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摘　要 : 以 91株 ‘东光’和 ‘富士’的正反交 F1代群体为试材 , 测定了成熟果实可滴定酸含量和果

实不同发育阶段苹果酸含量的变化 , 从表型上分析了苹果酸的遗传规律。利用 140对共显性遗传的 SSR引

物对高酸和低酸个体群体分离分析 , 筛选到一个与果实酸 /低酸性状连锁的标记 SDY085, 遗传距离为 8189

cM , 表型分析和标记分析都表明苹果果实酸 /低酸性状由一对主效基因 M a /m a控制 , 并且 M a对 m a为完全

显性 , 而酸个体中苹果酸的连续分布则是加性多基因作用的结果。
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Abstract: It is necessary for app le genom ic research and breeding to find out malic acid genetic charac2
teristics. In this research, SSR marker linked to acid / low2acid trait in app le fruit was identified from 140 SSR

p rimer pairs, materialed by 91 F1 population hybrid from the intra2specific cross between app le cultivar

‘Dongguang’ and‘Fuji’. Of 140 SSR p rimer pairs, only p rimer SDY085 p roduced a polymorphic band

linked to acid trait, and the linkage distance was 8189 cM. A lso, the titrated acid and malic acid in different

developmental stages were determ ined. The SSR marker analysis, coup led with the change of the total acid

and malic acid contents, revealed that acid / low2acid trait was governed by a major gene and acid trait was

comp lete dom inant.
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苹果果实的含酸量是其重要的风味性状之一 , 酸与可溶性糖、香味物质等是果品感观品质的重要

组成部分〔1〕。研究苹果果实含酸量的遗传特性 , 不仅为研究控制苹果果实含酸量的 M a基因奠定基

础 , 而且还为培育适于加工的高酸品种提供分子标记辅助手段。目前对苹果含酸量遗传的研究主要是

通过果实含酸量的表型值来分析其遗传规律 , Nybom
〔2〕、V isser等〔3〕、李宝江等〔4〕、刘志等〔5〕的研究

一致认为苹果果实含酸量由一对主效基因 (M a /m a ) 和其他多基因控制 , 主要受基因的加性效应控

制 , 隐性纯合体表现为低酸 , 但对 M a /m a之间的显性程度观点不一致。有人认为 M a对 m a表现为完

全显性 , 显性纯合体和杂合体表现为高酸或中酸是受加性多基因作用的结果〔2, 3, 5〕; 也有人认为 M a对

m a是不完全显性 , 显性纯合体 (M aM a) 表现为高酸 , 杂合体 (M am a) 表现为中酸 , 在同等酸型内

株系间表现出连续性酸度差异 , 则是多基因控制的结果〔4〕。在基因水平上 , Maliepaard等检测到了

M a的 QTL
〔6〕。本研究主要是通过表型分析和利用筛选与酸基因连锁的 SSR分子标记来分析苹果含酸

量的遗传规律。
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1　材料与方法

材料为 ‘东光’和 ‘富士’的正反交 F1代群体 , 共 91株 , 12年生大树 , 由辽宁省果树研究所

(熊岳 ) 提供。取成熟果实采用碱滴定法连续 3年测定可滴定酸含量 , 选高酸 ( > 017% )、中酸

(0136%～017% ) 和低酸 ( < 0136% ) 个体各 6株 , 从幼果开始每隔 1个月 (迅速膨大期每隔两周 )

取样 , 利用毛细管电泳测定果实的苹果酸含量。根据苹果可滴定酸含量的分布 , 本试验中规定果实可

滴定酸高于 0136%为酸性状 , 低于 0136%的为低酸性状。

毛细管电泳仪 (Backman) 检测有机酸的主要条件 : 未涂层石英毛细管 (50μm ×57 cm ) , 有效

长度 50 cm (河北永年色谱公司 ) , 缓冲液为 100 mmol·L - 1磷酸氢二钾 , 015 mmol·L - 1 CTAB; pH

7; 电压 10 kV; 压力进样 3 s, 200 nm间接检测。

模板 DNA的制备 : 取秋梢幼嫩叶片 , 采用 SDS法提取基因组 DNA, 经 RNase A消化处理。获得

的 DNA经紫外分光光度计测定纯度与含量 , 将浓度调至 10 ng·μL
- 1。

酸 /低酸基因池的构建 : 根据 BSA法的原理 , 各取 8份表现极端高酸和低酸果实的 DNA, 将其分

别等量混合 , 组成高酸性状基因池和低酸性状基因池。

SSR分析 : PCR扩增为 15μL反应体系 (基因组 DNA 10 ng, Tris2HCl 10 mmol·L
- 1

, pH 910,每

种 dNTP 012 mmol·L
- 1

, MgCl2 115 mmol·L
- 1

, KCl 50 mmol·L
- 1

, 每种正、反向引物 012

μmol·L
- 1

, Taq E 1 U )。PCR反应程序为 : 94℃ 2 m in 30 s; 94℃ 30 s, 65℃ 1 m in (每次循环降低

1℃) , 72℃ 1 m in, 4次循环 ; 94℃ 30 s, 60℃ 1 m in, 72℃ 1 m in, 30次循环 ; 72℃ 5 m in。扩增产物

