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`黄金冠'桃及其品系亲缘关系的 RAPD分析

冯海霞 , 孟 庆杰 , 郭尚敬 , 王 光全
(聊城大学生命科学学院 ,山东聊城 252059)

　　摘　要:利用 RAPD技术对黄桃新品种`黄金冠' 及其它 6个品系的亲缘关系进行了研究。

从80个随机引物中筛选出 15个重复性好 、条带清晰的多态性引物对桃品系进行了 RAPD扩增 ,

共扩增出 84条谱带 ,其中38条表现多态性 ,多态性比率为 45.2%。利用 NTSYS 软件和 UPG-

MA聚类法对扩增结果进行了品种间相似系数的计算及聚类分析。结果表明:相似系数为0.78～

0.86 ,黄桃19和其它桃品系亲缘关系最远 ,`黄金冠' 和锦黄 2号的亲缘关系最近。
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　　桃起源于中国的西部地区 ,在我国的绝大部分地区

和世界多个国家均有分布 ,种质资源十分丰富。在桃树

悠久历史的栽培过程中 ,经过长期的自然选择和人工驯

化栽培形成了众多的品种和类型。为了更好地发掘和

利用这些种质资源 ,探明桃属植物种质资源的亲缘关

系 ,很多学者用形态学 、细胞学 、酶学 、孢粉学等方法对

桃种质进行了分类研究[ 1-2] 。应用传统方法研究取得了

一些很有价值的成果 ,但是还存在很多问题尚待解决。

比如在这些研究中存在较多分歧 ,尤其在桃(Prunus

persica L.)种内品种群的划分上 ,至今仍未能统一 ,有必

要进一步研究。`黄金冠'是孟庆杰等[ 3] 发现的黄桃新

品种 ,它具有果肉黄色 、果皮及果核处无红色素等独特

优点。并且认为`黄金冠' 和锦绣在生物学形状方面相

似 ,但是利用分子标记手段的研究还未见报道。

近十几年来 ,由Welsh和Wiliam等
[ 4-5]
利用PCR技

术发展起来的 RAPD技术 ,具有技术简单 、检测速度快 、

只需少量 DNA样品 、不依赖于种属特异性和基因组结

构、一套引物可用于不同生物基因组分析和成本较低等

优点 ,在国内外的桃 、樱桃 、苹果 、杏 、葡萄等
[ 6-12]
多种果

树中得到广泛应用。

为了进一步研究`黄金冠' 和其它桃品种的亲缘关

系 ,揭示`黄金冠' 的起源 ,该试验对包括`黄金冠'在内的

7个黄桃品系进行了 RAPD-PCR分析 ,并构建了遗传树

状图对桃不同品种间的亲缘关系进行了研究 ,为一些特

殊种质资源的开发利用及保存提供理论依据。

1　材料与方法
1.1　试验材料

供试材料为7份黄桃品系 ,在2009年4月初采集材

料嫩叶 ,采集地点是聊城大学科技园 ,样品贮于-80℃

的超低温冰箱中备用。样品名称依次为锦黄 2号 、锦黄

3号 、锦黄 4号 、黄桃 19、黄金冠 、锦绣和早凤王。

1.2　试验方法

1.2.1　基因组 DNA的提取及纯度测定　取各品种嫩

叶 ,采用CTAB 法
[ 13]
提取基因组总 DNA ,在提取缓冲液

中加入 3%的 PVP和 2%的 β-巯基乙醇 ,去除多年生果

树中的多糖和酚类物质。采用 0.8%的琼脂糖凝胶电泳

检测 DNA浓度 ,测定DNA在260 nm和280 nm下的吸

光值确定其纯度 ,于-20℃冰柜中保存备用。

1.2.2　PCR反应体系的建立　该试验通过在不同温

度 、时间和离子浓度的PCR扩增 ,摸索建立了一套专门

适合桃品种 RAPD-PCR扩增的程序。PCR的反应体系

如下 ,20 μL 总体积中含不少于 50 ng DNA模板 ,引物

(10 mM)1.6μL ,dNTP(10 mM)0.5 μL ,10×Taq buffer

(含 MgCl2)2 μL ,Taq DNA 聚合酶(2.5 U/μL)0.5 μL ,
ddH2O 13.4μL。扩增程序为:94℃预变性 3 min ,94℃

