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 چكيده

، ولي پذير نمودهرا امكانزنده ز موجودات تعداد زيادي اژنوم  شناسايي توالي هاي توالي يابي ژنومكاهش هزينه

اي و با استفاده از دانش ژنتيك مقايسهكه رغم اينعلي. يابي شده مشخص نشده استهاي تواليژن تماميعملكرد 

ها در يند اين ژنآتفسير فر وليشده است، ميسر هاي تعيين توالي شده بيوانفورماتيك بررسي در مورد عملكرد ژن

هاي يابي ژنوم تعداد زيادي از بيمارگردر همين راستا، توالي. مطرح استهمچنان نوان يك چالش موجودات به ع

اطلاعات به  تبديل اين ،مورداين مشكل اساسي در  ليها انجام شده است، وقارچي گياهي و همچنين ااميست

جابجايي /گيرند شامل تخريبهايي كه در علم ژنتيك معكوس مورد استفاده  قرار ميروش. اطلاعات عملكردي است

ده در ژنوم ـي القا شـات موضعـرار دادن جراحـو هدف ق جايگير درون هايجهشها، هاي هدف، خاموشي ژنژن

در اين مقاله . شودهاي قارچي و ااميستي گياهي ممكن ميهاي بيمارگردرك عملكرد ژن هاآن شوند، كه با كمكمي

هاي قارچي و ااميستي در گياهان به كار رفته است، عكوس در مورد بيمارگرهاي كه براي مطالعات ژنتيك مروش
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  مقدمه

كشف ساختار دو ). Griffiths et al., 2000(گذاري شد مندل پايه هميلادي به وسيل 1860 هعلم ژنتيك در ده

به آر .سي.پيسنگر و اختراع فرايند  هيابي نوكلئوتيدها به وسيل، تواليواتسون و كريك هبه وسيلاي .ان.دياي رشته

يابي به توالي ههايي كه در زمينپيشرفت. هايي بودند كه باعث ايجاد انقلابي در علم ژنتيك شدندوسيلة موليس فرايند

اطلاعات در مورد  امروزه و اينشد، ) هاي موجوداتتوالي(وجود آمده است باعث ايجاد انبوهي از اطلاعات ژنتيكي 

اده براي ـهاي مورد استفروش. )Saiki et al., 1985( گياهي وجود دارد يهايادي از جمله بيمارگرموجودات ز

توان به عملكرد ها كه با استفاده از آن مييكي از اين روش ؛هاي ژنتيكي روز به روز در حال گسترش هستندبررسي

شناسي مولكولي، عملكرد  ظهور دانش زيست با. است )Reverse genetics( ژنتيك معكوس ،ها پي بردبسياري از ژن

شد و سر نخي از  تا حدي مشخص مي) Forward genetics(يافته   هاي جهش فنوتيپ ژن هها با مطالعبسياري از ژن

در مقياس گسترده، هزاران ژن در اي .ان.دين توالي تعيي روش ظهوراما با . آمد عملكرد ژن مورد نظر به دست مي

امروزه با استفاده از دانش ژنتيك معكوس عملكرد بسياري . شناسايي شدند نامشخص عملكرد باون موجودات گوناگ

هاي موجودات زنده شناخته شده بسياري از ژنتوالي در حال حاضر، . ، مشخص شده استيافتههاي توالي  از ژن

ورد توجه بسياري از ژنتيك معكوس مي هاراهكاربنابراين . اندها اغلب ناشناخته ماندهست، اما فنوتيپ اين تواليا

ي براي روش ژنتيك معكوس .موجودات ندارد كاربرد مشابهي در همهها راهكارالبته اين  ،قرار گرفته استمحققين 

. اندرمزگشايي شده) DNA sequencing(اي .ان.يابي ديتوالي تكنولوژي هلكه به وسي است هاييكشف عملكرد ژن

در گذشته  .گيردعملكرد مورد بررسي قرار ميدر شرايط عدم آگاهي از ، در موجودات هاعملكرد ژن ،روش اين در

با امروزه پژوهشگران قادرند ولي  ؛گرفتصورت مييافته  ي افراد جهشهامطالعة فنوتيپ در اين زمينه باتحقيقات 

 علم. )Angaji et al., 2010( را شناسايي كنندبه يك ژن خاص  مربوط هاي فنوتيپويژگي ،زيستي پيشرفت در علوم

دانشمندان عملكرد يك ژن ناشناخته را . كندحركت مي مسير ژنتيك سنتيژنتيك معكوس دقيقاً در خلاف  و دانش

ك سنتي به دنبال كشف اساس ژنتيكي فنوتيپ است در ژنتي. كنندهاي مولكولي شناسايي ميبا استفاده از آناليز

 حاصلهاي مورد انتظاري است كه ممكن است از توالي ژنتيكي خاصي كه ژنتيك معكوس به دنبال فنوتيپحالي

  .)Arencibia and Carmona, 2007( شوند

دي در ـش بزرگ بعـچال. ده استـرسيام ـانجبه  هاااميست ي وـوم قارچـژن داد زياديـتعي يابي ـتوالتاكنون 

 درآن  كردن كاربردي ويابي ژنوم ترجمه اطلاعات زياد حاصل از توالي ،هاها و ااميستمدرن قارچ شناسيزيست

. استكس ـژنوميل از ـاطلاعات حاصردن ـك يوان ابزاري براي كاربردـكوس به عنژنتيك مع .است شناسيزيست

 دفـه يهاژن ريبـتخيا  يـجايگزين دـماننشوند ه ميـرفتهاي مختلفي براي ژنتيك معكوس به كار گروش

)Targeted gene disruption/replacement( ،ژن شيخامو )Gene silencing( ر ـهاي درون جايگيجهش

)Insertional mutagenesis( هدف قرار دادن ضايعات موضعي القا شده، و )Targeting Induced Local Lesions in 

Genomes( يا TILLINGو  هاااميست ،هاهمه موارد ذكر شده كمك بسيار زيادي در درك عمل ژن در مورد قارچ ؛

  .)Chawade et al., 2010( كندمي ديگر موجودات

محصولات كشاورزي  كننده براي توليدعوامل محدودترين زاي گياهي و ااميست ها يكي از مهمهاي بيماريقارچ

