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云南大花香水月季居群遗传多样性的 SSR 分析
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摘要 利用简单重复序列(simplesequencerepeat,SSR)分子标记技术对云南省分布的8个大花香水月季

天然居群遗传性进行了分析,结果表明:所选用的12对SSR引物,共扩增出72个位点,其中多态性位点70个,

占总条带数的97.22%;在物种水平上,总居群的Nei’s基因多样性指数(He)和香农指数(I)分别为0.3012和

0.4600,说明云南地区大花香水月季居群的遗传多样性较高;大花香水月季居群内遗传变异(69.49%)大于居

群间遗传变异(30.51%),说明居群内变异是其居群的主要变异来源;利用Popgene计算出两两居群间的 Nei’s
遗传一致度(I)和遗传距离(D),其范围分别为0.7615~0.9348和0.0674~0.2724,再依据遗传距离进行聚

类分析,结果表明居群遗传距离与地理位置无显著的相关性。
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  大 花 香 水 月 季 (Rosaodorata Sweetvar.
giganteaRehd.etWils.)的花径长8~10cm,是所

有蔷薇属野生种中开花最大者,故又称巨花蔷薇,为
云南省特有种[1-2]。大花香水月季具有花大、芳香、
耐低温等优良性状,在云南省的分布范围以滇中为

中心,滇南和滇西也有分布[2]。大花香水月季为香

水月季原始类型,是月季演化的重要种源,也是培育

大花品种和大型植株月季的重要种质资源[1-2],对其

进行深入研究具有十分重要的意义。
分子标记在蔷薇属遗传资源研究中的应用主要

有三方面,一是在遗传多样性及分类方面的应用;二
是在品种鉴定方面的应用[3];三是在遗传图谱构建

及基 因 定 位 方 面 的 应 用[4]。SSR 标 记 技 术 与

RAPD、RFLP等标记比较,具有数量丰富、多态性

高、呈共显性、程序简单、耗时短、结果重复性好等优

点[5-6],SSR标记已在蔷薇属植物品种鉴定和遗传亲

缘关系等研究领域得到了广泛应用[4]。
关于大花香水月季居群的研究仅有表型多样性

分析的研究报道[7],而遗传多样性的DNA分析未

见报道。本研究应用SSR分子标记技术,对分布于

滇中和滇南地区的8个大花香水月季居群的遗传多

样性进行分析,可为拓宽现代月季远缘杂交育种亲

本的遗传基础提供重要的科学依据,同时也为野生

种群的资源保护和保存、引种驯化以及开发利用等

提供基础资料和理论依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

遵循种群生态学的原理和方法[8],选取8个大

花香水月季天然居群(表1),每个居群选取15株生

长状况良好的植株,采摘其健康幼嫩叶片,用硅胶干

燥处理,于-20℃冰箱保存。
1.2 SSR 分析

1)基因组DNA的提取。基因组DNA提取方

法参照CTAB法[9]。

2)SSR引物。从荷兰瓦格林根大学引进12对

月季SSR引物(表2),由Tiangen公司合成。

3)PCR扩增。PCR反应体系总体积为10μL,
其中1.2μL的25mmol10×buffer,1.2μL的2.5
mmoldNTPs,0.8μL的25mmol/LMg2+,0.5μL
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表1 大花香水月季采样居群原产地的地理因子1)

Table1 Thegeographyfactorsofpopulationsof

RosaodorataSweetvar.gigantea

居群

Population
北纬

Northlatitude
东经

Eastlongitude
海拔/m
Altitude

SHB 25°11′25″ 102°48′32″ 2119

TJX 25°06′06″ 102°31′14″ 2263

XS 25°11′05″ 102°56′04″ 2076

SL 25°01′23″ 103°21′21″ 1841

FM 25°15′55″ 102°26′07″ 2200

LZC 23°18′44″ 103°32′50″ 1610

HT 24°18′12″ 102°25′30″ 2100

MPS 23°57′50″ 101°57′05″ 1980

 1)SHB:松花坝(昆明)Songhuaba(Kunming);TJX:团结乡(昆

明)Tuanjiexiang(Kunming);XS:小 哨 (昆 明)Xiaoshao
(Kunming);SL:石林(昆明)Shilin(Kunming);FM:富民

(昆明)Fuming(Kunming);LZC:老芷村(蒙自)Laozhicun
(Mengzi);HT:火特(玉溪)Huote(Yuxi);MPS:磨盘山(玉

溪)Mopanshan(Yuxi);下同 Thesameasbelow.

