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Abstract 
 

Objective 

Nowadays, due to the intrinsic ability of viruses in transferring genes and their incorporation into 

the host genome, they are used as a powerful tool for silencing and overexpression of different 

genes in plants. Virus-induced gene silencing (VIGS) is widely used in plant genetics for 

knocking genes down thanks to its ease of use and the short time required to generate the 

associated phenotype. Apple latent spherical virus (ALSV)-based vectors can be used for effective 

and stable VIGS in a broad range of plant families such as Brassicaceae, Rosaceae, Solanaceae, 

Fabaceae, Cucurbitaceae, Scrophulariaceae and so forth. However, to the best of our knowledge, 

there is no report on the replicability and applicability of this viral vector in wild strawberry and 

fenugreek. In this research, we aimed to optimize and evaluate the propagation of an ALSV-based 

VIGS vector in these two horticultural plants.  

 

Materials and methods 

The seeds from the accession Hawaii-4 (H4) (PI551572) of the woodland (wild) strawberry, 

Fragaria vesca L. ssp. vesca f. alba (Ehrh.) Staudt, and Trigonella foenum-graceum (fenugreek) 

were planted and thereafter, the grown plants were used for inoculation. The Chenopodium quinoa 

was used as a propagation mediator plant. To do this, viral plasmids pEALSR1 and pEALSR2 
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were inoculated into C. quinoa plants by two methods, carborundum-mediated and injection-by-

syringe. 

 

Results 

The C. quinoa plants showed virus-induced chlorosis and necrosis symptoms 3-5 week after 

inoculation. Subsequently, the extract of infected plant tissues was inoculated onto the leaves of 

wild strawberry and fenugreek plants. Total RNA were extracted from all inoculated leaves and 

used for RT-PCR. Results indicated that a 211 bp fragment of pEALSR2 plasmid was amplified 

using RNA of all inoculated plants. 

 

Conclusions 

It was concluded that this ALSV-based vector was introduced and propagated in the target plants 

and can be used successfully as a VIGS vector in these plants for gene silencing and 

overexpression purposes. 
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 دهیچک

 یقو یابزار عنوان به زبان،یم ژنوم به الحاق و ژن انتقال در ها روسیو یعیطب ییتوانا علت به ها، روسیو از امروزه، :هدف

ژن القاءشده  یخاموش ستمیس .شودیاستفاده م زبانیم یهاسلول درون به گانهیو انتقال ژن ب اهیگ یدرون یهاژن یخاموش یبرا

موردنظر، کاربرد  پیفنوت جادیا یبرا وتاهسهولت در استفاده و صرف زمان ک لیبه دل یاهیگ کیر ژنتد( VIGS) روسیتوسط و

 فیط انیدر م و مؤثر داریپا VIGS یبرا تواندی( مALSV) بیس پنهان یکرو یروسیراستا، وکتور و نیا در. دارد یادیز

و چند خانواده  ،اسهیاسکروفولار تاسه،ی، کوکوربفاباسهرزاسه، سولاناسه،  وهیدرختان م س،یدوپسیازجمله آراب اهانیاز گ یاگسترده

 یباغبان اهانیدر گ ALSV هیبر پا VIGS وکتورتر گسترده ردیکار و ریتکث یسازنهیبه قیتحق نیا در. باشد داشته کاربرددیگر 

 . است همدنظر بود یروسیوکتور و نیا یبرا دیجد یزبانیم یو معرف

PI4(H 4-Hawaii )) (551572(( )توده Fragaria vesca) یوحش یفرنگبذور توت منظور نیا یبرا :هاروشو  مواد

 اهیگ از وهدف قرار گرفتند  مورد یزن هیما یحاصل برا اهانی( کشت شده و گTrigonella foenum-graceum) لهیشنبل و

 یدهایپلاسم منظور، نیبداستفاده شد.  روسیو ریتکث یواسطه برا اهیگ کیعنوان ( بهChenopodium quinoa) نوایک

 . افتندیانتقال  نوایک اهیبا سرنگ به گ قیروش کاربرد کاربوراندوم و تزر دو با pEALSR2و  pEALSR1 یروسیو
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ز بروز دادند. سپس عصاره صورت علائم نکروز و کلروموردنظر را به روسیبه و یهفته، آلودگ 5-3بعد از  نوایک اهانیگ :جینتا

 ،یزنهیبعد از ما پنجم هفته انجام شد. در یزنهیما لهیو شنبل یفرنگتوت اهانیگ یاستخراج شد و رو روسیآلوده به و اهانیگ نیا

اد که قطعه دنشان  جیانجام شد. نتا RT-PCR تیو درنها نوایو ک لهیو شنبل یفرنگتوت یهابرگ از کل RNAاستخراج 

 RNA روی انجام گرفته RT-PCRبوده و با استفاده از  جفت باز 211به طول  pEALSR2 دیپلاسم متعلق بهموردنظر 

 شده است. ریتکث اهانیگ نیاز ا استخراج شده

با  که یحد تا و شده وارد یمورد بررس اهانیگ یسلولها به یروسیوکتور و نیا که دهدیموضوع نشان م نیا :یریگجهینت

 یژنها انیبشیب ون ژ یخاموش یوکتور برا نیاز ا توانیم ن،یبنابراشده است و  ریتکث اشد،ی صیتشخ قابل یمولکول یروشها

 .نمود استفاده اهانیگ نیا در کوچک

 سرویو نوا،یک ،graceum-Trigonella foenum روس،یژن القاءشده توسط و یخاموش ،Fragaria vesca :هادواژهیکل

  بیپنهان س یکرو

 پژوهشی. نوع مقاله:

در  ALSV هیابر پ VIGSوکتور  کی ریتکث تیقابل( 1402نژاد علیرضا، سخندان بشیر نعمت، مهنا ناصر )طیموری استناد:

 .114-97(، 3)15، مجله بیوتکنولوژی کشاورزی. لهیو شنبل یوحش یفرنگتوت
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  مقدمه

ژن  انی. بتاس کرده جادیا یانقلاب بزرگ یاهیگ یولوژیدر ب اهیگ یدرون یهاژن یخاموش ای یخارج یهاژن انیب تیقابل

