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小麦 NBS类抗病基因同源 cDNA序列的克隆与特征分析

张 � 楠,王海燕,刘大群
(河北农业大学植物保护学院 /河北省农作物病虫害生物防治工程技术研究中心,保定 071001)

� � 摘要: 根据已克隆植物抗病 ( R )基因 NBS保守结构域设计简并引物,采用 RT-PCR和 cDNA末端快速扩增技术 ( RACE ),

在小麦抗叶锈病近等基因系材料 TcL r19中进行抗病同源基因 cDNA全长的扩增。获得了 1个通读的 NBS类抗病同源基因

S11A11 cDNA序列, 该序列全长 2923bp, 编码 878个氨基酸序列。生物信息学分析结果表明,该片段含有 NB-ARC保守结构域

和多个 LRR结构域。聚类分析表明, S11A11编码的蛋白与小麦抗叶锈病基因 Lr1编码的蛋白亲缘关系较近,而与 Lr10亲缘

关系较远。半定量 RT - PCR分析表明,该基因在小麦叶片中为低丰度组成型表达。本研究在 TcL r19小麦中成功获得了抗病

基因同源序列, 为最终克隆小麦抗叶锈病目的基因奠定了基础。
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Cloning and Characterization of a NBS Resistance Gene Homology

cDNA Sequence from Wheat
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� � Abstract: Resistance gene homo logy sequence from wheat w as isolated by using homo logy- based me thod. A

pa ir o f degenerated primerw as designed acco rd ing to the nucleotide binding site conserved domains o f the cloned

plant d isease resistance ( R) genes. RT-PCR and RACE were used to obtain the full leng th sequence o f the d isease

resistance homo logy gene in the near isogenic lines TcLr19. One open- read ing NBS class of resistance gene ana logs

( RGA s) named S11A11 was obta ined, w hich w as 2923bp in leng th and encoded 878 am ino acids. B ioinform atics a-

nalysis show ed the deduced am ino acids o f S11A11 prote in consisted of a NB-ARC conserved dom ain and m any

leucine- rich repeats ( LRR) dom ains. The phy logenetic tree ana lysis indicated a considerab le identity o f the prote in

encoded by S11A11 w ith that of wheat leaf rust resistance gene Lr1, but a low er sim ilarity w ith Lr10. TheS11A11

gene appeared no t to be induced by Pucc inia tr itic ina and w as a constitut ive gene w ith low abundance in wheat lea f

tissue by sem -i quan tita tive RT- PCR. The resistance homo logy sequencew as successfully obtained in TcL r19, w hich

prov ides the shortcut for clon ing of wheat leaf rust resistance gene.
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� � 小麦 (Triticum aestivum L. )适应性强,分布广,是

世界上最重要的粮食作物, 由小麦叶锈菌 ( Puccinia

triticina)引起的小麦叶锈病是影响世界小麦稳产高

产的重要病害之一,也是影响我国小麦生产的重要因

素,其分布范围比条锈病和秆锈病更广,严重时可造

成 40%的损失
[ 1-2]
。国内外的研究和生产实践证明,
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培育抗叶锈病小麦品种是防治该病最经济、有效和安

全的途径,而掌握优良的抗病基因资源则是实现抗病

育种突破的重要物质基础, 因此,加强小麦抗叶锈病

基因的研究和利用显得尤为重要。

迄今为止,已有 60多个抗病基因分别从玉米、拟

南芥、番茄、水稻、小麦、大麦等多种植物中获得成功

克隆
[ 3]
,氨基酸水平比对结果表明,这些 R基因序列

之间具有类似的保守结构域
[ 4-5]

