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不同年度重庆稻瘟病菌群体遗传结构
与致病型的变化
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摘要:采用 rep-PCR分子指纹技术对 2006-2007 年重庆地区的稻瘟病菌进行了遗传结构分析。

结果表明 ,供试菌株分别扩增到 2 ～ 17条 DNA 带。经 UPGMA聚类分析 ,在 0.80遗传相似水平

下 ,73个供试菌株划分为 12个遗传谱系。结合传统的植病学方法 ,测定了分布于各个遗传谱系中

的 66个稻瘟病菌菌株的致病型。66个菌株分属为 ZA 、ZB 、ZC 、ZF 、ZG 共 5群 22个致病型 ,其中

ZA 、ZB 群占优势 ,ZA11 、ZB11为优势致病型。与 2002年重庆稻瘟病菌 70个菌株的遗传谱系和

致病型进行对比发现 ,不同年度间重庆稻瘟病菌的谱系和致病型存在一定的动态变化 ,近年来呈现

出更为复杂多变的遗传多样性 。
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The Yearly Variation of the Genetic Lineages and Pathotypes

of Magnaporthe grisea in Chongqing
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Abstract:The population st ructure o f Magnaporthe grisea i solates co llected f rom Chongqing a rea

w as determined w ith the rep-PCR technique.Each iso late w as amplif ied wi th 2-17 DNA bands.
C lustering analysis w ith UPGMA classified 73 iso lates into 12 genetic lineages at a gene tic sim i-
la rity of 0.8.The pa thotype s of 66 Magnaporthe grisea iso lates in the genetic lineage w ere tested

by t raditional plant patho logy .The 66 isolates w ere divided into 5 g roups(ZA ,ZB ,ZC ,ZF ,ZG)and
22 patho types.ZA and ZB were the dominant g roups and ZA11 ,ZB11 w ere the majo r pathotypes.
The genetic lineages and pathotypes of Magnaporthe grisea changed in different years , and the

genet ic diversity became mo re complicated and changeable in recent years.
Key words:Magnaporthe grisea;rep-PCR;Genet ic lineage;Patho type

　　稻瘟病菌(Magnaporthe grisea)群体是一个高度

易变的群体 ,病菌群体结构的组成与变化直接影响病

害的发生与流行。长期以来 ,人们利用传统的植病学

方法对病菌群体的表现型结构做了大量研究 ,但因条

件和技术的限制 ,传统方法划分的致病型难以从本质

上反映稻瘟病菌的群体结构。自 Hamer等从稻瘟病
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菌基因组克隆到 1重复 DNA 序列以来 ,各国学者

利用 RFLP 、RAPD 、SCA R标记 、SSR标记以及 rep

-PCR等多种分子指纹技术从 DNA 水平上揭示病

菌的群体遗传结构[ 1-12] ,快速 、准确地监测病菌群体

结构的组成与变化。

重庆具有复杂的生态地理条件和适宜的气候条

件 ,有利于稻瘟病的发生流行 。近年来重庆稻瘟病

发生严重 , 部分地区暴发成灾。鉴此 , 分别利用

rep-PCR分子指纹技术和传统方法 , 对 2006 -

2007年重庆稻瘟病菌群体遗传结构和致病型进行

了分析 ,并与 2002年病菌的遗传结构和致病型进行

了比较 ,以期揭示病菌群体遗传变异的规律 ,为指导

品种合理布局 、抗稻瘟病育种提供理论依据。

1　材料和方法

1.1　供试菌株的来源

73个供试菌株为 2006-2007年采集自重庆部

分区县(市)稻作区的穗颈瘟标样 ,经单孢分离 、纯化

获得 。

1.2　菌株的培养

单孢菌株经活化后 ,接于含蔗糖 15 g 、酒石酸胺

5g 、硝酸胺 1 g 、磷酸氢二钾 1 g 、硫酸镁 0.5 g 、氯化

钠 0.1 g 、氯化钙 0.15 g 、酵母膏 0.5 g 、酪蛋白水解

物 0.5 g 、水 1000mL 的液体培养基。28℃振荡培

养3 ～ 4 d ,滤去培养液后的菌丝体用液氮研磨成粉

末用于 DNA 提取 。

1.3　DNA 的提取
[ 10]

将菌丝体粉末移于离心管(1.5mL)中。加入

650μL 的 DNA 提取 液 (100mmo l/LT ris HCl

pH 8.0 , 100mmol/L EDTA , 250mmol/ L NaCl , 及

1%SDS , w t./vol), 50μL 的 20%SDS , 75μL 的

5mol/ L NaCl , 65μL 的 10%CTA B , 保温(65℃,

1h),离心(12 000 r/min)10min ,取上清液加入等体

积的氯仿-异戊醇(24∶1)后 ,离心(12 000 r/min)

