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 چکیده
یافته های جهشها با مطالعه فنوتیپ ژناری از ژنـکرد بسیـولی، عملـشناسی مولکتـبا ظهور دانش زیس

(Forward genetics تا حدی مشخص )روشتراع با اخسپس آمد. دست شد و سر نخی از عملکرد ژن مورد نظر به 

 ،شان مشخص باشدکه عملکرددر مقیاس گسترده، هزاران ژن در موجودات گوناگون بدون این DNAن توالی تعیی

در ها ترین روش ارزیابی نقش و عملکرد ژنارآمدعنوان کبهشناسایی شدند. امروزه با استفاده از دانش ژنتیک معکوس، 

های موجودات بسیاری از ژنامروزه توالی توالی شده، مشخص شده است. های تعیین ، عملکرد بسیاری از ژنحال حاضر

های ژنتیک معکوس مورد اند. بنابراین استراتژیها اغلب ناشناخته ماندهست، اما فنوتیپ این توالیزنده شناخته شده ا

 د.نمه موجودات ندارها کاربرد مشابهی در هالبته این استراتژی ؛توجه بسیاری از محققین ژنتیک قرار گرفته است

Reverse genetics  تکنولوژی لۀوسیهایی که بهتکنیکی است برای کشف عملکرد ژن DNA sequencing  تعیین توالی

 ،ها تغییر داده شده استهای آنمطالعۀ موجوداتی که عملکرد ژنوسیلۀ ها بهعملکرد ژندر این روش، اند. در واقع شده

صورت  ی جهش یافتههامطالعات ژنتیکی با مطالعۀ فنوتیپصورت بود که شود. در گذشته تحقیقات به اینمیتعیین 

را اص یک ژن خمنسوب به های فنوتیپی ویژگی دنان قادرپژوهشگر ،زیستی با پیشرفت در علومامروزه ولی  ؛گرفتمی

  .تعیین نمایند
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 یراندانشگاه اردکان، اردکان، ا یعی،و منابع طب یدانشکده کشاورز ی،گروه علوم باغباندانشیار، 
 jalal.gholamnejad@gmail.com: مسئول مکاتبات نویسنده
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 مقدمه

کند. دانشمندان عملکرد حرکت می( forward genetic)مسیر ژنتیک سنتی خلاف بر علم ژنتیک معکوس دقیقاً 

سنتی به دنبال کشف اساس ژنتیکی کنند. ژنتیک های مولکولی شناسایی مییک ژن ناشناخته را با استفاده از آنالیز

های مورد انتظاری است که ممکن است از توالی ژنتیکی که ژنتیک معکوس به دنبال فنوتیپدر حالی .فنوتیپ است

خاص را  های ژنومیدر مورد توالیزیادی اطلاعات  DNAیابی مدرن توالی هایشوند. از آنجا که تکنیک حاصلخاصی 

ژنتیک  ،با فنوتیپ در دسترس است آنهاژن و ارتباط  زمینۀزیادی در  هایدادهو  دهدمیدر اختیار محققین قرار 

 است موجودات زنده در فنوتیپی های ژنتیکی با اثرات خاصتوالیبین ارتباط  ایجاد معکوس در واقع تلاشی برای

(Soanes et al., 2007) . 

عملکرد بیولوژیکی طور و همین فنوتیپبر روی  تأثیر توالی خاص برای بررسی یافتن راهی در جستجوین یمحقق

توالی خودکار  تعیینتکنیک تخریب، تغییر و مهندسی قرار دادند. اعمال را تحت  DNAمنظور، این  به اند.بودهها ژن

DNA  های توالی ارتباط میان کند. ژنتیک معکوس تلاش میاستفراهم آورده های ژنتیکی از توالیاطلاعات زیادی

. کشف کند موجود زندهفنوتیپ بر روی  هاژنرا با اثرات اختصاصی  موجودات زندهدست آمده در مورد ژنتیکی به

 آن توالی است های مرتبط بایافتن فنوتیپی توالی یک قطعه ژنی ناشناخته و یفناوری شناسا ،ژنتیک معکوس

(Simpson and Roger, 2002). 

 شناسی. چالش بزرگ بعدی در زیستبه اتمام رسیده است هااامیست ژنوم قارچی و چهلیابی بیش از توالیتاکنون 

 درآن  ردنـک ردیـکارب ووم ـابی ژنـیلاعات حاصل از توالیـطوه اـم انبـحجه ـترجم ،هاها و اامیستمدرن قارچ

شود. کار گرفته میکردن ژنومیکس به یرای کاربردـزاری بـنوان ابـعوس بهـکک معـژنتی است. یـشناسستـزی

 یاـهژن الـصـانفی یا ـزینـگـیر جایـنظ ؛دـونـشیـه مـار گرفتـککوس بهـرای ژنتیک معـتلفی بـهای مختکنیک

 اقیـالح سازیشـهـج (Gene silencing) ژن یـشوـامـخ، (Targeted gene disruption/replacement) دفـه

(Insertional mutagenesis)  ردیابی تغییرات موضعی القا شده در ژنومو (Tageting Induced Local Lesions in 

Genomes=TILLING). و  هاها و اامیستهمه موارد ذکر شده کمک بسیار زیادی در درک عمل ژن در مورد قارچ

 . (Wendland, 2003) کندمی دیگر موجودات

 ،شوندمی ی در سطح وسیعگیاهمحصولات باعث از بین رفتن ها زای گیاهی و اامیستهای بیماریقارچاز آنجا که 

گروه شوند: دسته تقسیم می سهبه  هابیمارگر. این شوندمحسوب میدنیا  ها در تولید غذا درترین محدودیتیکی از مهم

به میزبان زنده برای تکمیل  گروه دومکنند )نکروتروف(، و غذیه میاز محتویات آن تو کشند میسلول گیاهی را  اول

صورت در مراحل مختلف بسته به شرایط ممکن است به سومگروه  دارند )بیوتروف(، ونیاز زندگی خود  چرخه

 ؛دهدرا نشان می (Phytopathosystem) بیمارگر-نوع رابطه گیاه سه ،1هتروتروف و بیوتروف عمل کنند. شکل 

گیاه  مانند بیوتروف پاتوسیستم ،Sclerotinia sclerotiorum و Arabidopsis مانند نکروتروفیکپاتوسیستم 

Arabidopsis  وErysiphe cichoracearum مانند بیوتروفهمی و Arabidopsis وColletotrichum higginsianum . 

 ه استـام گرفتعه بیماری انجـاری و توسـولی بیمـولکهای ممـمکانیسات زیادی برای درک ـیقـرد تحقادر این مو

(Cho et al., 2006). 

 ش یافت.ـت افزایعده به سرـی شـبیاای توالیهوم قارچـنژشمار یابی با ظرفیت بالا، های توالیبا ظهور تکنیک

عدد مربوط به  12ژنوم قارچی تعیین توالی شده است، که از این تعداد  40بیش از تا به حال طوری که ذکر شد همان

ی هانا)نکروتروفیک، عامل کپک خاکستری انگور، و دیگر میزب Botrytis cinerea مانند:، های بیمارگر گیاهی استقارچ

 Fusarium graminearum، (هاناکپک سفید بسیاری از میزب ل)نکروترفیک، عام Sclerotinia sclerotiorumگیاهی(. 

 های گیاهی(پژمردگی گونه عاملبیوتروف، )همی Fusarium oxysporum و( غلات head blightبیوتروف، عامل )همی

(Xu et al., 1998). 

http://en.wikipedia.org/wiki/Forward_genetics
http://en.wikipedia.org/wiki/Sequencing
http://en.wikipedia.org/wiki/Sequencing
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یابی کل ژنوم یک در ژنومیکس ساختاری، توالیگردند: ژنومیکس ساختاری و عملکردی. در اینجا دو واژه تعریف می

که در بررسی عملکرد ژن مورد استفاده  استهای تجربی و ژنومیکس کاربردی شامل داده ؛گرددمشخص میموجود 

های سریع در زمینه ژنومیکس شود. با پیشرفتی فراهم آورده میوسیله ژنومیکس ساختاراین اطلاعات به ؛گیردقرار می

است که  یهایتعداد زیاد ژن کردمشخص کردن عملها ها و اامیستنومیکس قارچژۀ در زمینساختاری، مهمترین مسئله 

کوس، یک روش ژنتیک معطور که ذکر شد هماناند. مورد شناسایی قرار گرفته In silicoهایی در زمینه پیشرفت طی

ها و های مولکولی در قارچاین دستاورد علمی بسیاری از مکانیسم .استر فنوتیپ بو تأثیر آن ها ژن کردبرای کشف عمل

زنی، تشکیل ساختار آلوده کننده وانهجزایی، فعالیت رمانند اسپو، کندرا رمزگشایی می آنهاها و چگونگی توسعه اامیست

اجتماع  درفسفر  و آهن و تجمع مواد مغذی درکها )تغذیه قارچ، نفوذ نحوه، مورفولوژی آپروسوریوم و یا آپرسوریوم

به ، در گذشتهی گیاهی آنها )اثر متقابل سازگار و ناسازگار(. هاناها و میزباامیست و هاچرو اثر متقابل بین قاها( میزبان

ها در صفاتی ها و قارچشدند. اامیستها در نظر گرفته میقارچ ۀسلسل ءها جزاامیست ،مورفولوژیکی هایشباهتخاطر 

 مشابه هستندجنسی د مثل جنسی و غیرولیهای تهای فراوان و فرایندمانند رشد رویشی، تولید میسلیوم، تولید اسپور

(Barr, 1992). 

