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摘要:利用从枇杷上开发的SSR引物对67份枇杷属种质资源进行了遗传多样性分析.从59对引物中筛选出17对

多态性较高且稳定的引物,17对引物共扩增出53条谱带,每对引物扩增2至6条谱带,平均扩增3.12条.供试材

料相似系数介于0.53~1.00之间,平均多态信息含量(PIC)为0.436,平均观察等位基因数为3.118,平均有效等

位基因数为2.166,平均Nei’s基因多样性为0.507,平均Shannon信息指数为0.821,平均观测杂合度为0.637,平

均期望杂合度为0.511,表明供试材料具较丰富的遗传多样性.聚类分析表明,可将67份材料分为4类,野生品种

和栽培品种在聚类结果中没有被区分开,但是绝大多数是被区分开的.栽培枇杷也没有因果肉颜色而分别聚类.此

外,对野生枇杷和栽培枇杷中部分材料的分类作了探讨.
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枇杷(Eriobotryajaponica)为蔷薇科苹果亚科(Rosaceae,subfamilyPomoideae)枇杷属(Eriobotrya)

植物,是我国南方特产的常绿果树[1].主要在中国、西班牙、日本等国家和地区栽培,巴西、美国等

地也有部分栽培[2].其种质资源极为丰富,枇杷属植物大概有30个种,原产于中国的包括种、变种、
变型有21个[3].一些研究人员利用 RAPD[4-6],ISSR[7-8],AFLP[9-10]等技术对枇杷属部分资源进行

了研究.因为SSR(SimpleSequenceRepeats)具有等位基因变异多、单基因座、信息含量高、多态性

高、稳定性好、重复性好、种族特异性强、进化所受选择压小、以孟德尔方式分离、呈共显性遗传等

特点而被广泛应用于生物的种质鉴定、遗传作图[11]、遗传多样性分析[12-13]、品种纯度鉴定[14]以及指

纹图谱构建[15]等很多方面.由于枇杷的全基因组序列还没见到报道,且枇杷的ESTs(ExpressionSe-
quenceTags)数据很少,因此以前主要用苹果属植物的SSR引物来进行枇杷属植物的SSR标记的研

究应用[16-17].近 年 来 Gisbert、Xiang等 通 过 磁 珠 微 卫 星 富 集 法 开 发 出 部 分 枇 杷 基 因 组 的SSR引

物[11,18-19],本研究就利用这些由枇杷上开发的引物对来自不同国家和地区的67份枇杷属种质资源

从遗传多样性方面进行分析.
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1 材料与方法

1.1 试验材料
在此试验中,用到的枇杷属植物材料一共67份(表1),其中含有19份野生枇杷和48份栽培枇杷,里

面的01-02,10-12,29,32,34,45和58-67号为野生枇杷,其余为栽培枇杷,栽培枇杷中果肉颜色为红肉型的
有32份,编号为03-06,14,15,17-20,23,33,35-44,46,48-52,54-57,果肉颜色为白肉型的有16份,编号为

7-9,13,16,21,22,24-28,30,31,47,53.在栽培枇杷材料中,有2份材料来自美国、5份材料来自西班牙、4
份来自日本.SSR引物来源于Gisbert等和Xiang等[18-19](表2),由宝生物工程(大连)有限公司和上海生
工(上海生工生物工程公司)合成.PCR扩增所用的试剂(l0×Buffer、Mg2+、dNTPs、引物、TaqDNA酶)
均购于Takara公司;PCR仪是来自德国eppendorf公司,产品型号是 Mastercyclegradinet.

表1 植物材料

编号 种质名称 所属种 来源 编号 种质名称 所属种 来源

01 大渡河枇杷
E.prinoidesRehd &Wils. var.
daduheensisH.Z.Zhang

中国 35 短柄扁核 E.japonicaLindl 中国安徽

02 怒江枇杷 E.salwinensisHand-Mazz. 中国 36 Ullera E.japonicaLindl 西班牙

03 大五星 E.japonicaLindl 中国四川 37 香甜 E.japonicaLindl 中国福建

04 龙泉1号 E.japonicaLindl 中国四川 38 皖泊 E.japonicaLindl 中国安徽

05 兴宁一号 E.japonicaLindl 中国四川 39 红灯笼 E.japonicaLindl 中国四川

06 早钟6号 E.japonicaLindl 中国福建 40 解放钟 E.japonicaLindl 中国福建

07 冠玉 E.japonicaLindl 中国江苏 41 大红袍(浙江) E.japonicaLindl 中国浙江

08 宁海白 E.japonicaLindl 中国浙江 42 宝珠 E.japonicaLindl 中国江苏

09 白玉 E.japonicaLindl 中国江苏 43 太城4号 E.japonicaLindl 中国福建

10 台湾枇杷 E.deflexaNakai 中国 44 大红袍(安徽) E.japonicaLindl 中国安徽

11 栎叶枇杷 E.prinoidesRehd& Wils 中国 45 窄叶变型
E.bengalensis Hook.f.forma
angustifoliaVidal

