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基于SSR标记的荔枝种质遗传多样性分析

曾 淇1”，李明芳1，郑学勤1

(1中国热带农业科学院热带生物技术研究所，海口571101；2海南大学农学院，海口571101)

摘要：从53对本课题组自主开发设计的SSR特异引物对中筛选出22对多态性引物，对46份荔枝材料的基因组DNA进

行扩增。共得到54个等位基因，其中每对引物的平均等位基因数为2．4，共获得23个特异性标记，各标记的平均观察杂合度

值、平均期望杂合度和PIC值分别为0．451、0．355和0．507。其中Lit6位点各数值最高，是最理想的选择标记。利用22对多

态性引物对46份荔枝种质进行聚类分析，构建树状图，结果表明：大多数种质相似系数在0．63—0．95之间，说明它们之间的

亲缘关系较近，并发现淮枝(广东)与淮枝(海南)两者可能为同名异物品种。
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Abstract：Twenty-two polymorphic primer pairs were selected from 53 SSR special primer pairs developed and

designed by our laboratory to amplify genomic DNA of 46 litchi．23 locus—specific SSR markers were obtained，and

54 alleles were found and the average alleles per marker was 2．4．The average observed heterozygosity，expected

heterozygosity and PIC of all markers were 0．45 1，0．355 and 0．507 respectively．Locus Lit6 had the highest nunl—

ber showed that it Was an optimal marker．Then the selected polymorphie SSR markers were used to detect the ge—

netie diversity of 46 litchi germplasm and to cluster them．The results revealed that similarity coefficients of most of

litchi germplasm were among 0．63—0．95，which indicated that the genetic relationships between them were closer

related．In addition，it was identified that Huaizhi(Hainan)and Huaizhi(Guangdong)were not the same eultivar

but the difierent one which used the same name．
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微卫星(mierosatellites)或简单序列重复(simple

sequence repeats，SSRs)是以1—6个碱基为基本单

元的串联重复序列⋯，普遍存在和随机分布于大多

数真核生物的基因组中，重复数具有高频率的变异。

这种专化位点的多态性可以十分容易地通过设计特

异引物进行PCR扩增检测。SSR具有多态性高，呈

共显性遗传，遵守孟德尔式分离规律，在数量上没有

生物学的限制，实验操作简单，对样品质量要求不高

等特点，是品种鉴定和遗传分析的有用工具。

将SSR技术用于荔枝亲缘关系鉴定及遗传多

样性研究已有很多报道拉巧-，但所开发出来的特异

性标记很少，本研究采用自主研究开发的引物，对

46份荔枝材料进行遗传多样性分析，旨在为荔枝种

质资源研究提供更多的实验依据，也为下一步构建

荔枝功能基因遗传连锁图谱、实现分子标记辅助育

种打下一定的基础。
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1材料与方法 芸蓑莩蓑芰罢妻砉嚣嚣萋姜釜萋蔫嚣#
1．1材料 每份样品以保鲜薄膜袋包装，置于冰壶中带回，放在

