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سخ اود. در پشسمی میتاخورده سبب تنش شبکه آندوپلا-های تانخورده و بدانباشته شدن پروتئين

شبکه گرهای تراغشایی ط حستوس (UPR)ه پروتئين تانخورده پاسخ ب، به تنش شبکه آندوپلاسمی

رسان یکپارچه است که های پيامز سيگنالای اشود. این مسير مجموعهزی میانداراه آندوپلاسمی

به  bZIP نویسیمی طراحی شده است. دو فاکتور رولاسآندوپ زگرداندن پایداری شبکهبرای با

کنند. تنظيم می Marchantia polymorphaياه را در گ UPRر مسي bZIP7و  bZIP14های نام

در گياه مارکانتيا  CRISPR/Cas9با استفاده از فناوری  bzip14ی موتانت هاّدر این مطالعه لاین

در پایگاه اطلاعاتی  bZIP14ن ژ DNAتوالی  آوری شده است. بدین منظورعجم

Marchantia.info  به کمکBlastp بدین منظور، توالی سایی شد. مارکانتيا شناه يابرای گ

DNA  ی ژنbZIP14  با انجام بلاست پروتئينی در وبگاهMarchantia.info  شناسایی شد. توالی

از ميان وارد و   /http://crispor.tefor.netایگاهها در پsgRNAاگزون به منظور شناسایی 

sgRNA،انتخاب شدند. سه کاندید  های پيشنهادیsgRNAاختصاصی  ةها درون ساز

CRISPR/Cas9  برای گياه مارکانتيا به نامpMpGE013 وارد و پس از انتقال به اگروباکتری 

رای به گياه انتقال داده شد. از گياهان باززا شده در محيط انتخابی دا GWB303+pSOUP ةسوی

یابی توالی و پس از تکثير با پرایمرهای اختصاصی، برایانجام  DNAهایگرومایسين، استخراج 

در توالی حذف و اضافه  لاین با توالی صحيح، تغييرات نوکلئوتيدی ۱۱لاین از هشت شد. ارسال 

DNA محيط مانی به نشان دادند. یک لاین موتانت انتخاب و برای ارزیابی فنوتيپی و آزمون زنده

انتقال یافت.  تنش شبکه آندوپلاسمی ةشيميایی القا کنند ة، مادحاوی ترکيب تونيکامایسين

گياه ر د bZIP28و  bZIP17های تنها هومولوگ ژن bZIP14ها نشان داد که بررسی

گياهان  یسه بادر مقاان موتانت گياه، پلاسمیت تنش شبکه آندوحتآرابيدوپسيس است. همچنين 

  .  اندنشان داده درصد ۵در سطح ناداری تفاوت معوحشی 

 های کلیدیواژه
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  مقدمه

که به  ، ضروری استدر جای خود ثابت هستنداز آنجا که گیاهان 

دهند و خود را با آنها های محیطی پاسخ مناسب تغییرات و تنش

. پاسخ به (Henriquez-Valencia et al,. 2018)سازگار کنند

، (UPR: Unfolded Protein Response)نخورده های تاپروتئین

 ای است که گیاه را در مقابل تنش شبکهپاسخ حفاظت شده

. تنش شبکه (Ruberti et al., 2018)کندحفاظت میمآندوپلاسمی 

یطی یا دهد که شرایط محآندوپلاسمی هنگامی رخ می

کند فیزیولوژیکی در تاخوردگی مناسب پروتئین تداخل ایجاد می

 های تانخورده یا با تاخوردگی نامناسب در شبکهو پروتئین

شوند. این تغییرات از طریق سیستم کنترل آندوپلاسمی انباشته می

راه اندازی  در نهایت منجر به آندوپلاسمی رصد و کیفی شبکه

UPR شود. مسیر میUPR  شود فاکتورهایی می بیانافزایش سبب

ای که های ثانویهکه در تاخوردگی پروتئین یا در تخریب پروتئین

 Humbert et)اند، نقش داردبه طور نامناسب تاخوردگی پیدا کرده

al., 2012) در گیاهان، فاکتورهای رونویسی اختصاصی که مرتبط .

با غشا هستند، نقش اصلی را در این پاسخ دارند. این فاکتورها 

که در  ستا bZIPشامل اعضای خانوادة فاکتورهای رونویسی 

. bZIP28و  bZIP60 ،bZIP17آرابیدوپسیس شامل سه نوع است: 

در گیاهان نقش  UPR در تعدیل فعالیتاین سه فاکتور رونویسی 

 . (Kim et al.,  2018) دارند

در شرایطی که تنش وجود ندارد، این سه فاکتور رونویسی به 

اما در شرایط تنش شبکه ، غشای شبکه آندوپلاسمی متصل هستند

فاکتورهای رونویسی از طریق دو مسیر متفاوت ، آندوپلاسمی

را خود های پایین دست ژن تاشوند و به هسته منتقل میفعال 

 نوان دو بازوی مسیرفعال کنند. این دو مسیر به طور کلی به ع

UPR دشوناز شبکه آندوپلاسمی شناخته می (Bao et al., 2019; 

