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摘要:采用 rep-PCR技术对福建省 189个稻瘟病菌菌株进行 DNA指纹图谱分析.结果表明:在 58%相似水平上可以将供试

菌株分为 15个遗传谱系 ,表明该菌具有丰富的多态性.其中谱系 FJL04出现频率为 35.98%, 为优势谱系.利用全国统一生

理小种鉴别体系和 LTH-NILs鉴别体系从供试的 189个稻瘟病菌株中分别鉴别出 15和 21个致病型(生理小种),优势型分

别为 ZB13和 J76.2, 出现频率分别为 58.72%和 28.57%.采用这 2套鉴别体系鉴别的致病型与 DNA指纹图谱之间无明显

的对应关系.
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Abstract:TheDNAfingerprintsof189isolatesofMagnaporthegriseafromFujianwereconstructedusingrep-PCRtechnique.Alli-

solatescouldbedividedinto15 geneticlineagesat58% similaritylevel.Amongthe15 geneticlineages, FJL04thatconsistedof68

isolateswasrecognizedasdominantlineageswithoccurrencefrequencyof35.98%.The189 isolatescouldberespectivelyclassified

into15and21pathotypesbyChineseracedifferentialsandLTH-NILs, andtheirdominancetypeswereZB13 andJ76.2withoccur-

rencefrequencyof58.72% and28.57%, respectively.Therewasnoobviouslycorrespondingrelationshipbetweenpathotypesand

geneticlineages.
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稻瘟病菌 [ Magnaporthegrisea(Hebert)Barrnov,无性态为 Pyriculariagrisea(Cooke)Sacc.]引起的稻

瘟病是水稻生产上主要病害之一.种植抗病品种是防治稻瘟病经济而有效的措施 ,但随着抗病品种的大面

积推广 ,品种的抗病性逐步丧失
[ 1]
.目前利用水稻鉴别品种进行稻瘟病菌致病型(生理小种)的研究以及

进行稻瘟病菌 DNA指纹分析 ,都是了解稻瘟病菌群体结构及变异动态的有效途径.利用水稻鉴别品种鉴

别稻瘟病菌致病型易受到鉴别品种 、外界环境 、不同研究者等因素的影响.自 20世纪 80年代以来 ,国内外

学者将一些以 DNA多态性为基础的分子标记技术如 RAPD、AFLP、MGR-RFLP、SSR和 rep-PCR等 ,用于稻

瘟病菌的群体遗传结构研究 ,旨在从 DNA水平上检测稻瘟病菌的遗传变异.王宗华等
[ 2]
采用 MGR586-

EcoRI方法研究了福建省稻瘟病菌遗传结构 ,将供试的 70个菌株划分为 28个谱系 ,其中 FJ-01为优势谱

系.伍尚忠等
[ 3]
采用 MGR586-EcoRI技术对广东稻区的 112个菌株进行指纹分析 ,将供试菌株划分为 15

个谱系 ,认为划分的谱系与寄主品种的遗传背景有关.RAPD技术可以为病菌的遗传分析提供大量遗传标

记 ,许多学者
[ 4- 6]

已采用该方法对不同地区的稻瘟病菌进行了遗传多样性分析.rep-PCR方法操作简单 、

速度快 、成本低 、稳定性好 ,适用于稻瘟病菌的 DNA指纹分析.程兆榜等
[ 7-9]
采用 rep-PCR方法对江苏 、四

川 、贵州山区的稻瘟病菌进行了 DNA指纹分析.李亚等
[ 10]
采用 SSR方法对湖南省 230个稻瘟病菌进行了
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多样性分析 ,将供试菌株划分为 7个遗传谱系.本研究采集福建省各水稻种植区稻瘟病菌 ,利用全国统一

稻瘟病菌生理小种鉴别体系和 LTH近等基因系鉴别体系对病菌群体进行鉴别 ,并采用 rep-PCR技术进行

病菌 DNA指纹图谱分析 ,旨在了解福建省稻瘟病菌致病型的多样性及其与遗传谱系之间的相互关系 ,为

探讨该病的流行变异规律 、延长抗性品种的种植年限和有效控制稻瘟病的流行提供依据.

