
第３７卷 第４期

２０１８年　７月

华　中　农　业　大　学　学　报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol．３７　No．４

July２０１８,５０~５７

收稿日期:２０１７Ｇ１２Ｇ０７
基金项目:科技部基础性工作专项(A类)(２０１４FY１１０１００);国家自然科学基金青年项目(３１４０１６０７)
董　翔,硕士研究生．研究方向:遗传学和生物资源．EＧmail:directx０８３１＠１６３．com
通信作者:李　刚,博士,副教授．研究方向:植物遗传学和植物种质资源学．EＧmail:lglg８６３＠１６３．com

基于 ISSR 图谱构建华中利川
和华东苏杭莼菜品种的分子身份证
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摘要　采用ISSR分子标记技术获得华中利川莼菜和华东苏杭莼菜品种间的 DNA 指纹图谱,以构建其分

子身份证.利用莼菜基因组 DNA的ISSR扩增带型多态性分析数据,对居群间 UPGMA 聚类分析显示６个莼

菜居群形成华中利川和华东苏杭２个分支.个体间 UPGMA聚类分析也显示华中利川３个居群的２３个莼菜个

体聚类成一个分支,而华东苏杭３个居群的２３个个体聚类成另一分支.其中,３条核心ISSR引物(P８１７、P８２５、

P８４５)扩增产生的指纹图谱,可用于构建苏杭莼菜和利川莼菜２个地域性品种特异的分子身份证.研究结果表

明:ISSR标记用于鉴别华中利川和华东苏杭莼菜品种种质资源是有效的,同时揭示了地理位置的隔离及气候地

带的差异化与它们在分子水平上的分化是一致的;采用多种分子标记联合构建不同莼菜品种的分子身份证数据

库,并与传统性状特征相结合,将有利于更准确地鉴定莼菜品种资源.
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　　莼菜(Braseniaschreberi)为多年生水生植物和

重要水生经济作物,隶属睡莲科或水盾草科或莼菜

科[１Ｇ２].长期以来,特别是近几十年来,由于人类活

动导致的生境破坏和过度开发利用,莼菜的自然群

落面积与居群数量急剧减少,濒临灭绝,已被列为国

家一级重点保护濒危野生植物[３].
莼菜很早就被奉为珍贵食品,其主要食用部分

是富含胶质而未展开的幼嫩卷叶,含有丰富的多糖、
蛋白质、维生素和微量元素,并具有很高的药用价

值[４Ｇ５].在我国,莼菜主要产于浙江西湖地区、江苏

太湖地区和湖北利川等地区[４].其分布区域气候特

点表现为低海拔、亚热带季风性气候,如浙江西湖地

区、江苏太湖地区;或高海拔、高寒、垂直地带性气

候,如湖北省利川(海拔１２００~１４００m 左右).在

不同气候带形成了不同的莼菜品种,具有不同的品

质特征.目前对莼菜品种的鉴别主要是依据植株的

形态特征,如花色、叶片正面和背面的颜色等[６],但
有时也很难利用这些表型特征进行区分.例如,西
湖莼菜品种和利川莼菜品种的花都为红色,叶片正

面和背面的颜色虽然有些区别,但差别不明显.

近年来国内外有关莼菜的研究主要涉及莼菜栽

培、食用和药用价值[５Ｇ８]、植物群落生态[９]、基于分子

标记和基因测序的遗传多样性分析[１,１０]以及毒理生

态[１１]等方面的研究,但从分子生物学角度对莼菜品

种进行鉴定报道较少.本研究采用ISSR分子标记

技术获得不同莼菜品种 DNA 指纹图谱,以构建其

分子身份证,以期用于鉴定不同莼菜品种,以克服形

态学上鉴别的不足,为莼菜种质资源的科学利用与

开发提供科学依据.

1　材料与方法

1.1　植株采集和 DNA 提取

莼菜植株材料采自６个不同地区,分别为华中

地区的利川忠路(LCZ)、利川福宝山(LCF)和利川

白河岭(LCY),华东地区的杭州西湖大清谷(SDS)、
杭州周浦(HZC)和苏州东山(HZD).在莼菜开花

期间,共采集上述６个不同地方的４６株莼菜的新鲜

幼嫩叶片,每株５~１０g(表１).对于自然居群采集

的样本数目较多,而人工种植居群仅少量采样(如利

川白河岭等),因此,取样数目差别较大(２~１５).由
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于莼菜主要营克隆(无性)繁殖,而且其地下茎在水

中为丛生状、多分枝,因而采样时尽量间隔一定距离

取样,以避免相邻的取样其实为同一株莼菜.将每

份幼嫩叶样本置于装有硅胶的密封袋中迅速干燥,

备用.采用CTAB法提取上述不同品种的莼菜幼

叶的基因组 DNA [１２],采用核酸蛋白分析仪(EpＧ
pendorfAG,Hamburg,Germany)测定样品 DNA
纯度,用 TE溶液保存备用.

