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小麦抗茎腐病种质筛选及鉴定新方法的建立

周淼平ꎬ姚金保ꎬ张　 鹏ꎬ余桂红ꎬ马鸿翔
(江苏省农业科学院生物技术研究所 / 江苏省农业生物学重点实验室ꎬ南京 ２１００１４)

　 　 摘要:为筛选针对我国黄淮麦区小麦茎腐病抗病新种质ꎬ建立可区分小麦其他茎基部病害的茎腐病抗性鉴定方法ꎬ本文

采用室内苗期鉴定方法对主要来自黄淮麦区的 １０８ 份小麦品种和高代品系进行茎腐病抗性评价ꎬ对其中 ４５ 份小麦材料同时

采用荧光定量 ＰＣＲ 方法测定基部茎秆的禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 含量并与其茎腐病平均病级进行相关分析ꎮ 共筛选到中抗茎腐病

材料 ２２ 份ꎬ未发现高抗和免疫品种(系)ꎻ相关分析结果表明ꎬ小麦基部茎秆禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 含量与其茎腐病平均病级呈极

显著正相关( ｒ ＝ ０ ７３∗∗)ꎬ小麦基部茎秆禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 含量可以作为小麦茎腐病抗性的重要参考ꎮ 抗病新种质的筛选和荧

光定量 ＰＣＲ 抗性评价方法的建立将为今后黄淮麦区小麦抗茎腐病品种的培育提供帮助ꎮ
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(１３)２０２２]
第一作者研究方向为小麦生物技术育种ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｍｐｚｈｏｕ＠ ｊａａｓ. ａｃ. ｃｎ

小麦茎腐病( ｃｒｏｗｎ ｒｏｔ)是由禾谷镰刀菌(Ｆｕ￣
ｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ) 或假禾谷镰刀菌 ( Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｐｓｅｕｄｏｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ)等侵染小麦茎基部引起的一类

世界性真菌病害[１] ꎬ在南北美洲、欧洲、大洋洲和

亚洲均有分布ꎬ澳大利亚昆士兰州和美国西北太

平洋沿岸麦区危害较为严重[２] ꎮ 在我国ꎬ茎腐病

主要在黄淮麦区发生[３] ꎮ 该病害引起小麦茎秆基

部腐烂ꎬ严重时可造成分蘖或植株死亡ꎬ从而影响
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小麦产量ꎬ产量损失可高达 ３５％ ~ ８９％ [４￣５] ꎮ 茎腐

