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基于犛犚犃犘标记的黄瓜霜霉菌遗传多样性分析
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摘要　本研究对来自黑龙江、辽宁、河北、山东、江苏５个省１２个黄瓜主产区的７７个黄瓜霜霉菌菌株，采用ＳＲＡＰ

分子标记进行了遗传多样性分析。从３５对ＳＲＡＰ引物中筛选出１０对引物，共产生９５５４条扩增条带，其中９１３２

条表现多态性，占９５．６％。基于ＳＲＡＰ分子标记，７７个黄瓜霜霉菌菌株的遗传距离为０．６０～１．００，表明黄瓜霜霉

菌具有丰富的遗传多样性。通过聚类分析，７７个黄瓜霜霉菌菌株聚类为８个类群，并且来自相同地区的菌株大多

数聚集于同一类群中，表明黄瓜霜霉菌群体的遗传多样性与其地理来源密切相关。
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狆狅狉犪犮狌犫犲狀狊犻狊（Ｂｅｒｋｅｌｅｙ＆Ｃｕｒｔｉｓ）Ｒｏｓｔｏｖｚｅｖ侵染

引起的霜霉病是黄瓜生产上的重要叶部病害。该病

害广泛分布于世界各地，在适宜条件下，传播流行速

度极快，一到两周时间即可造成叶片全部枯死，对黄

瓜生产威胁极大［１２］。

目前，国内外学者利用不同的分子标记技术对

黄瓜霜霉菌遗传多样性开展了相应的研究。Ｗａｎｇ

等［３］通过对ｒＤＮＡＩＴＳ序列进行研究认为，黄瓜霜

霉菌在种内保持高度的遗传一致性，而种间遗传存

在差异且与亲缘关系有密切的关系。Ｓａｒｒｉｓ等
［４］利

用ＡＦＬＰ对来自捷克、克里特岛、法国和荷兰的黄瓜

霜霉菌菌株进行了遗传多样性研究，发现霜霉菌菌

株被划分为２个独立的类群，一个类群为捷克、法国

和荷兰的所有菌株；另一个类群为克里特岛的菌株，

分析表明，菌株遗传多样性与其地理起源、寄主品种、

致病型和对杀菌剂抗性有关。ＱｕｅｓａｄａＯｃａｍｐｏ等
［５］

通过对黄瓜霜霉菌的群体遗传结构分析，构建了全球
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第一个黄瓜霜霉菌群体遗传结构图。Ｐｏｌａｔ等
［６］采用

