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Abstract 
DNA sequencing is used by virtually all branches of biological research. Among the 
first advanced sequencing technologies, scientists were able to elucidate genetic 
information from any particular biological system using the Sanger sequencing method. 
Although Sanger sequencing generates high quality sequencing data, its limitations such 
as scalability, speed and resolution often preclude scientists from obtaining the essential 
information. To overcome these barriers, next generation sequencing technique (NGS) 
was introduced at the beginning of the 21st century. This technique provided a highly 
efficient, rapid, and low cost DNA sequencing platform beyond the reach of the 
standard and traditional DNA sequencing technologies that developed in late 1970s. In 
2009, NGS technologies began to be applied to several areas of plant virology including 
virus/viroid genome sequencing, discovery and detection, ecology, epidemiology and 
replication. It is expected that NGS plays very significant roles in many plant virology 
researches. 
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   مقاله ترو  

د توا سل جد کِ  روستکن رد آن در و ار  و  اا  گ  شنا

   درنژاد ح  ، جهانگیداودزهرە   معصوو حس  

اە اە شهپزشخش گ ش شکدە کشاورزی، دا  کرمان، دا اه  ، کرماند   

  ۰۴ ۱۰ ۱۳۹۸: افتدر         ۱۳ ۰۵ ۱۳۹۸: یرشذ   

 ح ( داودی درنژاد ج و معصو کِ ۱۳۹۸ز، ح د  سل ) تکن  توا جد روس در  آن اررد   و  ا .   شناو ا گ

ش ماری دا    شناب ا   DOI: 10.2982/PPS.8.2.77 . ٧٧‐ ٨٥): ٢(٨گ  

دە  چک  

 دی  توا  دراِنتعی   علوم هایشاخه همه اِ  دارد زس  فن .اررد  اول ان سل آوریدر م   فته  پ های

شمندانتوا ، دا  توا ظهور ا ا ند سنگر، ا س ستمگونه ژن اطلاعات توا   ها را در هر س بیولوژ

ه مشخص ک   تکن  این  هنوز هم رچه  ا ت تواکنند. ف ل ک  امادل  است،  توجه  مورد  شدە،  های خواندە

 محدود ار،مق چون ت ها ک و عت اس  شمندان مانع که است موان یذیر تفک  دا  ه دس

از مورد اطلاعات اسا ه برای .است شدە ن وری موانع، بر این غل د (توا فن سل جد   وع  )NGSا در 

ه فنآوری، تواارائه شد. این فن ٢١قرن  ت  س نه را  م ه ــــع و  ارآمد،  ار  س    ا آوری استاندارد و سن

افت    توسعه  دهه  اواخر  در  ١٩٧٠ه  سال  در  نمود.  فراهم  فن ٢٠٠٩، ه  NGSآوری  جن  چندین برای

روس  تواو  جمله  از ا  گ روسشنا  و  تکث  و دمولوژی  اپ ولوژی،  ا ، ا  رد  و  کشف  ژنوم،  و ا ها

   انتظار  شد.  استفادە دها روئ  فنو  که  رود قات  NGSآوری  تحق  از اری س    در  مه ار س   نقش

روس اشد. و  داشته  ا  گ  شنا  

دی:   انواژ   توا ل رو ، اِ اِندی ا روسو د، و  Illumina/Solexa، ئ  

 مقدمه  

ار پرزحمت  س   ه  تواروش اول  در اوا اِ اِندی ا  ١٩٧٠ل دهه  Frederickر (گنتوسط فردرک س ،

Sanger( )  ــــج م   اە ش  و همCambridgeدر دا لستان  ان  وال) ت (چن ل  و آلن Walter Gilbert گ (

)  سام  (Allan Maxamما  هاروارد اە ش  در دا (Harvard  داع) ). Maxam and Gilbert 1977 ( شد  ا

 توافن  آوری ه،  اول   پژوهشا  گروەهای  شناسا  برای  متمایز  روش  دو  که  بود ت ل  گ  و  سنگر های

دها در قط لئوت ان این روش ١٩٧٠در اواخر دهه  اِ اِندیعه نو  در م هارائه دادند. عنوان ها، روش سنگر که 

ە شناخته   طول قطعات روش خاتمه دهندە زنج شود، تجاری شدە و مورد استفادە قرار گرفته است. حدا

ل توا ا سنگر حدود قا   از است ١٠٠٠ا ک ک و  جفت  نه این روش برای هر  م دلار ه از حدود ن لو 

نه  ار پره س سان   ژنوم ا  توا ، ٢٠٠٤های ارائه شدە در سال آوریاشد. هدف فناست که برای تعی

ه تواآوریتوسعه فن فته و قادر  نههای پ اهش ه ا  سان   ژنوم ا اشند. از و فقط در چند روز  هاا

