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ABSTRACT 

In modern aquaculture, energy consumption, raw materials used, and environmental effects should be 

considered, therefore, during the last decade, phytase has been used by aquatic feed industries as an enzyme 

supplement to increase the digestibility and absorption of plant compounds and improve growth performance 

along with reducing phosphorus pollution in the aquatic environment. In this study, by using the Clustered 

Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats (CRISPR) system, the bacterial phytase gene was inserted 

into the model microalgae Chlamydomonas reinhardtii in the designed position of the NR gene, and the 

correct editing was checked and confirmed by PCR. Confirmation of the efficiency and expression of the 

phytase gene placed in the NR site was investigated using SDS Page gel.  Also, the translation of the phytase 

gene was confirmed by SDS PAGE on five colonies containing the correct editing and one control sample 

colony as confirmation of the expression of the transgene inserted at the protein level, which indicated the 

successful transcription and translation of the phytase gene inserted in the exon 2 position of the microalgae 

NR gene. considering the benefits of producing and using phytase enzymes in aquatic diets, reducing 

production costs and eutrophication of aquatic ecosystems will be achieved and it can be a new perspective 

to accelerate the commercial production of other recombinant proteins in organisms with nutritional value 

"C. reinhardtii" and provide the development of the fish feed industry and modern aquaculture. 
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1. INTRODUCTION  
The rising cost and scarcity of fish meal have prompted the exploration of affordable alternative protein 

sources, such as plant derivatives (Morales et al., 2014). However, the utilization of plant by-products as 

protein sources is hindered by the presence of anti-nutritional factors, particularly phytate (von Danwitz et 

al., 2016). Phytate inhibits phosphorus absorption and forms complexes with essential minerals like 

magnesium, manganese, copper, iron, and calcium, thereby reducing their bioavailability (Dawood et al.,  
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2015), ultimately impacting fish growth performance (Council and others, 1993). Numerous studies highlight 

the effectiveness of incorporating phytase into the diet to counteract the negative effects of phytate. Phytase  

hydrolyzes phytate, cleaving phosphate groups and making phosphorus and other vital nutrients available 

for absorption (Lei et al., 2013). As a significant feed additive, phytase plays a crucial role in providing 

access to essential nutrients involved in the phytate complex. 
 

2. MATERIALS AND METHODS 
Cultures of Chlamydomonasreinhardtii lacking the cell wall "UVM11" in TAP medium, as outlined by 

Andersen in 2005, were employed in this study. Phytase proteins from various natural bacterial and fungal 

sources were investigated and analyzed, leading to the selection of a bacterial phytase gene 

from Buttiauxellasp., engineered by Danisco.  

The transfection process involved introducing the RNP complex and a donor plasmid containing the phytase 

gene (P1Chlamyck-I/O) into C. reinhardtii using the glass bead method described by Zadabbas Shahabadi et 

al. in 2023. Verification of the edited (knocked-in) microalgae was conducted using the PCR method, 

wherein genomic DNA was extracted from positive colonies utilizing the CTAB method as outlined by 

Zadabbas Shahabadi et al. in 2023. The accuracy of the editing was confirmed through molecular methods 

using a PCR device as detailed in the same study. To analyze the expression of phytase, the protein was 

extracted and subsequent analysis was carried out through SDS PAGE. 

 
 

3. RESULTS  
In this study, the direct transfer of the RNP complex, in conjunction with the DNA donor plasmid 

"p1ChlamyCK-I/O," to C. reinhardtii cells was successfully executed, leading to the screening of positive 

colonies. Confirmation of the phytase gene's translation, indicating the expression of the foreign gene on the 

protein surface, was verified through SDS PAGE. The results unequivocally demonstrate the successful 

transcription and translation of the phytase gene, showcasing a molecular weight of 47.5 kDa.  

Moreover, the study findings indicate the successful localization of the phytase gene in the desired position 

(exon 2 of the nitrate reductase gene) with a consistent expression level. Conversely, the control sample 

(gene transfer without using the RNP complex) did not exhibit stable expression of the phytase gene. 

 
 

4. DISCUSSION AND CONCLUSION  
This study achieved successful production of the phytase enzyme by C. reinhardtii using the CRISPR 

method. The bacterial phytase gene was inserted into the nitrate reductase gene via CRISPR/Cas9 RNP. The 

efficiency of the gene insertion at the exon 2 position of the nitrate reductase gene was confirmed through 

SDS PAGE data analysis. Importantly, the study demonstrated the continuity of expression and translation 

even in the 15th generation of genome-edited clones, confirming the stability of phytase expression at the 

nitrate reductase (NR) locus. The suitability of the NR gene for inserting foreign target genes was also 

underscored. Furthermore, cultivation and selection were conducted on all positively edited colonies over 15 

generations, spanning 150 days. Results indicated correct and stable editing without the negative effects of 

gene silencing or insertion sites. Considering the edibility of C. reinhardtii and its FDA approval, these 

findings have potential implications for the poultry and aquatic industries, where phytase enzyme is a 

significant dietary component.  
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به منظور کاربرد در  CRISPRبا روش در میکروجلبک  تولید آنزیم فیتازامکان سنجی 

 آبزی پروری
 

 4 ، سعید کدخدایی3 ، صبیحه سلیمانیان زاد 2*، حمیده افقی1* ، آرش اکبرزاده1حسن زادعباس شاه آبادی

 . گروه شیلات، دانشکده علوم وفنون دریایی، دانشگاه هرمزگان، بندرعباس، ایران.1
 ، سازمان تحقیقات علمی و صنعتی ایران، تهران، ایران.زیست فناوری پزشکی و صنایع داروئی بیوتکنولوژی،گروه . 2
 گروه علوم و صنایع غذایی، دانشکده کشاورزی، دانشگاه صنعتی اصفهان، اصفهان، ایران. .3
 .رانیواحد اصفهان، اصفهان، ا( ABRII) رانیا یکشاورز یوتکنولوژیپژوهشکده ب، ژنومیکس -. گروه مهندسی ژنتیک 4