Bao and Howell., 2017; Howell., 2013).  در بازوی اول 

نقش دارد و این عمل را از  bZIP28و/یا  bZIP17 سازیفعال

فاکتور  bZIP17/28 دهد.ای انجام میترجمه-طریق مکانیسم پسا

 -Nدر انتهای  که است ۲نوع ی نده به غشارونویسی متصل شو

در شرایطی که تنش  .دارد DNA اتصال به دمینترمینال خود 

شود و به ماده ترجمه می-ت پیشابتدا به صور ،وجود ندارد

 گیرددر غشای شبکه آندوپلاسمی قرار می ،دمین تراغشایی ةواسط

(Iwata et al. 2017).  ،این دو فاکتور رونویسی اما در شرایط تنش

در آنجا توسط پروتئازهای  شوند.به دستگاه گلژی انتقال داده می

 S1P:Site 1) ۱ جایگاهموجود در دستگاه گلژی به نام پروتئاز 

protease)  ۲ جایگاه و (S2P) شوندپردازش می(Bao et al. 

شوند تا هسته منتقل می اغشایی بهف دمین ترحذ از پس  .(2019

  بیان ژن های پایین دست را فعال کنند.

تاثیر چندانی بر  bzip17در گیاه آرابیدوپسیس خاموشی کامل ژن 

در  ن حال. با ای(Liu et al., 2007) است نداشتهروی فنوتیپ گیاه 

شرایط تنش شوری حساسیت بسیار کمی در گیاهان موتانت 

شایی در که دمین تراغ bZIP17شدة ن فعال تنها ژ و شد اهدهشم

در گیاه موتانت  bZIP17قادر به جبران فعالیت ، ذف شدهآن ح

 فعال در UPRبازوی دیگر مسیر  .(Liu et al. 2008) بوده است

پردازش نامتوازن  ،سیردر این م قش دارد.ن bZIP60 سازی

mRNA ۱آنزیم نیازمند به اینوزیتول  طتوس(IRE1: Inositol 

Required Enzyme 1)  گیردصورت میدر سیتوپلاسم.  IRE1 

 وآرابیدوپسیس در  IRE1Cو  IRE1A ،IRE1Bایزوفرم  سهدارای 

تحت شرایط تنش شبکه . استیک ایزوفرم در مارکانتیا 

را  bZIP60فاکتور رونویسی شود و فعال می IRE1 ،آندوپلاسمی

 ۲۳ ر این برشدهد. دبرش می جایگاهدر دو  mRNAدر سطح 

شود. با اتصال مجدد دو جایگاه برش یافته،  وتید حذف مینوکلئ

کند. این تغییر سبب تغییر می bZIP60کدون  خوانش چارچوب

های پایین دست سازی ژنانتقال به هسته و فعالسازی آن، فعال

  .(Pu et al., 2019; Pastor-Cantizano et al., 2019)خواهد شد

 M. polymorpha  گیاهی دو پایه از گونةliverwort یکی از ،

ترین ساکنان زمین است. جنس نر و مادة آن به ترتیب قدیمی

Takaragaike-1  با نام اختصاریTAK1  وTakaragaike-2  با نام

ای هر دو چرخة این گیاه دار شود.نامیده می TAK2اختصاری 

ر این گیاه لوئیدی است، اما چرخة زندگی غالب دپلوئیدی و دیپها

هاپلوئیدی است که مزایایی را نسبت به گیاهان دیپلوئیدی برای 

و امکان گسترش سریع آن را با  کردهآنالیزهای ژنتیکی فراهم 

تودة ایزوژنیک برای مطالعات مولکولی و -ایجاد زیست

 ;Godinez-Vidal et al., 2020) نمایدبیوشیمیایی ایجاد می
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Ishizaki et al., 2013) .M. polymorpha  هم به وسیلة اسپور که

شود و هم از طریق جمای از طریق تولید مثل جنسی ایجاد می

(gemmae) مانند و حاصل تولید مثل غیرجنسی است، -که بذر

دت یک هفته، هم اسپور و هم جمای تواند تکثیر شود. در ممی

پر مانندی ایجاد کنند های کوچک با ساختار ستوانند گیاهچهمی

فولوژیکی رشود. ساختار موگفته می (thallus)که به آن تالوس 

( کاملا سازگار Mb ۲۲۰سادة این گیاه با اندازة ژنوم کوچک آن )

