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摘要: 为了建立一套薄壳山核桃〔Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ. Ｋｏｃｈ〕种质资源分子鉴别体系ꎬ本研究从薄壳山

核桃 ＳＳＲ 引物库中筛选出 １０ 对目的条带清晰、检测结果稳定的引物ꎬ对 ＳＳＲ 标记进行染色体定位分析ꎬ基于 ６６ 份

薄壳山核桃样本叶片总 ＤＮＡ 的扩增结果对每个 ＳＳＲ 标记的遗传多样性和供试样本的 ＵＰＧＭＡ 聚类结果进行分析ꎬ
在此基础上筛选核心标记ꎬ利用种质信息编码和指纹码构建供试样本的数字指纹ꎮ 结果表明:供试 １０ 个 ＳＳＲ 标记

位于薄壳山核桃的 ８ 条染色体上ꎬ其中ꎬＣｈｒ０５ 染色体上的标记最多ꎬ分别为 Ｃｉｚ０２３、Ｃｉｚ０６４ 和 ＰＭ－ＣＩＮ４ꎬ其余染色

体上各只有 １ 个标记ꎮ 供试 ＳＳＲ 标记的观测等位基因数为 ３~９ꎬ有效等位基因数为 ２.０~６.２ꎬＳｈａｎｎｏｎｓ 信息指数为

０.９２３~２.００９ꎬ观测杂合度为 ０.０００~０.７０１ꎬ期望杂合度为 ０.４９２~ ０.８３９ꎬ多态信息含量为０.４８２~ ０.８２１ꎮ 聚类结果表

明:在遗传相似系数为 ０.２６２ 处ꎬ供试 ６６ 份样本被分成 ２ 组ꎬ并在遗传相似系数为 ０.４３８ 处ꎬ进一步细分为 ６ 个亚

组ꎮ 根据 １０ 个 ＳＳＲ 标记的多态信息含量筛选出 ４ 个核心标记ꎬ即 ＰＭ－ＣＩＮ４、Ｃｉｚ２５、Ｃｉｚ０３３ 和 Ｃｉｚ０２３ꎬ可区分出

６２ 份样本ꎮ 利用种质信息编码和指纹码成功构建了 ６２ 份样本的数字指纹ꎮ 综上所述ꎬ供试薄壳山核桃样本间的

遗传相似性较大ꎬ构建的数字指纹能够快速、高效鉴别供试的绝大多数样本ꎮ
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　 　 薄壳山核桃〔Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ.
Ｋｏｃｈ〕ꎬ又名美国山核桃、长山核桃ꎬ原产于美国和墨

西哥北部ꎬ为一种全世界著名的干果树种[１]ꎬ集经

济、生态和社会效益于一身[２－６]ꎮ 由于引种渠道较

多ꎬ薄壳山核桃的同名异物及同物异名问题十分严

重ꎬ给薄壳山核桃优良品种的大面积推广造成了极大

困难[７]ꎮ 目前ꎬ人们主要根据薄壳山核桃花、果、叶
片等器官的形态特征进行品种鉴别ꎬ但这些形态特征

的稳定性较差ꎬ易受环境和气候等因子的影响ꎮ 而

且ꎬ当前薄壳山核桃主要栽培品种的遗传基础狭窄ꎬ
部分品种间的表型差别较小ꎬ不易区分ꎮ 另外ꎬ薄壳

山核桃幼苗期可供品种鉴别的形态指标更少ꎬ依靠表

型性状准确鉴别品种难度很大ꎮ 而且ꎬ很多表型性状

主要依靠人为观察和测量ꎬ观测结果必然存在一定的

偏差ꎬ可靠性较低[８]ꎮ 因此ꎬ亟待建立一个准确、高
效鉴别薄壳山核桃品种的方法ꎮ

利用分子标记技术鉴别植物品种可不受环境、气
候及个体生长发育状况等因子的影响ꎬ并且能够快

速、有效地区分开植物的不同品种[９]ꎮ 近年来ꎬ分子

标记技术已广泛应用于植物分子指纹图谱构建和品

种鉴定研究[１０－１２]ꎮ ＳＳＲ(ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ)标记

为一种以特异引物 ＰＣＲ 为基础的分子标记技术ꎬ是
一类由 １~６ 个核苷酸为单位的串联重复 ＤＮＡ 序列ꎬ
对应位点的多态性一般较高[１３－１４]ꎮ 近年来ꎬＳＳＲ 标

记被广泛用于植物遗传多样性分析、亲缘关系鉴定、
遗传图谱构建、全基因组关联分析和 ＱＴＬ 性状定位

等研究[１５－２２]ꎬ已经成功分析了银杏 ( Ｇｉｎｋｇｏ ｂｉｌｏｂａ
Ｌｉｎｎ.) [２３]、 杨 树 ( Ｐｏｐｕｌｕｓ ｓｐｐ.) [２４－２５]、 文 冠 果

( Ｘａｎｔｈｏｃｅｒａｓ ｓｏｒｂｉｆｏｌｉｕｍ Ｂｕｎｇｅ ) [２６]、 华 北 落 叶 松

〔 Ｌａｒｉｘ ｇｍｅｌｉｎｉｉ ｖａｒ. ｐｒｉｎｃｉｐｉｓ￣ｒｕｐｐｒｅｃｈｔｉｉ ( Ｍａｙｒ )
Ｐｉｌｇ.〕 [２７]、核桃(Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ Ｌｉｎｎ.) [２８]等林木的种质

