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　　 [摘　要 ] 　以感病×抗病的葡萄种间杂交组合白玉霓×塘尾的 F 1 代及塘尾自交一代 33 个单株为试验材料,

采用BSA 法和RA PD 技术, 对 155 个随机引物进行筛选, 从中获得了 1 个与中国野生葡萄抗白腐病基因连锁的

RA PD 标记O PP092760。用W izard DNA C lean2up System 试剂盒回收纯化 RA PD 遗传标记O PP092760, 连接于

pGM E2T 2Easy W ecto r 上并克隆测序, 得到O PP092760 的全序列, 其长度为 766 bp。根据两端序列设计特异 PCR

扩增引物作为合成中国野生葡萄抗白腐病检测探针的基础, 用于检测葡萄抗白腐病种质种和分子标记辅助育种。
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　　葡萄白腐病 [Con iothy rium d ip lod iella (Speg)

Sace ] 俗称“水烂”或“穗烂”, 是葡萄上危害果实

的一种重要的真菌病害[1 ]。目前, 葡萄白腐病在世界

各个葡萄产区不同程度地危害葡萄生产, 尤其是单

一栽培欧洲葡萄的高温多雨地区, 严重影响葡萄及

其加工产品 (葡萄酒、葡萄干、葡萄酱等) 的品质

和产量。因此, 选育优质高产、抗病力强的新品种,

已成为葡萄育种工作者一项极为重要的任务。现代

果树育种的理论和实践证明, 为了选育优质高产的

多抗性品种, 最有效的途径是用品质优良的栽培品

种与经过鉴定的近缘野生种杂交。中国是葡萄属植

物的重要起源地之一, 中国野生葡萄没有美洲种的

“狐”臭味, 抗病抗逆性强。中国野生葡萄和欧洲葡

萄杂交亲和性优于圆叶葡萄, 通过杂交可以有效地

利用抗病性, 所以中国野生葡萄是迄今公认的抗病

育种种质资源[2, 3 ]。因而利用中国野生葡萄对白腐病

的抗性与品质优良的欧洲葡萄品种杂交, 培育优良

的抗病品种, 是葡萄育种家的首要任务。本研究利

用 RA PD 技 术, 采 用 BSA (Bu lked Segregan t

A nalysis) 法[4 ] , 获得了与中国野生葡萄果实抗白腐

病基因相连锁的RA PD 遗传标记O PP092760。其目

的在于将获得的 RA PD 标记 O PP092760 克隆测

序, 并进行序列分析, 为合成中国野生葡萄抗白腐

病探针奠定基础, 用于检测葡萄抗病种质和分子标

记辅助育种。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　中国野生葡萄刺葡萄塘尾及其杂种后代, 取自

西北农林科技大学葡萄种质资源圃。随机引物

O PP09 购自 Operon 公司。 T aq DNA 聚合酶、

dN T P s 及 PCR M arker 购自上海 Sangon 公司。T 42
DNA ligase, W izard DNA C lean2up System 试剂盒

和 pGEM 27zf (+ ) (T 2Easy V ecto r) 试剂盒购自

P rom ega 公司。

1. 2　方　法

DNA 的提取和纯化　葡萄基因组DNA 的提

取采用改良CTAB 法[5 ] , 用质量浓度 8 göL 的琼脂

糖凝胶电泳检测DNA 的浓度和纯度。葡萄RA PD

反应体系参照文献 [ 5, 6 ] 方法进行。

DNA 扩增反应体系　在 100 ΛL 反应体系中加

入 10X PCR 反应缓冲液 10 ΛL , dN T P s 10 ΛL , 25

mmo löL M gC l2 8. 0 ΛL , T aq DNA 聚合酶 1. 2

(6 U öΛL ) , 10 bp 随机引物O PP09 4 ΛL , 100 ng

DNA 模板 4 ΛL (25 ngöΛL ) , ddH 2O 58. 8 ΛL。反

应条件: 94 ℃预变性 5 m in, 94 ℃变性 1 m in, 37

℃退火 1 m in; 72 ℃延伸 1 m in, 共 30 个循环, 最

后 72 ℃延伸 10 m in, 停止于 4 ℃。

扩增片段的分离和克隆　利用W izard DNA

C lean2up System k it 回收纯化目标带, 按产品说明

书并略作改进。回收纯化产物直接与 pGEM 2T 2
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Easy 载体连接[7 ] , 转化大肠杆菌 E. coli DH 5Α菌株

