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摘要　采用SRAP分子标记技术对重庆地区的１６份锦橙(CitrussinensisOsbeck)资源进行遗传鉴定,结果

显示:锦橙资源间的亲缘关系非常接近.在１６份锦橙的PCR扩增中,８０对SRAP引物中只有３０对引物扩增出

了差异带,多态性引物比例为３７．５％,共扩增出５６份特征带,平均每对引物扩增出１．８７条差异带.聚类结果显

示,八楞锦橙和长叶橙与其他锦橙类型遗传距离较远,而遗传关系最近的是 BDQ２２２与 BDM２２１、S２６.SRAP
的鉴定结果显示,此标记在鉴定锦橙这种亲缘关系非常近的芽变类型上具有较高的可应用性.进一步对部分差

异片段测序分析,推测这些差异片段有可能与锦橙的变异性状相关.
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　　锦橙原产重庆,在当地种植广泛,是可鲜食、也
可加工的优良甜橙品种资源[１].三峡库区是我国柑

橘优势区域发展规划中最主要的橙汁加工原料生产

基地[２],而锦橙作为甜橙良种在三峡库区的鲜食生

产和果汁加工中都占有重要地位,目前三峡库区柑

橘加工所采用的中熟品种９０％以上为锦橙[３].锦

橙在我国具有悠久的栽培历史,并在种植过程中不

断产生自然芽变.目前我国主栽的众多锦橙资源均

具有芽变背景,有熟期、叶形、果形等多种变异类型.
这些变异类型在植物学特征上有相似的一面,也有

在品质及生物学特性方面的不同之处,使用分子标

记对变异类型进行遗传鉴定,建立特征标记库有利

于今后的保存、推广和苗木繁育.

SRAP分子标记自２００１年被Li等[４]开发以来

得到了广泛应用,此标记在基因连锁图中是均匀分

布的,这一点与 AFLP标记没有区别.此种标记已

经广泛应用于蔬菜、果树、花卉等物种上并成功扩

增[５Ｇ７].韩慧君[８]在利用 SRAP分析红橘优系时,
认为SRAP标记操作简单、并在稳定性和多态性方

面表现较好.本研究以重庆的１６份锦橙资源为试

验材料,利用SRAP分子标记对其进行遗传鉴定,
记录特征标记,克隆差异片段,旨在为锦橙资源的保

存、利用和基因重要变异信息发掘提供依据.

1　材料与方法

1.1　供试材料

于２０１４年在重庆地区采集锦橙类型共计１６份

样品,见表１.
表１　１６份试验材料

Table１　１６samplesforexperiments

编号 No． 名称 Name 编号 No． 名称 Name

１
大叶大果

Dayedaguo
９

蓬安１００
Pengan１００

２
铜水７２Ｇ１

Tongshui７２Ｇ１
１０

梨橙２号

LichengＧ２

３ BDQ２２２ １１
红６Ｇ６

Red６Ｇ６

４
北碚４４７

Beibei４４７
１２

长叶橙

ChangyeCheng

５ BDM２２１ １３ 八楞 Baleng

６ S２６ １４
甜橙８６３

Sweetorange８６３

７
渝津橙

YujinCheng
１５ BBS２２７

８ BSG２２３ １６
涪陵晚熟

FulinglateＧmaturing

1.2　DNA 提取和凝胶电泳

采集样品嫩叶,用蒸馏水清洗后利用CTAB法

提取 DNA 备用.采用 SRAP分子标记技术进行
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PCR扩增、６％的聚丙烯酰胺凝胶进行电泳,最终获

得标记图谱.

SRAP引物来自文献[９],由上海生工合成.采

用 AppliedBiosystemsPCR仪进行 DNA 扩增,扩
增体系参照李巧燕等[１０]的方法.电泳设备采用北

京六一电泳槽,电泳功率８０W,电压２０００V.
1.3　多样性及聚类分析

根据扩增图谱中差异条带的有无来构建数据矩

阵(模糊条带不计算在内),再利用 NTSYSＧpc２．１软

件计算相似系数,利用 UPGMA 法聚类分析,构建

亲缘关系树状图.
1.4　特异片段的回收、测序

采用康为世纪快速琼脂糖凝胶 DNA 回收试剂

盒 (version０５１５２０１２Cat．No．CW２３０２)进行回收,
送上海生工测序.