 ختشنا. همچنین این گیاه  (Sauret-Güeto et al. 2020)است

اساس مولکولی و فیزیولوژیکی خصوصیات کلیدی را که به 

و خود  کردهد تکامل پیدا تواننواسطة این خصوصیات، گیاهان می

 Ishizaki et)سازدپذیر میرا با شرایط محیطی سازگار کنند، امکان

al., 2013) های اخیر مارکانتیا ات، در سال. به دلیل این خصوصی

تبدیل به یک مدل بسیار جذاب برای مطالعات ژنتیکی شده است 

های گر شناسایی مسیرها و عملکرد ژنتواند هدایتکه می

 تر باشد. الیناشناخته یا کمتر شناخته شده در گیاهان ع

 CRISPR/Cas9گیری از روش در پژوهش حاضر، هدف ما بهره

در پاسخ به تنش شبکه  bzip17/28خاموشی ژن برای بررسی اثر 

 است. M. polymorphaآندوپلاسمی در گیاه 

 

  هاروش و مواد

، M. polymorphaجنس نر گیاه مواد گیاهی و شرایط رشد: 

TAK11/2ط، از طریق انتقال جمای به محی Gamborg’s B5 

(1/2GB5)  درصد آگار در شرایط استریل تکثیر شد.  ۱حاوی

فوتون  mmol ۶۰تا  ۵۰دارای نور سفید دائمی رشد های اتاقک
1-s2-m   رشد این  شرایط بهینه برای گرادسانتیدرجه  ۲۲و دمای

  .(Kubota et al., 2013)گیاه است 

ه در گیا bZIP17/28به منظور شناسایی توالی : sgRNAطراحی 

از وبگاه  bZIP28و  bZIP17های نتیا، ابتدا ژنمارکا

https://www.arabidopsis.org/  برای گیاهArabidopsis 

thaliana رسانی شناسایی شدند. سپس با مراجعه به پایگاه اطلاع

https://marchantia.info/ژن  وتئینی،، با انجام بلاست پر

شناسایی شد. برای بررسی  bZIP14لوگ در مارکانتیا به نام همو

sgRNAی احتمالی، توالی اگزون این ژن به وبگاه اه

http://crispor.tefor.net/  .وارد شدsgRNA های پیشنهادی

 کریسپردرکنار توالی آرایة 

(CRISPR array: 
GTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAGTTAAAATAAGG

CTAGTCCGTTATCAACTTGAAAAAGTGGCACCGA

GTCGGTGCTTTT)  

از  RNA Folding Form (unafold.org)در وبگاه  و قرار داده شد

هترین ب .مورد تجزیه و تحلیل قرار گرفتر ساختار ثانویه نظ

sgRNA (.۱انتخاب شدند )جدول ناسب، ه مبا ساختار ثانویها 

در این مطالعه از سازة : CRISPR/Cas9آماده سازی سازة 

pMpGE013 های انتخابگر هایگرومایسین و دارای ژن

استفاده شده است  sgRNA-اسپکتینومایسین برای اتصال تک

هضم و  AarIدر جایگاه برشی آنزیم  (. این سازه ابتدا۱)شکل 

های sgRNAسازی شد. خالصبه صورت مستقیم  محصول هضم

ال به جایگاه برشی سازه در رفت و برگشت، دارای جایگاه اتص

وارد  ligase 4Tخود، بعد از جفت شدن، توسط آنزیم  ۵´ابتدای 

ة . پلاسمیدهای حاوی ساز(Sugano et al. 2018)سازه شدند 

CRISPR/Cas9  وsgRNA  از باکتریE.coli در محیط انتخابی ،

بیوتیک اسپکتنومایسین استخراج و برای تأیید نهایی حاوی آنتی

یابی ارسال شد. پس از به توالی M13توسط آغازگرهای عمومی 

 Agrobacteriumبه وپوریشن روش الکتر استفاده از  باتایید، 

tumefaciens سویة GV3101+pSoup ل داده شد. تقانا 

ط ، در محیTAK1تیا، انرکگیاه ماجنس نر تراریختی و باززایی: 

1/2GB5  .از روش تراریختی به مدت دو هفته کشت داده شد

. در (Kubota et al., 2013) ح گیاهان استفاده شدبرای تلقی ستالو

 و به شدندرش داده نواحی اپیکال بلغ در بااین روش گیاهان 

ده اتاقک کشت قرار دا سپس درو  شدهانتقال داده  1/2GB5محیط 

رشد یافته های اگروباکتری کلونی از ، یک کلونین. همزماشدند

پس از . شد لقیحتع کشت مای خاب ودرانت جامد در محیط کشت

ط محی  ۵mL، به یافتهرشد اگروباکتری از  mL ۱، دو شب

ساعت در  ۶به مدت انتقال داده شده و  0M51Cخصوص به نام م

 تا رشد کند.  شدقرار داده  rpm ۱۲۸با دور ه درج ۲۸دمای 
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 .مقصد( ةبرای ایجاد لاین موتانت )ناحیه خط کشی در توالی، زائده اتصالی به ساز sgRNAتوالی نوکلئوتیدی -۱جدول 
Table 1. List of sgRNAs for making mutant line 

