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quencingopenreadingframe(ORF)．ComparedwithPiＧd３DiguORF,atotalof３９nucleotidevariationswerefoundin
２７７５ＧbpORFsof８０riceaccessionswiththeaveragemutationrateof１．４１％．TheWTBXPiＧd３ORFof８０riceaccesＧ
sionswasdividedinto３７haplotypesbasedonthenucleotidevariations．H８(２８．８％),H４(１１．３％)andH２３(５．０％)are
highＧfrequencytypes,whileothertypesoccurredatlowfrequency．TheresultsshowedthattheWTBXPiＧd３inYunnan
ricelandraceswasrichingeneticvariationsandhaplotypes,butlowfrequency．Atotalof２８aminoacidsvariationswere
foundin３３translationproteinsof３７haplotypes．１８haplotypeswith３２ricelandracesincluding１２indicaaccessions
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摘　要:对来自云南的８０份地方稻种抗稻瘟病基因PiＧd３ 编码区序列进行了PCR扩增并测序分析.结果表明,与地谷相
比,８０份云南地方稻种的PiＧd３ 编码区序列(全长２７７５bp)存在３９个变异位点,平均变异率为１．４１％.所有材料可以归为

３７种单倍型,频率较高的单倍型是 H８(２８．８％)、H４(１１．３％)、H２３(５．０％),其他单倍型频率较低,显示了云南地方稻种PiＧ
d３ 基因变异丰富,单倍型类型多,但频率较低.３７种单倍型中存在２８个氨基酸差异位点,共编码３３种蛋白,其中１８种单倍
型共计３２份材料(包括１２份籼稻品种)出现了假基因,假基因化的频率较高,可能是粳稻PiＧd３ 假基因化向籼稻渗透.除已
发现的７３７位氨基酸假基因位点外,新发现３２和４６７两个假基因位点.PiＧd３ 基因在籼稻、粳稻亚种,水稻、陆稻,黏稻、糯
稻的单倍型类型及频率两方面均存在差异,表明亚种间或生态型间发生了一定的遗传分化.３７种单倍型在云南的地理分布
呈大分散、小聚居的特点,普洱、版纳、临沧的单倍型种类最丰富,并以之为中心向外扩展,单倍型种类随之减少.
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　　水稻是世界上重要的粮食作物,稻瘟病是由稻

瘟病菌(Magnaportheoryzae;无性态:Pyricularia
oryzae)引起的水稻真菌病害[１],在世界各水稻种植

区均有发生,可引起水稻大幅减产,甚至绝收,严重

阻碍了水稻生产的可持续发展.稻瘟病抗性可分为

垂直抗性和水平抗性两种类型,垂直抗性由单个主

效抗性 基 因 控 制,水 平 抗 性 则 由 微 效 多 基 因 控

制[２Ｇ４].到目前为止,通过广泛的遗传分析,水稻中

收稿日期:２０１５Ｇ０６Ｇ１３;修改稿收到日期:２０１５Ｇ０７Ｇ３０.
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至少已鉴定和定位了８６个抗稻瘟病基因(国家水稻

数据中心),这些基因大部分成簇地分布于水稻除第

３染色体以外的其他１１条染色体上[５],其中,已有

２４个稻瘟病主效抗性基因被成功克隆[６Ｇ９].
水稻抗稻瘟病基因PiＧd３ 由Shang等[１０]在比

较籼粳稻全基因组 NBSＧLRR基因等位间假基因化

差异时,利用假基因化标记在分离的感病小群体内

克隆得到.PiＧd３ 基因位于水稻第６染色体上,属
于组成型表达基因,含有２７７５bp的编码区,编码

９２４个氨基酸,含有 NBSＧLRR 结构域和 MHD 基

序.由于PiＧd３ 抗性基因 LRR序列中有一个碱基

突变形成终止子,所以存在等位的假基因.
云南高原地形气候复杂,位于中国与南亚两个

稻种起源中心之间,云南境内海拔７６~２７００m 区

域均有亚洲栽培稻地方品种分布,是世界上最大的

稻种遗传多样性中心之一,基因多样性大于中国其

他地理群[１１].本研究对云南不同生态区的８０份地

方稻种PiＧd３ 基因编码区进行扩增并测序,通过分

析PiＧd３ 基因在核苷酸水平上的多态性,明确云南

稻种PiＧd３ 基因序列变异类型和地理分布特点,旨
在为研究稻种传播过程中生态环境变化与基因变异

的关系提供依据,为筛选抗稻瘟病地方品种提供材

料.

