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封面图说: 泥炭藓大多生长在多水、寒冷和贫营养的生境,同时有少数的草本、矮小灌木也生长在其中,但优势植物仍然是泥炭藓

属植物。 泥炭藓植物植株死后逐渐堆积形成泥炭。 经过若干年的生长演变,形成了大片的泥炭藓沼泽。 这种沼泽地

有黑黑的泥炭、绿绿的草甸和亮晶晶的斑块状水面相间相衬,远远看去就像大地铺上了锦绣地毯一样美丽壮观。
彩图提供: 陈建伟教授摇 国家林业局摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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柑橘黄龙病株不同部位内生细菌群落结构的多样性

刘摇 波1,*,郑雪芳1,孙大光1,2,阮传清1,范国成3,段永平4

(1. 福建省农业科学院农业生物资源研究所,福州摇 350003; 2. 福建师范大学生命科学学院,福州摇 350003;

3. 福建省农业科学院果树研究所福州,350003 ; 4. 美国农业部佛罗里达园艺试验室,弗罗里达摇 34945)

摘要:采用 PCC(Pearson correlation coefficient)、系统聚类和多样性指数研究了柑橘黄龙病(citrus huanglongbing, HLB)植株不同

部位叶片、枝条及其根部内生细菌的相互关系及其群落结构多样性。 结果表明,从供试柑橘中分离得到 26 株内生细菌(叶片

10 株,枝条 14 株,根部 2 株)隶属于 10 个属 19 个种。 Nested鄄PCR 结果显示,柑橘植株不同空间叶片中,黄龙病病原的阳性检出

率为 58. 3% 。 用 LSD 法比较显示,柑橘内生细菌在不同器官的分布量大小依次为根>叶>枝条。 上、中、下不同部位叶片和枝条

内生细菌分布量差异不显著,而东、西、南、北不同方位的叶片和枝条内生细菌分布量差异显著(P<5% )。 柑橘内生细菌之间的

PCC 分析表明,Bacillus pumilus 和 Bacillus sp. 与柑橘黄龙病病原菌呈显著负相关,Bacillus sp. 和 Bacillus pumilus 与 Bacillus
subtilis 呈显著正相关。 Bacillus brevis 和 Escherichia hermannii 与 Bacillus vesiculariss 存在显著正相关。 对柑橘不同器官内生细菌

的 PCC 分析表明,同种器官的内生细菌之间呈正相关,不同器官的内生细菌之间呈负相关。 以内生细菌在各器官的分布量为

指标分析不同器官之间的相关性,结果表明,叶片与枝条呈正相关,PCC 为 0. 55,叶片与根部、枝条与根部均呈负相关,PCC 分

别为-0. 19 和-0. 13。 16S rDNA 序列聚类分析表明,柑橘内生细菌可分为两大类,第玉大类为革兰氏阳性菌,第域大类为革兰

氏阴性菌。 第玉大类又可以分为芽孢杆菌属和短小杆菌属两个亚类,第域大类也可以分两个亚类。 对柑橘黄龙病病原与叶片

内生细菌进行聚类分析,可以分为三类,第玉类特征为内生细菌存在所有部位的叶片;第域类特征为内生细菌与黄龙病病原菌

存在负相关性;第芋类特征为内生细菌只存在特定部位叶片。 当马氏距离为 27. 23 时,可将柑橘黄龙病内生细菌群落结构聚为

3 类,第玉类特点是在不同部位叶片均有分布,为完全分布类型,且分布量较大,第域类特点是在各器官中均为不完全分布类

型,且分布量不均匀,第芋类特点是根部分布特性且分布量较大。 分析多样性指数表明, SHANNON(H1)指数在叶片最高,根部

最低。 SIMPSON(D)指数在枝条最高,根部最低。 Pielou 指数在根部最高,枝条最低。
关键词:柑橘黄龙病;内生细菌;多样性;群落结构

The community structure of endophytic bacteria in different parts of
huanglongbing鄄affected citrus plants
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Abstract: The analyses methods of Pearson correlation coefficient (PCC), hierarchical cluster analysis and diversity index
were used to study the relevance between citrus huanglongbing (HLB) and the endophytic bacteria in different branches and
leaves as well as roots of huanglongbing (HLB)鄄affected citrus trees. The results showed that 26 isolates (10 isolates from
leaves, 14 isolates from branches and 2 isolates from roots) from HLB鄄affected citrus plants belonged to 19 bacterial species
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in 10 Genus. Among the 12 tested leaf samples, 58. 3% of them were positive for the HLB pathogen using Nested鄄PCR.
The numbers of endophytic bacteria in the different parts of citrus plants ranked as in citrus root > in leaves > in sticks
using statistical LSD (least significant difference) . The numbers of endophytic bacteria in leaves with different orientations
were significant different but little differenct were found among upper parts, middle parts and lower parts. Among the
bacterial populations, Bacillus pumilus and Bacillus sp. were significantly negatively correlated to HLB. bacterium; Bacillus
sp. and Bacillus pumilus was positively correlated to Bacillus subtilis, while Bacillus brevis and Escherichia hermannii was
positively correlated to Bacillus vesicularis. Furthermore, there was no correlation between Bacillus subtilis and Bacillus
brevis based on PCC analysis. The correlations among the bacteria from the same tissue such as the leaves, sticks and roots
were significantly positive, while the correlations among the bacteria from the different tissues were negative. The correlation
coefficient of endophytic bacteria between the leaves and the sticks was over 0. 55 (P<0. 05). Based on clustering analysis
of 16S rRNA gene sequences, citrus endophytic bacteria was divided into two groups:Gram鄄positive and Gram鄄negative.
The correlations between HLB bacterium and other bacteria were divided into 3 groups. The bacteria in group 玉 distributed
in all leaves; and the bacterias in the group 域 were negatively corrected to HLB bacterium while in the group 芋 bacterias
resided only in certain leaves. When mahalanobis distance was 27. 23, the endophytic bacteria were clustered into three
groups. The bacterias in group I distributed in all leaves, so called completely distribution, but the bacterias in group 域
were incompletely distribution, and the bacteria in group 芋 only distributed in the roots. Based on the community diversity
indexes of Shannon, Simpson and Pielou, it is concluded that the maximum of SHANNON(H1) index was in the leaves,
and the minimum was in the roots, however, the maximum of SIMPSON(D) index was in the sticks, and the minimum was
in the roots and the maximum of Pielou index was in the roots while the miinimum was in the sticks.

Key Words: citrus huanglongbing; endophytic bacteria; diversity; community structure

柑橘黄龙病(Citrus huanglongbing,简称 HLB)是世界柑橘生产上最具毁灭性的病害之一[1],严重影响到

柑橘产业的发展。 柑橘黄龙病病原菌(Candidatus Liberibacter asiaticus)是一种韧皮部杆菌属类细菌,属于革

兰氏阴性细菌[2]。 对柑橘黄龙病的研究,在黄龙病分子检测[3],传播虫媒,流行规律,病原菌基因组 DNA 序

列[4],控制技术等方面已有过许多报道。 作者前期研究发现,在感染黄龙病的柑橘植株上,存在着同个器官

感染状态不同,如病株一部分叶(茎、根)感染,另一部分无感染;同个部位感染状态不同,如病株上部一部分

叶(枝)感染,另一部分无感染。 这种病株间不同器官、不同部位病原分布的差异性的原因是什么,是否与植

株内生菌的分布有关,这一现象国内外的相关研究未见报道。 柑橘内生细菌的研究前人有过报道,Lacava 等

从健康柑橘植株体内分离得到的萎蔫短小杆菌(Curtobacterium flaccumfaciens),能够明显减弱由苛养木杆菌

(Xylella fastidiosa)引起的杂色褪绿病(Citrus variegated chlorosis,CVC)的症状[5鄄6]。 Ara俨jo 等从幼小柑橘叶片

中分离得到很多细菌以及真菌,其中可以引起柑橘黑斑病的病原菌(Guignardia citricarpa)所分泌的代谢产物

可以抑制一些芽胞杆菌(Bacillus)的生长[6]。 然而,关于柑橘黄龙病植株内生细菌研究报道很少,仅见王爱华

等研究了柑橘黄龙病植株和柑橘健康植株内生细菌种类存在一定差异[7],而同一棵柑橘黄龙病植株不同部

位内生细菌分布差异的研究未见报道。
植物内生细菌(Endophyte bacterium)被公认的定义是指那些在其生活史的一定阶段或者全部阶段生活于

植物的各种组织和器官内部的细菌[8]。 这样的细菌长期以来生活在植株体内并在某种程度上与植株形成了

互利互助的关系。 植物内生菌几乎存在于所有目前已研究过的植物中其分布广,种类多。 研究表明,感染内

生菌的植物宿主往往具有生长快速、抗逆境、抗病害、抗动物危害等优势,比未感染植株更具生存竞争力[9]。
对于柑橘黄龙病植株,其黄龙病原在病株不同方位和部位的分布是否一致,不同方位、不同部位、不同黄龙病

