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[摘　要 ]　作物 F1 代的杂种优势表现与亲本间的遗传距离直接相关 ,对自交系间遗传距离的估计可被用来预

测杂种优势。针对我国鲜食尖椒的育种目标 ,利用 RSAP和 SSR标记系统 ,对来自国内外的 10份尖椒优良自交系间

的遗传距离进行估计 ,并比较了 2种标记的结果和效力。结果显示 ,RSA P标记具有较高的位点和多态性检测能力 ,

平均每次可检测 51个位点和 13个多态性条带 ,分别是 SSR的 17倍和 6. 5倍 ;基于 RSA P的遗传距离和基于 SSR的

遗传距离相关性较高 ( r = 0. 542 9) ;2种标记系统的聚类结果基本一致 ,均将 10份尖椒分为 3大类 ,这种分类结果不

但反映了果实形状在辣椒分类上的重要地位 ,而且与辣椒杂种优势育种实践相一致。
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Abstract : Levels of heterosis exhibited by the F1 have a direct relationship wit h t he divergence between

t heir parent s. Therefore , estimation of genetic distance can be usef ul for p rediction of high performance

crossings. Focusing on t he breeding objectives of domestic long2f ruit hot pepper variety type ,two marker

systems ,i. e. rest riction site amplified polymorp hism ( RSA P) and simple sequence repeat ( SSR) ,were a2
dopted to estimate t he genetic distances among 10 elite inbred lines. The result s showed t hat RSA P had t he

higher number of total loci (51) and polymorp hic bands (13) per assay ratio , being 172fold and 6. 52fold

higher t han SSR ,respectively. The correlation between pairwise genetic distances generated by RSA P mak2
er system and by SSR was high ( r = 0 . 542 9) . The clusters of two marker systems were coincident and

could classify ten long2f ruit hot pepper varieties into t hree group s that were in accordance wit h t he practice

of pepper heterosis breeding and pepper f ruit shapes.
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　　辣椒杂种优势明显 ,杂交优势育种在辣椒育种

中占据着非常重要的地位。采用有效方法预测杂交

种的优势表现 ,对辣椒杂种优势利用具有重要意义。

由于作物 F1 代的杂种优势表现与其亲本间的遗传

距离直接相关[1 ] ,因此可借助对遗传距离的估计来
预测优势杂交组合[2 ]。与传统基于表现型的遗传距
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离估计方法相比 ,基于 DNA 标记的分析技术更具

优势 ,因为 DNA标记是基因组 DNA水平的直接反

映 ,不受环境影响和时空限制 ,数量几乎无限 ,且具

有较高的多态性 ,目前已被广泛应用于玉米、水稻等

多种作物遗传距离的估算[223 ]。

简单序列重复 (Simple sequence repeat s , SSR)

是一种揭示生物基因组高度重复区 DNA 多态性的

DNA标记系统 ,其位点信息量高 ,共显性 ,稳定可

靠 ,现已被广泛应用于辣椒遗传多样性分析、分子图

谱构建等研究[425 ]。限制性位点扩增多态性 (rest ric2
tion site amplification polymorp hism , RSA P)是一

种检测基因组上广泛分布的限制性酶切位点多态性

的新型 DNA标记系统 ,该技术具有引物设计简便、

操作简单、结果稳定、中等产率等特点 ,已在辣椒、苦

瓜和水稻上得到了验证[6 ]。

鲜食尖椒类 ( Ca psicum annuum v ar. lon g um)