 .Yaegashi et al) باشد یروسیو یتوسط وکتورها انیب ای یاهیدرون ژنوم گ یدائم یگذاریصورت جاهم به تواندیم اهیدر گ

است  ممکناما  باشندیم یختیترار یمانند سهولت در استفاده و سرعت بالا ییایمزا یدارا یاهیگ یروسیو ی. وکتورها(2007

 یقو یعنوان ابزارها بهاز آن توانیم نیبنابرا. ( 1992al. Chapman et) باشند داشته یکیژنت یداریپا عدم رینظ یمشکلات

ژن القاءشده  یامروزه خاموش .( 2003Kootstra & Verma) کرداستفاده  زبانیم یهابه درون سلول گانهیانتقال ژن ب یبرا

 Sasaki et) دارد یادیسهولت در استفاده و صرف زمان کمتر، کاربرد ز لیبه دل یاهیگ کیدر ژنت )VIGS(1 روسیتوسط و

                                                      
1. Virus-induced gene silencing 
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2011al. ). واژه VIGS موجودات یهاژن انیب کاهش یبرا بینوترک یهاروسیکه در آن از و است یاورفن کی کنندهفیتوص 

. ( 2010Becker & Lange) باشدی( مPTGS) 2ژن یسیاز رونو پس یخاموش آن، کار اساس و شودیزنده استفاده م

نقش در سلول  یفایو ا ریاز تکث بعدوکتور  نیا. شوندیم یمهندس هدف،ژن  یتوال از یقسمتکردن  افتیدربا  VIGS یوکتورها

 25-21گر کوچک مداخله RNA کی یریکارگو با به کندیژن هدف را فعال م تیمربوط به کاهش فعال RNA یتوال زبان،یم

 بیس یپنهان کرو روسی. وکتور مشتق از و( .2003Lu et al) شودیهدف م RNA تیاز فعال یریباعث جلوگ یدینوکلئوت

3)ALSV( یبرا تواندیم VIGS رزاسه،  وهیدرختان م س،یدوپسیازجمله آراب اهانیاز گ یاگسترده فیط انیو مؤثر در م داریپا

 .Lange et al) باشد داشته کاربرد اسهیاسکروفولار و بوراجیناسه، کاریوفیلاسه، جنتیاناسه تاسه،ی، کوکوربفاباسهسولاناسه، 

Kamada et al. 2018; Fujita et al. 2019; Li et al. 2019a; Li et al. 2019b; Devani et al. ; 2013

al. 2021; Izuishi et al. 2020; Werner Ribeiro et al. 2020; Luo et al. 2021; Mancinotti et ; 2020

2022; Yamagishi & Yoshikawa 2022; Jin et al. 2021Ogata et al. )بینهفته س یکرو روسی. و (ALSV )

و  1RNA) یهانام هب 4ssRNAدو نوع  یو حاو باشدینانومتر م 25 آن قطردر ژاپن جدا شد که  بیدرخت س کیدر اصل از 

2RNA )یپوشش نیپروتئ سه و (24, VP20, VP25VPم )(1)شکل  باشدی (2011Sasaki et al. ) .1RNA استثناء به

را  یدالتون لویک 243 دیپپت یپل کی( دارد که ORF) 5قالب خواندن باز  کیشده است و  لیتشک دینوکلئوت 1368از  A یدم پل

 N یاز انتها مرازیپل RNAو  نیستئیپروتئاز س ،NTPدهنده اتصال کاز،یکوفاکتور پروتئاز، هل یکه شامل شکل کل کندیکد م

 یکه پل باشدیقالب خواندن باز م کی یدارا نیدارد همچن دینوکلئوت 3385 ،3' یانتها A یدم پل یاستثنابه 2RNA. باشدیم

 3و  نالیترم _N یکیدر نزد K42K/53( MP) یحرکت نیپروتئ شامل دیپپت یپل نیا. کندیرا کد م k108k/119 دیپپت

 . ( .2009Igarashi et al) باشدیم نالیترم-C هیدر ناح یپوشش نیپروتئ

 

 ALSV (Li et al. 2000) روسیو RNA2و  RNA1. ساختار 1شکل 
Figure 1. Structure of RNA1 and RNA2 of ALSV virus (Li et al. 2000) 

                                                      
2. Post Transcriptional Gene Silencing 

3. Apple latent spherical virus 

4. Single strand RNA 

5. Open reading frame 
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ALSV مختلف  یاهیگ یهازبانیم انی. در مدارد یاگسترده یزبانیم فیط یشگاهیآزما طیتحت شراALSV  سبب

 صورت نهفته استبه گرید یهازبانیدر م یاست که آلودگ یدر حال نیخواهد شد ا 6نوایک در آشکار یکییموزا یهانشانه جادیا

(2014Satoh et al. ). کهییازآنجا ALSV یارزشمند برا یابزار تواندی، مکندیرا بدون علائم آلوده م زبانیم اهانیگ شتریب 

طور که در . همان( .2009Igarashi et al)باشد  یاهیگ یهااز گونه یاگسترده فیموردنظر در ط یهاعملکرد ژن یابیارز

 کی یروسی( درون ژنوم وError! No text of specified style in document2.)شکل  شودیم دهید ریشکل ز

 & Becker) موردنظر در آن قرار داده شود یاهیکامل ژن گ یتوال ایبخش  کیشده است تا اضافه  یکلون ساز گاهیجا

2010Lange ). 

 

 ALSV (Igarashi etروسیو یوکتورها یاز سر pEALSR2و  pEALSR1 یوکتورها ساختار. 2شکل 

al. 2009; Taki et al. 2013) 

Figure 2. Structure of the vectors, pEALSR1 and pEALSR2, from the ALSV viral vector 

series (Igarashi et al. 2009; Taki et al. 2013) 

 

شده آلوده یاهیگ یهادر بافت روسیو عیحرکت و توز زیو آنال اهانیدر گ یخارج یهاژن انیب یبرا ALSV یوکتورها

به  ALSVوکتور  ریثانتقال و تک یلازم برا طیشرا یسازنهیبه از پژوهش نی. در ا( .2011Sasaki et al) شوندیاستفاده م

 یهانزبایم یمنظور معرف( بهFragaria vesca)وحشی  یفرنگتوت و(  graceum-Trigonella foenum) لهیشنبل اهانیگ

 Chenopodium) نوایک اهیگ از نیهمچن. شد استفاده( VIGS) یروسیو وکتور نیا توسط ژن یخاموش یالقاء یبرا یدیجد

quinoa )گردید استفاده روسیو ریتکث یبرا واسطه اهیگ کی عنوانبه. 

