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摘 要:Yr5、Yr9(1B/1R)、Yr18基因的自身性状或连锁性状在中国小麦育种中具有重要的应用前景。

本研究运用以AvocetS为背景的单基因近等基因系及其对应基因的载体品种,对Yr5基因的连锁标记STS9/

10,Yr9(1B/1R)基因的分子标记AF1/4、D15、20H,Yr18基因的分子标记csLV34、cssfr1~cssfr5进行有效性

验证。结果表明,Yr5基因的特异性分子标记STS9/10、Yr9(1B/1R)基因的特异性分子标记 AF1/4、D15和

20H均能够准确识别不同遗传背景材料中的相应抗性基因;Yr18基因分子标记cssfr2能够准确检测Yr18的

非载体材料,并检测出AvocetS*6/Yr5、AvocetS*6/Yr24、AvocetS*6/Yr27三个材料具有Yr18的等位变

异。这说明Yr5基因的连锁标记STS9/10,Yr9(1B/1R)基因的分子标记AF1/4、D15、20H能对目的基因进行

有效检测,Yr18基因的几个分子标记结合使用不仅能够对目的基因进行有效检测,而且能够识别该位点的等

位变异。
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Abstract:ThetraitsofYr5,Yr9(1B/1R),andYr18genesplayanimportantroleinwheatbreedingin
China,andthemolecularmarkersSTS9/10ofYr5,AF1/4,D15,20HofYr9(1B/1R)andcsLV34,
cssfr1~cssfr5ofYr18wereeffectivelytestedbyapplyingnearisogeniclinesunderbackgroundofAv-
ocetSandlineswithknownYrgenes.TheresultsshowedthatthespecificmolecularmarkersofYr5
geneSTS9/10,Yr9(1B/1R)geneAF1/4,D15and20Hcouldaccuratelyidentifythecorresponding
resistancegenesindifferentgeneticbackgroundmaterials.Yr18genemolecularmarkercssfr2could
accuratelydetectthematerialsnot-carryingYr18,anddetectallelicvariationofYr18inAvocetS*6/
Yr5,AvocetS*6/Yr24,andAvocetS*6/Yr27.Therefore,thelinkagemarkerSTS9/10ofYr5
gene,themolecularmarkersAF1/4,D15and20HofYr9(1B/1R)genecaneffectivelydetectthetar-
getgene,andthecombinationofseveralmolecularmarkersofYr18genenotonlyeffectivelydetected
thetargetgenebutalsoidentifiedtheallelicvariationofthissite.
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  小麦条锈病是中国小麦生产中最主要的流行

