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　　摘要：采用ＲＥＰ、ＥＲＩＣ和ＢＯＸ引物对２２株从海南、四川、广西芒果产区采集的芒果细菌性黑斑病菌菌株和１株
源自美国菌种保藏中心（ＡＴＣＣ）的标准菌株进行 ｒｅｐ－ＰＣＲ分析，并根据 ＤＮＡ指纹特征，用 ＮＴＳＹＳ软件进行聚类分
析。结果表明，３组引物共扩增出４６３条带，其中有３０２条多态性条带，多态检测率为６５．２３％。综合分析３组引物组
合的指纹图谱数据，以相似系数０．６５为阀值时，供试的２３株菌株可以分为Ａ和Ｂ２个遗传相似组，其中来自四川米
易县的２株菌株与标准菌株 ＡＴＣＣ１１６３７聚在 Ａ组，而来自海南省、广西省的所有菌株均聚在 Ｂ组。取相似系数为
０８７时，Ａ组群又可分为２个亚组，而Ｂ组群则进一步分为６个亚组。研究结果表明，芒果细菌性黑斑病菌菌株有丰
富的遗传多态性和较大的遗传变异，但各遗传聚类组群菌株来源广泛，与地理来源及芒果品种均无明显相关性。
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作者简介：漆艳香（１９７５—），女，湖南城步人，博士，副研究员，主要从
事热带果树病害病原学研究。Ｔｅｌ：（０８９８）６６９６９２４０；Ｅ－ｍａｉｌ：
ｑｉｙａｎｘｉａｎｇ＠１２６．ｃｏｍ。

　　由野油菜黄单胞杆菌芒果致病变种（Ｘａｎｔｈｏｍａｎａｓ
ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓｐｖ．ｍａｎｇｉｆｅｒａｅｉｎｄｉｃａｅ，Ｘｃｍ）引起的芒果细菌性黑斑
病是芒果上一种常发性重要病害，该病严重影响芒果产量和果

品商品价值，是芒果外销产业的重要限制因子［１－２］。选育抗病

品种是防治此病害最经济和有效的措施，而品种抗性是寄主与

病原物相互作用的结果，因此，了解与掌握芒果细菌性黑斑病

病原菌的群体分化，可为芒果抗病品种选育提供依据和参考。

重复序列ＰＣＲ（ｒｅｐ－ＰＣＲ）主要是基于细菌基因组中重
复序列元件（ＲＥＰ、ＥＲＩＣ和ＢＯＸ等）的保守区域设计引物，通
过ＰＣＲ选择性扩增不同的基因组区域，揭示病原菌不同种或
种下的不同菌株的遗传变异情况［３－４］。该技术具有分辨率

高、快速简单、重复性好的特点，在国内外已广泛应用于黄单

胞菌属植物病原细菌的群体遗传多样性分析，如柑橘溃疡病

病菌（Ｘ．ｃｉｔｒｉｓｕｂｓｐ．ｃｉｔｒｉ）［５－７］、水稻白叶枯病菌（Ｘ．ｏｒｙｚａｅ
ｐｖ．ｏｒｙｚａｅ）［８－９］、水稻条斑病病菌（Ｘ．ｏｒｙｚａｅｐｖ．ｏｒｙｚｉｃｏ
ｌａ）［１０－１１］、红掌细菌性疫病病菌（Ｘ．ａｘｏｎｏｐｏｄｉｓｐｖ．ｄｉｅｆｆｅｎｂａ
ｃｈｉａｅ）［１２－１３］和十字花科黑腐病病菌（Ｘ．ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓｐｖ．ｃａｍｐｅｓ

ｔｒｉｓ）［１４－１５］等。
目前，国内对于芒果细菌性黑斑病的研究多集中于检测

鉴定［１６－１７］与防控［１８－２０］，有关 Ｘｃｍ遗传分化等方面的研究报
道甚少［２１］。本试验首次对２２株从海南省、四川省、广西省芒
果产区分离的 Ｘｃｍ菌株和 １株源自美国菌种保藏中心
（ＡＴＣＣ）的Ｘｃｍ标准菌株进行ｒｅｐ－ＰＣＲ分析，以期揭示我国
３省（区）Ｘｃｍ的遗传多样性，为芒果品种合理布局、黑斑病的
流行监测及防治提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　供试菌株
Ｘｃｍ标准菌株 ＡＴＣＣ１１６３７由国家质检总局动植物检疫

