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HB 柚有性后代的杂种鉴定和遗传多样性分析
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华中农业大学园艺林学学院,武汉430070

摘要 以 HB柚为母本,与江西无核椪柑杂交,获得380株杂交后代。筛选出5对SSR引物对其中的90株

后代进行检测,杂种率为97.8%;杂种后代中出现了部分条带缺失和新条带。采用UPGMA聚类分析法分析后

代群体和亲本的遗传关系,相似系数为0.720时,可将杂种后代分为4类,而与父母本聚在一起的杂种植株占

少数。
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  我国柚类资源丰富,但优良的柚品种不多,并且

果肉颜色单一,大多数为白肉品种。随着消费者对

柑橘不同种类的需求,创造风味佳、红肉、无籽、易剥

皮的品种成为了育种工作的重点。杂交育种能重组

父母本遗传物质,获得的材料往往出现新的性状[1],
是培育柑橘新品种的有效途径[2]。HB柚果肉粉红

色,与其他良种柚相比,果肉偏酸苦;江西无核椪柑

属无籽椪柑,但果实偏小,产量低;以 HB柚和无核

椪柑作为育种亲本杂交,有望从后代中筛选出大果、
无籽、高产、色艳、风味佳的新品种。常规的柑橘杂

交育种,后代性状分离广泛,获得的优良个体比率

低,因此需要较大的杂交后代群体,并利用有效的方

法进行早期高效鉴定,以提高育种效率。
柑橘杂种苗鉴定方法很多,有形态学、同工酶等

方法,这些方法在鉴定杂种上均有其局限性[3],例如

形态学标记要求父母本有明显的形态差异,同工酶

在取材上受到限制等。DNA分子标记不受组织类

别、外界环境和发育状态的干扰[4],曾被誉为是最为

理想 的 遗 传 标 记[5]。SSR(simplesequencere-
peats)为共显性标记,具有多态性高、重复性好、操
作简单等优点[6]。前人研究[7-9]已证实SSR以其多

态性和稳定性优于同工酶标记和RAPD分子标记,
从庞晓明[10]对几种常用分子标记分析来看,SSR是

较为理想的鉴定杂种苗真实性的方法。
本研究以HB柚为母本,选择与其亲缘关系较

远的江西无核椪柑做父本,通过同属异类间的杂交

创造一批变异系数高的杂种群体,随机选取90株后

代进行SSR分子标记鉴定,确定后代的杂种率,并
对杂种后代的遗传多样性进行探讨。

1 材料与方法

1.1 材 料

试验于2010-2011年在华中农业大学国家柑

橘育种中心进行。以成年 HB柚为母本,江西无核

椪柑为父本,于2010年杂交授粉。
1.2 花粉的采集和杂交授粉

采集江西无核椪柑花粉,充分干燥,4℃备用。
摘除HB柚花序上未开放和已经开放的花,每花序

留1或2朵将要开放的花,去雄授粉、套袋。待果实

成熟后采集果实,取种子播种。
1.3 基因组 DNA 的提取

采用CTAB法提取杂交苗和父母本幼嫩叶片

的基因组DNA,经ThermoNanoDrop2000超微量

紫外分光光度计检测DNA质量和浓度。
1.4 SSR-PCR 体系

PCR扩 增 反 应 在 AppliedBiosystems 梯 度

PCR仪上进行。SSR扩增体系和程序参照刘勇[11]

的方法。
1.5 PAGE 凝胶电泳和染色

电泳凝胶采用6%的聚丙烯酰胺凝胶。电泳条
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件:功率80W,电压2000V。
1.6 杂交后代遗传多样性分析

利用筛选出的5对引物进行SSR分析,采用韩

国辉等[12]的方法,构建数据矩阵,利用NTSYS-pc2.1
软件,按 UPGMA(unweightedpairgroupmethod
usingarithmeticaverages)方法进行聚类分析。

