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technique is applied use of this in medical sciences and biotechnology, especially in the field of 
single nucleotide polymorphism (SNP), the identification of pathogenic and non-infectious 
microbes, DNA methylation, the identification of mutations in the major disease genes. This 
technique is based on synthesis and the enzyme system used in this method consists of four 
unique DNA Polymerase Klenow, ATP sulfurylase, Luciferase and Apyrase enzymes. 
Releasing of light produced by the enzyme luciferase determines the type of nucleotide present 
in the DNA chain, and the peaks of each nucleotide appear in the Pyrogram. The primer used in 
this method is flexible, and this unique feature has led to its high performance.Without using 
expensive materials, incontracontrast the other sequencing methods, is another advantage of this 
method. 

Key words: Pyrosequencing, Methylation, Single Nucleotide Polymorphism (SNP), klenow 
enzyme 
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  چكيده
است، كه به آن در اصطلاح  DNAيكي از روش هاي متدوال در شناسايي موجودات بهره گيري از قطعات كوچك و استاندارد 

DNA barcoding اين روش به دليل اهميت و . اطلاق مي شود، زيرا مانند يك برچسب باركد براي هر تاكسون عمل مي كند
، بوم شناسان، زيست (taxonomy)در عين حال سادگي، مورد توجه بسياري از پژوهشگران علم رده بندي و آرايه شناسي 

 موجودات بين در زياد تنوع وجود. ا قرار گرفته است و تعداد مطالعات مرتبط با آن در حال افزايش استه شناسان، اكولوژيست
 تا شده موجب كشاورزي و همه گيري شناسي اقتصادي، ديدگاه از ها ميكروارگانيسم و حشرات مانند آنها از برخي اهميت و

تي هم بر آن وارد است، در اين مقاله تلاش شده است، برخي از مزايا و كند، هرچند انتقادا پيدا اي ويژه اهميت آنها گذاري باركد
  .چالش هاي مرتبط با اين روش مورد بحث و بررسي قرار گيرد

  barcodingباكتري، قارچ، ويروس، نماتود، : واژه هاي كليدي

 Faegheh.Etminani@yahoo.com: نويسنده مسئول، پست الكترونيكي* 

  مقدمه
معطوف به در گذشته بيشتر مطالعات آرايه شناسان 

خصوصيات شكل شناختي موجودات بوده است به همين 
 آرايه توانستند مي آرايه شناسان مانند دليل تنها متخصصاني

 افزايش با تنها اساس اين بر. كنند شناسايي درستي به را ها
 بوم شناسي، هاي رشته بين در زيستي تنوع به مندي علاقه

 درست ييشناسا غيره و كشاورزي تكاملي، زيست شناسي
 كم تعداد به دليل اما. كرد پيدا اهميت گونه ها دقيق و

به خوبي انجام  امر اين ها گونه شناسايي براي متخصصان
بنابراين استفاده از روش هاي ژنتيكي و بهره . نمي پذيرفت

گيري از روش هاي مولكولي مورد توجه قرار گرفت 
)Jinbo et al., 2011 .( يكي ديگر از مزاياي استفاده از

روش هاي مولكولي در قياس با روش هاي شكل شناختي 

وجود روش و زبان مشترك است كه امكان شناسايي دقيق 
تر گونه را در قياس با روش هاي شكل شناختي توسط 

  . افراد مختلفي فراهم مي كند
DNA Barcoding  روش استفاده از يك يا چند توالي كوتاه

كه از اختصاصيت كافي براي شناسايي برخوردار ژني 
شود و به عنوان يك ابزار مفيد در آرايه  است، اطلاق مي

اين روش . شود ها معرفي مي شناسي و شناسايي گونه
اطلاعات كاملي را از گونه هاي منفرد، صرف نظر از 
خصوصيات ريختي و يا خصوصيات مراحل رشدي در 

  . اختيار قرار مي دهد
  كه است  استاندارد  روش  يك DNA barcoding واقع در
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  )DNA barcoding )Chatterjee, 2016 Purty andمراحل  – 1شكل

