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Abstract 
 

Hybrid seed production, which is one of the effective strategies to 

increase crop yield, relies on production of male sterile lines. The objective 

of this study was to investigate the possibility of producing male sterile lines 

in rapeseed using CRISPR technology. Different genes involved in the 

development of pollen and anthers were analyzed and the DAD1 gene, 

which encodes a chloroplast phospholipase and has two copies in the 

rapeseed genome, was selected as the target gene. After designing the 

CRISPR construct for this gene, the efficacy of this construct was 

investigated in Arabidopsis and rapeseed plants. In total, 18 Arabidopsis 

plants and 8 transgenic rapeseed plants containing the CRISPR construct 

were obtained, but none of the putative transgenic rapeseed plants reached 

the stage of seed production, and the putative transgenic Arabidopsis plants 

produced empty capsules. To check the effect of the CRISPR construct, 

DNA from three putative transgenic rapeseed plants was extracted and the 

sequence in the desired region of the DAD1 gene was analyzed. Sequencing 

results showed that deletions and additions have occurred in the target site of 

the CRISPR construct in the genomes of these 3 lines, and the lack of seed 

production in transgenic plants may be due to the failure of the DAD1 gene. 

The results of this study indicate that it is possible to achieve sterility using 

site-directed mutagenesis in DAD1 gene. To confirm the results and restore 

fertility to these lines, more investigations using inducible promoters for 

driving the CRISPR construct are required. 

Keywords: Anther, CRISPR, Hybrid seed 
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  خلاصه

های ژن ادر اين راست ه است.اين پژوهش با هدف بررسی امکان تولید لاين نرعقیم در گیاه روغنی کلزا با استفاده از فناوری کريسپر انجام شد

کند و در را کد می ، که يک فسفولیپاز کلروپلاستیDAD1جزيه و تحلیل قرار گرفتند و ژن مختلف دخیل در نمو دانه گرده و بساک مورد ت

ين سازه در رکرد اژنوم کلزا دو نسخه از آن وجود دارد، به عنوان ژن هدف انتخاب شد. پس از طراحی سازه کريسپری برای اين ژن، کا

گیاه  8آرابیدوپسیس و  گیاه 18ين سازه با موفقیت انجام شد و در مجموع، گیاهان آرابیدوپسیس و کلزا مورد بررسی قرار گرفت. انتقال ا

وپسیس اهان آرابیدد و گیولی هیچکدام از گیاهان کلزای تراريخته به مرحله تولید بذر نرسیدن ،کلزای تراريخته با سازه کريسپری حاصل شد

زای تراريخته استخراج حاصل از سه گیاه کل DNAرد سازه کريسپری، های خالی از بذر تولید کردند. برای بررسی کارکتراريخته نیز کپسول

ازه کريسپر، حذف سيابی نشان داد که در محل هدف مورد بررسی قرار گرفت. نتايج توالی DAD1شد و ايجاد جهش در ناحیه مورد نظر ژن 

ر افتادن ژن ست به دلیل از کار در گیاهان تراريخته ممکن الاين اتفاق افتاده است که عدم تولید بذ 3اين  در DAD1توالی ژن هايی در و اضافه

DAD1  است. در  ش امکانپذيرين رواباشد. فارغ از اين مسأله، نتايج اين بررسی بیانگر اين است که امکان دستیابی به نرعقیمی با استفاده از

ريسپری اين سازه ک لقايی دراشتری با استفاده از پروموترهای های بیها بررسیداندن باروری به اين لاينرعین حال برای تايید نتايج و بازگ

 مورد نظر است.

 CRISPRکريسپر،  کلمات کلیدی: بذر هیبريد، بساک،

 Introduction مقدمه

تولید بذر هیبريد به عنوان روشی کارا برای افزايش عملکرد گیاهان 

 بیش ازای برخوردار است. در حال حاضر ت ويژهیزراعی از اهمّ

نیمی از تولید بذر محصولات زراعی اصلی اعم از خودگشن و 

دگرگشن، مثل ذرت، برنج، سورگوم، کلزا و آفتابگردان از ارقام 

 Brassica napusکلزا ) .(Li et al. 2007) شودحاصل می هیبريد

L.يک دانه  باشد وی زراعی جنس براسیکا می( مهمترين گونه

 روغنی مهم به سبب کیفیت بالای روغن خوراکی است

(Ghodarati et al., 2020) با توجه به اينکه عملکرد ارقام هیبريد .

