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摘要:稻瘟病是在世界范围内广泛分布的水稻真菌病害,控制该病的为害必须有效利用抗稻瘟病基因.抗病基因

pi5包含2个独立遗传的NBS-LRR类基因Pi5-1和Pi5-2,为了解该基因的抗谱并使其在抗病育种中得以有效利

用,本研究利用辽宁地区分离出的6群15个生理小种对携带该基因的单基因系接种,结果表明单基因系对其中12
个生理小种表现中抗或抗病,只对其中3个小种表现中感或感病,这说明pi5抗病基因抗谱较宽,是一个可在辽宁

地区广为使用的广谱抗稻瘟病基因.为了提高该基因的选择效率,使其在抗病品种选育中发挥更大的作用,本研究

根据pi5-1和pi5-2的CDS序列设计特异性引物,并通过基因扩增和测序比对,获得了6对用于育种亲本材料或杂

交后代抗稻瘟病基因型检测的标记,为携带pi5抗病基因育种材料的分子标记辅助育种提供了参考.
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稻瘟病Pyriculariagriseacav.是由稻瘟病菌(Magnaportheoryzae,无性态:Pyricularia)引起的水

稻病害[1],其分布范围十分广泛,据统计,全世界80余个国家均有发生,一般流行年份可造成10%~20%
的减产,严重发生时可达到40%~50%[2].20世纪90年代以来,我国稻瘟病的年发生面积均在380万

hm2 以上,每年损失稻谷达数亿千克[3].近年来,随着品种应用的单一化、集中化以及气候的影响,稻瘟病

的为害也越来越重.尽管人们在病害防治上耗费了巨大的精力和物质投入,但限于诸多方面因素的影响,
防病效果一直不尽人意,尤其在病害严重发生年份,常常给生产、育种造成重大损失.以辽宁省为例,自

20世纪90年代起,分别发生了因辽粳287、辽盐241、辽粳454和辽星1号几个主栽品种抗病性退化导致

的穗颈瘟大面积发生,严重影响了北方粳稻的生产.产生这种现象的根本原因就是主栽品种对稻瘟病菌的

抗谱狭窄,且单一化、集中化种植现象普遍,这样一旦稻瘟菌流行小种发生变化,品种对稻瘟病的抗性便

迅速下降[4].因此,选育聚合多基因或具广谱抗性的水稻品种尤为必要.
目前,在抗稻瘟病品种选育的过程中,育种家主要选用系谱法或结合分子标记辅助选择抗病个体.传

统的系谱法通过两亲本组配,从分离后代中择优选育品种,抗瘟表型依赖于田间自然鉴定或人工接种鉴

定,鉴别难度大,准确率低.
由于不了解亲本的抗瘟基因型,育种者在亲本选择上非常盲目,通常是海量配组,海量选择后代,工

作量大,育种效率低.在利用分子标记辅助选择进行抗病育种时,所选用的多是与抗病基因连锁的SSR标

① 收稿日期:2013 03 13
基金项目:辽宁省博士启动基金资助项目(20121143);辽宁省科技攻关资助项目“主要农作物生物育种技术研究”(2011208001).
作者简介:郑文静(1974 ),女,吉林公主嶺人,博士,研究员,主要从事水稻分子遗传改良研究.
通信作者:陈温福,中国工程院院士,博士生导师.



记[5-7],易造成假阳性的判断,如能根据抗感等位基因本身的CDS序列差异来设计不同基因的共分离标

记,不仅可首先检测亲本所携带的抗瘟基因,也能在后代辅助选择时大大提高抗性品种选择的准确性.
本试验首先用辽宁地区流行的6群15个稻瘟病生理小种接种,鉴定pi5单基因系的抗谱,再根据该抗

病基因的6段外显子序列设计引物,对24个主栽水稻品种扩增,并测定PCR产物的序列,比较不同品种

间等位基因序列的差异,从而筛选出与pi5抗病基因共分离的显性标记和共显性标记,以用于其他水稻材

料中该基因的鉴定及后代材料的分子标记辅助选择.

