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摘要　对３０个西瓜枯萎病菌犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿ｆ．ｓｐ．狀犻狏犲狌犿菌株基因组ＤＮＡ进行相关序列扩增多态性

（ＳＲＡＰ）分子标记分析，以探究其遗传多样性与地理来源的关系。采用尖孢镰刀菌西瓜专化型犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅

狉狌犿ｆ．ｓｐ．狀犻狏犲狌犿０、１、２号生理小种的基因组ＤＮＡ为模板，对２２５对ＳＲＡＰ引物进行筛选，筛选出２０对多态性、重

复性较好且条带清晰的引物，对３０个菌株进行ＰＣＲ扩增，共扩增出３８６条带，其中多态性条带有３７１条，多态性比

率为９６．１１％，平均每对引物扩增出１９．３个位点和１８．５５个多态性位点。ＵＰＧＭＡ法聚类分析结果显示，供试菌株

两两之间的遗传相似系数范围为０．６９～０．９０，平均为０．７９，说明尖孢镰刀菌西瓜专化型的遗传多样性较为丰富。

基于ＳＲＡＰ标记聚类分析表明，３０个菌株在遗传相似系数为０．７０处被划分为３个类群，Ｉ类群包含２４个菌株，其

中１８个来自湖南省，Ⅱ类群只包含１个来自黑龙江省哈尔滨市的菌株，它和另一个来自黑龙江地区的菌株被划分

到不同的类群，且遗传距离相对较远；Ⅲ类群包含了５个菌株，其中３个来自海南三亚，其余两个来自湖南省。根据

菌株的分布情况来看，菌株的聚集与地理来源没有明显的相关性。

关键词　西瓜枯萎病菌；　ＳＲＡＰ分析；　遗传多样性
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４４卷第５期 刘丽芳等：西瓜枯萎病菌遗传多样性的相关序列扩增多态性分析

　　我国是西瓜犆犻狋狉狌犾犾狌狊犾犪狀犪狋狌狊生产与消费第一

大国。西瓜枯萎病是由尖孢镰刀菌西瓜专化型犉狌

狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿ｆ．ｓｐ．狀犻狏犲狌犿 （ＦＯＮ）引起的一

种世界性真菌土传性病害。西瓜产业中，西瓜枯萎

病已成为导致产量、品质下降最为严重的病害之一，

利用抗病品种和嫁接换根是防治该病最经济、有效

的措施［１］。国际上公认的西瓜枯萎病菌有４个生理

小种，即生理小种０号、１号、２号和３号。生理小种

３号由Ｚｈｏｕ
［２］于２０１０年鉴定分离，能导致兼抗生理

小种０、１和２号的野生种质ＰＩ２９６４３１ＦＲ感病，

２０１７年在美国的佛罗里达州也被分离鉴定
［３］，但在

中国尚未见报道。

相关序列扩增多态性（ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｌａｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＲＡＰ）是一种基于ＰＣＲ的显性标