１　材料与方法

１．１　供试材料

从保存于云南省农业科学院生物技术与种质资

源研究所内的云南地方稻种资源核心种质库中随机

抽取８０份来源于云南省不同州市(县)的地方品种

作为本研究的材料.按籼粳亚种分类,粳稻４６份,
籼稻３４份;按水陆稻分类,水稻４８份,陆稻３２份;
按黏糯稻分类,黏稻６２份,糯稻１８份.本研究以日

本晴PiＧd３ 基因序列为测序对照.

１．２　水稻基因组DNA的提取

在水稻３~４叶期,取新鲜叶片,采用改进的

CTAB法提取基因组DNA[１２].

１．３　PiＧd３基因同源序列的获取及分析

根据已知的PiＧd３ 基因的保守序列设计引物

对 (PiＧd３Ｇ１F:５′ＧGCGAGAAGGAAGTAACACＧ
CCAＧ３′; PiＧd３Ｇ１R: ５′ＧCGGAGGATATCGTGＧ
CATTTGGＧ３′; PiＧd３Ｇ２F: ５′ＧGTACGACTCTＧ
GGGTTGCTGAAＧ３′; PiＧd３Ｇ２R: ５′ＧAGAATＧ
GAATGTCCTGACTGAAACCＧ３′),由华大基因公

司合成后,对云南地方稻种抗稻瘟病基因PiＧd３ 进

行扩增.

PCR反应体系总体积为４０μL,包括１０×缓冲

液４μL,dNTPs２μL,４mol/L正向和反向引物２

μL,ExTaq酶０．５μL,２０ng/μLDNA 模板１μL,

ddH２O２８．５μL.PCR反应程序如下:９５℃下预变

性５min;９４℃下变性４０s,５７℃下退火３０s,７２℃下

延伸２min,３５个循环;７２℃下再延伸１０min.PCR
扩增产物用０．５％的琼脂糖凝胶电泳.电泳后于紫

外投射仪下检测条带合格后,送华大基因公司进行

测序,每个材料重复测序两次.
用BioLign软件将同一材料的不同片段序列进

行手工拼接后与地谷的PiＧd３ 基因进行对比分析,
根据最大似然法,用软件 MEGAV５．１０构建系统进

化树.多样性指数根据 Fontaine[１３]的方法采用单

倍型在材料中的频率计算.多样性指数 Ds＝１－

Σ
s

i＝１
Pi

２(Pi 为单倍型在总数中 的 频 率).日 本 晴

(GenBankAccessionNo．FJ７７３２８６．１)、地谷(GenＧ
BankAccessionNo．FJ７７３２８５．１)的PiＧd３ 编码序列

从 NCBI基因库(http://blast．ncbi．nlm．nih．gov)中
获得.

