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禾谷镰孢菌!!微管蛋白基因克隆及其与多菌灵抗药性关系分析

陈长军 李 俊 祁之秋 王建新 周明国"

（南京农业大学植保学院 南京 #0$$:"）

摘 要：根据禾谷镰孢菌参考菌株 -GGH.0$1!（IJ90）的!9微管蛋白基因核苷酸序列设计 !对引物，采用 IKG方法克
隆并测序了禾谷镰孢菌（!"#$%&"’ (%$’&)*$%"’）对多菌灵（LMK）不同敏感性表型的 2个中国菌株的!9微管蛋白基因
全序列。N-)序列对照表明中国的 .个敏感菌株和 .个抗药菌株的!9微管蛋白基因核苷酸序列同源性没有差异，
多菌灵抗药性与!9微管蛋白无关。该基因全长 0/01O*，含有 2 个内元，编码 !!: 77；与 -GGH.0$1!的!9微管蛋白基
因核苷酸序列同源性为 ::P，存在 "个差异核苷酸，与其所编码的氨基酸序列同源性为 ::Q/1P；与其他 2种真菌

!9微管蛋白基因所编码的氨基酸序列同源性为 ./P R 12P。
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禾谷镰孢菌（!"#$%&"’ (%$’&)*$%"’）是中国小
麦赤霉病的主要致病真菌。中国长期以来主要采用

多菌灵在扬花期喷雾，取得了较好的防治效果。多

菌灵是具有内吸性的苯并咪唑类杀菌剂，一般使用

# R .年后，会出现许多抗药性病原菌［0 R .］。但中国
连续使用多菌灵防治小麦赤霉病近 #$年后，0::#年
才首次检测到对多菌灵具有抗性的禾谷镰孢菌田间

抗性菌株。尽管华东地区中、高抗药性菌株在群体

中的比例不断上升［!］，但其它地区至今仍没有关于

禾谷镰孢菌对多菌灵的抗性报道。

许多研究表明，苯并咪唑类杀菌剂的作用机制

是与病原菌的"9微管蛋白结合，阻止其与!9微管蛋
白组装微管或使已组装的微管解聚，使纺锥体不能

形成，阻止真菌细胞的有丝分裂［"］。对几种植物病

原菌抗药性的分子生物学研究表明，病原菌对苯并

咪唑类杀菌剂的抗药性主要是因编码"9微管蛋白
0:1 R #$$位氨基酸的单核苷酸突变，使 0:1 位的谷
氨酸改变为丙氨酸或甘氨酸或赖氨酸而表现高水平

抗药性，或使 #$$位苯并氨酸改变为酪氨酸而表现
中等水平的抗药性。这是因为单个氨基酸的改变导

致了蛋白质的三维构象改变，从而阻止或降低了药

剂与靶标结合［!，"］。在人工诱变菌株中除上述位点

外还涉及"9微管蛋白其它一些位点，如 02"、#"/ 等
位的氨基酸变异［2］。虽然遗传学研究表明，禾谷镰

孢菌对多菌灵的抗药性与其它许多真菌一样，是由

单个核基因控制的［/］，但是禾谷镰孢菌（ ! (
(%$’&)*$%"’）对多菌灵（K7+O4BD7>,<，LMK）的抗药
性机制并非像其它丝状真菌那样由于"9微管蛋白基
因突变所致［:，0$］。本文旨在进一步研究与"9微管蛋
白装配微管的另一组份!9微管蛋白基因是否发生
基因突变而导致该病原菌对多菌灵抗药性。

" 材料和方法

"#" 材料
"#"#" 供试菌株：用于!9微管蛋白克隆的 2 个菌
株，包括 .个野生敏感菌株 T6!.、T6#$.# 和 T6!.9#
（多菌灵的 ;K"$分别为 $Q"!0!#=5<H、$Q2#11#=5<H和

$Q1$0"#=5<H，菌株缩写为 S），0 个田间中抗菌株
T6"#（;K"$为 1Q1/22#=5<H，LG），0 个田间高抗菌株
U3$!（;K"$为 #$Q:!:"#=5<H，JG），0个室内诱导高抗
突变体 T6"#9/（;K"$为 #$Q22#$#=5<H，JG）。

