
 

 ژنتيک نوين

 1402 بهار ،1، شماره هجدهم دوره

 1 - 12صفحه 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 باد زدگی

 زمینیسیب

 9ـ کَس  سپریکر

 Phytophthora infestans 

StMAPKKKε 

 

 چکیده

 

 

 

 

 

 
 

 یبا استفاده از فناور ینیزمبیس MAPKKKεژن  شیرایاثر و یبررس

CRISPR  در مواجهه باPhytophthora infestans 
 

Investigating the effect of StMAPKKKε gene editing using 

CRISPR technology against Phytophthora infestans 
 

 2احمدوند میرح، 1یلیاسماع احمد، 1*یروزآبادیف انیظرن فرهاد، 1ینوروز محسن

 

 دانشکده ،یاهیگ کیژنت و دیتول یمهندس گروه، استاد، استاد دکتری تخصصی،آموخته ترتیب دانشبه -1

 رانیا آباد، خرم لرستان، دانشگاه ،یکشاورز

 کرج، ،یکشاورز جیترو و شآموز قات،یتحق سازمان، بذر و نهال هیته و اصلاح قاتیتحق سسهؤمدانشیار،  -2

 رانیا

Norouzi M1, Nazarian Firouz-Abadi F*1, Ismaili A1, Ahmadvand R2 

 

1- Graduated PhD Student, Professor, Professor, Production Engineering and Plant 

Genetics Department, Faculty of Agriculture and Natural resources, Lorestan 

University, Khorramabad, Iran 

2- Associate Professor, Seed and Plant Improvement Institute, Agricultural 

Research, Education and Extension Organization, Karaj, Iran  
 

 nazarian.f@lu.ac.ir :نویسنده مسئول مکاتبات، پست الکترونیکی *

 (01/08/1401 یخ پذیرش:تار - 08/05/1401)تاریخ دریافت:  

های از آبشارهای پروتئينی مهم، در درون سلول ،(MAPKs) توژنيبا م وندهفعال ش هاینازيک

بازی  در جانوران عالی یمنيا نگيگناليس یرهايدر مس ی مهمیديکليوکاريوتی هستند که نقش 

اين ميان، های متعددی هستند که در ، دارای ژنMAPKکنند. آبشارهای پروتئينی مسير می

رو در دريافت پيام از از اينقرار دارند و  ینازيدر بالادست آبشار ک MAPKKKهای ژن

کننده مثبت مرگ  مي، تنظMAPKKKεکنند. ژن های غشايی نقش اساسی را بازی میپروتئين

 کي infestans Phytophthoraباشد. شبه قارچ می یاهيگهای در سلول یمنيمرتبط با ا یسلول

 .شودمينی میزررس سيبيد یسوختگ یماريبايجاد است که باعث ی گياهی زابيماری تسياووم

شانس  بالا بردنو  زبانيم یمنيا یهاگناليس ليتعدرا جهت  RXLRافکتور های پروتئين اين قارچ

از گروه  PexRD2افکتور . نمايدمی تزريق یاهيگ یهاسلولداخل به خود  ونيزاسيکلون

RXLR،ی پروتئين نازيک با دومين هاMAPKKKε، رسدکه از آن نظر میو بنابراين به تعامل دارد

 کياز ، MAPKKKεمنظور ايجاد جهش در ژن به. کندعنوان يک ژن حساسيت استفاده میبه

 35، استفاده شد. تعداد (gRNA)راهنما  RNAر چها هم زمان انيببا  ،CRISPR/Cas9 ستميس

، در جريان کشت بافت باززايی شدند که CRISPR/Cas9 ستميسلاين تراريخت به کمک 

يابی تاييد شد. و سپس توالی PCRوسيله ترتيب در سه و دو لاين حذف و اضافه شدگی قطعات بهبه

ند. در اين شد ديتول ینيزمبيس اهيگ MAPKKKεژن  در افتهي جهشسه آلل  با يیهانيلا

درصد کاهش يافت که به دنبال اين  70حدود  MAPKKKεميزان بيان ژن  های تراريخت،لاين

نتايج اين مطالعه نشان  .پيدا کرد شيافزادر گياهان تراريخت  .infestans P به تيحساسموضوع، 

مختل گردد، موجب  PexRD2طوری که تعامل آن با افکتور به MAPKKKεداد که ويرايش ژن 

وع دلالت دارد که اين يافته بر اين موض .شودمی .infestans Pافزايش حساسيت به 

MAPKKKε زمينی به نقش مهمی در مقاومت گياه سيبinfestans P. توان از اين و لذا می دارد

 نژادی استفاده نمود.های بهزمينی در برنامهژن برای افزايش مقامت به بيماری بلايت سيب
 

 های کلیدیواژه
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عوامل در برابر ای شرفتهیپ یدفاع یهاسمیمکاندارای  اهانیگ

این موضوع . (Van Schie and Takken 2014)هستند زا یماریب

تا  عوامل بیمارگر است یاز سازگار ییدرجه بالا دهنده نشان

و میزبان  گیاه یدفاعسیستم بر  انتخاب ورا  خاصی زبانیم بتوانند

رسد که نظر میبه د.نغلبه کن شده آنالقا ستم دفاعی همچنین سی

در انتخاب میزبان خاص ( اوومیست)قارچ و  وتروفیبهای پاتوژن

. این (Van Schie and Takken 2014) کنندخود انتخابی عمل می

ها با میزبان خاص خود دارای ارتباطی بسیار دقیق هستند، پاتوژن

سبب اخلال در رابطه  ،تعادلین ای که هر گونه تغییر در ابه گونه

کلی، گیاهان دارای دو نوع  طوربه .دشومیزبان می -پاتوژن 

اول  یدفاع: سیستم ها هستندبرای مقابله با پاتوژن یدفاع ستمیس

( PAMPs)1 پاتوژن هب وابسته یمولکول یالگوهاشناسایی بر  یمبتن

ی ناش یمنایبه آن های دفاعی گیاه میزبان است که توسط پروتئین

an Schie and V)شود گفته می 2PTI و یا به اختصار PAMP از

Takken 2014)سازی. فعال PTI  در اثر حمله پاتوژن منجر به

 تولید کالوز، رسوب شامل منیای یهاپاسخ از سری ایجاد یک

 دفاعی هایژن از رونویسی القاء ،(ROS) اکسیژن های فعالگونه

 سازیفعال بی، کیتینازها، گلوکانازها ومانند؛ پپتیدهای ضد میکرو

شود می (MAPK)3 میتوژن باشده فعال کیناز پروتئین آبشارهای

(Macho and Zipfel 2014).  در مقابل، پاتوژن برای خنثی کردن

های افکتوری گیاه میزبان، مبادرت به تولید مولکول PTIمکانیسم 

زبان را افزایش دهد کند تا بتواند امکان سازگاری در گیاه میمی

(Dou and Zhou 2012) گیاهان برای مقابله با ترفند جدید .