性病害之一,易造成严重的产量损失[1],选育并合

理运用抗病品种是生产中防控该病害的有效措施

之一[2]。但是,由于小麦条锈菌的高变异性,可导

致小麦品种的抗性丧失,从而引发新的条锈病害

流行。2009年研究发现,对重要抗条锈病基因

Yr26和Yr10具有联合毒性的G22致病类群,导
致贵农系、92R系和 Moro等主要抗锈病材料的

抗性丧失[3-4]。2016年,全国小麦锈病和白粉病

研究协作组将G22致病类群中分布范围最广、流
行频率最高的小麦条锈菌 G22-9致病类型正式

定名为CYR34生理小种。因此,深入研究小麦

抗条锈性遗传及进行抗条锈基因育种,对小麦品

种抗性基因累加,优化小麦生产结构,保障小麦生

产安全,具有十分重要的意义。
来自六倍体斯卑尔脱小麦(Triticumspelta

L.)中的小麦抗条锈基因Yr5兼抗中国乃至世界

范围内多个条锈菌生理小种[5];是中国小麦抗条

锈新形势下仅存的几个已知有效抗源之一,20世

纪90年代被转移 到 商 业 品 种 中 推 广 应 用[6]。

Yr9基因位于小麦1B/1R易位系上,是由黑麦1R
染色体臂取代小麦1B染色体短臂时从黑麦转移

到小麦中的,该易位系因具有抗病性、丰产性和稳

产性而得到广泛应用[7],20世纪70年代初中国

引进后在小麦育种中大量运用。Yr18基因是一

个位于7D染色体上具有成株抗性的慢条锈性基

因[8];在抗性上呈现加性效应,当其单独存在时抗

性较低,但与2~3个其他慢锈基因联合作用时其

抗性得到显著提高甚至完全免疫,其与抗叶锈基

因Lr34、抗白粉基因Pm38、抗黄矮病基因Bdv1和

控制叶尖坏死基因Ltn1紧密连锁[9-10],在中国小

麦抗性育种中仍有广阔的应用前景。
分子标记由于其独特的高效性、稳定性等优

点,被广泛应用于小麦抗条锈病育种,加速育种进

程,提高育种效率[11]。通过利用分子标记辅助选

择,云麦53[12]、观4[13]以及山农6343[14]等一批优

良品种被成功培育,并在生产上发挥了重要作用。
但是不同的分子标记在非分离群体中应用时,可
能会导致在不携带抗性基因的品种中检测到标记

基因存在的假阳性情况发生[15],所以,在使用分

子标记时应先对其在同一遗传背景的实验材料上

进行验证。本研究通过在以 AvocetS为背景的

近等基因系和已知基因的载体品种上测试Yr5基

因的连锁标记STS9/10[16],Yr9基因(1B/1R)的

分子标记 AF1/4[17]、D15[18]、20H[19],Yr18基因

的分子标记csLV34[20]、cssfr1~cssfr5[21],以验

证这些标记的可靠性和准确性,旨在建立适合上

述基因快速聚合的分子标记辅助选择体系,为育

种工作者更好的运用这些抗病基因提供参考。

1 材料与方法

1.1 供试小麦

AvocetS、AvocetS*6/Yr1、AvocetS*6/

Yr5、AvocetS*6/Yr6、AvocetS*6/Yr7、Avocet
S*6/Yr8、AvocetS*6/Yr9、AvocetS*6/Yr10、

AvocetS*6/Yr17、AvocetS*6/Yr18、AvocetS
*6/Yr24、AvocetS*6/Yr26、AvocetS*6/

Yr27、AvocetS*6/Yr32、Tsa(Triticumspelta
album)(Yr5)、Clement(Yr9)、Jupateco R
(Yr18)、洛夫林10(Yr9)等由中国农业科学院植

物保 护 研 究 所 麦 类 病 害 实 验 室 保 存;安0817
(Yr5)、绵阳28(Yr18)两个品种由西北农林科技

大学植保学院李强老师馈赠。

1.2 引物序列

引物(表1)均由上海生工生物工程技术服务

有限公司北京分公司合成。

1.3 基因组提取

小麦室内盆栽种植,于一叶一心期取小麦叶

片,采用 CTAB法提取基因组 DNA,将基因组

DNA稀释至100ng·μL-1 备用。

1.4 PCR检测

PCR检测采用25μL体系,包含12.5μL
EasyTaq○RPCRSuperMix,10ng·μL-1 上下游

引物根据表1中设计量添加,100ng·μL-1 模板

DNA1μL,ddH2O补足25μL。

Yr5基因分子标记STS9/10的PCR扩增程

序为:94℃预变性5min;94℃变性30s,41℃退

火45s,72℃延伸45s,循环35次;72℃延伸7
min,4℃保存。

Yr9基因分子标记AF1/4的PCR扩增程序

为:94℃预变性3min;94℃变性1min,60℃退

火1min,72℃延伸1min,循环45次;72℃延伸

10min,4℃保存。

Yr9基因分子标记D15的PCR扩增程序为:

94℃预变性5min;94℃变性1min,64℃退火1
min,72℃延伸45s,循环40次;72℃延伸10
min,4℃保存。
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表1 小麦抗条锈病基因Yr5、Yr9(1B/1R )和Yr18的特异性引物序列

Table1 SpecificprimersequencesforyellowrustresistancegeneYr5,Yr9(1B/1R )andYr18

Yr基因
Yrgene

标记
Marker

引物
Primer

引物序列(5'-3')
Primersequence

引物用量
Amountof
primers
used/μL

PCR产物
PCRproducts/bp

+ -

参考文献
Reference

Yr5 STS9/10
STS9 AAAGAATACTTTAATGAA 1
STS10 CAAACTTATCAGGATTAC 1

289 182 [16]

Yr9(1B/1S) AF1/4

D15

20H

AF1 GGAGACATCATGAAACATTTG 1
AF4 CTGTTGTTGGGCAGAAAG 1

D15-F CCGGCGTGTCGACACCCTGATA 1
D15-R CATCCGTGCTCCGTGTGCATC 1

20HF GTTGGAAGGGAGCTCGAGCTG 1
20HR GTTGGGCAGAAAGGTCGACATC 1

1500 [17]

