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要$以甜瓜感病品种(白皮脆)*单基因抗源"
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#和聚合抗源

"

#($)"1!

*

"1!)1&"

*

"1!)%&1

*

#($)(,#

*

#($)1&"

和
1&")%&1

#为材料!采用梯度浓度蔓枯病菌孢子液接种鉴定以及

AB)?CA

技术!研究不同材料蔓枯病抗性表现以及抗蔓枯病基因"苯丙氨酸解氨酶基因!

!"#

#在不同材料及不同组

织中的表达情况'结果显示$当接种蔓枯病菌孢子液浓度为
$D#"

& 个%
4E

时!单基因抗源已开始出现感病现象!

而聚合基因抗源仍表现为高抗或抗!其中
#($)(,#

"

?@(!"#($D?@#("(,#

#抗性显著高于单基因抗源亲本和其它聚

合抗源材料!表现为高抗"

$%

#

#+"

#'抗蔓枯病基因
!"#

在不同抗性材料根*茎*叶中的表达均呈先上调而后下降

并趋于稳定的变化趋势!但变化快慢和幅度均不同'研究表明!甜瓜抗蔓枯病基因的聚合能够提高其对蔓枯病的

抗性!但不同抗病基因聚合后的抗性表现存在一定差异&抗蔓枯病基因
!"#

的表达与甜瓜蔓枯病抗性有密切关

系!其表达时间与表达量差异可能是影响不同材料抗病能力差异的重要因素&该研究鉴定筛选的高抗蔓枯病材料

#($)(,#

可用于甜瓜的抗蔓枯病聚合育种'

关键词$甜瓜&聚合基因&抗性鉴定&苯丙氨酸解氨酶基因&表达分析
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蔓枯病"
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#又称黑腐病!是影

响瓜类蔬菜生产的重要病害之一!它可以危害甜瓜*

黄瓜*西瓜*西葫芦等作物!大田发病率可达
!"̂

"

%"̂

!在连作地或温室高达
1"̂

!病害严重的年份

常常会造成毁灭性减产+

#)$

,

'目前!生产上防治蔓枯

病的常用方法是化学防治!但化学防治效率低*易造

成环境污染'另外!在公众食品安全意识日益强化

的社会背景下!使用化学农药防治蔓枯病的方法已

经越来越不适宜现代农业生产'因此!筛选抗病资

源具有重要的生态价值和经济价值'

国内外针对瓜类蔓枯病抗病资源鉴定的研究较

多!筛选获得了多份抗病材料'戴富明等+

*

,对
!"

份

来自美国和中国的西瓜品种进行人工接种抗病性鉴

定!发现从美国引进的
GK

*

GV

*

GM

对蔓枯病的抗性

较强'王晓东等+

,

,对新疆
#,

个哈密瓜品种进行抗

蔓枯病鉴定!筛选到(新蜜杂
#

号)和(新蜜
#&

号)

!

个抗蔓枯病品种'李英等+

1

,从
!*

份黄瓜材料中筛

选出
(

份"酸黄瓜*(朝优
%

号)以及
!

个酸黄瓜回交

后代
QQ#)1)$,

和
QQ#)1)!

#对蔓枯病有较高抗性

的材料'

[8;08U

等+

&

,对田间
1$#

个黄瓜品系进行

蔓枯 病 抗 性 鉴 定!获 得
?@!""1#$

*

GA,&),$

和

BU50/548U.:5

等
&

个高抗品系'

Z=66
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M5;0

等+
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,

通过田间和温室接种鉴定了
,&1

份甜瓜资源!并从

中筛选出
(

份高抗材料 "
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*
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*

?@(1!%&1

*

?@(1%%&&
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K7/4.0.
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,通过接种鉴定

筛选出了
?@!,&(*#

*

?@(1!%,&

和
?@!$(,((

等
#"

个

抗病西瓜种质'

蔓枯病病原菌+

/*0

1

),--234

1

.5*2,

"
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#,存在生理小种的分化!若品种仅携带单个抗病

基因!则会导致其抗性降低甚至失去抗性+

#!)#(

,

'相

关研究表明!不同抗性基因的聚合有助于提高作物

的抗性和抗谱+

#$)#1

,

'因此选育聚合抗源是提高甜瓜

抗蔓枯病的有效途径之一'然而!有关甜瓜不同聚

合抗源抗性的鉴定及筛选还鲜见报道'抗蔓枯病基

因
!"#

的表达与植物的抗病性密切相关!当植物

受到病原菌侵染时
!"#

被诱导表达!以提高植物

的抗性!且其表达时间和表达量与植物抗性呈正相

关+

#&)!!

