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高通量测序技术对重庆地区有青苔病症和无病症的柑橘叶际真核生物的群落组

成%结构%多样性及差异进行了研究#旨在找到可能的病原物类群#为更好地防治柑橘青苔病奠定基础$结果表明

#7

个柑橘叶片样本共检测到
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个
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等&通过分析发现可能的病原物为不可培养的虚幻球藻属球藻
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等&不同区

县表现出青苔病症状的柑橘叶片上疑似病原物的种类和丰度都差异很大$柑橘青苔病可能是由多种藻类及真菌复

合侵染造成的#病原物和柑橘叶片间的相互作用有待进一步研究$
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首次将寄生在植物叶片表面

的微生物定义为叶际微生物"

#!

#

(由于叶)茎)花)果

等植物地上部分的环境条件一致'人们普遍认为叶

际是指维管植物地上部分的表面和内部(地球上植

物的叶面面积大概为十亿平方公里"

7

#

'与根际环境

相比'叶际环境的营养物质和水资源相对匮乏'且面

临着紫外线照射)温差过大和存在活性氧等不利于

微生物生长的严苛条件(即便如此'叶际微生物的

组成仍然十分丰富且复杂'不同物种有着不同的微

生物群落"

)*

#

'包括细菌)真菌和原生生物等(叶
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卷第
&

期 杨蕾等%滋生青苔对柑橘叶际生物多样性的影响

际微生物在农业生态系统中也扮演着重要角色'叶

际微生物之间的互作可以影响植株的健康与生长'

以及农作物的产量"

&'

#

(然而'农业生态系统中关

于非病原微生物的定殖和病原微生物的相互作用

以及单个菌株对微生物群落影响等方面的研究较

少(目前'在农业生态系统中很少有运用高通量测

序技术研究作物 叶际微生物 病原菌相互作用的

报道(

重庆地区高温多雨)温暖湿润'有利于柑橘生长

的同时也有利于病害的发生&另一方面'柑橘属于常

绿树种'通常长势较旺'枝叶繁茂'郁闭度较高'这也

为柑橘病害的发生提供了良好的条件(其中柑橘青

苔病就是一种受潮湿多雨气候影响甚重的病害(在

我国南方的多雨季节'在一些通风不良的柑橘果园'

经常能见到树干)枝叶甚至地面上布满青苔'严重阻

碍树体光合作用'进而影响果实外观品质(目前国

内外学者对柑橘青苔病的研究报道很少'对其病因)

病原特性及防治方法等尚未形成系统科学的研究体

系(为了探寻不同区域条件下有青苔病症和无病症

柑橘叶片叶际真核生物群落多样性和群落结构的差

异'分析可能的侵染柑橘的青苔病原种类'我们通过

高通量测序的方法对重庆
7

个区县柑橘叶片进行了

叶际真核生物多样性分析'以期确定柑橘青苔病的

病原'并为柑橘青苔病的防治提供理论依据(

$

!

材料和方法

$%$

!

试验材料和采样地点

在重庆奉节)开州)忠县
7

个区县选择管理水平

相似)海拔水平相近的
*

个果园采集样品(柑橘品

种为2

f

*默科特/

"

%

#

(采样方法为%在每个果园东

南西北中
*

个方位各选择
#

棵样树'在每棵样树上

随机挑选有青苔病症和无青苔病症的叶片各
$

片'

即
#

份样品
)*

片柑橘叶片(共采集
#7

份'样品信

息见表
#

(

$%&

!

真核生物基因组
!TR

的提取及质量检测

柑橘叶表的真核生物基因组
QJA

采用
e.95Q,

JA

Ŷ

>XVJ a/5T2692/0

进行提取'用
J.42F62

U

!"""

检测基因组
QJA

质量(浓度
%

#"4

:

+

$

P

'总

量
%

*""4

:

'纯度
cQ

!&"

+

!%"

R#8'

"

!8"

的
QJA

可用

于后续试验(取
7

$

PQJA

用
"8%@

琼脂糖凝胶电

泳检测基因组
QJA

完整性(检测电压为
#!"b

'电

泳时间约为
!"-/4

(

表
$

!

