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中国小麦条锈菌 4 个流行小种
的 RAPD 标记

Ξ

曹丽华, 康振生, 赵　杰, 黄丽丽, 魏国荣
(西北农林科技大学 植保学院 生物技术中心, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　以 210 条随机引物, 对目前中国小麦条锈菌 (P uccin ia striif orm is f. sp. T ritici) 的主要优势菌系进

行了 RA PD 片段的规模筛选, 寻找到了条中 31 号、条中 29 号、条中 23 号、水源类型 4 个流行生理小种的特异性

RA PD 标记。此结果表明, 通过寻找小麦条锈菌生理小种的特异性 RA PD 片段, 能够建立起中国小麦条锈菌生理小

种的分子检测体系。
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　　小麦条锈病是我国小麦生产上的重要病害之

一。使用抗病品种, 进行品种的合理布局与轮换是防

治小麦条锈病经济而有效的措施。然而, 品种抗锈性

的丧失是抗病品种应用中最突出的问题, 大量研

究[1, 2 ] 表 明, 条 锈 菌 ( P uccin ia striif orm is f. sp.

tritici)新小种的产生和发展是导致小麦抗病性丧失

的主要原因。因而, 监测小麦条锈菌生理小种的类型

及小种组成的变化, 对小麦抗病品种的选育及合理

利用具有重要的实际意义。

作为活体营养寄生菌, 小麦条锈菌常规的生理

小种鉴定及监测, 借助于一整套鉴别寄主及辅助鉴

别寄主上的反应型来进行, 其方法繁杂, 工作量大,

耗时长, 准确性也易受鉴定条件等诸多因素的影响。

近年来, 分子生物学技术的迅速发展, 为深入认识寄

主和病原物相互作用的本质提供了新途径 [3 ]。

RA PD 技术可以在DNA 序列未知的情况下, 检测

基因组的多个位点, 便于快速寻找多个DNA 样品

间的多态性。RA PD 标记是反映自然变异的中性遗

传标记, 不受环境变化、生理因素、发育阶段的影响,

不依赖基因表达与基因互作, 因此不为寄主的强烈

选择作用所干扰, 特别适合于无法人工培养的小麦

锈菌遗传分化的研究[4 ]。

采用RA PD 技术, Sm ith 等[5 ]区分了 P. shord ei

与 P. hord ei, 以 及 小 麦 上 的 P. g ram in is, P.

recond ite, P. striif orm is。Chen 等[6 ]研究了北美不同

地域 115 个小麦条锈菌菌株, 发现小种间及小种内

单孢菌系间均存在 DNA 多态性; 然而, 2001 年

Steele 等[7 ]利用 RA PD 和A FL P 技术分析澳大利

亚和新西兰的条锈菌群体时, 却未发现小种间及小

种内的遗传多态性, 因此他们推测澳大利亚和新西

兰的各条锈菌小种是由单一菌系渐进突变而成的。

在中国小麦条锈菌的研究方面, 单卫星等[8 ]对 13 个

生理小种的 16 个模式菌系进行了RA PD 分析, 检

测到了小种间和小种内丰富的DNA 多态性, 得到

了分离系特异的RA PD 图谱, 并从分子水平证实小

麦条锈菌群体存在远距离的菌源交流, 但该研究并

未找到小种特异性的分子标记。

鉴于中国小麦条锈菌RA PD 研究所筛选的随

机引物数较少, 难以全面反映小麦条锈菌的遗传多

样性, 本研究拟以优化的 RA PD 分析体系, 规模化

筛选随机引物, 寻找中国小麦条锈菌流行小种的相

关分子标记, 以便快速鉴定及检测相应小种, 为小麦

条锈病的综合防治和抗病育种提供科学依据。

1　材料与方法

1. 1　试验菌种的繁殖与常规鉴定

　　供试菌种由西北农林科技大学植物保护学院植

物免疫室提供, 条锈菌单孢系的分离、鉴定见文献
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[1 ]; 夏孢子的繁殖在铭贤 169 (对所有已知小种均

