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 بیولوژی کاربردیشی ـپژوه -میـلنامه علـفص

 

 
 

 

 های دفاعی گیاهبررسی بیان ژن وش های پرکاربردرترانسکریپتومیکس و 

جلال غلام نژاد
 

 ، اردکان، ایراناستادیار دانشکده کشاورزی و منابع طبیعی، دانشگاه اردکان دکتری بیماری شناسی گیاهی،

 (70/00/7931 :؛ تاریخ پذیرش71/06/7931: تاریخ دریافت)

 

 چکیده

علم ترانسکریپتومیکس بر روی میزان بیان . در زمینۀ علوم بعد از ژنومیک است های پیشرفتهترانسکریپتومیکس یکی از زمینه

ها ها و عملکرد ژنترانسکریپتومیکس اطلاعات زیادی را در مورد ژنوم، ساختار ژن. کندتمرکز می RNAها با بررسی سطوح ژن

ایندهای بیولوژیکی مختلف سلولی رخ می دهد های مولکولی که در فرآورد و با استفاده از این اطلاعات مکانیسمفراهم می

امروزه ترانسکریپتومیکس کاربرد وسیعی در . کنندگیاهان بعد از درک بیمارگر سیستم دفاعی خود را فعال می .شود آشکار می

ارقام مقاوم های انباری و شناسایی های زیستی و غیرزیستی، بیماریکشاورزی پیدا کرده و با استفاده از این علم پاسخ به تنش

های دفاعی نسبت به بیمارگرها، ها در زمان تنش و شناسایی ژنبررسی بیان ژن. شوددر بیماری شناسی گیاهی مطالعه می

نتایج تحقیقات ترانسکریپتومیکس در مورد بیان ژن، اطلاعات مرتبط به مکانیسم تحمل و مقاومت به . بسیار ضروری است

های روش. های زیست فناوری را هموارتر می سازده و تولید ارقام مقاوم و متحمل از راه روشبیمارگرهای گیاهی را افزایش داد

گیرد ها مورد استفاده قرار میهایی که برای مطالعۀ بیان ژنروش. مختلفی جهت تجزیه پروفایل بیان ژن در گیاهان وجود دارد

در . شوندهای متکی بر توالی یابی تقسیم میو روش PCR های مبتنی برهای متکی بر هیبریداسیون، روشبه سه دستۀ روش

 .ها و کاربردهای آن در بیماری شناسی گیاهی پرداخته می شوداین مقاله مروری بر روش های مطالعۀ بیان ژن

 کلیدواژگان

 .Real time PCRبیان ژن دفاعی، بیماری گیاهی، ترانسکریپتومیکس، میکرواری، نوردرن بلات، 
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 ...های بررسی بیان ژن روش های پرکاربردترانسکریپتومیکس و 

 مقدمه

های پیشرفته در ترانسکریپتومیکس یکی از زمینه

در . است( post-genomic)زمینۀ علوم بعد از ژنومیک 

در  RNAواقع ترانسکریپتوم به مجموعۀ نسخه های 

ای از نوع خاصی از یک سلول یا بافت در شرایط ویژه

شود و نمو یا تحت شرایط فیزیولوژیکی خاص اتلاق می

، (messenger RNA)های پیغامبر  RNAشامل 

RNA های انتقال دهنده(transfer RNA) ،RNA 

های غیر RNA، و دیگر (ribosomal RNA)ریبوزومی 

در  ژنوم. می شوند( non-coding RNA)کد کننده 

های یک موجود زنده، به استثنای تمامی سلول

موجودات جهش یافته، ثابت است، تحت شرایط 

کرد، اما  ها تغییر خواهدمختلف الگوی بیان ژن

به . های مختلف متغییر استترانسکریپتوم در سلول

بیان دیگر، ترانسکریپتوم هر سلول الگوی بیانی 

هایی است که به طور فعال در زمانی خاص بارز می  ژن

نیز بر وی ترانسکریپتوم تأثیر  mRNAشوند؛ تخریب 

ها علم ترانسکریپتومیکس بر روی میزان بیان ژن. دارد

(. 1)کند تمرکز می RNAح با بررسی سطو

اطلاعات زیادی را در مورد ژنوم،  ترانسکریپتومیکس

آوردو با ها فراهم میها و عملکرد ژنساختار ژن

های مولکولی که در استفاده از این اطلاعات مکانیسم

فرایندهای بیولوژیکی مختلف سلولی رخ می دهد 

اس یابی در مقیبا توسعۀ فناوری توالی. شودآشکار می

وسیع، آنالیز ترانسکریپتوم سلولی تسهیل شده است و 

های تنظیم ژن بر باعث درک بهتر محققین از شبکه

 .(2)شده است  RNAاساس 

های الگوی دقیق و کنترل شده که باعث بیان ژن

های متفاوت و زمان متفاوت می شود، مختلف در سلول

ر ها دبیان متفاوت ژن. الگوی بیان ژن نامیده می شود

های برگ و ریشه در گیاه و ها باعث تفاوت سلولسلول

های کبد و ماهیچه می یا در انسان موجب تفاوت سلول

شود، و همچنین باعث تفاوت یک سلول سالم از یک 

اما سوالی که در اینجا پیش . سلول سرطانی می شود

آید این است که چطور محققان متوجه شوند کدام می

ها چه موقع چنین این ژنها روشن هستند و همژن

بیان ژن یکی پدیدۀ فعال  .شوندروشن یا خاموش می

های یکسان ممکن است تحت شرایط است، و ژن

به بیانی . های مختلفی عمل نمایندمختلف به صورت

توان متصور شد که دو ارگانیسم دارای دیگر، می

های متفاوتی های یکسانی هستند ولی فنوتیپژنوتیپ

دهند که این تفاوت به علت تفاوت در بیان را بروز می 

 (. 3)های مختلف است ژن

برای جواب دادن به سوالات مختلف در مورد بیان 

های دفاعی در گیاهان در شرایط ها به خصوص ژنژن

های تنش و بدون تنش، محققان اغلب از روش

آزمایشگاهی مانند نوردرن بلات و یا از روش آنالیزهای 

اکثر . استفاده می کنند( SAGE)ژن  سریالی از بیان

هایی ها این امکان را به وجود می آورد که ژناین روش

که در سلول روشن و خاموش می شوند را مورد 

شناسایی قرار داد؛ و به دنبال آن، این اطلاعات می 

تواند نشان دهندۀ شرایطی باشد که باعث بیان این 

 (. 4)ها شده است ژن

هایی که به گیاهان و بیماری آفاتهای اصلی گروه

ها، ها، باکتریکنند شامل قارچخسارت وارد می

از  گیاهان .باشندمی حشراتو  هانماتدها، ویروس

به  که سدهای ساختاری، از جمله ابزار مختلف طریق

تولید  باکنند و همچنین عمل می موانع فیزیکی عنوان

 خود ضدمیکروبی، از های ثانویه با فعالیتمتابولیت

توانند بعد از درک می گیاهان(. 5)محافظت می کند 

این  سرعت. فعال کنندخود را  سیستم دفاعیبیمارگر 

فرایند یکی از عوامل بسیار مهم در موفقیت وقوع 

 . مقاومت در گیاهان است

( Resistant genes)های مقاومت فعال شدن ژن

 شود که این تغییراتبعدی می منجر به ایجاد تغییرات

هم در مکان آلودگی و هم به صورت سیستمیک در 

دهد و باعث ایجاد تغییرات فیزیکی سراسر گیاه رخ می
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ها مانند ساخت بیشتر لیگنین و بالا رفتن در سلول