اری از گروە س قآن زمان،  ستمهای تحق  در حال توسعه س  ا  توا ، ٢٠٠٤اشند. ابتدا در سال های تعی

نگ ( Life Science 454روش  س ایروسکو  شد که بر اساس روش  اشد. در ) Pyrosequensingمعر

ل سال  ستم  Illumina، روش محبوب ٢٠٠٧اوا ل است. در همان سال، س ل  شک  شد که بر اساس  معر

گر   تحت عن ید   بر اساس اتصال SOLiDوان  شد. ک همهمعر  تکن  از این ل  ق  تکث ه از   ن الا   های

نه و وقتتوا  دارند که مرحله پره  آن ا ل، از سال گ  دل ه هم گر آوریفن ٢٠٠٨اشد.  د د های جد

 شدند   . )Masoudi-Nejad et al. 2013 (معر  

                                                            
 ه ات  jheydarnejad@uk.ac.ir: مسئو ل م
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روسه  و ش ا الای ج خ  ــــع و ن د  ل تول  دل روس تجمعها، اهان و توانند های آلودە کنندە گ

  ور  ظ  کنند. جاد  ا  آلود  دورە  طول  در  توج ل  قا  ژن ع وریتن د توا فن  جد سل    Next( ا

generation sequencing=NGS( هزاران توا   برای برر القوە   ها توانا   ان، ک م روس از  طور  و

ش داد  روس، افزا ه و ان آلودە   در م ع توا ف تن  ما را در توص ی توانا  Nelson and Hughes (چشمگ

2015 .(   

، ابتدا روش قالهمدر   سنگر و چالشحا  توا  های تعی سهای موجود در این زمینه برر  شود. س

عدی روش هسل  الا و مواردی که امروزە    ا ا توان عمل    توا ک  های تعی ای ژن صورت تجاری در دن

  ه اختصار معر ی دارد  ش سشود. اررد ب هاشارە، س عدی توابرنامه ای  سل  ارردی   و های  در  ا

ت روس نها  و و انقش آن در کشف و تعاملات مول  شود. ارائه  های گ

وریهای مختلف سل‐١  توا فن  ا  

: روش سنگر (سل اول توا‐ ١‐١  )Chain-terminationا

لئوزد تری فسفات (  نو اررد دی دئوک هddNTPsمبنای روش سنگر   (   ا اِندی عنوان ختم کنندە زنج

ه  . است از  سازی ن ک ختم زنج لاس  ه ایتک رشته اِیاِندیروش   آغازگر، و، مراز، یاِ اِندیعنوان ال  ل

لئوزد   نو  (dNTPsفسفات ( یتر دئوک افته   دهای تغی لئوت  و نو (dideoxyNTPs ل  ط  برای ختم (

  ه اِ اِندیشدن رشته لئوزد تری فسفات   نو  در این روش دی دئوک شاندار شدە دارد. تیو   رادیوا له وس

ا  س  ژل ) و روی32S(معمولا  وفورز و س د، ال ل آم شها ه ش لم رادیولوژی  شدەای جدا ژل از لا ک ف و 

 قرار   روی ژل  نتایج لم، تیو روی ف  از اثرگذاری رادیوا عد  و  د  گ  شوند تفس عد .   از روش دی  مد

س  ا فلورس   شاندار شدە لئوزد تری فسفات   نو  شد  استفادەدئوک  خت.  توا سازی، روش تعی م زنج

   توا ا آنال الا در ا  اِ اِندیهمراە    ا  توان عمل  در ا  استفادە پروژە حال حا  توا  ( شود های تعی

Murphy et al. 2005, Herzyk 2014 .(   

  های روش سنگر چالش  

س از گذشت سه د ‐۱ نه:  نه تواه  روش سنگر حدود هه، ه از  ۵ ۰ا لو  اشد  دلار برای هر ک

اری از پروژە س الا که هنوز هم برای    قا  . اشد های تحق

 توا ها تن: این روش اندازە کوتاە قطعات ‐۲ تا کوتاە (توانا س  قطعات  د) را  ۱۰۰۰تا  ۳۰۰ا لئوت نو

 توا  برای تعی  برای جداسازی قطعات بزرگ  ،اِ اِندیتر  قطعات بزرگدارد. مانع اص ا در  اِ اِندیتوان نا

اشد.    د م لئوت ک نو ک در حد   از هم جدا شوند که تفک ه ط وفورز است که لازم است  ام ال  هن  

امل  ‐۳ از برای اتوماسیون  امل آمادە: ن  وجود دارد. برای اتوماسیون  لا  سازی نمونه مش  توا تعی

  ها تنسنگر   از در زما الا اد از  اِ اِندیتواند انجام شود که غلظت  ت ز د جمع اشد که تول س  در دس