品种是我国辣椒生产的主要品种类型之一 ,针对我

国鲜食尖椒的杂种优势育种目标 ,本研究随机选取

了自国外引进的材料中选育出的尖椒优良自交系和

国内各育种单位选育出的尖椒优良自交系共计 10

份 ,采用 RSA P和 SSR两种分子标记系统进行自交

系间遗传距离的估计研究 ,旨在评价这 2 种标记系

统在辣椒自交系间遗传差异分析中的适用性及其效

力 ,以及这些辣椒优良自交系间的遗传距离 ,为辣椒

杂种优势育种实践提供分子依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

10 份辣椒 ( Ca psicum annuum var . long um)优

良自交系由广东省农业科学院蔬菜研究所提供 ,材

料名称和来源见表 1。RSA P和 SSR引物由上海基

康生物技术有限公司合成 , T aq酶购自华美生物工

程公司。

表 1　供试辣椒自交系的名称和来源

Table 1　Names and origin of tested pepper inbred lines

编号 No. 名称与系谱 Name or pedigrees 属性 Type 来源 Origin

1 HN21 羊角椒 Sheep2horn2shaped2pepper 泰国 Thailand

2 5904 羊角椒 Sheep2horn2shaped2pepper 湖南 Hu’nan

3
甜牛角椒选系 Line derived f rom sweet cattle2horn2
shaped2pepper

粗牛角椒 Wide cat tle2horn2shaped2pepper 美国 America

4 388 长羊角椒 Long sheep2horn2shaped2pepper 安徽 Anhui

5 伏地尖选系 Line derived f rom Fudijian pepper 羊角椒 Sheep2horn2shaped2pepper 湖南 Hu’nan

6 8216 羊角椒 Sheep2horn2shaped2pepper 湖南 Hu’nan

7 云阳椒选系 Line derived f rom Yunyang pepper 羊角椒 Sheep2horn2shaped2pepper 河南 He’nan

8 8802 羊角椒 Sheep2horn2shaped2pepper 安徽 Anhui

9
赤峰牛角椒选系 Line derived from cattle2horn2
shaped2pepper f rom Chifeng

牛角椒 Sheep2horn2shaped2pepper
内蒙古
Inner Mongolia

10
河南羊角椒选系 Line derived f rom sheep2horn2
shaped2pepper f rom Henan

羊角椒 Shape like slim horn 河南 He’nan

1. 2　方　法

1. 2. 1　辣椒 DNA的提取　以 10个辣椒自交系的

幼嫩叶片为材料 ,参照王得元等[ 7 ]的改良 SDS法提

取基因组 DNA。

1. 2. 2　RSA P分析　依据 RSA P原理[6 ] ,本研究设

计合成了 10 条 RSA P引物 (见表 2) ,组成 45 对引

物组合 ,参照杜晓华等[ 6 ]的方法对 10个辣椒自交系

进行分析。PCR反应体系具体为 :25μL 反应总体

积中 ,模板 DNA为 20 ng ,Mg2 +浓度 2. 5 mmol/ L ,

dN TPs浓度 0. 2 mmol/ L , T aq DNA 聚合酶量为

1. 5 U , 2 条引物均为 600 nmol/ L。PCR 扩增在

GeneAmp   PCR System 9700扩增仪上进行 ,扩增

产物采用 6 %的变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 (70 W恒

功率) ,银染检测 ,程序参照许绍斌等[ 8 ]的方法进行。
表 2　采用的 10条 RSA P引物

Table 2　10 primers of RSA P used in this study

引物名称
Primer name

引物序列 (5′～3′)
Sequence of primers (5′to 3′)

引物名称
Primer name

引物序列 (5′～3′)
Sequence of primers (5′to 3′)

R1 A T TACAACGA GT GGA TCC R6 A T T TCA GCACCCACGA TC

R2 CACA GCACCCACT T TAAA R7 A TA GTCCT GA GCGGT TAA

R3 GACT GCGTACA T GAA T TC R8 A TAACT GT GTACCT GCA G

R4 TA TCT GGT GA GGGA TA TC R9 GTACA T GCA T TACT GCGA

R5 T T GGGA TA TCGGAA GCT T R10 A T T GGACT GGTCTCTA GA
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1. 2. 3 　SSR 分析 　根据以 Ca psicum annuum 和

C. chi nense为材料构建的辣椒遗传连锁图谱 ,选用

28个已定位在辣椒染色体上 ( http :/ / www. sgn.

cornell . edu/ oldhighlight s. pl ,2006) 、且序列已公布

的 SSR标记[5 ]进行 SSR分析。28个 SSR标记具体

为 : H pms 12139、H pms 12148、H pms 12214 和

A F039662 (均定位在 1 号染色体) , H pms 1 2106 和

H p ms 12143 (均定位在 2号染色体) , H pms 12173、

H p ms 12230、A A840689和 A A840692 (均定位在 3

号染色体) , H pms 12165、CA N130829和 H pms 1 2
69 (均定位在 4 号染色体) , H pms 2218 (定位在 4a

号染色体 ) , H pms 2245 (定位在 5 号染色体 ) ,

H p ms 12172 (定位在 7号染色体) , H p ms 12216 (均

定位在 7a 号染色体) , H pms 1241、H pms 1243、

H p ms 1262、H pms 12155、H pms 12281、H pmsh2
pM A DS 和 A A 840739 (均定位在 8 号染色体 ) ,

