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摘要:从１００条ISSR引物中筛选出１６条多态性高、重复性好的引物,对４４份桃栽培品种进行遗传多样性分析,

共扩增出１４１条带,其中１２０条带具有多态性,百分率高达８５􀆰１％,每条引物扩增条带在４条到１３条不等,平均

８􀆰８条．４４份材料的相似性系数在０􀆰４０４~０􀆰９７９之间,表明供试的４４份桃品种间有较丰富的遗传多样性．通过

UPGMA聚类分析将桃资源材料分为５个亚组．
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桃(PrunuspersicaL􀆰Batseh)是蔷薇科(Rasaceae)桃属的一种落叶小乔木,原产于中国,多数果实可

食用,花可观赏．桃种质资源丰富,世界上约有３０００个不同品种和类型,我国大约有２０００多个品种．重庆

市农业科学院果树研究所近年从国内外引进和收集了４４份主栽品种,由于引进品种尚未结果,且大部分品

种的植株和叶片性状差异不明显,难以对所搜集资源的遗传多样性进行准确评价,而基因组 DNA 分子标

记具有非常明显的优势．ISSR(interＧsimplesequencerepeat)是一种基于微卫星序列发展起来的十分有效的

分子标记,以PCR扩增为基础,可以检测基因组中多个位点的差异[１]．该技术具有多态性高、操作简便、

稳定性好、成本较低的优点,已广泛应用与植物品种鉴定、遗传多样性与亲缘关系分析、分子遗传图谱构

建等多个方面[２－３]．
目前,关于桃分子标记方面的工作主要集中在遗传多样性分析与亲缘关系分析上[４－５]．HU 等人[６]对

观赏桃遗传关系进行了ISSR指纹分析,充分揭示了ISSR标记在桃种质分析中的重要性与高效性．因此,
本研究利用ISSR分子标记技术对供试的４４份桃种质资源进行遗传多样性分析,旨在为这些种质资源的利

用和核心种质的保存提供重要的参考依据．

１　材料与方法

１􀆰１　试验材料

供试材料来源于重庆市农业科学院果树研究所设立在永川黄瓜山的桃种质资源圃,共４４份(表１)．
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表１　桃资源供试材料

