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ΡΑΠΔ 标记在棉属种间杂种

后代检测中的应用
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摘要} 以≈w¬k亚洲棉≅ 异常棉l ≅ 陆地棉的杂交后代培育的x个种质系和v个亲本为材料o

用uu个随机引物进行了 � � °⁄ 分析∀结果表明} v个棉种具有明显的多态性差异∀x个种质系均

检测到来自不同棉种的 ⁄�� 特异片断~ v个棉种间的遗传相似系数在xsh 以下∀陆地棉亲本与

种质系间和种质系与种质系间的相似系数在sqzts∗ sq|vv之间o平均为sq{s{∀这些差异与回交

亲本!单株选择的定向培育有关∀研究结果对棉属远缘杂交育种具有一定的参考价值∀

关键词}棉属~种间杂交~种质系~� � °⁄~遗传相似性

中图分类号}≥xyuqsvu 文献标识码}�  文章编号}sxz{2txzukussslsx2ssux2sx

棉属野生种异常棉k Γοσσψπιυμ ανομ αλυμ • ¤±µ¤ ·̈° ¼̈µl抗棉红铃虫!角斑病o并具

有纤维细!强力大的遗传潜力1t2o因而受到育种家的重视∀{s年代初o我们利用亚洲棉k Γq

αρβορευμ �l和异常棉杂交o对 ƒ t枝条进行体细胞染色体加倍o获得异源四倍体枝条o开花后

再用陆地棉k Γq ηιρσυτυμ �l杂交!回交!选择和鉴定o培育出x个种质系材料∀这些种质材料

与野生种和栽培种相比o遗传成分有何变化并不清楚∀zs年代初o�²«±¶²± 和 ≤ «̈ µµ¼ 等开始

用普通电泳分析棉属种的蛋白质和同工酶的谱带o研究了不同棉种间的关系1xoy2o后来又被

用来分析不同棉种和种间杂种的差异1uov2o但未涉及到种间杂种后代选育出的种质材料∀

为了深入研究栽培种与野生种杂交后代培育的种质材料的遗传成分变化o本研究利用

近几年来发展的 � � °⁄ 技术对从上述v种杂种后代中培育的种质系进行分子标记分析o检

测来自野生种和栽培种血缘的变化o试图从分子水平上揭示种间杂种后代的遗传变异o为棉

属远缘杂交育种提供理论依据∀

t 材料与方法

tqt 材料

供试材料来源为1w¬k亚洲棉≅ 异常棉l2≅ 陆地棉的v种杂种一代再用陆地棉回交!自

交的后代中选育的x个种质及其v个不同棉种亲本k表tl∀

收稿日期}t|||2tt2tu

基金项目}湖北省自然科学基金k|z�sxvl和/ 九五0国家棉花科技攻关资助项目k|y2ssu2sul

作者简介}聂以春kt|xv2lo男o湖北当阳人o副教授o主要从事棉花远缘杂交育种工作∀

tqu 方法

tquqt ⁄�� 提取 参照 ° ·̈̈µ¶²± 等1ts2方法o并部分修改∀步骤如下}从植株上取w§左右

的嫩叶加液氮研磨成粉状∀按tsΛ¯ ª样品加入 Β2巯基乙醇o再按w°¯ ª加入预热的 ⁄��



表 t 供试材料的选择世代及主要特性

× ¤¥̄¨t ≥¨̄ ¦̈·¬±ª ª̈ ± µ̈¤·¬²± ¤±§°¤¬± ¦«¤µ¤¦·̈µ¬¶·¬¦¶²©°¤·̈µ¬¤̄¶

材料

� ¤·̈µ¬¤̄

主要特性

� ¤¬± ¦«¤µ¤¦·̈µ¶

亚洲棉k°tl

Γqαρβορευμ

早熟!纤维强力大o抗病虫能力强等

≥«²µ·¶̈¤¶²±o � ¬ª« ©¬¥̈ µ¶·µ̈±ª·«o � ¶̈¬¶·¤±··² §¬¶̈¤¶̈ ¤±§º²µ° ·̈¦q

异常棉k°ul

Γqανομ αλυμ

抗多种虫害!抗角斑病!具潜在优良纤维品质等

� ¶̈¬¶·¤±··² ¬±¶̈ ·̈³̈ ¶·¶¤±§§¬¶̈¤¶̈ o °²·̈±·¬¤̄ ¼̄ ª²²§ ∏́¤̄¬·¼ ·̈¦q

