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秦巴山区野板栗居群遗传多样性AFLP分析

艾呈祥1，沈广宁1，张 凯1，田寿乐1，许 林1

(1山东果树研究所，泰安271000；2山东英才学院农学院，济南250104)

摘要：利用荧光AFLP标记技术对来自秦巴山区的野板栗10个居群共262个单株进行遗传多样性研究。lO对AFLP引

物共扩增出1297条谱带，其中多态性位点数1011个，多态位点百分率为77．95％；Nei’s基因多样性指数为0．1439—0．2046，

总体为O．2518；Shannon信息指数的变异范围为0．1972—0．2895，总体为0．4089；甘肃地区野板栗居群遗传多样性水平最高，

陕西宝鸡居群的遗传多样性水平最低。AMOVA分析表明野板栗居群闻的遗传变异占总变异的17．5l％。居群内变异占69．

76％。UPGMA聚类可将供试10个居群划分为3类，聚类结果表现出明显的地域性。
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Genetic Diversity on Wild Populations of Chestnut in

Qinba Mountain Area of West China with AFLP Markers

AI Chcng-xiang，SHEN Guang—ning，TIAN Shou—le，XU Lin

(15handong胁缸姚矿Pomology，Taian 271000；2Department ofAgronomy，5handongYingcai College，Jinan 2．50104)

Abstract：Genetic diversity of 262 single individual plants representing 10 wild populations，which were de—

rived from Qinba mountain area of West China，was assessed with Fluorescent AFLP Technique．A total 1 297 frag—

ments were generated from 10 pairs of selective AFLP primer combinations，101 1 of them were polymorphic．The

level of polymorphism was 77．95％．Nei 7s gene diversity index ranged from 0．1439 to 0．2046 for different popula—

tions，with the total value of 0．25 1 8．Shannon information index ranged from 0．1 972 to 0．2895，with the total value

of 0．4089．The chestnut populations from Gansu district had the highest genetic diversity，however，those from Baoji

Shaanxi district were the lowest．The result of AMOVA analysis showed that the genetic variation within populations

was 69．76％and the variation ameng populations was 17．5 1％．Ten populations were clustered into 3 groups by

UPGMA dendrogram，which was significantly correlated with the geographic distribution of the materials．
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栗属(Castanea Mill．)植物是原产我国的宝贵

资源，迄今在西北、西南及长江流域仍蕴藏有丰富的

板栗(Castanea moUissim B1．)野生资源，即野板栗，

自然分布于秦岭、淮河以南地区，野板栗具有和板栗

相同的叶片、花器和果实结构特征，但是在生物学特

征上表现为比较矮生，一年中有2—3次连续开花结

果，以及早稔性、坚果小(1—29)等野生性状，统称

野板栗‘1-21。20世纪80年代以来，随着商业化栽培

在野板栗分布区域的快速发展，板栗的野生居群数

量逐年减少p。41。

秦巴山区野生板栗资源主要分布在陕西的宝

鸡、略阳、勉县、汉中，甘肃的天水、两当、成县、康县、

徽县和四川的广元一带，是我国栗属资源极为丰富

的地区之一，区内自然条件多样，生物资源丰富，是

我国天然植物种质资源宝库，在基因、物种和生态系

统多样性上均是国家乃至全球战略意义上的关键地

区。因此也成为野生板栗资源遭受破坏的重灾区，

对其加强保护使其能可持续利用迫在眉睫¨】。近
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年来，人们逐渐认识到保护栗属植物的重要性，并开

