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要$该研究基于与大白菜抗根肿病连锁的分子标记!设计特异引物!获得简便实用的
@ABC

标记!并用于分子

标记辅助选择!创制不结球白菜抗根肿病新材料'结果发现!在设计的
&

对特异引物中!有
#

对特异引物在抗(感

亲本间表现出多态性'

D

!

群体验证发现!该标记与已有
@@C

标记及根肿病抗性共分离!能够用于抗根肿病鉴定!

定名为
ACE(C(!$

'通过亚种间杂交并回交!利用标记
ACE(C(!$

辅助选择将大白菜根肿病抗性转入不结球白菜

中!获得抗根肿病不结球白菜渐渗系材料
FG#)(#(#$
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#起源于中国!是国内尤其是南方重要的绿叶菜

之一'根肿病是由芸薹根肿菌"

./#$'01%0

(

+0"#

2"#$$%&#) Y?U?0.0

#侵染引起的一种世界性病害'

以往关于抗根肿病的研究主要集中在大白菜和甘蓝

上)

#(!

*

!近年来!由于不结球白菜栽培效益好!复种指

数高!土传病害逐渐成为制约不结球白菜发展的重

要因素!根肿病由过去不常见的病害逐渐显露出来!

并呈蔓延趋势'然而!由于不结球白菜抗根肿相关

研究起步较晚!目前国内外还未发现不结球白菜根

肿病抗源'通过种间或亚种间渐渗杂交可以为育种

提供新的种质资源!目前已在多种作物上建立起了

不同类型的渐渗系!如小麦)

%

*

(棉花)

)

*

(水稻)

$

*

(玉

米)

,

*等主要大田作物!在这些作物上已经获得能够

直接用于作物品种改良的遗传稳定的渐渗系'

大白菜与不结球白菜之间的亚种间杂交亲和性

较高!因此!可通过将大白菜抗根肿病基因导入不结

球白菜!提高不结球白菜根肿病抗性'但是!一方面

种间杂交往往导致性状的剧烈分离而不易选择!另

一方面由于根肿病为土传病害!易受环境影响!不易



控制!接种鉴定比较困难'因此!开发抗根肿病特异

分子标记!对提高育种效率!开展分子标记辅助育种

具有重要意义'

.̂6?

等)

+

*利用
@@C

标记
FAC"#

和

FAC"3

!将抗根肿病
342

基因定位在大白菜
B%

连

锁群并且标记间遗传距离为
!*39]

'陈慧慧等)

&

*

根据
.̂6?

等)

+

*的研究开发了
!

个大白菜
@@C

标记!

分别为
FAC#%

和
FAC+)

!标记间遗传距离为

"*#&9]

!这些研究为大白菜抗根肿病分子标记辅助

育种提供了理论基础'本研究利用携带
342

基因

的大白菜种质!与不结球白菜进行亚种间杂交和回

交!通过已有的
@@C

标记设计特异引物!以期获得

更为简便快速的
@ABC

标记应用于分子标记辅助

选择!同时结合大白菜与不结球白菜亚种间杂交创

制不结球白菜抗根肿病新种质'

#

!

材料和方法

>*>

!

植物材料

供体母本为携带
342

基因的大白菜材料

AAC#%"!$

!对根肿病表现为高抗!从云南省农业科

学院蔬菜研究所引进'父本材料+

F

青,!为江苏省

农业科学院蔬菜研究提供'

!"##

年春!将双亲及
D

#

代种植于江苏省农业科学院蔬菜研究所实验田'

D

#

代自交获得
D

!

!用于标记准确性鉴定'以+

F

青,为

轮回亲本连续回交!从
1A

#

代开始!根据分子标记

进行选择!选择性状接近轮回亲本并且含有
342

基

因的单株用于回交!获得回交后代群体
1A

%

'

>*?

!

方
!

法

>*?*>

!

各世代植株抗性鉴定
!

+

F

青,(

AAC#%"!$

(

D

#

(

D

!

