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摘  要 采用单孢菌落直接配对法和 RAPD 分子标记对源自贵州省贵阳、毕节、遵义、黔南、安顺和六盘水等 6 个地区 10
余个县乡的的 72 个辣椒疫霉单孢菌株分别进行交配型测定和遗传多样性分析。结果表明，72 个菌株分属 A1、A2 和 A1,A2 三

种交配型，发生频率分别为 8.3%、88.9%、2.8%，以 A2 交配型占绝对优势，在各产区均有分布。RAPD 遗传多样性分析显示，

筛选的 31 个引物共标记出 329 条 DNA 指纹条带，其中 317 条具有多态性，多态性检测率为 96.35%，各地区菌株 Shannon's
多样性指数在 0.1142~0.4244 之间，平均为 0.2224；其顺序为：贵阳(0.4244)＞遵义(0.2995)＞毕节(0.1926)＞黔南(0.1822)＞
安顺(0.1206)＞六盘水(0.1142)，表明贵州辣椒疫霉菌具有丰富的遗传多样性。以遗传相似系数 0.78 为阈值，UPGMA 聚类分

析法将供试菌株划分为 7 大类群，聚类组的划分与菌株地理分布、寄主品种显示一定的相关性。 
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Abstract   In order to master the composition and distribution of mating type, and population genetic diversity of P. capsici, a 
collection of P. capsici isolates isolated from different regions (Guiyang, Bjie, Zunyi, Qiannan, Anshun, Liu Panshui) in Guizhou 
Province were characterized in this study by matching pairs with standard isolates, and RAPD-PCR method, respectively. Total 72 
isolates were divided into A1 mating type 6 isolates, A2 mating type 64 isolates and A1,A2 mating type 2 isolates. A2 was the 
dominant mating type and distributed in all sampling regions which accounted for 88.9%. RAPD analysis using 31 random primers 
resulted in 329 reproducible bands, of which 317 (96.35%) were polymorphic. This shows that abundant genetic diversity existed 
among different isolates. Shannon’s Diversity indices in different regions were between 0.1142~0.4244, with the average of 0.2224. 
The sequence of Shannon’s Diversity indices was “Guiyang (0.4244) > Zunyi (0.2995) > Bijie (0.1926) > Qiannan (0.1822) > 
Anshun (0.1206) > Liu Panshui (0.1142)”. Seven clusters were obtained by using UPGMA analysis at level of 0.78 similarity, 
clusters have certain relevance with geographic region and host varieties, respectively. 
Keywords  Phytophthora capsici; Mating type; RAPD; Genetic diversity 

研究背景 
辣椒疫病是由辣椒疫霉菌(Phytophthora capsici 

Leonian)侵染引起的一种土传真菌病害(Hausbeck et 

al., 2004)。除侵染辣椒外，该病原菌还可引起茄子、
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番茄、黄瓜等多种重要蔬菜作物的疫病(王志田, 
1988, 新疆农业科学, (2): 27-28; 文景芝等, 1998)。
在中国，该病发生最为严重的地区为江苏、安徽、

浙江和上海等长江中下游省份(兰海等, 2008, 湖北

植保, (1): 16-17)。自杨学辉(2004)首次报道贵州辣

椒疫病病害以来，该病害在贵州的辣椒产区也有逐

年加重的趋势。 
P. capsici 存在性分化现象，属于异宗配合的卵

菌，不同交配型的菌株相互诱导能产生具有很强抗

逆能力的卵孢子，使物种得以延续；而且两个可亲

和菌系配合时可能发生基因重组，使该病原菌获得

更强的生存能力、致病力和更广泛的寄主范围(何汉

兴等, 1983; Lamour and Hausbeck, 2001)。研究表明，

疫霉菌包含5种交配型(郑小波, 1997, 中国农业出版

社, pp.30-33)，以 A1 和 A2 为主，其分布频率常处于

动态变化之中并有一定的地域分布特征(Goodwin 
and Drenth, 1997; Islam et al., 2005; Silvar et al., 2006; 
郑小波和陆家云, 1990)。刘永刚等(2008)、杨明英等

