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鉴定烟草种质资源 ＳＳＲ 核心引物筛选和验证
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　 　 摘要:核心引物对遗传多样性分析、种质资源鉴定、品种纯度和真实性检测、指纹图谱构建等研究具有重要价值ꎮ 本研究

利用均匀分布于烟草 ２４ 条染色体的 ２７８ 对 ＳＳＲ 引物ꎬ对 ２０ 份亲缘关系相对较远的烟草材料进行初步筛选ꎬ筛选出 ３２ 对引

物ꎮ 再加上 １０ 份亲缘关系较近的材料ꎬ共 ３０ 份烟草材料对 ３２ 对引物进行复筛ꎬ最终确定 １４ 对为核心引物ꎬ并通过 １２ 份系

谱已知的烟草材料进行有效性验证ꎮ 利用 １４ 对核心引物对 ３９ 份烟草材料进行遗传多样性聚类分析ꎬ与农艺性状聚类分析相

比较ꎬ结果表明该套 ＳＳＲ 核心引物适用于烟草种质资源鉴定和遗传多样性分析ꎮ
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烟草作为一种嗜好性经济作物ꎬ在国民经济中

占有重要地位ꎮ 随着生活水平的提高ꎬ优质少害的

烟草制品成为人们追求的目标ꎮ 而优良烟草品种的

选育需要发掘优异种质基因ꎬ因此种质资源在现代

烟草育种中的地位越来越重要[１]ꎮ 目前ꎬ我国烟草

种质库共收集到 ５２１０ 份资源ꎬ是世界上烟草种质资

源保存数量最多的国家ꎮ ２０ 世纪 ９０ 年代以来ꎬ种
质资源的研究也已从形态学、细胞学、生理生化等方

面逐渐发展为以分子标记技术为核心的分子水平ꎮ
目前ꎬＲＡＰＤ、ＲＦＬＰ、ＡＦＬＰ、ＳＳＲ 等标记技术已在农作

物遗传分析中被广泛应用[２]ꎮ 烟草分子标记研究

多以 ＲＡＰＤ 和 ＡＦＬＰ 为主ꎬ任学良[３] 运用烟草种质

资源的 １６ 对核心 ＳＲＡＰ 引物构建了 ＤＮＡ 指纹图

谱ꎬ限于这些分子标记多态性较低ꎬ因此ꎬ筛选和建

立一套数量较少的 ＳＳＲ 核心引物十分必要ꎮ ＳＳＲ
技术简单快速、具有共显性、可重复性高、遗传多态

性丰富等特点ꎬ在玉米、小麦、水稻、大豆等作物中已

有核心 ＳＳＲ 引物的构建和探索相关研究报道[４]ꎬ但
有关烟草种质核心 ＳＳＲ 引物的研究尚未见报道ꎮ

本研究首先选用 ３０ 份烟草种质资源ꎬ综合考虑

ＰＩＣ 值大小、带型清晰度、引物重复性及连锁群分布等

因素ꎬ从 ２７８ 对 ＳＳＲ 引物中筛选出 １４ 对引物为适合于
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烟草品种鉴定的 ＳＳＲ 核心引物ꎬ并通过 １２ 份系谱已知

的烟草材料进行有效性验证ꎮ 利用建立的这套核心引

物对 ３９ 份烟草种质资源进行遗传多样性聚类分析ꎬ与
农艺性状聚类分析相比较以验证其准确性和实用性ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 参试品种(系) 　 共选用 ３９ 份烟草材料进

行遗传多样性和农艺性状聚类比较ꎬ包括烤烟 ２２
份、晒烟 １１ 份、白肋烟 １ 份、香料烟 ２ 份、野生烟

２ 份、黄花烟 １ 份(表 １) ꎮ 其中 １ ~ ３０ 号材料用

于核 心 引 物 筛 选ꎻ ３１ ~ ３９ 号 材 料 以 及 ４ 号

(Ｋ３２６) 、９ 号(中烟 １０４)和 １１ 号(南江 ３ 号)这

１２ 份烤烟品种系谱已知ꎬ用来进行核心引物有效

性验证ꎮ 材料均由贵州大学及重庆烟草科学研

究所提供ꎮ

表 １　 参试品种(系)及其类型

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｅｓｔｅｄ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｔｙｐｅｓ

序号

Ｃｏｄｅ
品种(系)
Ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

类型

Ｔｙｐｅ
序号

Ｃｏｄｅ
品种(系)
Ｖａｒｉｅｔｉｅｓ

类型

Ｔｙｐｅ

１ ＲＧ９７ 烤烟 ２１ Ｓａｍｓｕｎ 香料烟

２ ＭＣ９４４ 烤烟 ２２ 贵烟 ２ 号 烤烟

３ 阮 ２９ＥＣ３ 晒烟 ２３ 马里兰 晒烟

４ Ｋ３２６ 烤烟 ２４ ＮＣ５６７ 烤烟

５ ＳＣ７１ 烤烟 ２５ 河北保定保南烟 晒烟

６ ＫＲＫ２６ 烤烟 ２６ 重庆彭水桑柘镇土烟 晒烟

７ 云烟 ２ 号 烤烟 ２７ 威信土烟 １ 号 晒烟

８ 多叶型白肋烟 白肋烟 ２８ ＰＶＨ２２５４ 烤烟

９ 中烟 １０４ 烤烟 ２９ 武隆土烟 ２ 号 晒烟

１０ 巴斯马 香料烟 ３０ 四川阆中土烟 晒烟

１１ 南江 ３ 号 烤烟 ３１ 中烟 １０３ 烤烟

１２ 西大野烟 ２ 号 野烟 ３２ 红花大金元 烤烟

１３ 野 Ｎ. ｓｔｏｃｋｔｏｎｉｊ 野烟 ３３ 云烟 ８５ 烤烟

１４ 毕纳 １ 号 烤烟 ３４ 云烟 ８７ 烤烟

１５ ｃｏｋｅｒ１７６ 烤烟 ３５ 云烟 ９７ 烤烟

１６ 甘肃清源镇土烟 晒烟 ３６ 云烟 ９９ 烤烟

１７ 陕西汉中土烟 １ 号 晒烟 ３７ Ｇ２８ 烤烟

１８ 涪陵土烟 晒烟 ３８ 秦烟 ９６ 烤烟

１９ 黄花烟 黄花烟 ３９ 韭菜坪 ２ 号 烤烟

２０ 汉中土烟 １３ 号 晒烟

１􀆰 １􀆰 ２　 ＳＳＲ 引物　 ２７８ 对 ＳＳＲ 引物均选自 Ｇ. Ｂｉｎ￣
ｄｌｅｒ 等[５]报导的基于烟草遗传图谱的微卫星标记ꎮ
引物由英潍捷基(上海)贸易有限公司合成ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＤＮＡ 提取 　 材料均在温室种植ꎬ３ 叶期选

取性状相似的 ５ ~ ６ 株材料嫩叶混合ꎬ采用 ＣＴＡＢ 法

提取 ＤＮＡ[５]ꎬ并用 Ｂｅｃｋｍａｎ ＤＵ６００ 紫外分光光度计

检测纯度与浓度ꎬ按照浓度大小稀释成 １００ ｎｇ / μＬꎬ
－ ２０ ℃保存备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＰＣＲ 扩增　 ＰＣＲ 扩增反应总体积为 １０μＬꎬ
反应 物 包 括 １０ × ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ １􀆰 ６７ μＬꎬ ｄＮＴＰｓ

