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10个加工番茄品种的分子鉴别
⒇

于拴仓 , 柴　敏 ,姜立纲
(国家蔬菜系统工程技术研究中心 ,北京　 100089)

摘　要: 采用 RAPD、 RGA和 SRAP分子标记技术对 10个加工番茄品种进行了分子鉴别的研究。 12个

RAPD随机引物扩增后共产生了 23个多态性位点 ; 2对 RGA引物产生了 11个多态性位点 ; 1对 SRAP引物

产生了 7个多态性位点。分析单引物的品种鉴别能力发现 , RGA和 SRAP标记具有较高的鉴别效率。通过双

引物组合分析发现 ,双引物组合 S391和 em1+ me1或 PK1+ PK2和 em 1+ me1可用于 10个加工番茄品种的

分子鉴别 ,并获得了各品种独特的核酸指纹。
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Varieties Identif ication of Processing Tomato Using Molecular Markers

YU Shuan-cang , CHAI M in and JIANG Li-gang
( Nat ional Engineering Research Center for Vegetable, Bei jing　 100089, China)

Abstract: Three kinds of mo lecula r ma rkers, including RAPD, RGA and SRAP were employed to

di fferentia te 10 processing tomato varieties. In this study, 23 polymo rphic loci were produced by 12

RAPD primers, 11 polymorphic loci by 2 RGA primer pai rs, and 7 polymo rphic loci by 1 SRAP

primer pair. The info rmativ e da ta by each primer o r primer pair w ere used to identi fy 10 processing

tomato va rieties, respectively. It show ed that RGA and SRAP marker w ere mo re ef fectiv e. Mo re

over, to distinguish the 10 varieties, tw o-primer-combinations w ere tested. Primer-combina tions,

S391 and em1+ me1 or PK1+ PK2 and em1+ me1 could be used to identify the 10 processing toma to

va rieties and produced speci fic fing erprint of each va rieties.
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　　番茄加工业已成为我国新疆等地区的支柱产

业。在过去的 10多年 ,加工番茄的生产中 ,大面积

种植的仍然是从美国引进并经筛选后的 87-5、

UC82等常规品种。但近年来 ,中国农业科学院蔬

菜花卉研究所、新疆农业科学院园艺研究所、新疆

石河子蔬菜研究所等单位相继推出一批具有市场

竞争力的杂一代加工番茄品种 ,在生产上占据了

一定的市场份额。 品种的多元化亦使得品种的真

实性检验成为目前的重要研究内容之一。

品种的遗传真实性是种子质量的重要标志之

一 ,它直接影响生产的产量和质量。 建立快速、准

确的种子质量检测方法已成为各级政府、种子生

产、经营部门和广大农民十分关注的问题 ,也是规

范市场经济秩序迫切需要解决的技术之一。传统

的种子质量检验方法主要通过田间性状鉴定 ,田

间性状鉴定所需周期长 ,耗费大量人力、物力和财

力 ,并且许多性状的表现常受栽培措施及环境因

子的影响 ,影响检测的精确度。随着分子生物学技

术的飞速发展 ,新的有效的分子标记方法不断涌

现 ,这无疑给加工番茄品种基因型鉴定开辟了一
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条新的发展途径 ,但这方面的研究至今尚未见报

