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要$该研究以甘蔗属热带种(中国种(印度种和杂交品种为参照!对)德阳大叶子*进行表型(核型和
887

分子标

记分析!以明确德阳大叶子的属种关系!为种间杂交利用奠定基础'结果表明$"

#

#表型性状和
887

标记聚类结果

都能将)德阳大叶子*(热带种(中国种和杂交品种明显分成
%

个类群&其中)德阳大叶子*与热带种(中国种(印度种

和杂交品种的表型平均相似性系数分别为
"*)#

(

"*+#

(

"*))

和
"*%#

!表型聚类与中国种最近'"

!

#)德阳大叶子*的

核型分析显示!体细胞染色体数为
!0H##,

!核型公式为$

!0H##,H$IJ#"$<J:/<

!核型属于
!3

型!符合中国种

染色体数范围'"

%

#利用
#%

对引物进行
887

标记的
KLMI6

聚类结果表明!)德阳大叶子*与热带种(中国种(印度

种和杂交品种间的平均相似性系数分别为
"*+"

(

"*,'

(

"*,:

和
"*,'

!种间相似性系数相差不明显'研究认为!)德

阳大叶子*属于中国种或是中国种杂交后代的低世代材料'

关键词$甘蔗&)德阳大叶子*&属种鉴定
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)德阳大叶子*是国家甘蔗种质资源圃收集自四

川的
#

份甘蔗资源!通过多年观测!该种质宿根蔗的

平均分蘖率(平均有效茎(锤度和蔗糖糖分分别为

!"'*%c

(

#+*:#

条%
<

!

(

!!*+%c

和
#$*:$c

!与其它

中国种"

!).,-/-./7*

#如竹蔗和芦蔗等具有较明显

的优异性+

#

,

'根据早期记录!该种质为中国种!但并

没有进行过深入的种间鉴定!不利于种间的杂交利

用!只是依据表型特征认为该种质属于甘蔗属中国

种'为了更科学地划分该资源在甘蔗属中的种间关

系!有必要进行深入的分子系统学分析'近几年!甘

蔗种质资源的表型遗传多样性研究已经报道很多!

并能够很好地反映甘蔗资源的表型差异(遗传多样

性和地理类群分布规律+

!($

,

'利用
887

等分子标记

来研究甘蔗种质资源的遗传多样性和种群聚类分

析!更能从分子水平准确区分种质的亲缘关系+

)(,

,

'

由于甘蔗属中国种的染色体在
##,

"

##:

条之间+

+

,

!

通过)德阳大叶子*染色体的核型分析!对区分该种

质的种间关系也具有重要作用'目前!甘蔗染色体

的鉴定和核型分析已经在甘蔗
d

斑茅"

1)"&'-2,$

-"#/'(9*

#

+

:('

,

(甘蔗
d

蔗茅"

1)&'

+

,

3

,4'.M*

#

+

#"

,和

甘蔗
d

滇蔗茅"

1)&*#5,,Z*

#

+

##

,

e

#

代染色体鉴定和

遗传分析中得到应用'

鉴于此!本实验选取甘蔗属中具有代表性的热

带种"

!)*

++

,#,-"&'(O*

#(中国种"

!).,-/-./7*

#(

印度种"

!)0"&0/&,9*

#和杂交品种作为参照!对)德

阳大叶子*进行表型性状(核型和
887

标记等层次

的分析!以探明该材料的属种归类!弄清该种质的遗

传背景和种间关系!为下一步具有针对性的种间杂

交利用奠定基础'

#

!

材料和方法

A*A

!

研究材料

研究材料选自国家甘蔗种质资源圃!共计
!$

份

"表
#

#!包括热带种
)

份!中国种
+

份!印度种
)

份!

杂交品种
,

份及)德阳大叶子*'

表型性状观察以保存在圃内相同条件下种植的

植株为调查材料&染色体核型分析!取)德阳大叶子*

的种芽!种植于底部含有珍珠岩的桶内!上层盖上有

机土壤!以根尖材料进行染色体核型分析实验&分子

标记分析!取国家甘蔗资源圃内种植材料的新鲜叶

片进行
\16

的提取和
887

标记研究'

表
A

!

