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中国野生葡萄抗白粉病基因的 RAPD 标记
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　　[摘　要 ]　利用随机扩增多态性DNA (RA PD )技术,对抗病×感病的葡萄种间杂交组合白河23521×佳利酿

的亲本及其 F 1 代的 24株杂种进行了抗白粉病的遗传分析,从 196个随机引物中获得了 1个与中国野生葡萄抗白

粉病基因连锁的RA PD 标记O PV 0321380,并在中国野生葡萄华东株系和欧洲葡萄品种中进行了分析验证。
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　　葡萄白粉病 (U ncinla necator (Schw. ) Burr. )是

为害葡萄最为严重的真菌病害之一,遍布于世界各

葡萄产区[1 ]。欧洲葡萄 (V . v inif era L. )不抗白粉病,

美洲葡萄 (V . labrusca L. )及其品种虽对白粉病抗性

较强,但由于果实品质低劣,生产上的应用受到了限

制。中国野生葡萄资源丰富,没有美洲葡萄的“狐臭

味”,而且拥有丰产性好、抗病抗逆性强等特点[2 ]。大

量研究表明[3～ 6 ] ,中国野生葡萄的一些种和株系对

真菌病害有极强的抗性,是抗白粉病的重要种质。因

此,研究中国野生葡萄的抗白粉病基因,不仅具有理

论价值,而且具有重要的育种现实意义。

近年来已有不少通过RA PD 分析获得与目的

基因连锁的 RA PD 标记的研究报道, 并已在苹

果[7 ]、枳[8 ]、草莓[9 ]等果树上获得了与抗病基因连锁

的RA PD 标记。但对中国野生葡萄进行抗病基因的

RA PD 标记尚未见报道。本研究在 1998～ 1999年对

中国野生葡萄、欧洲葡萄及其种间杂种抗白粉病田

间自然鉴定的基础上,对中国野生葡萄抗白粉病基

因进行了RA PD 标记。

1　材料和方法

1. 1　材　料

　　供试材料共 40份,包括西北农林科技大学葡萄

种质资源圃中保存的中国野生葡萄、欧洲葡萄和种

间杂种 F 1 代。

1. 2　试剂和仪器

RA PD 分析在热带作物生物技术国家重点实验

室进行。所用 196个RA PD 引物均为Operon 公司

产品, 其中 O PV 03 序列为 5′CTCCCT GCAA 3′,

T aq DNA 聚合酶、PCR Buffer 为华美公司产品,

dN T P s为 P rom ega公司产品。PCR 仪为 PE480型。

1. 3　DNA 的提取

参照王跃进等[10 ]的改良CTAB 法,从葡萄萌动

的芽或嫩梢中提取DNA。

1. 4　RA PD 反应参数

反 应 混 合 物 内 含 10 倍 PCR Buffer

(500 mmolöL KC l, 100 mmolöL T ris2HC l pH 9. 0,质

量分数 1% T riton X2100) 2. 5 ΛL , 1. 5 mmolöL
M gC l2, dA T P、 dCT P、 dT T P、 dGT P 每 种 各

200 ΛmolöL ,随机引物 1 ΛL ,模板DNA 20 ng, T aq

DNA 聚合酶 1. 5 Λmolöm in, 用双蒸水补充到总体

积为 25 ΛL , 加 25 ΛL 石蜡油并加盖。反应参数:

