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小麦农家品种武都白茧儿抗条锈病基因遗传定位
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（1新疆农业大学农学院，乌鲁木齐 830052； 2中国农业科学院作物科学研究所，北京 100081； 3宁夏农林科学院

农作物研究所，银川 750002； 4甘肃农业科学院小麦研究所，兰州 730030）

摘要： 小麦条锈病是由条形柄锈菌（Pst， Puccinia striiformis f. sp. tritici）引起的一种全球性重要真菌病害，严重影响小麦

生产安全。发掘抗病基因，培育抗病品种是防治条锈病最为经济有效和安全的方法。武都白茧儿是甘肃陇南小麦农家品种，

在整个生育期都表现出中到高抗条锈病，但其抗性基因尚不明晰。为解析武都白茧儿的条锈病抗性遗传机制，本研究利用抗

病亲本武都白茧儿和感病亲本辉县红配制杂交组合，利用条锈菌生理小种V31/lab对其F2和F2：3群体进行苗期接种鉴定，结合

混池测序和连锁分析定位抗性基因。结果表明，武都白茧儿对V31/lab抗性由一对隐性基因控制，暂命名为 yrWUD。根据F2

群体的混池外显子捕获测序和混池转录组测序结果，开发了12个高通量的KASP标记；通过连锁分析，将 yrWUD定位在4AL

染色体的 2.6 cM 遗传区间内，与侧翼标记 4AL36 和 4AL11 的遗传距离分别为 0.9 cM 和 1.7 cM，对应 13 Mb 的物理区间（4A：

610.26~623.35 Mb），其中3个抗病相关基因TraesCS4A02G329100、TraesCS4A02G330000和TraesCS4A02G330100在抗感池中

差异表达，推测为yrWUD的候选基因。本研究定位了武都白茧儿的抗性基因yrWUD，用KASP标记4AL36在自然群体中检测

了该基因的等位基因，研究结果为小麦抗条锈病育种提供了新基因和分子标记。
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Abstract：Stripe rust， caused by Puccinia striiformis f. sp. tritici （Pst）， is a global devastating fungal 

disease that severely affects wheat production. Exploring resistance genes and their use in breeding are the most 

economical and effective method for controlling stripe rust. Wudubaijianer， a wheat landrace from Longnan 

region， Gansu province， China， showed moderate to high resistance to stripe rust in the lifecycle， but the 

resistance basis remains unclear. To decipher its genetic mechanism of stripe rust resistance， the F2 and F2：3 

populations derived from a cross between Wudubaijianer and a susceptible parent Huixianhong were inoculated 

with the Pst race V31/lab at the seedling stage， and were sampled for BSE-Seq （Bulked segregant exome capture 

sequencing）， BSR-Seq （Bulked segregant RNA-Seq） and linkage analysis. The results indicated that resistance 

to V31/lab in Wudubaijianer was conferred by a recessive locus， tentatively designated yrWUD. Based on BSE-

Seq and BSR-Seq， 12 KASP （Kompetitive allele-specific PCR） markers were developed. The linkage analysis 
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mapped yrWUD to a 2.6 cM genetic interval on chromosome 4AL， flanked by markers 4AL36 and 4AL11 with 

genetic distance of 0.9 and 1.7 cM， respectively， corresponding to a physical interval of 13 Mb （4A：610.26-

623.35Mb） harboring three disease-resistance related genes， TraesCS4A02G329100， TraesCS4A02G330000 and 

TraesCS4A02G330100. These three genes were detected with differential expression between the resistant and 

susceptible pools， and were proposed as candidate genes for yrWUD. Additionally， the KASP marker 4AL36 was 

validated in a natural population. Collectively， this study identified a stripe rust resistance locus yrWUD in 

Wudubaijianer and validated its effect in a natural population， providing a new resistance gene and molecular 

markers for selecting stripe rust resistance in wheat breeding.

