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摘要　暹罗刺盘孢菌犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿狊犻犪犿犲狀狊犲是引起海南橡胶树炭疽病的重要病原之一，为了明确海南橡胶树暹

罗刺盘孢菌群体的遗传结构，本研究对海南５个市（县）的橡胶树暹罗刺盘孢菌的ＩＴＳ序列进行分析。结果表明，５８

个病菌样品可推导出１１种单倍型，其中单倍型Ｈ１１包含样品数最多且在５个市（县）均有分布，其次为单倍型Ｈ４，

在４个市（县）有分布。遗传分化指数（犉狊狋）表明保亭种群与其他种群的遗传分化较大。ＡＭＯＶＡ分析显示，遗传变

异主要发生在种群内，占总变异的９３．９％。对所有地理种群病原菌ＩＴＳ序列的核苷酸不配对进行分析，表明病菌

未经历过大规模的种群扩张。系统发育分析表明，来自相同地区的病菌单倍型并没有聚在一起。研究结果表明海

南橡胶树暹罗刺盘孢菌种群具有丰富的遗传多样性。

关键词　橡胶树炭疽病；　暹罗刺盘孢菌；　ＩＴＳ序列；　群体遗传结构
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　　天然橡胶是我国四大战略物资之一。炭疽病是

橡胶树上的一种重要叶部病害，该病于１９０６年在斯

里兰卡被首次报道，目前在亚洲和非洲等橡胶种植

国广泛发生［１］。该病害早期在我国只在苗圃和新植

幼树上少量发现，自１９６２年首次在海南大丰农场开

割胶树上发现后，各植胶区陆续有其发生危害的报

道［２３］。近年来炭疽病的发生日趋严重，是农业部橡

胶树“两病”春防工作的防治对象之一。

一直以来胶孢炭疽菌犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犵犾狅犲狅狊狆狅

狉犻狅犻犱犲狊Ｐｅｎｚ．被认为是引起我国橡胶炭疽病的病原

菌［４５］。２０１０年李继锋等报道引起海南橡胶炭疽病

的病原菌除胶孢炭疽菌外，还包括尖孢炭疽菌犆．

犪犮狌狋犪狋狌犿Ｓｉｍｍｏｎｄｓ
［６］。随着分子系统学的发展，发现

犆．犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊和犆．犪犮狌狋犪狋狌犿均是复合种
［７８］。作
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者通过研究发现，目前海南橡胶树炭疽病病原以犆．

犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊复合种为主
［９］。通过分子系统学研

究进一步表明，暹罗刺盘孢菌犆．狊犻犪犿犲狀狊犲是犆．

犵犾狅犲狅狊狆狅狉犻狅犻犱犲狊复合种中的优势种。目前关于橡胶

树炭疽菌的研究主要集中在复合种及种的鉴定方

面［５６，１０］，尚未见关于其种内的遗传多样性的研究报

道。因此本研究对海南省橡胶树犆．狊犻犪犿犲狀狊犲群体

的遗传结构、群体遗传多样性及单倍型地理分布进

行了研究，从而为制定可持续控制该病害策略提供

理论依据。

１　材料与方法

１．１　样品来源

２０１７年４－８月，从海南保亭、儋州、海口、琼海

和屯昌等５个市县的橡胶种植园中随机采集炭疽病

病叶，室内进行病原菌的分离和纯化，经形态和多基

因分子鉴定，确定为暹罗刺盘孢菌犆．狊犻犪犿犲狀狊犲的菌

株５８个，具体分布为：保亭１２个、儋州１０个、海口

１２个、琼海１５个和屯昌９个。

１．２　方法

１．２．１　样品ＤＮＡ提取

用灭菌的牙签将在ＰＤＡ平板上培养７ｄ的菌

丝刮下，采用ＴＩＡＮＧＥＮ新型植物基因组提取试剂

盒（天根生化科技（北京）有限公司）提取病原菌

ＤＮＡ，提取方法参见试剂盒说明书。

１．２．２　ＰＣＲ扩增

采用真菌核糖体内转录间隔区（ＩＴＳ）通用引物

ＩＴＳ１和ＩＴＳ４扩增ＩＴＳ１、ＩＴＳ２和５．８ＳｒＤＮＡ全序

列及１８ＳｒＤＮＡ和２８ＳｒＤＮＡ的部分序列。ＰＣＲ反

应体系（２５μＬ）：１２．５μＬＴａＫａＲａＰｒｅｍｉｘ犜犪狇，引物各

１μＬ（５μｍｏｌ／Ｌ），模板ＤＮＡ１μＬ，ｄｄＨ２Ｏ９．５μＬ。

ＰＣＲ反应条件：９５℃变性４ｍｉｎ；９５℃变性３０ｓ，

５２℃退火３０ｓ，７２℃延伸４５ｓ，共３５个循环；７２℃延

伸７ｍｉｎ；４℃保存。

１．２．３　测序

ＰＣＲ产物分别用正反向引物进行双向测序，以

保证测序的准确率。测序委托北京诺赛基因组研究

中心有限公司完成。

１．２．４　数据分析

原始双向序列，采用ＤＮＡｓｔａｒ中Ｓｅｑｍａｎ拼接

序列。应用ＭＥＧＡｖｅｒｓｉｏｎ６．０
［１１］对拼接序列进行

比对分析。利用ＤｎａＳＰ５．０
［１２］计算多基因片段组合

序列的标准多样性指数，如单倍型数犎（ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ）、单倍型多样性犎犱（ｈａｐｌｏｔｙｐｅｄｉｖｅｒｓｉ

ｔｙ）、核苷酸多样性犘犻（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ），并进行

Ｔａｊｉｍａ’ｓ犇 中性检验，以及绘制核酸错配分布图

（ｍｉｓｍａｔｃｈｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ）等。使用

ＴＣＳ１．２１
［１３］构建暹罗刺盘孢菌单倍型的网络图。

采用Ａｒｌｅｑｕｉｎ３．５．２．２
［１４］软件进行分子变异分析

（ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｖａｒｉａｎｃｅ，ＡＭＯＶＡ）。采用

ＭＥＧＡ６．０构建系统发育树，使用 Ｋｉｍｕｒａ双参数

模型，构建分子系统发育树（ＮＪｔｒｅｅ），利用自展法

（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ，１０００次重复）检验各分支的置信度。

２　结果与分析

２．１　海南橡胶树暹罗刺盘孢菌单倍型地理分布及

其多样性

　　利用ＩＴＳ通用引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４对海南５８个橡

胶树暹罗刺盘孢菌犆．狊犻犪犿犲狀狊犲扩增、测序、拼接和

序列比对后，得到的ＩＴＳ序列长度为５９１ｂｐ，核苷酸

组成分析结果表明：碱基Ａ、Ｔ、Ｇ、Ｃ的平均含量分

别为２４．１０％、２４．２４％、２６．４７％和２５．２％，Ａ＋Ｔ含

量为４８．３４％，Ｇ＋Ｃ含量为５１．６６％。共发现多态

性位点１０个，其中简约信息位点８个，单碱基变异

位点２个。５８条ＩＴＳ序列共检测到１１种单倍型

（ｈａｐｌｏｔｙｐｅ，Ｈ）（表１），其中单倍型Ｈ１１包含样品数

最多，达１６个，且在５个市（县）均有分布，其次为单

倍型Ｈ４，有１２个样品在４个市（县）有分布，说明各

地理种群间存在频繁的基因交流。从地区来看，海口

单倍型最多，为７种；琼海最少，为４种；保亭、儋州和

屯昌分别有５种、６种和５种。保亭和儋州有自己独

特的单倍型，其中保亭独特的单倍型有２种，说明各

地区的病原菌存在一定的遗传分化现象。

海南橡胶树暹罗刺盘孢菌不同地理种群的单倍

型多样性在０．７２４～０．８８９之间，其中儋州种群的单

倍型多样性最高，为０．８８９；琼海种群的单倍型多样

性最低，为０．７２４。核苷酸多样性（犘犻）也处于较高

的水平，在０．００２５５～０．００３７７之间（表１），结果表

明，海南地区橡胶树暹罗刺盘孢菌具有丰富的遗传

多样性。
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表１　海南橡胶树暹罗刺盘孢菌样品的分布及单倍型多样性

