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侵染葱鳞葡萄孢的一种新型 dsRNA 病毒
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摘要 测定了葱鳞葡萄孢(Botrytissquamosa)菌株LeekBc-10和GarlicBc-2的菌丝生长速度、致病力和菌

株LeekBc-10中一种dsRNA病毒的cDNA序列及其推定编码的蛋白质序列,并对该病毒进行了系统进化分析。

结果表明:菌株GarlicBc-2菌丝生长较快、致病力较强,菌株LeekBc-10菌丝生长较慢、致病力较弱。菌株Leek-
Bc-10菌丝中有2条dsRNA片段(dsRNA-1和dsRNA-2),序列测定表明:dsRNA-1和dsRNA-2核苷酸序列与

相对应BotrytisporriRNAvirus1(BpRV1)中2条dsRNA片段的相似性分别为91.7%和97.7%,故可判断菌

株LeekBc-10中的dsRNA是一种真菌病毒,暂时命名为BotrytissquamosaRNAvirus1(BsRV1)。BsRV1中

dsRNA-1和dsRNA-2分别含有一个大的开放阅读框(ORF),即 ORFⅠ和 ORFⅡ,各自编码长度为1901和

1788个氨基酸的假定蛋白,且分别与BpRV1中的对应假定蛋白的相似度为97.1%和98.7%。对BsRV1ORF
I编码的假定蛋白的分析表明:该蛋白含有RdRp_4(RNAdependentRNApolymerase)超家族蛋白的保守结构

域。BsRV1的 RdRp与 Totiviridae、Chrysoviridae和 Megabirnaviridae 等科病毒的 RdRp同源性为19%~
23%,且具有上述病毒RdRp的8个保守结构域。系统发育分析表明:BsRV1与BpRV1聚在一起形成一个独立

分支,属于同一种病毒,且不能归到任何已有的病毒科中,因而可能代表一个新的病毒科。
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  由葡萄孢属真菌(Botrytisspp.)侵染所致的作

物灰霉病是中国主要经济作物的重要病害之一[1]。
由葱鳞葡萄孢(Botrytissquamosa)引起韭菜、葱和

蒜等作物的灰霉病,能造成严重的经济损失,特别是

近年灰霉病的发生日趋普遍[2]。灰霉病的防治主要

是采用化学防治,但长期大量使用杀菌剂,已引起抗

药性问题并造成环境污染[3-4]。生物防治将成为控

制灰霉病的可能替代途径。
真菌病毒(Mycovirus)是侵染真菌并能在真菌

体内复制增殖的病毒,广泛存在于各类真菌中[5]。
已报道的绝大多数真菌病毒属于RNA病毒,其基

因组为双链RNA(double-strandedRNA,dsRNA)
和单链RNA(single-strandedRNA,ssRNA),只有

少数真菌病毒基因组为DNA[6]。多数真菌病毒的

侵染对宿主真菌生长、繁殖和致病没有明显影响。
少数真菌病毒的侵染能导致真菌生长、繁殖或致病

力发生衰退[5]。这表明真菌病毒存在着控制植物病

原真菌的潜能。

Wu等[7]在大蒜盲种葡萄孢(B.porri)菌株

GarlicBc-72中发现了一种新的双片段dsRNA 病

毒,命名为BotrytisporriRNAvirus1(BpRV1)。
同时,在葱鳞葡萄孢菌株LeekBc-10也检测到大小

类似于BpRV1的2种dsRNA。本试验测定了葱鳞

葡 萄 孢 (Botrytissquamosa)菌 株 LeekBc-10 和

GarlicBc-2的菌丝生长速度、致病力和菌株LeekBc-
10中一种dsRNA病毒的cDNA序列及其推定编码

的蛋白质序列,并对该病毒进行了系统进化分析,旨
在明确菌株LeekBc-10的致病力和生长速度,探讨

菌株LeekBc-10中dsRNA 的本质及其与BpRV1
之间的关系。

1 材料与方法

1.1 供试菌株及培养基

供试真菌菌株包括葱鳞葡萄孢菌株LeekBc-10
和GarlicBc-2,以及大蒜盲种葡萄孢(B.porri)菌株

GarlicBc-72。菌株LeekBc-10分离自韭菜叶片,菌
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株GarlicBc-2和 GarlicBc-72分离自大蒜叶片。供

