
第 ３９ 卷　 第 ４ 期

２０１５ 年 ７ 月

南京林业大学学报 （ 自然科学版 ）
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ （Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ Ｅｄｉｔｉｏｎ）

Ｖｏｌ．３９， Ｎｏ．４
Ｊｕｌ．， ２０１５

ｄｏｉ：１０．３９６９ ／ ｊ．ｉｓｓｎ．１０００－２００６．２０１５．０４．００２

　 收稿日期：２０１４－０４－２１　 　 　 　 修回日期：２０１５－０２－２１
　 基金项目：国家林业公益性行业科研专项项目（ ２０１３０４７１１）； 江苏高校优势学科建设工程资助项目（ ＰＡＰＤ）
　 第一作者：李晖，硕士。 ∗通信作者：彭方仁，教授。 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｆｒｐｅｎｇ＠ ｎｊｆｕ．ｅｄｕ．ｃｎ。
　 引文格式：李晖，张瑞，彭方仁，等． 美国山核桃种质资源遗传多样性 ＩＳＳＲ 分析［ Ｊ］ ． 南京林业大学学报：自然科学版，２０１５，３９（４）：７

－１２．

美国山核桃种质资源遗传多样性 ＩＳＳＲ 分析

李　 晖１，张　 瑞１，彭方仁１∗，李永荣２，翟　 敏２

（ １． 南京林业大学林学院，江苏　 南京　 ２１００３７；２． 南京绿宙薄壳山核桃科技有限公司，江苏　 南京　 ２１００１４）

摘要：以 １６１ 个美国山核桃品种及株系、１ 个核桃品种和 １ 个山核桃品种为试材，利用 ＩＳＳＲ 分子标记技术对其进

行遗传多样性分析。 结果表明：１４ 条 ＩＳＳＲ 引物在供试品种中共扩增出 ５６ 条谱带，其中 ５５ 条为多态性条带，多
态性指数达 ９８％；供试品种的基因多样性指数为 ０．３６６ ８，Ｓｈａｎｎｏｎ 多态性信息指数为 ０．５４２ ８；品种间相似系数范

围为 ０．２９～０．９４，平均为 ０．６４９ ６，表明这些美国山核桃种质资源间的亲缘关系较近。 供试品种（单株）的遗传背

景比较复杂，根据聚类分析可将这些品种（株系）划分为 ９ 个类群。
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　 　 美国山核桃（Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｅｎｓｉｓ ）为胡桃科山核

桃属植物，是集果用、材用、油用、绿化于一体的多

功能经济树种。 我国引种美国山核桃已有 １００ 多

年历史，从美国引进并保存的山核桃品种 １００ 余

个，但目前普遍存在品种混乱、配置技术不成熟等

问题。 此外，国内品种主要采用表型选择，大果型

品种 多 为 ‘ Ｍａｈａｎ ’ 的 实 生 变 异， 遗 传 基 础 较

窄［１－４］。 相较于国外的栽培情况，品种资源的优势

和潜力未能得到体现，还有待进一步挖掘。 Ｃｏｎｎｅｒ
等［５］和张日清等［６－７］ 采用 ＲＡＰＤ 标记技术分别对

４３ 个美国山核桃品种和 ９ 个美国山核桃栽培群体

４５ 个单株的种子进行了群体结构分析。 Ｇｒａｕｋｅ
等［８］利用 １９ 个 ＳＳＲ 标记对 ４９ 个美国山核桃品种

进行了鉴定和遗传多样性评估。 而针对大批量美

国山核桃品种以及国内品种资源进行分子标记的

研究尚未见报道。 笔者通过利用 ＩＳＳＲ 分子标记技

术对 １６１ 个美国山核桃品种及株系、 １ 个核桃

（ Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ ） 品 种、 １ 个 山 核 桃 （ Ｃａｒｙａ
ｃａｔｈａｙｅｎｓｉｓ）品种进行遗传分析，旨在明确美国山核

