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摘要;从 8!#个随机引物中筛选出条带清晰r主带明显r重复性好的 9个引物2对来自不同地域和寄主的 =个群体的 8>!个栗疫

病菌菌株进行 s$YX分析D9个引物共扩增出条带 8!>条2其中多态性条带 888条2多态性比率为 @9t"!uD利用 Y/Lq4M<t!软

件对供试群体进行遗传多样性分析和 VY*o$聚类D结果表明2中国地区 >个群体间的遗传相似性较大2与美国r意大利和日

本群体间的相似性较小A美国和意大利群体间的遗传相似性较大2且它们与日本群体间的相似性大于与中国群体间的相似性D
病原菌群体的遗传变异率为 #t!<"82其中在地区水平上2@!t<>u由群体内的变异引起28=tBBu由群体间的差异引起2群体间

的基因流动值为 !t<<88A而在寄主水平上2则 =9t>!u由群体内的变异引起2!#t"@u由群体间的差异引起2群体间的基因流动

值为 8t9!9=D
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栗疫病菌bABCDEFGHIJBKLDLBLMKJKILYc/557\d’55e是引起栗树主枝杆发病并枯死的一种子囊菌fTWÛ 年g美国首次发现栗

疫病g此后 Û多年间g由于该病的流行g美洲栗遭到了灭种的威胁bTgZefTWXh年意大利北部发现栗疫病g以后欧洲各国陆续报道

此病发生g欧洲栗也遭到了严重的危害bXĝef我国的栗疫病分布广泛g发生历史悠久b[ef
研究栗疫病菌的群体结构对于了解栗疫病的发生i流行和进行病害的生物防治具有十分重要的意义b_ef欧洲Y意大利i法

国\的栗疫病能较快地受到控制g主要因为当地病菌的营养体亲和群YS"4"#’#-S"3.O(’#-!-,-#645./(gj1k\数量少g低毒力菌

株在群体中扩散较快bleN美国群体中 j1k比较复杂g是采用低毒力菌株进行生物防治效果不理想的主要原因之一bheN在中国g

ZTW个栗疫病菌菌株中就检测到 TXT个 j1k)bWeg因此采用低毒力菌株进行中国栗疫病的生物防治必须考虑此因素f据报道g北

美的栗疫病菌是 TW世纪末从东亚地区传入bTUeg欧洲的栗疫病菌则是 ZU世纪 ZU年代传入的bTTeg但其来源尚不清楚f因此g研究

比较亚洲Y中国i日本\i美国和欧洲栗疫病菌不同生态条件下的群体结构g了解各地区不同树种病害的发生发展和病菌群体间

的遗传关系g对确定病害的有效控制途径相当重要f本研究以 mRnP为标记g对来自不同地区和不同寄主的栗疫病菌群体遗传

结构进行比较g目的在于了解不同生态环境Y区域i寄主\下病菌群体间的亲缘关系和群体的遗传变异情况f

o 材料与方法

o7o 实验材料

p供试菌株 供试的所有 T̂Z个栗疫病菌菌株来自 l个群体g分别为中国辽宁i北京i江苏i福建i日本i意大利和美国马里

兰州Y表 T\fq培养基 采用马铃薯葡萄糖琼脂培养基bTZef

表 o 参试栗疫病菌群体来源及其寄主

rstu9o v<?w?sx>u<yswz<x?<{|}~!"#$%&’}()!)})*(’(&)+<+,uswz<x?

群体编号 n.(/,’#-.%Q.7 菌株数 - 采集地点 ..3’#-.% 分离时间 P’#"3.,,"3#"* 寄主 /.)#

T T_ 江苏宜兴 0-1-%4g&-’%4)/ 23#7TWhl 板栗 ALMJLGHL3F44KMMK3L
Z ZZ 北京怀柔 //’-5./gd"-5-%4 &/%7TWWT 板栗 A73F44KMMK3L
X Ẑ 辽宁丹东 P’%*.%4g.-’.%-%4 &/%7TWWT 日本栗 A7IBHGLJL
^ T_ 福建建阳 &-’%6’%4g6/5-’% c’57TWWZ 锥栗 A7EHGBCK
[ Th 意大利 d"54’O.g+#’,6 Q.S7TWWX 欧洲栗 A7MLJK7L
_ ZU 日本茨城 +!’5’8-g&’(’% 23#7TWWZ 日本栗 A7BHGLJL
l Z_ 美国马里兰 c’56,’%*gRO"5-3’ &/,7TWWT 美洲栗 A79HGJLJL