"#"#$ 试剂：*V;L3 ;7WX %4EY&+为 I+&<4=7 公司产
品，)<*、Z9V7’、[I3V、D-3I 和 +$, 酶购于上海
S7B=&B公司。
"#$ 基因组 %&’提取
预培养的菌碟转入绿豆汤液体培养基（绿豆

#$=，去离子水 0$$$<H 煮沸 .$<,B，过滤，取上清即
可），#"\摇培 2D，产孢后将孢子转入 IS（马铃薯



!""#，蔗糖 !"#，去离子水 $"""%&，’()*+）中 !,"-.%/0
摇床培养 !1，收集菌丝，冻干，液氮研磨。取 "*!#菌
丝，加 +""!& 234 提取缓冲液（$""%%56.& &/76；
$"%%56.& 8294；$"%%56.& 9-/:;(76，’(+*"；$"#.&
<2<），充分震荡，)"=温育 )"%/0，用等体积的酚：氯
仿：异戊醇（!,：!>：$）抽提 ! 次至无中间层，上清液
加 $倍体积异丙醇沉淀，离心，干燥后溶于 ,"!& 98
（含 !"!#.%& ?34@:A），BC=水浴 !"%/0。取 ,!& 经
"*DE琼脂糖电泳检测。
!"# $%&方法分段扩增!’微管蛋白基因
根据小麦赤霉病菌全基因数据库禾谷镰孢菌参

考菌株 F(;$!;微管蛋白基因 234序列（GH"")BD*$
9I4;<J?K4 LMNM6/0!;OP@/0）设计 >对引物（表 $），其
中引物对 G>和 ?,及引物对!;G和 ?%扩增条件为
D>= ,%/0；D>= $%/0，,>= $%/0，C!= !*,%/0，B) 个
循环；C!= $,%/0。引物对!;?/和!;G/及引物对 G%
和!;?-的退火温度分别为 ,)= ! %/0，,,= $%/0，
其他条件同引物对 G> 和 ?,。F7?反应体系 ,"!&：
11(!J BC*,!&，139F "*!!%56.&，$" Q NMRRA-（$"%%56.&
9-/:;(76，,"%%56.& S76，"*$E 9-/L50 $""）,!&，K#76!
!%%56.&，F-/%A- T（所需扩增片段的上游引物）
$!%56.&，F-/%A- U（所需扩增片段的下游引物）
$!%56.&，!"# 聚合酶 !*,V，模板 234 $""0#。

表 ! 用于禾谷镰孢菌!’微管蛋白基因全序列
扩增的 $%&引物

9@N6A $ F-/%A-: :W0LPA:/XA1 R5- F7? 5R LPA!;LMNM6/0 #A0A
5R $ Y %&’"()*’"&+(

F-/%A-: F-/%A-
6A0#LP.N’

3MO6A5L/1A
’5:/L/50:!

<AZMA0OA: ,[ \ B[

?, $+ $>"" \ $BDB 99797HHH4H779HH94H

G> !$ C,) \ CC) 4H4H744H79HH4H9979H9H

!;G !$ $ \ !$ 49H7H9H4HH974994H7497

?% $+ $!), \ $!+$ 7H9747747HH9474474

!;?/ $+ )C, \ )D! 4444HH9H4HH44H7747

!;G/ $D B \ !$ H7H9H4HH974994H7497

G% !" +$! \ +B$ 7H4H7779474479794977

!;?- !, $C$+ \ $)D> 994H947974H77977447977974

!9PA O5--A:’501/0# ’5:/L/50 50 LPA 0MO6A5L/1A :AZMA0OA 5R LPA!;LMNM6/0 #A0A
R-5% $ Y %&’"()*’"&+( Y

!"( $%&扩增产物纯化和序列同源性分析
合成的 F7? 产物进行胶回收，分别与 ’H8K9

8@:W ]AOL5- 连接，转化 , Y -./) 2(,!，在含 4%’、T;
H@6和 ^F9H的 &I平板上筛选白色菌落，碱裂解法
提取质粒 234验证阳性克隆，由上海联合基因公司
完成测序，将测序结果用 I/5A1/L软件分析。

