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　 　 摘要:　 近年来ꎬ辣椒轻斑驳病毒(Ｐｅｐｐｅｒ ｍｉｌｄ ｍｏｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓꎬＰＭＭｏＶ)病的发生日趋严重ꎬ已严重危害中国辣椒

生产ꎮ Ｌ 系列等位基因(Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３、Ｌ４)是抗烟草花叶病毒属的主要抗性基因ꎬ其中 Ｌ４ 基因抗性最强且具有广谱

性ꎮ 为加速 Ｌ４ 基因的转育应用ꎬ本研究对前人报道的 ３ 对与 Ｌ４ 基因紧密连锁的分子标记进行检验分析ꎮ 结果显

示ꎬ标记 Ｌ４ＳＣ３４０ 退火温度不稳定ꎬ极易造成假阳性ꎬ不适用于 Ｌ４ 抗性基因的辅助筛选ꎮ 标记 ０８７Ｈ３Ｔ７ 和 Ｌ４￣ＳＣＡＲ
可以筛选出携带 Ｌ３ 和 Ｌ４ 抗性基因的辣椒种质ꎬ但无法区分携带 Ｌ３ 和 Ｌ４ 基因的抗性材料ꎬ同时 ０８７Ｈ３Ｔ７ 存在杂

合基因型过高的问题ꎮ 二者比较来说ꎬＬ４￣ＳＣＡＲ 标记的筛选准确度高于 ０８７Ｈ３Ｔ７ꎬ但是 Ｌ４￣ＳＣＡＲ 为显性标记ꎬ无法

区分杂合基因型ꎮ 因此上述 ３ 对标记均不能用于筛选携带 Ｌ４ 抗性基因的种质材料ꎬ但是在明确抗性材料基因型

的情况下ꎬＬ４￣ＳＣＡＲ 标记结合 ０８７Ｈ３Ｔ７ 可用于 Ｌ３ 和 Ｌ４ 抗性基因转育后代抗性单株的辅助筛选ꎮ 本研究结果可为

加速辣椒抗 ＰＭＭｏＶ 育种提供更实用的分子标记ꎮ
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　 　 Ａｂｓｔｒａｃｔ:　 Ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ ｙｅａｒｓꎬ ｄｉｓｅａｓｅ ｃａｕｓｅｄ ｂｙ ｐｅｐｐｅｒ ｍｉｌｄ ｍｏｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓ (ＰＭＭｏＶ) ｈａｓ ｂｅｃｏｍｅ ｍｏｒｅ ａｎｄ ｍｏｒｅ ｓｅｒｉｏｕｓ
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ａｃｃｅｌｅｒａｔｅ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ Ｌ４ ｇｅｎｅꎬ ｔｈｒｅｅ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｒｅｐｏｒｔｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｌｉｎｋｅｄ ｔｏ Ｌ４
ｇｅｎｅ ｗｅｒｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ ａｎｄ ａｎａｌｙｚｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔꎬ ｔｈｅ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ｍａｒｋｅｒ Ｌ４ＳＣ３４０ ｗａｓ
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ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｐｒｏｇｅｎｙ ｗｉｔｈ Ｌ３ ａｎｄ Ｌ４ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｇｅｎｅｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｃａｎ
ｐｒｏｖｉｄｅ ｍｏｒｅ ｐｒａｃｔｉｃａｌ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ＰＭＭｏＶ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｐｅｐｐｅｒ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｐｅｐｐｅｒꎻ ｐｅｐｐｅｒ ｍｉｌｄ ｍｏｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓꎻ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒ ａｓｓｉｓｔｅｄ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ

　 　 中国是世界上辣椒、甜椒(Ｃａｐｓｉｃｕｍ ｓｐｐ.)种植面

积最广、消费量最多的国家ꎬ常年播种面积在２.２×１０６

ｈｍ２ꎬ约占世界辣椒播种面积的 ４０％[１]ꎮ 随着中国辣椒

种植面积的扩大、种植模式多样化及气候影响ꎬ辣椒病

害发生日益严重和多样ꎮ 病毒病是辣椒生产上的主要

病害之一ꎬ部分病毒病会严重影响果实品质ꎬ导致

３０％~７０％的减产甚至绝收[２]ꎮ 近年来烟草花叶病毒

属的辣椒轻斑驳病毒(Ｐｅｐｐｅｒ ｍｉｌｄ ｍｏｔｔｌｅ ｖｉｒｕｓꎬＰＭ￣
ＭｏＶ)在国内大部分辣椒主产区发生ꎬ逐步成为常发性

病害ꎬ在江苏地区ꎬ其检出率高达 ６２􀆰 ２８％[３]ꎮ
１９６４ 年 ＰＭＭｏＶ 在美国被发现[４]ꎬ随后扩散至欧

洲、澳洲及亚洲等地ꎬ成为一种世界性病害ꎮ １９９４ 年

中国新疆石河子地区首次报道发现 ＰＭＭｏＶ[５]ꎬ目前

全国多个地区均有该病毒的报道[６]ꎮ ＰＭＭｏＶ 侵染

后ꎬ辣椒叶片症状不明显ꎬ严重时出现褪绿斑驳和花

叶症状ꎬ在果实上症状明显ꎬ表现为果小、果面有褪绿

斑驳、凹凸斑点ꎬ甚至出现畸形与坏死现象[７]ꎮ 该病

毒主要为种子传毒、花粉带毒和汁液摩擦传毒ꎬ其中

种子传毒和花粉带毒是远距离传播的主要途径[８]ꎮ
Ｌ 基因座位于辣椒 １１ 号染色体的端粒附近ꎬ目

前发现 ５ 个等位基因( Ｌ０、Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３ 和 Ｌ４)ꎬ其中

Ｌ１~ Ｌ４ 是辣(甜)椒抗烟草花叶病毒属病毒的主要

抗性基因ꎮ 根据烟草花叶病毒(ＴＭＶ)在携带不同 Ｌ
等位基因的宿主上产生的不同症状ꎬ该病毒属病毒

可划分成 Ｐ０、Ｐ１、Ｐ１ꎬ２、Ｐ１ꎬ２ꎬ３、Ｐ１ꎬ２ꎬ３ꎬ４ ５ 个致病基因

型[９￣１１]ꎮ 其中 Ｐ１ꎬ２是目前辣椒大田和温室生产中最

为常见的致病基因型ꎬＬ３ 基因对其具有很强的抗

性ꎬ通过杂交等方法将 Ｌ３ 基因转育至商业品种中可

很好地控制该致病基因型[１１]ꎮ 而 Ｐ１ꎬ２ꎬ３致病性强于

Ｐ１ꎬ２ꎬ且可克服 Ｌ３ 的抗性ꎬ目前在中国多个省份已

有发现ꎮ 据报道ꎬ在枸杞辣椒 (Ｃａｐｓｉｃｕｍ ｃｈａｃｏｅｎｓｅ
ｃｖ.)ＰＩ２６０４２９ 中发现的 Ｌ４ 等位基因对 Ｐ１ꎬ２ꎬ３具有抗

性[１２]ꎬ并对其他致病基因型具有广谱抗性[９]ꎮ 中国

农业科学院蔬菜花卉研究所辣椒课题组通过回交结

合分子标记辅助选择获得了携带 Ｌ４ 抗性基因、早
熟、大果型甜椒自交系 ＰＴ８３￣１６３[１３]ꎮ

目前针对 Ｌ４ 基因定位的研究已有较多报道并

开发出多个与 Ｌ４ 抗性基因紧密连锁的分子标记ꎮ

２００３ 年 Ｍａｔｓｕｎａｇａ 等[１４] 利用抗病材料 ＡＰ￣ＰＭ０４ 和

感病材料 Ｍｉｅ￣ｍｉｄｏｒｉ 构建 Ｆ２群体ꎬ鉴定出 １ 个随机

扩增多态性 ＤＮＡ (Ｒａｎｄｏｍ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ
ＤＮＡꎬ ＲＡＰＤ)标记 ＷＡ３１￣１５００ꎮ 根据扩增片段长度

多态 性 ( Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎬ
ＡＦＬＰ)标记 Ｌ４￣ｃ 开发出的序列特异性扩增区域

(Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｅｇｉｏｎｓꎬＳＣＡＲ)标

记 Ｌ４ＳＣ３４０ 距离 Ｌ４ 基因 １.８ ｃＭꎬ该标记为 １ 个显性

标记[１５]ꎮ 通过对细菌人工染色体(Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅꎬＢＡＣ)文库 ０８２Ｆ０３ 测序开发出的共显

性酶切扩增多态性序列(Ｃｌｅａｖｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙｍｏｒ￣
ｐｈｉｓｍ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬＣＡＰＳ)标记 ０８７Ｈ０３Ｔ７ 距离 Ｌ４ 基

因 １􀆰 ５ ｃＭ [１６]ꎮ Ｙａｎｇ 等[１７]在 ２０１２ 年鉴定出 １ 个 Ｌ４
的候选基因ꎬ根据该候选基因的富含亮氨酸的重复

序列(ＬＲＲ)区间开发出 Ｌ４ｓｅｇＦ＆Ｒ 标记ꎬ但是该标

记与 Ｌ４ 基因无法实现完全的共分离ꎬ说明该候选基

因并不是 Ｌ４ 基因ꎮ Ｌｅｅ 等[１８]通过分析 ２ 个 ＢＡＣ 克

隆(ＧｅｎＢａｎｋ 登录号:ＦＪ５９７５３９、ＦＪ５９７５４１)设计出 ８
对引物ꎮ 比较 ＥＣＷ(Ｌ０)、Ｔｉｓａｎａ(Ｌ１)、ＣＭ３３４(Ｌ２)、
ＰＩ１５９２３６(Ｌ３)和 ＰＩ２６０４２９( Ｌ４) ５ 个基因型用引物

Ｌ￣Ｖ０￣４ 扩增出的核苷酸序列ꎬ发现 Ｌ４ 基因型的扩

增序列中存在 １ 个 ３４ ｂｐ 的序列缺失ꎬ据此开发出 １
个 Ｌ４￣ＳＣＡＲ 标记用于 Ｌ４ 基因的筛选ꎮ

综上所述ꎬ目前开发出的与 Ｌ４ 连锁的标记中ꎬ
Ｌ４ＳＣ３４０、０８７Ｈ０３Ｔ７ 及 Ｌ４￣ＳＣＡＲ ３ 个标记具有操作

方法简单、价格低廉等优点ꎬ适用于抗病材料大批量

筛选ꎮ 因此ꎬ本研究对上述 ３ 对标记进行验证以期

筛选出准确性最高且可用于辅助筛选携带 Ｌ４ 抗性

基因种质材料的分子标记ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

供试的辣椒种质材料共 １０３ 份ꎬ包括从国家蔬

菜种质资源库引种的辣椒地方品种、江苏省农业科

学院蔬菜研究所辣椒创新团队高代育种材料和引种

自美国农业部(Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌ￣
ｔｕｒｅꎬＵＳＤＡ)的种质资源ꎮ 鉴于一年生辣椒中基本

没有携带 Ｌ３ 和 Ｌ４ ２ 个抗性基因的种质材料ꎬ因此
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选择携带有 Ｌ３ 基因的抗性材料 Ｃ. ｃｈｉｎｅｎｓｅ ｃｖ.
ＰＩ１５９２３６ 和携带有 Ｌ４ 基因的抗性材料 Ｃ. ｃｈａｃｏｅｎｓｅ
ｃｖ. ＰＩ２６０４２９ 作为抗病对照ꎬ７ 份感病育种材料作为

感病对照ꎮ
１.２　 辣椒 ＤＮＡ 的提取

采用简化的十六烷基三甲基溴化铵法(Ｈｅｘａｄｅ￣
ｃｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅꎬ ＣＴＡＢ ) 提 取 辣 椒

