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摘 要院为了明确我国香蕉主要种植区香蕉枯萎病菌渊Fusarium oxysporum f.sp.cubense袁FOC冤的致病力及其遗传多态性袁本研

究采用对寄主鉴定和 RAPD技术分析来自海南尧广西尧广东尧福建尧云南的 FOC生理小种尧致病力分化及遗传多态性遥 结合巴西蕉
和粉蕉鉴定与 RAPD技术袁与香蕉枯萎病菌 1号渊FOC1冤和 4号生理小种渊FOC4冤对比袁55个 FOC菌株中袁有 28个菌株属于 1号生
理小种袁海南 10个尧广西 8个尧广东 4个尧福建 4个尧云南 2个曰27个菌株属于 4号生理小种袁海南 20个尧广西 4个尧广东 1个尧福建
1个尧云南 1个遥 强致病力菌株有 23个菌株袁中致病力菌株有 15个袁弱致病力菌株有 17个曰通过遗传多态性分析袁9条引物 PCR
扩增供试菌株袁共扩增出 136条谱带袁其中多态性的条带有 126 条袁多态性位点频率为 93.4豫袁在遗传阈值为 0.68时袁55个供试菌
株与 FOC1和 FOC4划分为 4个 RAPD菌群袁除 1号生理小种 BF26菌株单独形成郁菌群外袁4号生理小种和其余 1号生理小种均
未单独形成菌群袁玉尧域尧芋菌群同时含有 1号和 4号生理小种遥 因此袁我国香蕉种植区香蕉枯萎病菌仍以 1号和 4号生理小种为
主袁但是生理小种的遗传分化在分子水平上趋于复杂化袁香蕉枯萎病菌群体具有丰富的多态性袁其致病力的强弱和菌株遗传关系
无直接的相关性袁跟地理分布也没有相关性袁香蕉枯萎病菌的遗传多态性可能更多依赖其寄主遥这些结果为香蕉的抗病育种尧品种
的合理布局以及香蕉枯萎病的综合防治提供理论依据遥
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Polymorphism analysis of Fusarium oxysporum f. sp. cubense
and its pathogenicity differentiation in China
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Abstract: In order to charify the pathogenicity and genetic polymorphisms of Fusarium oxysporum f. sp. cubene (FOC),which caused
banana fusarium wilt, in the main banana growing areas of China, the race type,pathogenicity differentiation and genetic polymorphism of
55 FOC isolates from Hainan,Guangxi, Guangdong ,Fujian and Yunnan provinces, were analyzed by Identification host and Random
Amplified Polymorphic DNA (RAPD) methods.According to the results of Brazil banana and Fenjiao banana identification, and RAPD
analysis, compared with the identified FOC race 1 (FOC1) and FOC race 4 (FOC4),28 of 55 FOC isolates were race 1, such as 10 from
Hainan, 8 from Guangxi, 4 from Guangdong, 4 from Fujian, and 2 from Yunnan; 27 of 55 FOC isolates were race 4, such as 20 from
Hainan, 4 from Guangxi, 1 from Guangdong, 1 from Fujian, and 1 from Yunnan. In 55 FOC isolates, there was 23 strong pathogenicity
isolates,15 moderate pathogenicity isolates, and 17 weak pathogenicity isolates. DNA of the tested isolates were amplified with 9
candidated primers by PCR, and produced 136 bands, including 126 plolymorphic bands, and polymorphic loci frequency of 93.4% .
Based RAPD result, in the genetic threshold of 0.68, 55 FOC isolates, FOC1 and FOC4 were divided into 4 RAPD groups. In addition to
race 1 BF26 isolate separately formed 郁 group, all race 4 isolates or the rest of race 1 isolates were not formed one group alone. 玉,域
and 芋 groups contain both race 1 and race 4 respectively. Therefore, race type of FOC in China banana plantation still is race 1 and race
4. However, the genetic differentiation of FOC races tends to be complex at the molecular level, the group of FOC has a wealth of
polymorphism, the pathogenicity of FOC isolates is no direct correlation with its genetic relationship, and no correlation with its
geographical distribution, genetic polymorphisms of FOC may be more dependent on their host. These results may provide the theoretic
foundation for disease-resistance breeding, rational distribution of variety and integrated control of banana fusarium wilt.
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香蕉是我国重要的热带水果之一袁 香蕉枯萎病是香
蕉生长过程中危害较大的一种病害袁 是由尖孢镰刀菌古

