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基于 ＳＲＡＰ 分子标记新疆野核桃的遗传多样性分析
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　 　 摘要:利用 ＳＲＡＰ 分子标记技术对新疆野核桃遗传多样性进行分析ꎮ 通过筛选出的 １５ 对具有多态性的 ＳＲＡＰ 引物组合

进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ得到新疆野核桃遗传分化系数 Ｇｓｔ 为 ０. １１５２ꎬ说明新疆野核桃的遗传变异绝大部分存在于区域内部ꎬ占总变

异的 ８８. ４８％ ꎻ多态位点百分率为 ９４. ０７％ ꎬＳｈａｎｎｏｎ′ｓ 信息指数 Ｉ ＝ ０. ４９５４ꎬ等位基因平均数 Ｎａ ＝ １. ９４５４ꎬ表明新疆野核桃具有

较高的遗传多样性ꎻ各区域间遗传相似系数在 ０. ８９８１ ~ ０. ９４９６ 之间ꎬ遗传距离在 ０. ０５５３ ~ ０. １０７５ 之间ꎬ说明新疆野核桃资源

间存在着丰富的遗传变异ꎮ 通过聚类分析可聚为 ２ 类ꎬ进一步明确了新疆野核桃各区域之间的亲缘关系ꎮ
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新疆野核桃(Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ)是栽培核桃的野生

种ꎬ为胡桃科胡桃属植物ꎬ全世界大面积分布的天然

野核桃林仅有两处ꎬ新疆伊犁野核桃林是其中之

一[１]ꎮ 大陆寒温带干旱气候伴随着长日光照和逆

温层的保护[２￣３]ꎬ使新疆野核桃(下称新疆野生核

桃)遗存至今ꎮ 然而随着气候的不断变化和人类活

动的增加ꎬ使新疆野生核桃的数量不断减少ꎬ种质资

源的流失令人担忧ꎮ
分子标记技术随着分子生物学的不断延深ꎬ已

经成为遗传领域不可或缺的研究方法ꎮ 相关序列的

多态性扩增 ( ＳＲＡＰꎬ ｓｅｑｕｅｎｃｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ)是 Ｇ. Ｌｉ 等[４] 研发出的一种基于 ＰＣＲ
技术的新型分子标记技术ꎬ利用自身对引物特异的

设计进行扩增ꎬ具有操作简便、多态性强、ＤＮＡ 模板

用量少、扩增稳点和重复性好等特点ꎬ与 ＲＡＰＤ、
ＡＦＬＰ 等其他分子标记相比ꎬ更适用于检测亲缘关

系较近的 ２ 个或多个品种之间的差异[５]ꎬ现已被广

泛用于遗传变异分析[６]、遗传连锁图谱构建[４ꎬ７] 等
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方面ꎮ 然而对于新疆野核桃而言ꎬ利用分子标记对

其遗传多样性所做的研究甚少[８]ꎮ 本试验首次采

用 ＳＲＡＰ 分子标记技术对新疆野生核桃的遗传多样

性进行分析ꎬ以期为新疆野生核桃种质资源的搜集、
保存与利用和野核桃遗传图谱的构建奠定基础ꎬ为
进一步有效保护新疆野生核桃提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 试验材料

本试验所用材料为新疆伊犁巩留县野核桃沟内

４２１７ 份新疆野核桃的幼嫩叶片的 ＤＮＡ(表 １)ꎮ 整

个研究区域被划分为 ４ 个沟ꎬ每个沟又被划分为 Ａ
面和 Ｂ 面ꎬ其中主 Ａ 为主沟 Ａ 面ꎬ主 Ｂ 为主沟 Ｂ 面ꎬ
以此类推[８]ꎮ ２０１４ 年 ４ － ５ 月采集野核桃新梢幼叶

３ ~ ５ 片ꎬ按照野核桃树上的铝牌号分别装入预先编

号的自封袋中ꎬ用硅胶干燥法迅速处理ꎬ密封保存于

遮光、干燥的低温环境[９]ꎮ
１. ２　 引物

根据 Ｇ. Ｌｉ 等[４]提出的 ＳＲＡＰ 引物设计原则ꎬ本

试验用于 ＳＲＡＰ 分子标记反应的引物是从 １００ 个引

物组合中ꎬ经过筛选能够扩增出条带清晰、重复性好

且多态性较丰富的 １５ 个引物组合(表 ２)ꎬ由华大科

技生物公司合成ꎬ每对引物合成 ４ＯＤꎬ于 － ２０℃冰箱

保存备用ꎮ

表 １　 野核桃幼嫩叶片采集统计

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｅａｆ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｗｉｌｄ ｗａｌｎｕｔ

