
!

!"!"# $%&'()*+

Q

%,

;.(/$;)%$",$*%/

收稿日期!

!

IJFG J!JI

!!!

修订日期!

!

IJFG J" JF

基金项目!

!

国家重点研发计划%

IJFTW0PJIJF"J!

&-吉林省农业科技创新工程%

UMKUIJFT*aJIF

&-吉林省农业产业技术体系马铃薯%甘
薯&综合栽培技术示范与推广%

IJFH

&

#

通信作者
,Q=;2:

!周雪平
`̀A5B

$

`

b

B17<B1>6

-王永志
R

X̀;6

C$

FI"1>5=

甘薯
A

病毒吉林分离物的全基因组

序列测定与分析

马俊丰F

!

I

!

!

李小宇I

!

!

张春雨I

!

!

周雪平#

#

!

!

王永志I

#

%

F1

吉林农业大学$长春
!

F#JFFH

-

I1

吉林省农业科学院$公主岭
!

F#"FJJ

-

#1

中国农业科学院植物保护研究所$北京
!

FJJFG#

&

摘要
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利用
'(Q)U'

结合
'+U,

方法$从感染
D)̂ K

的甘薯叶片中获得甘薯
K

病毒吉林分离物
*2:26Q

C

:̀

的全基因

组序列&测序获得的
*2:26Q

C
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分离物!

K76%;6EO51-E#GI$JG

#基因组为
FJTGT6@

&该病毒基因组含有一个

FJ!"!6@

的开放阅读框$编码由
#!HH

个氨基酸构成的多聚蛋白&在
;F

和
;#

基因中也发现了由移码翻译产生的

).D)L

蛋白和
).)L

蛋白&比对分析显示$在开放阅读框水平上
*2:26Q

C
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与
"

个不同分离物核苷酸序列一致性为

TGg
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GGg

$氨基酸一致性为
GIg
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GGg

$其中与
DUFF
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.DFJ#
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VKF"T

和
*78B8
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分离物一致性最高$与

N(#I$

和
+.

一致性最低&系统发育分析显示$

*2:26Q

C

:̀

与
VKF"T

和
NU0'FF

系统发育关系最近$与中国台湾地

区分离物
N(#I$

系统发育关系较远&这是中国大陆地区关于
D)̂ K

分离物全基因序列的首次报道$同时也是首

次在中国东北地区发现
D)̂ K

&该研究探明了
*2:26Q

C

:̀

分离物的基因结构$系统发育关系$丰富了
D)̂ K

基因组序

列信息$为后续开展
D)̂ K

种群的遗传进化及功能研究奠定了基础&
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甘薯
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%+%"(=($($(&

为旋花科
U56S5:SB:;>7Q

;7

薯蓣属
E*%&,%)"(

代表植物$是中国主要粮食作

物之一.中国是世界第一大甘薯生产国"

F

#

$据联合

国粮食及农业组织%

0+L

&统计$

IJFT

年中国甘薯总

产量约
TIJ#

万
@

$占世界甘薯总产量%

FFIH#

万
@

&

的
"#1Hg

.甘薯作为无性繁殖作物$主要通过块茎

进行繁殖$这种繁殖方式极易积累病毒.被侵染后

的甘薯$其产量和品质大幅降低$造成严重的经济损

失.据
U:;3E

等
IJFI

年报道$在世界范围内已发现

的能够侵染甘薯的病毒共有
#J

多种"

I

#

$其中有
IJ

多种病毒已经在中国被发现"

#G

#

.甘薯
K

病毒

8D""$

#

%$($%:*)-&G

%

D)̂ K

&$是马铃薯
W

病毒科

;%$

6

:*)*3("

马铃薯
W

病毒属
;%$

6

:*)-&

成员之一$

于
FGG!

年最早在中国被发现$之后美国/秘鲁/韩

国/阿根廷等国家也相继报道了该病毒"

FJF#

#

.

D)̂ K

在自然条件下通过蚜虫以非持久性方式传

播$同时也可以通过汁液摩擦/嫁接等机械方式传

播.近几年在中国各个甘薯种植区$

D)̂ K

时有发

生$并且已成为影响甘薯品质与产量的重要病毒

之一.

