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摘 要:小麦抗叶锈基因Lr3ka是一个苗期抗病基因,对中国多数叶锈菌生理小种有较高水平抗性。为

了解更多Lr3ka基因信息,本研究利用叶锈菌生理小种FHJR对小麦RL6007(携带Lr3ka)、Thatcher及其后

代F2 群体进行苗期抗叶锈病鉴定,结合遗传分析及分子标记对Lr3ka进行染色体定位。结果表明,在苗期,

RL6007表现抗病,Thatcher表现感病,其后代F2 群体出现分离,卡方检测抗感单株个数符合1∶3的分离比例

(�2=1.362,P=0.243>0.05),推测Lr3ka是一个隐性主效抗叶锈基因。基于中国春参考基因组(IWGSC
v2.1)开发了100个SSR标记,利用抗感亲本间的多态性筛选到5个标记,分别为ZBSF6BL-5、ZBSF6BL-12、

ZBSF6BL-61、ZBSF6BL-99、ZBSF6BL-100;利用5个分子标记检测F2 群体,将Lr3ka基因定位于6BL染色体

上,位于ZBSF6BL-61和ZBSF6BL-99之间,遗传距离均为0.1cM;对应中国春参考基因组序列v2.1物理区

间716.2~730.7Mb。开发的SSR分子标记可以用于该基因的分子标记辅助选择,Lr3ka的定位可为其进一

步利用提供参考。
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PreliminaryMappingoftheLeafRustResistanceGeneLr3kainWheat
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Abstract:TheknownwheatleafresistancegeneLr3kaisaseedlingresistancegeneexhibitinghighlev-
elsofresistanceinChinawithimportantapplicationpotentiality.Inthisstudy,toknowmoreinfor-
mationofLr3ka,leafrustpathotypeFHJRwasusedtoinoculateRL6007(carryingLr3ka),Thatch-
erandF2populationstoidentifytheleafrustresistanceatseedlingstage.Geneticanalysisandmolec-
ularmarkerswereusedtomapLr3ka.ResultsshowedthatRL6007wasresistant,whileThatcher
wassusceptible.TheF2populationshowedsegregation,andchi-squaretestsconfirmedtheexpected1∶3ra-
tio(χ2=1.362,P=0.243>0.05),indicatingLr3kaisarecessivemajorresistancegene.Atotalof
100SSRmarkersweredevelopedaccordingtothewheatreferencesequenceofChineseSpring(IWG-
SCv2.1),andfiveSSR markers,namelyZBSF6BL-5,ZBSF6BL-12,ZBSF6BL-61,ZBSF6BL-99,and
ZBSF6BL-100,showedgoodpolymorphismbetweenparents.Thefivemarkerswereusedtodetect
thepopulation,Lr3kawasmappedon6BL,flankingbySSRmarkerZBSF6BL-61andZBSF6BL-99
bothwithgeneticdistanceof0.1cM.ThephysicalintervalofLr3kais716.2-730.7Mbcorrespond-
ingtoChineseSpringreferencegenomesequenceV2.1.TheSSRmarkerscanbeusedformarker-assisted
selection(MAS),anditprovidedreferencefortheutilizationofthegene.
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  小麦是世界主要粮食作物之一,全世界有

35%的人口以小麦为主粮。小麦的安全生产常常

受到多种病害的威胁,其中,由小麦叶锈菌(Puc-
ciniatriticina,Pt)引起的小麦叶锈病在全世界

小麦产区均有发生,严重时造成小麦产量损失高

达40%以上[1]。在中国,小麦叶锈病通常发生在

华北平原、长江中下游地区、中国西南和东北地

区[2]。2012年,中 国 小 麦 叶 锈 病 发 生 面 积 超

过1.5×107hm2,甘肃、河南、陕西、安徽和四川

等地发生尤为严重,造成了近3.0×109kg的产

量损失[3]。气候变暖可能增加小麦叶锈病的发

生与流行频次,对作物生产造成更大危害[4]。
化学杀菌剂可一定程度遏制病害大流行,但会

造成环境问题,种植抗病品种是最经济、高效

和安全的措施。
小麦对叶锈病的抗性一般分为小种专化抗性

(racespecificresistance)和非小种专化抗性(non-
racespecificresistance),小种专化抗性主要在小

麦苗期表现,属于质量性状,一般由单基因控

制[5],这类抗性易随新毒性小种的产生而丧失[6]。
非小种专化抗性一般在成株期表现,属于数量性

状,由多个微效基因控制[7],一般对小种不具有选

择性,抗性表现相对持久[8-9]。
目前,已经有83个抗叶锈病基因被正式命

名[10],其中大部分为小种专化抗性基因,仅有一

小部分为非小种专化抗性基因,例如Lr34 [11]、

Lr46[12]、Lr67 [13]和Lr68 [14],具有较好的慢锈抗

性。在已经发现的小麦抗叶锈病基因中,Lr1 [15]、

Lr9 [16]、Lr10 [17]、Lr13 [18-19]、Lr14a[20]、Lr21 [21]、

Lr22a[22]、Lr42 [23]、Lr47 [24]、Lr34 [25]和Lr67 [26]