1　材料与方法

1.1　材料

供试的 189个稻瘟病菌 ,是 2003-2006年自福建省各水稻种植区采集的稻瘟病标样 ,经单孢分离 、致

病性测定后保存备用.

供试的全国统一稻瘟病菌生理小种鉴别品种由安徽省农科院植保所提供;以丽江新团黑谷为背景的

近等基因系(LTH-NILs)鉴别品种由中国农业科学院作物所雷财林博士提供.

1.2　方法

1.2.1　稻瘟病菌菌丝体和基因组 DNA的制备　稻瘟病菌菌丝体的制备方法见文献 [ 4] .全基因组 DNA

提取采用 CTAB/NaCl法
[ 11]
.

1.2.2　Pot2-rep-PCR扩增　Pot2-rep-PCR扩增引物为:Pot2-1:5′-CGGAAGCCCTAAAGCTGTTT-3′;Pot2-

2:5′-CCCTCATTCGTCACACGTTC-3′,由上海生物工程公司合成.PCR反应体系(25 μL)的引物浓度为 0.5

μmol· L
-1
;缓冲液为 10.0 mmol· L

-1
Tris+25.0 mmol· L

-1
KCl+1.5 mmol· L

-1
MgCl2 +15.0 mmol·

L
-1
(NH4)2SO4 , pH9.2;dNTPs浓度为 185 μmol· L

-1
;Taq酶 0.5U;模板 DNA50 ng,石蜡油覆盖.设阴性

对照.反应参数:95 ℃预变性 2.5min;94℃变性 1min, 62℃退火 1min, 65 ℃延伸 10min, 4次循环;94℃

变性 30 s, 62 ℃退火 1 min, 65℃延伸 10 min, 26次循环;65℃延伸 15 min, 4 ℃保存
[ 8]
.

1.2.3　扩增产物的检测与分析　扩增产物用 0.5%(质量分数)琼脂糖 +0.75%(质量分数)Synergel电泳

检测(110V, 10h).采用凝胶成像系统观察拍照.采用 NTSYS软件 UPGMA分析程序进行聚类分析.

1.2.4　福建稻瘟病菌致病型测定　致病型测定的稻瘟病菌孢子悬浮液孢子含量为 10
5
个 ·mL

-1
.水稻鉴

别品种种植及稻瘟病菌接种方法见文献 [ 12] .供试土壤为壤质土 , pH值 7.25,有机质含量为 2.61%,速效

磷含量 198.9 mg· kg
-1
, 速效钾含量 318.5 mg· kg

-1
,碱解氮含量 141.8 mg· kg

-1
, 全氮质量分数

0.158%,全磷质量分数 0.287%,全钾质量分数 2.50%,有效硫含量 47.54 mg·kg
-1
.病情标准调查详见文

献 [ 13] .

2　结果与分析

2.1　福建省稻瘟病菌 DNA指纹分析与谱系划分

189个稻瘟病菌基因组 DNA经 rep-PCR扩增后共获得 33条分子质量不等的 DNA片段 ,可以获得

151个单型(haplotype,带型完全相同的菌株归为一个单型)(图 1).根据扩增的 DNA指纹图谱进行 UPG-

MA聚类分析 ,在 58%的相似水平上将 151个单型划分为 15个遗传谱系.谱系 FJL04、FJL03、FJL01分别包

含了 54、51、19个单型的 68、64、23个菌株 ,出现频率分别为 35.98%、33.86%、12.17%.这几个谱系包含了

82.01%的供试菌株 , FJL04为优势谱系 , FJL03为亚优势谱系.其余 34个菌株分属于其它 12个谱系 ,其中

FJL07、FJL08、FJL11、FJL12和 FJL15为单菌株谱系 ,其它谱系分别由 2-7个菌株组成(图 2).

2.2　利用 2套鉴别体系对福建省稻瘟病菌的鉴别结果

利用全国统一生理小种 7个鉴别品种 ,可以将供试的福建省稻瘟病菌 189个菌株划分为 4群 15个致

病型(生理小种),分别是 ZA、ZB、ZC和 ZG群 ,其中 ZB群为优势群 , ZB13为优势致病型 ,出现频率为

58.72%.利用 LTH-NILs鉴别品种 ,可以将供试菌株划分为 21个致病型 ,其中 J76.2为优势型 ,出现频率为

28.57%;J72.2为亚优势型 ,出现频率为 14.82%;J74.2和 J77.2类型在群体中为主要致病型 ,出现频率分

别为 12.17%和 11.11%(表 1、2).

