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Abstract : Three virus2infected Carica p a p ay a samples showing mosaic , leaf roll symptoms and

t hree virus2infected H ibiscus rosa2si nensis samples showing chlorosis and distortion symptoms

were collected in Danzhou of Hainan Province. A pair of degenerate p rimers was designed accord2
ing to t he conserved sequence of CP gene and intergenic spacer of Whitefly2t ransmit tal geminivir2
uses ( W T GV) , PCR product of expected size was amplified f rom six samples. The specific f rag2
ment s were cloned and sequenced , and sequence analysis showed t hat PCR product had a gemini2
viral gene origin ,which was demonst rated by BLAST. Partial DNA2A between P1 and H2 shared

only 66 % nucleotide sequence identity. Polygenie analysis with DNA2A of P1 and H2 f rom other

16 W T G , P1 was mo st closely related to L A YVV , H2 differed f rom t hose of ot her geminiviruses

and constit ute a new evolutionary branch.
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　　粉虱传双生病毒 (Whitefly2t ransmit ted gemini2
virus ,W T GV)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 ( Gemi ni vi ri dae)的菜豆金色

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. 522. 8kb ,少

数病毒为单组分 ,仅有 DNA2A 组分[ 1 ]。我国自

1983年报道发现双生病毒以来 ,在云南、广西、广东

和海南等省区的已相继发现多种双生病毒[2～6 ] ,表

明这类病毒在我国的危害有蔓延和加重的趋势。本

文对从海南番木瓜 ( Carica p a p ay a)和扶桑 ( Hibis2
cus rosa2si nensis)上采集到的表现典型双生病毒症

状的样品进行了分子检测 ,并对序列进行了分析。

1　材料与方法

1 . 1　病毒样品的来源

3个番木瓜病株和 3个扶桑病株均采自海南儋

州市中国热带农业科学院院部周围 ,分别编号为

P1、P2、P3和 H1、H2、H3。

粉虱传双生病毒侵染的海南胜红蓟样品采自中

国热带农业科学院院部周围 ,由浙江大学生物技术

所鉴定。

1 . 2　主要试剂及克隆载体 :

Pf u DNA 聚合酶 , Taq DNA 聚合酶 , dN TP ,

dATP 和 p GEM2T载体购自 Promega公司。从琼脂

糖凝胶中回收 DNA片段的试剂盒 Ta KaRa Agarose

Gel Purification Kit Ver . 2 . 0 ,琼脂糖等购自 Ta KaRa
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公司。

