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1(基因型番茄不仅能够抵御番茄叶霉菌的侵染$而且对马铃薯金线虫的寄生也有一定的抑制效

果&为挖掘根结线虫的新抗性资源$本研究采用室内人工接种法测定了
-

A

:&

(

<7)#

*

1(

%

-

A

:'

(

<7)#:#

和
-

A

:'

(

<7)#

*

1(基因型番茄品系对南方根结线虫的抗感性&抗性评价结果显示$
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1(品系对南方根结线虫表现高

感$
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品系为中感$而
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1(品系则为感病&与
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1(和
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基因型相比$
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1(基因型番茄品系虽然对南方根结线虫侵染的敏感性略低$但是不能阻止线虫在根系上的大量繁殖$不适于

根结线虫的防控应用&
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根结线虫
B/!'14'

C&

"/H

SS

9

是一类重要的植物

寄生线虫+侵染的植物种类达
#&&&

种以上)

%

*

+严重

危害农作物的产量和品质+每年造成全球作物经济

损失高达
%&&

亿美元)

'

*

'根结线虫已报道的种类达

J>

个)

#

*

+其中+分布广泛(危害严重的种类主要有南

方根结线虫
BD1"7'

C

"18%

(花生根结线虫
BD%)/"%:

)1%

(爪哇根结线虫
BD

E

%5%"17%

和北方根结线虫

BD+%

*

!%

等
!

种)

!

*

'根结线虫的防治+对于稳定粮

食安全和保障人类生活品质都具有重要的意义'

根结线虫的综合治理策略包括植物检疫(农业

防治(物理防治(生物防治(抗性品种利用以及化学

防治等+其中+种植抗性品种是最为经济有效的防治

手段+许多国家对根结线虫的抗性育种和品种选育

工作都非常重视)

=

*

'虽然根结线虫的抗性基因在多

种作物中都有报道+但真正应用于农业生产的抗性

资源仍然十分有限'目前商业化应用最为成功的是

B1:F

基因)

"$

*

+该基因源自野生秘鲁番茄
G'!%".(

*

/).51%".(

+对南方根结线虫(爪哇根结线虫和花
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1(番茄品系对南方根结线虫的抗性测定

生根结线虫
#

个种均有抗性)

>

*

'然而+单一抗源品

种如果长期连续种植+极易造成根结线虫突破
B1:F

基因抗性而成为毒性群体+导致品种抗性丧失)

J%%

*

+

此外+

B1:F

基因在土壤温度高于
'>j

时就会丧失对

根结线虫的抗性+不利于保护地栽培以及夏季高温

炎热地区的农作物种植)

%'%#

*

+因此+发掘根结线虫新

的抗性资源和材料对根结线虫防控尤为迫切'
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1(是来自醋栗番茄
G'!%".(

*

1(
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1"/!!1
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的一对基因+
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1(共同介导了

番茄对叶霉菌
-!%4',

*

')1.(

A

.!5.(

的抗性+其作

用机制符合.警戒假说$

I

0+3<6

@S

),6.H-H

%/+即木瓜

类半胱氨酸蛋白酶$
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S

-1能够识别叶霉菌无毒蛋白
LB3'

+从

而激发
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介导的番茄对叶霉菌的抗性)
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1(番茄在防御马铃薯金线虫
H!'3'4/)%)',:

8'7+1/",1,

侵染的过程中也具有相似的作用+即马铃

薯金线虫分泌一种类毒液过敏原蛋白$

B.7)1+**.3?
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.7?*-c.

S

3),.-7

+

(LK

%

X3(LK%

+番茄的
R53#

S

-1能

够与
X3(LK%

特异性地结合+激发
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A
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介导的抗

性反应+进而有效减少马铃薯金线虫成功侵染的

数量)
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已有研究证实根结线虫同样分泌
(LK

蛋

白)
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*

+

-

A

:'

#

<7)#

*

1(番茄是否能够利用上述类似

机制来抵抗根结线虫的侵染目前尚不明确+本文以

-
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1(基因的
#

个不同番茄品系为研究材料+

测定其对南方根结线虫的抗感性+以期为发掘根结

线虫的新抗源提供参考'
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材料与方法

#<#
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供试材料

供试番茄品系
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1(分别为番茄品种,

8)7.