o:; 研究方法

YT\菌株保存与活化 将灭菌滤纸YZ3O<Z3O\置于 nPR平板表面g接种菌丝体于 Z[=下培养f菌丝体长满滤纸后g将滤

纸取下放入纸袋Y[3O<[3O\中g干燥后置于密封容器中放在>ZU=下保存f使用时取出少量滤纸片g放在 nPR平板上于 Z[=
下培养g活化后使用f

YZ\菌丝收集 待测菌株在 nPR平板上培养 X*后g从菌落边缘挑取 XOO<XOO的幼嫩菌丝块g移入铺有灭菌玻璃纸的

nPR平板中央Y每菌株培养 X皿\gZ[=下黑暗培养 l*后g用解剖刀从玻璃纸上刮取菌丝体g移入 lO,离心管中g冷冻干燥后g
捣碎成均匀的粉末g置>ZU=冰箱中冷冻保存备用f

YX\基因组 PQR的提取 提取缓冲液Y?1#5’3#-.%d/22"5\@[UOO.,@.A5-)V/1,Y(/h:U\gTUUOO.,@.?PARY(/h:U\g

TO.,@.Q’1,gTB1ARdf提取程序见文献bTXef

Ŷ\mRnP反应体系和扩增程序 引物筛选和 mRnP分析采用相同的 n1m反应体系和扩增程序f反应体系@反应体积为

Z[C,g各反应成分的终浓度分别为 X:[OO.,@.c41,ZiU:XOO.,@.*QAniU:hCO.,@.引物gT/A’D酶gZ[%4PQRf扩增程序@

Ŵ=预变性 Ô-%N进入循环gŴ=变性 TU)gXl=退火 Û)glZ=延伸 lU)g共 [̂个循环N最后 lZ=延伸 TUO-%f每次n1m反应

设不加 PQR模板的空白对照f扩增反应在 c&m")"’530nA1VZUU上进行f

Y[\电泳检测 取 n1m产物 [C,加 TC,上样缓冲液g于 T:̂B的琼脂糖凝胶上电泳g稳压Ŷ j@3O\电泳 X0fPQR分子量基

准物Yc’58"5\采用 A’8’5’d-.#"30公司的 P.VZUUUf用 d-.Vm’*凝胶成像系统检查电泳结果并照相保存f

Y_\数据处理 检查每个菌株在每条引物上的扩增图谱g统计可重复性条带g有带或强带记为 Tg没有条带或弱带记为 Uf运用
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!"#$%&’()软件计算栗疫病菌群体的多态性比例*基因多样性指数+,-*总遗传多样性+,.-*群体内遗传多样性+,/-*群体间

的遗传相似度0并依据遗传相似度进行 1!234聚类分析56789
表 : 筛选出的引物碱基序列和扩增的条带数

;<=>?: @AB>?CDEF?G?HA?IB?<IF<JK>ELEB<DECIBM<N<BD?NGCLKNEJ?NG

随机引物编号

O"("P
#QRS%Q

碱基序列

OTUV%"WRX%
Y%ZT%&U%

扩增条带数

4S#VRPR%X
[\&XY

多态性条带数

!"V]S"Q#̂RU
[\&XY

4_‘a
222b44c2cc

6d 6e
f_6e

422244c242
6e 6g

h_6)
bb4bc2cccc

66 66
i_‘g

b2bbcc4c22
6) 6)

j_6a
22b2c4c2bb

66 6‘
k_67

224c2cbbc4
67 6’

l_‘e
2442cc42cc

67 6‘
m_‘)

4cccc2cc44
66 6‘

n_6a
b24222bccc

6o 6’
合计 b"W\V 6)7 666

: 结果与分析

:(p 引物筛选

从 6)‘个随机引物中共筛选出条带清晰*重复性好的 a个

引物9引物编号*碱基序列和扩增结果见表 )9

:(: 遗传多样性

a个引物在各群体菌株共扩增出 6)7个清晰可靠的条带0
其中 666条为多态性条带0多态性条带的比例为 da(g)q9平

均每个引物扩增出的条带为 6’(d条0多态性条带为 6)(’条9
引物 4_‘a扩增出的条带最多0共扩增出 6d条清晰稳定的条

带0有 6e条为多态性条带9引物h_6)*j_6a*m_‘)扩增出的条

带数较少0均为 66条9所有扩增片段的长度均在 )g‘r’‘‘‘[#
之间+图 6-9
各群体的遗传多样性见表 ’9福建建阳群体+来自湖南的 6

个寄主为锥栗的菌株也归入此群体-的多态性条带数目最多0为 d’条0多态性比例为 oo(a7qs江苏宜兴和北京怀柔的栗疫病

菌群体所扩增的多态性条带数目相当0多态性比例相似0分别为 gd(‘oq和 ga(odqs来自国外的 ’个群体多态性比例都不高0
尤其是日本的菌株群体0多态性比例只有 ’e(6q9不同群体的基因多样性指数+,-也不相同0与多态性比例基本一致9福建建

