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摘要
!

本研究以马铃薯
+

病毒%

P[+

'全基因组为基础#分析吉林!黑龙江和内蒙古
A

省%区'

P[+

群体遗传多样性

和群体分化#并评估突变!重组!选择等遗传力所起的作用"根据已报道的
P[+

全基因序列保守区设计
.

对引物#

采用片段重叠法对来自内蒙古和吉林的
!.

个
P[+

分离物全基因序列进行测定#并联合
>Q]T

中已登录的
$

个黑

龙江分离物全基因组序列进行遗传多样性参数评估!群体分化检验和分子变异等分析"结果显示#我国北方
A

省

%区'

P[+

群体遗传多样性高#其中内蒙古和黑龙江
P[+

群体遗传多样性高于吉林群体#并且
A

个群体之间呈现一

定程度的遗传分化"分子变异分析发现在
P[+

基因组中存在
#&*'

个变异位点#表明我国北方
A

省%区'

P[+

群体

变异程度较高#并且这种高变异度有
*%;%.W

来自各个马铃薯种植区内
P[+

个体的遗传变异"重组分析和系统发

育分析发现#我国北方
A

省%区'

P[+

群体中重组株系占比高达
$";AW

#并具有明显的株系多样性#表明
P[+

重组

株系已成为我国北方
A

省%区'马铃薯种植区的流行株系"选择压力分析显示#使用
,/R

和
T,/R

法分别检测出

%"#

个和
A#%

个净化压力选择位点#这表明
A

省%区'

P[+

群体受净化选择压力为主"以上结果表明#中国北方
A

省

%区'

P[+

群体遗传多样性高#突变!重组和自然选择都对遗传多样性和群体分化存在一定影响"

关键词
!

马铃薯
+

病毒%

P[+

'$

!

遗传多样性$

!

基因组序列

中图分类号!

!

@.A!;.#

!!

文献标识码!

!

?

!!

)*+

!

!

#";#''**

#

C

;5DE6;!"#$%&#

G#'#(+,0+.#)*+(

3

&'&%

3

*+*-;4&("(&61'.37+'(")##

$

)-.+',#*-;

'-)("="+'&2&*#0-'("#;/%%

4

#'-1+,*#

:

/#',#*

%"1?)>&)

*

#

$

!

+,5'26

F

?

#

$

!

4/"#$.A?)

F

?

#

$

!

4/KL5?&

;

')

*

!

$

!

H"#$!6)

*

OA'

#

$

!

"

!

#?,-3"6"7"$)

+

29#-"2*)"$4"6)-

$

N696-<4#/$1

&

)

+

<

.

*6479"7*#9!46$-4$3

$

Q)-

.

G;796-

.

!

#A'#""

$

:;6-#

#

!?,-3"6"7"$)

+

29#-"2*)"$4"6)-

$

:;6-$3$<4#/$1

&

)

+

<

.

*6479"7*#9!46$-4$3

$

=$6

>

6-

.

!

#""#$A

$

:;6-#

"

72*()&,(

!

.67

;

(&@&

*

&)67&9&

3

?&):&96>2)"#")C6*73R

!

NT!

"

>=67@A=&&

;

=6J'):&9

!

1'(')

$

/&'(6)

*P

'2)

*

2)C,)B

)&=%6)

*

6('2

"

6>)6=@A.A')2<&=&?9&C@6')J&9@'

*

2@&'@9

*

&)&@':C'J&=9'@

F

2)C

;

6

;

?(2@'6)C'>>&=&)@'2@'6)G%&2)B

<A'(&

$

@A&&>>&:@96>7?@2@'6)9

$

=&:67E')2@'6)2)C9&(&:@'6)6)

;

6

;

?(2@'6)

*

&)&@':C

F

)27':9<&=&&J2(?2@&CGMA&

:67

;

(&@&

*

&)67&96>!.NT!'96(2@&9>=671'(')2)C,))&=%6)

*

6('2<&=&27

;

('>'&C2)C9&

3

?&):&C?9')

*

.

;

2'=96>

;

='7&=9C&9'

*

)&C2::6=C')

*

@6@A&:6)9&=J&C=&

*

'6)96>@A&=&

;

6=@&CNT!'96(2@&9

$

2)C<&=&@A&):67E')&C<'@A

:67

;

(&@&

*

&)67&9&

3

?&):&96>$/&'(6)

*P

'2)

*

'96(2@&9>6=&9@'72@'6)6>

*

&)&@':J2='2@'6)

$

;

6

;

?(2@'6)C'>>&=&)@'2B

@'6)

$

76(&:?(2=J2='2@'6)

$

&@:GMA&

*

&)&@':C'J&=9'@

F

6>@A&NT!

;

6

;

?(2@'6)9')@A&@A=&&

;

=6J'):&9<29A'

*

AGV?=B

@A&=76=&

$

@A&

*

&)&@':C'J&=9'@'&96>NT!'96(2@&9>=67/&'(6)

*P

'2)

*

2)C,))&=%6)

*

6('2<&=&A'

*

A&=@A2)@A2@6>

NT!>=671'(')2)C@A&=&<292:&=@2')C&

*

=&&6>

*

&)&@':C'>>&=&)@'2@'6)276)

*

@A&@A=&&

;

6

;

?(2@'6)9G")2(

F

9'96>

76(&:?(2=J2='2@'6)=&J&2(&C@A2@@A&=&<&=&#&*'7?@2@'6)9'@&9')NT!

