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基于第二代测序技术的条斑紫菜(Pyropia 
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摘要    条斑紫菜(Pyropia yezoensis)贝壳丝状体黄斑病给育苗产业造成危害, 但目前对健康状态下

的菌群结构及其发病后变化仍缺乏认识。本研究基于第二代测序技术和 16S rRNA序列分析, 对健康

和患病丝状体的细菌组成与变化进行比较。测序共产生 1.6Gb 配对末端序列, 获得了第一个高通量

的条斑紫菜贝壳丝状体细菌群落数据集。通过数据分析共识别出 7,833种可操作分类单元(operational 

taxonomic units, OTUs), 比对确定为 18个细菌门。相对于健康样本, 黄斑病丝状体样本的微生物多

样性显著增加。主坐标分析和非加权组平均法(unweighted pair group method using arithmetic average, 

UPGMA)聚类均将健康和黄斑病丝状体分成不同的组, 且健康组样本间的距离明显小于黄斑病组。

上述结果说明, 健康贝壳丝状体保持着相似的微生物群落结构, 而患病后的丝状体则发生了不同的

变化; 健康样本和黄斑病样本组间差异显著的细菌属有 39 个, 其中 29 个在健康样本中的相对丰度

明显高于病患组样本。本研究从菌群生态角度分析了健康贝壳丝状体微生物菌群结构、发病后菌群

的变化及其对丝状体生长的潜在作用, 为丝状体病害的检测和预防提供有价值的信息。 
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条斑紫菜(Pyropia yezoensis)是自然生长在寒温

带海区的大型海藻 , 因其具有较高的食用价值和经

济效益 , 长期以来在包括我国北方沿海在内的东北

亚潮间带海域广泛栽培。据相关资料统计, 中、日、

韩三国的条斑紫菜年产量已达 5 万吨(干重)以上, 产

值达数亿美元(Blouin et al, 2011)。与许多紫菜种类的

典型生活史一样(黒木宗尚, 1953; 曾呈奎等, 1954), 

条斑紫菜包含叶状体和丝状体两个世代 : 叶状体是

生产和食用的对象 , 由丝状体成熟释放的壳孢子萌

发发育而来; 丝状体能够以两种不同的形式存在, 不

依赖于基质、自由生长的名为自由丝状体 , 溶解钙

质、钻入贝壳生长的被称作贝壳丝状体。 

相对于自由丝状体而言 , 贝壳丝状体更容易实

现匀质化的生态因子调控 , 并且可以通过洗刷贝壳

抑制杂藻生长, 因此在紫菜栽培产业中, 一直采用室

内培育贝壳丝状体的方式, 作为壳孢子的来源。然而, 

随着栽培产业化规模的扩大和养殖密度的提高 , 特

别是自然气候条件变化和极端天气频繁出现 , 紫菜

丝状体病害问题也日益突显 , 其中较常见的包括黄

斑病、泥红病、白雾病、鲨皮病和绿变病等(贲秀林, 

2007)。尽管在紫菜叶状体和丝状体病害的多数研究

中仅发现单一的致病菌(马家海, 1996; 闫咏等, 2002; 

马家海等, 2007; 严兴洪等, 2008; 王洪斌等, 2011; 

Guan et al, 2013), 但无法确定所识别的致病菌是否

为唯一的病原菌 , 并且无法明确同属不同种间是否

表现出致病性与益生性的差异。例如, 闫咏等(2002)

发现柠檬假交替单胞菌(Pseudoalteromonas citrea)能

够引起条斑紫菜绿斑病。王洪斌等(2011)认为河豚毒

素假交替单胞菌(P. tetraodonis)是条斑紫菜丝状体黄

斑病的病原体。但在其它一些研究中, 杨锐等(2008)
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观察到假交替单胞菌属在健康紫菜样本中占优势 , 

