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摘要：【目的】检测不同马铃薯产区晚疫病菌基因型的特征，揭示马铃薯晚疫病菌群体的进化潜能和演替。【方

法】用已开发出来的微卫星标记（SSR）对云南省 23 个马铃薯产区的晚疫病菌群体的遗传结构进行研究。【结果】

在两个SSR位点 Pi4B和 Pi4G上共检测到8个等位基因，占优势的等位基因是218和 161，基因频率分别为84.02%、

32.52%。在分析的 235 个云南晚疫病菌菌株中，检测到 18 个不同的 SSR 基因型，其中 8 个新的 SSR 基因型谱系

H-03、H-04、H-05、H-06、H-07、I-01、J-01 和 K-01 被首次检测到；SSR 基因型 D-03、D-05、H-01 和 H-05 是

云南马铃薯晚疫病菌群体的优势谱系，在云南的群体中所占的比例分别为 20.85%、22.98%、15.32%和 19.57%，分

布于云南的大部分马铃薯产区。【结论】云南马铃薯晚疫病菌群体遗传多样性在地理分布上差异明显，滇中多季作

种植区晚疫病菌群体显示了较高的遗传多样性，滇南冬播作一季种植区群体结构单一。有证据表明中国云南晚疫

病菌群体与其它国家 20 世纪 80 年代后出现的晚疫病菌群体在遗传上存在关联。 
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Abstract:【Objective】This study was performed to detect the genotypic characteristics of Phytophthora infestans populations 

and reveal the evolutionary potential and replacement of pathogen. 【Method】 The population genetic structure of P. infestans of 
potato collected from twenty three potato regions in Yunnan was analyzed based on the developed microsatellite markers (SSR).
【Result】 Eight alleles were detected on two SSR loci, Pi4B and Pi4G, from Yunnan populations. The 218 and 161 alleles were 
predominant SSR ones among eight alleles and the gene frequency was 84.02% and 32.52%, respectively. Total eighteen different 
SSR genotypes were determined among 235 isolates and eight new SSR genotypic lineages, H-03, H-04, H-05, H-06, H-07, I-01, 
J-01 and K-01, were firstly detected worldwide. The SSR genotypes, D-03, D-05, H-01 and H-05, were main lineages among 
populations, which spread out most potato production regions, having genotypic ratio 20.85%, 22.98%, 15.32% and 19.57%.
【Conclusion】The geographical distribution of genotypic diversity of P. infestans populations is different significantly in Yunnan. 
The genetic diversity of P. infestans populations in middle multiple cropping zones is high, however, that in south winter planting 
zones is low. The strong genetic evidence shows that the populations of P. infestans in Yunnan are related to those of other countries 
occurred after the second worldwide migration of P. infestans.   
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0  引言 

【研究意义】群体遗传结构反映了病原真菌、卵 

菌的进化史及其演替潜能，认识植物病原真菌、卵菌

的群体特征及其演替潜能对抗病育种以及开发更有效

的病害控制策略具有重要的意义。【前人研究进展】
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基于 DNA 分子的标记技术在植物病原菌的系统分 
类、鉴定诊断、病原菌的群体遗传以及病原菌的毒   
性变异机制等研究中发挥了重要作用[1,2]。微卫星标记

