
书书书

徐　君，尹江海，李　欣，等．基于ＳＳＲ标记的野生荷花遗传多样性分析及指纹编码构建［Ｊ］．江苏农业科学，２０２０，４８（１９）：３５－４０．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２０．１９．００７

基于 ＳＳＲ标记的野生荷花遗传多样性分析
及指纹编码构建

徐　君１，尹江海２，李　欣３，李　军１，靖　晶１，王　欢１，姜红卫１

（１．苏州市农业科学院，江苏苏州２１５０００；２．苏州市农业职业技术学院，江苏苏州２１５０００；３．苏州市湿地保护管理站，江苏苏州 ２１５０００）

　　摘要：为进一步了解野生荷花资源的遗传特征，明确荷花育种亲本的遗传背景，以苏州市农业科学院荷花种质资
源圃收集的１５个野生荷花资源为材料，选择１７对引物，包括１５对ＳＳＲ引物和２对ｃｐＳＳＲ引物进行扩增，将扩增获得
的结果用于构建野生荷花ＤＮＡ指纹图谱，并开展遗传多样性分析。结果显示，１５对 ＳＳＲ引物在１５个野生荷花中共
扩增位点７２个，平均每对引物４．８个，其中多态性位点有７２个，ＰＰＬ为１００％，ＰＩＣ介于０．３７１～０．８３４之间；２对
ｃｐＳＳＲ引物共检测到９个单倍型位点，平均每对引物４．５个，其中多态性位点有８个，ＰＰＬ为８８．９％。野生荷花材料
间遗传相似系数介于０．５３０９～０．９２５９之间，平均值为０．６７６２，采用ＵＰＧＭＡ聚类，以系数０．６６９６为依据，可将供试
的１５个野生荷花分为３组。
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　　荷花 （ＮｅｌｕｍｂｏｎｕｃｉｆｅｒａＧａｅｒｔｎ．）是睡莲科
（Ｎｙｍｐｈａｅａｃｅａｅ）莲属（ＮｅｌｕｍｂｏＡｄａｎｓ．）多年生水生
草本花卉，现存莲属植物有２个种，分别为亚洲莲和
美洲黄莲。我国是亚洲莲的原产地之一，北至黑龙

江省富锦市，南至海南岛，东至上海、台湾等地区，

西至新疆天山地区，都有荷花的分布［１］。由于荷花

具有较高的观赏、经济、文化和生态价值［２］，一直深

受育种专家和消费者的喜爱。从２０世纪８０年代开
始，我国的育种专家通过引进美洲黄莲，并与亚洲

莲杂交，结合辐照等育种手段，创制了大量的荷花

新品种［３］。而分布于各地原生境的野生荷花蕴藏

着丰富的优质性状，是极好的荷花育种亲本材料。

因此搜集野生荷花资源，并对资源进行鉴定和分

类，对于进一步利用好野生荷花资源服务于荷花育

种工作有着重要的现实意义。

野生荷花一般为原始的单瓣品种，仅仅通过形

态学很难完全区分，且形态学鉴定具花费周期较

长、结果易受人为因素干扰等缺点［４］。相对于形态

学鉴定，分子标记鉴定是一种快速、简便、经济的方

法。目前，扩增片段长度多态性（ＡＦＬＰ）［５］、随机扩
增多态性ＤＮＡ标记（ＲＡＰＤ）［６］、简单重复序列间扩
增（ＩＳＳＲ）［７］等分子标记都有被应用于荷花亲缘关
系分析的报道。此外，薛建华等采用开发的简单重

复序列（ＳＳＲ）标记，建立了荷花品种ＤＮＡ指纹图谱
构建方法［８］。虽然分子标记在荷花资源分类中已

有较多应用，但现有报道多见于栽培品种，对野生

荷花的系统研究几乎没有。本研究拟采用文献报

道多态性较好的 ＳＳＲ引物，对供试的１５个野生荷
花进行 ＳＳＲ扩增，利用扩增位点信息构建指纹编
码，并对这些材料进行非加权组平均法（ＵＰＧＭＡ）聚
类分析，旨在能够从分子水平对野生荷花材料进行

分类和鉴定，为野生荷花亲缘关系研究及分子标记

辅助育种提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试的１５个野生荷花材料（表１）采集于各地

原生境，保存于苏州市农业科学院荷花资源保存

圃，采用盆栽方式栽培保存。于２０１８年清明节前后
对所有材料进行翻盘并采用健康的种藕繁殖，同年

４月采集植株嫩叶，取样时采用０．５ｃｍ打孔器，在
叶片四周、中部各打１孔，每个材料取３张叶片，样
本洗净后直接放入离心管用液氮处理，置于－２０℃
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表１　供试的１５个野生荷花编号、名称及其来源