@

8+c.3

-的
#

种不同基因

型)

%=

*

+由荷兰瓦赫宁根大学
N)H.C9C)a+7)M)33.H

博

士馈赠+表达
B1:F

基因抗性番茄品种,

M+7+c-

-由比利

时国家农业渔业研究所$

UC(P

%

/+75

@

<.D0,,.3

女士馈

赠+番茄感病品种,

V.a0)J&#

-购自江苏省农业科

学院'

将供试番茄种子分别浸泡在
=9#'g%&

?=

1)*

#

C

/+Y*P

溶液中消毒
'1-7

后+用无菌水清洗
=

次+置

于
'=j

垫有湿润滤纸的培养皿中催芽'

#<

后将发

芽的种子播种于盛有灭菌土$土
k

细沙
k

营养土
i#k#k

%

%的塑料杯中 $直径
$51g

高度
%'51

%+

'&

"

'=j

日

光温室培养番茄至
"

叶期+用于
R/L

提取和线虫

接种'

供试南方根结线虫群体采自江苏省淮安市丁集

镇的黄瓜根部+经单卵块纯化及种类鉴定后+接种于

感病番茄,

V.a0)J&#

-+置于
'=j

日光温室繁殖'

!=<

后收集番茄根部的卵块+置于
'=j

培养箱+收集

孵化的
'

龄幼虫制成悬浮液+用于线虫的接种'

#<!

!

番茄材料的
/

0

1!

和
2)'=

$

".基因检测

采用
RM?KYR

法对供试番茄材料进行基因型

检测'取
"

叶期植株的根系+用
K*+7,R/L ]-,

$

P1.

I

+

+

QDL

%提取根系的总
R/L

+用
=gL**?U7?

P7.RM 8+H,.38-A

试剂盒$

+21

+

Y+7+<+

%将总

R/L

反转录合成
5E/L

+提取和反转录按试剂盒说

明进行操作'以番茄根系
5E/L

为模板+用
-

A

:'

基

因的特异性引物
-

A

?'WF

#

-

A

?'RB

)

%=

*和
<7)#

*

1(基因

的
R53#

S

-14

#

R53#3

)

%>

*进行
RM?KYR

检测+以番茄

%781"

基因$

%&>!2

S

%为内参)

%=

*

$表
%

%'

RM?KYR

反

应体系!

'gGA9%

I

1-A%'9=

#

C

(正反向特异性引

物各
'

#

C

和模板
%

#

C

+加双蒸水定容至
'=

#

C

'扩

增条件!

J=j

预变性
!1-7

&

J=j

变性
#&H

+

"&

"

"=j

退火
#&H

+

$'j

延伸
%1-7#&H

+循环
#=

次&最后

$'j

延伸
%& 1-7

'用
%=

I

#

C

琼脂糖凝胶电泳

#&1-7

$电压
%'&(

%+溴化乙锭染色
%=1-7

后+在凝

胶成像系统下观察并拍照'

表
#

!

J$KL)J

扩增所用引物序列

$%&'(#
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M

2(03(/*1

,
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%.-/2/(51*-J$KL)J%+
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'.1.3%6.*0

番茄靶标基因

M+3

I

.,

I

.7.-7,)1+,)

引物名称

K3-1.37+1.

引物序列$

=l?#l

%

K3-1.3H.
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0.75.

预测片段大小#
2

S
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I
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测定番茄材料对根结线虫抗感性

参照戴均涛等)

%J

*的方法测定供试番茄材料对

根结线虫的抗感性'接种线虫前+在
"

叶期番茄距

离苗茎基部
'51

处土壤均匀打
!

"

"51

深的小孔

!

个+每孔各接
%&&

条
'

龄幼虫$

N

'

%+每株苗接种

!&&

条
N

'

'各番茄材料设
"

个重复'将接种后的番

茄幼苗置于
'&

"

'=j

温室中+正常光照+定期浇施

营养液'

接种
!=<

后+从塑料杯中取出番茄植株+剪去

地上部+洗净根系后+用
%9&!g%&

e!

1)*

#

C

台盼蓝

$

M3

@S

+7T*0.

%溶液浸泡
'&1-7

+清水洗去多余染色

液后用吸水纸吸干+分别统计每株番茄根系上的根

结数(卵块数以及有根结的根在总根系中的占比'

从每株番茄根系上随机挑取
"

个卵块+置于含有

=h#'g%&

e=

1)*

#

C/+Y*P

溶液的
%'

孔板中+在体视

镜$

D8\?%">

%下统计单卵块中的卵量&每品系重复

#

次'用酸性品红染色法)

'&

*对上述根系染色+在体视

镜下统计根内雌虫数&每品系重复
#

次'

番茄抗根结线虫的评价分级标准参照王新荣

等)

'%

*的方法+即根据番茄形成根结的根数占整个根

系的百分比$根结率%+将番茄抗根结线虫等级分为

"

级!

&

级+免疫$

U

+根结率为
&

%&

%

级+高抗$

VR

+根

结率为
%;

"

=;

%&

'

级+抗病$

R

+根结率为
";

"

'=;

%&

#

级+感病$

D

+根结率为
'";

"

=&;

%&

!