陆地棉k°vl

Γqηιρσυτυμ

产量高

� ¬ª« ¼¬̈ §̄

�2tyk�≤ uƒ wl uqxh 跨长}vt1x°° ~麦克隆值w1s
u1xh ¶³¤± ¯̈ ±ª·«}vtqx°° ~� ¬¦µ²±¤¬µ̈ wqs

|xwvk�≤ vƒ wl uqxh 跨长}vtqs°° ~麦克隆值wqt~高抗红铃虫

uqx¶³¤± ¯̈ ±ª·«}vtqs°° ~� ¬¦µ²±¤¬µ̈ wqtq� ¬ª«̄ ¼ µ̈¶¬¶·¤±··² ¥²̄ º̄ ²µ°

|xwsk�≤ vƒ wl uqxh 跨长}vtqu°° ~麦克隆值wqs~抗红铃虫

uqxh ¶³¤± ¯̈ ±ª·«}vtqu°° ~� ¬¦µ²±¤¬µ̈ wqsq� ¶̈¬¶·¤±··² ³¬±® ¥²̄ º̄ ²µ°

|xv| k�≤ vƒ wl uqxh 跨长}u|qt°° ~麦克隆值wqw~抗红铃虫

uqxh ¶³¤± ¯̈ ±ª·«}u|qt°° ~� ¬¦µ²±¤¬µ̈ wqwq� ¶̈¬¶·¤±··² ³¬±® ¥²̄ º̄ ²µ°

|w{zk�≤ wƒ vl uqxh 跨长}vsq|°° ~比强度 uz~抗红铃虫

uqxh ¶³¤± ¯̈ ±ª·«}vsq|°° ~ƒ¬¥̈ µ¶·µ̈±ª«·uzª ·̈¬q� ¶̈¬¶·¤±··² ³¬±® ¥²̄ º̄ ²µ°

裂解缓冲液迅速搅拌o再加入等体积的氯仿2异戊醇抽提o异丙醇沉淀 ⁄�� o并取出风干后

溶于u°¯的 × ∞ 缓冲液中o加入 � �� ¤¶̈kts°ª ° l̄至终浓度xsΛª ° ō然后用等体积的苯酚

2氯仿2异戌醇抽提t∗ u次o加入sqt∂ 的 �¤�¦和u倍体积的冰冻无水乙醇沉淀 ⁄�� o zyh

乙醇洗盐!风干o溶于适量体积的 × ∞ 缓冲液中∀

tququ 引物及来源 使用的uu个随机引物长度为ts个核苷酸序列o分别是 ≥w!≥uy!≥vx!

≥vz!≥xx!≥zs!≥zw!≥tss!≥tzw!≥t|{!≥vtw∗ vty!≥w|z!≥wyu∗ wy|等o购于上海生工生物技

术公司∀

tquqv  � � °⁄ 分析  °≤ � 反应物}ws±ª⁄�� o sqty°° ²̄ §�× °¶o sqy°° ²̄ 引物o

t1{°° ²̄ � ª≤ ūo t≅ 反应 ¥∏©©̈µotqx单位 × ¤́ ⁄�� 聚合酶o加 §§� u� 至uxΛ¯反应体积∀

°≤ � 反应条件}|wε v°¬±owwε t°¬±ozuε u°¬±ou个循环~ |wε t°¬±ovzε t°¬±ozuε t°¬±

wx¶共ws个循环~|wε t°¬±o vzε t°¬±ozuε ts°¬±ot个循环~wε 保存∀扩增产物在tquh 琼

脂糖凝胶电泳w∗ x«o溴化乙锭染色o紫外照相o记录结果∀

tquqw 数据分析 根据电泳图谱o把有带的量化为to无带的量化为so数据输入计算机标准

化处理∀材料间的相似系数用�× ≥≠ ≥ 软件进行计算∀

u 结果与分析

uqt 参试材料的多态性分析

用uu个引物对{个材料进行 °≤ � 扩增o均有扩增产物∀总共扩增出 ty| 条带o其中具多

态性带tsy 条o占yuqz h ∀引物不同扩增的片断数也不同o ≥vz 引物扩增的带最多o为tv条o

≥tzw 引物最少为v条o平均每个引物扩增出zqz条∀

uqtqt v个亲本间的多态性差异比较 uu个引物对亚洲棉!异常棉和陆地棉分别扩增出
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tuw!tsu和tt|条带∀v个棉种均有本身的特异带型o依次分别是ut!tu和uu条∀在uu个引物中o

