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广东花生丛枝病植原体的分子鉴定
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摘要　２０２０年在广东省湛江市遂溪县田间发现表现明显丛枝、小叶，类似植原体感染症状的花生病株。本研究利

用分子生物学技术对其病原进行鉴定。以花生病叶的总ＤＮＡ为模板，利用植原体１６ＳｒＲＮＡ和犛犲犮犢基因通用引

物进行ＰＣＲ扩增，获得广东花生丛枝病植原体（ＰｎＷＢＧＤＳＸ２０２０）１６ＳｒＲＮＡ基因片段（１４３０ｂｐ，ＧｅｎＢａｎｋ登录号

为ＭＺ４２７２８１）和犛犲犮犢基因片段（１７０９ｂｐ，ＧｅｎＢａｎｋ登录号为 ＭＺ４３７７９４）。序列一致性和系统进化分析显示，

ＰｎＷＢＧＤＳＸ２０２０的１６ＳｒＲＮＡ序列与１６ＳｒⅡＡ、１６ＳｒⅡＤ和１６ＳｒⅡＶ亚组植原体一致性最高，亲缘关系最近；

进一步利用犻ＰｈｙＣｌａｓｓｉｆｉｅｒ对１６ＳｒＲＮＡ序列进行在线虚拟ＲＦＬＰ分析，结果显示，ＰｎＷＢＧＤＳＸ２０２０的虚拟ＲＦＬＰ

图谱与１６ＳｒⅡＶ亚组的参照株系‘犘狉犪狓犲犾犻狊犮犾犲犿犪狋犻犱犲犪’ｐｈｙｌｌｏｄｙｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＹ５６８７１７）酶切

图谱一致，相似系数为１．００。因此，ＰｎＷＢＧＤＳＸ２０２０属于１６ＳｒⅡＶ亚组成员。所获得的ＰｎＷＢＧＤＳＸ２０２０犛犲犮

犢基因序列与花生丛枝植原体的一致性最高，亲缘关系最近。本文确定了广东花生丛枝病相关植原体的分类地位，

为当地病害诊断、检测以及防控提供科学依据。

关键词　花生丛枝病；　植原体；　分子鉴定；　１６ＳｒＲＮＡ；　犛犲犮犢基因；　序列分析
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犵犲狀犲；　狊犲狇狌犲狀犮犲犪狀犪犾狔狊犻狊

　　植原体ｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａ是一类专性寄生、不能人

工培养的植物病原物，隶属于细菌界Ｂａｃｔｅｒｉａ软壁

菌门Ｔｅｎｅｒｉｃｕｔｅｓ柔膜菌纲 Ｍｏｌｌｉｃｕｔｅｓ无胆甾原体

目 Ａｃｈｏｌｅｐｌａｓｍａｔａｌｅｓ 无 胆 甾 原 体 科 Ａｃｈｏｌｅ

ｐｌａｓｍａｔａｃｅａｅ植原体暂定属犆犪．ｇｅｎｕｓＰｈｙｔｏｐｌａｓ

ｍａ
［１２］。植原体主要通过具有刺吸式口器的昆虫传

播，也可通过嫁接或菟丝子传播，寄主范围广泛，可

侵染１０００多种植物，常引起丛枝、花变叶、黄化、小

叶、衰退、矮化等典型症状，给农林业生产造成较大

的损失［３］。中国已报道了１００多种植原体相关病

害［４］，如 枣 疯 病 （ｊｕｊｕｂｅ ｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ ｄｉｓ

ｅａｓｅ）
［５６］、小麦蓝矮病 （ｗｈｅａｔｂｌｕｅｄｗａｒｆｄｉｓ

ｅａｓｅ）
［７８］、马铃薯僵顶病（ｐｏｔａｔｏｓｔｏｌｂｕｒｄｉｓｅａｓｅ）

［９］、

樱桃丛枝或花变叶病（ｃｈｅｒｒｙｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍｏｒ

ｐｈｙｌｌｏｄｙｄｉｓｅａｓｅ）
［１０１１］等。国际上，依据１６ＳｒＲＮＡ

基因核苷酸序列一致性、限制性片段长度多态性

（ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＲＦＬＰ）

结果对植原体进行分类，目前植原体包括５２个暂定

种（‘犆犪狀犱犻犱犪狋狌狊Ｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａ’），３４个组（ｇｒｏｕｐ）和