 
که بافت  Sclerotinia sclerotiorumاثرات متقابل نکروتروفیک  (a)آرابیدوپسیس،  با گیاهاثرات متقابل قارچ  -1شکل 

 قارچ ،بیوتروفیکهمیاثرات متقابل  (b)آمیزی بافت مرده با تریپان بلو. برد. رنگمیزبان را با کلنیزه کردن از بین می
Colletotrichum higginsianum  کندیک فاز بیوتروف سه تا چهار روز بعد از آلودگی شروع می از طریقفرایند آلودگی را(dpi) 

اثرات   (c).ودگیـعد از آلـروز ب 5های ثانویه در فاز نکروترفیک هیف(iv) . شودها میآوندوارد  (ph) ی قارچهاتعداد زیادی از هیف

ه تولید ـوسیلبه و شـوندیزه میـکلنح گیاه ـکه روی سط Erysiphe cichoracearumهای کلنییک، ـروفـبیوتمتقابل 

تولید زیستی خود را با چرخه  دارد تامیزبان را زنده نگه می ومکد را میهای اپیدرمی مواد غذایی سلولروی در  (ha) هوستوریوم

 کنیدی کامل کند.
Fig. 1. Fungus-Aravbidopsis interaction, a) necrotrophic interaction-Sclerotinia sclerotiorum that 

destroy its host tissue by colonizing. Dying dead tissue by Tripan blue. B) Hemibiotrophic interaction-

Colletotichum higginsianum initiates infection process by a biotrophic phase in 3-4 days after inoculation 

(dpi). Several hypha of the fungus inject into vessels. (iv) secondary hypha (sh) in the necrotrophic phase 

at 5 dpi. c) biotrophic interaction-Erysiphe cichoracearum colonizes the plant surface by producing 

haustarium (ha) into epidermal cells for nutrient uptake and keeps the host cell in survival till the 

pathogen completes its life cycle by conidiation. 
 

حال، هر  وجود دارد. بهها ها و اامیستقارچسازی میزبان در کننده و فرایند آلودههای آلودهبین ساختار هاییشباهت

که کیتین مهمترین حالی ، درها از سلولز تشکیل شده است و مقدار آن بیشتر از کیتین استدیواره سلولی اامیست
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ی ـرم رویشـواره است و در فـدون دیـها بهیف اامیست ،های حقیقی است. علاوه بر اینسلولی قارچۀ ترکیب در دیوار

های مورفولوژیکی و سازد. بر اساس تفاوتی متمایز میحقیق یهاقارچها را از است و این صفات آنصورت دیپلوئید به

 گروه های هتروکونت در ارتباط هستند و بنابراین درها با جلبکشود که اامیستطور استنباط میشواهد مولکولی، این

Stramenopile  .ها، بین اامیست درقرار گرفتندPhytophthora, Pythium  وPeronospora ترینعروفان معنوبه 

ۀ های بیمارگر گیاهی به اندازاین اامیست شوند.شناخته میبسیار زیاد  دارای خسارت اقتصادیگیاهی  هایبیمارگر

 مربوط بههای آلودگی استراتژیژنتیک معکوس  اخیر در زمینه هایپیشرفتگر گیاهی مخرب هستند. های بیمارقارچ

های در مورد پارازیت. طور وسیع آشکار کرده استبهتروفیک را در سطح مولکولی بیوهای نکروتیک و همیبیمارگر

در محیط آزمایشگاه، ها بیمارگرعدم کشت این  مانند های مناسبعلت فقدان روشژنتیک معکوس به ،اجباری

از تشخیص  ها مانعشـچالاین  .نیست بردکار لـقابولی ـهای مولکبرای آنالیزژن  انفصالهای ترانسفورمیشن و روش

  است. شده هاونههای مسئول در گژن

های هدف )از ژن انفصالجایی و بههای اخیر در زمینه ژنتیک معکوس نظیر جامروری بر پیشرفت تحقیقاین در 

ردیابی ، (Insertional mutagenesis) های وارداتی، موتاسیون(Gene silencing)ها ژن کردنبین بردن(، خاموش

کار ها بهژن کردعمل تشخیص و تعیینبرای ها شده است. این روش (TILLING)تغییرات موضعی القا شده در ژنوم 

 روند.می

 

 های ژنتیک معکوسو روشها دستاورد

 (Targeted gene disruption/replacement) های هدفژن انفصالجایی و بهجا
 هایدر مورد فنوتیپ همطالع ،گیاهی شناسیبیماری ها درعمل ژنبه  بردنبرای پی بسیار مهم  هایروشیکی از 

گزینی ـ( یا جایGene disruption) صالـانفند ـفرایله ـیـوسبهها آن یـومـوس ژنـت که لوکـاس ایتهـش یافـجه

(Gene replacementب )وسیلۀه DNA Heterologous  ها در زمینه ژنتیک معکوس دستاورد تغییر کرده است.نوترکیب

 بیماگرهای داد گونهـبه تع جـتدریبهموجودات بیشتر شده است و  شدۀ یابیتوالیژنوم با افزایش اطلاعات در مورد 

 .(Timberlake and Marshall, 1989) گرددیابی شده افزوده میتوالی

پاک کردن  ،)تخریب( انفصالها را با عمل تواند ژنمی همولوگوسیله نوترکیبی هب، شدۀ هدفوارد  DNA ساختمان

لوکوس که بین دو کروموزمی  DNAتبادل متقابل توالی  عبارتست ازجایی از بین ببرد. نوترکیبی همولوگ بهیا جا

باعث  ،یی که وارد شده و حاوی آلل موتانت استDNAنوترکیبی همولوگ بین ژن هدف و کنند. مشابهی را حمل می

knock-out شوند. این روش اولین بار برای مخمر کردن ژن هدف میSaccharomyces cerevisiae  برای وشد استفاده 

ی گیاهی استفاده شد. چهار روشبیمارگر از آن زمان به بعد برای چندین  گرفت وها مورد استفاده قرار کشف عمل ژن

ند عبارتند از ترها معمولی نشان دادن عمل ژنشود و براها بیشتر استفاده میکردن ژن knock-outدر زمینه  که

کم و های مورد نظر به جای پاک کردن آنها، بیان ژن تغییروسیلۀ یک کاست مقاومت، ژن مورد نظر به)تخریب( انفصال 

های هدف در . استراتژی جایگزینی ژناست روش نمخلوطی از دومین و سومی که ها، جایگزینی ژنکردن بیان ژن زیاد

 . (Scherer and Davis, 1979) نشان داده شده است 2شکل 

Gene knockout تکنیکی در زمینه ژنتیک معکوس است که در یک موجود زنده مهندسی شده باعث ناکارآمد 

شده است، برای درک  knockoutصورت ساده های آنها بهای که ژنگردد. همچنین از موجودات زندهها میشدن ژن

قین از ـشود. محقفاده میـده است استـاسایی نشـورت کامل شنـصها بهل آنـای که عمدهـی شیابوالیـهای تژن

کنند ها استفاده میاوتـردن به این تفـرای پی بـبیعی بـشده و افراد ط knockoutتفاوت بین موجودات زنده 

(Brachmann et al., 2004این واژه همچنین به فرایندی اشاره می .) گردد، باعث تولید این موجودات زنده میکند که

 Gene Knock-inنیک ـابل با تکـشود. این تکنیک ضرورتاً در تقها گفته میکردن ژن knocking outبه این فرایند 

زمان دو ژن در یک ارگانیسم ردن همـک Knockoutود. ـشده میـیـنام KOصار ـور اختـطبه Knockoutاست. تکنیک 

http://en.wikipedia.org/wiki/Gene_Knock-in


 1400 سال ،2 شماره ،10 جلد ،کاربردی پزشکیگیاه

123 

 

double knockout (DKO) های طور واژهشود. همینیده میـنامtriple knockout (TKO)  وquadruple knockouts 

(QKO) های برای ژنknockouts کار میتایی بهتایی و چهارشده سه( رودChoi and Dean, 1997  .) 
 

