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　 　 摘要：目前榆树已有的分子标记资源匮乏，无法满足榆树种质资源评价及分子标记辅助育种等相关研究需要。 本研究

对白榆叶片转录组数据进行 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 标记的检测和开发，检测引物在不同榆树资源中的可用性，并对不同榆树资源的多样

性进行分析。 本研究共检测到 ８８２８ 个精确型和 ５６９ 个复合型 ＳＳＲ 位点，ＳＳＲ 序列长度主要以 １０ ～ ２２ ｂｐ 的短序列为主。
ＳＳＲ 重复单元比例最大的为 Ａ ／ Ｔ（３３３０，４０ １８％ ），其次为 ＡＧ ／ ＣＴ（１２１１，１４ ６１％ ）和 ＡＡＧ ／ ＣＴＴ（５６８，６ ８５％ ）。 随机挑选

９０ 对 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 引物进行验证，有效扩增率为 ５１ １１％ （４６ 对），其中有 ６３ ０４％ 的引物（２９ 对）为高多态性引物，多态性信息

含量 ＰＩＣ 在 ０ ０５４ ～ ０ ６８３ 间变化，极大地丰富了榆树的 ＳＳＲ 引物资源。 聚类分析表明，绝大部分榆树无性系均按其起源

聚类，从侧面也证明了本研究开发的 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 引物的有效性。 本研究开发的 ＳＳＲ 引物可将绝大部分榆树资源进行区分，与
传统分类学相吻合，为榆科植物的分类提供了分子依据。
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简单序列重复（ＳＳＲ，ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔｓ）是
一类由不同核苷酸（１ ～ ６ 个）为重复单元组成的串

联重复序列［１⁃２］。 ＳＳＲ 因其两侧位点为相对保守的

单拷贝序列，具有较高的通用性，在生物系统进化、
种质资源评价、目标基因的标定及指纹图谱的绘制

等方面的研究发挥着重要作用。 根据来源可将 ＳＳＲ
分为基因组 ｇ⁃ＳＳＲ 和表达序列标签 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ。 由于

ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 来源于基因转录区域，因此 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 比

ｇ⁃ＳＳＲ 具有更高的通用性［３⁃４］。 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 的多态性

可能与基因的功能存在联系，可以更加准确地分析

不同物种间的遗传进化关系。 测序技术的发展极大

地提升了 ＥＳＴ 序列数据库的容量，已成为 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ
引物开发的重要来源。 目前，基于转录组 ＥＳＴ 序列

开发 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 标记的相关研究，在其他物种中已经

有大量报道［５⁃９］。
榆树为榆科（Ｕｌｍａｃｅａｅ）榆属（Ｕｌｍｕｓ Ｌ． ）植物，

是我国分布最为广泛和重要的树种之一。 榆树起源

演化历史悠久，是我国古老的乡土树种，是第三纪地

层的古老树种之一。 我国对榆树的研究较早，早在

西汉时期《范胜之书》中，就有关于榆树物候观察和

应用等方面的记载。 目前全世界大约有 ４０ 余种榆

树，主要分布在我国北部地区及苏联中亚、哈萨克斯

坦、外贝加尔、西伯利亚、蒙古、朝鲜等国家，是典型

的北温带落叶阔叶树种［１０⁃１１］。 榆树材质优良，具有

良好的耐旱、耐寒、耐盐碱和抗风能力，是生态环境

恶劣区最重要的保土、固沙的优良树种［１２］；同时由

于榆树枝叶繁茂、耐修剪，观赏性较高，被广泛用于

园林植物造型［１３⁃１４］。
近年来测序技术和生物信息学快速发展，转录

组测序已经成为科学研究的重要分析手段。 目前利

用转录组数据开发 ＳＳＲ 标记仍然是较为经济、高效

的 ＤＮＡ 分子标记开发策略，测序技术的发展极大地

提高了 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 引物的开发效率［１５⁃１７］。 然而，作为

第三纪后更早的古老树种之一，迄今为止，对榆科植

物的遗传学相关研究背景十分薄弱。 目前关于榆树

的研究还仅限于表型、生理学及少量的分子生物学

探讨，可供使用的分子标记严重匮乏，无法满足目

前研究需要。 而且关于榆科植物的分类一直是很

多分类学家争论的焦点，榆科植物的分类相对混

乱，尚无统一的定论。 到目前为止，未见任何关于

榆树 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 标记开发的相关报道。 本研究以白

榆（Ｕ． ｐｕｍｉｌａ Ｌ． ）叶片转录组测序数据为分析材

料，对 １ ｋｂ 以上 Ｕｎｉｇｅｎｅ 序列进行 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 标记的

开发，对 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 位点的组成、分布等基本特征进

行分析，并检测引物在不同榆树资源中的可用性，开
发榆树 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 引物，进一步为榆树种质资源评

价、连锁图谱构建等相关研究提供理论基础和指导。

１　 材料与方法

１ １　 试验材料

以正常生长的白榆为试验材料，分别采集不同

时期的新鲜叶片，提取 ＲＮＡ，检测合格后，送至北京

百迈克生物信息科技有限公司进行建库，采用

ＨｉＳｅｑ ２５００ 进行高通量测序。 本研究中各样品 Ｑ３０
碱基百分比均在 ９２ ０８％ 以上，测序质量较高，满足

后续试验要求。 组装后共获得 ６２９４５ 条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ，
其中长度在 １ ｋｂ 以上的 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 有 １７６２４ 条。

为了验证开发引物在不同类型榆树间的有效

性，本研究以榆属 ４ 个种 １ 个变种共 ３４ 个优良无性

系为验证材料，对筛选的 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 标记进行验证，
分别包括白榆 ７ 个（编号 Ｂ１ ～ Ｂ７）、裂叶榆（Ｕ． ｌａｃ⁃
ｉｎｉａｔａ （Ｔｒａｕｔｖ． ） Ｍａｙｒ． ） ２ 个（编号 Ｑ１ ～ Ｑ２）、黑榆

（Ｕ． ｄａｖｉｄｉａｎａ Ｐｌａｎｃｈ． ） ７ 个（编号 Ｈ１ ～ Ｈ７）、春榆

（Ｕ． ｄａｖｉｄｉａｎａ Ｐｌａｎｃｈ． ｖａｒ． ｊａｐｏｎｉｃａ （Ｒｅｈｄ． ） Ｎａｋａｉ）
１４ 个 （ 编号 Ｃ１ ～ Ｃ１４ ）、 大果榆 （ Ｕ． ｍａｃｒｏｃａｒｐａ
Ｈａｎｃｅ）４ 个（编号 Ｄ１ ～ Ｄ４）。 所有材料均采自张家

