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　　摘　要:对360份山葡萄种质资源进行了遗传多样性分析研究。从 245对引物中筛选出 18

对用于供试材料的SSR扩增;单条引物扩增条带为 4 ～ 13条 ,平均 9.44条;扩增产物长度介于

150～ 1 000 bp ,以200 ～ 750 bp的扩增片段居多;18对引物共扩增出 170条带 ,其中多态性条带

167条 ,多态性百分率为 98.2%;Shannon' s多样性指数(I)为 1.778051。某些品种(系)产生了特

有SSR标记带 ,共 5条 ,占2.95%。
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　　我国山葡萄(Vitis amurensis Rupr.)资源丰富 ,是
酿造葡萄酒的主要原料 ,也是葡萄抗寒 、抗病育种的优
异种质资源

[ 1]
。目前 ,有关山葡萄的遗传多样性研究

主要集中在表型上 ,分子生物学的快速发展为葡萄资
源在 DNA 水平上的研究提供了必要手段。 SSR
(Simple sequence repeat)即简单重复序列 ,具有多态性
高 、重复性好 、共显性遗传 、技术简单 、特异性强等优
点[ 2] 。SSR标记在分子辅助育种中有着重要作用[ 3-4] ,
已成为居群遗传学研究 、种质资源鉴定 、亲缘关系分析
和图谱构建首选的分子标记之一

[ 5-7]
。

该研究以国家山葡萄资源圃现存的 360份山葡萄

种质为材料 ,采用 SSR分子标记技术 ,研究山葡萄种
质资源遗传多样性 ,旨在为我国山葡萄种质资源的进
一步收集 、鉴定和创新利用等提供科学依据。

1　材料与方法
1.1　试验材料

试验材料为 360份山葡萄种质资源 ,取自于中国
农科院左家特产研究所山葡萄资源圃和吉林省农业科

学院果树所葡萄圃。选取树势健壮 、生长良好的新梢
幼嫩叶片 ,每品种取 10 ～ 15片叶 ,擦拭叶面灰尘 ,按品
种分别装入预先编号的塑封袋内 ,放入冰壶带回实验
室 ,即进行 DNA提取。
1.2　引物

