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رحّ الرحّمن الله بسم  م یال

عظ یالعل بالله  الاّ  قوهّ  لا و  حول  لا و  م یال

  ک ی اولئ   د ی اس   زان ی م   که   است   ایران   بومی   گیاهان   از   گلرنگ   روغنی دانه   گیاه 

  د ی اس   سطوح   دارای   های روغن   است.   پایین   ی ران ی ا   ارقام   تمامی   در   آن   ( 18:1) 
  ک ی داولئ ی اس   در   ه دوگان   پیوند   یک   وجود   علت   به   درصد   50  ز ا   بالاتر   اولئیک 
  ی دار ی پا   ی دارا   دوگانه،   پیوند   چند   یا   دو   ی دارا   چرب   اسیدهای   به   نسبت 

  و   ژنتیک   مهندسی   های روش   ی ر ی کارگ به   هستند.   حرارت   برابر   در   و ی دات ی اکس 
  ساخته   ممکن   را   بالا   اسید   اولئیک   با   روغنی   های دانه   به   دستیابی   ی ژنوم   ش ی را ی و 

  گلرنک   گیاه   در   اولئیک   اسید   میزان   افزایش   منظور   به   که   پژوهش   ن ی ا   در   ت. س ا 
 Fatty Acid  ژن   ی ر ی گ   هدف   ی برا   راهنما   ی RNA  ی توال   دو   شد،   انجام 

Desaturase 2   (FAD2-1 )   ی ر ی گ   هدف   محل   که   شد   ی طراح   ه ی ناح   دو   از  

  قرار   گر ی کد ی   از   باز   جفت   640  فاصله   با   ژن   ن ی ا   کننده   کد   ه ی ناح   درون   آنها 
  ه ی ناح   در   شده(   ی کدون   ی ساز نه ی )به   Cas9  ژن   همراه به   راهنما   ی ها ی توال   . شت دا 

T-DNA روش   به   و   ی ساز کلون   ی وم ی اگروباکتر   سازه   ی  In-planta   غوزه   به  

  ی ر ی بذرگ   از   پس   حاصل   اهان ی گ   و   کشت   حاصل   بذور   شد.   منتقل   گلرنگ   اه ی گ 
  داد   نشان   ج ی نتا   شدند.   غربال   چرب   ی دها ی اس   ل ی پروفا   ر یی تغ   ی برا   بعد   نسل   در 
  طور  به  نه ی دآم ی اس   ر یی تغ  چهار  ی دارا   که  ها ن ی لا   از   ی ک ی   بذر  در   ک ی داولئ ی اس  زان ی م 

  است   ی حال   در   ن ی ا   است.   ده ی رس   درصد   53/ 14  به   ن ی انگ ی م   طور   به   بود   همزمان 
  یر ی گ اندازه   درصد   11/ 62  ن ی انگ ی م   طور   به   شاهد   اه ی گ   در   ک ی اولئ   د ی اس   زان ی م   که 

  ن ی لا   در   چرب   د ی اس   ل ی پروفا   ر یی تغ   تفرق،   حال   در   نسل   در   داد   نشان   ج ی نتا   شد. 
  اهان ی گ   و   افتاده   اتفاق   گوس ی هموزا   صورت به   نه ی دآم ی اس   ر یی تغ   ی دارا 

  ن ی ا   ج ی نتا   ن ی همچن   دارند.   شاهد   اهان ی گ   مشابه   روغن   ل ی پروفا   گوس ی هتروزا 

  در   ک ی اولئ   د ی اس   زان ی م   در   ش ی افزا   جاد ی ا   امکان   دهنده نشان   تواند ی م   پژوهش 
  ژن   کامل   ی ساز رفعال ی غ   بدون   و   FAD-2  م ی آنز   ی توال   ر ی ی تغ   با   ی روغن   ی ها دانه 

   باشد. 

 

 CRISPR-Cas9،  Fatty  ،گلرنگ   ،کیاولئ  د یاس  کلیدی:  هایواژه

Acid Desaturase . 

The safflower oil-seed plant is one of the native plants 

of Iran and oleic acid content (18:1) is low in all Iranian 

cultivars of safflower. Due to the presence of a double 

bond in oleic acid, oils with oleic acid levels higher 

than 50% have oxidative stability against heat 

compared to fatty acids with two or more double bonds. 

The use of genetic engineering and genome editing 

methods has made it possible to obtain oilseeds with 

high oleic acid. In this research, two guide RNA 

sequences were designed to target of Fatty Acid 

Desaturase 2 (FAD2-1) gene, which were located 

within the coding region and at a distance of 640 base 

pairs from each other. The guide sequences along with 

the codon optimized Cas9 gene were cloned in the T-

DNA region of the Agrobacterium construct and 

transferred to the safflower boll by the In-planta 

method. The resulting seeds were cultivated and the 

resulting plants were screened to track changes in the 

fatty acid profile of the seeds. The results showed that 

the amount of oleic acid in the seeds of one of the lines 

reached 53.14% on average. This line had four amino 

acid changes (L66F, N204D, S236A and I238V) at the 

same time. This is while the amount of oleic acid in the 

control plant was measured as 11.62% on average. The 

results showed that in the segregating generation, the 

change in fatty acid profile occurred in the line with 

homozygous amino acid change, and the heterozygous 

plants have the same oil profile as the control plants. 

Also, the results of this research can indicate the 

possibility of increasing the amount of oleic acid in 

oilseeds by changing the FAD2 enzyme sequence and 

without gene knockout. 

 
Keywords: CRISPR-Cas9, Fatty Acid Desaturase, 

Oleic acid, Safflower. 
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   مقدمه

  اهان یگ  از  یک ی  (Cartamus tinctorius)  گلرنگ 
  روغنی   ی هادانه  بین  از   است.   ران یا   یبوم   ی روغن

  یک  عنوان  به  گلرنگ  ران،یا  کشور  شرایط  با  سازگار
 Bassil)  است  مطرح  خشکی  و   یشور  به  مقاوم  گیاه

& Kaffka, 2002)  و   بهاره   ی هاتیپ   داشتن  با   و  
 ,Paseban Islam)   دارد  نویدبخشی   آینده   پاییزه،

  گلرنگ   تولیدکننده  جهان  کشور  60  از  بیش  .(2001
  گیاه   یک  عنوان  به  آن   کشت  نیز  ایران  در  هستند.
 Younes)  است  شده  آغاز   1336  سال   از  روغنی 

Sinki, 2008 ) .  جذب  در  گلرنگ   هایریشه   قابلیت  
  زنی   جوانه  قدرت  و  کمتر  آبی   نیاز   خاک،  اعماق  از   آب

  برای   توانمندی   رقیب  به   را   روغنی   دانه   این   بذر،   بالاتر
  بازده   کم  اراضی   در  کشت  مورد   زراعی   گیاهان 

(Marginal)   است  نموده  تبدیل  (Pourdad & 

Mohammadi, 2008) .  در   گلرنگ   بالای   تحمل  
  و   شوری  خشکی،  مانند  زیستی  غیر   هایتنش  برابر
  داشتن   و  (Hussain et al., 2016)  سو  یک  از  گرما
  هوایی   و   آب   شرایط   با  سازگار   پاییزه   و   بهاره   های تیپ

  آینده     (Omidi et al., 2011)  دیگر  سوی  از  کشور
  رقم   روغنی  دانه  نای  کشت  توسعه  برای  را  نویدبخشی

  زومر یا  11  دارای   گلرنگ  در   FAD2  ژن   است.  زده 
  FAD2-1  فعالیت  تنها  و  است  هااندام   سایر  در   فعال

