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摘要  小麦条锈病是直接影响小麦高产、稳产的关键性病害之一,也是世界性病害。概述了小麦抗条锈病基因的常用研究方法。
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  小麦条锈病是由小麦条锈菌引起的世界性传染病害。

该病通过气流在高空远距离传播 ,冷凉和高海拔地区发生尤

为严重。1905 年Biffen 的实验揭开了小麦抗条锈性遗传乃至

植物抗病性遗传研究的序幕。此后, 国际上在小麦抗条锈性

遗传方面开展了大量的工作, 取得了很大的进展[ 1] 。

1  小麦抗条锈病基因遗传研究方法

1 .1 常规杂交法 小麦抗锈性遗传研究中发现, 小麦的抗

锈性遗传同样遵循孟德尔经典遗传学法则。应用杂交方法 ,

使某一抗病品种与不含任何抗性基因的品种杂交( 配对法) ,

或两个抗病品种( 双列法) 杂交得到杂交后代( F1) , 再使其自

交生成F2、F3、F4、F5 代群体,或与感病亲本回交形成BC1F1 植

株,F2 和BC1F1 植株自交分别形成F3 和BC1F2 家系。通过分

析其抗病分离比来确定抗病遗传规律。应用配对法可确定

待测品种中抗病基因数目,而应用双列法可确定品种之间抗

病基因关系及基因之间的连锁距离。20 世纪初毕芬( Biffen)

在剑桥用硬粒小麦 Rivet 和普通小麦 Red King 杂交, 得出田

间成株抗性由单隐性基因控制[ 2] 。

1 .2 基因推导法  自从 Flor 提出“基因对基因”假说后, 人

们很快就把它应用到了抗病遗传研究中。Browder 提出了初

步的抗病基因推导方法,并应用13 个抗叶锈近等基因系在5

个重要品种中推导出 Lr1 和 Lr10 两个基因。Loegering 等利

用该方法对69 个品种的抗病基因进行了推导并指出结果对

育种有用。但随后 Reddy 指出, 这种方法不能鉴定出互补基

因,反而会引起品种中含有累加基因而造成混乱;Johnson 指

出该方法必须结合系谱进行分析, 否则容易出错。Dubin 等

在前人工作基础上完善了基因推导原则,提出了抗病基因推

导的6 条原则: ①如果一种单基因系和测试品种对一系列菌

株表现的高侵染型和低侵染型, 则测试品种具有与已知基因

系的相同抗病基因 ;②如果一个单基因系对某菌株表现低侵

染型, 而某测试品种对这一菌株表现高侵染型 ,则这一测试

品种不含有该单基因系所含的抗病基因;③如果一个单基因

系和测试品种对某菌株表现不同的低侵染型,则他们含的抗

病基因不同,但必须注意抗病基因的表达可能受到遗传背景

的影响; ④如果测试品种比单基因系表现的侵染型还低, 则

他可能具有与单基因系相同的基因, 还可能含有另外一个对

单基因系基因上位的抗病基因, 也可能测试品种中含有与单

基因系根本不同的抗病基因; ⑤如果一个单基因系在适当的

环境条件下表现特征性的低侵染型, 这可用来证明所推导的

抗病基因的存在; ⑥在测试品种中,推导出的抗病基因,可以

通过系谱或亲本中是否含有该基因来验证[ 4] 。

1 .3 非整倍体法 1954 年,Sears 创制了所有可能的21 种单

体、缺体、三体和四体小麦非整倍体材料,为小麦抗病基因的

研究提供了特殊的遗传材料。单体分析是普通小麦基因定

位的常用方法, 步骤为 : 分别以21 个单体为母本, 与被检测

的抗病品种杂交, 用对抗病品种无毒性的病原菌单孢菌系接

种鉴定各杂交组合的杂种F1 单体植株和来自F1 单体植株的

F2 代群体 ,根据其抗性分离表现确定抗性基因所在的染色

体。1959 年印度的Swaminathnan 首次通过单体分析将小麦

品种 Klein .cometa 的3 个隐性基因分别定位在第4、6、9 条染

色体上[ 5] 。到目前为止, 业已发现并命名( 或定位) 了60 多

个抗秆锈病基因,60 多个抗叶锈病基因,30 多个抗条锈病基

因[ 6] 。Sears 继续创建了整套的小麦双端体, 通过端体分析可

将基因进一步定位在某一染色体臂上, 并测定基因与着丝粒

的遗传距离。人们采用单体、端体分析 ,已对35 个主效基因

中的31 个基因( 除 Yr11～Yr14 外) 进行了染色体定位。单体

分析法费时费工, 有时会因为单体漂移而造成误差, 而且随

着定位在同一条染色体上的基因越来越多, 仅靠单体分析难

以确定同一条染色体( 臂) 上的基因位点间的遗传连锁关系。

2  分子标记技术

目前小麦上应用最多的标记技术是 DNA 标记技术。小

麦抗锈基因的分子标记筛选始于20 世纪90 年代, 应用较多

的是 RFLP、RAPD、SSR、AFLP 和SCAR 等标记技术。

2 .1  近等基因系( Near-isogenic lines , NI L) 法标记基因 近

等基因系是用连续回交法创造的在目标基因位点间有差异

而其他基因位点均一致的一对品系。近等基因系经常产生于

从野生种向栽培种回交转育某一优异性状的过程中。例如将

野生种中某一抗病基因转育到缺乏此抗性基因的栽培品种,可

采用以下途径:首先将栽培品种与野生种( 供体亲本) 杂交产生

F1 ,再用栽培品种与 F1 回交, 在回交后代中选抗病植株继续

用栽培品种( 轮回亲本) 回交,以后连续进行这种选择与回交
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表2 CTAB 法正交试验结果