 sgRNA توالی نوکلئوتیدی GC درصد °  Cدمای ذوب

۶۳ ۴۵ ´CTCTGCATTACCATGCTGTT 3CTCG´5 sg1RNA رفت 

۶۳ ۴۵ ´AACAGCATGGTAATGCAGAG 3AAAC´5 sg1RNA برگشت 

۶۷ ۵۵ ´TGAGGAACATGACCCCC 3ACTCTCG´5 sg2RNA رفت 

۶۷ ۵۵ ´GGGGGTCATGTTCCTCAAGT 3AAAC´5 sg2RNA برگشت 

۷۲ ۶۵ ´CATGACCCCCAGGGAACCCT 3CTCG´5 sg3RNA رفت 

۷۲ ۶۵ ´AGGGTTCCCTGGGGGTCATG 3AAAC ´5 sg3RNA برگشت 

 در نقشه نشان داده نشده است. AarI. جایگاه برشی آنزیم sgRNA-ورود تک برای CRISPR/Cas9نقشة سازة  -۱شکل 
Figure 1. CRISPR/Cas9 vector map for single-gRNA. Recognition site of AarI is not shown in the map. 

 

 

 های موتانتلاینتأیید  ای پلیمراز براینش زنجیرهتوالی نوکلئوتیدی آغازگرها در واک-۲جدول 
Table 2. List of primers for mutant line confirmation 

 آغازگر توالی نوکلئوتیدی
5´ ATGGAGGTGACAAACGAGCTTC 3´ آغازگر رفت 

5´ CTGTCTTTCCCCGACAACGA 3´ آغازگر برگشت 
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 به همراه با گیاهان بریده شده ، اگروباکتریساعت ۶پس از 

 µM ۱۰۰حاوی  0M51Cمحیط  mL ۵۰ های حاویارلن

ها به درون لنار. شدقال داده انتکشتی -برای هماستوسرینگون 

ی شب بر رودو های رشد مارکانتیا انتقال داده شده و برای اتاقک

با آب  یاهانسپس گ. گرفتندقرار  ، rpm ۱۲۸عت شیکر با سر

های حاوی آنتی بیوتیک 1/2GB5محیط استریل شسته شده و به 

از  هایگرومایسین و تیکارسیلین بدون هورمون منتقل شدند. بعد

ور طظاهر شده و به  اززابازة زمانی دو الی سه هفته گیاهان ب

ودن آمادة ارزیابی از جهت تراریخته ب ،هفته ۶ تقریبی بعد از

 شدند. 

ه با از گیاهان باززا شد DNAاستخراج ای موتانت: هتأیید لاین

انجام شد  (Crude extract)استخراج خام  استفاده از روش

(Kubota et al., 2013) .DNA  از استخراج شده با استفاده

( و آنزیم ۲)جدول  bZIP14ژن  آغازگرهای اختصاصی برای

سال یابی ارسازی برای توالی، تکثیر و پس از خالصQ5پلیمراز 

 CLC workbench 9یابی در نرم افزار نتایج حاصل از توالی شد.

 با ژن مرجع مقایسه شد. 

 کنترل 1/2GB5روزه به درون محیط  ۱۴گیاهان آزمون فنوتیپی: 

های تونیکامایسین انتقال داده شدند و درون اتاقک  µg۲و دارای 

 ۷به مدت گراد درجه سانتی ۲۲رشد با نور سفید دائم با دمای 

سپس میزان زنده مانی آنها مورد بررسی قرار  .دنگهداری شدن روز

برای هر دو لاین موتانت  Image Jافزارتالوس با نرمسطح گرفت. 

افزار  برای آنالیز آماری از نرم گیری شد.و وحشی اندازه

GraphPad Prism 8 ها با استفاده از آزمون استفاده شد. دادهt-

student ند.رصد آنالیز شدطح پنج و یک ددر دو س 

 

  و بحث نتایج

با : ی کارآمدsgRNAخاب بیوانفورماتیکی برای انت مطالعات

، bZIP28و  bZIP17های انجام بلاست پروتئینی معلوم شد که ژن

هستند. در گیاه مارکانتیا  bZIP14به نام فقط دارای یک ایزوفرم 

پارالوگ  وگ در گیاه مارکانتیا است که دودارای سه پارالاین ژن 

های اینترونی و پارالوگ دیگر در سطح در مکان DNAدر سطح 

cDNA  نوکلئوتید کمتر، تفاوت دارند. اما با توجه به  ۲۹۱با

رسد که در عملکرد شباهت آنها در سطح پروتئین، بعید به نظر می

های sgRNAحی ها در طراتفاوتاین  همچنینمتفاوت باشند. 