检验研究所赵文军博士馈赠；其余２２株 Ｘｃｍ菌株由笔者从
海南省、四川省、广西省芒果产区的病组织中分离所得，单菌

落经不断纯化、回接及鉴定保存。菌株相关信息如表１所示。
１．２　菌株的培养和基因组ＤＮＡ的制备

将供试菌株接种到 ＮＡ固体平板培养基上划线培养，
２８℃ 恒温培养３ｄ后，挑取单个菌落于 ＮＡ液体培养液中，
在２８℃恒温摇床上培养２４ｈ，直接用于 ＤＮＡ提取或４℃保
存备用。细菌基因组 ＤＮＡ的提取参考 Ｂｉｏｍｉｇａ公司的试剂
盒（ＢａｃｔｅｒｉａｌｇＤＮＡｋｉｔ）说明书进行，－２０℃保存备用。
１．３　ｒｅｐ－ＰＣＲ

ｒｅｐ－ＰＣＲ采用ＲＥＰ、ＥＲＩＣ和ＢＯＸ寡核苷酸引物［３］，ＲＥＰ
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表１　供试菌株及其ｒｅｐ－ＰＣＲ指纹图谱分组

编号 菌株 芒果品种 组织 地理来源
ｒｅｐ－ＰＣＲ

０．６５相似 ０．８７相似
１ ＡＴＣＣ１１６３７ 芒果 Ａ Ａ－Ⅰ
２ ＸＣＭ１５ 贵妃 叶 海南省东方市 Ｂ Ｂ－Ⅰ
３ ＸＣＭ１６ 贵妃 叶 海南省东方市 Ｂ Ｂ－Ⅰ
４ ＸＣＭ１７ 贵妃 叶 海南省东方市 Ｂ Ｂ－Ⅰ
５ ＸＣＭ１８ 贵妃 叶 海南省东方市 Ｂ Ｂ－Ⅰ
６ ＸＣＭ１９ 贵妃 叶 海南省东方市 Ｂ Ｂ－Ⅰ
７ ＸＣＭ２０ 贵妃 叶 海南省东方市 Ｂ Ｂ－Ⅲ
８ ＸＣＭ２１ 贵妃 叶 海南省东方市 Ｂ Ｂ－Ⅰ
９ ＤＦＬ１ 贵妃 叶 海南省东方市 Ｂ Ｂ－Ⅴ
１０ ＤＦ４ 贵妃 果 海南省东方市 Ｂ Ｂ－Ⅱ
１１ Ｘ６ 贵妃 叶 海南省东方市 Ｂ Ｂ－Ⅵ
１２ Ｘ１６ 贵妃 叶 海南省东方市 Ｂ Ｂ－Ⅳ
１３ ＳＹＬ４ 贵妃 叶 海南省三亚市 Ｂ Ｂ－Ⅰ
１４ ＳＹＦ５ 贵妃 果 海南省三亚市 Ｂ Ｂ－Ⅰ
１５ ＳＹＬ９ 贵妃 叶 海南省三亚市 Ｂ Ｂ－Ⅰ
１６ ＭＹＬ２ 凯特 叶 四川省米易县 Ｂ Ｂ－Ⅵ
１７ ＭＹＦ２ 凯特 果 四川省米易县 Ｂ Ｂ－Ⅳ
１８ ＭＹＦ５ 凯特 果 四川省米易县 Ａ Ａ－Ⅰ
１９ ＭＹＬ７ 凯特 叶 四川省米易县 Ａ Ａ－Ⅱ
２０ ＭＹＦ８ 凯特 果 四川省米易县 Ｂ Ｂ－Ⅳ
２１ ＳＣ１ 凯特 叶 四川省攀枝花仁和区 Ｂ Ｂ－Ⅰ
２２ ＳＣ４ 凯特 叶 四川省攀枝花仁和区 Ｂ Ｂ－Ⅲ
２３ ＧＸ３ 桂热８２ 叶 广西省田东县 Ｂ Ｂ－Ⅰ

引物序列：ＲＥＰ１Ｒ－Ｉ（５′－ＩＩＩＩＣＧＩＣＧＩＣＡＴＣＩＧＧＣ－３′）和
ＲＥＰ２－Ｉ（５′－ＩＣＧＩＣＴＴＡＴＣＩＧＧＣＣＴＡＣ－３′）；ＥＲＩＣ引物序列：
ＥＲＩＣ１Ｒ（５′－ＡＴＧＴＡＡＧＣＴＣＣＴＧＧＧＧＡＴＴＣＡＣ－３′）和 ＥＲＩＣ２
（５′－ＡＡＧＴＡＡＧＴＧＡＣＴＧＧＧＧＴＧＡＧＣＧ－３′）；ＢＯＸ引物序列：
ＢＯＸＡ１Ｒ（５′－ＣＴＡＣＧＧＣＡＡＧＧＣＧＡＣＧＣＴＧＡＣＧ－３′）。引物
均由上海英骏生物技术有限公司合成。