کنند که به کمک آن ی خود را فعال میدفاع ستمیس نیدومپاتوژن، 

( Rهای مقاومت )ژن قادرند افکتورهای پاتوژن را توسط ژن

شناسایی کند. به این نوع از سیستم ایمنی گیاه در اصطلاح ایمنی 

 ETI مکانیسم دفاعی .شودگفته می( TIE)4 سط افکتورالقا شده تو

شود که اغلب شامل مرگ می عیسر یدفاع یهاباعث واکنش

( HR)5 واکنش فوق حساس) موضعیریزی شده برنامه یسلول

                                                           
1 Pathogen-Associated Molecular Patterns 
2 PAMP-Triggered Immunity 
3 Mitogen-Activated Protein Kinases 
4 Effector-Triggered Immunity 
5 Hypersensitive Reaction 

. (Nimchuk et al. 2003; Kishi-Kaboshi et al. 2010)شود می

 انندم یمشابه یندهایفرآ از ETIو  PTI یدفاع سمیمکاندو  هر

 با مرتبط یهاژن یسیرونو زانیم شیافزا، ROSو انباشت  دیتول

 تیو تقو یکروبیضد م هیثانو یهاتی، سنتز متابولییزایماریب

 محدود سبب هانیگنیرسوب ل و کالوز دیتول با یسلول وارهید اجزا

 Kishi-Kaboshi et) شوندیم آن خسارت کاهش و پاتوژن نمودن

al. 2010) .توسط  شتریاول ب سمیمکان اهانیگ در حال، نیا با

 د،شویم فعال تکامل، انیجر در شده حفظ یهامولکول وعوامل 

به نژاد خاص پاتوژن مربوط بوده و  ،ETI یدفاع سمیاما مکان

  .(Dodds and Rathjen 2010) کندیم عمل یاختصاص

یکی از آبشارهای مهم انتقال پیام در  کیناز، MAPآبشار 

مختلف زیستی و که توسط عوامل  باشدمیها یوکاریوت

های خاص برخی وسیله مولکولو همچنین بهغیرزیستی 

ها در در پاسخ به تنششود و نقش مهمی فعال میها، پاتوژن

 .(Hamel et al. 2006; Neupane et al. 2019)کند میزبان بازی می

 کیناز پروتئین سه حداقل از کیناز، MAP آبشار در گیاهان، هر

MAPK، MAPKK و MAPKKK شده است که از نظر  تشکیل

 .Mishra et al. 2006; Jing et al) هم وابسته هستندعملکرد به

دهند که این آبشار شامل برخی . تحقیقات نشان می(2017

های داخل سیتوپلاسم و داخل هسته مانند فاکتورهای پروتئین

 MAPآبشار در  .(Rodriguez et al. 2010) باشدبرداری نسخه

عنوان آخرین جز آبشار، به MAPKخانواده کیناز، اعضای 

ها، یک خانواده MAPKKکنند. اعضای گروه اختصاصی عمل می

های وسیله پروتئیندهند که بهژنی نسبتا کوچک را تشکیل می

. (Hashimoto et al. 2012)شوند ها فعال میMAPKKK خانواده

تر دو گروه دیگر، بزرگنسبت به  MAPKKKی هاژناعضا گروه 

کینازی قرار دارند.  آبشار تر هستند و همچنین در بالادستو متنوع

این گروه جز مهم آبشار های پروتئین که رسدمی نظربه، بنابراین

MAPK گیاهان رسانی درپیام مسیرهای از بسیاری در باشند و 

 MAP. در آبشار (Hashimoto et al. 2012)داشته باشند  نقش

های های بالادست سبب فسفریلاسیون پروتئینیناز، پروتئینک

د. شوپائین دست شده و از این طریق آبشار کینازی فعال می

 از یخاص گاهیجا در کیناز MAPهای پروتئین ونیلاسیفسفور

. (Frye et al. 2001) ردیگیم صورتمربوطه  یهافیموت

  مقدمه
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 نهیآمدیاس ود هر که شوندیم فعال یهنگام MAPK یهانیپروتئ

از  ینیپروتئ توسط TDY ای TEY فیموت در نیترئون و نیروزیت

 نیهمچن. (Wu et al. 2014) شوند لهیفسفر MAPKKگروه 

 و نیسرکه  شوندیم فعال یوقت MAPKK یهانیپروتئ

 یهانیپروتئ لهیوسبه S/TXXXXXS/T فیموت در نیترئون/نیسر

MAPKKK یهانیپروتئ. شوند لهیفسفر MAPKKK از خود زین 

 لهیفسفرها رندهیگ با یکیزیف تعامل با ای ونیلاسیفسفور قیطر

 Jonak et al. 2002; Jing et al. 2017; Goyal et) شوندیم فعال

al. 2018).  