94 ℃预变性 5 m in 后; 94 ℃变性 1 m in, 36 ℃退火 1

m in, 72 ℃延伸 2 m in,共 45个循环,最后72 ℃保温

8 m in。反应停止后加溴酚兰 2 ΛL 进行电泳。

扩增产物采用质量分数 1. 5% A garose凝胶电

泳 (含 EB 0. 5 ΛgömL ) , 1×TA E 作电泳缓冲液。电

泳结束后将凝胶置于紫外透射分析仪上观察照相。

RA PD 反应重复 2次。

2　结果与分析

2. 1　特异引物筛选

　　以抗病亲本白河23521、感病亲本佳利酿及其 F 1

代抗病单株 132626、感病单株 132623 的DNA 为模

板对 196个随机引物进行筛选。结果表明,在抗、感

材料之间引物O PH 14、O PJ 16、O PV 03 可以扩增约

α [收稿日期 ]　2000206216
[基金项目 ]　国家自然科学基金资助项目 (39770525)、高校博士点基金 (980701)和教育部资助年青优秀教师基金项目
[作者简介 ]　王跃进 (1958- ) ,男,陕西三原人,教授,博士生导师,主要从事果树种质资源与生物技术育种研究。



620, 750和 1 380 bp 的多态性DNA 片段 (图 1)。

图 1　以白河23521、佳利酿、132626、132623为模板筛选引物

泳道　1. PCR M arker; 2, 6, 10. 模板为白河23521; 3, 7, 11. 模板为佳利酿; 4, 8, 12. 模板为 132626;

5, 9, 13. 模板为 132623; 2～ 5. 引物为O PH14; 6～ 9. 引物为O PJ16; 10～ 13. 引物为O PV 03

F ig. 1　Screen p rim ers w ith Baihe23521, Carignane, 132626 and 132623

L ane l. PCR M arker; 2, 6, 10. Baihe23521; 3, 7, 11. Carignane; 4, 8, 12. 132626; 5, 9, 13. 132623; 2～ 5. P rim er O PH 14;

6～ 9. P rim er O PJ16; 10～ 13. P rim er O PV 03

2. 2　抗病基因RA PD 标记O PV 0321380的获得

用获得的 3 个特异引物分别对白河23521×佳

利酿组合的两个亲本及其 F 1 代 24 株杂种进行

RA PD 分析确证,发现引物O PV 03在抗病亲本白河

23521及 F 1 代 20株抗病单株的 19株中均扩增出一

约 1380 bp 的DNA 片段, 而在感病亲本佳利酿及

F 1 代 4株感病单株的 3株中均未出现这一DNA 片

段 (图 2,表 1) , 这表明O PV 0321380 与华东葡萄株

系白河23521 的抗白粉病性状有连锁关系,为白河2
3521抗白粉病基因的RA PD 标记。

表 1　白河-35-1×佳利酿组合亲本及 F1代单株对白粉病的抗性表现及OPV03的分析结果

Table 1　The resistan t pheno type of paren ts and F 1 generation of Baihe23521×Carignane com bination to

pow dery m ildew and the analytical results w ith p rim er O PV 03

亲本或后代
Parents o r

F1 individuals

表现型
Pheno type O PV 0321380 后　代

F1 individuals
表现型

Pheno type O PV 0321380

白河23521
Baihe23521 R + 182925 R +

佳利酿
Carignane S - 182826 R +

132626 R + 182729 R +
621226 R + 182827 R +
132624 R + 1829212 R +
621221 R + 182524 R +
82821 R + 82626 R +

132621 R + 182324 R +
621225 R + 182824 R +
82229 R + 621222 S -

132623 S - 132625 S +
132622 S - 1828211 R -
182424 R + 621224 R +

　　注: R. 抗病; S. 感病; + . 存在; - . 不存在。下表同。

Note: R. Resitant; S. Suscep tible; + . P resence; - . A bsence. The sam e as below.

2. 3　O PV 0321380在华东葡萄和欧洲葡萄中的进

一步分析验证

用引物O PV 03对华东葡萄 8个株系、欧洲葡萄

8个品种进行扩增,结果除抗病株系白河23521存在

1380 bp 的DNA 片段外,其余感病株系和品种均不

存在这一DNA 片段 (图 3, 图 4) , 这与田间抗白粉

病自然鉴定结果完全相吻合 (表 2)。进一步说明

O PV 0321380 为中国野生葡萄抗白粉病基因的

RA PD 标记。
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图 2　O PV 03对亲本白河23521、佳利酿及其 F 1代 24株单株的扩增结果
泳道　1. PCR M arker; 2. 白河23521; 3. 佳利酿; 4. 132626; 5. 621226; 6. 132624; 7. 621221; 8. 82821; 9. 132621; 10. 621225; 11. 82229;