5min , 取上清液加入 0.6 倍体积的冷异丙醇 ,冰冻

(-20℃, 20min),离心(12000 r/min)15min ,弃上

清液 ,70%的酒精漂洗 ,干燥 ,加入 200μL 1×TE 。

提取的 DNA 用 0.8%琼脂糖胶电泳检测 ,终浓度稀

释为 50 ng/μL。

1.4　rep-PCR扩增条件[ 10]

25μL 反应体系中 ,每个引物浓度为 0.5μmol/L

(前引物 Pot2-1 序列为 5′-CGGAAGCCCTA-

AAGCTG TT T -3′,后引物 Pot2-2 序列为 5′-

CCCTCA T TCG TCACACGT TC -3′), 1×B9缓冲

液 (10mmol/ L Tris , pH 9.2 , 25mmol/L KC l ,

1.5mmol/L M gCl2 , 15mmol/L [ NH 4 ] 2 SO 4 ),

185μmol/ L dNTP ,2.5U Taq酶 ,模板 DNA 50 ng ,

扩增循环为 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 1min , 65℃延伸 10min , 26 次循

环;65℃延伸 15min后扩增完毕 ,4℃保存待检。

1.5　扩增产物检测与分析[ 13]

扩增产物用 0.5%琼脂糖+0.75%Synergel电

泳(100V/8 h)检测。使用 NTSYS-pc计算机软件

UPGMA 分析程序 ,进行聚类分析 。

1.6　稻瘟病菌致病型测定[ 14]

按全国稻瘟病菌致病型联合试验组的统一方法

测定。

2　结果与分析

2.1　稻瘟病菌的群体遗传结构

用 Pot2-1和 Pot2-2引物对 73 个供试稻瘟

病菌株进行 rep-PCR扩增 ,扩增产物用 0.5%琼脂

糖+0.75%Synergel电泳检测 。检测结果显示 ,所

有供试菌株分别扩增到 2 ～ 17条 DNA 带 ,大小从

230bp到 8 kb 左右 ,但大多集中在 564 bp 到 5kb

(图 1)。使用 NTSYS-pc 计算机软件 ,应用 UP-

GRAM 分析程序 ,将供试菌株扩增带谱进行聚类分

析 ,在 0.80遗传相似水平下 ,供试菌株分为 12个遗

传谱系(图 2)。其中 ,第 7 、9 、12为优势谱系 ,第 7

谱系有 10 个菌株 ,第 9谱系有 26 个菌株 ,第 12谱

系有 23 个菌株 ,分别占总数的 13.70%、35.62%、

31.51%;第 11谱系有 3 个菌株;第 5 、8 、10谱系各

有 2个菌株;其余谱系各有 1个菌株 。

2.2　稻瘟病菌菌株致病型测定结果

对供试菌株中分布于 12个遗传谱系的其中 66

个菌株按全国统一的稻瘟菌致病型鉴定方法进行致

病型测定。测定结果为:66个菌株分属为 ZA 、ZB 、

ZC 、ZF 、ZG共 5群 22个致病型 ,其中 ZA 群 、ZB 群

占优势 ,分别有 31个菌株(占 47.0%)、27 个菌株

(占 40.9%)。ZA 、ZB 群的分化较强 , ZA 群有 10

个致病型 ,分别是 ZA1 、ZA 3 、ZA9 、ZA11 、ZA15 、

ZA17 、ZA27 、ZA31 、ZA59 、ZA63;ZB群有8个致病

型 ,分别是 ZB1 、ZB3 、ZB9 、ZB11 、ZB15 、ZB25 、

ZB27 、ZB31 。ZC ,ZF ,ZG群的分化较弱 ,ZC 有 2个

致病型 ,分别是 ZC11 、ZC15;ZF 、ZG群各有 1个致

病型 ,分别为 ZF1 、ZG1。ZA11 、ZB11 为优势致病

型(表 1),出现频率分别为 19.7%、15.2%。
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1 、22 、46泳道为 Marker (1kb DNA Ladder+Hind Ⅲ Marker);2-21泳道分别为　　　
cq31-cq50号菌株;23-45泳道分别为 cq51-cq73号菌株

