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摇 摇 摘要:摇 为探索小麦基部茎秆中禾谷丝核菌 DNA 含量与其纹枯病抗性的关系,以掺入不同浓度梯度的禾谷丝

核菌 DNA 小麦基因组 DNA 为模板,采用荧光定量 PCR 方法建立了小麦基部茎秆禾谷丝核菌 DNA 定量测定方法。
通过该定量测定方法对 42 份室内接种禾谷丝核菌以及 12 份田间接种禾谷丝核菌小麦品种(系)的基部茎秆禾谷

丝核菌 DNA 含量进行了测定,并与其纹枯病平均病级进行相关性分析,结果表明,室内接种的幼苗基部茎秆禾谷

丝核菌 DNA 含量与其纹枯病平均病级数显著相关,相关系数为 0郾 76。 田间接种的成株期基部茎秆禾谷丝核菌

DNA 含量与其纹枯病平均病级相关性不显著。 该研究结果可为今后开展小麦幼苗的纹枯病抗性研究提供参考。
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Quantitative detection and application of Rhizoctonia cerealis DNA content
in basal stalk of wheat
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摇 摇 Abstract:摇 To explore the relationship between wheat sharp eyespot resistance and Rhizoctonia cerealis DNA con鄄
tent in basal stalk, wheat genomic DNA mixed with the gradient concentrations of Rhizoctonia cerealis DNA was used
as template, and the quantitative determination method for R. cerealis DNA content in wheat background was devel鄄
oped by real鄄time PCR. The R. cerealis DNA contents in basal stalk of 42 varieties inoculated indoor and 12 varieties
inoculated in wheat field were then measured. The correlation between R. cerealis DNA content and the average dis鄄
ease grade of sharp eyespot were also analyzed. The result showed that there was a significant correlation between R.
cerealis DNA content and the average disease grade of sharp eyespot inoculated indoor, with the correlation coefficient
of 0郾 76. The DNA content did not present close relationship to the disease grade in the field. The findings may pro鄄
vide a basis for the research of wheat seedlings resistance to sharp eyespot in the future.
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摇 摇 小麦纹枯病(Wheat sharp eyespot)主要由禾谷 丝核菌(Rhizoctonia cerealis vander hoeven)引起,是
危害性较大的世界性小麦土传真菌病害[1鄄3],现已成

为中国长江中下游麦区和黄淮麦区的主要病害,每
年造成的产量损失严重[4]。 抗病品种的培育和应

用是控制该病害最经济和有效的途径,小麦抗性的

准确鉴定是培育小麦抗病品种以及纹枯病抗性遗传

分析的关键。 目前已报道的小麦纹枯病抗性鉴定方

法多样,鉴定标准不一,主要分为自然病圃鉴定和人
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工接种鉴定[5],人工接种鉴定根据接种方法的不

