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　 　 摘要:用 ９ 对 ＳＳＲ 特异性引物对 ７４ 份梨砧木种质资源进行遗传多样性分析ꎮ 结果表明:９ 对 ＳＳＲ 引物扩增得到 ５７ 个等

位基因ꎬ平均 ６􀆰 ３３ 个ꎬ可以区分除 Ｋ１１、Ｋ１２、杜梨 － １３ 和杜梨 － １６ 以外的 ７０ 份梨资源样本ꎮ 聚类分析结果表明ꎬ７４ 份样本的

相似系数变化范围为 ０􀆰 ４１ ~ １􀆰 ００ꎬ表现出较高的遗传多样性ꎮ 供试品种在相似系数 ０􀆰 ６７ 处被分为 ７ 大类群ꎬ与品种的系谱来

源和地理分布基本吻合ꎮ
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砧木对梨树生产非常重要ꎬ梨砧木一般具有抗

旱、抗寒、耐涝、耐盐碱和抗病虫等特性ꎬ可以增强接

穗品种对环境的适应能力ꎬ保持或改善其特有的生

物学特性和果实经济性状ꎬ因此ꎬ砧木被认为是果树

生产的基础ꎮ
我国梨分布区域广泛ꎬ在长期的栽培过程中ꎬ不

同地区往往形成不同的梨砧木类型ꎮ 东北和华北部

分地区ꎬ常用秋子梨(Ｐ. ｕｓｓｕｒｉｅｎｓｉｓ)为砧木嫁接秋子

梨或白梨系统的栽培品种ꎬ其抗寒、抗病虫力强ꎻ华
北、华东部分地区ꎬ多采用杜梨(Ｐ. ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ)作为

砧木ꎬ其特点是生长健壮ꎬ丰产ꎬ根系分布深ꎬ抗旱、
涝能力强ꎻ西北、新疆地区栽培品种多为白梨或新疆

梨系统ꎬ常用深根抗旱的木梨(Ｐ. ｘｅｒｏｐｈｉｌａ)、新疆梨

(Ｐ. ｓｉｎｋｉａｎｇｅｎｓｉｓ)或杏叶梨(Ｐ. ａｒｍｅｎｉａｃａｅｆｏｌｉａ)作砧

木ꎻ华东和中南地区ꎬ常用适生于温暖潮湿地区、生

势旺盛的豆梨(Ｐ. ｃｏｌｌｅｒｙａｎａ)为砧木ꎻ西南地区常用

川梨(Ｐ. ｐａｓｈｉａ)或滇梨(Ｐ. ｐｓｅｕｄｏｐａｓｈｉａ)作为梨砧

木[１]ꎮ 此外我国也曾尝试异属梨砧木选育ꎬ如尝试

用水栒子(Ｃｏｔｏｎｅａｓｔｅｒ ｍｕｌｔｉｆｌｏｒａ)和牛筋条(Ｄｉｃｈｏｔｏ￣
ｍａｎｔｈｕ ｓｔｒｉｓｔａｎｉａｅｃａｒｐａ)嫁接梨树[２]ꎬ但都不理想ꎬ此
外ꎬ人们还尝试用梨近缘属植物作中间砧ꎬ取得了较

好的效果ꎬ如河北邯郸曾以云南榅桲为基砧ꎬ哈代为

中间砧嫁接中国梨ꎬ表现出植株矮化、亲和性好、早
果高产等性状ꎬ适合梨密植栽培[３]ꎮ

国外梨生产上以西洋梨栽培为主ꎬ常用梨近

缘属植物榅桲作为西洋梨的砧木ꎬ并选育出很多

较好的品种ꎬ如英国东茂林实验站培育出的榅桲

Ａ、Ｂ、Ｃ 型和 Ｐｒｏｖｉｎｃｅｓ 砧木[４] ꎬ法国选育出的 Ｓｙｄｏ
等在生产上应用广泛ꎮ 除了榅桲系砧木外ꎬ梨属

砧木选育也取得很多进展ꎬ如 ２０ 世纪 ６０ 年代ꎬ美
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国俄勒冈州立大学选出 ９ 个矮化、半矮化、半乔化

