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摘要:利用SSR分子标记技术对５个贵州柑橘地方品种的遗传背景进行分析．结果表明,２４对SSR引物在５个地

方品种和参与 DNA指纹比对的１４个栽培品种中共检测到９２个等位基因,每个位点的等位基因数变幅为２~７个,

平均为３􀆰８个;多态性信息含量(PIC)变化范围在０􀆰３６~０􀆰７８之间,平均为０􀆰４９．经过DNA指纹比对,发现其中５

对引物扩增的８条特征谱带可作为地方品种鉴别的参考性标记．利用 NTSYS软件进行相似性系数计算,采用 UPＧ

GMA法聚类,结果显示,相似性系数为０􀆰８０,可将５个地方品种划分在不同的亚组中;地方品种米柑和牛肉红金

橘均单独成组,其遗传背景独特;土柑与皱皮柑的亲缘关系较近;大果型冰糖橙与冰糖橙的遗传背景相同;红香柚

与强德勒柚的遗传背景基本一致．
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地方品种是极其重要的种质资源,地方品种的收集、保存和研究对优良基因资源的挖掘和新品种选育

具有十分重要的意义．贵州柑橘栽培历史悠久,分布范围广,地方品种资源丰富[１]．近年来,国家柑桔品种

改良中心从贵州多地收集到一批具有特色的柑橘地方品种资源,但其遗传背景仍不清楚．SSR分子标记为

一种共显性分子标记,因其具有多态性高、重复性好、操作简单及成本较低等优点,已被广泛应用于植物

的遗传多样性研究[２－３]、亲缘关系分析[４]、种质鉴定[５]、遗传图谱构建及 QTL定位[６]等研究领域．SSR标

记技术在柑橘遗传图谱构建[７－８]、种质鉴定[９]、遗传多样性及亲缘关系分析[１０－１４]等研究方面也有着广泛的

应用．本研究拟利用本实验室用于构建柑橘栽培品种DNA指纹库的SSR标记[１５]对５份贵州柑橘地方品种

的遗传背景进行分析,旨在为这些地方品种的保存和利用提供参考．

１　材料与方法

１􀆰１　材　料

５个柑橘地方品种于２０１０－２０１３年间从贵州柑橘产区收集而来(表１)．为揭示它们的遗传背景,另选

了１４个栽培品种用于SSR指纹图谱的比对分析,样品均采自中国农业科学院柑橘研究所国家果树种质资
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源(重庆)柑橘圃(CRIC)．
表１　品种(系)名称及来源

