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中国西南水稻白叶枯病菌遗传多样性垂直分布格局* 

高玲玲1,2  黄  琼1  陈小龙1** 
(1. 河南省农业科学院农副产品加工研究所  郑州  450002; 2. 云南农业大学植物病理重点实验室/农业生物多样性与病害控

制教育部重点实验室  昆明  650201) 

摘  要  针对我国西南稻区特有的立体气候和农业生态系统, 利用 rep-PCR 和 IS-PCR 技术构建不同海拔稻区

白叶枯病菌的 DNA 指纹图谱, 聚类分析病菌的遗传多样性。结果表明: ①西南稻区白叶枯病菌的遗传多样性

十分丰富, 共包含 56 种分子谱型, 不同海拔稻区病菌的分子谱型种类明显不同; ②白叶枯病菌的遗传多样性

指数和丰富度指数在不同海拔稻区存在显著差异, 其以中海拔稻区最高, 低海拔稻区次之, 高海拔稻区最低; 

③不同气候带白叶枯病菌的遗传多样性呈现出随着气候带温度降低而逐步减小的趋势; ④聚类分析结果显示, 

56 种分子谱型可分为 9 个遗传家系, 低海拔稻区的菌株主要集中在 lineage1 和 lineage2, 中海拔稻区的菌株主

要集中在 lineage3~lineage6, 而高海拔的主要集中在 lineage3~lineage5。不同海拔稻区的菌株在变异程度上存

在明显不同, 因此, 根据病菌致病型布局抗性基因时, 应充分考虑菌株间遗传多样性的差异以及地区间病菌

的变异强度, 以减缓病菌在寄主选择压力下的变异速度, 避免品种抗性丧失的周期过短。 
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Vertical distribution patterns of genetic diversity of Xanthomonas  
oryzae pv. oryzae in Southwest China 
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(1. Institute of Agricultural Products Processing, Henan Academy of Agricultural Sciences, Zhengzhou 450002, China; 2. Key 
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Abstract  Based on the specific agro-ecological system and vertical climate in Southwest China, two polymerase chain reaction- 
based assays (rep-PCR and IS-PCR) were used to evaluate the population structure of Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) from 
different elevation ranges (150 to 2 600 m) in Southwest China, which belong to six climate zones — north tropical climate zone, 
south subtropical climate zone, central subtropical climate zone, north subtropical climate zone, south temperate climate zone and 
cold temperate zone. A total of 218 isolates were tested in the research, out of which 73 isolates were collected from low elevation 
range (150−1 200 m), 90 isolates from medium elevation range (1 200−1 800 m) and 55 isolates from high elevation range (1 800−  
2 600 m). The genetic diversity of Xoo was high in Southwest China, a total of 56 haplotypes were identified. The Xoo haplotypes in 
different elevation ranges were different, of which 18 were tested in high elevation range, 28 in low elevation range and 34 in 
medium elevation range. Although genetic diversity of Xoo was high, only H10 and H39 of haplotypes were tested in all the three 
different elevation ranges. Significant differences in the genetic diversity (Shannon Wiener index) of Xoo were observed among 
different elevation ranges. According to t-test, Shannon Wiener index in low and medium elevation ranges was significantly higher    
(P < 0.05) than that in high elevation range. However, no significant difference (P > 0.05) existed between medium and low elevation 
ranges. The genetic diversity of Xoo gradually reduced with decreasing temperature in different climate zones. Basis on cluster 
analysis of UPGMA, the 56 haplotypes of Xoo strains constituted nine putative genetic lineages. While strains from low elevation 
occurred under lineage 1 and lineage 2, strains from medium and high elevations occurred under lineage 3 to lineage 6 and lineage 3 
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to lineage 5. There were visible differences in Xoo strains from different elevation ranges. It was therefore recommended to take into 
account genetic diversity and variation degree of Xoo when laying out resistant genes based on haplotypes. This could slow down the 
rate of variability of Xoo strains on host selection pressure and avoid rapid lose of rice resistance. 
Keywords  Rice bacterial blight; Southwest China; Genetic diversity; Elevation; Climate zone 
(Received Jan. 21, 2014; accepted May 19, 2014) 

