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　 　 摘要：　 对水稻品种 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ（Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ． ｓｓｐ． ｊａｐｏｎｉｃａ）进行稻瘟病抗性分析，发现 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 对来自不同

地区的 ３０ 个稻瘟菌菌株具有高效的广谱抗性。 利用等位基因挖掘技术，从 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 鉴定出 ４ 个已知稻瘟病抗性

基因（Ｒ ｇｅｎｅ）：Ｐｉｓｈ、Ｐｉａ、Ｐｉｋｍ 和 Ｐｉｔａ。 此外，利用稻瘟菌菌株 ０８⁃７⁃３ 对 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 和感病品种 Ｅ１０３ 杂交后代进行

稻瘟菌喷雾接种和遗传分析，发现 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 还存在其他新的抗性基因。 以上研究结果初步揭示了 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 对稻

瘟病的抗性来源，有助于利用 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 作为抗性中间材料开展稻瘟病抗性育种工作。
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　 　 病害是提高农作物产量和质量的主要限制性因 素之一［１］。 植物与病原微生物在长期互作过程中

进化出了多种防卫机制，抗性基因（Ｒ）是主要防卫

机制之一［２］。 由子囊菌 Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ Ｏｒｙｚａｅ 引起的

稻瘟病，能使全球水稻减产 １０％ ～３０％，严重时达到

５０％以上，并直接造成几十亿美元的经济损失［３⁃４］。
实践证明，选育和推广水稻抗病品种是有效控制这

一病害最安全、经济和环保的方法，而 Ｒ 基因的发

现、克隆和利用又是抗病育种的基础和核心［５］。 许
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多野生稻种质资源具有不同生物或非生物胁迫抗性

的优点，尤其是对各种病害的抗性［６］。 通过克隆这

些野生稻中的 Ｒ 基因，了解其功能特性，并将其转

移至栽培稻，有助于更有效地开展抗病育种工作，并
已在实践中取得了成功。 例如，对来自 １３ 个国家的

４３ 个稻瘟菌菌株表现高抗的 Ｒ 基因 Ｐｉ９，最初来源

于野生稻 Ｏｒｙｚａ ｍｉｎｕｔａ［７］；白叶枯病抗性基因 Ｘａ２１、
Ｘａ２３ 和 Ｘａ２７ 分别来自野生稻 Ｏｒｙｚａ ｌｏｎｇｉｓｔａｍｉｎａｔａ、
Ｏ． ｒｕｆｉｐｏｇｏｎ 和 Ｏ． ｍｉｎｕｔａ［８］，这 ３ 个抗性基因也已应

用于生产实践，提高了水稻品种对白叶枯病的抗性。
在过去 ５０ 年里，水稻遗传学家和育种学家一直致力

于稻瘟病 Ｒ 基因遗传机制研究和抗性种质资源收

集，以便 Ｒ 基因在水稻育种中获得更多利用。
随着分子标记技术的发展，至今大约 １００ 个稻

瘟病 Ｒ 基因被定位在除水稻 ３ 号染色体外的其余

１１ 条染色体上，其中 ２８ 个已被克隆。 在已克隆的 Ｒ
基因中，１９ 个基因通过图位克隆方法获得，另外 ９
个基因由其他方法克隆得到，例如利用水稻内源

Ｔｏｓ１７ 反 转 座 子 构 建 的 突 变 体 库 鉴 定 得 到 的

Ｐｉｓｈ［９］；利用 ＭｕｔＭａｐ⁃Ｇａｐ 方法从突变体中克隆获得

的 Ｐｉｉ［１０］。 对 Ｒ 基因的深入研究结果表明，许多稻

瘟病抗性基因是等位基因或者紧密连锁，也称作抗

性基因簇，例如，在水稻第 ６ 号染色体 Ｐｉ２ ／ ９ 位点至

少有 １０ 个不同的等位 Ｒ 基因［１１］，其中 Ｐｉ９［７］、Ｐｉ２
和 Ｐｉｚｔ［１２］这 ３ 个 Ｒ 基因已被克隆；同样在 １１ 号染色

体的 Ｐｉｋ 位点至少有 ７ 个等位 Ｒ 基因（Ｐｉｋ、Ｐｉｋｍ、
Ｐｉｋｓ、Ｐｉｋｈ、Ｐｉｋｐ、Ｐｉ７ 和 Ｐｉ１），其中 Ｐｉｋ［１３］、Ｐｉｋｍ［１４］、
Ｐｉｋｈ［１５］、Ｐｉｋｐ［１６］和 Ｐｉ１［１７］已被克隆。