资源特征ꎬ并构建了相应的遗传图谱ꎮ

近年来ꎬ尽管国内外研究者利用 ＳＳＲ 标记技术

对薄壳山核桃的遗传多样性、分子指纹图谱、分子身

份证等进行了相关研究[２９－３７]ꎬ但这些研究涉及的薄

壳山核桃样本较少ꎬ并且未建立一套完整的薄壳山核

桃种质资源分子鉴别体系ꎮ 鉴于此ꎬ本研究从薄壳山

核桃 ＳＳＲ 引物库中筛选出 １０ 对目的条带清晰、检测

结果稳定的引物ꎬ对 ＳＳＲ 标记进行染色体定位分析ꎬ
并基于供试 ６６ 份薄壳山核桃样本叶片总 ＤＮＡ 的扩

增结果对每个 ＳＳＲ 标记的遗传多样性和供试样本的

聚类结果进行分析ꎬ在此基础上筛选核心标记ꎬ构建

供试样本的数字指纹ꎬ为利用 ＳＳＲ 标记技术高效鉴

别薄壳山核桃种质资源提供参考ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

供试 ６６ 份薄壳山核桃样本中ꎬ美国引进品种有

‘Ｃａｄｄｏ’、 ‘ Ｃａｐｅ Ｆｅａｒ ’、 ‘ Ｃｈｅｙｅｎｎｅ ’、 ‘ Ｃｈｏｃｔａｗ ’、
‘Ｅｌｌｉｏｔｔ’、‘Ｍａｈａｎ’、‘Ｍｏｈａｗｋ’、‘Ｐａｗｎｅｅ’、‘Ｓｉｏｕｘ’、
‘ Ｓｕｒｐｒｉｚｅ ’、 ‘ Ｗｉｃｈｉｔａ ’、 ‘ Ｔｅｊａｓ ’、 ‘ Ｓｔｕａｒｔ ’、
‘ Ｃｈｉｃｋａｓａｗ ’、 ‘ Ｋａｎｚａ ’、 ‘ Ｅｘｃｅｌ ’、 ‘ Ｓｃｈｌｅｙ ’、
‘ Ｓｕｍｍｅｒ ’、 ‘ Ｄｅｓｉｒａｂｌｅ ’、 ‘ Ｍａｎｄａｎ ’、 ‘ Ｗａｃｏ ’、
‘ Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ ’、 ‘ Ｃｒｅｅｋ ’、 ‘ Ｆｏｒｋｅｒｔ ’、 ‘ Ｏｄｏｍ ’、
‘Ｂａｒｔｏｎ’、‘ Ｊａｃｋｓｏｎ’、‘Ｐｏｄｓｅｄｎｉｋ’、‘Ｇｒａ Ｃｒｏｓｓ’、‘Ｅｌ
Ｍａｒｔ’、 ‘ Ｓｕｃｃｅｓｓ ’、 ‘ Ｏｃｏｎｅｅ ’、 ‘ Ｎａｃｏｎｏ ’、 ‘ Ｇｒａｆ ’、
‘Ｓｅｖｅｎ’、 ‘ Ｋｉｏｗａ’、 ‘ Ｏｃｏｎｃｅ’、 ‘ Ｂａｋｅｒ’、 ‘ ４１ － １９ －
２０’、‘１４８’ꎬ国内选育品种有‘金华’(‘Ｊｉｎｈｕａ’)、‘绍
兴’(‘Ｓｈａｏｘｉｎｇ’)、‘莫愁’(‘Ｍｏｃｈｏｕ’)、‘茅山 １ 号’
(‘Ｍａｏｓｈａｎ Ｎｏ. １’)、‘亚林 １０ 号’(‘Ｙａｌｉｎ Ｎｏ. １０’)、
‘亚林 １３ 号’(‘Ｙａｌｉｎ Ｎｏ. １３’)、‘亚林 ２０ 号’(‘Ｙａｌｉｎ
Ｎｏ. ２０’)、‘亚林 ２１ 号’ (‘Ｙａｌｉｎ Ｎｏ. ２１’)、‘亚林 ２３
号’ (‘ Ｙａｌｉｎ Ｎｏ. ２３’)、 ‘亚林 ２５ 号’ (‘ Ｙａｌｉｎ Ｎｏ.
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２５’)、‘亚林 ３５ 号’ (‘Ｙａｌｉｎ Ｎｏ. ３５’)、‘亚林 ４２ 号’
(‘Ｙａｌｉｎ Ｎｏ. ４２’)、‘亚林 ４６ 号’ (‘Ｙａｌｉｎ Ｎｏ. ４６’)、
‘赣选 １ 号’(‘Ｇａｎｘｕａｎ Ｎｏ. １’)、‘南林 １ 号’(‘ＮＪＦＵ
Ｎｏ. １’)、‘南林 ２ 号’ (‘ＮＪＦＵ Ｎｏ. ２’)ꎬ优良单株有

