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 CRISPR/Cas فناوری به کمک اهانیگ و هدفمند قیاصلاح دق

 *نژادصادقیلیلا و  غزیرحیم 

 گروه مهندسی تولید و ژنتیک گیاهیانشکده کشاورزی، د، اهوازدانشگاه شهید چمران  اهواز، ،ایران

 09/02/1402 تاریخ پذیرش:  11/03/1401 تاریخ دریافت:

 چکیده
، جهت افزایش تولید محصولات غذایی در سراسر دنیا نژادیبههای نوین نیاز به بهبود عملکرد گیاهان زراعی به کمک فناوری

کمک فناوری کریسپر، دستورزی هدفمند با  ه ویرایش ژنوم بههای اخیر در زمینپیشرفت شود.امروز بیش از گذشته احساس می
دهد که بهبود گیاهان به کمک این ابزار شتاب یی بالا را در اکثر گیاهان زراعی ممکن ساخته است، بنابراین این نوید را میکارا

های ایش ژنوم گیاهان و دستورزی، انواع و کاربردهای آن در ویرCRISPR/Cas9های بیشتری پیدا کند. در این مقاله به پیشرفت
ای ویرایش که امکان جایگزینی هدفمند نوکلئوتیدها را فراهم حاصل به کمک این تکنیک، پرداخته شده است. ابزارهای پایه

-که ویرایش ژنومی را به اصلاح گیاهان زراعی مرتبط می  DNAهای عاری از های انتقالی مختلف به ویژه روشساخته و سیستم

های در بهبود صفات، توسعه تنظیم دقیق بیان ژن، استراتژی اند. بطور خلاصه کاربرد ویرایش ژنومتر بیان شدهبرجستهبطور سازد 
های زیستی و غیرزیستی از جمله مواردی است که در این مقاله به بحث و بررسی گذاشته شده اصلاحی برای مقاومت به تنش

 است. 

 گیری ژنیهدفکریسپر، ن، ویرایش ژنوم، اصلاح دقیق گیاها :گانژواکلید

 L.nejadsadeghi@scu.ac.ir :پست الکترونیکی ،نویسنده مسئول *

  مقدمه

های پیش روی بشر، تامین در حال حاضر یکی از چالش
بینی امنیت غذای جمعیت در حال رشد دنیا است. پیش

نفر میلیارد  10به  20۵0شود جمعیت کره زمین تا سال می
برسد و برای تامین غذای این جمعیت لازم است تولیدات 

(. 8درصد میزان کنونی افزایش یابد ) 100تا  ۶0کشاورزی 
در حال رشد و در مواجه با به منظور تغذیه جمعیت 

معضلاتی مانند تغییرات اقلیمی، کاهش اراضی قابل کشت 
و محدود شدن منابع آبی در دسترس، نیاز فوری به 

نژادی گیاهان زراعی که بتوانند هایی در زمینه بهفناوری
داده و کشاورزی پایدار را  تولیدات کشاورزی را ارتقا

ه کمک بشود. اصلاح توسعه دهند، شدیداً احساس می
تلاقی، موتاسیون و انتقال ژن در حال حاضر مهمترین 

های بهبود عملکرد گیاهان زراعی در کشاورزی مدرن روش
-کشد تا به کمک تلاقی، آللهستند. سالیان درازی طول می

طریق نوترکیبی ز ا لازم های مطلوب معرفی گردد و تنوع
مل مستقیم ژنتیکی افزایش یابد. به دلیل هزاران سال تکا

های بزرگی از ژنوم گیاهان بواسطه انتخاب طبیعی، بخش
شدیداً کاهش یافته  یزراعی مهم تثبیت شده و تنوع ژنتیک

پتانسیل بهبود بسیاری از صفات محدود  در نتیجهاست، 

را از طریق  یکمک جهش تنوع ژنتیک بهشده است. اصلاح 
زای های تصادفی با استفاده از مواد جهشمعرفی جهش

(. با این حال 30شیمیایی و یا فیزیکی توسعه داده است )
ها نیز به دلیل ماهیت تصادفی بودن و تولید تعداد این روش

بایست غربالگری شوند، چالش زیادی موتانت که می
 برانگیز هستند.

گیر، پر هزینه و غیر تهای اصلاحی وقاین قبیل برنامه
برای توانند همگام با تقاضای روزافزون هدفمند نمی

محصولات زراعی گام بردارند، با وجودی که رویکردهای 
نژادی مانند انتخاب به کمک نشانگرها کارایی این نوین به

(. از زمان 34ها را تا حدودی افزایش داده است )روش
در گیاه توتون در  1گیری ژنیاولین آزمایش مبتنی بر هدف

که برش  1993تا کشف این پدیده در سال  19۸۸سال 
DNA  گیری ژنی ای باعث افزایش کارایی هدفدو رشته

گردد، دانشمندان به دنبال یافتن ابزاری برای ویرایش می
نوکلئازهای  200۵گیاهان بودند. در سال در هدفمند ژنوم 

در بهبود  و توتون سازگار( در گیاه ZFNsانگشت روی )

                                                 
1. gene-targeting 
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. در (45) نیز بکار گرفته شدنددیگر صفات چندین گیاه 
نوکلئازهای تاثیرگذار شبه فعال کننده رونویسی  2010سال 

(TALENs)  به جعبه ابزار ویرایش ژنوم در گیاهان افزوده
(. با وجودی که کاربرد این دو پلتفورم منجر به 6شد )

-دودیتهای مهمی گردید، هر یک از این دو محپیشرفت

های خاص خود را داشت و استفاده از آنها در گیاهان، 
فناوری اخیراً نیز خارج از یک رویه معمول و روتین بود. 