编号 品种名称 来源 编号 品种名称 来源

１ 南埂野生莲 安徽省 ９ 西湖红莲 浙江省

２ 山庙前野生莲 安徽省 １０ 汶溪红莲 福建省

３ 清塘野生莲 安徽省 １１ 济宁野生红莲 山东省

４ 微山湖红莲 安徽省 １２ 普者黑白荷 云南省

５ 洞庭湖野生莲 湖南省 １３ 普者黑红荷 云南省

６ 莲湖野生莲 湖南省 １４ 苏州青莲子 江苏省

７ 东湖红莲 湖北省 １５ 太湖红莲 江苏省

８ 白洋淀红莲 河北省

冻存。

１．２　ＤＮＡ的提取与验证
全基因组ＤＮＡ提取采用经典十六烷基三甲基

溴化铵（ＣＴＡＢ）法［９］，提取的 ＤＮＡ样本采用１２０Ｖ
电压 １％ 琼脂糖凝胶电泳检验。并用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ
２０００对ＤＮＡ的纯度和浓度进行检测，将所提 ＤＮＡ
浓度稀释至２０ｎｇ／μＬ，置于 ４℃保存备用。

１．３　荷花ＳＳＲ标记
参考Ｙａｎｇ等基于我国古代莲全基因组开发的

核微卫星（ｎＳＳＲ）引物［１０］，选择 １２对（ＳＳＲ０１６、
ＳＳＲ０３０、ＳＳＲ０４０、ＳＳＲ０４５、ＳＳＲ０４９、ＳＳＲ０６４、ＳＳＲ０６７、
ＳＳＲ０７４、ＳＳＲ０８８、ＳＳＲ２８５、ＳＳＲ４７２和 ＳＳＲ４８２）；参考
Ｔｉａｎ等筛选的 ＳＳＲ引物［１１］，选择 ２对（Ｎｅｌｕｍｂｏ１３
和Ｎｅｌｕｍｂｏ１４）；参考 Ｋｕｂｏ等筛选的 ＳＳＲ引物［１２］，

选择１对（ｎｓ０３４）；参考 Ｘｕｅ等从莲叶绿体全基因
组中开发的单倍标记叶绿体基因组微卫星标记

（ｃｐＳＳＲ）引物［１３］，筛选 ２对（Ｌｏｔｕｓ１２和 Ｌｏｔｕｓ１７）。
一共有１５对ＳＳＲ引物和 ２对 ｃｐＳＳＲ引物（序列信
息详见表２）用于野生荷花指纹编码构建及亲缘关
系鉴定。正向引物５′端用４种荧光修饰［羧基荧光
素（ＦＡＭ）、六氯 －６－甲基荧光素（ＨＥＸ）、羧基 －
Ｘ－罗 丹 明 （ＲＯＸ）和 羧 基 四 甲 基 罗 丹 明
（ＴＡＭＲＡ）］，所有引物均由生工生物工程（上海）股
份有限公司合成。

