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 مجله ایمنی زیستی

 1397 تابستان، 2، شماره 11 دوره
 

 ، روشی مناسب جهت بهبود محصولات زراعیTILLING طریقالقاء جهش از 

 2منیژه رحیمی، *1مهرآنا کوهی دهکردی

  دانشگاه پیام نور اصفهان، اصفهان، ایراناستادیار گروه بیوتکنولوژی  -1

 پیام نور اصفهان، اصفهان، ایران گروه بیوتکنولوژی دانشگاه کارشناسی ارشد -2

m.koohi@gmail.com 

 چکیده

های فسیییی، انسیان را بیرای    هوا و محدودیت سوخت، تغییر آب و جمعیت جهانی در حال رشد

تولید غذا، دارو، سوخت و ذخیره غذایی در قرن بیست و یکم تحت فشارهای جدیدی قیرار خواهید   

دارای راندمان بالاتری از  منظور برون رفت از این محدودیت، افزایش تولید محصولات زراعیِبه داد.

گشا باشید.  تواند راهمی ،رویی طبیعی و محصولات مهم دیگرکالری، نشاسته، مواد غذایی، ترکیبات دا

های برتر و قابل هایی با ویژگیمنظور تولید نسلعی و القایی بههای طبیتوان از جهشبه این منظور می

گر، خاموش مداخیه RNAهای متعددی از جمیه ها، روشتوارث بهره گرفت. برای درک عمیکرد ژن

هیا نیازمنید اسیتفاده از    اند. همه این تکنیی  یت شده موضعی استفاده شدهزایی هداکردن ژن و جهش

پذیر نیسیت. در ایین   تراریختی هستند که همواره در بسیاری از محصولات زراعی مهم تجاری امکان

گیرد. این روش، روش ژنتی  مورد بحث قرار می TILLINGثر و غیرتراریخت به نام مقاله روشی مو

هیای  ای القیایی در ژن های نقطیه هزینه است که توالی آلیی جهشالا، سریع و کممعکوس با توانایی ب

 TILLLINGکند. مزیت اصیی های افراد جهش یافته شیمیایی/فیزیکی را تعیین میدلخواه در جمعیت

امکان کاربرد آن برای هر گونه، بدون در نظرگرفتن سطح پیوئیدی و اندازه ژنیوم اسیت. کاربردهیای    

اصییی،   TILLINGسازی اسیتراتژی  روش توانمند در تحقیق کاربردی و پایه از طریق بهینهوسیع این 

 .است حذفی نیز انجام شده TILLINGو  EcoTILLINGمانند 

 
 .ییزاجهش خت،یرتراریغ معکوس،  یژنت: کلیدی هایواژه
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 مقدمه

تواند به وضعیتی پایداری کشاورزی می

نیر   که افزایش تولیدات غذایی حداقل با 

رشد جمعیت متناسب باشند، اطلاق شیود.  

بینی انیدازه جمعییت جهیان در سیال     پیش

کییه  اسییتبیییییون  2/9میییلادی،  2050

هییا در کشییورهای در حییال   اکثریییت آن

توسییعه و کشییورهای کییم توسییعه یافتییه   

دهید کیه فشیار    خواهند بود. این نشان می

زیییادی بییر تولییید محصییولات زراعییی در 

ع موجیود بیرای   کشورهایی با حداقل منیاب 

اصییلاگ گیاهییان زراعییی روی خواهیید داد 

تولید محصولات زراعی عمدتا (. میزان 1)

زنده های زنده و غیرثیر انواع تنشتحت تا

 درصیید 70طییور تقریییب بییهقییرار دارد و 

ها عیت این گونه تنش، بهپتانسیل عمیکرد

غییر   های(. عمده تنش2رود )از دست می

ثیر قیرار  ازنده که تولیید غیذا را تحیت تی    

خشکی، شوری و اسییدیته   دهند شاملمی

وم کیل منیاطق قابیل    پایین هستند. ی  سی 

 40ثیر شییوری و کشییت جهییانی تحییت تییا

ثیر اسیدی شدن قیرار دارد.  درصد تحت تا

زنده مانند بیماری، حشیرات و   فاکتورهای

هیای هیرز نییز بیه کیاهش عمیکیرد       عیف

کنند. تولید محصولات زراعی بیا  کم  می

اطق قابل کشت ییا اسیتفاده از   گسترش من

مواردی مانند بذور اصلاگ شده، آبیاری و 

یابید. بیر اسیاس    مواد شیمیایی افزایش می

اییین هییدو، تولیدکننییدگان محصییولات   

به سمت دستیابی به ارقام اصیلاگ   ،زراعی

ای کییه عمیکییرد بییالاتری دارنیید و  شییده

همزمان شرایط خاک و آب و هیوای زییر   

کننید، متمرکیز   سطح بهینیه را تحمیل میی   

هیای  شوند. بیا اسیتفاده از انیواع روش   می

ای از تولییید مثییل، ارقییام اصییلاگ شییده   

هیای مختییف در جوامیع کشیاورزی     گونه

اند و به افزایش تولیید غیذای   بدست آمده

انیید. کییاربرد جهییش جهییانی کمیی  کییرده

به بییش   1940-2000های القایی بین سال

محصول زراعی رسمی ثبت شده  2000از 

آن نتیجیییه  درصییید 85شییید کیییه  منجیییر

 زایی بیا اشیعه گامیا و ایکید بیوده     جهش

های بررسی ترین راهاست. یکی از مستقیم

عمیکرد ژن، شناسایی جهش در ژن خاص 

و ارتباط این جهش بیه تغیییر فنیوتیدی در    

است. در روش ژنتی   موجود جهش یافته

وسییه جهش از طریق فنوتیی   همستقیم )ب

ش یافتیه بیزر ،   های جهجمعیت ،به ژن(
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بییرای تغییییر دلخییواه صییفات یییا فرآینیید  

وجییود آمییده و غربییال   هبیولییوژیکی، بیی 

ول فنوتیی  تغیییر   . توالی ژن مسئشوندمی

اسییتفاده از فرآینیید  توانیید بییا  یافتییه مییی 

یییابی سییازی مبتنییی بییر نقشییه   همسییانه

که این روش رغم اینجداسازی شود. عیی

 با موفقیت برای زحمت است،بر و پرزمان

سیییازی ینیییدین ژن حتیییی در  همسیییانه

هایی با ژنوم بزر  مانند جو و گندم گونه

هیای اخییر در   به کار رفته است. پیشیرفت 

 ،یابی ژنوم با اندازه بزر های توالیپروژه

امکانیییات جدییییدی را بیییرای کیییاربرد   

هییای جهییش در مطالعییات پایییه و تکنییی 

است.  بهبود محصولات زراعی فراهم کرده

  معکوس )از توالی ژن به استراتژی ژنتی

طییور گسییترده در مطالعییات فنوتییی ( بییه

مربوط به تشخیص عمیکرد ژن، جایگزین 

 اسیت. ایین روش بیر    روش مستقیم شیده 

تار ژنی ییا فعالییت آن و   اساس تغییر ساخ

تجزیه و تحیییل تغیییر وابسیته بیه      متعاقبا

فنوتی  گیاه اسیت. ینیدین روش ژنتیی     

-Tبیا  معکوس از جمییه جهیش افزایشیی    

، ترانسدوزون / رتروترانسدوزون یا دی.ان.آ

 آر.ان.آخییاموش کییردن ژن بییا اسییتفاده از 

گر برای ژنومی  کاربردی گیاهیان  مداخیه

هیا  انید، امیا اکثیر ایین روش    پیشنهاد شده

طور کامل تنهیا بیرای گیاهیان میدل بیا      به

های کوی  ماننید آرابیدوپسیید ییا    ژنوم

ایین  برنج قابیل اجیرا هسیتند و حتیی در     

ها برخیی اشیکالات وجیود دارد کیه     گونه

کنیید. بییا هییا را محییدود میییاسییتفاده از آن

ژنییومی دی.ان.ا گسییترش آگییاهی تییوالی  

هییای گیییاهی و افییزایش بسیییاری از گونییه

هیایی بیا   دانش در مورد نقش کاربردی ژن

صفات زراعی مهم خاص، در حال حاضیر  

تولید گیاهانی با صیفات خیاص بیه روش    

اسیت. یی     پذیر شیده نهدایت شده امکا

روش، اسییتفاده از تراریختییی بییه منظییور  

انتقال ت  ژن یا یند ژن مورد نظیر درون  

گونه است. با استفاده از ایین روش ییه و   

( توانستند بذور برنجی حاوی 3همکاران )

ایجیاد کننید. بیا وجییود     Aپییش ویتیامین   

توانمنیییدی زییییاد، روش تراریختیییی بیییا 

 و شیده ای روبیر مخالفت عمومی گسیترده 

اسییت و اسییتفاده از اییین روش نیییز بییرای 

تولید غذا در بسییاری از کشیورها ممنیوع    

، روشیی  شد. بیرای رفیع ایین محیدودیت    

بییرای اصییلاگ   تراریخییتهدفمنیید و غیر
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منظیور روبیه روییی بیا     گیاهان زراعیی بیه  

افزایش تقاضای تولید غذا مورد نیاز بیود.  