 PAM هرچند که وجود توالی د.  کنمشترک تداخلی ایجاد نمی

(5´NGG 3´)   شناسایی جایگاه عامل ضروری برای  ۳´در انتهای

اما تنها وجود این سه  ،است CRISPR/Cas9پروتئین  برش توسط

توان انتظار نمی و نوکلئوتید برای عملکرد این پروتئین کافی نیست

 DNAبرش  ةکنندوکلئوتید تضمینشت که وجود این سه ندا

 ,.Ma et al., 2015; Doench et al)  باشد  CAS9ئین پروت توسط

 جایگاه ها یا صدهاتواند در دهمی  NGGاز آنجا که توالی  .(2014

 ن کرد وجود داشته باشد، پیدا ی غیرهدفهادرون ژن هدف یا ژن

sgRNAو با بازدهی بالا از  کاملا اختصاصی برای ژن هدف ی

. است مناسب sgRNA برای طراحی موجود هایجمله چالش

ت به بدانیم که فرایند ویرایش ژنومی در گیاهان نسچنین میمه

در نظر  رو این از  ست.ا تروری بسیار طولانینهای جاسلول

هدایتگر موثر و  RNAتوان بر اساس آنها بمعیارهایی که  گرفتن

و  Liangبسیار حائز اهمیت است.  ،شخیص دادغیرموثر را از هم ت

که به طور موثر در را  هاییsgRNA، ۲۰۱۵ال س در همکارانش

مورد بررسی و تجزیه و  د،های کریسپر ایجاد کردنگیاهان لاین

چند اصل کلی برای  هااین بررسی. بر اساس دادندتحلیل قرار 

ناسب طول م ،رداین موااز  معرفی شده است. sgRNAطراحی 

sgRNA  ترجیح بدون هیچنوکلئوتید  ۲۰تا  ۱۸بین است که 

ی sgRNA. از عوامل دیگر برای انتخاب است وتیدینوکلئ

د است. از مهمترین درص ۸۰تا  ۳۰بین   GCمحتوای مناسب،  

 به همراه sgRNA ةحلقه در ساختار ثانوی چهاروجود عوامل، 

پلکس پایداری تواند ساختار کممیاست که  CRISPR توالی آرایة

د. خشببهبود برا در موجود زنده آن ایجاد کند و عملکرد  را

 ۸۰، توالی crRNA:tracrRNAمتشکل از  CRISPRآرایة  )توالی

های که با آرایش نوکلئوتیدی یکسان درون سازه نوکلئوتیدی است

 Mojica et al., 2009; Deltcheva et)شودکریسپر به کار گرفته می

al., 2011) ها، مواد و روشبخش به  ،هدة توالیی مشا. برا

 سهوجود  ،از میان این چهار حلقهید.( عه کنمراج sgRNAطراحی 

و یک حلقه ضروری  sgRNAحلقه برای عملکرد مناسب 

در شکل  ۳تا  ۱های سه حلقة ضروری با شماره است.اختیاری 

   .(۲)شکل  نشان داده شده است ۲شمارة 
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ها نشان داده شده اخل حلقهد ۳و  ۲، ۱ی هابا شماره CRISPR/Cas9های ضروری برای افزایش کاررایی در کنار توالی داربست. حلقه sgRNAساختار ثانویة  -۲شکل 

 است.
Figure 2. Secondary structure of sgRNAs along with scaffold. The essential loops for efficient activity of CRISPR/Cas9 are numbered from 

1 to 3 inside the loops.  

 ه است.شد ز نشان دادهبا رنگ سب PAMبا رنگ آبی و  sgRNA. توالی sg3RNAحذف و اضافة نوکلئوتیدی ایجاد شده توسط  -۳جدول 
Figure 3. Nucleotide insertion and deletion caused by sg3RNA. sgRNA and PAM are shown in blue and green color respectively. 

 

 

 

 

 

 

 sg3RNAایجاد شده با  bzip14موتاسیون  یا اضافه شده حذف دهایئوتینوکلتعداد 

 ´GGAACATGACCCCCAGGGAACCCTGGGCCGA 3´5 لاین وحشی

۴+ 5´GGAACATGACCCCCAGGGAAcatgCCCTGGGCCGA 3´ 

۱+ 5´GGAACATGACCCCCAGGGAACtCCTGGGCCGA 3´ 

۱- 5´GGAACATGACCCC – AGGGAACCCTGGGCCGA 3´ 

۳- 5´GGAACATGACCCCCAGGGAACC - - -GGCCGA 3´ 

۱ ۱ 

۱ 

۲

 

۲

 

۲

 ۳

 

۳

 ۳
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 sgRNAتشکیل شونده میان تعداد جفت بازهای  عامل مهم دیگر