同,又有玉米砂混法、菌丝外贴法、嵌入法、土表接种

法和沟带接种法[6鄄8]。 这些鉴定方法采用的接种菌

株不完全相同,病害调查方法也不一致,并且鉴定结

果易受环境影响,因而病害鉴定结果存在差异,影响

了对小麦材料抗性的准确评价。 另外,小麦根部和

茎基部其他病害,如小麦根腐病、小麦全蚀病以及小

麦茎腐病等,由于与纹枯病早期病征相似,也对抗性

的准确评价造成干扰[1,9]。 因此,建立准确和可靠

的小麦纹枯病抗性鉴定方法非常必要。
为鉴别病原菌,一些基于普通 PCR 技术的检测

方法,如 RAPD[10]、竞争性 PCR[11]以及rDNA的 ITS 序

列差异[12]等,先后应用于禾谷丝核菌的检测,但这些

方法尚不能对禾谷丝核菌进行定量评估。 实时荧光

定量 PCR(Real鄄time PCR)技术很好地解决这一问

题,通过在 PCR 体系中加入荧光基团,利用荧光信号

累积实时监测整个 PCR 进程,最后通过标准曲线对

未知模板进行总量分析或通过 Ct 值对模板进行相对

定量,与普通 PCR 技术相比,其特异性更强,灵敏度

更高。 目前,该技术已经成功运用于土壤中纹枯病病

菌 DNA 的定量检测[13鄄14],少量感病小麦茎秆材料也

尝试采用该技术进行禾谷丝核菌 DNA 含量的定量测

定[9],但小麦茎秆中禾谷丝核菌的 DNA 含量与小麦

自身的纹枯病抗性的关系尚未有文献报道。
本研究的目的是建立小麦茎秆材料中禾谷丝核

菌 DNA 含量的定量测定方法,探索小麦纹枯病抗性

与其茎秆中禾谷丝核菌 DNA 含量的关系,为今后开

展小麦纹枯病抗性鉴定和抗性 QTL 的定位研究奠

定基础。

1摇 材料与方法

1. 1摇 供试材料

小麦纹枯病抗病品种 CI12633 和感病品种扬麦

158 以及其他 44 份供试品种或品系(表 1 和表 2),
由江苏省农业科学院农业生物技术研究所小麦室保

存和提供。 小麦禾谷丝核菌 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。
1. 2摇 DNA 提取和浓度测定

小麦禾谷丝核菌 DNA 和小麦茎秆(含叶鞘)
DNA 均采用 Karroten DNA 提取试剂盒(北京西美杰

科技有限公司生产)提取,DNA 浓度和质量采用 Ep鄄
pendorf Biophotometer 测定。

1. 3摇 小麦背景的禾谷丝核菌 DNA 浓度标准曲线

的建立

1. 3. 1摇 Real鄄time PCR 反应体系摇 Real鄄time PCR 引物

序列参考文献[13],正反向引物序列分别为 5忆鄄CCTA鄄
AATGAGTCTGGAGTAAGTC鄄3忆 和 5忆鄄GCTAGTGCGGT鄄
CAATGTATAG鄄3忆。 Real鄄time PCR 采用 SYBR 襅GreenI
试剂(TaKaRa 公司生产)在 LightCycler2. 0 荧光定量

PCR 仪(Roche 公司生产)上进行,反应总体积为10 滋l,
含 2伊SYBR 襅 Premix Ex TaqTM 5 滋l,5 滋mol / L正反向

引物各 1 滋l,模板 DNA 3 滋l。
1. 3. 2摇 标准曲线的建立摇 将禾谷丝核菌 DNA 按浓

度梯度分别掺入未接种的宁麦 13 DNA 溶液(浓度

15 ng / 滋l)中,使禾谷丝核菌 DNA 最终浓度分别为

40 000郾 0 滋g / L、 4 000郾 0 滋g / L、 400郾 0 滋g / L、 40郾 0
滋g / L、4郾 0 滋g / L、0郾 4 滋g / L。 采用禾谷丝核菌 DNA
浓度梯度样品为模板进行 Real鄄time PCR,以禾谷丝