ق همسانه ،اِ اِندیقطعات  اناز ط  ام ا ا  سازی  ه ار     این  طلب   هاتنذیر است که  زادی را زمان

 )Shendure et al. 2004, Masoudi-Nejad et al. 2013 ( کند   

د) توا ‐ ۲‐۱  (سل دوم (جد  )Deep/next-generation sequencingا  

عدی از  سل     روش سنگر، ه    توا وریس از تعی  تواتوا فن  نام ه   د (ا سل جد   ) NGSا

 توسط جامعه ع  ل سل شد معر  . این  م را برطرف کردە و حوزە بر قات در از موانع م  از علوم تحق ها

ماری  را توسعه دادە است. مورد ب ام سان تا کشاورزی و علوم ت وم اساسا  های ا وریمف ه  NGS فن ه  ش

 کوچک سنگر   قطعات ازهای   گناله اِ اِندیاشد.  س له  در وس  شدە  من  هر قطعه  های  سن زمان

ص دادە  ه NGSشود. روش شخ  از قطعات این فرآیند را  ا تعداد  ک  لی اِ اِندیجای  ش ونا م ها وا

 دهد. موازی انجام 

 (سل سوم توا ‐ ۳‐۱  )Next-next-generation sequencingا  

  حال در  جد حا  توا ستمس ندت  توا سوم سل ه هک ا  کت توسط است، معروف ا  
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Helicos Bioscience    توا ه قادر و ەشد معر  اشد. و  منفرد ولمول ک ا وری نیا برتر ژ  در فن

ش  ا اِ اِندی  ثکت ه ازن ، عدمNGS یهاکنکت ا سهمقا  و دقت شافزا اعث هک اشد PCRوا

 توا یبرا لازم زمان اهش ل دارای  چنهم و است شدە ا  ەزنج ه شدە اضافه دلئوتنو   شناسا تقا

 قرائت یهاتوا متوسط طول  چناست. هم شدن اضافه از س لافاصله و واق زمان در ساخت، حال در

از است ۱۳۰۰ ستمس نیا توسط شدە اە تمام توسط شدە خواندە یهاتوا طول از هک جفت   یهادست

 ب دوم سل   دوم سل یهاستمس ا سهمقا در شدە قرائت یهاتوا ان م البته است، ش  نیاست. ا م

وری ک فن  . )Gupta and Gupta 2014 ( اشد  PacBioو  Helicosهای شامل تکن

 (رم توااسل چه ‐ ٤‐١  )Other/ fourth generation sequencingا  

 از انواع  وریمختل گر وجود دارد تحت عنوان فن ک   Oxford Nanopore ،Polonatorهای د و ژنوم

سل   امل  توسط   و که شدەدوم ف   تع هاند و سوم الاتر از توانند  سل   قرار آوری توافنعنوان  ا

ند.  ت البته  گ ا فنآوریاین فنموفق سه  د در مقا د  ،های موجود آوریهای جد ات برسند ا  Gupta ( ه اث

and Gupta 2014 .( 

سل دوم تواآوریفن ‐٢ ا  د  سل جد  های   ا  

اە، ۱۹۹۰در اواخر دهه  د دست کتهای تواسل جد  توسط   ،Roche/454 Life Scienceهای ا

Illumina/Solexa  وABI/SOLiD جاد و در سال اەاین . سازی شدند تجاری ۲۰۰۶و  ۲۰۰۵های ا های دست

 توا شا ت دادەها، اطلاعات توااز نظر طول خوا ف د شدە و ک گر متفاوت ها های تول کد که   اشند ا 

ح دادە   ). Gupta and Gupta 2014 ( د نو شدر ادامه   

وری‐ ۱‐۲  Roche/454 Life Science فن  

  ١٩٩٠خر دهه ادر او  وریار برای اول   فن  توا نگ برای تعی س ایروسکو ه  اس  اِ اِندیموسوم  در مق

کت   وسیع توسط  ا شنهاد و  Life Sciences 454 آم سپ کت  س رش  سوئاین روش توسط 

)Roche (داری شد. در   طول ا قطعات کوچک ه اِ اِندی نمونهابتدا  ستمس نیا خ  از جفت ۱۰۰ اتق

س و  ستهکش  یآغازگرها اتصال محل آداپتورها نیا شود، متصل قطعات یانتها دو ه Bو  A آداپتور  دو س

 توا و  ثکت یبرا لازم ند ا   هک وچک ذرات ا قطعاتاین  .هس تاو  از پوش  خود سطح در نیداس

س متصل ذرات نیا ه خود B آداپتور کم ه و مخلوط دارند، شته ،یارشته دو قطعات شوند. س  و وا