1. 3　D NA提取和 PCR扩增

采用 CTAB法提取植物病样的总 DNA ,参照

谢艳等的方法[7 ]。利用周雪平等[8 ]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

守序列设计的通用引物 PA ( 5′2TAA TA T TACC

KGW KGVCCSC23′) 和引物 PB ( 5′2T GGAC YT T

RCA W GGBCCT TCACA23′) , ( K = G或 T ; W = A

或 T ;V = A ,C或 G; S = G或 C ; Y = C或 T ; R = A

或 G;B = G , C或 T) ,由上海 Sangon 公司合成引

物。反应条件如下 : 95℃预变性 1min , 95℃变性

1min ,55℃退火 30sec ,72℃延伸 1. 5 min ,循环 35

次 ,最后 72℃延伸 5min。PCR 反应以感染粉虱传

双生病毒的海南胜红蓟样品为阳性对照 ,以健康植

株为阴性对照。

1 . 4　克隆和序列分析

将 P1和 H2样品的 PCR产物经 1. 0 %的琼脂

糖凝胶电泳后 ,用 Ta KaRa Agaro se Gel Purifica2
tion Kit Ver . 2. 0回收纯化约 500bp 的特异性片段 ,

纯化的平未端 DNA 片断经尾端加 A 的修饰后 ,克

隆入 p GEM2T载体中 , PCR和酶切筛选阳性克隆 ,

进行双向测序 ,序列测定委托宝生物工程 (大连)有

限公司完成。

2　结果与讨论

2 . 1　田间症状表现

番木瓜病样在田间表现叶片不均匀退绿 ,叶片

边缘卷曲的症状。扶桑表现为叶片不均匀退绿 ,严

重扭曲的症状。从症状上看为双生病毒侵染后产生

的典型症状。

2. 2　PCR检测

利用 CTAB 法提取的番木瓜和扶桑病样总

DNA作为模板 ,用 PA、PB 简并引物进行 PCR 扩

增 ,从 P1、P2、P3和 H1、H2、H3 样品的总 DNA 中

均扩增到了约 500bp 的 DNA 特异片段 ,与从侵染

双生病毒的胜红蓟样品扩增条带的大小一致 ,从番

木瓜和扶桑病样的健康植株中不能扩增到此条带 ,

表明这些样品可能感染了粉虱传双生病毒。

2 . 3　序列分析

将 P1和 H2样品中扩增到的特异片段进行序

列测定后发现 : P1 样品所测定的序列长度为

512bp , GenBank登录号为DQ022658 ; H2样品所测

定的序列长度为 553bp , GenBank 登录号为

DQ022659。利用国际基因数据库 GenBank 中的

BL AST程序分别对从 P1和 H2样品中扩增到的特

异片段序列进行的同源性分析表明 :特异片段确为

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 ,与特异片段有同源关系的病毒均

为双生病毒科菜豆金色花叶病毒属成员。用

DNAStar Clustal W 方法比较 P1 和 H2 样品的

DNA序列同源性仅为 66 % , P1 样品的基因间隔区

和部分外壳蛋白基因与 L A YVV (A Y795900)的同

源性最高 ,达 97. 5 %。H2 样品与 TbCSV2[ Y132 ]

(AJ 512771)的同源性最高 ,为 66. 5 %。

为了初步明确 P1 和 H2 与菜豆金色花叶病毒

属中其他双生病毒的亲缘关系 ,我们选择了与这两

类病毒亲缘关系较近的部分双生病毒 ,利用 DNA2
MAN Version4. 0软件构建了亲缘关系树。图 1显

图 1　基于双生病毒的部分 DNA2A 核苷酸序列构建的亲

缘关系树

Fig. 1　Homology tree based on partial nucleotide sequence

of A2component genomes of P1 , H2 and other bego2
moviruses

LA YVV , Long2capsuled false pimpernel yellow vein virus(A Y795900) ;
CLCuV2[85] , cotton leaf curl virus isolate 85 ( AJ228597) ; O YVMV2
[201 ] , Okra yellow vein mosaic virus2[ 201 ] ( AJ002451) ; PepLCV ,
Pepper leaf curl virus(AF134484) ; PaLCuV2CN , Papaya leaf curl China
virus2Guangzhou isolate 85 ( A Y650283 ) ; StaLCV2[ Hn26 ] ,
Stachytarpheta leaf curl virus2[ Hn26] (AJ810158) ; HYVMV2[ KM22 ] ,
Honeysuckle yellow vein mosaic virus isolate KM22 ( AB108835 ) ;
A YVCNV2[ G86 ] , Ageratum yellow vein China virus2[ G86 ]
(AJ849915) ; TbCSV2[ Y132 ] , Tobacco curly shoot virus isolate Y132
(AJ512771) ; ACMV2[ N G] , African cassava mosaic virus2[ Nigeria ]
(X17095) ; TbLCZV , Tobacco leaf curl Zimbabwe virus ( AF350330) ;
ACMV , African cassava mosaic virus ( A Y211466 ) ; TbLCYNV2
[ Y131] , Tobacco leaf curl Yunnan virus isolate Y131 (AJ512760) ; SL2
CYV2[ Y23] , Squash leaf curl Yunnan virus isolate Y23 ( AJ420319) ;
TYLCV2Sar [ Sci ] , Tomato yellow leaf curl Sardinia virus2[ Sicily ]
(A Y736854) ; WmCSV , Watermelon chlorotic stunt virus ( AJ245652)
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示 P1 与 L A YVV 的亲缘关系较近 ,而与 TbCSV2
[ Y132 ] ,PaL CuV2CN和 StaL CV2[ Hn26 ]等病毒的

亲缘关系较远。H2 明显不同于相比较的其他 17

种双生病毒 ,形成了一个新的进化分支 ,与这些病毒

的亲缘关系均相对较远。故推测 ,番木瓜上的双生

病毒可能与长蒴母草黄脉病毒属于同一种 ,不同的

株系。扶桑上的双生病毒可能为菜豆金色花叶病毒

属的一个新种。

番木瓜和扶桑分别是海南重要的经济作物和观

赏植物 ,这是海南地区首次关于双生病毒在这两种

植物上发生的报道 ,两种病毒的 DNA2A 全基因组

测定工作正在进行中。
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