水稻白叶枯病(Xanthomonas oryzae pv. Oryzae, 
Xoo)是我国水稻生产上的三大病害之一。目前, 我国
除新疆、西藏和东北北部以外, 各水稻种植省均有
不同程度的发生[1]。水稻白叶枯病在我国西南稻区

的危害尤为严重, 尤其是近十几年来, 一直局限于
云南低海拔稻区的白叶枯病不断向高海拔稻区扩展, 
已经成为高原稻区最主要的水稻病害 [2], 严重威胁
着西南稻区水稻的生产。筛选和种植抗病品种是防

治水稻白叶枯病最经济、最有效的措施[3], 但是水稻
白叶枯病菌致病性的不断变异使品种的抗性基因很

快失去效力, 并且由于病原菌致病性的多样性, 使
抗病基因的利用较为复杂[4]。因此, 了解西南稻区白
叶枯病菌群体结构和变异特点, 进而有针对性地进
行抗病育种和基因部署显得尤为重要。 

前期的研究中, 本实验室利用 IRRI培育的一套
近等基因系材料分析了西南稻区不同海拔水稻白叶

枯病菌致病型的分布特点, 毒力变化及其多样性的
影响因素[5]。使用传统的病理学手段测定病菌的致

病型可以明确病菌所能侵袭的基因型, 但研究结果
难以洞悉病菌群体结构变异及其毒性分化的遗传实

质[6]。近年来针对云南白叶枯病菌遗传多样性的研

究已有部分报道: 姬广海等 [7]发现云南菌株遗传分

群与菌株的地理来源关系密切; 魏兰芳等 [8]研究表

明, 云南水稻白叶枯病菌主要生理小种菌株间的遗
传差异较大; 梁斌等 [9]报道云南高原粳稻区菌系的

遗传多样性十分复杂。云南作为亚洲生物多样性中

心之一, 立体气候和地理环境独特, 病菌群体结构
较为复杂[10]。虽然云南水稻白叶枯病菌遗传多样性

已有研究, 但有关病菌群体结构遗传多样性的垂直
分布格局尚少见报道。并且前人的研究仅限于云南, 
而与云南北部接壤的四川南部同样具有海拔差异大, 
立体气候明显的特点[11]。为了深入研究白叶枯病菌

基因组 DNA的变异、分析病菌致病型与遗传多样性
变化的系统发育及其演化, 本文针对我国特有的西
南稻区不同海拔的农业生态系统, 利用 rep-PCR 和
IS-PCR 技术构建西南稻区水稻白叶枯病菌的 DNA
指纹图谱 , 分析病菌遗传多样性垂直分布的特征 , 
并探讨其成因。从而为制定深层次育种策略以及品

种抗性的持续改良提供重要的信息和理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  供试菌株 

从西南(云南和四川)不同海拔的 11个地区 28个
县(市)采集水稻白叶枯病样, 利用载玻片液滴法[12]对

病样进行分离, 共得到菌株 218 个。其中从低海拔
(150~1 200 m)稻区分离病菌 73 株, 中海拔(1 200~  
1 800 m)稻区 90株, 高海拔(1 800~2 600 m)稻区 55
株。待菌株经单胞分离后, 冻干保存于−70 ℃冰箱中。
病样的采集地分别属于 6 种不同的气候带类型[13−14]: 
北热带气候区(27 株)、南亚热带气候区(56 株)、中
亚热带气候区(49 株)、北亚热带气候区(39 株)、南
温带气候区(26株)和寒温带气候区(21株)。 
1.2  细菌 DNA模板的制备 

