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摘要! 采用 $% 对简单重复序列$11+%引物对福建省坛紫菜种质资源库中保存的 "" 个坛紫菜

种质材料进行了遗传分析!共检测到了 C& 个多态性位点!每对引物检测到的等位基因介于

$ _#个之间!平均为 "8%= 个!引物的%M?值介于 %8&= _%8?> 之间!平均为 %8=?# 然后根据 !

对引物$BJ;K%C!BJ;K%! 和B4&!%扩增出的 &# 个多态性位点构建了 "" 个坛紫菜种质材料的指

纹图谱库!使得每一种质材料均具有其特异的 @,-指纹图谱# 并根据指纹图谱中各扩增位

点条带的有无!将指纹图谱转化成了计算机可以识别的数码指纹!开发了相应的数码指纹识别

软件!为坛紫菜种质的自动化鉴定及坛紫菜种质资源库的信息化管理奠定了基础#

关键词! 坛紫菜& 种质材料& 简单重复序列& 指纹图谱库

中图分类号! 1>&?'''''''文献标识码'-

''坛紫菜是我国紫菜人工养殖的两个主要种类

之一!原产于福建!$% 世纪 ?% 年代后推广到浙江

沿海!目前已成为闽浙沿海的支柱性产业!其产量

占全国紫菜总产量的 ?=i左右!是我国特有的暖

温带性种类(&)

*

近年来!基础研究的加强和生物技术的采用!

带动了坛紫菜育种和栽培技术的快速发展!新的

栽培品系不断出现* 科学准确地鉴别新品系及种

质材料的遗传特异性!对于坛紫菜种质的质量鉴

定+遗传资源评价和品种权益保护均具有重要意

义* 传统的依赖于形态学的种质鉴定!由于坛紫

菜大多数形态性状易受环境因数影响!且可描述

的特征有限!准确的鉴定工作非常困难* 随着

@,-分子标记的不断发展和检测技术的渐趋完

善!从分子水平上对品种的遗传特异性进行快速+

准确+不受环境条件影响的鉴定成为可能* @,-

指纹图谱技术已经在农作物品种的种质鉴定中发

挥了重要作用($)

!国际植物品种权保护联盟

"*B)5#已将@,-指纹图谱鉴定纳入农作物品

种@*1测试内容!并将 @,-指纹图谱构建的标

记方法确定为简单重复序列 "KHFQ7;K;k9;:I;

O;Q;GW!11+#和单核苷酸多态性"KH:]7;:9I7;6WHT;

Q67MF6OQJHKF!1,B#

(!)

!我国也已将 @,-指纹图

谱鉴定作为品种质量监控的重要措施之一!为品

种保护提供理论基础和法律依据(")

*

@,-指纹图谱在紫菜种质鉴定中的应用已

有报导!贾建航等(=)利用来自两个 +-B@引物扩

增的 C 条多态性条带构建了 &= 个紫菜无性系的

@,-指纹图谱* 石金锋等(# <?)报道了 C 个可以

有效对 C 个紫菜无性系进行特异性鉴定的 +-B@

分子标记!并把它们转换成生产上便于应用的

14-+标记* 刘必谦等(C)采用 ! 对 31DE11+引

物扩增出的 = 个条带构建了 C 个坛紫菜丝状体品

系的@,-指纹!使得每个丝状体品系都有独一

的指纹模式* 谢潮添等(>)利用 011+标记构建了

" 个坛紫菜色素突变体的@,-指纹* 19: 等(&%)

+

^;:]等(&&)

+UHG6等(&$)分别构建了 $? 个紫菜品

系的+-B@和 -/.B指纹图谱!并应用 1+-B标

记构建了 &# 个紫菜品系的 @,-指纹图谱!并将

这些指纹图谱应用于紫菜的种质鉴定中* 但这些

研究大多是对一种紫菜的少数几个品系!或者多

种紫菜同时构建指纹图谱!仍然存在着样品收集
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不全!不同实验室的研究数据难以进行共享和比

较!在生产上无法推广使用!且所采用的标记方法

不符合*B)5的规定等诸多问题*

因此本研究拟按照标准 @,-指纹库构建的

原理(! <"!&!)