 سرکوب ضمن پاتوژن میزبان، گیاه به پاتوژن حمله جریان در

 یزبانم هایپروتئین برخی نزدیک همکاری به گیاه، ایمنی سیستم

از  هاییپروتئین چنین به. دارد نیاز بیماریزایی و استقرار رایب

به  و یتحساس ینپروتئ یرندگیکه در خدمت پاتوژن قرار م یزبانم

 (Susceptibility-gene: S-gene) حساسیت ژن آنژن کدکننده 

 یاو  هانژ این در جهش که رسدمی نظربه بنابرایند. شویاطلاق م

 در همکار ینپروتئ یکشود که پاتوژن ها سبب آن سازیخاموش

 یراحت بهرو نتواند یناز دست بدهد و از ا را یزبانم یاهگ

 (R-gene) مقاومت هایژن اکثر اگرچهکند.  یجادا بیماریزایی

 برخوردار مغلوب توارث از حساسیت هایژناما غالب هستند، 

 از نظر دور دینبا لبتها. (Van Schie and Takken 2014) هستند

به  تواندیاز پاتوژن م یبا افکتور MAPK کیداشت که اتصال 

ه فعل شود ک MAPK آبشار ،تعامل نیباشد که در اثر ا لیدل نیا

  مقاومت شود. جادیسبب ا تیدر نها

 بادزدگی جادای ، باعثPhytophthora infestans شبه قارچ

 پاتوژن این. (Andrivon 1996) شودزمینی میدر سیب ررسید

کند که ترشح میرا  ییخود، افکتورها زبانیم یدستکار یبرا

 .King et al) شوندمنتقل می زبانیم یهاها به سلولاز آن یبرخ

2014; Naveed et al. 2020).  یک گروه از این افکتورها در گروه

قرار  Crinklers (CRN) و RXLR ی ماننددرون سلول افکتورهای

انتقال به  یکه برا بوده N ییانتها هایموتیف یکه حاو دارند

. (Du et al. 2015)باشند می ازیمورد ن زبانیم هایسلول

تنها ترین کلاس از افکتورها هستند که بزرگ RXLR افکتورهای

 .(Du et al. 2015) شوندمی افتی اوومیستی اهیگ یهادر پاتوژن

 ، افکتور.infestans Pزای بیماریبیوتروفیک اوومیست همی

PexRD2 مارگر تیپ بیRXLR  کند که در تعامل با تولید میرا

باشد و در مسیر زمینی میسیب MAPKKKεدومین کینازی ژن 

 مستقیم طورو بهکند دخالت می MAPKKKεوابسته به رسانی پیام

 .King et al)ثیرگذار است أت MAPK و MAPKK در فعالیت

2014; Zhang et al. 2012; Zhang et al. 2007) . 

 benthamiana در MAPKKKεژن  (VIGS) شی موقتخامو

Nicotiana.  باکتریایی و  بیمارگرهایمرگ سلولی القا شده توسط

 کینگ و همکاران .(Wang et al. 2017)دهد کاهش میرا قارچی 

(King et al. 2014)  این نتایج را برای نیزAvr4/CF4  مربوط به

مربوط به  AvrPto/Pto و fulvum Cladosporiumبیمارگر 

 همچنینتایید کردند. را  syringae Pseudomonasبیمارگر 

(2014) King et al. گروه یک افکتور از RXLR  را از پاتوژن

infestans P.  با پروتئین شناسایی کردند کهMAPKKKε 

 به وابستهدهد و فرآیندهای دفاعی گیاه کنش نشان میبرهم

های متعددی وجود رشگزاکند. را مختل می نازیک نیا تیفعال

ای را در های میزبان، نقش کمک کنندهدارد که بسیاری از پروتئین

 .Win et al)کنند های خاصی بازی میاستقرار و بیماریزایی پاتوژن

های به نسبت بیشتری در مورد نقش موثر . اگرچه گزارش(2012

در جریان سیگنالینگ کیتین برای ایجاد  MAPKKKεپروتئین 

توان نقش کمک در گیاهان وجود دارد، با این حال نمیمقاومت 

از نظر  .infestans Pرا در بیماریزایی  MAPKKKεکننده پروتئین 

. بنابراین تغییر در ارتباط بین (King et al. 2014)دور داشت 

تواند به روش می .infestans Pو افکتور  MAPKKKεپروتئین 

 کمک کند. ارتباط نیا سمیمکان شدن

های مهندسی ترین پیشرفتسی هدفدار ژنوم یکی از مهممهند

ها در گیاهان و بهبود ژنتیکی برای مطالعه فعالیت ژنژنتیک 

های ویرایش ژنوم اساس فناوریمحصولات کشاورزی است. 

نسل باشد. مبتنی بر عملکرد اندونوکلئازهای مهندسی شده می

 فناوری جدید و پیشرفته نوکلئازهای درگیر در ویرایش ژنوم،

CRISPR/Cas9  ایمنی موسوم به است که از سیستمCRISPR 

 Jinek et)است  اقتباس شده pyogenes Streptococcusدر  2نوع 

al. 2012) سیستم .CRISPR/Cas9 ثری ؤطور متواند بهمی

 RNAی هدفمند را بر اساس جفت شدن بازها بین یک هاجهش

( با ناحیه مکمل sgRNAsای مهندسی شده )راهنمای تک رشته
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این  .(Jinek et al. 2012)هدف ایجاد نماید  DNAموجود در 

تر و این فناوری را به ابزاری بسیار آسان فرد،ه ب ویژگی منحصر

برای دستکاری ژنوم تبدیل کرده  TALENsو  ZFNsمدتر از آکار

تر از همه، با توجه به اختصاصی مهم (.Jiang et al. 2014) است

های هدف، مکانبرای  Cas9/sgRNAنوکلئاز  بودن کمپلکس

از طریق  sgRNA توان به سادگی با طراحی انواعی ازمی

 Jiang)های مهندسی ژنتیک به ویرایش ژنوم مبادرت ورزید روش

et al. 2014). 