１００多个亚组（ｓｕｂｇｒｏｕｐ）
［３］。

花生是我国重要的油料和经济作物之一，是广

东省第二大农作物，全省种植面积常年保持在３０万

～３５万ｈｍ
２，仅次于水稻［１２］。花生丛枝植原体

（ｐｅａｎｕｔｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａ，ＰｎＷＢ）引起

花生丛枝病［１３］，在我国南方花生产区发生较为普

遍。花生丛枝病田间主要表现为植株节间缩短，产

生大量腋芽，丛生枝条上叶片变小，大多数植株不接

荚果，民间俗称“花生公”，严重影响花生的产量。

我国花生丛枝病于１９５２年首次在广州发

现［１４］。该病害被发现以来，我国不少学者对其开展

了相关研究，２０世纪８０年代初，通过昆虫介体传病

试验证明华南花生丛枝病是由小绿叶蝉犈犿狆狅犪狊犮犪

犳犾犪狏犲狊犮犲狀狊Ｆａｂ．传播的类菌原体（现称植原体）

病［１５］；同年，通过电子显微镜从海南花生丛枝病病

样中观察到类菌原体［１６］。１９９４年，对华南花生丛枝

病的发病规律及防治方法开展了相关研究［１４］。

２０００年，开展了花生丛枝病病原的血清学研究
［１７］。

随着分子生物学技术的发展，不少学者已对引起海

南、云南、台湾等省花生丛枝病的相关植原体的１６Ｓ

ｒＲＮＡ、犛犲犮犢、狉狆 等多个基因进行克隆和序列分

析［１３，１８２１］。尚未见广东花生丛枝病的植原体分子特

征及相关基因序列分析的报道。本研究采用分子生

物学方法对广东采集的花生丛枝病进行了病原鉴

定，明确了植原体株系分类地位，为进一步开展花生

植原体病害防治提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料

１．１．１　样品采集

２０２０年１０月，在广东省湛江市遂溪县花生种

植地随机采集了７份花生丛枝病样，病株田间症状

表现典型丛枝、小叶（图１）。

图１　广东省花生丛枝病田间症状

犉犻犵．１　犛狔犿狆狋狅犿狊狅犳狆犲犪狀狌狋狑犻狋犮犺犲狊’犫狉狅狅犿犱犻狊犲犪狊犲犻狀

犳犻犲犾犱狊犻狀犌狌犪狀犵犱狅狀犵狆狉狅狏犻狀犮犲

　
１．１．２　主要试剂和仪器设备

植物基因组ＤＮＡ抽提试剂盒（ＥａｓｙＰｕｒｅＰｌａｎｔ

ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＫｉｔ）和大肠杆菌犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪犮狅犾犻Ｔ１

感受态细胞购自北京全式金生物技术有限公司；

Ｐｒｅｍｉｘ犜犪狇
ＴＭ（犈狓犜犪狇ＴＭ Ｖｅｒｓｉｏｎ２．０ｐｌｕｓｄｙｅ）和

载体ｐＭＤ１９Ｔ购自宝生物工程（大连）有限公司；

琼脂糖凝胶回收试剂盒（ＧｅｎｅＪＥＴＧｅｌＥｘｔｒａｃｔｉｏｎ

Ｋｉｔ）购自美国Ｔｈｅｒｍｏ（赛默飞）公司；氨苄青霉素、

ＸＧａｌ、蔗糖、琼脂糖和胰蛋白胨购自生工生物工程

（上海）股份有限公司；ＧｏｌｄＶｉｅｗ核酸染料购自湖

南艾科瑞生物工程有限公司；其他常规分析纯试剂

购自广州市芊荟化玻仪器有限公司。Ｔ１００ＴＭ

ＴｈｅｒｍａｌｃｙｃｌｅｒＰＣＲ仪、ＵｎｉｖｅｒｓａｌＨｏｏｄⅡ凝胶成像
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系统以及电泳仪均购自美国ＢＩＯＲＡＤ公司；植物

