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摘要：为进一步了解田间稻瘟病菌Magnaporthe oryzae群体中AVR-Pia基因的分布及变异，利用水

稻单基因系 IRBLa-C水稻品种对自云南省13个市（州）采集分离得到的471株稻瘟病菌菌株进行抗

性基因Pia有效性测定；利用无毒基因AVR-Pia特异性标记对471株稻瘟病菌菌株进行PCR检测和

测序，并分析稻瘟病菌群体中无毒基因AVR-Pia的分布及DNA结构变异；利用有效性结果和PCR

检测结果对471株菌株进行反应型划分，筛选鉴定菌株；利用鉴定菌株对云南省112份地方稻种进行

Pia基因鉴定。结果表明，在471株稻瘟病菌菌株中，对含有Pia基因的水稻单基因系 IRBLa-C表现

为抗病和感病的菌株数分别为139株和332株，所占比例分别为29.5%和70.5%；在471株稻瘟病菌

菌株中，分别有244株和227株菌株含有无毒基因AVR-Pia和不含有无毒基因AVR-Pia，所占比例分

别为51.8%和48.2%，无毒基因AVR-Pia主要为完全缺失变异；在471株稻瘟病菌菌株中，A-和V+反
应型菌株数分别为56株和161株，共217株，占总菌株数的46.1%，在13个市（州）稻瘟病菌群体中，

A-和V+反应型菌株所占比例差异较大，其中在普洱市、红河哈尼族彝族自治州、昭通市、玉溪市4个

市（州）的比例较大，分别为 77.8%、57.1%、52.1%和 50.0%；在 112 份云南省地方稻种质资源中，有

20份地方稻品种含有抗性基因Pia，主要分布在9个市（州）中。表明云南省13个市（州）绝大部分

水稻产区水稻Pia基因已丧抗性，含Pia基因的水稻种质在云南省分布较广。
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Abstract: In order to further know distribution and variation of AVR-Pia of Magnaporthe oryzae, total

471 isolates of M. oryzae from 13 cities (prefectures) in Yunnan Province of China were used for patho‐

genicity test to examine the effectiveness of rice blast resistance gene Pia using monogenic line IRBLa-

C. Genomic DNA of 471 isolates of M. oryzae collected and isolated from different rice-growing-re‐

gions in Yunnan Province of China were used for PCR amplification and sequencing to examine the ex‐

istence and structure variation of AVR-Pia using gene specific PCR markers. The reaction types were
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classified base on the effectiveness and PCR detection results, and from which to screen the isolates to

identify Pia. The Pia was identified among 112 local rice varieties collected from Yunnan Province by

using the identification isolates. The results showed that 139 and 332 isolates among the 471 rice blast

isolates were avirulent and virulent to the Pia-containing monogenic line IRBLa-C, with the proportion

of 29.5% and 70.5%, respectively. Among 471 rice blast isolates, 244 isolates of M. oryzae carry AVR-

Pia and 227 isolates without AVR-Pia, accounting for 51.8% and 48.2%, respectively. The AVR-Pia

mainly showed the mutation of complete deletion manner. The 56 and 161 isolates were belonging to

the reactive type of A- and V+ respectively, and with the total proportion of 46.1% among 471 detected

isolates. The proportion of types A- and V+ were different in 13 cities (prefectures) of Yunnan Province,

the proportion of A- and V+ was higher in the isolates population from Puer City, Honghe Hani and Yi

Autonomous Prefecture, Zhaotong City, and Yuxi City, the proportion was 77.8%, 57.1%, 52.1% and

50.0%, respectively. A total of 20 of 112 local rice varieties holding rice blast resistance gene Pia, and

the 20 local rice varieties mainly distributed in nine cities (prefectures) of Yunnan Province. Those re‐

sults showed that Pia had limited effects in most of rice production areas in 13 cities (prefectures) of

Yunnan Province, and the rice germplasm containing Pia gene was widely distributed in Yunnan Prov‐

ince.
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由稻瘟病菌Magnaporthe oryzae引起的稻瘟病

