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　　 [摘　要 ] 　从 260个随机引物中筛选出多态性丰富的 25个引物进行中国野生葡萄商224与欧洲葡萄龙眼种

间杂交 F 1代的RA PD 分析。据对 219个RA PD 标记的统计分析结果表明, 不分离标记、按 1∶1或 3∶1比例正

常分离的标记、偏离孟德尔分离比例的标记和异常分离的标记分别占 49. 8% , 40. 6% , 7. 3%和 2. 3%。双亲

共有标记中 75. 0%不发生分离, 是不分离标记的主体。单亲特有标记中 55. 4%～ 65. 3%发生正常分离, 是 1∶

1分离标记的主体。商224特有标记中不分离标记占 20. 4% , 而龙眼特有标记中不分离标记占 36. 9% , 商224基

因组中纯合基因位点比例要低于龙眼基因组中纯合基因位点的比例。异常分离的标记是指非亲本 RA PD 标记, 本

研究出现了 5个异常分离的标记。符合 1∶1或者 3∶1分离比例的特有RA PD 标记, 可分别用于构建商224和龙

眼的遗传连锁图谱, 双亲共有标记可用于构建双亲的遗传连锁图谱。
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　　自 1990 年W illiam s 等[1 ]和W elsh 等[2 ]首创

RA PD (R andom ly Amp lif ied Po lymo rph ic DNA )技

术以来, RA PD 已广泛应用于动植物遗传连锁图谱

的构建[3～ 5 ]、目的性状基因标记[6, 7 ]、种质资源遗传

多样性研究[8, 9 ]等各个方面。遗传连锁图谱既是遗传

研究的重要内容, 又是作物资源、育种及分子克隆

等许多应用研究的理论依据和基础[10 ]。利用RA PD

技术构建遗传连锁图谱需要有回交、测交或 F 2 分离

群体, 这对多年生果树来说并不容易。H emm at 等[3 ]

在传统果树杂交育种理论的基础上, 提出“双假测

交战略”(Doub le p seudo testcro ss st ra tegy) , 利用多

年生果树遗传上高度杂合的特点, 杂交后代就相当

于 F 1 自交, 产生 F 2 代群体, 即以 F 1 代为作图群体,

使多年生果树遗传作图的难题迎刃而解。而利用 F 1

群体构建 RA PD 遗传连锁图谱, 必须首先了解

RA PD 在 F 1 代的分离情况。本研究对中国野生葡萄

和欧洲葡萄种间杂交后代进行了RA PD 分析, 以期

为开展葡萄遗传连锁图谱的构建奠定基础。

1　材料与方法

材　料　中国野生葡萄毛葡萄商224 (V itis.

qu inquang u la ris Shang224) 与欧洲葡萄龙眼 (V itis

V in if era cv. L ongyan) 及商224与龙眼种间杂交 F 1

代植株 48个。以上材料取自西北农林科技大学园艺

学院葡萄种质资源圃。

葡萄基因组DNA 的提取　葡萄基因组DNA

的提取采用改良CTAB 法[7 ]。

RA PD 分析　 10 碱基随机引物购自美国

Operon 公司, dN T P s和 T aqDNA 聚合酶购自北京

经科化学试剂公司, PCR 仪为美国 PE 公司生产的

Gene Amp PCR System 480基因扩增仪。在 25 ΛL

RA PD 反应混合液中, 含M g2+ 1. 0 mmo löL ,

dN T P s 100 Λmo löL , 模板 20 ng, T aqDNA 聚合酶

0. 2 ΛL (5 U öΛL ) , 随机引物 4 pmo löL , 上浮 25 ΛL

矿物油。PCR 扩增程序为 94 ℃预变性 5 m in, 然后

94 ℃ 1 m in, 36 ℃ 1 m in, 72 ℃ 2 m in, 共 45个循

环, 最后 72 ℃延伸 10 m in。扩增产物在含 EB 0. 5

ΛgömL 的琼脂糖凝胶上电泳。电泳结束后观察照

像。

2　结果与分析

2. 1　中国野生葡萄种间杂交 F 1 代的RA PD 分析

从 260 个随机引物中筛选出多态性丰富的 25

个引物 (表 1) , 用于中国野生葡萄种间杂交 F 1 代的
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RA PD 分析, 其RA PD 标记分离情况可分为符合孟

