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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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٧٨ 

  ᢔᣑᗬمقاله ترو   

ᣠد تواᘍسل جدᙏ ِکᘮروستکنᗬرد آن در وᗖارᜇ و  ᢔᣍاᘍᣦاᘮگ ᣒشنا 

 ، جهانگیداودزهرە  ᢕᣂ درنژاد حᘮ    ᡧ ᢕᣌو حسᣤمعصو   

 کرمانᘮ، داᙏشکدە کشاورزی، داᙏشᜡاە شهپزشᗷᣞخش گᘮاە ᡧᣂاهᗷ کرماند ،   

  ᗬ :۰۴ ͭ۱۰ ͭ۱۳۹۸افتدر         ۱۳۹۸ͭ ۰۵ͭ ۱۳: یرشᗺذ   

 تواᣠ جدᘍد  ᙏسل ) تکنᘮکِ ۱۳۹۸ز، حᘮدرنژاد ج و معصوᣤ ح ( داودی ᢔᣍاᘍ  رد   وᗖارᜇ روس در  آنᗬوᣒشنا   .ᣦاᘮگ

  DOI: 10.2982/PPS.8.2.77 . ٧٧‐ ٨٥): ٢(٨گᘮاᣦ   شناᣒبᘮماری داᙏش  

 چکᘮدە  

 دی ᣠتوا  ᡧ ᢕᣌدراِنتعی    علوم هایشاخه همه اِ ᡨᣎسᚲدارد ز   فن .ᜇارᗖرد ᡧ ᢕᣌاول   ᙏسل آوریدر مᘮان فته ᡫᣄᛴپ  های

ᣠشمندانتواᙏدا  ، ᢔᣍاᘍ اᗷ ظهور ᣠتوا  ᢔᣍاᘍ ،ند سنگرᙬسᙏاطلاعات توا ᣞᘮᙬستمگونه ژنᛴها را در هر س  ᣞᗬبیولوژ

 تکنᘮک ᗷه مشخص  این  هنوز هم  ا᜵رچه  امادلᘮل کᘮفᘮت تواᣠکنند.  است،  توجه  مورد  شدە،  های خواندە

 محدود ᢝᣍت هاᘍ ار،مق چونᜇ اسᘮ عتᣃ ک وᘮذیر تفکᗺی ᣙشمندان مانع که است موانᙏدا ᣒ ᡨᣂه دسᗷ 

ᣒاز مورد اطلاعات اساᘮه برای .است شدە نᘘوری موانع، بر این غلቯفن ᣠد (تواᘍسل جدᙏ  ᢔᣍاᘍNGS(  وع ᡫᣃ در

 ᚽسᘮار ᜇارآمد، ᗬᣃــــع و ᜇم هᗬᖂنه را ᙏسᛞت ᗷه فنآوری، تواᣠارائه شد. این فن ٢١قرن  ᢔᣍاᘍ  ᡨᣎآوری استاندارد و سن

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

 تواᣠوᗬروس  جمله  از ᣦاᘮگ  ᣒروسشناᗬو  ᢕᣂتکث   و  اپᘮدمولوژی  اᜯولوژی، ، ᢔᣍاᘍرد   و  کشف  ژنوم، ᢔᣍاᘍ و  ها

ᣤ   انتظار  شد.  استفادە  فنوᗬروئᘮدها  که  رود  تحقᘮقات  NGSآوری  از  ᚽسᘮاری  در ᣥمه   ᚽسᘮار نقش

 شناᣒ گᘮاᣦ داشته ᗷاشد. وᗬروس  

 تواᜇ ᣠلᘮدی:   ᝝انواژ  ᢔᣍاᘍ رو ، اِ اِندیᗬروسوᗬد، وᘮئ ،Illumina/Solexa   

 مقدمه  

 ᚽسᘮار پرزحمت   تواᣠروش اولᘮه ᢔᣍاᘍ اِ اِندی ᘍدر اوا   ١٩٧٠ل دهه  Frederickر (گنتوسط فردرᗬک س ،

Sanger( )  ᗬــــج ᢔᣂمᜇ   و همCambridgeدر داᙏشᜡاە  انᜡلستان  وال) ᡧ ᢕᣌت (چن ᢔᣂلᘮگ 
ᡨᣂWalter Gilbert و آلن  (

)   (Allan Maxamماᜯسام  هاروارد  در داᙏشᜡاە (Harvard  ). Maxam and Gilbert 1977 ( شد  اᗷداع)

 تواᣠفن  آوری  اولᘮه، ᢔᣍاᘍپژوهش    گروەهای ᢝᣍشناسا   برای  متمایز  روش  دو  که  بود ت ᢔᣂلᘮگ   و  سنگر های

 در مᘮان این روش ١٩٧٠در اواخر دهه  اِ اِندیعه نوᜇلئوتᘮدها در قط عنوان ها، روش سنگر که ᗷهارائه دادند.

ᣤ ە شناخته ᢕᣂطول قطعات روش خاتمه دهندە زنج  ᡵᣂᜯشود، تجاری شدە و مورد استفادە قرار گرفته است. حدا

ᣠل تواᗷا سنگر حدود قاᗷ  ᢔᣍاᘍاز است ١٠٠٠ᗷ و  جفت ᘮک کᘍ نه این روش برای هرᗬᖂم دلار هᘮاز حدود نᗷ لو

ᣤ نهᗬᖂار پرهᘮسᚽ سانᙏژنوم ا ᣠتوا  ᡧ ᢕᣌاشد. هدف فناست که برای تعیᗷ٢٠٠٤های ارائه شدە در سال آوری ،

فته و قادر ᗷه تواᣠآوریتوسعه فن ᡫᣄᛴنههای پᗬᖂاهش هᜇ اᗷ سانᙏژنوم ا  ᢔᣍاᘍها ᣤ اشند. از و فقط در چند روزᗷ