南林优株及南林单株 １ 号至 ９ 号ꎮ 于 ２０２１ 年 ５ 月 ３
日ꎬ在江苏省句容市后白镇江苏省薄壳山核桃种质资

源库中每份样本随机选择 ３ 株植株ꎬ采集生长良好、
叶色嫩绿且无病虫害的新鲜叶片ꎬ每株采集 ３ 份样

品ꎬ每份约 ２０ 枚叶片ꎮ 将采集的叶片置于放有干冰的

泡沫盒中带回实验室ꎬ置于－８０ ℃冰箱中保存、待用ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 叶片总 ＤＮＡ 的提取及质量检测　 按照安全型

植物 ＤＮＡ 小量提取试剂盒(上海迈跟生物科技有限

公司)说明书中的操作步骤提取各种质资源的叶片

总 ＤＮＡꎬ利用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 超微量分光光度计(美
国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 科技公司)检测叶片总 ＤＮＡ 的浓

度ꎬ并稀释成质量浓度为 ５０ ｎｇμＬ－１ 的溶液ꎬ置于

－２０ ℃冰箱中保存、备用ꎮ
１.２.２　 ＳＳＲ 引物筛选及 ＳＳＲ 标记染色体定位　 在薄

壳山核桃 ＳＳＲ 引物库[３７－４０] 中初步筛选出 ８０ 对多态

信息含量大于 ０.５ 的 ＳＳＲ 引物ꎬ利用这些 ＳＳＲ 引物对

‘Ｃａｄｄｏ ’、 ‘ Ｃａｐｅ Ｆｅａｒ ’、 ‘ Ｃｈｅｙｅｎｎｅ ’、 ‘ Ｍａｈａｎ ’、
‘Ｍｏｈａｗｋ’和‘ Ｐａｗｎｅｅ’ 的叶片总 ＤＮＡ 进行扩增反

应ꎮ 反应体系总体积 ２０ μＬꎬ包含叶片总 ＤＮＡ 溶液

１ μＬ、２ × Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍｉｘ １０ μＬ、正向和反向引物各

１ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ ７ μＬꎮ 反应程序:９５ ℃ 预变性 ３ ｍｉｎꎻ
９５ ℃变性 １０ ｓ、相应退火温度退火 １０ ｓ、７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ
共 ３４ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎬ最后于 ４ ℃保存ꎮ 扩

增反应结束后ꎬ利用质量体积分数 １％琼脂糖凝胶电

泳检测扩增产物的完整性ꎮ 扩增产物直接送武汉爱

基百客生物科技有限公司进行聚丙烯酰胺凝胶电泳

检测ꎮ 根据检测结果筛选出 １０ 对扩增条带清晰、检
测结果稳定的 ＳＳＲ 引物ꎬ用于供试 ６６ 份薄壳山核桃

样本的 ＳＳＲ 标记分析ꎮ 这些引物的信息见表 １ꎮ

表 １　 用于薄壳山核桃样本 ＳＳＲ 标记分析的引物信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ. Ｋｏｃｈ ｓａｍｐｌｅｓ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

基序
Ｍｏｔｉｆ

引物序列(５′→３′) 　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)

正向引物 Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ 反向引物 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ

退火温度 / ℃
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

片段长度 / ｂｐ
Ｆｒａｇｍｅｎｔ
ｌｅｎｇｔｈ

Ｃｉｚ０２３ (ＡＴＡ) ８ ＴＣＴＧＴＡＧＴＧＧＡＴＧＣＴＡＡＡＴＧＣＡＡ ＧＣＡＴＴＧＧＣＡＴＴＧＧＴＴＴＣＴＣＴ ５９ １６４
Ｃｉｚ０７４ (ＡＴ) ８ ＡＡＧＧＣＡＴＡＴＡＡＣＡＣＧＡＴＣＣＣＡ ＣＡＡＧＣＡＡＣＴＴＴＣＴＣＧＡＧＧＡＴＡＴＧ ５９ ２７４
Ｃｉｚ０６４ (ＴＡ) ６ ＡＡＣＧＴＣＧＡＧＣＧＴＴＡＡＡＧＴＧＣ ＴＡＣＧＡＣＡＧＧＣＣＣＡＴＣＴＴＣＴＣ ５９ １７５
Ｃｉｚ０２５ (ＴＣ) ６ ＣＣＧＧＡＣＧＴＴＧＴＧＴＡＡＴＧＡＧＡ ＴＣＧＴＧＧＡＡＡＧＡＧＡＧＧＧＡＴＴＧ ５９ ２２８
Ｃｉｚ０３３ (ＡＴ) ８ ＴＧＡＡＣＡＡＡＧＣＧＧＡＴＧＡＧＡＧＡ ＡＴＧＣＡＧＣＴＧＧＡＡＡＴＴＧＡＣＣＴ ５９ ２５９
Ｃｉｚ０２６ (ＧＡ) ２０ ＴＧＧＴＴＴＧＡＡＧＧＣＡＴＴＧＴＧＡＡ ＴＣＡＴＧＴＣＴＣＴＴＧＣＴＧＴＣＧＧＴ ５９ ２２９
Ｃｉｚ０２１ (ＴＣ) １５ ＧＡＧＣＧＴＣＧＴＣＴＣＡＴＴＴＣＴＣＣ ＣＡＧＡＣＡＧＴＧＡＡＡＣＣＣＴＧＣＡＡ ５９ １９６
Ｃｉｚ００３ (ＴＴＡ) ６ ＴＧＣＣＧＴＣＡＴＡＧＧＡＡＧＡＡＡＧＧ ＡＡＡＧＣＣＡＴＴＴＧＧＣＡＣＧＴＴＡＧ ５９ １７８
ＰＭ－ＣＩＮ４ (ＣＴＴ) ２ꎬ(ＣＴＴ) １２ ＧＧＣＡＴＣＡＧＡＧＡＡＧＧＣＴＣＣＴ ＣＴＣＡＣＣＣＧＴＣＴＣＴＡＧＧＧＣＴＡ ５７ １１２
ＰＭ－ＣＩＮ２２ (ＣＴＴ) １０ꎬ(ＴＴＡ) ２ ＴＴＡＣＴＴＴＴＧＧＡＴＴＡＴＴＴＧＴＡＴＣＡＴＡＴＣＴＴＣＴ ＣＣＡＡＣＡＡＧＧＧＡＡＧＣＣＡＡＣＴＴ ５４ １０３

