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گياهان  كارآمد در توسعه يرايش ژنومو بعنوان ابزار CRISPR/Cas9 مروري بر سيستم
  هتراريخت

  *3، عباس سعيدي2، مسعود توحيدفر1شهنوش نيري

 علوم و زيست فناوري گياهي، دانشگاه شهيد بهشتي، دانشكده علوم و فنĤوري زيستي ، گروه تهران

 16/11/96: تاريخ پذيرش  28/6/96: تاريخ دريافت

  چكيده 

هاي موثر و جديد ويرايش  يكي از روش Cas9 (CRISPR/Cas9)ي ا دار منظم خوشه فاصله يندرومكوتاه پالي ها تناوبم سيست
. هدفمند ژنوم است كه در جهت ارتقاي كيفيت و عملكرد گياهان زراعي و ايجاد صفات جديد گياهي مورد استفاده است

اموشي ژن، كنترل فرآيند رونويسي همراه با اختصاصيت بالا و بطور گسترده در ويرايش ژنوم، خ CRISPR/Cas9سازوكار 
ژنومي و تغيير در توالي نوكلئوتيدي ژن هدف  DNAدر ) DSBs(هاي دورشته اي  هاي غيرهدف توسط برش كاهش اثرات توالي

هاي وسيع كاربرد  در اين مقاله مروري، جنبه. هاي متنوع گياهي و جانوري توسعه يافته است هاي گونه در بسياري از سيستم
در ويرايش هدفمند ژنوم جهت توسعه گياهان ويرايش ژنتيكي شده، دستيابي به تطابق محيطي و  CRISPR/Cas9سيستم 

توسعه گياهان . شود كشاورزي بيوانرژيك و ملاحظات زيست محيطي و مقبوليت جوامع بشري اين سيستم را به اجمال مرور مي
ر كامل مشابه با گياهان زراعي اصلاحي معمول نشاندهنده كارآمدي و پايداري اين به طو) GE(زراعي ويرايش ژنتيكي 

يخته در رترا ،وهوايي بوده، از نظر پذيرش اجتماعي، ملاحظات زيست محيطي و سلامت انسان محصولات در شرايط مختلف آب
  .روند آزادسازي در اولويت مصرف هستند

  Cas9/gRNA ،CRISPR/Cas9يكي شده، ويرايش ژنوم گياهي، گياهان زراعي ويرايش ژنت :كليديواژه هاي 
  abbas.saidi@gmail.com :، پست الكترونيكي 021-29903244: نويسنده مسئول ، تلفن *

  قدمهم
ويرايش هدفمند ژنوم با استفاده از نوكلئازهاي اختصاصي 
پتانسيل بسيار بالايي را براي بهبود كيفيت و عملكرد 

تامين نياز غذايي مردم جهان و  گياهان زراعي در جهت
فراهم كردن يك سيستم كشاورزي پايدار و پرمحصول 

در اصلاح نباتات سنتي، گياهان  ).52( كرده استايجاد 
هاي معمول اصلاح نباتات،  زراعي توسط روش

هاي برگشتي و جهش اصلاح  گيري و تلاقي دورگ
اصلاح اثرات انكارناپذير  بدليلدر حال حاضر . شوند مي

، نبود ژرم پلاسم، كاهش تنوع گياهينباتات سنتي از جمله 
هاي خويشاوند و سازگار جنسي گياه  نياز به وجود گونه

بر بودن فرآيندهاي  هدف، صرفه هزينه بالا و زمان

 .)6(اصلاحي، از ايرادهاي اين روش اصلاحي است 
چراكه، امروزه توليد غذا، هم از ابعاد كمي و كيفي و نيز 

ديد گياهي در كشورهاي در حال توسعه و توليدات ج
تواند صرفا به كشاورزي سنتي متكي  توسعه يافته، نمي

تامين امنيت غذايي جامعه و نياز به افزايش مداوم . باشد
توليدات كشاورزي بستگي به مسلح شدن و در آميختن 
موثر اصلاح نباتات سنتي با زيست فناوري نوين و ابزار 

ترين  مهندسي ژنتيك پيچيده. قوي مهندسي ژنتيك دارد
هاي انتخاب ژن  شاخه زيست فناوري است كه شامل روش

سازي، تكثير و   يابي، جداسازي، خالص مورد نظر، مكان
در . ها و ارزيابي بروز آنها در موجود زنده است انتقال ژن
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حال حاضر، اهميت و توانايي بسيار بالاي مهندسي ژنتيك 
ند در ژنوم گياهان و جانوران با ايجاد تغيير و تحول هدفم

هاي اصلاح نباتات   در جهت رفع بسياري از محدوديت
ايجاد خصوصيات جديد و بهبود كميت و كيفيت سنتي، 

محصولات غذايي توسط توليد گياهان زراعي و باغي 
اگرچه، زيست فناوري . تراريخته بر كسي پوشيده نيست

ي كه هاي توليد محصولات نوين به عنوان يكي از راه
اي در پزشكي، كشاورزي و صنعتي  كاربردهاي گسترده

دارند، مورد قبول واقع شده است ولي در نظر گرفتن 
هاي ايمني موجودات زنده اصلاح شده ژنتيكي يا  جنبه

هاي حاصل از آنها نيز بايد  و فرآورده) LMO(تراريخته 
از مهمترين . قبل از استفاده دقيقا مورد بررسي قرار گيرد

برداري از محصولات تراريخته،  ات تاثيرگذار در بهرهملاحظ
غير گياهي به ژنوم گياه والد، فرار ژن  DNAدخول قطعات 

هاي  هاي گزينشگر مانند ژن و انتقال عمودي ژن هدف، ژن
، 26(شود  كش نام برده مي بيوتيك و علف مقاومت به آنتي

ته پيشرف هاي استفاده از روشنياز به بنابراين، ). 47و  27
 يندرومكوتاه پالي ها تناوب مانند توليد گياهان تراريخته

كه نوعي  Cas9 (CRISPR/Cas9)ي ا دار منظم خوشه فاصله
جهت بهبود كيفيت و عملكرد  روش ويرايش ژنوم است،

موثر گياهان زراعي با كارايي بالا بيش از پيش احساس 
هايي در  به طوري كه اين سيستم با ايجاد جهش. شود مي
تواند  هاي بزرگ مي هاي ژني چندگانه و ايجاد حذف نمكا

اين . اصلاح گياهان را بدون انتقال ژن خارجي شتاب دهد
هاي گياهي را بهبود  تواند عملكرد و فعاليت ژن روش مي

سال  3در طول ). 58(بخشيده و صفات جديد ايجاد كند 
اي  پيشرفته به طور گسترده  گذشته، فرآيند اين تكنيك

