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重庆北碚桑树萎缩病植原体分子鉴定①
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西南大学 植物保护学院/植物病害生物学重庆市高校级重点实验室,重庆400716

摘要:运用16SrDNA基因分子检测技术,使用16mF2/R16mR1,R16F2n/R16R2引物对扩增采集于重庆北碚地区

表现萎缩病症的桑叶样品的总DNA,结果发现在编号为C,I,S的样品中扩增出了约1.2kb的特异条带.经克隆测

序并通过NCBI比对分析后,确定所得序列为植原体的特定序列16SrDNA,将测序结果与已报道的桑树萎缩病植

原体序列进行同源性比对,结果表明重庆北碚地区桑树萎缩病植原体均属于16SrI亚组,其中C样品中萎缩病植

原体鉴定为B亚组.研究结果为明确北碚地区桑树萎缩病病原及该病害的有效防治提供了基础依据.
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桑树萎缩病 Mulberrydwarfdisease是桑树中的重要病害之一,在我国各大养殖蚕区均有发生,且发

病率较高,对蚕桑生产造成严重的经济损失,并且对其防治也越发困难.近年来,随着传统蚕桑地区产业结

构的调整,我国蚕桑生产基地也发生了转移,桑树萎缩病在新的种植区也再度爆发.同时,在其他林木果树
(如泡桐、枣树、木豆等)中也相继有新的植原体病害报道,这些病害也可能与桑树萎缩病病原有关[1].

已经证实引起桑树萎缩病的病原有病毒和植原体.病毒在桑树上主要引发花叶型萎缩,而植原体则

主要引发萎缩型和黄化型萎缩[2].桑黄化型萎缩病是桑树上的主要病害类型,属国内植物中重要检疫性

病害之一,也是国际上首先被确定为由植原体引起的病害之一.因植原体在全世界广泛存在,危害着数

百种植物,又因其发生后对作物产量影响严重,受到国内外学者的高度重视.迄今为止,世界各地已统

计有700多种植物自然感染植原体病害,而我国早在1976年就将桑树萎缩病确定为植原体病害,同时

报道了70多种植物植原体病害.根据16SrDNA序列的相似性分析,桑树植原体归为翠菊黄花组,即

16SrI组.其病害症状表现为植株矮化、丛枝、叶片变黄或变红及花变叶等,而病毒也可以引起叶片黄

化、节间缩短、叶缘卷曲、花叶等类似的症状.因此,单从症状上区分桑树萎缩是由病毒还是植原体引起

的仍是一个难题[3].
目前,国内一些地区使用分子生物学技术对当地桑萎缩病的病原进行分析鉴定,从而初步解决了之前

研究上的困难.早在1998年,邱并生等[4]首先对江苏镇江的桑黄化型和萎缩型萎缩病植原体的16SrDNA
进行分析比较,推断这两种植原体属于16SrI组.之后,夏志松等[5]和刘清神等[6]更多学者先后报道了镇

江和广州桑树萎缩病植原体16SrDNA的序列.目前重庆地区未见桑树萎缩病植原体病害的相关报道,为

了研究鉴定重庆桑树萎缩病的植原体种类,本实验采用nested-PCR技术对重庆北碚发生的萎缩病进行分

子检测.对检测到的植原体16SrDNA进行序列测定和分析,通过序列同源性分析确定了其分类地位,为

进一步研究、诊断、控制桑树萎缩病提供了一定的理论依据.

1 材料与方法

1.1 材 料

表现萎缩症状的病叶样品和健康桑叶采自重庆北碚区.DNA凝胶回收试剂盒购自天根科技有限公司,
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载体pGEM-TEasyVector购自Promaga公司,感受态细胞Trans1-T1PhageResistant购自北京全式金生

物技术有限公司,其他生物学试剂均购自TaKaRa公司.
1.2 样品总DNA提取

采用改良的CTAB法分别提取病叶和健康桑叶的总DNA,-20℃保存.
1.3 引物的设计与合成

PCR引物根据植原体16S-23SrDNA 区 段 序 列 按 文 献[4]设 计,采 用 引 物 对 R16F2/R16R1及

R16F2n/R16R2(表1),引物合成由华大基因公司完成.
表1 本研究用到的引物

名称 引物序列5'-3'
退火温度/

℃
名称 引物序列5'-3'

退火温度/

℃
R16F2 CATGCAAGTCGAACGGA 57.7 R16F2n ACGACTGCTAAGACTGG 48.8
R16R1 CTTAACCCCAATCATCGAC 54.4 R16R2 GCGGTGTGTACAAACCCCG 64.6

