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　 　 摘要:　 针对 ２０１３－２０１７ 年从江苏省采集标样并分离得到的共计 ６２１ 个稻瘟病菌[Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ ｏｒｙｚａｅ (Ｈｅｂｅｒｔ)
Ｂａｒｒ]单孢菌株ꎬ利用 １０ 对稻瘟病菌无毒基因(ＡＣＥ１、ＰＷＬ１、Ａｖｒ￣Ｐｉｔａ、Ａｖｒ１￣ＣＯ３９、Ａｖｒ￣Ｐｉｚｔ、Ａｖｒ￣Ｐｉｂ、Ａｖｒ￣Ｐｉａ、Ａｖｒ￣Ｐｉｉ、
Ａｖｒ￣Ｐｉｋ、Ａｖｒ￣Ｐｉ９)特异性引物进行扩增ꎬ分析江苏省稻瘟病菌无毒基因的分布及频率ꎮ 结果表明:上述 １０ 个无毒基

因在江苏省均有分布ꎬ但出现频率不同ꎬ其中平均扩增频率最高的为 Ａｖｒ￣Ｐｉｂꎬ达到 ７４􀆰 ５６％ꎬ最低的是 Ａｖｒ￣Ｐｉａꎬ只有

９􀆰 ３４％ꎮ Ａｖｒ￣Ｐｉｂ、Ａｖｒ￣Ｐｉｋ、Ａｖｒ￣Ｐｉｚｔ 连续 ５ 年扩增频率较高且稳定遗传ꎮ 此外ꎬ采用日本清泽鉴别品种对稻瘟病菌供

试菌株进行致病力测定ꎬ结果表明供试菌株对 Ｐｉ￣ｚｔ、Ｐｉ￣ｚ、Ｐｉ￣ｔａ、Ｐｉ￣ｔａ２、Ｐｉ￣ｉ 表现为弱毒力ꎮ 综上所述ꎬ江苏省稻瘟病

菌群体组成较为复杂ꎬ且存在较大易变性ꎻ无毒基因的分布存在较大差异ꎬ且与地理区域密切相关ꎮ
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　 　 稻瘟病是最具破坏力的真菌病害之一ꎬ其发生

面积大ꎬ流行性强ꎬ危害严重甚至造成粮食绝产[１￣２]ꎮ
稻瘟病菌(Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ ｏｒｙｚａｅ)是一种丝状子囊真

