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 چکیده

 ر،یتاخ یهااز مردم جهان استت  در دهته یادیبخش ز یغذا ی( منبع اصلOryza sativa Lبرنج )

 ،یستنت یدنژابته یهتابرنج با استفاده از روش دیجد یهاتهیدر توسعه وار یاالعادهفوق یهاشرفتیپ

 لیتدلبته ر،یتبهبود عملکرد دانه برنج در دهته اخ یستائیصورت گرفته است  ا یو مولکول ییزاجهش

گتاارش شتده  یطیمح ستیمسائل ز ریو سا ییآب و هوا راتییتغ ،یاهیگ یهاظهور آفات و پاتوژن

کردن،  میرمژنوم همچون از کار انداختن، ت شیرایو یهاییاز همه توانا CRISPR/Cas9 ستمیاست  س

 یصتفات کننتدهکنترل یهاژن شیرایگران با و  پژوهشردیگیها بهره مژن انیب یسازجدا کردن و فعال

 یدمتا لوز،یآم یمحتو ،یدگیرس خیهمچون تعداد خوشه در بوته، تعداد دانه در خوشه، وزن دانه، تار

 یهتاو ژن یستتیرزیو غ یستتیز یهتامقاومتت بته تنش نیشدن، طول و عرض دانه و همچنتنهیژلات

 ریمس ریی  تغاندافتهیبرنج دست  ینژاددر به یریچشمگ یهاتیبه موفق یاهیگ یهاسنتاکننده هورمون

 کیت تواندیهدفمند، م ییزاجهش یبرا CRISPR/Cas9 یهاستمیاز س یریگبهره یها به سوپژوهش

 یریکارگمقالته، بته نیج باشد  در ابرن ینژادو موانع به هاتیغلبه بر محدود یبرا دوارکنندهیروش ام

 رستتدینظر متتدر بتترنج بحتته شتتده استتت  بتته هاشتترفتیو پ CRISPR/Cas9 شیرایتتو ستتتمیس

CRISPR/Cas9 یکنند که بترا داریبرنج پد ینژاددر به یژنوم همراه با آن، انقلاب شیرایو یو اباارها 

  مهم باشد اریبس ندهیآ یهانسل یبرنج برا ازین نیها و تأمبرآورده کردن خواست

 یهتا، مهندستدانته، مقاومتت بته تنش تیفیک ،یاهیگ هیتغذ خته،یترار ،ینژادبه: کلیدی هایواژه

  QTL ک،یژنت
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 مقدمه

 نینتو یهتایبته فنتاور دنیرس یبشر برا

 عت،یدر طب نشیمراحل گا ،یاهیگ ینژادبه

 ،یتیزاجهش ون،یداستیبریه ،یاصلاح ستنت

 دیتتاصتتلاح بتته کمتتک نشتتانگرها و تول

( را پشت سر گتذارده استت 1) هاختهیترار

در  کیژنت یمهندس یفناور نیدتریتا به جد

 ابتدیژنوم دست  شیرایو یعنیعصر حاضر 

 یهتتتاهدفمنتتتد از روش یریتتتگه(  بهر2)

 اهانیسبب بهبود صفات گ ک،یژنت یمهندس

تر نستبت بته کوتاه یدر فاصله زمان یزراع

 ن،ی(  بنتابرا3) شتودیمت یروند اصلاح سنت

 ینژادمعکوس، سرعت بته کیژنت یاباارها

  شیاصلاح هدفمنتد ژنتوم افتاا قیرا از طر

 راتییتاز تغ د،یتراهبرد جد نیر اد  دهدیم

 شیرایتو یهتایبا استفاده از فنتاور یژنوم

 Genome editing technologiesژنتوم )

(GETs)ندرومِیپال وتاهِک یها( مانند تناوب 

 Clustered) یادارِ متتنظمِ خوشتتهفاصتتله

Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats (CRISPR)/ ) 

  CRISPRمتتتترتب  بتتتتا  9 نیپتتتتروت 

(CRISPR-associated protein 9) بتتته 

 کیتتژنت ی، بتتراCRISPR-Cas9اختصتتار، 

کمتللک  (  4) شودیمعکوس بهره گرفته م

از  ی(، بخشتتتتCRISPR-Cas9) ستتتتلریکر

 رنتتدهیاستتت کتته دربرگ یبتتاکتر ی ان اید

است و  نیادیبن یهایکوتاهِ توال یهاتناوب

( 5) هاستتیدر بتاکتر یمنیا ستمیس ینوع

 ی ان اید هیتو تجا ییها را به شناساکه آن

 کیتعنوان )بته هاروسیو قیاز طر یقیتار

 ی(  بخش6) سازدی( توانا مگانهیب ی ان اید

 Cas9نام بته ینتیپروت  ستلر،یکر ستمیاز س

زدن و ستتتجو، بتترشج ییاستتت کتته توانتتا

را  روسیو ی ان اید دنیپاشسرانجام از هم

دانشتتمندان  ستتتم،یس نیتتدارد  بتتا کشتت  ا

قتتادر بتته ختتاموش کتتردن  یقتتیطور دقبتته

(Knock-out )ایتت ( واردکتتردنKnock-in )

 تاز ژنتوم موجتودا یادر هر نقطه یهر ژن

 یبخش دنیامکان بر یفناور نی(  ا7شدند )

 یه انتهاهتتتاو اتصتتتال دوبتتتار ی ان ایاز د

آن  جهیکه در نت آوردیرا فراهم م شدهدهیبر

 ژن رماکننتتده صتتفت نتتامطلوب حتتذ  

آن  یبر رو یریتعم اتیعمل کی ای شود،یم

بته ژن  لیتبتد وبیتو ژن مع شتودیاجرا م

 یفناور نیا یهاتیما از(  8) شودیسالم م

نداشتتن بته  ازین ختهینسبت به ترار سلریکر

در ستلول  یجختار یکتیگنجاندن مواد ژنت
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 یکتار کتردن بتر رو ییموجود زنده، توانتا

 ی)همچتون مهندست ژنیو پلت یصفات کمّ

 شتتر،یب یمنتیدر عملکرد(، ا ریدرگ یهاژن

دقت  یبودن، دارا ترعیو سر نهیهانسبتاً کم

(  در 4است ) جیبر نتا شتریب لو درجه کنتر

 یریکارگمقالتته، بتته نیتتا یهتتاادامتته بخش

و  CRISPR/Cas9 شیرایتتتتتو ستتتتتتمیس

بدستت آمتده از آن در بترنج  یهاشرفتیپ

  بحه شده است

 