1.4 目的基因的PCR扩增

以桑树叶脉组织总DNA为模板进行PCR扩增,PCR反应体系为25μL,含有10×Reactionbuffer
2.5μL,10mmol/LdNTPs0.5μL,rTaqDNA聚合酶0.3μL(1U),上、下游引物各0.5μL,模板DNA
1.0μL,剩余以灭菌ddH2O补足.先用引物对R16F2/R16R1进行第一轮PCR,扩增条件为:95℃预变性

3min,95℃变性30s,58℃退火50s,72℃延伸110s,进行30个循环,最后72℃延伸时间为10min.用
上一轮扩增产物为模板,以R16F2n/R16R2为引物对进行新一轮PCR,将退火温度改为53℃,其余条件

与第一轮相同.用1%琼脂糖凝胶电泳检测PCR产物,在110V下电泳25min,经Goldview染色后观察电

泳结果并拍照.
1.5 PCR产物回收、克隆及测序分析

采用DNA纯化试剂盒纯化回收凝胶电泳后的PCR目的片段,连接回收的片段至pGEM-TEasyVector,
4℃16h.热激法将连接产物转入大肠杆菌感受态细胞Trans1-T1PhageResistant,经筛选培养基筛选后,
挑白色菌落进行PCR检测,随机挑选3个阳性克隆送到华大基因科技股份有限公司测序.
1.6 目的基因的序列分析

测序所得序列在GenBank中BLAST比对,根据序列的同一性判断所获序列是否为目的序列.再运用

DNAStar中的 MegAlign软件,以16SrDNA序列为基础,对比分析北碚桑树植原体与已报道的植原体若

干代表株系的亲缘关系[7-8],并用 MAGA5构建系统进化树[9].

2 结果与分析

2.1 桑树叶片中的植原体检测

以样品提取的DNA为模板,利用植原体16SrDNA通用引物进行PCR扩增.扩增产物电泳结果显示,
有3个样品(编号分别为C,I,S)扩增出长度约1.2kb的片段,与预期目标片段大小一致[9].而从健康桑树

叶片和双蒸水中均未扩增出特异条带(图1).

图1 感染植原体的桑树样品及健康对照
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1:桑树样品C;2:桑树样品I;3:健康样品;4:桑树样品S;5:清

水对照;M:BioMarkerⅤ.
图2 PCR产物电泳结果

2.2 16SrDNA序列分析

2.2.1 对16SrDNA基因序列分析

样品C,I,S的测序结果表明,其16SrDNA片

段的核苷酸长度均为1237bp(图2),上传至 Gen-
Bank,分 别 获 得 登 录 号 KF289966,KF289967,

KF289968.将这3条序列与已登录的其他植原体

16SrDNA序列进行同源性分析,结果如表2所示.
这3条序列与16SrI组同源性最高,均在98.3%以

上,最高达99.8%,与其他各组的同源性在90%以

下.3个样品序列均与植原体16SrI的B亚组同源

性最高,分别为C:99.2%,I:99.8%,S:99.6%.
利用网络在线分析软件iPhyClassifier(http://plant-

pathology.ba.ars.usda.gov/cgi-bin/resource/iphyclassifier.cgi)中模拟RFLP分析表明,C与16SrI-B
亚组典型成员洋葱黄化植原体(OnionyellowsphytoplasmaOY-M,NC_005303)的RFLP图谱一致性为