 . (Cao et al., 2013) است بذر  به محدود 
  ش ی افزا   با   است.   مهم   یی غذا   ع ی صنا   از   روغن   صنعت 
  سبد   در   اسید   اولئیک   مانند   غیراشباع   تک   چرب   اسیدهای 

  کاهش   خون،   چربی   کاهش   مانند   مثبتی   اثرات   ، یی غذا 
  و   گلیسیریدها تری   کاهش   ، LDL  و   کل   کلسترول 

  است   انتظار   مورد   ( HDL)   خوب   کلسترول   افزایش 
 (Ascherio et al., 1999 ) .   د ی اس   زان ی م   ش ی افزا   با  

  تواند ی م   ی روغن   ی ها دانه   چرب   د ی اس   ل ی پروفا   در   ک ی اولئ 
  کردن   دار دروژن ی ه   مثل   یی ها ی فراور   به   از ی ن   بدون 

  از ی ن   که   یی غذاها   ه ی ته   ی برا   را   مناسب   ی روغن   ، یی ا ی م ی ش 
  دهد.   قرار   دسترس   در   دارند   اد ی ز   کردن سرخ   به 

  اد ی ز   آنها   اشباع   تک   چرب   د ی اس   زان ی م   که   یی ها روغن 

  ی تر ی طولان   ی ماندگار   معمولًا  و   هستند   تر سالم   است 
  است   شتر ی ب   آنها   و ی دات ی اکس   ی دار ی پا   و   داشته 

 (Clemente & Cahoon, 2009 ) .   و   ها ی چرب   ت ی اهم  
  دگاه ی د   از   تنها   نه   ک ی اولئ   د ی اس   ژه ی و   طور   به   و   ها روغن 

  و   ی د ی تول   مسائل   و   ی اقتصاد   جنبه   از   ه ک بل   سلامت 
  ع ی صنا   در   استفاده   . بود   خواهد   ت ی اهم   حائز   ز ی ن   ی صنعت 
  ، ی اغذساز ک   و   ر ی خم   ، ی ساز رنگ   ، ی ار ک فلز   ، ی ساز چرم 
  ع ی صنا   وساز، ساخت   ، ی ار ک جوش   و   ی ار ک م ی لح   ع ی صنا 

  ، ( ی داروساز   ، ی ش ی آرا   مواد   ، ی پوست   ی ها رم ک )   ی ت بهداش 
  ارها، ک روان   ها، نده ی زدا   ، ی ست ی ز   سوخت )   یی ا ی م ی ش   ع ی صنا 

  جمله   از   ( یی ا ی م ی ش   مواد   ر ی سا   ها، حلال   ها، تنت ک سورفا 
  زان ی م   گلرنگ   روغن   . است   ک ی اولئ   د ی اس   ی کاربردها 

  چرب   د ی اس   بودن   کم   . دارد   ی کم    اشباع   تک   چرب   د ی اس 
  ن ی چن   شد   خواهد   باعث   غن رو   ل ی پرووفا   در   اشباع   تک 
  و   ( درصد   61)   کلزا   ر ی نظ   یی ها روغن   با   بتواند   کمتر   ی روغن 

 ,.Teres et al)   کند   رقابت   ( درصد   75)   تون ی ز   روغن 

2008; White, 2007 ) .   
  در   موجود   راشباع ی غ   تک   ل ی آس   ی ها ره ی نج ز 
  ی ها ی ژگ ی و   ل ی دل به   ها وه ی م   و   ها دانه   ی ها روغن 

  و   گسترده   طور   به   آنها   ساختار   در   ی ذات   یی ا ی م ی کوش ی ز ی ف 
  استفاده   یی ا ی م ی ش   و   یی غذا   ع ی صنا   در   ی ا نده ی فزا   طور   به 
  ی ها ست ی وتکنولوژ ی ب   و   نژادگران به   ن ی بنابرا   . شوند ی م 
  راشباع ی غ تک   ی محتوا   با   ا ر   ی د ی جد   محصولات   ی، اه ی گ 

  توسعه   ی صنعت   و   ی کشاورز   مختلف   اهداف   ی برا   بالا 
  ی مختلف   ی راهکارها   . ( Kazaz et al., 2022)   دهند ی م 

  ی دها ی اس   ل ی پروفا   بهبود   و   ک ی متابول   ی مهندس   ی برا 
  است.   شده   مطرح   ی اه ی گ   ی ها روغن   در   چرب 

  در   چرب   ی دها ی اس   درصد   ر یی تغ   ی برا   یی کردها ی رو 
  ها ژن   ان ی ب   ش ی ب   ژن،   کردن خاموش   جمله   از   اهان، ی گ 

  و   آنها   ان ی ب   ی الگو   ر یی تغ   چرب،   ی دها ی اس   سنتز   ی برا 
 Porokhovinova et)   است   شده   ارائه   ژنوم   ش ی را ی و 

al., 2022 ) .   از   استفاده   ی برا   یی ها تلاش   ی سنت   اصلاح  
  و   FAD2-1A  ی ها ژن   افته ی جهش   ی ها نسخه 

FAD2-1B  ی مهندس   مختلف  قات ی تحق  در  است.  داشته  
  ت ی فعال   دادن   کاهش   ی برا   ز ی ن   ی ژنوم   ش ی را ی و   و   ک ی ژنت 
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  روغن   به   ی اب ی دست   ی برا   مختلف   قات ی تحق   در   ها ژن   ن ی ا 
  ت. س ا   گرفته   قرار   توجه   مورد   بالا   ک ی اولئ   د ی اس   ی دارا 

  ی ک ی   RNAi  از   استفاده   با   FAD2-1  ژن   ان ی ب   کاهش 
  ی ها ژن   در   جهش   جاد ی ا   ن ی همچن   . کردهاست ی رو   ن ی ا   از 

FAD2   عنوان   به   ز ی ن   ی ژنوم   ش ی را ی و   از   استفاده   با  
  18:1 ی ها روغن  زان ی م  ش ی افزا  به  ی اب ی دست  ی برا  ی روش 
  ی ها ژن   ش ی را ی و   است.   شده   مطرح   بذر   در   ک( ی اولئ   د ی )اس 

FAD2   از   استفاده   با  CRISPR-Cas9   ا ی  TALEN  
 Al Amin et al., 2019; Demorest et)   ا ی سو   در 

al., 2016; Do et al., 2019; Haun et al., 

  شده   حاصل   ( Jiang et al., 2017)   نا ی کامل   و   ( 2014
  از   پس   18:1  روغن   زان ی م   آن   جه ی نت   در   که   است 

  به   و   است   ده ی رس   درصد   83  تا   50  به   ی ژنوم   ش ی را ی و 
  به   را   18:3  و   18:2  ی ها روغن   کاهش   همزمان   طور 

  در   18:1  روغن   زان ی م   که   ی حال   در   است،   داشته   همراه 
  ج ی نتا   ن ی ا   است.   بوده   درصد   25  تا   10  ج ی را   ی بذرها 
  لازم   ل ی پتانس   ی دارا   ی د ر ک ی رو   ن ی چن   که   دهد ی م   نشان 

  روغن   ی دارا   پلاسم ژرم   جاد ی ا   منظور   به   استفاده   ی برا 
  ن ی ا   تاکنون   که   است   ی ارقام   و   ها گونه   در   بالا   18:1
   است.   نشده   جاد ی ا   آنها   در   صفت 

  ی وسنتز ی ب   ر ی مس   ی برا   ی ا ماده ش ی پ   آ م ی کوآنز   ل ی است 
  انجام   ی اندوپلاسم   شبکه   در   ر ی مس   ن ی ا   که   است   د ی پ ی ل 
  را   سرول ی گل   ل ی آس   ی تر   مثل   غشاء   ی ها د ی پ ی ل   و   شود ی م 
  در   شود. ی م   بذر   روغنِ  ل ی تشک   باعث   که   کند ی م   جاد ی ا 

