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   شناسي گياهيبيمارياي و كاربرد آن در اني ديهاريزآرايه فنĤوري

 

  *2قلمفرسا زادهيرضا مستوف  و   1يفراهان ييبنفشه صفا

  رازيدانشگاه ش ،يدانشكده كشاورز ،پزشكياهيبخش گ ،گياهي شناسييماريب يدكتر يدانشجو - 1

 رازيدانشگاه ش ،اورزيكش دانشكده پزشكي،بخش گياه ،ياهيگ شناسييماريب اريدانش - 2

                                 

  20/09/1391:رشيپذ خيتار                         25/04/1391: افتيدر خيتار

  

  و كـــاربرد آن در  ايانيد يهـــاهيـــزآراير فنـــĤوري. 1391 . ر زاده قلمفرســـا،مســـتوفي و . ب صـــفايي فراهـــاني،

 .25-33): 1(2 ي شناسي گياهيدانش بيمار. ياهيگشناسييماريب

  

 چكيده 

 بررسي كه بر پايه استها در مقياس بزرگ بيان ژن گيريروشي براي اندازه ،ايانهاي ديريزآرايه فنĤوري

توان براي شناسايي موجودات مي فنĤوريهمچنين از اين  .استوار شده است هاي كاوشگر و هدفتوالي بين سازيدورگ

اي از كاوشگرها به صورت نقاط ريز ميكروسكوپي به يك اي مجموعهانهاي ديدر ريزآرايه. كرد مختلف نيز استفاده

با استفاده از  سازيدورگهدف، ميزان كاوشگر و هاي توالي سازي بينانجام دورگپس از  ،شوندسطح جامد متصل مي

يك آزمايشِ  مختلف هايبخش .شودمي مشخص انهاي فلورسرنگتابش گيري ميزان مانند اندازهمختلفي هاي روش

سازي، انجام دورگ، هدفتوالي اي، آماده كردن اندي اي شامل ساخت تراشهانهاي ديريزآرايه فنĤوريمبتني بر 

 ، از جملهشناسي گياهيبيماري هاي مختلفاي درزمينهانهاي ديريزآرايه فنĤوري. استها داده واكاوي آوري وجمع

   .ردبيمارگر كاربرد دا -كنش گياهبررسي برهمو  هاو ويروس ها، نماتدها، باكتريهاهاي قارچگونهتشخيص 

   فنĤوري ،ژن ،اياندي، دورگ، ريزآرايه: هاي كليديواژه

  
                                                 

 rmostofi@shirazu.ac.ir:  كيمسئول مكاتبه، پست الكترون *
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  مقدمه
ه تواند اطلاعاتي دربـار تعيين توالي ژن نمي. استترجمه  و بردارينسخه يندفرآ شامل دودر يك ياخته بيان ژن 

 بردارينسخه )messenger RNA( اي پيكانآربه  دبايها براي بيان شدن ميژن. فراهم كند نميزان بيان يا فعاليت ژ

 دمطالعـه كـر   را توان ميزان بيان يا فعاليـت ژن ميشده  بردارينسخه  پيكي اانآر گيري مقداراندازه با  بنابراين. شوند

)Arora et al., 2006; Jaluria et al., 2007(.    شـمالي گـذاري  ، لكـه گيـري بيـان ژن  روش سـنتي بـراي انـدازه   

)Northern blotting( ـكه تنها براي تعداد محـدودي ژن   است   ايانديهـاي  ريزآرايـه  فنـĤوري . ل اسـتفاده اسـت  قاب

)DNA microarrays technology (سـازي فرآينـد دورگ  بـر پايـه   شـمالي گـذاري  نيز مانند لكه )Hybridization( 

قـادر   فنـĤوري ايـن  . استاما قابل استفاده در مقياس بزرگ  ،بودهاستوار  )Target( و هدف )Probe( كاوشگر هايتوالي

. رودبه شمار مـي هاي ژنتيكي واكاويبراي  قدرتمندياست كه در يك زمان بيان هزاران ژن را نشان دهد، بنابراين ابزار 

هـاي  بـراي شناسـايي گونـه    فنـĤوري ه با به كار بردن كاوشگرهاي اختصاصـي از ايـن   همچنين اين امكان وجود دارد ك

