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葡萄无核性状分子标记通用性验证

张 泉 1，2，刘崇怀 2，樊秀彩 2，张 颖 2，孙 磊 2，姜建福 2*，郭大龙 1*

（1河南科技大学园艺与植物保护学院，河南洛阳 471000；2中国农业科学院郑州果树研究所，郑州 450000）

摘 要：【目的】利用葡萄自然群体对已有9个无核分子标记进行评价，验证其无核检测通用性效果，为加快无核葡萄

新品种选育进程提供技术支持。【方法】以88个无核种质和120个有核种质组成的自然群体为试材，对国内外已发表的

9个常用葡萄无核分子标记进行通用性验证。【结果】SCAR类型标记GSLP1-569、SCC8-1080和SCF27-2000的鉴定准

确率分别为57.12%、72.20%和75.38%，无核检测率分别为90.51%、79.18%和67.82%。SSR类型标记p1-VvAGL11、p2-

VvAGL11、p3-VvAGL11、5U_VviAGL11、VMC7F2和VVSD10的鉴定准确率分别是88.47%、67.43%、71.94%、68.47%、

67.99%和61.60%，无核检测率分别是87.74%、77.22%、90.72%、90.80%、79.10%和63.03%；卡方分析表明与无核表型极

显著相关的等位点分别是250 bp、171 bp、195 bp、315 bp、197 bp和105 bp。【结论】SCAR标记SCF27-2000和SSR标记

p1-VvAGL11准确率高，综合表现最优，适用于无核葡萄新品种的分子辅助选择。
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Abstract:【Objective】The natural population of grape (Vitis vinifera L.) was used to evaluate the uni-

versality of 9 molecular markers for seedless fruit in order to provide technical support for the breeding

of new seedless grape varieties.【Methods】DNA was extracted from healthy and young samples of a

natural population consisting of 88 seedless germplasmes and 120 nucleated germplasmes. PCR amplifi-

cation was performed using 9 reported molecular markers for seedless fruit of grape. Then, the PCR

products were detected by 1.5% agarose gel electrophoresis and capillary electrophoresis, and the spe-

cific bands were analyzed. The accuracy rate and seedless detection rate were calculated respectively to

verify the versatility of 9 molecular markers for seedless fruit of grape.【Results】Among 208 grape

germplasmes, 16 germplasmes were detected by SCAR marker GSLP1- 569, including 14 seedless

germplasmes and 2 seeded germplasmes. The 14 seedless varieties were Summer Black, Changwuhebai

Etc. among others. And, among them, 12 germplasmes were Thompson Seedless and its derivatives.

The identification accuracy and nuclear-free detection rate were 57.12% and 90.51%, respectively. Addi-

tionally, the 1080 bp specific band was amplified by SCC8-1080 in 53 seedless germplasmes and 19

seeded germplasmes, and the statistical identification accuracy and seedless detection rate were 72.20%

and 79.18%, respectively. Moreover, the 2000 bp specific band was amplified by SCF27-2000 in 87
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葡萄（Vitis vinifera L.）是葡萄科葡萄属植物，被

广泛应用于鲜食、酿酒、制汁、制干等[1]。无核葡萄

因其食用方便，口感佳，而深受消费者喜爱，因此无

核已成为国内外葡萄育种工作的重要目标之一[2-3]。

葡萄童期较长，无核表型仅能在成年结果植株

中进行筛选，造成无核葡萄新品种选育进程缓

慢[4]。DNA标记技术的发展，为植物育种提供了新

的方向，通过标记辅助选择（Marker assisted-selec-

tion，MAS）可以实现对目标性状在幼苗期的鉴定，

缩短育种周期[5]。因此，筛选准确高效的葡萄无核

seedless germplasmes and 55 seeded germplasmes. The statistical identification accuracy and seedless

detection rate were 75.38% and 67.82%, respectively. Furthermore, a total of 6 isotopic point and 8 gen-

otypes were detected by the SSR marker p1-VvAGL11. The chi-square test showed that the allele 250

bp was significantly correlated with the nuclear-free phenotype and 257 bp was significantly correlated

with nucleated phenotype. The genotype 250/250 was significantly correlated with the nuclear-free phe-

notype, and the genotype 257/257 was significantly correlated with the nuclear phenotype. The statisti-

cal identification accuracy and nuclear-free detection rate of the marker were 88.47% and 87.74%, re-

spectively. A total of 3 isotopic point and 5 genotypes were detected by the marker p2-VvAGL11. The

chi-square test showed that the allele 171 bp was significantly correlated with the nuclear-free pheno-

type. The 158 bp was significantly correlated with the nuclear phenotype. The genotype 158/171 was

significantly correlated with the seedless phenotype, and the genotype 158/158 was significantly corre-

lated with the nuclear phenotype. The accuracy of marker identification and seedless detection rate were

67.43% and 77.22%, respectively. A total of 14 isotopic point and 30 genotypes were detected by the

marker p3-VvAGL11. The chi-square test showed that the allele 195 bp was significantly correlated with

the nuclear- free phenotype and 185 bp was significantly correlated with the nucleated phenotype. The

genotype 185/195 was significantly associated with the nuclear- free phenotype. The genotype 185/185

was significantly correlated with the nuclear phenotype, and the accuracy and nuclear- free detection

rate of the marker were 71.94% and 90.72%, respectively. A total of 24 isotopic point and 75 genotypes

were detected by the marker 5U_VviAGL11. The chi-square test indicated that the allele 315 bp was

significantly correlated with the nuclear-free phenotype and 305 bp was significantly associated with nu-

cleated phenotype. The genotype 307/315 was significantly correlated with the nuclear-free phenotype.