本试验以32个广东荔枝栽培品种、10个海南 一70％冰箱内保存。具体情况见表1。

表1荔枝供试材料

Table 1 Plant materials of litchi for test

编号 材料名称 采集地 编号 材料名称 采集地

Code Name Locality Code Name Locality

1 攀谷子 广东农科院国家荔枝种质资源圃 24 糖驳 广东农科院国家荔枝种质资源圃

2 糯米糍 广东农科院国家荔枝种质资源圃 25 雪怀子 广东农科院国家荔枝种质资源圃

3 将军荔 广东农科院国家荔枝种质资源圃 26 勾背 广东农科院国家荔枝种质资源圃

4 尚书怀 广东农科院国家荔枝种质资源圃 27 麻雀春 广东农科院国家荔枝种质资源圃

5 黑叶 广东农科院国家荔枝种质资源圃 28 中山状元红 广东农科院国家荔枝种质资源圃

6 赤叶 广东农科院国家荔枝种质资源圃 29 桂昧 广东农科院国家荔枝种质资源圃

7 八宝香 广东农科院国家荔枝种质资源圃 30 红荔 广东农科院国家荔枝种质资源圃

8 脆肉 广东农科院国家荔枝种质资源圃 3l 孟田山枝 广东农科院国家荔枝种质资源圃

9 野生荔枝17 海南坝王岭森林 32 黑叶圆 海南省陆侨公司荔枝生产基地

10 焦核三月红 广东农科院国家荔枝种质资源圃 33 南岛无核 海南省陆侨公司荔枝生产基地

1I 陈紫 广东农科院国家荔枝种质资源圃 34 兰竹 广东农科院国家荔枝种质资源圃

12 三月红 广东农科院国家荔枝种质资源圃 35 野生荔枝20 海南坝王岭森林

13 新兴香荔 广东农科院国家荔枝种质资源圃 36 野生荔枝22 海南坝王岭森林

14 淮枝 广东农科院国家荔枝种质资源圃 37 海垦18号 海南省农科院荔枝基地

15 四季荔 广东农科院国家荔枝种质资源圃 38 海垦13号 海南省农科院荔枝基地

16 布袋 广东农科院国家荔枝种质资源圃 39 小丁香 海南省农科院荔枝基地

17 水东 广东农科院国家荔枝种质资源圃 40 农美7号 海南省农科院荔枝基地

18 玫瑰露 广东农科院国家荔枝种质资源圃 4l 黑叶窄 海南省陆侨公司荔枝生产基地

19 水晶球 广东农科院国家荔枝种质资源圃 42 淮枝 海南省农科院荔枝基地

20 野生荔枝2l 海南坝王岭森林 43 秤砣 广东农科院国家荔枝种质资源圃

2l 蟾蜍红 琼山市永兴镇儒吴村 44 妃子笑 广东农科院国家荔枝种质资源圃

22 牛心荔 琼山市永兴镇儒吴村 45 增城挂绿 广东农科院国家荔枝种质资源圃

23 七月熟 广东农科院国家荔枝种质资源圃 46 甜岩 广东农科院国家荔枝种质资源圃

1．2 DNA的提取及浓度调整

以荔枝嫩叶为试材，采用改良CTAB法口1提取

基因组DNA。调整样品DNA含量至100ng／Izl。

1．3 SSR引物

实验所用SSR引物由本课题组开发，引物由

上海生工合成。引物的核苷酸序列及理论退火温

度见表2、表3。表2中左引物是特殊引物，右引物

为简便引物，左引物与右引物共同配成1个

引物对。

1．4引物的筛选

以无核荔枝A4号的基因组DNA为模板，更换

不同的特异引物，建立以下PCR反应体系。

扩增反应体系总体积为20“l，依次加入10×

buffer 2斗l、25mmol／L MgCl21．21d、dNTP Mixture(各

10mmol／L)0．4斗l、特异引物(5mmol／L)各1肛l、DNA

(100ng／lLLl)l斗l、1U Taq DNA聚合酶。

反应程序为：94℃，5min(预变性)；94℃，0．5

rain(变性)，51—59℃，lmin(退火)；72℃，2min(延

伸)(35个循环)；72'E，10min(后延伸)。

利用变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离扩增产物

并银染照相保存。具体方法参照李明芳旧1

的方法。

以46份荔枝种质的基因组DNA为模板，反应

体系及PCR反应程序同上，进行多态性引物的筛

选。利用筛选出来的多态性引物构建所有被研究种

质的SSR指纹图谱。
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裹2 荔枝特殊SSR引物的PCR参数一览表

Table 2 The PCR parameters of special SSR primer in the study

引物

Primer

引物序列

Sequence

片段长(bp)

Length

重复序列

Repeat type

退火温度(℃)

Tm

T14．15

T18．19

T21．22

T33-34

』一翟∞AGcTCACA．TATCCATrC 3'， 177 (TA)4(cA)6
R一5’TGGGAAACAAGTAAGCTCATC3’

。

F一5’TTCTGTGCGGGCA7rrGAT 3’

R一5’GGCAAAGCAGCAAGAGAAG 3

F一5’GAGCGTGCCAGAATGGAT 3’

