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运用ISSR分子标记鉴定杉木 ×侧柏远交杂种

齐 明

( 中国林业科学研究院 亚热带林业研究所 , 浙江 富阳 311400)

摘要: 为了对杉木 Cunninghamia lanceolata 与侧柏 Platycladus orientalis 远交杂种的真实性进行鉴定 , 进行预备试验 , 从

100 条 UBC primer Set#9( 800 ～900) 引物中 , 筛选出 9 条多态性引物。对杉木 ×侧柏远交组合 A4( 1419) ×B1 所得杂交

后代中选择的 4 株超级苗等材料 , 提取 DNA, 进行聚合酶链式反应 ( PCR) 扩增 , 并按母本、远交子代和父本顺序 , 对

PCR 产物进行电泳实验。结果发现 , 4 株超级苗在 7 条引物中 , 共找到 16 条父系特征谱带 , 在另外 2 条引物中检测到

父母的共同谱带。由此可以肯定 , 杂交所得超级苗是杉木与侧柏远缘杂交产生的杂种。杉木与侧柏远缘杂交是可配的 ,

杉木远缘杂交育种是一条多性状改良途径。图 3 表 1 参 17
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Hybrid identification of Cunninghamia lanceolata ×Platycladus
orientalis based on ISSR markers
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Abs tract: To identify truthfulness of distant hybrids for Cunninghamia lanceolata ( Chinese fir) ×Platy-

cladus orientalis, a series of exploratory experiments were conducted with 9 intersimple sequence repeat

( ISSR) primers having polymorphism screened out from 100 University of British Columbia ( UBC) primer

Set # 9 ( 800 - 900) . For A4 ( 1419) ×B1 distant cross combinations of C. lanceolata ×P. orientalis, four

outstanding seedlings were selected. Analysis of the parents and the four outstanding seedlings was done with

DNA extraction; polymerase chain reaction ( PCR) amplification using 9 polymorphism primers; polyacry

lamide gel electrophoresis( PAGE) based on the following order of maternal: A4, seedlings ( No. 2, 3, 11,

12) , paternal, and ethylene dibromide ( EB) staining; and DNA band observations with an ultraviolet

lamp. Then, these were recorded with an FR-200A Bio-electrophoresis Image Analysis System. Experimental

results of the four outstanding seedlings ( No. 2, 3, 11, 12) showed that for the combination of A4 ×B1:

( 1) there were 16 paternal special bands in 7 of the 9 polymorphic primers and ( 2) there were no paternal

special bands with the other 2 primers, but some common bands of their parents were detected within the

four seedlings. Thus, ( 1) all selected outstanding seedlings were distant hybrids; ( 2) distant hybridiza-

tion between C. lanceolata ×P. orientalis was compatible; and ( 3) wide cross breeding of Chinese fir could

be used for multiple-trait genetic improvement of forest trees. [ Ch, 3 fig. 1 tab. 17 ref.]
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种, 但他们经连续 4 a 的试验 , 证明杉木与侧柏 Platycladus orientalis 间的杂交是可配的。这一结论在

目前杉木的多性状改良中具有重要价值。侧柏为耐干旱瘠薄树种 , 且材质优良 , 利用杉木 ×侧柏进

行远缘杂交, 可以克服常规杂交育种的局限性, 向杉木转移耐贫瘠基因和材质优良的基因, 为杉木三

优品种( 生长快 , 材质优 , 抗性强) 的选育创制新材料。目前 , 我们已获得了几百株杉木 ×侧柏控制

杂交子代的苗木, 但是与杉木 ×柳杉 Cryptomeria fortunei 杂种一样, 杂交后代苗木在形态上偏母, 这

让人怀疑杂种的真实性。因此, 本研究采用内部简单序列重复( ISSR) 标记对远交杂种进行分子鉴定 ,

以夯实杉木远缘杂交的育种基础。ISSR( inter-simple sequence repeats) 是近期发展起来的一种基于聚合

酶链式反应( PCR) 技术的分子标记, 可以客观地揭示参试材料间的真实差异, 已在植物种质鉴别、物

种起源与演化、物种间的亲缘关系和遗传多样性等分析方面得到了广泛的应用 [ 3 - 12] 。相对于随机扩增

多态性 DNA( RAPD, rapid amplification polymorphism DNA) 而言 , ISSR 多态性高, 遗传稳定性好 , 受

实验环境条件的影响相对较小; 相对于扩增片段长度多态性(AFLP, amplified fragment length polymorphism)