*

&)67&9

$

<A':A')C':2@&C@A2@@A&C&B

*

=&&6>J2='2@'6)')NT!

;

6

;

?(2@'6)9')@A&@A=&&

;

=6J'):&9<29A'

*

A

#

*%G%.S6>@A&J2='2@'6)<29>=67')C'J'C?B

2(96>C'>>&=&)@

;

6@2@6

;

(2)@')

*

2=&29G8&:67E')2@'6)2)C

;

A

F

(6

*

&)&@':2)2(

F

9'99A6<&C@A2@$"GAS9@=2')9<&=&

=&:67E')2)@2)C@A&=&<296EJ'6?99@=2')C'J&=9'@

F

')@A&NT!

;

6

;

?(2@'6)9

$

')C':2@')

*

@A2@@A&=&:67E')2)@9@=2')9



.'

卷第
.

期 马俊丰等%基于全基因序列的中国北方
A

省!区"马铃薯
+

病毒遗传多样性分析

A2CE&:67&@A&&

;

'C&7':9@=2')')@A&

;

6@2@6:=6

;;

')

*

=&

*

'6)96>@A&@A=&&

;

=6J'):&9GM6@2((

F

%"#2)CA#%

;

?='>B

F

')

*

9&(&:@'6)9'@&9<&=&C&@&:@&CE

F

?9')

*

V0+2)C,V0+7&@A6C9

$

=&9

;

&:@'J&(

F

$

9?

**

&9@')

*

@A2@@A&NT!

;

6

;

?(2B

@'6)9')@A&@A=&&

;

=6J'):&9<&=&72')(

F

2>>&:@&CE

F;

?='>

F

')

*

9&(&:@'6)

;

=&99?=&G,)9?772=

F

$

@A&NT!

;

6

;

?(2B

@'6)9')@A&@A=&&

;

=6J'):&96>)6=@A&=).A')2A2CA'

*

A

*

&)&@':C'J&=9'@

F

$

2)C7?@2@'6)9

$

=&:67E')2@'6)2)C9&(&:B

@'6)2((:6)@='E?@&C@6@A&

*

&)&@':C'J&=9'@

F

2)C

;

6

;

?(2@'6)C'>>&=&)@'2@'6)G

8#

3

9-)0*

!

2)"#")C6*73R

!

NT!

"#

!

*

&)&@':C'J&=9'@

F

#

!

*

&)67&9&

3

?&):&

!!

马铃薯病毒是危害马铃薯的主要病原物之一$

已有报道显示$世界范围内能够侵染马铃薯的病毒

至少有
%A

种$其中
#"

种已在我国被发现(

#

)

'在我

国已经发现的
#"

种病毒中$马铃薯
+

病毒
!'%#%'

@*&./;

!

P[+

"发生范围最广$造成经济损失最为严

重'近些年在我国多个马铃薯种植区检测到

P[+

(

!&

)

'

P[+

侵染马铃薯可引起叶脉坏死&叶面

黄化褪绿&块茎环斑坏死等症状$导致马铃薯种质退

化$产量降低$给马铃薯的生产造成严重损失(

*#"

)

'

P[+

是马铃薯
+

病毒科
!'%

,

@*&*9#(

马铃薯

+

病毒属
!'%

,

@*&./

代表成员$其病毒粒体呈弯曲

线状$每个病毒粒体包含一套完整的基因组'该基

因组由正义单链
=>?

构成$长约
$;&aE

$包含一个

大的开放阅读框!

:

L

G7KG2H37

8

MK21G

$

S=,

"$两端

含有非编码区!

I7JK27F42JGHKG

8

3:7F

$

VN=F

"'基因

组翻译时$开放阅读框先编码一个多聚蛋白

!

L

:4

L̂

K:JG37

"$随后再通过自身编码的
A

个蛋白酶

将多聚蛋白切割加工为
P#

&

_Q0PK:

&

PA

等
#"

个成

熟蛋白(

##

)

'除此之外$

P[+

基因组内还有一个通

过移码翻译产生的蛋白111

PTPS

$该蛋白与
PA

蛋

白的
>U

端以
PA>0PTPS

融合形式存在(

#!

)

'最终$

P[+

基因组通过这两种方式生成
##

个成熟的多功

能蛋白$使整个基因组呈现不同程度的遗传多样性'

近些年$

P[+

呈高变异&多株系发展趋势$因

此$

P[+

研究已不局限在分子检测&株系鉴定&蛋白

质功能验证等方面(

#A#&

)

$遗传变异及分子进化已成

为新的研究方向'已有工作主要是选择其中
#

#

!

个功能基因研究
P[+

的遗传多样性(

#*!"

