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分子标记方法对冬枣
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宁梨巨枣的子代进行了分子鉴定及遗传多样性分析'采用构建基因池

的方法对
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分子标记引物进行筛选!从
11

对引物中筛选出
#)

对多态性好)主带清晰的引物!并对子代进行了

真实性鉴定及多态性分析'结果表明$"
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对引物共产生
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个多态性条带!平均每对引物产生
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个多态性条

带!显示了较高的多态性比率'"
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个子代中
$$

个具有父本特征带!鉴定为真杂种'子代遗传多样性及
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聚类分析表明!子代个体与亲本间的遗传相似系数在
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之间!个体差异明显'该研究结果为枣树杂

交育种提供了重要的分子证据'
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#植物*

#
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!含有丰富的

营养物质和多种微量元素!观赏和药用价值俱佳*

!

+

'

枣树育种中迫切需要将不同品种的优良性状整合起

来!培育综合性状优良的新品种*

%

+

'近年来!全国各

个枣树研究单位相继展开枣树杂交育种相关工作'

但枣树花小!人工去雄易伤害花器官!花量大而坐果

率低!存在胚败育现象*

%

+

!且人工去雄不彻底!易使

杂交子代混有自交种!因此!对其杂交子代身份真实

性进行准确鉴定相当必要'常规用于杂交子代身份

真实性鉴定的方法有形态学和细胞学等方法'枣树

生长周期长!利用常规的形态学及细胞学鉴定耗时

低效!观测结果人为误差大!且形态特征容易受环境

条件影响!难以真实)准确地反映其子代的遗传变异

等问题都制约着枣树杂交育种的发展'

随着分子生物学的发展!大量分子标记技术应

用于核果类经济植物的亲缘关系鉴定及遗传多样性

分析等应用中'相关序列扩增多态性"
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年开发的一种基于
@[>

的新型分子标

记技术'
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技术具有简便稳定)产率高)便于克

隆目标片段且较少的正)反向引物即可组成较多的

引物组合等特点*

)

+

!使其在多种植物分子生物学研

究中得到广泛应用'在枣树植物的研究中!随机扩

增多 态 性
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+等标记在亲缘关系鉴定及

遗传多样性分析等应用中均有报道'快速鉴定出真

杂种是枣树育种工作的一个重要环节!但在其杂交

子代鉴定中仅有
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+标记的报道!未见
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相关报道'

本研究在已有工作的基础上*
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!应用
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#子代实生苗进行分子鉴定及遗

传多样性分析!并对子代群体的遗传关系进行聚类

分析'研究结果将为后续杂交育种工作和分子标记

辅助育种提供重要的分子数据'
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材料和方法
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年
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月取自宁夏贺兰暖泉农场枣

树杂交新品种培育"快繁#及配套栽培技术课题资源
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方
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法
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基因组
1>'

的提取和检测
!

使用植物基因

组
LH?

提取试剂盒对幼叶材料基因组
LH?

进行

提取!通过
#̀

琼脂糖凝胶电泳检测基因组
LH?

的

完整性和纯度!使用超微量分光光度计"
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;9.O0V.T.9H40:LU:
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#检测样品
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浓度!并

将样品浓度统一稀释至
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反应体系采用复性变温法*
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!反应程序

为
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预变性
)3.0
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&$a

变性
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%%a

退火
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*!a

延伸
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个循环&

&$a

变性
$)/
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)$a

退

火
$)
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*!a

延伸
$)/
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个循环&循环结束后
*!a

延伸
#" 3.0
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保存'
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扩增在
XMJ(>?L
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扩增仪上进行'扩增结束后!产物经
EM?=9O5

?S\409OS

毛细管电泳系统检测'
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!

%&'(

引物的筛选
!

以
1

条正向引物与
##

条反向引物组成的
11

对
;>?@

引物组合进行引物

初筛'随机选取
#"

个子代样本
LH?

各
#"

$

Q

混

合!构建基因池!利用混合
LH?

与父母本
LH?

进

行
@[>

扩增'从
11

对
;>?@

引物中筛选条带清

晰)多态性丰富和稳定性好的引物组合!每对引物重

复
%

次&在此基础上!筛选出主带清晰)重复性好的

引物对杂交子代身份的真实性进行分子鉴定'

D+E+G

!

子代真实性鉴定
!

用筛选出的多态性高)且

具有父本特征条带的引物组合对供检的
1"

个子代

进行杂交子代身份真实性鉴定'参照相关文献*

#$(

#1

+的判定标准!子代
@[>

产物中具有父本特征带

的即为真杂种!不具有父本特征带的不能确定其为

假杂种或自交种!需进一步分析'

D<E<H

!

