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１６ 个蝴蝶兰品种 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 遗传多样性分析
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　 　 摘要:利用 ＮＣＢＩ 上提供的 ８１８８ 条蝴蝶兰 ＥＳＴ 序列开发 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物ꎬ用来分析市场上较常见的 １６ 个蝴蝶兰栽培品种

的遗传多样性ꎮ 成功开发出 ９ 对多态性引物ꎬ这 ９ 对引物在 １６ 个蝴蝶兰品种上共检测出 ４５ 个等位基因ꎬ每对引物可检测等

位基因 ２ ~ １２ 个ꎬ平均为 ５ 个ꎻＳＳＲ 引物多态性信息量(ＰＩＣ)变化范围为 ０ ５２７ ~ ０ ９８１ꎬ平均为 ０ ７５５ꎻ１６ 个蝴蝶兰品种间的遗

传相似系数在 ０ ５５０ ~ ０ ８７５ 之间ꎬ平均为 ０ ７２８ꎬ表明供试品种间的亲缘关系较近ꎮ ＵＰＧＭＡ 聚类分析结果表明ꎬ在遗传相似

系数为 ０ ７０ 处可将 １６ 个蝴蝶兰品种分为 ４ 大类ꎬ第Ⅰ类包括满天红、巨宝红玫瑰等 １０ 个品种ꎬ第Ⅱ类包括夕阳红、富乐夕

阳、昌新皇后和新原美人 ４ 个品种ꎬ第Ⅲ类包括萨拉黄金 １ 个品种ꎬ第Ⅳ类包括台湾阿妈 １ 个品种ꎬ聚类结果与花色特征比较

一致ꎮ 该研究结果对蝴蝶兰品种选育有一定参考价值ꎮ
　 　 关键词:蝴蝶兰ꎻＥＳＴ￣ＳＳＲꎻ遗传多样性ꎻ聚类分析
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蝴蝶兰ꎬ为兰科(Ｏｒｃｈｉｄａｃｅａｅ)蝴蝶兰属(Ｐｈａ￣
ｌａｅｎｏｐｓｉｓ Ｂｌｕｍｅ)多年生常绿草本植物ꎬ其花大色艳ꎬ
形似蝴蝶ꎬ花姿优雅ꎬ开花期长ꎬ具有极高的观赏价

值ꎬ被誉为“兰花皇后”ꎬ广泛分布于赤道南北纬各

２３°范围内的东南亚及北澳地区[１]ꎮ 目前ꎬ蝴蝶兰栽

培品种都是由杂交育种培育而来ꎬ不但培育出种间

杂交种ꎬ还由于蝴蝶兰属与多个近缘属ꎬ如五唇兰属

(Ｄｏｒｉｔｉｓ)和万代兰属(Ｖａｎｄａ)之间都有较好的杂交

亲和性ꎬ而育成了许多属间杂交种ꎬ截至 ２０１２ 年 ４
月ꎬ在国际兰花品种登录机构(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｒｈｓ. ｏｒｇ.



　 ３ 期 张水明等:１６ 个蝴蝶兰品种 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 遗传多样性分析

ｕｋ / )英国皇家园艺学会(ＲＨＳꎬｒｏｙａｌ ｈｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｌ ｓｏ￣
ｃｉｅｔｙ)上登录的蝴蝶兰属杂交种 ３０７６５ 个ꎬ其中品种

间和种间杂种达 ２２８５３ 个ꎬ占 ７４ ３％ ꎬ属间杂种

７９１２ 种ꎮ
蝴蝶兰属植物变异很大ꎬ中间类型多ꎬ种的界限

不清楚ꎬ这导致蝴蝶兰品种间的遗传多样性和亲缘

关系不十分清楚ꎮ 分子标记技术从基因水平上了解

不同品种之间的区别ꎬ可为品种鉴别、遗传多样性及

亲缘关系研究提供有效途径ꎮ ＳＳＲ(简单重复序列ꎬ
ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔｓ)ꎬ 又 称 微 卫 星 ( ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌ￣
ｌｉｔｅｓ)ꎬ具有数量丰富、共显性、技术简单、多态性高、
重复性好、特异性强等特点ꎬ已被广泛应用于种质鉴