菌ꎬ以半活体形式完成整个生活史ꎬ可以侵染整个生

２４



育期的水稻[３]ꎮ 当前ꎬ选育和推广抗稻瘟病水稻品

种是防治稻瘟病最经济有效、安全和对环境友好的

策略[４￣１０]ꎮ 然而由于稻瘟病菌遗传复杂ꎬ种群演替

迅速ꎬ导致能克服寄主抗病性的小种快速形成优势ꎬ
最终使得水稻抗病性“丧失”ꎮ 因此抗性品种连续

使用３~ ５ 年后ꎬ抗性就会明显衰退ꎬ抗病无法持久

化[１１￣１４]ꎮ 研究结果表明ꎬ水稻的持久抗病性与稻瘟

病菌的无毒基因关系密切[１５￣１７]ꎮ “基因对基因假

说”的提出ꎬ促进了我们在分子水平上对病原菌￣寄
主互作模式的理解[１８]ꎮ Ｄｅｎｇ 等从谷梅 ４ 号中鉴定

到一个既调控稻瘟病广谱持久抗性又不影响最终产

量的新基因簇 Ｐｉｇｍꎬ可实现广谱抗性与产量的平

衡[１９]ꎮ 从病原菌与寄主间的互作角度出发ꎬ对病原

菌效应分子与寄主靶基因的研究ꎬ可为解析病原菌

逃避和干扰寄主免疫系统ꎬ开发诱导植物广谱抗性

的药剂提供重要的理论基础[２０]ꎮ
李祥晓等采用 ７ 个稻瘟病菌无毒基因的特异性

引物ꎬ对 １７７ 个来自黑龙江省的稻瘟病菌单孢菌株

进行 ＰＣＲ 检测[２１]ꎮ 兰波等以 ３０ 个水稻抗稻瘟病

近等基因系或单基因系为材料ꎬ在水稻苗期接种ꎬ测
定来自江西省水稻产区 １９５ 个稻瘟病菌单孢菌株的

致病性[２２]ꎮ 王世维等选取辽宁省稻瘟病常发区的

２６ 株稻瘟病菌单孢菌株ꎬ对 ６ 个无毒基因 ＰＣＲ 产物

进行碱基和氨基酸序列的分析比较[２３]ꎮ 杨秀娟等

利用 ４１ 个已知抗病基因的水稻品种测定 ２００３ －
２００６ 年从福建省 ５ 个主要稻区采集分离的 ８７ 个稻

瘟病菌单孢菌株的致病性[２４]ꎮ 然而ꎬ关于江苏省稻

瘟病菌无毒基因的分布及频率研究较少ꎮ 因此ꎬ鉴
定和分析江苏省稻瘟病菌无毒基因的分布规律及其

演变机制ꎬ有助于明确当地菌群的致病性结构ꎬ为水

稻抗病品种的科学合理布局提供理论依据ꎮ 本研究

针对 ２０１３－２０１７ 年江苏省采集分离的共计 ６２１ 个稻

瘟病菌单孢菌株ꎬ采用 １０ 对稻瘟病菌无毒基因特异

性引物ꎬ探究稻瘟病菌无毒基因的分布及出现频率ꎬ
另外采用日本清泽鉴别品种测定其毒力频率ꎬ以期

为江苏省水稻抗病品种的合理布局及稻瘟病的有效

防控提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 供试菌株

２０１３－２０１７ 年从江苏省淮安市、徐州市、盐城

市、连云港市、扬州市、南通市、南京市、苏州市、常州

市采集分离稻瘟病菌单孢菌株ꎬ共计 ６２１ 个(表 １)ꎮ

表 １　 ２０１３－２０１７ 年江苏省稻瘟病菌采集明细

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｏｆ Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ ｏｒｙｚａｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｊｉａｎｇｓｕ

ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ ２０１３－２０１７

菌株来源 采集菌株数

淮安(苏北) ７８

徐州(苏北) ６４

盐城(苏北) ６７

连云港(苏北) ８１

扬州(苏中) ６１

南通(苏中) ４９

南京(苏南) ８５

苏州(苏南) ５９

常州(苏南) ７７

１.２　 稻瘟病菌基因组 ＤＮＡ 提取

将稻瘟病菌培养在 ＣＭ 板上ꎬ２８ ℃ 培养 ５ ｄꎮ
刮取适量菌丝于 ２ ｍｌ 离心管中ꎬ依次加入少量石英

砂、５００ μｌ ２％ ＣＴＡＢ、５００ μｌ 氯仿ꎬ置于 ３０ ℃、２００
ｒ / ｍｉｎ摇床振荡 ２ ｈꎮ １３ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ吸取

上清液 ３５０ μｌ 加入 １􀆰 ５ ｍｌ 离心管中ꎬ加 ７００ μｌ 无水

乙醇ꎬ混匀后放入－２０ ℃ 冰箱中静置 ４ ｈꎮ １３ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ弃上清ꎬ加预热的 ６５ ℃ ｄｄＨ２Ｏ
后ꎬ保存于－２０ ℃备用[３]ꎮ
１.３　 引物设计

