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小麦品种(系)抗白粉病基因的鉴定
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摘 要:小麦白粉病是严重危害小麦生产的重要病害。本研究采用分子标记和基因测序技术对40份小

麦品种(系)共17个已克隆或常用抗白粉病基因的组成及序列变异进行了分析。供试材料15个基因位点

(Pm1、Pm2、Pm3、Pm4、Pm6、Pm8、Pm12、Pm17、Pm21、Pm24、Pm30、Pm38、Pm52、Pm60、Pm69)的标记检

测结果显示,在5个位点上检测到已知抗白粉病基因Pm2、Pm6、Pm8、Pm30和Pm52,以单基因或基因聚合形

式存在,其中Pm2、Pm6、Pm8、Pm30的阳性率分别达35%、20%、20%和10%。同时携带Pm2和Pm6的材料

有5个,分别为运麦2008、济麦22、中麦30、GA20015和良星99;同时携带Pm8和Pm30的材料是运黑1619和

晋紫麦33。使用基因全长特异引物对40份小麦材料中的广谱抗病基因Pm46进行高保真扩增后发现,有34
份材料能够扩增出稳定单一的目标条带(4708bp),其余6个无扩增产物的材料均为特色小麦。经分子标记

检测,这6份材料均携带4Ag(4E)染色体,是蓝粒基因Ba1(ThMYC4E)的供体。通过对34份材料的Pm46基

因进行基因测序及单倍型分析,共检测到3种单倍型,均为感病等位基因。利用测序和分子标记辅助选择对

供试材料中的Pm5基因进行了等位变异分析,只有临糯178携带Pm5的抗病等位基因Pm5b,未检测到抗病

等位基因Pm5e。经表型鉴定,携带提莫菲维小麦Pm6和携带蓝粒小麦4Ag染色体的种质对运城本地白粉菌

生理小种表现出较好的抗病性,能够进一步用于未来的小麦遗传改良。
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IdentificationofPowderyMildewResistanceGenesinWheat
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Abstract:Wheatpowderymildew,causedbyBlumeriagraminisf.sp.tritici,isadevastatingfoliar
diseasethatsignificantlythreatenswheatproduction.Inthisstudy,molecularmarkerandSangerse-
quencingwereadoptedtoanalysethecompositionorsequencevariationof17clonedorcommonpow-
derymildew(Pm)resistancegenesin40wheatvarietiesmainlyfromYunchengcity.Molecularmarkers
wereusedtoidentifythe15Pmloci,andtheresultsshowedthatfiveloci(Pm2,Pm6,Pm8,Pm30
andPm52)wereidentifiedassinglegeneorgenepyramiding.ThefrequencyofPm2,Pm6,Pm8,
andPm30inthetestedvarietieswas35%,20%,20%,and10%,respectively.Fivevarieties(Yun-
mai2008,Jimai22,Zhongmai30,GA20015,andLiangxing99)havebothPm2andPm6,andcom-
binationofPm8andPm30wasonlydetectedinYunhei1619andJinzimai33.Toanalysethevariation
ofpartialresistancegenePm46,apairofspecificprimerswasdesignedtoamplifythefull-lengthge-
nomicsequenceofPm46inthe40varieties.Apredicted4708bpDNAfragmentwasobtainedin34
varietieswhereasnoampliconwasobtainedfromtheremainingsixcoloredwheatvarieties.Bymarker



analysis,thesixvarietiesallcarry4Ag(4E)chromosomeofblue-grainedwheat,whichisthedonorof
ThMYC4E.Pm46genewassequencedinthe34varietiesand3haplotypeswereidentified,allof
whichencodesusceptibleproteins.Additionally,allelicvariationanalysisofPm5geneinthetested
materialsrevealedthatonlyLinnuo178carriestheresistantallelePm5b,whiletheresistantallele
Pm5ewasnotdetected.ThephenotypicidentificationresultsshowthatgermplasmcarryingthePm6
andgermplasmcarryingtheblue-grainedwheat4Agchromosomeexhibitgoodresistancetothelocal
powderymildewracesinYuncheng,whichcanbefurtherusedforfuturewheatgeneticimprovement.
Keywords:Wheat;Powderymildew;Resistancegene;Sangersequencing;Molecularmarker