  تک   چرب   د ی اس   ، دسچوراز   ی ها م ی آنز   ی اندوپلاسم   شبکه 
  ب چر   ی دها ی اس   به   را   ( ک ی اولئ   د ی )اس   18:1  اشباع   ر ی غ 

  چوراز ا دس   12  دلتا   م ی آنز   کنند. ی م   ل ی تبد   اشباع   ر ی غ   چند 
 (FAD2 )   د ی اس   ی رو   ی گر ی د   نه دوگا   وند ی پ   جاد ی ا   باعث  

  د ی اس   ا ی   18:2  به   ل ی تبد   را   آن   و   شود ی م   ک ی اولئ 
  وند ی پ   ( FAD3)   چوراز ا دس   15  دلتا   . کند ی م   ک ی نولئ ی ل 

  آن   و   کند ی م   جاد ی ا   ک ی نولئ ی ل   د ی اس   ی رو   ی گر ی د   دوگانه 
  از   عت ن مما   . کند ی م   ک ی نولن ی ل   د ی اس   ا ی   18:3  به   ل ی د تب   را 

  به   و   18:1  ک ی اولئ   د ی اس   ش ی افزا   باعث   FAD2  ت ی فعال 
 . شود ی م   راشباع ی غ   تک   دچرب ی اس   ش ی افزا   ی عبارت 

  د یاس  زان یم  نکهی ا  به  توجه  با  پژوهش  نی ا  در
  از   است،  پایین  گلرنگ  ی رانیا  ارقام  تمامی   در  کیاولئ

  کاهش   و  جهش  یالقا  یبرا  CRISPR-Cas9  روش
  زان یم  شی افزا  منظور  به  FAD2-1  میآنز  تیفعال
   است. شده استفاده ئکیاول دیاس

 

 ها روش   و مواد
  بر  FAD2-1  ژن  کنندهیریگهدف    سازه  ساخت

 CRISPR/Cas9   سیستم  یمبنا

  ی اطلاعات   بانک   از   FAD2-1  با   متناظر   ی ژن   ی توال   
 (https://www.ncbi.nlm.nih.gov / )   شماره   با  

  ی آغازگرها   و   شد   افت ی در   HM165274.1  ی دسترس 
  ژنوم   از   آن   متناظر   ژن   ی جداساز   ی برا   ی اختصاص 
  در   PCR  محصول   شد.   ی ح طرا   ی ران ی ا   ارقام   گلرنگ 
  بر   شد.   ی اب ی ی توال   و   ی ساز همسانه   pTZ57R/T  حامل 
  با   ژن   ی ر ی گ هدف   ی برا   ه ی ناح   دو   ی اب ی ی توال   ج ی نتا   اساس 

  ر ی نظ   یی ارها ی مع   براساس   و   CRISPR-Cas9  ستم ی س 
  ، PAM  ی ر ی قرارگ   و   مناسب   طول   بودن،   فرد   منحصربه 

  و   شدند   انتخاب   :crispr.dbcls.jp//http  گاه ی پا   در 
  ه ی ناح   در   قطعه   ن ی ا   ند. شد   ساخته   gDNA  ی ها کاست 

T-DNA   ی وم ی اگروباکتر   سازه  pBI121   ی ساز همسانه  
  شده   ی ساز نه ی )به   Cas9  م ی آنز   کدکننده   ژن   سپس   شد. 
  و   شد   T-DNA  ه ی ناح   در   GUS  ژن   ن ی گز ی جا   ( ی کدون 
  آمد   دست   به   گلرنگ   به   ژن   انتقال   ی برا   یی نها   سازه 

  هضم   با   د یی تا   از   پس   حاصل   ب ی نوترک   سازه   . ( 1  شکل ) 
  EHA105  ه ی سو   وم ی اگروباکتر   به   ، PCR  و   ی م ی آنز 

  In-planta  روش   به   گلرنگ   به   ژن   انتقال   ی برا   و   منتقل 
  هدف   نواحی   و   آغازگرها   توالی   گرفت.   قرار   استفاده   مورد 

gRNA اند. شده   ارائه   1  جدول   در   شده   انتخاب   های 
در   FAD2زومر فعال ژن با توجه به وجود چندین ای 

در  اندام  تغییر  ایجاد  جهت  گلرنگ،  گیاه  مختلف  های 
-ها به گونه gRNAمیزان اسید اولئیک در بذر، نیاز بود 

  FAD2-1ای طراحی شوند که فقط قادر به اتصال ژن  
       گیری نکنند. بوده و سایر ایزومرهای این ژن را هدف 

 

 

 
 

 

http://crispr.dbcls.jp/
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 ها gRNA یطراح در استفاده مورد هدف نواحی  و FAD2-1 ژن یبرا شده یطراح یآغازگرها هایتوالی .1 جدول
 محصول   محصول   طول 

  PCR   (bp ) 
   انتهای   و   شروع   د ی نوکلئوت   شماره 

 FAD2-1   ژن   در   توالی 
 آغازگر   نام  توالی 

1143 
1-21 ATGGGAGGAGGAGGGTGTATG F-1-FAD2 Primer 

1118-1143 TTACTTATTCTTGTACCAAAACACAC Primer FAD2-1-R 

291 
138-158 CCGTTCCCTTATCCGTTCCTT Primer target1- F 
408-428 CGCCGATGACTGTATTTCCAC Primer target1- R 

 314-332 GCATGGTGGCCGCATTCGT gRNA Target1 
 957-976 GCGGCATTGTCGAGAACAGA gRNA Target2 

 

 ژن انتقال و یاهیگ مواد

  رقم   ن ی ا   که   شد   استفاده   گلدشت   رقم   از   پژوهش   ن ی ا   در 
  کرج   بذر   و   نهال   ه ی ته   و   اصلاح   قات ی تحق   موسسه   از 
  گاه ی پا   در   رقم   ن ی ا   مشخصات   در   . بود   شده   افت ی در 

  و   ع ی وس   ی سازگار   با   ی رقم   عنوان به   مذکور   موسسه 
  کشور   سرد   معتدل   و   گرم   ی ها م ی اقل   در   کشت   مناسب 

  تر زودرس   و   بوده   خار   بدون   رقم   ن ی ا   است.   شده   اشاره 
 است. 

  غوزه   ل ی تشک   از   قبل   Floral Dip  روش   به   انتقال 
  انجام   گلرنگ   مزرعه   در   غوزه(   شدن   بسته   از   )قبل   گل 
  ی حاو   ی باکتر   ی کلون   تک   ابتدا   که   ب ی ترت   ن ی ا   به   شد. 
  LB  شت ک   ط ی مح   ر ت ی ل ی ل ی م   5  در   ی ژنوم   ش ی را ی و   سازه 

  یک وت ی ب ی آنت   تر ی ل   در   گرم ی ل ـی م   100  ی او ح   ع ی ا م 
  شـت ک   ن ی مپس آ ف ی ر   تر ی ل   در   گرم ی ل ی م   75  و   ن ی س ی اناما ک 

  درجـه   28  وباتور ک ان   ر یک ش   در   شب   یک   مدت   به   و   شد 
  گرفت.   قرار   قه ی دق   در   دور   150  سرعت   بـا   گـراد ی سـانت 

  سرعت   با   قه ی دق   8  مدت   به   ی تر ک با   ون ی سوسپانس   سپس 
  شد.   فوژ ی سانتر   ط ی مح   ی دما   در   قه ی دق   در   دور   3800