参试材料名称

b=C>U#

!

b@U<=WUG.=>/WU/WUX

序号

8U

E

?U0DU

0?<CUG

材料名称

I=WUG.=>0=<U

学名

8D.U0W.Y.D0=<U

#

拔地拉
3=X.>=

热带种
!)*

++

,#,-"&'(O*

!

黑车里本
3>=Da4@UG.CA0

热带种
!)*

++

,#,-"&'(O*

%

克林斯它林那
4@G./W=>.0=

热带种
!)*

++

,#,-"&'(O*

$

路打士
OAUW@UG

热带种
!)*

++

,#,-"&'(O*

)

越南牛蔗
f.UW0=<DÀ D=0U

热带种
!)*

++

,#,-"&'(O*

,

四川芦蔗
8.D@?=07UUXD=0U

中国种
!).,-/-./7*

+

德阳大叶子
\U

F

=0

B

\=

F

Û.

待定
?0aÀ 0

:

广西竹蔗
M?=0

B

V.C=<CAAD=0U

中国种
!).,-/-./7*

'

潭州竹蔗
b=0̂@A?C=<CAAD=0U

中国种
!).,-/-./7*

#"

南丰竹蔗
1=0YU0

B

C=<CAAD=0U

中国种
!).,-/-./7*

##

桂林竹蔗
M?.>.0C=<CAAD=0U

中国种
!).,-/-./7*

#!

永胜蔗
TA0

B

/@U0

B

D=0U

中国种
!).,-/-./7*

#%

友巴
KC=

中国种
!).,-/-./7*

#$ 1=

B

=0/

印度种
!)0"&0/&,9*

#) L=0/=@.

印度种
!)0"&0/&,9*

#, 1=

B

AG.

印度种
!)0"&0/&,9*

#+ Z=W@=

印度种
!)0"&0/&,9*

#: Q6bK1P

印度种
!)0"&0/&,9*

#' 7S4#"

杂交种
!"##%"&'(/

[[

*

!" 7S4!!

杂交种
!"##%"&'(/

[[

*

!# 7S4#,

杂交种
!"##%"&'(/

[[

*

!!

桂糖
##

号
M?.W=0

B

##

杂交种
!"##%"&'(/

[[

*

!%

粤糖
'%(#)'T?UW=0

B

'%(#)'

杂交种
!"##%"&'(/

[[

*

!$ 7)+"

杂交种
!"##%"&'(/

[[

*
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A*B

!

方
!

法

A*B*A

!

表型性状的测定
!

试验于
!"#!

年在国家甘

蔗种质资源圃进行!每个材料选出
)

株正常生长的

植株进行表型性状的调查!具体调查的性状包括叶

片长度"

D<

#(叶片宽度"

D<

#(节间长度"

D<

#(气生

根(茎形(节间形状(曝光前节间颜色(曝光后节间颜

色(蜡粉带(木栓(生长裂缝(生长带形状(蒲心(根点

排列(芽形(芽沟(叶姿(叶色(脱叶性(

)+

号毛群(内

叶耳和外叶耳!其中叶片长度(叶片宽度和节间长度

取其平均值!其它性状取其众数作为最终结果'具

体调查方法和数据均按照-甘蔗种质资源描述规范

和数据标准.

+

#!

,和-农作物种质资源鉴定技术规

程/甘蔗.

+

#%

,进行'

A*B*B

!

核型鉴定
!

依据李懋学等+

#$

,的标准选取
!"

个分散性好的细胞作染色体计数!其中
:)c

以上的

细胞具有恒定一致的染色体"众数#即可作为该材料

的染色体数目'待材料生长到
!)D<

后!开始取根

尖材料!每个根尖取
"*!

"

"*)D<

!用对二氯苯酚饱

和溶液与
"*""!<A>

%

O:(

羟基喹啉等体积混合液预

处理
$@

!然后再用
"*"+)<A>

%

OZ4>

低渗
#@

!取现

配的卡诺氏固定液于
$g

冰箱固定
!$@

!用蒸馏水

清洗
#"<.0

!置于
+"c

乙醇溶液中
$g

保存备用'

压片前!用
$)c

冰乙酸和
#<A>

%

OQ4>

等体积混合

液于
,"g

水浴锅中解离
#"<.0

!进行常规压片'

利用德国蔡司显微镜"

6V.A/aA

[

!

