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　　摘要：以新疆伊犁巩留县平底圆核桃、椭圆核桃及其杂种Ｆ１，以及随机选取的６０份野核桃种质资源为研究材料，

对其表型性状、ＳＳＲ遗传多样性及其亲缘关系进行分析和评价。研究发现，８个表型性状在群体中呈连续分布，与其
正态分布曲线拟合较好，彼此之间具有相关性。变异系数表明各个性状的变异均超过１０％，说明个体间的表型值变
异较大。进一步对其进行主成分分析，表明株高、茎粗、最大叶长、最小叶长、最小叶宽这５个指标是引起野核桃表型
差异较大的因子。通过１０对多态性高的 ＳＳＲ引物共检测出３５个等位变异位点，变异范围在２～６之间，平均每对
ＳＳＲ引物可检测到３．５个等位位点。遗传相似系数（ＧＳ）变异范围为０．５１～０．９５。ＧＳ值在０．５５水平上的ＵＰＧＭＡ聚
类分析可将供试的野核桃种质资源划分成Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ共４个组。丰富的遗传变异可为野核桃遗传改良及分子育种
提供依据。
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　　生物体遗传多样性的实质是其在遗传物质组成、结构上
的变异，表现在群体、个体、组织、细胞、分子水平等不同层次

上［１］。以往人们常根据植株形态鉴定杂交子代，但形态学鉴

定周期较长，易受栽培环境影响，具有很大的局限性。近年发

展起来的基于物种ＤＮＡ水平的分子标记技术，具有不易受环
境影响、引物信息共享、鉴定速度快等优点，是鉴定杂交子代

的有力手段［２］。于是，将形态学与分子手段相结合的研究方

法随之兴起［３］，如对不同类型小豆的ＳＳＲ标记及其性状进行
研究［４］，对大豆［Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ（Ｌ．）Ｍｅｒｒ］农艺性状与 ＳＳＲ标
作进行研究［５］，以及对桃（ＡｍｙｇｄａｌｕｓｐｅｒｓｉｃａＬ．）的形态特征
进行研究［６－８］等，类似研究较多。

新疆野核桃（Ｊｕｇｌａｎｓｒｅｇｉａ）为胡桃科胡桃属植物，是栽培
核桃的直系祖先，具有许多优良的遗传特性，在我国仅分布于

新疆伊犁巩留县野核桃沟自然保护区内，是我国珍贵的天然

野生资源。新疆野核桃不仅是我国重要的野生核桃资源，更

是研究栽培核桃起源、进化、自然选择不可多得的原始材料。

曾有报道，遗传多样性越高或遗传变异越丰富，林木对环境变

化的适应能力也就越强，而遗传多样性的降低或消失将导致

林木在适应、繁殖方面产生衰退，同时抵抗力也会下降［９－１０］。

新疆野核桃作为一种重要的林木，对其遗传多样性的研究显

得尤为重要。目前，关于新疆野核桃的研究较多，王肇延对其

ＤＮＡ的提取方法以及野核桃遗传多样性进行了研究［１１］；王

磊等对野核桃的形态特征进行了研究［１２］；袁海涛利用野核桃

的表型基础数据全面构建了新疆野核桃的基础数据库，并对

其构建野核桃核心种质的方法进行了研究［１３］；张维等对其种

群动态进行了研究［１４］，但对表型性状还没有进行较深入研

究，而表型性状不仅是遗传多样性的组成部分，更为野核桃的

遗传育种提供了依据。因此，本研究将野核桃的表型性状及

ＳＳＲ标记的多态性相结合，以期了解其表型性状的同时，更加
全面地了解其形态多样性的来源。

１　材料与方法

１．１　试验材料
材料选自新疆伊犁河谷地巩留县西北部的野核桃沟，

２０１４年５月下旬选取２棵长势较好且表型性状差异较大的
野核桃树（父本：平底圆核桃，母本：椭圆核桃，两树相隔５０ｍ
左右）进行人工授粉杂交，待果实成熟后，将Ｆ１种子移栽到新
疆乌鲁木齐县花卉生产基地内，共计培养幼苗３６８株。
１．２　研究方法
１．２．１　表型性状的选取　从培养的Ｆ１幼苗中随机选取６０
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株进行测量，所取性状包括株高、茎高、茎粗、最大叶长、最大

