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松花型花椰菜主要品种鉴定的分子标记分析
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� � 摘要: 利用 RAPD、ISSR和 SRAP 3种分子标记对我国南方地区松花型花椰菜主栽品种进行鉴定,分析了品种间的遗传多

样性。 3种标记共产生 370条扩增带, 238条为多态性条带,其多态率为 64. 32%。其中只有 SRAP标记的引物 m e1 /em1可将

20个品种全部鉴别。遗传相似系数分析表明,松花型花椰菜品种之间的亲缘关系较近, 遗传背景比较狭窄。聚类分析表明品

种间的亲缘关系与熟性、地理分布相关。研究表明, 分子标记能有效地应用于花椰菜品种鉴定, 且综合多种分子标记分析品

种间的遗传多样性将更加准确可靠。
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� � Abstract: RAPD, ISSR and SRAP molecu larmarkersw ere used for cu ltivar ident ification and genetic diversity

analysis o f loose-curd caulif low er cu ltivars in the southern Ch ina. Totally 370 bands w ere amp lified and 238

( 64�32% ) w ere polymorphic. The SRAP pr imer, me1 /em1, cou ld dist inguish all 20 cultivars. A na lysis of genetic

sim ilarity coefficient show ed that loose-curd cau liflow er cu ltivars had a near genetic re lationship w ith the narrow ge-

netic background. C luster ana lysis show ed tha t genetic re lationship among cultivars and the geograph ic distribution

and maturity w ere much related. It is indicated that caulif low er cu lt ivar identificat ion and genet ic diversity ana lysis

could be conducted effectivelyw ithmo lecu larmarkers and the reliable result could be ob tained w ithmu lt ip lemo lec-

u larmarker analysis.
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� � 花椰菜 (B rassica oleracea var. botry tis L. )是十字

花科芸薹属重要的蔬菜作物之一。松花型花椰菜花

球松散,梗青球白,生脆可口,味道鲜美,植株适应性

和抗逆性强。近年来松花型花椰菜已逐渐赢得我国

南方地区消费者的青睐, 种植面积不断扩大
[ 1 - 2 ]
。

传统品种鉴定方法主要是对植株形态进行观察,但

由于大部分花椰菜品种苗期形态相似, 要到成株才

开始表现品种特性,所以品种鉴定往往需要较长时

间, 且易受环境影响。

快速、准确、高效的分子标记技术在蔬菜作物品

种鉴定上得到广泛应用, 成为分析遗传关系和遗传

多样性的强有力工具
[ 3- 5]
。Hu等

[ 6]
利用 4个随机

引物产生的标记条带鉴别了 14个青花菜和 12个花

椰菜品种。K resovich等
[ 7 ]
利用分子标记对甘蓝类
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蔬菜进行品种鉴定及遗传多样性分析。但是对花椰

菜进行品种鉴定及指纹图谱分析的研究还不多
[ 8 ]
,

利用 RAPD、ISSR和 SRAP 3种标记进行松花型花椰

菜品种鉴定与遗传多样性分析的研究尚未见报道。

本文利用分子标记对松花型花椰菜品种进行鉴定与

遗传多样性评价,从 DNA水平揭示品种的遗传变异

与亲缘关系,以期为松花型花椰菜品种鉴定与品种选

育过程中优异种质的合理利用提供技术参考。

1� 材料与方法

1. 1� 材料

选取我国南方地区广泛栽培的 20个不同来源

和熟性的松花型花椰菜品种 (表 1)。

表 1� 松花型花椰菜品种的特性及来源地

Table 1� The character istic s and sources of loose- curd cau liflow er cu ltivars

编号

Cod e

品种

Cu ltivar

熟性

M aturity

单球重 ( kg)

S ing le cu rd

w eight

来源

O rigin

编号

C ode

品种

C u lt ivar

熟性

Maturity

单球重 ( kg)