I/5A1/L分析序列，检索 HA0I@0_ 和 8KI& 基因
数据库，通过 I&4<9比较与参考菌株的!;微管蛋白
基因同源性和禾谷镰孢菌与其他常见真菌!;微管
蛋白基因的同源性，明确禾谷镰孢菌对多菌灵的抗

性和敏感菌株的基因之间有无核苷酸突变位点。

) 结果和分析

)"! 禾谷镰孢菌!’微管蛋白基因的序列分析
利用表 $中 >对引物对禾谷镰孢菌!;微管蛋白

基因分段扩增的 F7?产物，经测序，获得禾谷镰孢
菌的!;微管蛋白基因（基因登录号为 4U+)">$+）全
长 $C$+ N’，包含 ) 个内含子，分别起始于禾谷镰孢
菌!;微管蛋白基因编码的第 D、!!、B$、,C、!B>、!),
个氨基酸，大小分别为 D> N’、,) N’、)BN’、,!N’、
,"N’、,CN’。阅读框 H ‘ 7的 %56E为 ,>*$D，有 C个
编码区，分别位于 $ \ !,N’、$!" \ $)"N’、!!$ \
!>)N’、B"C \ B+BN’、>B) \ D),N’、$"$B \ $>BBN’、$>DB
\ $C$+N’间，共 $B," N’，编码 >>D个氨基酸，分子量
为 >D*DC_2，理论等电点（’^）为 >*D+，具有磷酸结合
位点（第 $>! \ $>+个氨基酸）和 H9F结合位点（第 )"
\ ),个氨基酸），多个 3;十四烷基化、蛋白质 7磷酸
化和酪蛋白"磷酸化位点。
)") 同源性比较
测定的 )个对多菌灵不同敏感性中国菌株的核

苷酸序列完全一致，说明中国菌株的!;微管蛋白基
因核苷酸序列保守性强。但通过 I&4<9与禾谷镰
孢菌参考菌株 3??&B$"+>!;微管蛋白基因全序列比
较，共发现 ,个差异核苷酸，>)D 位 7"9，,"D 位 H

"7，)BC位 7"H，$",)位 7"9，$$,+位 9"7，其
中 ,"D位核苷酸的差异，造成其编码的第 +!位丙氨
酸（H79）变成了脯氨酸（779）；其他 >个差异核苷酸
均在氨基酸三联密码字的第 B个核苷酸上，所编码
氨基酸没有改变；与 3??&B$"+>!;微管蛋白基因编
码的氨基酸序列同源性 DD*C+E。与该菌微管蛋白
基因家族的!! ;微管蛋白基因所编码的氨基酸序列
同源性最高（)DE），和其他成员所编码的氨基酸序
列同源性 !+E \ BCE；和其他微管蛋白基因的同源
性 >)E \ ,!E。与其它 ) 种真菌!;微管蛋白基因
所编码的氨基酸序列同源性在 BCE \ +)E（表 !）。
比较了禾谷镰孢菌对多菌灵的敏感和抗药菌株!;
微管蛋白基因的全序列，未发现任何位点的突变，表

明禾谷镰孢菌对多菌灵产生抗药性不是由于!;微
管蛋白基因发生点突变所致。
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表 ! 禾谷镰孢菌与其他 "种真菌的!#微管蛋白基因的同源性比较
!"#$% & ’()*"+,-(. (/ 01% 2%234%2 "),.( "4,2 -%53%.4% (/!603#3$,. 7%.% /+() ! 8 "#$%&’($#)% 9,01 01"0 /+() (01%+ -,:6-*%4,%- (/ /3.7,

;3.7, <")% (/ 7%.% =()($(7> "0 "),.(
"4,2 $%?%$@A

B44%--,(. .3)#%+ (/
7%.% ".2 *+(0%,.

