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(57)摘要

鉴别烟草抗斑萎病位点RTSW等位基因类型

的共显性标记引物组、鉴别方法及其应用，所述

引物组由引物1、引物2、引物3和引物4的四条单

链DNA组成。本发明的共显性标记引物能够特异

性的对烟草基因组DNA进行标记鉴定，检测烟草

材料基因组DNA中RTSW的等位基因类型，不仅可

以鉴定是否含有抗斑萎病位点RTSW，而且可以鉴

别烟草抗斑萎病位点RTSW等位基因类型，可靠且

使用方便，与以往的抗斑萎病标记相比，具有与

目标基因RTSW紧密连锁、准确性高、成本低廉、检

测效率高等优点，可大大提高抗烟草斑萎病基因

RTSW品种的筛选效率，极大地缩短抗病烟草品种

的育种周期，提高育种效率。
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1.鉴别烟草抗斑萎病位点RTSW等位基因类型的共显性标记引物组，其特征在于，所述

引物组由引物1、引物2、引物3和引物4的四条单链DNA组成；所述引物1序列为Seq  ID  No.1：

RTSW_Marker2_F  5’‑GTTATAAATTGTGTGGAGGGCATG‑3’；

所述引物2序列为Seq  ID  No.2：

RTSW_Marker2_R  5’‑TCAAATTCCCGACCAGCAGTA‑3’；

所述引物3序列为Seq  ID  No.3：

rtsw_Marker1_F  5’‑CCGGAATAAGGGTAAGGTCTG‑3’；

所述引物4序列为Seq  ID  No.4：

rtsw_Marker1_R  5’‑CAACAACAACAATCGGGTGA‑3’。

2.采用如权利要求1所述引物组鉴别烟草抗斑萎病位点RTSW等位基因类型的方法，其

特征在于，步骤如下：

(1)分别以待鉴定烟草、烟草斑萎病抗源Polalta与斑萎病感病品种K326的基因组DNA

为模板，用由引物1、引物2、引物3和引物4的四条单链DNA组成的PCR引物组对基因组DNA进

行PCR扩增，利用引物1和引物2扩增得到的片段大小为736bp；所述的736bp片段为含RTSW基

因的植株所特有，其序列为SEQ  ID  No.5；利用引物3和引物4扩增得到的片段大小为214bp，

214bp片段为不含RTSW基因的植株所特有，其序列为SEQ  ID  No.6；

(2)将扩增的PCR产物通过电泳检测或者测序扩增产物，按照如下方法鉴别并确定待鉴

定烟草抗斑萎病位点RTSW等位基因类型：

1)如果待鉴定烟草的PCR扩增产物经电泳或测序后的条带与Polalta的带型相同，且大

小为736bp，则待鉴定烟草为抗斑萎病烟草或候选为抗斑萎病烟草，且基因型为抗性RTSW基

因位点纯合即RTSW/RTSW；

2)如果待鉴定烟草的PCR扩增产物经电泳或测序后的条带与K326的带型相同，且大小

为214bp，则待鉴定烟草为感斑萎病烟草或候选为感斑萎病烟草，且基因型为感病RTSW基因

位点纯合即rtsw/rtsw；

3)如果待鉴定烟草的PCR扩增产物经电泳或测序后的条带同时含有与Polalta和K326

带型相同的条带，且大小为736bp和214bp，则待鉴定烟草为抗斑萎病烟草或候选为抗斑萎

病烟草，且基因型为抗病RTSW基因位点杂合即RTSW/rtsw。

3.权利要求1所述鉴别烟草抗斑萎病位点RTSW等位基因类型的共显性标记引物组在烟

草斑萎病抗病基因定位、克隆或选育烟草抗斑萎病品种中的应用。

4.如权利要求2所述的采用引物组鉴别烟草抗斑萎病位点RTSW等位基因类型的方法，

其特征在于，提取待鉴定烟草DNA时，采用烟草的种子、叶片、根、花器任意一个部位或几个

部位的组织。

5.如权利要求2所述的采用引物组鉴别烟草抗斑萎病位点RTSW等位基因类型的方法，

其特征在于，所述的用由引物1、引物2、引物3和引物4的四条单链DNA组成的PCR引物对基因

组DNA进行PCR扩增，PCR的反应体系如下：分别以待鉴定烟草、烟草斑萎病抗源Polalta与斑