犜犪犫犾犲１　犇犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狊犪狀犱犺犪狆犾狅狋狔狆犲犱犻狏犲狉狊犻狋狔狅犳犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿狊犻犪犿犲狀狊犲狊犪犿狆犾犲狊犳狉狅犿狉狌犫犫犲狉狋狉犲犲犻狀犎犪犻狀犪狀

地区

Ｓｉｔｅ

样品数

Ｎｕｍｂｅｒ

单倍型（数量）

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ（Ｎｕｍｂｅｒ）

单倍型多样性

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

核苷酸多样性

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

保亭Ｂａｏｔｉｎｇ １２ Ｈ１（４）；Ｈ３（３）；Ｈ７（１）；Ｈ９（１）；Ｈ１１（３） ０．８１８ ０．００２９３

儋州Ｄａｎｚｈｏｕ １０ Ｈ２（３）；Ｈ４（２）；Ｈ５（２）；Ｈ６（１）；Ｈ８（１）；Ｈ１１（１） ０．８８９ ０．００３７７

海口 Ｈａｉｋｏｕ １２ Ｈ１（１）；Ｈ２（１）；Ｈ３（１）；Ｈ４（４）；Ｈ６（１）；Ｈ１０（１）；Ｈ１１（３） ０．８６４ ０．００３６０

琼海Ｑｉｏｎｇｈａｉ １５ Ｈ４（２）；Ｈ５（４）；Ｈ６（２）；Ｈ１１（７） ０．７２４ ０．００２５５

屯昌Ｔｕｎｃｈａｎｇ ９ Ｈ１（１）；Ｈ２（１）；Ｈ４（４）；Ｈ１０（１）；Ｈ１１（２） ０．８０６ ０．００３３０

合计Ｔｏｔａｌ ５８
Ｈ１（６）；Ｈ２（５）；Ｈ３（４）；Ｈ４（１２）；Ｈ５（６）；Ｈ６（４）；

Ｈ７（１）；Ｈ８（１）；Ｈ９（１）；Ｈ１０（２）；Ｈ１１（１６）
０．８５５ ０．００３４５

２．２　单倍型网络分析及种群扩张分析

利用ＴＣＳ软件绘制单倍型网络结构图（见图１），

可以看出病原菌发生了一定的遗传分化，各单倍型

并没有依采样地点形成各自的分支，而是呈现一个非

典型星状的发散图。单倍型Ｈ１１处于辐射中心，推测

为原始单倍型。此外，由核苷酸不配对分布图（图２）

可以看出，分布曲线呈双峰形式。另外Ｔａｊｉｍａ’ｓＤ中

性检验结果为－０．１６４５５，无显著性，这些结果均表

明海南橡胶树暹罗刺盘孢菌种群历史上未经历明显

的扩张，其种群大小整体保持稳定。

图１　海南橡胶树暹罗刺盘孢菌单倍型网络图

犉犻犵．１　犘犪狉狊犻犿狅狀狔狀犲狋狑狅狉犽狅犳狋犺犲犺犪狆犾狅狋狔狆犲狊狅犳犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿

狊犻犪犿犲狀狊犲犳狉狅犿狉狌犫犫犲狉狋狉犲犲犻狀犎犪犻狀犪狀

２．３　遗传分化分析

５８个菌株ＩＴＳ序列数据的ＡＭＯＶＡ分析结果

表明，海南橡胶树暹罗刺盘孢菌种群变异主要发生

在种群内，占总变异的９３．９％；而群体间遗传差异

较小，占总变异的６．１％，说明病菌群体间基因交流

频繁。种群内的遗传分化指数（犉狊狋）值为０．０６１，说

明海南橡胶树暹罗刺盘孢菌群体产生了遗传分化，

这和单倍型的简约网络图分析结果一致。

图２　海南橡胶树暹罗刺盘孢菌群体核苷酸不配对分布

犉犻犵．２　犕犻狊犿犪狋犮犺犱犻狊狋狉犻犫狌狋犻狅狀狅犳犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿狊犻犪犿犲狀狊犲