ＤＮＡꎬ本研究参考 Ｌｏｒａｉｎｅ 等[１９]的方法ꎮ 用 １％琼脂

糖凝胶和超微量分光光度计检测 ＤＮＡ 的质量和浓

度ꎬ统一调整 ＤＮＡ 质量浓度为 ５０ ｎｇ / μｌꎬ保存于

－２０ ℃备用ꎮ
１.３　 引物序列及反应程序

ＰＣＲ 扩增体系总体积为 ２０􀆰 ０ μｌ:ＤＮＡ 模板 ２􀆰 ０
μｌꎬ２×ＴＳＩＮＧＫＥ 􀅺 Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０􀆰 ０ μｌꎬ上下游引物(表
１)各 ０􀆰 ４ μｌꎬ用 ｄｄＨ２Ｏ 补充至 ２０􀆰 ０ μｌꎮ

表 １　 ３ 对与 Ｌ４ 基因紧密连锁的分子标记的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ
ｃｌｏｓｅｌｙ ｌｉｎｋｅｄ ｔｏ Ｌ４ ｇｅｎｅ

引物名称 引物序列 (５′→３′) 　 　 　 参考文献

Ｌ４ＳＣ３４０ ＡＡＧＧＧＧＣＧＴＴＣＴＴＧＡＧＣＣＡＡ [１５]

ＴＣＣＡＴＧＧＡＧＴＴＧＴＴＣＴＧＣＡＴ

０８７Ｈ３Ｔ７ ＣＣＴＴＴＧＣＣＴＧＣＡＴＴＡＴＴＣＴＴＧ [１６]

ＧＣＣＣＡＡＡＴＴＴＡＴＴＣＣＣＡＡＡＴＧＣ

Ｌ４￣ＳＣＡＲ ＡＴＣＧＡＴＧＣＡＣＣＣＣＴＣＧＴＴＴＴＡＡＴＣ [１８]

ＧＡＧＣＡＧＴＧＴＧＧＡＧＴＧＴＣＴＡＴＴＧＣＴＣＡ

　 　 引物 Ｌ４ＳＣ３４０ 的 ＰＣＲ 扩增程序为:９８ ℃预变

性 ３ ｍｉｎꎻ９８ ℃变性 ２０ ｓꎬ５０~６５ ℃ (选择合适的退

火温度)退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ４０ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃
延伸 ７ ｍｉｎꎻ４ ℃保存ꎮ 鉴于该标记为显性标记ꎬ为
避免由于退火温度导致的假阳性ꎬ对其最适退火温

度进行筛选ꎬ分别设置 ５０ ℃、５３ ℃、５６ ℃、５９ ℃、６２
℃、６５ ℃ ６ 个退火温度ꎮ

引物 ０８７Ｈ３Ｔ７ 的 ＰＣＲ 扩增程序为:９８ ℃预变

性 ３ ｍｉｎꎻ９８ ℃变性 ２０ ｓꎬ５５ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸

４０ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎꎻ４ ℃保存ꎮ
引物 ０８７Ｈ３Ｔ７ 的 酶 切 扩 增 多 态 性 序 列

(ＣＡＰＳ) 反应体系为 １０􀆰 ０ μｌꎬ包括 ５􀆰 ０ μｌ ＰＣＲ
产物ꎬ ０􀆰 ２ μｌ ＳｓｐⅠ 内 切 酶ꎬ １􀆰 ０ μｌ Ｂｕｆｆｅｒꎬ 用

ｄｄＨ２Ｏ 补足至 １０􀆰 ０ μｌꎬ３７ ℃下孵化 ３ ｈꎮ
用 ２％的琼脂糖凝胶检测 Ｌ４ＳＣ３４０ 和 ０８７Ｈ３Ｔ７

的 ＰＣＲ 产物ꎮ

Ｌ４￣ＳＣＡＲ 的 ＰＣＲ 扩增程序为:９８ ℃ 预变性 ３
ｍｉｎꎻ９８ ℃变性 ２０ ｓꎬ５５ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ４０
ｓꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎꎻ４ ℃保存ꎮ ＰＣＲ 产物

检测:１０％非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳(１８０ Ｖꎬ １５０
ｍｉｎ)分离 ＰＣＲ 扩增产物ꎮ 电泳结束后ꎬ银染法染

色ꎬ观察并记录扩增结果ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 辣椒育种材料田间 ＰＭＭｏＶ 发病情况

２０２１ 年秋季ꎬ江苏省农业科学院六合动物科学

基地的辣椒育种材料在自然条件下部分表现出被

ＰＭＭｏＶ 侵染后的状况ꎮ 其中 ７ 份育种材料在转色

期果面表现出明显的褪绿斑驳、凹凸斑点、畸形与坏

死等症状ꎬ因此选择上述 ７ 份材料作为 ＰＭＭｏＶ 感

病对照ꎮ
２.２　 标记 Ｌ４ＳＣ３４０ 引物序列最佳退火温度的确定

Ｌ４ＳＣ３４０ 为 １ 个显性标记ꎬ为明确 ＰＣＲ 过程中

引物的最佳退火温度ꎬ避免假阳性ꎬ以携带 Ｌ４ 基因

的抗性材料 ＰＩ２６０４２９ 和 ７ 份种质材料为试验材料ꎬ
设置 ６ 个退火温度ꎮ 结果(图 １)显示ꎬ在 ５０ ℃、５３
℃和 ５６ ℃的退火温度下ꎬ８ 份材料全部能扩增出目

的条带ꎻ在 ５９ ℃退火温度下ꎬ８ 份材料中有 ７ 份可

扩增出条带ꎻ在 ６５ ℃的退火温度下ꎬ包括 Ｌ４ 抗源

ＰＩ２６０４２９ 在内的 ８ 份材料全部无法扩增出目的条

带ꎻ只有在 ６２ ℃ 下ꎬ８ 份材料扩增差异最为明显ꎮ
据此说明ꎬ６２ ℃为 Ｌ４ＳＣ３４０ 的最优退火温度ꎮ
２.３ 　 Ｌ４ＳＣ３４０、０８７Ｈ３Ｔ７ 和 Ｌ４￣ＳＣＡＲ 标记的准确

