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摘 要:引入抗锈病基因是防治小麦叶锈病最有效的措施,小麦抗叶锈病基因Lr15对中国小麦叶锈菌多

数生理小种表现抗性,解析该基因遗传特性,明确其染色体位置,将为分子标记辅助育种和基因克隆奠定基

础。本研究首先利用13个锈病生理小种对携带Lr15的材料RL6052进行苗期抗性鉴定,以RL6052与感病

品种Thatcher杂交构建F2 群体(257单株),接种PHST小种进行抗性鉴定,利用16KSNP扫描芯片分析抗

感池DNA对Lr15进行初步定位,在定位区间内开发SSR及STS标记,构建遗传 连 锁 图 谱。结 果 表 明,

RL6052对12个锈病生理小种表现高抗;遗传分析显示,F2 群 体 抗 感 分 离 比 为192∶65,符合3∶1(􀱽23∶1=
0.012),证明其为单显性基因;16KSNP芯片扫描结果初步将Lr15定位于2DS染色体的60.16~87.26Mb
区间(中国春参考基因组V1.0);在该区间进一步开发标记将Lr15定位于标记ZBSF63.7与STS64.4之间,

物理区间为61.27~62.02Mb,遗传距离分别为0.17和0.58cM,其中标记ZBSF2D63.9和ZBSF2D63.92与

Lr15共分离。本研究将有效抗病基因Lr15精确定位于2DS染色体上且开发了与其紧密连锁的分子标记,为

该基因的进一步克隆奠定了基础,与其紧密连锁的分子标记可用于标记辅助选择培育抗病品种。
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MolecularMappingofLeafRustResistanceGeneLr15inWheat
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Abstract:Usingresistancegenesisthemosteffectivemeasuretocontrolwheatleafrust.Thewheat
leafrustresistancegeneLr15showedresistancetomostPucciniatriticina(Pt)racesinChina.Fur-
therconfirmationofthegeneticcharacteristicsandpositionofLr15willlayafoundationformarker-
assistedbreedingandgenecloning.Firstly13Ptraceswereusedtotesttheseedlingresistanceline
RL6052withLr15.Furthermore,257F2plantsderivedfromacrossbetweenRL6052andthesuscep-
tiblecultivarThatcherwereinoculatedwithracePHSTforresistanceevaluation,andbulkedseg-
regantanalysisusinga16KSNParraywasperformedforpreliminarymappingofLr15.Finally,SSR
andSTSmarkersweredevelopedwithinthetargetregiontoconstructageneticlinkagemapforLr15.
TheresultsshowedthatRL6052washighlyresistantto12races.Geneticanalysisrevealedthatthera-
tiobetweenresistanttosusceptiblewas192∶65intheF2population,fittinga3∶1ratio(􀱽23∶1=0.012),

indicatingmonogenicdominantinheritance.Lr15wasmappedona60.16-87.26Mbphysicalinterval
onchromosome2DSintheChineseSpringreferencegenome(version1.0)usinga16KSNParray.
MoremarkersweredevelopedinthisintervalandLr15wasmappedbetweenmarkersZBSF63.7and
STS64.4,withaphysicalintervalof61.27-62.02Mb,andgeneticdistancesof0.17and0.58cM,



respectively.TwomarkersZBSF2D63.9andZBSF2D63.92wereco-segregatedwithLr15.Inthis
study,theeffectiveresistancegeneLr15waspreciselymappedonchromosome2DSandcloselylinked
markerswerealsodeveloped,whichlaidafoundationforfurthercloningofthisgene,andtheclosely
linkedmarkerscanbeusedformarker-assistedselectionforbreedingresistantcultivars.
Keywords:Wheatleafrustresistancegene;SSRmarkers;Genemapping