区域

Ａｒｅａ
株数

Ｎｕｍｂｅｒ

实际采集

叶片株数

Ａｃｔｕａｌ ｎｕｍｂｅｒ

树木编号

Ｔｈｅ ｓｅｒｉａｌ ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｔｈｅ ｔｒｅｅｓ

主 Ａ　 Ｍａｉｎ Ａ ４３２ ３８７ １ ~ ４３７

主 Ｂ　 Ｍａｉｎ Ａ ６９８ ６３２ ５０１ ~ １２０９

西 Ａ　 Ｗｅｓｔ Ａ １５３９ １４０４ １３０１ ~ ２９５９

西 Ｂ　 Ｗｅｓｔ Ｂ １７５ １５７ ３１０１ ~ ３２８３

中 Ａ　 Ｍｉｄｄｌｅ Ａ ８４１ ７７１ ３４０１ ~ ４２６４

中 Ｂ　 Ｍｉｄｄｌｅ Ｂ ５０３ ４５３ ４４０１ ~ ４９２３

东 Ａ　 Ｅａｓｔ Ａ ２０９ １９２ ５００１ ~ ５２００

东 Ｂ　 Ｅａｓｔ Ｂ ２４９ ２２１ ５３０１ ~ ５５６０

总计 Ｔｏｔａｌ ４６４６ ４２１７ —

表 ２　 筛选所用的 ＳＲＡＰ 引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄｉｎ ＳＲＡＰ ａｎａｌｙｓｉｓ

编号

Ｓｅｒｉａｌ ｎｕｍｂｅｒ
正向引物序列

Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
编号

Ｓｅｒｉａｌ ｎｕｍｂｅｒ
反向引物序列

Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

Ｆ１ ５′ － ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ －３′ Ｒ１ ５′ － ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ － ３′

Ｆ２ ５′ － ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ －３′ Ｒ２ ５′ － ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴ － ３′

Ｆ３ ５′ － ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＧ －３′ Ｒ３ ５′ － ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ － ３′

Ｆ４ ５′ － ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＧ －３′ Ｒ４ ５′ － ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ －３′

Ｆ５ ５′ － ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＧ －３′ Ｒ５ ５′ － ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ －３′

Ｆ６ ５′ － ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＡ －３′ Ｒ６ ５′ － ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＴＴ － ３′

Ｆ７ ５′ － ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ － ３′ Ｒ７ ５′ － ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＡ －３′

Ｆ８ ５′ － ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＧ －３′ Ｒ８ ５′ － ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ － ３′

Ｆ９ ５′ － ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＴ － ３′ Ｒ９ ５′ － ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＧ －３′

Ｆ１０ ５′ － ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＣＡ －３′ Ｒ１０ ５′ － ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＴ － ３′

１. ３　 ＤＮＡ 的提取与检测

新疆野核桃基因组 ＤＮＡ 的提取方法参照王肇

延等[１０]的改良高盐低 ｐＨ 法ꎬ提取的 ＤＮＡ 用 １ｘＴＥ
溶解后于 － ２０℃冰箱保存ꎬ备用ꎮ 用紫外法和琼脂

糖凝胶电泳法对所提取的 ＤＮＡ 进行检测[１１]ꎮ
１. ４　 ＰＣＲ 扩增

新疆野核桃 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 反应体系的总体积为

２０ μＬꎬ其中模板 ＤＮＡ 浓度 ５０ ｎｇ、引物浓度 ０. ４ μｍｏｌ /
Ｌ、Ｍｇ２ ＋ 浓度 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ、ｄＮＴＰｓ 浓度 ０. ２ ｍｍｏｌ / Ｌ、Ｔａｑ
酶浓度 ０. ５ Ｕꎻ剩余体积用双蒸水补齐ꎮ ＰＣＲ 扩增

程序为 (以引物对 Ｆ２ ＋ Ｒ３ 为例): ９５℃ 预变性

４ ｍｉｎꎻ９４℃ 变性 ４５ ｓꎬ ３５℃ 复性 ４５ ｓꎬ ７２℃ 延伸

１ ｍｉｎꎬ５ 个循环ꎻ９４℃变性 ４５ ｓꎬ５４℃(在探究退火温

度对反应体系的影响时ꎬ根据 ＰＣＲ 仪设置退火温度

梯度)复性 ４５ ｓꎬ７２℃延伸 １ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ７２℃延

伸 ８ ｍｉｎꎬ４℃保存ꎮ 最佳 ＰＣＲ 扩增程序的退火温度

为 ５４℃(具体参考每对引物的退火温度)ꎮ
１. ５　 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 扩增产物的电泳检测

灌制 ８％聚丙烯酰胺凝胶ꎬ约 ３０ ｍｉｎ 待凝胶凝固

后ꎬ取 ５ μＬ 扩增产物与 ２ μＬ 溴酚蓝混合后点入凝胶

０４２
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点样孔中ꎬ加入 １ × ＴＢＥ 电泳缓冲液ꎬ１２０ Ｖ 的电压电