表１　６个莼菜居群取样数目和原产地生境特征

Table１　ThesamplingnumbersofsixBraseniaschreberipopulationsandtheiroriginalhabitats’characteristics

居群代码

Populationcodes
地点

Sites
海拔/m
Altitude

经纬度(N/E)
Longitude/Latitude

生境

Habitats
面积/m２

Area
取样株数

Samplingnumbers

SDS
苏州东山

Dongshan,Suzhou
３．５

３１°０３′/
１２０°２３′

池塘

Pond
１５０~１６０ ９

HZC
杭州大清谷

Daqinggu,Hangzhou
２９．３

３０°０７′/
１２０°０４′

稻田

Ricefield
１００~１２０ ６

HZD
杭州周浦

Zhoupu,Hangzhou
６２．９

３０°１１′/
１２０°０３′

稻田

Ricefield
２００~２５０ ８

LCZ
利川忠路

Zhonglu,Lichuan
１２００

３０°１０′/
１０８°４３′

稻田

Ricefield
３０~４０ ６

LCF
利川福宝山

Fubaoshan,Lichuan
１４７４

３０°１２′/
１０８°４３′

池塘

Pond
１０００~１２００ １５

LCY
利川白河岭

Baiheling,Lichuan
１４７５

３０°１２′/
１０８°４２′

池塘

Pond
４０~５０ ２

1.2　 ISSRＧPCR 扩增

从购自上海生工生物工程公司的６０个ISSR
引物中筛选出扩增条带清晰、重复性较好的６条引

物用于PCR扩增和品种的鉴定.这６条引物分别

是P８１０、P８１７、P８２５、P８３４、P８４５和P８４８,其序列见

表２.扩增反应在 PTCＧ１００R扩增仪上进行.PCR
扩增程序为:９４℃预变性５min;９４℃变性３０s,

５４℃退火４５s,７２℃延伸１．５min,３５个循环;循环

结束后,７２℃延伸７ min,以保证延伸彻底;最后

４℃保存.反应总体积为２５μL,包括０．２５mmol/L
的dNTPs、１．５ mmol/L 的引物、２．５UTaq 酶和

４μL(１０ng)的DNA 模板.将 PCR产物在含溴化

乙锭的１．５％琼脂糖凝胶中电泳分离,在凝胶成像系

统中拍照保存.
表２　ISSR引物名称及其序列

Table２　ISSRprimernamesanditssequences

引物名称

Primernames
序列 (５′Ｇ３′)
Sequences

P８１０ (GA)８T
P８１７ (CA)８A
P８４８ (CA)８(A/T)G
P８２５ (AC)８T
P８３４ (AG)８(C/G)T
P８４５ (CT)８(A/T)G

1.3　数据统计分析

ISSRＧPCR扩增产物按条带的有无分别进行０、

１数据处理,在相同迁移位置上有条带的(包括弱

带)记为“１”,无条带的记为“０”.采用 POPGNEN
version１．３２版软件[１３]计算居群间的遗传一致度和

Nei’s遗传距离.采用 WINAMOVA１．５５软件[１４]

分析６个居群间、居群内和２个区域间(华中和华东

地区)的分子变异(AMOVA).显著性检验通过

１０００次置换进行.利用软件 NTSYSpc２．０２[１５]中

的Jaccard系数计算各自样品之间的条带相似性,
并对样品间的遗传关系进行 UPGMA (无权重配对

算术平均数法)聚类分析.同时,为了评价居群间

的遗传关系,利用软件 NTSYSpc２．０２ [１５],根据

Nei’s遗传距离对６个居群间的遗传关系也进行了

UPGMA聚类分析.
1.4　不同品种特异分子身份证模式的构建

以其中能够稳定产生华东苏杭和华中利川莼菜

特异带型的３条ISSR引物(P８２５、P８４５、P８１７)作为

鉴别不同品种的核心引物,形成莼菜品种资源的

ISSR指纹图谱,构建鉴别苏杭莼菜品种和利川莼菜

品种的特异的分子身份证模式.