２　结果与分析

２．１　云南地方稻种PiＧd３ 等位基因编码区序列的

变异

在水稻中,PiＧd３ 基因编码区的长度为 ２７７５
bp,实验获得的日本晴序列长度及碱基顺序与从

GenBank获得的序列 No．FJ７７３２８６．１一致,表明测

序数据可靠.与地谷序列(GenBankAccessionNo．
FJ７７３２８５．１)相比,８０份云南地方稻种的PiＧd３ 编

码序列中,共发现３９个核苷酸变异位点,分别位于

９４,９５,１３０,１４４,１９７,３２６,３５６,４１４,４５８,４５９,４７７,

５２５,５３７,６１０,７５６,７７５,７８５,１０１４,１１２８,１１９７,１３２９,

１３９９,１４８４,１５４４,１７１３,１７２９,１７６６,１８４２,１８７４,

２００５,２００９,２２０９,２３９６,２４４４,２５６６,２６７１,２６８０,

２６８７,２６９９位点(表１),平均变异率１．４１％.３９个

不同位点的变异频率为１．２５％~１００００％,值得注

意的 是,位 点 ２５６６、２６８７ 处 的 变 异 率 均 达 到

１００００％,表明所检测的云南稻种在２５６６和２６８７
位点与地谷完全不同.３９个变异位点中１７个发生

颠换,占总突变位点的４３５９％,其中 G/T 颠换７
个(占１７９５％),A/T颠换５个(占１２８２％),C/G
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表１　云南地方稻种PiＧd３ 基因编码区序列的变异

Table１．SequencevariationsofPiＧd３openreadingframeinYunnanricelandraces．

变异位点

Variation

site

地谷碱基

Basein

PiＧd３Digu

替代碱基

Substituted

base

替换类型

Substitutiontype

测序材料数

Sequenced

accessionnumber

替代材料数

No．ofsubstituted

accessions

频率

Frequence
/％

９４ G T 颠换 Transversion ８０ ３ ３．８
９５ A T 颠换 Transversion ８０ １ １．３

１３０ G C 颠换 Transversion ８０ ７７ ９６．３
１４４ T G 颠换 Transversion ８０ ７７ ９６．３
１９７ C T 转换 Transition ８０ ７ ８．８
３２６ A T 颠换 Transversion ８０ ４ ５．０
３５６ G C 颠换 Transversion ８０ ３ ３．８
４１４ G T 颠换 Transversion ８０ ３ ３．８
４５８ C T 转换 Transition ８０ ２２ ２７．５
４５９ A G 转换 Transition ８０ ７７ ９６．３
４７７ A G 转换 Transition ８０ ４６ ５７．５
５２５ T C 转换 Transition ８０ ５５ ６８．８
５３７ G A 转换 Transition ８０ ４８ ６０．０
６１０ G A 转换 Transition ８０ ２４ ３０．０
７５６ T C 转换 Transition ８０ ７ ８．８
７７５ G A 转换 Transition ８０ ７７ ９６．３
７８５ A G 转换 Transition ８０ ７５ ９３．８

１０１４ C T 转换 Transition ８０ ２２ ２７．５
１１２８ C A 颠换 Transversion ８０ ８ １０．０
１１９７ T C 转换 Transition ８０ ７９ ９８．８
１３２９ T G 颠换 Transversion ８０ ５ ６．３
１３９９ A T 颠换 Transversion ８０ ８ １０．０
１４８４ G A 转换 Transition ８０ ５ ６．３
１５４４ G A 转换 Transition ８０ ２４ ３０．０
１７１３ T G 颠换 Transversion ８０ ７１ ８８．８
１７２９ G A 转换 Transition ８０ ７２ ９０．０
１７６６ C T 转换 Transition ８０ ８ １０．０
１８４２ C G 颠换 Transversion ８０ ９ １１．３
１８７４ A T 颠换 Transversion ８０ ６９ ８６．３
２００５ G T 颠换 Transversion ８０ ２３ ２８．８
２００９ G A 转换 Transition ８０ ２３ ２８．８
２２０９ C T 转换 Transition ８０ ２３ ２８．８
２３９６ A G 转换 Transition ８０ ８ １０．０
２４４４ T A 颠换 Transversion ８０ ７１ ８８．８
２５６６ C G 颠换 Transversion ８０ ８０ １００．０
２６７１ G T 颠换 Transversion ８０ １０ １２．５
２６８０ G A 转换 Transition ８０ ７２ ９０．０
２６８７ G A 转换 Transition ８０ ８０ １００．０
２６９９ G A 转换 Transition ８０ ７ ８．８