巴专化型渊Fusarium oxysporum f .sp. cubense袁FOC冤侵染引
起的一种世界毁灭性病害[1]袁该病最早于 1874 年在澳大
利亚被发现袁1910年巴拿马因该病造成很大损失袁因此又
称巴拿马病曰香蕉枯萎病菌在我国广东尧广西尧福建尧海南尧
云南和台湾的部分地区均有分布 [2]袁病园发病率为 10%~
40%袁严重危害时可达达 90%以上[3]遥香蕉枯萎病菌有 4个
生理小种袁1号生理小种渊简称 FOC1冤世界性分布袁侵染大
密啥渊AAA冤尧苹果渊AAB冤尧丝渊AAB冤尧台湾拉屯旦渊AAB冤尧
IC2渊AAAA冤曰2号生理小种渊简称 FOC2冤仅局限在中美洲,
只侵染杂种三倍体棱香蕉 Bluggoe 渊ABB冤曰3号生理小种
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渊简称 FOC3冤 只侵染野生的蝎尾蕉属 Heliconia曰4号生理
小种渊简称 FOC4冤侵染所有的卡文迪许品种渊AAA冤尧台湾
拉屯旦渊AAB冤尧大密啥尧蜡烛蕉渊AA冤尧布古渊ABB冤[4]遥 香蕉
枯萎病菌致病力分化十分明显 [5]和遗传间变异比较丰
富[4]遥 20世纪初期香蕉主要种植区因种植 Cavendish抵御
了 FOC1的危害袁但 20世纪 60年代袁香蕉再次受到枯萎
病的严重危害袁1967年台湾首次确认存在新的生理小种袁
即 FOC4 [1,6]袁至今为止袁因为 FOC4袁包括中国大陆在内很
多香蕉种植区都遭受了该病原菌的严重侵袭[7]遥 因此袁监
测和研究香蕉枯萎病菌不同生理小种遗传特性袁 明确
FOC生理小种类型袁 鉴别 FOC优势生理小种及其致病力
的强弱等袁对保护我国香蕉产区的安全意义重大袁也是当
前香蕉枯萎病控病亟待解决的问题遥 目前袁已报道为害我
国香蕉的枯萎病菌主要是 FOC1 和 FOC4 [8]遥 1995 年
Bentley 等 [9]对来自全球 42 个香蕉枯萎病菌渊FOC1 和
FOC4冤菌株进行了 RAPD分析袁在 0.5的遗传水平上分为
6个菌群袁 其中来自中国的菌株仅涵盖台湾曰2004年刘景
梅等[10]对来自广东 18个香蕉枯萎病菌渊FOC1和 FOC4冤菌
株进行了 RAPD分析袁 生理小种既有共同带又有各自的
特异带袁 而同一生理小种内各菌株间谱带差异较小曰2005
年谢艺贤尧漆艳香等[11-12]对来自海南的 18个香蕉枯萎病菌
渊FOC1和 FOC4冤 菌株进行了生理小种鉴定和 RAPD分
析袁FOC1和 FOC4在不同的香蕉上病害严重度达到显著
差异袁并在 0.55的遗传水平上分为 2个菌群曰2009年廖林
凤等 [13]对来自广东 18 个渊FOC1 和 FOC4冤和广西 9 个
渊FOC1冤香蕉枯萎病菌菌株进行 RAPD分析袁在遗传相似
系数 0.67时,可将供试菌株划分为 3个 RAPD群(RGs)遥一
些研究者虽然分别对我国香蕉种植区枯萎病菌遗传分化
及其致病力做了研究袁 但缺乏对我国整个香蕉种植区枯
萎病菌遗传多态性系统研究袁 同时随着近几年全球气候
及耕作制度和品种等都发生了较大变化袁 需要持续监测
和掌控我国香蕉枯萎病菌的变异情况遥 为探索不同地区
间香蕉枯萎病菌的遗传关系, 本试验采集中国广东尧广
西尧福建尧云南和海南等 5个主要香蕉种植区枯萎病菌菌
株袁采用 RAPD技术和寄主鉴定方法袁监测病原菌致病性
分化袁分析了不同来源的菌株遗传多态性, 以了解不同香
蕉枯萎病菌致病力分化和亲缘关系, 对制定有效防控策
略和采取合理防治措施具有重要理论指导意义遥
1 材料与方法

1.1 试验材料
1.1.1 供试菌株 为 2010要2012年采自海南尧 广西尧广
东尧福建和云南等省各市县蕉区的 55个香蕉枯萎病菌袁经
单孢分离获得纯化的菌株备用袁 并使用香蕉枯萎病菌菌
株 1号生理小种 FOC1和 4号生理小种 FOC4 渊本实验室
鉴定保存冤及棉花枯萎病菌 7号生理渊FOV7冤小种作对照袁
菌株编号尧来源见表 1遥
员援员援圆 供试寄主 参照李敏慧等[14]方法袁采用 6~7叶期粉
蕉(ABB Group) 和巴西蕉(Cavendish袁AAA Group) 2种香蕉
品种作为香蕉枯萎病菌致病性测试和生理小种鉴定的寄

