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基于 RAPD 标记分析葡萄孢属类似真菌
Amphobotrys ricini 的遗传多样性

张　蕊１　于　琳２　李国庆１　张　静１

１．华中农业大学植物科学技术学院/湖北省作物病害监测和安全控制重点实验室/

农业微生物学国家重点实验室,武汉４３００７０;

２．广东省农业科学院植物保护研究所/广东省植物保护新技术重点实验室,广州５１０６４０

摘要　采用RAPD分子标记对我国１５个地区２种寄主植物(铁苋菜和蓖麻)上分离得到的葡萄孢属类似真

菌Amphobotrysricini的８１个菌株以及来自美国的１个A．ricini菌株进行了遗传多样性分析.结果显示:筛
选出的８条 RAPD引物共扩增出６３条 DNA带,其中有４９条 DNA条带为多态性条带,多态性条带比率(PPB)

为７７．８％.多态性信息含量(PIC)值变化范围在０．４７~０．８４,平均值为０．７２,观测等位基因数(Na)的均值为

２．００００、有效等位基因数(Ne)的均值为１．３５７７、Nei’s基因多样性指数(H)的均值为０．２２７５,Shannon信息指

数(I)的均值为０．３６３１.UPGMA聚类分析表明,遗传相似系数变化范围在０．５５~１．００,以遗传相似系数０．７０
为阈值时,可分为５个类群(A、B、C、D、E),在遗传相似系数０．７４处,B类群又可以分为 B１和 B２两个亚群.分

析结果表明,A．ricini群体内遗传变异与菌株地理来源、寄主植物有一定相关.
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　　葡萄孢属类似真菌Amphobotrysricini主要危

害大戟科植物,包括蓖麻[１]、地锦[２]、虎刺梅[３]、猩猩

草[４]、大戟[５]、狗尾红和佛肚树[６],危害植物组织造

成茎腐、枯斑、花腐、果腐等症状.近几年该病害又

进一步加重,Yu等[７]首次报道了在中国A．ricini
可以侵染铁苋菜(Acalyphaaustralis)引起铁苋菜

灰霉病,Amiri等[８]首次报道A．ricini可以侵染草

莓引起草莓灰霉病,由此可见,A．ricini的寄主范

围不仅只有大戟科的植物,该菌可能是一些重要经

济作物上的潜在病原菌.
关于A．ricini的分类和命名也经历了漫长的

过程.Godfrey[９]首次从蓖麻上发现该菌,将其命名

为SclerotiniariciniGodfrey;Whetzel[１０]将这个菌

归到葡萄孢盘菌属(Botryotinia)里,根据其有性型

将其命名为Botryotiniaricini(Godfrey)Whetzel;

Buchwald[１１]确定其无性型属于葡萄孢属(BotryＧ
tis),将 其 无 性 型 命 名 为 Botrytisricini N．F．
Buchw．.Hennebert[１２]通过形态学比较分析葡萄孢

属及其类似属真菌的特点,将该菌划分为葡萄孢属

类似真菌,根据该菌分生孢子梗形态建立了 AmＧ
phobotrys属,且该属真菌只有１个种,将其命名为

Amphobotrysricini(N．F．Buchw．)Hennebert.
目前对Amphobotrysricini的相关研究较少,

尚未 有 关 于 该 病 菌 遗 传 多 样 性 的 研 究.RAPD
(randomlyamplifiedpolymorphicDNA)是一种基

于聚合酶链式反应,并利用１０个碱基的单链引物对

基因组DNA进行扩增的分子标记技术.这项技术

是由 Williams和 Welsh带领的团队最先发展起来

的[１３Ｇ１４].与随机片段长度多态性(RFLP)、扩增片

段长度多态性(AFLP)、简单重复序列标记(SSR)相
比,RAPD分子标记具有操作简单、无需知道研究对

象的基因组信息、无需合成特定的引物序列、能反映

整个基因组的变化以及技术成本低等优点,因而被

广泛应用于植物病原真菌研究中的各个领域[１５Ｇ１９].

Kandan等[１５]采用 RAPD标记对３２株高粱靶斑病

菌(Bipolarissorghicola)进行分析,从５０条RAPD
引物中共筛选出１０条重复性好的引物,多态性比率

为１００％,结果表明３２株高粱靶斑病菌存在显著的
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遗传 分 化.Gnanasing 等[１６] 以 １４ 个 稻 瘟 病 菌

(Magnaporthegrisea)作为供试菌株,采用 RAPD
和SCAR标记技术获得了检测和鉴定稻瘟病菌的

特异SCAR 标记引物.Khan等[１７]利用 RAPD 技

术对３株菜豆壳球孢菌(MacrophominaphaseoliＧ
na)分析发现３株菜豆壳球孢菌存在遗传变异,且遗

传变异与菌株对向日葵和鹰嘴豆的致病力有关.

