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番茄黄化曲叶病毒病是世界番茄生产上一种毁灭性病害&番茄黄化曲叶病毒
R/('3/

+

6&&/W&6'

A

=7%&G0%7?

!

;N+*i

#是引起该病害的主要病原病毒之一%本文采用滚环扩增及基因克隆方法&获得了侵染广东佛山和肇庆番

茄的
;N+*i!

个分离物全基因组'它们均为
'./$17

&编码
0

个
QRa

&其中病毒链上编码
Ti$

和
Ti'

&互补链上

编码
T*$

$

T*'

$

T*%

和
T*!

%同源性比较结果表明&

!

个广东分离物基因组序列两两间同源性为
##(

以上'与已

报道的
;N+*i

各分离物同源性在
#-(

以上&而与来自中国不同地区的
;N+*i

分离物的同源率均在
#/(

以上%

系统进化分析显示&广东分离物与来自中国不同地区的
;N+*i

分离物亲缘关系较近&并聚类在一个分支%因此&

侵染引起广东佛山和肇庆番茄黄化曲叶病的病毒应来自国内其他地区%本研究是对
;N+*i

广东分离物分子特征

的首次报道%
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番茄黄化曲叶病是世界范围内严重影响番茄生

产的一种重要病害"已给热带和亚热带地区的番茄

生产造成严重损失*

$

+

'在我国"蔡健和等
$##!

年首

次在广西报道了该病害的发生*

'

+

'

'--0

年以来"番

茄黄化曲叶病在全国范围大面积暴发和流行'在广

东"何自福等
'--%

年率先报道番茄黄化曲叶病危害

番茄*

%

+

"到目前为止"广东省几乎所有番茄产区均有

该病害的发生'番茄植株感染该病害后主要表现为

植株矮化"叶缘黄化"叶片皱缩#卷曲'早期感病时"

植株无法正常开花结果)后期感病"植株上部新叶表
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现症状"结果量减少"果实变小*

!

+

'

番茄黄化曲叶病是由烟粉虱传双生病毒侵染所

导致的'全世界已报道可侵染番茄的双生病毒至少

有
//

种*

"

+

"在我国"已报道的引起番茄黄化曲叶病

的双生病毒至少有
$0

种*

0$0

+

"其中
;N+*i

分布最

广"是引起全球各地番茄黄化曲叶病的主要病原之

一'该病毒最先在以色列发现"之后随着传播介体

烟粉虱在全球范围暴发而蔓延至中东#地中海沿岸#

非洲#美洲#澳洲和亚洲等多个国家和地区*

$.

+

'在

我国"

VA

等
'--0

年首次在上海番茄上发现
;N+E

*i

*

0

+

"之后在北京*

$/

+

#河北*

$#

+

#吉林*

'-

+

#陕西*

'$

+

#天

津*

''

+

#河南*

'%

+

#浙江*

'!

+

#江苏*
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+

#新疆*

'0

+

#山东*
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+

#

安徽*
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+

#福建*
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+

#湖北*
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+

#湖南*
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+

#云南*
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+

#山

西*
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+

#辽宁*
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+

#宁夏*
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+

#甘肃*
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+等
'-

个省市番茄产

区均有检测到该病毒"并造成严重损失的报道'在广

东"

'--!

年即有番茄黄化曲叶病的发生"但直到
'-$$

年
#

月才在佛山市三水区的番茄产区检测到
;N+E

*i

'本文对危害广东番茄的
;N+*i

全基因组进行

了克隆及序列分析"明确了
;N+*i

广东分离物的分

子特征"为该病毒病监测与防控提供了依据'

$

!

材料与方法

$"$

!

供试样品

罹患番茄黄化曲叶病的番茄叶片样品采自广东

省佛山市三水区#肇庆市高要市等番茄产区)以

;N+*i

侵染性克隆注射接种发病的番茄植株叶片

作为阳性对照"以健康番茄植株叶片作为阴性对照'

$"!

!

供试番茄样品总
FKL

提取

取番茄病叶组织
$--L

2

"用北京全式金生物技

术有限公司的植物
,PT

提取试剂盒$

)B4

>

MA?5

MCB17 5̂1<L86,PTS87

%抽提其总
,PT

'具体操作

按照试剂盒说明书进行'

,PT

沉淀溶解于
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+;?84E_*C
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$LL<C

&

+),;T

"

J
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溶液中'

$"%

!

I?J

检测

利用菜豆金色花叶病毒属病毒通用简并引物

Ti!#!

&

*<MR

*

%0%.