  由禾本科布氏白粉菌(Blumeriagraminisf.sp.
tritici)引起的小麦白粉病是小麦专化型气传真

菌病害,其通过分生孢子侵染小麦叶片、叶鞘等器

官并在表面形成白色絮状的夏孢子堆,夏孢子堆

在合适的环境下大量繁殖,覆盖于小麦器官组织,
从而抑制小麦的光合作用[1]。同时,白粉菌形成

吸器,从植物体获取营养,严重影响小麦的生长发

育[2]。小麦被白粉菌感染后,碳水化合物的积累

减少,分蘖数、穗粒数及千粒重都随之下降,导致小

麦减产、品质变差。研究表明,利用寄主抗性是控

制小麦白粉病比较环保、安全且有效的方法。
小麦对白粉病的抗性分为病原菌生理小种专

化抗 性 (全 生 育 期 抗 性,allstageresistance,

ASR)和非小种专化抗性(广谱抗性,broadspec-
trumresistance,BSR)[2-3]。小种专化抗性互作机

理通常符合典型的基因对基因学说,在小麦全生

育期发挥作用,其伴随着强烈的过敏性坏死反应,
抗性容易丧失。非小种专化抗性往往表现为部分

抗性,具备数量性状的特点,病原菌的生长速度减

慢,没有明显的过敏性坏死反应。非小种专化抗

性通常在小麦生长发育的后期阶段发挥作用,故
又称为成株抗性(adultplantresistance,APR)。
与小种专化抗性(resistance,R)基因相比,非小种

专化抗病基因抗性持久,抗谱广,很难被病原菌生

理小种克服。
截止目前,已经发现和正式命名的小麦抗白

粉病基因(Pm )超过100个[4],其中有18个被克

隆[5],包括Pm1a、Pm2、Pm3、Pm4、Pm5e、Pm8、
Pm12、Pm13、Pm17、Pm21、Pm24、Pm36、Pm38/
Yr18/Lr34/Sr57、Pm41、Pm46/Yr46/Lr67/Sr55、Pm57、
Pm60和Pm69。这些基因中绝大多数为小种专化

抗性基因,Pm38/Yr18/Lr34/Sr57 和Pm46/Yr46/
Lr67/Sr55为部分抗性基因,具有一因多效性[6-7]。
在这些基因中仅有少数被应用于生产,如Pm2、
Pm4、Pm5、Pm6、Pm8和Pm21等[8-9],并且已经表

现出抗性丧失的趋势,个别仅在聚合状态下有

效[10-12]。根据已克隆抗病基因设计特异标记,或
通过测序分析待测材料序列变异,或利用与性状

紧密连锁的功能标记,可准确鉴定和把握小麦种

质所携带的抗白粉病基因。如延荣等[13]对1956-
2018年间河北省371份小麦材料进行了抗白粉病

基因检测,发现Pm8基因在供试材料中所占比例最

高,接近50%,部分材料携带Pm1c、Pm2、Pm4b、
Pm21、Pm24和Pm35基因。

在小麦和白粉菌的共进化过程中,白粉菌无

毒效应蛋白和寄主相应抗病基因的直接识别会导

致植物R基因介导的抗性被很快克服。与小麦

相比,小麦白粉菌无性繁殖周期仅5~7d,生理小

种多,小种变异快,随着气候条件和栽培措施的变

化,当前单一的生产模式又会加重对病原菌毒性

小种的选择压力,为新的生理小种的流行提供了

有利条件[14-16]。自20世纪60年代起,携带Pm8
基因(T1BL·1RS)的小麦因其优异的产量和抗

病潜力在全球范围内大面积推广,此后短短数年

间,其抗性迅速丧失[17]。类似地,Pm17的广泛使

用也使得已有毒性变异菌株得到选择,使Pm17
的抗性很快被克服[18]。与此同时,长期的驯化和

育种选择使得小麦的遗传基础变窄,限制了很多

抗病资源的利用[19]。通过实行抗源多样化,充分

利用广谱或微效抗病基因资源,适度引入新的抗

源,避免单一抗源的大规模使用,从而实现对抗病

基因的持久有效利用。
关于黄淮麦区运城地区小麦抗白粉病基因的

研究多停留在表型层面[20-22]。一些重要或常用抗

白粉病基因(Pm1、Pm2、Pm3、Pm4、Pm8、Pm12、
Pm17、Pm21、Pm24、Pm38、Pm60、Pm69)已经被

克隆,具有基因功能标记;Pm52来自于良星99,
高抗小麦白粉病,广泛用于育种亲本[23];Pm6和

Pm30虽未被克隆,但它们分别来自提莫菲维小

麦和野生二粒小麦,已被广泛使用[24-26];Pm5和
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Pm46基因为不同类型广谱抗病基因,存在多个