Key words： wheat；stripe rust；gene mapping；molecular markers；BSE-seq；BSR-Seq

小麦（Triticum aestivum L.）是世界上最重要的

粮食作物之一。因其广泛的适应性，在世界各地均

有种植，年产量逾6.2亿吨，全世界30%以上的人口

以小麦为主粮［1-2］。我国是小麦生产和消费大国，小

麦种植面积和产量仅次于玉米和水稻［3］。小麦生育

期较长，常受到多种病害威胁。由条形柄锈菌小麦

专化型（Puccinia striiformis f. sp. tritici）引起的小麦

条锈病是气传性叶部真菌病害［4］，可导致区域性减

产 0.1%~5%，严重时减产可达 5~25%［5］，具有传播

快、易流行爆发、防控难度大的特点［6］。我国一直是

条锈病发病范围最广、受害最重的国家，平均每年

发生面积约400万公顷［7］。培育抗病品种是防治条

锈病最为经济、有效和绿色的策略［8-9］。然而，近年

来由于新的条锈菌生理小种和致病类型不断出现

和变化，导致我国大部分地区小麦主栽品种丧失抗

性［10］。因此挖掘新的抗条锈病基因，对实现小麦品

种抗性的遗传多样性具有重要意义［11-12］。小麦抗条

锈病类型可以分为成株抗性（APR，adult-plant 

resistance）和 全 生 育 期 抗 性（ASR，all-stage 

resistance）2 种类型［13］。全生育期抗性多数由单基

因或寡基因控制，在整个生育期表现抗病，易因小

种变化丧失抗性。目前，国际上正式命名的小麦抗

条锈病基因有86个（Yr1~Yr86）［14-15］，位于除1A染色

体外的所有染色体上，另有60多个暂时命名的抗条

锈病基因、300 多个抗条锈病数量遗传位点（QTL，

quantitative trait loci）被报道。这些抗条锈基因主要

来源于普通小麦，还有一部分来自于小麦的近缘属

种，如六倍体斯卑尔脱小麦（Triticum spelta L.，

Yr5）、四 倍 体 硬 粒 小 麦（Triticum turgidum spp.

durum，Yr7）、野生二粒小麦（Triticum dicoccoides，

Yr15、Yr35 和 Yr36）和圆锥小麦（Triticum turgidum 

L.，Yr24/Yr26）等［16］。在已正式命名的基因中，绝大

多数基因属于全生育期抗性类型。目前有7个ASR

基因被克隆：Yr5/Yr7/YrSP、Yr10、Yr15、YrAS2388

（Yr28）、YrU1［17-23］。Liu等［18］成功克隆了Yr10，发现

其编码卷曲螺旋结构域的核苷酸结合位点和富亮

氨酸重复结构域蛋白（CC-NBS-LRR， coiled-coil 

and nucleotide- binding site and leucine-rich repeat）。

Marchal 等［19］利用 MutRenSeq 技术克隆了 Yr5、Yr7

和 YrSP 基因，这 3 个基因成簇分布在小麦 2B 染色

体上，虽然三者都是编码核苷酸结合位点和富亮氨

酸重复结构域（NBS-LRR，nucleotide-binding site 

and leucine-rich repeat）结构的基因，但是在羟基端

还包含一个非典型锌指结构的 DNA 结合域。

Klymiuk等［20］从野生二粒小麦中克隆了 Yr15，编码

串联激酶结构域蛋白。Zhang等［21］在节节麦中克隆

了YrAS2388，该基因编码一个N端具有四螺旋束的

核苷酸寡聚结构域的类受体蛋白。Wang等［22］在乌

拉尔图中克隆了YrU1，该基因编码一个特殊的核苷

酸结合位点富含亮氨酸重复序列（NLR，nucleotide-

binding leucine-rich repeat）蛋白，与已经报道的NLR

蛋白都不同，其 N 端连接一个额外的 N 端锚蛋白

（ANK）结构域，C 端连接一个额外的 WRKY 结构

域，这种类型的蛋白只存在于小麦属作物中。

小麦农家品种中蕴藏着丰富的抗病基因，是

挖掘新的抗性基因的宝贵资源［23-24］。武都白茧儿

是甘肃陇南地区的小麦农家品种，在整个生育期

对条锈病表现出中到高抗，是当地条锈病抗性育

种的优异抗源。本研究利用条锈菌小种 V31/lab

对武都白茧儿和辉县红杂交后代群体进行苗期抗

病鉴定，解析武都白茧儿的条锈病抗性遗传，对抗

病基因进行定位并开发分子标记，最终为小麦抗

条锈病育种提供新的抗性基因和育种可用的分子

标记。

1　材料与方法

1.1　试验材料

本研究构建了抗病亲本武都白茧儿与感病亲

本辉县红的F2和F2：3群体。146份黄淮麦区骨干品

种（系），用于验证 yrWUD的遗传效应。铭贤169不
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含抗条锈病基因，全生育期高感条锈病，用作繁菌