及
1A

#

"

1A

%

'每个材料每次
%"

株!

%

次重

复!随机排列!播种于
$"

孔穴盘'接种方法及评价

分级标准同张慧等)
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!

多态性标记开发
!

在大白菜基因数据
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中定位已报道的
!

个
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标记
FAC#%

"上游

"*"39]

#和
FAC+)

"下游
"*"39]
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!获得物理区

域为
B%

染色体
1U6!%+&+#%&

"

1U6!%&)+#)!

之间!

在该区间中间设计了
&

对特异引物"表
#

#!委托上

海生物工程公司进行引物的合成'

>@?@A

!

B04

扩增
!

采用
AFB1

法提取幼嫩叶片

_IB

'利用
#*"̀

琼脂糖凝胶电泳检测其完整性和

纯度!用紫外分光光度计检测
_IB

质量和浓度!并

稀释至
#$0

K

%

#

J

'
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反应体系中含
#a ÂC

缓冲液(
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酶!用
XXH

!

N

补足'

ÂC

扩增程序$

3)b

预变性
!5.0

&

3)b

变性
%"/

!

$%b

退火
#5.0

!

+!b

延伸
!5.0
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个循环!

+!b

保温延伸
$5.0

!

)b

下保存'扩增产物用
#*$̀

琼

脂糖凝胶电泳检测!在培清凝胶图像分析系统中拍

照记录'扩增反应在
F̂A(#"" ÂC

仪上进行'

!

个
@@C

标记
FAC#%

和
FAC+)

反应体系及

扩增程序参考陈慧慧等)
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*

!扩增产物用
,̀

聚丙烯

酰胺凝胶电泳分离!银染染色'

!

!

结果与分析

?*>

!

抗根肿病
@ABC

分子标记的开发

利用
!

个标记
FAC#%

和
FAC+)

的
@@C

引物

进行双亲及杂交(自交分离后代鉴定!发现在大白菜

抗源
AAC#%"!$

和杂种
D

#

中分别携带
!

个标记!不

结球白菜+

F

青,未检到'该标记在
+&

个
D

!

代分离

群体中按照
%c#

"

$3c#3

#的分离比例进行分离"图

#

#!并且
!

个标记表现出严格的共分离现象!标记与

实际接种鉴定结果相吻合!表明该标记能够用于抗

根肿病材料的分子标记辅助选择'

在大白菜基因数据库
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中定位
!

个
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标

表
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基于
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设计的特异引物
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期 陈龙正!等$不结球白菜抗根肿病渐渗系的分子辅助选育
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图
!

!

抗根肿病特异
@ABC

引物扩增结果

#

"

&*

特异引物编号同表
#

&

]*_J!"""

D.

K

*!

!

C;/>7R/?S@ABC56UZ;U/7.0Z;XR?97>EU??RU;/./R609;
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V

U.5;U6U;/65;6/F6E7;#
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]*_J!"""

记!发现其分别位于大白菜
B%

染色体
1U6!%+&+#%&

"

1U6!%&)+#)!

之间!物理距离
#""",E

V

!在该区间

设计了
&

对特异引物"表
#

#!进行扩增'结果发现!

在
&

对特异引物中!有
+

对在双亲和
D

#

中没有多态

性!

#

对引物
1#!$!$

在双亲和
D

#

之间有多态性"图

!

#'将该多态性引物用
D

!

群体进行验证!结果发

现!该标记与
FAC#%

和
FAC+)

共分离!并且与田

间接种鉴定一致"图
%

#!在所有表现抗性的单株中

均能扩增到该标记!在感病单株中表现缺失'表明

该
@ABC

标记能够用于抗根肿病分子标记辅助选

择!命名为
ACE(C(!$

'

?*?

!

