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 مجله ایمنی زیستی

 1397 زمستان، 4، شماره 11 دوره
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 ، ایرانرازیدانشگاه ش ،یکشاورز یدانشکده ،یاهیگ یشناسیماریب یدکترا یدانشجو -2

 ایران، ، دانشگاه آزاد واحد ملکان یکشاورز یدانشکده ،یاهیگ یشناسیماریارشد، بیکارشناس -3

mehrdadsalehzadeh@gmail.com 

 چکیده

 یه  الازم اس   ت ا اعات  ام   امخ در بر وک برهمکن  ه  ا،روسیو یدرک اکول و  یراب 

مطالعه، مشخص ش ده  نی. در اآیددس  هب یعیعب یهاستمیدر س زبانیم-روسیو و روسیو-روسیو

در  یرا ب دون مرروا ام لبل  لی تحل نی ، امکان ا(RNA-Seq) آر.ان.ای یابیتوالی یفناوراس  که 

امک ان  دی نس ل  د یابیتوالی. کندمیفراهم  زبانیم یها ن ای یروسیائم وتها و آلودگیبروک 

 ب ه واس طه زب انیم یروسیاد و یهاپاسخ .کندمی لتسهی را چندگانه یهاآلودگی یبالقوه ییشناسا

 یه اروسیو ن هیدرزم ق امیک ه تحقیی. از آنج اافت دمیاتراق  یعیعب طی، تح  شراآر.ان.اِ یباموش

 نی در بر وک ا یاند، اعاتام کم بوده مرکزمت یزرات اهانیگ یهایماریبر ب عور تمدهبه یاهیگ

 یعیعب  ی مع کیمربوط به  اهانیدر گ آر.ان.اِ ابییتوالیو ود دارد.  یعیعب یهاطیدر مح هاروسیو

ه ا گ زارش ش ده اس  ، آن یکه توال ییهاروسیو یزمان حضور و تدم حضور همههم نییتع یبرا

 ی. با معرفگیردمیمورد استراده لرار  زبانیم پتومیترانسکر یو سنج  کمّ دی د یهاروسیو ییشناسا

 یه اآشکار ش ده و برهمکن  روسیاز و یناش یهاودگیآلتعداد بوان  و پوش   نوم،  یارهایمع

 .داشته باشد زابیماریتوامل  نیدر کنترل ا یمهم یکاربردها تواندیم روسیو-اهیو پنهان گ یذات

 .RNA-Seq، آر.ان.اِ یباموش پتوم،یترانسکر ،یاکولو  :کلیدی هایواژه
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 مقدمه

 یتلم  جینتا شرفتهیپ یهافناوریکاربرد 

ب ه دنب ال  ری اب هایرا در سال یدربشان

 PCR، یالکترون کروسکوپیداشته اس . م

 next) دی نس ل  د ی ابیتوالیو ام روزه 

generation sequencing: NGS )

 نیآفرتحول یهافناوری نیاز ا ییهانمونه

در ش  ناب   یهس  تند ک  ه نق    مهم  

 ی  ابیتوالی ن  هیدر زم ویژهب  ه ه  اویروس

 ی ن ب از نای و ب ی نوم، تکامل، اکول و 

دس  آمده هب یهاداده کلی عوربه. کنندمی

 در  یاعات  ام ب  ا ارزش   ،ی  ابیتوالیاز 

 روسی و ییشناسا ریمختلف نظ هاینهیزم

ارائ ه  زب انیو برهمکن  آن با م زابیماری

  یر   ادالت  ی   اهم دلیلب   ه. ده   دمی

 ،یزرات  اه انیدر گ یروس یو یهابیماری

  یه اروسیو ن هیدر زم قامیتحق نیشتریب

ن یا یروسیو یهابیماریر مورد د ،یاهیگ

انجام ش ده  یدسته از محرولام کشاورز

 ینق   مهم  ها،روسی(. اگرچه و1اس  )

دارند، اعات ام  یعیعب هایستمیدر اکوس

 یهاطیدر مح هاروسیو یاز اکولو  یکم

در  هی (. مطالعام اول2و ود دارد ) یعیعب

غل   ا یوحش اهانیگ یهاروسیو ینهیزم

مهم از نظ ر  یزابیماری یهاروسیو یرو

مج   اور  یاهی   در  وام   خ گ یکش   اورز

متمرکز  یزرات یهاکشتزارها و مزارع گونه

 ری اب ه ایافتهیاند. با در نظر گرفتن بوده

متنوع،  اهانیدر گ هاروسیکه و نایبر یمبن

 روس،ی  و یدارن  د، اکول  و  یغ  الب وعیش  

را در  یدی   انداز  دو چش   م دگاهی   د

 و  ه     اروسیو یول     و یبر     وک ب

و  هاسمیکروارگانیها با مآن یهابرهمکن 

(. 3) کن  دیمو   ودام اع  راا ارائ  ه م  

 ،ه اویروس یاکولو  ینهیدر زم قامیتحق

 ک  ردیاز دو رو یک  یاز  عور معم  ولب  ه

ش  امل  کرده  ایرو نی  . اکنن  دیم   یروی  پ

و  روسی فل ور و ییو شناس ا سازیآشکار

 روس،ی و  ی  مع نیبرهمکن  ب یگرید

 یهاس تگاهیدر ز زب انیم اه انیو گ نینالل

آر.ان.ای  ی ابیتوالی یاس . فن اور یعیعب

(RNA-Seq) زم  ان هم یرامک  ان غرب  الگ

  یآزما کیرا در  هاروسیانواع مختلف و

  ،یاهی گ یه اروسیو بیش تر رایز دهد،یم

 هس     تند و  دارآر.ان.ای یه     اروسیو

ب  ود  mRNA، دار.ان.ایدی یه  اروسیو

  یس  یرونو ر،ی  تکث یچرب  ه یرا در ع  

از " ی. استراده از روش س رهمبندکنندیم
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 de novo transcriptome) "ن    و

assembly) ،RNA-Seq  اب  زار  کی  را ب  ه

  یه   اروسیو ییشناس   ا یب   را یل   و

 لیتب د دی  د یه اروسیشده و وشنابته

دوم،  ک   ردیدر رو .(5، 4) ک   رده اس    

-سرویو و زبانیم-روسیو یهابرهمکن 

 نی   (. ا6) ش   ودمی یبررس    روسی   و

 یدیانداز  دو چشم دگاهیدها، برهمکن 

و  ه   اروسیو یول  و یرا در بر  وک ب

و  هاس  میه  ا ب  ا ارگانآن یه  ابرهمکن 

. در (7) کن دیمو ودام اع راا ارائ ه م 

بدون تائم  یآلودگ ،یعیعب یهاستمیاکوس

  روسی  و ییزابیم  اریمت  داول اس    و 

 رییاعراا، تغ طیمح طیتح  شرا تواندیم

ک ه  یروس یو یآل ودگ کیادامه  (.8کند )

 یکل  عورب ه کند،یم دیتول یدیتائم شد

و  ن دارد یسازگار اهانیگ ای هاروسیبا و

ممکن اس    هاروسیباک، و طیدر شرا

ب ر به نرخ ب ود  یمدتاثرام سودمند کوتاه

  (.6بود داشته باشند ) زبانیم یرو

-زب  انیم یه  ابرهمکن  یمطالع  ه رد

 دی د  یهافرص   RNA-Seq، زابیماری

 زم   انه   م لی   و تحل هی   تجز یرا ب   را

ک ه  زابیم اریو  زبانیم هایپتومترانسکری

 فراهم ،اس  گانهدو RNA-Seqموسوم به 

 دوگانه RNA-Seq. کاربرد (10، 9) کندمی

ل ار  تام  ل باس   و ب  رنج،  س تمسی در

 یه ا ن یش یافزا میتنظ شناسایی بهمنجر 

 زب انیم یه او  ن یلار  مرتبط با آل ودگ

 RNA-Seq چ  هتبط ب  ا دف  اع ش  د. اگرم  ر

 در را دوگان ه ه ایپتومترانس کری ،دوگانه

 ییای باکتر-یلارچ یزابیماری یهاستمسی

 روش را  نی ا ح النیک رد، ب ا ا ییشناسا

 تن وع زم انه م سازیآشکار یبرا توانیم

 ستمیدر س زبانیم پتومیو ترانسکر روسوی

 RNA-Seqاس تراده ک رد.  روسیو-زبانیم

کارآمد اعاتام  آوری مخ مکانا ،دوگانه

 ک ل  ن وم هم ه یه ایت وال ری نظ یدیکل

 یهاگون ه  ی، ترکندهکنآلوده یهاروسیو

 و چندگان   ه یه   اآلودگیدر  روسی   و

را  زب انیم هانایگ پتومیترانسکر هایپاسخ

 (.11) دهدیم

 اهی در برهمکن  گ ،ر.ان.اِآ یسازاموشب

 یاص  ل س  میمکان کی   روس،ی  و-زب  انیم

اس  که  هاروسیبرابر ودر  زبانیم یدفات

 کی    ای   ( Dicer) س   ریدا میدر آن آن   ز

ش ده توس ط القا یکنندهکمپلکس باموش

 RNA induced silencing)آر.ان.اِ
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complex: RISC)را  روسی   ،  ن   وم و