根据李祥晓等提供的 Ａｖｒ￣Ｐｉｔａ、 ＡＣＥ１、 Ａｖｒ１￣
ＣＯ３９、Ａｖｒ￣Ｐｉｋ、Ａｖｒ￣Ｐｉｚｔ 等基因引物序列[１４]ꎬ王世维

等提供的 Ａｖｒ￣Ｐｉａ、Ａｖｒ￣Ｐｉｉ 等基因引物序列[１６]ꎬ在
ＮＣＢＩ 网站上查找 ＰＷｌ１、Ａｖｒ￣Ｐｉｂ、Ａｖｒ￣Ｐｉ９ 克隆的基因

序列ꎬ然后利用 Ｐｒｉｍｅｒ ５ 设计引物(表 ２)ꎮ 所有引

物均由金斯瑞生物科技公司合成ꎮ
１.４　 ＰＣＲ 扩增检测

ＰＣＲ 体系为 ２０ μｌꎬ含 １０×Ｂｕｆｆｅｒ(Ｍｇ２＋ｐｌｕｓ) ２􀆰 ０
μｌ、ｄＮＴＰ Ｍｉｘｔｕｒｅ ０􀆰 ８ μｌ、正向 /反向引物 ０􀆰 ４ μｌ、
ＤＮＡ 模板 １􀆰 ０ μｌ、ｒｔａｑ 酶 ０􀆰 ３ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ 补足至 ２０􀆰 ０
μｌꎮ 扩增程序:预变性 ９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ变性 ９４ ℃ ４５ ｓꎬ
退火５６~５９℃ ４５ ｓ(具体温度根据引物的 ＧＣ 含量

