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我国烟草赤星病菌遗传多样性的 ISSR分析

李六英 1 窦彦霞 1 马冠华 1* 陈 娅 1 林凡力 1 王秋月 2

（1. 西南大学植物保护学院，重庆 400716；2. 重庆市农业科学院特色作物研究所，重庆 402160）

摘要：为明确我国烟草赤星病的 2 种主要致病菌链格孢菌 Alternaria alternata 和长柄链格孢菌 A.

longipes的地理差异与遗传结构，采用 ISSR标记对分离自9个省市的135株烟草赤星病菌进行遗传

多样性分析。结果显示，通过正交优化试验建立的烟草赤星病菌 ISSR-PCR最佳反应体系稳定性

较好，筛选出17条多态性高且稳定的引物，共扩增出192条谱带，其中有177条具有多态性，多态率

为92.19%。UPGMA聚类分析结果显示，链格孢菌和长柄链格孢菌的遗传相似性系数分别在0.67~

1.00和0.66~1.00之间，遗传相似性系数为0.83时可使链格孢菌和长柄链格孢菌分别划分为5个和

6个亚群，其中前者不同地理种群间表现出地理相关性，后者不同菌株随机分组。烟草赤星病菌种

群的基因多态性和遗传多样性丰富，链格孢菌和长柄链格孢菌的群体间遗传分化系数分别为0.36

和0.37，均存在遗传分化；群居每代迁移数分别为0.89和0.85，不同地理种群间存在基因交流；2种

烟草赤星病菌的遗传分化结构表现出相似性。表明我国烟草赤星病菌中的链格孢菌和长柄链格孢

菌均存在丰富的遗传多样性，且二者进化方向相似，ISSR标记能较好地揭示烟草赤星病菌种群间

的亲缘关系和遗传差异性，可用于其遗传多样性分析。
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Abstract: In order to understand the geographical differences and genetic structure of Alternaria alter-

nata and A. longipes, the two main pathogens of tobacco brown spot in China, genetic diversity analysis

of 135 strains of tobacco brown spot pathogens isolated from nine provinces or cities were conducted

by using ISSR. The results showed that the stability of ISSR-PCR system established by orthogonal op-

timization test was high; 17 ISSR primers were screened out with high polymorphism and stable ampli-

fication; a total of 192 bands were detected, and 177 of them were polymorphic, with the polymorphic

rate up to 92.19%. UPGMA cluster analysis showed that the genetic similarity coefficients of A. alterna-

ta were between 0.67 and 1.00, while those of A. longipes were between 0.66 and 1.00. When the genet-

ic similarity coefficient was selected as 0.83, A. alternata and A. longipes strains tested in this study

were divided into five and six subgroups, respectively. Among them, the different geographic popula-

tions of A. alternata showed geographical correlation, but A. longipes populations were grouped ran-

domly. PopGene analysis results revealed that the genetic diversity and genetic differentiation of A. al-

ternata and A. longipes groups in China were abundant, and the coefficients of population genetic differ-

entiation were 0.36 and 0.37, respectively. The numbers of migrants per generation were 0.89 and 0.85,
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烟草赤星病主要是由链格孢属的链格孢菌Al-