材料和感病对照。所有实验材料均由中国农业科

学院国家小麦改良中心提供。条锈菌生理小种

V31/lab，CYR32和V26由西北农林科技大学农学院

吴建辉博士提供。菌种繁殖和材料鉴定均于 2022-

2023和2023-2024年度在中国农业科学院作物科学

研究所国家小麦改良中心可控温室进行。将武都

白茧儿、辉县红及其 F1、F2和 F2∶3的种子种在 8×8×

8cm2的塑料培育盆中，对于两个亲本及F1、F2每盆均

匀点播12粒，对于F2∶3家系每盆种20粒左右并设置

一个重复以确保鉴定结果的可靠性。待幼苗长至

两叶一心时开始接种。按照六级分级标准（0、0；、

1、2、3、4）记载实验材料的侵染类型（IT，infection 

type），侵染类型为 0~2 划为抗病（R， resistance）类

型，其中近免疫表现为叶片上产生枯死斑点或失绿

反应，不产生夏孢子堆（IT=0；），3~4 划为感病（S，

susceptible）类型，其中高感表现为夏孢子堆大而多，

周围的叶片组织不褪绿（IT=4）［25］。采用 PVP40 的

方法，提取植物基因组DNA。

1.2　混池测序分析

根据苗期鉴定结果，从武都白茧儿×辉县红 F2

的群体中选取104个抗病单株和104个感病单株构

建抗池和感池，分别命名为21WHF-R和21WHF-S，

进 行 混 池 外 显 子 捕 获 测 序（BSE-Seq，bulked 

segregant exome capture sequencing）和混池转录组

测序（BSR-Seq，bulked segregant RNA-Seq）分析。

外显子捕获测序及数据分析由成都天成未来科技

有限公司完成，对于BSE-Seq，每个混池测序数据量

为 20.0 G。抗池和感池最大杂合率为 0.1，最小

Reads depth设置为 5。应用ED算法获得最显著的

变异连锁区段，通过计算不同混池间各突变型的频

率距离，采用距离差异来反映标记与目标区域的连

锁强度。其中，mut 与 wt 分别代表突变型混池

（21WHF-S）、野生型混池（21WHF-R），A、C、G、T表

示标记位点各突变型所占测序Reads的比例。根据

得到的混池间的SNP位点集及基因型的深度信息，

计算混池间的突变频率差异，即欧几里得距离（ED，

euclidean distance）值。为降低单个SNP位点计算带

来的偏差，需要对得到的结果进行拟合［26］。

BSR-Seq 及数据分析由诺禾致源完成，对于

BSR-Seq，每混池测序数据量为 10.0 G。通过计算

抗池和感池间 SNP index 的差值，获得与抗病基因

紧密连锁的单核苷酸多态性位点。

1.3　标记开发与验证

根据 BSE-Seq 和 BSR-Seq 提供的候选 SNP 设

计测序引物。对于真实存在且在双亲间有差异的

SNP，将其侧翼序列提交至PolyMarker（http：//www.

