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摘要 }以葡萄种间杂交组合 {{2tts≈毛葡萄 {v2w2|yk α l ≅ 欧洲葡萄粉红玫瑰 的 ƒt 群体为试材 o运用 � �°⁄技

术 o采用集群分离分析k¥∏̄®̈ §¶̈ªµ̈ª¤±·¤±¤̄¼¶¬¶o�≥�l法进行中国野生葡萄抗炭疽病基因连锁的分子标记研究 ∀获

得了与抗炭疽病基因相连锁的 � �°⁄标记 }�°≤tx2tvss o并在 xs 株杂种后代 !中国野生葡萄 { 种 vu 个株系 !tw 个欧

洲葡萄品种中证明了该标记是可以遗传的 ∀
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  葡萄炭疽病k Γλοεοσποριυ μ φρυχτι2γενυ μ �̈ µ®l

又名晚腐病 o是葡萄重要真菌病害之一 ∀在国内外

广泛分布 o发病严重的年份 o造成果实大量腐烂 o对

产量和品质影响很大 ∀此病除危害葡萄外 o还能侵

害苹果 !梨等多种果树 ∀目前生产上栽培的葡萄品

种大多不抗炭疽病 o主要以化学防治为主 ∀中国野

生葡萄不仅抗多种病害≈t  o而且不携带美洲种的

/ 狐臭0味 o是葡萄抗病育种的重要种质资源 ∀利用

中国野生葡萄自身的抗病性 o培育抗病品种进行栽

培是控制这一病害最经济有效的方法 ∀

本文在对中国野生葡萄 !欧洲葡萄及其种间杂

种 ƒt 代进行抗炭疽病的田间自然鉴定基础上 o利用

随机扩增多态性 ⁄�� 标记k� �°⁄l技术≈u ov  o建立

抗病基因与分子标记之间的紧密连锁关系 o为分子

标记辅助抗病育种提供依据 ∀

1  材料与方法

1 q1  材料

以葡萄种间杂交组合 {{2ttsk毛葡萄 {v2w2|y

k α l ≅ 欧洲葡萄粉红玫瑰l的 ƒt 群体 xs 个单株

k表l o中国野生葡萄毛葡萄k ς . θυινθυανγυλαρισ

� «̈§l{v2w2|yk α l !{v2w2|wk α l !{v2w2w|k α l !{v2w2
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{xk α l !泰山2tu !渭南2v !商2uw ~刺葡萄k ς . δαϖιδιι

ƒ²̈ ¬l塘尾 !雪峰 !福建2w !济南2t !略阳2w ~裂叶刺葡

萄k ςαρ . ινθιανγενσισ �q÷ q�¬∏l宁强2y ~复叶葡萄

k ς . Πιασεζκιι �¤¬¬°l留坝2| !甘肃2|t !留坝2{ ~k秋l

复叶葡萄k ς .¶³³l眉县2y !留坝2z ~艹婴
艹
奥葡萄k ς .

Τηυνβεργιι ≥¬̈¥q̈ ·½∏¦¦l安林2v !泰山2t ~秋葡萄

k ς . ρομ ανετιι � ²°¤°l留坝2tt !江西2tk α l !江西2

uk α l !平利2u !平利2z !留坝2t ~山葡萄k ς . αμ υρεν2

σισ � ∏³µl左山 t号 !左山 zxs|z !通化三号 !双优 ~华

东葡萄k ς . Πεσευδορετιχυλατα q• q× q• ¤±ªl白河2vx2

t !白河2tv2t o欧洲葡萄k ς . ϖινιφεραq�l粉红玫瑰

k� ∏¶¦¤·� ²¶̈l !小白玫瑰k � ∏¶¦¤·�̄¤±¦l !白诗南

k≤«̈ ±¬± �̄¤±¦l !白玉霓k�ª±¬�̄¤±¦l !黑比诺k°¬±²·

�²¬µl !霞多丽k≤«¤µ§²±±¤¼l !法国兰k�̄ ∏̈ ƒµ̈±¦«l !