（microsatellite markers or simple sequence repeats，
SSR），是近年发展起来的一种新型的 DNA 标记，以

1～6 bp 的短核苷酸为基本单位，呈串联重复状广泛分

布于生物体整个基因组，由于重复单元数目不同而呈

现高度多态性。具有多态性高、共显性遗传、重复性

高、易检测等优点，在分子标记辅助育种、构建遗传

图谱、度量物种遗传多样性及系统发育等研究中显示

出巨大的优势[3]。自从 20 世纪 80 年代初期在墨西哥

以外的地区发现晚疫病菌 A2 交配型后，对晚疫病菌

群体遗传多样性、起源、进化和变异的研究成为植物

病理学研究的热点领域之一[4~6]。Tooley 等[7]首先使用

等位酶标记如 6-磷酸葡萄糖异构酶（GPI）和肽酶

（PEP）对晚疫病菌有性和无性群体的特征进行了分

析。此后，随着新的标记技术的发展，许多学者先后

用 RFLP、RAPD、AFLP 和 SSR 等标记技术分别对北

美洲、南美洲、西欧、东欧、北欧、中东、东亚、非

洲等许多国家和地区晚疫病菌群体的遗传多样性、群

体的起源进化及演替进行了研究，世界各地晚疫病菌

群体的遗传结构发生了巨大的变化[8~12]，而这些变化

与晚疫病菌历史上的第二次全球迁移密切相关[8,9,13,14]。

中国是世界上马铃薯种植面积最大的国家，每年因晚

疫病造成的损失达 10 亿美元以上[15]，但直到 1996 年

张志铭等[16]首次报道了在中国山西和内蒙古发现晚

疫病菌 A2 交配型以后，才激发了中国研究人员对晚

疫病菌群体组成的关注。近年来中国在晚疫病菌交配

型、生理小种组成以及甲霜灵敏感性等方面已开展了

一些研究[17~21]。【本研究切入点】尽管包括 A2 交配

型在内的“新”群体已在中国马铃薯产区晚疫病的发

生和流行中起作用，然而迄今为止，对中国晚疫病菌

群体遗传特征的了解却非常有限[22~25]；对中国晚疫病

菌群体与其它国家群体之间的联系尚不清楚。【拟解

决的关键问题】本研究利用微卫星标记首次对云南省

马铃薯晚疫病菌群体遗传特征进行研究，以期对云南

的晚疫病菌群体遗传多样性进行监测，明确云南晚疫

病菌的基因型组成，探索云南晚疫病菌群体可能的起

源、迁移和进化。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

1.1.1  供试菌株  供试晚疫病菌菌株 235 个。根据云 

南马铃薯主要种植区划[22]，即滇东北、滇西北马铃薯

大春作一季种植区、滇中马铃薯多季作种植区和滇南

马铃薯冬作一季种植区的划分，2000 年 7 月～2003
年 11 月从 23 个马铃薯产区采集晚疫病病样，分离纯

化所得。 
1.1.2  标准基因型菌株及基因组 DNA  用作 SSR 标

记的标准基因型菌株由荷兰瓦格宁根大学 Govers 博

士惠赠；US-1、US-8 等已知基因型标准菌株的全基因

组 DNA 由国际马铃薯中心 Nelson 博士惠赠。 
1.1.3  病原菌基因组 DNA 提取  晚疫病菌全基因组

DNA 采用 Goodwin 等[8]的方法进行提取。 
1.2  试验方法 
1.2.1  PCR 扩增反应  选择晚疫病菌两个微卫星位

点 Pi4B 和 Pi4G 进行 PCR 扩增，按照 Knapova 等[26]

报道的程序进行。反应体系为 25 µl，扩增程序为：94℃
预变性 3 min，94℃变性 40 s，58℃退火 40 s，72℃延

伸 20 s，35 个循环，最后 72℃延伸 10 min。扩增反应

在 PCR 扩增仪（PTC-200 Peltier Thermal Cycler）上进

行。各引物对的 PCR 反应分别进行 2 次，并进行 1.5%
琼脂糖凝胶电泳检查扩增效果。 
1.2.2  非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳及银染检测  
PCR 扩增产物与适量上样缓冲液混匀后，取 5～8 µl
上样于 8%的非变性聚丙烯酰胺凝胶，200 V 电泳 3～
4 h。参考《现代分子生物学实验技术》提供的方法进