泳 １ ｈꎬ至溴酚蓝跑至凝胶 ２ / ３ 处ꎬ取下凝胶进行银

染[８]处理:分别按顺序倒入提前配好的固定液和

ＡｇＮＯ３溶液ꎬ摇洗、银染１０ ｍｉｎꎻ后用双蒸水清洗２ 次ꎬ
将残留的 ＡｇＮＯ３溶液洗掉ꎻ倒入显影液ꎬ直到出现的

条带清晰可见ꎬ最后用双蒸水进行冲洗ꎬ２ ~ ３ 次即可

(以上步骤均在摇床上进行)ꎬ结果拍照保存ꎮ
１. ６　 数据的记录与处理

对 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 电泳图谱上的条带进行统计ꎬ将容

易识别且不同于其他的条带视为多态性条带ꎬ图谱上

重复出现的清晰条带记为“１”ꎬ相同位置上没有出现

条带的记为“０”ꎬ从而生成原始数据矩阵[１２]ꎬ将数值

统计结果录入计算机ꎬ利用群体遗传学计算软件

ＰｏｐＧｅｎ１. ３２ [１３]计算出所研究区域的各种遗传参数

特征值ꎬ包括:多态位点的百分率(ＰＰＬ)、有效等位

基因数(Ｎｅ)、区域内和区域间 Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ 信息指数

( Ｉ)、基因多样度(Ｈｔ)、Ｎｅｉ′ｓ 多样性指数(Ｈ′)、基因

流(Ｎｍ)、遗传分化系数(Ｇｓｔ)、遗传相似系数(Ｊｎ)、
遗传距离(Ｄ)等[１４]ꎬ最后通过 Ｎｅｉ′ｓ 遗传距离对全

部区域进行 ＵＰＧＭＡ(ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ ｇｒｏｕｐ ｍｅｔｈｏｄ
ｗｉｔｈ ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ ｍｅａｎ)聚类分析ꎬ并构建树状图ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 ＤＮＡ 质量检测结果

试验所提取的新疆野生核桃 ＤＮＡ 沉淀呈半透

明纯白色ꎬ经 ０. ８％ 的琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ结果

表明:提取的 ＤＮＡ 不存在拖尾、降解的现象ꎬ主条

带清晰ꎬ说明 ＤＮＡ 质量较好ꎬ提取过程几乎无损

伤(图 １)ꎮ

图 １　 提取的新疆野核桃样品总 ＤＮＡ 电泳检测结果

Ｆｉｇ. １　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｉｃ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ ｏｆ Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ

用蛋白质核酸分析仪对新疆野生核桃的基因组

ＤＮＡ 进行检测[１２]ꎬ测定比值 ＯＤ２６０ / ＯＤ２８０在 １. ８ ~ ２. ０
之间ꎬ进一步说明本试验提取的 ＤＮＡ 质量较高ꎬ蛋
白质及 ＲＮＡ 等杂质去除的比较干净ꎬ野核桃的

ＤＮＡ 可以满足 ＳＲＡＰ 标记中 ＰＣＲ 扩增反应的要求ꎮ
２. ２　 ＳＲＡＰ 引物筛选

应用本试验所建立的新疆野生核桃 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ
反应体系ꎬ利用合成的 １００ 对 ＳＲＡＰ 引物组合对 ４８
份新疆野生核桃的样品 ＤＮＡ 进行了 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 的

预扩增试验ꎬ并运用相同的反应体系和程序重复 ３
次试验ꎬ最后选取重复性较好且主条带清晰的结果

进行统计分析ꎬ共筛选出新疆野生核桃 ＳＲＡＰ 引物

１５ 对(表 ３)ꎮ

表 ３　 １５ 对 ＳＲＡＰ 引物组合及其退火温度

Ｔａｂｌｅ ３　 １５ ｐａｉｒｓ ｏｆ ＳＲＡＰ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

组合编号

Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｃｏｒｄ
引物组合

Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
退火温度(℃)

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
组合编号

Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｃｏｒｄ
引物组合

Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
退火温度(℃)

Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

１ Ｆ１ ＋ Ｒ２ ５２ ９ Ｆ３ ＋ Ｒ４ ５４
２ Ｆ１ ＋ Ｒ５ ５１ １０ Ｆ５ ＋ Ｒ１ ５２
３ Ｆ１ ＋ Ｒ７ ５２ １１ Ｆ５ ＋ Ｒ２ ５１
４ Ｆ２ ＋ Ｒ２ ５２ １２ Ｆ５ ＋ Ｒ５ ５２
５ Ｆ２ ＋ Ｒ３ ５４ １３ Ｆ６ ＋ Ｒ８ ５３
６ Ｆ２ ＋ Ｒ４ ５４ １４ Ｆ６ ＋ Ｒ９ ５４
７ Ｆ３ ＋ Ｒ２ ５２ １５ Ｆ６ ＋ Ｒ１０ ５３
８ Ｆ３ ＋ Ｒ３ ５４