RAPD技术因其方便高效的优势也广泛应用于灰霉

病菌群体研究中,并取得了一些成果.范咏梅等[１８]

采用RAPD技术分析了１２个灰霉菌株的遗传多样

性,结果表明１２个灰霉菌株可划分为４个菌群,且
灰霉菌株的遗传距离与菌株来源的地理距离存在明

显相关性.Kumari等[１９]采用RAPD技术对来自印

度和尼泊尔不同寄主上的７９个灰葡萄孢菌株的遗

传变异进行分析,结果也表明不同遗传聚类群体与

菌株地理来源和寄主植物存在明显相关性.范

璇[２０]利用 RAPD和SCAR分子标记技术获得了检

测和鉴定蚕豆、葡萄以及葱属植物上１１个灰葡萄孢

物种的特异性PCR引物.
本研究以笔者所在课题组２０１１至２０１３年在湖

北、云南及广西等地的铁苋菜和蓖麻上分离的８１个

A．ricini菌株以及１个来自美国的A．ricini菌株

作为试验材料,前期采用形态学和ITS序列将其鉴

定为A．ricini,并发现A．ricini在 PDA 培养基上

的培 养 形 态 存 在 明 显 的 变 异.因 此,为 了 揭 示

A．ricini群体的遗传多样性规律及其与地理来源和

寄主的关系,笔者从分子水平上对该病菌的遗传分

化进行分析,旨在为该病害流行规律的研究和有效

防治奠定理论基础.

1　材料与方法

1.1　试验菌株

试验菌株为２０１１至２０１３年从湖北、云南、广西

２种寄主植物(铁苋菜和蓖麻)上分离得到的８１个

A．ricini菌株以及来自美国的１个A．ricini菌株

(菌株编号:MUCL１０３０,保存于BelgianCoordinaＧ
tedCollectionsofMicroorganisms)(表１).根据形

态学(菌落形态和分生孢子显微形态)和ITS序列

测定鉴定分析结果显示,所有菌株均为A．ricini.
1.2　主要培养基

PDA培养基:２００g去皮马铃薯,２０g葡萄糖,

１３g琼脂粉,加蒸馏水定容至１０００mL.

LB培养基:１０g胰蛋白胨,５g酵母提取物,

１０gNaCl,加去离子水定容至１０００mL,用５moL/L
NaOH调节pH至７．０.

LA培养基:在１０００mLLB培养基中加入１３g
琼脂粉.

以上培养基均经过１２１℃高压蒸汽灭菌２５~
３０min后使用.
1.3　主要试剂

DNA提取缓冲液:２％ 十六烷基三甲基溴化铵

(CTAB,w/V),２％ 聚乙烯比咯烷酮(PVP,w/V),

１００mmol/LTrisＧHCl(pH＝８．０),２５mmol/L乙二

胺四乙酸二钠(Na２EDTA),２．０mol/LNaCl.
电泳缓冲液(１０×TBEBuffer):１０８gTris,

７．４４gNa２EDTA,５５g硼酸,加去离子水定容至

１０００mL.