行银染。银染好的聚丙烯酰胺凝胶用 X 胶片观察灯进

行条带的读取。 
1.2.3  基因型的命名  将可重复的带型列入统计范

围，对比用作参照的已知基因型，根据在两个微卫星

位点上的各个等位基因出现带型与否，按照 Knapova
等[26]报道的命名原则对各个菌株的 SSR 基因型进行

命名。 
1.2.4  遗传多样性的数据处理  根据在两个微卫星

位点上 11 个等位基因银染带型的有无，转换为二进制

数据，有条带的赋值为“1”，无条带的赋值为“0”。 
POPGENE 1.32 版软件被用于计算等位基因频率

和Shannon多样性指数等群体遗传学参数。NTSYS-PC 
2.0 版软件包被用于计算遗传相似性和聚类分析。根

据公式 Sxy=2Nxy/（Nx+Ny）计算各 SSR 基因型间的

相似系数，其中 Nxy 代表基因型 X 与 Y 共有的带数，

Nx 代表 X 基因型的总带数，Ny 代表 Y 基因型的总带

数。根据所得的相似性结果以非加权算术平均组对法

（ unweighted pair-group method with arithmetic 
averages，UPGMA）进行聚类分析，自动生成树状图。 
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2  结果与分析 

2.1  云南马铃薯晚疫病菌的 SSR 等位基因及基因频

率 
对 2000～2003 年从云南省 23个马铃薯产区获得

的晚疫病菌 SSR 标记的结果表明：在两个 SSR 位点

Pi4B 和 Pi4G 上共检测到 8 个等位基因，其中 Pi4B 位

点上检测到等位基因 206、214、218 和 226；Pi4G 上

检测到等位基因 159、161、163 以及 1 个无效的等位

基因（Null），主要的等位基因是 214、218、159 和

161，基因频率分别为 75.59%、84.02%、23.09%和

32.52%。从云南现存的晚疫病菌群体中，在位点 Pi4G
上检测到无效等位基因（null），其基因频率为 3.02%。

把测定的全部235个云南晚疫病菌菌株作为1个群体，

其基因多样性的 Shannon 指数平均值为 0.2795，参见

表 1。
 

表 1  云南晚疫病菌群体中两个微卫星位点等位基因频率及多样性 

Table 1  Frequency and diversity of alleles of two microsatellite loci of P. infestans population in Yunnan 

SSR 位点 
SSR locus 

等位基因 
Alleles 

菌株数 
Number of isolates 

基因频率 
Gene frequency 

基因多样性 
Gene diversity 

Shannon 指数 
Shannon’s index 

206 235 0.3035 0.4228 0.6138 

214 235 0.7559 0.3690 0.5557 

218 235 0.8402 0.2685 0.4393 

Pi4B 

226 235 0.0064 0.0127 0.0387 

157 235 0.0000 0.0000 0.0000 

159 235 0.2309 0.3552 0.5404 

161 235 0.3252 0.4389 0.6307 

163 235 0.0259 0.0504 0.1201 

165 235 0.0000 0.0000 0.0000 

177 235 0.0000 0.0000 0.0000 

Pi4G 

无效等位基因 Null 235 0.0302 0.0587 0.1356 

平均 Mean  235  0.1797 0.2795 

 
2.2  云南晚疫病菌 SSR 基因型组成及遗传多样性 

除了用作参照的 SSR 基因型 C-01（US-8）和 D-02
（US-1）谱系和标准菌株外，分析的 235 个云南晚疫

病菌菌株中，18 个不同的 SSR 基因型被检测到，其中

8 个新的 SSR 基因型谱系 H-03、H-04、H-05、H-06、
H-07、I-01、J-01 和 K-01 被首次检测到，在用于 SSR
标记分析的群体中没有检测到 C-01 和 D-02 基因型。