2　结果与分析

2.1　引物筛选

经过筛选,最终得到能获得较清晰谱带的引物

共８０对,表２所示为正反向引物序列.
表２　SRAP引物序列表

Table２　PrimersequencesforSRAPanalysis

编号 No． 正向引物(５′－３′)Forwardprimer 编号 No． 反向引物(５′－３′)Reverseprimer

１ me１f:TGAGTCCAAACCGGＧATA １０ em１r:GACTGCGTACGAATTＧAAT

２ me２f:TGAGTCCAAACCGGＧAGC １１ em２r:GACTGCGTACGAATTＧTGC

３ me３f:TGAGTCCAAACCGGＧAAT １２ em３r:GACTGCGTACGAATTＧGAC

４ me４f:TGAGTCCAAACCGGＧACC １３ em４r:GACTGCGTACGAATTＧTGA

５ me５f:TGAGTCCAAACCGGＧAAG １４ em５r:GACTGCGTACGAATTＧAAC

６ ME７F:TGAGTCCAAACCGGＧTCC １５ em６r:GACTGCGTACGAATTＧGCA

７ ME８F:TGAGTCCAAACCGGＧTGC １６ em７r:GACTGCGTACGAATTＧCAA

８ ME９F:TGAGTCCAAACCGGＧATG １７ Em７r:GACTGCGTACGAATTＧATG

９ ME１０F:TGAGTCCAAACCGGＧCTT １８ Em８r:GACTGCGTACGAATTＧCTG

１９ Em９r:AGGCGGTTGTCAATTＧGAC

２０ Em１０r:TGTGGTCCGCAAATTＧTAG

2.2　扩增结果

８０对SRAP引物中仅有３０对扩增出了差异,
共５６条差异带,平均每对多态性引物扩出１．８７条

差异带.在１６份不同的锦橙材料中,能够扩增出２
条以上差异带的引物共１０对,分别为:me１fＧem５r、

me１fＧEm７r、 me５fＧem１r、 ME７FＧem１r、 ME７FＧ
Em７r、ME７FＧEm９r、ME８FＧEm９r、ME９FＧem１r、

ME９FＧem４r、ME９FＧEm９r.３条以上差异带的只

有４对,分别为:me１fＧEm９r、ME７FＧEm９r、ME８FＧ
Em９r、ME９FＧEm９r.

图１　引物me１f/Em９r(左)和me２f/em６r(右)的SRAP电泳图

Fig．１　SRAPmarkerofprimersme１f/Em９r(Left)andme２f/em６r(Right)

２
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2.3　亲缘关系分析

利用８０对SRAP引物共获得了１６份锦橙样品

的３０ 个 差 异 图 谱.采 用 聚 类 软 件 得 到 聚 类 图

(图２),如图所示,在遗传相似系数为０．８６７时(图２
中竖线处),可以将１６份锦橙分成７类,其中３、４、

５、６、９、１０、１１、１４、１５、１６号聚为一类,其余６份锦橙

各自单独归为一类.八楞锦橙与其他锦橙遗传距离

最远,其次是长叶橙.获得的遗传相似度显示,１６
份锦橙之间的遗传相似系数在０．６１３~０．９８４之间.
其中,相似系数最小值分别产生在八楞锦橙与长叶

橙、八楞锦橙与 BSG２２３ 之间,最大值则出现 在

BDQ２２２与BDM２２１、BDQ２２２与S２６之间.