 TILLING (Targeting Inducedروش

Local Lesions in Genomes)  ی  روش

غیرتراریخت و ژنتی  معکوسی است کیه  

زاییی کلاسیی  و جسیتجوی بیا     از جهش

هیای  توان بیالا بیرای بررسیی یندشیکیی    

نوکیئوتیییدی ایجییاد شییده در ییی  تییوالی  

(. مزییت اصییی   4گییرد ) هدو بهیره میی  

TILLING   بییه عنییوان ییی  روش ژنتییی

توانید بیرای هیر    معکوس این است که می

بدون در نظیر گیرفتن انیدازه    گونه گیاهی 

ژنوم، سطح پیوئیدی یا روش تکثیر به کار 

های شیمیایی، که معمولا شود. جهش برده

اسیییتفاده  TILLINGهیییای در پروتکیییل

ای بیا فراوانیی   های نقطیه شوند؛ جهشمی

بالایی را که به صورت تصیادفی در ژنیوم   

کنید. تجزییه و   اند؛ فیراهم میی  پخش شده

ی بیا اتییل متیان    هیای القیای  تحییل جهیش 

( توسیییط گیییرین و  EMSسیییولفونات )

ژن آرابیدوپسییید،  192( در 5همکییاران )

جهییش در هییر ژن، در میییان    10حییدود 

بررسی شیده نشیان داد بیا     2Mگیاه  3000

القییای ییی  سییری   TILLINGاسییتفاده از 

هییا در ییی  لوکییوس هییدو مقییدور  آلییل

های فاقد عمیکیرد،  باشد. علاوه بر آللمی

هیییای ایی آلیییلزاهیییای شییییمی جهیییش

هیدومورفی  بیا عمیکیرد افزایشیی تولیید     

توانید طییف وسییعی از    کننید کیه میی   می

هیییا را فیییراهم نمایییید. روش   فنوتیییی 

TILLING    نییازی بییه تراریختیی نییدارد و

بنابراین تنهیا اسیتراتژی ژنتیی  معکیوس     

هایی است که تراریختی مناسب برای گونه

در آنهییا دشییوار بییوده یییا امکییان پییذیر    

د. ایین روش در تعیداد زییادی از    باشنمی

محصولات زراعی مهیم کشیاورزی شیامل    

(، 8(، گنییدم )7(، جییو )6گیاهییان بییرنج )

(، 11(، سیییویا )10(، سیییورگوم )9ذرت )

( مییورد 13( و گوجییه فرنگییی )12کیییزا )

 است. استفاده قرار گرفته

 

  TILLINGمروری بر مراحل تهیه جمعیت 

زاییییی از جهیییش TILLINGدر روش 

متعاقب آن یافتن جهش با تیوان  مرسوم و 

گیرنیید. مراحییل اصیییی در بییالا بهییره مییی

TILLING زاییییی، تکثییییر یییی  جهیییش

جمعیت غیرشیمری، تهیه ی  مخیزن ژرم  

و ادغیام نمونیه،   دی.ان.ا پلاسم، استخراج 
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های القایی غربالگری جمعیت برای جهش

هیا اسیت. روش   و تایید و ارزیابی جهیش 

عمیییومی بیییرای ایجیییاد یییی  جمعییییت 

TILLING    در گیاهان شامل مراحیل ذییل

 (:1باشد )شکلمی

 های جهش یافته ایجاد جمعیت -1

زایی شییمیایی،  این مرحیه شامل جهش

، اسییتخراج  2Mو  1Mهیای  توسیعه نسییل 

منفییرد، ایجییاد    2Mاز گیاهییان دی.ان.ا 

و ایجیاد    2Mگییاه   5-8از دی.ان.ا مخزن 

 باشد.می  3Mی  بان  بذر 

در ی  تیوالی هیدو و   ها یافتن جهش -2

 هاتجزیه و تحییل فنوتی  جهش یافته

ای در اییین مرحیییه از واکیینش زنجیییره

( بییه منظییور تکثیییر قطعییه PCRپییمییراز )

ادغییام شییده بییه دی.ان.ا هییدو از دی.ان.ا 

شیود. شناسیایی   عنوان الگیو اسیتفاده میی   

هیای مختییف   ها با استفاده از روشجهش

اص، برای مثال برش توسط اندونوکیئاز خ

واسرشت با کروماتوگرافی مایع با کارآیی 

 (DHPLC, Denaturing Highبیییالا

Performance Liquid Chromatography )

گیرد. یا توالی یابی با توان بالا صورت می

حامل جهش،   2Mپد از شناسایی گیاهان 

یابی قطعه ژن هدو به منظور تاییید  توالی

جهییش و مشییخص کییردن نییوع تغییییر     

 شود.انجام مینوکیئوتیدی 

به منظیور تهییه یی  جمعییت جهیش      

از یی   دی.ان.ا هیای  یافته، بذور و نمونیه 

 شود و معمولاًبزر  تهیه می 2M جمعیت 

از  TILLINGبییرای تهیییه جمعیییت بسییتر 

اسیت،   استفاده شده 2Mفرد  3000-5000

های بزرگتری کیه شیامل   هر یند جمعیت

اسیت.   گیاه باشند نیز گزارش شده 10000

بییا  TILLINGهییای ا همییه جمعیییتتقریبیی

زاهیای شییمیایی توسیعه    استفاده از جهش

انید کیه در مییان آنهیا عامیل آلکیییه       یافته

تیری دارد.  ( کیاربرد گسیترده  EMSکننده )

هشی زییاد عوامیل شییمیایی در    پتانسیل ج

ایجییاد شییده   TILLINGهییای جمعیییت

 است. گزارش شده

توانید  ایجاد شده میی  TILLINGبستر 

دو  نبع دائمی جهیش بیرای هیر   عنوان مبه

کییار روش ژنتیی  مسیتقیم و معکیوس بیه    

رود. در بسییییاری از میییوارد مشیییاهدات  

شییود و انجییام مییی 2Mفنییوتیدی در نسییل 

بییزر  بییرای غربییالگری   3Mهییای نسییل

شییوند. ییی  ارزیییابی مسییتقیم تولییید مییی
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، امکیان  3Mو  2Mفنوتیدی دقییق در نتیاج   

غنی ساختن جمعیت برای جهش در یی   

سیازی گیاهیان حامیل    اص یا غربالژن خ

ی  تغییر فنیوتیدی میرتبط بیا فرآینیدهای     

رشد و نمو یا متابولیکی میورد مطالعیه را   

سازد. ینین روشیی بیا موفقییت    فراهم می

( برای تجزییه  14توسط پری و همکاران )

