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鸭梨及其变异类型的RAPD分析
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摘要：鸭梨为梨属白梨系统优良资源，生产中其变异类型较多。本文首次对鸭梨及其9个鸭梨变异类型进行RAPD分析，

并初步筛选出3个多态性引物即$28、$32、S176。研究发现：芽变品种垂枝鸭梨增加了l条特异带($32·600)。在芽变品种魏

县巨鸭梨、甜鸭梨、垂枝鸭梨的扩增产物中均少1条特异带($28-400)。魏县巨鸭梨扩增产物中缺少2条特异性条带(S176·

900和$176一1150)和阎庄自花结实鸭梨缺少l条特异性条带(S176-1150)。可见魏县巨鸭梨、甜鸭梨、垂枝鸭梨与阎庄自花

与其他类型能区分开。
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Abstract：Yali pear is an excellent P．bretschneideri Rehd．germplasm resource．Yali pear and its mutations

were studied by RAPD technique for the first time．Three polymorphism prime飓——S28，$32，and S 1 76 were se—

leeted from 50 RAPD primers．The results showed that：Compared with other mutations，the RAPD amplifications of

Chuizhiyali pear existed one specific band：$32-600；the RAPD amplifications of Weixianjuyali pear，Tianyali pear

and Chuizhiyali pear were short of one specific band：$28—400；the RAPD amplifications of Weixianjuyali pear were

short of two specific bands：S176—900 and S176—1150；Yanzhuangzihuayali pear was short of one specific band：

S176·1 150．It indicated that Weixianjuyali，Tianyali，Chuizhiyali and Yanzhuangzihua pear could be differentiated

from other types．
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梨是世界五大果树之一，中国是世界梨主要原

产地，种质资源极为丰富，栽培历史悠久，品种繁多，

栽培面积和产量均居世界首位。河北省是我国第一

产梨大省，原产的鸭梨、雪花梨、安梨驰名中外。果

品也被列为河北省三大农业主导产业之一，梨果产

业在河北省果品业中居首位，被省政府确定为优势

果树重点发展⋯。鸭梨在中国栽培历史久远，广泛

分布于十多个省、直辖市、自治区，管理经验丰富，技

术水平较高，是我国农村经济建设和农民致富的重

要产业之一，还是我国重要的传统外销果品，享誉海

内外¨’。鸭梨在长期的栽培过程中，产生了许多变

异类型，不少产区从中选出芽变优良品系和优良单

株¨。o。目前，从鸭梨中已选出各具特点的突变系

15个，其中大果系8个、优质系2个、白花结实系3

个、早熟系及垂枝系各1个旧1。关于鸭梨变异类型

曾进行过酶谱特征、果实和叶片性状鉴定等方面的

研究‘3J1。

RAPD技术是建立于PCR(polymerase chain

reaction)基础上的一种可对整个未知序列的基因

组进行多态性分析的DNA分子标记技术∞。，被广
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泛应用于果树种质资源研究中。RAPD技术在梨