将菌株接种在 NA液体培养基中, 于 28 ℃的摇
床中 180 r·min−1震荡培养 36 h。细菌基因组 DNA的
制备采取 CTAB法[15]。待基因组 DNA制备完成以后, 
取 2 µL DNA溶液于 0.8%的琼脂糖凝胶电泳检测, 并
采用分光光度计调整 DNA的最终浓度至 50 ng·µL−1。 
1.3  Rep-PCR和 IS-PCR分析 

Rep-PCR 和 IS-PCR 分析参照 Adhikari 等[16]所

描述的方法。 
Rep-PCR采用特异的专化寡核苷酸引物 Eric, 

引物序列为 Eric1R: 5′-ATGTAAGCTCCTGGGGAT 
TCAC-3′, Eric2: 5′-AAGTAAGTGACTGGGGTGAG 
CG-3′。由上海生工生物工程有限公司合成。PCR 反应
体系为: 10×PCR buffer (10 mmol·L−1 Tris-HCl, 50 mmol·L−1 
KCl, 1.5 mmol·L−1 MgCl2), 50 ng 的 DNA 模版 , 
312.5 µmol·L−1 dNTP, 引物各 0.25 µmol·L−1, 2.5 U 
Tap酶, 用 ddH2O补足 25 µL。反应条件为: 94 ℃预
变性 7 min, 循环 35次(94 ℃变性 1 min, 52 ℃复性  
1 min, 65 ℃延伸 8 min), 65 ℃最后延伸 15 min。 

IS-PCR 采用的引物 J3 为一个高拷贝重复单位, 
序列为 5′-GCTCAGGTCAGGTGGCCTGG-3′, 反应
体系同 rep-PCR, 反应条件为: 94 ℃预变性 5 min, 
循环 35次(94 ℃变性 1 min, 68 ℃复性 1 min, 65 ℃延
伸 2 min), 65 ℃最后延伸 15 min。 

扩增结束后, 取 6 µL的 PCR产物于 0.5×TBE缓冲
液中通过浓度为 2%的琼脂糖凝胶电泳分离, 电压降
为 4 V·cm−1, 电泳 5~6 h, 电泳完毕后, 使用溴化乙锭染
色, 脱色, 于凝胶成像系统中进行图像的采集和保存。 
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1.4  数据分析 
通过 rep-PCR和 IS-PCR所形成的条带类型将病

菌划分为不同的分子谱型, 记为 H1~Hi, Hi为第 i种
分子谱型。不同海拔病菌遗传多样性的多度分析采

用相对多度−物种序列曲线 [17]: 横轴为分子谱型数
量等级排序, 即不同海拔病菌的分子谱型按数量从
高到低顺序排列, 并依次标为 1、2、3、⋯, 纵轴为
分子谱型的相对多度, 本研究以第 i 种致病型数量
(ni)占总个体数量(N)的百分比表示, 即 Pi=ni/N, 纵
轴标尺使用对数坐标。 

病菌遗传多样性的测度采用 α 多样性的测度方
法[18−19]; 丰富度采用致病型种类数(S); 多样性分析采
用 Shannon-Wiener 多样性指数: H=–∑PilnPi; 均匀度分
析采用 Pielou指数: J=H/lnS。其中, Pi和 S表示的含义同
上。不同海拔病菌分子谱型多样性的比较采用 t检验[16]。 

根据 PCR指纹图谱条带的有无, 分别转换成两个 

数码, 有带记为“1”, 无带记为“0”。使用 NTSYS-pc   
2.1版软件包, 以非加权算术平均数配对法 UPGMA进
行聚类分析, 并构建系统树状图谱。 

2  结果与分析 

2.1  rep-PCR和 IS-PCR分析 
使用 rep-PCR引物 Eric扩增的水稻白叶枯病菌

DNA片段大小在 300 bp到 5 000 bp之间, 有 7~16
条指纹主带, 218 个菌株共包含 16 种分子谱型(图
1a)。使用 IS-PCR引物 J3扩增的片段大小在 250 bp
到 5 000 bp之间, 有 6~18条指纹主带, 218个菌株共
包含 19 种分子谱型, 其中分子谱型 9~19 的条带数
量相对较多(图 1b)。不同的分子谱型之间有些差异
较大, 但有些仅有一个带位之差, 比如使用引物 J3
扩增得到的 H3和 H4。综合统计 2种引物扩增的指
纹带类型, 共得到 56种分子谱型, 即 H1~H56。 