犳狉狅犿狉狌犫犫犲狉狋狉犲犲犻狀犎犪犻狀犪狀

不同地理种群间的遗传分化犉狊狋见表３。保亭

病菌样品与其他四市（县）之间的遗传分化较大，犉狊狋

在０．２１５７４～０．３２４８之间；琼海病菌样品与除保亭

外的其他三市（县）之间的犉狊狋都小于０．０５，说明这

些群体间遗传分化很弱，基因交流十分频繁；海口与

儋州、海口与屯昌之间的犉狊狋均小于０．１，表明这些

种群间存在一定程度的遗传分化。

表２　海南橡胶树暹罗刺盘孢菌种群内和种群间的分子变异分析

犜犪犫犾犲２　犃犕犗犞犃犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犵犲狀犲狋犻犮狏犪狉犻犪狋犻狅狀狑犻狋犺犻狀犪狀犱犪犿狅狀犵狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀狊狅犳犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿狊犻犪犿犲狀狊犲犳狉狅犿狉狌犫犫犲狉狋狉犲犲犻狀犎犪犻狀犪狀

变异来源

Ｓｏｕｒｃｅ

自由度

犱犳

平方和

Ｓｕｍｏｆｓｑｕａｒｅｓ

变异成分

Ｖａｒｉａｎｃｅｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

总变异百分比／％

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｖａｒｉａｔｉｏｎ

统计

Ｓｔａｔ

数值

Ｖａｌｕｅ

概率

Ｐｒｏｂ

群体间Ａｍｏｎｇｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ４ ２．８４０ ０．０２６３９Ｖａ ６．１

群体内 Ｗｉｔｈｉｎｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ５３ ２１．５３９ ０．４０６３９Ｖｂ ９３．９ 犉狊狋 ０．０６１ ０．０２３

合计Ｔｏｔａｌ ５７ ２４．３７９ ０．４３２７８
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表３　海南橡胶树暹罗刺盘孢菌不同地理种群间遗传分化值

犜犪犫犾犲３　犘犪犻狉狑犻狊犲犉狊狋狏犪犾狌犲犫犲狋狑犲犲狀犵犲狅犵狉犪狆犺犻犮犪犾狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀狅犳

犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿狊犻犪犿犲狀狊犲犳狉狅犿狉狌犫犫犲狉狋狉犲犲犻狀犎犪犻狀犪狀

群体

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

保亭

Ｂａｏｔｉｎｇ

儋州

Ｄａｎｚｈｏｕ

海口

Ｈａｉｋｏｕ

琼海

Ｑｉｏｎｇｈａｉ

屯昌

Ｔｕｎｃｈａｎｇ

保亭

Ｂａｏｔｉｎｇ
０　

儋州

Ｄａｎｚｈｏｕ
０．２６００９ ０　

海口

Ｈａｉｋｏｕ
０．２１５７４ －０．０６４２７ ０　

琼海

Ｑｉｏｎｇｈａｉ
０．３２４８０ －０．０４２５９－０．０３５１５ ０　

屯昌

Ｔｕｎｃｈａｎｇ
０．３１７１２ －０．０６５５１－０．０８３０１－０．０２３６２ ０　

２．４　基于犐犜犛序列的系统发育关系分析

系统发育分析结果表明，来自同一地区的单倍

型并没有聚在一个分支内，而是分布在系统树的不

同分支中，不同地区菌株的单倍型交叉共存，说明其

间存在有效的基因流，没有呈现出明显的地理差异，

部分地理种群虽然具有独特的单倍型，但各单倍型

的差异不大。

图３　采用邻接法构建的基于犐犜犛序列的海南橡胶树

暹罗刺盘孢菌系统树

犉犻犵．３　犖犲犻犵犺犫狅狌狉犼狅犻狀犻狀犵狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀犐犜犛狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳

犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿狊犻犪犿犲狀狊犲犳狉狅犿狉狌犫犫犲狉狋狉犲犲犻狀犎犪犻狀犪狀