组织自动研磨仪 ＭＭ４００购自德国Ｒｅｔｓｃｈ（莱驰）

公司。

１．２　试验方法

１．２．１　病样总ＤＮＡ提取

取待测花生病株叶片１００ｍｇ置于装有钢珠的

２ｍＬ圆底离心管，将其装入植物组织自动研磨仪的

适配器，然后浸入液氮中冷却２ｍｉｎ左右，取出后移

至主机快速固定即可开始研磨，以频率１２００次／ｍｉｎ，

时间为９０ｓ，进行振荡破碎，结束后迅速取出粉末，

按照植物 ＤＮＡ 提取试剂盒 （ＥａｓｙＰｕｒｅＰｌａｎｔ

ＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＫｉｔ）说明书上的步骤进行总ＤＮＡ抽

提，ＤＮＡ沉淀溶解于５０μＬｄｄＨ２Ｏ中，于－２０℃冰

箱保存备用。

１．２．２　１６ＳｒＲＮＡ基因的扩增

利用扩增植原体１６ＳｒＲＮＡ基因的通用引物

Ｐ１／Ｐ７
［２２２３］、Ｒ１６ｍＦ２／Ｒ１６ｍＲ１

［２４］，对待测病样总

ＤＮＡ进行ＰＣＲ检测，预期扩增目的片段大小分别

为１．８ｋｂ和１．４ｋｂ。反应体系２５μＬ：待测样品总

ＤＮＡ１μＬ（约２０ｎｇ），犈狓犜犪狇
ＴＭＰｒｅｍｉｘ１２．５μＬ，

上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，灭菌水９．５μＬ。

反应程序：９５℃ 预变性４ｍｉｎ；９５℃１ｍｉｎ，５５℃

１ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ，３５个循环；７２℃ 延伸１０ｍｉｎ。

１％琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产物。

１．２．３　犛犲犮犢基因的扩增

利用扩增植原体犛犲犮犢基因的通用引物Ｌ１５Ｆ１／

ＭａｐＲ１和ＳｅｃＹＦ２（Ⅱ）／ＳｅｃＹＲ１（Ⅱ）
［１９］，对待测病

样总ＤＮＡ进行巢式ＰＣＲ扩增，目的片段大小为

１．７ｋｂ。ＰＣＲ反应体系２５μＬ：待测样品总ＤＮＡ

１μＬ（约２０ｎｇ），Ｅｘ犜犪狇
ＴＭＰｒｅｍｉｘ１２．５μＬ，引物

Ｌ１５Ｆ１／ＭａｐＲ１ （１０μｍｏｌ／Ｌ）各 １μＬ，灭 菌 水

９．５μＬ。反 应 程 序：９５℃ 预 变 性 ４ ｍｉｎ；９５℃

１ｍｉｎ，４８℃１ｍｉｎ，７２℃２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延

伸１０ｍｉｎ。巢式ＰＣＲ反应体系２５μＬ：第一轮ＰＣＲ

产物 １μＬ，犈狓犜犪狇
ＴＭ Ｐｒｅｍｉｘ１２．５μＬ，引 物

ＳｅｃＹＦ２（Ⅱ）／ＳｅｃＹＲ１（Ⅱ）（１０μｍｏｌ／Ｌ）各１μＬ，灭

菌水９．５μＬ。反应程序：９５℃ 预变性４ｍｉｎ；９５℃

３０ｓ，５５℃１ｍｉｎ，７２℃９０ｓ，３５个循环；７２℃延伸

１０ｍｉｎ。１％琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产物。

１．２．４　基因克隆与测序

采用琼脂糖凝胶回收试剂盒（ＧｅｎｅＪＥＴＧｅｌ

ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ）回收目的条带，将回收的ＰＣＲ产物

连接到ｐＭＤ１９Ｔ 载体上。具体操作：ｐＭＤ１９Ｔ

１μＬ、２×ｓｏｌｕｔｉｏｎＩ连接反应缓冲液５μＬ、回收

ＤＮＡ目的片段４μＬ混匀，在１６℃条件下反应过夜。

采用热激法将连接产物转化到大肠杆菌Ｔ１感受态细

胞，在含１００μｇ／ｍＬＡｍｐ、４０μＬ／ｍＬＸＧａｌ的ＬＢ固

体培养基上，３７℃倒置培养过夜；从每个平板随机挑

取３个阳性白色单菌落送至生工生物工程（上海）股

份有限公司进行测序。

１．２．５　序列分析

利用ＤＮＡＳｔａｒ的ＳｅｑＭａｎ对测序获得的基因

序列进行拼接，去掉载体序列，将所得ＤＮＡ序列在

ＧｅｎＢａｎｋ数据库（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）

中进行ＢＬＡＳＴｎ搜索，确定是否为植原体基因序

列；进一步将１６ＳｒＲＮＡ基因片段序列通过植原体

在线分类软件犻ＰｈｙＣｌａｓｓｉｆｉｅｒ（ｈｔｔｐｓ：∥ｐｌａｎｔｐａｔｈｏｌ

ｏｇｙ．ｂａ．ａｒｓ．ｕｓｄａ．ｇｏｖ／ｃｇｉｂｉｎ／ｒｅｓｏｕｒｃｅ／ｉｐｈｙｃｌａｓｓｉ

ｆｉｅｒ．ｃｇｉ）计算相似系数和虚拟 ＲＦＬＰ（Ｖｉｒｔｕａｌ

ＲＦＬＰ）分析，确定其植原体组和亚组
［２５］。利用在线

分析工具 ＭＵＳＣＬＥ（ｈｔｔｐｓ：∥ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／

Ｔｏｏｌｓ／ｍｓａ／ｍｕｓｃｌｅ／），将所获得的１６ＳｒＲＮＡ 和

犛犲犮犢基因序列与已登录ＧｅｎＢａｎｋ的相关序列进行

一致性分析。采用ＭＥＧＡ６．０６的邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ

ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）
［２６］构建基于１６ＳｒＲＮＡ和犛犲犮犢基因的

系统进化树，ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值设置为１０００。

２　结果与分析

２．１　植原体犘犆犚检测结果

利用扩增植原体１６ＳｒＲＮＡ的通用引物Ｐ１／

Ｐ７、Ｒ１６ｍＦ２／Ｒ１６ｍＲ１对采集的７份花生丛枝病样

进行ＰＣＲ检测，结果两对引物均能从７份病样的总

ＤＮＡ中扩增出与预期目的片段大小一致的条带，阴

性对照中未扩增出任何片段（图２ａ、ｂ）。进一步利

用扩增犛犲犮犢 基因的通用引物Ｌ１５Ｆ１／ＭａｐＲ１和

ＳｅｃＹＦ２（Ⅱ）／ＳｅｃＹＲ１（Ⅱ）对７份花生丛枝病样进行

巢式ＰＣＲ扩增，５份病样总ＤＮＡ中扩增出与预期

目的片段大小一致的特异性条带，阴性对照中未扩

增出任何片段（图２ｃ）。这些结果表明，采集于广东

省湛江市遂溪县的花生丛枝病样中存在植原体。将

该株系命名为广东花生丛枝植原体（ＰｎＷＢＧＤＳＸ

２０２０）。
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图２　花生丛枝病样中植原体１６犛狉犚犖犃、犛犲犮犢