而从病烂紫菜中未分离到这类细菌 , 提出假交替单

胞菌可能与紫菜的健康生长密切相关。在对不同养殖

海区红藻表面的假交替单胞菌多样性进行分析时 , 

武洪庆等(2013)发现假交替单胞菌属普遍存在于大型

海藻表面, 是健康条斑紫菜表面优势菌之一, 为藻类

的正常生长和发育提供帮助。这些研究结果提示, 物

种多样性可能在紫菜病害发生过程中发挥作用。王洪

斌等(2011)也认为 , 除了河豚毒素假交替单胞菌外 , 

不能排除黄斑病由其它细菌引起 , 或由其它菌群与

河豚毒素交替假单胞菌共同作用而致病的可能。目前, 

人们对紫菜病害的研究仍局限于分离培养和基于

Sanger测序技术的低通量检测阶段, 而忽略了多致病

菌因素或病原菌增殖导致的菌群失衡对藻体微环境

的影响。 

近几年来 , 以边合成边测序策略为特点的第二

代高通量测序技术逐渐成熟(Ronaghi et al, 2001)。它

在数据信息量的获得方面较第一代测序有了巨大突

破, 既可用于基因组尺度的序列分析, 又能进行单核

苷酸多态性检测、基因频率和转录水平测定等。最为

重要的是 , 第二代测序技术的建立与推广使得通过

大规模、高通量测定 DNA 序列有效进行微生物的分

型鉴定和丰度估计成为可能 , 被广泛应用于包括土

壤(Roesch et al, 2007)、海洋(Huber et al, 2007)、人体

(Turnbaugh et al, 2009)、动植物(McKenna et al, 2008; 

Cuvelier et al, 2010)等环境样本的微生物组研究中, 

并在对微生物致病性疾病的探索中展现出其技术优

势和发展潜力。通过这些分析, 可以定义健康机体共

生菌群的范围和数量 , 由微生物种类和数量上的变

化直观地反映健康或疾病状况 , 也可以从组学尺度

预测微生物毒力因子(如有机酸、裂解酶等)在致病过

程中发挥的作用 , 以及宿主对微生物群落变化的应

答等。 

本文拟对发病范围广泛、后果较为严重的贝壳丝

状体黄斑病开展研究 , 采用第二代测序技术揭示健

康贝壳丝状体微生物菌群结构、发病后菌群的变化及

其对丝状体生长的潜在作用。 

1  材料和方法 

1.1  样本采集和处理 

黄斑病和健康贝壳丝状体样本于 2014年 8月 20

日采自江苏省南通市某紫菜育苗场。育苗池海水来自

于天然海区 , 经过黑暗沉淀和过滤处理后注入育苗

池。从不同育苗池中挑选黄斑病症状明显的贝壳 4枚, 

并从对应池中随机采集 4枚健康丝状体贝壳。取样育

苗池海水比重 (1.019±0.1), 水温 (24.7±0.1)°C, pH= 

(8.2±0.2)。贝壳丝状体于自然光周期(12L︰12D)下培

养, 光强约 1500lux。 

采集贝壳后 , 用无菌毛刷轻刷附生有患病或健

康丝状体的贝壳表面, 用超纯水配制的人工海水(比

重 1.020)重悬, 每枚贝壳约收集 1mL悬浮物, 分别置

于 1.5mL的离心管中, 后于20°C冰箱中冷冻备用。 

1.2  DNA制备和 16S rDNA扩增 

用移液器将 1mL 悬浮物样本吹打重悬 , 吸取

200µL, 转移至新的 1.5mL 离心管中。分别向管中加

入裂解液, 按照试剂盒(QIAamp DNA Mini Kit, Qiagen)

标准流程制备总 DNA, 琼脂糖凝胶电泳检测质量。 

对各样本 16S rRNA的 V3高变区进行序列扩增。

采用 Bartram 等(2011)的方法 , 在 V3 区正向引物

“CCTACGGGAGGCAGCAG”的 5′端加接头、测序

引物和 4 个随机的碱基 N(用于测序时初始信号的识

别), 相应的在反向引物“ATTACCGCGGCTGCTGG”

