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桃遗传多样性的 SRAP和 SSR标记分析

史红丽 ,韩明玉 ,赵彩平
(西北农林科技大学 园艺学院 ,陕西 杨凌　712100)

　　摘要 :采用相关序列扩增多态性 (SRAP)和简单序列重复多态性 (SSR)分子标记 ,对 47份桃 ( Prunus persica)品种的

遗传多样性进行了分析。选用带型清晰的 19对 SRAP引物和 5对 SSR引物对 47份桃品种的基因组 DNA进行扩增 ,

共检测到 82个多态性位点。平均每对引物组合产生 3. 4个多态性位点。应用 NTSYS2PC (Version 2. 1) 软件采用平均

距离法 (UPGMA)进行聚类分析。结果表明 ,47份桃品种的相关系数为 0. 501～0. 842 ,从总体来看 ,所选取的 47个桃品

种相关系数相对较低 ,遗传多样性比较丰富。对聚类结果分析显示 ,大部分具有亲缘关系的品种及形态学、生物学特

征相近的品种聚在一类 ,说明聚类分析结果与系谱及生物学特征具有一定的相符性。该研究结果对桃种质资源的鉴

定 ,杂交亲本的选择具有一定的参考价值。
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Genetic Diversity Analysis of Prunus persica Using SRAP and SSR Markers

SHI Hong2li ,HAN Ming2yu ,ZHAO Cai2ping
(College of Horticulture ,Northwest Agriculture and Forestry University ,Yangling　712100 ,China)

Abstract :Sequence related amplified polymorphism (SRAP) and simple sequence repeats (SSR) markers were em2
ployed to analyze the genetic diversity of Prunus persica varieties. Nineteen SRAP and five SSR primer combinations with

clear band pattern and polymorphism were selected ,which produced 82 polymorphism loci . The average number of poly2
morphic loci were 3. 4 per primer pairs. Dendrograms were constructed by the unweighted pair group method of arithmetic

average (UPGMA) using the NTSYS2PC version 2. 1. The genetic similarity coefficient of 47 Prunus persica varieties

ranged from 0. 501 to 01842. The low similarity coefficient indicated that there was high level of genetic diversity in the

47 Prunus persica varieties. The most of the varieties with relative relationship in their pedigrees and similar biological

characteristics were clustered into the same group . These results provide a beneficial reference for genetic breeding of

Prunus persica.
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　　桃 ( Prunus persica)是起源于我国最古老的果树

之一 ,其种质资源极其丰富 ,也是目前研究较为深入

和广泛的果树种类[1 ]。20 世纪 90 年代 ,人们主要

从形态学[2 - 4 ]、细胞学[5 ]、酶学[6 ]、孢粉学[7 ]等方面

对桃进行了大量的遗传多样性研究。近年来 ,随着

分子生物学技术的发展 ,研究热点转向从遗传物质

DNA本身揭示桃种质的遗传多样性。程中平等[8 ]

进行了以中国桃品种为主的 RAPD 分析 ,Marilyn L

等[9 ]应用 RAPD对美国栽培的主要桃品种进行了遗

传多样性分析。这些研究工作为桃种质资源的研究

提供了丰富的数据资料。

序列相关扩增多态性[10 ] (Sequence2related ampli2
fied polymorphism ,SRAP)是一种新型的基于 PCR 技

术的标记 ,此技术由美国加州大学蔬菜作物系 Li 与

Quirosm于 2001 年提出。它具有简便、重复性高、易

于分离条带及测序等优点 ,目前已应用于植物遗传

多样性研究[11 ]、作物种质鉴定[12 ]和遗传连锁图的

构建[13 ]等诸多领域。本研究首次应用 SRAP标记对

47个桃品种进行遗传多样性分析。为提高标记检

测效率 ,应用 SSR标记辅助分析 ,以期研究各材料
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之间的亲缘关系 ,为桃种间分类研究和种质资源利

用提供依据。

1　材料和方法

1. 1　材料

供试材料为 47个桃品种 ,采自西北农林科技大

学园艺学院园艺场 ,材料编号、名称见表 1。

1. 2　方法

1. 2. 1 　基因组 DNA 的提取 　采用改良 CTAB 方

法[14 ]提取桃基因组 DNA。DNA 浓度用分光光度计

检测 ,最后将纯化后的 DNA 稀释到 20 ng/μL备用。

1. 2. 2 　SRAP 分析 　根据 Li 和 Quiros 已发表的

SRAP引物组合 ,筛选出多态性好、条带清晰的 19对

引物进行扩增。扩增反应体系根据已建立和优化的

桃 SRAP2PCR反应体系设计[15 ] : 25μL 反应体系中

含有 0. 12 mmol/ L 的 dNTPs ,3 mmol/ L 的 Mg2 + ,2 U

的 Taq酶 ,0. 3μmol/ L 的引物 ,30 ng的模板。扩增

程序为 :94℃预变性 5 min ;前 5个循环 :94℃变性 1

min ,35℃复性 1 min ,72℃延伸 1 min ;后 35个循环 :

