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摘要  以156 条随机引物,对目前中国落叶松杨栅锈菌( Mela mpsora larici-populina Kleb) 的主要优势菌系进行了RAPD 片段的筛选 ,寻找到
了1 号、3 号、4 号、5 号4 个流行生理小种的特异性RAPD 标记。经过多批次扩增 ,引物S205 和S284 分别得到1 号生理小种长度约450 和
760 bp 的特异条带 ,S25 得到3 号生理小种长度约1 440 bp 的特异条带 , S51 和S286 得到4 号生理小种长度约970 和1 020 bp 的特异条带 ,
S23 和S96 分别得到5 号生理小种长度约750 和780 bp 的特异条带。此结果表明 ,通过寻找落叶松杨栅锈菌生理小种的特异性RAPD 片
段 ,能够建立起中国落叶松杨栅锈菌生理小种的分子检测体系。
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RAPD Markers of 4 Physiological Races of Mela mpsora l arici-populina in China
WEI Ming et al  ( College of Forestry Science , Nothwest A & F University , Yangling , Shaanxi 712100)
Abstract  156 randompri mers was used to screen main dominance fungus strai n of Chiese Mela mpsora larici-populina Kleb by RAPDtechnique and the
special RAPDfragments of physiological races of C1 ,C3 ,C4 and C5 were founded successfully . Through many batches of amplification, the pri mers of
S205 and S284 obtained C1 special fragment with race length about 450 and 760 bp respectively ;S25 obtained C3 special fragment with race length about
1 440 bp ;S51and S286 obtai ned C4 special fragment with race length about 970 and 1 020 bp respectively and S23 and S96obtai ned C5 special fragment
with race length about 750 and 780 bp respectively . The results i ndicated that a molecular identification systemfor the physiological races of Melampsora
larici-populina in China could be established through cosmically searching special RAPDfragments of different races .
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  落叶松杨栅锈菌( Mel a mpsora l arici-populi na Kleb) 是我国

杨树的主要病害, 危害幼苗, 影响苗木生产。在青海省互助

县,由于落叶松杨栅锈菌的危害, 导致60 多年树龄的杨树死

亡。作为专性寄生菌, 落叶松杨栅锈菌常规的鉴定及监测 ,

需要借助于一整套的鉴别寄主及其反应型来进行,其方法复

杂,工作量大, 耗时长, 准确性也易受到鉴定条件的影响。随

着分子生物学技术的发展,为深入认识寄主和病原物相互作

用的本质提供了新途径。RAPD 技术可以在 DNA 序列未知

的情况下 ,检测基因的多个位点 ,便于快速寻找多个 DNA 样

品间的多态性,而且不受环境变化、生理因素、发育阶段的影

响, 也不依赖基因表达与基因互作。因此, 特别适合于专性

寄生、人工培养比较困难的病原真菌遗传分化的研究。

国内对落叶松杨栅锈菌的生理分化、遗传分化、致病性

分化等进行了大量研究[ 1 - 4] 。发现落叶松杨栅锈菌小种间

存在丰富的 DNA 多态性, 并获得了来自不同地区13 个菌株

的特异 RAPD 图谱,但上述研究并未涉及小种特异性的分子

标记。RAPD 已成功标记了小麦条锈菌的4 个流行小种[ 5] ,

证实大量的筛选引物,确立落叶松杨栅锈菌流行生理小种的

RAPD 标记是可行的。笔者以优化的 RAPD 分析体系, 用156

条随机引物,寻找中国落叶松杨栅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, 为落叶松杨栅锈病的

综合防治和杨树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 供试菌种的原始菌样来

自西北( 甘肃、宁夏、青海、陕西) 、华北( 北京) 、东北( 吉林、黑

龙江) 和西南( 四川) 8 个省市。采回菌样( 夏孢子) 以后 ,用夏

孢子悬液摩擦接种在对所有菌样都感病的太白杨( Populus

purdomi) 1～3 年生幼苗上, 然后进行单孢子堆化, 形成单孢子
�
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系, 小种鉴定方法见文献[ 1] 。