的 ＯＨ × Ｆ 系列砧木[５] ꎻ法国选育出梨属矮化砧木

Ｂｒｏｓｓｉｅｒ 系与 Ｒｅｔｕｚｉｅｒｅ 系ꎻ德国育种学家从 Ｏｌｄ
Ｈｏｍｅ × Ｂｏｎｎｅ Ｌｏｕｉｓｅ ｄ′Ａｒｒａｎｃｈｅ 选育出矮化型砧

木 Ｐｙｒｏｄｗａｒｆ 等[６] ꎮ 我国是梨的原产地之一ꎬ梨砧

木种质资源丰富ꎬ但梨砧木品种选育起步较晚ꎬ育
成优良矮化砧木较少ꎮ 中国农业科学院果树研究

所姜淑苓等[７￣９] 从 ２０ 世纪 ８０ 年代初开展培育适

合我国梨树矮化密植栽培的梨属矮砧的研究工

作ꎬ从秋子梨和西洋梨系统的种间杂种后代中选

出 ＰＤＲ５４ 和 Ｓ１ ~ Ｓ６ 等 ７ 个梨属矮化砧木ꎬ其中已

经正式命名的中矮 １ 号、中矮 ２ 号和中矮 ３ 号砧木

表现出抗病、能促使品种矮化、早结果、早丰产的

优良特性ꎮ 继 Ｓ 系矮化砧木之后ꎬ山西省农科院

果树研究所李登科等[１０]在 １９８０ － １９８１ 年以久保、
身不知、朝鲜洋梨、二十世纪、菊水、象牙梨等 １０
多个具矮化倾向的品种(系)为亲本进行杂交ꎬ在
其杂种实生苗中选育出 Ｋ 系砧木ꎬＫ 系砧木在生

产上表现矮化、砧穗亲和性好、抗性强且能早期丰

产ꎬ提升果实品质等作用[１１] ꎮ 除了引进和选育的

砧木品种外ꎬ我国各地还存在较多的野生梨砧木资

源ꎬ由于这些野生砧木种质资源在自然界多实生繁

殖ꎬ以及不同区域间相互引种传播ꎬ导致各地的梨砧

木种质资源具有丰富的遗传多样性ꎬ因此ꎬ对梨砧木

和野生种质资源进行调查研究对进一步开展砧木育

种工作具有重要意义ꎮ
近年来ꎬ以 ＰＣＲ 为基础的 ＤＮＡ 标记技术被广

泛应用于梨种质资源遗传多样性的研究ꎮ 如范太伟

等[１２]、蔡丹英等[１３] 分别用 ＳＳＲ、ＡＦＬＰ 分子标记技

术对甘肃中部梨种质资源的遗传多样性进行了研

究ꎻ朱立武等[１４]用 ＡＦＬＰ 技术对安徽砀山酥梨自然

保护区梨种质资源进行了研究ꎬ表明其遗传多样性

非常丰富ꎻ曹玉芬等[１５]利用 ＳＳＲ 技术对白梨、砂梨、
秋子梨、西洋梨、新疆梨以及种间杂交类型共 ４１ 个

栽培品种进行了梨品种鉴别、遗传多样性以及亲缘

关系研究ꎻＬ. Ｂａｏ 等[１６￣１７] 利用 ＳＳＲ、ＡＦＬＰ 引物对亚

洲梨的遗传多样性和亲缘关系进行了研究ꎻ路娟

等[１８]利用 ８ 对 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记对 ４８ 份梨种质资源进

行遗传多样性研究ꎬ证明苹果的 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记在梨

上具有高度可转移性ꎬ可应用于梨属植物的资源评

价及遗传多样性研究ꎮ
目前ꎬ对梨种质资源的研究主要集中在栽培品

种上ꎬ关于梨砧木种质资源遗传多样性的研究相对

较少ꎮ 本研究运用 ＳＳＲ 分子标记技术ꎬ对 ７４ 份不

同来源的梨砧木品种及野生资源进行了遗传多样性

分析ꎬ以期为砧木新品种选育和种质资源保护等方

面提供更多的依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

７４ 份梨砧木资源采自青岛农业大学胶州基地

砧木种质资源圃及部分野生资源原生地(表 １)ꎮ
２０１１ 年 ４ 月 １６ 日采集梨幼嫩叶片ꎬ液氮处理后

－ ７０ ℃保存备用ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 基因组 ＤＮＡ 提取　 采用 ＴＩＡＮＧＥＮ 生化科