The accuracy and nuclear-free detection rate of the marker were 68.47% and 90.80%, respectively. A to-

tal of 8 isotopic point were detected in the marker VMC7F2, and the allele 197 bp was significantly cor-

related with the seedless phenotype by chi-square test. 199 bp was significantly correlated with one phe-

notype. The genotype 197/199 was significantly associated with the nuclear-free phenotype. The geno-

type 199/199 was significantly correlated with the nuclear phenotype, and the accuracy and non-nuclear

detection rate of the marker were 67.99% and 79.10%, respectively. A total of 9 isotopic point and 21

genotypes were detected by the marker VVSD10. The chi-square test showed that the allele 105 bp was

significantly correlated with the nuclear- free phenotype, and the genotype 105/105 was significantly

correlated with the nuclear-free phenotype. The identification accuracy and nuclear-free detection rate

of the marker were 61.60% and 63.03%, respectively.【Conclusion】Among the SCAR type markers,

SCF27-2000 had the highest accuracy and true positive rate, and the performance was the best. And,

GSLP1-569 was more suitable for the hybrid offspring of Thompson seedless series. Among the SSR

markers, p1-VvAGL11 had good accuracy and seedless detection rate, and the false negative and false

positive were low, showing the best performance, while p3-VvAGL11 and 5U_VviAGL11 had higher

seedless detection rate, and 5U_VviAGL11 contained more genetic information.
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分子标记对育种工作有重要意义。目前国内外基于

葡萄无核主要位点 SDI（Seed Development Inhibi-

tor，种子发育抑制）开发了一系列无核分子标记[6-7]，

主要包括序列特征扩增区（Sequence Characterized

Amplified Region，SCAR）和简单重复序列（Simple

Sequence Repeats，SSR）两种标记 [8- 10]。MEJÍA 等 [11]

通过集群分离分析法（Bulk Segregant Analysis，

BSA），利用红宝石无核×苏丹娜的杂交群体开发了

SCAR标记SCF27-2000，该标记可以结合无核相关

基因扩增出2.0 kb的特异性片段。GSLP1-569是王

跃进等[12]采用自动荧光DNA序列分析仪对葡萄无

核基因的 RAPD 标记 UBC-269450 进行测序后，按

照该序列人工合成的寡聚核苷酸，利用该标记可以

对携带无核基因或表达无核性状的葡萄DNA扩增

出约 590 bp的特殊片段。马亚茹等[13]通过红地球×

森田尼无核及 F1 杂交群体开发了 SSR 标记

VvSD10，可以在111 bp等位点对葡萄无核性状进行

鉴定。现有的葡萄无核分子标记准确率多在特定杂

交群体中进行验证，验证效率与亲本关联度较高，但

在自然群体中的鉴定效率尚不明确，不能满足葡萄

无核育种需求[14]。

笔者在本试验中在国内外研究的基础上，对已报

道的 3个SCAR标记和 6个SSR标记进行通用性验

证，以期从中筛选出适用于自然群体的葡萄无核分子

标记，为加快无核葡萄新品种选育进程提供技术参考。

1 材料和方法

1.1 材料

试验于 2022—2023年在中国农业科学院郑州

果树研究所进行。试验共 208份种质，包含无核种

质 88份和有核种质 120份（表 1），试验所用材料均

保存于国家葡萄种质资源圃（郑州）。

1.2 DNA提取

取葡萄健康幼嫩叶片，液氮研磨，采用CTAB植

物基因组DNA快速提取试剂盒（北京艾德莱生物科

技有限公司）提取叶片基因组 DNA。利用 Nano-

Drop 1000 spectrophotometer（Themo Scientific）紫外

分光光度计检测DNA浓度和纯度，然后将DNA浓

度稀释到工作液质量浓度（约 20 ng · μL-1），保存

于-20 ℃，用于后续试验。

1.3 无核分子标记选择及PCR扩增条件

选用9个已报道的与葡萄无核表型相关的分子

标记（表 2），引物由生工生物工程（上海）股份有限

公司合成，含FAM荧光探针的SSR引物由北京擎科

生物科技股份有限公司合成。

PCR反应体系如下：SCAR标记 PCR反应体系

25 μL：2×Taq Master Mix 15 μL，正、反向引物各1 μL

（20 μmol · L-1），DNA 模板（20 ng ·μL-1）2 μL，ddH2O

6 μL。反应程序为：95 ℃预变性 3 min；95 ℃变性

10 s，适宜Tm值退火 10 s，72 ℃延伸 1 min，35个循

环；72 ℃延伸 5 min，扩增产物 4 ℃保存。SSR标记

PCR反应体系30 μL：1×TSE101金牌Mix 27 μL，正、

反向引物各 1 μL，DNA 模板 1 μL。反应程序为：

98 ℃预变性 3 min；98 ℃变性 10 s，适宜Tm值退火

10 s，72 ℃延伸5 min，37个循环，扩增产物4 ℃保存。

1.4 PCR产物检测

SCAR 标记的 PCR 扩增产物采用 1.5%琼脂糖

凝胶电泳 25~30 min（恒压 150 V），使用UV凝胶成

像仪拍照记录。SSR标记的PCR扩增产物通过琼脂

糖凝胶电泳（2 μL样品+6 μL 溴酚蓝），300 V电压下

12 min，获取鉴定胶图，通过胶图确定模板浓度，加

无菌水稀释后采用荧光毛细管电泳（ABI 3730 XL

遗传分析仪）进行验证。

1.5 数据处理

参考马亚茹等[13]、Baldi等[18]和Vihinen[19]的方法

分别计算真阳性（True Positive，TP）、真阴性（True

Negative，TN）、假阳性（False Positive，FP）、假阴性

（False Negative，FN）、准确率（Accuracy）和无核检

测率（Nuclear-free Detection Rate，NDR）。

准确率=（TP+TN）/（TP+FP+TN+FN）×100%，无

核检测率=TP/（TP+FP）×100%。并利用 SPSS软件

对样本表型与不同的SSR标记的等位点及基因型之

间进行卡方（χ2）独立性检验（p＜0.05），用于评估表

型和试验数据之间的关联程度。

2 结果与分析

2.1 SCAR标记验证及不同标记间准确率比较

在 208个葡萄种质中验证SCAR类型无核标记

的通用性。结果如表 3所示，标记GSLP1-569在葡

萄种质间的鉴定准确率和无核检测率分别是

57.12%和90.51%。检测到的16个种质包含14个无

核种质和 2个有核种质，其中 11个无核种质是无核

白及其衍生后代，可见GSLP1-569适合针对无核白

及其后代的检测。标记 SCC8-1080分别在 53个无

1440
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T
if

af
ih

iA
hm

er

红
地
球

R
ed

G
lo

be
×

06
9-

17
2

S
en

ec
a×

N
.Y

.