编号 品种(系)名称 学名 来源 编号 品种(系)名称 学名 来源

１ 米柑 CitrusreticulataBlanco 德江 １１ 土柑 C􀆰reticulateBlanco 印江

２ 台湾椪柑 C􀆰reticulataBlanco CRIC １２ 尤力克柠檬 C􀆰limonBurm􀆰f CRIC

３ 日南１号温州蜜柑C􀆰unshiu Marcow CRIC １３ 大果型冰糖橙 C􀆰sinensisOsbeck 榕江

４ 南丰蜜橘 C􀆰kinokunihort􀆰exTanaka CRIC １４ 冰糖橙 C􀆰sinensisOsbeck CRIC

５ 砂糖橘 C􀆰reticulataBanco CRIC １５ 红香柚 C􀆰grandisOsbeck 印江

６ 大红袍红橘 C􀆰tangerina Hort􀆰exTanaka CRIC １６ 五布柚 C􀆰grandisOsbeck CRIC

７ 本地早橘 C􀆰succosa Hort􀆰exTanaka CRIC １７ 强德勒柚 C􀆰grandisOsbeck CRIC

８ 克里曼丁橘 C􀆰clementinahort􀆰exTanaka CRIC １８ 琯溪蜜柚 C􀆰grandisOsbeck CRIC

９ 牛肉红金橘 C􀆰reticulataBlanco 惠水 １９ 皱皮柑 C􀆰reticulataOsbeck CRIC

１０ 贡柑 C􀆰reticulataBlanco CRIC

１􀆰２　方　法

１􀆰２􀆰１　DNA 提取

采用CTAB法提取叶片基因组DNA;经琼脂糖凝胶电泳和分光光度计检测,将 DNA 质量浓度调至

０􀆰０５g/μL,于－２０℃冰箱保存．
１􀆰２􀆰２　SSR分析

利用构建柑橘栽培品种DNA指纹图谱库的２４对SSR核心引物(表２),委托Invitrogen公司(上海)合
成．PCR扩增在BiometraT１Thermocycler型PCR扩增仪上进行．PCR反应体系为２５μL,其中含２􀆰５μL
１０×PCRbuffer,１􀆰５μLMgCl２２５(mmol/L),２􀆰０μLdNTP(２􀆰５mmol/L),各１μL正反向引物(１０μmol/L),

０􀆰８UTaqDNA聚合酶(Takara),１μLDNA模板(约５０ng),１５μLddH２O．反应程序为:９４℃预变性５min;

９４℃３０s,５６~６０℃３０s,７２℃３０s,３０个循环;最后７２℃延伸１０min．
PCR产物采用２％的琼脂糖凝胶电泳检测,溴化乙锭(EB)染色,在 UVP凝胶成像系统(GelDocＧIt)中

进行成像并记录结果．
１􀆰２􀆰３　数据分析

根据PCR扩增结果,建立SSR指纹条带的０－１数据矩阵,在相同迁移位置上有带的记为１,无带记

为０．利用NTSYS－pc２􀆰１０e软件计算品种(系)间的遗传相似系数,在此基础上采用非加权类平均法(UPＧ
GMA)进行聚类分析,构建树状图．统计每个 SSR 位点的等位基因数,参照 SMITH 等人[１６]的公式计算每

个SSR位点的多态性信息量(用IPIC表示):

IPIC ＝１－∑P２
i

其中Pi 表示第i个位点的基因频率．

２　结果与分析

２􀆰１　SSR标记的多态性

利用２４对SSR引物对５个柑橘地方品种和１４个栽培品种(系)进行PCR扩增,结果共检测到９２个等

位基因,每个位点的等位基因数变幅为２~７个,平均３􀆰８个(表２)．在１９个品种(系)中每个SSR位点的多

态性信息含量(IPIC)在０􀆰３６~０􀆰７８之间,平均为０􀆰４９．其中引物 CSSR０４１的IPIC值最高,为０􀆰７８;引物

SS１６的IPIC值最低,为０􀆰３６;两对引物检测到的等位基因数分别为７个和２个．如图１所示,２４对SSR引

物均扩增出了清晰且重复性好的谱带;并且其IPIC值大于０􀆰５０的SSR引物有１１对,表明这些引物在１９个

供试品种(系)间具有丰富的多态性．
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表２　２４对SSR引物对１９柑橘品种(系)的扩增结果

编号
等位

基因
IPIC 引物序列 (５􀆳~３􀆳) 编号

等位

基因
IPIC 引物序列 (５􀆳~３􀆳)