的 5′端加接头、索引序列(index)和测序引物 , 得到

~80bp 的一对引物。引物由生工生物工程(上海)股份

有限公司合成。分别以 8 个样品的 DNA 为模板, 使

用 Q5 High-Fidelity 2X Master Mix (NEB)高保真酶扩

增 V3 区, 反应程序与上述文献保持一致。使用该引

物进行 PCR扩增后, 产物可直接用于测序。 

1.3  文库质量控制和测序 

采用QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen)试剂

盒回收纯化 PCR产物。各样本回收产物经过 NanoDrop 

ND2000 (Thermo)和 Fregment Analyzer (AATI)检测

浓度和质量, 按照预估浓度等摩尔(0.5nmol/L)混合后

用于测序。使用 HisSeq2500(Illumina)测序平台, 配对

末端 PE-150测序。 

1.4  数据分析 

通过识别 index 对各样本测序数据进行分选, 并

滤除低质量的 reads(读长, 指高通量测序中一个反应

获得的测序序列)。使用 FLASH(Magoč et al, 2011)默

认参数, 根据重叠区将配对末端 reads 拼接成较长的

序列。去除序列前后端引物和合成引物时添加的 4个

N 碱基, 所得序列进入 QIIME 分析流程(Caporaso et 

al, 2010)。根据 97%的序列相似性, 采用 uclust聚类

方 法 生 成 可 操 作 分 类 单 元 (OTUs), 并 基 于

Greengenes 参考序列进行分类注释(DeSantis et al, 

2006), 使用 MEGAN 展示和操作分类数据(Huson et 
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al, 2007)。利用均一化后的 OTUs 和分类结果, 计算

物种多样性、群落结构和样本间聚类关系。 

2  结果 

2.1  测序数据量和覆盖度 

受试 8个样品经总 DNA提取后(图 1), 用于 16S 

rRNA基因扩增和高通量测序。测序共获得 1.6Gb数

据, 平均每个样本产生 1332818±137411条 reads。根

据重叠区将这些配对末端 reads拼接成了超过 500万

条序列, 各样本所得拼接序列数相近。 

 

图 1  受试样品总 DNA电泳结果 
Fig.1  DNA electrophoresis of the samples studied 

注: M1为 λ-HindIII Marker; M2为 D2000 Marker; 其余各道从左

至右依次为样品 he1—he4和 ye1—ye4; 上样量均为 3μL 

 
拼接序列的长度分布十分集中 , 绝大多数序列

的长度不超过 200bp, 其中长度为 171—190bp 和

191—210bp 的序列最多 , 分别达到 2938907 和

2202118条, 其余长度区间的序列不超过 20000条。 

采用 uclust 聚类(97%相似性), 贝壳丝状体样本

16S rRNA序列共识别出 7833种 OTUs。对测序覆盖 

度进行统计发现, 各样本 OTUs 观察数已达到饱和

(Good’s coverage>0.997), 表明该测序深度能够较深

入地反映取样环境下的微生物群落组成。 
2.2  贝壳丝状体附生微生物组成 

贝壳丝状体样本 16S rRNA V3区与 Greengenes

参考序列比对注释, 共识别出 18 个细菌门类。对数

据 进 行 均 一 化 处 理 后 发 现 , 变 形 细 菌 门

(Proteobacteria)在整个群落中占绝对优势, 比例约为

69.4%—83.6%, 其 次 为 拟 杆 菌 门 (Bacteroidetes) 

(8.8%—22.0%)、放线菌门 (Actinobacteria) (1.2%— 

6.2%)和蓝细菌(Cyanobacteria)(0.6%—4.0%), 其余细

菌合计只占总群落的 1.6%—4.2%(表 1)。 

变 形 细 菌 中 绝 大 多 数 属 于 α- 变 形 菌 纲

(Alphaproteobacteria), 此 外 β- 变 形 菌 纲

(Betaproteobacteria)、γ-变形菌纲(Gammaproteobacteria)

相 对 丰 度 较 高 , 仅 有 少 量 的 δ- 变 形 菌 纲

(Deltaproteobacteria)、ε-变形菌纲(Epsilonproteobacteria)