　 　 使用 Ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ 在线网站( ｈｔｔｐｓ:∥ｐｈｙｔｏｚｏｍｅ －
ｎｅｘｔ.ｊｇｉ.ｄｏｅ.ｇｏｖ / ｂｌａｓｔ－ｓｅａｒｃｈ)将 １０ 个 ＳＳＲ 标记序列

在薄壳山核桃基因组[４１] 中比对ꎬ从而进行 ＳＳＲ 标记

染色体定位ꎬ使用 Ｔｂｔｏｏｌｓ ｖ１.０９８７２２ 软件绘制每个标

记在染色体上的位置[４２]ꎮ
１.２.３　 ＳＳＲ 标记分析 　 利用筛选出的 １０ 对引物对

６６ 份薄壳山核桃样本的叶片总 ＤＮＡ 进行扩增反应ꎬ
反应体系总体积和扩增条件均与引物筛选实验一致ꎬ
并将扩增产物直接送武汉爱基百客生物科技有限公

司进行聚丙烯酰胺凝胶电泳检测ꎮ
以 ６６ 份薄壳山核桃样本扩增出的谱带为原始矩

阵ꎬ同一标记有条带记为“１”、无条带记为“０”、缺失

记为“９９９”ꎬ构建“０”、“１”矩阵数据ꎮ 利用 ＧｅｎＡｌＥｘ
６.５ 软件[４３－４４]计算每个标记的观测等位基因数、有效

等位基因数、Ｓｈａｎｎｏｎｓ 信息指数、观测杂合度、期望

杂合度ꎬ利用 ＰＩＣ＿ｃａｌｃ０.６ 软件[４５] 计算每个标记的多

态信息含量ꎮ 利用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ ｔｏｏｌｓ 计算供试样本间的

遗传相似系数[４６－４８]ꎬ以山核桃(Ｃ. ｃａｔｈａｙｅｎｓｉｓ Ｓａｒｇ.)
为外类群对供试薄壳山核桃样本进行 ＵＰＧＭＡ 聚类

分析ꎬ利用 ＮＴＳＹＳ ２.１ 软件绘制聚类图ꎮ
１.２.４　 数字指纹构建　 按照 ＳＳＲ 标记多态信息含量

从大到小排序ꎬ以多态信息含量最高的标记为基础ꎬ
逐步增加标记数量ꎬ直至将绝大多数供试薄壳山核桃

样本区分开ꎬ此时的标记为核心标记ꎮ 将各个核心标
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记扩增条带的位置转化为数字ꎬ即指纹码ꎮ 用种质信

息编码和指纹码构建每个样本的数字指纹ꎬ其中ꎬ种
质信息编码中的种质资源类别依据«薄壳山核桃遗

传资源调查编目技术规程» [４９]编码ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 ＳＳＲ 标记染色体定位

染色体定位结果(图 １)表明:供试 １０ 个 ＳＳＲ 标

记分布在薄壳山核桃的 Ｃｈｒ０１、Ｃｈｒ０２、Ｃｈｒ０３、Ｃｈｒ０４、
Ｃｈｒ０５、Ｃｈｒ１０、Ｃｈｒ１２ 和 Ｃｈｒ１６ 染色体上ꎮ 其中ꎬＣｈｒ０５
染色体上分布的 ＳＳＲ 标记最多ꎬ分别为 Ｃｉｚ０２３、
Ｃｉｚ０６４ 和 ＰＭ －ＣＩＮ４ꎻ其余 ７ 条染色体上各只分布

１ 个 ＳＳＲ 标记ꎮ
２.２　 ＳＳＲ 标记的遗传多样性分析

统计结果(表 ２)显示:供试 １０ 个 ＳＳＲ 标记的观

测等位基因数为 ３~９ꎬ均值为 ６.２ꎻ有效等位基因数为

２.０~６.２ꎬ均值为 ３.５ꎻＳｈａｎｎｏｎｓ 信息指数为 ０.９２３ ~
２.００９ꎬ均值为 １.４０２ꎻ观测杂合度为 ０.０００ ~ ０.７０１ꎬ均
值为 ０. ２１３ꎻ期望杂合度为 ０. ４９２ ~ ０. ８３９ꎬ均值为

　 　 　