SS０１ ５ ０􀆰５１
Forward:AACCCACCAACGCATTATTC

Reverse:＜GATGCGACTTCAATGGTCCT
CSSR０１３ ６ ０􀆰５３

Forward:AACTTCAGGCTAAGAGGG

Reverse:AGCAGACTCCACCCAAAA

SS０２ ４ ０􀆰５７
Forward:TTTATTCACCGCTCAAGGACT

Reverse:TTAGGGGTGGAAAACATGGA
CSSR０１４ ３ ０􀆰３７

Forward:AGGGAAAATGTCAGGAGT

Reverse:CACTGACTGGGCAAAATA

SS０４ ３ ０􀆰３８
Forward:GAAGGAGGAGGTAAAGAGAGCA

Reverse:ACCAATCCCAGGCCTTAAAC
CSSR０１５ ４ ０􀆰４５

Forward:TTAGGAGTTGGGTTGTCA

Reverse:GGCAGAGTAATGGAGGAT

SS０８ ５ ０􀆰７４
Forward:GAAAGGGTTACTTGACCAGGC

Reverse:CTTCCCAGCTGCACAAGC
CSSR０１６ ３ ０􀆰４９

Forward:TTCCTTCGCCTCTAATCT

Reverse:TTTCGGTGGAGTTAGTTT

SS０９ ３ ０􀆰５４
Forward:AGGTCTACATTGGCATTGTC

Reverse:ACATGCAGTGCTATAATGAATG
CSSR０１８ ３ ０􀆰３８

Forward:CTAATGCCAATCTTCGTC

Reverse:CCTAAGTGGTGCTTCTGC

SS１２ ５ ０􀆰７０
Forward:AAAGGGAAAGCCCTAATCTCA

Reverse:CTTCCTCTTGCGGAGTGTTC
CSSR０１９ ７ ０􀆰７１

Forward:GTTGTTATGGCGATGGTA

Reverse:TGAGTAACATTGCCGTCT

SS１５ ６ ０􀆰７６
Forward:GCTTTCGATCCCTCCACATA

Reverse:GATCCCTACAATCCTTGGTCC
CSSR０２０ ３ ０􀆰３９

Forward:AAGAATGGACCCTTTTCCAGTAGG

Reverse:TACATCCCCTTGCACCAAGACTAT

SS１６ ２ ０􀆰３６
Forward:AGTGAACTGTCCATTGGATTTTCG

Reverse:GTGTTGAATCCCGACCTTCTACC
CSSR０２１ ２ ０􀆰３６

Forward:TCCTCAGATTAGCCAAGT

Reverse:GGTATTACGACCCAACAG

SS１７ ３ ０􀆰３９
Forward:TTCATTTGGAACAAAACCCAATTC

Reverse:GCTGCTAATCACAGCATCAAGAGA
CSSR０３８ ４ ０􀆰５２

Forward:CTTGAAAATAAGTTGAGCCA

Reverse:ATCCCCAAATGAATAATC

SS１８ ２ ０􀆰３７
Forward:CCTCAGCTCTAGCAAAAGCACATT

Reverse:AGAGGCTATAGATCGTGGATGCAG
CSSR０４１ ７ ０􀆰７８

Forward:ACCCTAACAACCACATCC

Reverse:CTGCGGCGACGATTTGAG

CSSR０８ ４ ０􀆰４２
Forward:CCTCGTAAGTGTCTCCAT

Reverse:ATTCTCACCGTATTCGTC
CSSR０５１ ３ ０􀆰５４

Forward:TAGGTTCTCTTTCAACCCCCTTTC

Reverse:CTGCTTCGGCTGTAATTGTGATT

CSSR０１２ ３ ０􀆰３７
Forward:AACACCAGACCCAAACTC

Reverse:TCAAAGCAGGGCTCCACT
CSSR０５７ ２ ０􀆰３７

Forward:TTTGTTTGTTACAAGGCAAGGCA

Reverse:TACAAGTTGTGAGGGGGTGAATTT

M:DL２０００DNAmarker;１~１９:品种编号．

图１　SSR引物CSSR０４１对１９个柑橘品种(系)的扩增图谱

２􀆰２　地方品种的DNA指纹

将２４对引物扩增获得的DNA指纹(带型)拼接组合即可构成每个品种的SSR指纹图谱．SSR指纹比

对结果显示,大果型冰糖橙与冰糖橙、红香柚与强德勒柚之间不能被区分开．除此之外,利用其中５对引物

扩增的８条特征谱带即可鉴别出其余的供试品种．这８条特征谱带在５个贵州柑橘地方品种中的存在或缺

失也构成了相应品种的特征DNA指纹(表３)．如:根据SS０８Ｇ１８０bp,CSSR０１４Ｇ２４０bp的存在和CSSR０２０Ｇ
２４０bp的缺失可作为地方品种米柑分子鉴定的参考之一;利用SS０８Ｇ２４０bp,CSSR０２０Ｇ２４０bp的存在和
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CSSR０１４Ｇ２４０bp,CSSR０１８Ｇ２３０bp的缺失可作为土柑品种鉴定的特征性指纹;利用SS０８Ｇ２４０bp,CSSR０１４Ｇ
２４０bp,CSSR０１８Ｇ２３０bp的存在和CSSR０２０Ｇ２４０bp的缺失可鉴别出牛肉红金橘;利用SS０８Ｇ２４０bp,SS１７Ｇ１６０bp,