参见表 2 及图 1。云南晚疫病菌群体遗传多样性在地

理分布上差异明显，SSR 基因型 D-03、D-05、H-01
和 H-05 是云南晚疫病菌群体的主要谱系，在云南的

群体中所占的比例分别为 20.85%、22.98%、15.32%
和 19.57%，分布于云南的大部分马铃薯产区。滇东北、

滇西北大春一季作种植区和滇中多季作种植区拥有全

部已检测到的 18 个 SSR 基因型谱系，表现为较高的

遗传多样性，尤其是滇中多季作种植区内的嵩明和昆

明，分别有 13 个和 7 个不同的 SSR 基因型谱系，分

布着 13 个不同的 SSR 基因型谱系，占云南晚疫病菌

基因型的 72.2%，群体结构较为复杂。滇南冬播作一

季种植区则只有 D-03、H-03 和 H-05 3 个谱系，群体 
结构相对比较简单。 

云南晚疫病菌 18 个 SSR 基因型谱系的相似率水

平介于 36%～89%，亲缘关系树状图如图 2 所示，可

以看出，取相似率为 0.62 时，包括 2 个参照在内的 20
个 SSR 基因型可以划分为 6 个组群，即 A-03、F-01、
D-03、H-05、D-06、H-07、I-01 和 J-01 归属于组群Ⅰ；

B-03 和 G-02 归属于组群Ⅱ；D-01、H-03、D-02、H-04
和 H-06 归属于组群Ⅲ；D-05、H-01 和 F-03 归属于组

群Ⅳ；C-01 归属于组群Ⅴ；K-01 归属于组群Ⅵ。在

大部分马铃薯产区广泛分布的优势遗传谱系 D-03 和

H-05、D-05 和 H-01 亲缘关系较近；用作参照的 D-02
与 H-04、H-06 亲缘关系较近；C-01 与自育型的 K-01
谱系较为特殊，与其它谱系的亲缘关系较远，分别被

聚类为单独的组群。聚类分析的结果还显示 SSR 基因

型与交配型或毒力结构之间没有明显相关性（数据未 
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图 1  云南马铃薯晚疫病菌 SSR 基因型的地理分布 

Fig. 1  Geographical distribution of different SSR genotypic lineages of P. infestans of potato in Yunnan 
 

 
 
图2  云南晚疫病菌群体不同SSR基因型的亲缘关系树状图 

Fig. 2  Genetic similarity and UPGMA dendrogram of SSR 

genotypic lineages of P. infestans population in Yunnan 

 
显示）。 

3  讨论 

自 20 世纪 80 年代在除墨西哥以外的地区检测到

晚疫病菌 A2 交配型以来，基于等位酶、mtDNA 单倍

型和 RG57 探针的标记被广泛用于晚疫病菌群体的遗

传多样性及其演替规律的研究，从分子水平上揭示了

晚疫病菌的遗传多样性分化、基因漂流、有性生殖以

及“新”、“旧”群体在全球范围内的产生、迁移和

替代[8,9,27~36]。 
本研究首次用 SSR 标记对 2000～2003 年云南晚

疫病菌的群体遗传多样性进行了研究。从云南省 23
个马铃薯产区获得的晚疫病菌菌株在两个SSR位点上

检测到 8 个等位基因，组成 18 个不同的 SSR 基因型

谱系，其中基因型 D-03、D-05、H-01 和 H-05 是优势

谱系，分布于云南的大部分马铃薯产区，与 Knapova
等[26]研究的 1996～1997 年瑞士和法国群体中 A-03 和

A-06 基因型是马铃薯晚疫病菌的优势谱系有所不  
同。但是 A-03、B-03、D-03、D-05、D-06、F-01 和

G-02 等 7 个基因型是云南和瑞士、法国共有的基因型

谱系，与荷兰、墨西哥和美国 20 世纪 80 年代以后收

集的菌株也存在相同的基因型，如 H-01、D-02、D-03
和 D-05[26]，而在这些不同国家检测到的相同 SSR 基

因型均是伴随 20 世纪 80 年代晚疫病菌第二次全球迁

移发生以后出现的“新”群体，表明中国云南的晚疫

病菌群体和这些国家的晚疫病菌群体存在着关联，这

些相同的基因型在多个地区通过独立起源（如突变、

准性生殖、有性生殖）同时进化而来的可能性较小，
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表 2  云南晚疫病菌群体 SSR 基因型组成、基因型频率及地理分布 

Table 2  Distribution and frequency of SSR genotypes of P. infestans population in Yunnan 
基因位点 Pi4B 
Pi4B locus 

基因位点 Pi4G 
Pi4G locus 

基因型 
Genotype 

206 214 218 226 157 159 161 163 165 177

菌株数 
Number of 
isolates 

基因型 
频率(%) 

