
植物遗传资源学报2010，11(2)：213·217
Joumal of Plant Genetic Resources

大豆品种早熟18抗疫霉根腐病基因的SSR分子标记

姚海燕1’2，王晓鸣1，武小菲1，肖炎农2，朱振东1
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摘要：大豆品种早熟18是抗疫霉根腐病的有效抗源。本研究鉴定和分子标记早熟18的抗疫霉根腐病基因，以期为该品

种的有效利用及分子辅助育种奠定基础。以感病大豆品种Williams与早熟18杂交建立分离群体。抗性遗传分析表明，早熟

18对大豆疲霉茵抗性由1个显性单基因控制，该基因被定名为RpsZSl8。SSR标记连锁分析表明。RpsZSl8位于大豆分子遗传

连锁群Dlb上的SSR标记Sat_069和Sat_183之间，与这两个标记的遗传距离分别为lO．0 cM和8．3 cM。RpsZSl8是D1b连

锁群上鉴定的第一个抗疫霉根腐痛基因。
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Molecular Mapping of Phytophthora Resistance

Gene in Soybean Cultivar Zaoshu 18
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Abstract：Soybean CV．Zaoshu 1 8 had been identified as an effective source resistant to Phytophthora root rot of

soybean．The objectives of this study were to identify and map the Phytophthora resistance gene in Zaoshu 1 8 in or-

der to facilitate its utilization and marker-assisted breeding．Zaoshu 1 8 was crossed with susceptible cuhivar Wil—

liams to develop mapping popuhtions．Genetic analysis of F2and F2：，progenies indicated that resistance to Phytoph—

thora sojae in Zaoshu 18 was controlled by a dominant single genc．The resistance gene was temporarily designated

as RpsZSl8．Based on linkage analysis of SSR markers，RpsZSl8 was located on soybean molecular linkage group

(MLG)D1b between SSR markers Sat_069 and Sat一183 with genetic distances 10．OcM and 8．3cM，respectively．It

was the first locus for Phytophthora resistance that had been identified on MLG Dl b．
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由大豆疫霉菌(Phytophthora sojae)引起的疫霉

根腐病(Phytophthora root rot)是具有毁灭性的大豆

土传病害之一。该病于1948年在美国东北部的印

第安纳州首次发现，目前已分布在世界主要大豆产

区，成为严重影响大豆生产的重要病害之一⋯。

1989年，苏彦纯等嵋1首次在我国东北大豆主产区分

离大豆疫霉菌。近年来，大豆疫霉根腐病在我国发

生范围逐渐扩大，对大豆生产的危害性日益突

出"-。利用抗病品种是控制大豆疫霉根腐病最经

济、有效的措施H1。大豆与大豆疫霉菌的互作是典

型的“基因对基因”关系。自Bernard等∞1鉴定出第

一个大豆抗疫霉根腐病基因Rpsl以来，迄今已在大
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豆基因组的9个座位鉴定了15个抗疫霉根腐基因。