D)̂ K

基因组由正单链
'O+

组成$含有一个较

大开放阅读框%

5

9

7637;<26

C

?3;=7

$

L'0

&$编码一

个多聚蛋白%

9

5:

R9

35@726

&.基因组
$i

和
#i

端各有一

段非编码区%

B6@3;68:;@7<37

C

2568

$

&('8

&$

#i

非编

码区末尾具有
9

5:

R

%

+

&尾序列.多聚蛋白经自身编

码的蛋白酶切割后$得到不同的功能蛋白.除此之

外$

D)̂ K

基因组中还有两个小的开放阅读框$通

过移码翻译%

37;<?3;=78A2?@

&的方式编码蛋白
).DQ

)L

和蛋白
).)L

$这两个蛋白分别与
)F

和
)#

蛋白

的
O

端以
)FOQ).D)L

和
)#OQ).)L

融合形式存

在"

F!

#

.

D)̂ K

基因组通过这两种方式生成
FI

个成

熟的功能蛋白$使各个基因呈现不同程度的遗传多

样性.目前$中国大陆地区关于
D)̂ K

基因组序列

的报道仅集中在部分基因区段$如外壳蛋白%

U)

&

基因等"

F$

#

$尚未见有关
D)̂ K

全基因组序列的报

道.本次研究拟通过对
D)̂ K

吉林分离物
*2:26Q

C

:̀

的全基因序列测定$对其序列特征/系统发育关系

等进行系统分析$为后续开展
D)̂ K

相关功能研究

奠定基础.

$

!

材料与方法

本试验于
IJFH

年
FF

月至
IJFG

年
F

月在吉林

省农业科学院植物保护研究所微生物实验室完成.

$%$

!

试验材料

D)̂ K

吉林分离物
*2:26Q

C

:̀

于
IJFH

年
G

月采集

自吉林省长春市甘薯种植区$呈典型明脉/花叶症

状$前期经血清学检测和
2;

基因扩增初步确定为

D)̂ K

分离物$将新鲜样品置于密封袋中$于
_HJf

冻存.

$%&
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主要试剂

'O7;8

R

):;6@-262Z2@

为
a.+K,O

公司产品$

'7S73+2<0238@D@3;6<>PO+D

R

6@A7828Z2@

为赛默

飞世尔科技公司%

(A73=5028A73D>276@2?2>

&产品$

+Y

R

)37

9

PO+K7:,Y@3;>@256Z2@

为爱思进生物技

术公司%

+Y

RC

76

&产品$

D-+'(73'+U,$i

+

#iZ2@

/

(;Z;';\+?(

H

/

9

-PFHQ( 7̂>@53U:5626

C

Z2@

/

'O+-;3E73

/

PO+ -;3E73

为宝生物工程公司

%

(;Z;';

&产品.

$%'

!

试验方法

$1'1$

!

'O+

提取及基因组克隆

采用
('.̀5:

试剂法从确定感染
D)̂ K

的甘薯

叶片中提取总
'O+

$提取步骤参照
'O7;8

R

):;6@

-262

试剂盒%

a.+K,O

&说明书.以总
'O+

为模

板$参照反转录试剂盒说明书进行反转录$反应体

系!

L:2

C

5<()32=73F

&

\
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<O() -2Y@B37F

&

\
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(5@;:'O+F

&

\
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'O;870377V
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&
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$于
"$f

温

浴
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$然后立即冰上冷却$并依次加入!

'O;87

.6A242@53

%

!J&
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#Jf

反应
FJ=26

$

!If

反应
"J=26

.根据
K76%;6E

中已登录的
FI

个
D)̂ K

不同分离物%登录号及名称

见图
#

&全基因序列的保守区$设计用于合成全基因

序列的简并引物和特异性引物%表
F

&$以上引物委

托吉林省库美生物科技有限公司合成.
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病毒全基因组扩增引物$
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引物序列%

$iQ#i

&

)32=7387

]

B76>7

片段大小+
4

9

,Y

9

7>@7<82̀7

退火温度+
f

+667;:26

C

@7=

9

73;@B37

+0 +(KKUK(K((('KWK++(KK+++U #I!# $I
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&引物
'$

和
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试剂盒一同使用$用于扩增
D)̂ K$i

端非编码区.
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扩增采用
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反应体系!
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>PO+F

&

\

/正向引物
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反应体系!

G!f

预变性
$=26

-

G!f

变性
#J8

$退火
#J8

%退火温度视基因片段而定$表

F

&$

TIf

延伸若干分钟%延伸时间按
FE4

+

=26

计算&$

共
#J

个循环-最后
TIf

再延伸
$=26

.

