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小麦条锈菌条中 29 号生理小种
SCAR 检测标记的建立
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　　[摘　要 ]　用 210 条随机引物对中国小麦条锈菌 (P uccin ia striif orm is f. sp. tritici) 5 个主要生理小种进行了

RA PD 分析, 寻找到了 2 个条中 29 号特异性的RA PD 标记。根据其中一个特异片段的测序结果, 设计了特异 PCR

引物, 成功获得了条中 29 号小种专化的 SCA R 标记。
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　　小麦条锈病 (P uccin ia striif orm is f. sp. tritici)

是我国小麦生产上的重要病害之一, 种植抗病品种

是小麦条锈病综合防治中的重要措施。抗病品种应

用中的一个突出问题是品种抗条锈性的丧失, 大量

研究证明, 小麦品种抗条锈性的丧失主要是由于条

锈菌毒性新小种的产生和发展引起的[1 ]。因此, 小麦

条锈菌生理小种监测及流行预报已成为防治小麦条

锈病、指导小麦抗病品种选育和布局的重要环节[2 ]。

从 1957 年开始, 全国小麦条锈菌生理小种监测协作

组就在全国范围内进行了系统的连续监测[1, 3～ 5 ], 但

由于小麦条锈菌的寄生专化性高, 无法进行人工培

养, 而生理小种的常规鉴定与监测方法繁杂、费工费

时, 准确性也易受到鉴定条件的影响, 因此, 需寻找

一种简便、快速、准确性高的新方法。

近年来, DNA 标记技术已广泛用于真菌的群

体生物学、流行学研究。对锈菌、白粉菌、植原体这些

难以人工培养的专性寄生菌或韧皮部病原物的研究

而言, DNA 标记更是提供了一个前景广阔的新思

路[6 ]。与其他真菌相比, 目前对群体毒性结构复杂、

多变的小麦条锈菌的研究明显滞后。N ew ton 等[7 ]

以同工酶和双链RNA 研究了英国小麦条锈菌专化

型及小种间的关系, 发现专化型间存在明显变异, 小

种间的差异却不明显; Zam b ino 等[8 ]通过研究核糖

体DNA 内部转录间隔区 ( IT S) 序列也报道了种间

差异的存在; Chen 等[9 ]研究了北美不同地域 23 个

小麦条锈菌分离系 115 个单孢菌系的RA PD 谱型,

认为RA PD 聚类组与地域及毒力聚类不相关; Shan

等[10 ]对中国小麦条锈菌 13 个分离系进行了RA PD

分析, 检测到小种间及小种内的遗传变异, 得到了分

离系特异的RA PD 图谱, 但未找到小种特异性的分

子标记。

条中 29 号生理小种在 1991～ 1995 年的出现频

率为 13. 6%～ 32. 2% , 居于小麦条锈菌群体首

位[3 ]; 在 1996～ 2001 年的出现频率呈逐年下降趋

势, 为 5. 2%～ 2. 7% [4, 5 ]。但由于该小种相对寄生适

合度较高, 可侵染鲁麦、豫麦、扬麦、冀麦、洛夫林 13

等主要小麦品种, 仍是威胁我国小麦生产的主要类

群。因此, 本研究采用优化的RA PD 分析体系, 通过

筛选随机引物, 寻找条中 29 号生理小种的特异性

RA PD 片段, 并将其转化为更稳定的 SCA R (Se2
quence2Characterized Amp lif ied R egion) 标记, 以便

对该小种进行快速鉴定、监测, 从而为建立具有实用

价值的中国小麦条锈菌生理小种的分子检测技术体

系奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　试验菌种的繁殖与常规鉴定

　　供试菌种条中 23 号、条中 25 号、条中 28 号、条

中 29 号、条中 31 号、条中 32 号、水源 1124 和杂种

4625 类型均由西北农林科技大学植保学院植物免

疫室提供。条锈菌单孢系的分离、鉴定按常规方法进

行[1 ]; 夏孢子的繁殖在感病小麦品种铭贤 169 上进
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行, 菌种经抽真空后, 封存于- 70 ℃, 以备 gDNA 提

取。

1. 2　小麦条锈菌 gDNA 的提取

采用 Chen 等[9 ]的方法, 并略作改动: 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 20%