تولید بذر هیبريد يکی از  کلزا بیشتر از ارقام غیرهیبريد است،

 باشد. قیقاتی کلزا میهای تحاولويت

چالش اصلی در تولید بذر هیبريد جلوگیری از خودگشنی است که  

های شیمیايی کشهای مکانیکی، استفاده از گامتتواند با روشمی

نتیجه جهش های نرعقیم، که ويژه گامت نر، و يا با استفاده از لاين

، انجام شود. ای و يا میتوکندريايی هستندهای هستهندر ژ

های نر های مهندسی ژنتیک نیز برای تولید لايندانشمندان از روش

باکتری  Barnaseهای بیان ژناند. برای مثال کرده عقیم استفاده

Bacillus amyloliquefaciens  تحت کنترل پروموترهای ويژه

 Zhan et al. 1996; Denise)بساک در توتون منجر به نرعقیمی شد 

et al. 1993) گروهی ديگر از پژوهشگران با بیان ژن بتاکتوتیولیاز .

(phA در کلروپلاست توتون، گیاهانی تولید کردند که کاملا طبیعی )

 Ruiz and Daniell)کردند بودند و فقط دانه گرده تولید نمی

های برشی در بساک بیان هدفمند پروتئازها يا آنزيم .(2005

 Millwood)راهکارهای موفق ديگر در ايجاد نرعقیمی بوده است 

et al. 2016; Konagaya et al. 2008).  خاموشی ژنDAD1 که ،

يک فسفولیپاز دخیل در مسیر بیوسنتزی اسید جاسمونیک  کدکننده

باعث نرعقیمی شد که با اعمال جاسمونیک  B. rapaاست، در 

. ژن (Hatakeyama et al. 2003)اسید باروی قابل بازگرداندن بود 

Bcp1 پسیس يک ژن ويژه بساک در آرابیدو(Xu et al. 1995)  وB. 

campestris (Theerakulpisut et al. 1991)  است که خاموشی آن

و کلزا  (Xu et al. 1995)منجر به نرعقیمی در آرابیدوپسیس 

(Zhang et al. 2005) شود.می 

ژنوم در دهه اخیر سبب شد تا  های ويرايشفناوریمعرفی  

با استفاده  ژادگران قرار گیرد.نهای در اختیار بههای بی سابققابلیت

به صورت کاملا هدفمند و بدون اينکه  توانها میفناوری از اين
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ای وارد گیاه شود حتی در سطح تک ناخواسته DNAهیچ 

و يا ژنی را در  ،نوکلئوتید ژن هدف را به صورت دلخواه تغییر داد

 ;Tuncel et al. 2023)محل مشخصی از ژنوم اضافه کرد 

Lassoued et al. 2019; Pixley et al. 2022)ويرايش  . فناوری

های موجود نیژنوم اين حُسن را دارد که می تواند بخشی از نگرا

 .Zhang et al)در مورد مهندسی ژنتیکی گیاهان را برطرف کند 

سیستم کريسپر  های مختلف ويرايش ژنوم،در میان روش. (2020

(CRISPR)  دارای مزايايی است که باعث شده اين فناوری در

شناسی مولکولی مورد توجه محققان قرار های مختلف زيستعرصه

. سیستم کريسپر ساده و نسبتاً ارزان ((Amini et al.2023) گیرد

زمان طور همنوم را بهتوان با آن بیش از يک ناحیه از ژاست و می

 . (Langner et al. 2018; Zhang et al. 2020)ويرايش کرد 

های کلیدی نمو دانه گرده از طريق زايی هدفمند در ژنموتاسیون

های مورد استفاده های ويرايش ژنوم از جديدترين فناوریروش

برای القای نرعقیمی در گیاهان است که اخیرا نتايج امیدبخشی در 

است. برای مثال پژوهشگران از طريق اين زمینه حاصل شده

در  P450کننده آنزيم منوکسیژناز زائی هدفمند در ژن کدموتاسیون

های نرعقیم در اين گیاهان برنج و سورگوم، موفق به تولید لاين

اين پژوهش باهدف بررسی امکان  .(Cigan et al. 2017)اند شده

شده های نرعقیم کلزا با استفاده از روش کريسپر انجامتولید لاين

زايی از طريق موتاسیوناست. در اين تحقیق تولید لاين نرعقیم کلزا 

 هدفمند در يک ژن کلیدی مسیر رشد و نمو دانة گرده بررسی شد.