polymarker.info/），选取符合条件的引物，加上FAM

和HEX接头进行合成；使用 24个DNA样品对竞争

性等位基因特异性 PCR（KASP，kompetitive allele-

specific PCR）标记引物进行初筛，包括 9 个纯合抗

病和9个纯合感病F2单株，武都白茧儿（2个样品），辉

县红（2个样品）和武都白茧儿×辉县红F1（2个样品）。

选取纯合抗病与武都白茧儿分型一致，纯合感病与辉

县红分型一致的KASP标记检测F2和F2∶3群体。

KASP 反 应 总 体 系 为 5 μL，包 含 2×KASP 

Master Mix （北京嘉程生物科技有限公司）2.5 μL、

KASP Assay Mix （引物混合液： 100μmol/L 的引物

A、B各12 μL，引物C 30 μL，水46 μL） 0.07 μL、浓度

为 20 ng/μL的模板DNA 2.43 μL。KASP 反应程序

为94℃，15 min；94℃，20 s，61~55℃，1 min，每个循环

降低0.6℃，共10个循环；94℃，20 s，55℃，1 min，共26

个循环。使用PHERAstarplus扫描仪（Laboratory of 

the Government Chemist，英国）对PCR产物进行扫描

读取荧光值，使用KlusterCallerTM软件进行SNP结果

分型。带有FAM接头引物扩增产物发蓝色荧光，带

有HEX接头引物扩增产物发红色荧光，杂合体对应

的产物为绿色荧光，没有扩增的显示为粉红色。

1.4　数据分析及遗传作图

根据武都白茧儿和辉县红后代F1、F2和F2∶3的抗

性表现判断武都白茧儿携带抗病基因的个数及显

隐性。使用 SAS 9.2（https：//www. sas. com/zh_cn/

home.html）对F2和F2∶3群体中抗感单株个数进行卡

方检验，使用Mapmarker 3.0计算标记和抗病基因间

的遗传距离［27］，使用Mapchart绘制遗传连锁图［28］。

2　结果与分析

2.1　条锈病苗期抗性鉴定与遗传分析

武都白茧儿对CYR32和V26表现感病，对V31/

lab表现为近免疫（IT=0；），辉县红对V31/lab表现为

高感（IT=4）（图 1）。后续研究利用 V31/lab 对武都

白茧儿和辉县红后代群体进行苗期抗病性鉴定。

利用条锈菌小种V31/lab对22株F1、2190株F2、59个

F2∶3家系进行苗期抗性鉴定。结果显示，在 F2群体

中，581 株表现为抗病（IT=0~2），1609 株表现感病

（IT=3~4），经卡方检测抗病单株和感病单株个数符

合1∶3分离比（χ2
1∶3=2.73，df=1，P=0.10）。F2∶3群体中

包含10个纯合抗病家系，32个抗感分离家系，17个

纯合感病家系，经卡方检测抗病家系、分离家系和

感病家系符合 1∶2∶1 分离比（χ2
1∶2∶1=2.08，df=2，P=
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0.35）（表1）。以上结果表明，武都白茧儿对V31/lab

的抗性是由一个隐性基因控制，暂命名为yrWUD。

2.2　BSE-Seq和BSR-Seq数据分析

BSE-Seq分析统计了每条染色体所有SNP拟合

前的ED值和拟合后的ED值，拟合前SNP ED4值的

曼哈顿图显示，在 4AL 染色体末端 SNP 成簇分布

（图 2）。随后利用拟合后 4A 染色体 SNP 的 ED4值

做进一步的分析。4A染色体拟合后SNP的ED4变

异范围为 0.01~0.46，均值为 0.08，其余 20条染色体

拟合后SNP的ED4变异范围为 0.005~0.021，均值为

0.02。其中位于4A染色体上的797个SNP的ED4值

大于0.4，且均富集在609.8 Mb~620.9 Mb，表明基因

很有可能位于4AL染色体末端。

BSR-Seq 分析结果显示抗池测序共产生 Raw 

data 24.76 G，过滤后的Clean data 23.21G，测序质量

高（Q20≥ 97.45%、Q30≥93.24%）；感池测序共产生

Raw data 21.44 G，过滤后的 Clean data 20.07 G，测

表1　武都白茧儿、辉县红和F1、F2苗期接种V31/lab抗病反应

Table 1　Disease resistance responses of Wudubaijianer， Huixianhong and F1、F2 populations inoculated with V31/lab

材料

Material

武都白茧儿 Wudubaijianer

辉县红 Huixianhong

F1

F2

侵染型

Infection type

0

0

0

0

0

0；

43

0

0

301

1

0

0

0

136

2

0

0

0

144

3

0

0

7

641

4

0

43

15

968

总株数

Total number

43

43

22

2190

期望比例

Expected ratio

1∶3

卡方值

χ2

2.73

P值

P value

0.10

图1　武都白茧儿、辉县红和F1接种V31/lab后的抗病反应

Fig. 1　Disease resistance responses of Wudubaijianer， 

Huixianhong and F1 inoculated with V31/lab
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Fig. 2　Distribution of polymorphic SNPs on the wheat genome between bulks of 21WHF-R and 21WHF-S based on BSE-seq
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序质量高（Q20 ≥97.24%、Q30≥92.87%）。采用BWA