هاي هدفمند و  هاي متعددي از ايجاد جهش لتوسط مثا
برداري در انواع گياهان زراعي  تنظيم كنترل فرآيند نسخه

مورد بررسي قرار گرفته است و اين امر جنبه تاثيرگذار اين 
تاكنون ). 30(سيستم جديد را به نمايش گذاشته است 

به طور گسترده در خاموشي ژن، جايگزيني  Cas9سيستم 
ها، شناسايي عملكرد ژن و در  گانه ژنژن، ويرايش چند

برداري در جانوران و گياهان مورد  تنظيم فرآيند نسخه
  ). 31(استفاده قرار گرفته است 

هاي وسيع كاربردي آنزيم  در اينجا، بر آن داريم كه جنبه
در ويرايش هدفمند ژنوم گياهان جهت  Cas9نوكلئاز 

. ور كنيمتوسعه گياهان تراريخته را به صورت اجمالي مر
هاي ويرايش هدفمند ژنوم  در اين مقاله، همچنين فرصت

براي دستيابي  Cas9/short guide (sg)RNAتوسط سيستم 
به تطابق محيطي و كشاورزي بيوانرژيك و توسعه گياهان 
تراريخته توسط اين فناوري پيشرفته در موازات رفع شك 
و ترديدهاي ايمني زيستي، نگراني زيست محيطي و 

  .   يت جوامع بشري مورد بررسي قرار گرفته استمقبول

سيستم :  CRISPR/Cas9مروري بر سازوكار سيستم 
CRISPR/Cas  در ژنوم  1987براي اولين بار در سال

به عنوان يك سيستم ايمني  Escherichia coliباكتري 
خارجي  DNAاكتسابي در برابر هجوم باكتريوفاژها و ورود 

سلول باكتري شناسايي شد و به  مانند پلاسميدها به درون
 CRISPRهاي ژني  ميلادي خانواده 2000دنبال آن در سال 

بر اساس ). 38و  21(ها شناسايي شد  در تمام پروكاريوت
 ://CRISPRdb )httpهاي  برگرفته از پايگاه داده يها دانسته

saclay.fr-.pariscrispr.i2bcwww.( مكان ژني ،CRISPR 
ها  در ژنوم باكتري% 45و  archaeaدر ژنوم % 84در حدود 

از دو ناحيه شامل  CRISPRسيستم ). 14(وجود دارد 
و مكان ژني  Casهاي نوكلئازي  هاي رمز كننده آنزيم ژن

هاي  حاوي توالي) CRISPR )CRISPR arrayهاي  آرايه
هاي فاصله دهنده  و توالي )repeat sequence(تكراري 

)spacer sequence (طول . مابين آنها تشكيل شده است
جفت باز و به تعداد  25- 50هاي تكراري در حدود  توالي

هاي  عدد و ناحيه فاصله دهنده محتوي توالي 249بيش از 
). 31(جفت بازي است  26-72غير تكراري در حدود 

جفت باز از  200- 500همچنين توالي رهبر به طول تقريبي 
تشكيل شده كه به عنوان يك توالي  ATهاي غني از  توالي

هاي مكان ژني  براي نسخه برداري آرايه) Promoter(پيشبر 
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CRISPR هاي  ژن. ضروري است(Cas) CRISPR 

associated  عدد  4به تعداد)Cas 1-4 ( در نزديك ناحيه
CRISPR array اي ه اند كه رمز كننده پروتئين قرار گرفته

ضروري جهت القاي پاسخ ايمني توسط باكتري در برابر 
  ). 45و  31)) (الف(1شكل (حمله ويروس هستند 

  
هاي تكراري پاليندروميك به  شامل توالي CRISPRمكان ژني ) A) الف. CRISPR/Casبهمراه سازوكار  Casهاي  و ژن CRISPRژني  مكان - 1 شكل
بيشترين تعداد ). هاي آبي مربع(جفت باز از هم جدا شده اند  26- 72توسط توالي فاصله دهنده به طول  كه) هاي قرمز مربع(جفت باز  24-47طول 
توالي  3′در مرحله اول انتهاي ) ب). 45و  31( CRISPRدر نزديكي مكان ژني  Casهاي پروتئين  ژن) B. عدد است 249هاي تكراري  توالي

protospacer  به مكان ژني كروموزوميCRISPR سپس يك واكنش ترانس . گيرد ر موقعيت مابين توالي رهبر و توالي تكرار شونده اول قرار ميد– 
در برخي از . پيوندد مي 1توالي تكراري  5′به انتهاي  protospacerانجام شده و توالي  Cas1توسط پروتئين نوكلئاز ) 1فلش زرد ) (TES(استريفيكاسيون 

 5′را به انتهاي   protospacerرشته ديگر ) 2فلش زرد (ديگر  TES، يك واكنش 2در مرحله . تواند رخ دهد مواقع واكنش معكوس اين مرحله هم مي
، فضاي خالي دوپلكس توسط 3در مرحله . شود مي DNAكند كه منجر به ايجاد يك فضاي خالي در دوپلكس  توالي تكراري اول متصل مي senseرشته 

در مرحله انطباق ) ج). 43(شود  فاصله دهنده جديد در موقعيت اول اضافه مي DNAشده و درنتيجه يك قطعه سلول ميزبان ترميم  DNAسيستم تكثير 
قرار گرفته و تبديل به سوبستراي مناسبي  Cas3تواند تحت تاثير پروتئين هليكازي  اي مي ، اين توالي دو رشتهCRISPRسازوكار  protospacerتوالي 

شود كه امكان درج آن را در مكان ژني  مي protpspacerدر  3′اي  منجر به ايجاد دو انتهاي تك رشته Cas4يت پروتئين فعال. باشد Cas4براي پروتئين 
CRISPR هاي پردازش  تنوع سازوكار) د). 57(كند  كروموزومي ايجاد ميcrRNA . در سيستمCRISPR  نوعII توالي ،tracrRNA هاي تكراري  با توالي

pre-crRNA تشكيل دوپلكس  دورگ شده وgRNA كنند كه اين دوپلكس  را ميgRNA تواند سوبستراي مناسبي براي تجزيه اندونوكلئازي توسط  مي
هاي  فلش(هاي نوكلئازي نامشخص  توالي تكراري توسط آنزيم 5′در مرحله بعد انتهاي . باشد Cas9بهمراه ) RNaseIII )PDB ID: 2EZ6يك آنزيم 

   . )49(شود  ويرايش مي) قرمز
  

از سه مرحله  CRISPR/Casبه طور كلي سيستم طبيعي 
  :تشكيل شده است

زماني كه سلول : (Adaptation)مرحله انطباق  - 1
گيرد، ژنوم  باكتريايي مورد هجوم باكتريوفاژها قرار مي