的10μmol/LprimerF,0.5μL 的 10μmol/L
primerR,0.5U 的TaqDNA聚合酶,80ngDNA
模板。反应程序为:94℃预变性5min,94℃ DNA
变性45s,退火温度30s,72℃延伸1min,30个循

环,最后72℃延伸10min。扩增产物的电泳和染色

方法参照文献[4]。

1.3 数据分析

基于电泳迁移率相等的条带是相同DNA片段

扩增产物的假设,将电泳结果中稳定出现的条带(无
论强弱)的有或无量化为1和0进行人工读取并统

计,形成0,1矩阵,进而做成Popgene软件所需的格

式。应用Popgene1.32软件[10]进行分析,统计下

列参数:多态位点百分率(percentageofpolymor-
phicloci,PPL)、香农指数(I)、Nei’s基因多样性指

数(He)、总的基因多样度(Ht)、居群内的基因多样

度(Hs)、平均每个位点的观察等位基因数(Na)、平
均每个位点的有效等位基因数(Ne)、遗传分化系数

(Gst)、基因流强度(Nm)即居群间每一个世代迁移

的个体数。据Popgene计算得到的Nei’s遗传距离

(D)和遗传一致度(I)进行聚类,分析各居群之间的

遗传关系。

2 结果与分析

2.1 SSR 的扩增结果

利用12对引进的SSR引物对8个居群120个

个体基因组进行PCR扩增,共扩增出72条比较清

晰的谱带,平均每对引物扩增出6个位点,其中多态

性位点70个,多态性条带百分率高 达97.22%
(图1,表2)。

 1~15为每个居群的样品编号1-15:Thenumbersofsamplesfromdifferentpopulations;A,B,C:分别为引物RhO517对富民(FM)、

老芷村(LZC)、松花坝(SHB)居群样本的PCR扩增产物 TheresultsofPCRamplificationwithRhO517primersinFM,LZCandSHB

populations;D,E,F:分别为引物RhAB13对火特(HT)、磨盘山(MPS)、石林(SL)居群样本的PCR扩增产物 TheresultsofPCRam-

plificationwithRhAB13primersinHT,MPSandSLpopulations;G,H:分别为引物RhE3对团结乡(TJX)、小哨(XS)居群样本的PCR
扩增产物 TheresultsofPCRamplificationwithRhE3primersinTJXandXSpopulations.

图1 SSR引物对居群样本的PCR扩增产物电泳图

Fig.1 TheresultsofPCRamplificationwithSSRprimersinpopulations
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表2 12对SSR引物的扩增结果

Table2 12SSRprimersselectedandtheiramplificationresults

引物

Primers
总带数

Totalsite

多态性位点数

Numbers
polymorphicloci

多态性条带百分率/%
Percentageof
polymorphicsites

RhO517 5 5 100.00
RhP519 6 6 100.00
RhM405 5 5 100.00
RhP507 7 7 100.00
RhAB40 9 8 88.89
RhP518 4 4 100.00
RhAB13 6 6 100.00
RhAB26 5 5 100.00
RhB19 7 6 85.71
RhBK4 5 5 100.00
RhD206 7 7 100.00
RhE3 6 6 100.00

合计 Total 72 70
平均 Mean 6 5.83 97.22

2.2 居群遗传多样性分析

应用Popgene1.32软件[10]对大花香水月季8
个居群的遗传多样性进行统计分析,结果如表3所

示。在物种水平上,总的多态位点数为92个,多态

位点百分率为97.87%,Nei’s基因多样性指数为

0.3012±0.1581,香农指数为0.4600±0.1992。
在居群水平上,8个居群的平均多态位点百分率为

58.64%,平均Nei’s基因多样性指数为0.2093±
0.1981,平均香农指数为0.3128±0.2814。在8
个居群中,各居群间的遗传多样性差别不大,各居群

的遗传变异由高到低依次为SL居群>FM 居群>
TJX居群>SHB居群>LZC居群>XH居群>HT
居群>MPS居群,其中SL居群的遗传多样性水平

最高,MPS居群的遗传多样性水平最低。
2.3 居群遗传结构分析

通过对大花香水月季8个自然居群的结构分

析,其总的基因多样度(Ht)为0.3012±0.0250,
居群内的基因多样度(Hs)为0.2093±0.0106,居
群间的遗传分化系数(Gst)为0.3051。这表明在物

