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甘蔗野生种滇蔗茅种质创新利用研究
I．甘蔗与滇蔗茅远缘杂交F。群体

构建与SSR分子标记鉴定

陆 鑫1，毛 钧1，5,1洪博1，刘新龙1，马 丽1，苏火生1，蔡 青Ⅵ’3
(1云南省农业科学院甘蔗研究所／云南省甘蔗遗传改良重点实验室，开远661600；

2云南省农业科学院生物技术与种质资源研究所，昆明650223；3云南大学生命科学院，昆明650091)

摘要：利用光周期调控技术诱导甘蔗热带种路打士开花，并与滇蔗茅云南95—19进行远缘杂交，培育实生苗76株，大田移栽成活

62株，成活率81．6％；选用4对引物对获得的62份杂交后代进行SSR分子标记鉴定，结果表明，62份杂交后代全部为真杂种，所选

SSR引物对滇蔗茅后代群体具有较高的鉴定效率。该杂交组合后代杂种真实率为100％，是目前数量最大的滇蔗茅F。群体。
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Abstract：Using photoperiod pathway controlling techniques induced S．officinarum Ludashi to bloom，and dis—

tant crossing with Erianthus rockii Yunnan 95．19．62 seedlings have been transplanted and survived in the field．

The survival rate was 81．6％．4 pairs of SSR primers were chosen to use for authenticity identification of progenies．

The results showed that an of the 62 progenies were genuine hybrids．and these SSR primers are quite efficient for

identification of Erianthus rockii progenies．The genuine hybrids rate of this cross was 100％，and the Fl population

of Erianthus rockii progenies was the biggest one at present．
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现代甘蔗品种大多含有热带种、割手密和印

度种的血缘，除此之外还含有中国种和大茎野生

种中的1～2个种血缘，但各类型种质中仅有较少

部分作亲本利用m引，因而其遗传基础较为狭

窄⋯。细胞学研究表明，甘蔗品种体细胞染色体

数目介于100～120之间，其中80％的染色体来自
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热带种，10％～15％来自割手密，5％一10％来自