采自不同果园的柑橘叶片样品信息

()*+,$

!

N)7

3

+,5021/7)6510412-56/.4+,);,4-1++,-6,?

2/17?522,/,061/-8)/?4

编号

J=-1S6

组名

>.-

U

0S

4.-S

地点

>.-

U

0/4

:

9/5S

有无病症

f/5?26D/5?2=5

9

<

-

U

52-9

# A#

奉节康乐镇铁福村 有

! A!

奉节康乐镇铁福村 无

7 Z#,#

开州丰乐镇黄陵村 有

) Z#,!

开州丰乐镇黄陵村 有

* Z!

开州丰乐镇黄陵村 无

& _#,#

开州竹溪镇白云村 有

' _#,!

开州竹溪镇白云村 有

% _!

开州竹溪镇白云村 无

$ Q#,#

开州竹溪镇青吉村 有

#" Q#,!

开州竹溪镇青吉村 有

## Q!

开州竹溪镇青吉村 无

#! +#

忠县新立镇桂花村 有

#7 +!

忠县新立镇桂花村 无

$%'

!

高通量测序及数据分析

$8'8$

!

真核生物
QJA

的提取和扩增

以
7

个不同区县采集的
#7

份柑橘叶片
QJA

原

液作为
X_N

模板'对其
#%>6NJAb)

区进行高保

真
X_N

扩增'设置
7

个重复试验'同时以标准的真

菌+真菌基因组
QJA /̂;

作为阳性对照(扩增引

物根据选定的检测区域确定'

X6/-S6eRV00=-/4.

.F.

U

5S69S

j

=S43S#nYY]]gNAAY]_YYY_]_

'

X6/-S6NRV00=-/4..F.

U

5S69S

j

=S43S!n_]_]],

YAAYY__A]_Y__A

(

X_N

扩增程序为%

$)L

预

变性
!-/4

&

$)L

变性
!"9

'

**L

退火
7"9

'

'!L

延伸

#-/4

'

!*

个循环&最后在
'!L

下延伸
#"-/4

(琼脂

糖凝胶电泳检测扩增产物是否单一和特异(将同一

个样本的
7

个平行扩增产物混合'每个样品加入等

体积的
A

:

S432=65A X̂=6SdX

核酸纯化磁珠进行

纯化(委托上海天昊生物科技有限公司进行
V00=,

-/4. /̂>S

j

"

$

#高通量测序(

$8'8&

!

QJA

文库的建立及上机测序

利用带有
V4FS;

序列的引物'通过高保真
X_N

向文库末端引入特异性标签序列(反应采用
%

个循

环的
X_N

程序(扩增产物用琼脂糖凝胶电泳检测'

应用核酸纯化磁珠对扩增产物进行纯化'得到一个

样本的原始文库(

根据琼脂糖凝胶电泳的初步定量结果'对已经

带有各自
V4FS;

标签的样本文库浓度进行适当稀

释'再利用
h=1/5

对文库进行精确定量'根据不同样

品的测序通量要求'按相应比例!摩尔比$混合样品(

*

$$

*
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对于混样后的文库采用
A

:

/0S45!#""Z/2.4.0

<

CS6

检

验测序文库插入片段的大小'确认在
#!"

"

!""1

U

之间无非特异性扩增'并准确测定测序文库浓度(

采用
/̂9S

j

平台
!l!*"1

U

的双端测序策略对文库

进行测序'最后对测序结果进行生物信息学分析(

$8'8'

!

cY\

聚类分析及注释

运用
\>+AN_O

软件合并序列长度和碱基组

成完全一致的序列即重复序列'并去除
9/4

:

0S524

序

列!只出现一次的序列$'提取非重复序列以备后续

分析(根据重复序列条数进行排序'使用
\XAN>+

聚类方法将经过质控后的序列按序列间
$'@

的相

似性归并到一个操作分类单元!