[

>?/

#进行镜检观

察!将观察较好的图片通过
44\

传输至电脑上!进

行核型分析'

染色体核型分析选取
!

个分散较好的中期细

胞!用
Pa=GA/Z=G

F

AW

F[

.0

B

8

F

/WU<

图像软件分析系

统对采集的中期细胞图片进行染色体分割和染色体

长度的测量!并依照染色体形状(大小和臂比等进行

同源配对!排成核型图!具体的染色体分类和核型分

析方法按照
OU]=0

+

#)

,和李懋学等+

#$

,建议的统一标

准进行!核型类型分析参照
8WUCC.0/

+

#,

,方法!核型

不对称系数按
6G=00A

+

#+

,的方法!比值越大!核型越

不对称'具体计算公式如下$

相对长度"

c

#

H

"某号染色体长度%全部染色体

长度#

d#""

臂比
H

长臂%短臂

染色体长度比
H

最长染色体%最短染色体

核型不对称系数
6/

0

Z

"

c

#

H

全部染色体长

臂总和%全组染色体总长'

ACBCD

!

$$E

分子标记
!

将新鲜叶片剪成小块!并迅

速用液氮研磨成细粉末!采用改良的
4b63

方法+

#:

,

进行
\16

的提取!
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实验所需
L47

试剂和聚丙

烯酰胺凝胶等均购自上海生工生物工程有限公司

表
B

!

引物序列及退火温度

b=C>U!

!

b@U/U

E

?U0DU=0X=00U=>.0

B

WU<

[

UG=W?GUAYW@U

[

G.<UG/

序号

1A*

引物名称

LG.<UG0=<U

序列

8U

E

?U0DU

"

)h(%h

#

碱基数

3=/U0?<CUG

%

C

[

退火温度
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B

WU<

[

UG=W?GU

%
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刘洪博!等$基于表型和核型及分子证据的甘蔗德阳大叶子属种分析



"

8=0

B

A0

#!引物合成来自大连宝生物公司"

b=Z=(

7=

#'引物序列和退火温度如表
!

所示!具体的

887

实验步骤参照刘洪博等+

#'

,的方法进行!聚丙烯

酰胺凝胶电泳的时间可根据不同引物扩增片段的大

小酌情处理'

A*D

!

数据分析

利用
;VDU>

和
1b8T8

[

D!*#

软件计算表型性状

的
8I

"

/.<

[

>U<=WD@.0

B

DAUYY.D.U0W

#遗传相似性系数和

887

标记的
9=DD=GX

相似性系数!并构建
KLMI6

聚

类图!表型性状按照-甘蔗种质资源描述规范和数据

标准.

+

#!

,以数字形式统一代替"表
%

#!

887

数据以

"

(

#

的方式计带&构建的
KLMI6

聚类图以相似性

系数的远近进行种间划分!以)德阳大叶子*与各种

间最大相似性系数和平均相似性系数进行比较!并

结合)德阳大叶子*核型分析结果进行分析'

!

!

结果与分析

B*A

!

表型聚类分析

通过对
!$

份材料的表型性状进行数据统计"表

%

#!利用
1b8T8

[

D!*#

软件进行聚类分析结果"图

#

#表明$大部分热带种(中国种和杂交品种能够得到

很好的区分!在相似性系数
"*)"

左右!可将种质大

体分为
%

个类群!即热带种"

#

类#(中国种"

$

类#和

杂交品种"

%

类#!只有印度种较为分散!不能单独归

为一类'这说明利用表型性状聚类的方式能够有效

区分甘蔗属中的热带种和中国种!而)德阳大叶子*

与中国种聚在一起!并与中国种)南丰竹蔗*和)桂林

竹蔗*的亲缘关系最近!相似性系数分别为
"*:!

和

"*++

'用种间平均相似性系数来衡量!)德阳大叶

子*与热带种(中国种(印度种和杂交品种间的平均

相似性系数分别为
"*)#

(

"*+#

(

"*))

和
"*%#

!同样

与中国种最近!与其它种的相似性系数差异显著!说

明)德阳大叶子*应划分于中国种中'

B*B

!

