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要$采用
=>-?

和
/=@)==>

分子标记对美洲黑杨
A)'%

及与其有亲缘关系的
*

个美洲黑杨品种进行遗传差异

分析!比较两种分子标记在遗传差异性分析中的适用性!为美洲黑杨的鉴别提供准确的分子技术依据(结果表明$

"
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#以
=>-?

标记筛选出
!#

对引物组合!共扩增出
!<&

条谱带!多态性条带
!"%

条!多态性比率
&!9<B

!遗传相似

系数为
"9+*<#

"

"9&'%!

("

!

#以
/=@)==>

标记筛选出
#&

对引物!共扩增出
<'

条谱带!多态性条带
'%

条!多态性

比率
<"9!B

!遗传相似系数为
"9****
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"9&#&!
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#对
=>-?

和
/=@)==>

以及两者混合数据形成的
$

个遗传相

似矩阵进行相关性分析结果显示!
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和
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分别同综合数据之间呈显著相关"
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#聚类分析发现!两种分子标记的聚类结果有一定差异!
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聚类结果同综合数据分析的结果一致!说明
=>-?

标记更适用于杨树亲缘关系较近材料的遗传差异分析(
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遗传差异的分析与评价是杂种优势育种和杂交

育种成功的基础!和传统的基于表现型的分析方法

相比!基于
.J-

分子标记的分析技术更具优势,

#

-

!

其直接从
.J-

分子水平检测基因组的遗传变异!

不受组织.发育时期及环境的影响!且信息量大.多

态性高,
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(近年来!多种分子标记已在杨树中广泛

应用!如
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+

-等!在这些标记

中!基于
?M>

的
.J-

标记在实践中具有操作简便

的优势,
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又称相关序列扩增多态性"
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#是由
L2

和

D52N6O

开发的以全基因组为靶标!检测开放阅读框

与其上游的启动子或内含子之间序列多态性的一种

新的分子标记技术,

'

-

(由于标记简便.快速.不需预

知物种的序列信息!目前已应用于植物的遗传多样

性分析.种质鉴定.遗传连锁图谱的构建和基因定位

等多方面的研究,
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#又称基于表达序

列标签微卫星!搜索
/=@

中微卫星!根据微卫星两

侧的已知序列来设计引物!扩增基因组中的外显子

片段,

<

-

(它具有开发简单.快捷.信息量大.通用性

好等优点(目前已在植物遗传图谱构建.比较作图

和遗传多样性评价等方面广泛应用,
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和

/=@)==>

分子标记在杨树中的研究较少!结合

=>-?

和
/=@)==>

两种分子标记研究杨树的遗传

差异还未见报道(

美洲黑杨"

#$

%
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#种质资源丰富!

树干通直!是黑杨派中最具栽培利用价值的树

种,

#$
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(自上世纪
&"

年代引入中国以后!杨树育种

研究得到了迅速发展!但由于引进的无性系数量较

少!遗传基础较窄,

#*

-

!杂交育种形成的品种或无性

系间亲缘关系较近!在形态上难以区分(本试验采

用
=>-?

和
/=@)==>

两种分子标记对美洲黑杨品

种进行遗传差异分析!比较两种分子标记在分析美

洲黑杨品种的遗传差异性中的适用性及其分析效

力!为美洲黑杨的鉴别提供科学.准确的分子依据(
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材料和方法
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试验材料

从西北农林科技大学渭河试验站"表
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#采集
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个美洲黑杨品种的
#

年生枝条进行室内水培!待其

发出嫩叶(
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M@-,

法,
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中的基因组
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(
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的琼脂糖凝胶电泳和核酸

检测仪对基因组
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稀释到
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保存备用(
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!
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与
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分析
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引物序列参照王源秀等,

'

-

!采用其中
%

条正向引物和
<

条反向引物"表
!

#!反应体系与程

序参照谭碧癑等,
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-的方法(
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引物序列参

照张亚东等,
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-和宋跃朋等,
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!反应程序参照张亚

东,
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扩增产物用
<B

的非变性聚丙烯酰胺凝胶

电泳!采用银染法染色,
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!照相分析(

>9C

!

数据分析

利用人工读带法!电泳图上可重复的.清晰的条

带记为&
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计算各品种间
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#!然后采用
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类分析!并构建树状聚类图(利用
@I?E-

软件对
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相关性检测(
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结果与分析
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引物筛选及扩增多态性分析

选用)

A)'%

杨*与)北抗
#

号*对
&!

对
=>-?

引

物组合和
!!

对
/=@)==>

引物进行扩增能力和扩增

多态性筛选(

=>-?

引物中!条带清晰.具有多态性

的引物组合有
$!

对%

/=@)==>

引物中!条带清晰.

具有多态性的引物有
#&

对(筛选出的引物对
+

个

品种进行
?M>

扩增!

$!

对
=>-?

