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بيماري هاي ويروسي شيوه نوين و سريع در شناسايي  ،طراحي پرايمر و تعيين نژادهاي ويروس
  توتون

  3ب، ميثم تقي نس، 2، سعيد نصراالله نژاد 1فاطمه زينتي فخراباد

و  عضو هيئت علمي دانشگاه علوم كشاورزي 2،3دانشجوي كارشناسي ارشد بيماري شناسي علوم كشاورزي و منابع طبيعي گرگان ،.1
  منابع طبيعي گرگان

Zinati_fateme@yahoo.com  

  چكيده 

 PCR تكميل بهينه سازي توليدو  CG درصده پرايمر، طولدماي ذوب،  بر نكاتي مانندبه ميزان زيادي وابسته به طراحي پرايمر  PCRموفقيت   
برروي كه   PCR-RFLPيا آزمايشاتي مانند  SNPs,CNVsشناسايي : براي دو منظور انجام مي شودطراحي پرايمر معمولا . تاكيد دارد 

DNA  انجام مي شود و براي انجامRT-PCR  و بررسيRNA در اين تحقيق به منظور شناسايي نژادهاي ويروس واي سيب زميني . سلولها
بدين منظور بااستفاده ازاطلاعات موجود در   .نموديم روس واي سيب زمينيوي در مزارع توتون سطح  استان گلستان اقدام به طراحي پرايمر

اقدام  BioEditو از طريق نرم افزار  گرديدموجود درسطح جهان  (PVY)ويروس واي سيب زميني  تمام ايزوله هاي، NCBIبانك جهاني ژن 
ويروس فوق، كارايي مناسب توالي هاي  RNAز استخراج نتايج بدست آمده ا. به همرديف سازي ايزوله ها و طراحي پرايمر عمومي گرديد

طراحي پرايمرهاي اختصاصي به منظور شناسايي سريع نژادهاي ويروس واي سيب زميني از گياه توتون همچنان . طراحي شده را بيان مي دارد
  . در دست بررسي است

  ويروس واي سيب زميني، طراحي پرايمر، گياه توتون :كليدي گان واژ

  مقدمه

منجر به  PCRاگر پرايمرها به طور صحيح طراحي شده باشند، واكنش . به شمار ميرود PCRپرايمر كليد موفقيت يا عدم موفقيت واكنش 
اگرپرايمرها به طور صحيح طراحي نشوند، واكنش . مي شود كه با ناحيه هدف مولكول الگو مطابقت دارد cDNAتكثير قطعه اي از 

در اين حالت يا اصولا هيچ قطعه اي تكثير نخواهد شد و يا اينكه قطعه يا قطعات اشتباهي تكثير خواهد باشكست روبه رو خواهد شد، 
آنها بايد با . طراحي پرايمر با توالي مناسب كار مشكلي نيست). 2006آكالين، (از اين رو بايد به طراحي پرايمرها توجه زيادي كرد . شد
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البته هرپرايمر بايد مكمل رشته الگو باشد تا هيبريد شدن صورت گيرد و . مطابقت داشته باشند توالي دو سر ناحيه هدف روي مولكول الگو
روشها و نرم افزارهاي مختلفي براي طراحي پرايمر وجود دارد كه هدف .پرايمرهاي هيبريد شده نيز بايد به طرف همديگرباشند 3انتهاي 

در طراحي پرايمرها اولين موضوع ). 2004كيم، (را به بهترين شكل به پيش ببرد PCR همه آنها ايجاد آغازگرهايي است كه بتواند واكنش
اگرپرايمرها خيلي كوتاه باشند ممكن است با بخش هاي غير هدف هيبريد شوند و . مهمي كه بايد به آن اشاره نمود طول پرايمر است

از پرايمرهاي بسياز بلند استفاده نمود، زيرا طول پرايمر بر  البته براي سهولت كار نيز نميتوان. سبب تكثير محصولات نا خواسته شوند
  ).2002بايات، (به طوري كه پرايمرهاي بلندتر با سرعت كمتري هيبريد ميشوند. الگو اثر ميگذارد DNAسرعت هيبريد شدن آن با 

  مواد و روش ها

سيب زميني  Y  ايزوله و سويه از ويروس  65ي مربوط به تحقيق بر اساس آناليز هم رديف سازي توال  پرايمرهاي مورد استفاده در اين 
طوري طراحي گرديد كه بتوانند تمام ايزوله هاي  BioEditو با استفاده از نرم افزار ) دانلود شده بود NCBIكه از بانك جهاني ژن (