状态的柑橘器官内生细菌分布是否存在着差异,这些问题尚不清楚。
本研究拟采用 Nested鄄PCR 检测方法对柑橘黄龙病植株不同部位叶片进行黄龙病病原的检测,并采用纯
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培养的方法对柑橘(红心柚)黄龙病植株不同部位(上、中、下)和不同方位(东、西、南、北)叶片,枝条以及根

部内生细菌进行分离、鉴定,统计各类内生细菌的在柑橘黄龙病植株不同部位的分布数量,分析柑橘黄龙病植

株不同部位内生细菌分布特性及与黄龙病病原菌分布之间的相关性,为柑橘黄龙病的防治,柑橘内生细菌开

发与利用奠定基础。
1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

柑橘样本采集:时间,2010 年 7 月 23 日;地点,顺昌北门水库边赵氏园艺技术研究所果树基地;经纬度,
东经 117. 8毅,北纬 26. 8毅;柑橘品种,红心柚(Citrus grandis Osbeck cv. Chandler);采集方法,选择一株具有典

型黄龙病病症的红心柚植株,分别从东、西、南、北面取其上部、中部、下部共 12 个部位叶片、枝条若干份,并记

录不同方位叶片症状,同时取其侧根若干段,置于 4 益冰箱保存备用。 试剂与仪器:牛肉膏鄄蛋白胨(NA)培养

基、CTAB、茁鄄巯基乙醇、异戊醇、氯仿、细菌总体 DNA 提取试剂盒(Promega 公司)、引物(博尚生物工程公司合

成)、PCR 仪、Bio鄄Rad 电泳仪、UVP 凝胶成像系统等。
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 柑橘内生细菌的分离与鉴定

柑橘内生细菌的分离参照蓝江林等[10鄄12] 的方法,略作修改。 对采集样品表面进行严格消毒。 在无菌条

件下,将样品研磨成匀浆,并稀释 10-1、10-2、10-3 3 个梯度样品悬浮液,分别取 200 滋L 涂布在 NA 平板上,28
益培养 24 h,每份样品做 3 个重复。 观察菌落形态、颜色、边缘状态、透明度、表面干湿状态等特征,对菌株进

行初步分类,统计菌落数量并挑取各部位具有代表性的单菌落进行纯化,保存备用。 柑橘内生细菌的鉴定,参
考 Rainey 等的报道[13],扩增柑橘内生细菌 16S rDNA。 引物序列、扩增程序见表 1。 将 PCR 产物送至上海生

工生物有限公司进行序列测定。 将测得的 16S rDNA 序列与 Genbank 中同源性序列进行比对,按 16S rDNA 序

列同源性最大的菌株归于同一物种计[14]。 将内生细菌 16S rDNA 序列,用 Clustalx 1. 83 软件进行多序列比

对,并用 MEGA 4. 0 软件分析比对的结果,使用邻接法(Neibor鄄joining, NJ)构建系统进化树。
1. 2. 2摇 柑橘不同部位叶片黄龙病原的分子检测

采用改良的 CTAB 法提取叶片的总 DNA[15]。 通过 Nested鄄PCR 检测柑橘黄龙病病原,引物序列[16]、扩增

程序见表 1。 以本实验室现有柑橘黄龙病叶片 DNA 做为阳性对照,健康柑橘叶片 DNA 为阴性对照。 25 滋L
的扩增体系中含有 1U Taq 酶,2. 5 滋L 的 10伊PCR Buffer,0. 5 滋L 的 10 mmol / L 的 4 种 dNTP,1 滋L 的 10 滋mol /
L 的引物和 25 ng 的 DNA 模板,每个反应重复 3 次。 先使用外引物进行第一轮扩增,内引物进行第二轮扩增,
将第一次扩增的产物稀释 100 倍作为第二次扩增的模板。 扩增产物在电压 90 V,1. 5%琼脂糖凝胶电泳,EB
染色,使用 UVP 凝胶成像系统照相。

表 1摇 PCR 引物序列及其扩增程序

Table 1摇 Primer sequence and PCR amplification procedure

PCR 类型
Type of PCR 引物序列 Sequence of primers PCR 反应程序 Program of PCR

Direct PCR CG03F:5忆鄄RGGGAAAGATTTTATTGGAG鄄3忆;
CG05R: 5忆鄄GAAAATAYCATCTCTGATATCGT鄄3忆

预变性 94 益3 min;变性 94 益30 s,53 益退火 30 s,72 益延
伸 45 s,40 个循环;72 益后延伸 7 min

Nest PCR LJ74f:5忆鄄CGGGCGATTAAGTTAGAGGT鄄3忆;
CG05R:5忆鄄GAAAATAYCATCTCTGATATCGT鄄3忆

预变性 94 益3 min;变性 94 益 30 s,53 益退火 30 s,72 益延
伸 30 s,35 个循环;72 益后延伸 7 min

16SrDNA鄄PCR 27f:5忆鄄GAGTTTGATCCTGGCTCAG鄄3忆;
1525r:5忆鄄AGAAAGGAGGTGATCCAGCC 鄄3忆

预变性 94 益5 min;变性 94 益 30 s,退火 50 益 30 s,延伸
72 益 1 min30 s,进过 30 循环;72 益后变性 10 min

1. 2. 3摇 柑橘黄龙病原菌与内生细菌的相互关系

对采集的 12 个部位叶片进行黄龙病病原分子检测,将检测结果进行“1,0冶数量化,用“1冶代表该部位叶

片携带黄龙病病原菌为阳性,用“0冶代表该部位叶片没有携带黄龙病病原菌为阴性。 对不同部位叶片内生细
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菌进行分离,根据 16S rDNA 鉴定结果对内生细菌进行分类并对其含量进行统计。 用皮尔逊相关系数

(Pearson correlation coefficient, PCC)分析黄龙病病原菌与叶片内生细菌的相互关系,将不同叶片黄龙病病原

菌存在与否和不同内生细菌在叶片中的含量构建成矩阵,以柑橘叶片黄龙病病原及其内生细菌为指标,以不

同部位叶片为样本。 PCC 计算公式如下[17]:

r =
移XY - 移X移Y

N

(移X2 -
(移X)

2

N )(移Y2 -
(移Y) 2

N )

(1)

式中,变量 X 和 Y 分别表示柑橘黄龙病病原 X 的存在与否和内生细菌 Y 的含量,N 表示样本总数。 对黄龙病

病原菌与不同叶片内生细菌进行聚类分析,统计带黄龙病病原叶片与不带黄龙病病原叶片内生细菌的数量分

布并构建矩阵,以柑橘叶片黄龙病病原菌和内生细菌为指标,以不同部位叶片黄龙病病原和内生细菌为样本,
以马氏距离为尺度,采用可变类平均法进行系统聚类分析。
1. 2. 4摇 柑橘不同部位叶片内生细菌的相互关系

统计不同部位叶片内生细菌的种类及其含量,利用不同部位叶片及其内生细菌的含量构建矩阵,用最小

显著性差异法(Least significant difference,LSD)比较不同内生细菌在不同部位叶片中含量差异。 (1)以内生

细菌为基础的不同部位叶片相关性分析,以不同种类内生细菌为指标,不同方位柑橘叶片为样本,采用 PCC
分析不同部位叶片之间的相互关系。 (2)以不同部位叶片为基础的内生细菌相关性分析,以不同部位的叶片

