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摘 要 在总结植物病原真菌遗传标记的应用发展过程基础上
,

着重以重复序列为基础

的 D N A 分子标记的应用
,

综述了近年来 D N A 指纹分析在植物病原真菌群体遗传分析中的

应用
。

还 简要讨论了群体遗传分析对植物病理学的深远影响
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自从 18 世纪马铃薯晚疫病在欧洲流行成灾以来
,

人们就 已开始有目的地培育抗病新

品种
,

并在生产中发挥了重要作用
。

现代农业生产条件下
,

随着一批批作物品种丧失抗病

性
,

抗病性丧失问题 已逐渐成 为作物稳产增产的重要限制因素
。

已经明确
,

病原菌的致病

性变异是导致作物品种抗病性丧失的直接原因
。

然而
,

由于缺乏适宜的遗传标记
,

对病原

菌的群体生物学的认识非常有限
。

近 10 年来分子生物学的迅速发展
,

使得在 D N A 水平

精确揭示病原菌的群体遗 传特征成为可能
。

揭示病原菌的群体遗传结构及其动态变化规

律
,

对抗病育种与认识病原菌致病性变异的分子机理和毒性进化规律
,

以及开发更为有效

的病害防治战略将产生深远影响
。

1 植物病原真菌的遗传标记

1
.

1 经典遗传标记

形态学标记广泛用于高等动植物的遗传分析
。

然而
,

自然发生于植物病原真菌群体中

的这类标记非常少见
。

对一些病原真菌
,

可通过人工诱变获得一些形态突变体
,

但对玉米

小斑病菌和稻瘟病菌的研究表明
,

这类突变体的致病 力往往大幅度下降
! ” ’ 〕 。

有性亲合性和无性不亲 合性标记 由于其易于根据形态进行鉴定而广泛用于一些病原

真菌的遗传分析
「3

,

`飞。

对于卵菌
、

子囊菌和一些担子菌
,

有性亲 合性常 由单一位点的一对等

位基因控制
,

而在担子菌中则由一个或两个位点的复等位基因控制
。

无性异核体的形成要

求在数个位点上具备相同的等位基因
。

因此决定有性亲合性和无性亲合性的基因可提供

大量易于鉴定的表型标记
,

成为开展某些病原真菌群体生物学研究的有力工具
。

毒性基因广泛用于遵循基因对基因假说的病原真菌的遗传分析
,

特别是对诸如锈菌
、

白粉菌和霜霉菌等活体营养病菌
,

至今仍作为最主要的手段开展其群体生物学研究
。

但

是
,

目前对致病性分化研究得 比较 明确的病原真菌种类有限
。

此外
,

毒性基因作为遗传标
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记是根据鉴别寄主对病菌侵染的反应 确定的
,

反映的是表现型而非基 因型
,

受到寄主植物

强烈的选择作用
`

因而往往不能客观地反映 自然条件下病原菌的群体遗传特征
。

抗药性和营养缺陷型突变体亦作为某些病原真菌群体生物学的重要研究手段
。

自然

发 生的这类突变菌系 已成功地用 于病原菌的群体遗传研究 ( 比如大麦 白粉 菌 ( E yr 而P he

g r a , ,` i , ,
i

s
f

·

s p
·

L{ O r d o i )对化学农药 t r i a d im e ,飞。 ! 的抗性
[ 5 1

)
,

或病原菌在田间的种群动态分

析 (如马铃薯晚疫病菌对甲霜灵 ( m e t a la x y l) 的抗性
工“ 〕 。

然而
,

人工诱变获得的突变体的寄

土适合度往往下降
,

特别是在利用多个抗性标记时
,

这种影响尤为突出
。

1
.