中国

12 贵州野生 E.japonicaLindl 中国贵州 46 香槟 E.japonicaLindl 美国

13 白梨 E.japonicaLindl 中国福建 47 Bianco E.japonicaLindl 西班牙

14 香钟11号 E.japonicaLindl 中国福建 48 M.Aixaza E.japonicaLindl 西班牙

15 晚钟518 E.japonicaLindl 中国福建 49 香钟25号 E.japonicaLindl 中国

16 软条白沙 E.japonicaLindl 中国浙江 50 钟城23号 E.japonicaLindl 中国

17 东湖早 E.japonicaLindl 中国福建 51 长红3号 E.japonicaLindl 中国福建

18 Marc E.japonicaLindl 西班牙 52 夹脚 E.japonicaLindl 中国

19 金丰 E.japonicaLindl 中国四川 53 凉风 E.japonicaLindl 日本

20 森尾早生 E.japonicaLindl 日本 54 Algerie E.japonicaLindl 西班牙

21 大洋晚白 E.japonicaLindl 中国浙江 55 香城4号 E.japonicaLindl 中国福建

22 乌躬白 E.japonicaLindl 中国福建 56 先进 E.japonicaLindl 美国

23 简阳早熟 E.japonicaLindl 中国四川 57 田中 E.japonicaLindl 日本

24 冰糖种3号 E.japonicaLindl 中国浙江 58 四柱变型
E.bengalensis Hook.f.Forma
intermediaVidal

中国

25 美玉1号 E.japonicaLindl 中国江苏 59 椭圆枇杷 E.elliptiaLindl 中国

26 常白1号 E.japonicaLindl 中国福建 60 大花枇杷 E.cavaleriRehd 中国

27 常绿2号 E.japonicaLindl 中国江苏 61 恒春变种
E.deflexaNakaivar.koshunen-
sisNakai

中国

28 常绿4号 E.japonicaLindl 中国江苏 62 腾越枇杷 E.tengyuehensisW.W.Smith 中国

29 麻栗坡枇杷 E.malipoensisKuan 中国 63 窄叶枇杷 E.henryiNakai 中国

30 照种 E.japonicaLindl 中国江苏 64 香花枇杷 E.fragransChamp 中国

31 新白3号 E.japonicaLindl 中国福建 65 齿叶枇杷 E.serrateVidal 中国

32 南亚枇杷 E.bengalensisHook.f. 中国 66 武葳山变种
E.deflexaNakaivar.buisanensis
Nakai

中国

33 茂木 E.japonicaLindl 日本 67 广西枇杷 E.kwangsiensisChun 中国

34 小叶枇杷 E.seguiniiCard 中国

2 西南大学学报(自然科学版)     http://xbbjb.swu.cn     第36卷



1.2 方 法

1.2.1 枇杷基因组DNA提取方法

基因组DNA提取方法采取的是改进过后的CTAB法[17,20-21].DNA的浓度用可见分光光度计检测,
而DNA的质量用琼脂糖凝胶电泳检测,将各样品浓度调整为10ng/μL,保存于-20℃备用.
1.2.2 SSR引物筛选、PCR扩增及检测

选8个亲缘关系较远的材料,然后用这8个材料来筛选多态性高、扩增效果良好且稳定的引物进行后

续试验.PCR扩增使用的体系是20μL的,其中包括:10×buffer,2.0μL;MgCl2(25mmol/L),1.5μL;

dNTPs(10mmol/Leach),0.2μL;Primer(10mmol/L),1.0μL;TaqDNA聚合酶(5U/μL),0.15μL;
模板DNA,1.0μL;ddH2O,14.15μL.在EppendorfMastereyelergradientPCR仪中进行扩增,它的程