颠 换 ４ 个 (占 １０２６％),A/G 颠 换 １ 个 (占

２５６％);２２ 个 位 点 发 生 转 换,占 总 突 变 位 点 的

５６４１％,其中 G/A 转换１４个(占３５９０％),C/T
转换８个(占２０５１％).经过DNA序列的比对,可
将８０份云南地方稻种归为３７种单倍型(表２),日
本晴归于 H４.每种单倍型的变异碱基数均在１０
个以上,平均变异碱基数１７个,其中单倍型 H１１的

变异碱基数最多(２２个),单倍型 H３１的变异碱基

数最少(１１个).从表２中还可以看出,３７种单倍型

中 H８(２８８％),H４(１１３％),H２３(５．０％)所占比

例较高,是云南的主要类型,而其他单倍型的频率较

低,每个单倍型仅有１~２个品种.可见,云南地方

稻种在 PiＧd３ 位点上具有变异丰富、单倍型类型

多、频率较低的特点.

９１杨奕等:云南地方稻种抗稻瘟病基因PiＧd３ 序列变异分析
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２．２　抗稻瘟病基因PiＧd３蛋白的氨基酸分析

对比分析云南地方稻种PiＧd３ 基因的３７种单

倍型与地谷编码蛋白质情况,发现存在２８个氨基酸

的变异.３７种单倍型共编码３３种蛋白质,单倍型

H２与 H３５、H４与 H１７、H８与 H１９、H１４与 H１５编

码的蛋白质不存在差异(表３).这３３种不同的蛋

白质中,有１６种提前出现终止子为非完整蛋白,其
余的１７种为完整蛋白.

结合表 ２、表 ３ 可以看出 H１、H４、H１７、H７、

H９、H１１、H１４、H１５、H１８、H２１、H２４、H３０、H３６共

１３种单倍型由于在核苷酸２２０９位处发生 C/T 颠

换,使氨基酸７３７位出现终止子,导致PiＧd３ 基因成

为假基因,这是Shang等发现的假基因位点,由此

可以推测这些单倍型的植株易感病[１０].此外,本研

究中新发现单倍型 H３３、H３４由于在核苷酸９４位

出现 G/T颠换,致使氨基酸３２位出现终止子;单倍

型 H１３、H１６、H２８、H３４、H３６在核苷酸１３９９位发

生 A/T颠换,导致氨基酸４６７位出现终止子,这些

是新发现的易感病假基因单倍型.

８０份云南地方材料中有３２份出现假基因化现

象,假基因出现频率高达４０％.这些假基因化材料

包含粳稻２０份,籼稻１２份,虽然籼稻中出现假基因

的频率(３５３％)明显低于粳稻(４３５％),但检测出

了 籼稻中存在假基因化现象.而Shang等在发现

表３　不同单倍型中PiＧd３ 基因氨基酸序列变化

Table３．AminoacidvariationofPiＧd３in３７haplotypes．

单倍型

Haplotype

氨基酸位点 Aminoacidlous

３２ ４４ ６６ １０９１１９１３８１５３２０４２５９２６２４４３４６７４９５５１５５７１５７７５８９６２５６６９６７０７３７７９９８１５８５６８９１８９４８９６９００

