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摘要:利用ISSR(inter-simplesequencerepeat)分析了广西桑树品种的亲缘关系.刘圩7号、灵太3号、恭同5号、

大寺12号、池塘1号、刘圩2号、那学8号、那陈2号、那学14号、小董1号、板朝1号、冯屋1号、邕新3号、邕

新11号、恭同9号、太平2号、沙油4号、板屯车2号有较近的亲缘关系;大寺特号、冯屋5号、池塘4号、太平新

1号、恭城4号有较近的亲缘关系;大寺5号、灵太1号、恭江1号、涠盛4号、灵太2号、板罗1号、那楼14号、

恭同4号有较近的亲缘关系;钦州桑、大新白桑、广西鸡桑、全州长穗桑、环江1号、钦州长果桑、桂772、涠州岛

白桑、邕新荆桑12号、隆林鬼桑、隆林蒙桑有较近的亲缘关系.白桑种遗传变异大;广东桑种亲缘关系靠近白桑,

支持中国植物志、GenBank将广东桑置于白桑的变种.野生桑种与栽培桑种遗传背景明显不同.钦州桑、桂772、邕

新荆桑12号遗传背景倾向野生桑,在抗性、速生方面有独特优点,在今后杂交育种中应注意利用.
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广西1987年对德保、百色、隆林等18个县,41个乡镇,72个村点进行考察,收集桑树资源241份.
1992-1994年中国农业科学院品种资源所主持的国家科委课题(广西10万大山农作物种质资源考察),广

西蚕桑指导所和广西品种资源所参加,再次对隆林等7个县46个乡进行桑资源考察,收集桑资源162份.
通过2次考察,基本摸清了广西桑树种质资源状况.广西境内分布有白桑、广东桑、蒙桑、变种鬼桑、鸡桑、
华桑、长果桑、长穗桑等7个种,1变种.收集的桑树资源保存于广西蚕业科学研究院[1-2].

简单重复序列区间ISSR(inter-simplesequencerepeat)是Zietkeiwitcz等[3]发展起来的一种在微卫星

基础上的分子标记,它以PCR技术为基础,利用真核生物基因组中广泛存在的简单重复序列来设计引物,
对2个相距较近,方向相反的SSR序列之间的基因组片段进行扩增.它结合了 RAPD和SSR的优点,具