病不仅造成产量损失ꎬ病原菌还在小麦子粒及其

他组织器官中产生 ＤＯＮ 等真菌毒素残留ꎬ影响小

麦的食用和饲用价值[６] ꎮ 抗病品种的选育和大规

模应用是控制该病害最经济和有效的途径ꎬ抗源

的使用和茎腐病抗性鉴定技术是保证抗病品种选

育的关键ꎮ
目前ꎬ国内对茎腐病抗源的筛选报道较少ꎬ没有

发现对该病免疫的材料ꎬ高抗的种质材料也极其匮

乏[７￣８]ꎮ 特别是缺乏针对黄淮麦区等主要病害区抗

病种质ꎮ 抗性鉴定方面ꎬ国内外主要以成株期田间

接种[９]以及苗期温室接种[１０￣１１] 为主ꎬ田间接种不仅

易受气候和环境条件的影响ꎬ而且易受小麦根基部

其他病害如小麦纹枯病、小麦根腐病等的干扰ꎬ这些

病害与茎腐病的早期发病症状不易区分ꎬ影响茎腐

病抗性鉴定的准确性ꎬ因此ꎬ建立小麦茎基部不同病

害的准确鉴定方法非常重要ꎮ
茎腐病病原菌也能侵染小麦穗部ꎬ造成小麦赤

霉病ꎮ 对小麦赤霉病ꎬ国内外已经有广泛的研究ꎬ基
于荧光定量 ＰＣＲꎬ已经建立了相应病原菌的定性和

定量分析方法ꎬ对小麦组织内的病原菌生物量和

ＤＮＡ 含量与其赤霉病抗性相关性进行了深入研究ꎬ
结果表明ꎬ小麦穗部的镰刀病原菌 ＤＮＡ 含量与小麦

植株的病原菌生物量、赤霉病严重度、病麦粒比例和

ＤＯＮ 毒素含量均呈极显著相关[１２￣１５]ꎮ 由于茎腐病

和赤霉病病原菌相同ꎬ因此ꎬ能否借鉴这些分析方

法ꎬ建立小麦基部茎秆的镰刀菌病原 ＤＮＡ 含量荧光

定量分析体系ꎬ进而分析病原菌 ＤＮＡ 含量与小麦茎

腐病抗性的相关性ꎬ建立可用于区别其他小麦茎基

部病害的抗性鉴定方法ꎬ值得探讨ꎮ
本研究主要采用黄淮麦区小麦品种和高代品系

为试材ꎬ筛选针对黄淮生态区的小麦茎腐病抗源ꎬ为
今后该地区的抗小麦茎腐病育种提供帮助ꎻ同时以

禾谷镰刀菌为病原菌ꎬ建立小麦基部茎秆病原菌

ＤＮＡ 荧光定量(Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ)测定方法ꎬ探讨小麦

基部茎秆内禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 含量与茎腐病严重度

的关系ꎬ尝试该定量测定方法用于评价和筛选小麦

抗茎腐病新种质的可能ꎬ提高小麦茎腐病抗性鉴定

的准确性ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 供试材料

小麦供试品种(系)共 １０８ 份(表 １)ꎬ均由江

苏省农业科学院生物技术研究所麦类作物研究室

提供和保存ꎮ 茎腐病病原菌禾谷镰刀菌菌株

Ｆ０６０９ 和纹枯病病原菌禾谷丝核菌 Ｒ０３０１ 由江苏

省农业科学院植物保护研究所陈怀谷研究员

提供ꎮ
１ ２　 小麦茎腐病抗性鉴定和小麦纹枯病接种

小麦茎腐病抗性评价参考 Ｙ. Ｘ. Ｌｉｕ 等[１６] 的方

法略作修改ꎬ小麦种子经萌发催芽ꎬ芽长 ５ ｍｍ 左

右ꎬ浸于 １ × １０６ 个 / ｍＬ 禾谷镰刀菌孢子悬浮液中ꎬ
接种 １０ ｍｉｎ 后ꎬ１０ 粒发芽种子呈直线均匀置于灭菌

的湿润纸巾(２４ ｃｍ × １６ ｃｍ)上ꎬ芽的生长方向一

致ꎬ指向纸巾边缘ꎬ芽上端离纸巾边缘 ２ ｃｍ 左右ꎬ将
纸巾从一端向另一端卷起ꎬ置于泡沫盒中ꎬ２２ ℃ꎬ
９０％湿度培养 １５ ｄ 后ꎬ按下列标准调查茎腐病发病

情况ꎬ每份材料重复 ３ 次ꎮ
根据病害严重度将茎腐病病级分为 １ ~ ５

级:１ 级为第一叶鞘病斑长度小于 １ ０ ｃｍꎻ２ 级为

第一叶鞘病斑长度在 １ ０ ~ ２ ０ ｃｍ 之间ꎻ３ 级为

第一叶鞘病斑长度大于 ２ ０ ｃｍꎬ幼苗未萎蔫ꎻ４
级为幼苗出现萎蔫病症ꎻ５ 级为幼苗死亡ꎮ 计算

平均病级ꎮ
小麦纹枯病接种与茎腐病类似ꎬ用粉碎的禾谷

丝核菌菌丝悬浮液代替禾谷镰刀菌孢子悬浮液ꎮ
１ ３　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分析方法

１ ３ １　 禾谷镰刀菌和小麦基部茎秆总 ＤＮＡ 的提

取　 收集 ＰＤＡ 培养基上生长的禾谷镰刀菌菌丝ꎬ
液氮磨碎ꎬ ＣＴＡＢ 法[１７] 提取 ＤＮＡꎻ小麦幼苗基部

１ ｃｍ 茎秆(含叶鞘)冷冻真空干燥ꎬＴｉｓｓｕｅｌｙｓｅｒ(ＱＩＡ￣
ＧＥＮ 公司)磨碎ꎬ采用同样方法提取 ＤＮＡꎬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ
Ｂｉｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ 测定 ＤＮＡ 浓度和质量ꎮ
１ ３ ２　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应体系 　 ＰＣＲ 引物参照