  در   یی ا ی تر ک با   رسوب   و   شد   خته ی ر   دور   یی رو   محلول 
  و   5/ 2  محدوده pH  در   ع ی ما   دوم   ک ی    MS  شت ک   ط ی مح 
  از   قبل   شد.   حل   مجدداً    D-Glucose    تر ی ل   بر   گرم   50

  نگون ی ر ی استوس   رومولار یک م   200  مقدار   ح ی تلق   عمل   انجام 
  که   ی تر ک بـا   محلـول   بـه   silwet L-77  درصد   0/ 4  و 

600nmOD     شد   اضـافه   بود،   شده   م ی تنظ   0/ 5  حدود   آن .  
  ه خت سا   ی ژن   ه   سازه   ی حاو   ، ح ی تلق   ون ی سوسپانس   ت ی نها   در 

  ی انتها   تا   ها وزه غ   . شد   منتقل   گلرنگ   اه ی گ   به     ، شده 
 .شدند   ده ی پوش   پاکت   با   ی افشان گرده 

  و   ی د ی نوکلئوت   ر یی تغ   ص ی تشخ   ی ملکول   ی زها ی آنال 

  ی کروماتوگراف   روش   به   چرب   د ی اس   ل ی پروفا   سنجش 

   ی گاز 

  از   ی احتمال  ی دی نوکلئوت  ر ییتغ  ه یاول  ص یتشخ  منظور   به
  پس   HRM  (High Resolution Melting )  ز یآنال
  واکنش   نی ا  شد.  استفاده   Real-time PCR  روش   از
  ر ی تکث  ی برا  شده   ی طراح  ی اغازگرها  از   استفاده   با

  ی نواح  اطراف   در  FAD2-1  ژن  از  یقسمت
  ه یاول  یاب یرد  (. 1  )جدول  شد  انجام  یر یگهدف 

  ذوب   یمنحن   زی آنال  از  استفاده  با  FAD2  ژن  راتییتغ
(Melt Curve)،  سازه   الانتق  از   حاصل  اهانیگ  یبرا  

  انجام  شاهد  اهیگ ذوب یمنحن   با   سهیمقا  در یسپریکر
  و   شده  تلقیح   هاینمونه  بین  ذوب  دمای  اختلاف  شد.

  هستند،   رویت  قابل  پیک  و  عددی   بصورت   که  شاهد 
  شود   گیاهانی   غربالگری  و  انتخاب  به  منجر  تواندمی
  نسبت   آنها   در   نوکلئوتیدی   جهش   داشتن  احتمال   که
  ی اهانیگ  از  FAD2-1  ژن   سپس   دارد.   وجود   شاهد   به
  در   ید ینوکلئوت  راتییتغ   احتمال  هیاول  یغربالگر   در  که
  ج ی نتا  و   شده   ی ابیی توال  و   ی جداساز  داشت   وجود   آنها 
  افزار   نرم  از   استفاده  با   شاهد   اهیگ  یتوال   با  ی ابیی توال

Mega6 (Tamura et al., 2013)  شد.  سهیمقا 
  ا ب   ا ه ه نمون   در   چرب   ی اسیدها   میزان   تعیین   ور منظ   ه ب 

  استر   متیل   ی ساز آماده   کروماتوگرافی،   گاز   از   تفاده اس 
  توسـط   شـده   گـزارش   روش   اساس   ر ب   رب چ   ی اسـیدها 

Ortega et al.   (2004 )   گرم میلی   100  ابتدا   د. ش   انجام  
  دار درب   ش ی آزمـا   لوله   یک   در   شده،   پودر   بذرِ  نمونه   از 
.  د ش   افه اض   آن   به   هگزان   تر ی ل ی ل ی م   ک ی   و   شده   خته ی ر 
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 Sodium)     م ی دسد ی س ک متو   ر ت ی رول یک م   100  سپس 

methoxide )   ک ی   مـدت   بـه   و   افزوده   آن   به   ی متانول  
  ماری بن   در   گراد ی سانت   درجه   80  دمای   در   ساعت 

  لازم   زمـان   گذشـت   از   بعد   و   گرفت   قرار   کردار ی ش 
  ی هگزان   فاز   ، لوله   داخل   ات ی محتو   شدن   فاز   دو   جهـت 

  ش ی آزما   لوله   یک   به   و   شده   خارج   سانتریفیوژ،   از   پس 
  داده   انتقـال   بـود   م ی سد سولفات   ی مقدار   ی حاو   ه ک   گر ی د 

  ق ی تزر   زمان   در   ی هگزان   فاز   ن ی ا   از   تر ی رول یک م   ک ی   شـد. 
  ترکیب   تعیین   ی برا   . گرفت   قرار   ده استفا   مورد   دستگاه   به 

  موجود   ی گاز   کروماتوگرافی   دستگاه   از   چرب   ی اسیدها 
  موسسه   -روغنی   های دانه   فیزیولوژی   آزمایشگاه   در 

 ,Varian)   بذر   و   نهال   تهیه   و   اصلاح   تحقیقات 

CP3800 )  موئین  ستون  با  (CP-SiI88, 50m, 0.25 

mm, 0.2 µm )   شد   استفاده.   
 

  جهش   اثر  ی نیب  شیپ   یبرا  کیوانفورماتیب  یزهایآنال

  ش ی پ  و  یسپریکر  سازه  انتقال  از  حاصل  اهانیگ  در

 نیپروتئ ساختار ینیب
  ر ییتغ  به  منجرشده   یها جهش   اثر  یبررس   منظور  به
  بعد   و  قبل   ژن  ن یا  یتوال   ،FAD2-1  ژن   در نهیآمدیاس
  شد   یابیی توال  و  یجداساز  ،ی سپریکر   سازه  با  حی تلق  از
  گاه یپا   از   استفاده  با    نه، یدآمیاس  به  ترجمه   از  پس   و

Provean  (Choi & Chan, 2015)  و  SuSPect  
(Yates et al., 2014)   گاه یپا  سپس   شد.   ی بررس  

Phyre2  (Kelley et al., 2015)  ینیبش ی پ  ی برا  
 گرفت.   قرار استفاده  مورد ن یپروتئ ی بعد سه  ساختار

 

 بحث  و  نتایج
  و   ی سپر ی کر   سازه   انتقال   از   حاصل   ان اه ی گ   غربال 

 FAD2-1  ژن   ی توال   در   رات یی تغ   ی دارا   ن ی ل   ص ی تشخ 

  سازه   یحاو  انتقال،  یبرا  استفاده  مورد   ومی اگروباکتر
-pBI  به  موسوم   CRISPR-Cas9  بینوترک

FADgRNA-Cas،  ژن  کننده  ی ریهدفگ  FAD2-

  1  شکل   در  آن  کیشمات  ینما  که  بود  گلرنگ   اهیگ  1
  تحت  gRNA  دو  سازه  ن یا  در  است.   شده  داده  نشان

  و  اندگرفته   قرار  U6  و  U3  جداگانه  یشبرهایپ  کنترل
  داده   قرار  CaMV35S  شبر یپ  تحت  زین  Cas9  ژن

  ی برا  NOS  و  U6 ،  U3  ی آنبرهایپا   از  و  است  شده
  نسل   حاصل  اهان یگ  غربال   است.  شده  استفاده  آنها
  HRM  روش  به  Real-time PCR  واکنش   در  اول،

  ی دما  در   واضح   رییتغ  با   ی اهیگ  ییشناسا  به  منجر
  که   شد   شاهد   به   نسبت  حاصل  ی ریتکث  قطعه  ذوب 

  یبذرها   کشت  از   حاصل  اهانیگ  غربال  از  جه ینت  نیا
   (.2 )شکل آمد  دست  به ها غوزه در   شده لیتشک