های کنتیرل کننیده همزیسیتی    و تحییل ژن

با استفاده از یی    lotus Japonicusریشه

هیای  که بیرای جهیش   TILLINGجمعیت 

مییورد  ،گییره ریشییه پیییش گییزینش شییدند

استفاده قیرار گرفیت. عیلاوه بیراین تهییه      

بییزر  توانسییت منبعییی بییرای  3Mنسییل 

 هییای تحمییل/ انتخییاب مسییتقیم جهییش  

حساسیییت شییدید بییه طیییف وسیییعی از   

 های زنده و غیر زنده را فراهم کند.تنش
 

  TILLINGروش کار 

 TILLINGاولییین روشییی کییه بییرای   

( شیرگ  15کیالوم و همکیاران )  وسط م ت

ید شامل تیمار بذور آرابیدوپسی  ،داده شد

، جداسییازی و EMSزای بییا مییاده جهییش

قطعه دلخواه،  PCR، واکنش دی.ان.آادغام 

ها تشکیل دو رشته ناهمگن و شناسایی آن

با استفاده از کروماتوگرافی مایع با کارآیی 

( بود. از آن زمیان بیه بعید،    DHPLCبالا )

TILLING   بییرای بسیییاری از موجییودات

زنییییده مختییییییف اسییییتفاده شییییید و   

منظور خودکیار  های متعددی بهسازیبهینه

هییا و کییاهش  کییردن غربییالگری جهییش  

صورت گرفت. با گذشت  هاهای آنهزینه

بییرای تشییخیص    DHPLCزمییان، روش 

در اکثر میوارد   TILLINGجهش در روند 

با هضم دو رشیته نیاهمگن بیا اسیتفاده از     

وکیئازهای خییاص جییایگزین شیید  انییدون

اکرییل  (. متعاقب آن الکتروفیورز پییی  16)

گیر  آمید و تصویرسازی در سیستم تحیییل 

تیر و  که ارزان LI-CORژل بسیار حساس 

میورد اسیتفاده    ،است DHPLCتر از سریع

قییرار گرفییت. انییدونوکیئاز خییاص تیی    

ای برای جدا کردن دو رشته ناهمگن رشته

شیدگی نیاجور   در موقعیت جفت دی.ان.ا 

اسییت  اسییتفاده شییده TILLINGدر روش 

ترین روش تشخیص جهیش  (. متداول17)

روش برش جفت شدگی  TILLINGبرای 

 CELIنییاجور بییا اسییتفاده از انییدونوکیئاز 

بدست آمده از کرفد اسیت. نوکیئازهیای   

های گییاهی دیگیر   نیز در گونه CELIشبه 
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از جمیییه یونجییه، آسییداراگوس و گوجییه  

هیای  اسیت. نوکیئیاز   شده فرنگی شناسایی

از  S1ای دیگیری ماننید  خاص تی  رشیته  

Aspergillus Oryza ،P1  ازPencillium 

Citrinum   و نوکیئیییاز میییاش از جوانیییه

Vigna Radiata   انید کیه   جداسیازی شیده

 فعال هستند. PH=5عمدتا در 

برش دو رشته نیاهمگن بیا اسیتفاده از    

تیرین  گییر ی  آنزیم خالص در ابتدا، وقت

این روش بود. یند سیال بعید پیی     مرحیه

شد که آب عصاره کیرفد خیام نییز     برده

تواند برای برش جفت شیدگی نیاجور   می

شیییود و همننیییین فعالییییت    اسیییتفاده

اندونوکیئازی آن به همان اندازه ییا حتیی   

ص اسییت. از طییرو بییالاتر از آنییزیم خییال

سازی آنیزیم از کیرفد   دیگر فرآیند آماده

کمتیر از دو  ساده و بسییار ارزان اسیت و   

گیرد. جداسازی آب عصیاره  روز وقت می

هیای عصیاره   کرفد خام براسیاس تجزییه  

گییری کیرفد انجیام    مستقیما پید از آب 

(. آب عصییاره کییرفد جییدا 18شییود )مییی

درجیییه  -80شیییده، تیییا زمیییانی کیییه در 

تواند بیرای  می ،راد نگهداری شودگسانتی

امیا   .یندین سال مورد استفاده واقع شیود 

هیای کیاربردی   شد که تکنی  باید یادآور

هییای بییرش خییاص جفییت شییدگی آنییزیم

ماننید برخیی    ،ناجور اغیب محدود هستند

هایی که همیه انیواع جفیت شیدگی     آنزیم

نید، حساسییت   دهناجور را تشخیص نمیی 

پایینی در تشخیص ی  آلل در ی  مخزن 

یا به ی  پد زمینه ژل بالا  ،دارنددی.ان.ا 

ناشیییی از بیییرش غیراختصاصیییی منجیییر 

بییه  TILLINGشییوند. بییرای انجییام  یمیی

ی مقرون به صرفه، روش فییتیر نییز   شیوه

تواند بهبود یابد. برای نمونه صیفحات  می

ثرترین توانید بیه عنیوان میو    سفادکد میی 

 PCRابزار برای فییتیر کیردن محصیولات    

همننییین  پیید از هضییم اسییتفاده شییوند. 

های مختیفی از جمیه اتیانول وجیود   روش

تر بوده و بازده عمل ندارند که خییی ارزا

 آن تقریبا یکسان است.

 

زا بررای تهیره جمعیرت    انتخاب ماده جهش

TILLING  

زا انتخییاب نییوع و مقییدار مییاده جهییش

 ،TILLINGبییرای ایجییاد ییی  جمعیییت   

ها را در گیاهان منفرد تعییین  تراکم جهش

توانید بیه ایین    زا میکند. بهترین جهشمی
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صورت تعریف شیود کیه بتوانید طییف و     

ها را با کمترین اثرها راکم مطیوبی از آللت

اقل پییوتروپی، هزینه کار و ماده کم و حد

 ملاحظات سلامتی ایجاد نماید.

 

 زاهای شیمیاییجهش -1

معمولا  TILLINGبرای تولید جمعیت 

زاهیای شییمیایی از اقبیال بیشیتری     جهش

که روش اسیتفاده  دلیل اینبرخوردارند. به

ژنتی  مستقیم برای ها در غربالگری از آن

 ، (17است ) ها بهینه شدهبسیاری از گونه

هیا بییه راحتییی در  زاهمننیین اییین جهییش 

نوکیئوتیییدی  دسییترس هسییتند و تغییییرات

بینی با تراکم بالایی توارث پذیر قابل پیش

زایییی شیییمیایی کننیید. جهییشتولییید مییی

ای شده، کیه  تواند منجر به جهش نقطهمی

تیراکم نسیبتا بیالا     تغییر ناپذیر هستند و با

شیوند و ییا منجیر بیه شکسیتن      ایجاد میی 

کرومیییوزوم شیییوند و انیییواع بیییازآرایی  

که در نتیجیه   ،کروموزومی را بوجود آورد

باروری و اثیر کشیندگی را کیاهش دهید.     

بییرعکد جهییش افزایشییی، تییراکم بییالای  

ای القییایی شیییمیایی،  هییای نقطییه جهییش

TILLING   را بیییرای هیییدو قیییرار دادن

های ت  پیروتئین  یا دمین های کوی ژن

مناسب  ،شوندهای بزر  رمز میکه با ژن

 سازد.  می

 

 عوامل آلکیله کننده 1-1

تیرین میواد   عوامل آلکییه کننده متداول

زاییی  کار برده شیده در جهیش  شیمیایی به

ای از ترکیبیات  ها دسیته گیاهی هستند. آن

دهنید کیه   تغییر دهنده پایه را تشیکیل میی  

هیای بازهیا را   و ویژگیی  مستقیما سیاختار 

در دی.ان.ا دهنییید. بازهیییای تغیییییر میییی

پذیری به تغییرات شییمیایی توسیط   آسیب

. زاهای آلکییه کننیده تفیاوت دارنید   جهش

تیر  ها حساسهای حیقه از اکسیژننیتروژن

گییوآنین و  7هسییتند و نیتییروژن موقعیییت 

آدنیییین بیییرای تغییییییرات    3موقعییییت  

هیای  مستعدترین هستند. بیر اسیاس یافتیه   

( عوامییل 19مالوسزیسییکی و همکییاران ) 

ای از کننیده هیر نیوع جهیش نقطیه     آلکییه

جمیییه جییایگزینی همجییند، جییایگزینی  

ناهجند، حذو و تغییر ییاریوب و نییز   

 آورند.شکستگی کروموزوم را بوجود می

در : EMSاتیل متان سولفونات  1-1-1

انجیام شیده    TILLING هایاکثر آزمایش
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بییه عنییوان ییی   EMSدر آرابیدوپسییید، 

