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摘要 槟榔黄化病是槟榔上的一种重要病害．如何快速检测该病原菌是防治该病的重要基础。利用植原体 16S rDNA 

通用引物对海南感染黄化病的槟榔花苞总 DNA进行巢式 PCR扩增．获得约 1．2 kb的特异片段．并对扩增产物进 

行核苷 酸序列测定 通过 BLAST程序 比较 、系统进 化树 构建及 iPhyClassifier分析表 明．引起 海南 槟榔黄化病病 

原植原体属于翠菊黄化植原体组(16Sr I组)，且为该组中一个新的亚组，即G亚组，现将其暂命名槟榔黄化植原体 

(Arecanut yellow leaf phytoplasma，AYL)。 
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槟榔 (AFec口cathecH L．)是 中国四大南药 (槟榔 、砂仁 、益智 、巴戟 )之首 ，药用价值很高 。槟榔产业 

是海南省热带作物产业中仅次于天然橡胶的第二大支柱产业。自1981年，在屯昌发现槟榔黄化病以来， 

琼海、陵水、万宁、三亚等地的槟榔种植区相继开始发现黄化病的危害，发生情况逐年严重，发生地点 

和面积也不断扩大．大量槟榔植株黄化死亡，严重影响了海南槟榔产业的健康发展ll-51。俞浩等[2】调查认为 

万宁、屯昌的槟榔黄化病是由缺钾引起。金开璇等[61通过电镜观察发现海南槟榔黄化病病株的输导组织内 

存在类细菌(Bacteria—like Organisms．简称 BLO)与类菌原体(Mycoplasma like organisms，MLO)菌体，初 

步认为海南槟榔黄化病是由 BLO与 MLO复合侵染引起的。在此之后，罗大全等l7{1通过电镜观察、抗菌素 

注射诊断、PCR技术检测 ．证实海南槟榔黄化病是 由植原体 (原称类菌原体)引起 ，但未见从分子水平等方 

面对其分类地位研究的报道 笔者采用分子生物学方法对田间采集到的表现黄化症状的槟榔植株进行植 

原体 16S DNA的克隆、测序，明确其分类地位。以期为槟榔黄化病快速检测技术体系的建立提供理论依 

据．为探索该病害的防治奠定基础。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

表现典型黄化症状的感病样品采 白海南 屯昌(3株 )：Dcl、De2、Dc5；定安(3株 )：Da2、Da3、Da5； 

琼海(3株)：Qh21、Qh22、Qh23；万宁(3株)：Wnl、 Wn2、 Wn3；三亚(3株)：Syl5、Sy21、Sy22； 

健康样品采自海南儋州 

1．2 方法 

1。2．1 槟榔花 苞总 DNA的提取 参照 IJee等f9】的提取方法 ．提取的 DNA于一20℃冰箱保存备用。 
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1．2．2 16S rDNA巢式PCR扩增(Nested—PCR)和克隆 根据 Gundersen等㈣和Lee等【· 】报道的引物对扩 

增植原体 16S rDNA基因片段序列。R16mF2／R16mR1作为第一引物对，R16F2n／R16R2作为第二引物对， 

进行巢式 PCR扩增 引物对序列如下 ： 

R16mF2：5 一CATGCAAGTCGAACGGA 一3 ； 

R16mRl：5 -CTI"AACCCCAATCATCGAC一3 ； 

R 1 6F2n：5 一ACGACTGCTAAGACTGG一3 ； 

R16R2：5 一GCGGTGTGTACAAACCCCG一3 。 

引物R16mF2／R16mR1和R16F2／R16R2均由上海英俊生物技术有限公司合成。 

PCR反应模板：直接 PCR以提取的总DNA为模板，巢式 PCR以直接 PCR产物稀释 50倍后为模板。 

PCR反应均以健康槟榔花苞总 DNA为阴性对照和无菌双蒸水为空白对照。反应体系为25 L，含有 

10x PCR buffer 2．5 IxL、10 I~mol／L引物各 l L、10 mmol／L dNTP 2 L、0．125 L Taq DNA聚合酶 5 U／tzL 