编号 品　种 来　　　源 果肉颜色 成熟期 粘/离核 原产地

１ 燕红 实生选育 白色 晚熟 粘核 郑州

２ 简阳晚白桃 水蜜桃变异 白色 晚熟 粘核 四川

３ 新川中岛 川中岛实生选育 黄白色 早熟 半粘核 日本

４ 瑞山红 郑州

５ 瑞光２号 京玉×NJN７６ 早熟 粘核 北京

６ 安农水蜜 砂子早生株变 乳白色 早熟 半粘核 安徽

７ 渝油１号 早熟 重庆

８ 早霞露 浙江

９ 大观１号 浙江

１０ 本地品种 重庆

１１ 中油５号 白色 早熟 粘核 郑州

１２ 中油４号 橙黄色 早熟 粘核 郑州

１３ 丽春 乳白色 早熟 半粘核 北京

１４ 超红 whitelady实生选育 绿白色 晚熟 北京

１５ 春雪 白色 早熟 粘核 上海

１６ 北京２７号 黄白色 早熟 北京

１７ 晶玉 不详

１８ 红清水 日本

１９ 丹墨 (京玉×NJ７６)×早红２号 黄色 早熟 粘核 北京

２０ 艳光 ２５Ｇ１０×Armkin 白色 早熟 粘核 郑州

２１ 皮球桃 白色 早熟 离核 四川

２２ 早红珠 京玉×A３６９ 白色 早熟 粘核 北京

２３ 早凤玉 中熟 北京

２４ 砂子早生 自然实生 乳白色 早熟 半离核 日本

２５ 大久保 自然实生 乳白色 早熟 离核 日本

２６ 曙光 黄色 早熟 粘核 郑州

２７ 津优 京玉×重庆地方品种 白色 早熟 半粘核 重庆

２８ 京艳 晚熟 北京

２９ 垂枝桃 郑州

３０ 千年红 黄色 早熟 粘核 郑州

３１ 京春 实生选育 白色 早熟 粘核 北京

３２ 瑞光１９号 白色 中熟 半离核 北京

３３ 双喜红 黄色 早熟 离核 郑州

３４ 美玉 郑州

３５ 渝油２号 重庆

３６ 南参贡桃 不详

３７ 香桃 重庆

３８ 莱山蜜 乳白色 中熟 粘核 山东

３９ 南方早红 白色 早熟 郑州

４０ 大重花瓣 郑州

４１ 中华寿桃 晚熟 山东

４２ 红叶桃 郑州

　　注:本地品种包括早红宝石、２４Ｇ１、金世纪３个品种．

１􀆰２　试验方法

１􀆰２􀆰１　DNA 提取与ISSRＧPCR扩增

桃基因组DNA的提取参照ROCHE等人[７]改良的CTAB法．PCR反应在EppendorfMastercycler上进行,
所用程序为:９４℃４min,１个循环;９４℃４５s,５０~５５℃１min,７２℃２min,３５个循环;７２℃ 延伸１０min,

１０℃保存．扩增产物用含有０􀆰２％ GoldViewTM 核酸染料(北京赛百盛基因技术有限公司)的１􀆰５％琼脂糖

(Invitrogen)凝胶电泳分离,在凝胶成像系统上采集图像,用QuantityOne４􀆰３􀆰１软件进行分析．
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１􀆰２􀆰２　ISSR体系的正交优化

