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 چکیده

ینننازی ( مربوط به بیما گرها    که ماجر به فعالAvirulentار )ز یما یب ریغ( Signals(، شننناایننناار هیننن   های )Rهای مقاومت گیاه )ژن
وم د   ی ژدهای  دتخاب، درخ موتاییون بالای واروس فیا تحتها پیش تصنو  بر  ا   یت که  شنود ، برعد ه د  د    ز م   های دفاعر گیاه مرپاین  

شننود که مر ز یما یب(  ز عو ما Mutantsهاار )اافتهبه همر ه  د  زه بز گ جمعیت و فاصنن ه کوتاه تودی  د،ننا، باعو  دو  جدش (،RNA ی ) ن آ
بر ی شاایاار  ا   Soybean mosaic virus (SMV) /Rsv1میزبان فر   کاا   د   ا  مطادعه، پاتویی،تم  Rهای ژن  هیویبهقاد د   ز شناایاار  

واروس  G7dو  N ،G7های با عصا ه د   ی دتاج وارویر هم،اده عفودر یواه Rsv1مقاومتهای های یواای د   ی آدافرضیه بکا  برده ش   ژدوتیپ
دیز ی رویر تویط آزمون  زدر، گیاهان فاق  علاام وازدر ش د   بع   ز گذشت بی،ت و اک  وز  ز مااهموز ئیک ینواا  وی گیاهان یواای س،اس، مااه 

زدر ش ه با عصا ه د   ی مااه Ogdenو دو گیاه  ز یر گیاه  Kwanggyoو  York( بر یر ش د   اکر  ز ده گیاه Indirect ELISA) میرم،نتق یغ
که د  آزماایگاه  واروس موز ئیک یواا  وی گیاهان یواای س،اس Nینواه  ( cDNAی مکما )  نید ز تکثیر مودکول  آم هدینت بهدتاج واروینر  

م،تقیم، مثبت ، علاام واروینر    دیان د دد  و د  آزمون  لااز ی غیر (pSMV-Nاا  molecularly cloned SMV-Nینازی شن ه بود )  هم،ناده 
 Ogdenو  York ،Kwanggyoواروس به گیاهان  مج د ً ز  ا  گیاهان،  آم هدیننتبهزدر مکادیکر  دجام شنن ه با  یننتفاده  ز عصننا ه بودد   د  مااه

( و تعیی  تر دف Nested PCR ی )آ  آشیادهیر( و پرRT-PCRآ  )یرماتقا ش ه و تو د،ت با  ا  گیاهان یازگا  شود  بع   ز  دجام آزمون آ تر پر
 مز ش ه د   اهی آمی ی ی  اجادش ه و واروس، موقعیت جدش دقطه P3( و Helper Component-Protease) HC-Proهای طول کاما یی،ترون

 ی د  یننی،ترون ، جدش دقطهKwanggyoو  Yorkمینخ  شن   د  گیاهان    MEGA7 فز    ثر تغییر دوک ئوتی  د  دقطه جدش، با  ینتفاده  ز درم 
HC-Pro 3311 دوک ئوتی ی هایموقعیت د  ترتیب و بهT  3131وA گیاه د  و Ogden،  یی،ترون د P3 1103 دوک ئوتی ی موقعیت د  و واروسA 

 میاه ه ش   

 

  یواا موز ئیک واروس یواا، ،Rsv1 مقاومت ژن  ی،دقطه جدش: کلیدی هایواژه
 

  1  مقدمه

، و اکر  ز یننادهک[، گیاهر ا.Glycine max (L.) Merrیننواا  
باش   پس  ز غلا ،  عضا خادو ده بقولا  د  یطح جدان مر  اترمدم
محصننولا   یننتر تکاک کیاو زی   اترمدمهای  وغار اکر  ز د ده

 01د ص   وغ  و  31شود   د   ا  میان، یواا با د شت  مح،وب مر
 81د صن  پروتئی ، یدم ب،ز ار    د  تودی ، به خود  ختصا  د ده و  

(  ب،یا ی  ز 31شود )های  وغار    د  ددیا، شاما مرد ص  تودی  د ده

                                                           
روه شاایر گیاهر و د دییا  ن گترتیب د دیجوی دکتری  شته بیما یبه -1و  1، 3

 پزشکر، د دیک ه کیاو زی، د دیگاه فردویر مید گیاه
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 د دییا  گروه میکروبیودوژی، د دیک ه پزشکر، د دیگاه ع وم پزشکر گااباد -8

که  ا  محصول  یتر تکاک عو ما بیما گر زد ه و غیر زد ه وجود د  د  
قر   د ده و باعو کاهش عم کرد آن د  ینننطح جدان  ریتأث   تحنت  

هنا،  ز جم ه  ا  عو ما بیما گر بوده که د  تمام  شنننودن   واروس مر
تو دا   ثر   مخربر دو سر کیننت یننواا د  جدان، وجود د شننته و مر

واه اا ی روساو 333بر  بادغ وی  ا  محصنول د شته باشا   تاکاون  
های گیاهر مخت ف های واروسها و خادو دهوارویننر متع ب به جاس

(  13د  یواا    د  شر اط طبیعر آدوده کاا  )قاد  که  د ش هار شناایا 

شاایر گیاهر،  د،تیتوی کیاو زی، شنااینر و بیما ی  د دینیا  دپا تمان سینره   -0
 د دیگاه تا،ر آمراکا، داک،واا
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ادقوه ب طو بهبوده و  ترمدمواروس  ز  ا  مجموعه، د،بت به بقیه،  10
ترا   ا  (  شنناا 0باشننا  )مرینناز م،ننئ هد  مااطب کیننت یننواا، 

کاا ، ها که خ،ننا   قابا توجدر به محصننول یننواا و  د مرسوارو
، 11ه،نننتا  ) Comoviridaeو  Potyviridae متع ب به دو خادو ده

11  ) 
 Soybeanهننا، واروس موز ئیننک ینننواننا )د  بی   ا  واروس

mosaic virus; SMV ،)به  ینننادههمهخ،نننا   زاادی که  ایبه دد
 کهیطو  ی برخو د   بوده، کا ،  ز  همیت واکهمحصول یواا و  د مر

د صنن  عم کرد محصننول  01گاهر خ،ننا   ساصننا  ز آن تا بیش  ز 
(  خ،ا   داشر  ز  ا  واروس ب،ته به  قم یواا، 3) برآو د ش ه  یت

باش   ژدوم  ا  واروس، ینواه واروس و شنر اط محیطر متفاو  مر  
باشنن    ا  واروس، بذ برد بوده و ها مرواروسپوترمادا  ژدوم ینناار 