94℃变性 1 min ,50℃复性 1 min ,72℃延伸 1 min ;循

环结束后 72℃延伸 10 min。扩增产物用 6 %非变性

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离 ,用银染法检测。

1. 2. 3　SSR分析　根据已发表的核果类 SSR 引物

序列[16 ] ,筛选出多态性好、条带清晰的 5 对引物进

行扩增。扩增反应体系为 :15μL 反应体系中含有

0. 15 mmol/ L 的 dNTPs ,3 mmol/ L 的 Mg2 + ,019 U 的

Taq酶 ,0. 4μmol/ L 的引物 ,20 ng的模板。扩增程

序为 :94℃预变性 5 min ;共计 45 个循环 :94℃变性 1

min ,57℃复性 1 min ,72℃延伸 1 min ;循环结束后 ,

72℃延伸 8 min。取 7μL扩增产物 ,3 %琼脂糖凝胶

电泳分离。经溴化乙锭 ( EB) 染色后在紫外分析仪

上检测并采集图像。

1. 2. 4　数据统计分析　对各材料各引物扩增情况

做记录 ,仅统计清晰多态性带 ,有带记为 1 ,无带记

为 0。作 0 ,1 矩阵图输入计算机 ,应用平均距离法

(UPGMA) 进行聚类分析并采用 NTSYS2PC (Version

2. 1) 软件处理 ,建立聚类图。

表 1　47个桃品种的名称

Tab. 1　Names of 47 peach breeds

编号
No.

名称
Name

编号
No.

名称
Name

编号
No.

名称
Name

1 红明星 17 宁 2 33 宁 10
2 万寿红 18 宁 20 34 宁 13
3 新疆桃 19 宁 19 35 宁 17
4 丽春 20 鸭暖紫皮桃 36 宁 22
5 石林黄肉 21 阿布白桃 37 宁 16
6 朝晖 22 箭台 3号桃 38 宁 6
7 割谷桃 23 黄干桃 39 宁 9
8 早红珠 24 沙红 40 宁 23
9 浅间白桃 25 燕红 11 41 宁 3
10 秦光 2号 26 敦煌李光桃 (大) 42 宁 7
11 瑞蟠 5号 27 箭台 2号桃 43 宁 18
12 甜桃王 28 宁 24 44 宁 15
13 迎秋 29 敦煌李光桃 (小) 45 宁 14
14 加纳岩 30 新川中岛 46 宁 8
15 重阳红 31 美引 15号 47 宁 11
16 秦王 32 安农水蜜

2　结果与分析

2. 1　DNA的纯度及完整性检测

改良 CTAB 方法提取桃基因组 DNA 后 ,经琼脂

糖凝胶电泳检测 ,如图 1。分光光度计检测结果显

示 :A260/ A280 值位于 1. 8 至 1. 9 之间 ,A260/ A230

值位于 2. 0至 2. 1 之间。DNA 的质量较高 ,可进行

SRAP分析。

2. 2　引物的筛选及多态性分析

本研究利用 SRAP标记和 SSR标记进行桃的遗

传多样性分析 ,从 110对 SRAP引物中筛选出 19对、

从 50对 SSR引物中筛选出 5对多态性适中 ,稳定性

好的引物 ,对 47个品种进行扩增 ,共产生 82个多态

性位点 ,平均每对引物组合产生 3. 4个多态性位点

图 1　改良 CTAB法提取 DNA电泳结果

Fig. 1　The peach leaves DNA with modified CTAB
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(表 2) 。多态性条带的大小为 100 ～4 000 bp (图