子代
%&'(

多态性分析
!

将
;>?@

扩增产

物的每条带视为一个统计位点!按条带有或无分别

赋值!有带记为,

#

-!无带记为,

"

-!统计总条带数)多

态性条带数'利用
HR;K;!

]

9

"

cOU/.:0!+#

#软件

处理分析
;>?@

数据!采用
B@CD?

聚类分析并计

算样本之间的遗传相似系数!并据此构建聚类树'

!

!

结果与分析

E<D

!

%&'(

引物筛选结果

通过构建基因池的方法!本研究从
11

对引物中

筛选出
#)

对"表
!

#扩增条带清晰)多态性条带丰富

且稳定的检测引物"图
#

#!用于对
1"

个子代进行鉴

定'

#)

对引物共产生
&)

个多态性条带"表
!

#!平均

每对引物产生
,+%

个多态性条带!多态性比例为

))+),̀

!扩增的
LH?

片段大约集中在
)"

"

#)""

Z
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!显示了较高的多态性比率'

E+E

!

子代真实性鉴定分析

根据亲本及子代电泳谱带特征!将子代分为如

下
!

类*

#$(#)

!

#*

+

$"

#

#子代具有父本特征带的为真杂

种'"

!

#子代不具有父本特征带!不能确定其为自交

种还是杂交种!需进一步分析'

利用筛选出的
#)

对具父本特征带的引物对
1"

个杂交子代进行鉴定'统计电泳结果发现!

)

号引

物检测出
!$

个具有父本特征带的子代"图
!

!

?

#&

,

号引物鉴定出
!!

个真杂种"图
!

!

X

#&

%,

号引物鉴

定出
%)

个真杂种'综合统计所有能扩增出父本特

征带的子代!结果表明$

1"

个子代中有
$$

个子代被

初步判定为真杂种'子代基本表现为
%

种扩增带

型$母本型"

!#+!)̀

#)综合型"

))̀

#和其它型

"

!%+*)̀

#'

E<F

!

子代
%&'(

多态性分析

聚类分析显示"图
%

#!大部分材料之间的遗传

相似系数在
"+))

"

"+&1

之间'在遗传相似系数为

"+)&$

水平上可以将所有材料分为两大类&在遗传

相似系数为
"+,#,

时!

1!

份材料可分为
)

大类!其

中第
%

类)第
&

与第
'

类各自只包含
#

个品种!分别

是$父本宁梨巨枣)

$),

与
),#

&第
(

类品种最多!包

含
)1

个材料!其中包括母本冬枣与其他
)*

个子代&

第
)

类包括
!#

个子代'此外!不同类间的子代具有

较高的遗传多样性&单独分为一类的材料与其他的

材料具有较大差异!而在同一类间的材料遗传距离

较近'杂交子代中部分材料变异丰富!枣实生后代

可能表现出较大的个体差异!为品种选育提供了更

多参考'

表
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DH

对
%&'(

引物的多态性

R4Z5O!

!

CO0OV.9S.\OU/.V

<

.̂V7#)
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4.U/:T;>?@

]

U.3OU/

引物

@U.3OU

扩增总条带数

R:V45H:+

:TZ40S/

多态性条带数
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多态性比率
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图
#

!

部分引物组合筛选的扩增结果
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分别代表引物组合
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)

DO*d23%

)

DO*d23$
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DO!d23##

)

DO)d23%

&每
%

列为一组!从左到右分别是父本)母本和混合样本'
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引物组合
DO)d23#
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#和
DO,d23#
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#鉴定部分真杂种的电泳结果

箭头所指为父本的特征带&
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父本&
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母本&
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鉴定的真杂种'
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F+D

!

分子标记技术对植物杂种鉴定具有非常重要

的作用

目前!用于植物杂交子代鉴定的方法主要有形

态学)细胞学)同工酶及分子标记等*

#$

+

'传统的枣

树杂交种鉴定多采用枝干性状)叶片性状)果实横纵

径及鲜重)针刺性状等形态标记!具有父本性状的植

株可作为杂交成功的依据*

#&

+

'但形态特征容易受

环境条件的影响!不能真实)准确地反映其子代的遗

*&#!

##

期
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张明慧!等$冬枣
A

宁梨巨枣的子代
;>?@

鉴定及遗传多样性分析



传变异&细胞学观测结果人为误差较大&而同工酶的

试验结果会随植物不同发育时期)器官及环境而变

化*

#$

+

'枣树杂交育种周期较长!要想快速)高效地

对其杂交子代身份真实性进行鉴定!还必须从分子

图
%

!