(2009)对中国甘肃、云南等省辣椒疫霉菌株交配型组

成和分布状况的研究表明，各地区辣椒疫霉交配型

的构成不尽相同，其分布有明显的地理差异。 
随着遗传学及分子生物学技术的发展，RAPD

等分子标记技术已被广泛用于物种多样性及种群

间亲缘关系的研究。Silvar 等(2006)利用 RAPD 对

西班牙、巴西、伊朗、印度等国家的辣椒疫霉菌株

进行遗传多样性分析，发现西班牙菌株具有较低的

遗传变异，来自不同国家的菌株间遗传差异非常明

显，地理位置越接近的国家之间菌株遗传相似性越

高。李萍等(2011)对来自我国安徽、江苏及四川等

县市的辣椒疫霉菌进行了 RAPD 遗传多样性分析，

结果表明辣椒疫霉菌株遗传多样性较丰富，亲缘关

系的远近与地理来源有一定相关性。 
贵州是中国辣椒主产区，辣椒疫病的危害已成

为产业发展的障碍之一，为了做好该病的科学防

控，有必要明确本地辣椒疫霉菌的种群组成及其变

异特点，为此，本文分别采用单胞菌落直接配对法

和RAPD分子标记技术对贵州省不同地区的辣椒疫

霉菌株进行了交配型测定和遗传多样性分析，旨在

探明贵州辣椒疫霉菌交配型的构成与分布、群体亲

缘关系及遗传变异特性，为辣椒疫病综合防治策略

的制定提供依据。 

1 结果与分析 
1.1 贵州辣椒疫霉交配型组成与分布 

供试的 72 个辣椒疫霉菌由 A1、A2 和 A1,A2
三种交配型组成，其中 64 株为 A2 交配型，各采集

区均有分布，发生频率为 88.9%；6 株为 A1 交配型，

分布于贵阳、安顺和都匀地区，发生频率为 8.3%；

2 株为 A1,A2 交配型，分别来自贵阳和都匀，发生

频率为 2.8%；在所测菌株中未发现 A0 和 A1A2 交

配型菌株(表 1)。这表明贵州省辣椒疫霉菌的交配型

有一定多样性，但以 A2 型占绝对优势，为贵州辣

椒产区的优势病原菌群体。 
 
表 1 贵州省辣椒疫霉菌的交配型分布及发生频率 
Table 1 Distribution and occurrence frequency of mating types of P. capsici in Guizhou Province 

地点 菌株数 交配型 A1 型发生频率(%) A2 型发生频率(%) A1,A2 型发生频率(%) 
Locality No. of  Mating type Frequency of A1 Frequency of A2 Frequency of A1,A2 

strains A1 A2 A1,A2 mating type (%)  mating type (%) mating type (%) 

遵义 
Zunyi 

12 0 12 0 0.0  100.0  0.0  

贵阳 
Guiyang 

13 2 10 1 15.4  76.9  7.7  

安顺 
Anshun 

17 1 16 0 5.9  94.1  0.0  

黔南 
Qiannan 

20 3 16 1 15.0  80.0  5.0  

毕节 
Bijie 

4 0 4 0 0.0  100.0  0.0  

六盘水 
Liu P.S. 

6 0 6 0 0.0  100.0  0.0  

总计 
Total 

72 6 64 2 8.3  88.9  2.8 
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从辣椒疫霉在各个地区的分布来看，A2 交配