２. ３　 新疆野核桃 ＳＲＡＰ 遗传多样性分析

本试验利用已筛选出的 １５ 对主条带清晰且多

态性强的 ＳＲＡＰ 引物ꎬ对新疆野生核桃全部基因组

ＤＮＡ 进行 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 扩增ꎬ图 ２ 是引物对 Ｆ３ ＋ Ｒ２
扩增的多态性结果ꎮ

新疆野生核桃 ＳＲＡＰ 扩增结果(表 ４)表明:１５
对不同引物扩增出的野核桃 Ｎｅｉ′ｓ 多样性指数最大

值为 ０. ４３９４ꎬ最小值为 ０. ３０３３ꎬ均值为 ０. ３８６８ꎻ

Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ 多样性指数的最大值为 ０. ６３１０ꎬ最小值为

０. ４７１８ꎬ均值为 ０. ５７２０ꎮ 通过这 ２ 个遗传参数值可

看出ꎬ各引物位点都具有很丰富的多态性ꎮ 群体基

因的分化系数(Ｇｓｔ)的均值为 ０. １１５２ꎬ表明新疆野

生核桃大多数的遗传变异在群体区域的内部ꎬ占群

体总变异的 ８８. ４８％ ꎮ 新疆野生核桃的总基因平均

多样性指数为 ０. ３８２１ꎮ

１４２
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图 ２　 引物对 Ｆ３ ＋ Ｒ２ 对新疆野核桃 ４８ 个样品 ＤＮＡ 的 ＳＲＡＰ 扩增电泳图

Ｆｉｇ. ２　 Ｔｈｅ ＳＲＡＰ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂａｎｄ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ４８ Ｘｉｎｊｉａｎｇ ｗｉｌｄ ｗａｌｎｕｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ Ｆ３ ＋ Ｒ２

表 ４　 新疆野核桃不同位点的遗传多样性水平

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｘｉｎｊｉａｎｇ ｗｉｌｄ ｗａｌｎｕｔ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｉｔｅｓ

引物组合

Ｐｒｉｍｅｒｓ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
Ｎｅｉ′ｓ 多样性指数

Ｈ′
Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ 多样性指数

Ｉ
区域内基因多样度

Ｈｔ
遗传分化系数

Ｇｓｔ
基因流

Ｎｍ

１ ０. ３９３３ ０. ５８０２ ０. ３７９５ ０. １３４１ ４. ２５４３

２ ０. ３４８８ ０. ５２５７ ０. ３４３１ ０. １１５６ ４. ５００２

３ ０. ３５１６ ０. ５３０２ ０. ３３５１ ０. １７３１ ２. ７０７５

４ ０. ３８０６ ０. ５６７３ ０. ３７９０ ０. ０６６６ ８. ３４００

５ ０. ３８３２ ０. ５７０５ ０. ３７８５ ０. ０９９１ ８. ９７５０

６ ０. ３９７３ ０. ５８６０ ０. ３９０５ ０. ０６３９ １０. ２５３４

７ ０. ３６７６ ０. ５４８８ ０. ３５１８ ０. １４４６ ６. ９５１８

８ ０. ４１５８ ０. ６０３５ ０. ４１９２ ０. １４７９ ７. ５１３２

９ ０. ３０３３ ０. ４７１８ ０. ３００４ ０. ２２４２ ２. ８５３１

１０ ０. ３９６１ ０. ５８３９ ０. ３９３７ ０. １３６９ ３. ３３７８

１１ ０. ３７７９ ０. ５５７５ ０. ３８１９ ０. １２６９ ５. ７７０７

１２ ０. ４３９４ ０. ６３１０ ０. ４３２１ ０. ０８９４ ６. ９４４８

１３ ０. ４１８９ ０. ６０９４ ０. ４１７４ ０. ０５７８ １４. ８２１１

１４ ０. ４０７５ ０. ５９５８ ０. ４０９９ ０. ０７５７ １５. ３３９４

１５ ０. ４２０９ ０. ６１７７ ０. ４１８９ ０. ０７２３ ８. ５１９２

平均 Ａｖｅｒａｇｅ ０. ３８６８ ０. ５７２０ ０. ３８２１ ０. １１５２ /

从表 ４ 可看出新疆野生核桃各区域的基因分化

系数均值为 ０. １１５２ꎬ利用 Ｐｏｐｇｅｎｅ 等遗传软件可估

算出种级水平总基因流(Ｎｍ)的值ꎬ基因流数值的

大小反应在对群体遗传分化的强弱水平ꎬ具有重要

影响ꎮ Ｍ Ｄ Ｌｏｖｅｌｅｓｓ 等[１５] 认为ꎬ当基因流估算值

Ｎｍ < １ 时ꎬ群体会产生较强的分化ꎻＮｍ > １ 时ꎬ群体

能克服因遗传漂变所产生的显著影响ꎻＮｍ > ４ 时ꎬ
则说明群体内部随机交配[１６￣１７]ꎮ 通过表 ４ 可知ꎬ新
疆野生核桃群体的 Ｎｍ 远大于 １ꎬ说明新疆野生核

