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　 　 摘要:　 叶斑病是绿豆生产上主要的真菌性病害ꎬ利用抗性品种是防治该病害最经济、安全、有效的途径ꎮ 为

筛选抗病资源ꎬ根据抗性基因 ＶｒＴＡＦ５ 的突变位点ꎬ利用五引物扩增受阻突变体系(Ｐｅｎｔａ￣ｐｒｉｍｅｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｆｒａｃ￣
ｔｏｒｙ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍꎬＰＡＲＭＳ)开发分子标记ꎮ 并利用抗病性具有差异的 １６４份绿豆资源对所开发的分子标记的可

靠性进行检验和评价ꎮ 结果表明ꎬＶｒＴＡＦ５￣１５１７ 分子标记在 ７ 个分子标记中的检出率最高ꎬ基因分型为 ＡＡ、ＡＣ、
ＣＣꎬ可以有效区分基因碱基序列的 ＳＮＰ 差异ꎮ 根据叶斑病抗性评价结果ꎬ该标记对抗病材料的选择效率为

７５􀆰 ００％、感病材料的选择效率为 ９３􀆰 ４２％ꎮ ＶｒＴＡＦ５￣１５１７ 分子标记对抗病资源中检出抗病基因型的比例、对高感和

感病资源中检出感病基因型比例均为 １００％ꎬ说明本研究开发的分子标记可用于绿豆抗叶斑病分子标记辅助育种ꎮ
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ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｆｏｒ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ＣＬＳ ｄｉｓｅａｓｅ ｏｆ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｍｕｎｇ ｂｅａｎꎻ Ｃｅｒｃｏｓｐｏｒａ ｌｅａｆ ｓｐｏｔ ｄｉｓｅａｓｅꎻ ＶｒＴＡＦ５ ｇｅｎｅꎻ ＳＮＰ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒꎻ ＰＡＲＭＳ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ

　 　 叶斑病是中国绿豆生产上的主要真菌性病害ꎬ
其病原菌为变灰尾孢菌(Ｃｅｒｃｏｓｐｏｒａｃａｎｅｓｃｅｎｓ Ｅｌｌ. ｅｔ￣
Ｍａｒｔｉｎ)ꎬ为害植株的叶片ꎬ以开花结荚期为害严重ꎬ
可导致叶片早落、豆荚数目减少及种子变小[１￣３]ꎮ 该