基因犘犆犚检测结果

犉犻犵．２　犘犆犚犱犲狋犲犮狋犻狅狀狉犲狊狌犾狋狅犳１６犛狉犚犖犃犪狀犱犛犲犮犢犵犲狀犲狊狅犳

狆犺狔狋狅狆犾犪狊犿犪犻狀狆犲犪狀狌狋狑犻狋犮犺犲狊’犫狉狅狅犿狊犪犿狆犾犲狊

　
２．２　１６犛狉犚犖犃基因序列分析

随机挑取１个病样的ＰＣＲ产物进行克隆、测

序、分析，结果表明，从广东遂溪花生病样中获得的

１６ＳｒＲＮＡ片段大小为１４３０ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号

为ＭＺ４２７２８１），ＢＬＡＳＴｎ结果显示，与该片段有较

高一致性的序列均为１６ＳｒⅡ组 （ＰｅａｎｕｔＷＢｇｒｏｕｐ）

成员的１６ＳｒＲＮＡ序列。进一步利用在线分析工具

ＭＵＳＣＬＥ（ｈｔｔｐｓ：∥ｗｗｗ．ｅｂｉ．ａｃ．ｕｋ／Ｔｏｏｌｓ／ｍｓａ／

ｍｕｓｃｌｅ／）对广东花生丛枝植原体（ＰｎＷＢＧＤＳＸ

２０２０）的１６ＳｒＲＮＡ与ＧｅｎＢａｎｋ数据库（ｈｔｔｐｓ：∥

ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｎｂａｎｋ／）相关序列进行

了核苷酸一致性分析（表１），结果显示，ＰｎＷＢＧＤ

ＳＸ２０２０与已报道的花生丛枝植原体组（１６ＳｒⅡ组）

的１６ＳｒＲＮＡ核苷酸序列一致性在９７％以上，与来

自中国广东、海南、台湾的１６ＳｒⅡＡ、１６ＳｒⅡＤ和

１６ＳｒⅡＶ亚组的１１个植原体的一致性为１００％，与

来自中国海南和云南花生丛枝植原体的一致性为

９９．９３％；而与其他亚组植原体的一致性较低，其中

与１６ＳｒⅠ和１６ＳｒⅣ组植原体的一致性分别为

８９．４７％和９０．８１％。

２．３　１６犛狉犚犖犃基因序列的系统进化分析

采用 ＭＥＧＡ６．０６的邻接法构建了 ＰｎＷＢ

ＧＤＳＸ２０２０１６ＳｒＲＮＡ与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中３６个

植原体的系统发育树，以柑橘黄龙病菌亚洲种广东

株系（犆犪狀犱犻犱犪狋狌狊ＬｉｂｅｒｉｂａｃｔｅｒａｓｉａｔｉｃｕｓｉｓｏｌａｔｅＧｕａｎｇ

ｄｏｎｇＨＰ）（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＤＱ４３２００５）的１６ＳｒＲＮＡ

序列为外组。结果（图３）显示，ＰｎＷＢＧＤＳＸ２０２０与

１６ＳｒⅡ组的植原体株系聚集在一个大分支，与１６ＳｒⅡ

Ａ、１６ＳｒⅡＤ、１６ＳｒⅡＶ和１６ＳｒⅡＸ亚组植原体株系形

成一个小的分支，亲缘关系最近；而与１６ＳｒⅠ和１６Ｓｒ

Ⅳ组的植原体亲缘关系远。

表１　犘狀犠犅犌犇犛犡２０２０与其他植原体的１６犛狉犚犖犃基因序列一致性１
）

犜犪犫犾犲１　犐犱犲狀狋犻狋犻犲狊狅犳１６犛狉犚犖犃犵犲狀犲狊犲狇狌犲狀犮犲犫犲狋狑犲犲狀犘狀犠犅犌犇犛犡２０２０犪狀犱狅狋犺犲狉狆犺狔狋狅狆犾犪狊犿犪狊

植原体病害

Ｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａｄｉｓｅａｓｅ

株系

Ｓｔｒａｉｎ

组／亚组

Ｇｒｏｕｐ／

ｓｕｂｇｒｏｕｐ

地理来源

Ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ

ｏｒｉｇｉｎ

登录号

ＧｅｎＢａｎｋ

ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．

一致性／％
Ｉｄｅｎｔｉｔｙ

假臭草花变叶　犘狉犪狓犲犾犻狊犮犾犲犿犪狋犻犱犲犪ｐｈｙｌｌｏｄｙ Ｃｈｅｎｇｍａｉ１ １６ＳｒⅡＶ 中国海南 ＫＹ５６８７１７ １００．００

豆角花变叶　Ｃｏｗｐｅａｐｈｙｌｌｏｄｙ ＧＤＨＹ １６ＳｒⅡＶ 中国广东 ＭＷ４２６１４６ １００．００

大豆丛枝　Ｓｏｙｂｅａｎｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ ｓ３ １６ＳｒⅡＶ 中国台湾 ＭＷ３９３６９０ １００．００

