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

并用 对引物的 °≤ 产物对其 个能育菌株进行 ≥≤ 分析 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 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≈ 该菌为一

异宗配合的子囊菌 除可寄生水稻外 还寄生于其

它禾本科植物≈ ∀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≈ ∗ 在多数

稻区内 该菌通常以无性繁殖为主 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 方

可证实该菌的有性生殖存在于田间 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 且其适用的地域范围较小≈ ∀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≈ 与法国 国 际 农 艺 研 究 和 发 展 中 心

≤ ⁄ 合作 采用特异性扩增片段 ≥≤ 的方

法≈ 分析我国主要稻区稻瘟病菌的交配型和地理
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分布及其能育菌株的亲缘关系≈ 结合病菌的致

病型测定及其非致病基因的分析≈ 以期获得该

菌有性繁殖能存在于田间寄主的假说依据 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 1  菌株的纯化培养及其性别鉴定

将采自我国 省 !市不同类型水稻植株上的

个稻瘟病菌株 在法国 ≤ ⁄的植物病理和微

生物实验室内进行纯化培养 并与法国 ≤ ⁄提供

的 个国际稻瘟病菌标准菌株 和 × 交配型

及 ∏ 和 × 交配型 于水稻米糠酵

母洋菜培养基上及 ε 的连续光照下对峙培养

左右 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 2  病菌基因组 ⁄ 的提取

将经冰冻干燥后的菌丝团 于研钵中研成粉末

按 ⁄ ⁄ × ∏方法≈ 提取 ⁄ 然后溶于 ×∞缓

冲液中 × 2 ≤ ∞⁄× 至

最终浓度 ε 冰箱中保存 ∀

1 3  引物

用于 ≥≤ 的供试引物有 ≠ ⁄

° ≤ ∞

° ≤∏ 共 对 表 先

用 ≤ ! ≤ 和 ≤ 号菌株进行 °≤ 反应 根据

其扩增后条带的有无 !数量及其可重复性 从中确 ×

定 对引物 ⁄ 和 除外 用于 个测试菌

株的扩增 引物序列见表 ≈ ∀

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

×  ° ∏ ∏ √ ∏

≥≤

位点
∏

引物序列
° ∏ χ ∗ χ

退火温度
∏ ε

等位基因数 长度范围
≥

≤ ƒ × ≤≤ ≤≤× ≤×≤× × ∏ ∗

× ×≤≤××≤ ≤≤ ≤ ≤ ≤≤

≤ × ƒ × × ≤ ×× ≤≤×× × ∏ ∗

× ≤ ×≤×≤ ≤≤ ≤≤

∞ ƒ ≤≤ × ≤ ×≤ × ≤ ∏ ∗

≤× ≤ ≤≤ ≤ ××

ƒ ≤ ≤ ≤ × × ∏

≤ ≤ ≤

ƒ ≤ ×≤× ≤ ≤≤≤ ≤ ∏ ∗

× × ≤ ≤≤≤ ×≤

ƒ × × × × ≤ ≤ ≤×× ∏ ∗

× ≤× × ×× ×× ≤

ƒ × × × ≤ ≤ ∏

≤ ≤ ≤ ×

ƒ ≤≤× ≤≤ ××≤≤×≤≤ × × ∏

× × ≤×≤≤≤≤ ××××× ××

ƒ ×× ≤× × ×× ×× ≤≤ ×× ∏ ∗

≤ ≤ ≤ ×× ××

° ƒ ≤ ≤ × ≤××≤≤ ≤≤ × ∏

×≤≤××≤ ×× ≤ ≤ ×

° ƒ ≤≤≤≤ ≤×≤ ≤× ≤≤××× ∏ ∗

≤ ≤ ≤×× ×× ≤× ××

≠ ƒ ××× ≤ × ×≤ ∏ ∗

× × × ≤ ≤ ≤

ƒ ≤≤ ≤ ×≤≤×≤≤ ≤≤ ××≤ ∏

×≤ ≤ ×≤ ×≤ ××≤

1 4  °≤ 扩增条件

用于 ≥≤ 的 °≤ 反应总体积为 Λ 其中含

有 的模板 ⁄ Λ Λ 引物 ≈

Λ Λ Λ ×° Λ Λ ≅
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扩增反应缓冲液 即 ≤ × 2

≤ 室温 ≤ Λ

× Λ ⁄ 聚合酶 超纯水加至 Λ ∀然后在

每个样品中加 滴石蜡油 上面紧紧覆盖一张蜡纸

以免菌株间彼此污染 ∀ °≤ 反应在 °×≤2 热循环

仪上进行 ∀用于 ≥≤ 反应的温度循环是 ε

并连续进行 ε ε 或 ε

ε 共 个循环 后接 ε ∀每样品

中加 溴酚兰 Λ 每孔点样 Λ 以

的琼脂糖凝胶于 ≅ × ∞ × 2 2

∞⁄× 中电泳 ∗ 然后将扩

增产物分别在含有溴化乙锭 Λ 的溶液中浸泡

∗ 后移至清水中飘洗 ∗ 在紫外灯

下观察并自动照相记录 图 ∀
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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