 جمع هاي نمونه از شده استخراج هاي DNA آن كمك به
 و است استاندارد فراهم شده پروتكل يك طي شده آوري
 Chatterjee, 2016( )1شكل( گيرد قرار پردازش مورد بايد

Purty and (. ي اول بايد نمونه ها از  در واقع در مرحله
بسته به .. هاي موجود، بانك بذر و هرباريوم، كلكسيون

ي بعدي طي تجزيه  آوري شود، سپس در مرحله هدف جمع
هاي آزمايشگاهي، توالي باركد مورد نظر، تعيين  و تحليل

شايان ذكر است كه براي هر موجود زنده بايد از . دشو
در مرحله ي سوم . دستورالعملهاي خاصي استفاده شود

توالي هاي به دست آمده بايستي در پايگاه هاي داده اي 
مورد تجزيه و تحليل قرار گيرد تا در  BOLDمعتبر مانند 

نهايت از روي نتايج به دست آمده نزديك ترين گونه ها به 
  ).et al., 2011  Jeanson (ورد مطالعه پيشنهاد شود گونه م

ها به عنوان  از برخي ژن CBOIها،  ه منظور شناسايي گونهب
در . كند استفاده مي DNA barcodingروش مطلوب در 

حالت ايده آل، بايستي از يك توالي ژني براي شناسايي 
ها در تمام آرايه ها از ويروس تا گياهان و جانوران  گونه 

استفاده شود، اگرچه ژن مطلوب تاكنون شناسايي نشده 
 . باشد

باركدهاي مختلفي براي جانوران،  DNAه همين دليل ب
تحقيقات در . شود هاد ميگياهان و ميكروارگانيسمها پيشن

با استفاده ) 2003(و همكاران   Hebertاين زمينه با مطالعات
. آغاز شد) C  )COI1از باركدينگ ژن سيتوكروم اكسيداز 

 648آن ها از پرايمرهايي كه قادر به تكثير يك قطعه ي 
 COI 1= cytochrome-cجفت بازي از ژن ميتوكندري

oxidase subunit 1  سپس اين روش . ده كردندبودند، استفا
براي شناسايي ديگر يوكاريوت ها  BOLDبه كمك پروژه 

با هدف  CBOLپروژه  2004مرسوم شد و در سال 
 Jinbo(توسعه يافت  DNAي كتابخانه باركدگذاري  توسعه

et al., 2011 .( ناحيه ايده آلDNA   باركد بايد به ميزان

-inter و به مقدار زيادي در Intra-specificكمي در 

specific هم چنين به كمك پرايمرهاي . اشتقاق نشان دهد
عمومي به سادگي در بسيار يا تمام گونه ها قابل تكثير 
باشد و باركدهاي رفرنس هم بايستي از اسناد رسمي منتشر 

هاي  شده از پايگاه هاي داده اي معتبر همراه با توالي 
 ,.Hebert et al(آنلاين كروماتوگرام در دسترس باشد 

2003 .(  
  :شود مي تعريف صورت دو به DNA گذاري باركد

1-DNA barcoding sensu stricto   
2 - DNA barcoding sensu lato   

مفهوم اول به دليل شناسايي در سطح گونه از اهميت به 
سزايي برخوردار است در حالي كه در مفهوم دوم 
محدوديتي قائل نيست و شناسايي را در هر سطح 

هم مورد پذيرش قرار ) جنس يا خانواده ( تاكسونوميكي 
اما به هرحال ديدگاه نخست از نظر آرايه شناسان . مي دهد

 ,.Valentini et al( از اهميت به سزايي برخوردار است

2009.(  
  گياهان
DNA  باركد در گياهان بيش از نمونه هاي جانوري با

ي برخلاف جانوران، ژن ها. چالش همراه بوده است
باركد به  DNAميتوكندري گياهان كانديداي مناسبي براي 

معمولاً نرخ جايگزيني در ژنوم ميتوكندري . روند شمار نمي
را به عنوان باركد گياهي  COIگياهي اندك است كه كاربرد 