主袁 均由中国热带农业科学院香蕉组培中心提供的组培
苗遥
1.2 试验方法
1.2.1 病原菌的小种鉴定及其致病力测定 香蕉枯萎病
菌的小种鉴定和致病力相结合袁将采自海南尧广西尧广东尧
福建和云南等省各市县蕉区 55个菌株和 2个标准菌株袁
配成最终浓度为 1伊106的菌悬液袁采用伤根浸菌法 [14]袁每
植株 50 m蕴菌液袁先接种粉蕉(ABB Group)袁每个菌株分别
接种粉蕉 6株袁观察病原菌对寄主的致病性程度袁统计和
分析发病率及其致病力强弱的结果曰 将接种粉蕉发病的
菌株袁继续接种巴西蕉(Cavendish袁AAA Group)袁当发现第
一个病株时袁每隔 7 d记载 1次袁40 d后观察致病性袁统计
发病率及其致病力的结果遥 接种发病期间袁 温度保持在
26耀30益之间袁湿度保持在 60耀80豫之间遥
病害外部症状和球茎症状分级标准以及病害严重度

(disease severity index,DSI)参照张欣等[15]的方法袁香蕉外部
症状病害严重度记为 DSIL 袁球茎的记为 DSIR 曰香蕉枯萎
病菌致病力由渊DSIL冤和渊DSIR冤综合评价遥 外部症状病害
严重度小于 2.0尧球茎症状病害严重度小于 3.0时袁记为弱
致病力曰外部症状病害严重度在 2.0~3.0之间尧球茎症状
病害严重度在 3.0~4.0之间袁记为中致病力曰外部症状病
害严重度大于 3.0尧球茎症状病害严重度大于 4.0时袁记为
强致病力遥
1.2.2 DNA 提取 菌株均采用马铃薯葡萄糖培养液
渊PDB冤[16]培养遥 挑取直径 0.5 cm的菌丝块接种 100mL液
体培养基袁在 28益120 rpm恒温震荡培养 5 d遥双层纱布过
滤菌液袁并用灭菌蒸馏水冲洗菌丝 2次袁所得菌丝经冷冻
干燥后袁 放入超低温冰箱备用曰 用 OMEGA Fungal gDNA
Kit试剂盒提取 DNA, 用蛋白核酸测定仪渊Bio-rad冤测定模
板 DNA的 OD260/OD280值袁 确定其纯度和浓度袁-20益冰箱
保存备用遥
1.2.3 病原菌的分子鉴定 将采自海南尧广西尧广东尧福建
和云南等省各市县蕉区 55个菌株袁FOC1和 FOC4 2个标
准菌株和棉花枯萎病菌 7号生理小种作为对照袁 在 DNA
上的 rDNA ITS区段进行 PCR验证遥

rDNA-ITS区扩增院镰刀菌 PCR-ITS的鉴定参照王晓
英等[17]方法袁镰刀菌的特性性引物院Fu3院5'-CCG AGT TTA
CAA CTC CCA AA-3'尧Fu4院5' -TCC TCC GCT TAT TGA
TAT Gc-3';尖孢镰刀菌 PCR-ITS的鉴定参照 Steinberg等[18]

方法袁 尖孢镰刀菌的特性性引物院Fof院5'-ACA TAC CAC
TTG TTG CCT CG -3'尧For院5'-CGC CAA TCA ATT TGA
GGA ACG -3'曰 尖孢镰刀菌巴西致病变种 4号生理小种
PCR-ITS的鉴定参照 Lin 等[19]方法袁尖孢镰刀菌巴西致病
变种 4 号生理小种的特性性引物院Foc1: 5'-CAG GGG
ATG TAT GAG GAG GC -3'尧Foc2: 5' - GTG ACA GCG
TCG TCT AGT TCC -3'遥 PCR 反应体系 渊25 滋L冤院10伊
PCRBuffer(Mg2+Plus)2.5 滋L dNTPs (各 2.5 mmol/L) 2 滋L曰
引物 Fu3/Fu4各 1 滋L曰 模板 DNA 1 滋L曰dd H2O 17.5 滋L遥
PCR 的扩增程序院94益预变性 5 min曰94益变性 30 s曰56~
58益渊根据引物的退火温度冤退火 30 s曰72益延伸 1 min曰最
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表 1 香蕉枯萎病菌菌株编号尧来源尧致病力及 RAPD组
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1
4
4
44
4
4
4
4
44
4
4
4
4
44
11
1
1
1
14
4
7

菌株

BF28
BF29
BF30
BF31
BF32
BF33
BF34BF35
BF36
BF37
BF38
BF39
BF40BF41
BF42
BF43
BF44
BF45
BF46BF47
BF48BF49
BF50
BF51
BF52
BF53BF54
BF55
FOV7

序号
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注院渊1冤FOC1院1号生理小种曰FOC4:4号生理小种曰 FOV7院棉花枯萎病菌 7号生理小种遥渊2冤致病力强弱的划分依据院外部症状病害严重度<
2.0尧球茎症状病害严重度<3.0时袁记为弱曰外部症状病害严重度在 2.0~3.0之间尧球茎症状病害严重度在 3.0~4.0之间袁记为中曰外部症状病害严
重度>3.0尧球茎症状病害严重度>4.0时袁记为强遥

后 72益延伸 10 min曰35个循环遥 用 1%琼脂糖凝胶电泳检
测并拍照袁所得产物经 OMEGA胶回收试剂盒回收袁克隆
到 TaKaRapMD18-T Vector载体袁转化 DH5琢大肠杆菌感
受态细胞,涂板验证阳性克隆送上海生工生物工程有限公
司测序遥
1.2.4 病原菌的 RAPD扩增 采用上海生工合成的 34
条 10碱基随机引物渊表 2冤袁对样品进行 PCR扩增遥 PCR