2

U

S6.5/24.05.;2,

42-/3=4/59

'

cY\

$(

cY\

是在系统发生学研究或

群体遗传学研究中为便于分析而人为设置的分类单

元标志'简单地说'

cY\

类似于种'是根据高变区序

列比对得出的'一般相似度大于
$'@

或
$*@

的序列

称为同一个
cY\

"

#"

#

(

cY\

聚类的同时去除
_?/,

-S6.

序列'以备后续
cY\

分类注释(由于每个样

本对应的
6S.F9

数量差距较大'为避免因样品数据

大小不同而造成分析时的偏差'在样品达到足够测

序深度的情况下'需对每个样品进行随机抽平处理'

获得统一的基数!一般选择测序样本中最小测序

6S.F9

数为基数$'从而准确预测
cY\

的丰度(使

用
2̂5?=6

"

##

#软件的
30.99/T

<

89S

j

9

命令'与
>VPbA

数据库进行比对'找出与
cY\

序列相似度最高且

可信度达
%"@

以上的物种信息用于
cY\

的注释(

$8'8E

!

多样性及群落结构分析

根据
cY\

列表中的供试样品物种丰度'应用

软件
2̂5?=6

中的
9=--.6

<

89/4

:

0S

命令'计算种群

丰富度指数
_?.2#

指数"

#!

#和
A_+

指数"

#7

#

'计算群

落多样性指数
>?.4424

指数"

#)

#

)

>/-

U

924

指数"

#*

#

)

V4W>/-

U

924

指数和用来评估样本序列覆盖度的

_2WS6.

:

S

指数"

#&

#

(

$%E

!

序列数据处理与统计分析

首先使用
e.95h_

评估原始数据的质量指标'

通过
eA>Yd,Y220K/5

对数据进行质量控制'剔除未

识别碱基和低质量序列(然后使用
e0.9?

程序!

WS6,

9/24#8"8"

$进行拼接'通过引物
1.632FS

!标记$'使

用
eA>Yd,Y220K/5

软件进行混合样品的分离(使

用
\,_?/-S

!

WS69/24\>+AN_O*8!87!

$去除嵌合

序列(计算
QJA

矩阵'调用
\XAN>+

程序'在

$'@

的序列相似度水平下对序列进行
cY\

划分(

NQX,_0.99/TS6

软件分析的置信度参数设置为
*"@

(

用
N

语言
WS

:

.4

程序包完成多样性分析(

所得数据用平均值和标准误表示'采用
VẐ

>X>>>5.5/39!"

软件对所测数据进行单因素方差分析'

并应用
Q=43.4

氏新复极差法对不同处理间的差异显

著性进行检验'

!

值小于
"8"*

被认为具有显著差异(

&

!

结果与分析

&%$

!

柑橘叶际真核生物群落基本组成

#7

份柑橘叶片样品经处理后共获得
#*)&7&7

条高质量序列片段'总碱基数为
*77'7$#$&

个'平

均长度为
7)*8#&1

U

'共检测到
7"7

个
cY\

(在生

物多样性和群落调查中'稀释曲线!

N.6ST.35/24

3=6WS

$被广泛用于判断样品量是否充分'并用以估

计物种丰富度(从图
#

可以看出'

#7

份样品对应的

稀释曲线均基本趋于平缓'说明取样基本合理'实际

环境中真核生物群落结构的置信度较高'能够比较

真实地反映出样品的群落组成情况(从物种注释统

计表!表
!

$可以看出'通过计算不同分类水平上的

类型'样品
_!

组鉴定到的真核生物类型最多'有

#77

个门'

##%

个纲和
$%

个目'

&&

个科'

%#

个属'

'"

个种(虽然其他组的物种类型没有
_!

组丰富'但均

维持在丰富度较高的水平(

图
$

!

不同来源的柑橘叶片样品中物种稀释曲线

<5

=

%$

!

S)/,2)-6510-./;,412?522,/,064)7

3
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=

68,

0.7*,/124,
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*
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表
&

!

柑橘叶片样品中物种注释统计表$

%

()*+,&

!

