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  فستوکاي بلند بر اساس بیان موقت SGRبراي دستکاري ژن   CRISPR/Cas9فناورياستفاده از 
  

 مصطفی خوشحال سرمست*
  عی گرگان، گرگان، گلستانانشگاه علوم کشاورزي و منابع طبیاستادیار گروه علوم باغبانی، دانشکده تولید گیاهی، د

  5/02/97؛ تاریخ پذیرش:  21/06/96تاریخ دریافت: 
 1دهیچک

دار منظم  تکرارهاي کوتاه پالیندرومی فاصلهمربوط به فناوري  ،ژنوم ویرایشهاي پیشرفته در  از فناوري یکیسابقه و هدف: 
هاي  باشد که باعث القاء مقاومت در برابر ویروس ها می ایمنی تطبیقی در پروکاریوت امانهاین فناوري یک ساست. اي  خوشه

انداز مشتق شده از ویروس در موجود میزبان به یک آنزیم نوکلئازي ویژه براي شناسایی و شکست  شود. توالی فاصله خارجی می
DNA در این پژوهش  کند. ویروس کمک میRNA نماي مربوط به ژن راهSGR در تماس نزدیک با  ،یر در تجزیه کلروفیلدرگ

  بلند قرار گرفت.  يفستوکا هاي دهی این ژن در برگ براي هدف قرار CRISPRدر سازه  Cas9پروتئین 
  

 20، ابتدا یک توالی SGRگیري ژن  ریزي براي هدف قابل برنامه CRISPR/Cas9 سازه ساختدر راستاي ها:  مواد و روش
جاسازي و سپس  pEnChimera سازه ابتدا در لیابلند انتخاب گردید. این تو فستوکاي SGRنوکلئوتیدي روي اگزون ژن 

و  مراز پلیوسیله واکنش زنجیرهاي  یید بهأبه حامل بیان منتقل گردید. حامل مدنظر پس از ت Gatewayفناوري وسیله  به
 و سازه  CRISPRمنتقل گردید. در گام دوم سازههاي بیان موقت  براي آزمایش  Agrobacterium tumefaciensبه ،یابی توالی

  Agroinfiltration روش وسیله هاي توتون به زمان به برگ طور هم به SGRژن کننده  رمزناحیه داراي ) pB2WG7(بیان  تشدید
طور  طراحی شده به CRISPRیابی شد. در آزمایشی دیگر سازه  توالی DNAمنتقل گردید. ناحیه آلوده شده پس از استخراج 

  بیان گردید. ،بلند تحت تنش فستوکاي هاي بالغ جوان صورت موقت در برگ بهو مستقیم 
  

یید أکار رفته در این آزمایش ت راهنما را در دو حامل به RNAجایگیري درست  ،یابی مراز و توالی اي پلی واکنش زنجیره ها: یافته
ارزیابی شد،  یابی از محل آلوده و توالی DNAاستخراج که با استفاده از هاي توتون  برگزمان دو سازه در  نماید. بیان موقت هم می

در گیاه بلند بیان شده  فستوکاي SGRقادر به برش ژن  در عمل این سازه گیري درست توالی در با وجود قرار کهدهد  نشان می
 SGRداراي ژن طبیعی  بلند فستوکاي هاي در برگ CRISPR/Cas9بیان موقت سازه در آزمایش دوم باشد. ولی  توتون نمی

 فستوکاي هاي برگ توقف تجزیه کلروفیلو در نتیجه  SGRجالبی قادر به توقف بیان ژن بیانگر این است که این سازه به شکل 
   .باشد بلند در مقایسه با شاهد می

  

سرعت و دقت در ساخت هاي برشی  با روش آنزیمدر مقایسه گیري  میزان چشم به Gatewayاستفاده از فناوري  گیري: نتیجه
 SGRدهی ژن  هاي توتون براي هدف قرار زمانی که روي برگ CRISPR/Cas9 را بالا برد. فناوري CRISPR/Cas9سازه نهایی 