的反应体系 渊25 滋L冤袁10伊PCRBuffer (Mg2 +Plus)2.5 滋L曰
dNTPs(各 2.5 mmol/L)2 滋L曰引物渊10滋 mol/L冤1.0 滋L曰模板
DNA1.5 滋L曰Taq 聚合酶 渊5 滋mol/L冤0.2 滋L曰 补足水至 25
滋L遥 PCR扩增程序院94 益预变性 5 min曰94 益变性 1 min袁
36耀38益渊根据引物的退火温度冤复性 1 min渊各引物的退
火温度不同冤曰72益延伸 2 min曰 最后一次延伸温度为
72益袁7 min 曰 45个循环遥 16益下冷却保存至取出遥

引物序列渊5'寅3'冤
GTCCCGTGGT
GACCTACCAC
CCTTCAGGCA
CCGCGTCTTG
GGGTTTGGCA
TGGTGGCGTT
GGTCTCTCCCGTGCGTCGCT
AAGCCTCCCC
TGCGTGCTTG
ACGGATCCTG
GGTGATCAGG
GGAAGCTTGGAAGACCCCTC
TCACCACGGT
GGACTGCAGA
ACGGCACTCC

引物编号

OPJ-12
OPM-15
OPM-19
OPQ-05
OPT-05
OPV-18
UBC-137UBC-186
UBC222
S-74
S-121
S-124
S-130S-146
S-148
S-158
S-1177

引物序列渊5'寅3'冤
CAGGCCCTTC
AATCGGGCTG
GAAACGGGTG
GTGATCCCAG
GTTTCGCTCC
TGATCCCTGG
CATCCCCCTGGGACTGGAGT
GGTGACGCAG
GTCCACACGG
TCCGCTCTGG
GGACCCTTAC
GTCGCCGTCAACCCGGTCAC
GTGACATGCC
ACGCACAACC
CCGAATTCCC

引物编号

OPA-01
OPA-04
OPA-07
OPA-10
OPB-01
OPB-02
OPB-03OPB-04
OPB-07
OPB-08
OPB-14
OPB-20
OPD-03OPD-20
OPE-04
OPE-15
OPF-05

表 2 RAPD 分析所用引物及其序列
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

M 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48

M 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58750500
500250500250100

FU3/FU4
FOF/FOR
Foc1/Foc2

750500500250500250100
750500500250500250100

FU3/FU4
FOF/FOR
Foc1/Foc2
FU3/FU4
FOF/FOR
Foc1/Foc2

M院Marker2000; 1耀57院香蕉枯萎菌菌株 ; 58院棉花枯萎菌菌株袁菌株的顺序同表 1遥 Fu3/Fu4院镰刀菌特异
性引物 PCR扩增曰FOF/FOR院尖孢镰刀菌特异性引物 PCR扩增曰F韵悦1/F韵悦2院尖孢镰刀菌古巴专化型 4

号生理小种特异性引物 PCR扩增遥
图 2 58个镰刀菌特异性引物 PCR扩增电泳结果

根据各引物扩增的电泳照片选择清晰且可重复出现
的条带记为 1, 同一位置不出现的为 0, 由此生成 0 和 1
原始矩阵数据遥 采用 NTSYS-PC2.10软件中的 SAHN和
UPGMA(Unweighted pair group mean average) 方法对数据
进行聚类分析袁计算多态性百分率,通过 Tree plot 模块生
成系统树状图遥 同时袁我们还采用 NTSYS-PC2.10 软件中
的 DCENTER 和 EIGEN 方法对数据进行主坐标分析
渊principal coordinate analysis冤遥 多态性百分率(豫)= 特征谱
带数 辕总谱带数伊100遥
2 结果与分析

2.1 香蕉枯萎病菌小种鉴定及致病力分析
2.1.1 我国香蕉种植区仍以 1号和 4 号生理小种为主
57个供试菌株首先采用浸根淋菌法接种粉蕉袁然后再接
种巴西蕉遥试验结果表明袁菌株在粉蕉和巴西蕉上产生的
枯萎病症状无明显差异袁接种 15 d后袁植株开始出现轻
微的枯萎病症状袁下部叶片开始从边缘褪绿尧变黄袁球茎
出现典型的变褐尧坏死曰30 d下部叶片萎蔫袁剖开球茎呈
现红棕色或褐色曰 接种 40 d 后蕉苗表现出叶片相继下
垂袁由黄色变成褐色而干枯袁部分叶片没有变黄直接垂挂
下来袁但球茎内部呈深红色或者棕褐色遥所有菌株均能侵
染粉蕉袁产生典型的枯萎病症状渊图 1袁封二冤遥 与 1号生
理小种 FOC1 和 4号生理小种 FOC4 对比后袁55 个供试
菌株中有 28个只侵染粉蕉袁属于 1号生理小种袁分别为
海南 10个尧广西 8个尧广东 4个尧福建 4个尧云南 2个曰另
27个菌株不仅侵染粉蕉还侵染巴西蕉袁属于 4号生理小
种袁分别为海南 20个尧广西 4个尧广东 1个尧福建 1个尧云
南 1个渊表 1冤遥 因此袁在我国各主要香蕉种植区香蕉枯萎
病菌仍以 1号和 4号生理小种为主袁 从供试的香蕉枯萎
病菌生理小种鉴定结果看袁 其中海南以 4号生理小种居
多袁 比 1号生理小种多 50%袁 并且海南省巴西蕉种植面
积占整个香蕉种植面积的 80豫[20]袁 因而 4号生理小种应
是海南的优势种遥
2.1.2 香蕉枯萎病菌致病力差异较大袁强致病力菌株居多
根据张欣等渊2012冤香蕉枯萎病的致病力分级标准统计数
据袁综合外部症状和球茎症状的病害严重度袁依据致病力