软件比对，抗池与中国春参考基因组 v1.1（IWGSC 

2018，https：//urgi. versailles.inra.fr/blast_iwgsc/）比对

率93.81%，感池比对率为91.57%。以中国春参考基

因组作为参考，分别计算两个子代池的 index值；然

后划窗统计每个窗口的 index 平均值，计算两个子

代池间的△SNP-index，△SNP-index绝对值设置为

0.8，即混池间△SNP-index大于0.8的SNP所在区段

推测为 yrWUD的候选区间。根据BSR-Seq分析结

果，筛选出686个SNP候选位点，这些SNP主要富集

在 4AL 染色体末端 590~640 Mb 和 710~750 Mb，表

明yrWUD可能位于4A染色体末端（图3）。

2.3　分子标记开发与yrWUD遗传作图

基于 BSR-Seq 和 BSE-Seq 提供的候选 SNP 设

计168对引物，使用24个DNA样品对KASP引物进

行初筛，有助于评估引物的特异性和效率。样品包

括纯合抗病和纯合感病的 F2单株，武都白茧儿、辉

县红及其 F1。通过比较这些样品在 KASP 反应中

的分型结果，可以初步判断引物的有效性。选取纯

合抗病与武都白茧儿分型一致，纯合感病与辉县红

分型一致的 KASP 标记继续检测 F2 和 F2∶3 群体。

2190个武都白茧儿和辉县红F2单株包括581个抗病

单株和 1609 个感病单株。利用 12 个 KASP 标记

（表 2）检测F2抗病单株并进行遗传作图绘制，遗传

图谱上的 12 个 KASP 标记遗传位置与物理位置共

线性良好，按照 593~623 Mb 线性依次排列，将

yrWUD 定位到 2.6 cM 区间（图 4），与标记 4AL3 和

4AL8呈共分离，与侧翼标记4AL36和4AL11间的遗

传距离分别是0.9 cM和1.7 cM，对应的物理区间为

610.26~623.35 Mb。
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图3　混池21WHF-R和21WHF-S BSR-Seq分析结果

Fig.3　BSR-Seq results of bulks of 21WHF-R and 21WHF-S
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表2　定位yrWUD的KASP引物序列