شد، سعي شد توالي يابي دورتر از اين ناحيه ميبا Aبا توجه به اينكه اين ويروس از گروه ويروسهاي داراي دم پلي .احتمالي را تكثير كنند
باز باشد تا مشكلات حاصل از بلندي يا  30- 18سعي برآن شد كه طول متوسط هر پرايمر بين .كه در انتهاي ژنوم  واقع است، انجام پذيرد

 Tmختم شوند،از طرفي دماي   Gيا Cبه نوكلئوتيد 3پرايمر ها طوري طراحي شدند كه در انتها .ايجاد نشود PCRكوتاهي پرايمر در حين 
  :توالي اين پرايمر هاي طراحي شده  به شرح زير مي باشد  كه در نهايت .  بود 55پرايمرهاي طراحي شده نيز نزديك به هم و حدود 

PVY1F:7861-CAA CTC CAG ATG GAA CAA TTG-7882                       

PVY1R: 8858-CCA TTC ATC ACA GTT GGC-8875                           

PVY2F: 8858-GCC AAC TGT GAT GAA TGG-8875                           

PVY2R:9298-GTAGAG TAT GCA TAC TTG GAG-9318                         

جود اين شده و و PVYكه سبب تكثير همه نژادهاي شد استفاده  ويروس واي سيب رميني از آغازگرهاي عمومي RNAبراي تكثير 
   .ويروس را براي ما به اثبات ميرساند

  :نتايج و بحث

از ژنوم ويروس  cDNAبراي توليد  نتايج استفاده از پرايمرهاي طراحي شده نشان داد كه اين توالي ها داراي توانايي بسيار مناسبي
Y سيب زميني كه به صورتRNAبراي . رد بررسي به اثبات رسانداست دارا ميباشد و نيز وجود اين ويروس را در نمونه هاي مو
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شناسايي اين ويروس و ساير پاتوژنها روشهاي مختلفي وجود دارد كه در حال حاضر شناسايي توالي ژنوم و پروتئين ها از كارامدترين و 
وده است، اما در اگر چه در بسياري تحقيقات استفاده از پرايمر هاي اختصاصي مد نظر ب). 2000پرسون، (سريعترين روشها بشمار ميرود 

تحقيق فوق، طراحي پرايمر عمومي بدليل تكثير تمامي نژادهاي ويروس باعث ميشود بتوان در آزمايشات ديگر براي طراحي پرايمرهاي 
بايد توجه داشت كه در طراحي پرايمرها، طول رشته طراحي شده و نيز دماي . اختصاصي با اطمينان بشتري اقدام به شناسايي ويروس نمود

همچنين در روند طراحي . برعهده دارد PCRب آغازگرها و غلظت آنها نقش تعيين كننده اي را در پيشرفت و موفقيت روند آزمايشات ذو
پرايمر مشخص شد كه چنانچه بنا به دلايلي از جمله بلند بودن طول پرايمر ، پرايمر دايمر ايجاد شود ميتوان مشكل فوق را با كاهش 

  . ا حدودي رفع نمودغلظت پرايمرو آنزيم ت
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Design primer and detection of virus strains, new and rapidly method for 
identifying the tobacco virus Disease. 

 
F.Zinati fakhrabad , S.Nasrollahnejad and  M. Taghinasab 

Dep. of Plant Protection Gorgan University of Agricultural Sciences and Natural Resources, Iran  

Zinati_fateme@yahoo.com 

Abstract : 

The success of the polymerase chain reaction (PCR) is highly dependent on primer design. Commonly 
used primer design programs rely upon a core set of parameters such as melting temperature, primer 
length, GC content, and complementarily to optimize the PCR product. Usually primer design use for 
two scope: identity CNVs and SNPs or experiment as PCR- RFLP on DNA and for do RT-PCR and 
survey RNA cells. For this aim using NCBI data, the identity all PVY strains existing in world were 
downloaded. Primers were designed using BioEdit software. Result of RNA extraction and subsequent 
RT-PCR showed that the designed primers had   desirable efficacy. We are going to design new 
specific PVY primers to be able to rapidly identifying the PVY strains on tobacco. 
   
Keywords: PVY, Primer design, plant tobacco 

 

  

  

  

  

  

  

  

  