分级标准袁对 57个供试菌株进行致病力评价(表 1)遥试验
结果表明袁供试的 57个香蕉枯萎病菌菌株袁致病力有较
大差异袁其中强致病力的菌株有 23个袁病指在 4.1耀5.4之
间袁分别为海南 15个尧广西 2个尧广东 2个尧福建 2个尧云
南 2个袁占供试菌株的 41.8%曰中致病力菌株有 15个袁病
指在 2.7耀3.8 之间袁分别为海南 7 个尧广西 5 个尧广东 2
个尧福建 1个袁占供试菌株的 27.3%曰弱致病力菌株有 17
个袁病指在 1.0耀2.3之间袁分别为海南 8个尧广西 5个尧广
东 1个尧福建 2个尧云南 1个袁占供试菌株的 30.9%遥我国
香蕉种植区中袁海南尧广东尧福建和广西均存在强尧中尧弱
猿种致病力类型菌株袁 云南主要为强和弱两种致病力类
型菌株遥
2.2 分子鉴定与寄主鉴定结果一致
2.2.1 镰刀菌特异 PCR-ITS鉴定袁供试菌株均为镰刀菌
供试的菌株从形态学上首先认为属于镰刀菌属袁 用镰刀
菌特异性引物 Fu3/Fu4进行 PCR分子鉴定渊图 2冤袁结果显
示袁55个供试菌株与 FOC1和 FOC4以及棉花 FOV7均产
生 516 bp的单一条带袁经测序与王晓英等[17]结果一致袁均
为镰刀菌遥
2.2.2 尖孢镰刀菌特异 PCR-ITS鉴定袁供试菌株均为尖
孢镰刀菌 用尖孢镰刀菌特异性引物 FOF/FOR进行 PCR
分子鉴定渊图 2冤袁结果显示袁55个供试菌株与 3个对照菌
株均产生 340 bp条带袁经测序和 Steinberg等[18]报道的尖
孢镰刀菌特异序列同源性 100豫袁均为尖孢镰刀菌遥
2.2.3 PCR-ITS鉴定出 28株尖孢镰刀菌古巴专化型 4
号生理小种 用尖孢镰刀菌 4 号生理小种特异性引物
F韵悦1/F韵悦2进行 PCR分子鉴定袁结果渊图 2冤显示袁55个供
试菌株有 28株均产生 242 bp的条带袁 与 4号生理小种
FOC4产生的条带大小一致袁经测序和 Lin等渊2009冤报道
的 F. oxysporum f.sp. cubense 4号生理小种特异序列同源
性 100豫遥 这个结果与本文利用寄主鉴定的结果一致渊表
1冤遥 而其他 27株 FOC尧1号生理小种 FOC1和棉花枯萎
病菌 7号小种均未产生 242 bp条带遥
2.3 DNA多态性
在所测试的 34个引物中袁 从中筛选得到 9条多态

性和扩增重复性好尧条带清晰尧扩增结果比较明显的引
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多态性位
点频率

87.5
64.3
93.愿
100
100
92.9
100
94.4
100
92.6

多态性
位点

7
9

15
15
16
13
13
17
21
126

RAPD
位点

8
14
16
15
17
14
13
18
21

136

随机引物

OPB02
OPB14
OPD20
OPE15
OPQ05
OPT05
S1177
S74
UBC222
总计

表 3 香蕉枯萎菌 DNA扩增产生的 RAPD位点统计结果

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

M 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48

4000200015001000800500300
4000
20001500
1000800

500
300

M 49 50 51 52 53 54 55 56 57 CK

4000
200015001000800

500300

M院Marker4000; 1耀57号院代表菌株顺序袁同表 1的顺序曰悦运院去离子水对照
图 3 引物 OPQ05 扩增的 RAPD图谱

物渊表3冤遥 9 条引物对供试 57 株香蕉枯萎病菌基因组
DNA均有PCR扩增产物出现袁并且重复性较好遥 不同引
物扩增出的条带数不等袁如引物 UBC-222尧S-74多态性
条带分别为21条和 17条袁 引物 OPB-02多态性条带为
7条曰但 9条引物产生的条带数总体在 8耀21之间袁平均