变性 45 s 、34℃退火 45 s 、72℃延伸1 min ,40个循环 ,最

后 72℃延伸5 min。并且试验用dNTP、10×Taq buffer、

Taq DNA聚合酶均购自 TIANGEN公司 ,试验用品的统

一性确保了扩增的稳定性。

1.2.3　引物筛选及 PCR产物鉴定　参照北京赛百盛

SBS公司的引物序列 ,选取 A 、B 、C 、D 4个系列的 80个

引物对少数桃品种的 DNA 样品进行扩增 ,从中筛选出
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扩增性强 、重复性好、多态性高的 15个引物(表 1),用于

全部桃品种 DNA样品的扩增。PCR扩增反应结束后 ,

在1.4%的琼脂糖凝胶中电泳检测。

1.2.4　数据统计与分析　电泳图谱中的每 1条带均代

表了引物与模板 DNA 互补的一对结合位点 ,可记为 1

个分子标记 ,并估计扩增产物的分子量大小。将含有谱

带的记为 1 ,无带的记为 0 ,形成 0、1矩阵图以文本形式

输入计算机。采用NTSYS-pc 2.10e软件分析不同桃品

种的 RAPD扩增数据 ,得到品种间的相似度系数矩阵。

根据 UPGMA方法构建聚类树状图。

2　结果与分析
2.1　RAPD-PCR扩增结果分析相关性

表1列出了不同引物的碱基序列及其对不同桃品

种扩增反应的结果。从80个随机引物中选出15个引物

对7个桃品种的DNA样本进行 PCR扩增。结果表明 ,

扩增的产物谱带从3 ～ 10条不等 ,共产生84条扩增产物

带 ,其中 38条具有多态性 ,比例为 45.2%,体现了该组

植物丰富的遗传多样性。扩增产物的大小从250 ～ 3 000

bp不等 ,说明该组植物具有丰富的多态性。引物 A9 、

B12、C4和C17对 7个桃品种 DNA的 PCR扩增结果见

图 1。

　　表 1　15个随机引物对7个桃品系的扩增结果
Table 1　Amplification of the 15 arbit rary primers in the 7 peach varieties

引物

Primers

序列5′-3′

Sequence

扩增总带数

Amplipied total

band/个

多态性条带数

Polymorphism

band/个

多态位点比率

Polymo rphism

loci ratio/ %

A1 CAGGCCCTTC 7 4 57.1

A2 TGCCGAGCTG 5 1 20.0

A4 AATCGGGCTG 5 4 80.0

A9 GGGTAACGCC 7 1 14.2

A14 TCTGTGCTGG 6 1 16.7

A18 AGGTGACCGT 4 3 75.0

B1 GTTTCGCTCC 10 5 50.0

B5 TGCGCCCTTC 6 2 33.3

B12 CCTTGACGCA 8 2 25.0

C4 CCGCATCTAC 4 3 75.0

C12 TGTCATCCCC 6 4 66.7

C14 TGCGTGCTTG 4 1 25.0

C17 TTCCCCCCAG 4 2 50.0

C19 GTTGCCAGCC 6 4 66.7

D2 GGACCCAACC 3 2 66.7

总计To tal 15 84 38 45.2

图1　引物 A9、B12、C4和 C17对 7个桃品种的 RAPD扩增图谱

注:数字 1～ 7依次为锦黄 2号、锦黄 3号 、锦黄 4号 、黄桃 19、黄金冠 、锦绣和早凤王;M:为Marker DL 2000。

Fig.1 Amplif ication patterns of primers A9 , B12, C4 and C17 in the7 peach cultivars by RAPD

Note:The numbers 1～ 7 in f igure 1 represent jinhuang 2 , jinhuang 3, jinhuang 4 ,huangtao 19 ,huangjinguan , jinxiu and zaofengwang;M:Marker DL2000.