为指标,不同种类的内生细菌为样本,采用 PCC 分析不同内生细菌在不同叶片分布的相互关系。
1. 2. 5摇 柑橘不同部位枝条内生细菌的相互关系

统计不同部位枝条内生细菌的种类及其含量,利用不同部位枝条及其内生细菌的含量构建矩阵,用最小

显著性差异法比较不同内生细菌在不同部位枝条中含量的差异。 (1)以内生细菌为基础的不同部位枝条相

关性分析,以不同种类内生细菌为指标,不同方位柑橘枝条为样本,采用 PCC 分析不同部位枝条之间的相互

关系。 (2)以不同部位枝条为基础的内生细菌相关性分析,以不同部位枝条为指标,不同种类的内生细菌为

样本,采用 PCC 分析不同内生细菌在不同枝条分布的相互关系。
1. 2. 6摇 柑橘不同器官内生细菌群落结构多样性

柑橘各器官(叶、茎、根)内生细菌种群数量分布相关性分析,对从红心柚黄龙病植株叶片、枝条和根中分

离得到的内生细菌种类和数量进行统计分析。 利用不同器官与不同种类内生细菌的含量构建矩阵,以不同内

生细菌数量为变量,分别以不同器官及其内生细菌为样本,采用 PCC 分析各器官之间的相互关系及其内生细

菌之间的相互关系。
柑橘各器官(叶、茎、根)内生细菌种群结构聚类分析,以柑橘不同器官内生细菌含量为指标,以内生细菌

为样本,利用不同器官与不同种类内生细菌的含量构建矩阵,以马氏距离为尺度,采用可变类平均法对不同内

生细菌之间进行系统聚类分析。
柑橘各器官(叶、茎、根)内生细菌种群多样性指数分析,将不同器官内生细菌含量作为数量测度,引入生

态学多样性测度 SIMPSON(D)指数、SHANNON(H1)指数、Pielou 指数等方法[18]。 SIMPSON(D)计算公式为:
D=1-移Pi,式中 Pi 种内生细菌占该试验中总的内生细菌的个数比例。 SHANNON(H1)计算公式为:H1 = -移
PilnPi ,式中 Pi=Ni / N,Ni 为处理 i 的内生细菌个数,N 为该试验中总内生细菌个数。 Pielou 指数(J)计算公

式为:J= -移PilnPi / lnS ,式中 S 为群落中的内生细菌的总种类数。
1. 3摇 数据处理

内生细菌数量分析、相关分析和系统聚类分析所用软件为浙江大学 DPS 7. 05 统计软件。
2摇 结果与分析

2. 1摇 柑橘黄龙病株内生细菌分离与鉴定

根据菌落形态的差异,从红心柚黄龙病株不同部位叶片、枝条和根部共分离出 26 株内生细菌,其中叶片
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10 株,枝条 14 株,根部 2 株。 利用 16S rDNA 鉴定(表 2),结果表明,26 株内生细菌分别属于 10 个属,其中芽

胞杆菌属 ( Bacillus) 10 株,短小杆菌属 ( Curtobacterium) 4 株,埃希氏菌属 ( Escherichia) 4 株,肠杆菌属

(Enterobacter) 2 株,短短芽胞杆菌属 ( Brevibacillus)、短波单胞菌属 ( Brevundimonas)、鞘氨醇单胞菌属

(Sphingomonas)、甲基杆菌属(Methylobacterium)、不动杆菌属(Acinetobacter)、假单胞菌属(Pseudomonas)细菌

各 1 株。 分离的芽胞杆菌属菌株属于 6 个不同的种,包括枯草芽胞杆菌(Bacillus subtilis)、蜡状芽胞杆菌

(Bacillus cereus)、短小芽胞杆菌(Bacillus pumilus)、弯曲芽胞杆菌(Bacillus flexus)、高地芽胞杆菌(Bacillus
altitudinis)及 1 个芽胞杆菌属未确定种(Bacillus sp. )。

表 2摇 红心柚内生细菌 16S rDNA 序列鉴定结果

Table 2摇 Identification of endophytic bacteria in Citrus grandis Osbeck cv. Chandler by 16S rDNA sequencing

菌株
Isolated strains

16SrDNA 序列收录号
16SrDNA sequence Accession No

微生物学名
scientific name

中文名
Chinese name

1. FJAT鄄10074 HQ873726 Bacillus pumilus 短小芽孢杆菌

2. FJAT鄄10067 HQ873729 Bacillus sp. 芽胞杆菌属

3. FJAT鄄10076 HQ873722 Acinetobacter calcoaceticus 醋酸钙不动杆菌

4. FJAT鄄10072 HQ873730 Escherichia coli 大肠杆菌

5. FJAT鄄10746 HQ873716 Curtobacterium flaccumfaciens 萎蔫短小杆菌

6. FJAT鄄10721 HQ873707 Curtobacterium pusillum 极小短小杆菌

7. FJAT鄄10747 HQ873717 Curtobacterium citreum 柠檬色短小杆菌

8. FJAT鄄10726 HQ873711 Bacillus subtilis 枯草芽孢杆菌

9. FJAT鄄10722 HQ873713 Bacillus flexus 弯曲芽孢杆菌

10. FJAT鄄10748 HQ873708 Bacillus cereus 蜡状芽孢杆菌

11. FJAT鄄10821 HQ873709 Bacillus altitudinis 高地芽胞杆菌

12. FJAT鄄10724 HQ873714 Sphingomonas pseudosanguinis 伪血鞘氨醇单胞菌

13. FJAT鄄10720 HQ873710 Pseudomonas fluorescens 荧光假单胞菌

14. FJAT鄄10760 HQ873719 Brevundimonas vesicularis 泡囊短波单胞菌

15. FJAT鄄10714 HQ873720 Methylobacterium variabile 甲基杆菌属

16. FJAT鄄10742 HQ873712 Escherichia hermannii 赫氏埃希菌

17. FJAT鄄10752 HQ873718 Brevibacillus brevis 短短芽孢杆菌

18. FJAT鄄11906 HQ873731 Enterobacter amnigenus 栖水肠肝菌

19. FJAT鄄11266 HQ873732 Enterobacter asburiae 阿氏肠杆菌

从内生细菌 16S rDNA 系统进化树(图 1)可以看出,柑橘黄龙病植株内生细菌分为两大类,第玉大类为革

兰氏阳性菌,第域大类为革兰氏阴性菌。 第玉大类又可以分为芽胞杆菌属和短小杆菌属两个亚类,其中第玉
亚类特点均为低 G+C%细菌;第域亚类特点均为高 G+C%细菌。 第域大类也可分为两个亚类,第玉亚类包括

泡囊短波单胞菌(B. vesicularis)、伪血鞘氨醇单胞菌(S. pseudosanguinis)、甲基杆菌属(M. variabile),其特点是

均属于 琢鄄变形菌纲细菌;第域亚类包括大肠杆菌(E. coli)、赫氏埃希菌(E. hermannii)、栖水肠肝菌(E.
amnigenus)、阿氏肠杆菌(E. asburiae)、醋酸钙不动杆菌(A. calcoaceticus)、荧光假单胞菌(P. fluorescens),其特

点是均属于 酌鄄变形菌纲。
2. 2摇 柑橘不同部位叶片黄龙病病原分子检测

红心柚黄龙病株不同部位叶片表型特征及其黄龙病病原检测结果见表 3,图 2。 携带黄龙病原的叶片组

织和阳性对照均扩增出一条 440 bp 的特异性条带,而健康叶片组织 DNA 和阴性对照未扩增出相同条带。 检

测结果表明,12 份样品中有 7 份携带黄龙病原,阳性检出率为 58. 3% ,其中显性性状有 4 个,分别为东面上

部、东面中部、西面下部、和北面下部叶片;隐性性状有 3 个,分别为西面上部、西面中部和北面中部叶片。
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图 1摇 红心柚内生细菌系统进化树

Fig. 1摇 Phylogenetic tree of endophytic bacteria in Citrus grandis Osbeck cv Chandler

Bootstrap value 依据 1000 次重复计算

表 3摇 不同部位叶片黄龙病病症表型及其黄龙病病原检测结果

Table 3摇 Detection of citrus huanglongbing bacterium from the HLB鄄affected leaves at different parts

部位
Position

东面 East

表型
Phenotype

病原菌
Pathogen

南面 South

表型
Phenotype

病原菌
Pathogen

西面 West

表型
Phenotype

病原菌
Pathogen

北面 North

表型
Phenotype

病原菌
Pathogen

上部 Upside 黄化 + 正常 - 正常 + 正常 -

中部 Middle 斑驳 + 正常 - 正常 + 正常 +

下部 Downside 正常 - 正常 - 黄化 + 黄化 +

摇 摇 “+冶代表检测出黄龙病病原,“-冶代表没有检测出黄龙病病原

图 2摇 Nested鄄PCR 检测不同部位叶片黄龙病病原电泳图
Fig. 2摇 Nested鄄PCR detection of huanglongbing bacteria in different
leaves of Citrus grandis Osbeckcv
M:marker 分子量标准 ( 3000bp、 2000bp、 1500bp、 1200bp、 1031bp、
900bp、800bp、700bp、600bp、500bp、400bp、300bp、200bp、100bp),1—
12:依次为北边上部、中部、下部,南边上部、中部、下部,西边上部、
中部、下部,东边上部、中部、下部叶片,CK+:阳性对照,CK-:阴性对
照;1. 5%琼脂糖凝胶,90V 电泳, 1h

2. 3摇 柑橘黄龙病原菌与内生细菌的相互关系

(1)柑橘不同部位叶片黄龙病原菌存在情况及其

内生细菌数量分布见表 4,内生细菌 E. hermannii 和 E.
coli 在叶片中分布量少,而内生细菌 B. subtilis、 B.
cereus、B. pumilus 和 Bacillus sp. 存在于所有叶片之中。
B. subtilis、B. cereus、B. pumilus 和 Bacillus sp. 的含量在