SD S, 置 65 ℃水浴 1 h, 加 150 ΛL 5 mo löL N aC l 与

130 ΛL CTAB öN 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

RN ase 消化RNA 后, 以 2 倍体积乙醇于- 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 mmo löL , dN T P s ( 2. 5 mmo löL ) 0. 15

mmo löL , 模板 DNA ( 20 ngöΛL ) 40 ng, 引物 ( 10

ngöΛL ) 10 ng, T aq (3 U öΛL ) 1 U , ddH 2O 15. 67

ΛL。每次反应均设无菌去离子水为阴性对照。扩增

在 PT 2100 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 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。

1. 4　特异片段的回收、克隆和测序

在长波紫外光下切取小种特异性条带, 用

Roche 公司的A garo se Gel Ex tract ion K it 回收、纯

化。采用pGEM 2T Easy 质粒为克隆载体, 反应体系

为 10 ΛL , 其中含 5 ΛL 2× R ap id L igat ion Buffer, 1

ΛL T 4 DNA 连接酶, 3 ΛL 目的 DNA 片段, 1 ΛL

pGEM 2T Easy 质粒载体, 4 ℃连接 12 h。

以大肠杆菌DH 5Α为宿主菌, 制备感受态, 转化

及蓝、白斑筛选重组质粒按常规方法进行, 用无菌牙

签挑选白色重组菌落, 按碱法提取质粒[11 ]。重组质

粒酶切鉴定的反应体系为 25 ΛL : 4 ΛL 质粒, 2. 5 ΛL

10× Buffer H , BSA 0. 25 ΛL , 1. 0 ΛL E coR É (10

U ) , 17. 25 ΛL 无菌水, 37 ℃酶切 2 h。用 1. 5% 琼脂

糖凝胶、1×TA E 电泳缓冲液电泳分析酶切产物。酶

切鉴定出目的DNA 片段后, 由上海生工生物工程

公司测序。

1. 5　SCA R 标记的转化与鉴定

根据测序结果, 从序列两端设计 PCR 特异引

物, 交上海生工生物工程公司合成。

优化确立特异引物的最佳 PCR 反应条件, 以条

中 29 号生理小种单孢系进行验证, 并设立其他生理

小种及空白对照, 明确 SCA R 标记的应用价值。

2　结果与分析

2. 1　条中 29 号小种特异性条带的筛选

　　本试验共计筛选 10 碱基随机引物 200 条, 其中

以 S239 (GGG T GT GCA G ) 和 S23 (A GT CA G

CCA C)分别扩增得到条中 29 号生理小种的 2 条特

异条带, 其片段大小约为 1 700 bp (见图 1 箭头所

指)及 232 bp (见图 2 箭头所指)。

2. 2　条中 29 号 SCA R 标记的转化与验证

由于条中 29 号以 S239 扩增所得特异性片断较

长, 且扩增强度较弱, 本研究仅对 S23 扩增得到的特

异性片断进行回收、克隆和测序, 其结果为:
000　A GTCA GCCA C 　CA TAA TAAA T　AA T T GA T TA T

AA GA T TCCT T A CA TA T T T GT A TA GTA CTCA

061　 GA GGGG CA GG TCT T TCAAA C CA CCC T TAA G

T T GTAA TA GC T T T TCA CCT T T T GCAA T T TA

121　 TA T T TCCCCC TCA GGGAA CC T TCA CCAAA T

A TA T TA TAA C A T T T GTCCCA CA GGA GTCCT

181　 A CA C CGGGT G　 CA GCTA GAA G　AA T A CCA GT T

CT T GGCTA CA 　 CT GT GGCT GA 　CT 232

该序列已提交 GEN E BAN K, 其登录号为

A Y336109。

通过分析上述序列, 设计 1 对 19 bp ö19 bp 的

PCR 引物 (命名为CY29SP) , 其碱基序列为:

　P2921 5′CA G GTC T T T CAA A CC A CCC 3′;

　P2922 5′A T T CT T CTA GCT GCA CCC G 3′。

经试验优化得到 PCR 反应条件为: 10×R eac2
t ion Buffer 2. 5 ΛL ,M gC l2 (25 mmo löL ) 2 mmo löL ,

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

(20 ngöΛL ) 60 ng, 引物 P2921 (10 ngöΛL ) 10 ng, 引

物 P2922 (10 ngöΛL ) 10 ng, T aq ( 3 U öΛL ) 1 U ,

ddH 2O 13. 7 ΛL。扩增在 PTC2100 热循环仪 (M JR E2
SEA RCH , Inc. ) 上进行: 94 ℃ 5 m in, 1 个循环; 94