１％或１．５％琼脂糖凝胶:１g或１．５g琼脂糖中

加入１００mL０．５×TBEBuffer,微波炉中低火加热

３min至融化均匀.
1.4　菌丝的培养与收集

对于产分生孢子的菌株,将菌株接种在 PDA
平板上,２０℃下培养３d,收集分生孢子,用灭菌的

无菌水配置成孢子悬液,然后用移液枪吸取５００μL
涂在铺满玻璃纸的PDA 平板上,２０℃培养３d,收
集菌丝备用;对于不产生分生孢子的菌株,将菌株接

种于PDA平板上,２０℃下培养３d,挑取菌丝边缘

的鲜嫩菌丝转接到铺满玻璃纸的 PDA 平板上,

２０℃培养３d,收集菌丝备用.
1.5　基因组 DNA 的提取和检测

将收集 的 菌 丝 在 液 氮 中 研 磨 成 粉 末,采 用

CTAB法提取病原菌基因组 DNA[２１].使用１％的

琼脂糖凝胶电泳对提取的 DNA 进行检测,同时用

超微量分光光度计(岛津BioSpecＧnano)检测提取的

DNA的 OD２６０/OD２８０值在１．９~２．０,纯度较好,可用

于RAPD分析.将所有菌株的DNA质量浓度稀释

为１００ng/μL,置于－２０℃冰箱保存备用.
1.6　RAPD 引物筛选

用于初筛的５０条 RAPD随机引物[１８,２０,２２]由北

京奥 科 股 份 有 限 公 司 合 成,以 不 同 来 源 的 ８ 个

A．ricini菌 株 (EZAＧ３２、QJBＧ１a、PEＧ１、XTAＧ１a、

JZAＧ５a、SYAＧ２b、WHAＧ１、HCAＧ９a)作为RAPD引

物筛选的供试菌,然后对产物进行电泳检测,选取重

复性高、条带多且清晰的引物,对产生 ３ 条以上

DNA条带的初筛选引物进行PCR扩增,并重复３

３３
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表１　供试菌株信息

Table１　Informationofstrainsusedinthisstudy

菌株

Isolate
寄主

Host
采集地点

Locationofcollection
采集时间

Dateofcollection
UPGMA归类

UPGMAtype
EZAＧ１９ 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北鄂州 E’zhou,Hubei ２０１２．０９．２５ A
EZAＧ２１ 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北鄂州 E’zhou,Hubei ２０１２．０９．２５ A
EZAＧ２２ 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北鄂州 E’zhou,Hubei ２０１２．０９．２５ A
EZAＧ２４ 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北鄂州 E’zhou,Hubei ２０１２．１０．１１ A
EZAＧ２８ 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北鄂州 E’zhou,Hubei ２０１３．０９．１６ A
EZAＧ３３ 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北鄂州 E’zhou,Hubei ２０１１．１０．１５ A
EZAＧ２７ 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北鄂州 E’zhou,Hubei ２０１３．０９．１６ D
EZAＧ３２ 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北鄂州 E’zhou,Hubei ２０１３．０９．２７ E
TMAＧ３b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北天门 Tianmen,Hubei ２０１１．１０．１２ A
TMAＧ４b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北天门 Tianmen,Hubei ２０１１．１０．１２ A
TMBＧ５a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北天门 Tianmen,Hubei ２０１１．１０．１２ A
TMBＧ１b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北天门 Tianmen,Hubei ２０１１．１０．１２ A
TMBＧ４b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北天门 Tianmen,Hubei ２０１１．１０．１２ A
TMBＧ５b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北天门 Tianmen,Hubei ２０１１．１０．１２ A
QJAＧ１a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北潜江 Qianjiang,Hubei ２０１１．１０．１１ A
QJAＧ１b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北潜江 Qianjiang,Hubei ２０１１．１０．１１ A
QJBＧ１a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北潜江 Qianjiang,Hubei ２０１１．１０．１２ A
QJBＧ４a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北潜江 Qianjiang,Hubei ２０１１．１０．１２ A
QJCＧ１a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北潜江 Qianjiang,Hubei ２０１１．１０．１１ A
QJCＧ３a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北潜江 Qianjiang,Hubei ２０１１．１０．１１ A
QJCＧ１b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北潜江 Qianjiang,Hubei ２０１１．１０．１１ A
GAAＧ１a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北公安 Gong’an,Hubei ２０１１．１０．１２ A
GAAＧ２a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北公安 Gong’an,Hubei ２０１１．１０．１２ A
GAAＧ３a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北公安 Gong’an,Hubei ２０１１．１０．１２ A
GAAＧ２b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北公安 Gong’an,Hubei ２０１１．１０．１２ A
SYAＧ４a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北十堰 Shiyan,Hubei ２０１１．１０．１２ A
SYAＧ５a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北十堰 Shiyan,Hubei ２０１１．１０．１２ A
SYAＧ２b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北十堰 Shiyan,Hubei ２０１１．１０．１２ A
SYAＧ５b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北十堰 Shiyan,Hubei ２０１１．１０．１２ A
SYAＧ２d 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北十堰 Shiyan,Hubei ２０１１．１０．１２ A
XTAＧ１a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北仙桃 Xiantao,Hubei ２０１１．１０．１１ A
XTAＧ３a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北仙桃 Xiantao,Hubei ２０１１．１０．１１ A
XTAＧ９a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北仙桃 Xiantao,Hubei ２０１１．１０．１１ A
XTAＧ１０a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北仙桃 Xiantao,Hubei ２０１１．１０．１１ A
XTAＧ１１a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北仙桃 Xiantao,Hubei ２０１１．１０．１１ A
XTAＧ１b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北仙桃 Xiantao,Hubei ２０１１．１０．１１ A
XTBＧ４b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北仙桃 Xiantao,Hubei ２０１１．１０．１１ A
JZAＧ５a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北荆州Jingzhou,Hubei ２０１１．１０．１３ A
JZAＧ６a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北荆州Jingzhou,Hubei ２０１１．１０．１３ A
JZAＧ２b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北荆州Jingzhou,Hubei ２０１１．１０．１３ A
JZAＧ４b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北荆州Jingzhou,Hubei ２０１１．１０．１３ A
WHAＧ１ 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北武汉 Wuhan,Hubei ２０１１．１０．１７ A
WHAＧ８ 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北武汉 Wuhan,Hubei ２０１１．１２．２０ A
WHAＧ１１ 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北武汉 Wuhan,Hubei ２０１２．１１．１２ A
WHAＧ３b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北武汉 Wuhan,Hubei ２０１１．１１．３１ A
WHBＧ１a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北武汉 Wuhan,Hubei ２０１１．１０．１７ A
WHBＧ４a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北武汉 Wuhan,Hubei ２０１１．１０．１７ A
WHBＧ１b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北武汉 Wuhan,Hubei ２０１１．１０．１７ A
WHBＧ３b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北武汉 Wuhan,Hubei ２０１１．１０．１７ A
HCAＧ９a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北汉川 Hanchuan,Hubei ２０１１．１０．１０ A
HCAＧ５b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北汉川 Hanchuan,Hubei ２０１１．１０．１０ A
HCAＧ８b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北汉川 Hanchuan,Hubei ２０１１．１０．１０ A
HCAＧ１４b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北汉川 Hanchuan,Hubei ２０１１．１０．１０ A
HCAＧ１８b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北汉川 Hanchuan,Hubei ２０１１．１０．１０ A
HCAＧ２１b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北汉川 Hanchuan,Hubei ２０１１．１０．１０ A
HCBＧ５a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北汉川 Hanchuan,Hubei ２０１１．１０．１０ A
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续表１ContinuedTable１
菌株