序运用He等的方法[17]且稍微有所改动:94℃预变性3min;94℃变性30s,60℃退火30s,72℃延伸

50s,35个循环;72℃延伸8min,4℃保存.
将2μL的非变性上样缓冲液加入扩增产物中,然后将它们混合均匀.用6%聚丙烯酰胺凝胶电泳,

220V的恒定电压,电泳70min左右.电泳结束后,用银染法染色检测,数码拍摄保存图片用于分析.
1.2.3 数据处理

SSR扩增产物以0,1统计建立数据库.在相同迁移率位置上,有谱带记为“1”,无谱带记为“0”,然后

进行遗传相似系数计算[通过NTSYS-PC(Version2.0)软件进行],并用UPGMA法进行遗传相似性聚类;
用Popgene(Version3.2)软件计算观察等位基因数(Na)、有效等位基因数(Ne)、Nei’s基因多样性(H)以
及Shannon信息指数(I)、观测杂合度(Ho)和期望杂合度(He)等;通过PIC_CALC(Version0.6)和办公软

件(Excel)计算各个位点的多态信息含量(PIC).
表2 17对枇杷SSR引物序列

编号 引物 引物序列(5’-3’) 编号 引物 引物序列(5’-3’)

1 CDPP725-03/04
GTATGCATGGCGGTCAAAAG

GCCGACTTTCCATTCTTCC
10 LM-04

CGATGAGCCAAGTATGATCA

CGGAATCATCTTCATCACCT

2 CDPP725-05/06
GATGCCTCTCCCCTTCTTTT

GTAGTGGTGGTTTGGGGTTG
11 LM-05

CGATCCCAATTCGAGTACTT

CTACTAGGCAGCTGAATCTT

3 CDPP725-07/08
TCCAAGGATTAGGGATGCAC

TTAACTCCGCATTCCCTTTC
12 LM-15

GCTAACTCTGAAAGTGGTGA

GCGACGTGTTCGAATTCTGA

4 CDPP725-25/26
ACTCATCCATTCTTGGTTTG

ATCCCATCATTTCCCTCTAC
13 LM-20

ACCAGAACCTGAAGCTCCTT

CTCGCTAGTCACAACCAAGT

5 CDPP725-27/28
AACTGATGAAGCAAGGCAAGA

AGATCCGGAGAGGATCCAAA
14 LM-22

TGTTTGGTACTGAGGAGGAT

GAGTGGCGCTATAGCAATAG

6 CDPP725-29/30
ATCGTTTGTTACCATTTTGG

ATTCACTTTTGGCCTTCTCT
15 LM-34

GAGATGGAAGTAGCTATAGT

GATGAAACTGACATCTCAAC

7 CDPP725-39/40
CACGTCCAACCACACCTATG

TCTCTCATTCTCCCGCACTT
16 LM-36

CGTCGATAAAGGCACGCTAT

GTCGCACCTGATTCAGATCA

8 CDPP725-41/42
CGAAGCTCTCCATTGTTGCT

CACCGTCACCATTCTCTCTGT
17 LM-38

TGTATGAGCAACACATTGTA

GCTCACTGCTGAGTTTAGGA

9 LM-03
TGTGGGTGCAGTAAATAGTA

GCAGATTCTGTACAGAAACA

2 结果与分析

2.1 SSR标记多态性

从59对引物中筛选出17对多态性高、效果良好、结果稳定的引物用于SSR扩增,约占总量的29%.
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这17对引物在试验材料中一共扩增出53条条带,每对引物扩增2到6条条带,平均每对引物扩增3.12条

条带,其中多态性条带51条,多态性条带比率高达96.23%.1号引物扩增得到6条条带,数量最多.除了

2号和14号之外的引物所得片段的多态性均为100%.以上数据体现出供试材料遗传多样性丰富(图1).
PIC(平均多态信息含量)是衡量片段多态性的一个重要指标.Botstein等指出当PIC>0.5时,该基因

座为高度多态基因座;0.25<PIC<0.5时,为中度多态基因座;PIC<0.25时,为低度多态基因座[22].17
对引物的PIC都在0.30到0.74之间,偏高(表3).说明这些微卫星DNA座位均表现为中度、高度多态.

M:DL100marker;1-30:1至30号材料;M:DL100marker.