是全球水稻产区最具毁灭性的病害。主效和微效抗

性基因的利用是控制稻瘟病最经济、生态友好的方

法。到目前为止，水稻中已有84个主效基因被鉴定

出，其中 24个主效基因已被克隆（国家水稻数据中

心 http://www.ricedata.cn/gene/gene_pi.htm），已有部

分主效基因被广泛用于水稻抗性育种中。然而随着

抗稻瘟病水稻的长期种植，稻瘟病菌受到定向选择

压力，病原菌中的无毒基因发生快速地适应性变异，

导致抗性水稻品种的抗性丧失（Khang et al.，2008）。

因此，鉴定各水稻产区稻瘟病菌的无毒基因，分析其

无毒基因的分布及变异情况，可为水稻抗病育种和

抗病基因的合理利用提供依据。

水稻主效抗病基因与相应无毒基因 AVR 之间

的互作符合“基因对基因”的互作模式（Yasuda et

al.，2015），即稻瘟病菌中的无毒基因能被水稻中相

对应的主效抗性基因识别，已有 AVR-Pita（Orbach

et al.，2000）、AVR-Pizt（Li et al.，2009）、AVR1-CO39

（Farman & Leong，1998）、ACE1（Fudal et al.，2005）、

AVR-Pia、AVR-Pii、AVR-Pik/km/kp（Yoshida et al.，

2009）、PWL1（Kang et al.，1995）、PWL2（Sweigard et

al.，1995）、AVR-Pib（Zhang et al.，2015）、AVR-Pi9

（Wu et al.，2015）和AVR-Pi54（Ray et al.，2016）12个

无毒基因被克隆。为了逃避水稻主效抗性基因的识

别，稻瘟病菌中的无毒基因具有快速改变能力，其变

异方式主要有缺失突变（部分缺失和完全缺失）、点

突变和插入突变 3种。不同无毒基因，其变异方式

也不同，如无毒基因ACE1在外显子区的转座元件

发生插入突变（Fudal et al.，2005）；无毒基因 AVR-

Pizt和AVR-Pita1中发生Pot3插入突变（Kang et al.，

2001；Zhou et al.，2007；Li et al.，2009）；无毒基因

AVR-Pib中发生转座元件的插入、缺失突变（部分和

完全缺失）、点突变 3 种变异方式（Zhang et al.，

2015），以上这些变异导致产生新的毒性位点，使无

毒功能丧失。无毒基因AVR-Pia从日本菌株 Ina168

中克隆，编码由85个氨基酸组成的分泌蛋白，含有2个

保守的motif，该蛋白能被水稻抗性基因Pia蛋白所

识别，并引起防御响应（Yoshida et al.，2009）。Pia基

因位于水稻第 11 号染色体短臂上（Wang et al.，

2001），由 2 个相邻的 NBS-LRR 基因构成（Okuyama

et al.，2011）。Cesari et al.（2013）研究结果表明，水

稻中抗性蛋白RGA4/RGA5通过直接结合的方式识

别稻瘟病菌效应子AVR-Pia和AVR-CO39，稻瘟病菌

无毒基因AVR-Pia与水稻RGA5中的RATX1结构域

直接互作，释放RGA4，进而激活抗病反应（Césari et

al.，2014；Ortiz et al.，2017）。在湖南省的182株稻瘟

病菌群体中，86.8%以上的菌株含有无毒基因AVR-

Pia（Xing et al.，2017），而在我国北方谷子主产区的

76株谷瘟病菌群体中，仅有 42.1%菌株含有无毒基

因AVR-Pia，无毒基因AVR-Pia的变异类型主要为无

毒基因AVR-Pia的完全缺失突变（任世龙等，2018）。

然而，云南省水稻产区无毒基因AVR-Pia的分布及



564 植 物 保 护 学 报 47卷

变异状况、水稻抗性基因Pia的抗性持久性及有效

性尚不清楚。

本研究利用水稻单基因系 IRBLa-C水稻品种对

自云南省13个市（州）采集的471株稻瘟病菌菌株进

行抗性基因Pia有效性测定；利用无毒基因AVR-Pia

特异性标记，对471株菌株进行PCR检测和测序，分

析稻瘟病菌群体中无毒基因 AVR-Pia 的分布及

DNA结构变异；利用有效性结果和PCR检测结果对

471株菌株进行反应型划分，筛选鉴定菌株；利用鉴

定菌株对云南省 112份地方稻种进行Pia基因的鉴

定，以期为云南省水稻抗性育种及水稻品种合理布

局提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试水稻品种和菌株：含有抗性Pia基因的水

稻单基因系 IRBLa-C水稻品种、20世纪90年代自云

南省13个市（州）采集鉴定的112份地方稻水稻品种

（表 1），均于云南省农业科学院生物技术与种质资

源研究所种质库保存，水稻感病对照品种为丽江新

团黑谷，由本实验室保存。于2010—2014年自云南

省 13个市（州）水稻产区采集并分离的471株稻瘟病

菌单孢菌株（表1），于-20℃保存。

培养基：燕麦琼脂培养基：燕麦片30 g、琼脂15 g、

葡萄糖 10 g、蒸馏水 1 L；LB（Luria-Broth）液体培养

基：葡萄糖 10 g、酵母粉 3 g、蒸馏水 1 L，121℃灭菌

25 min。

试剂及仪器：2×Taq PCR Master Mix 试剂、

DNA Marker D2000，天根生化科技（北京）有限公

司；其它试剂均为国产分析纯。C1000 PCR 仪、

PowerPacTM Basic 电泳仪和 ChemiDocTM XRS+凝胶

成像系统，美国Bio-Rad公司；DYCP-31DN电泳槽，

北京六一仪器厂；MGC-400B光照培养箱，上海一恒

科学仪器有限公司；100型保湿箱，青州市迪生自动

