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摘要!海南省地处热带!由于具有国内其他地区无可比拟的光温资源优势#每年有大量的水稻材料在南繁区繁育

与种植#给稻瘟病菌的变异及传播带来了极大的便利!自!"世纪I"年代以来#!*D等位基因已被广泛地用作水稻
抗稻瘟病育种的主要抗源!为了解海南稻瘟病菌E=&!*D等位基因的变异及多样性#本研究从海南稻作区采集穗

茎瘟病样#通过单孢分离获得#""株稻瘟病菌株!利用E=&!*D基因特异性引物扩增病原菌YbF#所得S)G产物

经克隆"测序后与参考序列进行比对分析!结果从#""株菌株中鉴定出E=&!*D-E"E=&!*D->"E=&!*D-H"E=&!*D-

A和E=&!*D-Q共+种等位基因类型!其中E=&!*D-H类型最多#出现频率为+"R""W$其次为E=&!*D-A类型#出

现频率为%!R"JW$第三为E=&!*D->类型#出现频率为JR*&W!在E=&!*D等位基因核苷酸多样性方面#非信号肽

区域多样性要明显高于信号肽区域!就群体受到的选择压而言#南繁种植区与常规种植区的稻瘟病菌群体的N#,

N.值均大于##分别为!RI"%#和#R!%$$#表明#无论是南繁区还是常规种植区#E=&!*D等位基因均受到了强烈的
正选择压#且南繁区群体受到的选择压更强!上述+种不同基因型的代表菌株中菌株!"Z\*J%E=&!*D-Q'长势最

快#其产孢量却最少!本研究初步明确了海南稻作区E=&!*D等位基因的群体结构#为本稻作区抗性品种的布局以

及抗瘟育种计划提供参考!
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!!海南省地处热带%素有,天然大温室-之美称%具
有国内其他地区无可比拟的光温资源优势%是我国
著名的南繁基地(几十年来%,南繁-在加速水稻品
种改良)原原种扩繁和制种方面为国家农业发展做
出了巨大贡献(我国育成的杂交水稻新组合中

J"W以上经过了南繁加代选育(生产上使用品种的
更新周期由过去的#"年以上缩短到目前的+"I
年&#'(南繁已经成为新品种选育的,孵化器-和,加
速器-%而南繁基地则被誉为中国种业的,硅谷-&!'(
与此同时%南繁成为,全国和世界危险性有害生物的
汇集地及中转站-的风险也逐渐加大(生物安全将
成为南繁最大的威胁%如控制不力%海南将成为有害
生物的大,染缸-(就水稻稻瘟病而言%作为水稻新
品种培育)种子生产和质量鉴定的南繁基地%每年都
有大批的种子)种苗频繁出入基地%给稻瘟病菌的变
异及传播带来了极大的便利(

稻瘟病是全球水稻生产上最具毁灭性的病害

之一&%'(种植抗病品种是防治该病最经济)环保
的策略(然而%水稻寄主特异抗性的表达不仅取
决于该品种本身的抗病基因型%还取决于稻瘟病
菌的无毒基因型&*+'(因此%准确地了解稻瘟病
菌无毒基因的群体结构及其变异规律%是实现抗
性品种合理培育与利用%以及病情预测预报所面
临的课题(

!*D位点是位于水稻第##号染色体长臂近端
粒处的一个主效抗稻瘟病位点(由于该位点具有

!*6D)!*6D3)!*6D,)!*6D+等多个等位基因&$#!'%且
均对水稻稻瘟病具有较高的抗性%因此%自!"世纪

I"年代以来%这些基因被广泛地用作水稻抗稻瘟病
育种的主要抗源&$%#"%#%#*'(目前该位点的合理持续
应用仍有很大的挖掘潜力&$%#%%#+#I'(与!*D等位基

因对应的无毒基因为E=&!*6D*6D3*6D,*6D+ !后续
简写为E=&!*D"&#$%#J!"'(

无毒基因E=&!*D从稻瘟病菌 8#5$#3'&%+(
'&29#(日本菌株Q83#$J中发现%编码由##%个氨
基酸组成的分泌蛋白%含有!个保守结构域%该蛋
白能被水稻抗性基因!*D编码的蛋白识别%并引起
防御响应&#J'(田间稻瘟病菌群体中E=&!*D等位
基因既有基因存在*缺失%又有单碱基突变%'7<=41
63等检测了日本田间稻瘟病菌菌株的E=&!*D等
位基因型%并将不同点突变类型命名为E=&!*D1E)

