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摘要:小麦赤霉病是温暖潮湿和半潮湿地区麦类作物的重要病害。小麦感染赤霉病后, 不仅减产严重、品质变

劣,而且病菌产生的毒素还会对人畜健康产生危害。引起小麦赤霉病的镰刀菌至少有 20种, 鉴定病原菌及种

群结构对赤霉病的防治具有重要意义。针对我国江淮流域江苏、河南、安徽、湖北省的赤霉病菌株,利用 7对种

属特异性引物进行种属鉴定,在此基础上依据 RAPD和 AFLP分子标记进行遗传多样性分析。研究结果表明 ,

所有供试菌株均属于禾谷镰刀菌 ( Fusarium g ram inearum Schw ), 分子标记 Shannon多样性指数 ( I )以及 Ne i氏

基因多样度 ( h )均显示江淮流域禾谷镰刀菌具有较为丰富的遗传多样性。遗传标记相似系数变异范围为 0. 57

~ 0. 99, 表明菌株间存在明显的遗传多样性。以相似系数 0. 63为阈值, 可将供试菌株划分为 3类, 亚类分析表

明江淮流域收集菌株具有一定的地域性分布。

关键词: 小麦赤霉病;禾谷镰刀菌; RAPD; AFLP;遗传多样性

中图分类号: S435. 121. 4+ 5 文献标志码: A 文章编号: 1000- 2286( 2010) 06- 1146- 06

Genetic D iversity ofFusarium spp.

Isolates in Yangtze- Huaihe R iver Valley

ZHANG Xu
1
, X ING Jin cheng

1, 2
, MA H ong x iang

1
,

WEN Yun p ing
1, 3

, LU W e i zhong
1
, YUAN Sheng

3

( 1. Jiang su A cademy o fAgricultural Sciences, K ey Labo ratory of crop genetic im provem ent and breeding

in E ast China, M in istry of Agriculture, Key laboratory of Jiangsu Prov ince for Agrobiology, N an jing 210014,

China; 2. Co llege of Agricu lture, Nan jing Ag ricultura lUniversity, N anjing 210095, China; 3. Co llege of L ife

Sc iences, Nan jing No rm alUn iversity, Nan jing 210097, China)

Abstract: W heatFusarium head blight ( FHB ), caused byFusarium spp. , is one of the worldw ide de

struct ive diseases o fwheat in thew arm, sem i- hum id and hum id reg ions. The d isease no t only causes sign ifi

cant y ield losses and g rain quan lity reduction, but also induces tox in in contam inated seeds, w hich is harm fu l

to hum an be ings and livestocks. Identification o fFusarium species and understand ing genet ic populat ion have

great sign if icance to preven tion and cure o fFH B since FH B can be induced by at least 20 species. In the pres

ent study, 32 sing le- spore iso lates ofFusarium spp. co llected and purified from Jiangsu, H enan, Anhu i and

H ubei Prov inces w ere identified by spec ies- specific PCR detection. Random ly am p lified po lym orph ic DNA

( RAPD ) and amp lified fragm ent length po lym orph ic ( AFLP ) m arkers w ere used to eva luate the genetic
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diversity am ong Fusarium iso lates. The resu lts indicated that a ll iso lates be longed to F. gram inearum since

they could amp lify PCR products on ly byF. gram inearum spec ific prim es pa irs Fg11. Iso la tes expressed high

genet ic d iversity in percentage o f po lymo rph ic bands (PPB ) , Shannon s inform ation index ( I ) and N e i s

gene d iversity ( h ) calcu lated by software PopGene version 1. 32. The m arker- based genetic sim ilarity ( G s)

am ong F. gram inearum iso lates ranged from 0. 57 to 0. 99 w ith a m ean of 0. 82 indicat ing high degree o f ge

netic d iversity in the popu lation. The dendrogram constructed after po lym orph icm arker data revea led thatFu

sarium popu lation cou ld be classified in to 3 groups at 0. 63 sim ilarity coefficien.t Furtherm ore, form at ion o f

subgroups suggested that genetic d iversity w as related to geog raph ic separat ion.