感受态细胞, 在X2galöIPT G Amp r 培养基上挑取白

色菌落, 用碱法小批量抽提质粒, 并电泳酶切鉴定。

DNA 序列测定与分析　DNA 序列测定由上海

Sangon 公司完成, 使用 PE 公司生产的核酸序列分

析仪 (AB I 377 DNA Sequencer) 从两端进行测序。

将所测DNA 序列输入电脑, 用 PC gene 软件分析。

2　结果与分析

2. 1　中国野生葡萄抗白腐病基因连锁标记筛选

从白玉霓×塘尾组合 F 1 代和塘尾自交一代中

分别取 10 株抗病单株的DNA 和 10 株感病单株的

DNA 构成抗感DNA 混合样, 采用BSA 法, 使用

Operon 公司生产的A , B , C, D , G, H , J , O , P,

Q , R , S, U , V , W 共 15 个引物系列的 155 个引

物进行扩增, 从中筛选出大小一致、重复性好、扩

增条带清晰可辨、具多态性的特异引物O PP09 (5′

GT GGTCCGCA 3′)。特异引物O PP09 在种间杂交

组合白玉霓×塘尾及塘尾自交一代的 33 个单株中,

抗病的 20 个单株均有 760 bp 的多态性片段, 而感

病的 13 个单株则没有 (图 1, 表 1 (R 代表抗病, S

代表感病; + 代表出现 760 bp 特异带, - 代表不出

现) )。

图 1　中国野生葡萄抗白腐病基因相连锁的RA PD 标记
1. PCR m akers; 2. 塘尾; 3. 白玉霓; 4. 抗病混合样; 5. 感病混合样; 6. 152821; 7. 152822; 8. 142622; 9. 142623; 10. 152825; 11. 152826; 12. 152827

F ig. 1　The RA PD m aker O PP092760 linked to w h ite2ro tresistance genes in grape samp les using p rim er O PP09
1. PCR m akers; 2. Tangw ei; 3. U gni B lanc; 4. The resistan t poo l; 5. The suscep tib le poo l; 6. 152821; 7. 152822; 8. 142622; 9. 142623; 10. 152825; 11. 152826; 12. 152827

表 1　O PP09 对种间杂交组合白玉霓×塘尾和塘尾自交亲本及F1 代单株的分析结果

Table 1　RA PD analysis of in terspecific F1 hybrids of cro ss and of self2po llination F1 hybrids of cro ss generated by p rim er O PP09

亲本及 F1 代
Paren ts and F1

抗性表现
Resistance
pheno type

O PP092760 亲本及 F1 代
Paren ts and F1

抗性表现
Resistance
pheno type

O PP092760

塘尾
T angw ei R + 1427213 S -

白玉霓
U gni B lanc S - 塘尾

T angw ei R +

142621 R + 152821 R +

142622 S - 152822 R +

142623 S - 152824 R +

142624 S - 152825 R +

142625 R + 152826 R +

142627 S - 152827 R +

142628 S - 152721 R +

142629 R + 152722 R +

142722 S - 152723 R +

142723 S - 152724 R +

142724 S - 152725 R +

142725 S - 152726 R +

142727 S - 152727 R +

142729 S - 152728 R +

1427211 R + 152729 R +

1427212 S - 152921 R +
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2. 2　RA PD 标记O PP092760 克隆和测序

PCR 扩增产物在 3′端是粘性末端, 多出 1 个碱

基A , 而pGEM 2T 2载体在 3′端加上 1 个碱基T , 这

样 PCR 产物纯化后可直接同 T 2V ecto r 进行连接。

将与中国野生葡萄刺葡萄塘尾抗白腐病基因连锁的

RA PD 标记O PP092760, 用W iazrd DNA C lean2up

System 试剂盒回收。连接 T 载体, 转化大肠杆菌感

受态细胞、涂在含X2gal, IPT G 和Amp r 的LB 平板

上进行筛选, 挑选白色菌落培养[8 ]。用碱裂解法提取

质粒DNA , 电泳筛选出滞后质粒, 经E coR I酶切鉴

定有外源DNA 片段插入的重组克隆 (图 2)。用核酸

序列分析仪对上述样品进行序列分析, RA PD 标记

O PP092760 的长为 766 bp (表 2)。对测序结果经 PC

gene 软件分析, 该DNA 片段不具有封闭或者开放

性阅读区间, 不具有基因的结构, 属于与抗白腐病

基因连锁的DNA 片段。

图 2　重组质粒的酶切结果 (E coR I)

