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摘要
!

7'&-

年
V

月%在山东胶州调查苹果病毒病时发现)舞美*果实表现出明显的花脸症状%取发病树体芽组织嫁

接于健康)富士*苹果幼树上%采用
AHQF?A

技术对其是否含有苹果锈果类病毒进行了检测%并利用
0R_K_R

(

K]P_"2&

等软件对其全序列进行了分析$结果表明%显症)舞美*果实(发病树体枝条及嫁接)富士*枝条中均可检

测出
_33;B

%无症状)舞美*果实和相应树体枝条中均未检测到
_33;B

$)舞美*分离物基因组主流序列为
,,,O=

!登录号
KP-!",U-

#%与
P4O*9OT

中已报道的
_33;B

序列一致性为
V7(

$

VV(

$序列多重比对及系统进化树分

析发现%该分离物的末端保守区和中央保守区与
_33;B

参考序列一致%且与不同来源的
_33;B

分离物亲缘关系

较近$这是首次在)舞美*苹果上发现和鉴定出苹果锈果类病毒$

关键词
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苹果锈果病在辽宁+

&

,

&新疆+

7

,

&山东+

,

,

&河北+

!

,等

苹果主产区均有发生"近年来呈不断蔓延趋势"已成

为制约我国苹果产业健康发展的主要限制因子%该

病的病原为苹果锈果类病毒
7
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_33;B

$"属于马铃薯纺锤块茎类病毒科
;%$

6

)<)9%)*'1

苹果锈果类病毒属
7
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+
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,

%

_33;B

基因组

为单链环状
AR_

"约
,,'

个核苷酸"存在于细胞核内"

具有自我复制能力"可形成稳定的棒状二级结构"具

有一个中央保守区#

??A

$和一个末端保守区#

H?A

$

+

1

,

%

苹果锈果类病毒除侵染苹果外"还可危害梨+

-

,

&桃+

U

,

&

杏+

V

,等"在果实表面产生锈状斑&花脸&畸形等症状"

导致果实丧失商品价值"造成严重经济损失+

!

,

%

_33Q

;B

主要通过嫁接&带病毒苗木等传播"尚未发现其昆

虫传播介体+

&'

,

%因此"繁育和应用无病毒苗木是生产

中防治木本植物病毒病害的最有效措施%

目前"苹果锈果类病毒的检测方法主要为生物

学症状观察和分子生物学检测技术+

!

,

%

_33;B

属

于非潜隐性病毒"但发病症状仅表现在果实上"且常

由于环境条件&品种等因素影响"导致发病症状差异

较大%由于生物学鉴定周期长"等症状出现"已经造

成无法挽回的损失+

!

"

&&

,

%分子生物学方法主要包括

常规
AHQF?A

&实时定量
F?A

&斑点杂交等+

!

"

&'&&

,

"

这些方法具有检测灵敏度高&特异性强&快速等优

点"且适用于大批量样品的检测"在田间病害的早期

诊断及无病毒种苗繁育中得到广泛应用%

芭蕾苹果#

:9>>4MCO99

66

>4

$又称柱型苹果#

5G>LIQ

O9M9

66

>4

$"是
7'

世纪
V'

年代从英国引进的新优苹果

品种"其中包括一些观赏型品种"如1舞美(#

K9

W

Q

6

G>4

$

+

&7

,

%该品种由威塞克自然杂交实生苗中选出"

花冠为艳丽的胭脂红色"花期长"极具观赏价值'果实

圆形或圆锥形"单果重约
,"

<

"大小整齐"成熟时着全

面橙红色"鲜艳美观"而且果实可用来加工果酱&果汁

和果茶等"用途非常广泛%

7'&-

年
V

月份"在山东胶

州果园调查苹果病毒病时发现部分1舞美(果实表现

出明显的花脸症状"采集发病果实及发病树体
&

$

7

年生枝条"取芽组织嫁接在青岛农业大学试验田健康

1富士(苹果幼树上"提取样品总
AR_

进行
AHQF?A

检测和测序分析"均证实1舞美(被苹果锈果类病毒所

侵染"这是首次在该苹果品种上发现和鉴定
_33;B

%

#

!

材料与方法

#"#

!

材料

供试材料!

7'&-

年
V

月"在山东胶州商业苹果

园中采集表现花脸症状的1舞美(果实和发病树体的

&

$

7

年生枝条"取芽组织嫁接在青岛农业大学试验

田健康1富士(苹果#无毒苗栽植"且嫁接前进行了

_33;B

检测$幼树上%

AHQF?A

所用阴性对照为健

康组培苗"阳性对照为本实验室嫁接保存的带毒1富

士(幼树%

菌株与试剂!植物柱式总
AR_

抽提纯化试剂

盒和氨苄青霉素购自生工生物工程#上海$股份有限

公司'

FMCI435MC

6

=

HK

AHM49

<

4O=@C=JC=8

<

0R_

]M9D4M

反转录试剂盒&

FMCI43H_AK9Y0R_FG>Q

W

I4M9D4

&

6

K0&UQH

克隆载体购自
H9@9A9

#大连$

有限公司'

0R_

凝胶回收试剂盒&

0R_K9MT4M

购

自擎科梓熙#青岛$生物公司'大肠杆菌菌株
0̂ "

"

由本实验室保存%

#"!