图2　7个黄桃品系的 RAPD分析聚类树状图

Fig.2 Dendrogram of 7 peach varieties based on RAPD analysis

2.2　聚类分析

如图 2所示 ,采用 UPGMA法构建遗传聚类树状

图 ,相似系数范围在0.78 ～ 0.86之间。在相似系数 0.78

处 ,黄桃19首先分离出来 ,说明黄桃19和其余6个品系

的桃的亲缘关系最远。其余 6种可归为2类 ,Ⅰ聚类组中

包括锦黄 2号和黄金冠 ,在Ⅱ聚类组中含有锦黄 3号 、锦

黄 4号 、早凤王和锦绣。说明新品种黄金冠和锦黄 2号

的关系最近 ,其次是锦黄3号、锦黄4号、早凤王和锦绣 ,

和黄桃 19的关系最远。

3　讨论
由于桃的栽培历史悠久 ,桃的种质资源十分丰富 ,

国内外已有不少学者利用 RAPD分子标记技术对桃的

遗传多样性进行了分析 ,在材料的分析和引物的选取上

有一定差别。Warburton等[ 6] 和Badenes等[ 14] 分别对美

国和西班牙的桃品种进行了遗传多样性分析。杨新国

等[ 15]采用 20个引物分析了包括黄肉桃在内的 48个桃
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品种类型的亲缘演化关系 ,将其分为5类:甘肃桃 ,山桃 ,

部分古老的北方蜜桃 、硬肉桃为代表的北方品种 ,以美

国油桃为代表的油桃品种和以南方水蜜桃为代表的南

方品种。对桃种质的演化及分类地位进行了尝试性的

探讨。程中平等[ 16]用筛选的22个引物对桃属的182个桃

变种进行了分析 ,结果发现以水蜜桃、寿星桃 、垂枝桃作为

类群划分较明晰 ,其它品种的类群划分则较困难 ,说明原

产中国的桃种质资源的遗传多样性极为丰富。

关于黄桃的研究 ,程中平等[ 7] 采用 22个引物对 37

个黄肉桃品系的基因组DNA进行了 PCR扩增 ,通过扩

增的180个位点的谱带的聚类 ,建立了黄肉桃的分子检

索表 ,并提出了重点保存的黄肉桃种质 ,其中锦绣也纳

入了保存种质之列。孙萍等
[ 17]
也是用 22个引物对 44

个桃桃属植物品种进行了亲缘关系的分析 ,黄肉桃类型

中只包括锦绣。Zhongping C
[ 8]
采用 22个引物 ,对 10个

类群的 180个品种进行了的遗传多样性及其遗传结构

的分析 ,通过对所得的数据统计分析得出 ,在类群的遗

传多样度上表现为:黄肉桃类>蜜桃类>蟠桃类>红叶

桃类>硬肉桃类>碧桃类>水蜜桃类>油桃类>寿星

桃类>垂枝桃类 ,充分说明了黄桃类的遗传多样性及其

丰富性。

该研究选取 7个极具代表性的黄桃品系进行了

RAPD分析。孟庆杰等[ 3]从生物学形状上研究认为 ,`黄

金冠'是从锦绣自然杂交得到的实生种。该试验利用分

子生物学方法得出的结论是 ,`黄金冠'首先和锦黄 2号

聚为一类 ,而后再和锦绣等聚在一起。这说明栽培种锦

黄2号可能与`黄金冠' 的关系更近一些 ,但鉴于其取样

的数量和代表性 ,其分类地位还有待于进一步分析。
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RAPDAnalysis of The Relative Relationship between`Huangjinguan' and Other Varieties

FENG Hai-xia ,MENG Qing-jie , GUO Shang-jing ,WANG Guang-quan

(College of Life Science, Liaocheng University , Liaocheng , Shandong 252059)

Abstract:The relative relationship between Huangjinguan'and other varieties were studied using RAPD technique.Fif teen

primers out of 80 arbitrary primers generated a total of 84 bands , of which 38 bands were polymorphic , and the polymor-

phic rate was 45.2 %.NTSYS softw are and UPGMA were used to calculate genetic similarity coefficient and cluster a-

nalysis.The results indicated that similarity coeffient was between 0.77 ～ 0.88.The relationship between `Huangjin-

guan' and Qinhuang 2 was the nearest ,while Huangtao 19 was far from the other.

Keywords:Huangjinguan;variety;relative relationship;RAPD
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