萎病感病品种K326的基因组DNA为模板，PCR扩增体系：2×Premix  Ex  TaqMix  PCR  Buffer 

12.5μL，10μmol/L引物1、引物2、引物3和引物4各0.5μL，50ng/μL模板DNA  1μL，加灭菌双蒸

水使总体积为25μL；PCR反应程序为：94℃预变性5min；然后进入35个循环：94℃变性30s，55

℃退火30s，72℃延伸30s；循环结束后72℃延伸10min；4℃保存。

权　利　要　求　书 1/1 页

2

CN 110499388 B

2



鉴别烟草抗斑萎病位点RTSW等位基因类型的共显性标记引物

组、鉴别方法及其应用

技术领域

[0001] 本发明属于分子生物学技术领域，特别是涉及可鉴别烟草抗斑萎病基因位点RTSW

的分子标记引物及其在烟草RTSW抗病基因定位、克隆或选育烟草抗斑萎病品种中的应用。

背景技术

[0002] 烟草斑萎病是由正番茄斑萎病毒属(Orthotospovirus)病毒的侵染所造成的烟草

病害。该属病毒是寄主范围最广、发生最为严重的一类植物病毒，其美洲型代表种番茄斑萎

病毒(Tomato  Spotted  Wilt  Virus,TSWV)已对我国云南烟区的烟叶生产构成了较大的威

胁。最近几年从云南各地(州、市)县采集样品检测结果看，云南全省烟草上TSWV均有分布并

有扩大和加重的趋势。而更让人忧虑的是目前云南省的烤烟主栽品种均不抗TSWV，田间调

查发现现有的主栽烤烟品种K326、红花大金元、云烟87等均能被TSWV侵染，成为TSWV流行、

爆发的潜在因素。烟草斑萎病常用的防治手段主要依赖防治传毒介体蓟马，但由于蓟马具

有发育历期短、个体小易隐蔽、对杀虫剂极易产生抗药性等的特点，所以现有的防治措施难

以取得理想的控制效果，因而，选育抗斑萎病的烤烟品种是最经济、最有效的手段。

[0003] 野生烟草资源含有丰富的抗性基因。研究表明花烟草(Nicotiana  alata)对  TSWV

具有很好的抗性。接种TSWV仅在接种叶表现过敏性坏死症状，在系统叶中检测不到病毒的

存在。经过一系列的常规杂交和回交转育，研究人员已将该抗性基因从花烟草抗性转育至

烤烟品种中，育成抗病育种中间材料Polalta。  Nicotiana  alata和Polalta对TSWV的抗性

是由显性的单基因(命名为RTSW) 位点控制。

[0004] 但令人遗憾的是，抗病基因RTSW尚未被克隆。在短时间内无法克隆抗病基因的情

况下，开发和抗病基因紧密连锁的分子标记成为烟草斑萎病抗病育种的重要手段。迄今为

止，国际上仅有H.Moon和J.S.Nicholson(2007)开发了相应的分子标记，但其AFLP标记存在

和抗性基因遗传距离较远，连锁不紧密，开发的SCAR标记在实际应用中存在容易产生假阳

性的问题。而且这两种标记都无法区分抗性位点的纯合/杂合基因型，限制了这些标记的大

规模应用。在利用RTSW进行烟草抗斑萎病的育种过程中，其杂交或回交后代中会分离出该

基因的不同基因型单株，这就需要对杂交或回交后代植株进行单株基因型的检测，选择出

RTSW纯合或杂合的单株，用于随后进一步的回交或自交。因此，开发可用于鉴别烟草抗斑萎

病位点RTSW等位基因类型的共显性标记，可以建立一种简便、快速、准确、灵敏的鉴定烟草

抗斑萎病基因方法，弥补现有技术的不足。

发明内容

[0005] 本发明的目的是为了解决现有技术的不足，提供一种鉴别烟草抗斑萎病位点RTSW

等位基因类型的共显性标记引物组和采用所述引物组鉴别烟草抗斑萎病位点RTSW等位基

因类型的方法以及所述引物组在烟草斑萎病抗病基因定位、克隆或选育烟草抗斑萎病品种

中的应用具体应用，该分子标记引物组及鉴别方法可用于筛选含有RTSW抗病基因位点的资
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源和育种单株，并可以精确的获得含有  RTSW抗病基因位点的纯/杂合基因型，达到简便、快