ترین قسمت دفاع مهم(. 6)شود استحکامات گیاه می

های موثر گیاه در برابر بیمارگرها، القای سریع ژن

های دفاعی عمده از ژن یک گروه. دفاعی گیاه است

زایی های وابسته به بیماریینئرمزکنندۀ پروتهای ژن

PR (Pathogenesis-related PR proteins )در . هستند

هنوز پروتئین،  PRهای که عملکرد تعدادی از ژنحالی

ها فعالیت کیتینازی است ولی تعدادی از آن نامشخص

دیوارۀ  و گلوکانازی دارند که این مواد به ترکیبات

های دفاعی القا سایر ژن. کنندها حمله میسلولی قارچ

های درگیر در بیوسنتز ها، آنزیمشونده شامل دیفنسین

های محافظت کننده از گیاه و ها، آنزیمفیتوآلکسین

اجزاء انتقال پیام مانند عوامل رونویسی اختصاصی 

 (. 7)هستند 

های دفاعی در گیاهان در پاسخ به القای ژن

دهد بیمارگرها، در مرتبۀ اول در سطح رونویسی رخ می

و در مرتبه دوم تنظیم الگوهای بیان زمانی و مکانی ژن 

ترین قسمت از دفاع گیاهی به شمار های دفاعی مهم

های شناسایی اجزای انتقال پیام برای بیان ژن. رودمی

دفاعی گیاه شامل عوامل رونویسی کلیدی مهم این 

آورده است که این عوامل ابزار مناسبی  امید را به وجود

جهت افزایش مقاومت گیاه در برابر طیف وسیعی از 

بیشتر دستاوردهایی که در این . بیمارگرها هستند

مدل آرابیدوپسیس حوزه به دست آمده در مورد گیاه 

بوده است، و در نهایت منجر به انتقال این نتایج به 

 نوترکیب DNA گیاهان زراعی با استفاده از روش های

 (.8)خواهد شد 

های دفاعی مسیرهای ارسال پیام درگیر در بیان ژن

رسان دفاعی از جمله پیامگیاه توسط چندین مولکول 

، اسید (NO)اسیدسالیسیلیک، اتیلن، اکسید نیتریک 

مانند ( ROS)های اکسیژن فعال جاسمونیک و گونه

 NO و ROS. شوندپراکسید هیدروژن تنظیم می

 های مهم ارسال پیام در طول واکنش فوقمولکول

ها در رسد فعالیت آنباشند و به نظر میحساسیت می

. شودهای گیاهی میکنار هم باعث مرگ موضعی سلول

دار سطوح اسیدسالیسیلیک در محل افزایش معنی

های دیگر گیاه و آلودگی و به میزان کمتر در قسمت

ورت پاشش همچنین استفاده از اسیدسالیسیلیک به ص

بر روی گیاه باعث افزایش مقاومت گیاه در مقابل 

گیاهان تراریختی . شودزا میبسیاری از عوامل بیماری

که با داشتن یک آنزیم باکتریایی تبدیل کننده 

اسیدسالیسیلیک به فرم غیر فعال آن قادر به تجمع 

توانند مقاومت اکتسابی نیستند، نمیاسیدسالیسیلیک 

های دفاعی را توسعه ژن القایو (SAR)سیستمیک 

دانشی جدید  های دفاعیبا بررسی بیان ژن (.9)دهند 

های دفاعی و ژنو قدرتمند برای شناسایی سریع 

تنش با بیمارگر به مختلف  ها در شرایطتغییرات آن

 .(11) آیددست می

ها، محققان بیشتر در ابتدای ظهور بررسی بیان ژن

را در یک دورۀ زمانی بیان یک ژن یا تعداد کمی ژن 

به مدد روشهای جدید . دادندمورد مطالعه قرار می

ها را هایی که مطالعۀ تعداد بسیار از ژناخیراً روش

. سازند مورد استفاده قرار می گیرندامکان پذیر می

ها را در های جدید مطالعات بیان ژنخوشبختانه روش

 . (13، 12، 11) مقیاس وسیع ممکن ساخته است

در زمان  ی دفاعی گیاهیهاواقع بررسی بیان ژندر 

نتایج . تنش نسبت به بیمارگرها، بسیار ضروری است

این تحقیقات اطلاعات مرتبط به مکانیسم تحمل و 

مقاومت به بیمارگرها را افزایش داده و تولید ارقام 

های زیست فناوری را هموارتر می متحمل از راه روش

زیه پروفایل بیان ژن های مختلفی جهت تجروش. سازد

ترین در گیاهان از وجود دارد، که در ادامه به مهم

 .شودهایی که در این مسیر وجود دارد اشاره میروش

 های دفاعی در گیاههای بررسی بیان ژنروش

هایی برای تعیین کمیت و کیفیت  روش

ترانسکریپتوم ها وجود دارد که به سه صورت کلی 

 :تقسیم می شوند
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 ...های بررسی بیان ژن روش های پرکاربردترانسکریپتومیکس و 

 -Hybridization) شهای متکی بر هیبریداسیونرو (الف

based approaches:) 

و نوردرن بلات ( Northern blot)نوردرن بلات . 1

 معکوس

)روش ریزآرایه  .2
Microarray) 

 (: PCR)سی ار روش های مبتنی بر پی( ب

1 .PCR نیمه کمی 

2 .PCR  زمان واقعی(Real time PCR) 

 Sequencing-based) روشهای متکی بر توالی یابی (ج

approaches:) 

 توالی یابی سنگر. 1

 (SAGE)روش سریالی آنالیز بیان ژن . 3

 MPSS روش .4

 RNAروش توالی یابی . 5

  روشهای متکی بر هیبریداسیون (الف

 و نوردرن بلات معکوس( Northern blot)نوردرن بلات 

در مورد هر ژن منحصر  mRNAهای تعداد نسخه

شان دهندۀ میزان بیان آن ژن مورد نظر به فرد دقیقاً ن

ردیابی کمیت بیان یک ژن در نهایت نشان . است

. دهندۀ شدت نسخه برداری از آن ژن و بیان آن است

ها جهت نشان روش نوردرن بلات یکی از اولین روش

هایی که به وسیلۀ هر  mRNAدادن اختلاف در تعداد 

برای نوردرن بلاتینگ روشی است . ژن تولید می شود

این روش توسط . کاربرد داردRNA ردیابی توالی خاص

جیمز آلوین و جوج استارک در دانشگاه استندفورد در 

نام این روش به صورت متضاد از . ابداع شد 1979سال 

در این  .(14)نام ساترن بلاتینگ گرفته شده است 

از نمونه های بیولوژیکی استخراج و  mRNAروش ابتدا 

، DNAبقیه مواد سلولی شامل از  mRNAسپس این 

ها، لیپیدها و دیگر محتویات سلولی جداسازی پروتئین

به وسیلۀ ژل  mRNAقطعات مختلف . خواهد شد

روشی است که مولکول )شوند الکتروفورز از هم جدا می

ها را بر اساس وزن و بار الکتریکی از هم جدا می 

و سپس این قطعات به یک غشا منتقل که به ( سازد

برای . گفته می شود( Blotting)روش لکه گذاری  این

که به وسیلۀ ژن  mRNAشناسایی نسخه هایی از 

خاصی، که بطور مثال تحت شرایط تنش بیمارگر بوده 

است، تولید می شود، نمونه ها را با یک قطعۀ کوچک 

از توالی های یک رشته ای ( Probe)به نام شناساگر 

RNA  یاDNA مولکول با  گرماگذاری کرده و این

شوند استفاده از مولکول های رادیواکتیو نشاندار می

(15 .) 

ژن مورد  mRNAپروب یا شناساگر بر اساس توالی 

. نظر طراحی و سپس به توالی مورد نظر باند می شود

بعد از اینکه پروب با توالی مورد نظر باند شد این پروب 

 قرار می گیرد، و اشعه متصاعد شده Xدر معرض اشعۀ 

. از آن باعث ایجاد لکه بر روی فیلم رادیولوژی میگردد

شدت علامتی که بر روی فیلم عکاسی نقش بسته 

در  mRNAاست به محققان نشان می دهد که مقدار 

نمونه اولیه به چه میزان بوده است، و این موضوع به 

وسیلۀ شدت این لکه مشخص می شود، در این روش از 

ماند به مواره ثابت میژنی که بیان آن در طی تنش ه

 .(16)شود دار استفاده میعنوان ژن خانه

ها استفاده دیگری که برای بررسی بیان ژن روش

نوردرن بلات  .شود نوردرن بلات معکوس استمی

نوردرن بلات است که در آن اسید از معکوس یک نوع 

گذاری لکهنوکلئیک به صورت ثابت روی یک غشاء 

ای از قطعات مجموعهین لکه که اصورتیشود، در می

cDNA در این . تکثیرشده یا ژن هدف مورد نظر است

بر روی غشا لکه گذاری شد  DNAروش بعد از اینکه 

 RNAساخته شده از  cDNAهای پروباستفاده از با 

ها واکنش هیبریداسیون یا های استخراج شده از بافت

 این روش بهاز بنابراین . شودگیری انجام میدو رگ

ها و بیانی ژن جهت بررسی پروفایل، صورت معمول

همچنین جهت بررسی بیان تعداد زیادی ژن در یک 

 (. 17)شود ارگانیسم استفاده می



 

 

 

 ...های بررسی بیان ژن روش های پرکاربردترانسکریپتومیکس و 
 

19 

  
رم

ها
 چ

ره
ما

ش
م، 

ش
ش

ه 
ور

د
 ،

ن
ستا

زم
 

59  (
ت 

حا
صف

21-
12 ) 

 

 