 
图 1  水稻白叶枯病菌基因组 DNA 的 rep-PCR(a)和 IS-PCR(b)的指纹带型 

Fig. 1  rep-PCR (a) and IS-PCR (b) fingerprinting patterns of Xanthomonas oryzae pv. oryzae genomic DNA 

2.2  水稻白叶枯病菌分子谱型在不同海拔稻区的
分布 
在扩增的 218 个水稻白叶枯病菌中, 来自低海

拔(150~1 200 m)稻区的病菌 73 株, 中海拔(1 200~  
1 800 m)稻区 90株, 高海拔(1 800~2 600 m)稻区 55
株。不同海拔稻区病菌分子谱型种类存在明显差异。

高海拔稻区分子谱型的种类最少, 只包含 18种分子
谱型, 其中H4所包含的菌株数量最多, 其次是H30, 
有 5 种分子谱型只在单个菌株中出现。中海拔稻区
的分子谱型数量最多, 包含 34种。与高海拔稻区相
同, 出现在中海拔稻区数量最多的分子谱型仍然是
H4, 其次是 H2、H7和 H54, 并且有 13种分子谱型
只在单个菌株中出现。低海拔稻区有 28种分子谱型, 
其中 H14 包含的菌株数量最多, 其次是 H9 和 H2, 
有 11 种分子谱型只在单个菌株中出现(图 2)。在 3
种海拔类型的稻区均有分布的分子谱型为 H10 和
H39, 其余的分子谱型仅在一种或两种海拔类型的
稻区中出现。 

2.3  不同海拔稻区白叶枯病菌遗传多样性比较及
多度分析 
低、中、高 3个海拔类型稻区的水稻白叶枯病菌

遗传多样性整体上较为丰富, 但不同海拔之间存在
着明显的差异(表 1)。病菌的遗传多样性指数和丰富
度指数在中海拔稻区最高, 低海拔稻区次之, 高海拔
稻区最低。高海拔稻区病菌遗传多样性指数与低海拔

(t=3.279, P<0.05)和中海拔(t=4.853, P<0.05)稻区的病菌
存在显著性差异, 而中海拔和高海拔稻区病菌遗传多
样性差异不显著(t=1.601, P>0.05)。均匀度指数显示, 低海
拔和中海拔稻区病菌遗传多样性略高于高海拔稻区。 

在不同海拔稻区水稻白叶枯病菌遗传多样性的

相对多度−物种序列曲线变化略有不同。如图 3所示, 
中海拔稻区曲线的延伸最长 , 其次是低海拔稻区 , 
高海拔稻区曲线最短, 这同样说明 3 种海拔类型的
稻区遗传多样性存在一定的差异。3 条曲线的斜率
相似, 也说明 3 种海拔类型稻区病菌遗传多样性的
均匀度相差不大。 
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图 2  不同海拔稻区包含的水稻白叶枯病菌分子谱型数量和出现频率 

Fig. 2  Frequency and number of DNA haplotypes of Xanthomonas oryzae pv. oryzae in different elevations 
低、中、高海拔分别为 150~1 200 m、1 200~1 800 m、1 800~2 600 m, 下同。Altitudes of low-, mid- and high-elevations are 150−1 200 m,     

1 200−1 800 m and 1 800−2 600 m, respectively. The same below. 
 
表 1  不同海拔水稻白叶枯病菌的遗传多样性 

Table 1  Genetic diversity of Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
in different elevations 

海拔  
Altitude  

丰富度指数 
Species richness 

多样性指数
Shannon-Wiener index 

均匀度指数
Pielou index

低海拔
Low-elevation 

28 3.09a 0.93 

中海拔
Mid-elevation 

34 3.29a 0.93 

高海拔
High-elevation 

18 2.63b 0.91 

不同小写字母表示不同海拔间差异显著(P<0.05)。Different small 
letters show significant difference among elevations (P < 0.05). 