(大连TaKaRa公司)，1 L模板 DNA，无菌水 18．375 txL。PCR反应条件为94℃，2 min；94℃ 1 min， 

45℃ 45 S，72 oC l min，共 30个循环，72℃ l0 mjn。PCR产物于 l％琼脂糖凝胶中电泳，经溴化乙锭染 

色后。用 UVI凝胶成像系统观察 PCR扩增m的目标产物由 TaKaRa Agarose Gel DNA Purification Kit 

Ver．2．0纯化回收，将 目标产物与 pMD18一T Simple载体连接，转化至 Ecoil DH5a中 ，利用 PCR反应筛选 

阳性克隆 

1．2．3 核苷酸序列测定与分析 序列测定委托上海英骏生物技术有限公 司 

序列拼接用 DNAStar软件包中的SeqMan进行：序列相似性比较及分析用 MegAlign的Clustal V方法 

进行。 

序列相似性查找通过BLAST(http：／／www．ncbi．nlm．nih．gov／)程序进行 

进化树构建用 MEG4．0软件，最小进化(Minimum Evolution)分析用近邻交换算法(Close—Neighbor— 

Interchange，CNI)~ ，起始树用邻近相邻；~(Neighbour-Joining，NJ)建立，以1 000为重复值进行Bootstrap 

效验。选择Acholeplasma laidlawii(M23932)为外群。 

1．2 4计算机模拟 16S rDNA限制性内切酶酶切及相似性分析 利用植原体分类鉴定的在线工具-iPhyClassifier 

进行序列分析[t2—14]，任意2个植原体株系间相似系数(similaritv coefficient，F)根据公式 F=2Nxyl(Nx+Ny) 

进行计算，其中 、Y为酶切的2个植原体株系， 和 分别代表 2个株系用 l7种限制性内切酶 I， 

BamH I，8fa I，BstU I，Dra I，EcoR I，Hae m，Hha I， I，Hpa I，HpaⅡ， n I，Sau3A I， 

Mse I，Rsa I，Ssp I， I)酶切产生的 RFLP条带数，Nxy为 和Y 2个株系共有的 RFLP条带数。 

相似系数 F≤0．85，被划分为不同的组，相似系数 F≤0．97，被划分为不同的亚组；待分析序列和亚组中 

代表性株系的相似系数为 0．99或 0．98时 ，该序列为该亚组的变种 。用 1个或 2个星号表示( 或 料)， 

如。16Sr I—A (F：0．99)，16Sr I—A (F=0．98) 

2 结果与分析 

2．1 PCR检测结果 

从表现黄化症状的槟 

榔花苞样品总 DNA中扩增 

出约 1．2 kb的 特 异 片 段 ． 

片段大小与 Lee等【1】】报道的 

相符 ．而健康植株和双蒸 

水对照均未出现特异扩增 

片段(见图 1)。 

bp 

2000 

1 ooO 

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ll 12 13 14 15 16 CK 

M．DL2000 Marker；1．Dcl；2．De2；3．De5；4．Da2；5．Da3；6．DaS；7．Qh21；8．Qh22； Qh23 

10．Wnl；11．Wn2；12．Wn3；13．Syl5；14．Sy21；15．Sy22；16．健康槟榔样品；CK．空白对照。 

图 1 槟榔黄化病样品 16S rDNA的 PCR扩增产物凝胶电泳 
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2．2 植原体 16S rDNA基因片段的序列分析 