H p ms 1 23、H p ms 12117和 H p ms 2241 (均定位在 9

号染色体) , H p ms 2221 (定位在 10号染色体) 。

在 SSR分析中 ,PCR扩增条件按照 Lee等[5 ]的

方法进行。扩增反应体系总体积为 25μL :模板

DNA为 20 ng ,Mg2 + 浓度 2. 5 mmol/ L ,dN TPs浓

度 0. 2 mmol/ L , T aq DNA聚合酶量为 1 U ,2 条引

物均为 400 nmol/ L。扩增产物分离和银染检测的

方法同 1. 2. 2。

1. 2. 4　数据统计与聚类分析　对 RSA P和 SSR分

析产生的多态性条带 ,按二元数据进行统计。各样

品中有带赋值为 1 ,无带赋值为 0。按 J accard 相似

系数 (J accard’ s coefficient ) 法计算遗传相似系数

( J cij ) , J cij = a/ ( a + b + c) 。式中 : a为两样品共有

的条带数 , b、c为第 i 和第 j 样品各自的条带数。按

照 GD (J ) = 1 - J cij计算遗传距离 ( GD) 。基于 J ac2
card相似系数 ,采用算术平均数非加权成组法 ( Un2
weighted pair group met hod using arit hmetic avera2
ges ,U P GMA)进行聚类分析 ,聚类分析在 MVSP 3.

1软件上进行。

2　结果与分析

2. 1　辣椒优良自交系间分子标记的多态性检测

2. 1. 1　RSA P标记　在 10 个辣椒自交系中 ,41 对

引物组合共扩增出 2 121 个条带 ,其中多态性条带

为 538个 (占 25. 4 %) 。平均每对引物组合产生 51

个条带 ,各引物组合产生的多态性条带数目为 4～

35个不等 ,平均多态性条带数为 13 个。图 1 为引

物组合 R6R9 在 10 个辣椒自交系上的扩增图。引

物组合 R1R2 产生的多态性条带最多 ,达 35 个 ,占

其扩增总条带数 (46个)的 76 % ;虽引物组合 R2R4

产生的条带数最多 (78 个) ,但多态性条带并不多 ,

为 15个 (占 19 %) 。说明产生的条带总数与多态性

条带并不成正比关系。

图 1　RSA P引物组合 R6R9在 10个辣椒自

交系上的扩增结果

Fig. 1　Amplified profile by R6R9 primer set of RSA P

in 10 pepper inbred lines

图 2　SSR引物对 h pms 12143在 10个

辣椒自交系上的扩增结果

Fig. 2　Amplified profile by hpms 12143 primer

set of SSR in 10 pepper inbred lines
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2. 1. 2　SSR标记　28对 SSR引物中 ,共有 16对产