表２　１７对ＳＳＲ引物序列及荧光标记信息

引物编号 引物序列（５′→３′） ５′端修饰 退火温度（℃）

ＳＳＲ０１６ Ｆ：ＣＣＣＴＴＡＡＡＴＧＴＣＡＣＴＡＣＣＣＣＡＡＡＡ；Ｒ：ＡＧＧＣＴＴＡＣＣＴＡＣＣＣＣＴＧＡＡＡＣＴＴＧ ＦＡＭ ５４

ＳＳＲ０３０ Ｆ：ＴＴＣＧＡＣＣＴＧＴＧＡＣＧＴＣＡＡＡＡＡＴＡＡ；Ｒ：ＧＧＡＡＧＴＴＴＧＧＡＡＣＣＡＴＴＧＡＡＣＡＡＧ ＨＥＸ ５２

ＳＳＲ０４０ Ｆ：ＡＡＡＡＣＴＧＣＡＧＧＣＴＧＧＡＡＴＧＴＴＡＴＣ；Ｒ：ＴＣＡＡＡＴＧＡＧＡＧＡＧＴＡＡＴＡＧＣＧＡＴＧＡＧＡ ＲＯＸ ５４

ＳＳＲ０４５ Ｆ：ＴＴＣＣＡＡＡＡＴＧＣＣＴＴＡＡＡＣＡＴＣＴＣＣ；Ｒ：ＴＴＴＧＣＴＣＴＧＴＡＧＡＣＧＡＴＧＡＣＧＴＴＣ ＴＡＭＲＡ ５２

ＳＳＲ０４９ Ｆ：ＴＧＴＣＣＧＡＡＡＴＣＴＧＧＡＡＡＡＧＡＡＧＡＡ；Ｒ：ＧＧＣＡＴＴＴＣＡＴＣＣＡＡＧＡＧＡＡＡＡＴＴＧ ＦＡＭ ５２

ＳＳＲ０６４ Ｆ：ＴＧＡＧＴＴＧＴＴＴＴＴＣＴＡＴＴＴＧＧＴＧＧＣ；Ｒ：ＣＧＡＴＡＴＴＡＧＡＧＴＴＧＴＧＣＣＴＡＡＡＴＧＴＴＴＴ ＨＥＸ ５２

ＳＳＲ０６７ Ｆ：ＴＧＡＴＧＴＡＡＴＣＴＴＧＧＴＴＡＴＧＴＧＣＣＧ；Ｒ：ＣＡＧＡＴＡＡＧＡＴＧＣＣＴＴＴＴＡＣＡＧＡＧＣＧ ＲＯＸ ５４

ＳＳＲ０７４ Ｆ：ＴＧＡＧＡＣＴＣＴＴＧＧＧＣＴＴＣＴＣＡＧＴＴＣ；Ｒ：ＧＡＡＧＡＧＡＧＣＡＧＡＴＣＡＡＴＧＧＡＡＡＧＣ ＴＡＭＲＡ ５７

ＳＳＲ０８８ Ｆ：ＴＡＡＴＧＣＡＴＡＣＧＣＴＡＡＣＣＡＡＴＧＧＡＡ；Ｒ：ＡＴＧＧＴＣＣＴＴＴＴＧＴＧＧＧＴＧＡＴＴＣＴＡ ＦＡＭ ５２

ＳＳＲ２８５ Ｆ：ＧＴＧＴＴＧＴＧＧＴＣＴＣＧＴＴＧＴＴＣＧＴＡＧ；Ｒ：ＧＣＣＣＣＣＴＴＴＴＡＣＴＴＴＴＣＣＴＴＴＴＣＴ ＨＥＸ ５７

ＳＳＲ４７２ Ｆ：ＴＧＴＧＧＣＣＡＡＧＡＴＴＴＡＧＡＧＴＣＡＡＣＡ；Ｒ：ＣＡＧＡＡＣＡＣＡＧＡＡＴＧＴＴＴＣＡＧＣＡＣＣ ＲＯＸ ５２

ＳＳＲ４８２ Ｆ：ＴＴＴＡＧＣＧＡＡＣＧＡＡＧＴＴＴＧＧＡＴＴＧＴ；Ｒ：ＡＣＴＡＡＧＣＴＣＣＣＡＴＧＡＡＣＡＡＣＡＡＧＡＡ ＴＡＭＲＡ ５４

Ｎｅｌｕｍｂｏ１３ Ｆ：ＣＧＧＣＴＡＧＡＡＡＣＣＣＴＡＧＡＴＴＴＣＴＡＴＡ；Ｒ：ＡＣＡＣＴＣＴＴＣＡＧＴＴＣＡＧＴＣＴＴＣＡＣＣＴ ＦＡＭ ５４

Ｎｅｌｕｍｂｏ１４ Ｆ：ＡＴＴＴＣＡＴＴＴＴＧＴＡＴＣＴＴＴＧＡＴＴＴＣＴ；Ｒ：ＧＡＣＴＧＧＡＴＴＧＴＡＣＴＴＣＴＧＡＧＴＴＣＴＡ ＨＥＸ ５４

ｎｓ０３４ Ｆ：ＡＡＡＧＣＣＡＡＧＡＣＡＴＣＣＴＣＧＡＧ；Ｒ：ＣＧＡＴＴＣＧＡＣＣＴＧＡＴＣＧＴＧＴＴ ＲＯＸ ５２

Ｌｏｕｔｓ１２ Ｆ：ＧＣＣＴＴＧＡＴＣＣＡＣＴＴＧＧＣＴＡＣＡＴ；Ｒ：ＣＧＴＡＡＴＧＣＴＣＡＣＡＡＣＴＴＣＣＣＴＣ ＴＡＭＲＡ ５５

Ｌｏｔｕｓ１７ Ｆ：ＣＴＡＡＧＣＧＧＧＣＴＴＡＣＡＴＡＡＣＡＧ；Ｒ：ＣＣＴＴＣＣＡＡＡＣＡＡＡＡＴＧＡＡＡＴＴ ＦＡＭ ５２

　　ＰＣＲ反应试剂采用 ＴＯＹＯＢＯ公司的 ＫＯＤ－
Ｐｌｕｓ试剂盒。ＰＣＲ 反应体系：１０×ＫＯＤ ｂｕｆｆｅｒ
２．５μＬ；２ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２μＬ；２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＳＯ４
０５μＬ；１０μｍｏｌ／ＬＦｏｒｗａｒｄＰｒｉｍｅｒ１μＬ；１０μｍｏｌ／Ｌ
ＲｅｖｅｒｓｅＰｒｉｍｅｒ１μＬ；ＴｅｍｐｌａｔｅＤＮＡ１μＬ；ＫＯＤ－
Ｐｌｕｓ１Ｕ；补水至 ２５μＬ。ＰＣＲ反应参数：９５℃
５ｍｉｎ；９５℃ ３０ｓ，适宜退火温度（各引物的退火温