属种质资源方面的研究较苹果等其他果树类型

少i 1998年，Botta等⋯应用此技术研究了意大利

北部城市皮埃蒙特(Piemonte)的梨属种质资源，鉴

别了17个梨品种并建立起了系统发育关系图。

2000年，Kim等¨1讨论了RAPD技术在梨树品种

鉴定应用的潜力与局限性，并揭示了供试品种的

亲缘关系。2000年，Wen等一。对原产中国的梨属

植物13个种进行分析，探讨了新疆梨的分类地

位，并对供试材料进行了聚类分析。王丙旭¨叫应

用RAPD技术对梨树种质资源的秋子梨、砂梨、白

梨和西洋梨系统的40个品种进行了品种鉴定、亲

缘关系和分类研究，发现苹果梨和白梨系统的鸭

梨和柄霞大香水聚在一起，库尔勒香梨和西洋梨

的品种聚在一起，得出了和表型标记不同的结果，

认为对它们的分类地位应重新确定。2001年，曲

柏宏等⋯1对梨属植物40个种和品种类型进行了

RAPD分析，将起源于欧洲的西洋梨和起源于中国

的3个种明显分开，发现白梨和砂梨的亲缘关系

最近，也认为苹果梨应归属于白梨系统。近几年

还有一些关于梨资源遗传多样性的文章陆续

发表‘12川。

迄今，有关鸭梨芽变的RAPD分析还未见报道。

本研究选用50条RAPD．PCR引物对鸭梨及其变异

类型进行RAPD扩增，初步筛选RAPD标记，为鸭梨

种质资源的开发与利用提供参考。

1材料与方法

1．1材料

本试验于2002年4月至2003年4月在河北农

业大学园艺学院实验室进行，所用鸭梨及其变异类

型采自河北省邯郸市魏县和中国农业科学院果树资

源圃(表1)。选择健康的植株(枝条)，摘取较幼嫩

叶片用于提取DNA。

1．2方法

DNA提取及RAPD扩增：基因组DNA的提取

及RAPD扩增参照马艳芝等¨副的方法。RAPD扩

增产物用1．5％琼脂糖凝胶(含0．5斗g／ml EB)电泳

分离，电泳缓冲液为0．5×TBE，电泳于DYY一Ⅲ稳

压电泳仪上进行(电压3．5V／cm)。根据扩增片段

的大小，适时停止电泳。电泳结果在紫外透射仪上

观察，照相。50个RAPD引物分别为S1、S17、$22、

$28，$30l$24，$32，$66，$67，$81、$851$93，S109，

S126、S136、S134、S139、S142、S178、S176、S135、$89、

表1鸭梨及其变异类型

Table 1 Yalt pear and its mutation types applied in this study

$281、$285、$287、S284、S300、S309、$318、S324、$338、

$355、$353、$448、s451、S455、S460、$444、s491、S1005、

S1009、S1026、S1125、S1128、S1137、S1389、S1429、

S1444、S1450、S1508，引物序列见http：／／www．sunbio．

tech．com．cn／e more．asp?id=740 o

2结果与分析

一般认为，OD：∞／OD：舯比值为1．5以上即可进

行RAPD分析。本实验通过CTAB法提取鸭梨及其

变异类型的基因组DNA，样品OD：柏／OD：舯的比值均

在1．6一1．9之间(表2)，表明提取的DNA质量较

高，可用于RAPD扩增。

表2鸭梨及其变异类型基因组DNA的ODM．／ODm

Table 2 The OD_／ODmof genomlc DNA from different tis-

SUeS

编号Code 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

ODaso／OD2∞1．9 1．8 1．8 1．6 1．8 1．7 1．9 1．8 1．7 1．9

通过对普通鸭梨及其9个鸭梨变异系进行

RAPD分析，从50个引物中筛选出3个多态性引

物，即$32、$28、S176，其扩增结果如图1所示。

扩增结果表明，在引物$32的扩增产物中，在大

约600bp处垂枝鸭梨多了1条特异带，其他带型基本

一致(图1一A)。引物$28的扩增产物中，与其他材料

相比，在大约400 bp处魏县巨鸭梨、甜鸭梨、垂枝

鸭梨没带(图l-B)。在引物S176的扩增产物中，魏

县巨鸭梨在900 bp和1150 bp处没带；阎庄白花在
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图1 鸭梨及其变异类型的扩增结果

Fig．1 Amplification of Yali Pear and its mutation types

A、B、C引物分别为$32、$28、S176；M：Maker；1一lO为品种编号

l 150 bp处没带(图l—C)。

与对照普通鸭梨比较，魏县巨鸭梨、阎庄自花、

甜鸭梨、垂枝鸭梨分别有2条、1条、1条和3条特异

条带，可将这4种类型与普通鸭梨区分开，而其他类

型与普通鸭梨则不能相互区分。

3 讨论

果树芽变的实质是遗传物质的变异，基于DNA

分子水平的芽变鉴定方法可以避免形态性状描述的

缺陷，达到早期鉴定的目的¨引。建立在PCR基础

上的RAPD标记，以其在果树芽变鉴定中表现出的

技术简便、快速、经济、易于检测等优点，更易被人们

接受与应用Ⅲ1。尽管已有成功利用RAPD标记鉴

别果树芽变的报道，但更多的研究结果表明RAPD

标记鉴别芽变的几率是相当低的【1“22o，这种现象和

其他植物的研究情况相符∽3‘25|。

本试验应用RAPD技术对9个鸭梨变异系进行

了分析，筛选出了3个多态性引物，即$28、$32、

S176。试验中所用鸭梨变异系经过了多年的研究观

察，发现其变异特点稳定，从而确认这些变异不是环

境条件引起的饰变，而是遗传物质引起的变异，但缺

乏直接证据，而RAPD技术为此提供了DNA水平的

证据。虽然RAPD所用的一系列引物序列各不相

同，但对于任何特定的引物，它同基因组DNA序列

都有特异结合位点，如果基因组这些区域发生DNA

片段插入或缺失等突变，就有可能导致这些特定结

合位点分布发生改变，使RAPD扩增产物在琼脂糖

凝胶电泳中的DNA条带增加(图1．A)、减少(图1．

B、C)或分子量发生改变。

虽然有的研究认为RAPD标记无法鉴定由多倍

性引起的芽变【26|，甚至有些学者认为用分子标记技

术很难检测出来心7|，而且刘继红等旧副研究认为

RAPD技术不能检测出芽变。但金勇丰等旧⋯、Debe—

ner等"叫的研究结果表明，应用RAPD能将芽变系

与其对照品种区分开。而本研究鉴别了芽变优系，

可能是这几个芽变优系的变异程度较大。关于鸭梨

及其变异类型的RAPD分析，还需要进一步研究。
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