化设备有限公司。

1.2 方法

1.2.1 稻瘟病菌孢子悬浮液的制备

将供试471株稻瘟病菌单孢菌株分别接种到燕

麦琼脂培养基上，于 25℃下全黑暗培养，待菌丝长

满培养基表面时，用灭菌水洗去气生菌丝，置于日光

灯下约40 h促其产孢，用灭菌蒸馏水洗下孢子，制成

浓度为 4×105 个/mL 的孢子悬浮液，加入 0.02%

Tween-20后备用。

1.2.2 抗性基因Pia对云南省稻瘟病菌的有效性测定

将含有抗性基因Pia的水稻单基因系 IRBLa-C

水稻品种和水稻感病对照品种丽江新团黑谷种子催

芽后于15 cm×9.5 cm×5.3 cm塑料育苗盒内播种，每

个品种均播种1行，每行播种5粒，将育苗盒置于云

南省农业科学院农业环境资源研究所长30 m、宽12 m

的日光温室内育苗，待水稻苗长至3~4叶时，分别喷

雾接种浓度为 4×105个/mL 的 471 株稻瘟病菌菌株

孢子悬浮液 20 mL。接种后先将育苗盒置于温度

24~26℃、相对湿度100%的保湿箱内培养18~20 h，再

移回温室内培养，7~10 d后待感病对照品种充分发

病后，调查单基因系 IRBLa-C水稻品种稻瘟病发病

情况。根据发病情况并进行分级，分级标准：0级，无

病斑；1级，只有针尖大小的褐色斑点；2级，产生直

径 1~2 mm的梭形或不规则形病斑；3级，产生直径

3~7 mm大小的灰色病斑，病斑有褐色边缘；4级，产

生较多无褐色边缘的大型病斑；5级，产生许多大型

的病斑且病斑相互融合。参照李成云等（1997）方

法，将发病级别为0~2级的菌株视为对含有Pia基因

的水稻单基因系 IRBLa-C水稻品种表现为抗病，将

发病级别为 3~5级的菌株视为对含有Pia基因的水

稻单基因系 IRBLa-C水稻品种表现为感病，分别计

算抗病菌株百分比和感病菌株百分比。

1.2.3 稻瘟病菌菌株AVR-Pia基因PCR检测及测序

利用无毒基因AVR-Pia特异性标记对稻瘟病菌

单孢菌株进行PCR特异性检测。将471株稻瘟病菌

单孢菌株接种到燕麦琼脂培养基上，于25℃活化培

养 7 d 后，将菌丝块接种到 LB 液体培养基中，于

25℃、全黑暗下培养6~8 d，收集菌丝，采用CTAB法

（Tai & Tanksley，1990）提取稻瘟病菌菌丝全基因组

DNA，并于-20℃保存。利用AVR-Pia基因特异性标

记引物 pex22F（5′-ACACAACAACCTCCATTA-3′）

和 pex22R（5′-CGGCAGAAATCATAGTAT-3′）（Yo‐

shida et al.，2009）对AVR-Pia位点进行PCR扩增，引

物由英潍捷基（上海）贸易有限公司合成。50 µL反

应体系：2×Taq PCR Master Mix 25 µL、10 µmol/L上下

引物各 1 µL、基因组DNA 2 µL、ddH2O 21 µL。PCR

反应程序：95℃预变性3 min；95℃变性30 s，60℃退

火30 s，72℃延伸30 s，29个循环；72℃再延伸7 min。

于 4℃保存，阴性 PCR扩增产物重复 3次。用 1.5%

琼脂糖对产物进行电泳检测，并用凝胶成像系统进

行拍照，阳性产物和阴性产物为含有无毒基因AVR-

Pia和不含有无毒基因AVR-Pia的菌株。



表1 本研究所用的自云南省采集的稻瘟病菌菌株及地方稻种

Table 1 Isolates of Magnaporthe oryzae and local rice varieties used in this study collected from Yunnan Province

采集地 Location

保山市Baoshan City

楚雄市Chuxiong City

大理市Dali City

西双版纳傣族自治州
Xishuangbanna Dai
Autonomous Prefecture

昆明市Kunming City

丽江市Lijiang City

临沧市Lincang City

怒江傈僳族自治州
Nujiang of the Lisu
Autonomous Prefecture
德宏傣族景颇族自治州
Dehong Dai and Jingpo
Autonomous Prefecture
红河哈尼族彝族自治州
Honghe Hani and Yi
Autonomous Prefecture
普洱市Puer City

曲靖市Qujing City

文山市Wenshan City

玉溪市Yuxi City

昭通市Zhaotong City

合计Total

稻瘟病菌菌株 Isolate

菌株数
No. of
isolates

119

43

0

18

31

22

17

0

63

21

9

17

14

24

73

471

菌株编号
Code of
isolates

YNC1-YNC119

YNX1-YNX43

-
YNB1-YNB18

YNK1-YNK31

YNL1-YNL22

YNA1-YNA17

-

YND1-YND60

YNH1-YNH21

YNS1-YNS9

YNQ1-YNQ17

YNW1-YNW14

YNY1-YNY24

YNT1-YNT73

地方水稻品种Local rice variety

稻种数量
No. of

accessions
7

0

2

15

1

11

18

3

7

7

22

0

6

8

5

112

水稻品种Rice variety

小花壳、大白谷1、严霜谷、小禄糯、朝鲜糯、旱板所、花禄丰
Xiaohuake，Dabaigu 1，Yanshuanggu，Xiaolunuo，
Chaoxiannuo，Hanbansuo，Hualufeng