(１０ ｍｍｏｌ) ０􀆰 ２５ μＬꎬＴａｑ 酶 (５Ｕ / μＬ) ０􀆰 １２５ μＬꎬ
ＭｇＣｌ２ ( ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ) ０􀆰 ３１２５ μＬꎬ 前引物 Ｆ￣Ｐｒｉｍｅｒ
(５０ ｎｇ / μＬ) ０􀆰 ３６５μＬꎬ后引物 Ｐ￣Ｐｒｉｍｅｒ (５０ ｎｇ / μＬ)
０􀆰 ３６５ μＬꎬ模板 ＤＮＡ (２０ ｎｇ / μＬ) １ μＬꎬ加 ｄｄＨ２Ｏ
至 １０ μＬꎮ ＰＣＲ 反应在 Ｓｙｓｔｅｍ￣９７００ 型扩增仪上进

行ꎮ 反应扩增程序为:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变

性 ３０ ｓꎬ５５ ~ ６０ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ３５ 个循

环ꎻ７２ ℃延伸 １０ｍｉｎꎬ１６ ℃保存ꎮ 扩增产物的检测

按银染法进行ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 核心引物的筛选　 选用 ２０ 份(表 １ 中序号

为 １ ~ ２０)农艺性状差异较大、亲缘关系相对较远的

１６９
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烟草种质作为试验材料ꎬ对 ２７８ 对 ＳＳＲ 引物进行初

步筛选ꎮ 再加用 １０ 份(表 １ 中序号为 ２０ ~ ３０)亲缘

关系相对较近的材料对初筛出来的引物进行复筛ꎬ
以稳定性好、条带清晰、易于统计、多态性丰富作为

标准ꎬ确定核心引物ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 核心引物的验证　 利用筛选出的核心引物

对已知系谱的 １２ 个烟草品种(表 １ 中序号为 ３１ ~
３９ 号及 ４ 号、９ 号、１１ 号)进行分析ꎬ构建遗传聚类

图ꎬ根据聚类结果验证核心引物系谱分析的有效性ꎮ
１􀆰 ３　 数据统计分析

１􀆰 ３􀆰 １　 ＳＳＲ 分子标记分析　 统计凝胶电泳上清晰

稳定、有差异的条带ꎬ有带赋值为 １ꎬ无带赋值为 ０ꎬ
根据带型统计结果进行遗传多态性分析ꎮ 采用

ＳＴＡＴＩＳＴＩＣ 分析软件 ＮＴＳＹＳｐｃ １􀆰 ０􀆰 ０􀆰 ０ 计算遗传距

离(ＧＤꎬ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ)ꎬ并进行 ＵＰＧＭＡ 聚类分

析ꎮ 计算位点多态信息含量(ＰＩＣ) [６]ꎬＰＩＣ ＝ １ －
ΣＰ２

ｉ ꎻＳｈａｎｎｏｎ￣Ｗｅａｖｅｒ 多样性指数也称基因型多样

性(Ｈ′ꎬｄｉｖｅｒｓｉｔｙ) [７]ꎬＨ′ ＝ － ΣＰ ｉ ｌｎＰ ｉꎻ每个位点的有

效等位基因数 Ｎｅ (ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓ) [７]ꎬＮｅ
＝ １ / ΣＰ２

ｉ ꎬ其中 Ｐ ｉ为第 ｉ 个等位基因出现的频率ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２　 农艺性状分析　 ３９ 份材料均种植在西南大

学试验田中ꎬ观察统计不同材料的农艺性状ꎬ包括株

高、茎围、节距、最大叶长、最大叶宽、有效叶片数、大
田生育期、叶层高、叶层宽等 ９ 个农艺性状ꎬ利用

Ｅｘｃｅｌ ２００３ 软件对 ３９ 份烟草材料的农艺性状统计

数据进行处理ꎬ用 ＤＰＳ(Ｖ７􀆰 ０５)软件进行聚类ꎬ构建

农艺性状遗传聚类图ꎬ并与 ３９ 份材料的 ＳＳＲ 分子

标记结果进行比较ꎬ验证核心引物的实用性ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 ＳＳＲ 核心引物的筛选