已陆续被克隆。
简单 重 复 序 列 (simplesequencerepeat,

SSR)具有重复性高、丰富性强、共显性好等特点,
已成为遗传多样性研究和目的基因定位的有力工

具[27]。如高旭等[28]利用6对SSR标记将抗条锈

QTL位点Qyr.gaas.2A定位在15.87~18.91Mb
区间内(IWGSCv2.1);范建忠等[29]利用4对

SSR标记,将抗白粉病基因PmCypa35-3定位于

1B染色体上。
抗叶锈病基因Lr3ka于二十世纪七十年代在

普通小麦中作为Lr3的等位基因被首次报道[30]。
但目前还没有关于该基因分子标记的报道。本研

究拟通过构建RL6007(携带Lr3ka)/ThatcherF2
群体并对其进行抗叶锈鉴定,确定Lr3ka在小麦

苗期叶锈病抗性遗传规律,结合小麦参考基因组

序列信息,开发Lr3ka紧密连锁的SSR标记,为该

基因的精细定位及利用奠定基础。

1 材料和方法

1.1 试验材料

试验材料包括抗叶锈病单基因系 RL6007
(携带Lr3ka)、Thatcher(感病品种)、RL6007与

Thatcher杂交获得的10个F1 单株及其自交获得

的564个F2 单株;叶锈菌生理小种为对Lr3ka低毒

生理小种FHJR,所有供试材料均由河北农业大学

小麦锈病研究室提供。

1.2 苗期抗叶锈鉴定及遗传分析

苗期抗性鉴定在河北农业大学温室内进行,
鉴定材料包括RL6007、Thatcher、564个F2 代单

株和感病对照郑州5389。将小麦种植在塑料穴

盘(8cm×16cm)内,其中RL6007、Thatcher和

郑州5389种植8粒,F2 进行点播种植;当供试材

料生长到一心一叶时,将繁好的叶锈菌生理小种

FHJR利用扫苗法接种到供试材料上;在黑暗的

环境下保湿16h,将麦苗放置到温室中进行培

养;待感病对照郑州5389发病充分时,参照Ro-
elfs等[31]0~4级方法记录病情;统计后代群体中

抗、感单株数。

1.3 SSR分子标记的开发

Lr3ka位于小麦6BL染色体上,但缺乏分子

标记信息[30]。为确定Lr3ka的具体位置,利用

CTAB法提取 RL6007和 Thatcher的 DNA,检
测合格后送至博瑞迪生物公司进行16KSNP芯

片检测,确定两个亲本间6BL染色体上的差异

SNP位点。参考中国春基因组序列2.1(IWG-
SC.Ref.V2.1)利用在线软件BLAST获取6BL
染色体上的差异SNP位点所在染色体物理位置,
下载目标染色体区段内的序列,利用在线软件

Batchprimer3设计SSR分子标记,搜获SSR基

序(motif)数目分别为2、3、4、5、6且重复次数最

少为3的SSR位点。引物由上海生物工程股份有

限公司合成。采用CTAB法提取F2 群体小麦叶片

全基因组DNA,用0.5×TE稀释成50~60ng·�

L-1 工作液。
先用抗、感小麦亲本进行标记筛选,具有多态

性的分子标记用于检测F2 群体。PCR 扩增体

系:1μLDNA模板,1μL引物,5μL2×EqTaq
MasterMix,3μLddH2O。PCR反应程序:94℃
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预变性5min;94℃变性45s,55~60℃退火45
s,72℃延伸45s,共35个循环;72℃延伸10
min,10℃保存。PCR扩增产物利用8% 聚丙烯

酰胺凝胶电泳分离。

1.4 遗传连锁图谱构建

根据电泳结果统计后代群体带型,其中与

RL6007带型一致的记为A带,与Thatcher带型

一致的记为B带,两亲本都有的带型为 H带,结
合抗性数据与基因型数据进行遗传连锁分析,利
用Joinmap4.0软件计算标记与抗病基因的遗传

距离并构建遗传连锁图谱。标记序列与中国春参

考序列进行比对,确定基因的物理位置。

2 结果与分析

2.1 供试材料对叶锈菌的苗期抗性分析

抗叶锈鉴定结果(表1,图1)显示,RL6007表

现为抗病(侵染型为1级),Thatcher表现为感病

(侵染型为4级),说明抗叶锈基因Lr3ka在苗期

对叶锈菌生理小种FHJR具有良好抗性。10株

F1 单株均表现为感病,说明该基因为隐性基因;

