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摘　 要: 抗条锈病基因 Ｙｒ６９ 对我国小麦条锈菌(Ｐｕｃｃｉｎｉａ ｓｔｒｉｉｆｏｒｍｉｓ ｆ. ｓｐ. ｔｒｉｔｉｃｉ)小种具有广谱抗性ꎬ 在小麦抗条

锈病育种中具有重要价值ꎮ 为提高分子标记辅助选择育种的效率ꎬ 加快 Ｙｒ６９ 在小麦抗病育种中的应用ꎬ 本研究

利用条锈菌小种 ＣＹＲ３４ 对包含 ３４０ 个小麦家系的‘Ｔａｉｃｈｕｎｇ２９ / ＣＨ７０８６’Ｆ９ 代 ＲＩＬ(Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｉｎｂｒｅｄ ｌｉｎｅ)群
体进行接种鉴定ꎬ 并利用 ＢＳＡ￣ＳＮＰ(Ｂｕｌｋｅｄ ｓｅｇｒｅｇａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ￣ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ)技术对其抗条

锈病基因进行了重新定位ꎮ 抗病鉴定结果显示ꎬ ＲＩＬ 群体中抗感病家系的数量呈双峰分布ꎬ ‘ＣＨ７０８６’的条锈病

抗性受一个主效位点控制ꎮ ＢＳＡ￣ＳＮＰ 基因分型结果表明ꎬ 多态性 ＳＮＰ 主要集中于小麦 ２ＡＳ 染色体末端 ０ ~ ３０
Ｍｂ 的染色体区段ꎮ 在该基因组区段开发了 ２０８ 个 ＳＳＲ 分子标记ꎬ 利用抗感病小群体从中筛选到 １４ 个与 Ｙｒ６９

连锁的分子标记ꎮ 利用 １４ 个标记对 ３４０ 个 ＲＩＬ 家系进行 ＰＣＲ 扩增和分子作图ꎬ 将 Ｙｒ６９ 定位于 ２ＡＳ１１１ 和

２ＡＳ１７１ 之间约 ７􀆰７６ Ｍｂ 的染色体区段ꎬ 两侧连锁标记 ２ＡＳ１１１、 ２ＡＳ１７１ 与 Ｙｒ６９ 的连锁距离均为 ０􀆰４ ｃＭꎬ 并获

得 ２ 个与 Ｙｒ６９ 共分离的分子标记 ２ＡＳ１１７ 和 ２ＡＳ１２７ꎬ 可用于 Ｙｒ６９ 的分子标记辅助选择ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍꎻ ＳＮＰꎻ Ｓｔｒｉｐｅ ｒｕｓｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅꎻ Ｌｉｎｋａｇｅ ｍａｒｋｅｒｓꎻ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｍａｒｋｅｒ￣ａｓｓｉｓｔｅｄ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

