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苹果抗炭疽菌叶枯病基因相关的 4 个分子标记
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摘  要：利用 50 个苹果栽培品种（系）对与抗炭疽菌叶枯病基因（Rgls）位点紧密连锁的 4 个分子标

记 S0405127（SSR）、S0304673（SSR）、SNP4236 和 InDel4254 的准确性进行验证。室内离体接种表型鉴

定及分子标记基因型鉴定的结果表明，4 个分子标记验证苹果炭疽菌叶枯病抗性的准确率分别为 90%、

94%、96%和 92%。 
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Abstract：In the present study，the accuracy of the four molecular markers tightly linked with Rgls 

locus，S0405127（SSR），S0304673（SSR），SNP4236，and InDel4254 were tested based on the resistant 

phenotypic and genotypic identification of 50 apple cultivars. The results indicated that the accuracy of the 

four molecular markers were 90%，94%，96%，92%，respectively. The study could provide breeders an 

effective method to speed up breeding program by using these molecular markers for the pre-selection of 

the hybrid seedlings resistant to the Glomerella leaf spot in apple. 

Keywords：apple；Glomerella leaf spot；molecular marker；accuracy test 

 

分子标记辅助选择育种（marker assisted selection，MAS）是利用与目标基因紧密连锁的分子标

记来鉴定不同个体的基因型，从而进行辅助选择，能有效结合基因型与表型鉴定结果，提高预先选

择的准确性。对于多年生木本植物苹果而言，MAS 的应用，可以在杂种实生苗早期阶段通过预先选 
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择减少杂种群体，从而减少用地和用工，提高育种效率。 

近年来，随着分子技术的发展，多种分子标记被开发，如 AFLP、RAPD、RFLP、SCAR、CAPs、

SSR 和 SNP 标记等（Rosa et al.，2003；Silfverberg-Dilworth et al.，2006；Xia et al.，2007；Moriya et 

