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摘要:黑腐病是由野油菜黄单胞菌野油菜致病变种引起的细菌性病害,
 

是为害结球甘蓝的产量与品质的主要病害

之一.
 

尽管黑腐病的病原菌有多个生理小种,
 

但是世界上黑腐病的发生主要是由Xcc1 和Xcc4 引起的,
 

而甘蓝中抗

Xcc1 和Xcc4 的种质资源相对较少.
 

为了明确重庆地区的黑腐病病原菌,
 

筛选抗黑腐病的甘蓝种质,
 

本研究首先利

用分子标记辅助鉴定重庆地区病原菌,
 

然后采用离体整叶喷雾接种法评价30份甘蓝资源的抗病性,
 

对筛选出的抗

病种质采用离体叶片打孔喷雾法和滴接法复检,
 

以及分子标记辅助鉴定.
 

结果发现,
 

重庆地区黑腐菌为 Xcc1 生理

小种;
 

离体整叶喷雾接种法接种16
 

d后,
 

1份甘蓝材料(S18)表现为抗病,
 

6份为耐病(S18S,
 

S232,
 

S23S,
 

165,
 

167,
 

169);
 

相比离体叶片打孔喷雾法,
 

打孔滴接法能更准确区分抗病材料(S18)和耐病材料(S232);
 

抗病材料

(S18)和耐病材料(S232)均不含来自埃塞俄比亚芥抗黑腐病标记,
 

但是它们同时具有BR6-InDel分子标记.
 

该研究

结果确定了重庆地区黑腐病病原菌生理小种为Xcc1,
 

筛选出了抗该生理小种的甘蓝种质,
 

明确了快速鉴定黑腐病

抗性的方法,
 

可为甘蓝抗黑腐病的种质创新和新品种选育提供技术支撑.
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is
 

caused
 

by
 

Xanthomonas
 

campestris
 

pv.
 

campestris.
 

Among
 

the
 

multiple
 

races
 

of
 

black
 

rot
 

disease
 

pathogen,
 

Xcc1
 

and
 

Xcc4
 

are
 

two
 

main
 

races
 

in
 

the
 

world.
 

However,
 

only
 

a
 

few
 

resources
 

resistant
 

to
 

Xcc1
 

and
 

Xcc4
 

have
 

been
 

found
 

in
 

cabbage.
 

To
 

investigate
 

the
 

black
 

rot
 

pathogen
 

in
 

Chongqing
 

and
 

found
 

black
 

rot
 

resistant
 

germplasm
 

in
 

cabbage,
 

the
 

race
 

of
 

black
 

rot
 

pathogen
 

in
 

Chongqing
 

was
 

identified
 

by
 

molecular
 

marker-assisted
 

identification.
 

The
 

resistance
 

of
 

30
 

cabbage
 

lines
 

was
 

identified
 

by
 

in
 

vitro
 

whole
 

leaf
 

spraying
 

inoculation.
 

Then,
 

the
 

resistant
 

line
 

was
 

re-identified
 

by
 

in
 

vitro
 

punching
 

dripping
 

and
 

spra-

ying
 

inoculation,
 

and
 

molecular
 

marker-assisted
 

identification.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

race
 

of
 

black
 

rot
 

in
 

Chongqing
 

was
 

Xcc1.
 

S18
 

was
 

resistant,
 

and
 

S18S,
 

S232,
 

S23S,
 

165,
 

167,
 

169
 

were
 

tolerant
 

to
 

black
 

rot
 

identified
 

after
 

16
 

days
 

of
 

investigation
 

via
 

in
 

vitro
 

whole
 

leaf
 

spraying
 

inoculation.
 

Compared
 

to
 

in
 

vitro
 

punching
 

spraying
 

inoculation,
 

the
 

punching
 

dripping
 

inoculation
 

can
 

more
 

accurately
 

distinguish
 

the
 

resistant
 

material.
 