)

$不能全

面地反映
P[+

进化和遗传机制'因此$本研究通过

扩增&克隆等手段获得吉林!

R̀

"和内蒙古!

>XO

"

P[+

分离物全基因组序列
!.

条$并联合
OG7]27a

中已提交的
$

条黑龙江!

_R̀

"分离物的全基因组序

列进行序列比对分析&遗传多样性参数评估及群体

分化检验等一系列分析$旨在基于全基因组序列更

为准确地探明我国北方
A

省!区"

P[+

群体遗传多

样性及进化机制'该研究结果将有助于了解我国北

方地区
P[+

的发生&流行及变异趋势$为其有效防

控提供理论依据'

,

!

材料与方法

,C,

!

毒源

!"#&

年1

!"#*

年从吉林&内蒙古马铃薯种植

区$用随机抽样法采集带有花叶&褪绿和坏死等典型

病毒症状的马铃薯叶片'先采用酶联免疫吸附法

!

G75

^

1G437aGH311I7:F:KEG7J2FF2

^

$

/RT@?

"检

验病毒$之后对病毒
1!

基因进行扩增$将确定为

P[+

分离物的叶片密封保存在
n*"m

超低温冰

箱中'

,C-

!

主要试剂

=>G2F

^

P427J X373 Y3J

$

BT?O/>

公 司#

=GZGK?3H,3KFJ@JK27H<->?@

^

7J6GF3FY3J

$赛默飞

世尔科技公司!

N6GK1:,3F6GK@<3G7J3M3<

"#

N2Y2=2R?

D#

P

&

L

X-#*0N[G<J:KQ4:737

8

Y3J

&

->?X2KaGK

$宝生

物工程有限公司#

?9

^

PKG

L

->?OG4/9JK2<J3:7Y3J

$

爱思进生物技术公司!

?9

8̂

G7

"'

,C.

!

试验方法

,;.;,

!

=>?

提取及基因克隆

按照
=>G2F

^

P427JX373Y3J

说明书$从感染
P[+

的马铃薯叶片中提取总
=>?

'以提取的叶片总
=>?

为模板$以
S43

8

:HN

为引物$按照反转录试剂盒说明

书合成
<->?

第一链'根据
OG7]27a

中已提交的

P[+

不同分离物基因组序列的保守区$设计用于扩

增
P[+

全基因序列的简并引物和特异性引物!表
#

"'

引物委托吉林省库美生物科技有限公司合成'

PQ=

扩增采用
%"

'

R

反应体系%

N2Y2=2R?D#

P

!

%V

,

R

"

";%

'

R

&

#"lR?PQ=EIMMGK

,

!

X

8

!q

P4IF

"

%

'

R

&

H>NP139JIKG%

'

R

&

<->?#

'

R

&正&反向引物

!

#"

'

1:4

,

R

"各
#

'

R

&超纯水
A';%

'

R

'

PQ=

反应

条件%

$.m

预变性
%137

#

$.m

变性
A"F

$退火
A"F

!退火温度视基因片段而定"$

&!m

延伸若干分钟!延

伸时间按
#aE

,

137

计算"$共
A"

个循环#最后
&!m

再延伸
#"137

'

-

#.

-
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表
,

!

0UQ

基因组扩增引物

94D5",

!

03$8"3&K@30UQ

J

"G@8"48

?

5$K$=47$@G

片段

@G

8

1G7J

引物

PK31GK

引物序列!

%U0AU

"

PK31GKFG

b

IG7<G

退火温度,
m

?77G2437

8

JG1

L

GK2JIKG

片段大小,
E

L

/9

L

G<JGHF35G

? P[+0?, ???NN????Q??QNQ??N?Q??Q .! A&!"

P[+0?= O?NO?NONNQO??NNONONQQNQ

] P[+0], ?ONOON?OQ?NNN?NOOQNNN?ONQ %# !!&$

P[+0]= NNQQNON?NOQ?O?NQQ???O??NNQ

Q P[+0Q, ?OQ?OOQOQNONNOQ??NNOONOO %! AA*&

P[+0Q= ?N?N?QOQNNQNOQ??Q?NQNO?O

- P[+0-, O@???+O?+?Q??N+O?NOQ .! ##!$

P[+0-= ONQNQQNO?NNO??ONNN?Q?ONQ

!!

取
.

'

RPQ=

产物用
#;%W

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$纯化产物分别与
L

X-#*0N

载体连接$连

接产物转化到大肠杆菌
-_%

!

感受态细胞中'经菌

液
PQ=

验证后筛选出阳性克隆$随机选取
A

#

%

个

阳性克隆$委托吉林省库美生物科技有限公司进行

测序$并通过测序峰图及序列比对排除
PQ=

过程中

可能引起的突变'

,;.;-

!

序列处理

测序获得的吉林和内蒙古
P[+

分离物各序列

片段使用
->?X?>';"

软件进行拼接$并通过

P[+

参考序列!

OG7]27a

登录号为
>Q

2

""#'#'

"进

行校正'校正时先使用
X/O?';"

软件中的
XIF0

<4G

程序对
P[+

全基因组序列进行多重比对$之后

使用
XIF<4G

!

