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摘 要
:
用 R A P D 技术对蓖麻蚕基因组 D N A 进行多态性研究

,

分析了 5 个蓖麻蚕品种间的遗传差异
。

结果表明
,

所采用的 40 个随机引物中
,

有 27 个引物扩增谱带清晰且重复性较好
,

扩增总片段数达 243 个
,

单个引物的扩增片

段数在 4 一
17 之间

,

平均为 9 条
,

片段大小在 0
.

33
一 3

.

o kb 之间
。

不同蓖麻蚕品种间的遗传距离 ( D )在 0
.

0 6 8 3
-

0
.

16 0 3 之间
,

根据 D 值
,

由 U P G M A 聚类分析软件绘制了它们的聚类分子树
。
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蓖麻蚕 ( Ph i lo a o i a 仃n r h i a r i e i n i B o i s d u v al )原

产于印度东北部
,

2 0 世纪 5 0 年代初引人我 国试养

和研究
,

自引种试验 以 来
,

科学工作者根据 幼虫血

液
、

皮色和斑点作为繁殖原种蓖麻蚕 的标志
,

凭这些

肉眼能辨认的性状进行分离
、

纯化
,

培育出了许多蓖

麻蚕品种 〔’ ]
。

蓖麻蚕 与家蚕及柞蚕为我 国生产天

然丝的三大蚕种
。

作为 已 开发利用 的非桑蚕资源
,

蓖麻蚕还具有一些家蚕所不及的优 良经济性状
:
食

性广
、

生 长快
、

个体大
、

抗 逆性 强 等
。

关于 蚕类 的

R A P D 研究
,

目前国内外多限于家蚕 2[
一 5 〕

,

对非桑 蚕

的文献报道则较少见
。

本研究利用我们已建立的蚕

类基因组 D N A 的 R A P D 检测技术陈
8〕

,

对蓖麻蚕不

同品种的基因组 D N A 进 行多态性分析
,

以作 为种

质资源保存
、

鉴定和利用的分子生物学依据
。

同时

也为今后寻找品种特征分子标记作前期工作
。

1 材 料 和 方 法

1
.

1 材料

5 个品种的蓖麻蚕由中国农业科学院蚕业研究

所吴冬秀研究员提供
。

其性状特征见表 1
。
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2 期 左正宏等
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柞蚕品种间的遗传差异

衰 1蓖麻蚕各品种的性状特性

T自 b】 eI T七 e v侧r l e扭 1r h 润r 皿C e tr O f d Es l l kwo 的口 .

ar i th m e ti em a e n
)[ 7〕聚类分析方法构建分子系统树

。

品种

镇蓖 3

镇蓖 4

镇蓖 6

镇蓖 9

镇蓖 0 1

品种类型

杂交越冬种

低温驯化种

低沮驯化种

异地杂交种

引进越冬种

血色

黄血

黄血

黄血

黄血

白血

茧色

蓝皮

白皮

白皮

白皮

白皮

幼虫斑纹

无斑

无斑

无斑

有斑

无斑

1
.

2 基 因组 DN A的提取

蚕类基因组 N A D的提取根据本实验室 已建立

和应用 的方法 1 [ 6
,

取早期 蚕 蛹
,

在 预冷 的 1 x s s c

中
,

捣碎匀浆
,

3 0 0 0 r/ m i n 离 心 15 m i n
,

弃上清
,

用 l

x S S C 反 复漂洗沉淀
,

去除部分蛋白质及脂肪等杂

质
,

直至上清液清澈
。

称取沉淀部分
,

按 l m F g 加提

取缓冲液
,

混匀后加人蛋 白酶 K 至 200 阵 / ml
。

50 ℃

消化 24 h 后
,

加 S M 的 K A 。 至终浓度为 1
.

3 M
,

冰浴

20 m ni
,

加等体积的抓仿
:
异戊醇 ( 24

:
)l 摇匀

,

80 00 r/

m ni 离心 2 0m ni 去蛋 白
。

取上相
,

以 2 倍体积预冷

的无水 乙醇沉 淀 D N A
,

再用 7 0 % 乙 醇洗涤并稍 干

后
,

溶于适量的 T E 缓冲液
,

再经 R A N 酶
、

蛋 白酶 K

处理
,

酚
、

抓仿抽提
,

异丙醇沉淀
,

溶 于 T E 中
, -

2 0℃保存
。

样品经紫外检测 和琼脂糖凝胶 电泳 检

测
,

A 2 6 0 / A 2 80
介于 1

.

6 9 一 1
.

5 1 之 间
,

分子量在 s o k b

以上
。

1
.

3 P C R 反应

引物为美 国 OPe or n
公司出品的试剂盒

,

标号为

O P I 一 0 1至 O P I 一 2 0 和 O PW 一 0 1 至 O PW 一 2 0 共 40

个
。

在 25 川 的 P C R 反 应 液 中
,

含 有 I U
场 酶

( p or m e g a )
、

约 s p m ol 引物
、
100 拜m ol / L dN T p

、

约 2 5 n g

的基因组 D N A 。

反应混合物用石蜡油覆盖
。

P C R 反

应程序
:
94 ℃变性 5。

,

36 ℃复性 30
, ,

72 ℃延伸 60
5 ,

共

40 个循环
,

最后在 72 ℃延伸 s m ni
。

R A P D 产物经 1
.

4 % 的琼脂糖凝胶电泳分离
,

澳化乙锭染色后于多色

荧光凝胶成像仪上成像及数据处理
。

1
.

4 数据分析

任何两个样本之间的遗传距离 ( D )的计算可 以

通过以下公式
: D 二 1 一 F

。
F 为两个样本 R A P D 标

记的共享度
,

计算公式为 F = Z N xy (/ N
二 十 N

y

)
,

在

此
,

N xy 是样本
X 和样本 y P C R 扩增分子量相 同的

D N A 片段 总数
,

N
:

和 N y
分别是样本

X 和样本 y

P C R 扩增 D N A 片段的总数
。

根据遗传距离 ( D )
,

利用 U p G M A (
u n w e ig h t e d p ai r g r o u p m e t h o d w i t h

2 结 果 与 讨 论

2
.

1 R A P D 扩增结果

我们采用 了 4 0 个 10 b p 的随机 引物进行 P C R

扩增
,

对其中扩增谱带清晰
、

重复性较好的 27 个引

物进行数据统计
,

其碱基序列及扩增结果见表 2 。

裹 2 R A P D 引物及其 P C R 扩增情况

T a b el Z T、 e P d m份 of R A P D a . d奴恤 p川触心
o n or p C R

引 物 序 列
R A P D R A PD 多态百分率

标记总数 标记可变数 (% )
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合计

根据 27 个引物 的扩增谱带进行分析
,

27 个引

物扩增谱带总数为 243 条
,

每个引物 的扩增所得 的

条带数平均为 9 条
,

变动范 围在 4 一 17 之间
。

这些

D N A 片段的分子量 在 3 3 o b p 一 3 0 0 o b p 之间
。

和 我

们以前的结果相比较 [ 6
,

“ , 9

], 其 RA PD 图谱的重复性

较好
,

带型基本相符
。

图 1 为引物 o P w 一 。卜 O P w

一
08 的电泳 图谱

。

由此表明
,

在各种 实验条件稳

定
,

采用同一 P C R 扩增仪时
,

可获得重复性较好的

结果
。