Neither
 

the
 

resistant
 

line
 

(S18)
 

nor
 

the
 

tolerance
 

line
 

(S232)
 

owned
 

the
 

black
 

rot
 

resistant
 

marker
 

derived
 

from
 

Brassica
 

carinata,
 

but
 

both
 

them
 

had
 

the
 

BR6-InDel
 

molecular
 

marker.
 

These
 

results
 

indicated
 

that
 

the
 

race
 

of
 

the
 

black
 

rot
 

pathogen
 

in
 

the
 

Chongqing
 

area
 

was
 

Xcc1,
 

cabbage
 

germplasm
 

resistant
 

to
 

Xcc1
 

was
 

screened,
 

and
 

a
 

rapid
 

method
 

for
 

identifying
 

black
 

rot
 

resistant
 

lines
 

was
 

evaluated,
 

which
 

would
 

provide
 

technical
 

support
 

for
 

germplasm
 

innovation
 

and
 

breeding
 

new
 

varieties
 

re-
sistant

 

to
 

black
 

rot
 

in
 

cabbage.
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结球甘蓝在我国广泛种植,
 

是十字花科芸薹属重要的蔬菜作物之一[1].
 

黑腐病是为害甘蓝生产的主要

细菌性病害之一,
 

病原菌为野油菜黄单胞菌野油菜致病变种(Xanthommonas
 

campestris
 

pv.
 

campestris),
 

简称为“Xcc”[2].
 

黑腐病病原菌为水孔侵入,
 

侵染子叶时呈水浸状,
 

然后迅速蔓延至真叶[3];
 

侵染真叶时,
 

病菌多从叶缘侵入,
 

病斑从叶缘的褪绿斑点逐渐向叶片的主脉扩张,
 

形成“V”形病斑,
 

颜色从黄色逐渐变

为褐色[3-4].
 

黑腐病病菌也可从伤口侵入,
 

在叶侵染部位形成不规则的淡褐色病斑[5].
 

近年来,
 

黑腐病在我

国甘蓝主产区普遍发生,
 

直接为害甘蓝的叶片和叶球,
 

对甘蓝生产造成严重为害[6].
 

尽管可通过轮作换茬、
 

喷施药物防护等方式加强田间管理以预防黑腐病的发生,
 

但通过农业措施防治黑腐病效果微弱且会增加管

理成本,
 

而药物防治又具有容易产生抗药性、
 

增加环境污染和农药残留等问题[7].
 

因此,
 

种植抗黑腐病甘

蓝品种成为防治该病最经济有效的措施.
黑腐病病原菌有11个生理小种[8-9],

 

其中,
 

Xcc1 和Xcc4 是世界上黑腐病发生的主要生理小种[4,
 

10-11].
 

甘蓝中存在少量抗Xcc1 的种质[12-13],
 

但是抗Xcc1 和Xcc4 的资源相对较少[14-15].
 

然而,
 

甘蓝的野生种和

近缘种中存在大量抗黑腐病的资源.
 

研究发现,
 

甘蓝野生种Brassica
 

montana
 

“UNICT5169”和Brassica
 

balearica
 

“PI435896”高抗Xcc4,
 

与花椰菜杂种F2 的抗性表现为数量性状遗传[16].
 

埃塞俄比亚芥“NPC-9”
抗Xcc1,

 

“PI199947”抗Xcc1 和Xcc4,
 

At1g70610标记可以用于其与花椰菜杂种的黑腐病抗性辅助鉴

定[10,
 

15,
 

17-18].
 

Bhatia等[19]发现埃塞俄比亚芥Xcc1 和Xcc4 生理小种的抗性存在多基因遗传,
 

在Brassica
 

oleracea
 

×
 

Brassica
 

carinata 的小孢子培养后代中,
 

所有连锁群为B7和B5的植株均具有对Xcc1 的抗性,
 

连锁群为B6和B2的杂种后代则具有对Xcc4 的抗性,
 

而缺乏这两个连锁群的株系对Xcc4 表现为易感.
 

Tonguç等
 [20]在芥菜中也发现抗Xcc1 和Xcc4 的种质“A19182”和“A19183”,

 

其与甘蓝的杂种F1 和BC1 抗

Xcc1 和Xcc4.
 