1 .2 落叶松杨栅锈菌( gDNA) 的提取  采用余仲东[ 6] 的方

法,称取约0 .005 g 干燥的夏孢子 , 置1 .5 ml 离心管中。加

100 mmol/ L Tris- HCl( pH7 .8) 80 μl 、20 % KOH 和20 % Chelex-

100( Sigma 生产) 各40 μl , 加入灭菌钢珠2 颗(φ4 mmol/ L) 。

在MS1 Minishker IKA ( 广州仪科实验室科技有限公司生产)

上2 000 r/ min 高速蜗旋4 min 左右, 并取溶液置显微镜下不

断观察 ,直到90 %以上夏孢子被破碎为止。用钢针在离心管

底刺一小孔 ,并在管底套上另一灭菌离心管, 置离心机上短

暂离心使上面离心管内液体甩入下面离心管中。再在上面

离心管中加入40 μl 100 mmol/ L Tris- HCL( pH 7 .8) 清洗1 次 ,

液体再次短暂离心甩入下面离心管内。将收集液体的离心

管置于95 ℃水浴5 min , 用1 %的琼脂糖电泳检测 ,或者用分

光光度计检测浓度和纯度。置 - 20 ℃保存, 使用前短暂离

心, 取上清液稀释8 倍, 做反应模板。

1 .3 落叶松杨栅锈菌的RAPD 分析 10 bp 随机引物购自上

海生工,dNTPs 购自大连宝生物公司,Taq 酶选用 MBI 产品。

反应体系为50 μl : 8 倍稀释液2 μl 、4 μl MgCl2( 25 mmol/ L) 、5

μl 10×PCR Buffer、4 μl dNTPs( 2 .5 μmol/ L) 、5 μl 随机引物( 10

μmol/ L) 、Taq 酶0 .6 μl ( 5 U/ μl ) 、ddH2O29 .4 μl 。每次反应均

设无菌去离子水阴性对照。扩增在 PTC-200 热循环仪上进

行, 反应条件为 :94 ℃1 min ,34 .5 ℃1 min ,72 ℃1 min30 s ,5

个循环。93 ℃3 min ,34 .5 ℃50 s ,72 ℃ 1 min 30 s ,35 个循

环,72 ℃10 min 30 s。扩增产物用1 .5 %琼脂糖凝胶、1×TBE

电泳缓冲液电泳分离, 电泳后采用凝胶自动成像系统成像

( 图象采集软件为 BIO- CAPT V.10 ,法国) 。

2  结果与分析

通过对落叶松杨栅锈菌5 个流行生理小种的 RAPD 分

析,共计筛选随机引物156 条。研究表明, 各落叶松杨栅锈

菌生理小种间存在着丰富的遗传变异, 但是, 只有少数随机

引物的扩增谱型表明了小中间的差异。其中以S205 、S284
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扩增得到1 号生理小种长度约450 bp 的特异条带( 图1) 及长

