
书书书

郑玉红，张　智，陆　波，等．多倍体诱导和６０Ｃｏγ射线辐射对彩色马蹄莲Ｐａｒｆａｉｔ分子水平遗传变异的影响［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（３）：１４２－１４４．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．０３．０４５
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　　摘要：采用ＲＡＰＤ分子标记，对彩色马蹄莲Ｐａｒｆａｉｔ（Ｐｒ）及其秋水仙素诱导的四倍体（Ｐｒ－ｄ）和２０、４０、６０Ｇｙ６０Ｃｏγ
射线辐射诱变后代（Ｐｒ－１、Ｐｒ－２和Ｐｒ－４）分子水平的变异进行研究。从４０个寡聚核苷酸引物种筛选出１４个合适
的引物进行扩增，５个样品共扩增出位点９０个，平均每个引物扩增出６．２９个位点；其中，多态性位点３９个，多态性位
点的比率为４３．３３％。此外，还观察到的等位基因数（ｎａ）为１．４０２１个，有效等位基因数（ｎｅ）为１．２９６５个，Ｎｅｉｓ基因

多样性（ｈ）为０．１６６６，Ｓｈａｎｎｏｎｓ多样性指数（Ｉ）为０．２４２１。可见，多倍体诱导和辐射诱变使彩色马蹄莲 Ｐａｒｆａｉｔ在分
子水平产生了一定的变异，丰富了彩色马蹄莲遗传多样性。通过聚类分析将５个样品可分为２支，其中 Ｐｒ、Ｐｒ－２和
Ｐｒ－ｄ聚为一支，Ｐｒ－１和Ｐｒ－４聚为一支。
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　　彩色马蹄莲（Ｚａｎｔｅｄｅｓｃｈｉａｈｙｂｒｉｄａ）为天南星科（Ａｒａｃｅａｅ）
马蹄莲属（Ｚａｎｔｅｄｅｓｃｈｉａ）多年生草本植物，原产于南非［１］。自

２０世纪８０年代末引入我国以来，彩色马蹄莲以其花色绚烂、
花形高雅、观花期长而深受消费者的喜爱，因此被称为２１世
纪的“明星花卉”。彩色马蹄莲在栽培过程中最严重的病害

是软腐病［２］，其在引种到我国长江中下游地区后受高温高湿

的影响，软腐病病害问题更加突出，培育抗软腐病的彩色马蹄

莲品种是解决这一问题的有效途径。但彩色马蹄莲所有品种

对该病的抗性均比较弱；而且目前彩色马蹄莲新品种培育方

式以杂交育种为主。很显然，这种育种方式很难培育出抗病

的彩色马蹄莲品种。所以，研究人员探索采用物理或化学诱

变的方式提高彩色马蹄莲的抗病性，从而培育抗病的彩色马

蹄莲品种。本试验采用ＲＡＰＤ分子标记技术对彩色马蹄莲品
种Ｐａｒｆａｉｔ（编号为 Ｐｒ）及其秋水仙素诱导的四倍体（编号为
Ｐｒ－ｄ）和２０、４０、６０Ｇｙ６０Ｃｏγ射线辐射诱变后代（分别编号
为Ｐｒ－１、Ｐｒ－２和 Ｐｒ－４）分子水平的变异和差异进行研究，
为彩色马蹄莲抗病新品种的培育提供分子生物学依据。

１　材料与方法

１．１　材料
本试验材料为 ２００２年引种自荷兰的彩色马蹄莲品种

Ｐａｒｆａｉｔ，其佛焰苞粉红色（上红下白），叶片盾剑形，上有斑点，

引种后在本地的适应性良好。除 Ｐａｒｆａｉｔ外，还有经 ２０、４０、
６０Ｇｙ６０Ｃｏγ射线辐射处理的 Ｐａｒｆａｉｔ组培苗及秋水仙素诱导
的四倍体Ｐａｒｆａｉｔ组培苗共５个样品，每个样品组培苗继代次
数均在１０次以上，随机选取１０株，每株分别取样，然后混合，
用于提取ＤＮＡ。
１．２　试验方法
１．２．１　模板ＤＮＡ的制备与检测　采用北京百泰克生物技术
有限公司出品的新型快速植物基因组 ＤＮＡ提取试剂盒（离
心柱型）提取彩色马蹄莲叶片 ＤＮＡ；采用贝克曼库尔特公司
生产的ＤＵ８００紫外／可见光分光光度计测定 ＤＮＡ纯度和含
量，并对浓度较高的样品进行稀释，－２０℃储存，备用。
１．２．２　ＲＡＰＤ－ＰＣＲ体系及引物筛选　以提取的彩色马蹄
莲ＰａｒｆａｉｔＤＮＡ为模板，参照陆波等的方法［３］，对北京鼎国昌