 یننن سآدودگر  ودیه د  مز عه توینننط بذ های آدوده  اجاد شننن ه و 
، باعو گ،ننترآ آن شنن ه و کاهش کمیت و کیفیت  داقای هاشننته

گوده شته  10 بربادغمحصنول    د  مااطب تودی  ینواا به همر ه د  د    

 د  آزمااینگاه، به گیاهان یادم  تو دا   ا  واروس    به  وآ داپااامر
تو دا  رم که  دتقال دها   ودر تع  د خی ر کمتری شنته شاایاار ش ه 

های واروس    د  مز عه  دتقال دها   د  شمال  مراکای مرکزی، شته
Aphis crassivora ،Macrosiphum euphorbiae ،Myzus 

persicae ،Rhopalosiphum maidis  وR. padi  ص  د  31بیش  ز
 Aphisدها   د   دیاواز، دو گوده  دتقال واروس د  مز عه     دجام مر

crassivora  وM. euphorbiae  ،که د   و خر بدا  و  و اا تاب،ننتان
وس د  بالاار د   دتقال  ا  وار د،بتاًبییترا  پرو ز    د  د ،  ز کا  ار 

س د  (  آدودگر گیاه ینننواا به  ا  وارو33مز عه برخو د   ه،نننتا  )
د صنن ی محصول و د  سادت  01تا  10شنر اط طبیعر باعو کاهش  

 ااکه  بهباتوجهشننود  د صنن ی کاهش آن مر 311تا  01طغیادر بی  
باشننن ، آدوده مر  وآ  دتقال  ا  واروس،  ز طراب بذ های  اترمدم

 تو د  دقش مدمر یتفاده  ز بذ  یادم و   قام مقاوم به  ا  واروس، مر
ی   شتهتک  ی ن د شنته باش   ژدوم  ا  واروس، اک آ د  کاترل آن 
 ( 30 و 31(، )3شکا باش  )مثبت مر

 

 
ها، محل (. فلش11ویروس، ترسیم شده است ) Nسازمان ژنومی ویروس موزائیک سویا. این طرح براساس توالی نوکلئوتیدی سویه  -1شکل 

یب، های عمودی سبز و قرمز، به ترتدهند. فلشهای پروتئاز ویروس را نشان میهای فعال، توسط آنزیمتبدیل آن به پروتئین پروتئین وبرش پلی
های ویروس را های شروع سیسترونهای بالای خطوط عمودی، موقعیتدهند. شمارهپروتئین ویروس را نشان میهای شروع و خاتمه پلیکدون

قرار  PIPOرنگ مشخص شده است. پروتئین های آبی(، زیر اسم پروتئین با شمارههاآمینههای ویروس )تعداد اسیدپروتئیندهند. اندازه نشان می
یا پروتئین  P1، بصورت چارچوبی به رنگ آبی تیره نشان داده شده است. این پروتئین در حرکت ویروس داخل میزبان نقش دارد. P3گرفته داخل 

یا پروتئاز کمکی، در بیماریزایی، انتقال ویروس بوسیله شته و بذر، جلوگیری از خاموشی  HC-Pro، در تعیین دامنه میزبانی و بیماریزایی ویروس، 1
زایی ویروس، مهم ییا اینکلوژن سیتوپلاسمی در بیمار CIو  3یا پروتئین  P3. ژن ویروس توسط گیاه و جابجایی ویروس در داخل گیاه، نقش دارد

 1'، پروتئین متصل به انتهای VPg، به ترتیب، نقش پروتئازی و پلیمرازی دارند. bای یا اینکلوژن هسته NIbو  aای یا اینکلوژن هسته NIaهستند. 
 ژنوم ویروس.

Figure 1- Genome organization of soybean mosaic virus (SMV). The diagram was drawn based on the nucleotide sequences of 
the SMV N strain (15). The arrows show the location of the cut of the polyprotein and turn it into active proteins by the 

protease enzymes of the virus. The green and red vertical arrows represent, respectively, the codons for the start and stop of 
the viral polypeptide. The upper numbers of vertical lines represent the starting positions of the cistrons of the virus. The size 

of the viral proteins (the number of amino acids) is indicated by the name of the protein with blue numbers. The PIPO 
(Pretty Interesting Potyvirus ORF) protein located inside the P3 is shown in a dark blue framework. This protein plays a role 

in the virus movement inside the host. The P1 or protein 1, in determining of the host range and pathogenicity of the virus 
and the HC-Pro or helper component protease, in pathogenicity, the transmission of the virus by aphid and seed, suppression 
of RNA silencing by host genes and transferring the virus inside the plant play a role. P3 or protein 3 and CI or cytoplasmic 
inclusion are important in the pathogenesis of the virus. NIa or nuclear inclusions a and NIb or nuclear inclusion b, have the 

role of protease and polymerase chain reaction, respectively. VPg (Viral Protein genome-linked), a protein linked to the 5'  
end of  genome. 
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ه با  ی    بر ی شاایاار و مقاب گیاهان مکادی،نم ب،نیا  پیینرفته   

های شنناما  یننتفاده  ز ژن که گیرد بیما گرهای مداجم به خ مت مر
 فرضیه بر  یاس(  مکادی،م تیخی ، 31( ه،نتا  ) Rمقاومت غادب )

منا کرده و  ز طراب تطبیب  ( عGene-for-Geneژن بر ی ژن ف و  )
میزبنان و اک ژن غیر   R ختصننناصنننر بی  محصنننولا  انک ژن   

های کاشبرهم و یطهبهبیما گر که  avirulent (Avr)ز ار اا بیما ی
(   ز دظر 10شننود )آا ،  اجاد مرمر دینت بهم،نتقیم اا غیر م،ننتقیم  
های ژن طهو یبهگیاه،   هیویبههای گیاهر فاوتی ر، شاایاار واروس

R بنه شنننکا مقاومت بر ،( ددااتExtreme Resistance; ER اا )
 ;Hypersensitive Resistanceاک پای  فوق س،اییت ) صو  به

HR  بوده که د  هر دو دوع مقاومت، تصننو  بر  ا   ینننت که دتیجه )
 ( 31مقاوم باش  ) اهیگ وا  د شاایاار واروس تویط 

اا توقف پاینن   Rهای بیما گرها،  بز  ی    بر ی شننااینناار ژن 
عم کرد چا گاده محصنولا  ژدر   ایددبه د   مقاومت گیاه،  اجاد کرده

 صرفهبهمقرون، تادا مکادی،م Avrهای وارویر، تغییر   جزئر د  ژن
گیاه  یت  یه ژن مقاومت   هیوین بهواروس، بر ی فر    ز شناایناار   

د  ینواا شاایاار ش ه  یت که د    Rsv4و  Rsv1 ،Rsv3( Rغادب )
مو  دی بر ی کاترل بیمنا ی مو د  ینننتفناده قر   گرفتنه  ینننت  د     