根据 Ｇ. Ｂｉｎｄｌｅｒ 等[５] 报导的基于烟草遗传图

谱的微卫星标记ꎬ合成了 ２７８ 对 ＳＳＲ 引物ꎬ用 ２０
份表型性状和遗传差异较大的材料进行核心引物

初步筛选ꎬ有 ３２ 对引物多态性相对较好、带型清

晰ꎬ占引物总数的 １１􀆰 ５１％ ꎮ 增加 １０ 份遗传距离

相对较近的材料复筛后ꎬ最终确定 １４ 对首选核心

引物ꎬ 占 复 筛 引 物 的 ４０􀆰 ６３％ ꎬ 占 引 物 总 数 的

４􀆰 ６８％ ꎮ 图 １ 为核心引物 ＰＴ４００２１ 对参试材料扩

增片段的银染图ꎮ 由图 １ 可以看出ꎬ核心引物条

带清晰、多态性丰富ꎬ在不同品种间差异显著ꎬ能
有效区分种质ꎮ

图 １　 引物 ＰＴ４００２１ 在参试材料中扩增出的等位基因片段银染图

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｏｒｉｇｉｎａｌ ｓｉｌｖｅｒ￣ｓｔａｉｎｅｄ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｌｌｅｌｅｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｉｎ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｂｙ ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒ ＰＴ４００２１

２􀆰 ２　 ＳＳＲ 标记多态性信息

３２ 对初筛引物定位在烟草的 ２２ 条染色体上ꎬ
除 １８ 号和 ２１ 号染色体以外ꎬ其余染色体上均有分

布ꎬ平均每对染色体上有 １􀆰 ４５ 个ꎮ １４ 对复筛引物

均匀地分布在不同的染色体组上ꎬ１ 号和 ４ 号染色

体上分布 ２ 对ꎬ其余染色体各分布 １ 对ꎮ １４ 对核心

引物分别是 ＰＴ２０２１３、ＰＴ３００２１、ＰＴ３００２８、ＰＴ３０１５９、
ＰＴ３０２２４、 ＰＴ３０２５９、 ＰＴ３０３８０、 ＰＴ３０３９９、 ＰＴ３０４０３、
ＰＴ３０４２４、ＰＴ３０４７０、 ＰＴ４００２１、 ＰＴ４００２４、 ＰＴ３０４２１ꎬ在

３０ 个参试种质中共检测到 １１３ 个等位基因变异ꎬ平
均每个 ＳＳＲ 有 ８􀆰 ０８ 个ꎬ变幅为 ７ ~ １２ꎬ其中具有多

态性的位点为 １０８ 个ꎬ占所有等位基因的 ９５􀆰 ５７％ ꎮ
核心引物检测到的位点多态性信息含量(ＰＩＣ)值为

０􀆰 ４４ ~ ０􀆰 ８９ꎬ平均 ０􀆰 ６８ꎬＰＩＣ 在 ０􀆰 ６８ 以上的引物有 ８
对ꎻ基因型多样性 (Ｈ′)为 １􀆰 ４６ ~ ３􀆰 ２０ꎬ平均 ２􀆰 ３６ꎻ
有效 等 位 基 因 数 ( Ｎｅ ) 为 ２􀆰 ７８ ~ ９􀆰 ３０ꎬ 平 均

５􀆰 ９６ (表 ２)ꎮ
２􀆰 ３　 核心引物有效性的理论推测

理论上 ＳＳＲ 引物可以区分的最大品种数 Ｎ ＝
Ｇ１ ×􀆺 × Ｇｎꎬ其中 Ｇ１ . . . Ｇｎ分别为 １. . . ｎ 对引物在

参试品种中检测到的基因型个数ꎬ出现相同指纹图

谱的概率为:Ｐ ＝ １ / Ｎ[８]ꎮ 本试验筛选出的 １４ 对核

心引物在 ３０ 个品种中共检测到 １０８ 个基因型ꎬ那么

１４ 对核心引物理论上可区分的最大品种数为:Ｎ ＝
１２ × １０ × ８ × １０ × ７ × ５ × ７ × ７ × ６ × ６ × ７ × １１ ×４ ×
８ ＝１􀆰 ４６ ×１０１２ꎬ出现相同指纹图谱的概率为:Ｐ ＝６􀆰 ８５ ×