100%,属于16SrI-B亚组.而I和S的模拟RFLP图谱不同于与16SrI组的任何亚组,相似性最高的是

洋葱黄化植原体的RFLP图谱,一致性为97.0%.
表2 16Sr各组的代表性植原体16SrDNA基因片段的核苷酸同源性比较

16SrDNA
组

相关植原体病害 登录号
核苷酸同源性/%

C I S

16SrI-A Plantagovirescence(PV) AY265216 98.3 98.7 98.7

16SrI-B RoseBalsamphyllody(RBLPh) HQ646367 99.2 99.8 99.6

16SrI-C CloverPhyllody(CPh) AF222066 98.7 99.1 99.1

16SrI-D PaulowniaWitches􀆳-Broom(PaWB) DQ851169 99.1 99.4 99.4

16SrI-E Blueberrystunt(BS) AY265220 99.0 99.4 99.4

16SrI-F Asteryellows(AY) AY265212 98.6 99.0 99.0

16SrII Peanutwitches􀆳-broom(PnWB) L33765 89.4 89.5 89.7

16SrIII PeachX-disease(PX) HQ589204 90.1 90.2 90.2

16SrIV Lethalyellows(LY) EF186822 90.2 90.5 90.6

16SrV Jujubewitches􀆳-broom(JWB) AY197661 90.4 90.5 90.7

16SrVI Iraniancabbageyellows(ICY) EF592606 88.6 88.7 88.9

16SrVI CloverPhyllody(CPh) HQ589189 90.5 90.7 90.9

16SrVII Ashyellows(AshY) HQ589190 90.1 90.4 90.5

16SrVIII Loofahwitches􀆳-broom(LfWB) L33764 87.3 87.5 87.5

16SrIX Pigeonpeawitches􀆳-broom(PPWB) EF186826 88.6 88.7 88.9

16SrX Appleproliferation(AP) AJ430067 90.7 91.0 91.1

16SrXI Riceyellowdwarf(RYD) D12581 89.7 89.8 90.0

16SrXII Stolbur(STOL) AY725230 95.4 95.9 95.8

16SrXIII Mexicanperiwinklevire(MPV) AF248960 95.6 96.0 96.0

16SrXIV Beimudagrasswhiteleaf(BGWL) AF248961 90.1 90.3 90.5

2.2.2 16SrDNA基因同源性比较分析

利用 MEGA5,将C,I,S与已报道的16Sr植原体的若干代表株系一起构建系统进化树(图3).从图3
中可以看出,C,I,S的16SrDNA序列划分在16SrI组,与上面的同源性比较结果一致.
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图3 基于16SrDNA序列构建的系统进化树

3 讨 论

桑树萎缩病有黄化型、萎缩型和花叶型3种类型,前二者的病原为植原体,后者的病原为病毒[10].
三者在田间症状比较相似,因此单从症状上很难区分具体病害种类.桑树萎缩病在我国江苏、安徽、山

西、山东、广东等省蚕区都发生危害.发病初期桑叶变小变薄,叶缘稍向背面卷曲,叶逐渐黄化;发病后

期病桑枝短叶小,2~3年后桑树死亡[11-13].由于植原体在植物体内的含量较少,并且难以人工培养,使

得传统的生物学方法在其分类和鉴定中不能很好地发挥作用.但是近些年由于分子生物学的发展,使得

植原体的分类和鉴定也有了较大的进展.目前,植原体分类已经以16SrDNA基因的限制性片段长度多

态性分析(RFLP)和核糖体蛋白基因(rp)序列分析为基本框架,将植原体分为14个组(候选种)和41个

亚组.本研究采用nested-PCR方法,是由于该技术具有特异性强、准确度和灵敏度高等优点,能快速准

确地检测到寄主组织中含量极低的病原.在所采集的表现萎缩症状的桑叶样品中,仅有3份样品检出为

阳性,说明其他病叶可能是由于病毒感染或者是其他因素所引起的,还有待进一步验证.本研究3份样

品中扩增出的16SrDNA序列之间的相似性在99.2%~99.6%之间,并且都属于翠菊黄化16SrI组,

其中C进一步归属于16SrI-B亚组,与国内广州[4]和山东[10]报道的桑树萎缩病植原体一致,而I和S与

16SrI-B亚组亲缘关系最近,但由于模拟RFLP图谱不完全一致,还不能确定其亚组归属.本研究表明,

重庆北碚桑树中的植原体属于16SrI组,因16SrDNA基因存在多样性,这对于植原体分类的深入研究

具有一定的参考价值.
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MolecularDetectionofPhytoplasmaAssociatedwith
MulberryDwarfDiseaseinBeibeiofChongqing

ZHAOXue-jun, ZHANG Ning, LITing-ting,
ZHAOCheng-gang, SUNXian-chao

ChongqingKeyLaboratoryofPlantDiseaseBiology/SchoolofPlantProtection,

SouthwestUniversity,Chongqing400716,China

Abstract:Inordertoprovidebasicreferencefortheidentificationofthepathongenofmulberrydwarfdis-
easeandforitscontrol,mulberryleavesshowingdwarfsymptomswerecollectedfromBeibei,Chongqing,

andtheuniversalphytoplasmaprimerpairsR16mF2/R16mR1andR16F2n/R16R2wereusedtoamplify
16SrDNAofphytoplasmafromeachleafsample.InthesamplesofNo.C,IandS,specificfragmentsof
about1.2kbwereobtained.Aftercloningandsequencing,theobtainedsequenceswereidentifiedasthe
specificfragmentsofphytoplasma16SrDNA.ResultsofBlastinNCBIshowedthatthepathogenofmul-
berrydwarfdiseaseinBeibeibelongedtothe16SrIgroupofphytoplasma.PhytoplasmaintheCsample
belongedtosubgroupBof16SrI.
Keywords:mulberrydwarfdisease;phytoplasma;16SrDNAgene;diversity
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