ternaria alternata（Fries）Keissler 和长柄链格孢菌

A. longipes（Ell. & Ev.）Mason在烟株成熟后期引起

的叶部病害（Luo et al.，2009；Mo et al.，2012）。该病

于 1892 年在美国被首次报道（Lamondia，2001），于

1916年在我国北京市首次发现，1963年开始在河南

省及山东省的烟草种植区流行，2004—2008年间烟

草叶斑病致使烟草生产损失达0.32亿~1.23亿元，叶

部病害中尤以烟草赤星病为重（陈庆园等，2009）。

现今烟草赤星病在我国每年发病面积约 10万 hm2，

发生普遍且危害严重，是烟叶上仅次于病毒病的重

要病害（张万良等，2011）。而烟草属于收获叶片的

经济作物，在国民经济中占据重要地位，发病后的烟

叶品质下降，商品价值降低。

化学药剂防治一直是烟草赤星病的主要控制手

段，但长期大量使用导致病原菌抗药性和农药残留

等问题日益严重。并且，我国的烟草赤星病菌组成

较复杂，除了链格孢菌与长柄链格菌外，还发现烟草

链格孢A. nicotianae、细极链格孢A. tenuissima和鸭

梨链格孢A. yaliinficiens也可致病。了解病原菌的

遗传背景信息有助于制定有效的病害防治措施。目

前，对烟草赤星病的病原菌鉴定（唐承成等，2015；耿

莉娜等，2016）、基因组分析（Hou et al.，2016）、生物

及化学防治（Ning et al.，2014；黄艳飞等，2016）等有

较多研究报道，而对烟草赤星病菌的群体遗传多样

性分析仅限于云南省（胡中会等，2011）和河南省（祖

艳青，2013）的病原菌种群。因此，全面分析烟草赤

星病菌的群体遗传多样性具有重要价值。

目前，简单序列重复区间（inter-simple sequence

repeats，ISSR）扩增多态性分子标记技术因其操作简

单、稳定性强、多态性丰富及耗资少等优点（Reddy

et al.，2002），已广泛应用于病原菌的遗传多样性研

究（Kandan et al.，2015；刘娟等，2015）、作物遗传图

谱构建（Santos et al.，2017）、亲缘关系分析（Khor-

shidi et al.，2017）和分子标记辅助育种（Alam et al.，

2015；Mavuso et al.，2016）等方面。胡中会等（2011）

和祖艳青（2013）均采用 ISSR 和 RAPD 标记技术分

别研究了云南省及河南省烟草赤星病菌的遗传多样

性，均表明 ISSR标记技术是研究赤星病菌遗传多样

性较好的方法。因此，本研究采用 ISSR标记技术，

从分子水平分析我国9个省市烟草赤星病菌的群体

遗传多样性，了解烟草赤星病菌的遗传分化，明确不

同地域种群间的遗传关系，以期为研究该病害流行

规律以及分析不同种群的致病力分化提供基础依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌株：2014—2016年从我国重庆、四川、云

南、湖北、广西、贵州、河南、湖南和吉林 9个省市的

烟草生产区采集典型的烟草赤星病样 300份，经组

织分离和单孢纯化后进行系统的形态学观察、致病

性测定和 ITS序列分析，获得70株链格孢菌和65株

长柄链格孢菌。分离的烟草赤星病菌菌株编号由来

源省市的大写首字母加样本号组成，首字母相同时，

加上第 2 个字母并小写，如“GZ8”表示从贵州省采

集到的第8份样品上分离的菌株，“HeN5”则表示从

河南省采集到的第5份样品上分离的菌株。

培养基及试剂：马铃薯葡萄糖琼脂（potato dex-

trose agar，PDA）培养基：马铃薯200 g、葡萄糖20 g、

琼脂粉17 g、蒸馏水1 L。dNTP Mixture、Taq DNA聚

合酶、10×PCR Buffer（Mg2+ Free）、MgCl2及 6×Load-

ing Buffer，日本 TaKaRa 公司；ISSR 引物、1×TAE、

DNA Marker和DNA快速抽提试剂盒，生工生物工

程（上海）股份有限公司；其余试剂均为国产分析纯。

仪器：A&B 2720型PCR仪，美国应用生物系统

公司；ScanDrop 核酸浓度测定仪，成都亿科康德有

限科技公司；Dolphin-Doc Weal Tec凝胶成像系统、

DYY-6C型电泳仪，上海精密实验设备有限公司。

1.2 方法

1.2.1 烟草赤星病菌的DNA提取

所有供试菌株在PDA平板上25℃培养7 d后刮

取适量菌丝于研钵中，加入液氮研磨成粉。参照说

明书用真菌基因组DNA快速抽提试剂盒提取病菌

DNA，经1%琼脂糖凝胶电泳检测，并用核酸浓度测

定仪检测DNA浓度和质量，统一稀释到30 ng/μL后

于-20℃保存待用。

respectively, indicating frequent gene flow between A. alternata and A. longipes in different geographic

