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海南菜豆上粉虱传双生病毒的分子检测
3

车海彦 ,罗大全 ,杨旭光 ,符瑞益 ,叶莎冰
(中国热带农业科学院 环境与植物保护研究所 , 海南 儋州 571737)

[摘　要 ]　为了解粉虱传双生病毒在海南的发生情况 ,从海南儋州采集了 3 个菜豆病样 ,症状表现为花叶、皱

缩、叶背部叶脉突起 ,根据粉虱传双生病毒基因组 DNA基因间隔区及外壳蛋白基因保守序列设计的简并引物 ,对这 3

个样品进行了 PCR检测 ,从其中两个样品中扩增到预期大小为 522 bp的DNA片段。PCR产物经克隆后进行序列测

定 ,BLAST分析结果表明 ,该序列与与印度绿豆黄花叶病毒豇豆分离物 ( GenBank登录号 :A F481865)的同源性最高 ,

为 65. 9 % , 说明海南菜豆中存在着粉虱传双生病毒的侵染。
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Molecular detection of whitefly2transmitted Geminivirus in
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Abstract : To investigate t he occurrence of whitefly2t ransmit ted geminivirus in Phaseol us v ul g aris L .

in Hainan ,three virus2infected Phaseol us v ul garis L . samples with mosaic ,crinkle and vein plum symptom

were collected in Danzhou , Hainan Province. A degenerate p rimer pair was designed according to t he con2
served sequence of CP gene and intergenic spacer of W T G ,and a single PCR product of expected size (522

bp) was amplified f rom two samples by PCR ,cloned and sequenced. BL AST analysis showed t hat PCR

product had a geminiviral gene origin ,and t he sequence had t he highest sequence identity (65. 9 %) wit h

t hat of M un gbean yel low mosaic I ndi a v i rus2[ Cow pea ] ( A F481865) , which indicated t hat two samples

were infected wit h geminiviruses.
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　　粉虱传双生病毒 ( Whitefly2t ransmit ted gem2
inviruses ,W T G)是一类广泛发生在热带、亚热带地

区植物上的具有孪生颗粒形态的单链 DNA 病毒 ,

在分类上属双生病毒科 ( Geminiviridae)的菜豆金色

黄花叶病毒属 ( B egomovi rus) ,该属的大多数病毒都

由 2个组分 (DNA2A 和 DNA2B)组成 ,为两条闭合

环状 ssDNA分子 ,长度相似 ,每条为 2. 5～2. 8 kb ,

少数病毒为单组分 ,仅有 DNA2A 组分[1 ]。近年来 ,

多种粉虱传双生病毒在我国云南、广西、广东和海南

等省区的多种作物和杂草上被发现[228 ] ,而且该类病

毒在我国的危害有蔓延和加重的趋势。笔者在海南

开展大田病害调查过程中 ,获得了感病的菜豆

( Phaseol us v ul garis L . )病株样品 C1、C2和 C3 ,通

过症状观察初步推测其为 W T G侵染后引起的病
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害 ,本研究主要对以上 3个病株样品叶片进行了分

子检测 ,并对所得序列进行了分析 ,旨在为 W T G病

害的防治提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　双生病毒样品的来源

菜豆病株样品 C1、C2 和 C3 采自海南儋州地

区 ,症状表现为花叶、皱缩、叶背部叶脉突起。

1. 2　方　法

1. 2. 1　DNA 的提取及 PCR扩增　采用 CTAB法

提取菜豆病株样品 C1、C2 和 C3 叶片的 DNA [9 ]。

采用谢艳等[10 ]方法 ,根据双生病毒共同区及外壳蛋

白基因保守序列 ,设计粉虱传双生病毒的通用引物

对 PA ( 5′2TAA TA T TACC KGW KGVCCSC23′) 和

PB ( 5′2T GGAC YT TRCAW GGBCCT TCACA23′)