等位变异,具有独特的优异单倍型[7,27]。本研究

以运城主栽小麦品种(系)为研究对象,针对本地

流行的白粉菌生理小种开展小麦病害分析,综合

利用分子标记、单倍型分析和表型分析方法,对供

试小麦品种(系)进行基因型分析和抗病性鉴定,
解析抗白粉病基因在这些材料中的分布及其与当

地生理小种的互作关系,有助于全面、准确了解已

有基因在当地的利用情况以及相关品种(系)的发

病特征,为进一步合理利用抗病基因、培育适应晋

南地区的抗病品种提供重要依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

本研究共选取山西运城地区主栽小麦品种

(系)40份,主要由山西农业大学棉花研究所小

麦育种团队培育或保存,阴性对照Chancellor以

及携带已知抗白粉病基因的阳性对照小麦材料

由中国农业大学小麦研究中心提供,高感白粉

病小麦材料薛早用作接菌材料和感病对照,种
质详细信息见表1。

1.2 白粉菌菌株的收集

在田间白粉病发病期(4月下旬至5月上

旬),将感病材料薛早种植于含营养土和蛭石(3∶1)
的小花盆中,于无菌人工培养箱中培养,光周期设

为白天14h/黑夜10h,温度设为白天20℃/黑

夜18℃。待幼苗长至一心一叶时,从山西农业大

学棉花研究所试验田不同位置采取感病小麦叶片

10~20份,使用毛刷将感病叶片上的分生孢子小

心混合接种到幼苗上,之后根据幼苗生长情况定

期种植接种活体,用于保存菌种。

1.3 苗期白粉病抗性鉴定

在育苗穴盘中种植待鉴定小麦品种(系),同
时在小花盆中种植感病对照薛早,每穴格1份材

料,每份材料15粒种子,放于人工培养箱中,培养

条件同上,采用均匀掸抚的方式进行接菌。当对

照薛早充分发病时,采用0~4级标准对各个株系

的白粉菌侵染类型(infectiontype,IT)进行评

价[28-29],其中0、0;、1、2、3、4分别表示免疫、过敏

性坏死、高抗、中抗、中感、高感,0~2级表示抗

病,3~4级表示感病。为保证鉴定结果的准确可

靠,整个试验设置3次生物学重复。

1.4 抗白粉病基因分子标记检测

为提高基因检测的准确性和可靠性,选择已

经克隆的抗白粉病基因功能标记或与已知常用抗

白粉病基因紧密连锁的特异标记,对应基因及其

特异标记信息见表2,引物序列由北京博迈德基

因技术有限公司合成。室内苗期对40份供试小

麦材料进行发芽取样,采用CTAB法提取各参试

材料叶片基因组DNA,通过常规PCR进行扩增,

10μL 的 PCR 反 应 体 系 包 括10mmol·L-1

Tris-HCl(pH8.3)、50mmol·L-1 KCl、1.5
mmol·L-1 MgCl2、0.2mmol·L-1dNTPs、0.75
UTaqDNA聚合酶、0.2μmol·L-1 引物和50~
100ng的基因组DNA。PCR反应程序:94℃预

