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　　摘要：致病疫霉（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｉｎｆｅｓｔａｎｓ）是马铃薯晚疫病的病原菌，对世界马铃薯的生产造成严重影响。ＡＴＰ６编
码ＡＴＰ合酶α亚基的第６个亚单位，对 ＡＴＰ合酶的功能及生物的生存生殖至关重要。本研究对来自我国７个群体
１４０株马铃薯晚疫病菌的ＡＴＰ６基因进行核苷酸序列及其遗传结构和地理因素（海拔、经度和年平均气温）的相关分
析。结果表明：７个群体中只有２种单倍型Ｈａｐｌ－１和Ｈａｐｌ－２，其中Ｈａｐｌ－１在群体中所占比例与当地的海拔呈显著
正相关，与年平均气温和经度呈显著负相关，而Ｈａｐｌ－２在群体中的比例与当地的海拔、年平均气温和经度的相关正
好与Ｈａｐｌ－１相反。群体间的遗传分化度（ＦＳＴ）与群体间直线距离呈显著正相关（ｒ＝０．６５９，Ｐ＝０．００１）。本研究表

明，马铃薯致病疫霉ＡＴＰ６基因单倍型分布和群体地理因素之间具有显著相关关系，该结果为了解致病疫霉的进化趋
势和致病疫霉的防治提供了理论依据。
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　　马铃薯晚疫病是由致病疫霉（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｉｎｆｅｓｔａｎｓｄｅ
Ｂａｒｙ）引起的毁灭性病害，可侵染马铃薯和番茄等茄科植
物［１－２］，每年造成直接经济损失高达百亿美元［３－４］。２１世纪
以来，随着马铃薯种植面积的不断扩大，我国马铃薯种植面积

和产量已居世界第一，马铃薯已经成为全球性食物，是水稻、

小麦和玉米之后的全球第四大粮食作物［５－６］。

线粒体基因组的突变率低，单亲遗传，常被用于研究生物

的进化模式［７－１０］。目前为止，已有超过１５０个植物、动物、真
菌、原生生物的线粒体基因组被测序［１１］。因此，通过了解线

粒体基因遗传多样性有助于了解致病疫霉群体结构和变异特

点，进而探究不同地理区域下的群体遗传结构。

马铃薯生产具有较强的地域性，在全国不同地区形成各

具特色的栽培方式和栽培类型，从生产上来看，中国马铃薯的

生产栽培区域为４个，分别是北方一季作区、中原二季作区、
南方冬作区、西南混作区［１２］，各地理区域气候特征差异较大。

胡珍珠等对我国北方马铃薯主产区致病疫霉群体遗传结构进

行分析，结果表明，我国北方马铃薯生产区致病疫霉群体存在

较为丰富的遗传多样性，且其遗传多样性与地理来源密切相

关［１３］；云南马铃薯晚疫病群体遗传多样性在地理分布上也存

在差异显著［１４］；气候变暖对马铃薯晚疫病发生发展的影响研

究表明马铃薯晚疫病的发生发展与流行的适应气象条件，单

因子作用并不显著［１５］；短暂的温度起伏也会导致个体产生不

同的表型［１６］；同时，随着地区年均温的改变加剧会导致更多

的遗传变异［１７－１８］；经纬度、海拔、年平均气温、降水量以及紫

外强度对当地马铃薯晚疫病菌的发生造成很大的影响［１９－２１］。

本研究对我国７个不同地理环境的致病疫霉菌群体的 ＡＴＰ６
基因进行遗传多样性分析，以探究致病疫霉遗传多样性的空

间分布以及遗传结构与地理因素（海拔、经度和年均温）的相

关性，以期为晚疫病的防控提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　供试菌株
根据ＳＳＲ基因型的不同从源自我国云南曲靖（２０１０年）、

广西南宁（２０１０年）、贵州安顺（２０１１年）、福建福州（２０１０
年）、福建霞浦（２０１１年）、甘肃定西（２０１０年）和宁夏渭源
（２０１０年）７个马铃薯栽培地区，共计８１５株致病疫霉菌中选
取１４０株无性系，寄主均为马铃薯。
１．２　方法
１．２．１　样本的采集与纯化　在发病区选１块田地，病株间隔
２ｍ以上，每个病株上选择具有典型症状的单个病斑的病叶，
在水琼脂培养基上保湿培养１２～２４ｈ，用接菌针挑取单根菌
丝，接种于含抗生素（利福平１０ｍｇ／Ｌ、氨苄青霉素１００ｍｇ／Ｌ）
的选择性黑麦培养基上［２２］。