در حال ت عبي شده به سريااي تواليهنوم قارچژشمار يابي با ظرفيت بالا، ي تواليهاروشبا ظهور . دنيا هستند در

عدد مربوط به  12شده است، كه از اين تعداد  يابيتوالي هاقارچاز تعداد زيادي  ژنومدر حال حاضر . افزايش است

ل كپك خاكستري انگور و ديگر نكروتروفيك، عامقارچ ( Botrytis cinerea مانند ،گياهي است زاييهاي بيمارقارچ

، هانااري از ميزبـد بسيـكپك سفي لك، عامـنكروترفي قارچ( Sclerotinia sclerotiorum ،)ي گياهيهاناميزب

Fusarium graminearum )بيوتروف، عامل هميhead blight غلات( و Fusarium oxysporum )بيوتروف، همي

  .)Soanes et al., 2007( )هاي گياهيبيماري پژمردگي گونه

يابي كل ژنوم در ژنوميكس ساختاري، توالي. كاربرديژنوميكس ساختاري و  ،گردنددر اينجا دو واژه تعريف مي

كه در بررسي عملكرد ژن مورد  استهاي تجربي ، و ژنوميكس كاربردي شامل دادهشوديك موجود مشخص مي
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هاي سريع در با پيشرفت. شودي فراهم آورده ميكس ساختارگيرد و اين اطلاعات به وسيله ژنومياستفاده قرار مي

تعداد  كردمشخص كردن عمل ،هاها و ااميستنوميكس قارچژ هدر زمينترين مسئله زمينه ژنوميكس ساختاري، مهم

  .)Hieter and Boguski, 1997(باشد  سهاي آن در دستركه اطلاعات توالياست  يهايزيادي از ژن

 به. وجود داردها و ااميست ي حقيقيهاقارچ بين ،سازي ميزبانو فرايند آلوده آلايندههاي ارتشابهاتي بين ساخت

كه كيتين حالي ، درتر از كيتين استبيش نيز و مقدار آن ها از سلولز تشكيل شدهسلولي ااميست ههر حال، ديوار

ها بدون ديواره است و در فرم هيف ااميست ،علاوه بر اين. هاي حقيقي استسلولي قارچ هترين تركيب در ديوارمهم

بين  در. ازدـسز ميـي متمايـحقيق يهاها را از قارچات آنـو اين صف ودـشديده ميرويشي به صورت ديپلوئيد 

قتصادي هاي گياهي با اثرات ابيمارگر ترينعروفبه عنوان م Peronosporaو  ,Phytophthora, Pythiumها، ااميست

هاي هاي آلودگي در مورد بيمارگرراهكارهاي اخير در زمينه ژنتيك معكوس پيشرفت. اندشناخته شده نباربسيار زيا

امكان  ،اجباري هايانگلدر مورد . تروفيك را در سطح مولكولي به طور وسيع آشكار كرده استبيونكروتيك و همي

در محيط ها نايي كشت اين بيمارگرعدم توا مانند هاي مناسبژنتيك معكوس به علت فقدان روشاستفاده از 

در كشت  چنين موانعي .وجود نداردهاي مولكولي ژن براي آناليزتخريب هاي آزمايشگاه، ترانسفورميشن و روش

ها دستاورد). Xue et al., 2002(است  شده هاونهگاين هاي مسئول در از تشخيص ژن مانع آزمايشگاهي اين عوامل

و روز به  در حال افزايش استموجودات  هشد يابيافزايش اطلاعات در مورد ژنوم تواليدر زمينه ژنتيك معكوس با 

 ).Wendland, 2003(شود افزوده مي يافتههاي بيمارگر توالي روز به تعداد گونه

از (هاي هدف ژن تخريب جايي وبههاي اخير در زمينه ژنتيك معكوس، نظير جامروري بر پيشرفت تحقيقاين در 

آورده  )Insertional mutagenesis( جايگير درون هايجهش، )Gene silencing(ها ژن كردن ، خاموش)ردنبين ب

  .شده است

  

  هاي ژنتيك معكوسو روشهاي دستاورد -2

  )Targeted gene disruption/replacement( هاي هدفژن تخريبجايي و بهجا - 2-1

 ها درژن كردعملبه  بردنبراي پيبسيار مهم  هايروشي از يكنمودند كه بيان  )1989(تيمبرلاك و مارشال 

به ها آن لوكوس ژنوميجايگاه يا است كه  جهش يافته تموجودا هايدر مورد فنوتيپ همطالع ،گياهي شناسيبيماري

غير  همانند يا اي غير.ان.دي هوسيلهب) Gene replacement(يا جايگزيني ) Gene disruption( تخريبفرايند وسيله 

   .)Timberlake and Marshall, 1989(باشد تغيير كرده  ،متجانس

تواند مي همگننوتركيبي  از طريق، )Targeted integration of DNA( مندهدف يـتلفيقاي .ان.دي انـساختم

ز توالي تبادل متقابل ا عبارتست از همگننوتركيبي . به جايي از بين ببرد پاك كردن يا جاتخريب، ها را با عمل ژن

همگن همانند يا نوتركيبي  .)Goffeau, 1994( دارندمشابهي  ژني )Locus(جايگاه كه  بين دو كروموزم اي.ان.دي

)homologous ( ژن تخريب باعث در نهايت جهش يافته انجام گرفته وآلل  تلفيقي داراي اي.ان.ديبين ژن هدف و 

)knock-out (مر اين روش اولين بار براي مخ. شودهدف ميSaccharomyces cerevisiae  نحوه كشفبه منظور 

قرار گرفت استفاده  مورد گياهي بيمارگراز آن زمان به بعد براي چندين  و ها مورد استفاده قرار داده شدژن كردعمل

)Scherer and Davis, 1979( .و  هاژن تخريببراي ها بيش از ساير روش چهار روش ،هاي مختلفاز ميان روش

  :اين چهار روش شامل موارد زير است .رودبكار مي هاآنعملكرد  مطالعه

 

 ژن مورد نظر به وسيلة يك كاست مقاومت تخريب -1

 هااز بين بردن ژنهاي مورد نظر به جاي بيان ژن تغيير -2

 )Miss-expressionو  Over-expression( هاژنحذف يا بيان بيش از حد  -3

 .استدوم و سوم روش مخلوطي از  كه جايگزيني ژن -4
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موجود است كه در يك  معكوس در زمينه ژنتيك ي كاربرديروش KOيا  )Gene knockout(ها ژن سازيناكارآمد

