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摘要 利用ISSR标记,对原产于贵州的10份苹果砧木种质及5份外来资源进行亲缘关系分析。结果表

明:采用筛选出的10条引物,共扩增出75条重复性好的谱带,其中67条(占89.3%)具有多态性;应用引物

827、M05、M08可以有效区分出15份种质资源,构建其DNA的ISSR指纹图谱;聚类分析表明,供试种质间的遗

传相似系数在0.49~0.93之间,贵州威宁苹果砧木资源遗传多样性较为丰富,ISSR分析结果与已知苹果砧木

间的谱系较为一致。
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  砧木资源及其亲缘关系是砧木育种的重要基

础。贵州省拥有丰富的苹果野生砧木种质资源[1-2],
近年来也从省外引入部分砧木资源,丰富了贵州省

苹果砧木资源的遗传多样性。但迄今为止,贵州省

苹果砧木种质鉴定、亲缘关系分析及分子评价等研

究工作非常薄弱,致使砧木资源未能得到充分开发

利用。前人采用分子标记对 M 系、SH系等多种苹

果砧木进行鉴定及亲缘关系分析[3-6],并对富士、红

星等苹果品种进行了种质鉴定[7-9],但几乎没有涉及

到贵州苹果砧木。

ISSR(inter-simplesequencerepeat,ISSR)技术

是在SSR基础上发展起来的一种新型技术,其基本

原理是在SSR引物的5′或3′端加上1~4个随机碱

基为扩增引物,对两侧具有反向排列SSR的基因组

DNA序列进行PCR扩增[10]。ISSR分子标记技术

同时具有 RFLP、RAPD、AFLP、SSR等技术的优

点[11],目前已在多种领域特别是在种质资源遗传多

样性评价的研究上被广泛采用。
本研究采用ISSR分子标记,对10份原产贵州

的野生苹果砧木及5份外来资源进行亲缘关系分析

及种质鉴定,旨在为贵州野生苹果砧木的进一步开

发利用提供参考。

1 材料与方法

1.1 材 料

供试材料包括10份原产贵州的野生苹果砧木,
以及5份外来砧木资源(表1)。其中八棱海棠、平邑

甜茶、青砧1号和青砧2号来自山东省烟台市农业科

学院果树科学研究所,M26引自河北农业大学。
1.2 DNA 提取及检测

对每份材料采集幼嫩叶片,各称取0.1g,以北

京天根公司PlantGenomicDNAKit(DP305-03)试
剂盒提取基因组 DNA。利用1%琼脂糖凝胶电泳

和紫外分光光度计检测其质量和浓度后,加 TE缓

冲液稀释至20ng/μL,放入-20℃冰箱储存备用。
1.3 引物筛选及 PCR 扩增

随机选取5份材料的 DNA,利用 BIO-RAD
PCR扩增仪筛选出引物及其退火温度(表2),UBC
引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。
经过优化和比较,确定反应体系(10μL)为:ddH2O
3.2μL、ISSR引物0.8μL、DNA模板1.0μL、Mix
5μL。Mix由北京天根生化科技有限公司合成,含
0.1UTaqpolymerase/μL、500μmol/LdNTP、20
mmol/LTris-HCl(pH8.3)、100 mmol/L KCl、

3mmol/LMgCl2及其他稳定剂和增强剂。
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表1 供试苹果砧木种质资源

Table1 Theaccessionnamesoftestedapplerootstockgermplasmresources

材料编号

MaterialsNo.
名称 Name 来源 Origin

1 花红 MalusasiaticaNakai. 贵州威宁 Weining,Guizhou
2 八棱海棠 Malusrobusta(Carr.)Rehd. 河北怀来 Huailai,Hebei
3 平邑甜茶 Malushupehensis(Pamp.)Rehd.var.pingyiensisJiang 山东平邑Pingyi,Shandong
4 青砧1号 Malushupehensis(Pamp.)Rehd.var.qingzhen 山东青岛 Qingdao,Shandong
5 青砧2号 Malushupehensis(Pamp.)Rehd.var.qingzhen 山东青岛 Qingdao,Shandong
6 毛山荆子109Malusmanshurica(Maxim.)Kom. 贵州威宁 Weining,Guizhou
7 毛山荆子1012Malusmanshurica(Maxim.)Kom. 贵州威宁 Weining,Guizhou
8 黄果三叶海棠 Malussieboldii(Regel)Rehd. 贵州威宁 Weining,Guizhou
9 红果三叶海棠 Malussieboldii(Regel)Rehd. 贵州威宁 Weining,Guizhou
10 湖北海棠 Malushupehensis(Pamp.)Rehd. 贵州威宁 Weining,Guizhou
11 西府海棠 MalusmicromalusMakino 贵州威宁 Weining,Guizhou
12 冠萼花楸Sorbuscoronata(Card.)Yü&Tsai 贵州威宁 Weining,Guizhou
13 木梨 PyrusxerophilaYü 贵州威宁 Weining,Guizhou
14 丽江山荆子 MalusrockiiRehd. 贵州威宁 Weining,Guizhou
15 M26MalusdomesticaBorkh. 英国 UnitedKingdom