 

 Materials and Methods هاروش و مواد

ن ر ايد :اهی و آنالیزهای بیوانفورماتیکی برای انتخاب ژنمواد گی

که  دنا،پژوهش از آرابیدوپسیس تالیانا رقم کلمبیا و کلزا، رقم مو

 اسانبذور آن از مرکز تحقیقات کشاورزی و منابع طبیعی استان خر

 رضوی تهیه شده بود، استفاده شد.

و  ه گردههای کلیدی دخیل در نمو دانابتدا با بررسی منابع، ژن

-اين ژن mRNAبساک در آرابیدوپسیس شناسايی شد. سپس توالی 

کلزا،  CDSهای بر روی توالی BLASTnها در آرابیدوپسیس برای 

ه شد. (، استفادhttp://brassicadb.cnدر پايگاه اطلاعاتی ژنوم کلزا )

س در های آرابیدوپسینهای هر کدام از ژبا اين روش تعداد نسخه

 2که فقط  DAD1خص شد و در نهايت ژن مهم ژنوم کلزا مش

 ب شد.داشت برای ادامه کار انتخاود نسخه از آن در ژنوم کلزا وج

پرايمرهای استفاده شده در اين تحقیق، از  :آنالیزهای مولکولی 

ها طبق سازی آنآمادهشرکت ماکروژن کره جنوبی تهیه شد و 

 1جدول  .دستورالعمل ارائه شده توسط اين شرکت انجام گرفت

 دهد.توالی پرايمرهای استفاده شده در اين پژوهش را نشان می

 ..DAD1های کريسپری ژن پرايمرهای استفاده شده برای ساخت سازهتوالی  -1جدول
Table 1.Sequence of the primers used for assembly of the DAD1 CRISPR construct. 

Primer Name                                                                                                     Sequence (5’→ 3’) 
sgDAD1 GTGGTCTCAATTGACGTTTAAACGTGCGCCGATGGGTTTTAGAGCTAGAAATAGCAAG 

LB CGGACGTTTTTAATGTACTG 

RB ATCCTGTCAAACACTGATAG 

PDS_R TGTGGTCTCAAGCGTAATGCCAACTTTGTAC 

Det_F AGATTGAATCCTGTTGCCGG 

NPTII-F CAAGATGGATTGCACGCAGG 

NPTII-R GGCCACAGTCGATGAATCCA 

Cas9 GAATCGACCTCTCTCAGC 

AtU6 TGATCAAAAGTCCCACATCG 

 

از ابزار  DAD1اختصاصی و کارا برای ژن  sgRNAبرای طراحی 

استفاده شد. از بین  CRISPR Direct (Naito et al. 2015)آنلاين 

sgRNA  ،های پیشنهادی نرم افزارsgRNA يی انتخاب شد که بر

اساس نواحی حفاظت شده اين ژن در آرابیدوپسیس و کلزا 

قابل طراحی شده بود، و لذا در تئوری در هر دو گونه گیاهی 

ها sgRNA. برای اطمینان بیشتر از اختصاصی بودن اين استفاده بود

روی  BLASTها برای sgRNAنوکلئوتیدی  20در کلزا، توالی 

ها فقط با sgRNAژنوم کلزا استفاده شد تا اطمینان حاصل شود که 

 شوند.ناحیه ژنومی هدف همرديف می
 

پلاسمیدهای لازم برای طراحی سازه کريسپری مورد استفاده در 

( انگلستان John Innesاين تحقیق، از مرکز تحقیقات جان اينز )
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و کلونینگ بر اساس روش گلدن (Belhaj et al. 2013)تهیه شد 

. از آنجا که در کلونینگ با (Weber et al. 2011)گیت اجرا شد 

و در فرم روش گلدن گیت بايد از پلاسمیدهای با کیفیت عالی 

سوپرکويل استفاده شود، در اين پژوهش پلاسمیدها با استفاده از 

تخلیص  (Grimm and Voß-Neudecker 2003)روش سیلیکا 

 شدند. 