级+

中感$

8D

+根结率为
=%;

"

>&;

%&

=

级+高感$

VD

+

根结率
&

>%;

%'根结指数的计算公式为!根结指数

i

'

$各级病株数
g

各级代表值%#$调查总株数
g

最

高严重度代表值%

g%&&

'

#<@

!

数据分析

采用
DKDD%&9&

进行数据处理+用
E075+7

氏

新复级差法进行差异显著性分析'

!

!

结果与分析

!<#

!

番茄材料的
/

0

1!

和
2)'=

$

".基因检测

为了确认
-
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:'

#

<7)#

*

1(

(

-

A

:'

#

<7)#:#

和
-

A

:&

#

<7)#

*

1(基因型番茄品系中的
-

A

:'

和
<7)#

*

1(基因表

达水平是否有差异+我们以番茄
%781"

基因为内参+

用表
%

的
-

A

:'

和
<7)#

*

1(基因特异性引物对供试番

茄材料进行检测'结果显示+从
-

A

:'

#

<7)#

*

1(品系

中能分别扩增出约
#$&2

S

和
!&&2

S

的片段+与预测

片段大小一致+表明
-

A

:'

和
<7)#

*

1(基因在根系组

织中均有表达+其中
-

A

:'

表达水平相对较低&从

-

A

:'

#

<7)#:#

品系中仅扩增出约
#$&2

S

的
-

A

:'

基

因片段+没有扩增出
<7)#

*

1(基因的片段&从
-

A

:&

#

<7)#

*

1(品系中仅能扩增出约
!&&2

S

的
<7)#

*

1(基因

片段+未检测到
-

A

:'

基因的表达&而从根结线虫感

病番茄,

V.a0)J&#

-和抗病番茄,

M+7+c-

-中均未检

测到
-

A

:'

和
<7)#

*

1(基因的表达$图
%

%'

图
#

!

不同番茄材料中
/

0

1!

和
2)'=

$

".

基因的
J$KL)J

检测

N.

9

<#

!

J$KL)J5(6(36.*0*1/

0

K!%052)'=

$
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.05.11(-(066*+%6*'.+(/
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!

番茄材料的根结线虫繁殖情况统计

接种南方根结线虫
!=<

后+观察不同番茄品系

上的线虫繁殖情况并进行统计分析+结果显示+仅表

达
<7)#

*

1(基因的
-

A

:&

#

<7)#

*

1(品系形成根结数量最

多+平均为
%>&D"

个#株+仅表达
-

A

:'

基因的,

-

A

:

'

#

<7)#:#

-品系形成的根结数为
%!=D%

个#株+而同

时表达
-

A

:'

和
<7)#

*

1(基因的
-

A

:'

#

<7)#

*

1(品系形成

的根结最少+仅为
%&%D#

个#株&感病对照,

V.a0)J&#

-

形成根结数为
%!!D!

个#株+抗病对照,

M+7+c-

-的根

结数仅为
=D#

个#株'

-

A

:&

#

<7)#

*

1(和
-

A

:'

#

<7)#

*

1(

与感病和抗病对照相比均呈现显著性差异$

#

"

&D&=

%&而
-

A

:'

#

<7)#:#

品系与感病对照无显著差异

$

#

&

&D&=

%+与抗病对照相比则差异显著$

#

"

&D&=

%

$图
'+

%'

观察并统计根系上的雌虫数及卵块数+均显示与

上述相类似的结果$图
'2

+

5

%+

-

A

:&

#

<7)#

*

1(

(

-

A

:

'

#

<7)#:#

和
-

A
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#

<7)#

*

1(根系上的平均雌虫数分别为

'!JD&

(

'%&D&

和
%'=D#

个#株+卵块数分别为
%#!D"

(

%%&D&

和
$%D#

个#株+而感病对照,

V.a0)J&#

-的雌虫数

为
%J"D$

个#株+卵块数为
%&#D$

个#株+抗病对照,

M+7?

+c-

-根内雌虫数仅为
%D$

个#株+无卵块'

-

A

:&

#

<7)#

*

1(

和
-

A

:'

#

<7)#

*

1(品系在雌虫数及卵块数上与感病和抗

病对照相比均有显著差异$

#

"

&D&=

%+而
-

A

:'

#

<7)#:#

品系仅与抗病对照差异显著$

#

"
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"
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南方根结线虫在不同番茄品系上的繁殖
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番茄根系上单个卵块的卵量统计结果$图
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%

显示+
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*
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-
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和
-
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#
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1(

品系的单卵块卵量分别为
!!'D%

(

!'>D'
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粒+而感病对照,
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-的卵量高达
!!>D'
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1(和
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#
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品系与感病对照相比

均无显著差异+而
-

A
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#
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1(品系与感病对照差

异显著$
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"
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上述结果表明+与感病对照相比+

-
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与

<7)#
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1(基因的分别在
-

A
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#

<7)#

*

1(和
-

A
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#
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品系中表达并未明显影响南方根结线虫的寄生+而

两种基因同时在
-

A

:'

#

<7)#
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1(品系中表达能够显著

减少南方根结线虫在根系上的繁殖量'

!<=

!