  PCR反应程序:94℃预变性7min;94℃ 变性

45s,退火温度随引物而定,复性1min,72℃ 延伸

1min,30个循环;72℃ 延伸7min,4℃ 保存。
1.4 电泳检测

取10μL反应产物在含有EB的2% 琼脂糖凝

胶中以5V/cm的电压进行电泳检测,将电泳好的

凝胶置于凝胶分析仪中紫外观察并照相保存。
1.5 数据统计分析

每个ISSR引物重复扩增3次,大部分带型可

重复,不可重复的条带统计时忽略不计。将成像带

按“引物编号-片段长度”进行记录,有无条带分别记

为1和0,建立指纹图谱数据库,转换为数据值矩阵

后在 NTSYSpc2.10e分析软件中的 Qualitative
data进行矩阵分析和SAHNClustering进行相似

性系数计算,并按 UPMGA 法构建亲缘关系树状

图,聚类结果等级划分参照陈守良等[12]的方法,多
态位点百分率(PP)以各样品多态性位点数占总位

点的百分比计算。

2 结果与分析 
2.1 扩增的 ISSR 标记及其多态性

采用筛选出的10条多态性好、稳定性高、谱带

清晰的ISSR引物对15份苹果砧木资源进行 PCR
扩增。结果(表2)表明:供试引物共扩增出75条谱

带,其中67条具有多态性,多态性比率为89.3%。
不同引物PCR扩增产物的谱带数为4~10,平均

表2 10条ISSR引物扩增结果

Table2 TheISSRamplificationresultsof

applerootstockusing10primers

引物

Primers

退火温度/℃
Annealing
temperature

扩增谱带数

Marker
number

多态性条带数

Polymorphic
markers

多态性比例/%
Polymorphic
rate

895 49.0 10 10 100.0
811 51.1 6 5 83.3
M01 52.8 9 8 88.9
836 52.8 4 3 75.0
M05 54.5 9 8 88.9
834 56.3 7 6 85.7
M08 59.0 9 7 77.8
827 59.0 8 8 100.0
841 60.1 7 6 85.7
859 60.1 6 6 100.0
总数

Total
75 67

平均值

Mean
7.5 6.7 89.3

7.5条,谱带多态性比率在75%~100%之间。
2.2 砧木资源的 ISSR 指纹图谱

由15份苹果砧木资源的ISSR指纹图谱可发

现,不同引物产生的谱带数和多态性存在很大差异。
其中引物827、M05和 M083的扩增谱带(图1)表现

较好,只有 M05-600、M08-650和 M08-400等3条

谱带为共性谱带,在所有的材料中均存在,其余21
条谱带在不同材料中都表现出多态性。因此,采用

这3条引物所建立的指纹图谱(表3),可以有效地

将所有供试材料鉴别出来。
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1~15同表1Thenamesof1~15inthefigurearethesameasTable1.下同Thesameasbellow.

图1 引物827(上)、M05(中)和M08(下)扩增产物的电泳谱带

Fig.1 Theelectrophoresisprofilesoftestedgermplsmsamplifiedfromprimer827(upper),M05(middle)andM08(bottom)

表3 15个苹果砧木资源的特异性指纹

Table3 Specificfingerprintsof15applerootstockgermplasms

材料编号

MaterialsNo.

特异性分子指纹Specificmolecularfingerprint1)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1
2 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 1
3 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
4 0 0 0 0 1 1 1 0 1 1 0 1 1 1 1 1 0 0 1 1 0 1
5 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 0 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1
6 0 0 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0
7 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1 0 0 0 0
8 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0 0 0 1 0 0 0 1
9 0 0 1 0 0 1 0 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 1
10 0 0 1 0 1 0 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
11 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 0 1 1 0 0 1 0
13 1 0 0 0 1 0 0 0 1 0 1 1 1 1 0 0 0 0 0 1 1 0
14 0 0 1 0 1 0 1 0 1 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 1 0 1
15 0 1 1 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 0 0 0 0 1 0 0

 1)特异性分子指纹1~22分别表示827-950,827-850,827-650,827-550,827-500,827-400,827-300,827-250,M05-1950,M05-1050,

M05-850,M05-500,M05-400,M05-350,M05-250,M05-200,M08-1700,M08-1500,M08-1150,M08-550,M08-350,M08-300Specific

molecularfingerprint1-22standsfor827-950,827-850,827-650,827-550,827-500,827-400,827-300,827-250,M05-1950,M05-

1050,M05-850,M05-500,M05-400,M05-350,M05-250,M05-200,M08-1700,M08-1500,M08-1150,M08-550,M08-350,M08-300.