桃品种间的遗传关系，更全面、系统地在分子水平

上揭示整个基因组的遗传变异和遗传多样性，为美

国山核桃品种鉴定和杂交育种提供理论参考。

１　 材料与方法

１．１　 试验材料

试验材料为来源于江苏省南京绿宙薄壳山核

桃科技有限公司收集的 １６１ 个美国山核桃品种及

株系（其中包括 ５０ 个美国引进品种、２７ 个国内选
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育品种及 ８４ 个公司初选的优良株系）、１ 个核桃

（ Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ ） 品 种、 １ 个 山 核 桃 （ Ｃａｒｙａ
ｃａｔｈａｙｅｎｓｉｓ）品种（表 １）。 以美国山核桃幼叶作为

提取基因组 ＤＮＡ 的供试材料，于 ２０１２ 年 ５ 月 １ 日

采集，置于密封袋中，做好标记，用冰盒带回实验

室，存放于－７０ ℃冰箱内备用。
表 １　 试验用美国山核桃种质资源信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｔａｉｌｓ ｏｆ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｅｎｓｉｓ Ｋｏｃｈ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

序号
Ｎｏ．

品种名称
ｃｕｌｔｉｖａｒ ｎａｍｅ

引种地
ｏｒｉｇｉｎ

序号
Ｎｏ．

品种名称
ｃｕｌｔｉｖａｒ ｎａｍｅ

引种地
ｏｒｉｇｉｎ

序号
Ｎｏ．

品种名称
ｃｕｌｔｉｖａｒ ｎａｍｅ

引种地
ｏｒｉｇｉｎ

１ ‘Ｐａｗｎｅｅ’ 美国 ５６ ‘建德 ３５’ 浙江建德 １１１ ‘灵东 １－３’ 江苏南京
２ ‘Ｍａｈａｎ’ 美国 ５７ ‘建德 ６３’ 浙江建德 １１２ ‘灵东 １－７’ 江苏南京
３ ‘金华’ 浙江金华 ５８ ‘建德 ６４’ 浙江建德 １１３ ‘亚林 ２３’ 浙江
４ ‘绍兴’ 浙江绍兴 ５９ ‘建德 １００’ 浙江建德 １１４ ‘博东 ５’ 江苏南京
５ ‘Ｓｈｏｓｈｏｎｉ’ 美国 ６０ ‘Ｉ 西 １’ 江苏南京 １１５ ‘吴实 ２’ 江苏
６ ‘Ｃｈｅｙｅｎｎｅ’ 美国 ６１ ‘Ｉ 西 ２’ 江苏南京 １１６ ‘吴实 ３’ 江苏
７ ‘Ｅｌｌｉｏｔｔ’ 美国 ６２ ‘Ｉ 西 ３’ 江苏南京 １１７ ‘Ｋｉｏｗａ’ 美国
８ ‘开普费尔’ 美国 ６３ ‘Ｉ 西 ４’ 江苏南京 １１８ ‘红星’ 美国