和 ζ-变形菌纲 (Zetaproteobacteria)细菌。黄杆菌纲

(Flavobacteria)、酸微菌纲(Acidimicrobiia)、厌氧绳菌纲

(Anaerolineae)和放线菌纲(Actinobacteria)等也是贝壳丝

状体微生物群落中丰度较高的类群。 

从贝壳丝状体样本共识别出 396 个细菌属, 其中

140个属的 16S rRNA序列超过 100条, 94个属超过 500

条。放线菌(Actinobacteria)、Thalassobacter、Marivita、

Loktanella、德沃斯氏菌(Devosia)、Maribacter、弧菌

(Vibrio)、氢噬胞菌(Hydrogenophaga)、Phaeobacter 和

Arenimonas等是其中丰度最高的细菌属。 

表 1  健康和黄斑病贝壳丝状体样本菌群在门水平的分类 
Tab.1  Phylum-level taxonomy of shell-boring conchocelis samples of healthy or yellow-spot diseased 

 he1 he2 he3 he4 ye1 ye2 ye3 ye4 

变形菌门 Proteobacteria 83.28 81.55 80.86 82.20 83.59 82.28 69.40 76.32 

拟杆菌门 Bacteroidetes 10.45 8.76 11.43 9.96 11.10 11.41 21.96 18.49 

放线菌门 Actinobacteria 2.52 6.22 2.74 2.20 2.59 3.10 1.95 1.24 

蓝细菌 Cyanobacteria 1.88 0.63 0.77 2.56 1.10 1.46 3.97 1.58 

绿弯菌门 Chloroflexi 1.01 1.91 0.75 1.77 0.10 0.08 0.16 0.33 

绿菌门 Chlorobi 0.07 0.09 0.18 0.18 0.04 0.05 1.88 1.44 

厚壁菌门 Firmicutes 0.14 0.19 2.77 0.23 0.03 0.04 0.04 0.03 

酸杆菌门 Acidobacteria 0.06 0.17 0.08 0.13 0.98 1.26 0.14 0.09 

浮霉菌门 Planctomycetes 0.42 0.32 0.32 0.64 0.23 0.19 0.19 0.27 

疣微菌门 Verrucomicrobia 0.04 0.13 0.04 0.05 0.13 0.08 0.14 0.09 

硝化螺旋菌门 Nitrospirae 0.04 0.03 0.03 0.03 0.08 0.04 0.10 0.05 

芽单胞菌门 Gemmatimonadetes 0.01 0.01 0.01 0.01 0.02 0.02 0.05 0.02 

螺旋体门 Spirochaetes 0.07 0.00 0.02 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 

注: 显示数值为各受试样本中细菌门所占比例(%); 仅示在所有受试样本中总丰度≥1‰的门类 
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2.3  贝壳丝状体菌群的 alpha多样性 

为研究丝状体患病前后微生物多样性变化 , 我

们统计了 Chao1、ACE、Shannon 和 Simpson 四种指

数(表 2)。所有数据均显示, 相对于健康对照组, 黄斑

病贝壳丝状体的微生物多样性显著增加 (t-test, 

P<0.05), 提示发生病害的丝状体菌群结构出现了较

大程度的改变。 

表 2  健康和黄斑病贝壳丝状体样本菌群的 alpha 多样性 
Tab.2  Alpha diversity of shell-boring conchocelis samples of 

healthy or yellow-spot diseased 

 Chao1 ACE Shannon Simpson

he1 3643.222 3585.123 7.165 0.977 

he2 3816.084 3848.863 7.113 0.972 

he3 4024.929 4035.836 6.488 0.935 

he4 4006.383 4010.577 6.958 0.956 

ye1 4150.868 4157.153 7.336 0.986 

ye2 4693.210 4723.940 7.236 0.984 

ye3 5676.537 5621.039 7.640 0.986 

ye4 5556.730 5560.481 7.441 0.982 

 