 های نورترن بلاتینگ مزیت 

روشی استاندارد و تکرارپذیر در مورد مطالعه  -

  میزان بیان ژن

 mRNAشناسایی اندازۀ  -

 RNAقابلیت مطالعه بر روی اسپلایسینگ  -

 RNA امکان مطالعه بر روی نیمه عمر -

توان های ناقص نیز می در این روش از پروب -

 .استفاده نمود

توان نگه بعد از اتمام واکنش نوردرن غشا را می -

ها بعد دوباره بازبینی و همچنین  ل داشت و سا

 (18)گذاری کرد  دوباره پروب

 بلاتینگ  معایب نورترن

 .شناسایی چند پروبی مشکل است -

 نمونۀ ما حتی به میزان اندک با آنزیم اگر -

RNAase ها و میزان  آسیب ببیند کیفیت جواب

 .شوند ها دچار مشکل منفی کاذب می بیان

بلاتینگ حساسیت  روش استاندارد نورترن  -

 Real های دیگر مانند کمتری نسبت به روش

Ttime -PCR   (.19)دارد 

 مقایسه واکنشای با عنوان مطالعه 1391در سال 

زا در  های القایی در پاسخ به تیمارهای تنشبیان ژن

و همکاران انجام  Navabpoorبه وسیلۀ  اسفناج و کلزا

سه تیمار متیل وایلوژن، نیترات در این مطالعه، . شد

 نقره و تری آمینوترایزول با چهار غلظت متفاوت به

 +اسید اسکوربیک)ترکیبی  همراه شاهد و تیمار

 به TBARM سنجش. شدند استفاده( زاتیمارهای تنش

منظور ارزیابی میزان سطح اکسیداسیون سلولی انجام 

 72و  48،24،12،6نمونه برداری در زمانهای . شد

 ۀمطالع .تیمارها انجام شدۀ ساعت پس از اعمال کلی

 48بیان ژن و هیبریداسیون نورترن بلات در زمان 

نتایج . پس از اعمال تیمارها صورت پذیرفت ساعت

تیمارهای آزمایشی از طریق افزایش  ۀنشان داد کلی

نسبی سطح رادیکالهای آزاد اکسیژن در مقدار درصد 

ها تأثیر و روند بیان ژن TBARM سلولهای مرده، میزان

با افزایش ( RBCS)روبیسکو  ژن فتوسنتزی. گذارندمی

اسپری . لیت داشتغلظت تیمارهای تنش کاهش فعا

پیش تیمار اسیداسکوربیک منجر به افزایش بیان 

در مورد سایر  .درصد گردید 51نسبی این ژن تا حد 

های مورد مطالعه اگرچه تفاوتهایی در الگوی بیان ژن

بسته به نوع گیاه و تیمارهای آزمایشی دیده شد، اما 

زا واکنش مثبت نشان عموماً نسبت به تیمارهای تنش

با افزایش غلظت تیمارها حداقل تا سطح ما قبل  داده و

 .(21) آخرتیمار افزایش خطی بیان ژن مشاهده گردید

بررسی تأثیر مطالعۀ با عنوان  1393در سال 

اسیدسالیسیلیک روی علایم بیماری و میزان بیان 

قارچ بیمارگر های دفاعی گندم پس از آلودگی با  ژن

Mycosphaerella graminicola ۀ به وسیل

Gholamnezhad در این . و همکاران انجام گرفت

پژوهش تأثیر اسیدسالیسیلیک بر روی تغییرات بیان 

های تلقیح های دفاعی درگیر در مقاومت گندمژن 43

به روش نیمه کمی  M. graminicolaشده با بیمارگر 

نتایج این تحقیق . نوردرن بلات معکوس بررسی شد

 34مطالعه شده با  ژن منتخب 43نشان داد از مجموع 

در رقم متحمل زاگرس در تیمار قارچ ( درصد 86)ژن 

و همچنین تیمار توأم قارچ واسیدسالیسیلیک افزایش 

های مورد مطالعه از میان ژن. بیان نشان دادند

 در سال(. 21)بیشترین میزان بیان را ژن کاتالاز داشت 

سه تحقیق به وسیلۀ غلام نژاد و همکاران با  2116

دار در های خانهتغییرات بیان ژنوین ارزیابی میزان عنا

 Mycosphaerellaبرهمکنش گندم با بیمار گر 

graminicola بررسی تغییرات بیان ژنهای رمز کنندۀ ،

در پاسخ  91Hspو Hsp 71پروتئینهای شوک حرارتی 

و همچنین بررسی  M. graminicolaبه آلودگی به 

 Ethyleneین تغییرات بیان ژن رمز کنندۀ پروتئ

insensitive 3  در پاسخ به آلودگی بهM. graminicola 

http://persianlab.com/rt-pcr/
http://persianlab.com/rt-pcr/
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 ...های بررسی بیان ژن روش های پرکاربردترانسکریپتومیکس و 

انجام  Reverse northern dot blotبا استفاده از روش 

قیقات به ترتیب بیانگر بیشترین نتایج این تح. گرفت

ثبات در بیان ژن توبولین، تغییر افزایشی بیان دو ژن 

 Hsp 71رمز کنندۀ پروتئینهای شوک حرارتی 

و همچنین کاهش بیان ژن رمز کنندۀ  91Hspو

ساعت  24در طول  Ethylene insensitive 3پروتئین 

در  (.24، 23، 22)بعد از تلقیح این بیمارگر بود 

 2113و همکاران در سال  Rayای که به وسیلۀ مطالعه

های درگیر در مقاومت به بیماری انجام شد بیان ژن

 Real timeسوختگی برگ گندم با استفاده از روش 

RT-PCR  و آنالیز نوردرن بلات مورد بررسی قرار گرفت

 PDI (Proteinو مشخص شد که در رقم مقاوم، ژن 

Disulfide Isomerase ) در سه ساعت اول بعد از

ایش بیان در رقم که افزشود در حالیآلودگی بیان می

. افتدساعت بعد از آلودگی اتفاق می 96حساس، 

شان داد که روند تعامل گیاه ها نهمچنین مطالعات آن

زنی مشخص اعت اول بعد از مایهس 24و قارچ در 

 (. 25)شود  می

 (Microarray) روش ریزآرایه

ها، یکی از اولین ابزارهای دارای توان بالا ریزآرایه

(High- Throughput ) برای بررسی ترانسکریپتوم ها در

 در این روش با(.  26)گذشته بوده است  طول دو دهه

هزاران پروفایل از ژن ها به طور همزمان باعث  ایجاد

می شود که مطالعه آنالیز ترانسکریپت ها بهبود یابد 

تکنولوژی میکرواری را می توان به سه بخش  .(27)

 :کلی تقسیم نمود

 طراحی و تهیه چیپ: بخش اول

در این مرحله ابتدا باید اطلاعات لازم از توالی 

ی شوند، گردآوری و سپس، هایی که قرار است بررس ژن

 25ای از توالی منحصر به فرد ژن با طولی در حد قطعه

با قرار دادن این پروب ها بر . جفت باز ساخته شود

 11111توان حدود روی یک اسپات، در نهایت می

اسپات را روی یک چیپ قرار دارد و وراد آزمایش کرد، 

ادی های تعدها به صورت آماده در مورد ژنالبته چیپ

 (.28)از موجودات در بازار وجود دارد 

 آماده سازی واکنش : بخش دوم

و ساخت  mRNAاین بخش شامل استخراج 

cDNA  از روی آن و همزمان نشان دار کردن آن با یک

رنگ فلورسانس، مراحل هیبریداسیون، شستشو و 

خشک کردن چیپ و در نهایت اسکن کردن چیپ 

پس از انتخاب  در این مرحله. میکرواری می باشد

از  mRNAسلول یا بافتی که قرار است مطالعه شود، 

های  mRNAاز روی  cDNAآن استخراج و سپس 

استخراج شده ساخته می شود، سپس دو جمعیت از 

cDNA  های نشاندار شده باهم مخلوط می شوند و

در . انجام می شود DNAهیبریداسیون با یک چیپ 

مچنین تنظیم این مرحله شرایط هیبریداسیون و ه

 (. 29)دماهای مختلف بسیار حائز اهمیت است 

 های حاصل از آزمایشآنالیز داده: بخش سوم

های حاصل از آزمایش به کمک نرم آنالیز داده

های اطلاعاتی افزارهای مربوطه و بانکافزارها و سخت

با اندازه گیری اختلاف شدت بین این . باشدموجود می

توان نتایج را آنالیز نمود و  رنگ برای هر نقطه می دو

در نهایت الگوی بیان ژنی را در هر نوع سلول ترسیم 

 .(29) نمود

این سه بخش، کاملاً به یکدیگر وابسته بوده و باید 

سعی شود که به درستی انجام شود زیرا در غیر این 

با . صورت نتیجه مناسبی از آزمایش حاصل نخواهد شد

های و انواع مختلف چیپها توجه به متنوع بودن قالب

های میکرواری میکرواری، در بخش آنالیز داده

های آنالیزی زیادی ارائه شده است ها و روشالگوریتم

(6 .) 

آنالیز میکرواری به محققین علوم زیستی اجازه 

ترین زمان و در دهد تا آزمایشات خود را در کوتاهمی
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عات با این حجم وسیع اطلا. دهند مقیاس وسیع انجام

 DNA ،RNAتوان به روابط بین ها میاز میزان بیان ژن

پروتئین پی برد و با سایر موجودات در طول تکامل  و

برای موجودات مختلف مانند انسان، . مقایسه نمود

موش، گیاه ارابیدوپسیس و تعداد دیگری از موجودات 

میکرواری در . های از قبل آماده شده وجود داردکیت

نایع دارویی و صعلم مانند پزشکی،  لفتهای مخشاخه

این . غذایی و همچنین علوم کشاورزی کاربرد دارد

ها و در علم پزشکی در تشخیص سرطان روش

همچنین بیمارگرهای میکروبی و ویروسی بسیار 

این روش در کشاورزی برای تشخیص . کارآمد است

غییرات تبیمارگرهای گیاهی و همچنین ردیابی میزان 

ها نقش ی که در فرایند مقاومت به بیماریهایبیان ژن

 . ( 31) روددارند به کار می

های پژوهشی با عنوان شناسایی ژن 2118در سال 

میکرواری  cDNAدفاعی در گیاه کلزا با استفاده از 

در این . مربوط به گیاه مدل ارابیدوپسیس انجام گرفت

نسخۀ برچسب  2375مطالعه، تغییراتی که در فراوانی 

گیاه ارابیدوپسیس را، در مورد گیاه کلزا  ESTنی یا بیا

 Alternariaهای نکروتروفیک در برهمکنش با قارچ

brassicicola نتایج مطالعات . مورد بررسی قرار دادند

در مورد گیاه کلزا با نتایج قبلی که در مورد گیاه 

ارابیدوپسیس به دست آمده بود مورد مقایسه قرار 

ی با استفاده از برچسب توالی جستجو همسان. گرفتند

کلون  6111بیانی گیاه کلزا از پایگاه داده با حدود 

های دفاعی در گیاه منحصربفرد موجب شناسایی ژن

هایی که در ارتباط با بر همکنش کلزا و ژن. کلزا شد

های مربوط به بیمارگر شناسایی شدند شامل ژن

هی، های مقاومت گیاهای فعال، ژنمتابولیسم اکسیژن

های درگیر در متابولیسم ثانویه های تنظیمی و ژنژن

از  2111و همکاران در سال  Maleck(. 31)بودند 

هایی که در مسیر روش میکرواری برای مقایسۀ ژن

SAR  در گیاه ارابیدوپسیس شرکت دارند، استفاده

های ژنومی این علاوه بر این، اطلاع از توالی. نمودند

هایی کرد شناسایی پروموتورهای ژنها قادر به گیاه، آن

در این مطالعه . بیان شدند SARکه در واکنش 

Maleck  و همکاران ار میکرواری استفاده نمود که

بودند  ESTsتوالی برچسب بیانی یا  11111دارای 

(32  .) 