０.６９１ꎻ多态信息含量为 ０.４８２ ~ ０.８２１ꎬ均值为 ０.６５６ꎮ
值得注意的是ꎬ除 Ｃｉｚ０２６ 标记外ꎬ其余 ９ 个 ＳＳＲ 标记

的多态信息含量均高于 ０.５ꎬ表明这些标记在供试薄

壳山核桃样本中的多态性较高ꎮ １０ 个 ＳＳＲ 标记中ꎬ
ＰＭ－ＣＩＮ４ 标记的上述指标均最大ꎻ除期望杂合度外ꎬ
Ｃｉｚ０２６ 标记的上述指标均最小ꎮ

图 １　 供试 ＳＳＲ 标记在薄壳山核桃染色体上的定位
Ｆｉｇ. １　 Ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｓｔ ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ ｏｆ Ｃａｒｙａ
ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ. Ｋｏｃｈ

表 ２　 基于薄壳山核桃样本扩增结果的 ＳＳＲ 标记遗传多样性分析
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ. Ｋｏｃｈ ｓａｍｐｌｅｓ

标记
Ｍａｒｋｅｒ

观测等位基因数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｏｂｓｅｒｖｅｄ ａｌｌｅｌｅｓ

有效等位基因数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ａｌｌｅｌｅｓ

Ｓｈａｎｎｏｎｓ 信息指数
Ｓｈａｎｎｏｎｓ

ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ

观测杂合度
Ｏｂｓｅｒｖｅｄ

ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ

期望杂合度
Ｅｘｐｅｃｔｅｄ

ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ

多态信息含量
Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ

ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ

Ｃｉｚ０２３ ７ ４.１ １.５６６ ０.５８２ ０.７５６ ０.７０９
Ｃｉｚ０７４ ４ ３.１ １.２５８ ０.０７５ ０.６７６ ０.６３３
Ｃｉｚ０６４ ６ ３.１ １.３１３ ０.０３０ ０.６７５ ０.６１５
Ｃｉｚ０２５ ８ ４.１ １.７４６ ０.０１５ ０.７９１ ０.７５８
Ｃｉｚ０３３ ８ ４.０ １.６０１ ０.１９４ ０.７５０ ０.７３０
Ｃｉｚ０２６ ３ ２.０ ０.９２３ ０.０００ ０.５６９ ０.４８２
Ｃｉｚ０２１ ６ ３.１ １.２８２ ０.０１５ ０.６７３ ０.５９８
Ｃｉｚ００３ ５ ３.２ １.２７２ ０.１４９ ０.６８６ ０.６７４
ＰＭ－ＣＩＮ４ ９ ６.２ ２.００９ ０.７０１ ０.８３９ ０.８２１
ＰＭ－ＣＩＮ２２ ６ ２.０ １.０４９ ０.３７３ ０.４９２ ０.５４３

均值 Ａｖｅｒａｇｅ ６.２ ３.５ １.４０２ ０.２１３ ０.６９１ ０.６５６

２.３　 薄壳山核桃样本聚类分析

以山核桃为外类群ꎬ利用遗传相似系数对 ６６ 份

薄壳山核桃样本进行 ＵＰＧＭＡ 聚类分析ꎬ结果见图 ２ꎮ
在遗传相似系数为 ０.１３０ 处ꎬ供试 ６６ 份薄壳山核桃

样本聚为一组ꎬ山核桃单独为一组ꎬ说明薄壳山核桃

和山核桃存在明显的遗传差异ꎮ 供试 ６６ 份薄壳山核

桃样本间的遗传相似系数为 ０.１３０ ~ １.０００ꎬ且多数样

本间的遗传相似系数在 ０.５７０~１.０００ 之间ꎬ说明供试

薄壳山核桃样本间的遗传相似性较大ꎮ
在遗传相似系数为 ０.２６２ 处ꎬ供试 ６６ 份薄壳山

核桃样本被分成 ２ 组ꎬ其中ꎬⅠ组包含‘Ｄｅｓｉｒａｂｌｅ’、
‘Ｗａｃｏ’等 ６０ 份样本ꎬⅡ组包含‘Ｏｄｏｍ’、南林单株

５ 号 等 ６ 份样本ꎮ
在遗传相似系数为 ０.４３８ 处ꎬⅠ组可细分为 ４ 个

亚组:Ⅰ１亚组包括 ４ 份样本ꎬ均为美国引进品种ꎻⅠ２

亚组包括‘Ｍａｈａｎ’、‘Ｐａｗｎｅｅ’等 ２０ 份样本ꎻⅠ３亚组
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包括‘金华’、‘莫愁’和‘绍兴’等 ２５ 份样本ꎻⅠ４亚组

包括‘Ｃｈｅｙｅｎｎｅ’、‘Ｂａｋｅｒ’等 １１ 份样本ꎮ 在遗传相似

系数为 ０.４３８ 处ꎬⅡ组可细分为 ２ 个亚组ꎬ其中ꎬ南林

单株 ６ 号单独为Ⅱ２亚组ꎬ其余 ５ 份样本为Ⅱ１亚组ꎮ

图 ２　 薄壳山核桃样本的 ＵＰＧＭＡ 聚类结果
Ｆｉｇ. ２　 ＵＰＧＭＡ ｃｌｕｓｔｅｒ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ.
Ｋｏｃｈ ｓａｍｐｌｅｓ