文献 Ｐ. Ｎｉｃｈｏｌｓｏｎ 等[１８]ꎬＦｇ１６ＮＦ 和 Ｆｇ１６ＮＲ 序列分

别为:５′￣ＡＣＡＧＡＴＧＡＣＡＡＧＡＴＴＣＡＧＧＣＡＣＡ￣３′和 ５′￣
ＴＴＣＴＴＴＧＡＣＡＴＣＴＧＴＴＣＡＡＣＣＣＡ￣３′ꎮ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
反应采用 ＳＹＢＲ＠ ＧｒｅｅｎＩ(ＴａＫａＲａ 公司)在 ＬｉｇｈｔＣｙ￣
ｃｌｅｒ ２ ０ 荧光定量 ＰＣＲ 仪(Ｒｏｃｈｅ 公司)上进行ꎬ总
体积为 １０ μＬꎬ含 ２ × ＳＹＢＲ＠ Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ５ μＬꎬ
５ μｍｏｌ / Ｌ 正反向引物各 １ μＬꎬ 模板 ＤＮＡ ３ μＬ
(１５ ｎｇ / μＬ)ꎮ 　
１ ３ ３　 标准曲线的建立 　 禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 按不

同浓度梯度分别掺入未接种的扬麦 １５８ ＤＮＡ 溶

液中(扬麦 １５８ ＤＮＡ 最终浓度为 １５ ｎｇ / μＬ) ꎬ使
禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 最终浓度分别为 １００００ ｐｇ / μＬ、
１０００ ｐｇ / μＬ、 １００ ｐｇ / μＬ、 １０ ｐｇ / μＬ、 １ ｐｇ / μＬ、
０ １ ｐｇ / μＬꎮ 以构建的不同浓度梯度禾谷镰刀菌

８７３
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ＤＮＡ 样品为 ＤＮＡ 模板ꎬ按上述反应体系进行 Ｒｅ￣
ａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎮ 采用 Ｅｘｃｅｌ 软件ꎬ以 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
获得的 Ｃｔ 值为纵坐标ꎬ禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 质量的

对数为横坐标ꎬ建立标准曲线和回归方程式ꎮ
１ ３ ４　 小麦茎秆 ＤＮＡ 样品的检测 　 为摸索小麦

接种后最佳取样时间ꎬ茎腐病感病品种扬麦 １５８ 和

中抗品种丽麦 １６ 按前述茎腐病鉴定方法接种ꎬ并于

接种后 ３ ｄ、６ ｄ、９ ｄ、１２ ｄ、１５ ｄ 和 １８ ｄ 后各取 １０ 株

小麦幼苗基部茎秆ꎬ称重ꎬ提取 ＤＮＡ 并稀释至

１５ ｎｇ / μＬꎬ进行荧光定量 ＰＣＲ 检测ꎬ根据回归方程

式、ＤＮＡ 体积和样品质量计算小麦基部茎秆组织中

禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 含量ꎬ重复 ３ 次ꎮ
其他 ４５ 份供试小麦品种(表 ２)样品按同样方

法接种ꎬ于接种 １５ ｄ 后取样ꎬＤＮＡ 提取和定量检测

同上ꎬ重复 ３ 次ꎮ
１ ４　 数据分析

采用 ＳＡＳ ９ ０ 统计分析软件进行相关分析ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 抗茎腐病小麦种质的筛选