2.4  贝壳丝状体菌群在样本间的聚类关系 

为进一步揭示健康和患病丝状体菌群之间的差

异, 我们基于 OTUs组成对样本间菌群差异和距离进

行了加权的 UniFrac主坐标分析(PCoA)。健康和黄斑

病丝状体可以被区分为不同的组(图 2a), 且健康组样

本间的距离明显小于黄斑病组。UPGMA树在各样本

间显示出同样的聚类关系(图 2b)。该结果说明健康贝

壳丝状体保持着相似的微生物群落结构 , 而患病后

的丝状体则发生了不同的变化。造成这种情况的原因

可能是原本处于高度相似状态、较为稳定的健康菌群

平衡受到破坏 , 菌群紊乱使优势细菌的种类和丰度

在样本间变化幅度较大, 从而导致疾病组样品间 β多

样性较高。 

2.5  患病贝壳丝状体菌群的物种变化 

为识别导致健康和黄斑病贝壳丝状体菌群差异

的微生物种类, 我们比较了相对丰度较高(16S rRNA

序列数>500)的 93个细菌属在不同样本组间的分布。

健康和黄斑病样本组间差异显著(t-test, P<0.05)的细

菌属有 39 个(图 3), 其中 29 个在健康样本中的相对

丰度明显高于患病组样本 , 包括放线菌、噬甲基菌

(Methylophaga)、假单胞菌(Pseudomonas)、假苍白杆

菌(Pseudochrobactrum)、Roseicyclus、Jannaschia 和

Methylotenera 等。而 Maribacter、Thalassococcus、

Glaciecola、不动杆菌 (Acinetobacter)和硝化螺旋菌

(Nitrospira)等 10 个属在患病组样本中相对丰度显著

高于健康组。 

3  讨论 

条斑紫菜养殖过程中的许多病害是由微生物导

致的, 其特点是发病快、传染力强、危害严重, 所以

有研究者一直在尝试分离培养紫菜附生菌(Tsukidate 

et al, 1983; 陈国耀等, 1999; 杨锐等, 2008; 武洪庆, 

2012), 以期了解共生菌与紫菜健康的关系并识别出

可能的致病菌。但由于受到技术发展水平的限制, 只

有少数高丰度的海洋微生物种类能够被检测发现 , 

人们对紫菜(尤其是贝壳丝状体)附生菌群的认识还十

分有限。 

 

图 2  贝壳丝状体样本间的菌群聚类关系 
Fig.2  Sample clustering based on bacterial communities 

注: a. 根据 OTUs组成对样本间菌群差异和距离进行加权的 UniFrac主坐标分析[x轴和 y轴分别表示主成分 1(PC1)和主成分 2(PC2)]; b. 

UPGMA树分析样品间聚类关系(比例尺表示分支距离,he1—he4代表健康样品, ye1—ye4代表黄斑病样品) 
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图 3  健康和黄斑病贝壳丝状体样本间的微生物差异 
Fig.3  Bacterial difference between healthy and yellow-spot diseased conchocelis 

注: he代表健康样本, ye代表黄斑病贝壳丝状体样品; x轴仅显示组间差异显著(t-test, P<0.05)的 39个细菌属; y轴数值经过归一化处理, 

表示每 100000条序列识别出该物种的相对丰度 

 

