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摘要!在吉林省*个主要甘薯种植区共采集F$份甘薯叶片样品#利用小AOC深度测序技术对混合样品进行检测#

经AN,BJA和测序验证#鉴定出样品中存在#"种病毒#包括&种AOC病毒和E种)OC病毒!分别是马铃薯'病

毒科马铃薯'病毒属的甘薯羽状斑驳病毒FE((%0'%#%'7(#%2(&:3'%%"(?*&,-"DB(L[$%甘薯潜隐病毒FE((%0'1

%#%'"#%($%?*&,-"DBK[$%甘薯Y病毒FE((%0'%#%'?*&,-N "DB[Y$%甘薯J病毒FE((%0'%#%'?*&,-< "DB[J$%甘

薯!号病毒FE((%0'%#%'?*&,-!"DB[!$&长线形病毒科毛形病毒属的甘薯褪绿矮化病毒FE((%0'%#%')2"'&'%*)

-%,$%?*&,-"DBJD[$&双生病毒科菜豆金色花叶病毒属的甘薯曲叶病毒FE((%0'%#%'"(#7),&"?*&,-"DBKJ[$&玉米

线条病毒属的甘薯无症状#号病毒FE((%0'%#%'-:30%'3"(--?*&,-#"DBDL[#$&花椰菜花叶病毒科杆状)OC病

毒属的甘薯杆状)OC病毒^DH77@>;@.@;<.82.P/:5=^"DB̂ [,̂ $和甘薯隐症病毒FE((%0'%#%'0#9#9,:?*&,-
"DBB[$!

关键词!甘薯病毒&!小AOC深度测序&!吉林
中图分类号!!DE%$6%##!!文献标识码!!C!!'()!!#"6#&&FF"G63H<I6!"!""9"
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!!甘薯U0'3'(#.#%#%#-!K6"K.-6$旋花科甘薯
属$是我国重要的粮食作物和经济作物&甘薯在吉
林省广泛种植$主产区在中部和西部$由于种植区特
殊的地理气候特点$甘薯生长期昼夜温差大$品质
高$口味佳$深受老百姓喜爱$是重要的经济作物$种
植面积逐年增加&甘薯为无性繁殖作物$病毒病危
害严重$造成产量质量受损$种质退化等&目前$全

世界已鉴定出能够侵染甘薯的病毒共%!种$分属于

9个科(#!)&在我国已发现侵染甘薯的病毒至少达

#$种(!E)$报道最多的是甘薯羽状斑驳病毒FE((%
0'%#%'7(#%2(&:3'%%"(?*&,-!DB(L["'甘薯褪绿
矮 化 病 毒 FE((%0'%#%' )2"'&'%*)-%,$%?*&,-
!DBJD["和双生病毒科的甘薯曲叶病毒FE((%0'1
%#%'"(#7),&"?*&,-!DBKJ["等&近年来调查发现



!"!#

吉林省甘薯病毒病害日趋严重$但相关报道几乎没
有&本研究对吉林省主要甘薯种植区进行采样调
查$利用小AOC深度测序和AN,BJA对样品进行
鉴定$对病毒种类进行初步了解$为今后甘薯病毒病
的防控和脱毒育种提供依据&

*!材料与方法

*-*!材料
调查吉林省甘薯主要种植区松原市长岭县'乾

安县$白城市洮南市$长春市$辽源市$白山市抚松
县$四平市梨树县等*个地区的大田和苗地病毒病
发生情况$采集甘薯病毒病显症叶片及无症!健康"
叶片样品共F$份$hF"R冰箱保存&

*-.!总!L,提取
采集的甘薯叶片混合样品参照NAX3;0说明书

提取总AOC$测定浓度&

*-/!小!L,文库建立#测序及分析
混合样品总AOC由北京诺禾致源科技股份有

限公司检测$样品检测合格后使用D-.00AOCD.-,
>07B:7]/@构建文库$文库构建完成后先使用d5</@
!6"初步定量$再使用CM/072@!#""对文库的/2=7:@
=/37进行检测$/2=7:@=/37符合预期后使用bBJA对
文库有效浓度进行准确定量$以保证文库质量&文
库检测合格后进行V/D7b+L/D7b测序$采用无参考
基因组寄主病毒=AOC分析流程进行候选病毒
评估&

*-E!!8?+7!验证
根据小AOC测序获得的结果$设计病毒引物

!表#"$以反转录合成的4)OC为模板进行AN,
BJA扩增&$"&KBJA反应体系#!gD.2I#JBJA
L/U!$&K$引物各!&K$模板4)OC"6$&K$