试培养基为马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PDA)。
1.2 供试植物

供试植物为大蒜(Alliumsativum),品种为丰

蒜1号。在大蒜抽苔前,选取健壮嫩绿的叶片,测定

不同菌株的致病力。
1.3 酶及其他试剂材料

TaqDNA聚合酶、T4RNA连接酶、RNase抑

制剂、RNase-freeDNaseⅠ、pMD18-T载体克隆试

剂盒、随机引物标记试剂盒及 M-MLV 反转录酶

cDNA合成试剂盒均为TaKaRa公司产品(大连);

M-MLV反转录酶和 KOD-plus-DNA聚合酶均为

日本东洋纺公司产品;PCR 产物纯化试剂盒和

DNA凝胶回收试剂盒为美国 Axygen公司产品;

CF-11纤维素为美国Sigma公司产品。
1.4 菌丝生长速度测定

将各供试菌株分别接种于PDA平板上,并置

于20℃的恒温箱中培养3~4d。用灭菌的打孔器

(直径6mm)在菌落边缘打取菌饼,然后将菌饼转

接到PDA平板中央(每皿含20mLPDA培养基),
置于20℃下培养,各菌株设5次重复。逐天按十字

交叉法测定菌落直径,并计算生长速度[7]。
1.5 致病力测定

采用离体叶片法[7]测定各葡萄孢菌株对大蒜叶

片的致病力。先在搪瓷盘中平铺2层吸水纸,并加

入适量蒸馏水保持湿润。选取大小基本一致的新鲜

健康大蒜叶片,用无菌水漂洗3次,擦干叶片表面,
置于铺有湿润吸水纸的搪瓷盘中。用灭菌的打孔器

(直径6mm)在各菌株菌落边缘打取3个菌饼,分
别接种于大蒜叶片的上、中和下部,作为1次重复,
各菌株共设9次重复。用保鲜膜覆盖接种盘,并将

接种盘置于20℃和光照条件下培养48h。沿叶脉

方向测量各接种菌饼周围的病斑长度。
1.6 dsRNA 提取及纯化

将各菌株接种于铺有灭菌玻璃纸的PDA平板

上,每皿接种5个菌饼,置于20℃下培养3~4d,收
集菌丝,并将菌丝置于-80℃冰箱中保存。取3g菌
丝样品置于碾钵中,加入液氮后将其碾磨成粉末。
参考 Harmmar等[8]的方法提取和纯化菌丝中的

dsRNA。最后将提取物溶于 TE缓冲液中,用1%
琼脂糖凝胶电泳分离提取物中的核酸。电泳结束后

将胶块置于溴化乙锭溶液(0.5μg/mL)中染色。用

DNA酶、RNA酶和S1酶等核酸酶分别处理各菌株

核酸提取物,琼脂糖凝胶电泳检测各样品核酸带型。
将不能被DNA酶和S1酶消解而能被RNA酶消解

的核酸分子判定为dsRNA[7]。
1.7 cDNA 克隆及序列分析

菌株LeekBc-10中的dsRNA部分cDNA片段

与BotrytisporriRNAvirus1(BpRV1)有极高的

同源性,因此,菌株LeekBc-10中dsRNA片段全长

cDNA序列可基于已报道的BpRV1序列[7],设计特

异性引物运用反转录PCR(RT-PCR)进行。
菌株LeekBc-10中dsRNA的反转录是通过在

dsRNA的3′末端加上一段已知序列的寡核苷酸片

段(BPA),再使用与该序列互补的引物(RCBPA)进
行反转录反应[7]。操作方法:菌丝中提取的dsR-
NA用DNaseⅠ去除DNA后用凝胶回收纯化,然后

进行接头的连接反应,反应体系:dsRNA10μL(约

200ng),BSA(0.1%)3μL,RNase抑制剂1μL(40
U/μL),T4RNA连接酶2μL(30U/μL),10×T4
RNA连接缓冲液5μL,接头 BPA(50μmol/L)

1μL,25μL40%PEG6000溶液,最终补加ddH2O
至50μL,在16℃下反应16~18h。

连接反应完成后采用氯仿苯酚抽提,并对连接

后的dsRNA进行回收纯化,使用引物RCBPA进行

反转录。操作方法:将回收纯化后的dsRNA在沸

水中变性5min后,迅速置于冰上冷却,再依次加入

5×反转录反应缓冲液5μL、dNTP(10mmol/L)