≥tss!≥zs!≥vz!≥tzw等tw个能够将v个棉种分开o占选用引物的yvqy h ∀充分体现出v个棉种

间的遗传差异k图l∀

t1亚洲棉~u1异常棉~v1陆地棉~w1�2ty~

x1|xws~y1|xv|~z1|xwv~{1|w{z~� qΚ⁄�� � ¬±§

tq Γqαρβορευμ ~uq Γqανομ αλυμ ~vq Γqηιρσυτυμ ~wq�2ty~

xq|xws~yq|xv|~zq|xwv~{q|w{z~� qΚ⁄�� � ¬±§

图 Σzs引物检测到材料的多态性

ƒ¬ªq � � °⁄ ³²̄ ¼°²µ³«¬¶° ¤° ³̄¬©¬̈§º¬·« ³µ¬° µ̈≥zs

uqtqu 种质系与亲本之间的多态性差

异比较 x个种质系以亲本为对照o进行

°≤ � 扩增后的多态性比较k表ul∀≥zs能

检测出 �2ty种质系中三亲的特异片断~

≥vz!≥tzw!≥t|{!≥wyv等能分别将x个种

质系中来自亚洲棉或异常棉的特异带检

测出来∀对uu个引物扩增出的带进行统

计ox个种质系中具亚洲棉特异带的为v

∗ |条o占总带数的uqxh ∗ zquh o其中

�2ty和|xws占的比重较大o分别是zquh

和 yqth ∀来自异常棉的带占 u1vh ∗

w1{h o 具陆地棉特异带的达tt1|h ∗

tv1sh ∀种质材料中还检测到双亲k亚洲

棉与异常棉!亚洲棉与陆地棉!异常棉与

陆地棉l的共有带k图lo表明种间杂种后

代中存在着丰富的遗传变异∀

表 u uu个引物对x个种质材料扩增的带型差异比较tl

× ¤¥̄¨u × «̈ ¦²°³¤µ¬¶²± ²©� � °⁄ µ̈¶∏̄·¶¬± ©¬√¨ª̈ µ° ³̄¤¶° ¬̄± ¶̈

材料

� ¤·̈µ¬¤̄

总带数

×²·¤̄ ¥¤±§¶

亲本带比例 ° µ̈¦̈±·¤ª̈ ²©³¤µ̈±·¥¤±§

°t h °u h °v h °tn °u h °tn °v h °un °v h

�2ty tux | zqu y wq{ tx tuqs u tqy t{ twqw | zqu

|xws tvt { yqt v uqv tz tvqs v uqv t{ tvqz ts zqy

|xv| tuy x wqs w vqu tx ttq| u tqy tz tvqx | zqt

|xwv tuv x wqt w vqv tx tuqu t sq{ tz tvq{ ts {qt

|w{z tuu v uqx w vqv tx tuqv u tqy tx tvqv | zqw

 tl°tn °uo°tn °vo°un °v分别表示双亲共有带 °t} Γqαρβορευμ °u} Γqανομ αλυμ °v} Γqηιρσυτυμ ~

°tn °uo °tn °vo °un °v} ≤ ²°°²± ¥¤±§¶¤³³̈ ¤µ̈§¬± ·«̈ ·º² ³¤µ̈±·¶

从不同棉种的特异片断在种质材料中的存在差异看出o由于用陆地棉作回交亲本o因而

后代中具陆地棉亲本的带多∀陆地棉是一个复合染色体组o由 � 和 ⁄ 构成o所以o在后代中

陆地棉与亚洲棉k� 组l的共有带多于陆地棉与异常棉的共有带∀以上实验结果表明o利用

� � °⁄ 技术可以检测远缘杂种后代材料中亲本的遗传成分表现∀

uqu {个参试材料之间的遗传相似系数比较

对{个参试材料之间的遗传相似系数分析结果见表v∀

亚洲棉与其它z个材料间的相似系数在squsu∗ sqxss之间o其中与异常棉的相似系数最

低o仅squsu∀异常棉与其它材料间的相似系数在sqvyz∗ sqxt|之间o而陆地棉与种质系

zux期 聂以春等}� � °⁄ 标记在棉属种间杂种后代检测中的应用     



表 v {个材料之间的遗传相似系数

× ¤¥̄¨v °¤¬µº¬¶̈ ª̈ ± ·̈¬¦¶¬° ¬̄¤µ¬·¼ ²© ¬̈ª«·°¤·̈µ¬¤̄¶

°t °u °v �2ty |xws |xv| |xwv |w{z

°t tqsss

°u squsu tqsss