ها از فناوری ی گیاهی دیگر که در آنهامشابه گونه

CRISPR/Cas9  دهاستفاده شها برای ویرایش ژنبا موفقیت 

د است کارآم وسیله این روشبه زمینیژن در سیبویرایش است، 

این  ددیپلوئی RHهاپلوئید و توالی ژنوم دابلویژه به این دلیل که به

 آل برایایدهگیاه زمینی یک سیبباشد. بنابراین میدردسترس گیاه 

 است.سیستم ویرایش ژنوم نوع از این 

و همچنین  ودیت کشت آنزمینی و محدبا توجه به اهمیت سیب

ه از سیستم عاین مطال در، StMAPKKKεاهمیت ژن 

CRISPR/Cas9  ویرایش ژن برایStMAPKKKε زمینی در سیب

های قارچی این ژن در آلودگیرقم اگریا و بررسی اثرات درونزای 

جزای اکه از  StMAPKKKεاینکه ژن استفاده شد. باتوجه به 

باشد، انتظار میایمنی گیاه تبط با رسانی مراساسی مسیرهای پیام

عدم برهمکنش لازم بین افکتور قارچ و  رود که اختلال درمی

 وتمتفا رفتارزمینی سبب گیاه سیب StMAPKKKεپروتئین 

 در. شود .infestans P یپاتوژن قارچ به نسبت موتانتگیاهان 

 شده است. یبررس یکیژنت یدستکار نیا ریثأت مطالعه نیا

 

 از، ( رقم اگریاL. tuberosum Solanumی )نیزمبیس هایاهچهیگ

تحقیقات اصلاح و  سسهؤم) زراعیهای سبزی تحقیقاتبخش 

 درها ینیزمبیس در ابتدا .ندشد هی( تهکرج، بذر و نهالتهیه 

 هیپا طیمح در یجانب یهاجوانه قیطر از آزمایشگاهی شرایط

 24±2 یدما در و شدند کشت هانیتامیو با همراه MS جامد

 هفته چهار مدت به ییساعت روشنا 16و  گرادیسانت درجه

 .شدند نگهداری

به شماره دسترسی  StMAPKKKεژن  CDSتوالی کامل 

(XM_006366274.2 ) های دادهاز پایگاهNCBI  و همچنین پایگاه

دریافت شد.  (http://spuddb.uga.edu) زمینیاختصاصی سیب

را  StMAPKKKεکه ژن  (sgRNAراهنما کوچک ) RNA چهار

( 1)جدول  شدند طراحی ،دهندهدف قرار میآن  Nدر سر 

(Liang et al. 2016) . 

 
 ها باو سنجش کارایی آن StMAPKKKεتوالی هدف ژن  چهار -1جدول 

sgRNA Scorer 2.0 
  PAM یتوال فیرد

(5'-3') 

 ییکارا  ('3-'5)هدف یتوال

توالی 

 )درصد(

1 CGG AATTCCGATCGGTTCACCGC 69 

2 TGG ATATTTGTTATCAAGCGTCT 67 

3 AGG GCTTATGGTCGAGTCTATAA 68 

4 TGG GGAGGATCTCAACGTCATTA 73 

 

 CC-TopCRISPR/Cas9ها با استفاده ازgRNA از فهرست نیاول

Target Prediction Tool شد جادای (Stemmer et al. 2015) .

 ENDMEMسایت ها با استفاده از ابزار وبG+Cs gRNAی محتوا

(http://www.endmemo.com/bio/gc )تا شدن. محاسبه شد 

gRNAر ها با استفاده از وب سروMfold (Zuker 2003) و 

در . (Chari et al. 2017)شد  ینیبشیها پgRNA تیفعالکارایی 

در  2و  1های sgRNAطراحی شدند که  sgRNA چهارنهایت 

عنوان به 3و  2های sgRNAعنوان یک جفت و اگزون اول به

قرار داشتند  StMAPKKKεجفت دوم برروی اگزون دوم ژن 

 (. 1)شکل 

 
روی ژن  PCRکثیر تآغازگرهای ها، و sgRNAموقعیت  -1شکل 

StMAPKKKε 
 

 Cas-OFFinder برنامه ازهای غیر هدف توالی یبررس منظوربه

(Bae et al. 2014)  سرورhttp://www.rgenome.net/cas-

offinder د. ساخت سازه با استفاده از پلاسمیدهای ستفاده شا

  هاروشواد و م
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Addgene )و به کمک  )به سفارش دانشگاه واخنینگن هلند

 Weber et al. 2011; Engler et)گیت انجام گرفت فناوری گلدن

al. 2008)طور خلاصه از پلاسمیده. ب pICH86966 عنوان الگو به

استفاده  sgRNA( برای سنتز چهار 2 شکل) عمومیو آغازگرهای 

 د.ش

 

 
تکثیر هر مورد استفاده برای  عمومیآغازگرهای مشخصات  -2 شکل

sgRNA( مکان برش ،AATTC( جایگاه شناسایی آنزیم ،)GGTCTC ،)

کمل توالی هدف و توالی سیاه م N(، حروف TGTکننده به آنزیم )توالی کمک

 (.pICH86966پلاسمید الگو )

 

 از وکتور U6-26و پروموتر  sgRNAاز چهار  هر یک

pICSL01009 در داخل یکی از چهار ناقل سطح یک ،

pICH47751 ،pICH47761 ،pICH47772 و pICH47781 با  و

ک سرهم شدند. چهار ناقل سطح ی BsaIاستفاده از آنزیم برشی 

pICH47732  دهنده ژن(NPTII ،)pICH47742  دهنده ژن(

Cas9و ) pICH41822 در داخل ناقل دوگانه دهنده  وندیعنوان پبه

ترکیب  (3)شکل  BpiIبا استفاده از آنزیم  pAGM4723 2سطح 

 DH5α با استفاده از دهای. پلاسم(Werner et al. 2012)شدند 

coli E. کلون و به tumefaciens Agrobacterium  سویهAGL1 

 شدند. ترانسفورم

 یهاجوانه قیطر از آزمایشگاهی شرایط درها ینیزمبیس در ابتدا

 و شدند کشتها نیتامیو با همراه MS جامد هیپا طیمح در یجانب

 مدت به ییساعت روشنا 16و  گرادیسانت درجه 24±2 یدما در

 منجاا اىبر اىهفته چهار نگیاها از. شدند نگهداری هفته چهار

 ازهندا به هایىهمیانگر رمنظو بدین. شد دهستفاا نماسیورنسفواتر

درون  نیاهاگ سبزو  رقطو ىساقههااز  متریسانتی 1-5/0

برای دو روز کشت  MS و روی محیط تهیه مینىزسیب اىشیشه

در  قیقهد 10-15مدت  یزنمونهها بهر ساعت، 24پس از  دند.ش

حاوی  AGL1ویه س .tumefaciens A ىباکتر نسوسپانسیو

 تمد به یزنمونههار سپس شدند. ورغوطهنظر  موردپلاسمیدهای 

سپس به  .شدند کشت یکىرتادر  پایه MSمحیط در  ساعت 48

 ،)mg/L2( ریبوزاید های زآتینحاوی هورمون MSمحیط باززایی 

mg/L) 0.01NAA (، mg/L) 0.03( 3GA .این محیط  منتقل شدند

گرم در لیتر از هریک از آنتی میلی 200کشت همچنین حاوی 

ها بیوتیک کانامایسین، سفاتوکسیم و ونکومایسین بود. ریزنمونه

های مستقل به محیط تازه هر دو هفته یکبار تا ظهور گیاهچه

 کشت منتقل شدند.