　 　 由专化型病原真菌条形柄锈菌(Ｐｕｃｃｉｎｉａ ｓｔｒｉ￣
ｉｆｏｒｍｉｓ ｆ. ｓｐ. ｔｒｉｔｉｃｉꎬ Ｐｓｔ)引起的小麦条锈病是制

约我国小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ.)安全生产的重

大病害之一[１] ꎬ 主要发生在我国西北、 西南和中

部等冷凉潮湿地区ꎮ 其病原菌可随大气流动远距

离传播ꎬ 具有传播速度快、 发生范围广、 变异频

率高、 危害损失大等特点[２] ꎮ 病原菌成功侵染小

麦植株后ꎬ 不仅吸收寄主养分ꎬ 其产生的条状病

斑还会阻碍小麦叶片的光合作用ꎬ 严重时可使小

麦植株快速死亡ꎬ 从而造成粮食减产[３] ꎮ 我国是

世界上小麦条锈病发病面积最大、 危害损失最严

重的国家[１] ꎮ 一般年份ꎬ 我国小麦条锈病发病面

积约为 ６􀆰０ ×１０６ ｈｍ２ꎬ 可对发病田块造成 ５％ ~
２０％的产量损失[４]ꎮ 在温度和湿度适宜的气候条

件下ꎬ 条锈病极易发生大规模爆发ꎬ 病害严重时可

使小麦减产 ４０％~６０％ꎬ 对我国粮食安全生产具有

重大威胁[５]ꎮ １９４９ 年以来ꎬ 我国发生过多次条锈

病大流行ꎬ 特别是 １９５０、 １９６４、 １９９０、 ２００２ 和

２０１７ 年ꎬ 条锈病发病面积均超过 ７􀆰０×１０６ ｈｍ２ꎬ
粮食损失达 １􀆰３８×１０９ｋｇ[６]ꎮ 随着条锈菌毒性小种

‘ＣＹＲ３２’、 ‘ＣＹＲ３３’和‘ＣＹＲ３４’的相继出现与流

行ꎬ 原 有 的 抗 源 ‘ 水 源 １１ ’、 ‘ 繁 ６ ’ ( Ｙｒ３ｂ、

Ｙｒ４ｂ )、 ‘ 贵 农 ２２ ’ ( Ｙｒ１０、 Ｙｒ２４ / Ｙｒ２６ ) 和

‘９２Ｒ１３７’ ( Ｙｒ２６) 等先后丧失了对条锈病的抗

性[７]ꎬ 导致我国 ９０％以上的生产品种丧失抗性ꎬ
这对小麦生产构成了严重威胁ꎮ 因此ꎬ 挖掘有效抗

病基因并选育抗病品种ꎬ 是控制条锈病危害和保障

粮食安全的重要举措ꎮ
迄今ꎬ 国际上已从小麦及其近缘种属中发现并

定位了 ８３ 个正式命名的抗条锈病基因 ( Ｙｒ１￣
Ｙｒ８３[８])和许多暂时命名的抗性基因以及 ＱＴＬ 位

点ꎮ 为了应用这些抗条锈病基因ꎬ 国内外学者进行

了大量研究ꎬ 其中 Ｙｒ５、 Ｙｒ７、 Ｙｒ１０、 Ｙｒ１５、 Ｙｒ１８、
Ｙｒ３６、 Ｙｒ４６ 和 ＹｒＳＰ 已被克隆[９－１５]ꎮ 然而ꎬ 仍有许

多抗条锈病基因未能在小麦抗病育种中得到有效利

用ꎬ 一个重要原因是缺乏准确鉴定抗病基因的诊断

性标记ꎮ Ｙｒ６９ 是 Ｈｏｕ 等[１６]利用分子标记从小偃麦

渗入系‘ＣＨ７０８６’中鉴定出来的一个抗条锈病新基

因ꎬ 其供体品系‘ＣＨ７０８６’是由山西省农业科学院

作物科学研究所利用普通小麦与来源于十倍体长穗

偃麦草(Ｔｈｉｎｏｐｙｒｕｍ ｐｏｎｔｉｃｕｍ(Ｐｏｐｄ.) Ｂａｒｋｗｏｒｔｈ
＆ Ｄ. Ｒ. Ｄｅｗｅｙ)的部分双二倍体‘小偃 ７４３０’杂交

ＢＣ２Ｆ７选育出的小麦新品系ꎬ 对我国多个条锈菌流

行小种包括 ‘ ＣＹＲ２３’、 ‘ ＣＹＲ２９’、 ‘ ＣＹＲ３１’、
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‘ＣＹＲ３２’、 ‘ＣＹＲ３３’和‘ＣＹＲ３４’均表现出优良抗

性ꎮ 但 Ｈｏｕ 等[１６]开发的标记较少ꎬ 仅有一个 ＥＳＴ￣
ＳＳＲ 标记 Ｘ２ＡＳ３３ 与 Ｙｒ６９ 连锁距离较近ꎬ 严重限

制了 Ｙｒ６９ 在育种上的应用ꎮ 随着小麦基因组测序

的完成和基因组序列的释放[１７－１９]ꎬ 利用小麦基因

组序列在 Ｙｒ６９ 附近开发大量分子标记对其进行精

细定位成为可能ꎮ
为了促进 Ｙｒ６９ 在小麦抗条锈病育种和生产上

的应用ꎬ 本研究利用感病品种 ‘ Ｔａｉｃｈｕｎｇ２９’ 与

‘ＣＨ７０８６’构建的 Ｆ９ 代重组自交系(Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ
ｉｎｂｒｅｄ ｌｉｎｅꎬ ＲＩＬ)群体ꎬ 采用集群分离分析(Ｂｕｌｋ
ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ＢＳＡ)结合 ＳＮＰ 芯片基因分

