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摘要　[目的]快速筛选出番茄青枯病抗性基因的 SSR标记。[方法]对来自 4 个国家 27份番茄材料青枯病的抗性进行鉴定 ,并用一套
SSR标记对材料进行分析 ,寻找与青枯病抗性基因连锁的标记。[ 结果]来自国内的 3 份材料表现出理想的抗病性 , “湘引 79-1”表现高
抗 , “860”及“039-3”表现抗病。标记 TOM176-177在 3份抗病材料上能扩增出相同带型 , 而在其他材料上扩增出的带型不同。TOM176-177
在 27份材料上存在 4个等位基因 ,在 3份抗病材料上是同一个等位基因 ,其扩增产物比其他等位基因小。[结论]该研究初步推断标记
TOM176-177与青枯病抗性基因连锁。
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Preliminary Screening for Bacterial Wilt-resistant Tomato and SSRMarker Linked with Resistance
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Abstract　 Twenty-seven tomato materials collected from four countries were evaluated in bacterial wilt resistancewith artificial inoculation and PCR anal-
ysis were performed with SSRmarkers to identify the potential marker linked to bacterial wilt resistance.The results showed that “Xiangyin79-1”was highly
resistant , “860” and “039-3”were resistant to this disease.An SSRmarker Tom176-177 had a band pattern different from all other materials with less resis-
tance.It was inferred that this marker was linked with bacterial wilt resistance.
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　　番茄青枯病(病原菌为 Ralstonia solanacearum)是我国长

江以南尤其是华南地区番茄生产上的严重病害 ,该病为土传

病害 ,寄主范围广 、病原变异大 ,给防治造成严重困难 ,抗病

育种是防病的最有效途径[ 1] 。

一般认为 ,番茄对青枯病的抗性育种由隐性基因控制 ,

因而年限较长;此外 ,环境因素及鉴定方法也影响植株的抗

性表现 ,利用分子标记技术对青枯病抗性进行辅助选择能弥

补这两方面的不足。SSR标记是众多分子标记技术中一种

较好的方法 ,它具有共显性 、操作简便 、重复性好等优点 ,但

发展 SSR标记成本较大 ,需要特定物种的已知序列[ 2] 。为快

速筛选得到番茄青枯病抗性基因的 SSR标记 ,笔者利用前期

工作发展的 SSR标记对不同抗性的番茄材料进行了分析。

表 1　试验使用的27份番茄材料及其抗性结果

Table 1 The situation of 27 tomato materials used in test
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Bangalore 美国 U.S. 　　45 MR II Mortgoje lifter 澳大利亚Australia 　　　100 S II

Coldset 美国 U.S. 95 S II Sweet Bite 澳大利亚Australia 100 S III

L04012 美国 U.S. 90 S I Grosse lisse 澳大利亚Australia 85 S II

Tropic 美国 U.S. 70 MS II Golden sunrise 澳大利亚Australia 90 S I

Nagcarlong 美国 U.S. 70 MS I Microfoma 澳大利亚Australia 100 S III

Hotset 美国 U.S. 60 MS II Micro-Tom 澳大利亚Australia 100 S III

Malintka101 美国 U.S. 75 MS I 湘引 79-1 Xiangyin79-1 中国 China 10 HR IV

Floradade 美国 U.S. 100 S I 红宝石-1 Hongbaoshi-1 中国 China 95 S I

Saladettle 美国 U.S. 80 S I 红宝石-2 Hongbaoshi-2 中国 China 100 S I

Money maker 美国 U.S. 100 S I 粤农 2号 Yunong 2 中国 China 95 S II

Roma VF 美国 U.S. 70 MS II 红樱桃 Red cherry 中国 China 90 S I

Tigerlla 澳大利亚 Australia 95 S II 860 中国 China 20 R IV

Tristar 澳大利亚 Australia 55 MR I 039-3 中国 China 35 R IV

MicroZero 英国U.K. 100 S III

　注:S ,感病(80%～ 100%);MS ,中感(60%～ 79%);MR ,中抗(耐病)(40%～ 59%);R ,抗病(20%～ 39%);HR ,高抗(0～ 19%)。

　Note:S , susceptibility(80%～ 100%);MS ,medium susceptibility(60%～ 79%);MR ,medium resistance(40%～ 59%);R , resistance(20%～ 39%);HR ,High re-

sistance(0～ 19%).