 

  

                                                      
6. Chenopodium quinoa 
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 هاو روش مواد

 یحاو 2pEALSRو  ALSV روسیو 1RNA یحاو ،1pEALSR دیپلاسم دو :یروسیو یدهایپلاسم

2RNA روسیو ALSV دانشکده یاهیگ یوتکنولوژیب شگاهیآزما در و شدند افتیدر 8ژاپن تیویاز دانشگاه ا 7کاوایوشی یاز آقا 

 یکشاورز دانشکده یاهیگ یوتکنولوژیب شگاهیآزما در قیتحق به مربوط شاتیآزما. شدند ینگهدار زیتبر دانشگاه یکشاورز

با روش  شتریب ریتکث یبرا ALSV روسیژنوم و یحاو 2pEALSRو  1pEALSR یدهایپلاسم .شد انجام زیتبر دانشگاه

 E. coli یباکتر شنیو الکتروپور یسازآماده یانتقال داده شدند و برا α5DH هیسو .coli E یبه درون باکتر شنیالکتروپور

 یباکتر یجداساز یبرا ،E. coli یباکتر ریاز تکث بعد. شد استفاده Rad)-MicroPulser Electroporator (Bioدستگاهاز 

 ییایباکتر رسوبشد و سپس  انجام گرادیسانت درجه 4 یدما و قهیدور بر دق 6500 ماتیتنظ با وژیفیترکشت سه بار سان طیاز مح

 یبراآماده شدند.  شنیالکتروپور یمستعد برا یهاسلول بیترت نی. بدشد قیتعلدرصد  10سرد  سرولیگل  تریکرولیم 1000در 

اضافه شد  ییایباکتر یسلول ونیاز سوسپانس تریکرولیم 40طور جداگانه به به یروسیو دیاز هر پلاسم تریکرولیم 5 شنیالکتروپور

MicroPulser Electroporator (Bio- دستگاهسپس با   .افتیانتقال  شنیو به درون کووت سرد مخصوص الکتروپور

)Rad 1 یشده توسط دستگاه برا. زمان انجام پالس ثبتکووت وارد شد اتیبه محتو یکیالکتر شوکpEALSR  و

2pEALSR یحاو یهای. باکترشد یریگاندازه لوولتیک 8/1هر دو  یبرا یکیو مقدار شوک الکتر هیثانیلیم 6و  5 بیبه ترت 

 ییایقل-زیلاز روش  هایدرون باکتر دیو سپس جهت استخراج پلاسم افتندی ری( تکثbroth-LB) عیکشت ما طیدر مح دیپلاسم

 ALSV یروسیوکتور و ریو تکث ملیشده  جهت تکاستخراج یدهایپلاسم سپس .( .1989Sambrook et al)استفاده شد 

  شدند. یزنهیما نوایک اهانیبه گ ،یبه مقدار کاف

 یکشاورز دانشکده 2 شماره ساختمان یباغبان گلخانه یفضا در گلدان در اهانیگ بذر کشت :اهانیگ یزنهیو ما کشت

انجام  یبرا ازیموردن یهایفرنگتوت یهااستولون ریتکث نیهمچن و لهیشنبل و نوایک اهانیگ بذر کشت. شد انجام زیتبر دانشگاه

 اهانیگ یزنهیما یشد. برا انجام گرادیسانتدرجه 25 نیانگیبا م یدر دما 50:50با نسبت  تیپ-تیکشت پرل طیدر مح قیتحق نیا

)با سرنگ  قیتزر ایدر حضور پودر کاربوراندوم  5-3 یهابرگ ،یقیبرگ حق 6در مرحله  اه،یگ نیهفته بعد از کشت ا 5-4در  نوایک

 مخلوط شده بودند، گریکدیبا  تریکرولیبر م کروگرمیم 1-2که با غلظت  2pEALSRو  1pEALSR یدهای( با پلاسمنیانسول

آلوده  نوایک اهانیاز گ یریاره گعص یبرا. شدند یزنهیآلوده شده بودند، ما دیکه قبلاً با پلاسم نوایک اهانیشده از گعصاره گرفته ای

بافر  تریلیلیم 10هر گرم برگ  یسرد گذاشته شدند سپس به ازا ینیهاون چ کیدر  یروسیبا علائم و یهاابتدا برگ روسیبه و

موردنظر  اهانیگ یزنهیما یبرا وانجام شد  یریشدن نمونه، عصاره گ لهپس از  وهاون اضافه شد  به  =7.4pHبا  میفسفات پتاس

                                                      
7. Nobuyuki Yoshikawa 

8. Iwate University, Japan 
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با دو روش  نوایشده کآلوده اهانیشده از گگرفته یهابا عصاره لهیشنبل اهیگ یزنهیما  .شد ینگهدار گرادیسانتدرجه -20 یدر دما

هفته  5 در .شد انجام 5-3 یهایبرگ یزنهیبا ما یبرگ 6در حضور پودر کاربوراندوم در مرحله  ایو  نیبا سرنگ انسول قیشامل تزر

 PCR-RTو به دنبال آن  RNAاستخراج  ،یروسیوجود وکتور و یشدند و جهت بررس یآورجمع 9-7 یهابرگ یزنهیبعد از ما

 در شدند. یزنهیبا پودر کاربوراندوم ما یبرگ 6در مرحله  اهانیگ نیا 5-3 یهابرگ یفرنگتوت اهانیگ یزنهیما یبراانجام شد. 