型的方法ꎬ 开发与 Ｙｒ６９ 紧密连锁的分子标记或共

分离标记ꎬ 旨在为实现 Ｙｒ６９ 的精细定位或图位克

隆以及有效利用提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

供试 材 料 包 括 ３４０ 个 由 ‘ Ｔａｉｃｈｕｎｇ２９ ’ 和

‘ ＣＨ７０８６ ’ 构 建 的 Ｆ９ 代 ＲＩＬ 群 体ꎬ 其 中

‘ＣＨ７０８６’是由山西农业大学农学院从‘中 ８７０１ /
小偃 ７４３０ / /冀麦 ２６ / / /冀麦 ２６’的 Ｆ７代自交后代

中选育出的抗条锈病新品系ꎬ 含有抗条锈病基因

Ｙｒ６９[１６] ꎬ 对我国目前广泛流行的条锈菌小种均

表现为免疫ꎻ ‘ Ｔａｉｃｈｕｎｇ２９’ 高感小麦条锈病ꎮ
‘Ｔａｉｃｈｕｎｇ２９’和‘ＣＨ７０８６’均来自山西农业大学

农学院ꎮ 条锈病田间诱发品种‘川育 １２’和条锈

菌生理小种‘ＣＹＲ３４’来自四川省农业科学院作物

研究所ꎮ
１􀆰 ２　 抗病性鉴定

于 ２０２０ 年在四川省农业科学院现代农业科技

创新示范园对实验材料进行成株期人工接种鉴定ꎮ
将抗病亲本‘ＣＨ７０８６’、 感病亲本‘Ｔａｉｃｈｕｎｇ２９’
和 ３４０ 个 Ｆ９ 代 ＲＩＬ 家系按行播种于大田ꎬ 每