regions. The population genetic structure of the two types of pathogens was similar. In conclusion, there

was abundant genetic diversity in A. alternata and A. longipes in China, and their evolutionary direc-

tions were similar. ISSR markers could be used to reveal the genetic relationship and genetic diversity

of the pathogens of tobacco brown spot.

Key words: tobacco brown spot; inter-simple sequence repeats (ISSR); genetic diversity
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1.2.2 ISSR-PCR反应体系的正交优化

基于预试验选取引物 UBC873 为正交试验引

物，采用L16（44）正交试验设计原理，在 25 µL总反

应体系中，对影响较大的Mg2+、dNTP、Taq酶和引物

4个因素，分别设置 4个浓度水平共 16个处理进行

优化（表 1），其余参数固定为 1×PCR Buffer、30 ng

DAN 模板。其中，Mg2+浓度分别设为 1.00、1.50、

2.00、2.50 mmol/L，dNTP 浓度分别设为 0.10、0.15、

0.20、0.25 mmol/L，Taq 酶浓度分别设为 0.50、0.75、

1.00、1.25 U/μL，引物浓度分别设为0.20、0.30、0.40、

0.50 μmol/L。每个反应体系分别设2次重复。筛选

出最优反应体系。

表1 PCR反应的各因素水平L16（44）正交试验设计

Table 1 L16（44）orthogonal design of the factors and levels for PCR reaction system