 

 
  یبرا gRNA  دو یدارا که FAD2-1 ژن شیرایو  یبرا استفاده مورد CRISPR-Cas9 ی ژن سازه کیشمات ینما . 1 شکل

 . است  FAD2-1 ژن  از هیناح دو یریگفهد
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  به  Real-time PCR واکنش در حاصل اهانیگ غربال )بالا(؛ In-planta روش  به  شده حیتلق یاهان یگ از حاصل بذور کشت . 2 شکل

 ن(. یی)پا (ینارنج  کی)پ شاهد به نسبت سبز( کی)پ یریتکث قطعه ذوب یدما در رییتغ  با یاهیگ ییشناسا  و HRM روش
P1: 1 هدف محل ریتکث  یبرا جلو به رو مریاپر 
P2: 1 هدف محل ریتکث یبرا عقب به رو مریپرا 

 
  حال   در   )نسل   1  نسل   اهان ی گ   از   ی ر ی بذرگ   از   پس 

  ی گر غربال   مجدداً  و   شدند   کشت   آنها   بذور   اول(،   تفرق 
  انجام   Real-time PCR  واکنش   از   استفاده   با   اهان ی گ 

  ژن   در   ش جه   ی دارا   اهان ی گ   ی اب ی ی توال   با   سپس   و   شد 
FAD2-1   ج ی نتا   شدند.   جدا   رات یی تغ   فاقد   اهان ی گ   از  

  نشان   تفرق   حال   در   نسل   در   FAD2-1  ژن   ی اب ی ی توال 
  از   پس   شده   داده   رشد   اهان ی گ   در   ژن   ن ی ا   رات یی تغ   داد 

  ا ی   گوس ی هموز   صورت به   ی سپر ی کر   سازه   انتقال 
  ن ی ا   (. 3  )شکل   است   مشاهده   قابل   گوس ی هتروز 

  18  ی دارا   که   شد   ی ن ی لا   یی شناسا   به   منجر   ی غربالگر 

  ن ی ا   رات یی تغ   بود.   FAD2-1  ژن   در   ی د ی نوکلئوت   ر یی تغ 
  داده   نشان   2  جدول   در   HighOle-A  به   موسوم   ن ی لا 

 است.   شده 
-FAD2  شده در ژن مشاهده   ای جهش نقطه   18از  

نوکلئوتیدی   پنج ،  1   اسیدآمینه   تغییر   ب سب   تغییر 
 (Missense mutation )   چهار اسید  که  طوری به   ، بودند

  مورد جهش خاموش   13و  کردند  جایگزین می   آمینه را 
تغ    بودند.   ( Silent mutation)   نه ی آم   د ی اس   ر یی بدون 

کدون   کننده  ایجاد  و  خوانش  فریم  تغییردهنده  جهش 
 پایان در این لاین مشاهده نشد. 
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  ی دها ی نوکلئوت   . تفرق   حال   در   نسل   در   HighOle-A  ی سپر ی کر   سازه   انتقال   از   حاصل   اه ی گ   FAD2-1  ژن   ی اب ی ی توال   ج ی نتا   از   ی بخش   . 3  شکل 

  به   ی سپر ی کر   سازه   انتقال   از   حاصل   اهان ی گ   در   رات یی تغ   اند. شده   مشخص   زرد   ت ی لا ی ها   با   ی سپر ی کر   سازه   انتقال   از   حاصل   ن ی لا   در   افته ی ر یی تغ 
  رت و ص   به   و   کروماتوگرام   ک ی پ   تک   با   گوس ی هموزا   صورت   به   د ی نوکلئوت   حضور   . است   مشاهده   قابل   گوس ی هتروز   ا ی   گوس ی هموز   صورت 

  به   HighOle-A2  و   HighOle-A1  اهان ی گ   شکل   ن ی ا   در   است.   ص ی تشخ   قابل   هم   ی رو   کروماتوگرام   ک ی پ   دو   مشاهده   با   گوس ی هتروزا 
 دربرداشتند.   را   رات یی تغ   گوس ی هتروزا   صورت   به   HighOle-A3  اه ی گ   و   گوس ی هموزا   صورت 

 
. تغییرات نوکلئوتیدی مشاهده شده در لاین حاصل از 2جدول 

گلرنگ رقم گلدشت و   HighOle-Aریسپری، انتقال سازه ک
 متناظر اثر آن بر اسیدآمینه 

 جایگاه تغییر باز  اسیدآمینه  جایگاه تغییر اسیدآمینه 
L66F Leu>Phe C196T 

- Leu A252G 
- Ala G255A 
- Ile C273A 
- Tyr C609T 

N204D Asn>Asp A610G 
- Tyr T630C 
- Pro C636T 
- Ile T648A 
- His T657C 
- Arg C660T 
- Asp C687T 
- Gly G693A 

S236A Ser>Ala T706G & G708A 
I238V Ile>Val A712G 

- Ala G729A 
- Gly A876G 

  حاصل   نیل   چرب  دیاس  ل یپروفا  یبررس  

  رات ییتغ  حالت  در  یسپریکر  سازه  انتقال  از

 FAD2-1  ژن  گوسیهتروزا و  گوسیهموزا

 نیلا   برچ   دیاس   لیپروفا   یر ی گاندازه   ج ینتا 
HighOle-A  کی اولئ   دیاس   زان ی م  داد   نشان 

 (C18:1 )  به  گوسی هموزا  حالت   در  ن یلا   ن یا   در 
 طور  به  و  ( 4  )شکل  است  دهیرس   درصد  50  از  شی ب 
 حالت  در   اه یگ   نی ا  بذر   کی اولئ   دیاس   زانی م   نیانگ ی م 

 در  ن یا   شد.  یر ی گاندازه   درصد   14/53  گوسی هموز
 شاهد  اهی گ   بذر  در   ک یاولئ   د یاس   زانی م   که  است   یحال

 درصد  11/ 62  ن یانگ یم   طور  به  گلدشت  رقم   گلرنگ
 با  یکسانی  ط یشرا  در  شاهد   اهانیگ   شد.   یر یگ اندازه 

 بودند.  شده  داده  رشد  گلخانه  در  ر ییتغ   یدارا   اهانی گ 
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 گلدشت  رقم   اهانی گ   بذر  در  کی اولئ  دیاس   زانی م 
 گزارش  زی ن   درصد  20  حدود  تا  مزرعه  در   شده   کشت 
 زی ن   را  درصد(   20)  دارقم  نیا   اگر  یحت  که  است  شده
 قرار  شاهد  اهان یگ   در  ک ی اولئ   دی اس  مقدار   یمبنا 
 شدهمشاهده   یها جهش   یدارا   اهانِی گ   هم   باز   م ی ده
 برابر  دو   از   شی ب   ک یداولئیاس   زانیم   ق،ی تحق  ن یا   در 

 کی اولئ   دیاس   زانی م   دادند.ی م  نشان  را  مزرعه  طیشرا 
 بود.  شاهد   رقم   حدود   در  گوس، ی هتروزا  اهان ی گ  در

 ژن  نسخه   ک ی   حضور   دهد یم   نشان  ده اه مش   نی ا 
 سبب  بذور  نیا   در  ید ینوکلئوت   ریی تغ   بدون  ی اصل

 نسخه  اثر   و   شده  ه یاول   چرب  دی اس   ل یپروفا   حفظ 
 ژن  ن ی ا  از   ی فی ضع  نسخه   که   ی دینوکلوت   ر یی تغ  ی دارا

 لیتبد  نی بنابرا  پوشاند،یم   را  شودی م  محسوب
C18:1  به  C18:2  که  گوسی هتروزا  اهان ی گ  در( 

