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个组!聚类分析结果具有一定的

地理区域特性)研究认为!贵州砂梨种质具有较为丰富的遗传多样性!并表现出明显的地理区域特性&
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#起源于第三纪

中国西部或西南部的山区'
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)贵州位于中国西南

部!其雨量充沛+立体气候明显+小气候区域众多等

独特的气候和生态条件!为梨树的分布演化提供了

多样的生态环境!孕育出了丰富的梨属植物资源!尤

其是极为丰富的砂梨"
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)本课题组前期工作中基于部分品质指标及
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标记!已对贵州部分砂梨种质进行了初步的遗

传多样性评价'
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)但品质指标受环境影响较大!而
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作为显性分子标记!其揭示的遗传信息量相对

有限)
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技术复杂+成本昂贵等

缺点)近年来
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技术在果树遗传多样性分析

和比较基因组学研究等方面得到广泛应用'
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在梨属植物上的应用还不多)本研究以广泛收集的
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结果相互印证!为进一步促进贵州砂梨种质资源的
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铜仁地区印江县
a.0

-

.50

=

T;<0>

S

!

[;0

=

RF0BRFXF7><RF

+$

印江
)%ab)%

铜仁地区印江县
a.0

-

.50

=

T;<0>

S

!

[;0

=

RF0BRFXF7><RF

+(

印江
)*ab)*

铜仁地区印江县
a.0

-

.50

=

T;<0>

S

!

[;0

=

RF0BRFXF7><RF

+&

赫章
)#KP)#

毕节地区赫章县
KFQ850

=

T;<0>

S

!

_.

-

.FBRFXF7><RF

+1

野生砂梨
%

&

'()

*&

'+

,

-.+/

黔西南州兴义市
.̀0

=S

.T.>

S

!

I.50\.050BRFXF7><RF

!!

采用单因素试验设计梯度进行
?@AB

体系优

化!将
!cK;>O5/>FRBT@O5/>FRO.\

"北京天根生

化科技有限公司!其中包含
!"44;6

,

N

'#

[R./)

KT6

W

K&,%

!

#""44;6

,

N

'#

dT6

!

%44;6

,

N

'#

O

=

T6

!

!

+""

"

4;6

,

N

'#

VE[B

!

",#L

,

"

N

'#

1/

2

聚合酶!以及其他增强剂和稳定剂#+引物和
]EA

模板
%

因素设
+

个水平!各因素水平分别为
O5/>FR

O.\1,+

+

#",+

+

##,+

+

#!,+

和
#%,+

"

N

&正反向引物

各
",$

+

",&

+

#,"

+

#,!

和
#,*

"

4;6

,

N

'#

&

]EA

模板

%"

+

*"

+

+"

+

$"

和
("0

=

)依据比较因素梯度的变动!

调整
VVK

!

D

量以保证反应体系为
!+

"

N

)

>@?@?

!

$%&'

扩增
!

优化后的梨
?@AB

反应体系

为$

!+

"

N

体系中含模板
]EA*"0

=

!正反向引物浓

度各
#,!

"

4;6

,

N

'#

!

O5/>FRO.\#!,+

"

N

)

BT@

扩增程序为$

1*e

预变性
+4.0

&

1*e

变性
#4.0

!

%+e

退火
#4.0

!

(!e

延伸
#4.0

!共
+

个循环&再

1*e

变性
#4.0

!

+! e

退火
#4.0

!

(! e

延伸
#

4.0

!

%+

个循环&最后
(!e

延伸
#"4.0

!

*e

保存)

扩增产物用
#,&C

琼脂糖凝胶在
#c[A3

缓冲液中

电泳分离!

_.;)@5V

凝胶成像系统扫描分析)对部

分比较模糊的扩增产物用
$C

聚丙烯酰胺凝胶电泳

进行验证后记带)

选用表型差异较大的-威宁大黄梨*+-福泉葫芦

梨*和-兴义海子梨
)#

*作为筛选引物的材料!按照已

筛选出来的体系!参照
?@AB

反应程序!从
$*

对引

物组合中筛选出带型好+多态性高+稳定性和重复性

好的引物作为本试验的
?@AB

扩增引物)

>,?,A

!