887 [18]

1494 [19]

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

Lr34/Yr18/
Pm38 csLV34

cssfr1

cssfr2

cssfr3

cssfr4

cssfr5

csLV34F GTTGGTTAAGACTGGTGATGG 1

csLV34R TGCTTGCTATTGCTGAATAGT 1

Lr34DINT9F TTGATGAAACCAGTTTTTTTTCTA 1

Lr34PLUSR GCCATTTAACATAATCATGATGGA 1

Lr34DINT9F TTGATGAAACCAGTTTTTTTTCTA 1

Lr34MINUSR TATGCCATTTAACATAATCATGAA 1

Lr34DINT9F TTGATGAAACCAGTTTTTTTTCTA 0.5

Lr34PLUSR GCCATTTAACATAATCATGATGGA 0.5

csLV34F GTTGGTTAAGACTGGTGATGG 0.5

csLV34R TGCTTGCTATTGCTGAATAGT 0.5

Lr34DINT9F TTGATGAAACCAGTTTTTTTTCTA 0.5

Lr34MINUSR TATGCCATTTAACATAATCATGAA 0.5

csLV34F GTTGGTTAAGACTGGTGATGG 0.5

csLV34R TGCTTGCTATTGCTGAATAGT 0.5

Lr34DINT9F TTGATGAAACCAGTTTTTTTTCTA 0.5

Lr34MINUSR TATGCCATTTAACATAATCATGAA 0.5

Lr34SPF GGGAGCATTATTTTTTTCCATCATG 0.5

Lr34DINT13R2 CTTTCCTGAAAATAATACAAGCA 0.5

150 229

517

523

517
150 229

150 523
229

751 523

[20]

[21]

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋

  Yr9基因分子标记20H 的PCR扩增程序

为:94℃预变性5min;94℃变性1min,64℃退

火1min,72℃延伸1min,循环35次;72℃延伸

10min,4℃保存。
Yr18基因分子标记的PCR扩增程序为:94

℃预变性5min;94℃变性1min,59℃退火1
min,72℃延伸1min,循环40次;72℃延伸10
min,4℃保存。

产物均用2.0%的琼脂糖凝胶进行检测,其
中STS9/10的PCR产物需加入0.7μLDpnⅡ
(NewEnaglandBiolabs)和2.8μL10×buffer,
37℃水浴2h之后进行检测,在 WSE-5200一体

式凝胶成像系统上观察拍照。

2 结果与分析

2.1 Yr5基因的分子标记验证

PCK结果(图1、表2)显示,AvocetS*6/

Yr5、Tsa、安0817共3个携带Yr5基因的小麦品

种(系)能够得到289bp的特征条带,其余不含

Yr5基因的小麦品种(系)出现182bp特征条带。

2.2 Yr9(1B/1R)基因的分子标记验证

利用显性标记 AF1/4、20H 和 D15在Yr9
(1B/1R)基因的载体品种(系)中能分别扩增到一

条1500bp、1494bp和887bp的特征条带,在

Yr9基因的非载体品种(系)中没有任何扩增条

带。AvocetS*6/Yr9、Clement、洛夫林10共3
个携带Yr9基因的小麦品种(系)在使用 AF1/4、

D15和20H分别进行PCR扩增时,能分别得到

1500bp、887bp和1494bp的特征条带,在不携

带Yr9基因的其他品种(系)中没有得到任何扩增

条带(图2、表2)。

2.3 Yr18基因的分子标记验证

与Yr18基因紧密连锁的共显性标记csLV34
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  M:DL2000;1:ddH2O;2:AvocetS;3:AvocetS*6/Yr1;4:AvocetS*6/Yr5;5:AvocetS*6/Yr6;6:AvocetS*6/Yr7;7:

AvocetS*6/Yr8;8:AvocetS*6/Yr9;9:AvocetS*6/Yr10;10:AvocetS*6/Yr17;11:AvocetS*6/Yr18;12:AvocetS*6/Yr24
;13:AvocetS*6/Yr26;14:AvocetS*6/Yr27;15:AvocetS*6/Yr32;16:Tsa;17:安0817(An0817).