地谷 Digu E G A K R R T G V D N R G R H V S N V G Q N F H V V R R
H１ － R － M － － M S I － K － － H Q M － I F D ∗ － Y D － I Q －
H２、H３５ － R － － － － － － － － － － － － Q M － I － － － － Y D － I Q －
H３ － R － － － － － － I － － － － － Q M － I － － － － Y D L I Q －
H４、H１７ － R － － － － M S I － － － － H Q M － I F D ∗ － Y D － I Q －
H５ － R － M P S － － I － － － E － － － L － － － － S － D L － Q Q
H６ － R － － － － － － I － － － E － Q M － I － － － － Y D L I Q －
H７ － R － － － S M S I － － － － H Q M － I F D ∗ － Y － L I Q －
H８、H１９ － R － － － － － － I － － － － － Q M － I － － － － Y D － I Q －
H９ － － － － － － M S I － － － － H Q M － I F D ∗ － Y D － I Q －
H１０ － R － － － － － － I G － － － － Q M － I － － － － Y D L I Q －
H１１ － R － M P S M S I － － － － H Q M － I F D ∗ － Y D － I Q －
H１２ － R － － － － － － I － － － － － Q M － － － － － － Y D － I Q －
H１３ － R － － － － － － I － － ∗ － － Q M － I － － － － Y D L I Q －
H１４、H１５ － R － － － － M S I － K － － H Q M － I F D ∗ － Y D － I Q －
H１６ － R V － － － － － I － － ∗ － － － － L － － － － S － D － － Q Q
H１８ － R － － － － M S I － － － － H Q M － I F D ∗ － Y D L I Q －
H２０ － R V － － － － － I － － － － － － － L － － － － S － D － － Q Q
H２１ － R － M P － M S I － － － － H Q M － I F D ∗ － Y D － I Q －
H２２ － R － － － － － － I Ｇ Ｇ Ｇ E Ｇ Q M Ｇ I Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Y D Ｇ I Q Ｇ
H２３ Ｇ R Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ I G Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Q M Ｇ I Ｇ Ｇ Ｇ Ｇ Y D Ｇ I Q －
H２４ － R － － － － M S I － － － － H － M － － － － ∗ － Y D － I Q －
H２５ － R V － － － － － I － － － － － － － L － － － － S － D － － Q －
H２６ － R － － － － － － － － － － E － Q M － I － － － － Y D － I Q －
H２７ － R V － － － － － I － － － － － － － L － － － － S － D L － Q Q
H２８ － R － － － － － － I － － ∗ － － Q M － I － － － － Y D － I Q －
H２９ V R － － － － － － I － － － － － Q M － I － － － － Y D － I Q －
H３０ － － － － － － － S I － － － － H Q M － I F D ∗ － Y D － I Q －
H３１ － － － － － － － － I － － － － － Q M － I － － － － Y D － I Q －
H３２ － R － － － － － S I － K － － H Q M － I F D － － Y D － I Q －
H３３ ∗ R － － － － － － I － － － － － Q M － I － － － － Y D － I Q －
H３４ ∗ R － － － － － － I － － ∗ E － Q M － I － － － － Y D － I Q －
H３６ － R － － － － M S I － － ∗ － H Q M － I F D ∗ － Y D － I Q －
H３７ － R － － － － － － I － － － － － Q M － I － － － － － D － I Q －

　　“－”代表在此位点上与地谷相同;“∗”代表终止子.

“－”representsthesamebaseasDigu;“∗”representsterminator．
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PiＧd３ 基因时认为,PiＧd３ 假基因化只存在于粳稻

和杂草稻中,而在检测过的野生稻和籼稻中都没有

假基因化[１０].云南地方稻种PiＧd３ 假基因化在水

稻和陆稻中出现的数量同为１６份,但在水稻中出现

频率(３３３％)低于陆稻(５００％).按黏糯稻分类,
供试材料中有２３份黏稻和９份糯稻材料出现PiＧ
d３ 假基因化,糯稻的出现频率(５００％)高于黏稻

(３７１％).PiＧd３ 假基因化在云南的１０个州市均

有分布,以普洱(８份)、版纳(７份)、临沧(６份)为
主,德宏出现３份,文山、昭通各出现２份,玉溪、红
河、丽江、保山均出现１份.版纳出现PiＧd３ 假基因

化的频率最高,达８７５％.在普洱、版纳、临沧这些

地区,籼稻和粳稻同时进行种植,天然杂交几率较

高,云南籼稻品种中发现了假基因化现象,推测云南

地方稻种中PiＧd３ 假基因化从粳稻向籼稻的渗透.