定、遗传多样性分析等研究领域[２￣５]ꎮ 根据 ＳＳＲ 的

来源不同ꎬ可将其分为基因组 ＳＳＲ( ｇＳＳＲꎬｇｅｎｏｍｉｃ

ＳＳＲ)和表达序列标签 ＳＳＲ(ＥＳＴ￣ＳＳＲꎬｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅ ｔａｇ ＳＳＲ)ꎬ目前 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记已经在很多重

要园艺作物上得到了应用[６￣８]ꎮ
本研究利用 ＮＣＢＩ 上登录的 ８１８８ 条 ＥＳＴ 序列

开发新的蝴蝶兰 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记ꎬ用于分析市场上较

常见的 １６ 个蝴蝶兰栽培品种的亲缘关系和遗传多

样性ꎬ旨在为蝴蝶兰品种鉴定及分子标记辅助育种

提供参考依据ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

安徽农业大学农萃园提供蝴蝶兰品种 １６ 个

(表 １)ꎬ分别取 １ ~ ２ 片幼嫩叶片ꎬ每份材料洗净、晾
干ꎬ置于 － ８０ ℃冰箱保存ꎮ

表 １　 供试品种

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

编号 Ｃｏｄｅ 材料名称 Ｍａｔｅｒｉａｌ ｎａｍｅ 编号 Ｃｏｄｅ 材料名称 Ｍａｔｅｒｉａｌ ｎａｍｅ

１ 满天红 Ｄｔｐｓ. Ｑｕｅｅｎ Ｂｅｅｒ ‘Ｒｅｄ Ｓｋｙ’

２ 夕阳红 Ｐ. Ｔａｉｄａ Ｓａｌｕ

３ 萨拉黄金 Ｐ. Ｂｒｏｔｈｅｒ Ｓａｒａ Ｇｏｌｄ

４ 富乐夕阳 Ｐ. Ｆｕｌｌｅｒ′ｓ Ｓｕｎｓｅｔ

５ 巨宝红玫瑰 Ｄｔｐｓ. Ｊｉｕｈｂａｏ Ｒｅｄ Ｒｏｓｅ

６ 火鸟 Ｄｔｐｓ. Ｓｏｇｏ Ｂｅａｃｈ

７ 昌新皇后 Ｄｔｐｓ. Ｃｈａｉｎ Ｘｅｎ Ｑｕｅｅｎ

８ 红龙 Ｄｔｐｓ. Ｂｅｎ Ｙｕ Ｓｔａｒ ‘Ｒｅｄ Ｄｒａｇｏｎ’

９ Ｖ３１Ｄｔｐｓ. Ｔａｉｌｉｎ ‘Ｒｅｄ Ａｎｇｅｌ’

１０ 红钻石 Ｄｔｐｓ. Ｒｅｄ Ｄｉａｍｏｎｄ

１１ Ｖ３Ｐ. Ｓｏｇｏ Ｙｕｋｉｄｉａｎ ‘Ｖ３’

１２ 白花红心 Ｄｔｐｓ. (Ｔａｉｓｕｃｏ Ｎｅｗ Ｂｅａｕｔｙ × Ｇｒａｎｄ Ｃｉｔｙ)

１３ 婚宴 Ｐ. Ｗｅｄｄｉｎｇ Ｐｒｏｍｅｎａｄｅ

１４ 小男孩 Ｐ. Ｌｉｔｔｌｅ Ｓｔｅｖｅ

１５ 新原美人 Ｄｔｐｓ. Ｓｈｉｎ￣ｙａｕｎ Ｇｏｌｄｅｎ Ｂｅａｕｔｙ

１６ 台湾阿妈 Ｐ. ａｍａｂｉｌｉｓ ｃｖ. ｆｏｒｍｏｓｕｍ

１ ２　 方法

１ ２ １　 ＤＮＡ 的提取　 采用常规 ＣＴＡＢ 法[９] 提取基

因组 ＤＮＡ 并稀释至所需浓度(５０ ｎｇ / μＬ)ꎬ － ２０ ℃
贮存备用ꎮ
１ ２ ２　 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物设计与筛选　 从 ＥＳＴ 数据库