!

试验方法

#2!2#

!

总
AR_

提取及
50R_

第一链合成

取
'27

<

果皮和枝条皮层组织"用液氮研磨后

参照植物柱式总
AR_

抽提纯化试剂盒说明书提取

总
AR_

"其浓度和质量通过
F,,'

超微量分光光度

计#德国
\I

6

>4O

公司$检测后保存于
$U'.

备用%

50R_

第一链的合成参照
FMCI435MC

6

=

HK

AHM49Q

<

4O=@C=JC=8

<

0R_]M9D4M

反转录试剂盒说明书"

以
&

!

<

总
AR_

为模板"

/>C

<

G

#

BH

$

&U

为引物"反转

录成
50R_

"保存于
$7'.

备用%

#2!2!

!

AHQF?A

检测

参照赵英和牛建新+

,

,的报道合成
_33;B

的检

测引物"

_33;BQB4=4QX

!

"hQ?_P?_??_?_PP__Q

??H?_?PPQ,h

'

_33;BQB4=4QA

!

"hQ?H?PH?PHQ

?P_?P__PPQ,h

%以合成的
50R_

为模板进行

F?A

扩增%

7"

!

)

扩增体系包括!

&72"

!

)7%

FMCI43H_A K9Y0R_FG>

W

I4M9D4

"正向和反向引物

各
'2"

!

)

"模板
50R_&2'

!

)

"

BB̂

7

/&'2"

!

)

%反应

程序为!

V".

预变性
,ICO

'

V".

变性
&'D

"

"U.

退火

&"D

"

-7.

延伸
!D

"

,"

个循环'

-7.

延伸
"ICO

%

F?A

产物经
&27(

琼脂糖凝胶电泳进行检测%

#2!2=

!

_33;B

的全长克隆

根据朱慧+

&,

,的报道合成
_33;B

的全长引物"

_33;BQSL>>QX

!

"hQP_?P__PP??PPHP_P___PQ,h

'

_33;BQSL>>QA

!

"hQP_?P_?P_?_PPHP_PHH??Q,h

%

F?A

扩增产物经
&27(

琼脂糖凝胶电泳检测后"利

用
0R_

凝胶回收试剂盒进行目的片段的回收纯

化"并与载体
6

K0&UQH

连接"热击转化到大肠杆菌

0̂ "

"

感受态细胞中"筛选阳性克隆提取质粒"送交

青岛擎科梓熙生物技术有限公司进行测序%

#2!2?

!

序列分析及系统进化树构建

将
_33;B

全长序列通过
R?*\

数据库#

8==

6

!

$

:>9D=2O5:C2O>I2OC82

<

GZ

.

*>9D=25

<

C

$中的
*)_3H

进

行同源性比对"选择具有代表性序列利用
0R_Q

K_R

进行多重比对分析%运用
K]P_"2&

软件的

-

--&

-



7'&V

邻接法#

O4C

<

8:GMQ

f

GCOCO

<

"

Rb

$"重复次数为
&'''

"

构建系统发育树%

!

!

结果与分析

!"#

!

B$$[8

的
S-C>ES

检测

以表现花脸症状1舞美(果实#图
&9

$和其他样

品
50R_

为模板"利用
_33;B

检测引物进行
F?A

扩增%图
&:

结果显示"显症1舞美(果实和发病树体

枝条中均可扩增到约
,'':

6

的特异性条带"与

_33;B

阳性对照样品的目标条带大小一致'无症

状1舞美(果实和相应树体枝条及健康组培苗中均未

扩增到该条带%将发病树体芽组织嫁接于健康1富

士(幼树"

7'&U

年
!

月份进行
AHQF?A

检测"均可扩

增到上述特异性条带#图略$"表明显症1舞美(苹果

确实被
_33;B

侵染%

!"!

!

B$$[8

序列测定与多重比对分析

利用全长
_33;B

引物进行扩增"

F?A

产物纯

化后克隆到
6

K0&UQH

载体"对
1

个单克隆进行测

序%结果表明"所得序列全长为
,,&

$

,,,:

6

"与

P4O*9OT

中已报道的
_33;B

基因组核苷酸序列一

致性为
V7(

$

VV(

%所测序的
1

条
_33;B

序列

中"有
!