有很好的稳定性和多态性,其产物多态性远比 RFLP,SSR,RAPD丰富,能够提供更多的关于基因组的信

息,而且比 RAPD更加稳定、可靠,实验重复性更好[4].桑ISSR分析国内外均有较多研究.广西桑树品种

亲缘关系林强等[5]利用相关序列扩增多态性(Sequence-relatedamplifiedpolymorphism,SRAP)进行过分

析,但是未见利用ISSR分析广西桑树品种的亲缘关系.本文选取广西蚕业指导所保存的恭同5号等33份

桑树品种资源,并增加笔者2008年在广西境内收集的钦州长果桑、全州长穗桑、隆林蒙桑、隆林鬼桑、凤

山鸡桑、环江华桑等5个种1变种.采用ISSR标记分析亲缘关系,为广西桑树杂交育种亲本选择积累分子

生物学资料.
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1 材料与方法

1.1 材 料

供试材料取于广西蚕业科学研究院桑资源圃及笔者2008年在广西境内收集的5个种1变种(表1).
表1 供试桑品种资源材料的名称及来源

编号 材料名称 所属桑种 来源 类型

1 灵太3号 Morusalba 灵山县 栽培

2 恭同5号 Morusalba 恭城县 栽培

3 小董1号 Morusalba 钦州市 栽培

4 邕新3号 Morusalba 南宁市 栽培

5 刘圩2号 Morusalba 南宁市 栽培

6 那陈2号 Morusalba 南宁市 栽培

7 池塘1号 Morusalba 南宁市 栽培

8 那学8号 Morusalba 钦州市 栽培

9 大寺12号 Morusalba 钦州市 栽培

10 刘圩7号 Morusalba 南宁市 栽培

11 邕新11号 Morusatropurpurea 南宁市 栽培

12 冯屋1号 Morusalba 灵山县 栽培

13 太平2号 Morusalba 灵山县 栽培

14 大寺特号 Morusalba 钦州市 栽培

15 冯屋5号 Morusalba 灵山县 栽培

16 沙油4号 Morusalba 平乐县 栽培

17 太平新1号 Morusalba 灵山县 栽培

18 恭城4号 Morusalba 恭城县 栽培

19 板朝1号 Morusalba 钦州市 栽培

20 那学14号 Morusalba 钦州市 栽培

21 板屯车2号 Morusalba 钦州市 栽培

22 恭同9号 Morusalba 恭城县 栽培

23 大寺5号 Morusalba 钦州市 栽培

24 池塘4号 Morusatropurpurea 南宁市 栽培

25 恭江1号 Morusatropurpurea 恭城县 栽培

26 那楼14号 Morusalba 南宁市 栽培

27 恭同4号 Morusalba 恭城县 栽培

28 板罗1号 Morusalba 钦州市 栽培

29 涠盛4号 Morusalba 北海市 栽培

30 灵太1号 Morusalba 灵山县 栽培

31 灵太2号 Morusatropurpurea 灵山县 栽培

32 凤山鸡桑 Morusaustralis 凤山县 野生

33 大新白桑 Morusalba 大新县 野生

34 桂772 Morusatropurpurea×Morusalba 南宁市 栽培

35 邕新荆桑12号 Morusatropurpurea 南宁市 栽培

36 环江1号 Moruscathayana 环江县 野生

37 钦州桑 Morusalba 钦州市 栽培

38 涠州岛白桑 Morusalba 北海市 野生

39 钦州长果桑 Morusmacroura 钦州市 野生

40 全州长穗桑 Moruswittiorum 全州县 野生

41 隆林蒙桑 Morusmongolica 隆林县 野生

42 隆林鬼桑 Morusmongolicavar.diabolica 隆林县 野生
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1.2 DNA提取及质量检测

总DNA提取采用稍加改进的CTAB(CetylTriethylAmmoniumBromide,十六烷基三乙基溴化铵)
法[6],从约0.15g的硅胶干燥桑叶中提取.DNA质量和质量浓度,用Nanodrop2000微量紫外分光光度计

(赛默飞世尔科技公司))检测确认.
1.3 引物来源及筛选

参照英属哥伦比亚大学 UniversityofBritishColumbia(UBC)公司2006年公布的ISSR引物序列及

ISSR在桑树上的研究[7-20],选取42个引物,交上海生物技术有限公司合成.ID:1(AG)6TA,ID:7
(AG)8YT,ID:13(AC)8C,ID:19(CT)6RC,ID:25(CT)6CC,ID:31(GT)6CG,ID:37(GAG)4GC,ID:

2(AG)8TA,ID:8(AG)8YC,ID:14(AC)8YT,ID:20(CT)6AC,ID:26(CT)8CC,ID:32(GT)6CC,ID:

38(GAGT)4,ID:3(AG)6GC,,ID:9(AG)8S,ID:15(ATT)6,ID:21(CT)8AC,ID:27(CT)8RT,ID:

33(GTG)6,ID:39(GACA)4,ID:4(AG)6TC,ID:10(AC)8YT,ID:16(CT)8G,ID:22(CT)6TG,ID:

28(CA)8A,ID:34(GTC)6,ID:40(GCGT)4,ID:5(AG)7TC,ID:11(AC)6T,ID:17(CT)6GC,ID:23
(CT)8TG,ID:29(CA)8RT,ID:35(GTGC)4,ID:41(TG)6GT,ID:6(AG)8TC,ID:12(AC)8T,ID:18
(CT)8GC,ID:24(CT)8TC,ID:30(CGA)6GG,ID:36(GA)6GG,ID:42(TG)8GT.其中R=A/G,Y=
C/T,M=A/C,K=G/T,S=C/G,W=A/T,H=A/C/T,B=C/G,T=A/C/G,D=A/G/T,N=A/

C/G/T.
用2个DNA样品,对42个引物进行选择,选出条带多且清晰的引物用于ISSR实验.

1.4 PCR反应及产物检测

ISSR扩增反应在GeneCompanyLimitedPCR仪上进行,反应总体积为25μL,其中含模板1.0μL
(25ng/μL)、10×PCRbuffer2.0μL、引 物1μL(50ng/μL)、Mg2+2μL(2.5mM)、dNTPs2μL
(2.5mM)、Ex-taq0.3μL(5U/μL),用ddH2O补至25μL,最后加矿物油一滴(约20μL).扩增程

