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饲料型四倍体刺槐组培苗的遗传学鉴定
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摘要:以饲料型四倍体刺槐的自然繁殖苗木为对照 ,对组培苗进行 RAPD技术分析,结果表明,经 NAA 处理的组培苗

未发生遗传变异,而经 IBA培养的组培苗发生了遗传变异。
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Abstract:Taking the seeding propagated in the nature as the control , plantlets material analyzed by RAPD technique was

conducted.The results showed that genetic variation didn't appeare to plantlets treated by NAA but appear to plantlets trea-

ted by IBA.

Key words:Tetraploid Robinia pseudoacacia;plantlets;genetic variation

收稿日期:2008-12-04
基金项目:东北林业大学优秀青年教师创新项目;黑龙江省博士后
基金项目(LBH-Z06146);黑龙江省教育厅资助项目(11533016)
第一作者:王疆江(1984-),女,黑龙江省通河县人,硕士,从事植物遗
传学研究。
通讯作者简介:王秋玉(1948-),女,哈尔滨人,博士 ,教授 ,从事植物
育种研究。 Tel:0451-82191755;E-mail:mfj19751@163.com。

　　四倍体刺槐(Tetraploid Robinia pseudoacacia)也
称多倍体刺槐 ,原产韩国。1997年由北京林业大学引

进。根据生物学特点可分为饲料型和速生型两种 ,其

中饲料型四倍体刺槐无刺 、灌木状 ,生长迅速 ,叶宽且

肥厚 ,叶片含多种维生素与矿物质元素 ,是很好的牲畜

饲料 ,为解决实施退耕还林 、封山育林 、天然林资源保

护工程后出现的林牧矛盾 ,特别是为上述地区畜牧业

饲料发展找到了良好的途径[ 1] 。本研究利用 RAPD技

术检测其组培苗的遗传变异程度 ,为加强使用组培苗

的安全性提供了可靠的理论依据。

1　材料与方法
1.1　试验材料

利用组培苗叶片作为提取 DNA的材料。随机选

取10株(1～ 5号株采用NAA培养 ,6 ～ 10号采用 IBA

培养)为分析材料 ,以自然繁殖的苗木作为对照 ,编号

为 11号。试验中所选用的 10条 RAPD随机引物 ,由

上海生物工程公司合成。

1.2　DNA提取方法及扩增条件

DNA的提取方法采用王关林和方宏筠[ 2]的方法 ,

稍加改动。在 20μL 反应体系中 DNA 浓度为 20 ng ,

Mg2+浓度为 0.5 mmol · L-1 , 引物浓度为 0.25

μmol·L-1 ,循环次数为 35次。热循环条件:94℃, 4

min;94℃,1 min;37℃,2 min;72℃,4 min;35个循环后

于 72℃延伸10 min;4℃,1 h。

为了增强 RAPD稳定性和重复性 ,并提高试验数

据的可靠性 ,每次PCR反应重复3次 ,取可重复和清晰

的条带进行记录 ,每一个 RAPD扩增的条带记录为一

个遗传位点 ,扩增条带的有无分别记录为“1”和“0”。

用 NTSYS-pc2.1软件中的 DICE法计算植株之间的相

似系数 ,用 UPGMA 法进行聚类分析 ,绘制树状聚

类图。

2　遗传学鉴定
利用10条扩增效果较好的引物对四倍体刺槐组

培苗基因组 DNA 进行扩增 ,扩增片段 DNA 长度在
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200 ～ 2 000 bp(见图1),共扩增出 49条清晰可辨的谱

带 ,各引物扩增出的谱带数为 3 ～ 7条 ,平均每个引物

扩增4.9条;共扩增出多态性谱带数为12条 ,平均每个
引物为 1.2条。10个引物中扩增谱带数最多的是S34 ,

共扩增出 7条谱带 ,扩增谱带数最少的是引物 S131 ,仅

扩增出 3条带 ,多态性最高的引物为 S130 ,多态性比例

75%,多态性最低的引物为 S33 、S29、S100 ,多态性比例

为0 ,所有引物的平均多态性比例为 26.3%(见表1)。

图 1　引物 S100扩增产物的电泳图谱

随机选取的 10株组培苗的相似系数变化范围从

0.93～ 1.00 ,平均相似系数为0.96 ,其中 1～ 5号之间的

相似系数为 1.00 , 7号植株和 9号植株 、6号植株和 7

号植株 、6号植株和10号植株 、9号植株和 10号植株的

遗传相似系数最小 ,为 0.93(见表 2)。

　　利用 UPGMA方法进行聚类分析(见图2),在相似

系数1.00处 ,利用激素 NAA培养所获得的 1 ～ 5号株

与对照株 11号被聚为一类未发生遗传变异。利用激

素 IBA培养所获得的 6～ 10号株未与对照株聚为一

表 1　10个引物的扩增图谱结果

引物 扩增带数 单态带数 多态带数 多态性比例/ %

S34 7 6 1 14

S33 4 4 0 0

S8 5 5 2 40

S32 6 5 1 16

S29 6 6 0 0

S130 4 1 3 75

S131 3 2 1 33

S132 5 5 3 60

S100 5 5 0 0

S75 4 3 1 25

和(平均值) 49(4.9) 42(4.2) 12(1.2) 263(26.3)