  .)Polabski & Kinmel, 2007( استفاده كردجانداران  مختلف

  ايانديهاي ريزآرايه فنĤوريتعريف  -1

د شخص به يـك سـطح جام ـ  قاط ميكروسكوپي هستند كه در يك نظم ماي از نمجموعه ،ايانديهاي ريزآرايه

يك توالي اختصاصـي   كه بهاي طراحي شده است به گونهكدام باشند كه هر اين نقاط، كاوشگرهايي مي. اندمتصل شده

 هـاي توالي د معمولاًنشومتصل مي هاكه به كاوشگر هاييتوالي. گردد، متصل مييك ژن خاصمربوط به اسيد نوكلئيك 

 ـگرددار مين نشاناهاي فلورسي مثل رنگهاي قابل رديابد و توسط مولكولنشوهدف ناميده مي ميـزان اتصـال هـر    . دن

 ،)Scanning( سـنجي نگارهدر هنگام  ناي فلورسهارنگ تابشگيري ميزان با اندازهمربوط به آن  هدفتوالي كاوشگر و 

 ،اسـت كه حاوي تـوالي هـدف    ،براي اندازه گيري ميزان بيان يك ژن خاص يمقياس مقدار تشعشع. شودمي سازيكمي

   .) Li et al., 2002; Polabski & Kinmel, 2007 ; Schena et al., 1995( كندفراهم مي

  ايانديهاي ريزآرايه فنĤوريپيدايش  تاريخچه -2

هـا در مقيـاس   همزمان الگوي بيـان ژن واكاوي براي  1995نخستين بار در سال  ايانديهاي ريزآرايه فنĤوري

بـا   اياناليگونوكلئوتيـدهاي دي  گـذاري يك سيستم روباتيك را بـراي نقطـه  محققين  آن زمان،در   .به كار رفتبزرگ 

 ايانتراشـه دي  ،گـذاري شـده  ايِ نقطـه ايـن اسـلايد شيشـه   . اي معرفي كردندترتيبي مشخص روي يك اسلايد شيشه

)DNA chip(  هـاي  كـوچكي از ژن  بخش نماينده توالي اليگونوكلئوتيدي كه 45در نخستين آزمايش تنها . ناميده شد
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Arabidopsis thaliana   ــه ــود نقط ــد ب ــذاري گردي ــايش   . گ ــش آزم ــام بخ ــار اله ــن ك ــا اي ــد ام ــدي ش ــاي بع   ه

)Schena et al., 1995 .(وريمان تا كنون از آن زĤنهاي ديريزآرايه فنيااز بسـياري   در تحقيقات به بخش مهمي از ا

   .است تبديل شدهزمينه ها 

  ايانديهاي ريزآرايه فنĤوريهاي يك آزمايشِ مبتني بر بخش -3

، آماده كردن توالي  اياندي ساخت تراشه بخشِ 3شامل  ايانديهاي ريزآرايه فنĤورييك آزمايشِ مبتني بر  

 Brewster et al., 2004, Jaluria et( اسـت ) 1شـكل  (هـا  داده واكاويجمع آوري و  همچنين و سازيرگدو ،هدف

al., 2007, Polabski & Kinmel, 2007 (.   

   اياندي ساخت تراشه -3-1

 كـه بـا اسـتفاده از    است ايگذاري مقدار اندكي از محلول كاوشگر روي اسلايدهاي شيشهلكهاين مرحله شامل 

فرابنفش روي اسلايد  هاي نوربا استفاده از تابش پرتوكاوشگرها . اندپوشيده شده) Poly-lysine(ليزين پلي موادي مثل

   .) Arora et al. 2006, Hegde et al. 2000(  شوندمي تثبيت

  يزسارگ هدف و انجام دو آماده كردن -3-2

هـاي  از نمونـه پيـك  اي انآريـا   ي واانآركلّ  سازيِجدا ،هدف توالي سازيترين مرحله درآمادهمهم نخستين و

 تيمار بـه وسـيله   معمولاً نمونه. شونددار مينشان انهاي فلورسبا استفاده از رنگاي انآرهاي نمونه. استشاهد  و تيمار