  小麦(Triticumaestivum L.)是中国最重要

的粮食作物之一,在多种气候条件下均可种植,小
麦产量的稳定增加对中国农业生产至关重要。小

麦叶锈病是影响小麦产量的重要病害,如遇到适

宜环境和新毒性小种产生时,很容易造成小麦叶

锈病大爆发,导致减产[1-3]。化学防治虽速效且短

期防效好,但长期使用存在诸多弊端,不仅增加农

民投入成本,而且单一化学药剂会使病菌产生抗

药性,降低防治效果,化学药剂残留还会污染环

境。相较而言,种植抗病品种是防治小麦叶锈病

最经济、有效且环保的方法[4-6]。当前,中国小

麦品种中所含有效抗叶锈病基因较少[7]。因

此,挖掘、定位和克隆小麦有效抗病基因,并利

用基因聚合培育持久抗病品种是小麦抗病研究

的重要任务。
迄今,在小麦及其近缘物种中已经发现100

多个抗叶锈病基因,其中有85个抗叶锈病基因被

正式命 名[8],Lr1[9]、Lr9[10]、Lr10[11]、Lr13[12]、

Lr14a[13]、Lr21[14]、Lr22a[15]、Lr34[16]、Lr42[17]、

Lr47[18]、Lr67[19]和Lr85[20]等12个基因已被成功

克隆。被命名的基因中大多数为苗期抗性基因,
具有小种专化抗性特点,易因叶锈菌小种变异而

丧失抗性,例如Lr1、Lr26已基本丧失抗性。当前

生产上仍有抗性的苗期抗性基因有Lr9、Lr19、
Lr24、Lr25、Lr47和Lr51等[21]。已命名的成株期

抗病基因有Lr12、Lr13、Lr22a、Lr22b、Lr34、Lr35、
Lr37、Lr46、Lr48、Lr49、Lr67、Lr68、Lr74、Lr75、Lr77
和Lr78[22],其中Lr34、Lr46、Lr67和Lr68为成株期

慢锈基因,具有一因多效的特点,能同时兼抗条

锈、秆锈、白粉和叶枯病等多种病害[23-24]。目前很

多主效基因在生产上已丧失抗性,因而持续发掘

新的抗病基因资源、精准定位关键基因并进行克

隆,进一步通过多基因聚合育种策略培育广谱持

久抗病新种质,是防控小麦叶锈病蔓延、保障小麦

高产稳产的核心举措。
现今最常见的基因克隆方法是基于精细定位

的图位克隆[25]和高通量测序的快速克隆[26]技

术,而混池分离群体分组分析法(即BSA)及突变

体 RNA-Seq技术也是定位和克隆小麦抗病基

因[27]的有效技术。
通过苗期抗性鉴定发现,抗叶锈病基因Lr15

对中国大部分叶锈菌生理小种仍具有较好抗性。
本试验利用RL6052(Lr15)和 Thatcher杂交并

自交获得的257个F2 单株为材 料,通过苗期表

型鉴定,建立抗感小群体,结合SNP扫描芯片和

SSR标记等方法,以定位抗叶锈病基因Lr15。

1 材料和方法

1.1 试验材料

植物材料:感病对照郑州5389,携带抗性基因

Lr15的抗病亲本RL6052,感病亲本Thatcher(由

CIMMYT提供),及以携带抗病基因的 RL6052
(Lr15)为母本、Thatcher为父本进行杂交、自交

获得的257个F2 单株。
菌种材料:选取 PHST、FHGO①、FHJO、

THST、PHTT、FHGS①、PHIS、FGJO、KHGT、

FHGO①、FHGS②、FHKR、TGKT等13个来自

中国不同小麦主产区且具有不同毒力的叶锈菌生

理小种,经接菌并单孢分离纯化后用于苗期抗性

鉴定。叶锈菌生理小种按照 Long等[28]提出的

小麦叶锈菌生理小种三字母命名系统及后来扩展

成的四字母命名法进行命名,其中Lr15低毒小种

PHST用于鉴定 RL6052(Lr15)/Thatcher的F2
代群体。本研究所需叶锈菌种均由河北农业大学

植物保护学院小麦锈病实验室提供。

1.2 RL6052与F2 代群体的苗期抗叶锈性鉴定

及遗传分析

将Lr15的载体材料RL6052、感病亲本Thatcher
以及感病对照郑州5389播种于小花盆内,每盆种

植6~8粒,培养至一叶一心期,采用扫抹法分别

将13个叶锈菌生理小种接种到以上材料,在黑暗

条件下对接种后的小麦材料进行密封保湿16~
18h,随后将其置于温室(25℃左右)培养,待感病

对照郑州5389充分发病(接种后10d),对供试材

料进行侵染型鉴定。依据Roelfs等[29]加以改进的

7级标准进行抗叶锈侵染型鉴定。
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1.3 F2 代群体的抗叶锈鉴定及遗传分析

将 抗 病 亲 本 RL6052(Lr15)、感 病 亲 本

Thatcher及其F2 代群体单株、感病对照郑州5389
种植在塑料穴盘(8cm×16cm),其中 RL6052
(Lr15)、Thatcher和郑州5389均种植6~8粒,

F2 单株全部点播,幼苗一叶一心时接种Lr15的无

毒生理小种PHST,待感病对照完全发病时依据

1.2中分级标准进行侵染型调查。统计F2 群体

的抗、感单株数,通过卡方检测确定抗感分离比

例,以明确其抗性遗传规律。

1.4 抗感小群体的构建及分子标记的筛选

根据 Hao等[30]提出的优选小群体法结合苗

期抗性鉴定结果,筛选10个抗病单株及10个感

病单株组成抗感小群体,提取小群体DNA并送

至石家庄博瑞迪生物技术有限公司进行小麦16K
SNP芯片扫描,以确定抗叶锈基因Lr15所在染

色体位置,根据检测到的高置信度多态性SNP富

集的染色体区间和IWGSC公布的CSRefSeqV2.1
(2021)的中国春小麦基因组序列信息,使用实验室

自主研发的 WEKits软件(https://github.com/GP-
sir/wekits/releases)设计SSR引物,在 URGIblast
筛选仅在目标基因所在染色体的引物序列,开发与