 در حال توسعه سᛴستمهای تحقᘮقآن زمان، ᚽسᘮاری از گروە ᡨᣍاᣤ ᣠتوا  ᡧ ᢕᣌاشند. ابتدا در سال های تعیᗷ٢٠٠٤ ،

 شد که بر اساس روش ᗺایروسکوᙏسᚑنگ ( Life Science 454روش  ᡧᣚمعرPyrosequensingᣤ ( اشد. درᗷ

 شد که بر اساس ᘻشکᘮل ᗺل است. در همان سال، سᛴستم  Illumina، روش محبوب ٢٠٠٧اواᘍل سال  ᡧᣚمعر

 تحت عن یدᘍگر    بر اساس اتصال SOLiDوان  شد. ᡧᣚک همهمعرᘮتکن   از این  قᘘل ᢕᣂتکث   نᘮاز ᗷه  ᗷالا های

ᣠنه و وقتتواᗬᖂدارند که مرحله پره  ᢔᣍاᘍᣤ آن  ᢕᣂل، از سال گᘮدل  ᡧ ᢕᣌه همᗷ .اشدᗷگر آوریفن ٢٠٠٨ᘍد دᘍهای جد

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

                                                            
 هᘘات᜛مسئو ل م :jheydarnejad@uk.ac.ir 
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 وᗬروسᗷه ᡵᣂᜯش اᡟالای جᗷ خᖁــــع و نᗬᣃ دᘮل تولᘮدل  توانند های آلودە کنندە گᘮاهان ᣤوᗬروس ᘮتجمعها،

   ظᡟور  کنند.  اᘍجاد
ᢇ

ᣜآلود   دورە  طول  در ᣨتوج   قاᗷل ᣞᘮᙬژن   جدᘍد تواᣠ فنቯوریتنᖔع  ᙏسل ᢔᣍاᘍ )Next 

generation sequencing=NGS( ᣠهزاران توا ᣒبرای برر   ᗷالقوە ᢝᣍا تواناᗷهᗷ  ᗖان، ᡧ ᢕᣂک مᘍ روس ازᗬطور  و

ᗖان آلودە ᗷه وᗬروس، افزاᛓش داد  ᡧ ᢕᣂدر م ᣠع تواᖔف تنᘮما را در توص  ᢝᣍی توانا ᢕᣂچشمگ) Nelson and Hughes 

2015 .(   

، ابتدا روش قالهمدر  ᡧᣅسنگر و چالشحا ᣠتوا  ᡧ ᢕᣌهای تعیᣤ ᣒسهای موجود در این زمینه بررᛡشود. س 

 ᗷالا و مواردی که امروزە ᗷهᙏسل ᗷعدی روش ᡨᣍاᘮا توان عملᗷ ᣠتوا  ᡧ ᢕᣌک  های تعیᘮᙬای ژنᘮصورت تجاری در دن

ᣤ  ᡧᣚه اختصار معرᗷ ی دارد ᡨᣂشᛴرد بᗖارᜇ .سشودᛡهاشارە، سᗷ برنامه ایᣠعدی تواᗷ سلᙏ ردیᗖارᜇ و های  ᢔᣍاᘍ  در

 شود. ارائه ᣤ های گᘮاᣦنقش آن در کشف و تعاملات مولᝃوᣠ وᗬروس نهاᘍت

 تواᣠ فنቯوریهای مختلف ᙏسل‐١ ᢔᣍاᘍ   

١‐١ ‐ᣠسل اول تواᙏ) روش سنگر : ᢔᣍاᘍChain-termination( 

 ) ᗷهddNTPsمبنای روش سنگر ᜇارᗖرد دی دئوکᣓ نوᜇلئوزᗬد تری فسفات ( ᢕᣂا اِندی عنوان ختم کنندە زنج 

سازی نᘮاز ᗷه  . است ᢕᣂک ختم زنجᘮلاسᜇ ه ایتک رشته اِیاِندیروشᗷ   آغازگر،  ᗺلᘮمراز، یاِ اِندیعنوان الᝉو،

 (dNTPsفسفات ( یتر دئوکᣓ نوᜇلئوزᗬد   ᘍافته ᢕᣂدهای تغیᘮلئوتᜇو نو  (dideoxyNTPs لᗬᖔط   برای ختم (

   در این روش دی دئوکᣓ نوᜇلئوزᗬد تری فسفات ᗷه اِ اِندیشدن رشته  رادیواᜯتیو ᙏشاندار شدە دارد. وسᘮله

وفورز و سᛡس  ژل ) و روی32S(معمولا ᗷا  ᡨᣂᝃد، الᘮل آمᗬᖁᜯشهاᛴه شᘍلم رادیولوژی  شدەای جدا ژل از لاᘮک فᘍ و

ᣤ قرار   روی ژل  نتایج  از اثرگذاری رادیواᜯتیو روی فᘮلم،  و ᗷعد د ᢕᣂگᣤ  ᢕᣂشوند تفس   ᗷعد . ᡨᣍاز روش دی  مد

 ᗷا فلورس س   شد  استفادەدئوکᣓ نوᜇلئوزᗬد تری فسفات ᙏشاندار شدە  تواᣠ خت. ᡧ ᢕᣌسازی، روش تعی ᢕᣂم زنج

 ᣠتوا  ᡧ ᢕᣂا آنالᗷ ا  اِ اِندیهمراەᗷ الا درᗷ  ᡨᣍاᘮتوان عمل  ᡵᣂᜯدر ا  ᡧᣅپروژە حال حاᣤ استفادە ᣠتوا  ᡧ ᢕᣌشود های تعی ) 

Murphy et al. 2005, Herzyk 2014 .(   

  های روش سنگر چالش  

 روش سنگر حدود هه، هᗬᖂنه تواᣠهᗬᖂنه: ᛀس از گذشت سه د ‐۱ ᢔᣍاᘍ۵ ͭ۰ ᣤ ازᗷ لوᘮاشد  دلار برای هر کᗷ

 ᗷالا ᣤکه هنوز هم برای ᚽسᘮاری از پروژە ᡨᣍقاᘮاشد های تحقᗷ . 