马松子丛枝　犕犲犾狅犮犺犻犪犮狅狉犮犺狅狉犻犳狅犾犻犪ｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ ＭｃＷＢｈｎｄａ １６ＳｒⅡＶ 中国海南 ＭＺ３５３５２０ １００．００

大豆丛枝　Ｓｏｙｂｅａｎｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ ＣＨ２０ＳＬ０１１ １６ＳｒⅡＶ 中国台湾 ＭＷ６８０８２８ １００．００

猪屎豆丛枝　犆狉狅狋犪犾犪狉犻犪ｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ － １６ＳｒⅡＡ 中国海南 ＥＦ６５６４５４ １００．００

青葙变叶丛枝　犆犲犾狅狊犻犪犪狉犵犲狀狋犲犪ｐｈｙｌｌｏｄｙａｎｄｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ Ｃａ１ １６ＳｒⅡＡ 中国海南 ＫＸ４２６３７４ １００．００

一点红丛枝　犈犿犻犾犻犪狊狅狀犮犺犻犳狅犾犻犪ｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ Ｔ１ １６ＳｒⅡＡ 中国台湾 ＭＴ４２０６８２ １００．００

茄子花变叶　Ｅｇｇｐｌａｎｔｐｈｙｌｌｏｄｙ ＨＺＱＺ１ １６ＳｒⅡＤ 中国广东 ＭＨ６６７６４２ １００．００

卵叶山蚂蝗丛枝　犇犲狊犿狅犱犻狌犿狅狏犪犾犻犳狅犾犻狌犿ｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ ＨａｉｎａｎＣｈｅｎｇｍａｉ０１ １６ＳｒⅡＡ 中国海南 ＭＫ９５６１４４ １００．００

甘薯丛枝　Ｓｗｅｅｔｐｏｔａｔｏｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ ＷＰＷＢ １６ＳｒⅡＡ 中国台湾 ＤＱ４５２４１７ １００．００

蔓草虫豆丛枝　犆犪犼犪狀狌狊狊犮犪狉犪犫犪犲狅犻犱犲狊ｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ ＣａＳＷＢＹＮｙｍ３ １６ＳｒⅡＡ 中国云南 ＭＦ１９３３５０ ９９．９３

花生丛枝　Ｐｅａｎｕｔｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ ＰｎＷＢＹＮｙｍ １６ＳｒⅡＡ 中国云南 ＪＸ８７１４６７ ９９．９３

花生丛枝　Ｐｅａｎｕｔｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ ＰｎＷＢＨｎｓｙ２００５ １６ＳｒⅡＡ 中国海南 ＪＮ６８１２７４ ９９．９３
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４８卷第５期 汤亚飞等：广东花生丛枝病植原体的分子鉴定

续表１　犜犪犫犾犲１（犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

植原体病害

Ｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａｄｉｓｅａｓｅ

株系

Ｓｔｒａｉｎ

组／亚组

Ｇｒｏｕｐ／

ｓｕｂｇｒｏｕｐ

地理来源

Ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ

ｏｒｉｇｉｎ

登录号

ＧｅｎＢａｎｋ

ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．

一致性／％

Ｉｄｅｎｔｉｔｙ

花生丛枝　Ｐｅａｎｕｔｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ ＰｎＷＢＨｎ１ １６ＳｒⅡＡ 中国海南 ＧＵ１１３１４８ ９９．９３

花生丛枝　Ｐｅａｎｕｔｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ － １６ＳｒⅡＡ 中国台湾 Ｌ３３７６５ ９９．８６

鸟尾花植原体　犆狉狅狊狊犪狀犱狉犪犻狀犳狌狀犱犻犫狌犾犻犳狅狉犿犻狊ｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａ ＫＬ１ １６ＳｒⅡＤ 印度 ＭＴ７０７２４２ ９９．８４

天竺葵小叶　犌犲狉犪狀犻狌犿ｌｉｔｔｌｅｌｅａｆ ＩｒＧｒＬＬ３ １６ＳｒⅡＤ 伊朗 ＭＴ１８７６３９ ９９．８４

马铃薯紫顶　Ｐｏｔａｔｏｐｕｒｐｌｅｔｏｐ ＰＴＴＳＡ １６ＳｒⅡＸ 沙特阿拉伯 ＭＨ４２３４９８ ９９．７７

番茄黄化　Ｔｏｍａｔｏｙｅｌｌｏｗｓ ＴＰ１２ １６ＳｒⅡＡ 中国云南 ＪＸ１６２６０３ ９９．７２

青柠丛枝　Ａｃｉｄｌｉｍｅｗｉｔｃｈ’ｓｂｒｏｏｍ ＯｍａｎＬＷ２３ １６ＳｒⅡＢ 阿曼 ＫＸ６０２３１２ ９８．８９

棉花花变叶　Ｃｏｔｔｏｎｐｈｙｌｌｏｄｙ ＣｏＰ １６ＳｒⅡＦ 布基纳法索 ＪＱ８６８４３９ ９８．６７

猪屎豆丛枝　犆狉狅狋犪犾犪狉犻犪ｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ ＳＱＵＳｅ２ １６ＳｒⅡＷ 阿曼 ＫＹ８７２７４０ ９８．６１