抗叶锈基因Lr15连锁的分子标记。所有特异性标

记引物均由北京擎科生物科技股份有限公司合成。

1.5 分子标记检测

1.5.1 小麦叶片全基因组DNA提取

利用CTAB法[31]对抗病亲本RL6052(Lr15)、
感病亲本Thatcher以及257个F2 单株提取基因

组DNA,DNA样品稀释到50ng·μL-1 标准浓

度,保存用于后续试验。

1.5.2 PCR扩增及电泳检测

扩增体系为10μL:DNA模板1μL,2×Tap
PCRMix5μL,5μmol·L-1 正/反向引物各0.
5μL,ddH2O3μL。

PCR扩增程序:94℃预变性5min;94℃变

性45s,55℃退火45s,72℃延伸45s,共35个

循环;72℃延伸10min,4℃保存产物。不同引

物退火温度略有变化。

PCR扩增产物用8%聚丙烯酰胺凝胶电泳检

测,电泳仪电压设置为220V,3h后使用银染显

色,拍照后统计带型,对统计结果进行分析。

1.6 连锁分析及遗传图谱的构建

使用QTLlciMapping4.2对室内苗期表型

数据结合SSR标记基因型数据进行遗传连锁分

析,用 MapChart2.3软件绘制遗传连锁图。

2 结果与分析

2.1 RL6052(Lr15)及F2 群体的苗期抗叶锈鉴

定及遗传分析

苗期鉴定结果(表1)显示,RL6052(Lr15)对供

试的13个叶锈菌生理小种中的12个表现高抗,

Thatcher表现高感,可以初步推测Lr15为有效的苗

期抗叶锈病基因。
为进一步明确其遗传特性,采用低毒力小种

PHST对F2 群体接种鉴定,结果(表2)表明,F2
群体中有192个抗病单株(IT:1)和65个感病单

株(IT:4),卡方检验符合一对显性基因的分离比

例(􀱽23∶1=0.012)。

2.2 抗叶锈病基因Lr15紧密连锁分子标记的开

发与检测

在RL6052(Lr15)/Thatcher的F2 群体中选

10株抗病、10株感病单株建立抗感小群体,经

16KSNP芯片扫描,在抗感小群体间检测到SNP
富集于小麦2DS染色体,对应中国春参考基因组

序列 V1.0的60.16~87.26Mb区间。在2DS
染色体上共设计200对SSR标记、6对STS标

记,对双亲及抗、感小群体进行多态性筛选,发现

6个SSR标记、1个STS标记在抗感亲本及抗感

小群体之间可以扩增出稳定清晰的多态性片段

(图1、2),其引物序列见表3。

表1 苗期叶锈菌小种侵染型统计

Table1 InfectiontypestoPucciniatriticina(Pt)pathotypes

材料
Material

叶锈菌苗期小种侵染型InfectiontypestoPtpathotypes

PHST FHGQ① FHJQ THST PHTT FHGS① PHJS FGJQ KHGT FHGQ②FHGS② FHKR TGKT

RL6052(Lr15) ; ; ; 4 ; 1 2 ; 1 0 ; 1 ;

Thatcher 4 3 3 4 4 4 4 4 4 4 3 3 4

  四字母命名相同、后缀以①②区分的两个生理小种,为同一生理小种经单孢纯化后所划分的不同类型。

Twophysiologicalraceswiththesamefour-letterdesignationanddifferentiatedbysuffixes①and②representdistincttypesderived
fromsingle-sporepurificationofthesamephysiologicalrace.
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表2 供试材料对叶锈菌生理小种PHST的抗性分析

Table2 ResistanceanalysisofthetestedmaterialstothePucciniatriticinapathotypePHST

材料 Material 总株数 Total
侵染型的植株数量 Quantityofdifferentinfectiontypes

0 ; 1 2 3 4
卡方测验

Chi-squaretests

Thatcher 6 6

RL6052(Lr15) 6 6

F2 257 192 65 0.012

表3 SSR及STS标记引物序列

Table3 PrimersequencesofSSRandSTSmarkers

标记
Marker

引物序列Primersequence(5'-3')