度见表２）３０ｓ，７２℃ ３０ｓ共３５个循环；７２℃延伸
５ｍｉｎ。扩增反应完成后产物置于 ４℃ 保存备用。

荧光引物扩增后产物利用 ＡＢＩ３７３０测序仪进
行毛 细 管 电 泳，并 对 毛 细 管 电 泳 结 果 采 用

ＧｅｎｅＭａｒｋｅｒ进行标准化分析，内参大小依次为
５１１１、７５．７１、１００．７３、１３９．８１、１４９．８０、１６０．７５、
２００８１、２５０．７８、３００．７９、３４０．７８、３５０．７８、４００．８０、
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４５０．７８、４９０．８２、５００．９０ｂｐ。
１．４　数据统计分析

统计各引物扩增得到的扩增峰数量，采用人工

读取的方法，对照内参在相同迁移位置上，有峰的

计为１，无峰的计为０，每个峰相当于１个等位基因
位点。使用Ｅｘｃｅｌ软件建立供试野生荷花材料与等
位基因位点之间的０／１矩阵图，统计每对引物扩增
出的总位点数（Ｔ）、多态性位点数（Ｎ），记录每个位
点扩增片段的长度及每对引物扩增的多态性位点

百分率（ＰＰＬ）。ＰＰＬ计算公式：ＰＰＬ＝（Ｎ／Ｔ）×
１００％ 。利用 Ｃｅｒｖｕｓ３．０．７软件计算１５对 ＳＳＲ引
物的多态性信息含量（ＰＩＣ）；利用 ＮＴＳＹＳ２．０．１软
件计算供试材料间的遗传相似性，构建 ＵＰＧＭＡ聚
类图。将１５个荷花材料通过不同引物扩增获得的
等位基因位点，按照扩增片段长度从小到大的顺序

依次用阿拉伯数字编码，位点超过９个以上，用个位
数带下划线表示，构建野生荷花指纹编码。

２　结果与分析

２．１　ＳＳＲ扩增结果
利用筛选的１７对引物，对１５个野生荷花样本

基因组ＤＮＡ进行扩增，扩增位点数、多态性位点数、
ＰＩＣ见表３。１５对 ＳＳＲ引物在１５个野生荷花中共
扩增位点７２个，平均每对引物４．８个，其中多态性
位点有７２个，ＰＰＬ为１００％。１５对ＳＳＲ引物扩增１５
个野生荷花的ＰＩＣ介于０３７１～０．８３４之间，平均值
为０．６０５，其中１２对ＳＳＲ引物的ＰＩＣ大于０．５，说明
１５个野生荷花材料具备一定的多态性。２对 ｃｐＳＳＲ
引物共检测到９个单倍型位点，平均每对引物４．５
个，其中多态性位点８个，ＰＰＬ为８８．９％。引物扩增
位点片段的长度有较大差异。ＳＳＲ引物中，ｎｓ０３４
扩增的片段最短，为 １０２～１２４ｂｐ，引物 ＳＳＲ０８８扩
增的片段较长，为２８５～３０１ｂｐ。此外，ｃｐＳＳＲ引物
中Ｌｏｔｕｓ１２扩增的片段最长，为３８０～４３４ｂｐ。
２．２　１５个野生荷花材料的遗传差异分析

根据ＳＳＲ标记位点扩增结果计算１５个野生荷
花材料之间的遗传相似系数（表４），发现１５个材料
两两间的遗传相似系数为０．５３０９～０．９２５９，相似
系数平均值为０．６７６２，遗传相似系数越大说明材料
间的遗传差异越小。南埂野生莲和汶溪红莲的遗