ويروس وارد سلول ميزبان شده و قسمت كوچكي از ژنوم 
جفت باز به نام  26- 72ويروس به طول تقريبي 

protospacer  در مكان ژنيCRISPR  مابين اولين توالي
و انتهاي ناحيه پيشبري مكان ) inverted repeats(تكراري 

غيرتكراري جديد  spacerبه عنوان توالي  CRISPRژني 
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نحوه انجام اين مرحله به طور كامل مشخص . شود درج مي
به  Casهاي  با اين حال دو نوع از پروتئين. نيست

تشكيل يك ساختار پروتئيني تترامي  Cas2و   Cas1هاي نام
به طول تقريبي ( DNA protospacerدهند كه توالي  را مي

ويروس را از ناحيه موتيف مجاور ) جفت باز 26- 71
protospacer )PAM ( شناسايي كرده و طي يك واكنش

در . كند اضافه مي) leader(توالي رهبر  3′آنزيمي به انتهاي 
هاي پليمرازي و آنزيم ليگاز  مرحله بعدي توسط آنزيم

موجود در باكتري عمل ويرايش و سنتز رشته مكمل 
و  19)) (ب(1شكل (شود  هاي تكراري انجام مي توالي

در مكان  protospacerالبته اين سيستم ادغام توالي ). 43
بر اساس مطالعات . با شبهاتي همراه است CRISPRژني 

، Cas2و  Cas1لئازي هاي نوك انجام گرفته علاوه بر پروتئين
شناسايي شده  Cas4به نام  Casنوع ديگري از پروتئين 

و با  3′به  5′است كه با فعاليت اگزونوكلئازي در جهت 
به مكان ژني  protospacerامكان ادغام  overhang-′3ايجاد 

CRISPR 57)) (ج(1شكل (كند  را فراهم مي.( 

 :crispr RNA (crRNA)مرحله سنتز و پردازش  -  2
 CRISPRدرنتيجه انجام فرآيند نسخه برداري از مكان ژني 

هاي  اي به هم پيوسته از توالي تك رشته RNAيك توالي 
 spacerهاي  و توالي) حاوي نواحي پاليندروميك(تكراري 

به طوري كه نواحي . شود غيرتكراري ايجاد مي
يا  pre-crRNAحلقه يا -پاليندروميك ساختار ساقه

CRISPR RNA در نهايت . دهند را تشكيل مي اوليه
) CRISPR RNA processing(اوليه  crRNAپردازش 

و  انجام گرفته Casهاي  توسط نوكلئازي پروتئين
crRNAدر سيستم . كندمي ايجاد را بالغ هاي

CRISPR/Cas  به طور كلي سه نوع سيستم پردازش و
در  IIIو  I ،IIهاي پردازش  به نام سازوكار crRNAسنتز 
هاي  ها شناسايي شده است كه توسط پروتئين يباكتر

بر اساس . شوند ايجاد مي Casنوكلئازي مختلف 
مبتني بر  IIهاي صورت گرفته، سازوكار تيپ  پژوهش

  مستخرج از باكتري SpCas9پروتئين 

Streptococcus pyogenes  بطور گسترده در ويرايش ژنوم
هاي  ولها مانند سل هاي متنوع و انواع مختلف سلول گونه

انساني، باكتريايي، مخمر، موش آزمايشگاهي، مگس سركه، 
نماتد، گياهان زراعي، حشرات، ميمون مورد استفاده قرار 

 II )crRNAدر سازوكار پردازش نوع . گرفته است

processing mechanism type II ( توالي(tracrRNA) 
trans activating crRNA  هاي تكراري متصل  به توالي

سپس . كند مي crRNA/tracrRNAيجاد كمپلكس شده و ا
، RNaseIIIو با فعاليت آنزيم  Cas9توسط پروتئين 

crRNA اين سيستم پردازش . كند هاي بالغ را توليد مي
بسيار شناخته شده بوده و در مهندسي ژنتيك و ويرايش 

هاي توليد شده crRNA. كند ژنوم بسيار مورد استفاده مي
خود هستند  3′لئوتيدي در انتهاي نوك 20هاي  داراي توالي

مكان ژني ) الف(2شكل ). 49و  19)) (د(1شكل (
CRISPR هاي  مكان ژني كد كننده پروتئين بهمراهCas9  و

tracrRNA  در باكتريS. pyogenes در اين . دهد نشان مي
  هاي بالغ پس از نسخه برداري توالي crRNAسيستم

pre-crRNA  از مكان ژنيCRISPR روتئين و توسط پ
Cas9 37و  24، 7(شود  توليد مي .(  

در مرحله بعدي توالي ): Interference(مرحله تداخل  -  3
tracrRNA  كه داراي يك ناحيهT  نوكلئوتيدي 20(شكل (

 crRNAو سه ناحيه حلقه است به ناحيه توالي تكراري 
به  tracrRNA/crRNAمتصل شده و تشكيل يك دوپلكس 

سپس بين ). 39و  23(دهد  مي) gRNA(راهنما  RNAنام 
gRNA  و كمپلكسCas9 24(شود  بر همكنش انجام مي .(

نشان داده شده است كمپلكس ) ب(2همانطور كه درشكل 
دمين  - 1دمين است كه شامل  6داراي  Cas9غيرفعال 

RECI : بزرگترين دمين پروتئينCas9  است و در اتصال
gRNA دمين  - 2. دخالت داردRECII :ن فعاليت دمي
RECII دمين برهمكنش -3. نامشخص استPAM  :

و اتصال  PAMفعاليت اين دمين در شناسايي توالي 
gRNA دمين  -4. استBridge-helix : غني از

و امكان  gRNAنوكلئوتيدهاي گوانوزين در نگهداري 
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را در ايجاد  RuvCو  HNHهاي  ايجاد برش توسط دمين
در . كند ميهدف ايجاد   DNA و gRNAهيبريداسيون بين 

 gRNAو  Cas9هنگام ايجاد كمپلكس بين پروتئين 

تغيير   RuvCو RECII ،HNHكنفورماسيون دمين هاي 
  .كنند را مي Cas9كرده و توليد كمپلكس فعال 

  
فعاليت . Cas9ن پروتئي) ب. S. pyogenesدر باكتري  tracrRNAو  Cas9هاي  بهمراه مكان ژني كد كننده پروتئين CRISPRمكان ژني ) الف -2شكل