每条引物 15.1条遥在 DNA分子量为 200耀4 000 bp间袁9
条引物对 57个香蕉枯萎病菌菌株进行 PCR 扩增袁共扩
增出 136条谱带袁 其中具有多态性的条带有 126 条袁多
态性位点频率为 93.4豫遥不同引物产生多态性片段的比
例差别较大 渊表 3冤袁 引物 OPE-15尧OPQ-05尧S-1177尧
UBC-222多态性位点频率达到 100豫袁 而引物 OPB-14
只有 64.3豫袁表明香蕉枯萎菌不同菌株间具丰富的 DNA
多态性遥
确定为 1号生理小种的菌株袁在不同省之间有 1条

共同条带袁位于 800 bp袁仅广东尧福建有 2 条共同的条
带袁分别位于 800 bp和 600 bp渊图 3冤曰确定为 4 号生理
小种的菌株袁在不同省之间谱带差异较大袁来自广东尧福
建和云南的菌株分别在 1 200 bp 和 600 bp 有共同条
带袁 来自广西的菌株袁 除 5 号菌株缺失 1 200 bp条带
外袁其他均含有1 200 bp和 600 bp条带曰来自海南的菌
株袁 除 46尧47尧49尧49尧56 号菌株缺失 1 200 bp 条带袁以
及 35号菌株缺 600 bp条带外袁其他均含有 1 200 bp和
600 bp条带渊图 3冤遥

2.4 遗传多样性

2.4.1 中国香蕉枯萎菌分为 4个 RAPD菌群 为了进
一步说明 57株香蕉枯萎病菌的遗传分化关系袁根据供试
菌株 RAPD-PCR扩增条带的有无袁以渊1袁0冤记数袁形成原
始矩阵袁根据 Nei鸳s 遗传距离袁采用 UPGMA法进行聚类
分析建立树状图渊图 源冤遥 采自中国不同地区 1号生理小
种和 4号生理小种袁 经过 RAPD扩增及聚类分析后袁在
0.68阈值处可分为 4个菌群袁分别命名为玉尧域尧芋和郁
菌群袁其中玉菌群包含 FOC1和其他 21个菌株袁其中海
南有 10个菌株袁1号生理小种占 6个袁4号生理小种占 4
个曰广西有 7个菌株袁均为 1号生理小种曰广东 3个菌株袁
均为 1号生理小种曰 福建 1个菌株袁 为 1号生理小种曰1
号生理小种占玉菌群的 81%遥 域菌群包含 FOC4及其他
27个菌群袁其中海南有 19个菌株袁1号生理小种占 4个袁
4号生理小种占 15个曰广西有 5个菌株袁1号生理小种占
4个袁4号生理小种占 1个曰广东有 1个菌株袁为 1号生理
小种曰云南有 3个菌株袁1号生理小种占 2个袁4号生理小

种占 1个曰4号生理小种占域菌群的 75%遥 芋菌群包含 5
个菌株分别来自福建和广东袁福建 4个菌株袁1号生理小
种有 3个袁4号生理小种 1个曰 广东为 1个 1号生理小
种曰郁菌群只含 1个菌株袁来自海南琼中袁属于 1号生理
小种遥因此袁我国香蕉枯萎病菌 1号生理小种和 4号生理
小种主体菌群 渊玉和域冤 还保持较近的亲缘关系袁但
RAPD菌群分类结果突显这两个生理小种遗传背景已趋
于复杂袁除 1号生理小种 BF26菌株单独形成郁菌群外袁
4 号生理小种和其余 1号生理小种均没有单独形成菌
群袁玉尧域尧芋菌群同时含有 1号和 4号生理小种袁这和以
往国内研究结果不一致遥 BF26不仅和 4号生理小种具有
较远的亲缘关系袁而且和 1号生理小种主体菌群渊玉冤具
有较远的亲缘关系遥
各省份的 FOC遗传关系也较为复杂袁海南采集的 30

个菌株中袁 分别被划分在 4个菌群袁 其中 1号生理小种
BF26菌株被单独划分在郁菌群袁 和来自玉菌群的广西 1
号生理小种 BF12的遗传距离最远为 0.80曰广东的 5个菌
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RAPD扩增及聚类分析后在 0.68阈值处可分为 4个菌群袁分别命名为玉尧域尧芋和郁菌群袁其中玉菌群包
括 21个菌株和 FOC1曰域菌群包含包括 28个菌株和 FOC4曰芋菌群包含 5个菌株袁郁群只有 BF26