而言 , ISSR 不需要预知基因组序列信息 , 实验操作相对简单 , 成本也略低。

1 材料与方法

1.1 研究材料

杉木母本选自浙江遂昌 1.5 代种子园, 有 A1( 龙 15) , A2( 1366) , A3( 1339) 和 A4( 1419) 等。

侧柏父本是在优良种源中选择的优良单株, 有 H1, H2 和 B1 等优株。在一系列的杉木与侧柏远

交组合中 , 我们挑选了 6 个组合 , 每组合挑选杂种超级苗 1 ～4 株不等 , 共 12 个优株。由于各远交

组合的分子鉴定结果大致相同, 因此, 为了节约篇幅 , 本文着重报道组合 A4 ( 1419) ×B1 的研究结

果。在该组合杂种中挑选出 4 株超级苗, 编号为 2, 3, 11 和 12 。

1.2 研究方法

DNA 的提取: 取新鲜叶样 , 采用 SDS( 十二烷基磺酸钠) 法提取 DNA[13]。引物筛选: 本研究所用

的 9 条 ISSR 引物, 是从 UBC primerSet#9( 800 ～900) 100 条引物中 , 按通常方法筛选而来 [14 - 16]。它们

是 812: ( GA) 7G; 827: (AC)8G; 834: (AG)8YT; 842: (GA)8YG; 848: (CA)8RG; 850: (GT)8YC; 855: (AC)

8YT; 856: (AC)8YA; 857: ( AC) 8YG。其中: Y = ( C, T) , R = ( A, G) 。优化后的 ISSR 分析的反应体

系和组成如下: 总反应体积为 20 μL, 其中有 10 ×buffer ( pH 8.4) 2.0 μL, C260 -1 Taq 20 nkat, 样品

DNA 模板 70 ng。在总反应体积中, 以下各成分的最终浓度分别为: 50 μmol·L - 1 氯化钾; 2.0 mmol·L
- 1 氯化镁; 200 μmol·L - 1 dNTP; 0.4 μmol·L - 1 引物。PCR 扩增程序 , 采用 touchdown 程序 [ 17] , 不同引

物设置不同的退火温度。PCR 扩增产物用 1.5 g·L - 1 的琼脂糖凝胶分离 , 150 V 稳压电泳 2.0 ~ 2.5 h,

电泳结束后 , 采用常规的溴化乙锭 ( EB) 染色 , 染色时间为 10 ～20 min。最后利用 FR-200 紫外与可

见光分析成像系统拍照 , 记录分析结果。远缘杂种鉴定方法: 根据母本( A4) 、子代( 2, 3, 11, 12) 、

父本( B1) 的电泳检测结果, 在 PCR 扩增的 DNA 图谱中寻找父系特征谱带。

2 结果与分析

图 1 ～3 是 A4( 1419) ×B1 组合和杂种超级苗 ( 2, 3, 11 和 12) 在 3 条不同的引物( 857, 834 和

842) 进行扩增的结果。图1 中, 引物为 857, 4 个杂种都能扩增出 1 454 和 1 137 bp 父本特征谱带, 另

外在约 550 bp 处, 子代 2 和 11 有父系谱带, 但谱带较弱, 故不计。图 2 中 , 引物为 834, 杂种 2 和

3 能扩增到 1 657 bp 父系特谱带; 2, 3 和 11 号杂种能扩增到 1 016 bp 父系特征谱带; 除12 杂种外 ,

其他杂种都能扩增到 634 bp 父本特征谱带。 图 3 中 , 引物为 842, 杂种 3, 11 和 12 均扩增出 1 537

bp 父本特征谱; 3 和 11 号杂种可扩增到 1 397 bp 父系特征谱带; 3 号杂种可扩增出 1 085 bp 父系特

征谱带; 2 和 11 号杂种可扩增出 895 bp 父系特征谱带; 4 个杂种都可扩增出 787 bp 父系特征谱带 ;

2, 11 和 12 的远交子代可扩增出 500 bp 父系特征谱带; 2 号杂种可扩增出411 bp 父系特征谱带。

进一步分析发现: ①分子谱带在上下代间表现出复杂的亲子遗传现象。②在大多数的引物上 , 在父

系不同的特征位点间, 特征谱带在远交杂种的表达遗传结果不一致, 由此可以推断, 这些特征位点间
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可能不存在紧密连锁关系。而在有些父系特