 های روش ریزآرایهمحدودیت

 های جدید عدم توانایی در تشخیص ترانسکریپت. 1

ی کم برای تشخیص محدوده دینامیک. 2

 ترانسکریپت ها

مشکلات موجود در تکرار پذیری و مقایسات  .3

 (. 33)بین آزمایشات 

 PCRروش های مبتنی بر ( ب

 ها نیاز به تعیین دقیق میزانبررسی بیان ژن

mRNA   ،اساس امادارد PCR تکثیر DNA  است

 توان از آن برای بررسیچگونه می؛ پس RNAنه

mRNA ابتدارای حل این موضوع ب. استفاده کرد RNA 

شده نسخه برداری  ۀشناخت یرا، با استفاده از روش

 RNA هایکه در حالت طبیعی توسط ویروس ،معکوس

در داخل  DNA ژنومی آنها به RNAتبدیل دار برای 

نموده و  DNA رود، تبدیل بهسلول میزبان بکار می

ه ب complementary DNA بر روی PCR سپس، تکثیر

یکی از روش های . (34) انجام می گیرد ،دهدست آم

ها، روش نسخه برداری معکوس و بررسی بیان ژن

می باشد که در ( RT-PCR)واکنش زنجیره ای پلیمراز 

واقع یک روش نیمه کمی برای بررسی میزان بیان یک 

ژن در یک سلول یا بافت و مقایسه آن با سایر نمونه ها 

روش های دیگر برای بررسی بیان ژن از . می باشد

نیز استفاده می شود که با توجه  Real-time PCR مانند

به نیاز به دستگاه های خاص و گران قیمت، می توان 

را جایگزین آن کرد، که  RT-PCR در بعضی از موارد

-Realتر از روش البته دقت این روش به مراتب پایین

time PCR  (.35)است  
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 ...های بررسی بیان ژن روش های پرکاربردترانسکریپتومیکس و 

PCR نیمه کمی 

PCR  معکوس  یسینورونیمه کمی یا(RT-PCR )

روش  به عنوان یک Real time PCRقبل از ظهور 

 ینسخه ها ردیابی یبرا یدمف اختصاصیحساس و 

RNA در بیشتر تحقیقاتی . با تعداد محدود مرسوم بود

هستند،  RNAکه پژوهشگران به دنبال تجزیه وتحلیل 

سلول مورد مطالعه  mRNAاطلاع از مقدار و کمیت 

 یلو تحل یهتجزصورت یر است و در اینامری گریز ناپذ

در این روش بعد از . (36)یست ن یکاف RNAکیفی 

از . شودساخته می cDNA، از روی آن RNAاستخراج 

آنجا که هدف نهایی انجام این آزمایش تخمین مقدار 

RNA  اولیه است ضرورت دارد تا مقادیر یکسان از

RNA  برای ساختcDNA ر برای همه نمونه ها به کا

که برای ساخت هر نمونه به کار می  RNAتقریباً . رود

البته با توجه به فراوانی نسخه . رود پنج میکروگرم است

مورد  RNAهدف، می توان مقدار بهینه  mRNAهای 

اولیه تعیین  RNAنیاز را با آزمایش مقادیر مختلف 

های ساخته شده برای انجام این واکنش cDNA. نمود

که مربوط به ژن مورد است، انجام با جفت آغازگرهایی 

دار اساساً در این روش از ژنی خانه(. 37)می شود 

مانند توبولین و یا اکتین به عنوان ژن مرجع استفاده 

بر  PCRمحصول  PCRپس از اتمام واکنش . شودمی

الکتروفورز می  TBEدرصد با بافر  5/1روی ژل آگارز

استفاده از  با UVشوند و نهایتاً از این ژل زیر نور 

عکس گرفته می شود و  UV-transiluminatorدستگاه 

افزارهای پردازش عکس مانند سپس با استفاده از نرم

Image J  یاTotalLab  میزان بیان هر ژن کمی می

خانه دار خود نسبی می  شود و هر نمونه با توجه به ژن

شود و سپس میزان عددی به دست آمده برای هر دو 

 (. 25)ایسه می شوند حالت با هم مق

 نیمه کمی PCRمزایای روش 

PCR  نیمه کمی یاRT-PCR  ضمن ارائه یک راه

 سریع، متنوع و حساس برای بررسی بیان ژن مورد

تواند اطلاعات نیمه کمی نیز دربارۀ میزان بیان می ،نظر

 .ژن فراهم سازد

 مانندامکانات اولیه کمبود در مورد هنگامی که 

 می توان ازوجود دارد فته اختصاصی های تمایز یاسلول

RT-PCR های خاص با استفاده رای تشخیص رونوشتب

های  برای ایجاد خزانه یا و از پرایمرهای اختصاصی،

cDNA با استفاده از پرایمرهای عمومی مانند Oligo-

dT (25)د استفاده نمو.  

 نیمه کمی PCRمعایب روش 

 ولباید بتواند یک مولک RT-PCR به طور نظری

mRNA عمل این هدف  تنها را تشخیص بدهد ولی در

  .دشنخواهد محقق 

برای به دست آوردن نتایج رضایت بخش باید بهینه 

سازی در این واکنش صورت بگیرد و نیاز به چندین بار 

با توجه به بهینه سازی گسترده این . دارد PCRآزمون 

کار موجب به هدر رفتن مواد و نیز مصرف مقادیر 

 .از آنزیم نسخه بردار معکوس خواهد شدزیادی 

نیمه کمی فقط می تواند  PCRدر شرایط معمول 

را تعیین  mRNAهای وجود و یا عدم وجود نسخه

نماید و اساساً به دلیل فاز سکون انتهایی نمی توان از 

آن در زمینه اندازه گیری کمی میزان بیان ژن 

تی از آن اطلاعاتی ره به دست آورد، اما با وجود ملاحظا

های نسبی مقدار می توان برای مقایسۀ تفاوت

های مختلف استفاده نمود ها در بین سلولرونوشت

(37.) 

های حاصل از این روش  در صورتی می توان به داده

طی فاز  PCRاعتماد نمود که تعیین میزان محصولات 

با وجود اینکه این . تصاعدی و قبل از فاز سکون باشد

موجود در  mRNAددیبرای میزان روش هیچ مقدار ع

نمونه مورد بررسی نمی دهد، ولی می توان با استفاده 

 21تا  11را از  mRNAاز آن به راحتی تفاوت مقادیر 

 (.38)های مختلف تعیین نمود برابر بین نمونه

و  Talebiتحقیقی به وسیلۀ  1384در سال 
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برای  One step RT – PCR روشاستفاده از همکاران با 

در  عامل بیماری ریزومانیا BNYVV اسایی ویروسشن

در این تحقیق . انجام شد گیاهان آلوده چغندرقند

ر تشخیص د RT-PCR و ELISA مقایسه روش های

 RT- PCR بیماری نشان داد که روش مولکولیاین 

 ELISAبسیار دقیق تر و سریعتر از روش سرولوژیک 

 عمدتاً محدود به ریشه BNYVV ویروس. ی باشدم

، ولی با توجه شوداست و بطور اتفاقی سیستمیک می

ه کتوان از برگ هایی می RT- PCR روشبه حساسیت 

دارای آلودگی سیستمیک هستند، نیز جهت جداسازی 

شناسایی و تشخیص  1392در سال  .(1) ردکاستفاده 

ویروس موزاییک معمولی لوبیا و موزاییک نکروتیک 

-Immunocapture RT معمولی لوبیا با استفاده از روش

PCR  به وسیلۀSalari نتایج این . و همکاران انجام شد

برای شناسایی  IC-RT-PCR مطالعه نشان داد که روش

یی نسبت لاو تشخیص این دو ویروس از حساسیت با

در این تکنیک . یزا بر خوردار استالابه روش 

بکارگیری همزمان و مخلوطی از آنتی سرم اختصاصی 

مر های مربوطه باعث شناسایی و تفکیک ویروس و پرای

 همزمان دو ویروس در صورت آلودگی توام خواهد شد

(39 .) 

ای با عنوان استفاده از روش مطالعه 2119در سال 

Real time PCR  وRT-PCR  برای آنالیز الگوی بیان

ها در هنگام آلودگی میزبان با قارچ بیمارگر ژن

Aspergillus های گیاهی لعه بافتدر این مطا. انجام شد

نتایج . و همچنین پستانداران مورد مطالعه قرار گرفت

نشان داد از این دو تکنیک می توان برای شناسایی، 

پایش بیماری و درمان بیماری های قارچی استفاده 

 (. 41)نمود 

در جهت مشخص  RT-PCRاز  2112در سال 

ها و همچنین سطوح بیانی ژن نمودن تعداد نسخه

ت اکسیداز سنتزی در گیاه ترانسژنیک کلزا گلیفوزی

در این مطالعه یک ساختاری که محتوی . استفاده شد

نوع جهش یافتۀ ژن گلیفوزیت اکسیدوردکتازی بود، 

های این ژن با استفاده از روش تعداد کپی. فراهم شد

RT-PCR  و همچنین روش سادرن بلات تخمین زده

 PCRن نوع از نتایج این تحقیق نشان داد که ای. شدند

گری گیاهان ترانسین مورد استفاده تواند برای غربالمی

 (. 41)قرار بگیرد 

PCR زمان واقعی 

Real-time PCR  مفهوم مشاهده لحظه به لحظه به

نیمه  PCR موجود در زیادت لامشک. استیک فرایند 

 همراه نیاز به یک روش تعیین کمی دقیقبه  کمی

روش عرصه ای نوین در زمینه گشایش  میزان بیان ژن،

PCR  طرح ابتدایی. شد Real-Time PCR توسط بتداا 

Higuchi در این سیستم . و همکارانش به انجام رسید

تشخیصی یک مادۀ فلورسانت درطی واکنش متناسب 

میزان  ت هر سیکل آزاد شده وبا میزان محصولا

( Detector)نمایانگر شناسا یی فلورسنت آن توسط یک 

 Real-time RT-PCRروش (. 42) ددو ثبت می گر

. ها استروشی مناسب و دقیق در مطالعۀ بیان ژن

های اساس این روش مبتنی بر سنجش کمی نسخه

، از راه PCRتکثیر شده در مرحلۀ تصاعدی واکنش 

این روش از (. 43)سنجش میزان نور فلورسانس است 

ای که زمان معرفی دچار تحولات بسیاری شده، به گونه

ترین و سریع اکنون به عنوان یکی از دقیق ترینهم 

های علوم به های تشخیصی در بسیاری از عرصهروش

محصول حاصل از این واکنش با . شودکار گرفته می

در واقع . شودگذاری میاستفاده از مواد نشان دار، نشانه

در این روش به جای تعیین محصول با استفاده از 

کنش با استفاده از روش روش الکتروفورز، محصول وا

حساسیت . گذاری و ردیابی می شودالکتروفورز نشانه

(. 44)این روش نسبت به روش الکتروفورز بالاتر است 

دینامیکی تشخیص افزایش  ۀمحدوددر این روش 

در انجام  تعجیلو  عمل یابد و نیز نیازی به سرعت می

ها معمولی نمونه PCR، زیرا در نمی باشد PCR فرایند

بروماید رنگ آمیزی  ر روی ژل بلافاصله باید با اتیدیومب
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 ...های بررسی بیان ژن روش های پرکاربردترانسکریپتومیکس و 