处理编号
No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

Mg2+浓度（mmol/L）
Concentration of Mg2+

1.00

1.00

1.00

1.00

1.50

1.50

1.50

1.50

2.00

2.00

2.00

2.00

2.50

2.50

2.50

2.50

dNTP浓度（mmol/L）
Concentration of dNTP

0.10

0.15

0.20

0.25

0.10

0.15

0.20

0.25

0.10

0.15

0.20

0.25

0.10

0.15

0.20

0.25

Taq酶浓度（U/μL）
Concentration of Taq polymerase

0.50

0.75

1.00

1.25

0.50

0.75

1.00

1.25

0.50

0.75

1.00

1.25

0.50

0.75

1.00

1.25

引物浓度（μmol/L）
Concentration of primer

0.20

0.30

0.40

0.50

0.20

0.30

0.40

0.50

0.20

0.30

0.40

0.50

0.20

0.30

0.40

0.50

1.2.3 供试菌株ISSR引物筛选及扩增谱带统计分析

从加拿大哥伦比亚大学公布的 100 条 ISSR 引

物中筛选出40条初筛引物，从中再筛选扩增条带清

晰且稳定性高的引物，并进行梯度优化以获得最适

退火温度。利用最优反应体系和筛选的引物扩增供

试烟草赤星病菌后，对扩增谱带进行统计分析。同

一引物的扩增产物，每条清晰条带为1个遗传位点，

对清晰的条带赋值为“1”，不存在或不清晰的条带赋

值为“0”，建立起0~1二元矩阵数据库。使图片信息

转为数据信息，并保存为Excel文件格式。

1.2.4 供试菌株群体遗传多样性分析

为分析不同地理来源烟草赤星病菌的遗传多样

性，将供试菌株按CQ、SC、YN、HuB、GX、GZ、HeN、

HuN和 JL共 9个地理种群（居群）进行 ISSR标记分

析。链格孢菌70株，其中重庆市9株、四川省10株、

云南省10株、湖北省10株、广西壮族自治区8株、贵

州省7株、河南省7株、湖南省4株和吉林省5株；长

柄链格孢菌 65株，其中重庆市 6株、四川省 5株、云

南省5株、湖北省5株、广西壮族自治区7株、贵州省

8株、河南省8株、湖南省11株和吉林省10株。通过

NTsys 2.10e软件基于 0~1二元矩阵数据库，采用非

加权组平均法（unweighted pair-group method with

arithmetic means，UPGMA）构建烟草赤星病菌的树

状聚类图，进行遗传多样性分析。

1.2.5 供试菌株群体遗传变异与分化分析

采用PopGene 1.32软件计算和分析供试烟草赤

星病菌群体的遗传变异和分化。其中，反应基因数

量和状况的参数包括多态性条带数（number of poly-

morphic loci，NP）、多态位点百分率（percentage of

polymorphic loci，PPB）、等位基因观测数（observed

number of alleles，Na）和有效等位基因数（effective

number of alleles，Ne）；反应基因多样性的参数包括

Nei’s基因多样性指数（gene diversity，H）和香农-威
纳信息指数（Shannon-Weiner index，I）；反应基因流

强度的参数为居群每代迁移数（number of migrants

per generation，Nm）；反应群体基因多样性的参数包

括基因分化系数（coefficient of genetic differentia-

tion among population within species，GST）、总群体基

因多样性（HT）、群体内基因多样性（HS）和群体间基

因多样性（DST）。计算公式为：HT=HS+DST，GST=DST/

HT。另外，基于Nei’s 遗传距离构建赤星病菌的群

居树图。
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2 结果与分析

2.1 烟草赤星病菌基因组DNA的提取

用DNA提取试剂盒提取了分离自 9个省市的

135 株烟草赤星病菌基因组 DNA，其 A260 /A280值在

1.8~2.0之间，纯度较好，可以进行 ISSR标记分析。

2.2 烟草赤星病菌 ISSR-PCR扩增体系的优化

Mg2+、dNTP、Taq酶和引物 4种因素在 4个水平

上的 16种不同浓度组合体系的扩增效果呈现出较

大差异（图 1）。其中，组合 7、8、9、14、15和 16未能

扩增出条带；组合3和6扩增出少量条带且组合6的

条带很弱；组合1、2、4、5、10、11、12和13均能扩增出

多态性丰富的条带，经重复验证，组合2的稳定性最

好。因此，确定组合2为烟草赤星病菌的 ISSR-PCR

最优反应体系，即 25 µL 反应体系中 Mg2+浓度为

1.00 mmol/L、dNTP 浓度为 0.15 mmol/L、引物浓度

为0.30 µmol/L、Taq酶浓度为0.75 U/μL。

图1 烟草赤星病菌的 ISSR-PCR正交试验电泳图谱

Fig. 1 Orthogonal electrophoregram of ISSR-PCR products of Alternaria alternata and A. longipes

M：DL2000；1~16：正交设计编号。M：DL2000；1-16：orthogonal design codes.

