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摘要 利用SSR和SRAP2种分子标记技术对11份广西野生柑橘种质、13份广西地方品种和10份对照品

种,共计34份柑橘类材料进行遗传多样性分析,结果表明:选用22对SSR和11对SRAP引物组合进行PCR扩

增,依次获得221和215条多态性条带,平均每对引物获得10.1和19.5条多态性条带;SSR聚类图显示34份柑

橘种质两两之间的遗传相似系数为0.78~0.96,SRAP聚类显示遗传相似系数为0.60~0.92;2种分子标记基

本上能有效地区分宽皮柑橘类、枸橼类、柚类、大翼橙类、宜昌橙类和马蜂柑;同时,广西地区宽皮柑橘类与道县

野橘、皱皮柑类与元橘、印度野橘与枸橼类的尤力克柠檬、大种橙与大翼橙类和阳朔金柑、柚类与大翼橙类亲缘

关系紧密。

关键词 柑橘;种质;遗传多样性;SSR;SRAP
中图分类号 S666  文献标识码 A  文章编号 1000-2421(2016)02-0023-07

  广西位于北纬20°54′~26°24′之间,兼含南亚

热带和中亚热带季风气候,雨热同季,冬短夏长,气
候温暖,自古以来就是柑橘生长的适宜区[1]。广西

地区的柑橘栽培历史悠久,品种资源丰富,分布有金

柑属、枳属和柑橘属的枸橼类、宜昌橙类、柚类、橙类

和宽皮柑橘类等种质资源,已发展成为中国柑橘主

产区之一,过去限于分析手段,很多柑橘资源特别是

部分原生种质资源演化来源不明,现代分子标记技

术及基因组技术的发展为这些资源的系统分类奠定

了基础。

SSR(simplesequencerepeat)是一类由1~6个

碱基组成的基元串联重复而成的DNA序列,其标

记需要的DNA量少,对DNA质量要求不高,共显

性遗传,多态性高及在基因组中丰富且分布广泛,易
于PCR检测,适合进行高通量分析。自开发以来,

SSR被广泛应用于种质鉴定、遗传多样性研究、

QTL 分 析、遗 传 图 谱 构 建、分 子 辅 助 育 种 等

领域[2-7]。

SRAP(sequence-relatedamplified polymor-
phism)是根据基因外显子富含G、C,而启动子和内

含子中富含A、T的特点设计2套引物(上游引物和

下游引物)对开放阅读框(openreadframes)进行扩

增,因其简单有效而被广泛应用于柑橘、水稻、油菜、
棉花、小麦等植物的基因标签、基因组合cDNA指

纹、遗传图谱构建、品种鉴定、遗传多态性研究、图位

克隆等领域[8-13]。
基于此,本研究利用SSR和SRAP技术分析广

西地区柑橘种质的来源和演化关系,旨在为更好地

利用其进行柑橘育种提供依据。

1 材料与方法

1.1 材 料

本研究于2011-2013年共采集试验材料(叶
片)34份,见表1。
1.2 样品 DNA 提取

采用CTAB大量法提取柑橘叶片核基因组

DNA,具体方法参照文献 [14],稍作改动。DNA提

取后用超微量紫外分光光度计(Nanodrop2000)检
测质量及浓度,并以高浓度保存于-80℃超低温

冰箱。



  华 中 农 业 大 学 学 报 第35卷 

表1 试验材料

Table1 Materialsfortheexperiment

编号

Code
样品名称

Name
拉丁名

Latinname
类型

Type
编号

Code
样品名称

Name
拉丁名

Latinname
类型

Type

1
红河大翼橙

HonghePapeda
C.hongheensis C 18

广西扁柑

Guangxibiangan
C.reticulataBlanco B

2
大翼厚皮橙

KerriiSwing
C.macroperavar.

kerriiSwingle
C 19

短枝浦北扁柑

Pubeishort-branchbiangan
C.reticulataBlanco B

3
马蜂柑

Mafenggan
C.hystrixDC. C 20

皱皮柑1号

Rough-peelmandarinNo.1
C.speciosaHort.