Table 2　KASP primer sequences used for yrWUD mapping

引物编号

Primer code

4AL14

4AL17

4AL22

4AL27

4AL31

4AL33

4AL34

4AL35

4AL36

4AL3

4AL8

4AL11

引物名称

Primer name

4AL14A

4AL14B

4AL14C

4AL17A

4AL17B

4AL17C

4AL22A

4AL22B

4AL22C

4AL27A

4AL27B

4AL27C

4AL31A

4AL31B

4AL31C

4AL33A

4AL33B

4AL33C

4AL34A

4AL34B

4AL34C

4AL35A

4AL35B

4AL35C

4AL36A

4AL36B

4AL36C

4AL3A

4AL3B

4AL3C

4AL8A

4AL8B

4AL8C

4AL11A

4AL11B

4AL11C

物理位置（Mb）

Physical position

593.35

593.35

593.35

594.21

594.21

594.21

597.69

597.69

597.69

600.90

600.90

600.90

603.64

603.64

603.64

607.28

607.28

607.28

608.83

608.83

608.83

609.81

609.81

609.81

610.26

610.26

610.26

614.23

614.23

614.23

617.10

617.10

617.10

623.35

623.35

623.35

引物序列（5'-3'）

Primer sequence （5'-3'）

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTAGTACATTGTTACACATGGTCCTAG

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTAGTACATTGTTACACATGGTCCTAA

GTGCTCTGCTAGATTTTCAGC

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTCCTCTCCCTACTTGCAAGAA

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTCCTCTCCCTACTTGCAAGAC

GCTACGTAGTTCAGAAATAAGGTC

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTCTTGAATGAAGCCCAGTGT

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTCTTGAATGAAGCCCAGTGC

TGCAGTTGACAAGATCATCATAAAG

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTGAACTCAAACACCAGGTTCG

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGAACTCAAACACCAGGTTCT

TTGATCTGCTGCTAGATGCG

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCCGCATCATCCCGGGCTC

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCCGCATCATCCCGGGCTT

AGTTCTCGTCGGCGAACTTTTG

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGACAACTCCATCTCTGGCACA

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGACAACTCCATCTCTGGCACC

GATCTCAGTTTGCACAACGAAGA

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGGGGTATTGCCATGAAAATACTT

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGGGGTATTGCCATGAAAATACTC

TGATGACGATGAATAGATGATTGGT

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTACAGAGGAGAAAGATAAGCAGGC

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTACAGAGGAGAAAGATAAGCAGGA

GACGATCTGTCTTAGTCGTCC

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTCAAGAAGAAAGTGAAGAGGCTG

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTCAAGAAGAAAGTGAAGAGGCTA

CATTGGTGGCAGTGGATGTG

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTGGATCAGTCTGTGGTTTGG

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGATCAGTCTGTGGTTTGC

TTGAGCAATGGTGTCCTGGA

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCGCAAACTTCTCCTGCCCTG

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCGCAAACTTCTCCTGCCCTA

TGTCCATCTATGTGTGTGTTCT

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGGTCCACCTCTAGAACACAGT

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGGTCCACCTCTAGAACACAGA

GCTCCATGGAAGATAGATGCA

对于KASP标记，A和B表示等位基因特异引物，C表示通用反向引物；FAM和HEX荧光接头用粗体表示

For KASP labeling， A and B indicate allele-specific primers and C indicates the common reverse primer； FAM and HEX fluorescent adaptors are 

indicated in bold
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2.4　yrWUD候选基因预测

根据中国春参考基因组，在yrWUD定位的物理

区间 610.26~623.35 Mb 内，包括 215个高置信度注

释基因，其中有23个是与抗病相关的基因。根据混

池BSR-Seq结果，定位区间抗感池间差异表达基因

有13个，与抗病相关并且抗池表达量高于感池的基

因只有 3个， TraesCS4A02G329100、TraesCS4A02G

330000 和 TraesCS4A02G330100，分别编码假定抗

病蛋白RPP13样蛋白（NB-ARC），受体激酶样蛋白 

Xa21（PKinase）和富含亮氨酸重复N端结构域的蛋

白（LRRNT_2），推测为yrWUD的候选基因（表3）。

2.5　yrWUD在小麦品种中的抗性分析

利用与 yrWUD 连锁距离最近的 KASP 标记

4AL36对 146份小麦品种进行了基因分型， 存在明

显分型（图5A）。经相关性分析，4AL36基因型与抗

病程度显著相关（图5B），其中83.6%的品种携带与

武都白茧儿相同类型的等位基因，说明yrWUD在育

种中已在一定程度上被选择。

2.2

0

3.1

4.9

7.2

8.1

10.7

11.6

13.3

4AL14

4AL17

4AL22

4AL27

4AL31

4AL36 4AL35

yrWUD

4AL11

 4AL3 4AL8

4AL34 4AL33

蓝色区域为包括yrWUD在内的2.6 cM遗传区间，

标记4AL3和4AL8与yrWUD共分离

The interval marked in blue represents 2.6 cM genetic interval 

spanning yrWUD. 4AL3 and 4AL8 co-segregated with yrWUD

图 4　条锈病抗性基因yrWUD连锁图谱

Fig. 4　Linkage map of stripe rust resistance gene yrWUD

表3　yrWUD预测候选基因

Table 3　Predicted candidate genes for yrWD

基因 ID

Gen ID

TraesCS4A02G324600

TraesCS4A02G325800

TraesCS4A02G326400

TraesCS4A02G329100

TraesCS4A02G330000

TraesCS4A02G330100

TraesCS4A02G331100

TraesCS4A02G333900

TraesCS4A02G335200

TraesCS4A02G335900

TraesCS4A02G336000

TraesCS4A02G336100

TraesCS4A02G341100

抗病池 FPKM值

FPKM of 

resistance-pool

1.85

64.99

81.70

491.16

219.12

87.27

3809.57

275.75

204.26

506.95

20.42

49.20

382.53

感病池

FPKM值

FPKM of 

sensible-pool

45.24

14.01

0.00

86.17

22.62

9.70

100.17

700.07

547.13

17.24

0.00

5.39

66.78

差异表达倍数

log2 fold 

change

-4.52

2.20

9.36

2.51

3.27

3.15

5.25

-1.34

-1.42

4.87

7.37

3.16

2.52

起始位置 （bp）

Starting 

location

612072716

613366832

613543124

614251593

615104066

615106331

615693852

617227996

617933283

618411671

618417529

618463055

621784829

终止位置（bp）

Termination 

position

612078621

613368026

613544389

614258300

615106167

615107512

615702428

617235045

617940601

618412941

618419227

618464687

621792600

基因注释

Gene annotation

-
-

AP2

NB-ARC

PKinase

LRRNT_2

ABC2_membrane

KH_1

Pkinase_Tyr

-
-
-
-

-：在中国春参考基因组v1.1中无相应基因注释信息

-： indicates no gene annotation according to Chinese Spring reference genome v1.1
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3　讨论