 

 akbarzadeh@hormozgan.ac.ir :نویسنده مسئول، پست الکترونیک *

 15/09/1402: تاریخ پذیرش                                01/08/1402: تاریخ بازنگری                                   05/07/1402 تاریخ دریافت:

 10.22113/JMST.2023.417019.2549 (:DOIشناسه دیجیتال )

 

 چکیده

 تازیفآنزیم ، اخیردر طول دهه لذا در نظر گرفته شوند  یطیمح ستیمواد خام مورد استفاده و اثرات ز ،یمصرف انرژ دیمدرن با یپرور یآبز در
عملکرد بهبود جیره، منابع پروتئینی گیاهی هضم و جذب  تیقابل شیافزا یبرا یمیمکمل آنزبه عنوان  زیانخوراک آب عیصناکارخانه های توسط 

دارِ هایِ کوتاهِ پالیندرومِ فاصلهتناوبدر این مطالعه با بهره گیری از سیستم  استفاده شده است. یآب های طیمح درفسفر  یآلودگ کاهش و رشد
ژن فیتاز  انتقال و درجدام به ( اقCRISPR: Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) ایمنظمِ خوشه

 و ویرایش صحیح دیگرد( NRنیترات ردوکتاز ) در جایگاه طراحی شده ژن Chlamidomonas reinhardtiiمیکروجلبک مدل  بهباکتریایی 
با استفاده از  NRه یی و بیان ژن فیتاز جایگذاری شده در جایگاآتایید کارهمچنین بررسی و مورد تایید قرار گرفت.  PCR با روش ژنوم ریزجلبک

انتخابی در طول  دارای ویرایش صحیح بر روی محیط های مثبتکلنیجلبک، حضور کشت  . نتایجمورد بررسی قرار گرفت SDS PAGEژل 
ترجمه ژن فیتاز به  بود. همچنین پایداری ویرایش صحیح بدون خاموشی ژن را نشان داد که خود نشان دهندهروزه  150دوره زمانی  درنسل  15

کلنی نمونه کنترل  یککلنی حاوی ویرایش صحیح و پنج بر روی  SDS PAGEدرج شده در سطح پروتئین توسط  انتقالیعنوان تأیید بیان ژن 
جه به با تو ریز جلبک است. NRژن  2ژن فیتاز درج شده در جایگاه اگزون  موفقیت رونویسی و ترجمه دهندهنشان که مورد تأیید قرار گرفت 

 کاهش هزینه های تولید، از جمله استفاده بیشتر از منابع پروتئینی گیاهی در جیره های غذایی آبزیاننوترکیب تولید و استفاده از آنزیم فیتاز مزایای 
روری مدرن توسعه صنعت خوراک آبزیان و آبزی پ استفاده از این روش برای ،اکوسیستم های آبی در کاهش غنی شدن بیش از حد مواد آلی و

 .توصیه می شود
 

 .ژن نیترات ردوکتاز، CRISPRآنزیم فیتاز، سیستم کلامیدوموناس؛ ریزجلبک  واژگان کلیدی:
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 مقدمه. 1

از مواد  یادیز ریوجود مقاد لیبه دل یدر گذشته، پودر ماه
رشد و  یفاکتورها دها،یپیل نه،یآم یدهایمانند اس یضرور یمغذ

 دراتیکربوه نییو سطح پا بالا هضم تیقابل  ها، نیتامیو
(Morales et al., 2014; Zhou et al., 2004)  به عنوان منبع

 ,.Shahzad et al) شد یاستفاده م یماه یدر غذا نیپروتئ یاصل

به  ازیمنجر به ن پودر ماهی یبالا نهیاما کمبود و هز ؛( 2017
ی اهیمشتقات گ شامل نهیکم هز نیگزیجا ینیاستفاده از منابع پروتئ

اما مشکل عمده در استفاده  .(Morales et al., 2014) استشده 
وجود عوامل  یاهیگ یبر محصولات جانب یمبتن ینیاز منابع پروتئ

 نی. مهمتر(von Danwitz et al., 2016) است یا هیضد تغذ
 باشد یم تاتیف ای کیتیف دیاس انیم نیدر ا ای هیعامل ضد تغذ

(Reddy, 2001) درصد کل فسفر )فسفر(،  80تا  60شامل  تاتیف
 یهامیاست که در رژ میو سد میکلس م،یزیمنکلات  یهانمک

اینوزیتول هگزا  . (Lei et al., 2013)  شودیم افتی یاهیگ ییغذا
 ،به عنوان فیتات شناخته می شود ( که معمولاinsp6ًکیس فسفات )

جزء اصلی ذخیره ای در بذر، ریشه و غده گیاهان می باشد که در 
اصل به عنوان یک منبع فسفات برای جوانه زنی و رشد به کار می 

. اسید فیتیک یا فیتات دارای پتانسیل (Dahiya, 2016)  رود
ظرفیتی  تشکیل باند با پروتئین ها، اسیدهای آمینه، کاتیونهای چند

یا مواد معدنی در مواد غذایی و ایجاد کمپلکس های غیرقابل حل 
 ;Dahiya, 2016) نموده و عمل هضم و جذب آنها را دشوار نموده

Dahiya et al., 2009 ) و عملاً مقدار زیادی از مواد موجود در
 کیبه عنوان  تاتیف . جیره غذایی از دسترس خارج می شود

مانند  یمواد معدن ریکند و با سا یدر اطراف فسفر عمل م بازدارنده
  تشکیل کمپلکس داده میمنگنز، مس، آهن و کلس م،یزیمن
(Denstadli et al., 2006 )دهد یو جذب آنها را کاهش م 
(Dawood et al., 2015; Hussain et al., 2015, 2011 )

 یم انیمنجر به اثرات نامطلوب بر عملکرد رشد ماهدر نهایت که 
 .Council and others, 1993)) گردد