 تواᣠ ها تن: این روش اندازە کوتاە قطعات ‐۲ ᢝᣍتا کوتاە (تواناᙫسᙏ قطعات  ᢔᣍاᘍ۳۰۰  د) را  ۱۰۰۰تاᘮلئوتᜇنو

 توا ᡧ ᢕᣌبرای تعی ᣢقطعات بزرگدارد. مانع اص ᣠ برای جداسازی قطعات بزرگ  ،اِ اِندیتر  ᡧᣚا᝗در  اِ اِندیتوان نا

 از هم جدا شوند که تفکᘮک در حد ᘍک نوᜇلئوتᘮد مᗷ ᣄᛴاشد.  ᡨᣛᗬᖁه طᗷ وفورز است که لازم است ᡨᣂᝃام الᜡهن   

 وجود دارد. برای اتوماسیون ᜇامل آمادە: نᘮاز برای اتوماسیون ᜇامل  ‐۳ ᡨᣍلا᜛سازی نمونه مش ᣠتوا  ᡧ ᢕᣌتعی

 ᣤ ها تنسنگر  ᡧᣍاز در زما  ᢝᣍالاᗷ اد از  اِ اِندیتواند انجام شود که غلظتᗬت زᘮد جمعᘮاشد که تولᗷ س ᡨᣂدر دس

 ام᜛اناز طᗬᖁق همسانه ،اِ اِندیقطعات  ᢝᣍاᗬ
ᡨᣂᜯاᗷ سازی   ᜇار ᗷه  این  هاتنᗺذیر است که ᢝᣍ  طلب   زᗬادی را زمان

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

۱‐۲ ‐ ᣠتوا (دᘍجد) سل دومᙏ)  ᢔᣍاᘍDeep/next-generation sequencing(   

 ᙏسل ᗷعدی از   روش سنگر،  تواᗷ ᣠه ᡧ ᢕᣌس از تعیᛀوریቯفن ᣠتواᣠتوا   نام  ᗷه ᢔᣍاᘍ) دᘍسل جدᙏ  ᢔᣍاᘍNGS (

 لᣥ توسط جامعه ع ᡧᣚسل شد معرᙏ این .  ᡧᣐم را برطرف کردە و حوزە برᡟقات در از موانع مᘮاز علوم تحق  ᢝᣍها

شᘮᙫه ᗷه  NGS فنቯوریمفᡟوم اساسا  های اᙏسان تا کشاورزی و علوم ت᜛امᣢ را توسعه دادە است. مورد بᘮماری

ᣤ کوچک سنگر   قطعات  ᗷازهای  سᘮگنالᗷه اِ اِندیᗷاشد.  در وسᘮله  شدە ᡫᣄᙬمن   هر قطعه  های ᡧ ᡨᣂسن  زمان

ᣤ ص دادەᘮشخᘻ شود. روشNGS هᗷ از قطعات این فرآیند را ᣥᜇ ا تعدادᘍ کᘍ لی اِ اِندیجایᘮا مᗷش ون ᜯها وا

ᣤ دهد. موازی انجام 

۱‐۳ ‐ ᣠسل سوم تواᙏ)  ᢔᣍاᘍNext-next-generation sequencing(   

  حال در ᡧᣅجد حاᘍ ᖁدتᗬس نᛴستم ᣠتواᘍ  ᢔᣍه هک اᗷ سلᙏ سوم ᣠتواᘍ  ᢔᣍکت توسط است، معروف ا ᡫᣃ   



 تواᣠ جدᘍد  ᙏسل تکنᘮکِ  ᢔᣍاᘍ رد وᗖارᜇروسدر آنᗬوᣒشنا ᣦاᘮداو                                                       گᣤدرنژاد و معصوᘮدی، ح 
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٨٠ 

Helicos Bioscience   ᡧᣚه قادر و ەشد معرᗷ ᣠتواᘍ  ᢔᣍک اᘍ مولᝃمنفرد ول ᣤ اشد. وᗷᗬ 
ᢇ

ᣜوری نیا برتر ژቯدر فن 

 ثکت ᗷه ازᘮن ، عدمNGS یهاᘮکنکت ᗷا سهᛓمقا ᢕᣂ ا اِ اِندیᗷ  ش ᜯواPCR ᣤاشدᗷ اعث هکᗷ افزاᛓو دقت ش 

ᜇیبرا لازم زمان اهش ᣠتواᘍ  ᢔᣍچنهم و است شدە ا ᡧ ᢕᣌ ل دارایᗷقاᘮشناسا ت  ᢝᣍ  نوᜇلئوتᘮه شدە اضافه دᗷ ەزنج ᢕᣂ 

ᡧ چناست. هم شدن اضافه از ᛀس ᗷلافاصله و واقᣙ زمان در ساخت، حال در ᢕᣌ متوسط طول ᣠقرائت یهاتوا 

 یهادستᜡاە تمام توسط شدە خواندە یهاتواᣠ طول از هک جفت ᗷاز است ۱۳۰۰ ستمᛴس نیا توسط شدە

 ᛴب دوم ᙏسل ᡨᣂم البته است، ش ᡧ ᢕᣂان ᣠمقا در شدە قرائت یهاتواᛓا سهᗷ سᛴسل یهاستمᙏ دوم ᜇ  ᡨᣂنیاست. ا م 