  اندازە ه مخلوط نیا . د شون یارشته کت  رشته ک هاتن منفرد ذرە هر ه هک یطور ه ،اشد  قیرق ا

ساست متصل اِ اِندی  نیا ذرات، ه متصل یاِ اِندی قطعات  ثکت یبرا لازم اتکیتر  اضافه کردن ا . س

د ونیامولس ه مخلوط  قطرە ک در آن ه متصل اِ اِندی رشته ا ذرە هر بترت نیا ه شود، لت

 در. )Emulsion PCR( شود  انجام قطرە هر در مستقل طوره PCR شوا  و افتادە دام ه ونیامولس

 تع منظوره عد مرحله  س صفحه ک یرو  بر اِ اِندی یحاو  ذرات ،توا ی کو  تعداد زادی از لشم ل

س شوند.  خش  یولکپ حد در حج ا منظم کچاه   س   لازم یهامآن  لازسولفور  مراز،ل اِ اِندی ع

انه طوره هاکچاه مرحله نیا شوند. در اضافه هاکچاه ه فرازلوس و  و  جدا  dNTPض معر  درمتوا

ا افزودن ار هر  ب و ند گ قرارمختلف  یها س شو مرحله ک یدلئوتنو  کدئو  یس  انجام شس

ا    و  آزاد وفسفات پ ولمول ک مل،م دلئوتنو  هر ورود شود.  شدە  ولمول نیا لازسولفور  مآن

وفسفات هAPSسولفات (فسفو  نآدنوز  از استفادە ا را پ   ( ATP د  ک لت  آن   ه  ن فرازلوس مند.

د ATP کم د نف لوسا  ه ن راف لوس شدە تول  نور شدن ساطع ا همراە شوا  نیا هک ندک لت

 نوراست تکلس صفحه ه متصل یها دور توسط شدە ساطع .  ث  ک در کپ صورته و شدە و

وری نیا ،Rocheکت  یسو  از شدە ارائه سخه نآخ  شود. در اننما گراف ا   ۱۴ تا تواند فن از گ

 Masoudi-Nejad et al. 2003, Gupta and Gupta (ند ک دتول از جفت ٧٠٠متوسط  طول ا توا

2014 .(   
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وری ‐ ٢‐٢  Illumina/Solexa فن  

اە Solexa کت ۲۰۰۶ سال در   ۲۰۰۷ سال ه دررد کک ارائه ازار ه را  Genome Analyzer دست  

  توسط ا این روش  .شود شناخته Illumina/Solexa نام ا عد ه زمان آن از و یدار خ Illumina  م

ت رنگ ا استفادە از خاص    توا  برگشتتعی ان دهندە و ا  شدە است. های  توا انجام یبرا ذیر طرا

    ه نظر مورد اِ اِندیابتدا  ،ا  از طول ا قطعا ا انتهای  نیا شود.  ستهکش از جفت ۸۰۰ م قطعات 

 بودە   دلئوتنو  ک دارای و صاف س ٣  َیانتها در Aاضافه  س  ه انتها دو از قطعات نیا اشند.

 لئوتنو  ک یدارا خود یانتها در که   آداپتورها ند، T د اضا  س حاصل یهاشوند. فرآوردە متصل هس

شته از  Flowنام  ه جامد سطح ک ه آداپتور توا ا ملم و متصل یآغازگرها ا  انتها ک از نشد وا

cell ب سطح نیا یرو  بر شدە و متصل  ملم یهاتوا گرا د خود آزاد گرد یانتها از  و شوند تت

ل  مانند ل ساختار ک بترت نیا ه و شدە متصل Flow cell سطح در موجود و  هک شودشک  یال

سخه PCR شوا  انجام از س ). Bridge PCRاشد ( PCR شوا  در  ثکت  قطعات از تعداد زادی 

عد شود. در گفته  خوشه اصطلاحا آنها ه هک شوند دتول جامد سطح یرو  بر یارشته دو اِ اِندی  مرحله 

 تع منظوره  آغازگر ،ونیداس یه از س شوند، خ و یارشته کت اِ اِندی یهاولمول قطعات، توا ی

 توا مخصوص  تع یبرا Flow cell رشته هر  یانتها در یآداپتور  ملم توا ه ا اە در توا ی  دست

وطه  توا لس در هر است.  آمادە م  فلورسانت رنگ ک ا دامک هر هک دلئوتنو  چهار از مخلو ،ا

س اضافه Flow cell سطح ه اند شدە یگذار شانه مختلف  ه شدە اضافه دلئوتنو   شناسا از شود. 

