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摘要　白粉病是海南橡胶树上发生最严重的叶部病害，为了明确海南橡胶树白粉菌群体的遗传结构，本研究对海南

７个市（县）的橡胶树白粉菌的ＩＴＳ序列进行分析。结果表明，９５个病菌样品可推导出５种单倍型，其中单倍型Ｈ１

包含样品数为８８个，且在７个市（县）均有分布；三亚种群的单倍型多样性和核苷酸多样性最高。总体和各地理群

体的中性检验结果显示，群体扩张遵循中性进化，群体大小保持相对稳定。遗传分化指数（犉狊狋）表明三亚种群与白

沙、儋州、海口和琼中等四市（县）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８９．６６％。因此海南橡胶树白粉菌菌株间虽存在一定的遗传分化，但整体遗传多样性偏低。
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　　天然橡胶是重要的国家战略物资，我国天然橡

胶种植面积已超过１１３万ｈｍ２，其中海南和云南的

种植面积占全国的９５％以上。由专性寄生的橡胶

树粉孢犗犻犱犻狌犿犺犲狏犲犪犲Ｓｔｅｉｎｍ．引起的白粉病是我

国橡胶树上危害最严重的病害，也是最受海南和云

南两地胶农关注的生物灾害［１］。病原菌只侵染橡胶

树嫩叶、嫩芽、嫩梢和花序，因此病害主要流行于橡胶

树大量抽嫩叶的春季。该病在中国于１９５１年在海南

发现，１９５９年病害在海南第一次大流行，自此以后，每

年均有发生，而且重病年发生频率越来越高［２３］。病

害发生严重时可导致产胶量减少３０％～４５％
［４６］。

由于尚未发现橡胶树白粉菌的有性世代，所以

一直认为橡胶树白粉病的病原是粉孢属的橡胶粉孢

犗犻犱犻狌犿犺犲狏犲犪犲。但是近年来分子生物学研究结果



２０１９

表明，橡胶树白粉病的病原菌应该是犈狉狔狊犻狆犺犲

狇狌犲狉犮犻犮狅犾犪的无性态
［４，６］。目前尚未有关于橡胶树

白粉菌群体遗传结构的研究报道。ＩＴＳ（ｉｎｔｅｒｎａｌ

ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ）（包括５．８Ｓ）区是介于１８Ｓ和

２６Ｓ之间的非编码转录间隔区，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，再加上ＩＴＳ序列片段大小适中，易于测

序和分析，已应用于包括油茶胶孢炭疽菌、果生刺盘

孢菌和玉蜀黍黑粉菌等植物病原菌的遗传多样性和

群体遗传结构［７９］。本研究利用ＩＴＳ 序列作为

ＤＮＡ分子标记分析了海南不同地区橡胶树白粉菌

犗．犺犲狏犲犪犲的遗传多样性和群体遗传结构，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

２０１８年２－３月，从海南橡胶种植园中随机采集

白粉病病叶，室内进行单病斑分离纯化后，接种到‘热

研７３３９７’品种的古铜期叶片上扩繁，共得到９５个白

粉菌菌株，具体为：海口１６个、琼海８个、三亚１１个、

乐东１５个、白沙１４个、琼中１５个和儋州１６个。

１．２　白粉菌犇犖犃提取

收集扩繁后的白粉菌菌株的孢子粉，按照Ｆｕｎ

ｇａｌＤＮＡＫｉｔ（购于Ｏｍｅｇａ公司）的ＤＮＡ提取步骤

进行，提取后的ＤＮＡ置于４℃冰箱中备用。

１．３　犘犆犚扩增

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，ｄｄＨ２Ｏ

９．５μＬ。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。

１．４　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。

１．５　数据分析

原始双向序列，采用ＤＮＡｓｔａｒ中Ｓｅｑｍａｎ拼接序

列。应用ＭＥＧＡｖｅｒｓｉｏｎ６．０
［１０］对拼接序列进行比对

分析。利用ＤｎａＳＰ５．０
［１１］计算多基因片段组合序列

的标准多样性指数，如单倍体数犎（ｎｕｍｂｅｒｏｆｈａｐｌｏ

ｔｙｐｅｓ）、单倍体多样度犎犱（Ｈａｐｌｏｔｙｐｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ）、核苷