ي  CRISPR/Cas9 بررر زرراريسا  زی رر   مررري  

 ژنوم با آن شیرای يش ي

بتار  نیبرای نخستت CRISPR/Casسیستم 

در ژنتتتتتوم بتتتتتاکتری  1978در ستتتتتال 

Escherichia coli عنوان یتتک سیستتتم بتته

ایمنی اکتسابی در برابر هجوم باکتریوفاژهتا 

خارجی مانند پلاسمیدها  ی ان اید دو ورو

بتته درون ستتلول بتتاکتری شناستتایی شتتد و 

متتتتیلادی  2000دنبال آن در ستتتتال بتتتته

در تمتتتام  CRISPRهتتتای ژنتتتی خانواده

 نیتت(  ا9هتتا شناستتایی شتتدند )پروکاریوت

هتتای ژن هیتتدو ناح رنتتدهیسیستتتم دربرگ

و مکتان  Casهای نوکل ازی رماکننده آنایم

هتای حاوی توالی CRISPRهای ژنی آرایه

هتای ( و توالیRepeat sequenceتکراری )

ها ( بین آنSpacer sequenceدهنده )فاصله

در حتدود  ریهتای تکترااست  طول توالی

 249جفت باز و به تعتداد بتیش از  25-50

های دهنده محتوی توالیعدد و ناحیه فاصله

جفتتت بتتاز  72-26غیرتکتتراری در حتتدود 

به طول تقریبتی  است  همچنین توالی رهبر

هتای غنتی از جفت باز از توالی 500-200

AT عنوان یتک تشکیل شده استت، کته بته

 هایایتهبرداری آرتوالی پیشبر برای نستخه

های ضروری است  ژن CRISPRمکان ژنی 

-Cas 1) عدد 4به تعداد  سلریوابسته به کر

 CRISPRهای ( در نادیتتک ناحیتته آرایتته4

هتای ه پروت ینانتد کته رماکننتدقرار گرفته

ضروری جهت القای پاستخ ایمنتی توست  

 ( 10باکتری در برابر حمله ویروس هستند )

ژنتتوم بتتا  شیرایتتمراحتتل و 1شتتکل  در

CRISPR/Cas9  نشان داده شتده استت  در

بتا دو جتا   یخارج ی ان اید ستم،یس نیا

Cas9  وRNA تتتتتتتتتتک راهنمتتتتتتتتتا  

(Single guide RNA (sgRNA) بتترش )

 ی ان اید کیتتت، Cas9  شتتتودیداده متتت

 یهایاز باکتر تواندیآندونوکل از است که م

 Brevibacillusهمچتتتتون  یمختلفتتتت
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laterosporus،Staphylococcus aureus  ،

Streptococcus pyogenes ،

Streptococcus thermophilus  و

Streptococcus pyogenes دشو یسازجدا  

 CRISPR RNA، رشته مکملHNH دومین

(crRNA)  کتتهیدرحتتال دهتتد،یمتترا بتترش 

 ی ان ای، رشته متضتاد دRucVشبه  دومین

 ر ان اآ کی، sgRNA  شکافدیدو رشته را م

 یاست  انتهتا دینوکل وت 100با طول حدود 

است که  یدینوکل وت 20 یتوال دارای آن، ′5

 یتتوال ییشناسا یراهنما برا یعنوان توالبه

مجتتاور   یتتموت یهتتد  همتتراه بتتا تتتوال

protospacer (PAM) کته  کنتد،یعمتل مت

، G ؛یدیتتت، هتتتر نوکل وتNGG (Nاغلتتتب 

 3 ′ی( است  ساختار حلقته در انتهتانیگوان

sgRNA هتد  را توست   یتتوال توانتدیم

 کیتتدنبالتته راهنمتتا محکتتم نگتتاه دارد و 

دهتتد، کتته  لیتشتتک Cas9کمتتللک  را بتتا 

و  دهتتدیدو رشتتته را بتترش متت ی ان اید

 Double-strand break) یاشکا  دو رشته

(DSB)دهتدیمت لیمکان تشک نی( را در ا  

 شتتتود،یمتتت جتتتادیا DSB کتتتهیهنگتتتام

 NHEJشامل  ی ان اید ریتعم یهاسمیمکان

(Honhomologous end-joining 

(NHEJ)) ای HDR (Homology-directed 

repair (HDR)) در شتوندیراه انداخته مت  

 NHEJبتا  DSB کیتمعمولاً  قع،موا شتریب

 جتادیا یده بتراستا یو روش شودیم میترم

( است indelعدم تطابق و درج/حذ  ژن )

  ایتن شودیو منجر به ناک اوت شدن ژن م

کته  HDRدرحالی استت کته در ستازوکار 

توس  نوترکیبی همولتو  موضتعی انجتام 

شود، توالی جدید به ایتن ناحیته بترش می

 یالگتو کی کهیهنگام  شودییافته اضافه م

(Oligo-template ،موجتتود باشتتد )HDR 

وارد کتردن  ایتژن ختا   ینیگایباعه جا

 ( 4) شودیم یخارج ی ان اید

 

 هایی ار سا برد زی    سری پر د  برنج مثال

هرا  ر اعری دانه ي دیگر يیژگی عملکردبهبود 

 برنج

طور عمتده توست  سته مهلفته عملکرد به

تعداد خوشه در بوته، تعداد دانته در  یاصل

(  11) شتتودیمتتنییخوشتته و وزن دانتته تع

، GS3همچتتون  ییهتتااوت کتتردن ژننتتاک

IPA1،DEP1 ،GS5 ،GW2  ،Gn1a  و

TGW6( ،12،13،14که تنظ )یمنفت کنندهمی 

انتتدازه دانتته، تعتتداد و وزن دانتته هستتتند، 
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بهبتود  یبترا میروش مستتق کیتصورت به