２．３　抗稻瘟病基因PiＧd３ 不同单倍型在云南各地

区的分布

分析PiＧd３ 基因在云南省各州市的地理分布

发现(表４),主要单倍型中 H４集中分布在普洱、临
沧等地,在普洱的分布频率最高,达４４４％,为普洱

的优势单倍型.单倍型 H８在云南省的分布范围较

为广泛,主要分布在德宏、普洱、临沧、保山、玉溪、文
山、昭通等地,其中在普洱和临沧的分布频率较高

(１７４％),是普洱和临沧两地的优势单倍型.单倍

型 H２３在普洱的分布频率同样较高(５００％).云

南各地 区 的 单 倍 型 多 样 性 指 数 表 现 为:普 洱 市

(０８８５)＞版纳州(０８７５)＞临沧市(０８７１)＞玉溪

市(０８６１)＞文山州(０７３５)＞德宏州(０７２２)＞保

山市(０７２０)＞丽江市(０６６７)＞昭通市(０５６０).
显而易见,普洱、版纳、临沧拥有较多类型的单倍型.
这些结果进一步表明PiＧd３ 基因在云南各地不同

的生态类型之间存在显著的遗传分化.

２．４　抗稻瘟病基因PiＧd３ 不同单倍型在水稻各类

型中的分布

PiＧd３ 基因在云南地方品种的粳稻、籼稻亚种

间的分布存在差异,H１、H２、H３、H５、H６、H７、H９、

H１０、H１１、H１３、H１４、H１７、H１８、H１９、H２０、H２１、

H２２、H２４、H２５、H２６、H２７等单倍型只在粳稻中出

现;H２８、H２９、H３０、H３１、H３２、H３３、H３４、H３５、

H３６、H３７等单倍型只在籼稻中出现.在PiＧd３ 位

点上,粳稻和籼稻的共享基因型有 H４、H８、H１２、

H１５、H１６、H２３,根据共享基因型频率可以看出 H４
为粳稻的优势单倍型,H８为籼稻的优势单倍型.

单倍型 H４的序列与粳稻日本晴(GenBankAccesＧ
sionNo．FJ７７３２８６１)完全相同,单倍型 H８的序列

与籼稻９３Ｇ１１(GenBankAccessionNo．FJ７７３２８５１)
的序列完全相同.可见,籼稻和粳稻均有优势单倍

型,表明两个亚种在此位点上已发生明显的遗传分

化,粳稻单倍型类型更为丰富.

PiＧd３ 基因在水稻和陆稻间的分布同样存在差

异,H１、H２、H３、H５、H６、H７、H１１、H１２、H１３、

H１４、H１７、H２１、H２６、H２７、H３２等单倍型只在陆稻

中出现;H９、H１０、H１９,H２２、H２４、H２５、H２８、H２９、

H３０、H３１、H３３、H３４、H３５、H３６、H３７等单倍型只

在水稻中出现;H４、H８、H１５、H１６、H１８、H２０、H２３
等单倍型在水陆稻种均有出现,其中 H４为陆稻的

优势单倍型、H８、H２０、H２３为水稻的优势单倍型.

PiＧd３ 基因在黏性稻和糯性稻间的分布存在差

异,H１、H２、H５、H６、H７、H９、H１３、H１４、H１５、

H１６、H１７、H２０、H２２、H２３、H２６、H２７、H２９、H３１、

H３２、H３３、H３４、H３５、H３６、H３７只在黏稻中分布;

H１０、H１１、H１９、H２１、H２４、H２５、H３０只在糯稻中

分布;H３、H４、H８、H１２、H１８、H２８等单倍型在黏稻

和糯稻中均有分布,其中 H４、H８为黏稻的优势单

倍型,H２８为糯稻的优势单倍型.