技有限公司的 ＴＰ￣３０５ 型离心柱式植物 ＤＮＡ 提取试

剂盒提取ꎮ 获得的 ＤＮＡ 模板经 １％ 琼脂糖凝胶电

泳和紫外分光光度计检测合格后ꎬ调节质量浓度至

２０ ｎｇ / μＬ 备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＳＳＲ￣ＰＣＲ 体系 　 ＳＳＲ 引物序列:ＳＳＲ 引物

参考已知序列[１９￣２５]ꎬ由上海英潍捷基生物技术有限

公司合成ꎮ 引物序列如表 ２ 所示ꎮ ＳＳＲ 反应体系:
采用 ２０ μＬ ＰＣＲ 体系ꎬ其中 １０ μＬ Ｄｒｅａｍ Ｔａｑ Ｇｒｅｅｎ
ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(２ × )ꎬ６ μＬ ｄｄＨ２Ｏꎬ２ μＬ ＤＮＡ 模板

(浓度约 ２０ ｎｇ / μＬ)ꎬ正反向引物各 １ μＬꎮ ＰＣＲ 扩

增程序:９４ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎꎬ９４ ℃ 变性 ４５ ｓꎬ４８ ~
５５ ℃退火 ４５ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ３７ 个循环ꎬ７２ ℃延

伸 １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 扩增结束后加入溴酚蓝指示剂

７ μＬꎬ９５ ℃变性 ５ ｍｉｎꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 电泳　 电泳分析使用 ６％ 聚丙烯酰胺凝胶

电泳ꎬ采用 １ × ＴＢＥ 作为电极缓冲液ꎮ 电泳条件为:
恒定电压 １６０ Ｖꎬ电流 １００ ｍＡꎬ预电泳 ３０ ｍｉｎꎮ 加入

变性后 ＰＣＲ 产物 ３ μＬꎬ电泳 ２ ｈꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 凝胶银染显色　 固定银染:电泳结束后将凝

胶放入染色液(１０％ 乙醇ꎬ１％ 乙酸ꎬ０􀆰 ２％ ＡｇＮＯ３ )
中轻摇 ３ ~ ５ ｍｉｎꎻ显色:将银染后凝胶用双蒸水快速

冲洗 ２ 遍后ꎬ放入显色液(１􀆰 ５％ ＮａＯＨꎬ０􀆰 ５％ 甲醛)
轻摇至条带显色后ꎬ用双蒸水漂洗ꎬ置于背景灯上拍

照记录ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 统计分析　 记录每个 ＳＳＲ 位点上重复性好

且清晰的条带ꎬ以 １ 和 ０ 分别代表等位基因的有

无ꎬ采用 ＵＰＧＭＡ 法利用软件 ＮＴＳＹＳ￣ｐｃ ２􀆰 １０ｅ[２６]

计算 ＳＭ 相似系数并进行聚类分析ꎮ 统计每对

ＳＳＲ 引物的扩增条带数和多态性条带数目ꎬ计算多

态率ꎮ

１９１１
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表 １　 供试品种

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｅａｒ ａｎｄ ｑｕｉｎｃｅ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ

序号

Ｃｏｄｅ
名称

Ｎａｍｅ
所属种或亲本

Ｓｐｅｃｉｅ / Ｐａｒｅｎｔａｇｅ
采集地点

Ｒｅｇｉｏｎ
序号

Ｃｏｄｅ
名称

Ｎａｍｅ
所属种或亲本

Ｓｐｅｃｉｅ / Ｐａｒｅｎｔａｇｅ
采集地点

Ｒｅｇｉｏｎ
１ Ｋ１ 久保、身不知等 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ３８ 豆梨 － ２ Ｐ. ｃｏｌｌｅｒｙａｎａ 青岛市惜福镇少山村

２ Ｋ２ 久保、身不知等 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ３９ 杜梨 － ５ Ｐ. ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ 山东省潍坊市临朐县

３ Ｋ３ 久保、身不知等 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ４０ 豆梨 － ３ Ｐ. ｃｏｌｌｅｒｙａｎａ 烟台市长岛县黑山岛

４ Ｋ４ 久保、身不知等 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ４１ 豆梨 － ４ Ｐ. ｃｏｌｌｅｒｙａｎａ 烟台市长岛县黑山岛

５ Ｋ５ 久保、身不知等 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ４２ 豆梨 － ５ Ｐ. ｃｏｌｌｅｒｙａｎａ 烟台莱阳市沐浴店镇