2　结果与分析

2.1　居群间和区域间莼菜分子变异分析

共计４６份莼菜样本来自６个居群,分别属于华

中和华东地区２个大的区域.首先,利用不同居群

莼菜ISSR数据进行分子变异(AMOVA)分析,结
果表 明 居 群 间 遗 传 分 子 变 异 有 显 著 性 差 异

(P＜０．００１)(表３).在总的遗传变异中,８５．６％的

分子变异来源于居群间,而仅有１４．４％的变异来源

于居群内部.其次,对两大区域(华东与华中地区)
间的莼菜ISSR 数据进行分子变异分析表明,区域

１５
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间分子变异的比率为８１．２％,也达到显著性差异

(P＜０．００１),而来源于区域内部的分子变异仅为

１８．８％.采用巢式分析法(nestedanalysis)综合分

析区域间、居群间以及居群内部的分子变异显示:

２个大的区域间分子变异的比率为７４．４％,区域居群

间变异的比率为１４．９％,区域居群内变异的比率为

１０．７％,分子变异都达到显著性差异(P＜０．００１).分

析结果表明这些莼菜的分子变异主要来源于区域的

不同,即不同区域自然地理特征的差异是造成其分

子变异的主要因素,其次是区域内居群间的分离产

生了一定的分子变异,而居群内部不同莼菜个体间

的分子变异比率最小.
表３　基于ISSR分析数据的莼菜分子变异(AMOVA)