1　材料与方法

1.1　材料　供试番茄材料来自4个国家共 27份(表 1);病原
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菌为从华南农业大学园艺学院蔬菜试验场番茄病株上分离

并纯化的毒性菌株。

1.2　青枯病抗性鉴定　于 2006年 4月 5日播种进行营养杯

育苗 ,每份材料 20株。苗龄 35 d时用该实验室的方法进行

伤根接种[ 3] ,接种后 15 d时进行植株调查并计算发病率。

1.3　SSR标记分析　根据文献报道的标记序列合成了 166

对 SSR引物 ,这些标记部分已被定位。按 Hemming等[ 4]的方

法提取番茄叶片的基因组 DNA。20 μl PCR反应体系中包括
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0.15μmol/L的引物 、200 μmol/L dNTP 、1 ×PCR反应缓冲液

(50 mmol/L KCl、10 mmol/L Tris-HCl pH 8.3、1.5 mmol/L

MgCl2 、0.01%明胶),50～ 100 ng的DNA模板 、1 U Taq 酶。反

应在PE9700型热循环仪中进行。所用的反应程序为:94 ℃

预变性 5 min ,循环(94 ℃1 min、55 ℃1 min、72 ℃1 min)35

次 ,最后 72 ℃延伸 5 min。

PCR产物用 6%聚丙烯酰胺变性凝胶电泳 ,250 V条件下

稳压电泳约 3 h;普通银染显带 ,数码相机照相。

2　结果与分析

2.1　番茄材料青枯病抗性鉴定结果　番茄接种病原菌后 7

d开始发病 ,21 d时统计发病率 ,结果见表 1。由表 1可知 ,国

外来的材料大多数都不抗病 ,只有从国内收集的 3份材料表

现出理想的抗病性 ,其中“湘引 79-1”表现为高抗 , “860”及

“039-3”表现为抗病。

2.2　抗病基因 SSR标记的筛选　利用 166个标记对 27份材

料进行分析 ,134个标记的扩增产物主带明显 ,其他标记没有

扩增产物或扩增出多条弱带 , 134个标记中 65个标记在 27

份材料上能检测出多态性 ,来自基因组序列的 SSR标记多态

性指数高 ,而来自 EST序列的标记多态性低 ,很多标记没有

多态。

　注:1 ,湘引 79-1;2 ,Nagcarlong;3 ,Micro-Tom;4, MicroZero;5 ,860;6,

Sweet Bite;7 , Grosse lisse;8 , Golden sunrise;9 , Microfoma;10,

L04012;11,红宝石-1;12 ,红宝石-2;13, 039-3。

图 1　TOM176-177在番茄材料上的四种带型

Fig.1 Four types of band pattern amplified by TOM176-177 on tomato

　　65个标记中 ,标记TOM176-177在“湘引 79-1”、“860”及

“039-3”3份抗病材料上能扩增出相同带型 ,而在其他材料上

扩增出的带型不同。TOM176-177根据基因组序列发展而来 ,

其多态性较好 ,在 27份材料上存在 4个等位基因 ,在 3份抗

病材料上是同一个等位基因 ,其扩增产物比其他等位基因小

(图 1)。

3　讨论

一般认为 ,应从病害发生严重的地区收集抗病资源 ,该

文研究结果支持了这一观点。该研究中鉴定为抗病的材料

都来自中国 ,而我国长江以南特别是华南地区是番茄青枯病

发生比较严重的地区;而在美国 、澳大利亚及英国青枯病不

是番茄的主要病害 ,因而来源于这些国家的材料大多不

抗病 。

该研究通过对一组抗 、感材料进行 SSR标记分析 ,找到

一个多态性好的标记TOM176-177 ,并检测出在 3份抗病材料

中存在特异的等位基因 ,初步说明该标记与抗病基因连锁 ,

且很有可能这些材料中含有的抗病基因来源相同。标记

TOM176-177位于番茄染色体 12中部着丝粒附近[ 5] ,而有研

究表明 ,该区段存在一个对台湾青枯菌株系具特异抗性的主

效QTL[ 6] ,这从另一方面为TOM176-177与青枯病抗病基因连

锁的结论提供了证据。

通过对抗 、感材料构建的 F2 群体分析 ,可进一步验证

TOM176-177是否与青枯病抗病基因连锁 ,并计算出连锁距

离 ,这方面的工作正在进行中。
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