数据处理与分析
!

按照
T65RZ

的方法'

#%

(

!

根据
?@AB

扩增结果电泳图谱中
]EA

条带的有

无!无带记为
"

!有带记为
#

!并构建二元数据矩阵)

应用
BDB23E3#,%#

'

#*

(软件进行遗传多样性参数

分析!计算多态性引物的多态位点百分率"

%%3

#+

总等位基因数"

!/

#+有效等位基因数"

!"

#+

?850)

0;0

*

/

信息指数"

$

#+

EF.

*

/

基因多样性指数"

#

#!并

!&!

西
!

北
!

植
!

物
!

学
!

报
!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

%$

卷



对各参数进行
4

检验来评价
?@AB

标记与
H??@

标

记的差异显著性!在
]B?U(,"+

软件中进行)用

E[?a?

W

7!,#

'

#+

(软件以
].7F

相似系数采用非加权

类平均法"

LB2OA

#进行聚类分析!并进行遗传距

离之间的
O50>F6

相关性检验)

!

!

结果与分析

?,>

!

引物筛选及多态性分析

从
$*

对
?@AB

上下游组合引物中"表
!

#!筛选

出
#+

对条带清晰+多态性丰富+重复性好的
?@AB

引物组合!对
+1

份贵州砂梨种质基因组
]EA

进行

扩增!统计结果见表
%

)

#+

对
?@AB

引物共扩增出

#+#

条带!其中多态性带
#!"

条!多态百分率为

(1,*(C

!说明贵州砂梨种质资源遗传多样性较为丰

富!个体间遗传差异较大)不同引物组合扩增条带

的多态性百分率不同!引物组合
3O!)4F$

多态位点

百分率最高!为
1!,!+C

!而引物组合
3O!)4F+

的多

态位点百分率最低!为
$%,$*C

)

$*

对引物组合对

-兴义海子梨
)#

*的扩增产物电泳结果如图
#

所示)

?,?

!

聚类分析

根据
#+

对
?@AB

引物对供试材料的扩增数

据!以
].7F

相似系数采用
LB2OA

聚类!得到的梨

系统关系树如图
!

所示)在遗传相似系数
",(+

处!

可将
+1

份砂梨资源分为
$

组!其聚类结果具有一定

的地理区域特性)第
#

组仅有
#

份黔西南州晴隆县

梨资源&第
$

组包含晴隆-瓢把梨
)!

*+-兴义海子梨*+

-安顺箐口梨*+-福泉葫芦梨*以及-册亨金盖梨*等

在内的
!&

份梨资源&第
%

组以黔东南州台江县以及

黄平县的梨资源为主!此外!还包括来自仁怀市的
%

份资源以及-威宁
)*

*!共
##

份梨资源&第
&

组以荔

波县以及印江县的梨资源为主!还包括
!

份仁怀的

梨种质!以及
#

份赫章的梨资源!从兴义市取材的野

生砂梨资源也归在此类)第
'

组包含-晴隆
)%

*+-晴

隆响水梨*以及-晴隆瓢把梨
)#

*等
%

份梨资源&第
(

组为-威宁大黄梨*和-威宁
)%

*)

?,A

!

遗传多样性分析

根据
BDB23E3

软件对不同区域品种材料各

项遗传多样性参数进行分析!结果"表
*

#表明!在

表
?

!

$%&'

引物序列

[5Y6F!

!

?@AB

W

R.4FR/F

9

<F07F/

引物编号

T;VF

引物序列

BR.4FR/F

9

<F07F/

"

+f

#

%f

#

O* [2A2[TT[[[TT22[AA

O+ [2A2[TTAAATT22A2T

4F# [2A2[TTAAATT22A[A

4F% [2A2[TTAAATT22AA[

上游引物

4F+ [2A2[TTAAATT22AA2 L

W

/>RF54

4F$ [2A2[TTAAATT22[AA

W

R.4FR

4F( [2A2[TTAAATT22[TT

4F& [2A2[TTAAATT22[2T

F# 2AT[2T2[AT2AA[[TAA[

F! 2AT[2T2[AT2AA[[TAAT

3O! 2AT[2T2[AT2AA[[[2T

3O+ 2AT[2T2[AT2AA[[AAT

下游引物

3O$ 2AT[2T2[AT2AA[[2TA ];:0/>RF54

3O( 2AT[2T2[AT2AA[[TAA

W

R.4FR

3O1 2AT[2T2[AT2AA[[T2A

3O#" 2AT[2T2[AT2AA[[TA2

表
A

!