 

 
 زمینیشمای کلی از وکتور نهایی برای ترانسفورم گیاه سیب -3شکل 
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 هاsgRNAتکثیر توالی کناری  و StMAPKKKεژن  Qpcrمنظور شده بهلیست پرایمرهای استفاده  -2جدول 
 نام یتوال هدف

 AAACCTAAATCTCCGAAACG-3′ FwTarget1-′5 اول sgRNA جفتتوالی کناری  ریتکث

 GAACCGGGCTTTGGTAAG-3′ RvTarget1 -′5 اول sgRNA جفتتوالی کناری  ریتکث

 GCAAAATCTGTGCTATCAAG -3′ FwTarget2 -′5 دوم sgRNAجفت  یکنار لیتوا ریتکث

 GGATTGAAGATGCTTGGAG-3′ RvTarget2-′5 دوم sgRNAجفت  یکنار لیتوا ریتکث

qPCR 5′- GTGTTGAAGGAGGATGTAATAG -3′ FMapcD1 

qPCR 5′- CCTCCTTGACGCTCTTGAC-3′ RMapcD1 

qPCR 5′- AGAGGTAGACCGCTGAAG -3′ RMapcD2 

qPCR 5′- TTGCTAACCGTGGAATACC -3′ FMapcD2 

qPCR 5′- ACTTCTGACAAGCTGATACA -3′ FMapcD2 

qPCR 5′- ACAGTTCCAATACCACCAATCT-3′ FwElong 

qPCR 5′- GTGTTGAAGGAGGATGTAATAG -3′ RvElong 

 

با استفاده از  StMAPKKKε ژن حامل حذف در اهانیگ انتخاب

 با آغازگرهای در دو طرف جفت PCRمحصول تجزیه و تحلیل 

sgRNAهدف  مناطق(. 1شد )شکل انجام  هاPCR  با استفاده از

( )شکل 2تکثیر شدند )جدول  sgRNAدو جفت  کنار یآغازگرها

گذاری نام M35تا  M1ترتیب از شماره (. گیاهان تراریخت به1

داد شدند و گیاهانی که از یک نمونه باززایی شده بودند با اع

 گذاری شدند.صحیح بعد ازخط تیره نام

بر ( آلمان Invitrogen) زولیترا از استفاده با کل RNA استخراج

 RNA تی. کمصورت گرفت ندهساز شرکتاساس شیوه نامه 

 توسط آن تیفیک و پآدر نانو دستگاه از استفاده با شده استخراج

 RNA استفادهبا  cDNA سنتز. شد نییتع درصد کی آگارز ژل

 ناکلونیشرکت س بر اساس روشو  DNaseI میآنز با شده ماریت

 ژن انیب لیپروفا لیتحل و هیتجز یبرا .شد انجام( رانیاتهران، )

StMAPKKKε، تکنیکال در  جفت آغازگر با دو تکرار دو از

 10 واکنش هر. (2)جدول  شد انجام qRT-PCRواکنش 

 Portugal Master Power) کسیمسترمبا کمک  یتریلمیکرو

PCBR Genall)، سیستم از استفاده باها واکنش .گرفت انجام 

micPCR version 2.10.5 شرایط  باqPCR سازی شامل دناتوره

چرخه  40دقیقه،  10گراد به مدت درجه سانتی 95اولیه در دمای 

دقیقه،  5/1گراد به مدت درجه سانتی 95دناتوراسیون در دمای 

ثانیه و گسترش  20گراد به مدت درجه سانتی 60اتصال در دمای 

 ریتکث یژگیوثانیه بود.  20گراد به مدت درجه سانتی 72در دمای 

. شد مشخص کیتفک یمنحن لیتحل و هیتجز توسط نیهمچن

 گزارشات مطابق ،یورود cDNA انسیوار یسازنرمال منظورهب

 کنترل عنوانهب 1α factor Elongation (elf1α) ژن از گذشته

های منظور آنالیز دادهبه .(Nicot et al. 2005) شد استفاده یداخل

PCR-qRT  چرخه آستان تفاضل میانگیناز( هCT1ژ ) کنترل ن

و  شاهدن مورد نظر برای هر دو نمونه ژ CT از میانگین داخلی

 و دست آمدبه شاهدو  تیماردر دو نمونه  ΔCT ، شاخصتیمار

 ΔΔCT تحت عنوان ، شاخصیΔCT هم چنین از تفاضل دو

با  شاهدو  تیمارتغییرات بیانی بین دو نمونه  نسبت و محاسبه شد

 Livak and Schmittgen) شدتعیین CtΔΔ- 2 استفاده از فرمول

2001). 

