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柑橘黄龙病干扰甜橙叶片衰老生物学过程的分子机制
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摘 要:柑橘黄龙病诱导甜橙叶片衰老相关生物学过程的分子机制尚不清楚。为了探索甜

橙叶片衰老相关基因在柑橘黄龙病菌侵染过程中的表达模式,利用同源比对方法鉴定甜橙

基因组中与叶片衰老相关的基因位点,通过分析前期测定的转录组数据,明确叶片衰老相

关基因的表达模式,构建叶片衰老相关蛋白的互作网络,解析叶片衰老相关蛋白的内在联

系。结果表明,甜橙基因组中存在108个叶片衰老相关的基因位点,不均匀地分布在9条

染色体上,21个甜橙叶片衰老相关基因在柑橘黄龙病菌侵染过程中差异表达,其中9个下

调表达,12个上调表达,基因集富集分析发现差异表达基因参与刺激应答,蛋白质互作网

络显示甜橙叶片衰老相关蛋白参与细胞自噬、信号转导等生物学过程。研究结果为进一步

解析柑橘和黄龙病菌互作过程中的叶片衰老相关基因的生物学功能提供了线索。
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Abstract:ThemolecularmechanismsunderlyingtheinductionofleafsenescenceinCitrussinen-
sisbycitrusHuanglongbing(HLB)arenotyetclear.Inordertoexploretheexpressionpat-
ternsofleafsenescence-relatedgenesinC.sinensisduringCandidatusLiberibacterinfection,
thisstudyusedhomologyalignmentmethodstoidentifygenelocirelatedtoleafsenescencein
thegenomeofC.sinensis.Byanalyzingpreviouslyobtainedtranscriptomedata,theexpression
patternsofleafsenescence-relatedgenesofC.sinensisweredetermined,andaninteractionnet-
workofleafsenescence-relatedproteinswasconstructedtoelucidatetheirintrinsicconnections.
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Theresultsshowedthattherewere108leafsenescence-relatedgenelociinthegenomeof
C.sinensis,unevenlydistributedon9chromosomes.Amongthem,21leafsenescence-related
genesexhibiteddifferentialexpressionduringCandidatusLiberibacterinfection,with9down-
regulatedand12up-regulated.Genesetenrichmentanalysisrevealedthatdifferentiallyex-
pressedgeneswereinvolvedinstimulusresponse.Theproteininteractionnetworkshowedthat
leafsenescence-relatedproteinsinC.sinensiswereinvolvedinbiologicalprocessessuchasauto-
phagyandsignaltransduction.Thisstudyprovidescluesforfurtherunderstandingthebiological
functionsofleafsenescence-relatedgenesintheinteractionbetweencitrusandCandidatus
Liberibacter.
Keywords:Citrussinensis;Huanglongbing;leafsenescence;biologicalprocess;enrichmenta-
nalysis

  柑橘黄龙病(Huanglongbing,HLB)又称柑橘黄梢病,是一种由柑橘黄龙病菌(Candidatus
Liberibacterspp.)引起的严重影响柑橘产业健康发展的细菌性病害[1]。柑橘黄龙病菌是韧皮部