( K为 G或 T ;W为 A或 T ;V 为 A ,C或 G; S为 C

或 G; Y为 C或 T ;R为 A或 G;B为 C , T或 G) ,引

物由上海 Sangon公司合成。PCR反应条件 :95 ℃

预变性 1 min ,95 ℃变性 1 min ,55 ℃退火 30 s ,72

℃延伸1. 5 min ,循环 35次 ;最后 72 ℃延伸 5 min。

PCR反应以感染粉虱传双生病毒的海南胜红蓟样

品 DNA为阳性对照 ,以表现健康的菜豆样品 DNA

为阴性对照 ,以无菌双蒸水为空白对照。

1. 2. 2　克隆和序列分析 　将样品 C1、C2 和 C3 的

PCR产物经 10 g/ L 琼脂糖凝胶电泳后 ,用 Ta KaRa

Agarose Gel Purification Kit Ver. 2. 0 回收纯化的

大小约 500 bp 的特异性片段 ,克隆入 pMD 182T载

体中 ,PCR和酶切筛选阳性克隆 ,进行双向测序 ,序

列测定委托大连宝生物工程有限公司完成。Ta Ka2
Ra Agaro se Gel Purification Kit Ver. 2. 0 和 DNA

Marker DL2000均购自大连宝生物工程有限公司。

序列同源性检索利用国际基因数据库 GenBank 中

的 BL AST 程序 ,序列比较用 DNAStar MegAlign

中的 Clustal W方法进行。

1. 2. 3 　亲缘关系树的构建 　采用 DNAMAN 4. 0

程序进行构建。用于亲缘关系树构建的双生病毒包

括 :印度绿豆黄花叶病毒豇豆分离物 ( M un gbean

yel low mosaic I ndi a vi rus2[ Cow pea ] , M YMIV2
[ Cp ] , GenBank登录号 :A F481865) ;豇豆金色花叶

病毒 ( Cow pea gol den mosaic v i rus , CP GMV , Gen2
Bank 登录号 : A Y099067 ) ;镰扁豆黄花叶病毒

( Dol ichos yel low mosaic vi rus , Do YMV , GenBank

登录号 :A Y547317) ;印度绿豆黄花叶病毒尼泊尔分

离物 ( M ungbean yel low mosaic I ndi a vi rus2[ N e2

p al ] , M YMIV2[ Nep ] , GenBank 登 录 号 :

A Y271895) ;印度绿豆黄花叶病毒孟加拉分离物

( M ungbean yel low mosaic I ndi a v i rus2[ B angl a2
desh ] , M YMIV2[ B G ] , GenBank 登 录 号 :

A F314145) ;印度绿豆黄花叶病毒伯格拉分离物

( M ungbean yel low mosaic I n di a vi rus2[ B og ra ] ,

M YMIV2[Bog ] , GenBank 登录号 : AM087116) ;印

度绿豆黄花叶病毒 ( M ungbean yel low mosaic I ndi a

vi rus , M YMIV , GenBank登录号 :DQ389154) ;绿豆

黄花叶病毒 ( M ungbean yel low mosaic v i rus ,

M YMV , GenBank登录号 :DQ400848) ;中国番茄黄

曲叶病毒 Y302 分离物 ( Tom ato yel low lea f curl

Chi na vi rus2[ Y302 ] , T YL CCNV2[ Y302 ] , GenBank

登录号 :AJ 971522) ;中国番茄黄曲叶病毒 Y318 分

离物 ( Tom ato yel low lea f curl Chi na vi rus , T YL2
CCNV2[ Y318 ] , GenBank 登录号 : AM261852) ;中

国胜红蓟黄脉病毒 ( A gerat um yel low vei n Chi na

vi rus , A YVCNV , GenBank 登录号 : AJ 514868) ;假

马鞭曲叶病毒 Hn5 分离物 ( S t achy t arp heta lea f

curl v i rus2[ Hn5 ] , StaL CV2[ Hn5 ] , GenBank 登录

号 :AJ 495814) ;云南烟草曲叶病毒 Y275 分离物

( Tobacco lea f curl Yunnan vi rus2[ Y275 ] ,

TbL C YNV2[ Y275 ] , GenBank 登录号 : AJ 971507) ;

烟草曲茎病毒 ( Tobacco curl y shoot v i rus , TbCSV ,

GenBank登录号 :AJ 512765) ;泰国番茄黄化曲叶病

毒 ( Tom ato yel low lea f curl T hai l and vi rus ,

T YL CT HV , GenBank登录号 : A Y514630) ;菜豆金

色花叶病毒 ( B ean gol den mosaic vi rus , B GMV ,

GenBank登录号 : U92531 ) ;云南赛葵黄脉病毒

Y279 分离物 ( M al v ast rum yel low vei n Yunnan vi2
rus2[ Y279 ] ,M YV YNV2[ Y279 ] , GenBank 登录号 :

AJ 971503) ; 忍冬黄脉花叶病毒 ( Honeysuck le

yel low vei n mosaic vi rus , H YVMV , GenBank登录

号 : AB178948) ;黄花捻曲叶病毒 ( S i da lea f curl

v i rus , SiL CV , GenBank登录号 :AM050731) 。

2　结果与分析

2. 1　菜豆病株样品 DNA的 PCR检测

以提取的菜豆病株样品叶片总 DNA 为模板 ,

用简并引物 PA、PB 进行 PCR扩增 ,扩增产物的电

泳结果见图 1。由图 1可知 ,从采集的 C1、C2样品

中均扩增到大小约 500 bp DNA 片段 ,与从侵染粉

虱传双生病毒的胜红蓟病株样品上扩增到的特异性

条带大小一致 ,而在其他样品中均未能扩增到此条
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带 ,表明菜豆病株样品 C1和 C2均感染了粉虱传双 生病毒。

