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广东省水稻纹枯病菌群体遗传结构
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摘要 : 运用 RA P D分子标记技术分析了广东省水稻纹枯病菌的群体遗传结构
.

研究结果表明
,

水稻纹枯病菌存在遗

传分化现象 ( C
= 0

.

165 8)
.

分子方差分析表明群体遗传多样性在广东省地区间
、

地区内以及县市内 3 个水平分布
,

群体遗传分化在地区间的水平非常低 (中盯
二 0

.

03 8)
,

地区内的遗传分化程度较高 ( 。 二
二 0

.

240 )
,

遗传分化主要来源

县市内菌株的遗传变异 ( 。 sT = 0
.

269 )
,

占总群体遗传多样性的 73
.

07 %
.

M出
l t e l分析表明地理距离和遗传距离间缺

少相关性
,

群体分化不符合地理距离隔离模式
.
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广分布的
、

由多个生活史不 同的融合群组 成的种复

合体
.

目前至少 已经发现 14 个融合群 〔’ 〕
,

各个融合

群之间的遗传差异 比较 明显
,

各融合群个体具 有一

定的遗传差异 〔2
一 5 〕

,

根据形态特征
、

致病性和分子特

性
,

已经将一些融合群进一步分为不同的融合亚群
.

水稻纹枯病是一个世界分布的病害
,

所有的稻

作区都遭受不 同程度 的危害
.

水稻纹枯病菌 hR二
-
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融合亚群
,

位于融合群树状图的顶端 e[]
,

严重危害水

稻的产量
,

到 目前为止
,

人们对水稻纹枯病菌田间群

体的 了解知之甚少
,

仅 。即 s h i 等 [7〕
、

B a
nn i az 等仁

8 ]
、

玩a -

ga it[
9

,

’ “

响 vsa 娜 等仁川做过该方面 的研究
.

要 深人

了解植物病害流行规律和寄主
一

病原菌的相互作用关

系
,

在很大程度上是依据病原 菌在 田间的遗传结构

变化
,

因此
,

有必要对 R
.

: ol an i A G I 认 的田间群体

结构进行深人的调查研究
.

本研究利用 I认 P l ) 分子

标记探讨水稻纹枯病菌群体遗传结构 的变化
,

拟为

水稻纹枯病害的防治
、

病 害流行规律的研究提供一

些群体遗传信息
.

1 材料与方法

1
.

1 样品采集与分离

按棋盘式从广东省 19 个不 同的农 田生态系统

共采集具 纹枯病典型症状的水稻病株样 品 25 9 份
,

将病鞘或 (和 )病 叶剪成 10 一 12 c m 长
,

装人信封内
,

注明水稻品种名称
、

采集地点
.

菌株的分离按周而勋

等〔`幻的快速分离法分离
,

共分离水稻纹枯病菌菌株

19 9个
.

其中从珠江三角洲地 区 的广州市和中山市

分别采集到 42 和 37 个菌株 ;从粤北地 区的乐昌
、

乳

源
、

南雄
、

曲江和阳山 5 个县市分别采集到 5
、

7
、

9
、

6

和 8 个菌株 ;从粤东地区的东源
、

揭西
、

梅县和河源 4

个县市分别采集到 10
、

9
、

5 和 7 个菌株 ;从粤西地 区

的高州
、

怀集
、

开平
、

罗定
、

雷州
、

茂名
、

阳东和湛江 8

县市分别采集到 9
、

6
、

6
、

7
、

5
、

6
、

5 和 10 个菌株
.

菌株

在 4 ℃的冰箱中保存
,

每 3 个月继代活化 1 次
.

1
.

2 R A卫D 扩增

D
NA 提取按文献「13 〕进行

.

从 100 个 10 b p 的寡

聚核昔酸随机引物 ( S an oC
n
公司购买 )中筛选出了扩

增带数多且清晰的引物用于 RAPD 扩增
,

CP R 反应体

系总体积 20 拼L
,

工作液含 50 ~
l/ L KCI

,

10
~

F L

irT 参H CI、 l 酬L irT ot n X
一

l印
,

3
.

0

mmo
F L M g C12厂lb q

DN A 聚合酶 1
.

o u( 华美生物工程公司 )
,

1 1〕 n l 0 F L 的

随机引物
,

6 n岁拌L 左右 DN A 模板
.

CP R 扩增经 94 ℃

预变性 2
.

5 而 n 后进人循环
,

94 ℃变性 1 而 n ,

36 ℃ 复

性 1 而 n ,

7 2℃延伸 3 而 n ,

38 个循环后 7 2℃延伸 巧

而 n
.

CP R 产物在 1 x

BT E ( 89 ~
F L irT

s ,

89
~

F L

硼酸
,

2 11卫 11 0 1/ L 乙二胺四 乙酸
,

p H 8
.