在抗黑腐病甘蓝(“SCNU-C-3470”)
 

C08染色体上发现了抗病基因Bol031422,
 

BR6-InDel
标记可用于Xcc6 和Xcc7 的抗性辅助选择[14].

 

这些丰富的资源和分子标记为甘蓝黑腐病的抗性鉴定和改

良提供了重要的支撑.
翟文慧[21]曾通过鉴别寄主法对我国11个地区的十字花科蔬菜黑腐病菌的生理小种分化进行了研究,

 

发现我国黑腐病病原菌大部分为Xcc1 和Xcc4,
 

西南地区的十字花科黑腐病病原菌主要是Xcc1,
 

但尚未发

现利用分子标记辅助鉴定重庆地区黑腐病病原菌生理小种的相关研究.
 

另外,
 

抗性鉴定是筛选抗黑腐病材
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料十分重要的环节,
 

甘蓝黑腐病抗性鉴定体系主要采用苗期接种法和离体整叶接种法.
 

针对种子量极少或

植株长势差的材料,
 

苗期接种法和离体整叶接种法的操作性受限,
 

可是采用离体叶片滴接法和喷雾法能快

速实现甘蓝黑腐病的苗期鉴定[22].
 

本研究首先采用分子标记辅助鉴定重庆地区黑腐病病原菌生理小种,
 

再

将其用离体叶片喷雾法接种于30份结球甘蓝材料上[23],
 

筛选出抗黑腐病的甘蓝材料,
 

然后利用叶片打孔

滴接法和打孔喷雾法,
 

对甘蓝黑腐病抗性进行验证,
 

以期建立一套高效快捷的甘蓝黑腐病抗性鉴定方法,
 

为甘蓝抗黑腐病的种质创新和新品种选育提供技术保障.

1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 菌种来源

甘蓝黑腐病菌(Xanthommonas
 

campestris
 

pv.
 

campestris),
 

为黄单胞杆菌属,
 

甘蓝黄色杆菌,
 

是重庆

菌株,
 

由西南大学植物保护学院提供.
1.1.2 甘蓝材料来源

由西南大学十字花科蔬菜研究所提供的30份结球甘蓝材料,
 

以感病品种“西园四号”作为对照.
1.2 试验方法

1.2.1 菌种纯化与菌悬液制备

用平板划线法将甘蓝黑腐病菌株接种于NA培养基上,
 

在28
 

℃恒温培养箱中培养48
 

h后取出,
 

挑选

其中的单菌落用平板划线法再次接种于新的NA培养基上,
 

置于28
 

℃恒温培养箱中培养48
 

h,
 

重复3次.
 

挑选最后一次得到的平板上的单菌落转管并封装,
 

放置于-80
 

℃冰箱中保存备用.
 

进行接种试验之前,
 

将

封装保存于-80
 

℃冰箱中的甘蓝黑腐病菌株取出,
 

用NA培养液培养并在摇床上摇菌24
 

h,
 

后利用血球计

数板将菌株制备成浓度为1.0×108
 

cfu/mL的菌悬液,
 

放置在4
 

℃冰箱中保存备用[23].
1.2.2 整叶喷雾法

于甘蓝莲座期前,
 

选取30份结球甘蓝和对照植株从里到外数的第3片叶,
 

贴上标签,
 

其中每份材料选

取30个单株,
 

用于整叶喷雾法鉴定[24].
 

在培养架上放置湿毛巾,
 

将离体叶片置于湿毛巾上,
 

将提前准备好

的菌液装入喷壶中,
 

均匀喷施于叶片表面,
 

然后用塑料薄膜覆盖,
 

四周用夹子和砖块固定,
 

使其内部保持

高湿状态,
 

防止水分蒸发.
 

调节接种室内温度至25
 

℃,
 

给予材料最佳的发病环境.
 

每隔2
 

d观察一次并拍

照,
 

至叶片完全枯萎时统计病斑大小,
 

筛选抗性材料.
1.2.3 打孔喷雾法

根据整叶喷雾法筛选出极端抗黑腐病的结球甘蓝材料,
 

随机选取3个单株的3片叶片,
 

使用直径

1.4
 

cm孔径的打孔器在每片叶子上对称打孔20个,
 

形成叶盘.
 