)U'

反应结束后$取
#

&

\

产物用
Fg

琼脂糖凝

胶电泳进行检测$检测后切取目的条带$利用胶回收

试剂盒进行纯化$纯化产物与
9

-PFHQ(

载体进行

连接$并转化到
IJ,%.*PV$

(

感受态细胞中.通过

菌落
)U'

筛选出阳性克隆子$随机选取
#

!

$

个$委

托吉林省库美生物科技有限公司进行测序.根据测

序结果设计用于扩增
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非编码区的引物%表
F

&$

$i

非

编码区的扩增采用
D-+'(73'+U,$i
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#i

试剂盒
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&$步骤依照说明书进行.
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序列分析

利用
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软件进行序列拼接$在网站
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+上进行序列一致性分析.
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系统发育分析

为探究
D)̂ K

不同分离物的系统发育关系$从

K76%;6E

中选取
FF

个其他
D)̂ K

分离物的核苷酸序

列作为参考$使用最大似然法%
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核苷酸序列构建
D)̂ K

系统发育树.建树之前$采

用
P+-%,

软件检测核苷酸序列替换是否饱和.

利用
-,K+"

软件选择最优化的核苷酸替换模

型$并参照
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%

%;

R

782;626?53=;@256>32@73256

&标准

设置相应参数$最后通过自举法%

455@8@3;

9

&来对各

分支节点的置信度%

455@8@3;

9

>56?2<76>7:7S7:

&进

行评估.

&

!

结果与分析

&%$

!

B);)7C

*

D;

分离物的全基因组序列特征

*2:26Q

C

:̀

分离物全基因组分段扩增结果如图
F

所示$各片段大小均符合预期.

图
$

!

B);)7C

*

D;

分离物分段扩增结果

()

*

%$

!

E-06;/01,0-

*

2-7/-:52

3

;),).5/)171,B);)7C

*

D;)01;5/-

!

通过测序/拼接获得的
*2:26Q

C

:̀

分离物基因组

全长为
FJTGT6@

%

K76%;6EO51-E#GI$JG

&$

$i

端

和
#i

端非编码区%

B6@3;68:;@7<37

C

2568

$

&('8

&的

长度分别为
FF#6@

和
I#H6@

$其中
#i

末端具有
9

5:

R

%

+

&尾序列%图
I

&.该分离物仅包含一个开放阅读

框$位于
FF! FJ$TT6@

$翻译出一个包含
#!HH

个

氨基酸残基的多聚蛋白$属于典型的
;%$

6

:*)-&

属病

毒的基因结构.剪切位点分析显示$

*2:26Q

C

:̀

分离物

,

G$

,



IJIJ

的
G

个剪切位点分别为
)W-,aW

+

D

/

ZVW\̂ K

+

K

/

P,̂ aVa

+

+

/

K)̂ WVa

+

D

/

OÛ aVa

+

D

/

,.̂ aVa

+

+

/

(̂ ,̂V,

+

D

/

)̂̂ W(a

+

D

/

OÔ VVa

+

D

.

*2:26Q

C

:̀

分离物不同基因的位置/大小以及编码蛋白的大小如

表
I

所示.

图
&

!

B);)7C

*

D;

基因组结构图

()

*

%&

!

!)5

*

4521,B);)7C

*

D;

*

-712-0/46./64-

!

表
&

!

B);)7C

*

D;

分离物全基因组信息及其序列一致性比较

?5@;-&

!

A-712).)7,1425/)1757:0-

F

6-7.-):-7/)/

G

1,B);)7C

*

D;)01;5/-9)/8/8-4-,-4-7.-H<IA)01;5/-0

片段

D7

C

=76@

序列位置与长度

D7

]

B76>7

9

582@256;6<:76

C

@A

位置
)582@256 6@ ;;

核苷酸+氨基酸序列一致性+
g

OB>:75@2<7

+

;=265;>2<87

]

B76>72<76@2@

R

*78B8

1

-;32; N(#I$ DUFF .DFJ# VKF"T +.

9

5:

R9

35@726 FF! FJ$TT FJ!"! #!HH GG

+

GG TG

+

HH GG

+

GG GG

+

GG GG

+

GG H#

+

GI

$i&(' F FF# FF# _ T"

+

"$

+

GT

+

GT

+

GH

+

G"

+

)F FF! FG"T FH$! "FH GG

+

GH TJ

+

$# GG

+

GH GG

+

GH GG

+

GT HT

+

H$

).D)L FI!! FGFH "T$ II$ GG

+

GT ""

+

#T GG

+

GG GG

+

GH GG

+

GH T#

+

!"