性分析

　 　 以携带 Ｌ３ 基因的 ＰＩ１５９２３６ 和携带 Ｌ４ 基因的

ＰＩ２６０４２９ ２ 份抗病材料和 ７ 份田间症状明显的感病材

料为试验材料ꎬ验证 Ｌ４ＳＣ３４０、Ｌ４￣ＳＣＡＲ 和０８７Ｈ３Ｔ７ ３ 个

标记的准确性ꎮ 结果(图 ２)显示ꎬＬ４ＳＣ３４０ 在携带 Ｌ３
和 Ｌ４基因的 ２ 份材料中均可扩增出 ３４０ ｂｐ 的条带ꎬ在
７ 份感病材料中的 ６ 份中同样扩增出 ３４０ ｂｐ 的目的条

带(图 ２Ａ)ꎮ ０８７Ｈ３Ｔ７在携带 Ｌ３和 Ｌ４的抗性材料中扩

增出 ４４０ ｂｐ 的条带且无法被 ＳｓｐⅠ内切酶酶切ꎮ ７ 份感

病材料中ꎬ５ 份材料的 ＰＣＲ 产物可被酶切为 ３００ ｂｐ 和

１４０ ｂｐꎬ与 Ｌ０基因型一致ꎬ２ 份材料的 ＰＣＲ 产物则被酶

切为 ４４０ ｂｐ、３００ ｂｐ 和 １４０ ｂｐ(图 ２Ｂ)ꎬ呈现杂合状态ꎮ
利用 １.５％琼脂糖凝胶电泳检测 Ｌ４￣ＳＣＡＲ 标记的 ＰＣＲ
产物ꎬ结果并不理想ꎬ无法清晰地分辨抗感材料间的差

异(图 ２Ｃ)ꎮ 针对上述问题ꎬ我们采用 １０％非变性聚丙

９２６１朱雪梅等:辣椒抗 ＰＭＭｏＶ 基因 Ｌ４ 连锁标记的验证分析



烯酰胺凝胶电泳进行检测ꎬ结果显示ꎬＬ４￣ＳＣＡＲ 为一个

显性标记ꎬＬ３ 和 Ｌ４ 抗性材料可扩增出 １０２ ｂｐ、１３６ ｂｐ
和 １５０ ｂｐ ３ 条目的条带ꎬ而 ７ 份感病材料中只扩增出

１３６ ｂｐ 和 １５０ ｂｐ ２ 条目的条带(图 ２Ｄ)ꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１~８:退火温度为 ５０ ℃ꎬ其中 １ 为抗病材料 ＰＩ２６０４２９ꎬ２~８ 分别为感病材料 ＣＱ００９、ＣＱ０１１、ＰＱ２１５、ＰＱ２２４、ＰＱ２６１、ＬＢ１２２、
ＬＢ１２５ꎻ９~１６:退火温度为 ５３ ℃ꎬ其中 ９ 为抗病材料 ＰＩ２６０４２９ꎬ１０~１６ 分别为感病材料 ＣＱ００９、ＣＱ０１１、ＰＱ２１５、ＰＱ２２４、ＰＱ２６１、ＬＢ１２２、ＬＢ１２５ꎻ
１７~２４:退火温度为 ５６ ℃ꎬ其中 １７ 为抗病材料 ＰＩ２６０４２９ꎬ１８~２４ 分别为感病材料 ＣＱ００９、ＣＱ０１１、ＰＱ２１５、ＰＱ２２４、ＰＱ２６１、ＬＢ１２２、ＬＢ１２５ꎻ２５ ~
３２:退火温度为 ５９ ℃ꎬ其中 ２５ 为抗病材料 ＰＩ２６０４２９ꎬ２６~３２ 分别为感病材料 ＣＱ００９、ＣＱ０１１、ＰＱ２１５、ＰＱ２２４、ＰＱ２６１、ＬＢ１２２、ＬＢ１２５ꎻ３３~４０:退
火温度为 ６２ ℃ꎬ其中 ３３ 为抗病材料 ＰＩ２６０４２９ꎬ３４~４０ 分别为感病材料 ＣＱ００９、ＣＱ０１１、ＰＱ２１５、ＰＱ２２４、ＰＱ２６１、ＬＢ１２２、ＬＢ１２５ꎻ４１~ ４８:退火温

度 ６５ ℃ꎬ其中 ４１ 为抗病材料 ＰＩ２６０４２９ꎬ４２~４８ 分别为感病材料 ＣＱ００９、ＣＱ０１１、ＰＱ２１５、ＰＱ２２４、ＰＱ２６１、ＬＢ１２２、ＬＢ１２５ꎮ
图 １　 标记 Ｌ４ＳＣ３４０ 引物序列退火温度的优化

Ｆｉｇ.１　 Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｆｏｒ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｌ４ＳＣ３４０

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１:ＰＩ １５９２３６ꎻ２:ＰＩ ２６０４２９ꎻ３:ＣＱ００９ꎻ４:ＣＱ０１１ꎻ５:ＰＱ２１５ꎻ６:ＰＱ２２４ꎻ７:ＰＱ２６１ꎻ８:ＬＢ１２２ꎻ９:ＬＢ１２５ꎮ １、２ 对应抗病材料ꎬ３~ ９
对应感病材料ꎮ

图 ２　 标记 Ｌ４ＳＣ３４０(Ａ)、０８７Ｈ３Ｔ７(Ｂ)和 Ｌ４￣ＳＣＡＲ(Ｃ 和 Ｄ)在 ９ 份抗感材料中的 ＰＣＲ 产物

Ｆｉｇ.２　 ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ ｍａｒｋｅｒｓ Ｌ４ＳＣ３４０ (Ａ)ꎬ ０８７Ｈ３Ｔ７ (Ｂ) ａｎｄ Ｌ４￣ＳＣＡＲ (Ｃ ａｎｄ Ｄ) ｉｎ ｎｉｎｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