 نیاز ا RNAاستخراج  ،یروسیوجود وکتور و یبررس یشد و برا یآورجمع اهیگ نیا 8-7 یهابرگ اهانیگ حیهفته بعد از تلق 5

 آن انجام شد. یرو PCR-RT تیانجام گرفت و درنها اهیگ

مورد  اهانیگ cDNA و RNA تیفیغلظت و ک یریگاندازه :cDNAو  RNA د،یغلظت پلاسم یریگدازهان

 شد. انجام Germany)Eppendorf( Biophotometer plus , اسپکتروفتومتر دستگاهبا  شیآزما

 لیوسا وظروف  تمام ،RNaseبودن از  یعار یبرا اهانیگ یهاکل از برگ RNAاستخراج  هنگام :RNA استخراج

که  یاگونهبا دو روش متفاوت انجام شد به نوایو ک یفرنگو توت لهیشنبل اهانیاز گ RNA استخراج شدند. لیاستر ازیموردن

 Jena( از شرکت.) RNA (Total RNA Purification Kitاستخراج  تیک ازبا استفاده  لهیشنبل RNAاستخراج 

bioscience )روشاز فرنگی و کینوا برای توت لیو شد انجام CTAB استفاده شد درصد (2008Gambino et al. ). جهت 

 .شدند ماریتDNase (Fermentas )موردنظر با  اهانیگ DNA ،ARN آلودگی از یریجلوگ

PCR-RT :انجام یبرا PCR-RT یروسیبه وکتور و اهانیگ یمشخص شدن آلودگ یبرا ALSV  جفت آغازگر  کیاز

՜5 - یو آغازگر معکوس با توال ՜3 -GCGAGGCACTCCTTA- ՜5 یبا توال میاستفاده شد. آغازگر مستق یاختصاص

3 -GCAAGGTGGTCGTGA و  یشیاماگیاز منبع  زگرهاآغاتوالی این و استفاده شدند.  یداریخر ستیاز شرکت تکاپوز

 .( .2011Yamagishi et al)اقتباس گردید  ALSV روسیو 2RNAاز ژنوم  یخاص هیناح ریتکث یبراهمکاران 

 اهیگ RNAاز  تریکرولیم 1( ابتدا مقدار cDNAمکمل الگو )  DNAساخت  یبرا :(cDNAمکمل ) DNA سنتز

آب  تریکرولیم 4/10و  یت ید گویآغازگر ال تریکرولیم 1 بیانتقال داده شد. سپس به ترت یتریلیلیم 2/0لوله  کیموردنظر به 

قرار  گرادیسانتدرجه 65 یدر دما کلریدرون دستگاه ترموسا  قهیدق 5مواد به مدت  یبه لوله اضافه شد. لوله حاو یمقطر دپس

 تریکرولیم 4مقدار  بیبه ترت قهیدق 5به مدت  خی یو قرار گرفتن لوله رو کلریگرفت. بعد از خارج کردن از دستگاه ترموسا

XRT Buffer5  ،6/0 تریکرولیم RNase inhibitor  وdNTP 2 پتازینسکراتر میو آنز تریکرولیم 2مولار به مقدار  یلیم 

و در  گرادیسانتدرجه 42 یدر دما قهیدق 60به مدت  تیبه لوله اضافه شد. درنها تریکرولیم 1مقدار  به( Fermentasمعکوس )

 cDNAگرفت تا  قرار( Japan818-Astec ,) کلریترموسادرون دستگاه  گرادیسانت درجه 70 یدر دما قهیدق 10ادامه به مدت 

 موردنظر ساخته شود. اهانیگ
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PCR: انجام  یبراPCR کلریاز دستگاه ترموسا ( مدلJapan ,818-ASTEC .استفاده شد )واکنش PCR  با استفاده

بدین صورت  انجام شد.  تریکرولیم 20 ییدر حجم نها دیو پلاسم RNAمعکوس،  یبردارحاصل از واکنش نسخه cDNA از

قرار داده  کومولیپ 4از هرکدام از آغازگرها با غلظت  تریکرولیم 1الگو،  تریکرولیم 2 ،کسیم مستر تریکرولیم 8که در هر واکنش 

 قهیدق 1مدت  هب هیاول یساز هواسرشت دمایی شامل برنامهمیکرولیتر رسانده شد.  20شد و حجم نهایی با آب دیونیزه استریل به 

، گرادیسانت درجه 58 یدر دما هیثان 20 ،گرادیسانت درجه 94 یدر دما هیثان 30چرخه به صورت  32؛ گرادیسانتدرجه 95 یدر دما

 .بود گرادیسانتدرجه 72 یدر دما قهیدق 7مدت  به ییشدن نها لیطو؛ و در نهایت گرادیسانتدرجه 72 یدر دما قهیدق 1 و

برای رنگ آمیزی قطعات تکثیر شده از شد.  ستفادها TBE بافرآگارز در درصد  1ژل الکتروفورز از  یبرا :الکتروفورز

 یمولکول مارکراستفاده گردید. برای تعیین اندازه قطعات بر روی ژل از  تریلیلیبر م گرمیلیم 10 ییبا غلظت نها دیبروما ومیدیات

(Fermentas) Ladder kb DNA1Gene Ruler  آمپر  45-40انیولت و جر 80ها با ولتاژ نمونه الکتروفورزشد.  استفاده

ژل دستگاه در RNA ای DNA یمشاهده نوارها ینمونه الکتروفورز شده برا یساعت انجام  شد. سپس ژل حاو کیبه مدت 

 .شد یبردارها عکسنمونه ازبنفش  یقرار گرفت و با استفاده از اشعه ماورا داک

 

 جینتا

شده بودند،  یزنهیما 2pEALSRو  1pEALSR یروسیو یدهایکه با پلاسم نوایک اهانیگ: یاگلخانه مطالعات جینتا

 نشده یزنهیما ییبالا  یهابرگ یبر رو ALSV روسیبه و یاز آلودگ یعلائم کلروز و نکروز ناش یزنهیهفته بعد از ما 5-3

و  لهیو شنبل نوایک اهانیمجدد گ یآلودگ یبرا اهانیگ نیشده از ا(. عصاره گرفته3 شکلمشاهده شد ) اهانیگ نیاز ا یبعض

 .شد استفاده یفرنگتوت

 

-5بعد از  نوایک یهاشدن برگ هو نکروز ه. کلروز.Error! No text of specified style in documentشکل 

 2pEALSRو  1pEALSR یدهایبا پلاسم یزنهیهفته در اثر ما 3
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Figure 3. Chlorosis and necrosis of the leaves of quinoa plants 3-5 weeks after inoculation 

of pEALSR1 and pEALSR2 plasmids 

 