طور طبیعی  به SGRغیر هدفمند در موجودي است که ژن دلیل بیان  به به احتمالود که بآمیز ن بلند استفاده شد موفقیت فستوکاي
                                                

  mkhsarmast@gau.ac.irمسئول مکاتبه:  *
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نتایج بیان شد  بلند) فستوکاي( SGRهاي داراي ژن اصلی  صورت موقت در برگ ولی زمانی که سازه بهدر آن وجود ندارد 
فعال گردیده و در نتیجه آن در  غیر  CRISPRوسیله  به بلند فستوکاي SGRطور آشکاري بیانگر این بود که ژن  بهمشاهده شده 

  .ماندند بلند سبزتر باقی فستوکاي هاي شرایط تنش برگ
  

  CRISPR/Cas9،  Gateway ویرایش ژنوم،، بلند فستوکاي، SGRژن  هاي کلیدي: واژه
  

 مقدمه
طی چند سال گذشته نوکلئازهاي مهندسی شده 

یا به اصطلاح انگشت روي  ZFNs1 هايشامل نوکلئاز
صورت  به 2کننده رونویسی فعال ثر شبهؤو نوکلئازهاي م

موجودات اي براي دستکاري هدفمند ژنوم  گسترده
نوکلئازهاي مهندسی اند. این  مورد استفاده قرار گرفته

توانند براي تغییر ژنوم در یک مکان ژنی ویژه  شده می
ها قادرند که با استفاده از یک  کار گرفته شوند و آن به

روش هدفمند، پروتئین یک توالی ژنی ویژه را 
 ها سامانه. به هر حال این و سپس تغییر دهندشناسایی 

جدید هاي سنتز شده و طراحی شده  نیازمند نوکلئاز
. بنابراین سر داردهدف جدید  DNA براي هر توالی

و  رب هزینه ،نبرازم TALEN و ZFN هم کردن فناوري
یک فناوري  . اخیراً)6( نیازمند مهارت تجربی است

   نوکلئاز وابسته به توالی هدف، انقلابی بر اساس
3

 CRISPR از پروتئین  امانه. این سایجاد نموده است
کند که  می هاستفاد 4رهنما RNA و یک Cas9 نوکلئاز

 اي به توالی هدف اتصال یافته و پروتئین طور ویژه به
Cas9 اخواند. تنه را براي برش مکان هدف فرا می 

براي هدف قرار دادن توالی ویژه  RNA رشته یک تک
براي هر هدف  Cas9 کافی است و لزومی ندارد که

  .)3( جدید دوباره مهندسی شود
Cas9 پذیر در  ایمنی تطبیقی یا سازوار امانهک سی

ها و  ویروس هها بر علیه حمل و باکتري 5آ آرکه
                                                
1- Zinc-finger   
2- Transcription activator-like effector nucleases 
(TALENs) 
3- Clustered regularly interspaced short palindromic 
repeats (CRISPR) 
4- Single guide RNA (sgRNA) 
5- Archaea 

 ،. بر اساس عناصر اصلی و توالیباشد می هاپلاسمید
شناسایی شده است.  CRISPR/Cas9 سه نوع

هاي متعدد  نیازمند پروتئین III و Iهاي نوع   سامانه
 روتئینپتشکیل یک کمپلکس بزرگ داراي چند  براي
Cas نوع  امانهکه س فعال است در حالیII  به آسانی

باشد. مکان  قابل استفاده عملی در دیگر موجودات می
 Streptococcus يباکتر IIنوع  CRISPRنی ژ

pyogenes SF370 شامل گروهی از ژن هاي Cas  و
 شونده به نامرمزغیر  RNAهمچنین داراي دو عنصر

tracr RNA6 حمله  به محض .است7 رپو آرایه کریس
سلول میزبان با  ،ویروس یا پلاسمید به سلول میزبان

بیگانه به  DNA از وارد کردن قطعات کوتاهاستفاده 
 دهد. در ادامه پاسخ می CRISPRدرون مکان ژنی 

RNAهاي Tracr هاي و توالیpre-crRNA  ءمنشا 
رونویسی  8انداز فاصله گرفته از آرایه تکرار و

هاي  هر یک ار توالیبه  tracrRNA گردند. سپس می
 براي ایجاد یک pre-crRNA تکراري (هیبرید) درون

RNA شود. پس از آن این اي متصل می دو رشته 
RNAوسیله یک اندنوکلئاز اي به هاي دو رشته 