به یک فناوری  CRISPR/Casسیستم  به کمکویرایش ژنوم 
های بیولوژیکی تبدیل شناخته شده در بسیاری از آزمایشگاه

شاورزی کدر زمینه  این ابزارشود بینی میشده است و پیش
انقلاب سبز دوم را به کمک گشایش فصل جدیدی در 

گیاهان رقم بزند. بعنوان یکی از  و هدفمند اصلاح دقیق
های اصلاح گیاهان، بهترین و جدیدترین روش

CRISPR/Cas تواند مسیرهای جایگزین جدیدی برای می
های مستقیم تولید موجودات تراریخته یا اجتناب از روش

GMO فراهم نماید.  

 CRISPR/Cas هایسیستم

-های تکراری فاصلهبا ترکیبی از آرایه CRISPR/Casسیستم 

، یک سیستم ایمنی تطبیقی به Casو پروتئین  CRISPRدار 
ها سیستم ها و آرکیاست که در باکتری RNAواسطه 

دفاعی علیه فاژها و دیگر عناصر ژنتیکی مهاجم را از طریق 
جم فراهم ساخته است. برش اسیدهای نوکلئیک ژنوم مها

و طبیعت  Casهای پروتئین بر اساس ویژگی خاص ژن
به دو دسته  CRISPR/Casگر، سیستم مجموعه مداخله

آنها، در  Casهای گردد و برحسب اثر پروتئینتقسیم می
. در VIو  I ،II ،III ،Vپنج گروه دسته بندی شده است: نوع 

ه آبشار عبصورت یک مجمو CRISPR/Cas9مکانیسم  Iنوع 
-می Casهای شود که شامل تعدادی از پروتئینمی تصور

بعنوان یک  crRNAخارجی را توسط   DNAباشد که 
، IIIدهند. در سیستم نوع ریبونوکلئوپرونئین برش می

گردد، کار هضم متصل می crRNAکه به  Cmrکمپلکس 
DNA  دهد. کمپلکس پروتئینی نوع خارجی را انجام میI  و

III دهنده ن برش بعنواDNA   یاRNA خارجی عمل می-

و  Vدر نوع  II ،Cpfدر سیستم نوع  Cas9کنند در حالی که، 
Cas13  در نوعVI  بعنوان یک بخش واحد از پروتئین هضم

نمایند و این در همکاری می crRNAکننده نوکلئوتیدی با 
تواند بعنوان می VIدر سیستم نوع  Cas13حالی است که 

(. هردو 25خارجی وارد عمل شود )  DNAبرش دهنده 

بعنوان ابزارهای قدرتمند بطور  Cpf1و  Cas9سیستم 
بکار  هاای در ویرایش ژنوم تعداد زیادی از گونهگسترده

 اند. گرفته شده

 CRISPR/Cas9یک ویژگی مهم و کلیدی در مورد سیستم 
در هر دو رشته و در محل مورد   DNAاطمینان از برش 
های متنوع تواند برای معرفی یکی از روشنظر است که می

  DNAدستکاری ژنوم به کمک یکی از دو مسیر ترمیم 
 Non-homologous)( NHEJ) یعنی اتصال انتهایی غیرهمسان

end joining ) یسانهم معطوف بهو ترمیم (HDR )
(homology-directed repair ) ب(.  -1استفاده گردد )شکل 

 مسانویرایش ژنوم به کمک اتصال انتهایی غیره

در اکثر مراحل چرخه سلولی ترجیح  NHEJمسیر ترمیمی 
د. داده شده و نیاز به یک الگوی همولوگ جهت ترمیم ندار
د به همین دلیل به یک روش پرکاربرد و محبوب برای ایجا

ژن بواسطه ایجاد حذف یا اضافه در  کرداختلال در عمل
 -1هدف تبدیل شده است )شکل  توالییک نقطه معینی از 

به روش  خارجی DNAتواند در درج توالی می NHEJ. ب(
سازی بکار رود و در نتیجه یک روش مستقل از همسان

ان کارآمد برای انباشت ژنی به منظور بهبود عملکرد گیاه
 زراعی بکار گرفته شود. 