２.４ 　 Ｌ４ＳＣ３４０、Ｌ４￣ＳＣＡＲ 和 ０８７Ｈ３Ｔ７ 标记筛选抗

ＰＭＭｏＶ 材料

　 　 利用 Ｌ４ＳＣ３４０ 对 ９３ 份辣椒种质材料进行筛选
时发现ꎬ携带 Ｌ３ 和 Ｌ４ 基因的抗性材料可扩增出清

晰的目的条带ꎬ但是 ２ 份感病材料同样能扩增出较

为微弱的目的条带ꎮ 而 ９３ 份种质材料中只有 ７ 份

材料未扩增出目的条带ꎬ其他材料均扩增出了目的

条带(图 ３、表 ２)ꎮ
　 　 ０８７Ｈ３Ｔ７ 标记在 Ｌ３ 和 Ｌ４ ２ 份抗性材料中扩增

出的目的条带为 ４４０ ｂｐꎬ在 ２ 份感病材料中扩增出

的条带为 ４４０ ｂｐ、３００ ｂｐ 和 １４０ ｂｐꎬ表现为杂合状

态ꎮ ９３ 份种质材料中 ２３ 份种质材料扩增后酶切条

带为 ４４０ ｂｐꎬ与抗性材料的扩增条带大小一致ꎻ５８
份种质扩增后酶切条带为 ３ 条ꎬ表现为杂合基因型ꎻ
１０ 份种质扩增后酶切条带为 ２ 条ꎬ表现为纯合感病

基因型ꎻ此外ꎬ还有 ６ 份种质材料未扩增出目的条

带ꎬ怀疑为操作误差(图 ４、表 ２)ꎮ
Ｌ４￣ＳＣＡＲ 标记在携带 Ｌ３ 和 Ｌ４ 基因的抗性材

料中可扩增出 １０２ ｂｐ、１３６ ｂｐ 和 １５０ ｂｐ 的目的条

带ꎬ而从 ２ 份感病材料中不能扩增出 １０２ ｂｐ 的目

的条带ꎬ说明利用该标记可明显区别抗病材料和

感病材料ꎬ但无法区分携带 Ｌ３ 和 Ｌ４ 抗性基因的

种质资源ꎮ ９３ 份种质材料中 １４ 份可扩增出 １０２
ｂｐ 的目的条带ꎬ而 ７９ 份材料中未扩增出 １０２ ｂｐ
的目的条带ꎮ １４ 份抗性材料中 １ 份为国内地方品

种关口田辣椒ꎻ其余 １３ 份则全部为从美国农业部

(ＵＳＤＡ)引种的材料且均属于 Ｃ. ｂａｃｃａｔｕｍ 种ꎮ 携

带 Ｌ３ 抗性基因的 ＰＩ１５９２３６ 属于 Ｃ. ｃｈｉｎｅｎｓｅ 种ꎬ但
是 ９３ 份种质材料中的 ４ 份 Ｃ.ｃｈｉｎｅｎｓｅ 种的材料中

均未扩增出 １０２ ｂｐ 的目的条带(图 ５、表 ２)ꎮ
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Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１: ＰＩ １５９２３６ꎻ２: ＰＩ ２６０４２９ꎻ ３: ＣＱ００９ꎻ４:ＣＱ０１１ꎻ５~９７:９３ 份辣椒种质材料ꎮ
图 ３　 标记 Ｌ４ＳＣ３４０ 在 ９７ 份辣椒种质材料中的扩增情况

Ｆｉｇ.３　 ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍａｒｋｅｒ Ｌ４ＳＣ３４０ ｉｎ ９７ ｐｅｐｐｅｒ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１: ＰＩ １５９２３６ꎻ２: ＰＩ ２６０４２９ꎻ ３: ＣＱ００９ꎻ４:ＣＱ０１１ꎻ５~９７:９３ 份辣椒种质材料ꎮ
图 ４　 标记 ０８７Ｈ３Ｔ７ 在 ９７ 份辣椒种质材料中的扩增情况

Ｆｉｇ.４　 ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍａｒｋｅｒ ０８７Ｈ３Ｔ７ ｉｎ ９７ ｐｅｐｐｅｒ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

Ｍ:ＤＬ２０００ ｍａｒｋｅｒꎻ１: ＰＩ １５９２３６ꎻ２: ＰＩ ２６０４２９ꎻ ３: ＣＱ００９ꎻ４:ＣＱ０１１ꎻ５~９７:９３ 份辣椒种质材料ꎮ
图 ５　 标记 Ｌ４￣ＳＣＡＲ 在 ９７ 份辣椒种质材料中的扩增情况

Ｆｉｇ.５　 ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍａｒｋｅｒ Ｌ４￣ＳＣＡＲ ｉｎ ９７ ｐｅｐｐｅｒ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｍａｔｅｒｉａｌｓ
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表 ２　 ９７ 份辣椒种质材料信息及基因型

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ９７ ｐｅｐｐｅｒ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