盛生物技术有限责任公司和生工生物工程（上海）股份有限

公司合成的４０条引物进行多态性筛选，选择条带多态性强、
扩增位点多的引物对供试的彩色马蹄莲品种及 Ｐａｒｆａｉｔ辐射
诱变处理和多倍体进行ＲＡＰＤ扩增。
１．３　数据分析

每个样品的扩增条带按有（记为１）、无（记为０）进行记
录，在Ｅｘｃｅｌ表格上生成数据矩阵。计算扩增条带的多态率，
用ＰＯＰＧｅｎ３２软件［４］进行聚类分析。

２　结果与分析

２．１　彩色马蹄莲样品ＲＡＰＤ分子标记结果
利用筛选出来的引物，对彩色马蹄莲 Ｐａｒｆａｉｔ、Ｐａｒｆａｉｔ四倍

体和辐射诱变后代进行 ＲＡＰＤ－ＰＣＲ，最终筛选出具有特异
性条带的引物１４个，共获得９０个位点，平均每个引物扩增出
６．４３个位点；其中，多态性位点 ３９个，多态性位点比例为
４３３３％。引物ＲＡＰＤ－４７和ＲＡＰＤ－６６扩增出的位点最多，

—２４１— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第３期



均为 ９个；ＲＡＰＤ－７３扩增出的位点最少，仅 ４个。引物
ＲＡＰＤ－６６扩增出的多态位点比例最高，为８８．８９％；有半数
引物扩增出的位点全部为共有位点，多态性位点比例为０（表
１）。由引物６６扩增的ＲＡＰＤ图谱（图１）可见，多倍体诱导和
６０Ｃｏγ射线辐射使Ｐａｒｆａｉｔ扩增片段减少，从而表现出多态性。

表１　５个彩色马蹄莲样品ＲＡＰＤ扩增的结果

引物名称
引物碱基序列

（５′→３′）
谱带总数

（条）

多态谱带

（条）

多态谱带比

例ＰＰＢ（％）

ＲＡＰＤ－９ ＧＧＧＴＡＡＣＧＣＣ ５ ０ ０
ＲＡＰＤ－１１ ＣＡＡＴＣＧＣＣＧＴ ８ ３ ３７．５０
ＲＡＰＤ－１２ ＴＣＧＧＣＧＡＴＡＧ ７ ０ ０
ＲＡＰＤ－１３ ＣＡＧＣＡＣＣＣＡＣ ７ ４ ５７．１４
ＲＡＰＤ－１５ ＴＴＣＣＧＡＡＣＣＣ ５ ０ ０
ＲＡＰＤ－３５ ＧＴＡＧＡＣＣＣＧＴ ７ ６ ８５．７１
ＲＡＰＤ－３７ ＣＡＡＡＣＧＴＣＧＧ ７ ５ ７１．４３
ＲＡＰＤ－３９ ＧＴＴＧＣＧＡＴＣＣ ５ ４ ８０．００
ＲＡＰＤ－４６ ＧＴＣＧＣＣＧＴＣＡ ６ ６ ０
ＲＡＰＤ－４７ ＣＣＧＣＡＴＣＴＡＣ ９ ３ ３３．３３
ＲＡＰＤ－６６ ＣＣＧＡＴＡＴＣＣＣ ９ ８ ８８．８９
ＲＡＰＤ－７３ ＡＣＣＡＧＧＴＴＧＧ ４ ０ ０
ＲＡＰＤ－７４ ＴＣＴＣＡＧＣＴＧＧ ６ ０ ０
ＲＡＰＤ－７７ ＣＡＧＣＧＡＣＡＡＧ ５ ０ ０
平均 ６．４３ ２．７９ ３２．４３

２．２　彩色马蹄莲Ｐａｒｆａｉｔ四倍体及其辐射诱变后代分子水平
变异分析

５个陈彩色马蹄莲样品观察到的等位基因数（ｎａ）为
１４０２１个，有效等位基因数（ｎｅ）为１．２９６５个，Ｎｅｉｓ基因多
样性（ｈ）为０．１６６６，Ｓｈａｎｎｏｎｓ多样性指数（Ｉ）为０．２４２１。
２．３　彩色马蹄莲Ｐａｒｆａｉｔ多倍体及其辐射诱变与其他品种的
亲缘关系的聚类分析