个 ＲＩＬ 家系播种 ２ 行ꎬ 每行单粒点播 ２０ 粒ꎬ 行长

１􀆰６ ｍꎬ 行 距 ０􀆰２５ ｍꎬ 每 隔 １０ 行 播 种 １ 行

‘Ｔａｉｃｈｕｎｇ２９’作为感病对照ꎮ 为确保鉴定材料充

分发病ꎬ 把高感条锈病品种‘川育 １２’垂直播种

行种植于实验材料两侧ꎮ 在小麦拔节前ꎬ 采用孢

子悬液喷雾法[２０]接种条锈菌ꎬ 将新鲜的条锈菌孢

子用清水稀释成 ３􀆰０×１０－５ ｇ / ｍＬ 的淡桔黄色溶

液ꎬ 均匀喷洒在诱发品种上进行接种ꎬ 当感病对照

‘Ｔａｉｃｈｕｎｇ２９’充分发病后ꎬ 按照 １~９ 共 ９ 级分级

标准[２１ꎬ ２２]ꎬ 记载亲本及 ３４０ 个 ＲＩＬ 家系的侵染型ꎮ
其中 １ 为免疫ꎻ ２ 为高抗ꎻ ３ 为抗病ꎻ ４ 为中抗到

抗病ꎻ ５ 为中抗ꎻ ６ 为中感ꎻ ７ 为中感到感病ꎻ ８
为感病ꎻ ９ 为高感[２１]ꎮ
１􀆰 ３　 抗感病池的构建及 ＳＮＰ芯片扫描

在幼苗三叶期ꎬ 剪取长约 ３ ｃｍ 的幼嫩单个植

株叶片ꎬ 在液氮中冷冻后用高速震荡器磨成粉末ꎬ
采用改良 ＣＴＡＢ 法提取基因组总 ＤＮＡ[２３]ꎮ 根据抗

病性鉴定结果ꎬ 分别选取 ３０ 个极端抗病家系(反
应型为 １)和 ３０ 个极端感病家系(反应型为 ９)ꎬ 每

个家系取等量 ＤＮＡ 混合成抗病池和感病池[２４]ꎬ 由

北京中玉金标记公司进行 ｉＳｅｌｅｃｔ ９０Ｋ ＳＮＰ ( 共

８１５８７ 个 ＳＮＰ 标记) 芯片扫描ꎮ
１􀆰 ４　 连锁标记开发与遗传图谱构建

根据 ＳＮＰ 芯片扫描结果分析抗病基因所在染

色体物理区段ꎬ 参考中国春小麦基因组数据 ＩＷＧ￣
ＳＣ Ｒｅｆ Ｓｅｑ ｖ１􀆰０ꎬ 从 Ｔｒｉｔｉｃｅａｅ Ｍｕｌｔｉ￣ｏｍｉｃｓ Ｃｅｎｔｅｒ
网站 ( ｈｔｔｐ: / / ２０２. １９４. １３９. ３２ / ｇｅｔｆａｓｔａ / ｉｎｄｅｘ. ｈｔ￣
ｍｌ)获取 Ｙｒ６９ 所在染色体区段小麦基因组序列ꎬ
利用 ＳＳＲ Ｈｕｎｔｅｒ ｖ１􀆰３ 和 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ｖ６􀆰０ 软件

设计 ＳＳＲ 引物(表 １)ꎮ 利用 ＰＣＲ 扩增筛选在亲本

‘ＣＨ７０８６’和‘Ｔａｉｃｈｕｎｇ２９’之间存在多态性的分

子标记ꎬ 利用筛选到的多态性分子标记在抗感小群

体中进行扩增ꎬ 筛选与抗病基因连锁的标记ꎬ 即抗

病单株与抗亲一致、 感病单株与感亲一致的多态性

ＳＳＲ 标记ꎮ
ＰＣＲ 反应体系总体积为 １５ μＬꎬ 包括: １０ ×

ｂｕｆｆｅｒ １􀆰５ μＬꎬ ２􀆰５ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰ １􀆰０ μＬꎬ
２５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ １􀆰０ μＬꎬ 模 板 ＤＮＡ ２􀆰０ μＬꎬ
５０ μｍｏｌ / Ｌ 引物 １􀆰０ μＬꎬ ５ Ｕ / μＬ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶

０􀆰２ μＬꎬ ｄｄＨ２Ｏ ８􀆰３ μＬꎮ ＰＣＲ 反应程序为: ９４℃
预变性 ５ ｍｉｎꎻ ９４℃变性 １ ｍｉｎꎬ 退火 ４５ ｓꎬ ７２℃
延伸 １ ｍｉｎꎬ ３５ 个循环ꎻ ７２℃延伸 １０ ｍｉｎꎻ ４℃保

存备用ꎮ 扩增完成后采用 ８％非变性聚丙烯酰胺凝

胶电泳分离扩增产物ꎬ 硝酸银染色后拍照ꎮ
利用筛选到的连锁标记对 ３４０ 个 ＲＩＬ 家系进行

ＰＣＲ 扩增并读带ꎬ 获得分子标记检测结果ꎬ 其中

与抗病亲本‘ＣＨ７０８６’一致的带型ꎬ 读作 Ａ(纯合

抗病)ꎬ 与感病亲本‘Ｔａｉｃｈｕｎｇ２９’一致的带型ꎬ 读
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表 １　 与抗条锈病基因 Ｙｒ６９ 连锁的分子标记信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ ｌｉｎｋｅｄ ｗｉｔｈ ｓｔｒｉｐｅ ｒｕｓｔ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ Ｙｒ６９

标记名称
Ｍａｒｋｅｒ ｎａｍｅ

正向引物
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ (５′ － ３′)

反向引物
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ (５′ － ３′)

