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摘 要 为研究新疆7个地区柳树花变叶病为何种病原物所造成,本研究以分子生物学技术对其进行鉴定。

通过CTAB法提取柳树总DNA,对其16SrRNA基因和tuf 基因进行PCR扩增,将测序得到的基因片段通

过Blast比对、同源性比较,构建系统进化树和16SrRNA虚拟 RFLP分析。结果显示,PCR扩增分别获得

16SrRNA(1238bp)和tuf(824bp)的片段,证明该病害与植原体有关,将其命名为柳树花变叶植原体

(WPP);16SrRNA序列分析表明,WPP与中国桃黄化植原体(‘Prunuspersica’yellowsphytoplasma)、枣疯

病(‘Ziziphusjujuba’witches’-broomphytoplasma)、杏褪绿卷叶植原体(Apricotleafrollphytoplasma)同源

性均为99.68%;16SrRNA虚拟RFLP分析结果表明,WPP与枣疯病株系(GenBank登录号:AB052876)有

99.8%的相似性,虚拟RFLP模式与16SrV-B亚组的参考模式相同,相似系数为1.00,进一步证明 WPP为

16SrV-B亚组成员。WPPtuf 基因与榆树黄化组(EY)同源性达99%以上,系统进化树显示,柳树花变叶植

原体与榆树黄化组(16SrV)植原体聚为一枝。柳树花变叶植原体属于16SrV-B、tuf-B亚组。
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  柳树(Willow)是杨柳科(Salicaceae),柳属

(Salix)的总称,属乔木或灌木,全世界约520种,
柳树在中国栽培历史悠久,全国各地均有分布,主
要栽培品种250多种[1]。柳树分布范围广,用途

广泛,不仅可以作为木材资源,还可用于园林绿

化、防风固沙和医药等领域,特别是对于干旱地区

荒漠化治理有重要作用。此外,由于近年来全球

能源短缺,柳树生长速度快,生物量积累较多,对
于一些短轮伐期速生柳来讲,具有潜在的开发潜

力[2]。
植原体(Phytoplasma)是一类专性寄生于植

物韧皮部或半翅目昆虫体内,目前尚难以人工体

外纯培养的原核微生物,主要由刺吸式口器昆虫

(飞虱、叶蝉等)传播[3]。植原体已经在全球引起

1000多种病害,中国已报道的有100多种[4],主
要包括园艺作物、花卉、林业和农业经济作物,严
重威胁世界农林业发展安全。近年来,柳树丛枝

病在我国西北部分地区普遍发生,甘肃、内蒙和新

疆已见报道。1992年王纯利等[5]通过电子显微

镜对新疆柳树丛枝病病原进行初步观察鉴定,认
为该病原为类菌原体(Mycoplasma-likeOrgan-
ism,简称 MLO)。2005年朱天生[6]对采自塔里

木大学校园内的柳树花变叶植原体病害进行了分

子鉴定,确定了其分类地位,并将其命名为柳树花

变叶植原体(Willowphyllodyphytoplasma)。李

岩峰等[7]报道了甘肃酒泉柳树也表现出丛枝、小
叶和枝条增殖等症状,并对其进行防治试验研究。

Zhang等[8]对内蒙鄂尔多斯市表现增殖和丛枝的

柳树进行了分子检测和鉴定,并首次将中国柳树

植原体病害鉴定到16SrVI组[8]。国内报道的柳

树植原体病害除丛枝、花变叶和增殖外,Wei等[9]

报道的陕西柳树植原体病害为典型的黄化症状。
此外,Mou等[10]在云南省元谋县发现了小叶柳

(Salixtetradenia)丛枝与畸形。前期通过对新

疆乌鲁木齐、伊犁、五家渠、阿克苏、和田、阿拉尔、
巴州和喀什等地区调查发现,柳树花变叶和丛枝



在新疆各地州普遍发生。本研究拟通过分子生物

学手段鉴定新疆柳树花变叶病病原,利用16S
rRNA和tuf 基因一致性分析,构建系统发育树

将其分类到亚组水平,并分析不同地区柳树花变

叶植原体16SrRNA基因的差异性,以期为柳树

植原体病害防治提供参考。

1 材料与方法

1.1 材 料

采自和田市、阿拉尔市、喀什莎车县、克州阿

图什市、巴州轮台县、阿克苏温宿县和图木舒克市

的表现花变叶和丛枝症状的柳树。取发病枝条韧

皮部,经灭菌水处理后,吸水纸吸干水分,自封袋

分装后置于-80℃冰箱,备用。阳性对照枣疯病

(‘Jujubew Witches’-broomPhytoplasma)样品,
由山东省果树研究所高瑞副研究员提供。Taq
DNAPolymerase、dNTPs(2.5mmol/L)和10×
PCRbuffer购自北京全式金生物技术有限公司,