２．５　进化树的构建

所有材料可分为两大枝(图 １),对应氨基酸

５７７、５８９、７９９、８９４位点的变异,其中Ⅰ枝包括 H２０、

H１６、H２７、H５、H２５和地谷,其余的３２种单倍型归

为第Ⅱ 枝.在第 Ⅰ 枝中,地谷单独为一个小枝,

H２５、H５、H２７、H１６、H２０为一个群,它们与地谷的

亲缘关系较近,特征是氨基酸５７７、８９４位点无变异,

５８９位点变异为 L(亮氨酸),７９９位点变异为S(丝
氨酸).在第Ⅱ枝中,H３７单独为一个小枝,另外的

３１个单倍型聚为一个亚枝,这个亚枝中 H２、H３５、

H２６、H６、H２２、H３４、H３、H１３、H１０、H２３、H８、

H１９、H２８、H２９、H３３、H３１聚为一个群,它们在氨

基酸６６９和６７０ 位点均无变异.H２４、H３２、H９、

H３０、H７、H１８、H１７、H３６、H４、H１４、H１５、H１、

H１１、H２１聚为一个群,它们的特征是在氨基酸２０４
位点变异为 S(丝氨酸),５１５位点变异为 H(组氨

酸),H１２ 单 独 为 一 小 枝.从 进 化 关 系 看 H３７、

H１２、H８、H１９、H２８、H２９、H３３更为原始.

３　讨论

　　云南省地形气候复杂,位于中国与南亚两个稻

２２ 中国水稻科学(ChinJRiceSci)　第３０卷第１期(２０１６年１月)
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表５　PiＧd３ 不同单倍型在水稻各类型中的分布

Table５．DistributionofPiＧd３haplotypeindifferentricetypes．

单倍型

Haplotype

材料数

No．of

accessions

粳稻

japonica

数量

No．

频率

Frequence

/％

籼稻

indica

数量

No．

频率

Frequence

/％

陆稻

Uplandrice

数量

No．

频率

Frequence

/％

水稻

Lowlandrice

数量

No．

频率

Frequence

/％

黏稻

NoＧwaxyrice

数量

No．

频率

Frequence

/％

糯稻

Waxyrice

数量

No．

频率

Frequence

/％
H１ １ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０
H２ １ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０
H３ ２ ２ １００．０ ０ ０ １ ５０．０ １ ５０．０ １ ５０．０ １ ５０．０
H４ ９ ７ ７７．８ ２ ２２．２ ６ ６６．７ ３ ３３．３ ７ ７７．８ ２ ２２．２
H５ １ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０
H６ １ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０
H７ １ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０
H８ ２３ ９ ３９．１ １４ ６０．９ ５ ２１．７ １８ ７８．３ １９ ８２．６ ４ １７．４
H９ １ １ １００．０ ０ ０ ０ ０ １ １００．０ １ １００．０ ０ ０
H１０ １ １ １００．０ ０ ０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０
H１１ １ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０ ０ ０ １ １００．０
H１２ ２ １ ５０．０ １ ５０．０ ２ １００．０ ０ ０ １ ５０．０ １ ５０．０
H１３ １ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０
H１４ １ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０
H１５ ２ １ ５０．０ １ ５０．０ １ ５０．０ １ ５０．０ ２ １００．０ ０ ０
H１６ ２ １ ５０．０ １ ５０．０ １ ５０．０ １ ５０．０ ２ １００．０ ０ ０
H１７ １ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０
H１８ ２ ２ １００．０ ０ ０ １ ５０．０ １ ５０．０ １ ５０．０ １ ５０．０
H１９ １ １ １００．０ ０ ０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０
H２０ ３ ３ １００．０ ０ ０ １ ３３．３ ２ ６６．７ ３ １００．０ ０ ０
H２１ １ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０ ０ ０ １ １００．０
H２２ １ １ １００．０ ０ ０ ０ ０ １ １００．０ １ １００．０ ０ ０
H２３ ４ ２ ５０．０ ２ ５０．０ １ ２５．０ ３ ７５．０ ４ １００．０ ０ ０
H２４ １ １ １００．０ ０ ０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０
H２５ １ １ １００．０ ０ ０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０
H２６ １ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０
H２７ １ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０
H２８ ３ ０ ０ ３ １００．０ ０ ０ ３ １００．０ １ ３３．３ ２ ６６．７
H２９ １ ０ ０ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ １ １００．０ ０ ０
H３０ １ ０ ０ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０
H３１ １ ０ ０ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ １ １００．０ ０ ０
H３２ １ ０ ０ １ １００．０ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ ０ ０
H３３ ２ ０ ０ ２ １００．０ ０ ０ ２ １００．０ ２ １００．０ ０ ０
H３４ １ ０ ０ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ １ １００．０ ０ ０
H３５ １ ０ ０ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ １ １００．０ ０ ０
H３６ １ ０ ０ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ １ １００．０ ０ ０
H３７ １ ０ ０ １ １００．０ ０ ０ １ １００．０ １ １００．０ ０ ０

