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小麦抗白粉病基因 Pm23 分子标记的初步鉴定
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摘要:根据植物抗病基因的保守结构 ,合成 7对特异引物 ,用感病品种 Chanceller 作对照 ,对 12个

含不同抗白粉病基因的小麦品系进行 PCR分析 ,结果只有 1 对引物(3LR+3LF)在 Pm23 的载体

品系中扩增出稳定的多态性片段 ,对该片段进行回收 、克隆 、测序 ,全长为 253bp 。经同源性分析发

现 ,该特异性片段与大麦 Ty3-gypsy 类反转录转座子基因部分序列有 87%的同源性 ,属于反转录

转座子类标记。
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Abstract:Based on the conserved domains of the resistance genes , 7 pairs of primers were synthesized

and used to amplify the genomic DNAs of 12 wheat lines carrying different pow dery mildew resistant

genes(Pm genes)and one susceptible control Chanceller.The analysis of PCR products show ed that

only one pair of primers 3LR+3LF amplified polymorphic fragments in the line carrying Pm23 gene.

Sequence similarity analysis indicated that the special amplified fragments w ith 253 bp in full leng th

w as 87%similar to Hordeum vulgare Ty3-gypsy ret rot ransposon-like gene , which w as belonged to

a ret rot ransposon-like marker.
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　　自 1992 年利用转座子标签(Transposon tag-

ging)技术克隆抗玉米圆斑病菌(Cochliobolus car-

bonum)的 HM1 基因以来 ,已有 48 个抗病基因从

12种植物中克隆出来。经氨基酸序列分析发现 ,抗

病基因存在保守结构域 ,如核苷酸结合位点(Nu-

cleo tide-binding si te , NBS),富含亮氨酸重复序列

(Leucine-rich repeats , LRR),丝氨酸/苏氨酸蛋白

激酶类似受体(Recepto r-like serine/ threonine ki-

nases),以及与果蝇 Toll蛋白及哺乳动物白细胞介

素-1受体(Toll and interkin-1 recepto r , T LR)的

胞外域相似的区域[ 1] 。利用抗病基因的保守序列

设计引物 ,进行 PCR扩增 ,筛选与抗病基因连锁的

RGAP (Resistance gene analog polymorphism)标记 ,

已成为一种非常有效的 ,基于 PCR技术的分子标记
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鉴定方法 。利用该方法鉴定发现了 16个与抗条锈

病基因 Yr9 连锁 、6个与 Y r5 连锁的 RGAP 标记 ,

并已用于抗条锈病基因的分子检测和图谱克

隆[ 2 ～ 4] 。本研究报道了小麦抗白粉病基因 Pm23

分子标记的鉴定 。

1　材料与方法

1.1　供试材料

本研究选择在河南省麦区具有良好抗病性 、含

不同抗白粉病基因的 11个小麦品系(表 1),以感病

品种 Chanceller作为对照。

表 1　供试抗白粉病小麦品系及携带的抗病基因

品系名称 抗病基因

Ulka/ 8＊Chancellor Pm2

Yuma/ 8＊C hancellor Pm4a

VPM Pm4b

Timgalen Pm6

96-282 Pm13 ＊

96-287 Pm20 ＊

6VS/ 6AL Pm21

81-7241 Pm23 ＊

齿牙糙 Pm24

小白冬麦(红粒) Mlxbd

红蚰麦 Pm ?