美
国

A
m

er
ic

a

美
国

A
m

er
ic

a

美
国

A
m

er
ic

a

美
国

A
m

er
ic

a

美
国

A
m

er
ic

a

苏
联

T
he

S
ov

ie
tU

ni
on

美
国

A
m

er
ic

a

美
国

A
m

er
ic

a

美
国

A
m

er
ic

a

美
国

A
m

er
ic

a

美
国

A
m

er
ic

a

美
国

A
m

er
ic

a

美
国

A
m

er
ic

a

美
国

A
m

er
ic

a

美
国

A
m

er
ic

a

美
国

A
m

er
ic

a

美
国

A
m

er
ic

a

美
国

A
m

er
ic

a

美
国

A
m

er
ic

a

美
国

A
m

er
ic

a

美
国

A
m

er
ic

a

美
国

A
m

er
ic

a

伊
朗

Ir
an

美
国

A
m

er
ic

a

美
国

A
m

er
ic

a

日
本

Ja
pa

n

美
国

A
m

er
ic

a

美
国

A
m

er
ic

a

美
国

A
m

er
ic

a

美
国

A
m

er
ic

a

序
号

C
od

e
种
类

S
pe

ci
es

种
质
名
称

G
er

m
pl

as
m

na
m

e
有
核

/无
核

S
ee

de
d/

S
ee

dl
es

s
杂
交
亲
本

P
ar

en
t

材
料
来
源

O
ri

gi
n

注
：表

中
无
核
包
含
残
核

。
V

v.
欧
亚
种

；V
v-

V
l.
欧
美
杂
种

；V
a-

V
v.
山
欧
杂
种

。

N
ot

e：
T

he
re

ar
e

se
ed

le
ss

in
th

e
ta

bl
e

in
cl

ud
in

g
ru

di
m

en
ta

ls
ee

d.
V

v.
V.

vi
ni

fe
ra

;V
v-

V
l.

V.
vi

ni
fe

ra
-V

.l
ab

ru
sc

a;
V

a-
V

v.
V.

am
ur

en
si

s-
V.

vi
ni

fe
ra

.
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31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63