Table３　AMOVAanalysisofBraseniaschreberibasedonISSRdata

AMOVA分析方法

AMOVAmethods

变异来源

Sourceof
variation

自由度

Degreeof
freedom

平均方差

Average
variance

变异组分/％
Variant

components

占总变异比率/％
Percentageamong
totalvariation

显著性(P)
Significance

居群间分析

Analysisamong
populations

居群间

Amongpopulations
４ ３５．２ ４．０ ８５．６ ＜０．００１

居群内

Withinpopulations
４１ ０．７ ０．７ １４．４ ＜０．００１

区域间分析

Analysis
amongregions

区域间

Amongregions
１ １１６．８ ５．０ ８１．２ ＜０．００１

区域内

Withinregionss
４４ １．２ １．２ １８．８ ＜０．００１

巢式分析

Nestedanalysis

区域间

Amongregions
１ １１６．７ ４．６ ７４．４ ＜０．００１

居群间

Amongpopulations
３ ８．１ ０．９ １４．９ ＜０．００１

居群内

Withinpopulations
４１ ０．７ ０．７ １０．７ ＜０．００１

2.2　莼菜居群间遗传距离和遗传相似度分析

利用软件 NTSYSpc２．０２对莼菜不同居群间遗

传距离和遗传相似度比较分析,结果显示不同莼菜

居群间的遗传一致度的范围为０．６９~０．９９(图１A),
遗传距离变化范围为０．０１~０．３７(图１B).居群

LCF与居群LCY、LCZ之间的遗传距离表现最小,
为０．０１;同时,居群 LCF与 LCY、LCZ之间的遗传

一致性最大(０．９９);而居群 LCY 与居群 HZD之间

遗传距离表现最大,为０．３７,这２个居群间遗传一致

性则最小(０．６９).值得注意的是居群之间的遗传差

异化程度表现出与地理距离大小变化相关.在同一

大区域内,如华中地区３个居群之间的地理距离为

２２~３０km(图１CＧⅠ),华东地区３个居群之间的地

理距离为２３~１１３km(图１CＧⅡ),各自区域内居群

间的距离相对较近.比较发现区域内部居群之间的

遗传距离变化范围为０．０１~０．１１,遗传距离很近;其
遗传一致度变化范围为０．９０~０．９９,表现出很高的

相似度.而在两大区域之间,不同居群相对的地理

距离为１０８０~１１４２km (图１CＧⅢ),两两居群之间

相距较远.通过比较发现不同区域居群之间的遗传

距离都在０．２０以上,其变化范围为０．２０~０．３７,遗传距

离相对较远;其遗传一致度都低于０．９０,变化范围为

０．６９~０．８２,表现出相对较低的相似度.所以从图１

分析可以看出,居群间的遗传距离大小总体上与地理

距离大小有正相关趋势,地理距离的加大促进了不同

莼菜居群间遗传距离的加大,不过没有表现出固定的

比例关系.而居群之间的一致度系数则与它们之间

的地理距离大小有负相关趋势,地理距离的加大导致

了居群间遗传一致度的降低,增加了遗传的差异化.
2.3　莼菜居群与个体的聚类分析

利用无权重配对算术平均数法(UPGMA)对６
个莼菜居群进行聚类分析,结果显示在遗传距离为

０．２８处６个居群明显形成２个分支,华东地区的

３个莼菜居群(SDS、HZD、HZC)成为一支,而华中

地区的３个莼菜居群(LCF、LCZ、LCY)成为另一支

(图２A).同样,根据 Nei’s遗传距离系数,对６个

居群中的所有４６个莼菜个体进行了 UPGMA聚类

分析,结果显示在遗传距离为０．７５处也形成２个分

支,来自华东地区３个居群的２３个个体聚成一支,
来自华中地区３个居群的２３个个体聚成另一支

(图２B).因此,从居群水平和个体水平上华中地区

莼菜品种和华东地区莼菜品种都表现出与地理区域

隔离相一致的差异,说明长期长距离的地理隔离造

成了华中莼菜和华东莼菜各自形成了独立的遗传进

化种群,分别在相异的自然生境条件下积累了不同

的分子变异.仔细比较华中和华东内部莼菜居群,

２５
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可以看出华中内部莼菜居群采样点之间的距离较近

(２２~３０km),居群之间的遗传差异相对较小,居群

内个体在内部小分支上分散分布;华东内部莼菜居

群采样点之间的距离较远(２３~１１３km),居群之间

的遗传差异相对较大,居群内个体在内部小分支上

分布呈现SDS居群与 HZD居群相互分离,在遗传

距离约为０．８８处形成２个亚分支,而居群 HZC在

上述２个亚分支上都有分布.不同莼菜品种在聚类

分析上的这些差异进一步体现了地理隔离对莼菜分

子变异的影响.

A:遗传相似度 Geneticsimilarity;B:遗传距离 Geneticdistances;C:地理距离 Geographicdistances．

图１　不同地理距离的莼菜居群间遗传距离和遗传相似度分析

Fig．１　TheanalysisofgeneticdistancesandgeneticsimilarityamongdifferentBraseniaschreberi

populationswithcertaingeographicdistances

2.4　ISSR 指纹图谱和特异性 DNA 谱带和特异的

分子身份证

　　在６条ISSR引物中,引物P８１７、P８２５、P８４５扩

增的ISSR指纹图谱呈现出特异性 DNA谱带,能分

别鉴别苏杭莼菜品种和利川莼菜品种(图３).用引

物P８１７扩增能够在所有莼菜群体中产生９条谱带,
其中４条谱带为苏杭莼菜所特有(P８１７Ｇ１０００、４００、

２５０、２００),３条谱带为利川莼菜所特有(P８１７Ｇ８００、

５５０、４９０),只有２条谱带为所有莼菜共有(P８１７Ｇ
１３００、９００).用引物P８２５扩增能够产生６条谱带,
其中４条谱带为所有莼菜共有(P８２５Ｇ８００、６２０、４７０、

３９０),利川莼菜多了２条特异谱带,分别是 P８１７Ｇ
９３０和P８１７Ｇ３００.用引物P８４５扩增能够产生９条

谱带,也是其中４条谱带为苏杭莼菜多特有(P８４５Ｇ
１０５０、８７０、４００、２００),３条谱带为利川莼菜所特有

(P８４８Ｇ７８０、５００、３２０),２ 条谱带为所有莼菜共有

(P８４５Ｇ１３００、２５０).利用４６份供试莼菜产生的这些

扩增谱带构建的华中利川莼菜品种和华东苏杭莼

菜品种的分子身份证模式如图４,这３条核心引物

均可作为鉴定苏杭莼菜品种和利川莼菜品种特异

的分子标记,使得每个品种都能产生唯一的指纹

图谱.
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图２　不同莼菜居群间(A)及其个体间(B)的UPGMA聚类

Fig．２　TheUPGMAanalysisofdifferentBraseniaschreberipopulations(A)orindividuals(B)