<:H:7

"程序对
P[+

基因组编码区进

行比对$最后将编码区翻译为相应的氨基酸序列$进

行人工校正$以确保基因组序列的准确性'试验所

用的黑龙江
P[+

分离物基因组序列均为
>Q]T

中

已登录的序列!序列名称及登录号见图
#

"'最终用

于本试验研究的
P[+

全基因组序列共
AA

条'

,;.;.

!

遗传多样性参数评估及群体分化检验

使用
-72@P%;#"

软件计算遗传多样性参数%多

态性位点数目!

FG

8

KG

8

2J37

8

F3JF

$

L

"&单倍型数目

!

7I1EGK:M62

L

4:J

L̂

GF

$

7

"&单倍型多样性!

62

L

4:0

J

L̂

GH3ZGKF3J

^

$

?9

"&核苷酸差异平均数!

2ZGK2

8

G

7I1EGK:M7I<4G:J3HGH3MMGKG7<GF

$

3

"&核苷酸多样性

!

7I<4G:J3HGH3ZGKF3J

^

$

!*

"'使用
?K4G

b

I37A;%

软件计

算群体分化系数!

M392J3:737HG9

$

H/%

"并根据
H/%

值的

大小判断群体间分化程度'当
"

%

H/%

'

"p"%

时$群体

轻微分化#当
";"%

%

H/%

'

";#%

时$群体中度分化#当

";#%

%

H/%

'

";!%

时$群体高度分化#当
H/%

$

";!%

时$

群体严重分化'群体间遗传分化显著水平采用
R/%

&

图
,

!

基于全基因组序列构建的中国北方
.

省$区%

0UQ

系统发育树

I$

J

C,

!

0>

H

5@

J

"G"7$=4G45

H

&$&@K0UQK3@87>3""

?

3@#$G="&@K

G@37>"3G1>$G4D4&"F@G=@8

?

5"7"

J

"G@8"&"

2

E"G="&

!

U

&

L$$

(

!#!!

)

A

种独立统计方法进行检验$并通过排列

检验法!

#"""

L

GK1IJ2J3:7F

"进行判断'

,;.;/

!

P[+

基因组的分子变异

以
P[+

全基因组序列为分子标记$利用
?K4G0

b

I37A;%

软件进行不同群体的分子变异分析!

2724

^

0

F3F:M1:4G<I42KZ2K327<G

$

?XS[?

"'使用
-72@P

%;#"

软件进行变异位点分析'在网站
6JJ

L

%

#

E42FJ;7<E3;741;736;

8

:Z

,上进行序列一致性分析'

,;.;<

!

P[+

基因组的重组

以
P[+

S株系分离物
S5

!

/,"!'"&.

"和
P[+

>

-

!.

-
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A
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+

病毒遗传多样性分析

株系分离物
X:7J

!

?+**.$*A

"作为亲本$使用
@310

P4:JA;%

软件进行重组分析'同时在网站!

6JJ

L

%

#

DDD;H2J21:7aG

^

;:K

8

"使用遗传算法中的重组检测法

!

8

G7GJ3<24

8

:K3J61KG<:1E372J3:7HGJG<J3:7

$

O?=-

"

(

!A

)进

行重组位点检测及可靠性评估'

,;.;B

!

压力分析

使用在线网站!

6JJ

L

%

#

DDD;H2J21:7aG

^

;

:K

8

"$基于密码子$通过
T,/R

!

37JGK724EK27<6GF

M39GH0GMMG<JF43aG436::H

"&

,/R

!

M39GHGMMG<JF43aG430

6::H

"&

X/X/

!

139GHGMMG<JF1:HG4:MGZ:4IJ3:7

"

A

种不同方法$对
P[+

基因组进行压力检测及统计

检验'压力选择方向根据非同义核苷酸替换速率

!

9>

"与同义核苷酸替换速率!

9@

"比值!

#

r9>

,

9@

"

大小进行判断'当
#$

#

且群体差异显著时$说明基

因组受到正向选择!

L

:F3J3ZGFG4G<J3:7

"作用#当
"

%#

%

#

时$说明基因组受到净化选择!

L

IK3M

^

37

8

FG4G<0

J3:7

"作用#当
#

r#

时$基因组不受压力选择(

!.

)

'

,;.;P

!

系统发育分析

使用最大似然法!

12931I143aG436::H

$

XR

"基

于全基因组序列编码区!

<:H37

8

FG

b

IG7<G

$

Q-F

"核

苷酸序列构建
P[+

系统发育树'建树前$使用

X?,,N

软件对建树的
AA

条
P[+

编码区核苷酸序

列进行多重比对$并使用
-?X]/

软件检测核苷酸

替换是否饱和$之后利用
X/O?';"

软件选择最优

化的核苷酸替换模型$并参照
]TQ

!

]2

^

GF32737M:K0

12J3:7<K3JGK3:7

"标准设置相应参数$最后通过
#"""

次自举!

E::JFJK2

L

"抽样来对各分支节点的置信值进

行评估'

-

!

结果与分析

-C,

!