CSSR０１８Ｇ２３０bp的存在和CSSR０１４Ｇ２４０bp的缺失可鉴别出冰糖橙;利用SS０８Ｇ１６０bp和SS１７Ｇ１５０bp的存在

可作为红香柚分子鉴定的参考．
表３　贵州地方品种的特征性DNA指纹

特征性谱带/bp 米柑 土柑 牛肉红金橘 大果冰糖橙 红香柚

SS０８Ｇ２４０ － ＋ ＋ ＋ －

SS０８Ｇ１８０ ＋ － － － －

SS０８Ｇ１６０ － － － － ＋

CSSR０１４Ｇ２４０ ＋ － ＋ － －

SS１７Ｇ１６０ ＋ ＋ ＋ ＋ －

SS１７Ｇ１５０ － － － － ＋

CSSR０１８Ｇ２３０ － － ＋ ＋ －

CSSR０２０Ｇ２４０ － ＋ － ＋ －

　　注:＋ 表示存在,－ 表示缺失．

２􀆰３　聚类分析

根据２４对引物的扩增结果建立数据矩阵,利用 NTSYSＧpc２􀆰１０e软件计算遗传相似性系数,１９份材

料间的相似性系数范围在０􀆰５６~１􀆰００之间．采用UPGMA法对１９份材料进行聚类,结果显示(图２),以相

似性系数０􀆰６０为阈值,可将１９份材料分成３个大类．组群Ⅰ包括米柑、台湾椪柑、克里曼丁橘、贡柑、皱

皮柑、土柑、大果型冰糖橙、冰糖橙、日南１号温州蜜柑、本地早橘、南丰蜜橘、砂糖橘、大红袍红橘、牛肉

红金橘;组群Ⅱ包括红香柚、强德勒柚、五布柚和琯溪蜜柚;组群Ⅲ仅包含尤力克柠檬．
以相似性系数０􀆰８０为阈值,可将５个地方品种划分在５个不同的亚组中．其中地方品种米柑单独成