 . )ᗷ ) Gupta and Gupta 2014اشد PacBio ᣤو  Helicosهای شامل تکنᘮک فنቯوری

 (رم تواᣠاᙏسل چه ‐ ٤‐١ ᢔᣍاᘍOther/ fourth generation sequencing(   

 از انواع  ᡧᣛوریمختلቯگر وجود دارد تحت عنوان فنᘍهای دOxford Nanopore ،Polonator   کᘮو ژنوم

 توسط ᙏسل   ᜇامل  و که  تعᗬᖁف ᙏشدەدوم  قرار آوری تواᣠفنعنوان ᙏسل ᗷالاتر از توانند ᗷهاند و ᣤسوم ᢔᣍاᘍ

ند.  ᢕᣂگᗷ  ت البتهᘮا فنآوریاین فنموفقᗷ سهᛓد در مقاᘍد  ،های موجود آوریهای جدᘍاᗷ ات برسندᘘه اثᗷ ) Gupta 

and Gupta 2014 .( 

 های ᙏسل جدᘍد ᘍا ᙏسل دوم تواᣠآوریفن ‐٢ ᢔᣍاᘍ   

کتهای تواᙏᣠسل جدᘍد دستᜡاە، ۱۹۹۰در اواخر دهه  ᡫᣃ توسط  ᢔᣍاᘍ هایRoche/454 Life Science، 

Illumina/Solexa  وABI/SOLiD جاد و در سالᘍاەاین . سازی شدند تجاری ۲۰۰۶و  ۲۰۰۵های اᜡهای دست

ᣠتوا  ᢔᣍاᘍشᙏاز نظر طول خواᣠت دادەها، اطلاعات تواᘮفᘮد شدە و کᘮها های تولᣤ گر متفاوتᘍکدᘍ اᗷ اشندᗷ   که

ح دادە  ᡫᣃ در ادامهᣤد نو ش ) Gupta and Gupta 2014 .(   

 Roche/454 Life Science فنቯوری‐ ۱‐۲  

ᡧ  ١٩٩٠خر دهه ادر او  ᢕᣌار برای اولᗷوریቯفن  ᣠتوا  ᡧ ᢕᣌنگ برای تعیᚑسᙏایروسکوᗺ هᗷ اس  اِ اِندیموسومᘮدر مق

کت ᡫᣃ وسیع توسط   ᢝᣍا᜛ᗬᖁ454 آم Life Sciences  شنهاد وᛴسپᛡکت  س ᡫᣃ این روش توسطᣓᛴرش  سوئ

)Roche (داری شد. درᗬᖁس نیا خᛴه اِ اِندی نمونهابتدا  ستمᗷ قطعات کوچک ᗷطول ا  ᖁتقᗬاᘘ ۱۰۰ از جفتᗷ 

 یآغازگرها اتصال محل آداپتورها نیا شود،ᣤ متصل قطعات یانتها دو ᗷه Bو  A آداپتور  دو سᛡس و  ستهکش

 ثکت یبرا لازم ᢕᣂ و ᣠتواᘍ  ᢔᣍند اᙬا قطعاتاین  .هسᗷ وچک ذراتᣞ هک   ᡫᣓتاو  از پوشᗙ ᡨᣂاسᗬخود سطح در نید 

 و واᣃشته ،یارشته دو قطعات شوند. سᛡسᣤ متصل ذرات نیا ᗷه خود B آداپتور کمᗷ ᜇه و مخلوط دارند،

 ᜇ اندازە ᗷه مخلوط نیا . د شونᣤ یارشته کت ᡧᣚقیرق ا ᣤ اشدᗷ، هᗷ ه هک یطورᗷ ک هاتن منفرد ذرە هرᘍ رشته 

 سᛡساست متصل اِ اِندی  ثکت یبرا لازم ᘘاتکیتر  اضافه کردن ᗷا . ᢕᣂ ه متصل یاِ اِندی قطعاتᗷ ،نیا ذرات 

 قطرە ᘍک در آن ᗷه متصل اِ اِندی رشته ᗷا ذرە هر بᛴترت نیا ᗷه شود،ᣤ لᘍتᘘد ونیامولس ᗷه مخلوط

 در. )Emulsion PCR( شود ᣤ انجام قطرە هر در مستقل طورᗷه PCR  شᜯوا  و افتادە دام ᗷه ونیامولس

ᡧ تع منظورᗷه ᗷعد مرحله ᢕᣌی ᣠک یرو  بر اِ اِندی یحاو  ذرات ،تواᘍ س صفحهᘮ  ᡧᣍکوᘮل ᙬشم᜛ادی از لᗬتعداد ز 

 یولᘮکپ حد در حجᗷ ᣥا منظم کچاه ᡨᣂ خشᗺ ᣤ .س شوندᛡس  ᖂآنᗬلازم یهام ᘍ  ᡧᣎل اِ اِندی عᗺᘮ،سولفور  مرازᗬلاز 

 dNTPض معر  درمتواᣠ و  جدا᝝انه طورᗷه هاکچاه مرحله نیا شوند. درᣤ اضافه هاکچاه ᗷه فرازᘮلوس و

 گᣤ قرارمختلف  یها ᢕᣂب و ند ᡧ ᢕᣌ ار هرᗷ ا افزودن ᡨᣂس᚜ᖔکدئو  یسᣓ  نوᜇلئوتᘮک یدᘍ شو مرحلهᙬانجام شس 

ᣤاᗷ   پ ولᝃمول ᘍک مل،᜛م دᘮلئوتᜇنو  هر ورود شود. ᢕᣂو  آزاد وفسفات   ولᝃمول نیا لازᗬسولفور  مᗬآنᖂ شدە

وفسفات ᢕᣂا را پᗷ آدنوز  از استفادەᗬسولفات (فسفو  نAPSهᗷ  ( ATP دᘘتᘍل ᣤک ᖂآن   ن فرازᘮلوس مᗬند. ᡧ ᢕᣂ هᗷ  