序为94℃预变性5min,94℃变性60s,50℃退火40s,72℃延伸90s,40个循环;72℃延伸

10min.反应结束控制在12℃.
PCR反应产物经1.5%琼脂糖电泳,电压为110V(4V/cm,稳压),电泳约30min,溴化乙锭(Ethidium

Bromide,EB)染色10min,在BIO-RADGelDocTMEZImager2000凝胶成像系统(美国伯乐)拍照记录.
每个反应重复2次,确定所得条带的可重复性.弱带的处理,将重复性好的弱带给予记录,重复性不好的弱

带不给记录.
1.5 数据分析

记录扩增出的总条带数,不同迁移率带数.根据扩增条带的迁移率(同一迁移率,有条带的记为“1”,无

条带的记为“0”),形成数据矩阵,按Nei[21]的方法,用Popgene32软件计算等位基因数(na),有效等位基

因数(ne),基因多样性指数(h),Shannons信息指数(I),遗传距离(D),遗传相似系数.根据遗传距离,
用UPGMA法聚类分析.

2 结果与分析

2.1 引物筛选及PCR扩增

用2个DNA样品对42个引物进行筛选,选出条带多且清晰的11个引物用于ISSR实验.ID:2(AG)

8TA,ID:7(AG)8YT,ID:12(AC)8T,ID:37(GAG)4GC,ID:5(AG)7TC,ID:8(AG)8YC,ID:24(CT)

8TC,ID:42(TG)8GT,ID:6(AG)8TC,ID:10(AC)8YT,ID:32(GT)6CC.
11个引物,42个样品,PCR共扩增出迁移率(相对分子质量)不同的DNA条带92条,其中2号引物

最多为12条,42号引物最少为6条,平均每个引物8.36条,最长2200bp,最短200bp.
2.2 遗传多样性及聚类分析

将ISSR扩增反应有条带的记为“1”,无条带的记为“0”,形成数据矩阵,输入popgen32软件计算

Nei[21]等位基因数(na)为2.0000,有效等位基因数(ne)为1.6811,基因多样性指数(h)为0.3864,

Shannons信息指数(I)为0.5665,遗传距离(D)为0.1780~0.9664,遗传相似系数为0.3804~0.8370.
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根据遗传距离,用邻接法,UPGMA聚类,得聚类图(图1).

图1 基于ISSR资料、邻接法、UPGMA聚类图

由图1可知,聚类图将供试材料聚为4支,刘圩7号、灵太3号、恭同5号、大寺12号、池塘1号、刘

圩2号、那学8号、那陈2号、那学14号、小董1号、板朝1号、冯屋1号、邕新11号、恭同9号、太平2
号、沙油4号、板屯车2号为第一支;大寺特号、冯屋5号、池塘4号、太平新1号、恭城4号为第二支;大

寺5号、灵太1号、恭江1号、涠盛4号、灵太2号、板罗1号、那楼14号、恭同4号为第三支;钦州桑、
大新白桑、广西鸡桑、全州长穗桑、环江1号、钦州长果桑、桂772、涠州岛白桑、邕新荆桑12号、隆林鬼

桑、隆林蒙桑为第4支.

3 讨 论

3.1 白桑种遗传变异大

本研究的聚类图在4个大支中均有白桑种,因此认为白桑种遗传变异大.从地理分布来看,白桑种主

要分布于东亚,但北可达俄远东、蒙古鞑靼地区(60°N),南可达越南、印度、马来西亚、巴基斯坦、斯里兰

卡(6°N),在美洲可达墨西哥、巴西(23.5°S)和美国纽约州、加利福尼亚州、佛罗里达州等(46°N-26°N,

116°-73°E),西达中亚、西亚的伊朗、叙利亚.在欧洲西班牙、德国、法国、比利时(50°N-26°N,0°-60°E)也
有分布,是桑属中分布最广的一个种.且变种颇多,其变种有鞑靼桑 M.albavar.tatarlica、垂枝桑 M.
albavar.pendula、大叶白桑M.albavar.macrophylla、白脉桑M.albavar.venose、花叶桑 M.alba
var.skeletonlana、塔桑M.albavar.pyramidalis、鲁桑 M.albavar.multicaulis.在印度有印度桑 M.
indica,在泰国有暹罗桑M.rotunbiloba,在中国台湾有台湾桑 M.formosensis地理替代[22],这也说明白

桑种遗传变异大.
3.2 广东桑与白桑亲缘关系近

本试验参试的广东桑种有邕新11号、池塘4号、恭江1号、灵太2号、邕新荆桑12号,这几份材料均

与白桑聚在一起,说明广东桑与白桑有较近的亲缘关系.中国植物志、GenBank均将广东桑置于白桑种中,
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为白桑的变种MorusalbaVar.atropurpurea[23],而Koidzumi[24]将广东桑列为种级单位.本研究支持中国