９ ‘福雷’ 美国 ６４ ‘Ⅱ西 １’ 江苏南京 １１９ ‘博东 ６’ 江苏南京
１０ ‘Ｗｉｃｈｉｔａ’ 美国 ６５ ‘ＩＩ 西 ２’ 江苏南京 １２０ ‘Ｍｏｈａｗｋ×ｓｔａｒｋ’ 美国
１１ ‘植保’ 江苏南京 ６６ ‘ＩＩ 西 １１’ 江苏南京 １２１ ‘Ｊａｍｅｓ（Ｕ．Ｄ．Ａ）’ 美国
１２ ‘Ｓｃｈｌｅｙ’ 美国 ６７ ‘ＩＩ 东 １４’ 江苏南京 １２２ ‘Ｇｉｂｓｏｎ（ＩＬ）’ 美国
１３ ‘草坪’ 江苏南京 ６８ ‘ＩＩ 东 ２１’ 江苏南京 １２３ ‘Ｈａｒｒｉｓ Ｓｕｐｅｒ’ 美国
１４ ‘南京 １４８’ 江苏南京 ６９ ‘ＩＩＩ 北 ５’ 江苏南京 １２４ ‘Ｓａｕｂｅｒ’ 美国
１５ ‘山核桃’ 浙江 ７０ ‘ＩＩＩ 北 ６’ 江苏南京 １２５ ‘Ｐｏｓｅｙ’ 美国
１６ ‘Ｘｉａｏｃａｏ’ 河南 ７１ ‘ＩＩＩ 北 １２’ 江苏南京 １２６ ‘钟山’ 江苏南京
１７ ‘盲 １’ 江苏南京 ７２ ‘ＩＩＩ 北 ４１’ 江苏南京 １２７ ‘Ｍｏｈａｗｋ×ｓｔａｒｋ’ 美国
１８ ‘中山 ２５’ 江苏南京 ７３ ‘ＩＩＩ 南 １４’ 江苏南京 １２８ ‘莫愁’ 江苏南京
１９ ‘Ｗｅｓｔｅｍ’ 美国 ７４ ‘ＩＩＩ 南 １７’ 江苏南京 １２９ ‘Ｄｅｓｉｒａｂｌｅ’ 美国
２０ ‘廖西 １’ 江苏南京 ７５ ‘ＩＩＩ 南 １９’ 江苏南京 １３０ ‘Ｃａｐｅ Ｆｅａｒ’ 美国
２１ ‘核桃’ 陕西 ７６ ‘ＩＩＩ 南 ２４’ 江苏南京 １３１ ‘Ｆｏｒｋｅｒｔ’ 美国
２２ ‘Ｔｅｊａｓ’ 美国 ７７ ‘ＩＩＩ 南 ４５’ 江苏南京 １３２ ‘Ｃｕｒｔｉｓ’ 美国
２３ ‘Ｃａｄｄｏ’ 美国 ７８ ‘ＩＩＩ 南 ４８’ 江苏南京 １３３ ‘Ｏｓａｇｅ’ 美国
２４ ‘Ｃｈｏｃｔａｗ’ 美国 ７９ ‘ＩＩＩ 南 ５０’ 江苏南京 １３４ ‘Ｃｏｌｂｙ’ 美国
２５ ‘高王 １’ 江苏 ８０ ‘ＩＶ１３’ 江苏南京 １３５ ‘Ｍｏｒｅｌａｎｄ’ 美国
２６ ‘吴半前’ 江苏南京 ８１ ‘ＩＶ 东 １７’ 江苏南京 １３６ ‘Ｓｕｍｎｅｒ’ 美国
２７ ‘仇 １’ 江苏 ８２ ‘ＩＶ 西 ２８’ 江苏南京 １３７ ‘Ｍｅｌｒｏｓｅ’ 美国
２８ ‘仇 ２’ 江苏 ８３ ‘Ｖ 东 ３’ 江苏南京 １３８ ‘Ｊａｃｋｓｏｎ’ 美国
２９ ‘仇 １３’ 江苏 ８４ ‘Ｖ 东 ４’ 江苏南京 １３９ ‘Ｍｉｓｓｉｓｓｉｐｐｉ１０’ 美国
３０ ‘仇 １６’ 江苏 ８５ ‘Ｖ 东 １２’ 江苏南京 １４０ ‘Ｐｒｉｌｏｐ’ 美国
