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利用 R A P D技术寻找大豆抗

饱囊线虫 4 号小种标记初报
`

颜清上 王 岚 李 莹 ① 王连铮 陈品三 ②

摘 要

以 高杭大豆袍童线虫 4 号生理小种的 2个大豆品 系 1 29 5系( 黄 色 )和 1 2 59

系( 双 色 )及 其杭 感 亲本灰 皮 支 黑豆 和晋 遗 9 号
,

以 及 另外 两个 高杭 品种

IP 4 3 7 6 5 4 和元钵黑豆
,

两个 高感品种普豆 1 号和舍豆 7 号为试脸材料
,

进行大

豆杭饱囊线 虫的 P A P D 分析
。

在所用的 33 个 引物中
,

引物 O P G 04 的扩增产物 中

有一条谱带 系杭病品 系
、

杭病品种 〔包括杭病亲本 )特有
。

关键词 大豆 ; 大豆艳交线虫 , RPA D 技术

大豆抱囊线虫病 (s C N )是影响大豆生产的毁灭性病害之一
。

利用新近发展的生物技

术寻找
、

鉴定以及定位抗大豆抱囊线虫的分子标记已成为受人关注的热门课题
。

美国 13

家从事大豆分子作图的单位中
,

有 9 家在进行抗大豆抱囊线虫分子标记的研究 (张 国栋
,

1 9 9 4 )
。

C o n e i b i d o
等 ( 1 9 J 3

,

19 9 4 )
、

W
e i se m a n n

等 ( l夕9 2 ) 已分别找到了控制大豆抗 sc N 3 号

小种和 与 hR g 4 紧密连 锁的 R FLP 标记
,

s k o r u娜妞 等 ( 19 9 4 )
、
M曲 a x加 gam 等 ( 19 9 5 a ,

1 9 9 5 b )
、

C h o i 等 ( 19 5 5 )利用 R A p D 技术对 p e k in g
、

p I 43 7 6 5 4 和 p I8 8 7 8 8 等抗源及其来源的

抗病品种抗大豆抱囊线虫 1
、

3
、

5
、

14 号小种的多态性进行分析
,

获得了一些抗大豆抱囊线

虫的 R A p D 标记
。

但有关抗大豆泡囊线虫 4号生理小种的分子标记的研究尚未见报道
。

材料和方法

1
.

供试植物材料

供试大豆材料为高抗大豆抱囊线虫 4号生理小种的大豆品系 1 2 5 9 系 (黄色 )和 1 2 5 9

系 (双色 )及其抗感亲本灰皮支黑豆和晋遗 9 号
,

以及另外两个高抗品仲 1P 4 3 7 6 5 4 和元钵

黑豆
、

两个高感品种鲁豆 1号和鲁豆 7 号
。

将这 8 份材料种于温室
,

出苗后 3 周左右
,

取第

一片真叶
,

放入一 70 ℃冰箱保存备用
。

,

本试验得到本院品种资潭研究所贾继增副研究员的帮助
,

谨致谢意
.

李莹的工作单位是山西省农业科学院品资所
.

陈品三的工作单位是中国农科院植保所
,

北京 100 0 94
.
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2
.

模板 N D A的提取

参照 Ta i 和 Ta n ks l ey ( 1 9 9 0 )的方法提取 DN A
。

提取缓冲液为 1 0 0 m M Tr is
一

H C I (H P
8

.

0 )
、

s o m ME n
认 ( pH s

.

o )
、

s o o m MN ac l
、

1
.

2 5% 50 5( w /v )
。

提取步骤
:

取低温保存的叶

片 g 2左右
,

液 N 冷冻下迅速研磨成粉末
,

在一个 50 ml 的聚丙烯管内加入 1 6ml D N A 提取

缓冲液
,

预热到 65 ℃
,

加入 0
.

sml 琉基乙醉
,

迅速加入研磨好的材料
,

65 ℃保温 巧 分钟或

以上
。

然后
,

取出试管加入 5 m l SM 的 K A c ( PH 7
.

