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高效能源植物绿玉树种质资源
遗传多样性的ISSR分析

黄文霞，何 仪，何觉民，莫俊杰，陆建农，刘召亮，周鸿凯
(广东海洋大学农业生物技术研究所。湛江524088)

摘要：为了揭示绿玉树种质间的差异，应用ISSR标记对国内12份绿玉树品系的亲缘关系进行了分析，结果表明：12份绿

玉树品系的遗传相似系数在0．53—0．98之间，且明显分为2个类群，而第二类群又可分为5个亚类群；我国绿玉树种质问存

在丰富的遗传变异。本研究为对绿玉树进行有效的遗传改良提供了基础。
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ISSR Analysis of Genetic Diversity of the Germplasm of an

Efficient Energy Plant Euphorbia tirucalli L．

HUANG Wen·xia，HE Yi，HE Jue—rain，MO Jun-jie，LU Jian—nong，LIU Zhao—liang，ZHOU Hong—kai

(Institute of Agricultural Biotechnology of Guangdong Ocean University，Zhanjiang 524088)

Abstract：In order to reveal the genetic differences of the Euphorbia tirucaUi germplasms，the genetic diversi—

tv of 1 2 Euphorbia tirucaUi L．strains was analyzed using ISSR marker．The results showed that the genetic similar—

ity among them ranged from 0．53 to 0．98，and these 12 germplasms were classified into 2 groups and the second

group could be further classified into 5 sub—groups．The genetic diversity of Euphorbia tirucaUi germplasm is rich

in China．This research established a foundation for the effective genetic improvement of Euphorbia tirucalli L．
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现代燃料油植物研究工作始于20世纪50年代

末60年代初，发展于70年代，80年代以来植物燃

料油研究有了很大进展。美国、巴西、日本、印度、菲

律宾、澳大利亚、芬兰等国家，在燃料油植物改性和

燃料油的研制使用技术上走在世界的前列⋯。我

国燃料油植物研究起步较晚，仍处于资源调查、种类

筛选、油脂成分的分析阶段，且大多局限于对种子油

的研究开发，而以产乳胶植物作为能源植物进行开

发利用的研究甚少。1976年Maugh¨1在《Science)

上发表文章指出绿玉树和同属植物续随子(E．

1athyrus)的乳汁中含有碳氢化合物，与石油的成分

类似，绿玉树的枝条富含乳汁，且可以直接与其他物

质混合成生物柴油，作为燃料油替代石油。绿玉树

鲜乳汁中富含烯、萜、醇、异大戟二烯醇(C，。H∞0)、

天然橡胶、三十一(碳)烷和三十一烷醇等12种烃

类物质，不含硫，且有毒、有害气体释放量低，被称为

“绿色”石油树，其中甾醇三帖类(sterol triterpenes)

含高能，碳氧比为10：1，在含能上接近或超过汽

油¨’3。1，因此与同属植物续随子被选定为“生物燃

料油林”的造林树种。

绿玉树既是非洲干旱地区重要的能源植物¨。，

又是一种集水土保持、药用、观赏、工业原料、环境绿

化于一体，具有生态、能源、经济等综合效益的多功

能树种。绿玉树耐盐碱，抗台风，在我国主要分布在

滨海地区，因此绿玉树还是海洋环境的保护者。

Maugh的文章引起了人们对绿玉树的极大兴趣，美

国、欧洲南部以及其他部分国家，纷纷开展了绿玉树
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的引种和研究工作。但由于绿玉树在原产地以外极