و  TALENنسبت به نوکلئازهای  CRISPRیک مزیت بزرگ 
ZFN چند  تفاده ازتوان با اساین است که در این سیستم می

sgRNA  و بیان یک پروتئینCas9  یاCpf1  چندین نقطه
همزمان هدف قرار داد. ویرایش  بطورمورد نظر در ژنوم را 

ای از تواند در مهندسی ژنوم کاربردهای پیچیدهچندگانه می
چندژنی، حذف یا جابجایی کروموزومی و  خاموشیقبیل 

knock-in ( تاکنون چند32ژنی داشته باشد .) ین روش برای
از یک کاست در گیاهان  gRNAستیابی به بیان چندگانه د

ها استفاده از یک استفاده شده است. یکی از بهترین روش
جهت دستیابی به بیان یکنواخت هر  )پروموتر( برپیش

gRNA 1ای که این سیستم را در یک ناقلاست به گونه 
 کوچک جاسازی نماید تا حداکثر کارایی ویرایش حاصل

سیسترونی گردد. این امر به کمک یک ساختار ژنی پلی
های با استفاده از جایگاه gRNAحاصل شده که در آن 

 RNAهای یا توالی Csy4های شناساگر ریبوزومی، جایگاه
( پراکنده شده است، به نحوی که این ساختار در 47ناقل )

                                                 
1. vector 
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بالغ و به منظور  gRNAهای گیاهی جهت رهاسازی سلول
 Cpf1ه بر توانایی نوم، فرآوری شده است. علاوویرایش ژ

خودی، این پروتئین توانسته است  crRNAدر فرآوری 
روشی با کارایی بسیار موثر در ویرایش چندگانه ژنوم در 

از آنجا به کمک این مطالعات  .(40گیاهان را فراهم سازد )
امکان تغییر همزمان چندین صفت فراهم گشته، کریسپر 

کارآمد در اصلاح صفات به شکل هرمی یک روش بسیار 
  است.

 

 
. ب( Cpf1و  Cas9تم کریسپر برای مهندسی ژنوم گیاهان: های کریسپر برای ویرایش ژنوم و دیگر مقاصد دستورزی. الف( دو سیسسیستم  -1شکل 

 NHEJتوانند نتیجه غالبیت مسیر ترمیمی می IIIو  I ،IIتواند نتایج متفاوتی داشته باشد: می DBSویرایش ژنوم به کمک کریسپر بسته به مسیر ترمیمی 
الگو است ناشی شوند. ج( بررسی اجمالی کاربردهای   DNAاز  بر استفادهکه مبتنی  HDRتوانند در نتیجه فعالیت مسیر می Vو  IVباشند در حالی که 

های رونویسی، عوامل ها یا سرکوب کنندهز جمله فعال کنندهها ادر ترکیب با دیگر پروتئین dCas9: پروتئین dCas9دستکاری ژنوم مبتنی بر همجوشی 
گذاری ژنومی کاربرد داشته باشد. د( ژنوم و برچسبنظیم بیان ژن، ویرایش اِپیدر ت تواندهای فلورسنت میژنتیک و پروتئیندخیل در تغییرات اپِی

Cas13 تواند میRNA  را هدف قرار دهد وdCas13b تواند در ترکیب با میADAR (adenosine deaminase acting on RNA در ویرایش )RNA  بکار
 گرفته شود. 

 ویرایش
 دقیق ژنوم به کمک مسیر ترمیمی مستقیم همسان

بسیار کارآمد بوده و در مطالعات  NHEJبا وجودی که 
 شد وها طراحی ای که به منظور غیرفعال نمودن ژنگسترده

عملکرد آن بخوبی شناخته شده است، اما فاقد دقت لازم 
وم باشد. از ویرایش ژنتر میهای پیچیدهومبرای مهندسی ژن

ای دقیق های نقطهتوان برای ایجاد جهشمی HDRبواسطه 

 DNAهای مورد نظر در جهت درج یا جایگزینی توالی
چرخه  G2و  Sدر فاز  HDRب(.  -1هدف بهره برد )شکل 

نیازمند یک الگوی همسان  DBSگردد. ترمیم سلولی القا می
تواند کروماتید لگوی ترمیم میبا محل برش است. ا

بیرونی یا   DNAخواهری یا یک الگوی خارجی مانند یک 
ای حاوی توالی مورد نظر باشد که بتواند تک رشته دی.ان.اِ

ب(. اصلاح  -1( )شکل 32در جایگاه هدف گنجانده شود )
در بسیاری از موجودات بطور  HDRدقیق ژنوم به کمک 
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ت. با این حال ارائه این گسترده به خدمت گرفته شده اس
ها در ک ابزار در هدف قرار دادن ژنسیستم بعنوان ی

گیاهان هنوز چالش برانگیز بوده و این به دلیل کارایی پائین 
HDR های موجود در مسیر تحویل الگوی و محدودیت

های گیاهی است. برای غلبه بر این اهدایی به سلول
ظور افزایش ها تاکنون چندین رویکرد به منمحدودیت

در گیاهان  HDRها بواسطه روش گیری ژنکارایی هدف
ابداع شده است. استفاده از انتخاب مثبت منفی منجر به 

شده است  Cas9ها در برنج به روش گیری موفق ژنهدف
(23 .) 