由表２可知，４０Ｇｙ６０Ｃｏγ射线辐射诱变后代（Ｐｒ－２）与四
倍体Ｐａｒｆａｉｔ（Ｐｒ－Ｄ）遗传相似系数最大，为０．８８６６；Ｐａｒｆａｉｔ与
其６０Ｇｙ６０Ｃｏγ射线辐射诱变后代（Ｐｒ－４）间遗传相似系数最
小，为０．７０１０；所有样品遗传相似系数的平均值０．７９１８。
　　由图 ２可以看出，５个样品可分为 ２类，Ｐｒ、Ｐｒ－２和
Ｐｒ－Ｄ聚为一支；Ｐｒ－２和Ｐｒ－４聚为一支。

３　结论与讨论

自２０世纪８０年代以来，我国共引入彩色马蹄莲品种４０
多个。此后，我国研究人员对彩色马蹄莲的快繁技术［５－６］、栽

培措施［７－９］、花期调控［１０－１２］和抗病生理［１３－１４］等进行了广泛

表２　基于ＲＡＰＤ扩增的５个彩色马蹄莲样品遗传
相似系数和遗传距离

样品
遗传相似系数／遗传距离

Ｐｒ Ｐｒ－１ Ｐｒ－２ Ｐｒ－４ Ｐｒ－Ｄ
Ｐｒ  ０．８２４７ ０．７５２６ ０．７０１０ ０．８０４１
Ｐｒ－１ ０．１９２７  ０．７４２３ ０．８３５１ ０．７５２６
Ｐｒ－２ ０．２８４３ ０．２９８０  ０．８０４１ ０．８８６６
Ｐｒ－４ ０．３５５２ ０．１８０３ ０．２１８０  ０．８１４４
Ｐｒ－ｄ ０．２１８０ ０．２８４３ ０．１２０４ ０．２０５３ 

　　注：上方为遗传相似系数，下方为遗传距离。

的研究，但关于彩色马蹄莲的分子生物学方面的研究仅有零

星的报道［１５－１７］。在彩色马蹄莲品种间的亲缘关系和多样性

分析方面，迄今只有张永春等利用 ＩＳＳＲ对１０个彩色马蹄莲
品种进行鉴定［１７］。本试验利用 ＲＡＰＤ技术研究多倍体诱导
和 ６０Ｃｏγ射线辐射对彩色马蹄莲品种 Ｐａｒｆａｉｔ分子水平遗传
变异的影响，结果表明，Ｐａｒｆａｉｔ、Ｐａｒｆａｉｔ四倍体及其 ６０Ｃｏγ射线
辐射处理多态性条带比率最高为 ８８．８９％，平均值为
４３．３３％，多态性主要表现为多倍体诱导和 ６０Ｃｏγ射线辐射
使Ｐａｒｆａｉｔ的扩增片段减少，但这种多态性远远低于彩色马蹄
莲品种间多态性［１７］；但与陈臻等基于ＩＳＳＲ标记 １２Ｃ６＋重离子
辐射下的彩色马蹄莲多态性十分接近［１８］。各样品间的遗传

相似系数最大为０．８８６６，低于彩色马蹄莲品种间的遗传相似
系数［１７］，说明多倍体诱导和 ６０Ｃｏγ射线辐射处理致使 Ｐａｒｆａｉｔ
分子水平的变异已经达到了品种水平。在对其变异性状及其

稳定性进行观测的基础上，培育出彩色马蹄莲新品种是完全

可能的。同时，各样品多态性条带比率最高达８８．８９％，表明
通过建立彩色马蹄莲品种分子指纹图谱鉴别彩色马蹄莲品种

以解决市场上彩色马蹄莲品种混乱的问题是可行的。

参考文献：

［１］中国植物志编辑委员会．中国植物志：第１３卷第２分册［Ｍ］．北
京：科学出版社，１９９０．

［２］谷春艳，范加勤，杨　雪，等．彩色马蹄莲细菌性软腐病菌的鉴定
及其群体感应淬灭的研究［Ｊ］．南京农业大学学报，２００９，３２（３）：
７１－７７．

［３］陆　波，郑玉红，彭　峰，等．均匀设计法优化彩色马蹄莲品种的
ＲＡＰＤ－ＰＣＲ反应体系［Ｊ］．北方园艺，２０１２（１１）：１２３－１２６．

［４］ＹｅｈＦＣ，ＹａｎｇＲＣ，ＢｏｙｌｅＴ．ＰＯＰＧＥＮＥｖｅｒｓｉｏｎ１．３１：ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ
ｗｉｎｄｏｗ－ｂａｓｅｄｆｒｅｅｗａｒｅｆｏｒｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓ［ＣＰ／ＣＤ］．
Ｅｄｍｏｎｔｏｎ：ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＡｌｂｅｒｔａ，１９９９．

—３４１—江苏农业科学　２０１５年第４３卷第３期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
［５］林　荣，王秀琴．马蹄莲的组织培养和快速繁殖［Ｊ］．广西植物，
１９８９，９（２）：９７－１０２．