柑橘衰退　Ｃｉｔｒｕｓｄｅｃｌｉｎｅ ＣａＰａｕｒ＿ＭＲ６ １６ＳｒⅡＢ 伊朗 ＫＹ９９０８１７ ９８．５６

柑橘衰退　Ｃｉｔｒｕｓｄｅｃｌｉｎｅ ＣａＰａｕｒ＿ＭＬ８ １６ＳｒⅡＣ 伊朗 ＫＹ９９０８２０ ９８．５６

仙人掌丛枝　Ｃａｃｔｕｓｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ ＹＮ２３ １６ＳｒⅡＧ 中国云南 ＥＵ０９９５６８ ９８．３９

毛连菜植原体　犘犻犮狉犻狊犺犻犲狉犪犮犻狅犻犱犲狊ｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａ ５６Ａｖｇ０７ １６ＳｒⅡＥ 塞尔维亚 ＪＦ７９９０９４ ９８．３５

仙人掌丛枝　Ｃａｃｔｕｓｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ ＹＮ２４ １６ＳｒⅡＨ 中国云南 ＥＵ０９９５６９ ９８．２５

仙人掌丛枝　Ｃａｃｔｕｓｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ ＹＮ０７ １６ＳｒⅡＪ 中国云南 ＥＵ０９９５５２ ９８．１１

仙人掌丛枝　Ｃａｃｔｕｓｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ ＹＮ２８ １６ＳｒⅡＫ 中国云南 ＥＵ０９９５７２ ９８．１１

仙人掌丛枝　Ｃａｃｔｕｓｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ ＹＮ０１ １６ＳｒⅡＬ 中国云南 ＥＵ０９９５４６ ９７．９７

梨果仙人掌植原体　犗狆狌狀狋犻犪犳犻犮狌狊犻狀犱犻犮犪ｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａ ＣＴ３ １６ＳｒⅡＩ 意大利 ＪＱ１８１５４５ ９７．９１

致死黄化植原体　Ｌｅｔｈａｌｙｅｌｌｏｗｉｎｇｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａ Ｌｙｊａ １６ＳｒⅣ 牙买加 ＥＦ１８６８２２ ９０．８１

翠菊黄化　Ａｓｔｅｒｙｅｌｌｏｗｓ ＡＹＷＢ １６ＳｒⅠ 美国 ＡＹ３８９８２８ ８９．４７

　１）“－”表示没有具体株系名称。

“－”ｉｎｄｉｃａｔｅｓｎｏｓｐｅｃｉｆｉｃｓｔｒａｉｎｎａｍｅ．

图３　犘狀犠犅犌犇犛犡２０２０与其他３６个植原体代表株系基于１６犛狉犚犖犃基因序列的系统进化树

犉犻犵．３　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犮狅狀狊狋狉狌犮狋犲犱犫犪狊犲犱狅狀１６犛狉犚犖犃犵犲狀犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犘狀犠犅犌犇犛犡２０２０犪狀犱３６狅狋犺犲狉狆犺狔狋狅狆犾犪狊犿犪狊

　

·７８·



２０２２

２．４　１６犛狉犚犖犃基因序列的犻犘犺狔犆犾犪狊狊犻犳犻犲狉在线分析

将获得的ＰｎＷＢＧＤＳＸ２０２０１６ＳｒＲＮＡ基因

序列利用植原体在线分类软件犻ＰｈｙＣｌａｓｓｉｆｉｅｒ进行

分析。结果显示ＰｎＷＢＧＤＳＸ２０２０１６ＳｒＲＮＡ序

列与‘犆犪狀犱犻犱犪狋犲狊Ｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａａｕｓｔｒａｌａｓｉａｅ’菌株

（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：Ｕ１５４４２）的一致性最高，为

９８．５％，这说明ＰｎＷＢＧＤＳＸ２０２０是‘犆犪狀犱犻犱犪狋狌狊

Ｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａａｕｓｔｒａｌａｓｉａｅ’的相关菌株；ＰｎＷＢＧＤ

ＳＸ２０２０１６ＳｒＲＮＡ序列片段的１７种限制性内切酶

虚拟 ＲＦＬＰ 图谱与１６ＳｒⅡＶ 亚组的参照株系

‘犘狉犪狓犲犾犻狊 犮犾犲犿犪狋犻犱犲犪’ ｐｈｙｌｌｏｄｙ ｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａ

（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＫＹ５６８７１７）酶切图谱一致（相似

系数１．００），表明ＰｎＷＢＧＤＳＸ２０２０属于１６ＳｒⅡＶ

亚组成员。

２．５　犛犲犮犢基因序列分析

利用扩增犛犲犮犢基因的通用引物，从广东遂溪

花生病样总ＤＮＡ中ＰＣＲ扩增获得该基因片段，其

大小为１７０９ｂｐ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为 ＭＺ４３７７９４），

其中该片段序列３１８－１５８０ｎｔ为完整犛犲犮犢基因

序列，编码４２０个氨基酸。ＢＬＡＳＴｎ结果显示，与

该片段有较高一致性的序列均为１６ＳｒⅡ组成员的

犛犲犮犢 基因序列。进一步利用在线分析工具

ＭＵＳＣＬＥ对ＰｎＷＢＧＤＳＸ２０２０的犛犲犮犢 基因与

ＧｅｎＢａｎｋ数据库（ｈｔｔｐｓ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／ｇｅｎｂａｎｋ／）相关序列进行核苷酸一致性分析，