/

0

1!

#

2)'=
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".番茄材料的根结线虫抗性评价

统计各番茄接种处理的根结率及根结指数+结

果$表
'

%显示+抗病对照,

M+7+c-

-的根结率和根结

指数最低+分别为
%9$J;

和
'&9&&

+抗性评价为高抗

$

VR

%+感病对照,

V.a0)J&#

-的根结率和根结指数

分别为
=&9'=;

和
$&9&&

+评价为中感$
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1(品系的根结

率分别为
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(

="9!=;

和
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+根结指数均

(

"&9&&

+抗性评价分别为高感 $

VD

%(中感$

8D

%和

感病$

D
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#

个番茄品系的根结率和根结指数与抗病

对照相比均差异显著+其中仅
-
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1(品系与感病对照差异显著$
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$
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好的抗性)
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+同时也能够抑制致病疫霉
#+

&

8'

*

+:

8+')%1"

A

/,8%",

及马铃薯金线虫的侵染)

%=

+

''

*

'为了

发掘根结线虫的新抗源材料+本文通过室内人工接

种法测定了
-
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:'

#

<7)#

*

1(

番茄不同品系对南方根

结线虫的抗性+所用品系包括
-
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<7)#

*

1(品系(

<7)#

*

1(基因突变品系
-
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以及杂交品系
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1(

)
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*

'结果证实!与分别表达
-
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<7)#

*

1(基因的
-

A

:'
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<7)#:#

和
-

A

:&

#

<7)#

*

1(品系相

比+同时表达两种基因的
-

A

:'

#

<7)#

*

1(品系根上的

根结数(雌虫数及卵块数量明显较少+表明该品系能

够一定程度上减少线虫的侵染'

<7)#

*

1(被认为是病

原物侵染番茄的一类重要毒性靶标+当不存在
-

A

:'

基因时+叶霉菌及马铃薯金线虫能够分别利用无毒

蛋白
LB3'

和效应蛋白
X3(LK%

通过与
<7)#

*

1(互作

抑制植物的防卫反应进而促进侵染)

%=

*

&本研究结果

也同样证实了仅表达
<7)#

*

1(基因的
-

A

:&

#

<7)#

*

1(品

系相比其他两个品系对南方根结线虫更为敏感+而

<7)#

*

1(介导的不同病原物的毒性机制仍有待今后进

一步深入研究'

为了进一步评估
-

A
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#

<7)#

*

1(番茄不同品系对

南方 根 结 线 虫 的 抗 性+本 文 以 ,

M+7+c-

-和

,

V.a0)J&#

-两个品种分别作为抗(感对照',

M+7+?

c-

-是表达
B1:%

基因的商业化番茄品种+

B1:%

基因

对根结线虫的抗性主要表现为产生过敏性坏死反

应+导致根结线虫侵入位点的细胞发生坏死+从而限

制线虫的取食+抑制其生长发育和繁殖)

'#

*

'而本文

结果表明+虽然
-

A

:'

和
<7)#

*

1(基因同时表达的
-

A

:

'

#

<7)#

*

1(品系与其他两个品系相比在一定程度上减

少了成功侵染的线虫数量+但并不能够有效抑制线虫

的生长和发育+

-

A

:'

#

<7)#

*

1(品系的根结率及根结指

数与感病对照,

V.a0)J&#

-相接近+仍为感病品种'此

外+我们发现
-
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#

<7)#

*

1(番茄品系根系中侵入线虫

所产生的卵量明显下降+比
-

A
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#

<7)#

*

1(和
-

A
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#

<7)#:#

番茄品系减少约
#&;

+推测其原因可能是线

虫的侵染激活了
-

A
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#

<7)#

*

1(介导的番茄基础防卫

反应+在减少成功侵染的线虫数量的同时+也对线虫

生长发育产生一定的影响+从而导致其产卵时间滞

后或减少'

-

A

:'

#

<7)#

*

1(番茄品系能够抵抗叶霉病菌的侵

染+本研究证实+

-

A

:'

#

<7)#

*

1(品系番茄对南方根结

线虫没有抗性+不适用于根结线虫的抗病育种'
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