E=&!*D1>)E=&!*D1<)E=&!*D1H)E=&!*D1A
等&#J'(U>等分析了来自我国广东)湖南)黑龙江)
辽宁的!*"株稻瘟病菌菌株的E=&!*D等位基因%
发现在编码区共存在#$个,bS!<4895;8>?5;7P46;
D75B27OD=4<2%,bS"%其中*个,bS在所测试的
菌株中广泛存在%且与!*D等位基因之间存在阶梯
性,军备竞赛-关系&#&'(X=389等利用E=&基因特
异性引物对#&I+年s!""&年从美国南部商业农
田采集的!+J株稻瘟病菌基因组YbF进行S)G
扩增及测序%检测出E=&!*D1Q)E=&!*D1K)E=&!*D
1@)E=&!*D1?)E=&!*D1S)E=&!*D1N等新类型&!#'(
然而%海南作为水稻的南繁区以及重要生产区%其
稻瘟病菌无毒基因E=&!*D的群体结构及其变异仍
不清楚(为此本文开展了海南稻作区无毒基因群
体结构的研究%研究结果将有助于抗瘟材料的创制
及应用%对保障国家粮食安全和种业发展安全具有
不可替代的作用(

*!材料与方法

*+*!病样采集与单孢分离
在水稻生长季节%从海南三亚)陵水)乐东)保

+J++
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亭)东方)琼中)白沙)屯昌)琼海)定安)文昌等地水
稻田采集穗茎瘟病样(获得的稻瘟病样品于室内常
温保湿%!*=后于超净台上进行单孢分离(用于本
研究的#""个菌株来源信息见表#(其中$#个菌株

来自三亚)陵水)乐东)保亭和东方的南繁育种区%%&
个菌株来自琼中)白沙)屯昌)琼海)定安和文昌的常
规种植区(所获菌株保存于中国热带农业科学院环
境与植物保护研究所(

表*!供试稻瘟病菌株采集信息

1234"*!M744"8<$7A$A>76=2<$7A7>;)65)8%'&"(%'#<)($&742<"&$A<B$&&<;9?
菌株号

,PO34887@
采集地

/O4948

Z\#*%Z\##"%Z\##!"Z\##$%Z\##J%Z\#!""Z\#!%%Z\#!I"Z\#!&%Z\#%#"Z\#%!%Z\#%*%Z\#*$%Z\#&#+%
Z\#&!*%Z\#&!I%Z\#&*"%Z\#&*%%Z\#&I$%!"Z\#*!%!"Z\#+J%!"Z\#$I%!"Z\#$J%!"Z\#I!%!"Z\#J%%!"Z\#J&

三亚

!"Z\*%%!"Z\*J%!"Z\+#%!"Z\+*%!"Z\+$%!"Z\$%%!"Z\$$%!"Z\$&%!"Z\I#%!"Z\J#%!"Z\JI%!"Z\&&%
!"Z\#"!%!"Z\#"%%!"Z\#"+%!"Z\#"J%!"Z\#!!%!"Z\#%#%!"Z\#%$