V
v-

V
l

V
v-

V
l

V
v

V
v-

V
l

V
v

V
v-

V
l

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v-

V
l

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

布
朗
无
核

B
ro

nx
S

ee
dl

es
s

蜜
无
核

S
ee

dl
es

s
H

on
ey

索
索
葡
萄

S
uo

su
o

粒
丽
特

L
il

it

黑
无
核

B
la

ck
S

ee
dl

es
s

立
川
无
核

L
ic

hu
an

W
uh

e

无
核
紫

B
la

ck
M

on
uk

ka

紫
大
无
核

Z
id

a
W

uh
e

黑
脆
无
核

H
ei

cu
iW

uh
e

玉
无
核

♀
Ja

de
S

ee
dl

es
s
♀

白
无
核

B
ai

w
uh

e

大
无
核
紫
（
黑
）

D
aw

uh
ez

i（
he

i）

大
无
核
紫
（
红
）

D
aw

uh
ez

i（
ho

ng
）

红
无
籽
露

03
68

B
la

ck
M

on
uk

ka
03

68

京
丰
无
核

Ji
ng

fe
ng

W
uh

e

瓦
特
康
无
核

W
at

co
m

S
ee

dl
es

s

无
核
白

T
ho

m
ps

on
s

S
ee

dl
es

s

无
核
玫
瑰

W
uh

e
M

ei
gu

i

无
核
紫

07
46

B
la

ck
M

on
uk

ka
07

46

克
里
那

K
ri

na

元
田

31
4♀

Y
ua

nt
ia

n3
14

♀
昆
诺
无
核

Q
ue

en
or

a
S

ee
dl

es
s

俄
罗
斯
无
核

R
us

si
an

S
ee

dl
es

s

奥
地
利
无
核

A
us

tr
ia

n
S

ee
dl

es
s

京
可
晶

Ji
ng

ke
ji

ng

早
康
宝

Z
ao

ka
ng

ba
o

丽
红
宝

L
ih

on
gb

ao

无
核
翠
宝

W
uh

e
C

ui
ba

o

岳
碧
无
核

Y
ue

bi
W

uh
e

云
楚
无
核

Y
un

ch
u

W
uh

e

岳
秀
无
核

Y
ue

xi
u

W
uh

e

克
瑞
森
无
核

C
ri

m
so

n
S

ee
dl

es
s

紫
脆
无
核

Z
ic

ui
W

uh
e

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

S
y

85
36

×
S

ul
ta

ni
na

Tc
hé

K
ir

de
ks

iz

不
详

U
nk

no
w

n

不
详

U
nk

no
w

n

不
详

U
nk

no
w

n

不
详

U
nk

no
w

n

不
详

U
nk

no
w

n

不
详

U
nk

no
w

n

不
详

U
nk

no
w

n

不
详

U
nk

no
w

n

不
详

U
nk

no
w

n

不
详

U
nk

no
w

n

不
详

U
nk

no
w

n

不
详

U
nk

no
w

n

不
详

U
nk

no
w

n

不
详

U
nk

no
w

n

不
详

U
nk

no
w

n

不
详

U
nk

no
w

n

不
详

U
nk

no
w

n

不
详

U
nk

no
w

n

不
详

U
nk

no
w

n

不
详

U
nk

no
w

n

不
详

U
nk

no
w

n

不
详

U
nk

no
w

n

法
国
兰

×
玛
纽
卡

B
lu

e
F

re
nc

h×
M

an
uk

a

瑰
宝

×
无
核
白
鸡
心

G
ui

ba
o×

C
en

te
nn

ia
lS

ee
dl

es
s

瑰
宝

×
无
核
白
鸡
心

G
ui

ba
o×

C
en

te
nn

ia
lS

ee
dl

es
s

瑰
宝

×
无
核
白
鸡
心

G
ui

ba
o×

C
en

te
nn

ia
lS

ee
dl

es
s

红
地
球

×
京
早
晶

R
ed

G
lo

be
×

Ji
ng

za
oj

in
g

红
地
球

×
无
核
白
鸡
心

R
ed

G
lo

be
×

C
en

te
nn

ia
lS

ee
dl

es
s

红
地
球

×
无
核
白
鸡
心

R
ed

G
lo

be
×

C
en

te
nn

ia
lS

ee
dl

es
s

皇
帝

E
m

pe
ro

r×
C

33
-1

99

皇
家
秋
天

×
牛
奶

A
ut

um
n

R
oy

al
×

N
iu

na
i

美
国

A
m

er
ic

a

日
本

Ja
pa

n

中
国

C
hi

na

日
本

Ja
pa

n

阿
塞
拜
疆

A
ze

rb
ai

ja
n

日
本

Ja
pa

n

中
亚

C
en

tr
al

A
si

a

不
详

U
nk

no
w

n

美
国

A
m

er
ic

a

智
利

C
hi

le

中
国

C
hi

na

不
详

U
nk

no
w

n

不
详

U
nk

no
w

n

伊
朗

Ir
an

中
国

C
hi

na

苏
联

T
he

S
ov

ie
tU

ni
on

中
亚

C
en

tr
al

A
si

a

中
国

C
hi

na

中
亚

C
en

tr
al

A
si

a

不
详

U
nk

no
w

n

不
详

U
nk

no
w

n

美
国

A
m

er
ic

a

阿
塞
拜
疆

A
ze

rb
ai

ja
n

不
详

U
nk

no
w

n

中
国

C
hi

na

中
国

C
hi

na

中
国

C
hi

na

中
国

C
hi

na

中
国

C
hi

na

中
国

C
hi

na

中
国

C
hi

na

美
国

A
m

er
ic

a

中
国

C
hi

na

序
号

C
od

e
种
类

S
pe

ci
es

种
质
名
称

G
er

m
pl

as
m

na
m

e
有
核

/无
核

S
ee

de
d/

S
ee

dl
es

s
杂
交
亲
本

P
ar

en
t

材
料
来
源

O
ri

gi
n

表
1
（

续
）

T
ab

le
1

(C
on

ti
n

u
ed

)
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64 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 83 84 85 86 87 88 89 90 91 92 93 94 95 96

