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摘要} 利用高抗东北 ≥� ∂ v号株系的大豆品系 |x2xv{v 与 w 个感病品种k系l� �t!铁丰 ut!� °¶²¼!• ¬̄̄¬¤°¶和

抗病品种 °�w{yvxx配制 x个杂交组合o对各组合的 ƒ t!ƒ u 代接种 ≥� ∂ 鉴定抗性∀结果表明o|x2xv{v与各感病品种杂

交组合的 ƒ t 代表现为感病oƒ u 群体分离比例为 v 感k花叶n 顶枯lΒ t抗o表明 |x2xv{v对 ≥� ∂ v号株系的抗性受一

对隐性基因控制∀ |x2xv{v≅ °�w{yvxx的 ƒ u 代接种后有感病植株分离o表明二者对 ≥� ∂ v的抗性基因不等位∀ 利用

�≥� 法对 |x2xv{v≅ � �t 的 ƒ u 代进行鉴定o筛选出 � � °⁄ 引物 � °�tt 在 |x2xv{v 和抗池扩增出 � °�tt|{s片段o在

� �t 和感池扩增出 � °�tttszs片段o在 ƒ t 同时扩增出 � °�tt|{s和 � °�tttszs∀ 用该引物分析 |x2xv{v≅ � �t 的 ƒ u 个

体o共显性的 � � °⁄ 标记 � °�tt|{s tszs与 |x2xv{v抗病基因的遗传距离为 uqt¦� ∀
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≥� ∂ 最经济而有效的措施∀ 国外学者通过对 ≥� ∂

抗性遗传规律的研究已经命名了 v 个抗性基因位

点o其中o大豆品种 °�|y|{v!� ª§̈ ±分别携带 � ¶√t!

