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摘要:利用致病性测定及 Pot2-rep-PCR技术对 2007、2008 年采集自江苏省五大稻区的稻瘟病菌株进行多样性分
析，这 2 年的菌株被划分为 10 个小种和 14 个系谱，其中 ZG1 为优势小种，JSL5 为优势系谱，研究结果表明:江苏稻瘟
病菌具有丰富的多样性，但与 1999 － 2002 年的群体结构比较时发现，群体结构趋于简单;对病原菌的时空分布分析发
现，不同的年份、不同的地区之间稻瘟菌的群体结构差异明显;结合致病型与遗传系谱分析时发现，致病类型与遗传
系谱并没有一一对应的关系，但致病性和遗传系谱的地区变化有一定的相似性，这说明致病性和 DNA 分子水平上多
态性检测在宏观上具有共同点，在一定程度上都能反映稻瘟病菌的多样性。
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Genetic Diversity of Magnaporthe grisea from Rice in Jiangsu in 2007 and 2008
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Abstract: Pathogenicity determination and Pot2rep-PCR techniques were used to analyze the diversity of Mag-
naporthe． grisea from Jiangsu in 2007 and 2008，respectively． They were divided into 10 Physiological race and 14
lineages，in which ZG1 and JSL5 are dominant． The results showed that the rice blast fungus are rich in diversity in
Jiangsu，but when compared with the group structure of 1999 － 2002，it tends to be more simple; By analyzing
temporal and spatial distribution of M． grisea，we found that Population structure of M． grisea varied significantly
between years and diferent rice cultivation areas of Jiangsu; By combining pathotypes and genetic lineages analysis，
no obvious corresponding relationship was found between them． There is a certain similarity in region variations be-
tween pathotypes and genetic lineages，which indicated that there is something in common between pathotypes and
DNA polymorphism examination at the macro-level，therefore，to a certain extent，they can reflect the diversity of
Magnaporthe grisea all．
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由稻瘟病菌(Magnaporthe grisea，无性阶段:
Pyricularia grisea)引发的水稻稻瘟病是水稻生产上
的重要病害之一。目前选育和利用抗病品种仍是防
治该病最经济有效的措施

［1］。稻瘟病菌存在着品
种专化性和致病性分化，具有丰富的遗传多样性及

易变异特性，从而导致一些抗病品种推广 2 ～ 3 年后
即丧失抗病性。研究稻瘟病菌的致病性变异规律和

群体遗传结构对于深入理解其生物学特性、指导抗
病品种选育或生产上利用抗病品种布局进行病害防

治等均具有重要意义。
最初对稻瘟病菌群体结构的研究主要是利用生

理小种鉴别品系对稻瘟病菌进行生理小种鉴定，该

方法在一定程度上推动了抗病育种和稻瘟病防治工

作的发展，至今仍在全世界范围内广泛应用。但该
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方法同时也存在一些缺点，如鉴定结果受到环境条

件等多种因素干扰，没有统一的鉴别品系，不利于国

际交流等等，尚有待于进一步的拓展和改进。自 20
世纪 80 年代末，从分子水平上揭示生物多样性的研
究在稻瘟病菌中广泛应用，这些方法均有各自的优

势和局限性，如 RFLP 技术所示结果具有较高可靠
性、不需任何诱变剂处理、数量无限制，但所需模板
DNA量大，操作复杂［2］;SCAR 特异性好，不足之处
是不能提供完整的信息、实验稳定性差等［3］;Pot2-
Rep-PCR指纹分析法快速、简便、多态性强及特异性
高
［4］，可用于大样本的分析，能从一定程度上反映

稻瘟病菌的遗传特性，近年来得到了广泛使用。
江苏位处长江、淮河下游，主要种植粳稻，其稻

瘟病菌群体具有一定的特殊性，前人对江苏历年稻

瘟病菌的致病性和遗传多样性均有研究
［5 － 7］。为进

一步了解近年来江苏稻瘟病菌的变化动态，本试验

采用用三套鉴别品系及 Pot2-Rep-PCR 技术研究了
2007 － 2008 年稻瘟病菌群体结构组成，旨在为稻瘟
病控制和遗传变异提供理论依据。

1 材料和方法
1． 1 材料
1． 1． 1 供试菌株 供试菌株共 199 个，2007 年和
2008 年采自江苏五大稻区(太湖稻区由于发病较
轻，没有采到稻瘟病标样)不同水稻品种上的穗颈