武都白茧儿在甘肃陇南条锈病流行区种植有

50 年之久，对条锈病仍保持着稳定的抗性［29-30］。

Chao等［31］利用 169个武都白茧儿和铭贤 169的 F2∶3

家系对武都白茧儿携带的成株抗性基因进行定位，

在5A和2B染色体定位到2个稳定的QTL，指出5A

位点需与其他抗性位点相互作用才能发挥抗病作

用。此外，在1B、2A、2D、3A、4B、5B、6B和6D染色

体也有显著关联位点，表明武都白茧儿遗传背景比

较复杂。2016年陈璨［32］在武都白茧儿中定位到一

个对CYR32小种表现抗性的显性基因 YrWd，位于

4AL 染色体上，与 SSR 标记 barc236 连锁距离为

17.7 cM。在本研究中，武都白茧儿在苗期对

CYR32小种感病，对V31/lab（西北农林科技大学吴

建辉老师新分离出的条锈菌小种CYR31的变种，该

小种毒性和毒谱与CYR31接近）小种表现抗病。为

了定位武都白茧儿苗期抗病基因，本研究采用V31/

lab小种对武都白茧儿和辉县红衍生的后代群体进

行苗期抗病性鉴定。结果表明，武都白茧儿对V31/

lab的抗性由一个隐性抗病基因控制，定位在4AL染

色体上 2.6 cM 遗传区间，对应中国春参考基因组

610.26~623.35 Mb 区段。目前只有 Yr51 和 Yr60 被

定位到 4AL 染色体上。 Yr51 在小麦地方品种

Aus27858 中被发现，为隐性基因，且该基因只存

在于澳大利亚小麦品种 AUS52878 中，与标记

sun104 的遗传距离为 2.5 cM，对应的物理位置为

733.0 Mb［33］。Yr60 在墨西哥小麦品种 Almop 中被

发现，为显性基因，与标记wmc219和wmc313的遗

传距离均为0.6 cM，对应的物理位置为748.0 Mb［34］。

yrWUD定位在610.26~623.35 Mb区间内，与两个已

知基因距离较远，且 yrWUD 为隐性基因，推测

yrWUD是一个新的抗条锈病基因。由于抗条锈病

基因定位采用的多是混合生理小种，而非单孢菌

系，菌种名称一致而致病性却存在差异，这可能是

本研究与 2016年陈璨［32］在武都白茧儿中定位到两

个不同基因（yrWUD 和 YrWd）的主要原因。因此，

在抗病基因定位研究中，最好使用单孢菌系并保存

最开始定位用的菌系，这对小种专化型抗病基因定

位来说至关重要。

通过混池BSR-Seq结果预测TraesCS4A02G329

100、TraesCS4A02G330000 和 TraesCS4A02G330100

为yrWUD的候选基因。其中，TraesCS4A02G329100

编码一个与抗病性相关的RPP13蛋白。RPP13蛋白

是植物抗病机制的重要组成部分，该蛋白负责调控

对不同外部刺激的反应，包括生物胁迫和非生物胁

迫［35-36］。TraesCS4A02G330000 编码受体激酶样蛋

白Xa21，受体激酶蛋白在植物系统中起着细胞信号

传递的作用，在植物抗病方面起着媒介传导的作

用［37］。TraesCS4A02G330100 编码富含亮氨酸的重

复序列N末端结构域，在蛋白质功能中起着重要作

用，在参与植物抗逆性反应、发育调控及激素的信

号转导等过程中的发挥着重要的生物学功能［38］。

利用BSE-Seq和BSR-Seq两种混池测序方法来

检测抗感池中对应基因的碱基变异，并通过评估抗

感池中碱基变异的频率差异进行定位，相较于全基
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A：146份小麦品种的分型结果，红色为辉县红等位基因类型，蓝色为武都白茧儿等位基因类型；B：4AL36检测146份小麦品种条锈病抗性，