، دیان د ده ش ه Yorkج ا ترا  مطادعه  دجام ش ه  وی یواای  قم 
یننواا،  31 وی کروموزوم شننما ه  Rsv1-yو  Rsv1 یننت که جااگاه 

ف جااگاه، باعو ش ه  یت مو گان  ختلاف د  د    ا   ختلایادتر 1/1
 G7کا ، ودر به     اجناد مر  G1   کنه مقناومنت بنه      Rsv1-yکنه  

(  13تغییر دام د ده شننود ) Rsv5مقاومت د   د، پیینناداد شننود که به 
های  ینننتاد   د واروس  ی  ز پناتوتیپ محققی  آمراکناار، مجموعنه  

تا  SMV-G1 صنننو  بههاار    د  گروه (SMV)موز ایک ینننواا 
SMV-G7 ی د   هاار  ز یوااهای کاش با ژدوتیپبر ی مطادعه برهم

 د   واروس هنای آددا مو د  ینننتفاده قر   د ده انا آدنا   Rsvهنای  ژن
،  ااابر ؛ بشودموز ئیک یواا د  طبیعت  ز طراب بذ  و شته ماتقا مر

 ود که د  دتیجه فیننا های  دتخاب داشننر  ز   قام مخت ف   دتظا  مر
ها، تحت شننر اط  دتقال  ز طراب بذ ها و اا شننته  هیویننبهیننواا، اا 

های مخت فر  ز واروس موز ئیک یننواا، د  طول زمان مز عه، یننواه
 زدر(  فاوتیپ مقاومتر که د   ثر مااه1) اهر شن ه و شیوع پی   کاا   

واروس موز ئیک ینننواا،  وی  G7تا  G1هنای  مکنادیکر پناتوتینپ   
شننود،  اهر مر Rsv4و  Rsv1 ،Rsv3یننوااهای د   ی ژن مقاومت 

د  مقابا  Rهای های  ا  ژن ینننت  همنای ، و کاش آدنا  متفناو  
جااگاه  کا ،Rsv1(  13متفاو   ینننت ) SMVهای مخت فینننواه

(locus  چان )96983د  لاا  گیاه ینننواای معرف  مقاوم غنادب ر ژد 
(Plant Introduction; PI 96983مقاومت بر ،)( ددااتER  بع    )

 SMV-N، شنناما  SMVهای زدر مکادیکر ع یه  کثر یننواه اه ز ما
)اک  SMV-G7dو  SMV-G7 ینننتثاای (، بهG2)انک جن  انه  ز    

کا   د  (  دقاء مرSMV-G7و  انادت آزمااینننگاهر  اجاد شننن ه  ز  
ز ی اک ج  اه غیر بیما ی Rsv1 ،SMV-Nینوااهای د   ی ژدوتیپ  

، پای  SMV-G7که ینواه  کا ، د سادر    اجاد مر G2 ،ERینواه  
 Lethal Systemicفوق س،ننناینننینت ینننی،نننتمیک کینننا ه )  

Hypersensitive Response; LSHRکانن   (     اجنناد مرSMV-

G7d ر ی ب  ا؛ باابر شننود، علاام موز ئیک یننی،ننتمیک    باعو مر
ز   ینننت، ، غیر بیما یRsv1 ،SMV-Nینننواناهنای د   ی ژدوتیپ   

، 31دو بیما از  ه،نننتا  ) ، هرSMV-G7dو  SMV-G7که د سادر
30 ) 

مطادعا  گذشنته، بیان س،اییت اا مقاومت میزبان د    بر  یناس 
  تباط با اک بیما گر خا ، به ژدوتیپ هر دوی آددا و ب،ننته  یننت و 

(، بر  یاس ژدوتیپ میزبان virulenceز ار اک بیما گر )ق    بیما ی
وجود   هیویننبهمیزبان،  -کاش بیما گر همبر  ا؛ باابر شننودبیان مر

د  گیاه که شناایاار م،تقیم اا غیر م،تقیم بیما گر   Rاک ژن غادب 
های خاصننر که تویننط بیما گر تودی      ز طراب شننااینناار پروتئی 

 ( 18 و 3شود )برعد ه د  د، تعیی  مر شودمر
هاار پد   ا  مطادعه که د  د دیگاه تا،ر  مراکا  دجام ش ، ژدوتی

بودد   ینتفاده ش د     Rsv1مقاومت هاار  ز ژن ز ینواا که د   ی آدا 
یننواا به  Rsv1ی مخت ف هاآداه ف  ز  ا  مطادعه، بر یننر و کاش 

و تعیی  و  ثت  G7و  G2های واروس موز ئیک یواا  ز گروهای یواه
واروس موز ئیک یننواا د    قام  Nس،ننایننیت و مقاومت به یننواه  

 ی د  د   ثر جدش دقطه Ogdenو  York، Kwanggyoینننوانای  
 واروس بود  HC-pro و P3های یی،ترون

کاش بی  یه یواه  ز واروس موز ئیک یواا د   ا  مطادعه، برهم
(SMV-N ،-G7  وG7d و هفت ژدوتیپ یننواای )   ژن های ی آداد

 ( 3مو د بر یر قر   گرفت )ج ول  Rsv1مقاومت 
 

 هامواد و روش

 ای ویروسهمنبع سویه

 Infectious cDNA ی مکما ) نهنای عفودر دی هم،نننادنه 

Clones مربوط به یننواه )N (pSMV-N و یننواه )G7 (pSMV-

G7  و د  و به  وآ بیودی،تیکر عاو نبه( واروس موز ئیک ینواا که ،
(، Bio-Rad laboratories Hercules CAبا  یننتفاده  ز تفاژ ژدر )

(  دتقال و تکثیر شنن د   rsv1) Essex وی گیاه ینواای  قم س،ناس   
های ینواای  قم س،اس  ( که  وی برگpSMV-G7d) G7dینواه  

Williams 82 (rsv1ماتقا )  11و تکثیر شننن ه بود و د  اخنال- 
های مابعر  ز پاتوتیپ عاو نبهشنن د ، گر د دگد   ی مرد جه یننادتر

، مو د نازدر مکادیکر گیاه یتاد   د واروس موز ئیک یواا، بر ی مااه
 ( 11 و 3 یتفاده قر   گرفتا  )
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 SMV (21) هایبه هفت گروه از سویه Rsv1های ژن مقاومت ی آللداراهای سویای واکنش ژنوتیپ -1جدول 

Table 1- Reactions of soybean genotypes containing Rsv1 alleles to seven strain groups of SMV (21) 