µ¶√
·
t
≈t 
~� ¤¬§̈ ±!≤ ²̄ ∏°¥¬¤分别携带 � ¶√u!� ¶√v≈uov ~

�º¤±ªª¼²!� ¤µ¶«¤̄ !̄≠ ²µ® 分别携带一个与 � ¶√t

等 位 的 单 显 性 抗 性 基 因 � ¶√t
�! � ¶√t

° ! � ¶√t
¼∀

°�w{yvxx携带二个独立显性抗性基因o其中一个在

� ¶√t位点≈wox ∀

≥� ∂ 在我国大豆主产区东北地区普遍发生o吕

文清等≈y 将东北的 ≥� ∂ 毒株划分为 ≥� ∂ t 号!u

号和 v号株系群∀其中 v号株系群的致病力最强∀我

国学者关于不同大豆抗源对 ≥� ∂ v 号株系的抗性

遗传规律研究结果各异∀ 孙志强≈z 研究发现吉林 ut

号对 ≥� ∂ v的抗性受一对隐性基因控制~陈怡≈{ 研

究表明 ⁄{u2t|{携带一对显性抗性基因~栾晓燕≈| 

报道哈 |t� v2t{u!哈 |t� v2vst分别携带二对互补隐

性!显性抗性基因∀

传统的抗性遗传研究和抗病育种需要在田间

用不同的株系接种鉴定o该过程繁琐而费时∀分子生

物学技术的发展使我们可以通过鉴定与抗病基因紧

密连锁的分子标记o进行抗性鉴定和标记辅助选择

育种∀ � ¬¦«̈ °̄ ²µ̈
≈ts 创造了 �≥� 法鉴定与抗病基

因紧密连锁的 � � °⁄ 标记∀ ≠ ∏
≈tt 利用 °�|y|{v≅

�̈ ¨的 ƒ u 群体鉴定出与 °�|y|{v 的 � ¶√ 紧密连锁

的 ≥≥� 标记 k≥� ≠ � ≥°tzyl和二个 � ƒ�° 标记

k°� t{y和 °�yww¤lo遗传距离分别是 sqx!tqx!uqt

¦� ∀张志永等≈tu 用科丰 t号≅ 南农 ttv{2u的 ƒ u 分

离群体o利用 �≥� 法证明 � � °⁄ 标记 � °� ≥2

syt{ss!� °• 2sxyys与 � ¤基因连锁o遗传连锁距离为

� °� ≥2syt{ssuwqv¦� � ¤tsqu¦� � °• 2sxyys∀ � ƒ�°

标记k� ¬±§ °�ywwl与 � ¤基因连锁o交换值为

vth ? {qtxh ∀ 并将 � � °⁄ 标记 � °• 2sxyys转化成

共显性 ≥≤� � 标记 ≥≤ • 2sxyys∀

综上所述o大豆抗 ≥� ∂ 遗传规律因品种和株

系不同而异∀ 本研究的目的是明确中国农业科学院

作物品种资源研究所新育成的高产抗病大豆品系

|x2xv{v 对 ≥� ∂ v 号株系的抗性遗传规律o为抗病

育种提供理论依据o并鉴定与抗病基因紧密连锁的

� � °⁄ 标记o为分子标记辅助育种及抗病基因的克隆

奠定基础∀

t 材料与方法

tqt 试验材料

试验采用中国农业科学院作物品种资源研究所新

育成的高抗 ≥� ∂ 的大豆品系 |x2xv{v 为抗性亲本o

与感病品种k系l� �t!铁丰 ut!• ¬̄̄¬¤°¶!� °¶²¼ 和

抗病品种 °�w{yvxx配制 x个杂交组合∀ 亲本品种对

≥� ∂ v号株系的抗性表现见表 t∀ t||{年夏配制杂交

组合ot||{年冬季至 t|||年春季在温室加代得 ƒ t 种

子∀ t|||年春季在中国农业科学院作物品种资源研究

所田间防蚜网室播种亲本及 ƒ t!ƒ u 代ousss年春季在

网室播种部分 ƒ v 代∀在对生真叶期采用人工汁液摩擦

法接种≥� ∂ vots§后重复接种一次∀接种后u周开始

调查症状∀ 抗性反应划分为 v个级别o抗病k接种后没

有症状或只在接种叶上出现局部枯斑而上位叶无症

状lo顶枯k顶端生长点枯死o植株不能继续生长和结

实o逐渐枯死l~花叶k系统花叶!皱缩!卷曲l∀本研究将

花叶和顶枯划分为感病∀

利用分离群体组群分析法k¥∏̄® §̈ ¶̈ªµ̈ª¤±·

¤±¤̄¼¶¬¶o�≥� 法lo从 ƒ u代选择 tx株感病单株和 tx

株抗病单株分别提取叶片总 ⁄�� o将抗病!感病单

株 ⁄�� 分别以等量混合形成抗池和感池o用

� � °⁄ 方法筛选与 ≥� ∂ 抗性基因相关的分子标

记o并通过 ||株 ƒ u 个体计算标记与抗病基因的遗

传距离∀

表 t 亲本品种对 ΣΜς v号株系的抗性反应