病害在高温高湿环境下发生与传播迅速ꎬ造成严重

的产量损失ꎬ绿豆减产可超过 ５０％[４]ꎮ
叶斑病抗性品种能够有效减轻病害的发生[５]ꎬ

但抗病育种的效率受到抗病种质资源较少的制约ꎮ
Ｈａｒｔｍａｎ等对近４ ０００份绿豆资源进行抗病性鉴定ꎬ
得到的抗叶斑病资源不足 ４％[６]ꎬ李怡琳和李淑英

对 ２００ 份绿豆资源进行田间抗病性鉴定ꎬ表现抗性

的资源仅占 ６％[７]ꎮ 由于绿豆叶斑病的抗病性鉴定

费时费力ꎬ田间鉴定还易受到环境的影响ꎬ因此相较

于表型鉴定ꎬ分子标记具有准确、经济、快速的优势ꎮ
抗性基因的发掘为分子标记的开发提供了理论

依据ꎮ 南海洋等通过大豆胞囊线虫病抗性候选基因

ｒｈｇ１ 开发 ＩｎＤｅｌ标记ꎬ对抗病资源与感病资源的选

择效率分别为 ８８􀆰 ２％和 １００􀆰 ０％[８]ꎮ 在绿豆叶斑病

抗性基因的研究中ꎬ Ｃｈａｎｋａｅｗ 等利用抗病品种

Ｖ４７１８与感病品种 ＫＰＳ１杂交ꎬ在所得的 Ｆ２与 ＢＣ１Ｆ１
群体中发现了 １ 个主效 ＱＴＬ———ｑＣＬＳꎬ可以解释

６５.５％－８０􀆰 ５％的抗病表型变异[９]ꎮ 在本实验室的

前期工作中ꎬＹｕｎｄａｅｎｇ 等通过 Ｆ２群体与 ＢＣ８Ｆ２群体

将该 ＱＴＬ精细定位到绿豆 ６ 号染色体上ꎬ候选基因

ＶｒＴＡＦ５[编码 ＴＡＴＡ 结合蛋白相关因子 ５(ＴＡＦ５)ꎬ
注释基因 ＩＤ 为 ＬＯＣ１０６７６５３３２]ꎬ是转录起始因子

ＩＩＤ(Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ＩＩＤꎬ ＴＦＩＩＤ)和 Ｓｐｔ￣
Ａｄａ￣Ｇｃｎ５乙酰转移酶(ＳＡＧＡ)复合物的亚基[１０]ꎮ 通

过抗病亲本 Ｖ４７１８ 与感病亲本 ＫＰＳ１ 的 ＶｒＴＡＦ５ 基

因碱基序列比对发现ꎬ这两份材料在外显子区域存

在 ７ 个单核苷酸的突变[１０]ꎮ 五引物扩增受阻突变

体系 ( Ｐｅｎｔａ￣ｐｒｉｍｅｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ ｍｕｔａｔｉｏｎ
ｓｙｓｔｅｍꎬＰＡＲＭＳ)是一种新型 ＳＮＰ 分型技术ꎬ属于第

三代分子标记[１１]ꎬ具有准确性高、成本低廉、高通量

等优 势ꎬ近 年 来 在 农 学 和 医 学 领 域 被 广 泛 应

用[１２￣１３]ꎮ
目前ꎬ将 ＰＡＲＭＳ 技术应用于绿豆抗叶斑病资

源筛选的分子标记开发尚未见报道ꎮ 本研究中ꎬ基

于定位亲本 Ｖ４７１８ 和 ＫＰＳ１ 在 ＶｒＴＡＦ５ 基因外显子

上 ７ 个单核苷酸的差异ꎬ利用 ＰＡＲＭＳ 技术开发分

子标记ꎬ并对 １６４份绿豆种质资源进行抗性检测ꎬ以
期为绿豆抗叶斑病分子标记辅助育种提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

供试的绿豆[Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ (Ｌ.)Ｗｉｌｃｚｅｋ]资源共

１６４份ꎬ均来自江苏省农业科学院经济作物研究所ꎬ其
中 Ｖ４７１８与 ＫＰＳ１ 分别作为抗病对照和感病对照ꎮ
接种所用的变灰尾孢菌为江苏省农业科学院经济作

物研究所保存ꎮ
１.２　 接种方法及抗病性评价标准

接种于 ２０２０年 ６月至 １０月在江苏省农业科学

院光温可控的温室进行ꎬ采用菌丝块微伤法接种复

叶期绿豆植株ꎬ接种后保湿 ３６ ｈꎬ之后于温度 ２５ ℃、
湿度 ６０％的环境中正常生长ꎬ接种 １５ ｄ后统计发病

情况ꎮ 每份绿豆资源 ３次重复ꎬ每个重复 ６株ꎬ抗感

评价方法参考刘振兴等的方法[１４]ꎮ 病情分级标准

为:０级:叶片上无病斑ꎻ１ 级:叶片上仅有小点状病

斑ꎬ病斑面积占叶面积不足 ２％ꎻ３级:病斑直径１.０~
２􀆰 ０ ｍｍꎬ无褪绿晕圈ꎬ病斑面积占叶面积２％~２５％ꎻ
５级:病斑较大ꎬ直径２.１~ ５􀆰 ０ ｍｍꎬ有褪绿晕圈ꎬ病
斑面积占叶面积２６％~ ５０％ꎻ７ 级:病斑直径 ５.１ ｍｍ
以上ꎬ病斑面积占叶面积５１％~７５％ꎻ９ 级:病斑相连