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ / ℃

片段大小
Ｆｒａｇｍｅｎｔ
ｓｉｚｅ / ｂｐ

Ｔ０４Ｓ４７ ＴＣＣＡＡＣＣＴＣＣＡＡＣＧＣＴＧＴＣ ＴＡＧＴＧＧＣＧＡＴＧＡＴＧＣＴＣＴＣＣ ５８ １３６

Ｔ０６Ｓ０７ ＴＴＧＣＴＧＧＡＡＴＣＡＧＴＣＣＡＡＧＴＴ ＡＣＧＣＣＡＴＴＣＡＴＡＧＣＣＴＣＣＴ ５８ ２０８

２ＡＳ４７ ＧＣＧＴＣＴＴＣＴＣＴＡＧＡＡＴＧＣＴＣＴＴ ＴＧＧＴＧＧＣＧＡＴＧＴＧＣＴＴＣＡ ６２ １０９

２ＡＳ７７ ＡＧＧＡＡＴＡＣＡＧＧＡＣＴＧＣＡＡＴＧＧＡ ＣＡＡＣＡＴＧＧＣＴＴＣＡＡＣＴＧＧＡＧＡＡ ６２ １３８

２ＡＳ９７ ＡＧＧＧＡＡＡＧＴＣＧＴＣＧＣＣＴＴＧ ＴＣＡＴＣＡＣＴＧＡＧＣＣＡＡＣＡＴＣＣＡ ５８ １８５

２ＡＳ１１１ ＴＣＣＴＧＴＣＣＧＣＴＧＴＡＴＧＡＴＣＧ ＴＴＧＴＧＧＣＴＣＴＧＧＴＧＴＴＧＴＡＡＴＣ ５７ ２８６

２ＡＳ１１７ ＡＧＴＴＣＧＴＣＴＧＴＣＧＴＣＧＴＴＣＡ ＴＧＧＡＴＴＧＣＴＡＣＴＧＣＡＣＴＧＧＡ ５８ １０３

２ＡＳ１２７ ＴＴＣＴＣＴＧＧＣＧＴＧＴＧＧＴＴＧＡ ＴＧＣＡＡＴＧＣＧＧＧＴＡＡＣＡＴＣＴＴＴ ５８ ２３４

２ＡＳ１７１ ＧＡＣＡＡＣＡＡＴＣＡＣＡＡＧＣＡＧＣＡＡ ＣＣＡＡＣＴＡＡＣＴＣＴＴＣＴＣＧＧＴＣＴＣ ５８ １８１

２ＡＳ１９３ ＧＴＡＡＴＣＣＡＧＧＡＴＧＡＣＧＡＡＴＡＧＣ ＡＡＡＧＴＴＧＴＡＣＴＡＡＣＧＧＧＴＴＧＧＡ ５８ １２８

２ＡＳ１９６ ＧＴＣＡＴＧＴＴＧＧＴＡＣＴＧＧＡＧＧＡＴＧ ＧＡＡＧＴＡＴＧＧＴＣＡＧＡＧＧＧＴＣＴＴＧ ５８ ２０２

２ＡＳ２０６ ＣＴＴＧＡＣＧＡＣＣＡＣＡＧＧＧＡＴＧ ＣＧＴＧＴＡＴＴＣＴＴＣＡＴＡＡＣＡＧＡＧＣ ５８ ２４１

２ＡＳ０１ ＡＡＡＴＣＧＧＣＧＴＧＡＡＡＧＧＴＧＡＡＡ ＣＣＴＧＧＡＣＣＡＡＡＧＣＣＣＴＧＴＴ ５８ ２２０

２ＡＳ０３ ＣＧＡＡＴＡＴＣＣＡＣＣＧＡＣＣＴＧＣＴＡ ＴＣＣＡＡＣＣＴＣＣＴＣＣＡＣＴＣＡＣＴ ５８ ２５４

作 Ｂ(纯合感病)ꎬ 同时具有 Ａ 和 Ｂ 两种带型的读

作 Ｈ(杂合)ꎮ 利用 Ｊｏｉｎ ｍａｐ ｖ４􀆰０ 软件计算连锁标

记与抗病基因 Ｙｒ６９ 之间的遗传距离ꎬ 并用 Ｍａｐ￣
Ｄｒａｗ ｖ２􀆰１ 软件绘制遗传连锁图ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 抗病性遗传分析

本研究 利 用 条 锈 菌 生 理 小 种 ‘ ＣＹＲ３４ ’ 对

‘ＣＨ７０８６’、 ‘Ｔａｉｃｈｕｎｇ２９’和 ３４０ 个 Ｆ９ 代 ＲＩＬ 家

系接种鉴定ꎬ 结果表明ꎬ ‘ＣＨ７０８６’表现为免疫ꎬ
侵染型为 １ 级ꎬ 感病亲本‘Ｔａｉｃｈｕｎｇ２９’表现为高

感ꎬ 侵染型为 ９ 级ꎮ ３４０ 个家系的侵染型中有 １７６
个家系为纯合抗病型ꎬ １５９ 个家系为纯合感病型ꎬ
抗感分离的家系为 ５ 个(图 １)ꎮ 由 ＲＩＬｓ 群体抗、
感病家系的数量呈双峰分布可知ꎬ ‘ＣＨ７０８６’中可