生多态性条带。这 16 对 SSR 引物共扩增出 46 个

条带 ,其中多态性条带为 34 个 (占 74 %) 。平均每

对引物产生 3个条带 ,各引物产生的多态性条带数

为 1～3个不等 ,平均为 2个。图 2为引物对 H p ms

12143 在 10 个辣椒自交系上的扩增图。引物对

h pms12114、h pms12173、h pms12155、h pms12143、

h pms1262、H pmsh pMADS 和 CAN130829 产生的

多态性带数目最多 ,均为 3个。

2. 1. 3　RSA P标记与 SSR标记的比较 　2 种标记

系统在 10个辣椒自交系中平均产生的多态性比例

(多态性带/总条带)差异明显 ,SSR (74 %)明显高于

RSA P(25. 4 %) ,表明 SSR提供的位点信息量较高。

但从每对引物组合检测的位点数目看 , RSA P要远

高于 SSR ,是其 17倍 (表 3) ;RSA P平均每对引物产

生的多态性条带也高于 SSR ,是其 6. 5 倍 (表 3) 。

可见 ,RSA P每次检测 (每对引物组合扩增)获得的

信息量较高。
表 3　RSA P与 SSR标记系统产生信息情况的比较

Table 3　Comparison of information obtained by the RSA P and SSR marker systems

标记类型
Marker types

引物组合数
Number of
primer set s

引物组合平均
覆盖的位点数
Number of loci
per primer set

引物组合平均
产生的多态性

Number of
polymorphic loci

per primer set

平均遗传距离
Mean genetic

distance

最大遗传距离
Maximum

genetic
distance

最小遗传距离
Minimum

genetic
distance

RSAP 41 51 13 0. 575 0. 687 0. 477

SSR 16 3 2 0. 495 0. 737 0. 133

2. 2　10个辣椒优良自交系间的遗传距离

2. 2. 1 　基于 RSA P标记的遗传距离 　基于 RSA P

标记 ,10 个辣椒自交系之间的平均遗传距离为

0. 575 ,最小为 0. 477 ,最大为0. 687 ,10 个辣椒自交

系的遗传距离范围为 0. 477～0. 687 (表 3) 。分析基

于 J accard 相似系数的 10 个辣椒自交系的 RSA P

标记遗传距离 (表 4)发现 ,来自同一地区 (河南)的 7

号自交系与 10号自交系遗传距离最小 ,来自美国的

3号自交系与来自湖南的 6号自交系的遗传距离最

大。进一步分析发现 ,来自国内的 8个自交系间的

平均遗传距离为 0. 568 ,来自泰国的 1 号自交系与

来自国内的 8个自交系间的平均遗传距离为0. 573 ,

来自美国的 3号自交系与来自国内的 8个自交系间

的平均遗传距离为0. 603。从图 3可以发现 ,在相似

系数为 0. 4处 ,10个辣椒自交系被分为 3类 :6号单

独一类 ,3号和 9号为一类 ,其余为一类。

2. 2. 2　基于 SSR标记的遗传距离　10个辣椒自交

系基于 SSR标记的平均遗传距离为 0. 495 (表 3) 。

由表 4可知 ,来自湖南的 2号自交系和来自河南的

10号自交系遗传距离最小 ,为 0. 133 ,来自美国的 3

号自交系分别与来自湖南的 6号和来自安徽的 8号

自交系遗传距离最大 ,为0. 737。来自国内的 8 个自

交系间的平均遗传距离为 0. 443 ,来自泰国的 1 号

自交系与来自国内的 8个自交系间的平均遗传距离

为 0. 484 ,来自美国的 3 号自交系与来自国内的 8

个自交系间的平均遗传距离为 0. 669。由 SSR聚类

图 (图 4)可以看出 ,在相似系数为 0. 5处 ,10个辣椒

自交系被分为 3类 :其中 6号为一类 ,3号和 9号为

一类 ,其余聚为一类。

表 4　基于 RSA P(对角线以下)和 SSR(对角线以上)的 10个辣椒基因型的遗传距离矩阵

Table 4　Genetic distance matrix based on RSA P (below diagonal) and SSR (above diagonal) among the ten pepper genotypes

编号
No.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 0. 474 0. 632 0. 421 0. 500 0. 526 0. 421 0. 444 0. 611 0. 474

2 0. 562 0. 684 0. 294 0. 375 0. 500 0. 187 0. 312 0. 667 0. 133

3 0. 563 0. 571 0. 556 0. 722 0. 737 0. 632 0. 737 0. 600 0. 684

4 0. 597 0. 579 0. 671 0. 579 0. 526 0. 235 0. 353 0. 611 0. 187

5 0. 519 0. 486 0. 618 0. 582 0. 529 0. 500 0. 437 0. 706 0. 471

6 0. 634 0. 652 0. 687 0. 637 0. 618 0. 526 0. 471 0. 647 0. 500

7 0. 552 0. 524 0. 593 0. 526 0. 499 0. 609 0. 250 0. 684 0. 187

8 0. 551 0. 541 0. 627 0. 523 0. 522 0. 584 0. 511 0. 647 0. 312

9 0. 577 0. 577 0. 487 0. 656 0. 587 0. 683 0. 545 0. 593 0. 588

10 0. 591 0. 555 0. 633 0. 575 0. 555 0. 631 0. 477 0. 531 0. 562

2. 2. 3　基于 RSA P标记的遗传距离与基于 SSR标

记的遗传距离比较 　基于 RSA P 的遗传距离矩阵

与基于 SSR的遗传距离矩阵的回归分析结果 (图 5)