,

'但目前关于甜瓜
!"#

的研究较少!且主

要集中从生理生化角度研究不同诱导条件下其酶活

性变化!而从分子水平进行甜瓜
!"#

基因在蔓枯

病菌胁迫条件下表达特性的研究还未见报道'

本实验通过对
$

份单基因抗源和
*

份聚合抗源

材料进行甜瓜苗期蔓枯病菌的梯度接种鉴定!并利

用
AB)?CA

技术对抗蔓枯病基因
!"#

在不同抗性

材料中的差异表达进行分析'旨在筛选抗性显著提

高的聚合抗源!揭示其抗性提高的相关分子机制!为

甜瓜抗蔓枯病聚合育种提供理论依据'

#

!

材料和方法

A+A

!

甜瓜抗源材料和接种菌株

$

份甜瓜单基因抗源材料
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*
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*

?@(1!%&1

和
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!分别含有抗病基

因
6+37#

*

6+37!

*

6+37%

*

6+3)(

+
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,和
6+3)*

+
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,

!其中

?@#("(,#

*

?@#$,"1!

*

?@$##1&"

和
?@(1!%&1

由美国

康乃尔大学
Z=66

X

M=;0

教授提供!

?@(!"#($

是由本

课题组的
M=/8

T

;

等筛选得到!并命名为
6+3)*

'

*

份聚合基因材料分别由
$

份单基因抗源杂交并结合

相关分 子标 记筛 选获 得$
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"
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%&1

"

?@$##1&"D?@(1!%&1

#'感病品种(白皮脆)!由

项目合作单位新疆农业科学院提供'

!"#%

年春季"

%

月
#"

号#*秋季"

1

月
#

号#在南

京农业大学人工气候室内进行育苗'将种子消毒*

浸种后!

!1_

催芽!挑选饱满*整齐一致的播种于

,!

孔穴盘中'育苗期间平均昼%夜温度为
!( _

"

!1_

%

#,_

"

#&_

!光合有效辐射
$""

#

4=6
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!相对湿度维持在
*"̂

"

,"̂

'待幼苗第

一片真叶展平时!挑选长势较好且一致的植株移栽

至
#!:4D#":4D1:4

"口径%底径%高#营养钵中!

每钵
#

株'基质由草炭*蛭石"

8`8a#`#

#混合

而成'

试验用蔓枯病菌为本实验室分离纯化并保存的

G

型菌株!参照李英等+

!(

,的方法进行产孢培养'用

解剖针挑取菌丝接种于
?bG

培养基平板的中央!
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表
A
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防卫基因表达分析的引物序列及产物大小
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基因
K808

登录号
K80H50d5::8//.=0

引物序列
?U.48UV8
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780:8
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S
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!"# O,*#%"+#
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1!

经
!$_

黑暗培养
,9

后!再在
("[

紫外灯下
%"

:4

间歇照射
(9

"

#!;

紫外%
#!;

黑暗#产生孢子'

在显微镜下利用血球计数板将分生孢子悬浮液配成

$D#"

$ 个%
4E

*

$D#"

, 个%
4E

和
$D#"

& 个%
4E

备用'

A+B

!

试验方法

A+B+A

!

苗期梯度接种鉴定
!

完全随机设计!试验材

料分为
G

*

H

*

C

等
%

组!每组每份材料
%$

株!均种植

于南京农业大学园艺学院牌楼试验基地温室内'参

照
P;50

N

等+

#!

,的方法!待幼苗长到
%

"

(

片真叶时

进行人工喷雾接种!用微型喷雾器对
%

组分别喷洒

浓度为
$D#"

$

*

$D#"

, 和
$D#"

& 个%
4E

的蔓枯病

病菌孢子悬浮液'接种后覆盖塑料棚膜遮光密闭!

相对湿度保持
&!̂

"

&$̂

!温度
!%_

"

!,_

!

%9

后揭开棚膜!于
,

和
#"9

调查统计病情'

叶片侵染分级标准$

"

级
+

无可见侵染&

#

级
+

老

叶上边缘坏死或斑点
#

#"44

!新叶无病&

!