桃林群体间存有适当的基因交流ꎮ
２. ４　 新疆野核桃不同区域遗传多样性分析

新疆野生核桃 ＳＲＡＰ 标记的扩增片段为 １００ ~

２４２
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４１０ ｂｐꎬ多态位点百分率为 ９４. ０７％ ꎬＳｈａｎｎｏｎ′ｓ 信息

指数 Ｉ ＝ ０. ４９５４ꎬ等位基因的平均数 Ｎａ ＝ １. ９４５４ꎬ这
些数据表明新疆野生核桃具有较高的遗传多样性ꎻ
群体内各个区域的平均有效等位基因数 Ｎｅ 的最大

值为 １. ７０６８ꎬ最小值为 １. ４８７２ꎬ最大均差为 ０. ２１９６ꎬ
表明新疆野生核桃群体各区域在多态性方面具有较

高的相似程度(表 ５)ꎮ
试验结果表明ꎬ新疆野生核桃各个区域的基因

多样度平均值最大为 ０. ３９８２ꎬ最小为 ０. ２８３８ꎬ其数

值由高到低排列顺序为:主 Ｂ(主沟 Ｂ 面) >主 Ａ(主
沟 Ａ 面) >中 Ａ(中沟 Ａ 面) >东 Ｂ(东沟 Ｂ 面) >中

Ｂ(中沟 Ｂ 面) > 东 Ａ(东沟 Ａ 面) > 西 Ａ(西沟 Ａ
面) >西 Ｂ(西沟 Ｂ 面)(表 ５)ꎬ主 Ｂ 和主 Ａ 两个区

域的基因多样度数值较大ꎬ西 Ａ 和西 Ｂ 两个区域的

基因多样度数值较小ꎮ
Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ 多样性指数是用来反映不同区域群

体遗传的多样性大小ꎬ本试验中新疆野生核桃的

Ｓｈａｎｎｏｎ′ ｓ 多样性指数值最大为 ０. ５７９０ꎬ最小为

０ ４２８３ꎬ且各个区域的 Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ 多样性指数值从高

到低的排列顺序与其基因多样度数值的排序相一

致ꎬ主 Ｂ 最高ꎬ西 Ｂ 最低(表 ５)ꎮ

表 ５　 新疆野核桃不同区域遗传多样性水平

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｘｉｎｊｉａｎｇ ｗｉｌｄ ｗａｌｎｕｔ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｒｅａｓ

区域

Ａｒｅａ
多态位点百分率

(％ )ＰＰＬ
平均观察等位基因数

Ｎａ
平均有效等位基因数

Ｎｅ
平均基因多样度

Ｈｔ
平均 Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ 信息指数

Ｉ

中 Ａ Ｍｉｄｄｌｅ Ａ ９３. ３３ １. ９３３３ １. ６０８１ ０. ３４７６ ０. ５１２７
中 Ｂ Ｍｉｄｄｌｅ Ｂ ９４. ６７ １. ９４６７ １. ５７９７ ０. ３２９９ ０. ４９０１
主 Ａ Ｍａｉｎ Ａ ９１. ３３ １. ９１３３ １. ５９６５ ０. ３５７２ ０. ５２４５
主 Ｂ Ｍａｉｎ Ｂ ９６. ６７ １. ９６６７ １. ７０６８ ０. ３９８２ ０. ５７９０
西 Ａ Ｗｅｓｔ Ａ ９４. ６７ １. ９５６７ １. ５１５１ ０. ３００５ ０. ４５２８
西 Ｂ Ｗｅｓｔ Ｂ ９２. ６７ １. ９２６７ １. ４８７２ ０. ２８３８ ０. ４２８３
东 Ａ Ｅａｓｔ Ａ ９５. ００ １. ９８００ １. ５３０８ ０. ３１３９ ０. ４７９０
东 Ｂ Ｅａｓｔ Ｂ ９４. ００ １. ９４００ １. ５９５１ ０. ３３５７ ０. ４９６６