速、准确、灵敏的鉴定烟草抗斑萎病基因位点方法的效果，为选育出高抗斑萎病的烟草育种

材料提供技术手段。

[0006] 在本发明的上下文中，术语“抗斑萎病基因位点RTSW”是指包含烟草斑萎病抗病基

因(RTSW基因)野生烟染色体片段的位点。

[0007] 为了实现上述目的，本发明采用了以下技术方案：

[0008] 鉴别烟草抗斑萎病位点RTSW等位基因类型的共显性标记引物组，所述引物组由引

物1、引物2、引物3和引物4的四条单链DNA组成；所述引物1序列为  Seq  ID  No.1：

[0009] RTSW_Marker2_F  5’‑GTTATAAATTGTGTGGAGGGCATG‑3’；

[0010] 所述引物2序列为Seq  ID  No.2：

[0011] RTSW_Marker2_R  5’‑TCAAATTCCCGACCAGCAGTA‑3’；

[0012] 所述引物3序列为Seq  ID  No.3：

[0013] rtsw_Marker1_F  5’‑CCGGAATAAGGGTAAGGTCTG‑3’；

[0014] 所述引物4序列为Seq  ID  No.4：

[0015] rtsw_Marker1_R  5’‑CAACAACAACAATCGGGTGA‑3’。

[0016] 采用所述引物组鉴别烟草抗斑萎病位点RTSW等位基因类型的方法，步骤如下：

[0017] (1)分别以待鉴定烟草、烟草斑萎病抗源Polalta与斑萎病感病品种K326 的基因

组DNA为模板，用由引物1、引物2、引物3和引物4的四条单链DNA组成的PCR引物组对基因组

DNA进行PCR扩增，利用引物1和引物2扩增得到的片段大小为736bp；所述的736bp片段为含

RTSW基因的植株所特有，其序列为SEQ  ID  No.5；利用引物3和引物4扩增得到的片段大小为

214bp，214bp  片段为不含RTSW基因的植株所特有，其序列为SEQ  ID  No.6；

[0018] (2)将扩增的PCR产物通过电泳检测或者测序扩增产物，按照如下方法鉴别并确定

待鉴定烟草抗斑萎病位点RTSW等位基因类型：

[0019] 1)如果待鉴定烟草的PCR扩增产物经电泳或测序后的条带与Polalta的带型相同，

且大小为736bp，则待鉴定烟草为抗斑萎病烟草或候选为抗斑萎病烟草，且基因型为抗性

RTSW基因位点纯合即RTSW/RTSW；

[0020] 2)如果待鉴定烟草的PCR扩增产物经电泳或测序后的条带与K326的带型相同，且

大小为214bp，则待鉴定烟草为感斑萎病烟草或候选为感斑萎病烟草，且基因型为感病RTSW

基因位点纯合即rtsw/rtsw；

[0021] 3)如果待鉴定烟草的PCR扩增产物经电泳或测序后的条带同时含有与  Polalta和

K326带型相同的条带，且大小为736bp和214bp，则待鉴定烟草为抗斑萎病烟草或候选为抗

斑萎病烟草，且基因型为抗病RTSW基因位点杂合即  RTSW/rtsw。

[0022] 本发明提供了所述鉴别烟草抗斑萎病位点RTSW等位基因类型的共显性标记引物

组在烟草斑萎病抗病基因定位、克隆或选育烟草抗斑萎病品种中的应用。

[0023] 进一步地，本发明在提取待鉴定烟草DNA时，可采用烟草的种子、叶片、根、花器任

意一个部位或几个部位的组织。

[0024] 进一步地，本发明所述的用由引物1、引物2、引物3和引物4的四条单链  DNA组成的

PCR引物对基因组DNA进行PCR扩增，PCR的反应体系如下：分别以待鉴定烟草、烟草斑萎病抗

源Polalta与斑萎病感病品种K326的基因组DNA  为模板，PCR扩增体系：2×Premix  Ex 
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TaqMix  PCR  Buffer  12.5μL，10μmol/L  引物1、引物2、引物3和引物4各0.5μL，50ng/μL模板