 های سویه ویروس موزائیک سویاگروه
SMV Strain Groups 

 منبع
Reference 

G7 G6 G5 G4 G3 G2 G1 های آللRsv1 

Alleles of Rsv1 
 های سویاژنوتیپ

Soybean genotypes  
18 N R R R R R R Rsv1 PI 96983 
4 N R R R N R R Rsv1-t Ogden 
4 S S S N R R R Rsv1-y York 
4 R N R R N N R Rsv1-m Marshal 
4 N N N R R R R Rsv1-k Kwanggyo 

20 S N N S S N N Rsv1-n Tousan 50 
5 R N N R R R R Rsv1-r Raiden 
6 R R R R R R R Rsv1-sk Suweon 97 

30 S S S S S S S rsv1 Williams 82 
N= مردگر ( بافت necrosis(; R= مقاوم )resistance(; S= س،اس (susceptible( 

 

 مایه تلقیح 

( گیاهان یننواای Viral Progeniesهای آدوده به واروس )بافت
که به  وآ بیودی،تیکر آدوده ش ه  Williams 82و  Essexس،ناس  

با  یتفاده  ز هاون چیار،  pH 7مولا ، می ر 01بودد ، د  بافر ف،فا  
 هایگیری شن د   عصا ه ساصا، با  وآ مکادیکر  وی برگ عصنا ه 
 111(   قام مخت ف یننواا که  ز قبا با کا بو  د وم )unifoliate ودیه )

 ( 1) ش  زدرمش( گردپاشر ش ه بودد ، مااه

 

 ارقام سویا

های (، س،ناس به تمام ینواه  rsv1) Williams 82ینواای  قم  
 هاهایو تمام به(، مقاوم Rsv1) PI 96983(؛ 3واروس موز ئیک یواا )

مردگر و موز ئیک    دینننان کنه علاام بنافنت    G7dو  G7)بنه جز  
-Kwanggyo (Rsv1-k ،)Marshal (Rsv1؛   قام یننواای (دها مر

m ،)Ogden (Rsv1-t ،)Raiden (Rsv1-r ،)Suweon 97 (Rsv1-

sk ،)Tousan 50 (Rsv1-n و )York (Rsv1-y د   ا  مطادعه مو د )
ها، د  مرکز آموزآ و تحقیقا   ینننتفاده قر   گرفتا   بذ   ا  ژدوتیپ

 East Tennessee Research and Educationشنننرق تا،نننر  

Center (ETREC) ; Knoxville, TN 37996-4576 تکثیر ش ه ]
پرو آ د ده شننن ه د  مز  ع بود  تمام  ا  بذ ها،  ز گیاهان ینننواای 

عا ی  ز واروس موز ئیک یننواا تدیه شنن ه و یننلامت و  صننادت آددا 
 گو هر ش ه بود 

های ساوی خاک پیت ماس کیت   قام مخت ف، د  گ   ن بذ های
ها به  تاقک بذ  کیت ش   گ   ن 01د ده شن د   د  هر گ   ن، س ود  

 1اعت  وشااار و ی 31گر د و د جه یادتر 11 شن ، با شر اط دمای  
، به هزدجو ده یاعت تا اکر ماتقا ش   بع   ز گذشت یه  وز، بذ های

گیاهنه دیاء  0های ج ا ی  دتقال و دیناء شن   د  هر گ   ن،   گ   ن

شنن  و میننخصننا  گیاهنه و تا ا  دینناء  وی  تیکت د ج گردا     
 31گر د و د جه یادتر 11های  ش  با شر اط دمای ها د   تاقکگ   ن

یاعت تا اکر دگد   ی ش   بع   ز گذشت اک  1یناعت  وشااار و  
های  ودیه های واروس،  وی برگزدر مکادیکر ینننواههفتنه، مناانه   

)دوبرگر(  ز قبا گردپاشننر شنن ه با کا بو  د وم  دجام شنن   بر ی هر  
زدر ش ، اک گ   ن  ز ینواه واروس که  وی   قام مخت ف یواا مااه 

شننناه   عاو نبهس،ننناس وا یامز دیز هنای ینننواای  قم  گیناهننه  
(positive controlمااه ،)زدر شننن ه، به های مااهزدر شننن   گیاهنه

 31گر د و یادترد جه  11های  شن  ماتقا و د  شنر اط دمای    تاقک
 یاعت تا اکر دگد   ی ش د    1یاعت  وشااار و 

 

 ردیابی ویروس موزائیک سویا 

علاام  بهباتوجه داابر واروس  زدر، وز  ز مااه 13بع   ز گذشت 
های یننرودوژاکر  دیز ی غیر مینناه ه شنن ه و با  یننتفاده  ز آزمون  

-Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (indirectم،تقیم )

ELISA)مر ز معکوس  ی پ ر( و مودکودر و کاش زدجیره(Reverse-

Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) )
    دجام ش 

 

 آزمون الایزای غیر مستقیم

 (33)شاایاار یرودوژاکر واروس برطبب  وآ دوما و همکا  ن 
( واروس موز ئیک یواا )تدیه ش ه IgGو د  سضو   امودوگ وبی  جر )

 شنناایننر د دیننگاهبرضن  پوشننش پروتئیار واروس د  بخش واروس 
تا،ننر( و  امودوگ وبی  جر عمومر متصننا به آدزام آدکادی  ف،ننفاتاز 

(Anti-Rabbit IgG(whole molecule)-Alkaline 

phosphatase conjugate, produced in goat; Sigma Aldrich, 
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USA  های (  دجنام شننن ، بنا  ا  تفاو  که بر ی ب وکه کردن چاهک
 ها،  ز مخ وط شیر خیک ب ون چربرپ یت و  قیب کردن  امودوگ وبی 

  یتفاده ش  د ص   0د  آب مقطر دو با  اودیزه، به د،بت 

 

 ای اناستخراج آر

 کاملاًتناار بالاار و  هنای ینننه  ی کنا،  ز برگ  ن ینننتخر ج آ 
ینی،نتمیک آدوده ش ه بودد ، با  یتفاده  ز    به طو  که اافته گیاه شن  
و  RNeasy Mini kit (Qiagen,Valencia, CA, USA) کننیننت

 برطبب دیتو  دعما شرکت یازد ه،  دجام ش  

 

 ایای پلیمراز معکوس و آشیانهواکنش زنجیره

یننناخنت  شنننتنه دی  ن  ی مکما واروس، د  سضنننو  آدزام    

 Super Script reverse-transcriptase IIIبرد   معکوس د،نننخه

(Invitrogen, Carlsbad, CA)   و طبب دینتو  دعما شرکت یازد ه
 ,IAتاار ) دجام شنن   د   ا  مرس ه،  ز آغازگرهای تصننادفر شننش  

USA )آغازگر  یتفاده ش   عاو نبه 
 ی پ یمر ز، های زدجیرهد  همنه و کاش  ،-a1331SMV آغنازگر 