２. ５　 新疆野核桃群体间的遗传一致度和遗传距离

遗传距离数值和遗传一致度值的大小能反映出

群体间遗传分化的程度ꎬ通常也可作为物种遗传变异

水平衡量的重要指标ꎮ 结果表明(表 ６):新疆野生核

桃 ８ 个区域间的遗传一致度数值最大为 ０ ９４６２ꎬ最小

为 ０. ８９８１ꎬ其中主 Ａ 和主 Ｂ 区域之间的相似度最高

(０. ９４６２)ꎬ东 Ｂ 和西 Ｂ 区域之间最小(０. ８９８１)ꎻ遗传

距离数值最大为 ０. １０７５ꎬ最小为 ０ ０５５３ꎬ其中主 Ａ 和

主 Ｂ 区域之间的遗传距离值最小(０. ０５３３)ꎬ东 Ｂ 和

西 Ｂ 区域之间的遗传距离值最大(０. １０７５)ꎮ

表 ６　 新疆野核桃 ＳＲＡＰ 标记群体间遗传一致度和遗传距离

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ＳＲＡＰ ｍａｒｋｓ

区域

Ａｒｅａ
中 Ａ

Ｍｉｄｄｌｅ Ａ
中 Ｂ

Ｍｉｄｄｌｅ Ｂ
主 Ａ

Ｍａｉｎ Ａ
主 Ｂ

Ｍａｉｎ Ｂ
西 Ａ

Ｗｅｓｔ Ａ
西 Ｂ

Ｗｅｓｔ Ｂ
东 Ａ
Ｅａｓｔ Ａ

东 Ｂ
Ｅａｓｔ Ｂ

中 Ａ Ｍｉｄｄｌｅ Ａ ∗∗∗∗ ０. ９１２９ ０. ９２７５ ０. ９３９９ ０. ９２２５ ０. ９０６２ ０. ９４１３ ０. ９２３５
中 Ｂ Ｍｉｄｄｌｅ Ｂ ０. ０９１２ ∗∗∗∗ ０. ９２２１ ０. ９２２５ ０. ９２２２ ０. ９１０６ ０. ９２８１ ０. ９２７９
主 Ａ Ｍａｉｎ Ａ ０. ０７５２ ０. ０８１１ ∗∗∗∗ ０. ９４６２ ０. ９１９２ ０. ９４４６ ０. ９４０１ ０. ９２４４
主 Ｂ Ｍａｉｎ Ｂ ０. ０６２０ ０. ０８０７ ０. ０５５３ ∗∗∗∗ ０. ９１６５ ０. ９２０３ ０. ９３６０ ０. ９１９７
西 Ａ Ｗｅｓｔ Ａ ０. ０８０７ ０. ０８１０ ０. ０８４２ ０. ０８７２ ∗∗∗∗ ０. ９２７５ ０. ９４１４ ０. ９１９０
西 Ｂ Ｗｅｓｔ Ｂ ０. ０９８５ ０. ０９３７ ０. ０５７０ ０. ０８３０ ０. ０７５３ ∗∗∗∗ ０. ９３４０ ０. ８９８１
东 Ａ Ｅａｓｔ Ａ ０. ０６０５ ０. ０７４６ ０. ０６１７ ０. ０６６１ ０. ０６０４ ０. ０６８３ ∗∗∗∗ ０. ９２５１
东 Ｂ Ｅａｓｔ Ｂ ０. ０７９６ ０. ０７４８ ０. ０７８６ ０. ０８３７ ０. ０８４４ ０. １０７５ ０. ０７７８ ∗∗∗∗

上三角为遗传相似度系数(Ｊｎ)ꎬ下三角为遗传距离(Ｄ)
Ｔｈｅ ｂｅｌｏｗ ｄｉａｇｏｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ(Ｊｎ)ꎬａｂｏｖｅ ｄｉａｇｏｎａｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ(Ｄ)

２. ６　 新疆野核桃群体间亲缘关系的聚类结果分析

基于 １５ 个不同引物组合对新疆野生核桃 ＳＲＡＰ
分子标记的数据ꎬ用 ＰｏｐＧｅｎｅ 软件计算可得到各区

域样品间的遗传相似系数与遗传距离矩阵(表 ６)ꎬ
用 ＮＴＳＹＳ￣ＰＣ 软件对数据进行聚类分析ꎬ构建结果

树状图(图 ３)ꎮ 由图 ３ 可看出ꎬ在 ０. １０ 处可以将新

３４２
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疆野生核桃的 ８ 个群体区域划分成 ２ 个大类ꎬ其中

主 Ａ 和主 Ｂ 区域的遗传距离最近ꎬ为 ０. ０５５３ꎻ东 Ｂ
和西 Ｂ 区域的遗传距离最远ꎬ为 ０. １０７５ꎮ

图 ３　 ８ 个区域 ＳＲＡＰ 聚类图谱

Ｆｉｇ. ３　 Ｔｈｅ ＳＲＡＰ ｃｌｕｓｔｅｒ ｍａｐ ｏｆ ８ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