(. در مقاب ل 12) کندیم هیو تجز صیتشخ

را  یا  د دف  ات یهاس  میمکان ه  ا،روسیو

نده کنمهار یهااند که شامل  نتوسعه داده

اس    زبانیم یدفات سمیمکان نیدر برابر ا

مو      یا  د دف  ات س  تمیس نی  ا. (13)

 یه    اروسیو س    ازیهمانند لیتس    ه

 یهاآلودگیزمان با هم یآلودگ جادکنندهیا

 س تمیس نیا مطالعه ی. براشودمی چندگانه

 صیتش    خ ،یع    یعب یهاس    تگاهیدر ز

 یه  ازبانیعور    امخ در مب  ه ه  اروسیو

و  هی  ب  دون تائ  م و تجزتائ  م و  یدارا

و  زب  انیدف  اع م نیب  رهمکن  ب   لی  تحل

در مح  ل  روسی  و یا  د دف  ات س  تمیس

لازم  زب انیدر م روسی و یموا ع یآلودگ

 (.14اس  )

 

 مورد استفاده هایفرملتپ

ش  امل  دی  نس  ل  د ی  ابیتوالی روش

یا  بالا ییبا توانا هاییاز روش ایمجموته

 ی( ب    راhigh-throughput) پربرون    داد

 2005اس  که از س ال  دی.ان.اِ یابیلیتوا

تراه ش د، هرچن د ک ه  یتجار صورمبه

  ب ه مرب وط ه اروش نی از ا یظهور برب 

 ش  امل  یفن  اور نی  اس   . ا 1990 یده  ه

اس    ک ه از لح  ا   یمختلر  ه  ایر رمپلت

 ییایمیش یابیتوالیو  یمهندس هاییژگیو

 دی   د یب  ا ه  م تر  اوم دارن  د. فن  اور

در مطالع  ام  یرگ  بز ریت  اث ی  ابیتوالی

و  یولو یدمی اپ ص،یتش خ ویژهبه یپزشک

  نیداش   ته اس    . چن    یکنت   رل آل   ودگ

 در م    ورد  یمش    ابه ه    ایفرص     

و  ود دارد. از  زی ن یاهیگ شناسیبیماری

 ت   وانمیمو    ود  یه   اپلتررم مل   ه 

sequencing 454 ،SOLiD sequencing ،

illumina sequencing ،helicos 

sequencing، nanopore و ion torrent 

 (.15را نام برد )

 

454 pyrosequencing 

ِابتدا  sequencing 454 پلتررم در  دی.ان.ا

 نی ا .ش ودمیبه لطعام کوچک شکس ته 

ص  اا هس   تند.  یانته   ا یلطع  ام دارا

لطع  ام  یب  ه انته  ا Bو  A یآداپتوره  ا

رش ته س ابته تک دی.ان.ایمترل شده و 

 ریگ اانشانه نیوتیبا ب B. آداپتور شودمی

ب ا پوش    ییه اچ هیشده اس  و ب ه گو

 . نس  ب  ش  ودمیمتر  ل  نیدیاس  ترپتاو
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کنت رل  دی.ان.اِ یه امولکولب ا  هاچهیگو

 کی  چ هیکه ب ه هرگویعوربهشده اس  

 . روغ ن ب ه ش ودمیمتر ل  دی.ان.اِرشته 

آب و  ونامولس  ی و ش  ده اا  افه ه  ادان  ه

و  ییدم ا ی. چرب هآیدمیو ود هروغن ب

 ری باتث تکث PCR ونیامولس آداپتورها در

  یو در نها شودمی رشتهتک یهامولکول

همسان از  یکپ هاونیلیم یادار چهیهر گو

 ر،یبواهد بود. پس از تکث یاصل دی.ان.ای

لرار داده  "picotiter"در صرحه  هاگویچه

 یعراح  ایگون هصرحه ب ه  نی. اشوندمی

شده اس  ک ه در درون ه ر چاه ک فق ط 

. بع  د از آن گی  ردمی ی   ا چ  هیگو کی  

 pyrosequencing یه اآنزیمبا  یابیتوالی

که لبا به چاهک ااافه ش ده ب ود انج ام 

 دی. همزمان با ااافه شدن نوکلئوتگیردمی

 کی   ری  در ح  ال تکث یب  ه رش  ته دی   د

. در ش   ودمیفس  رام آزاد رویمولک  ول پ

pyrosequencing   یم  یآنز یفرآین  د یع 

س  اب   یاب  ر پیروفس  راممولک  ول  نی  ا

ATP  گی ردمیمورد اس تراده ل رار .ATP 

 نور دتولی  ه  سوب  تنوانبهشده دیتول

ش ده نور منتشر  یو در نها رودمیبه کار 

 (.19-16) شودمیدستگاه ثب   کیتوسط 

SOLiD sequencing 

همانن  د روش  SOLiD sequencing در

 نی  لطع  ه لطع  ه، س  پس ا دی.ان.ای ،لب  ل

. ش  وندمی متر  ل هاگویچ  هلطع  ام ب  ه 

 ر،ی و پ س از تکث لیتش ک PCR ونیامولس

 ایشیش ه دیاس ا کی  یب ر رو هاگویچه

 بااروش ب  ر نی  . در اگیرن  دمیل  رار 

مس  تقل از  ی  ابیتوالی گ  رید ه  ایروش

و  ونیداس    یبریاس      و از ه م    رازیپل

 یفلورسن  ب را هایبا برچس  ونیگاسیل

 16.  مع  ا  ش  ودمیاس  تراده  ی  ابیتوالی

رن    4اوم و ود دارد که با کاوشگر متر

 گ ردی تب ارم به. اندمختلف نشاندار شده

 یابی پروب مترل اس  . رد 4هر رن  به 

 کن دمیمش خص  یفلورسنت  یبا بروص

که کدام کاوش گر متر ل ش ده اس  . در 

اعات ام  ونیگاس یل کن دور از وا نیاول

و  6، 2و  1 ه ای ی مولع یمربوط به توال

 نی  س  پس ا .آی  دمیبدس     13 و 12، 7

ک ه در  ش ودمیشروع  یبا آغازگر فرآیند

نسب   شتریب دینوکلئوت کی یدس  دارابالا

آغ ازگر،  یژگ یو نیبه حال  لبل اس . ا

 13و12، 8و7، 3و2 یه امولعی  ییشناسا

 ییروند با  ابجا نیو هم کندمیرا فراهم 
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تک  رار  4و 2،3 یه  امولعی آغ  ازگر در 

 از مهرک دا ب ه مرب وط هاواکن . شودمی

مس  تقل ص  ورم  عورب  هآغ  ازگر  5 نای  

هرکدام از مراح ل  جینتا انی. در پاگیردمی

 یری گج هیو نت گ ردآوری افزارتوسط نرم

 .(19-16) شودمی

illumina 

 یفرم اس تراده از فن اورپل   نیا اساس

cyclic reversible termination (CRT )

شامل سه مرحله الحاق  CRTاس . چربه 

(incorporationتر           و ،)یربرداری 

فلورس   نس و ب   رش گ   روه مح   اف  

(deprotection. اس ) لطع ه پس از لطعه

آداپتوره   ا و  ونیگاس   ی، لدی.ان.اِش   دن 

 رش تهتک ه ایادابا  ل، تر سازیبالص

 یگوهایآغشته به ال ایشیشه هایصرحه به

 ه ایلال   گوه ایال نی. اچسبندیمکمل م

 نتنواب   هرا ب   ه دام اندابت   ه و  دی.ان.اِ

در مراحل بع د بک ار  رتکثی  ه  آغازگر

ب ر  یمشخر  فرآین د یع  ری. تکثروندمی

 ک   ه  گی   ردمیص   ورم  دیاس   ا یرو

bridge amplification ش  ودمی دهی  نام .

