜ‌قبٞس‌XRD‌‌ٚحبنُ‌اظ‌آ٘ب٥ِع‌‌Xا‌٢ٍِٛدطاـ‌اقؼٝ‌‌(‌A(.WT)قبٞس‌ ٤ٚطاؾشٝ‌غ‌٣٘)ؾٕز‌چخ(

(CrI(ؾِّٛع‌ٕ٘ٛ٘ٝ‌ٞب‌٢ؾِّٛع‌حبنُ‌اظ‌ث٥ٛٔبؼ‌چٛة‌٥ٌبٜ‌قبٞس‌‌)WT‌ٜ٥ٌ‌ٚب‌)T0‌(٤ٚطاؾشٝ‌غ‌٣٘T0‌.)B-D‌ٗٔمبز٤ط‌٥ٔب٥ٍ٘‌)DPN‌

(B‌،)DPW‌(C‌ٚ‌)DPI‌(D‌)±‌(ا٘حطاف‌ٔؼ٥بض‌ؾِّٛع‌حبنُ‌اظ‌ث٥ٛٔبؼ‌چٛة‌٥ٌبٜ‌قبٞس‌WT‌ٜ٥ٌ‌ٚب‌)T0‌(٤ٚطاؾشٝ‌غ‌٣٘T0حطٚف‌‌.)

‌اؾز.‌‌P<‌05/0زاض‌زض‌ؾغح‌‌٤ىؿبٖ‌ث٥بٍ٘ط‌ػسْ‌اذشلاف‌ٔؼ٣ٙ
Figure 5. The crystallinity i8ndex and DP of cellulose fibers from wood biomass of the control (WT) and 

PalCESA4P435del_W436del T0 mutant plants. A) The XRD patterns and CrI content of the cellulose fibrils from control 

(WT) and the T0 mutant plants. B-D) The mean of DPN (B), DPW (C), and PDI (D) of cellulose microfibrils from WT 

and T0 mutant plants. 
 

‌5/19ثههطا٤ٗ،‌٥ٔههعاٖ‌سجّههٛض‌ؾههِّٛع‌سمط٤جههب‌‌‌ػههلاٜٚ

‌DPNزضنس‌٘ؿجز‌ثٝ‌قبٞس‌وبٞف‌٤بفشٝ‌ِٚه٥ٔ‌٣هعاٖ‌‌‌

‌ٚDPW‌ٝسطس٥ت‌ثسٖٚ‌سغ٥٥ط‌ٚ‌افهعا٤ف‌زاقهشٝ‌اؾهز.‌‌‌‌‌ث

سههٛاٖ‌ثههٝ‌ا٤ههٗ‌٘ش٥دههٝ‌ضؾهه٥س‌وههٝ‌ا٤دههبز‌‌ثٙههبثطا٤ٗ،‌ٔهه٣
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زض‌‌CRISPR/Cas9ضٚـ‌‌‌ٞههب‌٢ٞسفٕٙههس‌ثههب‌‌خٟههف

ٚ‌ثطضؾ‌٣سٙٛع‌غ٘ش٥ى‌٣حبنُ‌اظ‌خٟف‌‌P-CRز٥ٔٗ‌

أىهبٖ‌‌‌(GE)ثطا‌٢قٙبؾهب٥ٌ‌٣٤بٞهب٤ٚ‌ٖطاؾهشٝ‌غ٘ه‌‌‌‌‌٣

ٞههب‌‌٢ٞههب‌٢ؾههِّٛع‌٢ثههب‌٤ٚػٌهه‌٣س٥ِٛههس‌٥ٔىطٚف٥جط٤ههُ

ثهطزاض‌٢الشههبز‌‌‌‌٢ف٥ع٤ىٛق٥ٕ٥ب‌٣٤ٔغّٛة‌ثطا‌٢ثٟطٜ

‌آٚضز.‌‌‌فطا٣ٔ‌ٓٞضا‌

‌

    تطکش ٍ قذسداًي

ا٤ههٗ‌ٔمبِههٝ‌ٔؿههشرطج‌اظ‌ٌههعاضـ‌ٟ٘ههب‌٣٤عههط ‌‌‌‌

)قهٕبضٜ‌عهط ‌‌‌/ز‌346/27اضزاز‌دػٚٞك‌٣ثٝ‌قٕبضٜ‌لط

اؾز‌وٝ‌اظ‌ٔحُ‌اػشجهبضار‌دػٚٞكه‌٣زا٘كهٍبٜ‌‌‌‌(‌947

ٜ‌ٕٞچٙه٥ٗ،‌اظ‌‌‌سجط٤ع‌اخهطا‌ٌطز٤هسٜ‌اؾهز.‌‌‌ ‌دػٚٞكهٍب

‌٘هبْ‌‌‌(‌طا٘هسان‌٤ا)‌طا٤ٖه‌ا‌اعلاػهبر‌‌فٙبٚض‌٢ٚ‌ػّْٛ ثهب

لجّه‌٣دػٚٞكهٍبٜ‌اعلاػهبر‌ٚ‌ٔهساضن‌ػّٕه‌٣ا٤هطاٖ‌‌‌‌‌‌‌

قهبئجٝ‌اظ‌‌‌ٔهبز‌٢ٚ‌ٔؼٙه‌٢ٛثه‌‌‌‌٣ٞهب‌٢ز٤ه‌حٕبخٟهز‌‌‌ثٝ

ٚالهههغ‌زض‌ٔطوهههع‌‌‌ه٥هههغ٘ش‌٣ٟٔٙسؾههه‌كهههٍب٤ٜآظٔب

ٜ‌سحه٥لار‌سى٥ّٕه‌٣زا٘كهىسٜ‌وكهبٚضظ٢،‌‌‌‌ ‌زا٘كهٍب

‌ٌطزز.‌،‌سجط٤ع،‌ا٤طاٖ‌سكىط‌ٚ‌لسضزا٣ٔ‌٣٘ع٤سجط
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