exTseng
A

4
田林1号

TianlinNo.1
C.ichangensisSwingle A 21

皱皮柑2号

Rough-peelmandarinNo.2
C.speciosaHort.

exTseng
A

5
大种橙

Dazhongcheng
C.macrospermaT.C.
GuoetY.M.Ye

A 22
皱皮柑3号

Rough-peelmandarinNo.3
C.speciosaHort.

exTseng
A

6
黄黎檬

Yellowlimonia
C.limoniaOsbeck A 23

腊月柑

Layuegan
C.reticulataBlanco B

7
大化白柠檬

Dahuawhitelemon
C.limon(L.)Burm.f. A 24

阳朔金柑

Yangshuokumquat
Fortunellacrassifolia

Swingle
B

8
尤里克柠檬

Eurekalemon
C.limon(L.)Burm.f. C 25

道县野橘

Daoxianwildtangerine
C.daoxianensisS.W.

HeetG.Liu
C

9
凭祥土柠檬

Pingxiangtuningmeng
C.limoniaOsbeck A 26

贺州野橘

Hezhouwildtangerine
C.reticulataBlanco A

10 沙田柚Shatianyou C.grandisOsbeck B 27
印度野橘

Indianwildtangerine
C.indicaTan. C

11
岭南沙田柚

LingnanShatianyou
C.grandisOsbeck B 28

广西橘

Guangxitangerine
C.reticulataBlanco B

12
砧板柚

Zhenbanyou
C.grandisOsbeck B 29 元橘 Yuanju C.reticulataBlanco A

13 酸橙Sourorange C.aurantiumLinn. C 30
岑溪酸橘

Cenxisourtangerine
C.reticulataBlanco B

14
新会橙

Xinhuiorange
C.sinensisO(Linn.)

sbeckcv.
B 31

凭祥红皮酸橘

Pingxiangred-peelsour
tangerine

C.reticulataBlanco B

15
莽山野柑

Mangshanyegan
C.mangshanensisS.W.

HeetG.F.Liu
C 32

广西红皮酸橘

Guangxired-peelsour
tangerine

C.reticulataBlanco B

16
半野生柑

Semi-wildmandarin
C.reticulataBlanco A 33

枳壳

Trifoliateorange
Poncirustrifoliata(L.)

Raf.
C

17
广西沙柑

GuangxiCitrusnobilis
C.nobilisLour. B 34 酒饼簕Jiubingle

Atalantiabuxifolia(Poir.)
Oliv

C

 注:A.广西野生柑橘资源;B.广西特有地方品种;C.对照材料品种。Note:A.ThewildcitrusresourcesofGuangxi;B.Theunique

localvarietiesofGuangxi;C.Thecontrolvarietiesofexperiment.