0) 缓 冲液下经

巧 酬L 琼脂糖凝胶 电泳和滨化乙锭染 色后
,

用凝胶

成像系统拍照
,

打印
.

1
.

3 数据分析

按 RA P D 扩增谱带的阳性和阴性构成 O l/ 表征

距阵
,

基因型多样性用 队PD 扩增产物的谱带总数

和多态条带数
,

多态性条带 (多态性位点 ) 比率 和单

位引物多态条带数
,

谱带表型的 hS

~
多样性指数

来反映
.

分析居群分化的程度时
,

按照地理区划将 所有

菌株分为珠 江三角洲
、

粤东
、

粤西
、

粤北 4 个地 区群

体
,

每个地区的不同县市的菌株作为一个亚群
.

珠江

三角洲地区群体分别由广州市
、

中山市 2 个县市的

菌株组成
,

粤北地区群体由乐 昌
、

乳源
、

南雄
、

曲江和

阳山 5个县市的菌株组成
.

粤东地区群体由东源
、

揭

西
、

梅县和河源 4 个县市的菌株组成
.

粤西地区群体

由高州
、

怀集
、

开平
、

罗定
、

雷州
、

茂名
、

阳东和湛江 8

个县市的菌株组成
.

根据所有等位基因频率得到各群体间的遗传相

似性距阵
,

采用 N将YS
一

CP 中的 SHA N 程序
,

利用 U P
-

G MA 法进行聚类
,

分析各地区 内 (间 )群体的遗传分

化
.

群体遗传分化程度用遗传分化系数 ( ` sT )来衡

量
.

利用 OP GP NE E 犯 软件计算总居群基 因多样度

(场 )
、

各居群遗传分化系数 ( `二 )
,

居群间的 Ne i 无

偏遗传距离
.

利用 y 飞Y S
一

PC 软件 中 UP GM A 法进行

聚类分析
,

形成系统树形图
.

根据 RA卫D 图谱得到 0/ 1距阵
,

利用 MA OVA
一

per

软件进行分析
,

选择简单匹配相似性 系数距阵 比较

群体内
、

群体间的变异情况
,

分析群体变异在群体中

的分布
.

采用分子方差分析 (阴
a ly s es of OnI l e c d ar ~

-

皿c e ,

AMoV
A )软件 A MOV A 1

.

55 计算 4 个地区群体

间
、

地区群体内以及 19 个县市群体配对 中盯 (一个衡

量遗传亚分化的指标
,

类似于 F二 )和重复抽样 99 99

次检验 中二的显著性
.

用 MX Co M P 程序计算配对 叻盯值距阵和地理距

离 (km )距阵的相关性系数
,

遗传距离和地理距离的

相关性系数
.

采用 M an elt 显著性检验分析群体亚分

化模式是否符合地理距离隔离模式 ( 150俪on
一

场
一

id s -

t

acn
e
) 〔

’ 4 ]
.

2 结果与分析

2
.

1 基因型多样性

从 100 条随机引物中筛选出 n 条重复性
、

多态

性好的引物用于 CP R 扩增
,

总共扩增出 109 条 RA PD

带谱
,

其中多态性位点 105 个
,

多态性位点的基 因频

率范围为 0
.

101 一 0
.

9 89
,

多态率为 %
.

33 %
,

所有供

试菌株都有独特的 DNA 指纹图谱
.

n 条引物检测到

的 RA P D 基因位点数 目范围为 8 一 13 个
,

平均每条引

物扩增 出 9
.

5 条多态位点
,

每个县市群体多态性位

点的数目不同 (表 1 )
.

菌株所共有 的 4 个单一位点
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为 5 177一 320
、

5 9 17一 6田
、

5 8 19 一 6) (X
、

5 190
一 780

.

从表 1中可以看 出
,

群体平均基因多样性指数

为 0
.

18 1 3
,

变化范 围为 0
.

0 6 8 一 0
,

3 10 ; S h

anno
n指数

表 1 19 个县市水稻纹枯病菌群体基因型多样性
’ )

T曲
.

1 诀
n eo 如衅 山代因灯 Of 月赎众勿州沁 忍。故瓜 A -G 1

IA 训闷
a 柱此 介. ” 19 c o u n “ es

群体 poP d ait on N s 戈 尸 / %

湛江 z llanj i
agn 0

.

3的 6 .0 43 3 5 94 82
.

24

中山 Z h o n g s ll田 1
0

.

1男 8 0
.

283 7 52 47
.

7 1

阳山 Y 田l gs

han 0
.

146 0 0
.

21 7 4 44 40
.

39

阳东 Y田 l g d
o
飞 0

.

1印 6 0 23 8 4 47 43
·

12

乳源 R
u y u a n 0

.

(y7 9 8 0 116 5 21 19
.