تشکیل شده جفت بازهای  چنینهم است. CRISPRآرایة  توالیبا 

در این . نیز دارای اهمیت است sgRNA خود درون ساختار

هایی که به sgRNA درصد ۹۹بررسی نشان داده شده است که 

 توالی بازهای تشکیل شده با-جفتاند، طور کارآمد عمل کرده

-نبوده است و همچنین این جفت ۱۲ بیشتر از CRISPRآرایة 

 توالی درون .اندبار پی در پی تکرار نشده هفتبازها بیشتر از 

sgRNA  شکل باز -جفت ششنیز بهتر است بیشتر از

های اشاره شده در . با توجه به اصل(Liang et al. 2016)نگیرد

 /http://crispor.tefor.netبه وبگاه  14bZIPهای ژن بالا، اگزون

های پیشنهادی در این وبگاه، سه sgRNAانتقال داده شد. از میان 

sgRNA باز به -با بهترین ساختار ثانویه و کمترین میزان جفت

به ذکر لازم  .(۱)جدول  های کاندید انتخاب شدندsgRNAن عنوا

تا  ۵´از ابتدای  های ثانویهساختاردر  sgRNAاست که توالی 

 .(۲)شکل  است ۲۰ ةتوالی شمار

اسب زة مناسموثر برای پیدا کردن لاین موتانت، دیگر عوامل از 

 تئینبان و همچنین پرواست. وجود پیشبرهای سازگار با گیاه میز

CRISPR/Cas9  با توالی بهینه شده برای گیاه سبب افزایش

 شود.  در گیاه میزبان می Cas9بازدهی 

در این  های موتانت:ارزیابی گیاهان تراریخت برای تایید لاین

 EFاختصاصی که دارای پیشبر  pMpGE013سازة  تحقیق ما از

برای گیاه  Cas9وتئین برای گیاه مارکانتیا و توالی بهینه شدة پر

این سازه   .(Sugano et al. 2018) آرابیدوپسیس است، بهره بردیم

طراحی شده است.  (single gRNA)انفرادی  sgRNAبرای ورود 

گیاه  ۱۵تا  ۶به طور متوسط  ه به درون گیاه،انتقال سازپس از 

با آغازگرهای مناسب در   هاsgRNA یک از ی هرباززا شده برا

سازی برای خالصای پلیمراز تکثیر شده و پس از یرهواکنش زنج

یابی نشان داد که از میان سه یابی ارسال شدند. نتایج توالیتوالی

sgRNA  ،sgRNA به طور موثر عمل کرده و حذف و  ۳ ةشمار

است. برای  ایجاد نموده DNAرا در توالی ی نابجا هااضافه

sg3RNA ،۱۳ یابی ارسال توالی رایگیاه با پایة مادری متفاوت ب

یابی شدند. در گیاه به درستی توالی ۱۱ن، که ازاین میا شد،

مجموع هشت لاین تغییرات نوکلئوتیدی حذف و اضافه را در 

خود نشان دادند. از میان آنها دو لاین  حذف یک  DNAتوالی 

سه نوکلئوتید، یک لاین اضافه شدن  نوکلئوتید،  یک لاین حذف

لاین اضافه شدن چهار نوکلئوتید را نشان  یک نوکلئوتید و چهار

توان اظهار داشت که درنظر گرفتن (. بنابراین می۳دادند )جدول 

پر، احتمال یافتن لاین یی کریسآیش کارعوامل نامبرده برای افزا

شان دهندة ن لبا این حا اماموتانت را بسیار افزایش خواهد داد، 

باید در نظر ه  نخواهد بود، چرا ک sgRNAکارآیی درصد  ۱۰۰

گیری صحیح نیازمند شکل ،sgRNAداشت عملکرد کارای 

ساختار ثانویه در داخل سلول است که این امر همیشه محقق 

 شود.نمی

ن به دست آمده یک لای موتانت هایاز میان لاین آزمون فنوتیپی:

دو گیاهان موتانت فنوتیپی انتخاب شد.  هایبرای انجام آزمایش

 حاوی 1/2GB5درون محیط در سه تکرار به بار 

µg۲ مانی تونیکامایسین انتقال داده شدند تا فنوتیپ و میزان زنده

شیمیایی  ترکیب یک تونیکامایسین  قرار گیرد.مورد بررسی گیاه  

ها در شبکه تئینگلیکوزیلاسیون پرو-N ز است که اسمی 

ها به و در نتیجه پروتئین آوردهآندوپلاسمی ممانعت به عمل 

تاخورده یا تانخورده درون شبکه آندوپلاسمی انباشته -صورت بد

 هایپروتئین شدن انباشته  .(Bao and Howell. 2017)شوندمی

شبکه آندوپلاسمی منجر به تنش  ونتاخورده در-دب نخورده و یاتا

 برای مبارزه با این تنش و کاهش آن، .شودمی میشبکه آندوپلاس

در . شوندفعال می bZIP14از جمله   ر مسیر تنشد دخیل هایژن

گیاه  و bzip14گیاه موتانت  ،در محیط کنترل ،های فنوتیپیبررسی

 ةای در اندازو تفاوت قابل ملاحظه وحشی به خوبی رشد کرده

ای آماری نیز تفاوت هشود. چنانچه در دادهتالوس مشاهده نمی

ی در محیط کنترل معنادار نشده است. اما شبین گیاه موتانت و وح

و  bzip14گیاهان موتانت  رشد طبیعی ،در حضور تونیکامایسین

که با توجه به ماهیت سمی تحت تاثیر قرار گرفته وحشی 

با این حال این میزان تونیکامایسین دور از انتظار نبوده است. 