انته  ا ب  ه  2در  رش  تهتک یه  امولکول

 PCR یمتوال هایآغازگرها مترل و چربه

 ه اییبوش ه ایکوچک  ری زا دیباتث تول

ب  ه  ش  ودمیش  ده ریتکث یه  امولکولاز 

 مول     عورب  هک  ه ه  ر ب  از  ایگون  ه

 نی دهنده واکن  اس  همزمان ب ا اباتمه

ب الا  کیترک  یبا لابل ریترو کیتمل از 

مترل ش ده در ه ر  دیلئوتنوک نییتع یبرا

. بع  د از ش  ودمیاس  تراده  دی.ان.اِبوش  ه 

 ص  ورمدهن  ده ب  هباتم  ه ،یبردارریتر  و

ک ان ام نی و ا ب وردیبرگش  م ییایمشی

که مولکول لال   گس ترش  شودمیفراهم 

در  ی ابیتوالی فرآین د  ی ترت نی. به اابدی

 .(19-16) رسدیم جهنتی به هامولکولاکثر 

 

helicos sequencing 

ب ار توس ط نیاول یتک مولکول یابیتوالی

ترا  ه  Helicos BioSciencesش  رک  

 helicos ،ن  ایلومیمش  ابه روش ا ش  د.

sequencing ع    ام لال      و لط یدارا

روش  نی  آداپت  ور اس   . در ا ونیگاس  یل

 دی.ان.ای 3' یب ه انته ا نآدنییآداپتور پل

و در ادام ه  ش ودمیلال  ااافه  رشتهتک

 ،CRT یفن  اور ازب  ا اس  تراده  ی  ابیتوالی

dATP  ی  ب  ا لابل دهن  دهباتمهنش  اندار  

 زری ل کی . ش ودمیمترل  یرپایبرگش 
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از ب  رش   یحس  اس بان  د لال    را پ  

 نای  . برکندمی یابیرچس  فلورسن  ردب

 لهیرش  ته بوس   ری  اس  اس همزم  ان ب  ا تکث

 برداریریب ا تر و صیک ار تش خ مراز،یپل

 ی ابیتوالی برای پلتررم نی. اشودانجام می

 cDNA هی ب ه ته ازیبدون ن آر.ان.اِ میمستق

 .(19، 18) شودمیاستراده 

PacBio sequencing 

 روش نای   در ه  ا،روش ریس  ا بااب  ر

ل رار  کروس لیدر ک ف م مرازیپل دی.ان.اِ

ش   ده ب   ا گازیل dsDNAدارد. لطع   ام 

 یحلقو دی.ان.ای ،یسرسنجاق یآدپتورها

از  ری  تکث ی. ب  رادهن  دیم   لیرا تش  ک

مکم ل  یکه توال شودمیاستراده  یآغازگر

لرار دارد.  یسرسابتار سنجاق یآن بر رو

 ولب  ه ت  ک مولک   یحلق  و دی.ان.ای نی  ا

در ک  ف  یده و ت  والمتر  ل ش   م  رازیپل

 یدهای  . نوکلئوتش  ودمی ری  چاه  ک تکث

نشاندارش  ده ب  ا برچس    فلورس  ن  ب  ا 

. تر اوم ش وندمیش نابته  یبردارریترو

روش اتر ال برچس   فلورس ن  ب ه  نیا

 نی اس  . در ا دی لسم  فس راته نوکلئوت

 دی  نوکلئوت گ  ااریحال    همزم  ان ب  ا  ا

. ب  وردیبرچس    فلورس  ن  ب  رش م  

 PacBio sequencing ررمپلتدر  یابیتوالی

 گی  ردمیص  ورم  Real time ص  ورمبه

(18 ،19). 

ion torrent 

 ionل ه اول مرح در ها،روش ریسا مانند

torrent ای  ونیگاس یل قی آداپتورها از عر 

PCR  شوندمیبه لطعام مورد نظر مترل .

آداپتورها اترال لطعام لال  به  نینق  ا

در  ری   ذرام  ام   د اس     و ک   ار تکث

. پس از آن ردپاییانجام م PCR ونیلسامو

. گی ردمیچاه ک ل رار  کیدر  چهیهر گو

 هادینیم  ه کی   ه  اچاه  ک نی  ا ری  در ز

لرار گرفته اس . همزم ان  ونیحساس به 

 درو نی  ه ونی   کی   م  رازیپل  ی  ب  ا فعال

اتر ال  ییایمیش  یاز ماه بخشی تنوانبه

 لهوس یبه ونی نی. اشودمیآزاد  دینوکلئوت

 هی آن ب ر پا زمیکه مک ان یهادمهیحسگر ن

و در  شودمیاس  ثب   pHاندک در  رییتغ

 ت والی ه او ت راکم آن ه اونیتعداد   ینها

. کن   دمیرا مش   خص  دی.ان.اِلطع   ام 

 ص ورمبه ion torrent یریتملکرد تشخ

 ای نیدورب چگونهیبه ه ازیو بدون ن ممستقی

روش،  نی ا نی. بن ابراگیردمیانجام  ینور

 .(19، 18)اس   خیو سر قیارزان، دل
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 پلتفرم نتخابا

 امی  ب ه بروص مناس  پلتر رم انتخاب

مانن د ان دازه  یمهم یو فاکتورها  یآزما

 نیهمچن نه،یهز ،یدگیچی نوم مورد نظر، پ

 یبس تگ ازی دل  و تم ق پوش   م ورد ن

داده در  ادی حج م ز زیدارد. تو ه به آن ال

ب  ه ح  داکثر  یمختل  ف ب  را یه  اپلتررم

آن مه  م اس   .  یتلم  رس  اندن ارزش 

 لدلی با عول ب وان  بلن د ب ه یهاپلتررم

بدس   آم ده،  یه اداده زیسهول  در آنال

مناس    دهی چیپ ه ایمطالع ه  ن وم یبرا

 یهاپلتررم ،هستند. چنانچه زمان مهم باشد

دارن د.  یش تریب یرپ ایکوچکتر انعط اا

454 sequencing    هرچند که گ ران اس

  ین  د، ب  راو   ود لطع  ام بل دلیلب  ه یول 

ناش  نابته  وب  زر   ه  ای ن  وم ی  ابیتوالی

مث  ل  گ  رید ه  ایمناس    اس   . پلتر  رم

helicos   و  آر.ان.اِ میمستق یابیتوالی ه

PacBio یل  یلطع  ام ب ی  ابیتوالی یب  را 

لابل استراده هستند. ممکن اس  بسته بلند 

دل  و ص ح  ک ار مه م   یبه نوع آزما

 یه  اپلتر  رمص  ورم  نی  باش  د ک  ه در ا

single-molecule sequencers ییک   ارا 

 .(19، 18)دارند  یهترب

و  illumina و دل   ک ار نهیز لحا  هزا

SOLiD یبرا RNA-Seq که  هاییو پرو ه

دارن د، مناس    ازی به تمق پوش  ب الا ن

دو روش در  نای کاربرد که چندهستند. هر

 ی. ول س  یچندان مناس   ن کس نومیمتا

 یب را Roche1 GS FLX ستمینسب  به س

 RNA-Seqو  ChIP-Seq هیش  ب یمطالع  ات

 ییآن توان ا لی دارن د. دل یب الاتر ییکارا

 نی لطعه کوتاه در ا ونیلیچند صد م دیتول

 کی  تا هزار صد چند به نسب  پلتررمدو 

 پلتر  رمدر  یدی  لطع  ه بلن  دتر تول ونی  لیم

Roche1 GS FLX ه ایاس  . در برنام ه 

 ماتع داد لطع  RNA-Seqمث ل  یکاربرد

مهمت ر از ع ول رش ته  اریشده بس بوانده

 (.20اس  )

 کانفورماتیویب

بدس  آم ده از  یهاداده لیو تحل هیتجز

 ه  ایب  ه روش ازمن  دین NGSمرحل  ه اول 

اس . در  کیوانرورماتیب یو ابزارها یآمار

 ش رف یپ یاساس  یاز تنگناه ا یکیوالخ 

NGS یب  رااس   .  کی  وانرورماتیب زیآن  ال 

 دس اعاتام به ریو ترس لیتحل و هیتجز

و  یآم   ار یه   ا، روشNGS از آم   ده

 یعراح  یمختلر  کیوانرورماتیب یابزارها
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 WGS (whole genome زیشده اس . آنال