图 4 57株香蕉枯萎菌 RAPD聚类分析

0.65 0.682 0.73 0.81 0.89 0.97

株中有 3个菌株划分玉菌群袁 其他两个分属域和芋菌群曰
广西的 12个菌株被划分在玉和域菌群曰 云南参试的 3个
菌株均划分在域菌群曰福建的 5个菌株中有 4个菌株划分
在芋菌群袁另一个划分在玉菌群遥和海南相比袁尽管其他 4
个省份的菌株采集量相对较少袁但从遗传距离来看袁福建
大部分菌株遗传距离较近袁而广东尧广西和云南 3个省的
菌株袁在省菌群间具有较远的遗传距离袁来自广西的 BF9
与 BF12遗传距离为 0.71袁来自广东的 BF14和 BF17遗传
距离为 0.51袁 来自福建的 BF18和 BF19遗传距离为 0.40
等遥 这些结果说明各省份香蕉枯萎病菌小种遗传分化明
显袁 在分子水平上均存在较大的差异袁 但 55株供试株菌
中袁 区域分化的特点不明显袁 致病力跟遗传之间无相关
性袁 通过对寄主致病力确定的菌株生理小种却与遗传性
具有较好相关性遥

RAPD扩增及聚类分析后在 0.68阈值处可分为 4个
菌群袁分别命名为玉尧域尧芋和郁菌群袁其中玉菌群包括 21

个菌株和 FOC1曰 域菌群包含包括 28个菌株和 FOC4曰芋
菌群包含 5个菌株袁郁群只有 BF26遥
2.4.2 遗传分化的主坐标分析 聚类分析更多反映个体
间的关系袁 而采用主坐标分析反映群体间的距离关系[21]遥
应用 NTSYS2.10软件袁基于遗传相似系数袁对 57个菌株
进行主坐标分析袁绘制出主坐标的二维散点图袁前 3个主
坐标解释的变异分别为 13.94%尧8.28%尧6.48%袁 变异幅度
较小袁显示将 57个基因型分成了 3个主要集中区渊图 5冤袁
主坐标分析二维散点渊图 5冤和聚类分析渊图 4冤比较发现袁
聚类分析中域菌群中亚组域-玉-玉-域-玉-域-玉和主坐
标分析中 A组完全一致袁聚类分析中玉菌群中的亚组玉-
域-域-域和主坐标分析中的 B组完全一致袁 聚类分析中
芋菌群和主坐标分析中的 C组完全一致袁 其他菌株之间
的亲缘关系和主坐标分析的结果基本相同袁但也有差别遥
因此袁 从主坐标分析二维散点图说明 FOC群体内个体间
变异没有明显的地理生态分布关系遥

玉

域

芋
郁
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0.37

0.18

-0.01

-0.19

-0.38
图 5 基于 RAPD的 57个 FOC菌株的主坐标分析二维散点图

-0.39 -0.21 -0.03 0.14 0.32

3 结论与讨论

香蕉枯萎病菌属于镰刀菌袁遗传变异强袁致病力或者
生理小种改变袁 往往会给抗病育种及病害有效防控造成
极大的阻碍[1,6]遥 因此袁为进一步了解近几年我国香蕉枯萎
病菌生理小种变异及其遗传多样性袁 采用分子鉴定与寄
主鉴定手段袁我们较系统研究了中国海南尧广东尧广西尧福
建和云南 5个省香蕉种植区 FOC的生理分化及遗传多样
性袁尽管部分省份菌株样本较少袁但仍能再次监测和确认
目前 5省存在 1号和 4号生理小种袁未发现有其他生理小
种袁尤其鉴定广西存在 8个 1号生理小种袁同时还有 4个4
号生理小种袁这和最近首次报道利用寄主鉴定广西存在 4
号生理小种的结果一致[22]曰本研究也进一步弥补了云南和
福建 FOC遗传多态性及其生理小种方面的研究遥
遗传多样性是生物体所携带的遗传信息总和袁 遗传

多样性越丰富袁 变异越高就越容易扩展到其他新的环境
中生存袁RAPD的分子标记是 DNA分子间遗传物质内核
苷酸序列变异为基础的遗传标记袁反映是 DNA水平遗传
多态性 [ 23 ]遥 漆艳香等 [ 12 ]对采自海南和广东的 18 个
渊FOC1和 FOC4冤 菌株进行 RAPD分析,15个引物扩增产
生 97个 RAPD标记袁其中 76条为多态性带袁占 78.4%袁
在 0.19的遗传相似系数上 18个渊FOC1和 FOC4冤菌株划
分为 4个 RAPD群组, 来自海南的 1号生理小种统一分
在玉群袁4号生理小种也统一分在域群曰来自广东东莞的
1号和 4号生理小种分在芋和郁群曰廖林凤等[13]对采自广
东的 18 个渊FOC1和 FOC4冤尧广西的 9 个渊FOC1冤菌株进
行 RAPD分析袁11个引物扩增产生 94个 RAPD标记袁在
0.7的遗传相似系数上划分为 3个 RG群组袁1号生理小
种均聚类在 RG域群袁同时广东的 6个 1号生理小种聚类
在 RG域群的 1亚群袁 广西的 4个 1号生理小种聚类在
RG域群的 2亚群曰4号生理小种均聚在 RG玉群遥 这和我
们的研究结果不完全一致袁在本研究中袁筛选出的 9条引
物袁扩增产生 136条 RAPD条带袁多态性条带有 126条袁
占 RAPD总条带的 93.4%袁比前人扩增的更加丰富曰分析
55个菌株袁将其分成了 4个 RAPD群袁60.7% 1号生理小

