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摘 要:利用杨树基因组序列设计的SSR引物对11份杨树品种材料进行遗传多样性分析,并构建

指纹图谱。结果表明,共27对引物具有多态性,引物多态性比率占69.23%;获得多态性谱带38
个,多态性比率为84.4%。SSR遗传多样性分析结果为,有效等位基因数平均值1.578

 

9,基因多

样性指数平均值为0.321
 

7,Shannon多样性指数平均值为0.471
 

4。11份杨树品种的遗传距离

0.53~0.93,平均值为0.73。聚类分析表明,在遗传距离
 

0.76处可将所有供试材料分为5
 

个类

群,分别包含2、4、2、1、2份供试材料。研究表明,供试材料遗传多样性较高;利用SSR标记构建了

不同杨树利用的指纹图谱,可用于杨树品种间的鉴定。研究结果可为杨树品种知识产权保护和杂

交育种提供理论依据。
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Abstract:Primers
 

were
 

designed
 

according
 

to
 

poplar
 

genome
 

sequence.The
 

fingerprints
 

and
 

genetic
 

diversi-
ty

 

of
 

11
 

Populus
 

varieties
 

were
 

analyzed
 

by
 

SSR
 

molecular
 

markers.By
 

38
 

pairs
 

of
 

primers,27
 

pairs
 

of
 

primers
 

were
 

polymorphic,the
 

ratio
 

of
 

polymorphic
 

primers
 

accounted
 

for
 

69.23%.And
 

38
 

alleles
 

were
 

amplified.The
 

polymorphism
 

ratio
 

was
 

84.44%.Genetic
 

diversity
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

mean
 

effective
 

number
 

of
 

alleles(NE)was
 

1.578
 

9,the
 

mean
 

Nei's
 

gene
 

diversity
 

(H)
 

was
 

0.321
 

7,and
 

the
 

mean
 

Shannon
's

 

information
 

index
 

(I)
 

was
 

0.471
 

4.The
 

genetic
 

distance
 

of
 

the
 

11
 

Populus
 

varieties
 

ranged
 

from
 

0.53
 

to
 

0.93
 

with
 

an
 

average
 

of
 

0.73.Cluster
 

analysis
 

showed
 

that
 

all
 

the
 

test
 

materials
 

could
 

be
 

divided
 

into
 

five
 

groups,with
 

the
 

genetic
 

distance
 

0.76,and
 

the
 

included
 

numbers
 

of
 

variety
 

were
 

2,4,2,1
 

and
 

2,respective-
ly.The

 

results
 

indicated
 

that
 

the
 

test
 

materials
 

had
 

a
 

broad
 

genetic
 

basis,and
 

the
 

genetic
 

diversity
 

of
 

them
 

was
 

high.The
 

fingerprints
 

of
 

each
 

Populus
 

variety
 

were
 

constructed
 

according
 

to
 

SSR
 

markers,which
 

could
 

be
 

used
 

for
 

the
 

identification
 

among
 

Populus
 

varieties,and
 

to
 

provide
 

theoretical
 

basis
 

for
 

intellectual
 

property
 

protection
 

and
 

cross
 

breeding
 

of
 

Populus
 

varieties.
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  杨 树(Populus)为 杨 柳 科(Salicaceae)杨 属 (Populus)树种,是世界上分布最广、适应性最强的



树种。杨树在中国分布于25°-53°N,80°-134°E,
包含很多变种、杂种及境外引种,是中国北方用材

林、防护林主要树种。由于杨树品种多来源于种间

杂交,新品种间形态特征较为相似,且在生产中多采

用种穗进行无性繁殖,极易造成品种混杂、难以鉴别

的问题,不利于品种的保护和推广应用。利用分子

标记手段,建立指纹图谱,鉴别区分杨树品种,可为

品种知识产权保护和杂交育种提供理论依据。SSR
(simple

 

sequence
 

repeats)标记方法具有经济、快
捷、分辨率高的优点,2005年起就被国际植物新品

种保护联盟(UP-OV)推荐作为建库优选的标记,目
前是鉴定植物品种的最佳分析方法之一[1-3]。

本研究以黑龙江省杨树多年主栽品种‘青山杨’