 و  PDS_Rبا پرايمرهای   PCRواکنش بطور خلاصه ابتدا 

sg_DAD1ر روی پلاسمید بpICH86966 (Addgene #46966 )

 50حاصل شود. واکنش در حجم  sgRNA قطعهانجام شد تا 

میکرومولار از هر  5/0نانوگرم پلاسمید،  100میکرولیتر شامل 

 Q5آنزيم پلیمراز  ، و با استفاده ازdNTPsمیکرومولار  200پرايمر، 

(NEB #M0493 که دارای خاصیت اگزونوکلئازی )′است،  5′ به 3

از روش ارائه شده توسط  PCRانجام شد. برای تخلیص محصول 

-سپس با روش گلدناستفاده شد.  (Li et al. 2013) لی و همکاران

لیگاز  4Tو  IBsa (0535NEB #R)های گیت و با استفاده از آنزيم

(NEB #M0202 مولکول ،)sgRNA  در پلاسمیدplCH47751 

(Addgene #48002)  درج شد. واکنش لیگاسیون به باکتریE. 

coli  سويهTop10 با روش شوک حرارتی (Sambrook and 

Russel, 2001) آبی، -يافت و پس از انجام تست سفید انتقال

و  PCRها با . پس از تايید کلونیندهای سفید انتخاب شدکلونی

ها برای ادامه کار استفاده شد. در نهايت يابی، يکی از کلونیتوالی

 BpiIهای گیت و با استفاده از آنزيمبا روش گلدن sgRNAقطعه 

(0539NEB #R)  4وT  42477لیگاز در پلاسمیدpICH (Addgene 

يابی، و توالی PCRها با پس از تايید کلونیدرج شد. ( #48001

يابی ها برای ادامه کار استفاده شد. جهت توالیيکی از کلونی

 پلاسمیدها به شرکت نیاژن نور در تهران ارسال شدند.