这些基因被分别作图到大豆分子遗传图谱J、F、G、

N和L分子链锁群(MLG)上哺。2J。然而，由于大豆

疫霉菌具有高度的变异性，不断产生的新的毒力突

变体很容易克服大豆品种的抗性。一般认为大豆抗

疫霉根腐病基因的使用寿命为10一15年H J，但是新

抗病基因被克服的速度正在加快，如Rps8被鉴定后

不到3年，就已发现能够克服其抗性的大豆疫霉菌

毒力型。虽然，在我国有目的利用抗病品种进行大

豆疫霉根腐病防治才刚刚起步，但大豆疫霉菌的毒

力结构已相当复杂，除少数几个抗病基因外(如

Rpslc、Rpslk)，部分已知的大豆抗病基因已不具有

利用价值。因此，急需发掘新的抗病基因。

早熟18是黄淮地区广泛栽培的大豆品种，具

有抗倒伏、抗裂荚和抗紫斑以及高抗3种类型花

叶病毒病和8个灰斑病生理小种特点¨“。陈晓玲

等¨引对早熟18抗疫霉根腐病研究表明，该品种对

大豆疫霉菌具有广谱抗性，可能含有新的抗大豆

疫霉根腐病基因。本研究利用SSR技术对早熟18

抗疫霉根腐病基因进行鉴定，寻找与抗病基因紧

密连锁的分子标记，以期为该品种抗性的有效利

用奠定基础。

1材料与方法

1．1试验材料

大豆品种早熟18、Williams和P1399073由中国

农业科学院作物科学研究所提供。Williams和

P1399073为引进的美国大豆品种，其中Williams不

含有任何抗大豆疫霉根腐病基因，P1399073含有

邱好。抗大豆疫霉根腐病单基因品种(系)Harlon

(Rpsla)、Harosoyl3XX(Rpslb)、Williams79(Rpslc)、

P110309l(跏Jd)、Williams82(跏J J})、L76-1988

(Rps2)、L83-570(Rps3a)、PRXl46—36(Rps3b)、

PRXl45．48(Rps3c)、L85．2352(却一)、L85—3059

(如5)、Harosoy62XX(却s6)和Harosoy(Rm7)由美
国俄亥俄州立大学提供，本研究组繁殖保存。作图

群体为Williams×早熟18杂交组合衍生的1个F：

群体及其衍生的F：．，家系。用于抗病性评价的大豆

疫霉菌菌株为41—1，其毒力型为la、1d、3a、3b、3c、

5、6、7、8。菌株保存在稀释V8汁琼脂培养基，试验

前转入含1％琼脂的胡萝卜培养基平板，在25℃黑

暗条件下培养8—10 d用于接种。菌株的毒力及用

于抗性鉴定有效性用苗期下胚轴创伤接种早熟18、

Williams和14个鉴别品种(系)进行检测。

1．2抗性鉴定方法

F。、F：群体抗病性鉴定方法采用离体子叶伤口

接种¨“。种子播种在以粗蛭石为基质的塑料钵中，

播种后于18—26。C的温室培养。待子叶平展后，每

株剪取1个健康子叶依次摆放在预先准备好的铺有

3层用无菌水湿润的滤纸的搪瓷盘(30em×20era×

3cm)内，每个子叶中央用针头刺5个小伤口，然后

用5 m1注射器将41．1菌株茵丝体匀浆物接种在伤

口上。接种后搪瓷盘用保鲜膜封紧，然后放入光照

培养箱，在22—24℃、12 h光照／12 h黑暗条件下培

养，4—5 d后调查并记录结果。抗性评价参照Mor-

rison等¨副标准，子叶完全腐烂或大部分产生黑褐色

水浸状病斑为感病(Susceptible，S)，子叶健康或产

生黑褐色病斑较小为抗病(Resistant，R)。

F2：3家系采用改进下胚轴创伤接种法进行抗病性

鉴定。每个家系分别取20一30粒播种于以粗蛭石为

基质的直径为10cm的塑料花盆中，出苗前温室温度控

制在25—29℃，出苗后温度控制在18～25℃，培养12d

后接种。接种方法为先用注射器针尖在大豆叶子下

lem处划0．8cm长的伤口，然后将混匀的菌丝体注于伤

口处。接种后在21—25℃条件下保湿48h，然后转入温

室培养，4—5 d后进行病情调查。抗性评价标准参照

Gordon等¨1方法，即一个家系如果有80％以上的植株

死亡则为感病，如果有80％以上植株正常生长则为抗

病，死亡植株在20％一80％的为杂合。

1．3大豆基因组DNA提取与抗感池建立

F：群体在取子叶进行抗病性鉴定后移栽到田间。

在营养生长阶段，每个单株取幼嫩叶提取基因组

DNAH6|。用于分离群体分组分析的抗感池按Michel．

more等Ⅲ’的方法构建，等量取5个抗病单株DNA混合

建立抗池，等量取5个感病单株DNA混合建立感池。

1．4 SSR标记分析

SSR引物序列来源于网址http：／／bld96．arsus-

da．gov／％7Epooley／soy／cregan／soymap．htm和Zheng

等¨“，引物由上海生工公司合成。

PCR扩增参照宋显军等¨引程序，并略作修改。

PCR反应体系为lOlzl，其中10×PCR buffer 1Ixl，4种

dNTPs 150 p。mol／L，SSR引物0．15 gmol／L，砌聚合
酶0．5 U，模板DNA 2 ns／扯l，Mg“2 mmol／L，ddH20

补足。反应程序为94℃预变性3minl；94℃变性25 s；

47℃退火30s；72℃延伸30s，31个循环；72℃延伸

5min；4℃下保存。扩增在PCR·100扩增仪(MJ Re-

search公司产品)上进行。PCR产物电泳和银染参照

Tixier等Ⅲ1方法。PCR产物用6％的变性聚丙烯酰

 万方数据



2期 姚海燕等：大豆品种早熟18抗疫霉根腐病基因的SSR分子标记 215

胺凝胶电泳，电泳缓冲液为0．5×TBE，70W恒功率电

泳lh后银染检测。记录分子带型。

在大豆基因组随机均匀选取SSR引物筛选早

熟18和Williams、抗池和感池间的多态性标记。对

抗、感池间产生稳定多态性的标记，用F：群体验证

SSR标记与大豆疫霉根腐抗性基因的连锁关系。

1．5数据分析

用Mapmaker 3．Ob软件分析SSR标记与抗病基

因之间的连锁关系嵋1。。重组率用Kosambi作图方

程转换成遗传距离。似然率的十迸制对数(LOD)