设定)ꎬ延伸 ７２ ℃ ３０~６０ ｓ(具体时间根据目的片段

大小设定)ꎬ３２ 个循环ꎬ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 扩增产

物在 １％琼脂糖凝胶中电泳ꎬ在凝胶电泳成像仪下

观测并照相ꎬ统计无毒基因扩增频率ꎮ

３４沈乐融等:江苏省稻瘟病菌致病力分化及无毒基因组成分析



表 ２　 用于扩增稻瘟病菌无毒基因的特异性引物

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｇｅｎｅｓ ｏｆ Ｍａｇ￣

ｎａｐｏｒｔｈｅ ｏｒｙｚａｅ

无毒基因 　 　 　 引物序列 (５′→３′) 基因编号

Ａｖｒ１￣ＣＯ３９ Ｆ:ＡＡＴＴＧＣＡＴＡＡＴＣＧＣＴＧＣＧＡＴ ＡＦ４６３５２８.１

Ｒ:ＧＴＣＡＡＧＣＴＣＡＧＡＡＣＴＴＴＧＴＴ

Ａｖｒ￣Ｐｉｔａ Ｆ:ＣＧＡＣＣＣＧＴＴＴＣＣＧＣＣＴＴＴＡＴＴ ＥＦ６１６４８９.２

Ｒ:ＴＣＣＣＴＣＣＡＴＴＣＣＡＡＣＡＣＴＡＡＣＧ

Ａｖｒ￣Ｐｉａ Ｆ:ＴＴＡＴＴＧＣＴＡＣＣＡＣＣＴＴＣＣＴＣ ＡＢ４９８８７３.１

Ｒ:ＧＴＡＧＴＡＡＣＴＧＡＧＴＴＧＧＣＧＴＴ

ＡＣＥ１ Ｆ:ＣＣＣＡＧＡＧＴＴＧＧＣＧＡＴＧＡＴＧＣ ＡＪ７０４６２２.１

Ｒ:ＡＴＧＴＧＧＣＧＧＴＧＡＣＡＧＡＧＧＡＣ

Ａｖｒ￣Ｐｉｂ Ｆ:ＧＣＣＧＡＣＡＡＴＧＣＧＡＧＧＴＡＴＡＣ ＫＭ８８７８４４.１

Ｒ:ＣＧＡＣＡＧＧＧＡＡＴＡＡＣＡＣＡＧＣＧ

Ａｖｒ￣Ｐｉ９ Ｆ:ＧＴＧＣＣＧＴＧＡＧＴＴＴＴＣＣＡＴＧＴ ＫＭ００４０２３.１

Ｒ:ＣＴＴＧＧＡＡＴＡＧＡＣＧＧＣＡＧＣＡＣ

ＰＷｌ１ Ｆ:ＣＴＣＡＡＴＣＣＴＣＴＴＴＴＣＣＧＣＣＧ ＡＢ４８０１６９.１

Ｒ:ＴＧＡＡＧＡＣＡＣＧＧＡＧＣＡＧＡＧＴＴ

Ａｖｒ￣Ｐｉｚｔ Ｆ:ＡＡＡＣＣＡＧＧＧＣＡＧＣＣＡＡＡＧＡ ＬＣ１７５９５１.１

Ｒ:ＡＴＴＣＣＣＡＡＴＣＧＡＧＣＣＡＡＣＧ

Ａｖｒ￣Ｐｉｋ Ｆ:ＡＣＴＴＴＧＧＧＡＡＣＴＧＴＣＧＣＴＧＴＣ ＡＢ４９８８７５.１

Ｒ:ＡＧＣＴＧＴＡＡＣＡＧＧＴＴＣＣＡＧＣＡＴＣ

Ａｖｒ￣Ｐｉｉ Ｆ:ＣＣＴＣＧＧＣＴＴＣＴＴＧＴＡＴＡＴＴＡＣＴ ＡＢ４９８８７４.１

Ｒ:ＴＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＣＴＴＴＣＡＧＡＴ

１.５　 稻瘟病菌毒力频率测定

采用日本清泽鉴别品种[２５]ꎬ抗病基因分别含有

Ｐｉ￣ｋｓ、Ｐｉ￣ａ、Ｐｉ￣ｉ、Ｐｉ￣ｋ、Ｐｉ￣ｋｍ、Ｐｉ￣ｚ、Ｐｉ￣ｔａ、Ｐｉ￣ｔａ２、Ｐｉ￣ｚｔ、
Ｐｉ￣ｋｐ、Ｐｉ￣ｂ、Ｐｉ￣ｔ 和 Ｐｉ￣ｋｈꎬ记为 ＤＶ１ ~ ＤＶ１３ꎮ 分析测

定 ２０１３－２０１７ 年稻瘟病菌单孢菌株毒力频率ꎮ
将 １３ 种鉴别品种种子播于秧盘内ꎬ每盘 ２７ 穴ꎬ

每个品种播 ２ 穴ꎬ每穴播 ２０ 粒左右ꎮ 最后一穴播丽

江新团黑谷水稻种子作为感病对照ꎮ ３ 次重复ꎮ 进

行适当的苗期管理ꎮ 将稻瘟病菌单孢菌株接种在产

孢培养基上ꎬ２８ ℃培养 ７ ｄꎬ放入黑光灯下 ７ ｄ 刺激

产孢ꎮ 收集孢子液ꎬ并将孢子量调至 １ ｍｌ １×１０５个ꎬ
加入 ０􀆰 ２５％的明胶ꎬ制成孢子悬浮液ꎮ 待水稻长至

三叶一心时ꎬ使用喷雾器将孢子悬浮液均匀喷施在

水稻叶片表面ꎮ 接种后黑暗培养 ２４ ｈꎬ自然条件下

生长 ７ ｄꎬ统计发病情况ꎮ 病情调查参照周江鸿

等[２６]的方法ꎬ计算稻瘟病菌群体对水稻的毒力频率

(ＶＦ)ꎬＶＦ＝[对测试单基因系有毒力的菌株数 /总菌

株数] ×１００％ꎬＶＦ≥５０％为强毒力ꎬ２０％≤ＶＦ<５０％
为中等毒力ꎬＶＦ<２０％为弱毒力ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 江苏省稻瘟病菌无毒基因的组成与分布

对 ２０１３－２０１７ 江苏省 ６２１ 个稻瘟病菌单孢菌株

１０ 个无毒基因的检测结果显示:无毒基因 Ａｖｒ￣Ｐｉｂ
平均扩增频率最高ꎬ为 ７４􀆰 ５６％ꎬ含有该无毒基因的

菌株数为 ４６３ꎻ无毒基因 Ａｖｒ￣Ｐｉａ 平均扩增频率最

低ꎬ为 ９􀆰 ３４％ꎬ含有该无毒基因的菌株数为 ５８ 个ꎮ
其中ꎬ连续 ５ 年扩增频率较高且稳定遗传的是 Ａｖｒ￣
Ｐｉｂ、Ａｖｒ￣Ｐｉｋ、Ａｖｒ￣Ｐｉｚｔꎬ平均扩增频率均超过 ７０􀆰 ００％ꎬ
分别为 ７４􀆰 ５６％、７０􀆰 ８５％、７３􀆰 ５９％(表 ３)ꎮ 表明江

