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洋葱大葱种问杂种鉴定方法建立与应用

田保华∽，粱毅2，陈 丽2”，王永勤2，裴雁曦1
(1山西大学生命科学学院。太原030006 2北京市农林科学院蔬菜研究中心，北京100097；3华中农业大学园艺林学学院，武汉430070)

摘要：以洋葱、大葱及其杂种F．为材料，利用PCR-RFLP技术对其核糖体DNA内部转录间隔区(ITS)和细胞质线粒体

DNA的srRNA基因V7进行分析，试图建立洋葱大葱种间杂种的鉴定方法。结果显示：大葱ITS序列没有Dde I酶切位点；而

洋葱被Dde I酶切成两个大小不同的片段；F，杂种具有两亲本的ITS序列酶切模式。细胞质线粒体srRNA基因的V7区域的

扩增表明F，杂种和亲本有大小一致的单一片段，经Rsa I酶切后，大葱有约0．3kb条带，比洋葱的稍小，两亲本都舍有另外一

条小条带(约0．1kb)。对25份杂种材料进行鉴定，22份的母本为大葱，3份为假杂种。本研究在分子水平上建立了洋葱大葱

种闻杂种的鉴定方法，快速、准确地辨别杂种一代的真假性。

关键词：洋葱；大葱；种间杂种；nrDNA ITS序列；mtDNA

Establishand Applications of Identification Interspecific

Hybrids between Onion and Welsh Onion

TIAN Bao．hual”，LIANG Yi2，CHEN Li2”，WANG Yong．qin2，PEI Yan．xil

(1 School of Life Science，Shanxi University，Taiyuan 030006；

2Belting Vegetable Research Center，Beijing Academy ofAgriculture and Forestry Sciences，Beijing 100097；

3CDliege ofHorticulture Foresty&Sciences。日Ⅱazhong Agricuhure University。Wuh口n 430070)

Abstract：Onion，Welsh Onion，and their Fl progenies were applified to establish a method for interspeeific hy—

brids identification by using PCR-RFLP．The results showed that rDNA internal transcription spacers(ITS)of Onion

could be digested into two restriction fragments with endonuclease Dde I，while no Dde I restriction site was found in

Welsh onion．Welsh onion hold a restriction fragment of approximately 0．3kb after the PCR products of V7 region of

mitochondria srRNA was digested with Rsa I，which was slightly shorter than that of onion．Of the 25 FI hybrids ana—

lyzed in this paper，22 were true Fl，while the other three ones were false hybrids．The present research established

a easy and accurate method for interspeeific hybrids identification between Onion and Welsh onion．
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洋葱(Allium cepa L．)和大葱(AUium fistulosum

L．)为具有经济价值的可食用葱属植物，被广泛种

植和消费⋯。然而在洋葱、大葱生产中存在诸多问

题，如病虫害严重，抗旱、抗涝、抗风、抗倒伏性、耐热

等多抗品种及晚抽薹等不同生态类型品种均较少，

雄性不育资源单一，这给洋葱、大葱安全生产带来较

大的风险旧1。因此，进行种质资源的创新具有重要

意义。

远缘杂交是导人异源优良性状，培育高产、优

质、抗病虫和抗逆优良作物品种的有效途径之一。

洋葱具有碳水化合物、钙、类黄酮含量高等优良特

性旧1，大葱可抗洋葱黑粉病、粉根病、蓟马、洋葱灰

霉病、炭疽病、洋葱黄矮病毒和洋葱蝇H引，本研究

通过对洋葱和大葱进行远缘杂交，利用子房培养技
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术获得F，植株，其表现出明显的杂种优势，且雄性