$%&'

引物组合的扩增结果及多态性

[5Y6F%

!

A4

W

6.X.75>.;0RF/<6>/50V

W

;6

S

4;R

W

8./4;X#+?@AB

W

R.4FR7;4Y.05>.;0</FV.0>8.//><V

S

编号

T;VF

引物组合

BR.4FR7;4Y.05>.;0

扩增条带总数

E;,;XY50V/

多态性条带数量

E;,;X

W

;6

S

4;R

W

8.7

Y50V/

多态位点百分率

BFR7F0>5

=

F;X

W

;6

S

4;R

W

8.7Y50V/

%

C

# F#)O* 1 ( ((,(&

! F#)O+ 1 $ $$,$(

% F#)4F# ## 1 &#,&!

* F#)4F% 1 $ $$,$(

+ F#)4F+ 1 ( ((,(&

$ F#)4F$ #" 1 1",""

( F#)4F( #% ## &*,$!

& 3O!)4F+ ## ( $%,$*

1 3O!)4F$ #% #! 1!,!+

#" 3O$)4F$ #% ## &*,$!

## 3O()4F% 1 ( ((,(&

#! 3O()4F$ #" & &",""

#% 3O#")4F# 1 ( ((,(&

#* 3O()O* 1 ( ((,(&

#+ 3O()4F( ( $ &+,(#

总计
[;>56 #+# #!" (1,*(

%&!

!

期
!!!!!!!!!!!!

黄
!

伟!等$利用
?@AB

标记分析贵州砂梨资源遗传多样性



物种水平上!多态位点百分率"

%%3

#为
(1,*(C

!有

效等位基因数"

!"

#

#,%++1

!

EF.

*

/

遗传多样性指数

"

#

#

",!$#1

!

?8500;0

*

/

信息指数"

$

#

",%%$!

)在

区域品种群水平上!以黔西南州遗传多样性最高

"

%%3G(",!"C

!

!"G#,%%""

!

#G",!"#1

!

$G

",%#!!

#!六盘水市最低"

%%3G!(,#+C

!

!"G

O,]N!"""

&

#

)

$*,$*

对
?@AB

引物组合

图
#

!

$*

对
?@AB

引物组合对-兴义海子梨
)#

*的扩增产物凝胶电泳分析

O,]N!"""

&

#'$*,$*

W

R.4FR

W

5.R/

.̂

=

,#

!

36F7>R;

W

8;RF/./RF/<6>/;X54

W

6.X.75>.;0X;R

W

F5R

=

FR4

W

65/4;X

-

à85.Q.6.)#

*

</.0

=

$*

W

R.4FR

W

5.R/

图
!

!

基于
?@AB

的
+1

份砂梨种质资源的分子聚类分析

.̂

=

,!

!

]F0VR;

=

R54;X+1%0

*&

'+

,

-.+/

=

FR4

W

65/4577F//.;0/Y5/FV;0?@AB45RZFR/

*&!

西
!

北
!

植
!

物
!

学
!

报
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表
B

!

$%&'

分析的贵州砂梨种质资源的遗传多样性

[5Y6F*

!

2F0F>.7V.UFR/.>

S

;X%0

*&

'+

,

-.+/RF/;<R7F/VF>F7>FVY

S

?@AB45RZFR/

区域品种群

B;

W

<65>.;0

样本数

E;,;X

.0V.U.V<56/

有效等位基因数

OF50;Y/FRUFV

0<4YFR;X566F6F/

"

!"

#

EF.

*

/

遗传多样性指数

EF.

*

/

=

F0F>.7

V.UFR/.>

S

"

#

#

?8500;0

*

/

信息指数

?8500;0

*

/.0VF\

;XV.UFR/.>

S

"

$

#

多态位点百分率

BFR7F0>5

=

F;X

W

;6

S

4;R

W

8.7

6;7.

"

%%3

#%

C

黔西南州
I.50\.