!对坛紫菜指纹图谱构建的各个环节

进行优化!从而构建福建省坛紫菜种质资源库收

集和保存的 "" 个坛紫菜种质材料的11+@,-指

纹图谱!并将指纹图谱转化为计算机可以识别的

数码指纹!开发相应的数码指纹识别软件!应用于

坛紫菜种质鉴定!实现坛紫菜种质资源库的信息

化管理*

&'材料与方法

&'&(供试材料

"" 个坛紫菜种质材料均来自于福建省坛紫

菜种质资源库中保存的丝状体纯系"表 &#* 培养

条件为 $% `!光照强度 & %%% _& =%% 7V!光周期

为 &$ J"光#n&$ J"暗#*

表 &(供试坛紫菜的种质编号及来源

536'&(/0<;BD37;$9'31?9<8E819=@A073;BD079=7&?+)$+.(.')'

序号

:68

种质编号!

];OFQ7GKF:68

特征

IJGOGIW;OK

来源

6OH]H:

序号

:68

种质编号

];OFQ7GKF:68

特征

IJGOGIW;OK

来源

6OH]H:

& Z1

*

生长速度快
]O;hNGKW

野生选育"平潭苏澳#

hH7T PO;;TH:]

"19G6 6NBH:WG:#

&? Z1

.

E&

生长速度快!藻体宽
]O;hNGKW!

hHTWJ 6NP7GT;

野生选育"平潭东甲岛#

hH7T PO;;TH:]

"@6:]gHGHK7G:T

6NBH:WG:#

$ Z1

#

生长速度快
]O;hNGKW

野生选育"平潭东澳#

hH7T PO;;TH:]

"@6:]G6 6NBH:WG:#

&C Z1

.

E$

生长速度快!藻体宽
]O;hNGKW!

hHTWJ 6NP7GT;

野生选育"平潭东甲岛#

hH7T PO;;TH:]

"@6:]gHGHK7G:T

6NBH:WG:#

! Z1

$

生长速度快!藻体宽
]O;hNGKW!hHTWJ

6NP7GT;

野生选育"平潭东甲岛#

hH7T PO;;TH:]

"@6:]gHGHK7G:T 6NBH:WG:#

&> BY

#

生长速度快!藻体厚
]O;hNGKW!

WJHIf:;KK6NP7GT;

大田选育
PO;;TH:] PM

NH;7T K;7;IWH6:

" Z1

/

生长速度快
]O;hNGKW

野生选育"平潭将军山#

hH7T PO;;TH:]

"(HG:]g9:KJG: 6NBH:WG:#

$% BY

$

生长速度快
]O;hNGKW

大田选育
PO;;TH:] PM

NH;7T K;7;IWH6:

= Z1

0

E&

生长速度快!藻体宽
]O;hNGKW!hHTWJ

6NP7GT;

野生选育"平潭将军山#

hH7T PO;;TH:]

"(HG:]g9:KJG: 6NBH:WG:#

$& BY

0

藻体薄+不易成熟
WJH: 6NP7GT;!

JGOT W6 FGW9O;

大田选育
PO;;TH:] PM

NH;7T K;7;IWH6:

# Z1

0

E$

生长速度快!藻体窄
]O;hNGKW!:GOO6h

6NP7GT;

野生选育"平潭将军山#

hH7T PO;;TH:]

"(HG:]g9:KJG: 6NBH:WG:#

$$ BY

0

E&

生长速度快!耐高温
]O;hNGKW!JH]J

W;FQ;OGW9O;O;KHKWG:W

大田选育
PO;;TH:] PM

NH;7T K;7;IWH6:

? Z1

0

E!

生长速度快!藻体宽!

不易成熟
]O;hNGKW!hHTWJ 6NP7GT;

JGOT W6 FGW9O;

野生选育"平潭将军山#

hH7T PO;;TH:]

"(HG:]g9:KJG: 6NBH:WG:#

$! BY

0

E$

生长速度快
]O;h/GKW

大田选育
PO;;TH:] PM NH;7T

K;7;IWH6:

C Z1

0

E"

生长速度快!不易成熟
]O;hNGKW!JGOT

W6 FGW9O;

野生选育"平潭将军山#

hH7T PO;;TH:]

"(HG:]g9:KJG: 6NBH:WG:#

$" BY

/

E&

生长速度快!藻体厚
]O;hNGKW!WJHIf:;KK

6NP7GT;