 هایدستورزی
 CRISPR/Cas9به کمک  فراتر از برش دورشته

ای نیست، های دو رشتهکریسپر محدود به ایجاد برش
dCas9 ها ردی برای جذب پروتئینتواند بستر منحصر بفمی

ژنوم و به منظور تنظیم توالی ژنی خاص، ویرایش اپِی
های سرکوب کننده تصویربرداری ژنومی فراهم سازد. دمین

های رونویسی همجوش با رونویسی و همچنین فعال کننده
dCas9 ج(.  -1توانند در تنظیم ژنی بکار روند )شکل می

های جالبی را در مورد ژنوم تنظیم هدفمند بیان ژن، دیدگاه
( اخیراً 201۵و همکاران ) لودرگیاهان ارائه نموده است. 

سازی و سرکوب همزمان چندین ژن را در گیاهان فعال
-pCoاند. یک سیستم سرکوبگر مصنوعی )ارزیابی نموده

dCas9-3X-SRDXطراحی و در مورد ژن )CLEAVAGE 

STIMULATING FACTOR64 های غیر کدکننده مانند و ژن
mi159A  وmi159B علاوه بر این، (20) ارزیابی شد .dCas9 

قدرتمند(  dCas9-TV)یک  TALENsمتصل به چندین 
های هدف منفرد یا فعالیت رونویسی قدرتمندی را به ژن

بطور معمول در  dCas9-VP64چندگانه نسبت به زمانی که 
(. 17کند )ده شود، القا میحیوانی استفاهای گیاهی و سلول
dCas9 ژنتیک از قبیل فاکتورهای دخیل در تغییرات اِپی

و  P300، هیستون اَستیل ترانسفراز LSD1هیستون دمِتیلاز 
-ده تا یازده پروتئین انتقالی را جهت تنظیم تغییرات اِپی

گیرد های هدف به خدمت مییا هیستون DNAژنتیک روی 
تواند وضعیت تنظیم کروماتینی امر می اینج(.  -1)شکل 

را تغییر دهد، در نتیجه  بیان ژن، تمایز سلولی و دیگر 
تواند تحت تاثیر قرار دهد فرایندهای بیولوژیکی را نیز می

(16.) 

 

 در گیاهان ویرایش بازها

، سیستم ویرایش بازی DSBفراتر از ویرایش ژنوم بواسطه 
و نه  HDRویژه را که نه به تواند تغیرات نوکلئوتیدی می

DNA  اهدایی وابسته باشد القا نماید بطوری که در شکل-

تواند مشارکتی نداشته اما در عین حال می DSBsگیری 
کارایی بالا، سادگی و استراتژی جهانی را برای مهندسی 

 های هدف فراهم آورد.جایگزینی نوکلئوتید در جایگاه

(، که حاوی سیتیدین CBEسیستم ویرایش بازی سیتوزین )
( و مهار کننده یوراسیل D10A) nCas9دِآمیناز متصل به 

به یوراسیل   DNA، سیتوزین هدف را در باشدمیگلیکولاز 
کند. در ابتدا سیتئین دِآمیناز سیتوزین موجود در تبدیل می

DNA  کند و در ادامه یوراسیل طی را به یوراسیل تبدیل می
گردد. طی یمین جایگزین میا ت، بDNAفرآیند همانندسازی 

این فرآیند، مهار کننده یوراسیل گلیکولاز متصل شده و 
گردد، این مهار کوزیلاز میگلی  DNAسبب مهار یوراسیل 

برش یوریدین، فعالیت ترمیمی مسیر برش بازی را تضمین 
رآمد برد. سیستم کاو کارایی ویرایش بازی را بالا می

آمیناز سیستئین دِل اتصال ( که شامBE3) 3ویرایش بازی
APOBEC1 در ویرایش ژن  باشد، بطور گستردهموش می

های مختلف گیاهی و جانوری بکار گرفته شده است. گونه
صورت  PAMبه منظور توسعه  BE3اصلاحاتی که بر روی 

گرفته سبب افزایش کارایی و درجه اختصاصی این سیستم 
سیستئین ور مشابه، سه اورتولوگ (. بط13شده است )

 نوع انسانی بدست آمده از مارماهی PmCDA1آمیناز یعنی دِ
AID  وAPOBEC3A (42 با )Cas9  ترکیب شده و

  با کارایی بالایی حاصل شده است. Tبا  Cجایگزینی 

 به ژنوم گیاهان CRISPR/Casهای های انتقال سازهروش

 CRISPR/Cas9شده سیستم مان گونه که در بالا اشاره ه
 Cas9/sgRNAده که به کمک مجموعه ی ساده بویک فناور

شود. برای مثال در ویرایش ژنوم حیوانات وارد عمل می
های دارای پروتئین نوترکیب واجد تنها به تزریق تخمک

Cas9  با یک سیگنال مستقر در هسته و سنتز مصنوعی
sgRNA ( با این وجود ریزتزریقی برخلاف 48نیاز است .)