变性5min后进入循环,包括94℃变性30s,55~
60℃退火30s,72℃延伸35~60s,共35次,最后

72℃延伸5min,反应结束后4℃保存。扩增产

物采用10%聚丙烯酰胺凝胶(丙烯酰胺∶甲叉双

丙烯酰胺=39∶1)电泳或1%~2%琼脂糖凝胶电

泳分离并显色。

1.5 抗白粉病基因序列的单倍型分析

对于缺乏有效分子标记的已克隆抗白粉病基

因,根据其基因序列信息,以中国春基因组(Ref-
SeqV2.1)为参考,在 WheatOmics1.0网站调取

所有可能的同源基因或相似序列,利用 DNA-
MANV9软件通过多序列比对并设计基因全长

或部分序列特异引物,对各DNA样品进行高保

真扩增后,委托北京擎科生物科技股份有限公司

进行一代测序。高保真酶选用北京全式金生物技

术股份有限公司的TransStart○RFastPfuFlyDNA
Polymerase,试验操作按照厂家使用手册进行。

2 结果与分析

2.1 抗白粉病基因分子标记检测

根据表2中15个抗白粉病基因的对应引物信

息(Pm1a、Pm2、Pm3a-g、Pm4、Pm6、Pm8、Pm12、
Pm17、Pm21、Pm24、Pm30、Pm38、Pm52、Pm60、
Pm69),对供试40份小麦品种(系)进行了常规

PCR扩增和凝胶电泳检测(表1和图1),只在

Pm2、Pm6、Pm8、Pm30和Pm52位点检测到抗病

等位基因(图1和表3)。多个连锁标记的检测结

果显示出各位点抗病等位基因的一致性。在待测

40份小麦品种(系)中,携带抗白粉病基因Pm2、
Pm6、Pm8 和Pm30 的材料分别有14、8、8和4
份,对应的频率分别为35%、20%、20%和10%。
其中,只含以上4个基因之一的小麦材料有19份;
同时含有Pm2和Pm6的材料有5份,包括运麦2008、
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表1 供试小麦种质系谱及来源

Table1 Informationofthetestedmaterial
编号
No.

材料
Material 系谱Pedigree

获取来源
Resource

1 晋麦110Jinmai110 山农22/晋麦84(晋麦84:丰早21/邯郸5326)
Shannong22/Jinmai84(Jinmai84:Fengzao21/Handan5326)

2 运麦14观74
Yunmai14guan74

Ayc13145/08-13(08-13:运丰旱21/邯郸5326)
Ayc13145/08-13(08-13:Yunfenghan21/Handan5326)

3 运麦2229
Yunmai2229

山农22/烟农999(烟农999:烟航选2号/临9511F1//烟BLU14-15)
Shannong22/Yannong999(Yannong999:Yanhangxuan2/Lin9511
F1//YanBLU14-15)

4 运麦2008
Yunmai2008

济麦23(济麦23:济麦22/豫麦13)/良星99
Jimai23(Jimai23:Jimai22/Yumai13)/Liangxing99

5 运麦2113Yunmai2113 运麦1521/烟农999Yunmai1521/Yannong999

6 济麦22Jimai22 935024/935106

水地小麦育种团队
Irrigated-land
WheatBreeding
ResearchTeam

7 运黑161Yunhei161 漯珍1号(紫)/5041(蓝)Luozhen1(purple)/5041(blue)

8 运黑1619Yunhei1619 漯珍1号(紫)/99w7Luozhen1(purple)/99w7
9 运黑14207Yunhei14207 冬丰703/河东乌麦526(蓝)Dongfeng703/Hedongwumai526(blue)

10 冬黑1608Donghei1608 08WB254/太1060408WB254/Tai10604
11 早糯901Zaonuo901 矮早8号/7702//良星99Aizao8/7702//Liangxing99
12 晋紫麦33Jinzimai33 不详 Unknown

13 河东乌麦526Hedongwumai52686243/7EB87(蓝)86243/7EB87(blue)

14 秦绿3号 Qinlü3 不详 Unknown

15 运紫麦101Yunzimai101 西农2208/99w25//99w25(紫黑)
Xinong2208/99w25//99w25(purpleblack)

16 运黑202
Yunhei202

205w9(92-1/河东乌麦526;蓝)/舜麦1718
205w9(92-1/Hedongwumai526;blue)/Shunmai1718

17 临糯178Linnuo178 不详 Unknown
18 临糯168Linnuo168 不详 Unknown

特色小麦育种团队
ColoredWheat

BreedingResearchTeam

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

19 薛早 Xuezao 不详 Unknown 中国农业大学
ChinaAgriculturalUniversity

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

20 小偃81Xiaoyan81 小偃54/8602Xiaoyan54/8602

中国科学院遗传与发育
生物学研究所

InstituteofGeneticsand
DevelopmentalBiology,

ChineseAcademyofSciences
21 运旱2165Yunhan2165 不详 Unknown

22 山农22Shannong22 Ta1(Ms2)Ta1(Ms2)