DNA  1μL，加灭菌双蒸水使总体积为25μL；PCR反应程序为：94℃预变性5min；然后进入35  个

循环：94℃变性30s，55℃退火30s，72℃延伸30s；循环结束后72℃延伸10min；  4℃保存。

[0025] 本发明所述由引物1、引物2、引物3和引物4的四条单链DNA组成的PCR引物组包含

在Seq  ID  No.1或Seq  ID  No.2或Seq  ID  No.3或Seq  ID  No.4的5’端或3’端分别增加1～30

个碱基扩增得到的基本相同DNA片段的引物组。

[0026] 本发明与现有技术相比，其有益效果为：

[0027] 本发明的引物组是与RTSW基因位点紧密连锁的标记，本发明所建立的分子标记方

法是基于PCR技术产生共显性标记，可用于抗病基因的图位克隆和分子标记辅助选择，通过

检测抗斑萎病基因位点来预测烟草对斑萎病的抗性，鉴别烟草抗斑萎病位点RTSW等位基因

类型，可以在烟草的实生苗阶段进行淘汰选择，不仅节约生产成本而且大大提高选择效率，

进而加速烟草抗斑萎病育种进程。

[0028] 具体体现在以下几点：

[0029] 1 .紧密连锁：实验证明，利用本方法对烟草育种材料辅助鉴定的结果与抗性鉴定

结果完全一致，而利用以往的抗斑萎病AFLP和SCAR标记，有部分结果和抗性鉴定不一致，表

明该方法能够用于烟草抗斑萎病育种的分子标记辅助选择。

[0030] 2.准确性高:利用本方法对烟草育种材料辅助鉴定的结果，条带清晰，带型差别明

显，而以往的抗斑萎病SCAR标记扩增片段在100‑200bp之间，极易和引物二聚体所在的条带

位置产生混淆。与以往的抗斑萎病标记相比，该检测方法克服了假阳性高、稳定性差等问

题，准确率达100％。

[0031] 3.成本低廉：本研究利用普通PCR体系，PCR产物经过电泳即可完成检测，有效降低

高通量检测成本。

[0032] 4.检测效率高：与以往的抗斑萎病AFLP标记相比，本研究仅仅只用一次普通电泳

分析，克服了以往检测需要聚丙烯凝胶电泳的缺点，极大地提高了检测效率。

[0033] 5.操作简单：用本发明标记检测育种材料的抗烟草斑萎病基因RTSW操作简单，不

仅节省生产成本，而且大大提高抗烟草斑萎病基因RTSW品种的筛选效率，极大地缩短抗病

烟草品种的育种周期，提高育种效率。

附图说明

[0034] 图1是本发明以分子标记引物1、引物2、引物3和引物4为引物组的扩增产物电泳检

测结果,泳道M为marker，其为100bp  DNA  Ladder,泳道1为抗病亲本Polalta，泳道2为烟草

斑萎病抗源Polalta(♂)与主栽感病品种K326(♀)  杂交F1单株；泳道3为感病亲本K326；

[0035] 图2为本发明以引物1、引物2、引物3和引物4为引物组对烟草斑萎病抗源Polalta

(♂)与主栽感病品种K326(♀)杂交后代BC6F3分离群体210个单株扩增产物的电泳检测结

果。

具体实施方式

[0036] 下面结合实施例对本发明作进一步的详细描述。

[0037] 鉴别烟草抗斑萎病位点RTSW等位基因类型的共显性分子标记引物组，该分子标记
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为Seq  ID  No.5或Seq  ID  No.6所示序列，所述的分子标记可以由引物  1、引物2、引物3和引