二者交换重组¨。6。，这种有限的遗传基础在很大程

度上限制了甘蔗的育种效益。长期以来我国多沿

用现有品种为亲本进行杂交育种，不可避免地产

生了近亲交配，致使育成品种的生活力和宿根性

普遍下降¨一。因此，各甘蔗育种机构均广泛开展

种质创新研究，以期利用甘蔗野生种质进行基因

渗入，拓宽遗传基础。属间、种间杂交是种质创新

的主要途径，在甘蔗品种改良中扮演着重要角色。

其中，利用甘蔗属野生种(细茎野生种、大茎野生

种、芒)与甘蔗进行种间杂交的研究最多、并取得

了较好进展旧。1“。属间杂交则相对较难，但对遗传

改良的突破最具潜力，也是近年来世界各国开展

种质创新研究的重点，尤以利用甘蔗的近缘植物

蔗茅属进行种质创新的研究最多，其中蔗茅属斑

茅¨3。引、蔗茅¨“”1的杂交利用已取得了一定进展，

但对蔗茅属的另一个野生种滇蔗茅的利用，国外

未见报道，国内的研究也极为有限。

蔗茅属滇蔗茅‘1副(Erianthus rockii Keng)是分

布于四川、云南、西藏‘1引的一种野生植物资源，在分

类上属于蔗茅属内8个种之一，国外未见研究报道，

仅在中国收集保存并开展了利用研究旧⋯。由于滇

蔗茅具有耐旱、耐瘠、宿根性强、抗锈病性强等优良

特性旧1。”1，成为甘蔗抗性育种的理想基因源。滇蔗

茅的创新利用始于20世纪90年代‘2。“1，从1998

年开始，云南省甘蔗研究所开展了大量的滇蔗茅

杂交利用T作，通过利用甘蔗属热带种、地方种、

杂交品种，与滇蔗茅进行人工杂交，获得了甘蔗与

滇蔗茅属间远缘杂交F，材料口。261，是甘蔗与蔗茅

属远缘杂交研究中除斑茅、蔗茅之外取得的另一

突破。然而，由于远缘杂交不亲和性等因素，甘蔗

与滇蔗茅的杂交花穗通常结实率很低，所获后代

材料数量少，给深入开展滇蔗茅创新利用研究带

来很大困难。

本研究通过人工光周期调控技术，诱导大茎、高

糖的优良种质路打士(甘蔗属热带种)孕穗开花，作

表1 SSR引物序列与退火温度

Table 1 SSR primers sequences and annealing temperature

为母本与滇蔗茅云南95-19进行杂交，并对杂交后

代真实性进行分子鉴定，进一步研究探索滇蔗茅种

质创新利用的技术方法，为提高杂交效率、扩大滇蔗

茅利用奠定基础。

1材料与方法

1．1材料

供试材料为热带种路打士、滇蔗茅云南95．19

及其62份杂交后代材料，其中路打士与云南95．19

均由国家甘蔗种质资源圃提供。

1．2方法

1．2．1 F。群体的构建母本路打士于2007年4月

种植于桶内，从苗期开始至次年3月，每月施复合肥

159，4月1日起停止施肥，每日固定llh 35rain暗期

处理至9月30日，从10月1日起每Et暗期递增

30s，待暗期达12h后，再以此时长固定处理至12月

中旬可使路打士孕穗开花；光周期诱导期间，晴天每

天12：00起喷雾2～3h，及时清除枯叶及多余分蘖

苗，并做好病虫害防治T作。

路打士经光周期诱导孕穗至大笔管状时，在其

植株中上部进行高压包茎，并搬入杂交温室，温室白

天温度控制在22～28℃，夜间温度不低于20。C；待

花穗抽出后，从包茎部位下端剪断蔗茎，剪除叶片和

已开放的小花后插入流水中并套笼隔离；次日上午，

从国家甘蔗种质资源圃中采集盛花的云南95-19花

穗，收集其花粉，并采用常规方法。2¨进行人工授粉；

授粉7d后，将路打士花穗套袋，待种子成熟脱落后，

将其收集并进行实生苗培育和大田移栽；植株分蘖

后进行SSR鉴定。

1．2．2 DNA提取、PCR扩增与电泳检测采集父

母本及62份后代材料的幼嫩叶片，参照应雄美

等m1 CTAB法提取基因组DNA。采用Aitken等Ⅲ]

方法进行SSR反应及PCR扩增，扩增产物经95。C

变性后在5％的变性聚丙烯酰胺凝胶上电泳分离，

并采用快速银染法”0|进行染色。所选用的4对引

物(表1)均为上海生工公司合成。
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1．2．3判定方法 根据引物扩增结果，对双亲与后

代的扩增条带进行比对：后代扩增条带均来自父母本，

判定为真杂种；后代扩增条带中含有父母本以外的杂

带，判定为假杂种；后代扩增条带仅含有母本条带，可

能为自交种，需结合其他引物扩增结果进一步分析。

2结果与分析

2．1杂交后代成活率

2009年3月将收获的13．69杂交种子全部播

种于育苗箱，出苗92株，死亡16株；5月中旬对剩

五

路窘
打甲
士若

余的76株实生苗进行大田移栽，成活62株，大田移

栽成活率为81．6％。

2．2杂交真实性鉴定分析

图1和图2为引物MSSCIRl5的扩增结果，从图

中可以看出，父母本扩增带具有多态性，且无共有带，

62份杂交后代的扩增带均来自双亲，判定62份杂交

后代均为真杂种；引物MSSCIR21的扩增结果表明，

父母本扩增带具有多态性，父本与母本相比较具有3

条特征带和1条共有带，62份杂交后代具有较好的多

态性，扩增带均来自双亲，判定62份杂交后代均为真

一ii云云云云云i云云i云云云云云云云ii云iii云云云云云云云云云云云i云云i云石云云云云云
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图1引物MSSCIRl5对46份杂交后代的扩增结果