هایی روبرو است و به سادگی چالش حیوانات در گیاهان با
 CRISPR/Cas9قابل استفاده نیست. به منظور معرفی سیستم 

ی مانند استفاده از یهاهای گیاهی روشبه سلول
و استفاده از تفنگ ژنی  PEGاگروباکتریوم، انتقال مبتنی بر 
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محاسن و  هابکار گرفته شده است که هریک از این تکنیک
را به گستره  T-DNA تواند ریوم میمعایبی دارد. اگروباکت

های درختی ها گرفته تا گونهوسیعی از گیاهان از بریوفیت
 (. 1انتقال دهد )جدول 

 

 های کریسپر به ژنوم گیاهانهای انتقال سازهمقایسه روش -۱جدول 

 معایب مزایا روش

 اگروباکتریوم
قابلیت استفاده در طیف وسیعی از  -

 های گیاهیگونه
 پایداربیان   -

سازی برای هر گونه نیاز به بهینه (۱
 گیاهی

 مسائل قانونی (2

PEG 
و  RNPsتوانایی انتقال پروتئین، 

 پلاسمید
 های تکنیکی در یازیابی گیاهانچالش(۱

 گیاهیمحدودیت در نوع گونه عدم  تفنگ ژنی
 های تراریختیتشخیص دشوار سلول (۱

 درج تصادفی ژن (2

 
T-DNA تواند بیان یاگروباکتریوم م درج شده به کمک
جهت ویرایش ژنومی با کارایی بالا  sgRNAو  Cas9پایدار 

در گیاهان را تضمین نماید. با این حال ممکن است حتی 
ی انتقال یهای مختلف یک گیاه زراعی کارادر بین گونه

 از اینرو احتمالاً ضروری است(. 33کاملاً متفاوت باشد )
های اختصاصی و کارآمد توکلهای مختلف پروبرای گونه

که مبتنی بر استفاده از  PEGتدوین گردد. روش 
باشد این مزیت را دارد که ترکیبات پروتوپلاست می

 Cas9/sgRNAها انتقال یابند. کمپلکس RNPمتنوعی مانند 
تواند به پروتوپلاست گیاه کاهو به کمک این روش می

را رقم   DNAیرایش ژنومی عاری از انتقال داده شده و و
(. از آنجا که بازیابی برخی از گیاهان از کشت 44بزند )

پروتوپلاستی مشکل است، گستره گیاهانی که به کمک این 
روش قابل دستکاری هستند بسیار محدود است. تکنیک 

ها به تفنگ ژنی به واسطه عدم محدودیت در انتقال مولکول
ژن به های مختلف گیاهی، کاربرد وسیعی در انتقال گونه

ی مانند جو، ذرت، گیاهان دارد. ویرایش ژنوم در گیاهان
(. 18سویا و گندم به کمک این روش صورت گرفته است )

های تراریخته کافی از معایب این روش عدم تولید سلول
های تراریخت شده واقعی را می باشد که کار انتخاب سلول

ه های پلاسمیدی بکه ناقلسازد. همچنین زمانی مشکل می
شوند، های گیاهی انتقال داده میکمک این روش به سلول

خارجی وارد  DNAهایی از این خطر وجود دارد که بخش
ژنوم گیاه گردد. با این حال، برای ویرایش ژنوم گیان لازم 

ها انتخاب و جهت افزایش کارایی است یکی از این روش
 انتقال بهینه سازی گردد.

 گیاهان ح دقیقدر اصلا CRISPR/Casکاربردهای 
 ژنی ۱اوتبهبود صفات گیاهان زراعی از طریق ناک

از بین بردن یا محدود کردن صفات منفی یکی از 
ن ز ایهای امیدوار کننده در اصلاح گیاهان است. ااستراتژی
هایی که حامل صفات نامطلوب هستند، اوت ژنرو ناک

 ستا CRISPR/Casبرد تکنیک ترین کارترین و رایجساده
لف(. صفاتی که تا این تاریخ به کمک ا -2)شکل 

CRISPR/Cas9 اند شامل: عملکرد، کیفیت و یافته ءارتقا
های زیستی و غیرزیستی است. افزایش مقاومت به تنش

 هایهای اصلاح گیاهان هیبرید و بسیاری از جنبهتکنیک
 ابلمهم تولید گیاهان زراعی نیز به کمک این روش بهبود ق

 صل نمودند. توجهی حا

 افزایش عملکرد

نیاز به تامین امنیت غذایی، افزایش عملکرد را به اولین 
هدف ویرایش ژنی برای بهبود گیاهان زراعی تبدیل نموده 

ای بوده و تحت کنترل عوامل است. عملکرد صفت پیچیده
های منفی شناخته شده زیادی است. حذف تنظیم کننده

رد مانند: تعداد دانه کننده عملکهای تعیین وثر بر شاخصم
(OsGn1a( اندازه دانه ،)OsGS3( وزن دانه ،) TaGW2, 

OsGW5, OsGLW2 یاTaGASR اندازه سنبله و تعداد پنجه ،)
(OsAAP3 که سبب ایجاد فنوتیپ مورد انتظار در گیاه )

بدون ایجاد اختلال در عملکرد این ژنها گردد، این باور را 
ابزاری بسیار مفید و  CRISPR/Cas9که  است بوجود آورده

(. حذف 5قدرتمند برای بهبود این گونه صفات است )

                                                 
1. Nock-out 
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و  GW2, GW5همزمان سه ژن مربوط به وزن دانه )
TGW6 ،در گیاه برنج منجر به هرمی شدن صفات گشته )

ها شده است که این امر سبب افزایش موثری در وزن دانه
(47 .) 