, 如核苷酸结合位点

(Nucleot ide b inding site, NBS)、富含亮氨酸重复 (Leu-

cine- rich repeats, LRR )、丝氨酸 /苏氨酸激酶 ( Serine-

threonine kinase, STK)、亮氨酸拉链 ( Leuc ine zipper,

LZ)和 To ll/白细胞介素- 1受体类似结构 ( To ll/ in ter-

leukin- receptor sim ilarity, T IR)等。一系列研究表明,

存在于植物抗病基因中的保守结构域,为从植物中克

隆和研究植物抗病基因提供了一条经济、快捷的途

径。依据这些保守序列设计合成简并引物, 从植物材

料中克隆抗病基因的同源序列,再结合 cDNA末端快

速扩增技术 ( RACE )获得完整的抗病候选基因。目

前, 已在马铃薯
[ 6]
、玉米

[ 7]
、小麦

[ 8-10]
、水稻

[ 11]
、蚕

豆
[ 12]
、鹰嘴豆

[ 12]
等植物中分离到了许多与已知 R基

因同源的核苷酸序列。到目前为止,对小麦抗叶锈病

基因遗传和抗病性已进行了多方面研究,国际上已发

现 90余个抗叶锈病基因,现已命名到了 Lr61
[ 13]
,有 58

个被标记在特定的染色体上。其中, 抗叶锈病基因

Lr10
[ 14]、

Lr21
[ 15]
、Lr1

[ 16]
和 L r34

[ 17]
已被成功克隆。小麦

抗叶锈病基因 Lr19来源于长穗偃麦草 (Agropyron elon-

gatum ),定位在 7DL染色体上,该基因是在苗期即开始

表达的全生育期抗叶锈病基因,且抗性很强,至今在南

非、中国等地只有少数几个菌株对之表现毒力,是一个

极具应用价值的主效抗病基因。 2009年, Gennaro

等
[ 18]
采用 NBS- profiling的方法,从一套含有 Lr19的硬

粒小麦和长穗偃麦草的重组系中获得了与 Lr 19抗病

相关基因的全长,但并未对该基因进行定位和功能验

证,只是从结构上推断出为 Lr19的候选基因。

本研究拟根据已克隆植物抗病基因的 NBS保守

结构域设计简并引物,利用 RT-PCR方法从抗叶锈病

小麦近等基因系材料 TcLr19中扩增抗病基因同源片

段,通过 RACE技术获得该基因 cDNA全长,对其结

构、表达情况进行分析,以期为小麦抗叶锈病机制的

深入研究及最终克隆抗叶锈病基因奠定基础。

1� 材料与方法

1. 1� 材料

供试植物材料为携带有抗叶锈病基因 Lr19的

回交 6代近等基因系小麦材料 TcLr19;供试小麦叶

锈菌菌株为 07- 10-421-3 ( FH JT) ,该菌株对 TcLr19

表现低毒力。植物材料和病原菌均由河北农业大学

小麦锈病研究室收集保存。

1. 2� 方法

1. 2. 1� 小麦叶片总 RNA的提取与 cDNA第一链

的合成 � 小麦在温室生长至一叶一心期接菌鉴定,

从抗性植株上剪取叶片提取总 RNA。RNA提取采

用天根生化科技 (北京 )有限公司的 RNAprep pure

植物总 RNA提取试剂盒。用紫外分光光度计检测

RNA浓度,琼脂糖凝胶电泳检测 RNA完整性。参

考 M-MLV酶说明书反转录获得 cDNA第一链。

1. 2. 2� RT-PCR方法分离小麦抗病基因同源片段

� 根据已克隆植物抗病基因 NBS的保守结构域设

计引物组合 S11: A11 (表 1 )。 PCR反应体系为

25� ,l 反应体积包含 1 � PCR bu ffer, 200�mo l/L

dNTP, 200ng引物, 3�l cDNA和 1. 5UTaqDNA聚合

酶。反应程序为: 94� 预变性 1m in; 35个循环为

94� 变性 1m in, 50� 退火 1m in, 72� 延伸 2m in;最后

72� 延伸 10m in; 10� 保存。

表 1� 试验用引物

Tab le l� Sequence s of the pr im ers used in the isolation

保守氨基酸序列

C onserved dom ain s

引物

Prim er

引物序列 ( 5�- 3�)
Sequen ce

GGVGKTT( P- loop )

GLPLAL

S11

A11

GGIGGIGTIGG IAA IAC IAC

AR IGCTAR IGG IARICC

R= A /G; I= A /T /C /G

1. 2. 3� RACE � 以获得的小麦抗病基因同源片段

为靶序列,在其 5�末端设计两条反向基因特异引物

S11A11-R1和 S11A11-R2, 在其 3�末端设计 2条正

向基因特异引物 S11A11-F1和 S11A11- F2(表 2)。

全长基因引物根据 5�-RACE和 3�-RACE的测序结

果, 获得拼接的全长序列,分别在其开放阅读框两端

设计引物 S11A11Fu l-l 1和 S11A11Fu l-l 2,扩增全长

基因 (表 2)。

表 2� RACE引物

Tab le 2� The prim ers for RACE

引物名称

Prmi er name

引物序列 ( 5�- 3�)