２.４　 核心标记筛选

根据 １０ 个 ＳＳＲ 标记的多态信息含量ꎬ确定核心

标记以 ＰＭ－ＣＩＮ４ 为基础ꎬ单独使用此标记可鉴别出

１２ 份样本ꎬ包括‘Ｃａｐｅ Ｆｅａｒ’、‘Ｃｈｅｙｅｎｎｅ’、‘Ｍａｈａｎ’、
‘Ｓｉｏｕｘ’、‘Ｓｕｒｐｒｉｚｅ’、‘Ｔｅｊａｓ’、‘Ｓｕｍｍｅｒ’、‘Ｍａｎｄａｎ’、
‘Ｎａｃｏｎｏ’、‘Ｂａｋｅｒ’、‘４１－１９－２０’、南林优株ꎮ ＰＭ－
ＣＩＮ４ 与 Ｃｉｚ０２５ 标记组合还可鉴别出 ２６ 份样本ꎬ包括

‘ Ｃａｄｄｏ ’、 ‘ Ｃｈｏｃｔａｗ ’、 ‘ Ｅｌｌｉｏｔｔ ’、 ‘ Ｍｏｈａｗｋ ’、
‘ Ｐａｗｎｅｅ ’、 ‘ Ｗｉｃｈｉｔａ ’、 ‘ Ｓｔｕａｒｔ ’、 ‘ Ｗａｃｏ ’、
‘Ｐｏｄｓｅｄｎｉｋ’、 ‘ Ｓｕｃｃｅｓｓ’、 ‘ Ｏｃｏｎｅｅ’、 ‘ Ｋｉｏｗａ’、 ‘绍

兴’、‘亚林 １０ 号’、‘亚林 １３ 号’、‘亚林 ２０ 号’、‘亚
林 ２３ 号’、‘亚林 ４２ 号’、南林单株 １ 号、南林单株 ２
号、南林单株 ３ 号、南林单株 ４ 号、南林单株 ５ 号、南
林单株 ６ 号、南林单株 ７ 号、南林单株 ８ 号ꎮ ＰＭ－
ＣＩＮ４、Ｃｉｚ０２５ 和 Ｃｉｚ０３３ 标记组合还可鉴别出 １２ 份样

本ꎬ包括‘Ｃｈｉｃｋａｓａｗ’、‘Ｋａｎｚａ’、‘Ｆｏｒｋｅｒｔ’、‘Ｂａｒｔｏｎ’、
‘Ｅｌ Ｍａｒｔ’、‘１４８’、‘Ｄｅｓｉｒａｂｌｅ’、‘茅山 １ 号’、‘赣选 １
号’、‘南林 １ 号’、‘南林 ２ 号’、南林单株 ９ 号ꎮ ＰＭ－
ＣＩＮ４、Ｃｉｚ０２５、Ｃｉｚ０３３ 和 Ｃｉｚ０２３ 标记组合还可鉴别出

１２ 份样本ꎬ包括 ‘Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ’、‘ Ｃｒｅｅｋ’、‘Ｏｄｏｍ’、
‘Ｊａｃｋｓｏｎ’、‘Ｇｒａ Ｃｒｏｓｓ’、‘Ｇｒａｆ’、‘Ｓｅｖｅｎ’、‘Ｏｃｏｎｃｅ’、
‘亚林 ２１ 号’、‘亚林 ２５ 号’、‘亚林 ３５ 号’、‘亚林 ４６
号’ꎮ 综合来看ꎬ 将 ＰＭ － ＣＩＮ４、 Ｃｉｚ０２５、 Ｃｉｚ０３３ 和

Ｃｉｚ０２３ 标记结合可鉴别出 ６２ 份薄壳山核桃样本ꎬ故
将这 ４ 个标记作为核心标记ꎮ
２.５　 薄壳山核桃种质资源数字指纹构建

利用种质信息编码和指纹码成功构建了 ６２ 份薄

壳山核桃样本的数字指纹ꎬ结果见表 ３ꎮ
国外引进品种的数字指纹由 １３ 位数字组成ꎬ其

中ꎬ前 ５ 位数字为种质信息编码ꎬ后 ８ 位数字为指纹

表 ３　 ６２ 份薄壳山核桃样本的数字指纹
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｄｉｇｉｔａｌ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｏｆ ６２ Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ.
Ｋｏｃｈ ｓａｍｐｌｅｓ

样本
Ｓａｍｐｌｅ

数字指纹
Ｄｉｇｉｔａｌ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ

Ｃａｄｄｏ ６８４０４２４７７７７５７
Ｃａｐｅ Ｆｅａｒ ６８４０４２７７７６７５７
Ｃｈｅｙｅｎｎｅ ６８４０４７９７７６６２５
Ｃｈｏｃｔａｗ ６８４０４２４３３７７５７
Ｅｌｌｉｏｔｔ ６８４０４４９２３６６１５
Ｍａｈａｎ ６８４０４１７７７１７２５
Ｍｏｈａｗｋ ６８４０４２６２２３３２５
Ｐａｗｎｅｅ ６８４０４２６３３３３２５
Ｓｉｏｕｘ ６８４０４７８３３７７２５
Ｓｕｒｐｒｉｚｅ ６８４０４４７２２７７１５
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续表 ３　 Ｔａｂｌｅ ３ (Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ)
样本
Ｓａｍｐｌｅ