و  1pEALSR یدهایغلظت پلاسم :E. coli یاز باکتر 2pEALSRو  1pEALSR یدهایاستخراج پلاسم جینتا

2pEALSR  بر  کروگرمیم 6096 و 5/7273 بیترتبه  دهایپلاسم نیا نشان داد که غلظت فتومتراسپکتروتوسط دستگاه

 تیفیک یبررس یبرا E. coli یشده از باکتراستخراج یدهایبرخوردار بودند. الکتروفورز پلاسم یمناسب غلظت از که بود تریلیلیم

 .(4برخوردارند )شکل  یمناسب تیفیموردنظر از ک یدهایشد و مشاهده شد که پلاسم انجامدرصد  1ژل آگارز  یرو

 

 دیپلاسم، 2 چاهک؛ pEALSR1 دیپلاسم ،1 چاهک ها:دیپلاسم ژل آگارز برای الکتروفورز. 4شکل 

pEALSR2 3 چاهک؛ ،Gene Ruler 1kb DNA Ladder (Fermentas) 

Figure 4. Agarose gel electrophoresis of plasmids: Lane 1, pEALSR1 plasmid; Lane 2, 

pEALSR2 plasmid; Lane 3, Gene Ruler 1kb DNA Ladder (Fermentas) 

 

شد.  یریگاندازه وفتومتریبا دستگاه ب شیمورد آزما اهانیشده از گاستخراج RNA غلظت :RNAاستخراج  جینتا

 اهیگ RNAغلظت که مقدار  ییابرخوردار بودند. به گونه یمناسب تیفیموردنظر از ک اهانیگ یها RNAنشان داد که  جینتا

 RNAغلظت  مقدار و لیترکرووگرم بر مینان 1620 روسیآلوده به و نوایک اهیگ RNA و تریلکرویم بر وگرمنان 1053 نوایشاهد ک

وگرم نان ALSV 1307 یروسیآلوده به وکتور و یفرنگتوت اهیگ RNA و لیترکرووگرم بر مینان 750 شاهد یفرنگتوت اهانیگ

 1381شاهد  لهیشنبل اهانیگ RNAنشان داد که غلظت  لهیشنبل اهانیگ RNAغلظت  یریگاندازه نی. همچنبود لیترکروبر می

 کروگرمیم 907 کاربوراندوم کاربرد پودر قیاز طر ALSV یروسیآلوده به وکتور و اهیگ RNAو غلظت  تریلیلیبر م کروگرمیم

 .بود تریلیلیم بر کروگرمیم 893 نیبا سرنگ انسول قیتزر قیاز طر ALSV روسیآلوده به و اهیگ RNAو غلظت  تریلیلیبر م

برخوردار است )شکل  یموردنظر از غلظت مناسب اهانیگ RNA کهداد  نشان لهیشنبل اهیاستخراج شده از گ RNA الکتروفورز

. شد یریگاندازه وفتومتریها توسط دستگاه بموردپژوهش غلظت آن اهانیگ cDNAاز سنتز  بعد: PCR-RT جینتا .(7و  6و  5

 نوایک اهانیگ cDNAغلظت که  ییاگونه به. بود برخوردار یمناسب ظتموردپژوهش از غل اهانیگ cDNA نشان داد که جینتا

شد.  یریگاندازه تریلیلیبر م کروگرمیم 2/5106شاهد  نوایک اهانیگ cDNA و تریلیلیبر م کروگرمیم 7/4293 روسیآلوده به و
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 روسیآلوده به و یفرنگتوت اهانیگ  cDNAو غلظت  تریلیلیم بر کروگرمیم 13056 شاهد یفرنگتوت اهانیگ cDNAغلظت 

 تریلیلیبر م کروگرمیم 5/3795شاهد  لهیشنبل اهانیگ cDNAغلظت  نیشد. همچن یریگاندازه تریلیلیبر م کروگرمیم 8/5943

و غلظت  تریلیلیبر م کروگرمیم 7/4231با کاربرد پودر کاربوراندوم  ALSV یروسیآلوده به وکتور و اهیگ  cDNAو غلظت 

cDNA  یروسیآلوده به وکتور و اهیگ ALSV شد.  یریگاندازه تریلیلیبر م کروگرمیم 2/4421 نیبا سرنگ انسول قیتوسط تزر 

 

 

 

 

26S rRNA 

18S rRNA 

 

 ؛شدهآلوده نوایک اهیگ RNA ،1 چاهک: ALSVبا  شاهد و آلوده شده ینوایک گیاهان RNA. الکتروفورز 5شکل 

 RNA، 4چاهک  ؛شاهد ینوایک اهیگ RNA ،3چاهک  ؛DNaseبا  ماریتبعد از  1چاهک شماره  RNA ،2 چاهک

 Gene Ruler 1kb DNA Ladder (Fermentas)، 5 چاهک؛ DNaseبا  ماریتبعد از  3چاهک شماره 

Figure 5. Agarose gel electrophoresis of RNA extracted from the control and ALSV-infected 

quinoa plants: Lane 1, RNA from infected quinoa plants; Lane 2, DNase-treated RNA from 

lane 1; Lane 3, RNA from control quinoa plants; Lane 4, Dnase-treated RNA from lane 3; 

Lane 5, Gene Ruler 1kb DNA Ladder (Fermentas) 

 

 

 

 

 

26S rRNA 

18S rRNA 

 

: ALSVشده با ی شاهد و آلودهفرنگتوت اناهیگاز شده استخراج RNA ژل آگارز برای . الکتروفورز6شکل 

 اهیگاز  DNaseشده با  یمارت RNA، 2 چاهکی؛ فرنگشاهد توت اهیگاز  Dnaseشده با  یمارت RNA ،1 چاهک

 ی؛فرنگشده توتآلوده اهیگ RNA. 4چاهکی؛ فرنگشاهد توت اهیگ RNA ،3 چاهک ی؛فرنگشده توتآلوده

 Gene Ruler 1kb DNA Ladder (Fermentas)، 5 چاهک

Figure 6. Agarose gel electrophoresis of RNA extracted from control and ALSV-infected 

strawberry plants: Lane 1, DNase-treated RNA extracted from control strawberry plants; 