大田选育
PO;;TH:] PM NH;7T

K;7;IWH6:

> Z1

1

生长速度慢!藻体较宽+厚
]O;hK76h7M!hHTWJ G:T

WJHIf:;KK6NP7GT;

野生选育"平潭草屿#

hH7T PO;;TH:]

"4G6M9 6NBH:WG:#

$= BY

/

E$

生长速度快!藻体厚
]O;hNGKW!WJHIf:;KK

6NP7GT;

大田选育
PO;;TH:] PM NH;7T

K;7;IWH6:

&% Z1

2

E&

生长速度慢!易成熟
]O;hNGKW!;GKM

W6 FGW9O;

野生选育"厦门大嶝#

hH7T PO;;TH:]

"@GT;:] 6NYHGF;:#

$# BY

/

E!

藻体厚!耐高温
WJHIf:;KK6NP7GT;!JH]J

W;FQ;OGW9O;O;KHKWG:W

大田选育
PO;;TH:] PM NH;7T

K;7;IWH6:

&& Z1

2

E$

生长速度慢!易成熟
]O;hNGKW!;GKM

W6 FGW9O;

野生选育"厦门大嶝#

hH7T PO;;TH:]

"@GT;:] 6NYHGF;:#

$? [E&?

红色!生长速度快
O;T!]O;hNGKW

杂交选育
JMPOHT PO;;TH:]

&$ Z1

3

生长速度慢!藻体宽!

易成熟
]O;hNGKW!hHTWJ 6NP7GT;!

;GKM W6 FGW9O;

野生选育"漳浦古雷#

hH7T PO;;TH:]

"b97;H6N[JG:]Q9#

$C [E&>

生长速度较快
]O;hNGKW

杂交选育
JMPOHT PO;;TH:]

&! Z1

4

生长慢!易成熟
]O;hK76h7M!

;GKM W6 FGW9O;

野生选育"东山#

hH7T PO;;TH:]

"@6:]KJG: HK7G:]

6N[JG:]aJ69#

$> [E$#

红色!耐高温
O;T!JH]J W;FQ;OGW9O;

O;KHKWG:W

杂交选育
JMPOHT PO;;TH:]

&" Z1

5

E&

生长速度慢!藻体宽!

易成熟
]O;hK76h7M!hHTWJ 6N

P7GT;!;GKM W6 FGW9O;

野生选育"平潭南海#

hH7T PO;;TH:]

",G:JGH6NBH:WG:#

!% [E#%

生长速度快
]O;hNGKW

杂交选育
JMPOHT PO;;TH:]

&= Z1

5

E$

生长慢!窄叶!易成熟
]O;hK76h7M!:GOO6h6N

P7GT;!;GKM W6 FGW9O;

野生选育"平潭南海#

hH7T PO;;TH:]

",G:JGH6NBH:WG:#

!& [E#&

生长速度快
]O;hNGKW

杂交选育
JMPOHT PO;;TH:]

&# Z1

6

生长速度慢!易成熟
]O;hK76h7M!

;GKM W6 FGW9O;

野生"平潭南赖岛#

hH7T PO;;TH:]

",G:7GH6NBH:WG:#

!$ [E##

生长速度快!耐高温
]O;h/GKW!JH]J

W;FQ;OGW9O;O;KHKWG:W

杂交选育
JMPOHT PO;;TH:]

'&(



# 期 谢潮添!等$坛紫菜种质材料@,-指纹图谱的构建 ''

%续表 &%

!! [E#C

生长速度快
]O;hNGKW

杂交选育
JMPOHT PO;;TH:]

!> [E>&

褐绿色!叶片宽而薄
PO;;:!hHOWJ G:T

WJH: 6NP7GT;

杂交选育
JMPOHT PO;;TH:]

!" [E?&

红色!藻体宽
O;T!hHTWJ

6NP7GT;

杂交选育
JMPOHT PO;;TH:]

"% [E>$

褐绿色
PO;;:

杂交选育
JMPOHT PO;;TH:]

!= [E?$

生长速度快
]O;hNGKW

杂交选育
JMPOHT PO;;TH:]

"& [E>"

褐绿色!抗逆性强
PO;;:!