数字指纹
Ｄｉｇｉｔａｌ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ

Ｗｉｃｈｉｔａ ６８４０４２６７７６６２５
Ｔｅｊａｓ ６８４０４２８６６６７２５
Ｓｔｕａｒｔ ６８４０４７７７７６６５６
Ｃｈｉｃｋａｓａｗ ６８４０４６６７７２７２５
Ｋａｎｚａ ６８４０４６６７７６６１１
Ｓｕｍｍｅｒ ６８４０４１３８８６６１４
Ｄｅｓｉｒａｂｌｅ ６８４０４６８６６６６２４
Ｍａｎｄａｎ ６８４０４３９１１４４１４
Ｗａｃｏ ６８４０４１６７７３３２２
Ｍｏｎｅｙｍａｋｅｒ ６８４０４３８６６６６１１
Ｃｒｅｅｋ ６８４０４６８７７５５２２
Ｆｏｒｋｅｒｔ ６８４０４８８６６５５２２
Ｏｄｏｍ ６８４０４１６５５６６６６
Ｂａｒｔｏｎ ６８４０４３６４４６６４６
Ｊａｃｋｓｏｎ ６８４０４６６６６６６４６
Ｐｏｄｓｅｄｎｉｋ ６８４０４１５７７２５１５
Ｇｒａ Ｃｒｏｓｓ ６８４０４６８７７５５２５
Ｅｌ Ｍａｒｔ ６８４０４６６６６７７１４
Ｓｕｃｃｅｓｓ ６８４０４１８７７６６２５
Ｏｃｏｎｅｅ ６８４０４６８４４３７１５
Ｎａｃｏｎｏ ６８４０４５８７７３３１５
Ｇｒａｆ ６８４０４１６４４７７１５
Ｓｅｖｅｎ ６８４０４６６６６６６１５
Ｋｉｏｗａ ６８４０４１５６６７７２５
Ｏｃｏｎｃｅ ６８４０４６８７７５５４５
Ｂａｋｅｒ ６８４０４６９７７７７２２
４１－１９－２０ ６８４０４３５６６２５１１
１４８ ６８４０４６８６６５５１１
绍兴 Ｓｈａｏｘｉｎｇ ６３３０６５３６６６７７１１
茅山 １ 号 Ｍａｏｓｈａｎ Ｎｏ. １ ６３２０１５８８６６８８２２
亚林 １０ 号 Ｙａｌｉｎ Ｎｏ. １０ ６３３０１５１６６６１３１１
亚林 １３ 号 Ｙａｌｉｎ Ｎｏ. １３ ６３３０１５６６４４２５２５
亚林 ２０ 号 Ｙａｌｉｎ Ｎｏ. ２０ ６３３０１５１８４４７７１１
亚林 ２１ 号 Ｙａｌｉｎ Ｎｏ. ２１ ６３３０１５６８６６６６１１
亚林 ２３ 号 Ｙａｌｉｎ Ｎｏ. ２３ ６３３０１５６６３３７７１１
亚林 ２５ 号 Ｙａｌｉｎ Ｎｏ. ２５ ６３３０１５６８６６６６５５
亚林 ３５ 号 Ｙａｌｉｎ Ｎｏ. ３５ ６３３０１５３８６６６６４４
亚林 ４２ 号 Ｙａｌｉｎ Ｎｏ. ４２ ６３３０１５１８５５６６１１
亚林 ４６ 号 Ｙａｌｉｎ Ｎｏ. ４６ ６３３０１５１６５５６６１５
赣选 １ 号 Ｇａｎｘｕａｎ Ｎｏ. １ ６３３０１５１６４４６６１５
南林 １ 号 ＮＪＦＵ Ｎｏ. １ ６３３０１５５５５５７７２２
南林 ２ 号 ＮＪＦＵ Ｎｏ. ２ ６３３０１５５５５５６６２２
南林优株 ＮＪＦＵ ｅｘｃｅｌｌｅｎｔ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ６３３０１３３３４４７７１５
南林单株 １ 号 ＮＪＦＵ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ Ｎｏ. １ ６３３０１３７７６６７７１２
南林单株 ２ 号 ＮＪＦＵ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ Ｎｏ. ２ ６３３０１３７７４４７７１２
南林单株 ３ 号 ＮＪＦＵ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ Ｎｏ. ３ ６３３０１３５５６６１４１２
南林单株 ４ 号 ＮＪＦＵ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ Ｎｏ. ４ ６３３０１３９９６６３３１２
南林单株 ５ 号 ＮＪＦＵ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ Ｎｏ. ５ ６３３０１３９９７７３７６６
南林单株 ６ 号 ＮＪＦＵ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ Ｎｏ. ６ ６３３０１３７７８８４７６６
南林单株 ７ 号 ＮＪＦＵ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ Ｎｏ. ７ ６３３０１３３６３３３３２２
南林单株 ８ 号 ＮＪＦＵ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ Ｎｏ. ８ ６３３０１３４９４４５７１１
南林单株 ９ 号 ＮＪＦＵ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ Ｎｏ. ９ ６３３０１３３６４４３３２２