Prim er sequ ence

序列长度 ( bp)

Sequen ce length

S11A11-R1

S11A11-R2

S11A11-F1

S11A11-F2

S11A11Fu l-l 1

S11A11Fu l-l 2

GCCACTGATTTTGTTCTGGTTGTTGCT

TCCACTCCTGTCCTTCTCTTCCCAC

TGGATGAAATCACATTGAGTGGTCTGGA

GGAGTTTTGGCTGTTTTTCAAGGCAT

ACTCTCCTTTCCTCTGAGACCATC

CCAACTCTCCTAGTGTCATCCAC

27

25

28

26

24

23
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� � 使用 SMART
TM
RACE cDNA扩增试剂盒 ( clon-

tech,大连 )提供的 Pow erScript逆转录酶和寡聚

( dT )引物, 按照说明书进行 cDNA合成。利用 BD

Advantage
TM
2 PCR Enzyme System, 分别以 5�-RACE

cDNA合成产物和 3�-RACE cDNA合成产物为模板

进行 PCR扩增, 反应体系参照试剂盒说明书。

反应程序: 95� 预变性 1m in, 31个循环为 94� 变

性 30s, 66� 退火 1m in, 72� 延伸 3m in,最后 72� 延伸

10m in。巢式 PCR以第一轮 PCR产物 10倍稀释液为

模板,提高退火温度为 70� ,其余同第一轮 PCR扩增。

1. 2. 4� PCR产物的回收及克隆 � PCR产物经1. 0%

琼脂糖胶电泳分离,目的 DNA片段用 TaK aRa公司的

凝胶回收试剂盒回收纯化。回收片段连接到 pGEM

- T Easy载体 ( Promega,美国 ),热激法转化 DH5�感

受态细胞进行克隆。

1. 2. 5� 半定量 RT-PCR� 提取经不亲和小麦叶锈
菌 07-10-421-3 ( FH JT )分别诱导 0、6、12、18、24、

36、48、60、72和 96h的 TcLr19小麦叶片总 RNA,以

未接菌的 TcLr19小麦叶片总 RNA为对照, 然后对

其进行反转录反应。选择在小麦中组成型表达的

Actin基因作为内标, 通过调整模板浓度, 使内标基

因的 PCR扩增产物量一致,此时的模板用于全长基

因的表达分析。

1. 2. 6� 序列测定与生物信息学分析 � 序列测定委
托上海生工生物工程技术服务有限公司完成。将获

得的序列与 GenBank中的序列进行比较和分析,利

用 SMART 分析推导蛋白结构域, 用 DNAMAN中

Sequence A lignment程序下的 Phylogenetic对所获得

基因编码的蛋白质产物进行系统发育分析。

2� 结果与分析

2. 1� 小麦抗病基因同源片段 S11A11的分离

利用简并引物组合 S11: A11, 以小麦近等基因

系材料 TcLr19 cDNA为模板, 进行 PCR扩增, 获得

一条近 500bp的单一条带 (图 1) , 与预期片段大小

相符。回收该条带,并进行连接转化。经克隆测序,

TcLr19中获得一条 524bp的通读序列, 推导出氨基

酸的序列长度为 150个氨基酸,暂命名为 S11A11。

经 BLASTp分析, 该序列含有保守结构域 NB-

ARC。利用 DNAMAN软件将 S11A11与 GenBank中已

登录的番茄 I2C-1 ( gi 75318195)和 I2C-2 ( g i 75318196),

拟南芥 RPS2 ( g i 30173240)、RPM1 ( g i 29839510 )、

RPP13-lik e pro tein 4 ( RPP 13L4, gi 29839509 ) 和

RPP8-like protein 1 (RPP 8L1, g i 29839442) ,亚麻 L 6

图 1� 引物 S11: A11 RT-PCR扩增产物

F ig. 1 RT-PCR product amp lified by pr im er pair S11: A11

1: RT- PCR produc t; M: DL2000 m arker

1: RT- PCR产物 � M: DL2000标记

( g i 75102252)等 7个已知的植物抗病基因相应

的 NB-ARC区序列进行比较, 结果显示它们的保

守结构域相当一致 (图 2 ) , 都具有抗病基因 NBS

的特征结构域 (激酶 2a、激酶 3a)和 HD疏水结

构域。

图 2� S11A11同源片段与 7种已知抗病基因

NB-ARC保守结构域比较

F ig. 2� A lignm en t of deduced am ino ac id of NB-ARC

dom ain s sequence betw een S11A 11 and 7 known genes

2. 2� RACE-PCR产物分析

以 S11A11 片段为靶序列, 在靠近 5�端设计 2

条嵌套式引物 S11A 11-R1和 S11A 11-R2。巢式

PCR扩增获得一条约 1200bp片段 (图 3)。经测

序, 5�RACE产物长为 1190bp, 与靶序列能够拼

接, 具有 270bp重叠区域, 编码通读的蛋白质氨

基酸序列。

607
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图 3� S11A11片段 5�RACE的 PCR产物