叶宽、最小叶宽、最小叶长、侧枝长。所有数据均使用游标卡

尺测量。单位均为ｃｍ。
１．２．２　ＤＮＡ提取与ＳＳＲ试验过程　在苗期提取上述６０株
对应幼苗的嫩叶ＤＮＡ，经０．８％琼脂糖凝胶电泳检测ＤＮＡ的
大小及降解情况，并用ＵＶＰ凝胶成像系统对电泳的琼脂糖凝
胶观察和拍照。将各材料的 ＤＮＡ浓度稀释至３０ｎｇ／μＬ，于
－２０℃ 冰箱保存备用。试验所用的２０对 ＳＳＲ引物的碱基
序列来源于ＮＣＢＩ网站公布的核桃 ＳＳＲ引物，由华大科技生
物公司合成。对亲本材料进行ＳＳＲ引物筛选，试验选出 ＰＣＲ
扩增条带清晰、重复性好、多态性丰富的引物１０对用于进一
步分析。参照王肇延ＳＳＲ反应体系和程序［１１］，经优化后确定

反应体系为 １０μＬ，其中包括 Ｍｇ２＋ ２．５ｍｍｏｌ／Ｌ、引物
０．２５μｍｏｌ／Ｌ、ｄＮＴＰｓ０．１８ｍｍｏｌ／Ｌ、Ｔａｑ酶０．５Ｕ，模板ＤＮＡ约
为３０ｎｇ。ＰＣＲ扩增程序为 ９４℃预变性 ３ｍｉｎ；９４℃变性
３０ｓ，５６℃退火 １ｍｉｎ，７２℃延伸 ４０ｓ，共 ３０个循环；最后
７２℃ 延伸９ｍｉｎ，４℃保存。ＰＣＲ扩增反应在 ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ
Ｓ１０００型ＰＣＲ仪上进行。扩增反应结束后，每个反应体系中
加入２μＬ的溴酚蓝。用８％的非变性聚丙烯酰胺电泳技术
对产物进行分离检测。每样品点样２．５μＬ，用 ＤＹＹ－６Ｃ型
电泳仪在６５ｍＡ恒电流下电泳约２ｈ，取下凝胶在摇床上进
行银染处理（固定液摇洗 １３ｍｉｎ；加 ＡｇＮＯ３溶液，摇床银染
１０ｍｉｎ；后再用双蒸水清洗２次，洗去残留的 ＡｇＮＯ３；显色液
倒入直至出现清晰的条带后终止反应，最后用双蒸水冲洗

２～３次），结果拍照保存。
１．３　数据统计分析

利用ＳＰＳＳ１８．０软件对 Ｆ１代个体表型性状进行遗传变
异统计和分析。统计参数包括平均值、最大值、最小值、方差、

标准差、偏度、峰度、变异系数，并绘制频率分布图。利用

Ｅｘｃｅｌ对每对ＳＳＲ引物扩增的多个等位位点上有带的赋值为
“１”，无带的赋值为“０”。采用 ＮＴＳＹＳ－ｐｃ２．１软件按照非加

权配对平均法（ＵＰＧＭＡ）和 ＳＨＡＮ程序进行聚类分析。统计
等位位点数、多态性位点数和多态性信息含量（ＰＩＣ）参数值，
无多态性的条带未统计。采用ＳＰＳＳ１８．０对野核桃ＳＳＲ标记
基因型与株高、茎高、茎粗等性状进行连锁分析，利用 Ｐｅａｒｓｏｎ
相关系数判断ＳＳＲ标记与株高、茎粗、最大叶长等相关性状
的关联度是否显著。