型菌株仍占绝对优势。其中，遵义、毕节和六盘

水地区仅有 A 2 交配型，发生频率 100%；安顺地

区发现两种 A1、A2 两种交配型，频率分别为

5.9%、94.1%；贵阳和黔南地区有 A1、A2 和 A1,A2
三种交配型菌株分布，出现频率分别为 8.3%、

88.9%和 2.8%。 

1.2 辣椒疫霉菌的遗传多样性 
利用 31 个 RAPD 引物对 72 株辣椒疫霉菌进行

扩增，不同引物对供试菌株扩增出的 DNA 谱带不

尽相同，变化幅度为 6~17 条，平均 10.6 条；总共

扩增出 329 条谱带，其中 317 条为多态性标记，多

态位点百分率(PPB)为 96.35%。供试菌株既具有相

同的主扩增带，又有多态性条带，这在一定程度上

说明贵州省辣椒疫霉菌既具有种内的同源性，也有

其遗传背景的复杂性。 
不同地理种群，Nei's 基因多样性指数大小范围

为 0.071 7~0.280 0，平均为 0.121 0。Shannon's 多样

性指数大小范围为 0.114 2~0.424 4，平均为 0.222 4。
六个地理种群的 Nei's 指数和 Shannon's 指数的计算

结果趋势一致，都以贵阳、遵义较高。Shannon's
多样性指数各组大小顺序为：贵阳(0.424 4)＞遵义

(0.299 5)＞毕节(0.192 6)＞黔南(0.182 2)＞安顺

(0.120 6)＞六盘水(0.114 2)(表 2)。 
从不同地理来源上分析辣椒疫霉菌种群间的遗

传相似性(表 3)，安顺和黔南的菌株间遗传相似性最

高为 0.955 7，其次为六盘水与遵义的菌株间遗传相

似性为 0.9302、遵义与贵阳的菌株间遗传相似性为

0.923 0。遗传相似性较低的为毕节与六盘水、毕节

与安顺的菌株，分别为 0.747 7、0.752 9。毕节与其

他地区的菌株遗传相似性也较低，均低于 0.810 0。
菌株间的遗传相似性能反应它们之间的亲缘关系，

即相似性越高，菌株间的亲缘关系越近。由图 1 看

出，相似性较高的安顺与黔南、六盘水与遵义首先

分别聚在一起，毕节与其他地区遗传距离最远，遗

传差异最大。 
 

表 2 不同地理来源辣椒疫霉种群的遗传参数 

Table 2 The genetic parameters of Phytophthora capsici populations from different geographical regions  

地区 菌株数 等位基因数 

na* 

有效等位基因数 基因多样性指数 Shannon's 信息指数 

Origin NO. ne* h* I* 

遵义 12 1.5532 1.3567 0.2031 0.2995 

Zunyi 

贵阳 13 1.8693 1.4761 0.28 0.4244 

Guiyang 

安顺 17 1.2462 1.137 0.0802 0.1206 

Ansun 

黔南 20 1.4802 1.2064 0.1191 0.1822 

Qiannan 

毕节 4 1.3374 1.2279 0.1307 0.1926 

Bijie 

六盘水 6 1.2766 1.1163 0.0717 0.1142 

Liu P.S. 

注: na*: 等位基因数; ne*: 有效等位基因数(Kimura and Crow, 1964); h*: 基因多样性指数(Nei, 1973); I*: Shannon's 信息指数

(Lewontin, 1972) 

Note: na*: Observed number of alleles; ne*: Effective number of alleles (Kimura and Crow, 1964); h*: Nei's (1973) gene diversity; I*: 

Shannon's information index (Lewontin, 1972) 
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表 3 辣椒疫霉不同地理种群的遗传相似性和遗传距离 

Table 3 Genetic identity and genetic distance from different geographical groups of P. capsici 

Pop ID 六盘水 遵义 贵阳 安顺 黔南 毕节 

Liu P.S. Zunyi Guiyang Anshun Qiannan Bijie 

六盘水 **** 0.930 2 0.843 2 0.875 8 0.861 6 0.747 7 

Liu P.S. 