(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｐｒｏｊｅｃｔｓ / ｄｂＥＳＴ)中

下载获得蝴蝶兰 Ｐ. ｅｑｕｅｓｔｒｉｓ 和 Ｐ. ａｍｂｏｉｎｅｎｓｉｓ 的 ＥＳＴ
序列 ８１８８ 条ꎮ 经过前处理后ꎬ使用 ＳＳＲＩＴ 软件(ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｗｗｗ. ｇｒａｍｅｎｅ. ｏｒｇ / ｄｂ / ｍａｒｋｅｒｓ / ｓｓｒｔｏｏｌ) 搜索含

有 ＳＳＲ 的 ＥＳＴ 序列ꎮ 搜索的标准为:２ 核苷酸和 ３
核苷酸重复类型的重复次数大于或等于 ８ꎬ４ 核苷酸

及 ４ 核苷酸以上的重复类型的重复次数大于或等于

４ꎮ 最后根据含有 ＳＳＲ 位点的 ＥＳＴ 序列信息ꎬ利用

软件 Ｐｒｉｍｅｒ ５ ０ 设计引物ꎬ引物设计的主要参数为:
引物长度为 １７ ~ ２３ ｂｐꎻ引物对退火温度在 ５０ ~
５７ ℃ꎬ正向和反向引物退火温度之差在 ３ ℃以内ꎻ
ＧＣ 含量 ４０％ ~ ６０％ ꎻ扩增产物预期片段为 １００ ~

２００ ｂｐꎬ引物由上海生工生物工程技术服务有限公

司合成ꎮ 挑选满天红、夕阳红、Ｖ３１、萨拉黄金这 ４
个不同花色的蝴蝶兰品种对所合成的引物进行初步

筛选ꎬ将筛选出的具有多态性的 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物应用

于 １６ 个蝴蝶兰品种的多态性分析ꎮ
１ ２ ３　 ＰＣＲ 扩增　 ＰＣＲ 体系总反应体积为 ２０ μＬꎬ
含 ５０ ｎｇ / μＬꎬ相同的模板 ＤＮＡ ２ μＬꎻ１０ × Ｂｕｆｆｅｒ(含
Ｍｇ２ ＋ )２ μＬꎻ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 ｄＮＴＰｓ ０ ５ μＬꎻ１０ μｍｏｌ / Ｌ
的上下游引物各 １ μＬꎻ５ Ｕ / μＬ 的 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶

０ ２ μＬꎻｄｄＨ２Ｏ １３ ３ μＬꎮ 所用的试剂均购自上海生

工生物工程技术服务有限公司ꎮ ＰＣＲ 程序为 ９４ ℃
预变性 ２ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ合适温度(各引物

对的最适退火温度通过梯度 ＰＣＲ 试验确定ꎬ范围在

５０ ~ ５８ ℃)退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ最
后 ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎꎬ４ ℃ 保存ꎮ 整个反应在 ＰＣＲ
Ｓ１０００ＴＭ Ｔｈｅｒｍａｌ Ｃｙｃｌｅｒ 仪器上进行ꎮ
１ ２ ４　 扩增产物检测 　 取 ５ μＬ ＰＣＲ 扩增产物用
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１ ５％琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ若与预期片段大小相近

且条带清晰ꎬ再通过 ６ ０％ 的变性聚丙烯酰胺凝胶

(ＰＡＧＥ)分离ꎬ７５ Ｗ 恒功率电泳 １ ５ ｈꎮ 在 ＢＩＯ￣
ＲＡＤ ＰｏｗｅｒＰａｃＴＭ ＨＶ 垂直板电泳仪和 Ｓｅｑｕｉ￣ＧｅｎＲＧＴ
Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ Ｃｅｌｌ 电泳槽中进行ꎮ 银染检测ꎬ染色参