Lane 2, DNase-treated RNA extracted from infected strawberry plants; Lane 3, RNA 
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extracted from control strawberry plants; Lane 4, RNA extracted from infected strawberry 

plants; Lane 5, Gene Ruler 1kb DNA Ladder (Fermentas) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

26S rRNA 

18S rRNA 

 

شاهد  اهیگ RNA ،1 چاهک :لهیشنبلشده و آلودهگیاهان شاهد  RNAژل آگارز برای  . الکتروفورز 7شکل 

شده با آلوده لهیشنبل اهیگ RNA ،3 چاهک ؛DNaseبا  ماریتبعد از  1چاهک شماره  RNA ،2 چاهک؛ لهیشنبل

 لهیشنبل اهیگ RNA ،5 چاهک؛ DNase با ماریتبعد از  3چاهک شماره  RNA ،4 چاهک؛ ALSV روسیو

 ماریتبعد از  5چاهک شماره  RNA ،6 چاهک ؛نیبا سرنگ انسول قیتزر قیاز طر ALSV روسیشده با وآلوده

 Gene Ruler 1kb DNA Ladder (Fermentas) ،7 چاهک؛ DNase با

Figure 7. Agarose gel electrophoresis of RNA extracted from control and ALSV-infected 

fenugreek plants: Lane 1, RNA from control fenugreek plants; Lane 2, DNase-treated RNA 

from lane 1; Lane 3, RNA from ALSV-infected fenugreek plants using carborundum; Lane 

4, DNase-treated RNA from lane 3; Lane 5, RNA from ALSV-infected fenugreek plants 

through injection by insulin syringe; Lane 6, DNase-treated RNA from lane 5; Lane 7, Gene 

Ruler 1kb DNA Ladder (Fermentas) 

 

PCR -RT قطعه  رفتیطور که انتظار مانجام شد. همان یفرنگو توت لهیو شنبل نوایک اهیهر سه گ یبراDNA  bp211 

آلوده به  RNAبا  زین PCR کی ،PCR -RTشد. در کنار  ریتکث اهانیگ نیدر ا ALSV روسیو 2RNAحاصل از ژنوم 

 باشد،یم PCR-RTحاصل  رشدهیتکث DNAموضوع که قطعه  نیا دییتأ یموردنظر برا اهیاز گ Dnaseبا  مارشدهیت روسیو

 (10و  9و  8بود. )شکل  دیآن مورد تائ جهیانجام شد و نت

 



 1402و همکاران،  نژادطیموری

109 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 

 چاهک: ALSVشده با ینوای شاهد و آلودهکدر گیاهان  PCR-RTحاصل از  DNA. الکتروفورز قطعات 8شکل 

کنترل  ،4 چاهک؛ شاهد ینوایک اهیگ ،3 چاهک؛ شدهآلوده ینوایک اهیگ، 2 اهک؛ چ2pEALSR دیپلاسم، 1

شده که به عنوان الگو در واکنش پی سی آر قرار گرفته  آلوده نوایک اهیگ RNA ،5 چاهک؛ (DNA)بدون  یمنف

  kb DNA Ladder (Fermentas)1Gene Ruler ،6 چاهکاست؛ 

Figure 8. Agarose gel electrophoresis of DNA fragments from RT-PCR using RNA samples 

from the control and ALSV-infected quinoa plants: Lane 1, pEALSR2 plasmid; Lane 2, 

ALSV-infected quinoa plants; Lane 3, Control quinoa plants; Lane 4, Negative control (no 

DNA); Lane 5, RNA as the PCR reaction template from the infected quinoa plants; Lane 6, 

Gene Ruler 1kb DNA Ladder (Fermentas) 

 
بر  PCR-RT حاصل از DNA. الکتروفورز قطعات Error! No text of specified style in document9.شکل 

روی  PCR-RTقطعه حاصل از  :ALSVشده با شاهد و آلوده یفرنگتوتاستخراج شده از گیاهان  RNAروی 

کنترل (؛ 2 چاهک) شاهد یفرنگتوت اناهیگ(؛ 1 چاهک) ALSV روسیشده به وآلوده یرنگفتوت اناهیگ

 دی. پلاسم5چاهک (؛4 چاهک) ALSV روسیآلوده به و یفرنگتوت اناهیگ (؛3 چاهک) (DNA)بدون  یمنف

pEALSR26.    چاهک .Gene Ruler 1kb DNA Ladder (Fermentas) 

Figure 9. Agarose gel electrophoresis of DNA fragments from RT-PCR using RNA samples 

from the control and ALSV-infected strawberry plants: Lane 1, ALSV-infected strawberry 

plants; Lane 2, Control strawberry plants; Lane 3, Negative control (no DNA); Lane 4, 

PCR-amplified RNA from ALSV-infected strawberry plants; Lane 5, Gene Ruler 1kb DNA 

Ladder (Fermentas) 
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شاهد  لهیشنبلاستخراج شده از گیاهان  RNAبر روی  PCR-RT حاصل از DNAالکتروفورز قطعات . 10شکل 

 لهیشنبل اناهیگ RNAروی  RT-PCR ، 2 چاهک ؛pEALSR2 دیپلاسم ،1 چاهک :ALSVشده با و آلوده

از  قیشده با تزرآلوده لهیشنبل اناهیگ RNAروی  RT-PCR ،3 چاهک ؛کاربوراندوماستفاده از شده با آلوده

)بدون  یکنترل منف ؛5 چاهک ؛لهیشاهد شنبل اناهیگ RNAروی  RT-PCR ،4 چاهک ؛نیسرنگ انسول قیطر

DNA) 6 چاهک؛ ،PCR  رویRNA 7 چاهک؛ آلوده لهیشنبل اناهیگ،Gene Ruler 1kb DNA Ladder 

(Fermentas) 
Figure 10. Agarose gel electrophoresis of DNA fragments from RT-PCR using RNA samples 

from the control and ALSV-infected fenugreek plants: Lane 1, pEALSR2 plasmid; Lane 2, 