陵水

Z\#!%Z\#+%Z\#I 乐东

Z\!*%Z\!I 保亭

!"Z\+%!"Z\#"%!"Z\!*%!"Z\!I%!"Z\%& 东方

Z\%*%Z\%+%Z\%$%Z\%I 琼中

!"Z\#&J%!"Z\!"#%!"Z\!"*%!"Z\!"$%!"Z\!"I%!"Z\!#" 白沙

Z\**%Z\*+%Z\*I 屯昌

Z\*!%Z\*% 琼海

Z\+*% Z\++% Z\+$% !"Z\%$+% !"Z\%$J% !"Z\%$&% !"Z\%I#% !"Z\%I%% !"Z\%I$% !"Z\%I&% !"Z\%J!%
!"Z\%J*%!"Z\%J+

定安

!"Z\!#%%!"Z\!#+%!"Z\!#J%!"Z\!!"%!"Z\!!#%!"Z\!!%%!"Z\!!$%!"Z\!!&%!"Z\!%!%!"Z\!%+%!"Z\!%I 文昌

*+,!菌丝体的培养及'JH提取
将单孢菌株从SYF试管转移至SYF平板培

养%+6后挑取!"%个菌丝块于液体培养基!#W葡
萄糖%"R%W酵母粉"中%!Ju%#J"O*248振荡培养*
"+6(用灭菌纱布和滤纸过滤收集菌丝体%冻干后
于s!"u冰箱中保存备用(病原菌基因组总YbF
提取参照/Z0\F真菌YbF小量提取试剂盒说明
书进行(

*+-!5M!扩增与.9'!+:基因克隆测序
参照\;8E38N登录号FE*&JJI+"FE*&JJI&

的序列设计 E=&!*D 等位基因的特异性引物

FTOS4N( !+x1\FF\\H)F)\\HHH\FF\F\\1
%x"和 FTOS4NG !+x1FHHFH)HHFH\F\))\H1
)FF))F1%x"(引物由英潍捷基!广州"贸易有限公
司合成(以该引物扩增各菌株的总YbF%预期大小
为$#+MD(S)G反应总体系为!"#.$包含#"w
S)GM>::;O!#.%#"w 6bHS<#R$#.%&0#I酶

"R!#.%#"#275*.正)反向引物各"R+#.%模板

YbF#R"#.%66V!/#*R!#.(S)G扩增条件为$

&*u预变性%248#&*u变性%"<%$"u退火#+<%

I!u延伸+"<%%*个循环#I!u延伸+248%最后于

*u保存(S)G产物经#R!W琼脂糖凝胶电泳检测%

根据扩增产物的纯度直接或回收后与克隆载体

D0F,'HZ连接(连接产物转化大肠杆菌感受态细
胞%经蓝白斑筛选后选取%个阳性克隆送英潍捷基
!广州"贸易有限公司测序(

*+.!.9'!+:等位基因的LJ5分型
每个克隆的序列去除载体序列后%以FE*&JJI+

"FE*&JJI&标准序列&#J'作为参考%对编码区第

#%$)#%&)#*%)!"")!%%)!%*等$个功能性核苷酸多
态性位点 !:>8?P478358>?5;7P46;D75B27OD=4<2%

(bS"进行比对(上述位点碱基如与FE*&JJI$一
致则该序列!菌株"记为 E=&!*D1E 型#如与

FE*&JJII一致则该序列!菌株"记为E=&!*D1>型#
如与FE*&JJIJ一致则该序列!菌株"记为E=&!*D1

<型#如与 FE*&JJI+一致则该序列!菌株"记为

E=&!*D1H型#如与FE*&JJI&一致则该序列!菌株"
记为E=&!*D1A型(其余类型则参照X=389等&!#'(

*+/!'JH核苷酸多态性与选择压分析
核苷酸多态性主要由H3K4234<$指标&!!'来反

映($值通过软件Y83,ST;O<478+R"&!%'计算(选
择压通过N#*N.值来反映(利用Y83,ST;O<478
+R"分别计算N#!非同义替换率%8781<B878B27><
<>M<P4P>P478O3P;"与N.!同义替换率%<B878B27><

+&++
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<>M<P4P>P478O3P;"%进而计算N#*N.值(如果N#*

N.$#%则认为存在正选择效应#如果N#*N.v#%则
认为存在中性选择效应#如果N#*N.&#%则认为存
在负选择效应(

*+0!具有不同.9'!+:等位基因类型菌株培养观察
经序列比对筛选%选取具有不同E=&!*D等位

基因类型的菌株%于SYF平板上培养%#"6后测量
菌落直径(于超净台中%加少量灭菌蒸馏水用药勺
将气生菌丝刮洗干净%置于自制产孢箱!Ju培养!
"*6%加#2.灭菌双蒸水!66V!/"配制孢子悬浮