، حال در اِیاِندی رشته  ا و شدە برداشته از ٣  َیانتها از دهندە خاتمه گروە همراە ه فلورسانت رنگ سن

عدس سطح، ه یدلئوتنو  مخلوط شدن اضافه  شدە واندەخ یهاتوا متوسط طولگردد.  آغاز یل 

وری نیا توسط  Masoudi-Nejad et al. 2013, Gupta and Gupta (است  از جفت ١٥٠‐٣٥ فن

2014 .(   

وری ‐ ٣‐٢  ABI/SOLiD فن

  ۲۰۰۶ سـال در ـا وری SOLiD م  ـتـوا فنـ   ـازار ـه اتصـال را قـط  از ا  سـال  همـ در و رد کـ معـر

  اِ اِندی نمونـه یسـاز آمادە شد. مراحل یدار خ ) Applied Biosystems)ABI تک  توسط ه ـاتق  ـا مشـا

 ـتـوا سـتمس  از ـس و سـتهکش کوچـک قطعـات ـه مـوردنظر اِ اِندینمونـه  هکـ یطور ـه اشـد، ۴۵۴ ا

 مرحلـه در  شـوند.   ثـکت Emulsion PCR قـ ط از قطعـات نیـحاصـل، ا قطعـات یانتهـا ـه آداپتـور اتصـال

 تع  ـتـوا آغـازگر ،تـوا یـ  متصـل قطعـات نیـا ـه اسـت اِ اِندی قطعـات یانتهـا در  آداپتـور تـوا مـلم هکـ ا

س  شود،  آغـازگر ـه اتصـال یبـرا فلورسانت یهارنگ ا شدە شاندار یدلئوتگونو ال یتامرهاا  ی کس

ت گردک ا ازهای  از دو تامرا  نیا درنند که ک رقا ا٥و  ٤وسط (  شاندار فلورسانت رنگ چهار از  ) 

 تـامرشـد. ا  خواهنـد  شناسـا ازهـا نیـا آغـازگر، ـه تـامرا  اتصـال از ـس بـترت نیـا ـه اسـت، شـدە

س رهـا فلورسـانت رنـگ و سـتهکش پـنجم ـاز از ـس یدـلئوتنو گو اول هـا، تامر ا  سـایر  اتصـال ـا شـود. سـ

س رارکت اتصال و ونیداس یه هایچرخه  آغـازگر ـا نظـر مورد قطعه اتصال، هایچرخه ی ک از شوند. 

 ـتـوا مخصـوص  تـامرا  اتصـال هـایچرخـه مجـددا و شـدە دـ یه اسـت n-1 تـموقع مـلم هکـ یگـر د ا

 ــتــوا گــرد یازهــا تــا شــدە رارکــت آغــازگر ــه یدــلئوتنو گو اول ــسشــوند  ا  ونیداســ یه ر دو  از پــنج . 

 ـتـوا یآغازگرهـا  یدـلئوتنو گو ال تـامرا  هـر یبـرا اتصـال هـایچرخـه لـمت و مـوردنظر قطعـه ـا مختلـف ا

 ـتـوا مسـتقل شـوا  دو  در و مختلـف آغـازگر دو از اسـتفادە ا از هر  شاندار، ـاشـود  ا  از اسـتفادە . 

وری نیا ـاز خوانـدە ٧٥‐٣٥ طـول ـه  هاتوا ،فن  Masoudi-Nejad et al. 2003, Gupta ( شـود  جفـت 

and Gupta 2014 .( 

د توا‐٣ سل جد ع  ردهای متن  ار  ا  

 ا نهه  و الا عت  توا ی د  روشاز استفادە  ا ا  تع روش ا  سهمقا درسل جد  سنگر توا ی  
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  یابردها  ن از مهم. است ردەک جادا آن یبرا را فراوا ه  ها آنت ارە  تواتوان   دو  ل ژنوم، تواا ا

 ژنوم  توامجدد  شدە،  شناخته  تواهای  هدفدار،  مجدد  تواا توم، سک  ترا  ا کوچک،   یاِ آراِنا

کس اشارە نمود و  اِ اِندی ‐ پروتئ شکبرهم  .)Gupta and Gupta 2014 ( متاژنوم  

د (توا ‐ ۱‐۳ سل جد   روسNGSا ص و شخ  ها) در   

روس  و  توا  از روش سنگر استفادە در ابتدا برای تعی ا ور ؛ شد های گ وریمانند سایر علوم، ظ  فن

د توا سل جد   روس و فرصتمنا  در کشف و ه انقلا روس شد. برای جر  ص و شخ دی برای  های جد

  ار تعدادی از محقق   وریاستفادە از  ،شناسروسو اول  کردند  ۲۰۰۹را در سال  NGS فن  Adams (من

et al. 2009, Al Rwahnih et al. 2009(   از   تواروش که   های  استفادە  مختل (عمدتا  اند کردەا

Roche 454  وIlluminaدە  مطالعات گس .(   توا  تعی ا    است  mRNAای  شدە ت انجام  موفق  (ا

Wylie et al. 2013ه ال این روش  ا این حال اش روس).   خصوص برای و ای ا غلظت  اشد که  این های 

ه  وط   م  توا ل که ا ه این دل  از دست رفته است   از توا ان  اِ آراِنخش عظ گر از م  د اشد. 