１０８ 份小麦品种和高代育种品系ꎬ包括 ９４ 份黄

淮麦区小麦材料以及 １４ 份长江中下游麦区小麦材

料ꎬ于接种 １５ ｄ 后ꎬ调查茎腐病发病情况ꎬ根据茎腐

病病症严重度ꎬ以平均病级小于 １ ０(包含 １ ０)为

高抗、１ ０ ~ ２ ０(包含 ２ ０)为中抗、２ ０ ~ ３ ０(包含

３ ０)为中感、３ ０ 以上为高感的分类标准ꎬ将这些材

料分为 ３ 类(表 １)ꎮ 没有筛选到高抗和免疫品种ꎻ中
抗品种(系)２２ 份ꎬ占 ２０ ４％ꎬ均为黄淮麦区小麦材

料ꎻ中感品种(系)４１ 份ꎬ占 ３８ ０％ꎬ包括黄淮麦区小

麦材料 ３６ 份ꎬ长江中下游麦区小麦材料 ５ 份ꎻ其余为

高感品种(系)ꎮ 中抗品种中郑 ９０２３、周麦 ２０ 和淮麦

３３ 等都是大面积推广品种ꎬ广适性好ꎬ农艺性状优

良ꎬ作为小麦茎腐病抗源ꎬ可以节省抗源改造时间ꎬ与
野生小麦和地方品种抗源相比ꎬ优势明显ꎮ

表 １　 小麦品种(系)茎腐病抗性

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｗｈｅａｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｔｏ ｃｒｏｗｎ ｒｏｔ

抗性类型

Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｙｐｅ
品种(系)
Ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

高抗 ＨＲ 无

中抗 ＭＲ 　 淮麦 ２１ꎬ淮麦 ３３ꎬ丽麦 １６ꎬ连 ９７９１￣４ꎬ皖麦 ３９ꎬ徐麦 ２４ꎬ郑 ９０２３ꎬ周麦 ２０ꎬ周麦 ２１ꎬ周麦 ２５ꎬＢＨＹ１１ꎬＢＨＹ１４ꎬＮ３３ꎬＮ３７ꎬ
１１Ｂ７ꎬ１１Ｅ２ꎬ１１Ｅ５ꎬ１１Ｅ２９ꎬ１１Ｅ３４ꎬ１１Ｅ４６ꎬ１１Ｅ４８ꎬ２１１２

中感 ＭＳ 　 矮抗 ５８ꎬ安农 ８４５５ꎬ冠麦 １ 号ꎬ丰德存麦 ９ 号ꎬ淮麦 １８ꎬ淮麦 ２０ꎬ金丰 １０ 号ꎬ漯 ８６０３６ꎬ宁麦 ６ 号ꎬ山东 ９６２５ꎬ陕 ２５３ꎬ皖
麦 ４８ꎬ皖麦 ５４ꎬ西风ꎬ小偃 ２２ꎬ小偃 ５４ꎬ信资 １０￣８０４ꎬ徐麦 ２５ꎬ徐麦 ２７ꎬ徐麦 ３０ꎬ徐麦 ８５６ꎬ烟 ２８０１ꎬ扬麦 １２ꎬ扬麦 １６ꎬ扬麦

１９ꎬ豫麦 １８ꎬ豫麦 ４９ꎬ豫麦 ６６￣９ꎬ中优 １６ꎬ中优 ９５０７ꎬＡＨＹ０７ꎬＡＨＹ１１ꎬＡＨＹ１２ꎬＡＨＹ１３ꎬＢＨＹ０４ꎬＭｖＴｏＢｏＲ３０ꎬＮ４３ꎬ１１Ｅ２５ꎬ
１１Ｅ２７ꎬ１１Ｅ２８

高感 ＨＳ 　 白免 ３ 号ꎬ百农 ０７３１１０ꎬ登丰 １６８ꎬ邯郸 ６１７２ꎬ淮 ９７２０ꎬ淮麦 ２５ꎬ济南 １７ꎬ济麦 ２０ꎬ济麦 ２２ꎬ江麦 ８１６ꎬ宁麦 ９ 号ꎬ宁麦