S ingle curd

w eigh t

来源

O rigin

1 庆松 90天 中熟 1. 5~ 2. 0 1 11 农美 50天 极早熟 1. 5~ 1. 8 5

2 庆松 100天 中晚熟 1. 4~ 2. 0 1 12 泰国 65天 早熟 1. 4~ 2. 0 6

3 秀华 90天 中熟 1. 5~ 2. 5 2 13 吉美 50日 极早熟 1. 4~ 1. 6 7

4 庆松 65天 早熟 1. 3~ 2. 0 1 14 青秀 65天 早熟 1. 3~ 1. 5 2

5 庆松 85天 中熟 1. 4~ 2. 0 1 15 秀美 60天 早熟 1. 5~ 1. 8 2

6 庆农 58日 极早熟 1. 5~ 1. 8 3 16 庆农 90日 中熟 2. 2~ 2. 4 3

7 雪松 60天 早熟 0. 6~ 0. 9 4 17 秀华 65天 早熟 1. 5~ 2. 0 2

8 庆农 85日 早中熟 2. 0~ 2. 2 3 18 好吃花菜 120天 晚熟 1. 5~ 2. 5 8

9 庆农 65日 早熟 1. 6~ 2. 0 3 19 好吃花菜 80天 中熟 1. 4~ 2. 0 8

10 庆农 60日 早熟 1. 6~ 1. 9 3 20 好吃花菜 70天 早熟 1. 1~ 1. 5 8

1:浙江神良种业; 2:台湾禾峰种子有限公司; 3:台湾庆农种苗有限公司; 4:温州神龙种苗有限公司; 5:台湾农业种苗股份有限公司; 6:台湾津源

田种苗; 7:台湾田农种苗股份有限公司; 8:温州首指蔬菜种业有限公司

1. 2� 方法
1. 2. 1� 田间鉴定 � 供试材料 2007-2008年播种于南

京农业大学江浦园艺实验站,并进行田间性状鉴定。

1. 2. 2� 基因组 DNA的提取和纯化 � 选取新鲜的
花椰菜叶片, 采用本实验室改良的 CTAB-氯仿 -

异戊醇法
[ 9]
, 进行基因组 DNA的提取, 紫外分光光

度计测定 DNA浓度后,保存于 - 20� 冰箱中备用。

1. 2. 3� PCR反应体系 � RAPD扩增反应体系为
2�0mmo l/L M gC l2, 0. 15mmol /L dNTPs, 0. 44 �mo l/L
引物, 0. 75 U Taq DNA聚合酶 ( TaKaRa), 扩增程序

为 94� 2m in; 94� 30s, 37� 45s, 72� 90s, 40个循

环; 72� 10m in延伸; ISSR反应体系为 2. 5mmo l /L

M gC l2, 0. 156mmo l /L dNTPs, 0. 5 �mol/L引物, 0. 64

U Taq DNA 聚合酶 ( TaK aRa ) , 扩增程序: 94�

3m in; 94� 30s, 55� 1m in, 72� 90s, 35个循环;

72� 10m in延伸。PCR扩增产物在 1. 2%琼脂糖凝

胶中电泳检测, 紫外灯下拍照。 SRAP-PCR反应与

产物检测按本实验室方法进行
[ 10 ]
。

1. 2. 4� 数据处理与分析 � 对电泳结果进行统计,将
电泳图谱上清晰且重复出现的条带作为一个位点,

同一位置上出现的记为 � 1�,未出现的记为 � 0�。采

用 NTSYS- pc2. 10软件, 按照非加权算术平均数聚

类分析方法 ( UPGMA )对遗传相似系数进行聚类分

析, 计算品种间的遗传距离并构建聚类分析树状图。

2� 结果与分析

2. 1� 遗传多样性分析

筛选引物后对供试材料进行检测 (图 1)。 12

个 RAPD随机引物共产生 77条多态性条带, 多态率

为 62. 10%,单个引物检测到的多态性位点比率最

低的是 NAURP147( 37. 50% ), 最高的为 NAURP40

( 77. 78% )。 ISSR标记 11个引物产生 37条多态性

带, 多态率为 46. 84%, 单个引物检测到的多态性位

点比率最低的是 NAU ISR57( 25. 00% ), 最高的为

NAU ISR42( 77. 78% )。筛选出 9对 SRAP引物共产

生 124条多态性带, 多态率为 74. 25% ,单个引物检

测到的多态性位点比率最低的为 odd38 /em1

( 43�48% ), 最高的为 m e1 /em3 ( 88�89% )。引物

me1 /em3产生 16 条多态性带, 多态性最高为

88�89%。 3种标记共产生 238条多态性带,多态率

为 64�32%。表明松花型花椰菜品种间的遗传多样
性较低,遗传背景比较狭窄。
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图 1� 供试材料不同标记电泳图谱

F ig. 1� Electrophoresis profiles am p lified by d ifferen t

mo lecu larm arkers in cau lif lowers

A: RAPD, B: ISSR, C: SRAP; M: DL2000 DNA ladder

2. 2� 遗传相似性分析
RAPD标记的遗传相似系数分析表明, 庆农 65

日和好吃花菜 120天的遗传相似系数最低为

0�5645,庆松 90天和庆松 100天、庆农 65日和秀华

65天的最高为 0. 9516, 平均遗传相似系数为

0�8056。 ISSR标记的遗传相似系数分析显示, 庆农

85日和好吃花菜 120天的遗传相似系数最低为

0�6835,庆农 65日和吉美 50日、庆农 60日和农美

50天的最高为 0�9747, 平均遗传相似系数为
0�8662。 SRAP标记的遗传相似系数分析表明, 雪

松 60天和好吃花菜 120天、庆农 85日和好吃花菜

120天的遗传相似系数最低为 0�5689, 庆松 90天和

庆松 100天的最高为 0�9222, 平均遗传相似系数
为 0�7621。

3种标记的遗传相似系数分析表明,雪松 60天

和好吃花菜 120天的遗传相似系数最低为 0�6054,庆
松 90天和庆松 100天的最高为 0�9351,平均遗传相
似系数为 0�7989。所有品种的遗传相似系数都小于
1,同时又都能聚类在一起,表明供试材料既有相同的