Isolate
寄主

Host
采集地点

Locationofcollection
采集时间

Dateofcollection
UPGMA归类

UPGMAtype
HCBＧ５b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北汉川 Hanchuan,Hubei ２０１１．１０．１０ A
ZJAＧ２a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北枝江 Zhijiang,Hubei ２０１１．１０．１３ A
ZJAＧ３a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北枝江 Zhijiang,Hubei ２０１１．１０．１３ A
ZJAＧ２b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北枝江 Zhijiang,Hubei ２０１１．１０．１３ A
ZJAＧ６b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北枝江 Zhijiang,Hubei ２０１１．１０．１３ A
QCAＧ２a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北蕲春 Qichun,Hubei ２０１１．１０．１６ A
QCAＧ３a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北蕲春 Qichun,Hubei ２０１１．１０．１６ A
QCAＧ１b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北蕲春 Qichun,Hubei ２０１１．１０．１６ A
QCAＧ３b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北蕲春 Qichun,Hubei ２０１１．１０．１６ A
HGAＧ２a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北黄冈 Huanggang,Hubei ２０１１．１０．２４ A
HGAＧ３a 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北黄冈 Huanggang,Hubei ２０１１．１０．２４ A
HGAＧ２b 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北黄冈 Huanggang,Hubei ２０１１．１０．２４ A
ZXAＧ２ 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北钟祥 Zhongxiang,Hubei ２０１２．０９．２７ A
ZXAＧ３ 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北钟祥 Zhongxiang,Hubei ２０１２．０９．２７ A
ZXAＧ４ 铁苋菜 Acalyphaaustralis 湖北钟祥 Zhongxiang,Hubei ２０１２．０９．２７ A
PEＧ１ 蓖麻 RicinuscommunisL． 云南普洱 Pu’er,Yunnan ２０１２．１１．２３ (B１/B)

PEＧ２ 蓖麻 RicinuscommunisL． 云南普洱 Pu’er,Yunnan ２０１２．１１．２３ (B１/B)

PEＧ３ 蓖麻 RicinuscommunisL． 云南普洱 Pu’er,Yunnan ２０１２．１１．２３ (B１/B)

PEＧ４ 蓖麻 RicinuscommunisL． 云南普洱 Pu’er,Yunnan ２０１２．１１．２３ (B１/B)

PEＧ５ 蓖麻 RicinuscommunisL． 云南普洱 Pu’er,Yunnan ２０１２．１１．２３ (B１/B)

PEＧ６ 蓖麻 RicinuscommunisL． 云南普洱 Pu’er,Yunnan ２０１２．１１．２３ (B１/B)

PEＧ７ 蓖麻 RicinuscommunisL． 云南普洱 Pu’er,Yunnan ２０１２．１１．２３ (B１/B)

PEＧ８ 蓖麻 RicinuscommunisL． 云南普洱 Pu’er,Yunnan ２０１２．１１．２３ (B１/B)

PEＧ１０ 蓖麻 RicinuscommunisL． 云南普洱 Pu’er,Yunnan ２０１２．１１．２３ (B１/B)

TLＧ１１ 蓖麻 RicinuscommunisL． 广西田林 Tianlin,Guangxi ２０１２．０２．０９ (B２/B)

MUCL１０３０ 蓖麻 RicinuscommunisL． 美国 USA ——— C

次.对产物进行电泳检测,从而筛选出稳定的随机

引物进行下一步的试验.
1.7　RAPDＧPCR 扩增

对反应条件和程序进行优化,确定的PCR反应

体系为２５μL,包括１２．５μL MasterMix(擎科),２０

μmol/L引物,５０ng模板 DNA,扩增反应在热循环

仪(S１０００TMThermalCycler)上进行.扩增程序为:

９４℃,５min,１个循环;９４℃,１min;３６℃,２min;

７２℃,２min,４５个循环,最后７２℃,１０min,１６℃保

存[１９].反应结束后,PCR产物用１．５％的琼脂糖胶

在０．５×TBE缓冲液中电泳１h(１２０V).经 GelＧ
Red染色后,在凝胶成像系统中(培清JSＧ６８０D凝胶

成像分析仪)照相.
1.8　数据处理与分析

根据RAPD扩增结果读取有多态性的DNA条

带,对于所有的多态性 DNA 条带进行记录,其中有

DNA条带的记为“１”,没有 DNA 条带的记为“０”,
构建“０”和“１”组成的矩阵表.然后记录每条引物扩

增的总 DNA 条带数和多态性 DNA 条带数,根据

PIC_CALC Version０．６软件计算多态信息含量

(PIC)的值[２３].使用 POPGENEversion１．３２软件

计算群体的遗传多样性参数(观测等位基因数 Na、
有效等位基因数 Ne、Nei’s基因多样性指数 H 和

Shannon信息指数I)[２４].使用NTSYSpc２．１e软件

中的SAHN程序和 UPGMA 方法进行聚类分析,
并通过 Treeplot模块生成聚类图[２５].