 یها کمپلکس هیبه تجز ازی، نفیتات با توجه به اثرات مضر
بر محصولات  یمبتن غدایی یها رهیموجود در ج یمعدن تاتیف
فیتازها آنزیم های فسفوهیدرولیتیک هستند که در  .است یاهیگ

طبق  .اولین مرحله سبب آزاد شدن فسفر موجود در فیتات می شوند
مطالعات متعدد انجام شده به خوبی مشخص شده است که اضافه 

مؤثر است و  اریبس فیتات زیدرولیه یبراکردن فیتاز به جیره غذایی 
 ,.Vikas et al)قرار می دهد جذب در دسترس  یآن را برا

)هگزا کیس  فیتاتفسفات را از گروه های  ،فیتازآنزیم . (2012
  کند یم جدا (چند مرحله ای)گام به گام  ندیفرآ کیدر  فسفات(

(Lei et al., 2013) قابل توجه  یخوراک یافزودن کی و به عنوان
به فسفر  یدسترس جادیا یمعده و تک معده برافاقد  واناتیح یبرا

استفاده می  درگیر در کمپلکس فیتات یاساس یمواد مغذ ریو سا

 محبوس یمواد معدن این آنزیم،. (Lei and Stahl, 2000) شود
 یجذب آنها م شیکند و منجر به افزا یرا آزاد م توسط فیتات شده
این کار از طریق جلوگیری از ایجاد . (Rabia et al., 2017)  شود

 ،)مس، روی، آهن، منگنز و...( کمپلکس فیتات با مواد معدنی
اسیدهای آمینه، اسیدهای چرب، نشاسته و سایر اجزای مهم رژیم 

می شود و متعاقباً سبب نیاز کمتر به این عوامل ذکر نجام اغذایی 
در روده .  (Dahiya, 2016) شده در جیره غذایی خواهد شد

 جانوران تک معده ای همچون انسان، پرندگان، آبزیان و خوک
(Dahiya, 2016; Turner et al., 2007 )م فیتاز کم تولید آنزی

لذا مقدار زیادی از فسفر موجود در جیره  و یا اصلا وجود نداردبوده 
ذایی به صورت فیتات )فسفر غیر قابل هضم( از دسترس میزبان غ

این نیاز به فسفر به وسیله سویا و سایر اگر چه  .خارج می شود
خوراکی های غنی شده با فسفر معدنی تامین می شود اما اسید 

یکرو موجود در کود این جانوران توسط خاک و مدفعی فیتیک 
شود و  ارگانیسم های موجود در آب به صورت آنزیمی شکسته می

در نتیجه فسفر موجود در کودها آزاد شده و به اکوسیستم های آبی 
 غنای بیش از حد فسفر در محیط آبی می گرددمنتقل و سبب بروز 

رشد بی رویه جلبک ها و در نتیجه کمبود اکسیژن در و منجر به 
. (Bali and Satyanarayana, 2001) می شوداکوسیستم آبی 
دهنده  افزایشبه عنوان یک مکمل غذایی  فیتاز در نتیجه آنزیم

آن توسط میزبان به عنوان یکی  دفع کاهش دهنده فسفر و  جذب
 Lei)  از موثرترین افزودنیهای خوراکی سودآور مطرح شده است

et al., 2013) . 

در میزبان را  یمواد مغذ یستیز یدسترسفیتاز  به طور کلی 
را به  یآب ستمیآن در س یا دفع یآزادساز و رساند یبه حداکثر م

 .(Cao et al., 2007; Kumar et al., 2016) رساند یم داقلح
 بهبود یبرا دیمف کیتکن کیغذایی  رهیجبه  تازیافزودن فبنابراین 

هضم کامل و  ،ی(، جذب مواد معدنFCRخوراک ) لیتبد بیضر
اکوسیستمهای در  یکاهش آلودگ جهیحفظ فسفر در بدن و در نت

 .(Hussain et al., 2015; Lei et al., 2013)) می باشد آبی
از  اند،افتهیتوسعه  ژنوم شیرایابزار و نیچند در حال حاضر

مؤثر  ی(، نوکلئازهاZFNs) یانگشت رو یجمله نوکلئازها
کوتاه  یتکرارها راً یو اخ(، TALENs) یسیکننده رونوفعال

 مرتبط با  ی( و نوکلئازهاCRISPRبا فاصله منظم ) کیندرومیپال

ناخواسته  یحذف قسمت ها ایژن ها  شیرایکه امکان و( Cas9آن )
 ممکن ساخته است یوانیمختلف ح یآن ها را در مدل ها

(Seruggia and Montoliu, 2014)ستمی. س CRISPR-

Cas9  است،  افتهیتوسعه  دیجد ژنوم یندسابزار مه کیبه عنوان
است.  زیژنوم در آنها چالش برانگ شیرایکه و یموجودات یبرا یحت

که  هایی چالش توان بر یم دبخش،ینو یفناور نیبا استفاده از ا
با  یژنوم شیرایبا آن مواجه است غلبه کرد. و یپرور یصنعت آبز

قابل  یژنوم راتییتواند به سرعت تغ یم CRISPRاستفاده از 
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 یماریمقاومت به ب ،یکیبهبود ژنت یکند و آن را برا جادیرا ا یهتوج
 Seruggia and) کند دیمف یپرور یدر آبز یماریو کنترل ب

Montoliu, 2014; Ansai et al., 2021) ،به عنوان مثال .
در برابر  RNAشده توسط  تیهدا یمنیا یبرا دیجد سمیمکان کی
 CRISPR-CasRxدر مهره داران توسط  RNA یها روسیو

ها  یدر ماه RNA یها روسیدر برابر و یتداخل مهندس یبرا
 سمینقش مکان ن،ی. بنابرا(Wang et al., 2021) ارائه شده است

CRISPR-Cas غذا  یجهان یتقاضا یبرا یپرور یآبز نهیدر زم
  مهم است. اریبس ندهیدر آ

ر ب یژنوم مبتن شیرایدر مورد استفاده از و یبررس نیچند
CRISPR وجود دارد یپرور یدر آبز (Gratacap et al., 