［６］范加勤，张雯雯，张　娜，等．几个彩色马蹄莲品种的离体培养与
快速繁殖［Ｊ］．南京农业大学学报，２００５，２８（２）：２８－３１．

［７］张军云，杨向红，李　恒，等．彩色马蹄莲试管苗移载育苗技术研
究［Ｊ］．北方园艺，２００９（４）：２０２－２０４．

［８］徐　琼，彭志云．栽培基质对彩色马蹄莲试管移栽成苗及成球效
果的研究［Ｊ］．农业网络信息，２００７（５）：２１５－２１６，２２９．

［９］彭　峰，陈嫣嫣，郝日明，等．彩色马蹄莲组培苗壮苗生根及移栽
措施研究［Ｊ］．江苏农业科学，２００８（１）：１２６－１２８．

［１０］黄作喜，吴学尉，段辉国，等．彩色马蹄莲种球采收处理技术
［Ｊ］．内江师范学院学报，２００４，１９（２）：３５－３７．

［１１］钱妙芬．马蹄莲花期调控指标探析［Ｊ］．中国生态农业学报，
２００３，１１（４）：３２－３３．
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膜下滴灌水肥耦合对青椒维生素 Ｃ含量的影响
戚智尧，王铁良

（沈阳农业大学水利学院，辽宁沈阳１１０１６１）

　　摘要：在温室膜下滴灌条件下研究水肥耦合对青椒维生素Ｃ含量的影响，以探讨温室青椒生产的水肥最优配比。
试验设置了氮、磷、钾、灌水量４个因素，每个因素设置５个水平。通过正交螺旋组合得到不同因素水平的试验处理，采
用ＳＰＳＳ软件分析了监测数据。结果表明，磷是影响青椒维生素Ｃ含量的重要因素，钾次之；在一定范围内，水肥协同促
进作用明显，当磷肥２９２．５ｋｇ／ｈｍ２、钾肥１５０ｋｇ／ｈｍ２、氮肥３００ｋｇ／ｈｍ２、灌水量２６０ｍｍ时，青椒的维生素Ｃ含量最高。
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　　自 ２００３年以来，我国辣椒年栽培面积基本稳定在
１３０万ｈｍ２左右［１］。近年来，对于氮、磷、钾、灌水量４个因素
对青椒影响的研究日益受到重视。高树涛等进行的磷肥不同

用量对辣椒品质的影响研究认为，施磷量的增加可明显提高

辣椒果实的长度、肩宽、果肉厚度，从而提高辣椒的产量［２］。

任媛媛等认为，在氮和磷供应充足的情况下增施钾肥，可促进

辣椒植株个体发育，增加单株结果数量及单果质量［３］。贯立

茹等认为，采用水肥一体化灌溉施肥方式，２２５ｋｇ／ｈｍ２施氮
水平（中等氮肥）日光温室彩椒产量、经济效益及其单位氮素

增收均为最高［４］。董俊霞等认为，氮对辣椒果实中可溶性糖

含量的影响较大；钾对果实维生素 Ｃ含量变化的影响较
大［５］。米国全等认为，水肥因子对辣椒和番茄产量影响最大

的是施氮量，其次是灌水量和施钾量，并且各因素之间存在交

互作用［６］。张凤翔等进行的水肥耦合对冬小麦生长和产量

的影响试验结果表明，水肥对产量在一定范围内有明显正效

应［７］。徐岩等进行的水肥耦合对日光温室生菜品质和产量

影响效应的研究试验结果表明，氮、磷、钾和灌水量对生菜产

量的影响存在差异，其中磷肥对产量的贡献率最大，其次是灌

水量、氮肥、钾肥［８］。冯鹏等利用水肥耦合效应对玉米产量

及青贮品质的影响研究结果表明，水肥处理对青贮玉米原料

水分含量影响较大［９］。目前对于青椒的研究仍以单一因素

或水与单一肥料的研究较多，而关于水肥耦合的研究，主要针

对玉米、小麦等作物，对于温室蔬菜氮、磷、钾、灌水量４个因
素的耦合效应研究较少。本研究在膜下滴灌条件下研究氮、

磷、钾、灌水量４个因素对温室青椒的耦合效应，寻求温室青
椒生产的水肥最优组合，实现水肥相互促进的灌溉模式，以期

为生产实践提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验区概况
试验地点位于沈阳农业大学试验基地４３号温室大棚，海

拔４４．７ｍ，年平均气温 ６．２～７．９℃，全年降水量 ６００～
８００ｍｍ。土壤为壤土，田间持水率为３４．３％。ｐＨ值为７．０９，

—４４１— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第３期