图1 引物CDPP725-05/06的扩增结果

2.2 遗传多样性分析

由表3可见,从59对引物中所挑选的特异性引物在供试材料中检测到的遗传多样性参数有较大的差

异性.67份枇杷属材料的 Na 在2.000到6.000之间,均值3.118;Ne在1.288到4.408之间,均值

2.166;H 在0.223到0.773之间,均值0.507;Shannon信息指数则介于0.457~1.597,均值0.821;Ho
介于0.200~0.970,均值0.637;He则介于0.225~0.779,均值0.511.从图2可见供试材料间的遗传相

似系数在0.53到1.00之间,均值0.765,表明67份材料的遗传多样性很丰富.
表3 17对SSR引物在67份枇杷中检测到的遗传多样性参数

编号 引物

观察的

等位基因

数(Na)

有效等

位基因

数(Ne)

Nei,s基

因多样

性(H)

香农

信息指

数(I)

观测

杂合度

(Ho)

期望

杂合度

(He)

多态信

息含量

(PIC)

谱带数
多态性

谱带数

1 CDPP725-03/04 6.000 4.408 0.773 1.597 0.881 0.779 0.739 6 6

2 CDPP725-05/06 2.000 1.993 0.498 0.691 0.940 0.502 0.375 2 1

3 CDPP725-07/08 3.000 1.288 0.223 0.457 0.200 0.225 0.303 3 3

4 CDPP725-25/26 3.000 2.014 0.504 0.749 0.597 0.507 0.387 3 3
5 CDPP725-27/28 3.000 2.213 0.548 0.880 0.418 0.552 0.478 3 3

6 CDPP725-29/30 4.000 2.097 0.523 0.875 0.463 0.527 0.476 4 4

7 CDPP725-39/40 5.000 2.091 0.522 0.974 0.448 0.526 0.498 5 5

8 CDPP725-41/42 2.000 1.918 0.479 0.672 0.759 0.483 0.372 2 2

9 LM-03 4.000 2.675 0.626 1.101 0.769 0.631 0.540 4 4
10 LM-04 2.000 1.948 0.487 0.680 0.358 0.490 0.371 2 2

11 LM-05 2.000 1.972 0.493 0.686 0.851 0.497 0.374 2 2

12 LM-15 3.000 2.448 0.592 0.987 0.836 0.596 0.535 3 3

13 LM-20 2.000 1.977 0.494 0.687 0.831 0.498 0.374 2 2

14 LM-22 4.000 2.071 0.517 0.794 0.925 0.521 0.408 4 3

15 LM-34 2.000 1.806 0.446 0.638 0.246 0.450 0.357 2 2
16 LM-36 2.000 1.424 0.298 0.474 0.333 0.300 0.312 2 2

17 LM-38 4.000 2.482 0.597 1.017 0.970 0.602 0.515 4 4
平均值 3.118 2.166 0.507 0.821 0.637 0.511 0.436 3.1 3
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2.3 枇杷属植物的聚类分析

通过17对引物的扩增产物,对品种之间的遗传相似数进行计算,然后再展开聚类分析.通过分析聚类

图可以发现,D1处,67份材料可以分为4类,Ⅰ类包括55份材料,不仅含所有栽培品种,而且还包括7份

野生枇杷;其他3类都是野生种或变种,Ⅱ类中有台湾枇杷、南亚枇杷等10个种或变种;Ⅲ、Ⅳ类都只有1
个种或变种.D2处,Ⅰ类可以被划分成6个亚类,第i亚类包含48份材料,即大渡河枇杷和除田中外的所

有栽培品种,余下5个亚类含6份野生枇杷和1份栽培枇杷(田中).D3处,i亚类又可以被划分成3个小

类(图2).

图2 67份枇杷种质资源的UPGMA聚类树状图

综上可得,4大类中,Ⅰ类比较复杂,含有野生种、变种或变型.另外3个大类都是野生枇杷,或单独

聚类,或多个聚类.尽管聚类结果没有在某处将野生材料与栽培材料完全分开,但是在D2=0.758处,可

以将绝大多数的野生种和栽培品种区分.同时,观察栽培枇杷不同果肉颜色的聚类结果,栽培枇杷也没有
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因果肉颜色而分别聚类.

3 讨 论

3.1 SSR标记条带的校准

尽管SSR标记的特异性高,但是PCR扩增反应体系复杂,体系中的各种物质的浓度会对试验有影响,

从而导致非特异性条带的出现很难避免.现实试验中,反应体系的优化对前面所说因素的影响程度的降低

有一定作用.按照引物有效扩增范围进行条带校准,有带标为“1”,无带或缺失标为“0”;不统计扩增范围

之外的.例如引物LM34,160~190bp是它的有效扩增范围,在这范围之外的条带都不予读取(图3).

M:DL100marker;31-60:31至60号材料;M:DL100marker.