１．２．２　培养基的制备　黑麦培养基的配置：将５０ｇ黑麦浸
泡１２ｈ，匀浆机粉碎，６０℃水浴浸泡２ｈ，４层纱布过滤，定容
至１Ｌ并且加入１２ｇ琼脂糖加热溶化，于 １２１℃高压灭菌
２０ｍｉｎ。冷却到６０℃左右倒平板，接菌后在１８℃避光培养
７～１０ｄ。将纯化的菌株接种到黑麦冻存管或者黑麦培养基
斜面上，１３℃避光长期保存菌种［２３］。

１．２．３　致病疫霉ＤＮＡ的提取和线粒体 ＡＴＰ６基因的扩增　
收集在黑麦培养基中培养１０ｄ的致病疫霉菌丝，冷冻干燥并
且粉碎后使用 ＢＩＯＭＩＧＡ试剂公司订购的 ＢｉｏＭＩＧＡＰｌａｎｔｇ
ＤＮＡＫｉｔ（ＧＤ２６１１－０２２５０ｐｏｅｐｓ）试剂盒提取ＤＮＡ，将提取的
基因组ＤＮＡ保存于－４０℃备用。利用ＤＮＡＭＡＮ以及Ｐｒｉｍｅｒ
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Ｐｒｅｍｉｅｒ５软件设计并在上海铂尚生物技术有限公司合成引
物 （Ｆ，５′－ＧＡＡＧＣＴＧＣＴＧＣＡＴＧＧＴＡＴＴＧＧ －３′；Ｒ，５′－
ＧＣＧＡＣＣＴＡＴＡＧＣＧＴＣＡＣＡＡＧＣ－３′），对致病疫霉７个群体的
ＡＴＰ６基因片段进行扩增。ＰＣＲ采用 ＢｌｅｎｄＴａｑＤＮＡ聚合酶
进行扩增，ＰＣＲ反应在 ＬｉｆｅＰｒｏＴｈｅｍｅｒａｌＣｙｃｌｅｒＰＣＲ仪上进
行。反应体系为２５μＬ，包括 １μＬ模板 ＤＮＡ、０．２５μＬＴａｑ
ＤＮＡ聚合酶、２．５μＬｄＮＴＰ、２．５μＬ１０×ｂｕｆｆｅｒ，加无菌水补至
２５μＬ。ＰＣＲ扩增程序为：９４℃３ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，５５℃５０ｓ，
７２℃９０ｓ，循环３５次；７２℃１０ｍｉｎ。将ＰＣＲ产物进行１．２％
琼脂糖凝胶电泳后，利用 Ｇ：ＢＯＸ凝胶成像系统进行观察
拍照。

１．２．４　测序和数据处理　将琼脂糖凝胶电泳检测结果中条
带单一的ＰＣＲ扩增产物样品送于上海铂尚生物有限公司进
行ＰＣＲ产物测序。将测序所获得的序列通过ＤＮＡＭＡＮ软件
进行拼接，使用ＭＥＧＡ５．０５［２４］软件中的Ｍｕｓｃｌｅ（Ｃｏｄｏｎｓ）子程
序进行多重比对。通过 ＮＣＢＩ在线 ＢＬＡＳＴ比对验证同源性，
利用ＤｎａＳＰ５．１０．１［２５］软件分析致病疫霉遗传多样性参数来
评估遗传多样性，包括单倍型数（ｎｕｍｂｅｒｏｆｈａｐｌｏｔｙｐｅｓｄｅｔｅｃ
ｔｅｄ，Ｈ）、核苷酸多样性（ｎｕｃｌｅｏｔｉｃｉｄｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ，π）、单倍型多样
性（ｈａｐｌｏｔｙｐｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈｄ）、多态性位点数（ｎｕｍｂｅｒｏｆｓｅｇｒｅ
ｇｅｔｉｎｇｓｉｔｅ，Ｓ）等［２６－２７］。利用 Ａｒｌｅｑｕｉｎｖ３．４．１．３［２８］软件计算
群体间ＦＳＴ，根据ＦＳＴ的值来判断群体分化程度。采样地点当
年的年平均气温、海拔以及经度则通过 ＷｏｒｌｄＣｌｉｍａｔｅ
（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｗｏｒｌｄ－ｃｌｉｍａｔｅ．ｃｏｍ）以及 ＧｏｏｇｌｅＥａｒｔｈ（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｅａｒｔｈｏｌ．ｃｏｍ／）来查询［２９］，同时利用经纬度距离计算器来