德尔分离规律、偏离孟德尔分离规律和异常分离 3

类 (表 2)。

表 1　用于RA PD 分析的引物

T able 1　P rim ers used fo r RA PD analysis

引物
P rim er

序列
Sequence

5′→3′

引物
P rim er

序列
Sequence

5′→3′

引物
P rim er

序列
Sequence

5′→3′

O PB07 GGT GA CGCA G O PJ19 GGA CA CCA CT O PV 05 TCCGA GA GGG

O PB12 CCT T GA CGCA O PO 05 CCCA GTCA CT O PV 17 A CCGGCT T GT

O PB17 A GGGAA CGA G O PO 16 TCGGCGGT TC O PV 18 T GGT GGCGT T

O PD 13 GGGGT GA CGA O PO 07 CCCCGA T GGT O PW 01 CTCA GT GTCC

O PH 07 CT GCA TCGT G O PR14 CA GGA T TCCC O PW 02 A CCCCGCCAA

O PH 08 GAAA CA CCCC O PU 15 A CGGGCCA GT O PW 07 CT GGA CGTCA

O PH 16 TCTCA GCT GG O PU 20 A CA GCCCCCA O PW 09 GT GA CCGA GT

O PJ03 TCTCCGCT T G O PV 02 A GTCA CTCCC O PW 14 CT GCT GA GCA

O PJ13 CCA CA CTA CC

表 2　葡萄种间杂交 F 1代的RA PD 分析

T able 2　RA PD analysis in F 1 p rogeny from an in terspecific cro ssing betw een V . qu inquang u laris and V . v in if era

分离方式
Segregation

patterns

双亲共有标记
M arker p resen ted

in bo th paren ts

商224特有标记
M arker on ly

p resen ted
in Shang224

龙眼特有标记
M arker on ly

p resen ted
in L ong yan

合计
To tal

频率ö%
F requency

不分离
N on2segregation 75 10 24 109 49. 8

1∶1和 3∶1分离
1∶1 and 3∶1 segregation

21 32 36 89 40. 6

偏离孟德尔分离比例
D eviation from M endelian sgregation

4 7 5 16 7. 3

异常分离
A bno rm al segregation

5 2. 3

2. 1. 1　孟德尔分离　RA PD 标记符合孟德尔规律

的情况有RA PD 标记在 F 1 代不分离、按 1∶1分离

和按 3∶1分离等 3种情况 (表 2)。在 F 1 代不分离

的RA PD 标记既有双亲共有标记, 也有单亲共有标

记。在 109个不分离标记中, 双亲共有标记有 75个,

占 68. 8% , 而商224 与龙眼不分离标记共占

31. 1% , 可见双亲共有标记是不分离标记的主体,

也反映了RA PD 标记为显性遗传标记的特征。这类

标记在 F 1 代个体中存在与缺失的理论比例为 48∶

0, 如双亲共有标记O PJ 1921000, 商224 特有标记

O PJ 1921600和龙眼特有标记O PJ 192700在 F 1 代群

体中存在与缺失的实际比例分别为 48∶0, 47∶1和

47∶1 (图 12a) , 在统计学上符合 48∶0的比例。

F 1 代按 1∶1 分离的RA PD 标记包括商224 特

有标记, 如O PD 132700的实际分离比例为 23∶25,

和龙眼特有标记, 如O PD 1321000的实际分离比例

为 26∶22 (图 12b) , 在统计学上符合 24∶24的比

例。

F 1 代按 3∶1分离的RA PD 标记仅发生在双亲

共有标记上, 如 O PD 132850 的实际分离比例为

37∶11 (图 12b) , 在统计学上符合 36∶12的比例。

2. 1. 2　偏离孟德尔分离规律　F 1 个体中RA PD 标

记存在与缺失的比例, 在统计学上偏离 1∶1或3∶1

的孟德尔分离比例, 如商224特有标记O PV 172350,

龙眼特有标记 O PW 022550 和双亲共有标记

O PD 132600 (图 12b ) 的实际分离比例分别为

32∶16, 35∶13 和 29∶19, 分别偏离了 24∶24,

24∶24和 36∶12的理论比例。

2. 1. 3　异常分离　异常分离标记是指非亲RA PD

标记, 即双亲均无但却在 F 1 代出现, 如O PV 052

1300的分离比例为 38∶10 (图 12c)。本试验有 5个

异常分离的 RA PD 标记, O PJ 1321200, O PV 052
1300, O PV 182900, O PB 1721500和O PV 182600。

2. 2　不同分离类型RA PD 标记的出现频率

对扩增多态性丰富的 25 个随机引物产生的

219 个RA PD 标记, 在中国野生葡萄商224 与欧洲

葡萄龙眼种间杂交 F 1 代分离情况进行统计分析和

ς2 测验。结果表明, 不发生分离的RA PD 标记占
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49. 8% ; 符合 1∶1 和 3∶1 孟德尔分离比例的占