３　 讨论

３. １　 新疆野核桃群体的遗传结构

群体的遗传结构受遗传漂变和基因流等很多因

素的影响ꎬ基因流值与遗传分化系数等都是评价群

体遗传结构的重要参数和指标[１２]ꎮ 本研究利用

ＳＲＡＰ 分子标记技术分析了新疆野生核桃 ８ 个区域

内和区域间的遗传变异ꎬ遗传分化系数(Ｇｓｔ)的均值

为 ０. １１５２ꎬ一般定义[１８]ꎬＧｓｔ 值介于 ０. ０５ ~ ０. １５ 之

间ꎬ说明群体间存在中等的遗传分化[１９]ꎻ８ 个小区

域内的遗传多样性占新疆野生核桃总遗传多样性的

８６. ６１％ ꎬ这说明新疆野生核桃总的变异主要存在于

８ 个区域的内部ꎬ这一结论与众多林果类树种的遗

传变异结论相符[２０￣２２]ꎮ 王肇延[８] 在研究新疆野生

核桃遗传多样性水平时获得的 ＳＳＲ 分子数据表明ꎬ
新疆野生核桃 ８ 个区域间的遗传变异占总变异的

１. ９４％ ꎬ而本研究中 ８ 个区域间的遗传变异占总变

异的 １３. ３９％ ꎬ与前人研究的结果不同ꎮ 在以往的

果树研究中也出现过当利用不同的分子标记对群体

之间的遗传分化系数进行计算时出现结果不一致的

现象ꎻ张春雨等[２３]在利用 ＳＲＡＰ 分子标记研究新疆

野苹果遗传多样性时得出新疆野苹果群体间遗传变

异占总变异的 ２２. １％ ꎬ而 Ｃ. Ｙ. Ｚｈａｎｇ 等[２４] 利用

ＳＳＲ 标记新疆野苹果群体间遗传变异占总变异的

６. ４％ ꎬ２ 种标记结果也不同ꎮ 这可能是因为不同的

分子标记技术扩增基因组的部位不同ꎬ统计条带时

所读的数据不同ꎬ所以 ２ 种分子标记的结果也不同ꎮ
本研究中根据遗传参数指标测得群体间基因流 Ｎｍ
数值远大于 １ꎬ说明影响新疆野核桃 ８ 个区域群体

遗传结构的主要因素极有可能是因为群体间存在适

当的基因交流ꎮ 本研究所涉及的 ８ 个区域群体均

为自然保护区的天然林区ꎬ可推测河流和以野核桃

果为生的松鼠等鸟兽是基因交流远距离传播的主要

方式ꎬ陈娇等[２０]在四川野生中国樱桃的研究中也有

类似的推测ꎮ 本试验与前人的研究结果都显示ꎬ新
疆野生核桃的遗传变异主要存在野核桃林区域

内部ꎮ
新疆野核桃 ＳＲＡＰ 和 ＳＳＲ 分析[８] 都显示ꎬ新疆

野核桃 ８ 个区域中ꎬ主 Ａ 和主 Ｂ 区域遗传距离最小

(０. ０５３３)ꎮ 实地调查中发现ꎬ主 Ａ 和主 Ｂ 是主沟的

２ 个侧面ꎬ实际地理位置很近ꎬ野核桃在此沟分布的

地形地势和生长环境很相似ꎬ基因交流的机会大ꎬ致
使其进化方向也相似ꎬ因此被聚到了一起ꎬ而这也是

主 Ａ 和主 Ｂ 区域间遗传关系最近的主要原因ꎮ 东

Ｂ 和西 Ｂ 两个区域新疆野核桃的生长环境差异很

大ꎬ是其遗传相似程度偏低的主要原因ꎬ同时ꎬ在 ８
个区域里东 Ｂ 和西 Ｂ 的遗传距离最大ꎬ这与东 Ａ 和

西 Ｂ 的实际距离最大稍有差异ꎮ 以上对比分析表

明:新疆野生核桃 ８ 个区域间的遗传一致度与它们

生长的环境存在直接相关性ꎬ而遗传距离与它们实

际的生长距离不存在相关性ꎮ
本研究中 ＳＲＡＰ 分子标记的聚类图显示ꎬ东 Ａ

和西 Ａ 被聚在一起ꎬ东 Ｂ 和西 Ｂ 的遗传距离最远ꎬ
与前人研究结果不同ꎮ 一方面是由于 ＳＲＡＰ 分子标

记方法主要扩增基因组 ＤＮＡ 相对其他较保守的编

码区ꎬ进化缓慢[６]ꎬ而 ＳＳＲ 分子标记主要扩增基因

组 ＤＮＡ 中内含子区的简单重复序列ꎬ这些简单重复

序列通过扩大和转移后进化更迅速ꎻ另一方面ꎬ据前

人实地调查研究记载ꎬ东沟 Ａ 面被分成了 ２ 个小区