2) ,特别在 200～2 000 bp 的区域 ,扩增条带清晰 ,多

态性显著 ,故主要选择该区域进行多态性条带的统

计。大于 2 000 bp 的区域 ,条带较密统计时容易出

现误差 ;小于 200 bp 的区域条带较弱差异不明显 ,

故这两个区域的多态性条带未列入统计。
表 2　24对 SRAP及 SSR引物的扩增结果

Tab. 2　The amplification results of 24 SRAP/ SSR primer combinations

引物组合
Primer combination

引物序列
Primer sequence

多态性位点数
Polymorphic bands

me1/ em5 5’2TGAGTCCAAACCGGATA23’ 2

5’2GACTGCGTACGAATTAAC23’

me3/ em6 5 ’2TGAGTCCAAACCGGAAT23’ 4

5’2GACTGCGTACGAATTGCA23’

me3/ em11 5’2TGAGTCCAAACCGGAAT23’ 3

5’2GACTGCGTACGAATTCCA23’

me4/ em10 5’2TGAGTCCAAACCGGACC23’ 4

5’2GACTGCGTACGAATTCAG23’

me4/ em11 5’2TGAGTCCAAACCGGACC23’ 2

5’2GACTGCGTACGAATTCCA23’

me6/ em5 5’2TGAGTCCAAACCGGTAA23’ 3

5’2GACTGCGTACGAATTAAC23’

me6/ em6 5’2TGAGTCCAAACCGGTAA23’ 1

5’2GACTGCGTACGAATTGCA23’

me7/ em4 5’2TGAGTCCAAACCGGTCC23’ 3

5’2GACTGCGTACGAATTTGA23’

me7/ em6 5’2TGAGTCCAAACCGGTCC23’ 7

5’2GACTGCGTACGAATTGCA23’

me7/ em10 5’2TGAGTCCAAACCGGTCC23’ 4

5’2GACTGCGTACGAATTCAG23’

me7/ em11 5’2TGAGTCCAAACCGGTCC23’ 6

5’2GACTGCGTACGAATTCCA23’

me9/ em5 5’2TGAGTCCAAACCGGTAG23’ 8

5’2GACTGCGTACGAATTAAC23’

me9/ em6 5’2TGAGTCCAAACCGGTAG23’ 4

5 ’2GACTGCGTACGAATTGCA23’

me9/ em8 5’2TGAGTCCAAACCGGTAG23’ 4

5’2GACTGCGTACGAATTCTG23’

me9/ em11 5’2TGAGTCCAAACCGGTAG23’ 5

5’2GACTGCGTACGAATTCCA23’

me10/ em2 5’2TGAGTCCAAACCGGTCT23’ 6

5’2GACTGCGTACGAATTTGC23’

me10/ em5 5’2TGAGTCCAAACCGGTCT23’ 3

5’2GACTGCGTACGAATTAAC23’

me10/ em7 5’2TGAGTCCAAACCGGTCT23’ 4

5’2GACTGCGTACGAATTCAA23’

me10/ em9 5’2TGAGTCCAAACCGGTCT23’ 3

5’2GACTGCGTACGAATTCGA23’

Pchcms1 5’2GTTACACCTCTGTCACA23’

5’2CTTGGCTGGCATTCCTA23’ 1

BPPCT008 5’2ATGGTGTGTATGGACATGATGA23’ 1

5’2CCTCAACCTAAGACACCTTCACT23’

BPPCT009 5’2ATTCGGGTCGAACTCCCT23’ 2

5’2ACGAGCACTAGAGTAACCCTCTC23’

SSR - M2b 5’2GCCCTCCTCCTCCTCAGCCA23’ 1

5’2GCATCCTTTTTTTGGACATAACCAC23’

BPPCT037 5’2CATGGAAGAGGATCAAGTGC23’

5’2CTTGAAGGTAGTGCCAAAGC23’ 1
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图 2　SRAP引物 me10/ em5 对第 1～11