شده و باعث فعال سازي  Cas9باعث ايجاد تغيير در ساختار كونفورماسيوني پروتئين  gRNAاتصال ). gRNA(راهنما  RNAدر حضور  Cas9پروتئين 
) ج). 3( PDB (PDB ID: 4UN3)ثبت شده در پايگاه  Cas9تصوير كريستالوگرافي شكل فعال پروتئين ) ب(در پايين شكل ). 24(شود  مي Cas9پروتئين 
  ).CRISPR/Cas9 )19در ويرايش ژنوم و سيستم  NHEJو  HDRهاي  سازوكار

 

نوكلئوتيد در بالادست  RuvC 4-3و  HNHهاي  دمين
جفت باز  12- 18در واقع . دهند را برش مي PAMتوالي 

شود كه  ناميده مي seed regionناحيه  PAMبالادست توالي 
يداسيون ايجاد هدف هيبر DNAو  gRNAبين توالي 

اختصاصيت اين ناحيه در ميزان كارايي سيستم . شود مي
CRISPR/Cas9 كمپلكس . بسيار حائز اهميت استCas9 
ژنومي  DNAدر ) DSBs(هاي دورشته اي  با ايجاد برش

 24(شود  باعث ايجاد ويرايش ژنوم در توالي ژن هدف مي
  ). 39و 

 2012در سال  CRISPR/Cas9پرده برداري از سازوكار 
باعث شناسايي كاربردهاي گسترده اين فناوري در ويرايش 
محتواي ژنوم موجودات با عنوان نوكلئازهاي مبتني بر 

RNA  مهندسي شده)RGENs ( است كه به عنوان
نوكلئازهاي اختصاصي در برش توالي نوكلئوتيدي و 

ها به عنوان RGEN. تغييرات ژنتيكي دخيل هستند
و  Cas9تشكل از دو جز كمپلكس پذير م نوكلئازهاي برنامه

gRNA  تشكيل شده است كه در سلول براي انجام ويرايش
منجر به دو  Cas9برش با ). 34و  11، 8(شود  ژنوم بيان مي

-Nonهاي  نوع فرآيند ويرايش شامل سازوكار

Homologous End Joining (NHEJ)  وHomologous 

Directed Repair (HDR) در سازوكار . مي شودNHEJ 
در توالي ژنوم ايجاد شده و در توالي حذف و  DSBsتنها 

شود؛ اين درحالي است كه در  مشاهده مي) indels(اضافه 
كه توسط نوتركيبي همولوگ موضعي انجام  HDRسازوكار 

شود  شود توالي جديد به اين ناحيه برش يافته اضافه مي مي
  ). 19و  7)) (ج(2شكل (

تغييرات هدفمند در  ويرايش هدفمند ژنوم جهت ايجاد
ها،  ژنوم مانند خاموشي ژن، جايگزيني ژن، ويرايش ژن
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برداري  شناسايي عملكرد ژن و در تنظيم فرآيند نسخه
، DSBپس از ايجاد ). 31(شود  ها انجام ميRGENتوسط 

تواند در بازه  سازوكار بازسازي نوتركيبي همولوگ مي
كلئوتيدي ها تغييرات نو وسيعي از موجودات و انواع سلول

اين فناوري به عنوان يك فناوري ). 8(دلخواه را ايجاد كند 
ها  طراحي ساده و استفاده آسان پژوهش بدليلنوپا و بديع 

ژنتيك و زيست شناسي مولكولي را تحت تاثير قرار داده 
در  gRNAدرحال حاضر انواع متنوعي از توالي . است

ياهي تواند در شاخه بيوتكنولوژي گ دسترس است كه مي
  ).29(كاربردهاي وسيعي داشته باشند 

علاوه بر تغييرات اعمال شده در : راهنما RNAتنوع 
 gRNA، برخي تغييرات نيز در Cas9سيستم اصلي پروتئين 

اعمال شده است كه ميزان كارايي  CRISPR/Cas9سيستم 
و اختصاصيت اين فناوري را از بسياري جهات افزايش 

توان به  مي gRNAتغييرات در از جمله اين ). 29(دهد  مي
1 - gRNA  ناقص)truRNA :( قادر است با توالي ژن

نوكلئوتيد همولوژي داشته باشد و به اين  17هدف تنها 
 Cas9nو نوكلئاز  Cas9ترتيب ميزان اختصاصيت نوكلئاز 
هاي غيرهدف افزايش  نيكاز از طريق كاهش تعداد توالي

 Polycistronic tRNA-gRNA -2). 12(يابد  مي

(PTG/Cas9) : در اين سيستمgRNA  حاوي واحدهاي
است كه مابين آنها  tRNA-gRNAمتناوب از چندين 

دهنده اختصاصي هدف براي هدفگيري  هاي فاصله توالي

پس از ). 53(چندين جايگاه در توالي ژنوم است 
، نسخه اوليه آن از طريق سيستم PTGبرداري از  نسخه

به  RNaseZو  RNasePهاي  و آنزيم tRNAپردازش 
gRNA شود و در سلول موجود زنده آزاد  بالغ تبديل مي

 Cas9هاي بالغ با پروتئين gRNAهر يك از اين . شود مي
تعداد بسيار زياد با اختصاصيت  بدليلبرهمكنش داده و 

اين . توانند چندين ژن را مورد هدف قرار دهند بالايي مي
ميزان زيادي در سيستم كارايي سيستم ويرايش ژنوم را به 

و همكارانش  Xieبه طوري كه . گياهان افزايش داده است
دريافتند كه هدفگيري يك ژن توسط چندين ) 2015(

gRNA  در سيستمCRISPR/Cas9 تواند كارايي  مي
ويرايش ژنوم در مقايسه خاموشي كامل ژن هدف بسيار 

  ).53(افزايش دهد 

ر بالا همانطور كه د:  CRISPR/Cas9 اختصاصيت سيستم
توالي ژن هدف  CRISPR/Cas9اشاره شد، در سيستم 

شود كه توالي موتيف به  شناسايي مي PAMتوسط توالي 
به  Streptococcus pyogenesطور معمول در باكتري 

اين توالي در ژنوم انسان به . است NGG-′5صورت زير 
نوكلئوتيد به طور ميانگين توسط پروتئين  8ازاي هر 
انواع  1در جدول . ل شناسايي استقاب Cas9كمپلكس 

  هاي مختلف در سويه PAMتوالي اختصاصي 
 S. pyogenes هاي باكتريايي شناسايي شده  و ساير گونه

  . ه استارائه شد
 

  ).1(و ساير جنس و گونه هاي باكتريايي  S. pyogenesدر سويه هاي مختلف  PAMهاي  انواع توالي -1جدول
  Cas9انواع پروتئين / ترياييگونه باك PAMتوالي اختصاصي 