引物中!

!#

对引物

可以把
+

个美洲黑杨品种完全区分开!

!#

对引物组

合共扩增出
!<&

条谱带!多态性条带
!"%

条!多态性

比率
&!9<B

!每个引物扩增的条带在
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条!平
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条!多态性比率
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#""

"

$+"

[

Z

%图
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为
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的电泳图谱!其中
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对引物可以

把
+

个美洲黑杨品种完全区分开(表
$

结果表明$
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和
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分子标记都表现出较高的多态

性!其中
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扩增出的多态性位点远多于
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!但多态性比率略低于
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(说明
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标记每对引物组合揭示的信息量较高(
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遗传相似性分析
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种分子标记结果均

表明美洲黑杨品种间的遗传差异较小(可以看出!
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种标记的结果相近!但
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品种聚类分析

按照
F?E_-

法进行聚类分析!绘制品种的树

状图(基于
=>-?

聚类分析"图
!

!

-

#!当遗传相似

系数为
"9+%

时!分为两大类群!)陕林
$

号*为类群

$

!其余
*

个品种为类群
%

(当阈值为
"9'%

时!类

群
%

又可以分为)

A)'%

杨*.)南抗
#

号*和)创新杨
#

号*.)北抗
#

号*两大亚类(基于
/=@)==>

聚类分

析"图
!

!

,

#!当遗传相似系数为
"9++

时!分为两大

类群!)

A)'%

杨*.)南抗
#

号*.)陕林
$

号*为类群
$

!

)创新杨
#

号*与)北抗
#

号*为类群
%

(基于
=>-?

和
/=@)==>

数据综合后的聚类分析!聚类结果与

=>-?

分析的结果是一致的"图
!

!

M

#(结果显示!

=>-?

和
/=@)==>

标记的聚类结果有一定的差异!

表现为)陕林
$

号*在
!

种分子标记中处于不同的类

群!但)创新杨
#

号*.)北抗
#

号*的聚类结果在
!

种

分子标记中具有一致性(说明
!

种分子标记在亲缘

关系较近的美洲黑杨品种之间的分析具有一定的可

靠性!但
=>-?

标记可能具有更高的可信度(

@?C

!

!"#$

和
%!&'!!"

标记相关性分析

利用
@I?E-

软件中的
_18PK3

对
=>-?

和
/=@)

表
B

!

美洲黑杨
!"#$

和
%!&'!!"

标记的多态性

@1[3K$

!

-0

Z

32;2:1P268NKO53PO6;+#")*'+$,)*(U1N2KP2KO[1OKX68=>-?18X/=@)==>01NYKNO

=>-?

引物对

?N20KN

Z

12N

=>-?

扩增
总条带数

@6P13J69

6;[18XO

=>-?

多态性
条带数

J696;

Z

63

Q

06N

Z

R2:

[18XO

=>-?

多态性比率

>1PK6;

Z

63

Q

06N

Z

R2:

[18XO

+

B

/=@)==>

引物对

?N20KN

Z

12N

/=@)==>

扩增总条带

@6P13J69

6;[18XO

/=@)==>

多态性条带数

J696;

Z

63

Q

06N

Z

R2:

[18XO

/=@)==>

多态性比率

>1PK6;

Z

63

Q

06N

Z

R2:

[18XO

+

B

_/$

+

/_* ' * ''9' c,)# & & #""9"

_/#

+

/_* % & &&9< c,)$ + + #""9"

.M#

+

G.$ #" & &"9" c,)#" * $ &+9"

_/!

+

/_* #$ % '%9! c,)## #" #" #""9"

_/$

+

/_$ #* #* #""9" c,)#' * * #""9"

_/$

+

/_* !# #& <#9" c,)!< $ # $$9$

_/$

+

/_' #$ < '#9+ c,)$+ * $ &+9"

_/$

+

/_& #' #! &+9" c,)$' * # !+9"

_/$

+

/_#* #< ## '#9# c,)*# & ' <+9&

_/*

+

G.$ #' #$ <#9$ c,)*+ $ $ #""9"

_/*

+

=-* #& ## '*9& /=@MF$#"*"# * $ &+9"

_/*

+

/_* #' & *$9< /=@MF$#"#*" ' + <$9$

_/<

+

/_! ## & '$9' /=@MF$#'<$+ * $ &+9"

_/<

+

/_$ ## #" %"9% /=@MF$"'%+* < < #""9"

_/<

+

/_* #$ < '#9+ /=@MF$"&#$+ ' $ +"9"

_/<

+

/_& #& % +!9% /=@MF$"&&+& ! ! #""9"

_/<

+

/_' #$ #" &'9% /=@MF$"&&!" + ! *"9"

_/%

+

=-* #! #" <$9$

_/%

+

/_$ #$ #" &'9%

_/%

+

/_& #* #! <+9&

_/##

+

/_! #* #$ %!9%

总计
@6P13 !<& !"% &!9<

总计
@6P13 <' '% <"9!