将 Dc1、Da3、Qh22、Wn2和 Sv15样品扩增到的特异片断进行纯化 、克隆、测序。结果表明，5个样 

品的测序结果相 同．16S rDNA基因扩增片段含有 1 237个核苷酸(GenBank登录号为 FJ694685)．G+C的 

含量为47．0％。利用国际基因数据库 GenBank中的BLAST程序对测序结果进行同源性检索发现．与该序 

列有同源关系的序列均为植原体序列．与 16Sr I组中植原体的同源性最高．在 98．3％以上 将此植原体 

株系暂命名槟榔黄化植原体(Arecanut vellow leaf，AYL)。 

2．3 计算机模拟 16SrDNA—RFLP电子酶切图谱及相似系数分析 

利 用植 原体 分类 鉴 定 的在 线工 具 

iPhyClassifier进行分析．结果表明：与 

16Sr I—B亚组 中的 M30790相似系数最 

高 ．但 AYL与 16Sr I—B组 中 M30790 

的H n厂I限制性内切酶的酶切图谱不同 

(图 2)，相似 系数 为 F=2Nxy／(Nx+Ny)= 

2x50／(52+51)=0．97。其中． 为M30790： 

y为AYL(表1)。 

A．槟榔黄化病植原体 

表 1 M30790和 AYL的模拟 RFLP图的详细比较结果 

限制性内切酶 m ，̂砷 限制性内切酶 ， 

血I fAGCT1 6 6 6 HpaI(GTFAAC) 2 2 2 

BamHI fGGATCC1 1 1 l Hpa11(CCGG) 4 4 4 

舀I fCTAG1 4 4 4 KpnI fGGTACC1 3 3 3 

BstUI rCGCG1 3 3 3 MseI rrrAA1 5 5 5 

I仃TITAAA1 2 2 2 Rsal fGTAC1 5 5 5 

晟 I fGAA11℃1 2 2 2 Sau3A I fGATC1 2 2 2 

HaelIlfGGCC1 2 2 2 SspI fAATA ITn 1 1 1 

t／haI fGCGC) 3 3 3 TaqlfTCGA) 3 3 3 

月 ，I rGAN I℃ 4 3 2 总数 52 5l 5O 

B．‘Ca．Phytoplasma asteris’(M30790) 

图 2 16S rDNA的模拟 RFLP酶切图谱 

2．4 系统进化树构建及分析 

用 MEGA 4．0软件构建了槟榔黄化病植原体和植原体组／亚组中代表性株系的进化树．槟榔黄化病植 

原体与 16Sr I组的关系最近，但在同一大的进化分支上，明显不同于 16Sr I组中的其他亚组，而在独立 

的小分支上(图3)。 

3 讨论 

罗大全等[71通过电子显微镜观察，在槟榔病株叶脉、叶鞘基部呈水渍状的幼嫩花苞中观察到了植原体， 

大小为 180～550 nIll，单位膜的厚度为 9～13 n1TI，而健康植株中未观察到植原体的存在；用二种四环素族 

抗菌素注射感病海南槟榔黄化病植株后，植株的新叶能正常抽出，黄化症状减轻，而对照病株不抽叶， 

全株黄化．植株长不大．不能开花．这也符合植原体能被四环素族抗生素所抑制的特点。利用植原体通 

用引物对槟榔黄化病样品进行巢式 PCR扩增得到约 1．2 kb的特异片段 ，而健康植株未扩增到该特异片段 ， 

经序列测定得到长为 1 237个核苷 酸片段 ．G+C的含 量为 47．0％。利用 国际基因数据库 GenBank中的 

BLAST程序对测序结果进行同源性检索发现．与该序列有同源关系的序列均为植原体序列．与 16Sr I组中 

植原体的同源性最高．在 98．3％以上 通过植原体分类鉴定的在线工具一iPhyClassifier分析，AYL与16Sr 
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图 3 基于 16S rDNA序列构建的槟榔黄化病植原体和 16Sr组／亚组中代表性的植原体株系的进化树 

I—B组中M30790的相似系数最高．为0．97．Wei~2- 3]和Zhao等㈣将植原体 16S rDNA～F2n／R2片段进行模 

拟 RFLP，将形态相似系数≤0．97的划分为不同的亚组，说明AYL代表 16Sr I组中的 1个新的亚组；系 

统进化树分析也表明 AYL明显不同于 16Sr I组中的其他亚组，在独立的小分支上，建议将 AYL所在的亚 

组命名为 16Sr I—G亚组 

发生在中国海南省和印度的槟榔黄化病在症状表现上非常相似。印度学者 Nayar等【-5】在 1978年证明 

了印度槟榔黄化病是由植原体引起的．但 Pumshothama等 用植原体通用引物未从印度感病的槟榔叶片中 

扩增到特异片段 本研究亦无法获得印度槟榔黄化病植原体材料开展比较研究，仍有待确认中国海南省 

和印度发生的槟榔黄化病病原的相关性 
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M olecular Identification of Pathogens from Arecanut Yellow Leaf Disease in Hainan 
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，
Hainan 571737； 
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Abstract Arecanut yellow leaf disease was an important disease infecting areca nut palm(A reca catechu L1． 

A PCR product(about 1．2 kb)was amplified in nested-PCR assay with phytoplasma universal 1 6S rRNA 

gene primers，and the total DNA sample extracted from diseased areca nut inflorescence was used as the 

template．The amplified fragments were sequenced．Sequence comparison in the Blast program of GenBank
， 

construction of phylogenetic tree and iPhyClassifier analysis indicated that the phytoplasma causing areca 

nut yellow leaf disease in Hainan belonged to a new subgroup，subgroup G，of Aster yellows group(1 6Sr I 

group)，and was temporarily named areca nut yellow leaf phytoplasma． 

Keywords areca nut yellow leaf disease；phytoplasma；16S rDNA；molecular identification
． 
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