 
ژنومی  DNAهای هدف از های راست و چپ( از ژن)بازو 5و  3ها. مناطق جایی ژنبهشکل شماتیک از استراتژی جا -2شکل 

های شود، این وکتور حاوی ژنشود و به وکتور چسبانده میتکثیر می PCRهای طبیعی گرفته شده است در که از استرین تیپ

وسیله عمل آید و بههای برنده به صورت خطی در میوکتور با استفاده از آنزیم. (hpt) فسفوترانسفراز هیگرومیسن است

 آیدوجود میبه hptشوند. نوترکیبی همولوگ با ورود ژن های طبیعی )وحشی( وارد میترانسفورمیشن به پروتوپلاست گونه

(Wendland, 2003). 
Fig. 2. Schematic representation of a gene replacement strategy, 5` and 3` flanking regions (right and 

left arms) of the target genes are PCR amplified from genomic DNA of wild-type strain and ligated into 

vector containing hygromycin phosphotransferase (hpt) gene. The vector is then linearized using 

restriction enzyme and introduced into the protoplast of the wild-type strain through transformation. 

Homologous recombination replaces the gene of interest with hpt gene (Wendland, 2003). 

 

توسعه داده شد.  Kamper  وسیلهبه هایژن ییجابهجابا  Ustilago maydis هایبرای تولید موتانت PCRتکنیک 

 کاستصورت مستقیم به یک شوند، و سپس بهتکثیر می PCRوسیله از ژن هدف به 5'و  3'در این روش، ابتدا مناطق 

برای  عنوان یک الگوشود. سپس محصول چسبانده شده بهچسبانده می SfiIاز طریق دو جایگاه برشی مشخص مارکری 

فورمیشن ـرای ترانسبتقیم ـطور مسد بهـتوانمی وـاین الگ که رد،ـگیرار میـن مورد استفاده قیان جایگزتکثیر ساختم

U. maydis  .استفاده شودBrachmann وسیله کی که بهـو همکاران بر اساس تکنیKamper های تـد موتانـبرای تولی

U. maydis از  یعـجام ۀوعـمجم اهـآنرا توصیف کردند.  ر ژنتیک مولکولیتطبیقی د یک تکنیک ،شرح داده شد

 یک کاست(، gfp، فلوروسنت سبز ای برای ژن گزارشگر انتخابی )ژن پروتئینهای پایههای وارداتی با ساختارکاست

برای ورود قطعات ژن تکثیر  SfiIوسیله دو جایگاه تشخیص بهکه پروموتور انتخابی  کاست، و یک (hptژن ) مقاومت

در هر  ؛. با استفاده از این تکنولوژی دانشمندان دو موتانت جایگزین تولید کردندداشت، را ساختند PCRشده به وسیله 

زمان، طور همکرد. بههدایت می gfpبیان ژن  را برای (mfa1) تولید فرومون یهاژن ،های داخلیدو موتانت، پروموتور

ها ان ژنـ. بیگرددمیم ـتنظی nar1و یا پروموتور منبع نیتروژن  crg1وسیله پروموتور منبع کربن به ORF mfa1بیان 

 های هترولوگ فعال شوندد که پروموتوردگرزمانی مشاهده می تنهان گردد و بیان فرموفرومون القا می ۀوسیلبه

(Brachmann et al., 2004). 

Cho ارچـقورد ـدر م دفـای هـهژن الـفصـانت ـرفیـظردن ـکر ـداکثـرای حـکاران یک روش بـو هم 

Alternaria brassicicola حداقلخطی های با استفاده از ساختمان Linear Minimal Element (LME) توسعه دادند .

 بیمارگرعنوان یک گردد و بهمی Brassicaceaeهای بر روی گونه لکه سیاه باعث ایجاد بیماری A. brassicicolaقارچ 

به منظور بهبود  دانشمندان است.گرفته مورد استفاده قرار Arabidopsisنکروتروفیک قارچی در مطالعات بر روی گیاه 

از  ،های تخریب ژنناسرعت بخشیدن به تولید ساختمطور و همینهدف  یهانژ انفصالبخشیدن به راندمان 

بیوتیک با قابلیت شناسایی و یک ژن هدف جزئی به آنتییک ژن مقاومت  ،کوچک خطی با عناصر حداقلهای ساختمان
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های هدف را در مقایسه با ساختمان ژن knock-out، اساساً راندمان LMEهای استفاده کردند. استفاده از ساختمان

 .(Cho et al., 2004) پلاسمید استاندارد بهبود بخشید

د ـنـاربرد دارد، مانـیاهی کـای گـهوژنـاتـاری از پـیـسـدف در بـهای هژن (بـریـتخال )ـصـفـان

Colletotrichum gloeosporioides, M. oryzae.  )عامل بیماری آنتراکنوز(U. maydis ،A. brassicicola، 
Cochliobolus carbonum برگی شمالی ذرت( و )عامل لکهF. graminearum. از در طول دهه گذشته M. oryzae  نام(

ها، رابطه ای قارچهای توسعهساختن مکانیسمیک مدل ابتدایی برای روشن عنوان به( Magnaporthe griseaقبلی 

های هدف، ژن انفصالتکنیک . از استفاده شده استاین موجودات  و ویرولانس زاییبیماری، و هاقارچمتقابل گیاهان و 

الت ـدخرنج ـاه بـگیت ـل بلاسـقارچ عام زاییماریـبیس و ـرولانـدر وی یی کهاـهادی از ژنـدادی زیـتعشرح برای 

)کلاس یک هیدروفوبین(،  MPG1د از ـعبارتن زاییماریـبی دریل ـدخ هایبعضی از این ژن .دشاستفاده  ،کنندمی

PMK1 ( های مخمری با ژنکهFus3/Kss1 MAP ژن همولوگ است )MAC1 (Adenylate cyclase) ژن ،Mps1 

homologue of yeast Slt7 MAP kinase kinase)) (Wei et al., 2004) . 

به چندین آنزیم برشی، چسباننده، مراحل  ،مورد مطالعهبه ژن  hptنظیر  شناساییقابل  مارکر یک ژنوارد کردن 

cloning و subcloningتکنولوژی  مسئلهباشد. این بر میو زمان نیاز داردDNA مقیاس در ها ترکیب را برای آنالیز ژننو

یک روش خوب برای عنوان به ،Invitrogen تکنولوژی ،هابرای از بین بردن این محدودیت سازد.ناکارآمد میبزرگ 

cloning  ده است. با استفاده از این تکنولوژی، عملکرد بالای شدر آزمایشگاه معرفیcloning برای ،های هدفژن 

knock-out و knock-down سیستمودـشل میـحاصت( ـده اسـدی آورده شـث بعـ)که در مبح . Gateway cloning 

به جای  lambdaسایت اختصاصی با استفاده از باکتریوفاژ  دارایترکیبی های نوسیستم عبارتست از صورت دقیقبه

 ؛کننداص میـرا وارد مقصد خ DNAات ـعـها قطاژـاین باکتریوف صورت که. به اینDNA shuttleاستفاده از قطعات 

  .(Abe et al., 2006) ها هم آسیبی نبینندORFوجود آیند و های نوترکیب سازگار بهسایتکه صورتیبه

شناسی مولکولی با استفاده از این روش در زیست. محققین گذاری شدپایه Gateway cloningروش  1990از سال 

های ، سایتبهای نوترکیتوالیوسیلۀ یک ست اختصاصی از کار به کنند و اینمیوارد  پلاسمید بهرا  DNAقطعات 

Gateway attصاصی به نام ـی اختـوط آنزیمـلـ، و دو مخLR Clonase و BP Clonase تکنیک . شودانجام می

Gateway Cloning  به قطعاتDNA که به در حالی ؛کلونینگ مختلف وارد شوند هایوکتور بهدهد که اجازه می

