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,目的-利用
G;;P

分子标记技术对
#"

份余甘子种质资源进行遗传多样性分析)并构建其指纹图谱*

,方法-从
DM

条
G;;P

引物中筛选得到
D

条核心引物)用作广东省农业科学院收集的华南地区
#"

份余甘子品种分子

标记)利用
6STU3

聚类分析余甘子种质资源遗传多样性)以核心引物
6̀ O"$D

和
6̀ O""M

组合构建余甘子
E-3

指

纹图谱*,结果-

D

条
G;;P

核心引物对
#"

份余甘子样品扩增共得到
M"M

条条带)其中多态性条带
MMH

条)多态率为

DH:#Ĉ

*通过聚类分析将
#"

份余甘子样品聚为
!

类)其中大果油甘和甜油甘
N

号遗传分化较大)各单独聚为一类)

珍珠油甘%甜油甘
#

号和甜油甘
!

号聚为一类)其余
#C

个品种聚为一类*利用核心引物
6̀ O"$D

和
6̀ O""M

组合)成

功构建了余甘子
E-3

指纹图谱)供试
#"

份余甘子品种!系"每个都有一套唯一的指纹图谱编码*,结论-成功构建了

#"

份余甘子种质的指纹图谱)可用于余甘子种质资源的分类与鉴定)同时可用于余甘子杂交新品种选育*
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")别名油

甘子!广东"或橄榄子!四川")属于大戟科叶下珠属

植物*余甘子是一种健康的药食同源植物)具有悠

久的药用历史)其性凉)味甘%酸%涩)具有清热凉血%

生津止咳的作用&

B

'

*将余甘果加工成余甘子汁饮

用)具有调节血脂和减少组织脂质沉积%抗氧化等作

用&

#A!

'

*余甘子广泛分布于我国广东%福建%四川%广

西及云南等省区)种植历史悠久)种质资源丰富*由

于不同地区余甘子品种不断相互引种%杂交)造成了

各地区余甘子品种遗传背景复杂)经常有.同名不同

种)同种不同名/的情况)而通过传统的生物学%形态

学手段进行品种鉴定已不能满足现实需求*

随着分子生物学技术的快速发展)分子标记技

术已广泛运用于物种遗传多样性分析&

N

'

%种质资源

鉴定及
E-3

指纹图谱构建等不同领域&

MAH

'

*

G;;P

是在微卫星基础上发展起来的一种分子标记技术)

其结合了
P3SE

和
;;P

的优点)具有
E-3

模板量

少%多态性丰富%稳定性高等特点&

"

'

*刘晓生等&

D

'采

用
G;;P

分子标记技术对广东潮汕地区余甘子品种

的遗传多样性进行了分析)结果表明)

BH

份余甘子

材料的遗传多样性水平较高*郭林榕等&

B$

'用

;P3S

分子标记技术分析了福建省农业科学院果树

研究所资源圃中保存的
##

份余甘子种质材料的遗

传多样性)发现余甘子基因型具有丰富的遗传多样

性*李巧明等&

BB

'采用
G;;P

分子标记技术对分布于

云南干热河谷地区的
!

个余甘子居群的遗传多样性

水平进行了检测)结果表明)余甘子居群的遗传多样

水平较高)而居群间的遗传分化较低*以上研究结

果说明)分子标记技术可有效运用于余甘子种质资

源多样性研究*

E-3

指纹图谱技术在品种鉴定中具有准确%快

速和高效等优点)目前该技术已广泛应用于玉

米&

B#

'

%水稻&

BC

'

%柑橘&

N

'及棉花&

B!