VUQ)35 FG"H ##!F F#T! !$H GG

+

GG T$

+

H! GG

+

GG GG

+

GG GG

+

GH HF

+

G#

)# ##!I !#GT FJ$" #$I GG

+

GG TH

+

HT GG

+

GG GG

+

GG GG

+

GG TT

+

H$

).)L #HJ" #GGF FH" "I GG

+

GH TG

+

"T GG

+

GT GG

+

GH GG

+

GH HF

+

TI

"ZF !#GH !$$" F$G $# GG

+

FJJ TH

+

G" GG

+

FJJ GG

+

GH GH

+

FJJ TH

+

GI

U. !$$T "!H$ FGIG "!# GG

+

GG HJ

+

G$ GG

+

GG GG

+

GG GG

+

GG HI

+

G"

"ZI "!H" ""!! F$G $# GG

+

FJJ HF

+

GI GH

+

FJJ GG

+

FJJ GH

+

FJJ TH

+

HH

O.;Q̂ )

C

""!$ TIIJ $T" FGI GG

+

FJJ HF

+

G# GG

+

GG GG

+

FJJ GG

+

GG H!

+

G$

O.;Q)35 TIIF TG!G TIG I!# GG

+

GG H#

+

GT GG

+

GG GG

+

GG GG

+

GG H!

+

G"

O.4 TG$J G$FI F$"# $IF GG

+

GG HI

+

G! GG

+

GG GG

+

GG GG

+

GG HF

+

GI

U) G$F# FJ$TT FJ"$ #$$ GG

+

GG H"

+

G$ GG

+

GG GG

+

GG GG

+

GG HT

+

G$

#i&(' FJ$HF FJTGT I#H _ G"

+

GF

+

GT

+

GG

+

GG

+

GF

+

&%&

!

B);)7C

*

D;

分离物的序列一致性分析

序列一致性分析显示$在开放阅读框水平上

*2:26Q

C

:̀

与其他
"

个分离物的核苷酸和氨基酸相似

性分别为
TGg

!

GGg

/

GIg

!

GGg

%表
I

&$其中与

*78B8

1

-;32;

/

DUFF

/

.DFJ#

/

VKF"T

相似性最高$均

为
GGg

$与
N(#I$

相似性最低$仅为
TGg

和
HHg

.

在
$i

和
#i

非编码区上$核苷酸一致性分别为
"$g

!

GHg

和
GFg

!

GGg

$其中在
$i

非编码区上
*2:26Q

C

:̀

与
*78B8

1

-;32;

/

N(#I$

一致性较低$仅为
T"g

和

"$g

$而与
DUFF

/

.DFJ#

/

VKF"T

/

+.

一致性较高$均

超过
GJg

-在
#i

非编码区上一致性较高$均超过

GJg

.在单个基因区段上
*2:26Q

C

:̀

与
*78B8

1

-;32;

/

DUFF

/

.DFJ#

/

VKF"T

的核苷酸和氨基酸一致性分别

为
GHg

!

GGg

和
GTg

!

FJJg

$一致性均非常高-而

与
N(#I$

和
+.

的核苷酸和氨基酸一致性为
""g

!

HTg

和
#Tg

!

GTg

$一致性较低.综上所述$

*2Q

:26Q

C

:̀

与分离物
DUFF

/

.DFJ#

/

VKF"T

/

*78B8

1

-;32;

一致性非常高$与
N(#I$

/

+.

一致性较低.

&%'

!

系统发育分析

建树序列经过多重比对与
K4:5>E

剪裁后$得到

长度为
FJI#F4

9

的序列保守区.根据
-,K+

软件

的
%.U

标准$建树序列最合适的核苷酸替换模型为

G?Ko>oG

.

-\

法构建的系统发育树如图
#

所

示$

FI

个分离物共形成
!

个区域$其中系统发育关

系较近的分离物聚为一簇$

KN%QI

%

*O"F#HJT

$

D)̂ KI

&和
D)0- Q̂&O%QJF

%

-0FH$TF$

$

D)0-^

&

为外族.从图中可以看到$区域
)

的各个分离物并

未像区域
*

和区域
%

那样聚为一簇$但是从图中的

拓扑结构来看$

*2:26Q

C

:̀

与
VKF"T

和
NU0'FF

系统

发育关系最近$而与该区域其他分离物系统发育关

系相对较远.同时
*2:26Q

C

:̀

与中国台湾地区分离物

N(#I$

系统发育关系相对较远而与两个国外分离

,

J"

,



!"