Frequency of 
genotype 

地理分布 
Geographical distribution 

马铃薯

区划 
Potato 
region 

A-03   +    +   2 0.85 宣威、嵩明 Xuanwei, Songming AB 

B-03  +     +   2 0.85 嵩明 Songming B 

C-01  +  +  +    + 1  US-8 参照 Reference  

D-01  + +       4 1.70 沾益、嵩明 Zhanyi, Songming AB 

D-02  + +     +  1  US-1 参照 Reference  

D-03  + +    +   49 20.85 昭通、鲁甸、彝良、宣威、会泽、陆良、嵩明、寻

甸、禄劝、昆明、元谋、芒市、陇川 Zhaotong, 
Ludian,Yiliang, Xuanwei, Huize, Songming, Xundian,
Luquan, Kunming, Yuanmou, Mangshi, Longchuan 

ABC 

D-05  + +   +    54 22.98 昭通、鲁甸、宣威、会泽、沾益、中甸、嵩明、昆

明、禄劝 Zhaotong, Ludian, Xuanwei, Huize, Zhanyi,
Zhongdian, Songming, Kunming, Luquan 

AB 

D-06  + +   + +   1 0.42 彝良 Yiliang A 

F-01 +  +    +   9 3.83 陆良、师宗、丽江、嵩明、昆明 Luliang, Shizong, 
Lijiang, Songming, Kunming 

AB 

F-03 +  +   +    1 0.42 师宗 Shizong A 

G-02 + +     +   3 1.28 丽江、嵩明 Lijiang, Songming AB 

H-01 + + +   +    36 15.32 昭通、彝良、宣威、会泽、陆良、中甸、嵩明、昆

明、大理 Zhaotong, Yiliang, Luliang, Zhongdian, 
Songming, Kunming, Dali 

AB 

H-03 + + +       10 4.26 昭通、彝良、会泽、沾益、嵩明、昆明、盈江  
Zhaotong, Yiliang, Huize, Zhanyi, Songming, 
Kunming, Yingjiang 

ABC 

H-04 + + +     +  2 0.85 彝良、宣威 Yiliang, Xuanwei A 

H-05 + + +    +   46 19.57 昭通、鲁甸、彝良、镇雄、会泽、沾益、陆良、中

甸、丽江、嵩明、寻甸、东川、昆明、楚雄、盈江、

芒市、陇川  
Zhaotong, Ludian, Yiliang, Zhenxiong, Huize, Zhanyi, 
Luliang, Zhongdian, Lijiang, Songming, Dongchuan, 
Kunming, Chuxiong, Yingjiang, Mangshi, Longchuan

ABC 

H-06 + + +    + +  10 4.26 昭通、宣威、嵩明、昆明、建水  
Zhaotong, Xuanwei, Songming, Kunming, Jianshui 

ABC 

H-07 + + +   + +   3 1.28 彝良、陆良 Yiliang, Luliang A 

I-01   + +   +   1 0.42 嵩明 Songming B 

J-01  + + +   +   1 0.42 嵩明 Songming B 

K-01 +   +  + +   1 0.42 禄劝 Luquan B 

A：滇东北、滇西北大春作一季种植区；B：滇中多季作种植区；C：滇南冬播作一季种植区 
A: North-east and north-west spring planting zones; B: Middle multiple cropping zones; C: South winter planting zones 

 

很可能是通过迁移传播而来的，与晚疫病菌的第二次

全球迁移密切相关[9,10,13~14]。这也与 80 年代末期以后

云南从荷兰等西欧国家和外省大量输入种薯的贸易事

件相符。由于目前用 SSR 标记分析的全球晚疫病菌群

体特征的数据还十分有限，尚不能确切地知道云南检

测到的 8 个新的 SSR基因型是通过迁移而来或是独立

起源的，但其中有 5 个新的基因型主要是在 A1、A2
交配型共存的昆明、嵩明和宣威被检测到，存在有性

生殖产生新基因型的可能[37]。 
云南晚疫病菌群体多样性在地理分布上差异明

显，滇东北、滇西北大春一季作种植区和滇中多季作

种植区拥有为较高的遗传多样性，尤其是滇中多季作
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种植区内的嵩明和昆明，这两个马铃薯产区也是晚疫