2　结果与分析

2.1　RAPD 扩增结果

选取不同来源的８个A．ricini菌株(EZAＧ３２、

QJBＧ１a、PEＧ１、XTAＧ１a、JZAＧ５a、SYAＧ２b、WHAＧ１、

HCAＧ９a)用于随机引物初筛,结果显示:共获得８
条随机引物可以产生稳定清晰的 DNA 条带.随机

引物的编号及RAPD扩增结果见表２.利用筛选出

的８条随机引物分别对８２个供试菌株进行 RAPDＧ
PCR扩增,扩增片段长度范围在１００~１５００bp,总
共产生 ６３ 条清晰的 DNA 条带,４９ 条为多态性

DNA条带,多态性 DNA 条带比率为７７．８％.８条

随机引物扩增产生的总的 DNA 条带数最多为９
条,最少为６条,每条随机引物平均扩增出７．９条

DNA条带,多态性 DNA 条带数最多为８条,最少

为４条,每条随机引物平均可扩增出６．１条多态性

DNA条带.８条随机引物的多态性比率存在差异,
其中,引物 OPAＧ０２多态性百分率最高,达８８．９％,
引物 OPAＧ１１和S４次之,为８７．５％,引物 OPFＧ１０
多态性百分率最低,为５５．６％.
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表２　筛选出的８条RAPD引物扩增结果

Table２　TheamplificationresultsofeightRAPDprimersscreened

引物

Primers
总条带数

Totalbands
多态性条带数

Polymorphicbands
多态性比率/％

Polymorphicrate
扩增片段大小/bp
Fragmentssize

参考文献

Reference
S１ ７ ５ ７１．４ ２５０~１０００ [１８]

S４ ８ ７ ８７．５ １００~１４００ [１８]

S５ ６ ４ ６６．７ ３８０~１０００ [１８]

OPFＧ１０ ９ ５ ５５．６ １２５~１０００ [１８]

OPAＧ０２ ９ ８ ８８．９ ２５０~１５００ [２０]

OPAＧ１１ ８ ７ ８７．５ ２００~１５００ [２０]

OPAＧ１３ ９ ７ ７７．８ １５０~１２００ [２０]

OPWＧ０４ ７ ６ ８５．７ ２７０~１２００ [２０]
总计 Total ６３ ４９ ７７．８ １００~１５００

2.2　遗传多样性分析

多态信息含量(PIC)是衡量多态性水平的一个

指标,不同引物之间的 PIC值存在差异,其中引物

S４的值最高,为０．８４,引物 S５的值最低,为０．４７
(表３),平均值为０．７２,说明不同的引物之间多态性

水平存在较大差异,A．ricini群体具有相对较高的

遗传多态性.由POPGEN 软件分析可得观测等位

基因数(Na)为２．００００,有效等位基因数(Ne)值最

高为１．６５１４,最低为１．１２８８,平均值为１．３５７７,

Nei’s基因多样性指数(H)最高为０．３５５９,最低为

０．１０６６,平均值为０．２２７５,Shannon信息指数(I)最
高为０．５１５９,最低为０．２０５１,平均值为０．３６３１,其
中,８条随机引物中,Ne 值、H 值和I值最高的引物

为S４,最低的引物为 OPWＧ０４(表３).
表３　８条RAPD引物的遗传多样性参数

Table３　GeneticdiversityparametersofeightRAPDprimers

引物

Primers

多态性信息含量/％
Polymorphisminformation

content(PIC)

观测等位基因数

Observednumber
ofalleles(Na)

有效等位基因数

Effectivenumber
ofalleles(Ne)

基因多样性指数

Genediversity
index(H)

Shannon指数

Shannon
index(I)

S１ ０．７２ ２．００００ １．４４８４ ０．２９６０ ０．４６５６
S４ ０．８４ ２．００００ １．６５１４ ０．３５５９ ０．５１５９
S５ ０．４７ ２．００００ １．３３０２ ０．１９７４ ０．３１３３
OPFＧ１０ ０．７５ ２．００００ １．３９５８ ０．２６４２ ０．４２５５
OPAＧ０２ ０．７９ ２．００００ １．１３５７ ０．１１３４ ０．２１５４
OPAＧ１１ ０．６９ ２．００００ １．３００６ ０．１９４２ ０．３１７２
OPAＧ１３ ０．７８ ２．００００ １．４７０４ ０．２９２２ ０．４４７１
OPWＧ０４ ０．７３ ２．００００ １．１２８８ ０．１０６６ ０．２０５１
平均值 Average ０．７２ ２．００００ １．３５７７ ０．２２７５ ０．３６３１

2.3　RAPD 聚类分析

由图１可以看出,在相似性系数０．７０处,８２个

供试菌株划分为５个类群(A、B、C、D、E),其中 A
类群包括了９７％的来自湖北省的菌株,总共包括６９
个菌株,分别采自湖北省的１３个地区,来自同一地

区的大部分菌株聚在一起,少部分具有相同地理来

源的菌株聚在不同的亚群中.例如来自湖北汉川的

８个菌株聚在２个亚群中,来自湖北武汉的８个菌

株聚在４个亚群中,来自湖北天门的６个菌株则聚

在５个亚群中,因此,不同地理来源的菌株具有不同

程度的遗传分化.B类群包括来自云南普洱的９个

菌株以及广西田林的１个菌株 TLＧ１１.C类群包括

来自美国的１个菌株 MUCL１０３０,而 D 类群和 E
类群分别包括１个来自湖北鄂州的菌株EZAＧ２７和

EZAＧ３２.在相似系数为０．７４时,B类群又可分为

２个亚类,B１亚类包括来自云南普洱的全部菌株,

B２亚类为来自广西田林的１个菌株 TLＧ１１.因此,

供试菌株 RAPD类群的划分与菌株的地理来源具

有一定的相关性(图１,表１).