全基因组序列特征

本研究共获得
!.

个
P[+

分离物全基因组序列

!

$'$*7J

或
$'$$7J

"$

%U

非编码区长度为
#*.7J

或

#*%7J

$

AU

非编码区长度为
A!*7J

$编码区长度为
$

#*'7J

#其中在编码区部分$大开放阅读框对应的多

聚蛋白编码序列长度为
$#*'7J

$编码一个包含

A"'#

个氨基酸残基的多聚蛋白#小开放阅读框对应

的蛋白
PTPS

编码序列长度为
#$%7J

或
!!*7J

$并

通过移码翻译编码一个包含
'%

或
&'

个氨基酸残基

的蛋白
PTPS

!表
!

"'

表
-

!

新获得的
0UQ

分离物基因组信息

94D5"-

!

S"G@8"$GK@3847$@G@KG"%5

H

@D74$G"F0UQ$&@547"&

分离物

TF:42JG

非编码区
!

VN=

%UVN=

,

7J AUVN=

,

7J

开放阅读框
#

!

S=,#

P:4

L̂

K:JG37

,

7J ??

开放阅读框
!

!

S=,!

PTPS

,

7J ??

R̀0Q# #*. A!* #*%

#

$A&" A"'# !$#.

#

A#.. &'

R̀0\# #*% A!* #*'

#

$A&# A"'# !$#%

#

A#.% &'

R̀#" #*. A!* #*%

#

$A&" A"'# !$#.

#

A#.. &'

R̀## #*% A!* #*'

#

$A&# A"'# !$#%

#

A#.% &'

R̀#! #*. A!* #*%

#

$A&" A"'# !$#.

#

A#.. &'

R̀#A #*. A!* #*%

#

$A&" A"'# !$#.

#

A#.. &'

R̀#. #*. A!* #*%

#

$A&" A"'# !$#.

#

A#.. &'

R̀!" #*% A!* #*'

#

$A&# A"'# !$#%

#

A##! '%

R̀!# #*% A!* #*'

#

$A&# A"'# !$#%

#

A#.% &'

R̀!! #*% A!* #*'

#

$A&# A"'# !$#%

#

A#.% &'

R̀!A #*. A!* #*.

#

$A'$ A"'# !$#.

#

A#.. &'

R̀!. #*% A!* #*'

#

$A&# A"'# !$#%

#

A#.% &'

R̀* #*% A!* #*'

#

$A&# A"'# !$#%

#

A#.% &'

R̀$ #*. A!* #*.

#

$A'$ A"'# !$#.

#

A#.. &'

>XO# #*. A!* #*.

#

$A'$ A"'# !$#.

#

A#.. &'

>XO#" #*% A!* #*'

#

$A&# A"'# !$#%

#

A#.% &'

>XO## #*. A!* #*.

#

$A'$ A"'# !$#.

#

A#.. &'

>XO#A #*% A!* #*'

#

$A&# A"'# !$#%

#

A#.% &'

>XOA #*% A!* #*'

#

$A&# A"'# !$#%

#

A#.% &'

>XO. #*. A!* #*%

#

$A&" A"'# !$#.

#

A### '%

>XO' #*% A!* #*'

#

$A&# A"'# !$#%

#

A#.% &'

>XO& #*% A!* #*'

#

$A&# A"'# !$#%

#

A#.% &'

>XO* #*. A!* #*%

#

$A&" A"'# !$#.

#

A#.. &'

>XO$ #*% A!* #*'

#

$A&# A"'# !$#%

#

A#.% &'

-

A.

-
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!

遗传多样性参数评估及群体分化检验

P[+

基因组遗传多样性参数如表
A

所示%

A

个

群体的多态性位点数目!

L

"表现出一定差异$其中

黑龙江和内蒙古群体
L

值相对较大$多态性位点数

目分别为
#!A!

个和
#!!$

个$吉林群体相对较小$

多态性位点数目为
*"&

个#核苷酸差异平均数!

3

"方

面$黑龙江和内蒙古群体
3

值较大$分别为
.$#;A'#

和
%!';$AA

$吉林群体
3

值较小为
!.$;'%$

#单倍型

多样性!

?9

"方面$

A

个群体
?9

值均为
#

$大于
";%

$

且
AA

个分离物中共发现
AA

种单倍型!

7

"$未出现两

条完全一致的序列$各个群体均表现出较高的单倍

型多样性#核苷酸多样性方面!

!*

"$

A

个群体的
!*

值分别为
";"%"'#

&

";"!%&!

&

";"%.!$

$均大于

"p""%

$表明
A

个群体均具有较高的核苷酸多样性'

以上数据表明我国北方
A

省!区"

P[+

群体遗传多

样性高$且黑龙江和内蒙古
P[+

群体遗传多样性高

于吉林群体'

以
P[+

基因组为分子标记$黑龙江和吉林

P[+

群体之间
H/%

值为
";"%#&#

$

U

统计显著$

R/%

和
L$$

值统计不显著$表明在黑龙江和吉林种植区

的
P[+

群体间呈现中度分化但差异不显著#黑龙江

和内蒙古$群体之间
H/%

值为
";"&!%!