红地球k� §̈ �̄ ²¥̈ l !品丽珠k≤¤¥̈µ±̈ ·ƒµ¤±¦l !梅鹿

特k � µ̈̄²·l !五月紫k �¤¬¶®¼ �²¬µl !佳丽酿k≤¤µ¬ª2

±¤±̈ l !赤霞珠k≤¤¥̈µ±̈ ·l !巴库斯k�¤¦¦«∏¶l ∀以上

材料均取自西北农林科技大学葡萄种质资源圃 ∀

表  杂交组合≈8324296k α l ≅ 粉红玫瑰 亲本及 ƒ1 代对炭疽病的抗性tl

×¤¥̄¨ × «̈ µ̈¶¬¶·¤±¦̈ ²©·«̈ ¦µ²¶¶³¤µ̈±·¶¥̈·º¨̈ ± {v2w2|yk α l¤±§ �∏¶¦¤·� ²¶̈ ¤±§ƒt «¼¥µ¬§¶·² �¬³̈ � ²·

亲本及 ƒt 代
°¤µ̈±·¶¤±§ƒt «¼¥µ¬§¶

� ²µ≥
�°≤tx2
tvss

ƒt 代
ƒt «¼¥µ¬§¶

� ²µ≥
�°≤tx2
tvss

ƒt 代
ƒt «¼¥µ¬§¶

� ²µ≥
�°≤tx2
tvss

ƒt 代
ƒt «¼¥µ¬§¶

� ²µ≥
�°≤tx2
tvss

{v2w2|ykαl � n t2u2| � n t2x2t � n t2{2w � n

粉红玫瑰  �∏¶¦¤·�²¶̈ ≥ p t2u2ts � n t2x2u � p t2{2x � n

t2t2u � n t2u2tt � n t2x2v � n t2|2t � n

t2t2v ≥ p t2u2tu � n t2y2t � n t2|2v ≥ p

t2t2w ≥ p t2v2t � n t2y2v ≥ p t2|2w ≥ p

t2t2y � n t2v2v ≥ p t2z2t � n t2|2x ≥ p

t2t2z � n t2v2w � n t2z2u � n t2|2y � n

t2t2{ ≥ p t2v2y � n t2z2v ≥ p u2t2v ≥ p

t2u2v � n t2v2z � n t2z2w ≥ p u2t2w � n

t2u2w ≥ p t2v2{ � n t2z2z � n u2t2x � p

t2u2y ≥ p t2w2t � n t2{2t � n u2t2z � n

t2u2z � n t2w2v � n t2{2u � n u2t2{ � n

t2u2{ ≥ p t2w2y ≥ p t2{2v � n u2t2tt ≥ p

tl � }抗病  µ̈¶¬¶·¤±·~≥}感病  ¶∏¶¦̈³·¬¥̄ ~̈ n }有  ³µ̈¶̈±·~ p }无  ¤¥¶̈±·

1 q2  方法

1 q2 q1  抗病性田间自然鉴定  田间自然鉴定于发

病盛期kz ∗ |月l在葡萄种质资源圃进行 o参照贺普

超≈t ow 的抗白腐病 !炭疽病鉴定方法 o在田间自然条

件下 o每隔 t周调查不同葡萄材料果实的感病情况 o

每份材料随机选 us个果穗或 xss粒果实 o按果穗感

病果粒百分率的大小分级记录 o计算感病指数 ∀

1 q2 q2  葡萄基因组 ⁄�� 的提取及其 � �°⁄反应

体系建立  葡萄基因组 ⁄�� 的提取采用改良

≤ × ��法≈x  o葡萄 � �°⁄反应体系参照 • ¤±ª
≈x 的

方法进行 ∀

1 q2 q3  中国野生葡萄抗炭疽病基因连锁的 � �°⁄

标记筛选  采用 �¬¦«̈¯°²µ̈ 的 �≥� 法≈y 进行引物

的初选 ∀根据 {{2tts 组合的杂交 ƒt 代 o在田间自