级
+

老

叶同上!新叶边缘坏死&

%

级
+

所有叶均有感染!叶坏

死面积
#

!$̂

&

(

级
+

叶坏死面积
$

!$̂

!

%

$"̂

&

$

级
+

叶坏死面积
$
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'

根据平均病情级别数"

$%

#确定蔓枯病抗性级

别$高抗"

QA

#

+$%

#

#+"

&抗"

A

#

+#+"

%

$%

#

!+"

&中

抗"

ZA

#
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%

$%

#

%+"

&感"

V

#
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%

$%

#

(+"

&高

感"

QV

#

+$%

&
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'平均病级计算公式$

$%a

'

"级值
D

株数#%总株数

根据接种鉴定结果!选取能准确区分聚合基因

材料和单基因抗源材料抗性差异的接种浓度进行再

次苗期接种!并于接种后
"

*

#!

*

!(

*

(1

*

,!;

!及
$

和

,9

取样!样品取后立即放入液氮速冻!置于
',"_

超低温冰箱保存备用'每一时间点的样品进行
%

次

独立生物学重复'

A2B2B

!

引物设计*

$C=

提取和
*DC=

合成
!

从

K80H50d

中"

;<<

T

$%%

\\\+0:S.+064+0.;+

N

=Y

%#搜

索苯丙氨酸解氨酶基因+

&:),-.

"

:50<56=7

T

8

#

T

56

4ARG

,的
4ARG

序列!利用
?U.48U*+"

软件设计

引物并由英潍捷基"上海#贸易有限公司合成!内参

基因参照
@/65436)V;5Ud5\

X

+

!$

,

"表
#

#'利用
ARG

提取试剂盒"天根生化科技有限公司#提取总
ARG

!

并用
bR5/8

$

除去基因组
bRG

'利用反转录试剂

盒"

B5d5U5

公司#进行反转录得到
:bRG

用于基因

的特异性表达分析!方法参照试剂盒说明书'

A2B2E

!

4$C=

的
$FGHI$

扩增
!

利用
VIHA

KU880

试剂盒"

B5d5U5

公司#进行实时荧光定量

?CA

分析'

!$

#

E

反应体系为
VIHA

%

?U84.]

"

!

D

#

#!+$

#

E

!上下游引物"

!+$

#

4=6

-

E

'#

#各
"+1

#

E

!

:bRG#+"

#

E

!

99Q

!

L&+&

#

E

!每个样本进行
%

次技术重复'

AB)?CA

反应条件为
&$_

预变性
%"

/

!

&$_

变性
$/

!

*"_

退火
!"/

!

*$_

延伸
%"/

!进

行
("

个循环!在
*$_

延伸步骤收集荧光信号'最

后!采用
!

'

&&

&

B法进行相对定量数据分析'

!

!

结果与分析

B+A

!

不同抗性基因聚合后的抗病表现

不同抗性植株春*秋季的病级统计结果见表
!

!

当接种浓度为
$D#"

$ 个%
4E

时!只有感病品种(白

皮脆)出现病症!单基因抗源和聚合抗源都无发病症

状'当接种浓度为
$D#"

, 个%
4E

时!

?@#$,"1!

平

均病级"

$%

#为
!+"

!表现为中抗!其他单基因抗源

$%

为
#+%

"

#+*

之间!表现为抗!而聚合抗源
#($)

(,#

*

"1!)1&"

*

1&")%&1

和
"1!)%&1

的平均病级
$%

#

#+"

!表现为高抗'当接种浓度为
$D#"

& 个%
4E

时!不同抗源出现不同等级的病症!其中单基因抗源

?@(!"#($

与
?@#("(,#

的平均病级分别为
%+"

"

%+*

!表现为感病!而聚合抗源
#($)(,#

"

?@(!"#($D

?@#("(,#

#的平均病级为
"+%&

"

"+$#

!仍表现为高

抗!抗性显著高于单基因抗源亲本'

B+B

!

防卫基因的表达分析

选取抗病基因聚合后抗性显著提高的聚合抗源

#($)(,#

"

?@(!"#($ D ?@#("(,#

#*单 基 因 抗 源

?@(!"#($

*

?@#("(,#

和感病品种(白皮脆)为材料!

利用实时荧光定量
?CA

"

A856)<.48?CA

#技术!以

&)7"(9*5

为内参基因!分析
!"#

基因在甜瓜幼苗

根"图
#

!