سازه کريسپری : انتقال سازه کريسپری به آرابیدوپسیس و کلزا

با روش الکتروپوريشن  GV3301 ويه نهايی به آگروباکتريوم س

طراحی  sgRNAمنتقل شد. قبل از انتقال سازه به کلزا، از آنجا که 

توانست هدف قرار دهد، آرابیدوپسیس را نیز می DAD1شده ژن 

سازه کريسپری ابتدا به آرابیدوپسیس انتقال داده شد. برای انتقال 

 .Zhang et al)آذين وری گلژن به آرابیدوپسیس از روش غوطه

  استفاده شد. (2006

ی انتقال ژن به کلزا از روش ارائه شده توسط ماهشواری و ابر

استفاده شد. برای انجام اين  (Maheshwari et al. 2011) همکاران

 1/2MSکار ابتدا بذور ضد عفونی شده رقم مودنا روی محیط 

های حاصل روز از هیپوکوتیل گیاهچه 7کشت شدند و پس از 

 48و برای  تیمتر تهیه شدنهايی به طول تقريبی نیم ساريزنمونه

لیتر  درگرم  30حاوی  MSسازی )محیط ساعت روی محیط آماده

لیتر نیترات نقره،  درگرم میلی D ،5-2,4لیتر  درگرم میلی 1ساکارز، 

شد. آگروباکتريوم حاوی سازه  ( قرار دادهMESدرصد  025/0و 

میلی گرم در لیتر  50حاوی  LBمیلی لیتر محیط  50کريسپری در 

گرم در لیتر ريفامپیسین رشد داده شد. پس از میلی 25کانامايسین و 

 2مايع حاوی  MSکتری در محیط دهی، باسانتريفیوز و رسوب

 600ODمیکرومولار استوسرينگون حل شد تا  200درصد ساکارز و 

های هیپوکوتیل به مدت برسد. ريزنمونه 1سوسپانسیون باکتری به 

دقیقه در سوسپانسیون باکتری قرار داده شدند و سپس  30

ها در ها به همان محیط کشت قبلی برگردانده شدند. پلیتريزنمونه

ساعت  48درجه سانتیگراد برای  22رايط تاريکی در دمای ش

زايی منتقل ها به محیط کالوسنگهداری شدند. سپس ريزنمونه

کشتی بود با اين تفاوت زايی همان محیط همشدند. محیط کالوس

بیوتیک مروپنم نیز به آن اضافه شد. گرم در لیتر آنتیمیلی 25که 

گراد با دوره نوری درجه سانتی 22هفته در دمای  2ها برای پلیت

میکرومول بر  200ساعت تاريکی با شدت  8ساعت نور و  16

های تشکیل شده به مترمربع بر ثانیه نگهداری شدند. سپس کالوس

میلی  5گرم در لیتر ساکارز،  30حاوی  MSمحیط کشت باززايی 

 گرم درمیلی 25گرم در لیتر نیترات نقره، میلی BAP ،5گرم در لیتر 

گرم در لیتر کانامايسین انتقال داده شدند. هر میلی 25لیتر مروپنم، و 

دارای  MSزايی شامل های باززا شده به محیط ريشهزمان گیاهچه

میلی  25، و NAAمیلی گرم در لیتر  1/0گرم در لیتر ساکارز،  30

زايی، گرم در لیتر مروپنم انتقال داده شدند. پس از مشاهده ريشه

ها روز گلدان 2ماس استريل منتقل شدند. برای به پیتها گیاهچه

رطوبت (، با TC16مدل  داخل اتاقک رشد )کانوايرون ونور کم  در

میکرومول بر متر مربع بر ثانیه، فتوپريود  50شدت نور  درصد، 100

درجه  22ساعت تاريکی، و دمای  8ساعت روشنايی و  16

 1به کلزا در شکل  نگهداری شدند. مراحل انتقال ژن سانتیگراد

های کلزای تراريخته با ژنومی از لاين  DNA خلاصه شده است.
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استخراج شد. با استفاده از  CTAB (Doyle 1991)روش 

به شرحی که قبلا توضیح داده  PCRواکنش  DAD1پرايمرهای ژن 

 يابی ارسال گرديد.برای توالی PCRشد انجام شد. محصول 

 
ها روی محیط نهردادن ريزنمو(. پس از قراA)های هیپوکوتیل با باکتری حاوی سازه کريسپری انجام شد کشتی ريزنمونهمراحل انتقال ژن به کلزا. ابتدا هم -1شکل 

( و در Dايی انتقال داده شدند )زهای حاصل روی محیط باززايی به محیط ريشه(. گیاهچهCها به محیط باززايی انتقال يافتند )روز، کالوس 14( به مدت B) زايیکالوس

 (.Fو  E)ماس استريل انتقال داده شدند دار به پیتهای تراريخته احتمالی ريشهنهايت گیاهچه

Fig.1. Summary of rapeseed transformation. Hypocotyl explants were co-cultivated with Agrobacterium harboring the 

CRISPR construct (A). After incubation of the explants on callogenesis media (B), calli were transferred onto regeneration 

media for 14 days (C). Regenerated shoots were transferred onto rooting media (D), and finally the putative transgenic plants 

were transferred to sterile peat moss (E and F). 

 

  Results and Discussion و بحث نتايج

 شناسايی ژن کانديد

رعقیمی در کلزا، اورتولوگ برای پیدا کردن ژن مناسب در ايجاد ن

های کانديد دخیل در نر عقیمی، که در آرابیدوپسیس تمام ژن

کلزا جستجو شد و ، در ژنوم (Shi et al. 2015) ندگزارش شده بود

ها در کلزا نیز مشخص شد. نتايج اين های اين ژنتعداد نسخه

است. از آنجا که در اين تحقیق،  خلاصه شده 2آنالیزها در جدول 

تر و تعداد ، هر چه نقش ژن تخصصیبودهدف خاموش کردن ژن 

که  DAD1کپی آن کمتر باشد مناسب تر خواهد بود. از اين رو ژن 

در ژنوم کلزا وجود داشت برای ادامه کار انتخاب دو کپی از آن 

  شد.

 های کانديد دخیل در نر عقیمی در آرابیدوپسیس و کلزا.ژن -2جدول 

Table 2. Key genes involved in male sterility in Arabidopsis and rapeseed. 