寄生的革兰氏阴性细菌,在田间主要通过柑橘木虱(DiaphorinacitriKuwayama.)进行传

播[2-3]。植物韧皮部是负责营养分配的维管组织,柑橘树感染黄龙病菌后,树体韧皮部筛管细

胞的筛孔被黄龙病菌堵塞,导致营养物质的运输中断[4],而营养物质一旦运输中断,树体其他

组织营养缺乏则会导致细胞器受到伤害[5],尤其是叶片的叶绿体,受感染柑橘树叶片的叶绿体

逐渐解体,引起叶片出现黄化和斑驳等黄龙病典型感染症状[6]。此外,黄龙病菌引发柑橘树体

复杂的生理变化,如诱导叶片中活性氧迸发,细胞中活性氧的积累导致光合作用的抑制及正常

生物学过程的扰乱,从而加速叶片衰老[7-8]。
叶片衰老是叶片老化和退化的过程,导致植物叶片的最终死亡和脱落[9]。研究发现,黄龙

病菌分泌蛋白SDE1靶向柑橘DEAD-boxRNA解旋酶导致植物出现黄化表型[10]。在拟南芥中

过表达SDE1诱导植株出现早衰表型[11]。黄龙病菌可以促进柑橘叶片乃至整个树体的衰退,而

引发这一现象的分子机制尚不清晰。本研究利用同源比对分析,筛选甜橙基因组中参与叶片衰

老生物学过程的相关基因,结合课题组前期测定的转录组数据,分析应答柑橘黄龙病菌侵染的

甜橙叶片衰老相关基因并进行基因功能富集分析和蛋白质互作网络构建,以期明确柑橘黄龙病

干扰甜橙叶片衰老生物学过程的分子机制,为深入解析柑橘黄龙病菌致病机制提供数据支撑。

1 材料与方法

1.1 叶片衰老相关基因位点的鉴定

从TAIR数据库(www.arabidopsis.org)中下载拟南芥基因GO注释文件,筛选GO注释为

“GO:0010150Leafsenescence”的基因,下载拟南芥叶片衰老相关基因的蛋白编码序列。从柑

橘泛基因组辅助育种数据库(CPBD:CitrusPan-genometoBreedingDatabase,http://citrus.
hzau.edu.cn/)[12]中下载甜橙基因编码蛋白质序列(V3.0),构建本地blast数据库,利用本地blast
搜索拟南芥叶片衰老相关蛋白的同源蛋白,比对参数为“-evalue1e-20,-max_target_seqs5”。使用

TBtools软件“GeneLocationVisualizefromGTF/GFF”模块绘制基因染色体分布图[13]。

1.2 共线性分析

利用 MCScanX软件分析甜橙和拟南芥基因组的共线性区块[14],通过TBtools软件“Dual-
SystenyPlot”模块绘制共线性图[13]。

1.3 转录组数据分析

试验样品为两年生的健康和感染黄龙病“纽荷尔”脐橙成熟叶片,各3个生物学重复[15]。
利用Kallisto软件对赣南师范大学柑橘黄龙病菌互作课题组前期转录组数据进行分析获取基因
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表达量,参考基因组为CPBD数据库中的甜橙基因组(V3.0)。使用R软件中的edgeR程辑包

进行基因差异表达分析,参数为差异倍数:2,检验阈值:0.05[16]。

1.4 基因集富集分析

使用TBtools软件“SimpleGOGSEAWrapper”模块进行基因集富集分析[13],GO(Geneon-
tology)背景文件由eggNOG-mapper(http://eggnog-mapper.embl.de/)在线工具注释[17]。基

因表达变化倍数在Excel软件中进行计算。

1.5 蛋白质互作网络构建

通过STRING(https://cn.string-db.org/)数据库提供的在线工具构建蛋白质互作网

络[18],将基因对应的蛋白质序列输入“Single/MultipleProteinsbySequence”页面进行匹配,
利用Cytoscape软件调整蛋白质互作网络[19]。

2 结果与分析

2.1 甜橙叶片衰老相关基因位点鉴定

对拟南芥基因GO注释信息进行筛选,在拟南芥基因组中鉴定到128个与叶片衰老相关的

基因位点,在 染 色 体 上 呈 不 均 匀 分 布(图1),其 中5个 位 点(AT2G47585,AT5G01747,

AT5G27807,AT4G23713和AT5G41663)编码microRNA,不用于后续分析。

图1 拟南芥叶片衰老相关基因位点染色体分布
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利用本地blastP检索拟南芥叶片衰老相关蛋白在甜橙基因组中的同源蛋白,结果发现120
个拟 南 芥 叶 片 衰 老 相 关 蛋 白 存 在 同 源 蛋 白,3 个 位 点 (AT5G44610,AT2G42540 和

AT1G64360)未在甜橙基因组中鉴定到质量高的同源位点。而在鉴定到的质量高的同源位点

中,存在重复位点,说明存在多个拟南芥叶片衰老相关蛋白对应一个甜橙同源蛋白的情况,比

如,AT3G02150和AT5G08070在甜橙基因组中最佳同源蛋白均为Cs_ont_5g038530。在甜橙

基因组中初步鉴定到108个叶片衰老相关基因位点(图2)。其中,5号染色体上分布最多,有

22个位点,3号和8号染色体上最少,各有7个位点。

图2 甜橙叶片衰老相关基因位点染色体分布

2.2 甜橙与拟南芥叶片衰老相关基因位点共线性分析

共线性分析表明,甜橙和拟南芥存在多个同源基因组区块,甜橙与拟南芥叶片衰老相关基

因位点连线共计116条。在2号、5号和6号染色体上发现聚集的共线性关系,说明这些基因

与拟南芥相应基因的同源性较好(图3)。
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图3 甜橙与拟南芥叶片衰老相关基因位点共线性分析

2.3 应答柑橘黄龙病菌侵染的甜橙叶片衰老相关基因鉴定

为了筛选应答柑橘黄龙病菌侵染的甜橙叶片衰老相关基因,利用edgeR程辑包分析转录组

数据,与对照相比,感染黄龙病菌的样品中存在21个差异表达甜橙叶片衰老相关基因,其中9
个下调表达,12个上调表达(图4),说明柑橘黄龙病显著干扰了甜橙叶片衰老相关基因的表达