کار گرفته شده متوس  عملکرد دانه برنج به

با تعداد دانه و  یهاپیاست و منجر به فنوت

 یهاخوشته ،افتتهی شیهاار دانه افتاا وزن

شتده افراشته متراکم، انتدازه دانته بارگتتر 

 پلکتتت یژنتتتوم متتتولت شیرایتتتاستتتت  و

(Multiplexبه ) واسطهCRISPR/Cas9 در ،

 یدگیرست خیدر تتار ریتگدر یسه ژن اصتل

(Hd2 ،Hd4  وHd5بتترنج بتته ) کار گرفتتته

جهتش یهانیدر لا یدگیرس خیو تار هشد

 ( 15) استه تر شدکوتاه افتهی

 

  CRISPR/Cas9 ژنوم شیرایو ستمیفلوچارت س -1شکل 
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تک راهنما  کی( 1b؛ )Cas9( اندونوکل از 1aشده است؛ ) لیاز دو جا  تشک CRISPR/Cas9 ستمیس

RNA (sgRNA)  جا  sgRNAکیاز  دینوکل وت 79آن  یو در پ دهندهفاصله یتوال کی رندهی، دربرگ 

طور طول دارد و به دینوکل وت 20 دهندهفاصله ی( توال2است؛ )  crRNAو  tracrRNA یمصنوع یتوال

 شود،یمتصل م 3' یدر انتها 'PAM NGG-3'-5  یموت کیهد  شامل  دی ان ای یبه توال یاختصاص

ساقه -حلقه آر ان ایساختار  کی crRNA یتوال و tracrRNA( 3است؛ ) ژهیو اریژن هد  بس یکه برا

 sgRNA( 4) وندد؛یپیم Cas9به  tracrRNA شود؛یمتصل م Cas9 میبه آناکه  دهندیم لیرا تشک

( انتقال ساختار وکتور به برنج 5) شوند؛یهم متصل مبه Cas9هد  و ساختار وکتور  یمونتاژشده با توال

 راتییبرنج بر اساس تغ افتهیجهش اهانیو انتخاب گ یرگ( غربال5aمختل  انتقال  ) یهابا روش

، m، شاهد؛ c) افتهیجهش اهیگ نیلا کی دیمحدودکننده تول میآنا جایگاه(از دست دادن 5b) ؛یلیفنوت

 T7و  Surveyor Assay  (CEL1( سنجش 5cمحدودکننده(؛ ) می، آناRE افته؛یجهش

( 6  )یابییتوال ینسل بعد( 5d(؛ )شوندیم فادههستند که در سنجش نقشه است دی ان ای یاندونوکل ازها

 راتییاثبات تغ یبرا شتریب یهاشیو آزما T-DNAاز یعار اهانیدست آوردن گبه یبرا یعدب هیتجا

و  یساختار وکتور  ** بازساز رییتغ یمختل  برا یهاکی  * تکنیاز حذ  ژن مورد بررس یناش یلیفنوت

 ( 4ژن ) شیرایو عیوقا یبرا ختهیترار اهانیگ یغربالگر

 ونتوهورمیف نیتوس  چند ایرشد و نمو ن

هملوشتتان آنهتتا  نگیگنالیستت یهاو شتتبکه

 کی(، ABA) کیایآبس دی  اسشودیکنترل م

 یمهم است کته در بازدارنتدگ توهورمونیف

 ریمتتتهثر استتتت و از ستتتا اهتتتانیرشتتتد گ

است و  تریقو اهانیگ یعیطب یهابازدارنده

ها و مانند رکود بتذرها، جوانته ییندهایفرا

طور بهو  کندیها را کنترل ماندام اشیر این

را  یمثبت خواب بذر و مقاومت بته خشتک

 یهتانی  پروت کنتدیمت میتنظت اهیتدر گ این

 1 نیرابتتتاکتیختتتانواده مقاومتتتت بتتته پ

(pyrabactin resistance 1 (PYR1) شبه ،)

- PYR1(PYR1-like (PYL)) یو اجتتاا 

 ABA (regulatory رنتتتدهیگ یمتتتیتنظ

components of the ABA receptor 

(RCAR)) آن هستتتتتتند و  یارستتتتتلتوره

و  دهیچستب هارنتدهیگ نیبه ا دیاس کیآبسا

کته بته  شودیم ییهاواکنش یکسریباعه 

  انجامدیم اهانیگ یهاشدن منافذ بر بسته

 بتاتیو از ترک کیماده سنتت کی ن،یراباکتیپ

 ستتتیعنوان آگوناستتت کتته بتته دیستتولفانام

سلول بتا اتصتال  کیکه در  ییایمی)ماده ش

ستتلول باعتته پاستتخ و  آن یهارنتتدهیبتته گ

 یمعرفت ABA( شتودیواکنش آن سلول مت

 شیرا پت ABAواکتنش  ریشده است که مس

محلول  نیپروت  ینوع ها،رندهیگ نی  ابردیم
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شده هستند محافظت START دومین کیبا 

 ریمتصل شتده و مست ABAبه  توانندیکه م

از  شیبت انی  بدکنن یاندازرا راه دستنییپا

همچتتون  هانتتدهریگ نیتتاز ا یحتتد برختت

PtPYRL1 ای PtPYRL5 مثبتت  میبتا تنظت

 یداریطور معنبه اه،یدر گ ABA نگیگنالیس

و  یاستما ،یخشتک یهتامقاومت بته تنش

 ی(  از فنتاور16) دهتدیمت شیسرما را افاا

CRISPR/Cas9 ژن گتروه  شیرایو یبراI 

(PYL1–PYL6  وPYL12 و گتتتتتروه )II 

(PYL7-PYL11  وPYL13ژن )یها PYL 

 شیرنج استفاده شده است که بته افتاادر ب

(  جهتش 17استت ) دهیرشد در برنج انجام

( PYL12و  PYL1–PYL6) Iگروه  یهاژن

ها آن نیرشد برنج شد و در ب شیباعه افاا

pyl1/4/6 و بهبتتود  یرشتتد قتتو نیشتتتریب

خواب  کهیدانه را نشان داد، در حال یبارور

نرمال ماند  بایتقر یصفات زراع ریبذر و سا

را  یگرید یکیژنت یاستراتژ جینتا نی(  ا17)

  دهدیبرنج ارائه م یبهبود بارور یبرا

 