sequencing ) وWES (whole exome 

sequencing) یبوان   دن ت   وال ،ش   امل 

(mapping)، ه   ) هاان یوار صیتشخ 

 base-calling) کوچ  ک( indels،یانقط  ه

and/or polymorphism detect) تن   وع ،

 alignment of sequence) یتع داد کپ 

reads to a reference)، رامیی   تغ 

 و ( de novo assembly) یس    ابتار

  ن انی  ب یاث  رام آن ب  ر رو ین  یب یپ  

(genomic viewers)  مرحل ه  جهیتن. اس

 دی  ب  ام اس    ک  ه با یه  اداده NGSاول 

 یدی  نوکلئوت یش  ود ت  ا ت  وال گش  اییرمز

 فرآین  د نی  اب  ه  ک  ه ش  ود نی  یتع دی.ان.اِ

base calling ب  ه  یو بس  تگ گوین  دیم

 base callپلتررم مورد اس تراده دارد. ه ر 

  ی ریو در ه ک دینوکلئوت کیدهنده نشان

 یهابوان . اس  دیمربوط به آن نوکلئوت

 اس  . FASTQبه فرم   NGSحاصل از 

FASTQC یافزاره   انرم base calling 

س  نج   رایب   NGSم  ورد اس  تراده در 

( raw reads) ب  ام یه  اب  وان   ی  ریک

ک ه س ه فرم   از آن و  ود دارد و اس  

ه ا در آن  ی ریمعادلام محاسبه در  ه ک

 یررم   ه   ر پلت یب   را .س    متر   اوم ا

ش  ده  یعراح   یمخروص   یافزاره  انرم

فق ط  یاف زارهر بس ته نرم نیاس ، بنابرا

یرا لب ول م  یورود لیفا یتعداد محدود

را  هی اول یهالیفا دیبا اولکه در لدم  ندک

لازم  یبع د یهافرآین د یکه برا یبه فرمت

از ابزارها بر اساس  یکند. برب لیاس  تبد

 که یعوربه ،کنندمیتمل  ترازیهم  یریک

 یدهای  احتم  ال نادرس    ب  ودن نوکلئوت

 کنن دمیمحاسبه   یباک را در هر مولع

و متعال    آن احتم  ال و   ود تن  وع را 

از تن وع  حیص ح ریرس. تدهندیم صیشخت

اس   اروری هاشده در درک نق  آن دایپ

(17.) 

 امک  ان  دی  با ن  دیبتراز ه  ایتمیلگ  ورا

 نی لطعام کوتاه بدس  آم ده از ا یبررس

 اس  اس  نیرا ف  راهم آورد. ب  را فن  اوری

 ،BLASTچ ون  یپرک اربرد هایتمیالگور

BLAT   ای CLUSTALW ن  هیگز نیبهت  ر 

ب ا  دی  د تمیالگ ور یدای. تعداد زستندین

 یب  را یلبل   ه  ایتمیالتب  اس از الگ  ور

 در . اندشده یلطعام کوتاه عراح  یریمد

 ،SSAHA2 با استراده از هایتوال یمطالعه

BWA، SOAP2، Maq  وSHRIMP،  
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 ه  ا ب  ا  ن  وم مر   خ مطابق    داده  ن  وم

و   یحساس ،ییروش در کارا نی. اشودیم

متراوم  یهابا عول هایتوال قیبواندن دل

 یان هیزم یهابوان  نییدر تع نیو همچن

بس ته  ،ف وق یهاهستند. روش دیمر اریبس

و با چه تم ق  یاز چه روش آمار نکهیبه ا

 زیمتم ا گریک دی، از ندبربوردار یبوانش

 ب ر ک ه ه ا ه   صیتشخ یبرا و ستنده

و  م  اریب اهی  ن وم گ یت  وال نی یتع اس اس

 ،س  اآن با  ن وم مر  خ  سهینرمال و مقا

 اهی امر، نمون ه گ نیا یبرا .ردیگیانجام م

 نییاستاندارد تع یهاروش با سالم و آلوده

را  ییه اان  یشده و سپس تنها وار یتوال

انتخاب  شوند،یم اف یکه در نمونه آلوده 

ب ا  ه ایپس از مطابق  دادن توال .کنندیم

، GATK ه ازاس   تراد  ن   وم مر    خ ب   ا

SAMtools و SOAPsnp رامییتغ توانیم 

کرد  یید را شناساینوکلئوت کی یدر اندازه

ب ا ه دا  زین هاتمیاز الگور یاریبس (.21)

، AbySS ری    نظ de novo ی    ابیتوالی

ALLPATHS ،Edena ،SOAPdenovo و 

Velvet (19، 17) ان  دک  رده دای  توس عه پ. 

 گ رید یهاروش ریاز سا توانیم نیهمچن

 و Varscan2 ،Somaticsniper لی    از لب

JointSNVMix ( از 22اس   تراده ک   رد .)

، SIFT همچ  ون کی  وانرورماتیب یابزاره  ا

PolyPhe ،CHASM  وANOVAR یب  را 

ش ده در  ییشناسا یها ه  ریتأث یبررس

ان واع  نیب  زیتم ا نیتملکرد  ن و همچن 

، WGS ی. ب راش ودیاس تراده م  اه ه 

 توانیرا م یسابتار رامییانواع مختلف تغ

 SVDetect و BreakDancer با استراده از

داده زی، آن الر.ان.اِآ . در م وردردک کشف 

 یت وال نی یمشتمل ب ر تع RNA-Seq یها

 ن، ان  واع  انی  ب  یّ  ش  ده، کمبوان  ده

 لمعم وعور بهو  شدهانیب یهازوفرمیا ن/

 هایونوش   ر افتنی  و  ل   غا یه  اف  رم

 (.23) س ا دی د

 ه   مطالع ام  آر.ان.اِ ی ابیتوالی یراب

و س  ازی آر.ان.ای باموش پتوم،یترانس  کر

small RNAs ذکرش  ده م  وارد ب  رت  اوه 

در نظ  ر گرفت  ه  زی  ن یگ  رید ه  ای نب  ه

 یه  اروشب  رباا  نی. بن  ابراش  وندمی

ش ه لطع ام  ن وم، بلک ه نه تنه ا نق گرید

اساس  نیمهم اس . بر ا زیلطعام ن  یکم

محاس  به  رمنظ  وب  ه یباص   یه  االگوریتم

از  (.20) اندش  ده یتع  داد لطع  ام عراح  

بوده و  دی د یفناور کی NGS کهیینجاآ
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 چیک  رده اس    ه   ش  رف پی س  رت ب  ه

ک ار  یب را انیکه از شروع تا پا یافزارنرم

مناس   باش د، و  ود  NGS یه ابا داده

ه  ا و الگوریتم از ین  دارد. فهرس    ک  امل

 یلاب ل دسترس  نی آنا ورمصبهها برنامه

 (.17هستند )

باا اساتفاده  دهایروئیو و هاویروس ییناساش

 دینسل جد یتوال نییاز روش تع

 د،ی  نس  ل  د یت  وال نی  یب  ا تع هم  راه

 هاویروس ییدر شناسا یادیز هایشرف یپ

 ری در چند س ال اب یاهیگ یدهایروئیو و

ب ا  هاویروس ییبدس  آمده اس . شناسا

در م    ورد  ش    تریب NGSاس    تراده از 

انج  ام  یو انس  ان ی   انور یه  اویروس

 یادیم  2009از س ال  یگرفته اس   ول 

 ییشناس ا رددر م و زی مطالعه ن 60حدود 

ص ورم  یاهی گ یدهایروئیو و هاویروس

 ییشناسا یهاروش. (24، 18)گرفته اس  

را  NGS فن اوریبا اس تراده از  هاویروس

ک  رد: ابت  دا  میب  ه دو دس  ته تقس   ت  وانمی

 زبانیم اهیکل گ یکه از آر ان ا ییهاروش

اس  تراده  دی  روئیو ای   روسی  آل  وده ب  ه و

اس    یهاروش. گروه دوم شامل شودمی

اس تراده ( enrichment) س ازییکه از غن 

ب دون حض ور  ن وم  ،تبارتیبه کنند ومی

ب ه  دی د یاهیگ روسیاس . ش  و اهیگ

 اهیکل گ یاز آر ان ا میروش استراده مستق

  .(25)  شده اس ییآلوده شناسا

 Poly-A RNAsبا اس تراده از  سازیینغ

هر     ییشناس  ا ب  همنج  ر NGSب ه روش 

ب  ا  ن  وم آر ان ا و دو  دی   د روسی  و

 هاویروسدناابان ا از  یبا  نوم د روسیو

(Badnaviruses )(  تع24شده اس .)نی ی 

 رش   ته دو یه   ایا.ان.ک   ل آر یت   وال

(dsRNAس    ب  اف    زا )لطع    ام   ی

و  ه   ایروسو یابتراص    یدی   نوکلئوت

مطالعه ک ه دو  کی. در شودمی دهایروئیو

آلوده و  اهیکل گ یروش استراده از آر ان ا

 یرا ب    را dsRNA س    ازییروش غن    

ب ود،  ردهک سهیبا هم مقا روسیو ییشناسا

  س  ازییمش  خص ش  د ک  ه در روش غن  

dsRNA  از روش  شتریدرصد ب 53تا  2از

 صیتش خ یروس یکل لطع ام و یآر ان ا

یروش غن   . (27، 26، 20) ش   ودمیداده 

  لهیوس  هب   یروس  یو ه  ایک  رهیپ س  ازی

 یک ی زین و هایراسانتریکردن و اولتر لتریف

 یپرک  اربرد بخر  وک ب  را یه  اروشاز 

. در اس   ه اانوسیدر ال هاویروسکشف 
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 یاهیگ یهاویروسبر روی مطالعه  نیچند

