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　　摘　要:本试验应用 RAPD方法对 60 份大白菜品种资源进行了遗传多样性的研究 ,采用 NTSYS 软件

按 UPGMA方法进行聚类分析 ,试验结果为以后的亲本选配提供了理论的依据;同时对同一自交系不同单

株间进行了纯度检测 ,表明所选用的纯度已经基本趋于稳定的状态。

关键词:大白菜;种质资源;遗传多样性

中图分类号:S634.102.4　文献标识码:B　文章编号:1001-0009(2006)06-0001-03

　　种质资源遗传多样性分析 , 是种质资源研究工作重要组

成部分 , 它可以为杂交亲本选择 、选配提供依据 , 并有效地预

测杂种优势 ,鉴定品种间遗传多样性与品种演化关系等[ 1] 。

RAPD技术从 DNA 分子水平反映基因组的多态性 , 更能准确

揭示个体间的差异程度 ,判断品种间亲缘关系的远近 , 通过品

种之间的遗传距离 ,进行系谱分析和分类的研究。

RAPD用于大白菜遗传多样性的研究很多 , 黄宝勇 , 曲士

松等
[ 2]
对大白菜 11 个地方种质材料进行遗传多样性分析 ,结

果表明 ,当遗传距离为 0.18时 , 11 份材料可分为二个生态类

群 ,第一类群属于直筒类型 , 第二类群在 0.15 时 , 又分为二个

类群 ,矮桩类型和直筒与矮桩的过渡类型。 同时表明 , 应用

RAPD选择特定引物在大白菜不同品种间进行遗传多样性 、

亲缘关系及品种鉴定等研究是可行的。本试验目的是应用

RAPD方法对 60 份大白菜试材进行遗传多样性及亲缘关系

的分析 ,以期为大白菜育种工作提供的理论依据。

1　材料与方法
1.1　试验材料

试验用 60 份大白菜品种资源由东北农业大学大白菜育

种研究室提供 ,其中部分是同一品种不同单株(见表 1)。

　　表 1 用于抗性分析的大白菜资源

编号 品种或品系 编号 品种或品系 编号 品种或品系 编号 品种或品系

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

A17-4-1

A17-4-2

A17-4-3

A17-4-4

A17-4-5

A17-4-6

A53-1-1

A53-1-2

A53-1-3

A53-1-4

A53-1-5

A25-1

A25-2

A29-2-2-3

A29-2-2-4

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

A29-2-2-5

A23-1

A23-2

A23-3

A23-4

A23-5

CM S17-4-1

CM S17-4-2

T19-4-1

T19-4-2

T19-4-3

T19-4-4

CM S19-4-1

CM S56

A56-1

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

A103-3

A49

A48-2

A46-1

A42-2

A16

A105-1

A9-1

A107

A52

A156

A58-1

A67

A90431

A54-1

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

A19-2

A105-3

A42-1

A155

A102

CMS90-413

A68

A33-2

A8-2-2

A27-1

A23-2

A8-1-1

A11-20

A11-20

A19-2-2

1.2　试验方法
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1.2.1　基因组 DNA 的提取　为提高 DNA 的质量和减少对

试验的影响 , 采用改良的 CTAB 法提取[ 3] 。

1.2.2　RAPD扩增体系的优化　对 PCR 反应条件进行了优

化 , 对模板 、引物 、TaqE 、Mg2+、dNTP 和循环次数分别做了浓

度梯度试验[ 4] 。最终确定的 RAPD 反应体系为 25 uL , 反应

液组成为:模板 40 ng , 引物 0.30 umol/ L , TaqE 1.5 u , Mg2+

2.0 mmol/ L , dNTP 0.16 mmol/ L;PCR 反应扩增程序:94 ℃

预变性 7 min , 94 ℃变性 1 min , 36 ℃复性 30 s , 72 ℃延伸

1 min 30 s , 35 个循环;72 ℃延伸 10 min。应用美国 PE 公司

生产的 PE-480 型扩增仪 , 扩增产物在 1.4%的琼脂糖凝胶

上电泳分离 , 溴化乙锭染色后 ,在紫外凝胶成像系统中观察并

拍照。

1.2.3　引物筛选　筛选了 160 条上海生物工程公司的随机

引物 , 首先用 1 、15 、30 号 3 个大白菜品种混合的 DNA 进行引

物的筛选工作 , RAPD 扩增反应均重复 3 次 , 取可重复和清晰

的条带进行记录分析 , 然后利用筛选出的多态性好的引物进

行 60 份大白菜材料遗传多样性分析。

1.2.4　统计方法　扩增结果有带记为 1 , 无带记为 0。 用

NTSYS-pc软件以不加权成对算术均法(UPGMA)进行聚类

分析。

2　结果与分析
2.1　引物的筛选　筛选出引物见表 2。

　　表 2 RAPD扩增所用的引物序列

引物名称 引物序列 引物名称 引物序列 引物名称 引物序列

S4

S21

S37

S60

S66

S69

S83

S105

S112

GGACTGGAGT

CAGGCCCTTC

GACCGCT TGT

ACCCGGTCAC

GAACGGACTC

CTCACCGTCC

GAGCCCTCCA

AGTCGTCCCC

ACGGCCATGT

S142

S175

S187

S189

S192

S263

S268

S279

S302

GGTGCGGGAA

TCATCCGAGG

TCCGATGCTG

TCCTGGTCCC

CTGGGTGAGT

GT CCGGAGTG

GACT GCCTCT

CAAAGCGCTC

TTCCGCCACC

S331

S394

S410

S413

S434

S473

S498

　