道。 RAPD具有操作简单、快速、用材量少、引物

通用性强 ,适用于不同生物基因组的分析等优点。

因而 ,该技术已被应用于鲜食番茄品种的纯度及

遗传多样性研究 [1～ 4 ]。 另外 ,其他的分子标记如

SSR探针技术也有应用的报道
[5 ]。

本研究拟采用 RAPD、 RGA( Resistance gene

analog s)和 SRAP ( Sequence- rela ted amplified

polymo rphism )分子标记分析技术 ,从 DNA水平

上研究 10个加工番茄品种的遗传多样性 ,获得加

工番茄品种的 DNA指纹数据 ,为加工番茄育种

提供理论依据 ,并为加工番茄品种鉴别提供准确、

可靠的方法。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

选用 10个加工番茄品种 ,分别为红杂 14、

87-5、北蔬 67号、北蔬 3号、新番 8号、新番 11

号、红杂 12、红杂 16、春圆 95- 2和加工 518,均

由北京蔬菜研究中心番茄育种课题组提供。

1. 2　 DNA提取

每品种种植 5株 ,待 2片真叶时取心叶 ,混匀

后 , 取 30 mg 提 取 DNA。 DNA提 取 参 照

Dorokhov等
[6 ]的方法 ,样品的浓度用 Pharmacia

Biotech ( Bio chrom )公司的 Spect rophotometer

Ult rospec 2000进行测定 ,用 ddH2O稀释后贮存

于 - 80℃的冰箱中备用。

1. 3　RAPD分析

试验从 100多条随机引物中筛选出具有多态

性的引物 12条 (表 1)进行 RAPD分析。 RAPD

反应体系为 20μL,包括 0. 25 mmol /L dN T P, 1

× PCR buf fer , 1. 0 mmol /L M gCl2 , 1. 2U Taq酶

( M BI Fermentas) , 8pmol随机引物 , 30ngDN A

和 ddH2O。用 M J Resea rch PTC-200扩增仪扩

增 ,热循环程序为: 94℃变性 3 min; 36℃复性 1

min, 72℃延伸 1 min, 94℃变性 20 s, 40个循环 ;

36℃复性 1min, 72℃延伸 10min。采用 1. 2%琼脂

糖凝胶电泳检测 , EB染色 ,用 Alpha Inno tech公

司的 Chemilmager
TM
5500照相系统进行凝胶照

相。

1. 4　RGA分析

按 Zhang等
[7 ]
发表的引物序列进行合成 ,试

验从 8对 RGA引物中选用了 2对多态性丰富、

扩增结果稳定的引物进行分析 ,引物分别为 PK1

(上游引物 )+ PK2(下游引物 )和 PK3(上游引物 )