然条件下对炭疽病的抗性表现 o各取抗 !感病 x个植

株的 ⁄�� 等量混合构成 t 对抗病与感病的 ⁄��

混合样 ∀然后以 {{2tts 亲本 {v2w2|yk α l o粉红玫

瑰 oƒt 抗病 ⁄�� 混合样 oƒt 感病 ⁄�� 混合样为模

板 o用 �³̈µ²±公司的 ts¥³随机引物进行 °≤ � 扩增

筛选与抗炭疽病基因连锁的 � �°⁄标记 o重复 v

次 ∀

1 q2 q4  � �°⁄标记的验证  以 {{2tts 组合≈毛葡

萄 {v2w2|yk α l ≅ 欧洲葡萄粉红玫瑰 的双亲及 ƒt

代抗病 !感病单株及其它葡萄抗病 !感病种质为模

板 o用获得具有区分特异性的引物 �°≤tx2tvss 进

一步进行 °≤ � 扩增验证 ∀

2  结果与分析

2 q1  葡萄材料抗炭疽病的田间自然鉴定结果

2 q1 q1  中国野生葡萄和欧洲葡萄抗炭疽病表现  

中国野生葡萄{种vu个株系在田间自然条件下 o均表

现出极强的抗病性 o种间及种内不同株系间没有表

现出抗性差异 ∀tw 个欧洲葡萄栽培品种除佳利酿

表现抗病外 o其余的均感炭疽病 o只是感病程度有所

差异 ∀对以上两类葡萄材料进行田间自然鉴定 o为

进一步的 °≤ � 特异扩增验证奠定了良好的基础 ∀
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2 q1 q2  种间杂交 ƒt 代抗炭疽病表现  在田间自然

鉴定条件下 o{{2tts组合≈{v2w2|yk α l ≅ 粉红玫瑰 

杂交 ƒt 代对炭疽病的抗性表现抗 !感分离 o在所鉴

定的 xs 个单株中 o抗病的有 vv 株 o感病的有 tz 株

k表l ∀上述 ƒt 代单株抗病与感病表型的分离是构建

抗病与感病的 ⁄��混合样和筛选中国野生葡萄抗炭

疽病基因相连锁的 � �°⁄遗传标记的理论基础 ∀

2 q2  中国野生葡萄抗炭疽病基因连锁的 � �°⁄标

记的筛选

以 {{2tts组合亲本毛葡萄 {v2w2|yk α l o粉红

玫瑰 oƒt 代抗病 ⁄�� 混合样与 ƒt 代感病 ⁄�� 混

合样为模板 o使用 �³̈µ²±公司生产的 � !� !≤ !⁄!� !

� !�!�!�!� !° !� !≥ !� !∂ !• !� 共 tz 个随机引物

系列的 utu个随机引物进行扩增 o从中筛选出大小

一致 !重复性好 !扩增条带清晰可辨的连锁标记

�°≤tx2tvssk图 tl ∀该标记只在抗病亲本 {v2w2|y

k α l及 ƒt 代抗病 ⁄�� 混合样中出现 o而在感病亲

本粉红玫瑰及 ƒt 代感病 ⁄�� 混合样中没有出现 ∀

因此 o初步推断 �°≤tx2tvss 与中国野生葡萄抗炭

疽病基因相连锁 ∀

t otv oux q°≤ � �¤µ®̈ µ¶~u otw ouy q{v2w2|yk α l ~v otx ouz q粉红玫瑰 ~w ou{ q抗病混合样 ~x ou| q感病混合样 ~y ∗ tu oty ∗ uw q抗病后代 ~vs ∗ vy q感

病后代

t otv oux q°≤ � �¤µ®̈ µ¶~u otw ouy o{v2w2|yk α l ~v otx ouz q� ∏¶¦¤·� ²¶̈ ~w ou{ q×«̈ µ̈¶¬¶·¤±·³²²̄ ~x ou| q×«̈ ¶∏¶¦̈³·¬¥̄¨³²²̄ ~y ∗ tu oty ∗ uw q×«̈