６ Ｋ６ 久保、身不知等 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ４３ 杜梨 － ６ Ｐ. ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ 龙口市七甲镇姜家沟村

７ Ｋ７ 久保、身不知等 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ４４ 杜梨 － ７ Ｐ. ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ 龙口市七甲镇姜家沟村

８ Ｋ８ 久保、身不知等 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ４５ 杜梨 － ８ Ｐ. ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ 河南省郑州市

９ Ｋ９ 久保、身不知等 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ４６ 杜梨 － ９ Ｐ. ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ 山东枣庄滕州市

１０ Ｋ１１ 久保、身不知等 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ４７ 杜梨 － １０ Ｐ. ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ 山东省聊城市冠县

１１ Ｋ１２ 久保、身不知等 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ４８ 杜梨 － １１ Ｐ. ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ 山东烟台莱阳市

１２ Ｋ１５ 久保、身不知等 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ４９ 杜梨 － １２ Ｐ. ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ 山东莱阳龙口市

１３ ＯＨ × Ｆ４０ Ｏｌｄ Ｈｏｍｅ ×Ｆａｒｍｉｎｇｄａｌｅ 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ５０ 豆梨 － ６ Ｐ. ｃｏｌｌｅｒｙａｎａ 青岛农业大学梨砧木种质资源圃

１４ ＯＨ × Ｆ５１ Ｏｌｄ Ｈｏｍｅ ×Ｆａｒｍｉｎｇｄａｌｅ 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ５１ 杏叶梨 － １ Ｐ. ａｒｍｅｎｉａｃａｅｆｏｌｉａ 青岛农业大学梨砧木种质资源圃

１５ ＯＨ × Ｆ７１ Ｏｌｄ Ｈｏｍｅ ×Ｆａｒｍｉｎｇｄａｌｅ 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ５２ 柳叶梨 － １ Ｐ. ｓａｌｉｃｉｆｏｌｉａ 青岛农业大学梨砧木种质资源圃

１６ ＯＨ × Ｆ８７ Ｏｌｄ Ｈｏｍｅ ×Ｆａｒｍｉｎｇｄａｌｅ 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ５３ 豆梨 － ７ Ｐ. ｃｏｌｌｅｒｙａｎａ 青岛市惜福镇少山村

１７ ＯＨ × Ｆ９７ Ｏｌｄ Ｈｏｍｅ ×Ｆａｒｍｉｎｇｄａｌｅ 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ５４ 豆梨 － ８ Ｐ. ｃｏｌｌｅｒｙａｎａ 青岛市惜福镇少山村

１８ ＯＨ × Ｆ３３３ Ｏｌｄ Ｈｏｍｅ ×Ｆａｒｍｉｎｇｄａｌｅ 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ５５ 杜梨 － １３ Ｐ. ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ 青岛市惜福镇少山村

１９ 中矮 １ 号 锦香梨(南果梨 ×巴梨) 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ５６ 杜梨 － １４ Ｐ. ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ 青岛市惜福镇少山村

２０ 中矮 ２ 号 香水梨 × 巴梨 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ５７ 杜梨 － １５ Ｐ. ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ 青岛市惜福镇少山村

２１ 中矮 ３ 号 锦香梨(南果梨 ×巴梨) 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ５８ 杜梨 － １６ Ｐ. ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ 青岛市惜福镇少山村

２２ 川梨 － １ Ｐ. ｐａｓｈｉａ 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ５９ 杜梨 － １７ Ｐ. ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ 青岛市惜福镇少山村

２３ 榲桲 － １ Ｃｙｄｏｎｌａｏｂｌｏｎｇａ Ｍｉｌｌｅｒ 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ６０ 杜梨 － １８ Ｐ. ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ 青岛市惜福镇少山村

２４ 榲桲 － ２ Ｃｙｄｏｎｌａｏ ｂｌｏｎｇａ Ｍｉｌｌｅｒ 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ６１ 杜梨 － １９ Ｐ. ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ 青岛市惜福镇少山村

２５ 榅桲 － ３ Ｃｙｄｏｎｌａｏ ｂｌｏｎｇａ Ｍｉｌｌｅｒ 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ６２ 豆梨 － ９ Ｐ. ｃｏｌｌｅｒｙａｎａ 济宁市泗张镇普峪口村

２６ 杜梨 － ２２ Ｐ. ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ６３ 豆梨 － １０ Ｐ. ｃｏｌｌｅｒｙａｎａ 济宁市泗张镇普峪口村