在已克隆的 Ｒ 基因基础上，等位挖掘技术在抗

性基因挖掘方面不仅有助于我们认识遗传变异和进

化关系，而且可作为寻找新的等位基因或者同源基

因的一种有效工具，例如从野生稻 Ａ４（Ｏｒｙｚａ ｒｕｆｉ⁃
ｐｏｇｏｎ）、药用野生稻（Ｏｒｙｚａ ｏｆｆｉｃｉｎａｌｉｓ）和根茎野生稻

（Ｏｒｙｚａ ｒｈｉｚｏｍａｔｉｓ） 分别克隆得到 Ｐｉｄ３⁃Ａ４［１８］、Ｐｉ５４
ｏｆ［１９］和 Ｐｉ５４ｒｈ［２０］，都是利用等位基因挖掘技术。 而

且，等位基因挖掘策略可以在相关基因中通过结构

域重排或者基因重排实现更多相关功能的人工等位

变异体的设计，这也为抗病育种提供了新的方法和

有力的工具。
Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 是中国 ２０ 世纪 ９０ 年代从日本引进

的高产水稻品种，产量高达１１ ２５０ ｋｇ ／ ｈｍ２，并且茎

秆粗壮，抗倒伏，综合抗病性较强。 本研究在鉴定日

本粳稻品种 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 稻瘟病抗性的基础上，以生育

期与 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 相近的籼稻品种 Ｅ１０３ 作为感病对照

材料，选用产孢量高和不易变异的稻瘟菌野生型菌

株 ０８⁃７⁃３ 对亲本和后代进行了抗病性分析。

１　 试验材料与方法

１．１　 试验材料

稻瘟病抗性材料 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ（Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ．）为

日本粳稻品种；籼稻感病品种 Ｅ１０３ 由中国水稻研

究所吴建利研究员提供；稻瘟菌菌株 ０８⁃７⁃３ 来自浙

江省农业科学院植物保护与微生物研究所，部分其

他菌株由浙江省农业科学院病毒学与生物技术研究

所瞿绍洪博士提供，以丽江新团黑谷（ＬＴＨ）为背景

的部分稻瘟病 Ｒ 基因单基因系来自于菲律宾国际

水稻研究所（ＩＲＲＩ）（表 １）。

表 １　 水稻稻瘟病抗性单基因系

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｉｃｅ ｂｌａｓｔ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍｏｎｏｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅｓ

编号 品系（种） 抗性基因

Ｍ１ ＩＲＢＬａ⁃Ａ Ｐｉａ

Ｍ２ ＩＲＢＬｉ⁃Ｆ５ Ｐｉｉ

Ｍ３ ＩＲＢＬＫｓ⁃Ｆ５ Ｐｉｋｓ

Ｍ４ ＩＲＢＬＫ⁃Ｋａ Ｐｉｋ

Ｍ５ ＩＲＢＬｋｐ⁃Ｋ６０ Ｐｉｋｐ

Ｍ６ ＩＲＢＬｋｈ⁃Ｋ３ Ｐｉｋｈ

Ｍ７ ＩＲＢＬｚ⁃Ｆｕ Ｐｉｚ

Ｍ８ ＩＲＢＬｚ５⁃ＣＡ Ｐｉ２

Ｍ９ ＩＲＢＬｚｔ⁃Ｔ Ｐｉｚｔ

Ｍ１０ ＩＲＢＬｔａ⁃Ｋ１ Ｐｉｔａ

Ｍ１１ ＩＲＢＬｂ⁃Ｂ Ｐｉｂ

Ｍ１２ ＩＲＢＬｔ⁃Ｋ５９ Ｐｉｔ

Ｍ１３ ＩＲＢＬｓｈ⁃Ｂ Ｐｉｓｈ

Ｍ１４ ＩＲＢＬ１⁃ＣＬ Ｐｉ１

Ｍ１５ ＩＲＢＬ３⁃ＣＰ４ Ｐｉ３

Ｍ１６ ＩＲＢＬ５⁃Ｍ Ｐｉ５

Ｍ１７ ＩＲＢＬ７⁃Ｍ Ｐｉ７

Ｍ１８ ＩＲＢＬ９⁃Ｗ Ｐｉ９

Ｍ１９ ＩＲＢＬ１２⁃Ｍ Ｐｉ１２

Ｍ２０ ＩＲＢＬ１９⁃Ａ Ｐｉ１９

Ｍ２１ ＩＲＢＬｋｍ⁃Ｔｓ Ｐｉｋｍ

Ｍ２２ ＩＲＢＬ２０⁃ＩＲ２４ Ｐｉ２０

Ｍ２３ ＩＲＢＬｔａ２⁃Ｐｉ Ｐｉｔａ２

Ｍ２４ ＩＲＢＬ１１⁃Ｚｈ Ｐｉ１１
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１．２　 基因组 ＤＮＡ 的提取及引物设计

水稻基因组 ＤＮＡ 按照改良的 ＣＴＡＢ 法［２１］ 提

取。 通过在线 Ｐｒｉｍｅｒ３ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｆｏｋｋｅｒ． ｗｉ． ｍｉｔ． ｅｄｕ ／
ｐｒｉｍｅｒ３）设计引物，并根据水稻基因差异序列设计