细胞学鉴定分析

选取
!"

个有丝分裂中期染色体分散较好的细

胞进行观察和计数分析!每个细胞计数
#"

次!根据

众数计算的原则计算染色体数目'结果"图
!

#表

明$)德阳大叶子*的染色体分布较为清晰!染色体间

图
#

!

表型性状
KLMI6

聚类图

#

"

!$

为材料编号&同表
#

e.

B

*#

!

KLMI6XU0XGA

B
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[

>U

<=WD@.0

B
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[

@U0AW

F[

.DWG=.W/

b@U<=WUG.=>DAXU0?<CUG#

"

!$DA<UYGA<b=C>U#

图
!

!

德阳大叶子根尖染色体及核型图

6*

根尖中期染色体&

3*

染色体核型

e.

B

*!

!
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Û.
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@=/U
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U

$"!!

西
!

北
!

植
!

物
!

学
!

报
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
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没有重叠和挤压在一起的现象!说明选择分裂中期

的细胞较好!染色体分散性好!染色体分辨清晰!易

于观察和计数!能够进行核型分析'从计数结果来

看!)德阳大叶子*染色体数目
!0H##,

所占比例最

高!在
)

个分辨率最高的细胞中染色体数目最为一

致!结果较为准确'

)德阳大叶子*体细胞染色体测量结果如表
$

所

示!染色体核型公式为
!0H##,H $IJ#"$<J

:/<

'其中第
#

和第
:

对染色体为正中部着丝点染

色体!第
)!

(

))

(

),

和
):

对染色体为近中部着丝点

染色体!其余为中部着丝点染色体'染色体绝对长

度范围为
#*##

"

!*+,

&

<

!臂比介于
#*""

"

!*"$

之

间!平均臂比为
#*%%

!其中臂比大于
!

的染色体比

例为
"*"#+

!最长与最短染色体的比值为
%*+%

!核型

不对称系数为
),*$:c

!核型属于
!3

型!与中国种

报道的染色体数目相比!)德阳大叶子*的染色体数

表
F

!

)德阳大叶子*染色体核型分析参数

b=C>U$

!

4@GA<A/A<Ua=G

F

AW

F[

U

[

=G=<UWUG/AY

)

\U

F

=0

B

\=

F

Û.

*

编号

1?<CUG

相对长度
7U>=W.]U>U0

B

W@

%

c

短臂

8@AGW=G<

长臂

OA0

B

=G<

总长

bAW=>>U0

B

W@

臂比

6G<G=W.A

类型

b

F[

U

# #*%: #*%: !*+, #*"" I

! #*!% #*%+ !*,# #*## <

% #*#) #*!, !*$# #*#" <

$ #*#$ #*!% !*%+ #*": <

) #*", #*!% !*!' #*#) <

, #*"! #*#' !*!# #*#, <

+ #*"! #*#' !*!# #*#+ <

: #*"+ #*"+ !*#% #*"" I

' "*': #*#, !*#% #*#: <

#" "*'+ #*#, !*#% #*!" <

## "*') #*## !*") #*#+ <

#! "*'$ #*## !*") #*#: <

#% "*'% #*#! !*") #*!" <

#$ "*'# #*", #*'+ #*#+ <

#) "*'# #*"+ #*'+ #*#: <

#, "*'" #*"+ #*'+ #*#' <

#+ "*:' #*"' #*'+ #*!% <

#: "*:) #*"$ #*'" #*!! <

#' "*:! #*"$ #*:, #*!, <

!" "*:# #*"# #*:! #*!$ <

!# "*:" #*"! #*:! #*!+ <

!! "*+' "*') #*+$ #*!# <

!% "*++ "*'+ #*+$ #*!) <

!$ "*++ "*'+ #*+$ #*!, <

!) "*++ "*'+ #*+$ #*!+ <

!, "*+, "*': #*+$ #*!' <

!+ "*+) "*'' #*+$ #*%! <

!: "*+$ #*"" #*+$ #*%$ <

!' "*+$ "*'! #*,, #*!) <

%" "*+% "*'% #*,, #*!' <

%# "*,: "*'$ #*,! #*%' <

%! "*,' "*:' #*): #*%" <

%% "*,' "*:' #*): #*%" <

%$ "*,: "*'" #*): #*%! <

%) "*,, "*'! #*): #*$" <

%, "*,+ "*:+ #*)$ #*%# <

%+ "*,% "*'# #*)$ #*$$ <
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续表
$

!