能存在 １ 对主效抗条锈病基因ꎮ
２􀆰 ２　 ＳＮＰ结果分析及抗病基因的染色体定位

根据 ＳＮＰ 芯片扫描结果ꎬ 筛选出抗亲和感亲

间具有多态性的 ＳＮＰ 标记ꎬ 进一步筛选出在抗、
感病池间具有多态性的 ＳＮＰ 标记ꎬ 去除信号缺失

的标记和等位位点为杂合型的 ＳＮＰ 的标记ꎮ 对

ＳＮＰ 标记进行分析ꎬ 根据 ＳＮＰ 标记的富集区域确

定抗病基因所在染色体位置ꎮ ＳＮＰ 芯片扫描结果

表明ꎬ 在 ｉＳｅｌｅｃｔ ９０Ｋ ＳＮＰ 芯片的 ８１ ５８７ 个标记
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图 １　 ‘Ｔａｉｃｈｕｎｇ２９ / ＣＨ７０８６’ＲＩＬ群体抗感家系数量分布
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｏｆ ＲＩＬ

ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ‘Ｔａｉｃｈｕｎｇ２９ / ＣＨ７０８６’

位点中ꎬ 有 ９５３１ 个 ＳＮＰ 在抗、 感亲本间具有多态

性ꎬ 占总标记数的 １１􀆰６８％ꎻ 其中有 ３２０９ 个 ＳＮＰ
在抗、 感 病 池 间 具 有 多 态 性ꎬ 占 总 标 记 数 的

３􀆰９３％ꎻ 进一步筛选抗亲与抗病池一致、 感亲与感

病池一致ꎬ 并去除信号缺失或等位位点为杂合型

ＳＮＰ 的标记ꎬ 共获得 １１２ 个多态性 ＳＮＰ 标记ꎮ 根

据 ＳＮＰ 标记所在物理位置信息ꎬ 推断抗病基因

Ｙｒ６９ 位于 ２ＡＳ 染色体上 ０ ~３０ Ｍｂ 的物理区间内

(图 ２: Ａ、 Ｂ)ꎮ
２􀆰 ３　 连锁标记的分析

本研究在小麦 ２ＡＳ 染色体上 ０~３０ Ｍｂ 的物理

区间内设计了 ２０８ 对引物ꎬ 其中 １１６ 对引物可在

００２ 植 物 科 学 学 报 第 ４０ 卷　
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图 ２　 多态性 ＳＮＰ结果分析及抗病基因 Ｙｒ６９ 的染色体定位
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ＳＮＰｓ ａｎｄ ｍａｐｐｉｎｇ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ Ｙｒ６９

亲本‘ＣＨ７０８６’和‘Ｔａｉｃｈｕｎｇ２９’间扩增出多态性ꎮ
利用 １１ 个抗病单株和 １１ 个感病单株组成的抗、
感病小群体对亲本间具有多态性的分子标记进行筛

选ꎬ 根据扩增的目标条带在抗感小群体间的片段大

小差异ꎬ 共筛选到与抗病基因连锁的共显性标记

１４ 个ꎮ 利用 １４ 个共显性标记(表 １)对 ３４０ 个 ＲＩＬ
家系进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ 读带数据采用 Ｊｏｉｎｍａｐ ｖ４􀆰０
计算连锁距离ꎮ 结果表明ꎬ １４ 个连锁标记中有 ２
个与 Ｙｒ６９ 共分离ꎬ 分别为 ２ＡＳ１１７ 和 ２ＡＳ１２７ꎮ
Ｙｒ６９ 两侧最近的连 锁 标 记 分 别 为 ２ＡＳ１１１ 和