考 Ｂ. Ｊ. Ｂａｓｓａｍ 等[１０]的方法ꎬ所得凝胶自然干燥后ꎬ
观察电泳结果ꎬ进行数据统计和拍照ꎮ
１ ２ ５　 数据统计与分析　 对扩增后清晰且易于辨

认的谱带采用 ０ꎬ１ 系统记录其位置ꎬ在相同迁移

率位置上ꎬ有带标记为 １ꎬ无带标记为 ０ꎬ做成 Ｅｘｃｅｌ
表格文件ꎬ用于扩增条带的多态性比较和聚类分

析ꎮ 利用 ＰＯＰＧＥＮＥ １ ３２ 软件计算各引物对的遗

传多样性参数:总等位基因数(Ｎａ)ꎻ有效等位基因

数(Ｎｅ)ꎻ观察的杂合度(Ｈｏ)ꎮ 利用 ＮＴＳＹＳｐｃ ２ １
分析软件对数据进行分析ꎬ以 Ｄｉｃｅ 相似系数计算品

种间的遗传相似系数(ＧＳꎬｇｅｎｅｔｉｃ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ)ꎬ再根

据 ＧＳ 值利用 ＳＡＨＮ 程序中的非加权算术平均法

(ＵＰＧＭＡꎬｕｎｗｅｉｇｈｅｄ ｐａｉｒ ｇｒｏｕｐ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ａｒｉｔｈｍｅ￣
ｔｉｃ ｍｅａｎ)对供试材料进行聚类分析ꎬ并生成聚类图ꎮ

计算每个位点的多态性信息含量(ＰＩＣꎬｐｏｌｙ￣
ｍｏｒｐｈｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ) [１１]:ＰＩＣ ＝ １ －∑Ｐ ｉｊ

２ꎬＰ ｉｊ

表示第 ｉ 个位点上第 ｊ 个等位基因的频率ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物筛选及多态性分析

利用 ＳＳＲＩＴ 软件按设定的标准对 ＮＣＢＩ 上登录

的 ８１８８ 条蝴蝶兰 ＥＳＴ 序列进行 ＳＳＲ 搜索ꎬ共得到

含有 ＥＳＴ 位点的序列 ２３９ 条ꎬ发现 ＳＳＲ 位点 ２６１ 个ꎬ
再根据含有 ＳＳＲ 位点的 ＥＳＴ 序列信息ꎬ利用软件

Ｐｒｉｍｅｒ ５ ０ 共设计了蝴蝶兰 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物 ３２ 对ꎬ对 ４
个不同花色的蝴蝶兰栽培品种进行多态性分析ꎬ筛选

出有预期产物且多态性好的引物有 ９ 对(表 ２)ꎮ

表 ２　 ９ 对 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物多态性分析结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ９ ＥＳＴ￣ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｉｎ １６ Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ

引物编号

Ｐｒｉｍｅｒ Ｎｏ.
引物序列(５′￣３′)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

重复单元

Ｒｅｐｅａｔ ｍｏｔｉｆ

退火温度

(℃)
Ｔｍ

多态性条带数

Ｎｏ. ｏｆ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ

ｂａｎｄｓ

观察杂合度

Ｈｏ

多态性信息

含量

ＰＩＣ

登录号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
Ｎｏ.

