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广东红掌细菌性疫病病原菌的遗传多样性分析
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摘要 根据细菌基因组内广泛存在的短重复序列ERIC设计引物,采用Rep-PCR技术对来自广东省主要红

掌种植的9个市区27个品种的66个红掌细菌性疫病菌株(Xanthomonasaxonopodispv.dieffenbachiae,简称

Xad)进行遗传多样性分析。结果显示,在相似水平为0.85时,可以分为14个遗传组,其中Ⅰ、Ⅱ和Ⅹ为主要遗

传组,这表明广东红掌细菌性疫病菌遗传分化明显且具多样性。
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  具有观赏价值的许多天南星科植物,如万年青、
红掌、杯芋和合果芋等在热带及温带地区广泛种植。
红掌(Anthuriumandraeanum),因其色彩鲜艳、全
年开花,深受人们的喜爱,中国现已形成非常可观的

红掌产业。然而,由地毯草黄单胞万年青致病变种

(Xanthomonasaxonopodispv.dieffenbachiae,简
称Xad)引起的细菌性疫病是红掌的毁灭性病害。
该病原菌侵染红掌叶片和维管束系统,造成叶片枯

死或整株死亡[1]。该病害1972年在美国夏威夷首

次报道[2],20世纪80年代,此病害几乎摧毁整个夏

威夷的红掌花卉产业[3]。Xad 现已被世界许多国

家列为检疫性有害生物[4]。近年来,国内外不断有

关于红掌细菌性疫病新病区的报道[5-8],在中国广

东、云南、海南、台湾等地均有发生[9]。
红掌具有重要的经济价值,为减少细菌性疫病

造成的重大损失,研究者对该病原菌的分类鉴定、生
理生化和分子检测等方面进行了大量研究[10-12,19]。
目前,对病原细菌的鉴定和分型方法主要有16S
rDNA序列分析、限制性片段长度多态性(restric-
tionfragmentlengthpolymorphism,RFLP)技术、
随机扩增多态性DNA(randomamplifiedpolymor-
phicdna,RAPD)技术、外重复回文序列聚合酶链反

应(repetitiveextragenicpalindromicsequencepol-
ymerasechainreaction,Rep-PCR)、扩增片段长度

多态性(amplifiedfragmentlengthpolymorphism,

AFLP)技术、脂肪酸甲酯(fattyacidmethylestera-
nalysis,FAME)和碳源利用等。以黄单胞菌 Xan-
thomonas作为一种模式微生物,成功运用 AFLP、

Rep-PCR等基因组指纹方法,能快速高效地区分菌

株间的差异,表明这些方法可以成为细菌多相分类

的核心技术[13]。研究表明,来自某些特定天南星科

植物上和/或来自特定地理区域的细菌性疫病菌株,
反映了不同的遗传组成和群体基因型[14-16]。

广东是中国最重要的花卉产区和交易集散地。
近年来,不同红掌品种上均发现有Xad。但对来自

不同品种、不同地区的Xad是否存在菌系差异和遗

传多样性迄今尚不清楚。笔者应用Rep-PCR技术

对广东红掌细菌性疫病菌进行分析,旨在揭示该病

原菌群体的遗传多样性,为对红掌细菌性疫病进行

分子监测、快速诊断和抗病育种等提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 供试菌株及其来源

供试 地 毯 草 黄 单 胞 万 年 青 致 病 变 种 Xan-
thomonasaxonopodispv.dieffenbachiae(Xad)菌
株来自广东省广州、番禺、从化、高明、高要、珠海、肇
庆、中山、顺德等主要红掌种植基地,所有菌株由华