از روش  يافته توالي هايژن ناشناخته عملكرد دركي برا. شودها ميباعث ناكارآمد شدن ژن ،مهندسي شدهرنده 

Gene knock-out شده و افراد طبيعي براي پي بردن  موجودات زنده ناكارآمدتفاوت بين شود، محققان از استفاده مي

به فرايندي اشاره  هاژن سازياصطلاح ناكارآمددر حقيقت  .)Dalmais et al., 2008( كنندها استفاده ميبه اين تفاوت

ضرورتاً  روش اين. ودـشمي اصـرد خـعملك شده و بدون مهندسيموجودات زنده به وجود آمدن كند كه باعث مي

ود زنده را ـموجكردن همزمان دو ژن در يك  KO. استي ژني سازكارآمد Gene Knock-i روشا در تقابل ب

و  Triple knockout (TKO) ايهواژهن ـچنيهم. ودـشده ميـنامي double knockout (DKO) هـسازي دوگانناكارآمد

Quadruple knockouts (QKO) رودار ميـه كـبي ـايـارتـو چهي ـه تايـس دهـش دـارآمـناكاي ـهراي ژنـب 

)Hayward et al., 2011( .روش با استفاده ازانجام شد  كمپر هاي كه به وسيلدر مطالعه PCR از هايي جهش يافته

از ژن هدف به وسيله  5'و  3'در اين روش، ابتدا مناطق . توليد شد هاژن ييجاهجاببا  Ustilago maydis بيمارگر

PCR  از طريق دو جايگاه برشي مشخص  ژني، كاستبه صورت مستقيم به يك  اين قطعه ، و سپسشدندتكثيرSfiI 

مورد استفاده ن يان جايگزمحصول چسبانيده شده به عنوان الگو براي تكثير ساختم بعد هو در مرحل. دش چسبانده

 .)Kamper et al., 2004( استفاده شود U. maydis كردنتراريختراي بتواند به طور مستقيم مي اين الگو، گرفتقرار 

شرح داده  U. maydisهاي جهش يافتهبراي توليد  كمپري كه به وسيله روشبر اساس  ،)2004(ن ابراكمن و همكار

يك  همين محققين. )Brachmann et al., 2004( كردندگذاري ايهپرا  تطبيقي در ژنتيك مولكولي روششد يك 

فلوروسنت  ژن پروتئين(گر انتخابي ـاي براي ژن گزارشهاي پايهبا ساختار شوندهواردهاي كاستجامع از  همجموع

راي ب SfiIبه وسيله دو جايگاه تشخيص كه پروموتور انتخابي  كاست، و يك )hptژن ( مقاومت يك كاست ،)gfp سبز

فرد جهش دانشمندان دو فناوري، با استفاده از اين . داشت، را ساختند PCRورود قطعات ژن تكثير شده به وسيله 

را  gfpبيان ژن  ،)mfa1( توليد فرومون يهاهاي داخلي ژن، پروموتورفرد جهش يافتهدو در هر . توليد كردند يافته

  .كردهدايت مي

Cho ارچـقورد ـدر م دفـهاي هژن ريبـتخرفيت ـظردن ـكر ـكثراي حداـك روش بـاران يـو همك 

Alternaria brassicicola حداقلخطي هاي با استفاده از ساختمان )LME(  Linear Minimal Element توسعه

و به عنوان شود مي Brassicaceae هاعضاي خانوادروي لكه سياه باعث ايجاد بيماري  A. brassicicola قارچ. دادند

 بازدهبه منظور بهبود . گرفت مورد استفاده قرار آرابيدوپسيسنكروتروفيك قارچي در مطالعات روي گياه  مارگربييك 

كوچك خطي با هاي ساختاردانشمندان از  ،هاي تخريب ژنارتوليد ساخت تسريع همچنينو هدف  يهانژ تخريب

استفاده از . يك ژن هدف جزئي استفاده كردندبيوتيك با قابليت شناسايي و يك ژن مقاومت به آنتي ،عناصر حداقل

د ـان پلاسميـه با ساختمـدف را در مقايسـهاي هژنازي ـناكارآمدساً راندمان ـ، اساسLMEهاي انـساختم

هاي گياهي مانند بيمارگرهاي هدف در بسياري از تخريب ژن .)Cho et al., 2003( اندارد بهبود بخشيدـاست

Colletotrichum gloeosporioides, M. oryzae )وزـاري آنتراكنـل بيمـامـع (U. maydis ،A. brassicicola ،

Cochliobolus carbonum )عامل لكه برگي شمالي ذرت (وF. graminearum   داشتكاربرد )Wei et al., 2004.(  

هاي يسممكان زيساشفاف به منظور مدليبه عنوان  Magnaporthe oryzae بيمارگر از گذشته هايدر دهه

با . استفاده شده است هاي بيمارگرقارچ زاييبيماريپي بردن به و  هاقارچمتقابل گياهان و ، رابطه هااي قارچتوسعه

گياه قارچ عامل بلاست  زاييبيماريدر  يي كههاتعداد زيادي از ژن عملكردهاي هدف، ژن تخريب روشاستفاده از 

 MPG1 ژن نقش دارند عبارتند از زاييبيماري كه در هاياز اين ژن بعضي .مشخص شده استدرگير هستند، برنج 

 .)است همگن Fus3/Kss1 MAPهاي مخمري با ژنكه ( PMK1 ژن ،)كلاس يك هيدروفوبين(

شناسي مولكولي با گذاري شد، در زيستپايه) Gateway cloning(وي سازي گيتهمسانه روش 1990از سال 

اي مورد نظر .ان.در اين روش توالي دي .كنندمي پلاسميدوارد  را اي.ان.ديقطعات استفاده از اين روش محققان 

 هانتقال قطع) Entry clone(پس از ايجاد كلون ورودي . شودسازي ميابتدا در يك ناقل به نام ناقل ورودي همسانه