× ¤¥̄¨t � ¶̈³²±¶̈ ²©³¤µ̈±·¤̄ √¤µ¬̈·¬̈¶·² ≥� ∂ v

品种

≤ ∏̄·¬√¤µ¶

对 ≥� ∂ v号株系的抗性反应

� ¶̈³²±¶̈ ·² ≥� ∂ v

症状型tl

≥¼°³·²°¶

抗性ul

� ¶̈¬¶·¤±¦̈

|x2xv{v � �

� �t � � ≤ ≥

铁丰 ut× ¬̈©̈ ±ªut � � ≠ �≥� ≥

• ¬̄̄¬¤°¶ � � ≥� ≥

� °¶²¼ � � ≥� ≥

 tl� }无症状o � }皱缩o � }花叶o ≠ }黄斑o ≤ }卷叶o ≥� }矮化o �}

坏死 ul � }抗病o ≥}感病

 tl� }±² ¶¼°³·²° o � }ºµ¬±®¯̈ o � }°²¶¤¬¦o ≠ }¼¨̄ ²̄º ¥̄²·o ≤ }

µ²̄ ō ≥� }¶«²µ·o �}± ¦̈µ²¶¬¶ul � } µ̈¶¬¶·¤±·o ≥} ¶∏¶¦̈³·¬¥̄¨

tqu 毒源与接种

毒源由东北农业大学吴宗璞教授提供o为东北

≥� ∂ v号株系群的毒株 ≥� ∂ 2{z2wwo保存在防蚜网

室内感病品种合丰 ux上∀制备接种液} 采集毒源病

叶放入研钵中o加入 sqsu° ²̄ � 的磷酸缓冲液

k³� zqslkts°¯ ª病叶l和 yss目的金刚砂少许o将

病叶研磨成匀浆状∀ 用毛笔蘸取接种液沿叶脉摩擦接

种在对生真叶上o接种后立即用自来水冲洗叶片表面

残渣∀
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tqv ΡΑΠΔ 分析

⁄�� 的提取采用 ≤ × � � 方法≈tv ∀ � � °⁄ 引物

为 � ³̈ µ²± 公司生产的 ts 碱基随机引物k� °� st2

� °� us ∗ � °�st2� °�usl∀ uxΛ¯反应体系包括}

t≅ °≤ � ¥∏©©̈µouqx°° ²̄ �� ª≤ ūo sqt°° ²̄ �§

�× °o tx±ª引物o ws±ª⁄�� o t� × ¤́ ⁄�� 聚合

酶∀ 热循环条件为}|wε 预变性 v°¬±~接着 wx个循

环}|wε tx¶ovyε vs¶ozuε t°¬±~最后在 zuε 延伸

z°¬±~wε 保存∀扩增反应在 °∞|yss型 °≤ � 仪上完

成 ∀� � °⁄扩增产物在uqsh 琼脂糖凝胶k内含

tqsΛª °¯溴化乙锭l上进行电泳分析o电泳结果在

紫外灯下检测并照相∀

tqw 连锁分析

应用 � ¤³°¤® µ̈vqs软件计算连锁距离∀ 临界

��⁄ 值为 vqso用�²¶¤°¥¬函数将重组率转换成图

距单位厘摩k¦� l∀

u 结果与分析

uqt 大豆品系 |x2xv{v对 ΣΜς v号株系的抗性遗传

高抗 ≥� ∂ 的大豆品系 |x2xv{v与 w个感病品

种k系l杂交组合的 ƒ t!ƒ u 在接种 ≥� ∂ v 后的抗性

反应见表 u∀ 各抗感组合的 ƒ t 接种后都表现为感

病oƒ t 植株在接种后期顶端生长点逐渐枯死o不能

结实o表现为顶枯o表明抗病性为隐性o感病性为显

性∀ 各组合的 ƒ u 群体接种后均发生抗感分离o经 ς u

适合性测验o各组合都符合 v 感k顶枯n 花叶lΒ t

抗的分离比例o说明 |x2xv{v对 ≥� ∂ v号株系的抗

性受一对隐性基因控制∀ |x2xv{v 与抗病品种

°�w{yvxx杂交组合 ƒ u 代有感病植株分离o表明 |x2

xv{v 与 °�w{yvxx的抗性基因位点不是等位的∀ 对

|x2xv{v≅ � �t的 uu个抗病 ƒ u 植株的 ƒ uΒ v株系接

种鉴定o鉴定结果为整个株系行都表现抗病o表明

ƒ u 单株的基因型为纯合抗病∀ 对 us个症状为花叶

的 ƒ u 感病植株的 ƒ uΒ v株系接种鉴定o所有株系都系

统花叶o证明 ƒ u 基因型为纯合感病∀

uqu 大豆品系 |x2xv{v 对 ΣΜς v 号株系抗性基因

的分子标记

利用 �≥� 法对 |x2xv{v≅ � �t的 ||个 ƒ u 植株

进行了 � � °⁄ 标记的鉴定o共鉴定了 xus个 � � °⁄

引物o筛选出一个 � � °⁄ 引物 � °�ttk序列为 x.