M 为marker DL200;1～ 5为 NAA培养的组培苗 , 6～ 10为 IBA 培

养的组培苗;11为对照

图 2 UPGMA 聚类图

表 2　遗传相似系数

植株代号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1 1.00

2 1.00 1.00

3 1.00 1.00 1.00

4 1.00 1.00 1.00 1.00

5 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00

6 0.94 0.94 0.94 0.94 0.94 1.00

7 0.96 0.96 0.96 0.96 0.96 0.93 1.00

8 0.97 0.97 0.97 0.97 0.97 0.94 0.98 1.00

9 0.94 0.94 0.94 0.94 0.94 1.00 0.93 0.94 1.00

10 0.98 0.98 0.98 0.98 0.98 0.93 0.94 0.96 0.93 1.00

11 1.00 1.00 1.00 1.00 1.00 0.94 0.96 0.97 0.94 0.98 1.00

类 ,其中6号株和9号株被聚为一类 ,其余植株均发生

了一定程度的遗传变异 ,但与对照株的遗传相似系数

均在 90%以上 ,变异幅度不大(见表2),总之 ,从总体聚

类结果来看 ,经NAA和 IBA培养的植株之间存在一定

的遗传差异 ,但是经NAA培养的全部植株与对照株相

比未发生变异 ,保证了母株的遗传稳定性 ,经 IBA诱导

的全部植株与对照株相比均存在一定程度的变异。

3　讨论
饲料型四倍体刺槐作为一种生态型和经济型树

种 ,具有极高的生态价值和经济价值 ,市场需求量也越

来越大 ,但自然状态下饲料型四倍体刺槐自我繁殖能

力较低
[ 3]
,难以满足市场需求。采用组织培养方法获

得四倍体刺槐组培苗 ,为其大规模的种植开发提供了

可能。将饲料型四倍体刺槐组培技术应用于快繁 ,关

键在于保持其遗传稳定性。采用 RAPD分子标记技术

对大量的组培苗进行遗传稳定性分析 ,方法简单 、快

速 ,可以直接从 DNA 水平检测遗传性状的变化 , 即从
(下转第 11页)
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二酮类的作用目标。Gampe 等
[ 6]
报道了 RXRα与配体

9-cis-retinoic acid配体结合区的晶体结构 ,这个结构在

分子水平上说明了 RXRs为什么能够与很多核受体形

成异二聚体和可以通过 9-cis-retinoic acid 激活

PPARγ/RARα异源二聚体的原因。

由于 RXRs不能单独行使其生物功能 ,而必须与

其他转录因子结合形成二聚体后 ,才能发挥作用 ,因此

单独关于 RXRs基因的研究报道较少。本研究结果表

明 , RXRα基因在刚出生的仔猪组织内广泛表达 ,并且

表达水平较高。但是随着时间的增加 , RXRαmRNA

的表达变化并没有表现出明显的规律。尽管如此 ,但

仍可以看出 ,RXRαmRNA 的表达 ,存在着明显的时间

和空间差异。推测产生这种结果的原因 ,一方面是因

为该基因的表达受到机体自身生理状态的调节 ,即随

着机体的增长 ,对视黄酸的需求也在不断变化 ,所以

RXRα的转录与表达也随之发生变化 ,另一方面也可能

是因为体内的 RARs 、激素以及其它转录因子也会对

RXRα的转录产生影响 ,因而造成了该基因的表达发生

持续的变化。
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分子水平上阐明组培苗遗传稳定性的分子机理。目

前 ,用于检测组培苗遗传稳定性的分子标记技术已在

水稻 、春兰 、果桑等植物上广泛应用[ 4-6] 。周克夫等利

用SSR标记技术 ,根据康耐尔大学的资料设计了 311

对SSR引物对早籼稻品种佳禾早占种植材料和组培材

料进行分析 ,对两种材料进行 PCR多态性扩增 ,结果

发现两者间存在多态性的引物有 88对 ,多态性比例达

到30.3%。并证明 ,佳禾早占水稻组培苗后代所表现

出的矮秆性状与亲本在遗传物质上确有明显差别
[ 4]
。

除用来鉴定组培苗的遗传稳定性分子标记技术的方法

以外 ,还有细胞学方法 、同工酶法 、形态学鉴定法等均

有报道
[ 7-9]
。

本研究应用 RAPD分子标记技术对四倍体刺槐组

培苗基因组 DNA进行分析 ,应用 NAA 的组培苗之间

出现了一定程度的变异 ,这也进一步证明了经某些激

素(浓度)处理的组培苗在 DNA水平上已经发生变异 ,

其遗传物质不稳定 ,不能有效保证母株的遗传特性 ,这

与前人关于芥蓝[ 10] 、苹果[ 11] 等组培苗遗传稳定性的研

究报道不一致。由此可见 ,以组培快繁技术快速扩大

饲料型四倍体刺槐的生产量 ,还应该从分子水平进行

进一步的鉴定 ,从而有效保证组培苗的纯度。
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