23 小偃155Xiaoyan155
小偃101/良星66(良星66:济91102/济935031)
Xiaoyan101/Liangxing66(Liangxing66:Ji91102/Ji935031)

24 GA19081 不详 Unknown

25 中麦30Zhongmai30 08CA137/山农17(山农17:L156/莱州137)
08CA137/Shannong17(Shannong17:L156/Laizhou137)

26 GA20015 不详 Unknown

27 17GA42 不详 Unknown

28 中麦226Zhongmai226 不详 Unknown

29 中科20162Zhongke20162 不详 Unknown

30 XDX81-4 不详 Unknown

31 航麦819Hangmai819 H8/产6H8/Chan6

32 航麦802Hangmai802 H8/产6H8/Chan6

33 中麦6150Zhongmai6150 不详 Unknown

34 中麦6151Zhongmai6151 不详 Unknown

35 小偃PD149XiaoyanPD149 不详 Unknown

36 农大2025Nongda2025 不详 Unknown

37 运旱1411-2Yunhan1411-2 烟农19/运旱618(运旱618:运旱92-18/新春9号)
Yannong19/Yunhan618(Yunhan618:Yunhan92-18/Xinchun9)

38 运旱137Yunhan137 运旱早23-35/长6154Yunhanzao23-35/Chang6154

39 良星99Liangxing99 济91102/鲁麦14//PH85-16Ji91102/Lumai14//PH85-16

40 周麦18Zhoumai18 内乡185/周麦9号 Neixiang185/Zhoumai9

旱作小麦育种团队
DrylandWheatBreeding

ResearchTeam

􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋􀪋
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济麦22、中麦30、GA20015和良星99;同时含有

Pm8和Pm30的材料包括运黑1619和晋紫麦33
(表3)。

来自普通小麦良星99[46]的Pm52尚未被克

隆,没有基因特异标记,利用多个紧密连锁标记进

行检测的结果一致性较差。根据这些标记的共有

基因型,40份小麦材料中有20份与良星99带型

相符,可能含有Pm52或其等位基因,另外16份

材料的扩增带型与良星99不同。可以明确的是,
良星99同时含有Pm2、Pm6和Pm52(图1和表3)。

系谱分析发现,在Pm2位点检测阳性的种质

小偃155和良星99的系谱中都有济91102,并且

小偃155的亲本之一良星66已被报道携带Pm2
等位基因[47];水地小麦运麦2008系谱中同时包

含济麦22和良星99,济麦22和良星99在Pm2
和Pm6位点都表现为阳性,使得Pm2和Pm6在较

大程度上被共同保留下来;漯珍1号和舜麦1718
均为1B/1R易位系[48-49],是Pm8基因的重要来

源,因其优异的农艺特性,Pm8在运黑1619和运

黑202中都得到选择和利用(表1和表3)。由于

供试小麦亲本组合复杂以及遗传上的高度重组关

系,在有些情况下,亲本系谱相关的小麦品种(系)
的基因型检测结果往往相差较大,而携带相同抗

病基因的材料其系谱中也很难发现有相似的亲缘

关系(表1和表3)。

2.2 Pm46和Pm5序列单倍型分析

小麦Lr67/Yr46/Pm46/Sr55/Ltn3为广谱抗

病基因,位于4D染色体上,兼具叶锈病、条锈病、
白粉病和秆锈病的成株期抗性,抗性等位基因

(Lr67res)编码一种失去己糖转运功能的跨膜蛋

白,可以通过与功能性己糖转运蛋白(Lr67sus)形
成失活状态的异二聚体来发挥显性负效应,抑制

  A:Pm2;B:Pm6;C:Pm8;D:Pm30;E:Pm52。M:DL2000;P:阳性对照;N:阴性对照(Chancellor);1~40:供试小麦材料,编号同表1。

检测Pm2、Pm6、Pm8、Pm30和Pm52基因的阳性对照分别为Ulka/8cc、Timgalen、Kavkaz、5P27和良星99。箭头表示阳性特异条带。

P:Positivecontrol;N:Negativecontrol(Chancellor);1-40:Wheatmaterialsintable1.Ulka/8cc,Timgalen,Kavkaz,5P27,and
Liangxing99carringknownPmgeneswereusedaspositivecontrolfordetectionofPm2,Pm6,Pm8,Pm30,andPm52,respectively.Ar-
rowsindicatepositvebands.