感染)上进行, 菌种真空封存于- 70 ℃备用。

1. 2　小麦条锈菌基因组DNA (gDNA )的提取

采用Chen 等[6 ]的方法, 并略作改良。取 25 m g

夏孢子, 加适量灭菌石英砂、液氮, 反复研磨至粉状,

转入离心管中, 加 1 mL 预冷的提取缓冲液 (100

mmo löL T ris2HC l pH 8. 0; 150 mmo löL N aC l, 100

mmo löL ED TA ) 充分混匀, 随后加入 60 ΛL 质量分

数 20% 的 SD S, 置 65 ℃ 水浴 1 h, 加 150 ΛL 5

mo löL N aC l 与 130 ΛL CTABöN aC l (1 g CTAB 溶

于 10 mL 0. 7 mo löL N aC l 中) 后继续 65 ℃水浴 1

h; 加等体积酚∶氯仿∶异戊醇与氯仿分别抽提纯

化, 再加适量R nase 消化RNA 后, 以 2 倍体积无水

乙醇- 20 ℃沉淀DNA。采用紫外分光光度法测定

gDNA 的质量与浓度。

1. 3　小麦条锈菌的RA PD 分析

10 bp 随机引物购自上海生工生物工程公司;

dN T P s 与 T aq 酶, M gC l2, 10×R eact ion Buffer 均

购自华美生物工程公司。RA PD 反应体系为 25 ΛL ,

其 中 10 × R eact ion Buffer 2. 5 ΛL , M gC l2 ( 25

mmo löL ) 2. 0 mmo l, dN T P s ( 2. 5 mmo löL ) 0. 15

mmo l, 模 板 DNA ( 20 ngöΛL ) 40 ng, 引 物 ( 10

ngöΛL ) 10 ng, T aq ( 3 U öΛL ) 1. 5 U , ddH 2O

15. 50 ΛL。每次反应均设无菌去离子水阴性对照。

扩增在 PTC2100 热循环仪 (M JR ESEA RCH , Inc. )

上进行: 94 ℃, 5 m in, 1 个循环; 94 ℃, 30 s, 36 ℃,

40 s, 72 ℃, 90 s, 45 个循环; 72 ℃ 7 m in 1 个循环。

扩增产物用质量分数 1. 5% 琼脂糖凝胶、1×TA E

电 泳 缓 冲 液 电 泳 分 离, 以 UL TRA 2U RL ET

PRODU CT S 凝胶成像系统记录分析RA PD 谱型。

2　结果与分析

通过对中国小麦条锈菌 5 个流行生理小种的

RA PD 分析, 共计筛选出了 10 碱基随机引物 210

条。研究表明, 各生理小种间存在着丰富的遗传变

异, 多数随机引物的扩增谱型在小种间存在差异。其

中以 S1114 (T GGT T GCGGA ) 扩增得到条中 31 号

长度约 1 040 bp 的特异条带 (图 1 ) ; 以 S239

(GGGT GT GCA G)、S23 (A GTCA GCCA C ) 扩增得

到条中 29 号长度约 1 700 bp (图 2) 及 230 bp 的特

异条带 (图 3) ; 以 S360 (AA GCGGCCTC )、S413

(GGT GGTCAA G ) 扩增得到条中 23 号长度约

1 100, 1 540 bp 的特异 RA PD 谱带 (图 4、图 5) ; 以

S65 (GA T GA CCGCC ) 扩增得到水源类型长度约

1 100 bp的特异RA PD 谱带 (图 6)。
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3　讨　论
小麦条锈菌群体组成复杂, 常多个小种并存, 混