'等作物的品种鉴

定*目前对
E-3

指纹图谱构建方法的研究报道较

多)主要可分为特征谱带法&

BN

'

%单引物法&

BM

'

%引物组

合法&

BHAB"

'

)按照编写方法又可以分为字母数字组合

法&

BD

'

%

$

)

B

编码法&

#$

'

%指纹图谱法&

#B

'和二维码法&

##

'

等*以上研究方法虽各有优势)但最终得到的指纹

图谱编码相对复杂)往往需要多个引物组合才能鉴

定所有品种)不利于指纹图谱库的建立*本研究利

用
G;;P

分子标记技术)对广东省农业科学院果树

研究所收集到的华南地区
#"

份余甘子种质材料进

行遗传多样性分析)初步明确了不同地区%品种余甘

子之间的亲缘关系)并仅用
#

对引物构建了
#"

份余

甘子种质资源的
E-3

指纹图谱)以期为后续余甘

子品种快速鉴定及新品种选育提供依据*

B

!

材料与方法

B:B

!

试验材料

供试
#"

份余甘子样品来自广东省农业科学院

果树研究所种质资源圃!表
B

"*采摘新鲜植物叶片

后)立刻置于液氮中速冻备用*

表
B

!

#"

份余甘子种质资源信息

Q*]+1B

!

G),&(L*.7&)&,#"!#

/

77$%2#95-C17+,$W:

@

1(L

K

+*2L2*L

K

+12

品种编号

O&>1

名称

-*L1

备注

-&.1

品种编号

O&>1

名称

-*L1

备注

-&.1

OB

大果油甘

7̀

@

,('7.1L]+7<*

栽培品种

O'+.78*(

OBN

珍珠油甘

S1*(+1L]+7<*

栽培品种

O'+.78*(

O#

甜油甘
B

号

;011.1L]+7<*-&:B

栽培品种

O'+.78*(

OBM

大果甜油甘
B

号

7̀

@

,('7.2011.1L]+7<*-&:B

栽培品种

O'+.78*(

OC

甜油甘
#

号

;011.1L]+7<*-&:#

栽培品种

O'+.78*(

OBH

大果甜油甘
#

号

7̀

@

,('7.2011.1L]+7<*-&:#

栽培品种

O'+.78*(

O!

甜油甘
C

号

;011.1L]+7<*-&:C

栽培品种

O'+.78*(

OB"

大叶甜油甘

7̀

@

+1*,2011.1L]+7<*

栽培品种

O'+.78*(

ON

甜油甘
!

号

;011.1L]+7<*-&:!

栽培品种

O'+.78*(

OBD

软枝青皮油甘
B

号

T(11)

K

11+1L]+7<*-&:B

选育品种

(̀11>7)

@

8*(71.

9

OM

甜油甘
N

号

;011.1L]+7<*-&:N

栽培品种

O'+.78*(

O#$

软枝青皮油甘
#

号

T(11)

K

11+1L]+7<*-&:#

栽培品种

O'+.78*(
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表
B

!续"

!

O&).7)'1>.*]+1B

品种编号

O&>1

名称

-*L1

备注

-&.1

品种编号

O&>1

名称

-*L1

备注

-&.1

OH

甜油甘
M

号

;011.1L]+7<*-&:M

栽培品种

O'+.78*(

O#B

软枝青皮油甘
C

号

T(11)

K

11+1L]+7<*-&:C

栽培品种

O'+.78*(

O"

甜油甘
H

号

;011.1L]+7<*-&:H

野生品种

\7+>.

9K

1

O##

软枝青皮油甘
!

号

T(11)

K

11+1L]+7<*-&:!

栽培品种

O'+.78*(

OD

甜油甘
"

号

;011.1L]+7<*-&:"

野生品种

\7+>.

9K

1

O#C

白玉甜油甘
B

号

\/7.1

I

*>12011.1L]+7<*-&:B

选育品种

(̀11>7)

@

8*(71.

9

OB$

甜油甘
D

号

;011.1L]+7<*-&:D

野生品种

\7+>.

9K

1

O#!

白玉甜油甘
#

号

\/7.1

I

*>12011.1L]+7<*-&:#

选育品种

(̀11>7)

@

8*(71.