اسیت. بیر    زا به کار برده شیده ماده جهش

و  (5های گیرین و همکیاران )  اساس یافته

( در آرابیدوپسید، 20مارتین و همکاران )

هییای القییایی بییا اییین  جهییش درصیید 50

زا در نییواحی کدکننییده بییه خاتمییه جهییش

هیییای رس فیییرآورده ژن )جهیییشپییییش

معنیی( ییا جهیش در جایگیاه پییرایش      بی

 50کیه حیدود   سیت در حیالی  ا منجر شده

معنیی  های دگردیگر منجر به جهش درصد

هییای زااسییت. بسیییاری از جهییش  شییده

در درجیییه اول  EMSشییییمیایی ماننییید  

تغییرات ت  نوکیئوتییدی در ژنیوم تولیید    

کنند. تغییرات تی  نوکیئوتییدی مفیید    می

منجر به تغیییرات دگرمعنیی و   هستند زیرا 

وند. شی های آلیی میی سازی با ردیفکوتاه

هیای پاییان   معنی که کیدون های بیجهش

هییای کننیید و جهییشرس ایجییاد میییپیییش

جایگییاه پیییرایش کییه پیییرایش اینترونییی   

تواند عمیکیرد  می ،کنندمناسب را مهار می

خیاموش کنید   های پوچ، ژن را با ارائه آلل

توانیید معنییی مییی(. تغییییرات دگر21و  5)

اثرهییای متنییوعی روی عمیکییرد پییروتئین  

شییید و بیییرای بدسیییت آوردن  با داشیییته

های اصییی کیه باعیث    هایی از ژنفنوتی 

بییا ارزش  ،شییودمییر  موجییود زنییده مییی

ه خاموشیی  در صورتی که منجر بی  .هستند

 کامل ژن مورد نظر شوند.

، نوکیئوتیییید EMSزای میییاده جهیییش

کنیید و بییه جفییت گییوآنین را آلکییییه مییی

شییود. گییوآنین شییدگی نییاجور منجییر مییی

شیود کیه   جفیت میی  آلکییه شده با تیمین 

 A/Tبه  G/Cعمدتا به جایگزینی همجند 

شییود. اییین نییوع جییایگزینی   منجییر مییی 

هیای القیایی بیا    جهشدرصد  99همجند 

EMS  در آرابیدوپسییید، ذرت و گنییدم را

دهید. فراوانیی انیواع مختییف     تشکیل میی 

هیای  در گونیه  EMSهای القایی بیا  جهش

فرنگی، برنج و جو مورد دیگر مانند گوجه

و تحییییل قییرار گرفتییه اسییت و    تجزیییه

 G/Cگزارش شد جایگزینی همجند نیوع  

را تشییکیل  درصیید 70 بیشییتر از A/Tبییه 

جهیش   2000(. بررسی حدود 22) دهدمی

توسیط گیرین و همکیاران     EMSالقایی با 

هیا  ( در آرابیدوپسید نشان داد جهیش 5)

صییورت تصییادفی در طییور مییوثر و بییهبییه

ییی  زاانید. جهیش  سراسر ژنیوم القیا شیده   

هیا در  معنی است که جهش تصادفی بدین
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 .تواننید یافیت شیوند   هر جایی از ژنوم می

تراکم بالای جهش، اندازه جمعییت میورد   

هیا را  نیاز برای ارائه تعیداد مطییوب آلیل   

دهید و بنیابراین هزینیه تهییه و     کاهش می

یابید. بنیابراین   غربالگری نمونه کاهش می

ه تراکم جهش عامل کییدی در تعیین انداز

 است. TILLINGو هزینه ی  پروژه 

2-1-1 N-- متیلN-عامل نیتروز اوره :

نیتییروز اوره -Nمتیییل -Nکننییده آلکییییه

(MNU ،MNHجایگزینی هم ) جندG/C 

 هییایرا در تعییدادی از آزمییایش A/Tبییه 

TILLING  درGlycine Max وOriza 

Sativa ( فراوانیی  6، 11منجر شده است .)

زا در سیویا  جهش القایی توسط این جهش

بییا فراوانییی القییایی در اییین گونییه توسییط 

EMS  140جهییش/ 1) قابیل مقایسییه بییود 

هیای القیایی در   باز(. فراوانیی جهیش  کییو

 1دو برابیییر بیشیییتر )  MNUبیییرنج بیییا  

 EMSبیییییییاز( از کییو 135جهیییییییش/

، 6بیاز( گیزارش شید )   کییو 300جهش/1)

(. این در حالی بیود کیه در میورد    23، 20

زا معرض جهیش ها در خوشه MNUتیمار 

 هیای که در آزمیایش در حالی .قرار گرفتند

EMS زا تیمیار شیدند.   بذور با مواد جهش

های جهش بیین  در تحقیق دیگری فراوانی

در برنج، هر دو بیا   TILLINGدو آزمایش 

 مییورد مقایسییه قییرار   MNUاسییتفاده از 

های برنج با گرفت. در ی  آزمایش خوشه

و ( 6تیمیار شیدند )   MNUمیول  ی  مییی

در آزمایش دیگر بیذور بیرنج در معیرض    

مول سدیم آزیید و  تیمار ترکیبی ی  مییی

 .(23گرفتنیید ) قیرار  MNUمیول  میییی  15

فراوانی جهش بدست آمده پید از تیمیار   

بیاز( از  کییو 135جهیش/ 1ها بالاتر )خوشه

ذور فراوانیی بیود کییه از تیمیار ترکیبیی بیی    

 باز(.کییو 265جهش/ 1بدست آمده بود )

سیدیم آزیید، کیه    یم آزید: سد 3-1-1

زا در یندین آزمیایش  عنوان ماده جهشبه

ی  ترکییب شییمیایی    ،است استفاده شده

است که تنها در برخی از موجودات زنیده  

، Escherchia Coliبیییییرای مثیییییال  

Sacharomyces Cerevisiae ،Hordeum 

Vulgare ،O.Sativa  و تعییداد دیگییری از

امیا   ،اسیت  های گیاهی استفاده شیده گونه

فراوانی جهش در آرابیدوپسید را افزایش 

دهیید و بییه میییزان کییم در انسییان و  نمییی

زا اسییت. بییر اسییاس   جییانوران جهییش 

(، 19های مالوسزینسکی و همکاران )یافته
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اسییییدی  PHسیییدیم آزیییید در جیییو در 

(3=PHجهیییش )  زا بیییوده، جیییایگزینی

کنید و  را القیا میی   G/Cبیه   A/Tهمجند 

اشییی از فراوانییی شکسییت کرومییوزومی ن 

سدیم آزید نسبتا کم است. بسته به گونیه،  

هییای تیمییار غیظییت سییدیم آزییید و زمییان

شییود. در تحقیقییی مختیفییی اسییتفاده مییی

 TILLINGسدیم آزیید در تهییه جمعییت    

در جییو بییه کییار بییرده شیید. سییه غیظییت  

( از آن MM10و  MM1 ،MM5متفییاوت )

هیای تیمیار شیده بیا ایین      استفاده و نمونه

زنیی در  مییزان جوانیه   ترتییب ها بهغیظت

و  درصید  5/82، درصد 85سطوگ مشابهی 

بیه   را نشان دادنید. بیا توجیه    درصد 3/81

قبیول،  تراکم جهش و اثیر کشیندگی قابیل   

مولاری سدیم آزید غیظت مییی 10غیظت 

(. فراوانیی  24مناسب در نظر گرفته شید ) 

جهییش بدسییت آمییده در اییین آزمییایش    

( بود و حیدود سیه بیار    KB374جهش/1)

 (25تر از آزمایش کالدول و همکاران )بیش

زا عنوان جهیش به EMSگزارش شد که از 

 (.MB1جهش/1بود ) استفاده شده

 های فیزیکی زاجهش -2

زای فیزیکی القای جهش با مواد جهش

تاریخنه طولانی دارد که با تحقییق میولر   

( از طریق در معرض قرار دادن مگد 26)

ر ییه  آغاز شد. گی  Xسرکه در برابر اشعه 

هیای  های القیا شیده توسیط جهیش    جهش

فیزیکییی تاریخنییه طییولانی در تحقیقییات 

در میورد طییف و    ،کاربردی و پایه دارنید 

تراکم خسارت در محصولات زراعیی کیه   

است  توسط این گونه تیمارها بوجود آمده

کمتیییری وجیییود دارد. از  هیییایگیییزارش

های فیزیکی، تابش اشیعه گامیا و   زاجهش

ومییی  کییاربردی در نییوترون سییریع در ژن

   گیاهان به کار برده شده است.