南农业大学细菌研究室保存与提供(表1)。



 第2期 付 贝 等:广东红掌细菌性疫病病原菌的遗传多样性分析  

表1 Xad菌株来源

Table1 OriginsofXadstrains

菌株编号
No.strain

红掌品种
Anthuriumvarieties

地理来源
Geographicalorigin

菌株编号
No.strain

红掌品种
Anthuriumvarieties

地理来源
Geographicalorigin

 Xad1-1 亚丽桑娜 Arazona 珠海Zhuhai  Xad29 Fantasylove 广州 Guangzhou
 Xad1-2 亚丽桑娜 Arazona 珠海Zhuhai  Xad30 Ventanasens 广州 Guangzhou
 Xad2 情迷 Qingmi 珠海Zhuhai  Xad31 Ventanasens 广州 Guangzhou
 Xad3 阿拉巴马 Alabama 珠海Zhuhai  Xad32 激情Passion 广州 Guangzhou
 Xad4-1 大哥大 Dakota 珠海Zhuhai  Xad33 Ladylove 广州 Guangzhou
 Xad4-2 大哥大 Dakota 珠海Zhuhai  Xad34 Sempre 广州 Guangzhou
 Xad5-1 亚丽桑娜 Arazona 番禺Panyu  Xad35 田纳西 Tennessee 广州 Guangzhou
 Xad5-2 亚丽桑娜 Arazona 番禺Panyu  Xad36 激情Passion 广州 Guangzhou
 Xad6 大哥大 Dakota 肇庆Zhaoqing  Xad37 Winny 广州 Guangzhou
 Xad7 粉冠军Pinkchampion 肇庆Zhaoqing  Xad38 Sacha 广州 Guangzhou
 Xad8 大哥大 Dakota 珠海Zhuhai  Xad39 樱桃红Cherryred 从化Conghua
 Xad9-1 粉冠军Pinkchampion 珠海Zhuhai  Xad40 大哥大 Dakota 从化Conghua
 Xad9-2 粉冠军Pinkchampion 珠海Zhuhai  Xad41 情迷 Qingmi 从化Conghua
 Xad10 小蜜蜂 Galaga 珠海Zhuhai  Xad42 骄阳Sunfire 从化Conghua
 Xad11 大哥大 Dakota 中山Zhongshan  Xad43 大哥大 Dakota 广州 Guangzhou
 Xad12 大哥大 Dakota 中山Zhongshan  Xad44 大哥大 Dakota 顺德Shunde
 Xad13 大哥大 Dakota 中山Zhongshan  Xad45 大哥大 Dakota 顺德Shunde
 Xad14 粉冠军Pinkchampion 中山Zhongshan  Xad46 大哥大 Dakota 高明 Gaoming
 Xad15 粉冠军Pinkchampion 中山Zhongshan  Xad47 大哥大 Dakota 高明 Gaoming
 Xad16 宁静Serenity 高明 Gaoming  Xad48-1 大哥大 Dakota 高明 Gaoming
 Xad17 大哥大 Dakota 高明 Gaoming  Xad48-2 大哥大 Dakota 高明 Gaoming
 Xad18 阿拉巴马 Alabama 高明 Gaoming  Xad49 白公主 Whiteprincess 高明 Gaoming
 Xad19-1 粉冠军Pinkchampion 高要 Gaoyao  Xad50 粉冠军Pinkchampion 广州 Guangzhou
 Xad19-2 粉冠军Pinkchampion 高要 Gaoyao  Xad51 阿拉巴马 Alabama 广州 Guangzhou
 Xad20 甜梦Sweetdream 广州 Guangzhou  Xad52 大哥大 Dakota 广州 Guangzhou
 Xad21 Midori 广州 Guangzhou  Xad53 阿拉巴马 Alabama 广州 Guangzhou
 Xad22 新株系 Newline 广州 Guangzhou  Xad54 阿拉巴马 Alabama 广州 Guangzhou
 Xad23 新株系 Newline 广州 Guangzhou  Xad55 粉冠军Pinkchampion 广州 Guangzhou
 Xad24 Mystral 广州 Guangzhou  Xad56 粉冠军Pinkchampion 广州 Guangzhou
 Xad25 肯塔基 Kentucky 广州 Guangzhou  Xad57 大哥大 Dakota 广州 Guangzhou
 Xad26 Fiesta 广州 Guangzhou  Xad58 粉冠军Pinkchampion 广州 Guangzhou
 Xad27 红冠军 Redchampion 广州 Guangzhou  Xad59 粉冠军Pinkchampion 广州 Guangzhou
 Xad28 Impreza 广州 Guangzhou  Xad60 粉冠军Pinkchampion 广州 Guangzhou