Key words:Fu sarium head bligh;t Fu sarium Gram inearum; RAPD; AFLP; genet ic d iversity

由镰刀菌 (Fusarium )引起的小麦赤霉病是中国长江中下游冬小麦产区和东北春小麦区的重要病

害
[ 1]
。镰刀菌侵染小麦后产生的以脱氧雪腐镰刀菌烯醇 ( DON )为主的次生代谢物,可引起人畜急慢性

中毒, 甚至诱发癌变等
[ 2- 4]
。禾谷镰刀菌 (Fusarium gram inearum )是最早被发现的小麦赤霉病致病菌,

也是很多国家和地区的主要致病种。

小麦赤霉病致病菌种的复杂性, 仅依靠常规形态学方法对镰刀菌进行分类难于全面揭示其遗传差

异。近年来,在镰刀菌的分类研究中,已由单一的表型鉴定发展到与分子生物学技术相结合。Sch illing

等
[ 5]
用 RAPD技术合成了可区分禾谷镰刀菌和黄色镰刀菌的特异性引物。N icholson等

[ 6]
利用特异引

物和 QC - PCR技术确定植物组织中镰刀菌的种类和数量, 利用 RFLP技术,发现来自同一田块中小麦

赤霉病病穗上存在 4种镰刀菌。刘伟成等
[ 7 ]
利用 RAPD标记对我国东北地区引致小麦赤霉病的两种镰

刀菌进行种群分析。W aalw ijk等
[ 8]
利用菌种特异性 PCR引物可以区分产生 DON或 N IV的菌株,并发

现禾谷镰刀菌是 2000与 2001年荷兰小麦赤霉病的优势致病菌种。Prashant等
[ 9]
利用荧光 - PCR技术

对 5种镰刀菌进行了准确鉴定。Yang等
[ 10]
收集了长江流域 8个省市的 1 894个大麦赤霉病菌株,利用

种属特异性 PCR引物及 SNP标记进行种群鉴定。Qu
[ 11]
利用 SCAR及 AFLP标记对我国禾谷镰刀菌和

亚洲镰刀菌进行地域分布及遗传多样性分析。随着分子生物学技术的发展,镰刀菌分子鉴定技术也将

逐渐完善。

本研究应用 RAPD和 AFLP结合的方法分析我国江淮麦区采集的赤霉病菌株,以了解我国江淮流

域赤霉病致病菌的种群结构,研究基因型与来源的关系,从而为抗赤霉病育种以及病害防治提供参考。

1 材料与方法

1. 1 供试菌株

研究所用菌株共 32株,分别采集自江苏省南京市、扬州市、苏州市,安徽省合肥市,湖北省武汉市及

河南省周口市。菌株均由小麦赤霉病病穗经单孢分离得到, 供试菌株的编号及地区来源等见表 1。

表 1 供试菌株及来源

Tab. 1 Origin of theFusarium isolates

编号

No.

菌株

Iso lates

来源

Source

编号

No.

菌株

Iso la tes

来源

Source

编号

No.