被用于连锁可靠性的检测尺度，如果标记的LOD阈

值小于或等于3．0被认为连锁。应用Mapdraw软件

绘制抗病基因及其连锁SSR标记的遗传图谱。

2结果与分析

2．1 亲本及其后代对41-1菌株的抗性遗传分析

接种大豆疫霉菌41-1菌株后，早熟18和Wil—

liams反应与预期的一致，早熟18死亡率为0，表现

为抗病；Williams死亡率为100％，为感病。F，接种

后全部表现为抗病，与早熟18的表现一致，表明抗

病基因为显性。

F：群体和F：：，家系接种41．1菌株后的鉴定结

果见表1。在鉴定的196个F：单株中，表现为抗病

的植株有153株，感病植株43株。经x2适合性检

测，F：群体的抗感分离比符合3：1的比例(，=0．98

<x。2 05=3．84)。在鉴定的F2：3的196个家系中，55

个家系为纯合抗病，100个家系为杂合，41个家系为

感病，纯合抗病、杂合、感病比经x2检测，符合1：2：l

的分离比(X2=2．08<x。2．∞=5．99)。以上结果表

明，大豆品种早熟18对大豆疫霉菌的抗性由l对显

性单基因控制，该基因被暂定名为RpsZSl8。

2．2抗病基因RpsZSl8的SSR标记与作图

从大豆基因组分子图谱上随机均匀地选择753

对SSR引物在早熟18和Williams之间筛选多态性

标记，其中有202对引物产生多态性，亲本间多态性

引物检出率为26．8％。随后，再将这202对引物在

表1早熟18、Williams及其杂交后代对大豆疫霉菌的反应

Table 1 Reactions of Zaoshu 18，Williams，Fl，F2 and Fz：3 progenies from the cross of Williams×Zaoshu幅to Phytophthora sojae

抗池和感池间进行多态性筛选，发现位于大豆分子

遗传图谱的D1b连锁群的Sat-069和Sat一183在抗

感池间扩增出多态性片段，推测它们可能与抗病性

相关。进一步用标记Sat一069和Sat一183检测F2群

体，这两个标记在检测群体中的分离比经X2检测符

合1：2：1(表2)，为共显性标记。

表2抗疫霉根腐病基因RpsZSl8及其连锁的SSR标记在早熟18与Williams F2群体中的分离

Table 2 Segregation analysis of RpsZSl8 gene and linked SSR markers in F2 population from the c嗍of Williams and Zaoshu坞

AA=早熟18的基因型：AB=杂合基因型；BB=Williams的基冈型。在P=O．05下显著值，】df=3．84，2 df=5．99

AA。genotype of Zaoshu 18；AB=heterozygous genotype；BB。genotype ofWilliams．Valuesfor significance atP=O．05，1 df=3．84。2 df=5．99
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图I是标记Sat一183在部分F：单株的扩增结果。

连锁分析表明，标记Sat_069和Sat一1 83与抗病基因

RpsZSl8连锁。基于这两个标记在大豆连锁图谱中

的位置，将RpsZSl8定位在D1b分子连锁群上。

图l Sat一183在部分F2单株中的扩增结果

Fig·1 Amplified products of SSR marker Sat一183 in partial F2 plants

z：早熟18 Zaoshu 18；W：Williams；A：同早熟18基因型F2单株F2plants with genmype the same∞Zaoshu 18；B：同Williams基因型F2单株F2

plants with genotype the姗c∞Williams；H：杂合基因型F2单株F2plants with heterozygous genotype