３１ ‘物 １’ 江苏南京 ８６ ‘Ｖ 西 ５’ 江苏南京 １４１ ‘Ｗａｌｌｏｐｓ’ 美国
３２ ‘物 ２’ 江苏南京 ８７ ‘Ｖ 西 １７’ 江苏南京 １４２ ‘Ｗｉｔｔｅ’ 美国
３３ ‘物 ３’ 江苏南京 ８８ ‘Ｖ 西 １８’ 江苏南京 １４３ ‘Ｏｃｏｎｅｅ’ 美国
３４ ‘物 ９’ 江苏南京 ８９ ‘Ｖ 西 ４５’ 江苏南京 １４４ ‘Ｂａｋｅｒ’ 美国
３５ ‘物 １０’ 江苏南京 ９０ ‘ＶＩ３’ 江苏南京 １４５ ‘Ｌｕｃａｓ’ 美国
３６ ‘物 １１’ 江苏南京 ９１ ‘ＶＩ１９’ 江苏南京 １４６ ‘Ｃａｎｔｏｎ（ＭＯ）’ 美国
３７ ‘物 １３’ 江苏南京 ９２ ‘ＶＩＩ１－５’ 江苏南京 １４７ ‘Ｃｈｉｃｋａｓａｗ’ 美国
３８ ‘物 １４’ 江苏南京 ９３ ‘Ｎ５０１’ 江苏南京 １４８ ‘Ｉｓｌａｎａｌ’ 美国
３９ ‘物 １５’ 江苏南京 ９４ ‘Ｎ５０２’ 江苏南京 １４９ ‘Ｓｔｕａｒｔ’ 美国
４０ ‘鲁 １’ 山东 ９５ ‘Ｎ７０２’ 江苏南京 １５０ ‘Ｓｕｃｃｅｓｓ’ 美国
４１ ‘鲁 ２’ 山东 ９６ ‘Ｎ７０３’ 江苏南京 １５１ ‘Ｃａｏ ２’ 美国
４２ ‘鲁 ３’ 山东 ９７ ‘Ｎ７０４’ 江苏南京 １５２ ‘Ｄａｃａｏ’ 美国
４３ ‘鲁 ４’ 山东 ９８ ‘Ｓ２０４’ 江苏南京 １５３ ‘Ｏｖａｔａ’ 美国
４４ ‘鲁 ５’ 山东 ９９ ‘Ｓ３０１’ 江苏南京 １５４ ‘Ｇｌｏｒｉａ Ｇｒａｎｄｅ’ 美国
４５ ‘鲁 １０’ 山东 １００ ‘Ｓ３０３’ 江苏南京 １５５ ‘Ｓｉｏｕｘ’ 美国
４６ ‘水塔 ２’ 江苏南京 １０１ ‘Ｓ３０６’ 江苏南京 １５６ ‘灵东 ４－１２’ 江苏南京
４７ ‘水塔 ６’ 江苏南京 １０２ ‘Ｓ４０１’ 江苏南京 １５７ ‘Ｆａｒｌｅｙ’ 美国
４８ ‘水塔 １３’ 江苏南京 １０３ ‘Ｓ４０８’ 江苏南京 １５８ ‘中山 １８’ 江苏南京
４９ ‘建德 １’ 浙江建德 １０４ ‘兰北 １’ 江苏南京 １５９ ‘灵东 １－１０’ 江苏南京
５０ ‘建德 ２’ 浙江建德 １０５ ‘董 ３’ 山东 １６０ ‘中山 １９’ 江苏南京
５１ ‘建德 ３’ 浙江建德 １０６ ‘董 ６’ 山东 １６１ ‘吴办 １’ 江苏南京
５２ ‘建德 ６’ 浙江建德 １０７ ‘晋城 １０’ 山西 １６２ ‘中山 ２６’ 江苏南京
５３ ‘建德 ２５’ 浙江建德 １０８ ‘晋城 １４’ 山西 １６３ ‘ＶＩＢ’ 江苏南京
５４ ‘建德 ２８’ 浙江建德 １０９ ‘晋城 １５’ 山西
５５ ‘建德 ３０’ 浙江建德 １１０ ‘晋城 １７’ 山西