اي ـهمـي و آنزيـهاي برشماده از آنزيـه و بدون استفـهاي ديگر با واكنش نوتركيبي يك ساعتبه ناقل اي.ان.دي
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هاي توالي شود كه بههايي انجام ميروتئيني در حضور پواكنش نوتركيب .گيرددهنده ليگاز به راحتي انجام مياتصال

. شونددارند و موجب نوتركيبي مي اي.ان.ديها را برش داده و اتصال كوولانسي با شوند و آنمتصل مي) att(خاصي 

سازي بر اساس خصوصيات نواحي ويژه نوتركيبي باكتريوفاژ لامبدا موثر براي همسانه سريع ووي روشي فناوري گيت

  ).Hartley et al., 2000(است 

، و دو مخلوط Gateway attهاي ، سايتهاي نوتركيباختصاصي از توالي همجموعيك  هبه وسيلاين فرايند 

به قطعات  ويسازي گيتهمسانه روش. دشوميانجام  BP Clonase و LR Clonaseآنزيمي اختصاصي به نام 

. كلونينگ مختلف وارد شوند هايحامل ترين آسيبي به ساختمان ژن، درونبدون كوچكدهد كه اجازه مي اي.ان.دي

با استفاده از اين روش هر . هاي برشي و ليگاز جايگزين شده استآنزيمروش استفاده از اين روش به طور كارآمدي با 

 هدر ابتدا در اين روش قطع. قرار بگيردسازي همسانهتواند مورد عمل هاي كاربردي ميبراي آناليز اي.ان.ديقطعه از 

هاي نامبا اين دو توالي نوتركيب شود، پلاسميد مي ـهده وارد قطعـي نوتركيب چسبنـبا استفاده از دو توال اي.ان.دي

att L1  وatt L2 شوند شناخته مي)Shafran et al., 2008( .ه سازي باين روش كلون هبه وسيل انگيزينتايج شگفت

هاي آزمايشگاهي روش ههايي كه به وسيلان و يا ژنهاي زيادي از انسان، موش و ديگر جانورو ژندست آمده است، 

هاي ژني در يك پلاسميد استاندارد براي وجود اين كاست .)Abe et al., 2006(ند د، كلون شبودند ساخته شده

Gateway cloning ها كرده ها و آناليز عملكردي آنن پلاسميدها به دروكمك زيادي در امر انتقال سريع اين كاست

بسيار را به درون يك پلاسميد خاص لازم دارند  اي.ان.دياين روش براي محققيني كه انتقال هزاران قطعه از . است

 هاي كلون. است Gateway Entryهاي سازي كلونهآماد Gateway cloningاولين مرحله در . رهگشا خواهد بود

Entry هاي توالي )الف :شونداغلب در دو مرحله ساخته ميGateway attB1  وattB2  مورد  هقطع 5و  3به انتهاي

محصولات  )ب. گيردو تكثير در آن انجام مي PCRهاي اختصاصي يمراشوند و اينكار با استفاده از پرنظر وارد مي

هاي آنزيم همچنينو  )Gateway, Donor vectors(هاي اختصاصي سپس با پلاسميد PCRتكثير در  حاصل از

است را   PCRكه شامل محصولات att Bمخلوط آنزيمي ورود توالي . شوندتركيب مي BP Clonaseاختصاصي به نام 

به فناوري اين . كندكاتاليز مي نوتركيب راتوليد و Gateway Donor vector در att Pهاي نوتركيبي به داخل سايت

 هايحامل،  S. cerevisiae يا Escherichia coliها در بيان ژنبراي اهداف مختلف مانند دهد كه محققان اجازه مي

هاي ژنومي، از زمان شروع آناليز. شودمياستفاده شود، يموارد آن يك ناقل كه ژن مورد نظر  از و، مختلف بسازند

  .)Abe et al., 2006( ها را آشكار كرده استنبه طور بسيار وسيعي مشخصات ژ Gatewayتكنولوژي 

  

2-2- RNA گر مداخله(Knock-Down)  

اي طي تكامل موجودات زنده به شمار رفته كه به شده تظافرايند حف RNAi يا به اختصار گرمداخله اي.ان.آر

هاي يوكاريوتي اكثر سلول رمكانيسم به صورت طبيعي داين . رودميكار ه منظور كنترل بيان ژن پس از رونويسي ب

اي هاي كوچك دو رشتهاي.ان.آر به قطعاتي از بلنداي هاي دو رشتهاي.ان.آر با تبديل اين پديده. شناسايي شده است

تركيب شود كه پس از آغاز مي ،)Dicer( اي به نام دايسرتوسط نوكلئاز ويژه (siRNA) تداخلي كوچك اي.ان.آر به نام

) RNA-induced silencing complex(ريسك  به نام اي.ان.آر با يك مجموعه پروتئيني خاموشگر القاء شده توسط

 برپيام اي.ان.آر از رونوشت اي.ان.آر ه ريبونوكلئاز فعالي تبديل شده كه قادر به شناسايي و برش و حذفب  RISCيا

مطالعات اخير . گياهان در جهت حفاظت از ژنوم باشد مانند رسد اين عمل در موجوداتيبه نظر مي. باشدهدف مي

 اي.ان.آر هاي ساختگياخيراً با ايجاد مولكول. باشدهاي پستانداران ميحاكي از وجود پديده مشابهي در سلول

ها و نيز درمان اي براي كنترل بيان ژنو بيان آن توسط ناقل هاي مناسب راه تازه )siRNA(گر كوچك مداخله

زين ـد جايگـتوانكه مي. وده شده استـهاي ويروسي و ژن درماني به روي بشر گشها و مبارزه با آلودگيطانسر

خاموشي  در -RNA interference( RNAi( گرمداخلهاي .ان.آرتكنولوژي  .سنس و حذف ژني گرددهاي آنتيروش

و در حيوانات  )post-transcriptional gene silencing(برداري بعد از نسخهها خاموشي ژن در گياهانكه (ها ژن

 يخاموش. معكوس استژنتيكدر  كارهاي مورد استفادهراه ي ديگر ازيك ،شودخوانده مي گرمداخلهاي .ان.آر
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 هايمكانيسم ي ازيكدر واقع RNAi يا  interference گرمداخلهاي .ان.آرها توسط فرآيند تداخل   اختصاصي بيان ژن