µ̈¶¬¶·¤±·³µ²ª̈ ±¬̈¶~vs ∗ vy q×«̈ ¶∏¶¦̈³·¬¥̄¨³µ²ª̈ ±¬̈¶

图 1  � �°⁄标记 �°≤1521300 在种间杂交组合亲本及 ƒ1 代单株中的扩增结果

ƒ¬ªqt  °≤ � ¤°³̄¬©¬¦¤·¬²± ²© � �°⁄ ²© °¤µ®̈ µ¬±·«̈¬µ³¤µ̈±·¶¤±§ƒt «¼¥µ¬§¶©µ²° ¬±·̈µ¶³̈¦¬©¬¦«¼¥µ¬§¬½¤·¬²± ∏¶¬±ª³µ¬° µ̈�°≤ tx
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2 q3  � �°⁄标记 �°≤1521300 在杂交后代中的表现

�°≤tx2tvss是否确实与抗葡萄炭疽病基因相

连锁 o我们用引物 �°≤tx 对 {{2tts 组合 ƒt 代 xs

个单株进一步验证扩增 ∀结果证明 o在 vv个抗病单

株中除 t2u2x !u2t2x 外 o其余 vt 个单株均具有

tvss¥³的多态性 ⁄�� 片段 o这可能与基因重组及

突变有关 ~而在感病杂种单株中不出现约 tvss¥³的

多态性 ⁄�� 片段k表 o图 tl ∀

2 q4  � �°⁄标记 �°≤1521300 在中国野生葡萄及欧

洲葡萄中的表现

以中国野生葡萄 {种 vu个株系及 tw个欧洲葡

萄品种为模板 o用随机引物 �°≤tx进行 °≤ � 扩增 ∀

在中国野生葡萄的 vu 个抗病株系中除留坝2{ !安

林2v !白河2tv2t 外 o其余 u| 个株系均拥有 �°≤tx2

tvss特异 ⁄�� 片段k图 ul o而在 tw 个感病的欧洲

葡萄品种中均未出现 ∀这进一步表明 �°≤tx2tvss

t otv oux q°≤ � �¤µ®̈ µ¶~u otw q{v2w2|yk α l ~v otx q粉红玫瑰 ~w q抗病混合样 ~x q感病混合样 ~y q{v2w2w| ~z q{v2w2|w ~{ q{v2w2{x ~| q商2uw ~ts q

渭南2v ~tt q泰山2tu ~tu q{v2w2|yk ⎯ l ~ty q塘尾 ~tz q略阳2w ~t{ q雪峰 ~t| q宁强2y ~us q济南2t ~ut q福建2w ~uu q左山 zxs|z ~uv q左山 t号 ~uw q

北醇 ~uy q白玉霓 ~uz q黑比诺 ~u{ q佳丽酿 ~u| q红地球 ~vs q法国兰 ~vt q巴库斯 ~vu q品丽珠 ~vv q梅鹿特 ~vw q五月紫 ~vx q霞多丽 ~vy q赤霞珠

t otv oux q°≤ � �¤µ®̈ µ¶~u otw q{v2w2|yk α l ~v otx q� ∏¶¦¤·� ²¶̈ ~w q×«̈ µ̈¶¬¶·¤±·³²²̄ ~x q×«̈ ¶∏¶¦̈³·¬¥̄¨³²²̄ ~y q{v2w2w| ~z q{v2w2|w ~{ q{v2w2{x ~

| q≥«¤±ª2uw ~ts q• ¬̈±¤±2v ~tt q×¤¬¶«¤±2tu ~tu q{v2w2|yk ⎯ l ~ty q×¤±ªº ¬̈~tz q�∏̈ ¼¤±ª2w ~t{ q÷∏̈©̈ ±ª~t| q�¬± ¬́¤±ª2y ~us q�¬±¤±2t ~ut qƒ∏­¬¤±2

w ~uu q�∏²¶«¤±zxs|z ~uv q�∏²¶«¤±2t ~uw q�̈ ¬¦«∏± ~uy q�ª±¬�̄¤±¦~uz q°¬±²·�²¬µ~u{ q≤¤µ¬ª±¤±̈ ~u| q� §̈ �̄ ²¥̈ ~vs q�̄ ∏̈ ƒµ̈±¦«~vt q�¤¦¦«∏¶~

