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黄瓜霜霉病和白粉病病原菌的 rD NA2ITS序列分析
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[摘　要 ]　为了应用分子特征确定黄瓜霜霉病和白粉病的病原菌种类 ,扩增、测定了上海地区黄瓜霜霉病菌和

白粉病菌的核糖体 DNA内转录间隔区 (rDNA2ITS)序列 ,依据 rDNA2ITS序列特征分析了两种病原菌种类 ,以及与

近缘种的差异性。结果显示 ,黄瓜霜霉病菌的 rDNA2ITS1和 rDNA2ITS2长度分别为 141和 406 bp ,rDNA2ITS1 GC

含量为 41. 13 % ,rDNA2ITS2 GC含量为 46. 80 %(闵行区株和金山区株)或 46. 55 %(浦东新区株) ,rDNA2ITS序列在

种内保守性很高 ,种间差异性与亲缘关系呈正相关 ,分子特征证实研究的黄瓜霜霉病病原菌为古巴拟霜霉菌 ;黄瓜白

粉病菌的 rDNA2ITS1和 rDNA2ITS2长度分别为 136 和 89 bp , GC含量分别为 59. 56 %和 66. 29 % ,rDNA2ITS序列

在研究材料中保守 ,与瓜类单囊壳 ( S phaerotheca cucurbitae)完全相同 ,但与形态鉴别的结果 S p haerotheca f uli ginea

差异高达 4. 5 % ,提示黄瓜白粉病病原菌的种类需进一步澄清和确定。
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Abstract : To determine t he pat hogenic species of cucumber downy mildew and cucumber powdery mil2
dew by molecular marker , rDNA2ITS region of t he cucumber downy mildew and cucumber powdery mil2
dew’s pat hogen f rom Shanghai was amplified and sequenced. The int ra2/ interspecific sequence difference

was analyzed by rDNA2ITS sequence. The result s showed t hat t he lengt hs of rDNA2ITS2 and rDNA2ITS2

were 141 bp and 406 bp ,and t heir GC content s were 41. 13 % and 46. 80 % (sm1/ sm2) / 46. 55 % (sm3) wit h

cucumber downy mildew’s pat hogen ,respectively. The rDNA2ITS sequence was highle int raspecific conser2
vative ,and interspecific difference was related wit h their kin relationship . Pseu doperonos pora cubensis was

identified as pat hogen of cucumber downy mildew by molecular marker . The lengt h of rDNA2ITS1 and rD2
NA2ITS2 were 136 bp and 89 bp ,and GC content s were 59. 56 % and 66. 29 % with cucumber powdery mil2
dew’s pathogen , respectively. rDNA2ITS sequence was conservative in t his study , and was t he same as

S p haerot heca cucurbi t ae. But t he sequence difference between the st rains of Shanghai in t his st udy and S .

f ul i gi nea was 4. 5 % ,which was identified by morp hology. It was suggested that t he pathogenic species of
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cucumber powdery mildew should be clarified and determined in f ut ure.

Key words : cucumber downy mildew’s pat hogen ;cucumber powdery mildew’s pathogen ;rDNA2ITS