度约760 bp 的特异条带( 图2) ; 以S25 扩增得到3 号生理小

种长度约1 440 bp 的特异条带( 图3) ;以S51 、S286 扩增得到4

号生理小种长度约970 bp 的特异条带( 图4) 及长度约1 020 bp

的特异条带( 图5) ;以S23 、S96 扩增得到5 号生理小种长度约

750 bp 的特异条带( 图6) 及长度约780 bp 的特异条带( 图7) 。

 注 :2、3、6、10 为1 号生理小种的 4 个单孢菌系 ;4、5 为 2 号生理

小种单孢菌系 ;7 为3 号生理小种单孢菌系 ;8 为5 号生理小

种单孢菌系 ;9、11、12、13 为 4 号生理小种单孢菌系 ;1 为

Marker。

图1 1 号生理小种S205的RAPD 谱型

 注 :3、4、7、11 为1 号生理小种的 4 个单孢菌系 ;5、6 为 2 号生理

小种单孢菌系 ;9、10 为 3 号生理小种单孢菌系 ;8 为5 号生

理小种单孢菌系 ;12、13 为 4 号生理小种单孢菌系 ;1 为

Marker ;2 为对照。

图2 1 号生理小种S284的RAPD 谱型

 注 :7、8、12 为3 号生理小种的 3 个单孢菌系 ;3、4、5、6 为4 号生

理小种的单孢菌系 ; 9 为2 号生理小种单孢菌系 ;10、11 为1

号生理小种单孢菌系 ;13 为 5 号生理小种单孢菌系 ;2 为

Marker ;1 为对照。

图3 3号生理小种S25 的RAPD 谱型

3  讨论

落叶松杨栅锈菌群体组成复杂, 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

性杨树品种、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。落叶松杨栅锈菌生理小种

监测一直是杨树抗病性育种的重要环节。应用现代分子标

记技术进行落叶松杨栅锈菌的分类与鉴定, 可减少常规鉴定

程序的繁杂程序, 缩短鉴定周期 ,减少环境寄主带来的影响 ,

并能快速处理大量锈菌样本, 全面了解病菌群体的遗传结构

与动态变化。

 注 :2、3、6、9、10、11、12、13 为4 号生理小种的8 个单孢菌系 ;4 为

3 号生理小种单孢菌系 ;5 为5 号生理小种单孢菌系 ;7、8 为

1 号生理小种单孢菌系 ;1 为Marker 。

图4 4号生理小种S51 的RAPD 谱型

 注 :2、6、7、9、10、11、12、13 为4 号生理小种的8 个单孢菌系 ;3、4、

5 为1 号生理小种单孢菌系 ; 8 为5 号生理小种单孢菌系 ;1

为 Marker。

图5 4 号生理小种S286的RAPD 谱型

 注 :4、5、8、11 为5 号生理小种的4 个单孢菌系 ;1 为2 号生理小

种单孢菌系 ;7、10 为3 号生理小种单孢菌系 ;6 为1 号生理

小种单孢菌系 ;9、12、13 为 4 号生理小种单孢菌系 ;3 为

Marker ;2 为对照。

图6 5号生理小种S23 的RAPD 谱型

笔者在大量筛选随机引物的基础上, 对4 个锈菌生理小

种进行了RAPD 分析,获得了1 号、3 号、4 号、5 号生理小种
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山屏, 列千里之耸翠,虽由人作,宛自天开”[ 6] 。