分子标记，引物（表 ２）合成和 ＤＮＡ 测序由杭州擎科

梓熙生物技术有限公司完成。 ＰＣＲ 在 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司

产品 Ｓ１０００ 型热循环仪上进行。

表 ２　 Ｒ 基因扩增所用引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｒ ｇｅｎｅｓ

Ｒ 基因 引物名称
序列

（５′→３′）
片段长度

（ｂｐ） 备注

Ｐｉｓｈ Ｐｉｓｈ⁃１Ｆ ＧＧＣＣＡＣＡＴＣＴＧＡＡＴＡＡＴＡＴＴＧＧＧＴ ４７６ 显性标记

Ｐｉｓｈ⁃１Ｒ ＧＧＡＣＧＧＣＡＧＡＴＣＴＧＧＴＡＧＡＧＡ

Ｐｉｓｈ⁃２Ｆ ＣＡＧＧＡＧＡＡＡＧＣＡＧＡＧＣＣＣＡＧ ４ １７５ ｃＤＮＡ 序列

Ｐｉｓｈ⁃２Ｒ ＣＣＧＧＡＣＡＧＡＣＣＡＣＡＧＧＡＣＴＡ

Ｐｉａ Ｐｉａ⁃１Ｆ ＧＣＧＡＣＴＧＡＣＡＣＴＴＴＣＡＡＴＡＧＣ １４８ ／ １８９ 文献［２２］

Ｐｉａ⁃１Ｒ ＣＧＧＴＡＧＡＧＣＡＡＴＴＴＡＧＡＡＧＣＡＧ

ＲＧＡ４⁃１Ｆ ＧＡＡＴＣＧＧＡＧＣＧＧＡＴＣＧＴＡＧＣ ３ ４０１ ｃｄｓ 序列

ＲＧＡ４⁃１Ｒ ＧＡＡＧＧＣＡＣＣＡＴＧＣＣＡＴＴＣＧ

ＲＧＡ５⁃１Ｆ ＡＡＣＧＧＣＧＴＣＧＣＡＣＡＣＴＡＡＡＡ ５ ０００ ｃｄｓ 序列

ＲＧＡ５⁃１Ｒ ＡＴＧＧＡＴＧＡＡＡＴＣＣＴＧＣＡＣＣＧＡ

Ｐｉｋ Ｐｉｋ⁃１Ｆ ＴＣＧＡＧＴＴＧＣＴＧＧＡＡＣＡＡＧＧＧ ５７５ 显性标记

Ｐｉｋ⁃１Ｒ ＡＣＴＧＣＧＴＴＣＣＣＡＡＴＧＣＡＴＧＡ

Ｐｉｋ１⁃Ｆ ＴＣＡＧＧＡＧＧＴＧＡＧＡＧＡＧＴＡＧ ６ ４６１ ｃｄｓ 序列

Ｐｉｋ１⁃Ｒ ＴＴＴＡＡＣＴＣＧＣＣＣＣＴＧＡＡＴ

Ｐｉｋ２⁃Ｆ ＡＡＴＧＧＴＴＴＣＴＴＧＣＧＧＡＧＡＴ ３ ５３２ ｃｄｓ 序列

Ｐｉｋ２⁃Ｒ ＣＴＧＴＣＴＧＴＧＧＣＴＣＡＴＡＣＴＣ

Ｐｉｔａ Ｐｉｔａ⁃１Ｆ ＡＧＣＡＧＧＴＴＡＴＡＡＧＣＴＡＧＣＴＡＴ １ ０４２ 文献［２３］

Ｐｉｔａ⁃１Ｒ ＣＴＡＣＣＡＡＣＡＡＧＴＴＣＡＴＣＡＡＡ

Ｐｉｔａ⁃２Ｆ ＧＡＴＣＴＣＣＧＡＣＡＣＣＴＧＣＴＡ ４ ２８８ ｃｄｓ 序列

Ｐｉｔａ⁃２Ｒ ＡＣＴＡＧＧＡＡＣＣＡＣＡＣＣＴＴＣＴＡ

１．３　 稻瘟菌室内接种

将试验水稻种子催芽，播种至事先装有营养土

的 １２０ ｍｍ×１４０ ｍｍ 塑料盆中，每盆约 ３０ 粒。 ２５ ℃
培养至 ３ 叶期进行喷雾接种试验。 试验菌株于 ２５
℃ ＣＭ 培养基上生长 １０ ｄ，用 ０􀆰 ０３％吐温－２０ 水溶

液从培养基洗下分生孢子，尼龙纱布过滤收集分生

孢子，使用血球计数板在 １０×１０ 倍显微镜下计数，
制备一定浓度（１ ｍｌ 含 ２×１０５ ～ ３×１０５个孢子）的孢

子悬浮液，然后用连接压力泵的喷枪进行喷雾接种，
接种后于 ２２ ℃恒温箱暗培养 ４８ ｈ，继续按光周期

１２ ｈ ／ １２ ｈ（光照 ／黑暗）培养 ５～７ ｄ 进行病情统计。
１．４　 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 抗性基因的等位挖掘

参照 Ｌü 等［１８］ 从普通野生稻 Ａ４ （Ｏｒｙｚａ ｒｕｆｉ⁃
ｐｏｇｏｎ）中克隆获得其直系同源基因 Ｐｉｄ３⁃Ａ４ 的方

法。 根据已克隆的稻瘟病 Ｒ 基因设计相应分子标

记，结合 ＰＣＲ 和遗传分析等方法克隆目标基因的等

位基因或直系同源基因。

２　 结果与分析

２．１　 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 和 Ｅ１０３ 的稻瘟病抗谱分析

利用实验室从不同地区收集的 ３４ 个稻瘟菌

菌株对 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 和对照品种 Ｅ１０３ 进行抗谱分

析。 苗期接种结果 （表 ３） 表明，Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 对 ３０
个稻瘟菌菌株表现高抗，抗谱频率为 ８８􀆰 ２％；而
对照籼稻品种 Ｅ１０３ 仅对 ５ 个稻瘟菌菌株表现抗