تیرین  یکی از گستردهاشعه گاما: - 1-2

پرتوتیابی   عوامل فیزیکیی میورد اسیتفاده،   

گاما است. کاربرد اشعه گاما برای تهییه و  

در بییرنج  TILLINGغربییالگری جمعیییت 

هیای  ای و حیذو های نقطهمنجر به جهش

منظیور ایجیاد جمعییت    (. به27کوتاه شد )

TILLING  در بییرنجJAPONICA بییذور ،

تحییت تییابش اشییعه گامییا قییرار گرفتنیید.  

 MB6/2جهش 1فراوانی جهش به صورت 

های شناسایی تعیین شد. یهار تا از جهش

شده جایگزینی ت  نوکیئوتییدی بودنید و   

تا حذو دو جفت بازی و یهیار جفیت    2
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ای هیای نقطیه  بازی بودند. در میان جهیش 

و  A/Tبییه  C/Gجییایگزینی نییاهمجند ) 

C/G  بییهG/C  تییر از ( سییه بییار فییراوان

( T/Aبه  C/Gجایگزینی همجند )عمدتا 

. بییا در نظییر گییرفتن نتییایج  گییزارش شیید

مختیف بیا اسیتفاده از تیابش     هایآزمایش

ای القا شده های نقطهگاما، نیمی از جهش

توانید  که می زا، حذفی بودندبا این جهش

کیه در  ی  تغییر یاریوب را در صیورتی 

بوجود آورد. بروز میزان  ،زون واقع شوداگ

های خاموش تولید شده توسط ایین  جهش

زا خییی بالاتر از مییزان آن در یی    جهش

بییا اسییتفاده از مییواد  TILLINGآزمییایش 

 زای شیمیایی برآورد شد.جهش

هییای : نییوتروننییوترون سییریع - 2-2

ای از تابش انرژی بالا هسیتند  سریع نمونه

های حذو و جهش ای ازکه طیف گسترده

کنیید. کرومییوزومی در گیاهییان را القییا مییی

یندین منبع نوترون سیریع شیامل شیتاب    

هییای ذرات و راکتورهییای تحقیییق دهنییده

زایییی در دسییترس ای بییرای جهییشهسییته

هیای سییریع تولیید شییده   هسیتند. نییوترون 

ای با تابش اشعه گاما توسط شکافت هسته

 ها قابیل تنظییم  همراه هستند. اما، سهم آن

های روگرز وهمکاران است. براساس یافته

( برای تولید ذرات ثانوییه بریرد کوتیاه    28)

درون هسییته سیییول کییه شکسییت رشییته   

انیییرژی  کننییید،را وسیییاطت مییییدی.ان.ا 

تییا  KEV500نییوترون باییید در حییدود   

MEV5 .های ژنومی بزر  دستکاری باشد

ها برای ایجیاد فنوتیی  مفیید    مانند حذو

کییه خاموشییی ژن یویییژه زمییانهبیی .هسیتند 

زاییی حیذفی شیاید    جهیش  مطیوب باشد.

هیای تکیرار شیده    بهترین راه خاموشی ژن

پشت سر هم باشید کیه در ژنیوم گیاهیان     

زاییی  بیرای مثیال جهیش    ،متداول هسیتند 

سیرعت بیرای ایجیاد حیذو در     نوترون پر

آرابیدوپسیییید و بیییرنج توسیییط لیییی و  

 ( مورد استفاده قرار گرفیت. 29همکاران )

زاهییای بوجییود ایسییه جهیش بیه هنگییام مق 

)ینیییید شییییکیی تیییی   SNPآورنییییده 

زاییی نیوترون   نوکیئوتیدی( اولییه، جهیش  

زیییرا تییراکم  ،باشییدپرسییرعت مفییید نمییی

تر هستند و جمعیتیی  ها بسیار پایینجهش

تر نیاز اسیت  حدود بیش از ده برابر بزر 

تییا از تییرمیم حییذو در هییر ژن در ژنییوم  

ر ها دعلاوه جهشاطمینان حاصل شود. به

درجه اول در برابیر طییف آلییی تغیییرات     
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هیای  دگرمعنی و خاموش که توسط جهش

خاموشیی ایجیاد    ،انید ای ایجاد شیده نقطه

 کرد. خواهند

 

 زایی انتخاب بافت برای جهش

زایییی در بافییت مطیییوب بییرای جهییش

بافتی است  TILLINGمقیاس بزر  برای 

که گیاهان غیرشیمری تولید نماید و تراکم 

باشید.   های القیایی داشیته  جهشبالایی از 

علاوه بر ایین بیه کمتیرین نییروی کیار و      

زمان تکثیر، نیازمند باشد. بافیت مطییوب   

ای بیه گونیه دیگیر    ممکن اسیت از گونیه  

تغییر کند و به منیابع و نیازهیای محققیین    

هیای  بستگی دارد. برای بسییاری از گونیه  

زایی بذور مورد توجه قیرار  جهش ،گیاهی

زایی شیمیایی، بیذور در  دارد. برای جهش

زا بیرای یی  دوره زمیانی    ی  ماده جهش

شوند. جهت از بین بردن ماده خیسانده می

بذور ابتدا شسیته شیده و سیدد     ،زاجهش

( از لحاظ 1M) شوند. اولین نسلکاشته می

ژنوتیدی شییمر اسیت. بیرای دسیتیابی بیه      

پیذیر، گییاه بایید بیرای     های توارثجهش

 ،ر تکثییر شیود  تولید ی  نسیل غییر شییم   

بیرای غربیالگری   دی.ان.ا کیه  پیش از ایین 

TILLING آوری شییود. وقتییی کییه  جمییع

 امکان استفاده از خودباروری وجود داشته

ها نوعا با اسیتفاده از روش  جمعیت ،باشد

از  2Mشوند و نسل بال  ت  بذر تهیه می

بییییرای غربییییالگری   1Mخودبییییاروری 

TILLING 2شییود. از افییراد ایجییاد میییM 

و غربالگری جهش دی.ان.ا ی استخراج برا

از خیودگرده   3Mشیود. بیذور   استفاده میی 

شیود و  آوری میی جمع 2Mافشانی گیاهان 

دهید. در  پلاسم را تشیکیل میی  مخزن ژرم

، هتروزیگیییوت ییییا   2Mهیییای نمونیییه

شود. ها تعیین میهموزیگوت بودن جهش

انتخاب شده برای جمعیت  2Mاگر گیاهان 

TILLING فی انتخاب شوندطور تصادبه، 

هیییای جهیییش 2:1بیییه نسیییبت منیییدلی  

هتروزیگوت به هموزیگوت در غربالگری 

TILLING (.5) شودمشاهده می 

ای های سازمان نیافته ییا تیوده  جمعیت

اسیتفاده   TILLINGتواننید بیرای   نیز میی 

شوند. اگر ییه بیا یی  جمعییت سیازمان      

توانید  اولین نسل غییر شییمری میی    ،یافته

ای ییراد اسیتراتژی تیوده   غربال شود. ی  ا

هیای یکسیان مشیترک    این است که جهش

شید کیه    بیرادری غربیال خواهنید   -خواهر
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شیود. لیذا   باعث افزایش زمان و هزینه می