 مناطق از زمینیسیب مزارع از P. infestans های قارچیهجدا

 های قارچیهجدا .گرفت انجام گلستان و بندرگز استان سرخنکلاته

P. infestans چاودار  طیگراد در محدرجه سانتی 15 یدما در

 Norouzi et)کشت شدند  یکیدر تارزمینی های سیبو غدهجامد 

al. 2021) . لیتر آب میلی 20ها با سطح میسیلیوم هفته، 2پس از

در ماکرولیتر  زئوسپور 70مقطر استریل غرق شد و در غلظت 

درجه  4 یدر دما ساعتسه مدت  به هارقیق شد. میسیلیوم

جدا شده با  یها، برگونی. پس از انکوباسدشگراد انکوبه سانتی

شدند.  حیتلق زیریندر سمت  ونیسوسپانس تریلمیکرو 10

مرطوب های در داخل جعبه فلورال فومجدا شده در  یهابرگ

                                                           
1 Cycle of threshold 
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برگ سه  سهاز  یکیولوژیهر تکرار ب ی. براشدندقرار داده 

هر برگ  یدوازده لکه رو .استفاده شدمستقل  اهیاز دو گ ایبرگچه

حفظ رطوبت بالا در  یو برا ندشد حیزئوسپور تلق ونیبا سوسپانس

روز  5ها به مدت . برگندشدقرار داده بسته  یکیپلاست سهیک کی

در  یماریشدند. مقاومت ب یگراد نگهداریدرجه سانت 18 یدما در

 ن علامتبدو 10برگچه تعیین شد. عدد هر  یبرا 10تا  1 اسیمق

 HR عهی= ضا 8. ستین حیقطره تلق ازتر بزرگ HR = 9، بیماری

قطر،  متریسانت 1منتشر تا  عاتی= ضا 7متر؛ یسانت 5/0تا قطر 

= 5؛ (no water soaking) آب ساندنیبدون اسپور، بدون خ

آب،  ساندنیاوقات با خ یمتر گاهیسانت 1از  تربزرگ عاتیضا

 ازفقط  کهآغشته به آب با اسپور بزرگ عاتی= ضا4 بدون اسپور؛

 طورهببزرگ  عاتی= ضا2قابل مشاهده است؛  بینکلر قیطر

قابل مشاهده  هابرگچهطرف  کی ها رویاسپور یماکروسکوپ

در دو  یماکروسکوپ طورهب اسپور بزرگ با عاتی= ضا1است؛ و 

 .بود قابل مشاهده برگچهطرف 

 

  StMAPKKKεویرایش ژن 

(2014) King et al. نوع  یک افکتورRXLR  ازinfestans P.  را

StMAPKKKε (XM_006366274.2 )کردند که با  ییشناسا

توسط  اهیمربوط به دفاع گ یندهایو فرآ دادمیکنش نشان برهم

ژن  (VIGS) خاموشی موقت .کردرا مختل می نازیک نای تیفعال

MAPKKKε  درbenthamiana N. توسط  مرگ سلولی فعال شده

-Melech)دهد بیمارگرهای باکتریایی و قارچی را کاهش می

Bonfil and Sessa 2010)منظور ویرایش ژن . بهStMAPKKKε 

منظور کارایی ، بهCRISPR/Cas-9زمینی با استفاده از روش سیب

منظور افزایش احتمال . بهشدساخته  gRNAبالا یک سازه با چهار 

هر دو  ،ترمچنین آنالیز آسانو ه gRNAبین دو  هیحذف در ناح

gRNA دندشهم طراحی نزدیک به (Fu et al. 2013; Santillán 

Martínez et al. 2020) موقعیت چهار .sgRNAs  در توالی ژنومی

 35داده شده است. از بین  نشان 1شکل در  StMAPKKKεژن 

دو گیاه حذف و اضافه قطعه و یک  (T0گیاه به ظاهر تراریخت )

د )شکل شاین گیاهان جهش یافته حذف قطعه مشاهده لاین از 

4). 

 یبرا sgRNAنشان داد که استفاده از چهار  این مطالعه جینتا

 تکثیرو انتخاب با استفاده از  CRISPR توسط فناوریجهش 

PCR قابل مشاهده )بزرگ( کارآمد  هایحذف یغربالگر یبرا

 یخشب اثرمختلف هدف تفاوت در  هایمکان لیو تحل هیبود. تجز

بر اساس  sgRNAرا نشان داد، اگرچه هر چهار  sgRNAچهار 

رات و نم هی، ساختار ثانوGC یمانند محتوا کسانی قیدق یارهایمع

 ه بودند.( انتخاب شد1)جدول  هیجفت شدن پا

محل  یکیدر نزد PCRبا )بزرگ(  ایقابل مشاهده جهش چیه

 تیدر هدا نینشد، بنابرا افتی sgRNA2و  sgRNA1هدف 

مناسب ای دو رشته یهایشکستگ جاداییبرا Cas9 نیپروتئ

دو  برشاز  یناش ،شده فیجهش توص دادی. هر پنج رونبودند

یافت  sgRNA4و  sgRNA3هدف هر دو  یهاای در محلرشته

.مشاهده شدها تیموقع نای نیب ای موقعیت حذف در رای، زشدند

 

 
های دهنده آللترتیب نشان( بهWتر نسب به رقم وحشی )تر و بزرگ. باندهای کوچکTarget2شده با جفت آغازگر  گیاه باززایی 20تعداد  PCRمحصول  -4شکل 

 باشد.می kb 1بیانگر نشانگر اندازه  M باشند.موتانت داری قطعه حذف و اضافه )پیکان آبی( می

  نتایج و بحث
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از  مدترآکار اریبس sgRNA4و  sgRNA3رسد نظر می، بهنیبنابرا

sgRNA1  وsgRNA2 تواند به خاطر ن کارایی بالا میای .بودند

با این حال، باشد، نیز  sgRNAاین دو فاصله خیلی نزدیک 

 sgRNA2و  sgRNA1با قطعیت در مورد عدم کارایی  تواننمی

ها فقط sgRNAزیرا ممکن است عدم کارایی این  کرد،قضاوت 

لگری مناسب خاطر بررسی تعداد کم نمونه باشد. با وجود غربابه

ها در sgRNA، عدم کارایی بعضی از sgRNAبرای انتخاب یک 

 .Santillán Martínez et al)مطالعات قبلی نیز مشاهده شده است 

های غیر تواند با ویرایش ژنها میsgRNA. طراحی غلط (2020

 ،یدر سطح ژنوممختلفی  تمشکلا انواع جادیباعث ا هدف،

که به  دشو موجود زندهدر  یژنوم راتییبزرگ و تغ یهاحذف

 .Hu et al)راحتی مشاهده کرد  آن را به جهینت تواندیندرت م

 یکیژنت یهاتواند منجر به جهشیمتوالی غیر هدف  .(2018

 پیفنوتظهور و  رفتن عملکرد ژن نیکشنده شود که باعث از ب

 .Naveed et al)د شو اهانی( در گیماریبه ب تینامطلوب )حساس

2020; Nishimasu et al. 2018). 