های برشی و لیگاز جایگزین شده است. با استفاده از طور کارآمد با آنزیمآسیبی وارد نشود. این روش به ORFساختمان 

سازی قرار بگیرد. در ابتدا در این روش تواند مورد عمل کلونهای کاربردی میبرای آنالیز DNAاین روش هر قطعه از 

های این دو توالی نوترکیب به نام ،گرددبا استفاده از دو توالی نوترکیب چسبنده وارد قطعۀ پلاسمید می DNAقطعۀ 

att L1  وatt L2 هستند (Shafran et al., 2008)دست آمده هسازی بوسیلۀ این روش کلوندی بههای زیا. دستاورد

 های شیمیایی ساخته شده است.سیلۀ روشوهب اه و یموش و دیگر جانوران کلون شد ،های زیادی از انسانORFاست، 

کمک زیادی در امر انتقال سریع این  Gateway cloningهای ژنی در یک پلاسمید استاندارد برای وجود این کاست

بسیار در  Gateway cloning ،های دیگرنسبت به روش .ها کرده استها و آنالیز عملکردی آنن پلاسمیدها به دروکاست

 ؛تی داردـازگاری عجیبی با انواع علوم زیسـت. این روش سـت زیادی اسـکند و دارای اختصاصیصرفه جویی میوقت 

مفید واقع  ،به درون یک پلاسمید خاص دارند DNAعه از ـزاران قطـقال هـانت نیاز به خصوص برای محققینی کهبه

اغلب در  Entry های است. کلون Gateway Entryهای سازی کلونآماده Gateway cloningشود. اولین مرحله در می

  :(Shafran et al., 2008د )شوندو مرحله ساخته می

کار با استفاده از  شوند و اینقطعۀ مورد نظر وارد می 5'و  3'به انتهای  attB2و  Gateway attB1های توالی الف:

 گیرد. و تکثیر در آن انجام می PCRهای اختصاصی یمراپر

های و آنزیم (Gateway Donor Vectorsهای اختصاصی )با پلاسمید PCRمحصولات حاصل از تکثیر در سپس ب: 

است را به  PCRکه شامل محصولات  attBمخلوط آنزیمی ورود توالی شوند. ترکیب می BP Clonaseاختصاصی به نام 
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این تکنولوژی به کند. و ایجاد نوترکیب را کاتالیز میGateway Donor vector  در attPهای نوترکیبی داخل سایت

 یا Escherichia coliها در ان ژنـازند، نظیر بیـبس متفاوتهای مختلفی برای اهداف دهد که وکتوراجازه مین یمحقق
S. cerevisiae ،های ژنومی، تکنولوژی زمان شروع آنالیزشود. از میاستفاده ژن مورد نظر  سازیوارد براییک ناقل  که از

Gateway اخیراً  ها را آشکار کرده است.نطور بسیار وسیعی مشخصات ژبهShafran  ژنومیکس برای و همکاران دو ابزار

 رایـب pTroyaبه نام  Gatewayای بر اساس تکنولوژی های رشتهقارچ در موردکاربردی با راندمان بسیار بالا را 

(Knock-down و )Gene Blast برای (Knock-out) خسارت بر روی دو روش برای آنالیز کاربردی. از هر اندتوسعه داده 

 (. Shafran et al., 2008) استفاده شده است Colletotrichum gloeosporioides قارچ

با تکیه بر  تکنولوژیآن به مناطق ژنتیکی اختصاصی هدف است. به هر حال، این  تمایل knock-outترین فایده مهم

در این است ) ارزشمندهای همولوگ نوترکیب کاهش تولید خاطربه، شده knock-out هایژندارای  هایاسترین تولید

علت همولوگ به دههای ترانسفورمه شDNAدر نتیجه و متفاوتند(  توجهیطور قابل های بیمارگر بهگونه حالت

رود که تر مید. کارایی نوترکیبی زمانی بالاندار نیاز های جایگزینبه ساختن وکتورو  به هم پیوسته  (Ectopic)نبودن

از چندین ها اکثریت قارچ به زمان قابل توجهی نیاز دارد.فرایند این البته که افزایش یابد،  DNAطول قطعات همولوگ 

هایی هستند که از نظر ژنتیکی با بقیه دارای هسته آنهااند و بعضی از ای تشکیل شدههسته های چندسلول و یا هیف

 .(Waterhouse et al., 1998) متفاوت هستند

 

 RNA گر مداخله(Knock-Down)  

و در  post-transcriptional gene silencing در گیاهانکه )ها خاموشی ژن در (RNAi)گر مداخله RNAتکنولوژی 

ها . خاموش کردن اختصاصی بیان ژنبرای ژنتیک معکوس است جالبیک استراتژی  ،(شودخوانده می RNAiحیوانات 

که در سطح پس از است ها یک مکانیسم تنظیم بیان ژنRNAi یا  RNA (RNA) interferenceتوسط فرآیند تداخل 

های نام مولکولهب RNAای های دو رشتهپدیده توسط مولکولشود. این های یوکاریوتی اعمال میبرداری در سلولنسخه

RNA مداخله( گر کوچکsmall interfering RNA یا )siRNA شود.گری میواسطه RNAi است که با  یتکنیک

این . شودمیها افزایش بیان ژن یا و کاهش اعثبخود همولوگ  mRNAاز بین بردن با  وای دو رشته RNA از استفاده

siRNA رسد که جهت حفاظت ژنوم در است و به نظر می از لحاظ تکاملی در میان موجودات یوکاریوت حفظ شده

با منشاء داخلی  هاها و همچنین ژنروسی، ترانسژنهای ویبا منشاء خارجی )اگزوژن( نظیر ژن هات ژنمقابل تهدیدا

های سلولی در برنامه RNAفرآیند تداخل  ،د. علاوه بر اینروکار میها بهنظیر عناصر ژنتیکی متحرک مثل ترانسپوزون

 . (Fire et al., 1998) ها و کنترل رشد و نمو سلولی نقش داردجهت تنظیم بیان ژن

RNAi  اثرknockout باعث موتاسیون واقعی  کهآورد وجود میاختصاصی بهDNA  این موضوع شود. نمیمورد نظر

طور به RNAiدراین نماتد،  .دکشف ش dsRNAبه  واکنشدر  Caenorhabditis elegansاولین بار در نماتود 

صورت است در درون سلول به این RNAiکند. طرز عمل های موجود در ژنوم دخالت میژن اغلبسیستمیک در بیان 

اجزای داخل آگاهی کامل از  و interference RNA با شناخت فرآیندشود. می messenger RNAکه باعث تخریب 

ها کردن ژن knockdownبرای  ترین روشمناسب بهاین روش ، RISCو کمپلکس  Dicerهای سلولی مانند پروتئین

 . (Whisson et al., 2005)تبدیل گشت 

که از لحاظ فنوتیپی متفاوت ولی از جهت مکانیسم RNA (interference RNA )تاکنون سه شکل از فرآیند تداخل 

( یا Cosuppressionسرکوبی )همعبارتند از ها شناسایی شده است. این اشکال در یوکاریوت ،اندعمل یکسان و مشابه

ها در گیاهان، فرونشانی ژن PTGS( یا Post-Transcriptional Gene Silencing) برداریپس از نسخهخاموش شدن ژن 

(Quellingدر قارچ ) ها و تداخلRNA interference) یا )RNAi  در سلسلۀ جانوری. کشف قطعی پدیده تداخلRNA 

 RNAمنتظره ناشی از حضور رشتۀ  سرگرم توجیه خاموشی غیر Craig Melloو  Andrew Fireزمانی صورت گرفت که 

(sense RNA بودند و در پی آن در سال )نقش حیاتی مولکول  1998RNA ای در خاموش شدن اختصاصی دو رشته

http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fa&langpair=en%7Cfa&u=http://en.wikipedia.org/wiki/RNA_interference&rurl=translate.google.com&usg=ALkJrhhYZDF2i9pdc2jRUPnJHJqqEfAz7Q
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=fa&langpair=en%7Cfa&u=http://en.wikipedia.org/wiki/RNA_interference&rurl=translate.google.com&usg=ALkJrhhYZDF2i9pdc2jRUPnJHJqqEfAz7Q
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که به هنگام هدف  نمودندتشخیص داده شد. فایر و همکاران اثبات  Caenorhabditis elegansها در نماتد توالی ژن