物4组成的引物扩增获得。所述引物组由引物1、引物2、引物3和引物4的四条单链DNA组成。

[0038] 所述引物1序列为Seq  ID  No.1：

[0039] RTSW_Marker2_F  5’‑GTTATAAATTGTGTGGAGGGCATG‑3’；

[0040] 所述引物2序列为Seq  ID  No.2：

[0041] RTSW_Marker2_R  5’‑TCAAATTCCCGACCAGCAGTA‑3’；

[0042] 所述引物3序列为Seq  ID  No.3：

[0043] rtsw_Marker1_F  5’‑CCGGAATAAGGGTAAGGTCTG‑3’；

[0044] 所述引物4序列为Seq  ID  No.4：

[0045] rtsw_Marker1_R  5’‑CAACAACAACAATCGGGTGA‑3’。

[0046] Seq  ID  No.5序列：

[0047] GTTATAAATTGTGTGGAGGGCATGCCCTTCCAATTTTCACAAACCTCTCATTTTAAAAAGAAATACGT 

ACTATTTTGTATTTTCCAGTTTAACATTTCTTTTTCTTTTGCTTTATTGCTATAGCGAATATTTAAAA  AAATCAA

AACACAAAACCCGAAGTTAATATTGAAAACTATAATGAAGCTTAAGTAGAGAAGATTGAAC  CAAAAGACCTCTTC

ATGTCTTAAATTAACGGGAAAATAGCTATTTTAGTCCTTGTATTGTTGCTTAAT  TTTAATTTTGATCCTTGTATT

ATTCAGCTAAACAAGTTTAACCTCTAATTAGTTTAAAAAGTGACTTA  GATCCGTGCAACTAACAGAAGTTAGATA

TTACTAAGAACTATCATTATTTCAAGAATATATAAAATAG  AAAAATAGAAGATGAAGAATTAGTTCTAAAGGCTT

AAAGTTTCGCAGTAACTTGTTCATTTCCGTAGT  TGTCCTTCCAAGTGCAAAATCAAATTCAAATGGGTCTAAGCG

TCTAAAAAAGGAATTAAGCGAGGTGA  GAACGTAGTTTTTAGAACTTAACACACACACACATTGCCTCTCTTCTCT

CTACGAAAGTTTCTTTATT  TGACTTTGAAATTTCGATTTGAGGTGAAAAATTGAAATTTAATGCTTCTCTTACTG

AAATCGAGTAAG  AAGACAATTGTTTGAGCTTAAACATTGAGAATATTTACTGCTGGTCGGGAATTTGA

[0048] Seq  ID  No.6序列：

[0049] CCGGAATAAGGGTAAGGTCTGGATACATTTTACCTGCCCCAGACCCCACTTGTGGGAACTAGGGATGG 

CAAACGGTGCAGTGCGGTGCGATTGCGGGGCAAACCCGCACAAACCCATGAGGATTTTAATCCGCCCC  GCCCCGC

ATAGCCTTAAATTCGCCCCGCCCCGCCCCATTTTCCATCCCTAGTGGGAACTCACCCGATT  GTTGTTGTTG

[0050] 采用上述引物组鉴别烟草抗斑萎病位点RTSW等位基因类型的方法，具体步骤如

下：

[0051] (1)分别以待鉴定烟草、烟草斑萎病抗源Polalta与斑萎病感病品种K326 的基因

组DNA为模板，用由引物1、引物2、引物3和引物4的四条单链DNA组成的PCR引物对基因组DNA

进行PCR扩增，利用引物1和引物2扩增得到的片段大小为736bp；所述的736bp片段为含RTSW

基因的植株所特有，其序列为  SEQ  ID  No .5；利用引物3和引物4扩增得到的片段大小为

214bp，214bp片段为不含RTSW基因的植株所特有，其序列为SEQ  ID  No.6。提取待鉴定烟草

DNA  时，可以采用烟草的种子、叶片、根、花器任意一个部位或几个部位的组织。对烟草DNA

的提取方法为本领域常规的提取方法，可以为CTAB法、SDS提取法、ROSE一管法、TPS提取法

等，也可以直接采用商用试剂盒进行DNA的提取。对本领域技术人员而言，可以理解，也可以

DNA化学合成的方法得到本发明的分子标记。

[0052] 在用由引物1、引物2、引物3和引物4的四条单链DNA组成的PCR引物对基因组DNA进

行PCR扩增时，PCR的反应体系如下：分别以待鉴定烟草、烟草斑萎病抗源Polalta与斑萎病

感病品种K326的基因组DNA为模板，PCR扩增体系：2×Premix  Ex  TaqMix  PCR  Buffer  12.5
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μL，10μmol/L引物1、引物2、引物3和引物4各0.5μL，50ng/μL模板DNA  1μL，加灭菌双蒸水使