征 位 点 ( 如 : 引 物 857 的 2 个 特 征 位 点 ) 上

子代的表达结果一致, 故它们有可能是连锁

的。③父系特征谱带指在父本中存在, 母本

中不存在, 并在杂种子代中可以观察到它的

表 达 的 谱 带 。 本 研 究 中 , 利 用 9 条 引 物 ,

A4 ×B1 杂交组合所得 4 个后代中检测到父

系特征谱带的结果列于表 1。由表 1 可见 ,

使用 9 条引物 , 经 PCR 扩增 , 其中 7 条引

物共检测到 16 条父系特征谱带 , 另外 2 条

引物未能检测出父系特征谱带, 这 2 条引物

的PCR 扩 增结果是 : 子 代 拥 有 双 亲 的 共 同

谱带, 同时拥有母本的特征谱带, 而无父系

特征谱带。

由于 A4 ×B1 组合中 4 个优株利用 9 条引物检测到多条父系特征谱带, 因此可以肯定, 这些远交

子代是杉木和侧柏的杂交后代。其他研究材料扩增结果与 A4 ×B1 杂交组合基本相同, 但综合整个研

究结果发现, 远交子代从父本继承来的谱带要比从母本继承来的谱带数少, 同时拥有的父本特征谱带

富于变化, 这一现象为杉木远交杂种产生的遗传机理提出了研究课题。

3 讨论

杂种的分子识别 , 理想的分子标记是使用共显性标记。笔者使用日本扁柏 Chamaecyparis obtusa

中开发出来的简单序列重复( SSR, simple sequence repeat) 引物( 侧柏与日本扁柏同科) , 进行杂种分子

鉴定时, 结果发现: 杉木、侧柏、杂种和日本扁柏 PCR 扩增结果表现出惊人的单态性 , 这一结果无

法对远交杂种加以识别。

与 RAPD 分子标记 一样 , ISSR 也是显性标记 , 但 ISSR 可以正确 地 将 远 交 杂 种 鉴 别 出 来 [ 10, 11] 。

在本研究中发现 , 在有些 ISSR 引物上 , 父系特征带在所有的超级苗中都有显现 , 而在另外的一些

ISSR 引物中 , 其父系特征带在一些超级苗中显现 , 而在另外的超级苗中不表达。这并不是说这些子

代不是远交后代, 而是印证了 ISSR 是显性标记的理论, 即当父系特征谱带为 AA 时, aa( 母本) ×AA( 父

本) 杂交, 其后代均为 Aa; 当父系特征谱带为 Aa 时, aa( 母本) ×Aa( 父本) , 会发生分离, 后代比例

为 Aa ∶aa = 1 ∶1。因此使用 1 条 ISSR 引物( 或 1 条父系特征谱带) 进行远交杂种的鉴定, 不是十分严

谨可靠。因此使用显性分子标记鉴定远交杂种时 , 应该采用多条引物多个 父系特征谱 带进行杂种

识别。

图 1 引物 857 在 A4 ×B1 组合的双

亲及杂种后代上的扩增结果

Figure 1 PCR-products of primer 857 in the

combination A4 ×B1

图 2 引物 834 在 A4 ×B1 组合的双

亲及杂种后代上的扩增结果

Figure 2 PCR-products of primer 834 in the

combination A4 ×B1

图 3 引物 842 在 A4 ×B1 组合的双

亲及杂种后代上的扩增结果

Figure 3 PCR-products of primer 842 in the

combination A4 ×B1

表 1 PCR 扩增后远交子代中检测到的父系特征谱带

Table 1 Paternal special bands in all ISSR primers of A4 ×B1

引物 父系特征谱带/条

UBC827 1

UBC834 3

UBC842 7

UBC848 1

UBC855 1

UBC856 1

UBC857 2

UBC812 0

UBC850 0
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通过 ISSR 分析, 在远交后代中检测到多条父系的特征谱带, 这在 DNA 水平上证实了杂交后代中

确实已渗入了父系的 DNA, 有力支持了杉木与侧柏可以成功进行远缘杂交的观点 , 并获得了它们的

远缘杂交后代。这为杉木育种提供了一种简便廉价的转入外源基因的方法, 今后可以通过与侧柏的远

缘杂交来改变杉木的材性, 增强抗贫瘠干旱特性。
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