قدرت تفکیک پذیری بالای دارد به  روشاین . شوندمی

 برابرطوری که قادر به تشخیص تغییرات کمتر از دو 

در حالی تفکیک پذیری ژل آگارز بسیار  ،باشدمینیز 

این روش برای ارزیابی مقادیر دقیقی . ضعیف می باشد

می شود در ضمن  استفادهRNA  و DNA از

 .(45) های روش معمولی را ندارد دشواری

 Real time PCRهای سنجش با روش

کمی با  PCRبه طورکلی چندین روش برای انجام 

به شرح زیر وجود  Real time PCRاستفاده از روش 

 .دارد

 فرم غیر اختصاصی( الف

در این روش با استفاده از عوامل متصل شونده 

DNA  یاDNA- binding agent  مانندSYBR green 

این رنگ از طریق قرار گرفتن در شکاف . انجام می شود

مزایای این روش . به آن متصل می شود DNAکوچک 

شامل ارزان، راحت و حساس بودن آن است، اما یکی از 

به دو رشته ای  SYBR greenمعایب بزرگ آن اتصال 

غیراختصاصی هایی مانند پرایمر دایمر و دیگر باندهای 

شود نتایج بیشتر از غلظت اصلی است که باعث می

برآورد شود و بنابراین بهینه کردن شرایط واکنش باید 

به صورتی باشد که پرایمر دایمر و محصول 

برای تأیید . غیراختصاصی به میزان حداقل ایجاد گردد

شود نتایج این آزمایش از منحنی ذوب استفاده می

(32.) 

ترسیم منحنی  Real-Time PCR ازجمله مزایای

انجام  PCR ذوب است که این عمل پس از اتمام فرآیند

یک پارامتر ویژه برای این  DNA دمای ذوب .می شود

و عواملی نظیر  DNA به ساختمان مولکول می باشد و

میزان نمک  غلظت پروب، طول و تعداد نوکلئوتید،

 SYBR از آنجایی که. بستگی دارد GC محیط و درصد

Green تواند بین محصولات مختلف تفاوتی قائل نمی

تنوع   Melt Curveتوان با استفاده ازباشد می

 بعد از اینکه. مشخص کرد PCR ت رادر فرآیندمحصولا

PCR  به پایان رسید دستگاه قادر است نمودار ذوب هر

این کار بوسیلۀ اندازه گیری . نمونه را رسم کند

مختلف صورت می تغییرات فلورسانس در دماهای 

 (.46) گیرد

 فرم اختصاصی( ب

 .استفاده می شود FRET در این مدل از مکانیسم

 شوند که درها طوری طراحی میدر این مکانیسم پروب

و در  Reporter ابتدای پروب یک رنگ فلورسانس به نام

قرار  Quencher انتهای آن فلورسانس دیگری به نام

در فاصلۀ  Quencher و Reporterوقتی که . گیردمی

درحالت اتصال ) مولکولی نزدیک به یکدیگر قرار دارند

ی خورد باعث ایجاد م Reporterنوری که به  (به پروب

شود که طول موج این تابش می (Emission) یک تابش

ضمن  Quencher بوده و Quencher در ناحیۀ تحریک

تابشی را در طول موج بلندتر ساطع  ،جذب این نور

پس  .باشده توسط دستگاه قابل ارزیابی نمیکند کمی

 نور ساطع شده از Reporterو Quencher  از جدایی

Reporter وسطت Qencher  قابل جذب نبوده و در این

حالت دستگاه نور ساطع شده را به صورت فلورسانس 

 . گیری می نمایداندازه

توان در این روش از چندین پروب مختلف می

، پروب Taq manل پروب استفاده نمود که شام

Beacons پروب ،Scorpion  و پروب هیبریداسیون است

 Real Time PCRیکی از مهمترین کاربردهای  .(47)

تعیین کمی مقدار ژن بیان شده است که به دو روش 

و ( Absolute Quantification)کمیت سنجی مطلق 

 (.48)گیرد انجام می( Relative Quantification)نسبی 

 Real Time PCRدهای کاربر

 هابررسی بیان ژن

با استفاده از این روش می توان اثر یک یا چند دارو 

 .را بر روی بیان ژن خاصی مورد مطالعه قرار داد
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با استفاده از این روش می توان عوامل بیماری زای 
را رد یابی و میزان دقیق آن  HBVو  HIVعفونی مانند 

 . را تئشخیص داد

های این روش می توان آلودگیبا استفاده از 
 .موادغذایی را تشخیص داد

 ی مانند سرطانسرطان های با استفاده از این روش
 .مشخص می شود خون و تعیین خطر بازگشت آن

های مفیدی می از این روش استفاده ژن درمانیدر 
در این حالت برای تعیین دوز وکتورحاوی ژن  .گردد

و ارزیابی اینکه آن  Copy Number مورد نظر در یا
- Real وکتور وارد چه سلولها یا بافتی شده است از

Time PCR  (49) استفاده می شود. 

توان اختلاف بیان با استفاده از این روش می
دفاعی گیاهی در شرایط مختلف رشدی و  های  ژن

تنشی بین دو یا چند نمونه گیاه بیمار و سالم مورد 
 .(21)مشاهده و بازبینی قرار داد 

-real-time RTای با استفاده از روش در مطالعه

PCR  بر اساس پروب اسکورپیون و پرایمرهای
اختصاصی طراحی شده به طور موثری بیماری ویروس 
برگ بادبزنی انگور یا در حامل نماتد شناسایی شد 

در بیشتر مطالعاتی که با استفاده از تکنیک  (.51)
Real time PCR دو روش  گیرد بر اساسصورت می

 SYBRگیرد، اولی بر اساس رنگ فلورسانس انجام می

Green  و دیگری بر اساس شناساگرTaqMan هستند .
این دو روش کمک بسیار زیادی را در شناسایی 

اند های متفاوت نمودههای گیاهی در میزبانویروس
به علت عدم وجود پروتئین در ساختار ویروئیدها (. 51)

وامل بیماری زای گیاهی مطرح که به عنوان یکی از ع
و همچنین  Real time PCRهستند، استفاده از روش 

RT-PCR  به عنوان دو روش بسیار مطمئن برای
در (. 52)شناسایی این عوامل بیماری زا مطرح است 

بر اساس مادۀ  Real time PCRاز روش  2115سال 
برای شناسایی ویروئید  SYBR-Green Iفلورسانت 

مرکبات  IIbرکبات و همچنین ویروئید اگزوکورتیس م
کنترل بیماری های گیاهی با عوامل (. 53)استفاده شد 

های شناسایی بسیار دقیقی باکتریایی نیاز به روش
باعث  Real time PCRدارد، استتفاده از انواع مختلف 

تسریع، اختصاصیت و حساسیت بیشتر در شناسایی 
 PCRیک (. 59)عوامل باکتریایی گیاهی شده است 

برای  SYBR Green Iاختصاصی با استفاده از رنگ 
 Xanthomonasشناسایی اختصاصی باکتری 

axonopodis  2114عامل شانکر مرکبات در سال 
 (.55)توسعه داده شد 

ای دیگر توسط ادهیکاری و همکاران در در مطالعه
ژن نامزد در مقاومت به  14بر روی بیان  2117سال 

گندم روی ارقام حساس و بیماری سوختگی برگ 
 Real time RT- PCRمقاوم گندم به وسیلۀ روش 

ژن در ارقام مقاوم  14انجام شد، نشان داد که بیان این 
و حساس در نقاط زمانی مختلف، متفاوت است و چهار 

و پراکسیداز  PR-1ژن کیتیناز، فنیل آلانین آمونیالیاز، 
و تظاهر  شوندساعت اول بعد از آلودگی بیان می 24در 

روز بعد  24تا  18زود هنگام دارند ولی در دورۀ زمانی 
همچنان مقاومت ( زمان رشد بیمارگر)از آلودگی 

این نتایج نشان داد که پاسخ مقاومت . یابدتوسعه می
ساعت اول بعد  24طی  M. graminicolaگندم به قارچ 

روز بعد از آلودگی به  24شود و تا از آلودگی کامل نمی
یابد، بنابراین تجزیه و در رقم مقاوم ادامه میویژه 

تواند روشی صحیح و ها میتحلیل الگوی بیان این ژن
ها و ارقام مقاوم از حساس سریع برای تفکیک لاین

 (.56)باشد 
و همکاران اثر سه روش  Bilodeau 2117در سال 

و  SYBR Green ،TaqManشیمیایی مختلف شامل 
 -بتاهای ژن استفاده از توالی را با beaconsهای مولکول

و الیسیتین برای شناسایی  ITSتوبولین، 
Phytophthora ramorum  عامل مرگ ناگهانی درختان

نتایج این مطالعه نشان داد هر . نارون به کار گرفتند
از بیمارگر از  65سه روش می توانند می توانند ایزولۀ 

آلوده دیگر گونه های این بیمارگر در همۀ نمونه های 
 (. 57)جداسازی نمایند 

نژاد و به وسیلۀ غلام 1393تحقیقی در سال 
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 ...های بررسی بیان ژن روش های پرکاربردترانسکریپتومیکس و 