正向Forward 反向 Reverse

ZBSF2D59.8 ATGGGTCATGAGGGTACCAA TCGTCAAGGTCTGGAAAAAGA

ZBSF2D61.4 AAACTACGTGTTGTGTGCCG GGCCTGAGTAGCTCAGCAAT

ZBSF2D63.7 GCCCATGCTNCCGTAATGAG AAGGAATCTAACAAGAGCGCC

ZBSF2D63.9 GGTGCTAGCTAGTTGGACCG AGCCAAGTTGAATGGGTTTG

ZBSF2D63.92 TGCACATGGTAATTAAACACA CAGATGAGGTCAATTAGGACA

STS64.4 CCTTCTACCTCGCATTTGAACT GCCTGTTGGGAGATGGACA

ZBSF2D64.5 GCAAAACGACTAAGTTAAGCA AATAGAAAAATGCGAGTACCA

2.3 抗叶锈病基因Lr15高密度遗传连锁图谱的

构建

首先利用上述7个特异性标记对RL6052(Lr15)/
Thatcher的257个F2 单株进行检测,根据检测结

果,利用QTLIciMapping4.2和 MapChart2.3软

件计算分子标记与Lr15的遗传距离并绘制高密度

  M:Marker;P1(A):RL6052(Lr15);P2(B):Thatcher;H:F2
杂合单株;R:F2 抗病 单株;S:F2 感病单株。下同。

M:Marker;P1(A):RL6052(Lr15);P2(B):Thatcher;H:
heterozygousgenotype;R:resistantF2plants;S:susceptibleF2
plants.ThesameinFig.2.
图1 SSR标记ZBSF2D59.8对F2 群体部分检测结果

Fig.1 ElectrophoresispatternsoftheSSR
markerZBSF2D59.8intheF2population

图2 STS标记STS64.4在F2 群体的部分电泳结果

Fig.2 ElectrophoresispatternsoftheSTS
markerSTS64.4intheF2population.

遗传连锁图谱,远端标记ZBSF59.8和ZBSF64.5
将Lr15定位57.32~64.04Mb(CSRefSeqV1.0)
的物理区间内。其中,两侧最近标记ZBSF63.7
和STS64.4进一步将基因锁定在物理区间61.27~
62.02Mb范围内,跨度为0.75Mb(CSRefSeq
V1.0),遗传距离分别为0.17和0.58cM,共计

0.75cM;ZBSF2D63.9、ZBSF2D63.92两个标记

与Lr15共分离(图3)。

图3 小麦抗叶锈病基因Lr15的遗传连锁图谱

Fig.3 Geneticlinkagemapofthewheatleaf
rustresistancegeneLr15
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3 讨论

抗叶锈病基因Lr15最早由 McIntosh等在

普通小麦材料KenyaW1483中发现,初步定位于

2D染色体短臂(2DS),且表现出较好的苗期抗

性。然而,长期以来该基因缺乏精确的定位信息,
该基因在抗病育种中的高效利用受到限制。虽然

Dholakia等[32]将Lr15定位于2DS上,并报道基

因两侧标记为Xgwm4562和Xgwm102,但本研究

通过搜索仅找到Xgwm102的标记序列。通过对

序列进行BLAST比对,该标记的物理位置对应

(CSRefSeqV2.1)74808494bp物理位置。利

用Xgwm102标记对本研究中的双亲及F2 群体进

行检测,结果显示,该标记在抗感亲本间无多态

性,表明其在当前遗传背景下不适用于Lr15的标

记定位。
小麦2DS染色体上已报道多个抗叶锈病基

因,包 括Lr2 系 列(Lr2a、Lr2b、Lr2c、Lr2d)、
Lr22(Lr22a、Lr22b)及Lr39等。本研究通过苗

期接菌鉴定表明,Lr15与这些基因的表型存在显

著差异。其中,位于2DS的Lr22a已于2017年

被成功克隆,该基因编码卷曲螺旋-核苷酸结合位

点-亮氨酸重复(CC-NBS-LRR)类蛋白;Lr22b同

样属于小种专化抗性的 APR基因,来源于普通

小麦[33],其抗性谱与Lr15有明显不同;Lr39来源

于粗山羊草,是苗期抗性基因,定位于2DS端体

附近,与Lr15的位置显著不同。尽管Luig等[34]

认为Lr15与Lr2可能为拟等位基因,本研究通过

生理小种接种进行抗叶锈鉴定,明确2个基因具

有不同的抗谱,例如当接种生理小种 KHGT和

TGKT时,Lr2a的侵染型为3+,而Lr15的侵染

型为;1,这一结果为两者为独立的抗病基因提供

了直接证据,但其二者是否为等位基因仍需进一

步验证。
本研究在2DS上完成Lr15的遗传与物理定

位,获得2个与其共分离的标记,为基因图位克隆

奠定了基础。下一步将进一步扩大群体精细定位

该基因,同时结合突变体测序可进一步筛选候选基

因。所开发的紧密连锁分子标记可用于分子标记

辅助选择,加速抗叶锈病小麦新品种的培育进程。
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