12
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2.3 亲缘关系分析

采用NTSYSpc2.10e软件,由10条ISSR引

物的标记信息计算不同资源间的相似系数。结果

(表4)表明,15份苹果砧木资源的相似性系数在

0.49~0.93之间,其中青砧1号与冠萼花楸相似性

系数最低,为0.49;毛山荆子109与毛山荆子1012
相似性系数最高,达到0.93;花红与八棱海棠,青砧

1号与青砧2号,红果三叶海棠与黄果三叶海棠,毛
山荆子109、毛山荆子1012与湖北海棠、西府海棠

等的相似系数都大于0.80,说明其亲缘关系较近;
而花红、八棱海棠、青砧2号、湖北海棠等与冠萼花

楸,青砧1号、毛山荆子1012与木梨,木梨和丽江山

荆子,木梨和 M26等相似系数都小于0.60,说明其

亲缘关系较远。
表4 15份苹果砧木种质资源相似系数

Table4 Thecoefficientsof15applerootstockgermplasms

No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
1 1.00
2 0.84 1.00
3 0.72 0.69 1.00
4 0.75 0.75 0.79 1.00
5 0.65 0.71 0.77 0.83 1.00
6 0.73 0.73 0.75 0.77 0.73 1.00
7 0.67 0.69 0.73 0.76 0.72 0.93 1.00
8 0.60 0.65 0.72 0.69 0.68 0.71 0.72 1.00
9 0.64 0.69 0.73 0.73 0.77 0.75 0.76 0.91 1.00
10 0.68 0.71 0.77 0.72 0.68 0.81 0.85 0.68 0.69 1.00
11 0.73 0.73 0.77 0.77 0.73 0.92 0.91 0.68 0.72 0.87 1.00
12 0.56 0.56 0.60 0.49 0.59 0.67 0.63 0.61 0.65 0.56 0.61 1.00
13 0.68 0.73 0.64 0.59 0.60 0.63 0.59 0.60 0.61 0.65 0.62 0.64 1.00
14 0.73 0.73 0.72 0.75 0.71 0.73 0.72 0.63 0.61 0.73 0.79 0.53 0.63 1.00
15 0.73 0.76 0.61 0.69 0.63 0.68 0.64 0.65 0.64 0.65 0.71 0.53 0.68 0.76 1.00

  以相似系数为基础,基于UPGMA法构建的树

状聚类图(图2)显示,15份材料在相似性系数为

0.66时可以划分为三大类,其中类群1包括花红、八
棱海棠、丽江山荆子、M26、平邑甜茶、青砧1号、青
砧2号、毛山荆子109、毛山荆子1012、西府海棠、湖
北海棠、黄果三叶海棠、红果三叶海棠等13份苹果

砧木资源,均为苹果属植物;类群2只有冠萼花楸,
为花楸属植物;类群3只有木梨,为梨属植物;在相

似系数为0.75时,类群1又划分为5个亚群:亚群

1包括花红和八棱海棠;亚群2包括丽江山荆子和

M26;亚群3包括平邑甜茶、青砧1号和青砧2号

3个源自山东的种质;亚群4包括毛山荆子109、毛
山荆子1012、西府海棠和湖北海棠;亚群5包括黄

果三叶海棠和红果三叶海棠。在相似系数为0.71
时,类群1又可分为两类,毛山荆子与西府海棠、湖
北海棠等聚到一起,丽江山荆子在另一类中。

图2 15份苹果砧木资源的ISSR聚类图

Fig.2 Thedendrogramof15applerootstockresourcesconstructedbasedonISSRanalysis

3 讨 论

种质鉴定的方法主要有形态学、同工酶和分子

标记等,其中分子标记不受环境变化的限制,是最

快、最准确的方法。ISSR分子标记是在SSR 标记

基础上发展起来的一种快速、可靠、可以提供有关基

22
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因组丰富信息的DNA指纹技术[13]。本试验中仅用