ＩＳＳＲ和ＳＲＡＰ分子标记对以色列、捷克和土耳其的

８７个黄瓜霜霉菌菌株进行分析，证实菌株间具有显著

的遗传多样性，采自土耳其和捷克的菌株表现出一致

的遗传背景，而以色列的菌株则明显不同，认为可能

是由于菌株迁移或有性生殖现象引起的。在中国，刘

艳玲等［７］对中国１２个城市的３４株黄瓜霜霉菌的ｒＤ

ＮＡＩＴＳ序列进行ＳＮＰ分析表明，菌株来源与地理区

域存在一定的相关性，菌株间在遗传上存在较大的差

异。张艳菊等［８］利用２７个ＲＡＰＤ随机引物对１８株

黄瓜霜霉菌进行全基因组ＤＮＡ的ＰＣＲ扩增，获得

ＲＡＰＤ标记共２３０个，发现各菌株之间的相似性系数

较低，在基因组ＤＮＡ水平上存在差异，具有丰富的遗

传多样性。

相关序列扩增多态性（ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｌａｔｅｄａｍｐｌｉ

ｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＲＡＰ）是一种基于ＰＣＲ的分

子标记技术［９］，具有快速、可靠、高效、低成本、无需

知道基因组的序列信息等优点［１０］，已经成功应用于

遗传多样性分析、遗传图谱的构建、重要性状的基因

定位等方面的研究。Ｔａｎｇ等
［１１］采用ＩＳＳＲ 和

ＳＲＡＰ分子标记，对中国的３４株栽培木耳犃狌狉犻犮狌

犾犪狉犻犪犪狌狉犻犮狌犾犪 的遗传多样性进行了分析，认为

ＳＲＡＰ的分类更细，内容更丰富。Ｌｉｕ等
［１２］采用

ＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ和ＳＲＡＰ三种标记对香菇犔犲狀狋犻狀狌犾犪

犲犱狅犱犲狊的遗传多样性进行了分析，成功转化为

ＳＣＡＲ标记。Ｚｈａｎｇ等
［１３］利用ＩＳＳＲ和ＳＲＡＰ分子

标记对金顶侧耳犘犾犲狌狉狅狋狌狊犮犻狋狉犻狀狅狆犻犾犲犪狋狌狊进行了

遗传多样性分析，并建立了其系统发育进化树，利用

ＳＲＡＰ分子标记将菌株分为了６个类群，表现出较

高的遗传多样性水平。Ｚｈａｎｇ等
［１４］利用ＳＲＡＰ标

记分析了猪苓犘狅犾狔狆狅狉狌狊狌犿犫犲犾犾犪狋狌狊的遗传多样性。

Ｍａ等
［１５］对中国东北的１３个地区的松口蘑犜狉犻犮犺狅犾狅

犿犪犿犪狋狊狌狋犪犽犲进行了遗传多样性鉴定，发现菌株间的

遗传距离与地理隔离具有极高的正相关性。

本文利用ＳＲＡＰ分子标记对采自我国５个省

１２个黄瓜主产区的黄瓜霜霉菌群体进行遗传多样

性研究，了解霜霉菌遗传多样性和演化关系，为有效

防治黄瓜霜霉病提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试菌株

２０１４年至２０１５年，在黄瓜霜霉病盛发期，从黑

龙江、辽宁、山东、河北、江苏５个省１２个黄瓜主产

区的温室大棚中采集７７个黄瓜霜霉病样品（表１），

用于ＳＲＡＰ分析。

１．２　试验方法

１．２．１　ＤＮＡ提取

黄瓜霜霉菌基因组ＤＮＡ的提取采用ＣＴＡＢ方

法［１５］，稍加改良。ＤＮＡ的纯度与浓度使用紫外分光

光度计（ＤＵ６００，Ｂｅｃｋｍａｎ，美国）检测后，置于－２０℃

保存待用。

１．２．２　ＳＲＡＰ反应体系和反应程序

ＰＣＲ反应总体积为２０μＬ，其中１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ

（含２０ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋）２．０μＬ，ｄＮＴＰｓ（各２．５ｍｍｏｌ／

Ｌ）２μＬ，犜犪狇酶（５Ｕ／μＬ）０．３μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１２．７μＬ，