性（２ 个菌株未检测成功） ，抗谱频率为 １５􀆰 ６％。
由此可见，Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 品种对稻瘟病菌具有高效的

广谱抗性。
２．２　 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 抗性基因的等位挖掘

为了解 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 稻瘟病抗性的来源，首先我们
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利用等位基因挖掘技术，对已报道的稻瘟病抗性基

因进行标记检测和测序分析。 ＰＣＲ 结果（图 １）表明

Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 可能含有 ４ 个已知抗性基因 Ｐｉｓｈ、Ｐｉａ、
Ｐｉｔａ 和 Ｐｉｋ 位点（Ｐｉｋ、Ｐｉｋ⁃ｓ、Ｐｉｋｍ） 及其等位基因或

表 ３　 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 和 Ｅ１０３ 稻瘟病抗谱评价

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｉｃｅ ｂｌａｓｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ Ｏｏｃｈｉｋａｒａ ａｎｄ Ｅ１０３

稻瘟菌菌株　
水稻品种

Ｏｏｃｈｉｋａｒａ Ｅ１０３
稻瘟菌菌株　

水稻品种

Ｏｏｃｈｉｋａｒａ Ｅ１０３

０８⁃７⁃３ Ｒ Ｓ Ｒ８９ Ｒ Ｓ

ＫＪ２０１ Ｒ Ｓ ＭＺ００３⁃２０５Ｂ１ Ｒ Ｒ

ＧＵＹ１１ Ｓ Ｓ ＣＨＣ６４５ Ｒ Ｒ

ＫＪ１９７ Ｒ Ｓ ＣＡ８９ Ｒ Ｓ

ＫＪ１０５ Ｒ Ｓ ２３６⁃２ Ｒ Ｓ

ＲＯＲ１ Ｒ Ｒ ＣＨＬ１７４３ Ｒ Ｓ

Ｃ３０ Ｒ Ｓ ＲＯ１⁃１ Ｓ Ｓ

８１２７８ＺＢ１５ Ｒ Ｓ １９３⁃１⁃１ Ｒ Ｓ

ＣＨＥ８６０６１ Ｒ Ｓ Ｅ２００７⁃０４６Ａ２（ＴＭＣ⁃１） Ｒ Ｓ

Ｍ２００６⁃１５０Ａ１ Ｒ ＮＤ ９８０１９Ａ Ｒ Ｓ

ＭＺ００６１２３Ａ１ Ｒ Ｓ ３１８⁃２ Ｒ Ｓ

Ｘ２００７⁃Ａ⁃７ Ｒ Ｓ ７５⁃１⁃１２７⁃５ Ｓ Ｓ

ＩＣ⁃１７ Ｒ Ｒ ＣＨＬ４４１ Ｒ Ｓ

Ｃ９２３⁃４９ Ｒ Ｓ Ｕ８５０１９６ Ｒ Ｓ

ＣＨＬ４４０ Ｒ Ｓ Ｃ９２４０ Ｒ Ｓ

ＰＯ６⁃６ Ｓ Ｓ ＴＭＣ Ｒ Ｓ

Ｂ９００２ Ｒ Ｒ ２５３９ Ｒ ＮＤ
Ｒ：抗病；Ｓ：感病；ＮＤ：无数据。

１：Ｍ１３；２：ＬＴＨ；３：ＣＯ３９；４：Ｏｏｃｌｉｋａｒａ；５：Ｅ１０３；６．Ｍ１；７；Ｋａｓａｌａｔｈ；８．Ｍ２１；９．Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ；１０．Ｍ１０
ａ：抗性基因 Ｐｉｓｈ 的 Ｐｉｓｈ⁃１ 标记检测； ｂ：抗性基因 Ｐｉａ 的 Ｐｉａ⁃１ 标记检测； ｃ：抗性基因 Ｐｉｋ 的 Ｐｉｋ⁃１ 标记检测； ｄ：抗性基因 Ｐｉｔａ 的 Ｐｉｔａ⁃１ 标记