2019; Wargelius, 2019)مطالعات اندکی در حال  نی. با ا
 ک هاویرایش ژنوم و تولیدات نوترکیب در هسته میکروجلب زمینه
در لذا  ام شده است.انج CRISPR-Cas با روش یپرور یدر آبز

مبتنی بر ویرایش مستقیم  CRISPRسیستم از مطالعه حاضر، 
( RNPکمپلکس ریبو نوکلئوپروتئین ) با واسطه( HDR) همولوگ

ی در مکان مورد نظر برا خارجیدرج دقیق ژن انتقال و برای 
  گرفت. مورد استفاده قرار فیتاز دستیابی به بیان پایدار آنزیم

 

 مواد و روش ها. 2

 "C. reinhardtii "UVM11سویه فاقد دیواره سلولی 
 ;Andersen, 2005) (TAPات )فسف-در محیط تری استات

Gorman and Levine, 1965 )250) با روشنایی پیوسته 

1−s 2−mol photons mμ )( 120بر روی شیکر  )دور در دقیقه
 ( کشت داده شد.25℃)در دمای ثابت 

با توجه به خاصیت آنزیم فیتاز شامل فعالیت در محیط 
میگردد.   مختلف اقدام به انتخاب ژناسیدی، قلیایی و تحمل دمایی 

در این مطالعه، بررسی و آنالیز خصوصیات پروتئین های فیتاز جدا 
شده از منابع مختلف طبیعی باکتریایی و قارچی و همجنین پروتئین 
های فیتاز مهندسی شده توسط شرکت های مختلف در قالب ثبت 

 Buttiauxellaاختراع،  منجر به انتخاب پروتئین فیتاز باکتریای )

sp. مهندسی شده توسط شرکت )Danisco گردید 
(https://www.lens.org/lens/patent/067-475-823-

386-005/fulltext).   
از  پایگاه بهینه سازی ژن بررسی کدون ترجیحی و به منظور 

 .Kazusa (http://www و( NCBIبانک ژن )داده 

kazusa.or.jp/codon/) استفاده گردید (Kadkhodaei et 

al., 2018.) 
ژن کد کننده ، Cas9ین تئبه منظور بیان و خالص سازی پرو

 SpCas9)متعلق به استرپتوکوک پیوژنز   SpCas9پروتئین 

pET-28b-Cas9-His )به باکتری E. coli  سویهRosetta2 

(DE3) منتقل گردید (Zadabbas Shahabadi et al., 

2023). 
بعد از تجزیه و  ،گردد( مشاهده می1همانطور که در شکل )

که بخش  NR (Nit1)اگزون دوم ژن تحلیل های بیوانفورماتیک 
ابتدایی از ناحیه کد کننده ژن نیترات ردوکتاز است، به عنوان محل 

 طراحی گردید gRNAو  هدف برای درج ژن فیتاز انتخاب
(Zadabbas Shahabadi et al., 2023.) 

و تست برش  RNPتهیه کمپلکس و  gRNAسنتز برای 
به   DNA sgRNAابتدا الگوی ، آنزیمی در شرایط آزمایشگاهی

 Zadabbas Shahabadi et) ساخته شد  MOE PCRروش 

al., 2023 ) نانوگرم از  75و سپسDNA sgRNA  الگو برای
از  ، با استفاده در شرایط آزمایشگاهی gRNAرونویسی و سنتز 

 RNA (Hi Scribe T7 Quick High Yieldکیت سنتز 

RNA Synthesis Kit )( و طبق پروتکل شرکت سازندهNEB 

#E2050 .استفاده گردید ) 

قبل از استفاده از آنها در  Cas9و پروتئین  sgRNAعالیت ف
بدین د. باید در شرایط آزمایشگاهی تأیید شو in-vivoشرایط 

با کمی  Hu et al. (2021) منظور از تست آزمایشگاهی به روش
 Zadabbas Shahabadi et) به شرح زیراستفاده شد تغییرات

al., 2023) .1300  نانوگرمsgRNA  نانوگرم پروتئین  130و
CAS9  10میکرولیتر از بافر فعالیت 3مراه ( به ه1: 10)نسبتX 

CAS9  میکرولیتر  15و با آب عاری از نوکلئاز به حجم نهایی
دقیقه  15گراد به مدت درجه سانتی 37رسانده شده و در دمای 

تشکیل و آماده فعالیت )شناسایی  RNPانکوبه گردیدند تا کمپلکس 
 Cas9و برش جایگاه هدف توسط  sgRNAالگوی هدف توسط 

نوگرم از پلاسمید اهدا نا 400، برای هر آزمایش ، سپس( شود. 
)با توجه به وجود دو جایگاه برش  P1Chlamyck-I/Oکننده 

 gRNA) (Zadabbas Shahabadi etقابل شناسایی توسط 

al., 2023 ) 4به مدت  37℃به واکنش اضافه شد و در دمای 
، واکنش  CAS9ساعت انکوبه شدند. برای غیرفعال کردن نوکلئاز 

 دقیقه انکوبه شدند. 10به مدت  65℃ها در دمای 

 
 بخش های کد کننده ژن نیترات ردوکتاز -1شکل 

Fig. 1- Nitrate reductase gene coding parts 

https://www.lens.org/lens/patent/067-475-823-386-005/fulltext
https://www.lens.org/lens/patent/067-475-823-386-005/fulltext
https://www.lens.org/lens/patent/067-475-823-386-005/fulltext
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و پلاسمید اهداکننده ساختار حاوی  RNPانتقال کمپلکس 
 C. reinhardtii (  بهP1Chlamyck-I/Oژن مورد نظر )

(strein UVM11) ای )های شیشهبا استفاده از روش دانهglass 

bead توسط  مطالعه قبلی( توصیف شده درZadabbas 

Shahabadi et al. (2023) گردید. انجام 
 Zadabbasتوسط  پیرو مطالعه قبلیبازیابی سلولی و کشت 

Shahabadi et al. (2023 ) ایکلونی هنهایت، انجام گرفت و در 
ومایسین( میکروگرم در میلی لیتر هیگر 10مثبت )رشد یافته بر روی 

