
利用 28S rDNA D1/D2区和 ITS rDNA序列
鉴定甜瓜白粉病病原菌

刘建利

(北方民族大学生物科学与工程学院, 宁夏 银川 750021)

摘要: 为了明确宁夏干旱带压砂甜瓜白粉病病原菌,从病原菌分生孢子中提取 DNA, PCR扩增 ITS

rDNA和 28S rDNA D1 /D2区段, 测序后进行 BLAST比对。结果表明, 病原菌的 ITS rDNA和 28S

rDNA D1 /D2序列与菜豆叉丝单囊壳白粉菌 Podosphaera phaseoli、凤仙花叉丝单囊壳白粉菌 P. bal-

sam inae、菊科叉丝单囊壳白粉菌 P. fusca、苍耳单囊壳白粉菌 P. xanthii、瓜类单囊壳白粉菌 P. fuligi-

nea等叉丝单囊壳属 Podosphaera的多个种的 ITS rDNA和 28S rDNA D1 /D2序列之间相似度均大

于 99%,鉴定甜瓜白粉病病原菌为叉丝单囊壳属 Podosphaera。
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Identifica tion of pathogen ofm elon powderym ildew with

28S rDNA D1 /D2 and ITS rDNA
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Abstract: In order to investigate the pathogen of m elon pow dery m ildew in lands overla id w ith sands in

N ingx ia droughty area, ITS rDNA and 28S rDNA D1 /D2 of pathogen amp lified by PCR w ere sequenced

and ana ly zed by BLAST in GenBank a fter DNA had been ex tracted from con id ia o f pathogen. The results

show ed that ITS rDNA and 28S rDNA D1 /D2 sequence of pathogen had m ore than 99% of sim ilarity to

the species of Podosphaera phaseoli, P. balsam inae, P. fusca, P. xanthii, P. fu liginea, suggesting the

pathogen of m elon powdery m ildew belonged toPodosphaera.
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  甜瓜白粉病 ( m e lon powdery m ildew )为甜瓜的

常见病,俗称 /白毛病0,发生普遍, 严重影响甜瓜生

产,可使甜瓜减产达 60% , 同时影响甜瓜的成熟度

和含糖量, 导致甜瓜的品质下降
[ 1]
。目前, 对瓜类

白粉病病原菌鉴定主要依靠观察病原菌闭囊壳、分

生孢子及萌发方式等显微形态
[ 2]

, 或用鉴定寄主法

鉴定其生理小种
[ 3- 4 ]
。但由于白粉病病原菌无性阶

段形态相似,有性阶段的闭囊壳不经常出现,鉴定寄

主法需进行活体试验, 工作量较大、周期长
[ 5 - 6 ]

,给

白粉病病原菌分类鉴定工作增加难度。 rDNA转录

内间隔区 ( interna l transcribed spacer, ITS )和 28S

rDNA D1 /D2区已被广泛应用于菌物鉴定、系统发

育和亲缘关系等研究
[ 7- 9]

, 如利用 ITS序列鉴定番

茄、黄瓜、小麦等植物白粉病病原菌
[ 10- 12]

,利用 28S

rDNA D1 /D2区序列鉴定橡树、朴树白粉病病原

菌
[ 13- 14]

等,但应用 ITS和 28S rDNA D1 /D2区研究

甜瓜白粉病迄今未见报道。本试验通过分析宁夏中

部干旱带压砂甜瓜白粉病病原菌 ITS rDNA和 28S
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rDNA D1 /D2序列,鉴定其分类地位。

1 材料与方法

1. 1 材料

供试菌株: 甜瓜白粉病病原菌分生孢子, 于

2009年 9月从宁夏自治区中卫市兴仁镇甜瓜品种

/玉金香 0发病植株上采集。菜豆叉丝单囊壳白粉

菌 Podosphaera phaseoli ( GQ927253. 1、AB462771.

1)、凤仙花叉 丝单囊壳白 粉菌 P. balsam inae

( FJ625796. 1、AB462788. 1)、菊科单囊壳白粉菌 P.

fusca ( EF137860. 1、AB462776. 1)、苍耳单囊壳白粉

菌 P. xan thii (AB046985. 1、AB022410. 2)、瓜类叉丝

单囊壳白粉菌 P. fulig inea ( EU 294368. 1)、飞扬草叉

丝单囊壳白粉菌 P. euphorbiae-hirta ( AB462770. 1)、

狗肝菜叉丝单囊壳白粉菌 P. d iclip terae ( AB462795.