酸多样度犘犻（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ），并进行中性进化检

测，计算Ｔａｊｉｍａ’ｓ犇、Ｆｕ’ｓ＆Ｌｉ’ｓ犇和Ｆｕ’ｓ＆Ｌｉ’ｓ

犉。等。采用软件Ａｒｌｅｑｕｉｎ３．５．２．２
［１２］进行分子变异

分析（ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｏｌｅｃｕｌａｒｖａｒｉａｎｃｅ，ＡＭＯＶＡ）。采用

ＭＥＧＡ６．０使用 Ｋｉｍｕｒａ双参数模型计算群体间的

Ｎｅｉ’ｓ遗传距离，并根据群体间的Ｎｅｉ’ｓ遗传距离采

用非加权平均组法（ＵＰＧＭＡ）构建系统发育树。

２　结果与分析

２．１　单倍型和遗传多态性分析

利用ＩＴＳ通用引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４对海南９５个橡

胶树白粉病菌扩增、测序、拼接和序列比对后，得到

目的序列长度大小为６５９ｂｐ。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２２．２％、

２４．０％、２７．４％和２６．４％，Ａ＋Ｔ含量为４６．２％，Ｇ

＋Ｃ含量为５３．８％。共发现多态性位点４个，其中

简约信息位点２个，单碱基变异位点２个。单倍型

分析结果表明，供试９５个菌株共有５种单倍型，其

中单倍型Ｈ１有８８株，占供试菌株的９２％以上，说

明各地理种群间存在频繁的基因交流。从地区来

看，白沙、儋州、海口和琼中均只有１种单倍型，而琼

海有２种，乐东和三亚分别有３种和４种，且琼海和

三亚有自己独特的单倍型，说明病原菌存在一定的

遗传分化现象。

供试白粉菌菌株的单倍型多样性为０．１４２，核

苷酸多样性为０．０００３１，从不同地区来看，以三亚

种群的单倍型多样性和核苷酸多样性最高，分别为

０．６和０．００１４４，其他县市的单倍体多样性和核苷

酸多样性较低，分别小于０．２６和０．０００６，表明各地

区白粉菌遗传多样性较低。

２．２　中性进化检测

由于白沙、儋州、海口和琼中均只有１种单倍

型，所以利用ＤｎａＳＰ５．１０对仅乐东、琼海和三亚及

海南省的橡胶树白粉菌菌株的ＩＴＳ基因序列进行中

性检测（见表２）。结果表明，９５个样品整体及各种

群的参数Ｔａｊｉｍａ’ｓ犇、Ｆｕ’ｓ＆Ｌｉ’ｓ犇和Ｆｕ’ｓ＆

Ｌｉ’ｓ犉均为负值，表明存在大量的低频等位基因位

点，可能是由于负向作用或群体扩张存在瓶颈效应，

但都不显著偏离零，说明橡胶树白粉菌的ＩＴＳ序列

在进化上遵循中性进化模型。

·２２１·
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表１　海南橡胶树白粉菌不同种群的遗传多样性指数

犜犪犫犾犲１　犌犲狀犲狋犻犮犱犻狏犲狉狊犻狋狔犻狀犱犲狓犲狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵犲狅犵狉犪狆犺犻犮犪犾狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀狊狅犳犗犻犱犻狌犿犺犲狏犲犪犲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／个

Ｓａｍｐｌｅ

ｎｕｍｂｅｒ

多态位点

Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ

ｓｉｔｅｓ

单倍型数

Ｎｏ．ｏｆ

ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ

单倍型多样性（犎犱）

Ｈａｐｌｏｔｙｐｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

核苷酸多样性（犘犻）

Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

核苷酸平均差异数（犽）

Ａｖｅｒａｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ

乐东Ｌｅｄｏｎｇ １５ ２ ３ ０．２５７ ０．０００５８ ０．３８１

琼海Ｑｉｏｎｇｈａｉ ８ １ ２ ０．２５０ ０．０００３８ ０．２５０

三亚Ｓａｎｙａ １１ ３ ４ ０．６００ ０．００１４４ ０．９４５

白沙Ｂａｉｓｈａ １４ ０ ０ ０ ０ ０

儋州Ｄａｎｚｈｏｕ １６ ０ ０ ０ ０ ０

海口 Ｈａｉｋｏｕ １６ ０ ０ ０ ０ ０

琼中Ｑｉｏｎｇｚｈｏｎｇ １５ ０ ０ ０ ０ ０

总体Ｔｏｔａｌ ９５ ４ ５ ０．１４２ ０．０００３１ ０．２０５

表２　海南橡胶树白粉菌不同种群的中性检验

犜犪犫犾犲２　犖犲狌狋狉犪犾犻狋狔狋犲狊狋狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵犲狅犵狉犪狆犺犻犮犪犾狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀狊狅犳犗犻犱犻狌犿犺犲狏犲犪犲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
Ｔａｊｉｍａ’ｓ犇