总数 Total ８０ ４６ ５７．５ ３４ ４２．５ ３２ ４０．０ ４８ ６０．０ ６２ ７７．５ １８ ２２．５

种起源中心之间,是世界上最大的稻种遗传多样性

中心之一,基因多样性大于中国其他地理群[１１].本

研究通过核苷酸序列分析将８０份云南地方稻种的

PiＧd３ 基因归为３７种单倍型;单倍型分析表明云南

地方稻种PiＧd３ 基因单倍型种类丰富,低频率的单

倍型较多,籼稻和粳稻均有优势单倍型,两个亚种间

已发生明显的遗传分化,出现这种现象也可能是籼

稻和粳稻由不同的野生稻进化而来.

PiＧd３ 基因在云南的分布范围广泛,云南省１３
个州市的不同生态类型中都有分布,呈现出大分散、
小聚居的特点.水稻与稻瘟病菌之间存在特异互作

现象,且符合“基因对基因”的关系.云南稻瘟病菌

群体遗传多样性水平较高[１５Ｇ１６],不同海拔地区稻瘟

病菌生理小种和遗传多样性存在差异[１７].在“稻Ｇ
稻瘟病菌”的长期协同进化中,复杂多样的稻瘟病菌

群体参与了品种的自然选择,为云南稻种资源稻瘟

病抗性提供了进化的动力[１８].因此,云南地方稻种

PiＧd３ 基因的多样性及广泛分布与相关稻瘟病菌生

理小种的遗传多样性密切相关.

Shang等在检测中发现,PiＧd３ 假基因化只存

在于粳稻和杂草稻中,在大部分被测的粳稻品种中

PiＧd３ 基因转录起始位点开始的第２２０８位核苷酸

处的CAG突变成为终止子 TAG,使之成为了假基

因,而在检测过的非洲栽培稻、AA组型野生稻和籼

稻中都未发现假基因,由此推测这种突变是籼粳稻

分化后发生的[１０].本研究在检测的８０份云南地方

４２ 中国水稻科学(ChinJRiceSci)　第３０卷第１期(２０１６年１月)



图１　NeighborＧjoining法构建水稻抗稻瘟病基因PiＧd３ 系统进化树

Fig．１．NeighborＧjoiningphylogenetictreefor３７PiＧd３haplotypes．

稻种中发现２０份粳稻和１２份籼稻出现假基因化现

象,假基因化频率较高,新发现核苷酸９４、１３９９位两

个假基因位点.PiＧd３ 假基因出现频率较高的地区

一般同时种植籼粳稻,天然杂交的几率高,籼稻中出

现假基因化可能是粳稻与籼稻杂交,粳稻假基因向

籼稻渗透的结果.

Shang等[１０]研究发现,抗稻瘟病基因PiＧd３ 在

水稻品种地谷、９３Ｇ１１、TP３０９以及日本晴中均被检

测到,但只有籼稻品种地谷和９３Ｇ１１中该基因对稻

瘟菌具有抗性,在粳稻品种 TP３０９和日本晴中,由
于基因内部一个 C/T 的颠换,导致终止子提前,仅
编码一个带有７３７个氨基酸的多肽,破坏了该蛋白

的LRR区域,进而导致该基因功能的丧失.本研

究新发现PiＧd３ 基因在籼稻中出现假基因化现象,

这些假基因化的品种是否具有抗病性,需要进一步

的抗病性研究.此外,除了出现PiＧd３ 假基因的单

倍型,另外１９种单倍型的PiＧd３ 氨基酸序列与地谷

不同,它们的功能需要进一步研究.
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