植物志、GenBank将广东桑置于白桑的变种.
3.3 野生桑种与栽培桑种遗传背景明显不同

聚类图1-3支均为栽培种,野生桑种均聚在第4支,说明野生桑种与栽培桑种遗传背景明显不同.栽培

种通过人为栽培、训化,遗传多样性丢失;而野生种在长期自然选择下,保存有较多的遗传变异,是桑树种

质资源开发、利用、保存的重点.本研究的聚类图得到42份参试材料之间的亲缘关系,为广西桑树杂交育

种亲本选择提供了分子生物学证据.特别是在第4支中的钦州桑、桂772、邕新荆桑12号3个材料,遗传背

景倾向野生桑,在抗性、速生等方面有独特优点,在今后杂交育种中应注意利用.
广西在清末,桑蚕已遍及桂江、西江、钦江、浔江流域,主要分布在广西苍梧、藤县、平南、容县、钦

州、灵山、恭城、平乐等县.种植的桑树为广东荆桑,没有严格意义的桑品种,20世纪50年代后才开始品

种选育,在老蚕区选取性状相对较优的植株,繁殖、保存,并且在20世纪50至80年代桑品种交流频繁,
因此本研究未出现地理分布的变化规律.广西桑树品种的遗传多样性,林强等[5]利用SRAP进行过分析,
遗传相似系数为0.8264~1.0000;而本研究遗传相似系数为0.3804~0.8370,这可能是林强等[5]分析

用的材料全是栽培品种,而本研究的材料增加了广西分布的一些野生种的原因.
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TheISSRAnalysisofGeneticDiversityamong
GuangxiMulberryVarieties

LIU Ling1, SHENXi-tong1, ZHUFang-rong2, QIUChang-yu1,
FANXiao-min3, CHENXiang-ping3, KEHao-tian3, CHENRen-fang1

1.SchoolofBiotechnology,SouthwesternUniversity,Chongqing400716,China;

2.SericultureSciencesAcademyofGuangxiZhuangAutonomousRegion,Nanning530011,China;

3.SilkEngineeringTechnologyResearchCenterofSichuanProvince,Chengdu610031,China

Abstract:ISSRwasusedtoanalyzethegeneticrelationshipamongmulberryvarietiesfromGuangxiProv-
ince.Thestudyhadshownthattherewerefourgroupsofmulberryspecieshadclosergeneticrelationship.
ThefirstgroupincludesLiuxuNO.7,LingtaiNO.3,GongtongNO.5,DasiNO.12,ChitangNO.1,

LiuxuNO.2,NaxueNO.8,NachenNO.2,NaxueNO.14,XiaodongNO.1,BanchaoNO.1,Feng
wuNO.1,YongxinNO.3,YongxinNO.11,GongtongNO.9,TaipingNO.2,ShayouNO.4andBan
tuncheNO.2.Therewere5kindsofmulberryvarietiesinthesecondgroup,theywereDasitehao,Feng
wuNO.5,ChitangNO.4,TaipingxinNO.1,GongchengNO.4.ThethirdgroupwascomposedofDa
siNO.5,LingtaiNO.1,GongjiangNO.1,WeishengNO.4,LingtaiNO.2,BanluoNO.1,Nalou
NO.14,GongtongNO.4.ThefourthgroupincludesQinzhousang,DaXinbaisang,GuangXijisang,

Quanzhouchangsuisang,HuanjiangNO.1,Qinzhouchangguosang,GuiNO.772,Weizhoudaobai
sang,YongxinjingsangNO.12,Longlinguisang,Longlinmengsang.TheotherresultwasthatMorus
albaislargegeneticvariation.MorusatropurpureahadcloserelationshipwiththeMorusalba,whichsup-
portedafactthatMorusatropurpureawasavarietyofMorusalbainFloraChinaandGenBank.Thege-
neticbackgroundbetweenwildmulberryspeciesandcultivatedmulberrywasdifferent.Thegeneticback-
groundamongQinzhousang,GuiNO.772,YongxinjingsangNO.12tendedtowildmulberry,theyhad
someadvantages,forexample,resistance,thecharacteristicsshouldbeusedinhybridbreeding.
Keywords:Guangxi;mulberryvarieties;ISSR(inter-simplesequencerepeat);geneticrelationship
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