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南繁区稻瘟病菌无毒基因的检测

朱名海　赵　美　舒灿伟　周而勋

华南农业大学农学院/广东省微生物信号与作物病害重点实验室,广州５１０６４２

摘要　为明确南繁区稻瘟病菌(Magnaportheoryzae)无毒基因的分布情况,对６个无毒基因(ACEI、AvrＧ
Pia、AvrＧPik、AvrＧPita、AvrＧPizＧt和PWL２)在南繁核心区和非核心区６０个稻瘟病菌菌株中的分布情况进行

PCR 检测.结果发现,这６个无毒基因在核心区和非核心区的检出率分别为１００．００％和９６．６７％、３３．３３％和

０．００％、１００．００％和１００．００％、９６．６７％和９０．００％、７３．３３％和１００．００％以及１００．００％和７３．３３％.该结果说明除了

无毒基因AvrＧPia在南繁非核心区的稻瘟病菌中未检测到外,其余无毒基因在２个区域的稻瘟病菌中均存在,

其中无毒基因AvrＧPik在２个区域的稻瘟病菌中分布率最高,均为１００％,其他无毒基因在２个区域的稻瘟病菌

中表现出一定的分布率差异.
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　　南繁区是我国植物育种工作者对海南岛农作物

繁育基地的统称.一般来说,五指山以南的三亚、乐
东、陵水、保亭等地称为南繁核心区,而五指山以北

各地区则称为南繁非核心区.南繁区作为我国农作

物繁育的重要农业科技实验基地,在我国的水稻等

农作物新品种扩繁、杂交育种以及种子推广方面发

挥了不可或缺的作用[１Ｇ２].稻瘟病是由稻巨座壳

[Magnaportheoryzae (Hebert)Barr,无性态为稻

梨孢PyriculariaoryzaeCav．]引起的最具毁灭性

的三大水稻病害之一[３].当前,种植水稻抗病品种

是防治该病最经济有效的方法,但由于稻瘟病菌容

易变异、产生新的生理小种,致使水稻抗病品种在种

植一段时间后会失去抗性[４Ｇ７].稻瘟病菌与寄主水

稻之间的特异性互作关系符合基因对基因假说[８Ｇ９].
在自然环境中,植物和病原物是共同进化的,寄主植

物会随着环境的不断变化而发生变异从而产生新的

抗病基因;同时,病原物也会发生相应的变异,以产

生相应的致病基因克服寄主的抗性[１０].因此,摸清

稻瘟病菌无毒基因的分布规律及其演变机制对于水

稻抗性品种的合理布局具有重要的理论和实践意

义.本研究以分离自南繁核心区和非核心区的稻瘟

病菌为研究材料,对其无毒基因(ACEI、AvrＧPia、

AvrＧPik、AvrＧPita、AvrＧPizＧt 和 PWL２)进 行 检

测,旨在了解南繁区稻瘟病菌无毒基因的分布规律,
为不同抗瘟性水稻品种的种植和南繁育种工作提供

重要的指导.

1　材料与方法

1.1　材　料

１)供试菌株.２０１４年１０月和２０１５年５月先

后２次从南繁核心区的海南省三亚市、陵水县、保亭

县和非核心区的琼中县、屯昌县、定安县的水稻田中

分别采集表现典型稻瘟病症状的穗颈瘟标本上百

份,采用病组织保湿培养法[１１]进行菌株的分离,经
纯化得到单孢菌株,再经形态和ITS鉴定[１２],获得

所需的稻瘟病菌菌株(表１).