vu q≤¤¥̈µ±̈ ·ƒµ¤±¦«~vv q� µ̈̄²·~vw q�¤¬¶®¼ �²¬µ~vx q≤«¤µ§²±±¤¼ ~vy q≤¤¥̈µ±̈ ·

图 2  � �°⁄标记 �°≤1521300 在中国野生葡萄与欧洲葡萄中扩增的结果

ƒ¬ªqu  °≤ � ¤°³̄¬©¬¦¤·¬²± ²© � �°⁄ ²© °¤µ®̈ µ¬± ≤«¬±̈ ¶̈ º¬̄§ ∂¬·¬¶¤±§ ς . ϖινιφερα ∏¶¬±ª³µ¬° µ̈�°≤ tx
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是与抗葡萄炭疽病基因连锁的分子标记 o�°≤tx2

tvss来自毛葡萄 {v2w2|yk α l o是中国野生葡萄特

有的抗炭疽病基因的分子标记 o且与主效基因有连

锁关系 ∀

3  讨论

获得与目的性状连锁的分子标记的有效方法可

通过近等位基因系k±̈ ¤µ¬¶²ª̈ ±¬¦ ¬̄±̈ ¶o���l和集群

分离分析 k¥∏̄®̈ § ¶̈ªµ̈ª¤±·¤±¤̄¼¶¬¶o�≥�l法
≈y  ∀

���是通过多代轮回回交筛选得到的 o品系间的差

异主要在于某一目的性状 ∀利用这样的品系可在不

需要完整遗传图谱情况下 o有效地获得与目的基因

连锁的分子标记 ∀这一方法适用于育种周期短的作

物 ∀

但果树为多年生植物 o育种周期长 o基因组高度

杂合 o获得与目的基因紧密连锁的分子标记 o通常按

照 �¬¦«̈¯°²µ̈ 等≈y 建立的 �≥� 法进行研究是可行

的 ∀ �¬¦«̈¯°²µ̈ 等创造的这一技术成功地在生菜

中筛选出了与 ⁄°xr{区连锁的标记 ∀ ≠¤±ª和 ®²µ2

¥¤µ¶¶≈z 应用 �≥� 法筛选出了 { 个与苹果抗黑星病

的基因k∂©l连锁的 � �°⁄标记 ∀ �°¬··̈µ等≈{ 应用

�≥� 法寻找到了 { 个与抗柑橘速衰病k≤ × ∂ l基因

连锁的 � �°⁄标记 o并绘制了连锁图谱 ∀王跃进

等≈x o| 用 �≥� 法获得了葡萄无核基因连锁的 � �°⁄

标记 o而且认为这一标记是与主效基因之一相连锁

的 ∀本文也采用了 �≥� 法 o获得了中国野生葡萄抗

炭疽病基因连锁的分子标记 �°≤tx2tvss o并且可以

通过杂交向后代遗传 ∀

关于葡萄抗炭疽病的遗传 o国内外尚未见报道 ∀

贺普超等≈w 通过中国葡萄属野生种对炭疽病抗性

的研究认为 o中国野生葡萄对炭疽病表现出高度的

抗性 o我们的研究结果也进一步证明了中国野生葡

萄及其部分杂种对炭疽病具有较强的抗性 ∀本研究

获得的抗葡萄炭疽病基因的连锁标记 �°≤tx2tvss

来自野生种毛葡萄 {v2w2|yk α l o而且进一步研究证

明该标记可以向后代遗传 o并广泛地存在于其他中

国野生葡萄种中而在欧洲葡萄栽培品种中不存在该

遗传标记 ∀因此 o我们认为 �°≤tx2tvss 是中国野

生葡萄特有的抗炭疽病基因的分子标记 ∀今后 o在

利用中国野生葡萄对炭疽病的抗性时 o结合常规杂

交育种可以利用该 � �°⁄标记进行分子标记辅助

育种 o以加速育种进程 ∀另一方面 o进一步对该标记

克隆测序 o进行 ≥≤ � � 标记及抗炭疽病基因定位与

作图 o可以有效地克隆和利用中国野生葡萄的抗炭

疽病基因 ∀
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