码ꎮ 种质信息编码的第 １ 位数字表示物种信息ꎬ薄壳

山核桃为引进种ꎬ因此为“６”ꎻ第 ２ 至第 ４ 位数字为

原产地信息ꎬ供试国外引进品种均从美国引种ꎬ因此

均采用美国代码“８４０”ꎻ第 ５ 位数字为种质资源类

别ꎬ引进品种为“４”ꎮ 指纹码依次为核心标记 ＰＭ－
ＣＩＮ４、Ｃｉｚ０２５、Ｃｉｚ０３３ 和 Ｃｉｚ０２３ 的扩增条带位置ꎮ 以

‘Ｐａｗｎｅｅ’为例ꎬ其数字指纹为 ６８４０４２６３３３３２５ꎬ表示

该样本为美国引进的薄壳山核桃品种ꎬ核心标记

ＰＭ－ＣＩＮ４、Ｃｉｚ０２５、Ｃｉｚ０３３ 和 Ｃｉｚ０２３ 的扩增条带位置

依次为 ２６、３３、３３ 和 ２５ꎮ
国内样本的数字指纹由 １４ 位数字组成ꎬ其中ꎬ前

６ 位数字为种质信息编码ꎬ后 ８ 位数字为指纹码ꎮ 种

质信息编码的第 １ 位数字也表示物种信息ꎬ与国外引

进品种相同ꎬ也为“６”ꎻ第 ２ 至第 ５ 位数字为原产地

信息ꎬ以国内各地区的行政区划代码为准ꎬ其中ꎬ３３０６
代表浙江省绍兴市ꎬ３３０１ 代表浙江省杭州市ꎬ３２０１ 代

表江苏省南京市ꎻ第 ６ 位数字为种质资源类别ꎬ选育

品种为“５”ꎬ优良单株〔实生资源(个体)〕为“３”ꎮ 指

纹码也依次为 ４ 个核心标记的扩增条带位置ꎮ 以‘绍
兴’为例ꎬ其数字指纹为 ６３３０６５３６６６７７１１ꎬ表示该样

本为浙江省绍兴市选育的薄壳山核桃品种ꎬ核心标记

ＰＭ－ＣＩＮ４、Ｃｉｚ０２５、Ｃｉｚ０３３ 和 Ｃｉｚ０２３ 的扩增条带位置

依次为 ３６、６６、７７ 和 １１ꎮ

３　 讨论和结论

传统的薄壳山核桃品种选育工作一般是对授粉

后产生的杂交子代进行筛选ꎮ 随着分子生物学技术

的不断发展ꎬ分子标记技术极大地促进了薄壳山核桃

优良品种的选育工作[５０－５２]ꎮ ＳＳＲ 标记是近年来发展

起来的一种分子标记技术ꎬ为典型的共显性标记ꎬ不
仅能够区分亲缘关系比较近的种类ꎬ而且能够鉴别同

一杂交组合中的不同个体[５３－５４]ꎮ 本研究利用筛选出

的 １０ 对 ＳＳＲ 引物成功鉴别出 ６２ 份薄壳山核桃样本ꎮ
值得注意的是ꎬ筛选出的 １０ 对 ＳＳＲ 引物对‘Ｅｘｃｅｌ’和
‘Ｓｃｈｌｅｙ’以及‘金华’和‘莫愁’的扩增条带一致ꎬ不
能将这 ２ 组样本区分开ꎬ应在后续研究中继续筛选合

适的 ＳＳＲ 引物ꎬ达到完全区分这些样本甚至更多样

本的目的ꎮ
聚类分析结果显示:多数薄壳山核桃样本的遗传

相似系数为 ０.５７０~ １.０００ꎬ这可能是因为薄壳山核桃

的杂交育种多选择综合性状优良的亲本ꎬ可供选择亲

５１
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本相对集中ꎮ 例如:‘Ｗａｃｏ’为‘Ｃｈｅｙｅｎｎｅ’和‘Ｓｉｏｕｘ’
杂交后代选育的品种ꎬ三者在遗传相似系数为 ０.２６２
时同属于Ⅰ组ꎻ ‘ Ｍａｈａｎ’ 为 ‘Ｗｉｃｈｉｔａ’、 ‘ Ｔｅｊａｓ’ 和

‘Ｍｏｈａｗｋ’的亲本之一ꎬ四者在遗传似系数为 ０.４３８
时同属于Ⅰ２亚组ꎻ‘Ｍｏｈａｗｋ’为‘Ｐａｗｎｅｅ’和‘Ｃｒｅｅｋ’
的亲本之一ꎬ三者在遗传相似系数为 ０.４３８ 时也同属

于Ⅰ２亚组ꎮ 另外ꎬ聚类结果显示供试薄壳山核桃的

部分国内样本与美国引进品种间的遗传相似系数较

高ꎬ说明其亲缘关系较近ꎮ
综上所述ꎬ供试薄壳山核桃样本间的遗传相似性

较大ꎮ 利用筛选的 １０ 对 ＳＳＲ 引物确定的 ４ 个核心标

记(ＰＭ－ＣＩＮ４、Ｃｉｚ０２５、Ｃｉｚ０３３ 和 Ｃｉｚ０２３)能够鉴别出

６２ 份薄壳山核桃样本ꎬ并且利用种质信息编码和指

纹码成功构建了 ６２ 份薄壳山核桃样本的数字指纹ꎬ
能够快速、高效鉴别供试的绝大多数样本ꎮ
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