Fig．1 Amplification of pHmer MSSCIRl5 in 46 hybrids

图2 引物MSSCIRl5对16份杂交后代的扩增结果

Fig．2 Amplification of primer MSSCIRl5 in 16 hybrids

杂种；引物MSSCIR26的扩增结果显示，父母本扩增

带具有多态性，且无共有带，62份杂交后代均来源

于双亲，且均含有父本的4条特征带，判定62份杂

交后代均为真杂种；引物SMCl752的扩增结果表

明，父母本扩增带具有多态性，父母本具有1条共有

带，杂交后代云野09．612只有1条父母本共有带，

可能为自交种，需结合其他引物扩增结果做出判定，

其余杂交后代扩增带均来自双亲，判定为真杂种。

综合4对引物扩增结果，可判定F，群体的62份

杂交后代全部为真实杂交种，杂交真实率达100％。

3讨论

高贵化育种法是甘蔗进行品种改良的主要方法

和途径，这种方法得益于热带种能够以2n的方式将

配子传递给后代，这种现象出现在F，、BC，和部分

Bc：中”⋯，其结果是杂种后代能够快速恢复糖分和

产量，但同时也造成了甘蔗品种血缘单一。从基础

种质亲系看，我国自育甘蔗品种的细胞质源仅来自

于6个热带种，分别是黑车里本、斑扎马新黑谭、拔

地拉、克林斯他琳娜、灰毛里求斯和卡路打不廷”“。

这反映了我国现有的甘蔗品种不仅细胞质源种类贫

乏，且野生种血缘单一、遗传基础狭窄。本研究选用

热带种路打士为母本，与滇蔗茅云南95—19进行属

间远缘杂交，并获得了一批真实杂交种，为增加我国

甘蔗品种细胞质源种类和野生种血缘、发掘利用滇

蔗茅优良抗逆性创制了理想的研究材料。

热带种与滇蔗茅分别为两个不同的属，二者之间

杂交属于属间远缘杂交，前人”。⋯与本研究中均获得

真杂种F，，证明热带种与滇蔗茅远缘杂交过程中不

存在受精前隔离。但我们发现在实生苗培育阶段和

大田移栽过程中均有植株夭亡、F．花粉量少且败育，

这可能是热带种与滇蔗茅远缘杂交时打破了各自长

期进化过程中形成的稳定遗传系统，造成受精后隔离

现象。本研究较前人”’2“获得了更多的F．真杂种，

这可能与在杂交过程中连续反复大量授粉有关。

对杂交后代进行早期筛选，淘汰假杂种是种质

创新工作中的重要环节。甘蔗属与蔗茅属属间的远

缘杂交较难实现，常伴有大量自交或因花粉污染而

}∞、x石野。口各口¨五野。口基竺五野。心量60百野。心基Ⅵ口萏野。口各∽∞五野。崞-6协q五野。口量苌舀野。崎基协协石野。口基u4五野。口_6¨u五野o∞量52百野。崞各恤一五野。口基uo石野。口量扛口五野。口袅．4∞百野。口量．4_7
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产生的后代，通过形态学进行真实性鉴定较为困

难旧⋯，且鉴定结果不可靠。运用分子标记鉴定技术

手段筛选真实杂交种是一种更为快速、高效、准确的

途径。SSR为共显性分子标记，具有多态性丰富和

PRC结果重现性高的优点，在甘薯∞引、烟草”“、水

稻m_36]、甘蔗Ⅲ1、玉米Ⅲ1等作物的杂种鉴定和遗传

多样性研究上均广泛应用。本研究所选用的4对引

物在双亲之间均具有多态性，后代扩增条带清晰，具

有较高的鉴定效率，所鉴定出的62份真实杂交种为

目前数量最大的滇蔗茅F。群体。
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