ＺＳＭ１０４ Ｆ￣ＣＣＡＴＣＴＣＡＴＣＴＣＣＴＣＣＴＣＧ
Ｒ￣ＧＣＡＧＡＡＣＡＧＣＡＧＡＧＴＧＧＴ

(ＴＴＣ) １５ ５５ １ ６ ０ ８７５０ ０ ８２６４ ＣＢ０３３８４７ １

ＺＳＭ１０７ Ｆ￣ＧＡＡＧＴＴＣＣＡＡＡＣＣＣＡＡＧＡ
Ｒ￣ＧＡＣＣＡＡＣＡＣＡＴＡＧＡＣＡＡＡＣ

(ＴＡ) １２ ５０ ０ ２ ０ ３７５０ ０ ５２３７ ＣＢ０３４３９５ １

ＺＳＭ１０８ Ｆ￣ＴＣＧＧＡＡＡＧＡＡＧＴＡＴＧＧＴＴＣ
Ｒ￣ＣＣＴＡＣＣＡＴＴＡＴＧＴＧＴＴＣＡＴＣ

(ＴＧＡ) １２ ５５ １ ５ ０ ６８７５ ０ ９８１１ ＣＢ０３４９２０ １

ＺＳＭ１１０ Ｆ￣ＧＣＴＴＣＴＣＡＴＴＣＴＣＣＴＴＣＴＴＣ
Ｒ￣ＴＣＴＣＣＡＴＣＴＣＣＴＣＴＣＣＡＣ

(ＴＣ) １１ ５０ ０ ６ １ ００００ ０ ８４３３ ＣＫ８５８７０４ １

ＺＳＭ１１１ Ｆ￣ＴＴＡＴＴＴＣＣＣＴＣＣＴＣＧＧＣＡ
Ｒ￣ＴＴＡＧＣＣＣＡＡＧＴＴＣＡＧＴＣＧ

(ＴＣ) １０ ５６ ７ ２ ０ ６２５０ ０ ５２７３ ＣＢ０３３５７７ １

ＺＳＭ１２２ Ｆ￣ＣＴＣＴＴＣＣＴＴＧＣＴＧＧＴＧＧ
Ｒ￣ＴＡＧＡＡＡＧＧＡＣＧＧＴＣＧＧＧ

(ＣＴ) ８ ５３ ２ ４ ０ ８７５０ ０ ７６５４
ＣＢ０３３３８５ １

ＺＳＭ１２３ Ｆ￣ＡＡＣＴＴＣＴＧＴＴＣＣＣＧＣＴＴ
Ｒ￣ＴＧＧＣＡＣＡＣＡＡＴＧＧＡＧＡＴ

(ＡＡＧ) ８ ５６ ７ ３ ０ ７５００ ０ ７７０４ ＣＢ０３３６０８ １

ＺＳＭ１２５ Ｆ￣ＴＧＡＡＡＴＡＧＣＡＣＡＧＡＧＣＣ
Ｒ￣ＧＣＴＣＣＡＧＡＡＧＡＡＧＡＴＴＣＡ

(ＡＡＧ) ８ ５０ ０ ５ ０ ９３７５ ０ ５７７５ ＣＢ０３４３４２ １

ＺＳＭ１２８ Ｆ￣ＣＣＣＧＣＣＴＴＣＣＡＡＣＣＴＴＴ
Ｒ￣ＣＡＣＣＧＴＡＴＧＡＧＴＣＣＣＧＡ

(ＧＡ) ８ ５５ １ １２ ０ ９３７５ ０ ９８０２ ＣＢ０３５１６８ １

平均值 Ｍｅａｎ ５ ０ ７８４７ ０ ７５５４

９ 对多态性 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物在 １６ 个蝴蝶兰栽培

品种中共检测出 ４５ 个等位基因ꎬ每对引物可检测到

的等位基因数为 ２ ~ １２ 个ꎬ平均为 ５ 个ꎬ其中引物

ＺＳＭ１２８ 的等位基因数最多ꎬ为 １２ 个ꎻＺＳＭ１０７ 和

ＺＳＭ１１１ 的等位基因数最少ꎬ为 ２ 个ꎬ多态性最差ꎮ

每对 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物的 ＰＩＣ 值变化范围为 ０ ５２３７ ~
０ ９８１１ꎬ平均为 ０ ７５５４ꎬ表明 １６ 个蝴蝶兰品种具有

较为丰富的遗传多样性ꎮ ＰＩＣ 值反映了某一对 ＳＳＲ
引物对品种的区分能力ꎬ不仅与等位基因的数目有

关ꎬ而且与等位基因的频率有关ꎬ因此具有较高的
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ＰＩＣ 值的 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记就具有较高的检测效率ꎮ 其