 

 
در اصلاح گیاهان: بهبود گیاهان زراعی به کمک این تکنیک روی عملکرد، کیفیت و افزایش  CRISPR/Cas9نمای کلی از کاربردهای   -2شکل 

ژنی و یا ناکوت چندگانه تواند محو، حذفمی CRISPR/casاد جهش بکمک های زیستی و غبرزیستی تمرکز نموده است. )الف( ایجمقاومت به تنش
تواند منجر به تجمع ژنی برای ژن را تامین نماید. )ب( جایگذاری یا جایگزینی ژنی به واسطه ترمیم مستقیم همسان و یا ترمیم انتهایی غیرهمسان می

نژادی کاربرد داشته باشد. جایگزینی ژن به منظور تولیـد صفات جـدید در به یا های چندگانه، اصلاح ژنی جهت افزایش کارکرد و جایگذاریویژگی
تم، تنظیم )ج( کاربرد ویرایش ژنی به منظور بهبود صفات گیاهان زراعی مانند: جایگزینی دقیق اسیدهای آمینه، اختلال ژنی از طریق جایگذاری کدون خ

-های تنظیم ژن در نواحی غیرترجمه شونده، پیش بر و بهبود دهندهپرکس از طریق ویرایش جایگاهژنی و پایش کل ژنوم. )د( تنظیم ژنی مبتنی بر کریس

 RNAیا   DNAکه  sgRNAها به کمک کریسپرکس: در این شیوه سیستم کریسپری واجد های اصلاحی بر علیه ویروساستراتژی  (. )ه(enhancerها )
گردد. )و( سیستم پایش گسترده ژنوم های مهاجم میو سبب القا مقاومت نسبت به ویروسده دهد در ژنوم گیاهی درج شویروس را هدف قرار می

 مبتنی بر کریسپرکس که ابزاری ارزشمند در ژنومیکس کارکردی و بهبود ژنتیکی است. 

می و کنترل آنها با این حال به دلیل پیچیدگی صفات ک
کردن عوامل منفرد  خاموش، متعددهای ژنی توسط مکان

ای ممکن است برای افزایش عملکرد در شرایط مزرعه
( اخیراً روشی برای 201۶و همکاران ) ژوکافی نباشد. 

های کنترل کننده صفات پیچیده مانند شناسایی گسترده ژن
یش یراای، وعملکرد به کمک ترکیبی از روش آنالیز شجره

توسعه  CRISPR/Cas9یابی کل ژنوم و فناوری ژنی، توالی
  .(51) دادند

 بهبود کیفیت

و ذائقه  صفات کیفی بسته به نیازهای ویژه اصلاحی
به امروز بهبود بسیار متنوع هستند. تا  مصرف کنندگان،

و  کمک ویرایش ژنوم بر محتوای نشاسته، عطر کیفیت به
سازی در گیاهان زراعی طعم، مواد مغذی و کیفیت ذخیره

گذار بوده است. برنج با محتوای آمیلوز پائین که دارای تاثیر
کردن ژن  خاموشمزه و کیفیت پخت بالاتری است با 

WAXY  از طریقCRISPR/Cas9 ( با 22حاصل شده است .)
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 WAXYژن  نمودن خاموشاستفاده از همین تکنیک و 
های با عملکرد بالا در گیاه ذرت تولید شده است لاین

توان به (. از دیگر محصولات با کیفیت ارتقا یافته می39)
و کلزا که حاوی مقادیر بالای  Camelina sativaهای دانه

-گی(. گوجه فرن26، 15اولوئیک اسید هستند اشاره نمود )

(، دارای لیکوپن بالاتر یا 17های با عمر انبارداری بالا )
( و همچنین سیب 29 ،17محتوای گاما آمینوبوتریک اسید )

های با سطح پائین گلیکوآلکالوئیدهای استروئیدی زمینی
 (. 27گیرند )سمی نیز در این دسته از تغییرات قرار می

 های زیستی و غیرزیستیمقاومت به تنش

ا یکی از مهمترین عوامل تاثیرگذار بر کمیت و هتنش
کیفیت گیاهان زراعی هستند. تعداد زیادی از گیاهان واجد 

ها، ها، باکتریهای زیستی مانند قارچمقاومت به تنش
-ها و حشرات به کمک تکنیک کریسپر تولید شدهویروس