展了初步的保护生物学研究，但大多数是在缺乏基

本的生物学研究尤其是保护遗传学研究的情况下进

行，很难制定科学合理的保护和抢救措施哺{】。

目前，国内外对板栗种质资源遗传多样性的研

究取得了一定进展，分别利用RAPD[9以1。、ISSR[8’12】、

SSR[4’13d81和AFLP【19五01等分子标记技术对板栗栽培

品种间的遗传背景和遗传基础进行了多样性分析，

对板栗资源的开发利用、制定科学的资源保护策略

以及新品种选育具有重要的指导意义。然而，目前

对野生板栗分布范围和遗传多样性等方面的了解仍

然十分模糊。利用分子标记技术研究秦巴山区板

栗，尤其是野生板栗遗传变异的研究鲜见报道。本

试验利用AFLP标记技术对秦巴山区野生板栗居群

进行多态性标记分析，用以揭示野生板栗的遗传基

础，为野板栗种质资源的科学保护和可持续利用，以

及板栗的杂交育种提供一定的理论依据。

1材料与方法

1．1 材料

材料采集于野生板栗资源主要分布区秦巴山

区，包括陕西的宝鸡、略阳、勉县、汉中，甘肃的天水、

两当、成县、康县、徽县和四川的广元，共计lO个居

群，262个单株(表1)。调查过程中，对于个体数大

于25株的居群按照均匀分布、随机取样的原则进行

采样，而对于个体数少于25株的居群进行全部个体

采样汹]。所有样品在国家果树种质泰安板栗圃进

行迁地保存。

表1供试居群的编号、来源及样本量

Table 1 Sample size，origin and population No．of experi-

ment materials

1．2方法

1．2．1 DNA提取 采用改良的CTAB法Ⅲ1提取

板栗叶片的基因组DNA。

1．2．2 酶切与连接AFLP分析所用试剂盒从大连

宝生物技术公司购买，按照说明进行操作。各样品基

因组DNA的酶切和接头的连接在同一反应中进行。

在60wl反应体系中含有DNA模板(100ng／trl)41．d，

Mse I和Pst I接头1恤l，Mse I(4U／I山I)和nf I

(4U／p,1)2仙I，10×PCR Buffer 6ttl，10mmol／L ATP

1．2p,l，LLigase(1U／pA)1斗l，超纯水5斗I。将上述混

合液均匀离心数秒，370C保温3—5h，4℃过夜。

1．2．3预扩增反应 用预扩增引物组合进行预扩

增。反应体系为25斗l。含酶切．连接产物4rd，

Mse I和风￡I预扩增引物l¨l，dNTPs(1．25retool／L)

4p,l，10×PCR Buffer 3．25斗l，TaqDNA聚合酶

(5U／I山I)0．2p,l，超纯水11．55¨l。预扩增反应程

序为：94cC变性30s，55℃复性1 min，72℃延伸

lmin，循环19次。预扩增产物稀释10倍，一20℃

保存备用。

1．2．4选择性扩增反应 用荧光标记的经过筛选

的49对引物(表2)进行正式选择性扩增。其中

凡t I引物的5’端用荧光染料进行标记。反应体系

为20斗l。含预扩增产物稀释后的DNA样品51a,l，

10×PCR Buffer 2p,l，dNTPs(1．25mmol／L)3．91a,l，MseI

引物(25pg／m1)1p．1，Pst I引物(25斗g／m1)0．5trl，

表2 AFLP分析的接头与引物对

Table 2 Adaptors and primer pairs used for AFLP analysis

引物Primer 序列Sequence

接头引物

Adaptors

预扩增引物

pre-PCR

amplifications

选择性扩增引物

seleetive

amplification

尸_l订5’．CTCGTAGACTGCGTACATGCA．3

3’．CATCTGACGCATGT．5’

MseI 5 7．GACGATCAGTCCTGAG．3’

3’一TACTCAGGACTCAT．5’

，Ⅺ5’．GACTGCGTACATCCAG一3’

朋ro 5’．GATGAGTCCTGAGTAA-3
7

Pl 5’．GACTCCGTACATGCAGAAA一3
7

P2 5’．GACTGCGTACATGCAGAAC一3’

P3 5 7-GACTGCGTACATCCAGAAG一3’

P4 5’．GACTGCGTACATGCACAAT．3’

P5 5‘．GACTCCGTACATGCAGACA一3’

j】6 5’．GACTGCCTACATGCAGACC一3’

P7 5’一GACTGCGTACATGCAGACC一3’

．|I，l 5’．CATGAGTCCTGAGTAACAA-3’

朋r2 5’-GATGAGTCCTGAGTAA CAC·3’

肼3 5’一GATGAGTCCTGAGTAA CAG一3’

肘4 5’一GATGAGTCCTGAGTAA CAT一3’

肘5 5’．GATGAGTCCTGAGTAA CCA-3‘

肼6 5’．GATGAGTCCTGAGTAA CCC一3’

朋7 5’．CATGAGTCCTGAGTAA CCG一3’

选择性扩增引物为Pl一7和M1～7两两组合共49对

Primers for the selective amplification were PI·7×肘l·7．the total Wall

49 primer pairs
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Taq DNA聚合酶(5U／pI)O．1斗l，超纯水13．3斗l。选