+ PK4(下游引物 ) ,序列见表 1,由北京三博远志

科技有限公司合成。反应体系为 15μL,包括 1×

PCR buffer, 0. 20 mmo l /L dN TP, 3. 5 mmol /

LM gCl2 , 1. 2 U Taq酶 ( M BI Fermentas) , 12 pmol

上游引物和下游引物 , 30 ngDN A和 ddH2O。 用

M J Research PTC- 200扩增仪扩增 ,热循环程序

为: 94℃变性 2 min; 94℃变性 1 min, 48℃复性 1

min, 72℃延伸 1. 5 min, 35个循环 ; 72℃延伸 7

min。扩增产物加等量 lo ading buf fer后 94℃变性

处理 5min。用 4%的变性聚丙烯酰胺凝胶 80W恒

功率电泳 2. 0 h,最后进行银染显色。

1. 5　 SRAP标记分析

采用 Li和 Quiros
[8 ]
发表的引物 ,试验从 4对

SRAP引物中选用了多态性丰富、扩增结果稳定

的 1对引物进行分析 ,引物为 em1(上游引物 )+

me1(下游引物 ) ,序列见表 1。引物由北京三博远

志科技有限公司合成。
表 1　 RAPD、RGA和 SRAP引物名称与核苷酸序列

Table 1　 Primers of RAPD、RGA and SRAP employed and the ir sequence

编号
Code

引物名称
Nam e of primers

序列
Sequence of primer

编号
Code

引物名称
Name of primers

序列
Sequence of primer

1 S40 GT TGCGATCC 10 S391 ACGATGAGCC

2 S60 ACCCGGTCAC 11 S433 AGCGTCACTC

3 S91 TGCCCG TCGT 12 BI26 GCAGCTGACG

4 S92 CAGCTCACGA 13 pk1 GCAT TGGAACAAGGTGAA

5 S169 TGGAGAGCAG 14 pk2 AGGGGGACCACCACG TAG

6 S187 TCCGAT GCTG 15 pk3 T AGTT CGG ACGT T TACA T

7 S206 CAAGGGCAGC 16 pk4 AGTGTCT TGT AGGGTAT C

8 S304 CCGCT ACCGA 17 em1 GCAT TGGAACAAGGTGAA

9 S374 CCCGCTACAC 18 me1 AGGGGGACCACCACG TAG

Note: 1～ 12 are RAPD primers; 13～ 16 are RGA p rimers; 17 and 18 are SRAP primers
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　　反应体系为 15μL,包括 0. 20 mmol /L dN T P,

1× PCR buf fer, 1. 5 mmol /L M gCl2 , 1. 2U Taq酶

( M BI Fermentas) , 12 pmol上游引物和下游引物,

30 ngDN A和 ddH2O。用 M J Research PTC- 200

扩增仪扩增 ,热循环程序为: 94℃变性 2 min; 94℃变

性 1 min, 35℃复性 1 min, 72℃延伸 1. 5 min, 5个

循环; 94℃变性 1 min, 50℃复性 1 min, 72℃延伸

1. 5 min, 35个循环; 72℃延伸 7 min。扩增产物加等

量 loading buf fer后 94℃变性处理 5 min。电泳及银

染如文中 1. 4。

1. 6　数据统计

电泳图谱中的每一个多态性谱带看作一个遗

传位点 ,根据各分子标记的迁移率及其有无统计 ,

有带记为“ 1” ,无带记为“ 0” ,统计结果利用软件

ST ATISTICA for Window s Release 4. 5进行分

析 ,利用 Euclidean distances和 Unweigh ted pair-

g roup average方法获得遗传距离并进行聚类。

2　结果与分析

2. 1　 3种标记多态性分析及其聚类分析

在本研究室前期研究基础上 ,选用了在番茄

中多态性较好的 100多个随机引物进行筛选 ,其

中只有 30个引物在 10个加工番茄品种中产生了

多态性位点 ,最终筛选出扩增稳定、带型清晰的

12个 RAPD随机引物 ,这 12个 RAPD随机引物

共产生了 23个多态性位点 ,由表 1可见 ,每个

RAPD引物产生的多态性位点数在 1～ 4之间 ;同

样 ,从 8对 RGA引物中选用了 2对引物进行分

析 ,共产生了 11个多态性位点 ;从 4对 SRAP引

物中选用了 1对引物进行分析 ,产生了 7个多态

性位点。可见 ,加工番茄品种之间分子水平上的多

态性不是十分丰富 ,在 3种分子标记中 ,以 RGA

和 SRAP标记的检测效率较高。图 1和图 2分别

为 RAPD和 SRAP的电泳图谱。

M: 100bp DN A Ladder ( M BI Fermentas ) ; 1～ 10分别为红杂 14、 87-5、北蔬 67号、

北蔬 3号、新番 8号、新番 11号、红杂 12、红杂 16、春圆 95-2和加工 518

Lan e M: 100bp DN A Ladder ( MB I Fermentas ) ; Lane1～ 10: 10 processing tomato variet ies

