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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≈ ¬ 亚洲棉≅ 异常棉 ≅ 陆地棉的杂交后代培育的 个种质系和 个亲本为材料

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

检测到来自不同棉种的 ⁄ 特异片断 个棉种间的遗传相似系数在 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 ∗ 之间 平均为 ∀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∀
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棉属野生种异常棉 Γοσσψπιυμ ανομ αλυμ • ° 抗棉红铃虫!角斑病 并具

有纤维细!强力大的遗传潜力1 2 因而受到育种家的重视∀ 年代初 我们利用亚洲棉 Γ

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

再用陆地棉 Γ ηιρσυτυμ 杂交!回交!选择和鉴定 培育出 个种质系材料∀这些种质材料

与野生种和栽培种相比 遗传成分有何变化并不清楚∀ 年代初 和 ≤ 等开始

用普通电泳分析棉属种的蛋白质和同工酶的谱带 研究了不同棉种间的关系1 2 后来又被

用来分析不同棉种和种间杂种的差异1 2 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 本研究利用

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

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

属远缘杂交育种提供理论依据∀

 材料与方法

 材料

供试材料来源为1 ¬ 亚洲棉≅ 异常棉 2≅ 陆地棉的 种杂种一代再用陆地棉回交!自

交的后代中选育的 个种质及其 个不同棉种亲本 表 ∀

收稿日期 2 2

基金项目 湖北省自然科学基金 和/ 九五0国家棉花科技攻关资助项目 2 2

作者简介 聂以春 2 男 湖北当阳人 副教授 主要从事棉花远缘杂交育种工作∀

 方法

 ⁄ 提取 参照 ° 等1 2方法 并部分修改∀步骤如下 从植株上取 左右

的嫩叶加液氮研磨成粉状∀按 Λ 样品加入 Β2巯基乙醇 再按 加入预热的 ⁄



表  供试材料的选择世代及主要特性

×  ≥

材料 主要特性

亚洲棉 °

Γ αρβορευμ

早熟!纤维强力大 抗病虫能力强等

≥

异常棉 °

Γ ανομ αλυμ

抗多种虫害!抗角斑病!具潜在优良纤维品质等

° ∏

陆地棉 °

Γ ηιρσυτυμ

产量高

2 ≤ ƒ 跨长 1 麦克隆值 1
1

≤ ƒ 跨长 麦克隆值 高抗红铃虫

≤ ƒ 跨长 麦克隆值 抗红铃虫

≤ ƒ 跨长 麦克隆值 抗红铃虫

≤ ƒ 跨长 比强度 抗红铃虫

ƒ ¬

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

溶于 的 × ∞ 缓冲液中 加入 至终浓度 Λ 然后用等体积的苯酚

2氯仿2异戌醇抽提 ∗ 次 加入 ∂ 的 和 倍体积的冰冻无水乙醇沉淀 ⁄

乙醇洗盐!风干 溶于适量体积的 × ∞ 缓冲液中∀

 引物及来源 使用的 个随机引物长度为 个核苷酸序列 分别是 ≥ !≥ !≥ !

≥ !≥ !≥ !≥ !≥ !≥ !≥ !≥ ∗ !≥ !≥ ∗ 等 购于上海生工生物技

术公司∀

 °⁄ 分析  °≤ 反应物 ⁄ × ° 引物

1 ≤ ≅ 反应 ∏ 单位 × ⁄ 聚合酶 加 至 Λ 反应体积∀

°≤ 反应条件 ε ε ε 个循环 ε ε ε

共 个循环 ε ε ε 个循环 ε 保存∀扩增产物在 琼

脂糖凝胶电泳 ∗ 溴化乙锭染色 紫外照相 记录结果∀

 数据分析 根据电泳图谱 把有带的量化为 无带的量化为 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∀

