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摘要!为明确云南特色葡萄产区葡萄霜霉病菌的群体遗传结构#本研究采用I对,,G分子标记对采自云南%个地

区的#++株葡萄霜霉病菌进行了群体遗传多样性研究#并分析了病原菌群体遗传结构与地域之间的关系!I对引

物共检测出*#个等位基因###*种基因型#病原菌群体的,=38878+<信息指数和b;4+<无偏基因多样性指数分别为

"R&*!和"R$""!分子方差分析和群体连锁不平衡分析显示#不同群体间存在相当大的遗传变异!遗传分化系数"

基因流以及,PO>?P>O;分析表明#元谋群体与宾川"寻甸两群体之间均具有较高的基因交流#宾川和寻甸两群体间则

存在一定的遗传分化!上述结果表明#云南葡萄霜霉病菌群体存在较高水平的遗传多样性#且群体遗传结构与地理

距离之间存在一定相关性!
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!!云南位于我国西南地区%气候类型丰富%昼夜温
差较大%光照充足%适合葡萄种植&#'(所产葡萄具有
成熟早)产量高)品质优的特点%是国内鲜食葡萄上

市最早的产区&!'%在我国葡萄产业中占有重要地位(
葡萄霜霉病!9O3D;67L8B2456;L"是危害葡萄产业
最为严重的病害之一%病菌主要为害叶部%并侵染嫩
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梢)幼果)花穗等一切绿色组织&%'(一般病害流行年
份减产%"W"+"W%严重时可减产J"W&*'(云南省
葡萄霜霉病常于葡萄挂果期及成熟期暴发流行%严
重影响果实品质及产量&+'(引起该病害的葡萄霜霉
病菌!"#.,'3#&#=*%*)'"#是活体专性寄生的二倍
体卵菌&$'%有无性繁殖和有性生殖两种生殖方式%能
够在单个葡萄生长季完成多次侵染&I'%这就导致在
每个生殖周期都有可能发生遗传变异&J'(因此%不
同地理环境%多样化耕种方式以及较长的栽种时间
等%可能给云南葡萄霜霉病菌群体的遗传多样性带
来影响(

进行葡萄霜霉病菌群体遗传多样性的研究%有
助于了解云南霜霉病的发生流行情况%推测病原菌
群体进化趋势%丰富病原菌遗传分化数据库以及有
针对性地制订相应的防控策略(目前%尚没有针对
云南地区葡萄霜霉病菌群体遗传多样性研究的报

道(对病菌群体遗传多样性的研究%传统方法是对
病原菌进行形态观测)发病规律研究等&&'(随着分
子生物学的快速发展%分子标记被广泛应用于病原
菌群体遗传多样性的研究(本研究利用,,G分子
标记技术对云南宾川县)元谋县)寻甸回族彝族自治
县%个地区的葡萄霜霉病菌群体进行了遗传多样性
分析%以研究云南地区葡萄霜霉病菌群体遗传结构%
并分析葡萄霜霉病菌群体遗传结构与地域的相关关

系%从而为葡萄霜霉病菌的监测预警%及有效控制策
略研发奠定理论基础(

*!材料与方法

*+*!试验材料

*@*@*!供试菌株

!"!"年s!"!#年采集了云南省大理白族自治
州宾川县!以下简称,宾川-")楚雄彝族自治州元谋
县!以下简称,元谋-")昆明市寻甸回族彝族自治县
!以下简称,寻甸-"%个地区的葡萄霜霉病病叶%挑
取单孢囊梗%经分离)纯化后共得到#++株病原菌(
其中%采自宾川的菌株共I+株%采自元谋的菌株共

$+株%采自寻甸的菌株共#+株(

*@*@,!接种材料
病原菌的纯化扩繁选用中国农业科学院廊坊中

试基地葡萄园内新鲜)健康的3里扎马特4嫩叶(

*@*@-!葡萄霜霉病菌的培养
采集新鲜)健康的3里扎马特4葡萄嫩叶%用#W

的次氯酸钠水溶液消毒%"<后用去离子水冲洗!"
%次%并用滤纸吸干水分(使用直径#+22的打孔
器打取叶片%叶背面向上放置于#W水琼脂培养基
上%对葡萄霜霉病菌进行活体培养(