حداقل تا ده  توانمی dsRNAهای تزریق مولکولبا ، C. elegansک ژن در نماتد ی mRNAقرار دادن اختصاصی نسخه 

. این مشاهده نمودبه تنهایی القا  antisenseRNAو یا  senseRNAهای تری در مقایسه با مولکولبرابر اثر خاموشی قوی

ای بسیار کارآمد به گونه اختصاصی با منشاء خارجی به بدن نماتد dsRNAمنجر به حصول این نتیجه شد که تزریق 

( RNA interferenceشود. این پدیده نوظهور، تداخل )سبب پاسخ خاموشی اختصاصی ژن هدف در بدن این موجود می

RNA  یا همانRNAi  نامیده شد. این پدیده در دیگر موجودات یوکاریوتی اعم از جانوران، گیاهان و انسان به خوبی

عنوان ابزاری توانمند به RNAهای آن شناخته شده است. هم اکنون، تکنیک تداخل کارومورد مطالعه قرار گرفت و ساز

شف پدیده ک با انتشار، 2002 باشد. در سالشناسان و محققان رشته پزشکی میو کاملاً شناخته شده مورد توجه زیست

تند که این کشف ارزشمند ، محققان دریافScienceدر مجله  ترین پیشرفت علمی سالبزرگعنوان به RNAتداخل 

 ( را متحول خواهد ساختBiomedical researchپزشکی )های آینده چهره تحقیقات حوزه زیستعلمی طی سال

(Nguyen et al., 2008). های این تکنیک بر اساس تولید مولکولdsRNA ای تهـاین مولکول دو رش .تـاسده ـبنا ش

کند. این می تولید siRNAsگر کوتاه مداخله RNAکند و یک عمل می 3ریبونوکلئاز  Dicerعنوان الگو برای آنزیم به

siRNA ها در کمپلکسRNA ی ژن )خاموش دهکننالقاء(RISC, RNA-inducing silencing complex  و یک توالی

های کننده ژنهای خاموشروشکند. های مسئول را تخریب میmRNAآورند که وجود میاختصاصی راهنما را به

RNA مانند اقتصادی  هایبیمارگردر  ،برداری شناخته شده بودندح بعد از نسخهوها در سطکه بیان ژنM. oryzae  و 

P. infestans  ندامطالعه شده (Kadotani et al., 2003) .RNAi ییک ابزار مهم برای روشن ساختن عمل بسیار نه تنها 

هم زایی بیماریفرآیند گیاهی و  هایبیمارگر توسعههای ضروری در بلکه برای شناسایی ژن ،استناخته های ناشاز ژن

شود. شکل ها خلاصه میمحدودی از گونه دزایی گیاهی به تعدادر بیماری RNAiاین  البته استفاده از. شوداستفاده می

 دهدرا نشان می دنگیرگیاهی مورد استفاده قرار می هایبیمارگرهای کاربردی برای که امروزه در آنالیز راهکارسه  ،3

 ای شیمریکخاموش کننده دو رشته و چسبنده اینترون سریسنجاق RNAi، یمعمول سریسنجاق RNAiشامل که 

با استفاده از  M. oryzaeدر قارچ عامل بلاست  RNA silencingسیستماتیک از  یو همکاران آنالیز Kadotani .است

ند که تجمع ـ. آنها دریافتانجام دادند گرـک گزارشـعنوان یبه (eGFP) افزایشیبیان ژن پروتئین فلورسنس سبز 

mRNA eGFP طور مستقیم کاهش داده شده است. علاوه بر این، باید به این ههای خاموش شده بدر ترانسفورمانت

های خاموش شده حاضر بودند. این فقط در ترانسفورمنت (siRNAs) گرهای کوچک مداخلهRNAsنکته توجه نمود که 

کند، که یک ابزار آنالیز کاربردی برای کل ژنوم این قارچ عمل می M. oryzaeدر  RNA silencingنتایج نشان داد که 

مفید در ژنتیک عنوان یک دستاورد و همکاران کاربرد این ژنوم هدف را در خاموشی ژن به Akihiroفراهم آورده بود. 

 .(Kadotani et al., 2003معرفی نمودند )ای در برنج بیماری لکه قهوه عامل Bipolaris oryzaeبرای معکوس 

 gene silencing این ژن برای ،گرددها میباعث ساخته شدن ملانین در قارچ Polyketide synthase (PKS1)ژن 

ساخته  PKS1از قطعه (hpRNA) ی کننده ناقل خاموشسری کدسنجاق RNAعنوان یک مارکر هدف قرار داده شد. هب

و   mRNA PKS1باعث کاهش بیان PKS1ژن  ی. خاموش(a3)شکل  شودمی B. oryzae ژنومی DNAشده است و وارد 

با  لکرد ژنـعم الیزـرای آنـرد بالا بـلکـولوژی با عمـو همکاران یک تکنNguyen  شود. اخیراً،فنوتیپ آلبینو می

یله ـوسژن به knock-out ردنـک نـزیـاعث جایگـبوژی ـن تکنولـایکه  دـف کردنـیـتوص RNAiاده از ـتفــاس

دو پروموتور  pSilent-Dual1 (pSD1) ؛توسعه دادند RNA silencing برای یک ناقل آنها شود.مولوگ میـنوترکیبی ه

و پروموتور  Aspergillus nidulans (PtrpC)پروموتور تریپتوفان  که شامل کنددوبله همگرا را حمل می

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (Pgpd)  یک جایگاه شود. میقارچ همان برایmulticloning (MCS) 

 RNA (ihpRNA)یا  hpRNAنسبت به بقیه، نظیر  pSD1پروموتور وارد شده است. مهمترین مزیت سیستم  بین دو

برای تولید لۀ مرحتک یک کلونینگ  هازاین روش اج ، این است کهسیستم خاموش کننده (b3)شکل  hair-pinاینترون 

 (.Bohnert et al., 2004دهد )را می RNAiساختمان 
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از  ملـمکمهـیا نی ملـکـمی وارونه ـوالـداول، با یک تـری متـسنجاقـس RNAi :(a) RNAiهای ژیـتراتـاس -3شکل 

RNA (dsRNA) hairpins  50تا  20در حدود bp شود. این برداری مینسخهdsRNAs  در داخلmicro-RNAs  که باعث

، کاست pSilent1(، نای هتروژهسته RNA)سیستم ناقل بیان کننده  pSilent1  (b)گیرند.قرار می ،شوندمی mRNAتخریب 

 spacerمتفاوت و یک  cloningهای با جایگاه hairpin RNAبرداری برای بیان و یک واحد نسخه hygromycinمقاومت به 
و  trpCهای )بر خلاف سیستم پروموتور دوتایی(، پروموتور pSilent-Dual1سیستم  (c). کندبرای یک توالی اینترون را حمل می

gpdA های با یک شیوه همگرا با سایتmulticloning شوند. برای جدا شده کلون میco-silencing  به اندازه  یک قطعهابتدا

41/0kb  ازeGFP  درpSD1  وارد شد، در نتیجهpSD1-G وجود آمد. قطعات ژن در حدود بهbp 500 تواند به ناقل میpSD1 

یک الگو برای تخریب وابسته به همولوژی  عنوانو به گرددشیمری مسئول می double-stranded RNAوارد شود، که باعث بیان 

  .شودمحسوب میهدف  mRNAبرای 
Fig. 3. RNAi strategies: a) conventional hpRNAi, transcripts with complementary or near-

complementary 20- to 50-base pair inverted repeats form double-stranded RNA (dsRNA) hairpins. These 

dsRNAs are processed into micro-RNAs that mediate mRNA degradation. B) pSilent1 (heterogeneous 

nuclear RNA expressing vector system), it carries a hygromycin resistance cassette and a transcriptional 

unit for hairpin RNA expression with multiple cloning sites and a spacer of an intron sequence. C) 

pSilent-Dial1 system (Opposing dual promotor system), trpC and gpdA promotors were cloned in a 

convergenr manner separated by multicloning site. For co-silencing, s 0.41 kb sGFP fragment was first 
inserted in pSD1 resulting in pSD1-G. gene fragments of ~500 bp can be inserted into pSD1 vector, 

which will express corresponding chimeric double-stranded RNA, a template for homology-dependent 

degradation of the target mRNA. 
 