Fig. 3� The 5�RACE- PCR produc t ofS11A11 fragm en t

1:巢式 PCR产物 The nested PCR produc;t M: DL2000 m arker

在靠近 3�端设计 2条嵌套式引物 S11A11-F1和

S11A11-F2,巢式 PCR扩增获得一条约 1600bp片段

(图 4)。经测序, 3�-RACE产物长为 1599bp, 含有

25bp的 po ly(A )尾,与靶序列能够拼接, 具有 120bp

重叠区域,编码通读的蛋白质氨基酸序列。

图 4� S11A11片段 3�RACE的 PCR产物

Fig. 4� The 3�RACE-PCR product of the S11A11 fragm en t

1:巢式 PCR产物 The nested PCR produc;t M: DL2000 m arker

2. 3� S11A11基因 cDNA全长的获得

将 5�-RACE、3�-RACE序列与靶序列 S11A11用

DNAMAN的 Sequence Assembly程序进行拼接, 为了

验证拼接获得的基因序列,分别在拼接序列的 5�末端

和 3�末端设计特异性引物 S11A11Ful-l 1和 S11A11Ful-l

2,以 TcLr19的 cDNA为模板,进行 RT-PCR扩增,结果

获得了一条 3Kb左右的扩增片段 (图 5),将该条带克

隆测序,测序结果和拼接序列基本一致。该序列全长

为 2923bp,在 GenBank注册得到序列号为 GU356592,

用 ORF F inder查找拼接序列的开放阅读框,结果显示,

162- 2798位核苷酸为开放阅读框,长 2637bp,编码 878

个通读的蛋白质氨基酸序列。 161bp的 5�非翻译区

( non translated region, UTR), 100bp的 3�非翻译区和

25bp的多聚腺苷酸尾。

2. 4� S11A11基因编码蛋白氨基酸的结构分析

利用 SMART 进行基因结构分析发现, 小麦

S11A11基因推导的蛋白在其 N端第 226-512位氨基

酸序列为典型的 NB-ARC结构域。进一步分析发现,

S11A11基因的 LRR保守结构域含有 11个重复, 与

� LxxLxLxx�结 构相 一致。从图 6 可以 看出,

S11A11基因编码产物具有 CC、NBS、LRR、HD等

保守结构域, 符合典型单子叶植物所具有的 CC-

NBS-LRR结构模式。

图 5� S11A11全长 PCR产物

F ig. 5� The fu ll length PCR product

1: PCR产物 The PCR product; M: DL2000 m arker

2. 5� 小麦 S11A11基因编码蛋白质产物的系统发

育分析

为了分析小麦 S11A11基因与其他小麦抗病基

因以及抗病相关基因的关系,利用 DNAMAN对其编

码的蛋白产物进行了系统发育分析,从图 7中可以

看出,首先 S11A11与小麦抗叶锈病基因 L r1编码的

蛋白聚为一类,说明其与 Lr1亲缘关系最近; 其次与

L r21的亲缘关系较近, 而与 Lr34和 Lr10 的亲缘关

系较远。S11A11 与已克隆的小麦抗白粉病基因

Pm3a以及 Gennaro等
[ 18]
获得的 Lr19 的候选基因

L r19-AG15亲缘关系最远。

2. 6� 小麦叶锈菌接种处理对 S11A11 基因表达的

影响

以生长一叶一心期的 TcLr19小麦为材料,采用

撒粉法接种叶锈菌 07- 10- 421- 3,分别于接种后 0、6、

12、18、24、36、48、60、72、96h采集叶片,提取总 RNA,

并以未接菌的 TcLr19小麦叶片总 RNA为对照, 反转

录成 cDNA,用小麦组成型表达基因 Actin作内标调整

浓度,以 S11A11全长进行半定量 RT-PCR分析。结

果表明: TcLr19在接菌前以及接菌后 96h内, S11A11

