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هاي وابسته به يك توالي خاص ابزاري قدرتمند براي وسيله نوكلئازبه) TGMتغيير هدفمند ژنوم (
پاليندروميك  تكراري هايتوالي اخيراً. بود باغي خواهد هايمحصولكاركرد ژن و پيشبرد  آشكارسازي

كئاز هدايت شده و(يك اندون Casيا كريسپر وابسته به پروتئين  ايخوشه شدهتنظيمكوتاه با فاصله 
. تغيير هدفمند ژنوم اندشدهافزودهيك توالي خاص  ويرايشگرهاي ابزار نوكلئازجعبه) به RNA وسيلهبه
به  Cas9راهنما بوده كه عمل هدايت پروتئين  RNAوابسته به سنتز يك  طوركليبهاين سيستم  وسيلهبه

هاي وابسته به فراهم كند. برخلاف نوكلئازرا براي برش  شدهمشخصاز پيش وتيد ئداراي سه نوكل DNAيك 
. اين باشدميهاي پيچيده براي مهندسي ژنومري ارزان، ساده فناو CRISPR ،يك توالي خاص درگذشته

وتيد تا يك قطعه بزرگ ژن، جايگزيني قطعه هدف با يك ژن جديد را دارا ئفناوري توانايي حذف چند نوكل
عطر گل، تغيير  مربوط به هايگل، متابوليت هايرنگيزهتغيير در  ازجملهزيادي  . اين فناوري تواناييباشدمي
مربوط به رشد و نمو  فرايندهايو بسياري از  ياي ثانويه در گياهان دارويهسير توليد متابوليتم

با كاركرد غير  هايژن. اين فناوري ابزاري دقيق براي شناخت بهتر باشدميباغي را دارا  هايمحصول
لازم براي طراحي يك  هايگامدر اين قسمت ما موجود خواهد بود.  هايژنمشخص و شناسايي بهتر 

  .پردازيمميهاي اين فناوري در مهندسي ژنوم گياهان باغي كريسپر را شرح داده و به كاربرد سيستم
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 مقدمه

با تكميل تولي يابي كل ژنوم، كه در حال افزايش در برخي از محصولات است محققين گياهي با تبديل مقادير زيادي از 
هاي قابل يازمند توسعه روشعرصه پسا ژنوم نكنند. وپنجه نرم ميژنتيكي دست اطلاعاتتوالي يابي شده به  هايداده
برد محصولات گياهي است. تكنولوژييشپاصلاحي نوين براي  هايفناوريبراي آشكار كردن كاركرد ژن و توسعه  انجام

مهندسي  هايروشطولاني است كه پس از  زماندتمژنتيكي وابسته به يك توالي خاص  تغييرهايهاي براي توليد 
 zinc-fingerهاي . طي چند سال گذشته نوكلئازهاي مهندسي شده شامل نوكلئازقديمي در دسترس هستندژنوم 

(ZFNs رونويسي ( كنندهفعالشبه  مؤثر) و نوكلئازهايTALENs (هدفمند ژنوم  كاريدستبراي  ايگسترده صورتبه
براي تغيير ژنوم در يك مكان ژني ويژه به كار گرفته  توانندميهاي مهندسي شده اند. اين نوكلئازفتهقرارگر مورداستفاده

هرحال اين سيستم بهروش هدفمند پروتئين يك توالي ژني ويژه را شناسايي كنند.  با يكند كه رقاد هاآنشوند و 
هدف جديد است. بنابراين سر هم كردن  DNAهاي سنتز شده و طراحي شده جديد براي هر توالي نيازمند نوكلئاز

، الي هدفيك فناوري نوكلئاز وابسته به تو اخيراًنيازمند مهارت تجربي است.  ينهبر هزعلاوه  TALENو  ZFNفناوري 
. اين سيستم از پروتئين ايجاد كرده استدقيق ژنوم  كاريدستاليندروميك تكراري براي پ هايتواليانقلابي بر اساس 