在对条斑紫菜附生细菌的报道中 , 假交替单胞

菌属细菌仅在健康藻体中分离得到, 且占有优势, 而

在患病紫菜中未有发现 , 因此认为该属与紫菜健康

状态密切相关(杨锐等, 2008)。但武洪庆等(2013)对不

同养殖海区红藻表面假交替单胞菌多样性进行分析, 

从江苏如东和射阳的条斑紫菜叶状体上没有检测到

该细菌存在 , 因而对其能否体现健康与病烂紫菜附

生细菌组成的主要差别产生了疑问。在本研究中, 有

包括放线菌在内的 29 个属的细菌在健康和黄斑病丝

状体样本组间差异显著, 且与健康状态相关联, 但不

包含假交替单胞菌属 , 所以该属不能用于指示丝状

体健康状态。不同研究对于假交替单胞菌认识的差异

可能由于藻体世代(叶状体或丝状体)交替、海区环境等

的不同, 也可能与采用不同的微生物检测方法有关。 

在仅有的条斑紫菜贝壳丝状体黄斑病研究中 , 

王洪斌等(2011)从江苏连云港采集患病样本, 利用特

定培养基筛选其中的优势细菌, 并通过形态学、生理

生化和分子生物学方法鉴定为河豚毒素交替假单胞

菌, 但存在黄斑病由其它细菌引起, 或由其它菌群与

河豚毒素交替假单胞菌共同作用而致病的可能。尽管

许多真菌种类也可能是致病的重要因素 (马家海 , 

1996; 马家海等, 2007; Guan et al, 2013), 但从黄斑病

和健康贝壳丝状体菌群比较来看 , 细菌群落结构差

异显著, 说明可能有多种细菌参与了致病过程, 并在

发病前后影响丝状体的生长状态。例如, 健康丝状体

中相对丰度最高的放线菌属细菌 , 因具有广泛的抗

生素生产能力(Mahajan et al, 2012), 可能在丝状体生

长中起保护和屏障作用。患病丝状体中相对变化显著

且丰度最高的是黄杆菌科 (Flavobacteriaceae)细菌

Maribacter。这类细菌以产黄色素为普遍特征

(Nedashkovskaya et al, 2004), 较广泛地分布于自然

海区和多种海藻表面(武洪庆, 2012), 该菌为条件致

病菌, 在一般情况下不引起感染, 仅在特定环境因子

下引起感染和扩散, 可能具有较强的致病力。例如, 

有研究者发现 Maribacter 的有些种类可能与其它细

菌一起造成甲壳纲动物壳体损伤疾病(Chistoserdov et 

al, 2012; Quinn et al, 2012)。尽管 Maribacter的一些

菌株可能对青霉素、新生霉素和林可霉素等敏感(Hu 

et al, 2015), 但从食品安全角度出发, 应尽量避免在

病害预防和控制过程中使用此类抗生素药物。 

虽然没有对这些细菌开展分离和回复感染实验

(用于验证柯赫氏法则), 但本研究筛选出了一些与病

害关联的微生物标记, 缩小了验证范围, 为实验对象

的选择提供了参考。另外, 光照、温度和水质条件等

因素对紫菜的生理和生长状态十分重要(王淑刚等 , 

2013; 吴海一等, 2015), 因此在后续工作中, 应对贝

壳丝状体育苗池水的环境生态因子和水体微生物群

落变化进行深入研究 , 特别是时间梯度的连续性分

析 , 以期在相关病害的检测和防治过程中发挥预警

的作用。 

4  结论 

本研究利用第二代测序技术 , 获得了第一个高

通量的条斑紫菜贝壳丝状体细菌群落数据集 , 不仅

对高、低丰度细菌门类加以量化, 还从属水平识别出

近 400个细菌分类, 扩大了贝壳丝状体核心细菌群落
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的范围 , 并对健康和黄斑病状态下的贝壳丝状体菌

群的进行了比较分析。结果发现, 健康和黄斑病样本

组间差异显著的细菌属有 39 个, 其中如放线菌、噬

甲基菌和假单胞菌等 29 个属在健康样本中的相对丰

度显著高于病患组, 与丝状体健康状态密切相关; 而

Maribacter、Glaciecola和 Acinetobacter等 10个细菌

属在黄斑病样本中相对丰度显著较高 , 可能与丝状

体患病有关。本研究从菌群生态角度为丝状体病害的

检测和预防提供了有价值的信息。 
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MICROBIOTA OF SHELL-BORING CONCHOCELIS OF PYROPIA YEZOENSIS 
DETERMINED BY THE NEXT-GENERATION SEQUENCING 

GAI Shan-Shan,  ZHANG Wei-Dong 
(School of Life Science, Liaoning Normal University, Dalian 116081, China) 

Abstract    Yellow-spot disease of shell-boring conchocelis of Pyropia yezoensis causes large economic losses to 

aquaculture industry. To understand the microbiota of conchocelis, we compared bacterial composition and variation 

between healthy and diseased conchocelis using the next-generation sequencing and 16S rRNA gene sequences. A total of 

1.6 Gb paired-end reads were generated, which is the first high-throughput dataset of microbial communities of 

shell-boring conchocelis. Totally, 7 833 unique OTUs and 18 bacterial phyla were identified. Compared with healthy 

samples, the microbial diversities of diseased samples increased more significantly. Both PCoA and UPGMA tree divided 

these samples into two distinct (health and disease) groups. Distance within health group was remarkably smaller than that 

within disease group. Significant difference in 39 genera was shown between the two groups, of which 29 were more 

abundant in healthy samples. This study revealed the microbiota of shell-boring conchocelis at community level, and may 

provide valuable information to the detection and prevention of yellow-spot disease in Pyropia yezoensis culture. 

Key words    Pyropia yezoensis;  next-generation sequencing;  shell-boring conchocelis;  yellow-spot disease;   

16S rRNA;  microbiota 
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