V
v-

V
l

V
v-

V
l

V
v-

V
l

V
v

V
v

V
v-

V
l

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v-

V
l

V
v

V
v

V
v

V
v-

V
l

V
v-

V
l

V
v

V
v-

V
l

V
v

V
v

V
v-

V
l

V
v

V
v-

V
l

V
v

V
v-

V
l

V
v

V
v

V
v

郑
艳
无
核

Z
he

ng
ya

n
W

uh
e

夏
黑

S
um

m
er

B
la

ck

巨
峰
无
核

Ju
fe

ng
W

uh
e

蒙
丽
莎
无
核

M
el

is
sa

S
ee

dl
es

s

爱
神
玫
瑰

A
is

he
nm

ei
gu

i

脆
红
宝

C
ui

ho
ng

ba
o

皇
家
无
核

R
oy

al
S

ee
dl

es
s

京
紫
晶

Ji
ng

zi
ji

ng

京
早
晶

Ji
ng

za
oj

in
g

碧
香
无
核

B
ix

ia
ng

W
uh

e

红
艳
无
核

H
on

gy
an

S
ee

dl
es

s

郑
果
大
无
核

Z
he

ng
gu

od
aw

uh
e

优
无
核

S
up

er
io

r
S

ee
dl

es
s

岳
红
无
核

Y
ue

ho
ng

W
uh

e

早
无
核
白

Z
ao

w
uh

eb
ai

科
玉
无
籽

K
ey

u
W

uh
e

长
穗
无
核
白

C
ha

ng
su

iw
uh

eb
ai

大
无
核
白

D
aw

uh
eb

ai

宁
夏
无
核
白

N
in

gx
ia

W
uh

eb
ai

康
能
无
核

C
an

ad
ic

e

沪
培

1
号

H
up

ei
N

o.
1

三
本
提

S
an

be
nt

i

瑞
峰
无
核

R
ui

fe
ng

W
uh

e

瑞
都
无
核
怡

R
ui

du
W

uh
ey

i

红
标
无
核

H
on

gb
ia

o
W

uh
e

皇
冠

H
ua

ng
gu

an

香
妃

X
ia

ng
fe

i

维
纳
斯
无
核

V
en

us
S

ee
dl

es
s

北
塞
魂

P
et

it
e

B
ou

sc
he

t

蓓
蕾
玫
瑰

M
us

ca
tB

ai
le

y

琼
尼

♀
Jo

an
ne

C
ha

rn
ic

e♀
小
白
玫
瑰

M
us

ca
tB

la
nc

意
大
利

It
al

ia

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

无
核

S
ee

dl
es

s

有
核

S
ee

de
d

有
核

S
ee

de
d

有
核

S
ee

de
d

有
核

S
ee

de
d

有
核

S
ee

de
d

有
核

S
ee

de
d

有
核

S
ee

de
d

有
核

S
ee

de
d

京
秀

×
布
朗
无
核
京
秀

Ji
ng

xi
u×

B
ro

nx
S

ee
dl

es
s

巨
峰

×
无
核
白

K
yo

ho
×

T
ho

m
ps

on
s

S
ee

dl
es

s

巨
峰

K
yo

ho

克
里
森
无
核

C
ri

m
so

n
S

ee
dl

es
s×

B
40

-2
08

玫
瑰
香

×
京
早
晶

M
as

ca
tH

am
bu

rg
×

Ji
ng

za
oj

in
g

玫
瑰
香

×
克
瑞
森
无
核

M
as

ca
tH

am
bu

rg
×

C
ri

m
so

n
S

ee
dl

es
s

牛
奶

×
皇
家
秋
天

N
iu

na
i×

A
ut

um
n

R
oy

al

葡
萄
园
皇
后

×
马
纽
卡

Q
ue

en
of

V
in

ey
ar

d×
M

an
uk

a

葡
萄
园
皇
后

×
无
核
白

Q
ue

en
of

V
in

ey
ar

d×
T

ho
m

ps
on

s
S

ee
dl

es
s

葡
萄
园
皇
后

×
意
大
利

Q
ue

en
of

V
in

ey
ar

d×
It

al
ia

森
田
尼
无
核

×
红
地
球

C
en

te
nn

ia
lS

ee
dl

es
s×

R
ed

G
lo

be

无
核
白

T
ho

m
ps

on
s

S
ee

dl
es

s

瓦
特
康
无
核

W
at

co
m

S
ee

dl
es

s

红
地
球

×
无
核
白
鸡
心

R
ed

G
lo

be
×

C
en

te
nn

ia
lS

ee
dl

es
s

无
核
白

T
ho

m
ps

on
s

S
ee

dl
es

s

无
核
白
鸡
心

C
en

te
nn

ia
lS

ee
dl

es
s

无
核
白

T
ho

m
ps

on
s

S
ee

dl
es

s

无
核
白

T
ho

m
ps

on
s

S
ee

dl
es

s

无
核
白

T
ho

m
ps

on
s

S
ee

dl
es

s

希
姆
劳
德

H
im

ro
d

S
ee

dl
es

s

喜
乐

×
巨
峰

X
il

e×
K

yo
ho

夏
黑

S
um

m
er

B
la

ck

先
锋

P
iō
ne

香
妃

×
红
宝
石
无
核
香
妃

X
ia

ng
fe

i×
R

ub
y

S
ee

dl
es

s

郑
州
早
红

×
巨
峰

Z
he

ng
zh

ou
Z

ao
ho

ng
×

K
yo

ho

L
in

ce
cu

m
ii

×
凯
旋

T
ri

um
ph

73
-7

-6
×
绯
红

C
ar

di
na

l

A
ld

en
×

N
y4

60
0

阿
拉
蒙

A
ra

m
on

×
Te

ni
tu

ri
er

D
u

C
he

r

蓓
蕾

×
玫
瑰
香

B
ai

le
y×

M
us

ca
tH

am
bu

rg

B
er

m
es

ti
a

B
ia

nc
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绯
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核
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核
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核
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核
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核
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核
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详
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详
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林
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表
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续
）

T
ab

le
1

(C
on

ti
n

u
ed

)

19
6

19
7

19
8

19
9

20
0

20
1

20
2

20
3

20
4

20
5

20
6

20
7

20
8

V
v-

V
l

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v

V
v-

V
l

V
v

V
v

V
v

V
v

甬
优

1
号

Y
on

gy
ou

N
o.

1

无
核
白

1
号

W
uh

eb
ai

N
o.

1

无
核
白

3
号

W
uh

eb
ai

N
o.