口黑龙山地区天然野生植株当年生枝的顶端嫩叶，
低温保存带回实验室，储藏于 － ７０ ℃冰箱，用于后

续 ＤＮＡ 提取及 ＳＳＲ 标记分析。
１ ２　 试验方法

１ ２ １　 植物 ＤＮＡ 的提取 　 采用改良 ＣＴＡＢ 法［１８］

提取所有榆树的总 ＤＮＡ，检测合格后，将所有样品

ＤＮＡ 统一稀释至 ３０ ｎｇ ／ μＬ，放入 － ７０ ℃冰箱中保

存备用。
１ ２ ２　 转录组 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 位点的筛选　 为保证序列

组装和后续分析的准确性，首先对测序原始数据进

行过滤，去除测序引物、接头等人工序列和质量值较

低的数据，得到高质量 Ｒｅａｄｓ。 经过测序质量控制，
共得到 ４０ ２５ Ｇｂ 干净数据 （ Ｃｌｅａｎ Ｄａｔａ），各样品

Ｑ３０ 碱基百分比均不小于 ９２ ０８％ ，测序质量较高，
满足后续试验要求。 采用 Ｔｒｉｎｉｔｙ 软件将测序 Ｒｅａｄｓ
进行拼接，得到 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ 和 Ｕｎｉｇｅｎｅ 序列。 使用
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ＭＩＳＡ［１９］程序（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｇｒｃ． ｉｋｐ⁃ｇａｔｅｒｓｌｅｂｅｎ． ｄｅ ／ ｍｉｓａ）
对 １ ｋｂ 以上 Ｕｎｉｇｅｎｅ 序列进行 ＳＳＲ 位点搜索，搜索

标准为：单核苷酸至六核苷酸最低重复次数分别为

１０、６、５、５、５、５ 次。 ＳＳＲ 引物设计采用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉ⁃
ｅｒ ５ 软件进行，引物长度设置在 １８ ～ ２５ ｂｐ 之间，
４０％ ～５５％的 ＧＣ 碱基含量，退火温度（Ｔｍ）在 ５５ ～
６５ ℃之间，且正向和反向引物退火温度之差在 ５ ℃
以内，ＰＣＲ 扩增产物大小在 １００ ～ ４００ ｂｐ 之间，引物

之间无引物二聚体和二级结构的出现。 所有 ＳＳＲ
引物均由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。
１ ２ ３　 引物筛选与 ＰＣＲ 扩增验证　 ＰＣＲ 反应采用

１０ μＬ 体系，各成分及比例如下：２ × Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
４ μＬ，正引物、反引物（１０ μｍｏｌ ／ Ｌ）各 ０ ５ μＬ，ＤＮＡ
模板 １ μＬ，去离子水 ４ μＬ。 ＰＣＲ 反应程序为：９５ ℃
预变性 ５ ｍｉｎ；９５ ℃ 变性 １ ｍｉｎ，５０ ～ ６０ ℃ 退火

１ ｍｉｎ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，３０ 个循环；７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎ，
４ ℃保存 ５ ｍｉｎ。 ＰＣＲ 反应采用 Ｂｉｏｍｅｔｅｒ 公司生产

的 ＴＧ 型 ＰＣＲ 循环仪，ＰＣＲ 产物用 ８％ 非变性聚丙

烯酰胺凝胶进行电泳分析。
１ ３　 统计与分析

统计所有 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 序列的 ＳＳＲ 出现频率和分

布规律，并分析 ＳＳＲ 位点的数量及类型。 对设计的

引物进行验证分析，将得到的扩增图谱进行 ２ 进制

编码，形成 ０ ／ １ 数据矩阵。 采用 ＰＩＣ Ｃａｌｃ ０ ６ 软件

计算各引物的多态性信息含量。 采用 ＤＰＳ ７ ０５ 和

ＭＥＧＡ ５ ０ 软件，计算不同榆树间的遗传距离并进

行聚类分析。 采用 ＰＯＰＧＥＮＥ３２ 软件对不同类群榆

树的多态性位点百分率（Ｐ）、Ｎｅｉ′ｓ 基因多样性（Ｈ）、
Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ 指数（ Ｉ）和有效等位基因数（Ｎｅ）等进行

遗传多样性数据计算和对比分析。

２　 结果与分析

２ １　 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 位点的数量与分布规律

通过 分 析 可 知， 在 １７６２４ 条 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ 序 列

３６６０９３８４ ｂｐ 长的序列中，总共检测到 ８２８８ 个精确

型 ＳＳＲ 和 ５６９ 个复合型 ＳＳＲ 位点，发生频率分别为

４７ ０３％和 ３ ２３％ （表 １）。 本研究中榆树的 ＳＳＲ 位

点类型丰富，单核苷酸至六核苷酸重复类型均存在。
对各组分数量分析表明，单核苷酸重复、三核苷酸重

复和二核苷酸重复类型的数量较多，占主导地位，３
种类型的 ＳＳＲ 位点总数占精确型全部位点的

９８ ９０％ ，说明榆树的 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 主要以单、二和三碱

基重复单元为主。

表 １　 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 引物检测结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＥＳＴ⁃ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒ

ＳＳＲ 检测结果 ＳＳＲ ｓｅａｒｃｈｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔ 数量 Ｎｕｍｂｅｒ

序列总数 Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ １７６２４

序列长度（ｂｐ）Ｔｏｔａｌ ｓｉｚｅ ｏｆ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ３６６０９３８４

ＳＳＲ 位点总数 Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ＳＳＲ ８２８８

包含 ＳＳＲ 序列数 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＳＳＲ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ５７８０

包含 １ 以上 ＳＳＲ 位点序列数 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ １ ＳＳＲ １６８９

复合 ＳＳＲ 位点数 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ＳＳＲ ｐｒｅｓｅｎｔ ｉｎ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ５６９

单核苷酸 Ｍｏｎｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ３３４４

二核苷酸 Ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ １９８７

三核苷酸 Ｔｒｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ２８６６

四核苷酸 Ｔｅｔｒａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ７６

五核苷酸 Ｐｅｎｔａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ １１

六核苷酸 Ｈｅｘａｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ４

２ ２　 转录组 ＳＳＲ 基序重复类型和频率特征

对所有精确型 ＳＳＲ 序列长度分析可知，榆树的

ＳＳＲ 序列长度在 １０ ～ ５０ ｂｐ 间变化，主要以 １０ ～
２２ ｂｐ 的短序列为主，占全部的 ９９ ４９％ （图 １），其
中 １５ ｂｐ 长度的 ＳＳＲ 数量最多，达到 ２５ ２９％ ，且主

