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摘要 }用国际 w个稻瘟病菌的标准菌株 o测定我国 tz省 !市 vz{个稻瘟病菌的交配型及其能育菌株的地理分布 o

并用 tv对引物的 °≤� 产物对其 zv个能育菌株进行 ≥≤��¶分析 o初步明确了我国稻瘟病菌交配型的地理分布及其能

育菌株的亲缘关系 o并对该菌有性生殖在田间存在的可能性进行了讨论 ∀
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  稻瘟病由 Μαγναπορτηε γρισεα引起≈t ou  o该菌为一

异宗配合的子囊菌 o除可寄生水稻外 o还寄生于其

它禾本科植物≈t ov ow  ∀其有性生殖于室内人工合成

培养基上获得已被国内外学者所证实≈x ∗ tu  o在多数

稻区内 o该菌通常以无性繁殖为主 o只有在田间发现

两种交配型并与其雌性能育菌株共存的情况下 o方

可证实该菌的有性生殖存在于田间 o但迄今难以用

常规的指纹分析方法来验证其能否生存于田间的寄

主 ∀该方法在研究该菌的系统进化上尚存在一定的

局限性 o且其适用的地域范围较小≈w otv otw  ∀本研究

在成功发现我国部分稻区存在有雌性能育菌株的基

础上≈v otx  o与法国 国 际 农 艺 研 究 和 发 展 中 心

k≤�� �⁄l合作 o采用特异性扩增片段k≥≤��¶l的方

法≈ts  o分析我国主要稻区稻瘟病菌的交配型和地理

中国农业科学  ussu ovxkvl }uxy p uyv
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分布及其能育菌株的亲缘关系≈z o{  o结合病菌的致

病型测定及其非致病基因的分析≈w oty  o以期获得该

菌有性繁殖能存在于田间寄主的假说依据 o为探明

稻瘟病菌的致病基因与水稻抗病基因之间的互作机

制及其有效防治提供新的思路 ∀

1  材料与方法

1 q1  菌株的纯化培养及其性别鉴定

将采自我国 tz 省 !市不同类型水稻植株上的

vz{个稻瘟病菌株 o在法国 ≤�� �⁄的植物病理和微

生物实验室内进行纯化培养 o并与法国 ≤�� �⁄提供

的 w个国际稻瘟病菌标准菌株 ��v和 ×�tuk交配型

t qtl及 �∏¼tt和 ×�tyk交配型 t qul o于水稻米糠酵

母洋菜培养基上及 us ε 的连续光照下对峙培养 tx§

左右 o于显微镜下根据培养基上子囊壳在两菌菌丝

交界处的着生部位及其形态特征鉴别其雌雄性别 ∀

1 q2  病菌基因组 ⁄�� 的提取

将经冰冻干燥后的菌丝团 o于研钵中研成粉末 o

按 ⁄µq⁄q×«¤µµ̈¤∏方法≈ts 提取 ⁄�� o然后溶于 ×∞缓

冲液中k ts °°²̄ ×µ¬¶2�≤̄ o³� z qx ot °°²̄ ∞⁄×�l至

最终浓度 x ±ªr°̄ op us ε 冰箱中保存 ∀

1 q3  引物

用于 ≥≤��¶的供试引物有 � ys q{x o ≠ty o⁄ty o

°|sqwo �ytqtxo �ytqtzo ≤ztqw �ysq{wo�tvtqwo∞ts o

°|t q| o�tys q| o�tys qz o≤∏·o�t{共 tx对k表 tl o先

用 ≤�x ! ≤�yw和 ≤�{x号菌株进行 °≤� 反应 o根据

其扩增后条带的有无 !数量及其可重复性 o从中确 ×

定 tv对引物k⁄ty和 �tys qz除外l用于 zv个测试菌

株的扩增 o引物序列见表 t≈ts  ∀

表 1  13 对多态 ≥≤ �� ¶分析的引物序列 !扩增条件 !等位基因数及其长度范围

×¤¥̄¨t  °µ¬° µ̈¶̈ ∏́̈ ±¦̈¶o¤°³̄¬©¬¦¦²±§¬·¬²±o¶¬½̈ ¤±§ ±∏°¥̈µ²© ¤̄¯̈ ¯̈ ¶k�� uvu ¬±§¬√¬§∏¤̄¶l ²© tv �¤ª±¤³²µ·«̈ ªµ¬¶̈¤ ³²̄¼°²µ³«¬¦