供试菌株 RAPD 类群的划分与菌株的寄主来

源具有一定的相关性(图１,表１).分离自铁苋菜的

７１个菌株被划分为３个 RAPD 类群(A、D、E),其

中９７％的菌株聚在 A类群中.分离自蓖麻的１１个

菌株被划分为２个 RAPD类群(B、C),其中９０．９％
的菌株聚在B类群中.由此可见,不同寄主来源的

A．ricini群体已产生明显的遗传分化,且遗传多样

性较为丰富.
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　AＧE:在遗传相似系数０．７０处划分的５个 RAPD类群;B１、B２:B类群在遗传相似系数０．７４处划分的２个亚群.AＧE:８２A．ricini

strainscouldbedividedintofiveRAPDgroupsattheGSof０．７０;B１、B２:BgroupcouldbedividedintotwosubgroupsattheGSof０．７４．

图１　８２个A．ricini菌株的UPGMA聚类分析图

Fig．１　UPGMAclusteranalysisdendrogramfor８２A．ricinistrains

3　讨　论

传统的形态学多样性分析能从表型上反映菌株

之间的差异,但是不能体现遗传背景的差异,容易受

到外界环境的干扰.RAPD分子标记由于其方便高

效,无需知道研究对象的基因组信息便可以反映出

研究对象的遗传差异,因此在遗传多样性研究中具

有广泛的应用.但是由于 RAPD 分子标记是通过

具有１０个碱基的随机引物来体现遗传差异的,因此

筛选多态性强、重复性好的RAPD引物尤为重要.
本研究选用的５０条 RAPD 随机引物中,获得

的８条 随 机 引 物 表 现 出 较 好 的 多 态 性,显 示 了

RAPD分子标记的高效性.其中８条随机引物对每

个供试菌株扩增的条带数不等,在６~９条之间,扩
增片段的DNA大小为１００~１５００bp,不同引物产

生多态性片段的比例存在差异(表２).由表２可

知,引物 OPAＧ０２多态性位点频率达８８．９％,而引物

OPFＧ１０为５５．６％,说明A．ricini菌株间存在较高

的遗传分化.同一 RAPD 引物对不同物种的扩增

结果存在较大差异,例如在A．ricini的近缘物种灰

葡萄孢(Botrytiscinerea)中,引物S１可以产生１１
条DNA条带,全部为多态性条带,多态性位点频率

为１００％;引物S４可以产生１４条 DNA 条带,多态

性频率为８５．７％;引物S５可以产生１１条 DNA 条

带,多态性频率为９０．９％[１７],引物S１和S５对灰葡

萄孢具有更好的多态性,而引物S４对A．ricini的

多态性频率较高,为８７．５％(表２).因此,本研究中

使用的RAPD分子标记体系,对研究分析A．ricini
种内的遗传多样性及鉴定具有重要的参考意义.

筛选出的８条随机引物共扩增出６３条 DNA
条带,其中多态性条带４９条,多态性比率为７７．８％
(表２),多态性信息含量(PIC)值变化范围在０．４７~
０．８４之间,平均值为０．７２,说明菌株之间的多态性

较高(表３).Shannon指数(I)是衡量群体遗传多

样性水平的一个参数,值越大,表明群体的遗传多样

性水平越高[２６Ｇ２７],８条引物的Shannon指数(I)变化

范围为０．２０５１~０．５１５９,平均值为０．３６３１,其中引

物S４的I 值最大(表３),说明相比较其他引物来

说,引物S４可以更好地衡量A．ricini群体的遗传

多样性水平.８条引物的基因多样性指数(H)在

７３
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０．１０６６~０．３５５９之间,其中引物 S４值最高,引物