１３ꎬ宁 Ｓ１１２９ꎬ宁 １０Ｆ￣７３５ꎬ陕 １５０ꎬ陕优 ２２５ꎬ陕 ２２９ꎬ石家庄 ８ 号ꎬ苏麦 ３ 号ꎬ皖麦 １８ꎬ皖麦 ３８ꎬ皖麦 ４４ꎬ皖麦 ５２ꎬ皖麦 ５３ꎬ
皖麦 ５５ꎬ新麦 ２３ꎬ信资 １０￣９１１ꎬ徐麦 ２６ꎬ徐麦 ２９ꎬ徐麦 ３１ꎬ烟优 ３６１ꎬ扬麦 １５８ꎬ扬麦 １１ꎬ扬麦 １５ꎬ扬麦 １８ꎬ郑 ００５ꎬ郑 ９４０５ꎬ
ＡＲＺꎬＮ８ꎬＮ２７ꎬＰＨ８２￣２￣２ꎬ１１Ｅ６ꎬ１１Ｅ１７ꎬ１１Ｅ２０ꎬ７００８

图 １　 小麦茎腐病病症

Ｆｉｇ １　 Ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｗｈｅａｔ ｃｒｏｗｎ ｒｏｔ
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２ ２　 禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 定量测定标准曲线的建立

采用 Ｐ. Ｎｉｃｈｏｌｓｏｎ 等[１８]由 ＲＡＰＤ 扩增条带转化

而成的 ＲＴ￣ＰＣＲ 引物ꎬ对掺有禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 的小

麦 ＤＮＡ 样品进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ只有 ２８０ ｂｐ 一条带出

现ꎬ表明小麦基因组中没有同源性序列ꎬ可以用于小

麦组织样品中禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 的定量检测ꎮ 进一

步优化荧光定量 ＰＣＲ 仪 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 扩增条件ꎬ
采用的反应条件为:９５ ℃ 预变性 ３０ ｓꎻ９５ ℃ ５ ｓꎬ
６２ ℃ １０ ｓꎬ７２ ℃ ２０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ

采用掺入不同浓度梯度禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 的小

麦 ＤＮＡ 样品进行 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 扩增ꎬ发现除了

０ １ ｐｇ 样品未能有效扩增外ꎬ其余样品均有扩增产

物ꎬ且重复性好ꎮ 以 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 测得的 Ｃｔ 值为

纵坐标ꎬ样品中禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 质量的对数值为横

坐标ꎬ建立检测标准曲线(图 ２)ꎬ回归方程为 ｙ ＝
－ ３ ５５ｘ ＋ ３０ ８２ꎬ在 １ ~ １００００ ｐｇ 的范围内ꎬ线性较

好ꎬＲ２ ＝ ０ ９９８ꎮ

图 ２　 标准曲线

Ｆｉｇ ２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ

２ ３　 小麦基部茎秆禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 定量测定取

样时间的确定

为寻找合适的 ＤＮＡ 抽提取样时间ꎬ茎腐病感病

品种扬麦 １５８ 和中抗品种丽麦 １６ 分别于接种后

３ ｄ、６ ｄ、９ ｄ、１２ ｄ、１５ ｄ 和 １８ ｄ 取样ꎬ提取 ＤＮＡꎬ进
行禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 含量的 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 定量分

析ꎬ并根据回归方程计算小麦基部茎秆禾谷镰刀菌

ＤＮＡ 含量的变化(图 ３)ꎬ发现随着时间的推移ꎬ两
品种基部茎秆禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 含量均呈指数增长ꎮ
接种 １２ ｄ 内ꎬ尽管两品种均未有明显的茎腐病病症

出现ꎬ仍能从他们的基部茎秆中检测到禾谷镰刀菌ꎬ
但品种间差异不显著ꎻ接种 １５ ｄꎬ感病品种扬麦 １５８
基部茎秆禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 平均含量为 ８８４０ ５ ｎｇ / ｇꎬ
而中抗品种丽麦 １６ 平均含量仅为 ２０２１ ３ ｎｇ / ｇꎬ差

异十分显著ꎻ接种 １６ ｄꎬ扬麦 １５８ 基部茎秆禾谷镰刀

菌 ＤＮＡ 平均含量高达 １３３８９ ４ ｎｇ / ｇꎬ是丽麦 １６ 的

３ ６ 倍ꎮ 其他品种或品系均采取接种 １５ ｄ 作为

ＤＮＡ 提取取样和病害调查时间ꎮ

图 ３　 接种后丽麦 １６ 和扬麦 １５８ 基部

茎秆禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 含量变化

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ ＤＮＡ
ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅ ｂａｓａｌ ｓｔｒａｗ ｏｆ Ｌｉｍａｉ １６ ａｎｄ