参照各组分常用浓度[８－９],选用L２５(５６)．正交设计见表２,选择用引物８１０;DNA模板随机从材料中

选择一个,每个处理１０×Buffer用量均为２μL,用灭菌超纯水补足至总体积为２０μL．
１􀆰２􀆰３　数据处理与分析

电泳结果采取０/１赋值记带,强反应带记“１”,弱反应带重复出现记“１”,弱反应带出现但不重复记

“０”,无带记“０”．数据采用 NTSYSpcＧ２􀆰１０e软件处理,相似性系数采用Dice系数,UPGMA聚类分析．

２　结果与分析

２􀆰１　ISSRＧPCR反应体系优化

正交试验２５个组合未能都扩出条带,组合１１扩增效果最好(图１)．将２５个处理依次打分,条带数量

多、清晰且稳定的最佳产物记２５分,最差的记１分[１０－１１]．根据打分结果(表２)进行直观分析,正交设计所

涉及的５个因素对ISSR反应体系的影响从大到小为:引物浓度,MgCl２,DNA模板,dNTP,Taq酶．根据

得分数据平均值ki 初步确定个因素最适用量分别为:dNTP０􀆰６μL,引物１􀆰２μL,MgCl２１􀆰５μL,Taq酶

０􀆰２μL,模板DNA１μL．
表２　体系优化正交设计表

编号

体　　　　积/μL
dNTP

(１０mmol/L)
引物

MgCl２

(２５mmol/L)
Taq酶

(５０U/μL) DNA模板
得分

１ ０􀆰２(１) ０􀆰５(１) ０􀆰５(１) ０􀆰１０(１) １(１) １６
２ ０􀆰２(１) ０􀆰７(２) １􀆰０(２) ０􀆰１５(２) ２(２) ３
３ ０􀆰２(１) ０􀆰８(３) １􀆰５(３) ０􀆰２０(３) ３(３) ９
４ ０􀆰２(１) １􀆰０(４) ２􀆰０(４) ０􀆰２５(４) ４(４) ８
５ ０􀆰２(１) １􀆰２(５) ２􀆰５(５) ０􀆰３０(５) ５(５) ７
６ ０􀆰４(２) ０􀆰５(１) １􀆰０(２) ０􀆰２０(３) ４(４) １８
７ ０􀆰４(２) ０􀆰７(２) １􀆰５(３) ０􀆰２５(４) ５(５) ２０
８ ０􀆰４(２) ０􀆰８(３) ２􀆰０(４) ０􀆰３０(５) １(１) ６
９ ０􀆰４(２) １􀆰０(４) ２􀆰５(５) ０􀆰１０(１) ２(２) ５
１０ ０􀆰４(２) １􀆰２(５) ０􀆰５(１) ０􀆰１５(２) ３(３) １４
１１ ０􀆰６(３) ０􀆰５(１) １􀆰５(３) ０􀆰３０(５) ２(２) ２５
１２ ０􀆰６(３) ０􀆰７(２) ２􀆰０(４) ０􀆰１０(１) ３(３) ２４
１３ ０􀆰６(３) ０􀆰８(３) ２􀆰５(５) ０􀆰１５(２) ４(４) １
１４ ０􀆰６(３) １􀆰０(４) ０􀆰５(１) ０􀆰２０(３) ５(５) １
１５ ０􀆰６(３) １􀆰２(５) １􀆰０(２) ０􀆰２５(４) １(１) ２３
１６ ０􀆰８(４) ０􀆰５(１) ２􀆰０(４) ０􀆰１５(２) ５(５) １６
１７ ０􀆰８(４) ０􀆰７(２) ２􀆰５(５) ０􀆰２０(３) １(１) １９
１８ ０􀆰８(４) ０􀆰８(３) ０􀆰５(１) ０􀆰２５(４) ２(２) １
１９ ０􀆰８(４) １􀆰０(４) １􀆰０(２) ０􀆰３０(５) ３(３) ２１
２０ ０􀆰８(４) １􀆰２(５) １􀆰５(３) ０􀆰１０(１) ４(４) １７
２１ １􀆰０(５) ０􀆰５(１) ２􀆰５(５) ０􀆰２５(４) ３(３) １０
２２ １􀆰０(５) ０􀆰７(２) ０􀆰５(１) ０􀆰３０(５) ４(４) １
２３ １􀆰０(５) ０􀆰８(３) １􀆰０(２) ０􀆰１０(１) ５(５) １
２４ １􀆰０(５) １􀆰０(４) １􀆰５(３) ０􀆰１５(２) １(１) １５
２５ １􀆰０(５) １􀆰２(５) ２􀆰０(４) ０􀆰２(３) ２(２) ２２
k１ ８􀆰６ １７􀆰０ ６􀆰６ １２􀆰６０ １５􀆰８
k２ １２􀆰６ １３􀆰４ １３􀆰２ ９􀆰８０ １１􀆰２
k３ １４􀆰８ ３􀆰６ １７􀆰２ １３􀆰８０ １５􀆰６
k４ １４􀆰８ １０􀆰０ １５􀆰２ １２􀆰４０ ９
k５ ９􀆰８ １６􀆰６ ６􀆰４ １２ ７
R ６􀆰２ １３􀆰４ １０􀆰８ ４ ８􀆰８

　　注:表中括号内数字表示不同浓度梯度,ki 为平均值,R 为极差．

３第５期　　　　　　　罗　慧,等:基于ISSR标记的４４份桃种质资源遗传多样性分析



图中１－２５与表２一致．

图１　用引物８１０进行的桃品种体系优化的ISSR图谱

２􀆰２　多态性分析

利用优化的反应体系从１００条ISSR引物中选出１６条条带清晰、稳定性好、多态性高的引物对４４
份桃资源进行扩增,１６条引物共扩增出１４１条带,其中１２０条带具有多态性,其多态性百分率为

８５􀆰１％(表３)．各引物扩增条带数在４条到１３条不等,平均为８􀆰８条．图２为引物８４３对部分桃资源品

种的PCR扩增产物的电泳图谱．
表３　桃ISSR扩增结果统计表

引物 序　列
扩增

条带数

多态性

带数

多态位点

百分率/％
引物 序　列

扩增

条带数

多态性

带数

多态位点

百分率/％
８０９ (AG)８G １２ ９ ７５
８１０ (GA)８T ９ ５ ５５􀆰６
８１１ (GA)８C １３ １０ ７６􀆰９
８１７ (CA)８A ７ ７ １００
８４３ (CT)８RA ９ ９ １００
８４７ (CA)８RC ６ ５ ８３􀆰３
８４８ (CA)８RG ４ ３ ７５
８５１ (GT)８YG １０ １０ １００
８５６ (AC)８YA １２ １２ １００