ƒ  °≤ ∏ ∏ ∏ 2

Μ. γρισεα ≤
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1 5  聚类分析

各引物的 °≤ 反应分别进行 ∗ 次 将大部

分可重复的带型列入统计范围 对少数不能重复者

则于统计时忽略不计 根据其扩增条带的有无分别

记载为 或 聚类分析利用 ×≥≠≥ 软件包在 °≤

机上进行 采用 ° ° ∏

∏ 方法分析其亲缘关系

并产生树状图 图 ∀

2  结果与分析

2 1  稻瘟病菌的交配型及其出现频率

个中国稻瘟病菌株和 个国际稻瘟病标准

菌株对峙培养的结果表明 个为交配型

个是雌性菌株 个为交配型 个为雌性菌

株 个菌株与标准菌株经对峙培养后均不能产

生子囊孢子 分别占测定总数的 ! 和

∀这与 ≠ 和 ≠ ≈ 从来自 国 个

菌株中观测到的交配型菌株的分布情况 交配型

!交配型 和不育的比例分别为 ! 和

基本类似 ∀各省交配型 !交配型 和不

育之间的频率也差异较大 分别在 ∗ ! ∗

和 ∗ 之间 在广西仅测到交配型 辽宁省

和上海市只测到交配型 因此 病菌标样的采集

地点对交配型的比例影响很大 表 ∀

2 2  稻瘟病菌的雌性能育菌株及其地理分布

测定结果还表明 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 其中湖北省的雌性菌株占参测菌株的

其次是云南和湖南省 分别占参测菌株的 和

而雌性菌株分别只占交配型 和交配型

的 和 在贵州 !湖北 !湖南和浙江省均存

在有交配型 和交配型 的雌性菌株 而在广

东和云南省只分别测到交配型 和交配型 的

雌性菌株 这与采集标样的地理位置有极大关系 表

∀

2 3  稻瘟病菌株的 ≥≤ 标记及其亲缘关系

运用法国 ≤ ⁄ 成功的 ≥≤ 方法≈ 分别

对来自云南 !湖南 !浙江 !海南 !陕西 省的 个稻

瘟病菌能育菌株进行分子标记 ∀根据 对引物扩

增供试分离物的 ≥≤ 反应结果 均可获得较为稳

定的电泳谱带 其扩增片段的分子量一般在 ∗

之间 等位基因数≈ 分别为 ! ! ! ! 表

而相似率水平介于 ∗ 之间 菌株群体间的

亲缘关系见图 ∀根据其相似率可将参测菌株区分

为 组 ∂ ∂ ∂ 每组菌株的相似率略有

差异 其中 组的相似率为 ∗ ! ! ∂ !∂ !

∂ 组的相似率分别为 ∗ ∗

∗ ∗ ∗ ∀云南菌株遍

及 ∂ ∂ ∂ 组 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 前者分布在 ∂ 组 后者分布于

∂ 组 而陕西和海南各分布在 和 ∂ 组 ∀

由此可见 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 但仍然能反映出该菌的遗传多样性并可进行远

距离传播≈ ∀
表 2  我国稻瘟病菌交配型及其雌性能育菌株的地理分布

×  ⁄ ∏ Μαγναπορτηε γρισεα ≤

采样省份 市
° √ ≤

菌株数  ∏

交配型  交配型  
雄性 雌性

ƒ
雄性 雌性

ƒ

不育 总数
×

频率  ƒ ∏

交配型 交配型 不育 雌性
ƒ

交配型
交配型 交配型

福建 ƒ∏

广东 ∏

广西 ∏ ¬

贵州 ∏ ∏

海南
河北 京 津

×

湖北 ∏

湖南 ∏

江西 ¬

辽宁
上海 ≥

陕西 ≥ ¬

四川 ≥ ∏

云南 ≠∏

浙江
总计 ×
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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  ⁄

Μαγναπορτηε γρισεα ≤

3  讨论

3 1  随着分子生物学的发展 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 在研究系统进化上尚存在适用地域范围小的局

限性≈ ∀本文运用 对引物的 °≤ 产物对

其 个能育菌株进行 ≥≤ 分析 发现除 ≥≤

∞ ° 和 外 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 图

表明稻瘟病不同分离菌之间具有较高的相似度

且差异明显≈ ∀

供试引物还可将不同的参测菌株分为若干

≥≤ 类型 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 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≈ 倘若图距足够小

≥≤ 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 然而 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 还需进行大量 !细致的生物学测定 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 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≈ ∀

3 2  由于我国新品种层出不穷地推广种植和频繁

交换 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 且有些省份没有提供病菌标样 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 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 由于采集的病标样有限 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 通

常是雌性不育或有时雄性不育 其雌性能育菌株所

占测定菌株数的比例亦互不均等 且雌性能育菌株

的出现频率很低 广东 !贵州 !湖南和浙江省的出现

频率为 ∗ 其余两省较高 云南为

湖北为 ∀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 然而 笔者还没有发现

如 ∏ 那样的雌性能育菌株并能将其能育性传递

至后代的特点 以进行病菌致病性的遗传分析≈ ∀

因此 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 而雌性能育菌株在中国主栽

稻区的获得 结合病菌的致病型测定及其非致病基

因的分析 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 3  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 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 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 但由于对水稻致

病的供试菌株的能育力极低 几乎所有的菌株均为

雌性不育 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 但在实验室条件下 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 如果稻瘟

病菌的有性生殖发生在水稻上 亦许是罕见的或不

可能进行病害的全过程≈ ∀值得注意的是 对于

除水稻以外诸如黍类等一些禾本科寄主的致病菌

株 其能育力很强 对水稻致病的菌株似乎丧失了有

性生殖的能力 其实这只是该过程尚未完成 其中一

些菌株仍然可育 ∀可以认为 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 笔者从两地

鉴定的 个交配类型 交配型 交配型 未

知 均可观测到 表 ∀因此 尽管于某地同时获得

两种交配型的菌株 但这些菌株是互交不育的 ∀这

种遗传的多态性表明 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 尚不能阐明其有性

生殖存在于田间 ∀

≈  ∞ ° 2

≈  ° √ 2
∏ ∏ ∏ Πψριχυλαρια ορψζαε ° 2
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期           沈  瑛等 中国稻瘟病菌交配型的地理分布及其能育菌株的亲缘关系