به توالي هدف اتصال يافته و پروتئين  ايويژه طوربهكه  كندمي استفاده) sgRNAرهنما ( RNAو يك  Cas9 نوكلئاز
Cas9  يك تك رشته  ا. تنهخواندفراميرا براي برش مكان هدفRNA  براي هدف قرار دادن توالي ويژه كافي است. و

براي هر هدف جديد دوباره مهندسي شود. بنابراين سيستم كريسپر وعده جايگزيني با سيستم  Cas9لزومي ندارد كه 
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ZFNs  وTALENS  2013سال  تأثيرگذارفناوري شگرف و  10يكي از  عنوانبهفناوري كيسپر  اخيراً. دهدميرا 
مقاله با  50يسپر در بيش از كر واسطهبهوم ژن كاريدست يك سالانتخاب شده است. در عرض  Scienceمجله  وسيلهبه

، مخمر و گياه و بسياري از موش ،مگس سركه نماتد zebrafishميزباني مانند سلول انسانُ، موش،  رنج وسيعي از دامنه
ديگر از موجودات گزارش شده است. ميزان جهش بدست آمده با استفاده از فناوري كريسپر قابل مقايسه با ميزان 

بسيار سودمند  ابزارهايكريسپر به يكي از  2013از سال است. بدست آمده  TALENSو  ZFNsدر  كهجهشي است 
 DNAسيستم كريسپر منجر به برش دو رشته  TALENSو  ZFNsبراي مهندسي ژنوم تبديل شده است. درست مشابه 

 همولوگاتصال انتهايي غير  يا error-proneيا از طريق  DNAنومي مناسب شده و سپس سيستم ترميم ژدر محل 
)NHEJ نوتركيبي همولوگ ( وسيلهبه) ياHR كندمي) ناحيه بريده شده را ترميم.  

  
  هامواد و روش

در اين پژوهش ما ژن كد كننده مربوط به يك كانال يوني در ميتوكندري گياه آرابيدوپسيس را مورد هدف خود 
 protospacerيك هاي اين ژن گشته و بر روي اگزون ngg). در اولين گام به دنبال توالي AT5G67500.2( ايمدادهقرار 
نظر به نحوه طراحي خاص  .نماييمميهدايتگر جدا  RNAپرايم اين توالي را براي ساخت  5وتيدي در سمت ئنوكل 20

entry clone  خود تواليATTG به رشته فوروارد اضافه و پرايمر معكوس خود را ريورس كامپليمنت نماييد. پس از  را
هدايتگر را به آن متصل كنيد.   RNAبريده و  PbsIحامل خود را با آنزيم  PCRاتصال دو اليگو به همديگر با استفاده از 

 LR clonaseدرست اليگو در حامل با استفاده از آنزيم  قرارگيري تأييدنماييد. پس از  تأييدو  همانندسازيقطعه را 
RNA  هدايتگر را به وكتور بيان داراي پروتئينCas9  با فناوريGateway دوباره حامل خود را با استفاده . منتقل كنيد

 agroبا استفاده از  توانمي اگروباكتريوم اين حامل بيان به واردسازيو پس از  تأييداختصاصي  آغازگرهاياز 

infiltration   كاركرد درست اين فناوري ژن هدف خود را وارد وكتور بيان  تأييدموقت بيان نمود. براي  صورتبهآن را
توتون ميزان كارايي اين فناوري براي برش ژن مربوط به كانال  هايبرگون همزمان آن به ينموده و با ترانسفورماس

  قابل ارزيابي خواهد بود.  DNAوني با استفاده از توالي يابي آني
  

  نتايج و بحث
هاست. بر اساس ها و پلاسميدويروسحمل  برعليه هاباكتريآ و پذير در آركهيك سيستم ايمني سازواركريسپر 

 هايوتئينپرسه نيازمند و نوع يك  هايسيستمشناسايي شده است.  CRISPR/Cas9عناصر اصلي و توالي سه نوع 
قابل  آسانيبه سيستم نوع دو كهدرحاليفعال است  Casروتئين پتشكيل يك كمپلكس بزرگ داراي چند  برايمتعدد 