瘟样品经单孢分离后稻秸保存，单孢分离方法参照

柴荣耀等
［8］
的方法。

1． 1． 2 供试品种 用于致病性测定的水稻品种为
中国统一稻瘟病菌生理小种鉴别品种(特特勃、珍
龙 13、四丰 43、东农 363、关东 51、合江 18、丽江黑
谷)、日本清泽系列单基因鉴别品种(新 2 号、爱知
旭、藤板 5 号、草笛、露明、福锦、K1、NO4、城堡 1 号、
K60、BL1、K59 和 K3)、丽江新团黑谷近等基因系鉴
别品种( F-124-1、F-128-1、F-129-1、F-145-2、F-80-1
和 F-98-1)。这些品种对不同生理小种的鉴别作用
以及所含有的抗病基因类型见周益军等

［9］。
1． 2 方法

1． 2． 1 致病性测定方法 用单孢菌株在产孢培养
基(玉米粉、稻秆粉培养基)上培育 7 d，黑光灯光照
处理 3 d，用无菌水洗下培养基表面的孢子，配成
5 × 105
个 /mL的孢子悬浮液待用，将 20 ～ 25 d苗龄

的水稻幼苗(3 ～ 4 叶龄)置于接种箱内(70 cm × 45
cm ×33 cm)，用真空泵进行喷雾接种，每箱 30 mL，
每处理接种 20 株以上稻苗，3 次重复。接种后在箱
内放置 24 h后移入遮荫棚内，白天每隔 1 h 喷水 10
min 保湿，晚上加盖薄膜保温，7 ～ 10 d 后调查发病
情况。
1． 2． 2 菌株基因组 DNA 的制备 用 CTAB /NaCl
微量法制备稻瘟病菌基因组 DNA，方法参见周益
军、杜宜新等［10，11］。
1． 2． 3 Pot2-rep-PCR 扩增 PCR 扩增采用的引物
Pot2-1: 5'-CGGAAGCCCTAAAGCTGTTT-3'; Pot2-2:
5'-CCCTCATTCGTCACACGTTC-3'，由宝(大连)生物
工程有限公司合成。25 μL rep-PCR 反应体系与
PCR扩增循环参照程兆榜、周益军等［5，10］。
1． 2． 4 扩增结果检测和 Synergel 凝胶电泳 Rep-
PCR扩增产物用 1． 5%琼脂糖凝胶电泳检测，选出
代表性样品用 0． 5% Agarose + 0． 75% Synergel 凝胶
电泳，EB染色。Bio-rad凝胶成像系统照相。
1． 2． 5 数据统计与分析 用 Quantity One 软件的
UPGA (Unweighted pair-group average)聚类分析得
到反映菌株亲缘关系的树状图。

2 结果与分析
2． 1 2007、2008 年江苏省稻瘟病菌毒性多样性
分析
2． 1． 1 两年江苏省稻瘟病菌中国生理小种组成与
趋势 2007 － 2008 年成功接种 174 个菌株，根据中
国统一鉴别品种可分为 6 个群 10 个生理小种，其中
F1 和 G1 仍为优势小种。与 2000、2001、2002、2008
年 G1 小 种 出 现 频 率 65. 00%，56. 90%，
60. 38%［12］，50. 70%相比，2007 年 G1 小种出现频
率下降较多。2007 年和 2008 年小种类型变化不
大，但与 2000、2001 和 2002 年［12］的小种数分别为
17，26，15 相比有明显减少。

表 1 2007、2008 年江苏稻瘟菌的致病型组成
Tab. 1 Variation of M． grisea pathotypes in Jiangsu in 2007 and 2008

年份
Year

小种组成 Distribution of races

B15 B31 C13 C15 D3 D1 E1 E3 F1 G1

2007 4． 04 5． 05 4． 04 5． 05 12． 12 － 1． 01 6． 06 36． 36 26． 26
2008 2． 66 2． 66 － 5． 33 － 1． 33 1． 33 2． 66 33． 33 50． 70
合计 Total 6． 7 7． 71 4． 04 10． 38 12． 12 1． 33 2． 34 8． 72 69． 69 76． 96

2． 1． 2 日本清泽系列品种对稻瘟病菌的毒性测定
利用日本清泽系鉴别品种将 2 年的菌株划分为

41 个小种，这较 2001、2002 年有较大差异。与 2002
年的 67 个小种相比小种类型明显减少，优势小种出
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现相对分散，2007、2008 年的优势小种 311. 2、
311. 3、13、13. 2、11、37 出现频率分别为 6. 89%，
10. 91%，16. 09%，9. 19%，10. 34%，4. 59%，其余小
种出现频率都在 0. 57% ～ 2. 87%之间，小种组成年
度差异显著，这和中国的统一鉴别品种结果在趋势

上是一致的。
2． 1． 3 LTH近等基因品种对江苏稻瘟病茵致病性
测定 用 LTH 近等基因系将江苏 2007 年和 2008
年菌株分别划分为 9 和 10 个反应型，其中反应型
R、R、R、R、R、R 出现频率最高分别为 31． 30% 和
37． 30%，但与 2000、2001、2002 年出现的反应类型
分别为 17，25，27 个相比，这 2 年的反应类型数量下