های قارچی اند. برای مثال سفیدک پودری یکی از بیماری
و  TALENهان زراعی است. با استفاده از مخرب در گیا
CRISPR/Cas9  آلل  ۶کلیهTaMLO  شده  خاموشدر گندم

و گیاهان با مقاومت بالاتر نسبت به این بیماری بدست 
( 2017و همکاران ) نکراسو(. بطور مشابهی 43آمده اند )

سبب القا  CRISPR/Cas9به کمک نشان دادند خاموشی ژن 
 فرنگی شده استر گیاه گوجهدومت به سفیدک پودری مقا

های قارچی مخرب در برنج . بلاست یکی از بیماری(28)
کردن ژن  خاموشاست. برنج مقاوم به بلاست با 

OsERF922  که یک عامل رونویسی پاسخ دهنده به اتیلن
(. بلایت باکتریایی در برنج توسط 41است حاصل گردید )

Xanthomonas oryzae pv. Oryzae  گردد. حذف ایجاد می
سبب تولید گیاهان مقاوم به این  OsSWEET13بر ژن پیش

های ویروسی نیز، (. در مورد بیماری51بیماری شده است )
مقاوم به  eif4gهای برنج CRISPR/Cas9با استفاده از تکنیک 

 (.23بیماری تونگرو تولید شده است )

 بهبود صفات
  نیژ و جایگزینی knock-inگیاهان زراعی به کمک 

بسیاری از صفات زراعی به کمک جایگزینی تک 
شدن یک نوکلئوتیدی، تغییرات بیان ژنی و یا اضافه 

یابند. تنظیمات دقیق ژنی مانند عملکرد جدید ژنی تغییر می
knock-in  و جایگزینی نوکلئوتیدی سبب تسهیل کار اصلاح

یا ایجاد تنوع  لینکاژهای جدید بدون از طریق معرفی آلل

ب( که این ویژگی در حالت  -2گردد )شکل میآللی 
تواند می knock-in(. علاوه بر این 21طبیعی وجود ندارد )

در جهت تغییر صفات چندگانه از طریق انباشت ژنی در 
و  knock-inها بکار گرفته شود. به همین دلیل تک واریته

-جایگزینی نوکلئوتیدی در بهبود صفات گیاهان زراعی می

ب(. متاسفانه به دلیل  -2موثر باشند )شکل  رابسی توانند
، یک تکنیک غیر DNAدر ترمیم  HDRنادر بودن مسیر 

-معمول بوده و استفاده از آن در بهبود صفات با محدودیت

و همکاران  شی. با این وجود است های جدی روبرو
برای  CRISPR/Cas9( از ویرایش ژنی به کمک 2017)

. (35) اه ذرت بهره بردندبهبود مقاومت به خشکی در گی
ARGOS8 نده منفی پاسخ به اتیلن را کد مییک تنظیم کن-

-کند که در اکثر هیبریدهای ذرت و در سطح کم بیان می

هایی که در آنها رونویسی این ژن افزایش داده شود. واریته
در شرایط تنش خشکی عملکرد بالاتری تولید بود شده 

توانستند به کمک  ( نیز2017و همکاران ) یونمودند. 
توانستند گوجه  ALCو جایگزینی در ژن  T317Aویرایش 

هایی با قابلیت حمل و نقل بالا و عمر طولانی تولید فرنگی
 . (40) نمایند

 در گیاهان   ویرایش بازها

همان گونه که بسیاری از صفات مهم زراعی از طریق تنوع 
یا غیر موجود در یک نوکلئوتید چه در ناحیه کد کننده 

شوند، ویرایش بازی در اصلاح و کدکننده از هم متمایز می
تواند بسیار مفید واقع شود )شکل بهبود گیاهان زراعی می

ج(. یکی از کاربردهای مهم ویرایش بازی در نواحی  -2
ها است. کد کننده، توانایی تمایز مقاومت به علفکش

(، 36)مقاومت به سولفونیل اوره یا ایمیدیازول در برنج 
( به کمک هدف 38( و هندوانه )5گندم، آرابیدوپسیس )

گر باز سیستیدین بدست توسط ویرایش ALSقرار دادن 
 آمده است.  

 تنظیم دقیق ژنی در گیاهان

های حفاظت شده، تعدیل در کنار ایجاد جهش در توالی
های مفید در بررسی عملکرد از دیدگاهدیگر بیان ژن یکی 
اند اصلاح گیاهان را بطور موثری تسهیل توژن بوده و می

مختلفی تنظیم شود، این تواند در سطوح نماید. بیان ژن می
 و ترجمه آن mRNA سرهم بندیرونویسی،  سطوح شامل

. این فرآیندها تحت کنترل یکسری از عناصر تنظیمی است
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Cis کمک ویرایش ژنوم قابل تنظیم هستند ه هستند که ب
رایش ژنوم در گیاهان در جهت ید(. تا کنون و -2)شکل 