苏省稻瘟病菌主要携带 Ａｖｒ￣Ｐｉｂ、Ａｖｒ￣Ｐｉｋ、Ａｖｒ￣Ｐｉｚｔ 这
３ 个无毒基因ꎬ且稳定存在ꎮ

２０１３ 年无毒基因 Ａｖｒ￣Ｐｉｔａ、ＡＣＥ１、Ａｖｒ￣Ｐｉｉ、 Ａｖｒ￣
Ｐｉｂ、Ａｖｒ￣Ｐｉｋ、Ａｖｒ￣Ｐｉｚｔ 平均扩增频率均超过 ５０􀆰 ００％ꎬ
其中 Ａｖｒ￣Ｐｉｂ、Ａｖｒ￣Ｐｉｋ、Ａｖｒ￣Ｐｉｚｔ 达到了 ９０􀆰 ００％左右ꎮ
提示 ２０１３ 年江苏省稻瘟病菌所含无毒基因频率均

较高ꎬ含有与之对应的抗病基因水稻具有较好抗性ꎮ
但是ꎬ ２０１４ 年 Ａｖｒ￣Ｐｉｔａ 的扩增频率仅有 ５􀆰 ００％ꎬ
２０１５、２０１６ 年提高到 ４５􀆰 ００％左右ꎬ到 ２０１７ 年 Ａｖｒ￣
Ｐｉｔａ 再次呈下降趋势(表 ３)ꎮ 说明不同年份的稻瘟

病菌出现频率差异较大ꎬ进一步表明江苏地区稻瘟

病菌无毒基因种群结构较为复杂ꎮ
２.２　 稻瘟病菌无毒基因在苏北、苏中、苏南地区分

布情况的比较

　 　 无毒基因 Ａｖｒ￣Ｐｉｂ 扩增频率较高ꎬ在苏北地区

检测率为 ３５􀆰 ０９％ꎬ苏南地区检测率为 ２７􀆰 ５８％ꎬ
苏中地区检测率为 １４􀆰 ３５％ꎮ 无毒基因 Ａｖｒ￣Ｐｉａ
扩增频率较低ꎬ在苏北地区检测率为 ６􀆰 ９７％ꎬ苏
南地 区 检 测 率 为 ３􀆰 １９％ꎬ 苏 中 地 区 检 测 率 为

１􀆰 １６％ꎮ 通过对 １０ 个无毒基因的分布频率进行

总体评价ꎬ发现 １０ 个无毒基因在苏北、苏中、苏
南地区均有分布ꎬ但苏北检测率明显高于其他地

区(除 Ａｖｒ１￣ＣＯ３９ 和 Ａｖｒ￣Ｐｉｔａ 外) (表 ４) ꎮ 综上所

述ꎬ苏北地区无毒基因组成更为丰富ꎬ且种群结

构更为复杂ꎮ
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表 ３　 ２０１３－２０１７ 年江苏省稻瘟病菌无毒基因扩增频率

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｏｆ Ａｖｒ￣ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ ｏｒｙｚａｅ ｉｎ Ｊｉａｎｇｓｕ ｐｒｏｖｉｎｃｅꎬ ２０１３￣２０１７

无毒基因　

２０１３ 年(４５ 株)

含有无毒
基因的
菌株数

出现
频率
(％)

２０１４ 年(１７１ 株)

含有无毒
基因的
菌株数

出现
频率
(％)

２０１５ 年(８９ 株)

含有无毒
基因的
菌株数

出现
频率
(％)

２０１６ 年(１４７ 株)

含有无毒
基因的
菌株数

出现
频率
(％)

２０１７ 年(１６９ 株)

含有无毒
基因的
菌株数

出现
频率
(％)

总计(６２１ 株)

含有无毒
基因的
菌株数

出现
频率
(％)