核菌 DNA 量的对数为横坐标,Real鄄time PCR 获得

的 Ct 值为纵坐标,采用 Excel 软件建立标准曲线。
1. 4摇 小麦禾谷丝核菌接种及其 DNA 含量测定

小麦禾谷丝核菌接种分别采用田间接种和室内

幼苗接种 2 种方法。 田间接种采用病麦粒嵌入法,
于 2014 年 3 月小麦拔节期将带有禾谷丝核菌的麦

粒嵌入到小麦植株贴近地面的基部第 1 ~ 2 叶鞘之

间,喷雾保湿 3 d。 室内幼苗接种采用菌丝直接接

种,小麦种子经萌发催芽,芽长 5 mm 左右,浸于经 3
mm 直径钢珠打碎的禾谷丝核菌菌丝悬浮液中 5
min,每 10 粒接种后的种子呈直线均匀置于灭菌的

湿润纸巾(24 cm伊16 cm)上,芽的生长方向指向纸

巾边缘,芽上端离纸巾边缘 3 cm,将纸巾从一端向

另一端卷起,置于泡沫盒中,20 益,保湿培养。
首先采用抗纹枯病品种 CI12633 和感纹枯病品

种扬麦 158 探索合适的定量测定取样时间,于田间

接种后 2 d、4 d、6 d、8 d、10 d、12 d 和 14 d 各取 5 株

小麦植株基部茎秆(1 cm,含叶鞘),混合,液氮磨

碎,提取 DNA,进行定量检测,根据标准曲线计算病

原菌 DNA 含量,重复 3 次。 室内接种后 2 d、4 d、6
d、8 d、10 d 和 12 d 取 10 株小麦基部茎秆(含叶

鞘),检测方法同上。
其他供试小麦品种样品按同样方法接种,于接种

后 12 d 取样,DNA 提取和定量检测同上,重复 3 次。
1. 5摇 小麦品种的纹枯病抗性鉴定

田间接种后于小麦乳熟期调查纹枯病发病情况,
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每个品种调查 15 ~ 20 个发病茎秆,计算平均病级。
病级根据王裕中等[15] 方法略作修改:1 级:叶鞘有典

型的纹枯病病斑,但不侵茎;2 级:病菌侵入茎秆,病
斑宽度环茎不超茎秆周长 1 / 2;3 级:茎秆上病斑环茎

宽度为茎秆周长1 / 2 ~ 3 / 4;4 级:茎秆上病斑绕茎秆

3 / 4 以上,或茎秆已软腐;5 级:枯孕穗或枯白穗。
接种后的室内幼苗于取样当天调查纹枯病发病

情况,根据病害严重度将病级分为 5 级: 1 级为第 1
叶鞘病斑长度小于 1郾 5 cm;2 级为第 1 叶鞘病斑长

度 1. 5 ~ 3郾 0 cm;3 级为第 1 叶鞘病斑长度大于 3郾 0
cm,幼苗未萎焉;4 级为幼苗出现萎蔫病症;5 级为

幼苗死亡,根据调查结果,计算平均病级。
1. 6摇 统计分析

采用 SAS 9. 0 软件分析不同小麦品种(系)基部茎

秆中禾谷丝核菌 DNA 含量与其纹枯病抗性的相关性。

2摇 结果与分析

2. 1摇 小麦禾谷丝核菌接种方法

小麦纹枯病发病的高峰期主要在苗期和拔节孕穗

期[16],目前小麦纹枯病抗性评价方法多针对拔节孕穗

期即成株期的抗性,而对小麦苗期的抗性评价方法鲜

有报道。 本研究在室内采用禾谷丝核菌直接接种的方

法对小麦幼苗纹枯病抗性进行评价,该鉴定方法的温

度和湿度可控,重复性好,操作简便。 对成株期的抗性

评价采用禾谷丝核菌病麦粒嵌入法在田间进行。
本研究有 10 份材料同时进行室内苗期和田间

成株期抗性鉴定,对 2 种抗性鉴定结果进行相关性

分析发现,相关系数只有 0. 41,表明幼苗的纹枯病

抗性机制与小麦成株期可能不完全相同。
2. 2摇 标准曲线的建立

采用 Guo 等[13]的方法根据禾谷丝核菌茁鄄tublin
基因序列设计的引物,对小麦 DNA 样品和掺有禾谷

丝核菌 DNA 的小麦 DNA 背景样品扩增,只有掺有

禾谷丝核菌 DNA 的小麦 DNA 样品扩增出预期的

138 bp 条带,表明小麦基因组中没有高同源性序

列,可以用于小麦组织样品中禾谷丝核菌 DNA 的定

量检测。 优化 LightCycler2. 0 荧光定量 PCR 仪

Real鄄time PCR 扩增条件,采用的扩增条件为:95 益
30 s;95 益 5 s,60 益 10 s,72 益 20 s,40 个循环。

对禾谷丝核菌 DNA 浓度梯度掺入的小麦 DNA
样品进行 Real鄄time PCR 检测,发现除了 0郾 4 滋g / L
样品未有扩增产品外,其余样品均能正常扩增,且重

复性较好,表明该检测方法的最低检测量为 4 pg。
以样品中禾谷丝核菌 DNA 质量的对数值为横坐标,
Real鄄time PCR 测得的 Ct 值为纵坐标,构建标准曲