记系统的ＤＮＡ分子标记技术，由美国加州大学的

Ｌｉ
［４］于２００１年提出。该技术利用独特的引物对开

放阅读框（ｏｐｅｎｒｅａｄｉｎｇｆｒａｍｅｓ，ＯＲＦｓ）进行扩增，

上游引物对外显子进行特异扩增，下游引物对内含

子区域、启动子区域进行特异扩增，因个体不同以及

物种的内含子、启动子与间隔长度不等而产生多态

性，具有简便、稳定、产率高和便于得到选择条带序

列等特点。目前，ＳＲＡＰ技术已广泛用于植物遗传

多样性的分析［５７］。

本研究以尖孢镰刀菌西瓜专化型０号、１号和２

号生理小种为标准试验材料，对其进行差异分析和

遗传多样性分析，并筛选得到了２０对多态性好的

ＳＲＡＰ引物组合，利用筛选的２０对ＳＲＡＰ引物对收

集到的湖南省内大部分地区及省外部分西瓜主产区

枯萎病菌进行多态性分析，为监测与防控西瓜枯萎

病的流行提供基础。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　试验材料

尖孢镰刀菌西瓜专化型犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿

ｆ．ｓｐ．狀犻狏犲狌犿（ＦＯＮ）０、１、２号生理小种由北京市农

林科学院惠赠；各地区收集分离的菌株详情见表１。

１．１．２　试剂及仪器

ＳＲＡＰ引物由生工生物工程（上海）股份有限公

司合成，ＴｒａｎｓＴａｐＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅＨｉｇｈＦｉｄｅｌｉｔｙ

（ＨｉＦｉ）、ｄＮＴＰｓ、ＤＮＡ 分子量标准 ＴｒａｎｓＤＮＡ

ＭａｒｋｅｒＩ，均购于全式金生物技术有限公司；Ｔ１００

ＰＣＲ仪，购于美国ＢｉｏＲａｄ公司；电泳仪，北京六一

仪器厂生产。

表１　供试菌株信息

犜犪犫犾犲１　犐狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狅犳狋犲狊狋犲犱犻狊狅犾犪狋犲狊

编号

Ｎｕｍｂｅｒ

采集地

Ｓｏｕｒｃｅ

编号

Ｎｕｍｂｅｒ

采集地

Ｓｏｕｒｃｅ

１ 湖南省株洲市株洲县 １６ 湖南省永州市江华县

２ 湖南省郴州市临武县２ １７ 海南省三亚市天涯区１

３ 广东省肇庆市怀集县 １８ 海南省三亚市天涯区２

４ 湖南省益阳市桃江县 １９ 湖南省衡阳市衡南县１

５ 湖南省岳阳市临湘县 ２０ 湖南省益阳市沅江市

６ 湖南省株洲市天元区 ２１ 湖南省邵阳市邵东县

７ 湖南省株洲市茶陵县 ２２ 湖南省衡阳市衡南县２

８ 湖南省长沙市宁乡市 ２３ 海南省三亚市天涯区３

９ 湖南省怀化市溆浦县１ ２４ 湖南省衡阳市南岳区

１０
湖南省湘西土家族苗族

自治州吉首市
２５ 海南省海口市琼山区１

１１ 湖南省怀化市溆浦县２ ２６ 海南省海口市琼山区２

１２ 安徽省淮南市凤台县 ２７ 河南省周口市扶沟县

１３ 湖南省怀化市辰溪县１ ２８ 湖南省怀化市沅陵县

１４ 黑龙江省哈尔滨市阿城区２ ２９ 湖南省怀化市辰溪县２

１５ 黑龙江省哈尔滨市阿城区１ ３０ 湖南省娄底市双峰县

１．２　研究方法

１．２．１　ＤＮＡ提取

供试菌株基因组ＤＮＡ的提取参考曾东方等
［８］

的研究方法。

１．２．２　ＳＲＡＰ扩增反应

ＳＲＡＰ的反应体系参考Ｌｉ
［４］的方法，并加以改

进。反应体系为１２μＬ，其中ｄｄＨ２Ｏ７．６μＬ，ＨｉＦｉ

ｂｕｆｆｅｒΙ１．２μＬ，２．５ｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ１．０μＬ，ＨｉＦｉ酶