 اندکرده استراده هاروش نیاز ا یو  انور

که  یسازیغن یهاروشاز  گرید یکی(. 4)

 دار مث     ل یا.ان.ید یه     اویروسدر 

م  ورد اس  تراده ل  رار  ه  اوی  روسین  ی م

 روش به ریتکث کیاستراده از تکن ،گیردمی

rolling-circle روش ابت دا  نی اس . ب ا ا

dsDNA روسیرا که شامل  نوم و یحلقو 

ب ه  یت وال نییتع یبراو سپس  ریاس  تکث

 (deep sequencing)ی  ابی تمی  ق توالی

 .(33-29، 25، 24) شودمی ارسال

 

 یاهیگ شناسیروسیدر و RNA-Seq اربردک

ش  رک   RNA-Seqمث  ل  NGS کی  تکن

و  دی د طی( شرا.illumine Inc) اینیلومیا

 ه  اینوش   رومطالع  ه  یرا ب  را یمناس  ب

(transcripts مو ودام زنده فراهم کرده )

ب ا  توانمی RNA-Seqاس . در مطالعام 

 عهمطال مورد را ها ن انیبالاتر ب  یحساس

ب     ا  RNA-Seq تر     اوم. داد ل     رار

 نی ( اmicroarray) هیزآرایر ونیداسیبریه

ب  ه  یازی  ن چیه   RNA-Seqاس    ک  ه در 

م ورد  ه ایداشتن اعات ام در م ورد  ن

 اهانیبا گ توانمی راحتیو به س یمطالعه ن

 م  دل ه  م ک  ار ک  رد. مطالع  ام  ری  غ

RNA-Seq مث   ل  یاه   انیگ یرو یادی   ز

رنج صورم و ب فرنگیگو ه ،سیدوبسیآراب

مرتبط با تائ م  هایاز  ن یگرفته و بعض

ب ر (. ت اوه8مشخص شده اس  ) یماریب

نش  ان  RNA-Seq لی  و تحل هی  تجز ن،ی  ا

ب  رنج آل  وده ب  ه  اه  انیک  ه در گ ده  دمی

 ,rice stripe virusنوارک برنج ) روسیو

RSV)کلروپاس    های ن می، کاه  تنظ

هم راه اس   و  یم اریبا توس عه تائ م ب

 انتخ ابی عورب ه زب انیم یدف ات یرهایمس

در ه  ر دو رل  م حس  اس و  RSVتوس  ط 

، 34، 20) ش وندمیمقاوم ب رنج س رکوب 

35.) 

 آر.ان.ای قیتم یابییتوال لیو تحل هیجزت

 یداد ک  ه آل  ودگ نش  ان روسی  وکوچ  ک 

RSV بات  ث تجم  خsiRNAدی   د ه  ای 

  miRNAب  انواده  کی   انی  و ب ش  ودمی

ص ا  ا ینتخ ابا عورب هش ده را محافظ 

حال، دان  مرب وط نی(. با ا36، 34) کندمی

 یبه آل ودگ سیدوپسیرابآ اهانیگبه پاسخ 

RSV نی   یتع یمح   دود اس     و ب   را  

 زب انمی تعامام در هاتراوم ای هاشباه 

ب ه  RSVآلوده ب ه  زبانانیم نیب روسیو و
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 یت وال نی ی. تع اس  ازی ن شتریب قامیتحق

 یاب ر کیوانرورماتیهمراه با ب د،ینسل  د

 یاهی گ یهاویروسو مونتا   دیکشف  د

  یب  را 2009از س  ال  ،یروس  ی ن  وم و ای  

  دی   د یه  اویروسب  ار در کش  ف نیاول  

مورد استراده لرار گرفته  آر.ان.اِو  دی.ان.اِ

 و دارآر.ان.ای یهاویروس ییاس . شناسا

 کوچک  هایآر.ان.ای یتوال نییتع نهمچنی

 یب را (vd-sRNA) روسی از و شدهمشتق

در فع ل  آر.ان.اِشدن مطالعه نق  باموش

  روسی ش ده ب ه وآلوده اهانیو انرعالام گ

 ش  ونده در ریتکث یه  اویروسدر  ویژهب  ه

، 37، 26) اندش ده یبررس  زبانیم یهسته

38 .) 

و   یدای  ( پ2009اوارو و همک  اران )ن  

 از ه   اvd-sRNAیاحتم   ال ییزابیم   اری

 در ه  اآن س  ازیک  ه همانند ییه  اویروس

  و نق     ش   ودمی انج   ام وپاس    کلر

vd-sRNAیروس یو ییزایماریکه ب هایی 

 کردن  د یرا بررس   ،کنن  دمی یبانیرا پش  ت

 ن    هیدر زم یمتع    دد ق    امی. تحق(39)

  ای   ه  اvsRNA دی  نس  ل  د ی  ابیتوالی

vd-sRNAام،یروص  ب ین  هزمی در ه  ا 

و  یشناسس یتجمخ، ز خ،یمشخرام، توز

 امن هد گسترش در هااستراده از آن نیهمچن

حرک     روس،ی  و هیس  و زیتم  ا ،یزب  انمی

 زب  ان،یب  ا م روسی  تعام  ل و ک،یس  تمیس

 ه   ،  ،ییزابیم  اریو  روسی  تکام  ل و

و م وارد  زب انیم mRNAهدا لرار دادن 

-39، 4) مطالع ه انج ام ش ده اس   گرید

43.) 

و  هآرای زیر ری نظ ییه اروشاز  سترادها

 ی، درک اساس مولکولRNA-Seq یفناور

را  زابیم اری-زب انیم اهی گ هایبرهمکن 

 نی  از ا یرگی  کن  د. ب  ا به  رهیف  راهم م  

 هیدر مورد تجز یادیمطالعام ز ،هافناوری

 یدی روئیو یبر  درزمان آل ودگ لیو تحل

، از  مله (45، 44) زبانیمختلف م اهانیگ

 مرکب     ام سیاگزوک     ورت روسی     و

(citrus exocortis viroid: CEVd) (42 ،

، (47) (CVd-III)مرکب  ام  دی  روئی، و(46

 peach latent)نهان هلو  کییموزا دیروئیو

mosaic viroid: PLMVd) (48 ) 

 رازک  یکوت          ولگ دی          روئیو

(hop stunt viroid: HSVd) (49 ،50) ،

 (CSVd) یگ  ل داود یکوت  ولگ دی  روئیو

ت  رک ب  وردن پوس     دی  روئی، و(51)

 :citrus bark cracking viroid)مرکب ام 
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CBCVd) (52-54 )ن در  انیب رامییو تغ 

و  ود دارد.  PSTVdآل وده ب ه  یه اغده

 رامیی   ه   ا تغداده نی   ، اکل   ی عورب   ه

ک ه  ده دمیک ل را نش ان  ترانسکریپتومی

. ش ودمی ج ادیا یدیروئیو یتوسط آلودگ

مربوط به فتوسنتز،  هایاز  ن یاریبس انیب

 و  س  میمتابول ،یس  لول وارهی  س  ابتار د

 ریی، تغان.اِآر. متنظی ها،هورمون رسانیامیپ

و  یدفات هایو پاسخ سمیو متابول نیپروتئ

  ریی  تغ دها،ی  روئیب  ا و ی، در آل  ودگت  ن 

 (.55) ابدییم

small RNA-Seq 

 ن دتوانمی یستیز ریو غ یستیز هایتن 

بگاارن د و از  ریت اث اهی گ دیرشد و تول رب

 اهی گ ه ای ن انی در ب ریی سب  تغ ،رونیا

 توام ل کنترل تح  بود ها ن انیشوند. ب

 و ه ایا.ان.آرک رویمثل م یمختلر یمتنظی

 . اس        رونویس      ی فاکتوره      ای

در  یمهم  اریبس  نق   ه ایا.ان.آرکرویم

مختل ف از  ه ایت ن و پاس خ ب ه  میتنظ

  ر ایمختل ف ا یه ا نبرهمکن  با  قیعر

 ه اییا.ان.مطالع ام آر نیکنند. بن ابرایم

 اه انیدر گ miRNAبر وک هکوچک ب 

  یاهیگ یهاویروسهمکن  با در بر زبانیم

را در م  ورد  یاعات  ام    امع دتوان  می

 یحت  ای  ری درگ هاییا.ان.آرکرویتعداد م

 اندش دهح ال ش نابته نهکه ت ا ب  یدی د

 یرهایمس  یبا بررس  نهمچنی. کند آشکار

با هر  ریدرگ هاینیپروتئ توانمی یباموش

م  ورد نظ  ر و  ه  اییا.ان.آرکرویاز م کی  

، 35)لعه را مش خص ک رد مورد مطا ریمس

56 ،57.) 