上下游混合引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，模板 ＤＮＡ

（５０ｎｇ／μＬ）２μＬ。反应程序为：９４℃预变性３０ｓ；９４℃

变性１ｍｉｎ，３５℃退火３０ｓ，７２℃扩展１ｍｉｎ，进行３个

循环；然后９４℃变性１ｍｉｎ，５０℃退火１ｍｉｎ，７２℃扩展

１ｍｉｎ，进行３５个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ；４℃保存。

１．２．３　ＳＲＡＰ引物筛选

７个ＳＲＡＰ上游引物和５个ＳＲＡＰ下游引物

（表２）由上海生物工程有限公司合成，随机组合成

３５对引物，选取３个模板ＤＮＡ分别进行ＰＣＲ扩

增，筛选扩增条带清晰，重复性和多态性显著的引

物，用于本研究黄瓜霜霉菌遗传多样性分析。

１．２．４　ＳＲＡＰ分析

在ＰＣＲ扩增产物中加入２μＬ加样缓冲液，用８％

的非变性聚丙烯酰胺凝胶检测。凝胶大小为１８０ｃｍ×

１２０ｃｍ×１ｍｍ，电泳缓冲液为１×ＴＢＥ，每个点样孔加

２．０μＬ样品，１８０Ｖ恒压下电泳约１．０ｈ。电泳结束后，

进行银染。先将胶放入固定液中，轻摇７～８ｍｉｎ；倒掉

固定液，加入渗透液，轻摇１０ｍｉｎ左右；倒掉渗透液，蒸

馏水水洗３０ｓ；倒掉蒸馏水后，加入显色液，轻摇至

ＤＮＡ条带显出为止；倒掉显色液，用蒸馏水洗１次；倒

掉蒸馏水，加入终止液终止反应；统计带型并照相。

１．２．５　数据分析

在ＰＡＧＥ胶上同一位置，出现条带的记为“１”，

无条带的记为“０”，生成“０”和“１”组成的原始矩阵。

利用软件ＮＴＳＹＳＰＣ（ｖｅｒ．２．１）中的ＳＩＭＱＵＡＬ程序

计算菌株间相似系数（ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ），获得

相似系数矩阵。利用其中的ＳＡＨＮ程序和ＵＰＧ

ＭＡ方法进行聚类分析，通过ＴｒｅｅＰｌｏｔ模块建立聚

类分析树状图。

·６４１·
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表１　黄瓜霜霉菌菌株名称及来源

犜犪犫犾犲１　犖犪犿犲狅犳犘狊犲狌犱狅狆犲狉狅狀狅狊狆狅狉犪犮狌犫犲狀狊犻狊犻狊狅犾犪狋犲狊犪狀犱狋犺犲犻狉狅狉犻犵犻狀狊

编号

Ｎｕｍｂｅｒ

菌株名称

Ｉｓｏｌａｔｅｃｏｄｅ

年份

Ｙｅａｒ

来源

Ｏｒｉｇｉｎ

编号

Ｎｕｍｂｅｒ

菌株名称

Ｉｓｏｌａｔｅｃｏｄｅ

年份

Ｙｅａｒ

来源

Ｏｒｉｇｉｎ

１ Ｐｃｈｌｊ１ ２０１４ 黑龙江省，哈尔滨市 ４０ Ｐｃｈｂ３ ２０１４ 河北省，沧州市

２ Ｐｃｈｌｊ２ ２０１４ 黑龙江省，哈尔滨市 ４１ Ｐｃｈｂ４ ２０１４ 河北省，廊坊市

３ Ｐｃｈｌｊ３ ２０１４ 黑龙江省，哈尔滨市 ４２ Ｐｃｈｂ５ ２０１４ 河北省，廊坊市

４ Ｐｃｈｌｊ４ ２０１４ 黑龙江省，哈尔滨市 ４３ Ｐｃｈｂ８ ２０１５ 河北省，沧州市

５ Ｐｃｈｌｊ５ ２０１４ 黑龙江省，哈尔滨市 ４４ Ｐｃｈｂ９ ２０１５ 河北省，沧州市

６ Ｐｃｈｌｊ６ ２０１４ 黑龙江省，哈尔滨市 ４５ Ｐｃｈｂ１０ ２０１５ 河北省，沧州市

７ Ｐｃｈｌｊ７ ２０１４ 黑龙江省，哈尔滨市 ４６ Ｐｃｈｂ１１ ２０１５ 河北省，沧州市