°v sqwsu sqvyz tqsss

�2ty sqwyz sqv|v sqzxw tqsss

|xws sqxss sqwvv sq{ss sq{vv tqsss

|xv| sqww{ sqxt| sqz{s sqz{{ sq{xz tqsss

|xwv sqvvv sqw{s sqzyw sqzts sqz{{ sq|vv tqsss

|w{z sqvwy sqxss sqzxx sq{ss sq{tv sq{|z sq{xu tqsss

间为sqzxw∗ sq{sso 不同种质系间为sqzts∗ sq|vv∀它们之间的成对相似系数差异表明o亚

洲棉!异常棉和陆地棉是在长期自然条件下的进化过程中形成的v个独立种o三者间的植物

形态学特性差异很大o因而相似系数也低o说明它们之间的亲缘关系较远∀由于x个种质系均

来源同一杂交组合o回交亲本相同o差别来源于对分离世代单株的选择和鉴定上∀所以o陆地

棉亲本与种质系间!不同种质系之间的遗传变异较小∀

v 讨论

� � °⁄ 分子标记可以用来检测远缘杂交后代中不同棉种血缘的遗传变化∀在我们的研

究结果中看出o来自于棉花远缘杂种后代的x个种质系均检测到不同棉种的特异片断o而且

种质系间的差异也比较明显∀种质系间不同棉种遗传物质的变化多少取决于回交亲本!回交

次数o而且与分离群体中的单株选择和定向培育有关∀在有关研究中o�²°°¬± ±̈¬kt||zl等

对硬粒小麦与薄冰草属 Τηqϕυνχειφορμ ε种的属间杂种一代与硬粒小麦回交的 �≤ t和 �≤ u世

代利用 � � °⁄ 标记检测到来自 Τηqϕυνχειφορμ ε 种的 ⁄�� 分子特异片断o并转换成 � ƒ�°

标记进一步得到证实1z2∀因而o� � °⁄ 标记检测远缘杂种后代中来自不同种的血缘是可行

的∀

利用 � � °⁄ 标记分析遗传相似系数可以研究种间亲缘关系1|2o评价品种间的遗传基

础1w2∀通过对不同棉种及种质系间的相似系数研究o亚洲棉!异常棉与陆地棉和种质系间的

成对相似系数在squsu∗ sqxss之间o形态特性的遗传差异大∀陆地棉亲本和种质系间的相似

系数较大o在sqzxw∗ sq{ss的范围o形态特性的差异很小o相互间难以鉴别∀在有关研究中o

�́ ¥¤̄ 等kt||zl用 � � °⁄ 标记分析uv个棉花品种的遗传相似系数o其中一个中棉品种与uu

个陆地棉品种的相似系数平均为xxqzh o在uu个陆地棉品种间k除t个比较特殊外l系数在

yxqwh ∗ |vqwh o绝大多数间的系数又在{sqsh ∗ |sqsh 之间o相似系数的大小与品种的来

源和系谱有很大关系1{2o这些结果与我们的研究结果类似∀应用这一技术研究种间关系和品

种间的遗传相似性是稳定可靠的o其结果对育种家合理选择杂交亲本具有一定的参考价值∀

试验中选用的x个种质系都具有某些优异性状k见表tlo但这些优良性状是否真正来自

异常棉或者亚洲棉并不清楚∀虽已检测到来自不同棉种的 ⁄�� 特异片断o并不能说明这些

片断与某一优良性状的连锁关系∀可以把已检测到的不同棉种的特异片断转换成 � ƒ�°o对

种质系与陆地棉其它品种杂交的分离世代中的优良性状进行标记o检测优良性状与分子标记

的连锁关系o可应用于辅助选择育种o且有利于更准确!有效地评价和鉴定远缘杂种后代∀
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¦«¤µ¤¦·̈µ¬¶·¬¦¶¤±§� � °⁄¶1�2q≤µ²³ ≥¦¬q t||yovy}t{y∗ t|uq

1ts2 ° ·̈̈µ¶²± � � o �� ≤∏µ·¤±§�° • ±̈§̈ q̄ � µ¤³¬§° ·̈«²§©²µ ¬̈·µ¤¦·¬²± ²©¦²··²± k Γοσσψπιυμ ¶³³l ª̈ ±²°¬¦⁄��

¶∏¬·¤¥̄¨²©� ƒ�° ²µ°≤ � ¤±¤̄¼¶¬¶1� 2q ° ¤̄±·� ²̄ ¦̈∏̄¤µ�¬²̄ ²ª¼ � ³̈²µ·̈µq t||vo ttkul} tuu∗ tuzq