２ＡＳ１７１ꎬ 与 Ｙｒ６９ 的连锁距离均为 ０􀆰４ ｃＭꎬ 结合

Ｈｏｕ 等[１６]筛选的连锁标记构建了 Ｙｒ６９ 的遗传连锁

图(图 ２: Ｃ)ꎮ

３　 讨论

分子标记辅助选择 (Ｍａｒｋｅｒ￣ａｓｓｉｓｔｅｄ ｓｅｌｅｃ￣
ｔｉｏｎꎬ ＭＡＳ)作为一种高效育种技术ꎬ 已在现代生

物育种研究中获得广泛应用ꎬ 其核心内容是利用分

子标记对目标基因进行追踪与选择ꎬ 从而获得与目

标基因对应的有益农艺性状ꎮ 因此ꎬ 广泛挖掘有益

基因并获得与其紧密连锁的分子标记是分子育种技

术发展的重要基础ꎮ 早在 ２００３ 年ꎬ Ｙａｎ 等[２５]利用

ＲＧＡＰ ( Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｇｅｎｅ￣ａｎａｌｏｇ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ)
技术发现了与 Ｙｒ５ 共分离的两个 ＥＳＴ 标记 Ｘｗｇｐ１７
和 Ｘｗｇｐ１８ꎮ ２００９ 年ꎬ Ｆｕ 等[９] 采用图位克隆方法

克隆了来源于野生二粒小麦的成株期抗条锈病基因

Ｙｒ３６ꎬ 并开发了其特异分子标记 Ｙｒ３Ｅ６Ｅ１ａꎮ 目

前ꎬ 国内外已从小麦及其近缘属中挖掘出 ８３ 个苗

期或成株期抗条锈病基因ꎬ 并获得大量与条锈病抗

性相关的分子标记ꎬ 但除 Ｙｒ５ / Ｙｒ７ [１０]、 Ｙｒ１０ [１１]、
Ｙｒ１５ [１２]、 Ｙｒ１８ / Ｌｒ３４ [１３]、 Ｙｒ２８ [１４]、 Ｙｒ３６ [９]和

Ｙｒ４６ / Ｌｒ６７ [１５]等少数基因已得到克隆并获得功能

标记或共分离标记外ꎬ 大多数分子标记是基于特定

遗传群体进行抗病基因的染色体定位而获得的连锁

标记ꎮ 这些连锁标记普遍与目标基因存在一定的遗

传距离ꎬ 在抗病品种与感病品种杂交后代的遗传分

１０２　 第 ２ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 杨文静等: 小麦抗条锈基因 Ｙｒ６９ 的连锁标记开发
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离中会产生重组ꎬ 从而降低了分子标记的选择

效率[２６－２８]ꎮ
２０１６ 年ꎬ Ｈｏｕ 等[１６] 将利用分子标记从小麦￣

彭梯卡偃麦草渗入系‘ＣＨ７０８６’中鉴定出一个广谱

抗条锈病基因 Ｙｒ６９ꎬ 并利用‘中国春’缺体、 双端

体和缺失系将其定位于小麦 ２ＡＳ 染色体 ０􀆰７８ ~
１􀆰００ 区段ꎬ 其最近的连锁标记为 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记

２ＡＳ３３ꎬ 与 Ｙｒ６９ 的遗传距离为 １􀆰９ ｃＭꎮ 张晓军

等[２９ꎬ ３０]通过使用 ２ＡＳ３３ 在‘长 ４７３８ / ＣＨ７０８６’的

Ｆ２ 群 体 与 ‘ 烟 农 ９９９ / ＣＨ７０８６ ’ 和 ‘ 长 ４７３８ /
ＣＨ７０８６’的 Ｆ６后代品系进行检测后发现ꎬ ２ＡＳ３３
对抗条锈病基因 Ｙｒ６９ 的选择效率在 ９５􀆰２％ ~
９６􀆰７％ꎮ Ｈｏｕ 等[１６]利用‘Ｔａｉｃｈｕｎｇ２９ / ＣＨ７０８６’的
Ｆ２ 群体接种 ‘ＣＹＲ３２’ 小种进行遗传分析认为ꎬ
‘ＣＨ７０８６’对‘ＣＹＲ３２’的抗性受 １ 对显性基因控