８
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１．２　 总 ＤＮＡ 的提取与检测

以佟兆国等［９］改良 ＣＴＡＢ 法为基础，提取美国

山核桃叶片基因组 ＤＮＡ。 ＤＮＡ 提取与纯化后，用
１．２％琼脂糖凝胶电泳对 ＤＮＡ 浓度和纯度进行初

步检测，再用蛋白核酸测定仪进行定量检测，并将

ＤＮＡ 稀释到约 １００ μｇ ／ ｍＬ 备用。
１．３　 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ 体系的建立与优化

ＩＳＳＲ 标记所用引物选自加拿大哥伦比亚大学

（ＵＢＣ）所设计的 １００ 个随机引物，选取 １ 个 ＤＮＡ
模版对 １００ 个 ＩＳＳＲ 引物进行 ＰＣＲ 扩增，筛选能扩

增出多态性条带的引物，再另外选取 ２ 个地域距离

相对较远的模版 ＤＮＡ 对初次筛出的引物进行复

筛，最终筛选出 １４ 条扩增条带多、信号强且稳定性

高的引物用于 ＰＣＲ 扩增，所筛选出的引物由南京

金斯特科技有限公司合成。 ＰＣＲ 扩增总体积为 ２５
μＬ，其中 Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ０．６２５ Ｕ，ｄＮＴＰ（含 Ｍｇ＋）
０．４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，引物 ０．８ μｍｏｌ ／ Ｌ，模版 ＤＮＡ ４０ ｎｇ，不
足部分用 ｄｄＨ２Ｏ 补足。 ＰＣＲ 扩增程序采用 Ｔｏｕｃｈ⁃
Ｄｏｗｎ ＰＣＲ： ９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎ，９４ ℃变性 ３０ ｓ，４５
℃退火 ３０ ｓ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，３０ 个循环，７２ ℃延

伸 ５ ｍｉｎ，４ ℃保存。 ＰＣＲ 产物使用 １．５％的琼脂糖

凝胶（含 ＥＢ）于 １４０ Ｖ 恒定电压下电泳，电泳结果

用自动凝胶成像系统拍照分析。 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ 扩增

反应在美国伯乐公司 Ｍｙ Ｃｙｃｌｅ ＰＣＲ 扩增仪上

进行。
１．４　 数据处理

将筛选出的引物所扩增的 ＩＳＳＲ－ＰＣＲ 产物用

琼脂糖凝胶电泳分离，所得的电泳图谱中的每个条

带均视为一个引物的结合位点。 选用清晰、重复性

好的条带进行分析，用人工读带法，按条带的有或

无分别赋值，扩增条带有记为 １，无记为 ０。

２　 结果与分析

２．１　 引物筛选及 ＩＳＳＲ 扩增

用筛选出的条带清晰、重复性好、多态性强的

１４ 条引物对 １６３ 份供试样品进行 ＰＣＲ 扩增。 ＩＳＳＲ
引物的序列组成及多态性水平见表 ２，由表 ２ 可

知：从 １６３ 份样品 ＤＮＡ 中共扩增出 ５６ 条谱带，其
中多态性谱带 ５５ 条，平均每个引物扩增出 ４ 条多

带性谱带，多态性条带比例为 ９８％；引物 ＵＢＣ８２５
最多，扩增出 ７ 条多态性条带，引物 ＵＢＣ８６８ 最少，
只扩增出 ２ 条多态性条带；产物大小在 １００～ ２ ０００
ｂｐ 之间。 不同引物扩增的带数不同，且同一引物不

同基因组 ＤＮＡ 扩增的条带数也不一样，这充分体现

了薄壳山核桃基因组 ＤＮＡ 的多态性，从而说明了不

同供试材料之间的遗传差异性。
表 ２　 筛选出的引物序列及多态性比较

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ

引物编号
Ｎｏ． ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物序列（５′➝３′）
ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

多态性条带数
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｂａｎｄｓ

总条带数
ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｔｏｔａｌ ｂａｎｄｓ

多态性百分率 ／ ％
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｂａｎｄｓ
ＵＢＣ８１７ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＡ ４ ４ １００