+

"对疑似病样进行
M*R

检测'反应

体系为!番茄病样总
,PT$

"

+

$约
'-1

2

%"灭菌水

#&"

"

+

"

M*RU8=5?$'&"

"

+

$

;BSBRB

公司%"

$-

"

L<C

&

+

上#下游引物各
$

"

+

"总体积为
'"

"

+

'反应程序!

#!g!L81

)

#!g!"4

"

"'g!"4

"

.'g!"4

"

%"

个循

环)

.'g$-L81

'

M*R

产物经
$(

的琼脂糖凝胶电

泳检测'

$"&

!

全基因组序列的扩增

取
M*R

检测为阳性的病样总
,PT

"分别取
$&-

"

+

$约
'-1

2

%为模板"利用
;5L

J

C8MF8

;U

R*TS87

$

)̂

_5BC7F6B?5

%进行滚环扩增$

?<CC81

2

68?6C5BL

J

C8D86B78<1

"

R*T

%"以获得病毒的全基因组'具体方法按照试剂

盒说明书上的步骤进行'

R*T

反应结束后"扩增产

物分别用
-'(_

%

限制性内切酶进行酶切'酶切

反应体系为!

R*T

产物
'

"

+

#内切酶
$

"

+

#

$-h

内

切酶缓冲液
$

"

+

"总酶切反应体系为
$-

"

+

'在

%.g

条件下酶切
'F

以上"然后进行电泳分析'若

酶切产物为
'&"

!

%&-OZ

"或同时还产生
$&%OZ

左

右的条带"则克隆这些特异性条带'

$";

!

基因克隆与序列分析

应用琼脂糖凝胶回收试剂盒$

;F5?L<

公司%回

收
R*T

酶切产物"纯化后连接到相应酶切的

J

)̂UE%c

载体"并转化大肠杆菌菌株
,_"

"

"每个

平板随机挑取
%

个阳性克隆送生工生物工程$上海%

股份有限公司测序'利用
,PTI7B?

软件$

,PTIE

;TR316

"

UB984<1

"

ÌT

%的
I5

@

UB1

对所获得的基

因序列进行拼接"利用
]+TI;

程序进行序列相似

性搜索"进一步用
,PTI7B?

的
U5

2

TC8

2

1

进行序列比

较分析"

QRa

预测使用
P*]3

网站的
QRaa8195?

"采

用
U)̂ T"&-"

的邻接法$

158

2

FZ<?

d

<8181

2

"

PX

%"设

置
]<<747?B

JJ

81

2

值为
$---

"构建进化树'

!

!

结果与分析

!"$

!

I?J

检测结果

利用菜豆金色花叶病毒属病毒特异简并引物

Ti!#!

和
*<MR

进行
M*R

检测"从采集的疑似番茄

黄化曲叶病样品的总
,PT

中均扩增到
$

条与阳性

对照大小一致的特异片段"长度为
".-Z

J

"而健康植

株样品总
,PT

中未扩增出任何片段$图
$

%'表明

疑似病样中均含有菜豆金色花叶病毒属病毒'

!"!

!

病毒分离物基因组的克隆与序列分析

选取
M*R

检测为阳性的病样总
,PT

"分别进

行
R*T

和酶切反应"

R*T

产物均能被
-'(_

%

切出
$

条约
'&.OZ

大小的单一条带"将
'&.OZ

大小的条带

进行分子克隆和序列测定"结果表明"来自广东番茄

的
II$$

#

II$'

#

II$%

#

N̂-$!

个分离物 $

5̂1]B1O

登

录号为!

Xb/0.-#'

#

XW$'/-##

#

S*/$-/#'

#

Sa%"0$0%

%

全长大小均为
'./$17

"且两两间序列同源率均为

##&-(

以上'

(

!!$

(
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图
$

!

采集的疑似番茄样品
I?J

检测结果

=.

6

"$

!

I?J5+0+/0.,3,25.4+(4+50,D(0,4(D

@

*+4

!!

进一步分析发现"侵染广东番茄的
!

个菜豆金

色花叶病毒属病毒分离物基因组
,PTET

结构特征

完全一致"为单链闭合环状"编码
0

个
QRa4

'基因

组病毒链含
Ti$

基因 $

%-/:$-/!17

"编码
*M

%和

Ti'

基因 $

$!/:!#/17

"编码与病毒移动相关蛋白%"

互补链含有
T*$

基因$

$"!':'0$"17

"编码复制

酶%#

T*'

基因$

$''0:$0%%17

"转录激活蛋白%和

T*%

基因$

$-/$:$!/"17

"编码复制增强蛋白%和

T*!