NGGStreptococcus pyogenes (SP); SpCas9 
NAG SpCas9 D1135E variant

NGCG SpCas9 VRER variant
NGAG SpCas9 EQR variant

NGANياNGNG SpCas9 VQR variant

NNGRRTياNNGRR(N) Staphylococcus aureus (SA); SaCas9

NNNNGATT Neisseria meningitidis (NM)
NNAGAAWStreptococcus themophilus (ST)

NAAAACTreponema denticola (TD)

TTN Cpf1 )هاي متنوعاز گونه( 
  هاي مختلف برگرفته از گونهCas9sهايساير پروتئين شناسايي نشده استPAMتوالي
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هاي صورت گرفته، افزايش طول توالي  براساس پژوهش
PAM ختصاصيت سيستم ميزان اCRISPR/Cas9  را در

  ).1(دهد  ژن هدف را افزايش مي DNAهدفگيري 

به :  CRISPR/Cas9هاي مبتني بر  و ناقل gRNAطراحي 
از دو جزء اساسي يعني  CRISPR/Cas9طور كلي، سيستم 

gRNA  و پروتئينCas9 كمپلكس . تشكيل يافته است
Cas9/gRNA تواند جهت ايجاد يك شكستگي دو  مي

اي در ناحيه مشخصي از ژن هدف مورد استفاده قرار  شتهر
 NHEJهاي گياهي به طور معمول از سيستم  سلول. گيرد

هاي  در ژن DNAها در سازوكار ترميم DSBجهت القاي 
اگرچه، گاهي استفاده از دو . كنند داخلي استفاده مي

تواند به سادگي باعث  شكستگي دورشته اي جداگانه مي
شود، ولي حذف قسمتي از توالي ژن خاموشي ژن هدف 

هاي  تر از ايجاد جهش گري آن بسيار ساده هدف و غربال
به طور كلي جهت فعال . كوچك و ايجاد خاموشي است

هاي گياهي  در سلول CRISPR/Cas9سازي سازوكار 
 gRNAو  Cas9هاي  هاي حاوي ژن استفاده از كاست

در  به طوري كه ادغام پايدار اين كاست. ضروري است
ايجاد  بدليلرا  indelsهاي  ژنوم گياهي احتمال ايجاد جهش

DSB هاي مكرر افزايش داده و در نتيجه آن، احتمال ترميم
DNA  به طور ). 40(كاهش يافته و ژنوم ناقص خواهد بود

به درون سلول  sgRNA-Cas9كلي جهت انتقال اين كاست 
هاي انتقال مستقيم و غيرمستقيم  گياهي توسط روش

هاي بياني اختصاصي  دسي ژنتيك نياز به طراحي ناقلمهن
CRISPR/Cas9 ها داراي يك ساختار  اين ناقل. است

  تحت پيشبر sgRNAعمومي متشكل از توالي 
U6 ubiquitin promoter  و توالي ژنCas9  تحت پيشبر

35S CaMV  نشان داده شده ) الف(3هستند كه در شكل
  ). 28(است 

  
مراحل ساخت ) ب). 28( pCasسازي شده در ناقل راهنما  همسانه) قطعه قرمز تيره( gRNAتوالي ) الف. CRISPR/Cas9ياني ساختار ناقل ب -3شكل

  .)α/β satellites )20و  CABsمربوط به ژن هاي  multiple gRNAحاوي كاست  CRISPR/Cas9كاست و ناقل بياني 

 از دو بخش gRNAهمان طور كه قبلا نيز اشاره شد توالي 
crRNA  وtracrRNA بيشتر . تشكيل يافته است
هاي تجاري فعال در زمينه توليد وكتورهاي بياني  شركت

، ) www.sigmaaldrich.com/crisprsSigma (مانند 
https://www.addgene.org/crispr/)Addgene ( ،

Thermofischer scientific 
-cas9-www.thermofisher.com/tz/en/crispr(
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nformation.html)i-technology انواع وكتورهاي ... و
هاي گياهي،  در سيستم CRISPR/Cas9اختصاصي 

 كنند كه توالي جانوري، مخمر و مگس سركه را توليد مي

هاي بياني وارد شده و  در ناقل tracrRNAو  Cas9هاي  ژن
مستخرج  U6 promoterو پيشبر بياني  crRNAتنها توالي 

پيشبر . شود انه سازي ميهمس Arabidopsis thalianaاز 
 Cas9هاي كد كننده پروتئين  مورد استفاده در بالادست ژن

 35S CaMV promoterبه طور معمول پيشبر هميشه بياني 
هاي مبتني بر  با توجه به ساختار ناقل. است

CRISPR/Cas9 ترين و كليدي ترين بخش، طراحي  مهم

 است كه به طور اختصاصي از توالي ژن crRNAناحيه 
همسانه  CRISPR/Cas9هدف طراحي شده و در ناقل 

متشكل از يك توالي ژن  crRNAتوالي . شود سازي مي
آن توالي  3′جفت باز است كه در انتهاي  20هدف به طول 

جهت ). 40(قرار گرفته است ) PAM )5′-NGG-3′موتيف 
پايين، ابتدا توالي   off-targetهايي با ميزان gRNAطراحي 

) 2جدول ( gRNAا در پايگاه هاي طراحي ژن مورد نظر ر
بر اساس شناسايي توالي  gRNAهاي  وارد شده تا توالي

  ). 29(طراحي شود ) PAM )NGGموتيف 

 
 ).CRISPR/Cas )29سيستم gRNAمنابع تحت وب سرور قابل دسترس جهت طراحي-2جدول

نام ابزار يا ابزار 
  تحت وب

  منبع  توضيح

Addgene  منابع و مواد https://www.addgene.org/crispr  
sgRNA Designer  ابزار طراحيgRNA http://broadinstitute.org/rnai/public/analysis-tools/sgrna-design  

Cas9 Design  ابزار طراحيgRNA http://cas9.cbi.pku.edu.cn  
CHOPCHOP  ابزار شناسايي مكان توالي هدف https://chopchop.rc.fas.harvard.edu  

CRISPR Design  طراحي و تجزيه و تحليلgRNA http://crispr.mit.edu  
CRISPR Genome 

Analyzer 
  http://crispr-ga.net  انجام آزمايشات ويرايش ژنوم

CRISPR-PLANT 
در سطح ژنوم درgRNAابزار شناسايي

  http://genome.arizona.edu/crispr  گياه

CRISPRseek  ابزار طراحيgRNA  http://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/CRISPRseek
.html  

