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摘要:为了揭示水稻白叶枯病菌( Xanthomonas oryzae pv． oryzae，Xoo) 北方菌株的遗传结构组成，利用 rep － PCR
技术对 103 个从辽宁、吉林、河北、山东稻区采集的 Xoo 菌株、9 个标准小种( R1 － R9) 代表菌株和 13 个水稻细

菌性条斑病菌( X． oryzae pv． oryzicola，Xoc) 菌株进行了遗传多样性分析。结果表明，ERIC － PCR 和 BOX －
PCR 分析均能较好地揭示出测试菌株的遗传多态性，分别获得了 84 种和 90 种分子谱型; 在相似系数为 70%
时，ERIC － PCR 将所有测试菌株聚类为 17 个簇群，其中 1 个为优势簇群; BOX － PCR 将测试菌株聚类为 10 个

簇群，其中 2 个为优势簇群。在相似系数为 50%时，Xoo 与 Xoc 测试菌株分别聚类为 2 个不同的簇群。
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Abstract: To reveal the genetic structure of Xanthomonas oryzae pv． oryzae ( Xoo) strains in the north
rice － growing regions of China，103 strains isolated from the diseased rice leaves collected from Liaoning，Ji-
lin，Hebei and Shandong Provinces，9 representative strains of pathotypes / races ( R1 － R9 ) of Xoo and 13
strains of X． oryzae pv． oryzicola ( Xoc) were analyzed using rep-PCR technique． Dendrograms were genera-
ted from the combination data sets of primers ERIC and BOX by using UPGMA analysis． The results indicated
that extensive genetic diversity existed within the population of Xoo strains tested，they showed 84 and 90 hap-
lotypes respectively． All tested strains could be divided into 17 clusters at level of 70% similarity using primer
ERIC，and there was one predominant cluster，but 10 clusters using primer BOX and two predominant clus-
ters． All tested strains of Xoo and Xoc could be divided into two different clusters respectively at a level of
50% similarity．
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表 1 本研究用 rep － PCR 扩增体系

Tab． 1 Rep － PCR conditions used in this study

扩增体系 PCR condition ERIC 扩增 ERIC-PCR BOX 扩增 BOX-PCR

10 × PCR buffer 2． 5 μL 2． 0 μL
25 mmol /L MgCl2 1 μL 0． 8 μL
10 mmol /L dNTP 2 μL 1． 5 μL

10 μmol /L /each primer 2 μL 2 μL
Template DNA 20 ～ 100 ng 20 ～ 100 ng

Taq DNA polymerase 1． 25 U 1． 25 U
Add ddH2O 25 μL 25 μL

阐明水稻白叶枯病菌( Xanthomonas oryzae pv． oryzae，Xoo) 遗传结构及其变异规律是选用抗病品种

控制病害的科学基础之一
［1］。病原菌群体遗传变异通常导致品种抗性丧失，用传统手段很难发现群体

遗传结构组成和发育规律及其毒性变异
［2］。因此，采用新的分子技术揭示 Xoo 种群遗传多样性尤显重

要。Xoo 基因组中含有大量的短重复序列( 如 ERIC、BOX) 和插入片段( 如 J3、IS1112、IS1113) ［3 － 8］。利

用这些序列通用引物进行 PCR 扩增，称为 rep － PCR［4，7］。该技术操作简单、重复性好，在国内外已被广

泛用于 Xoo 群体遗传及其变异的分析。不同引物产生不同分子谱型( haplotype) ，反映了遗传多态性与

环境、品种更换等之间的关系，揭示了 Xoo 的遗传分化规律
［5 － 13］。然而，有关我国北方菌株群体遗传结

构及其分化、与南方菌株遗传差异等方面的研究报道不多。因此，本研究采用 rep － PCR 技术，对北方

菌株进行了遗传多样性分析，旨在揭示我国北方稻区田间流行菌株群体遗传结构特点，为北方稻区水

稻品种的合理布局和有效使用提供科学指导。

1 材料与方法

1． 1 供试菌株

103 个 Xoo 菌株为 2008 和 2009 年分别采集于辽宁( 74 个) 、吉林( 12 个) 、河北( 12 个) 和山东( 5
个) 4 省稻区病叶组织的田间分离菌株

［14］; 9 个 Xoo 标准小种( R1 ～ R9) 代表菌株( YN18、YN1、GD414、
HEN11、ScYc － 6、YN7、YN11、FuJ 和 YN24) ［15］

由南京农业大学刘凤权博士提供; 13 个水稻细菌性条斑

病菌( Xanthomonas oryzae pv． oryzicola，Xoc) 菌株( RS63、YNb8 － 2、JSb1 － 39、Ory1 － Ory10) 和 Xoo 已测