هییایی کییه روی اییین روش بییرای پییروژه 

 ،هییای مشییخص متمرکییز هسییتند فنوتییی 

توانیید بییه آسییانی تییر بییوده و میییمناسییب

منظور ساخت ی  جمعیت غنی فنوتیدی به

بنیدی شیود. در شیرایط    شناسایی و طبقیه 

هایی بیا پتانسییل زییاد    آزمایشگاهی روش

بیرای دسیتیابی سیریع بیه هموزیگوسیییتی     

وجود دارند و نیاز به تفکی  شییمرها در  

طور کامل یافته را هریند بهجمعیت جهش

رسیانند.  اما به حداقل میی  ،کندحذو نمی

سیون سییولی باعیث تولیید    کشت سوسدان

های سیولی از کیالوس و متعاقیب آن   لاین

زاییی  هیا از طرییق جنیین   باززایی گیاهنه

 شود.رویشی می

 

 ، ادغام و یافتن جهش  دی.ان.آاستخراج 

 در جمعییت دی.ان.ا منظور استخراج به

TILLING،  ژنومی با کیفییت  دی.ان.ا باید

 یدی.ان.اهیای  مناسب تهیه شیود. نمونیه  

اییه  طور مشخص از گیاهان ت  پبه ژنومی

منظیور  فراهم و با ی  غیظیت یکسیان بیه   

کاهش هزینیه غربیالگری جهیش مخییوط     

شوند. برای ادغام تا هشت نمونیه نییز   می

است. یندین استراتژی برای  استفاده شده

ها پیشنهاد شده است. کیبیرت  ادغام نمونه

( 31( و تییل و همکیاران )  30و همکاران )

ییی  مخییزن هشییت تییایی  از هییر گیییاه در

 96نمونه منحصر به فیرد )  768استفاده و 

سیازی  مخزن( در ی  آزمایش مورد غربال

هیا پید از آن   قرار گرفت. مخازن جهیش 

نمونه درون مخیزن   8شوند و واسازی می

 شوند. به صورت جداگانه غربال می

روش ادغییام دیگییری بییه صییورت دو   

( و کوپر 23بعدی توسط تیل و همکاران )

( گییزارش شیید. در اییین  11مکییاران )و ه

هییای منفییرد در ردیییف هییای روش نمونیه 

یابند و مخیازن از ترکییب   آرایش می 8*8

هیا  هیا و ردییف  واسیطه سیتون  هها بنمونه

هیا در روش  آیند. تکرار نمونهدست میهب

معنییی اسییت کییه در ییی  دو بعییدی بییدین

برابیر(   8ادغام نمونه پاییدار )بیرای مثیال    

ها در هر آزمایش داد نمونهتنها نیمی از تع

نسبت به زمانی که با ی   ،شوندغربال می

در  384روش دو بعییدی مقایسییه شییوند ) 

یییاهکی(.  96بییرای آزمییایش  768برابییر 

مزیییت روش دو بعییدی اییین اسییت کییه   

هیا معتبیر هسیتند و افیراد در یی       جهش
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سیازی  سیاده  ،شیوند مرحیه شناسیایی میی  

را بیه  طور بیالقوه مییزان خطیا    فرآیند و به

 رساند.  حداقل می

های مختیفیی بیرای ییافتن ینید     روش

های نوکیئوتییدی نیامعیوم پیشینهاد    شکیی

ییابی سینتی   شده است. برای مثیال، تیوالی  

سییانگر، کرومییاتوگرافی بییا کییارآیی بییالا   

(HPLCواسرشییت )  کننییده و جداسییازی

همگی بیرای   ،جفت شدگی ناجور آنزیمی

یییافتن جهییش در ژنتییی  معکییوس بییرای 

هییای تیمییار شییده بییا الگری جمعیییتغربیی

انید. در  زاهای شیمیایی استفاده شدهجهش

منظور یافتن جهش عوامل انتخاب روش به

مهمی از جمییه هزینیه تجهییزات، هزینیه     

نگهییداری، قابییل اطمینییان بییودن و میییزان 

 خطای آزمایش نقش دارد.
 

هررای انمررام شررده در روش  سررازیبهینرره

TILLING  

1- EcoTILLING 

 TILLINGسییازی روش بهینییهاولییین 

توسط کمیای   EcoTILLINGتحت عنوان 

( گزارش شید. بسییاری از   32و همکاران )

توانند در های محصولات زراعی نمیگونه

در  ،های القایی قیرار گیرنید  معرض جهش

توانید بیرای   میی  EcoTILLINGکیه  حالی

هیای طبیعیی و عمیکیرد ژن    یافتن واریتیه 

اعیی  هیا در ایین محصیولات زر   خاص آن

سیازی  شود. این روش بیه غربیال   استفاده

برای یافتن یندشکیی نییاز   ،تمام جمعیت

کییه اییین موضییوع در    نییدارد در حییالی 

TILLING شیمار  گیر بیه زحمت و وقتپر

د. در این استراتژی هیر اکوتیی  بیه    رومی

شییود مخیییوط مییی 1:1نسییبت اسییتاندارد 

(. در محصیییولات زراعیییی بیییا 1)شیییکل 

 EcoTILLINGافشیییییانی آزاد، گیییییرده

تواند برای یافتن سطح هتروزیگوسیتی می

 کیه همننان .در ی  قطعه ژن استفاده شود

CELI توانیید قسییمت کییویکی از دو مییی

توانید  میی  ،ای ناهمگن را هضم کنید رشته

برای یافتن یند شیکیی یندگانیه در یی     

قیرار   ت  ژن دلخیواه نییز میورد اسیتفاده    

 کیه تنیوع فیییوژنتیکی   گیرد. علاوه بر ایین 

گزینش و عدم تعادل  ،شودتخمین زده می

توانید تخمیین زده شیود.    پیوستگی نیز می

توانید بیرای شناسیایی ینید     همننین میی 

ای با تعداد تکیرار میاهواره  دی.ان.ا شکیی 

ثر بیه عنیوان یی     طور میو کار رفته و بهبه
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تکنی  سیریع و مناسیب بیرای شناسیایی     

هیایی بیا   در جمعییت دی.ان.ا یند شیکیی  

نتیکییی بییالا و بییرای اسییتخراج   تشییابه ژ

SNPپلاسم گیاهان های ژرمها در مجموعه

گیییییرد. روش  مییییورد اسییییتفاده قییییرار

EcoTILLING  اولییییییییین بییییییییار در

منظییور شناسییایی ینیید آرابیدوپسییید بییه

(. از 32شید )  های طبیعیی اسیتفاده  شکیی

 KB1پنج ژن مختیفی که به طیول تقریبیا   

هیییا هاپیوتیییی  در اینتیییرون 55بودنییید، 

 CELIایی شد. این مطالعه نشیان داد  شناس

تواند دو رشته ناهمگن را بیرای ییافتن   می

ها، حذو SNPیند شکیی یندگانه شامل 

ها و تنیوع در تعیداد تکیرار رییز     و اضافه

ها، برش دهد. کاربرد مهیم دیگیر،   ماهواره

کییه  F,Nهییای مقیاوم  هیای ژن ییافتن آلییل 

های توانست مصونیت نسبت به بیماریمی

در  EcoTILLINGا فراهم کنید.  مختیف ر

 Hordeumگیاه جو ) MLAهای مقاوم ژن

Vulgar    برای بررسی تنیوع آلییی توسیط )

 .شیید ( اسییتفاده33مژلهیید و همکییاران ) 

آوری شیده  براساس مقایسه با آگاهی جمع

گییری شید   یابی سانگر، نتیجهتوسط توالی

کیییه مییییزان خطیییای پیییایینی در روش   

EcoTILLING یت وجیییود دارد. حساسییی

، ایین روش را یی     EcoTILLINGبالای 

 هیای نیادر  استراتژی مفید برای یافتن آلیل 

 سازد.)بالاخص در سرطان( می

و  TILLINGییی  تفییاوت مهییم میییان 

EcoTILLING    میزان اطلاعاتی اسیت کیه

شییود. در جمعیییت دیدیوئیییدی تولییید مییی

تیوان  ییه کیه میی   جهش یافته مناسب، آن

هیار جهیش   یافتن تقریبیا ی  ،انتظار داشت

 5/1القایی به هنگام جستجوی ی  ناحییه  

فییرد اسییت. کییاربرد    768بییازی در کییو

EcoTILLING   در آرابیدوپسید و انسیان

صدها یندشکیی را به هنگیام غربیالگری   

کییو بیازی   5/1نمونه با ی  ژن هدو  96

نشییان داد. بییا افییزایش بییار اطلاعییات     

بیوانفورماتیکی نزدی  به دو برابر، وظیفه 

ایی و مدیریت نوارهای یند شیکیی  شناس

توانسییت مییی EcoTILLINGهییای در داده

ه منظیور کمی  بیه    ی  معضل شود که بی 

 EcoTILLINGهییای تجزیییه و تحییییل ژل

برای تجزیه تصاویر ژل  Gelbuddyبرنامه 

LI-COR (.34شد ) توسعه داده   
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زای بذور با میواد جهیش   TILLING. در  EcoTILLINGو  TILLINGتکنی  از شکل شماتیکی  -1شکل