２)引物设计.根据 GenBank中稻瘟病菌６个无

毒基因,即ACEI(AJ７０４６２２)、AvrＧPia(AB４９８８７３)、

AvrＧPik(AB４９８８７５)、AvrＧPita(AF２０７８４１)、AvrＧPizＧ
t(EU８３７０５８)和PWL２(U２６３１３)的核苷酸序列,利用

Primer５软件进行特异引物设计,由上海生工生物

工程技术有限公司合成引物,引物的详细情况见

表２.
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表１　南繁核心区和非核心区稻瘟病菌的详细信息

Table１　ThedetailsofMagnaportheoryzaeisolatedfromthecoreandnonＧcoreregions

ofSouthChinaCropBreedingArea

区域

Region
县/市

County
采集地点

Samplinglocation
菌株编号

IsolateNo．
采集时间

Samplingdate

南繁核心区

Coreregion

三亚

Sanya
育才镇国营立才农场

StateＧownedLicaifarminYucaitown
P１、P２、P３ ２０１５Ｇ０５Ｇ２０

吉阳镇大茅村

DamaovillageinJiyangtown
P４、P５、P６ ２０１４Ｇ１０Ｇ２４

吉阳镇罗蓬村

LuopengvillageinJiyangtown
P７、P８ ２０１４Ｇ１０Ｇ２４

育才镇雅亮村

YaliangvillageinYucaitown
P９、P１０ ２０１４Ｇ１０Ｇ２９

乐东

Ledong
抱由镇城郊

ThesuburbofBaoyoutown
P１１、P１２、P１３ ２０１４Ｇ１０Ｇ２２

利国镇新丰田洋

XinfengTianyanginLiguotown
P１４、P１５、P１６ ２０１４Ｇ１０Ｇ２０

千家镇农技实验站

TheagriculturalexperimentstationofQianjiatown
P１７、P１８、P１９、P２０ ２０１４Ｇ１０Ｇ２０

保亭

Baoting
加茂镇灶长村

ZaozhangvillageinJiamaotown
P２１、P２２、P２３、P２４、２５、
P２６、P２７、P２８、P２９、P３０

２０１５Ｇ０５Ｇ１５

南繁非
核心区

NonＧcore
Region

琼中

Qiongzhong
长征镇长征农场

ChangzhengfarminChangzhengtown
P３１、P３２、P３３、P３４、３５、
P３６、P３７、P３８、P３９、P４０

２０１５Ｇ０５Ｇ１８

屯昌

Tunchang
屯城镇良史村

LiangshivillageinTunchengtown
P４１、P４２、P４３、P４４、P４５、
P４６、P４７、P４８、P４９、P５０

２０１５Ｇ０５Ｇ１８

定安

Ding’an
新竹镇新序村

XinxuvillageinXinzhutown
P５１、P５２、P５３、P５４、P５５、
P５６、P５７、P５８、P５９、P６０

２０１５Ｇ０５Ｇ１７

表２　南繁核心区和非核心区稻瘟病菌无毒基因特异引物

Table２　SpecificprimersfortheavirulencegenesofMagnaportheoryzaeinthecoreandnonＧcoreregions

ofSouthChinaCropBreedingArea

无毒基因

Avirulencegene
引物序列(５′→３′)
Primersequence

退火温度/℃
Annealingtemperature

预期片段大小/bp
Expectedfragmentsize

ACEI
F:GCTTCTGGTTCCTGGGGT
R:GGATTGCCTGGGACTGCT

５５ ６６０

AvrＧPia
F:TTCACAACGAGATAAAGGCAT
R:TGAGACAAATAAGAACAGGAG

５５ ４２９

AvrＧPik
F:CCATTCATTTGCTCCTTGT
R:ATTATCCGCCCCCTCTTCA

５５ ６１９

AvrＧPita
F:CCGTGACAACTACCATGGAAC
R:CTAAGCGTCCGGAGGCTTTAA

５８ １１７３

AvrＧPizＧt
F:GCGTATGCTGTCAACACAGA
R:TGGAACCGACCATCATAACG

５８ ９１６

PWL２
F:CATCCCTTACTCCGCCACTT
R:TCTTTCGCCTTTGTCGTT

５４ ６３２

1.2　检测方法

PCR检测所需的 Mix和 Marker均购自北京全

式金生物技术有限公司.PCR体系为２５μL,包括

模板DNA３０ng,１０×PCR Mix１２．５μL,引物(１０

μmol/L)各１．０μL.PCR扩增程序为９４℃预变性

５min,９４℃变性５０s,退火(根据不同引物而定),

７２℃延伸５０s,３０个循环,最后７２℃再延伸１０

min.最后将PCR 扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳

检测,根据特异条带的有无,判断其是否含有该无毒

基因.阴性对照则不加模板按同样的程序进行.

2　结果与分析

2.1　稻瘟病菌无毒基因的扩增结果

稻瘟病菌的基因组DNA经特异引物PCR扩

２２
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　１~６０为菌株P１~６０,A为阴性对照;M 为 Trans２KDNA Marker.Numbers１to６０representtheisolatesofP１toP６０;A:Negative

control;M:Trans２KDNA Marker．

图１　稻瘟病菌无毒基因PWL２的检测结果

Fig．１　ThedetectionresultofavirulencegenePWL２ofMagnaportheoryzae
增后,出现相应无毒基因片段大小条带的菌株被认

为含有该无毒基因,而无扩增条带出现的菌株则被

认为不含有该无毒基因(图１).
2.2　无毒基因在南繁核心区和非核心区分布情况

的比较

　　稻瘟病菌６个无毒基因的检测结果列于表３.
由表３可以看出,稻瘟病菌无毒基因AvrＧPik 的检

出率最高,在南繁核心区和非核心区的检出率均为

１００．００％,在２个区域的平均检测率为１００．００％;其
次是ACEI基因,在核心区的检出率为１００．００％,
在非核心区的检出率为９６．６７％,在２个区域的平均