1.3 SSR-PCR 和 SRAP-PCR 扩增程序

SSR-PCR扩增体系和程序参考刘勇等[15]的方

法,并加以修改。扩增体系20μL包括2μLDNA
模板,正反引物各0.2μL,2.0μL反应缓冲液,2.0

μLdNTPs,1.2μLMgCl2,0.2μLTaqDNA聚合

酶,其余为灭菌过的双蒸水。PCR反应程序:95℃
预变性5min;95℃变性1min,55℃退火1min,

72℃延伸1min,35个循环;72℃延伸10min,4℃
储存。

SRAP-PCR扩增体系为:2.4μLDNA 模板,

2.4μL10×Buffer,0.4μLTaq酶,正反引物各0.6

μL,1.6μLdNTPs,12μL双蒸水。PCR反应程

序:94℃预变性5min;94℃变性1min,35℃退火

1min,72℃延伸1min,5个循环;94℃变性1min,

55℃退火1min,72℃延伸1min,35个循环;72℃
延伸7min,4℃储存。

扩增产物均在0.6%的聚丙烯酰胺凝胶中进行

电泳检测,染色,拍照。
1.4 统计分析方法

根据聚丙烯酰胺凝胶电泳后分子标记扩增条带

42



 第2期 刘 通 等:利用SSR和SRAP技术分析广西柑橘种质遗传多样性  

的有无进行统计,有带记为1,无带记为0,构建

(0,1)矩阵。构建的矩阵应用 NTSYS2.10e软件

采用简单匹配系数(simplematchingcoefficient,

SM)计算遗传相似系数,由此得到相似性系数Sij矩

阵,并根据SM相似性矩阵进一步进行UPGMA聚

类分析,构建亲缘关系树图。

2 结果与分析

2.1 SSR 标记结果

从48对SSR引物中筛选出22对扩增效果较

好的引物,图1为SSR引物ATT12扩增后聚丙烯

酰胺凝胶电泳后获得的结果,显示SSR多态性好,

不同类型材料差异明显。统计清晰的条带221条,
平均每对引物10.1条(表2),其中CMS8最少为2
条,TAA15最多为15条。
2.2 SRAP 标记结果

从99对SRAP引物组合中选出11对扩增效果

较好的引物对34份广西柑橘材料进行遗传多态性

研究。图2为me4f-Em10r引物组合扩增产物聚丙

烯酰胺凝胶电泳后的成像胶图,可以看出SRAP分

子标记多态性很好,获得条带很多,且不同材料之间

差异比较明显。11对引物共获得215条清晰度佳

的差异性条带,平均每对引物扩增得到19.54条多

态性条带。

图1 SSR引物AAT12对34份试验材料扩增结果(图中材料编号及名称见表1,下同)

Fig.1 TheampilificationresultsofAAT12primerin34materials(Codeandnameseetable1,thesameasfollows)

表2 分子标记扩增结果

Table2 Resultsofthemolecularmarkers

标记技术

Markertechnique
引物数

Numbersoftheprimer
多态性条带

Totalpolymorphicalbands
平均每对引物多态性条带数

AveragePolymorphicalbands
SSR 22 221 10.1
SRAP 11 215 19.5

图2 SRAP引物me4f-Em10r对34份试验材料的标记结果

Fig.2 SRAPmarkeramong34materialsme4fandEm10r
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2.3 SSR 聚类结果

对SSR标记(0,1)结果应用NTSYS2.10e软

件分 析,生 成34份 柑 橘 种 质 SSR 聚 类 树 形 图

(图3),结果显示,34份柑橘类材料两两之间遗传相

似系数在0.78~0.96之间,并在0.775处划分为2
大组。其中来自广西地区的4份野生宽皮柑橘类材

料皱皮柑1号、皱皮柑2号、皱皮柑3号和元橘聚为

第一大组(0.852)。

图3 34份柑橘材料SSR分析遗传相似性聚类图

Fig.3 GeneticsimilarityclusterbasedonSSRanalysisin34genotypesofcitrusanditsrelativesspecies

  其余30份材料又分为2个亚组,第1亚组又分

为3支,第1支包括半野生柑、岑溪野橘、广西红皮

酸橘、贺州野橘、广西沙柑、广西橘、广西扁柑、凭祥

红皮橘、道县野橘、短枝浦北扁柑、腊月柑(0.810);
第2支包括阳朔金柑和大种橙(0.820);其他材料聚

为第3支(0.816),包括沙田柚、岭南沙田柚、砧板

柚、大翼厚皮橙、酸橙、田林1号、枳壳、酒饼簕、印度

野橘、莽山野橘、马蜂柑、新会橙、红河大翼橙;4份

枸橼类材料组成第2亚组(0.807),包括广西凭祥土

柠檬、大化白柠檬、尤力克柠檬和黄黎檬。
2.4 SRAP 聚类结果

SRAP标记(0,1)数据应用NTSYS2.10e软件

分析,生 成 34 份 柑 橘 种 质 SRAP 聚 类 树 形 图

(图4),可以看出,34份柑橘类材料两两之间遗传相

似系数在0.60~0.92之间,并在0.60处划分为2
大组。

图4 34份柑橘材料SRAP分析遗传相似性聚类图

Fig.4 GeneticsimilarityclusterbasedonSRAPanalysisin34genotypesofcitrusanditsrelativesspecies