图 1　 RAPD引物 S391的检测结果

Fig. 1　RAPD profile generated by primer S391

　　将每个多态性谱带看作一个遗传位点 ,利用

本研究中 15个引物 (组 )所产生的 41个多态性数

据进行遗传距离的计算和聚类分析 ,结果见图 3。

品种间遗传距离介于 2. 0～ 5. 2之间 ,最大距离存

在于红杂 16和红杂 14、 87-5及新番 8号之间 ;最

小距离存在于 87-5和新番 8号之间。 可见 ,用这

些引物进行 PCR扩增就可以将 10个加工番茄品

种完全区分开来。

2. 2　单个引物 (组 )可以鉴别的品种数

在分子鉴别中 ,最理想的情况是利用最少的

引物 (组 )组合进行尽量多的品种鉴别。本研究中

利用单个引物的多态性数据计算遗传距离 ,确定

单个引物所能区分的品种数。表 2中列出了各个

引物 (组 )扩增所能区分的品种数 ,在 RAPD引物

中多态性位点最多的 BI26能区分 2个品种 ,即春

圆 95- 2和红杂 14;引物 S91和 S391也能鉴别 2

个品种 , S60、 S92和 S374只能鉴别出 1个品种 ,

其他 6个 RAPD随机引物单独使用时不能鉴别

出 10个加工番茄中的任何 1个品种 ;本研究所用

的 2对 RGA引物鉴别能力较强 ,其中 PK1+

PK2就能鉴别出红杂 16、北蔬 67号等 5个品种 ;

1对 SRAP引物产生的 7个多态性位点可将新番

11号、加工 518等 4个品种鉴别出来。由此可见 ,

RGA和 SRAP标记具有较高的鉴别效率 ,但用
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单一引物 (组 )不能将 10个品种区分开来。

1～ 10分别为红杂 14、 87-5、北蔬 67号、北蔬 3号、新番 8号、新番 11号、红杂 12、红杂 16、

春圆 95-2和加工 518; M: 100bp DN A Ladd er ( Invi t rog en) Lane 1～ 10: 10

proces sing tomato varieties; Lane M: 100bp DN A Ladd er ( Invi t rog en)

图 2　 SRAP引物 PK1+ PK2的检测结果

Fig. 2　 SRAP prof ile generated by primer pair PK1+ PK2

表 2　各引物 (组 )的多态性位点数及其所能区分的品种数

Table 2　Number of polymorphic loci of primer ( pairs) and varieties can be distinguished

引物名称
Name of prim ers
or primer pairs

多态性位点数
Number of

polym orphic loci

可以区分的品种数
Number of v arieties

discriminated

可以区分的品种名称
Name of varieties
distinguished

S187 1 0

S60 2 1 北蔬 3号

BI26 4 2 春圆 95- 2,红杂 14

S92 3 1 北蔬 3号

S40 2 0

S91 2 2 红杂 14, 87- 5

S391 2 2 红杂 16, 87- 5

S374 3 1 春圆 95- 2

S304 1 0

S169 1 0

S206 1 0

S433 1 0

PK3+ PK4 3 2 加工 518,红杂 14

PK1+ PK2 8 5 红杂 16,北蔬 67号 ,北蔬 3号 ,加工 518,红杂 14

em 1+ m e1 7 4 新番 11号 ,加工 518,北蔬 3号 ,红杂 14

2. 3　部分双引物组合可以鉴别的品种数

为了鉴别 10个加工番茄品种 ,本研究将鉴别

效率较高的 9个引物 (组 )进行两两组合 ,利用特

定双引物组合的多态性信息计算遗传距离 ,探讨

其鉴别品种的能力 ,结果见表 3。引物组合后明显

地提高了品种鉴别的能力 ,所能鉴别的品种数均

超过 2个 ,如引物 S391单独使用时只能鉴别 2个

品种 ,而与其他引物组合使用时鉴别的品种数均

大于 3个 ,特别是与 em1+ me1引物组一起应用

时可鉴别全部的 10个加工番茄品种。另外 , PK1

+ PK2与 em1+ me1引物组一起应用时也可鉴

别全部的 10个加工番茄品种。 因此 ,在本研究所

用的引物范围内 ,双引物组合 S391与 em1+ me1

或 PK1+ PK2与 em1+ me1可用于 10个加工番

茄品种的鉴别 ,表 4列出了 10个加工番茄品种由

引物 S391、 em1+ me1和 pk1+ pk2产生的数字

化核酸指纹。
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图 3　 10个加工番茄品种的聚类分析图

Fig. 3　 Dendrogram of 10 processing tomato genotypes according to molecular marker data