２７ 山梨 － １ Ｐ. ｕｓｓｕｒｉｅｎｓｉｓ 青岛农业大学梨砧木种质资源圃 ６４ 豆梨 － １１ Ｐ. ｃｏｌｌｅｒｙａｎａ 济宁市泗张镇普峪口村

２８ 砂梨 － １ Ｐ. ｓｅｒｏｔｉｎａ 云南省白族自治州 ６５ 砂梨 － ５ Ｐ. ｓｅｒｏｔｉｎａ 济宁市泗张镇普峪口村

２９ 山梨 － ２ Ｐ. ｕｓｓｕｒｉｅｎｓｉｓ 黑龙江省牡丹江市 ６６ 豆梨 － １２ Ｐ. ｃｏｌｌｅｒｙａｎａ 济宁市泗张镇普峪口村

３０ 杜梨 － １ Ｐ. ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ 淄博市沂源县南水沟村 ６７ 豆梨 － １３ Ｐ. ｃｏｌｌｅｒｙａｎａ 济宁市泗张镇普峪口村

３１ 砂梨 － ２ Ｐ. ｓｅｒｏｔｉｎａ 淄博市沂源县南水沟村 ６８ 杜梨 － ２０ Ｐ. ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ 济宁市泗张镇普峪口村

３２ 豆梨 － １ Ｐ. ｃｏｌｌｅｒｙａｎａ 淄博市沂源县南水沟村 ６９ 豆梨 － １４ Ｐ. ｃｏｌｌｅｒｙａｎａ 济宁市泗张镇普峪口村

３３ 砂梨 － ３ Ｐ. ｓｅｒｏｔｉｎａ 淄博市沂源县南水沟村 ７０ 豆梨 － １５ Ｐ. ｃｏｌｌｅｒｙａｎａ 临沂市平邑县天宝山林场

３４ 砂梨 － ４ Ｐ. ｓｅｒｏｔｉｎａ 淄博市沂源县南水沟村 ７１ 杜梨 － ２１ Ｐ. ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ 临沂市平邑县天宝山林场

３５ 杜梨 － ２ Ｐ. ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ 龙口市下丁家镇下孟家村 ７２ 豆梨 － １６ Ｐ. ｃｏｌｌｅｒｙａｎａ 青岛市惜福镇棉花山村

３６ 杜梨 － ３ Ｐ. ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ 龙口市下丁家镇下孟家村 ７３ 砂梨 － ６ Ｐ. ｓｅｒｏｔｉｎａ 青岛市惜福镇棉花山村

３７ 杜梨 － ４ Ｐ. ｂｅｔｕｌａｅｆｏｌｉａ 龙口市下丁家镇下孟家村 ７４ 豆梨 － １７ Ｐ. ｃｏｌｌｅｒｙａｎａ 山东省枣庄市市中区

表 ２　 引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
正向引物

Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ
反向引物

Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ
ＢＧＡ３５ ＡＧＡＧＧＧＡＧＡＡＡＧＧＣＧＡＴＴ ＧＣＴＴＣＡＴＣＡＣＣＧＴＣＴＧＣＴ
ＢＧＴ２３ｂ ＣＡＣＡＴＴＣＡＡＡＧＡＴＴＡＡＧＡＴ ＡＣＴＣＡＧＣＣＴＴＴＴＴＴＴＣＣＣＡＣ
ＮＨ０１５ａ ＴＴＧＴＧＣＣＣＴＴＴＴＴＣＣＴＡＣＣ ＣＴＴＴＧＡＴＧＴＴＡＣＣＣＣＴＴＧＣＴＧ
ＣＨ０２ｄ１０ｂ ＧＴＡＡＣＣＴＴＴＧＴＴＧＣＧＣＧＴＧ ＧＣＣＴＴＧＡＧＴＴＴＣＴＣＡＧＣＡＴＴＧ
ＣＨ０２ｈ１１ａ ＣＧＴＧＧＣＡＴＧＣＣＴＡＴＣＡＴＴＴＧ ＣＴＧＴＴＴＧＡＡＣＣＧＣＴＴＣＣＴＴＣ
ＣＨ０３ｃ０２ ＴＣＡＣＴＡＴＴＴＡＣＧＧＧＡＴＣＡＡＧＣＡ ＧＴＧＣＡＧＡＧＴＣＴＴＴＧＡＣＡＡＧＧＣ
ＣＨ０３ｄ１２ ＧＣＣＣＡＧＡＡＧＣＡＡＴＡＡＧＴＡＡＡＣＣ ＡＴＴＧＣＴＣＣＡＴＧＣＡＴＡＡＡＧＧＧ
ＣＨ０４ｈ０２ ＧＧＡＡＧＣＴＧＣＡＴＧＡＴＧＡＧＡＣＣ ＣＴＣＡＡＧＧＡＴＴＴＣＡＴＧＣＣＣＡＣ
ＣＨ０１ｇ０５ ＣＡＴＣＡＧＴＣＴＣＴＴＧＣＡＣＴＧＧＡＡＡ ＧＡＣＡＧＡＧＴＡＡＧＣＴＡＧＧＧＣＴＡＧＧＧ