62



 第2期 刘 通 等:利用SSR和SRAP技术分析广西柑橘种质遗传多样性  

  第1大组将16份宽皮柑橘类和4份枸橼类材

料聚为一类(0.611)。第1亚组包括皱皮柑1号、皱
皮柑2号、皱皮柑3号和元橘(0.756);第2亚组中

半野生柑、贺州野橘、岑溪酸橘、广西扁柑、短枝浦北

扁柑、广西红皮酸橘、凭祥红皮酸橘、广西沙柑、新

会橙、广西橘、道县野橘、广西凭祥土柠檬、黄黎檬、
大化白柠檬、尤力克柠檬和印度野橘(0.635)聚为一

类,其中广西扁柑、短枝浦北扁柑亲缘关系很近,遗
传相似系数为0.905,枸橼类的凭祥土柠檬和黄黎

檬在0.814处聚为一类。
第2大组包括14份材料,腊月柑、阳朔金柑、

大种橙、田林1号、红河大翼橙、莽山野柑、酸橙、酒

饼簕、大翼厚皮橙、枳壳、沙田柚、岭南沙田柚和马蜂

柑聚为一支(0.637),其中柚类3份材料沙田柚、岭
南沙田柚和砧板柚在0.783处与其他材料区分开,
马蜂柑单独为一支。
2.5 SSR-SRAP 综合聚类结果

构建的矩阵应用 NTSYS2.10e软件分析,34
份柑橘及其近缘属种质相互之间遗传相似系数在

0.690~0.940之间。其中皱皮柑1号和皱皮柑2
号遗传相似系数值最大为0.94,又与皱皮柑3号在

相似系数0.894处划分为一个亚组。由 UPMGA
聚类分析(图5)可知,在相似系数为0.690处可将

34份材料分为2大组。

图5 34份柑橘材料SSR-SRAP综合分析遗传相似性聚类图

Fig.5 GeneticsimilarityclusterbasedonSSRandSRAPanalysisin34genotypes
ofcitrusanditsrelativesspecies

  第1大组包括19份材料,在相似系数为0.694
处分为2个亚组。皱皮柑1号、皱皮柑2号、皱皮柑

3号和元橘,在相似系数为0.813处聚类为一个亚

组。第2亚组中马蜂柑单独为一支,腊月柑、阳朔金

柑、大种橙、田林1号、沙田柚、岭南沙田柚、砧板柚、
红河大翼橙、大翼厚皮橙、酸橙、酒饼簕、印度野橘、
莽山野柑、枳壳聚为另一个分支(0.725)。

第2大组共15份材料,在相似系数0.725处分

为2个亚组。第1亚组为来自广西的10份柑橘材

料和道县野橘在0.763处划分一起,显示亲缘关系

较近。第2亚组中4份柠檬枸橼类材料广西凭祥土

柠檬、黄黎檬、大化白柠檬和尤力克柠檬在相似系数

0.762处聚为一类。

3 讨 论

3.1 2 种分子标记比较

研究发现,由于柑橘属植物之间的杂交事件频

繁,使用不同的标记系统得出的聚类结果可能会发

生偏移[16],本研究结果也验证了这一观点。因此,
在对可能发生过杂交事件的柑橘种质资源进行亲缘

关系分析时,综合不同标记系统的结果是必要的。

SSR和SRAP2种分子标记扩增结果均显示出

高多态性,两者遗传相似系数均介于0.60~0.96之

间,说明所选用的试验材料遗传背景较宽、多样性明

显。根据聚类结果可知,SSR和SRAP均能揭示试

验材料的遗传多样性,基本上能将34份材料中柑橘
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属、金柑属、枳属及酒饼簕属进行有效区分,其中将