Table 2 Theresults of orthogonal designassoctiated with CTAB extraction

method

处理组合
Treatment

combi nation
OD260/ OD280

处理组合
Treatment

combination
OD260/ OD280

c6  1 .823 5 Aa c8   1 .456 5 BCDbcd

c9 1 .649 0 ABab c7 1 .415 5 BCDcd

c2 1 .565 0 ABCbc c1 1 .288 5 CDde

c5 1 .549 0 ABCbc c3 1 .194 0 De

c4 1 .480 0 BCDbcd

 注 :大小写字母分别表示在0 .01 和0 .05 水平差异显著。

 Note :Lowercases and capital letters mean significant difference at 0 .05 level

and 0 .01 level ,respectively .

图1 CTAB 法凝胶电泳图谱

Fig .1  The gel electrophoresis patterns of products extracted by

CTAB method

整性、高分子量 ,无明显降解现象 ;②高纯度,尽量去除酚类、

糖类等严重干扰酶作用的杂质; ③高获取效率 ,能够达到试

验要求。在保证高质量的前提下, 兼顾低成本运作, 操作

简易 , 耗时少[ 4] 。目前已报道了多种提取植物基因组DNA的

方法, 但没有哪一种方法是普遍适用的, 不同的植物材料中

多糖、多酚、蛋白质、单宁、色素等次生代谢产物的种类和数

量不同, 需要对各组分进行优化。因为芍药中多糖、多酚、单

宁、脂质等含量较高 , 这些次生物质常与核酸形成复合物 ,

DNA 埋在粘稠的胶状物中难以溶解且产生不同程度的褐变 ,

影响 DNA 质量。因此, 对其提取组分进行优化是必要的。

(2) CTAB 是一种阳离子表面活性剂。它既可以裂解细

胞,又可以与 DNA 形成复合物而溶于高盐溶液中。当盐浓

度降低时, 此复合物将析出, 同时 CTAB 可有效沉淀多糖。

NaCl 浓度对试验结果影响较大。在 CTAB 存在条件下, 将提

取液中 NaCl 浓度提高到1 .4 mol/ L 可除去多糖 ; 同时, 在高

盐缓冲条件下,在乙醇或异丙醇中 DNA 会优先沉淀, 从而达

到DNA 与多糖分离的目的。而该试验的2 种提取方法中的

NaCl 用量与邹喻苹等[ 5] 研究结果相一致。EDTA 可螯合

Mg2 + 、Ca2 + 等金属离子, 抑制脱氧核糖核酸酶对 DNA 的降解

作用( Dnase 作用时需要一定的金属离子作辅基) ;另外 ,EDTA

的存在, 有利于溶菌酶的作用, 因为溶菌酶的反应要求有较

低的离子强度的环境 ,该试验结论与邹喻苹等[ 5] 结论也比较

一致。Tris- HCl( pH 值8 .0) 在抽提 DNA 过程中, 用于裂解细

胞;选择pH 值8 .0 是因为DNA 在此条件下比较稳定。在中

性或碱性条件下( pH 值5～7) ,RNA 比 DNA 更容易游离到水

相, 所以可获得 RNA 含量较少的 DNA 样品。CTAB 法提取芍

药基因组DNA 的电泳图, 除了c7 以外都能得到完整的DNA ,

电泳后的条带较清晰 ,可以得到较纯的 DNA。
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过程, 即可获得在目标基因区域含野生种染色质而其他区域

均为栽培品种染色质的品系一栽培品种的近等基因系。用

分子标记在这对近等基因系之间进行多态性分析,即可找到

与目标性状紧密连锁的分子标记。

2 .2  用分离群体分组分析法( Bulked segregant analysis ,

BSA) 标记基因 该方法是Michel more 等[ 7] 提出的,具体做法

是从一对具有表型差异的亲本所产生的任何一种分离群

( F2 . BC、DH 群体等) 中按表型( 如抗病、感病) 分成两组, 并将

每组中一定数量的单株 DNA 等量混合, 形成按表型区分的

DNA 池( DNA pool) 。由于对等 DNA 池内的基因组仅在某一

等位基因所在染色体区域有区别 ,因而可迅速找到与该目标

区域连锁的分子标记。Robert 等找到一个与 Yr17 连锁的

RAPD 标记,然后将这一 RAPD 标记转换成序列特异性扩增

片段( SCAR) [ 8] 。SCAR 标记SC- Y15 与抗病基因 Yr17 的连锁

距离为( 8 .0±0 .7) c M。马渐新等用SSR 标记和F2 分离群体

分组分析法 ,筛选到两个与抗条锈病基因 Yr R 紧密连锁、遗

传距离为1 .9 c M 的SSR 标记 WMS11-193 和 WM18-184 , 并将

该基因定位于小麦1B 染色体短臂上[ 9] 。
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