序号 种质编号 种质名称 种属 来源
Ｌ４ＳＣ３４０
标记的
基因型

０８７Ｈ３Ｔ７
标记的
基因型

Ｌ４￣ＳＣＡＲ
标记的
基因型

１ ＰＩ １５９２３６∗ ３００４０ Ｃａｐｓｉｃｕｍ ｃｈｉｎｅｎｓｅ 美国农业部(ＵＳＤＡ) ＋ ＋ ＋

２ ＰＩ ２６０４２９∗ １８９ Ｃ.ｃｈａｃｏｅｎｓｅ ＵＳＤＡ ＋ ＋ ＋

３ ＣＱ００９∗∗ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ２ －

４ ＣＱ０１１∗∗ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ２ －

５ ＣＱ００１ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ２ －

６ ＣＱ００３ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ２ －

７ Ｖ０６Ｃ０１１３ 大海椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

８ Ｖ０６Ｃ０１５４ 南平钝角指天椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

９ Ｖ０６Ｃ０２４４ 关口田辣椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ＋ ＋

１０ Ｖ０６Ｃ０２７２ 小捉角椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

１１ Ｖ０６Ｃ０２９９ 尖椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

１２ Ｖ０６Ｃ０３０２ 柿子辣椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

１３ Ｖ０６Ｃ０３６０ 魏县尖辣椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

１４ Ｖ０６Ｃ０３８５ 云阳椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

１５ Ｖ０６Ｃ０４０４ 延津甜椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

１６ Ｖ０６Ｃ０４４１ 小辣椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

１７ Ｖ０６Ｃ０４４５ 哈椒一号 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

１８ Ｖ０６Ｃ０４６３ 小青椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

１９ Ｖ０６Ｃ０４８８ 矮脚黄辣椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

２０ Ｖ０６Ｃ０４９０ 朝天椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

２１ Ｖ０６Ｃ０６５２ 灯笼椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

２２ Ｖ０６Ｃ０６９４ 小辣椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

２３ Ｖ０６Ｃ０６９６ 大尖椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

２４ Ｖ０６Ｃ０７０３ 抚顺椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

２５ Ｖ０６Ｃ０７８７ 三道筋 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

２６ Ｖ０６Ｃ０８１７ 乐都线辣子 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

２７ Ｖ０６Ｃ０８７０ 猪嘴椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

２８ Ｖ０６Ｃ０８９６ 兖州灯笼皮 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

２９ Ｖ０６Ｃ０９５９ 大荔老鸦窝 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

３０ Ｖ０６Ｃ０９７０ 大黄椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

３１ Ｖ０６Ｃ１０２４ 大桩长辣子 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ － －

３２ Ｖ０６Ｃ１０５５ 辣椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ － －

３３ Ｖ０６Ｃ１１１０ 花县辣椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ － －

３４ Ｖ０６Ｃ１１６４ 五色椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 － ２ －

３５ Ｖ０６Ｃ１１８５ 羊角椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

３６ Ｖ０６Ｃ１２２０ 系 １２ Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

３７ Ｖ０６Ｃ１２２３ 特大牛角椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －
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续表２　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ２

序号 种质编号 种质名称 种属 来源
Ｌ４ＳＣ３４０
标记的
基因型

０８７Ｈ３Ｔ７
标记的
基因型

Ｌ４￣ＳＣＡＲ
标记的
基因型

３８ Ｖ０６Ｃ１２９０ 辣椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ － －

３９ Ｖ０６Ｃ１２９１ 小七姊妹 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ － －

４０ Ｖ０６Ｃ１２９７ 长阳菜椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 － － －

４１ Ｖ０６Ｃ１３０９ 大牛角 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 － － －

４２ Ｖ０６Ｃ１３９０ 伏地早 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

４３ Ｖ０６Ｃ１４２９ 菜牛角 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

４４ Ｖ０６Ｃ１４４９ 羊角椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

４５ Ｖ０６Ｃ１４９３ 晚辣椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ / －

４６ Ｖ０６Ｃ１５２３ 牛角椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ － －

４７ Ｖ０６Ｃ１５７７ 菜椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ － －

４８ Ｖ０６Ｃ１７２０ 上海甜椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ / －

４９ Ｖ０６Ｃ１７６３ ＰＢＣ０６６ Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 － － －

５０ Ｖ０６Ｃ０６０３ 敦化三道筋 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 － ２ －

５１ Ｖ０６Ｃ０８４６ 即墨马嘴辣椒 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

５２ Ｖ０６Ｃ０８８２ 掖县一串铃 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 国家种质资源库 ＋ ２ －

５３ ＣＡ０１４６￣Ｘ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ２ －

５４ ＣＡ０１７２￣Ｘ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ２ －

５５ ２０２０Ｂ ０２２ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ２ －

５６ ２０２０Ｂ ０３０ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ２ －

５７ ２０２０Ｂ ０３５ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ＋ －

５８ ２０２０Ｂ ０４３ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ＋ －

５９ ２０２０Ｂ ０４５ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ２ －

６０ ２０２０Ｂ ０６６ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ２ －

６１ ２０２０Ｂ ０７３ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ＋ －

６２ ２０２０Ｂ ０９５ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ２ －

６３ ２０２０Ｂ １０４ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ２ －

６４ ２０２０Ｂ １１１ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 － ２ －

６５ ２０２０Ｂ １３０ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ２ －

６６ ２０２０Ｂ １３１ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ２ －

６７ ２０２０Ｂ １３８ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ２ －

６８ ２０２０Ｂ １４６ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ２ －

６９ ２０２０Ｂ １４７ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ２ －

７０ ２０２０Ｂ １５３ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ２ －

７１ ２０２０Ｂ １６０ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ２ －

７２ ２０２０Ｂ １６９ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ＋ －

７３ ２０２０Ｂ ３１１ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ＋ －

７４ ２０２０Ｂ ３４４ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ＋ －

７５ ２０２０Ｂ ３５３ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ２ －
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续表２　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ２

序号 种质编号 种质名称 种属 来源
Ｌ４ＳＣ３４０
标记的
基因型

０８７Ｈ３Ｔ７
标记的
基因型

Ｌ４￣ＳＣＡＲ
标记的
基因型

７６ ２０２０Ｂ ３６６ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ / －

７７ ２０２０Ｂ ３８０ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ＋ －

７８ ２０２０Ｂ ３９６ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ２ －

７９ ２０２０Ｂ ４６２ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ２ －

８０ ２０２０Ｂ０５８ 育种材料 Ｃ.ａｎｎｕｕｍ 辣椒创新团队 ＋ ２ －

８１ Ｇｒｉｆ ９１９６ Ｃｏｓｔａ Ｒｉｃａ Ｃ. ｂａｃｃａｔｕｍ ＵＳＤＡ ＋ / ＋

８２ ＰＩ ２４１６７４ Ｅｃｕａｄｏｒ Ｃ. ｂａｃｃａｔｕｍ ＵＳＤＡ ＋ / ＋

８３ ＰＩ ２５７１５１ Ｐｅｒｕ Ｃ. ｂａｃｃａｔｕｍ ＵＳＤＡ － ＋ ＋

８４ ＰＩ ２８１３０７ Ｂｏｌｉｖｉａ Ｃ. ｂａｃｃａｔｕｍ ＵＳＤＡ ＋ ＋ ＋

８５ ＰＩ １５９２４１ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓꎬ Ｇｅｏｒｇｉａ Ｃ. ｃｈｉｎｅｎｓｅ ＵＳＤＡ ＋ ＋ －