OPWＧ０４值最低(表３).８条引物的Shannon多样

性指数的高低与其基因多样性指数变化一致.
在遗传相似系数０．７４处,９７％的来自湖北的菌

株聚为一支,１００％的来自云南的菌株聚为一支,来
自广西的１个菌株 TLＧ１１菌株聚为一支,来自美国

的菌株 MUCL１０３０单独聚为一支.说明相同地理

来源的菌株其遗传背景更为相似,在聚类上趋为一

支,这可能与不同地区的气候条件、种植模式和农药

使用情况等因素相关,使得该病原菌在遗传进化上

显示不同的分化程度,本研究结果表明,A．ricini
菌株RAPD类群的划分与菌株的采集地点具有一

定的相关性.另外,在遗传相似系数０．７０处,９７％
的分离自铁苋菜的菌株聚为一支,９１％的分离自蓖

麻的菌株聚为一支,这可能是由于寄主与病原菌在

长期的相互作用中,寄主影响了病原菌的遗传结构,
从而使病原菌群体显示出不同的分化程度,此研究

结果表明,A．ricini菌株RAPD类群的划分与菌株

的寄主来源也具有一定的相关性.另外在该研究中

还发现来自湖北鄂州的分离自铁苋菜上的２个菌株

EZAＧ２７和 EZAＧ３２与湖北省内的其他分离自铁苋

菜上的菌株存在较大的遗传分化,在聚类上分为独

立的２支,具体原因尚待进一步的研究.
本研究用于遗传多样性分析的菌株８６．６％采自

于湖北省铁苋菜,供试菌株的地理分布和分离寄主

的不均衡,以及采样过程中的人为误差都可对研究

结果产生影响,另外,筛选的随机引物是否能真实地

反映研究群体的遗传差异也会对试验结果产生重要

的影响.因此,在后续的研究中需要均衡菌株的地

理来源和寄主来源,进一步增加菌株的数量,此外还

要增加初筛引物的数量进而筛选出更稳定以及多态

性好的引物.总之,不同寄主植物种类、数量以及植

物所处地理环境的不同均可能对A．ricini种群遗

传分 化 起 作 用,下 一 步 有 待 从 多 因 素 分 析 探 讨

A．ricini种群遗传分化原因.

参 考 文 献

[１]　GODFREYGH．Graymoldofcastorbean[J]．JournalofagＧ

riculturalresearch,１９２３,２３:６７９Ｇ７１６．
[２]　HOLCOMBGE,JONESJP,WELLSD W,etal．Blightof

prostatespurgeandcultivatedPoinsettiacausedbyAmphobotＧ

rysricini[J]．Plantdisease,１９８９,７３:７４Ｇ７５．
[３]　SANOAMUANG M．Firstreportofgraymoldblightcaused

byAmphobotrysricinioncrownofthornsinThailand [J]．

Plantdisease,１９９６,８０:２２３．doi:１０．１０９４/PDＧ８０Ｇ０２２３D．
[４]　BARRETOR W,EVANSHC．FungalpathogensofEuphorＧ

biaheterophyllaandE．hirtainBrazilandtheirpotentialas

weedbiocontrolagents[J]．Mycopathologia,１９９８,１４１:２１Ｇ３６．
[５]　ALWADIEH M,BAKAZA M．NewrecordsoffungalpathoＧ

gensofEuphorbiainarticulatafrom Aseerregion,southＧwest

SaudiArabia[J]．ArchivesofphytopathologyandplantproＧ

tection,２００３,３６:１９５Ｇ２０９．
[６]　LIMABV,SOARESDJ,PERREIRA OL,etal．NaturalinＧ

fectionofAcalyphahispidaandJatroprapodagricainfloresＧ

cencesbyAmphobotrysriciniinBrazil[J]．Australasianplant

diseasenotes,２００８,３:５Ｇ７．
[７]　YUL,ZHANGJ,XUF,etal．FirstreportofAmphobotrysriＧ

cinicausinggraymolddiseaseonAcalyphaaustralisincentral

China[J]．Plantdisease,２０１２,９６(３):４６０．http://dx．doi．org/

１０．１０９４/PDISＧ１１Ｇ１１Ｇ０９２９．
[８]　AMIRIA,ONOFRERB,PERESN A,etal．Firstreportof

graymoldcausedbyBotryotiniaricini (Amphobotrysricini)

onstrawberryinUnitedStates[J]．Plantdisease,２０１６,１００
(５):１００７Ｇ１００８．

[９]　GODFREYGH．Sclerotiniaricininovsp．onthecastorbean
(Ricinuscommunis L．)[J]．Phytopathology,１９１９,９:５６５Ｇ

５６７．
[１０]WHETZELH H．Asynopsisofthegeneraandspeciesofthe

Sclerotiniaceae,afamilyofstromaticinoperculatediscomyceＧ

tes[J]．Mycologia,１９４５,３７(６):６４８Ｇ７１４．
[１１]BUCHWALDNF．StudiesintheScletoriniaceae．Ⅰ．TaxonoＧ

myoftheSclerotiniaceae [J]．Aarsskrift,１９４９,３２:７５Ｇ１９１．
[１２]HENNEBERT G L．BotrytisandBotrytisＧlikegenera [J]．

Persoonia,１９７３,７:１８３Ｇ２０４．
[１３]WILLIAMSJG K,KUBELIK AR,LIVAK KJ,etal．DNA

polymorphismsamplifiedbyarbitraryprimersareusefulasgeＧ

neticmarkers[J]．Nucleicacidsresearch,１９９０,１８(２２):６５３１Ｇ

６５３５．
[１４]WELSHJ,HONEYCUTTRJ,MCCLELLAND M,etal．ParＧ

entagedeterminationin maizehybirdsusingthearbitrarily

primedpolymerasechainreaction(APＧPCR)[J]．Theoretical

andappliedgenetics,１９９１,８２(４):４７３Ｇ４７５．
[１５]KANDAN A,AKHTARJ,SINGH B,etal．Geneticdiversity