基因$

'$.$:'!0!17

"编码复制或转录调控因

子%'在
Ti'

与
T*$

之间有
$

个
%$%17

的非编码区

$位于
'0$0:$!.17

%"其中含有与双生病毒复制起始有

关的保守序列
;TT;T;;T*

$位于
'..":'17

%

*

%/

+

'

]+TI;

结果显示"与广东分离物
,PTET

序列

有较高相似性的序列均为
;N+*i

分离物'进一步

比较发现$图
'

%"广东分离物与来自我国不同地区

的
;N+*i$%

个分离物以及国外不同国家来源的

;N+*i$#

个分离物的相似性均为
#-(

以上)其中

与来自中国不同地区的
;N+*i$%

个分离物的相

似性均在
#/(

以上"而与阿曼
;<LE!/

分离物$登录

号!

Sa''#.'"

%相似性最低"为
#-&'(

'

图
!

!

广东分离物与
'\W?]

的其他
%!

个分离物的相似性分析结果
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亲缘关系分析

为了分析
;N+*i

广东分离物与已报道的各

;N+*i

分离物的亲缘关系"将
;N+*i

广东分离

物及上述
%'

个分离物构建系统进化树"以侵染广东

番茄的台湾番茄曲叶病毒
R/('3/&6'

A

=7%&R'0B

W'<G0%7?

$

;<+*;Vi

%白沙分离物$

,b'%.#$/

%为

外组'结果显示$图
%

%"

;N+*i

广东分离物与来自

中国不同地区的
$%

个分离物及国外的
$$

个分离物

亲缘关系较近"聚在一个分支"进一步与科威特
S3IR

分离物形成一个大的分支)与日本
U8C9

*

;<OB8

+分离

物#西班牙
U8C9

*

I

J

B81.'#.

+分离物#留尼汪岛分离

物#日本
I[

分离物
!

个分离物的亲缘关系较近"而与

阿巴代分离物#伊朗分离物及阿曼
;<LE!/

分离物
%

个分离物亲缘关系较远'

图
%

!

广东分离物与其他
%!

个
'\W?]

分离物的系统进化树

=.

6

"%

!

I7

1

*,

6

+3+0./09++,2XC(3

6

5,3

6

.4,*(0+4(35%$.4,*(0+4,2'\W?]

(

0!$

(



!"

卷第
!

期 汤亚飞等!广东省番茄黄化曲叶病毒的分子鉴定及序列分析

%

!

讨论

本研究采用
R*T

扩增及基因克隆方法"获得了

侵染广东佛山和肇庆番茄的双生病毒
!

个广东分离

物基因组全序列"大小均为
'./$17

"序列间相似性

为
##(

)这些分离物与
;N+*i$%

个中国分离物及

$#

个不同国家来源分离物的相似性均大于
#-(

"且

与
;N+*i$%

个中国分离物的相似性均在
#/(

以

上'根据目前国际双生病毒分类方案*

"

+

"侵染引起广

东佛山和肇庆番茄黄化曲叶病的病毒应该属于
;N+E

*i

分离物'

;N+*i

最早发现于以色列"之后迅速扩散"现

已在全球范围发生'国内最早于
'--0

年在上海番

茄上检测到"随后成为我国番茄黄化曲叶病的主要

病原病毒之一'

'--%

年在广东首次发现了番茄黄化

曲叶病*

%

+

'自从该病害发生以来"本团队一直对广东

省该病害的发生和病原病毒种类进行鉴定和监测"

'-$$

年以前"引起广东省番茄黄化曲叶病的病毒种类

为广东番茄曲叶病毒
R/('3/&6'

A

=7%&K7'<

2

*/<

2

G0%7?

$

;<+*̂ 9i

%#广东番茄黄化曲叶病毒
R/('3/

+

6&&/W&6'

A

=7%&K7'<

2

*/<

2

G0%7?

$

;N+*̂9i

%和

;<+*;Vi%

种病毒*

$$$%

+

'

'-$$

年
#

月"首次在佛山

市三水区的番茄产区上检测到
;N+*i

"随后
'-$%

年

在肇庆市高要市蚬岗镇番茄也检测到该病毒'可见"

;N+*i

也入侵广东危害番茄"正在成为引起广东番

茄黄化曲叶病的病原病毒之一'更进一步的序列分

析发现其与侵染中国其他地区番茄的
;N+*i

相似

性高"亲缘关系近'因此"推测侵染广东番茄的
;N+E

*i

病毒是从国内其他发生
;N+*i

的地区通过蔬

菜#种苗运输以及烟粉虱的扩散等途径传入#定殖'

本文首次对侵染广东省番茄的
;N+*i

进行分

子鉴定和序列分析"明确
;N+*i

广东分离物的分

子特征"对开展
;N+*i

在我国的扩散#序列变异与

进化等方面研究提供了基础"同时也为广东省番茄

抗病新品种的选育及番茄黄化曲叶病的防控提供了

科学依据'
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