８ Ｐｃｈｌｊ８ ２０１４ 黑龙江省，哈尔滨市 ４７ Ｐｃｈｂ１２ ２０１５ 河北省，沧州市

９ Ｐｃｈｌｊ９ ２０１４ 黑龙江省，哈尔滨市 ４８ Ｐｃｈｂ１３ ２０１５ 河北省，沧州市

１０ Ｐｃｈｌｊ１１ ２０１４ 黑龙江省，哈尔滨市 ４９ Ｐｃｈｂ１６ ２０１５ 河北省，石家庄市

１１ Ｐｃｈｌｊ１２ ２０１４ 黑龙江省，哈尔滨市 ５０ Ｐｃｈｂ１７ ２０１５ 河北省，石家庄市

１２ Ｐｃｈｌｊ１３ ２０１５ 黑龙江省，哈尔滨市 ５１ Ｐｃｈｂ１８ ２０１５ 河北省，石家庄市

１３ Ｐｃｈｌｊ１４ ２０１５ 黑龙江省，哈尔滨市 ５２ Ｐｃｈｂ１９ ２０１５ 河北省，石家庄市

１４ Ｐｃｈｌｊ１５ ２０１５ 黑龙江省，哈尔滨市 ５３ Ｐｃｈｂ２０ ２０１５ 河北省，石家庄市

１５ Ｐｃｈｌｊ２１ ２０１４ 黑龙江省，哈尔滨市 ５４ Ｐｃｈｂ２１ ２０１５ 河北省，石家庄市

１６ Ｐｃｈｌｊ２２ ２０１４ 黑龙江省，哈尔滨市 ５５ Ｐｃｈｂ２２ ２０１５ 河北省，石家庄市

１７ Ｐｃｈｌｊ２３ ２０１４ 黑龙江省，哈尔滨市 ５６ Ｐｃｈｂ２３ ２０１５ 河北省，石家庄市

１８ Ｐｃｈｌｊ２４ ２０１４ 黑龙江省，哈尔滨市 ５７ Ｐｃｓｄ１ ２０１４ 山东省，寿光市

１９ Ｐｃｈｌｊ２５ ２０１４ 黑龙江省，哈尔滨市 ５８ Ｐｃｓｄ２ ２０１４ 山东省，寿光市

２０ Ｐｃｈｌｊ２７ ２０１４ 黑龙江省，哈尔滨市 ５９ Ｐｃｓｄ５ ２０１５ 山东省，寿光市

２１ Ｐｃｈｌｊ２８ ２０１４ 黑龙江省，哈尔滨市 ６０ Ｐｃｓｄ６ ２０１５ 山东省，寿光市

２２ Ｐｃｌｎ１ ２０１４ 辽宁省，沈阳市 ６１ Ｐｃｓｄ７ ２０１５ 山东省，寿光市

２３ Ｐｃｌｎ２ ２０１４ 辽宁省，沈阳市 ６２ Ｐｃｓｄ８ ２０１５ 山东省，寿光市

２４ Ｐｃｌｎ６ ２０１５ 辽宁省，沈阳市 ６３ Ｐｃｓｄ９ ２０１５ 山东省，寿光市

２５ Ｐｃｌｎ７ ２０１５ 辽宁省，沈阳市 ６４ Ｐｃｓｄ１０ ２０１５ 山东省，寿光市

２６ Ｐｃｌｎ８ ２０１５ 辽宁省，沈阳市 ６５ Ｐｃｓｄ１１ ２０１５ 山东省，寿光市

２７ Ｐｃｌｎ１０ ２０１５ 辽宁省，沈阳市 ６６ Ｐｃｓｄ１２ ２０１５ 山东省，寿光市

２８ Ｐｃｌｎ２７ ２０１５ 辽宁省，盘锦市 ６７ Ｐｃｓｄ１３ ２０１５ 山东省，寿光市

２９ Ｐｃｌｎ２８ ２０１５ 辽宁省，盘锦市 ６８ Ｐｃｓｄ１４ ２０１４ 山东省，临沂市

３０ Ｐｃｌｎ３１ ２０１５ 辽宁省，盘锦市 ６９ Ｐｃｓｄ１５ ２０１４ 山东省，临沂市

３１ Ｐｃｌｎ３３ ２０１５ 辽宁省，凌源市 ７０ Ｐｃｓｄ１７ ２０１４ 山东省，临沂市

３２ Ｐｃｌｎ３４ ２０１５ 辽宁省，凌源市 ７１ Ｐｃｓｄ１９ ２０１４ 山东省，临沂市

３３ Ｐｃｌｎ３５ ２０１５ 辽宁省，凌源市 ７２ Ｐｃｓｄ２０ ２０１４ 山东省，临沂市

３４ Ｐｃｌｎ３６ ２０１５ 辽宁省，凌源市 ７３ Ｐｃｓｄ２２ ２０１５ 山东省，泰安市

３５ Ｐｃｌｎ３７ ２０１５ 辽宁省，凌源市 ７４ Ｐｃｓｄ２７ ２０１５ 山东省，泰安市

３６ Ｐｃｌｎ４１ ２０１４ 辽宁省，鞍山市 ７５ Ｐｃｓｄ２８ ２０１５ 山东省，泰安市

３７ Ｐｃｌｎ４２ ２０１４ 辽宁省，鞍山市 ７６ Ｐｃｊｓ１ ２０１４ 江苏省，连云港市