R一5’TTCGCTrGCTTCGTITCC 3’

5l℃

135 (CT)4⋯(GA)6G 53℃

164

F一5’GCCGTACATTCCCAC(T)CAA 3’

R一5’CACCGTCAAGAAATCCATT(A)C3’
234

T38-39 F一5’CTCGGCTTrGCTTCTA'VI'CT 3，

R一5’TTGGGCATGAAATGAGGG 3’
167

(TGA)5

(TCC)5

(TC)5T

53℃

5l℃

5l℃

F：正向引物Forward primer；R：反向71物Reverse primer
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1．5 数据分析

1．5．1 SSR标记的多态性分析采用软件POP—

gene3．2【61分析各标记的等位基因数，平均期望杂合

度胁(average expected heterozygosity)、实际观察杂

合度舶(observed heterozygosity)，同时进行Hardy—

Weinberg测试以及任意两个标记间的连锁不平衡

测试。

根据Botstein等"1的公式计算每一个群体每一

个位点的多态信息含量。
n n一1 n

PIC=1一∑P；一2 V∑p2；乃2z--J』J‘』√⋯』

n为等位基因数，P；为第i个等位基因的基因频

率，p，为第j个等位基因的基因频率。

1．5．2 遗传多样性分析选择扩增条带清晰且有

多态性的SSR标记进行数据统计，有带记为1，无带

记为0。根据Nei等旧。方法计算各种质问的相似系

数(genetic similarity)，进而对所测群体进行遗传多

样性分析。

相似系数F=淼(Nxy是种质x和Y共有
的谱带数，Nx和Ny分别是种质x和种质Y各自的

谱带数)

1．5．3 聚类分析采用UPGMA(unweighted pair—

group method using an arithmetic average)法，运行

NTSYS2．10软件旧1的SHAN程序进行聚类分析。

2 结果与分析

从53对引物中选出40对有用引物，从40对引

物中选出22对多态性引物。这22对多态性引物共

扩增出23个SSR位点，共检测到54个等位基因，每

个位点的等位基因2—4个；平均每个SSR位点有

等位基因数2．4个。用引物3"42与T14．15扩增出

来的SSR标记最多，有4个等位基因(表4)。结果

表明，此22对特异性引物均可用于对供试材料进行

基因组多态性分析，其中T18-19引物扩增结果

见图1。

表4 22对SSR引物(23个SSR标记)的多态性分析结果

Table 4 The polymorphism analysis of 22 SSR primer pairs(23 SSR locus)in Litchi chinensis

Litl

Lit2

Lit3

Lit4

Lit5

Li西

Lit7

Li氓

Lit9

LitlO

Litll

Litl2

Litl3

Litl4

Litl5

Litl6

Litl7

Litl8

Litl9

Lit20

Lit2l

Lit22

他

。I_；6

17

T8

T10

’120

T27

7128

T28

131

T32

T35

T37

T42

T45

T50

T52

T6l

T14—15

T18．19

T2l-22

T33-34

95—105

145～149

162—170

115—125

128—275

105—142

177—200

94一130

95—104

195—208

130一170

130—14l

80—136

162—172

120—125

89—130

78—82

177—240

135—140

l“一175

234—240

167—170

(ATC)，

(CAT)，

(TTC)5T

(TTC)5TCTTC

(Trc)5

(CTT)5

(CTT)5

(TTC)5

(TTc)5

(ATC)5AT

(CTT)5

(订c)5T

(TTc)5

(CTT)6CT

(CAT)5CA

(CTr)5

(ATE)5A／(ATC)6A

(CAT)5

(TA)4(CA)6

(CT)4⋯(CA)6G

(TGA)5

(TCC)s

O．78l

0．656

O．706

0．640

0．579

0．784

0．839

O．125

0．865

0．528

0．083

O．324

O．440

0．129

O．714

1．Ooo

0．405

0．105

0．278

0．050

0．235

0．028

0．504

0．468

0．464

0．509

0．459

0．614

O．495

O．119

0．507

0．394

0．08l

0．400

0．358

0．235

0．466

0．508

0．328

0．101

0．360

0．14l

0．553

0．028

0．534

0．584

O．543

0．587

0．686

O．714

0．485

0．358

0．428

0．570

0．364

0．623

0．584

0．526

0．533

0．323

0．553

0．374

0．604

O．34l

0．687

O．318

Lit23 T38-39 2 114 (TC)5T 38 0．079 0．077 0．346

弛匏

”舶粥"儿椰卯拍弘卯笳孔站"