计算采样点之间的直线距离。

２　结果与分析

全国７个群体中只出现２个多态性位点（表１）。单倍型
多样性（Ｈｄ）在地区间存在差异，福州、霞浦、甘肃、宁夏、云南
群体的单倍型多样性（Ｈｄ）值均小于０．５，核苷酸多样性（π）
值均小于０．００５，然而贵州、广西群体的单倍型多样性值大于
０．５，但是核苷酸多样性值仍然小于０．００５。通过对７个群体
的单倍型多样性比较发现，贵州群体的单倍型多样性平均值

最高，为０．５２５，云南群体的单倍型多样性平均值最低，为
０．１１１。贵州群体ＡＴＰ６基因表现出较高的遗传多样性，云南
群体ＡＴＰ６基因表现出较低的遗传多样性（表１）。

表１　７个致病疫霉群体ＡＴＰ６遗传多样性参数

群体 Ｎ Ｓ π θＳｉｔｅ ｈ Ｈｄ
福州 ２１ １ ０．０００５３ ０．０００３９ ２ ０．３８１
霞浦 ３２ １ ０．０００２３ ０．０００３４ ２ ０．１６６
甘肃 ２０ １ ０．０００４７ ０．０００３９ ２ ０．３３７
贵州 １６ １ ０．０００７３ ０．０００４２ ２ ０．５２５
宁夏 １６ １ ０．０００１７ ０．０００４２ ２ ０．１２５
广西 ２０ １ ０．０００７０ ０．０００３９ ２ ０．５０５
云南 １５ １ ０．０００１９ ０．０００４０ ２ ０．１１１
总体 １４０ ２ ０．０００７０ ０．０００４３ ２ ０．５０３

　　７个群体总共存在２种单倍型，分别命名为 Ｈａｐｌ－１和
Ｈａｐｌ－２（图 １）。甘肃、宁夏以及云南地区主要以单倍型
Ｈａｐｌ－１为主；霞浦和福州主要以单倍型 Ｈａｐｌ－２为主；而在
贵州和广西，Ｈａｐｌ－１和Ｈａｐｌ－２所占比例接近（表２）。

表２　７个致病疫霉群体ＡＴＰ６单倍型比例

群体
ＡＴＰ６单倍型比例

Ｈａｐｌ－１ Ｈａｐｌ－２
福州 ０．２３８ ０．７６２
霞浦 ０．０８８ ０．９１２
甘肃 ０．９３８ ０．０６２
宁夏 ０．８００ ０．２００
广西 ０．４００ ０．６００
云南 ０．９３３ ０．０６７
贵州 ０．５６２ ０．４３８

　　以ＡＴＰ６基因为分子标记，根据群体间的ＦＳＴ值判断群体
的分化程度并结合ＫＳＴ、Ｚ和 Ｓｎｎ等３种方法检验遗传分化的
显著水平，评估群体分化状况。群体间最高分化为霞浦和宁

夏群体（ＦＳＴ＝０．８２３），其次为云南和霞浦群体（ＦＳＴ＝０．８１９）
（表３）。根据２个群体间的 ＦＳＴ和２个群体间的直线距离进
行相关性分析，结果表明，２个群体间的 ＦＳＴ和２个群体间的
直线距离呈显著正相关（ｒ＝０．６５９，Ｐ＝０．００１）（图２）。

表３　７个致病疫霉群体间遗传分化系数

群体
ＦＳＴ

贵州 福州 广西 甘肃 宁夏 霞浦

福州 ０．１５４
广西 －０．００５ ０．０１０
甘肃 ０．０７２ ０．４５３ ０．２４８
宁夏 ０．２７０ ０．６３６ ０．４４４ ０．０２１
霞浦 ０．４３３ ０．０４９ ０．２２８ ０．６８５ ０．８２３
云南 ０．２５６ ０．６２６ ０．４３１ ０．０１２ －０．０６９ ０．８１９