总体积为25μL；PCR反应程序为：94℃预变性5min；然后进入35个循环：94℃变性  30s，55℃

退火30s，72℃延伸30s；循环结束后72℃延伸10min；4℃保存。

[0053] (2)将扩增的PCR产物通过电泳检测或者测序扩增产物，按照如下方法鉴别并确定

待鉴定烟草抗斑萎病位点RTSW等位基因类型：

[0054] 1)如果待鉴定烟草的PCR扩增产物经电泳后的条带与Polalta的带型相同，且大小

为736bp，则待鉴定烟草为抗斑萎病烟草或候选为抗斑萎病烟草，且基因型为抗性RTSW基因

位点纯合(RTSW/RTSW)；

[0055] 2)如果待鉴定烟草的PCR扩增产物经电泳后的条带与K326的带型相同，且大小为

214bp，则待鉴定烟草为感斑萎病烟草或候选为感斑萎病烟草，且基因型为感病RTSW基因位

点纯合(rtsw/rtsw)；

[0056] 3)如果待鉴定烟草的PCR扩增产物经电泳后的条带同时含有与Polalta  和K326带

型相同的条带，且大小为736bp和214bp，则待鉴定烟草为抗斑萎病烟草或候选为抗斑萎病

烟草，且基因型为抗病RTSW基因位点杂合  (RTSW/rtsw)。

[0057] 本发明所述鉴别烟草抗斑萎病位点RTSW等位基因类型的共显性标记引物组可应

用于烟草斑萎病抗病基因定位、克隆或选育烟草抗斑萎病品种。利用本发明的引物组，以待

检测的烟草基因组DNA为模板进行PCR，可以得到检测烟草中是否含有烟草抗斑萎病基因位

点RTSW并可以鉴别烟草抗斑萎病位点RTSW等位基因类型。所述检测可以是PCR检测的方法，

具体地，可以使用由引物1、引物2、引物3和引物4的四条单链DNA组成的PCR引物对基因组

DNA进行PCR  扩增。所述检测还可以通过高通量测序方法检测是否含有本发明所述引物组

序列及扩增产物。

[0058] 本领域技术人员熟知，在Seq  ID  No.1、Seq  ID  No.2、Seq  ID  No.3或Seq ID  No.4

序列中，可在其5’端或3’端分别增加1～30个碱基，所增加的碱基类型可根据烟草基因组

DNA上与Seq  ID  No.1、Seq  ID  No.2、Seq  ID  No.3或  Seq  ID  No.4相匹配区域的碱基类型

并依据碱基配对原则来确定，由此得到的引物组与Seq  ID  No .1、Seq  ID  No .2、Seq  ID 

No.3或Seq  ID  No.4的扩增产物基本相同(上游和下游引物之间的DNA序列相同)。因此，上

述在Seq  ID  No.1、  Seq  ID  No.2、Seq  ID  No.3或Seq  ID  No.4的5’端或3’端分别增加1～

30个碱基并能扩增得到基本相同DNA片段的引物组，均包括在本发明的引物组中。

[0059] 本发明利用了包含RTSW抗斑萎病基因位点的抗TSWV烟草材料：Polalta，未包含

RTSW抗斑萎病基因位点的感TSWV材料K326以及烟草斑萎病抗源  Polalta(♂)与主栽感病品

种K326(♀)杂交及回交、自交获得的BC6F3后代。以上烟草材料均为常见的烟草种质资源，

公众可从烟草种质资源保存单位或云南省烟草农业科学研究院获得。限制性内切酶、卡拉

霉素、壮观霉素，Taq  DNA聚合酶2×Premix  Ex  TaqMix均购自大连宝生物公司。其他化学试

剂均为市售产品。N.tobacum(K326)的参考基因组序列已在(Edwards  et  al .,2017 ,A 

reference  genome  for  Nicotiana  tabacum  enables  map‑based  cloning  of 

homeologous  loci  implicated  in  nitrogen  utilization  efficiency.Bmc Genomics 

18,448.)中公开，公众可从  https://solgenomics.net/organism/Nicotiana_tabacum/

genome获得。

[0060] 本发明的一个具体的操作实例如下：
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[0061] 1、利用分离群体烟草抗性鉴定构建抗感池及转录组测序。