1.2 病原细菌基因组 DNA 的提取

将Xad菌株接种在LB液体培养基中,30℃,

180r/min,振荡培养12h。采用试剂盒(北京全式

金生物技术有限公司)方法,提取病原细菌基因组总

DNA,将DNA质量浓度调至50ng/mL,在1.0%
的琼脂糖凝胶上进行电泳。
1.3 引物序列及合成

采用以细菌基因组内广泛存在的短重复序列

ERIC为 基 础 设 计 的 引 物 ERIC1R(5′-ATGTA-
AGCTCCTGGGGATTCAC-3′)和 ERIC2 (5′-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3′)[17],均由

上海英骏基因公司合成。
1.4 Rep-PCR 反应

PCR反应液体积为25μL,其中 XadDNA模

板1μL、10×PCRbuffer2.5μL、dNTPs2μL、引
物各1μL、Tag 酶(5U/μL)0.4μL,用双蒸水补

足。反应条件:预变性95℃7min,循环32次(变性

94℃1min,退火52℃1min,延伸65℃8min),最

后65℃下15min,PCR产物4℃保存。
1.5 PCR 扩增产物琼脂糖凝胶电泳检测

取6~8μL扩增产物于1.5%琼脂糖胶上电泳

(时间2~3h),电泳完毕,将凝胶置于凝胶成像系

统中扫描。
1.6 Rep-PCR 图谱的聚类分析

利用ERIC引物扩增产物电泳图谱中各位点条

带的有无对REP-PCR扩增产物的指纹图谱进行读

带,有带的记为“1”,无带的记为“0”,制成Excel文

件用于聚类分析。
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利用Ntsys软件包,对结果以非加权算术平均

数配对法(unweightedpair-groupmethodwitha-
rithmeticaverages,UPGMA)绘出聚类树状图,构
建系统树状图谱,并进行菌株的聚类分析。

2 结果与分析

2.1 Rep-PCR 分析

引物ERIC扩增出的 DNA 片段大小范围为

300bp~10kb,琼脂糖电泳有6~13条主带,共有

8种指纹谱型,其中有些谱型仅有一个带位之差,
如 Xad17与 Xad18、Xad27与 Xad30;Xad13、

Xad35、Xad42和Xad56等菌株与其他菌株电泳指

纹图谱差异较大(图1);同一地点不同品种分离出

的菌株指纹图谱差异不明显,但也有特殊情况,如

Xad41与Xad42均采自从化,但品种不同,指纹图

谱有明显差异;同一品种不同地点的菌株部分指纹

图谱有差异,如Xad11与Xad17,有些差异不明显;
不同地点不同品种菌株间差异相对明显。

  M:DL10000marker;1~66:Xad24,Xad25,Xad26,Xad27,Xad28,Xad30,Xad31,Xad32,Xad33,Xad34,Xad35,Xad36,

Xad37,Xad38,Xad39,Xad40,Xad41,Xad42,Xad44,Xad45,Xad46,Xad47,Xad48-1,Xad48-2,Xad49,Xad50,Xad51,Xad52,

Xad53,Xad54,Xad55,Xad56,Xad57,Xad1-1,Xad1-2,Xad29,Xad2,Xad3,Xad4-1,Xad4-2,Xad5-1,Xad5-2,Xad6,Xad7,

Xad16,Xad43,Xad58,Xad59,Xad60,Xad8,Xad9-1,Xad9-2,Xad10,Xad11,Xad12,Xad13,Xad14,Xad15,Xad17,Xad18,

Xad19-1,Xad19-2,Xad20,Xad21,Xad22,Xad23.