显著性

Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ
Ｆｕ’ｓ＆Ｌｉ’ｓ犇

显著性

Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ
Ｆｕ’ｓ＆Ｌｉ’ｓ犉

显著性

Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

乐东Ｌｅｄｏｎｇ －１．００１６１ 犘＞０．１０ －０．４７６１９ 犘＞０．１０ －０．６９７２１ 犘＞０．１０

琼海Ｑｉｏｎｇｈａｉ －１．０５４８２ 犘＞０．１０ －１．１２６３９ 犘＞０．１０ －１．２０３５３ 犘＞０．１０

三亚Ｓａｎｙａ －０．２６３３１ 犘＞０．１０ ０．１２６７２ 犘＞０．１０ ０．０３３８５ 犘＞０．１０

总体Ｔｏｔａｌ －１．４７５９３ 犘＞０．１０ －１．４５１６８ 犘＞０．１０ －１．７１５４６ 犘＞０．１０

２．３　群体遗传结构

９５个白粉菌菌株ＩＴＳ序列数据的ＡＭＯＶＡ分

析结果表明（表３），海南橡胶树白粉菌种群变异主

要发生在种群内，占总变异的８９．６６％；而群体间遗

传差异较小，占总变异的１０．３４％，说明病菌群体间

基因交流频繁。９５个菌株间的遗传分化指数（犉狊狋）

值为０．１０３３７，说明海南橡胶树白粉菌群体产生了

一定的遗传分化。

不同地理种群间的遗传分化犉狊狋见表４。三亚

种群与白沙、儋州、海口和琼中等四市（县）之间的遗

传分化较大，犉狊狋大于０．２１；琼海种群与白沙、儋州、海

口和琼中等四市（县）之间的犉狊狋均大于０．０５小于

０．１，表明这些种群间存在一定程度的遗传分化；乐东

与白沙、儋州、海口和琼中等四市（县）之间以及白沙、

儋州、海口和琼中四市（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。

表３　海南橡胶树白粉菌种群内和种群间的分子变异分析

犜犪犫犾犲３　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犗犻犱犻狌犿犺犲狏犲犪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

Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ

群体间Ａｍｏｎｇｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ６ ０．９８８ ０．００７４４Ｖａ １０．３４

群体内Ｗｉｔｈｉｎｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ８８ ５．６７５ ０．０６４４９Ｖｂ ８９．６６ 犉狊狋 ０．１０ ０．００４

合计Ｔｏｔａｌ ９４ ６．６６３ ０．０７１９２

表４　海南橡胶树白粉菌不同地理种群间遗传分化值（对角线下方）和遗传距离（对角线上方）１
）

犜犪犫犾犲４　犘犪犻狉狑犻狊犲犉狊狋狏犪犾狌犲狊（犫犲犾狅狑犱犻犪犵狅狀犪犾）犪狀犱犵犲狀犲狋犻犮犱犻狊狋犪狀犮犲狊（狌狆狆犲狉犱犻犪犵狅狀犪犾）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狊狅犳犗犻犱犻狌犿犺犲狏犲犪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 白沙Ｂａｉｓｈａ 儋州Ｄａｎｚｈｏｕ 海口 Ｈａｉｋｏｕ 乐东Ｌｅｄｏｎｇ 琼海Ｑｉｏｎｇｈａｉ 琼中Ｑｉｏｎｇｚｈｏｎｇ 三亚Ｓａｎｙａ