analysisoffungalpathogenBipolarissorghicolainfectingSorＧ

ghumbicolorinIndia[J]．Journalofenvironmentalbiology,

２０１６,３７(６):１３２３Ｇ１３３０．
[１６]GNANASINGLG,MANIKANDANR,RAGUCHANDERT,

etal．SCARmarkerspecifictodetectMagnaporthegriseainＧ

fectingfingermillets(Eleusinecoracana)[J]．JournalofapＧ

pliedmicrobiology,２０１６,１２１(３):７７８Ｇ７８６．
[１７]KHANAN,SHAIRF,MALIKK,etal．MolecularidentificaＧ

tionandgeneticcharacterizationofMacrophominaphaseolina

strainscausingpathogenicityonsunflowerandchickpea [J]．

Frontiersin microbiology,２０１７,８:１３０９．ttps://doi．org/１０．

３３８９/fmicb．２０１７．０１３０９．

８３



　第５期 张　蕊 等:基于 RAPD标记分析葡萄孢属类似真菌Amphobotrysricini的遗传多样性 　

[１８]范咏梅,陈林凤,郝敬喆,等．新疆灰霉病菌多态性及其致病力

分化分析[J]．中国生态农业学报,２０１０,１８(３):５４８Ｇ５５５．
[１９]KUMARIS,TAYALP,SHARMAE,etal．AnalysesofgenetＧ

icandpathogenicvariabilityamongBotrytiscinereaisolates
[J]．Microbiologicalresearch,２０１４,１６９:８６２Ｇ８７２．

[２０]范璇．主要果蔬作物灰霉病菌分子检测及鉴定研究[D]．武汉:

华中农业大学,２０１５．
[２１]MÖLLERE M,BAHNWEG G,SANDERMANN H,etal．A

simpleandefficientprotocolforisolationofhigh molecular

weightDNAfromfilamentousfungi,fruitbodie,andinfected

planttissues[J]．Nucleicacidsresearch,１９９２,２０:６１１５Ｇ６１１６．
[２２]吴德喜,王扬,王学英,等．葡萄孢菌遗传多态性 DNA分子指纹

RAPD 分析[J]．西南农业大学学报,２００３,２５(４):２９０Ｇ２９２．
[２３]杨柳,汪斌,童治军,等．２５份普通烟草种质资源遗传多样性的

SSR标记分析[J]．福建农林大学学报,２０１３,４２(２):１７１Ｇ１７５．
[２４]刘娟,廖康,曼苏尔􀅰那斯尔,等．新疆杏品种(系)遗传多样性

分析及 DNA 指纹图谱库构建[J]．中国农业科学,２０１５,４８(４):

７４８Ｇ７５８．
[２５]白盼,李荣华,郭培国,等．１９个亚洲国家大麦种质材料的遗传

多样性分析[J]．麦类作物学报,２０１２,３２(２):２１５Ｇ２２２．
[２６]范净,陈启亮,杨晓平,等．砂梨种质资源花粉量及花粉萌发率

的遗传多样性分析[J]．华中农业大学学报,２０１６,３５(４):２０Ｇ２４．
[２７]李廷刚,张路,周善跃,等．山东省番茄灰霉病菌种类与遗传多

样性研究[J]．中国农学通报,２０１３,２９(１０):１３７Ｇ１４３．

RAPDＧbasedanalysisofgeneticdiversityofBotrytisＧlike
fungusAmphobotrysricini

ZHANGRui１　YULin２　LIGuoqing１　ZHANGJing１

１．CollegeofPlantScienceandTechonology,HuazhongAgriculturalUniversity/

TheKeyLaboratoryofCropDiseasesMonitoringandSafetyControl,HubeiProvince/
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Guangzhou５１０６４０,China

Abstract　Inthisstudy,geneticdiversityamong８２Amphobotrysricinistrains(８１strainsfromcasＧ
torbeanRicinuscommunisL．andcopperleafAcalyphaaustralisinChina,１strainfrom USA)was
studiedbasedonRAPDtechnology．TheresultsshowedthateightRAPDprimersproduced６３DNA
bandsintotal,ofwhich４９DNAbandswerepolymorphicDNAbandswiththepercentageofpolymorＧ
phicDNAbands(PPB)reachingupto７７．８％．Polymorphisminformationcontent(PIC)valuesranged
from０．４７to０．８４withameanvalueof０．７２．Thenumberofobservationalleles(Na)was２．００００,the
numberofeffectivealleles(Ne)was１．３５７７,Nei’sgeneticdiversityindex(H)was０．２２７５andShanＧ
noninformationindex(I)was０．３６３１．UPGMAclusteranalysisshowedthatgeneticsimilarity(GS)

rangedfrom０．５５to１．００amongthe８２investigatedA．ricinistrains．Samplescouldbedividedinto５
groups(A,B,C,D,E)attheGSof０．７０andBgroupcouldbedividedintoB１andB２subgroupsatthe
GSof０．７４．TheRAPDgroupshadacertaincorrelationwiththegeographicaloriginandthehostofthe
strains．Insummary,thestudyrevealedthegeneticdiversityoftheA．ricinipopulationanditsrelationＧ
shipwithgeographicaloriginandhost．

Keywords　BotrytisＧlikefungus;Amphobotrysricini;RAPD;geneticdiversity;UPGMA
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