８６ ＰＩ ６８６９１４ Ｓｒｉ Ｌａｎｋａ Ｃ. ｂａｃｃａｔｕｍ ＵＳＤＡ ＋ ＋ ＋

８７ ＰＩ １９９５０６ Ｇｕｙａｎａ Ｃ. ｂａｃｃａｔｕｍ ＵＳＤＡ ＋ ＋ ＋

８８ ＰＩ ２６０５８９ Ｂｏｌｉｖｉａ Ｃ. ｂａｃｃａｔｕｍ ＵＳＤＡ ＋ ＋ ＋

８９ ＰＩ ３７００１０ Ｉｎｄｉａ Ｃ. ｂａｃｃａｔｕｍ ＵＳＤＡ ＋ ＋ ＋

９０ ＰＩ ４３９４０９ Ｕｒｕｇｕａｙ Ｃ. ｂａｃｃａｔｕｍ ＵＳＤＡ ＋ ＋ ＋

９１ ＰＩ ４４１５２３ Ｂｒａｚｉｌ Ｃ. ｂａｃｃａｔｕｍ ＵＳＤＡ ＋ ＋ ＋

９２ ＰＩ ４４１５４９ Ｂｒａｚｉｌꎬ Ｍｉｎａｓ Ｇｅｒａｉｓ Ｃ. ｂａｃｃａｔｕｍ ＵＳＤＡ ＋ ＋ ＋

９３ ＰＩ ４４１５５１ Ｂｒａｚｉｌꎬ Ｍｉｎａｓ Ｇｅｒａｉｓ Ｃ. ｂａｃｃａｔｕｍ ＵＳＤＡ ＋ / ＋

９４ ＰＩ ５９４１３８ Ｒｕｓｓｉａｎ Ｆｅｄｅｒａｔｉｏｎ Ｃ. ｂａｃｃａｔｕｍ ＵＳＤＡ ＋ ＋ ＋

９５ Ｇｒｉｆ ９２７１ Ｃｏｓｔａ Ｒｉｃａ Ｃ. ｃｈｉｎｅｎｓｅ ＵＳＤＡ ＋ ＋ －

９６ ＰＩ １５２２２２ Ｐｅｒｕ Ｃ. ｃｈｉｎｅｎｓｅ ＵＳＤＡ ＋ ＋ －

９７ ＰＩ ２０９５９０ Ｃｕｂａ Ｃ. ｃｈｉｎｅｎｓｅ ＵＳＤＡ ＋ ２ －
∗:抗病对照ꎻ∗∗:感病对照ꎻ＋:与抗病基因型一致ꎻ２:杂合基因型ꎻ / :未扩增出条带ꎻ －:与感病基因型一致ꎮ 辣椒创新团队指江苏省农业科学
院辣椒创新团队ꎮ

３　 讨 论

Ｌ４ＳＣ３４０ 标记开发人员给出的退火温度为 ６５
℃ [１５]ꎬ但本研究中在 ６５ ℃退火温度下ꎬ包括携带 Ｌ４
基因的抗性材料 ＰＩ２６０４２９ 的 ８ 份材料中均未扩增

出目的条带ꎮ 退火温度设定为 ６２ ℃ 时ꎬＰＩ２６０４２９
可扩增出 ３４０ ｂｐ 的目的条带ꎬ其他 ７ 份随机材料中

有 １ 份材料可扩增出目的条带ꎮ 据此ꎬ后续研究中

以 ６２ ℃作为最佳退火温度ꎮ 但是后续研究中ꎬ携带

Ｌ３ 和 Ｌ４ 基因的 ２ 份抗病材料和 ７ 份感病材料中仅

有 １ 份材料未扩增出目的条带ꎬ无法区分抗病材料

和感病材料ꎻ而 ９３ 份种质材料中 ８６ 份材料均能扩

增出目的条带ꎮ 以上结果说明标记 Ｌ４ＳＣ３４０ 退火

温度的稳定性不足ꎬ很容易造成假阳性ꎬ无法用于筛

选携带 Ｌ４ 抗性基因的种质材料ꎮ 标记开发人员也

发现该标记除了不能在携带 Ｌ１ 等位基因的材料中

扩增出目的条带外ꎬ在携带其他 Ｌ 等位基因( Ｌ０、
Ｌ２、Ｌ３ 和 Ｌ４)的种质材料中均可扩增出目的条带ꎮ
此局限性导致该标记无法用于筛选携带 Ｌ４ 抗性基

因的种质资源ꎬ但是在 Ｌ４ 抗性基因回交转育过程中

此标记可用于抗性单株的筛选[１５]ꎮ 于海龙等[１３] 以

引进材料 ２００３７５(抗 ＰＭＭｏＶꎬ含 Ｌ４ 基因)为抗源ꎬ
以甜椒自交系 ８３￣１６３ 为回交亲本ꎬ进行多代回交并

自交ꎬ利用 Ｌ４ＳＣ３４０ 分子标记辅助选择结合苗期抗

病性鉴定、形态选择ꎬ选育了携带 Ｌ４ 抗性基因、早
熟、大果型甜椒自交系 ＰＴ８３￣１６３ꎮ 在本研究中标记

Ｌ４ＳＣ３４０ 退火温度的稳定性不足ꎬ假阳性率很高ꎮ
据报道ꎬ０８７Ｈ３Ｔ７ 为共显性标记ꎬ在所有辣椒材

料中均能够扩增出大小约 ４４０ ｂｐ 的目的片段ꎬＬ４Ｌ４

基因型的材料不能被 ＳｓｐⅠ内切酶切开ꎬＬ０Ｌ０基因型
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的材料能够被酶切为大小约 ３００ ｂｐ 和 １４０ ｂｐ 的 ２
个片段ꎬＬ４Ｌ０基因型的材料酶切后有 ４４０ ｂｐ、３００ ｂｐ
和 １４０ ｂｐ ３ 条目的条带[１６]ꎮ 本研究中携带 Ｌ３ 和 Ｌ４
基因的 ２ 份抗性材料酶切后目的片段大小均为 ４４０
ｂｐꎬ而 ７ 份感病材料中有 ５ 份材料的 ＰＣＲ 产物酶切