　　黄瓜霜霉病和白粉病均为黄瓜栽培中的主要病

害 ,流行范围很广。黄瓜霜霉病俗称“跑马干”、“黑

毛”或“瘟病”,黄瓜感病后 ,整株叶片迅速干枯、死

亡 ,对黄瓜产量和品质造成严重的影响 ,据记载其病

原体是古巴拟霜霉菌 ( Pseu doperonos pora cuben2
sis) [1 ]。黄瓜白粉病主要危害植株的叶片、其次是植

株叶柄及茎 ,叶片染病后 ,菌丝不断生长 ,形成圆形

白色菌落 ,直至布满整个叶片 ,俗称“白毛病”。黄瓜

白粉病的病原体记载较为混乱 ,《中国真菌志》记载

为瓜类单囊壳 ( S p haerot heca cucurbi tae)和葫芦科

白粉菌 ( Erysi p he cucurbi t acearum) [2 ] ,也有研究认

为是 E. cichoracearum和 S . f ul i genea ,并认为后者

更为常见[3 ]。因此 ,若要有效防治上述 2 种黄瓜病

害 ,首先必须澄清其病原体的种类。

近年来的研究显示 ,核糖体 DNA 内转录间隔

区 ( Ribosomal DNA internal t ranscribed spacer ,rD2
NA2ITS)进化速度较快 ,其序列特征适于真菌近缘

种的鉴别和系统发育研究[425 ] ,但目前国内尚未见黄

瓜霜霉病和白粉病病原菌 rDNA2ITS序列分析的报

道。为此 ,本研究对黄瓜霜霉病和白粉病病原菌的

rDNA2ITS序列进行了测定和分析 ,以期从分子水

平澄清这 2种黄瓜病害的病原菌种类。

1　材料和方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　病菌来源 　黄瓜霜霉病菌分别采自上海市

闵行区 ( sm1株) 、金山区 ( sm2株)和浦东新区 ( sm3

株)蔬菜保护地患霜霉病的黄瓜植株 ;黄瓜白粉病菌

分别采自上海市闵行区 ( bf1株) 、浦东新区 (bf2株)

和松江区 ( bf3 株)蔬菜保护地患白粉病的黄瓜植

株。2种黄瓜病害均由上海交通大学农业与生物学

院植物病理研究室依据症状和病理特征认定 ,其病

原菌依据形态特征确认 ,分别为古巴拟霜霉菌和 S .

f ul i genea。

1. 1. 2　试验仪器和试剂　电热恒温水浴箱 ,上海医

疗器械五厂生产 ; P TC2100型 PCR仪 ,B IO2RAD公

司产品 ; T aq DNA 聚合酶、10 ×PCR 缓冲液和

dN TP ,购自上海生工生物工程技术服务有限公司 ;

凝胶回收试剂盒 ,Q IA GEN公司产品。

1. 2　2种黄瓜病原菌基因组 DNA的提取

基因组 DNA提取参照文献 [ 6 ]的方法 ,并加以

优化。用手指轻弹染病的叶片 ,使病菌孢子及菌丝

落在滴加缓冲液的载玻片上 ,在解剖镜下用针将孢

子和菌丝压碎后转移至离心管 , 加入 10 μL

Tween20 ,60 ℃水浴 3 h 后 , 12 000 r/ min 离心 5

min ,取上清液 , - 20 ℃保存 ,待用。

1. 3　2种黄瓜病原菌 rDNA2ITS的扩增和测序

1. 3. 1 　rDNA2ITS扩增引物的合成 　黄瓜霜霉病

菌和白粉病菌的 rDNA2ITS扩增采用套式 PCR进

行。第一轮扩增引物相同 ,为真菌的通用引物[729 ] :