1)和二孢白粉菌 Erysiphe cichoracearum (AF229018),

以上病菌序列号均来自 NCBI。

试验仪器和试剂: 分子量标准 KDNA /H in dIII

ladder和 DNA m arker D 购自 B iobasic公司; Taq

DNA聚合酶和 dNTP等分子生物学试剂, 购自北京

全式金生物公司;其它生化试剂均为国产分析纯。

1. 2 方法

1. 2. 1 基因组 DNA 提取: 参照 Chelex-100方

法
[ 15- 16 ]

,取约 500个分生孢子置于 1. 5mL离心管

中,然后加入 50LL 5% Chelex-100,混匀, 56 e 水浴

4 h,旋涡震荡混匀。沸水浴 10m in, 旋涡震荡混匀,

12 000 r /m in离心 5m in,取 20LL上清在 1%琼脂糖

凝胶电泳检测。

1. 2. 2 PCR扩增: ITS rDNA引物: ITS1: 5c-CGT AAC

AAG GTT TCC GTA GG-3c; ITS4: 5c-TCC TCC GCT

TAT TGA TAT GC-3c。 28S D1 /D2区引物: NL1: 5c-

GCA TAT CAA TAA GCG GAG GAA AAG-3c; NL4:

5c-GGT CCG TGT TTC AAG ACG G-3c。 PCR反应体

系: 10 @ PCR反应缓冲液 (含 M g
2+

) 2. 5 LL、10

mmo l /L dNTP 0. 5LL、10Lm o l/L正反向引物各 0. 5

LL、5U /LL Taq酶 0. 5LL、基因组 DNA 10LL, 双蒸

水补足 25LL。 PCR程序: 94 e 预变性 5m in; 94 e

变性 30 s, 55 e 复性 45 s, 72 e 延伸 60 s, 30个循环;

72 e 延伸 5 m in。扩增产物在 1%琼脂糖凝胶电泳

检测后直接测序。

1. 2. 3 序列分析:将白粉病病原菌 ITS rDNA和 28S

rDNA D1 /D2序列用 BLAST在 NCB I核酸数据库中

比对分析,用 C lusta lX 2. 0将序列及其近缘种序列

比对排序,以最短序列为标准, 手工调整, 对齐 5c和
3c端。用 M ega 4. 0中邻接法 (N J)构建系统发育树,

应用自展法 ( bootstrap)检验系统发育树, 自展数据

集为 1 000次,去掉支持率 < 70%分支。

2 结果与分析

2. 1 DNA提取

采用 Chelex-100法从甜瓜白粉病病原菌分生孢

子中提取到基因组 DNA,大小约 25~ 27 kb, 呈带状,

有拖尾现象, 说明有部分降解, 而且纯度不高 (图

1)。根据亮度判断, 浓度约为 20~ 30 ng /LL, 可满

足 PCR要求。

图 1 病原菌基因组 DNA电泳图

F ig. 1 Agarose-gel ectrophoresis of genom ic DNA

  注: M: KDNA /H indIII ladder; 1: 基因组 DNA。N ote: M: K

DNA /H indIII ladder; 1: genom ic DNA.

2. 2 PCR扩增结果

取基因组 DNA 10 LL, 约 200 ~ 300 ng作为模

板, 分别用 ITS rDNA引物和 28S D1 /D2区引物扩

增, 得到扩增条带 (图 2) ,扩增产物大小约为 600 ~

650 bp,与理论长度吻合。

图 2 PCR扩增电泳图

F ig. 2 Agaro se-gel ectrophoresis o f PCR am plification products

  注: CK:对照; 1: 28S D1/D2区 PCR产物; 2: ITS rDNA PCR

产物。N ote: M: DNA markerD; CK: contro;l 1: PCR amplification

product of 28S D1 /D2; 2: PCR amplification product o f ITS rDNA.
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2. 3 ITS rDNA序列分析