ＵＢＣ８２５ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＴ ７ ７ １００

ＵＢＣ８３６ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＹＡ ３ ３ １００

ＵＢＣ８４４ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＲＣ ４ ４ １００

ＵＢＣ８４５ ＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＲＧ ５ ６ ８３．３

ＵＢＣ８４６ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＲＴ ４ ４ １００

ＵＢＣ８４７ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＲＣ ４ ４ １００

ＵＢＣ８４８ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＲＧ ３ ３ １００

ＵＢＣ８５０ ＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＹＣ ３ ３ １００

ＵＢＣ８５４ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＲＧ ３ ３ １００

ＵＢＣ８５６ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＹＡ ３ ３ １００

ＵＢＣ８５８ ＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＲＴ ５ ５ １００

ＵＢＣ８５９ ＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＲＣ ５ ５ １００

ＵＢＣ８６８ ＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡ ２ ２ １００

总计 ｔｏｔａｌ ５５ ５６ ９８

２．２　 扩增产物的多态性分析

利用物种遗传分析软件 Ｐｏｐｇｅｎｅ （版本号

１􀆰 ３２）对统计的 ０ ／ １ 数据矩阵进行分析，计算 １４ 条

引物所扩增出的各个特异位点的等位基因平均数、
有效等位基因数、基因多样性指数和 Ｓｈａｎｎｏｎ 多态

性信息指数。 结果表明：１６３ 份供试材料的等位基

９
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因数为 ２􀆰 ０００ ０±０􀆰 ０００，有效等位基因数为 １􀆰 ６４３ ５±
０􀆰 ３１２ ３，基因多样性指数为 ０􀆰 ３６６ ８ ± ０􀆰 １３４ ４，
Ｓｈａｎｎｏｎ 多态性信息指数为 ０􀆰 ５４２ ８±０􀆰 １６０ ２。 各

位点遗传多样性程度存在较大差别，基因多样性指

数最大值为 ０􀆰 ５００ ０，最小值为 ０􀆰 １０１ ４；Ｓｈａｎｎｏｎ 多

态性信息指数最大为 ０􀆰 ６９３ １，最小为 ０􀆰 １１６ ４。 这

４ 项指标的标准差都较小，说明估计的精度较高，
因而 ＩＳＳＲ 适用于美国山核桃资料的遗传多样性

分析。
２．３　 １６３ 份美国山核桃材料的聚类分析

利用 ＮＴＳＹＳ 软件按照 ＵＰＧＭＡ 法进行聚类分

析，从利用 ＩＳＳＲ 结果构建的亲缘关系树状图中可

以看出，供试品种相似系数为 ０􀆰 ２９ ～ ０􀆰 ９４，大部分

美国山核桃材料的相似系数值集中在 ０􀆰 ６２ ～ ０􀆰 ９４
之间，说明这些材料间的遗传相似性较大；而相似

系数最小值为 ０􀆰 ２９，又说明这些材料间存在一定

的差异。 在薄壳山核桃 ＩＳＳＲ 聚类分析图（图 １）
中，当相似系数为 ０􀆰 ５８６ 时，可以把供试材料分为

９ 个类群：
类群Ⅰ包含 １４１ 个品种，该类群在相似系数为

０􀆰 ５９０ 处又可分为 ２ 个亚群，亚群Ⅰ－１ 包括 １３７ 个

品种，在相似系数为 ０􀆰 ６０１ 处又分为 ２ 个组，第 １
组包括 １３１ 个品种，它们在相似系数为 ０􀆰 ６０３ 处又

分为 ２ 个小组，其中第 １ 小组包括 １５ 个品种，第 ２
小组包括 １１６ 个品种；类群Ⅱ包括 Ｃａｏ ２、Ｇｌｏｒｉａ
Ｇｒａｎｄｅ ２ 个品种；类群Ⅲ只包括 Ｎ７０３ 这 １ 个样本；
类群Ⅳ包括山核桃、核桃 ２ 个品种；类群Ⅴ包括 ７
个品种（ Ｓ３０３、Ｓ３０６、Ｓ４０１、Ｓ４０８，兰北 １、Ｓｕｃｃｅｓｓ、
Ｃａｎｔｏｎ）；类群Ⅵ包括鲁系列（鲁 ３、鲁 ４、鲁 ５）３ 个