不育∞】。如何快速鉴定F，植株是否为真正的杂种，

对缩短育种周期、提高育种效率具有重要意义。

目前，鉴定种间杂种的方法一般有形态学鉴

定、细胞学鉴定、生化学鉴定、分子鉴定等，其中，

原位杂交技术在洋葱和大葱种间杂种哺圳、芸薹属

杂种CIo]、烟草属杂种⋯1、海扇贝杂种¨21等方面已

有报道，但以上方法不能快速、简便地判定杂种F。

植株。而PCR—RFLP技术，由于其简单易行、周期

短、成本低等优点，近些年在实际应用中被广泛采

用。本研究在DNA水平上，由于rDNA内部转录

间隔区ITS(internal transcribed spacer)序列可同时

提供父母本的遗传信息，进而可用来鉴定洋葱和

大葱的杂种一代。Wang等¨2o应用PCR—RFLP技

术对海扇贝杂种的ITS序列分析来鉴定杂种与两

亲本间关系；同时也用PCR—RFLP技术对杂种单株

细胞质中线粒体(mtDNA)srRNA V7区域进行分

析。Yamashita等¨纠成功构建了实葶葱和分蘖洋

葱之间的种间杂种，经PCR—RFLP分析得出杂交

群体的线粒体DNA和实葶葱一致。Yamashita

等¨叫利用实葶葱和大葱远缘杂交，F。植株的形态

特征和开花时间介于双亲之间，经PCR—RFLP检测

线粒体DNA全部来自于实葶葱。

本文拟从细胞核和细胞质两个方向快速、简便

地鉴定出洋葱与大葱种间杂种，为今后杂种鉴定提

供可行的检测方法。

1材料与方法

1．1材料

供试材料为洋葱335、大葱0806及其正反交

的F．杂种，2009年3月种植于北京市农林科学院

蔬菜研究中心试验地，出苗后采取新鲜嫩叶作为

试材。

CTAB、Tris、饱和酚、氯仿、异戊醇、异丙醇、无

水乙醇等均购自北京欣经科生物技术有限公司；

Taq酶、dNTPs购自TaKaRa公司；限制性内切酶

RsaI、DdeI购自NEB公司。

1．2引物序列

用于扩增目的片段的引物序列见表l，均由上

海生工生物工程技术服务有限公司(Sangon)合成。

1．3基因组DNA的提取

采用改良的CTAB法口1进行试材基因组DNA

的提取，利用分光光度计及琼脂糖凝胶电泳法进行

DNA浓度和纯度检测。

裹1 用于PCR扩增的目的片段特异性引物

Table 1 Primers of the pragment for PCR

1．4洋葱、大葱及其杂种的nrDNA ITS分析

在两亲本核基因组之间，用细胞核rDNA的ITS

区辨别其可变性；根据White等¨纠设计的ITS引物

(表1)进行PCR反应，反应体系为：模板DNA 2p．1、

10×PCR buffer(mg“Plus)2．5“l、2．5 mM dNTPs

2．25wl、0．1mmol／L引物2Vd、1．25 U Taq DNA聚合

酶，加ddH，0补足25wl。PCR反应条件按照Bu—

iteveld等¨钊的方法进行。

酶切反应体系：lOizl扩增产物、1．5斗l 10×buff-

er和D如I(10 U／ttl)0．3斗I，用ddH20补足至15pl。

37℃水浴4 h，用1．5％琼脂糖凝胶进行电泳检测，

凝胶成像仪获取酶切结果。

1．5洋葱、大葱及其杂种线粒体DNA的srRNA

V7区域分析

在两亲本细胞质的线粒体基因组之间，用PCR

扩增出线粒体小核糖体亚基RNA(srRNA)基因的

V7区域，并结合限制性内切酶消化来检测其多态

性。从洋葱335与栽培品种大葱0806及其杂种F．

分离出总DNA，纯化的DNA被稀释10倍作为PCR

模板，根据Buiteveld等¨列扩增srRNA的V7区域的

引物(表1)进行PCR反应，反应体系：模板DNA

2Vd、10×PCR buffer(mg“Plus)2．5斗l、2．5 mM

dNTPs 2．25；xl、0．1mmol／L引物21d、1．25 U Taq

DNA聚合酶，加ddH：O补足25pl。反应条件：94℃

预变性5min；940C变性1rain，68℃退火1rain，72℃延

伸lrain，30个循环：最后72℃延伸10rain。

酶切反应体系：lOpA扩增产物、1．5“l 10×buif-

er和RsaI(10 U／p．1)0．3wl，用ddH20补足至15斗l。

37℃水浴4 h，用1．5％琼脂糖凝胶进行电泳检测，

凝胶成像仪获取酶切结果。

2结果与分析

2．1 洋葱、大葱及其F。的细胞核鉴定

首先，在1．5％的琼脂糖凝胶图上可以看出，两
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亲本大葱和洋葱及其杂种F．扩增的ITS保守序列，