2.4  气候类型对水稻白叶枯病菌遗传多样性的影响 
水稻白叶枯病菌的遗传多样性在不同气候带中

的分布存在一定的差异。其中南亚热带的白叶枯病

菌遗传多样性最丰富, 而南温带病菌的遗传多样性
最低。通过比较这 6 种不同气候带病菌的遗传多样
性指数, 发现在温度较高的气候带中, 病菌的遗传
多样性指数比较高, 而在温度较低的气候带中, 遗
传多样性指数偏低。水稻白叶枯病菌的遗传多样性

呈现出随着温度降低而逐步减小的趋势(图 4)。

 
图 3  不同海拔稻区白叶枯病遗传多样性相对多度−物种序列曲线 

Fig. 3  Relative abundance-species rank curves of genetic diversity of Xanthomonas oryzae pv. oryzae in different elevations 
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图 4  不同气候带水稻白叶枯病菌遗传多样性的散点图 
Fig. 4  Scatter diagram of genetic diversity of Xanthomonas 

oryzae pv. oryzae in different climate zones 

2.5  水稻白叶枯病菌遗传多样性的聚类分析 
以 rep-PCR和 IS-PCR构建的 DNA指纹图谱聚

类分析, 以相似性系数 0.61 为界, 56 种分子谱型可
分为 9 个遗传家系(lineage)。lineage1、lineage4 和 

lineage6这 3个家系共包含 156个菌株, 占菌株总量
的 72%。lineage1、lineage3、lineage5和 lineage7主
要集中了中、低海拔的菌株, 而高海拔菌株在这几个
家系中的分布均较少。lineage2 只包含了低海拔菌株, 
中、高海拔菌株均没有在这个家系中出现。lineage4
主要集中了高海和中海拔的菌株, 而低海拔仅有 4
个菌株在这个家系中出现。lineage8只包含中海拔的
菌株, lineage7和 lineage9没有高海拔菌株分布。低海
拔的菌株主要分布家系是 lineage1 和 lineage2, 所占
的比例约为 51%; 中海拔菌株主要分布家系是
lineage3、lineage4 和 lineage5 和 lineage6, 所占的比
例约为 68%; 高海拔菌株主要分布家系是 lineage3、
lineage4和 lineage5, 所占的比例约为 80% (图 5)。 

3  讨论 

本研究分析了西南不同生态稻区水稻白叶枯病

菌的遗传多样性, 结果表明西南稻区白叶枯病菌的
遗传多样性十分丰富。Zhang 等[20]和孙启明[21]在分

析我国其他省份的水稻白叶枯病菌遗传多样性时发 

 

图 5  水稻白叶枯病菌 56 种分子谱型的 UPGMA 聚类分析树状图 
Fig. 5  Dendrogram constructed with UPGMA on the basis of 56 haplotypes of Xanthomonas oryzae pv. oryzae 
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现, 菌株之间 DNA 指纹相似程度高, 病菌的遗传多
样性并不丰富。本文采用 rep-PCR和 IS-PCR两种方
法将西南稻区 218个菌株划分为 56种分子谱型, 该
地区病菌的遗传多样性远高于我国其他省份。这与

王春连等[22]在分析我国长江以南地区水稻白叶枯病

菌的遗传多样性时, 发现云南省的菌系很特殊, 与
国内其他省份差异较大的结论一致。笔者分析产生

这种现象的原因可能与西南地区独特的地理环境和

气候条件有关。西南地区尤其是云南省海拔落差较

大, 不同海拔高度的气候带类型存在明显差异, 由
于适合病菌生长的整体气候带较宽, 造成病菌的侵
染时间也较长, 病菌的变异程度大, 因此西南地区
水稻白叶枯病菌的 DNA多态性也较为丰富。 