图1 Yr5基因分子标记验证

Fig.1 TestresultsofmolecularmarkersYr5

表2 Yr5、Yr9(1B/1R)、Yr18基因分子标记验证结果

Table2 TestresultsofmolecularmarkersYr5,Yr9(1B/1R),andYr18

项目
Item

STS9/10

289bp182bp

AF1/4

1500bp

D15

887bp

20H

1494bp

csLV34

229bp150bp

cssfr1

517bp

cssfr2

523bp

cssfr3

517bp229bp150bp

cssfr4

523bp229bp150bp

cssfr4

751bp523bp

CK(ddH2O) - - - - - - - - - - - - - - - - -

AvocetS - + - - - + - - + - + - + + - - +

AvocetS*6/
Yr1 - + - - - + - - + - + - + + - - +

AvocetS*6/
Yr5 + - - - - + + + + + + + + + + + +

AvocetS*6/
Yr6 - + - - - + - - + - + - + + - - +

AvocetS*6/
Yr7 - + - - - + - - + - + - + + - - +

AvocetS*6/
Yr8 - + - - - + - - + - + - + + - - +

AvocetS*6/
Yr9 - + + + + + - - + - + - + + - - +

AvocetS*6/
Yr10 - + - - - + - - + - + - + + - - +

AvocetS*6/
Yr17 - + - - - + - - + - + - + + - - +

AvocetS*6/
Yr18 - + - - - - + + - + - + - - + + -

AvocetS*6/
Yr24 - + - - - + + + + + + + + + + + +

AvocetS*6/
Yr26 - + - - - + - - + - + - + + - - +

AvocetS*6/
Yr27 - + - - - + + + + + + + + + + + +

AvocetS*6/
Yr32 - + - - - + - - + - + - + + - - +

Tsa(Yr5) + -

An0817(Yr5) + -

Clement(Yr9) + + +

Luo10(Yr9) + + +

JupatecoR
(Yr18) - + + - + - + - - + + -

Mianyang28
(Yr18) - + + - + - + - - + + -

  +:有;-:无。

+:Present;-:Absent.
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  M:DL2000;1:ddH2O;2:AvocetS;3:AvocetS*6/Yr1;

4:AvocetS*6/Yr5;5:AvocetS*6/Yr6;6:AvocetS*6/Yr7;

7:AvocetS*6/Yr8;8:AvocetS*6/Yr9;9:AvocetS*6/

Yr10;10:AvocetS*6/Yr17;11:AvocetS*6/Yr18;12:Avo-
cetS*6/Yr24;13:AvocetS*6/Yr26;14:AvocetS*6/Yr27;

15:AvocetS*6/Yr32;16:Clement;17:洛10(Luo10).
图2 Yr9(1B/1R)基因分子标记验证

Fig.2 TestresultsofmolecularmarkersYr9(1B/1R)

和功能标记cssfr1~cssfr5是Lagudah等分别于

2006年[20]和2009年[21]开发报道的,通过使用不

同标记经过PCR扩增后特异性条带的有无以及

扩增条带大小(表1)来区分相应基因的载体品种

和非载体品种。结果(图3、表2)显示,AvocetS
*6/Yr18、JupatecoR、绵阳28共3个携带Yr18
基因的小麦品种中能够扩增出代表携带Yr18基

因的对应条带;功能标记cssfr2能够准确检测

AvocetS、AvocetS*6/Yr1、AvocetS*6/Yr5、
AvocetS*6/Yr6、AvocetS*6/Yr7、AvocetS*
6/Yr8、AvocetS*6/Yr9、AvocetS*6/Yr10、
AvocetS*6/Yr17、AvocetS*6/Yr24、AvocetS
*6/Yr26、AvocetS*6/Yr27 及 AvocetS*6/

Yr32等13个小麦品种不携带Yr18基因;但是分

子标记csLV34和功能标记cssfr1、cssfr3~cssfr5
在AvocetS*6/Yr5、AvocetS*6/Yr24、Avocet
S*6/Yr273个不携带Yr18基因的小麦品种中却

能扩增出代表携带Yr18基因的条带,表现为假阳

性扩增。

3 讨论

选育并合理应用抗病品种是防治小麦条锈病

最经济、有效的办法,分子标记辅助选择育种具有

  M:DL2000;1:ddH2O;2:AvocetS;3:AvocetS*6/Yr1;

4:AvocetS*6/Yr5;5:AvocetS*6/Yr6;6:AvocetS*6/Yr7;

7:AvocetS*6/Yr8;8:AvocetS*6/Yr9;9:AvocetS*6/

Yr10;10:AvocetS*6/Yr17;11:AvocetS*6/Yr18;12:Avo-
cetS*6/Yr24;13:AvocetS*6/Yr26;14:AvocetS*6/Yr27;

15:AvocetS*6/Yr32;16:JupatecoR;17:绵阳28Mianyang28.