9

OBB

玻璃油甘

T+*221L]+7<*

栽培品种

O'+.78*(

O#N

杏仁油甘
B

号

3+L&)>1L]+7<*-&:B

栽培品种

O'+.78*(

OB#

凤珠油甘
B

号

51)

@

e/'1L]+7<*-&:B

栽培品种

O'+.78*(

O#M

杏仁油甘
#

号

3+L&)>1L]+7<*-&:#

栽培品种

O'+.78*(

OBC

凤珠油甘
#

号

51)

@

e/'1L]+7<*-&:#

栽培品种

O'+.78*(

O#H

大玉甜油甘
B

号

E*

9

'2011.1L]+7<*-&:B

栽培品种

O'+.78*(

OB!

凤珠油甘
C

号

51)

@

e/'1L]+7<*-&:C

栽培品种

O'+.78*(

O#"

大玉甜油甘
#

号

E*

9

'2011.1L]+7<*-&:#

栽培品种

O'+.78*(

B:#

!

E-3

提取

分别称取新鲜余甘子叶片
N$L

@

)在液氮中反

复研磨成细粉)采用
O3Q̀

法提取基因组
E-3

)并

用超微量分光光度计测量
E-3

样品浓度及纯度*

用
$:"̂

琼脂糖凝胶检测基因组
E-3

质量)合格

E-3

样品置于
R#$_

冰箱)备用*

B:C

!

G;;P

分析

用哥伦比亚大学!

6̀ O

"公布的
DM

条
G;;P

引

物对余甘子进行扩增)从中筛选出扩增条带清晰%多

态性丰富的引物进行后续试验*

SOP

反应体系为#

E-3

模板
#

#

W

)引物
$:N

#

W

)

>-QS2$:N

#

W

)

B$b

SOP]',,1(#:N

#

W

)

E-3M$

S

酶
$:N

#

W

)

>>V

#

F

BD

#

W

*

SOP

扩增条件#

DN_

预变性
NL7)

(

DN_C$

2

)

NN

"

N$_C$2

)

H#_#L7)

)

!N

个循环(

H#_

延伸

B$L7)

)

!_

保存*

SOP

产物用
!̂

非变性聚丙烯酰

胺凝胶电泳检测*电泳完毕后用
3̀ GSPG;UCHH

21

h

'1)<1(

测序仪成像)观测并记录数据*

B:!

!

数据分析

根据测序仪导出的数据对电泳图谱同一位置上

G;;P

条带的有无进行统计)有条带的记为.

B

/)无条

带的记为.

$

/)获得原始
$

)

B

数据矩阵*统计获得二

元数据)根据二元数据计算多态率)采用
-QA

;[;

K

<#:B

统计分析软件对数据进行分析)计算品种

间的相似系数)以非加权类平均法!

6STU3

"进行

遗传相似度聚类分析)绘制
#"

份余甘子样品遗传关

系聚类图*参考陈昌文等&

#C

'和班骞等&

#!

'的
E-3

指纹图谱构建方法并加以改进)构建余甘子的
E-3

指纹图谱及标准模式图*

#

!

结果与分析

#:B

!

G;;P

扩增多态性分析

从
DM

条
G;;P

引物中筛选出
D

条扩增条带清

晰%多 态 性 丰 富 的 引 物)这
D

条 引 物 分 别 为

6̀ O"$H

%

6̀ O"$D

%

6̀ O"B$

%

6̀ O"BB

%

6̀ O"CM

%

6̀ O"!$

%

6̀ O"!#

%

6̀ O""M

和
6̀ O"""

*用筛选出

的
D

条引物对
#"

份余甘子样品进行扩增)结果见表

#

*

表
#

!

G;;P

核心引物对余甘子种质的扩增结果

Q*]+1#

!

3L

K

+7,7<*.7&)&,!#

/

77$%2#95-C17+,$W:

@

1(L

K

+*2L'27)

@

G;;P<&(1

K

(7L1(2

引物编号

S(7L1(<&>1

引物序列!

Np

(

Cp

"

S(7L1(21

h

'1)<1

!

Np

(

Cp

"

扩增条带数

Q&.*+]*)>2

多态性条带数

S&+

9

L&(

K

/7<]*)>2

多态率$
^

S&+

9

L&(

K

/7<

K

1(<1).*

@

1

6̀ O"$H 3T3T3T3T3T3T3T3TQ H" HM DH:!!