Αππλιχατιον οφΡΑΠΔ Μαρκερσ ιν Διφφερεντιατινγ

Γ ερμ πλασμ Λινεσ φρομ

wξkΓοσσψπιυμ αρβορευμ ≅ Γqανομ αλυμ l≅ Γqηιρσυτυμ

�¬̈ ≠ ¬¦«∏±o�∏²�¤¬­¬±ªo�«¤±ª÷ ¬¤± ²̄±ªoƒ ±̈ª ≤«∏±§¤o�¬∏�¬± ¤̄±

kΝ ατιοναλΚ εψ Λαβορατορψ φορ Γενετιχ Ιμ προϖεμ εντ οφ Χροπσo Η υαζηονγ

Αγ ριχυλτυραλΥνιϖερσιτψoΩ υηαν  430070l

  Αβστραχτ}� � °⁄ kµ¤±§²° ¤° ³̄¬©¬̈§ ³²̄ ¼°²µ³«¬¦⁄�� l °¤µ® µ̈¶ ª̈ ± µ̈¤·̈§ ¥¼ uu

µ¤±§²° §̈ ¦¤° µ̈³µ¬° µ̈¶º µ̈̈ ∏¶̈§·² √̈¤̄∏¤·̈ ³²̄ ¼°²µ³«¬¶° ¤±§ª̈ ± ·̈¬¦¶¬° ¬̄¤µ¬·¼ ²©©¬√¨

ª̈ µ° ³̄¤¶° ¬̄± ¶̈§̈ µ¬√ §̈©µ²° 1w¬k Γqαρβορευμ ≅ Γqανομ αλυμ l2≅ Γqηιρσυτυμ ¤±§·«̈ ¬µ

³¤µ̈±·¶q × «̈ µ̈¶∏̄·¶«²º §̈·«¤··«̈ µ̈ º ¤¶¤¥∏±§¤±·⁄�� ³²̄ ¼°²µ³«¬¶° ¬± ·«µ̈¨³¤µ̈±·¶q

≥³̈ ¦¬¤̄ ⁄�� ©µ¤ª° ±̈·²© ³¤µ̈±·¶ ¤³³̈ ¤µ̈§ ¬± ©¬√¨ ª̈ µ° ³̄¤¶° ¬̄± ¶̈q × «̈ ¶¬° ¬̄¤µ¬·¼

¦²̈ ©©¬¦¬̈±·¶¥̈ ·º ¨̈ ± §¬©©̈ µ̈±·Γοσσψπιυμ ¶³̈ ¦¬̈¶º µ̈̈ ²̄º µ̈·«¤± xsh o º«¬¦«º µ̈̈ µ̈ ¤̄·̈§

·² ·«̈ ¬µ¦̈±·̈µ²µ¬ª¬± ¤±§ ª̈ ±²°¨ §¬©©̈ µ̈±¦̈q × «̈ ¶¬° ¬̄¤µ¬·¼ ²© ª̈ µ° ³̄¤¶° ¬̄± ¶̈ º¬·«

∏³̄¤±§¦²··²± ¤±§ª̈ µ° ³̄¤¶° ¬̄±¨µ¤±ª̈ §©µ²° sqzts∗ sq|vvq× «̈ «¬ª«¶¬° ¬̄¤µ¬·¼ ¬¶²º¬±ª

·² ¥¤¦®¦µ²¶¶¬±ª ¥¼ Γqηιρσυτυμ ª̈ ± µ̈¤·¬²± ·² ª̈ ± µ̈¤·¬²±q � ¤̈±º«¬̄̈ o ¬±§¬√¬§∏¤̄ ³̄¤±·

¶̈ ¯̈ ¦·¬²± º¬·« §¬©©̈ µ̈±·¥µ̈ §̈¬±ª ¤¬°¶°¤§̈ ·«̈ ©¬√ 2̈ª̈ µ° ³̄¤¶° ¬̄± ¶̈¶«²º §¬©©̈ µ̈±¦̈ ·²

¶²°¨ ¬̈·̈±·q

Κεψ ωορδσ} Γοσσψπιυμ ~ �±·̈µ¶³̈ ¦¬©¬¦«¼¥µ¬§¬½¤·¬²±~� µ̈° ³̄¤¶° ¬̄± ~̈� � °⁄~� ±̈ ·̈¬¦

¶¬° ¬̄¤µ¬·¼

|ux期 聂以春等}� � °⁄ 标记在棉属种间杂种后代检测中的应用     