827、M05及 M08的ISSR-PCR 扩增产物所得的

DNA指纹图谱,就能将15份苹果砧木种质资源区

分开来,简单可靠,在多次的重复试验中均有一致表

现,证实了ISSR标记在苹果砧木亲缘关系分析及

种质鉴定上,是一种重复性好、效率高的分子标记技

术。在相似系数为0.66时可将供试材料分为三大

类,与已知材料蔷薇科苹果属、梨属、花楸属的结果

一致;在相似系数为0.75时源自山东的平邑甜茶、
青砧1号和青砧2号聚到一起,采自威宁不同地方

的2个毛山荆子和湖北海棠、西府海棠聚到一起,果
实颜色不同的2个三叶海棠聚到一起;八棱海棠原

产于河北怀来,花红在中国北部及西南部都有分布,
相对其它种来说,花红与八棱海棠聚到了一起;同
样,原产于威宁的丽江山荆子和英国育成的 M26聚

到一起,表明它们间的亲缘关系较近。
贵州省因其特殊的地理环境而野生资源较丰

富,通过对贵州省苹果砧木资源的亲缘关系分析,有
助于揭示其遗传多样性水平,对种质的鉴定和遗传

改良有重要参考价值。本研究中15份苹果砧木种

质资源的遗传相似系数在0.49~0.93之间,反映

了种质间的遗传差异;贵州省的10份苹果砧木的相

似系数在0.56~0.93之间,说明贵州野生苹果砧木

在分子水平上具有较大分化,蕴藏着丰富的基因资

源,其中很可能有珍稀种质值得挖掘。本研究中原

产于贵州的苹果砧木并非全为苹果属资源,如冠萼

花楸为花楸属植物,木梨为梨属植物,但在贵州省威

宁地区冠萼花楸和木梨均可用作苹果砧木,表现出

良好的适应性。经鉴定,编号为109和1012的种质

都为毛山荆子,但其实生苗幼苗叶片稍有差异,

ISSR分析表明,二者的亲缘关系很接近,令人倍感

兴趣的是它们在抗旱能力上,表现出较大的性状分

化,1012的抗旱能力明显较强(未发表资料),在苹

果抗旱砧木选育上具有重要的开发价值。
在分子水平上,遗传相似系数越小,种质间的遗

传分化越大,遗传多样性越高。种质资源之间的亲

缘关系和地理距离有一定的相关性[14-15],并呈现一

定的地域趋势,但也有一些相反的报道[16-17]。本研

究在进行聚类分析时,在相似系数为0.75时,山东

省的3种砧木聚到一起,和贵州省的苹果砧木大多

聚到一起,说明种质资源之间的亲缘关系和地理距

离具有相关性,呈现一定的地域趋势。尽管贵州省

内野生苹果砧木资源比较丰富,但是在威宁的苹果

砧木采集地分布零散,有的地方甚至只有1株,很难

看到成片的资源,可能是遭受了很严重的破坏,人为

及生态原因导致,因此加强贵州省野生资源的保护

显得非常重要。
贵州省的丽江山荆子分布较广,在威宁县用作

苹果砧木[1]。本研究发现威宁毛山荆子的分布更

广,聚类分析表明毛山荆子与丽江山荆子的亲缘关

系较远,而与西府海棠、湖北海棠较近(图2)。历史

上在贵州威宁和云南昭通广泛用作苹果砧木的所谓

“山定子”,经ISSR分析和形态学鉴定结合,表明其

主要类型是毛山定子,并夹杂丽江山定子、西府海棠

和湖北海棠等,而不是人们通常认为的“丽江山定

子”。令人倍感兴趣的是,我们的初步研究表明,原
产于威宁的毛山荆子比丽江山荆子具有更强的抗旱

能力(未发表资料),更适合在威宁干旱山区作苹果

砧木,具有很大的开发价值,但该种质对苹果的综合

影响尚待深入探讨。
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Geneticanalysisofapplerootstockgermplasms
fromGuizhouProvinceusingISSRmarkers
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Abstract Thegeneticrelationshipof15applerootstockgermplasmswerestudiedusingISSR
markers.Tenpairsofprimerswereusedandatotalof75bandswereyielded,amongwhich67were
polymorphic.Primers827,M05andM08couldbeusedforeffectivelygenotypingthe15germplasms.
Thesystematicalclusteranalysisshowedthat15applerootstockgermplasmscouldbedividedintothree
groups:Malus,PyrusandSorbuswithageneticsimilaritycoefficientof0.66,whichfittedwellwiththe
morphologicalgenealogy.
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