1 材料和方法

1.1 供试水稻材料

供试水稻材料由辽宁省农业科学院水稻研究所提供(表1).
表1 供试水稻品种

序 号 品 种 名 序 号 品 种 名

1 秋田小町 Qiutianxiaoding 13 辽农979Liaonong979

2 丽江新团黑谷LTH 14 盐丰456Yanfeng456

3 辽粳454Liaojing454 15 辽粳371Liaojing371

4 辽盐241Liaoyan241 16 千重浪2号 Qianchonglang2

5 秋光 Qiuguang 17 沈稻7Sehndao7

6 辽粳294Liaojing294 18 沈农265Shennong265

7 盐丰47Yanfeng47 19 铁粳4Tiejing4

8 C418 20 辽盐2Liaoyan2

9 辽星1Liaoxing1 21 越光 Yueguang

10 辽粳9Liaojing9 22 港源8号 Gangyuan8

11 辽粳101Liaojing101 23 港育129Gangyu129

12 辽开79Liaokai79 24 Pi5单基因系Single-genelinepi5

1.2 供试稻瘟病菌株

稻瘟病菌株为田间分离纯化的利用中国7个鉴别小种鉴别的6群15个生理小种,均为辽宁地区流行

小种,由沈阳农业大学植物保护学院刘志恒教授提供.

2 试验方法

2.1 人工接种鉴定单基因系抗谱

2.1.1 稻瘟病菌产孢培养

将稻瘟病菌分别移植于燕麦片番茄汁琼脂培养基上,25~27℃条件下培养5~7d,待菌丝长满,用灭

菌的棉签擦掉气生菌丝后保湿培养,稻瘟病菌会大量产孢.
2.1.2 喷雾接种鉴定

待鉴别品种稻苗长至4叶1心时,将上述扩繁培养的各菌株分生孢子分别用120mL无菌水清洗,用

双层纱布过滤装入三角瓶中,配制孢子悬液(单位为120倍显微镜视野下有20个左右孢子),分别隔离喷雾

接种.接种后24h,用塑料膜覆于塑料盘上方的铁架上保湿,在塑料膜上覆盖遮阳网防止阳光直射.
2.1.3 致病反应型调查

于接种后10d调查,致病反应型参照统一标准进行评定[8].
2.2 抗病鉴定圃田间自然鉴定稻瘟病抗性

于病害重发区辽宁省东港市大孤山镇抗病鉴定圃进行田间自然鉴定,该地区雾露时间长,日照时间

短,水稻整个生育期的日平均气温达到22~26℃,具有利于发病的地理环境条件,历年稻瘟病发生均非常

严重.每个供试品种设1个小区,5行,每行10丛,行株距为30cm×16cm,各品种随机排列,2次重复.
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病圃四周插植诱发品种3~6行.在水稻全生育期保持适当水层,适当增施一些氮肥,根据病圃害虫、杂草

发生种类和程度使用杀虫剂、除草剂,不喷施杀菌剂.
2.3 水稻基因组提取

采用改良的CTAB 氯仿 异戊醇法进行水稻基因组DNA提取[9],取3叶期水稻嫩叶约0.1g于液氮

中研磨,加入CTAB裂解缓冲液(10%CTAB、5mol/LNaC1、1mol/L、pH值8.0Tris-HC1、0.5mol/L
EDTA),氯仿/异戊醇(24∶1)抽提2次,用异丙醇沉淀、乙醇洗涤,干燥后加入1×TE缓冲液溶解DNA,
保存于-20℃备用.
2.4 引物设计

利用DNAMAN软件,遵循引物设计原则,根据两基因的CDS序列设计8对引物,详见表2.
表2 用于pi5抗病基因检测的引物

引物名称 引 物 序 列 目的片段长度/bp

Pi5-1-1
F:ATGGTTGGCGCCGAGATGCT
R:ATCGAACTGCTCCTTGGAAG

294

Pi5-1-2
F:CGCTATCCAATCCAATGCTTCTG
R:ACATCAAGTGGCAAGGTTCCATG

1066

Pi5-1-3
F:TTCGCATGCATAACTTGGCTCAT
R:CTCAGTGACAACTTCAGGCTCCT

1280

Pi5-1-4
F:CCAAGTGCAACTAGAGGTATGGT
R:GTGCATCATCTTCAGATATCAGG

1105

Pi5-2-1
F:AGCATAGACGAGGACATGGC
R:GAACTTCTTGCTCATTGGAT

642

Pi5-2-2
F:TCCAATGAGCAAGAAGTTCTG
R:TGCTATCCACTGTTCAATAAG

885

Pi5-2-3
F:CACCAGAATCAGAGACACCAATC
R:TCACTCCCTCCAATATCTCCAG

960

Pi5-2-4
F:ACGATTCCTATCAGCTGCAGT
R:GACCAGACATCTTCTCTTCGG

741

2.5 PCR扩增

根据两基因CDS设计的引物,委托北京奥科生物科技有限公司合成,PCR反应程序为:94℃预变性

5min,94℃变性30s,55~61℃退火30s,72℃延伸30~60s,30个循环,72℃延伸10min.
2.6 电泳检测基因扩增结果

取4μLPCR产物,在1%琼脂糖凝胶中电泳,经goldview染色,在凝胶成像系统下拍照.
2.7 PCR产物测序比对

PCR产物利用双脱氧终止法测序,所用仪器为ABI3730XL(委托中美泰和生物技术有限公司完成),
序列读出后用DNAMAN软件比对分析.