遵义 0.0724 **** 0.923 0.918 4 0.909 7 0.802 4 

Zunyi 

贵阳 0.170 6 0.080 1 **** 0.908 7 0.907 5 0.795 0 

Guiyang 

安顺 0.132 6 0.085 1 0.095 8 **** 0.955 7 0.752 9 

Anshun 

黔南 0.149 0 0.094 7 0.097 1 0.045 3 **** 0.781 3 

Qiannan 

毕节 0.290 8 0.220 2 0.229 4 0.283 8 0.246 8 **** 

Bijie 

注: 斜纹上方: 遗传相似性; 下方: 遗传距离; pop ID: 种群地区 

Note: Above diagonal: Nei's genetic identity; Below diagonal: Genetic distance; pop ID: population ID 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 1 不同地区菌株的系统树图 

Figure 1 Dendrogram of P. capsici from different regions 

1.3 供试菌株 RAPD 聚类分析 
从图 2 可知，以遗传相似系数 0.78 为阈值，供

试的 72 个辣椒疫霉菌被划分为 7 个遗传聚类组。

对受试菌株群体聚类组划分进一步分析发现：(1)
受试辣椒疫霉菌聚类组的划分与菌株地理来源有

一定的关系，但不明显；部分地区的菌株间存在严

重的交叉聚集现象。第Ⅰ组的 12 个菌株中 5 个来

自六盘水，5 个来自遵义，2 个来自贵阳；第Ⅱ组

为优势种群，共计 41 个菌株，其中 4 个来自贵阳，

17 个来自安顺，19 个来自黔南，1 个来自遵义；第

Ⅲ组只有一个菌株，来自贵阳；第Ⅳ组的 12 个菌

株中 1 个来自六盘水，6 个来自遵义，4 个来自贵

阳，1 个来自黔南；第Ⅴ、Ⅵ组分别由 2 个菌株组

成，均来自毕节；第Ⅶ组由来自贵阳的 2 个菌株组

成。(2)受试贵阳地区的 13 个菌株分别被划分于 5
个聚类组中，说明贵阳地区的辣椒疫霉菌株变异性

较大，遗传分化明显，而且菌株 68-2，3-1-1 和 3-1-2
还被分别列为一个独立的聚类组。(3)安顺全部菌株

和黔南 95%菌株都位于同一聚类组中，可见这些地

区的受试菌株分化程度较小，有较近的亲缘关系。

(4)毕节地区受试菌株与其他地区菌株的遗传相似

系数相对较低，遗传背景较远。该结果与 popgene
软件统计结果一致。 

此外，菌株群体聚类组的划分与寄主品种也显

示出一定关系(表 4)，聚类组Ⅲ的菌株来自于辣甜

椒；聚类组Ⅴ和Ⅵ的菌株来自于大方皱椒；聚类组

Ⅶ的菌株来自于山辣椒。 

2 讨论 
本研究的测定结果表明，贵州省辣椒疫霉主要

有 A1、A2T 和 A1,A2 三种交配型，其分布呈极不

均等态势，以 A2 型占据绝对优势。这与国内其他

省份辣椒疫霉的交配型分布有所不同，例如刘永刚

等(2008)研究发现甘肃省是以 A1 型为主，但 A0 型

也占有相当比例；云南省则以自育的 A1A2 型为主

(杨明英等, 2009)；安徽省以 A1 和 A2 型为主(戚仁 
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图 2 72 个辣椒疫霉菌的 RAPD 聚类树状图 
Figure 2 Phylogenetic tree of 72 isolates of P. capsici based on 
RAPD 