将90
 

mm培养皿洗净并垫上滤纸保湿,
 

每皿放置10个叶盘.
 

用装有菌液的喷壶均匀喷施叶盘,
 

盖好培养皿,
 

放置于保鲜盒中,
 

置于25
 

℃接种

箱中,
 

5
 

d后统计病斑大小.
1.2.4 打孔滴接法

将每片叶片剩下的10个叶盘放置于培养皿中,
 

使用移液枪滴20
 

μL菌液于叶片中央.
 

盖好培养皿,
 

放

置于保鲜盒中,
 

置于25
 

℃接种箱中,
 

5
 

d后统计病斑大小.
1.2.5 抗性鉴定

1)
 

测量整叶或叶盘长度,
 

病斑的发病点到病斑末端的长度,
 

病斑大小=病斑长度/叶片长度×100%.
 

同时按黑腐病抗性分级标准[23-25]进行分级.
Ⅰ病情分级标准.
0级:

 

没有病斑;

1级:
 

叶片有黑色枯死点,
 

无扩展;

3级:
 

枯死点向外扩展,
 

25%以下;
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5级:
 

枯死点向外扩展,
 

25%~50%;

7级:
 

枯死点向外扩展,
 

50%~75%;

9级:
 

枯死点向外扩展,
 

75%以上.
病情指数=100×∑(各级病叶数×各级代表值)/(调查总叶数×最高级代表值).
Ⅱ抗性分级标准.
免疫(I):

 

病情指数
 

0.00;
高抗(HR):

 

0<病情指数≤11.11;
抗病(R):

 

11.11<病情指数≤33.33;
耐病(T):

 

33.33<病情指数≤55.55;
感病(S):

 

55.55<病情指数≤67.77;
高感(HS):

 

67.77<病情指数≤100.
考虑到离体整叶喷雾法发病条件极端,

 

需要对其抗性分级标准进行调整,
 

以便适应株系的真实抗性,
 

调整后如下.
免疫(I):

 

病情指数
 

0.00;
高抗(HR):

 

0<病情指数≤22.22;
抗病(R):

 

22.22<病情指数≤44.44;
耐病(T):

 

44.44<病情指数≤77.77;
感病(S):

 

77.77<病情指数≤100.
2)

 

分子标记辅助选择

重庆本土黑腐菌的分子标记鉴定采用Rubel等[26]以及Afrin等[27]的方法,
 

略作修改.
 

其中,
 

Xcc-47R1
(1

 

089
 

bp)鉴定Xcc1 生理小种,
 

XccR3-49(867
 

bp)和XccR3-52(1
 

889
 

bp)鉴定Xcc3 生理小种,
 

Xcc1-46R4
(462

 

bp)和Xcc2-46R4(578
 

bp)鉴定Xcc4 生理小种.
 

甘蓝黑腐病抗性采用来自埃塞俄比亚芥的黑腐病抗性

标记(Black
 

rot
 

3,
 

Black
 

rot
 

6)(本实验室开发)[28]和甘蓝中的分子标记(BR6-InDel[14]
 

)进行分子标记辅助

选择.
 

具体引物信息见表1.
表1 黑腐病标记引物序列

引物名称 Forward
 

primer
 

(5-3) Reverse
 

primer
 

(5-3)

Black
 

rot
 

3 ACAAATTGTGTACAATGGTGGCT GGATGAGCCTGCTGTCACTT
Black

 

rot
 

6 GTGCGTGGCTTCTTCCTTTT ACAGCGTTTCCCTCATTCGT
BR6-InDel TGGGGTGACTGAAACTCCTAT TCACTTCTGATTCATCCTCGTCATCT
Xcc_47R1 CCTCCTGAGTCATGGCAATGGC TAGCAGGGGAGTGCTGCTTGC
Xcc1_46R4 GGCATGGGGAATGATCGTTGAC ATGCGGGCGATGGGATGGCCA
Xcc2_46R4 GCGTAGCGAAAACTGGTAGTTC GCACAGGCGCACCAGCATATGGC
XccR3-49 AAAGAGCCAATGAAGGGCGAACA TATGTCAGGCGCATAATCCGCAA
XccR3-52 GACAGTGGCGTTGGTGGA TTGTGCGCTGATGATCTGTAACCT

1.2.6 数据分析

本研究所用的t-test和相关性分析均采用SPSS软件进行处理.