‘山新杨’‘银中杨’‘黑青杨’‘小青黑’‘小黑杨’,以
及新品种‘中雄4号’‘龙丰1号’‘龙丰2号’为材

料,对各无性系进行SSR标记分析,构建指纹图谱

并分析遗传关系,可为黑龙江杨树品种鉴定及品种

保护提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料的选择

供试材料为黑龙江省杨树主栽品种‘青山杨’
‘山新杨’和‘银中扬’等,共11个杨树品种和2个对

照树种(对照树种仅仅用于SSR-PCR反应中,不做

遗传多样性分析与聚类分析),各品种的代号及遗传

背景详见表1。
表1 试验材料

Table
 

1 List
 

of
 

experiment
 

materials

代号 杨树品种 学名 遗传背景

1 青山杨 P.pseudo
 

cathayana×deltoides
 

Bartr
 

‘Shan
 

Hai
 

Guan’ 青杨×山海关杨

2 山新杨 P.davidiana×P.alba
 

var.pyramidalis 山杨×新疆杨

3 银中杨 P.alba×P.berolinensis 银白杨×中东杨

4 黑青杨 P.euramericana“N3016”×P.ussuriensis 中荷64×大青杨

5 小青黑 P.pseudo-simonii×P.nigra
 

L. 小青杨×欧洲黑杨

6 中黑防2号 P.deltoides×P.cathayana 美洲黑杨×青杨

7 中雄4号 P.deltoides×P.suaveolens 美洲黑杨山海关杨×甜杨

8 龙丰1号 P.deltoides×P.simonii‘Lf-1’ 美洲黑杨×小叶杨

9 龙丰2号 P.deltoides×P.simonii‘Lf-2’ 美洲黑杨×小叶杨

CK1 对照1 P.simonii×P.nigra)×P.euramericana
 

cv.15A

10 黑林2号 (P.simonii×P.nigra)×(P.nigra×simonii)CLHeilin 小黑杨×波兰15A

CK2 对照2 (Populus
 

pseudo-simonii×P.nigra)×P.nigra

11 小黑杨 P.simonii×P.nigra 小叶杨×欧洲黑杨

1.2 DNA提取

采用植物DNA提取试剂盒(天根生化科技(北
京)有限公司)提取参试杨树总DNA。取参试树种

的活叶片材料,每样本采集叶片1~2片,用液氮冷

冻后备用。冷冻的叶片经快速研磨成粉末后,立即

采用植物DNA提取试剂盒提取总DNA,提取步骤

按照试剂盒产品说明的步骤。提取的 DNA 经过

0.8%琼脂糖凝胶电泳检测,无蛋白质、酚及其他核

酸污染。DNA浓度的检测采用紫外分光光度法。
1.3 引物设计与合成

利用MISA(MIcroSAtellite
 

identification
 

tool)
软件分析小黑杨全基因组的SSR位点,搜索2核苷

酸重复6次以上、3~6核苷酸重复5次以上的SSR
位点,共获得77

 

183个。根据SSR位点信息及小黑

杨基因组信息,利用primer3软件设计引物,分别在

每个SSR位点上、下游200
 

bp内设计正向及反向

引物,引物长度范围设置在20~25
 

bp,退火温度设

置为58~65
 

℃。共设计引物39对,部分引物名称

及序列见表2。

引物由上海生工技术公司合成,2OD/管分装,
编号为“S”+顺序号。引物为附在管壁上的粉末或

膜状物,稀释前先12
 

000
 

r/min离心到底部,小心

打开管盖,加入高压灭菌的超纯水溶解,涡旋。每条

引物根据其nmol浓度加入相应体积的无菌水,引
物最终浓度均稀释至5

 