27

曲江 Quj
i
缨 0

.

245 0 0
.

369 4 82 75
.

2 3

南雄 N即比。 o
gn 0

.

182 6 0 27 0 7 54 49
,

54

梅县 M
e
加an 0

.

166 9 0
.

刘 3 8 46 42
.

20

茂名 M
a o n五飞 0

.

138 7 0
.

207 4 43 39
.

45

罗定 L
u 创五ng 0

.

102 2 0
.

151 2 29 26
.

61

雷州 玩 i日l o u 0
.

175 8 0
.

2印 1 5 1 46
.

79

乐昌玩
c
han g 0

.

150 3 0
.

227 3 48 44
.

以

开平 iaK iP ng 0
.

08 5 3 0
.

128 7 26 23
.

85

揭西 iJ 而 0
.

266 8 0
.

3卯 5 74 67
.

89

怀集 H
u
iaj i 0

.

伪8 8 0
.

102 5 20 1 8
.

35

河源 H
e
邓an 0

.

176 2 0
.

2研 6 55 50
.

肠

广州 G
u
an 咧犯u 0

.

2 88 8 0
.

434 8 85 77
·

98

高州 G a o 公幻u 0
.

27 9 9 0
.

4 17 7 85 77
.

98

东源 玩叫幼电明 0
.

22 6 5 0
.

331 8 63 57
.

80

平均值 创 e班ge 0
.

181 3 .0 267 8 56 铭
.

势

广东省 C
u
an g d o n g 0

.

3 17 0 0
.

47 6 8 105 96
·

33

l) N 为 N ie 多样性指数
,

s 为 Sh出 u l o n
指数

,

N
p
为多态性位

点数
,

尸 为多态位点百分率
,

尸 = (多态性位点数 / 总位点数 )

X 100 %

变化范围为 0
.

103 一 0
.

4 35
,

平均值为 0
.

2 68
,

多态性

位点数和多态性位点百分率的变化范 围均 比较大
,

说明纹枯病菌群体存 在丰富的基 因多样性
,

其中在

湛江的基 因多样性指数
、

hS ann on 指数
、

多态性位点

百分率比其他县市 的大
,

说 明其群体内的遗传多样

性最丰富
、

群体内变异程度都比较大
.

2
.

2 群体结构

从表 2 中可以看 出
,

广东省水稻纹枯病菌群体

存在着遗传分化 的现象 ( C sT 二 0
.

165 8 )
,

4 个地区群

体的遗传分化 系数 比较大
,

群体间的配对遗传分化

系数 比较小 (表 2 )
,

表明广东省群体遗传分化发生在

地区群体
.

在遗传相似性为 0
.

9 时
,

聚类分析将 19

个县市的纹枯病菌群体分为遗传背景不同的 2 个亚

群 (图 1)
.

遗传
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图 1 19 个县市水稻纹枯病菌群体遗传关系聚类图
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表 2

T a b

广东省四地区的水稻纹枯病菌群体遗传多样性和基因分化及遗传分化系数的配对比较 , ,

.

Z G沁川七 c id ve 因 yt
.

半 n e 山晚 r e n柱 a柱佣 池 钾五, 沙 伪四粗伙比 of 云阅 11
.
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凡越 , 口协翻必 `口么成 A-G l lA 加闻 I Q幽咖倪唱 P m帕吐 e
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s

iez
尸 /% 场 sH ` ,

配对遗传分化系数 画丽 se of `二

粤东 aes
t 粤西 ~
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uG an gd o

gn
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l l
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gn

广东省 t o tal

8 8
.

卯

85
.

32

92
.

66

88
.

07

%
.

33

0
,

27 0 1

0
.

296 0

0
.

2 37 2

0
.

265 1

0
.

3 1 1 7

0
.

2 27 2

0
.

2田 1

0
.

162 4

0
.

1印 7

0
.

2印 l

0
.

15 8 8

0
.

293 7

0
.

31 5 5

0
.

393 6

0
.

165 8

0
.

m s 9 0
.

1呢 7 0
.

08 2 7

0
.

皿4 2

0
.

0 25 7 0
.

02 7 6

02
, .1

4
工tàQ了7内jl、ù内、ùO

r

1卫人

1 )尸
:

多态性位点百分数
,

场
:
总群体的遗传多样性指数

,

sH
:

各亚群内遗传 多样性指数
,

`二 :

遗传分化系数

2
.

3 梯级分析

广东省水稻纹枯病菌群体遗传分化主要分布在

3 个层次
,

即地区间
、

地区 内和县市 内的群体
.

通过

A M O、人 分析 1伪 个位点得到的简单匹配相似性系数

距阵
,

结果表 明地区间群体分化程度 占 3
.

83 %
,

地区

内群体占 23
.

H %
,

县市内群体占 73
.

a7 % (表 3 )
.