-
大理早籼、红岑花谷（红褐壳）
Dalizaoxian，Hongcenhuagu（Hongheke）
毫补卡、切些谷、长毛谷 2、曼丫谷、毫解戛、大红谷、八月
糯、毫短、老来红、千哥2、毫鼋哄咬、毫好鼋、毫鼋咬、旱糯、
珍白18
Haobuka，Qiexiegu，Changmaogu 2，Manyagu，Haojiejia，
Dahonggu，Bayuenuo，Haoduan，Laolaihong，Qiange 2，Haoyu‐
anhongyao，Haohaoyuan，Haoyuanyao，Hannuo，Zhenbai 18
长芒谷Changmanggu

矮花白、老来红、红米麻黏、大麻黏、红芒大定、小白谷、红毛
羊谷、白杂1号、54752、选6号、七河大红谷
Aihuabai，Laolaihong，Hongmimazhan，Damazhan，Hongmang‐
dading，Xiaobaigu，Hongmaoyanggu，Baiza1，54752，Xuan 6，
Qihedahonggu
山令谷、背子糯、盐发谷、大黄皮糯、老楞谷、矮桩谷、冷水糯1、
黄皮糯、大玉谷、二老鼠牙、鸡叫糯、冷水麻线谷、冷水糯 2、
黄瓜糯、小红谷、花二早、水白石甸、本地饭谷
Shanlinggu，Beizinuo，Yanfagu，Dahuangpinuo，Laolenggu，Ai‐
zhuanggu，Lengshuinuo 1，Huangpinuo，Dayugu，Erlaoshuya，
Jijiaonuo，Lengshuimaxiangu，Lengshuinuo 2，Huangguanuo，
Xiaohonggu，Huaerzao，Shuibaishidian，Bendifang

咱略、早旱谷、红壳老鼠牙
Zanlue，Zaohangu，Hongkelaoshuya

毫安弄、白长芒谷、香谷、毫磨牙、毫安弄灭闷、糯谷、红心糯
Haoanlong，Baichangmanggu，Xianggu，Haomoya，
Haoanlongmiemen，Nuogu，Hongxinnuo
水稻白、马尾谷、冷水谷、弯谷、高脚糯、地谷、九谷
Shuidaobai，Maweigu，Lengshuigu，Wangu，Gaojiaonuo，
Digu，Jiugu
老造谷 1、细元江、成都矮、大播谷、齐头谷、扩杂列、早红
谷、毫转 2、扎西玛 2、毫变鼋、大花壳、大红谷 1、烂地谷、小
花谷、大花糯、蚂蚱谷2、紫糯、大黄糯、旧地谷、冲腿、俄嘎、
熬格纳
Laozaogu 1，Xiyuanjiang，Chengduai，Dabogu，Qitougu，Kuo‐
zalie，Zaohonggu，Haozhuan 2，Zhaxima 2，Haobianyuan，Da‐
huake，Dahonggu 1，Landigu，Xiaohuagu，Dahuanuo，Mazh‐
agu 2，Zinuo，Dahuangnuo，Jiudigu，Chongtui，Ega，Aogena

-
小白阳谷、五里香、蚂蚱谷、红秆蚂蚱谷、大白谷2、小花谷
Xiaobaiyanggu，Wulixiang，Mazhagu，
Hongganmazhagu，Dabaigu 2，Xiaohuagu
旱谷、大麻线谷、大白谷3、粑粑谷、猪屎糯、小硬糯、
兰杆乌咀白谷、接骨糯
Hangu，Damaxiangu，Dabaigu 3，Babagu，Zhushinuo，
Xiaoyingnuo，Langanwujubaigu，Jiegunuo
三百棒、瘦田谷、白云黏、五百粒、白节子千千谷
Sanbaibang，Shoutiangu，Baiyunzhan，Wubaili，
Baijieziqianqiangu
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为进一步明确无毒基因AVR-Pia的突变位置，