*+,!试验方法

*@,@*!病菌的采集与纯化扩繁
田间采集新鲜)无杂菌污染%并且近期未施用杀

菌剂的葡萄霜霉病病叶%置于铺有湿润滤纸的培养
皿中%表面喷上无菌水%于温度!#u%光周期.#Y
v#$=#J=的人工气候箱内保湿培养(待长出新
鲜霉层后%在体视显微镜下挑取单孢囊梗%接种在提
前制备好的叶圆盘中央!事先滴加!"#.灭菌水%提
供孢子萌发所需的水环境"(在!#u%黑暗处理!*=
后%用灭菌滤纸吸干水分%继续在!#u%.#Yv#$=#
J=条件下保湿培养$6%叶盘上长出浓密的菌层%即
为葡萄霜霉病菌纯系菌株(刮取纯培养的菌株霉层%
加入去离子水充分振荡%制成浓度为#w#"+个*2.
的孢子囊悬浮液%接种于新的叶圆盘上并按上述培
养条件进行菌株的扩繁%以此获得大量纯系菌株%用
于提取YbF(

*@,@,!YbF的提取
从叶圆盘片上刮取一定量的霜霉病菌%利用

/Z0\F(>8935YbFZ484-4P!Y%%"&1"!"提取菌
株YbF%提取方法参照试剂盒说明书(用b387a>;
D5><紫外可见分光光度计检测YbF浓度及质量%
合格后放s!"u冻存备用(

*@,@-!简单重复序列的扩增

,,G引物的选取参照 \7MM48等&#"'%G7>̂;5
等&##'的方法%筛选出I对适合研究葡萄霜霉病菌遗
传多样性的,,G特异性引物(引物由生工生物工
程!上海"股份有限公司合成并用(FZ或V0]荧
光进行标记!表#"(以提取的YbF为模板%利用选
取的I对,,G引物进行扩增(

S)G反应采用!"#.体系$!w0#I24̂#"#.%

66V!/J#.%YbF 模板##.%上下游引物各

"R+#.(S)G扩增程序$&+u预变性+248#&+u变
性%"<%++u退火%"<%I!u延伸%"<%循环%+次#

I!u再延伸#"248#最后*u保存(S)G反应结束
后取+#.扩增产物用#R+W琼脂糖凝胶电泳检测%
检测合格产物由生工生物工程!上海"股份有限公司
进行测序(

+#I#+
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表*!本研究所用GG!引物

1234"*!GG!@6$="6&>765M!$A<B$&&<;9?
引物名称

SO42;O832;
引物序列!+x1%x"
SO42;O<;C>;8?;

重复单元

G;D;3P>84P
荧光标记

(5>7O;<?;8P23ON;O
片段大小*MD
SO76>?P<4A;

ST#* ($)F\FFF)\)F)FF\\H)H\F !H\"J V0] #!""#!J

G$FFHH\)FHF)H\)F\)FF)\

ST$# ($H)HH)F\\HF\FH\)\F))F !)F"& (FZ #J#"#JI

G$\\H\F)H))H)\\F)\FFHF

ST$+ ($)HHH\\)))F)\H)FHF\HH !H)"& (FZ #&$"!"!