图1 Xad菌株的Rep-PCR电泳图

Fig.1 TheRep-PCRelectrophoresismapofXadstrains

2.2 Xad 菌株的聚类分析

根据PCR扩增DNA产物电泳带位的有无,转
换为数码1或0,采用 Ntsys软件对红掌细菌性疫

病的66个菌株进行 UPGMA聚类分析,绘制成树

状图。分析结果表明,在相似水平为0.85时,供试

的66个菌株可以分为14(Ⅰ~ⅩⅣ)个遗传组,其
中Ⅰ、Ⅱ和Ⅹ为主要遗传组(图2)。

遗传组Ⅰ包括Xad24、Xad25、Xad26、Xad32、

Xad36、Xad27、Xad34等7个来自广州进口红掌上

的 菌 株,以 及 Xad3、Xad1-1、Xad1-2、Xad2、

Xad8、Xad9-1等来自珠海的6个不同红掌品种的

菌株;遗 传 组Ⅱ主 要 以 广 州 的 菌 株 为 主,包 括

Xad28、Xad30、Xad31、Xad33、Xad37、Xad38、

Xad21、Xad22、Xad23、Xad20等来自广州进口红

掌品种的10个菌株,来自高要的2个粉冠军品种的

菌株Xad19-1、Xad19-2,来自中山的2个粉冠军品

种的菌株Xad14、Xad15,以及1个来自高明的阿拉

巴马菌株 Xad18;遗传组Ⅹ主要以广州的菌株为

主,包 括 Xad50、Xad43、Xad59、Xad57、Xad60、

Xad51、Xad54等来自广州本地红掌品种的7个菌

株,来自高明的4个 大哥大品种的菌株 Xad46、

Xad47、Xad48-1、Xad48-2,来自从化的3个不同

品种的菌株 Xad39、Xad40、Xad41,来自番禺的

2个均为亚丽桑娜品种的菌株Xad5-1、Xad5-2,来
自顺德的2个大哥大品种的菌株Xad44、Xad45。

24
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  从上到下对应的 Xad 菌株分别为 FromtoptobottomcorrespondingXadstrains,respectively:Ⅰ.Xad24,Xad25,Xad26,

Xad32,Xad36,Xad1-2,Xad2,Xad3,Xad27,Xad1-1,Xad8,Xad9-1,Xad34;Ⅱ.Xad28,Xad30,Xad31,Xad33,Xad37,Xad38,

Xad18,Xad14,Xad15,Xad19-1,Xad19-2,Xad21,Xad22,Xad23,Xad20;Ⅲ.Xad29,Xad12,Xad13;Ⅳ.Xad17;Ⅴ.Xad42,

Xad56;Ⅵ.Xad4-2;Ⅶ.Xad55,Xad7;Ⅷ.Xad52,Xad16;Ⅸ.Xad58;Ⅹ.Xad39,Xad40,Xad41,Xad45,Xad47,Xad48-1,

Xad50,Xad5-2,Xad43,Xad46,Xad59,Xad48-2,Xad57,Xad60,Xad44,Xad51,Xad5-1,Xad54;ⅩⅠ.Xad9-2;ⅩⅡ.Xad53,

Xad11,Xad10;ⅩⅢ.Xad35;ⅩⅣ.Xad49,Xad4-1,Xad6.

图2 66个Xad菌株DNA的聚类分析树状图

Fig.2 Dendrogramof66XadstrainsgeneratedbyUPGMAclusteranalysis

3 讨 论

近年来,揭示植物病原细菌遗传变异的技术日

趋成熟,Rep-PCR技术已广泛应用于植物病原细菌

分类、检测及病原物群体遗传多样性的分析。Rep-
PCR是基于基因组重复序列的一种DNA 多态性,
操作简便、重复性好,目前用于植物病原细菌多样性

研究较 多 的 是 以 细 菌 基 因 组 的 重 复 序 列 REP、

ERIC和BOX设计引物,通过PCR扩增,比较菌株

间的指纹图谱,可快速区分病原细菌种、亚种(致病

变种)以及同一致病变种内菌株间的差异。在黄单

胞菌Xanthomonas研究中,国内利用Rep-PCR 技

术成功监测水稻白叶枯病菌(Xanthomonasoryzae
pv.oryzae)[18-19]、细条斑病菌(Xanthomonasoryzae
pv.oryzicola)[20]和棉花角斑病菌(Xanthomonas
campestrispv.malvacearum)[21]的 遗 传 多 样 性。

国外 用 Rep-PCR 技 术,对 草 莓 角 斑 病 菌(Xan-
thomonasfragariae)[22]、甘 蓝 黑 腐 病 菌 (Xan-
thomonascampestrispv.campestris)[23]等植物病

原细菌的菌群遗传谱系变化已有研究。Khoodoo
等[24]利用RAPD-PCR 以及Southern技术对主要

来自美国和毛里求斯等国家25个不同天南星科植

物上的Xad菌株进行多样性研究,将其分为4个遗

传组。近年来,国外关于Xanthomonas遗传多样性

的研究越来越多。Dinesh等[25]用Rep-PCR(REP-,

BOX-andERIC-PCR)的方法对引起十字花科黑腐

病的甘蓝黑腐病菌(Xanthomonascampestrispv.
campestris,简称Xcc)印度株的遗传多样性进行了

研究,在相似水平为0.75时,将22个Xcc菌株分为

8个 亚 组。Adhikari等[26]对 美 国 北 达 科 他 州 由

Xanthomonastranslucenspv.undulosa(简称 Xtu)
引起的细菌性条斑病的遗传多样性进行了评估,用

34
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Rep-PCR和IS-PCR的方法证明了226个Xtu菌株