 SDS PAGEو  PCRبرای نگهداری و تایید ویرایش ژنوم شامل 
 گردیدند.انتخاب 

 راستی آزمایی میکروجلبک های ویرایش شدهبرای 
(knocked-in ) به روشPCR ،DNA ز کلنی های ژنومی ا

خراج تاس CTABمیلی متر( با استفاده از روش  0.5مثبت )با قطر 
 سپس .(Zadabbas Shahabadi et al., 2023) گردیدند

 PCR مولکولی از طریق دستگاه روش بهبررسی صحت ویرایش 
  .(Zadabbas Shahabadi et al., 2023) نجام گرفتا

 ابتدا SDS PAGEبه منظور آنالیز بیان فیتاز به روش 
به  با کمی تغییرات Yildrim (2022)استخراج پروتئین با روش 
میلی لیتر نمونه  50( برداشت الف شرح زیر انجام گردید:

ل در سلومیلییون  43میکروجلبکی در انتهای فاز لگاریتمی رشد )

به  4℃ در دمای دور در دقیقه 4000( سانتریفیوژ با ب میلی لیتر(
 80℃دقیقه و برداشت پلت ها و نگهداری در فریزر منفی  7مدت 

 TBS (50 mM Tris–HClمیلی لیتر بافر   50( اضافه کردن ج

pH 8, 40 mM NaCl, 0.1 % Tween 20 and 1 mM 

PMSF( )Campos-Quevedo et al., 2013 )هت حل ج
( سونیکیت کردن محلول میکروجلبک د کردن پلت میکروجلبک.

سونیکیت  ثانیه 20توسط دستگاه هموزنایزر التراسونیک با برنامه  
ت جهسپس  .دقیقه بر روی یخ 5/7ثانیه استراحت به مدت  30 –

بررسی و مشاهده پروتئین فیتاز بیان شده در میکروجلبک 
 SDSکلامیدوموناس ری اینهاردتی با بهره گیری از روش 

PAGE  (Laemmli, 2011)  و نکات بیان شده توسط
Grabski  وBurgess (2001 ).انجام گرفت 

 

 نتایج. 3

-DNA (P1Chlamyckکه پلاسمید اهداکننده جاییاز آن

I/Oلی هدف ( دارای دو تواgRNA نده در طرفین ساختار اهدا شو
 Cas9/gRNAمی باشد، برای ارزیابی کارایی و فعالیت کمپلکس 

(RNP جهت برش در شرایط آزمایشگاهی مورد استفاده قرار )
وح گرفت. نتیجه تست برش آنزیمی در شرایط آزمایشگاهی به وض

نشان ( 2در شکل )جفت باز( را  3611و  4124اندازه مورد انتظار )
، به الگوی هدف اضافه شد gRNA، در حالی که وقتی تنها داد

 .گونه برشی مشاهده نگردیدهیچ

به همراه  RNPدر این تحقیق، انتقال مستقیم کمپلکس  
به سلول  "DNA "p1ChlamyCK-I/Oپلاسمید اهداکننده 

در همانطور که  و انجام گردید C. reinhardtiiمیکروجلبک 
های مثبت )کلنی های رشد یافته( کلنی ( مشاهده می کنید،3شکل )

لیتر میکروگرم بر میلی 10آگار حاوی  TAPبر روی محیط کشت 
عدد کلنی مثبت  6غربالگری شدند. در مجموع   Bهیگرومایسین 

به  RNPاز نمونه های انتقال ژن یافته اصلی )انتقال کمپلکس 
جهت غربالگری بیشتر به منظور  (DNAهمراه پلاسمید اهداکننده 

ژن  2تایید ویرایش و یا درج صحیح ژن خارجی در جایگاه اگزون 
عدد کلونی مثبت  2و  C. reinhardtiiنیترات ردوکتاز ریز جلبک 

از نمونه های انتقال ژن یافته کنترل )ترانسفورم شده تنها با استفاده 
قال و بیان مورد ( به منظور مقایسه انتDNAاز پلاسمید اهدا کننده 

 مطالعه قرار گرفتند.

ده در شبیان ژن خارجی درج ترجمه ژن فیتاز به عنوان تأیید 
کلنی حاوی  5بر روی   SDS PAGEسطح پروتئین توسط 

فاده از کلنی نمونه کنترل )انتقال ژن بدون است 1 و ویرایش صحیح
 اهدا کنندهو تنها با استفاده از پلاسمید  RNPکمپلکس 

"p1ChlamyCK-I/O" پروفیل پروتئین  در مقایسه با
بک از نمونه کنترل ترانس فرم نشده )سویه میکروجلاستخراجی 
UVM11 ) شان ن (4)مورد تأیید قرار گرفت و همانطور که در شکل

ژن  2ون داده شده است، ژن خارجی )فیتاز( درج شده در جایگاه اگز
دیده نیترات ردوکتاز ریز جلبک با موفقیت رونویسی و ترجمه گر

تاز می شان داد که ژن فیاست. از سوی دیگر نتایج مطالعه حاضر ن
دوکتاز( با ژن نیترات ر 2تواند با موفقیت در محل مورد نظر )اگزون 

لی سطح ثابت در نمونه های دارای ویرایش صحیح با وزن مولکو
)انتقال ژن  در نمونه کنترلکیلو دالتون بیان و ترجمه شود اما  5/47

دار ایبیان به صورت ثابت و پ (، RNPبدون استفاده از کمپلکس 
 مشاهده نگردید.

 

 

 بحث و نتیجه گیری. 4

 قاتیژن را در تحق شیرایو یفناور ،CRISPRاخیرا سیستم 
 شیرایدر دسترس قرار داده است. و یبه آسان یتجار یو کاربردها

ا ب ریدرمطالعات صورت گرفته اخ CRISPR/Casژن با استفاده از 
 Khalilی )، ماه(Scheben et al., 2017) اهانیدر گ تیموفق

et al., 2017) ی )انسان یبردهاو کارCyranoski, 2016; Ma 

et al., 2017 )لین بار . و در مطالعه حاضر برای اوانجام شده است
برای درج صحیح و  RNPمبتنی بر  CRISPRاز سیستم نوین 

اس دقیق ژن فیتاز باکتریایی در هسته میکروجلبک کلامیدومون
 استفاده گردید. 