≥≤��¶

位点
�²¦∏¶

引物序列
°µ¬°̈ µ¶̈ ∏́̈ ±¦̈kxχ ∗ vχl

退火温度
�±±∏¤̄¬±ª·̈°³qk ε l

等位基因数
�²q²©¤̄¯̈ ¯̈ ¶

长度范围
≥¬½̈ µ¤±ª̈ k¥³l

≤zt qw ƒ }×�≤≤�≤≤×�≤×≤×���×��� ys v �∏̄¯otsvs ∗ tsxs

� }×�×≤≤××≤�≤≤��≤��≤�≤≤

≤�×t ƒ }×�×��≤�××��≤≤××�×��� ys v �∏̄¯o{ss ∗ tvzs

� }×���≤�×≤×≤���≤≤���≤≤

∞ts ƒ } �≤≤���×��≤�×≤��×���≤ xx w �∏̄¯otuxs ∗ tzss

� }≤×��≤�≤≤�����≤���××�

�ys q{w ƒ }���≤���≤����≤����×�× ys u �∏̄¯oyzs

� }≤��≤����≤�����������

�ys q{x ƒ }≤�×≤×�≤��≤≤≤���≤���� ys v �∏̄¯owss ∗ yss

� }×�×����≤��≤≤≤�×≤����

�yt qtx ƒ }×�×�×��×�≤���≤���≤×× ys w �∏̄¯otss ∗ txss

� }×���≤×���×�××�××���≤

�yt qtz ƒ } ��×��×���×�≤���≤���� ys u �∏̄¯o|xs

� } ������≤�≤����≤�����×

�tvt qw ƒ }≤≤×��≤≤��××≤≤×≤≤�×�× xx u �∏̄¯otuzs

� }×�×�≤×≤≤≤≤�×××××�××�

�tys q| ƒ }××��≤×�×�××�××�≤≤�×× ys v �∏̄¯o{ss ∗ ttss

� }���≤��≤�≤�××������××

°|s qw ƒ }≤��≤���×�≤××≤≤�≤≤�×� ys u �∏̄¯ou{x

� }��×≤≤××≤�××���≤�≤�×�

°|t q| ƒ } �≤≤≤≤�≤×≤�≤×��≤≤×××� xx y �∏̄¯ottxs ∗ tzss

� }≤���≤�≤××��××�≤×�××�

≠ty ƒ } �×××������≤�����×�×≤ xv v �∏̄¯ovss ∗ {ss

� }×�×�×�����≤����≤���≤

�t{ ƒ }≤≤���≤�×≤≤×≤≤�≤≤�××≤ xx t �∏̄¯owus

� }×≤�≤�×≤�×≤���××≤����

1 q4  °≤ � 扩增条件

用于 ≥≤��¶的 °≤� 反应总体积为 uxΛ̄ o其中含

有 xs±ª的模板 ⁄��ku qxΛ̄ l os qvΛ°²̄r�引物 ≈�³

ktΛ̄l i �³ktΛ̄l  oxsΛ°²̄r�§�×° ktΛ̄l ou qxΛ̄ ts ≅
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扩增反应缓冲液 o即 xs °°²̄r��≤̄ ots °°²̄r�×µ¬¶2

�≤̄ k室温 ³� { qvl ot qx °°²̄r��ª≤̄ uks qzxΛ̄l ot�

×¤́ ks qtΛ̄l ⁄�� 聚合酶 o超纯水加至 uxΛ̄ ∀然后在

每个样品中加 u滴石蜡油 o上面紧紧覆盖一张蜡纸 o

以免菌株间彼此污染 ∀ °≤� 反应在 °×≤2tss热循环

仪上进行 ∀用于 ≥≤��¶反应的温度循环是 |w ε tx

°¬±o并连续进行 |w ε t °¬±oys ε 或 xx ε t °¬±o

zu ε t °¬±共 vs个循环 o后接 zu ε tx °¬±∀每样品

中加 s qux h 溴酚兰kvΛ̄ l o每孔点样 tsΛ̄ o以 t ªr

tss°̄ 的琼脂糖凝胶于 t ≅ ×�∞ks qs| °²̄r�×µ¬¶2¥²2

µ¤·̈os qssu °²̄r�∞⁄×�l中电泳 u ∗ u qx«o然后将扩

增产物分别在含有溴化乙锭ktΛªr°̄ l的溶液中浸泡

x ∗ ts °¬±后移至清水中飘洗 ts ∗ us °¬±o在紫外灯

下观察并自动照相记录k图 tl ∀
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图 1  13 对引物对我国 37 个稻瘟病菌株的 °≤ � 扩增图谱
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1 q5  聚类分析