). Fazekas et al., 2008(سازد  با محدوديت مواجه مي
اگرچه ژن هاي محتمل ديگري در كلروپلاست گزارش 

 maturase Kنتايج قابل ملاحظه اي از ژن . است شده
)matK(  وmatK ها فراهم آمده است  در ارتباط با ديگر ژن

كه براي مطالعه ي تنوع فلوري بسيار مفيد است 
)Chatterjee, 2016 Purty and .(  
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  ها باكتري
به عنوان يك نشانگر در مطالعه ي  16S rRNAژن 

. ها در اكوسيستم هاي مختلف پيشنهاد شده است باكتري
ها از تنوع بالايي برخوردار هستند كه براي شناسايي  باكتري

ها به دليل عدم قابليت رشد بر محيطهاي كشت  عموم آن
) 2012(و همكاران   Smith.معمول، مي تواند مناسب باشد

كه يك  Wolbachiaمطالعه ي هم براي  COI1از ژن 
اين مطالعه تاييد مي . باكتري همزيست است استفاده كردند

در باكتري ها هم مي تواند به عنوان يك  COI1كند كه 
يك  Chaperonin-60 (cpn60). نشانگر معرفي شود

مولكول چاپرون حفاظت شده در باكتري ها است كه با 
ه مي شود شناخت HSP60و  GroELاسامي مختلفي همانند 

براي . و مي تواند به عنوان نشانگر به خوبي عمل كند
 2تيپ  16S rRNAمطالعه ي باركدهاي آركي ها از 

و  Link. استفاده مي شود) cpn60ارتولوگ (چاپرونين 
را به عنوان باركد باكتريايي پيشنهاد نموده  cpn60همكاران 

ايي يكي ديگر از ژن ه rpoBژن . (Links et al., 2012)اند 
 Links et(است كه براي شناسايي باكتري ها مطرح است 

al., 2012, Case et al., 2007  .(  
Tian  براي شناسايي دقيق در سطح ) 2016(و همكاران

گونه و پاتوار براي باكتري بيماري زاي گياهي 
Xanthomonas ژن  4آن ها . از اين روش استفاده كردند

16SrRNA ،cpn60 ،gyrB  وavrBs2  را به عنوان باركد
نتايج مطالعات آن ها نشان داد كه ژن . استفاده كردند

cpn60   به عنوان مناسب ترين و قابل اعتمادترين باركد در
به شمار مي  زانتوموناسشناسايي گونه هاي قرنطينه اي 

  .رود
Makarova  در مطالعه ي شناسايي ) 2012(و همكاران

 در قياس با ژن Tuژن  نشان دادند كه باركد فيتوپلاسماها

16S rRNA  قادر به تفكيك بهتر گونه هاي فيتوپلاسمايي
را   Tuخواهد بود و در مطالعات فيتوپلاسمايي مي توان ژن

  .  به عنوان باركد مناسب پيشنهاد نمود
  قارچ ها

 سلسله در را گونه تعداد بيشترين جانوران از پس ها قارچ
 شده زده تخمين دهند، مي اختصاص خود به يوكاريوت ها

 10 از كمتر دارد وجود ها قارچ براي گونه ميليون 5/1 كه
 نه ها قارچ. شده اند توصيف رسمي طور به آنها از درصد

 اينكه دليل به بلكه تخمير فرايند در شركت دليل به تنها
 اهميت از هستند جانوري و گياهي بيماريزاي عامل

 گذاري باركد گسترش امروزه. برخوردارند زيادي اقتصادي
DNA هاي قارچ شناسايي و رديابي منظور به ها قارچ در 

 از حفاظت براي مفيد هاي قارچ نيز و بيماري زا
 ها جنگل جمله از طبيعي منابع و كشاورزي محصولات
 باركدگذاري براي ها قارچ در عمومي ناحيه. است ضروري
 كه COI1 كننده كد ي در گذشته ناحيه. است نشده تعريف
 پروژه در است، جانوران ي مطالعه براي قبول قابل باركد

 قارچ جمله از ها ارگانيسم تمام براي )زندگي براي باركد(
 زيادي تعداد وجود ها ژن اين مشكل كه شد مطرح ها