在低

水平的统计检验差异不显著的情况下
,

群体在地区间

存在轻微 的遗传分化 (中、
= 。

.

03 8
,

尸 二 0
.

234 )
,

在地

区 内有较高的遗传分化
,

主要由县市内不同菌株的遗

传差异引起的 (币sT = 0
.

269
,

尸 < 0
.

眼 )
.
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表 3 分子方差分析

T a b
.

3 Ana l y由 o fm 01ec u la ra vi ra c ne
(川 MO V A)

方差组分 中二统计 方差组分百分率

变异来源 so 二
e o f v
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,

55 M S v
颐 acn

e
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地区群体间 阴 M川 g 户甲 u
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het
s

ame aer
a

3 251
.

5一4 93
.

838 0
.
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.

038 3
.

83 0
.

邓 4

地区群体内 iw iht
n
即 p
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ion in

s

~ aer
a 巧 607

.

546 40
.

503 4
.

0 14 0
.

2粼〕 23
.

n < 0
.

加 2

县市群体内 iw t坛 n

opP
ul iat on in s

~ co咖 es l叨 1 77 6
.

9巧 12
.

692 12
.

692 0 2 69 73
.

07 < 0
.

仪理

1) 5X(] 次随机抽样处理获得大 于或等于观察值的概率

“,..i
.

.. · .

..’.’.
·

一二二、
巨 .

.. 认

.

4
找今

叹

.,. .,、

2
.

4 遗传分化与地理距离的关系

通过 XM C OMP 程序比较配对 中二值距阵和地理

距离 (km )距阵
,

得到二者关系图 (图 2 )
,

从图中可以

看出
,

数据点 比较分散
,

没有明显的规律性
,

相关系

数
r = 一 0

.

09 3
.

19 个县市水稻纹枯病菌群体的绝大

部分配对 中二值在 尸 < 0
.

05 水平时均显著大于 O (表

刃
,

这 说 明不同县 市的群 体间存 在遗 传变 异
.

经

M
aent

l显著性检验分析进一步说明群体间的地理距

离和遗传距离间缺少相关性 ( 尸
= 0

.

151 )
.

说明广东

省水稻纹枯病菌群体的地理距离和遗传距离之间没

有明显的相关性
,

群体分化不符合地理距 离隔离模

式
。

爹。
.

4“

门

以

逆 0 3 2

一

代李

于 0
.

16

韧
假

0

·

于:’..’ 含
扮

3 0 0 6 00 9 0 0 1 2 0 0

地理距离 罗 o g r a p h ic d is t a n e e s /腼

图 2 19 个县市的水稻纹枯病菌群体配对 衡 T值与地理距离

的相关性
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表 4 19 个群体的配对 中 , (对角线以下 )和地理距离 (km
,

对角线以上 )
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:
广东省水稻纹枯病菌群体遗传结构

3 讨论

日本学者 肠
n i

哪 等 [” 〕通过比较 五
.

: 。

俪 i 的

DNA 序列
,

发现水稻纹枯病菌中的 G + C含量高于其

他融合群
,

认为菌株间的遗传差异非常小
,

属于一个

同质群
.

但是
,

后来的研究却发现水稻纹枯病菌菌株

间存在丰富的遗传差异 〔̀ “
,

’ 7〕
.

我们在研究广东省水

稻纹枯病菌群体遗传多样性时
,

也发现菌株的遗传

距离差异很大
,

平均遗传距离为0
.

4 29 2
.

通过 凡汗 D 扩增片段差异 的分析结果表 明
,

广

东省水稻纹枯病菌群体发生 了明显的地理分化 ( ` sT

二 0
.

165 5)
.

水稻纹枯病菌群体在广东省不 同县市

存在明显的差异
,

群体间的基 因交流可能受到 了一

定程度的限制
.

广东省水稻纹枯病菌群体遗传分化

模式不符合地理距离模式
,

可能是群体间的基因交

流程度足够克服选择作用的影 响【’ “ ]
.

但是地理距离

相隔很远的群体却有 比较相近 的遗传关系
,

这可能

是 由于人为因素 (频繁的种质资源交流 )引起 的
.

广

东省水稻纹枯病菌群体内的大部分变异都存在于不

同县市群体 内
,

说明纹枯病菌群体具有相 当快的进

化潜能
.

根据我们的数据表 明
,

在较 小的空间范围

内
,

水稻纹枯病菌由许 多 RA PD 基 因型不 同的菌株

构成
.

由此推断
,

水稻纹枯病菌群体是由多个无性系

组成
,

由于地理群体间频繁的基 因流 (基 因迁移 )使

每个 无 性 系 在 空 间 分布上 以镶嵌式 出现
,

这 与

oR se iw hc 等〔’ 9 〕的推断基本一致
.
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