H+)44525,?

3

8

D

+16

D3

,4)0?0.7*,/41275-/1*,2/17-56/.4+,);,4)7

3

+,4)6?522,/,066)G)

分类单元

Y.;24

各分类单元数量+个
J=-1S692TF/TTS6S455.;.

A# A! Z#,# Z#,! Z! _#,# _#,! _! Q#,# Q#,! Q! +# +!

界
a/4

:

F2- ##' #"% #!& #)% #!" #*! #7% #*' #)% #*' #7% #!* #!7

门
X?

<

0=- $% $& #"& #!& #"% #!' ##) #77 #!7 ##$ ##' ##! ##"

纲
_0.99 $# %) $" #"$ $% #"% $% ##% #"* #") #") $7 $'

目
c6FS6 %) '7 '* $# %& $* $# $% $" $* $# '' %)

科
e.-/0

<

*7 )) )) *' *) &7 &" && ** &7 *$ )' *%

属
]S4=9 &! *) *) '7 &) '! &$ %# && '! ') *' '#

种
>

U

S3/S9 )$ )! )% *$ *" &" *& '" ** &! *$ )& &#

!

#

$

A#

"

A!

%奉节康乐镇铁福村有病症组和无病症组&

Z#,#

"

Z#,!

%开州丰乐镇黄陵村有病症组&

Z!

%开州丰乐镇黄陵村无病症组&

_#,#

"

_#,!

%开州竹溪镇白云村有病症组&

_!

%开州竹溪镇白云村无病症组&

Q#,#

"

Q#,!

%开州竹溪镇青吉村有病症组&

Q!

%开州竹溪镇青吉

村无病症组&

+#

"

+!

%忠县新立镇桂花村有病症组和无病症组(下同(

A#.4FA!

%

>.-

U

0S

:

62=

U

9D/5?.4FD/5?2=59

<

-

U

52-9T62-Y/ST=W/00.

:

S

'

a.4

:

0S52D4

'

eS4

:B

/S32=45

<

&
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%
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U

0S

:
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U

9

D/5?9

<

-

U
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:

0/4

:

W/00.

:

S

'

eS4

:

0S52D4

'

a./C?2=F/956/35

&

Z!

%
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<

-

U

52-.5/39.-

U

0S

:
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U

T62-O=.4

:

0/4

:

W/00.

:

S

'

eS4
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0S

52D4

'

a./C?2=F/956/35

&
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%

>.-

U

0S

:

62=

U

9D/5?9

<

-

U

52-9T62-Z./

<

=4W/00.

:

S

'

i?=;/52D4

'

a./C?2=F/956/35

&

_!

%
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<

-

U
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-.5/39.-

U

0S

:

62=

U

T62-Z./

<

=4W/00.

:

S

'

i?=;/52D4

'

a./C?2=F/956/35

&

Q#,#.4FQ#,!

%

>.-

U

0S

:

62=

U

9D/5?9

<

-

U

52-9T62-h/4

:B

/W/00.

:

S

'

i?=;/52D4

'

a./C?2=F/956/35

&

Q!

%

A9

<

-

U

52-.5/39.-

U

0S

:

62=

U

2Th/4

:B

/W/00.

:

S

'

i?=;/52D4

'

a./C?2=F/956/35

&

+#.4F+!

%

>.-

U

0S

:

62=

U

9

D/5?.4FD/5?2=59

<

-

U

52-9T62-]=/?=.W/00.

:

S

'

d/40/52D4

'

i?24

:

;/.432=45

<

8Y?S9.-S1S02D8

&%&

!

柑橘叶际真核生物群落结构

通过柑橘叶际微生物样本物种组成图!图
!

$可

以看出不同分类水平上的优势物种(优势门%链形

植物门
>56S

U

52

U

?

<

5.

)子囊菌门
A932-

<

325.

)绿藻门

_?0262

U

?

<

5.

和担子菌门
Z.9/F/2-

<

325.