水平。下调基因中包括Cs_ont_1g006540为NAC转录因子基因,Cs_ont_8g014690编码叶绿

体a/b结合蛋白,Cs_ont_3g032330和 Cs_ont_7g013300编码生长素响应因子,Cs_ont_

1g001930编码蛋白激酶;而上调基因中包括Cs_ont_6g000890和Cs_ont_7g014770编码NAC
转录因子,Cs_ont_5g003720编码 WRKY转录因子,Cs_ont_7g005540编码类 MLO蛋白,Cs
_ont_6g005260编码谷氨酰胺合成酶,Cs_ont_7g027420编码SWEET糖转运蛋白,Cs_ont_

9g023780编码2-酮戊二酸依赖性双加氧酶(图4)。

图4 甜橙叶片衰老相关基因差异表达分析

2.4 应答柑橘黄龙病菌侵染的甜橙叶片衰老相关基因富集分析

利用TBtools软件对差异基因进行基因集富集分析,发现差异基因与“GO:0050896,刺激

反应”生物学过程显著正相关(图5)。其中,4个基因Cs_ont_9g023780(DLO1),Cs_ont_

7g027420(SAG29),Cs_ont_6g000890(NAC3)和Cs_ont_7g005540(MLO12)被鉴定为核心富

集基因。
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图5 “GO:0050896,刺激反应”生物学过程基因集成员排序

2.5 甜橙叶片衰老相关蛋白的互作网络构建

为了明确甜橙叶片衰老相关蛋白之间的关系,将甜橙中的108个叶片衰老相关蛋白序列导

入STRING数据库构建蛋白互作网络。经过筛选,共构建3个多节点的蛋白互作网络,分别包

含9个、7个和4个节点(图6)。9节点蛋白互作网络与细胞中的自噬生物学过程相关,Cs_ont
_2g003840蛋白注释为自噬蛋白7,Cs_ont_9g014280蛋白注释为自噬蛋白5,Cs_ont_4g027690
蛋白注释为自噬蛋白11,Cs_ont_6g000750注释为丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶(图6a)。7节点蛋

白质互作网 络 与 信 号 转 导 相 关,其 中,Cs_ont_1g006540,Cs_ont_7g014770和 Cs_ont_

7g027460蛋白为 NAC转录因子家族成员,Cs_ont_3g000850为 E3泛素连接酶,Cs_ont_

3g032330蛋白为生长素响应因子(图6b)。4节点蛋白质互作网络可能参与特定的代谢途径,

Cs_ont_4g003990蛋白为天冬氨酸转氨酶,Cs_ont_2g024170蛋白为肽酶(图6c)。

图6 甜橙叶片衰老相关蛋白互作网络
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3 讨论与结论

柑橘是重要的经济作物之一,柑橘黄龙病导致柑橘树出现叶片斑纹、叶片硬化、叶脉木质

化、枝干枯死、幼苗生长受阻、树冠稀疏、僵果或“红鼻子”果、根腐烂等症状[7,20]。由于无法立

体培养,柑橘黄龙病菌的致病机制研究进展缓慢。在分析赣南师范大学柑橘 黄龙病菌互作课

题组前期测定的转录组数据时,发现叶片衰老相关生物学过程受到显著干扰,本研究为柑橘黄

龙病侵染与叶片衰老生物学过程存在相关性提供了一些证据。
叶片衰老是一种重要的生理过程,尽管叶片衰老在多数情况下受植物遗传重编程的控制,

但它仍被多种生物或非生物因素诱导[21]。水杨酸和活性氧是调控植物叶片衰老和免疫的关键

信号分子[22-23],这表明叶片衰老和免疫过程有相似或相同的调控通路,然而,叶片衰老与植物

免疫之间的相互作用并不清楚。本研究中对柑橘黄龙病菌侵染过程中差异表达的叶片衰老相

关基因进行富集,发现富集生物学过程为“ResponsetoStimulus”,核心富集基因与植物免疫有

关,说明叶片衰老与植物免疫在黄龙病发生发展进程中存在关联。
研究发现,黄龙病菌分泌蛋白通过影响细胞自噬过程促进黄龙病菌对柑橘的侵染[2,24]。本

研究通过构建蛋白质互作网络鉴定到多个自噬蛋白参与叶片衰老过程,进一步证明了叶片衰老

与植物免疫之间紧密连接。此外,在蛋白质互作网络节点和差异表达基因中还发现多个NAC
转录因子,暗示这些NAC转录因子可能参与柑橘和黄龙病菌互作过程中的转录调控。NAC转

录因子广泛参与植物生长发育、免疫应答等过程的调控[25],后续研究通过揭示NAC转录因子

在柑橘黄龙病菌侵染过程中的功能,将进一步明确柑橘黄龙病菌的致病机制。
本研究利用生物信息学的方法,鉴定了甜橙基因组中与叶片衰老相关的基因位点,分析了

这些基因位点应答柑橘黄龙病菌侵染的应答模式,利用基因富集、构建蛋白质互作网络等手段

明确了叶片衰老与植物免疫之间的联系,为深入解析甜橙叶片衰老相关基因的生物学功能及探

究柑橘黄龙病菌致病机制提供一定的线索。
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