2.3 ISSR引物筛选及扩增检测烟草赤星病菌结果

从 40 条 ISSR 引物中筛选出 17 条扩增条带清

晰、多态性及稳定性好的引物用于 ISSR标记，且都

能找到合适的退火温度，分布于 46.00~55.40℃之

间。用17条引物分别扩增135株烟草赤星病菌，共

获得 192条谱带，平均扩增条带数为 11.29个，多态

性条带数为 177 个，多态率达 92.19%（表 2）。同一

引物扩增的图谱较相似，也有一定的差异（图 2）。

不同引物扩增的遗传图谱差异较大，多态性谱带数

在7~15之间，扩增条带大小介于100~3 000 bp之间。

表明烟草赤星病菌存在丰富的遗传多样性，ISSR标

记可用于烟草赤星病菌的遗传多样性分析。

2.4 烟草赤星病菌遗传多样性的 ISSR聚类分析

ISSR标记基于UPGMA聚类分析表明，链格孢

菌和长柄链格孢菌的遗传相似水平分别在 0.67~

1.00 和 0.66~1.00 之间，分别在遗传相似性系数为

0.67和 0.66时划分为 2个大群；当遗传相似性系数

为0.83时，链格孢菌种群可划分为5个亚群，分别占链

格孢菌群总菌株数的 5.72%、1.43%、7.14%、57.14%

和 28.57%（图 3），长柄链格孢菌种群可划分为 6 个

亚群，分别占长柄链格孢菌群总菌株数的 4.62%、

6.15%、52.31%、9.23%、21.54%和 6.15%（图 4）。在

链格孢菌的聚类分组中，来自同一省市的菌株间相

似系数较高，大多紧密聚在一起，与地理来源呈现出

一定的相关性。而长柄链格孢菌的聚类分组与地理

来源无明显相关性，不同地理来源的菌株分组表现

出随机性。

2.5 烟草赤星病菌的群体遗传变异与遗传分化

2.5.1 烟草赤星病菌的群体遗传变异

链格孢菌的 9 个地理种群的多态位点百分率

（PPB）在5.65%~55.93%之间，大小顺序为HuB>GX>

GZ>CQ>HeN>JL>HuN>SC>YN，与观察到的等位

基因数（Na）大小顺序一致，但有效等位基因数均比

实际观测到的少（表 3）。长柄链格孢菌的 9个地理

种群的PPB在1.69%~67.23%之间，大小顺序为HuN>

GZ>JL>HuB>HeN>CQ>SC>GX>YN，同样与观察

到的等位基因数大小顺序一致，有效等位基因数均

比实际观测到的少（表4）。除云南种群外，2种病原

菌不同地理种群的PPB大小顺序差异较大，云南种

群的链格孢菌和长柄链格孢菌种内差异均较小，

PPB分别为5.65%和1.69%。

链格孢菌总样本的Nei’s基因多样性指数（H）为

0.23，不同地理种群的H值在0.02~0.23之间，其中湖

北种群H值最大，基因多样性最丰富，其次是广西种

群，云南种群最低。长柄链格孢菌总样本的H值为

0.25，不同地理种群的H值在0.01~0.27之间，其中湖

南种群的基因多样性最丰富，其次是贵州种群，云南

种群最低。链格孢菌种群的香农-威纳信息指数（I）

从高到低为 HuB>GX>GZ>CQ>HeN>JL>HuN>SC>

YN，总样本的I值为0.37；长柄链格孢菌种群的 I 值

从高到低为HuN>GZ>HuB>JL>HeN>CQ>SC>GX>

YN，总样本的 I值为 0.38。表明我国烟草赤星病菌

中的链格孢菌和长柄链格孢菌都具有丰富的遗传多

样性，种内不同地理种群间均存在遗传分化。
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表2 烟草赤星病菌的多态性 ISSR引物序列及 ISSR-PCR扩增结果

Table 2 ISSR primer sequences with high polymorphism and amplification results of Alternaria alternata

and A. longipes in ISSR-PCR study

引物
Primer

UBC808

UBC809

UBC810

UBC825

UBC826

UBC827

UBC836

UBC841

UBC855

UBC856

UBC857

UBC861

UBC873

UBC880

UBC881

UBC890

UBC891

总计Sum

平均Average

核苷酸碱基序列
Nucleotide sequence

（5 ′-3 ′）

（AG）8C

（AG）8G

（GA）8T

（AC）8T

（AC）8C

（AC）8G

（AG）8YA

（GA）8YC

（AC）8YT

（AC）8YA

（AC）8YG

（ACC）6

（GACA）4

（GGAGA）3

（GGGTG）3

VHV（GT）7

HVH（TG）7

退火温度
Annealing

temperature（℃）

47.50

47.50

52.40

49.10

55.40

46.00

46.00

47.50

46.00

46.00

49.10

47.50

46.00

47.50

47.50

47.50

47.50

扩增条带数
Scored
bands

10

15

9

10

10

13

9

9

14

14

15

7

10

8

11

12

16

192

11.29

多态性条带
Polymorphic

bands

9

13

9

8

10

13

8

9

14

13

14

7

10

8

8

9

15

177

10.41

多态位点百分率
Percentage of

polymorphic loci（%）

90.00

86.67

100.00

80.00

100.00

100.00

88.89

100.00

100.00

92.86

93.33

100.00

100.00

100.00

72.73

75.00

93.75

92.19

Y代表简并碱基C或者T，R代表简并碱基A或者G。Y represents degenerate base C or T，and R represents degenerate base

A or G.