要以三碱基重复单元为主。
２ ３　 ＳＳＲ 重复单元的组成分析

榆树转录组的精确型 ＳＳＲ 位点总共含有 １４２
种重复单元，重复单元种类最多的是三核苷酸重复

单元，共 ６０ 种，其余依次为四核苷酸（５１）、二核苷
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酸（１２）、五核苷酸（１１）、单核苷酸（４）和六核苷酸

（４）。 对所有重复单元的数量进行分析可知 （表

２），占比例最大的为 Ａ ／ Ｔ（３３３０，４０ １８％ ），其次为

ＡＧ ／ ＣＴ （ １２１１， １４ ６１％ ） 和 ＡＡＧ ／ ＣＴＴ （ ５６８，
６ ８５％ ）。 在二核苷酸重复单元中 ＡＣ ／ ＧＴ、ＡＧ ／ ＣＴ
和 ＡＴ ／ ＴＡ 占二核苷酸总数的 ９９ ８５％ 。 三核苷酸

重复单元以 ＡＡＧ ／ ＣＴＴ、ＡＡＣ ／ ＧＴＴ、ＡＡＴ ／ ＡＴＴ、ＡＧＣ ／
ＣＴＧ 和 ＡＴＣ ／ ＡＴＧ 为主，占所有三核苷酸重复单元

的 ７８ ７９％ 。 四核苷酸重复单元的类型较少，主要

以 ＡＡＡＣ ／ ＧＴＴＴ、ＡＡＡＴ ／ ＡＴＴＴ 和 ＡＡＡＧ ／ ＣＴＴＴ 重复

单元为主；五核苷酸和六核苷酸重复单元总共出现

１５ 次，出现次数最少。

图 １　 ＳＳＲ 序列长度分布

Ｆｉｇ １　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ＳＳＲ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｅｎｇｔｈ

表 ２　 不同 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 重复单元结构组成

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＥＳＴ⁃ＳＳＲ ｒｅｐｅａｔ ｕｎｉｔｓ

重复单元

Ｒｅｐｅａｔｓ

重复次数 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ

５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ ＞ １５

总数

Ｔｏｔａｌ

Ａ ／ Ｔ １２０８ ６３０ ４３５ ２９５ ２０６ ２１１ ３４５ ３３３０

Ｃ ／ Ｇ １０ ３ １ １４

ＡＣ ／ ＧＴ ８９ ５７ ４２ １４ １０ ５ １ ２１８

ＡＧ ／ ＣＴ ４７９ ２９８ １９１ １３９ ８９ １５ １２１１

ＡＴ ／ ＡＴ ２４９ １５２ ９０ ４６ １５ ３ ５５５

ＣＧ ／ ＣＧ １ １ １ ３

ＡＡＣ ／ ＧＴＴ ３３２ １５３ ２８ １ ５１４

ＡＡＧ ／ ＣＴＴ ３９１ １４４ ３２ １ ５６８

ＡＡＴ ／ ＡＴＴ ２６７ １４７ ２３ ４３７

ＡＣＣ ／ ＧＧＴ ９８ ２８ １７ １４３

ＡＣＧ ／ ＣＧＴ ５５ １３ ２ ７０

ＡＣＴ ／ ＡＧＴ ７７ ３４ １６ ２ １２９

ＡＧＣ ／ ＣＴＧ ２６４ １０９ １７ ２ ３９２

ＡＧＧ ／ ＣＣＴ １２３ ３８ １２ ２ １７５

ＡＴＣ ／ ＡＴＧ ２１７ ９４ ３４ ２ ３４７

ＣＣＧ ／ ＣＧＧ ６１ ２４ ５ １ ９１

其他 Ｏｔｈｅｒ ７２ １５ ２ １ １ ９１

总计 Ｔｏｔａｌ １９５７ １６１６ ６９６ ３３５ ２００ １３３４ ６５６ ４３７ ２９５ ２０６ ２１１ ３４５ ８２８８
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２ ４　 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 引物验证分析

为了验证本研究开发引物的有效性，根据 ＳＳＲ
信息随机挑选 ９０ 对 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 引物对不同的榆树资

源进行验证分析。 通过分析最终有 ４６ 对引物能够

扩增出预期大小的条带，有效扩增率为 ５１ １１％ 。
图 ２ 分别为引物 Ｏ１３ 和 Ｏ２４ 对 ３４ 个榆树品种的扩

增结果，由图可知，不同引物的扩增结果存在较大差

异，即不同引物的效率值不同。

从左到右依次为春榆（Ｃ１ ～ Ｃ１４）、白榆（Ｂ１ ～ Ｂ７）、裂叶榆（Ｑ１ ～ Ｑ２）、黑榆（Ｈ１ ～ Ｈ７）和大果榆（Ｄ１ ～ Ｄ４）
Ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ ｗｅｒｅ Ｕｌｍｕｓ ｄａｖｉｄｉａｎａ ｖａｒ． ｊａｐｏｎｉｃａ（Ｒｅｈｄ． ） Ｎａｋａｉ （Ｃ１⁃Ｃ１４），Ｕｌｍｕｓ ｐｕｍｉｌａ （Ｂ１⁃Ｂ７），Ｕｌｍｕｓ ｌａｃｉｎｉａｔａ （Ｔｒａｕｔｖ． ） （Ｑ１⁃Ｑ２），

Ｕｌｍｕｓ ｄａｖｉｄｉａｎａ （Ｈ１⁃Ｈ７），Ｕｌｍｕｓ ｍａｃｒｏｃａｒｐａ（Ｄ１⁃Ｄ４）

图 ２　 引物 Ｏ１３、Ｏ２４ 对所有榆树品种的扩增结果

Ｆｉｇ ２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｌｌ ｅｌｍ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ Ｏ１３ ａｎｄ Ｏ２４

２ ５　 引物多态性分析

对所有引物扩增结果进行统计 分 析 可 知

（表 ３），４６ 对引物总共扩增出 １１０ 个条带。 不同引

物的扩增总条带数在 １ ～ ６ 个间变化，平均为 ２ ３９
个，引物 Ｊ１４ 最多（６ 个）。 多态性条带数在 ０ ～ ６ 个

间变化，其中有 １７ 对引物（３６ ９６％ ）为非多态性，
说明这些位点所在的基因相对保守，变异程度较低。
各引物的多态性信息含量 ＰＩＣ 在 ０ ０５４ ～ ０ ６８３ 间