× ≤�≤ ≤�≤ � � � v. l在抗!感池间扩增出差异片段∀

用该引物对抗病亲本 |x2xv{v和抗病池扩增出相同

的特征片段� °�tt|{sk图中泳道towlo在感病亲本

表 u |x2xv{v与不同品种杂交组合的 Φt!Φu 代接种后的分离tl

× ¤¥̄¨u ≥ ª̈µ̈ª¤·¬²± ²©ƒ u ³²³∏̄¤·¬²±¶©µ²° ·«̈ ¦µ²¶¶̈¶²©|x2xv{v º ¬·«§¬©©̈ µ̈±·√¤µ¬̈·¬̈¶¤©·̈µ¬±²¦∏̄¤·̈§º¬·«≥� ∂ v ¬± ·«̈

± ·̈2«²∏¶̈

杂交组合

≤µ²¶¶̈¶

组合类型

× ¼³̈ ²©

¦µ²¶¶̈¶

ƒt 的

抗性

� ¶̈¬¶·¤±¦̈

²©ƒ t

ƒ u 植株数目

�∏° ¥̈ µ²©ƒu ³̄¤±·¶

抗病

� ¶̈¬¶·¤±·

感病 ≥∏¶¦̈³·¬¥̄¨

顶枯

× ²³± ¦̈µ²·¬¦

花叶

� ²¶¤¬¦

总数

× ²·¤̄

ς u

t� Β vk� n �l

ς u 值

ς u∂ ¤̄ ∏̈

概率

°µ²¥¤¥¬̄¬·¼

|x2xv{v≅ � �t � ≅ ≥ ≥ vs vx vw y| tqw{ sqts∗ squx

• ¬̄̄¬¤°¶≅ |x2xv{v ≥≅ � ≥ tx tu us vu tqt| squx∗ sqxs

|x2xv{v≅ 铁丰 ut × ¬̈©̈ ±ªut � ≅ ≥ ≥ z tw tx u| sqx| squx∗ sqxs

|x2xv{v ≅ � °¶²¼ � ≅ ≥ ≥ | u| | v{ sq{x squx∗ sqxs

|x2xv{v ≅ °�w{yvxx � ≅ � � vt x x ts

 tl� }抗病 � ¶̈¬¶·¤±·o ≥}感病 ≥∏¶¦̈³·¬¥̄ ö�Β 顶枯 × ²³ ± ¦̈µ²·¬¦o� }花叶 � ²¶¤¬¦

� �t和感病池中扩增出相同的特征片段 � °�tttszs

k图中泳道 uoxloƒ t 同时扩增出抗病亲本和感病亲

本两条特征片段 � °�tt|{s tszsk图中泳道 vl∀用该引

物对该组合 ƒ u 群体的所有植株分别扩增k表 vlo共

有 v种带型o抗病亲本带型 � °�tt|{sk图中泳道 y∗

{lo感病亲本带型 � °�tttszsk图中泳道 tt∗ twl和

杂合带型 � °�tt|{s tszsk图中泳道 |∗ tsotxl∀ 在田

间接种鉴定中表现为抗病的 vs个 ƒ u 植株中o有 u{

株扩增出抗病亲本标记 � °�tt|{sou株扩增出杂合

标记 � °�tt|{s tszs∀ 在田间接种鉴定中表现为感病

k系统花叶l的 vw个 ƒ u 植株中ovs株扩增出感病亲

本 标 记 � °�tttszso w 株 扩 增 出 杂 合 标 记

� °�tt|{s tszs∀ 在 vx株顶枯单株中ovw株扩增出杂

合标记 � °�tt|{s tszso一株扩增出感病亲本标记

� °�tttszs∀ 应用 � ¤³°¤® µ̈vqs 软件o共显性的

� � °⁄ 标记 � °�tt|{s tszs与抗病基因的遗传距离为

uqt¦� ∀ � °�tt在 ƒ t 植株和 ƒ u 杂合个体中扩增出

一条非亲本的片段o该片段在电泳中迁移速度比

yt 中 国 农 业 科 学 vw卷



tszs¥³片段略慢o这条片段可能是异源双链核酸分 子∀

表 v ΡΑΠΔ 标记在 |x2xv{v ≅ ΗΒt 的 Φu群体中的分离

× ¤¥̄¨v ≥ ª̈µ̈ª¤·¬²± ²©� � °⁄ °¤µ® µ̈¶¬± ƒ u ³²³∏̄¤·¬²± ²©·«̈ ¦µ²¶¶©µ²° |x2xv{v≅ � �t