各引物的 °≤� 反应分别进行 u ∗ v次 o将大部

分可重复的带型列入统计范围 o对少数不能重复者

则于统计时忽略不计 o根据其扩增条带的有无分别

记载为 t或 s o聚类分析利用 �×≥≠≥ u软件包在 °≤

机上进行 o采用 �°��� k�̄·µ¤°̈ ·¬¦°¤¬µº¬¶̈ �µ²∏³¬±ª

� ·̈«²§∏¶¬±ª �µ¬·«°̈ ·¬¦°̈ ¤±l 方法分析其亲缘关系 o

并产生树状图k图 ul ∀

2  结果与分析

2 q1  稻瘟病菌的交配型及其出现频率

vz{个中国稻瘟病菌株和 w个国际稻瘟病标准

菌株对峙培养的结果表明 otw{ 个为交配型 t qt k|

个是雌性菌株l o|w个为交配型 t qu ktz个为雌性菌

株l otvx个菌株与标准菌株经对峙培养后均不能产

生子囊孢子 o分别占测定总数的 v| qu h !uw q{ h 和

vy h ∀这与 ≠¤̈ª¤¶«¬和 ≠¤°¤§¤≈t{ 从来自 y国 tvs个

菌株中观测到的交配型菌株的分布情况k交配型 t q

t !交配型 t qu 和不育的比例分别为 us h !vu h 和

w{ h l基本类似 ∀各省交配型 t qt !交配型 t qu和不

育之间的频率也差异较大 o分别在 s ∗ zv h !s ∗ yz h

和 s ∗ yw h之间 o在广西仅测到交配型 t qt o辽宁省

和上海市只测到交配型 t qu o因此 o病菌标样的采集

地点对交配型的比例影响很大k表 ul ∀

2 q2  稻瘟病菌的雌性能育菌株及其地理分布

测定结果还表明 o稻瘟病菌的雌性能育菌株主

要分布在中国的云南 !湖北 !湖南 !贵州 !广东 !浙江

等省 o其中湖北省的雌性菌株占参测菌株的 yz h o

其次是云南和湖南省 o分别占参测菌株的 tw qv h 和

ts qy h ~而雌性菌株分别只占交配型 t qt 和交配型

t qu的 y h和 t{ h o在贵州 !湖北 !湖南和浙江省均存

在有交配型 t qt 和交配型 t qu 的雌性菌株 o而在广

东和云南省只分别测到交配型 t qt和交配型 t qu的

雌性菌株 o这与采集标样的地理位置有极大关系k表

ul ∀

2 q3  稻瘟病菌株的 ≥≤�� ¶标记及其亲缘关系

运用法国k≤�� �⁄l成功的 ≥≤��¶方法≈ts  o分别

对来自云南 !湖南 !浙江 !海南 !陕西 x 省的 zv 个稻

瘟病菌能育菌株进行分子标记 ∀根据 tv 对引物扩

增供试分离物的 ≥≤��¶反应结果 o均可获得较为稳

定的电泳谱带 o其扩增片段的分子量一般在 s qv ∗

t q{ ®¥之间 o等位基因数≈ts 分别为 t !u !v !w !yk表

tl o而相似率水平介于 s ∗ wu h 之间 o菌株群体间的

亲缘关系见图 u ∀根据其相似率可将参测菌株区分

为 y组k�o��o���o�∂ o∂ o∂�l o每组菌株的相似率略有

差异 o其中�组的相似率为 v| h ∗ wu h o��!���!�∂ !∂ !