3　讨　论

莼菜种质资源可分为不同的品种,例如袁居

正[６]将莼菜分为红花和绿花２个品种,张雷等[１６]认

为莼菜有西湖红叶莼菜、太湖绿叶莼菜、利川红叶莼

菜、马湖莼菜等４个品种,陈振华等[１７]则认为可分５
个品种.由于这些学者基本上是依据莼菜的花色、
叶片、嫩梢和卷叶的颜色等形态特征以及地域性进

行莼菜品种的划分,因而导致划分的品种不一致.
目前愈来愈多的研究者开始注重将传统的性状特征

和基因分析结合起来开展分子系统学研究和种质资

源品种鉴定研究[１８].近年来,分子标记如 RAPD、

ISSR、SSR、SRAP、AFLP等已在植物种质资源研究

及品种鉴定和保护中得到了成功的应用[１９Ｇ２２].本研

究基于ISSR分析数据的 AMOVA 分析显示,在莼

菜的分子遗传变异中绝大部分变异来源于区域间

(８１．１６％),仅 有 少 部 分 遗 传 变 异 来 源 于 区 域 内

(１８．８４％),揭示华中和华东２个传统莼菜种植区域

间的莼菜存在明显的分子遗传差异.巢式综合分析

法则揭示不同来源的莼菜分子变异比率为:区域间

(７４．４％)＞居群间(１４．９％)＞居群内(１０．７％).结

果也表明莼菜的分子变异主要因素是不同区域自然

地理隔离和生境特征的差异造成了其分子变异,其
次是区域内居群间的隔离也形成了一些不同的分子

变异,而居群内部不同莼菜个体间的自发突变、异交

等产生的个体变异比率最小.
结合地理距离大小的差异比较分析居群间的遗

传距离和遗传相似性系数,结果显示遗传距离大小

总体上与地理距离大小有正相关趋势,而一致度系

数则与地理距离大小有负相关趋势,或者说是地理

距离的加大促进了不同莼菜居群间遗传距离的加

大,增加了遗传的差异,降低了遗传一致度系数.采

用基于ISSR分子数据的 UPGMA 聚类分析显示,
无论在居群水平还是个体水平都形成华东苏杭莼菜

和华中利川莼菜两大分支,说明它们在分子水平上

已经发生了显著的差异.华东苏杭莼菜和华中利川

莼菜发生分子水平上的分歧主要是由内因和外因共

同作用的结果.莼菜的繁殖主要是利用根状茎进行

营养繁殖,但是也开花并通过虫媒异交繁殖.遗传

物质的自然突变是个体间分子变异产生的内部原

因,而异交引起的遗传物质交流既是个体间产生变

异的动力,也导致了居群内部个体间的遗传平衡,使
得分子变异在异交群体内扩散、保留,形成独特的居

群结构特征,从而产生了居群间的差异.莼菜的生

长生存要适应于所处的地理环境,在其进化历程中

不断受到地理环境因子(如温度、湿度、降水、阳光

等)的影响.不同环境条件对莼菜进化的选择作用

不尽相同,即对莼菜遗传物质的自然变异频率、虫媒
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异交行为等产生不同影响,因而导致产生了不同区

域的莼菜在分子变异上的差异.而这些变异在长期

进化过程中不断积累,形成了现在不同区域莼菜在

分子水平上的巨大差异.

　灰色箭头指向的条带为特征带,其左侧数据为条带大小,bp;M:DL２０００DNA Marker.泳道１~９:苏州东山莼菜 (SDS);１０~１５:

杭州周浦莼菜 (HZC);１６~２３:杭州西湖大清谷莼菜 (HZD);２４~２９:利川忠路莼菜(LCZ);３０~４４:利川福宝山莼菜 (LCF);４５~４６:

利川白河岭莼菜(LCY).Thegrayarrowspointtothespecialbands,anditsbehindnumbersarethemolecularsizes;M:DL２０００DNA

ladder．Lane１Ｇ９:SDSsamples;１０Ｇ１５:HZCsamples;１６Ｇ２３:HZDsamples;２４Ｇ２９:LCZsamples;３０Ｇ４４:LCFsamples;４５Ｇ４６:LCYsamＧ

ples．

图３　ISSR核心引物扩增产生的谱带

Fig．３　ThePCRbandＧpatternsamplifiedbythecoreISSRprimers
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　图中黑色框代表谱带存在,白色框代表谱带缺失;图左边P８１７、P８２５、P８４５分别表示引物名称,“Ｇ”号后的数字表示扩增的 DNA谱带

的大小,bp.Theblackboxesmeanthebandsexistence,andthewhiteboxesmeanthebandabsent;P８１７,P８２５,P８４５arethenameof

primers,thenumbersbehindthe‘Ｇ’indicatethemolecularsizes．

图４　华东苏杭莼菜品种和华中利川莼菜品种的分子身份证模式

Fig．４　ThemolecularidentitycardofSuzhou,Hangzhou,EastChinaandCentralChina,LichuanBraseniaschreberi