表 3　 部分双引物组合可以鉴别的品种数

Table 3　 Number of varieties distinguished by part of two-primer-combinat ions

引物名称
Name of prim ers
or primer pairs

S60 BI26 S92 S91 S391 S374 PK3+ PK4 PK1+ PK2 em1+ me1

S60 1

BI26 4 2

S92 2 3 1

S91 4 3 3 2

S391 3 4 5 3 2

S374 3 3 3 3 5 1

PK3+ PK4 5 4 6 6 6 5 2

PK1+ PK2 6 8 7 5 5 8 8 5

em 1+ m e1 5 5 5 8 10 6 5 10 4

表 4　 10个加工番茄品种由 S391、 em1+ me1和 pk1+ pk2产生的数字化核酸指纹

Table 4　 Fingerprint of 10 processing tomato by S391、 em1+ me1 and pk1+ pk2

引物
Name of
primers
or p rimer
pairs

多态性片
段长度 ( bp )
Leng th of
polymorphic

band s

红杂
14

Hong za
14

87-5
北蔬 67号
Beishu 67

北蔬 3号
Beishu 3

新番 8号
Xin fan 8

新番 11号
Xinfan 11

红杂 12
Hong za 12

红杂 16
Hongza 16

春圆
95-2

Chunyuan
95-2

加工 518
Jiag ong
518

S391 550 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0

1150 1 0 1 1 1 0 0 1 0 0

PK1+ PK2 935 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0

570 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0

530 1 1 1 1 1 1 1 0 1 0

470 1 1 1 0 1 1 1 0 1 1

370 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0

325 1 0 1 1 1 1 1 0 1 1

322 1 0 0 0 0 1 1 1 0 0

235 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

em 1+ me1 50 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1

410 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

280 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1

270 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0

260 0 0 0 0 0 1 1 1 1 0

242 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1

229 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1

3　讨 论

本研究利用 3种分子标记分析技术对 10个

加工番茄进行了品种鉴别的研究 ,发现这些加工

番茄品种之间分子水平上的多态性不是十分丰

富 ,遗传基础较为狭窄 ,这也为品种真实性鉴定带

来一定困难。本研究在大量试验基础上 ,获得了

41个多态性位点 ,分析了单个引物及部分双引物
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组合的鉴别能力 ,最终用两个双引物组合将 10个

加工番茄品种区分开来 ,并获得了 10个加工番茄

品种独特的 DNA指纹 ,这将为品种审定、特异性

检验、新品种专利保护和利用提供重要依据。这些

研究方法和结果对植物种质资源遗传多样性的分

析、植物新品种保护、以及种苗质量仲裁检验等具

有重要理论意义和实践价值。

通过本研究发现 , RGA和 SRAP标记具有

较高的检测效率。RGA标记是以抗病基因类似序

列 ( Resistance gene analog s, RGAs)扩增为基础

的分子标记技术 ,扩增的是具功能的抗病基因片

段 ,扩增产率高、具有稳定、简便的特点 ,已被越来

越多地应用于植物的分子育种当中 [9 ] ; SRAP通

过独特的引物设计对内含子区域、启动子区域进

行特异扩增 ,因个体不同以及物种的内含子、启动

子与间隔区长度不等而产生多态性 ,该标记具有

简便、稳定、产率高、在基因组中分布均匀等优

点 [10 ]。这两种分子标记均是在较为严格的条件下

PCR扩增获得多态性位点 ,且为功能性分子标

记 ,二者在分子鉴别及分子标记研究中具有广阔

的应用前景。本研究将二者与 RAPD随机扩增多

态性结合进行分子鉴别的研究 ,所获得的多态性

位点将具有较强的代表性 ,具有更强的鉴别能力 ,

在一定程度上保证了品种鉴别的可靠性。
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