Ａｖｒ￣Ｐｉｔａ ３０ ６６.６７ ２ １.１７ ３９ ４３.８２ ６７ ４５.５８ ３７ ２１.８９ １７５ ２８.１８
ＡＣＥ１ ２６ ５７.７８ ７９ ４６.２０ ４５ ５０.５６ １２７ ８６.３９ ５４ ３１.９５ ３３１ ５３.３０
Ａｖｒ￣Ｐｉａ ９ ２０.００ ４ ２.３４ ９ １０.１１ ２７ １８.３７ ９ ５.３３ ５８ ９.３４
Ａｖｒ１￣ＣＯ３９ ２２ ４８.８９ ２ １.１７ ３１ ３４.８３ １１１ ７５.５１ １６ ９.４７ １８２ ２９.３１
Ａｖｒ￣Ｐｉｉ ２６ ５７.７８ ８２ ４７.９５ ３５ ３９.３３ １１２ ７６.１９ １１３ ６６.８６ ３６８ ５９.２６
ＰＷＬ１ ５ １１.１１ ６ ３.５１ ２３ ２５.８４ ９４ ６３.９５ １８ １０.６５ １４６ ２３.５１
Ａｖｒ￣Ｐｉ９ １１ ２４.４４ ２４ １４.０４ ２４ ２６.９７ ４８ ３２.６５ ０ ０ １０７ １７.２３
Ａｖｒ￣Ｐｉｂ ４４ ９７.７８ １２５ ７３.１０ ６１ ６８.５４ １４４ ９７.９６ ８９ ５２.６６ ４６３ ７４.５６
Ａｖｒ￣Ｐｉｋ ４０ ８８.８９ １４０ ８１.８７ ６０ ６７.４２ ９９ ６７.３５ １０１ ５９.７６ ４４０ ７０.８５
Ａｖｒ￣Ｐｉｚｔ ３９ ８６.６７ １２９ ７５.４４ ６１ ６８.５４ １２３ ８３.６７ １０５ ６２.１３ ４５７ ７３.５９

表 ４　 ２０１３－２０１７ 年苏北、苏中、苏南地区稻瘟病菌无毒基因的平均扩增频率

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｍｅａｎ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｏｆ Ａｖｒ￣ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ ｏｒｙｚａｅ ｉｎ ｎｏｒｔｈꎬ ｃｅｎｔｒａｌꎬ ｓｏｕｔｈ Ｊｉａｎｇｓｕ ｒｅｇｉｏｎꎬ ２０１３－２０１７

地域
无毒基因平均扩增频率(％)

Ａｖｒ￣Ｐｉｔａ ＡＣＥ１ Ａｖｒ￣Ｐｉａ Ａｖｒｌ￣ＣＯ３９ Ａｖｒ￣Ｐｉｉ ＰＷＬ１ Ａｖｒ￣Ｐｉ９ Ａｖｒ￣Ｐｉｂ Ａｖｒ￣Ｐｉｋ Ａｖｒ￣Ｐｉｚｔ

苏北 １４.４７ ２５.６４ ６.９７ １２.５１ ２４.６０ １１.５９ ９.９０ ３５.０９ ３１.４５ ３３.１７
苏中 ５.５０ １０.０７ １.１６ ７.２９ １１.３２ ３.２７ １.７３ １４.３５ １３.４３ １４.５０
苏南 １５.４９ １９.０７ ３.１９ １４.４０ ２１.９１ ８.１９ ８.０８ ２７.５８ ２８.４９ ２７.９３