ᜇکم ATP دᘮلوس شدە تولᘮ ᖁفᗬه ن راᗷ  اᜯᣓلوسᘮ ᖁفᗬد نᘘتᘍل ᣤوا  نیا هک ندکᜯا همراە  شᗷ نور شدن ساطع 

 نوراست ᡧ دورᗖ توسط شدە ساطع . ᢕᣌه متصل یهاᗷ س صفحهᘮکلᘮتᛞث  ᡧᣍه و شدە وᗷکپ صورتᘮ ک درᘍ 

کت  یسو  از شدە ارائه ᙏسخه نᗬآخᖁ  شود. درᣤ انᘍنما گراف ᡫᣃRoche، وری نیاቯفن ᣤ۱۴ تا تواند  ᗷ اᜡᘮاز گ

ᣠا تواᗷ از جفت ٧٠٠متوسط  طولᗷ تولᘮند ک د) Masoudi-Nejad et al. 2003, Gupta and Gupta 

2014 .(   



 ۱۳۹۸، بᡟار و تاᚽستان ۲سال هشتم، جلد                                                                                        شناᣒ گᘮاᣦاᙏش بᘮمارید
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 Illumina/Solexa فنቯوری ‐ ٢‐٢  

کت ۲۰۰۶ سال در ᡫᣃ Solexa اەᜡدست Genome Analyzer  ه راᗷ ازارᗷ ۲۰۰۷ سال ه دررد کک ارائه    

 ᜇ توسط ᡧᣍاᘛم  Illumina ᖁخᗬ ه زمان آن از و یدارᗷ عدᗷ اᗷ نام Illumina/Solexa شناخته ᣤاین روش  .شود

 تواᗷ ᣠا استفادە از خاصᛴت رنگ ᡧ ᢕᣌبرگشتتعی ᣠان دهندە وᘍاᗺ شدە است. های ᣐذیر طراᗺ انجام یبرا ᣠتوا

ᘍ  ᢔᣍه نظر مورد اِ اِندیابتدا  ،اᗷ   ᡨᣍا قطعاᗷ طول ᜇاز  ᡨᣂاز جفت ۸۰۰ مᗷ ستهکش ᣤ .ا انتهای  نیا شودᗷ قطعات

 بودە   دᘮلئوتᜇنو  ᘍک دارای و صاف  سᛡسᣤ ٣  َیانتها در Aاضافه  ᗷه انتها دو از قطعات نیا ᗷاشند.

 آداپتورها ᢝᣍ  ک یدارا خود یانتها در کهᘍ  نوᜇلئوتᘮ  ᡧᣚد اضا T ،ندᙬمتصل هس ᣤس حاصل یهاشوند. فرآوردەᛀ 

 Flowنام  ᗷه جامد سطح ᘍک ᗷه آداپتور تواᗷ ᣠا مل᜛م و متصل یآغازگرها ᗷا  انتها ᘍک از نشد واᣃشته از

cell ب سطح نیا یرو  بر شدە و متصل᙭تᘮت ᣤد یانتها از  و شوندᘍا د خود آزاد گرᗷᘍگر ᣠم یهاتوا᜛مل 

 یالᝉو  هک شودᘻشکᘮل ᣤ مانند ᗺل ساختار ᘍک بᛴترت نیا ᗷه و شدە متصل Flow cell سطح در موجود

 ثکت ᢕᣂ وا  درᜯش  PCR ᣤ) اشدᗷBridge PCR .( سᛀ وا  انجام ازᜯش  PCR سخهᙏ ادیᗬقطعات از تعداد ز 

 مرحله ᗷعد شود. درᣤ گفته  خوشه اصطلاحا آنها ᗷه هک شوندᣤ دᘮتول جامد سطح یرو  بر یارشته دو اِ اِندی

ᡧ تع منظورᗷه ᢕᣌی ᣠمول قطعات، تواᝃو یارشته کت اِ اِندی یهاول ᣗخ ᣤ،س شوندᛀ یه از  ᢔᣂᗬآغازگر ،ونیداس 

 تواᣠ مخصوص ᢔᣍاᘍ هᗷ ᣠم توا᜛رشته هر  یانتها در یآداپتور  مل Flow cell تع یبرا ᡧ ᢕᣌی ᣠاە در تواᜡدست 

 ᘍتواᣠ ل᜛ᘮس در هر است.  آمادە مᗖᖁوطه ᢔᣍا، ᣖنو  چهار از مخلوᜇلئوتᘮا دامک هر هک دᗷ کᘍ فلورسانت رنگ 

 شناسا از شود. ᛀسᣤ اضافه Flow cell سطح ᗷه اند شدە یگذار ᙏشانه مختلف ᢝᣍ  نوᜇلئوتᘮه شدە اضافه دᗷ 

، حال در اِیاِندی رشته ᡧ ᡨᣂه فلورسانت رنگ سنᗷ از ٣  َیانتها از دهندە خاتمه گروە همراەᗷ ا و شدە برداشتهᗷ 

 شدە واندەخ یهاتواᣠ متوسط طولگردد. ᣤ آغاز یل ᗷعد᜛ᘮس سطح، ᗷه یدᘮلئوتᜇنو  مخلوط شدن اضافه

 Masoudi-Nejad et al. 2013, Gupta and Gupta (است  ᗷاز جفت ١٥٠‐٣٥ فنቯوری نیا توسط

2014 .(   

 ABI/SOLiD فنቯوری ‐ ٣‐٢

 ᜇ ۲۰۰۶ سـال در ᡧᣍـاᘛم SOLiD وریቯفنـ ᣠـتـواᘍ  ᢔᣍاز ا  ᖁـطᗬـه اتصـال را قᗷ ـازارᗷ   ᡧᣚهمـ در و رد کـ معـر ᡧ ᢕᣌ سـال 