 

در  زباا یم اهاا یگ یژنا هایشبکه یررسب

 روسیبرهمکنش با و

 م  رتبط ب  ا  ی ن   ه  ایش  بکه مطالع  ه

  ن  نتول      و یآ و ه      ارونوش       

(gene ontology در پاسخ به )ه اویروس  

ما فراهم  یرا برا یادیاعاتام ز دتوانمی

  میت وانمی ی ن  یهاش بکه یکند. با بررس

 در مقاوم    و  ری  مه  م درگ یهاش  بکه

  ای   ه   ا را مش   خص و  ن ییزابیم   اری

را  رهایمس   نی  در ا ری  درگ ه  اینیپ  روتئ

ب  ا  ری  اب ه  ای. در س  المیکن   ییشناس  ا

  ه اداده ه ایگ اهیافزارها و پانرم شرف یپ

 ی ن  یهاش بکه نیب رهمکن  ب  توانمی

ک رد  یبررس  زیرا ن ییزابیماریدر  ریدرگ

(56.) 
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بااا کمااک  یکاایماال و تنااوت ژنتتکا طالعااهم

 NGS یفناور

 نیامک ان را ب ه محقق  نیا NGS یفناور

ب ود را از   یکه افراد مورد آزما دهدمی

 کام ل  ن وم و ه ارونوش  نظر تن وع در 

  شناسیروسیلرار دهند. در و یمورد بررس

   ی در  مع یک یتن وع  نت توانمی یاهیگ

 کی   در و همزم  ان عورب  هرا  ه  اویروس

ن  وع  نی  ورد مطالع  ه ل  رار داد. انمون  ه م  

  یاز تئ ور یدرک بهت ر دتوانمیمطالعام 

( و quasispecies theory) ه  اگون  هش  به

مه  م در  یدهای  در نوکلئوت ریی  رون  د تغ

ب ا  نیمختلف را نشان دهد. همچن  طیشرا

س  ازگار  یه  ا ن یه  ارونوش    یبررس  

م ورد مطالع ه،  طینس ب  ب ه ش را زبانیم

 یتک امل فرآینداز  یو درک بهتر ییشناسا

، 58، 36، 17، 15) آی  دمی دس   هب   ه  اآن

59). 

 هاالشچ

اب زار  کی به  NGS فناوری نکهیاز ا لبل

 یاهی گ یه اویروس ییمعمول در شناس ا

م رتبط ب ا  ه ایچال  یشود، برب لیتبد

 یم ورد بررس  دیبا یاهیگ یشناسروسیو

م  وارد ش  امل بهب  ود  نی  . اردی  ل  رار گ

 عراح ی ،هاون هنم س ازیآم اده یهاروش

  ی  ب  ا لابل کی  انرورماتویب یه  االگوریتم

 یو بررس زبانیاز م زابیماری یتوال کیترک

اس  . در  یم اریب یرابطه تل   و معل ول

 ه  ایب  رباا ان  دام یاهی  گ یه  ابیماری

از  یب یش امل ترک یاهیگ یهانمونهانسان، 

 ت وانمین نیاس . بن ابرا زابیماریتوامل 

نش ان داد ک ه ک دام  ابییتوالیبا  تنهاییبه

 ش  دهییشناس  ا ه  ایت  رادا نی  از ا کی  

 (.59) اس  یماریمسئول ب

 

 یرگیجهیتن

امکان را ف راهم ک رده  نیا NGS یفناور

، دهای روئیو و هاویروس  یاس  که  مع

 مطالعه مورد همزمان عوربهنمونه  کیدر 

امک   ان مطالع   ه  یو حت    ردگی    ل   رار

و  روسی مخل وط ب ه چن د و یهاآلودگی

 نی  و   ود دارد. ب  ا کم  ک ا زی  ن دی  روئیو

ش امل  یادی اعات ام ز ت وانمی یفناور

 ه  ا،یا.ان.آرک  رویم ه  ا،رونوش    انی  ب

 یهاش بکهش ونده و رمز ریغ هاییا.ان.آر

-زب  انیرا در ب  رهمکن  م ری  درگ ی ن  

 یه   ادس     آورد. دادههب    روسی   و

RNA-Seq آل  وده،  اه  انیمرب  وط ب  ه گ
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-اهی گ ستمیسرا در  یاعاتام لابل تو ه

 پتومیو ترانس  کر روسی   ن  وم و روس،ی  و

، RNA-Seq ن،ی. بنابرادهدیمنشان  زبانیم

 یمولک ول سازیآشکار یبرا دیمر یاوهیش

اس  . در  روسی و-زبانیم یهابرهمکن 

  یه   الیک   ه از تحل یمطالع   ام لبل   

RNA-Seq ه    ایزابیماری در دوگان    ه 

، ان  داس  تراده کرده ییای  و باکتر یل  ارچ

و  زب انیم یعور مج زا ب راب ه انیب لیتحل

 یهاستمیانجام شده اس . در س زابیماری

لطعام مشتق ش ده  عدادت روس،یو-زبانیم

یرا نشان م  ریتکث یهافرآیند روس،یاز و

یتوال  یعور بالقوه مو   افزاکه به دهد

 ی. در وال خ، بررس ش ودیم یروسیو یها

ب ه  روسی نشان داده اس  ک ه لطع ام و

 زبانیکل م mRNAح حداکثر معادل با سط

گونه  چیه زبانیکه م یزمان یحت ،انددهیرس

اس . چون تعداد  دهتائم آشکار نشان ندا

ب ه  بس تگی ش دمکل لطعام بوان  ب ه

ها در میلیون بوان دارد،  روسیلطعام و

(read per million: RPM)  از ه ر دو  ن

 در براب   ر  روسی   و  ن   وم و زب   انیم

 یه اش ده از  نکل استخراج هایبوان 

ک ل  یهابوان  ی ا( بهmRNA) زبانیم

 دهی محاس به گرد روسی شامل ب وان  و

  (.10اس  )

از  یناش    پتومیدر ترانس   کر رامیی   غت

ممک  ن اس     یع  یعب طیدر ش  را یآل  ودگ

 یه  ایآل ودگ ک هیآش کار نباش د در ح ال

 رامیی مو    تغ ش گاهیدر آزما یروسیو

ش ده  زب انیم هایپتومیدر ترانسکر یاساس

آب  ری ظاز توامل ن ی. برب(61، 60)اس  

ب ر  م ایکروکلیو م زب انیم پیو هوا،  نوت

 اب تال نی اثر دارند. ا اهیگ پتومیترانسکر

(noise) رامیی تغ یآمار صیمانخ از تشخ 

. ش ودیم  ه اروسیتوسط و پتومیترانسکر

  یرا ب  را ییها، فرص   RNA-Seqچ  ون 

 در  روسی  و-اهی  ب  رهمکن  گ یمطالع  ه

 کن د،یمتنوع فراهم م  یعیعب یهاستگاهیز

 یرو یروس یو یاستخراج اثر آل ودگ یبرا

، دارزین و پتومیترانسکر یهادادهاز  زبانیم

  ییلازم اس . شناسا شرفتهیپ یآمار لیتحل

در  روسی  و-اهی  پنه  ان گ یه  ابرهمکن 

ن ه تنه ا  رایمهم اس  ز یعیعب یهاطیمح

 کی   ولو یب   رهمکن  ب یدرک اکول   و 

بلک  ه مو     بهب  ود  ،ده  دمی  یاف  زا

 یطهراب سازیبا آشکار یزکشاور  یریمد

 .(64-62) شودیم زبانمی–زابیماری

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

71
70

63
2.

13
97

.1
1.

4.
5.

7 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

lo
fb

io
sa

fe
ty

.ir
 o

n 
20

26
-0

2-
01

 ]
 

                            16 / 20

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.27170632.1397.11.4.5.7
http://journalofbiosafety.ir/article-1-389-en.html


 "اهیگ-روسیو و روسیو-روسیو یذات یهاو برهمکنش دینسل جد یابییتوالو همکاران،  دهقانپور فراشاه"

93 

 References                                                                                  هرست منابع                  ف
1. Rybicki E.P. (2014). A top ten list for economically important plant viruses. Archives Virology. 

160: 17–20. 

2. Mitchell C.E. and Power A.G. (2003). Release of invasive plants from fungal and viral 

pathogens. Nature. 421: 625–7. 

3. Stobbe A.H. and Roossinck M.J. (2014). Plant virus metagenomics: what we know and why we 

need to know more. Frontiers in Plant Science. 5: 150. 

4. Barba M., Czosnek H. and Hadidi A. (2014). Historical perspective, development and 

applications of next-generation sequencing in plant virology. Viruses. 6: 106–36  

5. Roossinck M.J. (2015). Plants, viruses and the environment: Ecology and Mutualism. Virology. 

479-480: 271–7. 

6. Remold S.K. (2012). Unapparent virus infection and host fitness in three weedy grass species. 

Journal of Ecology. 90: 967–77. 