 از خودگشین شیده کیه    M2برای تولید  M1تولید شود. گیاهان  M1شیمیایی/فیزیکی تیمار شده تا گیاهان 

اده شیده تیا   داجیازه   M2به گیاهان . شوداستفاده میبرای تجزیه و تحییل و  استخراجدی.ان.ا  این گیاهان

از  دی.ان.اد. پید از اسیتخراج   نذخییره شیو   هیای آتیی  د برای تجزیه و تحیییل نتوانکه می بذر تولید کنند

شیوند. تعیداد افیراد    تمام نمونه ها استاندارد شده و با هم ترکیب میدی.ان.ا جمعیت جهش یافته، غیظت 

 ه از یی  ها دارد. ژن مورد نظر با استفاد SNPدر ی  مخزن بستگی به سطح پیوییدی گیاه و میزان طبیعی 

 ترنیانوم  800نانومتر و ی  پرایمر معکوس با ی  بریسب رنی    700پرایمر رو به جیو با بریسب رنگی 

 تیا مخییوطی از  شیوند  میی و خنی   حیرارت داده   PCRشود. محصولات تکثیر می 5به انتهای  شده متصل

ا یی  SNPS) اتصیال نیاجور  شیود. هیر   ایجیاد   مخیزن هیا در  همودوپیکد و هتودوپیکد در مییان ژنوتیی   

INDELS اتصیال نیاجور   ونوکیئازدکوی ( توسط ان (CELI  تشیخیص داده میی )    شیود و بیه دو محصیول

شیوند.  شناسیایی میی   LICORدی.ان.ا  آنیالایزر  800و  700شود که در کانال رنگی می برش دادهجداگانه 

محل و  افتهبرش یباید برابر با طول کل محصول باشد. هنگامی که قطعات  ،برش یافتهاندازه کیی قطعات 

شیوند.  میی  ییابی شیود، ایین افیراد بیرای بررسیی جهیش القیا شیده تیوالی         مربوطه شناسایی می موروپیی

EcoTILLING زا تیمیار نشیده اسیت   جهیش بیا میواد   کیه بیذر   به جز این ،شودمشابه انجام می یبه روش. 

ی مانیده  بیا مراحیل بیاق    و اعضای جمعیت شروع و شاهداز ی  گیاه دی.ان.ا بنابراین، فرآیند با استخراج 

 .یابدامه میداطبیعی  ییبرای تعیین یندشک
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، اسیییتفاده از TILLINGهمزمیییان بیییا 

در حیییال رشییید و   EcoTILLINGروش 

که کیاربرد آن در  طوریبه .باشدتوسعه می

موجودات زنده جدید مورد اسیتقبال قیرار   

اسییت. در واقییع جمعیییت طبیعییی   گرفتییه

مطالعیه و  تواند بهتیرین ییا تنهیا منبیع     می

بییرداری از تنییوع نوکیئوتیییدی در   بهییره

هیا  زاییی در آن هایی باشد که جهیش گونه

 بیرای  ممکن است. برای مثالمشکل یا غیر

EcoTILLING   مشیییخص کیییردن تنیییوع

نمونه جمعیتیی ییوب    41نوکیئوتیدی در 

منظور (. به35شد ) پنبه سیاه غربی استفاده

برآورد پیوستگی نامتعادل، هتروزیگوسیتی 

تنییوع نوکیئوتیییدی در برنامییه مشییترک  و 

FAO/IAEA ،EcoTILLING  برای نمونه

 کیار بیرده  جمعیتی موز، کاساوا و برنج بیه 

هیای مهیم بیرای    با این هدو که آلل .شد

ورد های زنیده و غیرزنیده می   پاسخ به تنش

سیازی روش  شناسایی واقیع شیوند. بهینیه   

EcoTILLING    بییا اسییتفاده از بییرش دو

و یی  بسیتر    CELIم آنزی ای توسطرشته

منظیور تشییخیص  بیازخوانی ژل آگیارز بییه  

( 36ماهی سالمون توسط گاروین گیارت ) 

بیییرداری از تنیییوع شییید. بهیییره اسیییتفاده

نوکیئوتیدی طبیعی مسیما نقیش مهمیی را   

در بهبود محصولات زراعی در قرن بیست 

 و یکم ایفا خواهد کرد.  

2- iTILLING   

که زمیان   TILLINGروش جدید روند 

ها را برای انجیام غربیالگری   و هزینه لازم

دهد، برای آرابیدوپسیید  جهش کاهش می

 ITILLINGشییییییید و  توسیییییییعه داده

(TILLING  نیام گرفیت    منحصر بیه )فیرد

در  2M(. در روش سییینتی، گیاهیییان  37)

به صورت دی.ان.ا شوند و خاک کشت می

هییا جداسییازی و سییدد   جداگانییه از آن

بیا  جهیش،   PCRمنظور تکثیر مبتنی بیر  به

شییوند. بییا اسییتراتژی  هییم مخیییوط مییی 

ITILLING    1، بذور بیه دسیت آمیده ازM 

شیوند و  آوری میی به صورت در هم جمع

نیازی به فهرسیت کیردن گیاهیان نیسیت.     

به تعداد ی  یا دو عدد در هر  2Mگیاهان 

 96یاهییی  روی صیییفحات یرخشیییی   

ییاهکی روی محیییط کشیت آگییار کشییت   

ا دی.ان.شوند و بافت برای جداسیازی  می

مسییتقیما از گیاهییان بییا اسییتفاده از روش  

ICE-CAP (. نییام 38شییود )مییی برداشییته

ICE-CAP دهد که بیرای گیرفتن   نشان می
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 شیود. های بافت، از یخ اسیتفاده میی  نمونه