1μL、RNase抑制剂1μL、接头互补引物 RCBPA
(2μmol/L)1L、M-MLV 反转录酶1μL及6μL
DEPC-H2O,混合均匀后42℃水浴1h。

取上述反应液0.5μL于300μLPCR管中,再
在冰上 依 次 加 入1μL 特 异 性 引 物 对 RCBPA/

101P1、101P2/101P3、101P4/RCBPA 或 RCBPA/

102P1、102P2/102P3、102P4/RCBPA(20μmol/L)、

2μLdNTP(2.5mmol/L)、1μLKOD-plus-DNA
聚合酶(1U/μL)和10×PCR缓冲液5μL,补水

至总体积为50μL,然后进行PCR反应,分别用于扩

增dsRNA-1和dsRNA-2的5′末端序列、中间部分

序列和3′末端序列。PCR循环条件:94℃预变性

5min,然后94℃变性50s,56℃退火50s,68℃
延伸1.5min,总 共35个 循 环,最 后68℃延 伸

5min。PCR反应完成后,使用1%的琼脂糖进行凝

胶电泳检测RT-PCR扩增结果。上述引物序列参

见文献[7]。
使用高保真 KOD-plus-DNA聚合酶进行PCR
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扩增获得的cDNA片段,需在其产物3′末端加腺嘌

呤(A)以便与T载体连接,再进行大肠杆菌的转化

和插入序列的测定。在加A-Tailing前,对PCR所

获得的cDNA片段,需用PCR产物纯化试剂盒进

行纯化。取10μL的cDNA溶液,加入5μLdATP
(10mmol/L),加入5μL10×TaqDNA聚合酶缓

冲液及0.5μLTaqDNA聚合酶(5U/μL),补水至

50μL后置于72℃反应15min即可。
反应完全后再次使用PCR产物纯化试剂盒对

A-Tailing后的cDNA片段进行回收纯化,并使回

收后溶液的体积控制在10μL左右。病毒基因组

cDNA片段连接到pMD18-T克隆载体上并转化大

肠杆菌,经培养及检测后将阳性大肠杆菌送至上海

生物工程公司进行序列测定。
1.8 cDNA 序列拼接及分析

用DNAMAN软件将试验中获取的病毒cDNA
序列进行拼接,得到dsRNA-1和dsRNA-2全长

cDNA序列。采用ORFFINDER软件(http://www.

ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html)预测开放阅读

框 (ORF)及 相 应 假 定 蛋 白。用 BLASTn 和

BLASTp软件(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
分别对病毒cDNA序列和推定氨基酸序列同源搜

