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甘蔗 x 斑茅远缘杂种的鉴别
’

吴能奕
. ,

戚经文

( 农学系 )

扭 要

本试验采用染色沐G ie tn 讯一 C带分带和过氧化物酶同工晦电泳频谱分析方法对野 牛种斑茅

( OS c比 a r “ 沉 a r u 陀“ 件 a c e u nt R e t`
·

) 与甘蔗为远缘杂交后代进行鉴别分析
.

结果 表明
,

F ,

代

崖城 73 / 7D ( Z n = 68)
、

崖城 75 / 28 3 ( Z n = 6 8) 染色体数组成为 n + n 型
,

染色体带型和 同工

醉谱均表现为父
、

母本综合型 , 崖城 5 7 / 2 5 ( Z n = 2 1 0 )
、

崖城 7 3 / 5 1 2 ( Z n , 1 1 0 ) 则分 lBJ 与

其母本相似
。

据此认为
,

4 个待定材料中
,

仅前二者是真实的斑茅远缘杂交后代
。

根据上述结果分析了斑茅对甘蔗育种尚无实质性贡献的原因
,

认为该野生种之育种性能与其

染色体带型有关
。

最后
,

讨论了同工酶分析及染色体分带作为杂种鉴别方法的愈义及其局限性
。

关健河
.

斑茅 , 远缘杂种 , 染色体 C带端带 , 着丝点带 l 过权化物酶同工酶 , 甘蔗

前 言

栽培作物与野生植物种属间杂种的真实性在往是容易引起争论的问题
。

这种情况在

甘蔗杂种的研究中尤甚
。

甘蔗育种
.

史上已有过 50 多例种属间
,

甚至是亚科间远缘杂种的

报道
。

但其中大部份是受到怀疑
,

或是有争议的
` ’ 〕 〔”

。

一9 7 0年
,

我国首次报道利用广布野生种斑茅 ( s
.

a r “ n a f o oc 。“ 。 R
e t z .

) 作为 原始

杂交亲本育出 2 个优良甘蔗品种
,

引起国内外有关学者的极大注意 〔之 〕
`

7 。

甚至有意见

认为
,

我国甘蔗野生资源的利用重点应因此而加以调整
r 舍 { 。

直到最近
,

才有见 诸 于文

的对有关杂种的真实性问题提出异议的意见 “
` 。

但是
,

到 目前为止
,

这些讨论基本上都是以亲本与杂种的形态特征或染色体数为依

据而进行的
。

已经知道
,

甘蔗是异源多倍体
,

除少数原种外
,

多数亲本品种所产生的配

子其染色体数的变化很大
。

此外
,

甘蔗与某些野生种杂交
,

会产生染色体数 加 倍 的 后

代
厂 . 1 。

显然
,

仅以染色休数作为甘蔗杂种鉴别的依据是不可靠的
。

因此
,

严格 地 说
,

有关斑茅杂种讨论的两种意 见都未能就此提出充分的论据
。

为了准确鉴别我国现有斑茅远缘杂交品系
,

正确评价该野生种的杂交利用价值
,
我

们试采用染色体分带及同工酶分析方法对上述问题加以探味

·
本研 完是在戚经文教投直接指 导下完成 的

.
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、
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、
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吴能奕等
:

甘蔗
x 斑茅远缘杂种的鉴别

材 料 和 方 法

( 一 ) 材料

供试材料 8个
,

包活 3 个亲本及其 F :
代

材料 4个
,

并以另一野生种作对照 (表 1 )
。

以上材料由轻工部海南甘蔗育种场提

供
,

以种植方式保存
,

按普通栽培方法管

理
。

(二 ) 方法

1
.

染色体分带
:
根尖细胞染色体分

带的方法见前报
工

· 。

性细胞减数分 裂 期

染色体分带取样时间为上午 9 ~ 10 时
。

取

未抽出之花穗 (最上部两叶叶枕距约 10 ~

1 5厘米 )
,

用甲醇
:
冰醋酸固定液 ( 3 :