RNAase III و یک نوکلئاز مرتبط با CAS9 
بالغ  crRNAs بریده شده و در نهایت ناشناخته دیگر

 و پروتئین tracr RNA با crRNA .شود رها می
Cas9  مرتبط باقی مانده تا تشکیل یک کمپلکس

رشته مکمل شناسایی پس از ریبونوکلئوپروتئین دهند. 
 پروتئین HNH دومین نوکلئاز ،crRNAوسیله  به

Cas9  رشته مکمل و دومین شبهابتدا RuvC،  رشته

                                                
6- Trans activating CRISPR RNA 
7- CRISPR array or crRNA 
8- Spacer 
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 3دقیق نوکلئوتید  شبرد. بر را می DNA مکمل غیر
که  protospacer مجاور موتیف جفت باز بالا دست

 دهد که رخ می شود نامیده میPAM1 به اصطلاح 
در نتیجه  .)1( منجر به یک انتهاي صاف خواهد شد

ژن  دوبارهها پس از ترمیم  این برش و تغییر نوکلئوتید
ماشین  2012در سال . فعال خواهد شد ژن غیرهدف، 

مشتق شده از  IIنوع  CRISPR/Cas امانهمولکولی س
Streptococcus pyogenes  به شکل قابل

هاي  تر یکی از ویژگی از همه مهم ریزي در آمد. برنامه
کریسپر این است که قابلیت ویرایش  امانهسجالب 

وسیله وارد کردن  چندین مکان ژنی در یک زمان به
صورت  هدایتگر روي یک سازه به RNAچندین 

آرابیدوپسیس،  ژنوم کنون. تاشودفراهم می زمان هم
با  سورگوم و برنج، گندم، ذرت ،فرنگی گوجه توتون،

  و در  اند دستکاري شده فناورياستفاده از این 
ها در  تر دستکاري رابطه با محصولات باغی بیش

و  هاي چوبی تنها صنوبر فرنگی و در گونه گوجه
  مورد دستکاري ژنتیکی با استفاده از ) 7(پرتقال 
) 5و همکاران ( Feng اند. قرار گرفته امانهاین س
، OsROC5 2غیرفعال شدههاي  هایی با ژن یافته جهش

OsSPP  وOsYSA گري  در برنج با واسطه
-ProOsU6سازه  وHspCas9 داراي اگروباکتریوم 

sgRNA نسلدست آوردند. در  هب T0  (نسل اول)  
فنوتیپ برگ زال  ، ysaهاي یافته جهشدرصد  10

هاي دیگر با  شده را دارا بودند. در آزمایش بینی پیش
هاي داراي  استفاده از این فناوري نواحی پروموتري ژن

هاي  در ژن جهش ،)8حساسیت به بلایت باکتریایی (
OsCAO1 یا OsLAZY1 )11( در ژن جهش  و
OsMPK  14( نقش دارد مقاوم به بیماريدر که (

و همکاران   Brooks.قرار گرفت بررسیمورد 
فرایند قطبیت تنظیم که در  SIGO7ژن ) 2014(

فرنگی براي  نقش دارد را در گوجه ها (برگ) اندام

                                                
1- Protospacer adjacent motif 
2- Knockout 

ها  اي در دولپه CRISPRتست نمودن قابلیت کاربرد 
. نتایج نشان داد که گیاهان )2( قرار دادند هدفمورد 
سوزنی و  يها برگ شاهدیافته در مقایسه با  جهش

آمیز  موفقیت بیانگرسیم مانندي پیدا کرده بودند که 
در ها دارد.  اي لپه در دو امانهسبودن کاربرد این 

  یک  در CRISPR/Cas9 امانهسگزارشی دیگر 
شد.  آزمایش )Populus tomentosaگونه صنوبر (
در  درصد 7/51میزان  به PtoPDSخاموشی ژن 
 30نمونه تست شده  59آمیز بود و از  صنوبر موفقیت

  .)4( بودندهموزیگوت ها  یافته جهشمورد 
گزارشی از کاربرد این فناوري در گیاهان زینتی 

این آزمایش  ا این تاریخ در دسترس نیست. برايت
 فستوکايگیاه ابتدا از گیاه مدل توتون و سپس فناوري 