索。同时,用 DNAMAN 软件对病毒dsRNA-1和

dsRNA-2的5′和3′末段核酸序列进行比对分析。
最后采用 MAGE5.0软件对病毒进行系统进化分

析,分析中所用的病毒见表1。
分析所用的数据是病毒的依赖RNA的RNA

复制酶(RNA-dependentRNApolymerase,RdRp)
保守结构域(Motifs1~8)。采用邻接法(NJ)构建

系统进化树,用Bootstrap程序(1000个重复)检验

所生成系统发育树的自展支持率。
1.9 数据处理

采用SAS软件进行统计分析,比较菌株Leek-
Bc-10和GarlicBc-2菌丝生长速度和病斑长度,并
采用单因素t测验法比较二者在各指标上的差异显

著性。
表1 系统发育树分析中所用的病毒

Table1 Virusesusedinphylogeneticanalysis

病毒名称 Nameofvirus GenBank登录号 No.GenBank

玉米黑粉菌病毒 H1UstilagomaydisvirusH1,UmVH1       NC_003823
酿酒酵母菌病毒L-ASaccharomycescerevisiaevirusL-A,ScV-L-A       J04692
酿酒酵母菌病毒L-BCSaccharomycescerevisiaevirusL-BC,ScV-L-BC       U01060
维多利蠕孢菌病毒145SHelminthosporiumvictoriaevirus145S,HvV145S       AF297176
产黄青霉病毒 Penicilliumchrysogenumvirus,PcV       AF296339
尖孢镰刀菌金色病毒Fusariumoxysporumchrysovirus1,FoCV1       EF152346
曲霉菌金色病毒 Aspergillusfumigatuschrysovirus,AfV       FN178512
栗疫属金色病毒Cryphonectrianitschkeichrysovirus,CnV1       GQ290650
阿马西亚樱桃病害相关金色病毒 Amasyacherrydisease-associatedchrysovirus,ACDACV       NC_009947
大丽轮枝孢产黄病毒Verticilliumdahliaechrysovirus,VcV       HM004067
双孢菇病毒1Agaricusbisporusvirus1,AbV1       X94361
樱桃褪绿相关金色病毒Cherrychloroticrustyspot-associatedchrysovirus,CCRSCV       AJ781397
桑紫纹羽病17号双链RNA病毒 Helicobasidiummompano.17dsRNAvirus,Hm17V       AB085814
松枯梢病菌RNA病毒1SphaeropsissapineaRNAvirus1,SsRV1       NC_001963
稻瘟病菌病毒1Magnaportheoryzaevirus1,MoV1       AB176964
针叶树溃疡病RNA病毒L1GremmeniellaabetinaRNAvirusL1,GaVL1       AF337175
富氏葡萄孢盘菌全病毒1Botryotiniafuckelianatotivirus1,BfTV1       AM491608
燕麦疫病菌病毒190SHelminthosporiumvictoriaevirus190S,HvV190S       U41345
白纹羽病病毒1Rosellinianecatrixmegabirnavirus1,RnBMV1       AB512282
苜蓿膜翅角蝉病毒1Spissistilusfestinusvirus1,SFV1       GU979419
甜菜叶蝉病毒1Cirulifertenellusvirus1,CiTV1       GU979420
大伏革菌双链RNA真菌病毒1PhlebiopsisgiganteamycovirusdsRNA1,PGV1       AM111096
小麦赤霉病双链RNA真菌病毒3FusariumgraminearumdsRNAmycovirus3,FgV3       NC_013469
色二孢属无梗囊霉RNA病毒1DiplodiascrobiculataRNAvirus1,DsRV1       NC_013699
大伏革菌双链RNA真菌病毒2PhlebiopsisgiganteamycovirusdsRNA2,PGV2       AM111097
香菇真菌病毒 HKBLentinulaedodesmycovirusHKB,LEV       AB429554
大蒜盲种葡萄孢RNA病毒1BotrytisporriRNAvirus1,BpRV1       JF716350
白纹羽病四分体病毒1Rosellinianecatrixquadrivirus1,RnQV1       AB620063
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2 结果与分析

2.1 菌丝生长、致病力及 dsRNA 比较

试验结果表明:在20℃ 条件下,菌株GarlicBc-
2菌丝生长较快,平均生长速度为9.9mm/d,培养

4~5d后长满整个培养皿;菌株LeekBc-10菌丝生

长较慢,平均生长速度为7.2mm/d,培养4~5d
后,菌落仅覆盖培养皿约一半的面积(图1-A,图2-
A)。统计分析结果表明,2个菌株的菌丝生长速度

存在极显著差异(P<0.01),但在菌落形态方面,

2个菌株之间没有太大差别。

  A:菌株LeekBc-10(上)和菌株 GarlicBc-2(下)的菌丝。

MyceliumofLeekBc-10 (upper)and GarlicBc-2 (lower);

B:1.GarlicBc-2,2.GarlicBc-72,3.LeekBc-10,4.Marker.

图1 2个菌株的菌丝生长比较及其dsRNA电泳检测

Fig.1 Comparetwostrainsofmycelialgrowth
anddsRNAelectrophoresisdetection

  “**”表示菌株 GarlicBc-2和LeekBc-10之间差异达极

显著水平(P<0.01)。Thesymbol“**”indicatessignificant

difference(P<0.01)betweenstrainsGarlicBc-2andLeekBc-

10inmycelialgrowthrateandlesionlength.