检出率为９８．３３％;而AvrＧPia 基因的检出率最低,
在核心区的检出率为３３．３３％,在非核心区未检测到

该无毒基因,在２个区域的平均检出率为１６．６７％.
稻瘟病菌６个无毒基因(ACEI、AvrＧPia、AvrＧPik、

AvrＧPita、AvrＧPizＧt和PWL２)在南繁区(核心区

和非 核 心 区)的 平 均 检 出 率 分 别 为 ９８．３３％、

１６．６７％、１００．００％、９３．３３％、８６．６７％和８６．６７％.由

此可见,除AvrＧPik 基因外,其余无毒基因在南繁

区的分布率均有一定的差异,并且除AvrＧPia 基因

外,其余无毒基因在南繁区的分布率均较高.
由表３还可看出,除AvrＧPia 基因未能在非核

心区的３个县市检测到外,其他５个无毒基因在核

心区 和 非 核 心 区 均 有 分 布,这 ５ 个 无 毒 基 因

(ACEI、AvrＧPik、AvrＧPita、AvrＧPizＧt 和PWL２)
在核心区和非核心区的检出率分别为１００．００％和

９６．６７％、１００．００％和１００．００％、９６．６７％和９０．００％、

７３．３３％和１００．００％、１００．００％和７３．３３％.由此可

见,除AvrＧPik基因和AvrＧPizＧt基因外,其他无毒

基因在核心区的分布率要高于非核心区.
表３　南繁核心区和非核心区稻瘟病菌６个无毒基因的检出率

Table３　Thedetectionratesof６avirulencegenesofMagnaportheoryzaeinthecoreand

nonＧcoreregionsofSouthChinaCropBreedingArea

市(县)
County

菌株数量

Numberofisolate

无毒基因检出率/％ Detectionrateofavirulencegene

ACEI AvrＧPia AvrＧPik AvrＧPita AvrＧPizＧt PWL２

三亚 Sanya １０ １００．００ ３０．００ １００．００ １００．００ ７０．００ １００．００

乐东 Ledong １０ １００．００ ２０．００ １００．００ １００．００ １００．００ １００．００

保亭 Baoting １０ １００．００ ５０．００ １００．００ ９０．００ ５０．００ １００．００

琼中 Qiongzhong １０ １００．００ ０．００ １００．００ ８０．００ １００．００ ６０．００

屯昌 Tunchang １０ １００．００ ０．００ １００．００ １００．００ １００．００ ６０．００

定安 Ding’an １０ ９０．００ ０．００ １００．００ ９０．００ １００．００ １００．００

核心区 Coreregions ３０ １００．００ ３３．３３ １００．００ ９６．６７ ７３．３３ １００．００
非核心区

NonＧcoreregions
３０ ９６．６７ ０．００ １００．００ ９０．００ １００．００ ７３．３３

平均值 Average ９８．３３ １６．６７ １００．００ ９３．３３ ８６．６７ ８６．６７

３２
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2.3　无毒基因在南繁区不同县市分布情况的比较

对各个无毒基因在南繁区不同县市的分布情况

(表３)进行比较,结果发现,ACEI 基因在三亚、乐
东、保亭、琼中和屯昌的检出率均为１００．００％,在定

安的检出率为９０．００％;AvrＧPia 基因在三亚、乐东

和 保 亭 的 检 出 率 分 别 为 ３０．００％、２０．００％ 和

５０．００％,在琼中、屯昌和定安均未检测到;AvrＧPik
基因在三亚、乐东、保亭、琼中、屯昌和定安的检出率

均为１００．００％;AvrＧPita 基因在三亚、乐东和屯昌

的检出率均为１００．００％,在保亭和定安的检出率为

９０．００％,在琼中的检出率为８０．００％;AvrＧPizＧt基

因在 乐 东、琼 中、屯 昌 和 定 安 的 检 出 率 均 为

１００．００％,在三亚和保亭的检出率分别为７０．００％、

５０．００％;PWL２基因在三亚、乐东、保亭和定安的

检出率均为１００．００％,在琼中和屯昌的检出率均

为６０．００％.由此可见,除AvrＧPik 基因外,各个无

毒基因在南繁区不同县市的分布均表现出一定的

差异.