不结球白菜抗根肿病回交后代分子选择

利用该标记进行辅助选择!以不结球白菜+

F

青,为轮回亲本!进行回交并用
ACE(C(!$

进行选

择!每代选取
#"

株表型性状最接近+

F

青,并且携带

标记
ACE(C(!$

的单株作为种株留种!在每个回交

世代中做自交分离!淘汰自交后代
ACE(C(!$

标记

发生分离的单株"其回交后代抗性位点为杂合的
B6

类型#!选择纯合的进行回交转育"抗性位点纯合

BB

类型#'回交
%

代后!

1A

%

表型性状为典型的不

图
%

!

根肿病特异连锁分子标记
ACE(C(!$

扩增图谱

D.

K
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!

C;/>7R/?SACE(C(!$56UZ;U7.0Z;XR?

97>EU??RU;/./R609;

结球白菜性状!大白菜原有的叶翼(叶片绒毛(白梗(

包心等性状均已改良!综合性状基本接近轮回亲本

+

F

青,!渐渗系与轮回亲本理论遗传物质相似度为

3,*3̀

'将轮回亲本+

F

青,和
1A

%

接种根肿病菌

%$X

后检测!结果表明!+

F

青,在根部形成肿瘤!为

典型的根肿病病症!而携带
ACE(C(!$

条带的
1A

%

单株
FG#)(#(#$

表现抗病!根部发育正常"图
)

#'

%

!

讨
!

论

利用分子标记进行辅助选择具有操作简便(速

!%$#

西
!

北
!

植
!

物
!

学
!

报
%$

卷
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回交后代接种试验"
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特异条带"
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度快(不受环境影响等优势!十字花科根肿病为十字

花科重要的土传病害!在接种鉴定中受温度(湿度(

V

H

值等环境因素的影响较大)

#"

*

'

.̂6?

等)

+

*开发了

!

个与大白菜抗根肿病
342

基因连锁的分子标记!

FAC"$

和
FAC"3

连锁距离为
!*+#9]

'陈慧慧

等)

&

*根据
FAC"$

和
FAC"3

等
!

个连锁标记!结合

大白菜基因组序列信息!开发了
FAC#%

"上游

"*"39]

#和
FAC+)

"下游
"*"39]

#

!

个
@@C

标记!

并将遗传距离定位在
"*#&9]

内'在本研究中!基

于大白菜基因组数据库!将
!

个
@@C

标记
FAC#%

和
FAC+)

定位在大白菜
B%

染色体
1U6!%+&+#%&

"

1U6!%&)+#)!

之间'在本区间中设计了
&

条特异引

物!其中
#

对引物与
@@C

标记
FAC#%

和
FAC+)

共

分离!表明将其成功转化为
@ABC

标记!命名为

ACE(C(!$

'经接种鉴定验证发现!该标记能够用于

分子标记辅助选择'

在分子标记辅助选择进行抗根肿病性状转育方

面!朴钟云等)

##

*利用
.̂6?

等)

+

*开发的
!

个与大白菜

抗根肿病
342

基因连锁的分子标记
FAC"#

和

FAC"3

!进行大白菜与大白菜之间的抗性转育!获

得
3

个+

1WI%

,的近等基因系'目前在不结球白菜

研究中未发现根肿病抗源!本研究利用抗根肿病大

白菜与不结球白菜进行亚种间杂交和回交!经过
%

代!利用分子标记进行辅助选择!在回交过程中大白

菜典型性状如叶毛(叶翼(包心等逐渐在各世代丢

失!回交后代综合性状趋于轮回亲本!最终获得了携

带根肿病抗性的不结球白菜种质资源
FG#)(#(#$

!

实现了提高育种效率的目的'

本研究中!通过对大白菜基因组数据库检索!在

B%

染色体
1U6!%+&+#%&

"

1U6!%&)+#)!

之间!共计

有
3

个功能基因!这些基因既有编码细胞膜组分蛋

白!也有编码蛋白质合成调控蛋白!下一步根据结合

抗性鉴定!分析这些基因与根肿病抗性之间的关系!

将有利于根肿病抗性基因的分离和克隆'
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