柑橘属的宽皮柑橘类、枸橼类、柚类、宜昌橙类、大翼

橙类材料进行有效聚类,研究结果与柑橘植物学传

统分类基本吻合。2种分子标记中SRAP多态性更

好、信息量更加丰富、覆盖面积更广,SRAP在遗传

多样性分析中较SSR更为准确有效,为遗传多样性

研究中更好的选择。本研究中广西姑婆山地区采集

的皱皮柑1号、皱皮柑2号、皱皮柑3号和元橘亲缘

关系极近,并与其他宽皮柑橘类明显区分开来,皱皮

柑1号、皱皮柑2号地理位置更为接近,虽然两者形

态学性状观察中叶基形状略有不同,但是两者应该

为同一种材料。根据它们与其他材料间的遗传差异

较大的特点,猜测其可能为独立的野生种。宽皮柑

橘中广西地区发现的野生资源和其特有地方品种亲

缘关系相近,后者应是野生资源人工驯化或杂交所

获得的具有优良食用性状的品种,说明广西一些野

生资源有重要的育种价值。同时广西地区发现的野

生资源分别与目前已经确定的较原始种质如元橘和

道县野橘亲缘关系密切。
3.2 广西柑橘资源亲缘关系探讨

皱皮柑为橘和橙的天然杂交种,在本研究中,皱
皮柑1号、皱皮柑2号和皱皮柑3号在 SSR 和

SRAP聚类图中都以较近的遗传距离与元橘聚在一

起,而且广西地区的品种调查显示,皱皮柑和元橘于

同一地区发现,距离极近[17],2个资源类型在形态学

上也非常相似,猜测元橘可能是皱皮柑的亲本之一。
广西凭祥土柠檬、黄黎檬、尤里克柠檬、大化白

柠檬4个柠檬类的材料在2种分子标记聚类图中与

其他材料明显区分开来聚为一类,其中广西凭祥土

柠檬和黄黎檬亲缘关系显示较近,大化白柠檬与尤

里克柠檬亲缘关系相近。目前柠檬类的起源中心还

不确定,而中国此前并未发现野生的柠檬,只在云南

地区发现野生枸橼的分布[18],而柠檬被认为是枸橼

和酸橙或其他柑橘的杂种[19],而黎檬(C.limonia)
可能是宽皮柑橘和柠檬的杂种[20],而广西凭祥土柠

檬和黄黎檬与尤里克柠檬和大化白柠檬相对而言亲

缘关系较远,可能是在柠檬类演化过程中因地域不

同而形成的不同分支,若继续研究发现广西凭祥土

柠檬为独立原产的野生柠檬资源,将重新审视、确定

中国在枸橼类柠檬起源中的地位。
宽皮柑橘类的野生资源半野生柑、岑溪酸橘、贺

州野橘、广西红皮酸橘和特色品种广西沙柑、广西

橘、广西扁柑、广西凭祥红皮橘以及参考资源道县野

橘聚为一组。且半野生柑、岑溪酸橘、贺州野橘等几

个野生资源亲缘关系较近,同时宽皮柑橘类中部分

材料品种为红橘,它们可能起源相同。野生宽皮柑

橘类材料目前主要发现于南岭山脉,南岭可能是宽

皮柑橘起源地之一。
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AnalyzinggeneticdiversityofcitrusgermplasminGuangxiProvince
withSSRandSRAPmarkers
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CHENChuanwu2 LIUBinghao2 YIHualin1
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MinistryofEducation,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan430070,China;
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Abstract SSR(simplesequencesrepeat)andSRAP(sequence-relatedamplifiedpolymorphism)

markerswereusedtoanalyzethegeneticdiversityandrelationshipof34citrusgermplasmsinGuangxi
Provinceincluding11wildcitrus,13localvarietiesand10controlvarieties.Resultsshowedthat22
primerpairsofSSRwereselectedtoobtain221polymorphicbandswith10.1polymorphicbandsper
primerpairs.11primerpairsofSRAPwerescreenedtoobtain215polymorphicbandswith19.5poly-
morphicbandsperprimerpairs.ThegeneticsimilarityofSSRandSRAPforallgermplasmsaccessions
wasrangedfrom0.78to0.96and0.60to0.92,respectively.BothSSRandSRAPcanefficientlyidentify
realcitrusincludingthelimeandlemon,thepummelo,themandarinandassortedhybrids,theCitrus
ichangensisSwingle,andthewideleathercitrus.

Keywords citrus;germplasms;geneticdiversity;SSR;SRAP
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