2 结果与分析

2.1 黑腐病病原菌分子标记鉴定

前期研究发现黑腐病的主要流行病原菌是Xcc1 和Xcc4 生理小种[10],
 

本研究采用的黑腐菌是重庆本

地菌种,
 

为了明确使用的黑腐病病原菌生理小种,
 

本研究利用能够区分黑腐菌Xcc1(Xcc-47R1,
 

1
 

089
 

bp),
 

Xcc3(XccR3-49,
 

867
 

bp;
 

XccR3-52,
 

1
 

889
 

bp)和Xcc4(Xcc1-46R4,
 

462
 

bp;
 

Xcc2-46R4,
 

578
 

bp)生理小种

的分子标记对黑腐菌进行分子标记辅助鉴定.
 

结果发现,
 

除了Xcc-47R1能够扩增出约1
 

089
 

bp的特异条

带,
 

其他引物扩增均无条带,
 

表明使用的重庆本地黑腐病病原菌是Xcc1 生理小种(图1).
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图1 重庆黑腐菌生理小种的分子标记鉴定

2.2 利用离体叶片整叶喷雾法鉴定抗黑腐病材料

离体叶片喷雾法是甘蓝黑腐病抗性鉴定广泛使用的方法之一,
 

本研究首先采用离体叶片整叶喷雾法对

30份结球甘蓝材料和对照进行黑腐病抗性鉴定.
 

为了更有效地筛选出抗黑腐病的结球甘蓝材料,
 

本研究采

用极端抗性筛选法,
 

对接种后16
 

d的叶片进行黑腐病发病情况的统计.
 

结果发现,
 

2份材料的平均病斑大

小低于30%,
 

3份材料的平均病斑大小介于30%和60%之间,
 

其余25份材料的平均病斑大小都高于

60%.
 

其中,
 

S18(24.80±19.70%),
 

S18S(28.57±0.01%)和S232(43.18±9.64%)的平均病斑大小显

著小于对照(87.04±18.33%),
 

其余材料与对照没有显著性差异.
 

S18的病情指数为38.89,
 

表现为抗

病.
 

S18S(55.55),
 

S232(66.67),
 

S23S(71.72),
 

167(74.91),
 

165(76.30)和169(76.30)表现为耐病,
 

其余23份材料与对照一样为感病材料(图2、
 

表2).

图2 离体叶片整叶喷雾法筛选出的抗性材料

表2 结球甘蓝黑腐病抗性离体整叶喷雾鉴定

材料 平均病斑大小/% 病情指数 抗性 材料 平均病斑大小/% 病情指数 抗性

S18 24.80±19.70** 38.89 R 21LQ146 100 100 S

S18S 28.57±0.01* 55.55 T 21LQ148 100 100 S

S232 43.18±9.64* 66.67 T 21LQ156 100 100 S

S23S 58.57±25.78 71.72 T 21LQ157 100 100 S

167 59.33±20.76 74.91 T 21LQ158 100 100 S

165 63.45±27.96 76.30 T 21LQ159 100 100 S

169 63.63±30.85 76.30 T 21LQ185 100 100 S

S19S 70.00±10.02 77.78 S 21LQ186 100 100 S

187 73.16±17.24 85.19 S 21LQ187 100 100 S

166 74.63±20.32 86.21 S 21LQ188 100 100 S

S231 77.97±22.76 87.88 S 21LQ189 100 100 S

170 81.16±20.81 88.53 S 21LQ190 100 100 S

S22 86.19±16.78 91.45 S 21LQ191 100 100 S

168 94.02±10.74 97.70 S S181 100 100 S

S19 100.00 100 S S191 100 100 S

CK 87.04±18.33 92.60 S

  注:
 

*表示p<0.05,
 

**表示p<0.01.
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2.3 利用离体叶片打孔法鉴定抗黑腐病材料

尽管采用离体叶片喷雾法,
 

极端处理16
 

d可筛选出抗黑腐病的材料,
 

但是该过程周期长,
 

所需叶

片多,
 

针对植株少的材料无法准确地鉴定.
 