携带有黄龙病病原菌叶片中低于在没有携带黄龙病原

菌叶片。 如 B. subtilis 在携带有黄龙病原菌叶片中的平

均含量为 6. 93伊103 cfu / g,而在没有携带黄龙病病菌叶

片中的含量 8. 48伊103 cfu / g。
(2) 不同部位叶片内生细菌与黄龙病病原菌的

PCC 见表 5,内生细菌 B. cereus 和 A. calcoaceticus 与黄龙

病病原菌正相关不显著,其 PCC 较低分别为 0. 23 和
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0郾 19。 B. pumilus 和 Bacillus sp. 与黄龙病病原菌呈显著负相关,其相关系数分别为-0. 83 和-0. 78。 其他内生

细菌与黄龙病病原菌之间存在负相关,但相关性不显著,如 E. coli 与黄龙病病原菌的 PCC 仅-0. 11。

表 4摇 红心柚不同部位的叶片所带黄龙病病原情况及内生细菌含量

Table 4摇 Numbers of endophytic bacteria in different leaves from different orientations of the HLB鄄 affected citrus trees

菌株
Strain

东 East
/ (伊103 cfu / g)

上部
U

中部
M

下部
D

南 South
/ (伊103 cfu / g)

上部
U

中部
M

下部
D

西 West
/ (伊103 cfu / g)

上部
U

中部
M

下部
D

北 North
/ (伊103 cfu / g)

上部
U

中部
M

下部
D

HLB Pathogen 1 1 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1

FJAT鄄10078(Bacillus subtilis) 6. 9 6. 7 7. 9 8. 5 6. 7 9. 8 6. 4 9 5. 4 9. 5 7. 9 7. 3

FJAT鄄10060 (Bacillus cereus) 7. 6 8. 4 9. 5 7. 2 5. 8 6. 1 8. 8 7. 9 6. 4 6. 7 5. 9 8. 3

FJAT鄄10074 (Bacillus pumilus) 7. 3 7. 4 8. 9 7. 3 8. 5 9. 9 6. 5 5. 7 6. 1 8. 7 5. 8 6. 6

FJAT鄄10067 (Bacillus sp. ) 7. 2 8. 1 9. 6 8. 3 7. 9 10. 2 7. 4 6. 9 5. 4 9. 2 6. 4 5. 1

FJAT鄄10076 (Acinetobacter calcoaceticus) 1. 2 2. 4 0 2. 5 1. 7 0 3. 1 2. 5 0 2. 3 3. 1 0

FJAT鄄10064 (Escherichia hermannii) 0. 4 0 0 0 0. 9 0 0 0 0 0 0 0. 5

FJAT鄄10071 (Escherichia coli) 1. 7 0 0 2. 1 0 0 0 0 0 0 0 0. 1

摇 摇 U 代表上部,M 代表中部,D 代表下部;“1冶代表该部位含有黄龙病病原,“0冶 代表该部位不含黄龙病病原

表 5摇 不同部位叶片内生细菌与黄龙病病原菌的 PCC

Table 5摇 The correlation index between endophytic bacteria and citrus huanglongbing bacterium in different leaves

PCC X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8

HLB Pathogen(X1) 1. 00

FJAT鄄10078(Bacillus subtilis)(X2) -0. 53 1. 00

FJAT鄄10060 (Bacillus cereus)(X3) 0. 23 -0. 16 1. 00

FJAT鄄10074 (Bacillus pumilus)(X4) -0. 83** 0. 44 -0. 10 1. 00

FJAT鄄10067 (Bacillus sp. )(X5) -0. 78** 0. 60 0. 03 0. 86 1. 00

FJAT鄄10076 (Acinetobacter calcoaceticus)(X6) 0. 19 0. 08 -0. 05 -0. 39 -0. 01 1. 00

FJAT鄄10064 (Escherichia hermannii)(X7) -0. 09 -0. 31 -0. 22 0. 13 -0. 24 -0. 20 1. 00

FJAT鄄10071 (Escherichia coli)(X8) -0. 11 0. 04 0. 01 -0. 04 0. 03 0. 11 0. 06 1. 00

摇 摇 * P<0. 05 在 0. 05 水平显著相关,** P<0. 01 在 0. 01 水平显著相关

(3)不同部位叶片黄龙病病原及其内生细菌的聚类分析,对表 4 数据进行规格化,以马氏距离为尺度,采
用可变类平均法,对黄龙病病原菌和叶片内生细菌进行聚类分析(图 3),当马氏距离为 6. 18 时,可以分为 3
类。 第玉类特征为内生细菌存在所有部位的叶片,B. subtilis 和 B. cereus 与黄龙病病原菌之间的相关性较小;
第域类特征为内生细菌与黄龙病病原菌存在负相关性;第芋类特征为内生细菌只存在特定部位叶片,包括了

3 种内生细菌 A. calcoaceticus、E. hermannii 和 E. coli 不存在于所有方位的叶片之中。

图 3摇 不同部位叶片内生细菌与黄龙病病原菌之间聚类分析图

Fig. 3摇 Cluster analysis for endophytic bacteria and huanglongbing pathogen

1337摇 24 期 摇 摇 摇 刘波摇 等:柑橘黄龙病株不同部位内生细菌群落结构的多样性 摇



http: / / www. ecologica. cn

2. 4摇 柑橘不同部位叶片内生细菌的相互关系

(1)不同方位叶片中内生菌的分布量不同。 由表 6 可知,内生细菌在不同方位叶片中的分布具有多态

性,可分为完全分布和不完全分布。 B. subtilis、B. cereus、B. pumilus 和 Bacillus sp. 存在于所有部位的叶片之

中,为完全分布,而 A. calcoaceticus、E. hermannii、E. coli 只在特定部位叶片中有分布,为不完全分布。 B.
subtilis、B. cereus、B. pumilus 和 Bacillus sp. 在各部位叶片的平均含量差异不显著,但与 A. calcoaceticus、E.
hermannii 和 E. coli 3 种菌在各部位叶片的平均含量存在显著差异(表 7)。 内生细菌的平均含量在上、中、下
不同高度叶片差异不明显(表 8),在东、西、南、北不同朝向叶片存在显著差异(表 9)。

表 6摇 红心柚黄龙病株不同部位叶片内生细菌含量

Table 6摇 Numbers of endophytic bacteria in citrus leaves of different parts

叶片部位
Leaf site

内生细菌含量 / ( 伊103 cfu / g)
FJAT鄄10078
(Bacillus
subtilis)

X1

FJAT鄄10060
(Bacillus
cereus)
X2

FJAT鄄10074
(Bacillus
pumilus)

X3

FJAT鄄10067
(Bacillus sp. )

X4

FJAT鄄10076
(Acinetobacter
calcoaceticus)

X5

FJAT鄄10064
(Escherichia
hermannii)

X6

FJAT鄄10071
(Escherichia

coli)
X7

东 上部 6. 9 7. 6 7. 3 7. 2 1. 2 0. 4 1. 7

中部 6. 7 8. 4 7. 4 8. 1 2. 4 0 0

下部 7. 9 9. 5 8. 9 9. 6 0 0 0

南 上部 8. 5 7. 2 7. 3 8. 3 2. 5 0 2. 1

中部 6. 7 5. 8 8. 5 7. 9 1. 7 0. 9 0

下部 9. 8 6. 1 9. 9 10. 2 0 0 0

西 上部 6. 4 8. 8 6. 5 7. 4 3. 1 0 0

中部 9 7. 9 5. 7 6. 9 2. 5 0 0

下部 5. 4 6. 4 6. 1 5. 4 0 0 0

北 上部 9. 5 6. 7 8. 7 9. 2 2. 3 0 0

中部 7. 9 5. 9 5. 8 6. 4 3. 1 0 0

下部 7. 3 8. 3 6. 6 5. 1 0 0. 5 0. 1

表 7摇 红心柚不同内生细菌在叶片中的含量统计

Table 7摇 Numbers of endophytic bacteria in citrus leaves

菌株名称
Strain

含量均值 / ( 伊103 cfu / g)
Mean content

5%显著水平
5% Significant level

FJAT鄄10078(Bacillus subtilis) 7. 6667 a

FJAT鄄10067 (Bacillus sp. ) 7. 6417 a

FJAT鄄10074 (Bacillus pumilus) 7. 3917 a

FJAT鄄10060 (Bacillus cereus) 7. 3833 a

FJAT鄄10076 (Acinetobacter calcoaceticus) 1. 5667 b

FJAT鄄10071 (Escherichia coli) 0. 3250 c

FJAT鄄10064 (Escherichia hermannii) 0. 1500 c

摇 摇 同一列中不同字母表示在 5 %水平上差异显著(Fisher忆s LSD test)