结果（表２）表明，ＰｎＷＢＧＤＳＸ２０２０与已报道的

１６ＳｒⅡ组的犛犲犮犢基因核苷酸序列一致性在９８％

以上，其中与来自中国云南、中国台湾、印度的１５

个植原体的犛犲犮犢基因核苷酸一致性为９８．８３％

～９９．８２％；而与其他亚组植原体的犛犲犮犢基因核

苷酸序列一致性较低，其中与１６ＳｒⅠ和１６ＳｒⅤ组

植原体的一致性分别为６４．０５％和６９．７４％。进

一步采用 ＭＥＧＡ６．０６的邻接法，构建了ＰｎＷＢ

ＧＤＳＸ２０２０犛犲犮犢与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中１７个植

原体的系统发育树，结果（图４）显示，ＰｎＷＢＧＤ

ＳＸ２０２０与１６ＳｒⅡ组的植原体株系聚集在一个

大分支，亲缘关系最近；与１６ＳｒⅠ和１６ＳｒⅤ组的

植原体亲缘关系远。

表２　犘狀犠犅犌犇犛犡２０２０与其他植原体的犛犲犮犢基因序列一致性１
）

犜犪犫犾犲２　犐犱犲狀狋犻狋犻犲狊狅犳犛犲犮犢犵犲狀犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊犫犲狋狑犲犲狀犘狀犠犅犌犇犛犡２０２０犪狀犱狅狋犺犲狉狆犺狔狋狅狆犾犪狊犿犪狊

植原体病害

Ｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａｄｉｓｅａｓｅ

株系

Ｓｔｒａｉｎ

组

Ｇｒｏｕｐ

地理来源

Ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ

ｏｒｉｇｉｎ

登录号

ＧｅｎＢａｎｋ

ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．

一致性／％

Ｉｄｅｎｔｉｔｙ

花椰菜花变叶　Ｃａｕｌｉｆｌｏｗｅｒｐｈｙｌｌｏｄｙ ＣａｕＰｈＹＮｙｍ１ １６ＳｒⅡ 中国云南 ＫＣ９５３０１２ ９９．８２

番茄巨芽　Ｔｏｍａｔｏｂｉｇｂｕｄ ＴＢＢＰＹＮｙｍ １６ＳｒⅡ 中国云南 ＫＣ９５３０１６ ９９．７７

豆角花变叶　Ｃｏｗｐｅａｐｈｙｌｌｏｄｙ ＣｏＶＰＹＮｙｍ １６ＳｒⅡ 中国云南 ＫＣ９５３０１３ ９９．７７

蔓草虫豆丛枝　犆犪犼犪狀狌狊狊犮犪狉犪犫犪犲狅犻犱犲狊ｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ ＣａＳＷＢＹＮｙｍ２ １６ＳｒⅡ 中国云南 ＭＦ３１４４４９ ９９．７１

银胶菊丛枝　犘犪狉狋犺犲狀犻狌犿ｗｅｅｄｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ ＰａｒＷＷＢＹＮｙｍ２ １６ＳｒⅡ 中国云南 ＫＵ９５８７２０ ９９．７１

番茄巨芽　Ｔｏｍａｔｏｂｉｇｂｕｄ ＴＢＢＭａｌ １６ＳｒⅡ 印度 ＫＴ９７００８０ ９９．７１

空心菜丛枝　犐狆狅犿狅犲犪犪狇狌犪狋犻犮犪ｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ ＷＳＷＢＹＮｙｍ １６ＳｒⅡ 中国云南 ＫＪ７３５７８３ ９９．７１

菊苣丛枝　犆犻犮犺狅狉犻狌犿犻狀狋狔犫狌狊ｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ ＣｈＷＢＹＮｙｍ １６ＳｒⅡ 中国云南 ＫＪ７３５７７５ ９９．７１

长春花植原体　犆犪狋犺犪狉犪狀狋犺狌狊狉狅狊犲狌狊ｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａ ＣＲＮＤ １６ＳｒⅡ 印度 ＭＴ４２３３８８ ９９．６５

芝麻花变叶　犛犲狊犪犿狌犿ｐｈｙｌｌｏｄｙ ＳＰＡＰ １６ＳｒⅡ 印度 ＭＴ４２３３８６ ９９．６５

鹰嘴豆花变叶　Ｃｈｉｃｋｐｅａｐｈｙｌｌｏｄｙ ＣＰＰＭ３ １６ＳｒⅡ 印度 ＭＴ４２３３８５ ９９．６５

花生丛枝　Ｐｅａｎｕｔｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ ＰｎＷＢＹＮｙｍ １６ＳｒⅡ 中国云南 ＪＸ８７１４６８ ９９．６５

金鸡菊植原体　犆狅狉犲狅狆狊犻狊犵狉犪狀犱犻犳犾狅狉犪ｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａ ＰＨＰ２ １６ＳｒⅡ 印度 ＭＷ０７１２２０ ９９．６５