”强弘加舛撕
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杂合度和P／C值最低，为0．028和0．318；而Lit6位

点则拥有最高的期望杂合度和PIC值，为0．614

和0．714。

采用软件POPgene3．2进行单个标记的Hardy—

Weinberg测试以及任意两个标记间的连锁不平衡

测试，结果发现Lit7、Lit9、Litl6、Lit20和Lit21均表

现出显著偏离Hardy-Weinberg expectation(P<

0．01)，Litl4、Litl9、Lit20 3个SSR标记位点两两之

间存在连锁不平衡(p<0．05)。

2．2遗传多样性分析

用22对多态性引物对46份荔枝种质进行遗传

多样性分析，结果如图2。相似系数越高，表明亲缘

图1特异性SSR引物T18．19的电泳图谱 关系越近。从表4中可以看出，46份荔枝种质遗传

Fig．1 Amplified band patterns with T18．19 相似系数在0．292～0．954范围内，平均0．65。说

2．1 SSR标记的多态性分析
明荔枝栽培品种的遗传多样性不够丰富。其中，新

从表4可以看出，对于整个群体，各标记的观察
兴香荔与四季荔、海垦13号与海垦18号间的遗传

杂合度值在0．028～1．000之间(平均0．432)，平均
相似性最大，相似系数为0·954；其次是糯米糍与黑

期望杂合度和PIC值分别为0．355和0．507。对杂
叶，其相似系数为0·938；淮枝(海南)与野生荔枝

合度的分析揭示出供试材料间的遗传多样性，供试
17之间的的遗传相似性最小，相似系数仅为0·292；

群体的观察杂合度大于期望杂合度说明了在群体内 其次是淮枝(广东)与淮枝(海南)，其相似系数

杂合子个体所占比例较大。其中Lit22位点的期望
为0·323。

Coefficient

图2 聚类分析图

Fig．2 Clustering analysis

2．3聚类分析

在相似系数为0．631处，供试品种被划分为三

大类：第l类包括攀谷子、中山状元红、将军荔、布

袋、新兴香荔、四季荔、淮枝(广东)、尚书怀、水东、

玫瑰露、糯米糍、黑叶、脆肉、赤叶、八宝香、糖驳、兰

竹、焦核三月红、陈紫、三月红、海垦18号、海垦13
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号、小丁香、蟾蜍红、牛心荔、南岛无核、黑叶窄、野生