  سـبز   انكـه توليـد رنـگ فلورس ـ    Cy3 رنـگ  يوسيلهشاهد به  كند و نمونهمي قرمز انسكه توليد رنگ فلور Cy5 رنگ

  واحـد   اياندي يـك تراشـه   در دمربـوط بـه تيمـار و شـاه     دار شـده هاي هدف نشـان توالي .شونددار مينشان ،كندمي

با استفاده  ايانديهاي تراشههاي متصل نشده به كاوشگر، به منظور پاك شدن تواليپس از آن . شوندمي سازيدورگ

   .) Brewster et al., 2004; Richter et al., 2002(شوندداده ميشستشو  بافر از

  هاداده واكاوي جمع آوري و -3-3

بـراي رديـابي    عنـوان منبـع انتشـار نـور    ه ب كه از ليزرسيستمي  با استفاده از شده  سازيدورگهاي تراشهريز 

 نافلورس ـهـاي  رنـگ  شـده بـا   دارنشـان  هدف هايتوالي استاين سيستم قادر  .شوندمي سنجينگاره ،كنداستفاده مي

يعنـي نسـبت   (تيمار به شاهد ) Signals(ي هاپيامنسبت شدت  تأثير تيمار با محاسبه. متفاوت را از هم تشخيص دهد

  باشند، بنابراين هيچ گونه تغييري نسبت يك مي هاي زرد نشان دهندهلكه. شودبررسي مي) هاي قرمز به سبزپيامشدت 
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  لكه گذاري مقدار اندكي از محلول كاوشگر روي اسلايدهاي  - 1  ،ايانهاي ديريزآرايه فنĤوريمراحل  .1شكل 

دار كردن هاي شاهد و تيمار و نشاناي پيك از سلولشامل استخراج آران ؛آماده كردن هدف - 2 ،توسط روبات ايشيشه

سازي شده با هاي دورگسنجي ريز تراشهنگاره - 4 ،سازيانجام دورگ - 3 ،ناهاي فلورساي با استفاده از رنگآران

هاي يعني نسبت شدت پيام، هاي تيمار به شاهدبت شدت پيامبررسي تأثير تيمار با محاسبه نس - 5 ،استفاده از ليزر

   ).Duggan et al., 1999( قرمز به سبز

   تـر از يـك  هـاي قرمـز نشـان دهنـده نسـبت بـزرگ      لكه. تيمار و شاهد وجود نداشته است در سطح بيان ژن بين نمونه

تـر از  هاي سبز نشان دهنده نسـبت كوچـك  لكه.  تر از شاهد استتيمار بيش باشند، بنابراين نسخه برداري در نمونهمي

دهنـد كـه   هاي سياه نشـان مـي  تر از شاهد است و سرانجام لكهباشند، بنابراين نسخه برداري در نمونه تيمار كميك مي

 ,.Arora et al., 2006; Cheung et al., 1996; Francois et al( هيچ توالي هدفي به نشانگر متصـل نشـده اسـت   

2005; Slonim, 2002 .(وري هـاي مبتنـي بـر    به منظور تأييد نتايجِ آزمايشĤنهـاي دي ريزآرايـه  فنـي مـي اتـوان از ا   

 ;Polabski & Kinmel, 2007( هـاي كليـدي اسـتفاده كـرد    بـراي تعـدادي از ژن   شماليگذاري مثل لكه هاييروش

Richter et al.,2002 .(  

  ايانديهاي ريزآرايه فنĤوريهاي كاربرد زمينه -4

  ،ي ياختهفيزيولوژ ،شناسي تكامليزيست ،شناسيهاي مختلفي مثل سمدرزمينه ايانديهاي ريزآرايه فنĤوري
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 ,.Arora et al., 2006; Brewster et al( كـاربرد دارد  جانوري و گياهي شناسيبيماري و فنĤوريزيستداروشناسي، 

2004; Jaluria et al., 2007; Kazan et al., 2001; Lodha & Basak, 2012; Polabski & Kinmel, 2007; 

Pollack, 2007 (.  وري  اينĤهاي مختلف مثل كمبود مواد غذايي تواند مشخص كند كه گياهان چگونه به تنشمي فن