表 8摇 红心柚内生细菌在不同水平叶片中的含量统计

Table 8摇 Numbers of endophytic bacteria in citrus leaves of different height

叶片水平
Leaf height

含量均值 / ( 伊103 cfu / g)
Mean content

5%显著水平
5% Significant level

上部 4. 8857 a

中部 4. 4857 a

下部 4. 3964 a

摇 摇 同一列中不同字母表示在 5 %水平上差异显著(Fisher忆s LSD test)
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表 9摇 红心柚内生细菌在不同方向叶片中的含量统计

Table 9摇 Numbers of endophytic bacteria in citrus leaves of different orientations

叶片方向
Leaf orientations

含量均值 / ( 伊103 cfu / g)
Mean content

5%显著水平
5% Significant level

南面 4. 9238 a

东面 4. 8190 ab

北面 4. 4476 ab

西面 4. 1667 b
摇 摇 同一列中不同字母表示在 5 %水平上差异显著(Fisher忆s LSD test)

(2)对柑橘不同部位叶片进行 PCC 分析,结果见表 10。 不同部位叶片之间的相关性很高,且都是在 0. 01
水平达到显著正相关,其中东面上部与东面下部、东面上部与西面下部、东面中部与西面上部、东面下部与西

面下部叶片之间的相关系数最高达 0. 99。 南面下部与北面下部叶片之间的相关系数最低为 0. 87。

表 10摇 红心柚不同部位叶片之间的 PCC

Table 10摇 The correlation index of leaves in different parts

PCC X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 X12

东面上部 X1 1. 00

东面中部 X2 0. 97** 1. 00

东面下部 X3 0. 99** 0. 98** 1. 00

南面上部 X4 0. 97** 0. 95** 0. 95** 1. 00

南面中部 X5 0. 90** 0. 95** 0. 96** 0. 93** 1. 00

南面下部 X6 0. 94** 0. 91** 0. 94** 0. 95** 0. 98** 1. 00

西面上部 X7 0. 94** 0. 99** 0. 94** 0. 93** 0. 89** 0. 84** 1. 00

西面中部 X8 0. 93** 0. 94** 0. 92** 0. 95** 0. 88** 0. 88** 0. 95** 1. 00

西面下部 X9 0. 99** 0. 97** 0. 99** 0. 94** 0. 95** 0. 93** 0. 94** 0. 92** 1. 00

北面上部 X10 0. 94** 0. 95** 0. 94** 0. 98** 0. 98** 0. 98** 0. 91** 0. 94** 0. 93** 1. 00

北面中部 X11 0. 91** 0. 94** 0. 89** 0. 96** 0. 91** 0. 91** 0. 93** 0. 98** 0. 90** 0. 97** 1. 00

北面下部 X12 0. 96** 0. 93** 0. 95** 0. 91** 0. 88** 0. 87** 0. 91** 0. 93** 0. 98** 0. 89** 0. 88** 1. 00
摇 摇 * P<0. 05 在 0. 05 水平显著相关,** P<0. 01 在 0. 01 水平显著相关

(3)对不同部位柑橘叶片内生细菌进行 PCC 分析,结果见表 11。 不同内生细菌之间相关性不同,有些表

现为正相关性,如 B. pumilus 与 Bacillus sp. 为正相关,且相关系数最大为 0. 8564,有些表现为负相关,如
Bacillus pumilus 与 Acinetobacter calcoaceticus 为负相关,且负相关系数最大为-0. 3913。

表 11摇 不同部位叶片内生细菌之间的 PCC

Table 11摇 The correlation index of endophytic bacteria in citrus leaves of different parts

PCC X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7

FJAT鄄10078(Bacillus subtilis)(X1) 1. 00

FJAT鄄10060 (Bacillus cereus)(X2) -0. 1563 1. 00

FJAT鄄10074 (Bacillus pumilus)(X3) 0. 4386 -0. 1047 1. 00

FJAT鄄10067(Bacillus sp. )(X4) 0. 6015* 0. 0296 0. 8564** 1. 00

FJAT鄄10076(Acinetobacter calcoaceticus)(X5) 0. 0827 -0. 0549 -0. 3913 -0. 0097 1. 00

FJAT鄄10064 (Escherichia hermannii)(X6) -0. 3134 -0. 2223 0. 1296 -0. 2384 -0. 1978 1. 00

FJAT鄄10071 (Escherichia coli)(X7) 0. 0375 0. 0075 -0. 0389 0. 0294 0. 1143 0. 0605 1. 00
摇 摇 * P<0. 05 在 0. 05 水平显著相关,** P<0. 01 在 0. 01 水平显著相关

2. 5摇 柑橘不同部位枝条内生细菌的相互关系

(1)不同部位枝条内生细菌的分布量不同,结果见表 12。 内生细菌 B. subtilis 在各个部位枝条中均有分

布,为完全分布,其他的内生细菌只存在于特定部位枝条中,如 C. pusillum 仅存在于东面中部的枝条,为不完
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全分布。 枝条内生细菌 C. citreum、C. flaccumfaciens、B. flexus、E. hermannii、M. variabile、B. brevis、P. fluorescens、
C. pusillum、S. pseudosanguinis、B. altitudinis 和 B. vesicularis 在不同部位枝条的平均含量差异不明显,但它们与

B. subtilis 和 B. cereus 的平均含量存在显著差异(表 13)。 枝条内生菌在上、中、下 3 个不同高度枝条中平均含

量差异不明显(表 14),但在东、西、南、北 4 个不同朝向枝条平均含量差异显著(表 15)。

表 12摇 不同部位的枝条内生细菌种类和含量

Table 12摇 Types and numbers of endophytic bacteria in different parts of sticks

菌株
Strain

东 East
(伊103 cfu / g)

上部
U

中部
M

下部
D

南 South
(伊103 cfu / g)

上部
U

中部
M

下部
D

西 West
(伊103 cfu / g)

上部
U

中部
M

下部
D

北 North
(伊103 cfu / g)

上部
U

中部
M

下部
D

FJAT鄄10726(Bacillus subtilis) 1. 41 1. 63 1. 43 1. 42 1. 72 1. 44 1. 38 1. 49 1. 47 1. 5 1. 46 1. 36
FJAT鄄10748(Bacillus cereus) 0. 45 0. 12 0. 21 0 0. 87 0. 71 0. 59 0. 43 0 0. 81 0. 55 0. 71
FJAT鄄10722(Bacillus flexus) 0 0. 12 0. 31 0 0 0. 11 0 0 0 0 0 0. 16
FJAT鄄10821(Bacillus altitudinis) 0 0 0 0 0 0. 09 0 0 0 0 0 0. 25
FJAT鄄10750(Curtobacterium flaccumfaciens) 0. 43 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0. 39 0
FJAT鄄10721(Curtobacterium pusillum) 0 0. 47 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
FJAT鄄10747(Curtobacterium citreum 0 0 0. 44 0 0. 51 0 0 0 0 0 0 0
FJAT鄄10742(Escherichia hermannii) 0 0 0 0 0. 23 0 0 0 0 0. 39 0 0
FJAT鄄10720(Pseudomonas fluorescens) 0 0 0. 18 0 0 0 0. 13 0 0 0. 12 0 0. 09
FJAT鄄10724(Sphingomonas pseudosanguinis) 0. 12 0 0 0. 13 0 0 0 0 0 0 0 0. 14
FJAT鄄10752(Brevibacillus brevis) 0 0 0 0 0 0. 21 0 0 0 0. 33 0 0
FJAT鄄10760(Brevundimonas vesicularis) 0 0 0 0 0 0. 18 0 0 0 0. 06 0 0
FJAT鄄10714(Methylobacterium variabile) 0. 21 0 0 0 0 0. 19 0. 16 0 0 0 0 0

摇 摇 U 代表上部,M 代表中部,D 代表下部

表 13摇 红心柚不同内生细菌在枝条中的含量统计

Table 13摇 Numbers of endophytic bacteria in different sticks

菌株
Strain

含量均值 / ( 伊103 cfu / g)
Mean content

5%显著水平
5% Significant level

FJAT鄄10726(Bacillus subtilis) 1. 4758 a
FJAT鄄10748(Bacillus cereus) 0. 4542 b
FJAT鄄10747(Curtobacterium citreum) 0. 0792 c
FJAT鄄10750(Curtobacterium flaccumfaciens) 0. 0683 c
FJAT鄄10722(Bacillus flexus) 0. 0583 c
FJAT鄄10742(Escherichia hermannii) 0. 0517 c
FJAT鄄10714(Methylobacterium variabile) 0. 0467 c
FJAT鄄10752(Brevibacillus brevis) 0. 045 c
FJAT鄄10720(Pseudomonas fluorescens) 0. 0433 c
FJAT鄄10721(Curtobacterium pusillum) 0. 0392 c
FJAT鄄10724(Sphingomonas pseudosanguinis) 0. 0325 c
FJAT鄄10821(Bacillus altitudinis) 0. 0283 c
FJAT鄄10760(Brevundimonas vesicularis) 0. 02 c