2 分子标记

80 年代同工酶分子标记开始广泛用于植物病原真菌的群体生物学研究
,

使得对病原

菌群体的认识迈上一个新台阶
。

然而
,

同工酶标记的数量有限
,

尽管 已建立了检测多达 57

种同工酶的方法 f ’ ,

但对同一种生物极少超过 15 种
,

对植物病原真菌更少
「8 〕 。

此外
,

每种

同工酶都需要确定提取和检测的最佳 条件
,

而且一些同工酶的活性表现有时空特异性 (即

发育阶段和组织特异性 )
。

因此
,

同工酶在检测种内遗 传分化方面受到很大限制
「’ 〕 。

随机扩增多态性 D N A ( R A P D )分子标记是 90 年代由 W ill ia m , 和 W e l s h 两个研究

小组同时提出的一类遗传标记 毛̀ 。
·
` ’ 。

以 P C R 技术为基础 的 R A P D 方法简便
、

快速
,

便于

分析大量样品
,

理论上通过采用足够数量的随机 引物便可检测到生物种群 内微小的遗传

变异
。

R A P D 分析技术 已迅速应用于植物病原真菌的遗传分析
,

在寻 找性状连锁标记和

追踪病原菌的传播与流行等方面应用尤为突出
L̀ 2

·

’ 3 。

R A P D 技术亦有其缺点
,

它不能区

分同合子和异合子
,

对实验条件及操作者技术水平有较高要求
,

否则造成结果不稳定
。

限制性 片段长度多态性 ( R F L P )分析方法的建立为生物群体的遗 传分析提供了大量

的分子标记
。

单碱基对的置换
、

插入或缺失以及染色体 片段的倒转和易位等变异均可通过

R F L P 分析检测出来
。

已有的研究表明
,

R F L P 分子标记可有效地检测病原真菌的种内遗

传分化
。

R F L P 标记反映物种的基因型
,

没有同工酶的时空表达特征
,

可检测基因组 中非

转录区发生的变异
,

因此尤为适合于生物种群的遗传多样性分析
。

生物基因组中存在大量

的重复序列 (r e eP a it it v e s e q u o n ce s )
,

其中散布的重复序列可作为探针进行指纹分析
。

近年

来的研究表明
,

非转录区多由重复序列组成
,

而重复序列与基因组的进化密切相关
[ ` 去万。

通

过对重复序列的深入研究
,

可望为揭示病原菌毒性变异机制提供重要线索
。

D N A 指纹分

析通过提供大量稳定的
、

遗传上中性的分子标记
,

正在积极地推动着对病原菌群体生物学

的认识进程
,

它的最大缺点是基础投入大
,

操作技术比较复杂
。

本文着重以重复序列为基

础的 R F L P 分析
,

综述近年来 D N A 指纹分析在植物病原真菌群体遗传研究中的应用
。

2 D N A 分子遗传标记的应用

2
.

1 马铃薯晚疫病菌的群体遗传

通过克隆和鉴定病菌基因组 中的中度重复序列
「̀ 5 ,

并以其为探针
,

W
.

E
.

rF y 小组系

统分析了墨西哥中部和北部
“ 6

及荷兰
「̀ ,

」

等国家和地区的晚疫病菌的群体遗传结构
,

在分

子水平取得了晚疫病菌远程传播
{ `封 ’

乃至洲际迁移
`”

,

2。

的证据
,

明确了在墨西哥中部地区

该病菌群体遗传结构最为复杂
,

极可能是马铃薯晚疫病菌 的发源地
。

而在墨西哥西北部以

及其他国家和地区
,

病菌群体多由简单的一个或数个克隆组成
; 在一些地区还检测到了较
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为复杂的病菌群体遗传结构
,

对 比早期收集的遗传上简单的晚疫病菌群体
,

在分子水平证

实了晚疫病菌的远距离传播和有性生殖方式的存在
” 8一 ’ 。 1 。

通过分析病菌群体遗传结构的

变迁
,

对及时调整病害防治策略以期更有效地控制晚疫病具有重要意义
。

2
.