组,与它遗传距离最近的为台湾椪柑,两者间的相似性系数为０􀆰８０;牛肉红金橘也单独聚成一组,它与大

红袍红橘之间的相似性系数最高,为０􀆰７８５．这表明地方品种米柑和牛肉红金橘与其他供试品种(系)之间

存在较大的遗传差异,其遗传背景较为独特．地方品种土柑与皱皮柑、贡柑以及克里曼丁橘聚在同一个亚

组,土柑与皱皮柑的遗传相似性系数为０􀆰９５,表明两者的遗传背景极为接近;大果型冰糖橙与冰糖橙聚为

一个亚组,但在它们之间未检测到SSR多态性,表明它们具有相同的遗传背景;红香柚与强德勒柚聚为一

个亚组,其遗传相似性系数为１􀆰００,表明两者的遗传背景基本相同．

图２　１９个柑橘品种(系)UPGMA聚类图
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３　讨　论

本研究利用构建柑橘栽培品种DNA指纹图谱库的２４对SSR核心引物对５个地方品种的遗传背景进

行分析,同时选了１４个栽培品种用于DNA指纹的比较．通过 DNA指纹比对发现,利用其中５对SSR引

物扩增的８条特征谱带即可区分开除两对材料以外的其余品种．本研究中利用这５对引物构建了５个贵州

柑橘地方品种的DNA指纹图谱,可为这些品种(系)的分子鉴定提供参考性标记．UPGMA 法聚类结果显

示,若以相似性系数０􀆰６０为阈值,可将１９份材料划分为３个大类．组群Ⅰ主要包括宽皮柑橘和橙类;组群

Ⅱ包括４个柚品种(系);组群Ⅲ仅包含１个柠檬品种．这与前人的研究结果基本吻合[１０,１２],表明利用这些

SSR引物分析柑橘地方品种的遗传背景具有较高的可靠性．
从聚类结果可以看出,在相似系数为０􀆰８０时,地方品种米柑和台湾椪柑紧靠在一起．从形态学上观

察,米柑应归为橘类．通过本文的SSR标记分析可以肯定米柑与椪柑之间的亲缘关系最近,但其遗传背景

与椪柑又存在较大的差别．地方品种土柑,当地俗称“药柑”,从果实形态特征上看,与皱皮柑相似,聚类结

果显示它们间的遗传差异最小,说明土柑和皱皮柑的亲缘关系密切．牛肉红金橘单独成组,但在相似系数

为０􀆰７８５时,它与大红袍红橘、砂糖橘、南丰蜜橘聚在一组,表明它们之间存在较近的亲缘关系．大果型冰

糖橙与冰糖橙的相似系数为１􀆰００,由于大果型冰糖橙来源于冰糖橙的变异株,两者的遗传背景相同与实际

相符．本研究中虽未检测到两个冰糖橙之间的遗传差异,但从聚类图中它们所处的位置来看,支持甜橙起

源于柚和宽皮柑橘杂交后代的观点;而且认为冰糖橙中宽皮柑橘的血缘成分所占的比例高于柚子．几个柚

品种归在一个大类中,它们之间的亲缘关系远近不等．但在地方品种红香柚与强德勒柚间未检测到多态性．
由于柚为单胚,传统生产中又长期采用实生繁殖,极易产生实生变异或形成天然杂种,遗传背景不同的柚

子品种间通常在DNA水平上存在丰富的多态性．但本研究中红香柚与强德勒柚的所有SSR指纹均完全一

致．因此,推测它们应为同一品种或分化时间不长的不同株系．
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GeneticBackgroundAnalysisofSeveralGuizhou
LocalCitrusVarietiesBasedonSSRMarkers

LEITianＧgang１,２,　HEYongＧrui１,２,　PENGAiＧhong１,２,
XULanＧzhen１,２,　ZOUXiuＧping１,２,　YAOLiＧxiao１,２,

LIJinＧqiang３,　CHENShanＧchun１,２

１􀆰CitrusResearchInstitute,SouthwestUniversity,Chongqing４００７１２,China;

２􀆰NationalCenterforCitrusVarietiesImprovement,Chongqing４００７１２,China;

３􀆰GuizhouFruitInstitute,Guiyang５５０００６,China

Abstract:Thegeneticbackgroundof５localcitrusvarietiesoriginatingfrom GuizhouProvincewasanaＧ
lyzedbySSRmarkertechnology．Atotalof９２allelesamplifiedfrom２４SSRprimerpairsweredetectedin
the５localvarietiesandother１４citruscultivarsusedforcomparisonofDNAfingerprinting．Thenumber
ofallelesperSSRmarkerrangedfrom２to７withanaverageof３􀆰８,andtheallelicpolymorphisminforＧ
mationcontent(PIC)valuesvariedfrom０􀆰３６to０􀆰７８withanaverageof０􀆰４９．DNAfingerprintingshowed
that８characteristicbandswereamplifiedusing５ofthoseSSRprimerpairs,andtheycouldbeusedasrefＧ
erencemarkersfortheidentificationofthoselocalvarieties．Thesimilaritycoefficientwascalculatedusing
theNTSYSsoftware,andUPGMAclusteranalysisshowedthatthe５localvarietiescouldbedividedinto
５differentsubgroupsatthegeneticsimilaritycoefficientof０􀆰８０．Ofthefivelocalvarieties,MiganandNiＧ
urouhongjinjuweregroupedintodifferentsubclustersandeachofthemdemonstratedauniquegenotype．
TuganwascloselyrelatedtoZoupigan．LargeＧtypeBingtangorangeandBingtangorangehadthesamegeＧ
neticbackground．ThegeneticbackgroundofHongxiangpummeloandChandlerwerealmostexactlythe
same．Theavailabledatahereinprovidedareferencetotheconservationandutilizationofthoseaccessions．
Keywords:citrus;localvariety;geneticbackground;SSRmarker
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