后大小为 ３００ ｂｐ 和 １４０ ｂｐꎬ另外 ２ 份材料的 ＰＣＲ 产

物酶切后的大小则为 ４４０ ｂｐ、３００ ｂｐ 和 １４０ ｂｐꎮ 标

记开发人员认为该标记的一大优势是可以区分 Ｌ３
和 Ｌ４ 基因型材料ꎬ但是本研究中携带 Ｌ３ 基因的

ＰＩ１５９２３６ 和携带 Ｌ４ 基因的 ＰＩ２６０４２９ 的目的条带完

全一致ꎮ 李宁等[２０]利用该标记筛选携带有 Ｌ４ 抗性

基因的种质材料时认为 Ｌ４Ｌ４基因型的纯合抗病材

料 １１ 份ꎬＬ４Ｌ０基因型的杂合抗病材料 １ 份ꎮ 但是该

研究所用的抗性对照为携带 Ｌ３ 抗性基因的 ＰＩ
１５９２３６ꎬ这一结果同样证明该标记不能区分 Ｌ３ 和

Ｌ４ 基因型材料ꎮ 本研究利用该标记筛选出与 Ｌ３ 和

Ｌ４ 抗病材料条带一致的种质材料 ２３ 份ꎬ杂合材料

６２ 份ꎮ 以上结果说明ꎬ０８７Ｈ３Ｔ７ 标记可以筛选出携

带 Ｌ３ 和 Ｌ４ 抗性基因的种质材料ꎬ但不能区分 Ｌ３ 和

Ｌ４ 基因型材料ꎬ同时筛选出的杂合基因型的种质材

料过多且不一定具有抗性ꎮ 综上分析ꎬ用标记

０８７Ｈ３Ｔ７ 筛选携带 Ｌ４ 抗性基因的种质材料ꎬ其准确

性存在很大的问题ꎮ
Ｋｉｍ 等[１５]认为鉴于 Ｌ 等位基因附近的基因序

列是已知的ꎬ那么通过比较携带 Ｌ４ 基因的种质材料

与携带 Ｌ０ 基因的种质材料间的序列差异即可开发

出与 Ｌ４ 抗性基因连锁的分子标记ꎮ Ｌｅｅ 等[１８] 基于

此种设想ꎬ开发出 １ 个与 Ｌ４ 基因连锁的 Ｌ４￣ＳＣＡＲ 标

记ꎮ 该标记为显性标记ꎬ携带 Ｌ４ 抗性基因的材料可

特异扩增出 １０２ ｂｐ 的目的条带ꎬ携带其他等位基因

的种质材料无法扩增出此目的条带ꎮ 本研究根据

Ｌｅｅ 等[１８] 的研究结果ꎬ利用 ２％的琼脂糖凝胶电泳

检测 Ｌ４￣ＳＣＡＲ 标记的 ＰＣＲ 产物ꎬ但无法清晰地分辨

抗病材料和感病材料间的差异ꎮ 改用 １０％的非变

性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测ꎬ结果显示携带 Ｌ４ 和

Ｌ３ 基因的抗性材料均可扩增出 １０２ ｂｐ、１３６ ｂｐ 和

１５０ ｂｐ 的目的条带ꎬ而 ７ 份感病材料中只扩增出

１３６ ｂｐ 和 １５０ ｂｐ ２ 条目的条带ꎮ 利用该标记筛选出

与抗性材料具有相同目的条带的种质材料 １４ 份ꎬ且
１４ 材料均包含在 ０８７ＨＴ７ 标记筛选出的 ２３ 份抗性

种质材料中ꎮ 这一结果说明该标记可以筛选出携带

Ｌ３ 和 Ｌ４ 抗性基因的种质材料ꎬ但是无法明确区分

Ｌ３ 和 Ｌ４ 基因型ꎬ同时该标记为显性标记ꎬ无法区分

杂合基因型ꎮ 除标记开发人员ꎬ该标记还未被其他

科研人员应用及验证ꎮ 本研究认为ꎬ该标记对 Ｌ３ 和

Ｌ４ 抗性基因筛选的准确性要高于标记 Ｌ４ＳＣ３４０ 和

０８７Ｈ３Ｔ７ꎮ
整体来说本研究检测的 ３ 个与 Ｌ４ 连锁的分子

标记均不能准确地用于筛选携带 Ｌ４ 抗性基因的种

质材料ꎮ 其中标记 Ｌ４ＳＣ３４０ 退火温度不稳定ꎬ很容

易造成假阳性ꎬ所以其筛选结果的准确性无法保障ꎮ
标记 ０８７Ｈ３Ｔ７ 和 Ｌ４￣ＳＣＡＲ 可以筛选出携带 Ｌ３ 和 Ｌ４
抗性基因的辣椒种质ꎬ但无法区分携带 Ｌ３ 和 Ｌ４ 基

因的抗性材料ꎬ同时 ０８７Ｈ３Ｔ７ 存在杂合基因型过高

的问题ꎮ 二者比较来说ꎬＬ４￣ＳＣＡＲ 筛选的准确度高

于 ０８７Ｈ３Ｔ７ꎬ但是 Ｌ４￣ＳＣＡＲ 为显性标记无法区分杂

合基因型ꎮ 因此在明确抗性材料基因型的情况下ꎬ
Ｌ４￣ＳＣＡＲ 标记结合 ０８７Ｈ３Ｔ７ 更有利于 Ｌ３ 和 Ｌ４ 抗性

基因转育后代抗性单株的辅助筛选ꎮ
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