DNAMarker2000、DiaSpin胶回收试剂盒及引物

均购自上海生物工程有限公司。

1.2 DNA提取

取0.1~0.2g柳树韧皮部组织,采用CTAB
法提取总DNA[11-12]。采用ThermoND-2000微

量分光光度计检测DNA浓度,琼脂糖凝胶电泳

检测 DNA 完 整 性,将 检 测 合 格 的 DNA 置 于

-20℃保存,备用。

1.3 16SrRNA和tuf 基因PCR扩增

植原体16SrRNA基因扩增采用Lee等[13]

和Gundersen等[14]所报道的植原体通用引物

R16mF2/R16mR1和R16F2/R16R2分别进行直

接PCR和巢式PCR,tuf 基因扩增采用Schnei-
der等[15]报道的引物对fTuf/rTuf,引物序列如

下(表1)。反应体系均为25μL,其中10×PCR
buffer2.5μL、10μmol/L 引 物 各 1μL、10
mmol/L dNTPs 1 μL、Taq DNA 聚 合 酶

(5U/μL)0.5μL、模板DNA1μL。直接PCR结

束后,将PCR产物稀释30倍,取1μL作为巢式

PCR模板。16SrRNA 基因直接PCR扩增反应

条件为:94 ℃预变性 3min;94 ℃变性 30s;

55℃退火30s,72℃延伸2min;共30个循环,
最后72℃延伸10min;巢式PCR条件将退火温

度设为57℃,其他均与第一次扩增相同。

tuf 基因PCR扩增反应条件为:94℃预变性

3min;94℃变性30s;55℃退火30s,72℃延伸

1min;共35个循环,最后72℃延伸10min。以

健康的柳树总DNA为阴性对照,栆疯病DNA为

阳性对照,无菌双蒸水为空白对照。PCR产物在

0.8%琼脂糖凝胶电泳检测,观察结果。
表1 PCR引物

Table1 PrimerofPCRsinthisstudy
基因
Gene

引物
Primer

预期PCR长度/bp
ExpectedsizeofPCR

序列(5'→3')
Sequence

16SrRNA R16mF2 1500 CATGCAAGTCGAACGGA

R16mR1 CTTACCCCCAATCATCGA

R16F2 1200 ACGACTGCTAAGACTGG

R16R2 TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG

tuf fTuf 800 CCTGAAGAAAGAGAACGTGG

rTuf CGGAAATAGAATTGAGGACG

1.4 PCR产物纯化及测序

使用琼脂糖凝胶DNA回收试剂盒将目标条

带进行切胶回收后,送上海生物工程有限公司进

行测序。

1.5 序列比对和虚拟RFLP分析

利用DNAStarSeqMan软件对获得的序列

进行校正及拼接后,提交到GenBank中获得基因

序列号。在 NCBI(http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/)中对获得的基因序列Blast在线比对获得

同源序列,通过 MEGA7.0软件构建系统进化

树,Bootstrap重复数为1000[16]。利用植原体在

线分类工具(iPhyClassifier(https://plantpathol-
ogy.ba.ars.usda.gov/cgi-bin/reso-urce/iphy-
classifier.cgi)对获得的16SrRNA序列进行相似

性系数分析和虚拟RFLP分析[17]。

2 结果与分析

2.1 感病柳树表现症状

柳树在初春时期,枝条顶端未展开,多表现为

丛枝症状(图1-A~1-C);4月花期,柳树花序畸
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形,表现为花变叶,随着其生长,后期形成不规则

疙瘩形状(图1-D~1-F);7-8月由于高温枝条顶

部水分及营养物质供应不足,导致病部及以上部

分枝条干枯(图1-G)。

A~C.丛枝症状;D~G.花变叶和枯死症状

A-C.Symptomsofwitches’-broom;D-G.Symptomsofphyllodyanddieback

图1 新疆柳树花变叶和丛枝病表现症状

Fig.1 Symptomsofwillowphyllodyandwitches’-broomdiseaseinXinjiang

  对新疆7个地区表现花变叶和丛枝的柳树植

株总DNA经PCR扩增后,1%琼脂糖电泳检测

结果 表 明,利 用 引 物 对 R16F2/R16R2经 巢 式

PCR扩增到约为1.2kb的16SrRNA片段;引物

对fTuf/rTuf经PCR扩增得到约800bp特异性

条带,ddH2O空白对照与健康对照均为扩增出特

异性条带(图2)。

2.2 16SrRNA序列比对及系统进化树分析

经测序结果表明,来自7个地区柳树病样扩

增得到的11条16SrRNA基因片段长为1235~
1240bp,将序列提交到GenBank登录号分别为:

MW411190、MW411193~ MW411201、MW390640。
利用 MegAlign软件对7个地区白柳花变叶植原

体16SrRNA基因序列一致性比较发现,G+C
含量为45.6%,序列一致性为99.4%~100.0%
(表2)。BLAST分析表明,柳树花变叶植原体

16SrRNA序列与榆树黄化组(EY)植原体文冠

果丛 枝 (‘Xanthocerassorbifolia’Bungewit-
ches’-broom phytoplasma,GenBank Accession
No.KC331045)和 桃 黄 化 (‘Prunuspersica’

yellowsphytoplasma,AccessionNo.KF523370)
同源性为99.76%。初步确定柳树花变叶植原体

属于16SrV组。系统进化树显示,柳树花变叶植

原体与榆树黄化组(16SrV)组植原体聚为一枝,
亲缘关系最近,进一步确定该植原体为16SrV组

成员(图3)。

  a.16SrRNA巢式PCR产物(1.ddH2O空白对照;2.健康对照;3~9.发病柳树;M.DNA Marker2000)Nest-PCRproductof16S

rRNA(1.ddH2Onegativecontrol;2.Healthycontrol;3-9.Diseasedwillow;M.DNAmarker2000)

b.tuf 直接PCR产物(1.ddH2O空白对照;2.健康对照;3~6.发病柳树;M:DNAMarker2000)PCRproductoftuf(1.ddH2Oneg-

ativecontrol;2.Healthycontrol;3-6.Diseasedwillow;M.DNAMarker2000)seasewillow;M.DNAMarker2000)

图2 柳树花变叶植原体16SrRNA和tuf 基因PCR检测结果

Fig.2 PCRdetectionresultsof16SrRNAandtufgeneofwillowphyllodyphytoplasma
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表2 利用 MegAlign对7个地区11条16SrRNA序列一致性的分析

Table2 Analysisofsequenceidentityofeleven16SrRNAinsevenregionsbyuseofMegAlign %
分离物
Isolate A B C D E F G H I J K

A 100.0
B 100.0 100.0
C 100.0 100.0 100.0
D 99.5 99.5 99.5 100.0
E 99.8 99.8 99.8 99.5 100.0
F 100.0 100.0 100.0 99.5 99.8 100.0
G 99.9 99.9 99.9 99.4 99.8 99.9 100.0
H 99.9 99.9 99.9 99.6 99.8 99.9 99.8 100.0
I 99.9 99.9 99.9 99.4 99.8 99.9 100.0 99.8 100.0
J 100.0 100.0 100.0 99.5 99.8 100.0 99.9 99.9 99.9 100.0
K 100.0 100.0 100.0 99.5 99.8 100.0 99.9 99.9 99.9 100.0 100.0

注 Note:A. MW411190;B. MW411193;C. MW411194;D. MW411195;E. MW411196;F. MW411197;G. MW411198;

H.MW411199;I.MW411200;J.MW411201;K.MW390640.

2.3 tuf 基因序列比对及系统进化树分析

从和田白柳、龙爪柳、阿拉尔白柳和阿克苏龙

爪柳病样中PCR扩增出的4个tuf 基因片段经

测序得到824bp的序列,GenBank登录号分别为

MW435399~MW435402。将该序列与NCBI数

据库的同源序列进行比对,结果表明,该序列与枣

疯病(GenBank登录号:GU137287)的tuf 基因

序列相似性为98.3%,采用邻近法构建系统进化

树表明,柳树花变叶植原体tuf 基因序列与榆树

黄化组植原体聚为一枝,与中国樱桃黄化致死

(GenBank登录号:KJ452549)亲缘关系最近,属
于榆树黄化组(EY)的tufV-B亚组。

图中“▲”代表研究所得序列

Inthefigure,“▲”representsthesequencefromthisstudy

图3 基于新疆柳树花变叶植原体16SrRNA(左)和tuf 基因 (右)序列以及相关植原体株系构建系统进化树

Fig.3 Phylogenetictreebasedon16SrRNA(left)andtuf (right)genesequencesofwillow

phyllodyphytoplasmafromXinjiangandotherrelatedphytoplasma
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2.4 16SrRNA虚拟RFLP分析