Gene 

Arabidopsis 

Orthologue Gene Description 

Copy Number in 

 B. napus 

MYB80 AT5g56110 

R2R3 MYB Transcription 

factor 8 

MYB26 AT3G13890 MYB26 Transcription factor 4 

CDM1 AT1G68200 Zinc finger Transcription factor 5 

TDF1 AT3G28470 

R2R3 MYB Transcription 

factor 3 

MEE48 AT4G14080 bHLH Transcription factor 11 

DYT1 AT4G21330 bHLH Transcription factor 3 

MS1 AT5G22260 PHD Transcription factor 2 

CEP1 AT5G50260 Cysteine protease 6 

DAD1 AT2G44810 Chloroplastic phospholipase 2 

AMS AT2G16910 HLH Transcription factor 4 

CYP704B1 AT1G69500 P450 cytochrome 2 
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 ( نشان داده شده است.B) کلون حاوی اين سازه 2يابی ( و نتیجه توالیA. طرح شماتیک سازه کريسپری )DAD1ژن زايی هدفمند در موتاسیون -2شکل

Fig. 2. Site-directed mutagenesis in Dad1 gene. The scheme of the CRISPR construct (A), and the results of sequencing of 2 clones 

harboring this construct (B) are shown. 
 

 DAD1گر برای ژن طراحی و ساخت سازة کريسپری ويرايش

، يکی از CRISPR Directهای پیشنهادی نرم افزار sgRNAاز بین 

sgRNA( ها انتخاب شدsgDAD1  که 1در جدول )استفاده  قابل

ی ريسپر. سازه کبوددو گونه گیاهی آرابیدوپسیس و کلزا  هر در

طرح شماتیک  2بندی شد. شکل گیت سرهمنهايی با روش گلدن

الی يابی جهت تايید صحت توسازه کريسپری نهايی و نتیجه توالی

sgRNA دهد. در سازه ساخته شده را نشان می 

 بررسی کارکرد سازه کريسپری در آرابیدوپسیس 

ه به در مرحله اول برای ارزيابی کارايی سازه کريسپری، و با توج

سهولت نسبی انتقال ژن به آرابیدوپسیس، ابتدا سازه کريسپری 

ساخته شده به آرابیدوپسیس منتقل شد. طی دو دور انتقال ژن به 

گیاه آرابیدوپسیس  18وری گل آذين در مجموع روش غوطه

، بر اساس مقاومت کانامايسین به عنوان 1Tتراريخته احتمالی نسل 

در 17، و 3، 2، 1گیاهان شماره  مارکر انتخابگر، به دست آمد.

مانده استخراج گیاه باقی 14اواسط مراحل رشد از بین رفتند. از 

DNA  انجام شده و حضور تراژن در آنها با استفاده ازPCR  برای

 3ژن مقاومت به کانامايسین بررسی شد. همان طور که در شکل 

ر مشاهده از اين گیاهان باند مورد انتظاتا  13شود، در مشاهده می

دهد احتمالا اين گیاهان سازه کريسپری را دريافت شد که نشان می

 اند.کرده

 
 GeneRuler) حاوی مارکر اندازه 18و  1. از چپ به راست چاهک nptIIروی گیاهان آرابیدوپسیس تراريخته احتمالی با استفاده از پرايمرهای ژن  PCRنتیجه  -3شکل 

100bp DNA Ladder پلاسمید  3ترل منفی )آب(، چاهک کن 2(، چاهک( کنترل مثبتCas9-sgRNA_Dad1 و از چاهک )های روی نمونه 17تا  4DNA  از لاين های

 جفت باز است که در شکل مشخص شده است. 700. اندازه باند مورد نظر حدود 18، و 16، 15، 14، 13، 12، 11، 10، 9، 8، 7، 6، 5، 4
Fig. 3. Results of PCR amplification of nptII gene in putative transgenic Arabidopsis lines. From left to right: 1 and 18 are GeneRuler 100 bp 

DNA Ladder, 2: negative control (water), 3: positive control (Cas9-sgRNA_Dad1 plasmid), and 4 to 17: DNA samples extracted from 

Arabidopsis lines 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, and 17, The size of the expected band is 700 bp. 