  . دهندو حمله بيمارگرها واكنش نشان مي

  شناسي گياهي بيماري در ايانديهاي ريزآرايه فنĤوريكاربرد  -5

ها قادر به توليد تركيبات برخي از اين گونه. شوندآلوده مي Fusariumهاي متفاوتي از جنس ت توسط گونهغلا

ميـزان  بـراي تعيـين    ،فوزاريـوم هاي تشخيص صحيح گونه. باشندمي )Trichothecene( تريكوتسينبسيار سمي مانند 

بـه منظـور    ايانهـاي دي ريزآرايـه  فنـĤوري از . سـت ااستفاده از غلات آلوده به عنوان غذاي انسان و دام ضروري  خطر

 ,.Nicolaisen et al(اسـتفاده شـده اسـت     ،هستند كه قادر به توليد تريكوتسين فوزاريومهاي مختلف تشخيص گونه

 .Pavlatova et al(اسـتفاده شـد    نيـز  فوزاريـوم هـاي  هاي آلوده به گونهگندمبراي تشخيص  فنĤورياز اين   ).2005

و  Didymella bryoniaeزاي تشــخيص دو قــارچ بيمــاريبــراي  ايانهــاي ديريزآرايــه فنــĤوريهمچنــين  ).2011

Botrytis cinerea باشند استفاده شده استها معمول ميكه در گلخانه )Koch et al., 2005.( وريĤهـاي  ريزآرايه فن

 Phytophthora sojaeناشـي از   يمرگ گياهان سويا در ،الگوهاي بيان ژن در بيمارگر و ميزبانبراي تعيين  اياندي

)Moy et al., 2004( ، زميني مولكولي مقاومت به عامل بيماري بادزدگي سيب سازوكاربررسي)Tian et al. , 2006 (

 .)Prakob & Judelson, 2007( ها  نيز به كار رفته استمولكولي توليد مثل جنسي در اُامُيست و بررسي پايه

ي گياهي نيـز مفيـد   ، ويروئيدها و فيتوپلاسماهاهابراي رديابي ويروس ايانهاي ديريزآرايه فنĤوريز استفاده ا

 پليمـراز اي هـايي ماننـد واكـنش زنجيـره    هـاي گيـاهي اغلـب بـا اسـتفاده از روش     تشخيص آزمايشگاهي ويروس. است

)Polymerase chain reaction = PCR(  اليـزا و )ELISA  =Enzyme linked immunosorbent assay (

هاي ريزآرايه فنĤوري. بيمارگر را در هر واكنش رديابي كننديا تعداد اندكي  1ها تنها قادرند اما اين روش ،شودمي انجام

 هـاي رديابي ويروس در فنĤورياز اين  .استزمان چندين بيمارگر در بافت روشي قابل اعتماد براي رديابي هم اياندي

اسـتفاده شـده اسـت     هاي مخلـوط يـا تكـي   در آلودگي )PVYو  PVA  ،PVS ،PVM(زمينيو واي سيب اي، اس، ام

)Bystricka et al., 2005; Hadidi et al., 2004.(  

براي رديابي  فنĤورياز اين . هاي مختلف نماتدها نيز كاربرد دارددر تشخيص گونه ايانهاي ديريزآرايه فنĤوري

 ,.Francois et al( اسـتفاده شـده اسـت    ،اي در اروپـا د قرنطينـه يك نمـاتو  ، Meloidogyne chitwoodiاختصاصي 

كه سبب خسـارت اقتصـادي    است از جمله بيمارگرهاي مهمي )Heterodera glycines( نماتد سيستي سويا  ).2005
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كه باعث ايجاد بيماري ،زگاركنش ساهايي كه در برهمبراي تشخيص ژن ايانهاي ديريزآرايه فنĤورياز . شودزيادي مي

    .)Khan et al., 2004(شده است استفاده  ،ندهست و سويا مؤثر Heterodera  glycinesبين  ،شودمي

نيـز بـا    Xanthomonas axonopodis pv. manihotis تعيين الگوي بيان ژن دركاساوا در واكنش به آلـودگي بـا  

 ،شـوند هايي كه القـا يـا سـركوب مـي    رد مطالعه قرار گرفته و تعدادي از ژنمو ايانهاي ديريزآرايه فنĤورياستفاده از 

اي براي تشخيص سريع چندين بـاكتري قرنطينـه   فنĤوريهمچنين از اين  .)Lopez et al., 2005(مشخص شده است 