摇 摇 同一列中不同字母表示在 5 %水平上差异显著(Fisher忆s LSD test)

表 14摇 红心柚内生细菌在不同高度枝条中的含量统计

Table 14摇 Numbers of endophytic bacteria in citrus sticks of different height

枝条高度
Branch height

含量均值 / ( 伊103 cfu / g)
Mean content

5%显著水平
5% Significant level

上部 Up 0. 1962 a

中部 Middle 0. 1823 a

下部 Down 0. 1800 a

摇 摇 同一列中不同字母表示在 5 %水平上差异显著(Fisher忆s LSD test)
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表 15摇 红心柚内生细菌在不同方向枝条中的含量统计

Table 15摇 Numbers of endophytic bacteria in citrus sticks of different orientations

枝条方向
Branch direction

含量均值 / ( 伊103 cfu / g)
Mean content

5%显著水平
5% Significant level

北面 0. 2133 a

西面 0. 2003 ab

东面 0. 1931 ab

南面 0. 1449 b

摇 摇 同一列中不同字母表示在 5 %水平上差异显著(Fisher忆s LSD test)

(2)对不同部位枝条进行 PCC 分析,结果见表 16,不同部位枝条之间在 0. 01 水平存在显著正相关,其中

南面上部和西面下部枝条之间相关系数为 1,为完全正相关。 东面下部与北面上部枝条之间的相关系数最小

为 0. 8。

表 16摇 不同部位的枝条 PCC

Table 16摇 The correlation index of different sticks

PCC X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 X12

东面上部 X1 1. 0000
东面中部 X2 0. 86** 1. 0000
东面下部 X3 0. 84** 0. 89** 1. 0000
南面上部 X4 0. 91** 0. 95** 0. 92** 1. 0000
南面中部 X5 0. 87** 0. 82** 0. 90** 0. 84** 1. 0000
南面下部 X6 0. 91** 0. 85** 0. 84** 0. 87** 0. 92** 1. 0000
西面上部 X7 0. 94** 0. 88** 0. 88** 0. 90** 0. 94** 0. 98** 1. 0000
西面中部 X8 0. 95** 0. 93** 0. 92** 0. 95** 0. 94** 0. 97** 0. 98** 1. 0000
西面下部 X9 0. 91** 0. 96** 0. 93** 1. 00** 0. 86** 0. 88** 0. 91** 0. 96** 1. 0000
北面上部 X10 0. 86** 0. 81** 0. 80** 0. 83** 0. 93** 0. 94** 0. 94** 0. 94** 0. 84** 1. 0000
北面中部 X11 0. 98** 0. 87** 0. 86** 0. 90** 0. 91** 0. 93** 0. 95** 0. 96** 0. 91** 0. 90** 1. 0000
北面下部 X12 0. 90** 0. 84** 0. 85** 0. 87** 0. 92** 0. 96** 0. 96** 0. 96** 0. 87** 0. 92** 0. 93 颐 1. 0000

摇 摇 * P<0. 05 在 0. 05 水平显著相关,** P<0. 01 在 0. 01 水平显著相关

(3)柑橘不同部位枝条内生细菌间相关系数见表 17,除 B. brevis 和 B. vesicularis 的相关系数为 0. 74,呈极

显著正相关,E. hermannii 与 B. brevis 的相关系数为 0. 68,呈显著正相关,其余内生细菌之间的相关性不明显。

表 17摇 不同部位的枝条内生细菌含量相关系数

Table 17摇 The correlation index of the endophytic bacteria in sticks

PCC X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10 X11 X12 X13

Bacillus subtilis X1 1
Bacillus cereus X2 0. 13 1
Bacillus flexus X3 -0. 16 -0. 14 1
Bacillus altitudinis X4 -0. 38 0. 35 0. 37 1
Curtobacterium flaccumfaciens X5 -0. 19 0. 07 -0. 28 -0. 18 1
Curtobacterium pusillum X6 0. 47 -0. 34 0. 2 -0. 12 -0. 13 1
Curtobacterium citreum X7 0. 49 0. 17 0. 4 -0. 18 -0. 2 -0. 13 1
Escherichia hermannli X8 0. 46 0. 55 -0. 27 -0. 17 -0. 19 -0. 13 0. 27 1
Pseudomonas fluorescens X9 -0. 37 0. 17 0. 55 0. 14 -0. 3 -0. 2 0. 28 0. 22 1
Sphingomonas pseudosanguinis X10 -0. 47 -0. 12 -0. 01 0. 5 0. 24 -0. 17 -0. 26 -0. 25 -0. 1 1
Brevibacillus brevis X11 0 0. 47 -0. 07 0. 04 -0. 19 -0. 13 -0. 19 0. 68* 0. 2 -0. 25 1
Brevundimonas vesicularis X12 -0. 08 0. 37 0. 1 0. 22 -0. 18 -0. 12 -0. 17 0. 15 -0. 08 -0. 23 0. 74** 1
Methylobacterium variabile X13 -0. 37 0. 24 -0. 13 0. 02 0. 35 -0. 17 -0. 26 -0. 25 -0. 06 0. 13 0. 15 0. 46 1

摇 摇 * P<0. 05 在 0. 05 水平显著相关,** P<0. 01 在 0. 01 水平显著相关
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2. 6摇 柑橘黄龙病株不同器官内生细菌群落结构多样性

(1)柑橘内生细菌种群数量分布特性摇 不同内生细菌在红心柚黄龙病植株不同器官的分布及其含量不

同(表 18)。 E. amnigenus 和 E. asburiae 仅在根部分布,B. brevis、M. variabile、B. vesicularis、P. fluorescens、S.
pseudosanguinis、B. altitudinis、B. flexus、C. citreum、C. pusillum 和 C. flaccumfaciens 仅在枝条分布,E. coli、A.
calcoaceticus、 Bacillus sp. 和 B. pumilus 仅在叶片分布,B. subtilis、B. cereus 和 E. hermannii 在根部和叶片均有分

布。 各内生细菌在根部和叶片分布总量相当,分别为 3. 5伊104 cfu / g 和 3. 21伊104 cfu / g, 枝条分布总量较小为

2. 32伊104cfu / g。

表 18摇 内生细菌在红心柚内部的数量分布

Table 18摇 Numbers of endophytic bacteria in Citrus grandis Osbeck cv Chandler

菌株
Isolate strain

根

Root / (伊103 cfu / g)
枝条

Stick / (伊103 cfu / g)
叶

Leaf / (伊103 cfu / g)

FJAT鄄10726;FJAT鄄10078(Bacillus subtilis) 0 1. 480 7. 6667
FJAT鄄10748;FJAT鄄10060(Bacillus cereus) 0 0. 450 7. 383
FJAT鄄10074 (Bacillus pumilus) 0 0 7. 391
FJAT鄄10067 (Bacillus sp. ) 0 0 7. 6417
FJAT鄄10076 (Acinetobacter calcoaceticus) 0 0 1. 566
FJAT鄄10064 ;FJAT鄄10064 (Escherichia hermannii) 0 0. 052 0. 150
FJAT鄄10071 (Escherichia coli) 0 0 0. 325
FJAT鄄10750(Curtobacterium flaccumfaciens) 0 0. 068 0
FJAT鄄10721(Curtobacterium pusillum) 0 0. 039 0
FJAT鄄10747(Curtobacterium citreum ) 0 0. 079 0

FJAT鄄10722(Bacillus flexus) 0 0. 058 0
FJAT鄄10821(Bacillus altitudinis) 0 0. 028 0
FJAT鄄10724(Sphingomonas pseudosanguinis) 0 0. 033 0
FJAT鄄10720(Pseudomonas fluorescens) 0 0. 043 0
FJAT鄄10760(Brevundimonas vesicularis) 0 0. 020 0

FJAT鄄10714(Methylobacterium variabile) 0 0. 047 0
FJAT鄄10752(Brevibacillus brevis) 0 0. 045 0
FJAT鄄11906(Enterobacter amnigenus) 21. 7 0 0
FJAT鄄11266(Enterobacter asburiae) 13. 3 0 0
合计 Total 35 2. 442 32. 1251