结果显示m相同大小(约0．8kb)的尊～条带(图l

—A)。对其PCR扩增产物用限制性内切酶DdeI酶

切以后，大葱酶切产物大小与原来相同，而洋葱ITS

保守区域被Ddel酶酶切成2条大小不同的单一条

带，一条约为0．6kb，另一条约为0．2 kb。大葱和洋

葱的杂种植株的核糖体ITS区域PCR产物被DdeI

900bp

700bp

酶切为3条带，其中1条带与大葱相同，另2条与洋

葱相同(图1一B)。由此根据两亲本ITS保守区域

酶切的差异片段可以判定大葱和洋葱染色体是否遗

传到杂种F。。用此方法对4份杂种F。植株ITS保

守区域进行扩增，随后用DdeI酶切，结果表明洋葱

与大葱种间杂种F，其细胞核基因组都含有两亲本

的基因组(图l—B)。

900bp

700bp

300bp

图1 大葱、洋葱及其F．的ITS鉴定

Fig．1 ITS identification of A．fistulosum，A．cepa and their Fl hybrids

A中M：DNA Marker；l：大葱；2：洋葱；3～6：杂交晶种B中M：DNA Marker；1：人葱；2：洋葱；

3：大葱酶切产物；4：洋葱酶切产物；5～8：杂交品种酶切产物

A：M：DNA Marker；1：A．知tulosum；2：A．cepa；3—6：Hybrids B：M：DNA Marker；I．^．A伍tulosum；2：A．cepa

3：Digestion produe!s of A．肛tulosum；4：Digestion products of A．eepa；

5—8：Dde T digestion results of Hybrids¨S PCR products

2．2 洋葱、大葱及其F．的细胞质鉴定

首先，在1．5％的琼脂糖凝胶图上分析，F。杂种细

胞质线粒体srRNA基因V7区域的扩增产生与两亲

本物种大小(约0．5kb)相同的单一条带(图2一A)。

PCR产物用限制性内切酶RsaI酶切后，不同的酶切

片段模式可以用来区别大葱与洋葱之问的线粒体基因

型，大葱亲本显示一条约0．3kb大小的条带，比洋葱的

条带稍小(0．32kb)，且两物种都有另外一条小的片段，

约0．1kb(图2一B)。根据两亲本线粒体srRNA基因

v7区域不同的酶切片段结果，可以鉴定大葱和洋葱种

间杂种的线粒体类型，从而判定其F，杂种的母本。用

这种方法对4份洋葱与大葱杂种F．的线粒体srRNA基

因V7区域的扩增，随后进行RsaI酶切，结果表明这4

份杂种F．的母本都是大葱(图2一B)。

300bp

100bp

图2 大葱、洋葱及其F。的mtDNA V7鉴定

Fig．2 mtDNA V7 identification of A．fistulosum。A．cepa and their FI Hybrids

A中M：DNA Marker；1：大葱；2：洋葱；3～6：杂交品种B中M：DNA Marker；

1：人葱晦切产物；2：洋葱酶切产物；3～6：杂交品种酶切产物

A：M：DNA Marker；1：A．fistulosum；2：^．cepa；3—6：Hybrids B：M：DNA Marker；

I：Digestion products ofA．fistulosum：2：Digestion products ofA．cepa；3—6：Ras I digestion results of Hybrids mtDNA V7 PCR products
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2．3 洋葱与大葱种问杂种植株的检验