基因均有表达,而且表达水平基本一致,说明在取样

时间范围内, T cLr19未受小麦叶锈菌的诱导 (图 8),

其表达方式为低丰度组成型表达。

3� 讨论

同源序列法是目前克隆植物抗病基因的主要方

法之一,尤其在小麦抗病基因克隆中应用较为广泛。

Feu illet等
[ 14, 19]

用丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶保守区域

的引物,成功地克隆到小麦抗叶锈病基因 Lr10候选

基因序列; Seach等
[ 20]
用抗病基因同源序列 ( RGA)分

608
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图 6� TcLr19小麦 S11A11基因编码的氨基酸序列

F ig. 6� Thededuced am ino ac id sequence of theS11A11 gene from TcLr19

CC: N端对应的氨基酸序列为 CC结构域 (划线区 ) CC conse rved doma ins corresponding am id acid in N end ( underlined);

NBS: P-Loop: GGVGKTT; K inase- 2: LLVMDDMW; K inase- 3a: GCMVLATTR;

HD: GFPLAL (加边框区 In boxed); LRR结构域 (阴影区 In shadow ed areas)

图 7� S11A11 基因序列系统发育树

Fig. 7� Phylogenet ic tree of deduced am ino

ac id sequences of S11A11 gene

图 8� S11A11 全长序列在 TcL19中 RT- PCR扩增结果

F ig. 8� The RT-PCR products of theS11A11

full length sequence in TcLr19

离到含有 L r37、Yr17、Sr38的片段;王海燕等
[ 21-22]
用

RGA结合 RACE技术得到了 Lr35抗病相关基因的

全长序列。

抗病基因同源序列 ( RGA s)在植物基因组中大

量存在,与 R基因相关的 RGA s只是其中的一部分,

就现有的 RGA s研究来看, NBS类是目前发现的最

重要的抗病基因保守结构域, 且基本只出现在抗病

基因中,主要由 3个区域组成:第一区域为磷酸结合

环 ( P- loop), 又称激酶 la( K inase- la); 第二区域为激

酶- 2 ( K inase- 2 ); 第三区域为激酶-3a ( K inase-

3a)
[ 23-24]

。为此, 本研究选择了 NBS类 R基因保守

域为克隆对象, 根据 P- loop和 GLPL保守区域设计

简并引物, 从经 6代回交, 仅含有目的基因 L r19的

小麦抗叶锈病近等基因系材料 TcLr19中克隆得到

了 1个典型 NBS类结构特征的小麦抗病基因同源

序列, 包括: � 功能尚未明确的 K inase-2区; � 与

DNA的嘌呤或核糖结合相关的 K inase-3a区; � 功

能尚未清晰化的疏水结构域 GLPL 区, 但是缺少

ATP或 GTP的磷酸结合位点 K inase- la区。由于用

RGA法得到的序列只是抗病基因同源序列的一部

分, 为得到完整的序列, 本研究进一步采用了快速有

效的 RACE技术获得了该片段的全长序列 S11A11。

同时在回交亲本 Thatcher中进行了验证, 经琼脂糖

凝胶电泳检测发现,其目的片段大小相近,不能有效

地揭示抗感材料之间的差异, 但序列分析却可以发

现多个单碱基的差异, 包括碱基的 SNP和插入 (缺
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失 ) ,这种差异是不能用普通的琼脂糖凝胶电泳检

测到的,这与前人的研究结果一致
[ 6, 25-29]