ITS5 5′2GGA A GT AAA A GT CGT AAC AA G

G23′, P3 5′2GCC GCT TCA CTC GCC GT T AC2
3′。第二轮扩增引物 ,霜霉病菌根据文献[ 5 ]报道的

古巴拟霜霉菌序列设计 :p sm1 5′﹣ AAC T T T CCA

CGT GAA CT G TA T﹣ 3′,p sm2 5′﹣ T GA GA T

GCC GCG CGA CCG AA G23′; 白粉病菌根据

S . f ul i gi nea的 rDNA2ITS 序列 ( AB026144) [10 ] 设

计 :p bf1 5′2GTA GGT GAA CCT GCG GAA GGA

T23′, p bf3 : 5′2CGC GA G A TA CA T GAC TAC

GC23′。引物由上海生工生物工程技术服务有限公

司合成。

1. 3. 2　扩增和测序　PCR扩增 rDNA2ITS的反应

体系总体积为 50μL ,其中含 10 mmol/ L Tris (p H

8. 3) , 50 mmol/ L KCl , 1. 5 mmol/ L MgCl2 , 0. 1

mg/ mL BSA ,4种 dN TP各 0. 1 mmol/ L , T aq DNA

聚合酶 1. 5 U ,成对的上、下游引物各 0. 1μmol/ L ,

以及病菌基因组 DNA 2μL。扩增程序 :94 ℃热变

性 90 s ;94 ℃30 s ,50 ℃30 s ,72 ℃30 s ,30 个循

环。PCR扩增产物经 10 g/ L 琼脂糖凝胶 (含 0. 5

μg/ mL 溴化乙锭)电泳后 ,在紫外灯下观察结果。

割胶回收纯化 PCR产物 ,用四色荧光标记双脱氧链

终止法测序 ,序列测定由上海联众基因科技研究院

在 PE2ABI377全自动测序仪上完成。

1. 4　序列分析

将测序结果用 Clustal X ( Version 1. 8) ,以及

Bioedit (Version 5. 0. 9)软件包比对排序 ,辅之以手

工调整 ,分析计算其差异性。黄瓜霜霉病菌和黄瓜

白粉病菌的近缘种序列从 GenBank中获得。

2　结果与分析

2. 1　黄瓜霜霉病菌 rDNA2ITS区序列的特征

黄瓜霜霉病菌上海市 3个地理株 ( sm1 ,sm2 和
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sm3)的 rDNA2ITS区均获得特异扩增 ,片段长 709

bp ,依据文献 [ 5 ]可划分为 :部分 rDNA2ITS1 (1～

141 bp) ,5. 8 S全长 (142～303 bp )和部分 rDNA2
ITS2 (304～709 bp ) 。rDNA2ITS1 长度为 141 bp ,

GC含量为 41. 13 % ; rDNA2ITS2 长度为 406 bp ,

GC含量为 46. 80 % ( sm1 和 sm2 株 ) 或 46. 55 %

(sm3株) 。以上序列在 GenBank 注册号为 : sm1株

( DQ025515 ) 、sm2 株 ( DQ025516 ) 、sm3 株

(DQ025517) 。黄瓜霜霉病菌地理株间的序列特征

比较结果显示 ,sm1株和 sm2株序列完全相同 , sm3

株在 rDNA2ITS2区的 640位点与 sm1株和 sm2株

存在 G →A个单碱基转换。

将本研究测得的序列与已公布的黄瓜霜霉病菌

分离株和 5 个近缘种序列进行比对排序。结果显

示 ,本研究的 sm1株与古巴拟霜霉菌奥地利HV222

分离株 ( GenBank 注册号为 : A Y198306)序列完全

相同 ,与我国的南京分离株 ( GenBank 注册号为 :

A Y744946)存在 2 处单碱基差异 ( rDNA2ITS2 区

465位点 C→A 和 652 位点 A →C) ,提示本研究材

料应为古巴拟霜霉菌 ;与近缘种比对发现 ,sm1株与

同属的漳草假霜霉 ( Pseu. hum ul i GenBank 注册号

为 :A Y198305)存在 3处单碱基差异 (380位点 C→

A、563位点 G→A和 640位点 G→A) ,与荨麻假霜

霉 ( Pseu. urt icae GenBank注册号为 :A Y198307)有

22个位点差异 ;与近缘属斜尖状孢子菌属 ( Perono2
s pora)的柱头生霜霉 P. st i gm aticol a ( GenBank 注

册号为 : A Y198295) 、P. t ranzschel i ana ( GenBank

注册号为 : A Y198294)和菊花霜霉 P. radi i ( Gen2
Bank注册号为 : A Y198296)相比差异性较大 ,分别

为 7. 1 % ,7. 5 %和 7. 7 %。序列的碱基差异多分布

于 rDNA2ITS1 区和 rDNA2ITS2 区 ,5. 8 S编码区

序列非常保守。

2. 2　黄瓜白粉病菌 rDNA2ITS区序列特征

上海市黄瓜白粉病菌 3 个地理株 ( bf1 , bf2 和

bf3株)的 rDNA2ITS区均获得特异扩增 ,扩增片段

长 379 bp ,依据文献 [ 10 ]可划分为 :部分 rDNA2
ITS1 (1～136 bp) ,5. 8S全长 (137～290 bp)和部分

rDNA2ITS2 ( 291～ 379 bp ) 。rDNA2ITS1 长度为

136 bp , GC含量为 59. 56 % ; rDNA2ITS2长度为 89

bp , GC含量为 66. 29 %。以上序列在 GenBank 的

注 册 号 分 别 为 : bf1 株 ( DQ025518 ) 、bf2 株

(DQ025519)和 bf3株 (DQ025520) 。上海市黄瓜白

粉病菌 3 个地理株的序列完全相同 ,将其序列在

GenBank中进行 Blast 搜索 ,结果显示其与瓜类单

囊壳日本 MUM H65 分离株 ( GenBank 注册号为 :