 هاتجزیه و تحلیل موتانت

 هایبه نام ارتولوگدر آرابیدوپسیس دارای دو  StMAPKKKεژن 

AtMAPKKK6 و AtMAPKKK7 نازیک نیو با پروتئ باشدیم 

epsilon MAP3K ککه ی دارد شباهت درصد 98 یفرنگگوجه 

ریزی شده برنامه یکننده مثبت مرگ سلول میژن فوق حساس تنظ

 است یگرم منف یهایباکتر ی مرتبط باماریژن مقاومت به ب کیو 

(Melech-Bonfil and Sessa 2010) .ژن  ن،یهمچنMAPKKKε 

ارتولوگ  عنوانبه( یکسانی درصد 93) .benthamiana N اهیدر گ

آبشار مرگ  جادای درکه نقش آن  باشدمی StMAPKKKεژن 

 Melech-Bonfil and) است شده اثبات ریزی شدهبرنامه یسلول

Sessa 2010) ژن .StMAPKKKε 1401 بزرگ با نیپروتئ کی 

یک  یدارالتون است که دالویک 154 با وزن مولکولی نهیآمدیاس

 هی( و دو ناح274تا  20از اسید آمینه ) Nی در انتها ینازیک دومین

( 1220تا  1135 از و 738تا  694 ) از اسید آمینه ARMی تکرار

. دومین (King et al. 2014; Letunic et al. 2012)باشد می

درصد با دومین کینازی  100به میزان  StMAPKKKεکینازی 

SlMAPKKKε مسیر کننده مثبت  میتنظفرنگی که یک گوجه

درصد با دومین کینازی  99و  است اهیگ یمنایسیگنالینگ 

NbMAPKKKε1  وNbMAPKKKε2  توتون همسانی دارد

(Melech-Bonfil and Sessa 2010). کنش بین دومینبرهم 

مخمر به کمک هیبرید در  PexRD2و  StMAPKKKεزی نایک

 یبرا StMAPKKKε نازیک دومین دهد کهدوگانه مخمر نشان می

 انی. ب(King et al. 2014) است یلازم و کاف PexRD2 تعامل با

 یمرگ سلول SlMAPKKKε-KD1-332 ای SlMAPKKKεکامل 

بنابرین  نماید،فعال می .benthamiana N دررا مستقل از پاتوژن 

 سازی این آبشاربرای فعال SlMAPKKKεفعال  دومین کینازی

-P-loop SlMAPKKKε-KD1جهش  طوری کههضرورت دارد، ب

332 (Lys49Arg)  فعال شدن مرگ سلولی مستقل از پاتوژناز 

 King et al. 2014; Melech-Bonfil and) کندمی یریجلوگ

Sessa 2010).  افکتورPexRD2 مربوط به شبه قارچ infestans 

P.،  زینایک دومینبا MAPKKKε دهند کنش نشان میبرهم(King 

et al. 2014) فعالیت مستقیم طورو به MAPKK و MAPK را 

 King et al. 2014; Zhang et al. 2012; Zhang et)کنند می مهار

al. 2007) ی شده در اگزون های ارزیاباین تحقیق تمام جهش. در

زمینی صورت گرفت که در سیب StMAPKKKεشماره دو ژن 

و اضافه صورت  باشد. حذفاین ژن میبرگیرنده دومین کینازی 

در دومین  49لیزین سبب حذف ناحیه  M10گرفته در گیاه شماره 

این شود و های جهش یافته میاوت آللد که باعث ناکشکینازی 

های این اللدر صورت بیان  حتی StMAPKKKεجهش در ژن 

شبه  PexRD2این ژن توانایی تعامل با عامل بیمارگر جهش یافته 

باشد. با این حال برای اطمینان از این عدم نمی .infestans Pقارچ 

لازم است  PexRD2و  StMAPKKKεتعامل بین پروتئین 

ها، منظور بررسی موتانتهای تکمیلی صورت گیرد. بهآزمایش

یابی شدند که نتایج ی تکثیر شده جداگانه تکثیر و توالیباندها

را تایید  sgRNA4و  sgRNA3یابی جهش در منطقه بین توالی

  (.5شکل کرد )

در گیاه موتانت شماره  StMAPKKKεمنظور بررسی بیان ژن به

M10 از روش ،qRt-PCR ( با دو جفت آغازگرFMapcD1  و

FMapcD1( و )FMapcD2  وFMapcD2همراه با 2ول ( )جد )

 انگینه میسه تکرار تکنیکال استفاده شد. نتایج بیان ژن نشان داد ک

دود حتغییر بیان ژن با دو جفت آغازگر در گیاهان موتانت کاهش 

 ( .6درصدی بیان ژن هدف را نشان داد )شکل  72
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 P. infestansارزیابی گیاهان موتانت پس از تلقیح با 

 M10-2و  M10-1قط گیاه شماره در بین گیاهان ویرایش شده، ف

که هر دو از ریزنمونه شماره ده مشتق شدند )در واقع یک گیاه 

هستند( دارایی چهار آلل، دو آلل حذف، یک آلل اضافه و وحشی 

های اینکه هیچکدام از گیاهچه(. با توجه به 3بودند )شکل 

باززایی شده دارای چهار آلل موتانت نبودند و مقایسه نسبت کمتر 

 یبرااز ده درصد تعداد گیاهان بازایی شده به گیاهان بازایی شده 

 گرید یژن در جاویرایش این  یها)داده StNRL1ژن ویرایش 

که تمام شرایط کشت و باززایی، نمونه انتخاب  (شوندیمنتشر م

توان نتیجه گرفت که ها یکسان بود، میشده و شرایط نگهداری آن

این رشد گیاه دخالت دارد که زمینی در سیب StMAPKKKεژن 

و همولگ در برنج  StMAPKKKεگیری با مطالعات پیشین نتیجه

سیس همخوانی وپ( در آرابیدMAPKKKε1/MAPKKKε2این ژن )