G$)\)HHH)\\HF\\H))FHHF

ST&% ($HF\)F))\\F)HF\\)\HFH !\H"$ V0] #*I"#+#

G$H\HF)))H\HH\)))H)HH)

ST#%J ($)\H\\FH)FH\F)\HHH\H) !HF"& V0] !!+"!%+

G$)\F)\FFH)F\\\F)FF\FH

ST#%& ($\F)))\\F)FFH\\F)H)HF !F)"J (FZ #!$"#%%

G$))\))FH\HFHH\FF)F\H\

Q,F ($FHHF\)\\)FH\\F)\HH !H)"## (FZ ##J"#**

G$\F\FF\HH))\))FF\HF)F

*+-!数据统计与分析
使用\;8FQ0̂ $R+#M!!Z4?O7<7:P7::4?;0̂?;5

加载宏"计算遗传多样性参数&#!'%包括等位基因数
!7M<;OT;68>2M;O7:355;5;<%:#"%有效等位基因数
!;::;?P4T;8>2M;O7:355;5;<%:("%稀有等位基因数
!8>2M;O7:DO4T3P;355;5;<%!E"%,=388784<信息指
数!,=388784<48:7O23P478486;̂ %?"%期望杂合度
!;̂D;?P;6=;P;O7AB97<4PB%@("%遗传分化系数
!9;8;P4?64::;O;8P43P478486;̂ %Q.%"%估算基因流
!9;8;:57L%:,"%并进行分子方差分析!3835B<4<7:
275;?>53OT3O438?;%FZ/aF"(

使用G软件的D7DDO包对供试菌株个体进行克
隆矫正%进而测定多位点基因型数目!8>2M;O7:
2>5P457?><9;87PBD;<7M<;OT;6%8CK"%多位点基因
型数目期望值!P=;8>2M;O7:;̂D;?P;6Z.\3PP=;
<2355;<P<32D5;<4A;%(8CK"%b;4无偏基因多样性
!b;44<>8M43<;69;8;64T;O<4PB%@(F3"%标准化连
锁指 数 !P=;<P3863O64A;6486;̂ 7:3<<7?43P478%

&-#&H"%显著性水平!!1T35>;%!"(
使用,PO>?P>O;!R%R*进行群体结构划分%根据

每个独立个体的遗传背景进行结构划分%选用混
合祖先模型&#%'%将缺失数据标记为,s&-并尝试设
定N值!亚群数"范围为!"$%设定,5;89P=7:M>O1
848D;O476-为#""""%然后选择马尔科夫蒙特卡洛
!Z)Z)"法进行#""""次迭代%设定每个N值重
复运行+次&#*'%其他参数按照默认设置%不做
更改(

,!结果与分析

,+*!引物多态性
采用I对引物对采集的#++株葡萄霜霉病菌

YbF进行扩增%获取片段大小后%使用D7DDO克隆
矫正得到##$个独立菌株(I对引物在%个群体中
共检测出*#个等位基因!表!"%每个引物位点的等
位基因数目是*"J个%平均等位基因数为+RJ+I
个(对每个位点的等位基因数进行比较%多样性最
多的位点是ST#%J!:#vJ"%多样性最少的是ST$#
!:#v*"(引物预期杂合度!@("范围在"R++*"
"R$J*之间%各引物之间杂合度差异不大%等位基因
多样性较为丰富(

表,!GG!引物在葡萄霜霉病菌群体中的多态性*%

1234",!574?=76@B$&=7>GG!478$$A!$)*2%8)')
9+&+0%$)@7@;42<$7A&

引物

SO42;O
等位基因数*个

:#
有效等位基因数*个

:(
期望杂合度

@(
ST#* + !RI"! "R$!I
ST$# * %R!%* "R$J*
ST$+ $ !R%&& "R+I*
ST&% + !R#I" "R+I#
ST#%J J !R+%# "R++*
ST#%& $ !R#+J "R$+#
Q,F I !R*$# "R+J%

!#":#$等位基因数#:($有效等位基因数#@($期望杂合度(
:#$/M<;OT;68>2M;O7:355;5;<#:($0::;?P4T;8>2M;O7:351
5;5;<#@($0̂D;?P;6=;P;O7AB97<4PB@