*

050BRFXF7><RF !$ #,%%"" ",!"#1 ",%#!! (",!"

黔东南州
I.50V;0

=

050BRFXF7><RF ( #,%"*& ",#&!1 ",!((1 +$,!1

铜仁地区
[;0

=

RF0BRFXF7><RF * #,#&%& ",#"&" ",#$#+ !1,&"

遵义市
P<0

S

.T.>

S

+ #,#1%+ ",##&( ",#&#& %$,*!

黔南州
I.50050BRFXF7><RF ( #,%"&+ ",#((& ",!$%1 *&,%*

六盘水市
N.<

W

50/8<.T.>

S

% #,#(&& ",#"%& ",#+%& !(,#+

毕节地区
_.

-

.FBRFXF7><RF $ #,%!&* ",#1+$ ",!1+# +$,1+

区域品种群水平
B;

W

<65>.;06FUF6 #,!$## ",#+++ ",!%+! *$,*+

物种水平
?

W

F7.F/6FUF6 +1 #,%++1 ",!#$1 ",%%$! (1,*(

表
C

!

基于
$%&'

砂梨种质各区域的遗传相似性系数和遗传距离

[5Y6F+

!

2F0F>.7.VF0>.>

S

50V

=

F0F>.7V./>507F54;0

=

%0

*&

'+

,

-.+/5RF5Y5/FV;0?@AB45RZFR/

区域品种群

B;

W

<65>.;0

黔西南州

I.50\.

*

050

BRFXF7><RF

安顺市

A0/8<0

T.>

S

毕节地区

_.

-

.F

BRFXF7><RF

黔东南州

I.50V;0

=

050

BRFXF7><RF

遵义市

P<0

S

.

T.>

S

黔南州

I.50050

BRFXF7><RF

铜仁地区

[;0

=

RF0

BRFXF7><RF

六盘水市

N.<

W

50/8<.

T.>

S

黔西南州
I.50\.

*

050BRFXF7><RF ",1*+" ",1""! ",1!+% ",1*($ ",1%#" ",&$1* ",1$!1

安顺市
A0/8<0T.>

S

","+$$ ",&((" ",1+!$ ",1*#* ",&1$& ",&%(& ",1*&1

毕节地区
_.

-

.FBRFXF7><RF ",#"+# ",#%#% ",&&(! ",1%(! ",&&!1 ",((&( ",1#$%

黔东南州
I.50V;0

=

050BRFXF7><RF ","(($ ","*&$ ",##1( ",1*(# ",&((# ",(($* ",1%!&

遵义市
P<0

S

.T.>

S

","+%& ","$"* ","$*& ","+*% ",1!#+ ",&#(1 ",1*$*

黔南州
I.50050BRFXF7><RF ","(#+ ",#"&1 ",#!*$ ",#%## ","&#& ",&+#! ",1#1&

铜仁地区
[;0

=

RF0BRFXF7><RF ",#%11 ",#((" ",!+"# ",!+%# ",!"#" ",#$## ",&+$1

六盘水市
N.<

W

50/8<.T.>

S

","%(& ","+!+ ","&(* ","$1$ ","++# ","&%$ ",#+**

!!

注$上三角为遗传相似性系数!下三角为遗传距离)

E;>F

$

EF.

*

/

=

F0F>.7.VF0>.>

S

"

5Y;UFV.5

=

;056

#

50V

=

F0F>.7V./>507F

"

YF6;:V.5

=

;056

#

,

#,#(&&

!

#G",#"%&

!

$G",#+%&

#)

?,B

!

区域品种群分化趋势和亲缘关系

根据
BDB23E3

软件计算的各区域品种群之

间 遗传距离和遗传相似性系数结果"表
+

#!以黔西

南州和六盘水市砂梨种质资源的遗传距离最近

"

","%(&

#!相似系数最高"

",1$!1

#&黔东南州和铜

仁地区的遗传距离最远"

",!+%#

#!遗传相似系数最

低"

",(($*

#)贵州砂梨种质在不同区域品种群之

间的平均遗传距离为
",#"($

!平均遗传相似系数为

",&&1+

)

%

!

讨
!

论

A,>

!