图2 引物UBC856扩增部分烟草赤星病菌基因组的电泳图谱

Fig. 2 Electrophoretogram of some strains of Alternaria alternata and A. longipes amplified with primer UBC856

M：DL5000；1~24：链格孢菌；25~48：长柄链格孢菌。M：DL5000；1-24：A. alternata；25-48：A. longipes.
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图3 17个 ISSR引物扩增70株链格孢菌的聚类图

Fig. 3 Dendrogram for 70 strains of Alternaria alternata amplified with 17 ISSR primers
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图4 17个 ISSR引物扩增65株长柄链格孢菌的聚类图

Fig. 4 Dendrogram for 65 strains of Alternaria longipes amplified with 17 ISSR primers



表3 不同来源链格孢菌种群的遗传变异

Table 3 Genetic variations of different populations of Alternaria alternata

种群
Population

重庆Chongqing（CQ）

广西Guangxi（GX）

贵州Guizhou（GZ）

河南Henan（HeN）

湖北Hubei（HuB）

湖南Hunan（HuN）

吉林 Jilin（JL）

四川Sichuan（SC）

云南Yunnan（YN）

总样本Total

样本数
Sample

size

9

8

7

7

10

4

5

10

10

70

多态性
条带数
No. of

polymorphic
loci

71

85

77

66

99

57

61

56

10

152

多态位点
百分率

Percentage of
polymorphic

loci（%）

40.11

48.02

43.50

37.29

55.93

32.20

34.46

31.64

5.65

85.88

等位基因
观测数

Observed no.
of alleles

1.40±0.49

1.48±0.50

1.43±0.50

1.37±0.48

1.56±0.50

1.32±0.47

1.34±0.48

1.31±0.46

1.06±0.23

1.86±0.35

有效等位
基因数

Effective no.
of alleles

1.31±0.43

1.34±0.41

1.32±0.41

1.30±0.42

1.41±0.43

1.26±0.41

1.26±0.41

1.22±0.35

1.04±0.17

1.38±0.33

Nei'’s基因
多样性指数
Nei’s gene

diversity index

0.17±0.22

0.19±0.22

0.18±0.22

0.16±0.22

0.23±0.22

0.14±0.21

0.14±0.21

0.12±0.19

0.02±0.10

0.23±0.17

香农-威纳
信息指数

Shannon-Weiner
index

0.24±0.31

0.27±0.31

0.26±0.31

0.23±0.31

0.33±0.31

0.20±0.30

0.20±0.29

0.18±0.28

0.03±0.14

0.37±0.23

表4 不同来源长柄链格孢菌种群的遗传变异

Table 4 Genetic variations of different populations of Alternaria longipes

种群
Population

重庆Chongqing（CQ）

广西Guangxi（GX）

贵州Guizhou（GZ）

河南Henan（HeN）

湖北Hubei（HuB）

湖南Hunan（HuN）

吉林 Jilin（JL）

四川Sichuan（SC）

云南Yunnan（YN）

总样本Total

样本数
Sample

size

6

7

8

8

5

11

10

5

5

65

多态性
条带数
No. of

polymorphic
loci

71

25

85

73

79

119

83

55

3

151

多态位点
百分率

Percentage of
polymorphic

loci（%）

40.11

14.12

48.02

41.24

44.63

67.23

46.89

31.07

1.69

85.31

等位基因
观测数

Observed no.
of alleles