88V!_!"6$&K&扩增条件#9ER预变性$-/2%

9ER变性%"=$$$R退火%"=$*!R延伸#-/2$%$个
循环%*!R延伸#"-/2$ER保存&扩增产物经琼脂
糖凝胶电泳检测后$回收目的片段由吉林省库美生
物科技有限公司测序&

表*!甘薯病毒!8?+7!特异性引物

809:"*!N4"2$>$241$;"1&>51$="B6$>$206$5B5>&%""6456065#$1<&"&9D!8?+7!
编号

O;6
引物

B:/-7:
序列!$S,%S"
D7b57247

目的片段长度+<>
C->0/1/781:.M-72@072M@I

#
DB(L[,( NJJCJJCJJJCJCCNCCJ
DB(L[,A CJYYNNNJYJCN'NJNCN

&"#

!
DBDL[,( CCYYNYYCYYJYNYYYCNCCN
DBDL[,A JNJYJCNCYCCCYJJNNCNJ

%F9

%
DBK[,( YNJJCNJCYCNCCYY
DBK[,A YNJJCJCNJNYNNYJ

*E!

E
DB[Y,( NJNYJNYCCYCYCNCNCJYCNYJ
DB[Y,A JNYJCJCJJJJNJCNCJJJCCY

9&"

$
DB[J,( YJCJJCYCCCNJCJCY
DB[J,A YNYNYJNNJNNNCYJCJY

*#E

&
DB[!,( JJCCJCYCNJJCJJCJJN
DB[!,A JCCCJJCCCJCYYJYCNNJ

*9"

*
DBJD[,( JYNJNNCNYCJNYCYCYN
DBJD[,A CJJCJNAYNNCCJNJJCN

E*F

F
DBKJ[,( NNJJJJNYNYJYNYCCNJJCN
DBKJ[,A YCCNNJJJCJNCNJNNJJNJNYJ

%""

9
DB̂ [,( CYJCYCYYNYNCJYCCJJJNCJ
DB̂ [,A YCJJCNJJJCYNJJCCYCJNNJ

!*%

#"
DBB[,( YJCYJCYNJCJCYCCYN
DBB[,A YNNCJYNNYYYYCNYCNC

$EF

.!结果与分析

采集的甘薯混合叶片提取的总AOC浓度为

#E$92M+&K$对其进行质量分析$符合建库要求&
样本共获得!&E#FE!*个:7.8=$去除含有接头的'

低质量的:7.8=$获得407.2:7.8=!&#&"#!*个$其
长度分布见图#&由于病毒感染的植物$富集的P/:.0
=AOC=长度主要是%个40.==$!#2@!#$69#W"$

!!2@!!%6&9W"和!E2@!!E6%&W"$因此筛选#F#
!&2@的=AOC进行后续分析&

*&&#*
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图*!甘薯叶片样品小!L,测序的1"0=&长度分布

@$A-*! "̂BA63=$&61$9<6$5B5>2:"0B1"0=&$B&%""6456065&0;4:"&9D&;0::!L,&"A<"B2$BA
!

!!用<;H@/7将数据过滤后的=AOC与Y72̂.2T
[/:5=A71D7b核酸数据库进行比对$初步鉴定样品
感染病毒的0/=@$其中能比对到参考序列的:7.8=数
占总:7.8=数的E6"&W&通过B(_A和P70P7@拼
接$获得&"F!个4;2@/M=$长度分布见图!&将拼接
所得的4;2@/M=进行分类注释$其中与已知的甘薯病
毒相关的有##种$见表!&

为验证=AOC注释结果的可靠性$根据拼接序列
设计了#"种病毒的特异性引物$其中甘薯上海曲叶
病毒DH77@>;@.@;07.145:0DI.2MI./P/:5=!DBKJDI["
和甘薯加纳利曲叶病毒FE((%0'%#%'"(#7),&"
<#$#&:?*&,-!DBKJJ["同为菜豆金色花叶病毒属
+(5'3'?*&,-成员$因此设计了一对该属的通用引
物&以反转录获得的4)OC为模板进行AN,BJA
检测$均扩增出与预期大小一致的片段!图%"&

其中甘薯褪绿矮化病毒FE((%0'%#%')2"'&'%*)-%,$%
?*&,-DBJD[条带较弱$将回收的BJA产物测序$
结果通过OĴX进行 K̂CDN2分析$扩增片段均符
合目的病毒序列$表明深度测序结果准确&

图.!拼接所得25B6$A&长度分布图

@$A-.! "̂BA63=$&61$9<6$5B=$0A10;5>63";0623$BA25B6$A&
!

表.!拼接序列与已报道病毒序列一致性及覆盖率分析

809:".!Û ,N80B0:D&$&5>25B6$A&%$631">"1"B2">15;L7U)

病毒名称

[/:5=2.-7

病毒数据库

序列号

[/:5=/872@/@?