个桃品种的扩增结果

Fig. 2　The amplification results of 1 - 11 peach

breeds with SRAP primer me10/ em5

2. 3　桃基因型特异性的 SRAP标记

在 47个桃基因型中 ,8号早红珠在 SRAP引物

me1/ em5扩增时出现一条 1. 3 kb左右扩增带 ,其余

品种均未出现此带 (图 3) 。6 号朝晖 ,9 号浅间白

桃 ,11号瑞蟠 5号在 SRAP引物 me10/ em5扩增时出

现一条 230 bp 左右的扩增带 ,其余品种均缺失此带

(图 2) 。这些品种的特征谱带 ,可以作为桃品种种

质检索鉴定的依据。而且 ,这种从遗传物质 DNA角

度进行的种质鉴定相比于形态学角度更具有客观性

和科学性。

图 3　SRAP引物 me1/ em5 对第 1～11

个桃品种的扩增结果

Fig. 3　The amplification results of 1 - 11 peach

breeds with SRAP primer me1/ em5

2. 4　SRAP标记的系统聚类分析

将 82个多态性位点进行系统聚类分析 ,得到

47个桃品种的聚类分析树状图 (图 4) 。47 个桃品

种的相关系数为 0. 501～0. 842。其中 ,18号宁 20与

19号宁 19相关系数最大 ,为 0. 842 ,说明这两者亲

缘关系最近。1号红明星与 44号宁 15相关系数最

小 ,为 0. 501 ,说明其亲缘关系最远。从总体来看 ,

该 47个桃品种的相关系数较低 ,遗传多样性比较丰

富。这 47份桃种质材料中 ,包括从美国 ,日本等地

区引进的境外种质 ;国内品种又来源于甘肃 ,陕西 ,

新疆等地区。广泛的种质来源以及丰富的遗传背景

构成了桃遗传多样性的基础。

图 4　47个桃品种基于 SRAP和 SSR分析的聚类图

Fig. 4　UPGMA dendrogram of 47 peach breeds on the basis of SRAP/ SSR markers
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　　根据聚类图分析 ,在相关系数 0. 580处 ,可将 47