4A0W.0?UXb=C>U$

%: "*,% "*:+ #*)" #*%, <

%' "*,% "*:+ #*)" #*%+ <

$" "*,# "*:' #*)" #*$$ <

$# "*,# "*:' #*)" #*$) <

$! "*,# "*:' #*)" #*$) <

$% "*,# "*:' #*)" #*$) <

$$ "*): "*:: #*$, #*)" <

$) "*): "*:) #*$! #*$+ <

$, "*)% "*:' #*$! #*,' <

$+ "*), "*:! #*%: #*$: <

$: "*), "*+' #*%$ #*$! <

$' "*)$ "*:# #*%$ #*)" <

)" "*)! "*:! #*%$ #*)+ <

)# "*)# "*:% #*%$ #*,# <

)! "*)" "*:) #*%$ #*+# /<

)% "*)" "*+, #*!, #*)! <

)$ "*$: "*+: #*!, #*,% <

)) "*$) "*:! #*!, #*:% /<

), "*$% "*:% #*!, #*'$ /<

)+ "*$+ "*+, #*!! #*,# <

): "*%, "*+$ #*## !*"$ /<

图
%

!

部分材料
887

电泳图

图中数字为材料编号!同表
#

&无编号的泳道为资源圃中的其他材料

e.

B

*%

!

887U>UDWGA

[

@AGUWA

B

G=<AY

[

=GW.=><=WUG.=>/

b@UDAXU0?<CUGYAGW@U

B

G=

[

@DA<UYGA<b=C>U#

&

1A0UDAXU0?<CUG

<=WUG.=>/=GUAW@UG<=WUG.=>/YGA</?

B

=GD=0UGU/A?GDU0?G/UG

F

目符合中国种的染色体数目范围+

+

,

!但其它中国种

的核型还没有报道'

BCD

!

$$E

聚类分析

选用
#%

对多态性好的
887

引物进行
L47

扩

增!不同种间呈现不同的多态性!在所有参试材料

中!共扩增出
$'#

条
\16

谱带!其中热带种
%##

条(中国种
%$)

条(印度种
%,$

条(杂交品种
$"%

条!

而)德阳大叶子*共扩增出
#',

条
\16

谱带!其中

热带种(中国种(印度种和杂交品种与)德阳大叶子*

的共有条带分别占)德阳大叶子*总条带比列的

:!*,)c

(

:,*+%c

(

'#*:$c

和
'$*%'c

!说明)德阳

大叶子*更接近于杂交种质'从单一引物的扩增图

谱来看!

I884P7%,

号引物扩增的结果显示)德阳大

叶子*的图谱与中国种类似"图
%

#'通过所有引物

聚类分析!如图
$

所示!参试的热带种(中国种(杂交

品种各材料均按2种3各自聚类!如热带种)拔地拉*(

+"!!
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表
G

!

种间相似性系数比较

b=C>U)

!

b@U/.<.>=G.W

F

DAUYY.D.U0WDA<

[

=G=W.A0AY.0WUG(/

[

UD.U/

种

8

[

UD.U/

德阳大叶子
\U

F

=0

B

\=

F

Û.

表型性状聚类

L@U0AW

F[

.DD@=G=DWUGD>?/WUG

平均相似性系数

6]UG=

B

U/.<.>=G.W

F

DAUYY.D.U0W

最大相似性系数

I=V/.<.>=G.W

F

DAUYY.D.U0W

887

聚类

887D>?/WUG

平均相似性系数

6]UG=

B

U/.<.>=G.W

F

DAUYY.D.U0W

最大相似性系数

I=V/.<.>=G.W

F

DAUYY.D.U0W

热带种
!)*

++

,#,-"&'(O* "*)# "*)' "*+" "*+$

中国种
!).,-/-./7* "*+# "*:! "*,' "*+#

印度种
!)0"&0/&,9* "*)) "*+% "*,: "*++

杂交品种
!"##%"&'(/

[[

* "*%# "*%, "*,' "*+)

图
$

!