12. 132623; 13. 132622; 14. 182424; 15. 182925; 16. 182826; 17. 182729; 18. 182827; 19. 1829212; 20. 182524; 21. 82626;

22. 182324; 23. 182824; 24. 621222; 25. 132625; 26. 1828211; 27. 621224

F ig. 2　RA PD p roducts obtained from parents Baihe23521 and Carignane and their 24 F1 individualsw ith p rim er O PV 03

L ane 1. PCR M arker; 2. Baihe23521; 3. Carignane; 4. 132626; 5. 621226; 6. 132624; 7. 621221; 8. 82821; 9. 132621; 10. 621225; 11. 82229; 12. 132623;

13. 132622; 14. 182424; 15. 182925; 16. 182826; 17. 182729; 18. 182827; 19. 1829212; 20. 182524; 21. 82626; 22. 182324; 23. 182824;

24. 621222; 25. 132625; 26. 1828211; 27. 621224

图 3　O PV 03对华东葡萄的扩增结果

泳道　1. PCR M arker; 2. 白河23521;

3. 白河23522; 4. 广西21; 5. 广西22; 6. 商南21;

7. 白河21321; 8. 湖南21; 9. 白河213

F ig. 3　RA PD p roducts obtained from

V . p seud oreticu lata w ith p rim er O PV 03

L ane 1. PCR M arker; 2. Baihe23521; 3. 白河23522;

4. Guangxi21; 5. Guangxi22; 6. Shangnan21;

7. Baihe21321; 8. Hunan21; 9. Baihe213

　

图 4　O PV 03对欧洲葡萄的扩增结果

泳道　1. PCR M arker; 2. 白河23521; 3. 佳利酿;

4. 粉红玫瑰; 5. 小白玫瑰; 6. 白玉霓;

7. 五月紫; 8. 先索; 9. 雷司令; 10. 白诗南

F ig. 4　RA PD p roducts obtained from

V . v inif era w ith p rim er O PV 03

L ane 1. PCR M arker; 2. Baihe23521; 3. Carignane;

4. Мускатроеовый; 5. Мускатбелый;

6. U gniB lanc; 7. Майскийчерный; 8. C insaut;

9. W hite R iesling; 10. Chenin B lanc
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表 2　华东葡萄和欧洲葡萄对白粉病的抗性表现及OPV03的分析结果

Table 2　The resistan t pheno type of V . p seud oreticu lata and V . v inif era to

pow dery m ildew and the analytical results w ith p rim er O PV 03

华东葡萄
V . pseud oreticu lata

表现型
Pheno type O PV 0321380 欧洲葡萄

V . v inif era
表现型

Pheno type O PV 0321380

白河23521
Baihe23521 R + 佳利酿

Carignane S -

白河23522
Baihe23522 S - 粉红玫瑰

Мускатроеовый S -

广西21
Guangxi21 S - 小白玫瑰

Мускатбелый S -

广西22
Guangxi22 S - 白玉霓

U gniB lanc S -

商南21
Shangnan21 S - 五月紫

Майскийчерный S -

白河21321
Baihe21321 S - 先索

Cinsaut S -

湖南21
Hunan- 1 S - 雷司令

W hite R iesling S -

白河213
Baihe213 S - 白诗南

Chenin B lanc S -

3　讨　论

关于葡萄对白粉病的抗性遗传,Boubals D [11 ]和

李华等[12 ]对欧亚种葡萄的研究认为,葡萄抗白粉病

是由多基因控制,属于数量性状遗传。Bouquet A [13 ]

