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棉花黄萎病抗性基因 SSR 标记研究
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　　[摘　要 ]　以高抗黄萎病的海岛棉品种“Ê 1523493”和高感黄萎病的陆地棉品种“石河子 875”的 175 个 F 2 代

单株作为标记群体, 采用BSA 法筛选多态性引物, 构建了 1 个包括 3 个 SSR 引物在内的连锁群。通过M apm aker

软件将与黄萎病抗性有关的 1 个位点定位在该连锁群, 该位点与 SSR 标记BNL 3556 相距 13. 1 cM , 可解释表型变

异方差的 50. 1% , 为主效基因位点。
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　　棉花黄萎病是世界公认的棉花主要病害之一,

在我国已遍布各大棉区, 成为棉花高产、稳产、优质

的主要障碍。实践证明, 种植抗黄萎病品种是控制棉

花黄萎病经济有效的唯一途径。长期以来, 在棉花黄

萎病育种工作中未取得明显突破, 其主要原因之一

是没有突出的抗原材料。用传统育种方法培育抗黄

萎病材料需要的周期过长, 无法满足生产上的迫切

需要。

近年来, 随着分子生物学技术在棉花上的应用,

为通过基因工程手段创制新抗源打下了坚实基础。

分子标记是探寻植物基因的常用方法, 也是定位和

克隆基因的基础。目前已构建了多张棉花分子标记

遗传连锁图, 并对一些重要农艺性状进行了定

位[1～ 7 ]。本研究利用 SSR 分子标记, 以海岛棉×陆

地棉为杂交亲本, 利用其 F 2 代寻找与黄萎病抗性基

因有关的标记检测, 为分子标记辅助选择育种奠定

基础。

1　材料和方法

1. 1　试验材料

　　以高抗黄萎病的海岛棉品种“Ê 1523493”为母

本, 高感黄萎病的陆地棉品种“石河子 875”为父本,

于河南安阳中国农科院棉花所配制杂交组合, 收获

杂交种子, 同年在海南岛基地种植, 收获 F 2 代种子;

次年在河南安阳种植亲本品种和 F 2 代群体, 并通过

F 2 单株自交获得 F 3 家系。

216 对 SSR 引物序列来自 Co tton DB 数据库

( h t tp: ööalgodon. tam u. eduöh tdocs2co t tonö

co t tondb. h tm l ) 的 BNL (B rookhaven N at ional

L abo ra to ry)序列, 由上海 Sangon 公司合成。反应所

用 T aq 酶、dN T P 和 PCR Buffer 等由北京鼎国公司

生产。

1. 2　抗病鉴定

亲本抗病抗性鉴定采用无底纸钵菌液蘸根法,

于苗期在中国农科院棉花所植保室河南安阳棉花黄

萎病人工病圃中进行, 棉苗病情分级标准、病情指数

与品种的抗病类型划分参照文献[ 8 ]。

病圃为长 20 m , 宽 2. 5 m 的人工接种病池。每

个供试亲本品种为 1 行区, 行距 50 cm , 株距 20 cm ,

3 次重复, 随机排列。以冀棉 11 为感病对照, 豫棉

2067 为抗病对照。病原菌为安阳菌系, 具有中等致

病力。在播种沟内按 10 göm 接入黄萎病菌棉籽接

种物, 播种时与土壤充分混匀。

F 2∶3家系抗病性鉴定在温室中进行, 采用无底

纸钵菌液蘸根法接种, 接种菌系为致病力中等的安

阳菌系, 由中国农科院棉花所植保室提供。在群体普

遍发病后进行病情调查, 以 F 2∶3病情指数作为 F 2 代

抗性标准。

1. 3　棉花基因组DNA 提取

参考 Paterson [9 ]、宋国立等[10 ]、张金发等[11 ]的

方法, 提取棉花叶片DNA。
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1. 4　BSA (Bu lked Sergean t A nalysis)分池