传相似系数最小，为０．５３０９，说明二者遗传差异较
大。同样采集于云南文山普者黑地区的野生荷花

普者黑红荷和普者黑白荷之间的遗传相似系数最

表３　１５个野生荷花材料ＳＳＲ引物扩增结果

引物 类型
扩增位点

数（个）

多态性位点

数（个）
ＰＩＣ 片段长度

（ｂｐ）

ＳＳＲ０１６ ＳＳＲ ８ ８ ０．７５６ ２１５～２５４

ＳＳＲ０３０ ＳＳＲ １０ １０ ０．８３４ １３０～１６９

ＳＳＲ０４０ ＳＳＲ ７ ７ ０．７０６ ２１１～２３５

ＳＳＲ０４５ ＳＳＲ ５ ５ ０．４１１ ２０４～２２４

ＳＳＲ０４９ ＳＳＲ ４ ４ ０．６８９ ２２３～２４８

ＳＳＲ０６４ ＳＳＲ ４ ４ ０．５５０ １８７～２０８

ＳＳＲ０６７ ＳＳＲ ３ ３ ０．５８４ ２４４～２５３

ＳＳＲ０７４ ＳＳＲ ５ ５ ０．５５３ １６３～１９３

ＳＳＲ０８８ ＳＳＲ ３ ３ ０．５９０ ２８５～３０１

ＳＳＲ２８５ ＳＳＲ ４ ４ ０．６３２ ２６２～２７６

ＳＳＲ４７２ ＳＳＲ ２ ２ ０．３７１ ２２３～２２９

ＳＳＲ４８２ ＳＳＲ ３ ３ ０．４５６ １７２～２０３

Ｎｅｌｕｍｂｏ１３ ＳＳＲ ５ ５ ０．７１８ １４２～１６３

Ｎｅｌｕｍｂｏ１４ ＳＳＲ ４ ４ ０．６８３ １４２～１５１

ｎｓ０３４ ＳＳＲ ５ ５ ０．５４０ １０２～１２４

Ｌｏｔｕｓ１２ ｃｐＳＳＲ ８ ８ ３８０～４３４

Ｌｏｔｕｓ１７ ｃｐＳＳＲ １ ０ ２４２

大，为０．９４７４，二者遗传差异最小。对表４中１５个
野生荷花材料两两间共 １０５个相似系数进行
ＵＰＧＭＡ聚类分析，结果如图１所示，以遗传相似系
数 ０．６６９６为依据，可将１５个材料分为３个组，其
中Ⅰ组有２个野生荷花材料，分别为南埂野生莲和
莲湖野生莲；Ⅱ组有６个野生荷花材料，分别为山庙
前野生莲、微山湖红莲、东湖红莲、白洋淀红莲、西

湖红莲、太湖红莲；Ⅲ组有７个野生荷花材料，分别
为清塘野生莲、洞庭湖野生莲、汶溪红莲、济宁野生

红莲、普者黑白荷、普者黑红荷、苏州青莲子。由此

可见，同省份的荷花并未完全分在一组。

２．３　野生荷花指纹编码的构建
１５对 ＳＳＲ二倍体标记共有 ３０位数字，２对

ｃｐＳＳＲ标记共有２位数字，因此本试验使用的１７对
引物扩增对应每个野生荷花材料的 ＤＮＡ编码由３２
位数字组成。将每对引物对１５个野生荷花材料扩
增获得的所有位点按照片段大小从小到大进行编

码，建立编码标准如表５所示。根据该标准，对１５
个野生荷花的扩增结果进行数据录入，构建１５个野
生荷花材料的指纹编码（表６），结果显示该方法可
以将１５个野生荷花材料完全区分开。

３　讨论与结论

荷花是我国重要的经济和观赏作物，在景观布
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表４　１５个野生荷花材料间的遗传相似系数

编号
相似系数

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５

１ １．００００

２ ０．６６６７ １．００００

３ ０．５５５６ ０．６１７３ １．００００

４ ０．７１６０ ０．７５３１ ０．６４２０ １．００００

５ ０．５９２６ ０．６２９６ ０．８６４２ ０．６２９６ １．００００

６ ０．７５３１ ０．６９１４ ０．５８０２ ０．６９１４ ０．６９１４ １．００００

７ ０．６４２０ ０．７２８４ ０．６４２０ ０．７５３１ ０．６２９６ ０．６６６７ １．００００

８ ０．６９１４ ０．７５３１ ０．５９２６ ０．７２８４ ０．６２９６ ０．６９１４ ０．８２７２ １．００００

９ ０．６２９６ ０．７１６０ ０．６７９０ ０．７１６０ ０．６６６７ ０．６２９６ ０．６９１４ ０．６４２０ １．００００

１０ ０．５３０９ ０．６１７３ ０．７０３７ ０．５４３２ ０．６６６７ ０．６０４９ ０．７４０７ ０．６６６７ ０．６０４９ １．００００

１１ ０．６２９６ ０．６６６７ ０．７７７８ ０．７４０７ ０．７６５４ ０．６０４９ ０．８１４８ ０．６６６７ ０．７２８４ ０．７５３１ １．００００

１２ ０．６１７３ ０．６７９０ ０．６４２０ ０．７２８４ ０．６５４３ ０．５６７９ ０．７０３７ ０．７０３７ ０．６１７３ ０．７４０７ ０．６９１４ １．００００