DNA 2.0 gRNA 
Design Tool 

  gRNA  https://dna20.com/eCommerce/cas9/inputابزار طراحي 
E-CRISP ابزار شناسايي توالي هاي هدف http://e-crisp-test.dkfz.de/E-CRISP  

RGEN Tools  ابزار پيش بيني مكان هايoff-target http://rgenome.net/cas-offinder  

sgRNAcas9 
و پيش بينيgRNAابزار طراحي

  http://biootools.com  جايگاه هاي غير هدف

CRISPR 
MultiTargeter 

  /http://multicrispr.net  چندگانه gRNAابزار طراحي 
CRISPR-P  طراحيgRNA در گياهان  http://cbi.hzau.edu.cn/crispr/  

AGEseq 
تجزيه و تحليل ويرايش ژنوم توسط

  https://github.com/liangjiaoxue/AGEseq  توالي يابي

Stupar Lab’s 
CRISPR Design 

  http://stuparcrispr.cfans.umn.edu/CRISPR  شناسايي جايگاه هاي هدف
 

به طور معمول تحت پيشبر بياني  gRNAدر گياهان، توالي 
 U3 RNAو يا  U6 RNA polymerase IIIكه از آنزيم 

polymerase III  كه نياز به جايگاه شروع نسخه برداري

جهت بررسي ). 40(شوند  محدود هستند، بيان مي
نسبت به توالي هاي  gRNAملاحظات مربوط به هدفگيري 

و كاهش ميزان اين نوع ) off-target(غير هدف 
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ها، بهترين روش انجام همرديفي توالي  هدفگيري
جهت . با كل ژنوم گياه مورد نظر است gRNAدي نوكلئوتي

در  BLASTnانجام همرديفي از ابزارهاي تحت وب مانند 
 NCBIهاي  ها داده پايگاه دانسته

)Http://www.ncbi.nih.gov.com ( و همچنين
CLUSTAL Omega هاي  ها داده در پايگاه دانستهEMBL-

EBI )http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo (
بايد به اين نكته توجه داشت كه نيمه . توان استفاده كرد مي

تواند نشاندهنده  مي% 100با همولوژي  gRNA 3′انتهاي 
در ژنوم گياه هدف  gRNAبراي  off-targetوجود نواحي 

 gRNAهاي هر  off-targetپس از اينكه تعداد . شدبا
 gRNAطراحي شده نيز تخمين زده شد، از بين توالي هاي 

ها به عنوان توالي gRNAطراحي شده تنها تعداد اندكي از 
هاي منتخب جهت هدفگيري توالي ژن مورد نظر مورد 

  ).40(گيرند  استفاده قرار مي

و بيان  gRNAطراحي بردي در زمينه هاي كار  ز جمله مثالا
توان به خاموشي  مي CRISPR/Cas9هاي اختصاصي  ناقل
 Rep (replication associate protein) ،REnهاي  ژن

(Replication Enhancer protein)  ،IR (Intergenic 

region)  وCP (encoded coat protein)  متعلق به ژنوم
متعلق به  IRو  Rep  ،βC1هاي  و ژن CABحلقوي 

ALPHA/BETA satellites  كه از نظر عملكرد
عامل  Begomovirusاز خانواده  CABsهاي  ويروس

و  بسيار حائز اهميت هستند) CLCuD(پيچيدگي برگ پنبه 
و همكارانش مورد بررسي  Iqbalبراي اولين بار توسط 

در اين مطالعه توالي هاي . ، اشاره نمودقرار گرفت
 Betaو  Alpha satelliteو  CABsنوكلئوتيدي ژن هاي 

satellite  ازGenBank هاي  در پايگاه دادهNCBI 
)https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ( استخراج شده و

نواحي كه . اند همرديفي شده Mega 6.0توسط نرم افزار 
ي ها داراي بالاترين ميزان همولوژي هستند به عنوان توالي

سپس . اند انتخاب شده gRNAمنتخب براي طراحي 
 CRISPRهاي مورد نظر در ابزار تحت وب  توالي

)http://crispr.mit.edu(  براساس شناسايي توالي موتيف
PAM )5′-NGG-3′ (علاوه . توسط نرم افزار انتخاب شدند

طراحي شده نيز  gRNAهاي هر  off-targetبراين تعداد 
به طوري كه، از . شود توسط نرم افزار مورد نظر بررسي مي

طراحي شده تنها تعداد اندكي از  gRNAبين توالي هاي 
gRNAهاي منتخب و با كارايي بالا بر  ها به عنوان توالي

درصد و حداقل انرژي  45-65در حدود  GCاساس درصد 
 UNAfoldافزار  توسط نرم °ΔGآزاد 

)http://mfold.rna.albany.edu ( جهت هدفگيري توالي
پس از طراحي . گيرد ژن مورد نظر مورد استفاده قرار مي

هاي اختصاصي، طراحي كاست gRNAهريك از 
CRISPR/Cas9  به صورت يك كاست مجزا حاوي توالي

gRNA ت هاي هدف تح اختصاصي براي هريك از ژن
تحت  Cas9ژن  بهمراه  U6B promoterكنترل پيشبر 
پس از طراحي . شود انجام مي 35S CaMVكنترل پيشبر 

ها مستقل براي هر ژن با قابليت بيان مجزا، جهت  كاست
 gRNAهاي  هدفگيري چندين ژن به صورت همزمان توالي

مجزا به صورت پشت سرهم و به دنبال يك توالي تكراري 
به روش  U6ت كنترل تنها يك پيشبر و تح) DR(مستقيم 

GoldenGate  طي اتصال توسط آغازگرهاي مكمل هم و
در يك مرحله واكنش اتصال در يك تيوب به هم متصل 

چندگانه را ايجاد  gRNAو يك كاست ) 9(شوند  مي
سپس كاست مورد نظر در يك ناقل بياني . كنند مي

CRISPR/Cas9  حاوي ژن گزينشگر مقاومت به آنتي
بر اساس )). ب(3شكل (شود  سازي مي وتيك همسانهبي

ميزان ايجاد و همكارانش  Iqbalنتايج حاصل از تحقيق 
). 20(بوده است % 80مقاومت به ويروس هدف بيش از 

توان از طريق روش انتقال  هاي طراحي شده را مي ناقل
 Agrobacteriumبيوليستيك و يا انتقال غير مستقيم 

tumefaciens اي  در يك مطالعه. دف منتقل نمودبه گياه ه
هاي انتقال ژن بر ميزان كارايي  كه در ارتباط با تاثير روش

انجام شده است، نشان داده شده  CRISPR/Cas9هاي  ناقل
است كه ايجاد تغييرات ژنتيكي در سلول هاي جنين زاي 
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به روش انتقال غير  CRISPR/cas9سوماتيكي توسط 
يسه با انتقال به روش مستقيم مستقيم اگروباكتريوم در مقا