3

黑
玫
瑰

B
la

ck
M

us
ca

t

早
夏
香

Z
ao

xi
ax

ia
ng

早
夏
无
核

Z
ao

xi
a

W
uh

e

春
香
无
核

C
hu

nx
ia

ng
W

uh
e

莎
巴
珍
珠

P
ea

rl
of

C
sa

ba

沪
培

2
号

H
up

ei
N

o.
2

葡
萄
园
皇
后

Q
ue

en
of

V
in

ey
ar

d

瑰
宝

G
ui

ba
o

美
人
指

M
an

ic
ur

e
F

in
ge

r

谢
花
红

M
us

ca
tM

at
hi

as
z

Ja
no

sn
e

有
核

S
ee

de
d

有
核

S
ee

de
d

有
核

S
ee

de
d

有
核

S
ee

de
d

有
核

S
ee

de
d

有
核

S
ee

de
d

有
核

S
ee

de
d

有
核

S
ee

de
d

有
核

S
ee

de
d

有
核

S
ee

de
d

有
核

S
ee

de
d

有
核

S
ee

de
d

有
核

S
ee

de
d

藤
稔

M
in

or
u

F
uj

ic
a

无
核
白

T
ho

m
ps

on
s

S
ee

dl
es

s

无
核
白

T
ho

m
ps

on
s

S
ee

dl
es

s

无
核
紫

×
瑞
必
尔

B
la

ck
M

on
uk

ka
×

R
ib

ie
r

夏
黑

S
um

m
er

B
la

ck

夏
黑

S
um

m
er

B
la

ck

夏
黑

S
um

m
er

B
la

ck

匈
牙
利
玫
瑰

×
奥
托
涅
玫
瑰

H
un

ga
ri

an
R

os
e×

O
to

ne
R

os
e

杨
格
尔

×
紫
珍
香

Y
ou

ng
er

×
Z

iz
he

nx
ia

ng

伊
丽
莎
白

×
莎
巴
珍
珠

E
li

za
be

th
G

ra
pe

×
P

ea
rl

of
C

sa
ba

依
斯
比
沙
果

×
维
拉
玫
瑰

Is
bi

sa
F

ru
it

×
V

il
a

R
os

e

优
尼
坤

×
巴
拉
蒂

U
ni

ko
l×

B
ar

at
i

紫
沙
斯
拉

×
奥
托
玫
瑰

P
ur

pl
e

S
as

si
ll

a×
M

us
ca

tO
tt

on
el

中
国

C
hi

na

中
亚

C
en

tr
al

A
si

a

中
亚

C
en

tr
al

A
si

a

美
国

A
m

er
ic

a

中
国

C
hi

na

中
国

C
hi

na

中
国

C
hi

na

匈
牙
利

H
un

ga
ry

中
国

C
hi

na

匈
牙
利

H
un

ga
ry

中
国

C
hi

na

日
本

Ja
pa

n

匈
牙
利

H
un

ga
ry

序
号

C
od

e
种
类

S
pe

ci
es

种
质
名
称

G
er

m
pl

as
m

na
m

e
有
核

/无
核

S
ee

de
d/

S
ee

dl
es

s
杂
交
亲
本

P
ar

en
t

材
料
来
源

O
ri

gi
n

表
2

分
子
标
记
对
应
引
物
名
称
及
信
息

T
ab

le
2

M
ol

ec
u

la
r

m
ar

k
er

co
rr

es
p

on
d

to
p

ri
m

er
n

am
e

an
d

it
s

in
fo

rm
at

io
n

引
物
类
型

P
ri

m
er

ty
pe

S
C

A
R

S
S

R

引
物
名
称

P
ri

m
er

na
m

e

S
C

F
27

-2
00

0

G
S

L
P

1-
56

9

S
C

C
8-

10
80

V
M

C
7f

2

p1
_V

vA
G

L
11

p2
_V

vA
G

L
11

p3
_V

vA
G

L
11

5U
_V

vi
A

G
L

11

V
vS

D
10

引
物
序
列
（

5′
-3
′）

P
ri

m
er

se
qu

en
ce

(5
′-3
′)

F
:C

A
G

G
T

G
G

G
A

G
TA

G
T

G
G

A
A

T
G

R
:C

A
G

G
T

G
G

G
A

G
TA

A
G

A
T

T
T

G
T

C
C

A
G

T
T

C
G

C
C

C
G

TA
A

A
T

G

F
:G

G
T

G
T

C
A

A
G

T
T

G
G

A
A

G
A

T
G

G

R
:T

A
T

G
C

C
A

A
A

A
A

A
C

A
T

C
C

F
:A

A
G

A
A

A
G

T
T

T
G

C
A

G
T

T
TA

T
G

G
T

G

R
:A

A
G

A
T

G
A

C
A

A
TA

G
C

G
A

G
A

G
A

G
A

A

F
:G

A
C

A
C

G
C

G
A

A
T

T
TA

A
TA

A
T

C
C

A

R
:T

T
TA

T
G

A
A

A
C

C
C

G
TA

T
T

G
G

T
G

F
:T

G
TA

C
A

C
C

A
A

TA
C

G
G

G
T

T
T

C
A

T

R
:G

T
T

T
G

C
T

G
G

A
T

T
T

C
C

G
A

T
G

T

F
:C

T
C

C
C

T
T

T
C

C
C

T
C

T
C

C
C

T
C

T

R
:A

A
A

C
G

C
G

TA
T

C
C

C
A

A
T

G
A

A
G

F
:C

G
C

C
C

A
T

T
C

T
C

T
C

T
C

G
C

TA
T

R
:G

T
G

C
A

A
A

A
A

C
G

C
G

TA
T

C
C

C
A

F
:G

G
A

A
A

A
A

T
C

C
A

T
C

G
C

TA
A

C
A

A
A

G
TA

T
TA

A
T

T
C

T
C

T
T

C
A

R
:A

G
A

G
C

T
C

A
T

T
T

G
G

A
T

TA
A

G
A

G
C

G
A

G
TA

A
T

TA
TA

T
T

G
T

退
火
温
度

A
nn
ea
li
ng

te
m
pe
ra
tu
re
/℃

58 55 57 52 51 56 53 57 58

产
物
大
小

F
ra

gm
en

ts
iz

e/
bp

20
00 56
9

10
80 19
8

24
5

17
1

19
4

31
9

11
1

参
考
文
献

R
ef

er
en

ce

[1
1]

[1
2]

[1
5]

[1
6]

[8
]

[8
]

[8
]

[1
7]

[1
3]