RT-PCR on ALSV-infected fenugreek plants using carborundum; Lane 3, RT-PCR on 

ALSV-infected fenugreek plants using injection by insulin syringe; Lane 4, RT-PCR on 

control fenugreek plants; Lane 5, Negative control (no DNA); Lane 6, PCR on RNA from 

infected fenugreek plants; Lane 7, Gene Ruler 1kb DNA Ladder (Fermentas) 
 

 بحث

و  یفرنگتوت اهانینشان داد که گ VIGSوکتور القاءکننده  کیعنوان به ALSVلازم جهت کاربرد  طیشرا یسازنهیبه

از مریپل یارهیحاصل از واکنش زنج جیباشند. نتا یروسیوکتور و نیا یبرا یمناسب زبانیم توانندیم شدهیبررس طیدر شرا لهیشنبل

 لهیو شنبل یفرنگتوت اهانیدهنده آلوده بودن گنشان ALSVوکتور  2pEALSR دیپلاسم یاختصاص یبا استفاده از آغازگرها

 یبیبا طول تقر یباند لهیو شنبل یفرنگتوت اهیهر دو گ یواکنش برا نیا یط(. 10و  9)شکل  باشدیمذکور م یروسیبه وکتور و

 نوایک اهانیاز گ یبعض  نیجفت باز متناسب بود. همچن 211 یعنیجفت باز مشاهده شد که با طول باند مورد انتظار  200-250

 روسیتوسط و یعلائم کلروز و نکروز حاصل از آلودگ ،2pEALSRو  1pEALSR یدهایبا پلاسم یزنهیهفته بعد از ما 5-3

 20 معادل گلدان 3 مذکور، یدهایپلاسم با شده یزنهیگلدان ما 15صورت بود که از  نیبه ا یآلودگ زانیرا از خود بروز دادند. م

 یبرا همکاران و یگاراشیا همانطورکه را از خود بروز دادند. روسیبه و یها علائم کلروز و نکروز حاصل از آلودگدرصد گلدان
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( SU) 9 یهااز ژن ییهایتوال که ALSV نشان دادند وکتور  اهانیگ یدرون یهاژن یرو ALSV وکتور VIGS اثر یابیارز

و محصولات  سیدوپسیمدل مانند تنباکو و آراب اهانیها را در گژن نیا یخاموش یکدستیصورت به همراه داشت به را( PDS) 10 و

از گروهی از محققین،  .( .2009Igarashi et al) کرد القاء اسهتیکوکوربفاباسه و  یهاو گونه یفرنگمانند گوجه یمهم تجار

استفاده  GFP کنندهانیتنباکو ب اهانیدر گ VIGS زیآنال یفلورسنت سبز بود برا نیپروتئ کنندهانیکه ب ALSV یروسیوکتور و

 یهابرگ یرو حیروز از تلق 5بعد از  ،ALSV-GFPشده با  حیتلق GFP-تنباکو اهانیها نشان دادند که در گکردند. آن

 نیتمام برگ را ا یکوبهیروز بعد از ما 12کرد. سرانجام  دایظاهر شد و سپس گسترش پ یکوچک کیتار یهاشده لکه یکوبهیما

شد.  دیناپد حیروز بعد از تلق 21در  ،یقیبرگ حق 12بالاتر از  ،ییبالا یهافلورسنس برگ نیفراگرفت. همچن کیتار یهالکه

 GFPژن  mRNAکه  ییهادر همه برگ هانیو پروتئ یروسیو یها RNAنشان داد که  GFPخاموش شده  یهابرگ زیآنال

 یالقاءبر  شهیهم ALSV-GFP وعیبافت نشان داد که ش میمستق یگذارلکه زیآنال نیکردند. همچن دایشده بود، تجمع پ بیتخر

VIGS شده آلوده یهادر برگTobacco-GFP است مقدم (2007Yaegashi et al. ). نسبت به  قیتحق نیا زیوجه تما از

( یفرنگتوت و لهیشنبل اهیگ)دو  یروسیو وکتور نیا یبرا دیجد یزبانانیم یمعرف به توانیم نهیزم نیشده در اانجام یقبل یکارها

مشخص  قیتحق نیا درمؤثر اشاره کرد.  VIGS جادیمنظور اوکتور به نیا قیانتقال ژن از طر یبرا لازم طیشرا یسازنهیو به

( به روسیآلوده به و نوایک اهانیشده از گعصاره گرفته ای 2pEALSRو  1pEALSR یدهای)پلاسم حیتلق هیشد که انتقال ما

 حیتلق هیما قیاست. تزر ریپذامکان زین نیبا سرنگ انسول قیتزر قیعلاوه بر کاربرد پودر کاربوراندوم از طر نوایو ک لهیشنبل اهانیگ

 .نبود ریپذامکان آن، برگ در حیتلق هیما حرکت عدم و شکننده و زبر یبرگ بافت لیدل به یفرنگتوت اهیبه گ نیبا سرنگ انسول

 یهاکلون میمستق یزنهیندارند و ما ییبالا یآلودگ  cDNA-ALSV یهااست که کلون ینکته ضرور نیا ذکر

cDNA-ALSV  با کلون ذکرشده  نوایک ناهایگ یحتماً آلودگ دیابتدا با کهیطورمؤثر واقع شود به تواندیموردنظر نم اهانیبه گ

 & Kon) ستفاده شودموردنظر ا اهانیگ یآلودگ یو برا یآوربروز دادند جمع یکه علائم ظاهر یاهانیانجام شود و عصاره گ

2014Yoshikawa ). 

 یبه خوب لهیو شنبل یفرنگتوت اهانیدر گ ALSV یروسیکه وکتور و افتیدر توانیپژوهش م نیا جینتا از: یریگجهینت

به منظور  لهیو شنبل یفرنگتوت اهیگ دو هربرای انتقال ژن به  ALSV یروسیوکتور واز  توانیم نیبنابرا ه است.شد ریتکث

رایج ه بر روش علاونشان داده شد که  قیتحق نیاهای کوچک استفاده نمود. همچنین در خاموشی ژن و نیز بیش بیان ژن

توان برای را نیز می نیگ انسولسرن، لهیو شنبل نوایک اهانیگ، حداقل در مورد اهانیگ زنیمایه یبرااستفاده از پودر کاربوراندوم 

 بکار برد. ALSVویروس  یزنهیما

                                                      
9. Subunit of magnesium chelatase gene 

10. Phytoene desaturase gene 



   (1402 پاییز، 3، شماره 15مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره   

112 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 

نژاد برای پایاننامه کارشناسی ارشد علیرضا طیموری زدانشگاه تبریمالی  تاز حمای لهیوسنبدی: یسپاسگزار

 شود.یمی سپاسگزار

References 

Becker A, Lange M (2010) VIGS–genomics goes functional. Trends Plant Sci 15, 1-4. 