成片ꎬ病斑面积占叶面积 ７６％以上ꎬ严重落叶ꎮ 根

据病情指数划分抗病等级:高抗(ＨＲ):病情指数０~
２􀆰 ０ꎻ抗病(Ｒ):病情指数２.１~２０􀆰 ０ꎻ中抗(ＭＲ):病情

指数２０.１~ ４０􀆰 ０ꎻ中感(ＭＳ):病情指数４０.１~ ６０􀆰 ０ꎻ
感病(Ｓ):病情指数６０.１~ ８０􀆰 ０ꎻ高感(ＨＳ):病情指

数８０.１~１００􀆰 ０ꎮ
病情指数＝∑(各级病株数×该病级值) / (调查

总株数×最高病级值)×１００
１.３　 绿豆 ＤＮＡ 的提取

采用改良的 ＣＴＡＢ 法提取 １６４ 份绿豆资源的

ＤＮＡꎬ利用 ＫＡＩＡＯ 超微量分光光度计检测 ＤＮＡ 浓

度和质量ꎬＤＮＡ于－２０ ℃保存备用ꎮ
１.４　 ＰＡＲＭＳ 引物设计与反应

利用 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０软件根据 ７个 ＳＮＰ 位点的侧翼

７８３１李灵慧等:基于 ＰＡＲＭＳ技术的绿豆抗叶斑病基因 ＶｒＴＡＦ５ 分子标记的开发



序列信息设计 ＰＡＲＭＳ 引物ꎬ采用高通量 ＳＮＰ 检测

平台 ＧｅｎｅＭａｔｒｉｘ进行样品检测ꎬ两次重复ꎮ ＰＣＲ 反

应体系为 １０􀆰 ００ μｌ:５􀆰 ００ μｌ ２×ＰＡＲＭＳｍａｓｔｅｒ ｍｉｘꎬ
Ａｌｌｅｌｅ Ｘ ｐｒｉｍｅｒ (１０ μｍｏｌ / Ｌ)与 Ａｌｌｅｌｅ Ｙ ｐｒｉｍｅｒ (１０
μｍｏｌ / Ｌ) 各 ０􀆰 １５ μｌꎬ ０􀆰 ４０ μｌ Ｃｏｍｍｏｎ ｐｒｉｍｅｒ ( １０
μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ１􀆰 ００ μｌ 模板 ＤＮＡ(５０ ｎｇ / μｌ)ꎬ３􀆰 ３０ μｌ
ｄｄＨ２Ｏꎮ ＰＣＲ 反应扩增程序:９４ ℃热激活 １５ ｍｉｎꎬ
９４ ℃变性 ２０ ｓꎬ５７~６５ ℃退火和延伸 １ ｍｉｎꎬ１０个循

环ꎻ９４ ℃变性 ２０ ｓꎬ５７ ℃退火和延伸 １ ｍｉｎꎬ３０ 个循

环ꎮ 使用 ＴＥＣＡＮ ｉｎｆｉｎｉｔｅ Ｍ１０００ 酶标仪读取荧光信

号ꎬ在软件 Ｓｎｐｄｅｃｏｄｅｒ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｓｎｐｗａｙ. ｃｏｍ /
ｓｎｐｄｅｃｏｄｅｒ / )中解析转换荧光信号ꎬ得到清晰直观的

分型图ꎬ并根据颜色不同ꎬ输出基因型结果ꎮ
１.５　 ＰＡＲＭＳ 标记的验证

选择 ４份绿豆材料对 ＰＡＲＭＳ 分型结果进行测

序验证ꎬＰＣＲ扩增体系为 ５０ μｌ:２５ μｌ ２×Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ
Ｂｕｆｆｅｒꎬ １ μｌ ｄＮＴＰ Ｍｉｘ ꎬ正、反向引物各 ２ μｌꎬ １ μｌ
模板 ＤＮＡ ꎬ １ μｌ Ｐｈａｎｔａ Ｍａｘ Ｓｕｐｅｒ￣Ｆｉｄｅｌｉｔｙ ＤＮＡ Ｐｏｌ￣