阳群体的 ,值最高0为 ‘())o’s江苏宜兴和北京怀柔的 ,值接近0在中国菌株中为基因多样性比较小的群体9总体上0中国群

体的 ,值要大于国外群体9
表 ’还显示出在寄主水平上0多态性比例最高的是分离自日本栗的群体0为 e)(gdqs分离自锥栗的群体基因多样性指数

+,-最高0为 ‘())o’s分离自欧洲栗的栗疫病菌群体多态性比例和基因多样性指数均最低9

图 6 引物 j_6a在部分栗疫病菌株中的扩增图谱s

tR$u6 l%QWRU\Vv4!w#\WW%Q&Y"[W\R&%XR&Y"S%xyz{|}~!"#y$%{%y%/$#$"%RY"V\W%Y&RŴ Ŵ%#QRS%Qj_6a

3 3\Q’%Qw()‘‘‘+b\’\Q\fR"W%Û-

:() 遗传结构

从地域水平上看0栗疫病菌群体的 ,.为 ‘()’g60其中 ,*为 ‘(6a’o0表明有 d)(’7q的遗传多样性发生在群体内++/#为

‘(6eoo-9群体间的基因流+,--为 )(’’660表明不同群体间有一定的基因流动9而从寄主水平上分析0与地域间的结果相似.,.

为 ‘(6dde0遗传多样性分化主要发生在群体内+占 ea(7)q-0只有 )‘(gdq的遗传多样性分化发生在群体间9群体间的基因流

+,--为 6(a)ae9
辽宁丹东和福建建阳这两个地区栗疫病菌群体的遗传相似性最高0为 ‘(ao‘es其次是江苏宜兴和北京怀柔的栗疫病菌群

体之间的遗传相似性较高+‘(a7do-s美国马里兰群体与北京怀柔群体的遗传相似性最低0只有 ‘(do76+表 7-9e个群体的

1!234聚类图如图 )所示9
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表 ! 栗疫病菌群体的遗传多样性

"#$%&! ’&(&)*+,*-&./*)01234567689:9;6<1<=%#)*1(/

群体

>?@ABCDE?F

多态性条带数

>?BGH?I@JEK
LCFMN

多态性比例

OCDE?PQR

基因多样性

PSRTUFU
MEVUINEDG

地域水平 江苏宜兴W XY Z[\]̂ ]\_[X‘
aDIUbE?F
BUVUB

北京怀柔c Xd Ze\̂[ ]\_[XZ
辽宁丹东f Xe ‘̂\X_ ]\Y]]Y
福建建阳g [‘ ^̂\ed ]\YŶ‘
意大利h ZZ dd\‘Z ]\_‘_Z
日本i d̂ ‘X\_] ]\__d_
美国j Z[ d̂\XX ]\_̂d_

寄主水平 板栗k [[ X]\eX ]\Y_][
aDJ?NDBUVUB 锥栗l [‘ ^̂\ed ]\YŶ‘

日本栗mn e] XY\Z[ ]\Y_]X
欧洲栗mo ZZ dd\‘Z ]\_‘_Z
美洲栗mp Z[ d̂\XX ]\_̂d_

合计 q?DCB ___ [e\ZY ]\Yd‘‘

WrEsEFbtuECFbNAvcwACEI?AtxUEyEFbvfzCFM?Fbt{EC?FEFbvg
uECFGCFbt|AyECFvh}DCBGviuC@CFvjaHUIEKCvk~!"#!$%!&’(()"")&!v
l~\*%$+,)vmn~\-+%$!#!vmo~\"!#).!vmp~\/%$#!#!