 结果与分析

 参试材料的多态性分析

用 个引物对 个材料进行 °≤ 扩增 均有扩增产物∀总共扩增出 条带 其中具多

态性带 条 占 ∀引物不同扩增的片断数也不同 ≥ 引物扩增的带最多 为 条

≥ 引物最少为 条 平均每个引物扩增出 条∀

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

≥ !≥ !≥ !≥ 等 个能够将 个棉种分开 占选用引物的 ∀充分体现出 个棉种

间的遗传差异 图 ∀

1亚洲棉 1异常棉 1陆地棉 1 2

1 1 1 1 Κ⁄

Γ αρβορευμ Γ ανομ αλυμ Γ ηιρσυτυμ 2

Κ⁄

图 Σ 引物检测到材料的多态性

ƒ  °⁄ ≥

 种质系与亲本之间的多态性差

异比较 个种质系以亲本为对照 进行

°≤ 扩增后的多态性比较 表 ∀≥ 能

检测出 2 种质系中三亲的特异片断

≥ !≥ !≥ !≥ 等能分别将 个种

质系中来自亚洲棉或异常棉的特异带检

测出来∀对 个引物扩增出的带进行统

计 个种质系中具亚洲棉特异带的为

∗ 条 占总带数的 ∗ 其中

2 和 占的比重较大 分别是

和 ∀来自异常棉的带占 1 ∗

1 具陆地棉特异带的达 1 ∗

1 ∀种质材料中还检测到双亲 亚洲

棉与异常棉!亚洲棉与陆地棉!异常棉与

陆地棉 的共有带 图 表明种间杂种后

代中存在着丰富的遗传变异∀

表  个引物对 个种质材料扩增的带型差异比较

×  × °⁄ ∏ √

材料 总带数

×

亲本带比例 °

° ° ° ° ° ° ° ° °

2

 ° ° ° ° ° ° 分别表示双亲共有带 ° Γ αρβορευμ ° Γ ανομ αλυμ ° Γ ηιρσυτυμ

° ° ° ° ° ° ≤

从不同棉种的特异片断在种质材料中的存在差异看出 由于用陆地棉作回交亲本 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 由 和 ⁄ 构成 所以 在后代中

陆地棉与亚洲棉 组 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 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∀

 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 ∀

亚洲棉与其它 个材料间的相似系数在 ∗ 之间 其中与异常棉的相似系数最

低 仅 ∀异常棉与其它材料间的相似系数在 ∗ 之间 而陆地棉与种质系
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表  个材料之间的遗传相似系数

×  °

° ° ° 2

°

°

°

2

间为 ∗ 不同种质系间为 ∗ ∀它们之间的成对相似系数差异表明 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 个独立种 三者间的植物

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

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

棉亲本与种质系间!不同种质系之间的遗传变异较小∀

 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 来自于棉花远缘杂种后代的 个种质系均检测到不同棉种的特异片断 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 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 等

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

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

标记进一步得到证实1 2∀因而 °⁄ 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 2 评价品种间的遗传基

础1 2∀通过对不同棉种及种质系间的相似系数研究 亚洲棉!异常棉与陆地棉和种质系间的

成对相似系数在 ∗ 之间 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 在 ∗ 的范围 形态特性的差异很小 相互间难以鉴别∀在有关研究中

等 用 °⁄ 标记分析 个棉花品种的遗传相似系数 其中一个中棉品种与

个陆地棉品种的相似系数平均为 在 个陆地棉品种间 除 个比较特殊外 系数在

∗ 绝大多数间的系数又在 ∗ 之间 相似系数的大小与品种的来

源和系谱有很大关系1 2 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 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 个种质系都具有某些优异性状 见表 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 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 ° 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 检测优良性状与分子标记

的连锁关系 可应用于辅助选择育种 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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  Αβστραχτ °⁄ ⁄

∏ √ ∏ √

√ 1 ¬ Γ αρβορευμ ≅ Γ ανομ αλυμ 2≅ Γ ηιρσυτυμ

× ∏ ∏ ⁄

≥ ⁄ √ ×

Γοσσψπιυμ

×

∏ ∗ ×

Γ ηιρσυτυμ √ ∏

√ 2

¬

Κεψ ωορδσ Γοσσψπιυμ °⁄
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