 ةمیزان باززایی و انداز هیسبا مقاان نیست و تاثیرپذیری یکس

توان مشاهد کرد که گیاه گیاه موتانت با گیاه وحشی میتالوس 

حساسیت بیشتری در محیط تونیکامایسین نشان داده  ،موتانت

 ۵سطح های آماری نیز در این میزان حساسیت در دادهاست. 

توان می با توجه به نتایج به دست آمدهاست.  شدهدرصد معنادار 
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در پاسخ گیاه به تنش شبکه  bZIP14ظهار داشت که ژن ا

از دست رفتن عملکرد ژن آندوپلاسمی نقش دارد، اما از آنجا که 

bZIP14 سبب مرگ گیاه نشده و گیاه موتانت در محیط تنش ،

توان احتمال داد که ژن میمانی دارد، همچنان قابلیت زنده

bZIP14  نتیا برای پاسخ به تنش شبکه مارکابه تنهایی در گیاه

 آندوپلاسمی حیاتی نیست.

از اجزای  bzip14در تحقیق حاضر به بررسی اثر موتاسیون ژن 

در گیاه  (UPR)های تا نخورده مسیر پاسخ به پروتئین

Marchantia polymorpha  پرداخته شد.  مسیرUPR ای مجموعه

ها است شده در یوکاریوترسان حفاظتاز مسیرهای آبشاری پیام

که پایداری شبکه آندوپلاسمی را در شرایط فیزیولوژیکی طبیعی 

کند. در می حفظو همچنین در شرایط تنش شبکه آندوپلاسمی 

را کسب  UPRهای یوکاریوتی چندین افکتور طی تکامل، سویه

های حفاظتی پذیری پاسخاند که سبب افزایش انعطافکرده

 های فیزیولوژیکی و محیطی شده است.سیتوپلاسم به تنش

 

 

 

تالوس در  ةانداز ةمقایس -های فنوتیپی در محیط تونیکامایسین. ببررسی -الف در شرایط کنترل و تنش تونیکامایسین. bzip14زنده مانی گیاهان موتانت  -۳شکل 

 نشان داده شده است. *با  p ≤ ۵با ارزش ار بین گیاه موتانت و گیاه وحشی در محیط تونیکامایسین . تفاوت معنادt-studentگیاهان موتانت و وحشی با بکارگیری آزمون 
Figure 3. Surviving assay for bzip14 mutant lines under control and Tunicamycin conditions. A. phenotypic assay in Tunicamycin media. B. 

comparing the size of mutant and wild types using t-student test. Significant difference between wild type and mutant lines is indicated with 

* when p value ≤ 5. 

    

 bZIP28و  bZIP17که همولوگ ژن  bZIP14در مطالعة ما ژن 

موتانت  CRISPR/Cas9 استفاده ازدرگیاه آرابیدوپسیس است با 

های مایسین مورد بررسیشده و بعد از انتقال به محیط تونیکا

فنوتیپی قرار گرفت. در این بررسی نشان داده شد که موتانت ژن 

bzip14  این امر که داردحساسیت بیشتری نسبت به گیاه وحشی 

نقش این ژن در پاسخ به تنش شبکه آندوپلاسمی  دهندهنشان

TAK1 TAK1 bzip14 bzip14 
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مانی گیاه در شرایط است. با این حال این ژن به تنهایی برای زنده

گیاه  ازاتی نیست. این نتایج، با نتایج به دست آمده تنش حی

آرابیدوپسیس نیز سازگار است. چرا که نشان داده شده است 

تفاوت آشکاری با  bZIP28یا  bZIP17های موتانت انفرادی لاین

Col-0، اند. در حالیکه  لاین وحشی آرابیدوپسیس، نشان نداده

-bzip17های ندر ژ (Double mutant)های  دوتایی موتانت

ire1b ،bzip28-ire1b  وbzip28-bzip60  در گیاه آرابیدوپسیس در

به شدت به تونیکامایسین  Col-0یک تفاوت آشکار با لاین 

 Bao et al. 2019; Liu et al. 2007; Sun)اندحساسیت نشان داده

et al. 2013 ) اما این نتایج در تضاد با مطالعة دیگری است که بر .