بر ی تکثیر  G7-239sبکنا  برده شننن    ا  آغازگر، به همر ه آغازگر  
 HC-pro (Helperو  P3هایینی،ترون ( Full-lengthکاما ) طول

Component-Proteaseزدر هننای سنناصننننا  ز مننااننه ( واروس
(Progenies 1( بکا  برده ش  )ج ول  )ی  ادهیآش آ ریرپ(Nested 

PCR با دو جفت آغازگر ،)SMV-482s و SMV-3840a  و با  یتفاده
 ( دگو عاو نبه)  ول آ ریرپو خاد  ش ه  ز  آم هدیتبه ز محصول 

 ( 1 دجام ش  )ج ول 

 
 ای و تعیین توالیالیگونوکلئوتیدی مورد استفاده در آزمون آرتی پی سی آر، پی سی آر آشیانههای آغازگرهای توالی -2جدول 

Table 2- Sequences of oligonucleotide primers used for RT-PCR, Nested PCR and Sequencing 
 نام آغازگر

Primer name 

 توالی )3′-1′(

Sequence (5´-3´) 

 موقعیت
Position* 

 

SMV-3910a AAACCTGTTGATTTCCCTGAGCC 3910-3888  

SMV-3840a CCAAATTTGCAATTTTGGCTGCTG 3840-3817  

SMV-1614a GGTTGAGTAGTGCTTT 1614-1599  

G7-239s TTCAGGCAGTTCAGATGGCGAAACAA 239-264  

SMV-482s GAAGCGGCAATTGCAAGGCGAAAGCAAG 482-509  

SMV-1468s TCACATGCTTCAAATACAGGATATTAATAAG 1468-1498  

SMV-2919s CGCGCATTAAGCTGGTTG 2916-2933  

SMV-2289s ATTTTGGTTGACCATGCGT 2289-2307  

)شما ه دیتریر د  بادک ژن  SMV-N ی مکما  ندیهای هم،اده عفودر یربر یاس تو در Soybean mosaic virus (SMV) موقعیت دوک ئوتی ها  وی ژدوم*
D00507 ) 

*The position of oligonucleotides on the Soybean mosaic virus (SMV) genome are based on sequences of the infectious cDNA clone 

of SMV-N (Gen Bank Accession No. D00507). 

 
 ی، د   ی قطعا  کاما آ  آشیادهیرپر ز  آم هدینت به محصنول 

 ی، د  سضو  آ   ول و آشیادهیربود  پر HC-Proو  P3هاییی،ترون
 و EX Taq polymerase (Takara Bio, Madison, WI)آدزام 

 برطبب دیتو  دعما شرکت یازد ه  دجام ش  

 

 هععایمحصععوو واکنش لی وتحلهی تجزتععیی  تراد  و  

 آر سیپی

 ی، با  یننتفاده  ز آشننیاده  زمریپ  ی های زدجیرهو کاشمحصننول 
 ,QIA quick-PCR Purification Kit (Qiagenهننایکننیننت 

Valencia, CA)  وMinElute® PCR Purification Kit 

(Qiagen, Valencia, CA)  ش ه ینازی ش  و محصول خاد  خاد
-NanoDrop®ND) ینا  دو ی بع   ز کاترل کیفر با دینتگاه طیف 

1000 Spectrophotometer به همر ه آغازگرهای ،)SMV-1468s ،
SMV-1614a ،SMV-2289s  وSMV-2916s  ( بر ی 1)جنن ول

(، Progeniesواروس ) HC-Pro و P3های تعیی  تر دف ینی،ننترون 
 The University ofبننه مرکز تعیی  تر دف د دینننگنناه تا،نننر )

Tennessee DNA Sequencing Facility)     یننننال گننردانن  
 Finch TV فنننز   هنننای د انننافنننتنننر، بنننا دنننرمر دفتننن
(https://softfamous.com/finchtv) وار اش شنن  و با  یننتفاده  ز ،

 MEGA7 فنننننننننننننز   دنننننننننننننرم

(-https://en.freedownloadmanager.org/Windows

FREE.html-PC/MEGA )تح یا ش د  وتجزاه 

 

 بحث و نتایج

بع   ز  G7dو  N ،G7های زدر شن ه با یواه و کاش گیاهان مااه
زدر، بر یر ش   علاام میاه ه ش ه گذشنت بی،ت و اک  وز  ز مااه 

های مخت ف ینننواا، تا س ود زاادی با مطادعا  یننناار  وی ژدوتینپ 
 موز ئیک تا خفیف موز ئیک  ز علاام، محققی  مطابقت د شننت   ا 

https://en.freedownloadmanager.org/Windows-PC/MEGA-FREE.html
https://en.freedownloadmanager.org/Windows-PC/MEGA-FREE.html
https://en.freedownloadmanager.org/Windows-PC/MEGA-FREE.html
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 و 11 ،8ش  ) میناه ه  برگ، ینطح  خو دگرچی  و ب شنک ر  شن ا ، 
 پا  گذشت  ز بع  ،Tousan 50  قم جم ه  ز   قام،  ز بعضنر  (  د 11
 هایبرگ  وی دکروتیک، هایدکه واروس، N یواه با زدرمااه  ز  وز

 اهیگتاار های یننهو موز ئیک شنن ا  د  برگ شنن هزدرمااه دوتاار
 رزدهاما اردوتا یهابرگ ی و ک،یدکروت یهادکه  ا   شن   میناه ه 
، Yorkد  گیاهان   دینن  مینناه ه   قام، رایننا د  ،N هایننو با شنن ه

Ogden  وPI96983   زدر با ینننواه د  مناانهG7     علاام موز ئیک
، علاام G7dزدر  ا  گیاهان با یواه آزماایگاهر دیان د دد   د  مااه

(  1(، )شکا 1موز ئیک شن ا  و ب شنک ر برگ میناه ه ش  )ج ول    
و دو گیناه  ز گیناهننان    Kwanggyoو  Yorkانک گیناه  ز گیناهنان     

Ogdenزدر ش ه با دتاج وارویر یواه ، مااهN (Progeny viruses ،)
علاام واروس    دیان د دد    ا  گیاهان، د  آزمون  دیز  ع یه واروس، 

زدر مکادیکر  دجام شننن ه  ز  ا  گیاهان به گیاه مثبنت بودد   د  مااه 
، واروس Kwanggyoو  Yorkو گیناهان   Williams 82س،ننناس 

تو د،ننت د   ا  گیاهان تکثیر شنن ه و علاام موز ئیک شنن ا تری     
 ( 1 دیان ده  )شکا

 

 
روز،  با عصاره دارای نتاج ویروسی حاصل از گیاهان  21زنی مکانیکی شده، بعد از های سویای مایهعلایم مشاهده شده در ژنوتیپ -2شکل 