２　结果与分析

２．１　Ｆ１代群体表型性状遗传变异
Ｆ１群体表型性状在个体间存在差异（表１）。其中，株高

最大值是１８．６７ｃｍ，最小值９．３６ｃｍ，标准差２．２８ｃｍ，变异系
数１５．８３％。茎高最大值１３．７８ｃｍ，最小值２．８０ｃｍ，标准差
２．７１ｃｍ，变异系数 ３３．２９％。茎粗最大值 ０．５３ｃｍ，最小值
０．１６ｃｍ，标准差０．１０ｃｍ，变异系数２８．５８％。最大叶宽最大
值１２．０９ｃｍ，最小值 ３．２２ｃｍ，标准差 １．８２ｃｍ，变异系数
２３．５９％。最大叶长最大值２０．２３ｃｍ，最小值５．６５ｃｍ，标准
差３．７６ｃｍ，变异系数３０．５６％。最小叶宽最大值４．７７ｃｍ，最
小值１．０６ｃｍ，标准差０．９６ｃｍ，变异系数３４．８０％。最小叶长
最大值１３．５５ｃｍ，最小值２．３５ｃｍ，标准差２．９３ｃｍ，变异系数
４６．４０％。侧枝长最大值１５．４２ｃｍ，最小值５．４３ｃｍ，标准差
２．３８ｃｍ，变异系数２３．９４％。Ｆ１个体间差异明显，不同表型
性状的变异系数为１５．８３％～４６．４０％，变异程度最小的是株
高，最大的为最小叶长。各个性状的变异均超过１０％，说明
个体间的表型值变异较大。

株高、茎高、茎粗、最大叶宽的偏度均为负值，分别为

－０．４４、－０．０７、－０．１３、－０．１５，表示柱形图向正态分布区域
右侧偏斜。而最大叶长、最小叶宽、最小叶长、侧枝长的偏度

均为正值，分别是０．５１、０．２４、０．８１、０．３５。其中，最小叶长峰
度的绝对值最小，说明其离散程度最小，茎粗的峰度绝对值最

大，说明其离散程度最大。８个表型性状的偏度和峰度的绝
对值均小于１，符合正态分布的特点（表１、图１）。

表１　Ｆ１群体表型性状描述性统计

性状 平均值 最大值 最小值 偏度 峰度 方差 标准差 变异系数（％）
株高（ｃｍ） １４．４３ １８．６７ ９．３６ －０．４４ －０．４２ ５．２１ ２．２８ １５．８３
茎高（ｃｍ） ８．１５ １３．７８ ２．８０ －０．０７ －０．７２ ７．３６ ２．７１ ３３．２９
茎粗（ｃｍ） ０．３５ ０．５３ ０．１６ －０．１３ －０．９１ ０．０１ ０．１０ ２８．５８
最大叶宽（ｃｍ） ７．７３ １２．０９ ３．２２ －０．１５ －０．２２ ３．３３ １．８２ ２３．５９
最大叶长（ｃｍ） １２．３２ ２０．２３ ５．６５ ０．５１ －０．２３ １４．１７ ３．７６ ３０．５６
最小叶宽（ｃｍ） ２．７５ ４．７７ １．０６ ０．２４ －０．６０ ０．９２ ０．９６ ３４．８０
最小叶长（ｃｍ） ６．３１ １３．５５ ２．３５ ０．８１ －０．１８ ８．５８ ２．９３ ４６．４０
侧枝长（ｃｍ） ９．９６ １５．４２ ５．４３ ０．３５ －０．５４ ５．６９ ２．３８ ２３．９４