分离自日本栗和锥栗的群体遗传相似性最高t为 ]4êZ]0总体

上t寄主为板栗1锥栗和日本栗的这 ‘个来自东亚的群体相似

性较高t而欧洲栗和美洲栗的栗疫病菌群体之间更相似P表

ZR0Z个群体的 2>T3a聚类图如图 ‘所示0

表 4 不同地区栗疫病菌群体间的相似性系数

"#$%&4 "5& /*6*%#. +1&22*+*&()/ $&)7&&( <1<=%#)*1(/ 12

37859:;<;:796567689:9;62.16,*22&.&().&=*1(/
地区

OUbE?F

宜兴

rEsEFb

怀柔

wACEI?A

丹东

zCFM?Fb

建阳

uECFGCFb

意大利

}DCBG

日本

uC@CF
怀柔 wACEI?A ]\ed[̂
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! 讨论

Oa>z与其他的分子分析技术相比简单得多t而且检测灵敏t方便t多态性强0在植物病原真菌群体遗传学研究中t采用

Oa>z为遗传标记t在寻找性状连锁标记和追踪病原菌的传播与流行等方面优点尤为突出?_Z@0

图 Y 不同地区栗疫病菌群体 2>3Ta聚类图
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表 C 不同树种上栗疫病菌群体间的相似性系数
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图 ‘ 不同寄主栗疫病菌群体 2>3Ta聚类图
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对寄主植物的遗传多样性和群体遗传结构进行研究可以推测其抗性潜力t同样t了解病原菌群体的遗传结构能为病害的防

治提供有用信息0栗疫病传入美国的 Z]C间t广泛侵染美洲栗t几乎毁灭了美洲栗的自然群体?_@v侵入欧洲后t又引起了欧洲栗

疫病的大流行?d@0中国的栗疫病从来没有发生象欧美那样的大暴发t主要原因可能是中国板栗栽培历史悠久t遗传多样性高t在

与栗疫病菌共同进化过程中逐渐形成对栗疫病的抗性0欧洲利用低毒力菌株进行栗疫病的生物防治取得了成功t而在美国却没

有什么效果t原因还在于欧洲的栗疫病菌相对于美国的遗传多样性比较低t容易利用低毒性菌株进行病菌群体内转化病毒?_@t

表明病害的发生历史长短与病菌群体结构的多样性有很强的相关性0本研究中得出的栗疫病菌群体的遗传多样性为 ]4Yd‘‘t

Z‘YY期 徐陈贤 等D亚欧美栗疫病菌群体的遗传多样性
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与以往采用 !"#$方法所得结果%&’()*相似+,-./但大于同工酶的研究结果%&’,-*+-.0
本实验中无论从地域角度或寄主角度分析/结果都很相似/这是因为实验中的有些群体来源兼有地域和寄主的独特性特

征/如除了日本栗分布在日本和我国辽宁两地域外/美国群体只来自美洲栗而意大利群体只来自欧洲栗0因此/从本实验结果很

难分析群体间的差异是由于地域间距离造成的遗传分化还是由于寄主的选择差异产生的/因为不同种的栗树对栗疫病的抗性

存在着很大差异+,/,&.1抑或两方面对病菌群体的遗传变异都有较大作用0

23456778等利用 !"#$方法研究栗疫病菌群体的遗传多样性表明中国栗疫病菌群体的遗传多样性比北美的高+,9./本研

究对比中国:日本:北美和欧洲意大利群体的遗传多样性/结果也表明中国各群体菌株的遗传多样性比日本:欧洲和美国的都

高/从已经研究的病菌营养体亲和群数量上也得到了证明+;./这可能表明中国栗疫病比其他地区的栗疫病发生的历史更长/与

寄主共同经历了更久的共进化的过程0
据报道/美国的栗疫病菌是 ,;世纪末从东亚传入的+,&.0<=>?6和 <@>A>BC曾报道美国的栗疫病菌是从中国传入的+D./然而

23456778等采用!"#$和EFG指纹图谱技术证明美国的栗疫病菌可能从日本传入而非来自中国+,H.0本研究采用!G$E为标

记/通过中日欧美群体间的遗传相似性分析/结果表明美国马里兰和意大利 I>65?87群体与日本茨城群体间的遗传相似性大

于与中国各群体的相似性/进一步证明美国的栗疫病菌可能来自日本0

!G$E分析表明栗疫病菌在地域和寄主水平上/群体之间的基因流分别为 (’)),,和 ,’;(;9/表明在群体间有一定的基因

流发生/但这种水平的基因流平均估计值可能由于中国地区间病菌的经常交流而得到提高/在中国各群体间/其遗传相似性系

数很高/这和中国各地域间频繁引种%引进树苗*有很大关系+,-./因此/群体间基因流的平均估计值可能会使人们对来自不同国

家的病菌群体间的基因流产生误会0
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