制ꎮ 由于条锈菌生理小种的变异ꎬ ‘ＣＹＲ３４’已成

为生产上对小麦威胁最大的条锈菌生理小种ꎮ 本研

究利用 ‘ＣＨ７０８６’ 和 ‘ Ｔａｉｃｈｕｎｇ２９’ 构建的 Ｆ９ 代

ＲＩＬ 群体接种‘ＣＹＲ３４’后的结果发现ꎬ ‘ＣＨ７０８６’
对‘ＣＹＲ３４’的抗性受 １ 对主效抗条锈病基因控制ꎬ
与 Ｈｏｕ 等[１６]的研究结果基本一致ꎮ 为了提高分子

标记对抗病基因 Ｙｒ６９ 的选择效率ꎬ 较理想的方法

是对目标基因进行精细定位或克隆ꎬ 在目标基因区

段或该区段附近开发与抗病基因连锁更加紧密的分

子标记或共分离标记ꎮ
近年来 ＳＮＰ 芯片技术的发展为加速普通小麦

基因的精细定位和克隆提供了新的技术手段ꎮ
Ｔｒｉｃｋ 等[３１] 首次尝试用 ＢＳＲ￣Ｓｅｑ 技术定位了四倍

体小麦高蛋白含量基因ＧＰＣ￣Ｂ１ꎮ Ｒａｍｉｒｅｚ￣Ｇｏｎｚａ￣
ｌｅｚ 等[３２] 使用同样的方法定位了抗条锈病基因

Ｙｒ１５ꎮ 随后以 ＢＳＲ 或 ＢＳＡ 为基础的 ＳＮＰ 定位基

因技术得到了大量应用ꎬ 但这种技术通常只能提供

目标基因的一个大致位置ꎬ 还需要在该区域开发标

记来缩小与准确定位目标基因所在染色体区段[３３]ꎮ
本研究利用‘Ｔａｉｃｈｕｎｇ２９ / ＣＨ７０８６’的 Ｆ９ 代 ＲＩＬ 群

体对‘ＣＨ７０８６’含有的抗条锈病基因进行了重新定

位ꎬ ＳＮＰ 芯片分析结果表明ꎬ Ｙｒ６９ 位于小麦 ２ＡＳ
染色体 ０ ~ ３０ Ｍｂ 的物理区段附近ꎬ 即 ２ＡＳ 染色

体末端ꎮ 在该区段内设计的 ２０８ 对引物进一步将

Ｙｒ６９ 定 位 于 ２ＡＳ１１１ 和 ２ＡＳ１７１ 之 间ꎬ 其 中

２ＡＳ１１１ 的物理位置为 ２ＡＳ￣１４ ０６１ １２０ꎬ ２ＡＳ１７１

的 物 理 位 置 为 ２ＡＳ￣２１ ８２１ ６６８ꎬ ２ＡＳ１１１ 和

２ＡＳ１７１ 与 Ｙｒ６９ 的遗传连锁距离均为 ０􀆰４ ｃＭꎮ 同

时还获得了 ２ 个与 Ｙｒ６９ 表现为共分离的分子标记

２ＡＳ１１７ 和 ２ＡＳ１２７ꎬ 其 物 理 位 置 分 别 为 ２ＡＳ￣
１５ ２８０ ４６４ 和 ２ＡＳ￣１５ ８１４ ３８８ꎮ 研究结果显示ꎬ
在基因定位中ꎬ 高代 ＲＩＬ 群体比 Ｆ２ 群体具有更高

的重组率ꎬ 表型鉴定更准确ꎬ 容易获得更多的重组

株与遗传距离更近的重组位点[３４]ꎮ 但本研究利用

ＲＩＬ 群体仅将 Ｙｒ６９ 定位于 ２ＡＳ１１１ 和 ２ＡＳ１７１ 之间

约 ７􀆰７６ Ｍｂ 的染色体区段ꎬ ２ 个 共 分 离 标 记

２ＡＳ１１７ 和 ２ＡＳ１２７ 可能是受到样品数量的限制ꎬ
与 Ｙｒ６９ 之间未发生重组ꎮ 因此ꎬ Ｙｒ６９ 的进一步精

细定位还需要扩大群体数量ꎬ 在目标区段开发更多

的分子标记ꎬ 筛选更多的重组体ꎬ 为 Ｙｒ６９ 的克隆

与有效利用奠定基础ꎮ
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