２９１１



　 ６ 期 薛　 杨等:梨砧木种质资源的 ＳＳＲ 遗传多样性分析

２　 结果与分析

２􀆰 １　 引物筛选与多态性分析

以 ＤＮＡ ７、８、３１、３９、４０(表 １)为模板ꎬ对 ７５ 对

ＳＳＲ 引物进行筛选ꎬ其中 ５０ 对能得到清晰稳定的条

带ꎬ筛选率 ６６􀆰 ７％ ꎬ从 ５０ 对引物中选择条带清晰度

高、多态性好的 ９ 对引物(表 ２)对 ７４ 份梨砧木种质

资源进行扩增ꎬ所有引物都能扩增出清晰可辨的带

型(图 １)ꎮ 统计结果表明 ＳＳＲ 分析共检测出 ５７ 个

等位基因位点ꎬ平均每对引物 ６􀆰 ３３ 个位点ꎬ其中多

态性条带 ４９ 个ꎬ多态性比率为 ８６􀆰 ４％ ꎮ 不同引物

扩增的条带数差异较大ꎬ从 ３ ~ ９ 个不等ꎬ平均每对

引物能扩增出 ５􀆰 ４４ 个多态性条带ꎬ多态性比率在

６０％ ~１００％之间ꎬ平均多态率为 ８６􀆰 ４７％ (表 ３)ꎮ

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎻ１ ~ ３９:样本序号

Ｍ:Ｍａｒｋｅｒꎬ１￣３９:Ｓａｍｐｌｅ ｃｏｄｅ ｎｕｍｂｅｒ

图 １　 引物 ＢＧＴ２３ｂ 的 ＳＳＲ 扩增结果

Ｆｉｇ. １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ ＢＧＴ２３ｂ

表 ３　 ９ 对 ＳＳＲ 引物在 ７４ 份供试品种的扩增结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ７４ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｗｉｔｈ ９ ＳＳＲ ｐｒｉｍ￣
ｅｒ￣ｐａｉｒｓ

引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ
扩增带数

Ｎｏ. ｏｆ ｂａｎｄｓ

多态性条带数

Ｎｏ. ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ
ｂａｎｄｓ

多态率(％ )
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｂａｎｄｓ

ＢＧＡ３５ ５ ４ ８０􀆰 ００
ＢＧＴ２３ｂ ３ ３ １００􀆰 ００
ＮＨ０１５ａ ５ ５ １００􀆰 ００
ＣＨ０２ｄ１０ｂ １０ ９ ９０􀆰 ００
ＣＨ０２ｈ１１ａ ７ ６ ８５􀆰 ７１
ＣＨ０３ｃ０２ ５ ５ １００􀆰 ００
ＣＨ０３ｄ１２ ９ ９ １００􀆰 ００
ＣＨ０４ｈ０２ ８ ５ ６２􀆰 ５０
ＣＨ０１ｇ０５ ５ ３ ６０􀆰 ００
合计 Ｔｏｔａｌ ５７ ４９ ８５􀆰 ９６
平均 Ａｖｅｒａｇｅ ６􀆰 ３３ ５􀆰 ４４ ８５􀆰 ９６