 نسخه  کی   و   شاهد   رقم   مشابه   ژن   خهس ن   کی   ی دارا
 انجام  شاهد  اهانی گ   همانند  هستند(   جهش   ی دارا

 سازه  انتقال  از   حاصل   اهانیگ   مورد   در  اما  شود.ی م 
 تنها  که  HighOle-A  گوسی هموزا  یسپر ی کر 
 ردهندهییتغ   جهش  چهار   یدارا   یژن   نسخه  ی دارا
 ( I238V  و  L66F ،  N204D،  S236A)   نهی دآم ی اس 
 از  فی ضع   نسخه  نیا   وجود  ،هستند  FAD2-1  ژن   در
 یکمتر   ییتوانا  که  شودیم   باعث  دساچوراز  می آنز
 ن یبنابرا  و   داشته  C18:2  به  C18:1  ل یتبد  ی برا 
 سازه  انتقال  از  حاصل  اهانیگ   در  C18:1  زانی م 

 کمتر  C18:2  به   آن   ل یتبد   و  ش یافزا   ی سپر ی کر 
 دیاس   زان یم   ن یلا   نی ا  در  جه ینت   در  رد، یگ ی م  صورت 

 است.  افته ی   ش یافزا  درصد  50  از  شیب   به  کی اولئ 
 در  HighOle-A  اه یگ   چرب  د یاس   ل یپروفا  ج ینتا 

 است.  شده  داده  نشان  3  جدول

 رییتغی  دارا  اهانیگ  در  جهش  اثری  نیبش یپ

 نیپروتئ  ساختاری نیب شی پ و نهیدآم یاس
دارای چهار تغییر    HighOle-Aدر این پژوهش لاین  

ژن   توسط  تولیدی  آنزیم  در  آمینه    FAD2-1اسید 
نسبت به    این ژن   ای ی اسیدآمینه توال تشخیص داده شد،  

اسیدآمینه توال  اثرات  ی  بررسی  در  شاهد  گیاه  در  آن  ای 
 ,Provean  (Choi & Chanها در پایگاه  این جهش 

جابجایی    (2015 داد  امتیاز    L66Fنشان  ،  1.751با 
امتیاز    N204Dتبدیل   تبدیل  3.009با   ،S236A    با
تبدیل    0.134-امتیاز   امتیاز    I238Vو  بوده    0.396با 

تنهایی   به  آمینه  اسید  تغییر  چهار  هر  بنابراین  که 
در  جهش  آنها  جایگزینی  امتیاز  زیرا  هایی خنثی هستند 
(. این  4)جدول  شده است  محاسبه    2.5-گاه زیر  این پای 
بین  جهش  از  را  حاصل  پروتئین  عملکرد  تنهایی  به  ها 

برند و آنزیم حاصل دارای عملکرد خواهد بود. به هر  نمی 
  C18:1حال نتایج کروماتوگرافی گازی و کاهش تبدیل  

ژن    C18:2به   توسط  جهش    FAD2-1که  دارای 
دهد با وجود اینکه این چهار  حاصل شده است نشان می 

هست   جهش  خنثی  جهشی  تنهایی  به  یک  ولی  هر  ند 
اسیدآمینه  تغییر  چهار  این  همزمان  آنزیم    وجود  در 

FAD2-1   شد خواهد  ژن  عملکرد  کاهش  به    منجر 

 (. 4)شکل  
 

 بینی اثر تغییر امتیاز حد آستانه برای پیش 

این روش به صورت پیش    -5/2فرض  حد آستانه در 
یا  مساوی  امتیاز  با  تغییراتی  بنابراین  از    است.  کمتر 

شوند و  بینی می به عنوان تغییرات مخرب پیش   -5/2
امتیاز  با  می   -2/ 5بالای    تغییراتی  تغییراتی  را  توان 

 خنثی در نظر گرفت. 

 
  در FAD2-1  ژن در جهش یدارا HighOle-A نیلا یگاز یکروماتوگراف روش به دچربیاس لیپروفا زیآنال جینتا .3 جدول

 شاهد  با سهیمقا در  گوسیهتروزا و گوسیهموزا حالت
C22:0 

Behenic  
acid 

C20:1 
Eicoenic  

acid 

C20:0 Arachidic  
acid 

C18:3 Linolenic  
acid 

C18:2 
Linoleic  

acid 

C18:1 
Oleic  
acid 

C18:0  
Stearic  

acid 

C16:1  
Palmitoleic  

acid 

C16:0  
Palmitic  

acid 

Fatty acid  
(%) 

گلدشت   رقم   شاهد  5.9978 0.1395 2.3535 11.7508 78.6128 0.2025 0.3012 0.2994 0.3375  
0.5473 0.4799 0.7398 0.2181 39.4562 51.3989 2.3237 0.0913 4.3880 HighOle-A1 
0.3765 0.3320 0.4835 ND 36.9941 54.8836 2.1972 0.0473 4.3633 HighOle-A2 
0.3344 0.3002 0.2987 0.1998 78.6311 11.7446 2.3656 0.1486 5.9771 HighOle-A3 
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  ی نیب  شیپ  یبرا  PROVEAN  سرور   وب  جینتا  .4  جدول 
  انتقال  از  حاصل  نیلا  در  نه یآم  دیاس  ینیگزیجا  یعملکرد  اثر

 .HighOle-A یسپریکر سازه

 

  گاه یپا   توسط  PROVEAN  گاه یپا   جینتا
SuSPect  (Yates et al., 2014)  ینیبش یپ  که  

  با   (SAV)  منفرد   نهیآم  دیاس  نوع  پیفنوت  شرفتهیپ
  د ییتا  زین دهد ی م انجام را شبکه یهای ژگیو از  استفاده

  ک ی  هر ی  نیگز یجا امتیاز    گاه یپا  ن یا  در  (. 5  )شکل   شد
  در   FAD2-1  میآنز  دهنده  لی تشک  نهیآمی  دهایاس  از

  دهنده  ل یتشک  نهیدآمیاس  20  بای  نیگز یجا   حالت
  5  شکل  در  ج ینتا  شود. ی م   محاسبه  هان ی پروتئ  ساختار

  ، 204  ت یموقع  نیآسپاراژ  ،66  تیموقع  نی لوسی  برا
  نشان   238  ت یموقع  نی زولوسی ا  و  236  تیموقع  ن یسر

  چهار   هر ی  برا  گاهیپا  ن یا  در امتیازها    است.   شده   داده 
  5  شکل  در  رنگ   قرمز  کادر  با   که  نهیآم  دی اس  رییتغ

  در   و   بوده ی  رقم   تکیی  تنها  به  اند، شده  مشخص
 داشتند.   قراری خنث  راتییتغ دامنه

 

 
 سهیمقا در FAD2-1  ژن در جهش یدارا HighOle-A نیلا یگاز یکروماتوگراف روش به دچربیاس لیپروفا زیآنال جینتا . 4 شکل

 باشد(. می شاهد  و HighOle-A1,2 های لاین در اسید اولئیک به  مربوط پیک رنگ مزرق کادر )محدوده شاهد. با

Variant PROVEAN score Prediction (cutoff= -2.5) 

L66F 1.751 Neutral 

N204D 3.009 Neutral 

S236A -0.134 Neutral 

I238V 0.396 Neutral 

HighOle-A1 

HighOle-A2 

 شاهد
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( با استفاده از ویژگی های شبکه. امتیاز تبدیل  SAVبرای پیش بینی پیشرفته نوع اسیدآمینه منفرد ) SuSPect. نتایج پایگاه 5شکل 