３８ Ｐｃｈｂ１ ２０１４ 河北省，沧州市 ７７ Ｐｃｊｓ２ ２０１４ 江苏省，连云港市

３９ Ｐｃｈｂ２ ２０１４ 河北省，沧州市

２　结果与分析

２．１　黄瓜霜霉菌基因组犇犖犃的提取

所提取的黄瓜霜霉菌基因组ＤＮＡ经１％（ｗ／ｖ）

琼脂糖凝胶电泳检测（图１），显示条带清晰完整，无

拖尾现象，ＤＮＡ无降解，可满足ＳＲＡＰ分子标记

研究。

２．２　黄瓜霜霉菌犛犚犃犘犘犆犚结果

采用上、下游引物自由组合的３５对引物对霜

霉菌菌株进行ＰＣＲ扩增，从中筛选出１０对多态性

好、带型清晰的引物组合（表３）。利用这１０对引

物对７７个黄瓜霜霉菌菌株进行ＳＲＡＰ分析，总共

扩增出条带９５５４条，大小为１００～５０００ｂｐ不等，

其中９１３２条为多态性条带，多态性比率为

９５．６％。引物组合 Ｍｅ９／Ｅｍ１４扩增出的条带数最

多，达１４０６条；引物组合Ｍｅ２／Ｅｍ４扩增出的条带

数最少。每个ＳＲＡＰ引物对扩增出的平均条带数

为９５５条（表３）。
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图１　１％琼脂糖凝胶电泳检测部分黄瓜霜霉菌基因组犇犖犃

犉犻犵．１　犇犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犵犲狀狅犿犻犮犇犖犃狅犳狊狅犿犲犘狊犲狌犱狅狆犲狉狅狀狅狊狆狅狉犪犮狌犫犲狀狊犻狊犻狊狅犾犪狋犲狊犫犪狊犲犱狅狀

犲狋犺犻犱犻狌犿犫狉狅犿犻犱犲狊狋犪犻狀犲犱１％犪犵犪狉狅狊犲犵犲犾

表２　用于黄瓜霜霉菌遗传多态性分析的犛犚犃犘上、下游引物序列

犜犪犫犾犲２　犛犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狆狅犾狔犿狅狉狆犺犻犮犛犚犃犘狆狉犻犿犲狉狆犪犻狉狊狌狊犲犱犳狅狉犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲犵犲狀犲狋犻犮犱犻狏犲狉狊犻狋狔狅犳

犘狊犲狌犱狅狆犲狉狅狀狅狊狆狅狉犪犮狌犫犲狀狊犻狊犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔

上游引物名称

Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ

引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

下游引物名称

Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ

引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

Ｍｅ２ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ Ｅｍ４ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＧ

Ｍｅ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＴ Ｅｍ７ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＣ

Ｍｅ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＴ Ｅｍ９ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＴＧ

Ｍｅ６ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＧ Ｅｍ１０ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＡ

Ｍｅ８ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ Ｅｍ１４ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＴＣ

Ｍｅ９ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＧ

Ｍｅ１２ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＧ

表３　１０对引物组合对７７个黄瓜霜霉菌菌株犛犚犃犘扩增结果

犜犪犫犾犲３　犛犚犃犘犘犆犚犪犿狆犾犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳７７犻狊狅犾犪狋犲狊狅犳犘狊犲狌犱狅狆犲狉狅狀狅狊狆狅狉犪犮狌犫犲狀狊犻狊狌狊犻狀犵１０狆狉犻犿犲狉狆犪犻狉狊

引物编号

Ｐｒｉｍｅｒｃｏｄｅ

引物组合

Ｐｒｉｍｅｒｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

总条带数／条

Ｔｏｔａｌｏｆｂａｎｄ

多态性条带数目／条

Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｂａｎｄ

多态性比率／％

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｂａｎｄ

ＳＲＡＰ１ Ｍｅ８／Ｅｍ１０ ６９２ ６９２ １００

ＳＲＡＰ２ Ｍｅ８／Ｅｍ１４ ５７８ ５００ ８６．５

ＳＲＡＰ３ Ｍｅ２／Ｅｍ４ ５６９ ５６９ １００

ＳＲＡＰ４ Ｍｅ２／Ｅｍ９ ９８１ ９０４ ９２．２

ＳＲＡＰ５ Ｍｅ４／Ｅｍ１４ ８５６ ５８８ ６８．７

ＳＲＡＰ６ Ｍｅ６／Ｅｍ４ ８９５ ８９５ １００

ＳＲＡＰ７ Ｍｅ６／Ｅｍ７ １１３０ １１３０ １００

ＳＲＡＰ８ Ｍｅ１２／Ｅｍ１０ １２２１ １２２１ １００

ＳＲＡＰ９ Ｍｅ３／Ｅｍ４ １２２７ １２２７ １００

ＳＲＡＰ１０ Ｍｅ９／Ｅｍ１４ １４０６ １４０６ １００

２．３　犛犚犃犘聚类分析

利用软件ＮＴＳＹＳＰＣ（ｖｅｒ．２．１）对供试的７７个黄

瓜霜霉菌菌株基因组ＤＮＡ的ＳＲＡＰＰＣＲ扩增条带的

数据进行统计分析，获得这些菌株间的聚类分析树状

图（图２）。由图可见，黄瓜霜霉菌群体遗传多样性比

较丰富，遗传分化较大，菌株间的相似系数在０．６０～

１．００之间，在相似系数为０．７３时（图２），所有菌株被

分为８个类群，第一类群为黑龙江的所有菌株共２１

个，占总菌株数的２７．３％；第二类群为江苏的２个菌

株（Ｐｃｊｓ１和Ｐｃｊｓ２），占总菌株数的２．６％；第三类群

为辽宁的１６个菌株，占总菌株数２０．８％；第四类群为

河北的所有菌株（１９个）和山东的部分菌株（１０个），

共２９株，占总菌株数的３７．７％；第五类群为山东的２

个菌株（Ｐｃｓｄ１和Ｐｃｓｄ５），第六类群为山东菌株Ｐｃ

ｓｄ８和Ｐｃｓｄ９；第七类群为山东菌株Ｐｃｓｄ１９；第八类

群为４个山东菌株Ｐｃｓｄ２、Ｐｃｓｄ１３、Ｐｃｓｄ１２和Ｐｃｓｄ１７。
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图２　７７株黄瓜霜霉菌菌株基于犛犚犃犘标记的聚类分析图