１３ ０．６１７３ ０．６７９０ ０．７１６０ ０．７５３１ ０．６７９０ ０．５９２６ ０．７０３７ ０．７０３７ ０．６４２０ ０．７６５４ ０．７１６０ ０．９２５９ １．００００

１４ ０．６２９６ ０．６６６７ ０．６５４３ ０．６９１４ ０．６９１４ ０．５５５６ ０．６６６７ ０．５９２６ ０．６０４９ ０．５５５６ ０．７２８４ ０．６４２０ ０．６４２０ １．００００

１５ ０．６１７３ ０．６２９６ ０．６９１４ ０．６７９０ ０．７０３７ ０．６４２０ ０．７７７８ ０．７２８４ ０．６９１４ ０．６６６７ ０．７６５４ ０．６７９０ ０．６５４３ ０．６６６７ １．００００

置、水环境治理等方面也有较多的应用。从遗传多

样性角度而言，荷花的遗传背景相对狭窄，要利用

好荷花满足不同的产业需求，必须充分发掘现有的

荷花资源。野生荷花多为单瓣型［１４］，与栽培荷花相

比，性状相似，观赏性不足，但野生荷花中包含有很

多特殊性状，如有学者在云南普者黑地区发现的株

型超过３米的野生荷花，为大株型荷花新品种选育
提供了非常好的亲本材料［１５］。因此，做好野生荷花

鉴定工作，对引导荷花育种，尤其是特色荷花育种，

全面开发荷花资源具有重要的意义。

要单独采用表型鉴定的方法区分野生荷花材

料相对较困难，有报道显示，ＳＳＲ标记是一种有效、
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表５　１７对ＳＳＲ引物扩增位点片段长度及编码标准

编码
各引物扩增位点片段长度（ｂｐ）

ＳＳＲ０１６ ＳＳＲ０３０ ＳＳＲ０４０ ＳＳＲ０４５ ＳＳＲ０４９ ＳＳＲ０６４ ＳＳＲ０６７ ＳＳＲ０７４ ＳＳＲ０８８ ＳＳＲ２８５ ＳＳＲ４７２ ＳＳＲ４８２Ｎｅｌｕｍｂｏ１３ Ｎｅｌｕｍｂｏ１４ ｎｓ０３４ Ｌｏｔｕｓ１２ Ｌｏｔｕｓ１７