(2)柑橘黄龙病植株不同器官的 PCC 分析摇 结果如表 19 所示,叶片与枝条之间的相关系数为 0. 55,在
0. 05 水平呈现显著正相关。 根部与枝条,根部与叶片之间的相关性不显著,相关系数分别为-0. 1300 和-0.
1900 呈现负相关性。

表 19摇 红心柚不同器官 PCC

Table 19摇 The correlation index of different citrus tisssues

器官 Tisssues X1 X2 X3

根 X1 1. 0000
枝条 X2 -0. 1300 1. 0000
叶片 X3 -0. 1900 0. 5500* 1. 0000

摇 摇 * P<0. 05 在 0. 05 水平显著相关,** P<0. 01 在 0. 01 水平显著相关

(3)柑橘黄龙病株内生细菌的 PCC 分析摇 结果如表 20 表明所示,相同器官的内生细菌之间在 0. 01 水平

呈显著正相关,如叶片上的两株内生细菌 B. pumilus 与 Bacillus sp. 之间的相关系数为 1。 不同器官内生细菌

之间呈负相关,但相关性不显著,如叶片内生细菌 B. cereus 与枝条内生细菌 C. flaccumfaciens 之间的相关系数

为-0. 45。
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表 20摇 红心柚黄龙病株内生细菌 PCC

Table 20摇 The correlation index of endophytic bacteria in Citrus grandis Osbeck cv Chandler

种类 Species X1 X2 X3 X4 X5 X6 X7 X8 X9 X10

FJAT鄄10726;FJAT鄄10078
(Bacillus subtilis) X1 1. 00

FJAT鄄10748;FJAT鄄10060
(Bacillus cereus) X2 0. 99** 1. 00

FJAT鄄10074 (Bacillus pumilus) X3 0. 98* 1. 00** 1. 00
FJAT鄄10067 (Bacillus sp. ) X4 0. 98* 1. 00** 1. 00** 1. 00
FJAT鄄10076 (Acinetobacter calcoaceticus) X5 0. 98* 1. 00** 1. 00** 1. 00** 1. 00
FJAT鄄10064;FJAT鄄10064
(Escherichia hermannii) X6 0. 99* 0. 96* 0. 94 0. 94 0. 94 1. 00

FJAT鄄10071 (Escherichia coli) X7 0. 98* 1. 00** 1. 00** 1. 00** 1. 00** 0. 94 1. 00

FJAT鄄10750
(Curtobacterium flaccumfaciens) X8 -0. 33 -0. 45 -0. 50 -0. 50 -0. 50 -0. 17 -0. 50 1. 00

FJAT鄄10721(Curtobacterium pusillum) X9 -0. 33 -0. 45 -0. 50 -0. 50 -0. 50 -0. 17 -0. 50 1. 00** 1. 00

FJAT鄄10747(Curtobacterium citreum) X10 -0. 33 -0. 45 -0. 50 -0. 50 -0. 50 -0. 17 -0. 50 1. 00** 1. 00** 1. 00

FJAT鄄10722(Bacillus flexus)X11 -0. 33 -0. 45 -0. 50 -0. 50 -0. 50 -0. 17 -0. 50 1. 00** 1. 00** 1. 00**

FJAT鄄10821(Bacillus altitudinis) X12 -0. 33 -0. 45 -0. 50 -0. 50 -0. 50 -0. 17 -0. 50 1. 00** 1. 00** 1. 00**

FJAT鄄10724
(Sphingomonas pseudosanguinis) X13 -0. 33 -0. 45 -0. 50 -0. 50 -0. 50 -0. 17 -0. 50 1. 00** 1. 00** 1. 00**

FJAT鄄10720(Pseudomonas fluorescens) X14 -0. 33 -0. 45 -0. 50 -0. 50 -0. 50 -0. 17 -0. 50 1. 00** 1. 00** 1. 00**

FJAT鄄10760(Brevundimonas vesicularis) X15 -0. 33 -0. 45 -0. 50 -0. 50 -0. 50 -0. 17 -0. 50 1. 00** 1. 00** 1. 00**

FJAT鄄10714(Methylobacterium variabile) X16 -0. 33 -0. 45 -0. 50 -0. 50 -0. 50 -0. 17 -0. 50 1. 00** 1. 00** 1. 00**

FJAT鄄10752(Brevibacillus brevis) X17 -0. 33 -0. 45 -0. 50 -0. 50 -0. 50 -0. 17 -0. 50 1. 00** 1. 00** 1. 00**

FJAT鄄11906(Enterobacter amnigenus) X18 -0. 65 -0. 55 -0. 50 -0. 50 -0. 50 -0. 77 -0. 5 -0. 50 -0. 50 -0. 50

FJAT鄄11266(Enterobacter asburiae) X19 -0. 65 -0. 55 -0. 50 -0. 50 -0. 50 -0. 77 -0. 50 -0. 50 -0. 50 -0. 50

种类 Species X11 X12 X13 X14 X15 X16 X17 X18 X19

FJAT鄄10726;FJAT鄄10078
(Bacillus subtilis) X1
FJAT鄄10748;FJAT鄄10060(Bacillus cereus) X2
FJAT鄄10074 (Bacillus pumilus) X3
FJAT鄄10067 (Bacillus sp. ) X4
FJAT鄄10076 (Acinetobacter calcoaceticus) X5
FJAT鄄10064;FJAT鄄10064
(Escherichia hermannii) X6
FJAT鄄10071 (Escherichia coli) X7
FJAT鄄10750
(Curtobacterium flaccumfaciens) X8
FJAT鄄10721
(Curtobacterium pusillum) X9
FJAT鄄10747
(Curtobacterium citreum) X10

FJAT鄄10722(Bacillus flexus)X11 1. 00

FJAT鄄10821(Bacillus altitudinis) X12 1. 00** 1. 00

FJAT鄄10724
(Sphingomonas pseudosanguinis) X13 1. 00** 1. 00** 1. 00

FJAT鄄10720(Pseudomonas fluorescens) X14 1. 00** 1. 00** 1. 00** 1. 00
FJAT鄄10760(Brevundimonas vesicularis) Xd15 1. 00** 1. 00** 1. 00** 1. 00** 1. 00
FJAT鄄10714(Methylobacterium variabile) X16 1. 00** 1. 00** 1. 00** 1. 00** 1. 00** 1. 00
FJAT鄄10752(Brevibacillus brevis) X17 1. 00** 1. 00** 1. 00** 1. 00** 1. 00** 1. 00** 1. 00
FJAT鄄11906(Enterobacter amnigenus) X18 -0. 50 -0. 50 -0. 50 -0. 50 -0. 50 -0. 50 -0. 50 1. 00
FJAT鄄11266(Enterobacter asburiae) X19 -0. 50 -0. 50 -0. 50 -0. 50 -0. 50 -0. 50 -0. 50 1. 00** 1. 00

摇 摇 * P<0. 05 在 0. 05 水平显著相关,** P<0. 01 在 0. 01 水平显著相关
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(4)柑橘内生细菌群落结构聚类分析摇 以马氏距离为尺度,采用可变类平均法,对红心柚黄龙病株内生

细菌进行聚类分析,当马氏距离为 27. 23 时,柑橘黄龙病株内生细菌可以分为 3 大类(图 4):
第玉大类摇 包括 B. subtilis, B. cereus,B pumilus 和 Bacillus sp. 4 种芽胞杆菌,其特征是在不同部位叶片均

有分布,为完全分布类型,且分布量较大。 第玉大类又可分为两个亚类,第玉亚类包括 B. subtilis 和 B. cereus,
其特征为枝条和叶片分布特性,即在不同部位的枝条和叶片均有分布;第域亚类包括 B. pumilus 和 Bacillus
sp. ,其特征为叶片分布特性。

第域大类摇 包括 A. calcoaceticus、E. hermannii、E. coli、C. flaccumfaciens、C. pusillum、C. citreum、B. flexus、B.
altitudinis、S. pseudosanguinis、P. fluorescens、B. vesicularis、M. variabile 和 B. brevis,其特征是在各器官中均为不完

全分布类型,且分布量不均匀,在有些部位分布量较大,有些部位分布量小或不分布。 第域大类又可分为两个

亚类,第玉亚类包括 A. calcoaceticus、 E. hermannii、E. coli、C. flaccumfaciens 和 C. citreum 其特征是这类内生细菌

在不同器官、不同部位分布量不均匀,且平均含量中等。 第域亚类包括 C. pusillum、B. flexus、B. altitudinis、S.
pseudosanguinis、P. fluorescens、B. vesicularis、M. variabile 和 B. brevis,其特征是枝条分布特性,即这类内生细菌

只存在于枝条之中,且平均含量较小。

图 4摇 红心柚黄龙病株内生细菌聚类分析

Fig. 4摇 Cluster analysis for endophytic bacteria in Citrus grandis Osbeck cv Chandler