. بيوليستيك از درصد خاموشي بالاتري برخوردار است
چراكه، انتقال به روش بيوليستيك منجر به شكستگي و 

شود و درصد كارايي  مي Cas9نقص در ژن هاي كد كننده 
  ).22(دهد  را كاهش مي CRISPR/Cas9ناقل 

: در بيوتكنولوژي CRISPR/Cas9 كاربردهاي فناوري
در گستره وسيعي از كاربردهاي  Cas9روتئين نوكلئازي پ

نوكلئاز . گيرد مهندسي هدفمند ژنوم مورد استفاده قرار مي
Cas9  امكان ايجاد تغييرات ژنومي هدفدار و كارايي را در

هاي  هاي گياهي در مقايسه با ساير روش بسياري از گونه
وري از اهم كاربردهاي فنا. كند دستكاري ژنتيكي فراهم مي

CRISPR/Cas9 1: توان به موارد ذيل اشاره نمود مي - 
 NHEJژن هدف توسط روش  DNAايجاد شكستگي در 

در  indelsكه باعث ايجاد ) template DNAبدون انتقال (
توالي ژن هدف و امكان مطالعات ژنوميكس عملكردي را 

امكان ورود يك ژن گزارشگر در ناحيه  - 2. كند فراهم مي
DSBs توسط روش HDR .3-  تغيير در توالي هاي ژني

 mi/siRNAغير كدكننده پروتئين مانند توالي هاي كدكننده 
جهش زايي اختصاصي و هدفمند  - 4... و غيره lncRNAو 
)specific mutation ( توسط روشNHEJ  وHDR : مانند

هاي هدفمند و اصلاح توالي نوكلئوتيدي ژن SNPايجاد 
تصاصي و نشاندار كردن هاي اخIndelsمورد نظر، ايجاد 

توان از آنها در  نشانگرهاي مولكولي كه مي(هاي هدف  ژن
تجزيه و تحليل عملكردي ژنوم، تخليص پروتئين و يا 

و  RNAمطالعات مربوط به تعيين مكان هاي سلولي 
مطالعه پيشبر از طريق  - 5). توان استفاده نمود پروتئين مي
ادغام  - GFP .5و هاي گزارشگر مانند لوسيفراز  انتقال ژن

در دو طرف توالي ژن هدف توسط روش  loxPتوالي 
HDR  كه با استفاده از پروتئينCre  آن را برش داد و ژن

ايجاد حذف هاي بزرگ در  - 6. هدف را خاموش نمود
نيكاز در دمين  Cas9كروموزوم با استفاده از موتانت هاي 

RuvC  نوع  2و استفاده ازgRNA از استفاده  -7. متفاوت

در خاموشي و فعال سازي   CRISPRi/CRISPRaسيستم
كه در اين ) PTGS(ژن در مراحل بعد از نسخه برداري 

شود كه فاقد فعاليت  استفاده مي dCas9ها كمپلكس  سيستم
علاوه بر اين اين روش در  -8. ژنومي است DNAبرش 

  تنظيم بيان ژن و ايجاد تغييرات نوكلئوتيدي در نواحي
Cis elements گيرد  و نواحي تنظيمي مورد استفاده قرار مي

  ).35و  33(

سيستم : در گياهان CRISPR/Cas9دستاوردهاي 
CRISPR/Cas9 هاي پايدار و قابل توارثي را ايجاد  جهش

 Cas9/gRNAتوان از ساختار  كند كه به راحتي مي مي
اين . تميز داد CRISPR/Casجهت تغييرات بيشتر توسط 

ياهان هموزيگوت غير تراريخته كه امر منجر به توسعه گ
بر ). 55و  10(شود  تنها در يك نسل توليد شده اند، مي

انجام دادند ) 2015(و همكارانش  Xuاساس مطالعه اي كه 
كه توانستند يك رقم زراعي برنج غير تراريخته همراه با 
جهش در ژن هدف توسط تفرق ترانسژن با ايجاد 

ت آميزي توليد كنند به طور موفقي T1خودگشني در نسل 
و همكارانش يك سري  Xing، 2014در سال ). 55(

با قابليت  CRISPR/Cas9هاي دوتايي مبتني بر سيستم  ناقل
هاي  هاي گياهي و يك سري ناقل بيان پايدار در سيستم

از اينرو، انتقال تنها . را طراحي كردند gRNAحاوي ماژول 
ل ميزبان به درون سلو gRNAو  Cas9پروتئين نوكلئاز 

هاي انتقال ژنتيكي تنها ضرورت ويرايش ژنوم  توسط روش
  ). 54(رود  گياهي به شمار مي

پيشنهاد ) 2014(و همكارانش  Baltesبر اساس گزارش، 
جهت ) GVRs(ها  كردند كه رپليكون جيميني ويروس

به درون سلول ميزبان زماني  Cas9/gRNAانتقال ساختار 
ويروس ) REP(نندسازي كه ژن پروتئين آغازكننده هما

تواند  انتقال داده شود، مي Cas9/gRNAهمراه با ساختار 
براين، جهت استفاده از  علاوه). 5(مورد استفاده قرار گيرد 

هاي  اين سيستم در ارتقا و كشف صفات ژنتيكي، روش
هاي مبتني بر همانندساز  انتقال با كارايي بالا مانند ويروس
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DNA ي ژنوم بدون نياز به جهت انتقال مواد مهندس
گيرد  هاي انتقال مهندسي ژنتيك مورد استفاده قرار مي روش

هاي صورت گرفته، انتقال  براساس پژوهش). 56و  2(
، )TRV(مستقيم با استفاده از ويروس جغجغه توتون 

، امكان سنجي )CaLCuV(ويروس پيچيدگي برگ كلم 
هاي مختلف در  توسط ويروس Cas9/gRNAانتقال 
ژنوم گياهان مختلف به وضوح نشان داده شده  ويرايش

  ). 56(است 

هايي  جهش:  CRISPR/Cas9ايمني زيستي و مقبوليت 
در گياهان ايجاد  CRISPR/Cas9كه توسط سيستم 

ها زيست شناسي  شوند ابعاد جديدي را در پژوهش مي
زايي تصادفي و سنتي  استفاده از جهش. گياهي گشوده است

ها قادر به غيرفعال سازي  ادفي ژنطبيعت ادغام تص بدليل
تواند در ايجاد  مي CRISPR/Cas9فناوري . هرژني نيست

به . هاي غيرقابل دسترس بهترين كمك باشد هاي ژن جهش
هاي  هايي در مكان طوري كه اين سيستم با ايجاد جهش