ｙｍｅｒａｓｅ ꎬ １８ μｌ ｄｄＨ２Ｏꎮ 反应程序:９５ ℃预变性 ３
ｍｉｎꎬ９５ ℃变性 １５ ｓꎬ５６~ ６０ ℃退火 １５ ｓꎬ７２ ℃延伸

４５ ｓꎬ７２ ℃终延伸 ５ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎮ 扩增产物切胶

回收ꎬ送至上海生工生物工程有限公司南京部测序

(测序引物参照参考文献[１０])ꎮ
１.６　 数据分析

采用 Ｅｘｃｅｌ ２０１９进行数据分析与制表作图ꎬ采
用 ＳＰＳＳ ２２.０ 进行聚类分析与方差分析ꎬＣｈｒｏｍａｓ２
输出测序峰图ꎬＢｉｏＸＭ ２.６进行序列拼接与比对ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＶｒＴＡＦ５ 分子标记开发

通过抗病对照 Ｖ４７１８ 和感病对照 ＫＰＳ１ 中 Ｖｒ￣
ＴＡＦ５ 基因碱基序列比对ꎬ对得到的 ７个 ＳＮＰ 及侧翼

序列设计了 ７组 ＰＡＲＭＳ引物(表 １)ꎮ 每组引物包含

２条携带不同荧光信号的等位基因特异引物ꎬ１ 条通

用反向引物ꎮ 抗病对照 Ｖ４７１８ 与感病对照 ＫＰＳ１ 均

可被 ７个标记明确区分ꎬ表明标记开发成功ꎮ

表 １　 ＰＡＲＭＳ 标记引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＰＡＲＭＳ ｍａｒｋｅｒｓ

引物　 　 　 　 序列(５′→３′) 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

ＶｒＴＡＦ５￣１５１７ Ｆ１:ＧＡＡＧＧＴＧＡＣＣＡＡＧＴＴＣＡＴＧＣＴＧＴＴＣＴＧＣＴＡＧＡＴＡＣＣＡＣＧＡＴＧＧＡ

Ｆ２:ＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＴＣＴＧＣＴＡＧＡＴＡＣＣＡＣＧＡＴＧＧＣ

Ｒ:ＧＡＣＣＴＡＴＡＴＧＣＣＣＡＴＧＡＴＣＴＣＡＧ

ＶｒＴＡＦ５￣１７３９ Ｆ１:ＧＡＡＧＧＴＧＡＣＣＡＡＧＴＴＣＡＴＧＣＴＡＡＴＴＡＣＴＧＣＧＴＧＴＧＣＴＴＴＡＴＣＣＡ

Ｆ２:ＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＡＴＴＡＣＴＧＣＧＴＧＴＧＣＴＴＴＡＴＣＣＧ

Ｒ:ＣＣＡＣＡＡＧＡＴＣＣＡＴＧＡＡＧＣＡＡＴＧ

ＶｒＴＡＦ５￣４９３２ Ｆ１:ＧＡＡＧＧＴＧＡＣＣＡＡＧＴＴＣＡＴＧＣＴＣＧＣＡＴＴＴＴＡＡＴＡＡＣＡＧＡＴＧＴＡＣＣＴＴＡＣ

Ｆ２:ＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＣＧＣＡＴＴＴＴＡＡＴＡＡＣＡＧＡＴＧＴＡＣＣＴＴＡＧ

Ｒ:ＧＡＡＧＧＣＧＡＡＧＧＣＡＡＡＧＡＧＧ

ＶｒＴＡＦ５￣９５４８ Ｆ１:ＧＡＡＧＧＴＧＡＣＣＡＡＧＴＴＣＡＴＧＣＴＡＧＡＣＡＡＡＡＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＡＴＧＡＣＣＡＡＴＡ

Ｆ２:ＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＧＡＣＡＡＡＡＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＡＴＧＡＣＣＡＡＴＧ

Ｒ:ＡＡＣＴＡＣＡＴＴＧＣＴＡＣＴＧＧＣＴＣＣＡＧ

ＶｒＴＡＦ５￣９８８４ Ｆ１:ＧＡＡＧＧＴＧＡＣＣＡＡＧＴＴＣＡＴＧＣＴＣＴＴＧＧＡＡＣＣＴＴＴＡＴＡＣＣＣＧＴＡＧＴＣ

Ｆ２:ＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＣＴＴＧＧＡＡＣＣＴＴＴＡＴＡＣＣＣＧＴＡＧＴＴ