&优势纲%座

囊菌纲
Q25?/FS2-

<

3S5S9

)共球藻纲
Y6S12=;/2,

U

?

<

3S.S

)散囊菌纲
+=625/2-

<

3S5S9

)子囊菌纲
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F.6/2-

<

3S5S9

等&优势目%煤炱目
_.

U

42F/.0S9

)格孢

菌目
X0S29

U

26.0S9

)刺盾炱目
_?.S525?

<

6/.0S9

)小丛

壳目
]02-S6S00.0S9

)小球藻目
_?026S00.0S9

等&优势

科%

_0.F29

U

26/.3S.S

)

X?.S29

U

?.S6/.3S.S

)

Y6/3?2-S6,

/.3S.S

)刺 壳 菌 科
_?.S525?

<

6/.3S.S

)小 丛 壳 科

]02-S6S00.3S.S

等&优势属%枝孢属
:"#-'8

,

'&*/6

)

!#&#8%#

0

'$'8

,

'&#

)

M$/

.

*#

)弯梗孢属
:#6

,

%'

,

4'<

&#

)异小球藻属
>(%(&')4"'&(""#

等&优势种%多主枝

孢
:"#-'8

,

'&*/64(&?#&/6

)不可培养的虚幻球藻属球

藻
=43=05=6SFG

,

#%')'))/89

U

8

)

!#&#8%#

0

'$'8

,

'&#2(<

$#(

)

M$/

.

*#

,

(%&*)'"#

)

:#6

,

%'

,

4'&#4

=

"'6()'$*8

)黄绿

异小球藻
>(%(&')4"'&(""#"/%('2*&*-*8

)胶孢炭疽菌

:'""(%'%&*)4/6

0

"'('8

,

'&*'*-(8

等(

图
&

!

柑橘叶样的物种组成树状图

<5

=

%&

!

H177.056

D

-17

3

1456510?,0?/1

=
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*

#"#
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!!

经
cY\

物种注释'

#7

个样品中的物种很丰富'

为便于直观地观测到所有样本间物种组成差异'选择

相对丰度大于
#@

的物种进行对比分析!图
7

$(在种

水平上'除去柑橘)其他种和未知种外'共有
#7

个种

的相对丰度较高'其中相对丰度最高的
7

个种为
:"#<

-'8

,

'&*/64(&?#&/6

!

*8!)@

$)

=43=05=6SFG

,

#%')'))/8

9

U

8

!

!8&$@

$)

!#&#8%#

0

'$'8

,

'&#2($#(

!

#8!%@

$(

图
'

!

柑橘叶样品在种水平上的相对丰度

<5

=

%'

!

S,+)65;,)*.0?)0-,1275-/1*,10?522,/,06-56/.4+,);,44)7

3

+,4)64

3

,-5,4+,;,+

&%'

!

柑橘叶表真核生物多样性分析

&8'8$

!

A0

U

?.

多样性分析

从表
7

可以看出'各处理组真菌的
_2WS6.

:

S

指

数都超过了
$"@

'说明在该水平上的测序结果能够

反映出所测样本中生物的真实情况(

_?.2#

指数)

>?.4424

指数和
>/-

U

924

指数是常用的描述群落物

种多样性的
A0

U

?.

多样性指数'这些指数可以对群

落物种组成的丰富度和均匀度进行综合评价'而

>?.4424

指数对物种丰富度更敏感(

_?.2#

数值越

高表明群落物种的丰富度越高'

>?.4424

值越大说

明群落多样性越高'

>/-

U

924

指数值越大群落多样

性越低"

#'

#

(从这些指数可以看出'柑橘叶片真核生

物的多样性较为丰富'其中
_?.2#

指数最高和最低

的分别是
Q#,#

和
A#

'

>?.4424

指数最高和最低的分

别是
_#,#

和
A!

'

>/-

U

924

指数最高和最低的分别是

A!

和
_#,#

(综合这些指数的特征'在
#7

组样品中真

核生物丰富度最高的是
_#,#

组(经方差分析发现'

#7

组样品间的真核生物丰富度及多样性差异显著!