1

vl v) 固定 1 小时
,

经蒸馏水低渗处理 3 ~

4 小时后
,

再固定 1 ~ 2 小时
。

取黄白色

花药压片
,

分常处理程序与根尖染色体同
。

表 i 分析材料一览表

今 名 称 学名或亲本

B a d i l a

C P 3 4 / 1 2 0

olt ic i九 a邝琳 L
。

a r 林 n d玄挂 a
ce

u拼 R e t z -

` P o 作似作 “ 附 1
1

茅密

手

斑割

牟笋
7 3 / 0

烈
B a d , , a ` 斑茅

髻城
7 3 / 5 1 2

}
B a d i

i
a 又斑茅

崖城 7 5 / 28 3旧 a d i l a x 斑茅

崖城 5 7 / 2 5产p 3 4 / 1 “ ” x 斑茅

栽培原种

栽培品种

野 生 种

野 生 种

F l代
F l代

F l代
F l代

心
每个样品选取染色体完整的细胞 10 个以上

,

在 15 火 10 0倍油镜下作染色体计 数 及带

型观察
。

用德国产 L e i : e
万用显微镜作显微摄影

,
7

”

分色胶卷
,

加深绿色滤光片
。

2
.

同工酶电泳
:

取田间生长的植株正 3 叶 (最高可见叶环叶为 0 号叶
,

依次往下

数 ) 叶片提取酶液
。

采用不连续的聚丙烯酸胺凝胶垂直平板电泳法
。

浓缩胶浓度为 4 纬
,

分离胶浓度 10 %
。

电极冲缓液为 。
。

05 M的 T r i s
一甘氨酸系统

,

上槽液 p H = 8
.

3 ,

下槽液

p H = 6
.

7
。

每样品加粗提酶液50 微升
,

在 4 ~ 6 ℃条件下连续电泳 3
.

5 ~ 4 小时
,

稳定电

流 30 m A
。

电泳后的凝胶片用醋酸— 联苯胺法染色 10 分钟
。

用自来水漂 洗 胶 片 2 小

时
。

用醋酸
一

甘油— 乙醇 ( 5 , 2 : 3 ) 混合液固定 15 分钟
,

然后置蒸 馏 水 中保

存
,

供分析用
。

专
结 果 与 分 析

(一 ) 双亲及其杂种的续色体签本带里

使用 B S G分带法
,

我们在供试材料上获得较清晰的 G ie m s a 一 C带图象 (图版 )I
。

从

图中可以看出
,
各材料显示的带主要有着丝点带 ( C带 )

、

末端带 ( T 带 ) 和 中 间 带

( I 带 )
。

1
.

亲本的染色基本带型
:
对其它植物的一些研究表明

,
I

、

C
、

T三种带以 I 带的

表型最为丰富
,

但其稳定性不及 C
、

T带 〔 ` ” 〕 。

基于这种原因
,

我们暂不考虑样品间 I带

的异同
,

而仅从 T
、

C带的比例对样品进行比较
。

以分母表示染色体长臂的带
,

分子表示短臂的带
:
各样品染色体基本带型可用 C

、

今
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T的分式和加以表示 (表 2 )
。

可以见到
,

野生种斑茅的染色体带型

与其他两个亲本品种有显著区别
。

该种 60

条染色体中有染色深而明显的端拉带 (图

I一 1 ) 其中部份染色体长短臂均显 端 粒

带
,

而两个栽培品种只有少数染色体显示

这种带
。

2
。

斑茅染色体带型的稳定性
:

对野

生种斑茅和创手密减数分裂偶线期的染色

休进行分带处理
,

并分别与其有丝分裂中

期的带型进行比较
。

从图 I一 5
、

6 可以看

出
, 祷

斑茅偶线期染色体 T带的显现仍然 是

明显的
,

而割手密染色体基本 上 无 此特

征
.

这差异与有丝分裂中期两者所表现出

的差异是一致
,

说明 T
、

C两种带的 表 现

是稳定的
。

表 2 亲本染色体的基本带型

材 料
染色体数

( Z n 基 本 带 型

B a d i l a

斑 茅

P C 3 4八 2 0

4 C / C T + 7 6 C / C

5 2 C / C T + 4 C T / C T + 4 C / C

4
C/ C T + I O 6 C / C

几臼Où86

,

农 3 4个杂文种的染色休教和带型

杂种编号
染色体数

( Z n ) 基 本 带 型

2 6 C /C T + 4 2 C / C

3 0 C / C T + 3 8 C / C
_

4 C /C T + l o 6 C /C

4 C /C T 1 0 6 C / C

....` .,...,..̀....1
..,

丹石Rànù0
魂06
1.二,且

ō .名,二

崖城 7 3 /。 7 ,

崖城 7 5 / 2 8 5

崖城 5 7 / 2 5

崖城 1 5 / 5 1 2

8
.