Ｙａｎｇｍａｉ １５８ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

２ ４　 小麦基部茎秆中禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 含量与小

麦茎腐病抗性的关系

为探索小麦基部茎秆禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 含量与

小麦茎腐病抗性的关系ꎬ从 ９４ 份黄淮麦区小麦材料

中根据抗性不同选取 ４５ 份用于病害鉴定和茎秆禾

谷镰刀菌 ＤＮＡ 定量分析(表 ２)ꎮ 小麦茎腐病平均

病级为 ２ ９ꎬ变幅在 １ ３ ~ ３ ９ 之间ꎬ基部茎秆禾谷

镰刀菌 ＤＮＡ 平均含量为 ２８９５ ６ ｎｇ / ｇꎬ 变幅在

８８ ９ ~ １１９０９ ８ ｎｇ / ｇ 之间ꎬ除少部分品种(系)ꎬ中
抗品种的禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 含量多在 １００ ~ ８００ ｎｇ / ｇ
之间ꎬ中感品种多在 ８００ ~ ３０００ ｎｇ / ｇ 之间ꎬ而高感

品种则大多高于 ３０００ ｎｇ / ｇꎮ 江麦 ８１６ 比较特别ꎬ与
同病级的邯郸 ６１７２、皖麦 ３８ 和皖麦 ５５ 相比ꎬ其基

部茎秆禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 含量高出很多ꎬ表明该品种

茎秆中的禾谷镰刀菌生物量较高ꎬ实际抗性可能比

病症表现出来的抗性更差ꎮ 相关分析发现ꎬ４５ 份小

麦材料茎腐病平均病级与其基部茎秆禾谷镰刀菌

ＤＮＡ 平均含量呈极显著相关ꎬ相关系数 ｒ ＝ ０ ７３
(Ｐ < ０ ００１)ꎬ即茎腐病平均病级较低的品种或品

系ꎬ其茎腐病抗性较好ꎬ基部茎秆禾谷镰刀菌 ＤＮＡ
平均含量也相对较低ꎬ反之亦然(图 ４)ꎬ小麦基部茎

秆禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 含量可作为判定其茎腐病抗性

的重要参考ꎮ

０８３
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表 ２　 小麦茎腐病平均病级与茎秆禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 含量

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｇｒａｄｅ ｏｆ ｗｈｅａｔ ｃｒｏｗｎ ｒｏｔ ａｎｄ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ ＤＮＡ ｃｏｎｔｅｎｔ

品种(系)
Ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

平均病级

Ａｖｅｒａｇｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｇｒａｄｅ
ＤＮＡ 含量(ｎｇ / ｇ)

ＤＮＡ ｃｏｎｔｅｎｔ
品种(系)
Ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

平均病级

Ａｖｅｒａｇｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｇｒａｄｅ
ＤＮＡ 含量(ｎｇ / ｇ)

ＤＮＡ ｃｏｎｔｅｎｔ

徐麦 ２４
连 ９７９１￣４
郑 ９０２３
淮麦 ３３
周麦 ２０
１１Ｅ２９
１１Ｂ７
淮麦 ２１
１１Ｅ２５
淮麦 １８
山东 ９６２５
漯 ８６０３６
小偃 ５４
陕 ２２９
豫麦 １８
ＢＨＹ０４
淮麦 ２０
小偃 ２２
豫麦 ４９
徐麦 ２７
信资 １０￣８０４
ＡＨＹ１１
陕 １５０

１ ３ ± ０ ２
１ ５ ± ０ １
１ ５ ± ０ ４
１ ８ ± ０ ２
１ ９ ± ０ ３
１ ９ ± ０ ２
２ ０ ± ０ ２
２ ０ ± ０ ３
２ ２ ± ０ ４
２ ４ ± ０ ４
２ ５ ± ０ １
２ ６ ± ０ ４
２ ６ ± ０ ５
２ ７ ± ０ ２
２ ７ ± ０ １
２ ７ ± ０ ３
２ ８ ± ０ ５
２ ８ ± ０ ４
２ ８ ± ０ １
２ ９ ± ０ ０
２ ９ ± ０ ３
３ ０ ± ０ １
３ １ ± ０ ２