０．２μＬ，ＤＮＡ模板１．０μＬ，上下游引物各０．５μＬ。

ＰＣＲ反应程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性

１ｍｉｎ，３５℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，５个循环；

９４℃变性１ｍｉｎ，５５℃复性１ｍｉｎ，７２℃延伸２ｍｉｎ，

３４个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

１．２．３　ＳＲＡＰ引物的筛选及ＰＣＲ产物的检测

采用０、１、２号生理小种的基因组ＤＮＡ为模板，

用合成的２２５对ＳＲＡＰ随机组合引物对其进行

ＰＣＲ扩增，产物通过８％聚丙烯酰胺变性胶进行电

泳［９］，１４０ｖ恒电压电泳１．５ｈ，电泳结束后采用银染

法［１０］进行染色并拍照记录，对扩增结果进行比较分

析。从中选择多态性和重复性较好的引物对３０株

供试菌株的基因组ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，并进行电

泳图谱分析。

１．２．４　电泳谱带的记录与数据分析
［７，９］

根据电泳结果，电泳图谱中每条扩增条带均代

表了引物与模板ＤＮＡ互补的一个结合位点，可记

为一个分子标记，在电泳图谱中相同迁移位置上有

扩增带的记为１，无扩增带的记为０，如有数据缺失
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的情况则用其他数字代替，然后将ＰＣＲ扩增的

ＤＮＡ条带数据统计成０１矩阵。并用ＮＴＳＹＳ软件

计算两两菌株间的Ｄｉｃｅ相似系数，利用ＵＰＧＭＡ法

进行聚类分析建立聚类树状图。

２　结果与分析

２．１　犛犚犃犘引物筛选

根据ＳＲＡＰ引物筛选的扩增结果，从２２５对引

物中筛选出２０对扩增条带清晰、多态性明显、扩增

稳定的引物对：ＭＥ１＋ＥＭ４、ＭＥ１＋ＥＭ５、ＭＥ１＋

ＥＭ６、ＭＥ４＋ＥＭ１、ＭＥ４＋ＥＭ２、ＭＥ４＋ＥＭ３、ＭＥ５

＋ＥＭ１、ＭＥ５＋ＥＭ５、ＭＥ５＋ＥＭ１２、ＭＥ５＋ＥＭ１５、

ＭＥ６＋ＥＭ２、ＭＥ６＋ＥＭ６、ＭＥ８＋ＥＭ１、ＭＥ８＋

ＥＭ５、ＭＥ１１＋ＥＭ１、ＭＥ１２＋ＥＭ９、ＭＥ１２＋ＥＭ１５、

ＭＥ１４＋ＥＭ２、ＭＥ１４＋ＥＭ３、ＭＥ１４＋ＥＭ７，具体引

物序列见表２。

表２　筛选的引物序列

犜犪犫犾犲２　犛犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狋犺犲狊犮狉犲犲狀犲犱狆狉犻犿犲狉狊

上游引物

Ｕｐｓｔｒｅａｍｐｒｉｍｅｒ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

下游引物

Ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍｐｒｉｍｅｒ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ＭＥ１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ ＥＭ１ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴ

ＭＥ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ ＥＭ２ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ

ＭＥ５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＴ ＥＭ３ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ

ＭＥ６ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＡ ＥＭ４ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ

ＭＥ８ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＧ ＥＭ５ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ

ＭＥ１１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＣ ＥＭ６ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ

ＭＥ１２ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＣＴ ＥＭ７ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＡ

ＭＥ１４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ ＥＭ９ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＡ

ＥＭ１２ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＣ

ＥＭ１５ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＧＴ

２．２　尖孢镰刀菌犛犚犃犘引物扩增的多态性

采用筛选出的２０对引物，对３０株的供试尖孢

镰刀菌菌株进行了ＳＲＡＰＰＣＲ扩增。共扩增出

３８６条带，其中多态性条带有３７１条，平均每对引

物扩增出１９．３个位点和１８．５５个多态性位点，多

态性比率为９６．１１％（引物组合 ＭＥ１２＋ＥＭ１５的

扩增结果见图１）。说明尖孢镰刀菌西瓜专化型的

遗传多样性丰富且遗传差异性较大。在这２０对

ＳＲＡＰ引物中，不同的引物组合扩增出来的条带数

存在一定的差异，其中引物组合 ＭＥ５＋ＥＭ５和

ＭＥ１２＋ＥＭ９扩增出来的条带数最多，达到了２５

条；引物组合 ＭＥ１４＋ＥＭ２扩增出来的条带数最

少，只有１３条，同时这几个引物组合的多态性比率

均为１００％（表３）。

图１　犕犈１２＋犈犕１５引物扩增结果

犉犻犵．１　犃犿狆犾犻犳犻犲犱狉犲狊狌犾狋狅犳犉犗犖犻狊狅犾犪狋犲狊犫狔犕犈１２＋犈犕１５

２．３　犛犚犃犘聚类分析

用ＮＴＳＹＳ软件计算两两菌株间的相似系数并利

用ＵＰＧＭＡ法进行聚类分析建立聚类树状图（图２），

结果表明，供试尖孢镰刀菌西瓜专化型菌株两两之
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间的遗传相似系数范围为０．６９～０．９０，平均为

０．７９。说明这３０个西瓜枯萎病菌遗传分化较大，

群体遗传多样性比较丰富。在遗传相似系数为

０．７０处，可以把供试菌株划分为３个类群：Ⅰ类群

包含２４个菌株，占总数的８０％，其中１８个来自湖

南省，占总数的７５％，６个分别来自广东（３号）、安

徽（１２号）、黑龙江（１４号）、海南（２５／２６号）和河南

（２７号）省，占总数的２５％。在遗传相似系数为

０．７５处，该类群又可进一步被划分为多个亚群，其

中来自湖南省株洲市天元区的６号菌株和来自海

南海口的２６号菌株各自独立成为一个亚群，与其

他来自同一地区的菌株的遗传距离相对较远，其余

菌株组成的亚群遗传距离较近，由图还可得知来自

湖南省以外的６个菌株分布在不同的亚群；Ⅱ类群

只包含１个菌株，是来自黑龙江省哈尔滨市的１５

号菌株，该菌株和来至同一地区的１４号菌株分属

于不同的类群，且遗传距离相对较远；Ⅲ类群包含

５个菌株，其中１７、１８、２３号菌株关系较近，均来自

海南三亚，其余两个分别来自湖南省的怀化辰溪县

（１３号）和衡阳南岳区（２４号），且来自湖南省衡阳

南岳区２４号菌株与来自海南三亚的３个菌株关系

更近。进一步分析发现来自同一地区的菌株被划

分在不同的类群中，而同一类群中包括了不同地区

的菌株。所以基于ＳＲＡＰ多态性而划分的西瓜枯

萎病菌菌株类群与菌株地理来源没有明显的相

关性。

表３　２０对引物对３０个西瓜枯萎病菌菌株的犛犚犃犘分析结果

犜犪犫犾犲３　犘犪狋狋犲狉狀犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳３０犉犗犖犻狊狅犾犪狋犲狊犪犿狆犾犻犳犻犲犱犫狔２０狆犪犻狉狊狅犳犛犚犃犘狆狉犻犿犲狉