2 稻瘟病菌的群体遗传

H a m e :

等分离得到的 中度重复序列 M G R 5 86
汇” 二,

为近年来对稻瘟病菌群体遗 传特征

的深入认 识奠定 了基 础
。

着重病 菌的毒性与 D N A 多态性的相互 关 系
,

L ve y 等 z2[
」用

M G R 58 6 作探针
,

通过对美国南方水稻产区 1 9 5 9一 1 9 8 8 年收集的 79 个稻瘟病菌标样进

行的 D N A 指纹分析
,

发现该病菌以 D N A 指纹图谱为基础划分的谱 系 il( n e a g e )与毒性特

征之间存在密切关系
,

亦即每个谱系内仅有一或两个致病类型 (小种 )
,

他们认为美国稻瘟

病菌群体是 由数个谱系组成的
,

因此为系统分析美国稻瘟病菌的群体结构以及小种毒性

演化规律指出了方向
。

然而
,

iX a
等旧

〕用同一探针对阿肯色州 13 个分离物的 D N A 指纹

分析结果表 明
,

美国稻瘟病菌群体存在更多的谱系
,

病菌的毒性特征与谱系之 间存在更为

复杂的关系
。

eL vy 等
「2` ;进一步对哥伦比亚育种圃 内采自 15 个品种上的 1 51 个标样的

D N A 指纹分析
,

发现该群体由 6 个遗传上分化明显的谱系组成
,

病菌的谱系与寄主品种

以及毒性特征之间存在密切联系
,

即每个谱系仅 由有限的数个毒性特征极 为接近的致病

类型 (小种 )组成
,

仅对数量有限的一些品种致病
。

这表明
,

病菌的谱系的遗传背景限制了

其对品种的专一性和毒性的进化
。

这些进展对抗病品种的抗病性评价颇有启示
,

在抗源材

料鉴定中仅考虑供试菌系的毒性特征而不顾及其他遗传背景的多样性
,

这样培育的抗病

品种进入 田间丧失的抗病性的可能性大为增加
。

抗病育种过程中供试病菌群体应由尽可

能多的遗传背景复杂的菌系组成
,

以更有效地培育具有持久杭病性的品种
,

仅仅通过对有

限数量的小种的抗病性分析难以预测育成品种的抗性持久性
。

2
.

3 小麦颖枯病菌 ( S ep r o r i a t r i t i c i )的群体遗传

B
.

A
.

M o D on
a ld 小组对颖枯病菌的群体遗传作了深 入细致的分析

。

通 过 R F L P 分

析
,

发现这一病菌群体在很小范围内乃至同一病斑内都存在很高的遗 传多样性
` 2 5

·

26 { ,

为

颖枯病菌以 子囊抱子为重要的接种体来源的观点提供了分子水平证据
。

并发现美国国内

相距 7 05 k m 的两个该菌群体
,

存在菌源交流「” 二。

虽然对病菌远距离传播的机制 尚不明

确
,

但对 以色列
、

德国
、

加拿大
、

丹麦
、

埃塞俄 比亚
、

叙利亚
、

土耳其以及英国等遍及全球的

分离物的分析表明
,

病菌还存在洲际传播问题
,

推测染病麦种极可能是颖枯病菌远程传播

的重要途径
`” 。

这对抗病 品种策略
、

抗病品种的合理使用以及植物检疫等产生重要影响
。

2
.

4 其 他

M ils or o m 等
” ,

用克 隆的中度重复序列 P M SS
.

1 对由 39 个分离物组成 的板栗疫病

菌群体进行 了 D N A 指纹分析
,

从而得到该病菌的繁殖特征是 以有性 生殖 为主的证 据
。

M c D on
a ld 等 ’ 3“ 下对大麦颖枯病菌的 R F L P 分析

,

在分子水平支持了该病菌的子囊泡子最

重要的初侵染来源的假说
。

分离鉴定的一个中度重复序列能有效地区分供试病菌群体中

的所有基因型
,

这对进一步开展颖枯病菌的群体生物学和流行学研究奠定了基础
。

3 D N A 指纹分析在植物病害防治中的应用

3
.