序菌株( PXO99) 为本室保存。所有菌株冻干保存于 － 80 ℃中备用。
1． 2 细菌基因组 DNA 制备及其 rep － PCR 分析

在 PSA ( 蛋 白 胨 10． 0 g + 蔗 糖

10． 0 g + L － 谷 氨 酸 1． 0 g，加 水 至

1 000 mL，固体培养基加质量浓度为

1． 5%琼脂，调至 pH 7． 0，121 ℃ 湿热

灭菌 20 min) 固体平板培养基上划单

菌落进行活化，于 28 ℃ 培养箱中培

养 72 h 后，用无菌水洗脱菌苔用于基

因组 DNA 提取。参照《分子克隆实

验 指 南》进 行 DNA 提 取。提 取 的

DNA 溶解于 TE 中。取 2 μL 于质量

浓度为 1． 0% 琼脂糖凝胶电泳检测，

对提取样品进行浓度、纯度测定，稀释至 25 ng /μL。rep － PCR 引物序列 ERIC: ERIC1 5' － ATGTA-
AGCTCCTGGGGATTCAC － 3'，ERIC2 5' － AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG － 3'; BOX: 5' － CTACG-
GCAAGGCGACGCTGACG －3'，由北京 Invitrogen 公司合成。rep － PCR 扩增体系和反应程序见表 1 和表

2。PCR 产物用混合胶( 5． 0 mg /L Agarose + 7． 5 mg /L Synelgel) 电泳( 0． 5X TBE、4 v /cm、4 ℃ ) 2 h，溴

化乙锭( EB) 染色 10 min，在 BIO － RAD 紫外成像仪上进行 DNA 指纹图谱检测。
1． 3 数据分析

将测试菌株 DNA 指纹图谱中每一条带作为一个分子标记，代表一个结合位点; 根据 PCR 产物指纹

带位的有无，分别转换成两个数码( 1 或 0) ，获得测试菌株的原始数据矩阵; 用统计软件 NTSYS － PC
( Version2． 1，Exeter Biological Software，Sstauket，NY，USA) ( SIMQUAL 程序) 得到相似系数矩阵; 然后

用 NTSYS － PC ( SHAN 程序) 模块的类平均法( UPGMA) 进行聚类分析，制作所有菌株具有相似性系数

树状图 ( phenogram) ，以此来推断各菌株间的遗传关系。
以测试菌株 PCR 谱型标记指纹带位的相似性系数 70% 为界，进行聚类分簇，根据公式计算遗传多

样性值: H =［n / ( n － 1) ］( 1 －∑Xi
2 ) ，i = 1，Xi 为群体中第 i 个样品谱型出现频率，n 是测定菌株数。
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M: 2 kbp DNA ladder; 1 ～ 12: 水稻白叶枯病菌( Xoo) 基因组 DNA; 13 ～ 22: 细菌性条斑病菌( Xoc) 基因组 DNA。
1 ～ 12: Genomic DNA of Xanthomonas oryzae pv． oryzae ( Xoo) ; 13 ～ 22: Genomic DNA of Xanthomonas oryzae pv． oryz-

icola ( Xoc) ．
图 1 水稻白叶枯病菌( Xoo) 与细菌性条斑病菌( Xoc) 基因组 DNA 提取电泳图

Fig． 1 Genomic DNA extract of Xanthomonas oryzae pvs． oryzae ( Xoo) and oryzicola ( Xoc)

M: 1 Kb DNA ladder; 1 ～ 11: 水稻白叶枯病菌( Xoo) ; 12 ～ 22: 细菌性条斑病菌( Xoc) 。
1 ～ 11: Xanthomonas oryzae pv． oryzae ( Xoo) ; 12 ～ 22: Xanthomonas oryzae pv． oryzicola ( Xoc) ．

图 2 水稻白叶枯病菌( Xoo) 与细菌性条斑病菌( Xoc) 基因组 DNA 的 ERIC － PCR 指纹图谱

Fig． 2 ERIC － PCR fingerprinting patterns from genomic DNA of Xanthomonas oryzae pvs． oryzae ( Xoo)