$

U

&

R/%

和

L$$

统计均不显著$表明黑龙江和内蒙古种植区的

P[+

群体呈现中度分化$但差异不显著#吉林和内

蒙古群体之间
H/%

值为
";!AA%!

$

R/%

统计显著$

U

统计极显著$

L$$

统计不显著$表明吉林和内蒙古种

植区的
P[+

群体呈现高度分化且差异显著!表
.

"'

表
.

!

遗传多样性参数统计,

%

94D5".

!

LE8843

H

&747$&7$=&K@3

J

"G"7$=F$#"3&$7

H

种群

P:

L

I42J3:7

G

,个
L

,个
7

,种
?9 3 !*

黑龙江
_R̀ $ #!A! $ #;""" .$#;A'# ";"%"'#

吉林
R̀ #. *"& #. #;""" !.$;'%$ ";"!%&!

内蒙古
>XO #" #!!$ #" #;""" %!';$AA ";"%.!$

总计
N:J24 AA #&*' AA #;""" ..!;%&' ";".%'"

!

#

"

G

%样本数#

L

%多态性位点#

7

%单倍型数目#

?9

%单倍型多样

性#

3

%核苷酸差异平均数#

!*

%核苷酸多样性'

G

%

>I1EGK:MF21

L

4G

#

L

%

@G

8

KG

8

2J37

8

F3JGF

#

7

%

>I1EGK:M

62

L

4:J

L̂

G

#

?9

%

_2

L

4:J

L̂

GH3ZGKF3J

^

#

3

%

?ZGK2

8

G7I1EGK:M

7I<4G:J3HGH3MMGKG7<GF

#

!*

%

>I<4G:J3HGH3ZGKF3J

^

;

表
/

!

不同种植区群体分化检验,

%

94D5"/

!

LEDF$#$&$@G7"&7&747$&7$=&@K0UQK3@8F$KK"3"G7=3@

??

$G

J

3"

J

$@G&

种群

P:

L

I42J3:7

R/ R/%

!

值

!Z24IG

U

!

值

!Z24IG

L$$

!

值

!Z24IG

H/%

黑龙江
@/

吉林
_R̀ @/̀ R A..;!A*!$ ";"!*." ";#'."7F ##$;.A

";".."

"

";'"*&" ";!!."7F ";"%#&#

黑龙江
@/

内蒙古
_R̀ @/>XO %#";"*AAA ";"A$.% ";#!!"7F *#;A' ";#!A.7F ";.&A'* ";%$#"7F ";"&!%!

吉林
@/

内蒙古
R̀@/>XO A'%;#$"#& ";#.##A

";"##"

"

##$;*!

";""A"

""

";'!%"" ";#*&"7F ";!AA%!

!

#

"

7F

%无统计差异#

"

%

";"#

%

!

%

";"%

#

""

%

";""#

%

!

%

";"#

'

7F

%

>:F3

8

73M3<27<G

#

"

%

";"#

%

!

%

";"%

#

""

%

";""#

%

!

%

";"#;

-C.

!

分子变异分析

全基因组序列一致性比对分析结果显示$本研

究获得的
!.

个分离物之间核苷酸一致性为
$";AW

#

$$;"W

$氨基酸一致性为
$$;"W

#

#""W

$进一步

与
>Q]T

中已登录的
$

个黑龙江
P[+

分离物比对

发现$核苷酸一致性在
*$;AW

#

$$;%W

之间$氨基

酸一致性在
$*;'W

#

#""W

之间'综上所述$本次研

究
A

个群体之间核苷酸一致性为
*$;AW

#

$$;%W

$氨

基酸一致性为
$*;'W

#

#""W

'

突变位点分析发现$

A

个群体
P[+

全基因组多

态性位点!

L

:4

^

1:K

L

63<F3JGF

"共
#&*'

个$其中单一

变异位点!

F37

8

4GJ:7Z2K32E4GF3JGF

"

.%"

个$简约信息

位点!

L

2KF31:7

^

37M:K12J3ZGF3JGF

"

#AA'

个$表明

P[+

基因组存在较高程度的变异'

以
P[+

基因组为基础$

?XS[?

分析结果如

表
%

所示$

#.;.'W

的变异来自群体间$

*%;%.W

的变

异来自群体内$因此不同种植区
P[+

群体之间的遗

传变异主要来自各个种植区内
P[+

个体的遗传

变异'

表
<

!

不同种植区群体分子变异分析

94D5"<

!

(G45

H

&$&@K8@5"=E543#43$4G="@K0UQ

?

@

?

E547$@G&

K3@8F$KK"3"G7=3@

??

$G

J

3"

J

$@G&

变异来源

@:IK<G:MZ2K32J3:7

自由度

-G

8

KGG:M

MKGGH:1

方差组分

[2K32J3:7

<:1

L

:7G7J

变异百分比,
W

PGK<G7J2

8

G

:MZ2K32J3:7

种植区间

?1:7

8

<K:

LL

37

8

KG

8

3:7F

##! AA;%* #.;.'