　　注：０＜ＦＳＴ≤０．０５，轻微分化；０．０５＜ＦＳＴ≤０．１５，中度分化；

０．１５＜ＦＳＴ≤０．２５，高度分化；ＦＳＴ＞０．２５，严重分化。
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　　采样地点地理因素因子（表４）以及不同地区单倍型分布
比例（图３）的相关性分析表明，Ｈａｐｌ－１比例与采样地区海拔
呈现正相关（ｒ＝０．９５１，Ｐ＝０．００１），Ｈａｐｌ－２比例和采样地区
海拔呈现负相关（ｒ＝－０．９５１，Ｐ＝０．００１），说明随着采样地
区海拔的升高，Ｈａｐｌ－１比例越高，Ｈａｐｌ－２比例越低；Ｈａｐｌ－
１比例和采样地区年平均气温呈现负相关（ｒ＝－０．７５２，Ｐ＝
０．０５１），而Ｈａｐｌ－２比例和采样地区年平均气温呈现正相关
（ｒ＝０．７５２，Ｐ＝０．０５１），说明Ｈａｐｌ－１比例随着采样地区年平
均气温升高而降低，Ｈａｐｌ－２比例随着年平均气温升高而升
高；Ｈａｐｌ－１比例与采样地区经度呈现负相关（ｒ＝－０．８９４，
Ｐ＝０．００７），Ｈａｐｌ－２比例与采样地区经度呈现正相关（ｒ＝
０８９４，Ｐ＝０．００７），说明随着采样地区采样地区经度的升高，

表４　７个致病疫霉群体地区所处地理位置和年平均气温

群体

地区
经度 纬度

海拔

（ｍ）
年平均气温

（℃）

福州 １１９°１７′Ｅ ２６°０５′Ｎ 　１０ ２０．５
甘肃 １０５°４３′Ｅ ３４°３５′Ｎ ２０８９ １１．７
广西 １０８°２２′Ｅ ２２°５０′Ｎ ７８ ２２．６
贵州 １０５°５６′Ｅ ２６°１６′Ｎ １３３０ １４．７
霞浦 １１９°５９′Ｅ ２６°５４′Ｎ ３１ ２０．３
宁夏 １０６°１４′Ｅ ３６°０１′Ｎ １７７８ ７．０
云南 １０２°４３′Ｅ ２５°０３′Ｎ ２６７７ １５．６

Ｈａｐｌ－１比例降低、Ｈａｐｌ－２比例上升。

３　讨论与结论

对我国７个不同群体采集筛选的共计１４０个致病疫霉
ＡＴＰ６基因进行扩增和核苷酸分析，同时进行 ＡＴＰ６基因遗传
结构和部分地理因素之间的相关性分析。结果表明，有２种
单倍型Ｈａｐｌ－１和Ｈａｐｌ－２，其中 Ｈａｐｌ－１与海拔呈正相关，
与年平均气温和经度呈负相关，而Ｈａｐｌ－２与海拔呈负相关，
与年平均气温和经度呈正相关。群体间的 ＦＳＴ与群体间水平
距离成显著相关关系。

有研究表明，地理环境因素是影响晚疫病流行的关键因

素［３０－３２］，本研究结果也表明，ＡＴＰ６基因单倍型比例与采样地
区海拔、经度以及年平均气温具有相关性。同时 ＡＴＰ６基因
与呼吸作用相关［３３］，海拔、年均气温和经度均可以影响生物

的呼吸作用，本试验间接证明这些地理因素与晚疫病发生和

致病疫霉群体分布具有相关性。

从生产上来看，中国马铃薯的生产栽培区域有各自特有

的气象因素和农业生态系统，各生态区域气候特征差异较大。

地区间致病疫霉群体遗传结构各有不同。群体间 ＦＳＴ和采样
点间垂直距离呈现正相关（ｒ＝０．６５９，Ｐ＝０．００１）。这一结果
证实，进化理论中提到的地区间隔是导致种群地区间遗传分

化的重要原因，地理位置越靠近分化程度越低［３４－３５］。

目前我国对致病疫霉遗传分化的原因多处于对遗传多样

性的了解，对地区间分化原因以及形成机制很少探讨。本研

究利用分子生物学和群体遗传学原理，初步分析我国不同地

区马铃薯晚疫病菌的遗传多样性及形成的可能机制，为马铃

薯防治提供依据。但本研究选择单个线粒体基因，在未来研

究中，采取多个基因联合方法来对此结论进行进一步验证，为

制定长期、有效和环境友好型的致病疫霉防治方案提供科学

依据。
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