线(图 1),回归方程为Y= -3郾 562x+35郾 310,相关性

较好,R2 =0郾 999。

病原菌 DNA 质量以 0. 1 pg 为单位换算成对数。
图 1摇 标准曲线图

Fig. 1摇 Standard curve

2. 3摇 小麦茎秆基部禾谷丝核菌 DNA 含量的定量

检测

摇 摇 抗病品种和感病品种接种后,基部茎秆 DNA 样

品作为模板进行 Real鄄time PCR 检测获得相应的 Ct
值,再根据图 1 建立的回归方程、DNA 样品体积以

及茎秆样品的质量可计算出基部茎秆中禾谷丝核菌

DNA 含量。 由于室内幼苗接种菌丝的接种量大,接
种 2 d,抗纹枯病品种 CI12633 和感纹枯病品种扬麦

158 基部茎秆的禾谷丝核菌 DNA 含量分别为 267郾 0
ng / g和 373郾 7 ng / g,接种 6 d,抗病品种和感病品种

的差异非常明显,12 d 后,抗病品种和感病品种基

部茎秆中禾谷丝核菌 DNA 含量分别为1 723郾 9 ng / g
和4 166郾 1 ng / g,抗病品种和感病品种基部茎秆中禾

谷丝核菌 DNA 含量呈指数级增长(图 2A)。
田间接种的抗病品种和感病品种,接种 2 d 也可

检测出禾谷丝核菌DNA;接种8 d,基部茎秆中禾谷丝

核菌 DNA 含量差别明显,分别为 179郾 6 ng / g和 595郾 2
ng / g;此时小麦纹枯病病征尚未出现,表明该方法在

小麦纹枯病的早期检测中可以发挥重要作用;接种

14 d,抗病品种和感病品种基部茎秆中禾谷丝核菌

DNA 含量分别为 849郾 4 ng / g和3 855郾 1 ng / g,感病品

种禾谷丝核菌 DNA 含量是抗病品种的 4 倍多;与室

内接种相似,抗病品种和感病品种基部茎秆中禾谷丝

核菌 DNA 含量也呈指数级增长(图 2B)。
综合 2 种接种方法结果,后续品种定量测定均

采用接种后 12 d 的样品。
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A:室内幼苗接种;B:田间接种。
图 2摇 CI12633 和扬麦 158 接种禾谷丝核菌后,基部茎秆中禾谷丝核菌 DNA 含量变化

Fig. 2摇 The changes of Rhizoctonia cerealis DNA content in the stalk of CI12633 and Yangmai158 after inoculation

2. 4摇 小麦幼苗期纹枯病抗性与基部茎秆禾谷丝核

菌 DNA 含量的相关性

摇 摇 对 42 份小麦品种(系)在室内采用禾谷丝核菌

菌丝直接接种方法进行了纹枯病抗性鉴定,结果表

明,纹枯病平均病级为 2郾 4,变幅为 1. 5 ~ 3郾 3;荧光

定量 PCR 分析结果显示,42 份材料的基部茎秆禾谷

丝核菌 DNA 含量平均为 4 101. 0 ng / g, 变幅为

566. 3 ~ 9 887. 2 ng / g(表 1)。 相关性分析发现,幼
苗基部茎秆禾谷丝核菌 DNA 含量与其纹枯病平均

病级具有较高的相关性,相关系数为 0郾 76 (P<
0. 000 1),荧光定量 PCR 测定的基部茎秆禾谷丝核

菌 DNA 含量可以作为判定小麦幼苗纹枯病抗性的

重要指标(图 3)。

表 1摇 室内幼苗接种小麦纹枯病平均病级与茎秆禾谷丝核菌 DNA 含量

Table 1摇 The average disease grade of wheat sharp eyespot and R. cerealis DNA content in the stalk by seedling inoculation

品种(系) 纹枯病平均病级 DNA 含量 (ng / g) 品种(系) 纹枯病平均病级 DNA 含量 (ng / g)

