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摘要  [ 目的] 为 mtDNA- RAPD 技术检测杂种后代的纯度的可行性提供参考 ,为引物组合法广泛应用于植物纯度检测、遗传多样性分析
提供依据。[ 方法] 应用6 对随机单引物和引物组合对99B 和海岛棉及其F2 代的mt DNA 进行RAPD 扩增并进行多态性分析。[ 结果]
应用单引物对F2 代 mtDNA 进行RAPD 检测多态性分析 , 从6 个单引物 RAPD-PCR 扩增得到了3 个差异株 ,结果表明该群体的纯度为
95 % ,应用引物组合扩增多态性分析表明 ,从15 对引物RAPD- PCR 扩增检测到4 个差异株 ,该群体的纯度为93 %。表明引物组合扩增多
态性分析具有准确性高、精确性好的优点 ,也表明在植物种质纯度检测中引物组合法的优势及利用价值。[ 结论] mtDNA 的多态性检测
具有很好应用价值和应用前景。
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Abstract  [ Objective] The ai m was to provide reference for the feasibility of detecting the purity of hybrid progenies by mtDNA- RAPDtechnology and
provi de basis for the wide applicationof pri mer combination method inthe plant purity detectionand genetic diversity analysis . [ Method] mt DNA of 99B,
island cotton and their hybrid progeny F2 was amplified by RAPD- PCR using 6 randomsingle-pri mers and pri mer combi nation and then analyzed the poly-
morphism. [ Result] The polymorphismanalysis onthe mtDNAof hybrid progeny F2through RAPDdetection by using single-pri mer showed that 3 different
strains were obtained from6 si ngle pri mers after RAPD- PCR amplification and the purity of the population was 95 % . The polymorphismanalysis using
pri mer combination showed that 4 different strai ns were detected from15 pairs of pri mers after RAPD- PCR amplification and the purity of the population
was 93 % . The above result showed that the polymorphismanalysis after amplification using pri mer combination had high accuracy and good veracity and
it also showed that pri mer combination method had advantages and utilization value inthe purity detection of plant germplasm. [ Conclusion] The polymor-
phismdetection had good utilization value and application prospect .
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  线粒体是真核细胞能量产生转换的重要细胞器, 它具有

自己的一套遗传控制系统,同时又是受核基因组控制的半自

主性细胞器。线粒体 DNA 多为环形, 也有线形的。线粒体

基因组结构简单、稳定 , 植物线粒体基因组的长度为150～

2 500 kb , 依种类不同而异。有些植物线粒体中还有小分子

的类似质粒的环状 DNA 和线状 DNA。每个细胞中线粒体

DNA 的拷贝数很高,易于提纯及结构分析。一般动物细胞中

平均有数百个 , 植物细胞中线粒体的数量比动物细胞的要

少。线粒体基因组遵循母系遗传的遗传方式,1 个个体就能

代表1 个母系集团, 只要少量材料就能反映群体的遗传结

构, 便于进行群体分析。线粒体基因组进化速度快, 是单拷

贝核基因的5～10 倍, 是进行群体遗传进化研究的良好材

料。mtDNA 已经成为利用现代技术, 研究种群遗传学、进化

遗传学、分类学及比较学的理想模型。笔者采用RAP- PCR 技

术, 对99B×海岛棉杂种2 代进行一致性分析 ,以探讨mtDNA

RAPD 技术检测杂种后代的纯度的可行性。

1  材料与方法

1 .1  植物材料  99B、海岛棉 ,随机取62 株99B×海岛棉杂

交2 代个体。

1 .2  仪器 高速冷冻离心机,PTR-220 型PCR 仪,I mage Mster-

VDS 凝胶成像系统,PE Lambda Bio40 型紫外可见光光度计 ,

冰箱。

1 .3 引物  引物如表1 所示。

1 .4 试剂

1 .4.1 线粒体 DNA 提取试剂。0 .500 mol/ L Tris- HCl ,0 .500

mol/ L Sucrose ,0 .005 mol/ L EDTA .Na2 ,0 .1 % BSA ;0 .005 mol/ L

β- 巯基乙醇 ,1 .0 %～2 .0 % 聚乙烯吡咯烷酮( PVP ,pH 值7 .5) ,

0 .050 mol/ L Tris- HCl ,0 .300 mol/ L Sucrose ,0 .010 mol/ L MgCl 2 ;

1 .0 % PVP,0 .010 mol/ L Tris- HCl ,0 .600 mol/ L Sucrose ,0 .002

mol/ L EDTA Na2( pH 值 7 .5) ; 0 .020 mol/ L EDTA Na2 ,0 . 050

mol/ L Tris- HCl ,2 .0 %SDS( pH 值7 .5) ,20 mg/ ml 蛋白酶 K,

8 .000 mol/ L NH4Ac ,平衡酚 ,氯仿∶异戊醇( 24∶1) ,预冷无水乙

醇,70 %乙醇,TE 缓冲液。

表1 随机引物序列

Table 1 Randompri mer sequence

引物编号No . of pri mer 引物序列Pri mer sequence

SBS G02 GGCACTGAGG

SBS G05 CTGAGACGGA

SBS G12 CAGCTCACGA

SBS G17 ACGACCGACA

SBS H06 ACGCATCGCA

SBS H07 CTGCATCGTG

1 .4 .2 RAPD- PCR 扩增、电泳试剂。20～30 ng 模板 DNA,0 .2

mmol/ L dNTPs ,1 .5 mmol/ L MgCl 2 ,0 .2 μmol/ L 引物 ,1 U Taq

DNA 聚合酶,1×PCR buffer( 10 .0 mmol/ L Tris- HCl ,pH 值8 .3 ;