个桃品种分为 7个类群。其中 ,A类群又在相关系

数 0. 60处分为 3个亚类群 ,第 1个亚类群中阿布白

桃 (21号)和新川中岛 (30号)是日本品种 ,其亲缘关

系最近 ,红明星 (1号)亲本之一为日本品种罐桃 14

号 ,朝晖 (6号)的亲本之一为日本品种桔早 ,这 4个

桃品种聚在一起 ,它们都具有日本国的血缘。第 2

个亚类群中万寿红 (2号) 、迎秋 (13号)均为油桃品

种。第 3个亚类群中除美国甜桃王 (12号)外 ,其余

均为我国选育培育的桃品种。重阳红 (15号) 、安农

水蜜 (32 号)均为自然株变选育而成。该亚群中所

有品种均味甜肉质韧耐贮藏。B 类群在相关系数

0. 60处分为 2个亚类群 ,第 1个亚类群中早红珠 (8

号) 、美引 15号 (31号) 、燕红 11 (25号)均为油桃品

种 ,形态学特征相近。第 2个亚类群中包括浅间白

桃 (9号) 、加纳岩 (14号) ,这 2个桃品种均为日本国

山梨县选育的白桃。C类群在相关系数 0. 60 处分

为 2个亚类群 ,第 1个亚类群中丽春 (4号) 、秦光二

号 (10号) 、敦煌李光桃 (小) (29号)均为我国培育油

桃品种 ,系谱分析其亲缘关系相近。第 2个亚类群

包括宁 3 (41 号) 、宁 8 (46 号) 。D类群中桃品种较

少 ,包括秦王 (16号) 、宁 18 (43号) 、宁 22 (36号) 。E

类群中所有品种均为我国培育 ,其中石林黄肉 (5

号) 、黄干桃 (23号)为黄桃品种。F类群中各桃品种

亲缘关系较近 ,包括宁 20 (18 号) 、宁 19 (19 号) 、宁

10 (33 号) 、宁 13 (34 号) 、宁 24 (28 号) 、宁 17 (35

号) 、宁 9 (39号) 、宁 14 (45 号) 、宁 11 (47 号) 、宁 16

(37号) 、宁 6 (38号) 、宁 23 (40号) 。这些品种均为

地方品种。说明桃种质的聚类与地理来源具有明显

的相关性。G类群在相关系数 0. 582处分为 2个亚

类群 ,第 1个亚类群中各桃品种均产自我国西部地

区 ,第 2个亚类群包括宁 7 (42号) 、宁 15 (44号) 2个

品种。不同的类群中 ,大部分具有亲缘关系的品种

及形态学、生物学特征相近的品种聚在一类 ,说明聚

类分析结果与系谱及生物学特征具有一定的相符

性。然而一些生物学特征相差较大的桃品种 ,如新

疆桃 (3号)和石林黄肉 (5号)也聚在一起 ,说明两者

之间的基因型有相互渗透 ,具有较近的亲缘关系。

从聚类的结果来看 ,地域对于聚类结果影响较大 ,日

本桃品种 ,地方品种“宁”较集中的聚在聚类图的外

侧 ,提示在选择杂交亲本时 ,注重扩大地域选择范围

对于提高遗传多样性具有明显意义。

3　讨论

本研究结果与程中平等[17 ]研究结果相比 ,47个

桃品种总体差异相对较大 ,遗传多样性较为丰富 ,究

其原因 ,一是本研究所选取的桃种质地理多样性较

为丰富 ,包含欧美 ,亚洲及我国不同地区 ,大多数桃

品种的亲缘关系较远 ;二是所选 47个桃品种的形态

学差异较大 ,包括油桃 ,白桃 ,蟠桃 ,黄桃等多个类

别 ;三是遗传背景较为丰富。既包含杂交育种 ,又包

含诱变育种所获得的桃种质。

本研究所得聚类分析结果与生物学特征虽有一

定的相符性 ,但也不完全一致。尤其表现在早熟品

种 (如安农水蜜 ,加纳岩)和中晚熟品种 (如浅间白

桃 ,红明星)两种类型的聚类结果相互交叉 ,分析原

因 ,其一可能是控制早晚熟性状的基因只存在着几

个碱基的变化 ,而 SRAP和 SSR分析无法对碱基的

变异进行检测。因此 ,可以尝试其他能对单核苷酸

进行标记的技术 ,如单核苷酸多态性标记 (SNP)等 ,

以便获得更多遗传多样性的资料。其二 ,这也可能

与桃遗传多样性相对复杂有关。宗学普等[18 ]利用

花粉蛋白 SDS 电泳分析 ,指出桃属各种、变种及类

型亲缘关系是错综复杂的 ,汪祖华等[19 ]在进行花粉

形态分析时指出 ,不同品种群间没有明显界限 ,彼此

有交叉现象 ,这些结论与我们的分析较为一致。

桃品种的分类现仍有较大争议 ,有的主张以生

态学分类 ,有的主张以果实特征分类。在本研究中 ,

通过对品种特征带和聚类图进行分析 ,发现生态学

分类不成立 ,与汪祖华等[24 ]研究结果一致。针对果

实特征进行分类的主张 ,本研究认为 ,虽然油桃品

种 ,白桃品种 ,黄桃品种在聚类图上常聚在一起 ,但

某些果实相同的品种亲缘关系也较远 ,而且 ,硬肉桃

品种割谷桃与黄桃品种聚在一起 ,说明以果实特征

进行分类的提法不可靠。笔者认为 ,桃品种总体上

难以划分品种群 ,程中平等[8 ]也有类似的主张。

对于新疆桃与普通桃亲缘关系的研究。在形态

学上新疆桃与普通桃在叶脉上存在明显的区别 ,俞

德俊[20 ]将其作为桃树中一个种而单独列出 ,然而 ,

许多研究结果表明 ,新疆桃与普通桃亲缘关系较近。

如郭振怀[5 ]等发现新疆桃和毛桃的核型一致 ,同属

于 1B型 ,二者具有很强的同源性 ;周建涛等[21 ]对新

疆桃、光核桃、甘肃桃、山桃和普通桃的花药水溶性

蛋白进行了等电聚焦电泳 ,结果表明 :新疆桃与普通

桃亲缘关系较近。俞明亮等[22 ]利用 SSR研究新疆

桃的分类地位指出 :普通桃、新疆桃、陕甘山桃、甘肃

桃 4个品种被聚为一类。程中平等[23 ]利用 RAPD

技术对新疆桃分类地位进行了探讨 ,其聚类分析结

果显示 ,新疆桃并未聚到普通桃的外围 ,反而在许多

普通桃的变种、品种的内侧 ,新疆桃类不能与普通桃
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区分类群 ,以种的形式独立为一组。本研究的结果

继续验证了这一结论。新疆桃聚类时与普通桃聚在

一起 ,其与普通桃的亲缘关系极为密切 ,提示新疆桃

应列为普通桃的一个变种。

此外 ,目前普遍认为敦煌李光桃均为相近品系 ,

因其具有相似的油桃性状 ,而且又源于同一原产地。

本研究分别采集了具有大叶片和小叶片形态学特征

的敦煌李光桃 ,应用 SRAP分析 ,发现其亲缘关系较

远。因此 ,所作的亲缘关系分析比起形态学 ,细胞学

的归纳更具说服力。

本研究对不同引物扩增所出现的典型带进行了

分析 ,发现某些特征带可作为桃品种品质检索鉴定

的依据。例如油桃品种早红株的鉴定。但总体来

说 ,能够区分生态型品种的带较少。而且并未发现

某一类群的特有带。汪祖华等[24 ]对 312 个桃品种

的同工酶进行了研究 ,发现酶谱与果实肉质有一定

的相关性 ,但每类均没有各自的特有带。程中平等[8]

利用 RAPD分析了 182 个桃品种得出结论 ,分子标记

分析的结果无明显的类群特有带和聚类分类结合线

的存在。这一结果与我们所得出的结论一致。

本研究采用 SRAP标记来研究桃品种的遗传多

样性 ,结果表明 ,SRAP标记是一种经济、可靠的分子

标记技术。从本研究的结论可以看出 ,桃品种种质

确实存在丰富的遗传多样性。但同一地域的桃品种

如地方品种“宁”,显示出较近的遗传距离 ,表明要扩

大桃品种的遗传多样性 ,必须扩大育种亲本的选择

范围 ,引进不同地域桃品种资源。
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