 .Roossinck et al. 2010, Al Rwahnih et al (است  dsRNAهای غالب استفادە شدە، جداسازی روش

2011   اینکه ه    توجه ا    ساختار دو رشته یاِهاآراِن). اە  گ  نداخ ل شک    ای  تکث  اما واسطه  هدهند

روس  و   اِ آراِنهای  شدت توسط دار انجام ه  روش   این جه  در ن کشود، لئ  نو دهای   اس  غ رو و

ه این ا توجه  روسشود. البته   و روسها که بر ا اصلا ندارند   dsRNAدار،  اِ اِندیهای مانند و در  ،م 

روس جه این روش برای این و ل استفادە نن روس بر اساس  اشد. ها قا ص و شخ ژە  رد و ، NGSک عمل

روس VEM( Vector-enabled metagenomics( روش  و ات برای شناسا  در آن ح های اشد که

ط نمون  ). Ma et al. 2011, Rosario et al. 2013 (شوند برداری هموجود در مح  

ماریتوا ‐ ۲‐۳ ارسازی علت ب د و آش سل جد    ا انهای ناشناخته و آلود  های پن  

 از فن روسهای تواآوریاستفادە د در و سل جد   شا   ا  گ ماریشنا  ب  بر  داد که  علت ان ا   ها

ان  در گونهناشناخته در م فته آلود ا عامل ن   روسهای عل  توسط و انان وح های های مختلف م

جاد  د و ناشناخته ا روسجد نون بر اساس این روش، و د زر شناخته شدەشوند. تا ل  ‐۱ اند: های جد در 

مه  Gomphrena globosaای (ت روس)   ک کوکوموو  نام ه  ،Gayfeather mild mottle virusموقت   

ب در  ‐۲  روس س ن دو و  ش روس  دار  dsDNAزمی ک و روس) و  ادناو )ssDNA  روس) دار وو  ،(مس

ه حلقوی زرد فلفل ( ‐۳ روس ل ب و ه ترت ادمجان  سک Pepper yellow leaf curl virusدر فلفل و  ) و پ

ادمجان ( ف  روس  ‐Eggplant mild leaf mottle (۴خف اە، دو و ادی یاِ اِندیدر فلفل س شن ا نام پ دار 

DNA virus 1  وDNA virus 2 غلات ( ‐٥  روس کوتول  و  Cereal dwarf virusدر چمن وح ). ا

ماری  محصولات هستهب  کنندە  آلودە  علت ناشناخته ا ل اهای   پیوند قا ا   ات که ب و مرک  س نتقال داران،

ماری  ب  عوامل ند،  هس شان    را ستم  س  توازای د  جد سل   ستم  از س  استفادە ا    که ه دهند   ، ا

 آن  پرداختهمطالعه  ها  (جدول  ۱اند وری). ماریهم NGS فن  ب  برر  برای  خو نه  گ  علت چن ا   ها

 ناشناخته در انگور  ک مارا د (اشد.  روس جد اهش انگور Grapevine Syrah 1 virusو ا  اط  ) در ارت

syrah شدە است. هم  روسشناسا ، و ا نام دار یاِ آراِنهای چن د   جد  Grapevine Pinot grisهای موق

virus  وGrapevine virus F. )Vitivirus روس ا یاِ اِندی) و دو و روس  ادناو س  ه ج  متعلق  دار که او

   Grapevine vein clearing virusنام موق ک جمی    و دو ،  ا نام موق روس  -Grapevine redو

blotch-associated virus  اGrapevine red-leaf-associated virus  اند کشف شدە) Barba et al. 

2014 .(   
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د  جهن . ۱جدول   توا سل جد   ا ا روس گ ا   siRNA، RNAاز و  معتدله، هایمیوە dsRNA ل 

ا  ات   آلودە  مرک  . )Barba et al. 2014 (انج

Table 1. Next-generation sequencing of plant viral siRNA, total RNA or dsRNA from 
virus-infected temperate fruit crop, citrus or fig hosts (Barba et al. 2014). 

Sequencing 
platform 

Sample 
preparation/target 

Study finding Host 

Illumina dsRNA 

A novel virus isolated from infected raspberry plants was 
completely sequenced and characterized. It was 

designated as Raspberry latent virus. The virus is a novel 
dicot-infecting reovirus in the family Reoviridae, 

subfamily Spinareovirinae. 

