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摘要:用随机引物扩增多态性(RAPD)和纤维素法对鸭跖草叶点霉 Phyllosticta commelimecola 的基因组遗传多样性和

dsRNA进行测定 ,分析遗传多样性和 dsRNA与菌株的致病力的关系.结果表明菌株间存在明显的培养类型和致病

力分化现象 ,菌株的致病力从南到北逐渐减弱.选择东北地区有代表性的菌株 , 进行 dsRNA 测定和 RAPD分析 ,在

所测定的菌株中有 10个含有 dsRNA , 2 个不含 dsRNA ,菌株致病力强弱与 dsRNA 无相关性.通过 RAPD扩增和聚类

分析 ,在类间距离 15 以下可将 12 个鸭跖草叶点霉分为 5个类群.辽宁省和吉林省的菌株亲缘关系较近 , 黑龙江省

的菌株与辽宁 、吉林的菌株亲缘关系远 , 同一 RAPD类群中表现出相似的致病力.
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Abstract:The genetic polymorphism and dsRNA of Phyllosticta commelimecola from Northeastern of China

were determined by RAPD and cellulose methods.The relationship between the genetic polymorphism and

dsRNA and pathogenicity was analyzed.The results showed that there were obvious differences in culture types

and pathogenicity of these strains , and the pathogenicity of the strains decreased from southern to northern.

The typical strains were subject to dsRNA and RAPD analyses.Among 12 strains tested ,10 strains contained

dsRNA and 2 without dsRNA.It was mdicated that there was not relationship between dsRNA and pathogenci-

ty.The isolates could be divided into 5 groups under the Hierarchical cluster distance of 15.There was close

relationship between the isolates of Jilin Province and Liaolin Province , however , the strains of Helongjiang

Province had distant relationship with the strains of Jilin and Liaolin Province.The pathogenicity of the strains

under the same RAPD group was similar.
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　　鸭跖草 Commelina communis是国内重要商品粮基

地东北地区农田主要难防杂草之一.化学除草剂对该

草的防除效果不理想 ,使用寄生在鸭跖草上的病原真

菌控制农田鸭跖草的发生是一个重要防除途径[ 1] .至

今为止 ,已记录了约80多种真菌致病于约70种杂草.

一些病原真菌已应用于杂草的防治中[ 2] .植物病原真

菌中存在致病力分化的现象 ,造成其致病力分化的

原因有多种[ 3～ 5] .不同真菌的致病力与随机引物扩

增多态性 DNA(RAPD)类群之间也存在复杂的关

系[ 6] .鸭跖草叶点霉 Phyllosticta commelimecola Young
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是鸭跖草上一种重要的病原真菌 ,对该菌的研究目

前只停留在分类 、致病性及毒素的测定等方面[ 7～ 9] .

本研究测定了鸭跖草叶点霉生物学特性及致病力 ,

分析了其致病性与 dsRNA及 RAPD种群的关系 ,对

于研究该菌致病力的遗传变异至关重要 ,为有效利

用该菌提供理论依据同时也为有效地防治该杂草提

供致病力强且致病性稳定的菌株.

1　材料与方法

1.1　材料

所采鸭跖草叶点霉 Phyllosticta commelimecola 标

本 ,来自东北三省不同地区 ,病区分布自 41°N ～ 49°

N.所用的随机引物由上海癌基因研究中心合成 ,筛

选出 18个引物(表 1)对叶点霉菌进行 RAPD分析.

表 1　筛选的随机引物编号及其核苷酸序列(5′※3′)

Tab.1　The numbers and sequences of selected primers

编号

number

核苷酸序列

sequence

编号

number

核苷酸序列

sequence

01 CAGGCCCTTC 10 CCCAAGGTCC

02 CATCCCCCTG 11 CCAGATGCAC

03 TGCGCCCTTC 12 GAGTCTCAGG

04 GTCCACACGG 13 AAGCCTCGTC

05 GATGACCGCC 14 AAGTGCCGG

06 GTCCCGACGA 15 GGCAGGCAAG

07 GTCGCCGTCA 16 ACGAGAGGCA

08 GGTCTACACC 17 GGCACTGAGG

09 CACCGTATCC 18 CGCCTAGGTA

1.2　方法

1.2.1　菌株的分离　切取病害标本病斑边缘组织 ,

放于载玻片上 ,加入 1 滴灭菌水 ,置于显微镜下 ,待

分生孢子从孢子器中溢出后 ,吸取孢子液 ,平铺在琼

脂培养基上 ,于 20 ～ 22 ℃下培养 ,将发芽的孢子转

入PSA中.

1.2.2　致病力的测定　从待测菌株挑取菌块置 PSA

平板上 ,20 ℃培养 6 d后 ,用内径 0.5 cm打孔器切下

菌块 ,接种于盆栽三叶期鸭跖草的叶片上 ,每片叶接

种1个菌块 ,以PSA培养基为空白对照 ,置于塑料微

栅保湿 4 d后保持 20 ～ 22 ℃和 12 h 光照 ,15 d后观

察发病情况.根据病斑面积占叶面积的大小划分菌

种的致病类型:强致病力为病斑面积占叶面积的

50%以上;中等致病力为病斑面积占叶面积的

25.0%～ 49.9%;弱致病力为病斑面积占叶面积的

24.9%以下.