Nguyen ژن موش شده، اهای خثر ترانس فورمانتؤجهت غربال م ،و همکارانgfp  سیستم را بهpSD1  کردند. وارد

های استفاده از استرین ۀوسیلیص اثر بخشی خاموشی ژن بهو تشخ chimeric RNAدن این موضوع باعث بیان ش

وجود داشت.  epifluorescenceاز میکروسکوپ استفاده زمان  در شد و بنابراین نور فلوروسنس GFP مولدگیرنده 

کننده یا بیان hpRNAراندمان پایین خاموشی ژن در مقایسه با  ،جود داشتوکه در این سیستم  چالشیهمترین م

ihpRNA های و ناقلRNA-silencing .تفاوت در تشکیل  بودdsRNA در راندمان خاموشی تواند یک دلیل مهم می

های ل ژنـامـح knock-downهای تـسری از موتاندان یکـ. دانشمندـها باشتمـن سیسـبیاوت ـرای تفـبها ژن

کردند  ها برای مطالعه نواقص فنوتیپی استفادهاز این موتانتاسایی کرده و ـشن M. oryzaeبط با کلسیم در ـمرت

(Waterhouse et al., 1998) .مزیت روش Knock-down ی از توالی ـبه اطلاعات نسبتاً کم ها این است کهژن کردن

در اختیار است.  آنهاتوالی ژنوم  های گیاهی است که اطلاعات کمی ازبیمارگراین یک مزیت مهم برای ها نیاز دارد. ژن

های وسیله حضور نوکلئوتیددر نتیجه راندمان آن بهشود، مؤثر واقع می mRNAدر سطح  RNAi از آنجایی که

در بیان  یکاهش اندک باعث RNAiافتد. وپلوئیدی به خطر نمییمربوط به آن multicopyهای ترانسفورمه شده یا ژن
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 تـده اسـرح شـطـی مـزئـص جـوان یک نقـعنزئی بهـرت جوـصها بهری از ژنــ. جلوگیرددـا می گـهژن

(Michielse et al., 2004).  ،همان ژن بررسی نمود، یک بر روی فنوتیپ  را اثر یک ژن ضروری که بتواناینبه هر حال

کردن ژن در ترکیب با پروموتوری که بیان ژن را در مراحل خاصی از  knock-down. شودمزیت بزرگ محسوب می

 knock-down. یکی دیگر از مضرات شودکند، به یک روش بسیار کارآمد و در عین حال کم نظیر تبدیل میتوسعه کم 

اختصاصی غیر نسبتاًلذا و  خاموش کند هدف راغیرهای نیاز ممکن است ژن مورداین است که نظر به کوتاه بودن توالی 

موجود  اهگیاهی که توالی کل ژنوم آن بیمارگرهای برای گونه خاموش کردن ژن هدف . آزمون برای امکان اثراتاست

 تر است.مشکل ،اما برای آنهایی که توالی آن مشخص نیست ؛تر استساده ،است

 

 Insertional Mutagenesis های وارداتیموتاژن
این پدیده شود. باعث جهش در آن میکه  DNAوارد کردن یک باز و یا تعداد بیشتر در  عبارتست اززایی موتاسیون

صورت افتد و یا بهها اتفاق میونها و ترانسپوزصورت با کمک ویروس نآصورت طبیعی رخ دهد، که در ممکن است به

گیرد. یک مورد استفاده قرار می هااین تکنیک نیز برای مطالعۀ عمل ژنپیوندد. میوقوع گاه بهشمصنوعی در آزمای

های مختلف در طول ژنوم موجود مورد تواند به جامی Drosophilla Melanogasterدر  P-elementترانسپوزون مانند 

در ند. شومیشناسایی فنوتیپ غیر معمولشان  از طریقشوند هایی که با این روش تولید میمطالعه بچسبد. موتانت

به  شود که وارد شدن ترانسپوزون به آن ژنی بوده است که مسئولطور فرض میاین ،چنین فنوتیپی صورت مشاهده

توان شناسایی می را این ژن ،ها شناخته شده استو از آنجایی که توالی ترانسپوزون وردن فنوتیپ مذکور استوجود آ

توان قطعه مورد نظر می PCRیابی کل ژنوم و جستجوی توالی مورد نظر و همچنین با استفاده از با توالی نموده و سپس

های مولکولی یک ابزار بسیار قوی برای تشریح مکانیسم (Insertional Mutagenesis) های وارداتیموتاژن را تکثیر نمود.

به اطلاعات  نیازیمهمترین فایده این روش این است که  .هستندگیاهی های بیمارگر خصوص دربه های ژنتیکییندآفر

. تکنولوژی بردکار به ناختهبا توالی ژنوم ناش گیاهی هایبیمارگربرای  این روش را توانبنابراین، می قبلی از ژنوم ندارد.

ت ـدسبه مافوق بنفشاشعه طور یی که با مواد شیمیایی و همینهارت سنتی با استفاده از موتاژنصوتعیین توالی به

ها . این موتاژنکردها فراهم نمیزایی آنطور بیماریو همین بیمارگرات زیادی را در مورد توسعه عاطلا آمدند،می

 تواند باعث فقدانمیاین عمل ند که وشمیها وتیدئحذف و یا جانشینی در نوکل باعث عادیصورت بهها( زاجهش)

 گرددمیژنوم در  های متعددایجاد موتاسیون باعث هانبودن این روش و اختصاصیژن شود  عملدر  تغییریا  کارایی

(Balhadere et al., 1999).  

این روش در  انجام داد؛ های موتانتاسترین بر رویهای بیشتر ژنتیکی آنالیزتوان های واردانی میدر روش موتاژن

در این  .گرددمقایسه میطبیعی  هایاسترینبا  DNAبا استفاده از کتابخانه ژنومی  سازی شدهجدا موتانت یهاژن

های . وجود مارکریابدمیافزایش ترانسفورمه  هایDNAبا استفاده از به هم چسباندن  هازاجهش صورت امکان کاربرد

قرار و فنوتیپ مورد استفاده  یک ژن بین وارد کردن رابطه پیدا کردنتواند برای میترانسفورمه  DNAقابل انتخاب در 

های الگورتیمی آنالیز .شود های بعدیو آنالیز cloningبرای  موتانتی هاو آلل DNAحضور جایگاه باعث کشف و  گرفته

شی که در این راه وجود لها انجام شده است. بر این اساس، چای شده فقط برای تعدادی از ژنلتعیین تواهای ی ژنومابر

به بسیار ارزشمند بوده و  ت بیولوژیکیه به اطلاعان توالی شدیهای تعیسیار زیاد در مورد ژنومتبدیل اطلاعات ب ،دارد

نظیر  Insertional mutagenesisهای بنابراین، تکنیکدارد.  نیاز های موتانتبسیار زیاد از کتابخانه اطلاعات

وسیلۀ چسبانیدن بهو  Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation (ATMT) وسیلۀترانسفوماسیون به

 .(Bolker et al., 1995) توسعه داده شدو (REMI)  کنندههای محدودآنزیم

Insertional mutagenesis وسیله بهATMT ای، های رشتهگذاری شده است. در قارچیر بنیانهای اخدر سال

امکان را  اینقارچی، هترولوگوس به ژنوم  DNAژنوم قارچی و وارد کردن یک  با هترولوگ DNAترانسفورمیشن با 

و  کردهتخریب ژن استفاده  و Insertional mutagenesis یک ابزار برای عنوانبه transforming DNAدهد که از می

http://en.wikipedia.org/wiki/P-element
http://en.wikipedia.org/wiki/Drosophilla_Melanogaster
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زای گیاهی کتری بیمارییک با Agrobacterium tumefaciensکند. میکمک  ها در گیاهبیماری ۀم به مطالعسرانجا

-DNA (Transfer DNA)  T که گرددمی DNAانتقال قسمتی از  ۀوسیلهایی در گیاهان بهد تومورعث ایجااست که با

سیستم ترشحی نوع ۀ و این کار به واسطواقع شده است   tumor inducingاین قطعه بر روی پلاسمیدشود. نامیده می

 دادهمیزبان را مورد هدف قرار  هسته سلول T-DNA درون میزبان، رد .(Balhadere et al., 1999) گیردچهار انجام می

خارج است، و  تحقیقاز دامنه این  ATMTکند. توصیف کامل از صورت تصادفی با ژنوم میزبان اختلاط پیدا میو به

ارجاع داده  (Michielse et al., 2008) و همکاران Michielseبه مقاله  گانخوانند ATMTتر در مورد برای توضیح دقیق

های گیاهی نظیر بیمارگرداد زیادی از ـتعگی ـریختو ترا transformingطور گسترده برای به ATMTشوند. می