,+,!不同地区葡萄霜霉病菌群体的遗传多样性
由表%所示%##$株病原菌共存在##*个多位

+!I#+
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点基因型!8CK"%#*个稀有等位基因!!E"%其中
宾川群体的稀有等位基因数量最多%有#"个%元谋
群体有*个稀有等位基因%寻甸群体则无稀有等位
基因(利用b;4无偏基因多样性!@(F3"和,=381
8784<信息指数!?"估算了%个群体的遗传多样性
水平%@(F3值在"R+%+""R++&%?值为"RJ#I"
#R"#*(从以上两个指标可知%%个群体遗传多样
性程度差别不大%其中元谋种群遗传多样性最高(
总体而言%云南葡萄霜霉病菌群体的遗传多样性

较高%@(F3v"R$""%?v"R&*!(群体连锁不平
衡分析如图#所示%宾川)寻甸群体&-#&H值均较
低%!宾川v"R#$*%!寻甸v"R#*&%表明其群体内的
标准化连锁系数与理论值不存在显著差异%群体
内的基因型分布符合连锁平衡%表现为随机交配
群体%群体内个体间存在充分的有性生殖(元谋
群体&-#&H值为"R"$!!!元谋v"R"#"%显著偏离
遗传平衡%说明群体内个体间基因交流非常
有限(

表-!云南-个地区葡萄霜霉病菌群体遗传多样性*%

1234"-!T"A"<$89$#"6&$<?7>!$)*2%8)')9+&+0%$)@7@;42<$7A&$A<B6""6":$7A&7>[;AA2A
群体名称

S7D>53P478
:*株 8CK*个 (8CK :# :( !E*个 ? @(F3 &-#&H !

宾川!E48?=>38 ++ ++ #* +R""" !R!&* #" "R&&+ "R+%+ "R"#* "R#$*
元谋!'>3827> *I *I #* *R*!& !R%I# * #R"#* "R++& "R"$! "R""#
寻甸!]>86438 #* #* #* !RI#* !R#%+ " "RJ#I "R+%$ "R"!& "R#*&
总计!H7P35 ##$ ##* #%R&I" *R"*J !R!$I #* "R&*! "R$"" "R"*! "R""#

!#":$种群内的分离菌株数#8CK$多位点基因型数目观测值#(8CK$多位点基因型数目期望值#:#$等位基因数#:($有效等位基因
数#!E$稀有等位基因#?$,=388784<信息指数#@(F3$b;4无偏基因多样性#&-#&H$标准化连锁系数#!$假设检验的概率值(
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图*!云南-个地区葡萄霜霉病菌群体的连锁不平衡分析

L$:+*!I$AX2:"9$&"P;$4$36$;=2A24?&$&7>!$)*2%8)')9+&+0%$)@7@;42<$7A&$A<B6""6":$7A&7>[;AA2A@67#$A8"

!
,+-!葡萄霜霉病菌群体的遗传分化与基因流

分子方差分析!表*"显示%云南%个地区葡萄
霜霉病菌的群体内)群体间均存在显著的遗传变异
!! &"R""#"(群体内遗传变异占I!W%群体间占

!JW%说明遗传变异主要产生于每个地区葡萄霜霉
病菌群体内的菌株之间%且群体间也存在较大的遗
传变异(按照UO49=P&#+'对遗传分化系数!Q.%"的界
定标准%当"&Q.%%"R"+时表示群体间分化程度

低#"R"+&Q.%%"R#+时为中度分化#"R#+&Q.%
%"R!+表示分化程度较高#Q.%$"R!+表明分化
程度极高(由表+可见%各群体间的遗传分化系数
分布在"R"II""R###%表明不同群体两两间均存在
中度程度的遗传分化#其中%宾川和寻甸群体间遗传
分化系数最大%为"R###%相应的群体间基因流最
小%为!R""I(宾川和元谋群体间遗传分化系数最
低%为"R"II%群体间基因流最大%为%R"#*(

+%I#+
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表.!云南-个地区葡萄霜霉病菌群体的分子方差分析