德等, 2012)；新疆辣椒疫霉有同宗配合现象(贾菊生, 
1992)。多种交配型的同时存在意味着辣椒疫霉菌株

具有进行有性生殖发生遗传重组的可能，增加了生

产上辣椒品种抗性丧失的风险，为病害的发生和流

行提供初侵染源、加大了病害的防治难道。此外，

笔者还发现，供试 72 株菌株中，2012 年之前(2004
年, 2007 年, 2009 年)采集保存的 28 株菌株全部为

A2 交配型，2012 年采集分离的 44 株菌株交配型则

有 A1、A2 和 A1,A2 三种，产生这种现象的原因可

能与近年来贵州辣椒种植面积不断扩大、品种频繁

引进有关。辣椒疫病虽是土传病害，但其带菌种子

或病残体却可随种子调运进行远距离传播，同时，

国外已有研究报道(Noon and Hickman, 1974)有关 P. 
capsici 的 A2 交配型菌株在含地茂散的培养基上可

自孕产生卵孢子，转变为 A1A2 型菌株，这种自孕

能力在不含地茂散的培养基上可长久保持。戚仁德

等(2012)研究安徽省P. capsici交配型在无性后代的

遗传，发现用甲霜灵处理不会诱导 P. capsici 交配

型的变异。至于贵州 P. capsici 交配型变异及多样

化产生原因还需通过诸如种子带菌检测、杀菌剂诱

导及定向选择等一系列实验来证实。 
从 RAPD-PCR 分析结果看，贵州省辣椒疫霉菌

群体存在丰富的遗传多样性，遗传变异最大、分化

最明显的是贵阳地区，亲缘关系最近的是黔南和安

顺，毕节跟其他地区遗传背景较远。聚类分析结果

表明，聚类组的划分与菌株地理来源及寄主品种显

示一定的相关性。这可能是由于：第一，地理位置

较近的区域，对于辣椒疫霉菌来说其生存环境较为

相近，进化方向差异性小；第二，植物病原菌的致

病性变异，是寄主长期压力选择的结果，例如来自

安顺的 17 个菌株全部分离于安椒和陆丰 43 两个品

种，这两个品种已在安顺天龙镇的几个蔬菜基地中

种植多年，而分离自毕节的菌株则是来源于当地多

年种植的地方品种，结果另文发表。因此，应加强

新抗源的引进和广谱抗病品种的选育，进行栽培品

种的合理布局和轮换种植，避免因品种单一化种植

而引起病害大流行。 

3 材料与方法 
3.1 供试材料 

供试 72 个单孢菌株，分别从贵州省遵义、贵

阳、安顺、黔南、毕节和六盘水等地区(州, 市)所属

10 余个县乡的辣椒病株上分离，详见表 1。标准菌

株 A1 和 A2 由中国农业大学刘西莉教授馈赠。 
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表 4 贵州辣椒疫霉菌 RAPD-PCR 扩增结果的 UPGMA 聚类结果统计表 
Table 4 Statistics of 72 P. capsici isolates from Guizhou by UPGMA analysis on RAPD-PCR 
聚类组 

Cluster group 

贵阳 

Guiyang 

六盘水 

Liu P.S. 

遵义 

Zunyi 

黔南 

Qiannan 

毕节 

Bijie 

安顺 

Anshun 

菌株数 

No. 

寄主品种 

Host cultivar 
Ⅰ 2 5 5 0 0 0 12 遵义辣椒; 番茄; 甜椒 

Zunyi chilli; Tomato; Pimento 
Ⅱ 4 0 1 19 0 17 41 安椒; 黄皮牛角椒; 长辣系列; 长

研系列; 新甜椒 1号; 农丰 42; 洛
椒系列; 湘研 3 号 
Anjiao; Yellow skin horn pepper; 
Changla; Changyan; Xin pimento 
1; Nongfeng 42; Los pepper; 
Xiangyan 3 

Ⅲ 1 0 0 0 0 0 1 甜椒 
Pimento 

Ⅳ 4 1 6 1 0 0 12 遵义辣椒; 甜椒; 朝天辣; 独山线

椒; 湘研 4 号 
Zunyi chilli; Pimento; Pod pepper; 
Dushan cayenne pepper; Xiangyan 4

Ⅴ 0 0 0 0 2 0 2 大方皱椒 
Dafang zhoujiao 

Ⅵ 0 0 0 0 2 0 2 大方皱椒 
Dafang zhoujiao 

Ⅶ 2 0 0 0 0 0 2 山辣椒 
Rauwolfia 

总计 
Total 

13 6 12 20 4 17 72   

 
表 5 供试辣椒疫霉菌株来源 

Table 5 Sources of the tested isolates of Phytophthora capsici 

编号 菌株号 采集地点 采集时间(年) 编号 菌株号 采集地点 采集时间(年) 
No. Isolate No. Locality Time (Year) No. Isolate No. Locality Time (Year) 
1 PC-52-1 六盘水 