张 泉 1447



果 树 学 报 第41卷

核种质和19个有核种质中扩增出1080 bp的特异性

条带，经统计在 208个葡萄种质间的鉴定准确率和

无核检测率分别是 72.20%和 79.18%；标记 SCF27-

2000分别在87个无核种质和55个有核种质中扩增

出2000 bp的特异性条带，在208个种质间的鉴定准

确率和无核检测率分别是 75.38%和 67.82%。3个

SCAR类型标记中 SCF27-2000的准确率和真阳性

最高；标记GSLP1-569有较高的无核检测率、假阴

性和真阴性。鉴定结果表明，在针对自然群体的检

测中SCF27-2000综合表现最优，适用于无核葡萄新

品种的SCAR分子辅助选择。

2.2 SSR标记检测标记位点及基因型分析

对 6个SSR无核标记的通用性进行了验证，结

果表明：6个标记分别检测到 3~24个不等的标记位

点，这些位点大小为 101~321 bp，标记 p2-VvAGL11

检测到的位点最少，5U_VviAGL11检测到的位点最

多。每个标记表现最好的标记位点如表4所示，经卡

方检验与种子有无均呈极显著相关，检测出这些位点

的种质中无核种质占41.4%~89.4%，p1-VvAGL11的

250 bp占比最高，同时在41.7%的三倍体种质中检测

到该位点。这些位点在56.1%~88.1%的无核葡萄种

质中检测到，5U_VviAGL11的 315 bp占比最高，在

三倍体种质中未检测到该位点。

6个标记分别检测到5~75种数量不等的基因型，

标记 p2- VvAGL11 检测到的基因型数量最少，

5U_VviAGL11检测到的数量最多。每个标记表现最

好的基因型如表 5所示，经卡方检验与葡萄种子有

无极显著相关。检测到这 6 种基因型的种质中，

表 3 SCAR 标记在自然群体中的验证结果

Table 3 Validation results of SCAR markers in natural populations

标记

Marker

GSLP1-569

SCC8-1080

SCF27-2000

无核 Seedless

+

14

53

85

-

74

35

3

有核Seeded

+

2

19

55

-

118

101

65

真阳性

TP/%

15.91

60.22

96.59

真阴性

TN/%

98.33

84.17

54.17

假阳性

FP/%

16.67

15.83

45.83

假阴性

FN/%

84.09

39.77

3.41

无核检测率

Accuracy/%

90.51

79.18

67.82

准确率

NDR/%

57.12

72.20

75.38

注：+ 表示标记有特异性条带；-表示标记无特异性条带。

Note: The + in the Table indicates that the mark has a special type strip; - marks have no specific bands.

表 4 微卫星标记位点分布与无核葡萄种质的相关性

Table 4 Correlation between distribution of microsatellite markers and germplasm of seedless grape

标记

Marker

p1-VvAGL11

p2-VvAGL11

p3-VvAGL11

5U_VviAGL11

VMC7F2

VVSD10

数量

Number

6

3

14

24

8

9

标记位点

Marker site/bp

250

171

195

315

197

105

频率

Frequency

45.5

29.5

23.8

20.0

28.0

38.8

表型Phenotype

-

161

89

88

74

88

101

+

30

35

12

10

31

79

相关性Correlation

χ²

245.595

37.493

109.218

87.743

65.547

22.595

p

2.3708E-55**

9.17E-10**

1.4542E-25**

7.4534E-21**

5.6739E-16**

0.000 002**

注：- 表示无核；+ 表示有核；*显著相关（p＜0.05）；**极显著相关（p＜0.01）。下同。

Note: - in the table means no seeded; + eans there are nucleated; * means significant correlation (p＜0.05); ** means extremely significant correla-

tion (p＜0.01). The same below.

71% ~93.3%的种质为无核表型，标记 5U_VviA-

GL11检测到的种质中无核种质占比最高；无核种

质中24.4%~86.7%的种质检测出这6种基因型，其

中p1-VvAGL11检测到的250/250在无核种质中占

比最高；有核种质中仅有 1.7%~24.2%检测到这 6

种基因型；5U_VviAGL11 检测到的 307/315 在有

核种质中占比最低。

2.3 SSR标记验证及不同标记间准确率比较

对6个SSR类型无核标记进行验证，结果（表6）显

示p1-VvAGL11准确率最高，达到88.47%，无核检测率

为 87.74%。p3-VvAGL11和 5U_VviAGL11的无核检

测率较高，分别为90.72%和90.80%，同时二者的真阴

性也最高，分别为95.00%和95.83%。p1-VvAGL11真

阳性最高，为89.44%；6个标记假阳性均表现良好，最
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表 5 微卫星标记基因型分布与相关性