 ژنوم شیرایدانه با ي تیفیس بهبود

 ییهتایژگتیو رنتدهیکیفیت دانه که دربرگ

 تیفیک ل،یتبد تیفیپخت، ک تیفیهمچون ک

و عطر و طعم  یاهیتغذ تیفیدانه، ک یظاهر

همراه عملکتترد دانتته از بتترنج استتت، بتته

نژادگران بترنج کلیتدی بترای بته یهاد ه

طور هستند که بته یچندژن یاست که صفات

قترار  یاریعوامتل بست ریهمامان تحت تتأث

و  پاکوتاهمتهیارقتام ن یبترا ینژاد  بهددارن

 یابیدر دستت یتوجهقابل اانیبه م دهایبریه

به عملکرد بالا کمک کرده است، اما کاهش 

است  بهبود  داشته یدر پ ایدانه را ن تیفیک

 قیتتدانتته بتترنج از طر تیتتفیک یهتتایژگتتیو

 کتتردیرو کیتتهدفمنتتد ژنتتوم،  شیرایتتو

 کهیورطو پربازده است، به داریپرشتاب، پا

 ینژادمعکوس، سرعت به یکیژنت یاباارها

 شیاصلاح هدفمنتد ژنتوم افتاا قیرا از طر

اول استتفاده  گام(  4( )2داده است )شکل 

بتتتا  یهتتتا، کشتتت  ژنCRISPR/Cas9از 

رو به جلو  کیژنت یکردهایاست  رو تیاهم

 ییشناستا یبرا توانندیمعکوس م کیو ژنت

به کار گرفتته  یلیفنوت رییمس ول تغ یهاژن

( و GTشتتدن ) نتتهیژلات ی(  دمتتا18شتوند )

نام به یاصل QTL کیبا  نیلوپکتیساختار آم

SSIIa کروموزوم  یکه بر رو شودیکنترل م

( AC) لوریمآ ی(  محتو19شش قرار دارد )

 ریاستت کته تحتت تتأث دهیتچیصفت پ کی
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 رد،یتگیقرار م  یمح نیژن و همچن نیچند

را بر آن  ریتأث نیشتری( بWx) یاما ژن واکس

 Granule Bound میژن آنتا نی  اگذاردیم

Starch Synthase که  کند،یم یرا رماگذار

 یگترید یهتااست  ژن لوزیمس ول سنتا آم

، rsr1 ،OsBP-5 ،OsEBP-89همچتتتتتتون 

OsbZIP58  وOsMADS7 ژن  انیتبر ب این

Wx نشتان  نی(  همچنت20) گذارندیم ریتأث

 لتوزیآم ی، محتوWxداده شده است که ژن 

و  ALK/SSIIa یهتتتتا( و ژنACدانتتتته )

RSR1نهیژلات ی، دما ( شدنGT را کنتترل )

وابستتته بتته  یهتتا(  نقتتش ژن21) کننتتدیمتت

 SBE1 ،BE3 ،AGPlarنشاستته وستنتایب

،PUL  ،ISA،SSI ،SSIIa  ،SSIII-2  و

SSIV-2 پخت و ختوراک بترنج  تیفیدر ک

 ( 22گاارش شده است ) این
 

  CRISPR/Cas9 ستمیس قیدانه برنج از طر تیفیبهبود ک -2شکل 

 (A) واسطه ژن به شیرایو مایتCRISPR توسعه  یاصلاح نباتات برا کیکلاس یهابر روش

 یکارکرد ک یدر ژنوم CRISPR/Cas9 ستمیبر کاربرد س یمرور (Bدانه بالا  ) تیفیبا ک ییهاتهیوار

 یهاونیموتاس یژنوم )با معرف شیرایو یبرا تواندیم CRISPR/Cas9 ستمیدانه برنج  س تیفیبهبود ک

، فعال کردن، CRISPR (CRISPRi) تداخل لهیوسبه) یسیرونو میحذ (، تنظ ایدرج  ،یانقطه
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ها فعال کردن موتانت ایرو به جلو )با مغلوب ساختن  یکیژنت یهاربالغ ای( کیژنتیاپ قیتلف ای یسرکوب

 دانه برنج به کار گرفته شود که  تیفیک یمولکول هیدرک پا ی( براsgRNA یهانهبا استفاده از کتابخا

 ( 4) نجامدیدانه بالا ب تیفیبا ک یاهانیگ جادیبه ا تواندیم

انجام شتده  یهااز پژوهش یبرخ 1در جدول 

 یهتتایژگتتیو و تیتتفیک یکتتیبهبتتود ژنت یرابتت

 CRISPR/Cas9 یاز بترنج بتا فنتاور یگرید

 ییهتتاژن شیرایتتنشتتان داده شتتده استتت  و

، GW ،GS ،TGW ،Wx ،ISAهمچتتتتتتتون 

FLO2 ،PHO1 ،NAS هتا آن لیو تبتد رهیو غ

بهبود عملکرد دانه برنج را  ،مغلوب یهابه ژن

  (4داشته است ) یدر پ
 

 .CRISPR-Cas9 (4)در برنج با سیستم  شدهویرایشی هابرخی از ژن -1جدول 
 روش تراریاش sgRNAپیشبر  Cas9پیشبر  Cas9نسخه  گذری شدهژن هد  ویژگی

 بهبود کیفیت

Waxy N/A 35S OsU6 

واسطه تراریاش به

 آگروباکتریوم

SBE1, SBEIIb شده  نهیکدون بهCas9 ZmUbi OsU3 

ISA1 35 شده برنج نهیکدون بهS OsU6 
OsPDS, OsBADH2, 

Oso2g23823, 

OsMPK2 
 x 35S OsU3 2 شده برنج نهیکدون به

OsCYP97A4, 

OsDSM2, OsCCD4a, 

OsCCD4b, and 

OsCCD7 

 35S OsU3 شده برنج نهیکدون به

OsNramp5 شده برنج نهیکدون به CaMV35S  

بهبود 

 عملکرد

Gn1a, DEP1, GS3, 

IPA1 
 Cas9 OsUbi OsU6aشده  نهیکدون به

واسطه تراریاش به

 آگروباکتریوم

GLW2 2 گیاهیشده  نهیکدون به x 35S OsU6 

GS9 شده برنج نهیکدون به CaMV 35S OsU3 
GW2, GW5 and 

TGW6 
 ,Cas9 OsUbi OsU3شده  نهیکدون به

OsU6,TaU3 
TMS5 شده  نهیکدون بهCas9 OsU3/U6 OsU3/U6 

مقاومت به 

 هابیماری

OsERF922 شده  نهیکدون بهCas9 CaMV 35S OsU6 
واسطه تراریاش به

 آگروباکتریوم

Bsrk1 35 شده برنج نهیکدون بهS OsU6 

ALS 2 شده برنج نهیکدون به xP35S OsU6 

OsAnn3 شده  نهیکدون بهCas9 CaMV35S OsU6 

 

( 24دو ) ایت( 23هفت ) یهاحذ  اگاون

، واقع در کرومتوزوم هشتت، BADH2ژن 

( را در 2AP) نیرولیتتپ-1-لیاستتت-2طح ستت

 ،یداده است  در پژوهش شیبرنج معطر افاا

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

71
70

63
2.