图２　１６份锦橙材料的亲缘关系树状图

Fig．２　UPGMAdendrogramfor１６Jinchengresources

表３　克隆片段信息

Table３　Informationofclonedfragments

片段来源

Fragmentsource
引物

Primer

片段序列长度/bp
Fragment
length

比对基因长度/bp
Corresponding
genelength

相似度/％
Similarity

基因信息

Geneticinformation

BSG２２３
BSG２２３

ME８F/
Em８r

１７９ ３９０８ ９９
与植物富亮氨酸重复类受体蛋白激酶的合成相关

LeucineＧrichrepeatreceptorＧlikeproteinkinase

BSG２２３
BSG２２３

ME９F/
Em９r

６３ ８５２５ ９２ βＧ半乳糖 苷 酶 合 成 基 因 PutativebetaＧgalactosiＧ
dase

八楞

Baleng
ME１０F/
em４r

１５９ １５２４２ １００
与多核糖核苷酸核苷酸基转移酶合成相关PolyriＧ
bonucleotidenucleotidyltransferase

八楞

Baleng
ME９F/
em２r

１９１ １１７３ ９５
未经鉴定的基因 Putativeuncharacterizedprotein
(Fragment)

渝津橙

YujinCheng
ME８F/
Em９r

１３４ ８７８１ ９８
与肌醇单磷酸酶３合成相关 InositolmonophosＧ
phatase３

渝津橙

YujinCheng
ME８F/
Em９r

１６６ ２５２６２ ９６
叶绿体中依赖铁氧还蛋白的谷氨酸合成酶基因

FerredoxinＧdependentglutamatesynthase

长叶橙

ChangyeCheng
ME９F/
em２r

１４７ ３３０７ ９８
与细胞壁结构成分相关 Structuralconstituentof
cellwall

北碚４４７
Beibei４４７

ME９F/
em２r

１４７ ３３０７ ９８
与细胞壁结构成分相关 Structuralconstituentof
cellwall

涪陵晚熟

FulinglateＧmaturing
ME８F/
Em８r

１６５ ３９０８ ９９
与植物富亮氨酸重复类受体蛋白激酶的合成相关

LeucineＧrichrepeatreceptorＧlikeproteinkinase

2.4　差异片段的测序、比对

将差异明显的特异带进行回收测序,共获得２４

条序列,克隆得到的差异片段长度为２２~２５５bp.
在华中农业大学甜橙基因组数据库中进行比对后发

３
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现,匹配程度在９５％以上的有９条(表３).

3　讨　论

本研 究 在 １６ 份 锦 橙 的 PCR 扩 增 中,８０ 对

SRAP引物中只有３０对引物扩增出了差异带,多态

性引物比例为３７．５％,且大部分引物只能扩增出

１条差异带(图１右),扩增出３条以上差异(图１
左)的引物仅４对.可见,锦橙不同品种资源之间的

亲缘关系非常接近,不易区分.主要原因可能是由

于锦橙的不同类型均来源于个别或少数基因发生突

变而产生的自然芽变.亲缘关系分析显示,八楞、长
叶橙与其余锦橙关系较远,推测八楞和长叶橙是锦

橙在自然生长过程中通过多次变异产生.另外,部
分学者对将长叶橙归为锦橙类持不同观点,而本研

究结果似乎也佐证了这一观点,究竟是否为锦橙芽

变 还 有 待 进 一 步 研 究.BDQ２２２ 与 BDM２２１、

BDQ２２２ 与 S２６ 两 两 关 系 最 近,推 测 BDQ２２２、

BDM２２１和S２６是由其中某一个变异产生.说明锦

橙是极易产生芽变的柑橘类型.
芽变是果树新种质产生的一个重要来源,在果

树保持遗传多样性和培育新品种上具有重要意

义[１１].但芽变往往是极少数功能基因发生变异,因
此,很多标记不易区分.SRAP标记既具有像SSR
标记 一 样 简 便 的 操 作 和 高 重 复 性,也 具 有 类 似

