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The Preliminary Studies on Browning Reactions in vitro of Spathyllum patinii
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Abstract:This paper studied the effects of various on decreasing brow ning of Spathyl lum patinii by L9(3
4
)Ortogonal

Design.Three factoes were macroelemengt ,pvp , subculture times;In addition , comparing of different subculture cycle ,

browning preventative reaggent , agar conce-ntration , on the browning of petioles.The results showed that blade in

1/2MS medium , adding pvp-1 000 mg/ L ,5 days subculture once , anti-browning were better;petiole in the pvp of 1 000

mg/ L , agar concentration of 7 g/ L of the medium ,5 days subculture once , the effect of carbon source was obvious.
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利用 SSR技术对黄瓜新品种津优
35号进行种子纯度鉴定

张桂华 , 李 家旺 , 张文珠 , 李 愚鹤
(天津科润农业科技股份有限公司 黄瓜研究所,天津 300192)

　　摘　要:利用天津科润农业科技股份有限公司建立并优化的黄瓜种子纯度鉴定技术体系 ,筛

选黄瓜新品种津优35号特异分子标记。所试验的 80多对 SSR引物中 ,有 2对引物(85号和212

号)在杂交种和亲本间表现多态性 ,杂交种条带为父母本的互补型 ,且特异性强 ,适合做杂交种纯

度鉴定。用该 2对引物对津优 35号50粒种子进行 SSR鉴定。结果表明:该 2对引物鉴定结果

相同 ,且与田间鉴定结果吻合率高达 96%以上 ,表明所筛选到的2个 SSR标记可以作为津优 35

的特异分子标记用于其种子纯度的鉴定。
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　　种子纯度鉴定是保证种子质量的关键环节。田间