病毒长度+<>
[/:5=
072M@I

平均覆盖度

CP7:.M7
4;P7:.M7

比对到该

病毒的

=AOC数
L.>>78
=AOC

比对到该病毒的

=AOC数占比对
到病毒数据库的

总=AOC数+W
L.>>78=AOC+

@;@.0-.>>78=AOC

比对到该病毒的

=AOC数占
总=AOC数+W
L.>>78=AOC+
@;@.0=AOC

甘薯Y病毒
FE((%0'%#%'?*&,-N \dF!E%*E6# #"*9F #%! &EE&! !*6&% #6#!

甘薯!号病毒
FE((%0'%#%'?*&,-!

\O&#%F"*6# #"*%# #"!6E $"!%* !#6$% "6FF

甘薯羽状斑驳病毒

FE((%0'%#%'7(#%2(&:3'%%"(?*&,- )F&%*#6# #"F!" &*6"9 %%#9E #E6!% "6$F

甘薯杆状)OC病毒^
DH77@>;@.@;<.82.P/:5=^

(\$&"9EE6# *9&# %&6! #%"F" $6&# "6!%

甘薯J病毒
FE((%0'%#%'?*&,-< Ya!"*9$*6# #"F!" !!6E$ ##"EE E6*% "6#9

**&#*
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续表.!809:".&75B6$B<"=%

病毒名称

[/:5=2.-7

病毒数据库

序列号

[/:5=/872@/@?

病毒长度+<>
[/:5=
072M@I

平均覆盖度

CP7:.M7
4;P7:.M7

比对到该

病毒的

=AOC数
L.>>78
=AOC

比对到该病毒的

=AOC数占比对
到病毒数据库的

总=AOC数+W
L.>>78=AOC+

@;@.0-.>>78=AOC

比对到该病毒的

=AOC数占
总=AOC数+W
L.>>78=AOC+
@;@.0=AOC

甘薯无症状#号病毒
FE((%0'%#%'-:30%'3"(--
?*&,-#

]'$&$!%*6# !FF& E#6** $E"# !6%! "6"9

甘薯隐症病毒

FE((%0'%#%'0#9#9,:?*&,- (\$&"9E%6! F"F! ##6F& E%$9 #6F* "6"F

甘薯潜隐病毒

FE((%0'%#%'"#%($%?*&,- ]JEE%"%96# #""F# E6&F !#&& "69% "6"E

甘薯上海曲叶病毒

DH77@>;@.@;07.145:0DI.2MI./
P/:5=

]("E"E&*6# !F%E E6%* $!E "6!! "6"#

甘薯加纳利曲叶病毒

FE((%0'%#%'"(#7),&"<#$#&:
?*&,-

]a99!9"96# !F%* %6$# E!9 "6#F "6"#

甘薯褪绿矮化病毒

FE((%0'%#%')2"'&'%*)-%,$%
?*&,-

C\E!F$$E6# 9E"* "69" %F# "6#& "6"#

图/!*\种甘薯病毒+7!产物

@$A-/!+7!1"&<:65>*\&4"2$"&5>&%""6456065#$1<&

!

/!讨论

本研究利用小AOC测序技术$从采集的甘薯叶
片混合样本4)OC文库中检测到DB(L['DBK['

DB[Y'DB[J'DB[!'DBJD['DBKJDI['DBKJJ['

DBDL[#'DB̂ [,̂ 'DBB[等共##种病毒$并应用

AN,BJA进行了验证&
其中DB(L['DBK['DB[Y'DB[J'DB[!为

马铃薯 '病毒科!'%:?*&*=#(马铃薯 '病毒属

!'%:?*&,-成员&DB(L[是近年来报道侵染甘薯的
病毒中分布最广泛$危害最大的病毒$被其单独侵染

的植株多数不表现症状或叶片呈轻度斑驳&DB(L[
通常与线性病毒科<"'-%(&'?*&*=#(毛形病毒属

<&*$*?*&,-的DBJD[共同侵染$产生的病害简称甘
薯病毒病害=H77@>;@.@;P/:5=8/=7.=7=!DB[)"($)&

DB[)造成植株丛生矮化$叶片变小$扭曲畸形$叶
绿素含量降低$严重时造成*"W 以上的减产$甚至
绝收$其发生症状与病毒积累量有一定关系$潜伏期
可长达%年(&)&

DBKJ[为双生病毒科N(3*$*?*&*=#(菜豆金色
花叶病毒属+(5'3'?*&,-成员&田间被DBKJ[侵
染的植株并不常表现典型的曲叶症状$或者表现症
状维持的时间很短(*)$但会对某些品种的甘薯造成