4  竹子在现代风景园林中的应用及艺术表现

4 .1 自然风景区、大型公园与道路的竹子造景  在风景区

和大型公园 ,利用原有的竹林或大型的人工竹林, 形成宏大

的竹林景观, 著名的竹林风景区有:四川蜀南竹海、贵州赤水

竹海、江西井冈宛若游龙的“竹径”、杭州“云栖竹径”、湖南君

山岛等。其中四川蜀南竹海是中国最壮观的竹林 ,40 km2 土

地上楠竹密布, 铺天盖地, 夏日一片葱茏, 冬日一片银白, 是

国内外少有的大面积竹林景观。杭州“云栖竹径”由宛若游

龙毛竹形成的“竹径”, 行走在“一径万竿绿参天, 几曲山溪咽

细泉”的幽幽山道上,犹如潜泳在竹海碧波之中。

4 .2 竹子专类园的竹子造景  以不同的竹为主要造景材

料, 集中在一起 ,在植物园或城市中建造竹子专类园。如四

川成都望江公园, 占地12 km2 , 经过精心配置、巧妙布局, 以

展示出竹子的竹荫、竹声、竹韵、竹光、竹影、竹趣等各种景观

为特色。昆明世界园艺博览会园区中的竹园,虽然面积仅有

0 .87 km2 , 但栽培竹子有318 种, 包括了不少珍稀种类, 如针

麻竹( Cephalostachyumscandens) 、梨藤竹( M. compactiflorus) 、香

竹( C. montanus) 、巨龙竹( Dendrocalamus sinicus) 、铁竹( Ferro-

cal a mus strict us ) 等。浙江安吉竹园有300 余种竹类,品种有大

佛肚竹( Bambusa Vulgaris Schrader cv . Wamin Mc Clure) 、紫竹、

金镶玉竹( Phyllostachys aureosulcata) 、茶秆竹( Pseudosasa ama-

bilis) 、黄秆京竹( Ph . aureosulcata f . aureocaulis) 、斑竹( Marant a

leuconeura) 、龟甲竹( Phyllostachys pubescens) 等; 也有草本菲白

竹、菲黄竹、翠竹等,是国内竹种最为齐全的多功能竹类植物

园, 园内建有竹子博物馆和大型丛生竹温室, 以丰富的展品

和翔实的史料向人们展示“竹文化国度”丰富的竹资源、悠久

的竹历史和光辉的竹文化。北京紫竹院公园经多年引种驯

化,现有竹子近100 种, 有江南竹韵、八宜轩、萧声醉月等竹

景观, 成为北方最著名的竹子专类园。

4 .3 庭院、居住区的竹子造景  现代园林的庭院中, 竹子是

重要的观赏植物。竹子与亭、堂、楼、阁及其他建筑配植 , 既

可衬出建筑物之秀丽, 又可柔化硬质建筑物之质感, 还可为

居室带来“日出有清阴, 月照有清影, 风来有清声, 雨来有清

韵”之妙境。利用竹子之不同形态, 以群植、丛植来抑景、障

景、框景等,用以阻隔庭园空间, 创造幽静环境; 亦可与山石

及其他植物组景, 如竹与桃混栽 , 可形成“竹外桃花三两枝 ,

春江水暖鸭先知”之意境。低矮的竹类如阔叶箬竹、菲白竹

等是优良的地被植物, 尤其适于林内树下、假山石间、坡地、

岩石园等地,构成自然之野趣,丰富植物层次。在天津“水晶

城”、深圳万科“第五园”、广州“清华坊”、成都“芙蓉古镇”等

居住区, 都采用了竹子为主景材料, 既富有深厚的文化底蕴

和清晰的历史文脉, 又有现代感和舒适感。

5  结语

竹子在中国是具有深厚文化内涵的乡土植物, 从古到

今,竹子以其形美、景佳、种类丰富、适应性强在园林中得到

广泛运用。在中国古典园林中, 更多的是以“比德”的手法展

现竹子的形态美和意境美。而现代园林的使用对象为普通

大众,空间尺度更广阔, 功能范围更宽, 形式和内容更多样 ,

技术手段更先进。同时 ,人们的生活节奏和审美情趣也发生

了显著变化。因此 , 竹子在现代园林中的表达方式、文化内

涵和生态开发等都要进一步拓展。在坚持传统的基础上, 把

科学性和艺术性更好地结合起来 ,提高竹子的景观质量和造

景水平 ,促进竹子在现代园林中的应用。
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 注 :4、5、6 、11 为 5 号生理小种的 4 个单孢菌系 ;1 为2 号生理

小种单孢菌系 ;8、9 为3 号生理小种单孢菌系 ;7 为1 号生

理小种单孢菌系 ;10、12、13 为4 号生理小种单孢菌系 ;3 为

Marker ;2 为对照。

图7 5 号生理小种S96 的RAPD谱型

的特异性 RAPD 标记。经过多批次扩增试验 ,这些 RAPD 标

记稳定性强, 重复性比较好。在此基础上 , 可进一步将其转

化为更经典的SCAR 标记或合成 DNA 探针, 可初步建立落

叶松栅锈菌流行生理小种的分子鉴定、检测体系、简化常规

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、客观的监测落叶松杨栅锈菌群体组成, 控制锈菌流行及

抗病育种具有重要意义。
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