菌株

Isolates

来源

Source

01 F15 江苏省南京市 Nan jing 12 yz7 江苏省扬州市 Y angzhou 23 hf3 安徽省合肥市 H efe i

02 F34 江苏省南京市 Nan jing 13 su1 江苏省苏州市 Suzhou 24 hf4 安徽省合肥市 H efe i

03 7136 江苏省南京市 Nan jing 14 su2 江苏省苏州市 Suzhou 25 w h2 湖北省武汉市 W uhan

04 8019 江苏省南京市 Nan jing 15 su3 江苏省苏州市 Suzhou 26 w h3 湖北省武汉市 W uhan

05 13084 江苏省南京市 Nan jing 16 su4 江苏省苏州市 Suzhou 27 w h5 湖北省武汉市 W uhan

06 nj1 江苏省南京市 Nan jing 17 su5 江苏省苏州市 Suzhou 28 w h6 湖北省武汉市 W uhan

07 nj2 江苏省南京市 Nan jing 18 su6 江苏省苏州市 Suzhou 29 hg- 1 湖北省武汉市 W uhan

08 yz2 江苏省扬州市 Yangzhou 19 su7 江苏省苏州市 Suzhou 30 Zhou1 河南省周口市 Zhoukou

09 yz3 江苏省扬州市 Yangzhou 20 su8 江苏省苏州市 Suzhou 31 Zhou2 河南省周口市 Zhoukou

10 yz4 江苏省扬州市 Yangzhou 21 hf1 安徽省合肥市 H e fe i 32 Zhou3 河南省周口市 Zhoukou

11 yz5 江苏省扬州市 Yangzhou 22 hf2 安徽省合肥市 H e fe i
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1. 2 赤霉病菌种型鉴定

赤霉病菌经 CTAB方法提取基因组 DNA。参照W aa lw ijk等
[ 8 ]
、D ohan等

[ 12]
、Parry等

[ 13]
方法, 利用

7对种属特异性引物 (表 2) ,采用 m ultiplex PCR技术进行基因型分析。
表 2 赤霉病菌种属特异引物

Tab. 2 Spec ies- specif ic prim ers u sed for charac ter iz ingFusarium spp.

种属

Spec ies

引物

P rim ers

序列

Sequence

扩增片段大小 /bp

S ize

参考文献

Re ference

禾谷镰刀菌 Fg11F CTCCGGATATGTTGCGTCAA 450 [ 6]

Fusarium gram inearum Fg11R GGTAGGTATCCGACATGGCAA

燕麦镰刀菌 FaF CAAGCATTGTCGCCACTCTC 920 [ 12]

F. avenaceum FaR GTTTGGCTCTACCGGGACTG

黄色镰刀菌 Fc01F ATGGTGAACTCGTCGTGGC 570 [ 6]

F. cu lm orum Fc01R CCCTTCTTACGCCAATCTCG

梨孢镰刀菌 Fp8F ACGACGAAGGTGGTTATG 1 600 [ 13]

F. poae Fp8R GGTGAAGAGCCTGTTTGCTTG

层出镰刀菌 TH 5F GATAACGTCCAAGGCTACG 330 [ 8]

F. pro lif era tum TH 5R GGGGTCGTTCAGCTCAAGG

雪腐镰刀菌 Y13NF ACCAGCCGATTTGTGGTTATG 310 [ 12]

( n ivaleM icrodochium nivale var Y13NR GGTCACGAGGCAGAGTTCG

雪腐镰刀菌 (m ajus) M nm 2F TGCAACGTGCCAGAAGCT 750 [ 12]