2.3　福建省稻瘟病菌遗传谱系与致病型的关系

从表 3可知 ,同一谱系所包含的菌株分属于不同致病型.将全国统一稻瘟病菌生理小种鉴别品种的鉴
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别结果与遗传谱系进行比对 ,发现谱系中出现 1-7个致病型 ,主要谱系 FJL03的 64个菌株和 FJL04的 68

个菌株都出现了 7个致病型.将 LTH-NILs鉴别品种的鉴别结果与遗传谱系进行比对 ,发现谱系中出现 1

-11个致病型 ,谱系 FJL03和 FJL04均出现了 11个致病型.

图 1　福建省部分稻瘟病菌 rep-PCR指纹图谱

Fig.1　DNAfingerprintpatternsof16representativeisolatesofM.griseafromFujian

表 1　采用全国统一生理小种鉴别体系鉴

别出的福建省稻瘟病菌致病型

Table1　PathotypesofM.griseaisolatesfromFujian

identifiedbyChineseracedifferentials

致病型 出现频率 /% 致病型 出现频率 /%

ZA5 1.06 ZB29 0.53

ZA13 1.59 ZB31 2.65

ZA63 0.53 ZC1 1.06

ZB1 3.17 ZC9 1.59

ZB5 2.65 ZC13 7.40

ZB9 7.41 ZC15 2.12

ZB13 58.72 ZG1 3.17

ZB15 6.35

表 2　采用 LTH近等基因系鉴别体系鉴

别出的福建省稻瘟病菌致病型

Table2　PathotypesofM.griseaisolates

fromFujianidentifiedbyLTH-NILs

致病型
出现频

率 /%
致病型

出现频

率 /%
致病型

出现频

率 /%

J0.2 3.70 J53.2 1.06 J71.2 1.59

J10.2 0.53 J54.2 1.06 J72.2 14.82

J32.2 0.53 J56.2 1.06 J73.2 3.70

J33.2 1.06 J60.2 2.65 J74.2 12.17

J36.2 1.06 J62.2 3.7 J75.2 1.06

J4.2 1.59 J63.2 1.06 J76.2 28.57

J52.2 2.12 J70.2 5.82 J77.2 11.11

　　同一致病型的菌株也可分布在不同谱系中 ,如致病型 ZB13和 ZB9的 125个菌株分布于 FJL01、

FJL02、FJL03、FJL04、FJL05、FJL06、FJL09、FJL10和 FJL14 9个谱系中;致病型 J72.2、J74.2、J76.2和 J77.2

的 126个菌株分布于 FJL01、FJL03、FJL04、FJL05、FJL06、FJL07、FJL10、FJL11、FJL12、FJL13和 FJL14 11个

谱系中.利用 2套鉴别体系鉴别品种 ,结果表明反应型均一致的菌株也可分布在不同的遗传谱系中 ,如反

应型为 ZB13-J72.2的 5个不同地方不同年份的菌株(JL0511、ZN0403、JL0609、JL0507、SH0523)可分布在

FJL01、FJL03和 FJL04遗传谱系中;反应型为 ZB13-J76.2的 4个菌株 (NJ0502、SH0623、 SH0607和

ND0326)可分布在 FJL01、FJL03和 FJL04遗传谱系中(JL0511为菌株代号 , JL表示将乐县 , 0511代表 2005
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年分离的第 11号菌株).同一地方同一年份采集的菌株的致病性和遗传特征具有较大差异 ,如 2005年在

上杭采集的菌株 SH0527(ZB13-J74.2-FJL03)和 SH0523(ZB13-J72.2-FJL01).说明 DNA指纹图谱上的 15

个遗传谱系与采用不同鉴别体系鉴别的致病型之间的关系十分复杂 ,无明显的对应关系.