１２８ ０ ± ３ ４
３４２ ３ ± ３１ ４
３５７ ５ ± ２５ ３
４４７ ５ ± ３８ ７
６１３ ４ ± ７１ ９
８８ ９ ± １６ ２
３９９ ４ ± ３４ ７
８００ ６ ± ９８ ９
５６０ ０ ± ６９ ７

１１４４ ５ ± １７０ ４
７８８ ４ ± ７８ １
１４７２ ４ ± ４０ ５
３２８０ ７ ± ２９０ ３
１７３６ ９ ± １７９ ７
１５５５ ６ ± ７ １
８６０ ０ ± ４７ ３

１１８７ ４ ± １１４ ２
２９２７ ９ ± ２６ ９
１０９５ １ ± １６５ １
２１４４ ９ ± ５９ ０
１６１８ ８ ± ９６ ５
３９１６ ５ ± ３７６ ６
２５７０ ５ ± ２９９ ２

新麦 ２３
信资 １０￣９１１
宁 Ｓ１１２９
淮 ９７２０
徐麦 ２６
徐麦 ３１
１１Ｅ２０
郑 ００５
徐麦 ２９
登丰 １６８
淮麦 ２５
邯郸 ６１７２
江麦 ８１６
皖麦 ３８
皖麦 ５５
烟优 ３６１
宁 １０Ｆ￣７３５
济麦 ２０
百农 ０７３１１０
皖麦 ５３
ＰＨ８２￣２￣２
陕优 ２２５

３ ２ ± ０ ２
３ ３ ± ０ １
３ ３ ± ０ ０
３ ３ ± ０ ５
３ ３ ± ０ １
３ ３ ± ０ ４
３ ４ ± ０ １
３ ４ ± ０ ２
３ ４ ± ０ ４
３ ４ ± ０ ４
３ ５ ± ０ ５
３ ６ ± ０ ５
３ ６ ± ０ ２
３ ６ ± ０ １
３ ６ ± ０ １
３ ７ ± ０ １
３ ７ ± ０ ４
３ ８ ± ０ ２
３ ８ ± ０ １
３ ９ ± ０ １
３ ９ ± ０ １
３ ９ ± ０ ３

２３７９ ５ ± ６５ ５
４１９６ ６ ± ５７ ７
３２６０ ６ ± １６４ ４
３２３８ ３ ± １０４ ０
４５５４ ３ ± ２５０ ３
２４７４ ２ ± ４０６ ７
２９５７ ３ ± ２５１ ８
３０１５ ５ ± ２６５ ０
６２８８ ３ ± ６０４ ７
３０８４ ８ ± ３１８ ９
４９５２ １ ± １３６ ３
３６３８ ５ ± ５０ １

１１９０９ ８ ± １０９０ ９
７６６５ １ ± １５５ ７
５９１８ ８ ± １３５ ７
２５３８ ９ ± ６９ ９
３０４４ ２ ± ５５ ９
５５６８ ６ ± ３０６ ３
２９００ ７ ± １１９ ７
７４２５ ８ ± １８６ ９
５０９７ ９ ± ２３ ４
４１５６ ６ ± １１４ ４

图 ４　 小麦茎秆禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 含量

与茎腐病平均病级的相关性

Ｆｉｇ ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｇｒａｍｉｎｅａｒｕｍ ＤＮＡ

ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｗｈｅａｔ ｓｔｒａｗ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｇｒａｄｅ ｏｆ ｃｒｏｗｎ ｒｏｔ