KWO;KKW67;OG:W

杂交选育
JMPOHT PO;;TH:]

!# [EC%

褐色!生长速度快!叶片宽
PO6h:!]O;hNGKW!

hHTWJ 6NP7GT;

杂交选育
JMPOHT PO;;TH:]

"$ Zd

*

桔红色!容易成熟
:GIGOGW!;GKM W6 FGW9O;

诱变选育
F9WG];:;KHKPO;;TH:]

!? [EC&

生长速度快!藻体宽
]O;hNGKW!

hHTWJ 6NP7GT;

杂交选育
JMPOHT PO;;TH:]

"! Zd

#

褐绿色
PO;;:

诱变选育
F9WG];:;KHKPO;;TH:]

!C [EC$

桔红色!生长速度快
:GIGOGW!

]O;hNGKW

杂交选育
JMPOHT PO;;TH:]

"" Zd

$

紫色!生长速度快
Q9OQ7;!]O;hNGKW

诱变选育
F9WG];:;KHKPO;;TH:]

注$

!

为福建省坛紫菜种质资源库对各种质的编号*

,6W;K$DJ;];OFQ7GKF,686N%&3*4$*616545];OFQ7GKFO;Q6KHW6OM 6N/9gHG:8

&')(方法

@,-提取''收集培养液中培养的各种质

材料的自由丝状体用滤纸吸干后!取 %8= ] 置于

微型匀浆机中进行高速匀浆!然后采用传统的

4D-d法(&")稍作改良后进行 @,-的提取和纯

化!在 &8%i的琼脂糖凝胶电泳中检查所提取

@,-的完整性!并在 d;IfFG: @*<#%% 核酸蛋

白紫外分析仪上测定 @,-浓度*

引物'' 共筛选了 C% 对引物!其中 $C 对引

物来自于YH;等(&=)从坛紫菜 31D序列中开发的

31DE11+引物!&& 对引物来自于 [96 等(&#)根据

坛紫菜基因组数据开发的 11+引物!其余 "& 对

引物来自于 19: 等(&?)的报导* 引物由大连宝生

物"DGeG+G#公司合成*

11+分析''通过正交实验"数据未发表#

确定坛紫菜 11+扩增的最佳反应体系为$$=

!

.

的反应体系中含 $8=

!

.&% cB4+d9NN;O!= :] 模

板@,-!&8% *-*F 酶"DGeG+G#!$%% :F67A.上

游引物! $%% :F67A.下游引物和 $%%

!

F67A.

T,DB* 最佳扩增程序为$>" ` = FH:'>" ` "= K!

DF"依引物不同!表 $#"= K!?$ ` & FH:!!= 个循

环'?$ ` &% FH:* 扩增反应在X(O;K;GIJ BD4<

$%% 型扩增仪上进行!扩增产物在 &%i的聚丙烯

酰胺胶上于 #% ^恒功率电泳 $ J!经银染显色!

扫描仪记录结果*

数据统计分析''根据扩增片断对应的分子

量从大到小"图 &#!将每一样品电泳图谱中每一条

带的迁移位置记为一个位点!相同迁移位置条带的

有无分别记为 & 和 %!数据缺失记为% <&!输入电

脑形成 &+%矩阵!计算等位基因数* 然后利用软件

BHIG7I%8#根据计算公式"&#

(&C)计算各引物的多态

性指标%M?"Q67MF6OQJHKFH:N6OFGWH6: I6:W;:W#值$

MB"W! X

*

0

)W!

M

"

)

X

*

0X!

)W!

*

0

HW)Y!

"M

"

)

M

"

H

"!#

式中!%

4

+%

K

分别为群体中第4+K个等位基因频率!

6为等位基因数*

图 &(TT*引物$-A07]S 和-A07&)%对 ++ 个坛紫菜种质材料的扩增图谱

G8E'&(JD0"@<9BA9<0@8"B3@@0<19=++ E0<;BD37;;3@0<83D79=7&?+)$+.(.')'O8@A

TT*B<8;0<7$-A07]S 31?-A07&)%

"&(
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''标准@,-指纹图谱的构建''构建图谱时

依据用最少引物+最少位点+又能把所有供试样品

逐个区分开来的原则!根据 11+引物的凝胶电泳

结果!从中挑选引物用于构建 "" 个坛紫菜种质材

料的@,-指纹图谱库!使得在该 @,-指纹图谱

库中!每个材料都具有其特异的 @,-指纹* 最

后根据各位点条带的有A无分别记为 &A% 的方法!