变化，引物 Ｏ１９ 最低，引物 Ｏ３ 最高，整体多态性水

平较低。

表 ３　 不同引物在榆树中的扩增结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｉｍｅｒｓ ｉｎ ｅｌｍｓ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

正向引物序列

Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
（５′⁃３′）

反向引物序列

Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
（５′⁃３′）

重复单元

Ｒｅｐｅａｔ ｕｎｉｔ

扩增带数

Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｂａｎｄｓ

多态性

带数

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ

ｂａｎｄｓ

多态性

信息含量

ＰＩＣ

Ｊ１ ＣＧＴＡＡＣＣＴＴＣＴＴＣＡＣＧＣＣＴＣ ＡＴＡＧＧＧＧＡＣＡＡＡＡＴＣＧＡＧＧＧ （ＴＴＣ） ６ ３ ３ ０ ５６６

Ｊ５ ＴＧＴＧＣＴＴＴＴＧＴＴＴＧＡＧＧＣＴＧ ＡＡＧＡＡＧＧＧＡＧＣＡＡＡＧＡＡＧＧＣ （ＧＣＣ） ７ ２ １ ０ ３６９

Ｊ６ ＡＧＡＡＡＴＧＧＧＧＴＴＴＴＧＣＴＧＴＧ ＧＣＡＧＡＡＧＡＧＣＴＴＴＧＧＧＴＴＴＧ （ＴＴＣ） ６ ３ ３ ０ ５２４

Ｊ７ ＴＧＡＡＡＧＴＧＧＣＡＡＡＧＧＴＡＧＧＧ ＴＣＧＴＴＣＴＡＣＧＧＣＡＡＡＧＡＴＧＡ （ＴＴＡ） ６ ４ ４ ０ ４７７

Ｊ９ ＴＡＣＣＣＴＴＣＣＴＣＡＡＣＴＣＡＧＣＧ ＡＣＡＣＣＣＡＣＡＴＣＧＴＴＴＴＣＣＴＣ （ＴＣ） ６ １ ０ —

Ｊ１０ ＡＣＣＣＴＣＴＣＴＣＣＧＧＴＧＣＴＡＡＴ ＡＧＣＣＧＡＴＴＣＣＣＴＧＡＡＡＴＴＣＴ （ＡＡＧ） ６ １ ０ —

Ｊ１１ ＣＣＴＣＡＴＣＴＧＣＣＴＴＧＴＴＧＧＡＴ ＧＴＧＧＡＴＡＧＡＧＴＧＧＴＣＧＣＣＡＴ （ＴＣＴ） ６ １ ０ —
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表 ３（续）

引物

Ｐｒｉｍｅｒ

正向引物序列

Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
（５′⁃３′）

反向引物序列

Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
（５′⁃３′）

重复单元

Ｒｅｐｅａｔ ｕｎｉｔ

扩增带数

Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｂａｎｄｓ

多态性

带数

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ

ｂａｎｄｓ

多态性

信息含量

ＰＩＣ

Ｊ１２ ＡＧＧＡＡＴＧＡＡＣＴＣＣＴＣＧＣＴＣＡ ＡＧＧＡＧＡＧＧＧＣＡＴＣＡＣＣＴＴＴＴ （ＣＴＴ） ５ ３ ２ ０ ２７７

Ｊ１３ ＣＴＴＡＴＣＴＧＣＴＴＧＧＣＣＡＣＣＡＴ ＴＣＴＣＴＣＴＣＣＣＴＣＣＣＴＴＣＣＴＣ （ＧＡＴ） ７ ４ ３ ０ ２２５

Ｊ１４ ＣＡＣＡＴＴＣＴＡＡＴＴＧＡＡＴＣＧＣＣＡ ＣＧＣＣＡＴＧＴＣＣＧＴＡＡＣＣＴＡＴＣ （Ａ） １５
∗（Ｔ） １０ ６ ６ ０ ４５８

Ｊ１５ ＴＧＧＡＴＡＡＡＧＧＴＣＧＧＡＡＡＡＣＧ ＧＧＡＧＡＧＧＣＧＴＣＴＣＡＡＧＴＧＴＣ （ＡＧＡ） ６ ４ ４ ０ ２３２

Ｊ１６ ＧＧＡＧＡＣＧＡＴＧＡＴＡＣＧＧＡＧＧＡ ＣＴＣＴＴＧＧＡＣＴＣＣＣＴＣＡＣＡＧＣ （ＧＧＣ） ５ ３ ３ ０ ４

Ｊ１７ ＧＡＣＧＴＣＧＴＣＴＧＧＧＡＡＡＡＴＧＴ ＣＴＣＧＡＡＧＡＡＣＴＧＧＡＣＧＡＡＧＧ （ＴＣＣ） ６ ３ ３ ０ ３９７

Ｊ１８ ＴＴＣＡＴＴＴＧＧＧＣＡＡＴＣＡＴＣＡＡ ＴＣＣＣＡＡＡＣＴＣＡＣＡＡＧＧＧＡＡＧ （ＡＴＡＧ） ６ １ ０ —