分子标记鉴定

� ²̄ ¦̈∏̄¤µ°¤µ® µ̈¬§̈ ±·¬©¬¦¤·¬²±

ƒu 植株数目 �∏° ¥̈ µ²©ƒu ³̄¤±·¶

抗病

� ¶̈¬¶·¤±·

感病k花叶l

≥∏¶¦̈³·¬¥̄¨

顶枯

× ²³ ± ¦̈µ²·¬¦

总数

× ²·¤̄

抗病亲本纯合标记 � °�tt|{s u{ s s u{

� ¶̈¬¶·¤±·³¤µ̈±·«²°²½¼ª²∏¶°¤µ® µ̈¶� °�tt|{s
感病亲本纯合标记 � °�tttszs s vs t vt

≥∏¶¦̈³·¬¥̄¨³¤µ̈±·«²°²½¼ª²∏¶°¤µ® µ̈¶� °�tttszs
杂合标记 � °�tt|{s tszs u w vw ws

� ·̈̈µ²½¼ª²∏¶°¤µ® µ̈¶� °�tt|{s tszs

总数 vs vw vx ||

× ²·¤̄

 � }t®¥ � ¤µ® µ̈~t}|x2xv{v ~u}� �t~ v}ƒ t~w}抗池 � ¶̈¬¶·¤±·

¥∏̄®~x}感池 ≥∏¶¦̈³·¬¥̄¨¥∏̄®~y∗ {}抗病 ƒ u 植株 � ¶̈¬¶·¤±·ƒu

³̄¤±·¶~|∗ tsotx}顶枯单株 � ¦̈µ²¶¬¶³̄¤±·¶~ tt∗ tw感病k花叶l

植株 ≥∏¶¦̈³·¬¥̄ k̈° ²¶¤¬¦l³̄¤±·¶

图 引物 ΟΠΝtt 对 |x2xv{v≅ ΗΒt 的亲本!Φt 和 Φu 代基因

组 ΔΝΑ 的 ΠΧΡ 扩增产物

ƒ¬ªq  °≤ � ³µ²§∏¦·¶¤° ³̄¬©¬̈§ º¬·« � °�tt ¬± ³¤µ̈±·¶oƒ t

¤±§ƒ u ³̄¤±·¶²© / |x2xv{v≅ � �t0

v 讨论

vqt 关于顶枯抗病性划分和产生的原因

本试验各杂交组合 ƒ u 代接种 ≥� ∂ v号株系后

出现了许多顶枯植株∀ 关于对顶枯抗病性划分一直

争议较大o �∏½½̈ ¯̄
≈v !�∏¶¶≈tw !�²º µ̈¶

≈tx 认为在病

理学上属于过敏性抗性反应o在遗传研究时将其划

分为抗病反应∀而廖林≈ty 和 �¬°
≈tz 则将顶枯症状划

分为感病∀ 我们认为顶枯对生产造成严重的损失甚

至颗粒无收o故本研究将其划分为感病∀

关于顶枯产生的原因o�∏¶¶
≈tw 研究发现坏死反

应和杂合抗性基因紧密相关∀ ≤ «̈ ± 等≈t{ 认为坏死

反应的产生有 u种情况}一是对某一株系在纯合状

态为坏死的等位基因对于抗或感的该株系的等位基

因为显性∀ 二是对某一株系在纯合状态为抗性的等

位基因在和感病基因处在杂合状态时通常表现为坏

死∀ 本研究 |x2xv{v≅ � �t的 ƒ u 群体接种 ≥� ∂ 后

vx株顶枯植株中有 vw株在 � � °⁄ 标记上表现为杂

合型o与第 u种情况相符o因此推测多数顶枯单株在

基因型上都是杂合的∀由于顶枯植株不能结实o可以

将对 ƒ u 接种改为对 ƒ uΒ v株系接种来验证顶枯植株

是否为杂合∀

vqu |x2xv{v抗性遗传规律

本研究结果表明o|x2xv{v 对 ≥� ∂ v 号株系抗

性受一对隐性基因控制o这与孙志强≈z 研究结果一

致∀ 然而o陈怡≈{ !≤ «̈ ±