 RT-PCR از مشكل اين رفع براي كه بود، آن ها در اينترون
 اگرچه بر ). Ebach and Holdrege, 2005( شد مي استفاده
بسيار مرسوم  ها قارچ در COI از استفاده جانوران، خلاف

براي  COI1كه  از ) 2007(و همكاران  Seifertنيست اما 
استفاده كردند، آن ها دريافتند كه    Penicilliumشناسايي 

 ITS، در درون گونه، از تنوع كمتري نسبت به COIتوالي 
در بين  COIبرخوردار است و تنوع توالي β-tubulin و 

كمتر  β-tubulinبوده، ولي از  ITSها، قابل مقايسه با گونه
تفكيك تاكسونوميكي بهتري را  β-tubulinگرچه . است

ساده  COIانجام مي دهد ولي تكثير و همرديف سازي ژن 
در مطالعه اي كه بر ) 2009(و همكاران  Feau. تر است

 ITS نواحي انجام دادند از Melampsoraروي عامل زنگ 
 حدود تعيين براي COI ميتوكندريايي ژنوم توالي و LSU و
. كردند استفاده مختلف تاكسونوميكي هاي¬گروه در

براساس خصوصيات ريختي و ميزباني هشت گونه تعريف 
روي گونه هاي تعريف  DNAشده بود كه باركدگذاري 
در ) 2009(و همكاران  Vialle. شده تغييراتي اعمال نمود

مطالعه بر روي شاخه ي بازيديوميست ها نشان دادند كه 
، ITSو  COI1ژن ميتوكندريايي از جمله  14در قياس بين 

قادر به تفكيك گونه  ITSهيچ ژن ميتوكندريايي به اندازه 
  . ديگر نبودند ها از هم

  اُميست ها
شبه قارچ ها در محيط هاي اكولوژيكي مختلفي حضور 

از  Pythiumو  Phytophthoraهاي رند و جنس هاي دا
قرار  ها امُيستهاي گياهي هستند كه در ي زاجمله بيمار

هاي گياهي وارد دارند و زيان زيادي را به انواع گونه
لذا شناسايي صحيح آن ها براي تشخيص دقيق آن  كنندمي
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همانند جانوران كه زيرواحد يك ژن  .ها ضروري است
به عنوان باركد استفاده مي گردد ) COI(از سيتوكروم اكسيد

 ITSاز اين ژن و  Phytophthoraدر اميست ها هم همانند 
 ي شاخه از اي ناحيه ها اميست در. توان استفاده كرد مي

Stramenopila شده، مطالعه ها مورفولوژيست توسط كه 
. موثر در نظر گرفته شده است شناسايي براي ITS ي ناحيه

به عنوان نيز ) LSU(ريبوزومي  DNAاز زير واحد بزرگ 
هاي جنس يك نشانگر مولكولي براي تشخيص گونه

Pythium  استفاده مي شود كه اين نشانگر حاوي مناطقي
  ).Bala et al., 2010(است كه واگرايي زيادي دارند 

  ويروس ها
. ويروس ها از فراواني قابل توجهي برخوردار هستند

دانشمندان تخمين مي زنند كه تعداد پارتيكل هاي ويروس 
تنوع . احتمالاً ده برابر بيش از تعداد كل سلول ها است

. مولكولي ويروس ها از پيچيدگي خاصي برخوردار است
 DNAشناسايي تماميت ويروس ها از اهداف اصلي 

لعات محدودي پيرامون مطالعه ي مطا. باركدينگ است
فيلوژنتيكي ويروس هاي مهم انجام پذيرفته است كه در 
.  بيشتر موارد مربوط به ويروس هاي جانوري است

بايد مورد توجه قرار   DNAبنابراين توسعه ي باركدينگ 
  .)Chatterjee, 2016 Purty and(گيرد 

  نماتودها
است ويكي از  شاخه ي نماتودها از غناي بالايي برخوردار

تخمين . ، بر كره زمين هستندmetazoanفراوان ترين گروه 
درصد از تمام موجودات چند  90زده مي شود كه تقريبا 