检测。 Ｍ１３：Ｐｉｓｈ 单基因系 ＩＲＢＬｓｈ⁃Ｂ； ＬＴＨ：丽江新团黑谷；Ｍ１：Ｐｉａ 单基因系 ＩＲＢＬａ⁃Ａ；Ｍ２１：Ｐｉｋｍ 单基因系 ＩＲＢＬｋｍ⁃Ｔｓ；Ｍ１０：Ｐｉｔａ 单基因系

ＩＲＢＬｔａ⁃Ｋ１；Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ。
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 图 １　 稻瘟病抗性基因检测结果

Ｆｉｇ．１　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｃｅ ｂｌａｓｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ
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者同源基因。 为了进一步确认以上 ４ 个基因，我们

对来自于 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 的这 ４ 个目标基因进行序列分

析，设计引物扩增其 ＣＤＳ 和 ｃＤＮＡ 并做克隆测序

（表 ２）。 从 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 克隆得到目的基因与已知的

Ｒ 基因或其复等位基因的序列比对分析证实

Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 含有 Ｐｉｓｈ、Ｐｉａ、Ｐｉｔａ 和 Ｐｉｋｍ。
２．３　 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 对稻瘟菌菌株 ０８⁃７⁃３的抗性分析

在等位抗性基因挖掘的基础上，我们利用稻瘟

菌菌株 ０８⁃７⁃３ 对 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 做进一步抗性分析。 用

稻瘟菌菌株 ０８⁃７⁃３ 对已有抗性基因的单基因系和

Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 进行喷雾接种。 苗期喷雾接种结果表明，
单基因系 Ｍ１、Ｍ１０ 和 Ｍ１３ 对 ０８⁃７⁃３ 呈感病反应，而
单基因系 Ｍ２１ 与 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 一样，对该菌株表现免

疫（图 ２Ａ）。 说明 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 对稻瘟菌菌株 ０８⁃７⁃３
的抗性非 Ｒ 基因 Ｐｉａ、Ｐｉｔａ 和 Ｐｉｓｈ 所致，而是由 Ｐｉｋｍ
或 Ｐｉ５４ 及其他 Ｒ 基因产生。

为了验证 Ｒ 基因 Ｐｉｋｍ 与稻瘟菌菌株 ０８⁃７⁃３ 的

非亲和性，我们对菌株 ０８⁃７⁃３ 的无毒基因 （ Ａｖｒ
ｇｅｎｅ）进行检测。 结果表明，０８⁃７⁃３ 含有 ＡｖｒＰｉｋｍ⁃Ｅ
无毒基因（图 ２Ｂ）。

　 　 　 　 　 　 　 Ａ：稻瘟菌菌株 ０８⁃７⁃３ 对 ４ 个 Ｒ 基因单基因系和 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 的接种结果； Ｂ：不同 ＡｖｒＰｉｋ 基因序列比较。
图 ２　 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 对稻瘟菌菌株 ０８⁃７⁃３的抗性分析及稻瘟菌菌株 ０８⁃７⁃３无毒基因的检测

Ｆｉｇ．２　 Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ Ｏｏｃｈｉｋａｒａ ｔｏ Ｍ． Ｏｒｙｚａｅ ｓｔｒａｉｎ ０８⁃７⁃３ ａｎｄ ａｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ０８⁃７⁃３

２．４　 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 中 Ｒ 基因的遗传分析

为了进一步挖掘 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 中其他 Ｒ 基因，我
们利用稻瘟菌菌株 ０８⁃７⁃３ 对 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 和感病品种