 

 بررسی کارکرد سازه کريسپری در کلزا

با توجه به اينکه هدف اصلی اين پژوهش بررسی کارکرد سازه 

کريسپری در گیاه زراعی کلزا بود، اين سازه به کلزا رقم مودنا نیز 

گیاه کلزای تراريخته احتمالی که  8انتقال داده شد. در مجموع 

منتقل شد توانايی تولید ريشه داشتند حاصل شد و به پیت ماس 

نشان داد  nptIIبرای ژن انتخابگر  PCR(. آنالیز Fقسمت  1)شکل 

-سازه کريسپری درج شده 8و  ،7، 6، 4، 3، 1که در گیاهان شماره 

 (. 4است )شکل 
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 GeneRuler 100bpوی مارکر اندازه )حا 13و  1. از چپ به راست چاهک nptIIروی گیاهان کلزا تراريخته احتمالی با استفاده از پرايمرهای ژن  PCRنتیجه  -4شکل 

DNA Ladderهای روی نمونه 9تا  2های (، چاهکDNA  کنترل منفی )کلزای غیر  11کنترل منفی )آب(، چاهک  10از گیاهان تراريخته احتمالی کلزا، چاهک

 جفت باز است که در شکل مشخص شده است. 700(. اندازه باند مورد نظر حدود Cas9-sgRNA_Dad1کنترل مثبت )پلاسمید  12تراريخته(، و چاهک 

Fig. 4. Results of PCR amplification of nptII gene in putative transgenic rapeseed lines. From left to right: 1 and 13 are GeneRuler 100 bp 

DNA Ladder, 2 to 9: DNA samples extracted from putative transgenic rapeseed lines, 10: negative control (water), 11: negative control (non-

transgenic rapeseed), and 12: positive control (Cas9-sgRNA_Dad1 plasmid), and. The size of the expected band is 700 bp. 

 

 
 (CrisprL1-L3لاين کريسپری ) 3 و( Wild Typeدر گیاه غیرتراريخته ) DAD1روی ژن  sgDAD1يابی ناحیه هدف سازه کريسپری. توالی ناحیه هدف توالی -5شکل 

 ( نیز نشان داده شده است.TGG) PAMنیز در رديف پايین مشخص شده است. توالی  sgDAD1نشان داده شده است. توالی و محل 

Fig.5. Results of sequencing of the target region of the CRISPR construct. Sequence of the sgDAD1 sequence on DAD1 gene in non-

transgenic rapeseed plants and 3 putative crispered lines (CrisprL1-L3). Sequence and the position of the sgDAD1 are shown. The PAM 

sequence (TGG) is indicated on the sequences. 
 

يا  ،بسیار بطئی و کندی داشتندرشد  يا گیاهان کلزای تراريخته

 2و يا در يک مرحله رشدی )مرحله  ،خشک شده و از بین رفتند

برگ حقیقی( متوقف ماندند. برای بررسی کارکرد سازه کريسپری، 

DNA  های کلزای تراريخته استخراج و ناحیه تا از لاين 3ژنومی از

يابی شد. تکثیر و توالی DAD1هدف سازه کريسپری روی ژن 

يابی نشان داد که دقیقا در ناحیه مورد انتظار برای ايجاد یجه توالینت

لاين  3، توالی در sgRNAدر ناحیه هدف  DNAای برش دورشته

هدف اين تراريخته کلزا با توالی گیاه غیرتراريخته متفاوت است. 

پژوهش امکان سنجی بکارگیری روش کريسپر برای ازکار انداختن 

دی در نمو بساک است، برای تولید ، که يک ژن کلیDAD1ژن 

لاين نرعقیم در کلزا بود. مطالعات قبلی در آرابیدوپسیس نشان داده 

شود و بود که اين ژن بطور اختصاصی در میله پرچم بیان می

 .Ishiguro et al)شود موتاسیون در اين ژن باعث نرعقیمی می

های بیوانفورماتیکی نشان داد که در ژنوم . تجزيه و تحلیل(2001

(، بنابراين ژن 2دارد )جدول  نسخه از اين ژن وجود 2کلزا فقط 

DAD1  به عنوان يک گزينه مناسب برای دستورزی ژنتیکی انتخاب

 شد.

زه ، سابا توجه به سهولت نسبی انتقال ژن به آرابیدوپسیس تالیانا

در کلزا و  DAD1شده ژن کريسپری بر اساس يک ناحیه حفاظت

زايی هدفمند در هر دو گونه آرابیدوپسیس طراحی شد تا جهش

تايید شد  PCRبندی شده از طريق میسر باشد. صحت سازه سرهم

 ری به( و با استفاده از آگروباکتريوم انتقال سازه کريسپ2)شکل 

 کلزا و آرابیدوپسیس انجام شد.