图2 2个菌株的菌丝生长速度和致病力比较

Fig.2 Comparisonofmycelialgrowthrate

andlesionlengthbetweentwostrains

  在离体大蒜叶片上进行致病力测定的结果表

明:菌株GarlicBc-2致病力较强,在大蒜叶片上引起

的病 斑 较 大,平 均 病 斑 长 度 为14.2 mm;菌 株

LeekBc-10的致病力较弱,在大蒜叶片上引起的病

斑较小,病斑长度为10.1mm(图2)。统计分析结

果表明,2个菌株所引起的病斑长度差异极显著

(P<0.01)。
对菌株 GarlicBc-2和 LeekBc-10菌丝中dsR-

NA检测结果表明:菌株 LeekBc-10中存在2条

dsRNA片段,其大小与菌株GarlicBc-72中BpRV1
的dsRNA片段大小一致;在菌株GarlicBc-2中未

检测到任何dsRNA片段(图1-B)。
2.2 菌株 LeekBc-10 中 dsRNA 属性鉴定

试 验结果表明,菌株LeekBc-10中的dsRNA
片段大小(分别命名为dsRNA-1和dsRNA-2)与

BpRV1的2种dsRNA片段一致。由此可见,菌株

LeekBc-10中的dsRNA可能是一种dsRNA病毒,
故将其暂时命名为BotrytissquamosaRNAvirus1
(BsRV1)。

通过对BsRV1的2条dsRNA分别进行cDNA
克隆和序列拼接,可获得BsRV1的全长cDNA序

列(图3)。BsRV1的dsRNA-1全长为6214bp,较

BpRV1的dsRNA-1少一个核苷酸,两者同源性达

到91.7%。BsRV1的dsRNA-2全长为5879bp,
与BpRV1的dsRNA-2长度完全一样,且两者的同

源性达到97.7%。BsRV1的dsRNA-1和dsRNA-
2在5′端近500bp区域同源性高达95%(图4)。

对BsRV1全长cDNA 序列进行开放阅读框

(ORF)预测,结果表明,dsRNA-1与dsRNA-2各有

1个大的ORF,编码长度分别为1901个和1788个

氨基酸的假定蛋白,且其位置与BpRV1中的2个

ORF位置相似[7]。
另外,BsRV1中dsRNA-1和dsRNA-2编码假

定蛋白与BpRV1编码假定蛋白的同源性分别达到

97.1%和98.7%。BLASTp分析表明:BsRV1中

dsRNA-1编码的假定蛋白在靠近C′端的蛋白序列

与单 分 病 毒 科 Totiviridae、产 黄 青 霉 病 毒 科

Chrysoviridae和巨大双分病毒科 Megabirnaviri-
dae 等科病毒的 RdRp同源性达到19%~23%。

BsRV1中dsRNA-1编码的蛋白与BpRV1中dsR-
NA-1编码的蛋白均含有RdRp的8个保守结构域

(图5),且都属于RdRp_4超家族。
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图3 葱鳞葡萄孢菌株LeekBc-10中BsRV1的基因组全长cDNA克隆策略模式图

Fig.3 Aschematicdiagramshowingthestrategyusedforfull-lengthcDNAcloningofBsRV1
instrainLeekBc-10ofBotrytissquamosa

图4 病毒BsRV1和BpRV1的5′端核苷酸序列分析

Fig.4 Alignmentofthe5′-terminalsequencesofBsRV1andBpRV1
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 MotifI至 MotifVIII表示蛋白中的8个保守结构域。BpRV1-1和BsRV1-1分别表示BpRV1和BsRV1中dsRNA-1编码的蛋白。

MotifItoMotifVIIIrepresenteightmotifspresentintheproteinsequence.BpRV1-1andBsRV1-1representtheputativeproteinsen-
codedbydsRNA-1ofBpRV1anddsRNA-1ofBsRV1,respectively.

图5 BsRV1和BpRV1中dsRNA-1编码的蛋白质序列比对分析

Fig.5 AlignmentoftheproteinsequencesencodedbydsRNA-1ofBsRV1anddsRNA-1ofBpRV1

2.3 菌株 LeekBc-10 中 dsRNA 病毒的系统进化

为进一步明确葱鳞葡萄孢菌株LeekBc-10中

BsRV1的分类地位,根据其RdRp保守结构域序列

构 建系统发育进化树(图6)。首先,从进化树中可

以发现BsRV1与BpRV1的亲缘关系最近,两者聚

在一起形成单独的一支,自展支持率为100%;其
次,它们再与SFV1、CiTV1和 UmVH1聚在一起

形成一支,但是其自展支持率较低,仅为61%。
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图6 BsRV1和其他真菌病毒的系统进化分析