域ꎬ其中约占东沟 Ａ 面野核桃总数 ６０％的区域野核

桃生长较为集中ꎬ这与 ８ 个区域中唯独野核桃生长

最集中的西沟环境很相像ꎬ加之蜜蜂、鸟、兽等的传

粉活动ꎬ导致东沟 Ａ 面在野核桃遗传关系聚类中与

西沟 Ａ 面关系较近ꎬ被聚到了一起ꎻ西沟是保护区

内接受光照时间最短、湿度最大的区域ꎬ而东沟 Ｂ
面朝正东ꎬ无较高遮挡物ꎬ野核桃接受光照时间较

长ꎬ因此东 Ｂ 和西 Ｂ 之间的遗传相似程度相对较

低ꎬ遗传距离相比较远ꎬ亲缘关系也相对较远ꎮ
３. ２　 新疆野核桃群体的遗传多样性和保护

本试验基于 ＳＲＡＰ 分子标记研究表明ꎬ新疆野

生核桃群体多态位点百分率为 ９４. ０７％ ꎬＳｈａｎｎｏｎ′ｓ
信息指数 Ｉ ＝ ０. ４９５４ꎬ不同引物组合位点的 Ｎｅｉ′ｓ 多

样性指数均值为 ０. ３８６８ꎬ说明各引物位点的多态性

很丰富ꎬ新疆野生核桃具有很高的遗传多样性ꎮ 王

４４２
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肇延[８]利用 ＳＳＲ 分子标记方法对新疆野生核桃群

体的遗传多样性研究结果也显示ꎬ新疆野生核桃具

有很高的遗传多样性ꎮ
新疆野生核桃 ８ 个区域的平均基因多样度数值

最大为 ０. ３９８２ꎬ最小为 ０. ２８３８ꎬ从高到低的排列顺

序为:主 Ｂ(主沟 Ｂ 面) > 主 Ａ(主沟 Ａ 面) > 中 Ａ
(中沟 Ａ 面) >东 Ｂ(东沟 Ｂ 面) > 中 Ｂ(中沟 Ｂ 面)
>东 Ａ(东沟 Ａ 面) >西 Ａ(西沟 Ａ 面) >西 Ｂ(西沟

Ｂ 面)(表 ５)ꎮ 基因多样度能反应出群体中等位基

因的丰富程度ꎬ其数值对比主沟和西沟ꎬ发现主沟的

两个区域(主 Ａ、主 Ｂ)地势平坦开阔ꎬ呈多元化地

形ꎬ也有“Ｖ”字形的陡坡地段ꎬ有利于对光照的吸收

利用和光合作用ꎻ而西沟的整体地形相对较单一ꎬ其
中ꎬ西沟 Ａ 面多数呈现“Ｖ”字形地势ꎬ只有 Ｂ 面的

地势相对较平坦[２５]ꎮ 对比分析可知ꎬ新疆野生核桃

物种的基因多样度与野核桃林所生长和分布的地形

有一定的关系ꎮ 调查采样时发现西沟 Ｂ 面(西 Ｂ)
的野核桃数量较少ꎬ这也是西 Ｂ 区域遗传多样度数

值较低的原因之一ꎮ Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ 多样性指数通常是

用来估算群落多样性的高低ꎬ反映不同群体遗传多

样性的大小ꎬ本研究中新疆野核桃 ８ 个区域的 Ｓｈａｎ￣
ｎｏｎ′ｓ 多样性数值由高到低的排列顺序与其基因多

样度的排序相一致ꎬ而这也更加证明了结论中地形

与多样性的关系ꎮ
新疆伊犁巩留的野果林是非常罕见的“海洋

性”阔叶林类型[２６]ꎬ而新疆野生核桃做为荒漠地带

中出现的特殊树种ꎬ是巩留野果林的重要组建树种

之一ꎮ 有研究表明ꎬ新疆野生核桃是栽培核桃的直

接祖先ꎬ是我国非常珍稀的重要野生植物资源[２７]ꎮ
在亚洲ꎬ成片分布的野生核桃林只在新疆伊犁州巩

留县的野核桃沟自然保护区[２５]ꎬ然而伊犁巩留县的

野核桃沟既是自然保护区ꎬ又是旅游区ꎬ气候的变化

和人类活动的增加无疑会对新疆野核桃的种质资源

造成潜在的威胁ꎬ本研究的结果在前人研究成果的

基础上进一步补充和完善了新疆野生核桃的种质资

源遗传多样性ꎬ同时也对这一珍贵资源的科学保护

和有效利用以及丰富的遗传多样性提供重要的科学

依据ꎮ
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