اين پديده توسط . شود هاي يوكاريوتي اعمال ميبرداري در سلول باشد كه در سطح پس از نسخه مي  تنظيم بيان ژن

 siRNAيا ) small interfering RNA(كوچك گرمداخلهاي .ان.آرهاي  بنام مولكول RNAاي    هاي دو رشتهمولكول

خود  متجانس اي پيامبر.ان.آراز بين بردن با  واي تهدو رشاي .ان.آر از با استفاده گرمداخلهاي .ان.آر .شود مي انجام

از لحاظ تكاملي در ميان موجودات  كوچك گرمداخلهاي .ان.آر. شودميها افزايش يافتن بيان ژن يا و كاهش اعثب

نظير  خارجي يها ت ژنرسد كه جهت حفاظت ژنوم در مقابل تهديدا ر ميـاست و به نظ   شده تظاـيوكاريوت حف

ها به كار  داخلي نظير عناصر ژنتيكي متحرك مثل ترانسپوزون يها ها و همچنين ژن ژن ي، ترانسـروسوي هايژن

ها و كنترل رشد و نمو  هاي سلولي جهت تنظيم بيان ژن در برنامهاي .ان.آرفرآيند تداخل  ،علاوه بر اين. رود مي

  . )Hannon, 2002( سلولي نقش دارد

مورد ژن اختصاصي سازي ناكارآمد شود باعث اي.ان.دي ايجاد جهش دركه باعث ن اينبدو گرمداخلهاي .ان.آر

 .دكشف ش اياي دو رشته.ان.آربه  واكنشدر  Caenorhabditis elegansاين موضوع اولين بار در نماتد . شودمينظر 

عمل  هنحو. دخيل بودژنوم  هاي موجود درتر ژندر بيان بيشگسترده به طور  گرمداخلهاي .ان.آراين نماتد،  در

 و گرمداخلهاي .ان.آر با كشفمحققين . شودانجام مي اي پيامبر.ان.آرتخريب  با در درون سلول گرمداخلهاي .ان.آر

براي اين روش  توانستند از )RISC(ريسك  و كمپلكس دايسر هايل سلولي مانند پروتئينـزاي داخـاجساير 

knock-down نند استفاده كها كردن ژن)Kadotani et al., 2003(.  

كه از لحاظ فنوتيپي متفاوت ولي از جهت ) گرمداخلهاي .ان.آر(اي .ان.آركنون سه شكل از فرآيند تداخل  تا

سركوبي اين اشكال شامل هم. ده استـايي شـها شناس اند در يوكاريوت هـان و مشابـمكانيسم عمل يكس

)Cosuppression (برداري يا خاموش شدن ژن پس از نسخه )Post-Transcriptional Gene Silencing( گياهان،  در

كشف . باشدمورد جانوران ميدر  RNAiيا  )گرمداخلهاي .ان.آر( ها و تداخلدر قارچ) Quelling(ها  فرونشاني ژن

خاموشي غير منتظره ناشي از  دليل يافتندر پي ملوو  فايرزماني صورت گرفت كه اي .ان.آرتداخل  هقطعي پديد

اي در  دو رشتهاي .ان.آرنقش حياتي مولكول  1998آن در سال  بودند و در پي) sense RNA( اي.ان.آر هحضور رشت

فاير و . )DeBacker et al., 2002( تشخيص داده شد C. elegansها در نماتد  خاموش شدن اختصاصي توالي ژن

يك ژن  براي پيام.ان.آرهمكارانش موفق به اثبات اين موضوع شدند كه به هنگام هدف قرار دادن اختصاصي نسخه 

ي ـداقل تا ده برابر اثر خاموشـح د بودـخواهادر ـق اياي دو رشته.ان.آرهاي  ، تزريق مولكولC. elegansنماتد  در

به  )antisense RNA(سنس آنتياي .ان.آر و يا) senseRNA(اي سنس .ان.آر هاي تري را در مقايسه با مولكولقوي

اختصاصي با منشا خارجي به بدن نماتد به  ايدو رشتهاي .ان.رآشد كه تزريق  گيريطور نتيجهاين. تنهايي القا كند

اين پديده در ديگر . شود اي بسيار كارآمد سبب پاسخ خاموشي اختصاصي ژن هدف در بدن اين موجود مي گونه

 هاي آن شناختهموجودات يوكاريوتي اعم از جانوران، گياهان و انسان به خوبي مورد مطالعه قرار گرفت و سازوكار

ترين پيشرفت علمي سال را بزرگاي .ان.آركشف پديده تداخل  Science، زماني كه مجله 2002 در سال. شده است

را  پزشكي شناسي هاي آينده چهره تحقيقات زيستطي سال ،ناميد، محققان دريافتند كه اين كشف ارزشمند علمي

 هاآنكه بيان  ييهاگر براي خاموشي ژناي مداخله .ان.آراستفاده از  .)Whisson et al., 2005( متحول خواهد ساخت

د ـدارند مانن زياديادي ارزش ـهايي كه از نظر اقتصرـبيمارگدر  ،دـيابميكاهش رداري ـبهـد از نسخـح بعـدر سط

M. oryzae  و P. infestans مورد بررسي قرار گرفته است )Latijnhouwers et al., 2004(. 

بلكه براي  استناخته هاي ناشعمل بسيار از ژن سازيشفاففقط يك ابزار مهم براي  تنها نهگر اي مداخله.ان.آر

  .شودهم استفاده ميزايي هاي گياهي و بيماريبيمارگرهاي ضروري در رشد شناسايي ژن

ست امل بلاـارچ عـدر ق) RNA silencing(اي .ان.آري ـاموشـخ ك ازـاتيـسيستم يزـآناليو همكاران  يـانـكادوت

M. oryzae افزايشيبيان ژن پروتئين فلورسنس سبز  با استفاده از (eGFP) هاآن. انجام دادند عنوان يك گزارشگر به 

علاوه بر . يافته استطور مستقيم كاهش هبخاموش شده  موجودات تراريختدر  mRNA eGFPدريافتند كه تجمع 

وجود شده خاموش موجودات تراريختفقط در گر هاي كوچك مداخلهاي.ان.آربايد به اين نكته توجه نمود كه اين، 
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با استفاده از اين روش  و دهدرخ مي M. oryzae بيمارگر در  اي.ان.آرخاموشي بيان اين نتايج نشان داد كه . داشتند