将@,-指纹图谱转化为计算机可以识别的代表

各品系身份的特征指纹代码!配合使用相应的数

码指纹识别软件!即可应用于坛紫菜的种质鉴定*

$'结果与分析

)'&(TT*标记分析

在11+EB4+扩增实验中!以提取的 "" 个坛

紫菜种质材料基因组 @,-为模板进行引物筛

选!结果从 C% 对 11+引物中筛选出 $% 对引物!

可以扩增出清晰稳定!重复性好的位点* 这 $% 对

11+引物共检测到 C& 个多态性位点!每对引物检

测到的等位基因分布在 $ _# 个之间!平均为"8%=

个* 引物的多态性指标 %M?值介于 %8&= _%8?>

之间!平均为 %8=?* 图 & 为引物 BJ;K%C 和 BJ;K

&$ 扩增的电泳结果!分别扩增出了 " 个和 ! 个等

位基因!%M?值分别为 %8#? 和 %8=$* 引物扩增的

等位基因数越多!该引物在种质鉴定中的作用就

越大!在本实验中扩增的等位基因数大于平均数

的引物有$BJ;K%!+BJ;K%#+BJ;K&=+B2"?+B2

">+B4&%+B4&&+B4&! 和B4$!* 而引物的多态

性指标%M?值越大!表明该引物区分各种质材料

的能力越强!在本实验中 %M?值大于平均数的引

物有$BJ;K%!+BJ;K%#+BJ;K%C+BJ;K&=+BJ;K$?+

B2"?+B2">+B4&%+B4&&+B4&! 和 B4$!* 在

这两类大于平均数的参数中!共同出现的引物有

> 对!凡是扩增的等位基因数大于平均数的引物!

其%M?值就高于平均数!说明在坛紫菜中引物扩

增的等位基因数和引物的多态性指标 %M?值在

总体上是保持一致的*

表 )()] 对TT*引物的序列"扩增的等位基因数"片段大小和7E%值

536')(T0>:01"07#1:;60<9=3DD0D07#=<3E;01@78U031?B9DC;9<BA8"=<3E;01@81=9<;3@891"91@01@

$7E%%9=)] TT*B<8;0<B38<7

编号

:68

引物序列

QOHF;OK;k9;:I;K

正向引物

N6OhGOT QOHF;O"=oE!o#

反向引物

O;\;OK;QOHF;O"=oE!o#

等位基因数

:9FP;O

6NG77;7;K

片段大小"PQ#

NOG]F;:W

KHa;

%M?

BJ;K%! Db4Db4Db44D4b44D-D 4-44bD4DDbDDbDb-444D4 # !#> _!># %8?#

BJ;K%= DbDDb-b4--bbb4--b-44 44-DDbb4bb---bbb-4 ! &%$ _&&? %8=$

BJ;K%# DDb-b4--bbb4--b-44b bb-44-bD-b4-DD44b-4b-b = $C$ _!%% %8?&

BJ;K%C Db4Db-4bb-4b-bb-b--b- b4-44Db4---Db44-4--- " !=& _!C$ %8#?

BJ;K&& 4bbbD4bD4b4-bDDbbDD -b-b4bbb4bD--b4bb--b ! &#% _&#> %8"$

BJ;K&$ 4-b4-DD-4D-4b4---44-44 --D---b44-4-D44b4-4-- ! !"? _!=! %8=$

BJ;K&= bb4b4Db4Db-Dbb-b-- 44b-bDb-Db44--bbb- = !!C _!=> %8#!

BJ;K&? b-4b4-b4-4b4-4---4 44b4-44---bb4--b-- ! !!> _!=& %8"=

BJ;K$% 4b44Db44--Db-4b-b- b4--b--4--bbDbb--b-b4 $ !"% _!"! %8!!