择性扩增PCR程序为：94。C 1min，65℃(以后每轮循

环温度递减0．7。C)30s，72。C 60s，扩增12轮；然后

94℃30s。55。(230i，72℃60s，再进行23个循环。

1．2．5扩增产物变性和荧光检测96孔板中，分

别加入lIxl FAM、21xl NED、3Ixl HEX和22td超纯

水，5000r／min离心lmin。于PCR仪上95℃变性

5min，立即置于冰上。在ABl3700 DNA分析仪上完

成自动荧光检测。

1．2．6数据分析利用GeneScan 3．1软件将10个

居群，262个样本16对荧光引物产生的电泳图转换

为0，1矩阵。采用Gene Pop32软件对AFLP扩增结

果进行遗传分析，分别计算Nei’s基因多样性指数、

Shannon信息指数、多态位点百分率(PPB)及Nei’s

遗传一致度(，)和遗传距离(D)[221；根据相似系数，

以非加权类平均数(UPGMA)进行聚类分析。采用

Arlequin2．0软件对居群间、地区间和居群内个体间

的遗传变异进行进行分子变异分析¨”。

2结果与分析

2．1不同引物组合扩增产物的多态性

通过对49对AFLP引物的筛选，经过多次重复

和比较，最终确定10对带型清晰、多态性丰富、稳定

性好的引物作为检测野板栗居群遗传多样性的特异

引物(表3)。其中引物组合P2M5扩增出的DNA

多态性条带百分率最高，为91．09％，引物组合

P7M2扩增的DNA多态性条带百分率最低，

为60．00％。

表3 10对引物组合的扩增结果

Table 3 The results applied with 10 primer pairs

2．2野板栗居群的遗传多样性

利用荧光AFLP技术对10个野生板栗居群262

个个体的基因组DNA进行分析，共扩增出清晰可重

复的谱带1297条，其中多态性谱带1011条，多态位

点百分率为77．95％，平均每对引物有101．1个等位

变异(表3)。不同居群之间多态性位点百分率差异

甚大，甘肃地区多态位点百分率最高，为70．43％，供

试的5个居群中成县的最低，为38．63％，徽县居群最

高，为47．51％；其次为陕西地区，占64．39％，供试的

4个居群中宝鸡的最低，为39．48％，略阳居群最高，

为46．88％；四川广元地区多态性条带比率(61．03％)

最低，但其供试居群(41．17)略高于陕西宝鸡和甘肃

成县居群。说明甘肃地区的居群遗传变异最丰富，其

次是陕西和四川居群变异幅度较小。

在居群水平上，Shannon信息指数的变化趋势

与Nei’s基因多样性指数基本保持一致。Nei’s基因

多样性指数分布范围为0．1439—0．2046，总体为

0．2518，其中甘肃地区的野板栗遗传多样性最高，居

群间变化最大，为0．1577—0．2046，其次为陕西地

区，来自略阳和勉县的居群遗传多样性指数高于宝

鸡和汉中的居群遗传多样性指数。四川广元居群遗

传多样性指数也较低；Shannon信息指数的分布范

围为0．1972—0．2895，总体为0．4089(表4)。Nei’8

基因多样性指数和Shannon信息指数进一步表明，

来自不同地区的10个野生板栗居群间均存在一定

程度的遗传分化，其中甘肃地区的徽县居群遗传多

样性指数最高，Nei’s基因多样性指数为0．2046，

Shannon信息指数为0．2895。最低的为陕西宝鸡居

群，Nei7s基因多样性指数为0．1439，Shannon信息

指数为0．1972。

2．3 野板栗居群的遗传结构

AMOVA分析结果表明野板栗居群间存在一定

程度的遗传分化，在总的遗传变异中，引起野板栗种

质资源遗传变异以居群内部个体间变异为主，占

69．76％，居群问和地区间遗传分化程度较低，分别

为12．73％和17．51％(表5)。

2．4聚类分析

利用AFLPl297条谱带建立遗传相似矩阵，按

照UPGMA方法进行聚类分析，构建10个野板栗居

群亲缘关系图(图1)。以相似系数0．6375为标准，

可以将10个居群分为3组。从图中可以看出略阳

居群和勉县居群的遗传距离最近，首先聚在一起，再

和汉中居群聚为一组；宝鸡、两当、徽县和天水4个

居群在与其他居群相聚之前优先聚在一起，再与成
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县和康县2个居群组成另一组；而四川广元居群与其