随机挑选了42个PCR阳性产物进行克隆和纯化，并

送英潍捷基（上海）贸易有限公司进行测序，测序结

果采用 DNASTAR 7.1.0 软件以 GeneBank 中 AVR-

Pia基因的原始序列（GenBank登录号为AB498873）

为参照进行序列比对分析。

1.2.4 云南省稻瘟病菌菌株的反应型

根据稻瘟病菌菌株AVR-Pia基因的PCR检测结

果和抗性基因Pia的测定结果，将供试菌株划分为4种

不同的反应型，即A+、A-、V+和V-。含有AVR-Pia基

因且对含有Pia基因的水稻单基因系 IRBLa-C表现

抗病的菌株为A+反应型；不含有AVR-Pia基因且对

水稻单基因系 IRBLa-C 表现为抗病的菌株为 A-反
应型；含有AVR-Pia基因且对水稻单基因系 IRBLa-

C 表现为感病的菌株为 V+反应型；不含有 AVR-Pia

基因且对水稻单基因系 IRBLa-C表现为感病的菌株

为 V-反应型。A+和 V-这 2 种反应型表明菌株有无

AVR-Pia基因与其对单基因系 IRBLa-C表现为抗感

之间存在一一对应关系；相反，A-、V+这 2种反应型

中菌株有无AVR-Pia基因与其对单基因系 IRBLa-C

表现为抗感之间不存在一一对应关系。从反应型

A+和 V-中分别筛选代表菌株 YNC20 和 YNC30，用

于地方稻种的鉴定。

1.2.5 云南省地方稻种抗性基因Pia的鉴定

将筛选的代表菌株YNC20和YNC30按照1.2.1

方法制备浓度为4×105个/mL的孢子悬浮液。将112份

云南省地方稻水稻品种和感病对照品种丽江新团黑

谷种子催芽后于35 cm×25 cm×9 cm塑料育苗盒内播

种，每个品种播种1行，每行播种10粒，将育苗盒置于

云南省农业科学院农业环境资源研究所长30 m、宽

12 m的日光温室内育苗，待水稻苗长至3~4叶时，分

别喷雾接种浓度均为4×105个/mL的鉴定菌株YNC20

和 YNC30 的孢子悬浮液 20 mL。接种后发病情况

调查、分级标准、抗感鉴定及计算同1.2.2。

2 结果与分析

2.1 抗性基因Pia对云南省稻瘟病菌的有效性

在供试的 471株稻瘟病菌单孢菌株中，对含有

Pia基因的水稻单基因系 IRBLa-C表现为抗病和感

病的菌株分别为 139 和 332 株，所占比例分别为

29.5%和70.5%（表2）。曲靖市、临沧市、文山市、德

宏傣族景颇族自治州、保山市、昆明市、昭通市、西双

版纳傣族自治州、普洱市、楚雄市、红河哈尼族彝族

自治州红河州、玉溪市和丽江市的稻瘟病菌群体中，

对水稻单基因系 IRBLa-C表现为感病的菌株分别为

16、15、12、50、90、23、53、6、12、25、11、10和 9株，所

占比例分别为 94.1%、88.2%、85.7%、79.4%、75.6%、

74.2%、72.6%、66.7%、66.7%、58.1%、52.4%、41.7%

和 40.9%（表 2），表明云南省 13个市（州）大部分水

稻抗性基因Pia已丧失抗性。

2.2 云南省稻瘟病菌无毒基因AVR-Pia分布及变异

经PCR检测，供试的 471株稻瘟病单孢菌株中

有244株菌株含有无毒基因AVR-Pia，有227株菌株

不含有无毒基因AVR-Pia，所占比例分别为51.8%和

48.2%（表 2）。在普洱市、红河哈尼族彝族自治州、

丽江市、德宏傣族景颇族自治州、玉溪市、昭通市、昆

明市、保山市、西双版纳傣族自治州、曲靖市、文山

市、楚雄市和临沧市稻瘟病菌群体中，含有无毒基因

AVR-Pia 的菌株数分别为 8、18、15、37、14、42、17、

62、8、7、4、10 和 2 株，所占比例分别为 88.9%、

85.7%、68.2%、58.7%、58.3%、57.5%、54.8%、52.1%、

44.4%、41.2%、28.6%、23.3%和 11.8%，其中在普洱

市、红河哈尼族彝族自治州、丽江市、德宏傣族景颇

族自治州、玉溪市、昭通市、昆明市、保山市 8 个市

（州）稻瘟病菌群体中，超过 52.1%的菌株含无毒基

因 AVR-Pia，而在西双版纳傣族自治州、曲靖市、文

山市、楚雄市和临沧市5个市（州）稻瘟病菌群体中，

仅11.8%~44.4%的菌株含无毒基因AVR-Pia（表2），

表明无毒基因AVR-Pia在云南省各稻瘟病菌群体中

的分布差异较大。

经测序结果分析发现，42 株稻瘟病菌菌株的

AVR-Pia 编码区核苷酸组成均与已报道序列（Gen‐

Bank登录号为AB498873）完全一致，表明云南省稻

瘟病菌无毒基因AVR-Pia主要为完全缺失变异。

2.3 云南省稻瘟病菌菌株的反应型

在 471株稻瘟病菌单孢菌株中，A+和V-反应型

的菌株数分别为83株和171株菌，共254株，占总菌

株数的 53.9%；A-和型 V+反应型的菌株数分别为

56 株和 161 株，共 217 株，占总菌株数的 46.1%（表

3）。在13个市（州）稻瘟病菌群体中，A-和V+反应型

菌株所占比例差异较大，其中在普洱市、红河哈尼族

彝族自治州、昭通市、玉溪市4个市（州）所占比例较

大，分别为77.8%、57.1%、52.1%、50.0%，在丽江市和

临沧市所占比例较小，分别为 27.3%和 23.5%（表

3），说明云南省 13 个市（州）绝大部分水稻产区

稻瘟病菌无毒基因 AVR-Pia 位点的基因组组成较

复杂。



表2 水稻抗性基因Pia对云南省稻瘟病菌菌株的有效性及稻瘟病菌无毒基因AVR-Pia的PCR检测结果

Table 2 Effectiveness of rice blast resistance gene Pia against Magnaporthe oryzae isolates and PCR detection results of AVR-Pia