白沙Ｂａｉｓｈａ 　 － ０ ０ 　０．０００３ ０．０００２ ０ ０．０００８

儋州Ｄａｎｚｈｏｕ ０ 　 － ０ 　０．０００３ ０．０００２ ０ ０．０００８

海口 Ｈａｉｋｏｕ ０ ０ 　 － 　０．０００３ ０．０００２ ０ ０．０００８

乐东Ｌｅｄｏｎｇ ０．０３００２ ０．０４１０７ ０．０４１０７ 　 － ０．０００５ ０．０００３ ０．００１０

琼海Ｑｉｏｎｇｈａｉ ０．０７４３８ ０．０９３１２ ０．０９３１２ －０．０４９９６ 　 － ０．０００２ ０．００１０

琼中Ｑｉｏｎｇｚｈｏｎｇ ０ ０ ０ 　０．０３５７１ ０．０８３９７ 　 － ０．０００８

三亚Ｓａｎｙａ ０．２１０９３ ０．２３２ ０．２３２ 　０．０１４９３ ０．０２５３７ ０．２２１７ －

　１）表示在犘＜０．０５水平差异显著。

ｉｎｄｉｃａｔｅｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ犘＜０．０５ｌｅｖｅｌ（ＡＭＯＶＡｔｅｓｔ）．
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２．４　群体间的亲缘关系及聚类分析

采用ＭＥＧＡ６．０计算了７个群体间的Ｎｅｉ’ｓ遗

传距离（表４），并基于该遗传距离采用ＵＰＧＭＡ方

法构建了系统树（图１），结果发现海口、琼中、儋州

和白沙种群由于均只存在同一种单倍型，首先聚在

一起，随后与琼海种群聚为一支，再与乐东群体聚为

一支，最后与三亚群体聚为一支；表明三亚群体与其

他群体的亲缘关系最远，其次为乐东。

图１　海南橡胶树白粉病菌不同地理种群的犝犘犌犕犃系统树

犉犻犵．１　犝犘犌犕犃狋狉犲犲狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵犲狅犵狉犪狆犺犻犮犪犾狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀狊狅犳

犗犻犱犻狌犿犺犲狏犲犪犲犳狉狅犿狉狌犫犫犲狉狋狉犲犲犻狀犎犪犻狀犪狀

３　结论与讨论

遗传多样性是生物多样性的基础，一个物种的

多样性越高，其在复杂的自然环境中生存的几率越

高，对不同生存环境的适应力也越强。研究病菌遗

传结构可为弄清病菌对不同环境、寄主的适应能力

提供理论基础。本研究利用ＩＴＳ序列对海南７个市

县的橡胶树白粉菌群体进行遗传结构分析。结果表

明，海南橡胶树白粉菌菌株间虽存在一定的遗传分

化，但整体遗传多样性偏低，各地理种群间存在频繁

的基因交流。分析原因有两方面，一是橡胶树白粉菌

为气传性病害，可随风在各地区间传播；二是橡胶树

作为一种高大乔木，寿命长，从种植 投产 更新至少

需要４０年左右，不易更新换代
［１３］，导致海南橡胶树栽

培品种单一。据不完全统计，２００６年‘ＲＲＩＭ６００’和

‘ＰＲ１０７’两个品种占海南垦区总开割橡胶树株数的

９２．２％
［１４］。加上迄今还未选出一个能在生产上大

规模推广的抗病品系［５］，生产上种植的都是感病品

系。这些导致橡胶树白粉菌在各地区间交流频繁，

寄主对病原菌的选择压力小。

本研究中，单倍型Ｈ１在每个群体中均有分布，

共８８个样品，占总样品数量的９２％。说明橡胶树

白粉菌具有长距离传递基因流的潜力，病菌在不同

地区间扩散的无性繁殖方式导致每个群体中存在相

同的基因型，这与病原菌随气流传播和尚未发现橡

胶树白粉菌有性时期是一致的。

从不同地区来看，三亚和乐东的单倍型分别有

４种和３种，除琼海有２种单倍型外，海口、白沙、琼

中和儋州均只有１种单倍型，聚类分析结果也表明

三亚群体与其他群体的亲缘关系最远，其次为乐东，

这可能是由于三亚和乐东位于海南五指山南部且相

邻，冬春气温相对较高，是海南每年春季橡胶树最先

抽叶的地方，也是每年春季橡胶树白粉病最先开始

发生和流行的地方。

本研究首次采用ＩＴＳ标记研究了海南橡胶树

白粉菌的遗传多样性和种群的遗传分化情况，获得

了多态性位点和相关遗传学数据信息。下一步研究

中，还需要增加其他省份的病样，配合其他类型分子

标记，研究橡胶树白粉菌群体的遗传变异动态。
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