13
99

.1
3.

1.
2.

2 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

lo
fb

io
sa

fe
ty

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
03

 ]
 

                             9 / 22

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.27170632.1399.13.1.2.2
https://journalofbiosafety.ir/article-1-333-fa.html


 "1399، بهار 1، شماره 13دوره ، مجله ایمنی زیستی"

10 

 CRISPR/Cas9 یبا فنتاور Wxحذ  ژن 

 Huaidao 5 کتا،یبترنج ژاپون نیتدر دو لا

(HD5)  وSuken 118 (SK118)  با هتد ،

بترنج چستبنده  دهیتبرگا یهاتهیوار یمعرف

بترنج  تتهیدو وار تیتو بتا موفق هانجام شد

 انتدهتوسعه داده شد یفناور نیا چسبنده با

(25 )  

 لوزیآم یبا محتو کایندیبرنج ا یدهایبریه

بالا سفت هستند و در هنگام پختن خشتک 

 اانیتکتاهش م یبرا ییها  پژوهششوندیم

 ایتژنتوم ن شیرایتو یدانه با فنتاور لوزیآم

 شیرایتتو کتتهیطورانجتتام شتتده استتت  بتته

 CRISPR/Cas9بتا  Badh2و  Wx یهاژن

(  26) دیتانجام لتوزیآم یحتتوبه کتاهش م

 میآنتا کیتعنوان ( بتهISA1) 1 لازیاوآمیا

در  ی( نقش مهمDebranchingشکن )شاخه

 ستمیس ،یادارد  در مطالعه نیلوپکتیسنتا آم

CRISPR/Cas9ژن  شیرایتو ی، براISA1 

 ومیآگروبتاکتر واستطهبه اشیترار قیاز طر

 شیراینشان داد که و جیکار برده شد و نتابه

نشاستتته و توستتعه  دیتتبتتر تول ISA1 ژن

 یابالقوه یامدهایگذاشته و پ ریآندوسلرم تأث

  ( 27برنج داشت ) تیفیاصلاح ک یبرا

بهبود  یبرا ینژادبه نهیاز کارها در زم یکی

 دیتبترنج، تول یاهیتتغذ تیفیک یهایژگیو

 یهتاژن اشیتترار یبا فنتاور ییبرنج طلا

 نیتامیو مادهشیاست  بتاکاروتن که پ گانهیب

A شتود، از  دیتول تواندیاست، در برنج نم

دو ژن  یبتتا معرفتت یتتیبتترنج طلا رو،نیتتا

Phytoene synthase (psy)  وphytoene 

desaturase (  از گتتل نتترگNarcissus 

pseudonarcissusآورده شد  دی( به برنج پد

 ییهاتیانتقال ژن با محتدود نیما اا ( 28)

 ی ان ایتن دبر بودن، دربرداشهمچون زمان

به اصلاح ژنوم خارج از هتد   ازین گانه،یب

(Off-target genome modifications ،)

 یهتایژگتیوابسته بودن صفت مطلوب با و

 یهتتاروش نییپتتا ینتتامطلوب و بتتازده

 انددهیهمراه بود  پژوهشگران کوش ختهیترار

 نیتتبتتر ا CRISPR/Cas9 یکتته بتتا فنتتاور

ناک  یراب ستم،یس نیشوند  ا رهیها چمشکل

 دیتاوت کردن پنج ژن فروکاهنتده کاروتنوئ

(Carotenoid catabolic) (OsCYP97A4 ،

OsDSM2 ،OsCCD4a ،OsCCD4b  و

OsCCD7بتاکتاروتن در  رهیذخ شی( و افاا

 ( 29کار گرفته شد )آندوسلرم برنج به
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  رپریژنوم برا سر شیرایي  از فاده ار تکنولوژ

 ی  یرریي غ ی  یر  هاد  مقايمت به تنش

در بتترنج، کتته نقتتش  Os8N3حتتذ  ژن 

پتر  هیدر انتقال ساکارز در مراحل اول یمهم

 یهتاروش ریشدن دانه بترنج دارد، بتا ستا

)همچتون  ستلریکر یبه جا فنتاور ینژادبه

ژن(،  شتبریدر پ ونیخاموش کردن و موتاس

 یمتتاریمقاومتتت در برابتتر ب شیبتته افتتاا

از  ی( ناشتتتتBB) ییایتتتتباکتر یستتتتوختگ

Xanthomonas oryzae pv. oryzae 

(Xoo) آمده بدست اهانیبود، اما گ دهیانجام

داشتتند  ایتدانته گترده را ن یعتیرطبینمو غ

 CRISPR/Cas9سیستتتم  رو،نیتت(  از ا30)

