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　　摘要：为了研究与甜瓜抗霜霉病基因紧密连锁的ＳＳＲ分子标记，以甜瓜抗病品种 ＰＩ４１４７２３和感病品种 ＤＦ４的杂
交Ｆ２群体１５６个单株为试验材料，利用人工鉴定方法，根据Ｆ２抗、感病单株分离比例组建抗感池，用ＳＳＲ技术寻找与

抗病基因连锁的分子标记。从 ２１１个 ＳＳＲ引物组合中筛选出 ３个与抗病基因紧密连锁的标记 ＤＥ１８８７、ＤＥ１３２０、
ＤＭ０８５４，遗传距离分别为２６、２６、１３．６９ｃＭ。
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　　霜霉病（Ｐｓｅｄｏｐｅｒｏｎｏｓｐｏｒａｃｕｂｅｎｓｉｓ）是甜瓜、黄瓜和南瓜等
葫芦科作物上广泛发生的一种世界性病害。该病害在温室种

植的瓜类上全年发生，在露地条件适宜时也不断发生。此病

一旦发生，病情扩展很快，通常控制不住，成片病叶迅速枯焦，

导致果实不能成熟，严重影响甜瓜的经济价值。为了减轻病

害的发生，长期施用农药不仅污染环境，威胁到人们的身体健

康，而且还会导致病原菌产生抗药性，因此培育抗霜霉病的优

良品种是防治瓜类霜霉病的根本途径；但传统的育种方法所

需时间较长，不能满足甜瓜生产对新品种的需求。随着分子

生物学的日益发展，利用 ＲＦＬＰ、ＡＦＬＰ、ＲＡＰＤ和 ＳＳＲ等分子
标记技术寻找与抗病基因紧密连锁的分子标记，从而进行抗

性鉴定和标记辅助选择育种。在印度发现了很多抗霜霉病的

优良材料，例如 ＰＩ１２４１１１、ＰＩ１２４１１２和 ＰＩ４１４７２３。ＰＩ１２４１１１
和ＰＩ１２４１１２成为了美国抗霜霉病育种的背景材料，许多学者
对这２个材料的抗病遗传规律和抗霜霉病相关基因进行了相
关研究［１－４］。２００５年，Ｐｅｒｃｈｅｐｉｅｄ等构建了第一张也是目前
为止唯一一张关于甜瓜霜霉病的遗传图谱，他们利用

ＰＩ１２４１１２×Ｖéｄｒａｎｔａｉｓ获得的１２０个ＲＩＬ株系为材料，构建的
图谱长度为１１５０ｃＭ，包含４６５个 ＡＦＬＰ标记、１７个 ＳＳＲ标
记、２６个ＩＭＡ标记和２个重要的形态标记（雌雄同株和抗番
木瓜环斑病），分３６个连锁群，平均标记间距４．２ｃＭ，标记最
大间距２６．５ｃＭ，该图谱定位了１１个与霜霉病抗性基因相关
的ＱＴＬ［４］。２０１２年，杨柳燕等利用抗病品系ＤＭ３×感病品系
ＤＦ４获得的Ｆ２和ＢＣ群体为材料，利用软件对田间调查和分
子标记结果进行连锁分析，结果显示 １个 ＳＲＡＰ标记
ｍｅ８ｅｍ１１与甜瓜霜霉病抗性基因的连锁距离为９．８ｃＭ［５－６］。
本研究以抗性品系ＰＩ４１４７２３为材料，利用ＢＳＡ方法筛选与甜
瓜抗霜霉病紧密连锁的ＳＳＲ分子标记，为甜瓜抗霜霉病的分

子辅助育种提供理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
以中国农业科学院郑州果树研究所西甜瓜资源课题组提

供的甜瓜抗霜霉病品种ＰＩ４１４７２３为母本，甜瓜育种课题组提
供的感病自交系ＤＦ４（在田间和人工接种鉴定时表现为高感
甚至死亡）为父本，及其 Ｆ２代的 １５６个单株为试验材料。
２０１２年１１月，将试验材料在三亚基地种植：ＰＩ４１４７２３为１０
株，ＤＦ４为１０株，Ｆ２代为１５６株。
１．２　抗病鉴定方法

病原菌由三亚基地田间感病黄瓜病叶上采集得到，接种

方法借鉴杨柳燕的方法［５］。在傍晚，于植株下部随机选择３
张叶片，将准备好的霜霉菌悬浮液喷洒在叶片背面，直到菌液

在叶片上可以成股流下。接种３ｄ后进行病情鉴定，参照翁
祖信等的分级标准［７］，以叶片背面霉层的覆盖面积为统计标

准，最终以单株上的３张叶片病情的平均值作为这个单株的
病情级数。

１．４　ＤＮＡ提取方法
ＤＮＡ提取采用改良的ＣＴＡＢ法，并用核酸蛋白质检测仪

进行检测。取 Ｄ２８０ｎｍ／Ｄ２６０ｎｍ比值和 Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ比值在
１．８０～２．００之间（杂质较少）的ＤＮＡ稀释至５０ｎｇ／μＬ。
１．５　建立抗感池