柳树花变叶植原体16SrRNA虚拟RFLP分

析结果表明,该植原体16SrRNA基因片段的限

制性片段长度多态性与枣疯病株系(GenBank登

录号:AB052876)有99.8%的相似性,虚拟RFLP
模式与16SrV-B亚组的参考模式相同,相似系数

为1.00。进 一 步 证 明 柳 树 花 变 叶 植 原 体 为

16SrV-B亚组成员。

3 讨 论

本研究以在新疆发现的表现出丛枝和花变叶

的柳树为材料,通过16SrRNA基因和tuf 基因

进行PCR扩增、构建系统进化发育树以及16S
rRNA虚拟RFLP分析,结果显示,在新疆地区发

现的柳树花变叶属于植原体病害16SrV-B亚组

成员。
柳树在新疆分布广泛,品种较多。作为园林

绿化和园艺观赏树种,对干旱地区防风固沙和水

土保持有重要作用。近年来,柳树植原体病害在

国内外不断被发现并报道,云南、陕西、内蒙、甘肃

和新疆均已见报道,分别属于16SrΙ-B、16SrΙ-C
和16SrVI-A组,引起症状有黄化、小叶、丛枝、增
殖和花变叶[18-20]。伊朗和印度也发现该病害,研
究人员报道该病害与植原体有关[21-23]。这是首次

报道柳树花变叶病害与16SrV-B亚组植原体

有关。

1992年王纯利等[5]首次报道新疆柳树植原

体病害,并将其命名为柳树丛枝病;朱天生[6]在山

东对柳树植原体病害进行了报道,将其命名为柳

树花变叶植原体;魏婷等[18]在陕西报道的柳树植

原体病害症状主要表现为黄化;自1992以来,该
病害在新疆各地区不断被发现,其发病不断加重。

Luan等[20]在2005年对新疆柳树花变叶植原体

病害进行了调查,结果显示,喀什及阿克苏地区发

病率达到60%,和田及阿拉尔地区近50%,巴州

地区近10%。该病害在新疆不同地区、不同柳树

品种上发病程度有所差异,严重者则树体顶枯,但
尚未发现有整株死亡现象。植原体感染柳树后,
部分柳树在不同时期症状表现也不同,如白柳,春
季有花变叶、丛枝症状混合发生,夏秋两季多表现

为丛枝症状。经过研究发现,花变叶和丛枝症状

植原体16SrRNA和tuf 基因序列间无差异,这
与植原体能引起寄主植物多种症状的特性相符。
但这是否与其他功能基因有关,仍需进一步研究。

该病害自发现以来,一直未见其传播介体的报道。
由于其分布广,防治困难,再考虑到柳树的经济效

益较低,因此,该病害的研究较为滞后,目前亟待

有效控制该病害的措施,以控制该病害传播,减少

林业损失。
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MolecularIdentificationofPhytoplasmaAssociated
withWillowPhyllodyinXinjiang

LIFeng,LAIGanggang,ZHAOZhihui,ZHANGPingandZHUTiansheng
(CollegeofPlantScience,TarimUniversity,SouthernXinjiangKeyLaboratoryofIPM/TheNationalandLocal

JointEngineeringLaboratoryofHighEfficiencyandSuperior-QualityCultivationandFruitDeepProcessing

TechnologyofCharacteristicFruitTreesinSouthXinjiang,AlarXinjiang 843300,China)

Abstract Inordertostudythepathogenicagentsofwillowphyllodydiseasefrom7regionsofXin-
jiang,molecularbiologytechniqueswereusedtoidentifythepathogens.ThetotalDNAofthewillow
treewasextractedbytheCTABmethod,andthe16SrRNAgeneandtufgenewereamplifiedby
PCR,andthesequencedgenefragmentswerecomparedbyBlastcomparisonandhomologycomparison
toconstructaphylogenetictree,andanalyzethvirtualRFLPof16SrRNA.Theresultsshowedthat
thefragmentsof16SrRNA(1238bp)andtuf(824bp)wereobtainedbyPCRamplification,which
provedthatthediseasewasrelatedtothephytoplasma,andwasnamedaswillowflowerphytoplasma
(WPP).The16SrRNAsequenceanalysisshowedthattheWPPwas99.68%homologousto‘Prunus
persica’yellowsphytoplasma,‘Ziziphusjujuba’witches’-broomphytoplasmaandapricotleafroll
phytoplasmahomology.Theresultsofthe16SrRNAvirtualRFLPanalysisshowedthattheWPPhad
99.8%similaritywiththeJWBstrain(GenBankaccessionnumber:AB052876).ThevirtualRFLP
modelwasthesameasthereferencemodelofthe16SrV-Bsubgroup,andthesimilaritycoefficientwas
1.00.ItfurtherprovedthatWPPwasamemberofthe16SrV-Bsubgroup.TheWPPtufgenewas
morethan99%homologoustotheElmyellows(EY)group.Thephylogenetictreeshowedthatthe
WPPandtheEYgroup(16SrV)phytoplasmaclustertogether,thewillowphyllodyphytoplasmabe-
longedtothe16SrV-Bandtuf-Bsubgroups.
Keywords Willow;Phytoplasma;Molecularidentification;16SrRNA;tuf
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