μmol·L
-1。

1.4 SSR-PCR反应

PCR扩增反应使用
 

BIO-RAD
 

T100
 

PCR仪。
25

 

ul扩增体系中包含1.1×T3
 

Super
 

PCR
 

Mix
 

22.0
 

ul,上游引物、下游引物各1.0
 

ul,模板DNA
1.0

 

ul。扩增条件:98
 

℃预变性2
 

min,循环反应包

括98
 

℃变性10
 

s,57
 

℃复性10
 

s,68
 

℃延伸15
 

s,

35个循环后,72
 

℃延伸2
 

min(表3)。扩增产物以

4%琼脂糖凝胶检测。
1.5 数据统计与分析

采用人工读带法,根据条带的迁移率和有无记

录二元数据,有带记1,无带记0,排除模糊不清的带

和无法准确标识的带。采用Francis编制的POP-
GENE

 

32软件进行数据处理,分析种群内有效等位
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基因数(Ne)、基因多样性指数(H)和Shannon指数

(I)。聚类分析NTSYSpc
 

version2.10利用0、1数

据阵计算遗传相似系数(GS)和遗传距离(GD),采
用UPGMA算法(Unweighted

 

Pair
 

Group
 

Method
 

with
 

Arithmetic
 

Mean)进行聚类分析,通过
 

Tree
 

plot
 

模块生成聚类图。

2 结果与分析

2.1 多态性分析

根据SSR位点信息及‘小黑杨’基因组信息,共
设计SSR引物39对。对供试材料及照树种基因组

进行扩增,经过筛选,共27对引物具有多态性(表

2、表3),引物多态性比率占69.23%;共扩增出谱带

45条,其中,多态性谱带38条,多态性条带率为

84.44%。图1为多态性引物S26、引物S35、引物

S68的扩增结果,电泳图片中的品种代号同表1。

2.2 指纹图谱构建

按照引物识别的先后顺序,对多态性引物所扩

增的条带进行统计,建立指纹图谱,得到了每个品种

的DNA指纹图谱数据库(表4)。

2.3 遗传关系分析

SSR标记POPGENE32分析结果为,有效等位

基因数平均值1.578
 

9,基因多样性指数平均值为

0.321
 

7,Shannon多样性指数平均值为0.471
 

4。
其中引物S27、S37、S38、S45、S47、S54、S84,多样性

指数为0.000
 

0,不具有多态性,其余引物Shannon
多样性指数变幅为0.188

 

2~0.692
 

2(表5)。

表2 SSR引物序列

Table
 

2 List
 

of
 

SSR
 

primers
 

and
 

their
 

sequences

序号 引物名称 上游引物序列(5'-3') 下游引物序列(5'-3')

1 S8 TGTTCAATCTATATTTACGTGGCT CCGAGACTTAGGTCAACCGT
2 S9 TTTCGAAAACAGGCTTATTTTATATC TTGGTTCAAAAACTGCCACA
3 S25 CACGATTTGAGGACCGTTTT TTGAAGAGTGTTGTCGCCTG
4 S26 CCTCCTTTATGTGTGGTTTCC TCGAGGTTGAACCATAGGGA
5 S27 TTCTTGATATCGCTTGGCATT GGGTTACTCGCGAAGATCAA
6 S28 CGAGAACTCACTTTGATGGTTG TCAGGTATACCCGTACAAGTGG
7 S35 CCTTGGCTGCATACCACTTT CCTCGACCGACCTCTTTCTA
8 S68 CTCAACCCAACAAGCAAGGT GAGAGATAGAATGGTCATGGCA
9 S85 GGATTGGGGCCATTACTTTT CACGTTCACTAGCCCAACCT
10 S86 CCCTCAATCTGGAAAGTAAATGTT TCTTAACATGCATCGTCTCTTTTT