6̀ O"$D 3T3T3T3T3T3T3T3TT "! "# DH:M#

6̀ O"B$ T3T3T3T3T3T3T3T3Q BB! BB! B$$:$

6̀ O"BB T3T3T3T3T3T3T3T3O "B H" DM:C$

6̀ O"CM 3T3T3T3T3T3T3T3T[3 "B "$ D":HH

6̀ O"!$ T3T3T3T3T3T3T3T3[Q M! MB DN:CB

6̀ O"!# T3T3T3T3T3T3T3T3[T M! MB DN:CB

6̀ O""M ?E?OQOQOQOQOQOQOQ MN MB DC:"N

6̀ O""" È̀ O3O3O3O3O3O3O3 NN N! D":B"

总计
Q&.*+ M"M MMH DH:#C

!!

由表
#

可知)

D

条引物共扩增到
M"M

条条带)其

中多态性条带
MMH

条)平均每条引物扩增得到多态

性条带
H!:BB

条)平均多态率为
DH:#Ĉ

!表
#

"*引

物
6̀ O"B$

扩增条带最多)为
BB!

条)全部为多态性
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条带)多态率为
B$$̂

*扩增条带最少的引物是

6̀ O"""

)扩增条带
NN

条)其中多态性条带
N!

条)多

态率为
D":B"̂

*扩增结果说明)这
D

条引物扩增

得到的条带信息量大%多态性丰富)可以用于后续遗

传多样性分析及
E-3

指纹图谱构建*

#:#

!

聚类结果

#"

份余甘子种质资源样品的遗传相似系数在

$:M"

"

$:D!

)平均遗传相似系数
$:"B

)整体遗传差

异不大)亲缘关系较近!图
B

"*其中野生品种
OD

!甜

油甘
"

号"和
OB$

!甜油甘
D

号"遗传距离最近

!

$:D!

")而
OB

!大果油甘"和
OB$

!甜油甘
"

号"遗传

距离最远!

$:MM

")说明这两个品种遗传分化严重*

在相似系数为
$:H#

处可将所有供试余甘子品种聚

类为
!

大类!图
B

"*

OB

!大果油甘"单列为第
$

类(

第
)

类包含
C

个品种#

OC

!甜油甘
#

号")

ON

!甜油甘

!

号"和
OBN

!珍珠油甘"(

OM

!甜油甘
N

号"单独列为

第
-

类(其余
#C

个品种聚为第
'

类*

图
B

!

基于
G;;P

遗传距离的余甘子
6STU3

聚类图

57

@

:B

!

6STU3<+'2.1(7)

@

*)*+

9

272&,!#

/

77$%2#95-C17+,$W:]*21>&)G;;P

@

1)1.7<>72.*)<1

#:C

!

余甘子
E-3

指纹图谱构建

指纹图谱编写的核心原则是简洁%高效)尽量用

最少引物区分最多的作物品种*综合考虑)本研究

从表
#

的
D

条
G;;P

核心引物中选择
#

条多态性高%

条带清晰%重复性好的引物
6̀ O"$D

和
6̀ O""M

用

来编写余甘子
E-3

指纹图谱)这
#

条引物对
#"

份

余甘子种质的扩增结果如图
#

所示*参考班骞

等&

#!

'对 苦 荬菜指纹图谱的编写方 法)分 别 从

6̀ O"$D

和
6̀ O"$M

中选择
D

条条带清晰%易于分

辨的多态性条带赋值)条带从小到大分别赋值
B

"

D

!表
C

"*被赋值的
B"

条条带中有
!

条为品种特征

条带)分别为
6̀ O"$DABBB]

K

%

6̀ O"$DA#NN]

K

%

6̀ O""MA#"C]

K

和
6̀ O""MAN"B]

K

)利用这
!

个位

点可以分别鉴定出
OH

!甜油甘
M

号")

OBB

!玻璃油

甘"

OB#

!凤珠油甘
B

号"和
O#M

!杏仁油甘
#

号"*

!!

根据表
C

多态性条带的赋值标准对
#"

份供试

余甘子种质样品进行
E-3

指纹编码)结果见表
!