!1% .3)#%+ ".2 -,C% (/
,.0+(.-

*&+,-./$+%$ 0$.+)/$,)% !D 603#3$,. EF G&HIJH，BBBEDEHHKD F（HL，DDL，DDI，MN，MH）

1-//(,-,#&02)% /$"(’$#&)% !& 603#3$,. HL B;I&DLJI，BBODDDMNKD E（ND，DDD，ED，JM，DE&，JL）

1 8 /$"(’$#&)% !D 603#3$,. ML B;I&DLJ&，BBODDDMHKD F（DN&，MI，EJ，JI ）

3(.,-#&$ ,#&,&0& !603#3$,. MH PDFJLN，’BBMFHFN F（DLI，DDN，JE，JH）

302&4-+$002$#-%50(+ .-%6( !D 603#3$,. EE OL&HFD，BBBIJIJLKD D（DNL）

3 8 .-%6( !& 603#3$,. EM OL&HF&，BBBIJIJDKD L

3$002$#-%50(+ 0(#(7&+&$( !I 603#3$,. IM G&HF&H，BBBBIJDHDKD Q Q Q Q Q Q Q Q!

8)#-+.-#$ 0#$++$ !9603#3$,. HE RMNFLF，’BBJJNFKD Q Q Q Q Q Q Q Q

3 8 0(#(7&+&$( !D 603#3$,. EJ G&HF&N，BBBIJDHLKD Q Q Q Q Q Q Q Q

! <( -0"0,-0,4 /,73+%- /(+ 01% /3$$6$%.701 .34$%(0,2% -%53%.4% (/ 7%.% 9"- .(0 (#0",.%28

$ 讨论
序列分析发现中国菌株和参考菌株 <SSTIDLHF

（U=6D）之间存在 J个差异核苷酸，可能是由于它们
所处的地理环境差异造成了遗传多样性。参考菌株

属于禾谷镰孢菌第七连锁群（T,.%"7%），是北美和欧
洲的优势种群，全世界均有分布，可引起大麦和小麦

的赤霉病［D&］。该菌株从美国的 G,41,7". 洲分离得
到，产孢能力强，对大麦和小麦具有很强的致病

力［DI］。

禾谷镰孢菌的微管蛋白基因家族是由!6、!& 6、

"6、#6和 D 个未命名的微管蛋白基因组成［DF］，它们
和微管相关蛋白基因等因子相互作用构成细胞内复

杂的微管网络系统，但!6微管蛋白基因在翻译后最
终能够形成同型（V-(0>*%）!6微管蛋白的数量及其在
时空上的表达规律等仍不清楚。

已知禾谷镰孢菌对苯并咪唑类杀菌剂的抗药性

不同于其它真菌由于!6微管蛋白的改变造成对该类
药剂的抗药性［N，DL］。也有一些报道表明，一些生物

的!6微管蛋白发生突变，也可引起对某些农药的抗
性，例如，二硝基苯胺类除草剂［DJ］（W,.,0+(".,$,.%）如
氟乐灵（!+,/$3+"$,.）和氨磺乐灵（X+>C"$,.）是作用于

!6微管蛋白的一类除草剂，杂草对其产生抗药性的
机制是由于!6微管蛋白基因（0"3D）编码的第 &IN位
苏氨酸（!1+）突变为异亮氨酸（V$%）和第 &EH 位甲硫
氨酸（G%0）突变为苏氨酸（!1+），在原纤丝中!6微管
蛋白 &IN位的苏氨酸靠近!6微管蛋白和!6微管蛋白
组成的异二聚体相互作用部位。但是，本研究表明

禾谷镰孢菌对苯并咪唑类杀菌剂的抗性与!6微管

蛋白无关。

虽 然 串 珠 镰 孢（ ! 8 %-’&/&:-#%( ）［DE］、! 8
/50-.(#+&0&［DM］和尖镰孢（! 8 -;5+.-#)%）［DH］对苯并咪唑
类杀菌剂的抗药性生化机制各不相同，但和其它大

多数病原真菌一样均是由于!6微管蛋白基因突变造
成对该类药剂的抗药性。禾谷镰孢菌的多菌灵抗性

菌株能够正常生长和发育，具有很高的适合度［DN］，

这说明该菌的抗药基因编码的蛋白可以降低与多菌

灵的结合，但还不足以引起抗药菌株生存能力的下

降。禾谷镰孢菌对多菌灵抗性菌株和敏感菌株的

!6、"6微管蛋白基因没有发生突变，因此可以进一步
从!& 6和#6微管蛋白和微管相关蛋白等基因探寻禾
谷镰孢菌对多菌灵的抗药性基因。
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