品种；类群Ⅶ包括 ４ 个品种；类群Ⅷ包括建德系列

（建德 １、建德 ２）２ 个品种；类群Ⅸ只包括Ⅲ南 ４８
这 １ 个品种。 ９ 个类群之间的遗传距离如表 ３
所示。

聚类分析结果表明同一系列的品种常聚为一

类，如建德系列的多数品种聚在第 ２ 小组内；遗传

基础相似的品种也被聚为一类，如‘波尼’和‘马
汉’的遗传距离较近；部分地理来源相同或遗传背

景相似的品种能聚在同一类群，如从美国引进的品

种多数聚在一起。 ７８ 号品种Ⅲ南 ４８ 形成单独的

分支，表明与其他品种的亲缘关系较远，可能由于

某些因素导致与其他品种缺乏基因交流，从而导致

遗传距离上存在较大差异。

图 １　 薄壳山核桃种质资源的 ＩＳＳＲ 结果聚类分析图

Ｆｉｇ．１　 Ｔｈｅ ｍａｐ ｏｆ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ Ｃａｒｙａ
ｉｌｌｉｎｏｅｎｓｉｓ

０１
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表 ３　 Ｎｅｉ′ｓ 遗传一致度（右上角）和类群间遗传距离（左下角）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｎｅｉ′ｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｔｙ （ａｂｏｖｅ ｄｉａｇｏｎａｌ） ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ （ｂｅｌｏｗ ｄｉａｇｏｎａｌ）

类群 ｐｏｐＩＤ １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９

Ⅰ ∗∗∗∗ ０．８８５ ２ ０．７９０ ３ ０．７９４ ７ ０．９２３ ６ ０．８４９ ４ ０．８７８ ８ ０．８３０ １ ０．８０６ １
Ⅱ ０．１２２ ０ ∗∗∗∗ ０．６４４ ７ ０．７４７ ３ ０．８３３ １ ０．７５６ ７ ０．８０２ ２ ０．７７２ ３ ０．７１４ ３
Ⅲ ０．２３５ ４ ０．４３８ ９ ∗∗∗∗ ０．６６６ ３ ０．６７８ ６ ０．７０３ ９ ０．６１２ ７ ０．５４２ ９ ０．５８１ ８
Ⅳ ０．２２９ ８ ０．２９１ ３ ０．４０６ ０ ∗∗∗∗ ０．８０５ ２ ０．６９１ ６ ０．６６５ ３ ０．６５８ ３ ０．６７２ ６
Ⅴ ０．０７９ ５ ０．１８２ ６ ０．３８７ ８ ０．２１６ ６ ∗∗∗∗ ０．８４７ ９ ０．８６９ １ ０．８２１ ０ ０．８１６ ５
Ⅵ ０．１６３ ２ ０．２７８ ８ ０．３５１ １ ０．３６８ ８ ０．１６５ ０ ∗∗∗∗ ０．８５７ １ ０．７７３ ８ ０．７５０ ９
Ⅶ ０．１２９ ２ ０．２２０ ３ ０．４８９ ９ ０．４０７ ５ ０．１４０ ３ ０．１５４ １ ∗∗∗∗ ０．９５３ １ ０．８１６ ３
Ⅷ ０．１８６ ２ ０．２５８ ４ ０．６１０ ９ ０．４１８ １ ０．１９７ ３ ０．２５６ ４ ０．０４８ ０ ∗∗∗∗ ０．８１７ ０
Ⅸ ０．２１５ ６ ０．３３６ ４ ０．５４１ ６ ０．３９６ ５ ０．２０２ ７ ０．２８６ ５ ０．２０３ ０ ０．２０２ ２ ∗∗∗∗