[0062] 取将烟草斑萎病抗源Polalta(♂)与主栽感病品种K326(♀)杂交及回交、自交获得

的BC6F3后代210株，利用无毒基因浸润的方法进行TSWV抗病性鉴定。并更加具体的，所述抗

病性鉴定方法参见中国专利申请201710414755.  X(一种利用番茄斑萎病毒NSm基因鉴定烟

草抗性的方法)。在烟草幼苗4～5片叶时，选取完全展开的顶部叶片，在同一张叶片上选取

三个位置分别接种pK2‑35S‑NSm、pK2‑35S‑NSs、pK2‑35S‑NSm+p2300‑35S‑  Sw‑5b。其中pK2‑

35S‑NSs作为阴性对照，pK2‑35S‑NSm+p2300‑35S‑S  w‑5b为阳性对照，阳性对照在所有的烟

草上都会产生过敏性坏死。烟苗接种后20～28℃的光照培养室中培养72h，调查观察待检测

烟草叶片上pK2‑35S‑NSm引起的过敏坏死(HR反应)。210株中有161株产生  HR反应，为抗性

单株，49株没有HR反应，为感病单株。结果见表2

[0063] 从161株抗性单株和49株感病单株中分别随机选择40株构建抗性池(R‑pool)和感

性池(S‑pool)，其构建方法为分别从选取的抗病  40株单株单株中每株取0.1g叶片，共计4g

混合后构建抗性池(R‑po  ol)，碾磨成粉末后送样进行转录组测序。利用相同的方法构建感

性池(S‑pool)并送样测序。

[0064] 转录组测序选用华大基因的BGI500测序平台进行，抗/池每个样品测序获得12Gb

的测序数据。

[0065] 2、抗性连锁分子标记的筛选。

[0066] 将转录组获得的抗/感池数据分别比对至K326参考基因组，通过  SNP分型，共发现

抗/感池之间Dealta值大于0.4的SNP位点共计60  47个，其SNP主要集中于K326的7号染色

体，因此将抗斑萎病基因定位于第7号染色体。调取SNP存在的Reads并根据K326的基因组为

参考基因组进行序列拼接。来源于感性池(S‑pool)SNP所在的序列和K326一致，来源于抗性

池(R‑pool)SNP所在的序列和K326存在丰富的SNP，利用这些组装后序列设计引物，共设计

引物12对，其中用于扩增来源于感性池(S‑pool)SNP所在的序列3对，其中用于扩增来源于

抗性池(R‑pool)所在的序列9对。提取烟草抗斑萎病亲本材料Polalta、感斑萎病亲本材料

K326、烟草斑萎病抗源Polalta(♂)  与主栽感病品种K326(♀)杂交F1的基因组DNA，根据获

得的12个序列设计引物组，进行PCR扩增后进行电泳，筛选双亲间的多态性标记。最终获得

本发明所述的由引物1、引物2、引物3和引物4的四条单链  DNA组成的PCR引物组进行PCR扩

增在双亲间有明显的多态性。

[0067] PCR扩增体系：2×Premix  Ex  TaqMix  PCR  Buffer  12.5μL，10 μmol/L上游引物1

和下游引物2各0.5μL，25ng/μL模板DNA  2 μL，加灭菌双蒸水使总体积为25μL；PCR反应程

序：94℃预变性5  min；然后进入35个循环：94℃变性30s，55℃退火30s，72℃延伸3  0s；循环

结束后72℃延伸10min；4℃保存。

[0068] 电泳结果表明：从图1所示结果表明，利用由引物1、引物2、引物3和引物4的四条单

链DNA组成的PCR标记引物对上述Polalta、K  326及F1材料进行PCR扩增，所有材料都得到扩

增，没有假阴性结果出现，表明本研究所验证的PCR反应体系完全正常，符合检测要求。P  CR

产物进行电泳比较分析，泳道1为抗病亲本Polalta，PCR扩增产物经电泳后有明显的特异性

条带，条带单一，大小为736bp；泳道2  为烟草斑萎病抗源Polalta(♂)与主栽感病品种K326

(♀)杂交F1单株，PCR扩增产物经电泳后有明显的两条特异性条带，大小分别为73  6bp和

214bp；泳道3为感病亲本K326，PCR扩增产物经电泳后有明显的特异性条带，条带单一，大小

说　明　书 6/12 页

8

CN 110499388 B

8



为214bp。表明双亲间利用此标记存在多态性。

[0069] 3、利用烟草斑萎病抗源Polalta(♂)与主栽感病品种K326(♀)  杂交及回交、自交

获得的BC6F3后代分离群体210个单株对多态性标记进行验证。

[0070] 对其单株编号，分别提取210个不同单株的DNA样品，按照传统的核酸提取方法

CTAB法，以纯化后的基因组DNA作为模板，利用上述引物对基因组DNA进行PCR扩增。PCR扩增

体系：2×Premix  Ex  Taq Mix  PCR  Buffer  12.5μL，10μmol/L引物1、引物2、引物3和引物  4

各0.5μL，25ng/μL模板DNA  2μL，加灭菌双蒸水使总体积为2  5μL；PCR反应程序：94℃预变性

5min；然后进入35个循环：94℃变性30s，55℃退火30s，72℃延伸30s；循环结束后72℃延伸

10min；  4℃保存。取PCR反应产物进行电泳检测验证。

[0071] 所述引物1为：

[0072] RTSW_Marker2_F  5’‑GTTATAAATTGTGTGGAGGGCATG‑3’(Seq  I  D  No.1)

[0073] 所述引物2为：

[0074] RTSW_Marker2_R  5’‑TCAAATTCCCGACCAGCAGTA‑3’(Seq  ID  No.  2)

[0075] 所述引物3为：

[0076] rtsw_Marker1_F  5’‑CCGGAATAAGGGTAAGGTCTG‑3’(Seq  ID  N  o.3)

[0077] 所述引物4为：

[0078] rtsw_Marker1_R  5’‑CAACAACAACAATCGGGTGA‑3’(Seq  ID  No.  4)

[0079] 电泳结果表明：图2为本申请人建立的快速鉴定烟草抗斑萎病基因位点RTSW的分

子标记的电泳分析。从分析结果来看，条带亮度高，条带清晰易辨认，条带大小差别明显。如

果待鉴定烟草的PCR扩增产物经电泳后的条带与Polalta的带型相同，且大小为736bp，则待

鉴定烟草为抗斑萎病烟草或候选为抗斑萎病烟草，且基因型为抗性RT  SW基因位点纯合

(RTSW/RTSW)，如果待鉴定烟草的PCR扩增产物经电泳后的条带与K326的带型相同，且大小

为214bp，则待鉴定烟草为感斑萎病烟草或候选为感斑萎病烟草，且基因型为感病rtsw基因

位点纯合(rtsw/rtsw)，如果待鉴定烟草的PCR扩增产物经电泳后的条带同时含有与

Polalta和K326带型相同的条带，且大小为736bp和  214bp，则待鉴定烟草为抗斑萎病烟草

或候选为抗斑萎病烟草，且基因型为抗病RTSW基因位点杂合(RTSW/rtsw)。

[0080] 通过标记检测结果发现，仅含有736bp带型的单株有39株(抗性纯合，RTSW/RTSW)，

仅含有214bp带型的单株有50株(感病纯合，rt  sw/rtsw)，杂合带型121株(抗性位点杂合)。

抗性检测纯度鉴定结果表明，210个单株中，160个为抗病植株，50个为感病植株，与标记检

测结果一致，准确率达到100％。通过将本发明所建立的快速鉴定烟草抗斑萎病基因位点

RTSW的分子标记结果和抗性鉴定结果对比后发现，210个样品的抗性鉴定结果完全一致，表

明该方法结果稳定可靠准确性极高，没有出现假阳性结果(见表1)。

[0081] 表1  BC6F3群体抗性鉴定及标记检测结果统计
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[0086]