降明显，优势反应类型也发生了变化。
2． 1． 4 对已知抗瘟基因克服频率 2007 年和 2008
年菌株克服抗性基因 Pi-ta、pi-ta2、pi-kp、pi-b、Pi-k、
Pi-km的频率分别为 40. 40%、42. 70% ;48. 50%、
38. 70% ; 45. 50%、42. 70% ; 33. 30%、17. 30% ;
18. 20%、5. 30% ;51. 00%、42. 70%。由此认为目前
江苏田间主栽品种中含有抗性基因 Pi-k 的品种抗
病性仍然较好，该抗性基因在江苏稻区有比较高的

应用价值，而刘永锋认为 Pi-kh 的抗非常高，适合在
抗性育种中应用。含这 6 个抗病基因的品种抗病性
比 2001 年 2002 年都有所提高，在这些基因被推广
应用后会有何种表现，尚待观察。

图 1 江苏稻区部分稻瘟菌株 Pot2-rep-PCR指纹图谱
Fig. 1 Pot2-rep-PCR fingerprint for M． grisea from rice in Jiangsu

图 2 江苏稻区菌株单型聚类分析树状图
Fig. 2 Dendrogram of M． grisea isolates from Jiangsu by rep-PCR fingerprints

2． 2 2007、2008 年江苏稻瘟菌遗传多样性分析
2． 2． 1 稻瘟菌的 rep-PCR 分析与系谱划分 利用

Pot2-1、Pot2-2 一对引物对 199 个江苏省稻瘟菌基因
组 DNA进行 rep-PCR 扩增得到 27 个不同的片段，
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分子量在 600 ～ 10 000 bp 之间，少数菌株有大片段
分子量出现;Synergel 电泳分析，得到 89 个不同的
单型，图 1 所示为代表菌株的指纹图谱。利用 UP-
GA聚类分析，以彼此间遗传距离小于 55%为界，将
199 菌株划分为 14 个遗传系谱。菌株的对应系谱
与彼此间的亲缘关系如图 2，其中 JSL3、JSL5、JSL6、
JSL7 是江苏稻区的优势系谱，所占比例分别为
16. 08%，25. 13%，15. 07%，14. 07% (图 3)。

图 3 江苏稻瘟病菌系谱组成
Fig. 3 Distribution of M． grisea lineages

in Jiangsu

2． 2． 2 病菌系谱的地区分布 由图 4 可知，江苏稻
瘟病菌的群体遗传结构有明显的地区差异，同一稻

区群体可有多个系谱，不同系谱可分布在同一稻区，

不同稻区系谱组成明显不同。其中淮北稻区、沿海
稻区、里下河稻区分别含有 12，10，10 个系谱，优势
系谱分别 JSL6、JSL5 以及 JSL5 和 JSL3，群体结构比
较复杂;丘陵稻区含有 8 个系谱，优势系谱为 JSL3
和 JSL7，群体结构相对简单。

图 4 江苏不同稻瘟病菌系谱地区分布
Fig. 4 M． grisea lineages from different

areas in Jiangsu

各个系谱在不同地区的分布也是有差异的。
JSL3、JSL4、JSL5、JSL6、JSL7 在各个稻区都有分布，
可以看出优势系谱的分布都比较广，这与白娟等

［7］

的研究结果是一致的，JSL2、JSL10 只在淮北稻区出
现，JSL13、JSL14 分别只出现在里下河稻区和丘陵
稻区，这 4 个系谱分布较窄，是江苏稻区的稀有系
谱，其余 4 个系谱分布在 2 ～ 3 个稻区，其中 JSL3、

JSL5、JSL6、JSL7 是江苏稻区的优势系谱。与白娟等
2004 年结果比较分析可以看出，淮北稻区、沿海稻
区里的群体结构仍然比较复杂，里下河稻区的群体

结构趋于复杂，丘陵稻区趋于简单。
2． 2． 3 病菌群体结构的年度间差异 比较两年稻
瘟菌群体中系谱的组成差异明显(图 5)，采集的
2008 年的菌株群体含有 12 个系谱，而 2007 年只含
有 8 个系谱。这可能是由于 2007 年江苏省是稻瘟
病的轻度发生年，病害发生的品种和地区都相对单

一造成的。结合前人对江苏稻区稻瘟菌株 1999 －
2002 年指纹图谱分析研究，其年度间的变异是很显
著的，从整个江苏稻区情况看也较前几年简单。主
要原因可能是单一品系水稻的推广，品种布局变化