≈w !向远道≈t| 等研究结果表

明o大豆对 ≥� ∂ 的抗性受一对显性基因控制∀这种

差别主要是由于各研究者所用的抗源或株系不同o

即抗源的遗传背景不同o对同一株系的反应不同~同

一抗源对不同株系的抗性遗传也不同∀另外o对顶枯

抗病性的不同划分也直接影响了抗性遗传规律∀

本文推测顶枯单株是杂合型o则抗病!顶枯!纯

合感病的单株理论比例应该是 tΒ uΒ to但田间表

现型比例却为 vsΒ vxΒ vwo� � °⁄ 标记基因型比例

为 u{Β wsΒ vt∀主要原因是 |x2xv{v≅ � �t的 ƒ u 群

体是温室加代获得o由于 ƒ t 种子数目少o|| 株 ƒ u

个体是由十几株 ƒ t 种子组成o因此结果偏离预期比

例∀ 今后可在田间繁殖 ƒ to获得大量种子加以验证∀

另一个原因可能是环境条件的影响o≤ «̈ ±
≈w 在实验

中观察到仅有一个组合符合预期比例o这表明o环境

对坏死反应表达有影响o并且不同的抗病基因对坏

死反应的表达也不同∀

vqv 与 ΣΜς 抗性基因连锁的共显性 ΡΑΠΔ 标记

� � °⁄ 标记通常是显性的o带的缺失可能是由

于引物结合位点的缺失或改变o或在引物结合位点

间有碱基插入使距离过大而不能扩增∀ 本研究鉴定

ztt期 郑翠明等}大豆对 ≥� ∂ v号株系的抗性遗传分析及抗病基因的 � � °⁄ 标记研究



出与 ≥� ∂ 抗性基因连锁的共显性 � � °⁄ 标记

� °�tt|{s tszso在分离群体中表现为两条迁移率不同

的带o其多态性是在引物结合位点之间具有一个或

多个插入或缺失片段∀ 虽然多数 � � °⁄ 标记是显

性o但也有共显性的 � � °⁄ 标记报道≈us ∀ 与共显性

的 � ƒ�° 和同工酶相比o显性遗传是 � � °⁄ 标记的

缺点∀ 共显性的 � � °⁄ 标记则克服了该缺点o可以

区分纯合型和杂合型o用于 ƒ u 群体作图以及抗病育

种中标记辅助选择o对隐性抗病基因的选择可减少

回交育种的世代o有利于基因累加∀ 本研究发现

� °�tt在 xv{v≅ � �t的 ƒ t 植株及 ƒ u 杂合标记个

体中扩增出一条非亲本的片段o该片段可能是杂合

双链 ⁄�� 分子o由于该片段构象的变化使其在电

泳中迁移率比两条亲本特征带都略慢o在其它共显

性 � � °⁄ 标记中也发现了非亲本的杂合双链

⁄��
≈us ∀ ⁄¤√¬¶论述到/ 我们鉴定了几个共显性的

� � °⁄ 标记o这些标记的共同特点是在杂合单株中

有一个非亲本的杂合双链 ⁄�� 片段存在∀0

本研究鉴定的与 ≥� ∂ 抗性基因紧密连锁的共

显性 � � °⁄ 标记重复性好o容易鉴别o在不同实验

室用不同的 °≤ � 程序都能扩增出来o而且在不同年

度间结果一致∀ 不仅可用于大豆抗 ≥� ∂ 分子标记

辅助育种o减少连锁累赘o不用繁殖毒源和接种鉴

定~也可以将多个抗病基因累加到一个品种中o这将

不仅防止新的病毒株系的出现o也增加当前品种的

抗性水平∀
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