!

'

"8"*

$'说明不同区域有病症和无病症柑橘叶表真

核生物的丰富度都较高'且多样性差异明显(

表
'

!

柑橘叶片样品物种丰富度及多样性指数表$

%

()*+,'

!

!5;,/456

D

50?,G2/17,.-)/

D

1012?522,/,06-56/.4+,);,44)7

3

+,4

样品组

>.-

U

0S

:

62=

U

观测值

c19S6WSF

_?.2

氏指数

_?.2#

A_+

指数

A_+

香农指数

>?.4424

辛普森指数

>/-

U

924

反辛普森指数

V4W>/-

U

924

覆盖度

_2WS6.

:

S
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B
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!

'
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&8'8&

!

ZS5.

多样性分析

ZS5.

多样性指标用来比较多组样品之间的差

异(根据不同的采样地点将样品分为了
*

组(

bS44

图可以统计
cY\

水平中多组样本中共有或

独有的物种数目'可以反映各个环境样品在物种组

成上的相似性及重叠情况"

#'

#

(共同含有的
cY\

数

量越多说明样品间的生物群落组成相似度越高(通

过
bS44

图!图
)

$可以看出'不同区组柑橘叶表包含

共有的真核生物
cY\

是
%*

个'含有特异
cY\

个

数最多的是
+

组(

图
E

!

F

个不同区域采集的柑橘叶样
V,00

图

<5

=

%E

!

V,00?5)

=

/)712-56/.4+,);,44)7

3

+,42/1725;,)/,)4

&8'8'

!

主坐标分析

主坐标分析 !

U

6/43/

U

.03226F/4.5S.4.0

<

9/9

'

X_2A

$'是一种基于距离评估数据相似性或差异性

的可视化方法'通过对特征值和特征向量进行排序'

选择排在前几位的特征值通过
X_2A

可以观察个体

或群体间的差异"

#%

#

(在
X_2A

图中'空间较近的

!距离较近的$样本显示样本间的差异较少'反之'若

样本间距离较大则样本间的差异性较大(将
Z#,#

)

Z#,!

合并为
Z#

'

_#,#

)

_#,!

合并为
_#

'

Q#,#

)

Q#,!

合并为
Q#

进行分析(从图
*

可以看出'采集自奉节

和忠县的无病症组
A!

和
+!

叶片的生物类型较为

相似'距离近差异小&

A#

)

Z#

)

Z!

)

_!

)

Q#

和
+#

的距

离较近'样品物种组成差异小&

_#

)

Q!

与上述明显聚

在一起的两大类的距离较远'与它们的差异都较大(

&%E

!

有病症组和无病症组之间生物组成和结构的差异

&8E8$

!

有病症组和无病症组组成差异分析

将
#7

份样品分为有病症组和无病症组两个组

别(除柑橘和无记录的物种外'选择在种水平上相

对丰度在前
!"

位的物种绘制柱状图!图
&

$(各样

品群落结构柱状图包含两方面信息%样本所含各分

类水平物种和物种的相对丰度(

图
F

!

柑橘叶样物种相似度主坐标分析
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=
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!

>/50-5

3
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D

454

$

>H1R

%

124
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,-5,4

2/17?522,/,06-56/.4+,);,44)7

3

+,4

有病症组中丰度是无病症组的
'

倍以上的物种

有%不可培养的虚幻球藻属球藻
=43=05=6SFG

,

#%'<

)'))/89

U

8

)黄绿异小球藻
>(%(&')4"'&(""#"/%('2*&*<

-*8

)无柄杯梗孢
:

=,

4(""'

,

4'&#8(88*"*8
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>(2(')4"'&(""#4#*$#$

0

($8*8

)
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U

8

]̂ ]_)

)椭圆球藻
:4"'&'*-*/6(""*

,

8'*-(/6

)

M#<

"*$(""#?#6?/8*)'"#

&有病症组中丰度是无病症组的

#

"

7

倍物种有%胶孢炭疽菌
:'""(%'%&*)4/6

0

"'('8<

,

'&*'*-(8

)