液%于显微镜下观察分生孢子形态%通过血球计数板
计算产孢量(

,!结果与分析

,+*!.9'!+:等位基因关键LJ5位点分型
利用FTOS4N(*FTOS4NG引物扩增菌株YbF%

#""个菌株YbF中有&%个菌株YbF扩增出预期
大小!$#+MD"的特异条带!图#"%其余I个菌株扩增
出双条带%其中一条与目标条带大小一致!$#+MD"%
另外一条略大于目标条带!###+MD"!图!"(

图*!部分稻瘟病菌株的H#65$XL#H#65$X!引物扩增结果

L$:+*!.9'!+::"A">62:="A<&7>&7=";)65)8%'&"(%'#<)(&<62$A&2=@4$>$"93?H#65$XL#H#65$X!@6$="6&

!

图,!部分稻瘟病菌株H#65$XL#H#65$X!引物扩增出双条带

L$:+,!'7;34"32A9&2=@4$>$"93?H#65$XL#H#65$X!@6$="6&
$A&7=";)65)8%'&"(%'#<)(&<62$A&

!
!!&%个条带单一菌株的S)G产物克隆后经测序
比对发现%其中$个菌株!!"Z\#+J)!"Z\#$I)

!"Z\!"#)!"Z\!"*)!"Z\!"$)Z\*!"存在两种不
同类型的E=&!*D等位基因%因此共得到&&条YbF
序列(而I个双条带的菌株!!"Z\#"!)!"Z\#"%)

!"Z\#"+) !"Z\#"J) !"Z\#!!) !"Z\#%#)

!"Z\#%$"%经胶回收测序后序列比对表明%同一样
品的两个条带均含有完整且相同的E=&!*D等位基
因%只是比目标条带大的条带!###+MD"在编码区终

止密码子后有一个+""MD的序列插入%故均只保留
目标条带序列用于后续分析(

最终%从供试的#""个菌株中共获得了#"$条

E=&!*D等位基因序列(其中来自南繁区菌株序列

$%条%常规种植区菌株序列*%条(经与已报道的
参考序列进行比对%在%*!MD的编码区中存在$个

(bS位点!0#%$)0#%&)0#*%)0!"")0!%%)0
!%*"(最终鉴定出E=&!*D1E)E=&!*D1>)E=&!*D1

H)E=&!*D1A)E=&!*D1Q共+种E=&!*D等位基因
型!表!"(其中E=&!*D1H检出最多%其检出频率
为+"R""W%为优势类型#其次为E=&!*D1A%其检出
频率为%!R"JW(然而%在这#"$条菌株序列中没
有检测到E=&!*D1<类型(

,+,!.9'!+:等位基因核苷酸多样性与选择压分析
将测序获得的#"$条序列输入 Z0\F软件进

行比对%发现E=&!*D等位基因的编码区中共存在

$!个,bS位点%其中&个同义突变!0*%)0JI)0
&$)0###)0#+")0#$!)0!*$)0!*&)0!I&"%+%
个非同义突变(非同义突变中 )#%$F))#%&\)

\#*%F))!""F)H!%%F)\!%*F位点普遍存在%即
关键的$个(bS位点(

+"$+
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表,!.9'!+:等位基因LJ5位点分析*%

1234",!LJ5@7&$<$7A2A24?&$&7>.9'!+:244"4"&

菌株及参考序列

,PO348386O;:;O;8?;
<;C>;8?;

功能性核苷酸

多态性位点!(bS"
(>8?P478358>?5;7P46;
D75B27OD=4<2D7<4P478

#%$#%&#*%!""!%%!%*

编码氨基酸位点

08?76;632487
3?46D7<4P478

*$ *I *J $I IJ

等位基因型

F55;5;
9;87PBD;

出现频率*W
(O;C>;8?B

7:=3D57PBD;

FE*&JJI+ ) ) \ ) H \ V S \ F Z E=&!*D1H s
FE*&JJI$ F \ F ) H \ b F Y F Z E=&!*D1E s
FE*&JJII F \ F ) H F b F Y F Q E=&!*D1> s
FE*&JJIJ F ) \ F H \ b S \ Y Z E=&!*D1< s
FE*&JJI& F ) \ ) H \ b S \ F Z E=&!*D1A s
s F \ F ) F \ b F Y F -! E=&!*D1Q&!#' s
!"Z\+$%!"Z\$& F \ F ) H \ b F Y F Z E=&!*D1E #RJ&
Z\#*% Z\#&*"% Z\#&*%% Z\#&I$% !"Z\#*!%
!"Z\#$J%!"Z\#I!%!"Z\#J%%!"Z\#J&