３　讨论

遗传多样性是评价一个物种的进化潜能和抵御

自然界各种生存压力的重要遗传学指标。核糖体

ＤＮＡ内转录间隔区ＩＴＳ（ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃ

ｅｒ）承受的选择压力较小，进化速率快，能提供比较丰

富的核苷酸变异位点和信息位点，已经证实可用于研

究真菌种内遗传多样性和群体遗传结构，如李河等［１５］

利用ＩＴＳ序列对引起油茶炭疽病的胶孢炭疽菌种群

的遗传结构进行了研究，朱丹雪等［１６］利用ＩＴＳ序列

研究了果生刺盘孢菌犆．犳狉狌犮狋犻犮狅犾犪的群体遗传结构。

本研究利用ＩＴＳ序列，分析了海南橡胶树暹罗刺盘孢

菌的种群遗传结构，结果发现该病菌单倍型多样性较

丰富，病菌种群历史上并没有发生显著的种群扩张，

来自同一个地区病菌的单倍型未能聚在一起，这与海

南省油茶及其他寄主植物果生刺盘孢菌群体和暹罗

炭疽菌群体遗传结构分析的结果一致［１７１８］。

１１种单倍型中，除了３种单倍型由于只有一个

样品而仅在一个市（县）分布外，其余８种单倍型都

在２个或２个以上市（县）有分布，说明病菌在各地

理种群间存在频繁的基因交流。而遗传分化指数结

果说明海南橡胶树暹罗刺盘孢菌群体产生了一定的

遗传分化，其中以保亭病菌样品与其他四市（县）之

间的遗传分化较大，这可能与保亭位于海南省南部，

有五指山山脉与其他４市（县）隔离，环境气候条件

与其他市（县）区别较大。另外暹罗炭疽菌最早在泰

国的咖啡浆果上发现［１９］，随后在草莓、油茶、可可、

番木瓜、辣椒、葡萄等多种寄主植物上均有发现［８］，

而有研究发现不同寄主种群间的暹罗炭疽菌有一定

的遗传分化［１８］，而海南不同地区作物种植存在一定

差异，病菌为了适应寄主而产生变异，从而导致病菌

具有丰富的遗传多样性。
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沉痛悼念吴钜文先生

北京市农林科学院植物保护环境保护研究所研究员吴钜文先生于２０１８年５月２９日因病在北京逝世，享年７７岁。吴钜文

先生出生于１９４０年８月１９日，中共党员。１９６３年毕业于北京林学院（现名北京林业大学）林学系森林保护专业，在浙江省林

业科学研究所工作。１９７９年调入北京市农林科学院植保环保所，２００１年退休。曾任北京市农林科学院植物保护环境保护研

究所室主任、副所长、所学术委员会主任、院学术委员会委员、院职称评审委员会委员。曾兼任北京市农业技术推广奖评委，中

国植物保护学会常务理事，中国昆虫学会理事，北京昆虫学会常务理事、秘书长，中国林学会森林昆虫分会常务理事，《植物保

护学报》《植物保护》《中国生物防治学报》编委，国家自然科学基金同行评议专家。退休后任中国农业科学院客座研究员。吴

钜文先生长期从事森林昆虫、农业昆虫及其生物防治研究。曾主持科技部／农业部“七五”、“八五”、“九五”国家科技攻关项目

专题、子专题，北京市科委重点科研项目及中试基地项目，北京市科委／农委推广项目，北京市自然科学基金重点项目，取得科

研成果及获奖十余项，发表论文及译文４０余篇。参加撰写的《中国农业百科全书·林业卷》获全国优秀科技图书一等奖，《中

国蔬菜病虫原色图谱》获北方十省市优秀科技图书一等奖。１９９３年荣获国务院政府特殊津贴。曾被北京市科协评为“最佳秘

书长”，１９９７年荣获中国科学发展基金、中国昆虫学会奖励基金首届学会工作奖一等奖。

吴钜文先生长期担任《植物保护》编委、栏目复审专家，为《植物保护》做了大量认真、细致、严谨的稿件复审工作，对本刊学

术质量的提高做出了突出贡献。他还常对编辑部的工作给予指导和点拨，指出存在的问题和不足，指明努力的方向。对于编

辑部工作人员也关怀备至，犹如家人。他的离去使我们痛失一位德高望重、学识渊博、学风严谨、为人正直、热心助人，无私奉

献、令人尊敬的前辈、老师、慈父，使我们深感悲痛！我们将深切缅怀吴钜文先生，牢记先生的教诲，学习他严谨求实的工作态

度，踏实工作，继续努力办好《植物保护》。

吴钜文先生，我们永远怀念您！

《植物保护》编辑部

２０１８年６月５日
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