LiuP.S. 
2009 11 PC-62-2 遵义 

Zunyi 
2009 

2 PC-52-2 六盘水 
LiuP.S. 

2009 12 PC-62-1 遵义 
Zunyi 

2009 

3 PC-52-3 六盘水 
LiuP.S. 

2009 13 PC-50-1 遵义 
Zunyi 

2007 

4 PC-53-1 六盘水 
LiuP.S. 

2009 14 PC-50-2 遵义 
Zunyi 

2007 

5 PC-53-2 六盘水 
LiuP.S. 

2009 15 PC-50-7 遵义 
Zunyi 

2007 

6 PC-53-3 六盘水 
LiuP.S. 

2009 16 PC-30-2 遵义 
Zunyi 

2004 

7 PC-59-2 遵义 
Zunyi 

2009 17 PC-30-3 遵义 
Zunyi 

2004 

8 PC-16-3 遵义 
Zunyi 

2004 18 2012PC-5-2-1 遵义 
Zunyi 

2012 

9 PC-16-4 遵义 
Zunyi 

2004 19 PC-68-3 贵阳 
Guiyang 

2009 

10 PC-62-3 遵义 
Zunyi 

2009 20 PC-68-2 贵阳 
Guiyang 

2009 
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      续表 5
Continuing table 5

编号 菌株号 采集地点 采集时间(年) 编号 菌株号 采集地点 采集时间(年) 
No. Isolate No. Locality Time (Year) No. Isolate No. Locality Time (Year) 
21 PC-66-4 贵阳 