种水平上,有30.51%的遗传变异存在于居群间,

69.49%的遗传变异存在于居群内,居群内的遗传分

化大于居群间的遗传分化,居群内变异是其居群的

主要变异来源。居群间的基因流(Nm)为1.1391,
表明居群间基因流较强。

表3 8个大花香水月季居群的遗传多样性分析1)

Table3 Thegeneticdiversityamong8populationsofR.odoratavar.giganteaRehd.etWils

居群Population NPL PPL/% Na Ne He I

SHB 60 63.83 1.6383±0.4831 1.3741±0.3684 0.2212±0.1953 0.3330±0.2781

TJX 61 64.89 1.6489±0.4799 1.3974±0.3740 0.2329±0.1975 0.3482±0.2810

XS 53 56.38 1.5638±0.4986 1.2947±0.3317 0.1815±0.1845 0.2784±0.2687

SL 70 74.47 1.7447±0.4384 1.4477±0.3732 0.2612±0.1911 0.3915±0.2660

FM 65 69.15 1.6915±0.4644 1.3963±0.3713 0.2339±0.1926 0.3534±0.2709

LZC 55 58.51 1.5851±0.4953 1.3865±0.3899 0.2219±0.2069 0.3278±0.2949

HT 42 44.68 1.4468±0.4998 1.3395±0.4225 0.1849±0.2210 0.2668±0.3119

MPS 35 37.23 1.3723±0.4860 1.2394±0.3630 0.1370±0.1956 0.2030±0.2807

平均 Mean 55.13 58.64 1.5864±0.4807 1.3595±0.3743 0.2093±0.1981 0.3128±0.2814

物种水平Specieslevel 92 97.87 1.9787±0.1451 1.5052±0.3360 0.3012±0.1581 0.4600±0.1992

 1)NPL:多态位点数 Numberspolymorphicloci;PPL:多态位点百分率Percentageofpolymorphicloci;Na:观察的等位基因数 Ob-
servednumberofalleles;Ne:有效等位基因数Effectivenumberofalleles;He:Nei’s基因多样性 Nei’sgenediversity;I:香农指

数Shannon’sinformationindex.

2.4 遗传距离和聚类分析

为了进一步比较大花香水月季各居群间的遗传

关系,本试验根据Nei[11]计算出不同居群间的遗传

距离和遗传一致度(表4)。居群间遗传一致度范围

为0.7615~0.9348,遗传距离范围为0.0674~
0.2724。SHB 和 SL 居 群 之 间 一 致 度 较 高 达 到

0.9348,而XS和 MPS居群之间的遗传一致度较

低,为0.7615。

根据两两居群间的遗传距离进行聚类(图2),
大致可分为3组:来自云南昆明的SHB、SL、FM
居群与来自云南蒙自的LZC居群一起聚为1组;
来自云南玉溪的 HT和 MPS聚成1组;来自云南

昆明的TJX和XS聚为1组。这说明云南省分布

的8个大花香水月季居群并没有完全依据地理距

离的远近而聚类,遗传距离与地理位置无显著的

相关性。
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表4 大花香水月季8个居群间Nei’s遗传一致度(对角线上方)和遗传距离(对角线下方)

Table4 Nei’spairwisegeneticidentity(abovediagonal)andgeneticdistance(belowdiagonal)

betweenpopulationsofR.odoratavar.giganteaRehd.etWils.

SHB TJX XS SL FM LZC HT MPS
SHB — 0.8815 0.8482 0.9348 0.9275 0.8797 0.8838 0.8709
TJX 0.1262 — 0.9193 0.8931 0.8471 0.8612 0.8406 0.7919
XS 0.1647 0.0842 — 0.8914 0.8152 0.8284 0.8094 0.7615
SL 0.0674 0.1131 0.1150 — 0.9194 0.8725 0.8852 0.8515 
FM 0.0753 0.1659 0.2043 0.0841 — 0.8848 0.8832 0.8970
LZC 0.1281 0.1494 0.1882 0.1364 0.1223 — 0.8826 0.8462
HT 0.1235 0.1737 0.2115 0.1220 0.1242 0.1249 — 0.9060
MPS 0.1382 0.2333 0.2724 0.1608 0.1087 0.1670 0.0987 —

图2 大花香水月季Nei’s遗传距离的聚类图

Fig.2 Thedendrogramof8populationsofR.odoratavar.