3 结果分析

3.1 Pi5单基因系的抗谱鉴定结果

pi5单基因系的抗谱利用6群15个生理小种接种鉴定,结果表明(图1):利用ZB5和ZD7对pi5单

基因系接种,叶片上病斑典型,长1~2cm,为害面积2%以下,表现为中感(MS);利用ZE3接种,pi5
单基因系叶片上出现典型病斑,为害面积3%~10%,表现为 MS;而其余12个小种对该单基因系接种

时,叶片上均只有小于2mm的褐点,表现中抗或抗病.表明pi5为抗谱较宽的抗稻瘟病基因,可用于
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品种的抗瘟性改良.

图1 Pi5单基因系抗谱鉴定结果

图2 Pi5单基因系田间自然鉴定结果

3.2 Pi5单基因系田间自然鉴定结果

由图2可见,对照品种丽江新团黑谷叶片上出现

典型梭形病斑,为害面积达50%以上,对稻瘟病表现

为高感(HS);而pi5单基因系叶片上只有针尖大小

的褐点,对稻瘟病表现为抗病(R).说明该基因可对

当地田间流行的混合小种具主效抗性.
3.3 主栽水稻品种CDS序列的扩增结果及序列分析

3.3.1 pi5-1
图3为根据pi5-14段外显子序列设计的引物以

24个品种DNA为模板扩增的结果.由图3可见,第

1段 外 显 子,所 有 品 种 均 可 扩 增 出 特 异 性 条 带

(294bp),但序列分析结果表明(图4),24个品种的

碱基序列分成2种类型,其中1(秋田小町),13(辽农

979)和单基因系序列一致,另外21个品种中检测到

13个单核苷酸突变(SNP).但由图5可见,翻译后的

氨基酸序列结果显示其中12个SNP为同义突变,只有一个错义突变发生在CDS62处,感病等位基因由A
突变成G,造成翻译后第21位氨基酸由天冬酰胺(D)突变成甘氨酸(G).

第二段外显子,只有1,13和单基因系可扩增出特异性条带(图3),测序结果表明两品种此段外显子的

序列与单基因系和基因组完全一致;
第三段外显子与第一段的扩增结果类似,所有品种均可扩增出特异性条带(图3),但测序结果表明各

品种间的碱基序列仍有较大差异(图6).其中1,13与基因组序列更接近,但仍有一些微小差异,翻译后的

氨基酸序列与基因组相比有3处突变(图6中列出2处).而感病等位基因则在75,102,247和621bp处共

发生4处C/T突变,另外在103bp等处还检测到8个SNP.从翻译后的氨基酸序列比对结果看,1,13号

品种的3个SNP均造成氨基酸序列的改变,而另外21个品种中,14个SNP中只有6个是错义突变,其余

8个均为同义突变(图7).
将pi5-1-3的氨基酸序列在http://pfam.sanger.ac.uk/search上查询,发现该区域包含3个LRR结

构域,与图7对比发现,1,13发生基因突变的区域(34,67,70)均不包含在几个结构域中,预计对小种专化

性抗性影响不大,而感病等位基因有3处氨基酸突变发生在第3个结构域内(图8).
第4,5段外显子的扩增结果在品种间有多态性,1,13和单基因系扩增出的片段较其他品种稍短(图

3),测序结果显示,21个品种在pi5-1基因组9985bp处插入了161bp(图9的灰色部分),由于该区段

位于第4和5段外显子间的内含子区域,因此对翻译后的氨基酸序列没有影响,但这种插入突变和pi5-
1基因是共分离的.
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图3中a-d分别表示第1至第4段外显子.

图3 pi5-1基因4段外显子的扩增结果

图4 pi5-1-1的DNA序列比对结果

图5中“1”为1,13号品种及pi5基因组翻译的氨基酸序列,“2”为其余21个品种翻译的氨基酸序列.

图5 pi5-1-1的氨基酸序列比对结果

图6 pi5-1-3的DNA序列比对结果
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3.3.2 pi5-2
图10为pi5-2CDS序列的扩增结果,可以看出4段外显子扩增结果一致,均只有1,13和单基因系可

扩增出特异性条带.经比较,1,13两品种的序列与单基因系和基因组完全一致.