图1 Pm2、Pm6、Pm8、Pm30 和Pm52 基因特异标记对40份小麦材料的检测结果

Fig.1 DetectionofPm2,Pm6,Pm8,Pm30,andPm52genesin40wheatmaterialsusingspecificmarkers
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表3 供试小麦材料中抗白粉病基因的分布及其苗期发病等级

Table3 DistributionofPmgenesandinfectiontypeatseedlingstageinthetestedmaterials

编号
No.

材料
Material Pm2 Pm6 Pm8 Pm30 Pm52 4Ag IT

1 晋麦110Jinmai110 + - - - + - 4

2 运麦14观74Yunmai14guan74 - - + - - - 3

3 运麦2229Yunmai2229 - - + - - - 3

4 运麦2008Yunmai2008 + + - - + - 2

5 运麦2113Yunmai2113 - + - - + - 2

6 济麦22Jimai22 + + - - + - 2

7 运黑161Yunhei161 - - - + - + 2

8 运黑1619Yunhei1619 - - + + - - 3

9 运黑14207Yunhei14207 - - - - - + 2

10 冬黑1608Donghei1608 - - - - - - 4

11 早糯901Zaonuo901 - - - - + - 4

12 晋紫麦33Jinzimai33 - - + + + - 4

13 河东乌麦526Hedongwumai526 + - - - - + 2

14 秦绿3号 Qinlü3 - - + - - + 2

15 运紫麦101Yunzimai101 - - - + + + 2

16 运黑202Yunhei202 - - + - - + 2

17 临糯178Linnuo178 + - - - + - 3

18 临糯168Linnuo168 + - - - + - 4

19 薛早 Xuezao - - - - - - 4

20 小偃81Xiaoyan81 - - - - - - 3

21 运旱2165Yunhan2165 + - - - - - 4

22 山农22Shannong22 - - - - + - 4

23 小偃155Xiaoyan155 + - - - + - 3

24 GA19081 + - - - + - 3

25 中麦30Zhongmai30 + + - - + - 2

26 GA20015 + + - - + - 2

27 17GA42 - - + - + - 4

28 中麦226Zhongmai226 - + - - + - 2

29 中科20162Zhongke20162 - - - - + - 4

30 XDX81-4 - - - - - - 2

31 航麦819Hangmai819 + - - - + - 3

32 航麦802Hangmai802 - + - - + - 2

33 中麦6150Zhongmai6150 - - - - - - 4

34 中麦6151Zhongmai6151 + - - - + - 3

35 小偃PD149XiaoyanPD149 - - - - - - 3

36 农大2025Nongda2025 - - - - - - 3

37 运旱1411-2Yunhan1411-2 - - - - - - 2

38 运旱137Yunhan137 - - - - - - 2

39 良星99Liangxing99 + + - - + - 1

40 周麦18Zhoumai18 - - + - - - 3

  +:阳性;-:阴性。

+:Positive;-:Negative.
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细胞葡萄糖摄取,从而减少多种营养真菌对小麦

的侵染[7]。为明确供试材料是否含有Pm46的抗

病等位基因,根据Pm46基因侧翼序列设计了1
对4D染色体特异引物Pm46ht-F2和Pm46ht-R2
(表2),对40份小麦品种(系)(表1)进行高保真扩

增,有34份材料能够扩增出稳定单一预期4708
bp的目标条带(图2),其余6份材料无目标带型,
均为特色小麦。分子标记检测结果显示,这6份

材料均含有蓝粒4Ag(4E)染色体[44-45],是蓝粒基

因Ba1(ThMYC4E)的供体,可能替换了4D上的

Pm46基因(图3,表2和表3)。系谱分析发现,携
带4Ag染色体的材料其亲本组合中确实有蓝粒

血缘(表1)。对34份材料中Pm46的3个外显子

进行一代测序,共检测到3种单倍型(图4)。与

感病中国春等位基因完全一致的材料有22份,定
为单 倍 型1;单 倍 型2在 第3个 外 显 子 上 有

Leu408Val氨基酸替换,包含9份材料;单倍型3
在第2个外显子上有一个SNP,包括3份材料,未
引起氨基酸序列的改变。这些单倍型均为感病等

位基因[7],编码功能己糖转运蛋白,说明供试的34
份小麦材料不含有Pm46的抗病等位基因。

Pm5位点根据序列变异可划分为 HapGA、

HapGG、HapCG和Pm5-KN199单倍型[27]。HapGA
均为Pm5e(Pm5d),HapGG包括Pm5-BMDM 和

Pm5b,HapCG包括Pm5a、Pm5-CS和Pm5-ND。
其中Pm5a、Pm5-CS、Pm5-ND、Pm5-BMDM、Pm5-
KN199为感病等位基因。Pm5e属于稀有等位变