Raspberry 

Illumina 
CTV sRNAs, 

gRNA 
sgRNAs 

In Citrus tristeza virus (CTV) infected citrus plants It 
was shown that the citrus homologues of Dicer-like 

ribonucleases mediate the genesis of the 21 and 22 nt 
CTV siRNAs and that the ribonucleases act not only on 

the genomic RNA but also on the 30 co-terminal 
subgenomic RNAs and, particularly, on their dsRNA 

forms. A novel citrus miRNAs was also indentified and 
how CTV influences their accumulation was determined. 

Citrus 

Illumina 
HiSeq2000 

siRNAs and total 
DNA 

A novel DNA virus species, member of the family 
Geminiviridae, was identified and associated with citrus 

chlorotic dwarf disease. A provisional name of Citrus 
chlorotic dwarf-associated virus was proposed. 

Citrus 

Illumina siRNAs 
Detected ASPV, ACLSV and an unknown mycovirus. 
Detected two variants of CTV and ASGV. Detected 

variants of GLRaV-3, GVA and an unknown mycovirus. 

Apple, 
Citrus, 

Grapevine 

Illumina 
HiSeq2000 

siRNAs 

Identified agents associated with green crinkle disease of 
apple trees. The disease is a complex one as the 

following viruses were identified associated with it: 
ASGV, ASPV, ACLSV, ApLV, ApPCLSV and PCMV. 

Apple 

Illumina 
 

DsRNAs 
 

Detected Fig mosaic virus and Fig latent virus-1 for their 
elimination from infected clones. It is the first 

application of next-generation sequencing technology to 
detect an identify known and new species of viruses 

infecting fig trees. 

Fig 
 

Solexa-
Illumina 

 
 

siRNAs 

A novel virus was discovered by analysis of the contigs 
assembled from the virus siRNAs sequences which 

showed similarity with luteovirus sequence, particularly 
with Pea enation mosaic virus, the type member of the 
genus Enarnovirus. The complete genome of the virus 
was determined and the new virus was provisionally 

named Citrus vein enation virus. 

Citrus 

ACLSV=Apple chlorotic leaf spot virus, ApLV=Apricot latent virus, ApPCLSV= Apricot pseudo-
chlorotic leaf spot virus, ASGV=Apple stem grooving virus, ASPV= Apple stem pitting virus, 
CTV=Citrus tristeza virus, GLRaV-3=Grapevine leaf roll associated virus 3, GVA=Grapevine virus A, 
PCMV=Peach chlorotic mottle virus, PNRS=Prunus necrotic ring spot virus, PPV=Plum pox virus. 
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وریهای چالش‐۴  NGS فن  

  ت  م ن وریبزرگ  تولNGS فن  توانا ک،   ه    خود  کوتاە،  زمان  در  اطلاعات  از  انبو  حجم   د

ل  د ت بزرگ ت جهمحدود  و ن  تفس ه،  تج  گردد. ی خرو هگ ارتهای   فراتر از م های دست آمدە

ستم مک س ه  از   است و ن سا ستما ا س امپیوتری و  فته  ههای پ دە دارند. همهای محاس چ  گر پ  چن

د شدە توسط این  الای اطلاعات تول وریحجم  ە فن ه ذخ از  ت دارد و ممکن ن ف ل ک ت کن ل سازی و قا

نه ەاست ه ه ذخ وط   دادەهای م نهسازی و آنال الاتر از ه د دادەها  ه تول وط  اشد. های م   های توا

ر چه چالش ا فنا اط  ای استفادە از این فن NGSری آو های زادی در ارت  مزا  از وجود دارد و ش آوری ب

ب آن   ). Herzyk 2014 (اشد معا

جه ین  گ  

روس روش ص و اە ها شخ ش   ا ها در آزما   ۱۹۷۰در سال  الایزا  روش معر فت عظ و برای  نمود پ

روس  از و ف وس ا ط  استفادە شد،  های مختلف  ار  س   ه تخصص  الایزا تغی از   است و ن روش آسا

اە ش س در آزما  و مواد در دس ای   نه  ه ا  ندارد و   استفادە الا  در حال ان  ج ا  در  های معمول

 دو دهه اشد. در   تواهای روشاخ فه یاِ اِندیا ل   در زمان و همه دل  در جو زمان زاد بودن چن

 نمونه س نبودن آن ، ها و در دس ا  هادی  ن عنوان اول گ  این  ند. امورد توجه قرار گرفته الایزا جا از ب

 فرصت NGSآوری دون شک فن ها روش  محقق  ه  درک ب ا قات   تحق  آسان های زادی برای انجام