F*84$*#)'5

=

6#)#&$(8)($8

)

N#6*$#(##$<

0

D'&($8*8

(由此推测'柑橘青苔病可能的病原为以

上
#"

个物种中的一个或多个(在无病症组中的丰

度是有病症组
7

倍以上的物种有%

:#6

,

%'

,

4'&#

4

=

"'6()'$*8

)

@#&

=

8*#%#*K#$*#$#

)

O'"/?(2*#

,

#""<

(8)($8

)

!#

,

*"*'%&(6##/&(#

'这些菌可能是潜在的生

防菌株'或是在真核生物与柑橘寄主的互作关系中

可发挥重要作用的菌株(

&8E8&

!

不同区域有病症组病原物组成差异

不同区县有青苔病症状的柑橘叶片上疑似病原

物的种类和丰度都差异很大!图
'

$(在奉节主要的病

原为
N#6*$#(##$

0

D'&($8*8

和
:'$*')4#(%#"(89

U

8]̂ ]

*

7"#

*
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'其中
N#6*$#(##$

0

D'&($8*8

所占比例高达
$#8'&@

'

而黄绿异小球藻
>(%(&')4"'&(""#"/%('2*&*-*8

)海南

橡胶藻
>(2(')4"'&(""#4#*$#$

0

($8*8

和
M#"*$(""#

?#6?/8*)'"#

这
7

种可能的病原菌并不包含在奉节

采集的有病症柑橘叶片中&与之形成鲜明对比的是

采集自忠县的有病症叶片'其病原主要为海南橡胶

藻
>E4#*$#$

0

($8*8

'其所占比例为
7*8*"@

'其次

为
ME?#6?/8*)'"#

)椭圆球藻
:E(""*

,

8'*-(/6

和无

柄杯梗孢
:E8(88*"*8

'它们所占比例均在
#"@

以上'

而
NE#$

0

D'&($8*8

和
:'$*')4#(%#"(89

U

8]̂ ]_)

所占比例均为
"

&采集自开州不同乡镇的有病症柑

橘叶片可能病原物的组成较为相似'主要为
=43=0,

5=6SFG

,

#%')'))/89

U

8

)黄绿异小球藻
>E"/%('2*&*<

-*8

和胶孢炭疽菌
:E

0

"'('8

,

'&*'*-(8

这
7

种'但是

这些优势种所占的比例有很大的不同(

图
W

!

柑橘叶样有病症组和无病症组物种组成图

<5

=

%W

!

!522,/,0-,124

3

,-5,4-17

3

1456510*,6I,,04

D

7

3

61744)7

3

+,4)0?)4

D

7

3

617)65--56/.4+,);,44)7

3

+,4

图
X

!

不同区域柑橘叶片样品有病症组病原物组成图
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=

%X

!

N

3

,-5,4-17

3

145651012,.-)/

D

1050-56/.4+,);,44)7

3

+,4I5684

D

7

3

61742/17?522,/,06)/,)4

'

!

讨论

本研究应用高通量技术对采自重庆不同区县有

青苔病症和无病症的
#7

份柑橘叶样的真核生物物

种进行了检测(结果表明'链形植物门
>56S

U

52

U

?

<

,

5.

)子囊菌门
A932-

<

325.

)绿藻门
_?0262

U

?

<

5.

和担

子菌门
Z.9/F/2-

<

325.

是
#7

份样品中真核生物的优

势门(通过
A0

U

?.