２􀆰 ２　 梨砧木种质资源的聚类分析

用筛选出的 ９ 对引物对 ７４ 份梨 ＤＮＡ 进行扩

增ꎬ根据 ＳＳＲ 引物扩增数据ꎬ采用 ＵＰＧＭＡ 法聚类

得到的梨系统进化树(图 ２)ꎮ 聚类结果表明ꎬ９ 对

引物可以区分除 Ｋ１１、Ｋ１２、杜梨 － １３ 和杜梨 － １６
以外的 ７０ 份梨资源样本ꎮ 供试 ７４ 份样本的相似

系数变化范围为 ０􀆰 ４１ ~ １􀆰 ００ꎬ平均值为 ０􀆰 ６７ꎬ表
明供试样本遗传差异较大ꎬ遗传基础丰富ꎮ 其中ꎬ
豆梨 － ６ 与 Ｋ４、杜梨 － ５、杜梨 － １２ 以及川梨 － １
与 Ｋ３ 之间的相似系数最小ꎬ均为 ０􀆰 ４１ꎻＫ１１ 与

Ｋ１２ 以及杜梨 － １３ 与杜梨 － １６ 之间相似系数为

１􀆰 ００ꎮ 供试资源中相似系数小于 ０􀆰 ５０ 的组合有

８３ 个ꎬ占供试组合总数的 ２􀆰 ９９％ ꎻ相似系数大于

０􀆰 ５０ 的 组 合 有 ２６９２ 个ꎬ 占 供 试 组 合 总 数

的 ９７􀆰 ０１％ ꎮ
榅桲 － １、榅桲 － ２ 和榅桲 － ３ 为榅桲属植物ꎬ在

相似系数 ０􀆰 ５８ 处这 ３ 份资源与其他梨属资源分为

２ 大类群ꎬ显示了较远的遗传距离ꎬ同属类群Ⅰꎮ 在

相似系数 ０􀆰 ６７ 处又可将其余 ７１ 份样本分为 ６ 个类

群ꎬ类群Ⅱ包括柳叶梨 － １、杏叶梨 － １ 和山梨 － ２ꎬ
这 ３ 份样本与其他样本之间的相似系数变化范围为

０􀆰 ４１ ~ ０􀆰 ７３ꎬ平均 ０􀆰 ５７ꎬ显示了较低的遗传相似性ꎻ
类群Ⅲ包括 ５ 份资源ꎬ即 Ｋ７、山梨 － １、杜梨 － ２２、杜
梨 － ４ 和杜梨 － ８ꎬ这 ５ 份资源与其他资源之间的相

似系数变化范围为 ０􀆰 ４５ ~ ０􀆰 ７６ꎬ平均 ０􀆰 ６２ꎮ 类群Ⅳ
包括 ３ 份资源ꎬ砂梨 － １、砂梨 － ２ 和砂梨 － ３ꎬ这 ３
份资源与其他样本之间的相似系数变化范围为

０􀆰 ４５ ~ ０􀆰 ７３ꎬ平均 ０􀆰 ６０ꎬ显示了较远的遗传关系ꎬ砂
梨 － ２ 和砂梨 － ３、砂梨 － １ 之间的相似系数则达到

０􀆰 ８２ꎻ类群Ⅴ包括全部 ＯＨ × Ｆ 砧木和 Ｋ２、Ｋ３ꎬ共计

８ 个品种ꎬ其中 ＯＨ × Ｆ 自成一组ꎬＫ２ 与 Ｋ３ 分成一

组ꎬＫ２、Ｋ３ 与 ＯＨ × Ｆ 各资源之间的相似系数范围为

０􀆰 ６３ ~ ０􀆰 ８２ꎬ平均 ０􀆰 ７２ꎬ其他 Ｋ 系砧木之间的相似

系数范围为 ０􀆰 ６３ ~ ０􀆰 ８２ꎬ平均 ０􀆰 ７１ꎻ类群Ⅵ包括 ４２
份样本ꎬ其中包含中矮 １、２、３ 号砧木ꎬ以及绝大部分

野生杜梨、豆梨资源ꎬ其谱系关系较为复杂ꎬ但采集区

域较近的多份少山、普峪口资源聚类紧密ꎬ表现出了

与种质资源地理分布相吻合的趋势ꎬ其中杜梨 － １３
与杜梨 －１６ 相似系数为 １ꎬ可能是由于供试引物能检

测到的基因位点有限ꎬ或者是这两份资源拥有极为相

似乃至相同的遗传背景ꎻ类群Ⅶ包含 １０ 份资源ꎬ主要

由 Ｋ 系砧木组成ꎬ３ 份野生资源也包含在本组ꎮ
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图 ２　 基于 ＳＳＲ 分析的梨砧木种质资源的聚类图