1.40±0.49

1.14±0.35

1.48±0.50

1.41±0.49

1.44±0.50

1.67±0.47

1.47±0.50

1.31±0.46

1.02±0.13

1.85±0.36

有效等位
基因数

Effective no.
of alleles

1.31±0.41

1.08±0.23

1.37±0.41

1.31±0.41

1.37±0.45

1.49±0.41

1.31±0.39

1.25±0.41

1.01±0.10

1.40±0.32

Nei’s基因
多样性指数
Nei’s gene

diversity index

0.17±0.22

0.04±0.12

0.20±0.22

0.17±0.22

0.20±0.23

0.27±0.21

0.18±0.21

0.13±0.21

0.01±0.05

0.25±0.17

香农-威纳
信息指数

Shannon-Weiner
index

0.24±0.31

0.07±0.18

0.29±0.31

0.24±0.31

0.28±0.32

0.39±0.30

0.26±0.30

0.19±0.30

0.01±0.08

0.39±0.23

2.5.2 烟草赤星病菌的群体遗传分化

链格孢菌 9个地理种群的总体遗传多样性、群

体内的遗传多样性和群体间的遗传多样性分别为

0.18、0.12和 0.06，长柄链格孢菌 9个地理种群的总

体遗传多样性、群体内的遗传多样性和群体间的遗

传多样性分别为0.24、0.15和0.09。群体水平上，链

格孢菌和长柄链格孢菌地理种群间的遗传分化系数

分别为 0.36和 0.37，即地理种群间遗传多样性占总

群体多样性的36.00%和37.00%，表明2种烟草赤星

病菌的不同地理种群间均存在一定程度的遗传分

化。链格孢菌地理种群间、长柄链格孢菌地理种

群间以及 2种烟草赤星病菌种群间的总体群居每代

迁移数分别为0.89、0.85和1.26（表5）。表明链格孢

菌和长柄链格孢菌的地理种群间存在着较广泛的基

因交流，地理种群内各自然种群间存在丰富的遗传

多样性和基因多态性。

基于Nei’s遗传距离构建链格孢菌和长柄链格

孢菌遗传结构图，结果表明，链格孢菌和长柄链格孢

菌都可分为 2个大组，均是一组包含重庆（CQ）、湖

北（HuB）、湖南（HuN）、河南（HeN）、广西（GX）和贵

州（GZ）6个种群，另一组包含吉林（JL）、四川（SC）

和云南（YN）3个种群（图 5）。2种烟草赤星病菌在

整体遗传结构上表现出相似性。不同省市的烟草赤

星病菌遗传结构之间都有一定的差异，2种烟草赤

星病菌都是重庆种群（CQ）与云南种群（YN）间的遗

传分化最大，遗传距离最远。
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表5 烟草赤星病菌种群的群体遗传多样性及遗传分化

Table 5 The population genetic diversity and population differentiation within and among Alternaria alternata and A. longipes

项目
Item

链格孢菌A. alternata

长柄链格孢菌A. longipes

物种水平Species level

菌株数
No. of
strains

70

65

135

总体遗传多样性
Dente gene
diversity in
the species

0.18±0.02

0.24±0.03

0.26±0.03

种群内
遗传多样性

Genetic diversity
within population

0.12±0.01

0.15±0.01

0.18±0.02

种群间
遗传多样性

Genetic diversity
among populations

0.06

0.09

0.08

遗传分化系数
Coefficient of

population genetic
differentiation

0.36

0.37

0.28

群居每代
迁移数

No. of migrants
per generation

0.89

0.85

1.26

图5 基于Nei’s遗传距离的链格孢菌（A）和长柄链格孢菌（B）群居树图

Fig. 5 Dendrogram of nine populations of Alternaria alternate（A）and A. longipes（B）based on Nei’s genetic distance

CQ：重庆；HuB：湖北；GX：广西；GZ：贵州；HeN：河南；HuN：湖南；JL：吉林；SC：四川；YN：云南。CQ：Chongq-

ing；HuB：Hubei；GX：Guangxi；GZ：Guizhou；HeN：Henan；HuN：Hunan；JL：Jilin；SC：Sichuan；YN：Yunnan.