用 6%变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离 , 银染显色。采用 Mapmaker/Exp 310软件对标记与目标性状进

行连锁分析 , 利用 Kosambi函数将重组率转化为遗传距离 (Centimorgan, cM )。

2　结果与分析

211　果实可滴定酸在后代群体中的分布

本试验 91株个体果实的可滴定酸含量范围为 0110%～1110% , 大体成双峰形 (图 1) , 70株表

现为酸性状 , 21株表现为低酸性状 , 卡方检验χ2 = 0109 (χ20105 = 3184, χ2 <χ20105 ) , 符合 3∶1的分离

比例。说明果实的酸 /低酸性状符合单基因遗传规律 , 即由主效基因控制果实的酸、低酸性状 , 且酸

性状对低酸性状为显性 , 推测两亲本的基因型都为杂合 (M am a)。

212　苹果果实不同发育阶段苹果酸含量的变化

苹果酸主要是在早期积累 , 不同类型均以幼果期最高 ; 高酸和低酸类型初始酸度就有明显差异 ,

但中酸和高酸类型不能区分 ; 至幼果膨大期 , 中酸类型的苹果酸有较大幅度的下降 , 而高酸 /低酸类

型含酸量下降速度缓慢 , 降幅小 , 8月 16日以后大部分株系即可以明确区别开来 (图 2)。

图 1　果实可滴定酸在后代群体中的分布

F ig. 1　The d istr ibution of fru it titra table ac id in the progeny

图 2　果实不同发育阶段苹果酸含量变化

F ig. 2　Change of ma lic ac id dur ing fru it developm en t
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　　研究还发现苹果酸占有机酸总量的比率也发生变化 , 由早期的 89%左右降到后期 80%左右 , 可

以看出苹果酸含量除受主效基因控制外 , 还受其他多基因的影响。

213　酸 /低酸性状近等基因池 SSR标记的筛选

用 140对苹果上的 SSR引物对近等基因池进行扩增筛选 , 132对引物能扩增出清晰的条带 , 117

对引物只能扩增 1个位点 , 最多扩增两个等位基因 , 15对引物能扩增 2个不同的位点 , 涉及 3～4个

不同的等位基因。140对 SSR引物共有 5对引物在基因池间产生多态性片段 , 其中只有 1对引物

SDY085 (正向序列 : 5π2gcc cag aag caa taa gta aac c23π, 反向序列 : 5π2att gct cca tgc ata aag gg23π) 表现

为与酸性状共分离。

214　多态性片段的群体共分离分析

产生共分离的引物 SDY085在表现为酸性状的基因池及后代中同时扩增出两条 120～130 bp的特

异片段 A和 B , 在低酸基因池及后代中无此片段的扩增 , 可以得出特异片段 A和 B共同与显性基因

位点 M a相连锁。在两个亲本 ‘东光’和 ‘富士’中都有特异带的扩增 , 表明亲本都含有 M a, 基因

型为杂合 M am a。91株后代中 (酸 70株 , 低酸 21株 ) , 酸个体中有 8株表现为交换型 , 重组率为

8179% , χ2 = 1194 (χ20105 = 3184, χ2 <χ20105 )。利用 Koambi公式计算得该标记与 M a基因位点的遗传连

锁距离为 8189 cM。

215　SSR标记的共显性分析

从电泳图上看 , 显性纯合体有 70～130 bp的 6条清晰的带 , 而 120 bp以下的 4条带在一部分酸

个体中没有 , 并且在一部分低酸个体中存在 , 说明这些带不与 M a连锁。隐性纯合体对应位置上有

140～170 bp的 4条带。本试验两个亲本基因型都为杂合 (M am a) , 91个个体中 25个基因型为显性

纯合 (M am a) , 45个基因型为杂合 (M am a ) , 21个为隐性纯合 (m am a ) , χ2 = 0184 (χ20105 = 5199,

χ2 <χ2
0105 ) , 符合 1∶2∶1的分离比例。在本试验中如果根据分离比例把含酸量大于 017%的定为高酸 ,

0136%～017%为中酸 , 那么 22株高酸个体仅有 50%的基因型为显性纯合 (图 3, 上 ) , 48株中酸个

体有 58%的基因型为杂合 (图 3, 下 ) , 可见基因型与含酸量并不对应 , 说明 M a对 m a为完全显性。

图 3　引物 SDY085产生的特异片断在后代群体中的分离

M: marker; 箭头所指为特异片段 A和 B; B1 : 酸基因池 ; B2 : 非酸基因池 ; P1 : 东光 (♀) ;

P2 : 富士 (♂) ; 1～11, 23～33, 44～70, 71～91: 酸个体 ; 12～22, 34～43: 非酸个体。

F ig. 3　Segrega tion of spec if ic fragm en t am plif ied by SDY085 in the progeny