引物组合

Ｐｒｉｍｅｒ

ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

总条带数／条

Ｔｏｔａｌｂａｎｄｓ

多态性条带／条

Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ

ｂａｎｄｓ

多态性比率／％

Ｐｅｒｃｅｎｔｏｆ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｂａｎｄｓ

引物组合

Ｐｒｉｍｅｒ

ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

总条带数／条

Ｔｏｔａｌｂａｎｄｓ

多态性条带／条

Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ

ｂａｎｄｓ

多态性比率／％

Ｐｅｒｃｅｎｔｏｆ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｂａｎｄｓ

ＭＥ１＋ＥＭ４ ２４ ２２ ９１．６７ ＭＥ６＋ＥＭ２ ２２ ２２ １００

ＭＥ１＋ＥＭ５ ２３ ２３ １００ ＭＥ６＋ＥＭ６ １９ １８ ９４．７４

ＭＥ１＋ＥＭ６ ２１ １８ ８５．７１ ＭＥ８＋ＥＭ１ １５ １５ １００

ＭＥ４＋ＥＭ１ １６ １５ ９３．７５ ＭＥ８＋ＥＭ５ ２０ ２０ １００

ＭＥ４＋ＥＭ２ ２１ ２１ １００ ＭＥ１１＋ＥＭ１ １５ １４ ８６．６７

ＭＥ４＋ＥＭ３ １８ １８ １００ ＭＥ１２＋ＥＭ９ ２５ ２５ １００

ＭＥ５＋ＥＭ１ １８ １６ ８８．８９ ＭＥ１２＋ＥＭ１５ １６ １５ ９３．７５

ＭＥ５＋ＥＭ５ ２５ ２５ １００ ＭＥ１４＋ＥＭ２ １３ １３ １００

ＭＥ５＋ＥＭ１２ ２２ １９ ８６．３６ ＭＥ１４＋ＥＭ３ １６ １６ １００

ＭＥ５＋ＥＭ１５ １９ １９ １００ ＭＥ１４＋ＥＭ７ １８ １７ ９４．４４

图２　３０个西瓜枯萎病菌菌株的犛犚犃犘聚类树状图

犉犻犵．２　犇犲狀犱狉狅犵狉犪犿狅犳３０犉犗犖犻狊狅犾犪狋犲狊犫犪狊犲犱狅狀

犛犚犃犘犿犪狉犽犲狉犮犾狌狊狋犲狉犻狀犵犪狀犪犾狔狊犻狊

３　讨论

利用ＳＲＡＰ进行的遗传多样性分析结果表明，

这３０个西瓜枯萎病菌的遗传距离变化在０．６９～

０．９０之间，平均为０．７９，从分子水平上说明群体遗

传多样性比较丰富。可能的原因是西瓜枯萎病的病

菌主要依靠种子进行传播，而种子的来源途径广泛，

同一地区的种子可能来源不一致，不同地区的种子

也可能来自同一地区［１１］。

本研究筛选出了２０对ＳＲＡＰ引物组合，共扩增

出３８６条带，平均每对引物扩增出１９．３个位点，多

态性比率为９６．１１％，高于苏家等
［１２］利用ＩＳＳＲＰＣＲ

分子标记技术得到的多态性比率（９０．８２％），也高于

段会军等［１３］利用ＡＦＬＰ分子标记技术得到的多态性

比率（３３．６％），表明尖孢镰刀菌基因组ＤＮＡ在ＳＲＡＰ

分子标记区域的分子遗传多态率高，且在种内存在丰
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富的遗传多样性。但低于李伟［１１］等利用ＲＡＰＤＰＣＲ

分子标记技术得到的多态性比率（９７．１８％）。而段会

军等［１４］利用ＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ和ＡＦＬＰ三种分子标记

进行对比发现ＲＡＰＤ不能将绝大部分菌株分开，说

明不同的分子标记技术因为所揭示的遗传位点不

同，所以在分类结果上会存在差异。

基于ＳＲＡＰ聚类分析结果将各个地区３０个西瓜

枯萎病菌划分为３个类群，ＳＲＡＰ类群的划分与地域

之间没有直接的关系。段会军等［１４］用ＡＦＬＰ分子标

记技术分析表明，尖孢镰刀菌西瓜专化型不同菌株间

的亲缘关系与地理来源关系不明显；延涵等［１５］利用

ＳＲＡＰ分子标记技术分析得出，４４株供试甜瓜枯萎病

菌菌株之间的亲缘关系与地理来源没有明显相关性。

而田叶韩等［１６］用ＳＲＡＰ分子标记技术分析认为尖孢

镰刀菌苦瓜专化型不同菌株间的亲缘关系与地理来

源有一定的相关性；张述义等［１７］用ＩＳＳＲ分子标记分

析了３３株尖孢镰刀菌遗传多样性，表明寄主来源相

同的供试菌株间遗传相似性与其地理来源也有一定

的相关性。由于本研究采集到的样本有限，若需更全

面地了解还需更深更全面的研究分析。
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