参照M ichelmo re 提出的BSA 方法, 根据 F 2∶3

家系温室鉴定的病情指数, 从 F 2 群体中选取 10 株

高抗单株, 10 株高感单株, 将其DNA 分别等量混

合, 构成抗病、感病基因池。

1. 5　PCR 扩增

PCR 反应体系 10 ΛL , 包括 1. 0 ΛL 10×Buffer

( 含 20 mmo löL M g2+ ) , 50 ng 模板 DNA , 0. 2

mmo löL dN T P, 0. 4 U T aq 酶, 0. 35 Λmo löL 正向

和反向引物。扩增程序为: 94 ℃预变性 5 m in, 然后

94 ℃变性 1 m in, 60 ℃ (可根据不同引物选取不同

退火温度) 退火 50 s, 72 ℃延伸 50 s, 共进行 30 个

循环, 最后 72 ℃延伸 7 m in, 4 ℃保存。扩增反应在

PTC2100TM PCR 仪上进行。

扩增产物在质量分数 8% 的非变性聚丙烯酰胺

凝胶上恒压电泳, 用 PA GE、银染法检测[12 ]。

1. 6　数据处理

采用M apm akeröExp (V ersion 3. 0b) 软件进行

连锁分析, 按照常规的M apm aker 数据记录方法统

计带型数据。用M apm akeröQ TL (V ersion 1. 1b)软

件进行基因定位分析。

1. 7　标记引物命名方法

标记引物前 3 个字母表示标记引物来源, 后面

数字表示标记引物在BNL 中的编号。“- ”后数字表

示该引物在 F 2 代所扩增出的纯合抗病带的分子质

量。

2　结果与分析

2. 1　田间与温室鉴定结果

　　由表 1 可以看出, 海岛棉高抗病亲本Ê 1523493

与陆地棉高感病亲本石河子 875 的 F 2 代群体中, 田

间调查抗病株占绝大多数, 感病株占少部分, 调查数

据呈偏态分布, 不符合 3∶1 规律。

表 1　抗黄萎病的田间病圃与温室接种鉴定结果
T able 1　T he iden tificat ion resu lt of resistance to V erticillium d ah liae in the field and in the greenhouse

世代
Generations

鉴定方式
Iden tification

m ethods

总株数
N um ber of
all p lan ts

抗病株数
N um ber of

resistan t p lan ts

感病株数
N um ber of

non2resistan t p lan ts

期望比
Expected

ratio

ς2 值
ς2 value

F2 田间病圃 F ield 175 146 29 3∶1 6. 1883

F2∶3 温室接种 Greenhouse 175 124 51 3∶1 1. 388

　　注 (N o te) : ς2
0. 05, 1= 3. 84, ς2

0. 01, 1= 6. 63。

　　为了进一步确定抗黄萎病的遗传规律, 采用了

更为准确的 F 2∶3家系温室鉴定方法。从表 1 可以看

出, 在单一中等致病力的安阳菌系接种条件下, F 2∶3

家系的温室鉴定结果表明, 抗、感植株比例符合3∶1

的 ς2
c 适合性测验。说明海岛棉品种Ê 1523493 对中

等致病力的安阳菌系的抗性, 表现为显性单基因控

制的质量性状遗传。

可以认为, 田间调查中 F 2 代抗病株偏多的原因

是: 在海岛棉抗病品种Ê 1523493 的遗传背景下, 杂

交后代更多的偏向于海岛棉类型, 抗病机制倾向于

海岛棉, 因此后代在田间表现抗病。

2. 2　亲本 SSR 引物筛选

用 216 对棉花 SSR 引物, 在海岛棉抗病亲本

“Ê 1523493”和陆地棉感病亲本“石河子 875”之间

进行初步筛选, 有 53 对 SSR 引物在两品种间扩增

出明显不同的 SSR 标记, 多态性引物占 24. 5%。53

对引物在两亲本间共扩增出 128 条多态性带。

2. 3　抗、感基因池筛选结果

利用 53 对在两亲本间有差异的引物对抗、感基

因池进行扩增, 引物BNL 786、BNL 1414、BNL 3535

和BNL 3556 在抗感基因池间扩增出明显不同的多

态性带 (表 2)。
表 2　抗、感基因池 PCR 扩增结果

T able 2　Amp lified resu lts betw een

resistan t2poo l and suscep tib le2poo l

引物名称
N am e of p rim ers

扩增结果öbp Amp lified resu lts

抗病池
Resistan t poo l

感病池
N on2resistan t poo l

NL 786 118 100

BNL 1414 142 130

BNL 3535 150 139

BNL 3556 147 144

　　注: 泳带分子质量大小根据DNA M arker 估计得出。

N o te: T he mo lecu lar w eigh ts of the bands in tab le 2 are

evaluated by DNA M arker.

2. 4　F 2 代群体特异性 SSR 引物扩增结果

利用4 对特异性引物对F 2 群体进行扩增(图1) , 经

M apm akeröExp (V ersion 3. 0b ) 软件分析, 在最小似

函数值LOD = 3. 0, 最大遗传距离为 50 cM 时, 构建了

1 个由 3 个 SSR 标记位点BNL 786, BNL 1414 和

BNL 3556 组成的连锁群, 全长为 88 cM。
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图 1　SSR 引物BNL 3556PCR 扩增结果

M. DNA 分子量标记; P1. 抗病亲本; P2. 感病亲本; KJ. 抗病基因池; GJ. 感病基因池; A. F2 代纯合抗病; H. F2 代杂和带型; B. F2 代纯合感病

F ig. 1　PCR amp lificat ion resu lt by SSR p rim er BNL 3556

M. DNA mo lecu lar w eigh t m arkers; P1. Resistan t paren t; P2. N on2resistan t paren t; KJ. Resistan t gene poo l; GJ. N on2resistan t gene poo l;