تواند اصلاح  هاي بزرگ مي ژني چندگانه و ايجاد حذف
اين درحالي . شتاب دهد گياهان را بدون انتقال ژن خارجي

هاي مربوط به  ها و شك و ترديد است كه اگر برخي نگراني
سلامتي انسان و محيط زيست گياهان تراريخته را كنار 

توانند بهترين راه حل  بگذاريم، گياهان زراعي تراريخته مي
در توسعه و ارتقاي كيفيت و عملكرد گياهان زراعي حال 

هاي مهندسي  فاده از روشبا است). 46و  18(حاضر باشند 
تواند به طور مستقيم و تصادفي  مي DNAژنتيك يك سازه 

). 48و  32، 17، 15(وارد يك يا چندين كروموزوم شود 
هاي اصلاح سنتي گياهان زراعي با استفاده از  روش
هاي تصادفي و ايجاد تنوع ژنتيكي همواره يك  جهش

ن درحالي اي. كنند صفت جديد را به ارقام زراعي وارد مي
تغييرات ايجاد شده در  CRISPR/Cas9است كه در سيستم 

ژنوم گياهي بسيار دقيق، قابليت وراثت و پايداري بالايي 
هاي اصلاح  يكي از روش Cas9/gRNAسيستم ). 51(دارد 

به دنبال سيستم نوكلئازي انگشت ) NPBT(گياهي جديد 
و سيستم نوكلئاز تحت تاثير قرار دهنده ) ZFN(روي 

كه از جمله ) TALEN(برداري  ابه فاكتورهاي رونوشتمش
). 51و  44، 41، 4(هاي ويرايش ژنوم هستند  فناوري
هاي اصلاحي سنتي  بسيار سريعتر از روش NPBTسيستم 

 DNAتواند يك لاين خالص را كه فاقد هرگونه  بوده و مي
 NPBTگياهاني كه به روش . خارجي است توليد نمايد

ياهان حاصل از اصلاح نباتات سنتي از شوند با گ توليد مي
بنابراين، ). 51و  16، 13(نظر محصول نهايي برابر هستند 

در مورد گياهان ويرايش شده توسط سيستم 
CRISPR/Cas9  كليه قوانين ايمني تنظيمي منطبق با

كنار گذاشته نشده است، بلكه ) GMO(موجودات تراريخته 
جتماعي گياهان هاي جديدي در ارتباط با پذيرش ا چالش

با اين سيستم مشاهده ) GE(شده ژنومي زراعي ويرايش 
از نظر مقررات و  NPBTدر حال حاضر، سيستم . شود مي

در واقع جزو محصولات مهندسي ژنتيك  GMOقوانين 
قرار نگرفته و از نظر پذيرش اجتماعي نسبت به 
محصولات اصلاح شده ژنتيكي در اولويت مصرف هستند 

يك جنبه ) 2015( Ishiiو  Arakiگزارشات، بر اساس ). 4(
نظارتي جهاني براي طبقه بندي موجوداتي كه از طريق 

بر اساس اين . اند، پيشنهاد شد ويرايش ژنوم ايجاد شده
شوند  پيشنهاد موجودات تراريخته به دو نوع طبقه بندي مي

كه شامل موجودات تراريخته مبتني بر تغيير در مسير 
ودات تراريخته مبتني بر محصول نهايي متابوليكي و يا موج

اين دانشمندان پيشنهاد كردند كه آن محصولات . است
زراعي كه در سطح ويرايش ژنوم توسط فناوري 

CRISPR/Cas9 شوند بايد به عنوان  ويرايش ژنوم مي
موجودات تراريخته مبتني بر محصول نهايي در نظر گرفته 

وم مبتني بر چراكه محصول نهايي ويرايش ژن). 4(شوند 
، يك موجود اصلاح شده ژنتيكي CRISPR/Cas9سيستم 
اين درحالي است كه جهت بهينه سازي . شود تلقي مي
در گياهان به عنوان يك ابزار  CRISPR/Cas9سيستم 

اصلي ويرايش ژنوم در توليد ارقام گياهي با چندين ويژگي 
علاوه براين اين فناوري ). 4(زراعي مفيد مورد نياز است 

هاي اصلاحي كلاسيك را جهت درك  تواند روش يم
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صفات كمي پيچيده كه در اصلاح نباتات سنتي چندين ژن 
 GEگياهان زراعي ). 42(شود، پشتيباني كند  انتخاب مي

داراي ساختارهاي تنظيمي مناسب نسبت به گياهاني كه 
خارجي در ژنوم خود هستند، از نظر جوامع  DNAحامل 

سازمان كشاورزي ). 36(تر هستند  جهاني و عمومي پذيرفته
خارجي  DNAرا كه فاقد  GEگياهان ) FDA(امريكا 

در نظر قرار نداده است؛ در حالي  GMOهستند به عنوان 
كه اتحاديه اروپا در نظر دارد در آينده نزديك عدم قطعيت 
قوانين وضع شده در رابطه با ويرايش ژنوم را اعلام كند 

اري از فناوري گسترش بهره برد). 50و  25(

CRISPR/Cas9 ها كاربردي گياهان و  در پژوهش
هاي آن در اصلاح گياهان زراعي جهت تامين امنيت  مزيت

غذايي جهاني به طور كامل بستگي به كارايي و پذيرش 
  .در جهان دارد GEعمومي ارقام زراعي 

  تقدير و تشكر

اين مطالعه با حمايت دانشگاه شهيد بهشتي، دانشكده علوم 
  . بيوتكنولوژي، گروه بيوتكنولوژي صورت گرفته استو 
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CRISPR/Cas9 System as an Efficient Genome Editing Tool in 
Developing GM Crops: A Review 
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Abstract 

The Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats associated Cas9/gRNA 
system (CRISPR/Cas9) is a novel and an efficient targeted genome-editing technique 
are used to achieve new traits and crops with high quality and quantity yields. Recently, 
CRISPR/Cas9 mechanism has been used extensively to genome editing, gene 
knockouts, reducing off-target effects and modulation of gene transcription with high 
specificity in several animal and plants through mediating double strand breaks (DSBs) 
in genomic DNA and making nucleotide changes in target gene. In this review, we have 
summarized the broad applicability of Cas9 nuclease-mediated targeted genome editing 
of plants for development of genetically edited crops, climate resilient and bio-energy 
agriculture and to develop non-GM plants along with regulating the uncertainty and the 
social acceptance of this new plant breeding technique. The development of GE crops, 
which is similar to conventional breeding crops show the high stability and efficient 
properties compared to genetically modified (GM) crops in different climates, social 
acceptance and environmental and human health concerns.  
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