همکاران بر روی الگوی بیانی هشت ژن منتخب در 

با  M. graminicolaپاتوسیستم گندم و عامل بیمارگر 

این . زمان واقعی انجام شد PCRاستفاده از روش کمی 

، P450های رمز کنندۀ گلوکاناز، ژنها شامل ژن

 NBS LRR، ABC، چالکون سنتاز، PR3سیژناز، لیپوک

transporter دار بودند و از ژن خانه(House keeping) ،

(Tef1α )Translation Elongation factor  به عنوان

بیان این هشت ژن نتایج نشان داد . مرجع استفاده شد

ها در در نقاط زمانی مختلف نشان داد که این ژن

تحت تیمارهای مختلف  های مختلف و همچنینزمان

 (.58)تغییرات بیان نشان دادند 

 های متکی بر توالی یابیروش( ج

ها، یکی از اولین ابزارهای دارای توان اگرچه ریزآرایه

بالا برای بررسی ترانسکریپتوم ها در طول دو 

گذشته بوده اما این روش همانطور که قبلاً ذکر  دهه

 .(59)های فراوان بود شد دارای محدودیت

های مبتنی های ریزآرایه، روشدر مقایسه با روش

را تعیین  cDNA یابی، بطور مستقیم توالیبر توالی

سنگر  cDNA های توالی یابیدر ابتدا روش .کنندمی

اما این روش دارای توان  (.61)استفاده می شد 

، هزینه زیاد و بطور (Low Throughput)عملیاتی کم 

های دیگر که مبتنی روش .دکلی مقرون به صرفه نبودن

بودند، برای غلبه بر این  Tag های نشانه یابر توالی

ها که از جمله این روش ها گسترش یافتندمحدودیت

 (SAGE)ها می توان به آنالیز سریالی بیان ژن

 (Kodzius etal, 2006) (CAGE)بیان ژن  cap آنالیز

از مزایای این سه  .اشاره نمودMPSS  (61 ) روش و

ذکر شده این است که توان عملیاتی بالایی دارند  روش

و می توانند به طور دقیقی سطوح بیان ژن را تعیین 

ها بخشی از ترانسکریپت نمایند، اما در اکثر این روش

ها آنالیز می شوند و ایزوفرم ها از یکدیگر قابل 

این معایب باعث محدود شدن  تشخیص نیستند

والی یابی مرسوم در بررسی استفاده از تکنولوژی های ت

اخیراً و با گسترش  .ساختار ترانسکریپتوم ها شده است

توالی یابی نسل بعد، محققان روش جدیدی را برای 

. آنالیز و نقشه یابی و ترانسکریپتومها ایجاد نموده اند

نامیده شده  RNA-Seqیا  RNA این روش، توالی یابی

ی مرسوم، هاکه دارای مزایای بیشتری نسبت به روش

 .(62) بخصوص در ترانسکریپتوم های یوکاریوت است

توسعه  2118در سال  RNA-Seq روش

مخمر،  اولین بار برای آنالیز ترانسکریپتوم های و یافت

در (. 63)موش، انسان و آرابیدوپسیس استفاده شد 

 .شودها اشاره میادامه به تعدای از این روش

 (SAGE)تجزیه و تحلیل سریالی بیان ژن 

 Serial analysis of) بررسی سریالی بیان ژنروش 

gene experession) SAGE  برای اولین بار در سال

توسط دکترولکولسکو همکارانش در دانشگاه  1995

نه تنها  روشاین . جان هاپکینز آمریکا بکار گرفته شد

های بیان ژن برای یک سلول یا برای تولید پروفایل

گیرد، بلکه برای قرار میبافت خاص مورد استفاده 

شرایط خاص سلولی  ای که درهای ویژهشناسایی ژن

 SAGE . شودکار گرفته میهگردند نیز ببیان می

ها، همچنین بطور گسترده در مطالعه میکروارگانیسم

 روش .دگیرسرطان و تکامل مورد استفاده قرار می

SAGE ر اساس سه اصل مهم بنا نهاده شده استب 

های لین اصل استفاده از توالیاو (.64)

 27الی  11درحدود  (tag) اولیگونوکلئوتیدی کوتاه

 cDNAباشد که از بخش مشخصی ازجفت باز می

مشتق شده و برای شناسایی منحصر به فرد یک 

اصل دوم اتصال پشت . کافی است mRNAرونوشت

آنالیز سریالی  ۀکه اجاز باشد می tag هایسرهم توالی

ه ب 51الی tag  25حدود. نمایدفراهم میها را رونوشت

گیرند هم متصل شده و در ساختار یک وکتور قرار می

در . شوند تعیین توالی می خودکارصورت هو سپس ب

نتیجه، با انجام یک واکنش تعیین توالی، اطلاعات برای 

سومین  .مدژن مختلف بدست خواهد آ 35-31بیش از 
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ویژه  tag تی که یکاصل بیانگر آن است که تعداد دفعا

نشان دهنده سطح بیان  گردد، دقیقاًمشاهده می

به در این روش  .باشدرونوشت های مرتبط با آن می

جفت  12کامل یک توالی کوتاه  cDNA جای مطالعه

از این توالی های  که هر کدام شودمیبازی را فراهم 

در ترانسکریپتوم  mRNA نماینده یک نوکلئوتیدی 12

جفت  12های اس این روش همین توالیاس. باشدمی

بازی است که با وجود اندازه کوچکشان برای شناسایی 

اولین . (65) کافی هستند mRNA های رمز دهندهژن

 ،جفت بازی 12های مرحله برای ایجاد توالی

درون یک ستون کروماتوگرافی با اتصال  mRNA تثبیت

دانه ها به ریزمولکول 3'موجود در انتهای  A دم پلی

 cDNA به mRNA در مرحلۀ بعد. های سلولزی است

دو رشته ای تبدیل و سپس با آنزیم محدود کننده 

تیمار می  AluI دارای جایگاه شناسایی چهار تایی مانند

. های زیادی بریده شوددر جایگاه cDNA  اشود ت

قطعات محدود کننده انتهایی به ریزدانه های سلولزی 

یر قطعات را می توان شست متصل باقی می مانند و سا

یک اتصال دهنده  سپس. (66) شوندستون خارج  تا از

این  .دشومتصل می cDNAر کوتاه به انتهای آزاد ه

 BsmEI اتصال دهنده دارای جایگاه شناسایی آنزیم

منحصر به این آنزیم یک آنزیم محدود کننده . است

در  ،است که علاوه بر برش جایگاه شناسایی خود فرد

محل شناسایی فرودست  ،نوکلئوتید 14الی  11 له فاص

 BsmEI بنابراین تیمار با دهد؛خود را نیز برش می

جفت باز را از انتهای  12قطعاتی با میانگین طول 

این قطعات جمع آوری شده و . کندجدا می cDNA هر

به صورت سر به دم به صورت یک زنجیر به هم متصل 

والیهای جداگانه در و ت شده و تعیین توالی می گردد

 BsmEI زیرا با جایگاهای ؛زنجیر قابل شناسایی هستند

 SAGEدر واقع در پایان واکنش  .از هم جدا می شوند

های نوکلئوتیدی که به ها و شناسه Tagپلیمری از 

گردد و صورت پیاپی به هم متصل شده اند تشکیل می

ها برش زده است از طریق تعیین محل آنزیمی که آن

تجزیه و تحلیل توالی . ل تفکیک از هم هستندقاب

افزارها به فهرستی از شناسه های حاصل توسط نرم

های بیان شده در سلول یا بافت مورد مطالعه ژن

ها تخمینی از میزان منتهی می گردد که فراوانی آن

هم اکنون حجم زیادی از . ها خواهد بودبیان آن

ای اطلاعاتی هدر پایگاه SAGEهای  اطلاعات پروژه

 (.67)وجود دارد 

 SAGEمزایای روش 

 آنالیز وسیع رونوشت های ۀاجاز SAGE روش

mRNA  را بدون داشتن دانش اولیه در مورد

 .دنمایترانسکریپتوم ارگانیسم فراهم می

برای جستجوی آن در پایگاه  tagتوالی هر 

نشان  مستقیماً tagاطلاعاتی کافی است و فراوانی هر

 (. 68)باشد ی رونوشت مربوطه میدهنده فراوان

 درمطالعات گیاهی SAGE کاربردهای

در مطالعات گیاهی  SAGEازجمله کاربردهای رایج 

توان به مطالعه برهمکنش میزبان با پاتوژن، بررسی می

زیستی و ی مختلف هاتنشپاسخ گیاهان به 

متابولیسم مواد سمی و بررسی  ۀمطالعغیرزیستی، 

. افت یا ارگان بخصوص اشاره نمودهای بیانی بپروفایل

ها بر روی مدلهای گیاهی برنج هرچند اغلب این بررسی

و آرابیدوپسیس صورت گرفته است ولی استفاده 

ر مطالعه سایر گیاهان نیز روز به روز د SAGEازروش 

 . (69) در حال گسترش است

ها ای با عنوان آنالیز بیان ژنمطالعه 2113در سال 

بان گیاهی و بیمارگر با استفاده از در برهمکنش میز

در این مطالعه با . انجام گرفت SuperSAGEروش 

پروفایل بیان ژنی در هر دو  ،استفاده از این روش

موجود برنج و قارچ بیمارگر به صورت همزمان بررسی 

هایی که در این با استفاده از این روش، ژن. شد

بیان  برهمکنش در پاسخ به الیسیتور بیمارگر مقدار

ها نشان بررسی. ها زیاد و کم شد، شناسایی شدندآن
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 ...های بررسی بیان ژن روش های پرکاربردترانسکریپتومیکس و 

ها آنهایی که میزان بیان دادند که تعداد زیادی از ژن

هایی هستند که کند مربوط به پروتئینکاهش پیدا می

این بررسی نشان داد . در فرایند فتوسنتز نقش دارند

یک روش بسیار مفید برای بررسی  SuperSAGEکه 

م سلول در برهمکنش میزبان و بیمارگر، ترانسکریپتو

مخصوصاً در مورد موجوداتی که هیچ اطلاعاتی در 

 (. 68)ها نیست، است مورد ژنوم آن

 MPSS روش 

 Massively parallel signature sequencing روش

(MPSS)  روش دیگری است که برای تعیین میزان

گیرد، مورد استفاده قرار می mRNAکمی نسخه های 

است، و تفاوت آن با  SAGEنظر نتایج مانند روش از 

به کارگیری یکسری مراحل بیوشیمیایی  SAGEروش 

این روش، روشی با انتهای . و توالی یابی متفاوت است

ها را در یک نمونه به باز است که سطوح بیانی همۀ ژن

 mRNAهای منحصربفرد وسیلۀ شمارش تعداد مولکول

در . شود، آنالیز می کند که به وسیلۀ هر ژن تولید می

هایی که قرار است این روش نیاز به آماده سازی ژن

مقدار  MPSSدر روش . مورد بررسی قرار بگیرند، نیست

نیز قابل بررسی هستند،  mRNAبسیار کم مولکول ها 

و داده های خروجی آن نیز به صورت دیجیتال هستند 

اخیراً بنابراین . ها آسان می باشددر نتیجه کار با آن

های بسیاری بر پایۀ میکرواری و غیر تکنولوژی

میکرواری وجود دارد، و این روش کمک بسیار زیادی 

به آزمایشاتی که در زمینۀ زیست شناسی دیجیتال 

این تکنولوژی در مورد . شود خواهد کردانجام می

برهمکنش بیمارگر و گیاه زیاد مورد استفاده قرار 

برداری در تنظیمنسخه نگرفته است، اما برای پایش

در مورد . گیاه زیاد مورد مطالعه قرار گرفته است

ها و یا ها، اامیستبیمارگرهای یوکاریوتیک مانند قارچ

حیوانات خسارت زننده این روش می تواند جهت پایش 

برداری به طور همزمان با میزبان مورد وقایع نسخه

 (. 69)استفاده قرار بگیرد 

 RNAروش توالی یابی 

جدیدترین و کارآمدترین ابزار برای بررسـی 

یابی با توان بالا برای هـا، روشهای توالیرونوشـت

یابی تکنولوژی توالی ، اینباشندمی cDNA یابیتوالی

. شودنامیده می  RNA-seqو یا شاتگان ترنسکریپتوم 

 های ژن،قادر به شناسایی ایزوفرم RNA-seq روش

، (هاSSRsهـا و SNP ـواعشـامل ان)واریانتهـای ژن 

باشد می جابجایی و تغییرات پس از رونویسی تغییرات

 RNA-seq یکی از مهمترین اهداف آزمایشات (.16)