Botrytis cinerea ،Colletotrichum spp. ،C. trifolii ،C. langenarium ،C. gloeosporiodes ،Fusarium spp. ،F. 

circinatu, ،F. oxysporum ،Leptosphaeria spp. ،L. maculans ،L. biglobosa ،Mycosphaerella graminicola ،
Ventura inaequalis ،Pythium ultimum ،Phytophthora spp. ،P. palmivora  وP. infestans اده ـتفـورد اســم

ر روی ــبزرگ ــاس بـیـقــدر م insertional mutagenesis ا روشـبی ـشـایـآزم ATMTراً، ـیـاخ رد.ــیـگرار میـق

M. oryzae strain KJ201  21070تعداد ها در این بررسی. انجام شده استزایی های بیماریبرای شناسایی ژنو 

 80بیش از  که تخمین زده شدطور اینمقاوم بودند.  hygromycinکه در مقابل  آمددست به TDNAواجد  موتانت

ها بر اساس از داشته باشد. سپس این موتانتوجود وارد شده به ژنوم  T-DNAکپی از  تک ها یکدرصد از موتانت

زایی، ، کنیدیسازیرنگدانهگری قرار گرفتند، این صفات شامل رشد قارچ، دست دادن هفت صفت فنوتیپی مورد غربال

های نسبت به روشچندین مزیت  ATMTزایی. و بیماری مزنی کنیدیایی، تشکیل آپروسوریو، جوانهوممورفولوژی کنیدی

اران ذرات و بمباستات لیتیم، واسطۀ هب، ترانسفورمیشن CaCl2/PEG-mediated نظیر ترانسفورمیشن ،قدیمی دارد

زنده نوع موجود در انتخاب تنوع آن  ،های ترانسفورمیشن سنتیدیگر روش بر ATMTمزیت اصلی روش پروتئین. الکترو

 مختلف موجوداتعنوان توانند بههای سالم، نظیر کنیدیوم و میسلیوم، میانسفورماسیون است. سلولربرای شروع عمل ت

هایی روشنسبت به  ATMTگردد. می protoplastsباعث تولید دیواره حذف کردن در نتیجه  .قرار گیرندبررسی مورد 

ترکیبی همولوگ است، که باعث کارآمد برای نو ۀیک وسیل T-DNA. استکارایی بیشتر  دارای ،که در بالا ذکر شد

ها با یک نسخه از گردد. مزیت کلیدی دیگر آن تولید درصد بالایی از ترانسفورمانتژن می knock-outتکرار بالای 

DNA های چسبیده سازی ژنوارد شده در ژنوم است که باعث تسهیل در جدا(tagged genes) گردد. این به هم می

صورت جهانی در های سیستماتیک بهعنوان ابزاری قوی برای بررسی موتاسیونآن را به ATMTدر روش  مزیت

گیرد. انجام می targeted or insertional mutagenesisوسیله بهکار  های گیاهی تبدیل کرده است، که اینبیمارگر

ATMT زیاد از های نسخهخاطر تک به ها با تولید میزان زیادی پروتئینبرای ایجاد استرینT-DNA integration 

 دیگریروشی  REMIبرای سطوح بیانی بیشتر مورد نیاز هستند.  نسخههای چند ژنکه در حالی ؛دکارایی کمتری دار

و تصادفی در  targeted insertionalهای تواند برای تولید موتاسیوناین روش می، است insertional mutagenesisبرای 

وارد پروتوپلاست  DNAپلاسمید  ،REMI mutagenesisتفاده قرار بگیرد. در سزای گیاهی مورد اهای بیماریبیمارگر

هسته کننده های محدود. آنزیمگرددمیها ناقل شدنخطی  باعثکننده های محدودحضور آنزیمدر  وگردد قارچی می

نوترکیبی انتهای این  از طریقکار  که این کنند.ای در ژنوم را القا میدو رشته شکستن و دهندرا هدف قرار می سلول

 استفاده شد S. cerevisiaeاولین بار برای مخمر   REMIو تکنیک گیردوسیله پلاسمید خطی انجام میها بهشکستگی

(Khang et al., 2005) . 

زای های بیماریبیمارگردر  cloning برای زاییهای بیماریبزار کارآمد برای ضمیمه شدن و ژنیک ا REMIاگرچه 

فته به جهش یا DNA ۀوسیلبه( درصد100 تا 20)های تولیدی مقدار زیادی از موتانترسد که به نظر میگیاهی است، 

برای جهش و  نمودهر ژنتیکی قدرتمند عمل عنوان یک ابزاسال گذشته به 15در  REMIن، آرغم اند. علینچسبیدههم 

هایی شامل بیمارگرگیاهی مورد استفاده قرار داده شده است.  بیمارگرهای پیوسته در چندین دادن در ژن
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Cochliobolus heterostrophus ،M. oryzae ،U. maydis ،Colletotrichum spp.  (C. lindemuthianum and C. 

graminicola)  وPyrenophora teres (Rho et al., 2001 .) 

. را ارائه نمایدداری معنی ی ازتربالا سطوح مکن استها منسخهورود تک که ترین مزیت این تکنیک این است مهم

بر و پروتوپلاست قارچی دارد که روشی زمان یسازآمادهدارد. این روش نیاز به هایی محدودیت REMIهر حال، به

واره ـضم دیـرای هـب فادهـمورد است کنندهزیهـهای تجبستگی به آنزیمها ر است. قدرت و قابلیت پروتوپلاستدشوا

ابل ـوع قـتن REMI رود. کاربهلف ـاهی مختـگی هایبیمارگربرای که  را دارد واناییـت نـو ای هـتـداش ولیـلـس

نده، کنهای برشی و پاکسایت ازی باـسواردد ـنـند مانـکاد میـجـایف ـلـتـمخای ـهintegrationاز ای ملاحظه

nonhomologous integration ی مناسب، شهای بردر غیاب جایگاهinsertion های پشت سر هم، وارونگی یا پاک شدن

 .(Eckerta et al., 2005) ژنوم بزرگ

 

Tilling یابی تغییرات موضعی القا شده در ژنوم()رد 
و  P. capsiciو  Phytophthora sojae ،P. ramorum ،P. infestans شامل Oomycete پنجتوالی ژنوم تعیین 

Hyaloperonospora parasitica در  هاتوالیاطلاعات این  استفاده از ،بعدی در حال انجامۀ . پروژبه پایان رسیده است

عنوان ردیابی تغییرات برای ژنتیک معکوس برای گیاهان بهاست. یک استراتژی جدید  زیستی هایعملکردتعیین 

زا زا )موتاسیونکند و مواد موتاسیونالقا می ethyl methanesulfonate (EMS)موضعی القا شده در ژنوم که کارایی 

برای پاک کردن تغییرات  (DHPLC)بالا  performanceافی مایع با ایی برای دناتوره کردن کروماتوگرشیمیایی( با توان

یابی رد Tilling .گرفته استرا مورد شناسایی قرار  heteroduplexهای برای آنالیز (G/C to A/T transition)بیس پیر 

( در زمینه ژنتیک معکوس Nontransgenicریخته )تراصورت غیرتغییرات موضعی القا شده در ژنوم است. این روش به

کنند. ای القا شده در ژنوم را شناسایی میهای نقطهنزیم اندونوکلئاز مخصوص موتاسیونشود و با کمک یک آمیانجام 

در حقیقت این روش مبتنی بر کاوش ژنوم موجود جهش یافته به منظور شناسایی موتاسیون در ژن خاص جهت 

رای ـند بـدرتمـنولوژی قـیک تک TILLING .(Tyler et al., 2006) باشدهای تک جفت بازی میشناسایی جایگزینی

ئوتید لیک نوک هایی با تغییر درهایی در یک جمعیت است که موتاسیونهایی برای شناسایی ارگانیسمگیری آنالیزکاربه

که برای شناسایی تواند روش کارآمدی در ژنتیک معکوس باشد در صورتیمی TILLINGکنند. را با خود حمل می

که باشد. از آنجایی ethyl methane sulfonate (EMS)جمعیتی موتاسیون داده شده با استفاده از مواد شیمیایی نظیر 

وجود بدون نیاز به تکنولوژی ترانسژنیک به موجودات زندههای موتانت با تکرار بالا در ها آرایش متفاوت از آللموتاژن

های ژنتیک معکوس هش یافتۀ کمتری نسبت به دیگر روشکارآمد است و نیاز به جمعیت ج آورند، این روش بسیارمی

 ،دهدصورت طبیعی در ژنوم رخ میکه به (SNP’s)د ینوکلئوتیتک مورفیسم برای شناسایی پلی TILLINGدارد. 