al.，2012；Chen et al.，2015），并成功用于分子标记辅助育种。Tartarini 等（2000）利用与抗苹果黑

星病基因（Vf）紧密连锁的 RAPD 标记测验了携带该基因的苹果个体，淘汰错误率为 3%，保留错

选率仅为 0.02%。苹果柱型性状有利于形成集约高效的现代栽培模式，降低生产成本，提高产量。

Moriya 等（2012）用 3 个与柱型基因（Co）共分离的 SSR 标记 Mdo.chlO.12、Mdo.chlO.13 和

Mdo.chlO.14，对柱型苹果杂交群体进行了早期选择。Cheng 等（1996）利用与控制果色的 Thd01 基

因紧密连锁的 RAPD 标记，在苹果实生苗发育早期进行标记筛选，实现了对果色性状的早期选择。

Wang 等（2011）通过 SCARs 标记和 SSR 标记对控制梨矮生性状基因 PcDw 进行了定位，对梨矮化

育种有着重要的意义。 

SNP 标记（4.5 ~ 20 kb）因其广泛存在于苹果基因组中（Velasco et al.，2010；Micheletti et al.，

2011），能够通过高通量测序技术大批量地开发，所以越来越受到研究者的青睐。Chagné 等（2012）

对 27 个苹果品种进行低深度重测序检测并确认全基因组范围的 SNP，开发了苹果 8K 的 SNP 芯片，

可用于苹果幼苗大规模检测，促进了标记—位点—性状之间关联性的发现，推动了遗传变异研究。

Isabelle 等（2016）报道了利用 KASPTM（Kompetitive Allele-Specific PCR）技术对与苹果黑星病、

白粉病抗性基因相连锁的 SNP 进行基因分析，并应用于抗病品种的选育。David 等（2016）利用 8K

的 SNP 芯片开发了苹果果色的 SNP 功能标记（ss475879531），并用该标记对 5 个苹果杂交群体的幼

树进行了果实颜色的鉴定，结果证明，该标记能够有效地预测果实的颜色，可以应用于分子标记辅

助育种。 

    苹果炭疽菌叶枯病（Glomerella leaf spot，GLS），是一种严重危害苹果叶片的流行性真菌病害，

在中国主要由病原围小丛壳（Glomerella cingulata）引起。在七八月份高温高湿的环境下 2 ~ 3 d 内

即可造成大量叶片干枯脱落，有时还侵染果实引起坏死性斑点（Leite et al.，1988；González & Sutton，

1999；González，2003；宋清 等，2012；Wang et al.，2012）。培育抗病品种是解决苹果炭疽菌叶枯

病的有效途径。之前的研究表明，苹果树对炭疽菌叶枯病的抗性是由单个隐性基因控制的（Dantas et 

al.，2009；刘源霞 等，2015；Liu et al.，2016a），抗性基因 Rgls 位点位于苹果第 15 条染色体上，并

筛选出若干个与 Rgls 基因位点紧密连锁的分子标记（Liu et al.，2016b）。 

    本试验中利用筛选出的 4 个与抗苹果炭疽菌叶枯病基因 Rgls 位点紧密连锁的分子标记 S0405127

（SSR）、S0304673（SSR）、SNP4236 和 InDel4254，对 50 个苹果栽培品种和品系进行抗病性基因

型鉴定，通过比较分子标记检测结果与离体接种抗病鉴定结果，验证分子标记的准确性，为苹果抗

炭疽菌叶枯病育种提供种质材料和分子鉴定技术。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

2015 年以青岛农业大学胶州农场苹果试验基地栽培的 50 个苹果品种（系）为试材进行标记的

准确性验证。取样前 15 d 不喷施农药，其他按常规管理进行。 

    室内人工接种采用的病菌是青岛农业大学苹果病害防控研究室自‘嘎拉’苹果炭疽菌叶枯病病

叶上分离出来的病原菌围小丛壳 Glomerella cingulata（Wang et al.，2012）。 
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1.2  样品采集及室内抗病性鉴定 

从供试的 50 个苹果栽培品种（系）植株上剪取一年生健壮的新枝，每个品种（系）取 4 个枝

条（2 个用于接种鉴定，2 个用作对照）。剪除枝条两端叶片，保留顶部 4 个完全展开的叶片，将炭

疽菌叶枯病菌分生孢子悬浮液（孢子浓度为 10 4 个 · mL-1）均匀喷洒到叶片正反两面，接种 4 d 后

进行抗病性鉴定和数据记录。 

将叶片上无病斑的定为“抗病”，记为“R”，有病斑的定为“感病”，记为“S”（刘源霞 等，

2015）。 

1.3  分子标记鉴定  

    每个品种（系）单株取嫩叶 0.2 g，液氮速冻，–70 ℃保存。基因组 DNA 的提取参考 Doyle 和

Doyle（1987）的 CTAB 法。利用 NanoDrop 2000 分光光度计（Thermo Scientific，South Logan，UT，

USA）测定 DNA 的纯度和浓度，并将浓度稀释到 10 ng · µL-1。 

    利用前期研究中所获得的与炭疽菌叶枯病抗性基因 Rgls 位点紧密连锁的 4 个分子标记（SSR 标

记 S0405127 和 S0304673，SNP 标记 SNP4236，InDel 标记 InDel4254）对田间 50 个品种（系）进

行基因型鉴定。其中 SSR 标记 S0405127 与基因 Rgls 位点的遗传距离为 0.5 cM，S0304673 与基因 Rgls

的遗传距离为 0.9 cM（Liu et al.，2016b），标记 SNP4236 和 InDel4254 与目的基因共分离。引物序

列及变异位点信息列于表 1。引物由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。 

 

表 1  标记信息 

Table 1  The information of markers  

标记名称 

Marker name 

序列长度/bp 

Sequence 

length 

参考碱基 

Ref base 

突变碱基 

Mutation 

base 

位置（Chr15） 

Location 

参考文献 

Reference 

引物序列 

Primer sequence 

S0405127 330 (AT)10  4622388 ~ 4626535 Liu et al.，2016b F：5′-GGCACAATGTAGGAGGGATA-3′ 

R：5′-GCTATGAGGAAATTGGCTCT-3′ 

S0304673 333 (GT)13  4121053 ~ 4135560 Liu et al.，2016b F：5′-GTTTGCACATTGTAATGCTG-3′ 

R：5′-CAGTTTTCTAGTGATGTCGTTG-3′ 

SNP4236 114 A G 4198916 ~ 4199072  R：GCTTATCATAAAAAGCAAGACCAC 

F：ATCATATAATTGTGTAATTTAGTAGAACA

Indel4254 119 G GC 4254896 ~ 4255015 刘源霞 等， 

2017 

R：ATAAAGTCACTTCTAGCACAAATA 

F：CGAAAAACGCTTTACTTAGG 

 