Chapman S, Kavanagh T, Baulcombe D (1992) Potato virus X as a vector for gene 

expression in plants. Plant J 2, 549-557. 

Devani RS, Kute A, John S et al. (2020) Development of a Virus-Induced Gene Silencing 

System for Dioecious Coccinia grandis. Mol Biotechnol 62, 412-422. 

Fujita N, Kazama Y, Yamagishi N et al. (2019) Development of the VIGS System in the 

Dioecious Plant Silene latifolia. Int J Mol Sci 20. 

Gambino G, Perrone I, Gribaudo I (2008) A rapid and effective method for RNA 

extraction from different tissues of grapevine and other woody plants. Phytochem 

Anal 19, 520-525. 

Igarashi A, Yamagata K, Sugai T et al. (2009) Apple latent spherical virus vectors for 

reliable and effective virus-induced gene silencing among a broad range of plants 

including tobacco, tomato, Arabidopsis thaliana, cucurbits, and legumes. Virol 386, 

407-416. 

Izuishi Y, Isaka N, Li H et al. (2020) Apple latent spherical virus (ALSV)-induced gene 

silencing in a medicinal plant, Lithospermum erythrorhizon. Sci Rep 10, 13555. 

Jin W, Zhang Y, Su X et al. (2022) First report of apple latent spherical virus infecting 

Angelica sinensis. Plant Dis 107(4), 1252. 

Kamada K, Omata S, Yamagishi N et al. (2018) Gentian (Gentiana triflora) prevents 

transmission of apple latent spherical virus (ALSV) vector to progeny seeds. Planta 

248, 1431-1441. 

Kon T, Yoshikawa N (2014) Induction and maintenance of DNA methylation in plant 

promoter sequences by apple latent spherical virus-induced transcriptional gene 

silencing. Front Microbiol 5, 595. 

Kootstra NA, Verma IM (2003) Gene therapy with viral vectors. Annu Rev Pharmacol 

43, 413-439. 

Lange M, Yellina AL, Orashakova S et al. (2013) Virus-induced gene silencing (VIGS) 

in plants: an overview of target species and the virus-derived vector systems. Virus-



 1402و همکاران،  نژادطیموری

113 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

Induced Gene Silencing: Methods and Protocols, 1-14. 

Li C, Hirano H, Kasajima I et al. (2019a) Virus-induced gene silencing in chili pepper by 

apple latent spherical virus vector. J Virol Methods 273, 113711. 

Li C, Yamagishi N, Kasajima I et al. (2019b) Virus-induced gene silencing and virus-

induced flowering in strawberry (Fragaria x ananassa) using apple latent spherical 

virus vectors. Hortic Res 6, 18. 

Li C, Yoshikawa N, Takahashi T et al. (2000) Nucleotide sequence and genome 

organization of Apple latent spherical virus: a new virus classified into the family 

Comoviridae. J Gen Virol 81, 541-547. 

Lu R, Malcuit I, Moffett P et al. (2003) High throughput virus-induced gene silencing 

implicates heat shock protein 90 in plant disease resistance. EMBO J 22, 5690-

5699. 

Luo Y, Na R, Nowak JS et al. (2021) Development of a Csy4-processed guide RNA 

delivery system with soybean-infecting virus ALSV for genome editing. BMC 

Plant Biol 21, 419. 

Mancinotti D, Rodriguez MC, Frick KM et al. (2021) Development and application of a 

virus-induced gene silencing protocol for the study of gene function in narrow-

leafed lupin. Plant Methods 17, 131. 

Ogata T, Toyoshima M, Yamamizo-Oda C et al. (2021) Virus-Mediated Transient 

Expression Techniques Enable Functional Genomics Studies and Modulations of 

Betalain Biosynthesis and Plant Height in Quinoa. Front Plant Sci 12, 643499. 

Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T (1989) Molecular cloning: a laboratory manual. Cold 

spring harbor laboratory press. 

Sasaki S, Yamagishi N, Yoshikawa N (2011) Efficient virus-induced gene silencing in 

apple, pear and Japanese pear using Apple latent spherical virus vectors. Plant 

Methods 7, 1-11. 

Satoh N, Kon T, Yamagishi N et al. (2014) Apple latent spherical virus vector as vaccine 

for the prevention and treatment of mosaic diseases in pea, broad bean, and eustoma 

plants by Bean yellow mosaic virus. Viruses 6, 4242-4257. 

Taki A, Yamagishi N, Yoshikawa N (2013) Development of apple latent spherical virus-

based vaccines against three tospoviruses. Virus Res 176, 251-258. 

Werner Ribeiro C, Duge de Bernonville T, Glevarec G et al. (2020) ALSV-Based Virus-



   (1402 پاییز، 3، شماره 15مجله بیوتکنولوژی کشاورزی )دوره   

114 

Agricultural Biotechnology Journal;      Print ISSN: 2228-6705,      Electronic ISSN: 2228-6500 

 

Induced Gene Silencing in Apple Tree (Malus x domestica L.). Methods Mol Biol 

2172, 183-197. 

Yaegashi H, Yamatsuta T, Takahashi T et al. (2007) Characterization of virus-induced 

gene silencing in tobacco plants infected with apple latent spherical virus. Arch 

Virol 152, 1839-1849. 

Yamagishi N, Sasaki S, Yamagata K et al. (2011) Promotion of flowering and reduction 

of a generation time in apple seedlings by ectopical expression of the Arabidopsis 

thaliana FT gene using the Apple latent spherical virus vector. Plant Mol Biol 75, 

193-204. 

Yamagishi N, Yoshikawa N (2022) Efficient virus-induced gene silencing system in 

pumpkin (Cucurbita maxima) using apple latent spherical virus vector. J Virol 

Methods 301, 114456. 

 