纯度鉴定一直是各育种单位采用的方法 ,但是田间种子

纯度鉴定需要等到结瓜期才能看到结果 ,周期长 、工作

量大;易受环境因素影响 ,导致表型特征会有一定程度

偏差;或者由于不可抗拒的自然因素 ,如连阴雨或冰雹

等恶劣天气 ,导致观察不到结果。以上种种不足都直接

影响到了种子的及时推广和销售 ,造成种子积压。

分子标记技术的快速发展为种子的纯度鉴定提供

了一种更为快速 、高效的方法[ 1-4] 。天津科润黄瓜研究

所近几年来一直致力于建立利用分子标记技术进行种

子纯度鉴定的技术体系 ,取得了很好的效果
[ 5]
。自 2007

年开始 ,利用成熟的分子标记技术对大量的不同黄瓜品

种进行了纯度检测 ,纯度检测结果与田间纯度鉴定的结

果吻合率高达90%以上 ,为新品种的及时推广与销售赢

得了时间 ,提高了效率。该试验以天津科润黄瓜研究所

培育的黄瓜新品种津优 35号及其亲本为试材 ,进行特

异引物的筛选研究 ,以期为津优 35号新品种种子纯度

的鉴定提供快速高效的鉴定方法。

1　材料与方法
1.1　试验材料

“津优35”黄瓜新品种及其亲本。

1.2　种子基因组DNA提取

采用催芽 48 h的黄瓜根尖部分 ,进行种子基因组
DNA的提取 ,在王全等[ 5]采用的提取方法的基础上稍作

改动。

取单粒黄瓜发芽种子的根尖 ,放到 1.5 mL 离心管

184



北方园艺 2010(10):184 ～ 185 ·生物技术 ·

中 ,加入 200μL CTAB 提取液 ,研磨机研碎 ,倒置混匀

后 ,65℃水浴 10 min;加入等体积氯仿∶异戊醇(24∶1),

充分倒置混匀 ,于12 000 r/min离心5 min;取上清液 ,加

入2/3倍体积异丙醇混匀(轻轻倒转),于常温下放置

5 min ,8 000 r/min离心 5 min;弃上清液 ,倒置吸干后 ,

加入适量 1×TE ,置于-20℃冰箱中保存。

1.3　黄瓜新品种津优35特异谱带的筛选

以津优 35号及其亲本的基因组DNA为模板 ,采用

以下反应体系和 PCR程序进行 PCR扩增。SSR反应总

体系为 10 μL ,包括:1×buf fer、dNTP(2 mmol)、Primer

(150 ng)、DNA(30 ng)、Taq 酶(0.5 U)。PCR反应程

序:94℃, 3 min , 1个循环;94℃,30 s , 55℃, 30 s , 72℃,

60 s ,30个循环;72℃,7 min。

扩增结束后 ,采用 5%变性聚丙烯酰胺凝胶电泳进

行分离。杂交种带型为父母本互补型的引物入选。

1.4　特异谱带的验证

用入选的引物对 50粒津优 35号种子进行 SSR鉴

定 ,比较分子标记方法与田间鉴定方法的可靠性 ,并利

用筛选到的特异分子标记进行种子纯度鉴定。

2　结果与分析
2.1　黄瓜新品种津优35特异谱带的筛选

利用 SSR技术对天津科润黄瓜研究所的黄瓜新品

种津优 35号及其亲本进行了特异分子标记分析。共利

用80多对SSR引物进行了PCR扩增 ,有7对 SSR引物

在双亲及杂种后代中表现共显性分离 ,即杂种后代的带

型为父母本的互补型 ,其中 85号引物(图 1)和212号引

物(图 2)带型清晰 ,且特异性强 ,可以用来进行杂交种子

的纯度鉴定。

图 1　津优 35号的特异引物85

图 2　津优 35号的特异引物212

2.2　特异谱带的验证

用以上入选的 2对引物对 50粒津优 35号种子进

行了 SSR鉴定 ,结果显示 ,分子标记方法与田间鉴定方

法可靠性都在 96%以上(表 1)。

　　表 1　　分子标记鉴定与田间纯度鉴定比较
特异标记 分子标记纯度结果/ % 田间纯度结果/ %

85号引物 98 96

212号引物 96

2.3　黄瓜新品种津优35种子纯度鉴定

自 2008年开始 ,天津科润黄瓜研究所即采用分子

标记技术对黄瓜新品种津优35号进行大规模室内纯度

鉴定 ,2 a来共对30 000 kg的津优35号新品种的种子进

行了纯度检测 ,与田间检测相比 ,检测效率大大提高 ,也

大大节省了时间和成本(图3为津优35号种子纯度检测

的图片)。

图 3　黄瓜新品种津优 35号种子纯度的大规模鉴定

3　讨论
通过对 50粒津优 35号种子的田间鉴定和分子鉴

定进行比较分析 ,认为分子鉴定与田间鉴定纯度有很好

的一致性 ,鉴定结果从统计上没有明显差异 ,可以用

SSR标记鉴定来代替田间纯度鉴定 ,从而克服田间鉴定

周期长 、易受环境条件的影响等缺点。

另外 ,天津科润黄瓜研究所已连续 3 a采用SSR技

术进行种子纯度鉴定 ,鉴定结果准确 ,效率高。该研究

在此基础上 ,对鉴定技术体系进行了不断优化。引进了

研磨机 ,1次研磨(30 s)可以同时研磨 45个样品 ,原来人

工研磨一个样品就需要 15 s左右 ,效率是原来的 20多

倍;对 PCR反应程序进行了优化:在不影响扩增效果的

前提下 ,减少了 PCR反应的循环数 ,将循环数由原来的

35个减少到30个 ,这样1次PCR可以缩短时间至少 21

min;电泳过程的优化:由于筛选到的标记带型清晰 ,没

有杂带干扰 ,在一块 PAGE胶上点样 10批次 ,每个批次

100个样品 ,这样一块 PAGE胶点样容量为 1 000个样

品。不仅节省了时间 ,而且降低了试验成本。
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