 یهانیگزیارائه جا ،یپزشک شرفتیپ لیتانسژن، پ یآورفن
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کمک به  یبرا یفرصت جهیسوخت، بهبود عملکرد محصول و در نت
مقابله  یبرا یپرور یدر آبز ییکاربردها نی. چن.را دارد ییغذا تیامن

 در حال رشد هستند دیتول شیو افزا یداریپا یبا چالش ها
(Osmond and Colombo, 2019). 

 
 

 
-p1ChlamyCKدر شرایط آزمایشگاهی بر روی پلاسمید   Cas9به منظور بهینه سازی روش برش  TAE 1%ژل آگارز  -2 شکل

I/O  شماره دسترسی بانک ژن(OP236418  با دو سایت هدف )gRNA (gRNA   هدفA  و   3610تا  3588از نوکلئوتیدgRNA 

 /gRNA: 1300ng/ Cas9: 130ng( 1  دهد. جفت باز ی( را نشان می 7734بر روی ساختار   7734تا  7712از نوکلئوتید   Bهدف 

Donor plasmid: 400ng  ؛(M  نشانگر ((Catalog Number SM0313)GeneRuler 1 kb DNA Ladder, ready-to-use) 2 ؛ )

 (Catalog Number SM0313) نقشه نشانگر (MM ؛ p1ChlamyCK-I/O (400ng)پلاسمید اهدا کننده 
Fig. 2 - TAE 1% agarose gel in order to optimize the Cas9 cleavage method in laboratory conditions on plasmid 

p1ChlamyCK-I/O (Gene Bank accession number OP236418) with two gRNA target sites (target gRNA A form 

nucleotides 3588 to 3610 and target gRNA B from Nucleotide 7712 to 7734 represents 7734 bp on the structure. 

1) gRNA: 1300ng/ Cas9: 130ng/ Donor plasmid: 400ng; (M Marker ((Catalog Number SM0313) GeneRuler 1 kb 

DNA Ladder, ready-to-use)); 2) donor plasmid p1ChlamyCK-I/O (400ng); MM) Marker Map (Catalog Number 

SM0313) 
 
 

 
 

 10همراه با   TAPبه دست آمده با ترانسفورم به روش گلس بید بر روی محیط انتخابی  C. reinhardtiiکلنی های مثبت -3شکل 

تیمار  C. reinhardtii ( کشتB2بدون هیچ گونه ترانسفورم  C. reinhardtii( کشت Hygromycin B B1میکروگرم بر میلی لیتر 

ر تیمار شده د C. reinhardtii ( کشتRNP  B3 شده در شرایط ترانسفورم اما بدون استفاده از پلاسمید اهدا کننده  و کمپلکس

 .C   ( کشتB3  B5تکرار  ( RNP B4 و کمپلکس "p1ChlamyCK-I/O" شرایط ترانسفورم با استفاده از پلاسمید اهداکننده

reinhardtii   تیمار شده در شرایط ترانسفورم تنها با استفاده از پلاسمید اهدا کننده "p1ChlamyCK-I/O"   B6 تکرار )B5. 

 
Fig. 3 - Positive colonies of C. reinhardtii obtained by transformation by glass bead method on TAP selective 

medium with 10 μg/ml Hygromycin B;  B1) C. reinhardtii culture without any transformation;  B2) C. reinhardtii 

culture treated in Transformation conditions but without using donor plasmid and RNP complex;  B3) Culture 

of C. reinhardtii treated in transformation conditions using donor plasmid "p1ChlamyCK-I/O" and RNP 
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complex ; B4) B3 Repeat; B5) Culture of C. reinhardtii treated In transformation conditions using only donor 

plasmid "p1ChlamyCK-I/O"; B6) B5 replicate  .  

 
 

 
 

 شد:کیلو دالتون به شرح زیر می با 5/47که نشان دهنده بیان و ترجمه ژن فیتاز با وزن مولکولی  SDS PAGEژل  -4 شکل

UVM11جلبکی ترانسفورم نشده؛  ( پروتئین استخراجی از نمونهM پروتئین استخراجی از نمونه های دارای1،2،3،4،5( لدر؛ ) 

تئین استخراجی از ( پرو6؛ "p1ChlamyCK-I/O"و پلاسمید اهدا کننده RNPویرایش صحیح و ترانسفورم شده با کمپلکس 

 .p1ChlamyCK"و فقط با استفاده از پلاسمید اهداکننده  RNPکنترل و ترانسفرم شده بدون استفاده از کمپلکس  نمونه  کلنی

 
Fig. 4- SDS PAGE gel showing the expression and translation of the phytase gene with a molecular weight of 47.5 

kDa as follows: UVM11) protein extracted from untransformed algal sample; M) ladder; 1, 2, 3, 4, 5) protein 

extracted from correctly edited and transformed samples with RNP complex and donor plasmid "p1ChlamyCK-

I/O"; 6) Protein extracted from the control sample colony and transformed without using the RNP complex and 

only using the "p1ChlamyCK" donor plasmid. 