1. PCR m arker; 2, 3. 重组质粒的酶切结果

F ig. 2　 Iden tificat ion of RA PD m arker O PP092760

recom binan t p lasm ids by restrict ion enzym e

1. PCR m arker; 2, 3. Restriction enzym e

recom binan t p lasm ids

表 2　葡萄抗白腐病基因RA PD 标记O PP092760 的序列

T able 2　Sequence of RA PD karker O PP092760 to

grape w h ite ro t resistan t gene

5′GT GGTCCGCA A GGA GT GAA G T TCCCGGA CT AA GGA CA GT G

AA T TCCAA GG AA GCA CGGTC A GTA T TCTA G AAA GA GTA CC

T GCAA TCCCA CCGGCCA CGT A T TCA TA GCC A CCT T T GGCA

T GCAA TCCCA CCGGCCA CGT GT T T TCA TCC T TCTAA T TCT

TCA T GCA T GG CT TCAAAA GC T GA TA T TCAA AA GTA CAA T T

T TCAAA T TA T T T TAA T TCCA CAA CT T T TCA T TCT TCCT TA

GA GT T T TA CT TCA CAAAAAA TCCAA T T TCA A TAAA T T T T T

GCT GTCA T T T CCTCTCCGTC TA CCA T T T T T T T TCCT TAA T

T T TAAA TAAA T T T T T TA T T T TCA CGT T T T G AA TAAA T GT G

AA TA CGA T T T TCA TAA T TCC AAAA TAA TA G AA T T TA TA GA

A T TAA T TCA T GCTAAAA GAA A TCGGGCT T T GGT GGGGCCC

AAAA TA T GA G A CA T TCGCCA A TCAA T TA T T GA T T T T T TA T

T GCTA TA T T T T GA TCGAA CA T T GA CTAA T T TCT GCCT T GA

T T TA T GA CA T GGT GGA T TA T TCT T TA CT T G TCCGCTAA CC

A T GT T TCCA T GA TA GCA CA T CA TCA T TCGC CGT TAA GGT G

CA TCT TA TA C CT GA TCA TCA T TA T T TA T T T A TCCA T TA TC

A T GCA T GA CT T GCTA GTA CA CCCT T GA TCA T TA T T T GGT G

TCCA CAA T TA A TCAA T TAA T T GTCA CA T T T CTCT TAA CTA

A T TA GTA GA G A CCT T GCTA T A GTA TA T TA T A TA CT T TCTC

AA TA GGTAA C CT GA TC T GCG GA CCA C3′

　　注: 5′端画线部分为随机引物O PP09 的序列, 3′端其互补序列。

N o te: 5′underlined parts rep resen t sequence of random p rim er O PP09, 3′

rep resen t its comp lem entary sequence.

3　讨　论

本研究使用商品化pGEM 2T 2Easy V ecto r 成功

地克隆了目的 PCR 片段。经过对重组质粒大量抽提

纯化, 克隆测序获得了O PP092760 全序列。这一方

面为将RA PD 标记转换为以 PCR 为基础的 SCA R

标记进行检测提供了DNA 分子水平依据; 另一方

面为继续筛选新的抗白腐病基因的分子标记提供了

突破点, 为今后利用RA PD 标记进行抗白腐病基因

定位与作图, 以及利用图谱克隆 (m ap 2based2
clon ing) 抗病基因提供了有力的分子证据。
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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

XU Yan 1, W ANG Y ue- j in 1, ZHOU Peng2, ZHAN J ian -x ia1, W ANG X i-p ing1

(1 Colleg e of H ortictu re, N orthw est 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 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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