杂交子代个体的
;>?@

聚类分析

右侧编号为杂交子代材料代码
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角度研究'

分子标记直接从
LH?

分子水平上进行品种鉴

定和分类!准确度高)效率高且信息量大*

#"

+

'应用

分子标记技术进行间接选择!将大大缩短枣树育种

年限'

;>?@

分子标记技术具有简便)成本低)稳

定)共显性等优点!已应用到多种植物*

#$(#1

!

!"(!%

+的杂

种鉴定研究'在杂种的鉴定过程中发现!有的子代

在
#

对引物扩增结果中不具有父本特征带!而在另

#

对引物中却具有父本特征带'用多对引物组合进

行杂种鉴定可以有效弥补单一引物鉴定结果不准确

的误差'季杨等*

#*

+用
#"

对
;>?@

引物组合对
,!

份多花黑麦草子代进行了杂种真实性鉴定&薛丹丹

等*

#$

+通过
&

对
;>?@

引物对
%*

个结缕草属杂交子

代进行鉴定'且子代不具有父本特征带的!无论其

电泳条带与母本有无差异!都不能确定其为自交种

还是杂交种!需进一步分析'因为不能排除经过杂

交后父系标记位点发生沉默的可能性'苏亚蕊

等*

!$

+为检测小麦
#XQ

%

#>;

易位系
#>;

位点的稳定

性!利用
#>;

上
##

个标记位点的
@[>

特异引物对

!#

个小麦
#XQ

%

#>;

易位系进行了分子检测'结果

表明!

!#

个
#XQ

%

#>;

易位系中!

,,+*̀

的品种
#>;

的
##

个标记位点较为稳定!扩增出标记位点特异性

带!但有
%%+%̀

的品种部分标记位点出现特异性带

的丢失或添加!具有不同程度的位点变异!位点变异

率最高达
$)+)̀

'本实验子代产生许多新变异类

型!可以看出可能存在这种假设'本实验采用
#)

对

引物组合对
1"

个冬枣
A

宁梨巨枣的杂交子代进行

鉴定!多对引物结果相互补充!检出率高!结果更可

靠!表明
;>?@

技术可用于枣树的杂交子代鉴定'

F+E

!

分子标记技术是枣树杂交种群体遗传多样性

分析的重要手段

本研究通过对
11

对
;>?@

引物的筛选!最终

得到了
#)

对条带清晰)多态性丰富)稳定性好的引

物组合!可用于枣树杂交种分子鉴定和后续分子标

记辅助育种'多态性条带数目和条带多态性比例与

鸭茅"

-*./

0

1"'

2

13456*/*Q+

#

$*+!$̀

*

#)

+

)多花黑麦

草"

731"&44&1/"

8

136&4

#

**+"&̀

*

#*

+和新疆野苹果

"

9*1&''"5:56'""

#

&1+),̀

*

!%

+有一定差异!这可能与

材料本身的遗传多样性不高有关'此外!与其它实

验采用电泳琼脂糖或聚丙烯酰胺凝胶检测相比!本

实验采用毛细管电泳系统对扩增产物进行更为精确

的判别分析!扩增产物检测方法的差异也可能是导

致数据统计准确度的重要原因'

李继东等*

##

+利用
M;;>

分子标记!对河南主栽

的
&

个枣品种进行了遗传关系分析'利用
B@CD?

法构建了
&

个品种的聚类树状图!在相似系数取

"+,%"

时!

&

个枣品种聚为
!

类'本实验在遗传相似

性系数
"+)&$

水平上可以将所有材料分为两大类!

说明检测材料间具有一定的遗传距离'系统进化树

结果显示!超过半数的杂交子代与父本的遗传相似

性系数大于
"+**"

'遗传相似性系数越大!表明其

与父本的亲缘关系越近!其获得父本优良性状的可

能性越大'此外!杂交子代中部分材料表现出较大

的利用潜力!可进行有目的选育利用'且杂交子代

间遗传相似系数变幅相对较大!说明杂交子代分化

较大!在后期品种选育中可能具有更多的表现型!为

选育优良品种提供了更多参考'

本研究利用
;>?@

分子标记技术对
1"

份枣树

杂交子代进行鉴定!获得
$*

份真杂种!检出率较高'

遗传多样性研究表明!本次杂交获得真杂种与父本

的亲缘关系很近!且子代变异丰富!表现出较大的利

用潜力'研究结果为枣树杂交育种提供了重要的分

子数据'
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