８６４ (ATG)６ １３ １０ ７６􀆰９
８６５ (CCG)６ ４ １ ２５
８８０ (GGAGA)３ １０ １０ １００
８８１ (GGGTG)３ ８ ８ １００
８８９ DBD(AC)７ ８ ７ ８７􀆰５
８９０ VHV(GT)７ ８ ８ １００
８９１ HVH(TG)７ ８ ６ ７５
合计 １４１ １２０ －
平均 ８􀆰８ ７􀆰５ ８５􀆰１

１－３７点样顺序按照表１所示顺序;M:maker．

图２　引物８４３在４４份桃材料中的ISSR图谱

２􀆰３　遗传相似性聚类分析

从图３可以看出,红叶桃与其他桃品种间的亲缘关系远．以相似性系数０􀆰４２５为阀值,可将４４份桃资

源划分为２个大类,红叶桃单独为１组,除红叶桃外的其余４３份资源为另一组．另一组中,以相似性系数

０􀆰８５为阀值,可将其划分成５个亚组,所有供试材料中,丹墨和艳光的相似性系数最高,达到０􀆰９７,亲缘

关系最近．
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图３　４４份桃资源材料基于ISSR分析的UPGMA聚类图

３　讨　论

桃种质资源丰富,并且具有广泛的多样性,本研究通过利用１００条引物对４４份国内外桃样本材料做

ISSR分析,筛选出１６条引物,几乎每条引物都能扩出一个或几个供试材料的特殊带．聚类结果结合所用

材料的生物学特征可知早熟品种与晚熟品种两种类型的聚类结果相互交叉,与史丽红等人[１２]的研究结果

一致．对统计结果聚类分析可知,红叶桃与其他食用桃品种间的亲缘关系最远,单独为一组,这是因为红叶

桃是较为原始的品种;其余４３份食用桃相似系数在０􀆰８２左右,亲缘关系十分接近,这是因为食用桃品种

常在类群间进行人为杂交,用于选择系品种,这与前人的研究结果[１３－１６]一致．红叶桃属于蔷薇科,是观赏

桃的一种,是碧桃的一个变异的品种,原产于我国的中原和华北,因其比较容易栽培,所以在园林上的应

用比较广泛．桃原产于中国,最远可以追溯到周朝,逐渐传播到亚洲周边地区,后传入日本．本研究中来自

日本的桃品种新川中岛、红清水、砂子早生、大久保,经聚类分析可知,与所选国内品种亲缘关系十分接

近．供试材料中丹墨和艳光亲缘关系最近．丹墨的品种来源是由北京市农林科学院植保环保研究所等单位

在１９８９年以(京玉×NJ７６)×早红２号育成,而艳光是１９９２年在临朐县五井镇青石崖村果园发现的肥城桃

的自然优良实生单株,嫁接扩繁．前人并没有两种桃的亲缘关系的鉴定．经分析可知,两个品种的亲缘关系

十分接近．安农水蜜是安徽农业大学园艺系于１９８６年在砂子早生中发现的自然株变选育而成,它与砂子早

生的相似性系数是０􀆰８９４,说明在不断的栽培和不断的变异之后,安农水蜜和砂子早生的亲缘关系已经逐

渐变远了,这可能是由分子标记能反应基因组本质差异所导致,也可能是因为在自然过程中发生了外源基

因片段的渗入．
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StudyofGeneticDiversityof４４Prunuspersica
AccessionsBasedonISSRMarkers
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Abstract:Inastudybasedonintersimplesequencerepeat(ISSR)molecularmarkers,１６primerswere
screenedfrom１００ISSRprimerstoanalyzethegeneticdiversityof４４Prunuspersicaaccessions/cultivars．
Atotalof１４１DNAfragmentswereamplified,ofwhich１２０werepolymorphic,accountingfor８５􀆰１％of
thetotal．ThenumberofDNAfragmentsamplifiedperprimerrangedfrom４to１３,averaging８􀆰８．ThecoＧ
efficientofgeneticsimilarityofthe４４P􀆰persicacultivarsrangedfrom０􀆰４０４to０􀆰９７９,showingthat
therewasrichgeneticdiversityamongthecultivars．BasedonUPGMA (unweightedpairＧgroupmethod
witharithmeticmeans)analysis,thecultivarsstudiedwereclusteredintofivesubＧgroups．
Keywords:Prunuspersica;ISSR;geneticdiversity
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