表3 SSR-PCR扩增条件

Table
 

3 SSR-PCR
 

amplification
 

reaction
 

conditions

循环次数 温度条件 时间

98
 

℃预变性 2
 

min
98

 

℃变性 10
 

s
35次 57

 

℃复性 10
 

s
68

 

℃延伸 15
 

s
72

 

℃延伸 2
 

min
12

 

℃ 存放

表4 11个杨树品种DNA指纹图谱

Table
 

4 Fingerprint
 

map
 

of
 

11
 

Populus
 

varieties

品种代号 指纹图谱

1 10011110001110101001011001110011011100

2 10000101001001010001010011110001010100

3 11111111001110100011111001110101001101

4 10000101001001011011010110110101000110

5 00011011001101100010000011100100000100

6 11111111011101100111111011101100111101

7 01111111110101100111111011101100111101

8 10011110001100101000011000010101010010

9 11011110001101101001111001110101010010

10 00011110111101101010111001110101011010

11 01001110001101101011011010010101010110

注:A为引物S26;B为引物S35;C为引物S68;M为mark。

图1 引物PCR扩增凝胶电泳图谱

Fig.1 Amplificationresrlts
 

of
 

Populus
 

var
 

rieties
 

depending
 

on
 

primeiers

2.4 聚类分析

利用聚类分析软件
 

NTSYS
 

对
 

27对引物所检

测到的38个位点进行聚类分析,遗传相似系数见表
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6,聚类结果见图
 