异(HapGA,2.4%),为中国特有,主要来自陕西

关中平原的地方种,自1940年投入生产以来一直

具备卓越的广谱抗病特征;Pm5b仅对个别生理

小种表现抗性[27]。为明确待测材料中是否携带

Pm5e或相关抗病等位基因,利用 WGGB202引

物对供试的40份种质进行了扩增,有29份能够

扩增出257bp的片段,无扩增产物的11份材料

为Pm5-KN199单倍型。对29份样品测序结果

显示,28份属于HapCG,为感病等位基因,1份(临
糯178)为 HapGG,未检测到 HapGA,说明本研

究所用小麦种质不含Pm5e(图5)。为探究HapGG
是Pm5b还是Pm5-BMDM ,根据Pm5b特有的33
bp缺失[27]设计了特异标记Del5b(表2)。理论

上,该标记对Pm5a、Pm5-ND、Pm5e、Pm5-BM-
DM 和Pm5-CS等位基因的扩增大小均为296bp,

  M:DL2000;1~22:供试小麦材料,编号同表1。
1-22:Wheatmaterialsintable1.

图2 部分材料Pm46等位基因的高保真扩增

Fig.2 Amplificationoffull-lengthPm46genomicgene

  7~16:供试小麦材料,编号同表1。4Ag995、4Ag1689和ThMYC4Esp分别为4Ag染色体短臂、4Ag染色体长臂和蓝粒基因Ba1特异标记。
7-16:Wheatmaterialsintable1.4Ag995,4Ag1689,andThMYC4Espindicate4AgS,4AgL,andBa1specificmarkers,respectively.

图3 特色小麦Ba基因检测

Fig.3 Molecularverificationofbluealeurone(Ba)geneon4Ag

图4 Pm46基因结构及其变异类型

Fig.4 SchematicdiagramofPm46haplotypes
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对Pm5b基因的扩增大小为263bp。使用Del5b
对40份小麦种质进行扩增,检测结果显示,只在

临糯178中扩增出一条不同于 HapCG(约300
bp)的较小条带,说明了临糯178不仅含有Pm2,
还携带Pm5b抗病等位基因(图6)。

2.3 抗病基因的效应分析

为明确以上抗病基因与运城地区流行白粉菌

生理小种的互作情况,对40份小麦品种(系)进行

了苗期白粉病抗性鉴定(表1)。当对照薛早充分

发病时(接种后10d),供试小麦材料表现出不同

程度的白粉病侵染类型(图7),其中有17份材料

表现为抗病,23份材料表现为感病(表3)。从基

因层面上看,在Pm52位点检测阳性的材料除良

星99表现高抗外,其余材料基因型和表型没有明

显的相关性;携带提莫菲维Pm6和蓝粒小麦4Ag

的小麦材料表现为2级抗病,对本地生理小种仍

然有利用价值,其中Pm6 多与Pm2 并存;含有

Pm8的材料表现感病,多为3级发病水平,并伴

有强烈的过敏性坏死,与对照相比有一定的抗病

性;单独携带Pm2的材料其发病水平已经达到4
级高感,基本失去抗病效果;携带Pm5b的小麦临

糯178表现为中感至高感水平,对供试生理小种

的抗性较差;含有Pm30的材料只有4份,其中2
份抗病,2份感病(运黑1619,3级;晋紫麦33,4
级),且多与其他基因并存,推测对本地生理小

种不具备抗性。另外,一些不含有以上抗病基

因(或位点)的材料其反应水平为2级中抗至3
级中感,它们可能含有其他未知抗病基因,能够

延缓病害发展速率或在成株期发挥部分抗病作

用(图7)。

图5 Pm5位点等位基因序列比对

Fig.5 SequencealignmentofPm5alleles

  M:100bpDNA分子量标准;1~19:供试小麦材料,编号同表1。
M:100bpDNAmarker;1-19:Wheatmaterialsintable1.