和气候差异等。

图 5 不同年度间稻瘟病菌系谱变化动态
Fig. 5 Variation of M． grisea lineages from

different years in Jiangsu

图 6 不地区稻瘟病菌致病型及系谱变化动态
Fig. 6 Variation of M． grisea genetic lineages and

pathotypes from different areas in Jiangsu

2． 2． 4 中国 －致病类型与系谱的关系 如表 2 所
示同一小种出现在不同的系谱中，如优势 ZG1 小种
出现在 JSL1、JSL2、JSL3、JSL4、JSL5、JSL6、JSL7、
JSL8、JSL10、JSL11、JSL12、JSL13、JSL14 等 13 个遗
传系谱中，分别很广，而优势遗传系谱 JSL5 也出现
在 ZB15、ZB31、ZC13、ZC15、ZE1、ZE3、ZF1、ZG1 等 8
个不同的小种中，小种和系谱之间无明显的对应关



4 期 杨 豪等: 2007 － 2008 年江苏省稻瘟病菌遗传多样性 139

系，这与前人的研究结果是一致的
［6，11，13 － 15］。但是

比较不同地区的致病类型与遗传系谱类型(图 6)时
发现，在沿海稻区和淮北稻区的致病性分别出现 8
个和 9 个，而遗传系谱分别出现了 10 个和 11 个，都
较丘陵稻区和里下河稻区复杂，而 4 个稻区的系谱

类型数、中国 7 个鉴别品系和 LTH近等基因系所鉴
定得到的小种类型数的趋势都是相同的，即当系谱

类型较复杂时，小种类型数也越多，这说明致病型和

遗传系谱是有一定的相关性的，这两种方法在说明

江苏菌株复杂性上趋势是一致的。
表 2 江苏省稻瘟病菌致病型与遗传谱系的对照

Tab. 2 Pathotypes and genetic lineages of M． grisea in Jiangsu

中国 －小种
类型

系谱类型

JSL1 JSL2 JSL3 JSL4 JSL5 JSL6 JSL7 JSL8 JSL9 JSL10 JSL11 JSL12 JSL13 JSL14

B15 2 1 1 2
B31 2 2 1 1 1
C13 1 1 2
C15 1 1 3 2 2
D1 1
D3 1 1 7 1 1 1
E1 1 1
E3 4 3 1
F1 3 14 20 5 11 2 3 3
G1 12 1 5 3 13 8 9 1 1 6 6 1 3

3 讨论与结论
本研究所用菌株均采自田间自然发病的穗颈瘟

标样，采集时遵循多点、多面、寄主品种多样的原则，
能够很好的反映江苏省田间稻瘟病菌的群体结构和

变异动态。
研究结果把江苏省 5 个不同的生态稻作区采集

的 199 个菌株分成 10 个中国小种和 14 个 DNA 水
平上密切相关的遗传系谱，14 个系谱在全省分散存
在，其中 JSL3、JSL5、JSL6、JSL7 为优势系谱，表明江
苏省稻瘟菌群体结构具有明显的多样性和复杂性;

而与 2002 年的研究比较时发现，小种与遗传系谱类
型都在减少，并且在 10 个中国小种没有出现新的小
种类型，可以看出群体结构趋于简单，通过指纹图谱

分析病菌的单型与 1999 － 2002 年的差异也比较大，
总体来讲江苏稻区菌株的变异比较大。这可能是由
于水稻品种布局发生改变，抗病品种的推广，致使品

种单一化趋势变大。
利用 Rep-PCR 对稻瘟病菌进行遗传多态性分

析，同以传统上不同鉴别品种或不同基因型鉴别品

种反应的表型划分的生理小种比较分析，可以清楚

的看到同一系谱内有多个小种，同一小种内也有不

同的系谱，不是简单的一一对应关系，这可能是因为

通过 rep-PCR 扩增得到的 DNA 指纹是中性的分子
标记，反映的是稻瘟病菌在 DNA 水平上的差异，而
生理小种则是根据菌株对品种的抗、感表型进行划
分，这涉及到稻瘟病菌侵染水稻的过程中多种基因

表达和调控，并且稻瘟病菌与水稻互作的结果还受

到气候、环境等多种因素的影响。但对不同地区的
小种与系谱类型进行研究时发现当小种类型较多的

稻区系谱类型也较复杂，二者在宏观上是有一定的

相关性。要进一步的把二者结合起来对病原菌的群
体结构及变异进行分析研究，使其更好的为抗病育

种和利用遗传多样性控制稻瘟病的危害与流行提供

理论依据。
比较分析 2007、2008 年采集的稻瘟菌株群体结

构发现，江苏稻区稻瘟病菌群体年度间的变化是很

显著的，与 1997 － 2002 年江苏稻区稻瘟病菌群体结
构相比

［5，6，7，9，10］，群体结构趋于简单，这可能由于品

种布局发生改变，抗单一病害或虫害的水稻品系推

广，致使江苏稻区的水稻品种类型减少所致。
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