第芋大类摇 包括 E. amnigenus 和 E. asburiae,其特点是根部分布特性,即这类内生细菌仅存在于根部且其

含量较大。
(5)柑橘内生细菌群落结构的多样性分析摇 柑橘不同器官内生细菌的多样性指数不同,枝条的 SIMPSON

(D)指数最高为 1. 0063,其次是叶片为 0. 8032,根部最低为 0. 4851;叶片的 SHANNON(H1 )指数最高为

2郾 2771,其次是枝条为 2. 0663,根部最低为 0. 9580;均匀度 Pielou 指数最高值出现在根部为 0. 9580,其次是叶

片为 0. 8111,枝条最低为 0. 5584。

表 21摇 不同器官内生细菌的多样性指数

Table 21摇 Diversity index of endophytic bacteria in different tissues

植物器官 Tissues SIMPSON(D) SHANNON(H1) Pielou(J)

根 Root 0. 4851 0. 9580 0. 9580

枝条 Stick 1. 0063 2. 0663 0. 5584

叶片 Leaf 0. 8032 2. 2771 0. 8111

3摇 讨论

研究植物内生细菌群落多样性可以选择多种指标,如磷脂脂肪酸 ( PLFA) [11]、变性梯度凝胶电泳
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(DGGE) [19]、物理芯片(PhyloChip Arrays)和 16S rRNA 序列[20] 等,作者选用 16S rRNA 方法鉴定分离的柑橘

黄龙病内生细菌,得到 10 个属 19 个种的柑橘内生细菌。 王爱华等[7] 根据细菌 16SrDNA 序列对柑橘黄龙病

株叶脉内生细菌的多样性进行了研究,其分离到的包括芽孢杆菌属(Bacillus)等 9 个属的内生细菌,其中 6 个

属的细菌与本研究的不同。 本研究分离的柑橘植株内生细菌大多为土壤微生物种类,其中假单胞菌属

(Pseudomonas)、 芽 孢 杆 菌 属 ( Bacillus )、 肠 杆 菌 属 ( Enterobacter ) 为 最 常 见 的 属[21]。 甲 基 杆 菌 属

(Methylobacterium) [22]、短芽孢杆菌属(Brevibacillus) [23]、鞘氨醇单胞菌属(Sphingomonas) [24]、短波单胞菌属

(Brevundimonas) [25],这些细菌已经从很多植物体内分离的到,而且部分菌属存在于柑橘植株内,其中大部分

属的生理特性都已经有了一定程度的研究。 本研究分离得到的柑橘黄龙病株内生细菌中,芽孢杆菌属

(Bacillus)的种类和数量在叶片和枝条中都占有绝对的优势。 这一结果与张铎等[26]从棉花,卢云等[27]从哈密

瓜、高增贵等[28]从玉米中分离得到植物内生菌的优势菌株为芽孢杆菌(Bacillus)相一致。 因为芽孢杆菌属

(Bacillus)等可以分泌一些激素[29]、抗生素[30]等生长因子,对植物本身生长和病害防御有很重要的作用。 根

部内生细菌的种类单一,仅仅只有肠杆菌属(Enterobacter)。 这种情况可能是由于肠杆菌属(Enterobacter)细菌

本身含有很多产激素和抗菌物质的基因[31],在保护植物的同时对其他根内生细菌具有抑制作用。
关于柑橘黄龙病的检测,可以采用田间诊断与指示植物鉴定[32]、血清学实验[33]、电镜检测[34] 等是初期

检测柑橘黄龙病的传统方法,然而这些方法有很多弊端,并会造成检测的不准确[35]。 随着分子检测技术提

高,常规 PCR、Nested鄄PCR 和 RT鄄PCR 已经应用到柑橘黄龙病的检测工作中。 其中 Nested鄄PCR 技术在检测灵

敏度上远高于常规 PCR[36],RT鄄PCR 能够定量的检测柑橘黄龙病病原,这为柑橘黄龙病的检测提供了准确、灵
敏的方法[37]]。 近年来,Hong lin 等建立了一种 STDP(single closed tube dual primer)鄄Taqman PCR[38],这种方

法将 Nested鄄PCR 和 RT鄄PCR 结合起来。 本研究采用 Nested鄄PCR 对柑橘不同部位叶脉进行柑橘黄龙病病原检

测,结果表明柑橘黄龙病发病状态的异质性,也即同一株柑桔黄龙病株在不同器官(叶、茎、根)、不同部位

(上、中、下)、不同方位(东、西、南、北)感染黄龙病与否的状态不同,如在病株中部分叶(茎、根)是健康的,部
分叶(茎、根)是染毒的;在西面上部和中部叶片及北面下部叶片中可以检测出柑橘黄龙病病原,但其并不会

表现出柑橘黄龙病病症,由于黄龙病的潜伏期为 6—18 个月[39],故有些不表现出黄化症状的叶片中含有黄龙

病病原。 关于不同部位柑橘叶片黄龙病病原携带状态异质性的研究未见报道。
植物内生菌是植物微生态系统中的重要组成部分,在长期的协同进化中,与植物形成了互惠互利的关系。

一方面宿主植物产生的光和产物可为提供其生长所需的营养,另一方面内生菌产生的代谢产物常包含一些促

生或抗菌的活性物质,能促进植物的生长发育,提高植物抗逆境、抗胁迫和抗病害的能力[40]。 Clay 等[41] 发现

有内生真菌的草遭受真菌病害影响的程度远低于没有内生菌的。 王万能和肖崇刚[42]从烟草根部分离出能防

治烟草黑胫病的内生细菌。 石晶盈等[43]研究发现有些内生菌能产生抗生素类物质对病菌有拮抗作用。 然而

柑橘黄龙病病原与柑橘内生细菌之间的相关性还未见报道,本文通过 PCC 分析得出叶片黄龙病病原存在与

否与 B. pumilus 和 Bacillus sp. 的之间呈显著负相关,这说明这两种细菌对黄龙病病原菌的存在可能会有抑制

作用。 其中 B. pumilus 已有研究报道可以产生一些生防物质并抑制一些病原菌的生长[44],Trivedi 等[45] 从柑

橘根部分离得到的内生细菌中,有 6 株内生细菌对叶片中黄龙病病原菌(Candidatus Liberibacter asiaticus)的
生长有明显的抑制作用。 其中的内生细菌 Bacillus licheniformis 与本研究得到的部分内生细菌同为芽孢杆

菌属。
柑橘内生细菌的分布量与其生长环境关系密切,柑橘不同器官其内生细菌分布量不同,根部分布量最大,

其次是叶片,枝条分布量最小,与黎起秦等研究番茄内生菌分布特性的结果一致,他认为番茄根系是内生细菌

进入植物的入口,此处有较多植物次生根,机械损伤及病虫危害会造成伤口,因此聚集的内生细菌较多[46]。
在自然界中微生物与微生物之间存在着复杂相互关系,植物内生细菌之间的相互关系也不列外[47]。 本文通

过 PCC 分析了柑橘不同器官(叶、茎、根)、不同部位(上、中、下)和不同方位(东、西、南、北)的内生细菌之间

的相关性,结果发现:在不同器官之间、叶片与枝条相互之间存在显著正相关,而叶片与根部、枝条与根部之间
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关系不显著;不同部位叶片、枝条之间的内生细菌差异不显著,而不同方位叶片、枝条之间的内生细菌含量差

异显著,这可能与柑橘种植的朝向生态因子的差异有关。
有大量研究表明植物内生细菌群落结构与自身生长环境,营养条件,遗传背景有关[48]。 多样性指数可做

为度量微生物群落多样性高低的指标。 Maguran[49]指出 SHANNON(H1)指数反映群落物种多样性,指数越高

表明物种的数量越多,且在采样单位中分布越均匀;SIMPSON(D)指数反映群落中物种的优势度,指数越高表

明物种在样品中的集中度越高;Pielou 指数反映群落物种分布的均匀程度。 本研究发现柑橘不同器官的内生

细菌群落多样性不同,SHANNON(H1)指数最大值出现在叶片,最低在根部,表明柑橘黄龙病植株叶片分布的

内生细菌分布量最大,且在各部位(上、中、下及东、西、南、北)分布较均匀,根部内生细菌分布量最少;
SIMPSON(D)指数最大值出现在枝条,最低在根部,表明柑橘黄龙病植株枝条中分离内生细菌种类最集中,根
部内生细菌种类最少;Pielou 指数最大值出现在根部,最低在枝条,表明根部内生细菌分布均匀度最高,枝条

内生细菌在各部位(上、中、下及东、西、南、北)分布最不均匀。 柑橘内生菌这种分布的异质性对于认识柑橘

生长的生态环境和黄龙病的发生具有重要意义。
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