AFLP一样的高产率、集两者之长的特性使得此标

记自出现以来一直得到广泛的关注和应用.本研究

中所有锦橙类型均能通过３０对SRAP特异性引物

做出正确区分,显示了SRAP标记在鉴定锦橙这类

亲缘关系非常接近的芽变类型上具有较高的可应用

性,这一点与阳志慧[１２]在利用SRAP分析纽荷尔脐

橙变异株系时获得的结论一致.因此,此技术可在

植物资源保存中鉴定重复资源和芽变资源、提高资

源保存效率方面发挥重要作用.
本研究测序结果中,９条匹配程度在９５％以上

的序列分布在６份锦橙品种中.BSG２２３和涪陵晚

熟在同一引物下(ME８F/Em８r)分别克隆到１７９bp
和１６５bp的片段,且这２条序列均以９９％的相似性

共同比对到一个长为３９０８bp的基因的不同区段

上.此基因与植物富亮氨酸重复类受体蛋白激酶的

合成相关,具有与植物生长发育、激素信号转导和植

物抗病防御等相关的基因功能[１３].此外,其他测序

片段比对上的基因还有:肌醇单磷酸酶３合成相关

基因、多核糖核苷酸核苷酸基转移酶合成相关基因、
细胞壁结构成分相关基因、叶绿体中依赖铁氧还蛋

白的谷氨酸合成酶基因等,还包括一个未经鉴定的

甜橙功能基因.可见,通过分子标记不仅能标记出

芽变材料的差异位点,还能在基因库中比对上已知

基因.从比对上的基因类型上看,发生在锦橙上的

变异表现为多样性,这点从锦橙不同的形态和农艺

性状上也能得到充分体现.对差异片段回收测序,
并在基因库中比对匹配的基因序列,可通过查看基

因功能获知该基因的相关信息,如果再通过后期克

隆基因全长和利用转基因技术将目的基因导入植物

受体观察验证,将能进一步发掘、获知该基因的某些

未知功能,本研究做了差异片段的回收、测序及比

对,初步获得了某些片段信息.锦橙芽变类型中,有
的呈现叶形变异、有的表现为果形变异,还有的是

熟期变异,这些经过测序的特异序列和未经测序

的差异片段有可能包含了揭示锦橙品种资源之间

性状差异的重要信息,因此,仍具有进一步研究的

价值.
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GeneticidentificationofJinchengsweetorangeswithSRAPmarkers

YANGHaijian１　ZHANGYungui１　DANFang２　HANGuohui１

ZHOUXinzhi１　HONGLin１　TANPing１

１．InstituteofFruitResearch,ChongqingAcademyofAgriculturalSciences/

CitrusExperimentStationoftheMiddleReachesofYangtzeRiver,Chongqing４０１３２９,China;

２．NationalEngineeringResearchCenterforInformationTechnologyinAgriculture/

BeijingResearchCenterforInformationTechnologyinAgriculture,Beijing１０００９７,China

Abstract　８０pairsofSRAPprimerwereusedtoanalyzethegeneticrelationshipamong１６Jincheng
(CitrussinensisOsbeck)germplasmsfromChongqingarea．TheresultsshowedthatthegeneticrelationＧ
shipbetweendifferentJinchengspecieswasveryclose．InthePCRamplification,only３０pairsofprimers
(３７．５％)werepolymorphic．５６polymorphicbandswereobtained,withanaverageof１．８７bandeachpair
ofprimers．ResultsofclusteranalysisshowedthatthegeneticrelationshipbetweenBalengChengand
ChangyeCheng was morefarthanthatbetweenothertypes．Theclosestrelationship wasbetween
BDQ２２２andBDM２２１,andbetweenBDQ２２２andS２６．SRAPmarkershaveahighapplicabilityinidentifＧ
yingplanttypeswithclosegeneticrelationship．Bysequencingandanalyzingpolymorphicfragments,we
speculatethatsomepolymorphicfragmentsmaybeassociatedwithvariationofsometraitsofJincheng．
ItwillprovidebasisforfutureexploringJinchenggermplasm．

Keywords　Jincheng(CitrussinensisOsbeck);germplasm;budvariation;SRAP;geneticidentifiＧ
cation
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