∂�组的相似率分别为 uv h ∗ u{ h out h ∗ uu h o

ty h ∗ t{ h otw h ∗ tx h o{ h ∗ ts h ∀云南菌株遍

及 �o��o���o�∂ o∂ o∂�y组 o而相似率最高和最低的 �

组和 ∂�组菌株仅来自云南 ~湖南和浙江菌株的分布

基本相同 o前者分布在 �o��o���o∂ w 组 ~后者分布于

��o���o∂ v 组 o而陕西和海南各分布在 ��和 ∂ 组 ∀

由此可见 o来源于不同省份的菌株之间具有明显而

复杂的亲缘关系 ∀尽管本试验测定的菌株数量有

限 o但仍然能反映出该菌的遗传多样性并可进行远

距离传播≈w oty  ∀
表 2  我国稻瘟病菌交配型及其雌性能育菌株的地理分布

×¤¥̄¨u  ⁄¬¶·µ¬¥∏·¬²± ²© °¤·¬±ª·¼³̈ ¤±§©̈ °¤̄¨©̈µ·¬̄¬·¼¬¶²̄¤·̈¶²© Μαγναπορτηε γρισεα¬± ≤«¬±¤

采样省份r市
°µ²√¬±¦̈¶r≤¬·¬̈¶

菌株数  �∏°¥̈µ

交配型 tqt  �¤·tqt 交配型 tqu  �¤·tqu

雄性
�¤̄¨

雌性
ƒ̈ °¤̄¨

雄性
�¤̄¨

雌性
ƒ̈ °¤̄¨

不育
�§

总数
×²·¤̄

频率  ƒµ̈ ∏́̈±¦¼

交配型 tqt
�¤·tqt

交配型 tqu
�¤·tqu

不育
�§

雌性
ƒ̈ °¤̄¨

交配型 tqtr
交配型 tqtn交配型 tqu
�¤·tqtr�¤·tqtn �¤·tqu

福建 ƒ∏­¬¤± tv s | s tu vw sqv{ squy sqvx s sqx|

广东 �∏¤±ª§²±ª y u { s y uu sqvy sqvy squ{ sqs| sqx

广西 �∏¤±ª¬¬ s s x s x ts s sqx sqx s s

贵州 �∏¬½«²∏ tw t x t tv vw sqww sqt{ sqv{ sqsy sqzt

海南 �¤¬±¤± u s u s u y sqvv sqvv sqvv s sqx

河北k京 o津l ts s u s u tw sqzt sqtw sqtw s sq{v

�̈ ¥̈¬k�̈¬­¬±ªo×¬¤±­¬±l

湖北 �∏¥̈¬ t t t v s y sqvv sqyz s sqyz sqvv

湖南 �∏±¤± z v tt u uw wz squt squ{ sqxt sqtt sqwv

江西 �¬¤±ª¬¬ t s u s x { sqtv squx sqyv s sqvv

辽宁 �¬¤²±¬±ª w s s s z tt sqvy s sqyw s t

上海 ≥«¤±ª«¤¬ { s s s v tt sqzv s squz s t

陕西 ≥«¤¤±¬¬ x s t s ts ty sqvt sqsy sqyv s sq{v

四川 ≥¬¦«∏¤± tv s ts s u ux sqxu sqw sqs{ s sqxz

云南 ≠∏±±¤± t{ s tu | uw yv squ| sqvv sqv{ sqtw sqw{

浙江 �«̈­¬¤±ª vz u | u us zs sqxy sqty squ| sqsy sqz{

总计 ×²·¤̄ tv| | zz tz tvx vz{ sqv| squx sqvy sqsz sqyt
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图 2  我国 73 个稻瘟病菌能育菌株的亲缘关系树状图