ها از میان آگیار بیه سیمت    های نهالریشه

 یاهکی دوم که با آب پر شیده  96صفحه 

کنند و تقریبیا پید از سیه    رشد می ،است

رسیند. سیدد   ته صیفحه دوم میی   هفته به

تیر همیراه بیا قطعیات ریشیه      صفحه پایین

شیود.  درون آن منجمد و از نهال جدا میی 

عنییوان بسییتری بییرای   اییین صییفحه بییه  

کیار  از بافیت ریشیه بیه    ادی.ان.جداسازی 

رود و نهال گیاهان دست نخورده بیاقی  می

جییدا شییده مسییتقیما  دی.ان.ا ماننیید. مییی

 PCRکیینش عنییوان ییی  الگییو بییرای وابییه

شییود و عمییل یییافتن جهییش اسییتفاده مییی

 ITILLINGتواند انجام شود. در میورد  می

وگ بییالا از تجزیییه منحنییی ذوب بییا وضیی 

منظور آشکار کیردن  قطعات تکثیر یافته به

ها بدون استفاده از بیرش آنزیمیی و   جهش

جیایی  شود. از آنژل الکتروفورز انجام می

د یافته در هر یاه  وجیو که دو گیاه رشد

جدا شده که در حال حاضر  ادی.ان. ،دارد

دو تیا هسیتند.    ،انید با هیم مخییوط شیده   

هییا در هییر دو بنییابراین شناسییایی جهییش

یگیوت ممکین   حالت هموزیگوت و هتروز

صیورت تکیی در   است. زمانی که بذور بیه 

های تنها جهش ،شوندهر یاه  کاشته می

تواننید شناسیایی شیوند.    هتروزیگوت میی 

 ،ش شناسییایی شییدکییه جهییپیید از اییین

یاهکی بیه   96های مربوطه از صفحه نهال

خاک منتقل و بیه منظیور مشیخص کیردن     

هیای بیشیتر کشیت    فنوتی  و تولیید نسیل  

 (.  37شوند )می

مکمیییل روش  ITILLINGاسیییتراتژی 

TILLING   سینتی اسییت. اگییر یییه هزینییه

توانید  ولی می ،دهدمورد نیاز را کاهش می

 .نجام شودها افقط برای تعداد کمی از ژن

زیرا جمعیت مورد اسیتفاده غربیالگری، از   

طبیعت زندگی کوتاه برخوردارنید و تنهیا   

هایی کیه قیادر اسیت در    گیاهانی با جهش

 ،ی  زمیان نسیبتا کوتیاه شناسیایی شیوند     

توانند برای رسیدن به بیوغ و عمیکیرد  می

سییازی کشییت شییوند. ه بییرای ذخیییرهدانیی

در حییال حاضییر   ITILLINGاسییتراتژی 

آمییزی بیرای بسییاری از    ر موفقییت طیو به

هیییای مختییییف در تعیییدادی از   گونیییه

(. 17اسیت )  کار برده شیده ها بهآزمایشگاه

کیه هزینیه ایین روش بیا     با توجه بیه ایین  

 گذشیییت زمیییان کیییاهش یافتیییه اسیییت، 

ITILLING    نیوان  عتوانسته بیه خیوبی بیه
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ترین استراتژی ژنتی  معکوس بیه  متداول

 کار رود.

3- DE-TILLING (TILLING 

   (Deletion TILLING، حذفی

ن روش از بمباران نوترون سیریع  در ای

منظییور ایجییاد جمعیییت جهییش یافتییه  بییه

های سریع نیوعی  شود. نوتروناستفاده می

از تییابش انییرژی بییالا هسییتند کییه طیییف  

هیییای ای از حیییذو و جهیییشگسیییترده

 کنید کرومیوزومی را در گیاهیان القیا میی    

مل (. یندین منبع نیوترون سیریع شیا   29)

هییای ذرات و راکتورهییای شییتاب دهنییده

طیور  زاییی بیه  ای برای جهشتحقیق هسته

هییای بیالقوه در دسییترس هسییتند. نییوترون 

 ،ایسریع تولید شده توسط شکافت هسیته 

با تابش اشعه گاما همراه هستند. اما، سهم 

هیای  آن قابل تنظیم است. براسیاس یافتیه  

( برای تولیید ذرات  28روگرز وهمکاران )

ه بررد کوتیاه درون هسیته سییول کیه     ثانوی

 ،کنندرا وساطت میدی.ان.ا شکست رشته 

تا  KEV500انرژی نوترون باید در حدود 

MEV5 هیای باشد. جهش DE-TILLING 

هیایی  برای بهبود محصولات زراعی مزیت

ای هیای زمینیه  از این نظر که جهش ،دارند

زاییی  کننید. جهیش  نسبتا کمی ایجیاد میی  

عنییوان بهتییرین راه توانیید بییهحییذفی مییی

های تکرار شده پشت سر هم خاموشی ژن

مطرگ شود که در ژنوم گیاهان به صیورت  

 (.29متداول قابل مشاهده است )

 

 گیری نهایینتیمه

 نقیییش TILLING اصیییلاگ از طرییییق

 و سیدد  جهیش اولییه   یمعرف دررا  یمهم

 در هیا جهیش  نیی ا از اسیتفاده  و ییشناسا

 وشکییرده اسییت. ر فییایا محصییول بهبییود

TILLING  اییییین قابییییییت را دارد کییییه

 را بییرای دیییجد یهییاآلییل از یامجموعییه

 یاهیییگ گونیه  هیر  در نظییر میورد  هیای ژن

 ییشناسیا  تیازه  یهیا لفراهم نماید، این آل

 در یارزشیمند  منبیع  عنیوان بیه  نید نتوایم

. ردیی گ قیرار  اسیتفاده  مورد محصول بهبود

 عنیوان به که اهیگ از یبخش ، یژنوتتعیین 

 غیظییت و نییوع ،شییودسییتفاده مییینمونییه ا

 و یبررسیی مییورد تیییجمع انییدازه جهییش،

 یاصییی از نکییات جهییش شناسییایی روش

 TILLING یاجییرا هنگییام درهسییتند کییه 

 حیال  در. دیرنی گقیرار   نظیر  بایست مدمی

 هییای متعییددی از روش سییتمیس حاضییر
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TILLING یزراعیی و مییدل اهییانیگ یبییرا 

 ،هیا گزارش شده است که با استفاده از آن

 در و شیده  ییشناسیا  مطییوب  یهیا جهش

 قیرار اصیلاحی میورد اسیتفاده     یهابرنامه

  ییییژنتروش  TILLING. دانیییگرفتیییه

 قیی دق طیور بیه  تواندیم که است یمعکوس

 کییه مشییخص صییفات در را ییهییاجهییش

  یی ژنت از اسیتفاده  با یراحت به توانندینم

ایجیاد   رنید، یگ قیرار  مستقیم میورد هیدو  

دلییل  بیه  TILLING ،یکیی  طیور بیه نماید. 

 ایی  و جهش یموثر طوربه تواندکه میاین

ایجیاد   یزراع اهانیگ درمورد نظر را  تنوع

 اهیان یگ بهبیود  یبیرا  راتییتغ نیا و کرده

از  ،ی مییورد اسییتفاده قییرار گیییرد   زراعیی

ای برخوردار شیده اسیت و   محبوبیت ویژه

آمییزی  طور موفقییت های اخیر بهطی سال

قییرار  در گیاهییان متعییددی مییورد اسییتفاده

هایی با تکثیر رویشی گرفته است. در گونه

طولانی که امکیان   نسلزمان تولید  با ای و

 ،دشیوار اسیت   TILLINGتولید جمعییت  

 نیبهتیر توانید  میی  EcoTILLING کاربرد

 . در تحقیقیییات اخییییر باشییید حیییل راه

TILLING منظیور به مشابه، یها یتکن و 

 ییییزداجهییشاز طریییق  محصییول بهبییود

انیید و توجییه قییرار گرفتییهمییورد  یتصییادف

نظیر   کننیده  دواریام هایروش نیاکاربرد 

 یتیوال حاصیل از   یهیا داده به حجم انبوه

 طرییق  از یزراعی  یهیا گونیه  یبرا یژنوم

NGS رو بیه   ،پیشیرفته  اریبسی  افزار نرم و

هیایی  استفاده از روش .بود دخواه شیافزا

تحییییییییییییییییت عنییییییییییییییییاوین 

SEQUETILLING/SEQUEECOTILLI

NG یسیییینتای هییییروش یجییییابییییه 

TILLING/EcoTILLING مبتنییییی بییییر 

CELI بییزر  هییایجمعیییت از یبرخیی در 

TILLING تواند مورد می  ینزد ندهیآ در

 .استفاده قرار گیرد
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Abstract 

Global human population growth, climate change and the limitation of fossil fuels 

will put new human pressure on food, medicine, fuel and food supplies in the 21st 

century. In order to get out of this constraint, increasing the production of higher-

yielding crops of calories, starches, foodstuffs, natural pharmaceutical compounds and 

other important products can be a breakthrough. For this purpose, natural and induced 

mutations can be used to produce generations with superior and inherited properties. 

Several methods have been used to understand the function of genes such as RNA 

interference; gene scilencing and site directed mutagenesis. All these techniques require 

transgenesis which is not always possible in many important commercial crops. In this 

paper, an effective and non-transgenic approach called TILLING is discussed. This 

method is a reverse genetic method with high, fast and low cost ability that determines 

the allelic series of induced point mutations in the desired genes in the population of the 

chemically/physically mutated individuals. The main advantage of TILLLING is its 

applicability to any species, regardless of ploidy level and genome size. The vast 

applications of this powerful technique in applied and basic research have been done 

through the optimization of the original TILLING strategy, such as EcoTILLING and 

De-TILLING.  

Keywords: Reverse genetic, non-transgenic, mutagenesis. 
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