به خشکی فصل سرد مقاوم  چمنکه یک گونه  3بلند
در  انهایی که در گیاه یکی از ژن. شداستفاده باشد  می

   ژن نقش دارد، در زمان تنش و پیري تجزیه کلروفیل
4

 SGR ه به ژن سبزمان مشهور شده استک باشد یم .
روند این ژن  شدنفعال  دهد که غیر ها نشان می بررسی
در گیاه  .نمودخواهد را کند کلروفیل برگ  تجزیه

 شده فعال) آن غیرnye1-1 )SGRآرابیدوپسیس که ژن 
لروفیل درصد ک 50 تا روز تاریکی توانست 6بود طی 

ایسه با گیاه شاهد حفظ نماید. در برگ خود را در مق
هاي  افزایش بیان همین ژن منجر به تولید برگکه  حالی
  سه با شاهد شد.یپریده و زال در مقا رنگ

که شامل  پژوهش چندین هدف دنبال شد در این
از رقم  SGRژن کننده  ناحیه رمز. جداسازي 1

Jaguar و ساخت یک سازه براي بیان  بلند فستوکاي
براي  CRISPR/Cas9. ساخت سازه 2نمودن این ژن 

 . بررسی3و  SGRژن گیري و خاموشی  هدف
هاي توتون و  برگ زمان این دو سازه در هم یختیترار

موقت در صورت  به CRISPR/Cas9یا بیان سازه 
 بلند. فستوکاي هاي برگ

                                                
3- Festuca arundinacea Schreb. 
4- Stay-Green (SGR) 
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  ها مواد و روش
: SGR ژن بیان تشدید جداسازي و ساخت سازه

) HQ676611(مکان ژنی  SGRکننده ژن  رمزتوالی 
تهیه و یک جفت آغازگر براي  1NCBIاز پایگاه داده 

هاي  برگ تهیه شده از cDNAجداسازي آن از روي 
 Festuca arundinaceaبلند ( فستوکاي جوان بالغ

'Jaguar'(   جدول) 1طراحی شد .(cDNA  بر اساس
) تهیه گردید. پس از 13مربوط به رفرنس ( روش کار

 cDNAبا استفاده از  پلیمرازاي  انجام واکنش زنجیره
جفت بازي مورد  834قطعه  ،هاي اختصاصی و پرایمر
دست آمد که پس از جداسازي از ژل  هانتظار ب

)Zygmoclean gel DNA recovery Kit, 

ZYMO RESERCH, USA (یید درست أبراي ت
دست  هتوالی بو صحت شد یابی  توالی قطعهاین  نبود

 NCBIدر پایگاه  BLASTگزینه با استفاده از آمده 
  آمده در مرحله  دست هب PCRمحصول  یید شد.أت

 PENTR/D-TOPOبا استفاده از کیت  قبل
)Invitrogen, USA (سازي اولیه  در حامل همانند  

  ادغام شد (مراحل  2Gateway با استفاده از فناوري

بر اساس دستور شرکت سازنده انجام شد). حامل 
شوك وسلیه  به E. coliمورد نظر به باکتري نوترکیب 

روزي در  حرارتی منتقل و پس از کشت یک شبانه
آغازگرهاي اختصاصی و با استفاده  LBمحیط کشت 

یید شد. أیابی ت و توالی پلیمرازاي  انجام واکنش زنجیره
شده به حامل بیان (حامل  سازي براي انتقال ژن همانند
 E. coliاز باکتري  نوترکیب نهایی) ابتدا پلاسمید

باعث  LR(واکنش  LRاستخراج و با استفاده از کیت 
با   (در کلون ابتدایی) attLتسهیل نوترکیبی ناحیه 

(در حامل نهایی) براي تولید کلون بیان  attRناحیه 
 Integrase حضور آنزیم در attB داراي ناحیه

 SGRژن  ،Gatewayوسیله روش  به )شود می
 pB2WG7-ccdbبیان  حاملشده وارد  سازي همسانه
مراحل بر اساس دستور شرکت این  ).1 شکل( گردید

Invitrigen  انجام شد. دوباره پس از ادغام ژن  
و   E-coliسازي وارد حامل براي هماننددر حامل، 
 GV 3101نژاد  حامل مدنظر به ،ییدأپس از ت