将 ITS rDNA序列命名为 nxm pm-ITS, 用 BLAST

在 GenBank中搜索同源序列发现, nxm pm-ITS与菜

豆叉丝单囊壳白粉菌 ( GQ927253. 1)、凤仙花叉丝单

囊壳白粉菌 ( FJ625796. 1)、菊科叉丝单囊壳白粉菌

( EF137860. 1)、苍耳单囊壳白粉菌 ( AB046985. 1)、

瓜类叉丝单囊壳白粉菌 ( EU294368. 1)的 ITS rDNA

序列之间相似度均大于 99%。因此, 可以确定宁夏

中部干旱带压砂甜瓜白粉病病原菌属于叉丝单囊壳

属 Podosphaera, 但难以 确定 到种。选择 部分

BLAST结果, 以二孢白粉菌的 ITS序列 ( AF229018)

为外群 ( outgroup),构建系统进化树, nxm pm-ITS与叉

丝单囊壳属 Podosphaera内许多种聚成一类 (图 3)。

图 3 基于 ITS rDNA序列分析的系统发育树

F ig. 3 Phylogenetic tree based on ITS rDNA sequence ana lysis

2. 4 28S rDNA D1 /D2区序列分析

将 28S rDNA D1 /D2序列命名为 nxm pm-28S D1/

D2, 用 BLAST 在 GenBank中搜索同源序列, 发现

nxmpm-ITS与苍耳单囊壳白粉菌 ( AB022410. 2 )、

凤仙花叉丝单囊壳白粉菌 ( AB462788. 1)、菊科单囊

壳白粉菌 ( AB 462776. 1)、菜豆叉丝单囊壳白粉菌
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(AB462771. 1 )、飞扬 草 叉 丝单 囊 壳 白 粉菌

(AB462770. 1 )、狗肝 菜 叉 丝单 囊 壳 白 粉菌

(AB462795. 1)序列相似度均大于 99%。可以确定,

白粉病病原菌为叉丝单囊壳属 Podosphaera, 与基于

ITS rDNA序列比对分析结果一致,但种分类依然难

以确定。选择部分 BLAST 结果, 以二孢白粉菌

( AB077687. 1) 28S部分序列为外群, 构建系统进化

树 (图 4)。

图 4 基于 28S rDNA D1 /D2区域序列分析的系统发育树

F ig. 4 Phy log enetic tree based on 28S rDNA D1 /D2 dom a in sequence analysis

3 讨论

郑儒永和余永年
[ 17]
研究认为, 我国甜瓜白粉病

病原菌属白粉菌属葫芦科白粉菌 Eysiphe curb ita-

cacearum和单囊壳属瓜单囊壳菌 Sphaerotheca cucur-

bitae;魏景超
[ 18]
则认为属二孢白粉菌 E rysiphe ci-

choracearum和单囊壳属单囊壳白粉菌 Sphacelotheca

fu liginea,并认为后者较为常见。以上都是根据病菌

有性阶段、无性阶段显微形态特征以及寄主范围进

行分类。本研究根据病原菌核酸保守序列进行分

类, 结果显示, 宁夏中部干旱带压砂甜瓜白粉病病原

菌为叉丝单囊壳属 Podosphaera的某个种, 与前人提

出的 4个属相矛盾。但作者发现, 在 AF011321. 1

和 AF 01 13 19. 1序列说明中 , 注释 Sphaerotheca是

Podosphaera的异名, 因此, 传统分类中认为叉丝单

囊壳属和单囊壳属是完全不同的两个属可能不准
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确,应考虑修订为同一属。

本研究比对结果显示,叉丝单囊壳属多个种的

ITS rDNA和 28S rDNA D1 /D2序列相似度都大于

99%, 与同一种内微生物 ITS rDNA和 28S rDNA

D1 /D2相似度小于 1% 的原则相矛盾。但作者在

AB103368. 1序列注释中发现,菊科叉丝单囊壳白粉

菌寄主并不是菊科植物, 而是瓜类; 在 AB103369. 1

序列注释中也发现, 菊科叉丝单囊壳白粉菌寄主为

苍耳属植物。因此,郑儒永和余永年
[ 17]
参考病原菌

寄主范围进行叉丝单囊壳属内种的分类不完全准

确,寄生在不同物种上的白粉病菌,有可能是同一种

不同专化型。作者认为,根据 ITS rDNA和 28S rD-

NA D1 /D2区核酸保守序列等结果进行叉丝单囊壳

属内种的分类较为合理。
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