犉犻犵．２　犇犲狀犱狉狅犵狉犪犿狅犳７７犻狊狅犾犪狋犲狊狅犳犘狊犲狌犱狅狆犲狉狅狀狅狊狆狅狉犪犮狌犫犲狀狊犻狊犫犪狊犲犱狅狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犵犲狀犲狋犻犮狊犻犿犻犾犪狉犻狋狔狅犳狋犺犲

狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀狊狌狊犻狀犵犛犚犃犘犿犪狉犽犲狉狊
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３　讨论

ＳＲＡＰ分子标记技术是利用一对设计独特的引

物扩增基因阅读框区域 （ｏｐｅｎｉｎｇｒｅａｄｆｒａｍｅ，

ＯＲＦ），上游引物特异性扩增外显子区域，下游引物

特异性扩增内含子及启动子区域。本研究对５个省

１２个黄瓜主产区的７７个黄瓜霜霉菌菌株的ＳＲＡＰ

进行了研究，从分子水平上揭示出黄瓜霜霉菌群体

遗传多样性比较丰富。聚类结果表明，来自黑龙江、

辽宁、江苏和河北的所有菌株分别聚类于同一类群

内，来自山东的菌株则聚类于５个不同的类群。此

研究结果一方面表明基于ＳＲＡＰ分析的黄瓜霜霉菌

群体遗传多样性与其地理来源存在密切的相关性，

同一地区来源的菌株归于相同的类群；另一方面也

可以看出，来自山东的菌株具有较高的遗传多样性。

突变和有性生殖被认为是病菌发生变异的主要

原因。由于病菌发生变异，产生新的基因型，从而使

菌株表现丰富的遗传多样性。２０１２年Ｚｈａｎｇ等
［１７］

在黑龙江、吉林、辽宁、河北、山东、宁夏、陕西和青海

省发现了卵孢子的存在，并证实越冬后的卵孢子翌

年仍具有活性，可以作为黄瓜霜霉病的初侵染源。

２０１３年Ｃｏｈｅｎ等
［１８］报道来自我国山东、北京和黑

龙江的菌株同时存在两种交配型Ａ１和Ａ２，进一步

证实在这些地区病菌在自然条件下发生有性生殖。

Ｚｈａｎｇ等和Ｃｏｈｅｎ等的研究均在山东省发现病菌存

在有性生殖，表明进行有性生殖以及异宗配合的病

菌，由于发生了遗传物质的重组，因此比不进行有性

生殖的病菌具有更大的变异性，产生具有更强适应

性、更多样化的新侵染性后代。这些新的后代往往

具有相对强的侵染性和复杂的毒力结构，并逐渐取

代适应性和侵染性较弱的种群，成为优势种群，使病

害发生更加严重。张艳菊等［１９］于２０１５年报道，相

比于黑龙江、吉林、辽宁、北京等省份采集的菌株，来

自山东省的黄瓜霜霉菌菌株对杀菌剂嘧菌酯的抗性

水平最高，其原因可能是因为长期大量使用嘧菌酯

使菌株产生了抗药性，这也从另一方面解释了来自

山东的病菌具有较高遗传多样性的原因。

迄今为止，教科书及多数学者对黄瓜霜霉病的

初侵染源还未形成定论，认为由于北方高寒地区冬

季没有黄瓜种植，推测这一地区的初侵染源可能是

由发病较早的地区随季风吹来的孢子囊释放游动孢

子侵染所致。但是，Ｚｈａｎｇ等
［１７］的研究结果表明黑

龙江、吉林、辽宁、河北、山东、宁夏、陕西和青海省等

地黄瓜霜霉菌均发现存在卵孢子，并可作为黄瓜霜

霉病发生的初侵染源。Ｃｏｈｅｎ等
［１８］的报道也有力

地支持了Ｚｈａｎｇ等
［１７］的结论。本研究通过对黄瓜

霜霉菌遗传多样性的研究，发现同一地区菌株相似

性较高，而不同地区菌株间相似性较低，从分子水平

证实黄瓜霜霉菌与地理来源存在相关性。
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ｎｏｒｔｈｅａｓｔｅｒｎＣｈｉｎａ ［Ｊ］．ＡｆｒｉｃａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