40. 6% ; 偏离孟德尔分离比例的占 7. 3% ; 异常分

离的占 2. 3% (表 2)。

在 F 1 代不发生分离的RA PD 标记中, 双亲共

有标记占 68. 8% , 商224特有标记占 9. 2% , 龙眼

所有标记占 22. 0%。从另一方面来看, 双亲共有标

记中 75. 0%不发生分离, 商224 中不分离标记占

20. 4% , 龙眼特有标记中不分离标记占 36. 9%。此

结果表明, 双亲共有标记在 F 1 代大多不发生分离,

是不分离标记的主体, 同时表明欧洲葡萄龙眼基因

组中纯合基因位点所占比例高于中国野生葡萄

商224。

在 F 1 代符合 1∶1 或 3∶1 孟德尔分离比例的

RA PD 标记中, 双亲共有标记、商224特有标记和龙

眼特有标记分别占 23. 6% , 36. 0%和 40. 4%。双

亲共有标记、商224特有标记和龙眼特有标记中, 符

合孟德尔分离比例的分别占 21. 0% , 65. 3%和

55. 4%。表明单亲特有标记在 F 1 代多发生符合孟

德尔规律的分离, 是正常分离标记的主体。

图 1　引物O PJ19, O PD 13和O PV 05产生的RA PD 标记在商224 (S) 与龙眼 (L ) 种间杂交 F 1代的分离情况
a. 标记O PJ1921600仅存在于商224, 标记O PJ1921000存在于双亲, 标记O PJ192700仅存在于龙眼, 三者在 F1群体不发生分离, M
为 PCR M arker。b. 标记O PD 1321000仅存在于龙眼, 标记O PD 132700仅存在于商224, O PD 132850存在于双亲, 三者均符合孟德
尔分离; 标记O PD 132600存在于双亲, 偏离孟德尔分离。c. O PV 0521300不存在于双亲, 但出现在 F1代个体中。

F ig. 1　Segregation resu lts of the m arkers amp lified by p rim er O PJ19, O PD 13 and O PV 05 in F 1 p rogen ies from
an in terspecific cro ss betw een V . qu inquang u laris shang224 (S) and V . v in if era L ongyan (L )

a. O PJ1921600 p resen ts in Shang224; O PJ1921000 p resen ts in bo th paren ts ; O PJ192700 p resen ts in L ongyan. T he th ree ex ists in F1

p rogen ies. M stands fo r PCR m arker. b. O PD 1321000, O PD 132700 and O PD 132850 show ing the M endelian segregation differen tly
p resen t in L ongyan, Shang224 and bo th paren ts; O PD 132600 show ing the non2m endelian segregation p resen t in bo th paren ts. C.
O PV 0521300 show ing a segregation in the p rogen ies bu t absen t in bo th paren ts.
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3　讨　论