　

CT CAGTCGCA

GT GACAGGCT

TCTGGCGCAC

GGTGGTCAAG

TCGTGCGGGT

GGAGTGCCTC

AGGCTGGGTG

　

　

　　用以上筛选出的 25 条引物对 60 份大白菜品种资源进行

PCR扩增 , 共扩增出 231 条带 , 多态带总数为 192 条 ,占总带

数的 83.11%,平均每个引物扩增出 9.24 条 , 有多态的条带

在 4 ～ 12 之间 , 每个引物平均扩增出多态性条带数为 7.68 条

带。所用引物见表 3。

2.2　扩增结果

1
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本文给出了引物 S410 扩增的照片(见图 1)。 图 1 的编

号与表 1 的编号是对应的。

表 3　25个引物对 60 份大白菜材料扩增的多态性片断统计

引物 扩增带数 多态性带数 多态性比率(%) 引物 扩增带数 多态性带数 多态性比率(%)

S4

S37

S66

S83

S112

S175

S189

S263

S279

S331

S410

S434

S498

8

10

11

11

12

9

11

9

8

6

8

7

10

6

8

8

10

11

8

9

8

6

5

7

6

9

75.00

80.00

72.72

90.91

91.67

88.88

81.81

88.88

75.00

83.30

87.50

85.7

90.00

S21

S60

S69

S105

S142

S187

S192

S268

S302

S394

S413

S473

9

8

12

9

10

13

6

7

10

10

9

8

　

8

5

9

8

9

11

4

6

9

8

7

7

　

77.77

62.50

75.00

88.89

90.00

84.60

66.67

85.71

90.00

80.00

77.77

87.5

　

2.3　大白菜品种资源遗传多样性分析

从图 2 中可以看出:(1)同一高代自交系不同单株亲缘关

系都很近 , A17 ～ 4 的不同单株(1 ～ 6)遗传相似系数为 0.947

～ 0.684 ,单株 A17-4-4 与其它单株的亲缘关系较远 , 遗传

相似系数为 0.684 ,说明其纯度还不是很高;A53 的不同单株

(7 ～ 11), 遗传相似系数在 0.737 ～ 1 之间 , A25 的不同单株

(12 、13)的遗传相似系数是 0.842 , A29 -2-2 的不同单株

(14 ～ 16)的遗传相似系数是 0.789 , A23-1 的不同单株(17

～ 21)的遗传相似系数在 0.772 ～ 0.947 之间 , CMS17-4 的

不同单株(22 、23)遗传相似系数是 0.947 , T19-4 的不同单

株(24 ～ 27)的遗传相似系数在 0.684～ 0.947 之间 , 单株 T19

-4-4 与其它单株最小的遗传相似系数最小的为 0.684 , 也

说明其纯度不是很高 ;其它的同一高代自交系不同单株之间

进行了遗传多样性分析 ,遗传相似系数都较大 , 遗传相似系数

图 1　RAPD 引物 S410扩增的产物(1～ 60份资源)(Marker DL2000)

图 2　基于 RAPD数据的 60份大白菜种质资源的 UPGMA聚类图
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都在 0.737～ 1 之间 ,表明所选用的其纯度已经趋于稳定的状

态。(2)CMS17-4(22 、23)是 A17-4 的不同单株(1 ～ 6)的保

持系 , 它们之间的亲缘关系很近 , 遗传相似系数在 0.684 ～

0.842之间 ,多数的遗传相似系数在 0.737 ～ 0.842 , 表明所选

用的保持系已经基本具有高代自交系的特点 , 能够作为保持

系而应用。(3)60 份大白菜自交系的亲缘关系为以后的杂交

育种提供了理论依据 , 可以根据需要选用不同亲缘关系的高

代自交系作为亲本进行杂交 ,从而创造新的种质资源。

3　讨论
传统的对自交系和杂交种的室内鉴定工作主要是利用蛋

白质及同工酶电泳的方法 , 这些方法的检测也都是基因表达

的最终产物 ,并且可供测定的蛋白质及同工酶很有限 , 对于一

些亲缘关系比较近的材料很难用这些方法区分开。 应用分子

标记技术很容易解决这些问题 , 郭景伦(1999)等应用 RAPD

技术分析了玉米 46 个自交系 , 通过几个引物的组合就将 46

个玉米自交系全部区分开[ 5] 。本试验也应用 RAPD技术分析

了同一高代自交系不同单株的纯度 ,其纯度都很高 ,表明应用

RAPD技术选择特定引物分析同一高代自交系的不同单株的

纯度研究是可行的。同时还对其它高代自交系之间进行了亲

缘关系的分析 , 为杂交亲本选择提供了理论依据 , 这样就可以

减少育种工作的盲目性 , 为品种改良及种质交流奠定基础。
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