Ｅ１０３ 杂交后代 Ｆ３株系进行喷雾接种试验，并利用

Ｐｉｋｍ 的分子标记 Ｐｉｋ⁃３ 对 １９ 个株系个体进行分子

检测。 结果显示，在不含有 Ｐｉｋｍ 的 Ｆ３子代中，接种

了 ０８⁃７⁃３ 的植株发生了抗感分离（图 ３），说明除

Ｐｉｋｍ 外，还存在其他 Ｒ 基因使 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 对菌株 ０８⁃
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　 　 　 　 　 　 Ｎ：Ｎｉｐｐｏｎｂａｒｅ；Ｏ：Ｏｏｃｈｉｋａｒａ；Ｅ：Ｅ１０３；Ｒ１～Ｒ１５：抗病单株； Ｓ１～ Ｓ４：感病单株； Ｍ：ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ。
图 ３　 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ×Ｅ１０３ Ｆ３群体对稻瘟菌菌株 ０８⁃７⁃３的抗性反应及 Ｐｉｋｍ 检测

Ｆｉｇ．３　 Ｒｉｃｅ ｂｌａｓｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ Ｐｉｋｍ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ Ｆ３ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ａ ｃｒｏｓｓ ｏｆ Ｏｏｃｈｉｋａｒａ ａｎｄ Ｅ１０３

７⁃３ 产生抗性反应。

３　 讨 论

本研究通过等位基因挖掘技术，从水稻品种

Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 中克隆到了 ４ 个稻瘟病 Ｒ 基因（Ｐｉｓｈ、Ｐｉａ、
Ｐｉｋｍ 和 Ｐｉｔａ），稻瘟菌苗期接种和抗性遗传分析结

果证明 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 对稻瘟菌菌株 ０８⁃７⁃３ 具有抗性是

由于： （１） 稻瘟菌菌株 ０８⁃７⁃３ 存在的 ＡｖｒＰｉｋ⁃Ｅ 与

Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 含有的 Ｐｉｋｍ 不亲和性所致；（２）Ｏｏｃｈｉｋａｒａ
中还存在除 Ｐｉｓｈ、Ｐｉａ、Ｐｉｋｍ 和 Ｐｉｔａ 外的其他 Ｒ 基因

与菌株 ０８⁃７⁃３ 不亲和。
根 据 基 因 对 基 因 假 说 （ Ｇｅｎｅ ｆｏｒ ｇｅｎｅ

ｔｈｅｏｒｙ） ［２４］，Ｐｉｓｈ、Ｐｉａ 和 Ｐｉｔａ 的单基因系对稻瘟菌菌

株 ０８⁃７⁃３ 表 现 感 病， 说 明 菌 株 ０８⁃７⁃３ 不 含 有

ＡｖｒＰｉｓｈ、ＡｖｒＰｉａ 和 ＡｖｒＰｉｔａ，同时也排除了 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ
对菌株 ０８⁃７⁃３ 的抗性来自于 Ｐｉｓｈ、Ｐｉａ 和 Ｐｉｔａ。 除

Ｐｉｋｍ 与 ＡｖｒＰｉｋ⁃Ｅ 的不亲和性可以解释 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 对

菌株 ０８⁃７⁃３ 的抗性外，Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 与感病品种 Ｅ１０３
的杂交后代中出现不含有 Ｐｉｋｍ 的植株对 ０８⁃７⁃３ 呈

现免疫反应，这说明菌株 ０８⁃７⁃３ 含有未知 Ａｖｒ 基因

与 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 的其他未知 Ｒ 基因存在不亲和性，从
而导致这些分离后代表现抗性。 因此，利用菌株

０８⁃７⁃３ 对不带有 Ｐｉｋｍ 的高世代分离群体进行抗性

接种鉴定，结合分子标记技术，有可能定位和克隆到

Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 含有的未知 Ｒ 基因。
对培育抗病品种而言， 具有广谱或持久抗性的

抗性基因的发掘与利用是抗病育种的基础和核心。
此外，抗源材料综合农艺性状的优劣也是亲本选择

的重要条件。 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 品种产量高、株型好，利用

该品种作为抗源可以减少或避免因自身不良农艺性

状而产生的连锁累赘，而且 Ｏｏｃｈｉｋａｒａ 聚合了至少 ５
个抗稻瘟病基因，通过一次杂交就可以往受体品种

转育多个 Ｒ 基因，大大提高了育种效率。
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