用于SSR-PCR反应的 18对引物是根据加拿大哥

伦比亚大学公布的序列设计 ,由上海生物工程公司合

成 ,每对引物合成 2OD , -20℃冰箱保存备用。所用引
物序列及退火温度见表 1。
1.3　山葡萄基因组 DNA 的提取及扩增产物检测

采用王军改良CTAB 方法
[ 8]
进行山葡萄叶片基因

组 DNA提取。PCR扩增产物用 6%聚丙烯酰胺凝胶
电泳 ,银染检测。
　　表 1 18对引物序列及退火温度

Table 1　Sequence and nnealing temperature of 18 primers

引物名称
Primer name

序列
Sequence

退火温度
Annealing

temperature/ ℃

Vmc9a2.1-23
F:AGCTCGGCTAGCTGCAAAATC;
R:ACCCTTCCCTCTTCAAAACCC

66

VVMD31
F:CAGTGG TTTTTCTTAAAGTTTCAAGG;
R:CTCTGTGAAAGAGGAAGAGACGC 56

VVMD19-48
F:TGAAATATCATCAATGCTCTCTCTCC;
R:GGTTGATATTGCTTCCTTTTCCC

56

UDV-017-113 F:TTTTGTTGGAACTTCATGGAAA;
R:AATGGCATTTAAGCTTTTTCG

56

UDV-025-121
F:GGATAAATGCCTTGCTG TCG;
R:TGGCCCTTATATCATAGATGTGT

56

UDV-033-128
F:TTGTCCGTTTTTAGCTCAATG;
R:TCTGCATAAGGGGTGATTAAGA

56

UDV-048-140
F:GCACTTG TGTGTGCAGTCCT;
R:CCTTTCCTCACCGAACACTC

56

UDV-050-141
F:TAATGGCCCCTTACAACACC;
R:AGCTTCACTGCCAAAGGATG

56

UDV-054-144
F:TGCCAATGGTTGACAAGATG;
R:CTCGGACATGTAAGCAATCG

56

UDV-059-148
F:GAAGCATTTCAGTTGGTGTAGC;
R:CCCATCAAGCATTTTGTGC

56

UDV-060-149
F:CCTGCCACACCACAATACAA;
R:TGGGGTAAAACTGGGTGTTT

56

UDV-067-155
F:TCATGGACTCACATCCTCAAA;
R:TGAGTGGATGAAGGACAGTTC

56

UDV-088-169
F:CCATGCACACACGCACAT;
R:CCACCAAACAAGTGGAGGTT

56

UDV-134-208
F:CTAAGAAAGAATTG TTTGAG TGAAAA;
R:GGCCTAGCCAACTTTTTAAACTA

51

VMC6f1-213
F:AAGGAGGAGTTGAGATG TAGTA;
R:GAGTAAGAGAGAAGCAAGAAAA 59

VVS29-216
F:CCCCAAGGCTCTGAAAACAAT;
R:TGCAAAGCAAATAAAGCTTCCA

58

VMC7b1-219
F:CACGCAATCTCTCATTTCACAAA;
R:TGG TTTAGG TGACCCAACCTTTA 61

VMC7b3-229
F:TCAGATATTGAAGAACACCACA;
R:ACTAGAAAATGCACAATCTCCC

61

102



北方园艺 2011(14):102 ～ 104 ·生物技术 ·

1.4　分子标记方法

采用了 SSR标记技术进行遗传多样性分析[ 9] 。

采用 20 μL 反应体系 , 其中:1 ×PCR Buffer , 引物

0.3 μmol/ L ,模板 DNA 30 ng , dNTP 0.2 mmol/ L ,

TaqDNA聚合酶 1.0 U。PCR扩增反应在美国 PE公

司生产的 PTC-100基因扩增仪上进行。扩增程序为:

94℃预变性 4 min ,95℃变性 40 s ,50 ～ 66℃退火 40 s ,

72℃延伸 60 s ,35个循环 ,最后 72℃延伸 5 min。

每对SSR引物检测 1个位点 ,根据条带的有无统

计所有二元数据 ,每个标记位点以 1和 0 记录等位基

因的有和无 ,有带记为 1 ,无带记为 0 ,缺失值记为 9。

用 NYSYS-pc2.10e 统计软件对数据进行分析 , 按

Jaccard公式计算品种间的相似系数 ,以非加权类平均

法(UPGMA)进行聚类分析并建立树状图。将从 SSR

标记中得到的原始数据输入计算机 ,通过 Excel电子

表格计算各参数。

1.5　遗传多样性评价参数

选择等位基因数 、等位基因频率(qi)、有效等位基

因数(Ae)、Shannon' s多样性信息指数(I)等指标评价

遗传多样性
[ 9]
。

公式:

有效等位基因数(Ae):

Ae =
1
n ∑

n

i=1
1/(∑

mi

j=1
)q

2
ij ;

Shannon' s多样性信息指数(I):

I =-
∑
n

i=1 ∑
ni

j =1
qij lnqij

n
;

其中 ,qij是第 i个性状第 j个等位基因的频率;mi是第 i

个性状等位基因的数目;ni第 i个位点分子标记基因型

的种数 ,n是分析的分子标记位点数。

2　结果与分析

2.1　群体内遗传多样性分析

从245对引物中筛选出 18对用于葡萄材料的

SSR扩增 ,扩增的谱带清晰 ,多态性丰富。单条引物扩

增的条带为 4 ～ 13条 ,平均 9.44条。扩增产物长度介

于150 ～ 1 000 bp ,以 200 ～ 750 bp 的扩增片段居多。

扩增条带数最少的引物为 VVS29-216 ,扩增条带为 4

条;扩增条带数最多的引物为 UDV-017 ,达 13条。18

对引物共扩增出 170条带 ,其中多态性条带 167条 ,多

态性百分率为 98.2%(表 2)。可见 ,SSR标记检测葡

萄遗传多样性的效率很高 。

360份山葡萄种质资源的平均等位基因频率(qi)

为 0.106169 , 有效等位基因数(Ae)为 5.240862 ,

Shannon' s多样性指数(I)为 1.778051 ,表明山葡萄种

质资源的遗传多样性较为丰富。

　　表 2 18对引物扩增总带数及多态性
Table 2　The total number of bands and polymorphism of 18 primers