7. Alexander H.M, Mauck K.E, Whitfield A.E. (2014). Plant-virus interactions and the agro-

ecological interface. Eur Journal of Plant Pathology. 138: 529–47. 

8. Fraile A. and Garcia-Arenal F. (2016). Environment and evolution modulate plant virus 

pathogenesis. Current Opinion in Virology. 17:50–6. 

9. Tierney L., Linde J. and Muller S. (2012). An interspecies regulatory network inferred from 

simultaneous RNA-Seq of Candida albicans invading innate immune cells. Frontiers in 

Microbiology. 3:85. 

10. Westermann A.J., Gorski S.A. and Vogel J. (2012). Dual RNA-Seq of pathogen and host. Nature 

Reviews Microbiology. 10: 618–30. 

11. Kawahara Y., Oono Y. and Kanamori H. (2012). Simultaneous RNA-Seq analysis of a mixed 

transcriptome of rice and blast fungus interaction. PLoS One. 7: e49423. 

12. Shiekh M.A. (2014). Plant defense and the counter defense by viruses. Global Journal of 

Research and Review. 1: 37-44. 

13. Incarbone M. and Dunoyer P. (2013). RNA silencing and its suppression: novel insights from in 

planta analyses. Trends in Plant Science. 18:382–92. 

14. Syller J. (2012). Facilitative and antagonistic interactions between plant viruses in mixed 

infections. Molecular Plant Pathology. 13: 204–16. 

15. Romiguier J., Gayral P., Ballenghien M., Bernard A., Cahais V., Chenuil A., Chiari Y., Dernat 

R., Duret L. and Faivre N. (2014). Comparative population genomics in animals uncovers the 

determinants of genetic diversity. Nature. 515: 261-263. 

16. Garber M., Grabherr M.G., Guttman M. and Trapnell C. (2011). Computational methods for 

transcriptome annotation and quantification using RNA-Seq. Nature Methods. 8: 469-477. 

17. Guggisberg A., Lai Z., Huang J. and Rieseberg L.H. (2013). Transcriptome divergence between 

introduced and native populations of Canada thistle and Cirsium arvense. New Phytology 199: 595–

608. 

18. Mokili J.L., Rohwer F. and Dutilh B.E. (2012). Metagenomics and future perspectives in virus 

discovery. Current Opinion in Virology. 2: 63-77. 

19. Xie G., Yu J. and Duan Z. (2013). New strategy for virus discovery: viruses identified in human 

feces in the last decade. Science China Life Sciences. 56: 688-696. 

20. Kim M.S., Whon T.W. and Bae J.W. (2013). Comparative viral metagenomics of environmental 

samples from Korea. Genomics and Informatics. 11: 121-128. 

21. Lam H.Y, Pan C., Clark M.J., Lacroute P., Chen R., Haraksingh R., O’Huallachain M., Gerstein 

M.B., Kidd J.M., Bustamante C.D and Snyder M. (2012). Detecting and annotating genetic 

variations using the HugeSeq pipeline. Nature Biotechnology. 30: 226–229. 

22. Chen K., Wallis J.W., McLellan M.D., Larson D.E., Kalicki J.M., Pohl C.S., McGrath S.D., 

Wendl M.C., Zhang Q., Locke D.P., Shi X., Fulton R.S., Ley T.J., Wilson R.K., Ding L. and Mardis 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

71
70

63
2.

13
97

.1
1.

4.
5.

7 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

lo
fb

io
sa

fe
ty

.ir
 o

n 
20

26
-0

2-
01

 ]
 

                            17 / 20

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.27170632.1397.11.4.5.7
http://journalofbiosafety.ir/article-1-389-en.html


 "1397 زمستان، 4، شماره 11مجله ایمنی زیستی، دوره "

94 

E.R. (2009). BreakDancer: an algorithm for high resolution mapping of genomic structural variation. 

Natural Methods. 6: 677–681. 

23. Hormozdiari F., Hajirasouliha I., Dao P., Hach F., Yorukoglu D., Alkan C., Eichler E.E. and 

Sahinalp S.C. (2010) Next-generation VariationHunter: combinatorial algorithms for transposon 

insertion discovery. Bioinformatics. 26: 350–357. 

24. Wu Q., Ding S.W., Zhang Y. and Zhu S. (2015). Identification of viruses and viroids by next-

generation sequencing and homology-dependent and homology-independent algorithms. Annual 

Review of Phytopathology. 53: 425. 

25. Nakamura S., Yang C.S., Sakon N., Ueda M., Tougan T., Yamashita A., Goto N., Takahashi K., 

Yasunaga T. and Ikuta K. (2009). Direct metagenomic detection of viral pathogens in nasal and fecal 

specimens using an unbiased high-throughput sequencing approach. PloS One. 4: e4219. 

26. 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. 

27. Massart S., Olmos A., Jijakli H. and Candresse T. (2014). Current impact and future directions of 

high throughput sequencing in plant virus diagnostics. Virus Research. 188: 90-96. 

28. Cox-Foster D.L., Conlan S., Holmes E.C., Palacios G., Evans J.D., Moran N.A., Quan P.L., 

Briese T., Hornig M. and Geiser D.M. (2007). A metagenomic survey of microbes in honey bee 

colony collapse disorder. Science. 318: 283-287. 

29. Palacios G., Druce J., Du L., Tran T., Birch C., Briese T., Conlan S., Quan P.L., Hui J. and 

Marshall J. (2008). A new arenavirus in a cluster of fatal transplant-associated diseases. New 

England Journal of Medicine. 358: 991-998. 

30. Petrosino J.F., Highlander S., Luna R.A., Gibbs R.A. and Versalovic J. (2009). Metagenomic 

pyrosequencing and microbial identification. Clinical Chemistry. 55: 856-866. 

31. Dombrovsky A., Glanz E., Lachman O., Sela N., Doron-Faigenboim A. and Antignus Y. (2013). 

The complete genomic sequence of pepper yellow leaf curl virus (PYLCV) and its implications for 

our understanding of evolution dynamics in the genus polerovirus. PloS One. 8: e70722. 

32. Roossinck M.J. (2012). Plant virus metagenomics: biodiversity and ecology. Annual Review of 

Genetics. 46: 359-369. 

33. Van der Meijden E., Janssens R., Lauber C., Bouwes Bavinck J.N., Gorbalenya A.E. and 

Feltkamp M. (2010). Discovery of a new human polyomavirus associated with trichodysplasia 

spinulosa in an immune compromised patient. PLoS Pathog. 6: e1001024. 

34. Kircher M. and Kelso J. (2010). High-throughput DNA sequencing-concepts and limitations. 

Bioessays. 32:524–36. 

35. Kullan J.B., Pinto D.L.P., Bertolini E., Fasoli M., Zenoni S., Tornielli G.B., Pezzotti M., Meyers 

B.C., Farina L. and Pè M.E. (2015). miRVine: a microRNA expression atlas of grapevine based on 

small RNA sequencing. BMC Genomics. 16: 393. 

36. Licciardello G., Scuderi G., Ferraro R., Giampetruzzi A., Russo M., Lombardo A., Raspagliesi 

D., Bar-Joseph M. and Catara A. (2015). Deep sequencing and analysis of small RNAs in sweet 

orange grafted on sour orange infected with two citrus tristeza virus isolates prevalent in Sicily. 

Archives of Virology. 1-7. 

37. Adams I.P., Glover R.H., Monger W.A., Mumford R., Jackeviciene E. and Navalinskiene M. 

(2009). Next-generation sequencing and metagenomic analysis: a universal diagnostic tool in plant 

virology. Molecular Plant Patholology. 10: 537–545. 

38. Kreuze J.F., Perez A. and Untiveros M. (2009). Complete viral genome sequence and discovery 

of novel viruses by deep sequencing of small RNAs: a generic method for diagnosis, discovery and 

sequencing of viruses. Virology. 388: 1–7. 

39. Navarro B., Gisel A., Rodio M.E., Delgado S., Flores R. and Di Serio F. (2012). Small RNAs 

containing the pathogenic determinant of a chloroplast-replicating viroid guide the degradation of a 

host mRNA as predicted by RNA silencing. The Plant Journal. 70: 991–1003. 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

71
70

63
2.

13
97

.1
1.

4.
5.

7 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

lo
fb

io
sa

fe
ty

.ir
 o

n 
20

26
-0

2-
01

 ]
 

                            18 / 20

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.27170632.1397.11.4.5.7
http://journalofbiosafety.ir/article-1-389-en.html


 "اهیگ-روسیو و روسیو-روسیو یذات یهاو برهمکنش دینسل جد یابییتوالو همکاران،  دهقانپور فراشاه"

95 

40. Flores R., Minoia S., Carbonell A., Gisel A., Delgado S. and López-Carrasco A. (2015). Viroids, 

the simplest RNA replicons: how they manipulate their hosts for being propagated and how their 

hosts react for containing the infection. Virus Research. 209: 136–145. 