BJ;K$! D4D4b4Db44-DD4-D44D4 4b-Db4bbD4-DDbDb4Db $ !&% _!&# %8!$

BJ;K$? bD4--bb-b-4bDDbDbbb-D- -b4bb--bb-bb-4-b-bb " "%% _"&% %8#&

B2"? b-44-bbb-Dbb--444b-bb 4bbD44Dbb4-bbb4-bDD4 = &C& _&>> %8##

B2"> 4D-b-4bb-bDb4bb4Db-4 b4D44D44-4b-b4-D4-bb = &?# _&># %8?$

B4&% 4-4-4bb-b-4b--b4-44-- 4bD-bD4-44-D4bD-b4-bD = $$! _$"" %8?%

B4&& 4b4D4--44-4DD4bD4-b 4-DDbDDbb4bDDbDDbD4-D- # $=$ _$?# %8?#

B4&! 44bD4bD4-b4-bb-b4- -DbDb-b--b44-bD-bbb---bD # &>$ _$&! %8?#

B4&? D4--44-D4-b44-D-44b-4 b-4-DbD44b44-44DDbD- $ &CC _&>$ %8&=

B4$$ D-44-bbD4b-44-bb-b4- D44--4D4Db4-bDbD44bDD ! $C= _$>" %8"?

B4$! 4bb-4-Db-DbDDD-bDb-4b- bb4--b4Db-b-4b-Db-4 # $=% _$?? %8?#

B4!# b4D-4b4bDDDbb4D-4b-b 4bbDbb-4bDDbDD4Db4Db ! $?& _$C! %8=!

)')(指纹图谱的构建及向指纹代码的转换

根据 $% 对引物对 "" 个坛紫菜种质材料的

11+分析结果!及最少引物+最少位点+又能把所

有供试样品逐个区分开来的原则!挑选引物 BJ;K

%C!BJ;K%! 和 B4&! 作为 "" 个坛紫菜种质材料

指纹图谱库构建的引物组合!根据这 ! 个引物组

#&(



# 期 谢潮添!等$坛紫菜种质材料@,-指纹图谱的构建 ''

合扩增的 &# 个多态性位点构建的 "" 个坛紫菜种

质材料的指纹图谱库"图 !#* 在这指纹图谱库

中!每个种质材料都具有其特异的 @,-指纹

图谱*

图 )(++ 个坛紫菜种质材料的#$%指纹图谱

G8E')(#$%=81E0<B<81@79=@A0++ E0<;BD37;

;3@0<83D79=7&?+)$+.(.')'

''同时!根据各引物 11+分析结果中各位点扩

增条带的有无!将所构建的 "" 个坛紫菜种质材料

的@,-指纹图谱转化成了计算机可以识别的数

码指纹"表 !#!使得每一种质材料与一特异的代

码序列相对应*

)'!(数码指纹识别软件的开发及应用

为了便于坛紫菜种质库的信息化管理及后续

坛紫菜种质鉴定的自动化!本研究还设计编写了

坛紫菜数码指纹识别软件,,,@NO&8%* 该软件

分为两个模块$建库和数码识别* 在建库模块!可

以输入种质名称!种质相关信息!数码指纹"由引

物编号及 % 和 & 组成的指纹代码两部分组成#*

并可将输入的所有信息组成一个种质相关的数据

库!用于后续的种质比较"每个种质的数码指纹

可以只有一个!也可以多个#*

而在数码识别模块!输入一个数码指纹"包

括引物编号及指纹代码#!该软件即可自动与已

建库各种质的数码指纹进行比较"只针对具有相

同引物编号的指纹进行比较#* "&# 若发现该输

入的数码指纹与数据库中某一种质的数码指纹一

致!则显示该检索的数码指纹与已建库种质中哪

一种质的指纹相符!同时显示该种质的相关信息'

"$# 若在数据库中找不到与该数码指纹相匹配的

种质!则显示该种质为新种质!同时显示该种质与

数据库中已建库各种质的遗传相似性"遗传相似

性的算法为$H' mI

4

LI

4

lI

K

"I

4

为两个比较种质

相同的扩增位点数!I

K

为两个比较种质不同的扩

增位点数##!按相似性大小排列* 最后并提示是

否将该种质的相关信息加入数据库中!若选择加

入!则会出现对话框!提示输入新种质的名称!种

质相关信息等* 若选择不加入!则终止*

表 !(++ 个坛紫菜种质材料的数码指纹

536'!(.9;B:@0<8U0?#$%=81E0<B<81@79=@A0++ E0<;BD37;;3@0<83D79=7&?+)$+.(.')'