Guiyang 
2009 47 2012PC-14-2-3 安顺 

Anshun 
2012 

22 PC-68-1 贵阳 
Guiyang 

2009 48 2012PC-15-2-1 安顺 
Anshun 

2012 

23 PC-66-5 贵阳 
Guiyang 

2009 49 PC-47-1 黔南 
Qiannan 

2007 

24 PC-66-2 贵阳 
Guiyang 

2009 50 2012PC-12-1-1 黔南 
Qiannan 

2012 

25 2012PC-3-1-1 贵阳 
Guiyang 

2012 51 2012PC-12-2-1 黔南 
Qiannan 

2012 

26 2012PC-3-1-2 贵阳 
Guiyang 

2012 52 2012PC-12-3-1 黔南 
Qiannan 

2012 

27 2012PC-4-2-1 贵阳 
Guiyang 

2012 53 2012PC-12-4-1 黔南 
Qiannan 

2012 

28 2012PC-4-2-2 贵阳 
Guiyang 

2012 54 2012PC-13-1-1 黔南 
Qiannan 

2012 

29 2012PC-7-1-1 贵阳 
Guiyang 

2012 55 2012PC-11-1-1 黔南 
Qiannan 

2012 

30 2012PC-8-1-1 贵阳 
Guiyang 

2012 56 2012PC-11-10-1 黔南 
Qiannan 

2012 

31 2012PC-18-1-3 贵阳 
Guiyang 

2012 57 2012PC-11-11-1 黔南 
Qiannan 

2012 

32 2012PC-1-1-1 安顺 
Guiyang 

2012 58 2012PC-11-2-1 黔南 
Qiannan 

2012 

33 2012PC-1-2-1 安顺 
Anshun 

2012 59 2012PC-11-3-1 黔南 
Qiannan 

2012 

34 2012PC-1-3-1 安顺 
Anshun 

2012 60 2012PC-11-5-1 黔南 
Qiannan 

2012 

35 2012PC-1-4-1 安顺 
Anshun 

2012 61 2012PC-11-6-1 黔南 
Qiannan 

2012 

36 2012PC-1-5-1 安顺 
Anshun 

2012 62 2012PC-11-8-1 黔南 
Qiannan 

2012 

37 2012PC-1-6-1 安顺 
Anshun 

2012 63 2012PC-11-9-1 黔南 
Qiannan 

2012 

38 2012PC-1-7-1 安顺 
Anshun 

2012 64 2012PC-11-14-1 黔南 
Qiannan 

2012 

39 2012PC-1-8-1 安顺 
Anshun 

2012 65 2012PC-11-16-1 黔南 
Qiannan 

2012 

40 2012PC-1-9-1 安顺 
Anshun 

2012 66 2012PC-11-22-1 黔南 
Qiannan 

2012 

41 2012PC-1-10-1 安顺 
Anshun 

2012 67 2012PC-11-23-1 黔南 
Qiannan 

2012 

42 2012PC-2-1-1 安顺 
Anshun 

2012 68 2012PC-20-1-1 黔南 
Qiannan 

2012 

43 2012PC-1-16-1 安顺 
Anshun 

2012 69 PC-48-5 毕节 
Bijie 

2007 

44 2012PC-14-1-1 安顺 
Anshun 

2012 70 PC-49-1 毕节 
Bijie 

2007 

45 2012PC-14-1-2 安顺 
Anshun 

2012 71 PC-49-4 毕节 
Bijie 

2007 

46 2012PC-14-2-1 安顺 
Anshun 

2012 72 PC-48-1 毕节 
Bijie 

2007 
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3.2 交配型测定 

将标准交配型菌株及供试菌株分别在 CA 培养

基上培养一周，沿新鲜菌落边缘用灭菌打孔器分别

取直径相同的菌丝块，采用单孢菌落直接配对法培

养观察性器官的产生情况，方法详见(郑小波, 1997, 
中国农业出版社, pp.88-89)。 

3.3 基因组 DNA 的提取与 RAPD 分析 
将经过活化的单孢菌株接种于灭菌的 CA (200 

g 胡萝卜榨汁, 蒸馏水 1 000 mL)液体培养基、摇床

震荡(100 r/min)培养 7~10 d，用双层灭菌纱布收集

菌丝并置于65℃恒温箱干燥，取出后直接用于DNA
提取或-20℃保存备用。辣椒疫霉菌基因组 DNA 的

制备采用生工生物工程有限公司生产的 Ezup 株式

真菌基因组 DNA 抽提试剂盒提取 DNA，用 1%琼

脂糖胶检测浓度。从上海生工生物工程有限公司所

产的 100 个十核苷酸随机引物中筛选出条带扩增多

且清晰的31个随机引物对供试菌株进行PCR扩增。

RAPD-PCR 反应参考 Williams 等(1990)的方法，反

应体系总体积为 25 µL，包含 12.5 µL 2×Tap 
MasterMix、0.4 µmol/L 引物和 15~20 ng DNA 模板。

PCR 反应在 PTC -200 仪上进行，热循环反应参数

为：94℃预变性 2 min，94℃变性 1 min，36℃退火

30 S、72℃延伸 2 min，40 个循环，最后 72℃延伸

10 min，产物 4℃保存。凝胶扩增产物在含有

GoldviewⅠ的 1%琼脂糖凝胶中电泳 2.5h，经紫外

透射仪观察照相，所有引物均对受试菌株进行 3 次

重复扩增。 

3.4 数据处理 
3.4.1 交配型确定   

待测菌株的交配型按照如下标准确定：仅与

A1 交配型配对完成有性生殖的为 A2 交配型；仅与

A2 交配型配对完成有性生殖的为 A1 交配型；与

A1、A2 交配型配对均能完成有性生殖，但单株培

养不能完成有性生殖的为 A1,A2 交配型；与 A1、
A2 交配型配对均不能完成有性生殖的为 A0 交配

型；单株培养即可完成有性生殖的为 A1A2 交配型，

方法参考(郑小波, 1997, 中国农业出版社, pp.31)。 

3.4.2 多态性分析 
观察每个位点扩增条带的有无，有带记为“1”，

无带记为“0”，形成“0，1”数据构成的原始矩阵。利

用 NTSYS-PC Version 2.11 软件计算遗传相似系数，

采用非加权组平均法(UPGMA)进行 SAHN 聚类分

析，生成供试菌株间的遗传聚类图；利用 Popgene32
软件计算群体内及群体间 Nei's 和 Shannon's 多样性

指数。 
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