２．２　表型性状的相关性及主成分分析
２．２．１　相关性分析　各性状之间除最小叶长外，相关性多数
较明显，其中，株高与茎高、茎粗、最大叶宽及侧枝长呈极显著

正相关，与最大叶长及最小叶宽呈显著正相关，与最小叶长的

相关性不显著；茎高与株高、茎粗、最大叶宽及侧枝长呈极显

著正相关，与最大叶长、最小叶长呈显著正相关，与最小叶宽

相关性不显著；茎粗与株高、茎粗、最大叶宽、最大叶长及侧枝

长呈极显著正相关，与最小叶宽呈显著相关，与最小叶长相关

性不显著；最大叶宽与株高、茎高、茎粗、最小叶宽及侧枝长呈

极显著正相关，与最大叶长、最小叶长相关性不显著；最大叶

长与茎粗、最小叶长呈极显著正相关，与株高、茎高呈显著正

相关，与最大叶宽、最小叶宽及侧枝长相关性不显著；最小叶

宽与最大叶宽呈极显著正相关，与株高及茎粗呈显著正相关，

与茎高、最大叶长、最小叶长及侧枝长相关性不显著；最小叶

长与最大叶长呈极显著正相关，与茎高呈显著正相关，与其他

指标相关性均不明显；侧枝长与株高、茎高、茎粗及最大叶宽

呈极显著正相关，与其他指标相关性不显著（表２）。
２．２．２　主成分分析　通过变异系数分析，表明野核桃表型性
状差异大小不同，在此基础上，对８个表型性状进行了主成分
分析，从而获得了这些性状之间的特征值、贡献率及累计贡献

率。研究发现，前 ３个主成分的累积贡献率达到了
７６５３５％，足以反映出原始因子所代表的大部分信息。在第
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表２　Ｆ１代群体表型性状的相关性分析

性状 株高 茎高 茎粗 最大叶宽 最大叶长 最小叶宽 最小叶长 侧枝长

株高 １．０００
茎高 ０．５９４ １．０００
茎粗 ０．７１４ ０．４６８ １．０００

最大叶宽 ０．４８９ ０．３３６ ０．４２８ １．０００
最大叶长 ０．３０３ ０．２７９ ０．３８３ ０．２１０ １．０００
最小叶宽 ０．２９３ ０．２１６ ０．３１９ ０．４９８ ０．１９７ １．０００
最小叶长 ０．２４６ ０．２９５ ０．１９５ ０．２０４ ０．７００ ０．１７３ １．０００
侧枝长 ０．７２９ ０．７１７ ０．５１７ ０．３３８ ０．１７８ ０．２３１ ０．２１１ １．０００

　　注：“”“”分别表示显著、极显著相关。

１主成分中，株高、茎粗的绝对值较大；第２主成分中，最大叶
长、最小叶长绝对值较大；第３主成分中，最小叶宽的绝对值
较大（表３）。通过这３个主成分分析可以确定：株高、茎粗、
最大叶长、最小叶长、最小叶宽这５个指标是引起野核桃表型
差异较大的因子。

２．３　野核桃ＳＳＲ标记分析
试验利用１３对 ＳＳＲ引物对野核桃进行分析，共筛选出

１０对多态性高的ＳＳＲ引物，对６０份野核桃种质群体进行扩
增，并对等位位点数、多态位点数以及多态性信息含量（ＰＩＣ）
等进行多样性统计（表４）。１０对 ＳＳＲ引物扩增得到的基因

片段长度在１００～４５０ｂｐ，ＰＣＲ扩增总计得到３５个等位变异
位点，等位位点数在２～６之间，平均每对 ＳＳＲ引物可以检测
到３．５个等位位点数。多态信息含量（ＰＩＣ值）变化范围为
０．３３２～０．７３６，平均为０．４９４。
２．４　ＳＳＲ聚类分析

通过１０对多态性 ＳＳＲ引物分析，６０份野核桃材料的遗
传相似系数（ＧＳ）变异范围为０．５１～０．９５，平均值为０．６４２。
其中个体１和３的ＧＳ值最大（０．８５），表明两者的亲缘关系
很近。根据材料间的遗传相似系数，采用 ＵＰＧＭＡ法对野核
桃种质进行聚类分析（图２），利用１０对ＳＳＲ标记将６０份野
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表３　野核桃８个表型性状的主成分分析