Fig.6 PhylogeneticanalysisofBsRV1andothermycoviruses

3 讨 论

本试验结果表明,相对葱鳞葡萄孢菌株 Gar-
licBc-2而言,菌株LeekBc-10的生长速度较慢、致
病力较弱。从菌株LeekBc-10的菌丝中可以检测到

BsRV1基因组含有2条dsRNA片段(dsRNA-1和

dsRNA-2)。全 长 cDNA 序 列 测 定 结 果 表 明,

BsRV1中dsRNA-1和dsRNA-2与对应BpRV1中

2条dsRNA 片段序列的相似性分别为91.7%和

97.7%,因此,可以认为BsRV1与BpRV1是同一

种真菌病毒。BpRV1的寄主为大蒜盲种葡萄孢

(B.porri),并可引起大蒜盲种葡萄孢致病力的衰

退[7]。含有BsRV1的菌株LeekBc-10的致病力也

出现了一定程度的衰退,但这种衰退是否由BsRV1
引起的,还需将BsRV1的病毒粒体导入强毒葱鳞葡

萄孢菌株中加以验证。

真菌病毒在自然界中的传播主要依靠相同真菌

菌丝之间的融合[9-10]。大蒜盲种葡萄孢和葱鳞葡萄

孢分属于不同物种,它们之间进行菌丝融合的可能

性极低。但是,BpRV1与BsRV1属于同种病毒,同
一真菌病毒出现在不同的寄主之中,这种现象以前

仅在线粒体病毒中有报道[7,11]。由于大蒜盲种葡萄

孢和葱鳞葡萄孢均可寄生葱属植物,故它们具有相

似的生态位点。BsRV1或BpRV1可能在田间以较

低频率在一种真菌中寄生后再侵染另一种真菌。但

是,传染是通过菌丝融合还是通过自然介体尚不清

楚,因此有必要进行深入研究,以揭示这种病毒在田

间扩散的具体途径。
已有的研究表明,BpRV1具有球形的病毒粒

体,直径约为35nm[7]。BsRV1是否也具有类似大

小的病毒粒体,尚不十分清楚,因而有必要对其菌丝

进行病毒粒体的分离与纯化。纯化后的病毒粒体可
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用于原生质体的转化,以确定其对寄主的影响。

BpRV1在侵染大蒜盲种葡萄孢时,可造成寄主真菌

致病力严重衰退[7],但BsRV1对其寄主的影响似乎

没有那么大。该现象是因同种真菌病毒的不同毒株

所造成的,还是因同种真菌病毒对不同寄主真菌影

响不同,仍有待进一步研究。
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AnoveldsRNAmycovirusinfectingthephytopathogenic
fungusBotrytissquamosa

WUMing-de WANGQing-jun ZHANGJing YANGLong LIGuo-qing
CollegeofPlantScienceandTechnology,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

  Abstract ThegrowthrateandpathogenicityofstrainsLeekBc-10andGarlicBc-2ofBotrytissqua-
mosahavebeendeterminedinthisstudy.DoublestrandedRNAs(dsRNAs)instrainLeekBc-10were
cDNAclonedandtheresultingcDNAsequenceswereusedtoinferproteinsandtaxonomicstatus.The
resultsshowedthatthestrainLeekBc-10wasinferioringrowthonpotatodextroseagarandmorevul-
nerabletoinfectionofgarlicleaves,comparedtothestrainGarlicBc-2.TwodsRNAs,dsRNA-1and
dsRNA-2,weredetectedinthemyceliaofstrainLeekBc-10.SequencesofdsRNA-1anddsRNA-2are
91.7%and97.7%identicaltothecorrespondingsequencesofdsRNA-1anddsRNA-2fromBotrytis
porriRNAvirus1(BpRV1).Therefore,thedsRNAsinthestrainLeekBc-10arethegenomeofaRNA
virus,designatedasBotrytissquamosaRNAvirus1(BsRV1).Twoopenreadingframes(ORF),ORF
IandORFII,werepredictedonthedsRNA-1anddsRNA-2ofBsRV1,respectively.Theyputatively
encodetwoproteinswith1901and1788aminoacidresiduesrespectively,whichwere97.1% and
98.7%similartotheproteinsputativelyencodedbyORFIandORFIIofBpRV1respectively.Thepro-
teinencodedbyORFIofBsRV1containstheRdRp_4(RNA-dependentRNApolymerase)superfamily
domain.TheRdRpofBsRV1haseightconservedmotifsforvirusesbelongingtoTotiviridae,Chryso-
viridaeandMegabirnaviridaeandis19%-23%identicaltothoseencodedbythevirusesinthesefami-
lies.ThisstudysuggeststhatBsRV1andBpRV1belongtothesamevirusspecies,possiblyrepresen-
tinganovelvirusfamily.
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