Ｒ:ＧＡＴＣＴＧＣＴＧＡＴＴＧＣＡＣＣＧＴＣ

ＶｒＴＡＦ５￣１００１０ Ｆ１:ＧＡＡＧＧＴＧＡＣＣＡＡＧＴＴＣＡＴＧＣＴＴＴＴＡＡＴＧＡＴＣＴＧＡＧＴＣＴＧＴＴＡＧＣＡＴＴＴ

Ｆ２:ＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＴＴＡＡＴＧＡＴＣＴＧＡＧＴＣＴＧＴＴＡＧＣＡＴＴＣ

Ｒ:ＴＣＴＴＴＡＧＧＡＡＴＴＴＴＣＴＴＴＴＣＴＡＡＴＧＧ

ＶｒＴＡＦ５￣１０２２８ Ｆ１:ＧＡＡＧＧＴＧＡＣＣＡＡＧＴＴＣＡＴＧＣＴＧＣＣＡＣＴＴＣＡＡＡＡＴＴＴＧＴＴＧＡＣＡＴＡＣ

Ｆ２:ＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＧＣＣＡＣＴＴＣＡＡＡＡＴＴＴＧＴＴＧＡＣＡＴＡＴ

Ｒ:ＣＡＧＴＴＴＴＣＴＣＧＣＡＧＧＡＡＴＣＴＴＣ
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２.２　 ＶｒＴＡＦ５ 分子标记的通用性

为验证分子标记的通用性与准确性ꎬ将开发的

标记对 １６４ 份绿豆资源进行基因分型ꎬ并通过测序

方法验证其可靠性ꎮ 表 ２ 结果显示ꎬ在供试绿豆资

源中 ７个分子标记均能有效区分对应的 ＳＮＰ 差异ꎮ
ＶｒＴＡＦ５￣１５１７ 分型结果:１０ 份绿豆资源为抗病基因

型ꎬ２ 份为杂合基因型ꎬ１５２ 份为感病基因型ꎻＶｒ￣
ＴＡＦ５￣１０２２８ 分型结果:１０ 份绿豆资源为抗病基因

型ꎬ１ 份为杂合基因型ꎬ１５３ 份为感病基因型ꎻＶｒ￣
ＴＡＦ５￣９８８４ 分型结果:１５２ 份感病基因型ꎬ１ 份杂合

基因型ꎬ１１份抗病基因型ꎮ ＶｒＴＡＦ５￣９５４８ 与 ＶｒＴＡＦ５￣

１００１０ 的分型结果:１１ 份为抗病基因型ꎬ１５１ 份为感

病基因型ꎬ２ 份杂合基因型ꎮ 而在 ＶｒＴＡＦ５￣１７３９ 和

ＶｒＴＡＦ５￣４９３２ 分型结果中ꎬ只有抗性对照 Ｖ４７１８ 显

示出与其他资源不同的基因分型ꎬ结合抗感情况ꎬ这
两个标记的分型效率极低ꎮ 同时取 １０ 份绿豆材料

测序验证 ＶｒＴＡＦ５￣１５１７ 分子标记的特异性及准确

性ꎬ取 ４份材料测序验证剩余 ６个分子标记ꎬ测序结

果与分型结果完全吻合ꎬ说明 ７ 个分子标记的分型

结果可靠ꎮ 以 ＶｒＴＡＦ５￣１５１７ 和 ＶｒＴＡＦ５￣１０２２８ 分子

标记为例ꎬ基因分型图与部分品种的测序峰图见图

１ꎮ

表 ２　 ７ 个分子标记的分型结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｅｖｅｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ

基因分型　 　 　 ＶｒＴＡＦ５￣１５１７ ＶｒＴＡＦ５￣１７３９ ＶｒＴＡＦ５￣４９３２ ＶｒＴＡＦ５￣９５４８ ＶｒＴＡＦ５￣９８８４ ＶｒＴＡＦ５￣１００１０ ＶｒＴＡＦ５￣１０２２８

抗病基因型资源数(核苷酸类型) １０(ＣＣ) １(ＧＧ) １(ＣＣ) １１(ＣＣ) １１(ＡＡ) １１(ＧＧ) １０(ＡＡ)