1234".!HA24?&$&7>=74"8;426#26$2A8"7>!$)*2%8)')9+&+0%$)@7@;42<$7A&$A<B6""6":$7A&7>[;AA2A

变异来源

,7>O?;7:T3O43P478

自由度

Y;9O;;7:
:O;;672

平方和

,>27:
<C>3O;<

离差平方和

,>27:<C>3O;<
7:6;T43P478<

估计方差

0<P423P;
T3O438?;

所占比例*W
SO7D7OP478

!值
!6T35>;

群体间!F2789D7D>53P478< ! *#@J"J !"@&"* "@+$% !J &"@""#
群体内!U4P=48D7D>53P478 ##% #$"@#$$ #@*#I #@*#I I!
总体!H7P35 ##+ !"#@&I* !!@%!# #@&J# #""

表/!云南不同葡萄霜霉病菌群体两两间遗传
分化系数和基因流*%

1234"/!52$6%$&"87=@26$&7A&7>:"A"<$89$>>"6"A<$2<$7A
87">>$8$"A<&2A9:"A">47%2=7A:9$>>"6"A<!$)*2%8)')

9+&+0%$)@7@;42<$7A&$A[;AA2A
群体

S7D>53P478
宾川

E48?=>38
元谋

'>3827>
寻甸

]>6438
宾川!E48?=>38 5 %R"#* !R""I
元谋!'>3827> "R"II 5 !RI*J
寻甸!]>86438 "R### "R"J% 5

!#"表中对角线下部为群体两两间遗传分化系数%对角线上部为群
体两两间基因流(
H=;T35>;<M;57LP=;64397835O;DO;<;8P<9;8;P4?64::;O;8P43P478
?7;::4?4;8P<M;PL;;8D7D>53P478<%386P=7<;3M7T;P=;64397835
O;DO;<;8P<9;8;:57LM;PL;;8D7D>53P478<@

,+.!不同地区葡萄霜霉病菌的群体遗传结构
,PO>?P>O;群体遗传结构表明群体的遗传结构

与地区之间有一定关联%选取Nv!%将葡萄霜霉病
菌群体划分为两个理论群!图!"(其中%杂合菌株
#*株%占群体的#!R#W#?5><P;O#!黑色"+J株%占群
体的+"R"W#?5><P;O!!灰色"**株%占群体的
%IR&W(宾川群体中&"R&W是?5><P;O#!黑色"%
&R#W是混合菌株#元谋群体中#*R&W是?5><P;O#!黑
色"%#*R&W是混合菌株%I"R!W是?5><P;O!!灰色"#寻
甸群体中IJR$W是?5><P;O!!灰色"%#*R%W是混合菌
株%IR#W是?5><P;O#!黑色"(%个群体间遗传结构存
在一定差异%元谋群体在结构划分上类型最为丰富%
并且与宾川)寻甸群体交流都比较频繁(

图,!葡萄霜霉病菌群体归于,个亚群的后验概率图

L$:+,!547<7>@7&<"6$76@67323$4$<$"&<7<%7&;3:67;@&7>!$)*2%8)')9+&+0%$)@7@;42<$7A&

!

-!结论与讨论

葡萄霜霉病的严重发生给云南葡萄产业带来了

巨大经济损失%葡萄霜霉病菌有很强的繁殖进化能
力%能在一个生长季发生多次再侵染(,,G分子标
记技术操作简单%成本低%目前被广泛用于葡萄霜霉
病菌群体遗传多样性和遗传结构研究(本研究结果

显示%采自云南宾川)元谋)寻甸%个地区的葡萄霜
霉病菌%经,,G引物扩增后%共产生*#个等位基因
!其中包括#*个稀有等位基因"%共存在##*种基因
型(b;4无偏基因多样性!@(F3"和,=388784<信
息指数!?"分别为"R$"")"R&*!(与周婷婷&#$')李
卓&#I')于舒怡等&#J')'48等&#&'利用,,G分子标记技
术对我国其他地区葡萄霜霉病菌遗传多样性分析所