 مترسانتی 1. نوار مقیاس= cDNAهای عفونی ( آلوده شده به روش بیولیستیک )تفنگ ژنی(، با همسانهrsv1)  Williams 82( وrsv1) Essexحساس 
Figure 2- Observed symptoms on soybean genotypes inoculated mechanically, 21 days post inoculation, with the sap 

containing progeny viruses derived from ‘Essex’ (rsv1) [SMV-N and G7]  and ‘Williams82’ (rsv1) [G7d] biolistically 

inoculated with infectious cDNA clones. Inoculated plants were maintained at 22°C until leaflets from trifoliate leaves were 

photographed 21 dpi. Scale bar = 1cm. 
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و  York (1x)ویروسی  ] Nبا نتاج سویه  مکانیکی اول زنیروز از مایه 21بعد از  Kwanggyoو  Yorkگیاهان علایم مشاهده شده در -3شکل 

Kwanggyo (1x) ؛ علایم مشاهده شده از پاساژ دوم ویروس در گیاهان ]York  وKwanggyo زنی شده با عصاره حاصل از گیاهان مایهYork  و

Kwanggyo [ آلوده شده در پاساژ اولYork (2x)  وKwanggyo (2x).] 

Figure 3-  Symptoms observed in York and Kwanggyo plants 21 days after mechanical inoculation (dpi) with  progenies 

of the viral  N strain [Kwanggyo(1x) and York(1x)]; Symptoms observed from second passage of the virus in York and 

Kwanggyo inoculated with sap from York and Kwanggyo infected in first  passage [Kwanggyo (2x) and York (2x)]. 
 

 هاهای اولیه با عصاره دارای نتاج ویروسزنی شده روی برگتعداد گیاهان آلوده شده بطور سیستمیک به تعداد گیاهان مایه -3جدول 
Table 3- Number of systemically infected plants / number of primary leaves inoculated plants with sap containing progeny 

viruses derived from infectious molecular clones 

 
های ویروسسویه  

Virus strains 

های سویاژنوتیپ  
Soybean genotypes      

SMV-N SMV-G7 SMV-G7d 

Williams 82 (rsv1) 11/12 12/12 14/14 

Kwanggyo (Rsv1-k) 1a/10(3/3)b 2/22 5/22 

Raiden (Rsv1-r) 0/10 0/7 0/7 

York (Rsv1-y) 1a/10(3/3)b 10/10 10/10 

Touson 50 (Rsv-n) 10/10 10/10 10/10 

Marshal (Rsv1-m) 3/10 8/10 3/8 

Suweon (Rsv1-sk) 0/10 0/10 0/10 

Ogden (Rsv1-t) 2c/30 9/10 11/11 

PI 96983 (Rsv1) 0/10 10/10 10/10 

aزدر ش ه بصو   مکادیکر، گیاه مااه 31گیاه د   ی علاام و مثبت د  آزمون  دیز   ز  : تع  دbزدر ش ه د  پایاژ دوم، : تع  د گیاهان آدوده ش ه به تع  د گیاهان مااهc تع  د گیاه :
  زدر ش ه که د  آزمون  دیز  مثبت بودد   ی علاام به تع  د گیاهان مااه

a= number of plants containing symptoms and ELISA positive out of 10 plant inoculated mechanically. b= number of plants infected 

out of number of plants inoculated mechanically in second passage. C= number of plants infected and ELISA positive out of number 

of plant inoculated mechanically. 

 
و   York،Kwanggyo ی کا  ز گیاهان  ن بع   ز  ینننتخر ج آ

Ogden  آدوده شنن ه با دتاج وارویننر (Viral progeny داشننر  ز )
آ  یرو پر آ یرپرآ تر  دجام آزمون  و pSMV-Nهم،ناده عفودر  

شنن ه آن، تعیی  تر دف شنن  و ، محصننول خاد (8  ی )شننکاآشننیاده
  ی د  دوک ئوتی ، واروس با جدش دقطهYorkمیخ  ش  که د  گیاه 

، با HC-Proخود، و ق  د  ینی،ترون  ( 3311T) 3311 شنما ه  تیمی 

آمیاه ی جای تیمی  و تب اا  یننیننیتوزا  به  یدوک ئوتجااگزاار اک 
یاه فائب آا   بع   ز دیزا  بنه آ ژدی ، تو د،نننتنه  ینننت بر مقاومت گ  

و  Yorkآدوده ش ه به واروس به گیاهان  Yorkزدر عصنا ه گیاه  مااه
Williams 82   13گیاه س،اس شاه (، بع   ز گذشت  عاو ن)بهینادم 

زدر، علاام واروینر  وی  ا  دو  قم ینواا میناه ه ش       وز  ز مااه
آ  و یرر پر ی  ز  ا  دو  قم و  دجام آزمون آ ت نپس  ز  یتخر ج آ 



 1400تابستان ، 2، شماره 35)علوم و صنایع كشاورزي(، جلد نشریه حفاظت گیاهان     611

آ ، د   ا  گیاهان دیز میناه ه ش  که  ینر تعیی  تر دف محصنول پر 
گرفتنه  ینننت و  قب ر صنننو    ین دوک ئوت ی د  همنان  جدش دقطنه 

ش  یت  میاه ه دوبا ه  ا  جد آمیاه دیزا  به آ ژدی  تب اا ش ه یی 
تو دن  بیادگر  ا  سقیقت باشننن  که جدش د  دقطه  کر   ی، مردقطنه 

عم کردی بوده و با  ا  جدش، واروس تو د،ته  یت بر  ش ه، جدیر
مقناومنت گیناه فنائب آم ه و آدودگر ت  وم د شنننته باشننن   د  مو د     

واروس دیز  Nمقاوم به ینننواه  Ogdenو  Kwanggyoهای ژدوتیپ
 HC-Proهای  ی د  یی،ترونمیاه ه ش  که واروس با جدش دقطه

(3131A )و P3 (1103A)  خود، تو د،نننته  ینننت به ترتیب با تب اا
آمیاه دیزا  و آی ا  ژا  به گ وتامیک  یی  و آی ا  تیک  یی ، بر  ینی  

و  Kwanggyoها غ به کا   د  مو د دو ژدوتیپ مقناومت  ا  ژدوتیپ 
Ogden    دیز منادان  ژدوتیپYork دتقال مکادیکر واروس  ز  ا  دو  ،

 عاو نهبدا و دو گیاه س،اس وا یامز گیاه آدوده ش ه، به گیاهان یادم آد
ا   ی مادشناه  بر ی دو ژدوتیپ و  دجام فر اا  شناایاار جدش دقطه  