1.2.3　培养性状的测定　取各地区致病力最强的菌

株 ,将各菌株在 PSA培养基上活化后 ,用打孔器取菌

块接种于 PSA培养基上 , 20 ℃培养 6 d后 ,观察各菌

株的培养特性 ,测定各菌株的生长速率.

1.2.4　菌株的 dsRNA 检测方法 　取各地区致病力

最强的菌株 ,按梁平彦[ 3]的方法提取 dsRNA ,最后用

50 μL TE(pH8.0)溶解 ,采用琼脂糖凝胶电泳检测

dsRNA.

1.2.5　DNA的提取及 RAPD扩增及聚类分析　菌株

在PSA培养基上活化后 ,挑取多个小菌块置于 PS 液

体培养基上 ,25 ℃下低速振荡培养 3 d.将培养的菌

体用蒸馏水洗 3次 ,吸干水分 ,采用 CTAB 法提取各

菌株的 DNA.RAPD 反应程序如下:反应混合物于

94 ℃变性 2 min;进入循环 ,94 ℃1 min ,37 ℃1 min ,

72 ℃2 min ,共 45个循环;最后72 ℃保温 10 min.扩

增产物在 10 g/L琼脂糖中电泳 ,照相.将多态性的扩

增条带 ,进行数值化 ,用SPSS9.0软件进行聚类分析.

2　结果与分析

2.1　致病力测定

自东北地区 12 个市县农田的鸭跖草上分离的

叶点霉接种叶片 15 d后 ,调查发病的结果表明 ,菌株

间存在明显的致病力分化现象 ,黑龙江省菌株致病

力弱 ,而辽宁 、吉林省的菌株致病力变化较大 ,大部

份菌株的致病力强 ,少数菌株的致病力弱.菌株的致

病力从南到北有逐渐减弱的趋势.选取三省致病力

强弱不同的菌株各 4个为代表(黑龙江省菌株的致

病力都弱),测出其致病力 ,结果如表 2.

表 2　所选菌株及其致病力

Tab.2　The selected strains and their pathogenicity

菌株号

number

来源　　

source　　

致病力

pathogenicity

菌株号

number

来源　　

source　　

致病力

pathogenicity

1 黑龙江省纳河市 低 7 黑龙江省嫩江县 低

2 吉林省吉林市 高 8 吉林省梅河口市 中

3 黑龙江省佳木斯市 低 9 黑龙江省牡丹江市 低

4 辽宁省锦州市 中 10 吉林省通化市 中

5 辽宁省营口市 低 11 吉林省图门市 低

6 辽宁省辽阳市 高 12 辽宁省兴城市 高
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2.2　培养类型及与致病力的关系

各菌株的培养类型及其地理分布的结果见表 3.

从表 3可见 ,各菌株的菌落特征除了菌落的形态和

产生厚垣孢子一致外 ,在菌落的颜色 、生长速度的快

慢和产生分生孢子器的多少方面均存在差异 ,东北

地区的菌株存在培养类型分化现象.各菌株的致病

力与各性状之间没有明显的相关性.

表 3　鸭跖草叶点霉的培养特性及其地理分布

Tab.3　The culture characteristics and geographic distribution of P.commelimecola

颜色

color

形态

morphology

生长速度

growth rate

产孢 sporulation

分生孢子器

conidiocarp

厚垣孢子

chlamydospore

地理分布

places

白色 圆 中 很少 多 辽宁省:兴城市 、锦州市

白色 圆 中 中 多 黑龙江省:嫩江县 、纳河市

白色 圆 慢 中 多 黑龙江省:佳木斯市 、牡丹江市

白色 圆 慢 很少 多 吉林省:通化市

红色 圆 中 很少 多 吉林省:梅河口市 、吉林市

黑色 圆 慢 很少 多 辽宁省:辽阳市;吉林省:图门市

2.3　菌株的 dsRNA及与致病力的关系

供试部分菌株的 dsRNA琼脂糖凝胶电泳结果如

图1所示.从 4号和 7号菌株的 dsRNA琼脂糖凝胶

电泳图谱(图 1)可以看出 , 7号和 C 两菌株中存在

dsRNA ,经电泳后出现 2个片段 ,其中第 1条带为菌

株的基因组DNA ,第 2条带是菌株的 dsRNA ,它们的

大小出现在2.0 kb左右.在所测定的12个菌株中有

10个菌株含有 dsRNA ,其中有 2 个菌株致病力强 ,3

个菌株致病力中等和 5个低致病力菌株.不含 dsR-

NA的菌株分别为吉林省图门市菌株和辽阳市菌株 ,

它们分别为强致病力和弱致力菌株.在不同致病力

类型的菌株中均检测到dsRNA ,dsRNA的有无和致病

力的强弱无相关性.