با کادر  HighOle-Aنشان داده است. جایگزینی ایجاد شده در لاین اسیدآمینه   20با  238و  236،  204، 66اسیدآمینه در چها موقعیت 
 ارد.قرمز رنگ مشخص شده است و در محدوده خنثی قرار د

 
  ریی تغ  چهار   هر  همزمان   اثر   ن یی تع  منظوربه

  از   جهش   ی دارا  ئنیپروت  ساختار   بر  نه یدآمیاس
  ی دارا  و   شاهد   نیپروتئ  یبعد   سه   ساختار   ینیبش یپ

  Phyre2  (Kelley et al., 2015 )  گاهیپا  در   جهش 
  شده   داده   نشان   6  شکل  در   آن   ج ینتا  که   شد   استفاده 

  و   درصد  69  با   بیترت  به   که  ینیبش ی پ  ن ی ا  در  است.
  ی توال   در  استفاده  مورد  نهیآم  یدهایاس  درصد   67
  نان یاطم  با   و  شاهد   و  ریی تغ  ی دارا  ی اهیگ  میآنز

(confidence)  99%  گاه یپا  توسط  % 99/ 8  و  
Phyre2  حالت   ر د   را  نیپروتئ  عملکرد   ،آمد  دست  به  

  کوآ -لی آس  صورت   به   جهش  بدون   و   دارجهش 
  کرد.   ی نیبش یپ  (acyl-coa desaturase)  دساچوراز 

  ن ی پروتئ  عملکرد  حفظ   نشاندهنده  تواند ی م  جه ینت  نیا
  کامل   عملکرد   نرفتن  نی ب  از  و  ریی تغ  یدارا  حالت  در
  ن یپروتئ  ساختار   یجزئ  ر ییتغ  باشد.   جهش  وجود   با  آن 

  را   است  مشخص   PDB  مدل   در   که  شاهد  به  نسبت
  و   FAD2-1  میآنز  عملکرد  شدن   فی ضع  به  توان یم

  C18:2  به   C18:1  ل ی تبد  در  آن   یی توانا   کاهش 
  ن ی ا  در   ک یاولئ  د یاس  ش یافزا  جه ینت  در   که  داد   نسبت

 . است شده سبب را  اهیگ
  ه، یپا  علوم  در  اتیقی تحق  یهانه یزم  از  یاریبس
فناوری    ی کشاورز  و  یپزشک  پیدایش  با 

CRISPR/Cas    استمتحول  Ahmad et)  شده 

al., 2021; Jung et al., 2018; Rao & Wang,. 
2021; Razzaq et al., 2019.)   با   ژنوم   شی رایو  

  هدفمند   ی القا  ازمندین  CRISPR/Cas9  واسطه
رشته  دو  ) شکست  از  DSBای  نظر  مورد  ناحیه  در   )

DNA  جهش القای  برای  هدف  ایجاد  و  ی  احتمال 
 ;Bi & Yang, 2017)   آن است   ر ی تعم اشتباه در حین  

Townson, 2017; Wolt et al., 2016 )  .  استفاده از
جهش  القای  برای  سیستم  ژن  این  در  تصادفی  های 

جهش  اثر  بررسی  و  نظر  هدف  مورد  فنوتیپ  در  ها 
) می  باشد  کننده  کمک   ;Jiang et al., 2017تواند 

Okuzaki et al., 2018; Subedi et al., 2020 .) 
روش  خلاف  بر  روش  جهش  این  ایجاد  که  های 

شوند و کل ژنوم  انجام می توسط مواد شیمیایی یا اشعه  
جهش  با  می را  مواجه  ناخواسته  دارای  های  کنند 

ویژه برتری  ایجاد  های  در  ناخواسته  اثرات  و  است  ای 
جهش توسط سیستم ویرایش ژنومی به حداقل رسیده و  
و دستیابی به فنوتیپ مورد نظر با صرف هزینه و زمان  

از دو  پذیر خواهد بود. در این تحقیق  بسیار کمتری امکان 
ب  ایجاد  برای  هدف  رشته جایگاه  دو  توسط  رش  ای 

گیاه گلرنگ    FAD2-1در ژن   CRISPR/Casسیستم  
به  شد،  جایگاه طوری استفاده  ژن  که  این  هدف  های 

باز با یکدیگر فاصله داشتند تا امکان القای    640حدود  
 های حاصل بیشتر شود. جهش در لاین 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

 



 79 ... گلرنگ با استفاده از   اهیدر گ کیاولئ دیاس زانیم  شیافزا یبررسنیسی و همکاران:  

 

 

 

 
  شده   ی ن ی ب ش ی پ   ساختار   با   سه ی مقا   در   چپ(   )سمت   HighOle-A  اه ی گ   در   FAD2-1  ر یی تغ   ی دارا   ن ی پروتئ   ی بعد   ه س   ساختار   ی ن ی ب   ش ی پ   . 6  شکل 

  تواند ی م   شاهد   به   نسبت   نه ی دآم ی اس   چهار   ی ن ی گز ی جا   با   ر یی تغ   ی دارا   ن ی پروتئ   ساختار   ی جزئ   ر یی تغ   راست(.   )سمت   شاهد   حالت   در   ن ی پروتئ   ن ی ا   ی برا 
 باشد.   حاصل   ر یی تغ   ی دارا   اهان ی گ   بذر   در   ک ی اولئ   د ی اس   زان ی م   ش ی افزا   جه ی نت   در   و   ئن ی پروت   ن ی ا   عملکرد   شدن   ف ی ضع   عامل 

 
  جهش   ن ی چند   وجود   بتوان   د ی شا   ی موارد   ن ی چن   در 
  اشتباه  دادن رخ  به  را  هدف  گاه ی جا   دو  فواصل   در  ی ا نقطه 

 Non-Homologous  سم ی مکان   با   ر ی تعم   ستم ی س   در 

End Joining   (NHEJ )   که   ی طور   به   داد،   نسبت  
  ی القا   و   هدف   گاه ی جا   دو   ن ی ب   قطعه   خروج   احتمال 

  جاد ی ا   عامل   توان ی م   را   آن   م ی ترم   ن ی ح   اشتباه   ن ی چند 
  ن یی تع   ی برا   تر، ق ی دق   قات ی تحق   البته   دانست.   ها جهش 
  آنها   هدف   گاه ی جا   نه ی به   فاصله   و   gRNA  دو   از   استفاده 

  ی ها ژن   در   جهش   نرخ   ن ی شتر ی ب   ی القا   ی برا   گر ی کد ی   از 
  امر   ن ی ا   شود. ی م   شنهاد ی پ   نده ی آ   قات ی تحق   در   هدف 

  مطالعه،   مورد   موجودات   و   گونه   اساس   بر   است   ممکن 
  جاد ی ا   ی برا   هدف   ی ها گاه ی جا   ن ی ب   فاصله   و   ژن   لوکوس 

  که   باشد   داشته   بر   در   ی متفاوت   ج ی نتا   ی ا رشته   دو   برش 
  اساس   بر   Cas9  ژن   ق ی تحق   ن ی ا   در   دارد.   ق ی تحق   به   از ی ن 

  ی )برا   ی رات یی تغ   با   گلرنگ   اه ی گ   ی ح ی ترج   ی ها کدون 
  یی شناسا   گاه ی جا   حذف   و   تر آسان   ی ساز نه همسا 

  قرار   استفاده   مورد   ( ی داخل   II  نوع   اندونوکلئاز   ی ها م ی آنز 

  عملکرد   بهبود   در   تواند ی م   ی کدون   ی ساز نه ی به   گرفت. 
 ,.Chamani Mohasses et al)   باشد   موثر   ها تراژن 

  ها جهش   ن ی ا   مشاهده   است   ممکن   حال   هر   به   . ( 2020
  پنهان   ی ع ی طب   جهش   ی نوع   بلکه   ش ی را ی و   اثر   در   نه 