Ｊ２０ ＡＡＣＴＧＧＧＣＣＡＡＣＡＧＴＴＴＣＡＧ ＧＡＡＧＣＴＧＧＴＧＴＴＧＧＧＡＧＴＧＴ （ＡＴＣ） ５ １ ０ —

Ｊ２１ ＣＣＣＡＴＴＴＣＡＧＧＧＡＴＡＣＣＧＡＴ ＧＧＣＴＧＣＣＡＴＴＴＴＧＴＴＧＴＴＴＴ （ＧＣＴ） ５ １ ０ —

Ｊ２２ ＣＣＡＴＣＡＡＡＧＧＣＡＴＴＡＡＴＴＴＴＣＣ ＴＣＣＡＡＧＣＧＧＡＧＣＴＡＧＡＡＡＡＧ （ＴＣＴ） ７ １ ０ —

Ｊ２４ ＧＣＴＴＴＣＣＡＡＧＧＡＡＧＡＴＧＣＡＡ ＧＧＣＡＡＡＣＧＣＴＴＡＣＧＡＡＡＡＧＡ （ＡＴ） ７ １ ０ —

Ｊ２５ ＡＣＡＣＡＴＣＡＡＴＴＣＴＣＧＧＧＣＴＣ ＡＡＴＡＧＣＧＧＣＡＴＣＡＡＡＡＡＴＧＣ （Ａ） １１
∗（Ｔ） １０ １ ０ —

Ｆ１ ＧＧＣＡＡＡＣＧＡＴＴＴＧＡＡＣＡＣＴＴＧ ＡＴＣＧＧＡＧＣＴＧＡＡＧＡＡＣＡＡＧＣ （ＡＡＴ） ５ ３ ３ ０ ３３６

Ｆ３ ＴＣＣＴＴＴＣＧＡＴＴＧＧＴＣＴＧＡＣＡ ＴＴＴＴＧＧＧＧＴＣＡＴＡＴＴＣＡＧＣＣ （ＴＴＧ） ５ ２ ２ ０ ３７

Ｆ６ ＴＧＴＧＴＧＴＧＡＧＴＧＴＧＣＴＴＧＧＡ ＴＣＴＴＧＣＡＡＡＣＡＣＧＧＡＡＴＧＡＡ （ＣＴ） ６ ２ １ ０ ３１１

Ｆ７ ＡＧＣＡＧＣＡＣＣＡＡＣＡＡＣＡＡＣＡＧ ＴＣＧＴＧＡＡＧＴＴＧＧＣＴＴＣＡＡＴＧ （ＡＧＧ） ５ １ ０ —

Ｆ８ ＧＧＡＡＡＧＧＣＣＧＣＴＴＴＡＴＴＴＣＴ ＡＧＡＣＧＣＴＴＣＧＡＧＡＧＣＴＴＧＡＧ （ＣＴＴ） ５ １ ０ —

Ｆ９ ＴＴＴＣＣＣＧＴＡＣＡＡＡＧＴＴＴＧＣＣ ＧＣＴＣＣＡＴＴＧＴＣＡＡＧＣＡＡＣＡＡ （ＡＧ） ７ ３ ３ ０ ２５７

Ｆ１０ ＴＣＧＡＴＴＴＣＣＧＧＴＴＴＧＣＴＡＧＴ ＡＴＴＡＧＣＣＴＴＴＧＧＧＡＡＧＣＣＡＴ （ＴＴＣ） ５ ４ ４ ０ ５４９

Ｆ１２ ＴＧＧＴＣＡＡＧＧＧＧＡＡＣＡＡＡＣＴＣ ＣＣＡＣＣＡＴＡＡＧＣＡＣＣＡＣＣＴＣＴ （ＴＧＧ） ７ ３ ２ ０ １４６

Ｆ１４ ＧＧＴＡＧＧＧＡＡＣＣＧＡＡＧＴＡＧＣＣ ＧＣＣＡＴＧＴＡＴＴＧＧＧＧＡＧＡＡＧＡ （ＧＡＡ） ５ １ ０ —

Ｆ１７ ＧＧＡＧＧＴＧＧＧＡＣＴＧＣＴＡＡＴＧＡ ＴＡＣＣＧＧＴＧＣＣＴＡＡＴＣＣＡＧＡＣ （ＣＡＡ） ５ ２ １ ０ １７１

Ｆ１９ ＴＧＧＴＣＣＴＧＧＣＴＡＣＴＣＴＧＡＣＣ ＴＣＣＡＴＡＧＡＧＧＡＧＴＡＴＧＧＣＣＧ （ＣＣＴ） ６ ４ ４ ０ ５２４

Ｆ２０ ＡＧＡＴＧＧＡＴＣＡＡＣＣＴＧＴＴＣＧＧ ＴＣＡＴＡＴＡＡＡＧＣＴＣＣＡＡＡＡＣＣＡＴＧＡ （ＧＡＡ） ５ ２ １ ０ ３６１

Ｆ２２ ＣＧＴＴＣＣＡＴＣＡＣＡＡＴＴＴＣＣＡＡ ＣＧＴＴＴＴＴＣＴＣＴＣＴＴＧＴＣＧＣＣ （ＴＴＧ）５
∗（ＴＧＣ）５ １ ０ —

Ｆ２３ ＴＴＣＣＡＴＣＡＡＧＧＣＡＡＣＡＡＣＡＡ ＡＴＧＡＴＣＡＣＣＡＧＣＴＣＣＴＣＣＡＧ （ＣＡＡ） ６ １ ０ —

Ｆ２５ ＧＡＡＧＧＣＡＧＡＧＧＡＣＣＡＡＧＡＧＡ ＴＧＧＡＴＴＴＧＧＧＴＴＧＴＧＴＧＣＴＡ （ＡＴＴＴ） ５ ２ １ ０ １９９

Ｏ２ ＡＡＴＴＴＣＣＣＡＴＴＴＣＣＧＴＣＣＴＣ ＡＧＧＧＡＡＡＡＣＡＧＣＧＡＡＧＡＡＣＡ （ＴＣ） ６ ２ ２ ０ １４１

Ｏ３ ＡＡＡＧＣＴＣＡＡＡＣＣＣＡＡＡＧＣＡＡ ＣＡＡＣＴＧＣＡＴＴＧＡＡＧＡＧＧＣＡＡ （ＣＴ） ８ ５ ５ ０ ６８３

Ｏ８ ＧＣＣＣＴＧＣＡＡＣＴＧＡＡＣＴＴＣＴＣ ＧＣＡＡＡＧＧＧＴＧＧＡＣＣＴＧＴＡＡＡ （ＧＣＣ） ６ ３ ３ ０ ３３３

Ｏ１０ ＡＧＡＡＧＡＡＣＣＧＣＣＴＴＴＧＧＡＴＴ ＴＧＧＡＧＴＣＣＡＡＡＡＣＡＡＣＡＡＡＡＡ （Ｔ） １２
∗（Ｔ） １０ ３ ３ ０ ４５５

Ｏ１１ ＡＴＴＴＴＣＣＣＡＡＴＧＧＡＡＡＧＣＴＧ ＴＴＧＡＡＡＡＴＣＴＴＧＣＣＡＡＴＣＣＣ （ＣＡＡＡＡ） ５ ４ ４ ０ ５１５

Ｏ１３ ＡＴＴＣＣＣＡＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡＧＡＡ ＴＴＧＡＧＣＣＡＡＡＡＡＧＡＡＡＡＡＧＣＡ （ＴＧ） ６ ４ ４ ０ ６０８