按照文献［３］中的方法对ＰＣＲ扩增反应体系和条件进行
适当调整，所有扩增反应均在 ＰＴＣ２００ＰＣＲ仪（ＭＪＲＥ
ＳＥＡＲＣＨ）上进行。优化后的反应体系如下：２．５μＬ１０×ＰＣＲ
缓冲液（Ｍｇ２＋ Ｐｌｕｓ），２μＬｄＮＴＰ混合物（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），各
０．５μＬ上、下游引物（２０μｍｏｌ／Ｌ），０．２μＬＴａｑ酶（５Ｕ／μＬ），
１００ｎｇ模板ＤＮＡ，无菌超纯水补足至２５μＬ。ｒｅｐ－ＰＣＲ扩增
条件：９５℃预变性 ７ｍｉｎ，３０个循环（９４℃ １ｍｉｎ，４０℃退火
１ｍｉｎ，６５℃延伸 ８ｍｉｎ），最后 ６５℃ 延伸１５ｍｉｎ。ＥＲＩＣ－
ＰＣＲ和ＢＯＸ－ＰＣＲ扩增条件中，除退火温度分别为５２、５３℃
外，其余扩增步骤均同ｒｅｐ－ＰＣＲ。扩增结束后，取６μＬ反应
产物在１．５％琼脂糖胶上进行电泳检测。
１．４　数据分析

参照ｒｅｐ－ＰＣＲ扩增结果的琼脂糖凝胶电泳图谱，每１条
ＤＮＡ条带均为１个分子标记，代表１个引物结合位点。根据
各分子标记的迁移率及其有无统计所得位点的二源数据，即

有带记为“１”，无带记为“０”，制成 Ｅｘｃｅｌ文件用于聚类分析。
使用ＮＴＳＹＳ－ｐｃ２．１０ｅ软件按 ＵＰＧＭＡ绘制聚类图，并进行
菌株的分组分析。

２　结果与分析

２．１　Ｘｃｍ基因组ＤＮＡ的ｒｅｐ－ＰＣＲ指纹图谱分析
采用３组引物（ＲＥＰ、ＥＲＩＣ和ＢＯＸ）对２３株Ｘｃｍ的基因

组ＤＮＡ分别进行ＰＣＲ扩增，均获得较清晰的电泳图谱，分别
扩增出１～７、４～１２、５～７条分子量不等的ＤＮＡ条带，多态性
比率分别为１００．００％、７５．００％、４２．８６％，片段大小主要集中
在１００～５０００ｂｐ之间。３组引物对所有供试菌株的基因组
ＤＮＡ共扩增出４６３条带，其中多态性条带３０２条，多态检测
率为６５．２３％，初步表明供试病菌种群在 ＤＮＡ水平上变异较
大，存在丰富的多态性，且各芒果产区 Ｘｃｍ种群的 ＤＮＡ指纹
谱型也表现出明显差异。如图１所示，同一地点相同品种相
同组织分离出的部分菌株指纹图谱差异明显，如 ＤＦＬ１、Ｘ６、
Ｘ１６与ＸＣＭ１５～ＸＣＭ２１，ＭＹＬ２与 ＭＹＬ７，ＭＹＦ２与 ＭＹＦ５，但
也有例外，如ＸＣＭ１５～ＸＣＭ２１；不同地点不同品种不同组织
分离出的部分菌株指纹图谱有较大差异，如 ＭＹＦ５、ＭＹＬ７与
海南省分离株及广西省分离株。

２．２　Ｘｃｍ基因组ＤＮＡ的ｒｅｐ－ＰＣＲ聚类分析
本试验采用ＮＴＳＹＳ－ｐｃ２．１聚类分析软件ＳＨＡＮ程序估

算ＤＮＡ相似系数，综合分析了３组引物组合的指纹图谱数
据，用ＵＰＧＭＡ方法绘制了 ２３株供试菌株的系统聚类树状
图。结果（图２）表明，以相似系数０．６５为阈值时，供试的２３
株菌株可以分为 Ａ和 Ｂ２个遗传相似组，其中 Ｂ含２０个菌
株，为主要遗传组。以相似系数为０．８７为阈值时，Ａ组群可
分为２个亚组，Ｂ组群则可分为６个遗传亚组，其中Ｂ－Ⅰ含
１１个菌株，为主要遗传亚组。