２６９
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表 ２　 核心引物在参试种质中的多态性信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｒｅ ｐｒｉｍｅｒｓ′ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｎｅｌ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ
染色体

Ｌｉｎｋａｇｅ ｇｒｏｕｐ
等位基因数

Ｎｏ. ｏｆ ａｌｌｅｌｅ
有效等位基因数

Ｎｅ
基因型多样性

Ｈ′
多态信息含量

ＰＩＣ

ＰＴ２０２１３ １２ １２ ９􀆰 ６７８２ ３􀆰 １６５１ ０􀆰 ７２８１
ＰＴ３００２１ ４ １０ ７􀆰 ７３９８ ２􀆰 ７６７５ ０􀆰 ７８９０
ＰＴ３００２８ ２２ ８ ６􀆰 ４８１９ ２􀆰 ９７３９ ０􀆰 ４４５２
ＰＴ３０１５９ １４ｂ １０ ７􀆰 ６２０９ ３􀆰 ２０１０ ０􀆰 ６１８４
ＰＴ３０２２４ ４ ７ ４􀆰 ８５１５ ２􀆰 １８９０ ０􀆰 ７４０４
ＰＴ３０２５９ １ ５ ４􀆰 １０５６ １􀆰 ６２２６ ０􀆰 ５２５１
ＰＴ３０３８０ １０ ７ ５􀆰 ３２３５ ２􀆰 １８０１ ０􀆰 ７６８７
ＰＴ３０３９９ １７ ７ ５􀆰 ２６０９ ２􀆰 ２２４３ ０􀆰 ７６５３
ＰＴ３０４０３ １４ａ ６ ４􀆰 ９５８４ １􀆰 ８４５２ ０􀆰 ６６２０
ＰＴ３０４２４ １ ６ ４􀆰 ３３５０ ２􀆰 １８７４ ０􀆰 ７６９３
ＰＴ３０４７０ ８ａ ７ ５􀆰 ０１１４ ２􀆰 ２９２０ ０􀆰 ８００５
ＰＴ４００２１ ３ｂ １１ ９􀆰 ２９８２ ２􀆰 ５５０８ ０􀆰 ８９２５
ＰＴ４００２４ ２４ ４ ２􀆰 ７７９５ １􀆰 ４６１５ ０􀆰 ４３８１
ＰＴ３０４２１ ９ ８ ６􀆰 ２３４２ ２􀆰 ５４１０ ０􀆰 ４６３５