F \ F ) H F b F Y F Q E=&!*D1> JR*&

Z\##!%Z\##+%Z\##$%Z\##J%Z\#!"% Z\#!#%
Z\#!!%Z\#!%%Z\#!I%Z\#!J%Z\#!&% Z\#%#%
Z\#%!%Z\#%*%Z\#*$%Z\#&#+%Z\#&!*%Z\#&!I%
!"Z\#+J1#%!"Z\#$I1#%!"Z\$$%!"Z\#"!%!"Z\#"%%
!"Z\#"+%!"Z\#"J%!"Z\#!!%!"Z\#%#%!"Z\#%$%
Z\#I%Z\!I%!"Z\+%!"Z\#"%Z\%*%Z\%+%Z\%$%
Z\%I%!"Z\!"#1#%!"Z\!"*1#%!"Z\!"$1!%!"Z\!"I%
!"Z\!#"%Z\*!1#%!"Z\%$+%!"Z\%$J%!"Z\%I&%
!"Z\%J+%!"Z\!#J%!"Z\!!"%!"Z\!!#%!"Z\!!%%
!"Z\!!$%!"Z\!!&%!"Z\!%!

) ) \ ) H \ V S \ F Z E=&!*D1H +"R""

Z\##"% Z\##%% Z\##*%!"Z\#+J1!%!"Z\#$I1!%
!"Z\+#%Z\#!%Z\#+%Z\!*%!"Z\!*%!"Z\!I%
!"Z\%&%!"Z\#&J%!"Z\!"#1!%!"Z\!"*1!%!"Z\!"$1
#% Z\**% Z\*+% Z\*I% Z\*!1!% Z\*%% Z\+*%
Z\++% Z\+$% !"Z\%$&% !"Z\%I#% !"Z\%I%%
!"Z\%I$%!"Z\%J!%!"Z\%J*%!"Z\!#%%!"Z\!#+%
!"Z\!%+%!"Z\!%I

F ) \ ) H \ b S \ F Z E=&!*D1A %!R"J

!"Z\*%% !"Z\*J% !"Z\+*% !"Z\$%% !"Z\I#%
!"Z\J#%!"Z\JI%!"Z\&&

F \ F ) F \ b F Y F - E=&!*D1Q IR++

!#"第#%$)#%&)#*%)!""位核苷酸分别对应*$)*I)*J以及$I位氨基酸%而第!%%和!%*位核苷酸共同编码IJ位氨基酸(
b>?5;7P46;<3PD7<4P478#%$%#%&%#*%386!""?7OO;<D786P7324873?46<3PD7<4P478*$%*I%*J386$I%O;<D;?P4T;5B%L=45;8>?5;7P46;<3P
!%%386!%*;8?76;324873?46<3PD7<4P478IJ@

!!进一步从结构域与群体水平方面分析E=&!*D
等位基因核苷酸多样性(在结构域水平上%整个编
码区共检测到$!个,bS位点%其中I个来自信号
肽区%++个来自非信号肽区(非信号肽区的核苷酸
多样性!"R""J&!"明显高于信号肽区!"R""!&I"(

表明E=&!*D等位基因核苷酸多样性在这两个结构
域之间存在明显差异!表%"(在群体方面%南繁区
与常规种植区群体检测出变异位点数分别为*%个
和!*个%其对应的核苷酸多样性也是南繁区!"R""&
!$"高于常规种植区!"R""+"!"!表%"(

表-!.9'!+:等位基因核苷酸多样性分析*%

1234"-!J;84"7<$9"9$#"6&$<?2A24?&$&7>.9'!+:244"4"&

结构域或群体

Y723487OD7D>53P478

变异位点数

b>2M;O7:
T3O43P478<4P;<

核苷酸多态性

b>?5;7P46;
D75B27OD=4<2

N# N. N#*N.