从Ｆ２代群体中选取６株病害级别为０的单株和６株病
害级别为５的单株，提取 ＤＮＡ检测后进行等量混合，建立高
抗池和高感池。

１．６　ＰＣＲ程序
ＳＳＲ引物来源于ＣｕｃｕｒｂｉｔＧｅｎｏｍｉｃｓＤａｔａｂａｓｅ网站（网址：

ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｉｃｕｇｉ．ｏｒｇ／ｃｇｉ－ｂｉｎ／ＩＣｕＧＩ／ｉｎｄｅｘ．ｃｇｉ），由上海生
工生物工程公司合成。

　　反应体系（１５．０μＬ）包含：１．５μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ，
０．４μＬＤＮＡ（５０ｎｇ／μＬ），１．０μＬｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ），１．５μＬ
Ｍｇ２＋（１０ｍｍｏｌ／Ｌ），各 １μＬ引物（５０μｍｏｌ／Ｌ），０．２μＬＴａｑ
ＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ），８．４μＬ无菌去离子水。试验过程中，
所用试剂由上海生工公司提供。扩增程序：９４℃预变性
３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５９℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸９０ｓ，３个循

—４５— 江苏农业科学　２０１４年第４２卷第７期



环；９４℃变性３０ｓ，５７℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸９０ｓ，３个循
环；９４℃变性 ３０ｓ，５５℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸９０ｓ，２９个循
环；７２℃延伸７ｍｉｎ。扩增产物保存温度为４℃。
１．７　电泳

ＰＣＲ反应产物加３μＬ６×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ上样，用８％聚丙
烯酰胺凝胶进行电泳，２３０Ｖ恒电压电泳１ｈ，采用快速银染
法进行检测。

１．８　数据记录和连锁分析
用ＱＴＬＩｃｉＭａｐｐｉｎｇ软件分析 Ｆ２分离群体扩增的 ＳＳＲ标

记和霜霉病基因之间的遗传关系。抗病记为 ａ，感病记为 ｂ，
父母本杂合记为ｈ，缺失或模糊的带型记为 －，计算标记与抗
病基因的连锁距离，连锁的最低阈值（ＬＯＤ）为３．０。

２　结果与分析

２．１　ＤＮＡ提取与多态性引物鉴定
所提取的ＤＮＡ经过核酸蛋白仪检测，Ｄ２８０ｎｍ／Ｄ２６０ｎｍ比值和

Ｄ２６０ｎｍ／Ｄ２３０ｎｍ比值均在１．８０～２．００之间。经凝胶电泳检测（图

１），带型整齐一致，无降解现象，满足ＰＣＲ反应的要求。
　　本试验用２１１个 ＳＳＲ引物分别对抗、感亲本进行筛选，
其中１３６个引物在抗、感亲本之间显示出多态性。用在亲本
中筛选出多态性的１３６对引物分别在抗、感池中进行筛选，发
现了６个引物在抗感池中表现出多态性。图２为９对在亲本
中具有多态性的引物在抗感池间的扩增电泳图，其中斜箭头

所指引物为ＤＥ１３２０，抗病池带型与抗病亲本一致，感病池与
感病亲本的带型一致，表示该引物在抗感池中有差异的引物。

２．２　甜瓜抗霜霉病基因与ＳＳＲ标记的连锁分析
用筛选出的６个引物对 ＰＩ４１４７２３×ＤＦ４的 Ｆ２代群体的

１５６个单株进行 ＳＳＲ扩增，通过 ＱＴＬＩｃｉＭａｐｐｉｎｇ软件对分离
群体单株的抗病性和分子标记的分离数据进行连锁分析，结

果表明：ＤＥ１８８７、ＤＥ１３２０、ＤＭ０８５４与抗霜霉病基因的遗传距
离分别 ２６、２６、１３．６９ｃＭ。

３　结语

世界上对甜瓜霜霉病的抗病遗传研究较早，迄今为止，已

报道的甜瓜霜霉病抗性基因有 Ｐｃ－１、Ｐｃ－２、Ｐｃ－３、Ｐｃ－４、
Ｐｃ－５［１－３，８］。其中，本试验中所用的抗性亲本材料 ＰＩ４１４７２３
的抗霜霉病性状由单显性基因控制，命名为 Ｐｃ－３［８］。本研
究发现了３对ＳＳＲ引物与ＰＩ４１４７２３中抗霜霉病基因连锁，期
望通过这些引物获得更多的关于基因 Ｐｃ－３的信息，为以后
的甜瓜抗霜霉病遗传育种提供理论基础。
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