M: marker; B1 : DNA pool of acid trait; B2 : DNA pool of non2acid trait; P1 : Dongguang (♀) ; P2 : Fuji (♂) ;

1 - 11, 23 - 33, 44 - 70, 71 - 91: Acid individuals; 12 - 22, 34 - 43: Non2acid individuals; The specific fragment is arrowed.
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216　SDY085在标记连锁图上的定位

有人利用 ‘菲耶思塔’和 ‘发现’的杂交后代群体 , 将部分 SSR引物定位在连锁图上〔7〕。本试

验筛选的与苹果果实酸性状连锁的 SSR标记被定位在两亲本的第 6连锁群上。这为控制苹果果实酸 /

低酸性状的基因在染色体上的初步定位提供了一定依据 , 并且 SSR标记可在不同物种间转移 , 也为

其他物种遗传图谱的构建提供了参考。

3　讨论

311　控制果实酸 /低酸性状的 SSR标记筛选

SSR标记的优点主要表现在共显性遗传 , 能扩增多个等位基因 , 标记可以在不同品种间转移 , 操

作简单 , 重复性好。但 SSR绝大部分为不编码序列 , 不能用于 cDNA的标记筛选。到目前为止苹果上

只开发出 140多对 SSR引物 , 还远不能满足标记筛选及构建遗传图谱的需要。

由于果树为多年生 , 杂合度髙 , 童期长 , 近等基因系的构建十分困难 , BSA法的提出成为快速鉴

别与特定基因相连锁标记的有效方法。一般组建 DNA基因池的个体数目为 6～10个。不同植物材料

最适组池的个体数需要根据材料本身基因组的复杂程度、亲本间亲源关系远近以及不同的分子标记方

法来确定。本试验中最初采用 6株个体组成基因池 , 发现 40%左右的引物在近等基因池间产生多态

性片段 , 无法正常进行筛选 , 同时考虑到组成基因池个体数增加 , 包含交换型的几率也增加 , 并且会

影响基因池混合样品中部分条带的有效扩增 , 从而影响多态性片段的筛选 , 最终选择了使用 8株个体

组成近等基因池 , 两近等基因池间的多态性检出率适合。

由于目前已开发的苹果上的 SSR标记数量太少 , 本试验未能找到与 M a基因紧密连锁的 SSR标记

( < 5 cM ) , 获得的与 M a基因连锁的标记遗传距离为 8189 cM , 可以用于分析苹果果实中 M a基因的

遗传规律和构建苹果遗传图谱 , 但不适合标记辅助育种和图位克隆。本实验室目前正利用 cDNA2
AFLP技术进行筛选 , 以期得到 M a基因的一段序列 , 最终克隆该基因。

312　苹果果实酸 /低酸性状的遗传规律分析

苹果果实高酸 (酸性状 ) 与低酸 (非酸性状 ) 的划分目前没有统一的标准 , 本文根据可滴定酸

的分布以 0136%为标准划分 , 与 SSR标记结果一致。V isser等规定 pH 318以下为高酸 , 以上则为低

酸〔3〕。李宝江等则以 pH 412为酸和低酸的划分标准〔4〕。该标准因不同栽培地区、不同的测试群体、

不同的测定时期、测定方法 (本试验中通过口尝的方法有 10%与滴定结果不一致 ) 等因素的影响 ,

很难有一个统一的标准。

含酸量与酸性状是两个不同的概念 , 含酸量反映的是果实中各种有机酸的综合含量 ; 酸性状是与

低酸 (非酸 ) 性状 (含酸量低于某个临界值 ) 相对应 , 与有机酸的种类没有关系。如在番茄上含有

多种有机酸 , 含酸量是受多基因作用的结果〔8, 9〕
, 而番茄的低酸性状由一对主效基因控制〔10〕。研究还

表明 , 桃〔11〕、葡萄〔12〕、柚子〔13〕的低酸性状都由一个主效基因控制。桃的低酸性状由一个显性主效基

因控制〔14〕, 而柑橘的低酸性状由隐性主效基因控制〔15〕, 可见不同的物种有机酸遗传机理并不相同。

苹果酸和柠檬酸在同时积累两种有机酸的番茄中和在积累柠檬酸的柚子中都分别由一个主效基因控

制〔6, 9〕。

苹果中主要积累苹果酸 , 控制苹果果实酸 /低酸性状的基因必然是调控苹果酸的代谢 , 本试验所

筛选的标记与该基因的显性位点 M a相连锁 , 在表现为酸性状的个体中 , 连锁标记表现为完全显性 ,

表明相应基因只决定了果实的酸 /低酸性状 , 而不能决定酸个体中苹果酸含量的连续变化 , 苹果酸含

量的连续分布应该由其他的加性多基因控制。与主效基因相比 , 这些加性多基因对果实的含酸量都有

一定的贡献 , 在基因调控网络中每一个基因都受其他基因的影响 , 因此综合起来这些基因的表达就受

到相当多因素的影响 , 从而使果实含酸量表现为连续变异。
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