به منظور یافتن آنزیم فعال در  s1pو  s2pروی ژن موتانت 

ته است.  هدف از این مطالعه اثبات صورت گرف bZIP28پردازش 

بوده  bZIP28در پردازش  S1Pو عدم نقش  S2Pنقش فعال 

است.  در نتایج این مطالعه آمده است که در محیط حاوی 

حساسیت بیشتری  s1pو نه  s2pتونیکامایسین، لاین موتانت 

نسبت به لاین وحشی در یک تفاوت آشکار نشان داده است. از 

های هدف دیگری به ای این نتیجه، وجود ژندلایل ذکر شده بر

 S2Pبرای پردازش پروتئولیتیکی توسط آنزیم  bZIP28غیر از 

در . لازم است اشاره شود که (Iwata et al. 2017) بوده است

است که با غیرفعال  UPRشرایطی که تنش وجود ندارد مسیر 

های اضافی برای صرف انرژی درون گیاه منطقی به توجه به هزینه

کند وجود دارد که اثبات می یبا این حال مدارک رسد.نظر می

فعال  پایینیبسیار  در سطحدر شرایط غیر تنش نیز  UPR مسیر

 ةدر گیاهچ bZIP17ت به طوری که نشان داده شده اس .است

و از  شدهبه گلژی منتقل  نیز آرابیدوپسیس در شرایط غیر تنش

 . (Che et al. 2010)  شودآنجا به هسته فرستاده می

طبیعی است که در گیاه مارکانتیا به دلیل غالب بودن چرخة 

زندگی هاپلوئیدی نیازی به صرف وقت برای رسیدن گیاه به نسل 

ه موتانت و یا تراریخت شده را در همان توان گیادوم نیست و می

های هدف به آسانی از طریق نسل اول مورد مطالعه قرار داد. ژن

ای از موارد از طریق ای پلیمراز و در پارهواکنش زنجیره

های فنوتیپی قابل ردگیری هستند. روش به کار گرفته شده آزمون

واهد بود، اما ها خژن بسیاری ازدر این مطالعه قابل استفاده برای 

نقش اساسی در  باهای مهم ژن باید در نظر داشت خاموش کردن

ی های دیگرروشبنابراین . منجر به مرگ گیاه شودگیاه می تواند 

یک جایگاه خاص تغییر در بر اساس سیستم نوترکیبی برای   که

برای  توانددارند، میقابلیت القا شدن  همچنینو اند ایجاد شده

مانی گیاه سودمند هدف بدون تغییر در قابلیت زندههای تغییر ژن

تواند . گیاه مارکانتیا به چند دلیل می(Ishizaki et al. 2013)دنباش

به عنوان گیاه مدل برای مطالعات مولکولی مورد توجه قرار گیرد. 

این گیاه در توان به جایگاه فیلوژنتیکی ویژة از جمله این دلایل می

تکامل گیاهان زمینی اشاره کرد. همچنین الگوی تکاملی ساده، 

زندگی  ةپاسخ به فاکتورهای رشد و شرایط محیطی و چرخ

توان برشمرد. مهمترین هاپلوئیدی از دیگر دلایلی است که می

سازد، ویژگی مارکانتیا که آن را به عنوان یک گیاه مدل مطلوب می

-Sauret)است (genetic redundancy)کیپایین بودن اضافات ژنتی

Güeto et al. 2020)های توان به ژن. برای مثال میIRE1  و

bZIP14  اشاره نمود که دارای یک ایزوفرم در گیاه مارکانتیا

ایزوفرم به ترتیب دارای سه و دو در گیاه آرابیدوپسیس هستند، اما 

هستند.
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Abstract 

 

Accumulation of unfolded and mis-folded proteins cause ER stress. In response to ER 

stress, the unfolded protein response (UPR) is triggered by ER transmembrane sensor. 

UPR, a set of integrated signaling pathways, designed to restore ER homeostasis.  Two 

bZIP transcriptional factors regulate the UPR pathway in Marchantia Polymorpha: bZIP14 

and bZIP7. In this study, bzip14 mutant lines were generated using CRISPR/Cas9. In this 

order, the bZIP14 DNA sequence was identified by Blastp in Marchantia.info, a database 

website for M.  polymorpha. Exons are implied to find out the proper sgRNAs as 

candidates in http://crispor.tefor.net/. Among all suggested sgRNAs, three of them were 

selected as candidates. sgRNAs were introduced into pMpGE013, a specific CRISPR/Cas9 

vector in M. polymorpha. After transformation to agrobacteria GWB303+pSOUP, it was 

transformed into the plants. DNA was extracted from plants regenerated in selective media 

containing hygromycin, amplified using PCR by specific primers, and sent to sequencing. 

Eight out of 11 lines that were sequenced properly showed deletion and insertion in the 

DNA sequence. One mutant line was chosen for phenotypic assay and a survival test in the 

media containing tunicamycin, ER stress inducer. Our result showed that there are two 

isoforms of bZIP17 and bZIP28 in Arabidopsis thaliana, as homologs with bZIP14 in M. 

polymorpha. Also, a significant difference (p-value ≤ 0.05) was observed between bzip14 

mutant and wild type under ER stress conditions.   
 

Key words: bZIP14, CRISPR/Cas9, ER stress, Marchantia polymorpha, unfolded protein 

response 
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