荔枝17、野生荔枝20、野生荔枝21和野生荔枝22；

第2类包括雪怀子、秤砣、勾背、麻雀春和农美7号；

第3类包括七月熟、增城挂绿、妃子笑、甜岩、黑叶

圆、淮枝(海南)、桂味、水晶球、红荔、孟田山枝。而

在0．685相似系数水平上则又可将其分成四大类，

其中第1、3类不变，第2类中农美7号被单独划分

为一类，与其他供试品种之间的相似系数均比较低，

有待进一步研究。由上述结果可以看出，可能由于

荔枝栽培品种的取材来源不同，相同地方的荔枝品

种之间亲缘关系更近。

3 讨论

3．1 关于荔枝SSR多态性标记的开发及供试群体

遗传结构变异的探讨

多态信息含量(PIC)是衡量基因片段多态性较

好的指标，能反映出某一个遗传标记所包含的或所

能够提供的遗传信息的容量，当PIC>0．5时，该座

位为高度多态性座位；0．25<PIC<0．5时，为中度

多态性座位；PIC<0．25时，为低度多态性座位¨⋯。

同时多态信息含量关系到该座位可用性及使用效

率，多态信息含量越大，在一个群体中，该座位杂合

子比例则越大，提供的遗传信息就越高。从本研究

选用的23个微卫星位点的多态性来看，其中有15

个位点处于高度多态，另外7个位点均属于中度多

态性位点，所有位点的平均PIC值大于0．5，能为分

析遗传多样性提供充分的信息。还有，在遗传连锁

分析中，PIC值大于0．7的微卫星位点为最理想的

选择标记，因为在这种情况下，双亲在该位点通常是

杂合的，在其后代中可以清楚地观察到等位基因的

分离。本试验中Lit6位点的PIC值为0．714，与其

他22个标记相比，更适于荔枝遗传多样性的分析及

荔枝遗传图谱的构建。

Weight⋯1指出固定指数Fst=0—0．05说明群

体间的遗传差异很小；lest=0．05～0．15说明群体间

存在中等程度的遗传差异；Fst=0．15～0．25说明群

体间的遗传差异比较大；Fst>0．25说明群体间的遗

传差异很大。在本研究中，广东荔枝栽培群体和海

南荔枝栽培群体的的Fst值为0．042，表明两个群体

间的遗传差异很小。

等位基因数是反映群体遗传变异的另一个重要

指标。本研究中的23个微卫星位点中，平均等位基

因数为2．4，这一方面说明本研究的样本量足够，另

一方面也进一步说明这22对引物在荔枝种质研究

中所提供的多态信息含量较为丰富且基因频率分布

较为均匀，用其分析遗传多样性具有较高的有效性

和可靠性。

基因杂合度也称为基因多样度，一般认为它是

度量群体遗传变异的一个最适参数，平均期望杂合

度大小近似的反映出遗传结构变异程度的高低，杂

合度越大，变异越大，对环境适应能力越强，本研究

所分析的23个SSR标记中，各位点的平均期望杂

合度为0．355，说明供试群体的遗传结构变异程度

中等。供试群体的观察杂合度大于期望杂合度，也

说明了在群体内杂合子个体所占比例较大，虽然两

者数值并不高，但可以看出，杂合个体还是比较

多的。

3．2关于荔枝种质遗传多样性及亲缘关系的探讨

本研究以32个广东荔枝栽培品种、10个海南

荔枝栽培品种和4个野生荔枝栽培品种为材料，用

本实验室自主研究开发出来的荔枝SSR标记进行

分析，发现大多数供试荔枝品种间的遗传相似系数

在0．631以上，平均为0．650，说明荔枝栽培品种的

遗传多样性没有形态学上表现的那么丰富，此结果

与易干军等¨2·类似。

在聚类图中，依相似系数0．73的水平，广东品

种三月红被单独聚为一类，除了与焦核三月红和陈

紫之间的遗传距离比较近外，与其他广东荔枝品种

间的遗传距离都比较远，这也与易于军等¨21的结果

相同，但与李明芳¨。的结果有点差异。按照李明芳

的结果，三月红与妃子笑距离最近，相似系数为

0．786，单独聚在一起，而本研究获得的结果是三月

红与妃子笑差异很大，两者相似系数仅为0．4，分别

聚在不同的组。原因可能是两者所用SSR标记不

同所致。总的来说，本研究广东荔枝分类结果与周

俊辉等¨列对广东荔枝品种进行的过氧化物同工酶

分析结果基本类似；海南荔枝分类结果与陈业渊

等¨41及王家保等¨纠结果类似。

海南品种农美7号在相似系数0．685水平上即

被单独聚为一组，与其他供试品种之间的相似系数

均比较低，有待进一步研究。

在所有供试品种中广东荔枝栽培品种新兴香荔

与四季荔、淮枝之间亲缘关系最近，其相似系数分别

为0．954、0．938，海南栽培品种海垦13号与海垦18

号、小丁香之间亲缘关系最近，其相似系数分别为

0．954、0．923。可以看出，可能由于荔枝栽培品种的

取材来源不同，相同地方的荔枝品种之间亲缘关系

更近。本研究中两个同名品种淮枝(广东)与淮枝
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(海南)相似系数为0．323，说明两者为同名异物品

种。野生荔枝17与南岛无核的相似系数高达

0．892，说明南岛无核可能是由野生荔枝种选育

而来。
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