ل ژنوم و نه   در سطح  ا تمسائل عل ک اندام را فراهم نمودە است. در سطح خ ن ا  افت   از  البته عامل  ا

م  ار  س نه  ا ه سان  ل ژنوم ا    توا  است که خواستار تعی ک علم پزش  در توسعه این تکن اشد. اص

  وریدر حال حا  NGS فن  کشف و شناسا ،  روســــع   ها و اەدر آزمارا انش  ام  است و ها  ذیر کردە

نون سته تا ک توا  از این تکن  استفادە ماریا  از ب اناند بر  در م روسهای ناشناخته  و ، های های عل

د و ناشناخته   و همموجود در  جد اهان وح رسگ  و  توت و چن  درختان مانند انگور،  کنندە های آلودە

 کنند.  ات را شناسا  مرک  

       References                                                                                                                                منابع  

1. Adams IP, Glover RH, Monger WA, Mumford R, Jackeviciene E and Navalinskiene 
M (2009) Next-generation sequencing and metagenomic analysis: a universal 
diagnostic tool in plant virology. Molecular Plant Pathology 10:537-545. 

2. Al Rwahnih M, Daubert S, Golino D and Rowhani A (2009) Deep sequencing 
analysis of RNAs from a grapevine showing Syrah decline symptoms reveals a 
multiple virus infection that includes a novel virus. Virology 387:395-401. 

3. Al Rwahnih M, Daubert S, Urbez-Torres JR, Cordero F and Rowhani A (2011) Deep 
sequencing evidence from single grapevine plants reveals a virome dominated by 
mycoviruses. Archives of Virology 156:397-403. 

4. Barba M, Czosnek H and Hadidi A (2014) Historical perspective, development and 
applications of next-generation sequencing in plant virology. Viruses 6:106-136. 

5. Boonham N, Kreuze J, Winter S, Vlugt R and Bergervoet J (2014)Methods in virus 
diagnostics: From ELISA to next generation sequencing. Virus Research 96:1-12. 

6. Gupta A K and Gupta UD (2014) Next Generation Sequencing and Its Applications. 
Pp.345-367. In: Verma AS and Singh A (eds.). Animal Biotechnology Models in 
Discovery and Translation. Academic Press, Elsevier Science. 



مارید ش ب اا  گ ستان ۲سال هشتم، جلد                                                                                        شنا ار و تا  ۱۳۹۸، ب
Plant Pathology Science                     Yasouj University & RICeST (Iran)                            Vol.8(2), 2019

 

٨٥ 

7. Herzyk P (2014) Next-Generation Sequencing. Pp. 125-145. In: Padmanabhan S 
(ed.). Handbook of Pharmacogenomics and Stratified Medicine. Academic Press, 
Elsevier Science. 

8. Ma M, Huang Y, Gong Z, Zhuang L, Li C and Yang H (2011) Discovery of DNA 
viruses in wild-caught mosquitoes using small RNA high throughput sequencing. 
PLoS One 6:e24758. 

9. Mardis ER (2007) The impact of next-generation sequencing technology on genetics. 
Trends in Genetics 24:131-141. 

10. Masoudi-Nejad A, Narimani Z and Hosseinkhan N (2013) Next Generation 
Sequencing and Sequence Assembly: Methodologies and Algorithms. Springer, New 
York, 86p. 

11. Maxam A M and Gilbert W (1977) A new method for sequencing DNA. 
Proceedings of the National Academy of Sciences of the USA 74:560-564. 

12. Murphy KM, Berg KD and Eshleman JR (2005) Sequencing of genomic DNA 
by combined amplification and cycle sequencing reaction. Clinical Chemistry 51:35-
39. 

13. Nelson CW and Hughes AL (2015) Within-host nucleotide diversity of virus 
populations: Insights from next-generation sequencing. Infection, Genetics and 
Evolution 30:1-7. 

14. Roossinck MJ, Saha P, Wiley GB, Quan J, White JD and Lai H (2010) 
Ecogenomics: using massively parallel pyrosequencing to understand virus ecology. 
Molecular Ecology 19:81-88. 

15. Rosario K, Padilla-Rodriguez M, Kraberger S, Stainton D, Martin DP and 
Breitbart M (2013) Discovery of a novel mastrevirus and alphasatellite-like circular 
DNA in dragonflies (Epiprocta) from Puerto Rico. Virus Research 171:231-237. 

16. Shendure J, Mitra RD, Varma C and Church GM (2004) Advanced sequencing 
technologies: methods and goals. Nature Reviews Genetics 5:335-344. 

17. Wylie SJ, Li H, Dixon KW, Richards H and Jones MGK (2013) Exotic and 
indigenous viruses infect wild populations and captive collections of temperate 
terrestrial orchids (Diuris species) in Australia. Virus Research 171:22-32. 