　注:＊由中国农科院品质所朱振东博士馈赠

1.2　引物合成

由上海生工生物工程技术有限公司合成 7对引

物[ 4 ～ 9] :
S3:5′-GGNATGGGNGGNTTNGGNAARACNCAN -

3′

AS3:5′-TCNCGNATNATNTTNACNACNCGN-3′

NF:5′-TAGGGCCTCT TGCTACGT-3′

NR:5′-TATAAAAAAGTGGCGGACT-3′

OF:5′-CC TCGATGCAATAACTAAAATTT-3′

OR:5′-TCTGTTTGCATCATCAATGT-3′

R11F:5′-AACCCAATTCCACCTCT TTTACA-3′

R11R:5′-TTCCCCT TGCAATAGTCACCATAG-3′

3LF:5′-CCTT(G/ T)CCTT(C/A)GAGCTTTGTAT-

3′

3LR:5′-GGCTTCCTTTGCCTCCCC(A/ C)AC-3′

F:5′-GGNATGGGNGGNNTNGGNAA(A/G)CANAC

-3′

R:5′-NCA(T/ A)TTNAGNGCNAGNGGNAGNCC-3′

R2F:5′-CTATGGTGACTATTGCAAGGGGAA-3′

R2R:5′-ATTGTGATTGATGGCATGTCTACG-3′

1.3　DNA提取

供试小麦品系在室温下 ,长至三至四叶期时 ,采

集叶片 ,用 CTAB法提取 DNA ,0.8%琼脂糖凝胶电

泳估测其含量。

1.4　PCR扩增

PCR反应体积为 25 μl ,其中含 80ng 左右的基

因组 DNA , 0.4 μmol/L 引物对 , 每种 dN TP 150

μmol/L ,2.5 mmol/ L MgCl2 ,10×Buf fer ,1.25U Taq

酶(购自宝生物公司大连有限公司)。扩增用的热循

环仪为 PTC-200-D(MJ Research 公司),扩增程

序为 94 ℃预变性 3 min;然后 94℃变性 1 min ,退火

1 min(温度依引物而定), 72 ℃延伸 1 min ,扩增 35

个循环后 ,72 ℃延伸 10 min 。PCR产物用 1.5%的

琼脂糖凝胶电泳检测 ,溴化乙锭染色 , 电泳结果在

UVP 紫外凝胶成像系统上观察。

1.5　克隆测序

扩增的多态性片段 ,用 DNA 试剂盒 Agarose

Gel DNA Purification Kit Ver.2.0(购自宝生物公司

大连有限公司)回收纯化 ,再用 PMD18-T Vector

(购自宝生物公司大连有限公司)进行连接;转化大

肠杆菌 GM109 ,阳性克隆由北京三博远志生物技术

有限责任公司进行测序 。

1.6　序列分析

将测序结果与 GenBank 中的序列用 BLAST

(ht tp://www .ncbi.nlm.nih.gov/)进行比较 。并用

cdd.v2.05数据库分析蛋白质的同源性和保守结构

域(ht tp://www .ncbi.nlm .nih.gov/Structure/cdd/

cdd.shtml)。

2　结果与分析

参试的 7对引物中 ,只有 3LF+3LR 1对引物 ,

在携带 Pm23 基因的 81-7241中扩增出较强的多

态性片段 ,在 Pm20 基因载体品系中该片段很弱 ,

在感病品种 Chanceller和其他抗白粉病基因载体品

系中未出现该片段(图 1)。进一步的测序结果表

明 ,该片段长度为 253bp 。经序列同源性分析发现 ,

标记 3L253 与大麦 Ty3-gypsy 类反转录转座子

(Genbank No:AY040832.1和 AY040833.1)的核心

蛋白基因(G roup-specific ant igen , gag)和酶基因

区域(Polyprotein , pol)的部分序列同源性达 87%

(图 2),但不含抗病基因的保守结构域。
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1.Chanceller;2.Ulka/ 8＊C hancellor(Pm2);3.Yuma/ 8＊Chancellor(Pm4a);4.VPM(Pm4b);5.Timgalen(Pm6);6.96-282

(Pm13);7.96-287(Pm20);8.6VS/ 6AL(Pm21);9.81-7241(Pm23);10.齿牙糙(Pm24);11.红蚰麦(Pm ?);12.小白冬麦

(红粒)(Pm);M.Marker.

图 1　引物 3LR+3LF对供试品种的 PCR检测结果

图 2　DNA 同源性分析结果

3　讨论

利用抗病基因的保守区域设计引物 ,进行PCR扩

增 ,已成为筛选抗病基因的候选序列和 RGAP标记的

有效手段。在本研究中 ,这些引物在供试的材料中扩

增出多条片段 ,但仅对与目的基因有特异性的片段进

行克隆测序 ,以期筛选既含抗病基因保守区域 ,又与目

的基因连锁的分子标记。经同源性分析发现 ,标记

3L253不含抗病基因的保守区域 ,但可能是小麦 Ty3-

gypsy类反转录转座子基因的一部分。前人研究报道 ,

在玉米基因组中 ,几乎所有基因的两端都存在反转录

转座子的序列[ 11] ,小麦反转录转座子的表达与植物的

防御反应可能具有一定的联系[ 12] 。基于反转录转座子

的分子标记已成为基因作图的方法之一[13] 。例如用反

转录转座子分子标记系统 REMAP 和 IRAP ,已将大麦

抗网斑病基因定位于染色体 6H 上[ 14] 。因此 ,可以推

测一些反转录转座子可能与抗病基因相毗邻。引物

3LR+3LF 对抗白粉病基因 Pm23 的标记属于反转录

转座子 ,初步研究结果表明 ,此标记对抗白粉病基因

Pm23 具有特异性 ,但其连锁程度需要进一步分析。
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不同小麦品种(系)对禾谷孢囊线虫病的抗性鉴定
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摘要:为了筛选抗小麦禾谷孢囊线虫的小麦材料 ,通过大田小区试验 ,对 10个具有优良农艺性状

的小麦品种(系)抗孢囊线虫病性能及产量进行了鉴定 ,结果表明:各供试品种(系)抗病程度和小麦

产量存在明显差异 , 但未发现免疫品种 。其中 CD01 最为抗病 ,平均病指为 19.3;豫展 1 号和

CD992005发病最重 ,平均病指分别高达 41.6和 40.0。且产量明显低于其他品种。株孢囊数与植

株感病程度和产量高低之间的关系并不完全一致 。
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　　孢囊线虫病是小麦的重要病害 ,分布于澳大利

亚 、加拿大 、意大利 、日本等 32个国家。在一些国

家 ,因其危害产量损失达 23%～ 50%,重者达 71%

～ 89%,年损失约 7亿美元。我国自 1987年首次在

湖北天门县矮黄的麦株上发现此线虫 。1992年 ,陈

品三等将其鉴定为燕麦孢囊线虫(Heterodera ave-

nae),以后相继在河北 、河南 、山西 、北京 、内蒙古 、湖

北 、青海 、山东 、甘肃 、安徽 、陕西等地均有发现 。我
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