و همكاران  آخيرو. )Kadotani et al., 2003( مورد تجزيه و تحليل قرار داد توان ژنوم قارچ را به صورت عمليمي

ارچ ـقبراي وس ـك معكـژنتي ـهزميندر د ـاورد مفيـوان يك دستـبه عنرا ي ژن ـدر خاموش اين روشكاربرد 

Bipolaris oryzae شودبرنج مي اي درقارچ باعث بيماري لكه قهوهاين  ؛نشان دادند )Akihiro et al., 2007(. ژن 

ه عنوان ب هادر فرايند خاموشي ژناين ژن  ،شودها ميقارچ ين درباعث ساخته شدن ملان (PKS1)كتيدسينتاز پلي

از قطعه  (hpRNA) يكننده ناقل خاموشسنجاق سري كد اي كوچك.ان.آر. خوب مورد بررسي قرار گرفتيك ماركر 

PKS1 ژنومي  اي.ان.ديو وارد  ساخته شدB. oryzae شد )Nguyen et al., 2008.(  

اين يك مزيت مهم . ها نياز داردبه اطلاعات نسبتاً كمي از توالي ژن كه ها اين استژن مداخله در مزيت روش

اي .ان.آره ي كـجاياز آن. در اختيار است هاآنتوالي ژنوم  هاي گياهي است كه اطلاعات كمي ازبيمارگربراي 

شده يا  تراريختهاي يدحضور نوكلئوت بادر نتيجه راندمان آن شود، مؤثر واقع مي برپيام اي.ان.آردر سطح گر مداخله

كاهش  باعث گرمداخله اي.ان.آر. افتدوپلوئيدي به خطر نمييمربوط به آن) multicopy(بالا  هها با تعداد نسخژن

و متعاقب آن ساخت  هاژن كلي ها تأثير زيادي در بيانبيان ژندر كاهش اندك . شودها ميدر بيان ژن جزئي

 .)Nguyen et al., 2008(سلول ندارد  هپروتئين به وسيل

ممكن است  مورد نياز، اين است كه نظر به كوتاه بودن تواليها ژن knock-downروش مداخله  معايبيكي از 

 خاموش كردن ژن هدف آزمون براي امكان اثرات. نسبتاً غير اختصاصي است لذا و خاموش كندرا  هدف غيرهاي ژن

هايي كه توالي آن اما براي آنتر است موجود است ساده اهژنوم آن اي كه توالي كلگياهي بيمارگرهاي براي گونه

  .)Weld et al., 2006( تر استمشخص نيست مشكل

 

  )Insertional Mutagenesis( جايگير درون هايجهش - 2-3

ده اين پدي. شودباعث جهش مي ،اي.ان.ديدر باز تر كه با وارد كردن يك و يا تعداد بيشهايي وجود دارند جهش

همچنين افتد و ها اتفاق ميونها و ترانسپوزصورت با كمك ويروسنآممكن است به صورت طبيعي رخ دهد، كه در 

ها مورد استفاده قرار عمل ژن هنيز براي مطالع روشاين . پيوندد گاه به وقوعشبه صورت مصنوعي در آزماي تواندمي

مختلف در طول ژنوم نقاط به تواند مي Drosophila melanogasterدر  P-elementيك ترانسپوزون مانند . گيردمي

عادي شان فنوتيپ غير  از طريقشوند كه با اين روش توليد ميهايي هجهش يافت. متصل شودود مورد مطالعه ـموج

ترانسپوزون به ژن مسئول شود كه فرض مياينطور  در صورت ورود فنوتيپ غيرعادي،. دگيرنقرار ميشناسايي مورد 

نظر را  توان ژن مورد، ميها شناخته شده استجايي كه توالي ترانسپوزونو از آندر فنوتيپ وارده شده است 

توان مي PCRاده از ـر و همچنين با استفـوي توالي مورد نظـيابي كل ژنوم و جستجيـه با توالـالبت. اسايي كردـشن

  ).Brown and Holden, 1998( قطعه مورد نظر را تكثير نمود

 ،اي ژنتيكيهفرايند بسياري ازهاي مولكولي يك ابزار بسيار قوي براي تشريح مكانيسم جايگير درون هايجهش

بنابراين  .به اطلاعات قبلي از ژنوم ندارد نيازياين روش اين است كه  هترين فايدمهم .است ،هاي گياهيبيمارگر مانند

رت سنتي با استفاده از تعيين توالي به صو فناوري. كار رود به فاقد توالي ژنومي هاي گياهيبيمارگرتواند براي مي

 بيمارگرات زيادي را در مورد توسعه عاطلا كه آمدنددست مي به بنفش وراما هشعا همچنينو  زاهاي شيمياييجهش

ها وتيدئحذف و يا جانشيني در نوكل باعث اغلببه  زامواد جهشاين . كردها فراهم نميزايي آنبيماري همچنينو 

 باعث هاروشنبودن اين  يو اختصاصژن شود،  كردعملدر  تغييريا  كاراييعدمتواند باعث مياين عمل ند كه وشمي

  .)Mullins et al., 2001( شودمي هاي متعدد در ژنومبروز جهش

با موتانت  يهاسازي ژنجدا ،جهش يافتههاي استرين روي تربيشژنتيكي  هايبا استفاده از تجزيه و تحليل

قابل انتخاب در  هاينشانگرد وجو .شد انجام ،طبيعي هايسويهمقايسه با و  اي.ان.دياستفاده از كتابخانه ژنومي 

 هكه نتيجكار رود هب ،و فنوتيپ مورد مشاهدهژن وارد شده بين  رابطه پيدا كردنتواند براي مي اريختتر اي.ان.دي

  .)Michielse et al., 2005( استجهش يافته هاي اين فرايند يافتن آلل
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هاي در قارچ. گذاري شده استير بنيانخهاي ادر سال )ATMT(تي .ام.تي.اي به وسيله وارداتي زاهايجهش

 اي.ان.ديندارد و در نتيجه وارد كردن يك  شباهتژنوم قارچي  كه با اي.ان.ديبا  سازيتراريختاي، رشته

 يك ابزار براي به عنوان دستكاري شده اي.ان.ديبا استفاده از دهد كه امكان را مي اين قارچيبه ژنوم نامتجانس 