AB026146) 无任何差异 ,而与 S . f ul i gi nea ( Gen2
Bank注册号为 :AB026144)的差异性为 4. 5 % ,提示

黄瓜白粉病病原菌的种类需进一步澄清和确定。

将本研究测得的序列与已报告的相应黄瓜白粉

病菌 ,以及近缘种进行序列比对排序[10213 ]。结果显

示 ,本研究的黄瓜白粉病菌的序列与瓜类单囊壳日

本 MUM H65 分 离 株 ( GenBank 注 册 号 为 :

AB026146)完全相同 ,与 S . balsami nae ( GenBank

注册号为 :AB040318)和 S . f usca ( GenBank注册号

为 :AB026148)相比分别存在 2 个和 4 个位点的差

异 ,与 S . f ul i gi nea( GenBank注册号为 :AB026144)

和 S . a p hanis ( GenBank注册号为 :AB000938)相比

分别存在 17和 31 个位点的变异 ,而与 E. cichora2
cearum ( GenBank 注册号为 : A F229018)差异更大 ,

为 73 个碱基。种间序列的碱基差异多分布于

rDNA2ITS1或 rDNA2ITS2区 ,而 5. 8 S非常保守。

3　讨　论

本研究结果表明 ,黄瓜霜霉病菌———古巴拟霜

霉菌上海分离株的 rDNA2ITS序列与我国南京及奥

地利的分离株序列差异极小 ,可见该序列在种内非

常保守。古巴拟霜霉菌的 rDNA2ITS序列与同属的

2种和斜尖状孢子菌属的 3 种相比 ,种间差异大小

与菌种的亲缘关系呈正相关 ,进一步证实文献[ 4 ]提

出的 rDNA2ITS序列特征是真菌鉴别的理想分子标

志的观点。笔者在生物信息学分析时发现 ,同一菌

种不同分离株的序列差异性从无到极大 ,甚至出现

大片段的缺失 ,其原因与样本鉴定的准确性有关 ,比

较时应谨慎选择。另外本试验还发现 ,古巴拟霜霉

菌与漳草假霜霉种间序列差异极小 ,与种内差异类

似 ,应进一步探讨两者的分类地位。

本研究黄瓜白粉病菌上海分离株的 rDNA2ITS

序列与来源于日本的瓜类单囊壳 MUM H65 分离

株[10 ]完全相同 ,而与 S . f ul i gi nea 和 E. cichora2
cearum[13 ]差异较大。而葫芦科白粉菌目前尚无 rD2
NA2ITS序列资料 ,无法比对。由此可见 ,黄瓜白粉

病原菌的种类鉴别仍较混乱 ,本研究样本是依据形

态特征鉴别的种类 ,为 S . f ul i gi nea ,与《中国真菌

志》记载的病原菌不同 ,又与 S . f ul i gi nea的分子特

征存在差异 ,提示上海市以及我国的黄瓜白粉病病

原菌的种类需进一步澄清和确定。

黄瓜霜霉病和黄瓜白粉病的病原菌均为专性寄

生菌 ,仅能依靠植物体存活 ,尚不能体外培养。研究
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者在提取病菌的基因组 DNA 时 ,在病株上很难分

离获得纯的材料。为避免混入宿主或其他杂物的基

因组 DNA影响 PCR扩增 ,本试验借鉴小麦腥黑穗

病菌孢子的获取方法[6 ] ,采用弹孢法收集病原菌样

本 ,并在解剖镜下除去杂质后抽提基因组 DNA ,然

后采用套式 PCR扩增 ,即有效地提高了纯度 ,又较

好地解决了模板量少的问题。
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