Table 5 Distribution and correlation of microsatellite markers genotypes

标记

Marker

p1-VvAGL11

p2-VvAGL11

p3-VvAGL11

5U_VviAGL11

VMC7F2

VVSD10

数量

Number

8

5

30

75

21

23

基因型

Genotype

250/250

158/171

185/195

307/315

197/199

105/105

频率

Frequency

42.9

47.6

32.7

7.1

36.7

14.3

表型Phenotype

-

78

71

60

28

57

22

+

12

29

8

2

20

8

相关性 Correlation

χ²

123.433

61.742

84.557

36.413

48.230

13.274

p

1.120E-28**

3.916E-15**

3.733E-20**

1.60E-09**

3.79E-12**

0.000269**

表 6 SSR 标记在自然群体中验证结果

Table 6 Validation results of SSR markers in natural populations

标记 Marker

p1-VvAGL11

p2-VvAGL11

p3-VvAGL11

5U_VviAGL11

VMC7F2

VVSD10

真阳性 TN/%

89.44

49.44

48.89

41.11

48.89

56.11

真阴性 TN/%

87.50

85.42

95.00

95.83

87.08

67.08

假阳性 FP/%

12.50

14.58

5.00

4.17

12.92

32.92

假阴性 FN/%

10.56

50.56

51.11

58.89

51.11

43.89

无核检测率 NDR/%

87.74

77.22

90.72

90.80

79.10

63.03

准确率 Accuracy/%

88.47

67.43

71.94

68.47

67.99

61.60

高是VVSD10，为32.92%，最低是p3-VvAGL11，仅为

5.00%。整体上p1-VvAGL11综合表现最优，适用于

无核葡萄新品种的SSR分子辅助选择。

3 讨 论

葡萄基因型高度杂合，童期长，导致育种进程相

对缓慢[20]。通常对果实无核表型的筛选，只能等植

株成年之后才能进行。而利用准确率高的分子标记

进行辅助选择育种，可以有效缩短育种年限，提高育

种效率，推动无核葡萄育种的进程[21]。

国内外对开发葡萄无核分子标记进行了系统研

究，屈田田等[22]通过不同葡萄杂交组合实生后代对

GSLP1-569进行验证，结果表明其在检测无核白的

后代时有着更高的准确性。在本研究中，GSLP1-

569检测出的 14个无核品种中有 11个品种与无核

白有遗传关联，证实GSLP1-569较为适合检测无核

白及其衍生后代。朱瑜等[23]利用该标记对木纳格的

胚挽救后代进行鉴定，成功获得了 21个无核株系。

SCC8-1080是Lahogue等[15]运用BSA技术开发出的

离无核位点更近的SCAR标记，也是目前应用较多

的标记之一[22]。Ryan等[24]通过对火焰无核及其F1组

成的杂交群体进行检测，证实SCC8-1080能准确鉴

定F1中无核表型的植株，宣旭娴[25]研究表明该标记

在无核群体中对残核和三倍体中的无核分型正确率

分别是52.94%和50.00%，在自然群体中其无核分型

正确率和无核检测率分别是 73.08%和 43.18%。在

本研究中，该标记的准确率和无核检测率分别是

72.20%和79.18%，这种差异可能是试验材料选择差

异造成的。SCF27-2000是Mejía等[11]利用RAPD标

记技术通过对随机引物筛选之后进行测序分析转化

而成的SCAR标记，宣旭娴[25]的研究结果表明，该标

记在无核群体中对残核、软核和三倍体品种无核分

型正确率分别是94.12%、100%和66.67%，在自然群

体中的无核分型正确率是 92.31%，无核检测率为

42.11%。Akkurt等[26]利用Alphonse Lavallee与无核

白的 372株F1杂交后代对SCF27-2000进行验证，结

果表明该标记更适用对亲本均为无核的杂交后代进

行鉴定。王勇等[27]利用SCF27-2000在 14份葡萄种

质资源和火州黑玉 3个杂交组合共 116株胚挽救后

代中检测到84株携带目的基因片段，其中81株与田

间鉴定结果吻合，正确率96.4%，并认为该标记是一

个显性或主效基因标记，可以用来进行葡萄杂交后

代无核单株的早期筛选。

p1-VvAGL11、p2-VvAGL11 和 p3-VvAGL11 是

Mejía等[8]将遗传图谱和物理图谱与欧亚种葡萄的公

共基因组序列进行整合，对无核葡萄杂交后代进行

QTL分析之后筛选出的三个SSR类型标记，并证实

离转录起始点越近的标记越适合用于基因的辅助选
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择。安栋梁 [28]在自然群体中的验证表明，p3-VvA-

GL11验证结果最优，无核品种扩增结果中杂合基因

型ab的解释率为58.86%，在有核品种扩增结果中纯

合基因型BB解释率达到 66.67%，可以有效区分种

子状况。在针对 p3-VvAGL11的研究中Ocarez等[17

和陈豆豆等[20]分别认为与194 bp和187 bp标记位点

极显著相关，而笔者在本研究结果中表明，195 bp位

点与无核表型相关性最显著。在进行相关验证试验

时，仪器或试验操作会造成扩增片段长度出现偏

差[29]，因此使用该类型标记时，应加入标准样品进行

校对，从而减小试验误差。在本研究中，p1-VvA-

GL11、p2-VvAGL11和 p3-VvAGL11在自然群体中

鉴定准确率分别是 88.47%、67.43%和 71.94%，无核

检测率分别是 87.74%、77.22%和 90.72%，相比之下

p1-VvAGL11表现出更高的准确性，而p3-VvAGL11

则表现出更高的无核检测率。5U_VviAGL11 是

Ocarez等[17]根据 p3-VvAGL11等位点的分子多样性

重新设计的位于 VvAGL11 启动子区域的 SSR 标

记，含有更丰富的遗传信息。前人验证表明其等位

点 306 bp与无核表型极显著相关，270 bp和 298 bp

与无核相关 [20]，在本研究中，5U_VviAGL11在自然

群体中鉴定准确率和无核检测率分别是 68.47%和

90.8%。VMC7F2 是 Cabezas 等 [16]利用 QTL 定位到

与葡萄无核性状有关基因后经筛选设计的 SSR标

记，其 198 bp等位点与无核表型显著相关。Akkurt

等[26]使用SCC8-1080、SCF27-2000和VMC7f2在Al-

phonse Lavallee与无核白的 372株F1杂交后代中进

行检测，分别检测到 40、80和 174个无核株系，并选

用了在3个标记中均表现无核特征的20个子代进行

研究，结果显示VMC7f2与无核性状关联最紧密。

除笔者在本研究中所用的SCAR和SSR类型标

记外，单核苷酸多态性（Simple Nucleotide Polymor-

phisms，SNP）技术逐渐成为研究热点[30]，Ocarez等[17]

用20K SNP芯片对573个无核单株进行基因分型和

精细化QTL定位分析，并根据p3_VvAGL11等位基

因的分子多样性重新设计了该标记，得到了SNP标

记E7_VviAGL11。随着高通量自动化检测方法的

更新换代，基因芯片、高通量检测技术等 SNP检测

技术也逐渐普及，能够更快速、成本更低且更准确地

检测出已知的 SNP 位点，为无核葡萄育种提供参

考。对于育种工作者而言，高效、准确的无核鉴定标

记可加快田间育种进度，降低育种成本，促进产业的

健康持续发展。本研究试验材料中，出现个别名称

中有“无核”的品种，在田间调查时出现种子充分发

育情况，这可能是命名问题或者引种记录错误所致，

种子状况以田间调查结果为准。

4 结 论

通过由88份无核种质和120份有核种质组成的

葡萄自然群体对 3个SCAR无核标记和 6个SSR无

核标记进行验证，结果表明 SCAR 类型标记中

SCF27- 2000 准确率和真阳性最高，表现最优，

GSLP1-569更适用于无核白系列的杂交后代；SSR

标记中p1-VvAGL11有着较高的准确率和无核检测

率，且假阴性和假阳性较低，表现最优。
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