引物名称
Primer name

扩增总带数
Tot al bands

多态性带数
Numbe r of

po lymorphic bands

多态百分率
Pe rcentage of

polymo rphism/ %

Vmc9a2.1 12 12 100

VVMD31 10 10 100

VVMD19 5 5 100

UDV-017 13 13 100

UDV-025 9 9 100

UDV-033 11 11 100

UDV-048 10 10 100

UDV-050 12 11 90

UDV-054 12 12 100

UDV-059 10 10 100

UDV-060 7 7 100

UDV-067 9 9 100

UDV-088 10 10 100

UDV-134 8 8 100

VMC6f1 9 9 100

VVS29 4 3 75

VMC7b1 8 7 87.5

VMC7b3 11 11 100

平均 9.44 9.28 98.2

2.2　山葡萄种质的特有SSR标记

在 SSR-PCR扩增中 ,有的品种(系)产生了特有

带 ,可作为重要的分子性状用于品种鉴定。360份供

试材料中 , 特有条带共 5 条 , 占 2.95%。其中 ,

VVMD31引物在`左红一' 、̀ 75-1-104' 、̀ 74002' 上各

产生 1条特有带;UDV-017引物在`73132' 上产生 1条

特有带;UDV-050引物在`友 35-9-2♀' 上产生 1条特

有带(表3)。

表 3　360份山葡萄种质的特有 SSR标记

　　Table 3　　SSR specific marks of 360 V.amurensis Rupr.

germplasm resources

引物名称
P rime r name

材料
Mate rial

特有带数目
Number o f specific bands

特有带片段大小
F ragment size/bp

VVMD31 左红一 1 1 000

VVMD31 75-1-104 1 800

VVMD31 74002 1 500

UDV-017 73132 1 300

UDV-050 友 35-9-2♀ 1 500

3　讨论

山葡萄种质资源的遗传多样性研究是葡萄物种起

源进化 、优异基因资源挖掘 、育种材料改良的工作基

础[ 10-11] 。育种资源的遗传多样性信息获取可以通过多

种途径 ,如早期的形态鉴定 、生化测试等 ,但这些传统

方法难以准确揭示材料间的遗传差异。SSR分子标记

技术具有信息量大 、效率高 、共显性 、不受环境限制和

影响等特点 ,标记范围一般可覆盖整个基因组 ,已广泛

用于葡萄的遗传多样性分析[ 12-13] 。该研究利用了高效

稳定的18对 SSR引物 ,对 360个山葡萄品种(系)进行

扩增 ,共产生了 170 条扩增带 ,其中多态性带有 167
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条 ,占扩增总带数的 98.2%, Shannon' s多样性指数为

1.778051 ,在 SSR-PCR扩增中 ,有的品种(系)产生了

特有带 ,可作为重要的分子性状用于品种鉴定 ,360份

供试材料中 ,特异性条带有 5条 ,占 2.95%。可见 ,

SSR检测山葡萄遗传多样性的效率很高 ,是山葡萄品

种(系)间系谱关系分析 、品种鉴定的有效工具。

我国山葡萄种质具有丰富的遗传多样性 ,在以往

山葡萄育种过程中利用较多的亲本有吉林省野生种质

`双庆' 、̀左山一' 、̀ 左山二' 等 ,对其它山葡萄种质资

源的发掘利用还相对较少 ,建议在今后的葡萄育种工

作中应扩大亲本选择范围 ,加大优异种质资源的选择

力度 ,以丰富我国的葡萄种质资源 ,加速育种进程。

4　结论

山葡萄种质资源的多态性百分率为 98.2%,

Shannon' s多样性指数(I)为 1.778051 ,某些品种(系)

产生了特有的 SSR标记带。表明我国山葡萄种质资

源的遗传多样性较为丰富 ,也表明 SSR标记技术检测

山葡萄遗传多样性的效率很高 ,是山葡萄品种(系)间

系谱关系分析 、品种鉴定的一个有效工具。
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Analysis of Genetic Diversity of Vitis amurensis Rupr.Germplasm Resources
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Abstract:The analy sis of genetic diversity of 360 Vitis amurensis Rupr.germplasm resources was conducted in the

paper.18 pairs of primers were selected f rom 245 primers for SSR amplification.A single primer amplified 4 ～ 13

bands , average 9.44.Amplified product length was between 150～ 1 000 bp , and the f ragments of 200 ～ 750 bp w ere

majority.18 pairs of primers amplified 170 bands to tally , and 167 bands w ere polymorphic.The polymorphic

percentage was 98.2% and the Shannon' s diversity index(I)was 1.778051.Some materials produced some unique

bands in 360 Vitis amurensis Rupr.germplasm resources.A total of five unique bands were detected , accounting

for 2.95%.

Key words:Vit is amurensis Rupr.;SSR;genetic diversity
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