２０１０，９（３８）：６２４４ ６２５０．

［１６］王关林，方宏筠．植物基因工程［Ｍ］．北京：科学出版社，２００９．

［１７］ＺｈａｎｇＹａｎｊｕ，ＰｕＺｉｊｉｎｇ，ＱｉｎＺｈｉｗｅｉ，ｅｔａｌ．Ａｓｔｕｄｙｏｎｔｈｅｏ

ｖｅｒｗｉｎｔｅｒｉｎｇｏｆｃｕｃｕｍｂｅｒｄｏｗｎｙｍｉｌｄｅｗｏｏｓｐｏｒｅｓｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｈｙｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ，２０１２，１６０（９）：４６９ ４７４．

［１８］ＣｏｈｅｎＹ，ＲｕｂｉｎＡＥ，ＬｉｕＸＬ，ｅｔａｌ．Ｆｉｒｓｔｒｅｐｏｒｔｏｎｔｈｅｏｃｃｕｒ

ｒｅｎｃｅｏｆＡ２ｍａｔｉｎｇｔｙｐｅｏｆｔｈｅｃｕｃｕｒｂｉｔｄｏｗｎｙｍｉｌｄｅｗａｇｅｎｔ

犘狊犲狌犱狅狆犲狉狅狀狅狊狆狅狉犪犮狌犫犲狀狊犻狊ｉｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＤｉｓｅａｓｅ，２０１３，

９７（４）：５５９．

［１９］张艳菊，王莹，党悦嘉，等．黄瓜霜霉菌对嘧菌酯抗药性的研究

［Ｊ］．东北农业大学学报，２０１５（４）：２３ ２８．

（责任编辑：杨明丽
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）

会　　讯

第二十四届国际果树病毒及嫁接传播病害研究理事会（ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＣｏｕｎｃｉｌｆｏｒｔｈｅＳｔｕｄｙｏｆＶｉｒｕｓａｎｄｏｔｈｅｒＧｒａｆｔＴｒａｎｓ

ｍｉｓｓｉｂｌｅＤｉｓｅａｓｅｓｏｆＦｒｕｉｔＣｒｏｐｓ，ＩＣＶＦ）于２０１７年６月４－９日在希腊瑟萨洛尼基召开。来自世界各地的近１００位学者参加了

会议。中国大陆有两人参加了此次会议，分别是华中农业大学的王国平教授以及中国农业科学院植物保护研究所的李世访研

究员。该次大会包括４０个口头报告以及３７个墙报，内容涉及植物病毒、类病毒和植原体等方面。其中６位学者作了特邀大

会报告，题目分别为：

１、希腊果树的栽培生产现状及展望

２、希腊果树病毒研究概况介绍

３、侵染果树的类病毒：从接种到高通量测序（ＮＧＳ）

４、ＮＧＳ技术在植物病毒研究中的应用以及对果树无病毒种苗调运产生的影响

５、果树植原体病害

６、通过抑制寄主植物ＤＩＣＥＲ的表达打破植物的防御系统

此次大会的一个显著特点就是ＮＧＳ技术在果树病毒及果树病毒病害研究中的广泛应用。近乎一半的报告不论是口头报

告还是墙报中都提到了ＮＧＳ技术，说明该技术在研究果树病毒上的应用空间还很大。会议期间参观了希腊瑟萨洛尼基附近

的果园，考察了李痘病毒和桃潜隐花叶类病毒的发生分布以及危害状况。会后对ＩＣＶＦ的学术委员会进行了改选，新增委员５

人。经过投票确定，第２５届ＩＣＶＦ会议将于２０２０年在荷兰召开。

（李世访，中国农业科学院植物保护研究所　北京　１００１９３）
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