M. n ival varm ajus M nm2R AATCGGCGCTGTCTACTAAAAGC

1. 3 RAPD分析

采用张旭等
[ 14]
方法,随机选取 320个 RAPD引物,对菌株 F15与 F34预筛选后, 选用 16个谱带清

晰且多态性较高的引物 (表 3)对所有供试菌进行检测。
表 3 用于所有菌株检测的 RAPD引物序列

Tab. 3 RAPD pr im er sequences for fung i detect ion

序号

Code

序列

Sequence

序号

Code

序列

Sequence

序号

Code

序列

Sequence

S4 GGACTGGAGT S1245 ACACCTGCCA S1432 GGCAGAGTGTG

S71 AAAGCTGCGG S1254 GTGCCGCATC S1448 GGCAGGCAAG

S313 TGGCGCAGTG S1383 TTAGCGCCCC S1450 AAGAGGCCAG

S1020 GGAAGGTGAG S1418 CTGGCGTGTC S1490 CTCTTGGGCT

S1033 ACGGGTCAGA S1427 GTGGCCGATG

S1149 TGGAAGCACC S1431 CCTGGGTCAG

1. 4 AFLP分析

采用 Zhang等
[ 15]
的方法,通过 E coR I、M seI双酶切并连接后进行预扩增和选择性扩增。选择性扩

增引物组合为 E - ACG /M - CCA; E - CGG /M - AGA; E - AA /M - AGA。扩增产物经 6%变性聚丙烯

酰胺凝胶电泳后,银染法显色。

1. 5 数据分析

以 RAPD和 AFLP检测结果分析遗传多样性。统计电泳图谱中的可重复性条带, 按扩增片段的出

现与否分别赋值 ! 1∀和 ! 0", 构建引物扩增结果的 0 /1数据库。应用 PopGene 1. 32软件获得与遗传多样

性相关指数:多态位点百分率 (PPB )、有效等位基因数 (N e )、Ne i S基因多样性指数 ( h )、Shannon信息

指数 ( I )等。利用 NTSYSpc- pc version 2. 0软件计算遗传相似系数 (G s), 进行遗传多样性分析, 构建树

状聚类图。
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1- 10:分离菌株 , M: 50 bp分子量标准。

1- 10: iso lates, M: 50 bp DNA Ladder.

图 1 部分赤霉病菌株 mu ltip lex PCR扩增结果

F ig. 1 M u ltiplex PCR resu lts o fFusarium spp. iso lates

4- 15:分离菌株 , M: 100 bp分子量标准。

4- 15: iso la tes, M: 100 bp DNA Ladde rD.

图 2 引物 S313(左 )和 S1432(右 )的 RAPD扩增结果

F ig. 2 RAPD products o fF. gram inearum amp lified by S313 ( left) and S1432 ( right)

2 结果与分析

2. 1 病原菌种型鉴定

7对种属特异性引物 m u ltiplex PCR鉴定结果表明,只有禾谷镰刀菌特异引物 Fg11能在病菌中扩增

出 450 bp大小的 PCR产物, 其余 6对引物均无扩增产物 (图 1) , 说明供试菌株均为禾谷镰刀菌,也表

明江淮流域小麦产区赤霉病优势菌群为禾谷

镰刀菌。

2. 2 RAPD标记多态性

16个引物在 32个菌株中均能扩增出稳

定的片段, 其中引物 S1383, S313和 S1450

在菌株间平均能扩增出 8. 6, 8. 78和 8. 12

个片段;引物 S1491和 S1432在菌株间平均

扩增片段为 2. 51和 3. 19个 (图 2)。共检测

出 43个稳定的等位变异,每个位点的等位变

异数在 1~ 2, 平均为 1. 94, 每位点的有效等

位基因数N e为 1. 03~ 1. 99, Ne i s基因多样

性指数为 0. 03~ 0. 50, Shannon信息指数 ( I )

为 0. 08~ 0. 69,表明禾谷镰刀菌菌株之间存在丰富的遗传多样性。

2. 3 AFLP标记多态性

3对 AFLP引物共检测出 48个稳定的等位变异, AFLP位点的有效等位基因数 N e为 1. 06~ 2. 00,

N ei s基因多样性指数为 0. 06 ~ 0. 50, Shannon信息指数 ( I )为 0. 14~ 0. 69。结果显示, AFLP标记与

RAPD标记均能够客观地反映出各菌株间的遗传差异。AFLP标记显示的多态性略高于 RAPD标记, 但

并未达到显著性差异。

2. 4 树状聚类图

根据分子标记数据计算的遗传相似系数矩阵进行聚类分析,绘制树状聚类图 (图 3)。结果表明: 菌

株间 G s值变化范围为 0. 57~ 0. 99,平均值为 0. 82。其中来自苏州的菌株 su4与 su6的 Gs值最大 ( 0. 99),遗

传距离最小,亲缘关系最近。

来自于相同地区的菌株以较高的相似系数首先聚为一类,如以平均遗传相似系数 0. 82为阈值, 来

自江苏苏州的 8个菌株和来自河南周口 3个菌株均能分别聚为一类,以遗传相似系数 0. 80为阈值, 来

自安徽合肥的 4个菌株也聚为一类, 说明赤霉病菌具有一定的地域分布性,来自于同一地区的菌株具有

一定的遗传同质性。

以相似系数 0. 63为阈值, 32个菌株可分为 3类:第 1类即 A类,包括来自苏州、合肥、周口的菌株,
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图 3 赤霉病菌株分子标记树状聚类图