因此,
 

本研究试图比较打孔喷雾法和打孔滴接法,
 

快速有

效地鉴定出抗黑腐病的材料.
 

本研究根据黑腐病极端抗性鉴定结果,
 

挑选1份抗病材料(S18)、
 

1份

耐病材料(S232)和2份感病材料(S19、
 

S22)与对照(西园四号)一起比较离体叶片打孔喷雾法和打孔

滴接法的鉴定效果.
 

每个材料选取3片大小一致的叶片,
 

每个叶片打孔产生20个叶盘,
 

其中10个叶

盘进行喷雾接菌,
 

10个叶盘进行滴接接菌,
 

5
 

d后统计发病情况.
 

滴接法显示S18(DI=31.11)为抗

病,
 

S232(DI=44.44)为耐病,
 

S19,S22和对照均表现高感,
 

并且打孔滴接法与离体叶片整叶喷雾法

病情指数显著正相关(r=0.96,
 

p=0.011).
 

喷雾法显示S18(DI=39.68)和S232(DI=53.97)为耐

病,
 

S19,S22和对照均表现高感(图3、
 

表3).
 

尽管打孔喷雾法无法区分出抗病和耐病的材料,
 

但是打

孔喷雾法与离体叶片整叶喷雾法显著正相关(r=0.97,
 

p=0.006),
 

与打孔滴接法的病情指数也显著

正相关(r=0.99,
 

p=0.002).
 

该结果说明3种方法都能进行黑腐病的抗性鉴定,
 

打孔滴接法能更准

确地区分抗病材料和耐病材料.
表3 利用打孔法鉴定黑腐病抗性

材料
喷雾法

病斑大小/% 病情指数 抗性

滴接法

病斑大小/% 病情指数 抗性

S18 21.67±20.93 39.68 T 15.48±12.55 31.11 R

S232 33.44±28.52 53.97 T 24.11±16.17 44.44 T

S22 89.52±25.22 96.83 HS 95.71±16.42 97.04 HS

S19 100 100.00 HS 100 100.00 HS

CK 96.19±11.97 97.04 HS 92.14±21.98 84.13 HS

  注:
 

R,T和 HS分别表示抗病、
 

耐病和高感.

图3 离体叶片打孔接种鉴定S18的黑腐病抗性

2.4 黑腐病分子标记辅助鉴定

由于前期研究发现大量利用埃塞俄比亚芥与甘蓝杂交的相关研究,
 

本研究筛选出的甘蓝种质是否含有

埃塞俄比亚芥的黑腐病抗性成分尚不明确.
 

为了探究筛选出甘蓝种质黑腐病抗性标记,
 

本研究利用前期从

抗黑腐病埃塞俄比亚芥(PI199947和PI199949)中鉴定的抗黑腐病连锁标记(Black
 

rot
 

3,
 

250
 

bp和Black
 

rot
 

6,
 

500
 

bp)对抗病材料S18的6个后代和耐病材料S232的6个后代以及10个感病甘蓝材料进行分子标

记辅助选择.
 

结果发现,
 

除了埃塞俄比亚芥抗性材料(PI199947和PI199949)外,
 

其余材料均无目标条带.
 

但是,
 

利用与Xcc6/Xcc7 连锁的分子标记BR6-InDel(抗病条带724
 

bp,
 

感病条带1
 

013
 

bp)进行鉴定,
 

发

现尽管所有感病材料中均不含有抗性标记,
 

但是S18的后代中有3个单株只含有抗性条带,
 

1个单株含有

抗/感条带;
 

S232
 

的后代中有1个单株只含有抗性条带,
 

4个单株含有抗/感条带(图4),
 

说明该标记可能

对于耐病材料能够进行分子辅助选择,
 

但是无法区分抗病和耐病材料.
 