  توسط ᡫᣃتک Applied Biosystems)ABI ( ᖁخᗬ اِ اِندی نمونـه یسـاز آمادە شد. مراحل یدار  ᖁتقᗬـاᘘ هᗷـا مشـاᗷ 

 ᘍـتـواᣠ سـتمᛴس ᢔᣍ۴۵۴ ا ᣤ،اشـدᗷ ـهᗷ ـه مـوردنظر اِ اِندینمونـه  هکـ یطورᗷ ـس و سـتهکش کوچـک قطعـاتᛀ از 

 ثـکت Emulsion PCR قᗬـᖁ ط از قطعـات نیـحاصـل، ا قطعـات یانتهـا ᗷـه آداپتـور اتصـال ᢕᣂ ᣤ .مرحلـه در  شـوند 

ᡧ تع ᢕᣌیـ ᣠآغـازگر ،تـوا ᣠـتـواᘍ  ᢔᣍم هکـ ا᜛مـل ᣠـه اسـت اِ اِندی قطعـات یانتهـا در  آداپتـور تـواᗷ متصـل قطعـات نیـا 

ᣤ،س  شودᛡکسᘍ ᣄا  یᜯال یتامرهاᘮ گونوᜇلئوتᘮشاندار یدᙏ ا شدەᗷ ـه اتصـال یبـرا فلورسانت یهارنگᗷ آغـازگر 

 ᙏشاندار فلورسانت رنگ چهار از ᗷ ( ᣞᘍا٥و  ٤وسط (ᗷازهای  ᗷاز دو تامرᜯا  نیا درنند که کᣤ رقاᗷت گرᘍدᘍک ᗷا

 شناسـا ᗷازهـا نیـا آغـازگر، ᗷـه تـامرᜯا  اتصـال از ᛀـس بᛴـترت نیـا ᗷـه اسـت، شـدە ᢝᣍ شـد. ا  خواهنـدᜯتـامر 

هـا، تامر ᜯا  سـایر  اتصـال ᗷـا شـود. سـᛡسᣤ رهـا فلورسـانت رنـگ و سـتهکش پـنجم ᗷـاز از ᛀـس یدᘮـلئوتᜇنو گو ᘮاول

 یه هایچرخه ᢔᣂᗬرارکت اتصال و ونیداس ᣤسᛀ .ک از شوندᘍ ᣄـا نظـر مورد قطعه اتصال، هایچرخه یᗷ آغـازگر 

 ᘍـتـواᣠ مخصـوص ᢔᣍد اᘍ م هکـ یگـر᜛ـموقع مـلᘮت n-1 یه اسـت  ᢔᣂـᗬا  اتصـال هـایچرخـه مجـددا و شـدە دᜯتـامر 

 ᘍــتــواᣠ گــرᘍد یᗷازهــا تــا شــدە رارکــت آغــازگر ᗷــه یدᘮــلئوتᜇنو گو ᘮاول ᢔᣍــسشــوند  اᛀ . یه ر دو  از پــنج  ᢔᣂᗬونیداســ 

 ᘍـتـواᣠ یآغازگرهـا ᢔᣍـا مختلـف اᗷ ت و مـوردنظر قطعـه᜛ـمᘮا  هـر یبـرا اتصـال هـایچرخـه لᜯال تـامرᘮ نو گوᜇـلئوتᘮید 

 ᘍـتـواᣠ مسـتقل  شᜯـوا  دو ᣖ در و مختلـف آغـازگر دو از اسـتفادە ᗷا ᗷاز هر  ᙏشاندار، ᢔᣍا ᣤ ـاشـودᗷ . از اسـتفادە 

 هاتواᣠ ،فنቯوری نیا ᢝᣍ ـهᗷ ـاز خوانـدە ٧٥‐٣٥ طـولᗷ جفـت ᣤ شـود ) Masoudi-Nejad et al. 2003, Gupta 

and Gupta 2014 .( 

٣‐ᣠد تواᘍسل جدᙏ عᖔردهای متنᗖارᜇ  ᢔᣍاᘍ   

ᗺ ᡧا نهᗬهᖂ  و ᗷالا ᣃعت ᢕᣌی ᣠتواᘍ  ᢔᣍا اᗷ  د  روشاز استفادەᘍسل جدᙏمقا درᛓا  سهᗷ تع روش ᡧ ᢕᣌی ᣠسنگر توا   



 تواᣠ جدᘍد  ᙏسل تکنᘮکِ  ᢔᣍاᘍ رد وᗖارᜇروسدر آنᗬوᣒشنا ᣦاᘮداو                                                       گᣤدرنژاد و معصوᘮدی، ح 
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 ᜇیابردها   ᡧᣍا آن یبرا را فراواᘍن از مهم. است ردەک جادᗬᖁها آنت ᣤ هᗷ توانᣠارە  تواᗖدو  ᢔᣍاᘍᣠل ژنوم، تواᜇ  ᢔᣍاᘍ

 ژنوم  تواᣠمجدد  شدە،  شناخته  تواᣠهای  هدفدار،  مجدد ᢔᣍاᘍᣠتوا   تراᙏسکᙴᗬᖁتوم، ᢔᣍاᘍ  ᢔᣍاᘍکوچک،   یاِ آراِن

ᡧ پروتئ  شکبرهم ᢕᣌ‐ کس اشارە نمود و  اِ اِندیᘮمتاژنوم ) Gupta and Gupta 2014(.   