*

其中)

OB

!大果油甘"指纹编码为
#M"RB!M"

)表示

该品种的
SOP

扩增产物在
6̀ O"$D

引物的
#$D

)

CMH

)

N!C]

K

和
6̀ O""M

引物的
#$B

)

!!"

)

NH$

)

HBM

]

K

处有条带*单独引物
6̀ O"$D

或
6̀ O""M

不能

一次鉴定出
#"

种余甘子品种)但通过
#

条引物组合

即可以简单%高效完成所有供试品种的鉴定*图
C

为
#"

份余甘子种质资源指纹编码对应的标准指纹

./6
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图谱*从图
C

可以更加直观地看出
#"

份余甘子品

种的多态性扩增情况)每个品种都有一套唯一的指

纹编码*

3:

引物
6̀ O"$D

扩增条带图(

:̀

引物
6̀ O""M

扩增条带图*

U:U*(J1(

(

OB

"

O#":

余甘子品种编号)同表
B

*

3:=+1<.(&

K

/&(1.&

@

(*L&,

K

(7L1(6̀ O"$D

(

:̀=+1<.(&

K

/&(1.&

@

(*L&,

K

(7L1(6̀ O""M:U:U*(J1(

(

OBRO#":=L]+7<*8*(71.

9

)'L]1(

)

./12*L1*2Q*]+1B:

图
#

!

G;;P

引物
6̀ O"$D

和
6̀ O""M

对
#"

份余甘子样品的扩增条带

57

@

:#

!

3L

K

+7,7<*.7&)]*)>>7*

@

(*L&,G;;P

K

(7L1(26̀ O"$D*)>6̀ O""M&,#"!#

/

77$%2#95-C17+,$W:2*L

K

+12
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表
C

!

G;;P

引物
6̀ OD$"

和
6̀ O""M

扩增典型条带的赋值

Q*]+1C

!

?*+'12&,.

9K

7<*+]*)>2*L

K

+7,71>]

9

G;;P

K

(7L1(26̀ OD$"*)>6̀ O""M

项目

G.1L

赋值
3227

@

)L1).

B # C ! N M H " D

6̀ O"$D

扩增条带$
]

K

6̀ O"$D*L

K

+7,7<*.7&)]*)>2

!

BBB

+

#$D

!

#NN

+

#HH CBC CMH !BN N!C DB#

6̀ O""M

扩增条带$
]

K

6̀ O""M*L

K

+7,7<*.7&)]*)>2

#$B

!

#"C

+

C#H !!" NB" NH$

!

N"B

+

HBM HN#

!!

注#

+

表示品种特征条带*

-&.1

#

+

8*(71.

9

A2

K

1<7,7<]*)>:

表
!

!

#"

份余甘子种质指纹图谱编码

Q*]+1!57)

@

1(

K

(7).<&>7)

@

&,#"!#

/

77$%2#95-C17+,$W:8*(71.712

品种编号

O&>1

指纹图谱编码

57)

@

1(

K

(7).

品种编号

O&>1

指纹图谱编码

57)

@

1(

K

(7).

品种编号

O&>1

指纹图谱编码

57)

@

1(

K

(7).

OB #M"RB!M" OBB C"DRC! O#B MHRC

O# "RNM OB#

!!

DRC!HD O## !"DRCD

OC !MRM

!

OBC

!

#MHRBC!

!

O#C

!

"DRMD

!

O! "RBCN OB!

!!

HRC!M" O#!

!

#RBM"

ON

!

"RB

!!

OBN

!

N"RC!" O#N

!

MRB"D

OM !MDR!N

!

OBM

!

MH"R!

!

O#M B!R"

OH NDR#!N OBH

!!

HR!M"D O#H

!

#MHRBM"

!

O"

!

HDRM"

!

OB"

!

HRD O#" #!"RB

OD !MHDRB

!!

OBD

!

HR!D

OB$

!

#DRM

!

O#$

!!!

!RCM"D

图
C

!

#"

份余甘子种质资源指纹图谱

57

@

:C

!