WD-type表示武都白茧儿类型，HXH-type表示辉县红类型

A：The genotype of 146 wheat varieties， red is Huixianhong allele type， blue is Wudubaijianer allele type； B：4AL36 detected stripe rust resistance 

in 146 wheat varieties， WD-type： Wudubaijianer type， HXH-type： Huixianhong type

图5　4AL36标记基因型及其条锈病抗性验证

Fig. 5　The genotype of the 4AL36 and its association with stripe rust resistance
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因组测序，这两种方法更加经济有效，故被广泛应

用于抗病基因定位中。例如 Jin等［39］利用BSE-Seq

在大红袍×Avocet S杂交群体中定位到一个 6AS上

的条锈病抗性位点。张怀志等［40］利用 BSR-Seq 在

小 麦 品 种 郑 麦 103 中 定 位 到 抗 条 锈 病 基 因

YrZM103。其中 BSE-Seq 是对混池 DNA 的外显子

进行测序，BSR-Seq 则是对抗感池中的 mRNA

（cDNA）进行测序。由于部分基因在组织或器官中

存在表达差异，故BSR-Seq能够提供的碱基变异数

目不及BSE-Seq，但是它可以提供目标区段中基因

的表达水平，为挑选候选基因缩小范围。在该研究

中，610.26~623.35 Mb区间为两种方法的共同定位

区间，而BSE-Seq所获得的其他区间可能由于只存

在碱基变异而不在叶片中表达，故没在BSR-Seq中

检测到。

在本研究中，146份黄淮麦区骨干品种中鉴定

到83.6%的品种携带与武都白茧儿相同类型的等位

基因，说明该基因已被大量利用，表明其利用潜力

有限，但另一方面也表明该基因确实有较好的条锈

病抗性，可以在育种中发挥较大作用。因此，可以

采用以下两种方式将 yrWUD应用到条锈病抗性育

种中：（1）通过常规育种和分子标记辅助选择将

yrWUD导入生产上没有该优异等位基因的主推品

种中，提升其条锈病抗性；（2）在含有该优异等位基

因的品种中，进一步引入其他微效基因，聚合多基

因来降低条锈病发生严重度。同时，由于采用的是

多个微效水平抗性基因聚合的方式，抗性一般为中

抗至高抗水平，可以一定程度上减轻对病原菌生理

小种的选择压力，降低生理小种进化速度，从而达

到减缓抗性丧失的目的。整体来看，抗病基因丧失

抗性多是由于进化出毒性更强的生理小种，在小麦

生产中应注意含有不同抗病基因品种合理布局。

KASP标记是一种基于PCR技术的分子标记方

法，广泛应用于基因定位和基因分型研究中。相比

传 统 的 简 单 重 复 序 列（SSR，simple sequence 

repeat）、序列标签位点（STS，sequence tag site）等标

记具有高度的灵敏性、快速性和经济性等特点。在

基因定位研究中，KASP标记可以用于确定连锁群

体、构建遗传图谱和遗传位点的精确定位，也可以

用于检测个体间单核苷酸多态性的 SNP 和 InDel

等。通过KASP标记，可以对特定的基因进行定位，

进而研究基因与表型之间的关联。例如，Song等［41］

利用小麦50K SNP芯片结合两年8个环境的株高表

型鉴定，定位到一个稳定的株高位点 QPH.caas-

3DL，并通过构建次级作图群体和加密定位区间内

KASP标记，将其定位至约 1.4 Mb的物理区间内并

正式命名为Rht26。Dong等［42］使用基于3个基因开

发的 KASP 标记、90K 芯片及 SSR 标记构建了 3BS

遗传图谱，将QPm.caas-3BS定位在标记KASP14800

和 snp_50465 之间 0.3 cM 区间内。Rasheed 等［43］开

发并验证了70个KASP功能标记，有效促进了小麦

高代品系高产、优质、抗逆、广适等性状遗传改良。

本研究也通过BSE-Seq和BSR-seq提供的SNP信息

将其转化为 KASP 标记，进而检测 F2群体，构建了

yrWUD 遗传图谱，并利用与 yrWUD 连锁距离最近

的KASP标记 4AL36在 146份小麦品种中进行了验

证。4AL36可以有效地应用于小麦抗病基因检测和

抗条锈病分子标记辅助育种。

4　结论

本研究发现了一个新的抗条锈病基因 yrWUD，

将其定位在610.26~623.35 Mb的区段内。开发了育

种可用的KASP标记4AL36，并在146份小麦品种中

进行了验证。本研究鉴定的抗性基因及其相应的

KASP标记可用于小麦分子标记辅助育种。
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