Ｆｉｇ. ２　 Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｐｅａｒ ｒｏｏｔｓｔｏｃｋ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＳＳＲ ａｎａｌｙｓｉｓ

３　 讨论

ＳＳＲ 标记具有标记位点在基因组中分布多、多
态性高、共显性等特点ꎬ在连锁图谱构建、基因定位、
种质鉴定和遗传学分析中得到了广泛的应用[２７]ꎮ
ＳＳＲ 位点多态性是群体内遗传变异的测度ꎬ其大小

反映了群体内个体的均匀度ꎬ若数值大ꎬ表明遗传变

异大ꎬ反之ꎬ则群体的遗传变异就小[２８]ꎮ 本试验采

用优化的 ＳＳＲ 反应体系ꎬ筛选出的 ９ 对 ＳＳＲ 引物多

态性较好ꎬ在 ７４ 份梨砧木和野生资源样本中ꎬ扩增

出 ５７ 个条带ꎬ其中多态性条带 ４９ 条ꎬ多态性比率达

到 ８５􀆰 ９６％ ꎮ 但也有少数砧木不能完全被 ９ 对引物

区分开ꎬ如 Ｋ１１ 与 Ｋ１２ 之间、杜梨 － １３ 与杜梨 － １６
之间相似系数达到 １ꎬ原因可能是所检测的位点较

少ꎬ不能完全反映个别梨品种之间复杂的遗传多样

性ꎬ或者存在地理距离相近的野生资源拥有极为接

近甚至相同遗传背景的情况ꎬ需要进一步研究探讨ꎮ
聚类分析可以反映物种间遗传差异和亲缘关

系ꎮ 本试验中所有 ７４ 份砧木资源可以明显分为 ２
大类群ꎬ即梨属和榅桲属ꎬ反映了属间植物差异大ꎬ
亲缘关系较远ꎬ因此ꎬ榅桲作为梨的近缘属植物ꎬ虽
然在生产上也常被用来作西洋梨的砧木ꎬ但其与中

国梨品种存在嫁接不亲和性的问题ꎬ只能通过中间

砧与梨树嫁接[２９]ꎬ这就限制了其推广和应用ꎮ 在梨

属类群中大部分相同来源的品种和类型被聚到一

起ꎬ如 Ｋ 系砧木ꎬＯＨ × Ｆ 系砧木、中矮系列砧木等ꎻ
但 Ｋ 系砧木中也有例外ꎬ如 Ｋ２ 和 Ｋ３ 在类群Ⅴ中ꎬ
与 ＯＨ × Ｆ 砧木在一组ꎬＫ７ 在类群Ⅲꎬ与杜梨 － ２２
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等在一起ꎬＫ８ 和 Ｋ１５ 都在类群Ⅵꎬ与杜梨 － １０ 等聚

在一起ꎬ这可能与 Ｋ 系砧木的来源有关ꎬ因为 Ｋ 系

砧木本身就是从 ２９ 个杂交组合中选出的[１０]ꎬ其亲

本来源并不相同ꎮ 从聚类图中可以看出ꎬ大部分相

同地理来源的砧木也被聚在一起ꎬ如采自少山的 ７
份杜梨、３ 份豆梨资源等ꎬ说明地理起源比较近的品

种遗传背景也较为相似ꎬ这与路娟等[１８] 的结论基本

一致ꎮ 同样采自南水沟的砂梨 － ２ 和砂梨 － ３ 在类

群Ⅳ中ꎬ而砂梨 － ４ 在类群Ⅵꎬ说明即使在相似的生

态环境下ꎬ这些野生资源在长期驯化过程中ꎬ适应当

地环境或者与其他品种杂交ꎬ产生了丰富的遗传变

异ꎬ具有较高的遗传多态性ꎮ
本研究表明供试的 ７４ 份梨砧木和野生资源之

间的遗传相似系数ꎬ为梨砧木选育过程中科学组合

杂交亲本ꎬ提高育种效率奠定了理论基础ꎮ 本研究

筛选的部分 ＳＳＲ 引物组合对亲缘关系较近的梨属

资源多态性的检测能力还不是很强ꎬ可能与检测的

ＳＳＲ 位点数不足有关ꎬ因此有必要继续开发和筛选

多态性更高的梨 ＳＳＲ 引物ꎬ进一步提高其对近缘梨

属植物的检测能力ꎮ
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