２.３　 江苏省稻瘟病菌的毒力

２０１３－２０１７ 年ꎬ供试稻瘟病菌菌株对鉴别品种

表现出不同程度的毒力ꎬ毒力频率范围为６.３８％~
７３􀆰 ０３％ꎬ平均毒力频率为 ３４􀆰 ２２％ꎮ 其中对抗病基

因 Ｐｉ￣ｚｔ、Ｐｉ￣ｚ 的平均毒力频率最低ꎬ分别为 ６􀆰 ３８％、
７􀆰 ６５％ꎻ对 Ｐｉ￣ｔａ２、Ｐｉ￣ｔａ、Ｐｉ￣ｉ 的平均毒力频率分别为

１０􀆰 ５９％、１０􀆰 ８９％、１８􀆰 １６％ꎬ表现为弱毒力ꎻ对 Ｐｉ￣ａ、
Ｐｉ￣ｋｍ、Ｐｉ￣ｋｈ基因呈中等毒力ꎬ平均毒力频率分别为

３０􀆰 ３２％、３１􀆰 ５２％、４１􀆰 ７３％ꎻ对 Ｐｉ￣ｋｓ、Ｐｉ￣ｂ、Ｐｉ￣ｋ 等的

平均毒力频率在 ６６􀆰 ０２％至 ７３􀆰 ０３％之间ꎬ表现为强

毒力[２６](表 ５)ꎮ 说明 Ｐｉ￣ｚｔ、Ｐｉ￣ｚ、Ｐｉ￣ｔａ、Ｐｉ￣ｔａ２、Ｐｉ￣ｉ 在
江苏省抗病育种中有较高利用价值ꎮ

３　 讨 论

本研究连续 ５ 年从江苏省(苏北、苏中、苏南)
采集稻瘟病菌标本ꎬ分离纯化得到 ６２１ 个单孢菌株ꎮ
采用 １０ 对稻瘟病菌特异性引物ꎬ分析江苏省稻瘟病

菌无毒基因扩增频率与分布情况ꎬ发现江苏省稻瘟

病菌无毒基因分布较广ꎬ且种群复杂ꎬ同时地域因素

在无毒基因的分布中起到重要作用ꎮ

表 ５　 ２０１３－２０１７ 年江苏省稻瘟病菌菌株对日本清泽鉴别品种的毒

力频率

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｔｈｅ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｏｆ Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ ｏｒｙｚａｅ ｔｏ Ｊａｐａ￣

ｎｅｓｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｉｎ Ｊｉａｎｇｓｕꎬ ２０１３－２０１７

鉴别
品种

抗性基因
毒力频率(％)