卷第
#

期 马俊丰等!甘薯
K

病毒吉林分离物的全基因组序列测定与分析

物系统发育关系较近$表明
D)̂ K

各分离物在遗传 多样性上与地理分布无显著联系.

图
'

!

基于全基因组氨基酸序列的
B);)7C

*

D;

与其他分离物的系统发育关系

()

*

%'

!

<8

G

;1

*

-7-/).4-;5/)1708)

3

01,B);)7C

*

D;9)/81/8-44-

3

14/-:)01;5/-0@50-:17.12

3

;-/-

*

-712-

!

'

!

结论与讨论

本研究通过克隆/测序等手段获得了
D)̂ K

吉

林分离物
*2:26Q

C

:̀

的全基因组序列$并且通过序列

一致性比对$构建系统发育树等方法对其基因组结

构特征及其系统发育关系进行了全面的探究与分

析.这是中国大陆地区首次关于
D)̂ K

全基因组序

列的报道$同时也是首次在中国东北地区发现

D)̂ K

.本研究结果为后续深入开展
D)̂ K

种群的

遗传进化及相关功能研究奠定了基础.

序列一致性比对分析结果中有一部分数据值得

注意$首先在
*2:26Q

C

:̀

与
*78B8

1

-;32;

和
+.

比对结

果中发现$

*2:26Q

C

:̀

与
*78B8

1

-;32;

在
$i

非编码区核

苷酸序列差异性较大$而在编码区和
#i

非编码区核

苷酸序列差异性较小$与此相反的是$

*2:26Q

C

:̀

与
+.

在
$i

和
#i

非编码区核苷酸序列差异性较小$在编码

区核苷酸序列差异性较大$类似数据差异在同为

;%$

6

:*)-&

的马铃薯
W

病毒
;%$($%:*)-&L

%

)̂ W

&

全基因组序列一致性比对分析中也有发现$并且研

究已表明这种数据差异是由
)̂ W

不同株系重组造

成的"

F"

#

$据此推断$

*2:26Q

C

:̀

分离物的形成也可能与

不同
D)̂ K

分离物的重组有关.其次$在
*2:26Q

C

:̀

与
N(#I$

和
+.

的比较中发现$

*2:26Q

C

:̀

与这两个

分离物在全基因组水平上序列差异较大$同时在系

统发育树中也发现
N(#I$

和
+.

这两个分离物与

*2:26Q

C

:̀

系统发育关系较远$因此$

D)̂ K

可能存在

多种株系.除此之外$本试验基于
D)̂ K

全基因组

序列构建系统发育树$相较单基因序列建树$全基因

组序列建树能够从基因组水平上$更准确地探究不

同分离物之间的系统发育关系.
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卷第
#

期 陈茹等!海洋多黏类芽胞杆菌可湿性粉剂的研制

响.刘盼西等"

II

#通过助剂的筛选和混料设计的试

验方法优化了海洋芽胞杆菌
%QGGHT

可湿性粉剂的

制剂配方$其悬浮率为
T#1F#g

$润湿时间
FJJ8

.由

华东理工大学与上海泽元海洋生物技术有限公司联

合创制的多黏类芽孢杆菌可湿性粉剂产品的悬浮率

为
T"1FJg

$润湿时间为
G$8

$活菌含量为
$k

FJ

FJ

>?B

+

C

"

FF

#

.本研究制得的海洋多黏类芽胞杆菌

可湿性粉剂的悬浮率为
T$g

$润湿时间为
!H8

$活菌

数为
I1#"kFJ

FF

>?B

+

C

$悬浮率与上述文献报道比较

接近$而润湿时间则减少了一半$可能与可湿性粉剂

中所选用的载体和助剂有关-本研究制得的可湿性

粉剂是通过大罐发酵干燥浓缩得到$其含菌量远高

于同类产品.

本文研制的海洋多黏类芽胞杆菌可湿性粉剂$

对甜瓜枯萎病的田间综合防效高达
H!1Gg

$高于

#g

多抗霉素.使用该菌剂后$甜瓜产量增加$显示

该菌株具有良好的应用前景$本研究为该菌株可湿

性粉剂的工业生产奠定了基础.
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