 باكتري .كمك كند ها در گياهبيماري هبه مطالع در نهايتو  ردتخريب ژن استفاده ك و جايگير درون هايجهش

Agrobacterium tumefaciens ههايي در گياهان به وسيلد تومورعث ايجازاي گياهي است كه باكتري بيمارييك با 

 هالقاكنند دـروي پلاسمي ه برـاين قطع و )Transfer DNA(اي .ان.دي - تي ،ودـشمي اي.ان.ديانتقال قسمتي از 

 ردـگيام ميـي نوع چهار انجـسيستم ترشح ـهو اين كار به واسطده است ـع شـواق) tumor inducing(ور ـومـت

)Michielse et al., 2008.( 

دهد و به صورت تصادفي با ژنوم ميزبان را مورد هدف قرار ميسلول گياه  هسته درون ميزبان، رد اي.ان.دي-تي

تر در خارج است، و براي توضيح دقيق تحقيقاز دامنه اين  تي.ام.تي.ايتوصيف كامل . كندتلاط پيدا ميميزبان اخ

). Rolland et al., 2003( دهيمارجاع ميو همكاران  Michielseبه مقاله  گان را بهخوانند تي.ام.تي.ايمورد 

هاي گياهي مورد استفاده قرار بيمارگرزيادي از تعداد و تراريختگي  transformingبه طور گسترده براي  تي.ام.تي.اي

 Botrytis cinerea ،Colletotrichum spp. ،Fusarium spp. )Covert et al., 2001( ،Leptosphaeria مانندگيرد مي

spp. ،Mycosphaerella graminicola ،Venturia inaequalis و Pythium ultimum )Vijn and Govers, 2001 .(

بر روي در مقياس بزرگ را  جايگير درون هايجهش هدر زمين پژوهشي تي.ام.تي.اياز طريق و همكاران  Jeonاخيراً، 

موتانت به  21070تعداد  هاآن. انجام دادندزايي هاي بيماريبراي شناسايي ژنو  M. oryzae strain KJ201 قارچ

شده  هاوارد آن اي.ان.دي-تي وقاوم بودند، م )hygromycin(بيوتيك هيگروميسين آنتي دست آوردند كه در مقابل

داشته را وارد شده به ژنوم  اي.ان.دي- تياز  رونوشت تك يك ،هادرصد از موتانت 80بيش از  كه تخمين زده شد. بود

گري قرار گرفتند، اين صفات شامل بر اساس از دست دادن هفت صفت فنوتيپي مورد غربال هاتراريختسپس . باشند

، مكيل آپروسوريوـشـنيديايي، تـزني كوانهـ، جومورفولوژي كنيديـزايي، م، كنيديرنگيهايرنگدانهجود ورشد قارچ، 

 شنـسفورميـتران مانند ميــهاي قديبت به روشـنسزيت ـن مـچندي تي.ام.يـت.اي روش .دـودنـب زاييو بيماري

CaCl2/PEG-mediatedدارد وريشنپتروـاران ذرات و الكـبـم، بمـات ليتيـاست هطـبواسن ـورميشـسفـ، تران 

)Mullins et al., 2001.(  

براي نوع موجود در انتخاب هاي ترانسفورميشن سنتي تنوع آن از ديگر روش تي.ام.تي.ايمزيت اصلي روش 

 شندهك موجوداتتوانند به عنوان ميها قارچ، نظير كنيديوم شندهكهاي سلول. انسفورماسيون استرشروع عمل ت

هايي كه روشنسبت به . شودميها پروتوپلاستباعث توليد ديواره ستفاده قرار بگيرند، در نتيجه حذف كردن مورد ا

 متجانستركيبي كارآمد براي نو روشيك  اي.ان.دي-استفاده از تي. است يتركارايي بيش دارايدر بالا ذكر شد 

ها با ديگر آن توليد درصد بالايي از ترانسفورمانت مهممزيت . گرددژن مي ناكارآمدسازياست، كه باعث تكرار بالاي 

 گرددمي از يكديگر هدفهاي وارد شده در ژنوم است كه باعث تسهيل در جداسازي ژن اي.ان.دييك نسخه از 

)Michielse et al., 2004( .  

 

  )هدف قرار دادن ضايعات موضعي القا شده( Tilling تيلينگ يا - 2-4

ترين مزيت مهم. ابداع گرديد هاي درون جايگيرعنوان جايگزيني براي جهش تيلينگ يك دهه پيش بهروش 

توان آن را در هر گونه گياهي صرف نظر از اندازه ژنتيك معكوس اين است كه مي راهكارتيلينگ به عنوان يك روش 

دون داشتن هر گياهي ب همچنين راهي براي بررسي ژن هدف در. ژنوم، سطح پلوئيدي يا روش تكثير به كار برد

 پروتكل تيلينگ. باشد كه در ژنوميكس كاركردي از اهميت بالايي برخوردار استدانش اوليه درباره محصول ژن مي

پتانسيل بالاي . اندكند كه به طور تصادفي در ژنوم توزيع شدهاي را ايجاد ميهاي نقطهفراواني بالايي از جهش

هاي گزارش شده ي جايگزيني نوكلئوتيدي به وسيله تراكم بالاي جهشايجاد نرخ بالا زايي مواد شيميايي برايجهش

 مديونهاي اخير در تيلينگ پيشرفت. اثبات رسيده است هاي مختلف گياهي بههاي تيلينگ در گونهبراي جمعيت
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ي هاحساس و خاص نوكلئوتيد هايهاي جديد شناسايي جهش از جمله اندونوكلئازهاي بيوانفورماتيك، روشابزار

 مورفيسم تك نوكلئوتيديو پلي LI-COR هاي متنوع براي غربالگريو كشف جايگزين) mismatch( جفت ناجو

)SNP( هاي فراواني در ژنوميكس تيلينگ كاربرد راهكار. است يابيهاي نسل جديد تواليآوريبا استفاده از فن

هايي از تيلينگ اصلي، روش يراتي در روشـجاد تغيـر اين، در مطالعات پايه و كاربردي با ايـعلاوه ب. دارد كاربردي