 ی، بتتراOs8N3بتترای از کتتار انتتداختن ژن 

 Xooدست آوردن مقاومت بیشتر در برابر به

نشتان داد کته ژن  جیکار برده شتد و نتتابه

بتا  CR8PR/Cas9 با Os8N3 شدهشیرایو

مقاومت بته  شیافاا یبرا تواندیم تیموفق

کار بترنج بتته ییایتتباکتر یستوختگ یمتاریب

 گترید یهتایژگیو نکهیگرفته شود، بدون ا

دانته گترده، پتر  یعیرطبیآن همچون نمو غ

 یهتتایژگتتیو گتتریدانتته و د وبیتتشتتدن مع

 نی  همچنتردیقرار گ ریتحت تأث اهیگ یزراع

( و ژن 31) OsERF922ناک اوت کردن ژن 

Bsrk-1 (32برا )بلاست  یهاکاهش زخم ی

کار گرفتته برنج بته اهیگ یآلودگ  یدر شرا

 یستیرماکننده فتاکتور رونو ژن شده است 

NAC از  یدر تعتتداد ی)کتته نقتتش مهمتت

 یاهیتتگ یکیولتتوژیب یکیمتتتابول یرهایمستت

بذور  یزنبر جوانه OsNAC041دارد(، با نام

 ریتتأث یشورو تحمل به  یتحت تنش شور

 یبترا CRISPR/Cas9  از روش گتذاردیم

با ارتفاع  osnac041دست آوردن موتانت به

 شیو افتتاا یبتتالاتر از نتتوع وحشتت اهیتتگ

 بتا(  1استتفاده شتد ) یبه شتور تیحساس

 ،CRISPR/Cas9بتتا واستتطه  یتتیزاجهش

 منیبرنج ا یهادانه دیتول یبرا ییهاموتانت

 یودگبا آل یهامصر  انسان در خاک یبرا

از  نی(  همچنت33شده است ) دیتول ومیکادم

به  OsNramp5دهنده کار انداختن ژن انتقال

 نییپتا یبا انباشتتگ دیبریه یهانیتوسعه لا

ها شتد و دانته هاساقه ها،شهیدر ر ومیکادم

مستت ول  یاصتتل یهتتامیاز آنا یکتتی(  34)

استتت و  ALS1هتتا کشمقاومتتت بتته عل 

 رستتتلینشتتتان داد کتتته روش کر جینتتتتا

Homology-Directed Repair (HDR)  در

(  35بتتود ) ایآمژن موفتتق نیتتا شیرایتتو

و  TIFY1b یبردارفتاکتور نستخه نیهمچن
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 CRISPR/Cas9در بتترنج بتتا  OsAnn3ژن 

شد که ستبب بهبتود مقاومتت بته  شیرایو

 ( 4شد ) افتهیجهش اهانیسرما در گ

 

  هرانیلا دیرد  تول  پریسر  ار فناي  از فاده

 دیبریه  ها هیتوزعه يا   راب  ینرعق

 ستلریژنتوم بتا کر راشیتو یکاربرد فناور

 یهتانیلا دیتدر تول ریچشمگ شیسبب افاا

 دو منظتتتتوره یاهستتتتته مینتتتتر عقتتتت

(Dual-purpose nuclear-sterile شتتتده )

 دیبریه دیاصلاح به روش تول یاست که برا

 ،یاستت  در پژوهشت یاتیح اریبس ینیدولا

-pC1300-2x35S :: Cas9 انیتتوکتتتور ب

sgRNAPTGMS2-1 ژن نتر  شیرایو یابر

در دو گونه بترنج بتا  PTGMS2-1 یبارور

ستتاخته شتتد و در  CRISPR/Cas9 ستتمیس

حساس به  یژن مینر عق یهانی، لا T1نسل

 P/TGMSاز نشتانگر  یعتار ودیدما/فتوپر

(Marker-free photoperiod-/thermo- 

sensitive genic male-sterile 

(P/TGMS)) در ( 36دستتتتتت آمتتتتتد )به 

حساس بته  یکیژنت میعق نر گر،ید یپژوهش

 یفنتاور یریکارگ(، با بتهTGMSحرارت )

اصتلاح  یبترا CRISPR/Cas9ژن  شیرایو

، TGMS افتتهیالقا شد و جهش TMS5ژن 

( T-DNA) یانتقتتتال ی ان ایفاقتتتد هتتتر د

 ریتز یشتدند کته در دمتا دیتتول ماندهیباق

د کردند، ( رشگرادیدرجه سانت 22مطلوب )

 قیتاز طر تیتو بتا موفق دیتول ندهز یگَرده

 یکردند، اما در دماها دیدانه تول یخودلقاح

 میها عقگرده آن گراد،یدرجه سانت 26و  24

 یدهایبریشکل نگرفت  ه یادانه چیبود و ه

F1 نیتتا نیبتت یهتتایآمده از تلاقتتدستتتبه 

 یبازگرداننتتده بتتارور یهتتانیو لا هتتانیلا

بودنتد  ربهتت ینیوالتد نیو لانسبت به هر د

 ستتتتمیبتتتا س گتتتر،ید ی(  در پژوهشتتت37)

CRISPR/Cas9 ،11 نیتتتتتتتتتتلا TGMS 

بتالقوه در اصتلاح  یبا کاربردهتا ختهیترار

 ( 32شد ) جادیا دیبریه

 

 اهرانید  گ شگریرایي  هاسا  انداخ ن زاره ار

  شدهشیرایي

 یتازگکتتته بتتته ییهتتتااز تلاش یکتتتی

 یاز فنتاور یریگبهره نهیپژوهشگران در زم

 یهاسازه بردننیاند، از بآغاز کرده سلریکر

استت  CRISPR/Cas9همچتون  شگریرایو

و  یکتتیژنت یداریتتپا یابیتتارز ازیتتنشیکتته پ

استت   شتدهشیرایو اهتانیگ یسازیتجار
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بتتتا  CRISPR/Cas9 یهتتتاژنحتتتذ  ترا

همچتتون  ینژادک بتتهیکلاستت یهتتاروش

 یکتتار یبرگشتتتیو تلاقتت یکتتیژنت کیتتتفک

هتا در تلاش نیاست  اول ریگقتسخت و و

ژن کشتنده تترا یفنتاور یراه به معرفت نیا

CRISPR  به نامTKC (Transgene killer 

CRISPR (TKC)) کتته در آن، از  دیتتانجام

 شتتتبریبتتتا پ یجفتتتت ژن خودکشتتت کیتتت

CaMV35S  نیشد که باعته از بتاستفاده 

 جتادیها بتدون اژنترا یخود به خود رفتن

 شتدیژن هد  مت شیرایو ییخطر بر کارا

(38  ) 

 اهتتتتانیگ ی، جداستتتتازTKC یفنتتتتاور

 یهتاژنرا که ترا CRISPRبا  شدهشیرایو

( را نداشتتته شتتگریرایو یها)ستتازه گتترید

و بته  کندیم ریپذنسل امکان کیباشند، در 

 اهیتتتگ یدآوریتتتپد نتتتهیدر زم هاشتتترفتیپ

  دهدیشتاب م یادیرا تا حد ز شدهشیرایو

در  CaMV35S شتبریپ گتر،ید یدر پژوهش

شد  نیگایبرنج جا شبریبا دو پ TKCوکتور 

کننتتد و  کیتترا تحر یخودکشتت یهتتاتتتا ژن

از  یقبلتت TKCنستتبت بتته وکتتتور  ییایتتماا

( 3داشت )شکل  شتریب یریپذجمله انعطا 

(39 ) 