Ｏ１７ ＣＣＧＣＣＧＴＧＡＡＡＧＣＴＡＣＴＡＴＴ ＡＣＣＧＧＡＴＴＣＣＴＣＴＴＣＴＴＣＧＴ （ＣＧＧ） ６ ４ ３ ０ ４１７

Ｏ１９ ＣＡＣＣＣＣＴＴＴＧＴＴＧＡＡＡＧＣＡＴ ＴＧＣＴＴＣＴＣＴＴＣＴＣＣＣＡＧＧＡＡ （ＣＴ） ８ ２ １ ０ ０５４

Ｏ２１ ＡＡＡＴＣＴＴＡＧＧＣＣＴＴＣＴＣＣＣＧ ＴＣＡＡＧＧＡＧＡＴＣＧＡＡＡＣＣＡＣＣ （ＡＡＴ） ６ １ ０ —

Ｏ２４ ＣＣＴＣＧＴＣＣＴＣＴＴＣＧＴＡＧＴＣＧ ＧＣＴＣＡＣＡＣＣＣＡＣＣＧＴＡＡＴＣＴ （ＧＣＧ） ５ ３ ２ ０ ４５

Ｏ２０ ＣＡＡＡＧＡＧＡＧＣＴＣＡＴＣＣＣＴＧＣ ＧＣＣＴＡＧＣＣＴＣＴＴＴＴＴＧＴＣＣＣ （ＴＣＴ） ６ ２ ０ ０ ３７５

Ｏ２５ ＣＡＴＧＧＡＣＧＡＴＧＴＣＴＧＡＴＴＧＡ ＧＣＧＡＡＴＴＧＧＡＣＧＡＴＴＴＧＴＴＴ （ＴＡ） ７ １ ０ —
∗表示为复合型 ＳＳＲ 位点
∗Ｍｅａｎｓ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ＳＳＲ ｌｏｃｉ
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　 １ 期 左力辉等：榆树转录组 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 引物开发及遗传多样性分析

２ ６　 不同群体遗传多样性对比分析

通过分析可知，黑龙山地区不同榆树类群的遗

传多样性存在较大差异（表 ４）。 不同榆树类群多态

性位点百分比在 ２７ ５９％ ～ ７９ ３１％ 间变化，春榆和

黑榆较高，裂叶榆最低。 不同类群观测等位基因数

Ｎａ同样为春榆和黑榆最高（均为 ２ １０３４），裂叶榆最

低（１ ２７５９）。 有效等位基因数 Ｎｅ、Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ 指数

Ｉ、Ｎｅｉ′ｓ 基因多样性 Ｈ、总体期望杂合度 Ｈｅ均为黑榆

最高，裂叶榆最低。 观测杂合度 Ｈｏ 为春榆最高

（０ ３３５０），裂叶榆最低（０ ２０６９）。 研究表明，黑龙

山调查范围内，春榆和黑榆的遗传多样性较高，裂叶

榆的遗传多样性较低。

表 ４　 不同榆树类群遗传多样性分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｌｍ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

类群 Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ Ｐ（％ ） Ｎａ Ｎｅ Ｉ Ｈ Ｈｏ Ｈｅ

春榆 Ｕ． ｄａｖｉｄｉａｎａ Ｐｌａｎｃｈ． ｖａｒ． ｊａｐｏｎｉｃａ （Ｒｅｈｄ． ） Ｎａｋａｉ ７５ ８６ ２ １０３４ １ ５２９６ ０ ４３９０ ０ ２７４５ ０ ３３５０ ０ ２８４７

白榆 Ｕ． ｐｕｍｉｌａ Ｌ． ６８ ９７ １ ８６２１ １ ４９０８ ０ ４１０８ ０ ２５９０ ０ ２７５９ ０ ２７８９

裂叶榆 Ｕ． ｌａｃｉｎｉａｔａ （Ｔｒａｕｔｖ． ） Ｍａｙｒ． ２７ ５９ １ ２７５９ １ ２４８３ ０ １８２２ ０ １２９３ ０ ２０６９ ０ １７２４

黑榆 Ｕ． ｄａｖｉｄｉａｎａ Ｐｌａｎｃｈ． ７９ ３１ ２ １０３４ １ ６５７５ ０ ５０１８ ０ ３０８２ ０ ３００５ ０ ３３１９

大果榆 Ｕ． ｍａｃｒｏｃａｒｐａ Ｈａｎｃｅ ５８ ６２ １ ７５８６ １ ５４１４ ０ ４１３１ ０ ２７０５ ０ ３２７６ ０ ３０９１

Ｐ：多态性位点百分比；Ｎａ：观测等位基因数；Ｎｅ：有效等位基因数；Ｉ：香农指数；Ｈ：Ｎｅｉ′ｓ 基因多样性；Ｈｏ：观测杂合度；Ｈｅ：期望杂合度，下同

Ｐ：Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｌｏｃｉ，Ｎａ：Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｌｌｅｌｅ ｎｕｍｂｅｒ，Ｎｅ：Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓ，Ｉ：Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ ｉｎｄｅｘ，Ｈ：Ｎｅｉ′ｓ ｇｅｎｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈｏ：Ｏｂｓｅｒｖｅｄ
ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ，Ｈｅ：Ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ，ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ

２ ７　 基因位点多样度及遗传结构分析

对所有多态性位点的遗传多样度及遗传结构分

析可知（表 ５），不同位点的观测杂合度 Ｈｏ存在较大

差异，变化范围为 ０ ～ ０ ９４１２，位点 Ｊ１ 最低，Ｊ１７ 最

高。 不同位点的总体期望杂合度 Ｈｅ 变化范围为

０ ０５７９ ～ ０ ７０３７，Ｏ１９ 位点最低，Ｏ３ 位点最高。 不

同位点的 Ｎｅｉ′ｓ 基因多样性 Ｈ 变化范围为 ０ ０５７１ ～
０ ６９３３，Ｏ１９ 最低，Ｏ３ 最高，所有位点整体多样度较

低，平均仅为 ０ ３８７６，这也是 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 位点多态性

信息含量 ＰＩＣ 值较低的主要原因。

表 ５　 不同位点杂合度与基因多样度分析

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ ａｎｄ ｇｅｎｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｃｉ

位点

Ｌｏｃｕｓ
Ｈｏ Ｈｅ Ｈ Ａｖｅ＿Ｈｅ

位点

Ｌｏｃｕｓ
Ｈｏ Ｈｅ Ｈ Ａｖｅ＿Ｈｅ

Ｏ２ ０ ０５８８ ０ １１２４ ０ １１０７ ０ １２０３ Ｊ１４ ０ ２９４１ ０ ４４５６ ０ ４３９０ ０ ２２７０

Ｏ３ ０ ０８８２ ０ ７０３７ ０ ６９３３ ０ ３７３０ Ｊ１５ ０ ０８８２ ０ １９４５ ０ １９１６ ０ ２４２７

Ｏ８ ０ ０２９４ ０ ３６４８ ０ ３５９４ ０ １０９７ Ｊ１６ ０ ０８８２ ０ ３８２４ ０ ３７６７ ０ １７５４

Ｏ１０ ０ １４７１ ０ ６３６１ ０ ６２６７ ０ ３１３６ Ｊ１７ ０ ９４１２ ０ ５２１１ ０ ５１３４ ０ ５１０６

Ｏ１１ ０ １７６５ ０ ５０３５ ０ ４９６１ ０ ３４７６ Ｆ１ ０ ２３５３ ０ ３４９４ ０ ３４４３ ０ １４６９

Ｏ１３ ０ ３８２４ ０ ５７３７ ０ ５６５３ ０ ３８９３ Ｆ３ ０ ０２９４ ０ ４９６５ ０ ４８９２ ０ １４４４

Ｏ１７ ０ ８５２９ ０ ５２０６ ０ ５１３０ ０ ４８３７ Ｆ６ ０ ３５２９ ０ ２９５０ ０ ２９０７ ０ １２１９

Ｏ２４ ０ ７６４７ ０ ５１８０ ０ ５１０４ ０ ３９０３ Ｆ９ ０ ０８８２ ０ １９１８ ０ １８９０ ０ １２０４

Ｏ１９ ０ ０５８８ ０ ０５７９ ０ ０５７１ ０ ０７０３ Ｆ１０ ０ ６１７６ ０ ６２７３ ０ ６１８１ ０ ４１０２

Ｊ１ ０ ０ ６５１４ ０ ６４１９ ０ ２３０６ Ｆ１２ ０ ０８８２ ０ ０８６５ ０ ０８５２ ０ １０６２

Ｊ５ ０ ７３５３ ０ ４７１９ ０ ４６５０ ０ ３６６８ Ｆ１７ ０ １１７６ ０ １１２４ ０ １１０７ ０ １０００

Ｊ６ ０ １１７６ ０ ５７３７ ０ ５６５３ ０ ０７６０ Ｆ１９ ０ ９１１８ ０ ６０９３ ０ ６００３ ０ ５６１４

Ｊ７ ０ ５２９４ ０ ５０１３ ０ ４９３９ ０ ３２４４ Ｆ２０ ０ ６１７６ ０ ４３３３ ０ ４２６９ ０ ２８３２

Ｊ１２ ０ ２０５９ ０ １９２７ ０ １８９９ ０ ２１４３ Ｆ２３ ０ １４７１ ０ １３８３ ０ １３６２ ０ １０７７

Ｊ１３ ０ １４７１ ０ １４１８ ０ １３９７ ０ １３３０ 平均 Ｍｅａｎ ０ ３０７３ ０ ３９３３ ０ ３８７６ ０ ２４８３

Ａｖｅ＿Ｈｅ：平均期望杂合度

Ａｖｅ＿Ｈｅ：Ａｖｅｒａｇｅ ｅｘｐｅｃｔｅｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ
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遗传一致度与遗传距离分析表明（表 ６），不同

榆树间的遗传距离在 ０ １１７０ ～ ０ ４５６６ 间变化，白榆

和黑榆间遗传距离最近，春榆和大果榆间的遗传距

离最远。 遗传距离矩阵结果表明，白榆、黑榆和春榆

间的遗传关系较近，而裂叶榆和大果榆与其他榆树

亲缘关系较远。

表 ６　 不同榆树类群遗传一致度（上三角）与遗传距离（下三角）
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｎｅｉ′ｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｔｉｅｓ（ｕｐｐｅｒ ｔｒｉａｎｇｕｌａｒ） ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅｓ（ ｌｏｗｅｒ ｔｒｉａｎｇｌｅ） ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｌｍ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

类群

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

春榆 Ｕ． ｄａｖｉｄｉａｎａ
Ｐｌａｎｃｈ． ｖａｒ．
ｊａｐｏｎｉｃａ

（Ｒｅｈｄ． ） Ｎａｋａｉ

白榆

Ｕ． ｐｕｍｉｌａ Ｌ．

裂叶榆

Ｕ． ｌａｃｉｎｉａｔａ
（Ｔｒａｕｔｖ． ）
Ｍａｙｒ．

黑榆

Ｕ． ｄａｖｉｄｉａｎａ
Ｐｌａｎｃｈ．

大果榆

Ｕ． ｍａｃｒｏｃａｒｐａ
Ｈａｎｃｅ

春榆 Ｕ． ｄａｖｉｄｉａｎａ Ｐｌａｎｃｈ． ｖａｒ． ｊａｐｏｎｉｃａ （Ｒｅｈｄ． ） Ｎａｋａｉ ０ ８５６５ ０ ６９７４ ０ ８５９９ ０ ６３３４

白榆 Ｕ． ｐｕｍｉｌａ Ｌ． ０ １５４９ ０ ６８１７ ０ ８８９６ ０ ７０４２

裂叶榆 Ｕ． ｌａｃｉｎｉａｔａ （Ｔｒａｕｔｖ． ） Ｍａｙｒ． ０ ３６０４ ０ ３８３２ ０ ７６９９ ０ ６４２１

黑榆 Ｕ． ｄａｖｉｄｉａｎａ Ｐｌａｎｃｈ． ０ １５０９ ０ １１７０ ０ ２６１６ ０ ７６３３

大果榆 Ｕ． ｍａｃｒｏｃａｒｐａ Ｈａｎｃｅ ０ ４５６６ ０ ３５０７ ０ ４４３０ ０ ２７００

２ ８　 不同榆树个体聚类分析

为了进一步验证开发引物的有效性，根据开

发引物的扩增结果，利用 ＤＰＳ 和 ＭＥＧＡ ５ ０ 软件

采用类平均法对黑龙山地区的 ５ 类榆树的天然野

生种质资源进行聚类分析。 由图 ３ 可知，所有 ３４
个榆树无性系被 １００％ 区分开，且可以分为 ５ 类。
第 １ 类包括所有大果榆无性系（４ 个），大果榆与其