图 2　福建省稻瘟病菌 DNA指纹图谱聚类分析结果
Fig.2　DendrogramofM.griseaisolatesfromFujianbasedonDNAfingerprints

表 3　福建省稻瘟病菌的遗传谱系与致病型的关系
Table3　TherelationshipbetweenpathotypesandgeneticlineagesofM.griseaisolatesfromFujian

遗传谱系 单元型数 菌株数
致病型

全国统一生理小种鉴别体系 LTH近等基因系鉴别体系

FJL01 19 23 ZA13、ZB9、ZB13、ZB15 J53.2、J71.2、J72.2、J74.2、J76.2、J77.2

FJL02 2 2 ZB13 J0.2

FJL03 53 64 ZA5、ZA63、ZB9、ZB13、ZB16、ZC9、ZC13 J0.2、J4.2、J54.2、J60.2、J62.2、J63.2、

J71.2、J72.2、J74.2、J76.2、J77.2

FJL04 48 68 ZB1、ZB5、ZB9、ZB13、ZB32、ZC13、ZC15 J32.2、J56.2、J60.2、 J62.2、J63.2、J70.2、
J72.2、J74.2、J75.2、J76.2、J77.2

FJL05 6 6 ZB13、ZC1、ZC15 J52.2、 J54.2、J56.2、 J77.2

FJL06 7 7 ZB13、 ZC9 J33.2、J53.2、J72.2

FJL07 1 1 ZB32 J76.2

FJL08 1 1 ZG1 J10.2

FJL09 2 2 ZB13 J73.2

FJL10 4 4 ZB5 、ZB13、ZC1、ZC15 J62.2、J76.2

FJL11 1 1 ZC15 J77.2

FJL12 1 1 ZC13 J74.2

FJL13 2 3 ZB31 J52.2、J77.2

FJL14 3 5 ZB9、ZC13 J36.2、J4.2、J74.2、J52.2

FJL15 1 1 ZB29 J52.2

Total　 151 189 15 21

　　

3　讨论

本试验采用 rep-PCR技术获得 DNA指纹 ,将福建省 189个稻瘟病菌株划分为 15个谱系(单元型

151);采用全国统一生理小种鉴别品种和 LTH-NILs鉴别品种分别将供试的 189个菌株划分为 15和 21个
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致病型 ,其中优势致病型分别为 ZB13和 J76.2.这与前人研究的结果较一致
[ 14]
.说明福建发生的稻瘟病菌

生理小种的优势群相对稳定.

目前国内外学者对于稻瘟病菌致病型和遗传谱系之间相关性的研究持有 2种观点 ,即相关性
[ 15-17]

和

无相关性
[ 8, 18-21]

.Levyetal
[ 15]
采用 MGR586技术将美国稻瘟病菌划分为 8个谱系 ,表明谱系与致病型相

一致 ,呈简单对应关系;周益军等
[ 17]
采用 rep-PCR方法得到稻瘟病菌的遗传谱系与采用 LTH鉴别品种划

分的致病类型有一定的相关性.但多数研究者采用 rep-PCR方法划分的稻瘟病菌谱系与致病型间无明显

关联 ,呈复杂对应关系;杨水英等
[ 20]
和卢代华等

[ 8]
研究表明遗传谱系与致病型间并不存在简单的一一对

应关系 ,两者间没有明显的相关性.本研究基于 rep-PCR技术的稻瘟病菌遗传谱系与基于全国统一稻瘟病

菌生理小种鉴别品种和 LTH-NILs鉴别品种鉴别的致病型之间无明显的一一对应关系 ,也没有必然的联

系 ,这与上述观点相一致.其原因可能是病菌的毒性具有复杂的遗传背景 ,通过 rep-PCR扩增得到的 DNA

指纹是中性的分子标记 ,反映基因组中 DNA序列的同源性和变异性 ,体现稻瘟病菌在 DNA水平上的差

异.而致病型则是根据鉴别品种对菌株的抗 、感反应型进行划分 ,反映的是不同水平上的群体组成 ,不存在

特异性的对应关系.再者 ,遗传谱系会随着划分标准即相似水平(指纹相似百分率)的不同而变化 ,因而其

所包含的致病型也随之变化 ,不同研究者之间并没有统一的标准.
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