 

 یدر آبز CRISPRانجام شده  قاتیاز تحق یاریتا به امروز، بس
از  یاریدر بس یسنت کیژنت  ینشان دهنده بهبود روش ها یپرور

و  یمیمثل، عق دیتول ،یماریمانند رشد، مقاومت در برابر ب عوامل
 ,.Roy et al) ها شده است یدر ماه یزیرنگ آم یالگوها

2022.) 
دف رشد با ه شیافزا یبرا CRISPRژنوم  شیرایو کیتکن

استفاده  یپرورش یماه نی( در چندmstn) نیوستاتیقرار دادن ژن م
 ;Hallerman, 2021; Khalil et al., 2017) شده است

Kishimoto et al., 2018). یها کیتکن CRISPR یبرا 
 یاریدر بس( mstnمیوستاتین )کردن ژن  رفعالیرشد با غ شیافزا

 Zhong) (Cyprinus carpio) یها مانند کپور معمول یاز ماه

et al., 2016)، یکانال یگربه ماه (Ictalurus punctatus )
(Khalil et al., 2017)، قرمز ییایدر میبر یماه (Pagrus 

major) (Kishimoto et al., 2018)،  ماهیParalichthys 

olivaceus (Kim et al., 2019) صدف ،Crassostrea 

gigas  (Yu et al., 2019) ،یماه Megalobrama 

amblycephala (Yuan Sun et al., 2020) لین ایلاپیو ت 
(Oreochromis niloticus)  توسط شرکتAquaBounty 

به   Red seabream یکه ماه بدین صورت است. افتهیتوسعه 
 16 شی)افزا دهدیم شیخود را افزا یتوده عضلان یطور قابل توجه

 هیکوتاه و راندمان تغذ(، طول بدن یاسکلت یهاچهیماه یدرصد
 Kishimoto) را به همراه دارد یبهتر یرشد کل جهیبهتر و در نت

et al., 2018; Ohama et al., 2020) . جدا از ژنmstn ،
ماهی صفات مرتبط با رشد در  یبرا CRISPR نیهمچن

Takifugu rubripe که  نیلپت رندهیاختلال در ژن گ جادیبا ا
بخورند،  شتریب هایماه شودیو باعث م کندیاشتها را کنترل م
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  .(Kishimoto et al., 2018) استفاده شده است
 یموثر برا کردیرو کیبه عنوان   CRISPR/Cas از سیستم

 reovirusاز  یناش کیهموراژ ی ها در مطالعاتی مانند:ماریکنترل ب
 گربه ماهی کانالی، GCRV ((Ma et al., 2018 خوارکپور علف

(Elaswad et al., 2018،)  ناک اوت کردن ژنEcNinaB-

X1  در میگویExopalaemon carinicauda   جهت افزایش
( Yuying Sun et al., 2020)  و میر مقاومت و کاهش مرگ

ادغام  یبرا CRISPR/Cas9 HDR ،یگریدر مطالعه دو گردید 
 تی)که فعال  alligator cathelicidinخارجی از تمساح ژن  کی

منطقه هدفمند  کیدهد( در  یرا نشان م فیالط عیوس یکروبیضدم
 Simora et) استفاده شد ی کانالیکدکننده از ژنوم گربه ماه ریغ

al., 2020). 
 CRISPR/Cas9 ،عقیم سازی و کنترل جنسیت نهیزم در

اطلس  انوسیآزاد اق یدر ماه دیجد میعق یهاتوسعه مدل یبرا
(Salmo salar( با حذف ژن )dnd)، اطلس  انوسیآزاد اق یماه

 دیماند و به بلوغ نرس ینابالغ باق،  ندهیزا یها لبدون سلو
(Kleppe et al., 2017).  در مطالعه صورت گرفته توسطChen 

et al. (2018)  با ناک اوت ژنdnd1  ماهی خاویاریSterlet 
های ژنحذف  یبرا CRISPR/Cas9 عقیم بدست آمد، از سیستم

dmrt6 ،dmrt1، foxl2 ،nanos2 ، nanos3 فاکتور ،
 لین ایلاپیتر د eEF1A ( و ژنWt1، )Gsdf ،1 کیدوژنیاستروئ

(Oreochromis niloticus) (Chen et al., 2017; Jiang 

et al., 2017; Li et al., 2014; Xie et al., 2016)  استفاده
 دیتول یبرا CRISPR/Cas9از  راًیاخ شده است و همچنین

حذف  قی( از طرCyprinus carpioماده ) یکپور معمول تیجمع
 ,.Zhai et al) ه استاستفاده شد P450 17A1 توکرومیژن س

2022). 
Datsomor et al. (2019 ،) صورت گرفته توسط مطالعه در

توسط  اطلس انوسیقزل آلا اق یدر ماه elovl2 ژن شیرایو
CRISPR/Cas9  شدن  لی، که از طوگردیداستفادهPUFA 

 PUFAرا در سنتز  elovl2 یدینقش کلکه  کند یم یریجلوگ
کننده  میدهد که عنصر تنظ ینشان م نیدهد و همچن ینشان م

کننده  میتنظ یعنصر اصل کی( Srebp-1) 1-نیاسترول پروتئ
 می باشد اطلس انوسیقزل آلا اق یدرون زا در ماه PUFAسنتز 

(Datsomor et al., 2019). 
 ستمیس قیاز طر ASIP 2و  ASIP 1دو ژن  ،مطالعه یک در

CRISPR/Cas9 در  اهیس یآن، لکه ها لهیمختل شدند و به وس
و در ( Chen et al., 2019) شدند دیناپد یلکپور معمو یماه

 نیملان وسنتزیدر ب slc45a2هدف قرار دادن ژن  با مطالعه دیگر
با  لین ایلاپیت یاز ماه نویگونه آلب کیمورد استفاده قرار گرفت و 

 ,.Segev-Hadar et al)) دگردی دیپوست و چشم قرمز تول

2021.) 