利用刘源霞等（2015）的 SSR 反应体系：总量为 15 μL，内含 4 ng · μL-1 基因组 DNA 2 μL，1× 

Master Mix 7.5 μL，0.2 μmol · L-1 左右引物各 0.8 μL。PCR 扩增程序为：94 ℃预变性 5 min；然后按

94 ℃变性 30 s，54 ℃退火 40 s，72 ℃延伸 30 s 的程序进行 35 个循环；最后 72 ℃延伸 8 min，4 ℃

保存。PCR 产物使用 3.5%的琼脂糖凝胶电泳检验。 

SNP 和 InDel 标记的检测利用高分辨率熔解曲线（High Resolution Melting，HRM）技术在

LightCycler®480Ⅱ荧光定量 PCR 仪（Roche）上进行。参照李炜等（2015）所用的反应体系：总

量 15 µL，内含 10 ng · µL-1 的基因组 DNA 1.0 µL，1× Master Mix 7.5 µL，2.0 mmol · L-1 MgCl2 1.5 

µL，左右引物为 0.2 µmol · L-1 各 0.5 µL。PCR 扩增程序：95 ℃预变 10 min；然后按 95 ℃变性 10 

min，55 ℃退火 15 s，72 ℃延伸 10 s 进行 45 个循环。扩增产物 HRM 检测程序为：95  1 min℃ ，
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40  1 min℃ ，65  1 s℃ ，在 65 ℃升温至 95 ℃的过程中，以 25 次 · ℃-1 的频率收集荧光信息，最后

降温至 40 ℃。利用 LightCycler®480 的 Gene Scanning 软件（1.5 version）进行高分辨率熔解曲线分

析。 

2  结果与分析 

2.1  不同苹果品种（系）对炭疽菌叶枯病的抗性鉴定 

室内人工接种病原菌鉴定结果表明，在 50 个苹果品种（系）中，有 33 个抗病品种（系），17

个感病品种（系），抗感表现差异明显，其中部分品种（系）的鉴定结果如图 1。 

 

 
 

图 1  室内接种 4 d 后部分品种（系）对炭疽菌叶枯病的抗性表现 
Fig. 1  Resistance performance in part varieties to Glomerella leaf spot four days after inoculating 

 

2.2  不同标记对抗感品种（系）的鉴定 

    分别利用 3.5%的琼脂糖凝胶电泳和 HRM 分析方法对 SSR 标记和 SNP、InDel 标记在不同品种

（系）中进行基因型鉴定。 

SSR 标记 S0304673（图 2）能扩增出两条差异明显的扩增条带，在抗病品种（系）中能扩增出

305 bp 大小的片段，在感病品种（系）中会扩增出分子量为 333 bp 的片段。 

SSR 标记 S0405127（图 2）能在感病品种（系）中扩增出分子量为 330 bp 的片段，在抗病品种

（系）中无此片段。 

    在 HRM 图中，可以看出标记 SNP4236 和 InDel4254 能够很清楚地区分出抗感植株（图 3）。 
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图 2  SSR 标记（S0304673，S0405127）在部分品种（系）中扩增的琼脂糖凝胶电泳图 

M：DL2000；F：富士；G：金冠；P1 ~ P9：抗病品种；P10 ~ P19：感病品种。 

Fig. 2  Agarose gel profile of SSR markers（S0304673，S0405127）amplified from part varieties  

M：DL2000 marker；F：Fuji；G：Golden Delicious；P1–P9：Resistant variety；P10–P19：Susceptible variety. 

 

 

 图 3  SNP4236（a）和 InDel4254（b）标记在苹果不同品种（系）中扩增的 HRM 图 

Fig. 3  HRM profile of SNP4236（a）and InDel4254（b）marker amplified from difference varieties 

 

2.3  分子标记准确性鉴定 

SSR 标记 S0405127、S0304673，SNP 标记 SNP4236 和 InDel 标记 InDel4254 对 33 个抗病品种

（系）和 17 个感病品种（系）验证的结果（表 2）显示，4 个标记在基因型鉴定结果中与表型鉴定

结果不相符的品种（系）分别为 5 个、3 个、2 个、4 个，鉴定抗病感病的准确率分别为 90%、94%，

96%、92%。这 4 个分子标记鉴定结果的准确率均达到 90%以上，可以应用于田间栽培品种、品系、

种质资源以及杂种后代幼苗对炭疽菌叶枯病抗性的鉴定。 
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表 2  分子标记对苹果栽培品种和品系的抗病性的鉴定结果 