如图２所示，聚类分析结果表明，２３株供试菌株在相似
系数为０．６５时，可以分为Ａ、Ｂ２组，其中Ａ组与 Ｂ组又各自
进一步分为２个和６个亚组。Ａ组由２株来自四川省米易县
的菌株与标准菌株 ＡＴＣＣ１１６３７组成，其中 ＡＴＣＣ１１６３７与 １
株来自米易县的菌株进一步聚成 Ａ－Ⅰ亚组，Ａ－Ⅱ亚组只
有１株来自米易县的菌株。Ｂ组则由１４株来自海南省、５株
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来自四川省及１株来自广西省的菌株组成。Ｂ－Ⅰ亚组以６
株来自海南省东方市和３株来自海南省三亚市的菌株为主，
另外２株菌株则分别来自广西省田东县和四川省攀枝花仁和
区；Ｂ－Ⅱ亚组只有１株来自四川省米易县的菌株；Ｂ－Ⅲ包
括来自四川省攀枝花仁和区及海南省东方市的菌株各１株。
Ｂ－Ⅳ亚组包括２株来自四川省米易县及１株来自海南省东
方市的菌株；Ｂ－Ⅴ亚组仅有１株来自海南省东方市的菌株；
Ｂ－Ⅵ亚组包括２株分别来自四川省米易县及海南省东方市

的菌株。

３　讨论

应用分子生物学技术分析Ｘｃｍ群体遗传结构研究，国外
已有相关研究与报道［２２－２４］。Ｇａｇｎｅｖｉｎ等采用ｈｒｐ探针对１２７
株Ｘｃｍ进行了ＲＦＬＰ分析，结果表明供试菌遗传多样性丰富，
可分为４个组群，且遗传分化与菌株的寄主及地理来源有明
显的相关性［２２］。Ｋｉｓｈｕｎ等对６株印度Ｘｃｍ进行ＲＡＰＤ分析，
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结果证明供试菌株遗传多样性较丰富，可划分为２个组群，组
群与供试菌株地理来源没有相关性［２３］。Ｐｒｕｖｏｓｔ等对２９９株
Ｘｃｍ进行ＭＬＶＡ、ＩＳ１５９５－ＬＭＰＣＲ及ＡＦＬＰ分析，结果证明供
试菌株具有丰富的遗传多样性，可分别划分为２３１、２９、１２５种
单倍型，但单倍型的划分与菌株的地理来源没有相关性［２４］。

迄今为止，国内尚未见应用分子生物学技术进行 Ｘｃｍ遗传分
化的研究报道。

本试验采用ＲＥＰ、ＥＲＩＣ和ＢＯＸ引物对２３株来源于海南
省、四川省、广西省及美国菌种保存中心的 Ｘｃｍ进行了遗传
多样性的分子指纹分析，结果表明，ＲＥＰ和ＥＲＩＣ引物能扩增
出多种条带，并显示出多态性丰富的特点，而 ＢＯＸ－ＰＣＲ虽
可扩增出条带，但用于分析Ｘｃｍ群体内的遗传变异的效果不
理想。

为了准确反映供试菌株间基因组之间的差异，本试验综

合分析了３组引物的 ＤＮＡ指纹图谱，结果表明，供试菌株群
体具有丰富的遗传多样性，不同地区的部分 Ｘｃｍ菌株 ＤＮＡ
指纹谱型具有较明显的差异，另外，来源于同一县市的 Ｘｃｍ，
其部分菌株的ＤＮＡ指纹谱型也表现出一定差异。进一步分
析发现，来自不同产区与不同芒果品种的 Ｘｃｍ可以聚成一
组，由此说明芒果细菌性黑斑病病原菌的遗传组与地理来源

及芒果品种均无明显相关性，这一研究结果与文献报道［２３－２４］

一致，这也从侧面说明了该病是带菌苗木、接穗调运引起的。

４　结论

本试验采用ｒｅｐ－ＰＣＲ指纹分析初步揭示了Ｘｃｍ基因组
间的遗传多样性，结果表明，Ｘｃｍ群体有丰富的遗传多态性和
较大的遗传变异，且各遗传聚类组群菌株来源广泛，与地理来

源及芒果品种均无明显相关性。由于所用的菌株数量有限，

其代表程度有一定局限性。在以后的研究中，应该大范围地

收集菌株以研究我国Ｘｃｍ的群体结构和遗传多样性。
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