为了更加准确地定位RpsZSl8，用D1b连锁群

上的其他SSR标记直接进行F：群体的基因型鉴定。

连锁分析表明，CSSR45、Sattl72、Satt274、Sat一198、

Sat_415和Sat_289等6个标记与RpsZSl8连锁。这

些标记在分离群体均呈1：2：1分布，为共显性标记

(表2)。

用Mapmaker3．0b软件构建了RpsZSl8和8个

连锁SSR标记的遗传连锁图(图2)。在该连锁图

上，标记Sat一069和Sat一183定位于RpsZSl8的两

侧，与该基因的遗传距离分别为10．0 cM和8．3

cM。标记CSSR45和Sattl72位于Sat_069一侧，而

标记Satt274、Sat一198、Sat一415和Satt289位于Sat一

183一侧。标记在连锁图上的位置与Song等心21构

建的遗传图谱上的标记一致。

图2 RpsZSl8及其连锁的SSR标记遗传连锁圈

在大豆Dlb连锁群上的位置

Fig．2 Genetic Hnkage map of RpsZSl8 and the linked

SSR markers on MLG D1 b of soybean

3讨论

迄今，已在大豆基因组的9个座位鉴定了15个

抗大豆疫霉根腐病基因m121。本研究在大豆品种早

熟18中鉴定了一个抗疫霉根腐病基因RpsZSl8，与

其他已鉴定的抗疫霉根腐病基因一样，RpsZSl8为

显性单基因。应用SSR标记将RpsZSl8定位在大

豆基因组分子连锁群D1b上。除3个抗疫霉根腐

病QTLs外，RpsZSl8是第一个在分子连锁群Dlb上

定位的抗疫霉根腐病基因。

在分子连锁群D1b上，Burnham等旧列鉴定1个

与SSR标记Sate79最近遗传距离为3．OcM的抗疫

霉根腐病QTL，Han等Ⅲ1鉴定2个分别与SSR标记

Sate74连锁紧密抗疫霉根腐病QTLs。本研究作图

表明，RpsZSl8与SSR标记Sate74的连锁距离为

14．1 cM。因此，Han等Ⅲ1鉴定的2个QTLs可能与

RpsZSl8在相同的基因组区域m J。

在大豆分子连锁群D1b上也已定位了多个抗

大豆花叶病毒基因。Hayes等¨纠将Rsv4定位在

D1b连锁群上。王永军等Ⅲ】、战勇等心引、郭东全

等旧8J和栾晓燕等"引在此连锁群上分别定位了抗花

叶病毒基因Rsa、Rsc一7、Rsc．8、Rsc．9、Rsc．13、Rnl、

Rn3和Rsmv3。通过关联分析，袁翠平等¨叫推测我

国大豆晋1261、晋1267和晋1265在分子连锁群

D1 b上至少存在1个新的抗大豆胞囊线虫4号小种

(SCN 4)基因，这3个品系是通过常规杂交方法由

对多个生理小种表现免疫或高抗灰皮支黑豆选育而

来。此外，在大豆分子连锁群D1b上也已检测到多

个抗虫QTLs，如1个抗斜纹夜蛾QTL[311、4个抗谷

实夜蛾QTLs[32J引和1个抗筛豆龟蝽QTL[3引。这些

研究表明，大豆分子连锁群D1b存在抗性基因簇。

早熟18对大豆疫霉菌具有广谱抗性，是目前国

内筛选出的较有利用价值的抗源之一。本研究将早

熟18抗疫霉根腐病基因RpsZSl8定位在SSR标记

Sat_069和Sat_183之问，与两个SSR标记的遗传距

离分别为10．OcM和8．3eM。由于与RpsZSl8的连

锁距离较远，单独用这两个SSR标记进行抗病基因

鉴定的准确率较低，但用两个标记进行基因型鉴定

的准确率理论上将提高到98．34％，可以满足抗病

育种分子辅助选择的要求。早熟18高抗所有东北

一～
～一

一一一
一
一一!||

6

8

O

3

8

7

7

9

2

O

8

5

5

9

 万方数据



2期 姚海燕等：大豆品种早熟18抗疫霉根腐病基因的SSR分子标记 217

SMV株系和抗大部分南方株系Ⅲ】，作为抗源已育

成多个抗大豆花叶病品种，如中黄37、汾豆65、晋豆

29、晋豆34、晋遗31等。Liao等¨¨等位测验研究表

明，早熟18含有2个抗大豆花叶病毒基因(Rsvl和

船订)。最近Shi等旧引应用分子标记方法证明Rsvl

座位在早熟18中的存在。由于与抗病基因连锁分

子标记已经建立，利用标记辅助选择同时进行抗疫

霉根腐病和花叶病品种的选育将成为可能。

致谢：感谢中国农业科学院作物科学研究所邱

丽娟研究员、刘章雄副研究员提供部分研究材料。
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