图3 Yr18基因分子标记验证

Fig.3 TestresultsofmolecularmarkersYr18

快速、高效的特点,可缩短育种年限,加速育种

进程。

Yan等[22]开发了两个RGAP标记Xwgp-17
和Xwgp-18与Yr5基因紧密连锁,但是其对于非

同源的遗传群体来说多态性较差;Chen等[16]根

据这两个标记开发出了两个STS标记,并为增加

其适用范围进一步开发成了一个CAPS标记;伍
玲等[15]、李峰奇等[23]分别运用该标记进行Yr5基

因的分子标记检测并验证。本实验对该标记进一

步系统性验证表明,分子标记STS9/10不仅能够

在不同遗传背景的Yr5载体品种 Tsa和安0817
上检测到Yr5基因,而且在以AvocetS为背景的

近等基因系系列品种中也能够准确识别Yr5基
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因,与前人研究结果一致。

Yr9基因来源于黑麦1R染色体,在分子标记

的开发过程中通常是以黑麦1R染色体为目标片

段进行引物的设计,认为只要黑麦1R染色体存

在,那么上面的所有基因则同样存在于小麦基因

组中,所以目前Yr9基因的特异性分子标记大多

为检测 黑 麦1R 染 色 体 的 显 性 标 记。张 玉 薇

等[24]、李敏州等[25]认为该标记能够用于检测1B/

1R易位系。本实验将 AF1/4、D15、20H 这3个

标记放在具有相同遗传背景的小麦品系中进行验

证,发现这3个标记均能准确识别Yr9基因,在非

Yr9基因的载体品种中并没有出现假阳性扩增,
在两个不同遗传背景的Yr9基因载体品种Clem-
ent和洛10上也能得到显性扩增,并且这3个标

记作为显性标记在实验过程中便于区分,更有利

于实验后期的数据处理。

Lagudah等[20]利用EST标签得到的克隆作

为探针进行RFLP分析,并成功开发了一个STS
标记csLV34,尽管标记csLV34与Yr18基因遗传

距离仅有0.4cM,但仍有发生低频率遗传重组的

可能。Kolmer等[26]在使用标记csLV34对收集

于全球各地不同遗传背景的上千份小麦品种进行

检测,发现部分品种存在遗传重组的现象;Krat-
tinger等[27]对Yr18基因进行了克隆,发现该位点

只存在两个等位基因。2009年Lagudah等[21]进一

步根据该位点等位基因exon11中TTC缺失,开发

了5个功能标记cssfr1~cssfr5,其中标记cssfr1和

cssfr2具有相同的上游引物Lr34DINT9F,这两对

标记属于显性标记且二者互补,然而这两个标记

无法判断该位点的杂合型,所以在这两个标记中

加入标记csLV34构成标记cssfr3和cssfr4来准

确识别该位点的杂合型。伍玲等[28]使用这些标

记对CIMMYT小麦品种进行了分子检测,认为

功能标记能够准确鉴定Yr18基因位点的等位变

异,并且cssfr3、cssfr4、cssfr5三个标记可直接用

于分子标记进行辅助选择。本试验结果显示,利
用cssfr2能够准确检测Yr18的非载体材料,cs-
LV34和cssfr3~cssfr5检测结果完全相同,结合

cssfr1的检测结果,检测出 AvocetS*6/Yr5、
AvocetS*6/Yr24、AvocetS*6/Yr27三个材料

具有Yr18的等位变异。
小麦抗条锈育种一直是小麦抗病育种的一个

重要方向,通过分子标记辅助选择的方式将抗病

基因整合到小麦品种中可缩短育种年限,加快育

种效率。本研究结果显示,Yr5基因的连锁标记

STS9/10,Yr9(1B/1R)基因的分子标记 AF1/4、

D15、20H能对目的基因进行有效的检测,并且结

果稳定、条带清晰,Yr18基因的几个分子标记结

合使用不仅能够准确检测而且能够识别该位点的

等位变异。在今后的育种过程中可以合理运用这

些分子标记,将小麦抗条锈基因导入小麦生产品

种中,育成多基因聚合的长效持久抗病品种。
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