564株F2 代群体中,抗病株有153株,感病株有

411株。通过卡方检测,该结果符合由一对隐性

基因控制的1∶3的理论比例(�2=1.362,P=0.243
>0.05),说明Lr3ka是一个具有较好苗期抗性的

隐性主效基因。

图1 RL6007、Thatcher及F2 后代接种叶锈菌

生理小种FHJR的表型

Fig.1 PhenotypesoftheRL6007,ThatcherandF2

plantsinoculatedwiththeleafrustpathotypeFHJR

表1 供试材料对叶锈菌生理小种FHJR的抗性分析

Table1 GeneticanalysisofRL6077/ThatcherF2populationinoculatedwithleafrustpathotypeFHJR

材料名称
Material

总株数
Total

侵染型Infectiontype

0 ; 1 2 3 4

RL6007 10 7 3

Thatcher 10 10

F1 10 2 8

F2 564 52 101 55 356

2.2 多态性SSR标记筛选

对RL6007和Thatcher进行了16KSNP芯

片检测,结果显示,差异SNP位点主要集中在

6BL染色体590~730Mb的区间内。参考中国

春基因组序列(RefSeqv2.1)590~730Mb,选取

700~702Mb、710~712Mb、715~717Mb、730~
731Mb物理位置并设计了100对SSR分子标记,
对亲本RL6007和Thatcher进行检测,结果显示,
有7个标记在亲本间表现出多态性,分别命名为

ZBSF6BL-5、ZBSF6BL-12、ZBSF6BL-89、ZBSF6BL-
29、ZBSF6BL-99、ZBSF6BL-100、ZBSF6BL-61,80对

标记在亲本间没有差异,13对没有扩增出条带(图

2)。根据7个具有多态性的SSR标记在染色体上

  P1:RL6007;P2:Thatcher.
图2 部分SSR标记PCR结果的电泳图

Fig.2 ElectrophoresisofPCRresultsforpartSSRmarkers
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的位置,同一位置选择一个,最终筛选到5个SSR
标 记 (ZBSF6BL-5、ZBSF6BL-12、ZBSF6BL-99、

ZBSF6BL-100、ZBSF6BL-61),其引物序列如表2所

示,用其检测564个F2 群体,结果(表3)显示,用

ZBSF6BL-5能扩增出140个A带,153个B带,271
个H带;ZBSF6BL-12能扩增出141个 A带,155

个B带,268个 H 带;用ZBSF6BL-61能扩增出

148个A带,148个B带,266个H带,缺失2个;
用ZBSF6BL-99能扩增出150个 A带,148个B
带,264个H带,缺失2个;用ZBSF6BL-100能扩

增出150个A带,148个B带,264个 H带,缺失

2个。部分分子标记检测结果如图3、4。

表2 与Lr3ka抗叶锈病基因连锁的分子标记引物序列

Table2 SSRprimersequenceslinkedwithleafrustresistantgeneLr3ka

标记
Marker

正向引物
Forwardprimer(5'-3')

反向引物
Reverseprimer(3'-5')

退火温度
Annealtemperature/℃

ZBSF6BL-5 GGTTCTGACAACAACTGTGAT ATATGCCGTCACAAGAGAATA 54

ZBSF6BL-12 TGTTAAAGCACTTTTCCCATA ATATGCCGTCACAAGAGAATA 55

ZBSF6BL-61 GTCGACGTCAGATAACTATGC GCAGAAGTACCAATAGTCGTG 55

ZBSF6BL-99 GGGACCCAATTTTATTTATCT GTAAGGAAGGAAGTCAGGAAG 56

ZBSF6BL-100 CGGTACCTACACTTTCTTCTTC CTTGCTTCATCAAATCAAATC 54.5

表3 用SSR标记对F2(RL6077×Thatcher)代群体的检测结果

Table3 ResultsusingSSRmarkersinF2populationderivedfromacrossofRL6077×Thatcher

标记
Marker

总株数
Totalplants

带型统计Bandstatistics

A H B 缺失

期望比
Exceptedratio

�2 P

ZBSF6BL-5 564 140 271 153 0 1∶2∶1 1.457 0.483

ZBSF6BL-12 564 141 268 155 0 1∶2∶1 2.085 0.353

ZBSF6BL-61 564 148 266 148 2 1∶2-1 1.202 0.548

ZBSF6BL-99 564 150 264 148 2 1∶2∶1 1.830 0.401

ZBSF6BL-100 564 150 264 148 2 1∶2∶1 1.830 0.401

  A:与抗病亲本RL6007带型相同;B:与感病亲本Thatcher带型相同;H:杂合带型。

A:FingerprintingpatternssamewiththeresistantparentRL6007;B:FingerprintingpatternssamewiththesusceptibleThatcher;

H:Heterozygous.