少开花，因此人类引种多采用枝条扦插的方式№1。

营养体繁殖方式使得来源不同的绿玉树品系间几乎

不存在遗传差异，对绿玉树进行遗传改良具有重大

意义，而有效的遗传改良必须建立在具有存在遗传

差异的品种之上。

ISSR(inter—simple sequence repeat)是继SSR后发

展出来的一项新型分子标记技术，该技术利用了RAPD

技术的优点和基因组中丰富的SSR序列信息，且克服

了RFLP和RAPD的技术性限制，具有比RAPD更高的

可重复性和稳定性，多态性产物也更为丰富。目前已

广泛用于种群生物学分类、进化、品种鉴定、物种亲缘

关系及遗传多样性等方面的研究"一引。

本研究利用ISSR分子标记技术对12份绿玉树

品系进行亲缘关系分析，以便揭示不同来源绿玉树

种质资源的遗传多样性，为对绿玉树进行有效的改

良提供依据。

1材料与方法

1．1试验材料

本试验所采用的12份绿玉树品系(表1)，由广

东海洋大学农业生物技术研究所提供。

表1供试品系

Table 1 The strains used in the experiment

编号 名称 来源 编号 名称 来源

Code Name Source Code Name Source

1 霞山 广东省湛江

市霞山区
7 吴川7广东省吴川市

8 坡头 广东省湛江
2 吴川2 广东省吴川市

市坡头区

3 吴川3 广东省吴川市 9 海南 海南省三亚市

4 吴川4 广东省吴川市 ，。 云南 中蓉笔品明
5 吴川5 广东省吴川市 11 上海 上海植物园

12 南亚所中国热带农业
6 吴川6 广东省吴川市

科学院南亚所

1．2 方法

1．2．1 PCR反应及电泳 采用20td的反应体系

进行PCR扩增，反应体系中，Taq酶0．3“l，10×
Buffer 2斗l，模板DNA 50tLg／ml 1“l，10mmoL／L dNTP

0．15pl，引物101山mol／L l斗l，加水补齐至20trl。扩

增程序为：94。C预变5min；94。C变性30s。50。C退火

30s，72℃延伸2．5min，37个循环；最后72℃延伸

5min，20℃终止反应。PCR产物进行5％非变性聚

丙烯酰胺凝胶电泳，银染后读带。

1．2．2数据分析 电泳结果的每条DNA谱带为1

个单位，同一ISSR位点上有带记为1，无带记为0，

统计结果以1、0矩阵输入计算机，用NTSYS—ps软件

处理数据，并对品系进行聚类分析。

2结果与分析

2．1多态性分析

用编号为5、8的两份绿玉树品系的基因组总

DNA对60条ISSR引物进行筛选，其中有12条引物

能扩增出条带清晰且具多态性的带型，见表2。

表2 ISSR分析所用引物序列和扩增结果

Table 2 The primers and amplified results of ISSR analysis

由表2可知：12条引物中(AG)。有4条，

(AC)。、(GA)。和(TG)。各有2条，说明绿玉树基因

组中存在大量的(AG)、(AC)、(GA)与(TG)二核苷

酸重复序列。12条引物共计扩增出85个条带，且

条带清晰明亮(图1)，其中，多态性条带55条，多态

性百分率为“．7l％，每个引物扩增的DNA条带数

在3～15之间，平均7．08条。扩增条带数最多的引

物为UBC826，达15条，扩增条带数最少的引物为

UBC842与UBC868，扩增条带为3条。其中。多态性

百分率最高的为UBC842和UBC860，达100％，最低

的为UBC809，为25％。以上数据表明，所选用的12

条引物均能独立地将12份绿玉树品系区分开来。
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图l 引物UBC835在不同绿玉树品系

中的ISSR图谱(图中数字为品系编号)

Fig．1 Electrophoresis diagram of ISSR analysis of the

E．f咖伽j甜L．strains using primer UBC835

(the digitals are the codes of the strains)

2．2聚类分析

各品系间的相似系数见表3。从表3可以看

出，12份绿玉树品系的遗传相似系数在0．53—0．98

之间，其中，海南和南亚所之间的遗传相似系数最

高，为O．98；吴川3和云南之间及吴JIl 6和云南之

间的遗传相似系数皆最低，为0．53。6个吴川I品系

问，吴川4和吴JJI 5及吴川I 4和吴川7之间的遗传

相似系数最高，为0．95；吴川I 2和吴川6之间的遗

传相似系数最低，为0．85。由以上分析可知，6个吴

川品系间存在一定的差异，且遗传相似系数均低于

海南和南亚所品系间的遗传相似系数，产生该现象

的原因可能与绿玉树为异交植物有关。

表3 基于ISSR数据计算的12份供试品系之间的相似系数

Table 3 The genetic similarity of 12 E．细Ⅷc口胁L．strains based on ISSR analysis

惹 t ： s 4 s 6 ， s ， 10 -t 12

1．oo

0．80

O．81

O．80

O．85

O．86

O．82

0．76

0．87

0．58

0．88

0．87

1．00

O．89

0．89

0．93

0．87

0．84

0．85

O．53

0．86

O．85

1．00

0．95

0．87

O．95

O．89

O．88

O．59

0．85

O．86

1．00

0．87

0．84

0．89

O．53

0．88

O．89

1．00

O．87

O．9l

O．61

O．89

O．88

各品系的聚类图(图2)可以看出，12份绿玉树

品系可明显分为2个类群。第1类群仅包含1个品

系，即云南绿玉树，其他Il份品系同属第Ⅱ类群。

以相似系数0．89为准线时，第Ⅱ类群又可分为3个

亚类群和2个单一品系，第1亚类群包含4个吴川

忙F

弋
}—二
l厂—]

-1————-1

I—----·-·----一

0．55 0．66 0．78 0．89 1．00
Coefficient

图2 12份绿玉树品系基于ISSR分析的UPGMA聚类图

Fig．2 Dendrogram derived from UPGMA cluster

analysis based on ISSR analysis method among

12 E．6旭cam L．strains

品系：吴川2、吴川4、吴川5、吴川1 7；第Ⅱ亚类群包

含2个吴川品系：吴川3、吴川6；第Ⅲ亚类群包含海

南、南亚所、上海3个品系；2份单一品系分别为霞

山绿玉树和坡头绿玉树。

3 讨论

本试验通过利用ISSR分子标记技术对12份绿

玉树品系进行亲缘关系分析得知，我国绿玉树品系

间有较大遗传差异，这种差异不仅存在于来自不同

地区的品系间，而且存在于来自同一地区的品系间，

如吴川绿玉树。

无性繁殖的绿玉树品系间存在丰富的遗传多样

性。在图2的聚类中，霞山和坡头的绿玉树比包含海

南、南亚所、上海的第Ⅲ亚类群与吴川的遗传距离还

要远，而霞山、坡头和吴川同属湛江地区。根据调

查，我国华南沿海至少是在80年前引入绿玉树的。

目前在华南沿海发现的绿玉树母树都分布在海边，

推测绿玉树可能是因其可以入药而被船员由原产地
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带到船上，船到岸以后，船员便把它们丢在海边，其

中极少数在海边生根。由于商船由绿玉树原产地非

洲等地至华南沿海之间的往返是重复进行的，因此

绿玉树枝条也有可能被重复带至。由于绿玉树在原

产地主要为种子繁殖，具有丰富的遗传多样性。来

自同一地区的绿玉树其原产地可能不同，可能存在

较大的遗传差异，而来自不同地区的绿玉树其原产

地可能相同，遗传差异较小。如上海植物园的绿玉

树引自华南，具有与华南绿玉树相同的遗传多样性

特点。
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