giganteaRehd.etWils.basedonNei’sgeneticdistance

3 讨 论

3.1 大花香水月季的遗传多样性

研究结果表明,作为珍稀的种质资源植物,大花

香水月季自然居群维持着较高水平的遗传多样性。
香农指数和Nei’s指数既能反映条带的丰富程度,
又能反映其均匀程度,丰富度与均匀度是衡量多样

性的2个重要指标。Nei’s指数计算的各居群遗传

多样性比香农指数计算的值偏低,但二者估计的各

居群内平均遗传多样性的变化趋势一致。本研究的

8个大花香水月季居群,其物种水平的 Nei’s基因

多样性指数和香农信息指数分别为0.3012和

0.4600,高于广泛分布于云南地区的峨眉蔷薇(Ro-
saomisnsis)、绢毛蔷薇(Rosasericea)[12]和云南金

钱槭(Dipteroniadyeriana)[13],低于分布范围广的

金钱槭(Dipteroniasinensis)[11]和山荆子(Malus
baccata)[14]。

本研究中的8个大花香水月季居群,不同地区

的遗传多样性差异较大。其中滇中昆明地区的SL
居群的 多 态 位 点 百 分 率(74.47%)、Nei’s指 数

(0.2612)、香农指数(0.3915)均位列第一,说明该

居群的遗传多样性最丰富。而滇中玉溪地区的 HT
居群和 MPS居群的遗传多样性指数明显低于8个

居群的平均值,表明这2个居群的遗传多样性相对

低于其他区域。这可能因为来自玉溪的大花香水月

季居群是较近历史时期扩散分布而产生的。
3.2 大花香水月季的遗传分化

植物居群间的遗传分化是长期进化的结果,包
括分布范围的改变、生境的片断化和居群的隔离等,
是基因突变、遗传漂变、交配系统、基因流以及自然

选择等因素的综合反映[15]。大花香水月季居群在

SSR分子水平上,其遗传分化系数为0.3051,高于

Hamrick等[16]得出的木本植物的平均值,低于Ny-
bom[17]统计的自交植物平均值。该数据表明在物

种水平上,大花香水月季居群内遗传变异(69.49%)
大于居群间遗传变异(30.51%),居群内变异是其居

群的主要变异来源,居群间也分布着较高的遗传多

样性。这一结果同该居群的表型性状分析结果

一致[7]。
基因流也是影响居群遗传分化的一个重要因

素。居群遗传学理论认为,当每世代居群间迁移者

多于或等于1时(Nm≥1),不管居群大小,只要基

因流是多向性的,基因流就可以防止居群间由遗传

漂变引起的遗传分化[18]。本研究计算得出大花香

水月季的基因流为1.1391,表明遗传漂变不是其

居群间遗传分化的主要影响因素。大花香水月季为

异交昆虫授粉木本植物,这一生物学特性促进了其

居群之间基因的频繁交流,从而有效地减小了居群

间的遗传分化。
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SSRmarkersbasedgeneticdiversityofpopulations
ofRosaodorataSweetvar.giganteainYunnanProvince

QIUXian-qin1,2 TANGKai-xue1 JIANHong-ying1

WANGQi-gang1 LIShu-fa1 SHAOZhu-hua1 ZHANGHao1,2
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Abstract ThegeneticdiversityofeightnaturalpopulationsofRosaodorataSweetvar.gigantea
Rehd.etWils.inYunnanProvincewasanalyzedwithSSRmarkers.Theresultshowedthat72bands
wereamplifiedwithtwelvepolymorphicprimers.Polymorphiclociwere70andpercentageofpolymor-
phismwas97.22%.Atthelevelofspecies,theNei’sgeneticdiversitywas0.3012andtheShannonin-
formationindexwas0.4600,showingthatthegeneticdiversityofthepopulationsofRosaodorataSweet
var.giganteainYunnanProvincewasabundant.Itwas69.49%ofgeneticvariationwithinpopulations,

and30.51%ofgeneticvariationamongpopulations.Sothegeneticvariationwithinpopulationswasthe
mainreasonofthegeneticvariation.TheNei’spairwisegeneticidentityandgeneticdistancewere
0.7615-0.9348and0.0674-0.2724.Theclusteranalysisbasedongeneticdistanceshowedthatthege-
neticdistancewasnotsignificantlyrelatedwiththegeographiclocation.

Keywords RosaodorataSweetvar.giganteaRehd.etWils.;geneticdiversity;simplesequence
repeat
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