1 抗病育种策略

抗病育种在植物病害防治中占据主导地位
,

在生产实践中发挥了重要作用
。

然而
,

由
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于作物品种抗病性丧失问题 日益突出
,

培育杭病新品种的进程往往滞后于病原菌的毒性

进化
。

在育种过程中通常以单个或数个病菌小种接种来评价品种的抗病性
,

对供试病菌群

体的遗传背景并不清楚
,

这是新育成品种抗病性难以持久的原因之一
。

通过对一些病原菌

的群体遗传结构的研究
,

认识到在抗病性 鉴定中了解供试病菌群体毒性特征 以外其他遗

传背景的多样性可能更为重要
,

这是培育和 鉴定具有持久抗病性 和广泛适应性品种的有

希望的途径之一
。

对病菌群体遗传特征的研究为在病原菌毒性易变区鉴定品种杭病性提

供了分子水平的证据
。

现有的研究表 明
,

在毒性易变区病 原菌的遗传结构往往最为复杂
。

通过比较不同生态病菌群体遗传结构的演化
,

除了可合理评估培育限于特定地区使用的

抗病品种的可行性外
,

亦可为检疫对象的确定提供依据
。

3
.

2 品种抗病性的合理使用问题

对病原菌群体的遗传分析揭示了病菌不同群体遗传结构上的差异
,

这是合理使用品

种抗病性 的理论基础
。

目前
,

大多数抗病品种的抗病基因 比较单一
,

抗病性大多由单基因

或寡基因控制
,

因此应用于田间
,

存在丧失抗病性的危险
。

在病原菌群体遗传结构复杂的

流行区
,

其潜在危险性更大
。

虽然对病菌毒性变异分子机理尚不完全清楚
,

但遗传背景复

杂的病菌群体能更快地适应这种抗病基因单一的品种
,

导致抗病 品种丧失抗性
; 同徉

,

遗

传结构复杂的病原菌群体亦容易产生对化学农药的抗性
。

总之
,

遗传背景复杂的病菌群体

能够更迅速
、

更有效地适应逆境条件
。

因此
,

在病菌群体遗传结构简单的病害流行区应采

用现有的抗病基因较单一的品种
,

以更有效地控制病害
; 而在病菌群体遗传背景复杂的病

害流行 区则宜使用多基因杭病 品种
。

由于病原菌毒性易变区往往还是病害的大流行体系

中的接种体策源地
,

通过减少耕作面积等行政措施
,

牺牲局部保存整体
,

亦有助于病害总

体上的控制
。

通过明确我国小麦条锈病菌的流行体 系
,

确定病原菌的毒性 易变区
,

虽然 尚

未对病原菌的群体遗传特征作深入的分析
,

但通过毒性调查
,

品种抗病性的合理布局已成

功地用于生产实践
,

对有效地控制锈病发挥了重要作用
。

4 结束语

进入 80 年代以来
,

分子生物学的发展为微生物群体遗传研究注入了活力
,

通过提供

大量的分子标记
,

极大地推动了植物病原真菌群体遗传学的研究
” `

,

2 8 1 。

尤其引人注 目的

是对重复序列的鉴定和应用
,

由于这些散布于基因组 中的中度重夏序列在 R IF 尹 分析中

能够扫描较多的区域
,

在认识病原真菌的群体遗传结构及其动态上发挥 了重要作用
。

目前

已对一些重要病原真菌作了较为细致的 D N A 指纹分析
,

这对制定抗病育种战略及确定

抗病品种的合理布局正产生深远的影响
。

重复序列还 由于其种的乃至种下致病类群的特

异性而成功地用于病原菌的分子检测
「3 ’

·
3 2 ) 、

致病类型 L
33] 和专化型的区分

,

以及病原真菌

基因组连锁 图谱的快速构建
,

极大地促进了病理学和遗传学基础研究
。

此外
,

由于重复序

列与转座 因子密切相关
,

而转座因子在生物基因组的进化 中起重要作 用
” 4 ,

因此对重复

序列的深入研究可望为揭示病原菌致病性变异的分子机理 以及毒性演化 规律提供线索
。

在这方面
,

对果蝇属的重复序列的研究已取得一系列重要进展
,

这为开展植物病原真菌重

复序列在基因组进化 中的作用的研究提供了良好模式
。

目前
,

B
.

A
.

M c D o n a ld 小组已开

始 以小麦颖枯病菌 为试材
,

研究各种 重复序列在世界范 围内的该病菌分 离物 中的分布



8 8西北农业大学学报 第 3 2卷

(B
.

A
.

M cdo n ad l
,

私人通信 )
,

以期为揭示病原菌毒性变异机制探索一条新路
。
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