5 .0 mmol/ L KCl) ,1×TBE 缓冲液,5 μl 溴酚蓝,EB,1 .0 % 琼

脂糖。

1 .5 方法  线粒体基因组 DNA 的提取参照甘娜等的方

法[ 1] ;RAPD 扩增参照朱美霞等的方法[ 2] ;电泳参照甘娜等的

方法[ 1] 进行。

2  结果与分析

2 .1  线粒体基因组 DNA 的提取  mtDNA 样品用0 .8 %琼脂

糖凝胶电泳检测 ,所得条带在21 .2 kb 处( 图1) 。经紫外分光

光度计测定, A260为0 .468 , A280为0 .263 , A260/ A280为1 .779 , 符
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合 A260/ A280在1 .7～1 .9 的经验比值 ,DNA 的纯度较高。

2 .2 杂交亲本的 RAPD 多态性 以杂交群体的母本99B 和

父本海岛棉的 mtDNA 为模板 ,通过 RAPD- PCR 扩增、凝胶电

泳, 从SBS G01～20、SBS H01～10 共30 个随机引物中筛选出

SBS G12、SBS G05 、SBS G17、SBS G02、SBS H06 和SBS H07 共6

条重复性好、稳定性强的多态性引物, 占能扩增出产物的引

物的20 %。每一条引物可产生1～7 条清晰的条带, 多态性

条带1 条以上, 每1 个多态性条带记为1 个等位基因。扩增

获得的 DNA 的大小在200～2 000 bp。

图1 99B×海岛棉杂种2代mtDNA 电泳图

Fig .1 mtDNA electrophoretogramhybrid F2of 99B×island cotton

2.3 99B×海岛棉杂种2 代 mtDNA 的 RAPD- PCR 扩增多

态性

2 .3 .1  单引物扩增多态性。该研究分析了能稳定扩增的6

个RAPD 引物对双亲( 图2) 及F2 代。结果表明,6 个引物中

有SBS G12、SBS G02 共2 个引物在F2 群体的同一个体( F2-18)

中检测到差异 ,引物SBS G17、SBS H07 分别在F2-35 和 F2- 47

个体检测到1 个差异,共检测到3 个差异的植株。应用单引

物对F2 代mtDNA 进行 RAPD 检测, 结果表明该群体的纯度

为95 %。引物SBS G12 的 RAPD 扩增见图3 所示。

图2 多态性随机引物

Fig .2 Polymorphismrandompri mer

图3 引物SBS G12的RAPD 扩增

Fig .3 RAPDamplificationof pri mer SBS G12

2 .3.2 引物组合扩增多态性。将6 个 RAPD 引物两两组合

形成15 对引物, 进一步对该群体进行多态性分析。结果发

现,SBS G12( SBS G02) 和SBS G17 引物组合检出F2-18 和F2- 35

2 个差异株,SBS G12( SBS G02) 和SBS H07 引物组合检出F2-

18 和F2- 47 2 个差异株。此外 ,引物对SBS G05 和SBS H06 也

从群体中检测到1 个差异株F2-48。60 个F2 个体中有4 个存

在多态性。表明该群体的纯度为93 %。

3  结论与讨论

该研究的单引物扩增多态性分析表明,6 个单引物扩增

得到3 个差异株 ,该群体的杂异率为5 % ;引物组合扩增多态

性分析表明 ,15 对引物扩增检测到4 个差异株, 该群体的杂

异率为7 %。表明引物组合扩增多态性分析具有准确性高、

精确性好的优点。此外 , 王风格等[ 3] 、朱美霞等[ 2] 的试验也

证明了这一推断, 这为引物组合法广泛应用于植物纯度检

测、遗传多样性分析提供了依据。

植物线粒体 DNA 的遗传方式为细胞质遗传。线粒体

DNA 的长度在150～2 500 kb , 与核基因组相比要小得多 ; 且

线粒体基因组拷贝数高、进化速率快[ 4] ,是单拷贝基因组的5

～10 倍[ 5] ,是群体遗传进化研究的良好材料, 尤其是在鉴定

个别基因变异方面应用比较广泛。如mt DNA 控制区的一段

poly- C 结构是多种肿瘤的突变热点[ 6 - 7] 。mtDNA 中的12S

rDNA、16S rDNA 等 rRNA 基因, 控制区序列 D-loop、ct yB 和

NA4 等基因常被选作分子标记[ 8 - 9] 。各种分子标记技术的

发展和应用促进了mtDNA 在物种起源和系统发生、种内遗传

分化和遗传瓶颈效应等各方面的研究[ 10 - 13] 。甘娜等利用细

胞质基因组对大花蕙兰20 个不同品种的品种鉴定和遗传多

样性进行了系统评价[ 1] ; 孟彦等对10 个牛品种线粒体的

12Sr RNA 基因多态性进行分析[ 14] , 充分证明了 mtDNA 多态

性检测的应用价值和应用前景。
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