种植区内

\3J637<K:

LL

37

8

KG

8

3:7F

%$' #$*;'% *%;%.

总计
N:J24 &"* !A!;!A #"";""

-

..

-
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病毒遗传多样性分析

-C/

!

重组分析

使用
@31

L

4:J

软件分析发现$

AA

个
P[+

分离

物中有
A"

个检测到潜在重组信号$约占分离物总

数的
$";AW

$并且所有检测到的重组分离物均为

>lS

重组类型'吉林和黑龙江
P[+

群体分离物

均存在重组$而内蒙古
P[+

群体存在
A

个
S

株系

非重组分离物'进一步通过
O?=-

程序确认$

A

个

群体存在
.

个或
%

个重组位点$每个重组位点都具

有较高的模型支持率$且
Y_

检验均达到显著水平

!表
'

"'

表
B

!

S(!)

分析结果,

%

94D5"B

!

S(!)4G45

H

&$&3"&E57

种群

P:

L

I42J3:7

重组位点,个!位点支持率,
W

"

]KG2a

L

:37J

!

FI

LL

:KJK2JGM:KEKG2a

L

:37J

"

黑龙江
_R̀ A"$

!

$$

"

"""

%#$

!

*.

"

"""

!A#$

!

$$

"

"""

%'&'

!

*A

"

""

*A'!

!

$A

"

"""

吉林
R̀

A"$

!

$$

"

"""

!

n

!!*#

!

$!

"

"""

%'.#

!

$"

"

"""

*A*#

!

$#

"

"""

内蒙古
>XO A"'

!

$*

"

"""

%#'

!

$"

"

"""

!!*#

!

$#

"

"""

%''#

!

*&

"

"""

*A'!

!

$"

"

""

!

#

"黑龙江和内蒙古群体有
%

个重组位点$吉林群体有
.

个重组位点#

""

%

";""#

%

!

%

";"#

#

"""

%

!

%

";""#

'

N6GKG2KGM3ZGEKG2a

L

:37JF37_R̀ 27H>XO

L

:

L

I42J3:7F27HM:IKEKG2a

L

:37JF37̀ R

L

:

L

I42J3:7F;

""

%

";""#

%

!

%

";"#

#

"""

%

!

%

";""#

-C<

!

选择压力分析

P[+

全基因组选择压力分析显示!表
&

"$使用

,/R

&

T,/R

&

X/X/A

种检测方法均检测到大量选

择压力位点$在
A

个群体中利用
,/R

和
T,/R

法分

别检测出
%"#

个和
A#%

个净化选择位点$但仅检测

出
$

个和
#!

个正向选择位点#使用
X/X/

法检测

出
.A

个正向选择位点'而以上
A

种方法共同检测

出
'

个正向选择位点$且这些位点均显著!表
*

"'

以上结果表明尽管
P[+

基因组受净化选择压力为

主$但基因组中也存在个别密码子位点受到强烈的

正向选择压力'

表
P

!

0UQ

基因组选择压力分析

94D5"P

!

(G45

H

&$&@K&"5"=7$@G

?

3"&&E3"@K0UQ

J

"G@8"

密码子数量,个

>I1EGK

:M<:H:7

净化选择位点,个

PIK3M

^

37

8

FG4G<J3:7

,/R T,/R

正向选择位点,个

P:F3J3ZGFG4G<J3:7

,/R T,/R X/X/

A"'# %"# A#% $ #! .A

-CB

!

系统发育分析

建树序列多重比对后长度为
$#*'7J

$根据

X/O?';"

软件的
]TQ

标准$建树序列最合适的核

苷酸替换模型为
ON=qTqO

'

XR

法构建的系统

发育树如图
#

所示'从图中可以看出
A

省!区"

P[+

分离物并未以地区为标准相聚成簇$因此北方
A

省

!区"

P[+

分离物在系统发育关系上与地理分布无

显著联系'根据
Q627

8

等(

!%

)的研究结果$以
P[+

基因组编码区构建系统发育树$相同株系的分离物

会相聚成簇$表现出明显的株系特异性$因此$本研

究中
AA

个
P[+

分离物是以不同株系类型为标准相

聚成簇$由此可以看出北方
A

省!区"的
P[+

群体具

有较为明显的株系多样性'

表
Y

!

0UQ

基因组正向选择压力检测,

%

94D5"Y

!
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?

@&$7$#"&"5"=7$@G

?

3"&&E3"@K0UQ

J

"G@8"

密码

子位置
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:M<:H:7
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9>

,

9@

!

值

!Z24IG
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9>

,

9@

!

值

!Z24IG
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9>

,

9@

!

值

!Z24IG
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$

#"" ";"&&
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"
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$
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"
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$
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"
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"

$
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$
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"

$
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"

$
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"
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$
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"

$
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"

$

#""

";"$'

"

!