贵州砂梨种质资源的遗传多样性

用筛选到的
#+

对引物对贵州
+1

份砂梨种质进

行
?@AB)BT@

扩增!共扩增出
#+#

条带!其中多态

性带
#!"

条!平均多态百分率为
(1,*(C

!低于玉苏

甫等'

#$

(的研究结果"

1$,1+C

#!但高于赵广等'

#(

(

"

%$,!C

#以及齐丹等'

#&

(

"

+$,$C

#的研究结果!这与

不同研究者所选材料的数量以及遗传背景有关!贵

州砂梨种质资源虽不及新疆梨遗传背景复杂'

#$

(

!但

经过长期的地理隔离与进化!也具有较高的遗传多

样性!保护和利用这些地方砂梨种质对培育或改良

新品种具有重要意义)

将贵州
+1

份砂梨种质分为
(

个区域品种群采

用
BDB23E3

进行遗传多样性分析!结果表明黔西

南地区砂梨种质遗传多样性最高!六盘水市相对较

低)将
?@AB

分析结果与
H??@

结果'

$

(进行
4

测验!

发现二者在多态性位点百分率"

%%3

#+有效等位基

因数"

!"

#+

EF.

*

/

基因多样性指数"

#

#及
?8500;0

*

/

信息指数"

$

#上都没有显著性差异"

%

$

","+

#!表

明
?@AB

标记与
H??@

标记在揭示贵州砂梨种质遗

传多样性上具有高度的一致性)

A,?

!

贵州砂梨种质资源的亲缘关系

通过
E[?a?

W

7!,#

对贵州
+1

份砂梨资源进行

聚类分析!与
H??@

聚类结果类似'

$

(

!生态环境相

似+地理来源相邻地区的砂梨种质遗传关系较近!往

往划分为同一组!具有明显的地域分布规律!但-威

宁大黄梨*和-威宁
)%

*在
?@AB

分析中单独聚为第

(

组!而在
H??@

分析中则并未与黄平县的梨分开&

而从遗传距离看!

H??@

标记的遗传距离"

",$+

)

+&!

!

期
!!!!!!!!!!!!

黄
!

伟!等$利用
?@AB

标记分析贵州砂梨资源遗传多样性



",&&

#却比
?@AB

标记"

",(!

)

",1%

#更大&表明相

较于
H??@

标记而言!

?@AB

标记能在更小的变异

范围内揭示更多的遗传信息)这可能是由于
?@AB

标记检测的是表达区域序列
D@̂ /

'

(

(

!其中外显子

是转录序列!因此能够提供比检测重复序列间片段

的
H??@

标记更为准确的信息)

在区域品种群分化趋势及亲缘关系分析中!

?@AB

与
H??@

结果也出现了分歧!表现为$

?@AB

标记结果认为黔西南州与六盘水市砂梨种质资源的

遗传距离最近"

","%(&

#!黔东南州与铜仁地区的遗

传距离最远"

",!+%#

#&而
H??@

结果则支持黔西南

州与毕节地区遗传距离最近"

","*$+

#!黔东南州与

安顺市的遗传距离最远"

",%*+%

#&且
!

种标记产生

的遗传距离矩阵之间并不存在显著相关性"

'G

'","$+1+

!

%G",*!!%

#)用不同的标记技术从不

同的水平和角度分析种质间的遗传差异!其结果就

不可能是简单的重复或完全的一致!在某些情况下

获得的结果甚至相互冲突'

#1)!"

(

)以一种方法代替另

一种方法!或以一种方法解释另一种方法是不妥的!

将
!

种方法结合起来分析!可以获得更合理的研究

结果'

!#

(

)本研究表明!仅从遗传距离与地理距离的

相互关系看!

?@AB

标记计算的区域品种群间遗传

距离大小与地理距离远近具有更好的一致性)

本试验采用
?@AB

标记对贵州
+1

份砂梨种质

进行遗传多样性分析!认为贵州砂梨资源遗传多样

性水平高!并表现出明显的地理区域特性)

?@AB

标记与
H??@

标记在揭示贵州砂梨种质遗传多样性

上具有高度的一致性!但
?@AB

标记能在更小的变

异范围内揭示更多的遗传信息)
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