中引物 ＺＳＭ１０８ 的 ＰＩＣ 值最高(０ ９８１１)ꎬ检测效率

较高ꎻＺＳＭ１０７ 的 ＰＩＣ 值最低(０ ５２３７)ꎬ检测效率最

低ꎮ 观察杂合度(Ｈｏ)变化范围为 ０ ３７５０ ~ １ ００００ꎬ
平均值为 ０ ７８４７(表 ２)ꎮ

图 １ 为引物 ＺＳＭ１０４ 对 １６ 个蝴蝶兰品种的多

态性扩增结果ꎬ图中供试品种大多具有不同的 ＥＳＴ￣
ＳＳＲ 带型ꎬ多态性检出率较高ꎬ可见 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记可

以有效地揭示供试品种间的遗传差异ꎮ

图 １　 引物 ＺＳＭ１０４ 对 １６ 个蝴蝶兰品种的扩增结果

Ｆｉｇ. １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ １６ Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ ＺＳＭ１０４

２ ２　 遗传相似性分析

根据 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记数据计算出 １６ 个蝴蝶兰品

种间的遗传相似系数ꎬ所有供试品种间的遗传相似

系数变化范围为 ０ ５５０ ~ ０ ８７５ꎬ平均值为 ０ ７２８ꎬ说
明市场上常见的蝴蝶兰品种间的相似系数较大ꎬ遗
传多样性不够丰富ꎮ 其中ꎬ红钻石和巨宝红玫瑰、昌
新皇后和新原美人的遗传相似性最大ꎬ相似系数为

０ ８７５ꎬ这可能与其有共同的原始亲本(分别为 Ｐ.
ｓｃｈｉｌｌｅｒｉａｎａ、Ｐ. ｍａｎｎｉｉ)有关ꎻ萨拉黄金与白花红心之

间的遗传相似性最小ꎬ相似系数为 ０ ５５０ꎮ

２ ３　 聚类分析

由聚类树状图(图 ２) 可见ꎬ在遗传相似系数

０ ７０ 处ꎬ１６ 个蝴蝶兰品种被划分为 ４ 大类ꎬ其中第

Ⅰ类包括 １０ 个品种ꎬ包括满天红、巨宝红玫瑰、红钻

石、火鸟、小男孩、红龙、Ｖ３１、婚宴、Ｖ３ 和白花红心ꎬ
其中 Ｖ３ 和白花红心为白花系ꎬ其余皆为红花系ꎻ第
Ⅱ类包括 ４ 个品种ꎬ包括夕阳红、富乐夕阳、昌新皇

后和新原美人ꎬ皆为黄花系ꎻ第Ⅲ类包括 １ 个品种萨

拉黄金ꎻ第Ⅳ类包括 １ 个品种台湾阿妈ꎮ

图 ２　 基于 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 分析的 １６ 个蝴蝶兰品种的聚类图

Ｆｉｇ. ２　 Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ １６ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｐｈａｌａｅｎｏｐｓｉｓ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＥＳＴ￣ＳＳＲ ａｎａｌｙｓｉｓ

聚类结果表明ꎬ１６ 个蝴蝶兰品种的分类结果与

花色较为一致ꎬ但是也出现了少数形态特性较近的

品种没有聚到一起ꎬ或形态特性有差别却亲缘关系

较近的现象ꎬ如萨拉黄金为黄底深红网纹ꎬ却没有与

同为黄底深红网纹的夕阳红聚为一类ꎻ花色为深红

花色的巨宝红玫瑰与红色线条花的红钻石亲缘关系

却很近(０ ８７５０)ꎬ该结果说明由于蝴蝶兰品种间、
种间及属间杂交育种ꎬ其遗传背景复杂ꎬ导致了聚类

情况不一定完全按照花色来区分ꎮ

３　 讨论

本研究利用 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记方法分析 １６ 个蝴蝶

兰品种间遗传多样性ꎬ其优势在于 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记具

有 ｇＳＳＲ 标记的共显性、多态性高、重复性好等特

点ꎬ用该标记来分析供试品种间的遗传多样性ꎬ其聚

类结果能更真实地反映供试品种在总 ＤＮＡ 水平上

３６５
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的遗传差异ꎬ从而为蝴蝶兰育种中的亲本选配提供

重要的参考依据ꎮ 更重要的是来源于基因组编码区

域的 ＥＳＴ￣ＳＳＲꎬ其侧翼序列在物种之间高度保守ꎬ因
此 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物在不同物种间有良好的通用性ꎬ也
为比较基因组学和发掘同源基因提供新的途径[１２]ꎮ
Ｙ. Ｈｕａｎｇ 等[６]利用 １３ 对蝴蝶兰 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记对国