برها از قبیل جایگزینی تغییر بیان ژنها، عمدتاً روی پیش
 تمرکز داشته است.  Cisبر و حذف عناصر تنظیمی پیش

 تولید گیاهان مقاوم به ویروس

ها ایجاد ویروس توسطهای گیاهی بخش بزرگی از بیماری
 لیداتشوند، در نتیجه هرساله بخش قابل توجهی از تومی

 زا ازدستاین گروه از عوامل بیماری به وسیلهکشاورزی 
ر دومت رود. با توجه به اینکه کریسپر توانایی ایجاد مقامی

ن اً ایها را دارد، لذا قطعها در برابر حمله ویروسباکتری
ا هتوانایی را خواهد داشت که گیاهان را به حمله ویروس

ها، ینی ویروسم(. برای مثال جیه -2مقاوم سازد )شکل 
ای هستند که یک تک رشته  DNAهای با جزء ویروس

ای ضروری جهت همانندسازی به روش بخش دو رشته
 sgRNAو  Cas9بیان پایدار دایره غلتان دارند. استراتژی بیش

-ها را هدف قرار میکه بطور ویژه ژنوم جیمینی ویروس

ن اهاگی سازی آنها را مهار کند، برای اصلاحدهد تا همانند
 (. با این حال2مقاوم به ویروس بکار گرفته شده است )

ط ای توسهای برش دو رشتهتغییرات ایجاد شده در جایگاه
-سازد که فرم، این امکان را فراهم میNHJEمسیر ترمیمی 

فرار کنند  Cas9/gRNAهایی از ویروس بتوانند از برش 
-انندملقه درونی برای هح-(. از آنجا که توالی ساقه24)

ها ها ضروری است، لذا این توالیسازی جیمینی ویروس
های ایدئال برای تولید گیاهان مقاوم به بعنوان هدف

 (. 1روند )ها بشمار میجیمینی ویروس

 انهای موتانتی با کارایی بالا در گیاهایجاد کتابخانه

تواند های موتانتی در برگیرنده یک ژنوم کامل میکتابخانه
های گسترده و ارزشمندی در ژنومیکس کارکردی و کاربرد

های و(. کتابخانه -2پیشبرد علم ژنتیک داشته باشند )شکل 
های تصادفی به کمک موتانتی قدیمی مبتنی بر ایجاد جهش

و  T-DNA ،EMSها، جایگزینی عواملی مانند اشعه
ها نیازمند باشند. استفاده از این روشها میترانسپوزون
های زیادی نسل جهت پایداری موتانت دایجاد تعدا

غیرفعال است و تعیین ارتباط بین فنوتیپ و ژنوتیپ در 
ها فرآیندی بسیار زمانبر است. برای مثال بین این موتانت

کتابخانه موتانتی حاصل از دو کانسترکت بزرگ تولید شده 
های گیاه برنج را تواند بیشتر ژنکمک کریسپر میه ب

های هموزیگوت این روش موتانت پوشش دهد. به کمک
 نیز در یک نسل قابل تولید هستند.

 گیرینتیجه

بطور خاص،  CRISPR/Cas9ویرایش ژنوم بطور عام و 
در بزرگ تحولی  توانندابزارهای قدرتمندی هستند که می

تولیدات کشاورزی و امنیت غذایی ایجاد نمایند. فناوری 
CRISPR/Cas9 ورزی را از ااین پتانسیل را دارد که کش

های زیستی و غیرزیستی طریق تولید گیاهان مقاوم به تنش
و ارتقاء عملکرد کمی و کیفی آنها دگرگون سازد. این 

ها برای تامین امنیت غذایی جمعیت در حال رشد ویژگی
دنیا لازم و ضروری هستند. به کمک این روش دانشمندان 

ات مورد توانستند با بالاترین دقت و در کمترین زمان صف
نظر را در گیاهان ایجاد نمایند. با وجودی که این روش در 
مدت کوتاهی توانسته تغییرات بزرگی در گیاهان ایجاد 
نماید، کاربرد این روش نیازمند اطلاعات دقیق از توالی 
ژنهای هدف و همچنین بهبود کارایی این قیچی مولکولی 
در جهت کاهش اثرات غیر هدفمند و سمی آن است. 

های نشمندان بسیار امیدوارند این فناوری بتواند نگرانیاد
 عامه در مورد گیاهان تراریخته را برطرف نماید.  
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Abstract 

Enhanced agricultural production through innovative breeding technology is urgently 
needed to increase access to nutritious foods worldwide. Recent advances in 
CRISPR/Cas genome editing enable efficient targeted modification in most crops, thus 
promising to accelerate crop improvement. Here, we review advances in CRISPR/Cas9 
and its variants and examine their applications in plant genome editing and related 
manipulations. We highlight base-editing tools that enable targeted nucleotide 
substitutions and describe the various delivery systems, particularly DNA-free methods, 
that have linked genome editing with crop breeding. We summarize the applications of 
genome editing for trait improvement, development of fine-tuning gene regulation and 
strategies for breeding biotic and abiotic stress tolerant plants. 
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