  د  فنرراي  گرررید  ار زرراريسا ها ازرر فاده

  پریسر

 یکردهتتتای، روCRISPR/Cas9بتتتر علاوه

از  CRISPR/Cpf1 ستتمیاز جمله س دیجد

Prevotella  وFrancisella 1 عنوان بتتتته

 ترقیکارآمدتر و دق یژنوم شیرایو یاباارها

 اهیاند که ممکن است اصلاح گشده شنهادیپ

نستخه  Cpf1 نی(  پروت 40را شتاب دهند )

 ی، از بتاکترCas9از  یترتر و سادهکوچک

 یاستت کته دارا اورئتوس لوکوکوسیاستاف

 تیا اختصاصتتتتبتتتت یشتتتتیرایو تیتتتتفعال

است  Cas9نسبت به  یبالاتر یاندونوکل از

در  ژهیوو اثتترات ختتارج از هتتد  آن بتته

استت   یپوشتانسان قابتل چشم یهاسلول

انتقال آن را بته  نیپروت  نیاندازه ا یکوچک

 تر کرده استها آسانها و بافتدرون سلول

 PAMکتته بتته  CRISPR/Cas9بتترخلا   و

 '4 یر انتهتا( د'NGG-3-'5) نیاز گوان یغن

 PAM کیتتبتته  CRISPR/Cpf1دارد،  ازیتن

( TTN-3''5-ای 'TTTN-3-'5) نیمیاز ت یغن

دارد که با آن بازده بترش  ازین '5 یدر انتها

دو  ازمنتدین Cas9 نی  پتروت شتودیم شتریب

 Cpf1( و tracrRNAو  crRNAمولکتتول )

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

71
70

63
2.

13
99

.1
3.

1.
2.

2 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

lo
fb

io
sa

fe
ty

.ir
 o

n 
20

25
-0

7-
03

 ]
 

                            13 / 22

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.27170632.1399.13.1.2.2
https://journalofbiosafety.ir/article-1-333-fa.html


 "1399، بهار 1، شماره 13دوره ، مجله ایمنی زیستی"

14 

 ( 41( )4 برش دی ان ا است )شکل یبرا (crRNA) آر ان ا مولکول کی ازمندین

با  شدهویرایش ژنترابرنج بدون  اهانیگ یجداساز ( TKC) ژنتراکشنده  یوکتورها -3شکل 

CRISPR/Cas9  (39) سازدیم ریپذنسل امکان کیرا در  

 

 CRISPR/Cas9 (41)و  Francisella 1(Cpf1)و   Prevotellaاز CRISPR نیب سهیمقا -4شکل 

 Cpf1-crRNAکمتللک   ستتم،یس نیدر ا

هد  را  ی ان اید یطور کارآمدبه تواندیم

لحتا،،  نیببرد  بد tracrRNAبه  ازیبدون ن

 دیتتتنوکل وت 45تتتتا  40از  crRNA کیتتت
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 یدار براو فاصله یتکرار یتوال رندهیدربرگ

با حداقل  سهیژن در مقا شیرایکردن وآسان

 ستتتتتتمیدر س sgRNA دیتتتتتنوکل وت 100

CRISPR/Cas9 ستتتمیاستتت  در س یکتتاف 

CRISPR–Cas9 ،ینوکل تتاز یهتتادومتتین 

RuvC  وHNH را  ی ان ایهتتر دو رشتتته د

که منجتر  دهندیبرش م یکسانی گاهیدر جا

 کتهیدر حال شود؛یصا  م یانتها جادیبه ا

Cpf1 دومتتین کیتت RuvC  دومتتین کیتتو 

را  ی ان اینوکل تتتاز دارد کتتته دو رشتتتته د

بتتتتاز در  تجفتتتت 17و  23در  بیترتبتتتته

 یانتها کیو  برندیم PAM یفرودست توال

(  42) آورنتتدیفتتراهم متت 5bpچستتبنده در 

در  ییشناسا گاهیبرش و جا گاهیجا نیهمچن

Cas9 به هم اما در  کینادCpf1 در فاصله ،

ابتاار  کیت(  43از هم قرار دارند ) یدورتر

شتده بتا  یستازنهیبه نیآدنت هیپا شگریرایو

 جتادیا این ABE-nCas9برنج با نام -کدون

را  GCبه  AT یاش نقطهشده است که جه

 یدیتتتک نوکل وز ستمیمورفیدر مکان پلت

طور متوثر بته بته توانتدیو م کندیم جادیا

در ژنوم برنج کمک کند  نیآدن هیپا شیرایو

(44 ) 

هتتد   یهتتاناز ژ یستتتیل 2جتتدول  در

 یژنتوم شیرایتو یشده با اباارهتاشیرایو

در برنج نشان داده  سلریمختل  از جمله کر

 شده است 

 

 (41در برنج ) یژنوم شیرایو یشده با اباارهاشیرایهد  و یهاناز ژ یستیل -2جدول 

 یمولکول کارکردهای ژنوم شیرایو یاستراتژ شدهگذاریژن هدف ویژگی

 تیفیکعملکرد و بهبود 

LOX3 TALENs  یسازرهیذخافاایش 

GW2, GW5, TGW6 CRISPR/Cas 9 وزن دانه بهبود 

Hd2, Hd4, Hd5 CRISPR/Cas 9 یدگیزودرس 

CSA CRISPR/Cas 9 ودیفتوپر شده باکنترلعقیم  های نرلاین 

Gn1a, DEP1, GS3, IPA1 CRISPR/Cas 9 

، اندازه دانه و خوشه یتعداد دانه، معمار بهبود

 اهیگ یمعمار

CCD7 CRISPR/Cas 9 پنجه ش تعدادیافاا 

PYLs CRISPR/Cas 9 یورارو ب رشد بهبود 

OsBADH2 TALENs  طعمو  عطرافاایش 

BADH2 CRISPR/Cas 9  طعمو  عطرافاایش 

 یاهیتغذکیفیت  بهبود
OsNRAMP5 CRISPR/Cas 9  پایین ومیکادممحتوی 

SBEIIb and SBEI CRISPR/Cas 9 بالا لوزیبرنج آم دیتول 
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OsPDS, OsSBEIIb یاهیتغذ بهبود ویرایش باز 