经过对两亲本与4份杂种F．植株的细胞核与

细胞质的鉴定，充分证明了此鉴定方法的可行性，从

而得到准确的种间杂种遗传规律。因此，用上述方

法对25份杂种F，植株核糖体DNA的ITs保守区域

进行扩增，随后用DdeI酶切，同时对细胞质线粒体

DNA的V7区域进行扩增，而后用RsaI酶切的鉴定

方法。结果表明3、6和10号的杂种F．植株是假杂

种，其余的杂种植株则融合了洋葱和大葱的核基因

组(图3)。而另外15份杂种F．植株的母本都是

大葱(图4)，为了鉴别它们是否也存在假阳性，进

而对15份杂种F。植株的细胞核ITS保守区域进行

鉴定，结果表明15份杂种都含有两亲本的核糖体

3结论与讨论

500bp

300bp

100bp

7(砒p
500bp

300bp

M l

DNA，是真杂种(图5)。

900bp

700bp

300bp

图3 ITS PCR产物Dde I酶切结果

Fig．3 Dde I digestion result of ITS PCR products

M：DNA Marker；1：大葱；2：洋葱；3～12：杂交品种

M：DNA Marker；I：月．fistulosum；2：A．cepa；3—12：Hybrids

图4 mtDNAV7 PCR产物的Rsal酶切结果

Fig．4 Rsal digestion result of mtDNAV7 PCR products

M：DNA Marker；1：大葱；2：洋葱；3—17：杂交品种

M：DNA Marker；l：A．fistulosum；2：A．cepa；3—17：Hybrids

M l

图5 ITS PCR产物D如I酶切结果

Fig．5 Dde I digestion result of ITS PCR products

M：DNA Marker；1：大葱；2：洋葱；3～17：杂交品种

M：DNA Marker；l：A．归tulosum；2：A，cepa；3—17：Hybrids

核糖体核酸(nrDNA)中的ITS序列，为1 8S～

26S rDNA的组成部分，是中度保守的重复序列，具

有高度变异性及稳定性等特点Ⅲ3。有关应用PCR，

RFLP技术对ITS序列的鉴定在大葱与细香葱¨9|、

番茄与马铃薯Ⅲ3杂交体中已有报道。本试验对洋

葱、大葱及其杂种F。核糖体ITS序列进行扩增，并进

行限制性内切酶DdeI酶切鉴定，洋葱与大葱两亲本

扩增的目的片段酶切结果存在明显的差异，这是判

定两亲本的核基冈组是否遗传到杂种F。植株的有

／J依据，可用来验证其种问杂种与亲本的关系。

杂种的细胞质遗传是依据母系遗传定律，对杂

种细胞质中的线粒体或叶绿体DNA的特定序列进

万方数据
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行检测，来鉴别杂种F．的父母本。Buiteveld等¨¨对

洋葱与韭葱亲本以及杂种的线粒体DNA的V7区

域分析表明，大多数杂种拥有重排的线粒体基因组，

且55份杂交种中只有3份含有两亲本线粒体DNA

酶切片段。Yamashita等旧“”1用上述方法区别葱属

中洋葱的野生物种和栽培品种，并对洋葱和大蒜之

间体细胞杂交两系的细胞质分析，结果表明均为同

一洋葱母本。对细胞质线粒体DNA的V7区域进

行扩增，且洋葱与大葱两亲本扩增的目的片段酶切

结果存在一定差异，可以鉴定杂种F．的母本来源。

对细胞核ITS序列和细胞质线粒体DNA的V7区域

分析的两者结合，可作为大葱与洋葱的杂种F，的鉴

定方法。本研究成功分析了洋葱与大葱杂种的细胞

核基因组构成和细胞质遗传情况。

本研究通过对洋葱和大葱及其杂种F．的细胞

核和细胞质中特有序列的分析，采用PCR技术扩增

所需目的片段，然后进行限制性内切酶酶切检测，在

分子水平上建立了葱属种间杂种鉴定方法，明确地

辨别出杂种F．的真假性，缩短检测时间，为今后鉴

定洋葱与大葱种间杂种提供有效的检测方法。
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