主成分
性状

株高 茎高 茎粗 最大叶宽 最大叶长 最小叶宽 最小叶长 侧枝长
特征值

贡献率

（％）
累计贡献率

（％）

１ ０．８５２ ０．７５５ ０．７７８ ０．６４９ ０．５３９ ０．５０７ ０．４４５ ０．７７７ ３．６７０ ４５．８８０ ４５．８８０
２ －０．２７３ －０．１９３ －０．１４２ －０．０２６ ０．７１７ ０．０７７ ０．７８９ －０．３４９ １．３９７ １７．４５９ ６３．３３９
３ －０．１０６ －０．３１９ －０．００９ ０．５４２ －０．１７７ ０．７１９ －０．１３５ －０．２８７ １．０５６ １３．１９６ ７６．５３５

表４　ＳＳＲ多态性引物的特征

引物

编号

片段大小

（ｂｐ）
多位位

点数

多态位

点数

多态信

息含量

ＳＳＲ１ １００～２００ ２ ２ ０．４３２
ＳＳＲ２ ２００～３００ ３ ３ ０．５２２
ＳＳＲ３ １００～３００ ３ ３ ０．５１７
ＳＳＲ４ ２５０～４００ ３ ３ ０．４６３
ＳＳＲ５ １００～３００ ４ ４ ０．５５３
ＳＳＲ６ ２００～４５０ ５ ４ ０．３３２
ＳＳＲ７ １００～２２０ ３ ３ ０．４３２
ＳＳＲ８ １００～３００ ６ ４ ０．７３６
ＳＳＲ９ ２００～４００ ３ ３ ０．４４１
ＳＳＲ１０ ２００～４５０ ６ ６ ０．５１２

核桃种质相互区分，在ＧＳ值为０．５５水平上将所有的材料划
分成Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ共４个组，Ⅰ组包括了３６份种质材料，Ⅱ组
包括６份种质材料，Ⅲ组则包括了７份种质材料，Ⅳ组包括
１１份种质材料。
２．５　ＳＳＲ标记与表型性状的连锁分析

标记与性状之间的连锁分析，是根据标记位点的基因型

以及数量性状的表型对个体进行显著性检验，差异显著则说

明标记与数量性状存在关联［１５］。试验共检测到与８个表型
性状相连锁的ＳＳＲ标记位点５个，其中与茎粗相关的标记是
ＳＳＲ４，与最大叶长相关的标记有２个，分别是 ＳＳＲ５、ＳＳＲ７；与
最小叶宽相关的标记有２个，分别是ＳＳＲ４、ＳＳＲ９；与最小叶长
相关的标记是ＳＳＲ１０（表５）。

表５　表型性状与ＳＳＲ标记的单因素方差分析

性状 标记 相关系数 贡献率（％）
茎粗 ＳＳＲ４ －０．２９９ １１．４

最大叶长 ＳＳＲ５ －０．２７８ ７．２
ＳＳＲ７ ０．３４８ １７．０

最小叶宽 ＳＳＲ４ ０．２２８ １７．５
ＳＳＲ９ －０．２１０ ２１．９

最小叶长 ＳＳＲ１０ －０．１８７ ９．６

　　注同表２。

３　讨论

遗传多样性是种质资源研究、保护和开发利用的基础，不

仅具有一定的理论意义，还具有重要的实际意义，对于揭示物

种演化过程和进化潜能、了解群体遗传结构及多态性水平有

重要价值，也为物种起源的研究、亲本的选配、品种的分类、保

护等多个方面提供了依据。

３．１　野核桃表型性状分析
表型性状具有直观性的特点，对遗传多样性的研究及物

种演化过程和进化潜能、了解群体遗传结构及多态性有重要

价值，并为物种起源研究、亲本的选配、品种的分类及保护等

提供依据［１６］。本试验通过对野核桃表型性状的研究，表明Ｆ１
群体的８个表型性状均呈正态分布，且这些性状均可进行后
续作图群体的 ＱＴＬ分析［１７－１８］，也说明了这些性状可能为多