该研究结果表明S18的黑腐病抗性
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可能不同于埃塞俄比亚芥,
 

需要开发新的分子标记.

从a-c分别是引物Black
 

rot
 

3、
 

Black
 

rot
 

6和BR6-InDel的分子标记;
 

M:
 

marker;
 

1-6:
 

S18的后代;
 

7-12:
 

S232的后代;
 

13:
 

PI199947;
 

14:
 

PI19949;
 

15-24:
 

感病甘蓝

图4 S18和S232后代的黑腐病抗性分子标记辅助鉴定

3 结论与讨论

3.1 结论

3.1.1 结球甘蓝黑腐病抗性鉴定

本研究利用黑腐菌喷施离体整叶极端处理16
 

d后筛选出抗黑腐病材料1份(S18),
 

耐病材料6份

(S18S,
 

S232,
 

S23S,
 

165,
 

167,
 

169).
 

选取1份抗病(S18)、
 

1份耐病(S232)和2份感病材料用于比较离体

叶片打孔滴接法和喷雾法,
 

结果发现,
 

打孔滴接法可快速进行结球甘蓝的黑腐病抗性鉴定,
 

筛选出抗黑腐

病的材料.
3.1.2 结球甘蓝黑腐病分子标记辅助选择

本研究采用分子标记进行黑腐菌PCR鉴定,
 

发现重庆本土菌种为Xcc1 生理小种.
 

抗病甘蓝材料不含

有埃塞俄比亚芥黑腐病抗性连锁标记(Black
 

rot
 

3和Black
 

rot
 

6),
 

但是在抗病和耐病甘蓝后代中均存在

BR6-InDel标记.
3.2 讨论

要建立高效的甘蓝抗病性筛选鉴定方法,
 

既要符合田间发病期病原菌的适宜发病环境,
 

也要考虑甘蓝

植株自身生长状况与抗病性关系;
 

并要进行接种鉴定选用致病力较强的病原菌,
 

在甘蓝幼苗的旺盛生长期

进行接种试验,
 

才能真实地表现出甘蓝资源的抗感性能.
 

对黑腐病抗性鉴定常用接种方法有幼苗期喷雾接

种、
 

幼苗期剪叶接种、
 

针刺接种、
 

叶脉接种、
 

水孔接种、
 

吐水法和离体叶片法等10余种接种方法[29].
 

不同

的接种方法,
 

由于叶片侵染时的状态、
 

环境温湿度的不同,
 

造成发病时间呈现较大的差异.
 

种子侵染接种

较受国外学者青睐,
 

但此法条件难以控制,
 

受影响因素也较多.
 

陈果等[30]采用幼苗期喷雾接种,
 

发现绝大

多数材料的抗病性鉴定结果与田间抗性鉴定结果一致,
 

但种质种子量较少的情况下该方法不适用.
 

幼苗期

剪叶接种和喷雾接种使病原菌在水孔处繁殖,
 

通过水孔侵入,
 

不仅能鉴定寄主抗扩展能力,
 

还能反映抗侵
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入特性,
 

较剪叶法更能全面地反映寄主所具有的抗病性,
 

但常出现菌体不能进入水孔的现象,
 

造成感病品

种也不发病.
 

吐水法接种可以避免漏接现象,
 

而且鉴定结果较为准确,
 

但费时费力,
 

接种难度比较大[24].
 

离体叶片接种易操作,
 

不受季节时间限制和外界环境影响,
 

但发病时间较长.
 

王超等[31]在甘蓝黑腐病研究

中对比了5种接种方法,
 

认为离体剪叶法更适用于甘蓝黑腐病的苗期鉴定.
 

本研究首先采用离体整叶喷施

法进行极端处理,
 

这种方法可同时筛选多份材料,
 

在不损伤叶片的情况下得到的结果也更符合甘蓝的田间

栽培环境,
 

筛选出的一定为抗黑腐病材料,
 

但是该方法耗时长,
 

工程量大,
 

筛选出来的结果比较极端,
 

可能

会筛掉一部分高抗和耐病品种.
 