　　这些分子水平的变异为物种资源的鉴定提供了

客观的方法与依据,同时可以拓宽评估物种生物多

样性的方法手段,对于精确地采用有效措施保护核

心种质资源,以及开发利用这些资源具有重要指导

意义.构建莼菜种质资源的分子身份证将为开展这

些研究奠定坚实的工作基础,而唯一性是构建种质

资源分子身份证的重点[１９].本研究结果通过３条

不同核心引物进行ISSR 扩增,获得华中利川莼菜

和华东苏杭莼菜的特征谱带,成功鉴别出利川莼菜

和苏杭莼菜２个品种,确定４６份莼菜样品分别隶属

于这２个品种,建立了特异的指纹图谱.３条核心

引物(P８２５、P８４５、P８１７)分别可构建苏杭莼菜品种

和利川莼菜品种特异分子身份证,每个品种都有特

异的指纹图谱.但是,组合使用３条ISSR 引物的

分子指纹图谱在品种鉴定分析上将更加科学.
用于构建品种分子身份证的 DNA 分子标记应

具有多态性高、重复性好、带型清晰、操作简单、成本

低等特点[１９].ISSR 标记是一种显性标记,是利用

贯穿真核生物的基因组包含的丰富的重复序列并在

３′或５′锚定的单寡聚核甘酸引物对基因组进行

PCR扩增的标记系统,无需预先知道基因组的任何

信息就可以进行标记,不需要专门开发,成本低.相

对RAPD和等位酶而言,ISSR 能展示更高的多态

性[２３].因此,ISSR 标记是构建品种分子身份证和

鉴定种质资源常用的分子标记之一[１９].本研究结

果也表明采用ISSR标记鉴别莼菜品种和种质资源

是有 效 的.莼 菜 可 能 有 多 个 品 种 (至 少 ２ 个 以

上)[６Ｇ７,１６Ｇ１７].我们也注意到可能有限的引物只能适

用于一定数量的样本群体,对于可能出现的其他莼

菜品种,难免会呈现同一引物在不同品种间扩增出

相同谱带的现象.因此,本次筛选的３个ISSR 核

心引物能否完全将其他莼菜品种鉴定出来,还有待于

在广泛取样的基础上进一步研究和分析.同时,需要

采用多种分子标记联合构建不同莼菜品种的分子身

份证数据库,并与传统性状特征结合起来,从而使品

种的鉴定更准确,为莼菜种质资源的保护和开发利用

提供科学依据.
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ConstructingmolecularIDcardsofamaranthusspeciesinLichuan,
CentralChina,andSuHang,EastChinabasedonISSRmap

DONGXiang　 MA Mengxue　LIU Hong　QINRui
XIAJing　YUGuanghui　GONGHanyu　LIGang

HubeiProvincialKeyLaboratoryforProtectionandApplicationofSpecial
PlantGermplasminWulingAreaofChina/

CollegeofLifeSciences,SouthＧCentralUniversityforNationalities,Wuhan４３００７４,China

Abstract　InterＧsimplesequencerepeat(ISSR)markerswereusedtoconstructDNAfingerprint
patternsandmolecularidentityofBraseniaschreberigermplasm,anendangeredaquaticplantinChina．
TheresultofUPGMAclusteranalysesshowedthatthreeB．schreberipopulations(SDS,HZD,HZC)

fromEastChinawereclearlyseparatedfromthethreepopulations(LCZ,LCF,LCY)fromCentralChiＧ
na．TheUPGMAclusteranalysisof４６individualsofB．schreberishowedthatsamplesfromthesamegeＧ
ographicalregion(CentralChinaorEastChina)formedagroup,whereassamplesfromdifferentregions
wereseparated．ThreecoreISSRprimers(P８１７,P８２５,P８４５)canbeusedtoamplifythespecialbandＧpatＧ
ternsoftwoB．schreberivarieties(SuHangandLichuan),andthereforecanbeusedforestablishingmoＧ
lecularidentityofB．schreberigermlasm．ThedifferentiationatthemolecularlevelofB．schreberigermＧ
lasmisconsistentwiththeirgeographicalisolationanddiversityclimatezone．Itisrecommendthatthe
useofavarietyofmolecularmarkerstoconstructamolecularIDcarddatabaseofdifferentB．schreberi
species,combinedwiththecharacteristicsoftraditionaltraits,willfacilitatethemoreaccurateidentificaＧ
tionofB．schreberivarietiesresources．
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