种分在玉菌群袁 有 39.3%的 1号小种分别分在其他 3个
菌群曰81.5豫4号生理小种主要分在域菌群袁18.5%分在其
他菌群袁1号和 4号生理小种并未独立成群袁 而是出现 1
号和 4号同分在一个 RAPD菌群的情况 渊图 4冤袁Bentley
等 [9]也曾报道采用 RAPD将 FOC分成 2个群组袁每个群
组均含有 1尧2或者 4号生理小种遥 另外鉴定为 1号生理
小种的 BF26 菌株袁 却与 1 号生理小种所在主体菌群
渊玉冤具有较远的亲缘关系遥 这些说明我国香蕉枯萎病菌
小种间在分子水平上遗传分化趋于复杂袁 香蕉枯萎病菌
生理小种是否会出现新的生理分化袁 或者现有的寄主鉴
定是否能完全满足生理小种研究的需求袁 都值得进一步
的探讨遥
本研究对采自中国香蕉主产区的 55个枯萎菌菌株进

行 RAPD遗传标记袁产生 136个 RAPD标记袁其中 126条
渊93.4%冤为多态性带袁聚类(GS)分析和主坐标渊PCA冤分析
结果基本一致袁但也有差别遥在 0.68的遗传相似系数上 55
个渊FOC1和 FOC4冤菌株划分为 4个群组袁这 4个群组中袁
玉菌株和域菌株还可以分为几个亚群遥 不同人的研究袁菌
株的选择之间有差异袁但是遗传距离在 0.19耀0.7之间都能
很好的把供试菌株划分为不同的菌群[9-13]遥
海南供试 30个菌株袁1号生理小种占 33.3% 袁4号生

理小种占 66.7%袁 强尧 中尧 弱致病力菌株分别占 50 %尧
23.3%和 26.7%袁不同致病型或者生理小种分别分布在海
南采集地 13县市遥通过聚类分析渊图 4冤和主坐标分析渊图
5冤 分析袁 来自海南琼中的 FOC菌株 BF26袁 在遗传距离
0.65被单独划分为 IV菌群袁鉴定为 1号生理小种袁与其
他 54个 FOC菌株和 2个已知生理小种均有较大的遗传
距离袁 其表现为强致病力袁BF26是否具有特殊的遗传特
性还有待进一步研究曰同样袁在遗传距离为 0.97的地方袁
也出现了 2个强致病性菌株 BF52和 BF53袁 分别来自海
南定安和三亚袁这 2个菌株被单独划分在同一个亚菌群袁
并且和同属 I菌群的其他菌株具有较远的遗传距离曰谢
艺贤等 [11]也曾报道来自海南三亚的一个强致病力菌株袁
被单独划分在一个菌群遥因此袁作为我国香蕉种植主要地
区袁以及南繁基地和国际旅游岛袁频繁的种质间的交流及
适宜的气候等条件袁 对香蕉枯萎病菌的遗传变异创造了
有利的条件袁 从我们的研究结果显示海南香蕉枯萎病菌
遗传多样性复杂袁多态性丰富遥
香蕉枯萎病菌分子遗传特征性标记主要依靠 DNA上

的 rDNA ITS区段进行 PCR验证遥 先前研究表明袁通过扩
增特异序列区别 4号或者 1号生理小种[19]袁扩增结果往往
产生 1条约 242 bp的特异条带袁或者产生两条不同的特异
条带袁1号小种产生 205 bp条带袁4号产生 252 bp条带[24]遥
利用三重 PCR进行扩增产生 4条不同的特异性条带袁1
号生理小种产生 354 bp和 729 bp条带袁4号生理小种产
生 593 bp和 729 bp的条带[25]遥 在我们研究中袁采用了 Lin
等[19]报道的引物序列扩增 55个菌株袁能很好鉴定出 4号
生理小种遥 我们在 RAPD多态性条带分析中发现袁1号生
理小种都含有 1条共同条带袁位于 800 bp袁而 4号小种共
同条带主要位于 1 200 bp和 600 bp袁通过测序在 NCBI以
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及 ABI等数据库中 BLAST袁未发现有同源性序列渊数据未
显示冤袁这段序列是否可以作为香蕉枯萎病菌小种划分的
特征序列袁或者和病原菌的致病性存在一定关系袁这些都
有待作进一步的研究遥
综合上述结果袁中国香蕉种植区仍以 1号和 4号生理

小种为主袁 但是生理小种的遗传分化在分子水平上趋于
复杂化袁 香蕉枯萎病菌群体具有丰富的多态性袁 采用
RAPD标记分析香蕉枯萎病菌的遗传多样性是可行的遥
FOC致病力的强弱和菌株遗传关系无直接的相关性袁跟
地理分布也没有相关性袁 生理小种的鉴定来自病原菌对
寄主的致病性袁因此袁香蕉枯萎病菌的遗传多态性可能更
多依赖其寄主遥
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