0) 充分混匀
、

冰水浴 20 分钟
。

取出试管

8 0 O 0r mP 离心 10 分钟
,

将上清液转至一新的离心管
,

加入 1 : 1体积的氯仿
:

异戊醇 (2 4

: 1 )
,

混匀后离心
,

1 00 OrP m 10 分钟
,

上清液移入另一新 的离心管
,

加入等体积 一 20 ℃预

冷的异丙醇
,

一 20 ℃放置 30 分钟
。

用玻璃棒挑 出沉淀的 D N A
,

转移到 1
.

5 m l E pep dn or f 管
,

用 7 0% 乙醇洗两遍
,

室温干燥
。

干燥的 D N A 沉淀 用 5 Ou0 l T E 缓冲液溶解
,

加入 0
.

s ul

R N ase A ( 1 0 u g u/ l)
,

37 ℃保温 30 分钟
,

酚
:

氯仿
,

氯仿
:

异戊醇各抽提一次
,

上清液加入 2

倍体积的乙醇
,

5 0 o or mP 离心 10 分钟
,

回收 D N A
,

沉淀用 70 % 乙醇洗两遍
,

干燥后加入

4 0 0u 一T E 溶解 D N A
。

在 hP ar ma ic a

KL B ul tr 佣ep c , 紫外分光光度计上
,

波长 2 6 0n m 及 2 8 0n m 处测定光 吸收

值
,

根据光吸收值计算 D N A 的纯度和浓度
。

3
.

R A P D 扩增

引物为 0 讲 r
on 公奇生产的随机引物

,

oP 0E 1一 20 以及 A 盒
、

G 盒
、

K 盒
、

z 盒
、

I 盒
、

v

盒
、

x 盒中的 13 个随机引物
。

反应体系
: 2

. _

s u l l o x p c R b u f fe r ,

Z o ou m o l / L d N T p ( d ^ T p
,

d G T p
,

d c T p
,

d竹p )
,

0
.

Z u -

m of L/ 引物
,

0
.

8 单位的 T a s D N A 聚合酶
,

20 gn 模板 D N A
,

最后加超纯水至 2 u5 l
。

D N A 扩增
:
样品加入 .0 isn l EP ep dn or f 管

,

充分混匀
,

加入 3 u0 ] 石蜡油覆盖
,

D N A 热循

环仪 ( rP C仪 rP o g r

二 m a b l e hT
e r m a l C o n t r o l le r ) ` 扩 增

,

扩增程 序为
: 9 4℃ 15 秒

,

3 6 C 3 0

秒
,

72 ℃ 朽 秒
,

45 个循环
,

72 ℃保持 5 分钟
,

最后 4℃下 10 分钟
。

4
.

扩增产物检测

反应结束后
,

每个反应管加入 u3 l 澳酚兰指示剂
,

混匀
、

离心
,

然后在 2%的琼脂糖凝

胶上 电泳
,

电压为 50 伏
。

电泳结束后
,

取出凝胶在 0
.

01 %的 E B 溶液中染色 20 分钟
,

在水

溶液中褪色 1 0 分钟
,

U v p W h i t e / U V T r a n s s一l u m ia t o r
紫外检测仪下检测谱带并拍照

。

结果和讨论

1
.

测定提取 D N A 的光 吸收值
,

0 0 2 6 0 / o n Z s o 在 1
.

5一 2
.

0 之间
,

浓度在 0
.

5 1一 0
.

8 5

m g /m l 之间
。

D N A 纯度满足 R A p D 实验的要求
,

最后稀释 D N A 至终浓度为 1 o n g u/ 1
。

2
.

在所用的 33 个随机引物中
,

只有 o P 1E 3 和 0 IP 08 没有产生任何谱带
,

其余引物都

产生 了较多的谱带
,

而且有 20 个引物在 8 个材料间表现完全一致
,

11 个有差异 的引物

中
,

仅 0 p G 04 扩增的谱带中
,

有一条谱带为 2个抗病品系和 3 个抗病品种特有
,

而 3 个感

病品种没有的 (图 l )
。

经重复得到了相同的结果
。
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