西南稻区白叶枯病菌的变异程度相对复杂, 但
其多样性的分布仍然存在一定的规律, 即中海拔稻
区最丰富, 其次是低海拔稻区, 高海拔稻区最少。笔
者推测这可能与不同海拔的温度范围和种植品种有

关。Rohde[23]发现生物的变异速度受温度的影响, 温
度高的地区生物的变异速度较快。本研究低海拔稻

区属于热带和亚热带气候区, 年平均温度比高海拔
稻区高 6 , ℃ 全年降雨量大, 高温高湿环境使病菌
在低海拔稻区的流行程度远高于高海拔稻区, 病菌
的群体量大, 变异的速度也较快。高海拔稻区多属
于温带和高寒气候区, 病菌的侵染时间短, 主要集
中在 7—9 月, 菌群量小, 变异的速度也较慢。中海
拔稻区作为病菌遗传多样性最丰富的地区, 一方面
病菌的温度适生带较宽, 另一方面可能是由于寄主
品种的多样性造成的。病原物在长期的进化中与寄

主植物相互选择、相互适应并协同进化, 使得病原
物的致病性与寄主植物的抗病性之间形成一种动态

平衡, 正是这种长期的选择和适应, 赋予了病菌多
样化的变异形式[24]。水稻−白叶枯病菌互作符合基因
对基因的关系, 病菌为克服品种抗性会在基因选择
压力下产生适应性变异[25]。本研究中, 中海拔稻区
主要是属于籼粳交错区, 该区是中国最大的稻种遗
传多样性中心和种质资源的富集地区, 品种多样性
最为丰富(多样性指数为 1.22~1.29)[26], 受品种的强
烈影响, 白叶枯病菌的变异程度也最大。高海拔稻
区的水稻品种属于多样性贫乏区, 稻种资源的多样
性指数相对较低(多样性指数为 0.81~1.01)[26], 病菌
的变异程度也相对较小。 

在遗传家系的分析中, 绝大多数菌株集中在遗传
关系较近的 lineage1~lineage6, 而 lineage7~lineage9只
含有 8%的菌株, 这意味着尽管西南稻区水稻白叶枯
病菌的遗传多样性较高, 但产生较大变异的菌株仍
然是少数。尤其是在高海拔稻区, 菌株的变异程度

低于其他稻区。 
陈小龙等[5]在研究西南稻区水稻白叶枯病菌致

病型的垂直分布格局时发现, 西南高海拔稻区白叶
枯病菌致病型种类比低海拔稻区丰富。因此, 笔者
最初预测低海拔稻区水稻白叶枯病菌的遗传多样性

可能也保持在一个较低的水平。然而通过试验发现, 
低海拔稻区白叶枯病菌遗传多样性十分丰富, 并且
多样性指数显著高于高海拔稻区。这可能是基于

rep-PCR 和 IS-PCR 系统的水稻白叶枯病菌 DNA 指
纹的多态性是独立于病菌毒性变化的。Chen 等 [27]

分析小麦锈病 (Puccinia striiformis)的毒性变异和
DNA多态性的关系时发现, 相同毒性的菌株之间 DNA
指纹的多态性表现十分丰富, 并且认为分子多态性
的变化是不受病菌毒性影响的。此外, 病菌的毒性
仅仅是诸多属性中的一个方面, 许多植物病原菌在
没有致病性的时候仍然能够存活。所以从这个角度

来看病菌的遗传多样性大于致病型多样性, 也是可
以理解的。品种抗性是珍贵而有限的自然资源, 对
于这些单基因抗性品种无规划的开发利用势必会导

致白叶枯病菌群体遗传多样性增加以及病菌总体致

病谱拓宽[21]。因此, 根据病菌致病型布局抗性基因
时, 应充分考虑到菌株间遗传多样性的差异, 地区
间病菌的变异强度以及同一致病型不同菌株间

DNA 多态性的变化程度, 以减缓病菌在寄主选择压
力下的变异速度, 避免品种抗性丧失的周期过短。 
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