+*I#+



*&卷第!期 王境杨等$云南省葡萄霜霉病菌群体遗传结构的,,G分析

得的b;4无偏基因多样性和,=388784<信息指数相
比%云南地区的霜霉病菌群体比新疆)辽宁)北京)天
津)河北)山东)江苏)广西)宁夏等地区群体具有更
高水平的遗传多样性(

病原菌的遗传多样性由不同因素相互作用决

定%包括生殖方式)防治方法和耕作方式等(根据群
体连锁不平衡分析显示%宾川)寻甸两群体符合连锁
平衡%表明群体内菌株间能进行充分的随机交配%两
群体均以有性生殖为主%这就造成病原菌会形成新
的基因型%群体遗传多样性丰富(在葡萄生产中常
以化学防治为主%同时配合抗病品种的种植以及避
雨栽培等技术防治葡萄霜霉病%各地区不同的防治
措施对病菌群体产生了不同的选择压力%也可能造
成葡萄霜霉病菌遗传多样性水平的不同(另外%云
南具有独特的地理气候%复杂的生境条件%并且%个
地区均处在我国少数民族聚居区%多民族集居导致
的多样化耕种方式和相对较长时间的葡萄规模化栽

种等因素%也可造就云南地区葡萄霜霉病菌群体具
有较高的遗传多样性水平&!"'(

另外%分子方差分析!FZ/aF"显示%不同群体
间遗传变异占比!JW%说明不同地理群体间存在较
高水平的遗传变异%揭示了云南葡萄霜霉病菌群体
遗传结构可能与地理位置存在一定的关系%%个地
区的群体结构产生了一定差异(两两群体间遗传分
化系数为"R"II""R###%基因流为!R""I"%R"#*%%
个群体两两间均存在中等程度的遗传分化(相比而
言%元谋群体与宾川)寻甸两群体有较高的基因流%
较低的遗传分化系数#宾川)寻甸两群体则存在较低
的基因流以及较高的遗传分化系数(,PO>?P>O;群
体遗传结构分析也表明%当将云南葡萄霜霉病菌群
体归于!个亚群时%元谋群体在结构划分上类型最
为丰富%与宾川)寻甸群体均有一定程度的基因交
流#相反%宾川)寻甸两群体之间交流较少%在遗传结
构上存在一定分化(这与元谋在地理位置上介于宾
川和寻甸之间有一定的关系%表明元谋群体在群体
基因交流中充当,桥头堡-作用%葡萄霜霉病菌群体
遗传结构与地理距离之间存在一定相关性%并且随
着距离的增大%群体间基因交流程度会下降%遗传结
构差异增加(就上述而言%%个地区菌株群体间虽
存在一定程度的基因交流并可能在元谋地区进行交

会%但也存在中度的遗传分化(
与本研究结果类似的是%周婷婷&#$'对新疆不同

地区的葡萄霜霉病菌进行遗传分析的结果表明群体

内变异是霜霉病菌遗传变异的主要来源%病菌群体间
的亲缘关系与地理分布之间具有一定相关性(之后
李卓&#I'对新疆地区葡萄霜霉病菌进行聚类分析的结

果也表明群体间的亲缘关系与地理分布具有相关性(
李荣&!#'进行了湖南省霜霉病菌的系统发育分析显示%
病原菌的亲缘关系与地理位置有一定程度的联系(

葡萄霜霉病菌群体内部既存在有性生殖又存在

无性繁殖%根据病害风险模型假说&!!!%'%有性生殖对
病原菌的新基因型的产生具有重要作用%无性繁殖
则有助于病原菌在盛发期大规模繁殖%更有助于病
原菌对杀菌剂产生抗药性(因此%研究云南葡萄霜
霉病菌群体遗传多样性和遗传结构%对于了解云南
地区病害发生情况%做好地区病害流行监控%进行病
害预测预报%制定省内病害防控措施%防止病害在省
内各产区间大规模传播有一定的积极作用(
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