AHY11 1. 5依0. 2 2294. 4依42. 0 百农 073110 2. 4依0. 1 2 963. 3依148. 3

信资 10鄄804 1. 8依0. 2 965. 6依197. 2 烟优 361 2. 5依0. 1 2 091. 3依59. 1

淮麦 18 2. 0依0. 1 2 170. 7依245. 1 徐麦 26 2. 5依0. 0 2 399. 6依48. 9

11E20 2. 0依0. 1 1 514. 3依131. 4 山东 9625 2. 5依0. 1 5 319. 6依673. 6

豫麦 49 2. 0依0. 1 566. 3依212. 3 信资 10鄄911 2. 6依0. 3 4 290. 7依683. 5

石家庄 8 号 2. 0依0. 3 3 497. 8依32. 0 PH鄄82鄄2鄄2 2. 6依0. 2 6 373. 7依581. 9

11E25 2. 1依0. 1 4 921. 4依269. 8 江麦 816 2. 6依0. 1 2 725. 2依186. 7

皖麦 52 2. 1依0. 2 2 075. 6依85. 4 11E29 2. 6依0. 2 5 361. 9依805. 7

济麦 22 2. 1依0. 2 1 974. 8依359. 1 淮麦 21 2. 7依0. 3 4 628. 8依274. 9

宁 10F鄄727 2. 1依0. 0 3 830. 1依117. 1 皖麦 55 2. 7依0. 2 6 671. 9依573. 6

豫麦 18 2. 2依0. 1 2 331. 8依95. 9 徐麦 27 2. 7依0. 1 4 248. 6依638. 5

BHY04 2. 2依0. 1 2 397. 1依826. 7 皖麦 53 2. 7依0. 1 5 745. 9依643. 5

淮麦 25 2. 2依0. 1 2 688. 6依321. 1 漯麦 86036 2. 7依0. 2 4 084. 2依130. 7

11B7 2. 2依0. 1 4 505. 4依402. 9 邯郸 6172 2. 8依0. 1 6 941. 1依570. 5

陕优 225 2. 2依0. 1 2 362. 0依344. 3 淮 9720 2. 8依0. 3 3 296. 6依673. 3

宁 S1129 2. 3依0. 1 2 480. 0依347. 9 陕 229 2. 8依0. 0 7 108. 1依65. 0

徐麦 31 2. 3依0. 2 1 249. 7依57. 1 徐麦 29 2. 9依0. 2 7 345. 9依335. 7

济麦 25 2. 4依0. 2 2 661. 6依109. 5 淮麦 20 2. 9依0. 2 9 887. 2依525. 7

新麦 23 2. 4依0. 2 2 907. 0依365. 0 宁 S1101 3. 0依0. 1 9 453. 3依477. 3

陕 150 2. 4依0. 2 4 714. 9依172. 4 济麦 20 3. 2依0. 1 7 653. 7依1150. 1

小偃 54 2. 4依0. 2 4 375. 7依140. 0 皖麦 38 3. 3依0. 1 7 167. 9依267. 5
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图 3摇 小麦幼苗期茎秆禾谷丝核菌 DNA 含量与纹枯病平均病

级的相关性

Fig. 3摇 Correlation between R. cerealis DNA content in wheat
stalk and disease grade of sharp eyespot

2. 5摇 小麦成株期纹枯病抗性与基部茎秆禾谷丝核

菌 DNA 含量的相关性

摇 摇 在田间对 12 份小麦品种(系)采用病麦粒嵌入

接种法进行抗性鉴定,同时对基部茎秆的禾谷丝核

菌 DNA 含量进行定量测定(表 2),相关性分析结果

显示,田间小麦基部茎秆的禾谷丝核菌 DNA 含量与

其纹枯病病级没有明显的相关性 ( r= - 0郾 30,P=
0郾 34),表明对拔节期小麦基部茎秆禾谷丝核菌

DNA 含量的定量分析结果对乳熟期小麦纹枯病抗

性的判断帮助不大。 主要原因是定量分析取样时间

与纹枯病抗性调查时间相隔太长,期间小麦经历了

孕穗期、抽穗期和开花灌浆期,并且田间可能发生禾

谷丝核菌多次侵染,成株期的抗性评价与苗期抗性

评价标准也不同,不仅涉及叶鞘的侵染,而且涉及茎

秆的侵染。 本研究接种后 12 d 测定的主要是叶鞘

中禾谷丝核菌 DNA 含量,与乳熟期小麦纹枯病抗性

相关不明显也很正常。

3摇 讨 论

Real鄄time PCR 既能进行定性分析,又能进行高

灵敏度的定量分析,且操作简便,近十多年来在植物

病原菌的鉴别和定量分析中应用广泛。 Guo 等[13]