F :
代的染色体数及带型

: 4 个杂种一代的染色体数及带型如下
,

从染色体数看
,

崖城 7 3 10 7与崖城 7 5 / 283 基本上是双亲配子染色体数之和
,

即 n + n

垫
.

崖城 5 7 12 5与母本同
。

崖 城 7 5 1各1 2似乎是 Z n + n型 (即 5 0 + 3 0 = 1 1 0 )
,

但带型分 析

的结果排除了这种可能性
,

因为它并未含有以了带为特征的斑茅染色 体
。

由于双亲带型的差异显著
,

且具有相对的稳定性
,

因此
,

我们无须借助核型分析或

精确的带型比较
,

即可以在杂种细胞中准确地辨认出来自父本或母本的染色体
。

、

与双亲比较
, 4 个杂种的带型可明显地分为两类

. ①父
、

母本综合型
:

崖城 73 / 07
、

崖城 7 5 12 5 3 , ②偏母本型
:

崖城 5 7 /2 5
、

崖城 7 3 / 5 1 2
。

从父本斑茅 T带的特点及其稳定性来看
,

我们不难得出结论
:
前二者是斑 茅的真实

后代
,

后二者非斑茅杂交后代
,

至少不能算是细胞水平上的杂交后代
。

(二 ) 过叙化
二

电泳级 , 比较

经多次重复电泳
,

获得了双亲及其杂种的稳定酶谱 (图 l )
。

容易看出
,

杂种崖城 7 5 / 2 8 3的酶带基本上是双亲酶带的迭加
,

表现为互补型
。

崖城

7 3 10 7的酶带偏似母本
,

但仍然可 以看出
,

中间一条带明显是来自父本斑茅的
。

崖城 5 7 1

25 和崖城了3 / 5 1 2的酶带分别与其母本相似
,

没有看到
一

肯定是来自父本的酶带
。

这种表现

与染色体带型分析的结果吻合
。

在 田间观察到
,

崖城 73 / 07
、

崖城了5 12 8 3的叶片硬直
,

肥厚带不明显
,

叶片与 茎 的

夹角很小
,

叶鞘紧包茎
,

这些性状与斑茅相似
。

尤其明显的是
,

这两个材料的叶片都具

有斑茅所特有的 63 号毛群 (位于叶片中脉两侧 )
。

崖城 5 7 / 2 5
、

崖城 73 / 5 1 2则无此特征
。

就这几个材料而言
,

带型
、

酶谱与形态学特征是可 以互相印证 的
。

.

口
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吴能奕
:

甘蔗 x 斑茅远缘杂种的鉴别

.

.

今

讨 论

(一 ) 关于斑茅杂种 的真实性及其利用价位

斑茅是一个适应性很强的广布野生种
,

其杭逆性
,

分奠力等优良性状久已为世界甘

蔗育种家所瞩目
。

该种在甘蔗远缘杂交育种中最早被用作野生亲本 〔 ” 〕 ,

至今仍是人们所

关注的重点材料之一
。

然而它对世界甘蔗育种几乎毫无贡献
,

在 60 多年的甘蔗经济杂交

中
,

尚无利用斑茅成功的例子 〔 7 〕 。

因此
,

对于斑茅与甘蔗杂交是否可获得真实杂种
,

历

来是有怀疑的
。

本试验鉴定结果表明
,

我国海南甘蔗育种场确实已成功地获得了甘蔗 x 斑茅的真实

杂种
,

但仍然未能进一步获得有经济价值的品种
。

斑茅始终未能象割手密 ( s
. s p o 炸 t叭

e u拼 L
.

)
、

大茎 野生 种 ( s
。 r o b林 s t“ 摊 )

、
芒

( M f sc , ht su
s

PP
。

) 等野生种一样成为甘蔗远缘杂交的理想亲本
。

这种差异 可 能渊潦

于其细胞学基础
。

据我们观察
,

后三者的染色体带型与栽培甘蔗颇为相似
。

斑茅育种性

能差可能与该种与甘蔗属植物在染色体带型上的重大差异有关
。

有研究表明
,

双亲染色体带型差异大
,

其杂种常常是不孕的
。

例如
,

普通小麦与黑

麦的染色体带型很不相同
,

黑麦染色体带明显的端粒带
,

而小麦则只显示着丝点带
。

这两

个种的杂交 F :
代不能正常结实

。

这种 F :
代减数分裂中染色体配对的频率很低

,

原 因 是

端带染色体与非端带染色休很难配对 〔 ’ 名〕 。

从本试验的结果看
,

斑茅与栽培甘蔗在染色体带型上的差异与黑麦
、

小麦之间的情

形类似
,

其在 F :
代中的效应亦颇为相似

。

已有研究指出
,

斑茅与热带种杂交 F
:

代崖 城

7 5 12 8 3的花粉量少
,

花粉发育率低
r . 〕 。

这可能与染色体带型差异造成的减数 分裂 不正

常有关
。

不难预料
,

这种 F ,
代由于难以产生有效配子

,

将很难用作回交或进一步杂交的

亲本
。

因此
,

企图在更高的代数上获得含有斑茅血缘的经济品种是比较困难的
。

从这种

意义上说
,

斑茅对于甘蔗杂交育种的价值需要重新评价
。

其目标性状固然优良
,

但是否

可以转移到甘蔗品种上来是值得研究的
。

(二 ) 甘旅场蜂杂种盆别方法评价

远缘杂种鉴别的最基本方法是从形态特征上对杂种与双亲加以比较
,

从而对杂种作

出判断
。

对甘蔗的远缘杂种
,

可以从一些稳定的性状
,

如芽形
、

叶耳
、

毛群等对杂种进行

列别
。

这种方法的特点是简单易行
,

但可靠性差
。

因为目前大多数甘蔗品种至少含三个

种以上的血缘
,

即使是严格控制自交授粉
,

其后代的变异类型也是非常丰富的
。

这意味

着
,

可供选择的鉴别性状是极其有限的
。 T。

同工酶分析是较理想的鉴别手段
,

具有准确
、

灵敏的特点
。

借助同工酶技术
,

甚至

可以鉴别出细胞水平以下的杂种
『

. ’ 。

但是
,

亲本各种酶的同工酶在杂种中的表 现 很不

一样
。

J
.

C W al d r o n
等人 l( 9 7 1 ) 曾发现

,

来自甘蔗属石 个种的 31 个品种的醋酶 酶 谱

具有特异性
,

而好几个种间杂种的酶谱是相似的
,

要用亮氨酸氨肤酶作指标才能加以区

811
产 ’ . 飞 .

可见
,

鉴别酶类的选择是很重要的
。

对其它植物和甘蔗的研究表明
,

过氧化物

每
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酶同工酶具有丰富的多型性和相对的稳定性 〔毛〕 〔 .
’

,

而且是由一些 共显性基 因 控 制 的

〔心 〕 。

因此
,

用过氧化物酶作为杂种鉴别依据较为可靠
。

用模糊数学方法对上述材料酶谱扫描图进行分析的结果表明
,

2 个真实杂种可分为

两种酶谱类型
:
偏父本型与偏母本型 (另文专述 )

。

但其共同特点是
:
对于任一亲本的

特征带 (在该组合中父或母本特有的带 ) 至少有一条可在杂种上显现出来
。

显然
,

由特

征带的 出现
,

可直观地识另咄真杂种
。

另一方面
,

杂种崖城 7 3 / 07 和崖城 7 5 12 8 3的染色体数都是 Z n = 68
,

但酶谐却有明显

差异
,

前者来自父本的特征带只有一条
。

不妨设想
,

如果决定这条特征带的基因只定位

于某一条染色体上
,

一

)郁么
,

’

当这条染色体丢失
,

或在父本减数分裂时恰好发生有关染色

休片段交换时
,

情况将会怎样呢? 显然
,

杂种仍然是真实的
,

但
“
特征带

”
`

已经消失了
。

’

可见
,

亲本的特征酶带是判别杂种的充分条件` 但不是必要条件
。 ’

从这种惫义上说
,

同

工醉鉴别方法亦有其局限性
。

与上述两种方法比较
,

染色休带型分析法是比较可靠的
。

因为它是从基因的载体—
染色体上

,

而不是从基因的产物上去寻找亲本的标记
, 因而排除了许多干扰

。

此外
,
由

、

于带型分析不受配子染色休数的影响
,

因而更适合象甘蔗这样染色体数多的异源多倍体

远缘杂种的鉴别
。

但是
,

.

由于染色体处理
、

分析的程序比较复杂
,

不易普及
,

因而应用范围受一定限

制
。

此外
,

应该指出
,

对于带型比较相似的种来说
,

本试验使用的分带方法其精确度可

能不够高
。

这种技术仍有待进一步发展与完善
。

.

,
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图版 I 杂种及其亲本的过氧化物酶同工酶电泳带 ( 电泳时土面为负极
,

下面为正极 )
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