杂合基因型资源数(核苷酸类型) ２(ＡＣ) ０ ０ ２ (ＴＣ) １(ＧＡ) ２(ＡＧ) １(ＧＡ)

感病基因型资源数(核苷酸类型) １５２(ＡＡ) １６３(ＡＡ) １６３(ＧＧ) １５１(ＴＴ) １５２(ＧＧ) １５１(ＡＡ) １５３(ＧＧ)

合计 １６４ １６４ １６４ １６４ １６４ １６４ １６４

Ａ:ＶｒＴＡＦ５￣１５１７ 分型结果ꎻＢ:ＶｒＴＡＦ５￣１５１７ 测序结果ꎻＣ:ＶｒＴＡＦ５￣１０２２８ 分型结果ꎻＤ:ＶｒＴＡＦ５￣１０２２８ 测序结果ꎮ 图内每个点表示 １份绿豆资源ꎮ
图 １　 ＶｒＴＡＦ５￣１５１７ 与 ＶｒＴＡＦ５￣１０２２８ 分子标记分型与部分测序结果

Ｆｉｇ.１　 Ｔｙｐｉｎｇ ａｎｄ ｐａｒｔｉａｌ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＶｒＴＡＦ５￣１５１７ ａｎｄ ＶｒＴＡＦ５￣１０２２８ ｍａｒｋｅｒｓ

２.３　 ＶｒＴＡＦ５ 分子标记评价

根据 ７个分子标记基因分型结果与抗病性鉴定结

果的比对ꎬ发现 ＶｒＴＡＦ５￣１５１７ 分子标记最佳ꎬ可以作为

叶斑病抗性资源的筛选分子标记ꎮ ＶｒＴＡＦ５￣１０２２８ 分子

标记次之ꎬ可作为 ＶｒＴＡＦ５￣１５１７分子标记的补充ꎮ 具体

结果如表 ３所示ꎬＶｒＴＡＦ５￣１５１７ 对抗病材料的选择效率

９８３１李灵慧等:基于 ＰＡＲＭＳ技术的绿豆抗叶斑病基因 ＶｒＴＡＦ５ 分子标记的开发



为 ７５􀆰 ００％ꎬ对感病材料的选择效率为 ９３􀆰 ４２％ꎬ感病基

因型与剩余基因型(杂合及抗病)在病情指数上存在极

显著差异(Ｆ＝３７􀆰 ９２８ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎮ 从不同抗性群体的基

因分型来看ꎬ抗病、中抗绿豆资源中抗病基因型的比例

分别为 １００􀆰 ００％、３７􀆰 ５０％ꎬ高感、感病、中感绿豆资源中

感病基因型比例分别为 １００􀆰 ００％、１００􀆰 ００％、９４􀆰 ６４％ꎮ
ＶｒＴＡＦ５￣１０２２８对抗病材料的选择效率为 ７２􀆰 ７３％ꎬ对感

病材料的选择效率为 ９２􀆰 ８１％ꎮ 以 ＶｒＴＡＦ５￣１５１７ 和 Ｖｒ￣
ＴＡＦ５￣１０２２８分子标记为例ꎬ它们能够准确对绿豆抗病

材料(Ｒ)与高感材料(ＨＳ)进行分型(图 ２)ꎮ

表 ３　 绿豆种质资源基因分型与抗性评价

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ

抗性等级
ＶｒＴＡＦ５￣１５１７ 基因分型

ＡＡ ＡＣ ＣＣ

ＶｒＴＡＦ５￣１０２２８ 基因分型

ＧＧ ＧＡ ＡＡ
总计

抗病 ０ ０ ３ ０ ０ ３ ３

中抗 １０ ２ ４ １１ １ ４ １６

中感 ５３ ０ ３ ５３ ０ ３ ５６

感病 ６６ ０ ０ ６６ ０ ０ ６６

高感 ２３ ０ ０ ２３ ０ ０ ２３

总计 １５２ ２ １０ １５３ １ １０ １６４

图 ２　 利用 ＶｒＴＡＦ５￣１５１７(Ａ)与 ＶｒＴＡＦ５￣１０２２８(Ｂ)分子标记检测到的不同等位变异在抗病(Ｒ)和高感(ＨＳ)绿豆材料中的分布

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｌｌｅｌｉｃ ｖａｒｉａｎｔｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＶｒＴＡＦ５￣１５１７ ａｎｄ ＶｒＴＡＦ５￣１０２２８ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ (Ｒ) ａｎｄ ｈｉｇｈｌｙ￣ｓｕｓ￣
ｃｅｐｔｉｂｌｅ (ＨＳ) ｍｕｎｇ ｂｅａｎ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