های گیاهی بیمارگر درژنومیک  مطالعاتیک ابزار قوی برای  TILLING .(McCallum et al., 2000) شوداستفاده می

 .Phytophthora sppدر  های اختصاصیبا ژن هاجهشسازی برای جدا TILLINGو همکاران از روش  Lamourاست. 

 و کردندایجاد  P. sojae برای ethylnitrosourea (ENU) وسیلۀبه موتانت 2400ها یک کتابخانه با آناستفاده کردند. 

که  phospholipaseو یک   (PsojNIP)نکروز هایکننده پروتئینهایی که کددر ژن ای القا شدهبرای موتاسیون نقطه

با  missenseموتانت هموزیگوس که یک موتاسیون کردند. غربال  Phytophthora (PsPXTMPLD)اختصاصی برای 

نوع چ هیمورد شناسایی قرار گرفت.  PsPXTM-PLDو یک استاپ کدون در  PsojNIPرسان در پتانسیل آسیب

 باعثPsPXTM-PLD  هایهر حال، موتانتمورد مشاهده قرار نگرفت. به PsojNIPهای تغییرات فنوتیپی در موتانت

ند. این مطلوببرای موتاژنسیس  .Phytophthora sppهای نظیر زئوسپور یسلولتک هایاسپور. شدندها کاهش رشد قارچ

. صورت منظم قرار گرفتندبهسوراخه  384های سپس در پلیتموتانت شده است و  EMSیا   ENUۀوسیلها بهاسپور

فاده از ـبا است ،های اختصاصیهای موتانتلنیـخراج شده از کـاست DNAبا استفاده  DNAیک کتابخانه ژنومیک 

ابتدا  PCR خالصمحصولات  شدند.تکثیر  PCRبا استفاده از  P2 reverseهای یمراو پر P1فورارد اختصاصی های یمراپر
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های موتانت رشتهو از  (WT)های طبیعی تیپ بین heteroduplexes تاشوند شوند و سپس سرد میگرما داده می

DNA(Δ) .این  شکل بگیردheteroduplexes  ۀ به نامرشتتکبا آنزیم اندونوکلئاز اختصاصی  Cel1که از شودبریده می ،

ر روی ژل ـعات بـاین قط. دـکند میـتولید ـجدی DNAقطعات رد و ـبمی mismatch هایـد تنـوتیـنوکلئ 3انتهای 

شوند تا سازی و تعیین توالی می، خالصشدهها از روی ژل برداشته . سپس باند(PAGE)شوند اکریلامید ران میپلی

یات ـن خصوصـییید شده تعیأهای ت. موتانتدادای را مورد شناسایی قرار بتوان موتانتی را که دارای موتاسیون نقطه

  .(Lindsay et al., 1995)کرد دت اثر موتاسیون را در فنوتیپ مشخص م شوند تا بتوانمی

کل در چسباندن ـاست، که باعث ایجاد مش جهشنرخ نسبتاً پایین  Insertional mutagenesisمهمترین مشکل 

باعث  EMSزا مانند تیمار شیمیایی موتاسیون، مواد Insertional mutagenesisگردد. بر خلاف های اختصاصی میژن

د باعث تولید ـوانـتها مین روشـگردد. ایتکرار موتاسیون بالا بدون برتری آشکار برای مناطق ژنومی اختصاصی می

 Mutagenesisهای تکنیک ۀشود. اگرچه توسعهای خنثی میپهای زیادی گردد که باعث سهولت در کشف فنوتیآلل

عنوان تکنیکی با حداکثر عملکرد برای شود، در حال حاضر، این روش بهمی TILLINGعاقبت باعث منسوخ شدن 

 .(Gilchrist and Haughn, 2005) ماندهای گیاهی باقی میهای ژنتیکی در بسیاری از پاتوژنتجزیه و تحلیل

 

 بندیجمع

های ژنتیک معکوس از ابزارهای گیاهی، بیمارگریابی ژنوم های اطلاعاتی در مورد توالیبا توسعه دانش در بانک

هایی بسیار جذاب و ها روشاین .TILLING وknock-out ،RNAi، ATMT، REMI لوکوس تا فنوتیپ یا ژنوتیپ، مانند

عه ـو گیاه هستند )سازگار و ناسازگار(، توس بیمارگرمناسب برای مشخص ساختن اساس مولکولی اثرات متقابل 

 ۀلیوسبه knock-outمانند  post-genomic ،gene targeting ۀزایی. در دوریرولانس و بیماریهای گیاهی و وبیمارگر

 تکنیک هر حال،است. به ژن اعمالهای ژنتیکی برای شناسایی ابزارترین گذاریکی از تأثیر homologousنوترکیبی 

knock-out صورت مبهم باقیمانده است. نوترکیبی همولوگ پایینی دارند هنوز بههای گیاهی که بیمارگر کردن ژن در

که در تکنیک ت ـهایی اسزای گیاهان یکی دیگر از چالشهای بیماریای بودن قارچعلاوه بر این، خاصیت چند هسته

knock-out  وinsertional mutagenesis سازی داـکه به جود دارد، ـوجtransformants که از  یوتوکارــهومهای

single transformation کنداستناد می ،اندهای خنثی/ کاربردی مشتق شدهبرای مطالعه موتانت (Weld et al., 2006) . 

RNAiوسیله هدف قرار دادن ها به، که باعث منقطع کردن بیان ژنmRNA  گردد، ممکن ها مینژنسبت به بقیه

در گیاهی  بیمارگر ایرشتههای قارچدر  RNAiهر حال، کاربرد باشد. بهاست یک راه حل پیشنهادی برای هر دو مسئله 

برای  RNAiهای بعدی در چالشرود. کار نمیهای گیاهی بهبیمارگرصورت کاربردی برای است و هنوز به توسعه حال

 RNAiزای گیاهی مورد ارزیابی قرار خواهد گرفت و توسعه سیستم های بیماریبیمارگردر  off-targetتوسعه اثرات 

زای های بیماریوسیعی از قارچ طیفو یک القاگر معمول برای  شوددقیق کنترل شونده چفت میقابل القا با پروموتور 

ایجاد تکرار بالای برای  insertional mutagenesisاز ابزار Gene tagging  شود.کار گرفته میرود بهکار میگیاهی به

transformation کند و استفاده میinsertion کند. از این بابت، وارد مینسخه  تکعنوان تصادفی را بهATMT  یک

سازی دهد و نیاز به آمادهفراوان را نشان می transformationکه خاطر ایندارد به REMIمزیت آشکار نسبت به 

با پیشرفت  تـکند، اما ممکن اسهای زیادی را برای ژنتیک معکوس فراهم میابزار TILLINGندارد.  پروتوپلاست

های ذکر شده در بالا در مورد ژنتیک معکوس مزایا و منسوخ قلمداد گردد. همه ابزار عنوانهای دیگر سریع بهروش

دیگر مفید باشد.  یمارگربگیاهی و روش دیگر برای  بیمارگرها برای یک ممکن است یکی از این روش اشکالاتی دارند، و

 های کاربردی نیاز استهای ژنتیک معکوس برای آنالیزبندی مزیتریزی دقیق برای دستهبنابراین، یک برنامه

(Nakayashiki et al., 2008). 
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ABSTRACT 

With the advent of molecular biology knowledge, the function of many genes was determined to some extent by 

studying the phenotype of mutated genes (forward genetics) and a hint of the function of the desired gene was obtained. 

But with the invention of large-scale DNA sequencing, thousands of genes were identified in various organisms 

without their function being known. Today, by using the knowledge of reverse genetics, which is currently the most 

efficient method of evaluating the role and function of genes, the function of many sequenced genes has been 

determined. Nowadays, the sequence of many genes of living organisms is known, but the phenotype of these 

sequences often remains unknown. Therefore, reverse genetic strategies have attracted the attention of many genetic 

researchers, although these strategies do not have the same application in all organisms. Reverse genetics is a technique 

to discover the function of genes that have been sequenced by DNA sequencing technology. In fact, it is a study 
method in genetics in which the function of genes is done by studying organisms whose function of genes has been 

changed. In the past, genetic studies were carried out by studying mutant phenotypes, but now with the progress in 

biological sciences, researchers are able to attribute phenotypic characteristics to a specific gene. 
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