این  (Wang et al. 2017; Chaiwongsar et al. 2012)دارد 

در توسعه و پاسخ به  StMAPKKKεدهد که ژن ها نشان مییافته

ثر ؤهای قارچی مویژه تنش حاصل از بیماریبه های محیطیتنش

 . (Wang et al. 2017)باشد و ضروری می

 infestansای با اسپورهای های جدا شده از گیاهان چهارهفتهبرگ

P.  ها قابل دند. در روز پنجم بعد از تلقیح، رشد قارچشتلقیح

 های جدامشاهده بود و داده برداری انجام شد. رشد قارچ در برگ

عنوان کنترل بود و یافته بیشتر از گیاه تیپ وحشی به شده جهش

یافته بیشتر از گیان تیپ وحشی  شدت بیماری در گیاهان جهش

 ژن د کهندهنشان می جینتا نای(. 7ارزیابی شد )شکل 

StMAPKKKε به  اهیگ یمنای احتمالاً در پاسخinfestans P. 

زا توسط عامل بیماریشده  جادایآلودگی تواند که می دخالت دارد

ژن های این مطالعه، مطالعه در تائید یافته کند.را محدود 

MAPKKK  ی نشان داد که ژنفرنگگوجهدر SlMAPKKKε ،

و باعث  استضروری  یتحساسفوق پاسخ  به یمرگ سلول یبرا

-Melech)د شومی یگرم منف ییایباکتر یهاپاتوژنمقاومت به 

Bonfil and Sessa 2010). 

 

 
 TGG و  GGTو سه باز 4و  3توالی هدف  Targetرقم اگریای وحشی و  M31 ،Wild typeو  M10.1در گیاه شماره  Bو  Aهای موتانت حذف توالی آلل -5شکل 

 دهند.را نشان می PAMجایگاه 

 

 

 
 (MapcD1,2با دو جفت آغازگر ) وگیاه وحشی )رقم اگریا( 10گیاه موتانت شماره  StMAPKKKεتغییرات سطح رونویسی ژن  -6شکل 
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عنوان گیاه شاهد رقم اگریا به. )الف(. دشروی برگ  Phytophthoraرشد گسترده منجر  StMAPKKKεژن در  CRISPR-Cas9 وسیلهبه سازیخاموش -7شکل 

(WT لاین جهش یافته )ب( .)M10  ی شد.درصد ارزیاب 72( که کاهش بیان آن حدود 6با سه آلل جهش یافته )شکل 

 

در سبب حساسیت  یفرنگگوجه SlMAPKKKεسازی ژن خاموش

 syringae و scampestri Xanthomonasهای باکتریبرابر 

Pseudomonas و  یماریب علائم منجر به ظاهر شدن شد و

. (Melech-Bonfil and Sessa 2010)د شی رشد باکتر شیافزا

گیاه در  NbMAPKKKεخاموش کردن  ن،یا بر علاوه

benthamiana N. ی )القا(ناش یاز مرگ سلول یطور قابل توجههب 

 یریمختلف جلوگبیمارگر امل وع و R هایژنهم زمان  انیاز ب

 . (Melech-Bonfil and Sessa 2010)نماید می

( Oryza sativaبرنج ) PRR، RLCK185مرتبط با ژن شبه گیرنده 

از  امبرای انتقال پی OsMAPKKKεی توپلاسمیسبه یک کیناز 

نیاز  MAPKپیام آبشار به  OsCERK1یعنی ژن  PAMP رندهیگ

( 769-1357های )اسیدآمینه Cدارد. دومین ناقص انتهایی 

OsMAPKKKε با تعامل  یبراOsRLCK185 یو کاف یضرور 

سازی . بیش بیان و خاموش(Wang et al. 2017)باشد می

OsMAPKKKε ارچ ترتیب باعث افزایش و کاهش مقاومت به قبه

وسیله کیتین القاء شده به MAPK3/6بلاست از طریق فعال کردن 

 MAPKKKεهای متفاوت ژن . نقش(Wang et al. 2017)د شومی

های های و عملکرد متفاوت این ژن مثل دیگر ژنبیانگر دومین

. همین نقش دوگانه این ژن در مقابل باشدمی MAPKKKگروه 

سلولی از طریق فوق حساسیت و  سازی مرگها با فعالپاتوژن

القاء شده  MAPKاز طریق آبشار  PAMPسازی مسیر فعال

است. در مورد قارچ وسیله کیتین، سبب نتایج متفاوت شده به

infestans P.  که در واقع یک شبه قارچ پارازیت اجباری از گروه

فوق نقش  ها فاقد کیتین در دیواره سلولی است، احتمالاًاوومیست

تر باشد و گیاه با مرگ سلول از رشد بیشتر قارچ پرنگ تیحساس

سازی نماید، بنابراین این امکان وجود دارد که خاموشجلوگیری 

MAPKKKε عنوان عامل فعال کننده مرگ سلولی فعال شده به

توسط پاتوژن )فوق حساسیت( باعث حساسیت میزبان به پاتوژن 

ا توجه به اینکه مرگ های پارازیت غیراجباری بگردد. در قارچ

د و حتی ممکن است به بیماریزایی شوها نمیسلولی مانع رشد آن

القاء شده توسط کیتین  MAPKهم کمک کند، بنابراین آبشار 

بیشتر اهمیت دارد و احتمالا با حذف دومین کینازی ژن 

MAPKKKε  گیاهان تراریخت مقاومت بیشتری به این قبیل از

های ن حال، این فرضیه باید با آزمایشپاتوژن نشان دهند. با ای

 تکمیلی مورد آزمایش قرار گیرد.

نقش  MAPKKKεطور کلی، نتایج این مطالعه نشان داد که ژن به

دارد،  .infestans Pمهمی در پاسخ به آلودگی توسط قارچ 

ه بهایی با کاهش بیان این ژن، میزان مقاومت طوری که در لاینبه

تواند پیدا کرد. نتایج این مطالعه می داریبیماری کاهش معنی

زمینی و سایر نژادی سیبهای بهاستفاده از این ژن را برای برنامه

 پیشنهاد دهد. PTIگیاهان با تکیه بر سیستم مقاومت 
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