2
 

。从表6可以看出,供试材料的

遗传相似系数在0.53~0.93,平均值为
 

0.73。当遗

传相似系数在0.76时,11个品种被分为5大类:Ⅰ
类包括‘青山杨’和‘银中扬’,共2个品种;Ⅱ类包括

‘龙丰1号’‘龙丰2号’‘小黑杨’和‘黑林2号’,共

4个品种;Ⅲ类只包括‘山新杨’和‘黑青杨’,共2个

品种;Ⅳ类包含‘小青黑’,仅1个品种;Ⅴ类包含‘中
黑防2号’和‘中雄4号’。

表5 不同杨树品种SSR标记遗传多样性分析

Table
 

5 Genetic
 

diversity
 

ofpoplar
 

varieties
 

by
 

SSR
 

markers

引物 样本 Na Ne H I 引物 样本 Na Ne H I

S8 11 2.000
 

0 1.918
 

5 0.478
 

8 0.671
 

8 S57 11 2.000
 

0 1.208
 

8 0.172
 

7 0.315
 

0

S9 11 2.000
 

0 1.629
 

2 0.386
 

2 0.574
 

6 S58 11 2.000
 

0 1.918
 

5 0.478
 

8 0.671
 

8

S13 11 2.000
 

0 1.335
 

2 0.251
 

1 0.417
 

8 S67 11 2.000
 

0 1.996
 

1 0.499
 

0 0.692
 

2

S17 11 2.000
 

0 1.996
 

1 0.499
 

0 0.692
 

2 S60 11 2.000
 

0 1.629
 

2 0.386
 

2 0.574
 

6

S24 11 2.000
 

0 1.957
 

6 0.489
 

2 0.682
 

3 S62 11 2.000
 

0 1.727
 

7 0.421
 

2 0.612
 

1

S25 11 2.000
 

0 1.727
 

7 0.421
 

2 0.612
 

1 S64 11 2.000
 

0 1.996
 

1 0.499
 

0 0.692
 

2

S26-1 11 2.000
 

0 1.957
 

6 0.489
 

2 0.682
 

3 S68-1 11 2.000
 

0 1.097
 

4 0.088
 

7 0.188
 

2

S26-2 11 2.000
 

0 1.783
 

5 0.439
 

3 0.631
 

2 S68-2 11 2.000
 

0 1.783
 

5 0.439
 

3 0.631
 

2

S27 11 1.000
 

0 1.000
 

0 0.000
 

0 0.000
 

0 S68-3 11 2.000
 

0 1.996
 

1 0.499
 

0 0.692
 

2

S35-3 11 2.000
 

0 1.208
 

8 0.172
 

7 0.315
 

0 S66 11 2.000
 

0 1.957
 

6 0.489
 

2 0.682
 

3

S35-2 11 2.000
 

0 1.335
 

2 0.251
 

1 0.417
 

8 S70-1 11 2.000
 

0 1.996
 

1 0.499
 

0 0.692
 

2

S35-1 11 2.000
 

0 1.727
 

7 0.421
 

2 0.612
 

1 S70-2 11 2.000
 

0 1.208
 

8 0.172
 

7 0.315
 

0

S36 11 2.000
 

0 1.957
 

6 0.489
 

2 0.682
 

3 S73-1 11 2.000
 

0 1.957
 

6 0.489
 

2 0.682
 

3

S37 11 1.000
 

0 1.000
 

0 0.000
 

0 0.000
 

0 S73-2 11 2.000
 

0 1.097
 

4 0.088
 

7 0.188
 

2

S38 11 1.000
 

0 1.000
 

0 0.000
 

0 0.000
 

0 S74-1 11 2.000
 

0 1.996
 

1 0.499
 

0 0.692
 

2

S39-1 11 2.000
 

0 1.208
 

8 0.172
 

7 0.315
 

0 S74-2 11 2.000
 

0 1.208
 

8 0.172
 

7 0.315
 

0

S39-2 11 2.000
 

0 1.996
 

1 0.499
 

0 0.692
 

2 S78 11 2.000
 

0 1.996
 

1 0.499
 

0 0.692
 

2

S40-1 11 2.000
 

0 1.957
 

6 0.489
 

2 0.682
 

3 S81 11 2.000
 

0 1.629
 

2 0.386
 

2 0.574
 

6

S40-2 11 2.000
 

0 1.208
 

8 0.172
 

7 0.315
 

0 S84 11 1.000
 

0 1.000
 

0 0.000
 

0 0.000
 

0

S43 11 2.000
 

0 1.783
 

5 0.439
 

3 0.631
 

2 S85-1 11 2.000
 

0 1.996
 

1 0.499
 

0 0.692
 

2

S45 11 1.000
 

0 1.000
 

0 0.000
 

0 0.000
 

0 S85-2 11 2.000
 

0 1.629
 

2 0.386
 

2 0.574
 

6

S47 11 1.000
 

0 1.000
 

0 0.000
 

0 0.000
 

0 S86 11 2.000
 

0 1.335
 

2 0.251
 

1 0.417
 

8

S54 11 1.000
 

0 1.000
 

0 0.000
 

0 0.000
 

0
均值 11 1.844

 

4 1.578
 

9 0.321
 

7 0.471
 

4
标准差 0.366

 

5 0.389
 

3 0.188
 

9 0.253
 

9

表6 11个杨树品种的遗传相似系数

Table
 

6 Genetic
 

similarity
 

coefficient
 

of
 

11
 

Populus
 

varieties

品种代号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1 1.000
 

0
2 0.688

 

9 1.000
 

0
3 0.777

 

8 0.600
 

0 1.000
 

0
4 0.577

 

8 0.844
 

4 0.577
 

8 1.000
 

0
5 0.622

 

2 0.666
 

7 0.666
 

7 0.644
 

4 1.000
 

0
6 0.600

 

0 0.555
 

6 0.777
 

8 0.488
 

9 0.666
 

7 1.000
 

0
7 0.533

 

3 0.488
 

9 0.711
 

1 0.422
 

2 0.644
 

4 0.933
 

3 1.000
 

0
8 0.800

 

0 0.622
 

2 0.666
 

7 0.644
 

4 0.644
 

4 0.533
 

3 0.466
 

7 1.000
 

0
9 0.800

 