 8و  1Tلاين تراريخته احتمالی آرابیدوپسیس نسل  18در مجموع 

ازه دست آمد که وجود س به 0Tلاين کلزای تراريخته احتمالی نسل 

(. گیاهان 4و  3تايید شد )شکل  PCRها با انتقال يافته در ژنوم آن

آرابیدوپسیس تراريخته به مرحله گلدهی رسیدند، ولیکن هیچکدام 
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فراهم  2Tبذر تولید نکردند. لذا امکان بررسی کارکرد سازه در نسل 

نشد. گیاهان کلزای تراريخته نیز هیچکدام به مرحله گلدهی 

ها در يک مرحله اولیه رشد متوقف قع رشد آننرسیدند و در وا

 (.1Fماند و در نهايت از بین رفتند )شکل 

جهت بررسی کارکرد سازه کريسپری در گیاهان تراريخته، ناحیه 

يابی های تراريخته تکثیر و توالیتا از لاين 3هدف سازه در کلزا در 

 3 زايی هدفمند، کهشد. در ناحیه مورد انتظار برای ايجاد جهش

 .Nishimasu et al)( است TGG) PAMنوکلئوتید بعد از توالی 

های تراريخته با توالی در لاين وحشی متفاوت ، توالی لاين(2014

دهد احتمالا سازه کريسپری کارايی داشته و بود که نشان می

های ويرايش زائی هدفمند اتفاق افتاده است. تفاوت در لاينجهش

که احتمالا به دلیل اين است که برای  مشخص شده است Nشده با 

در نسل احتمالا  هر نوکلئوتید بیش از يک باز خوانده شده است.

0T يا موتاسیون در هر دو نسخه اتفاق ناخالص هستنديا ها لاين ،

 نیفتاده است، و يا اينکه موتاسیون از نوع دوآللی بوده است. 

قابلیت تولید بذر و  در اين مطالعه گیاهان تراريخته آرابیدوپسیس با

دهد يا گیاهان کلزا با قابلیت رشد طبیعی حاصل نشد که نشان می

نیاز است تمهیداتی برای بازگرداندن باروری به گیاهان ويرايش 

شده و همچنین برای بازگرداندن رشد طبیعی به گیاه انديشیده 

آرابیدوپسیس اثرات منفی بر روی  dad1شود. در موتانت طبیعی 

، با اين حال (Ishiguro et al. 2001)ه گزارش نشده است رشد گیا

در مسیر بیوستنز هورمون جاسمونیک  DAD1با توجه به اينکه ژن 

-و جاسمونیک اسید هورمونی است که در پاسخاسید فعال است، 

های زيستی و غیرزيستی اهمیت دارد و همچنین های گیاه به تنش

-های جنسی را کنترل میفرآيندهای نموی مانند رشد ريشه و اندام

اين احتمال وجود دارد که از کار (، Zander et al. 2020کند )

افتادن آن باعث بروز اثرات جانبی ديگری در گیاهی مثل کلزا شود. 

تواند استفاده از پروموترهای القا يکی از بهترين راهکارها می

، بنحوی که فعال (Liu et al. 2016)باشد  Cas9شونده برای ژن 

شدن سازه کريسپری فقط در زمان گلدهی رخ دهد، و لذا اثرات 

مخرب در ساير مراحل رشدی بروز نکند. همچنین نیاز است 

گیاهان تراريخته با اين سازه کريسپری با متیل جاسمونات تیمار 

 باروری بررسی گردد. دنشوند تا امکان بازگردان

با توجه به اينکه گیاهان حاصل از ويرايش ژنوم در بسیاری از 

به عنوان گیاه تراريخته در  ،از جمله ايالات متحده ،کشورهای دنیا

-شوند و از نظر ماهوی مانند گیاهان حاصل از بهنظر گرفته نمی

 .Tuncel et al)شوند نژادی گیاهی کلاسیک در نظر گرفته می

های ايش ژنوم با چالشهای نرعقیم با روش وير، تولید لاين(2023

مربوط به گیاهان تراريخته مواجه نخواهند شد. بنابراين امید است 

در صورت به کارگیری پروموترهای القايی برای بیان هدفمند آنزيم 

Cas9 و همچنین استفاده از ترکیباتی مانند متیل جاسمونات برای ،

ی به های ويرايش شده، امکان دستیاببازگرداندن باروری به لاين

 روشی کارا برای تولید لاين نرعقیم در کلزا فراهم شود.
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