兰属植物进行了遗传多样性和亲缘关系分析ꎻ张君

毅等[１３] 利用从蝴蝶兰属开发的 ５ 对多态性 ＥＳＴ￣
ＳＳＲ 标记对兰科其他属植物进行了多态性检测ꎬ结
果表明蝴蝶兰 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记在兰科其他属植物上

具有一定的通用性ꎮ 本研究从蝴蝶兰原生种 Ｐ.
ｅｑｕｅｓｔｒｉｓ 和 Ｐ. ａｍｂｏｉｎｅｎｓｉｓ 的 ＥＳＴ 序列中开发了 ９ 对

蝴蝶兰 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 多态性标记ꎬ用于包括属间杂交品

种在内的 １６ 个蝴蝶兰品种的遗传多样性分析ꎮ 由

此可见不同物种间 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物的通用性可以显

著提高标记的利用价值ꎬ从而有效地弥补物种分子

标记的不足ꎬ丰富标记数量ꎮ
９ 对多态性 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物对 １６ 个蝴蝶兰品种

进行了遗传多样性分析ꎬ共得到 ４５ 个具有多态性的

等位基因ꎬ每对引物检测数在 ２ ~ １２ 个之间ꎬ平均为

５ 个ꎬ平均多态性信息量为 ０ ７５５４ꎮ 证实了 ＥＳＴ￣
ＳＳＲ 标记在蝴蝶兰种质资源遗传多样性研究中的有

效性ꎮ 表明 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记在蝴蝶兰的遗传关系鉴

定分析上具有很高的效率ꎮ
从聚类结果来看ꎬ９ 对引物可将 １６ 个蝴蝶兰品

种分成 ４ 大类ꎬ聚类分析结果在一定程度上与品种

花色较为一致ꎮ 赵谦等[１４￣１５]、张淑红等[１６] 和 Ｆ. Ｂ.
Ｌｕ 等[１７]分别采用 ＩＳＳＲ 和 ＳＲＡＰ 技术对蝴蝶兰品种

的遗传多样性进行分析ꎬ聚类分析结果都与花色特

征较为一致ꎬ与本研究结果相同ꎮ 谢启鑫等[１８] 采用

ＩＳＳＲ 技术对 ２４ 个蝴蝶兰栽培品种进行了遗传多样

性分析ꎬ聚类分析结果与材料来源及花器官表型具

有密切的关系ꎬ其中 Ｖ３１ 与巨宝红玫瑰的亲缘关系

比与满天红的近ꎬ与本研究结果相同ꎮ 王磊等[１９] 采

用 ＲＡＰＤ 技术对 ７ 个红花色的蝴蝶兰品种的遗传多

样性进行分析ꎬ从结果中的遗传相似系数上看巨宝

红玫瑰与红龙的亲缘关系比较近(０ ７６９２)ꎬ与火鸟

的亲缘关系较远(０ ５６４１)ꎬ这与本研究所得巨宝红

玫瑰与火鸟的亲缘关系更近些的结果有些出入ꎮ
Ｙ. Ｋ. Ｃｈａｎｇ 等[２０] 采用 ＡＦＬＰ 标记对 １６ 个蝴蝶兰品

种的遗传多样性进行分析ꎬ聚类分析结果与亲本的

来源地有关ꎮ
本研究利用 ＮＣＢＩ 上登录的 ８１８８ 条蝴蝶兰 ＥＳＴ

序列成功的开发了 ９ 对多态性 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物ꎬ并用

于分析市场上常见的 １６ 个蝴蝶兰品种的遗传多样

性ꎬ发现其品种间亲缘关系较近ꎬ聚类分析在一定程

度上与品种花色较为一致ꎮ 研究结果对蝴蝶兰品种

鉴别、杂交育种亲本选配和分子标记辅助育种具有
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