3　讨　论

本研究对稻瘟病菌６个无毒基因在南繁核心区

和非核心区６０个稻瘟病菌菌株的分布情况进行了

PCR检测,结果表明,除AvrＧPik 基因在南繁非核

心区未检测到外,其余无毒基因在南繁区的分布率

均有一定的差异,并且除AvrＧPia 基因外,其余无

毒基因在南繁区的分布率均较高.Li等[１３]分析了

云南省１１个地(州)稻瘟病菌中无毒基因的出现频

率及地理分布情况,同样发现,除西双版纳地区外,
其余１０个地(州)稻瘟病菌中无毒基因的检出率均

差异 不 显 著;同 时 也 发 现,AwＧPi９、AvrＧPiz 和

AvrＧPizＧt这３个无毒基因在１１个地(州)的出现频

率均较高,平均检出率都在８０％以上.但张崎峰

等[１４]对AvrＧpita、AvrＧCO３９、PWL２和 PWL３这

４个无毒基因在黑龙江省１９个地区的２０４个稻瘟

病菌菌株中的分布率进行检测,却发现这些无毒基

因的出现频率差异较大,并且检出率均较低.
稻瘟病菌无毒基因与水稻寄主抗性基因之间的

相互作用符合基因对基因学说.因此,了解某个无

毒基因在某地区的分布情况对于该地区相应抗病品

种的合理选育具有重要的指导作用.有研究表明,
如果某一无毒基因在某一地区的分布较广,种植含

有与其相对应的抗病基因的水稻品种,则稻瘟病的

发生率会有所降低[１５].由南繁核心区和非核心区

６０个稻瘟病菌的无毒基因 PCR 检测结果可知,

ACEI基因、AvrＧPik基因和AvrＧPita 基因在核心

区和非核心区各地的检测率均大于８０．００％,说明具

有与这３个无毒基因相对应抗病基因的水稻品种在

南繁区具 有 较 大 的 利 用 价 值;AvrＧPizＧt 基 因 和

PWL２基因分别在非核心区和核心区的检出率为

１００．００％,说明具有与这２种无毒基因相对应的抗

病基因的水稻品种在这２个区域具有重要的利用

价值.
本研究也存在诸多不足之处,主要表现在以下

２个方面:(１)由于在样品采集过程中笔者和带领人

员对水稻的品种及抗性特性等均不熟悉,所采集到

的菌株数亦偏少;另外,由于几乎每个水稻品种都会

含有不同数量的抗病基因,根据“基因对基因假说”,
能引起其发病的菌株则为不含相应无毒基因的稻瘟

菌菌株.因此,田间分离的稻瘟菌菌株是经过水稻

品种的筛选的,不能很好地反映田间实际菌株无毒

基因的分布情况.(２)本研究采用的PCR检测技术

虽然具有灵敏、迅速、高效等优点,但检测到的只是

该无毒基因的特定片段,不能获取这些无毒基因的

点突变、表达和功能等信息,而基因的点突变、插入

和缺失等变化都有可能使无毒基因的功能发生改变

而失去无毒基因的作用;如能结合室内接种鉴定实

验,将会使本结果更严谨,但由于笔者所在实验室实

验条件的限制,未能进行相应的验证试验.以上问

题在文献[１４]中也同样存在.这些问题希望在以后

的研究工作中加以解决.
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DetectionofavirulencegenesinMagnaportheoryzae
fromSouthChinaCropBreedingArea

ZHU Minghai　ZHAO Mei　SHUCanwei　ZHOUErxun

GuangdongProvinceKeyLaboratoryofMicrobialSignalsandDiseaseControl,

CollegeofAgriculture,SouthChinaAgriculturalUniversity,Guangzhou５１０６４２,China

Abstract　InordertoclarifythedistributionoftheavirulencegenesinMagnaportheoryzae (HeＧ
bert)Barr[anamorph:PyriculariaoryzaeCav．]fromSouthChinaCropBreedingArea,６avirulence
genesincludingACEI,AvrＧPia,AvrＧPik,AvrＧPita,AvrＧPizＧtandPWL２in６０isolatesofM．oryzae
incoreandnonＧcoreregionsweredetectedbyusingPCRtechnique．Theresultsshowedthatthedetection
ratesofthe６avirulencegenesinriceblastpathogenpopulationsincoreandnonＧcoreregionswere
１００．００％and９６．６７％,３３．３３％ and０．００％,１００．００％ and１００．００％,９６．６７％ and９０．００％,７３．３３％ and
１００．００％,１００．００％and７３．３３％,respectively．AlltheavirulencegenesexistedinM．oryzaeinbothreＧ
gionsexcepttheAvrＧPiagene,whichwasnotdetectedinthenonＧcoreregion．Amongthem,theAvrＧ
Pikgenehadthehighestdistributionrateof１００％inbothregions,anddifferencesofdistributionrates
existedfortheotheravirulencegenesinthericeblastfungusinthetworegions．

Keywords　SouthChinaCropBreedingArea;coreregion;nonＧcoreregion;Magnaportheoryzae;

avirulencegenes
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