روی هم رفته با توجه به مطالعات صورت گرفته اخیر بر روی 
افزایش از یک طرف و   CRISPR آبزیان با بهره گیری از سیستم 

به  FDAکه عموماً توسط  C. reinhardtiiاستفاده تجاری از 
، نیازمند از طرف دیگر شود( شناخته میGRASعنوان گونه ایمن )

هایی از این گونه میکروجلبکی می باشد که بهبود و توسعه سویه
کنند. اصلاح ژنوم با ترکیبات زیستی با ارزش افزوده بالا را تولید 

با موفقیت در طیف وسیعی از  CRISPR-Casاستفاده از سیستم 
 ها از جمله چندین ریزجلبک انجام شده استارگانیسم

((Naduthodi et al., 2019; Shin et al., 2016) سیستم .
CRISPR-Cas  در ریزجلبک ها برای اثبات عملکرد یک ژن

خاص و ایجاد سویه هایی با ویژگی های صنعتی مانند بهبود 
محتوای لیپید و بهره برداری بیشتر زیست توده استفاده شده است 

( تغییرات ژنومی را با سرعت، CRISPR-Casو این سیستم )
سهولت بیشتری در مقایسه با سایر روش های کارایی، دقت و 

 .(Patel et al., 2019 مهندسی ژنوم ایجاد کرده است

)غیر مبتنی بر  CRISPR-Casنسل دوم پلتفرم ویرایش 
DNA معروف به کمپلکس )RNP  بر خلاف نسل اول

CRISPR-Cas  مبتنی بر(DNA که از سازه های پلاسمیدی )
، در (Shin et al., 2016) استفاده می نماید Cas9برای بیان 

چند سال اخیر بسیار بیشتر مورد توجه قرار گرفته است. این 
( فعالیت شناسایی هدف درست را بهبود RNPاستراتژی )کمپلکس 

)به تنهایی( را بر روی  Cas9می بخشد و اثرات سمی پروتئین 
)نسل دوم( مزایای زیادی  RNPsسلول ها کاهش می دهد،. انتقال 

)نسل اول( دارد به  Cas9و  gRNAلاسمید بیانگر نسبت به پ
طوریکه از یک سو بازده ویرایش بسیار بالاتری در اصلاحات مبتنی 

در مقایسه با تغییرات مبتنی بر  C. reinhardtiiدر  RNPبر 
DNA گزارش شده است (Baek et al., 2016; Shin et al., 

انجام تست برش در شرایط آزمایشگاهی  و از سوی دیگر( 2016
جویی زیادی در شده باعث صرفههای طراحی gRNAبا حضور 

در پژوهش حاضر، بر روی  شود لذازمان، هزینه و نیروی کار می
، عملیات کشت، C. reinhardtiiدرج ژن فیتاز و ویرایش ژنوم در 

های ویرایش شده مثبت صحیح انتخاب و غربالگری بر روی کلنی
روزه انجام شد  150نسل در یک دوره زمانی  15کلنی( در طول  5)

دهنده درستی و ویرایش پایدار بود، در حالی که نمونه و نتایج نشان
های انتقال ژن شده به روش کلاسیک )انتقال ژن بدون استفاده از 

( پس از دو نسل ژن فیتاز را CRISPRیا روش  RNPکمپلکس 
 از دست دادند.

مطالعات صورت گرفته تا کنون همگی انتقال ژن با توجه به 
های فیتاز در کلروپلاست میکروجلبک ها بوده است که اکثریت آنها 

 ;Erpel et al., 2016) از میزان بیان پایینی برخوردار بوده است

Yoon et al., 2011 ) و در مطالعه صورت گرفته توسطPotvin 
ر برای ضر مطالعه حابیان مشاهده گردید، اما دوجود عدم  (2015)
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بار نخست در ایران و همچنین در سطح جهانی تولید آنزیم فیتاز 
با بهره گیری از روش  C. reinhardtiiتوسط میکرو جلبک 

CRISPR ترات ردوکتاز ژن فیتاز باکتریایی در ژن نی برای درج
با موفقیت  CRISPR/Cas9 RNPبه واسطه  )انتقال به هسته(

 انجام گردید.

ژن نیترات  2تایید کارایی ژن درج شده در جایگاه اگزون برای 
(، 4در شکل ) SDS PAGEداده های   ردوکتاز، تجزیه و تحلیل

وجود ژن فیتاز خارجی، رونویسی و ترجمه ژن فیتاز در کلون های 
بدین صورت که تداوم بیان و ترجمه حتی  نشان داد،ویرایش شده را 

تواند پایداری بیان نوم شده میهای ویرایش ژدر نسل پانزدهم کلون
بودن  و همچنین مناسب  (NR)  نیترات ردوکتاز فیتاز را در جایگاه

برای درج ژن های هدف خارجی بدون تحت تاثیر قرار  NRژن 
با توجه به مطالعات صورت  گرفتن خاموشی ژن را به اثبات رساند.

و بیان  گرفته تا این لحظه، این اولین گزارش موفقیت آمیز از درج 
 .Cژن فیتاز باکتریایی در ژن نیترات ردوکتاز میکروجلبک 

reinhardtii  به واسطهCRISPR/Cas9 RNP  می باشد که
تایید گردید. علاوه  SDS PAGEبیان و ترجمه ژن فیتاز با آنالیز 

بر این، کشت و انتخاب بر روی تمام  کلنی های ویرایش شده مثبت 

روزه انجام گردید و نتایج  150نسل در طول یک دوره زمانی  15در 
ویرایش صحیح و پایدار بدون تأثیر خاموشی ژن یا اثر  دهندهنشان

ن منفی  مکان درج ژن بود.  به طور کلی، با توجه به خوراکی بود
از سازمان غذا  و دارا بودن تاییدیه C. reinhardtiiمیکروجلبک 

تواند از یک سو سبب توسعه صنعت این نتایج می( FDAو دارو )
تغذیه طیور و آبزیان به عنوان عمده مصرف کنندگان آنزیم فیتاز در 
جیره غذایی گردد و از سوی دیگر سبب توسعه حفاظت محیط 

 و تجزیه فسفر در طبیعت گردد. زیست از طریق کاهش رهاسازی 

 

 تشکر و قدردانی. 5

سازمان پژوهش های علمی و صنعتی ایران  کار با مشارکت نیا
(IROST )نی( تام341500 :گرنت و دانشگاه هرمزگان )شماره 

 یمانیسل محبوبه یاز مساعدت فن همچنین سندگانینو شده است.
 حامدنژاد،  یخیش علی ،یزمحسنیعز فرزانه ،یدیعم هچشم، زهر

  .ی نمایندم یتشکر و قدردان یزند محمدو  یقوسان
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