图
!

!

+

个美洲黑杨品种的
=>-?

"

-

#.

/=@)==>

"

,

#和
=>-?e/=@)==>

"

M

#的聚类树状图

#

"

+

编号同表
#

I2

4

9!

!

.K8XN6

4

N106;+#")*'+$,)*(U1N2KP2KO[1OKX68=>-?

"

-

#!

/=@)==>

"

,

#

18X=>-?e/=@)==>

"

M

#

#

"

+2OPRKO10K1O@1[3K#

+'&#

%

期
!!!!!!!!!!!!!

郭
!

娟!等$美洲黑杨遗传差异的
=>-?

和
/=@)==>

分析



==>

标记的遗传相似系数矩阵进行相关性分析!并

分别同两者的混合数据形成的遗传相似系数矩阵进

行相关性分析(结果显示!

=>-?

和
/=@)==>

标记

对美洲黑杨品种的相似性分析的结果相关性不显著

"

!C"9*"$"

!

#C"9"<

#%

=>-?

标记和综合数据的

分析结果相关性显著"

!C"9<**!

!

#C"9"$

#%

/=@)

==>

标记和综合数据的分析结果相关性显著"

!C

"9<$"<

!

#C"9"#

#!说明
=>-?

标记更接近综合数

据的分析结果!因此推测
=>-?

标记更适于分析亲

缘关系较近的美洲黑杨品种间的遗传差异(

$

!

讨
!

论

B?>

!

!"#$

和
%!&'!!"

标记遗传检测效率的评价

本试验首次利用
=>-?

和
/=@)==>!

种分子

标记对陕西省内主栽的
+

个美洲黑杨品种进行遗传

差异检测!品种间的遗传基础较窄!但
=>-?

表现

出了较高的分析效率!每个引物组合检测到的位点

"

#$9&

#及多态性位点"

%9%+

#均较高!是
/=@)==>

的
!9&

倍和
!9+

倍(本试验合成的
#&

条
=>-?

引

物!可以组合成
&!

对引物!成本优势明显!而目前公

布的杨树的
/=@)==>

引物数目相对较少且合成成

本较高(所以!

=>-?

标记在揭示不同品种间遗传

差异性的性能要优于
/=@)==>

(

B?@

!

!"#$

和
%!&'!!"

聚类分析及其相关性

不同分子标记技术的比较已在多种作物中进行

过!如于栓仓等,

!!

-利用
>-?.

.

>E-

和
=>-?

分子

标记技术对
!!

个番茄品种进行了分子鉴别研究!但

目前在杨树中报道很少(基于不同分子标记的相同

材料之间遗传相似系数的相关性大小取决于这些分

子标记所揭示的基因组多态性的特征,

!$

-

(本试验

中!

/=@)==>

的聚类结果与
=>-?

的聚类结果之间

存在一定的差异!主要表现在)陕林
$

号*处于不同

的类群(而
=>-?

的聚类结果与综合分析的聚类

结果是一致的!这与高建明,

#+

-的研究也是一致的(

原因可能是
!

种分子标记的扩增产物虽都分布在基

因组的转录区,

!*

-

!但揭示的多态性不同(

/=@)==>

是通过筛选包含
==>

的
/=@

并根据微卫星序列两

端保守的侧翼序列设计引物!对基因组编码区进行

扩增!多态性主要基于微卫星重复序列数目的变化

而产生的长度多态性,

%

-

(而
=>-?

是利用独特的

引物设计对
G>IO

进行扩增!对内含子区域.启动子

区域进行特异性扩增!因个体不同以及物种的内含

子.启动子与间隔长度不等而产生多态性,

!+

-

(也可

能与多态性位点多少有关!

/=@)==>

聚类是根据

'%

个多态性位点进行的!而
=>-?

聚类是根据
!"%

个多态性位点进行的(研究表明!品种相似性分析

的可靠性和准确性在很大程度上取决于所使用的标

记数目的多少,

#+

-

(从聚类结果可以看出!

=>-?

标

记更可靠!也可能与
=>-?

标记与相应性状的连锁

更加紧密有关,

!'

-

(

=>-?

和
/=@)==>

数据综合后的遗传相似系

数矩阵分别与
=>-?

.

/=@)==>

的遗传相似系数矩

阵进行
_18PK3

检测!相关系数分别为
"9<**!

和

"9<$"<

!两两间匹配良好(又因为
=>-?

和
/=@)

==>

标记揭示的基因组不同的位点信息!因此将两

种标记结合起来可能会更加合理.准确地反映品种

间的遗传差异(不同的分子标记之间并不相互排

斥!也无法相互取代!不同标记间的相互补充和利

用!能更好地揭示种质之间的遗传多样性,

!!

-

(
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