因此,
 

在总结以上接种方法后,
 

本研究筛选出了一套简单迅速且鉴定准确

的甘蓝黑腐病抗性鉴定方法———打孔接种法,
 

分别为打孔喷雾接种法和打孔滴接法.
 

两种接种方法统计时

间一致,
 

共性在于同一方法不同材料之间的发病状况差异均较大,
 

可以明显比较不同材料抗病性大小;
 

而

两种方法之间平行比较存在发病状态的差异.
 

在叶片破坏程度与叶片自身抗性等同的情况下,
 

打孔喷雾法

相较于打孔滴施法发病更快,
 

但是这两种方法与整叶喷雾法的发病趋势均一致.
 

接种5
 

d后统计发病情况,
 

打孔滴接法能区分抗感材料;
 

打孔喷雾法可能适合提前统计.
 

因此,
 

采用离体叶片打孔滴接法接种5
 

d后

进行黑腐病发病情况的统计,
 

可快速并可靠地进行结球甘蓝的黑腐病抗性鉴定.
挖掘和筛选抗源材料是开展甘蓝黑腐病育种工作的基础,

 

国内外许多育种工作者已经在抗源筛选及新

品种的选育上取得了一定的进展[32].
 

但由于黑腐病生理小种分化较为复杂,
 

单个抗性品种/品系并不能为

Xcc所有的生理小种提供抗性.
 

因此,
 

在分子水平上正确鉴定Xcc小种抗性位点对于黑腐病抗性育种以及

利用现有抗性种质是必要的.
 

本研究利用Xcc1(Xcc-47R1,
 

1
 

089
 

bp),
 

Xcc3(XccR3-49,
 

866
 

bp;
 

XccR3-
52,

 

1
 

888
 

bp)和Xcc4(Xcc1-46R4,
 

462
 

bp;
 

Xcc2-46R4,
 

578
 

bp)的分子标记对重庆本土病菌鉴定后,
 

发现

重庆本土黑腐菌为Xcc1.
 

研究认为,
 

十字花科A基因组抗Xcc4,
 

B基因组抗Xcc1 和Xcc4[15],
 

含有BBCC
基因组的埃塞俄比亚芥可以同时高抗Xcc1 和Xcc4[17].

 

近年来,
 

在甘蓝中也发现了抗Xcc1 的种质[12-13].
 

本研究从甘蓝资源中筛选出抗 Xcc1 的材料,
 

并利用前期从抗黑腐病埃塞俄比亚芥中筛选出的连锁标记

Black
 

rot
 

3和Black
 

rot
 

6,
 

对筛选出的抗黑腐病甘蓝材料后代进行分子标记辅助选择,
 

发现在所有材料中

均不含有埃塞俄比亚芥抗Xcc1 的抗性位点,
 

说明这些结球甘蓝存在不同于埃塞俄比亚芥的新Xcc1 抗性

位点;
 

该研究对甘蓝黑腐病抗性基因的挖掘和抗性改良提供了重要的种质资源.
 

Hong
 

等[14]通过分析油菜

芽孢杆菌中157个编码 NBS-LRR的 R基因,
 

筛选到一个可能与 Xcc6 的黑腐病抗性紧密关联的基因

Bol031422,
 

从而开发了相关的InDel标记BR6-InDel,
 

并且发现将接种 Xcc6 或Xcc7 获得的表型结果与

BR6-InDel标记的基因型结果进行比较,
 

显示BR6-InDel标记适应性的预测能力为
 

83.9%.
 

本研究将该标

记应用到筛选出的抗病、
 

耐病材料后代和感病材料中,
 

结果发现在抗病和耐病材料中均能扩增出抗性条

带,
 

但是感病材料中无抗性条带,
 

说明该标记并不能对S18进行黑腐病的抗性辅助选择,
 

但是抗病材料

(S18)和耐病材料(S23)可能具有Xcc6 或Xcc7 抗性.
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