A. Pure resistan t pattern in F2; H. Com bined resistan t pattern in F2; B. Pure non2resistan t pattern in F2

　　运用M apm akeröQ TL (V ersion 1. 1b) 软件, 以

F 2∶3家系抗黄萎病性状 (病情指数) 对该连锁图进行

扫描, 当最大LOD 值为 13. 879 时, 检测到 1 个黄萎

病抗性的Q TL 位点, 位于 SSR 标记位点BNL 1414

和BNL 3556 之间, 该位点距BNL 1414 为 28 cM ,

距BNL 3556 为 13. 1 cM (图 2)。

图 2　海岛棉黄萎病抗性基因的 SSR 标记连锁

F ig. 2　L inkage of Q TL w ith V erticillium resistance

of G. barbad ense to m icro satellite m arker

该位点可以解释的表型变异方差为 50. 1% , 其

中显性效应的LOD 值为 19. 133, 可解释的变异率

为49. 7% , 加性效应的LOD 值为 8. 38, 隐性效应的

LOD 值为 1. 66。可初步认定, 海岛棉品种Ê 1523493

的黄萎病抗性基因 (暂命名为VBR 1) 与 SSR 标记

BNL 35562147 有关。

3　讨　论

如何确定抗、感标准是抗性鉴定中的一个重要

问题。先前大多棉花黄萎病温室鉴定都是直接应用

F 2 代分离群体, 通过该群体抗、感分离比例来说明

亲本抗性基因的遗传规律[13～ 15 ]。F 2 代群体抗、感植

株的确定是通过单株病级来划分的, 通常人为规定

病级为 0 级、1 级和 2 级的单株为抗病单株, 病级为

3 级和 4 级的单株为感病单株[8 ]。但现行棉花品种

黄萎病抗病性指标是以一个品种抗性鉴定时的病情

指数作为抗、感的划分标准[8, 14, 15 ]。笔者认为, 在抗

病性鉴定中, 单纯针对某一单株的病级来确定其抗、

感类型并不准确, 因为单株病级除受本身遗传因素

影响外, 还容易受到其他许多因素的影响, 一旦影响

到病级的形成, 就会影响抗、感类型的归属, 进而影

响抗、感群体的数量比例。所以, 黄萎病抗性基因定

位时, 采用 F 2 单株进行抗性鉴定并不是理想选择。

若把每个 F 2 单株延续到 F 3 株系, 以 F 3 株系群体的

抗病性作为 F 2 单株的抗病性, 则能更准确地鉴定

F 2 单株的抗病性。F 2: 3家系群体可以消除遗传因素

外的其他因素对抗性鉴定的影响, 使得到的抗性鉴

定结果更加准确, F 2 代单株的抗、感划分更加合理,

有利于根据其结果进行抗性基因的标记。该方法的

关键是 F 2∶3家系的大小问题, 如果群体过小则不能

正确反映 F 2 代抗性; 如果群体过大, 则使工作量成

倍增加, 耗费极大的人力、物力, 同时也使得同一营
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养钵内单株间的竞争加剧, 株间生长不整齐, 根系生

长差异大, 使接种和发病结果受到不良影响。因此,

根据不同的杂交组合选择合适的 F 2∶3家系的大小,

是获得准确的抗性鉴定结果的重要保证。根据本试

验实际操作观察, 笔者认为每个 F 2∶3家系为 30 株时

能得到较客观的鉴定结果。

浙江大学农业与生物技术学院的房卫平[14 ]和

中国农科院植保所的齐俊生[15 ] , 分别利用A FL P 技

术对抗性基因进行了标记。房卫平以陆地棉近等基

因系 Z5629 和 Z421 为标记对象, 找到了一个与陆

地棉黄萎病抗性基因相连锁的标记。齐俊生以海岛

棉与陆地棉杂交组合后代为标记群体, 利用A FL P

技术, 在海岛棉中找到了 4 个与抗病基因相关, 1 个

与感病基因相关的标记。但A FL P 标记操作过程较

复杂, 试验成本较高。而微卫星 (SSR )作为分子标记

具有非常大的优越性: SSR 是共显性标记, 可以在

连锁分析中提供比显性标记更为丰富的信息; SSR

基于 PCR 技术, 有利于标记分析的自动化; SSR 标

记稳定性和重复性比RA PD 好且操作简便。目前,

通过对棉花 EST 数据库的大量筛选, 找到了棉花特

异性的 SSR 引物, 并已广泛应用于遗传作图和种质

鉴定等。华中农业大学的高玉千等[13 ]利用RA PD 及

SSR 标记, 以海岛棉“P im a 90”和陆地棉“邯郸 208”