结构域!Y72348 编码区 $! "@""IJ! +"@#*JI !!@$$$# !@!#!+
非信号肽区 ++ "@""J&! +$@*"+J !I@*+#% !@"+*J
信号肽区 I "@""!&I !"@I*#" $@*%%J %@!!%J

群体!S7D>53P478 南繁区 *% "@""&!$ !#@!&"I I@JI$+ !@I"%#
常规种植区 !* "@""+"! *@II$I %@J$!J #@!%$$

!#"N#为非同义替换率%N.为同义替换率(
N#O;DO;<;8P<8781<B878B27><<>M<P4P>P478O3P;#N.O;DO;<;8P<<B878B27><<>M<P4P>P478O3P;@

+#$+



!"!%

!!结构域与群体的N#*N.检验表明%N#*N.值
在非信号肽区与信号肽区分别为!R"+*J与%R!!%
J(可见E=&!*D等位基因受到正选择压作用!表

%"(在群体方面%南繁区!!RI"%#"的N#*N.值明
显高于常规种植区!#R!%$$"(表明%南繁区的

E=&!*D等位基因受到了强烈的正选择压%且强于常
规种植区受到的选择压!表%"(

,+-!不同.9'!+:等位基因的菌株生长特性比较

!!经序列比对确认后%选取只在$个(bS位点存
在差异!其余位点均一致"的菌株%即!"Z\+$
!E=&!*D1E")!"Z\#J& !E=&!*D1>")!"Z\#"J
!E=&!*D1H")!"Z\!I !E=&!*D1A")!"Z\*J

!E=&!*D1Q"共+个菌株进行表型观察(培养#"6
后%+个菌株的菌落形态均为圆形#除!"Z\!I
!E=&!*D1A"菌丝体为黑灰色外%其余菌株菌丝均为
灰白色!图%"(在生长速率方面%菌株!"Z\*J
!E=&!*D1Q"生长最快%其平均菌落直径为

$+RJ22#菌株!"Z\#J&!E=&!*D1>"生长最慢%其
平均菌落直径为*$R&22 !表*"(显微镜观察显
示%各个菌株的孢子形态无差异(在产孢方面%菌株

!"Z\#J&!E=&!*D1>"和!"Z\#"J!E=&!*D1H"的
产孢量较大%平均产孢数分别为JRI+w#"I个*皿和

JR++w#"I 个*皿#菌株!"Z\*J!E=&!*D1Q"的产
孢量最少%平均产孢数为&R"w#"$个*皿!表*"(

图-!不同.9'!+:等位基因稻瘟病菌菌株在5'H培养基上培养*Y9的菌落形态

L$:+-!M747A?8B2628<"6$&<$8&7>;)65)8%'&"(%'#<)($&742<"&%$<B9$>>"6"A<.9'!+:244"4"&8;4<;6"97A5'H="9$;=>76*Y92?&

!
表.!含不同.9'!+:等位基因稻瘟病菌菌株的

菌落生长与产孢特性*%

1234".!MB2628<"6$&<$8&7>8747A?:67%<B2A9&@76;42<$7A7>

;)65)8%'&"(%'#<)($&742<"&%$<B9$>>"6"A<.9'!+:244"4"&

菌株编号

,PO34887@

平均菌落直径*22
FT;O39;?7578B

6432;P;O

平均产孢量*
w#"$个+皿s#

FT;O39;<D7O>53P478

!"Z\+$ !+&@%t*@$#"3M !!%@+t+@!J"M

!"Z\#J& !*$@&t"@$$"? !JI@+t#$@!$"3

!"Z\#"J !+$@*t%@"#"3M !J+@+t#+@#&"3

!"Z\!I !+!@It!@*""M? !!"@"t+@$+"M

!"Z\*J !$+@Jt%@#+"3 !&@"t#@I""M

!#"同列不同小写字母表示不同菌株间差异显著!!&"R"+"(
Y4::;O;8P57L;O?3<;5;PP;O<48P=;<32;?75>284864?3P;<4984:41
?38P64::;O;8?;<3278964::;O;8P<PO348<3P"R"+5;T;5@