F ig. 3 Dendrogram constructed a fter RAPD and AFLP da ta ofF usarium gram inearum

根据遗传相似性,进一步可以分为 3个亚类,且与地域分布完全一致;第 2类为 B类, 包括来自南京

的 5个菌株和来自武汉的菌株 H g- 1, 其中南京菌株 F34自成 B I类, H g- 1与其他南京菌株同属 B II

类,且与菌株 7136遗传关系最近,遗传相似系数为 0. 813; 第 3类包括来自扬州的菌株和来自南京、武汉

的部分菌株,其中来自武汉的菌株自成 C I亚类, 来自扬州的菌株 yz3, yz4, yz5聚为 C II亚类, 来自南京

和扬州其余的菌株则聚为 C III亚类。

3 讨 论

3. 1 江淮麦区小麦赤霉病主要致病镰刀菌种类

我国从小麦赤霉病病穗上分离得到的镰刀菌多达 26个种 (变种 )
[ 16]

,欧洲有 17个镰刀菌种属与赤

霉病相关
[ 17]

, 常见的小麦赤霉病致病镰刀菌也有 7种之多
[ 18]
。明确小麦赤霉病菌种型及其组成与分

化,有利于针对性地采取防治对策,对小麦赤霉病的防治具有重要意义。 20世纪 80年代, 从我国 22个

省市自治区收集到的菌株中,大部分地区禾谷镰刀菌菌株出现频率都在 90%以上。徐雍皋等
[ 19 ]
对我

国 14个省市的小麦赤霉病镰刀菌进行鉴定, 共鉴定出 8个种, 其中禾谷镰刀菌属于优势致病种。

2002# 2004年,黄小红等
[ 20]
从四川省 26个市县收集到 345个菌株,共鉴定出 7个种,其中禾谷镰刀菌

出现频率为 94. 5%, 其余菌种出现频率均小于 2. 6%。

W aalw ijk等
[ 11]
发展了 mu lt ip lex PCR技术,可以同时高通量鉴别常见的 7个镰刀菌种属, 其中 Fg11

是禾谷镰刀菌的种属特异性引物。本试验从江苏、湖北、河南、安徽等地采来的小麦病穗上分离 32个菌

株,经 m ultip lex PCR分析, 结果表明,从江苏、湖北、河南、安徽等地采集分离得到的代表性菌株, 均只能

扩增出 450 bp的特异性条带,表明禾谷镰刀菌是我国江淮流域小麦主产区的优势致病种。

3. 2 禾谷镰刀菌聚类分析研究

本研究中 RAPD、AFLP标记聚类分析结果, 显示出菌株的遗传多样性和菌株的地域分布有一定的

相关性。6个地区中有 3个地区即江苏苏州、河南周口及安徽合肥的菌株以较高的相似系数首先聚为

一类, 来自武汉的 5个菌株中有 4个菌株也可以聚为一类, 说明赤霉病菌具有一定的地域分布性,来自

于同一地区的菌株具有一定的遗传同质性。这与刘伟成等
[ 7]
的研究结果相一致。

然而,聚类结果并没能把所有的菌株按来源聚类,有些来源于同一地区的菌株也会以较大的遗传距

离而分到不同的组。来自南京的菌株分为 B、C两大类,分别与扬州和武汉的菌株聚在一起, 说明禾谷

镰刀菌存在较为复杂的遗传多样性, 还可能存在生态环境等其他影响因素
[ 11]
。

本研究表明,应用 AFLP和 RAPD等分子生物学技术确定该禾谷镰刀菌的菌系类群, 能够提供群体

结构的信息,也可以使我们更充分地了解我国赤霉病菌的种群结构和生态分布情况, 提高病害预测的准

确性, 有针对性地培育抗病品种,对有效控制该病及我国农业的其他生产领域也具有重要意义。
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