genes of Magnaporthe oryzae in Yunnan Province

采集地 Location

保山市Baoshan City

楚雄市Chuxiong City

西双版纳傣族自治州
Xishuangbanna Dai
Autonomous Prefecture
昆明市Kunming City

丽江市Lijiang City

临沧市Lincang City

德宏傣族景颇族自治州
Dehong Dai and Jingpo
Autonomous Prefecture
红河哈尼族彝族自治州
Honghe Hani and Yi
Autonomous Prefecture
普洱市Puer City

曲靖市Qujing City

文山市Wenshan City

玉溪市Yuxi City

昭通市Zhaotong City

合计Total

菌株数
No. of
isolates

119

43

18

31

22

17

63

21

9

17

14

24

73

471

抗性基因Pia有效性的测定结果
Effectiveness of rice blast resistance gene Pia

by pathogenicity assay

抗病菌株数
No. of resis‐

tance iso‐
lates

29

18

6

8

13

2

13

10

3

1

2

14

20

139

所占比例
Percent‐
age/%

24.4

41.9

33.3

25.8

59.1

11.8

20.6

47.6

33.3

5.9

14.3

58.3

27.4

29.5

感病菌株数
No. of sus‐
ceptible iso‐

lates

90

25

12

23

9

15

50

11

6

16

12

10

53

332

所占比例
Percent‐
age/%

75.6

58.1

66.7

74.2

40.9

88.2

79.4

52.4

66.7

94.1

85.7

41.7

72.6

70.5

无毒基因AVR-Pia的检测结果
PCR detection results of AVR-Pia gene

含有AVR-Pia
的菌株数
No. of iso‐
lates with
AVR-Pia

62

10

8

17

15

2

37

18

8

7

4

14

42

244

所占比例
Percent‐
age/%

52.1

23.3

44.4

54.8

68.2

11.8

58.7

85.7

88.9

41.2

28.6

58.3

57.5

51.8

不含有AVR-
Pia的菌株数

No. of iso‐
lates without

AVR-Pia
57

33

10

14

7

15

26

3

1

10

10

10

31

227

所占比例
Percent‐
age/%

47.9

76.7

55.6

45.2

31.8

88.2

41.3

14.3

11.1

58.8

71.4

41.7

42.5

48.2

表3 云南省471株稻瘟病菌菌株的反应型

Table 3 Reaction types of 471 isolates of Magnaporthe oryzae collected from Yunnan Province

采集地Location

保山市Baoshan City

楚雄市Chuxiong City

西双版纳傣族自治州
Xishuangbanna Dai
Autonomous Prefecture
昆明市Kunming City

丽江市Lijiang City

临沧市Lincang City

德宏傣族景颇族自治州
Dehong Dai and Jingpo
Autonomous Prefecture
红河哈尼族彝族自治州
Honghe Hani and Yi
Autonomous Prefecture
普洱市Puer City

曲靖市Qujing City

文山市Wenshan City

玉溪市Yuxi City

昭通市Zhaotong City

合计Total

菌株数
No. of
isolates

119

43

18

31

22

17

63

21

9

17

14

24

73

471

不同反应型菌株数量
No. of different reaction types

A+

16

7

3

5

11

0

10

8

2

1

0

8

12

83

V-

44

22

7

11

5

13

23

1

0

10

8

4

23

171

A-

13

11

3

3

2

2

3

2

1

0

2

6

8

56

V+

46

3

5

12

4

2

27

10

6

6

4

6

30

161

A+和V-反应型菌株
A+ and V- reaction type isolates

菌株数
No. of isolates

60

29

10

16

16

13

33

9

2

11

8

12

35

254

所占比例
Percentage/%

50.4

67.4

55.6

51.6

72.7

76.5

52.4

42.9

22.2

64.7

57.1

50.0

47.9

53.9

A-和V+反应型菌株
A- and V+ reaction type isolates

菌株数
No. of isolates

59

14

8

15

6

4

30

12

7

6

6

12

38

217

所占比例
Percentage/%

49.6

32.6

44.4

48.4

27.3

23.5

47.6

57.1

77.8

35.3

42.9

50.0

52.1

46.1
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2.4 地方稻种资源中抗性基因Pia的鉴定及分布