Table 2  Result of resistance identification of four markers in apple cultivars（lines） 

序号 Code 品种/系 Cultivar/Line 表型 Phenotype S0405127（SSR） S0304673（SSR） SNP4236 InDel 4254 

1 斗南 Dounan R R R R R 
2 福丽 Fuli R R R R R 
3 福艳 Fuyan R R R R R 
4 红勋 1 号 Hongxun 1 R R R R R 
5 华帅 Huashuai R R R R R 
6 鲁加 1 号 Lujia 1 R R R R R 
7 旭 McIntosh R R R R R 
8 鲁加 4 号 Lujia 4 R R R R R 
9 鲁加 6 号 Lujia 6 R R R R R 
10 鲁加 2 号 Lujia 2 S S S S S 
11 青农红 Qingnonghong S S S R R 
12 瑞红 Ruihong S S S S S 
13 双阳红 Shuang yanghong S S S S S 
14 新世界 Shinsekai S S S S S 
15 N2 S S S S S 
16 福早红 Fuzaohong S S S S S 
17 嘎拉 Gala S S S S S 
18 秦冠 Qinguan S S S S S 
19 瑞丹 Judaine S S S S S 
20 海棠 Malus sp. R R S R R 
21 烟富 1 Yanfu 1 R R R R R 
22 金冠 Golden Delicious S S S S S 
23 乙女 Alps Otome apple R R R R R 
24 华硕 Huashuo R S R R R 
25 王林 Orin R S R R S 
26 早杂 1 号 Zaoza 1 R R R R R 
27 威赛克旭 Wjicik McIntosh R R R R S 
28 赛金 Saijin R S R R R 
29 红肉 1 号 Red Flesh 1 R R R R R 
30 五月金 Wuyuejin R R R R R 
31 望山红 Wangshanhong R R R R R 
32 新红星 Starkrimson Delicious R R R R R 
33 青冠 Qing Delicious R R R R R 
34 弘前富士 Hirosaki Fuji R R R R R 
35 富士 Fuji R R R R R 
36 皮诺娃 Pinova R R R R R 
37 早翠绿 Zaocuilü R R R R S 
38 7C-102 R R R R R 
39 国光 Ralls R R R R R 
40 霞光 Xiaguang R R R S R 
41 7C-35 S R R S S 
42 95-161 R R R R R 
43 95-231 R R R R R 
44 95-232 S S S S S 
45 95-32 R R R R R 
46 95-93 R R R R R 
47 7C-104 S S S S S 
48 7C-105 S S S S S 
49 7C-106 S R R S S 
50 7C-107 S S S S S 

    注：加粗表示基因型与表型鉴定结果不相符。 

    Note：Boldface indicates that genotype is not consistent with phenotype identification. 

3  讨论 

本试验中 4 个标记的准确率均达到 90.0%，可以有效地应用于分子标记辅助育种。SSR 标记

S0405127 与基因 Rgls 位点的遗传距离为 0.5 cM，S0304673 的遗传距离为 0.9 cM，而在品种群体验
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证中，标记 S0304673 鉴定抗感品种（系）的准确率比标记 S0405127 的准确率高。SNP4236 和 

InDel4254 与目的基因共分离，但在品种的群体验证中还是有 2 ~ 4 个表型鉴定与基因型鉴定不符的

个体。产生这种现象存在以下几个原因，一方面可能由于用于鉴定的品种或品系数量有限，导致了

结果的偏离；二是标记 S0405127 的条带显示为有和无的差异，在电泳时有可能存在读带误差；三

是在对做图群体进行表型鉴定中，可能存在表型鉴定误差，导致遗传距离计算的偏差；四是在精细

定位中，需要应用更大的群体筛选重组的单株以完成对目标基因的精细定位，而由于试验材料的限

制，所用群体规模不是很大，所以可能导致定位结果的误差；五是引物所扩增的碱基序列在杂交个

体中发生突变，导致扩增的条带与目标条带不符。这些问题尽管在试验中是不可避免的，但可以通

过以下方法进行纠正。一是在进行更精细的遗传定位研究中，以更大规模的群体和更严谨的实验操

作来提高遗传作图的精度，尽可能的减少这些误差的产生；二是可以对多个分子标记鉴定结果进行

综合分析，排除单一分子标记可能产生的误差，进而提高分子标记辅助选择在育种实践中的有效性。 
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