图3 引物LM34的扩增结果

3.2 枇杷野生种的分类

从聚类图上可以看到,野生材料相互之间的亲缘关系较远,形成独立的种、变种和变型,与传统分类

的研究结果一致.同样也可以看出,与栽培枇杷亲缘关系更近的野生枇杷是大渡河枇杷,这也与传统分类

研究基本相符.
很大一部分野生材料在D2=0.758处可以和栽培枇杷区分,而在相似系数约为0.65处,齿叶枇杷和

椭圆枇杷聚在一大类,这和杨向晖的研究结果基本相似[9].然而南亚枇杷和南亚枇杷四柱变型聚在一起,

但和南亚枇杷窄叶变型相距甚远,这和杨向晖的研究结果有所差异,有待进一步研究.

3.3 普通栽培枇杷的分类

在第Ⅰ类第i亚类中,基本都是普通栽培枇杷,只有大渡河枇杷是野生材料,这与传统分类的结果基

本一致[23],也表现出栽培枇杷的遗传基础相对狭窄,这与王云生等的研究结果一致[24].虽然除了田中之外

几乎所有的栽培枇杷都聚在第Ⅰ类第i亚类中,但是这47个栽培枇杷却不能以果肉颜色(红肉型、白肉型)

为指标而区分开.从聚类图上看,遗传距离相对较远的照种和冠玉都是白肉,而红肉的龙泉1号和白肉的

冠玉、白玉却聚在同一小类,这与陈义挺和邱武陵等的研究结果不一致[23,25],与何桥的研究结果相符[26],

这些足以表明枇杷栽培品种的划分不能只取决于某单一性状(如果肉颜色)或少数几个性状,因为表型性状

可能由多个基因控制,我们在进行品种划分的时候应该综合考虑多个性状指标,而且环境因素也可能影响

表型性状[8,26].
田中与腾越枇杷聚在一起,美国品种香槟先与大渡河枇杷聚类而后与栽培品种聚类.原因可能是日本

枇杷来源于我国,之后引种到欧美等地,因为环境不同产生变异,导致遗传背景出现差异.
而安徽和浙江的品种大红袍的相似系数相对较低,二者可能是种质交流中出现的同名异物.至于兴宁

一号和早钟6号相似系数高达1.0,兴宁一号是在田间从早钟6号通过挑选芽变枝条选育而得,二者的遗

传差异本来就较小,因而利用本研究的17份引物扩增未表现差异.这可能与扩增的位点偏少有关,应扩大

引物数量或者结合其他标记来研究二者的亲缘关系.同时,龙治坚利用SCoT标记单独分析上述品种时,

发现该标记可以将东湖早与森尾早生、美玉1号与常绿2号和常绿4号分开[27],说明它们在遗传背景上存
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在差异,但是该研究结果却显示他们的相似系数均高达1.0,这可能是本研究所用引物扩增产物无差异,

并不能说明它们遗传背景就完全相同,而应该结合品种来源、形态学特征、传播以及更多的分子标记分析

才能作准确的定论.
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SSRAnalysisofGeneticDiversityof67AccessionsinEriobotrya
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Abstract:Thegeneticdiversityof67EriobotryagermplasmaccessionswasanalyzedbySSR.Seventeen

SSRprimersselectedfrom59primersgavestableprofilesamplified.Atotalof53polymorphicamplified

fragmentswereproduced,averaging3.12allelesperSSRlocusandrangingfrom2to6.Thegeneticsimi-
laritycoefficientrangedfrom0.53to1.00,andtheaverageofpolymorphisminformationcontent(PIC)

was0.436,observednumberofalleles(Na)was3.118,effectivenumberofalleles(Ne)was2.166,Nei’s

genediversity(H)was0.507,Shannon’sinformationindex(I)was0.821,observedheterozygosity(Ho)

was0.637andexpectedheterozygosity(He)was0.511,indicatingthatthegeneticdiversitiesofEriobot-
ryawereabundant.Clusteranalysisclassifiedthe67Eriobotryaaccesionsintofourgroups.Clusteringre-
sultsfailedtoseparatethewildgenotypesandcultivatedmaterialscompletely,butmostofthemcouldbe

distinguished.Cultivatedloquataccessionsdidnotfallintodifferentclustersbytheirpulpcolour.Inaddi-
tion,thegeneticrelationshipsbetweensomeofthe67accessionsarediscussedpreliminarilyinthispaper.

Keywords:loquat(Eriobotrya);germplasmresource;geneticdiversity;SSR
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