基因控制的数量性状［１９］。相关性分析表明，各性状之间除最

小叶长外，其他性状相互之间相关性多显著或极显著，尤其是
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株高、茎高、茎粗、最大叶宽与其他性状之间，以及它们相互之

间的相关性多显著或极显著。变异系数结果表明个体间差异

明显，不同表型性状的变异系数在１５．８３％ ～４６．４０％之间，
变异程度最小的是株高（１５．８３％），最大的为最小叶长
（４６４０％）。各个性状的变异均超过１０％，说明个体间的表
型值变异较大，反映出即使是同一条件下，由于遗传漂变、自

然选择、基因突变、基因流等遗传变异因素的影响，个体的表

型仍有较大的差异，同时也说明，表型具有可塑性，由生境及

内部遗传变异共同影响［２０－２１］。为了进一步探究引起野核桃

表型变异的主要因素，进行了主成分分析，结果表明，株高、茎

粗、最大叶长、最小叶长、最小叶宽这５个指标是引起野核桃
表型差异较大的因子，可以为以后野核桃的相关研究提供依

据，丰富的表型性状多样性为野核桃的品种选育和遗传育种

的亲本选择提供了丰富的种质资源。

３．２　野核桃ＳＳＲ遗传多样性分析
ＳＳＲ标记可从 ＤＮＡ水平上鉴定杂种真伪，具备周期短、

重复性高、不受时间和生长环境影响等优点。利用该方法辅

助选择杂种，可提高真杂种的选择效率，有助于促进育种进

程。另外，ＳＳＲ标记具备鉴定苗期真杂种的特点，所以利用
ＳＳＲ标记辅助创建遗传群体，可以确保所创建群体遗传来源
的可靠性［２２］。本试验对单个群体中的个体进行了聚类分析，

结果表明，６０个个体分成４大类，亲缘关系最近的只有１对，
即个体１号和５号，表明不同的单株之间即使给予相同的外
部条件进行培养，其遗传多样性仍较为丰富。因此，可以得知

各个单株即使分布在很近的地域范围，同处在相同或相近的

气候和地域环境条件下，各自的遗传背景却仍存在一定的多

样性［２３］。

３．３　野核桃表型性状与ＳＳＲ标记相关性分析
本研究中通过对６０份野核桃种质资源基于遗传距离的

聚类分析，在ＧＳ值０．５４水平上将所有的材料划分成Ⅰ、Ⅱ、
Ⅲ、Ⅳ共４组，说明野核桃不同单株之间存在较大的遗传差
异。进一步研究发现，表型性状分析与 ＳＳＲ标记分析聚类的
结果具有显著或极显著的相关性。岁立云等在对中华称猴桃

和美味称猴桃红肉类型称猴桃调查研究中发现，２种称猴桃
亲缘关系较近，有按地理来源优先聚类的趋势，且果实性状数

据和ＡＦＬＰ数据之间具有极显著的相关性［２４］。这说明同一

个地理地域来源的野核桃种质资源 ＳＳＲ分子标记上的遗传
多样性在一定程度上可以反映表型性状上的多样性。

总之，本试验通过对野核桃表型形态及 ＳＳＲ标记的综合
研究，发现野核桃的表型形态丰富，不仅是受到自然选择、环

境等因素的影响，同时也是遗传变异所导致的结果。因此，今

后在对野核桃进行品种改良和遗传育种工作过程中，其表型

性状和分子标记上表现出的丰富的遗传变异，可以为野核桃

繁育、改良及产业发展提供有价值的参考依据。
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