图 1　部分稻瘟病菌菌株的 rep PCR扩增结果

图 2　稻瘟病菌菌株 DNA指纹图谱的聚类分析

2.3　不同年度稻瘟病菌的遗传谱系与致病型的变化

与2002年重庆稻瘟病菌 70个菌株的DNA指纹

图谱和致病型进行比较
[ 10]
,发现重庆稻瘟病菌的遗

传谱系和致病型在不同年份间存在一定的动态变化 ,
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近年来呈现出更为复杂多变的遗传多样性。2006-

2007年重庆稻瘟病菌在 0.80遗传相似水平下分为

12个遗传谱系 ,较突出的优势谱系有 3个 ,即第 7 、9 、

12谱系;次要遗传谱系有4个 ,即第 5 、8 、10 、11谱系 ,

占33.3%,而 1个菌株即成 1个谱系的特异性谱系出

现的情况较多 ,有 5个 ,占 41.7%, 2002年在相同遗

传相似水平(0.8)下划为 9个遗传谱系 ,有 2个单菌

株构成的特异性谱系(占 22.2%)。2002年病菌的致

病型分为5群 ,15个致病型 ,ZA群占优势 ,ZAl、ZA3 、

ZB1为优势致病型;2006-2007年病菌的致病型更为

复杂 ,分为5群 22个致病型 ,优势致病型也发生了变

化 ,ZA11 、ZB11为优势致病型。

表 1　稻瘟病菌菌株的致病型测定结果

致病型 菌株号 菌株数 致病型 菌株号 菌株数

ZA1 8、26、4 、19 4 ZB3 6 1

ZA3 52、26 2 ZB9 59、3 2

ZA9 45 1 ZB11 2 、44、38、31、53 、
10

ZA11 46、65、72、57 、34 、9、 66、67 、41 、32、24
27、25、18 、17 、1、50、56

13
ZB15 36、35 2

ZA15 70 1 ZB25 7、12 2

ZA17 21 1 ZB27 37 、39、29、5 、22 、10 6

ZA27 30、23 2 ZB31 47 、63 、64 3

ZA31 43、58 2 ZC11 73 、11 、16 3

ZA59 71、15 2 ZC15 33 1

ZA63 69 、14、13 3 ZF1 52、61 2

ZB1 51 1 ZG1 40、55 2

　注:表中的菌株号省略了 cq

3　讨论

病菌在长期的进化过程中 ,其群体结构不断地变

化。长期以来 ,人们利用传统的植病学方法研究病菌

群体表现型结构 ,包括病菌的致病型 、对药剂的敏感

性等。病菌致病型的组成与变异直接关系到病害的

发生与流行 ,但在传统致病型的鉴定过程中 ,会受各

种环境和人为因素的影响 ,不能准确地反映病菌的群

体结构。随着分子标记技术的迅猛发展 ,各国学者从

基因型水平对稻瘟病菌群体结构进行了较细致地研

究 ,并快速 、准确地监测病菌群体结构的组成与变

化
[ 1-12]
。本试验在研究病菌群体表现型结构的基础

上 ,利用 rep-PCR分子指纹技术对重庆 2006-2007

年的稻瘟病菌群体进行了分析。结果显示 ,重庆地区

稻瘟病菌具有丰富的遗传多样性 , 73个供试菌株划

分为 12个遗传谱系 ,其中的 66个菌株分属为 ZA 、

ZB 、ZC 、ZF 、ZG共 5群 22个致病型。与杨水英等
[ 10]

2002年对重庆稻瘟病菌群体的研究结果进行比较发

现 ,近年来重庆稻瘟病菌群体遗传结构复杂化 ,遗传

谱系和优势致病型均发生了变化 ,这正是近年来重庆

稻瘟病发生加重的原因之一。为此 ,加强病菌群体遗

传结构变化动态的监测 ,可及时 、准确地对病害的发生

作出预警 ,并为品种合理布局及抗性育种提供依据。
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