ها در دو یا چند شرایط تشخیص تغییـرات بیان ژن

وسط ت RNAسـطح بیـان هـر . باشدمتفاوت می

یابی شـده بـرای هـر گیری تعداد قطعات توالی اندازه

  (.71) شودخاص تعیین می رونوشت

RNA-seq موثر برای مقایسه  یبـه عنوان روش

در شرایط تنش و غیرتنش در گیاهان  RNA بیـان

مختلف از جمله ذرت، آربیدوپسیس، هلو، برنج و 

، که (71) ستا گیاهان بسـیار دیگـری استفاده شده

کارایی این روش در بررسی و اهمیـت  دهندۀنشان

در سال . استهـای محیطـی تـنشپاسخ گیاهان به 

برنج  mRNA یابیتوالیهای روشبا استفاده از  2111

ژن تغییر بیان یافته  213تحت شـرایط تنش شوری 

ژن تغییر بیان یافته در ریشه شناسایی  419در ساقه و 

گونه تفسیری در هیچژن  632بـرای ایـن (. 72) شدند

از  در بعضیها های اطلاعاتی گزارش نشـده بود، تنبانک

کـه در  ،ـدنکنهای فرضی را کد مـیپروتئین ،هاآن

در سال . دهندپاسخ به شوری تفاوت بیان نشان می

2112 Kakumanu  ترنسـکریپتوم ذرت را و همکاران

حت شرایط کنترل و ت RNA- seqبـا اسـتفاده از روش 

، این گروه گزارش کردند (73) خشکی بررسی کردنـد

های مرتبط با متابولیسم یان ژنتغییر در بکه 

هـای مـرتبط بـا متابولیسـم سـاکارز ژن و کربوهیدرات

افتد، که با کاهش و نشاسته در بافت تخمدان اتفاق می

میزان نشاسته و فعالیت انتقال ساکارز همراه بوده 
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است، در حالی که در مریسـتم برگ چنین تغییراتی 