。

对 S11A11编码产物进行结构分析发现, 具有

CC、NBS、LRR、HD等保守结构域, 符合典型的单子

叶植物所具有的 CC-NBS-LRR结构。进一步对比发

现,本研究所获得的全长序列含有完整的 NBS结构

域和 11个 LRR重复序列,其 LRR的结构与 � LxxLx-

Lxx�相一致,基本符合胞质 LRR结构要求,并且与

Gennaro等
[ 18]
获得的 Lr19的候选基因 L r19-AG15中

24个 LRR重复序列的结构相一致, 重复数的不同

可能是由于所获得的功能区不同, 进而导致最后的

延伸结果不同。以 S11A11全长序列为基础,将其翻

译产物与 GenBank中登录的抗病基因具有较高的

相似性,系统发育分析显示 S11A11与小麦抗叶锈病

基因 Lr1、Lr21具有较高的同源性,但与 Lr10同源性

较低, 而且, S11A11 与 L r19-AG15的 同源 性仅

15�09%, 而与已克隆的小麦抗白粉病基因 Pm3a的

同源性也仅 14%。

本研究下一步的工作可以从以下几个方面开

展: ( 1)基因定位。试验所用材料 TcLr19所携带的

抗病基因 Lr19位于小麦 7D染色体长臂上, 为确定

克隆的片段是否与 Lr19抗病基因相关,还需对该基

因片段进行染色体定位。 ( 2)明确 S11A11基因在

亲本中的分布情况。R基因及其同源序列在基因组

中至少以 3种方式存在。第一是以基因簇 ( gene

cluster)的形式存在于染色体的某一复杂位点; 第二

是以简单的单基因位点存在,但在不同品种间有多

个等位基因;第三是以单基因或基因簇的形式存在

于染色体的不同位点。有的 R基因或其同源序列

可同时以其中 1种或 2种形式存在于基因组中。

( 3)基因功能的进一步验证。尽管序列和结构上的

分析均已表明, S11A11基因为小麦抗病同源基因,

但还需在转基因体系中或通过病毒诱导的基因沉默

( v irus induced gene silenc ing, V IGS )技术进一步验

证该基因的功能。
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续表

品种名称

N am e

原产地

O rigin

籼粳

Sub species

水陆 Low land

and up land

rice

粘糯 Non-

G lu tin ous and

glu tin ous rice

全生育期

( d ) Grow th

du rat ion

株高 ( cm )

P lan t height

柱头外露

Stgm a

ou tcrop

穗长 ( cm )

Pan icle

length

千粒重 ( g)

1000-grain

w eigh t

种皮色 Co lor

of brown

老来红 曲靖市 粳 水 粘 108 119 外露 16�78 23�6 红色

半节芒 曲靖市 粳 水 粘 108 110 外露 20�19 23 红色

大白谷 师宗县 粳 水 粘 105 114 22�2 24�3 白色

高酒谷 彝良县 粳 水 糯 108 110 23�5 25�88 白色

短干糯 云龙县 粳 水 糯 103 120 21�97 29�72 白色

金包银 镇康县 籼 水 粘 119 157 中 20�7 26�12 白色

毛香谷 镇雄县 粳 水 糯 93 95 18�78 24 白色

3� 讨论

稻种资源抗性遗传多样性不可避免地与气候紧

密联系在一起,存在相互影响和作用,而稻种资源的

遗传多样性正在遭受气候变化的影响和冲击, 进一

步探明不同生态环境中稻遗传多样性的差异表现,

十分有利于多样性保护与利用。因此, 不少学者从

不同的角度开展研究环境对稻作抗性多样性的影

响
[ 10- 12 ]

,但多见通过不减少基因和物种多样性,不

毁坏重要的生境和生态系统等方式, 来保护利用生

物资源, 以保证生物多样性持续发展
[ 13]

, 朱有勇

等
[ 14- 15]

利用稻种资源抗性遗传多样性实现稻作生

产的可持续发展。少见定量分析稻种资源抗性遗传

多样性与生态环境 (温度 )相互关系的报道。

云南地处低纬度地区,全年太阳光热较多;云南

位于欧亚大陆东南部, 地理位置特殊, 西北面是 �世

界屋脊 �青藏高原,南近辽阔的海洋,季风气候极为

明显, 冬季受干燥的大陆季风控制,夏季盛行湿润的

海洋季风,加上错综复杂的高原地形地貌,从而形成

了特殊的高原季风气候,呈现出气候类型的多样性。

这样的生态地理环境为云南稻种资源抗病性多样性

形成提供了得天独厚的条件,营造了稻抗病性多样

性的空间分异基础,因此, 云南是开展作物抗病多样

性研究条件最好的地区之一。
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