种质编号

];OFQ7GKF:68

数码指纹

I6FQ9W;OHa;T NH:];OQOH:WK

种质编号

];OFQ7GKF:68

数码指纹

I6FQ9W;OHa;T NH:];OQOH:WK

种质编号

];OFQ7GKF:68

数码指纹

I6FQ9W;OHa;T NH:];OQOH:WK

Z1

*

&%&%%&%%&%%%&%&% Z1

6

&%%&%&%%%&%&%%&% [E#& &%&%%%&%&%%&%&%%

Z1

#

%&%&%&%%%&%%&%&% Z1

.

E& &%&%%%&%&%%%&&%% [E## %&&%%%&%&%%%&&%%

Z1

$

%&&%%%&%&%&%%&%% Z1

.

E$ %&&%%&%%%&%%&%%& [E#C %&&%%%&%&%&%%%&%

Z1

/

&%&%%%&%&%&%%%%& BY

#

&%&%%%&%%&%%&%&% [E?& &%&%%%&%%&%&%%&%

Z1

0

E& &%&%&%%&%%%&%%&% BY

$

%&%&%%&%&%%%&%%& [E?$ %&%&&%%%&%&%%&%%

Z1

0

E$ %&%&%&%%&%%%&%&% BY

0

%&%&%%&%&%%&%%&% [EC% &%&%%&%%&%&%%%&%

Z1

0

E! %&%&%&%&%%%&%%&% BY

0

E& %&%&%%&%&%%%&%&% [EC& &%&%%%&%&%%&%%&%

Z1

0

E" &%&%%&%%%&%&%%&% BY

0

E$ %&&%&%%%&%%%&%&% [EC$ &%&%%&%%&%%&%%&%

Z1

1

%&%&%%&%&%&%%%%& BY

/

E& &%&%%&%%&%%&%&%% [E>& %&&%%%&%%&%&%%%&

Z1

2

E& %&&%%%&&%%&%%%%& BY

/

E$ %&&%%%&&%%%%&%&% [E>$ &%&%%%&%&%%%&%&%

Z1

2

E$ %&&%&%%&%%%&%%&% BY

/

E! &%&%%%&&%%&%%%&% [E>" &%&%&%%&%%%%&&%%

Z1

3

%&&%%%&&%%%&%%%& [E&? &%%&%%&%&%%&%%&% Zd

*

%&&%%%&%&%%%&%&%

Z1

4

%&&%&%%%%&%%&%&% [E&> %&&%%%&%&%%%&%%& Zd

#

%&&%%%&%&%%&%%&%

Z1

5

E& %&&%&%%%%&%&%%&% [E$# %&&%%&%&%%%&%%&% Zd

$

&%%&&%%%&%%&%&%%

Z1

5

E$ %&&%%%&&%%&%%%&% [E#% %&&%&%%%&%&%%%&%

(&(
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''由此!在实际进行坛紫菜的种质鉴定时!只需

对每个待鉴定样品进行指定引物的 11+扩增!获

得其@,-数码指纹!然后将每个样品的数码指

纹输入数码指纹识别软件中!软件通过计算即可

自动给出该样品是否属于已建库种质中的一个!

如果是就显示该样品的种质信息'如果不是!则显

示该样品与各个已建库种质的相似系数* 这样就

大大方便了坛紫菜的种质鉴定工作!实现种质资

源库的信息化化管理* 当然该数码指纹识别软件

也可应用于其它物种的种质鉴定中*

!'讨论

!'&(TT*标记技术在指纹图谱构建中的应用

传统的植物种质鉴定多以形态学标记作为依

据!参考同工酶和种子贮藏蛋白标记* 但形态学

标记易受环境条件的影响!往往鉴定周期长!工作

量大* 同工酶和种子贮藏蛋白标记多态性不够丰

富!同工酶还存在组织和器官特异性!对取材有严

格的一致性要求!所以鉴定结果不够稳定* 而与

之相比!@,-分子标记技术直接在 @,-水平标

记检测基因组的遗传变异!不受发育时期和环境

因素的影响!数量丰富且多态性好!在农作物的种

质鉴定+种子纯度和真实性鉴定中已经发挥了重

要作用($)

* 但在众多的 @,-分子标记中如何选

择!是一个值得思考的问题* 11+标记由于具有

标记数量丰富!覆盖整个基因组!揭示的多态性

高'具有复等位基因的特性!提供的信息量大'以

孟德尔方式遗传!呈共显性'每个位点由引物序列

决定!便于不同实验室相互交流合作开发引物!获

得的资料能够在不同的实验室重复并共享等特

点(&>)

!已经在植物的种质鉴定中得到了广泛应

用!成为国际植物品种权保护联盟"*B)5#dXD

测试指南草案中指定的两种分子标记技术之

一(!)