Agrobacterium tumefaciens .منتقل شد  

  

  
  

 فستوکاي SGRبیان ژن  افزایشبراي  pB2GW7هاي بیان استفاده شده در این پژوهش. سمت چپ: حامل تشدید بیان  حامل -1شکل 
  Gatewayهر دو حامل بر اساس جایگزینی بلند. فستوکاي SGRژن نهایی براي خاموشی  CRISPR/Cas9بلند. سمت راست: سازه 

  12اند.  راحی شدهط
Fig. 1. Expression vectors that are used in present experiments. Left: representing overexpression vector 
(pB2GW7) for expression of tall fescue SGR gene. Right: representing CRISPR/Cas9 vector to knockout tall 
fescue SGR gene. Both vectors were Gateway compatible. 

                                                
1- https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
2- http://www.lifetechnologies.com/us/en/home/life-science/cloning/gateway-cloning.html 
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 .اي پلیمراز واکنش زنجیره اختصاصی براي آزمایش هاي آغازگر -1جدول 
Table 1. Gene specific primers for PCR experiment. 

  نام آغازگر 3′-5′
Primer name 

Fw:atggccactgccgcttccaccatgtc 
Rev: tcactggggcggcgactggccggcatcg FaSGR 

Fw:  5’ ATTGAGCAGCTTCAGCAGCAGCGC 
Rev: 5’AAACGCGCTGCTGCTGAAGCTGCT (sgRNA) 

  
 ژنکردن  فعال غیربراي  CRISPRساخت سازه 

SGR : کننده ژن  رمزتوالیSGR پایگاه داده از 
NCBI براي طراحی  .تهیه شدRNA 20 ،راهنما 

توالی بالا دست در  ،این ژن اولاز اگزون نوکلوتید 
PAM )NGG ( براي طراحی آغازگر مورد استفاده

 ژن ياهنمار RNA توالی مربوط بهقرار گرفت. 
SGR آورده شده است. 1بلند در جدول  فستوکاي 

 pEnChimeraسازي  سانهحامل هم طور خلاصه به
بریده شده و BbsІ با استفاده از آنزیم برشی ) 1(شکل 
RNA اي در آمده و با  رشته صورت دو راهنما به

شد. پس  جاسازيدر حامل  T4لیگاز استفاده از آنزیم 
وسیله  گیري قطعه به درست بودن قرار ییدأاز ت

راهنماي  RNAیابی  اختصاصی و توالی هايآغازگر
وسیله آنزیم  به ، این قطعهادغام شده در حامل اولیه

LR حامل بیان  درpDE-Kan-Cas9 گردید  ادغام
 Invitrogenشرکت  دستور کار(مراحل بر اساس 
ایی به روش حامل نه ،یید توالیأانجام شد). پس از ت

  از باکتري  GV 3101نژاد  انجماد و ذوب به درون
A. tumefaciens  .منتقل شد  

بذور : برگ توتون آزمایش اگرواینفیلتریشن در
توتون در آمیخته خاکی داراي کوکوپیت و پرلایت 

 و در اتاقک رشد نگهداري) 1/1(با نسبت  کشت
 40-35ها به  که ارتفاع بوته شدند. پس از این

سالم و یکنواخت  گبر 6حداقل  ،رسید متر یسانت
 چهاربراي آزمایش بیان موقت در نظر گرفته شد. 

 براي این منظورتزریق به درون هر برگ انجام شد. 

 pB2WG7 دو سازه تشدید بیان هاي داراي باکتري
 CRISPR/Cas9 سازه و SGR داراي توالی ژن

طور  به SGRگیري ژن  براي هدف راهنما RNAداراي 
یک تک . مایع کشت شدند LBجداگانه در محیط 

لیتر از  میلی 5- 3به  از کشت جدید باکتري کلونی
بیوتیک اختصاصی براي  داراي آنتی LBمحیط 

پلاسمید مورد نظر افزوده شد و اجازه داده شد در 
گراد براي یک شب با سرعت  درجه سانتی 28دماي 

(مرحله رشد  5/0تا به غلظت  رشد کنندآر پی ام  220
  د). سپس محلول باکتري با لگاریتمی برسن