他各居群的遗传距离均较大，单独成一组。另外陕西

袭4野板栗居群的遗传多样性

Table 4 Genetic diversity of wild populations of chestnut

宝鸡与甘肃两当的两个居群优先聚在一起，说明了这

两个地区的野板栗种质间具有较近的亲缘关系。

表5 10个野板栗居群的AMOVA分析

Table 5 Analysis of molecular variance(AMOVA)on 262 individuals from 10 wild populations of chestnut

^把居群中的样本经过1000次随机排列而得

·Probabilities weTe calculated by 1000 random permutations of individuals acrms populations

Pop2陕西略阳

Pop3陕西勉县

Pop4陕西汉中

Pop6甘肃两当

Popl陕西宝鸡

Pop9甘肃徽县

Pop5甘肃天水

Pop7甘肃成县

Pop8甘肃康县

PoplO四川广元

0．54 0．62 0．6375 0．69 0．77 0．84

相似系数Coe仿cient

圈1居群间Nei 7S遗传距离的UPGMA聚类图

Fig．1 UPGMA dendrogram for 10 wild chestnut

populations based on Nei7S genetic identities

3 讨论

3．1野板栗居群的遗传多样性

秦巴山区野板栗居群间的生境差异较大，海拔

高度为1500～3200m，随着海拔的升高，气候、植被、

土壤等也呈现明显的垂直变化，因而造成10个居群

间的遗传多样性水平也存在较大差异。板栗AFLP

多态性条带比率、Nei’S基因多样性指数、Shannon多

态性信息指数、聚类分析和分子方差分析均表明，板

栗具有一定的遗传变异水平，遗传变异主要存在于

居群内部个体之间(占69．76％)，而地区间变异、居

群间的变异所占比重相对较小，表明板栗同一居群

内由于长期的自然选择压力的影响，逐渐发生突变

并累计在居群内，造成了个体间的差异，这在一定程

度上和前人的研究相吻合¨虬弘2引。试验还表明聚类

结果与材料的地理来源具有高度的一致性。如暴朝

霞等¨1采用9个酶系统的15个同工酶位点，对89

个地方板栗品种进行了遗传多样性分析，体现了在

遗传构成上同地域的板栗品种具有遗传关系相近的

特点。田华等¨副采用8对微卫星分子标记对中国
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板栗的28个自然居群进行了遗传多样性与遗传结

构分析，群体间遗传分化系数为0．016—0．278．

Mantel检测结果表明，中国板栗居群的遗传距离与

地理距离之间无显著相关性。

分子标记检测到的板栗居群遗传多样性水平与

居群的大小相关，较大的居群趋向于具有更高的遗

传多样性水平¨1。本试验选择了10个野生板栗群

体，每个群体的采样数在19—35株之间，按照均匀

分布、随机取样的原则进行采样，跨越了多个气候带

和土壤带，利用AFLP标记技术稳定性和可靠性高，

结果更加准确。

3．2野板栗资源的保护与利用

随着商业化栽培在野板栗分布区域的快速发展

和无计划的毁灭性砍伐，使得居群数量迅速减少，板

栗资源遭到严重破坏。现存野板栗资源多呈零星分

布，大面积分布已不多见，居群数量明显减少，有的

地方甚至濒临枯竭，资源多样性严重减少。野板栗

资源保护追在眉睫。

物种的遗传多样性水平在一定程度上体现着这

个物种适应环境的能力，制约着物种适应性进化水

平，同时物种的遗传多样性水平可以为其现状和保

护价值的评估提供非常重要的信息m。。虽然野板

栗没有被国家列为重点保护植物，但它不仅是世界

上食用栗品种改良的重要遗传资源，而且在板栗起

源与进化研究中发挥了重要作用，对于世界板栗资

源保护和利用具有重要意义，是抗病、抗虫育种的重

要种质资源。从本研究结果来看，甘肃徽县和陕西

略阳居群遗传多样性最高，是保护和利用的重点；同

时，野板栗居群间产生了较大的遗传变异，遗传变异

的分布有一定的地域性，因此也要注意其他地区野

板栗的保护和利用。保护和挽救宝贵的栗属野生资

源，停止以损失野生资源为代价的板栗栽培品种高

接野板栗的野生栗改造法，充分挖掘当地资源优势，

开展多种选育方法的品种改良，成为栗属植物资源

保护、发展和可持续利用的当务之急。
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