多样性分析发现
#7

份样品中真

核生物物种的多样性差异不大(说明所选择的采样

点虽然生境不同'但柑橘叶际真核生物的种类较为

相似(对比分析有病症组和无病症组柑橘叶片生物

种类和占比发现两者之间的差异显著'从有病症组

中的物种丰度显著高于无病症组的真核生物种类可

以推测出可能的病原物为不可培养的球藻
=43=0,

5=6SFG

,

#%')'))/89

U

8

)黄绿异小球藻
>(%(&')4"'&<

(""#"/%('2*&*-*8

)无柄杯梗孢
:

=,

4(""'

,

4'&#8(88*"<

*8

)海南橡胶藻
>(2(')4"'&(""#4#*$#$

0

($8*8

)

:'$*'<

)4#(%#"(89

U

8]̂ ]_)

)椭圆球藻
:4"'&'*-*/6("<

"*

,

8'*-(/6

)

M#"*$(""#?#6?/8*)'"#

等(在无病症组

中的丰度显著高于有病症组的菌种可能是一些有重

*

)"#

*
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卷第
&

期 杨蕾等%滋生青苔对柑橘叶际生物多样性的影响

要功能的内生菌或附生菌(内共生菌能够通过自身

的代谢活动增强寄主植物对病虫害的抗性"

#$

#

(

病害的发生流行除病原因素外还需具备适宜的

环境条件"

!"

#

(通过对比不同区域有病症组可能的

病原物组成和占比发现'不同区域间的差异很大'由

此可以推测不同区域内引起柑橘青苔病的病原物不

尽相同'这可能是不同区域光照)降雨量)相对湿度)

温度等气候因子有较大差异造成的(颜学海)

aS-

U

等学者研究表明病原菌多样性与地理区域分布呈现

一定相关性"

!#!!

#

(这与本研究的结果较为一致(

本研究发现柑橘青苔病可能的病原物为不可培

养的球藻
=43=05=6SFG

,

#%')'))/89

U

8

)黄绿异小球

藻
>E"/%('2*&*-*8

)无柄杯梗孢
:E8(88*"*8

)海南橡胶藻

>E4#*$#$

0

($8*8

)

:'$*')4#(%#"(89

U

8]̂ ]_)

)椭圆

球藻
:E(""*

,

8'*-(/6

)

ME?#6?/8*)'"#

)胶孢炭疽菌

:E

0

"'('8

,

'&*'*-(8

等(王大平等研究认为柑橘青苔

病是由绿藻门虚幻球藻属虚幻球藻
G

,

#%')'))/8"'<

?#%/8

所致"

!7

#

'在其后期的研究中又发现该病病原

是虚幻球藻和胶孢炭疽菌"

!)

#

(而本研究的结果与

前人的结论有很大的不同(本研究结果表明柑橘青

苔病的病原物大部分属于藻类'其中含量最高的为

=43=05=6SFG

,

#%')'))/89

U

8

'但从高通量测序结果

中并未发现虚幻球藻这种球藻(胶孢炭疽菌的相对

丰富虽然较高'但与其他病原藻类相比存在的比例

仍然较低(此外'胶孢炭疽菌作为柑橘炭疽病的病

原菌在柑橘叶际较为普遍'本研究不可排除柑橘既

感染柑橘炭疽病又滋生青苔的可能(因此'不能确

定胶孢炭疽菌是柑橘青苔病的病原(

为了从柑橘品种相同)品种管理水平相似的果园

中采取叶片样本'本试验选择了重庆奉节)开州)忠县

7

个区县的2

f

*默科特/柑橘叶片'共采集样品
#7

份(由本次的试验结果可以推测不同品种和不同区

域内柑橘叶际生物的种类都会有较大的差异'后续的

研究中可以进行相关的探索(此外'健康及患病柑橘

叶片间的相互作用有待进一步研究'对于处于不同病

情等级下柑橘叶表的生物多样性也值得探索(
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期 吴家庆等!大蒜与黄瓜轮作控制黄瓜疫病及其化感作用初探
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L

)?AU@FXF@F?IAIIDUFA@?EMF@(

H

AJBFUI@ABeE?UD)

Y

DIF@FDGOGE?JXAJFDOIUDGEF@FDGI

&

7

*

5>

'

C

R>D1580

"

$%&$

"

,

(

&&

)!

?"%+#+C

&

&,

'

;98 fO

"

Z;08:Q(F(OF

"

=08: ;OAGM?GC:JDM@(DK

M(?A@AGEB?@@OU?AGE?Ĝ
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