图7 pi5-1-3的氨基酸序列比对结果

图8 pi5-1-3区域所包含的结构域

图9 第4及第5段外显子间的插入片段

4 结论与讨论

结合pi5-1和pi5-2的电泳及测序分析结果,可见在参试的24个品种中,pi5-1和pi5-2两个基因是连

锁的,而pi5-1-2,pi5-1-4,pi5-2-1,pi5-2-2,pi5-2-3和pi5-2-4这6个标记与两个基因共分离,利用其中任

意一对引物均可鉴定该基因,pi5-1-4为共显性标记,可用于分离后代的选择,其余5个标记为显性标记,

可在亲本基因型鉴定中选择应用.
追溯稻瘟病抗病基因的来源,发现已克隆的22个抗瘟基因中只有pi9来自野生稻,而已经鉴定的其他

41个抗病基因也只有pi40是从澳洲野生稻中分离出来的[10],这说明目前生产上利用的抗病基因绝大部分

来自于栽培稻,而这些品种在长期的育种及栽培过程中不断发生着遗传重组.另外,环境因素也会导致一

些基因突变,因此鉴定品种是否携带已知抗病基因及在分离后代中筛选携带抗病基因的个体,仅根据与该

基因连锁的标记肯定不够,必须找到与基因共分离程度非常高的标记才行,即便是利用基因本身的序列来

筛选,也必须找到与抗病等位基因本身连锁的标记,且应与感病等位基因易于显著区别开,否则分子标记

辅助选择的作用将无从谈起.以本研究中pi5-1-1为例,该标记取自基因序列本身,但其扩增产物的序列在

抗病基因和感病等位基因间的差距非常大,而仅凭电泳又无法区分,必须通过测序才能鉴定出二者的差
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图10中a-d分别表示第1至第4段外显子.

图10 pi5-2基因4段外显子的扩增结果

异.因此,这类标记在育种中并不方便应用.
另外,pi5单基因抗性鉴定结果表明,虽然该单基因系在田间自然鉴定时对混合小种表现为R,但

利用15个生理小种单独接种时,仍有3个小种对pi5单基因系致病,其中ZB5属近年来辽宁省稻瘟病

菌优势种群,ZD1和ZF3为非优势种群[11],若推广种植的水稻材料中只携带pi5一个抗病基因,当推广

面积扩大,尤其是单一品种大面积种植时,就会对致病小种起到定向选择的作用[12],从而导致该品种丧

失抗病性.因此,将一些与pi5抗谱互补的其他抗病基因通过杂交及分子标记辅助选择的手段与之聚

合,可提高品种对稻瘟病抗性的稳定性和持久性[13-14].对此,本课题组也正在开展其他单基因系的抗

谱鉴定及抗瘟基因的检测方法研究等工作,争取创制抗谱广、抗性稳定及持久的多基因聚合材料,作为

育种亲本或品种推广应用.
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DesignofDetectingMarkerstoRiceBlast
ResistanceGenepi5andTheirValidation
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Abstract:Blastisoneofthemostdevastatingricefungialdiseasesintheworld.,andefficientluseofthe

resistancegenesisessentialTforitsocontrolthediseasefundamentally,usingresistancegenesefficiently
isessential.Theresistancegenepi5containstheNBS-LRR(nucleotidebindingsite-leucine-richrepeats)

typegenesPi5-1andPi5-2,whichareofindependentinheritance.Toascertaintheresistancespectrumof

pi5andpromoteitsutilizationefficiencyinresistantcebreeding,thesingle-genelineofpi5wasinoculated
with15physiologicalracesofriceblastwhichwereseparatedfromLiaoningprovinceand,whichbelonged

to6taxa,respectively.Theresultsoftheinoculationtestshowedthatthesingle-genelineofpi5wasre-
sistantormoderatelyresistancteofpi5to12physiologicalracesofthewasthemiddlelevelandstablere-
sistancepathogen,andsusceptibleormoderatelysusceptibletoonly3physiologicalraceswerepathogenic

tosinglegenelineofpi5,whichindicatedthatpi5isahasabroad-resistancespectrumresistantgeneand
is,therefore,well-suitedtobeusedinLiaoningprovince.Topromotetheutilizationefficiencyofpi5and
appliedvalueinblastresistantcebreedingofpi5,wedesignedspecificprimersaccordingtotheCDS(cod-
ingsequence)ofpi5-1andpi5-2,andbygeneamplificationandsequencecontrasting,6pairsofthetes-
tingprimerswerevalidatedshowntobesuitabletobeusedinforselectionofhybridsandparentgermplasm

asparents,whichmaybecontributetopromoteingtheefficiencyandaccuracyofresistantcebreeding.

Keywords:riceblast;resistancegene;pi5;testingmarker
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