#

"

,/R

&

T,/R

方法检测选择压力位点$其方向根据核苷酸替换率

9>

,

9@

判断#

X/X/

方法仅检测正向选择压力位点$其核苷酸

替换率
9>

,

9@

用
#

q表示#

"
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讨论

遗传多样性是体现病原物群体对环境适应力的

一项重要指标$是突变&基因重组&基因流!基因迁

移"&随机漂变和自然选择
%

种遗传力长期相互作用

的结果'遗传多样性直接影响着病原物群体的进化

潜力'高遗传多样性的病原物具有更强的生存和进

化优势$能更快适应新的寄主和生存环境(

!'

)

'开展

病原物遗传多样性及群体分化研究有助于了解植物

-

%.

-



!"!"

病原物的发生规律$流行机制$并为相关病害的监测

及防控提供理论依据'

中国北方
A

省!区"

P[+

遗传多样性参数结果

表明$黑龙江&吉林和内蒙古
A

省!区"

P[+

群体遗

传多样性高$与前人研究结果一致$符合中国
P[+

群体遗传多样性高的特征(

!&!*

)

'

A

省!区"的马铃

薯种植区存在一定程度的种薯调运$这会导致不同

种植区间
P[+

群体的二次接触$从而造成高遗传

多样性'此外$种群内这种高遗传多样性的形成是

一个长期过程$本次研究的
A

个省!区"

P[+

群体

基因组单倍型多样性!

?9

"均大于
";%

$核苷酸多

样性!

!*

"均大于
";""%

$且两两种植区之间
P[+

群体呈现一定程度的群体分化$表明
A

省!区"

P[+

群体是由一个相对较大且稳定的群体经过长期演

化所形成的'

P[+

具有高度变异性$而突变在
P[+

的遗传

变异过程中起到重要作用'

P[+

是
=>?

病毒$其

依赖于
=>?

的
=>?

聚合酶!

=>?0HG

L

G7HG7J

=>?

L

:4

^

1GK2FG

$

=H=

L

"缺乏校正功能$会在复制

过程中产生大量的点突变(

!$

)

$在所产生的突变中有

利突变会被逐渐积累$而有害突变则在自然选择过

程中被逐渐淘汰$由此突变常被视作推动
P[+

进化

的原始动力'本试验基于
P[+

全基因序列发现了

大量变异位点$表明我国北方
A

省!区"

P[+

群体存

在较高程度的变异'

?XS[?

分析结果显示
A

省

!区"

P[+

群体之间的遗传变异主要来自各个种植区

内
P[+

个体的遗传变异'在序列一致性方面$

A

个

P[+

群体之间的核苷酸一致性为
*$;AW

#

$$;%W

$

符合同一种病毒全基因序列一致性不低于
*%;"W

的

标准(

##

)

'

基因重组同样是
P[+

遗传变异的主要驱动力$

在
P[+

群体中发挥着重要的作用'已经确认的重

组位点主要集中在
!#

&

?14!&'

,

!A

&

C!

B

&

G58

和

1!

基因区域(

A"A!

)

'本试验
A

个
P[+

群体中均检

测出大量的重组分离物$并且
A

个
P[+

群体中都存

在着多个重组位点$表明相较于基因突变$基因重组

可能是
P[+

进化过程中更为重要的机制$因为重组

产生的遗传变异远比仅由突变造成的变异更快&更

频繁(

AA

)

'常飞等在进行
P[+

群体遗传分析时并未

检测到重组信号(

!*

)

$原因是选用的
!A

和
!5!6

基

因位于
P[+

基因组的非重组区域$因此基于全基因

序列的重组分析可以更准确的了解
P[+

群体的重

组状况'此外
P[+>lS

重组分离物的大量发现

也表明此类型重组株系已成为北方
A

省!区"马铃薯

种植区的主流株系'而
P[+

重组株系的频繁发生

可以归纳于以下两点%一是重组分离物相较于非重

组分离物有着更强的致病性#二是重组分离物兼具

非重组分离物的适应性优势$可以快速适应环境变

化$并发展为优势株系(

#"

$

A.

)

'因此$在生产上需密

切关注重组株系的流行趋势'

选择压力分析中$中国北方
A

省!区"

P[+

群

体基因组净化选择位点远高于正向选择位点$表明

P[+

基因组中多数位点的突变是有害的$在进化

过程中这些有害突变会被剔除$从而保证
P[+

各

个基因发挥正常功能'而采用
A

种方法共同检测

到
'

个显著的正向选择压力位点$表明
P[+

基因

组中存在个别位点的突变是有利于该病毒生存竞

争的$在遗传进化过程中这些有利突变会被不断

积累'

1!

和
!5!6

基因由于高度保守的特点$在进

行
!'%

,

@*&./

病毒系统发育分析时$常被用以构建

系统发育树(

#!

)

$但对于
P[+

等变异程度高$重组

频繁的病毒来说$单基因建树不足以准确地反映同

种病毒不同株系分离物之间的系统发育关系$因

此$以全基因组构建系统发育树成为解决此类问题

的有效方法(

!%

$

A%

)

'本研究以我国北方
A

省!区"

P[+

分离物全基因序列进行系统发育分析$准确

地反映出了
P[+

分离物的系统发育关系$为我国

北方
A

省!区"

P[+

群体遗传多样性研究提供了准

确数据'
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