花生丛枝　Ｐｅａｎｕｔｗｉｔｃｈｅｓ’ｂｒｏｏｍ － １６ＳｒⅡ 中国台湾 ＧＵ００４３３１ ９９．６５

番茄巨芽　Ｔｏｍａｔｏｂｉｇｂｕｄ ＴＢＢＰＵＮ２ １６ＳｒⅡ 印度 ＫＴ９７００７９ ９８．８３

致死黄化植原体　Ｌｅｔｈａｌｙｅｌｌｏｗｉｎｇｐｈｙｔｏｐｌａｓｍａ ＥＹ１ １６ＳｒⅤ 美国 ＧＵ００４３３０ ６９．７４

翠菊黄化　Ａｓｔｅｒｙｅｌｌｏｗｓ ＢＢ １６ＳｒⅠ 美国 ＡＹ８０３１７８ ６４．０５

　１）－表示没有具体株系名称。

－ｉｎｄｉｃａｔｅｓｎｏｓｐｅｃｉｆｉｃｓｔｒａｉｎｎａｍｅ．
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图４　犘狀犠犅犌犇犛犡２０２０与其他１７个植原体代表株系基于犛犲犮犢基因序列的系统进化树

犉犻犵．４　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犮狅狀狊狋狉狌犮狋犲犱犫犪狊犲犱狅狀犛犲犮犢犵犲狀犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犘狀犠犅犌犇犛犡２０２０犪狀犱１７狅狋犺犲狉狆犺狔狋狅狆犾犪狊犿犪狊

　

３　结论与讨论

本研究通过ＰＣＲ扩增、克隆、测序获得广东花

生丛枝病相关植原体（ＰｎＷＢＧＤＳＸ２０２０）的１６Ｓ

ｒＲＮＡ和犛犲犮犢基因序列，进一步通过对１６ＳｒＲＮＡ

基因序列的犻ＰｈｙＣｌａｓｓｉｆｉｅｒ在线分析、序列一致性和

系统进化分析，明确广东花生丛枝病相关植原体为

１６ＳｒⅡＶ亚组植原体。同时，犛犲犮犢 基因序列分析

结果也显示，ＰｎＷＢＧＤＳＸ２０２０与花生丛枝植原体

组的一致性最高，亲缘关系最近。广东花生丛枝病

于２０世纪５０年代就有发生，至今仅见通过电子显

微镜观察、介体和嫁接传病来鉴定其病原的报道，本

文从分子水平明确了广东花生丛枝病相关植原体，

并确定了其分类地位，这些结果为开展植原体１６Ｓ

ｒＲＮＡ和犛犲犮犢基因序列变异与进化等研究提供了

基础数据。

植原体是一类不能人工培养的植物病原细菌，

分类鉴定主要依据１６ＳｒＲＮＡ、狉狆、犛犲犮犢等保守基因

序列分析。本文利用扩增１６ＳｒＲＮＡ基因的两对通

用引物从７份花生病样中均扩增出条带，而经过多

次试验通过犛犲犮犢基因的通用引物进行巢式ＰＣＲ仅

能从５份病样中扩增出目的条带，其他２份病样未

能扩增出条带。１６ＳｒＲＮＡ基因是植原体高度保守

基因，也是目前植原体分类的主要分子依据，而狉狆、

犛犲犮犢等其他基因遗传变异较大。本文扩增犛犲犮犢基

因序列采用的引物位于狉狆犾１５和犿犪狆基因之间，扩

增的目的片段包含部分狉狆犾１５基因、完整犛犲犮犢基因

以及部分犿犪狆基因，推测２份样品未能扩增出目的

条带是由于引物结合位点的植原体基因序列发生变

异导致。

植原体病害种类多，寄主范围广，已在农林领

域造成严重危害。病原种类鉴定是指导相关病害

防控的前提。而用于植原体检测与鉴定的技术主

要有组织学观察、生物学方法、血清学检测、分子

检测技术。广东省常年高温高湿，植物和介体昆虫

都可以周年生长与繁殖，植原体等各类植物病害发

生严重。不少学者采用不同鉴定技术对广东相关

植原体病害进行鉴定。如２０世纪８０年代通过组

织学观察和生物学方法明确广东地区的花生丛枝

病、芝麻花变叶病是由植原体引起的［１４，２７］；１９９４

年，同样采用组织学观察和生物学方法明确水稻橙

叶病是一种植原体引致的新病害［２８］。随着分子生

物学技术的发展，２０１９年通过分子检测技术明确

广东枣疯病植原体属于１６ＳｒⅤＢ亚组
［２９］，广东

茄子花变叶病植原体属于１６ＳｒⅡＤ亚组
［３０］。本

文通过分子生物学技术确定了广东花生丛枝病

植原体属于１６ＳｒⅡＶ亚组，且与先前报道的茄子

花变叶、豆角花变叶相关植原体１６ＳｒＲＮＡ基因

序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＭＨ６６７６４２、ＭＷ４２６１４６）

一致性１００％，但茄子花变叶植原体病害发生在

粤东惠州、豆角花变叶植原体病害发生在粤西湛

江，由此初步推测，该植原体病害极有可能通过

介体昆虫的传播在全省蔓延，这一研究结果为广

东省植原体病害的防控提供了科学依据。

·９８·
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