的遗传多样性,并得出不同 Xtu菌株的地理差异。

Donahoo等[27]用Rep-PCR方法对从10种天南星

科寄主上分离的175个 Xad 菌株进行综合遗传性

分析来鉴定病原菌的突变性,结果将其分为4个主

要的遗传组。同时,对分离自红掌(Anthuriuman-
draeanum)、花叶万年青(Dieffenbachiaseguine)、
合果芋(Syngoniumpodophyllum)的40个 Xad
菌株用AFLP和FAME技术进一步鉴定。

本试验首次对广东红掌细菌性疫病病原菌进行

Rep-PCR分析,ERIC聚类分析结果表明,来自广东

省主要红掌产区的9个市区27个红掌品种的66个

Xad菌株,可以分为14个遗传组,其中Ⅰ、Ⅱ和Ⅹ
为主要遗传组。聚类结果表明,相同地理来源的菌

株大体上聚在一类,但也出现一些例外,说明广东红

掌细菌性疫病病原菌存在遗传多样性。
通常在利用Rep-PCR研究细菌多样性时,是以

细菌基因组的重复序列REP、ERIC和BOX设计引

物。本试验在对Xad 菌株进行遗传多样性分析时,
使用REP1R/REP2[28]、BOX1R[29]等引物扩增Xad
后,DNA电泳谱带很少且不清晰,对菌株的分辨率

相对较低,不能有效区分菌株间的遗传差异(未发表

资料)。而选用短重复序列ERIC引物,进行PCR
扩增后条带多,多态性丰富且菌株间差异明显,能较

好地反映Xad的遗传多样性。聚类分析结果表明,

ERIC引物可以区分不同来源的的Xad菌株,这对

进一步确定Xad 菌株的致病力分化和菌株的遗传

变异具有重要参考价值。但 Xad 病原菌与不同寄

主及其致病性的关系如何,不同寄主来源的Xad菌

株之间的遗传背景有何不同,是否也存在着较高的

遗传多样性还有待进一步研究。
根据本试验结果,在红掌细菌性疫病的分子检

测、品种抗性鉴定以及红掌种植过程中,要考虑病菌

的遗传多样性所导致的致病性分化;在进行抗病育

种和品种抗性鉴定时,要选用优势菌群;在大面积种

植红掌过程中,要考虑不同品种搭配、防止品种单

一,以避免细菌性疫病的大规模流行。
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AnalysisofthegeneticdiversityofXanthomonasaxonopodis
pv.dieffenbachiaeinGuangdongProvince

FUBei1 ZHOUXiao-yun2 LUOJian-jun1 LIUQiong-guang1

1.CollegeofNaturalResources&Environment/KeyLaboratoryofMicrobialSignals
andDiseaseControl,GuangdongProvince,SouthChinaAgriculturalUniversity,

Guangzhou510642,China;

2.GuangzhouFloweringPlantResearchCentre,Guangzhou510360,China

  Abstract Theevaluationofgeneticdiversityof66Xanthomonasaxonopodispv.dieffenbachiae
(Xad)strainsfrom27anthuriumvarietiesin9citiesfromGuangdongProvincewasconductedbyRep-
PCRtechnology.TheDNAofXadwasamplifiedbytheprimerERICandthegeneticdiversitywas
evaluatedbyUPGMAclusteringanalysis.Theresultsshowedthat66Xadstrainscouldbedividedinto
14geneticgroupsatthesimilaritylevelof0.85,andthegeneticgroupⅠ,ⅡandⅩ werethemajor
groups.ItshowsthattherewereobviousdifferentiationandrichdiversityinX.axonopodispv.dieffen-
bachiaestrainsinGuangdongProvince.

Keywords Anthuriumandraeanum;Xanthomonasaxonopodispv.dieffenbachiae;geneticdiversi-
ty;Rep-PCR
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