and oryzicola ( Xoc) strains

表 2 本研究用 rep － PCR 程序

Tab． 2 Rep － PCR procedure used in this study

PCR 反应程序 PCR procedure

预变性

Initial denaturation

PCR 循环 PCR cycles

变性

Denaturation
复性

Annealing
延伸

Extension
循环数

Cycles

延伸

Extension

ERIC － PCR 95 ℃ 94 ℃ 52 ℃ 72 ℃ 35 72 ℃
3 min 45 s 45 s 5 min 12 min

BOX － PCR 95 ℃ 94 ℃ 53 ℃ 72 ℃ 30 72 ℃
3 min 45 s 1 min 3 min 12 min

2 结果与分析

2． 1 细菌基因组 DNA 制备

通过对所有测试菌株基因组 DNA 提取，获得质量较高的 DNA 模板，DNA 大小一致( 图 1) ，高质量

的 DNA 模板便于后续试验研究。
2． 2 ERIC － PCR 分析

ERIC － PCR 片段为 5 ～ 15 条，大小为 100 ～ 4 000 bp，有 84 种分子谱型，遗传多样性值为 0． 952 2
( 图 2) 。以相似性系数 70%为界，可将 84 种分子谱型聚类分成 17 个簇群 ( 图 3) 。各个簇群的菌株数

量不等，其中簇群 15 有 27 个菌株，占总数的 23． 89%，为优势簇群; 簇群 1、7、12 各有 3 个菌株，分别占
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图 3 水稻白叶枯病菌( Xoo) 与细菌性条斑病菌( Xoc) ERIC － PCR 分子谱型的树型结构图

Fig． 3 Dendrogram contructed with UPGMA based on 84 haplotypes with ERIC － PCR of Xanthomonas oryzae
pvs． oryzae and oryzicola strains

2． 65% ; 簇群 2 有 17 个菌株，占 15． 04%，簇群 3、13 各有 2 个菌株，分别占 1． 77% ; 簇群 4、16、17 各有

4 个菌株分别占 3． 54% ; 簇群 5 有 5 个菌株，占 4． 42% ; 簇群 6、9、14 各有 6 个菌株，分别占 5． 31% ; 簇

群 8、10、11 分别有 11、1、9 个菌株，分别为 9． 73%、0． 88% 和 7． 96%。各簇群菌株来源广泛，与地域无

关; 另外，9 个已鉴定小种的南方代表菌株分别与北方菌株聚类在不同簇群中。而 12 个 Xoc 菌株聚类

在簇群 4; 另有 1 个 Xoc 菌株 Ory5 聚类在簇群 5。
2． 3 BOX － PCR 分析

BOX － PCR 片段为 2 ～ 13 条，大小为 100 ～ 3 000 bp，有 90 种分子谱型。以相似性系数 70% 为界，

可将 90 种分子谱型聚类分成 10 个簇群，遗传多样性值为 0． 960 1 ( 图 4) 。各个簇群的菌株数量不等，

其中簇群 1 和 6 各有 28 和 24 个菌株，分别占总数的 24． 78%和 21． 24%，为优势簇群; 簇群 2 有 2 个菌

株，占 1． 77% ; 簇群 3、4 各有 17 个菌株，占 15． 04% ; 簇群 5、8、9 各有 4 个菌株，占 3． 54% ; 簇群 7 有

13 个菌株，占 11． 50% ; 簇群 10 为 13 个 Xoc 菌株。各簇群菌株来源广泛，与地域无关。当相似性系数

为 50%时，Xoo 和 Xoc 菌株聚类为两大簇群。

3 讨 论

本研究发现 ERIC － PCR 和 BOX － PCR 分析 DNA 指纹条带丰富、分子谱型多、遗传多样性值相似，

表明两者均能较好地揭示出测试菌株丰富的遗传多态性。UPGMA 聚类分析发现: ( 1) ERIC － PCR 和

BOX － PCR 分析揭示出的优势簇群的菌株组成相似，表明这些菌株可能为田间流行菌株、分布广泛，应

予以重视; ( 2) 国内 9 个已鉴定小种的代表菌株( 主要为南方菌株) 均与北方菌株分别聚在不同簇群

中，表明南、北方菌株遗传背景相近; ( 3) ERIC － PCR 和 BOX － PCR 分析均揭示出 Xoc 菌株单独聚为
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图 4 水稻白叶枯病菌( Xoo) 与细菌性条斑病菌( Xoc) BOX － PCR 分子谱型的树型结构图

Fig． 4 Dendrogram contructed with UPGMA based on 90 haplotypes with BOX － PCR of Xanthomonas oryzae
pvs． oryzae and oryzicola strains

一簇群，能与 Xoo 菌株相区分，但 BOX 引物对两种菌株的区分力更强; 同时明确了 Xoo 与 Xoc 在遗传

背景上存在一定的差异。本实验室前期工作己明确了我国北方菌株致病型和小种的组成
［14］，但其遗传

型与致病型之间的关系仍需深入探究。
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