℃ 30 s, 60 ℃ 30 s, 72 ℃ 40 s, 30 个循环; 72 ℃ 7

m in, 1 个循环。
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图 1　引物 S239 对条中 29 号进行RA PD 扩增的结果

1. PCR m arker; 2～ 7. 条中 29 号单孢菌系 1～ 6;

8～ 11. 条中 31 号、条中 23 号、水源 1124、杂种 4625

F ig. 1　RA PD patterns generated by p rim er S239

1. PCR m arker; 2- 7. RA PD patterns of differen t single2

spo re iso lates of CY29; 8- 11. RA PD patterns of CY31, CY23,

patho type Shu iyuan 1124, patho type H ibridy 4625

图 2　引物 S23 对条中 29 号进行RA PD 扩增的结果

1. PCR m arker; 2～ 7. 条中 29 号单孢菌系 1～ 6;

8～ 11. 条中 31 号、条中 23 号、水源 1124、杂种 4625

F ig. 2　RA PD patterns generated by p rim er S23

1. PCR m arker; 2- 7. RA PD patterns of differen t single2

spo re iso lates of CY29; 8- 11. RA PD patterns of CY31, CY23,

patho type Shu iyuan 1124, patho type H ibridy 4625

　　 条中 29 号不同单孢系 SCA R 标记的验证结果

见图 3。图 3 表明, 引物CY29SP 可以在供试条中 29

号各单孢菌系 gDNA 中扩增到目标片段, 而在对照

菌系及健康叶片中均未扩增到该条带。

图 3　条中 29 号 SCA R 标记的验证

1. PCR m arker; 2. 空白对照; 3～ 8. 条中 29 号单孢菌系 1～ 6; 9～ 15. 条中 31 号、条中 23 号、

水源 1124、杂种 4625、条中 25 号、条中 28 号、条中 32 号

F ig. 3　T he SCA R patterns generated by CY29SP

1. PCR m arker; 2. SCA R patterns of CK; 3- 8. SCA R patterns of differen t single2spo re iso lates of CY29;

9- 15. CY31, CY23, patho type Shu iyuan 1124, patho type H ibridy 4625, CY25, CY28, CY32

3　讨　论

小麦条锈菌群体变异大、组成复杂, 常多个生理

小种并存, 混合发生。研究[1 ]表明, 流行小种及优势

小种的类型变异和数量变化是导致小麦品种抗锈性

变异的主要因素。多年来, 小麦条锈菌生理小种监测

一直是小麦安全生产及指导抗病育种的重要环节。

由于小麦条锈菌为活体营养寄生菌, 其常规小种鉴

定需以鉴别寄主上的反应型来判断, 方法繁杂、周期

长、工作量大, 准确性也易受到人员、鉴定条件等外

界因素的影响。

本研究在建立优化RA PD 分析体系的基础上,

利用随机引物对小麦条锈菌 5 个主要致病小种进行

分析, 获得了大量的 RA PD 标记, 并分别以引物

S239 和 S23 筛选得到了条中 29 号生理小种特异的

RA PD 条带。将引物 S23 扩增得到的RA PD 条带转

化为 SCA R 标记, 避免了RA PD 技术对实验程序和

条件变化敏感的缺陷, 能够对条中 29 号生理小种进
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行准确的鉴定。该标记的获得为我国小麦条锈菌自

然群体中条中 29 号生理小种的分子检测奠定了基

础。本研究结果同时表明, 通过扩大随机引物的筛选

规模, 有可能找到中国小麦条锈菌主要生理小种的

特异性RA PD 标记, 并建立我国条锈菌主要生理小

种的分子检测体系, 从而可及时准确监测条锈菌群

体的组成, 为小麦品种合理布局和抗病品种的选育

及条锈病的控制提供科学依据。
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Select ion and founda t ion of a race specif ic m o lecu le m arker

fo r w hea t st r ipe ru st race CY29 in Ch ina

KANG Zhen - sheng, CAO L i-hua , ZHENGW en -m ing, HUANG L i- l i,L I Zhen -q i
(Colleg e of P lan t P rotection and B iotech Cen ter, N orthw est A & F U niversity , 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 logic races

of P uccin ia striif orm is f. sp. tritici w ere analysed w ith 200 p rim ers by RA PD techn ique. Specif ic DNA frag2
m en ts of CY29 w ere found and cloned. Based on the sequencing resu lts, specif ic PCR p rim ers w ere designed

and a SCA R m arker of CY29 w as ob ta ined successfu lly.

Key words: w heat st ripe ru st; RA PD; SCA R; mo lecu le m arker
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