他榆树亲缘关系较远，单独聚为一类；第 ２ 类包括

图 ３　 基于 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 标记的榆树品种聚类图

Ｆｉｇ ３　 Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｌｍｕｓ Ｌ． ｂａｓｅｄ ｏｎ ＥＳＴ⁃ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ
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２ 个裂叶榆无性系；第 ３ 类主要包括 ６ 个白榆无性

系、１ 个春榆无性系和 ２ 个黑榆无性系，共 ９ 个无性

系；第 ４ 类全部为黑榆无性系，共 ５ 个无性系；第 ５
类主要为春榆，包括 １３ 个春榆和 １ 个白榆，共 １４ 个

无性系。 绝大部分榆树无性系均按其起源分开。 由

聚类图可知，黑榆和春榆的亲缘关系较近，与传统分

类学结果一致。 传统分类学认为，春榆为黑榆的一

个变种，本研究为榆树的分类提供了分子依据，也从

侧面证明了本研究开发引物的有效性。

３　 讨论

近年来测序技术和生物信息学迅速发展，极大

地推进了分子生物学和林木遗传育种工作的研究进

程。 高通量测序具有快速、高效、数据量大等特点，
是以往研究方法所不具备的，已经成为目前科学研

究的一个重要手段。 高通量测序数据的增加为各种

分子标记的开发提供了大量的资源，加速了引物开

发效率［２０⁃２１］。 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 在不同物种间具有较好的

通用性，被广泛应用于遗传多样性分析、种质资源鉴

定、遗传连锁图谱的构建等相关研究。 同时，ＥＳＴ⁃
ＳＳＲ 也普遍存在多态性较低的缺点［２２］，但转录组数

据开发 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 标记的效率较高，大量的 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ
标记可以弥补其多态性较低的问题。

本研究总共检测到 ８２８８ 个精确型和 ５６９ 个复

合型 ＳＳＲ 位点，主要以单、二和三碱基重复单元为

主。 随机挑选 ９０ 对 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 引物进行验证分析，
有效扩增率为 ５１ １１％ （４６ 对），与刺梨［２３］ 的结果

（５３ ７６％ ）相近，普遍存在有效扩增率偏低的问题。
目前利用转录组数据开发 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ，仍然是比较经

济有效的手段，可以同时开发大量的引物。 然而，在
引物验证过程中存在一个难题，就是存在大量无效

扩增现象，从而加大引物开发的工作量和难度。 究

其原因，可能存在以下几个方面：（１）测序误差，目
前二代测序的读长较短，在测序及序列拼接过程中

容易出现错误，降低序列的准确性，进而导致引物设

计存在误差，引物无法与 ＤＮＡ 模板结合，造成无效

扩增；（２）同源序列干扰，在基因组其他区域存在与

引物位点区域相似的同源片段，无法得到理想的目

的片段；（３）内含子干扰，ＳＳＲ 引物的扩增片段一般

在 １００ ～ ５００ ｂｐ 之间，由于引物是根据 ｍＲＮＡ 序列

信息开发，无法判断目的片段是否含有内含子，倘若

目的片段跨内含子，会导致目的片段偏大，造成无效

扩增；（４）ＲＮＡ 编辑干扰，植物中（叶绿体、线粒体）
广泛存在 ＲＮＡ 编辑现象，即在转录过程中，遗传物

质发生改变的现象，ＲＮＡ 编辑可能会导致引物设计

误差，不能与 ＤＮＡ 结合，造成无效扩增。
引物开发的目的是筛选能够扩增出清晰、多态性

高、重复性好的 ＳＳＲ 标记，然而在有效引物的验证、筛
选过程中，普遍存在多态性引物比例低的现象，如在

杏［２４］ （ ６２ ５％）、 杨 树［２５］ （ ５８％）、 海 岛 棉［２６］

（４３ ４２％）、杉木［２７］ （４０％）和红豆杉［２８］ （３８ ７１％）等
物种的引物开发中，多态性引物的比例均较低。 本研

究中，多态性引物比例仅为 ６３ ０４％，比例同样偏低。
在有效扩增引物中，不同引物的效率值（多态性）存
在较大差异，其原因可能是不同基因受到的环境选择

压力不同导致的。 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 位点多态性水平可以间

接反应出所在基因的多样性水平，而环境选择压力与

基因的多样性水平存在直接关系，如 Ｙ． Ｈ． Ｌｉ 等［２９］对

大豆的野生品种和栽培品种的基因组进行对比发现，
栽培大豆受到正向选择的基因多是与抗旱、产油等相

关，而野生大豆受到正向选择的基因大多是与物种适

应性相关。 基因的进化速率越快，ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 位点的多

态性水平就越高；相反，如果 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 位点所在基因

非常保守，则位点多态性较低，而这些非多态性位点

在种质资源评价、遗传多样性分析等研究中的参考价

值极低。 在植物指纹图谱构建中，多态性 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 引

物的开发是目前引物开发的重点。 在 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 引物

开发研究中，应把变异程度较大的基因作为重点对

象，可能会提高多态性引物的开发效率。 在植物指纹

图谱构建中，由于不同引物的效率值差异较大，不同

的引物组合对试验结果有较大影响，导致聚类结果偏

移、混乱，出现与其起源或传统分类不符等现象，从而

使结果的可靠性降低。 因此，选用携带信息量大、代
表性强、分布均匀的引物组合，才能准确、快速进行植

物亲缘关系及遗传多样性分析。
本研究开发的引物在不同榆树资源中具有良好

的通用性，利用开发的 ＳＳＲ 引物可以将不同类型的

榆树资源很好地区分开。 聚类结果均表明，春榆、黑
榆和白榆间亲缘关系较近，而裂叶榆和大果榆与其

他榆树间的亲缘关系较远。 相对于其他榆树，黑榆

和春榆的亲缘关系最近，与传统分类学（春榆为黑

榆的变种）吻合；大果榆的表型与其他榆树存在较

大差异，如叶片较其他榆树粗糙、厚，且枝条存在两

条规则的木栓翅，基于这些特征，传统分类学认为大

果榆与其他榆树亲缘关系较远［３０］。 本研究中的

ＳＳＲ 聚类结果也显示为大果榆与其他榆树的亲源关

系较远，与传统分类吻合，说明 ＳＳＲ 结果的准确性。
本研究为榆树的分类提供了分子依据和科学指导。
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目前本研究验证的 ＳＳＲ 标记的范围和数量相对较

少，在以后的工作中应继续扩大引物筛选范围，开发

大批量的 ＳＳＲ 引物，为榆科植物的分类、分子标记

辅助育种、遗传图谱构建等相关研究提供更多、更有

效的分子标记。
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