对这 ４５ 份小麦材料同时采用纹枯病菌禾谷丝

核菌接种ꎬ采用相同的荧光定量分析方法对其基部

茎秆 ＤＮＡ 样品进行检测ꎬ均未检测到扩增产物ꎬ表
明该体系具有禾谷镰刀菌特异性ꎬ可以将 ２ 种病害

区分开来ꎮ

３　 讨论

近几年来ꎬ我国黄淮麦区小麦茎腐病普遍发生ꎬ
部分地区危害严重ꎬ产量损失高达 ３０％ 以上ꎬ对茎

腐病抗病种质的筛选和防治日趋重视[３]ꎮ 张鹏

等[７]采用温室接种对 ８２ 份国内外种质材料进行茎

腐病抗性鉴定ꎬ筛选到中抗材料 １３ 份ꎬ但未能筛选

到高抗种质ꎮ 程睿等[８] 对 １６９ 份普通小麦、硬粒小

麦、小黑麦和野生小麦进行苗期茎腐病鉴定ꎬ共筛选

到 ４３ 份抗病材料ꎬ没有发现免疫材料ꎬ同时发现栽

培品种和地方品种中抗病材料比例高于野生材料ꎮ
本研究采用室内苗期茎腐病抗性鉴定方法从 １０８ 份

小麦品种和育种高代品系中ꎬ筛选到中抗材料 ２２
份ꎬ这些材料农艺性状好ꎬ抗性稳定ꎬ不需更多改造ꎬ
可以直接作为黄淮麦区小麦茎腐病抗源使用ꎮ

Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 由于具有高特异性和高灵敏度

且操作简便、易于进行高通量分析等优点ꎬ近年来在

植物病原菌的鉴别和定量分析中应用广泛ꎮ 在对

１８３
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Ｆｕｓａｒｉｕｍ 病原菌的鉴别中ꎬ先后采用核糖体 ＩＴＳ( ｉｎ￣
ｔｅｒｎａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｓｐａｃｅｒｓ ｏｆ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＤＮＡ)序列、β￣
ｔｕｂｌｉｎ 基因的 ＩＧＳ( ｉｎｔｅｒｇｅｎｉｃ ｓｐａｃｅｒｓ)序列、ｔｅｆ１α(１
ａｌｐｈａ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ) 基因、毒素合成

Ｔｒｉ５ 和 Ｔｒｉ６ 基因以及 ＭＡＴ(ｍａｔｉｎｇ ｔｙｐｅ ｐｒｏｔｅｉｎ)基因

为目标基因的 ＰＣＲ 鉴别体系ꎬ部分目标基因开发出

Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 定量分析体系[１４￣１５ꎬ１９￣２３]ꎮ 本研究采用

Ｐ. Ｎｉｃｈｏｌｓｏｎ 等[１８] 由 ＲＡＰＤ 扩增条带转化而成的

ＲＴ￣ＰＣＲ 引物ꎬ也成功建立了 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 定量分

析方法ꎬ结果显示ꎬ在小麦 ＤＮＡ 背景下ꎬ在 １ ~
１００００ ｐｇ 的范围内ꎬ禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 质量的对数值

与 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 的 Ｃｔ 值具有较好的线性关系ꎬ可
以用于小麦基部茎秆的禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 含量测定ꎮ

小麦赤霉病与小麦茎腐病可以由相同的病原

菌ꎬ如禾谷镰刀菌ꎬ分别侵染小麦穗部和茎秆基部引

起ꎮ 国内外对小麦赤霉病的研究较为深入ꎬ采用

Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 定量分析方法发现ꎬ小麦穗部组织禾

谷镰刀菌 ＤＮＡ 含量与禾谷镰刀菌的生物量、赤霉病

的严重度、病麦粒比例以及残留的 ＤＯＮ 毒素等具有

较高的相关性ꎮ 本研究结果与此类似ꎬ发现小麦基

部茎秆禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 含量与小麦茎腐病的平均

病级高度相关ꎬ可以作为小麦茎腐病抗性鉴定的重

要参考ꎬ特别在田间鉴定中ꎬ小麦茎腐病、纹枯病和

根腐病早期症状易于混淆时ꎬ可以发挥重要作用ꎮ
另外ꎬ在茎腐病病症不明显的情况下ꎬ该方法可作为

区别不同抗性的重要指标ꎮ 目前ꎬ该项研究只针对

室内接种的小麦幼苗ꎬ田间自然发病的情况下ꎬ小麦

基部茎秆禾谷镰刀菌 ＤＮＡ 含量与小麦茎腐病抗性

之间的相关性如何ꎬ尚需进一步的试验证实ꎮ
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