۳‐۱ ‐ ᣠد (تواᘍسل جدᙏ  ᢔᣍاᘍNGSروسᗬص وᘮشخᘻ ها) در   

 تواᣠ وᗬروس ᡧ ᢕᣌدر ابتدا برای تعیᣤ از روش سنگر استفادە ᣦاᘮور ؛ شد های گᡟوریمانند سایر علوم، ظቯفن 

ᣠد تواᘍسل جدᙏ  ᢔᣍاᘍروس و فرصتمنᗬدر کشف و  ᢔᣍه انقلاᗷ روس شد. برای جرᗬص وᘮشخᘻ دی برایᘍهای جد

  ᡧ ᢕᣌار تعدادی از محققᗷ  ᡧ ᢕᣌروسو اولᗬوریاستفادە از  ،شناسቯفن NGS  کردند  ۲۰۰۹را در سال  ᡫᣄᙬمن) Adams 

et al. 2009, Al Rwahnih et al. 2009(   از   تواᣠروش که   های  استفادە ᡧᣛمختل  ᢔᣍاᘍعمدتا  اند کردە)

Roche 454  وIlluminaدە ᡨᣂمطالعات گس  .( ᣠتوا  ᡧ ᢕᣌتعی   ᗷا  است  mRNAای  شدە  موفقᘮت انجام  (ᗷا

Wylie et al. 2013هᗷ ال این روش᜛ا این حال اشᗷ .(روسᗬخصوص برای و ᡧ ᢕᣌایᗺ ا غلظتᗷ هایᣤ اشد که  اینᗷ

 تواᣠ مᗖᖁوط ᗷه  ᡵᣂᜯل که اᘮه این دلᗷ از دست رفته است ᣠاز توا ᣥᘮخش عظᗷاِ آراِن ᣤ انᗖ ᡧ ᢕᣂگر از مᘍد ᣞᘍ .اشدᗷ

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

2011   اینکه  ᗷه  توجه  ᗷا  ساختار دو رشته یاِهاآراِن).  گᘮاە ᣢداخᣥن   ᘻشکᘮل  ای ᢕᣂتکث   اما واسطه  ᗷهدهند

 وᗬروس  ᣤ اِ آراِنهای  شدت توسط دار انجام  روش ᗷه  این  در نᘮᙬجه  نوᜇلئᘮکشود،   اسᘮدهای ᡧᣎغ ᣒروᗬو

ᣤه اینᗷ ا توجهᗷ روسشود. البتهᗬو  ᡧᣐروسها که برᗬدار،  اِ اِندیهای مانند وdsRNA   ا اصلا ندارندᘍ مᜇ،  در

، ᘍNGSک عملᝃرد وᗬژە ᘻشخᘮص وᗬروس بر اساس  ᗷاشد. ها قاᗷل استفادە نᣥنᘮᙬجه این روش برای این وᗬروس

 وᗬروسVEM( Vector-enabled metagenomics ᣤ( روش ᢝᣍات برای شناسا ᡫᣄدر آن ح  های ᗷاشد که

 ). Ma et al. 2011, Rosario et al. 2013 (شوند برداری ᣤهموجود در محᘮط نمون  

۳‐۲ ‐ ᣠماریتواᘮارسازی علت ب᜛د و آشᘍسل جدᙏ  ᢔᣍاᘍ 
ᢇ

ᣜانهای ناشناخته و آلودᡟهای پن   

 از فن  ᙏسل جدᘍد در وᗬروسهای تواᣠآوریاستفادە ᢔᣍاᘍشᙏ ᣦاᘮگ ᣒماریشناᘮب  ᡧᣐبر   داد که  علت ان  ᗷا ها

ᗖان ᡧ ᢕᣂدر گونهناشناخته در م 
ᢇ

ᣜفته آلودᡟا عامل نᘍ  ᡧᣛروسهای علᗬتوسط و  ᡫᣓانان وحᗖ ᡧ ᢕᣂهای های مختلف م

ᣤ جادᘍد و ناشناخته اᘍروسجدᗬنون بر اساس این روش، وᜯر شناخته شدەشوند. تاᗬد زᘍل  ‐۱ اند: های جدᜍ در

 Gomphrena globosaᘍای (ت᜛مه   ک کوکومووᗬروس)  نام  ،Gayfeather mild mottle virusموقت ᗷه  

ᗬن دو وᗬروس سᛴب در  ‐۲  ᢕᣂش  ᡧᣎزمیdsDNA  روس  دارᗬک وᘍ و (روسᗬادناوᗷ)ssDNA  روس) دارᗬوو ᡨᣂمس)، 

) و پᛴسک Pepper yellow leaf curl virusدر فلفل و ᗷادمجان ᗷه ترتᛴب وᗬروس لᝃه حلقوی زرد فلفل ( ‐۳

دار ᗷا نام پᛴشنᡟادی یاِ اِندیدر فلفل سᘮاە، دو وᗬروس  ‐Eggplant mild leaf mottle (۴خفᘮف ᗷادمجان (

DNA virus 1  وDNA virus 2 غلات ( ‐٥ 
ᢇ

ᣟروس کوتولᗬو  ᡫᣓدر چمن وحCereal dwarf virus  ᡵᣂᜯا .(

 محصولات هستهبᘮماری  کنندە  آلودە  علت ناشناخته  پیوند قاᗷل اهای ᗷا  ᗷا  سᛴب و مرکᘘات که نتقال داران،

 بᘮماری  عوامل  ᣤهسᙬند،  ᙏشان  را ᣞᘮستمᛴس   تواᣠزای  جدᘍد  ᙏسل  از سᛴستم  استفادە  ᗷا  که  ᗷه دهند ، ᢔᣍاᘍ

 آن  پرداختهمطالعه  ها  (جدول  ۱اند  بررᣒ بᘮماریهم NGS فنቯوری).  برای ᢔᣍخو   گᗬᖂنه
ᡧ ᢕᣌعلت چن   ᗷا ᢝᣍها