在 112份云南省地方稻种质资源中，有 20份地

方稻品种对 YNC30 菌株感病且对 YNC20 抗病（图

1），说明这些水稻品种中含有抗性基因Pia，有74份

地方稻品种对YNC30和YNC20菌株均抗病，有4份

地方稻品种对YNC30和YNC20菌株均感病，有14份

地方稻品种对YNC30菌株抗病且对YNC20菌株感

病，所占比例分别为17.9%、66.1%、3.6%和12.5%（表4）。

1~20：八月糯、白长芒谷、红岑花谷（红褐壳）、严霜谷、旱谷、成都矮、大花壳、大红谷1、旱糯、毫安弄、毫磨

牙、毫安弄灭闷、大白谷 2、小白阳谷、地谷、大理早籼、小禄糯、大麻线谷、大白谷 3和矮花白稻种。1-20：

Landrice varieties of Bayuenuo，Baichangmanggu，Hongcenhuagu（Hongheke），Yanshuanggu，Hangu，Chengduai，

Dahuake，Dahonggu 1，Hannuo，Haoanlong，Haomoya，Haoanlongmiemen，Dabaigu 2，Xiaobaiyanggu，Digu，

Dalizaoxian，Xiaolunuo，Damaxiangu，Dabaigu 3 and Aihuabai，respectively.

图1 含Pia基因的20份云南省地方稻种在接种稻瘟病菌菌株YNC30和YNC20后的发病症状

Fig. 1 Disease symptoms of the isolates of YNC30 and YNC20 on 20 local rice varieties with Pia gene from Yunnan Province

含有抗性基因Pia的20份地方稻品种主要分布

在 9 个市（州）中，其中德宏傣族景颇族自治州有

4 份，分别为毫安弄、白长芒谷、毫磨牙和毫安弄灭

闷品种；普洱市有3份，分别为成都矮、大花壳、大红

谷3品种；玉溪市有3份，分别为旱谷、大麻线谷、大

白谷3品种；西双版纳傣族自治州有2份，分别为八

月糯和旱糯品种；保山市有2份，分别为严霜谷和小

禄糯品种；文山市有2份，分别为小白阳谷和大白谷

2品种；大理市有 2份，分别为大理早籼和红岑花谷

（红褐壳）品种；红河哈尼族彝族自治州有1份，为地

谷品种；丽江市有1份，为矮花白品种，表明含Pia基

因的水稻种质在云南省分布较广（表4）。

3 讨论

本研究自云南省13个市（州）采集并分离的471株

稻瘟病菌单孢菌株中，70.5%菌株对水稻抗性基因

Pia致病，表明随着含有Pia的水稻品种长期种植，

稻瘟病菌对水稻品种的适应性逐步增强，形成大量

能侵染含有Pia抗性基因水稻品种的菌株，这与马

军韬等（2015；2017a，b）对黑龙江省稻瘟病菌群体、

杜宜新等（2016）对福建省稻瘟病菌群体、兰波等

（2014）对江西省稻瘟病菌群体的研究结果相似，表

明无毒基因AVR-Pia在不同水稻产区已普遍发生变

异，在生产中对含有Pia基因水稻品种的利用应十

分谨慎。

已有研究表明，位于端粒区域的无毒基因AVR-

Pia、AVR-Pita1、AVR-Pik 具有高度的不稳定性（Yo‐

shida et al.，2009；Jia et al.，2000；Dai et al.，2010），极

易发生变异，而无毒基因的缺失（有/无多态性）可能

是病原菌为了克服寄主植物抗性基因而快速变异的

主要机制（Chuma et al.，2011）。本研究结果表明，

42株菌株中AVR-Pia编码区序列与已报道的序列完



全一致，并未发现SNP、插入等变异方式，说明云南

省水稻产区稻瘟病菌无毒基因AVR-Pia主要通过基

因完全缺失的变异方式逃避水稻抗性基因Pia的识

别，此结果与Yoshida et al.（2009）、Sone et al.（2013）、

Huang et al.（2014）和廖静静等（2019）研究结果一

致。另外，本研究结果显示，51.8%菌株含有 AVR-

Pia，而湖南省稻瘟病菌群体中86.8%菌株含有AVR-

Pia（Xing et al.，2017），说明无毒基因AVR-Pia在不

同水稻产区的进化速率差异较大，这可能与种植的

水稻品种和环境等因素有关。

表4 云南省13个市（州）112份地方稻种抗性基因Pia的鉴定及分布

Table 4 Identification and distribution of the Pia gene in 112 local rice varieties from 13 cities（prefectures）in Yunnan Province

采集地 Location

保山市Baoshan City

大理市Dali City

西双版纳傣族自治州
Xishuangbanna Dai
Autonomous Prefecture
昆明市Kunming City

丽江市Lijiang City

临沧市Lincang

怒江傈僳族自治州
Nujiang of the Lisu
Autonomous Prefecture
德宏傣族景颇族自治州
Dehong Dai and Jingpo
Autonomous Prefecture
红河哈尼族彝族自治州
Honghe Hani and Yi
Autonomous Prefecture
普洱市Puer City

文山市Wenshan City

玉溪市Yuxi City

昭通市Zhaotong City

合计Total

数量
No. of

accessions

7

2

15

1

11

18

3

7

7

22

6

8

5

112

对YNC30菌株感病且
对YNC20菌株抗病的

品种
Varieties susceptible to
YNC30 and resistance

to YNC20

数量
No.