دقیقه سانترفیوژ شد و  10مدت  به  5000gسرعت 
با رسوب حاصل باکتري ) ODچگالی چشمی (

، Na3PO4مولار  میلی 2استفاده از بافر اینفیلتریشن (
 100گلوکز و  درصد MES ،5/0مولار  میلی 50

رسانیده  2/0به غلظت  )ونگمیکرومولار استوسرین
تزریق  SGRسازه بیش بیان به گیاهان شاهد فقط  .شد

دو باکتري با حجم و غلظت برابر  هر کدام از اینشد. 
بود) با هم مخلوط و با استفاده از  1/0(غلظت نهایی 

دو تا  .)10( هاي انسولین به برگ تزریق گردید سرنگ
بافت ناحیه تزریق شده جدا و  ،سه روز پس از تزریق

یابی فرستاده شد. از  براي توالی DNAپس از استخراج 
یابی استفاده  براي توالی 1در جدول  SGRپرایمرهاي 

 ردیف با یابی به شکل هم نتایج حاصل از توالیشد. 
 Vector NTI AdvanceTM 10افزار  استفاده از نرم

اند در  ها حذف شده درآمده تا نواحی که نوکلئوتید آن
  .)2(شکل  دو سازه مقایسه شوند
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هاي بالغ جوان  در برگ CRISPR/Cas9بیان موقت 
هاي جوان بالغ  در این آزمایش از برگ: بلند فستوکاي
هاي پلاستیکی  که در گلدان Jaguarبلند رقم  فستوکاي

طی مدت دو سال مستقر شده بود استفاده شد. طول 
متر بود. ابتدا  سانتی 4هاي استفاده شده حدود  برگ

در محیط کشت  CRISPR/Cas9باکتري داراي سازه 
LB  رشد داده شد تا به مرحله رشد لگاریتمی برسد

)5/0OD=( . 5000سپس محلول باکتري با سرعتg  
در رسوب حاصله  دقیقه سانترفیوژ شد و 10مدت  به

دوباره حل  8/5حدود  pHبا  MSمحیط نیم غلظت 
به این محلول  رسانده شد. 2/0ها به  ت آنظشده و غل

میکرومولار افزوده شد.  100استوسرینگون به غلظت 
نیم غلظت  MSقطعات برگ در محیط  شاهد در تیمار

ها در محیط نیم  و در تیمار دیگر برگ قرار داده شدند
 CRISPR/Cas9کننده سازه  حمل غلظت داراي باکتري

  هر دو تیمار در شرایط خلاء  .قرار داده شدند
)mm Hg 300 (پس  .انجام شددقیقه  15- 10مدت  به

نیم  جامد محیط تیمار شده به هاي از تیمار برگ
 NaClفاقد سوکروز و داراي نیم مولار  MSغلظت 

(تنش گرمایی) گراد  درجه سانتی 37دماي  منتقل و در
   قرار گرفتند.در شرایط روشنایی  روز 6براي 

  
  نتایج و بحث

داراي توالی  pB2WG7 یابی حامل بیان توالی
هاي عمومی  با استفاده از آغازگر SGRکننده ژن کد

M13  درست قرار گرفتن توالی انجام شد. نتایج بیانگر
. بود SGR براي ترجمه پروتئیناین ژن نوکلئوتیدي 

عنوان کنترل مناسب  به SGRژن این سازه تشدید بیان 
. زیرا افزایش انتخاب شد CRISPR/Cas9براي سازه 

منجر به پیري و تجزیه برگ در بافت  SGR ژن بیان
فعال شدن این  و غیر و خاموشی شود کلروفیل برگ می

تجزیه سریع تاخیر در فرایند  سببدر شرایط تنش  ژن

طی فرایند پیري که مشخص شده  گردد. کلروفیل می
. در دکن شدت افزایش بیان پیدا می به SGRبیان 

فعال در  صورت غیر بهآن  SGRکه ژن آرابیدوپسیس 
 درصد 50گیري در تنش تاریکی  روز قرار 6آمده طی 

که گیاه شاهد  کلروفیل خود را حفظ نمود در حالی
کلروفیل خود را در  درصد 10یافته تنها  جهش غیر