图 1　菜豆病株样品 DNA的 PCR检测

1.感染粉虱传双生病毒的胜红蓟样品 ; 2. C1 ; 3. C2 ; 4. C3 ;M. Marker ;5.健康菜豆样品 ;6.空白对照

Fig. 1　Detecting result of the diseased bean plant s by PCR

1. Diseased Ageratum conyzoides sample ;2. C1 3. C2 4. C3 ;M. Marker ;5. Healt hy bean ;6. Blank cont rol

2. 2　菜豆粉虱传双生病毒 DNA的序列测定

将从菜豆病株样品 C1 和 C2 中扩增出的特异

性片段纯化回收 ,克隆入 pMD182T载体中 ,对筛选

得到的阳性克隆进行测序 ,结果发现 ,两者的测序结

果完全相同 ,片断大小为 522 bp , GenBank 登录号

为 DQ914441。利用国际基因数据库 GenBank中的

BL AST程序对特异性片段序列进行同源性检索 ,结

果表明 ,与菜豆样品 C1和 C2特异性片段有同源关

系的病毒均为双生病毒科菜豆金色黄花叶病毒属成

员 ,特异性片段为双生病毒基因组 DNA2A 的基因

间隔区和外壳蛋白基因的部分区域。用 DNAStar

MegAlign中的 Clustal W方法 ,对与其亲缘关系较

密切的 B egomovi rus病毒进行比较发现 ,该病毒和

已知的 B egomovi rus病毒基因组 DNA2A 的同源性

较低 ,菜豆病株样品 C1和 C2的基因间隔区和部分

外壳蛋白基因与印度绿豆黄花叶病毒豇豆分离物

(M YMIV2[ Cp ] , GenBank 登录号 : A F481865)的同

源性最高 ,为 65. 9 %。

为了初步明确 C1 和 C2 与 B egomovi rus中其

他病毒的亲缘关系 ,选择了与其亲缘关系较近的部

分双生病毒 ,利用 DNAMAN4. 0 软件构建了 C2与

这些双生病毒的亲缘关系树 (图 2) 。

图 2　基于部分 DNA2A核苷酸序列构建的 C2与双生病毒的亲缘关系树

Fig. 2　Homology tree based on partial nucleotide sequence of A2component genomes of P1 , H2 and other begomoviruses

　　由图 2可知 ,C2 单独形成一个小的进化分枝 ,

但与印度绿豆黄花叶病毒 ( M YMIV) 、镰扁豆黄花

叶病毒 (Do YMV) 、豇豆金色花叶病毒 (CP GMV)和

绿豆黄化叶病毒 (M YMV)等 8 种病毒共处于同一
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大的分枝上 ,说明 C2 与这 8 种病毒的亲缘关系较

近 ;中国番茄黄曲叶病毒 Y302分离物 ( T YL CCNV2
[ Y302 ]) 、假马鞭曲叶病毒 Hn5 分离物 ( StaL CV2
[ Hn5 ])和中国胜红蓟黄脉病毒 ( A YVCNV)等 11

个病毒处于另一个大的进化分枝上 ,与 C2 的亲缘

关系相对较远。

3　讨　论

采用已报道的根据双生病毒基因组 DNA 基因

间隔区及外壳蛋白基因的保守序列设计的粉虱传双

生病毒的通用引物 ,从海南菜豆病株样品 C1 和 C2

DNA中均扩增出了特异条带 ,且两个样品的测序结

果完全相同 ,说明侵染 C1和 C2两个样品的可能为

同一种双生病毒。进一步对该病毒基因间隔区和部

分外壳蛋白基因的同源性比较发现 ,该病毒和已知

的 B egomovi rus 病毒的同源性较低 ,与 M YMIV2
[ Cp ]的同源性最高 ,为 65. 9 %。因此 ,推测该病毒

在进化关系上可能与其他的菜豆金色黄花叶病毒属

成员相对较远。根据国际病毒分类委员会第八次报

告中 ,关于 Geminiviridae 中 B egomovi rus 基因组

DNA2A全序列的同源性低于 89 % ,应为不同种的

规定[ 11 ] ,该病毒很可能是一种新的病毒种。目前 ,

对 C1和 C2两个样品的病毒 DNA2A全基因组的测

定工作正在进行 ,以期获得更翔实的数据资料。

本研究首次对双生病毒在海南岛菜豆上的发生

进行了报道 ,由于这类病毒的危害逐年加重 ,海南又

是我国热带果蔬主要产区和冬季良种繁育的基地 ,

了解粉虱传双生病毒在海南的发生及流行动态 ,对

于有效控制该病害的为害具有重要意义。
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