严重的产量损失&例如J0.:T等(F)$K/2M等(9)发现

DBKJ[侵染甘薯品种2̂7.5:7M.:8/虽不表现典型
的曲叶症状$却导致甘薯产量损失!&W及&%W&目
前$侵染甘薯的+(5'3'?*&,-病毒共分为#%个正式
种$本研究中小AOC深度测序比对到的+(5'3'1
?*&,-病毒有!种$分别为DBKJDI[和DBKJJ[$其
中DBKJDI[为暂定种&设计了一对该属病毒的通
用引物$对AN,BJA获得的片段测序分析$鉴定为
甘薯曲叶病毒FE((%0'%#%'"(#7),&"?*&,-&在后
续试验中$会进一步对单个样品感染的+(5'3'?*&1
,-病毒进行序列分析鉴定&

*F&#*
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DB̂ [,̂ 和DBB[为花椰菜花叶病毒科<#,"*1
3'?*&*=#(杆状病毒属+#=$#?*&,- 成员$其中

DB̂ [,̂ 为暂定种&
本文首次对吉林省的甘薯病毒病进行了初步普

查$利用小AOC深度测序方法鉴定出分属E个科
的#"种病毒$为甘薯脱毒繁育提供了重要的理论
依据&
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(#)!JKCA]C$)C[XD\C$Ĉ C)\C$7@.06DH77@>;@.@;P/:5,

=7=##$?7.:=;1>:;M:7==;25287:=@.28/2M.28-.2.M/2M4;-,

>07U8/=7.=7=(\)6B0.2@)/=7.=7$!"#!$9&!!"##&F #F$6
(!)!乔奇$张振臣$张德胜$等6中国甘薯病毒种类的血清学和分

子检测(\)6植物病理学报$!"#!$E!!#"##" #&6
(%)!ZCOY d/2M-7/$ V̀COY K/-/2M$ZCOY /̂.;$7@.06

DH77@>;@.@;P/:5=7=/2JI/2.(\)6J:;>B:;@74@/;2$!"#"$!9
!!"###" ##E6

(E)!QX+'B$QXOY\'$KXQ'$7@.06D5:P7?;1=H77@>;@.@;P/,

:5=7=/2JI/2.(\)6C4@.[/:;0;M/4.$!"#%$$*!#"#F# FE6

($)!张振臣$乔奇$秦艳红$等$我国发现由甘薯褪绿矮化病毒和

甘薯羽状斑驳病毒协生共侵染引起的甘薯病毒病害(\)6植物

病理学报$!"#!$E!!%"#%!F %%%6

(&)!刘新亮$阜阳市甘薯复合病毒病!DB[)"现状与预防措施(\)6

农业灾害研究$!"#9$9!E"##F #96

(*)![CK[+A)+AC$JKCA]JC$[CK]_O+O\BN6[/:5,

=7=.28P/:5=8/=7.=74;->07U7=;1=H77@>;@.@;(\)6B0.2@[/,

:5=7=$!""*$#!#"###& #!&6

(F)!JKCA]JC$V_'L Z6+1174@=;14;--;2P/:5=7=;2?/708

.28b5.0/@?;1̂ 7.5:7M.:8=H77@>;@.@;/2K;5/=/.2.(\)6B0.2@

)/=7.=7$!""&$9"!#"#F% FF6

(9)!KXOY]./=I5$\CJ]D_O)L$VCAAXD_OV$7@.06(/708

7P.05.@/;2;1?/70871174@=;2@I7a6D6C6I7/:0;;-=H77@>;@.@;

450@/P.:=/2174@78<?FE((%0'%#%'"(#7),&"?*&,- (\)6J:;>

B:;@74@/;2$!"#"$!9!*"#*$* *&$6

"责任编辑'田!?

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

$

!上接#$9页"

(#*)'a\52G/7$DaOZ72U/.2$'a L/2.$7@.06JI.:.4@7:/3.@/;2

;1-.@/2M,@?>70;4//2:/471.0=7=-5@152M5=L*""'-*)"#?#?*&($-
(\)6(+ZDL/4:;</;0;M?K7@@7:=$!"#$$%&!!9"## 96

(#F)(aA;2M@.;$'XOJI5.24I526L.@/2M@?>70;4/.2.0?=/=/28/,

4.@7=@I.@L*""'-*)"#?#?*&($-$@I74.=5.0.M72@;11.0=7=-5@

8/=7.=7;1:/47$/=.I;-;@I.00/4152M5=(\)6N:;>/4.0B0.2@B.,

@I;0;M?$!"#E$%9!%"#!"% !"96
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