ƒ¬ªqu  ⁄̈ ±§µ²ªµ¤° ¶«²º¬±ªµ̈ ¤̄·¬²±¶«¬³¶¤°²±ªzv ©̈µ·¬̄̈ ¬¶²̄¤·̈¶

²© Μαγναπορτηε γρισεα¬± ≤«¬±¤

3  讨论

3 q1  随着分子生物学的发展 o采用常规的指纹分析

难以验证稻瘟病菌的有性生殖是否存在于禾本科寄

主 o在研究系统进化上尚存在适用地域范围小的局

限性≈w oz o{ otw oty  ∀本文运用 tv对引物的 °≤� 产物对

其 zv 个能育菌株进行 ≥≤��¶分析 o发现除 ≥≤��¶

�tv qtw o∞ts o°|s qw和 �ys q{w外 o多数引物可在其供

试菌株上产生一条长度范围不同的相同谱带k图

tl o表明稻瘟病不同分离菌之间具有较高的相似度 o

且差异明显≈w otw oty  ∀

供试引物还可将不同的参测菌株分为若干

≥≤��¶类型 o将这些引物扩增出来的 ≥≤��¶特征图

谱综合起来可有效地将其区分 o用 ≥≤��¶标记还能

较好地分析稻瘟病菌的遗传变异及其群体结构和交

配型等位基因的系统进化≈t ou  o倘若图距足够小 o

≥≤��¶标记能用于检测并跟踪目的基因在世代间的

传递信息 ∀本研究结果虽初步明确了该菌交配型的

地理分布及其能育菌株的亲缘关系 o然而 o要精确分

析该菌的交配型及其能育菌株与 ⁄�� 多态性之间

的关系 o还需进行大量 !细致的生物学测定 o从中筛

选出致病性稳定且差异明显的能育菌株作基因组

⁄��多态性的分析 o才能在更高层次上揭示该菌能

育菌株与其 ⁄��多态性之间的亲缘关系≈t{  ∀

3 q2  由于我国新品种层出不穷地推广种植和频繁

交换 o致使寄主与病原菌相互竞争后出现的有性杂

交 !异核现象 !准性生殖以及物化等因素而导致的突

变等现象都将引发病原物种群组成和遗传结构发生

改变而出现丰富的遗传多样性 ∀由于各省 !区测定

的菌株数量有限 o且有些省份没有提供病菌标样 o其

结果尚有一定的局限性 ∀本文通过稻瘟病菌交配型

的测定 o已初步明确其雌性能育菌株主要分布在中

国的云南 !湖北 !湖南 !贵州 !广东 !浙江等省山区 !丘

陵地带 o由于采集的病标样有限 o在平原地区尚未测

到雌性菌株 ∀几乎所有供测菌株的能育力极低 o通

常是雌性不育或有时雄性不育 o其雌性能育菌株所

占测定菌株数的比例亦互不均等 o且雌性能育菌株

的出现频率很低k广东 !贵州 !湖南和浙江省的出现

频率为 y h ∗ tt h l o其余两省较高 o云南为 tw qv h o

湖北为 yy qz h ∀尽管可以通过大量菌株的检测以

鉴定其育性良好的杂交组合 o然而 o笔者还没有发现

如 �∏¼̄¯那样的雌性能育菌株并能将其能育性传递

至后代的特点 o以进行病菌致病性的遗传分析≈{ o|  ∀

因此 o本文的研究结果仅能反映我国稻瘟病菌雌性

菌株地理分布的概貌 o而雌性能育菌株在中国主栽

稻区的获得 o结合病菌的致病型测定及其非致病基

因的分析 o将为稻瘟病菌有性态的深入研究及其防

治策略提供新思路 ∀

3 q3  检测稻瘟病菌株交配型及其雌性能育菌株的

出现频率需要征集大量的田间菌株 o同时需要能育

力强 !已知交配型的标准菌株 ∀本研究运用 ≥≤��

标记的方法 o着重分析了云南和湖南两省的能育菌

株于田间存在有性生殖的可能性 o但由于对水稻致

病的供试菌株的能育力极低 o几乎所有的菌株均为

雌性不育 o而且在大多成功的杂交组合中分离到的

子囊孢子存活率亦很低 ∀在自然界仅发现该菌的无
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性态 o但在实验室条件下 o通过将提高了能育性的亲

和菌株同时接种在稻株上可获得子囊壳 o如果稻瘟

病菌的有性生殖发生在水稻上 o亦许是罕见的或不

可能进行病害的全过程≈z o{  ∀值得注意的是 o对于

除水稻以外诸如黍类等一些禾本科寄主的致病菌

株 o其能育力很强 o对水稻致病的菌株似乎丧失了有

性生殖的能力 o其实这只是该过程尚未完成 o其中一

些菌株仍然可育 ∀可以认为 o不同的交配型菌株均

属于经过长时间的遗传分离的无性系 o笔者从两地

鉴定的 v 个交配类型k交配型 t qt o交配型 t qu o未

知l均可观测到k表 ul ∀因此 o尽管于某地同时获得

两种交配型的菌株 o但这些菌株是互交不育的 ∀这

种遗传的多态性表明 o在同一块稻田内流行的稻瘟

病可能是该菌无性的群体所致 o尚不能阐明其有性

生殖存在于田间 ∀
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