-off  ی بررس   ن ی همچن   باشد.   بوده   ن ی لا   ن ی ا   در   موجود 

target ز ی ن   ر، یی تغ   ی دارا   گلرنگِ  ژنوم   در   ی احتمال   ی ها  
  ن ی ا   اهان ی گ   مورد   در   حال   هر   به   باشد.   د ی مف   تواند ی م 

-off  ی اب ی د ر   صورت   در   ی حت   که   دارد   وجود   شانس 

target   از   حاصل   ن ی لا   ی تلاق   از   استفاده   با   را   آن   بتوان  
  ی دارا   ژن   انتخاب   و   شاهد   رقم   و   ی سپر ی کر   سازه   انتقال 

  ساخت.   مرتفع   شاهد   اه ی گ   ی ک ی ژنت   گراند   بک   در   ر یی تغ 
  محصولات   در   ی سنت   اصلاح   ی ها روش   از   استفاده 
  نامطلوب   ی ها ژن   از   ی اد ی ز   تعداد   انتقال   دلیل   به   زراعی، 

  کاهش   به   منجر   است   ممکن   نظر،   مورد   ژن   ه را هم   به 
  و   بر زمان   ها روش   این   علاوه   به   شود.   محصول   کیفیت 

  ی ر ی گ   کار به   با   است   این   بر   انتظار   اما   هستند.   نه ی هز   پر 
  به   ژن   چند   ا ی   ک ی   انتقال   و   ک ی ژنت   ی مهندس   ی ها روش 
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  موردنظر، ژن   هدفمند   ی خاموش   ا ی   ی اه ی گ   محصول 
  مانند   بازارپسندی،   ر نظ   از   حاصل   ی خته ی ترار   اهان ی گ 

  ی بازارپسند   و   ت ی ف ی ک   و   باشند   خود   خته ی رترار ی غ   ی همتا 
  محصولات   نوع   ن ی ا   حال   هر   به   نکند.   ر یی تغ   محصول 

  دارند.  قرار   ی ا رانه ی گ سخت   مقررات  تحت   ی رهاساز   ی برا 
  ی مهندس   ی ا ی مزا   از   استفاده   به   ی ست ی ز ی من ی ا   ی ها ی بررس 

  ی جانب   آثار   ت ی ر ی مد   و   یی غذا   ت ی امن   جهت   در   ک ی ژنت 
  تا   د ی تول   مراحل   ی ول   کند ی م   کمک   ی فناور   ن ی ا   ی احتمال 

 Mohsenpour)   کرد   خواهد   ی طولان   را   مجوز   افت ی در 

et al., 2018 ) .   از   ی مختلف   محصولات   تاکنون   چند   هر  
  اند شده   د ی تول   ی قات ی تحق   سطح   در   ک ی ژنت   ی مهندس   ق ی طر 

 (Ghorbanzadeh et al., 2022; Jahromi et al., 

2022; Kazemi alamouti et .  al., 2022; 

Malboobi et al., 2014; Mohkami  .et al., 

2015; Mohsenpour et al., 2008, .  2015; 

Salehian et al., 2021; Tohidfar & .  
Mohsenpour, 2010; Zandi et al., 2019 )   ی ول  

  کشور   در   ی تجار   صورت   به   تاکنون   مختلف   ل ی دلا   به 
  از   استفاده   ن ی بنابرا   اند. نگرفته   قرار   استفاده   مورد 
  ک، ی ژنت   ی مهندس   از   استفاده   وجود   با   که   یی ها ی فناور 

  ممکن   باشد   تراژن   قطعات   فاقد   آنها   یی نها   محصول 
  زمان   در   محصولات   ن ی ا   ی اب ی راه   به   منجر   است 
  جاد ی ا   ی برا   البته   د. و ش   ی تجار   عرصه   به   ی تر کوتاه 

  ی عبارت   به  ا ی   موردنظر   ی دوزها   به  ی اب ی دست   ی برا   ش ی را ی و 
  در   اه، ی گ   در   موردنظر   ژن   مختلف   ی ها نسخه   ی ر ی گ هدف 
  دارد،   ژنوم   در   نسخه   ک ی   از   ش ی ب   هدف   ژن   که   ی موارد 

  یی کلزا   مثل   ی موارد   در   را ی ز   است،   از ی ن   ی ا ژه ی و   دقت   به 
  ی FAD2  ژن   ک ی   CRISPR-Cas  از   استفاده   با   که 

  18:1  روغن   در   ی ش ی افزا   چ ی ه   بود   شده   ش ی را ی و   آن 
  ق ی تحق   در   . ( Okuzaki et al., 2018)   نشد   مشاهده 

  در   نسل   در   اهان ی گ   که   ی زمان   شد   مشاهده   ز ی ن   حاضر 
  ک ی   وجود   هستند،   گوس ی هتروزا   صورت   به   تفرق   حال 

  ل ی پروفا   ز ی ن   جهش   بدون   ی FAD2-1  ژن   ه ی اول   نسخه 
  ش ی افزا   و   دهد ی م   نشان   شاهد   اه ی گ   مشابه   را   چرب   د ی اس 
  گوس ی هموزا   اهان ی گ   در   فقط   ک ی اولئ   د ی اس   زان ی م 

  ی ها جهش   مختلف   بات ی ترک   نا ی کامل   در   شد.   مشاهده 
  ی بررس   اه ی گ   ن ی ا   T3  نسل   در   ی آلل   سه   و   یی تا دو   ، ی تک 
  دست   از   سبب   FAD2 ژن  کامل  جهش   داد   نشان   و   شد 

  م ی آنز   ت ی اهم   دهنده نشان   که   شود ی م   عملکرد   دادن 
  ب ی ترک   . است   نا ی کامل   اه ی گ   ی برا   مربوطه   دساچوراز 

  تنوع   FAD2  ژن   لوکوس   سه   ی برا   مختلف   ی ها آلل 
  روغن   مختلف   ی ها ل ای پروف   با   نا ی کامل  ی ها ن ی لا   از   ی اد ی ز 
  که   کرد   جاد ی ا   را   ک ی اولئ   د ی اس   تجمع   درصد   62  تا   10  از 

  نژاد   اصلاح   ی برا   ی ک ی ژنت   تنوع   از   ی فرد   به   منحصر   منبع 
  . ( Morineau et al., 2017)   کند ی م   فراهم   اه ی گ   ن ی ا 

  جهش   ن ی چند   وجود   داد   نشان   پژوهش   ن ی ا   ج ی نتا 
  ژن   کامل   اوت -ناک   بدون   و   ی خنث   نه ی دآم ی اس   ی ن ی گز ی جا 

FAD2-1   د ی اس   زان ی م   در   ش ی افزا   جاد ی ا   امکان   تواند ی م  
  حال   هر   به   کند.   فراهم   را   ی روغن   ی ها دانه   در   ک ی اولئ 

  ن ی ش ی پ   قات ی تحق   در   گلرنگ   ارقام   در   یی ها جهش   وجود 
  را   ک ی اولئ   د ی اس   زان ی م   نسته نتوا  که   است  شده   گزارش   ز ی ن 

  ن ی ا   . ( Shafiei-Koij et al., 2020)   دهد   ش ی افزا 
  ها ژن   ی توال   ر یی تغ   با   ک ی متابول   ی مهندس   ی برا   روش 
  ژنوم   در   آنها   حضور   که   یی ها ژن   در   جهش   ی القا   توسط 
  آنها   اوت -ناک   بدون   و   باشد   از ی ن   مورد   است   ممکن 

 . شود ی م   شنهاد ی پ 
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