  M:标记;W:水;P1:RL6007;P2:Thatcher;1~24:F2 株系;N:空样。下同。

M:Marker;W:Water;P1:RL6007;P2:Thatcher;1-24:F2plants;N:Nosample.Thesameinbelow.

图3 用ZBSF6BL-100分子标记对F2 群体筛选的电泳图

Fig.3 ElectrophoresisimageforscreeningF2populationusingtheZBSF6BL-100molecularmarker

图4 用ZBSF6BL-99分子标记对F2 群体筛选电泳图

Fig.4 PolyacrylamidegelelectrophoresisimageforscreeningF2populationusingtheZBSF6BL-99molecularmarker
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2.3 Lr3ka遗传连锁图谱的构建

结合群体的抗叶锈表型与5对SSR分子标

记的基因型数据,构建Lr3ka的遗传连锁图谱(图

5),5对SSR标记均与Lr3ka连锁,连锁图谱总长

度为12.4cM,Lr3ka定位于分子标记ZBSF6BL-

61与ZBSF6BL-99之间,遗传距离均为0.1cM,

ZBSF6BL-5和ZBSF6BL-12分别距离Lr3ka12.3
和12.2cM,ZBSF6BL-100与ZBSF6BL-99共分

离,与Lr3ka的距离也为0.1cM,对应于中国春

参考基因组序列v2.1716.2~730.7Mb区间。

图5 6BL染色体上Lr3ka的遗传连锁图谱和物理位置

Fig.5 GeneticlinkagemapandphysicalsiteofLr3kaonthe6BLchromosome

3 讨论

本研究通过构建RL6007/Thatcher的F2 群

体对其进行遗传分析,利用中国春参考基因组序

列开发了5对与Lr3ka紧密连锁的SSR标记,将
其定位在0.2cM 的遗传区间(对应6BL物理区

间716.1~730.7Mb)内。本研究方法在其他基

因定位中已有报道,如Sheng等[32]将LrCH1539
定位在小麦染色体2BS上,并利用SSR将其定位

在sxau-2BS47和sxau-2BS255标记之间,对应中

国春参考基因组1.0版本779.4kb(6.2~7.0
Mb)的区间内。张强等[33]通过对小麦参考基因

组序列(IWGSCv1.0)设计SSR标记,利用两个

SSR侧翼标记Alt-64和AltID-11将Lr65定位在

小麦2AS上的0.8cM 的遗传区间内(对应2AS
物理区间0.55~0.89Mb)。周喜旺等[34]利用

BJ399/铭贤169的F2 代分离群体进行抗条锈鉴

定和遗传分析,筛选到3个与目的基因连锁的分

子标记,将该抗病基因定位在小麦2AS染色体

上,距其最近的SSR分子标记Xwmc296的遗传

距离为9.5cM。目前Lr3ka在中国育种应用较

少,开发的这些标记可以用于Lr3ka的分子标记

辅助选择育种,加速该基因在中国抗叶锈育种中

的应用。
小麦抗叶锈基因Lr3ka是Lr3和Lr3bg的等

位基因,但与其他等位基因相比,Lr3ka对叶锈菌

的抗性谱更宽。Haggag和 Dyck[30]研究表明,

Lr3ka表现的抗性与其等位基因Lr3bg没有必然

联系,且Lr3和Lr3ka之间的重组频率较低,未发

现重组个体,其他基因修饰的可能性也未被排除,
所以Lr3和Lr3ka之间是否存在某种联系未能得

到验证[35]。同时,研究者发现,温度可以影响
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Lr3ka抗性表型,表明其可能是一个温敏抗性基

因[36]。抗叶锈基因Lr3和Lr3bg在国内外很多地

区均丧失了抗性,而Lr3ka目前仍保持有效抗性。
在优良抗病基因用于抗病育种时需要加强多种抗

病基因的聚合使用,尽量避免单一抗病基因的使

用,在生产应用时要注意抗病基因的合理布局。
小麦参考基因组的公布大大的加快了抗病基

因克隆的进程,本研究将Lr3ka定位到染色腰带

6BL716.2~730.7Mb的物理区间内,但发现在

此区段内发生重组的单株很少,可能是该基因位

于小麦染色体6BL最末端,末端存在端粒,其结

构复 杂,可 能 抑 制 重 组 的 发 生。目 前 定 位 的

Lr3ka的物理区间范围还较大,下步将加大遗传

群体及继续开发SSR及其他类型的标记,用于该

基因的精细定位和克隆。
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