对圆叶葡萄抗白粉病的研究, F ilippenko 等[1 ]用抗白

粉病的欧山杂种自交及与不抗白粉病的欧洲葡萄回

交对葡萄抗白粉病的研究,则认为葡萄对白粉病的

抗性是由单基因控制的显性遗传,属于质量性状。

笔者自 1990年以来,以中国野生葡萄和欧洲葡

萄及其大量的种间杂种为试材系统地研究了葡萄对

白粉病的抗性遗传[6 ]。结果表明,在抗病的中国野生

葡萄株系与欧洲葡萄品种杂交的后代中,表现出显

性遗传的特点; 而在感病的中国野生葡萄株系与欧

洲葡萄品种的杂交后代中,表现出微效多基因控制

的遗传特点,即均为感病的亲本其杂交后代中有少

量抗病单株的出现。说明中国野生葡萄的抗白粉病

基因构成较为复杂,属于多基因控制。这些基因的作

用表现为有主效基因,也有微效基因。

在对中国野生葡萄抗白粉病遗传研究的基础

上,应用RA PD 技术标记中国野生葡萄抗白粉病的

主效基因。首先从表现型的不同,以白河23521×佳

利酿抗病亲本白河23521、感病亲本佳利酿及其 F 1

代抗病单株 132626、感病单株 132623为模板进行引

物的筛选,然后将获得的特异性引物在白河23521×

佳利酿的双亲及其供试的 F 1 代 24 株单株中扩增,

获得了 1 个抗白粉病基因的 RA PD 标记O PV 032

1380。最后在华东葡萄株系和欧洲葡萄品种中得到

验证。

在本研究的RA PD 分析中,出现了一种异常现

象, 即特异性DNA 片段O PV 0321380 在白河23521

×佳利酿 F 1 代的抗病单株 1828211中不出现,而在

感病单株 132625中出现 (图 2、表 1)。分析可能是双

亲杂交异源配子配对时, 染色体之间发生了DNA

片段的交换造成了这一表现型。

在利用中国野生葡萄抗白粉病基因方面,传统

的方法主要是用中国野生葡萄与欧洲葡萄杂交,通

过杂种在田间多年的自然或人工接种筛选鉴定,以

期选育出抗病性强的新品种。RA PD 技术的应用,为

利用基因标记加速抗病育种进程提供了新的途径。

中国野生葡萄抗白粉病基因RA PD 标记O PV 032

1380,可以用作筛选鉴定抗病杂种的DNA 依据,在

幼苗期即可淘汰感病的单株,保留抗病的单株,这将

大大缩短育种年限, 提高育种的效率。此外, 这一

RA PD 标记能够用作进一步研究的支点,向抗病基

因的位点步移,以至最终分离到抗病基因和将抗病

基因转至优良的欧洲葡萄品种中去,提供了研究的

基础。
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RA PD m arker of resistance gene to U ncinu la necator in Ch inese w ild V itis

WANG Yue- j in1, ZHANG J ian -x ia1, ZHOU Peng2, ZHENG Xue-q in2

(1 College of H orticu lture,N orthw est S cience and T echnology U niversity of A g ricu lture and Forestry , Y ang ling , S haanx i 712100, China;

2 N ational K ey B iotechnology L aboratory f or T rop ical C rops, Chinese A cad em y of T rop ical A g ricu ltural S cience, H aikou, H ainan 571101, China)

Abstract: T he genetic analysis of the resistance to pow dery m ildew of Ch inese w ild V itis w as carried out

w ith the paren ts and 24 F 1 individuals of in terspecific hybridization com bination Baihe23521×Carignane

(R esistan t × Suscep tible) by R andom ly Amp lified Po lymorph ic DNA (RA PD ) techn ique. A to tal of 196

random p rim ers w ere screened on the DNA of resistan t and suscep tible m aterials. O PV 0321380, a RA PD

m arker, w h ich linked to pow dery m ildew resistan t gene in Ch inese w ild V itis, w as obtained. A dditionally, the

O PV 0321380 w as tested among clones of V . p seud oreticu lata of Ch inese w ild V itis and varieties of V . v inif era.

Key words: Ch inese w ild V itis; pow dery m ildew ; resistance gene; RA PD
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