57)

@

1(

K

(7).2&,#"!#

/

77$%2#95-C17+,$W:

@

1(L

K

+*2L2*L

K

+12

C

!

讨
!

论

G;;P

分子标记技术具有引物通用性强%利用率

高%操作简便和重复性强等优点)在动植物的遗传多

样性分析%辅助育种%基因连锁图谱及
E-3

指纹图

谱绘制等方面已得到广泛的应用*本研究从
DM

条

G;;P

引物中成功筛选出
D

条核心引物用于
#"

份余

甘子种质遗传多样性分析和指纹图谱构建)

D

条核

心引物共扩增到条带
M"M

条)其中多态性条带
MMH

条)平均每条引物扩增到多态性条带
HH:BB

条)较刘

0/6
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晓生等&

D

'报道的信息量提高了
B

个数量级*庞大的

多态性信息为后续种质资源遗传多样性分析和指纹

图谱构建奠定了良好的基础*

#"

份余甘子种质样品按遗传距离远近可聚为
!

类#栽培品种大果油甘和甜油甘
N

号各单独聚为一

类)表明这两个品种与其他供试品种亲缘关系较远)

遗传分化严重*第
'

类品种最多)共
#C

个品种)其

中包含甜油甘%玻璃油甘%凤珠油甘%大果甜油甘%大

叶甜油甘%软枝青皮油甘%白玉甜油甘%杏仁油甘和

大玉甜油甘
D

种不同类型(第
)

类包含
C

个品种)分

别为甜油甘
#

号%甜油甘
!

号和珍珠油甘*从以上

聚类结果可以看出)供试的
#"

份余甘子品种中)部

分品种虽然存在形态学差异)如野生品种甜油甘
"

号和选育品种白玉油甘
#

号)但从遗传角度分析)差

异并不显著)而所有品种中)遗传差异最大的为大果

油甘*余甘子在我国分布广泛)种植历史悠久)并且

部分品种多年受到人为驯化)这是造成余甘子种间

性状变异丰富的原因)但这种变异可能在遗传水平

并不显著*刘晓生等&

D

'研究发现潮汕地区
BH

份余

甘子品种亲缘关系与农艺性状没有必然的联系)郭

林榕等&

B$

'利用
;P3S

分子标记技术对福建地区
##

份余甘子种质资源遗传多样性分析也得出相似的结

论)以上研究结果与本研究结果一致*但从整体上

看)

#"

份余甘子种质资源样品遗传相似系数在

$:M"

"

$:D!

)平均遗传相似系数为
$:"B

)表明从广

东省各县市收集的余甘子品种遗传多样性丰富)种

质资源遗传基础广)为以后余甘子分子育种工作提

供了良好条件*

E-3

指纹图谱技术是基于分子标记技术发展

起来的一种遗传标记方式)已广泛应用于种质资源

鉴定%品种分类等不同领域&

#N

'

*张安世等&

#M

'应用

G;;P

分子标记技术构建了
C#

份猕猴桃
E-3

指纹

图谱)但缺少指纹编码)实际应用不便*王世强

等&

#H

'应用
;;P

分子标记技术构建了黄精品种指纹

图谱)但指纹编码太过复杂*本研究参考班骞等&

#!

'

指纹图谱构建方法并加以改进)仅用
#

条引物即可

成功鉴定出所有供试余甘子品种)成功构建了
#"

份

余甘子种质资源的
E-3

指纹图谱)每个品种都仅

有唯一的一套
E-3

指纹)使得后期品种鉴定更加

高效%准确*

随着生物技术的快速发展)分子标记技术的成

本日益下降)

E-3

分子标记技术取代传统形态学鉴

定作为品种区分的新方法成为可能*本研究利用

G;;P

分子标记技术构建的指纹图谱仅用
#

条引物

即可成功区分
#"

份余甘子种质资源)但这仅限于广

东省余甘子品种)随着余甘子产业的不断发展)后续

会有更多余甘子新品种育成)这意味着余甘子指纹

图谱数据库需要根据实际情况不断补充和更新*本

研究结果为后续余甘子
E-3

指纹图谱数据库的建

立奠定了基础*
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