"另一种分子标记技术为 1,B#!而且由于

11+标记技术比较成熟!操作简单!成本相对较为

低廉!目前已经成为各种农作物 @,-指纹图谱

库构建的首选标记(")

* dO;T;F;Hg;O等($%)采用 $%

对11+引物对超过 =%% 个西红柿品种进行了遗

传分析!结果每个引物检测到的多态位点数为

$ _C个!平均为 "8? 个!并根据遗传分析结果构建

了这 =%% 多个西红柿品种的指纹图谱'李根英

等($&)采用 &!" 对 11+引物构建了 $ "=? 个小麦

基因型的指纹图谱!并依此开发了相应的小麦种

质11+分子标记鉴定试剂盒'高运来等($$)采用

"! 对11+引物对 C! 份大豆品种进行检测!共检

测出等位变异 &=? 个!每个引物检测到的等位变

异数为 $ _? 个!平均为 !8#= 个!并采用其自行编

制的0@-:G7MKHK&8% 软件对数据进行了分析!结

果表明只需 > 对引物就可以将 C! 份材料完全区

分开!并由此构建了黑龙江省大豆品种的分子

0@'雷天刚等($!)则采用 &$ 对 11+引物和 $ 个

011+特征引物构建了 ?% 个柑橘栽培品种"系#的

@,-特征指纹图谱* 在本研究中!平均每对 11+

引物可以在 "" 个坛紫菜种质材料中检测到 "8%=

个多态性位点!引物的 %M?值平均为 %8=?!这些

数据与11+标记在陆地植物的中的检测结果基

本一致!而且在随后指纹图谱构建中!只用了 ! 对

11+引物的扩增结果即可将 "" 个坛紫菜种质材

料完全区分开!使得每个种质材料均有其特异的

@,-指纹!由此说明 11+标记也是坛紫菜指纹

图谱构建的理想标记* 当然在采用 11+标记作

为指纹图谱构建的分子标记时!必须对遗传分析

的技术体系进行优化和标准化!以保证实验数据

在不同实验室的稳定性和重复性!由此构建的指

纹图谱才具有广泛的适用性* 为此!本研究在前

期研究中通过正交实验对坛紫菜 11+标记分析

技术体系进行了优化!建立了坛紫菜指纹图谱构

建的最佳技术体系!保证了实验结果的可靠性*

!')(坛紫菜#$%指纹图谱的构建

在本研究中!根据 ! 对 11+引物对 "" 个坛

紫菜种质材料的分析结果!构建了坛紫菜的 @,-

指纹图谱库!并开发了相应的数码指纹识别软件!

可以方便地实现坛紫菜种质材料的鉴定!提供相

关种质信息!而且该指纹图谱库可以根据需要随

时增加相关引物的扩增指纹及种质材料!大大方

便了坛紫菜种质的管理和鉴定* 如果再配合使用

一些商业化的凝胶电泳图谱识别软件!则可以实

现11+分析+电泳图谱采集+数码指纹的转换及

种质鉴定的自动化!完全避免人为操作的误差*

通过+-B@+-/.B和1+-B! 种标记技术分别构

建了各种紫菜品系的 @,-指纹图谱(&% <&$)

!但由

于这些标记技术本身固有的缺陷!在构建指纹图

谱时!需要人为地根据扩增条带的清晰度及重复

性选择扩增位点!不可避免地存在人为选择的误

差!而且也未提供相应的指纹图谱识别软件!故在

实际应用中仍难以推广* 坛紫菜 @,-指纹图谱

)&(



# 期 谢潮添!等$坛紫菜种质材料@,-指纹图谱的构建 ''

库的成功构建在坛紫菜的分子标记辅助育种也具

有重要的意义!通过对坛紫菜各种质材料 @,-

指纹多态性的分析!可以对国内坛紫菜种质资源

的遗传背景作出总体评价!为后续坛紫菜育种中

亲本的选配提供重要依据*
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