图6 Del5b标记特异性检测Pm5b
Fig.6 DetectionofPm5bbyspecificmarkerDel5b

  3:运麦2229;5:运麦2113;9:运黑14207;13:河东乌麦526;19:薛早;21:运旱2165;36:农大2025。括号里表示种质所携带的阳性
基因或外源染色体。
3:Yunmai2229;5:Yunmai2113;9:Yunhei14207;13:Hedongwumai526;19:Xuezao;21:Yunhan2165;36:Nongda2025.

Thedetectedpositivegenesorexogenouschromosomeofeachgermplasmareinparentheses.
图7 部分小麦品种(系)苗期白粉病发病特征

Fig.7 Infectioncharacteristicsofpowderymildewonpartialwheatvarietiesatseedlingstage
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3 讨论

关于山西省晋南地区小麦白粉病的研究报道

较少。武英鹏等[20]利用28份含已知抗白粉病基

因的品种(系)对分离自山西省不同生态区的166
个小麦白粉病菌株进行了毒性频率测定,发现南部

中熟冬麦区菌株对Pm2、Pm4a、Pm4b、Pm6、Pm13、
Pm20、Pm21以及Pm2+6、Pm4+8、Pm5+6、Pm2+
Mli、Pm4b+Mli等不同组合的毒性频率较低。
程天灵等[21]对山西省小麦主栽品种和区域试验

品种(系)进行白粉病抗性鉴定后发现,苗期南部

旱地品种抗性最差,成株期南部水地品种抗性较

好,然而其所用菌株为E09和从各地收集的混合

菌种,扩大了毒谱范围。随后马小飞等[22]对山西

省131份审定小麦品种进行了白粉病抗性调查,
指出苗期除运黑28外,其余品种均高感白粉病,
成株期表现抗病的品种有12份,占比9.16%,表
现高感的品种占16.03%。

小麦白粉病的表型鉴定和基因推导往往受背

景和环境影响。本研究采用分子生物技术和表型

鉴定相结合的方法,对山西运城40份主栽小麦品

种(系)的抗白粉病基因组成及序列变异进行了研

究,在预选的17个常用或已克隆基因中,检测到

5个位点存在已知抗病基因,主要包括Pm2、Pm6、
Pm8、Pm30和Pm52,以单基因或基因聚合的形式

存在。其中,Pm2、Pm6、Pm8、Pm30的出现频率

分别达到35%、20%、20%和10%,这与前人研究

较为一致[8-9,20]。对供试材料的Pm46基因进行扩

增时意外发现,6份特色小麦无任何扩增产物,进
一步验证得知,这6份材料均携带蓝粒小麦4Ag
(4E)染色体。通过基因测序和单倍型分析对

Pm5和Pm46基因进行了研究,发现只有临糯178
携带抗病等位基因Pm5b,未检测到稀有抗病等

位基因Pm5e以及抗病等位基因Pm46。表型鉴定

结果显示,携带提莫菲维小麦Pm6(单独或与Pm2
组合)和蓝粒小麦4Ag染色体的小麦对供试白粉

菌生理小种表现抗病,能够用于未来的小麦抗病

遗传改良。尽管Pm8已经被报道丧失抗性,本研

究通过重复测试发现其感病程度尚不及对照薛

早,在生产上仍然有一定利用价值。

Pm6基因在中国育种群体中广泛使用,以

2B/2G染色体易位形式存在,具有发育阶段依赖

的抗病特征[24]。对河南、山东、安徽、陕西和甘肃

等地的白粉菌群体毒性频率监测结果显示,单独

使用Pm6基本无抗病效果,当其与Pm2组合使用

时毒性频率显著降低,一些省份(山东省)白粉菌

群体对Pm2+Pm6的毒性频率已经达到100%,
相比之下,Pm5b的毒性频率偏低[50-54]。本研究

发现Pm6基因在山西运城当地仍然有效。
关 于 蓝 粒 小 麦 的 白 粉 病 抗 性 少 见 报 道。

Yang等[55]通过分子和细胞遗传学方法将蓝粒小

麦蓝58的抗白粉病基因定位于4Ag染色体短臂

上,为成株期抗病基因。其与本试验中的4Ag抗

性是否有关有待进一步研究。
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