4 , 7:菌株号 st rain no.;C:λ/HindⅢ+EcoRⅠ

图 1　鸭跖草叶点霉的 dsRNA电泳图谱

Fig.1　dsRNA electrophoresis map of P.commelimecola

2.4　叶点霉菌株 RAPD分析及与致病力的关系

筛选的 18种随机引物对 12个叶点霉菌株的基

因组 DNA进行 RAPD扩增 ,所有的引物在 12个菌株

上都扩增出条带 ,相对分子质量在 0.1 kb ～ 3.0 kb之

间 ,DNA片段数在 3 ～ 12之间 ,18个引物共扩增出片

段104条 ,平均每个引物扩增片段数为 5.78.有多态

性的条带共有 43 条 ,多态性的条带占总条带数的

39.8%.不同的引物对 12 个菌株进行 RAPD扩增 ,

各菌株间扩增图谱差别明显 ,表现出明显的多态性.

其中 12号引物对12个菌株DNA扩增的结果见图 2.

　　从图 3聚类结果可以看出在类间距 15以下 12

个菌株可以分为 5群.来自辽宁省营口市的 5号菌

株 、吉林省图门市 11号菌株及黑龙江省的纳河市 1

号菌株 、牡丹江市 9号菌株和佳木斯市的 3 号菌株

属于第 1类群 ,致病力弱;来自吉林省吉林市的 2号

菌株和辽宁省兴城市的 12号菌株属第 2类群 ,致病

力强;来自辽宁省辽阳市的 6 号菌株和吉林省通化

市的 10号菌株属于第 3类群 ,致病力强;来自辽宁省

锦州市的 4号菌株和吉林省梅河口的 8号菌株属于

第4类群 ,致病力中;来自黑龙江省嫩江县的 7号菌

株单独属于第 5类群 ,致病力弱.从菌株的 RAPD聚

类图谱上可以看出除辽宁省营口市的 5号菌株 、吉

林省图门市的11号菌株与黑龙江省 3个菌株同属一

个类群外 ,其他的辽宁省菌株和吉林省菌株分属 3

个类群 ,它们遗传物质亲缘关系较近 ,而在第 1类群

中辽宁省营口市的菌株 、吉林省图门市的菌株在类

间距 5以下也同属一个类群 ,更进一步说明这 2 个

省菌株的亲缘关系相近.黑龙江省的 4 个菌株中 ,3

个菌株同属第 1类群 ,它们的遗传物质亲缘关系较

近.这些结果说明菌株的地理分布与菌株的类间距

离有一定的关系.同一类群的菌株由于其遗传物质

的亲缘关系较近 ,它们表现出较一致的致病力 ,说明

RAPD类群与致病力有一定的相关性.
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1～ 6 , 8～ 13:菌株号 strain no.;C:λ/HindIII+EcoRⅠ

图 2　引物 12对鸭跖草叶点霉 12 个菌株 DNA的 RAPD电泳图

Fig.2　RAPD electrophoresis map of 12 strains from P.comme-

limecola by primer 12

图 3　各菌株亲缘关系聚类分析图

Fig.3　Hierarchical cluster map of relationship of strains

3　讨论与结论

　　鸭跖草叶点霉的致病力测定中发现 ,东北地区

的鸭跖草叶点霉的致病力从南部向北部逐渐减弱 ,

这与农田调查的结果一致.因此在东北地区选择叶

点霉作为生防菌来控制鸭跖草时 ,应从辽宁 、吉林选

择强致病力菌株.对菌株的 dsRNA 检测的结果表

明 ,3种不同致病力类型的菌株都存在着 dsRNA 有

无的问题 ,菌株 dsRNA的有无与致病力并无相关性.

这与以往的一些研究结果相似
[ 5 ,10]

也有人提出菌株

的致病力与 dsRNA之间的关系并不是简单的有无关

系 ,dsRNA携带的遗传信息影响真菌的致病力[ 5] .这

进一步从分子水平上说明了该菌致病力与 dsRNA关

系的复杂性.

以往的研究认为 ,一些寄生程度较低的植物病

原真菌群体的致病力与DNA扩增多态性有较好的相

关性[ 6] .本研究也得出了鸭跖草叶点霉的地理分布

与其 RAPD类群有较好的相关性的结论.这可能是

由于该菌是一种寄生程度较低的真菌.对鸭跖草叶

点霉不同的 RAPD 类群的致病力分析表明 ,同一类

群中菌株的致病力表现较一致 ,这在一定程度上说

明致病力的强弱是由于遗传物质的差异造成的.

扩增产物进行电泳时 , 弱带的产生有多种原

因[ 14] .因此在统计多态性时应去掉弱带的多态性 ,

这样就会减少试验过程中的误差.这可能是本试验

中多态性条带出现频率低的原因.
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