887

分子聚类图

#

"

!$

为材料编号!同表
#

e.

B

*$

!

KLMI6XU0XGA

B

G=<C=/UA0

9=DD=GXDAUYY.D.U0WAY887

b@U<=WUG.=>DAXU0?<CUG#

"

!$DA<UYGA<b=C>U#

)克林斯它林那*()越南牛蔗*()黑车里本*和)路打

士聚*在
#

类中&)

7S4#"

*()

7)+"

*()

7S4!!

*(

)

7S4#,

*()桂糖
##

*和)粤糖
'%(#)'

*聚在
$

类中!

其中包含)德阳大叶子*&而中国种的竹蔗和芦蔗品

种则更近的聚在
%

类中&印度种
)

个材料分别与杂

交种质和中国种相聚'表
)

中种间平均相似性系数

显示!)德阳大叶子*与热带种(中国种(印度种和杂

交品种间的平均相似性系数分别为
"*+"

(

"*,'

(

"*,:

和
"*,'

!与)

7S4!!

*和)

L=0/=@.

*的相似性系数

最大!分别为
"*+)

和
"*++

!虽然)德阳大叶子*在聚

类图中与杂交品种聚在一起!但种间相似性系数相

差不明显'

%

!

讨
!

论

甘蔗属于异源多倍体植物!可以与甘蔗属及其

近缘属进行杂交!导致甘蔗的居群较多!种属间很难

进行区分!不利于甘蔗的杂交利用'本研究通过结

合表型性状(

887

标记数据和核型分析的方法!从
%

个层次反映了)德阳大叶子*的属种关系!避免了单

一方法所带来的误差!能清楚地解释该种质的属种

归类(遗传背景和种间关系'从
%

种分析结果来看!

)德阳大叶子*的核型分析!证明该种质的染色体数

目为
##,

条!属于
!3

型!符合中国种染色体数目范

围+

+

,

&通过对)德阳大叶子*的表型和
887

标记数据

进行分析!种间遗传相似性系数"表
)

#表明
887

聚

类将)德阳大叶子*归属于杂交品种!与杂交品种的

最大相似性系数较高!但)德阳大叶子*与几个种的

种间平均相似性系数相差较小!最高也仅有
"*"!

的

系数差异!从)德阳大叶子*与中国种和杂交品种的

种间相似性系数比较结果可以得出!虽然杂交品种

的最大相似性系数高于中国种!但平均相似性系数

二者相同!说明
887

标记所用的引物量可能较少!

多态性不够!区分效率不是很高!在引物量较少的条

件下!相似性系数差异不显著!同时中国种属于热带

种与割手密"

!"##%"&'(.

3

*-6"-/'( O*

#天然杂交

的后代!在血缘上与杂交种较为相近!中国种的低世

代材料也可能出现
887

分析数据的结果&从表型性

状聚类的
8I

相似性系数来看!)德阳大叶子*与中

国种的平均相似性系数和最大相似性系数均高达

"*+#

和
"*:!

!远高于其它种!而与杂交品种的平均

相似性系数和最大相似性系数为
"*%#

和
"*%,

!差

异显著'

从实际角度分析!)德阳大叶子*在种间划分上

只有两种可能!一种是杂交品种!从专业的甘蔗研究

所引到当地&另一种是古代的热带种与割手密"

!)

.

3

*-6"-/'(O*

#天然杂交的后代!经过自然和人工

选择而形成的中国种+

!"

,

')德阳大叶子*的表型性

状与中国种高度聚类在一起!与中国种的
8I

遗传

相似性系数最高!同时核型分析得到的染色体数目

也符合中国种的染色体数目范围!因此表型性状的
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分析结果排除了人为误差而导致的不准确因素&虽

然分子标记聚类结果将)德阳大叶子*划为杂交种!

但)德阳大叶子*与各种间的平均相似性系数差异不

显著!分辨率不足!反映了单一使用
887

标记方法

带来的不准确因素!不能充分证明该种质的属种划

分'因此基于以上研究证据认为!)德阳大叶子*隶

属中国种或是中国种杂交后代的低世代材料'
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