0 0.666
 

7 0.755
 

6 0.644
 

4 0.644
 

4 0.666
 

7 0.600
 

0 0.866
 

7 1.000
 

0
10 0.733

 

3 0.555
 

6 0.688
 

9 0.577
 

8 0.666
 

7 0.644
 

4 0.666
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7 0.666
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3 0.688
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2 0.600
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2 0.822
 

2 0.755
 

6 1.000
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3 讨论

3.1 SSR标记及多态性

本研究所采用分子标记方法是SSR,根据‘小
黑杨’的基因组测序结果检索重复序列设计引物,这

些引物在扩增结果中表现出较高多态性。其中,多
态性引物占总设计引物的69.23%。这也体现出在

构建杨树指纹图谱和分析遗传多样性中应用过的众

多分子标记方法中,如AFLP[4-6]、ISSR[7]、SSCP[8]、

SRAP[9]和PAPD[10-11]等,SSR分子标记特有的优
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越性。国内外的相关研究报道也都验证了这一

点[12-23]。因此,本研究所采用的分子标记方法及研

究结果是准确和可靠的。

图2 11个杨树品种的聚类分析

Fig.2 Dendrograms
 

of
 

11
 

Populus
 

varieties

3.2 品种遗传多样性

Shannon 多 样 性 指 数 变 幅 为 0.188
 

2~
0.692

 

2,各个品种之间遗传相似系数在0.53~
0.93,这表明了样本群体的遗传多样性较好。根据

种间遗传距离进行的聚类分析结果也进一步证实了

这一点。所获得的5个类群中,龙丰1号和龙丰2
号来自同一亲本组合,即‘美洲黑杨’×‘小叶杨’,所
以聚类分析为同一类群;‘龙丰1号’和‘龙丰2号’
的父本为‘小叶杨’,‘小黑杨’的母本也为‘小叶杨’,
故‘龙丰1号’‘龙丰2号’与‘小黑杨’聚到同一类

群;‘黑林2号’的母本为‘小黑杨’,故‘黑林2号’同
‘小黑杨’聚为一类群;‘黑防2号’和‘中雄4号’有
共同的母本美洲黑杨,因此聚为同一类群。

3.3 研究对象

本研究所选择的研究对象是8个黑龙江省杨树

主栽品种,有多年栽培历史,分布面积较广泛,以及

3个根据生产需求选育的杨树新品种。构建这11
个品种的指纹图谱、分析遗传多样性具有必要性和

迫切性。同年份的同类研究中,王妍等[24]报道了东

北地区主栽杨树品种的SSR分析及鉴定研究,研究

对象为40个杨树品种,其中仅包含了本研究的1个

树种为‘黑林2号’,其余10个树种并未涉及。而

‘黑林2号’对本研究的其他树种遗传多样性分析仍

有帮助。因此,尽管有相近的报道,就研究对象的选

择及研究内容而言,本研究对黑龙江省杨树品种鉴

定及知识产权保护仍有重要意义。
 

3.4 PCR产物检测方法的改良

本研究将不同杨树品种SSR扩增产物检测手段

改良为4%琼脂糖凝胶,检测结果清晰,没有过多的

杂质谱带,特征谱带突出,并且避免了传统丙烯酰胺

凝胶检测过程中试剂产生人体毒性伤害和造成环境

污染,为今后指纹图谱构建提供了优质高效的方案。

4 结论

本研究以黑龙江省广泛栽培的杨树品种为研究

对象,通过
 

SSR
 

分子标记技术对11个杨树品种建

立指纹图谱,利用筛选出27对引物,对其进行SSR
扩增分析,从DNA分子的角度上对11种试验材料

进行了鉴定,能够对这些杨树品种区分和鉴定。同

时,利用试验结果进行了遗传相似性分析与聚类分

析,有助于杨树遗传育种及品种改良工作。
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