) Lambshead )1993به علاوه . سلولي را شامل مي شوند
پيش بيني كرده است كه تعداد گونه هاي نماتود در 

بود،  زيستگاه هاي دريايي به فراواني يكصد ميليون خواهد
گونه تاكنون از تمام زيستگاه ها  24646اگرچه تنها 

و  Hugot et al., 2001 .(Floyd(توصيف شده است 
به عنوان باركد براي  18S rRNAاز ژن ) 2002(همكاران 

به خوبي در رابطه  COI1ژن . مطالعه تنوع پيشنهاد كردند
با نماتودهاي بيماري زاي گياهي به جز در موارد محدودي 

يكي از روش هاي استاندارد براي . ي نشده استمعرف
باركدينگ شناسايي براساس نه صرفا يك  DNAشناسايي 

يا دو ژن بلكه استفاده همزمان از چندين ژن است كه 
تنوع و افتراق ژنتيكي ) 1: معيار برخوردار باشد 3حداقل از 

از نظر طول توالي به گونه اي ) 2قابل توجهي نشان دهند؛ 
ناحيه حفاظت شده ) 3ستخراج آن ساده باشد؛ باشند كه ا

 S r RNA. باشد تا به كمك پرايمرهاي عمومي تكثير شود
18  ) Floyd et al., 2002( ،D2-D3  از نواحيS r RNA 
28 )subbotin et al., 2006 ( و ژنITS )De ley et al., 

باركد   DNAهايي هستند كه به عنوان  ازجمله ناحيه) 2005
براي  ITS-rRNAناحيه ي .  در نماتودها استفاده مي شود

بسياري از گونه هاي نماتودهاي بيمارگرهاي گياهي بيش 
  . از ديگر ژن ها مورد تاييد است

  چالش ها و چشم اندازها
سرعت عمل، مقرون به صرفه بودن و شناسايي گونه هاي 

ي به اما انتقادات. است  DNA barcodingمخفي از مزاياي 
برخي محققان بر اين باورند كه . اين روش وارد است

هاي ميتوكندريايي و يا كلروپلاستي نمي تواند  استفاده از ژن
ديگر طرف از . هاي هسته اي باشد منعكس كننده رفتار ژن

اي به تنهايي قادر به نشان دادن ممكن است يك ژن هسته
يل در هاي دخاي از جمله ژنهاي هستهفيلوژني ساير ژن

ها و مفاهيم گونه معياراز طرفي  .توليد مثل جنسي نباشد
هاي اختلاف نظردر رابطه با آن غالبأ اختصاصي نيستند و 

  )Birky, 2007. (اساسي وجود دارد
، در گروه DNAبعد از پيشرفت باركد گذاري به وسيله 

كه از نظر اقتصادي اهميت  ها ميكروارگانيسمزيادي از 
استفاده از قطعات كوتاه تر براي باركد احتمال  داشتند،

ها به وسيله نرم از طريق تجزيه و تحليل باركد. مطرح شد
هاي اختصاصي يكسري اليگونوكلئوتيدهاي افزارهاي

. پيشنهاد شدندجفت باز هستند  25مشخصي كه كمتر از 
اين اليگونوكلئوتيدها ميكروكد ناميده مي شوند كه موجب 

سري  گونه بر روي يك 200ا ت 100تشخيص سريع حدود 
از اين روش كه ميكروكدينگ . هستند سطوح صاف

)oligonucleotide barcoding = micro coding ( نام دارد
. تنها در مرحله دوم از باركد گذاري مي توان استفاده كرد

ها موجود باشند و زيرا ابتدا بايد توالي هاي مربوط به باركد
به عنوان ميكروكد انتخاب سپس قطعات مشترك بين آنها 

تر تر و استفاده از آن راحتتر، ارزاناين روش سريع. شوند
ولي به دليل كوتاه بودن و دارا بودن اطلاعات كمتر، . است

از حساسيت تاكسونوميكي كمتري نسبت به باركد كامل 
به هرحال ). Summerbell et al., 2005( برخوردار است
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