ᣤ ناشناخته در انگور  ᡧᣚک ماراᘍ .اشدᗷ) دᘍروس جدᗬوGrapevine Syrah 1 virus اهش انگورᜇ اᗷ اطᘘدر ارت (

syrah شدە است. هم  ᢝᣍروسشناساᗬو ، ᡧ ᢕᣌا نام دار یاِ آراِنهای چنᗷ دᘍجد  ᡨᣎهای موقGrapevine Pinot gris 

virus  وGrapevine virus F. )Vitivirus روسᗬا یاِ اِندی) و دو وᗷ روسᗬادناوᗷ ه ج سᗷ متعلق ᣠدار که او

  ᡨᣎنام موقGrapevine vein clearing virus  ᡧᣎک جمیᘍ ᣤو دو  ،  ᡨᣎا نام موقᗷ روسᗬوGrapevine red-

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

2014 .(   
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 تواᙏ ᣠسل جدᘍد  جهنᘮᙬ . ۱جدول  ᢔᣍاᘍ  ᣦاᘮروس گᗬاز وsiRNA، RNA   اᘍ لᜇ dsRNA معتدله، هایمیوە 

 آلودە  مرکᘘات ᘍا  ᢕᣂانج) Barba et al. 2014( . 

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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 NGS فنቯوریهای چالش‐۴  

   مᗬᖂت ᗬن ᡨᣂوریبزرگቯفن NGSᘮتول  ᢝᣍتوانا   ᘍک،  ᗷه  خود  کوتاە،  زمان  در  اطلاعات  از ᣦانبو   حجم   د

ᣤ لᘍدᘘت بزرگ تᘍجهمحدودᘮᙬو ن  ᢕᣂتفس   تجᗬᖂه،  گردد. ᢔᣐی خرو ᢕᣂهگᗷ ارتهایᡟفراتر از م  های دست آمدە

 است و نᘮاز ᗷه ᜇمک سᛴستم ᡧᣍساᙏستماᛴا سᘍ امپیوتری وᜇ فته ᡫᣄᛴههای پᘘدە دارند. همهای محاسᘮچᘮگر پ ᡧ ᢕᣌچن 

ە فنቯوریحجم ᗷالای اطلاعات تولᘮد شدە توسط این  ᢕᣂه ذخᗷ ازᘮت دارد و ممکن نᘮفᘮل ک ᡨᣂت کنᘮلᗷسازی و قا

ەاست هᗬᖂنه ᢕᣂه ذخᗷ وطᗖᖁدادەهای م  ᡧ ᢕᣂنهسازی و آنالᗬᖂالاتر از هᗷ د دادەهاᘮه تولᗷ وطᗖᖁاشد. های مᗷ ᣠهای توا

 از وجود دارد وᣠ مزاᘍای استفادە از این فن NGSری آو های زᗬادی در ارتᘘاط ᗷا فنا᜵ر چه چالش ᡨᣂشᛴآوری ب

ᣤ ب آنᘍاشد معاᗷ) Herzyk 2014 .( 

ینᘮᙬجه ᢕᣂگ   

  ᗷا ها در آزماᛓشᜡاە ها ᘻشخᘮص وᗬروس روش ᡧᣚ۱۹۷۰در سال  الایزا  روش معر  ᣥᘮفت عظ ᡫᣄᛴو برای  نمود پ

 ᚽسᘮار ᣥᜇ استفادە شد،  های مختلف ᗷا طᘮف وسᣙᘮ از وᗬروس ᢕᣂه تخصص  الایزا تغیᗷ ازᘮاست و ن  ᡧᣍروش آسا

س در آزماᛓشᜡاە ᡨᣂو مواد در دس  ᡧ ᢕᣌایᗺ   هᗬᖂنه  ندارد و ᗷا ᢝᣍالاᗷ استفادە   در حال  در ᣃاᣃ جᡟان های معمول

ᣤ اشد. درᗷ دو دهه  ᢕᣂهای روشاخᣠتوا  ᢔᣍاᘍفه یاِ اِندیᣅ لᘮه دلᗷدر زمان و هم  ᢝᣍدر جو  ᡧ ᢕᣌاد بودن چنᗬزمان ز

 نمونه ᡨᣎس نبودن آن ᡨᣂها و در دس ، ᡧᣚاᜇ ادیᗷهᗷ  ᡧ ᢕᣌن عنوان اولᗬᖂگᘍاین  ند. امورد توجه قرار گرفته الایزا جا  ᡧ ᢕᣌاز ب

 فرصت NGSآوری ᗷدون شک فن ها روش ᡧ ᢕᣌمحقق   ᗷه ᡨᣂᡟدرک ب   تحقᘮقات ᗷا  آسان های زᗬادی برای انجام

البته عامل  اᣔ از ᗷافت ᘍا ᘍک اندام را فراهم نمودە است. در سطح خ نᡟا تمسائل علᣥ در سطح ᜇل ژنوم و نه 

ᣤ مᜇ ارᘮسᚽ نهᗬᖂا هᗷ سانᙏل ژنوم اᜇ ᣠتوا  ᡧ ᢕᣌاست که خواستار تعی ᣞک علم پزشᘮدر توسعه این تکن ᣢاشد. اصᗷ

  ᡧᣅوریدر حال حاቯفن NGS  ᢝᣍکشف و شناسا  ،    ها وᗬروسᗬᣃــــع  ام᜛انشᜡاەدر آزماᛓرا  است و ها  ᗺذیر کردە

 تکنᘮک تواᙏسته تاᜯنون  از این  استفادە  از بᘮماریᗷا ᡧᣐاناند برᗖ ᡧ ᢕᣂدر م   وᗬروسهای ناشناخته ، ᡧᣛهای های عل

 و همموجود در  جدᘍد و ناشناخته  ᡫᣓاهان وحᘮرسگᗬو  ᡧ ᢕᣌتوت و چن   درختان مانند انگور،  کنندە های آلودە

 کنند.  ᢝᣍات را شناساᘘمرک   
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