G

#*茎"图
#

!

H

#*叶"图
#

!

C

#中的表达情

况'结果表明!

!"#

在根*茎*叶中均有表达!但表

#(!

!

期
!!!!!!!!!!!!!
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!"#
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表
B

!

接种鉴定结果统计"

$%

#

B5S68!

!

3/<.45<.=0=J9./85/8U5<.0

N

"

$%

#

材料

Z5<8U.56

接种不同浓度"个%
4E

#菌液不同季节测定的
$%

B;8$%=J45<8U.56.0=:765<89\.<;

N

U59.80</

T

=U8/.09.JJ8U80</85/=0/

$D#"

$

春
V

T

U.0

N

秋
G7<740

$D#"

,

春
V

T

U.0

N

秋
G7<740

$D#"

&

春
V

T

U.0

N

秋
G7<740

白皮脆
H5.

T

.:7. %+!"g"+#$# %+("g"+#1% %+*"g"+!"" %+&"g"+!#! (+,"g"+!$# (+&"g"+!%1

?@(!"#($ " " #+("g"+"*# #+*"g"+",% %+$"g"+#!& %+*"g"+#,"

?@#("(,# " " #+%"g"+"," #+%$g"+"1! %+""g"+##! %+#$g"+#!*

?@#$,"1! " " !+""g"+#"% !+""g"+##" %+(!g"+#%# %+,"g"+#(!

?@$##1&" " " #+$(g"+",! #+*"g"+"1" %+!,g"+##& %+$*g"+#%"

?@(1!%&1 " " #+%"g"+"*" #+($g"+"$, %+%"g"+#%* %+%"g"+#$"

#($)(,# " " "+!(g"+"%# "+!1g"+"#, "+%&g"+"!# "+$#g"+"%"

#($)"1! " " #+!*g"+"$$ #+$"g"+"," !+%"g"+#!# !+,"g"+#%$

#($)1&" " " #+""g"+"(& #+""g"+"(# !+#%g"+#"" !+!&g"+#",

"1!)1&" " " "+*1g"+"(" "+,(g"+"%* #+!"g"+"$% #+*,g"+"*"

"1!)%&1 " " "+1#g"+"*% "+1$g"+"(& #+(*g"+"*" #+$&g"+",#

1&")%&1 " " "+,"g"+"($ "+,*g"+"(# #+*"g"+",% #+1$g"+"1!

图
#

!

蔓枯病菌胁迫下
!"#

在不同抗性甜瓜

根"

G

#*茎"

H

#和叶"

C

#中的表达

以(白皮脆)

";

的表达量为
#

&同一时间段不同字母

表示不同材料间在
"+"$

水平存在显著性差异

f.

N

+#

!

3]

T

U8//.=0=J!"#.0U==<

"

G

#!

/<84

"

H

#

509685J

"

C

#

7098U

N

744

X

/<84S6.

N

;</<U8//

B;88]

T

U8//.=0=J

(

H5.

T

.:7.

)

5<";\5/5/#

&

b.JJ8U80<

68<<8U/4850/.

N

0.J.:50<9.JJ8U80:85<!

#

"+"$

达存在一定差异!在叶中表达较高!根和茎中表达

较低'

接种后!(白皮脆)根中
!"#

的表达在
#!

"

(1

;

内变化不大!

,!;

时快速下降!

$9

时降至最低!但

仍高于对照!为对照的
#+#

倍!

,9

时有所上调!但仍

低于
,! ;

的 表 达 量&单 基 因 抗 源
?@(!"#($

*

?@#("(,#

和聚合抗源
#($)(,#

根中
!"#

表达的变

化趋势基本一致!都在
(1;

时达到最高峰!但峰值

却不同!

#($)(,#

分别为
?@(!"#($

和
?@#("(,#

的

#+$

倍和
#+%1

倍'不同抗性材料茎中
!"#

表达变

化趋势基本一致!先上调!

!(;

时达到最高峰!然后

下调!但变化幅度具有明显差异'茎中表达量达到

最高峰时"

!(;

#!(白皮脆)*

?@(!"#($

*

?@#("(,#

和

#($)(,#

分别为对照的
%

倍*

(+((

倍*

(+$&

倍和
(+&

倍'聚合抗源
#($)(,#

叶片中
!"#

表达在
#!;

时

达到最高峰!为对照的
&+%

倍!而 (白皮 脆)*

?@(!"#($

和
?@#("(,#

在
!(;

时达到最高峰!分别

为对照的
!$

倍*

#(+!