[0087] 4、抗斑萎病位点RTSW等位基因类型的验证

[0088] 从上述第3点中的BC6F3群体210个单株中随机选取抗性RTSW  基因位点纯合

(RTSW/RTSW)，基因型为感病rtsw基因位点纯合(rts  w/rtsw)，且基因型为抗病RTSW基因位

点杂合(RTSW/rtsw)各5株自交留种，获得BC6F4种子并每株播种30株做左右，对BC6F4每个

单株进行抗病性检测，确定BC6F4单株的等位基因类型。从表2可以看出随机选择的BC6F3单

株后代抗/感分离比完全符合BC6F3单株的标记检测结果，表明该方法结果稳定可靠准确性

极高，没有出现假阳性结果。

[0089] 表2部分BC6F3单株自交留种后BC6F4单株抗病性检测

[0090]

[0091] 由此可见，本发明所提供的检测烟草对斑萎病抗性的方法可靠、简便、实用，在烟

草种质资源评价和育种标记的辅助选择中具有重要应用前景，同时为培育对斑萎病高抗的

烟草品种提供了参考依据。

[0092] 实施例中未注明的具体技术或条件的，按照本领域内的文献所描述的技术或条件

或者按照产品说明书进行。所用试剂或仪器未注明生产厂商者，均为可以通过购买获得的

常规产品。

[0093] 以上实施例仅用于说明本发明，而不应视为限定本发明的范围，凡依本发明申请

专利范围所做的均等变化与修饰，皆应属本发明的涵盖范围。
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[0001] 序列表

[0002] <110> 云南省烟草农业科学研究院

[0003] <120>  鉴别烟草抗斑萎病位点RTSW等位基因类型的共显性标记引物组、鉴别方法

及其应用

[0004] <141>  2019‑09‑29

[0005] <160>  6

[0006] <170>  SIPOSequenceListing  1.0

[0007] <210>  1

[0008] <211>  24

[0009] <212>  DNA

[0010] <213>  RTSW_Marker2_F

[0011] <400>  1

[0012] gttataaatt  gtgtggaggg  catg  24

[0013] <210>  2

[0014] <211>  21

[0015] <212>  DNA

[0016] <213>  RTSW_Marker2_R

[0017] <400>  2

[0018] tcaaattccc  gaccagcagt  a  21

[0019] <210>  3

[0020] <211>  21

[0021] <212>  DNA

[0022] <213>  rtsw_Marker1_F

[0023] <400>  3

[0024] ccggaataag  ggtaaggtct  g  21

[0025] <210>  4

[0026] <211>  20

[0027] <212>  DNA

[0028] <213>  rtsw_Marker1_R

[0029] <400>  4

[0030] caacaacaac  aatcgggtga  20

[0031] <210>  5

[0032] <211>  736

[0033] <212>  DNA

[0034] <213> 云南省烟草农业科学研究院()

[0035] <400>  5

[0036] gttataaatt  gtgtggaggg  catgcccttc  caattttcac  aaacctctca  ttttaaaaag  60

[0037] aaatacgtac  tattttgtat  tttccagttt  aacatttctt  tttcttttgc  tttattgcta  120
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[0038] tagcgaatat  ttaaaaaaat  caaaacacaa  aacccgaagt  taatattgaa  aactataatg  180

[0039] aagcttaagt  agagaagatt  gaaccaaaag  acctcttcat  gtcttaaatt  aacgggaaaa  240

[0040] tagctatttt  agtccttgta  ttgttgctta  attttaattt  tgatccttgt  attattcagc  300

[0041] taaacaagtt  taacctctaa  ttagtttaaa  aagtgactta  gatccgtgca  actaacagaa  360

[0042] gttagatatt  actaagaact  atcattattt  caagaatata  taaaatagaa  aaatagaaga  420

[0043] tgaagaatta  gttctaaagg  cttaaagttt  cgcagtaact  tgttcatttc  cgtagttgtc  480

[0044] cttccaagtg  caaaatcaaa  ttcaaatggg  tctaagcgtc  taaaaaagga  attaagcgag  540

[0045] gtgagaacgt  agtttttaga  acttaacaca  cacacacatt  gcctctcttc  tctctacgaa  600

[0046] agtttcttta  tttgactttg  aaatttcgat  ttgaggtgaa  aaattgaaat  ttaatgcttc  660

[0047] tcttactgaa  atcgagtaag  aagacaattg  tttgagctta  aacattgaga  atatttactg  720

[0048] ctggtcggga  atttga  736

[0049] <210>  6

[0050] <211>  214

[0051] <212>  DNA

[0052] <213> 云南省烟草农业科学研究院()

[0053] <400>  6

[0054] ccggaataag  ggtaaggtct  ggatacattt  tacctgcccc  agaccccact  tgtgggaact  60

[0055] agggatggca  aacggtgcag  tgcggtgcga  ttgcggggca  aacccgcaca  aacccatgag  120

[0056] gattttaatc  cgccccgccc  cgcatagcct  taaattcgcc  ccgccccgcc  ccattttcca  180

[0057] tccctagtgg  gaactcaccc  gattgttgtt  gttg  214
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图1

说　明　书　附　图 1/2 页
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图2
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