). به این دلیل تصمیم 12( شرایط تاریکی حفظ نمود
بلند با استفاده از  فستوکاي FaSGRکه ژن گرفته شد 

به  لشود. این عم فعال غیر CRISPR/Cas9فناوري 
 این سبزمانع از تجزیه سریع کلروفیل و پیري  احتمال
  .خواهد شد غیر زیستی در شرایط تنشویژه  فرش به

در ابتدا ، CRISPR/Cas9پس از ساخت سازه 
در یک  SGRاین سازه به همراه سازه تشدید بیان 

اولیه مورد ارزیابی هاي توتون  مدل مانند برگ امانهس
زمان هر دو  . پس از انتقال هم)2 شکل( گرفت قرار

قادر به  CRISPR/Cas9سازه  ،سازه در برگ توتون
مکمل ژن راهنما  RNAوسیله  به SGRشناسایی ژن 

یابی  نتایج توالی آن نبود.برش  ودر برگ توتون 
DNA  از  چاین است که هی کننده ییدأتزریق تمحل در
رخ  PAMبالا دست توالی دهی نوکلئوتید در  دست

تواند چندین دلیل  . این پدیده می)2(شکل  نداده است
با که زمان بیان موقت دو سازه  داشته باشد. اول این

ها  در سازه توجه به متفاوت بودن پیشبر طراحی شده
از طرفی بیان هترولگوس یک  تواند متفاوت باشد. می
بیان  هامانهدف با توجه به س در برگ یک گیاه غیرژن 

و این موضوع تا حدي متفاوت عمل کند تواند  گیاه می
  راهنما قادر به شناسایی ژن  RNAشده که  سبب

در آزمایش سبز مان در زمان مشخص نباشد. بنابراین 
به مستقیم  طور به CRISPR/Cas9سازه اي  جداگانه

 FaSGRبلند که ژن  فستوکاي هاي درون برگ
  وارد شد.  صورت طبیعی در آن وجود دارد به
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نقطه در هر  4هاي توتون که  برگ: .Aهاي توتون  روي برگCRISPR/Cas9  و OE-SGR زهدو سا آزمایش اگروانفیلتریشن -2شکل 
و  SGRزمان دو سازه بیش بیان  به تنهایی مورد تزریق قرار گرفت و/یا انتقال هم SGRبا استفاده از سازه بیش بیان برگ 

CRISPR/Cas9 B : یابی ژن  توالینتایجSGR آزمایش در دو.  
Fig. 2. Agroinfiltration experiment of overexpression-SGR (OE-SGR) and CRISPR/Cas9 constructs on tobacco 
leaves. A: Tobacco leaves injected in four area with OE-SGR construct alone and cotransformation of OE-SGR 
and CRISPR/Cas9. B: Sequencing results of SGR gene in two experiments. 

  

  
  

روز در محیط  6شاهد (بالا) پس از گذشت (پایین) و تیمار  CRISPR/Cas9فستوکاي بلند تیمار شده با سازه قطعات برگ  -3شکل 
  و تنش گرمایی. NaClداراي نیم مولار 

Fig. 3. Agroinfilterated leaf segments of tall fescue with CRISPR construct (down) and control (up) subjected 
to 0.5 M NaCl and heat stress after 6 days. 
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تحت  SGRژن  نرسد پس از بیان شدنظر می به
در سازه راهنماي طراحی شده  RNA، زا شرایط تنش

CRISPR/cas9  نوکلئوتیدي مکمل خود  20به توالی
چسبیده و پس از  SGRژن  DNAدو رشته بر روي 

 Cas9وسیله پروتئین  بهشناسایی درست، این ناحیه 
 شود. تخریب ژن فعال می نظر غیر بریده شده و ژن مد

SGR بلند  فستوکاي تر کلروفیل برگ از تجزیه بیش
هاي  این در حالی است که برگکند.  جلوگیري می

شاهد که تنها با بافر اینفیلتریشن تیمار شده بودند پس 
ست میزان زیادي از د روز کلروفیل خود را به 6از 
 CRISPR/Cas9 انتقال پایدار سازهاند. در گزارشی  داده

منجر به  Populus tomentosaدر گیاه چوبی 
شد و گیاهان باززایی  PtoPDSفعال کردن ژن غیر