 تـاده قرار گرفته اسـورد استفـداع و مـاب )Deletion Tilling( نگ حذفيـيا تيلي )Ecotilling( نگـقبيل اكوتيلي

)Gilchrist and Haughn, 2005.(  

، Phytophthora sojae ،P. ramorum شامل Oomycete هو ردـاهي عضـگي ارگرـج بيمـپنوم ـي ژنـتوالتعيين 

P. infestans، P. capsici  وHyaloperonospora parasitica استفاده  ،بعدي در حال انجام هپروژ. انجام شده است

يك  )McCallum et al., 2000(مك كالوم و همكاران  .بيولوژيكي است هايدر عملكرد هاتوالياطلاعات اين  از

ارائه را  به عنوان رديابي تغييرات موضعي القا شده در ژنوم ،راي گياهانژنتيك معكوس ب هدر زمينجديد  راهكار

  .دادند

شود و با كمك يك در زمينه ژنتيك معكوس انجام مي) Non-transgenic(اين روش به صورت غيرتراريخته 

روش مبتني بر در حقيقت اين . كننداي القا شده در ژنوم را شناسايي مينقطههاي جهشنزيم اندونوكلئاز مخصوص آ

هاي تك جفت شناسايي جايگزيني وكاوش ژنوم موجود جهش يافته به منظور شناسايي موتاسيون در ژن خاص 

ل خاص به شناسايي افرادي از جمعيت كه داراي ـه و تحليـهاي تجزيري روشـبا بكارگي لينگيت .باشدبازي مي

  .)Lindsay et al., 1995( كار گرفته شودهند بعنوان يك فناوري قدرتمبههاي تك نوكلئوتيدي هستند، شهج

براي  ينگتيلو همكاران از روش  لامور. هاي گياهي استبيمارگر درژنوميك  مطالعاتقوي براي  يابزار لينگيت

 همين محققين. استفاده كردند .Phytophthora spp رـبيمارگ در اصـخهاي ژن هاي دارايجهشازي ـجداس

براي  و تهيه نموده P. sojae براي ethylnitrosourea (ENU) هبه وسيلرد جهش يافته ف 2400 اي شاملمجموعه

 دراختصاصي  فسفوليپازو يك  (PsojNIP)هاي نكروز كننده پروتئينهايي كه كداي القا شده در ژنموتاسيون نقطه

Phytophthora (PsPXTMPLD)  ،انجام دادند را گريغربالبودند )Lamour et al., 2006.(  

 اتصالاست، كه باعث ايجاد مشكل در  بروز جهشنرخ نسبتاً پايين  جايگير درون هايجهش ترين مشكلمهم

باعث تكرار  EMSزا مانند تيمار جهش، مواد شيميايي جايگير درون هايجهش بر خلاف. گرددهاي اختصاصي ميژن

 سبب هاي زيادتوليد آلل باد نتوانها ميروشاين . گرددمي خاصبالا بدون برتري آشكار براي مناطق ژنومي  جهش

 روش تيلينگعاقبت باعث منسوخ شدن  زاجهشهاي روش هچه توسعاگر. دنشو هاي خنثيپسهولت در كشف فنوتي

هاي ژنتيكي در ي با حداكثر عملكرد براي تجزيه و تحليلروشدر حال حاضر، اين روش به عنوان ولي ، خواهد شد

 .شوددر نظر گرفته مياي گياهي هبيمارگربسياري از 

  

  بنديجمع - 3

 مانندژنتيك معكوس  هايابزارهاي گياهي، بيمارگريابي ژنوم هاي اطلاعاتي تواليدر مورد بانك ة اطلاعاتبا توسع

به طور  تا فنوتيپ يا ژنوتيپ جايگاه ژني لينگ عملكرد هر ژن را ازتي وATMT ،گراي مداخله.ان.آر، سازيناكارآمد

 كارا وبسيار و گياه  بيمارگرص اساس مولكولي اثرات متقابل يختشها براي اين روش. دهندمل مورد بررسي قرار ميكا

هاي گياهي كه بيمارگرمورد  ژن در سازيناكارآمد روش .)سازگار و ناسازگاردر هر دو برهمكنش (هستند مناسب 

ودن اي بعلاوه بر اين، خاصيت چند هسته. مانده استپاييني دارند هنوز به صورت مبهم باقي انسـمتجنوتركيبي 

 درون هايجهشو  سازيهاي ناكارآمدروش كاربردكه است  مشكلاتيزاي گياهان يكي ديگر از بيماري هايقارچ

توان موجودات تراريخت هموكاريون را از موجودات ها ميكند؛ با استفاده از اين روشرا با مشكل مواجه مي جايگير

 .)Nakayashiki and Nguyen, 2008( سازي نمودراريخت جدات غير

اين روش د، شومي براي پيام.ان.آر اختلال در عملكرد از طريقها بيان ژن توقف درباعث  گرمداخلهاي .ان.آر

 اي.ان.آربه هر حال، كاربرد . باشد هاي ديگردو چالش حاصل از روشممكن است يك راه حل پيشنهادي براي 
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هاي گياهي به بيمارگرو هنوز به صورت كاربردي براي  روند صعودي داشتهگياهي  بيمارگرهاي قارچدر  گرمداخله

براي ايجاد تكرار بالاي  جايگير درون هايجهش روشاز ) Gene tagging(ها ژن كردننشاندار روش . رودكار نمي

وارد ) Single copy(تك كپي  به عنوان يك تصادفيورودي را به صورت  هقطعكند و استفاده مي ترانسفورم كردن

هايي كه در حال حاضر در با پيشرفت كند، اماهاي زيادي را براي ژنتيك معكوس فراهم ميابزار لينگتي. كندمي

هاي ذكر ابزار ههم .نه چندان دور روشي منسوخ قلمداد شود هممكن است در آيند ژنتيك معكوس وجود دارد، هزمين

 بيمارگربراي يك  هاممكن است يكي از اين روش و دارند، معايبيمورد ژنتيك معكوس مزايا و  شده در بالا در

هاي بندي مزيتريزي دقيق براي دستهبنابراين، يك برنامه. ديگر مفيد باشد بيمارگرگياهي و روش ديگر براي 

 ).Brown and Holden, 1998( نياز استدر آينده مورد هاي كاربردي ژنتيك معكوس براي آناليز
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