-!结论与讨论

海南省虽然不是中国的稻米生产大省%但得天
独厚的气候优势使其成为全国杂交水稻种子生产大

省(海南杂交水稻种子生产优势区域规划面积约为

#R!I万=2!%主要集中在北部的临高%南部的乐东)
三亚)陵水及周边地区&#'(与南繁基地形成鲜明对

比的是%常规水稻生产分布于全岛%多为小农户生产
模式%管理粗放%部分稻田稻瘟病)白叶枯病)稻飞
虱)稻纵卷叶螟等病虫害发生严重&!'(由于水稻生
产在海南尚未形成一个高效产业%故在水稻病虫害
防控及科研投入方面还比较薄弱(针对海南稻瘟病
菌的研究主要侧重于水稻品种对稻瘟病的抗性调

查)鉴定与评价方面&!%!*'(
然而%无论是南繁育种区还是常规水稻种植区%

稻瘟病均是水稻生产所面临的障碍(因此%系统)准
确地了解海南稻瘟病菌的群体遗传结构及其变异规

律是一个不可回避的课题(朱名海等对$个无毒基
因!E<A#)E=&!*#)E=&!*D)E=&!*%#)E=&!*96%和

!RC!"在南繁核心区和非核心区$"个稻瘟病菌菌
株中的分布情况进行了S)G检测%初步明确了这$
个无毒基因在南繁区稻瘟病菌菌株中的分布规

律&!+'(本研究利用E=&!*D基因特异性引物对海南
稻作区分离的#""株穗茎瘟菌株进行YbF扩增并
对S)G产物进行克隆和序列分析(结果鉴定出

E=&!*D1E)E=&!*D1>)E=&!*D1H)E=&!*D1A 和

+!$+
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E=&!*D1Q共+种主要等位基因类型%其中E=&!*D1

H类型最多%出现频率为+"R""W(!"#!年-38A3N4
等&!$'对来自欧洲!%个")美洲!$个")非洲!I个")亚
洲!!%个"共计%&个稻瘟病菌菌株的E=&!*D等位
基因型进行了分析%其中E=&!*D1H为主要类型%本
研究结果与其一致(不同的是-38A3N4等没有检测
出E=&!*D1>类型%而本研究未检测出E=&!*D1<
类型(.4等对我国云南省东南)西南)东北以及西
北稻作区的%$$个稻瘟病菌株进行检测%发现

E=&!*D等位基因检出率为$$RIW"&"R%W%并且
除E=&!*D1E)>)<)H)A类型之外%还鉴定出+个
不同的等位基因类型&!I'(由此可见%E=&!*D等位
基因存在地理分化%在不同水稻生产区出现了不同
的变异%因此在生产应用过程中%种植含有!*D等位
基因抗性品种时%应掌握目标区域E=&!*D等位基
因类型的组成和分布情况%科学地进行水稻稻瘟病
抗性品种布局%有的放矢地开展抗瘟育种工作(

对南繁区与常规种植区病原菌群体核苷酸多样

性及其所承受的选择压分析表明%南繁区病原菌

E=&!*D等位基因的核苷酸多样性与选择压均高于
常规种植区(其原因可能是两个区域稻种资源的抗
性水平存在差异(与常规种植区相比%南繁区稻种
资源更丰富%每年有大量包括!*D等位基因在内的
抗源材料或抗性品种进入南繁区选育)加代种植等(
而在稻瘟病菌与水稻长期协同进化过程中%E=&!*D
等位基因受到了水稻抗性基因!*D的定向选择%与
此同时%E=&!*D等位基因为了逃避!*D等位基因的
识别产生了更加丰富的变异(

本研究观察了+个含有不同E=&!*D等位基因
型的代表菌株的生长特性和产孢能力(结果表明%+
个菌株在菌落生长以及产孢能力方面存在一定差

异(这一结果与郭敬玮等对云南罗平#!"个田间稻
瘟病菌株性状研究结果一致&!J'(本研究中+个菌
株的差异是否与E=&!*D等位基因型相关联%还有
待选取更多的田间菌株进行培养比较%以及进一步
通过克隆与遗传转化%获得单个基因的阳性克隆子
进行深入研究(
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