条序列完全一致"作为侵染1舞美(苹果的主

流序列提交
P4O*9OT

#序列号
KP-!",U-

$"另外两

条序列缺少
&

$

7

个碱基%

图
#

!

)舞美*果实发病症状与苹果锈果类病毒
S-C>ES

检测

*+

,

"#

!

H3

''

0%3

''

0%4

9

:

'

15:457

)

@3

9'

50%

*

62/+1378

8%1%&1+5756B$$[8;

9

S-C>ES

将测序的主流序列#

KP-!",U-

$与北京分离物

#

îU!'-772&

$和山东分离物#

K '̂&,,7'

$及标准

_33;B

#

R?

0

''&,!'2&

$序列进行多重比对分析"结

果#图
7

$显示"

!

个
_33;B

序列一致性达
V1(

"在

苹果锈果类病毒属的末端保守区#

H?A

$及中央保守

区#

??A

$内"仅北京分离物在第
&-

个核苷酸位点有

HQ?

突变%变异位点主要集中在第
,U

位/第
"'

位

的左末端区#

H)A

$交界处"及第
7"&

位/第
7-V

位的

致病区#

F

区$%侵染1舞美(的
_33;B

序列在第
!V

位&

第
7",

和
7"!

位"分别特异性插入
H

&

_

和
P

碱基%

图
!

!

侵染)舞美*

B$$[8

序列与其他
=

个中国
B$$[8

分离物序列多重比对

*+

,

"!

!

@/01+

'

0%30+

,

7:%7156B$$[84%

L

/%7&%4625:

)

@3

9'

50%

*

37851.%21.2%%E.+7%4%+45031%4

!"=

!

B$$[8

系统进化树分析

利用
R?*\

的
*)_3HO

进行同源性搜索"选取

&'

个来自不同国家和地区的
_33;B

序列"采用

K]P_"2&

软件构建系统发育树"

&'''

次循环计

算系统发育树中节点的自举置信水平%由图
,

可

知"侵染1舞美(分离物
_33;B

序列与新疆分离物

#

@?&&'U1'2&

$聚在一个分支"说明其亲缘关系较近"

且与
_33;B

标准菌株聚在一个大分支中%与北京分

-

U-&

-
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离物#

îU!'-772&

$和山东分离物#

K̂ '&,,7'

$聚在

不同的分支"说明其亲缘关系相对较远%

图
=

!

来源于)舞美*的
B$$[8

序列与其他分离物
B$$[8

序列的系统发育树
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,
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,
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讨论

近年来"苹果锈果类病毒病在我国的发生率逐

年提高"已成为苹果产业健康发展的限制性因子"引

起了有关研究者的高度重视+

&'&&

"

&!&"

,

%课题组对山

东苹果产区病毒病发生情况进行调查时发现"胶州

新建幼树园中的部分1舞美(果实表现出典型的花脸

症状%本研究利用
AHQF?A

技术对1舞美(果实和

枝条进行了
_33;B

检测"研究发现"显症1舞美(果

实和相应发病树体枝条中均可检测到
_33;B

"而未

显症果实和相应树体枝条中没有
_33;B

特异性条

带"表明
AHQF?A

检测结果与发病表型症状相一

致%

V

月份将
_33;B

检测阳性的枝条"芽接于健康

1富士(幼树"第二年
!

月份"在嫩梢中可检测到

_33;B

"进一步证实1舞美(受到
_33;B

的侵染%

这是首次在1舞美(苹果上发现并检测到
_33;B

%

通过对1舞美(分离物进行克隆和序列分析发

现"其基因组主流序列由
,,,

个核苷酸组成"具有苹

果锈果类病毒属中央保守结构序列和末端保守区%

该分离物序列与新疆分离物#

@?&&'U1'2&

$一致性

最高达
VV(

"而与北京分离物#

îU!'-772&

$和山

东分离物#

K̂ '&,,7'

$一致性不足
V"(

'系统进化树

分析结果显示"1舞美(与新疆分离物#

@?&&'U1'2&

$聚

在一个分支"说明其亲缘关系较近"而与北京分离物

#

îU!'-772&

$和山东分离物#

K '̂&,,7'

$聚在不

同的分支"表明其亲缘关系相对较远%

!!

芭蕾苹果1舞美(具有重要的观赏价值"且果实

能够深加工"近年来推广种植面积不断增加+

&7

,

%

_33;B

侵染1舞美(后引起果实表面着色不均"产生

明显的花脸症状"严重降低了其观赏性和经济价值"

并且可能成为类病毒的传播源头"给其他栽培品种

造成无法挽回的经济损失%课题组将进一步调查

_33;B

在山东及我国其他苹果产区的发生情况"为

及时采取措施有效控制苹果锈果病的发生与危害提

供科学依据%
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