病菌 A1、A2 交配型共存的地区，群体结构较为复杂，

可能与潜在发生的有性生殖有关。而滇南冬播作一季

种植区是最近农业产业结构调整后才逐渐种植马铃薯

的，该区内的盈江、陇川、芒市只有 D-03 或 H-04 两

个遗传谱系，群体结构相对单一，而这两个谱系正是

滇东北、滇西北大春一季作种植区和滇中多季作种植

区的优势基因型，很可能是通过种薯带菌迁移（基因

漂流）后，经过奠基者效应定殖的，与滇南地区每年

从滇中或滇西北大量调运种薯的种植习惯相符。 
在滇中多季作种植区内没有检测到与发生有性生

殖表现出的遗传多样性非常丰富的基因型，目前看来，

可能与几个因素有关：（1）有性生殖产生了遗传多样

性丰富的基因型，但在随后的年份中由于随机遗传漂

变未检测到或有性生殖形成的卵孢子在云南马铃薯产

区成功建立后代群体的数量有限；（2）“Red Queen”
的产生，有性生殖产生的后代中出现了有高度寄生适

合度的“Red Queen”，在各地群体的演替中迅速替代

其它的基因型谱系，导致遗传多样性降低[38]。最近云

南马铃薯产区晚疫病菌的群体遗传结构发生戏剧性的

变化，“Red Queen”可能是原因之一[23]。（3）基因

漂流阻止了遗传分化，由于云南各个马铃薯产区间种

薯调运频繁，一旦有寄生适合度较高的遗传谱系，很

可能随种薯传播到各地，通过演替成为当地的优势群

体。（4）采样策略及检测的样本量，样本大小与所检

测出的SSR位点的等位基因数及整体基因丰富度均呈

正相关。由于诸多原因的限制，本研究各个产区用于

SSR 标记分析的样本数量有限，更多类型的基因型可

能没有在检测的样本中体现出来。因此, 在进行遗传

多样性分析时要充分考虑样本量对不同遗传多样性度

量指标的影响。 
此外，为了便于与 Knapova 等[26]的研究结果进行

比较，本研究用于遗传标记的 SSR 位点数量较少，检

测到的等位基因是有限的，可能会导致云南晚疫病菌

群体遗传多样性的真实丰度偏低。故基于目前可供利

用的晚疫病菌基因组序列，更多具有多态位点的 SSR
标记需要进一步被开发[39]。 

在自然和农业生态系统下，植物病原真菌、卵菌

的群体大小、随机遗传漂变、基因漂流、生殖方式、

选择作用以及病原菌互作后出现的准性生殖、突变等

现象都将引起病原物的群体组成和遗传结构发生改 
变[9,40]。因此，即时监测、追踪其群体的动态及演化

趋势，对指导发展和制定植物病害新的有效控制策略 

有重要的科学意义和价值。 

4  结论 

4.1  从云南省 23 个马铃薯产区获得的晚疫病菌菌株

检测到 18 个不同的 SSR 基因型谱系，其中 4 个基因

型是优势谱系，分布于云南的大部分马铃薯产区。首

次检测到 8 个新的 SSR 基因型谱系。聚类分析揭示了

在云南检测到的 18 个 SSR 基因型的亲缘关系。 
4.2  云南马铃薯晚疫病菌群体遗传多样性在地理分

布上差异明显，滇中多季作种植区群体组成最为复杂，

遗传多样性丰度较高；滇南冬播作一季种植区群体结

构单一，迁移在群体的演替中起主要作用。 
4.3  中国云南的晚疫病菌群体和其它国家 20世纪 80
年代后出现的晚疫病菌群体存在着较多相同的基因

型，与晚疫病菌的第二次全球迁移事件密切相关。 
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