3 讨论

ISSR标记是一种基于微卫星序列发展起来的

新的分子标记（Martins et al.，2003），具有经济简便、

稳定高效和DNA多态性高等特点，已广泛用于病原

菌遗传多样性等方面的研究（Kandan et al.，2015；

Santos et al.，2017）。但 ISSR-PCR扩增反应的最适

条件难于确立，本研究采用正交试验设计方法对影

响 ISSR-PCR体系的主要因子Mg2+、dNTP、Taq酶和

引物分别在 4 个水平上进行了探讨，并通过梯度

PCR试验获得了各引物的最适退火温度，建立了烟

草赤星病菌的 ISSR-PCR 最优体系。Grünig et al.

（2001）报道称退火温度较高则反应体系更稳定可

靠，而本研究优化的引物退火温度普遍较低，并且所

建最佳体系与胡中会等（2011）和祖艳青（2013）报道

的有所差异，这可能与试验条件及样品来源不同有

关，体系优化试验结果表明 ISSR引物的退火温度较

低时也能稳定扩增，且具有理想的扩增效果。

本研究应用 ISSR 标记对采集分离自我国 9 个

省市的烟草赤星病菌——链格孢菌和长柄链格孢菌

进行了遗传多样性分析，用17条引物分别扩增135株

赤星病菌，共获得192个扩增谱带位点，多态性谱带

177个，多态率为92.19%，不同引物扩增的遗传图谱

差异较大，表明 ISSR标记可较好地揭示我国烟草赤

星病菌——链格孢菌和长柄链格孢菌的遗传多样

性，与胡中会等（2011）和祖艳青（2013）的研究结果

一致。UPGMA聚类分析结果显示，链格孢菌和长

柄链格孢菌都存在较高的遗传分化，遗传相似系数

为0.83时可将其分别划分为5个和6个亚群，其中链

格孢菌的聚类分组与地理来源存在一定相关性。

Kale et al.（2012）采用 ISSR标记分析采自印度亚麻

籽上20株链格孢菌的遗传关系，聚类结果表明来自

同一地点的菌株聚在一起，本研究中链格孢菌基于

ISSR的聚类结果与其相似。而长柄链格孢菌的聚

类图谱与地理来源无明显相关性，来自不同省市的

菌株随机分组，地理来源相同的材料虽然生境相似，

但由于选择方向不同或寄主品种多样，也可能形成

遗传差异较大的类型，因此被归入不同类群（曾亮

等，2013），本研究中 2种烟草赤星病菌与地理来源

相关性表现不同的原因有待进一步深入研究。

长期以来，烟草赤星病菌的拉丁学名在A. alter-

nata 和A. longipes之间混乱并用（Lucas et al.，1971），

Hou et al.（2016）通过比较分析二者基因组，明确了

链格孢菌和长柄链格孢菌基因组序列相似度较高，

实际为亲缘关系很近的2个不同种。本研究通过分

析 2种赤星病菌的遗传距离，发现二者遗传分化结

构较相似。大量研究表明，链格孢菌和长柄链格孢

菌是烟草赤星病的主要致病菌，此外还有极少的细

极链格孢、鸭梨链格孢和烟草链格孢。本研究中的

烟草赤星病菌来自我国大部分产烟省市，具有较好

的代表性，但只发现了链格孢菌和长柄链格孢菌，虽

然本研究较为系统地探究了这2种病菌的遗传多样

性，但还应结合病菌的致病力分化和相关寄主品种

等方面深入分析与病菌遗传多样性的关系以及其它
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3种致病菌的遗传多样性，这将为更有效地制定烟

草赤星病防控策略提供理论支持。
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