ａ、ｂ 分别代表同一对染色体中不同的染色单体

ａꎬｂ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｔｙｐｅ ｃｈｒｏｍａｔｉｄ

１０ ￣１３ꎻ因此从理论上讲这 １４ 对核心引物进行烟草品

种的鉴定是完全可行的ꎮ
２􀆰 ４　 核心引物有效性验证

２􀆰 ４􀆰 １　 核心引物系谱分析有效性验证　 利用 １４ 对

核心引物对已知系谱的 １２ 个烟草品种进行分析ꎬ构
建遗传聚类图(图 ２)ꎮ 从图 ２ 可以看出ꎬ当相似系

数为 ０􀆰 ８７ 时聚为 ４ 类ꎬ云烟 ８５、云烟 ８７ 和 Ｋ３２６ 聚

为Ⅰ类ꎬ云烟 ９７、云烟 ９９ 聚为Ⅱ类ꎬ韭菜坪 ２ 号、
Ｇ２８、秦烟 ９６ 聚为Ⅲ类ꎬ中烟 １０４、南江 ３ 号、中烟

１０３ 和红花大金元聚为Ⅳ类ꎮ Ⅰ类品种的亲本中ꎬ
均含有 Ｋ３２６ 的血缘ꎬⅡ类品种含有云烟 ８５ 的血

缘ꎬⅢ类和Ⅳ类分别含有 Ｇ２８ 和韭菜坪 ２ 号的血

缘ꎬ从而严格地聚为一类ꎮ 相似系数为 ０􀆰 ８５ 时ꎬ云
烟 ８５、云烟 ８７、Ｋ３２６、云烟 ９７ 和云烟 ９９ 聚为一类ꎬ
因云烟 ９７ 和云烟 ９９ 由云烟 ８５ 与其他品种杂交选

育而来ꎬ而云烟 ８５ 是由 Ｋ３２６ 与云烟 ２ 号杂交培育

的品种ꎬ因而上述品种均具有 Ｋ３２６ 的血缘ꎬ从而可

以聚为一类ꎮ
２. ４. ２　 烟草种质遗传多样性和农艺性状聚类比较

　 图 ３、图 ４ 分别为参试材料的遗传关系聚类图和

参试材料的农艺性状聚类图ꎮ 由图 ３ 和图 ４ 可以看

出ꎬ两个聚类结果基本一致ꎬ均将 ３９ 份材料分为 ５
大类ꎬ各类所包含的材料基本吻合ꎬ仅有部分品种有

差异ꎬ可能是因为环境等气候因素造成农艺性状有

差异或者是由数据统计时的误差造成结果略有

偏差ꎮ

图 ２　 核心引物验证材料的聚类分析图

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔｅｄ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ
ｗｉｔｈ ｃｏｒｅ ｐｒｉｍｅｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

１４ 对 ＳＳＲ 核心引物能将 ３９ 个参试材料区分为

５ 类ꎮ Ⅰ类共 ２４ 份材料ꎬ包括大多数烤烟ꎬ占所有

材料的 ６１􀆰 ５２％ ꎻⅡ类包括多数地方烟ꎻⅢ类为四川

阆中土烟ꎻ野 Ｎ. Ｓ 为Ⅳ类ꎻⅤ类包括甘肃清源土烟

和黄花烟 ２ 个品种(系)ꎮ 从农艺性状的表现来看ꎬ
Ⅴ类烟草植株矮小ꎬ叶片多而小ꎬ生育周期短ꎬ与其

他烟草植株存在明显差异ꎻⅣ类烟草植株与Ⅴ类相

似ꎬ植株小ꎬ叶片多ꎬ但花和果实明显小于Ⅴ类烟草

植株ꎻⅢ类烟草植株叶片厚实而小ꎬ植株矮小ꎬ不适

３６９
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图 ３　 参试材料的遗传关系聚类分析

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔｅｄ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ

图 ４　 参试材料的农艺性状聚类分析

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ａｇｒｏｎｏｍｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔｅｄ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ

４６９
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应于大田生产ꎻⅡ类烟草和Ⅰ类烟草各种农艺性状

表现良好ꎬ与其他烟草植株相比存在明显优势ꎮ 因

此ꎬ核心引物的聚类结果与烟株田间性状相吻合ꎬ说
明该套引物可以用于烟草种质资源的遗传多样性

分析ꎮ

３　 讨论

近年来ꎬＳＳＲ 分子标记被广泛应用于作物的遗

传多样性和育种研究[９]ꎬ并在多种作物上都已经建

立了核心引物研究体系ꎬ如魏丽娟[１０]筛选出 １９０ 对

甘蓝型油菜 ＳＳＲ 核心引物ꎬ并用于油菜种质资源的

遗传多样性分析ꎻ王栋等[１１]用 １００ 份具有代表性的

甘蓝型油菜品种对 ７４６ 对 ＳＳＲ 引物进行筛选ꎬ确定

２０ 对首选核心引物ꎮ 张小娟等[１２] 利用 ６０ 对 ＳＳＲ
核心引物对大豆遗传完整性进行了分析ꎮ 利用核心

引物在分子水平上研究种质资源ꎬ是提高作物育种

效率的有效方法[１３]ꎮ 本试验选用的参试种质包括

了烤烟、晒烟、白肋烟、香料烟、野生烟、黄花烟 ６ 种

主要烟草品种ꎬ因此ꎬ能筛选出适合不同烟草种质的

分子标记ꎬ为研究各种烟草类群提供了方便ꎬ而且参

试种质中烤烟的数量最多ꎬ这为研究当前世界上种

植面积最多的烤烟品种的多样性提供了对比材料ꎮ
本研究选用 ３０ 份烟草材料进行核心引物筛选ꎬ

利用其中 ２０ 份亲缘关系较远的材料对 ２７８ 对 ＳＳＲ
引物进行初筛ꎬ筛出了 ３２ 对引物ꎬ再加用 １０ 份亲缘

关系较近的材料进行复筛ꎬ选出 １４ 对多态性丰富、
条带清晰、区分度好的核心引物ꎬ该套核心引物较均

匀地定位在不同的染色体组上ꎮ 引物的位点多态信

息含量(ＰＩＣ)、基因型多样性 (Ｈ′)、有效等位基因

数(Ｎｅ)是反映遗传多样性和基因有效性的尺度ꎬＤ.
Ｂｏｔｓｔｅｉｎ 等[１４] 提出: ＰＩＣ > ０. ５ 为高度多态性ꎬ
０􀆰 ２５ < ＰＩＣ < ０􀆰 ５ 为中度多态性ꎬＰＩＣ < ０􀆰 ２５ 为低

度多态性ꎻ另外ꎬ基因型多样性(Ｈ′)值越大表示多

态性越丰富ꎬＨ′ < １ 为低多态性ꎬ１ < Ｈ′ < ３ 为中度多

态性ꎬＨ′ > ３ 表示高度多态性[１５￣１６]ꎮ 本研究 １４ 对核

心引物 ＰＩＣ 值为 ０􀆰 ４４ ~ ０􀆰 ８９ꎬ平均值为 ０􀆰 ６８ꎬＰＩＣ
在 ０􀆰 ５ 以上的引物有 １１ 对ꎻＨ′为 １􀆰 ４６ ~ ３􀆰 ２０ꎬ平均

２􀆰 ３６ꎻＮｅ 平均为 ５􀆰 ９６ꎬ占所有等位基因的 ９５􀆰 ５７％ ꎮ
研究结果表明 １４ 对核心引物表现出丰富而稳定的

多态性ꎬ具有较好的区分度ꎮ
刘峰等[８] 提出利用 ＳＳＲ 标记筛选棉花核心引

物时ꎬ可以区分的品种数为每个核心引物检测到的

基因型数的乘积ꎮ 根据这个方法本套核心引物理论

上可以区分的品种 (系) 数量最大为 Ｎ ＝ １􀆰 ４６ ×
１０１２ꎮ 因此ꎬ理论上这套核心引物进行烟草品种鉴

定是完全可行的ꎮ 通过系谱有效性聚类分析以及与

农艺性状聚类比较可知ꎬ当相似系数为 ０􀆰 ８５ 时ꎬ可
以将含有 Ｋ３２６、云烟 ８５、Ｇ２８ 和红花大金元血缘的

不同品种分别聚为一类ꎬ而且农艺性状表现相似的材

料能在核心引物分析中聚为一类ꎮ 分类结果与系谱

来源相吻合ꎬ与田间性状具有较高的一致性ꎮ 因此本

研究确定的 １４ 套 ＳＳＲ 核心引物可用于烟草的品种纯

度鉴定、遗传多样性分析及 ＤＮＡ 指纹图谱的构建ꎮ
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