ــا اســتفاده شــده اســت  ــأثير اســتفاده از پروبنــازول از جملــه كارهــاي ديگــر   ).Pelludat et al., 2009(در اروپ ت

)Probenazole(، هاي برنج پس بيان ژن در ،به بيماري است اكتسابي سيستميك كه يك القا كننده شيميايي مقاومت

هايي كه در كه ژن هنتايج نشان داد ، كهاست ايانهاي ديريزآرايه فنĤوري از با استفاده از آلودگي به قارچ عامل بلاست

بيمــارگر دخالــت -كــنش گيــاههــايي هســتند كــه در بــرهمشــوند، همــان ژنروبنــازول تحريــك مــيطــي تيمــار بــا پ

   .)Shimono et al., 2003(دارند

  اي  انهاي ديريزآرايه فنĤوريهاي محدوديت -6

هاي آن ناقص ها و پيچيدگيبدون توجه به محدوديت ايانهاي ديريزآرايه هر گونه بحثي در خصوص فنĤوري

توليدي كند كه هميشه با سطوح پروتئين اي پيك را اندازه گيري مياناي، سطوح آرانهاي ديريزآرايه .است

در هنگام ترجمه و يا پس از آن  ايجاد شده گيري اثر تغييراتهماهنگي ندارد، علاوه بر اين قادر به رديابي و اندازه

)Translational or post translational modification (ها، كاوشگرها همچنين تراشه .روي فعاليت پروتئين نيست

هاي آينده شاهد رود كه در سالهستند، اما انتظار مي قيمتشوند گرانمي و تجهيزاتي كه در اين فنĤوري استفاده

 ,.Brewster et al., 2004; Everett et al., 2010; Jaluria et al., 2007; Li et al( كاهش سريع قيمت باشيم

2002.(  

  نتيجه 

اسـتفاده از روبـات،    پيشرفت در زمينـه . هاي ژنتيكي هستنداي ابزاري قدرتمند براي واكاويانهاي ديريزآرايه

 يتـوالي ژنـوم  اي با كيفيت بالا، امكان انجام محاسـبات پيشـرفته و افـزايش اطلاعـات دربـاره      توليد اسلايدهاي شيشه

 فنـĤوري  ايـن  گسـترش اسـتفاده از  . را گسـترش داده اسـت   ايانديهـاي  ريزآرايـه  فنĤورياستفاده از  ،موجودات زنده

اطلاعات زيادي را كه با تعيين توالي  فنĤورياين . زنده ايجاد كرده است موجودات هاي مطالعهتغييرات اساسي در روش

 ايانهـاي دي ريزآرايـه  فنـĤوري . كندها الگوهاي بيان ژن را بررسي ميآن برد و به وسيلهژنوم به دست آمده به كار مي
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كليـدي بـراي طيـف     يابـزار  و اين قابليت را دارد كه به آشكار كردهكنش گياه و بيمارگر را هاي جديدي از برهمجنبه

به عنوان ابزاري بـراي كـاربرد    ايانهاي ديريزآرايه اگرچه .تبديل شودها در بيماري شناسي گياهي وسيعي از آزمايش

تجهيزات مولكولي در طي زمـان   به طور تاريخي مشخص شده است كه هزينه اما ،گران هستند هادر آزمايشگاه رهروزم

هـا  نيز شاهد كاهش سريع هزينـه  فنĤوريكه در اين رود انتظار ميبنابراين . يابدكاهش مي هاآن با افزايش حجم فروشِ

اي بـه  اندي زمايشگاه رؤياي داشتن يك آزمايشگاه در يـك تراشـه  در آروزمره  به ابزاري فنĤورياين تبديل  باشيم و با

  را در  يجديــد دوره ايانديهــاي ريزآرايــه فنـĤوري اســتفاده از  هــاي آينــدهدر سـال  بــدون شــك .ونــدديحقيقـت بپ 

 ,.Arora et al., 2006; Brewster et al., 2004; Everett et al( به وجود خواهد آورد شناسي گياهيدانش بيماري

2010; Jaluria et al., 2007; Li et al., 2002; Lodha & Basak, 2012;  Polabski & Kinmel, 2007(.    
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