关于RA PD 标记偏离孟德尔分离规律已有报

道。Ech t等[11 ]、楼程富等[12 ]、刘孟军等[13 ]、Fau re

等[14 ]和H ash izum e等[15 ]分别研究了二倍体苜蓿、桑

树、苹果、香蕉和西瓜有性后代的RA PD 遗传行为, 均

发现了少数偏分离后代的出现。本研究观察到7. 3%

的RA PD 标记偏离孟德尔分离规律, 如O PD 132600

期望分离比例为 36∶12, 而实际分离比例为29∶19。

从已有报道和本研究来看, 不规则分离的RA PD 标记

往往集中在少数几个连锁群体, 表明不同染色体在杂

交过程中“活跃”程度不同, 即发生结构重排、缺失、

插入和突变等的机率存在变异[13, 15 ]。

在供试引物中, O PV 05从商224与龙眼的种间

杂交 F 1 分离群体中扩增出双亲均没有的RA PD 带
(O PV 0521300, 存在∶缺失= 38∶10)。楼程富

等[12 ]、Poo ler 等[16 ]、刘孟军等[13 ]分别在桑树、桃和

苹果中观察到非亲本带的出现。A yliffe等[17 ]也观察

到类似的现象, 并通过序列分析证明这种现象来源

于不同程度的等位核苷酸序列之间形成的异源双链

体。D avis等[18 ]在鹰嘴豆和二倍体草莓的作图群体

中发现了 10 个长度在 300～ 1 350 bp 的共显性

RA PD 标记, 认为这些带是双亲所不具备的异源双

链体, 其泳动速度低于两个相应的亲本带, 在 PCR

扩增前将双亲DNA 混合可以导致异源双链体的出

现。这种由等位RA PD 产物形成的非亲RA PD 可提

供共显性RA PD 标记,并且能提供新的RA PD 多态

性, 在研究育种行为以及亲缘关系等方面具有重要

应用价值。

本研究中, 商224和龙眼种间杂交 F 1 群体中有

50. 2%的检出位点发生了分离, 其中 80. 9% (占

检出位点总数的 40. 6% ) 的位点发生了孟德尔分

离, 分别可用于中国野生葡萄商224和欧洲葡萄龙

眼的遗传作图及双亲连锁群间的亲缘性分析。
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C lon ing and sequencing of RA PD m aker linked to w h ite ro t d isease

resistan t gene in w ild grapes na t ive to Ch ina
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2 N ationa l K ey B iotechnology L abora tory f or T rop ica l C rop s, CA TA S , H aikou, H ainan 571101, Ch ina)

Abstract: Bu lk segregan t analysis (BSA ) , random ly amp lif ied po lymo rph ic DNA (RA PD ) m etho rds

w ere u sed to tag the w h ite ro t2resistan t genes of grape mo lecu lar m arkers, paren ts and their 33 individuals

of F 1 and F 1 p rogeny resu lt ing from a cro ss 9125 betw een T angw ei (v itis d av id ii) , w h ite ro t2resistan t and

U gn i B lanc (V . v in if era) , w h ite ro t2su scep t ib le. Among 155 Operon p rim ers g iving dist inct band pat tern s,

one RA PD m arker O PP092760 w as t igh t ly linked to a m ajo r gene resistan t to Con iothy rium d ip lod iella.

O PP092760 fragm en t w as recla im ed by W izard DNA C lean2up system from electropho resis gel, and cloned

in T 2easy V ecto r, then sequenced from tw o sides. T he DNA fragm en t O PP092760 w as actually 766 bp. It

is suggested that the sequence of RA PD m arker O PP092760 m igh t be u sed as a basis fo r syn thesizing the

specif ic PCR p rim ers and the p robe fo r detect ing grape w h ite ro t2resistan t in d isease resistan t b reeding and

mo lecu lar m arker assisted select ion (M A S).

Key words: Ch inese w ild V itis; w h ite2ro t d isease; RA PD; clon ing; sequencing
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RA PD analysis in an in terspecif ic F 1 hyb rid of grapes

W ANG X i-p ing1, W ANG Y ue- j in 1, ZHOU Peng2, ZHENG Xue-q in 2

(1 Colleg e of H orticu ltu re, N orthw estern S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 N ationa l K ey B iotechnology L abora tory f or T rop ica l C rop s, CA TA S , H aikon, H ainan 571101, Ch ina)

Abstract: RA PD analysis in an in terspecif ic F 1 hyb rids of grapes w as studied u sing 25 p rim ers

screen ing from 260 o ligonucleo t ide random p rim ers. A cco rd ing to the segregat ion pat tern s, RA PD m arkers
w ere grouped in to th ree types: N o rm alM endelian inheritance w ith Segregat ion ra t io of nearly 1∶1 (as a

resu lt of A a×aa o r aa×A a) , 3∶1 (as a resu lt of A a×A a) o r 1∶0 (non2segregat ion, as resu lt of AA×
AA , AA×aa, AA×A a, A a×AA and aa×AA ) , devia t ion from M endelian segregat ion ra t io s, non2paren ta l

m arkers, ab sen t in bo th paren ts bu t p resen t in p rogen ies. Basing on sta t ist ics of 219 RA PD m arkers, there
ex ist 49. 8% non2segregat ion m arkers, 40. 6% 1∶1 and 3∶1 M endelian segregat ion m arkers, 7. 3%

m arkers devia t ing from M endelian segregat ion ra t io s and 2. 3% abno rm al segregat ion m arkers. 75. 0%

m arkers p resen t ing in bo th paren ts d id no t segregate and 55. 4% - 65. 3% m arkers p resen t ing in on ly one
paren t show M endelian segregat ion. N on2segregat ion m arkers accoun ted fo r 20. 4% of the m arkers

p resen ted on ly in Shang224 and 36. 9% of tho se p resen ted on ly in L ongyan, the resu lts suggested that

L ongyan genom e con ta in s mo re pu re loci than Shang224. T hese p rovide the foundat ion fo r con struct ion of

grape genet ic linkage m ap.

Key words: g rape; in terspecif ic hyb rid iza t ion; RA PD analysis
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