采用该方法,不仅将禾谷丝核菌与其他 20 余种土壤

病原菌区分开,而且可以检测最低达 100 fg 的禾谷

丝核菌 DNA。 本研究采用该方法,建立了小麦背景

的禾谷丝核菌 DNA 测定标准曲线,最低可以检测到

4 pg的禾谷丝核菌DNA ,在4 滋g / L至40 000 滋g / L

表 2摇 小麦成株期纹枯病平均病级及茎秆禾谷丝核菌 DNA 含量

Table 2摇 The average disease grade of wheat sharp eyespot and R. ce鄄
realis DNA content in wheat stalk by field inoculation

摇 品种
纹枯病

平均病级
禾谷丝核菌 DNA 含量

(ng / g)

皖麦 53 1. 7依0. 2 379. 9依29. 1

石家庄 8 号 1. 8依0. 1 2 038. 9依390. 8

宁 S1129 1. 9依0. 2 1 783. 1依313. 5

皖麦 52 1. 9依0. 1 1 005. 8依155. 7

矮抗 58 1. 9依0. 0 29. 5依5. 3

宁 S1101 2. 1依0. 3 2 158. 2依168. 7

淮麦 21 2. 1依0. 3 127. 8依59. 8

济麦 22 2. 3依0. 2 2 956. 2依412. 6

宁 10F鄄727 2. 4依0. 3 979. 9依47. 4

济麦 25 2. 6依0. 3 152. 3依20. 6

皖麦 38 3. 0依0. 3 161. 8依43. 6

周麦 52 3. 1依0. 3 309. 9依34. 3

范围内有较好的线性关系(R2 =0郾 999),对今后开展

小麦茎秆的禾谷丝核菌 DNA 含量测定提供了很好

的工具,特别对于小麦纹枯病病征尚未能明显区分

的小麦材料间的纹枯病抗性鉴别,定量 PCR 结果可

以作为指示小麦纹枯病是否发生的重要指标。
摇 摇 小麦田间纹枯病发病的高峰期主要在苗期和拔

节孕穗期,目前的抗性鉴定方法多针对拔节孕穗期

即成株期,对苗期的抗性和鉴定方法重视不够。 本

研究采用室内菌丝直接接种的方法进行幼苗的纹枯

病抗性鉴定,室内鉴定温度和湿度容易控制,抗性鉴

定结果重复性好,可靠性较高。 研究发现,小麦幼苗

基部茎秆禾谷丝核菌 DNA 含量与其纹枯病平均病

级数有较高的相关性( r=0. 76),因此小麦幼苗基部

茎秆禾谷丝核菌 DNA 含量的多少可以用于预示小

麦幼苗的纹枯病抗性。 仪器测定可以减小人为的目

测鉴定误差,从而提高小麦幼苗抗性鉴定的准确性。
小麦纹枯病与小麦白粉病类似,苗期抗性和成

株期抗性不完全相同,苗期抗性只涉及叶鞘的侵染,
成株期抗性不仅涉及叶鞘的侵染,对茎秆的侵染更

为重要。 研究也发现,拔节期接种 12 d,小麦基部茎

秆禾谷丝核菌 DNA 含量与成株期抗性相关不明显,
本研究只调查了乳熟期小麦纹枯病的发生情况,其
纹枯病平均病级与接种后 12 d 取样测定的小麦幼

苗基部茎秆禾谷丝核菌 DNA 含量没有很好的对应
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关系。 今后需对拔节期、孕穗期、抽穗期和开花灌浆

期分别进行基部茎秆禾谷丝核菌 DNA 含量定量测

定以及纹枯病病害调查,才能正确判定小麦基部茎

秆禾谷丝核菌 DNA 含量与其成株期抗性的关系。
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