وع شرد که شهمچنین گزارش . مشاهده نشد

فرایندهای وابسته به اسیدآبسزیک تنها در بافت 

 .(73)افتد اتفاق میتخمدان 

های اخیر در توالی یابی نسل بعد باعث  پیشرفت

و  DNAیابی نوکلئوتید هایشده که بازه پوشش توالی 

یابی افزایش  همچنین مقدار نمونه ورودی برای توالی

 های ها، توالی یابی رونوشت این پیشرفت. پیدا کند

RNA آورد وجود میسلول را تسهیل و این امکان را به

ژن، تغییرات  (Spliced)های پیرایش شده  که رونوشت

 Gene)ها پس از رونویسی، همجوشی ژن

fusion)، پلی مورفیسم تک نوکلئوتیدی و ها جهش 

(Single-nucleotide polymorphism) نهایت  و در

 (.73)را بررسی کنیم  بیان ژن تغییرات در

 RNA-seq، پژوهشی با عنوان 2112در سال 

دوگانه در برهمکنش بیمارگر و میزبان به وسیلۀ 

Westermann در این تحقیق . و همکاران انجام شد

Westermann  و همکاران امکان بررسی ترانسکریپتوم

نتایج نشان . دوگانه بررسی کردند RNA-seqرا با انجام 

داد با انجام این روش امکان بررسی همزمان بیان ژنها 

در سال (. 56)در میزبان و بیمارگر گیاهی وجود داشت 

و همکاران با عنوان  Gaoتحقیقی به وسیلۀ  2113

بیمارگر به وسیلۀ روش  واکنش های دفاعی اختصاصی

در غدۀ سیب زمینی در برهمکنش  RNAآنالیز توالی 

با  Gao. انجام شد Phytophthora infestansبا بیمارگر 

های ، ترانسکریپتRNAاستفاده از روش توالی یابی 

را مورد بررسی و در حدود  سیب زمینی تتراپلوئید

 .ژن را در سیب زمینی مورد شناسایی قرار داد 31111

ها با استفاده از این روش باعث بررسی بیان افتراقی ژن

ها و همچنین نمایاندن اختلاف بین ارقام بندی ژنگروه

های همچنین نسخه هایی از ژن. مقاوم و حساس شد

گندم که رمزکنندۀ افکتورها بود مورد شناسایی قرار 

 (. 74)گرفت 

های اهمیت و نمونه هایی از بررسی بیان ژن

 اهیدفاعی گی

ها در زمان تنش و شناسایی بررسی بیان ژن

های دفاعی نسبت به بیمارگرها، بسیار ضروری  ژن

نتایج این تحقیقات اطلاعات مرتبط به مکانیسم . است

تحمل و مقاومت به بیمارگرها را افزایش داده و تولید 

های زیست فناوری را هموارتر ارقام متحمل از راه روش

زایی های مرتبط با بیمارینتولید پروتئی. می سازد

هایی مانند اتیلن، اسیدسالیسیلیک و توسط مولکول

گیرد، این ترکیبات باعث ها صورت میفیتوآلکسین

های دفاعی گیاه و همچنین افزایش فعال شدن پاسخ

استحکام دیوارۀ سلولی و افزایش تشکیل لیگنین 

ها مجموعاً منجر به ایجاد و یا این پاسخ. شوند می

. شودهای بیماری زا میزایش سطح مقاومت به قارچاف

ها توسط عوامل رونویسی خاص بیان این پروتئین

عوامل رونویسی از اجزای مهم و . شودتنطیم می

های زنده کلیدی در کنترل بیان ژن در همۀ بافت

هستند و باعث تنوع فنوتیپی و سازگاری موجودات در 

 1511لی ا 1311حدود (. 75)طی تکامل می شود 

عامل رونویسی در گیاهان شناسایی شده است که 

های ها اعم از تنشها در پاسخ به تنشبعضی از آن

های غیرزیستی مانند زیستی مانند بیمارگرها و تنش

از . سرما و همچنین نورزیاد یا کم، نقش دارندگرما، 

 AP2های میان عوامل رونویسی مختلف پروتئین

Domain ،WEKY ،MYB  وHD-ZIP  بارزترین نقش را

نحوۀ تأثیر  1در شکل (. 76)ها دارند در پاسخ به تنش

های سلولی و بیمارگر بر گیاه و نمایی از برهمکنش

. مرتبط نمایش داده شده است هایمتعاقب آن بیان ژن

های مختلفی جهت تجزیه پروفایل بیان ژن در روش

نوردرن بلات . گیاهان از جمله گندم وجود دارد

هاست که به یکی از معمولترین این روش 1وسمعک

را به ( ژنومیکس ساختاری)عنوان رابط اطلاعات توالی 

                                                        
1. Reverse Northern blot 

https://fa.wikipedia.org/wiki/DNA
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AC%D9%87%D8%B4
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%AC%D9%87%D8%B4
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%D9%BE%D9%84%DB%8C_%D9%85%D9%88%D8%B1%D9%81%DB%8C%D8%B3%D9%85_%D8%AA%DA%A9_%D9%86%D9%88%DA%A9%D9%84%D8%A6%D9%88%D8%AA%DB%8C%D8%AF%DB%8C&action=edit&redlink=1&preload=%D8%A7%D9%84%DA%AF%D9%88%3A%D8%A7%DB%8C%D8%AC%D8%A7%D8%AF%2B%D9%85%D9%82%D8%A7%D9%84%D9%87%2F%D8%A7%D8%B3%D8%AA%D8%AE%D9%88%D8%A7%D9%86%E2%80%8C%D8%A8%D9%86%D8%AF%DB%8C&editintro=%D8%A7%D9%84%DA%AF%D9%88%3A%D8%A7%DB%8C%D8%AC%D8%A7%D8%AF%2B%D9%85%D9%82%D8%A7%D9%84%D9%87%2F%D8%A7%D8%AF%DB%8C%D8%AA%E2%80%8C%D9%86%D9%88%D8%AA%DB%8C%D8%B3&summary=%D8%A7%DB%8C%D8%AC%D8%A7%D8%AF%2B%DB%8C%DA%A9%2B%D9%85%D9%82%D8%A7%D9%84%D9%87%2B%D9%86%D9%88%2B%D8%A7%D8%B2%2B%D8%B7%D8%B1%DB%8C%D9%82%2B%D8%A7%DB%8C%D8%AC%D8%A7%D8%AF%DA%AF%D8%B1&nosummary=&prefix=&minor=&create=%D8%AF%D8%B1%D8%B3%D8%AA%2B%DA%A9%D8%B1%D8%AF%D9%86%2B%D9%85%D9%82%D8%A7%D9%84%D9%87%2B%D8%AC%D8%AF%DB%8C%D8%AF
https://fa.wikipedia.org/w/index.php?title=%D9%BE%D9%84%DB%8C_%D9%85%D9%88%D8%B1%D9%81%DB%8C%D8%B3%D9%85_%D8%AA%DA%A9_%D9%86%D9%88%DA%A9%D9%84%D8%A6%D9%88%D8%AA%DB%8C%D8%AF%DB%8C&action=edit&redlink=1&preload=%D8%A7%D9%84%DA%AF%D9%88%3A%D8%A7%DB%8C%D8%AC%D8%A7%D8%AF%2B%D9%85%D9%82%D8%A7%D9%84%D9%87%2F%D8%A7%D8%B3%D8%AA%D8%AE%D9%88%D8%A7%D9%86%E2%80%8C%D8%A8%D9%86%D8%AF%DB%8C&editintro=%D8%A7%D9%84%DA%AF%D9%88%3A%D8%A7%DB%8C%D8%AC%D8%A7%D8%AF%2B%D9%85%D9%82%D8%A7%D9%84%D9%87%2F%D8%A7%D8%AF%DB%8C%D8%AA%E2%80%8C%D9%86%D9%88%D8%AA%DB%8C%D8%B3&summary=%D8%A7%DB%8C%D8%AC%D8%A7%D8%AF%2B%DB%8C%DA%A9%2B%D9%85%D9%82%D8%A7%D9%84%D9%87%2B%D9%86%D9%88%2B%D8%A7%D8%B2%2B%D8%B7%D8%B1%DB%8C%D9%82%2B%D8%A7%DB%8C%D8%AC%D8%A7%D8%AF%DA%AF%D8%B1&nosummary=&prefix=&minor=&create=%D8%AF%D8%B1%D8%B3%D8%AA%2B%DA%A9%D8%B1%D8%AF%D9%86%2B%D9%85%D9%82%D8%A7%D9%84%D9%87%2B%D8%AC%D8%AF%DB%8C%D8%AF
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A8%DB%8C%D8%A7%D9%86_%DA%98%D9%86
https://fa.wikipedia.org/wiki/%D8%A8%DB%8C%D8%A7%D9%86_%DA%98%D9%86
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Westermann%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22890146
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Westermann%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22890146
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 ...های بررسی بیان ژن روش های پرکاربردترانسکریپتومیکس و 

( تعیین عملکرد و نوع فعالیت)ژنومیکس عملکردی 

های دفاعی گیاه به میزان بیان ژن. دهدارتباط می

در  SARهای دفاعی عنوان یک عامل مهم در پاسخ

ارگرها انجام شده گیاهان مختلف و علیه بسیاری از بیم

دهد که بر روی گیاه برنج نشان می نتایج بررسی. است

 RCI های رمز کنندۀ لیپوکسیژناز به نامبیان یکی از ژن

1
در برنج، در اثر کاربرد موادشیمیایی فعال کنندۀ  1

2سیستم دفاعی نظیر 
BTH یابد  و پروبنازول افزایش می

بعضی عوامل  و باعث افزایش مقاومت گیاه برنج در برابر

3همچنین بیان ژن دفاعی . شودزا میبیماری
RPR1  در

در (. 77)اثر تیمار برنج با پروبتازول گزارش شده است 

های مقاومت به بیماری اغلب، گیاهان محصولات ژن

مربوطه را  Avrمحصولات بیمارگرهای خاصی را که ژن 

ژن  21بیش از . دهندبیان می کنند، تشخیص می

ها و ایهای گیاهی شامل تک لپهونهمقاومت از گ

ها با اختصاصیت در تشخیص برای ایهمچنین دولپه

های ژن. معین جداسازی شده است Avrهای ژن

های مشترک های مخصوص با موتیفمقاومت پروتئین

های مقاومت همچنین پنج دسته از ژن. کنندرا رمز می

(R )دههای مختلف تاکنون تشخیص داده شبا دومین-

های کینازی شبه رسپتوری پروتئین: اند که عبارتند از

LRRبا یک دومین 
 LRRهای  خارج سلولی، پروتئین 4

NBSدرون سلولی با یک دومین 
، LZو یک موتیف  5

6های پروتئین
TIR های و پروتئینLRR که پروتتئین-

 (. 78)کنند های خارج سلولی متصل به غشا را رمز می

                                                        
1. Rice Chemically Induced cDNA 

2. benzo-1,2,3-thiadiazole-7-carbothioic acid S-methyl 

ester 

3. Rice Probendazole Responsive 

4. Leucine Rich Repeat 

5. Nucleotide Binding Site 

6. Toll/interleukin receptor 

 
 

برهمکنش بیمارگر وگیاه و فعال شدن مسیرهای نمایی از  -1شکل 

 های دفاعیمتابولیسمی و ژن

های مقاومت که باعث مقاومت به اغلب پروتئین

های شوند در گروهها و سایر بیمارگرها میویروس

های پروتئینی قرار می گیرند که دارای خاصی از دسته

های مقاومت دارای ژن. هستند NBS-LRRدامنۀ 

در تشخیص بیمارگر و شروع بعدی  NBS-LRRدومین 

از  NBSدومن . شوندهای دفاعی وارد عمل میپاسخ

 GLPLو  P-Loop ،Kinase-2 ،Kinase-3aهای موتیف

(Gly-Leu-pro-Leu ) تشکیل شده که برای فعالیت

بسیار حفاظت  ATPیا  GTPهیدرولیز و اتصال 

، Cشود دومین انتهایی که تصور میاند، در حالی شده

LRR  باعث ایجاد فعالیت تشخیصی در امر مقاومت

 (.79)شود گیاه می

مطالعات انجام شده به وسیلۀ ادهیکاری و همکاران 

های موثر در ایجاد جهت شناسایی ژن 2117در سال 

http://en.wikipedia.org/wiki/Leucine_rich_repeat
http://en.wikipedia.org/wiki/Nucleotide
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مقاومت به بیماری سوختگی برگ گندم از طریق روش 

cDNA-AFLP
نشان داده است که در طول پاسخ  1

ماری علاوه بر مقاومت تک ژنی، مقاومت گیاه به این بی

 (. 61)یابد ها نیز افزایش میتظاهر تعداد زیادی از ژن

و همکاران  Habibiتوسط  1391تحقیقی در سال 

، PR-1شامل الگوی بیان پنج ژن مرتبط با دفاع 

بازدارندۀ  هایو پروتئین PR-5کیتیناز، پراکسیداز، 

آنزیم پروتئاز بررسی و سطح بیان این پنج ژن در 

بعد از آلودگی در رقم ( صفر تا شش روز)هشت زمان 

مقاوم ونگشوبای و رقم حساس فلات با استفاده از 

نتایج این . گیری شدنیمه کمی اندازه RT-PCRروش 

های مورد بررسی در اثر تحقیق نشان داد که بیان ژن

لودگی با بیمارگرهای گندم، فوزاریوم، بازدگی و زنگ آ

نواری گندم در هر دو رقم حساس و مقاوم تغییر پیدا 

ها در طی بررسی روند تغییرات بیان این ژن. کندمی

از آلودگی نشان دهندۀ افزایش دورۀ شش روزه پس 

ها در رقم مقاوم ونگشوبای نسبت به تر بیان آنسریع

 1391و همکاران در سال  Esllahi (.78)رقم فلات بود 

ها در دو رقم گندم چمران و مرودشت القا متمایز ژن

به وسیلۀ آنالیز  M.graminicolaدر پاسخ به بیمارگر 

cDNA-AFLP ها در این بیان ژن. نمودند را بررسی

و  72، 48، 24، 12، 1)بررسی در شش نقطۀ زمانی 

در . گرفتبعد از تلقیح مورد مطالعه قرار ( ساعت 96

این بررسی نشان داده شد بیان هشت ژن مرتبط با 

ساعت بعد از تلقیح القا می  24تا  12زایی، بیماری

های القا شونده ها در دیگر زمانشوند، و بیان سایر ژن

 (. 81)است 

های ژن تحقیقی جهت شناسایی 2112سال در 

 در برهمکنش با بیمارگر گندم گیاه در دفاعی

graminicola M.،  با روش(AFLP cDNA ) در ارقام

 Sedaghatfar، توسط 82مقاوم فرونتانا و حساس سری 

مشتق شده از  الگوی قطعات. انجام شد و همکاران

                                                        
1. Amplified fragment length polymorphism  

، مقاوم مورد مطالعه رقم در( TDFs) هارونوشت

 کنترل های و، 82 سری، با رقم حساس، فرونتانا

 انینقطۀ زم در نه هابردارینمونه. مقایسه شد مربوطه،

. آلودگی صورت گرفت روز بعد از 24 تا ساعت صفر از

بعد از  ها که بیان آن هایی از رقم مقاوم فرونتانارونوشت

 بازیابی، جدا،، (عدد 171)بود  افزایش یافته تلقیح

در . شدند BLAST سپس یابیتوالی سازی،همسانه

پروتئینی قابل  شباهت TDFs قطعه از 47 مجموع

های شناخته شده در مجموعۀ توجهی با پروتئین

NCBI سپس پروفایل بیانی نه ژن به . نشان دادند

 شامل هااین ژن. بررسی شد -PCR Real Timeوسیلۀ 

ZF- HD تیروزین کیناز پروتئین، PCI دامنه
2، 

، غنی از لوسین گیرنده شبه پروتئین کینازتکرارهای 

 کاتالیزوری کیناز، دومین WD40 دومین

 II، ATPase ژرانیل ترانسفراز نوع گلیسرول و آسیل دی

 سلولی و های فعالیت ای ازطیف گسترده مرتبط باهای 

prolyl FKBP ایزومراز  ترانس سیس پپتیدیل نوع

 پاسخ در ارتباط با هاژنسپس عملکرد این . بودند

 (. 82)بررسی شد  بیمارگر دفاعی در برابر

                                                        
2. Zinc-Finger-Homeo Domain protein dimerization 

region 

http://www.google.com/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CB0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FAmplified_fragment_length_polymorphism&ei=uq1sVNL6IMjxavqggeAP&usg=AFQjCNGYLILcodpw7FCr_be8dowuhdhVfQ&bvm=bv.80120444,d.d2s
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