قبنا، دینننان د د کنه جدش د  دقطنه مو د دظر قب ر، ثنابت بوده و     
( که  ا  موضنننوع با مطادعا  یننناار 0ج ول باشننن  )عم کردی مر

 نعاو بننه    P3و  HC-Proهنای  محققی  کننه هر دو ینننی،نننترون
، 31، 1 د  مطابقت د  د )د دهد  شاایاار واروس دیان  Rsv1محرک
 (  13 و 10

 

 
 آرسیپی محصول: 2 آر،سیپی آرتی محصول: 1 ،نشانگر: M. ایآشیانه آرسیپی و آرسیپی آرتی  محصول الکتروفورزی نقوش -4 شکل

 ایآشیانه

Figure 4- Electrophoretic profiles of RT-PCR and Nested PCR product. M: 1 kb Plus DNA ladder (Invitrogen, Carlsbad, 

CA); 1: RT-PCR product; 2: Nested PCR product 
 

 آو دندیننننتبننه ا   ودی  گز  آ  ز جدش و  دتخنناب بر ی 
 Yorkد  گینناهننان  SMV-N( د  دتنناج Virulence)ار ز یمننا یب

(Rsv1-y) ،Kwanggyo (Rsv1-k)  وOgden (Rsv1-t) باشنن   مر
 هایکاا ه ااکه تعیی  بررمبا ا  دتناا ، با مطادعا  یننناار محققی ،  

(Determinants بیمنا ی )ها، اا  ز طراب بر ینننر   قام ز ار واروس
آزمااینننگاهر با  دتقال   ناهر شننن ه د  طبیعت و اا  ز طراب تکاما 

، شود ینراادر واروس تحت فینا های  دتخاب ج ا ، شناایناار مر    
(  د  مطادعا  میابدر که د    تباط با ژن 11 و 30، 31مطابقت د  د )

واروس  Nش ه  یت که یواه د ده دجام شن ه، دینان   Rsv4مقاومت 

 Rsv4که د   ی ژن مقاومت  V94-5152موز ئیک یواا،  وی ژدوتیپ 
PI88788 (Rsv4 ،)ز  بوده، ودر  وی ژدوتینپ  ه،نننت، غیر بیمننا ی

)تب اا  3111ز   یت  ودر اک جدش د  دوک ئوتی های شما ه بیما ی
)تب اا گ ی،نننی  به آ ژدی ( د  د خا  3108گ وتنامی  بنه دیزا ( انا    

شود، مر V94-5152باعو  اجاد بیما ی د  ژدوتیپ  P3ینی،نترون   
ز ار واروس،  وی ژدوتیننپ بیمننا یکننه هیت تننأثیری د  د سننادر

PI88788 ( 31د   د) د  مطادعه داگری  ز  ار ن گز  آ شنن ه  یننت  
)تب اا یرا  به آی ا  ژا ( و ق   3101که جدش د  دوک ئوتی  شما ه 

ز ی واروس، باعو  اجاد بیما ی یواه غیر بیما ی P3د  ینی،ترون  
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شن ه  ینت،  گرچه  ا  یواه    Rsv4د  ینوااهای د   ی ژن مقاومت  
های مقاومت، (  ژن1ز   یت )غیر بیما ی V94-55152 وی ژدوتیپ 

گیاهر  هایترا   وآ کاترل بیما یمؤثرترا ، یازگا ترا  و باصرفه
ها، با عاما وارویننر ه،ننتا ، هرچا ، دگر در  صنن ر د  مو د  ا  ژن

ت، زار   ا  ه،نن RNAهاار با ژدوم ها د  بر بر واروسدو م پاای  آن
 ها  رفیت جدش بالا و یازگا ی یرا  با میزبان د  د  واروس

د ده د  واروس و شنننک،نننت  مقاومت های  خجدش بهبناتوجنه  
گرفت   ااکه ژدوم هنای مخت ف ینننوانا و همنای  بنا د دظر   ژدوتینپ 

 ی بوده و  مکان جدش د  آن بالا  نواروس موز ئیک یواا،  ز دوع آ 
دژ خطری باش  بر ی بداک دگر ن گیاهر تا د،بت به تو د  ز یت، مر

های مخت ف واروس، تودی  گیاهان یواای د   ی ژن مقاومت به یواه
های مقاوم و س،نناس و بر یننر  ق  م دمااا   همنای ، تلاقر ژدوتیپ

های مقاوم، کمک تو د  د  تودی  ژدوتیپهای مقاومت، مرآد ی،نننم ژن
هاار که به  وآ (  مثا همه واروس38مؤثری به بداک دگر ن دماا  )

کاترل   ی، د شننود ، کاترل شننیمیاار داقلان شننتهغیر پااا ماتقا مر
های متر کم، واروس تأثیر کمر د  د  هرچا ،   قام یواای د   ی کرک

، د  مقاا،ه با   قام SMVد  ی، شیوع آدودگر کمتری به معار به طو 
  و  ز دظر محیطر، یازگا ترا   د ، ودر کا  ترافاق  کرک دینان د ده 

 وآ بر ی کاترل  ا  واروس، ج    ز کیت بذ های عا ی  ز واروس، 
( هرمر ش ه R-genesهای مقاومت )کیت یوااهای مقاوم د   ی ژن

، د  یننوااهای SMV یننت  همنای ، یننطح بالاار  ز مقاومت به  
شننن ه  کاا ،  اجادکه مااطقر  ز ژدوم واروس    بیان مر  یتر  اخته
 ( 31)  یت

 
 Nای مشاهده شده در سویه های نقطهجهش -1جدول 

Table 5- Point Mutations found in SMV-N strain 

موقعیت نوکلئوتید 

یافتهجهش  Position 

of mutated 

nucleotide 

 

موقعیت اسید 

یافتهآمینه جهش   

Position of 

mutated 

aminoacid 

 اسیدآمینه اولیه
Original 

aminoacid 

 

اسیدآمینه 

یافتهجهش  

Mutated 

aminoacid 

اولیه کدون  

Original 

codon 

 

کدون     

یافتهجهش  
Mutated 

codon 

Kwanggyo (1x) 1210 361 lysine Glutamic acid AAG GAG 

Kwanggyo (2x) 1210 361 lysine Glutamic acid AAG GAG 

[Kwanggyo 

(1x)]williams 

(1x)a 

1210 361 lysine Glutamic acid AAG GAG 

       

York (1x) 1138 337 cystein arginine  TGC CGC 

York (2x) 1138 337 cystein arginine TGC CGC 

[York 

(1x)]williams 

(1x)b 

1138 337 cystein arginine TGC CGC 

       

Ogden (1x) 3079 984 Asparagine Asparatic acid AAT GAT 

(1xگیاهر که بر ی  ودی  با  مااه =)( ،2زدر ش ه  یتxگیاهر که با پایاژ یراادر بر ی با  دوم، با بکا  بردن عصا ه گیاه آدوده ش ه د  مااه =) ،زدر  ول به عاو ن مااه ت قیح
آدوده به واروس  Yorkکه با عصا ه گیاه  Williams: گیاه bزدر ش ه  یت، آدوده به واروس مااه Kwanggyoکه با عصا ه گیاه  Williams 82: گیاه aآدوده ش ه  یت، 

 زدر ش ه  یت مااه
(1x)= A plant that was inoculated for the first time, (2x) = A plant that has been infected with a serial passage for the second time 

using sap from the first infected plant as the inoculum, a: The Williams genotype that inoculated with sap from Kwanggyo genotype 

infected with the virus, b: The Williams genotype that inoculated with sap from York genotype infected with the virus. 