2

2

2

0

1

0

0

4

1

3

2

3

0

20

所占比例
Percent‐
age/%

28.6

100.0

13.3

0.0

9.1

0.0

0.0

57.1

14.3

13.6

33.3

37.5

0.0

17.9

对YNC30和YNC20
菌株均抗病的品种
Varieties resistant to
YNC30 and YNC20

数量
No.

5

0

11

1

8

14

1

3

5

16

4

3

3

74

所占比例
Percent‐
age/%

71.4

0.0

73.3

100.0

72.7

77.8

33.3

42.9

71.4

72.7

66.7

37.5

60.0

66.1

对YNC30和YNC20菌
株均感病的品种

Varieties susceptible to
YNC30 and YNC20

数量
No.

0

0

0

0

0

1

1

0

0

0

0

1

1

4

所占比例
Percentage/%

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

5.6

33.3

0.0

0.0

0.0

0.0

12.5

20.0

3.6

对YNC30菌株抗病
且对YNC20菌株感

病的品种
Varieties resistant to
YNC30 and suscepti‐

ble to YNC20

数量
No.

0

0

2

0

2

3

1

0

1

3

0

1

1

14

所占比例
Percent‐
age/%

0.0

0.0

13.3

0.0

18.2

16.7

33.3

0.0

14.3

13.6

0.0

12.5

20.0

12.5

在植物与病原菌漫长的互作与协同进化过程

中，病原菌AVR基因被植物中相应R基因识别，并触

发有效防御响应，病原菌AVR基因的分化受宿主R

基因和环境条件的影响。本研究结果显示，34.2%

的有毒菌株含有AVR-Pia（V+反应型），意味着这些

菌株中可能含有一个额外的因子对毒力起着关键作

用，并导致这些菌株中AVR-Pia的表达受到未知机

制的阻碍，此推测需要进一步通过对无毒基因AVR-

Pia 的多个等位基因、表达模式及启动子区的结构

等进行深入研究来证实。对水稻单基因系 IRBLa-C

无毒的 139株菌株中，有 56株菌株不含AVR-Pia基

因，即 11.9%的无毒菌株不含AVR-Pia基因（A-反应

型），这表明无毒基因AVR-Pia引物可能对这些菌株

不具有特异性，与Lu et al.（2018）关于AVR-Pii基因

的研究结果相似。

云南省是亚洲栽培稻的起源中心之一，该省分

布着普通野生稻、药用野生稻和疣粒野生稻 3个野

生稻种，云南省农业科学院收集保存了5 000多份的

稻种资源。蒋志农（1995）利用鉴别菌株对其中的

227份云南省粳稻栽培品种进行抗性基因的鉴定，

发现 15.0%品种含有 Pia 基因，与本研究的鉴定中

17.9%地方稻种资源中含有Pia的结果相似，且本研
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究鉴定持含有Pia的20份云南省地方稻种分布于云

南省的9个市（州），分布地区较广，在稻瘟病菌与水

稻长期互作及协同进化过程中，无毒基因 AVR-Pia

受到了水稻抗性基因Pia的定向选择，稻瘟病菌群

体中产生了大量对基因Pia有毒的菌株。因此，在

云南省水稻抗性育种中应避免使用持有Pia基因的

水稻种质作抗性亲本。本研究通过致病性测定及

AVR-Pia的分子鉴定筛选出2株鉴定菌株，并对抗性

基因Pia进行鉴定，其中 74份地方稻种对 2株鉴定

菌株均表现为抗病，表明这74份稻种中可能含有其

它抗性基因，由于一株稻瘟病菌菌株中可能含有多

个AVR基因，水稻中也含有多个R基因，只要2个相

对的R和AVR基因在一起就能表现为抗性，因此，需

要进一步鉴别才能确定水稻中所含的抗性基因。

Fang et al.（2018）筛选出 25株不同致病型的鉴别菌

株，可用于抗性基因的鉴定，下一步可利用此鉴定菌

株对本研究水稻中所含有的抗性基因进行鉴定。

目前稻瘟病菌中已克隆了 AVR-Pia、AVR-Pita、

AVR-Pizt、AVR1-CO39、ACE1、AVR-Pii、AVR-Pik/km/

kp、PWL1、PWL2、AVR-Pib、AVR-Pi9 和 AVR-Pi54 共

12个无毒基因，本研究仅分析了无毒基因AVR-Pia

在云南省水稻产区的分布及变异，其它无毒基因在

云南省水稻产区的分布及变异状况以及单个稻瘟病

菌菌株中各个无毒基因的组成类型及其毒性功能的

变异等还有待进一步深入研究。
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