倍和
#!

倍'接种后!不同抗

性甜瓜中
!"#

的表达量均高于对照!且与感病品

种白皮脆相比!抗源中的表达量始终相对较高'

%

!

讨
!

论

传统的甜瓜抗蔓枯病苗期接种鉴定孢子液浓度

为
$D#"

$ 个%
4E

!可以有效区分出抗*感材料的差

异!但不能准确区分抗性材料之间的差异+

#!

!

!*

,

'本

研究利用
%

个蔓枯病病菌浓度"

$D#"

$

*

$D#"

, 和
$

D#"

& 个%
4E

#进行梯度接种鉴定实验!以准确鉴定

单基因抗源与聚合抗源以及不同聚合抗源之间的抗

性能力的差异'结果表明!单基因抗源对不同蔓枯

病菌表现出一定程度的选择性抗性!而聚合抗源却

!(!

西
!

北
!

植
!

物
!

学
!

报
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

%$

卷



一直表现为抗病!说明聚合基因可以提高甜瓜的抗

性与抗谱!这与
Z5</74=<=

等+

#*

,在黄瓜方面以及

朱明涛等+

#,

,在番茄方面的研究结果相一致'另外!

不同聚合抗源之间的抗性表现也存在一定差异!

#($)(,#

对不同浓度病原菌抗性表现基本一致!均

为高 抗'

#($)"1!

*

#($)1&"

*

"1!)1&"

*

"1!)%&1

和

1&")%&1

对不同浓度表现选择性抗性!当接种浓度

为
$D#"

$ 个%
4E

时均表现为高抗!

$D#"

, 个%
4E

时!

"1!)1&"

*

"1!)%&1

和
1&")%&1

表现高抗!

#($)"1!

和
#($)1&"

表现为抗&

$D#"

& 个%
4E

时!聚合抗源

"1!)1&"

*

"1!)%&1

和
1&")%&1

表现为抗!而
#($)"1!

和
#($)1&"

表现为中抗'本研究筛选到的聚合抗源

#($)(,#

可作为甜瓜优质*抗病和高产育种重要的

中间材料!为获得新的高抗甜瓜品种"系#奠定了

基础'

基因表达分析表明!防卫基因
!"#

在甜瓜不

同组织均有表达!叶片的表达量最高!其次是茎!而

根中的表达量比较低'接种蔓枯病菌后!不同抗性

甜瓜及不同组织中
!"#

表达量变化存在明显差

异'聚合抗源
#($)(,#

叶片中
!"#

基因表达量在

#!;

时达到最高峰!而单基因抗源
?@(!"#($

和

?@#("(,#

叶片中
!"#

基因表达的最高峰在
!(;

'

不同抗性甜瓜茎中
!"#

基因的表达在
!(;

时均达

到最高峰!而根
!"#

基因在
#!

"

!(;

表达变化幅

度较小'由此可知!甜瓜幼苗对蔓枯病菌侵染的时

空响应或适应性存在一定差异'防卫基因
!"#

表

达量在接种后呈现出先升高后降低的趋势!且后期

有所波动'这可以有效避免基因表达产物的过度积

累而对植株自身造成损害!同时还可降低病原菌的

适应性!与王红英等+

!,

,在甜瓜和缪卫国等+

!1

,在棉花

上从生理生化方面研究酶活性变化的趋势基本

一致'

本研究首次在转录水平上研究
!"#

与甜瓜蔓

枯病抗性的关系!聚合抗源
#($)(,#

中
!"#

基因的

表达量高于或表达时间早于单基因抗源
?@(!"#($

和
?@#("(,#

!在一定程度上揭示了甜瓜聚合抗源抗

性提高的原因'

AB)?CA

方法分析
!"#

转录水平

与研究
!"#

酶活性相比!方法简单*快捷*准确!为

进一步研究
!"#

与甜瓜抗病性的关系提供了技术

和理论支持'另外!与感病品种(白皮脆)相比!抗病

材料中
!"#

基因的表达量始终相对较高!表明

!"#

与甜瓜蔓枯病抗性有密切关系!其表达量可作

为甜瓜前期蔓枯病抗性鉴定的重要参考指标'
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