همچنین  ).4( شده فنوتیپ زال از خود نشان دادند
CRISPR طور موقت به گیاه چوبی پرتقال با  به

 .)7( نیز منتقل شده است A. rhizogenesواسطه 
بیان موقت سازه  آزمایش مقدماتی نتایج این

CRISPR/Cas9 بلند در  فستوکايهاي  در برگ
ها  نتیجه بود (دادهبی روز  6زا طی  تنش غیرشرایط 

 ،زیستی. اما در شرایط تنش غیرنشان داده نشده است)
ژن به واسطه توقف فعالیت  CRISPR/Cas9سازه 
SGR  لروفیل جلوگیري نمود. کتر  بیشاز تجزیه

تزریق که در مورد توتون انجام شد  امانهاستفاده از س
ثر نبود بنابراین محلول ؤبلند م فستوکايهاي  در برگ

ثري وارد ؤطور م خلاء و به امانهسباکتري با استفاده از 
وسیله  بهبرگ تجزیه کلروفیل بلند شد.  فستوکايبرگ 

 در گیاه آرابیدوپسیس هاي پیشین در گزارش SGR ژن
ثر ؤدر رابطه با م ).12یید رسیده است (أبه خوبی به ت

هاي  در گیاه گزارش CRISPR/Cas9 امانهسبودن 
دستکاري دقیق  امانهسثر بودن این ؤبسیاري م

در  عنوان مثال اند. به نموده بیانهاي گیاهی را  ژنوم
) قدرت 2017و همکاران (  Brooksوسیله  آزمایشی به

که  SlAGO7در خاموشی ژن   CRISPR/Cas9سازه 
در تنظیم تولید هورمون اکسین نقش دارد به خوبی 

وسیله  در گزارش دیگري به نشان داده شده است.
Zhang ) ژن ) 2016و همکارانTaGASR7  که

وسیله  شود به باعث کنترل طول و وزن دانه گندم می
CRISPR/Cas9  .هاي رویانمورد هدف قرار گرفت 

شده بودند  تراریختهوسیله تفنگ ژنی  گندم که به نابالغ
طور موقت قادر به بیان  پس از تولید پینه و باززایی به

مدعی  پژوهشگرانبودند. این  CRISPR/Cas9سازه 
اند که این روش براي تولید گیاهان هموزیگوت  شده

  . )16فاقد تراژن بسیار کارا و مفید خواهد بود (
 در ثیر این فناوريأدست آمده از ت هنتایج مثبت ب

بلند لزوم بیان پایدار  فستوکاي آزمایش بیان موقت در
 دهد. نشان میدر آینده این سازه در ژنوم این گیاه را 

در سازه راهنما  RNAهاي پیشین انتقال  روش
CRISPR هاي گیاهی و جانوري  به درون سلول

زمان بیش از یک حامل بود که به  وسیله انتقال هم به
 9، 2(شد  می امانهسکاهش کارایی این  سبب احتمال

با استفاده از فناوري ولی در این گزارش  )15 و
Gateway هم  ،در یک حاملRNA  هم راهنما و

شده  براي برش قطعه هدف جاسازي Cas9پروتئین 
ها را کاهش  میزان زیادي حجم کار و هزینه که به است

منحصر به فرد استفاده هاي  یکی از ویژگی خواهد داد.
در مقایسه با دیگر ویرایشگري ژنوم  امانهساز این 

گیاهان  تر به هاي خاموشی ژن رسیدن سریع روش
ویژه در رابطه با  هموزیگوت خواهد بود که به

گیاهان ویژه  نژادي گیاهان زینتی و به به هاي پژوهش
باشند  طولانی میمثلی  تولیدکه داراي چرخه چوبی 

  بخشد.  گزینش را تسریع میروند 
با سهولت  ومویرایش ژن امانهسطور خلاصه این  به

و قدرت بالا طی مدت زمان بسیار کوتاه قادر به تولید 
بخش  هاي دلخواه خواهد بود و حتی نوید یافته جهش

شناسایی یافته  جهشهاي  از ژن یهای تولید کتابخانه
هاي گیاهی  بلند و دیگر گونه فستوکاي درشده 

  . باشد می
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