41. Hammann C. and Steger G. (2012). Viroid-specific small RNA in plant disease. RNA Biology. 9: 

809–819. 

42. Wang Y., Wu J., Qiu Y., Atta S., Zhou C. and Cao M. (2019). Global transcriptomic analysis 

reveals insights into the response of ‘etrog’ citron (Citrus medica L.) to citrus exocortis viroid 

infection. Viruses. 11: 453. 

43. Zhang Y., Singh K., Kaur R. and Qiu W. (2020). Association of a novel DNA virus with the 

grapevine vein-clearing and decline syndrome. Phytopathology. 101: 1081–1090. 

44. Więsyk A., Iwanicka-Nowicka R., Fogtman A., Zagórski-Ostoja W. and Góra-Sochacka A. 

(2018). Time-course microarray analysis reveals differences between transcriptional changes in 

tomato leaves triggered by mild and severe variants of potato spindle tuber viroid. Viruses. 10: 257. 

45. Zheng Y., Wang Y., Ding B. and Fei Z. (2017). Comprehensive transcriptome analyses reveal 

that potato spindle tuber viroid triggers genome-wide changes in alternative splicing, inducible trans-

acting activity of phased secondary small interfering RNAs, and immune responses. Journal of 

Virology. 91. 

46. Thibaut O. and Claude B. (2018). Innate immunity activation and RNAi interplay in citrus 

exocortis viroid-tomato pathosystem. Viruses. 10: 587. 

47. Tessitori M., Maria G., Capasso C., Catara G., Rizza S., De Luca V., Catara A., Capasso A. and 

Carginale V. (2007). Differential display analysis of gene expression in Etrog citron leaves infected 

by Citrus viroid III. Biochimica et Biophysica Acta. 1769: 228–235. 

48. Herranz M.C., Niehl A., Rosales M., Fiore N., Zamorano A., Granell A. and Pallas V. (2013). A 

remarkable synergistic effect at the transcriptomic level in peach fruits doubly infected by prunus 

necrotic ringspot virus and peach latent mosaic viroid. Virology Journal. 10: 164. 

49. Kappagantu M., Bullock J.M., Nelson M.E. and Eastwell K.C. (2017). Hop stunt viroid: effect on 

host (Humulus lupulus) transcriptome and its interactions with hop powdery mildew (Podospheara 

macularis). Molecular Plant-Microbe Interaction. 30: 842–851. 

50. Xia C., Li S., Hou W., Fan Z., Xiao H., Lu M., Sano T. and Zhang Z. (2017). Global 

transcriptomic changes induced by infection of cucumber (Cucumis sativum L.) with mild and severe 

variants of hop stunt viroid. Frontiers in Microbiology. 8: 2427. 

51. Takino H., Kitajima S., Hirano S., Oka M., Matsuura T., Ikeda Y., Kojima M., Takebayashi Y., 

Sakakibara H. and Mino M. (2019). Global transcriptome analyses reveal that infection with 

chrysanthemum stunt viroid (CSVd) affects gene expression profile of chrysanthemum plants, but 

the genes involved in plant hormone metabolism and signaling may not be silencing target of CSVd-

siRNAs. Plant Gene. 18: 100181. 

52. Mishra A.K., Kumar A., Mishra D., Nath V.S., Jakše J., Kocábek T., Killi U.K., Morina F. and 

Matoušek J. (2018). Genome-wide transcriptomic analysis reveals insights into the response to 

Citrus bark cracking viroid (CBCVd) in Hop (Humulus lupulus L.). Viruses. 10:570. 

53. Pokorn T., Radišek S., Javornik B., Štajner N. and Jakše J. (2017). Development of hop 

transcriptome to support research into host-viroid interactions. PLoS One. 12: e0184528. 

54. Štajner N., Radišek S., Mishra A.K., Nath V.S., Matoušek J. and Jakše J. (2019). Evaluation of 

disease severity and global transcriptome response induced by Citrus bark cracking viroid, hop latent 

viroid, and their co-infection in hop (Humulus lupulus L.). International Journal of Molecular 

Sciences. 20: 3154. 

55. Góra-Sochacka A., Więsyk A., Fogtman A., Lirski M. and Zagórski-Ostoja W. (2019). Root 

transcriptomic analysis reveals global changes induced by systemic infection of Solanum 

lycopersicum with mild and severe variants of potato spindle tuber viroid. Viruses. 11(11): 992. 

56. Ebrahimi Khaksefidi R., Mirlohi S., Khalaji F., Fakhari Z., Shiran B., Fallahi H., Rafiei F., 

Budak H. and Ebrahimie E. (2015). Differential expression of seven conserved microRNAs in 

 [
 D

O
R

: 2
0.

10
01

.1
.2

71
70

63
2.

13
97

.1
1.

4.
5.

7 
] 

 [
 D

ow
nl

oa
de

d 
fr

om
 jo

ur
na

lo
fb

io
sa

fe
ty

.ir
 o

n 
20

26
-0

2-
01

 ]
 

                            19 / 20

https://dor.isc.ac/dor/20.1001.1.27170632.1397.11.4.5.7
http://journalofbiosafety.ir/article-1-389-en.html


 "1397 زمستان، 4، شماره 11مجله ایمنی زیستی، دوره "

96 

response to abiotic stress and their regulatory network in Helianthus annuus. Frontiers in Plant 

Science. 6: 741. 

57. Rowe J.M., Dunigan D.D., Blanc G., Gurnon J.R., Xia Y. and Van Etten J.L. (2013). Evaluation 

of higher plant virus resistance genes in the green alga, Chlorella variabilis NC64A, during the early 

phase of infection with Paramecium bursaria chlorella virus-1. Virology. 442: 101-113. 

58. Angeloni F., Wagemaker N., Vergeer P. and Ouborg J. (2012). Genomic tool boxes for 

conservation biologists. Evolutionary Applications. 5: 130–143. 

59. Rius M., Bourne S., Hornsby H.G. and Chapman M.A. (2015). Applications of next-generation 

sequencing to the study of biological invasions. Current Zoology. 61: 488-504. 

60. Postnikova O.A. and Nemchinov L.G. (2012). Comparative analysis of microarray data in 

Arabidopsis transcriptome during compatible interactions with plant viruses. Virology Journal. 9: 

101. 

61. Yang C., Guo R., Jie F., Nettleton D., Peng J., Carr T., Yeakley J.M., Fan J-B., and Whitham 

S.A. (2007). Spatial analysis of Arabidopsis thaliana gene expression in response to Turnip mosaic 

virus infection. Mol Plant Microbe In. 20: 358–70. 

62. Nagano A.J., Sato Y. and Mihara M. Deciphering and prediction of transcriptome dynamics 

under fluctuating field conditions. Cell. 151: 1358–69. 

63. Plessis A., Hafemeister C., Wilkins O., Gonzaga Z.J., Meyer R.S., Pires I., Müller Ch., 

Septiningsih E.M., Bonneau R. and Purugganan M. (2015). Multiple abiotic stimuli are integrated in 

the regulation of rice gene expression under field conditions. eLife. 4: e08411. 

64. Richards C.L., Rosas U. and Banta J. (2012). Genome-wide patterns of Arabidopsis gene 

expression in nature. PLos Genet. 8: e1002662. 
 

 

New-Generation Sequencing and Intrinsic Virus-Virus and 

Virus-Plant Interactions 

Saeedeh Dehghanpour Farashah1, Mehrdad Salehzadeh2*, Ahmad Ashrafi3 
1- Assistant Professor, Department of Agriculture, Payame Noor University, Tehran, Iran. 

2- PhD. Student of Plant Pathology, Faculty of Agriculture, Shiraz University, Iran. 

3- MSc. of Plant Pathology, Department of Agriculture, The universityof Malekan Azad, Iran. 

mehrdadsalehzadeh@gmail.com 
Abstract 

In order to understand the ecology of viruses, it is necessary to obtain comprehensive 

information on virus-virus and virus-host interactions in natural systems. In this study, it 

is found that RNA-Seq enabled this analysis without prior assumptions about infectious 

viruses, virus symptoms, or host genes. New generation sequencing allows identifying 

potential facilitators of multiple infections. Host antiviral responses occur naturally 

under RNA silencing. Because research into plant viruses has focused primarily on crop 

diseases, little is known about these viruses in the wild. RNA sequencing in plants 

belonging to a natural population is used to determine the simultaneous presence or 

absence of all viruses whose sequence has been reported, to identify new viruses, and to 

quantify host transcriptomes. By introducing the criteria for the number of readings and 

coverage of the genome, virus-induced infections and intrinsic and latent plant-virus 

interactions can have important applications in controlling these pathogens. 

Keywords: Ecology, RNA-Seq, RNA Silencing, Transcriptome. 
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