　 　 在本实验室的前期工作中ꎬＹｕｎｄａｅｎｇ 等发现在

定位群体(Ｆ２群体与 ＢＣ８ Ｆ２群体)内 ＶｒＴＡＦ５＿ＩｎＤｅｌ
标记 ( Ｆ: ５′￣ＣＴＣＡＴＧＡＡＡＣＣＴＧＧＡＧＡＡＣＴ￣３′ꎬ Ｒ: ５′￣
ＣＣＣＡＧＴＧＴＡＣＴＣＡＧＴＴＴＧＡＣＴＴ￣３′)与叶斑病抗性完

全连锁[１０]ꎮ 在本研究中的供试材料中选取 ４８ 份绿

豆资源ꎬ利用 ＶｒＴＡＦ５＿ＩｎＤｅｌ 标记进行检测ꎬ结果显

示 ＶｒＴＡＦ５＿ＩｎＤｅｌ分子标记与 ＶｒＴＡＦ５￣１５１７、ＶｒＴＡＦ５￣
１０２２８ 分子标记得到的结果完全一致(表 ４、图 ３)ꎬ
进一步验证了所开发的分子标记的准确性ꎮ

３　 讨 论

绿豆叶斑病的主要致病菌为尾孢菌属的变灰尾

孢菌[３]ꎬ感染的最佳温度为２５~３０ ℃ [１５]ꎮ 同时由于

变灰尾孢菌为死体营养型[１６]ꎬ需要穿过叶片表皮的

物理屏障才可以引发叶斑病ꎮ 故本研究中在人工接

种前ꎬ利用无菌牙签对叶片的表皮造成微伤口ꎬ有效

规避了由于不同绿豆资源的表皮硬度差异引起的表

型鉴定偏差ꎬ适用于抗病绿豆资源的筛选[１７]ꎮ
　 　 分子标记技术不仅在基因定位方面有着重要作

用ꎬ同时可以作为优良品种的选育工具[１８￣２０]ꎮ 如魏

广辉等在小麦富硒基因 ＱＴＬ定位基础上开发出 ＡＸ￣
１ 标记ꎬ该标记显示高硒基因型在高硒材料中占比

８１％[２１]ꎻ卿冬进等开发出水稻抗稻瘟病基因 Ｐｉｇｍ
的分子标记ꎬ该分子标记显示的 １ 份抗病基因型材

料表现为抗病ꎬ４７ 份感病基因型材料中有 ３６ 份表

现为感病[２２]ꎮ 王文辉等开发出 １ 个 ＳＳＲ 标记

Ｓａｔｔ３０９ꎬ与抗大豆胞囊线虫病的主效基因 ｒｈｇ１ 紧密

连锁ꎬ该 分 子 标 记 对 抗 病 材 料 的 鉴 定 效 率 达

７２􀆰 ５％[２３]ꎮ ＰＡＲＭＳ 技术为新型的 ＳＮＰ 分型技

术[２４]ꎬ被广泛应用在油菜[２５]、小麦[２６]、水稻[２７]等研
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表 ４　 ４８ 份绿豆资源分型结果与电泳结果的比较

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｙｐｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ４８ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ

编号 绿豆资源名称 分型结果 ａ 分型结果 ｂ 电泳结果 编号 绿豆资源名称 分型结果 ａ 分型结果 ｂ 电泳结果

１ 米脂 ６号 ＣＣ ＡＡ ｂａｎｄ ２ ２５ 新育 Ｌ１３０１５ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １

２ ＡＬ１５６ ＣＣ ＡＡ ｂａｎｄ ２ ２６ Ｖ２２７２ＡＧ ＣＣ ＡＡ ｂａｎｄ ２

３ ＪＰ２４０３８６ ＣＣ ＡＡ ｂａｎｄ ２ ２７ ＫＰＳ１ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １

４ Ｖ４７１８ ＣＣ ＡＡ ｂａｎｄ ２ ２８ Ｂ６９ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １

５ Ｌ６７￣１ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １ ２９ ２２１７２ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １

６ ＡＬ６８ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １ ３０ Ｖ２０６６ＢＧ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １

７ ＡＬ８１ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １ ３１ Ｐ２４０２９ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １

８ 三峡 ４号 ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １ ３２ Ｖ１９４８ＡＧ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １

９ 三峡 ５号 ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １ ３３ ＡＬ００９ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １

１０ 米脂绿豆 ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １ ３４ ＡＬ０２８ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １

１１ ＫＰＳ２ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １ ３５ ＡＬ１５２∗１ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １

１２ ＪＰ７８９３８ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １ ３６ Ｌ１５８ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １

１３ Ｖ１５８６ＢＧ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １ ３７ ＡＬ０９０∗１ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １

１４ 中绿 ８号 ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １ ３８ ＡＬ１５２∗２ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １

１５ Ｂ４９ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １ ３９ ＡＬ１６０ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １

１６ ＪＰ２０２２７１ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １ ４０ ＡＬ１５４ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １

１７ Ｖ２７０９ＢＧ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １ ４１ ＡＬ１５８∗１ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １

１８ ＪＰ２２９１３０ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １ ４２ ＩＳ００１８ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １

１９ ＪＰ２４０３８４ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １ ４３ ＪＰ２４０３４２ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １

２０ 中绿 １１号 ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １ ４４ Ｖ２００７ＢＧ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １

２１ 通绿 ９１８ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １ ４５ ＪＰ９８８１１ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １

２２ ＪＰ２２９１９３ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １ ４６ Ｖ３７２６ＢＧ ＣＣ ＡＡ ｂａｎｄ ２

２３ Ｖ１１８８ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １ ４７ Ｖ１４７６ＡＧ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １

２４ Ｖ２２Ｔ８ＡＧ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １ ４８ Ｖ４９０８ＡＢ ＡＡ ＧＧ ｂａｎｄ １
分型结果 ａ指 ＶｒＴＡＦ５￣１５１７ 分子标记分型结果ꎬ分型结果 ｂ指 ＶｒＴＡＦ５￣１０２２８ 分子标记分型结果ꎬ电泳结果见图 ３ꎮ

Ｍ表示 Ｍａｒｋｅｒꎬ１￣２４与 ２５￣４８分别代表不同绿豆资源ꎬ具体绿豆资源名称见表 ４ꎮ
图 ３　 ４８ 份绿豆资源的 ＶｒＴＡＦ５＿ＩｎＤｅｌ 分子标记检测图

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｂａｎｄ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＶｒＴＡＦ５＿ＩｎＤｅｌ ｍａｒｋｅｒ ｉｎ ４８ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ

１９３１李灵慧等:基于 ＰＡＲＭＳ技术的绿豆抗叶斑病基因 ＶｒＴＡＦ５ 分子标记的开发



究中ꎬ在绿豆中应用此技术的研究鲜有报道ꎮ 且绿

豆叶斑病抗性基因研究难度较大ꎬ在很大程度上限

制了抗绿豆叶斑病优良品种的选育ꎮ 本研究开发的

ＶｒＴＡＦ５￣１５１７ 分子标记为绿豆叶斑病抗性相关的高

通量分子标记ꎬ从操作便捷程度和经济成本上均优

于传统分子标记ꎮ 在实际应用中ꎬ可以利用该标记

先筛选出抗病基因型材料ꎬ再结合抗病性鉴定筛选

出叶斑病抗性资源ꎬ可有效减少抗病性鉴定的工作

量ꎮ 值得注意的是 ＶｒＴＡＦ５￣１５１７ 分型结果ꎬ１５２ 份

感病基因型的绿豆种质资源中ꎬ有 １０份绿豆资源表

现为抗叶斑病ꎬ暗示了绿豆叶斑病的抗性机制非常

复杂ꎬ可能存在其他抗病途径ꎮ 因此ꎬ在后续研究工

作中仍需进一步挖掘绿豆抗叶斑病的其他基因ꎮ
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