2 结果与分析

2.1 杂交后代的获得

以HB柚为母本与江西无核椪柑杂交,共获得

饱满种子436粒。采用温室播种获得植株380株,
成苗率为87.2% 。对后代幼苗观察发现,叶形出现

不同程度的变异,主要表现为翼叶变窄变长。
2.2 杂交苗的 SSR 分子标记鉴定

对20对引物进行筛选,选出5对能在父母本之

间获得清晰稳定差异条带的引物组合(表1)。利用

这5对引物对90株杂交后代进行真杂种的鉴定,结
果显示有88株为杂种,其余2株(11、15)在所有引

物中均未出现父本条带,杂种率97.8%。杂种后代

的扩增图谱中,出现了父母本没有的新条带(图1、
图2)和少量母本条带的缺失现象。但通过5对引

物的相互印证后,所有出现新条带和带型缺失的杂

交后代都被确定为杂种。因此笔者认为,采用SSR
分子标记技术鉴定杂交后代的真实性需要通过多对

引物的相互验证才能获得更准确的结果。引物CS2
扩增图谱(图1)中出现父本条带的有86株,是5对

引物中获得杂种率最高的引物,为93.3%。引物

TAA1确定38株为杂种,在 5对引物中杂种率

最少。

表1 筛选的5对SSR引物序列

Table1 FivepairsofSSRprimersscreened

引物Primer 序列(5′-3′)Sequences

TAA1
5′-GACAACATCAACAACAGCAAGAGC-3′

5′-AAGAAGAAGAGCCCCCATTAGC-3′

TAA15
5′-GAAAGGGTTACTTGACCAGGC-3′
5′-CTTCCCAGCTGCACAAGC-3′

CS2
5′-GAAAGCGATTGCTGAAAAGG-3′
5′-CAAACGAAACAAGCCCTAAAA-3′

TAA27
5′-GGATGAAAAATGCTCAAAATG-3′
5′-TAGTACCCACAGGGAAGAGAGC-3′

CMS20
5′-GGAGCATATAAGCATAAACACC-3′
5′-AGGAAAACGCATAAACCGTG-3′

 HB:HB柚(母本)HBpummelo(Maternal);WH:江西无核椪柑(父本)JiangxiseedlessPonkan(Paternal);1-90:杂交后代 Off-
springsmarker;a:母本特异标记 Maternalmarker;b:父本特异标记Paternalmarker;➝示新条带 Newband.

图1 引物 CS2在90个后代中的扩增结果

Fig.1 TheamplificationbandsofCS2primerin90offsprings

 HB:HB柚(母本)HBpummelo(Maternal);WH:江西无核椪柑(父本)JiangxiseedlessPonkan(Paternal);1-90:杂交后代 Off-
springs;a:母本特异标记 Maternalspecialmarker;b:父本特异标记Paternalspecialmarker;➝示新条带 Newband.

图2 引物TAA27在90个后代中的扩增结果

Fig.2 TheamplificationbandsofTAA27primerin90offsprings
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2.3 杂交后代群体与两亲本的聚类分析

根据5对引物的PCR扩增结果,对杂种后代与

两亲本进行 UPGMA 聚类分析(图3),结果表明:
在相似系数为0.720时,可将88株杂种后代分为

4类;其中21株与父本 WH 分为一组,占总数的

23.9%;6株与母本 HB柚聚为一组,占6.8%。另

二组各有17株和44株植株,分别占19.3%和

50.0%。随着相似系数的增大,与父母本聚在一起的

植株数越来越少,说明了杂交后代遗传具多样性,为
后期优系选育提供了材料基础。

图3 杂交亲本与后代遗传关系的聚类图

Fig.3 Dendrogramsofparentsandoffsprings

3 讨 论

本研究的90株杂交后代中,鉴定的杂种率为

97.8%。5 对 引 物 中,CS2 鉴 定 杂 种 率 最 高,为

93.3%,但并没有鉴定出所有的杂种。说明SSR鉴

定杂种需要多对的引物相互验证,才能达到更精确

的检测结果。同时我们发现,只用CS2和 TAA27
这2对引物就已经获得了最终的鉴定结果,说明此

2对引物组合在鉴定HB柚与椪柑杂交后代真实性

上具有较高的效率。
部分杂种后代在扩增图谱中出现了父母本没有

的新带型或带型缺失,可能是杂交过程中发生了基

因重组。Hunt等[13]指出新带型的出现可能与不同

的等位基因上同源核苷酸序列配对形成的异源双链

DNA分子有关。而Ayliffle等[14]通过测序证实了

这一点。韩国辉等[12]认为带型的缺失是有性杂交

染色体的异常交换或是杂合位点受引物干扰而无法

显现引起的。唐建民等[8]在采用RAPD方法对小
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金海棠和山荆子杂种实生苗进行的早期鉴定研究

中,利用新带型鉴定出了所有的杂种。韩国辉等[12]

在利用SSR鉴定沙田柚杂交群体时发现出现带型

缺失的后代全为杂种。在本研究中,出现新带型或

带型缺失的后代通过多对引物的相互验证后,均确

定为杂种,与前人的研究结果一致。
在所有的引物扩增图谱中,11和15两株后代

的带型与母本完全一致,并没有出现新带型,可能是

所用引物不够或母本自花授粉所得,也可能来源于

珠心苗。Cameron[15]指出即使是典型的单胚品种

也会偶然出现双胚或三胚现象。因此,HB柚是否

存在偶然的多胚现象还有待于进一步的探讨。
有性杂交是产生变异后代、为育种提供新种质

的重要方法,同时SSR是快速鉴别杂种后代、研究

后代遗传多样性的有效技术。在杂种后代与亲本的

聚类分析中,后代表现了丰富的遗传多样性,为品种

选育提供了材料。
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Identificationandgeneticdiversityanalysisof
hybridprogeniesfromHBpummelo

YANGHai-jian YIHua-lin

CollegeofHorticultureandForestrySciences,
HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China

Abstract FivepairsSSRprimerswasselectedtoidentify90offspringsobtainedfromcrossingHB
pomelo(CitrusgrandisOsbeck)withJiangxiseedlessPonkan(C.reticulateBlanco).Therateoftruehy-
bridwas97.8%.Therewerelostandnovelbandsinsomeofthehybrids.Thegeneticrelationshipbe-
tweenparentsandoffspringswasanalyzedwithUPGMA.Thehybridscouldbedividedintofourgroups
withsimilaritycoefficientof0.720andonlyfewprogenieswereclusteredwithparents.Thesecreated
germplasmsprovidednewmaterialsforthecitruscultivarimprovement.

Keywords HBpummelo;cross-breeding;hybrididentification;SSR;geneticdiversity;UPGMA
clusteranalysis
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