表明 ,二者之间的相关程度较高 ( r = 0 . 542 9 , P <
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0 . 001) 。2种标记计算的遗传距离均显示 ,来自泰国

的自交系与国内自交系间的平均遗传距离同国内自

交系之间的平均遗传距离无明显差别 ,而来自美国

的自交系与国内自交系间的遗传差异较大。基于 2

种标记的聚类结果基本一致 ,即均将 6号单独分开 ,

并将牛角椒 3 号和 9 号聚为一类 ,其他羊角椒聚在

一起。

图 3　基于 RSAP标记的 10个辣椒

自交系的聚类结果

Fig. 3　U P GMA dendrogram of 10 inbred

lines based on RSA P data

图 4　基于 SSR标记的 10个辣椒

自交系的聚类结果

Fig. 4　U P GMA dendrogram of 10 inbred

lines based on SSR data

图 5　基于 RSAP与基于 SSR的遗传

距离矩阵的回归分析

Fig. 5　Regression analysis to compare the genetic pairwise

distances obtained f rom RSA P and SSR

3　讨　论

3. 1　RSA P与 SSR遗传分析效力的比较

辣椒 ( C. annuum)遗传基础较窄[9216 ] ,本研究中

选用的 10个辣椒自交系均属于 Ca psicum annuum

var. long um ,遗传基础更为狭窄 ,因此 ,选用合适的

分子标记系统开展研究十分重要。从分子标记分析

的稳定性和操作简便方面考虑 ,本研究选用了

RSA P和 SSR这 2种分子标记系统。在 10个辣椒

自交系间的遗传距离评价中 , RSA P平均每次检测

(每个引物组合扩增)的条带数和多态性带数均很

高 ,分别是 SSR标记的 17倍和 6. 5倍 ,显示了很高

的分析效力。鉴于 SSR标记的开发费工费时 ,且目

前可供公开利用的辣椒 SSR标记不足 100 个[5 ] ,多

数 SSR标记由 Syngenta、DNA Landmarks等公司

开发 ,属商业机密 ( http :/ / www. sgn. cornell . edu/

oldhighlight s. pl , 2006) ,而 RSA P 标记的引物设

计简便易行 ,分析成本较低 ,因此 , RSA P标记较适

合在辣椒自交系的遗传距离估计和资源的遗传多样

性研究中应用。

3. 2　辣椒优良自交系间遗传距离的分子标记估计

本试验基于 RSA P和 SSR对 10个辣椒自交系

的聚类结果 ,均将 3号和 9号牛角椒聚在一起 ,与其

他羊角椒分开 ,反映了辣椒果实形状在辣椒分类上

的重要地位 , 这与以往的辣椒分类结论一

致[4 ,11 ,13 ,15 ]。基于 RSA P标记估计的遗传距离还与

辣椒杂种优势育种实践相一致 ,湖南省农业科学院

邹学校等[ 17 ]利用不同类内的、遗传距离较大的 2 号

和 6号自交系 (遗传距离为 0. 652) ,选育出了优势

明显的杂种一代辣椒———湘研 16号。

3. 3　利用分子标记估计遗传距离的误差

Lef bvre等[15 ]认为 ,基于分子标记估计的遗传

距离 ,其误差的主要来源在于标记的取样误差和标

记的数目。为减少取样误差 ,Lef bvre等建议应尽可

能选用已定位在染色体上、均匀分布的共显性标记 ,

以提高分析的准确性。为此 ,本试验利用 SSR标记

进行遗传分析时 ,选用了已定位、并分散于辣椒不同
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染色体上的 SSR 标记 ;在 RSA P 分析中 , 10 条

RSA P引物分别采用了 10个不同的限制性位点 ,提

高了检测多态性的范围 ,一定程度增加了标记分布

的均匀性。本研究采用的 RSA P标记的数目较多 ,

达 538个 ,使分析的准确性得到了一定程度地提高。
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