１ ２１５ １３０ ２１１ ２０４ ２２３ １８７ ２４４ １６３ ２８５ ２６２ ２２３ １７２ １４２ １４２ １０２ ３８０ ２４２

２ ２１８ １４２ ２１３ ２１１ ２３３ １９３ ２４７ １６９ ２９７ ２７２ ２２９ ２００ １４６ １４７ １１２ ３８５

３ ２２１ １４５ ２２３ ２１４ ２４５ ２０２ ２５３ １７２ ３０１ ２７４ ２０３ １５６ １４９ １１４ ３９０

４ ２２４ １４８ ２２９ ２１７ ２４８ ２０８ １８１ ２７６ １６０ １５１ １１８ ３９５

５ ２３３ １５１ ２３１ ２２４ １９３ １６３ １２４ ４００

６ ２３６ １５４ ２３３ ４１０

７ ２４２ １６０ ２３５ ４１５

８ ２５４ １６３ ４３４

９ １６６

０ １６９

表６　１５个野生荷花材料的ＤＮＡ指纹编码

编号 品种名称 ＤＮＡ指纹编码

１ 南埂野生莲 １４６９４４２４３３１３１１４４３３２２１１２２４４１１１１５１

２ 山庙前野生莲 ３８７７２５２２２４１１１１２４３３１４１２２２５５２２１５６１

３ 清塘野生莲 ２２３７１２１２１１１１２３２２１２１１２２１１１３１１４４１１

４ 微山湖红莲 ４４３４４４２２２４１１２２２４３３４４１１２２２５３３１４１１

５ 洞庭湖野生莲 ７７１３１１２２１１１１２３２２１２１１２２１１１１１１５５４１

６ 莲湖野生莲 ５５００４４２４３３２２１１２４３３３３１１３３３３２２１１３１

７ 东湖红莲 ４４７８６６２３２４１２１２２４２２１２１１１１２５２２１４２１

８ 白洋淀红莲 ４４８８１６４４２４１２１１２４１３１４１１１２４４２２１１２１

９ 西湖红莲 ３６７８４７２２１２４４３３２２２２１４１１２２５５１１１４７１

１０ 汶溪红莲 ２２５７１１２３１２２２１２１３１２１２２２１１３５２４１３２１

１１ 济宁野生红莲 ４８３７４４２２１２１２２２２２１２１２２２１１２５１１１４２１

１２ 普者黑白荷 ２２２５１１２２２４１１２３３４１１２４１２１２２５４４１２２１

１３ 普者黑红荷 ２２３５１１２２２４１１２３３４１１２４１２１２３５４４１４２１

１４ 苏州青莲子 ４８１３２３２５３４１３３３２５２２１２２２１２２５３３１１８１

１５ 太湖红莲 ４８２８１６２２１１４４２２２２１１１２１１１１２２２２１４８１

可靠的分子标记，可用于荷花亲缘关系鉴定和指纹

图谱的构建［８］。本研究采用前期研究所筛选的１７
对引物，包括１５对ＳＳＲ引物和２对 ｃｐＳＳＲ引物，对
来源不同的１５个野生荷花材料基因组ＤＮＡ进行扩
增，发现１５对ＳＳＲ引物可扩增位点７２个，其中多态
性位点有７２个，ＰＰＬ为１００％；２对ｃｐＳＳＲ引物可扩
增位点 ９个，其中多态性位点有 ８个，ＰＰＬ为
８８９％。不同来源的野生荷花虽然表型性状相似，
但扩增位点多态性比例高，说明其中具有丰富的基

因多样性可以被挖掘。ＵＰＧＭＡ分析结果显示，１５
个野生荷花材料互相之间遗传相似系数平均值为

０．６７６２，说明部分供试的野生荷花材料之间的相似
度还是比较高的，其来源可能比较接近。尽管如

此，通过 ＳＳＲ标记可以有效地区分１５个野生荷花，
每种荷花均有其特殊的指纹编码，这为进一步明确

野生荷花亲缘关系，将其用于荷花育种提供了基础。
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［６］ＬｉＺ，ＬｉｕＸＱ，ＧｉｔｕｒｕＲＷ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎｄｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆＮｅｌｕｍｂｏｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｉｇｉｎｓｂｙＲＡＰＤ ａｎｄＩＳＳＲ

ａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＳｃｉｅｎｔｉａＨｏｒｔｉｃｕｌｔｕｒａｅ，２０１０，１２５：７２４－７３２．

［７］徐　君，李　欣，江　君，等．基于表型和 ＩＳＳＲ标记的小株型荷

花遗传多样性分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１９，４７（１９）：１３７－

１４１．　

［８］薛建华，姜　莉，马晓林，等．莲品种ＤＮＡ指纹图谱的构建［Ｊ］．

生物多样性，２０１６，２４（１）：３－１１．

［９］ＤｏｙｌｅＪＪ，ＤｏｙｌｅＪＬ．ＩｓｏｌａｔｉｏｎｏｆｐｌａｎｔＤＮＡｆｒｏｍｆｒｅｓｈｔｉｓｓｕｅ［Ｊ］．

Ｆｏｃｕｓ，１９９０，１２（１）：１３－１５．

［１０］ＹａｎｇＭ，ＨａｎＹＮ，ＶａｎＢｕｒｅｎＲ，ｅｔａｌ．Ｇｅｎｅｔｉｃｌｉｎｋａｇｅｍａｐｓｆｏｒ

ＡｓｉａｎａｎｄＡｍｅｒｉｃａｎｌｏｔｕｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｕｓｉｎｇｎｏｖｅｌＳＳＲｍａｒｋｅｒｓ

ｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍ ｔｈｅｇｅｎｏｍｅｏｆｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ｃｕｌｔｉｖａｒ［Ｊ］． ＢＭＣ

Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，２０１２，１３：６５３．

［１１］ＴｉａｎＨ Ｌ，ＣｈｅｎＸ Ｑ，ＷａｎｇＪＸ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｌｏｃｉｆｏｒｌｏｔｕｓ（Ｎｅｌｕｍｂｏｎｕｃｉｆｅｒａ）

［Ｊ］．ＣｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎＧｅｎｅｔｉｃｓ，２００８，９：１３８５－１３８８．

［１２］ＫｕｂｏＮ，ＨｉｒａｉＭ，ＫａｎｅｋｏＡ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ

ｏｆｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔ（ＳＳＲ）ｍａｒｋｅｒｓｉｎｔｈｅｗａｔｅｒｌｏｔｕｓ

（Ｎｅｌｕｍｂｏｎｕｃｉｆｅｒａ）［Ｊ］．ＡｑｕａｔｉｃＢｏｔａｎｙ，２００９，９０：１９１－１９４．

［１３］ＸｕｅＪＨ，ＤｏｎｇＷ Ｐ，ＣｈｅｎｇＴ，ｅｔａｌ．Ｎｅｌｕｍｂｏｎａｃｅａｅ：ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ

ｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄ ｓｐｅｃｉｅｓｄｉｖｅｒｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｂｙｔｈｅｃｏｍｐｌｅｔｅ

ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｇｅｎｏｍｅ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｙｓｔｅｍａｔｉｃｓａｎｄＥｖｏｌｕｔｉｏｎ，