２０１３ ２０１４ ２０１５ ２０１７ 平均

ＤＶ１ Ｐｉ￣ｋｓ、Ｐｉ￣ｓｈ ８９.２ ８０.９ ３６.４ ５９.６８ ６６.０２

ＤＶ２ Ｐｉ￣ａ、Ｐｉ￣ｓｈ ２９.４ ２３.０ ３５.５ ３１.１８ ３０.３２

ＤＶ３ Ｐｉ￣ｉ、Ｐｉ￣ｓｈ ６.９ １.１ ２１.２ ２３.１２ １８.１６

ＤＶ４ Ｐｉ￣ｋ、Ｐｉ￣ｓｈ ８９.２ ７４.３ ７５.９ ６７.７４ ７３.０３

ＤＶ５ Ｐｉ￣ｋｍ、Ｐｉ￣ｓｈ ３３.３ ２９.１ ２９.０ ３６.０２ ３１.５２

ＤＶ６ Ｐｉ￣ｚ、Ｐｉ￣ｓｈ ５.９ １.９ ８.３ ９.１４ ７.６５

ＤＶ７ Ｐｉ￣ｔａ ６.７ ２.７ １０.６ １０.７５ １０.８９

ＤＶ８ Ｐｉ￣ｔａ２、Ｐｉ￣ｓｈ １.８ １.５ １２.９ １１.８３ １０.５９

ＤＶ９ Ｐｉ￣ｚｔ、Ｐｉ￣ｓｈ ０ ２.３ ２.８ ４.３０ ６.３８

ＤＶ１０ Ｐｉ￣ｋｐ、Ｐｉ￣ ｓｈ ４２.２ １３.３ ３０.９ １８.２８ ２８.５２

ＤＶ１１ Ｐｉ￣ｂ、Ｐｉ￣ ｓｈ ７２.５ ７１.５ ７０.０ ７２.０４ ６９.７５

ＤＶ１２ Ｐｉ￣ｔ、Ｐｉ￣ｋｓ ３９.２ ５１.５ ７１.９ １９.３５ ５０.３５

ＤＶ１３ Ｐｉ￣ｋｈ ８.８ １.９ ５９.４ ６３.４４ ４１.７３

５４沈乐融等:江苏省稻瘟病菌致病力分化及无毒基因组成分析



　 　 本研究中发现江苏省稻瘟病菌均含有 １０ 个无

毒基因ꎬ但以不同频率出现在不同年份ꎮ 其中平均

扩增频率最高的是 Ａｖｒ￣Ｐｉｂꎬ达到 ７４.５６％ꎬ最低的是

Ａｖｒ￣Ｐｉａꎬ仅为 ９.３４％ꎻ同时ꎬＡｖｒ￣Ｐｉｂ、Ａｖｒ￣Ｐｉｋ、Ａｖｒ￣Ｐｉｚｔ
平均扩增频率连续 ５ 年均超过 ７０.００％ꎬ表明这 ３ 个

无毒基因在江苏省稳定存在ꎮ 张科等对黑龙江省稻

瘟病菌无毒基因进行鉴定分析ꎬ发现 Ａｖｒ￣Ｐｉａ、Ａｖｒ￣
Ｐｉｋ、Ａｖｒ￣Ｐｉｚｔ ３ 个无毒基因分布较广[２７]ꎮ 王世维等

报道辽宁省稻瘟病菌主要携带 Ａｖｒ￣Ｐｉｔａ、Ａｖｒ￣Ｐｉｋ、Ａｖｒ￣
Ｐｉｚｔ ３ 个无毒基因[２３]ꎮ 本研究中 １０ 个无毒基因在

江苏省均有分布且存在一定差异ꎬ并且除 Ａｖｒ１￣
ＣＯ３９、Ａｖｒ￣Ｐｉａ 基因外ꎬ其他 ８ 个无毒基因在苏北地

区分布均较高ꎮ 朱名海等对南繁核心区和非核心区

６０ 个稻瘟病菌菌株 ６ 个无毒基因(ＡＣＥ１、Ａｖｒ￣Ｐｉｋ、
Ａｖｒ￣Ｐｉｔａ、Ａｖｒ￣Ｐｉｚｔ、ＰＷＬ２、Ａｖｒ￣Ｐｉａ)进行检测ꎬ发现除

Ａｖｒ￣Ｐｉａ 基因外ꎬ其余无毒基因在南繁区分布率均较

高[２８]ꎮ 张崎峰等对黑龙江省 １９ 个地区 ２０４ 个稻瘟

病菌菌株的无毒基因 Ａｖｒ￣Ｐｉｔａ、ＰＷＬ２、ＰＷＬ３、Ａｖｒ１￣
ＣＯ３９ 进行检测ꎬ检测率均较低[２９]ꎮ 因此ꎬ不同地域

无毒基因的分布存在较大差异ꎬ也说明无毒基因的

组成和分布与地理区域密切相关ꎮ
２０１３ 年 ６ 个无毒基因的平均扩增频率均超过

５０. ００％ꎬ 其 中 Ａｖｒ￣Ｐｉｂ、 Ａｖｒ￣Ｐｉｋ、 Ａｖｒ￣Ｐｉｚｔ 达 到 了

９０􀆰 ００％左右ꎬ但之后 ＡＣＥ１、Ａｖｒ￣Ｐｉｔａ 和 Ａｖｒ￣Ｐｉｉ 平均

扩增频率起伏较大ꎬ变异度较高ꎮ 稻瘟病菌无毒基

因与水稻抗病基因间的互作符合基因对基因假

说[３０]ꎮ 采用日本清泽鉴别品种对供试菌株进行毒

力频率测定ꎬ 发现对抗病基因 Ｐｉ￣ｚｔ、 Ｐｉ￣ｚ、 Ｐｉ￣ｔａ、
Ｐｉ￣ｔａ２、 Ｐｉ￣ｉ 表 现 为 弱 毒 力ꎬ 毒 力 频 率 均 低 于

２０􀆰 ００％ꎮ 根据上述无毒基因分布结果可以推断

Ｐｉ￣ｚｔ和 Ｐｉ￣ｉ 仍然具有抗病育种潜力ꎬ而 Ｐｉ￣ｔａ 和 Ｐｉｋ
存在抗性丧失的风险ꎮ

本研究的不足之处主要有:(１)由于稻瘟病菌

穗颈瘟标样均采自大田种植的主栽品种ꎬ这些品种

会带有抗病基因ꎬ能引起致病的稻瘟病菌不含相应

无毒基因ꎮ 因此ꎬ分离的稻瘟病菌是在一些抗病基

因选择压力下筛选后的ꎬ不能很好地反映田间稻瘟

病菌无毒基因的分布规律ꎮ (２)采用的鉴别寄主包

含的抗病基因并不全面ꎮ 在接下来的鉴别工作中将

引入国际水稻所 ３２ 个鉴别寄主系统ꎬ以期获得更加

全面的鉴别数据ꎮ
综上所述ꎬ江苏省稻瘟病菌群体组成较为复杂ꎬ

存在较大易变性ꎻ无毒基因的分布存在较大差异ꎬ且
与地理区域密切相关ꎮ 因此ꎬ需进一步加强对稻瘟

病菌种群的监测ꎬ对稻瘟病菌无毒基因以及与抗病

基因的互作研究ꎬ为水稻抗病育种提供有效理论支

撑ꎬ保障粮食生产安全ꎮ
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