شامل  Streptococcus pyogenes SF370 يني كريسپر نوع دو باكترژ. مكان باشدمياستفاده عملي در ديگر موجودات 
يا  trans activating CRISPR RNAغير كد شونده به نام  RNA و همچنين داراي دو عنصر Cas هايژنگروهي از 

)tracr RNAشامل  يبترتر است كه به پ) و آرايه كريسtracrRNA اپرون ژن ،Cas و توالي اصلي ،CRISPR باشدمي.  
 وسيلهبهاست كه DANمشابه  تقريببه تكرارهايبارزترين ويژگي اين سيستم آرايه كريسپر است كه داراي 

يك  گريواسطهبا  DNAيك سيستم دفاعي برش  CRISPR/Cas9از هم جدا شده است.  دارفاصلهتنظيمي  هايتوالي
RNA قطعات  واردكردنتهاجم ويروس يا پلاسميد به سلول ميزبان سلول ميزبان با استفاه از  محضبهاست.  گرهدايت
هاي RNA. در ادامه دهدميجديد پاسخ  spacerيك توالي  عنوانبهبيگانه به درون مكان ژني كريسپر  DNAكوتاه 
Tracr  هايتواليو pre-crRNA گرفته از آرايه تكرار و  منشأspacer  سپس گردندميرونويسي .tracrRNA  ازبه هر يك 
 RNAاين  ازآنپس. شودميمتصل  ايرشتهدو  RNAبراي ايجاد يك  pre-crRNAتكراري (هيبريد) درون  هايتوالي

ناشناخته ديگر  بريده شده و در  CAS9و يك نوكلئاز مرتبط با  RNAase IIIنوكلئاز ويك اند وسيلهبه ايهرشتهاي دو 
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نوكلئوتيد آن توالي  20 طوركليبهنوكلئوتيد است كه  40بالغ حدود  crRNA. شودميبالغ رها  crRNAsنهايت 
  والي تكراري مشتق شده است.از ت 3′نوكلئوتيد سمت  22-19و  spacerهدايتگر ويژه مشتق شده از 

 هازمايشگاهآدر بسياري از  دا امروزهبمربوط به باكتريوفاژ لام هايتوالياز شكل طبيعي و افزودن  سازيمدلبا 
 طوربهغي ي محصولات باقابل كاربرد براي اهداف متفاوت است. هنوز كاربرد اين فناوري بر رو آسانيبهاين تكنيك 

يتي متابول هايمسير كامل ارزيابي نشده است. ولي در رابطه با گياهان زينتي اين سيستم قابليت زيادي در تغيير جهت
مسير بيوسنتز و  هايژن كاريدستبه نفع توليد يك پيش ماده بيشتر يا كمتر براي تغيير در رنگ و عطر گل دارد. 

ر افزايش عم سيار قدرتمند برايكامل فراهم نيست ابزاري ب طوربه اهآن هايژنسيگنالينگ اتيلن در گياهاني كه توالي 
هاي متابوليت و افزايش بوليت هاي مضرخواهد بود. در رابطه با گياهان دارويي اين فناوري به كاهش متا هاآنانباري 

  كمك نمايد. تواندميدارويي و غير دارويي 
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Abstract 

Targeted genome modification (TGM) by sequence-specific nucleases is a influential tool for 
clarifying gene function and improving horticultural crops. Very recently, clustered regularly 
interspaced short palindromic repeats (CRISPR)/ CRISPR-associated (Cas) system-based RNA-
guided endonucleases have been added to the sequence-specific nucleases toolbox. TGMs generated 
by this system rely on a synthetic single guide RNA (sgRNA) to direct the Cas9 protein to cleave a 
predetermined DNA sequence. Unlike previous sequence-specific nucleases, CRISPR provides a 
simple, cost-effective and versatile approach to multiplex genome engineering. This technology is 
capable of production a loss of function mutant and insertion a gene to a very specific sequence on 
genome. With this technology manipulation of flower pigments, flower odor, redirecting secondary 
metabolite in medicinal plant and change in plant growth and development are doable. In this 
paper, we walk you through for a stepwise definition on making CRISPR construct and its possible 
application in Horticultural plants. 
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