２０１２，５０（６）：４７７－４８７．

［１４］李　娜，黄勇琴，刘艺平，等．河南省野生荷花资源的现状与保

护［Ｊ］．河南科学，２０１１，２９（１０）：１１９０－１１９３．

［１５］李祥志，刘兆磊，陈发棣，等．荷花耐深水评价体系及耐深水鉴

定［Ｊ］．安徽农业科学，２０１４，４２（３）：６７９－６８２．

齐香玉，陈双双，冯　景，等．３种瓣型茉莉基因组大小测定与比较［Ｊ］．江苏农业科学，２０２０，４８（１９）：４０－４４．

ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０２０．１９．００８

３种瓣型茉莉基因组大小测定与比较
齐香玉１，陈双双１，冯　景１，王华娣２，邓衍明１，２

（１．江苏省农业科学院休闲农业研究所，江苏南京２１００１４；２．江苏大学生命科学研究院，江苏镇江 ２１２０１３）

　　摘要：茉莉具有较高的观赏、茶用和药用价值，但关于其基因组学的研究还相对匮乏。以单瓣、双瓣和多瓣茉莉的
嫩叶为材料，选用６种常用的细胞解离液，利用基因组大小已知的水稻（Ｏｒｙｚａｓａｔｉｖａ）日本晴、玉米（Ｚｅａｍａｙｓ）Ｂ７３和
番茄（Ｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｏｎ．ＥｓｃｕｌｅｎｔｕｍＬ．Ｓｔｕｐｉｃｋｅｐｏｌｎｉｔｙｃｋｏｖｅｒａｎｅ）为内参，以建立适合于茉莉的流式细胞术基因组大小测定
方法。结果表明，ＷＰＢ细胞解离液对茉莉和内标解离效果最好，粒子清晰集中，无重叠峰且区分度良好；单瓣、双瓣和
多瓣茉莉的基因组１ＣＤＮＡ含量分别为０．８０９５、０．８０４５、０．５９２６ｐｇ；单瓣和双瓣茉莉间的基因组大小无显著性差异，
但它们与多瓣茉莉的基因组大小有显著性差异。本研究建立了流式细胞术测定茉莉基因组大小的方法，同时测定了

３种瓣型茉莉的基因组大小，为茉莉的基因组学及物种进化研究提供参考。
　　关键词：茉莉；基因组大小；流式细胞术；细胞解离液
　　中图分类号：Ｓ６８５．１６０．１　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０２０）１９－００４０－０５

收稿日期：２０１９－１１－２５

基金项目：国家自然科学基金（编号：３１７７２３３８）。

作者简介：齐香玉（１９８６—），女，安徽桐城人，博士，助理研究员，主要

从事观赏植物遗传育种与分子生物学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：４０９２４１８９１

＠ｑｑ．ｃｏｍ。

通信作者：邓衍明，博士，研究员，主要从事花卉遗传育种与分子生物

学研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｎｋｓｄｙｍ＠１６３．ｃｏｍ。

　　基因组大小（或称 Ｃ值）是指一个物种单倍体
核的 ＤＮＡ含量，通常用质量（ｐｇ）或核苷酸碱基对
数目（Ｍｂ）表示，１ｐｇ相当于９７８Ｍｂ［１］。迄今为止，
植物 ＤＮＡ Ｃ值数据库 （ｐｌａｎｔＤＮＡ Ｃ－ｖａｌｕｅｓ
ｄａｔａｂａｓｅ）已有１２２７３个物种的Ｃ值数据，其中包括
１０７７０种被子植物、４２１种裸子植物、３０３种蕨类植

物、３３４种苔藓植物和４４５种藻类［２］。基因组反映

了物种全部和特定的遗传信息［３］。测定基因组大

小可以预估物种的ＤＮＡ含量，为植物的基因组学及
其亲缘进化研究提供理论依据。目前，测定基因组

大小的方法主要有 Ｆｅｕｌｇｅｎ微光密度法［４］、流式细

胞术（ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）［５］和基因组测序法［６］。

ＦＣＭ具有操作简单、高效、准确等优点，因而被广泛
应用于不同物种基因组大小的测定，如五节芒［７］、

草莓［８］、槭属植物［９］等，也常被用于物种倍性鉴定，

如柴胡［１０］、枣［１１］、旱柳［１２］、荔枝［１３］等。

　　茉莉（Ｊａｓｍｉｎｕｍｓａｍｂａｃ）别称茉莉花、茶叶花，
属木犀科（Ｏｌｅａｃｅａｅ）素馨属（ＪａｓｍｉｎｕｍＬｉｎｎ．）常绿
直立或攀援状灌木。茉莉原产于印度及巴基斯坦
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