های تنش مقاومت به

 زیستی

OsSWEET13 TALENs یاییباکتر سوختگی ت مقاومتیتقو 

OsSWEET13 TALENs یاییباکتر سوختگی ت مقاومتیتقو 

OsSWEET13 TALENs یاییباکتر سوختگی ت مقاومتیتقو 

Os09g29100 TALENs بر  ییایباکتربه نوارهای  ت مقاومتیتقو 

OsERF922 CRISPR/Cas 9 به بلاست ت مقاومتیتقو 

های تنش مقاومت به

 زیستیغیر

BEL CRISPR/Cas 9 کشعل  به مقاومت 

OsEPSPS CRISPR/Cas 9 فوزاتیبه گل مقاومت 

OsALS TALENs کشعل  به مقاومت 

ALS CRISPR/Cas 9 کشعل  به مقاومت 

C287 کشعل  به مقاومت ویرایش باز 

Os SAPK2 CRISPR/Cas 9  یخشکمقاومت به 

 OsEPFL9 ایروزنه تراکم
CRISPR/Cas 9  و 
CRISPR/Cpf1 

 روزنه بر  م تراکمیتنظ

 تروژنیمصر  نکارایی  تیتقو ویرایش باز NRT1.1B تروژنیمصر  نکارایی 

 و مر  پیریم یتنظ ویرایش باز OsCDC48 و مر  یریپ

 

  ریگجهین 

از  CRISPR/Cas9 ستمیدر حال حاضر، س

ژنتوم همچتون از  شیرایو یهاییهمه توانا

کتردن، جتدا کتردن و  میر انداختن، تترمکا

 بهبتتتود  یهتتتا بتتتراژن انیتتتب یستتتازفعال

آن،  یعملکتترد، اجتتاا ،یفتتیک یهتتایژگتتیو

 نیو همچن ییاز منابع غذا یریگرشد، بهره

 یستیز ریو غ یستیز یهابا تنش ییارویرو

 لیپتانست یدارا ستمیس نی  اکندیم هاستفاد

جعبته  کیتاستت کته  یانشده یبرداربهره

 یدر حتتال گستتترش را بتترا یکتتیر ژنتابتتاا

 یبررستتت یبتتترا یاهیتتتگ شناستتتانستیز

داده استت و  لیتشتک یکتارکرد ک یژنوم

ادغام  ینژادگران برابه یکننده براکمک کی

مهتتتم در ژنتتتوم  یهتتتاژن یورزو دستتتت

هتتد   یینتتامحصتتولات مهتتم استتت  توا

 یهایاستراتژ قیژن از طر نیدادن چندقرار

 یمهندس یهاهشپژو تواندیژنوم م شیرایو

همچتون عملکترد،  یچندژن دهیچیصفات پ

دانتته و  تیتتفیعملکتترد، رشتتد، ک یاجتتاا

 یستتیرزیو غ یستتیز یهامقاومت به تنش

 ریمستت عیستتر رییتتبتترنج را آستتان کنتتد  تغ

 یهاستتمیاستتفاده از س یها به سوپژوهش

CRISPR/Cas9 هدفمنتد  ییزاجهش یبرا

 یبتترا دوارکننتتدهیروش ام کیتت توانتتدیمتت

 تیتفیبترنج بتا ک یزراعبر موانع به یرگیچ
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ژن،  شیرایتو یهتایباشد  فناور افتهیبهبود

 لیت، بته دلCRISPR/Cas9 ستتمیس ژهیوبه

جهش در اهدا  موردنظر  جادیدر ا ییتوانا

 شتتر،یب یو ستادگ ییدر ژنوم با دقت، کارآ

در  اهتانیگ یهتادر پژوهش یادیز تیاهم

ود، وجت نیتاند  با اکرده دایپ ریاخ یهاسال

 یکیهمراه است   ییهابا چالش یفناور نیا

ژن  شیرایو ییکارا شیها، افااچالش نیاز ا

در  تیاست که موفق نیا گریاست  چالش د

 یمحصولات زراع ریبرنج اصلاح شده و سا

 یرهتتاکا شتتتریکتتار استتت و ب یدر ابتتتدا

ژنتوم، تنهتا اثبتات  شیرایتگاارش شتده و

 محدود است  بته هتر یها یمفهوم در مح

 یاهانیگ تواندیژنوم م شیرایو یحال فناور

 جتادیا اهتانیبا گ یرا اصلاح کند که تفاوت

نداشتته  ینژادبه یمعمول یهاشده با روش

و  CRISPR/Cas9 رستدینظر متباشند  بته

 یانقلاب آن،ژنوم همراه با  شیرایو یاباارها

بترآورده  یکنند که برا جادیدر بهبود برنج ا

 یبترنج بترا ازیتن نیها و تأمکردن خواست

  مهم باشد اریبس ندهیآ یهانسل
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Abstract 

Rice (Oryza sativa L.) is the major food source for the most of people of the world. 

In the last few decades, the classical, mutational and molecular breeding approaches 

have caused enormous increase in rice productivity with the development of novel rice 

varieties. Stagnation in rice yield has been reported in recent decade because of 

emergence of pests and phyto pathogens, climate change, and other environmental 

issues. The CRISPR/Cas9 system has all genome editing capabilities, e.g., knock-in, 

knockout, knockdown, and expression activation. Researchers have been successful in 

editing genes controlling traits such as number of panicles per plant, number of seeds 

per panicle, grain weight, rice maturity, plant hormone synthesizing genes, amylose 

content, gelatinization temperature, grain length and width, as well as resistance to 

abiotic and biotic stresses. The shift of research toward the utilization of CRISPR/Cas9 

systems for targeted mutagenesis could be a promising approach for overcoming the 

barriers to breeding of improved rice. In this review, the progress in rice by employing 

the CRISPR/Cas9 editing system and its famous applications have been discussed. It is 

seemed that the CRISPR/Cas9 and associated genome editing tools have taken in a 

revolutionary change in rice improvement which is very important for meeting the 

demands and ensuring the requirement of rice for future generations. 

Keywords: Breeding, Transgenic, Plant Nutrition, Grain Quality, Stress Resistance, 

Genetic Engineering, QTL. 
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