 

های( ) ثبنا   ااکنه  ا  جدش   ماظو بنه د   د منه  ا  مطنادعنه،    
های ینننواای د   ی  ی، بر ی فائب آم ن بر مقاومت د  ژدوتیپدقطنه 
های عفودر  ز کافر  یننت، ینناخت یننازه Rsv1های ژن مقاومت آدا
اافته واروس،  دجام خو ه  ش  و با  دتقال م،تقیم جدش Nهای یواه

تفاژ ژدر به ییتوپلایم ی ول گیاهر، تو داار   هیوین بهها  ا  ینازه 
   ز ار آددا  ثبا  خو ه  ش بیما ی
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Introduction: Among legumes, soybean [Glycine max (L.) Merr.] is an important plant that grown throughout 

the world. There are many pathogens that reduce soybean yield. Plant viral diseases cause serious economic losses 
in many major crops by reducing yield and quality. Soybean mosaic virus (SMV) is amongst important pathogens 
that infect soybean. Plants use resistance genes against the invasive pathogens. The identification mechanism is 
based on gene-for-gene hypothesis. Plant resistance (R) genes direct recognition of pathogens harboring matching 
avirulent genes (signals) leading to activation of host defense responses. It has long been hypothesized that under 
selection pressure the infidelity of RNA virus replication together with large population size and short generation 
times results in emergence of variants (mutants) capable of evading R-mediated recognition. Four R gene including 
Rsv1, Rsv3, Rsv4 and newly Rsv5 have found in soybean operating against SMV.  

Materials and Methods: In this study, Rsv1/Soybean mosaic virus (SMV) pathosystem was used to investigate 
this hypothesis. Infectious cDNA clones of SMV-N (pSMV-N) and SMV-G7 (pSMV-G7) inoculated biolistically 
on Essex (rsv1) and SMV-G7d (pSMV-G7d) on Williams82 (rsv1) served as the sources of parental viruses. Sap 
containing viral progenies in 50 mM phosphate buffer, pH 7.0, derived from the infected tissues of biolistically 
inoculated Essex (rsv1) and Williams82 (rsv1) served as inoculum to mechanically inoculate carborundum-dusted 
primary leaves of other soybean genotypes. Soybean genotypes containing alleles of Rsv1 were inoculated with 
SMV strains N, G7 and G7d. Soybean genotype Williams82 (rsv1), susceptible to all strains of SMV and Rsv1-
genotype soybean PI96983, Kwanggyo (Rsv1-k), Marshal (Rsv1-m), Ogden (Rsv1-t), Raiden (Rsv1-r), Suweon97 
(Rsv1-sk) and Touson50 (Rsv1-n) were used in this study. All soybean seed were obtained from field-grown plants 
shown to be free of SMV by indexing. The inoculated plants were maintained in a growth chamber operating at 
22°C with a photoperiod of 16h light and 8h dark. After twenty one days of post-inoculation, plants were examined 
by indirect ELISA and RT-PCR. Nested PCR was done and after Sanger sequencing of PCR products, results were 
analyzed by using Finch TV and MEGA7 software. Total RNA was isolated from top fully-developed systemically 
infected trifoliate leaves using an RNeasy Plant mini kit (Qiagen) as instructed by the manufacturer. RT-PCR was 
done in the presence of Superscript reverse-transcriptase III (Invitrogen) as instructed by the manufacturer. Nested 
PCR amplification of the entire HC-pro and P3 cistrons was done using two pairs of primers, SMV-239s / SMV-
3910a and SMV-482s / SMV-3840a, in the presence of EX Taq polymerase (Takara Bio). The resultant amplicons 
were purified with a QIAquick-PCR Purification Kit (Qiagen) or MinElute® PCR Purification Kit (Qiagen) and 
sequenced using primers SMV-1468s, SMV-1614a, SMV-2289s and SMV-2916s. Sequencing was done at The 
University of Tennessee DNA Sequencing Facility. 

Results and Discussion: One out of ten York and Kwanggyo plants and two out of thirty Ogden plants 
inoculated with viral progeny derived from the reproduction of soybean mosaic virus strain N complementary 
DNA (c-DNA) molecule on susceptible soybean plants, which was cloned in the laboratory (molecularly cloned 
SMV-N or pSMV-N) showed viral symptoms and were positive in indirect ELISA. In mechanical inoculation 
using the sap from these plants, the virus was again transferred to York, Kwanggyo and Ogden plants and 
subsequently was adapted to these plants. After performing RT-PCR test and determining the full-length sequence 
of the HC-Pro (Helper Component-Protease) and P3 cistrons of the virus, the position of the point mutation and 
the amino acid encoded by the nucleotide exchange at the mutation point, using MEGA7 software, was identified. 
In York and Kwanggyo plants, a point mutation was observed in the HC-Pro whereas in the Ogden plant in the P3 
cistron.  

Conclusion: The evolution of viruses is unavoidably linked to the evolution of their hosts. Due to the mutations 
in virus genome and the breakdown of resistance of various soybean genotypes, as well as the fact that the genome 
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of the soybean mosaic virus is RNA type and the possibility of mutation is high, it can be a warning sign for plant 
breeders producing soybean plants with resistance genes to different strains of the virus. RNA viruses apply all 
known mechanisms of genetic variation to ensure their survival. Also, the intersection of resistant and susceptible 
genotypes and the study of the allele of resistance genes can be effective in producing resistant genotypes. The 
identities of different Rsv genes need to be revealed and the key components in SMV resistant signaling pathway 
need to be identified. So, a good breeding-for-resistance strategy would aim to develop cultivars with resistance 
against a wide range of strains of SMV. Transgenic soybean lines expressing part of the P3 and HC-Pro genes 
have been showed a stable and enhanced resistance to several strains of SMV and have the potential to significantly 
increase soybean yield. 

 
Keywords: Point mutation, Rsv1-resistance gene, Soybean, Soybean mosaic virus 