遗传背景, 又存在一定差异。来源于浙江的雪松 60

天与好吃花菜 120天的亲缘关系最远,表明熟性是影

响亲缘关系的重要因素。庆松 90天和庆松 100天的

亲缘关系最近,两者来源地相同、熟期相近。

2�3� 指纹图谱分析与品种鉴别
利用多态性位点对材料进行鉴定。RAPD标记

可区分的品种数最少的引物是 NAURP147 (仅 2

个 ) ,最多的引物为 NAURP154 (达到 12个 ), 使用

引物 NAURP154 和 NAURP7可鉴别全部品种。

ISSR标记可区分的品种数最多的引物为 NAU ISR42

(达到 9个 ), 但 ISSR标记引物组合不能将所有品

种区分开。SRAP标记可区分的品种数最少的引物

是 me6 /em9(仅 5个 ), 引物 me1 /em1可区分品种数

最多 (达到 20个 ) ,其鉴定效率最高, 仅此引物可将

材料全部鉴别 (图 1- C ) 。

2�4� 聚类分析
在 3种标记综合分析的聚类图中 (图 2 ), 遗传

相似系数为 0�68时聚类图分为两个类群。 �类群
包含 18个品种; �类群包括来源于温州的 2个中晚

熟品种:庆松 85天和好吃花菜 120天。�类群在遗

传相似系数为 0�85时分离为 3个组。 �组包含 13

个松花型花椰菜品种,又可分成 3个亚组,第 1亚组

由品种庆松 90天、庆松 100天、秀华 90天、秀华 65

天、庆松 65天构成, 除秀华 65天来源于中国台湾

外, 其余品种均来源于温州, 表明其父母本遗传背景

相似,由此推测其亲本之间亲缘关系较近;第 2亚组

由庆农 58日、庆农 65日、庆农 60日、农美 50天、泰

国 65天和吉美 50日组成, 均是来源于中国台湾的

早熟、中熟品种; 第 3亚组仅有好吃花菜 80天和好

吃花菜 70天, 来源于温州道指公司且熟期相近。 �
组包含品种雪松 60天、庆农 85日和秀美 60天, 除

雪松 60天来源于温州外,其余品种均是来自中国台

湾的早熟类型。�组仅有品种青秀 65天和庆农 90

日, 均来自中国台湾, 表明同地区品种亲缘关系较

近。聚类分析不能区分品种庆松 90天和庆松 100

天, 表明熟期和地理区域是影响品种亲缘关系的重

要因素。

图 2� 松花型花椰菜品种基于分子标记的聚类分析图

F ig. 2� D endrogram s of loose- curd cau liflower cu ltivars

based onm olecularm arker analysis

3� 讨论

所有标记均不能区分全部品种, 表明南方地区

松花型花椰菜品种遗传背景比较狭窄。可能是因为
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这些品种来自南方的浙江、台湾地区, 频繁引种、长

期人工选育和广泛品种交流造成品种间基因交流,

降低了该地区品种遗传多样性;或是采用了相似的

亲本, 导致品种特异性降低。

成熟期是品种鉴定的重要指标,是影响聚类分析

结果的重要因素。品种熟期与遗传亲缘关系存在一

定的相关性。极早熟品种与早熟品种亲缘关系较近,

中早熟与中熟品种亲缘关系较近, 极早熟、早熟品种

与晚熟品种亲缘关系较远。在聚类图中材料基本上

按照熟期进行分布,表明分子标记结果与农艺性状及

生物学分类有一定的相关性
[ 10-11]
。品种间亲缘关系

与地理分布有一定的相关性,如第 1组第 2亚组的品

种均来自中国台湾;不同地域的品种聚在一起,如好

吃花菜 120天和庆松 85天, 可能是由于育种过程中

采用了相同或遗传相似性较高的亲本。

分子标记技术在一定程度上能够揭示品种之间

园艺学性状的相似性及亲缘关系远近, 并且不同分

子标记结果表现出一定的相似性。 SRAP标记鉴定

品种的效率最高,与 3种标记综合分析的结果接近,

说明 SRAP技术能有效地应用于松花型花椰菜品种

鉴定。 SRAP标记多为共显性, 主要检测的是基因

阅读框区域多态性, 常与形态学分类表现出很高的

一致性
[ 12-13 ]

。遗传标记在基因组中分布位置不同,

在分析材料遗传多样性与品种鉴定能力方面会存在

一些差异,因此利用多种标记进行品种鉴定与遗传

多样性分析结果将可能更加准确、可靠
[ 14-15 ]

。
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