合发生。小种之间由于适应性不同而竞争力各异, 加

之不同抗性小麦品种、环境生态等因素的选择作用,

新的小种不时出现, 小种的发生频率也不断变化。多

年来, 小麦条锈菌生理小种监测一直是小麦安全生

产及抗病育种的重要环节[1, 2 ]。应用现代分子标记技

术进行小麦条锈菌的分类、鉴定, 改变了过去常规鉴

定程序繁琐、周期长及受环境条件限制人员判断误

差大的状况, 可以快速处理大量条锈菌标样, 全面了

解病菌群体的遗传结构与动态变化[9 ]。

本文在大量筛选随机引物的基础上, 对小麦条

锈菌 5 个主要致病小种进行了RA PD 分析, 获得了

条中 31、条中 29、条中 23、水源类型特异性的

RA PD 标记。多批次扩增分析发现, 这些RA PD 标

记稳定性强、重复性好。这表明规模筛选随机引物,

可以找到中国小麦条锈菌相应生理小种的特异性

RA PD 标记。在此基础上, 进一步将其转化为 SCA R

标记或合成相应的DNA 探针, 就可以初步建立小

麦条锈菌流行生理小种的分子鉴定、检测体系, 简化
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常规鉴定的繁琐程序, 使鉴定周期从几个月缩短到

几天, 这对准确、客观地监测小麦条锈菌群体组成,

控制锈病流行及抗病育种具有重要意义。
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RA PD m arkers of P uccin ia striif orm is f. sp. tritici in Ch ina

CAO L i-hua , KANG Zheng- sheng, ZHAO J ie, HUANG L i- l i,W E I Guo-rong
(B iotech Cen ter, Colleg e of P lan t P rotection,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: R ap id iden t if ica t ion of the races of P uccin ia striif orm is f. sp. tritici by mo lecu lar techn ique

w as very impo rtan t to mon ito r and con tro l w heat st ripe ru st in Ch ina. In th is paper, f ive physio logica l races

of P uccin ia striif orm is f. sp. tritici w ere analysed w ith 210 p rim ers by RA PD techn ique. T he specia l RA PD

fragm en ts of CY31, CY29, CY23 and Shu iyuan patho type w ere founded successfu lly. T he resu lts here

indica tes that a mo lecu lar iden t if ica t ion system fo r the races of P uccin ia striif orm is f. sp. tritici in Ch ina

cou ld be estab lished th rough co sm ically search ing specia l RA PD fragm en ts of d ifferen t races.

Key words: w heat st ripe ru st; RA PD; mo lecu lar m arker

·简　讯·

“砂地柏杀虫作用研究”通过教育部组织的成果鉴定

由教育部组织、委托西北农林科技大学主持, 于 2004 年 4 月 27 日在陕西杨凌对西北农林科技大学无公

害农药研究服务中心博士生导师张兴教授主持的“砂地柏杀虫作用研究”进行了技术成果鉴定。鉴定委员会

认为: (1)该项目在国内外首次发现并报道了砂地柏杀虫活性; (2) 测试并鉴定出松油烯242醇、鬼臼毒素及脱

氧鬼臼毒素等为砂地柏的主要杀虫活性物质; (3) 率先开展了鬼臼毒素衍生物结构与杀虫活性关系研究, 首

次确定具有杀虫活性的结构单元; (4)初步阐明砂地柏粗提物及主要活性物质对昆虫的致毒机理; (5)研制出

砂地柏系列杀虫制剂样品, 对多种农业害虫防效优良。

该成果申请国家发明专利 6 项, 其中 2 项已获专利授权。鉴定专家一致认为, 该项研究立题符合国际农

药发展方向, 研究方法和技术路线科学合理, 技术资料齐全, 数据翔实可靠; 研究手段先进, 试验工作扎实、细

致, 科研成果易与产业化相结合。该项研究成果居国际领先水平。建议课题组进一步深入研究砂地柏活性物

质的杀虫作用机理、活性物质分离及构效关系, 加快成果转化, 使其尽早服务于农产品的安全生产。

(温晓平　供稿)
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