的 F 2 代为作图群体, 构建了 17 个连锁群, 并从中检

测出 3 个与黄萎病抗性相关的Q TL。

与前人[13～ 15 ]相比, 本研究主要有两点不同: 首

先, 在抗性鉴定时, 采用 F 2∶3家系为鉴定群体, 使得

抗性鉴定结果更为可靠, F 2∶3家系群体可为每 1 个

F 2 代单株形成 1 个病指, 该病指作为 F 2 代单株

Q TL 作图时的标准更为准确, 可为分子标记提供有

力的保障。其次, 本研究采用BSA (Bu lked Sergean t

A nalysis)法, 建立了由 F 2 代单株DNA 混合形成的

抗、感基因池。又通过抗、感基因池对在亲本间有差

异的引物进行了筛选, 从而减少了需要检测的多态

性引物的数量, 使得筛选到的引物与黄萎病抗性基

因之间有很大的相关性, 便于找到与目标性状紧密

连锁的分子标记, 避免了构建大量连锁图谱所耗费

的人力、物力和财力。本研究所得到的与黄萎病抗性

基因相关的位点和前人所找到的分子标记是否相

同, 还有待于对标记所处连锁群及其具体位置进行

比较后才能确定。
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Stud ies on SSR m arkers of resistance gene of V erticill ium w ilt in co t ton

D U W e i- sh i1, 2,D U X iong-m ing1,M A Zh i-y ing2

(1 Cotton R esearch Institu te of Ch inese A cad emy of A g ricu ltu ra l S cience,A ny ang , H enan 455004, Ch ina;

2 Colleg e of A g ronomy ,A g ricu ltu ra l U niversity of H ebei, B aod ing , H ebei 071001, Ch ina)

Abstract: 175 F 2 ind ividuals developed by a cro ss of G. ba rbad ense Ê 1523493×G. h irsu tum Sh ihezi 875

w ere emp loyed fo r a mo lecu lar m arker popu la t ion in th is paper. A fter the po lymo rph ic p rim ers w ere

screened by bu lked sergean t analysis (BSA ) , a linkage m ap that included th ree SSR lociw as con structed. A

locu s rela ted to V erticillium w ilt resistance w as located at th is linkage m ap by M A PM A KER softw are. T he

distance betw een th is locu s and the SSR m arker BNL 3556 w as 13. 1 CM , and th is locu s exp la ined 50. 1% of

the pheno typ ic variance. It w as a m ajo r gene locu s.

Key words: co t ton; V erticillium w ilt; mo lecu lar m arker; linkage m ap; SSR
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Effect of n it rogen and so il m o istu re on nu trien t ab so rp t ion and qua lity of rice

CHEN X in -hong1,L IU Ka i2, XU Guo-we i1,W ANG Zh i-q in1,YANG J ian -chang13

(1 D ep artm en t of A g ronomy ,A g ricu ltu re Colleg e, Y ang z hou U niversity , Y ang z hou, J iang su 225009, Ch ina;

2 Colleg e of A g ronomy , X inj iang A g ricu ltu re U niversity ,U rum qi, X inj iang 830052, Ch ina)

Abstract: N u trien t ab so rp t ion and quality of rice on W uyu jing 3 w ere invest iga ted by differen t n it rogen

levels and irriga t ion m ethods on field. T he resu lts show ed that N and P con ten t of o rgan s w ere enhanced

w ith increasing of n it rogen levels, and N , P con ten t by conven t ional w atering w as h igher than tho se by

w ater2saving irriga t ion, bu t w ater2saving irriga t ion p romo ted tran sfer of nu trien ts from vegeta t ive o rgan s

to gra in s. K con ten t of o rgan s w as in sign if ican t among trea tm en ts. T here had no sign if ican t effect on the

m illing quality by n it rogen levels and irriga t ion m ethods; Percen tage of chalky kernel and chalk iness w ere

enhanced w ith the increasing levels and so il mo istu re. T he p ro tein con ten t of rice w as po sit ively co rrela ted

w ith n it rogen level, and it by saving irriga t ion w as low er than conven t ional irriga t ion in the sam e n it rogen

level; the change of am ylo se con ten t w as negat ive w ith p ro tein con ten t. T he yields betw een w ater2saving

and conven t ional irriga t ion w ere in sign if ican t w hen n it rogen levels w as 300 o r 450 kgöhm 2; the percen tage

of f illed gra in and harvest index by w ater2saving irriga t ion w ere h igher than that by conven t ional

irriga t ion.

Key words: n it rogen levels; so il mo istu re; rice; nu trien t con ten t; quality of rice
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