　 　 根据遗传距离，利用 ＵＰＧＭＡ 法进行聚类分

析，可得到 ９ 个类群的遗传距离树状图（图 ２）。 结

合表 ３ 可以看出：９ 个类群中，遗传距离最近的为

类群Ⅶ与类群Ⅷ，说明鲁 １０ 及水塔系列的水塔 ２、
６、１３ 与建德系列的建德 １、２ 亲缘关系较近；遗传

距离最远的为类群Ⅲ与类群Ⅷ，说明这两个类群内

品种间亲缘关系较远。

图 ２　 ９ 个类群的 ＵＰＧＭＡ 聚类分析图

Ｆｉｇ．２　 Ｔｈｅ ｍａｐ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

３　 讨　 论

分子标记技术已广泛地应用于植物种群的遗

传多样性分析［１０－１３］。 此次研究利用 ＩＳＳＲ 分子标

记技术，用 １４ 条引物对 １６３ 个供试品种进行扩增，
所得到的多态性比率为 ９８％，Ｓｈａｎｎｏｎ 信息指数为

０．５４２ ８，表明扩增位点的多态性水平较高，这与施

娟娟等［１４］ 研究结果相近，明显高于刘广勤等［１５］ 和

Ｊｉａ 等［１６］的研究结果。 遗传多样性分析结果显示

１６３ 份供试品种的基因多样性指数为 ０．３６６ ８，其遗

传多样性水平较低，这与 Ｇｒａｕｋｅ 等［８］、刘晓丽

等［１７］利用分子技术对美国山核桃品种进行研究，
得出其遗传基础较窄的结果一致。 这可能是由于

从国外引进的美国山核桃品种大多由美国农业部

的德克萨斯州试验点提供，来源较为单一，且国内

优选品种大多为国外品种的实生变异，因而遗传多

样性相对较低［１］。 然而，小部分我国优选的品种

如 Ｓ 系列（Ｓ３０３、Ｓ３０６、Ｓ４０１、Ｓ４０８）、鲁系列（鲁 ３、
鲁 ４、鲁 ５）和建德系列（建德 １、建德 ２）等品种，具
有较高的遗传多样性，遗传变异丰富，遗传基础较

宽，这与张日清等［７］ 运用 ＲＡＰＤ 标记技术对美国

山核桃群体遗传多样性进行分析，发现我国的群体

遗传差异大于原产地美国的群体遗传差异的结果

相似。 因此，利用我国特有的美国山核桃种质资

源，与美国引种的种质资源相结合，对于开展美国

山核桃杂交育种，加快新品种培育进程是十分有

利的。
美国山核桃目前在我国的分布范围以江苏、浙

江、云南较为集中。 云南大理，江西南昌，浙江建

德、富阳，河南洛宁、郑州，江苏南京、溧水，山东聊

城等地，已有局部规模性发展［２］。 聚类图显示，
１６３ 个供试品种株系可分为 ９ 个大类群。 其中类

群Ⅰ最多，其他 ８ 个类群较少，且各类群与类群Ⅰ
的遗传距离都较近，类群Ⅲ最远为 ０．２３５ ４，类群Ⅱ
最近为 ０．１２２ ０。 部分地理来源相同的品种聚在同

一类群，如Ⅲ系列和建德系列的大部分品种均聚合

在一起。 此外，类群Ⅳ中的核桃和山核桃虽为不同

属植物，但两者在相似系数为 ０．６４１ 处聚为同一类

群，且未与美国山核桃品种聚在一起，刘晓丽等［１７］

认为这两大栽培类型通过基因水平上的不断交流，
遗传距离可能在逐步缩小。

多数美国品种的相似系数值在 ０．５７ ～ ０．９４ 之

间，分布相对集中，与 Ｇｒａｕｋｅ 等［８］利用 ＳＳＲ 分子标

记分析美国山核桃亲缘关系的研究结果相似。 这

可能是由于美国山核桃大部分品种由杂交育种而

得，而育种人员多倾向于选育综合性状优良的材

料，因而亲本相对集中。 如‘施莱’作为‘马汉’和
‘马罕开普费尔’的亲本，‘施莱’与‘开普费尔’、
‘施莱’与‘开普费尔’、‘马汉’与‘施莱’的相似系
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数分别为 ０．６７、０．７２、０．５７，３ 个品种的遗传距离较

近，与 Ｊｉａ 等［１６］ 研究结果一致。 Ｃｏｎｎｅｒ 等［５］ 认为

引起基因遗传变异的原因与地理距离、生境条件、
栽培管理强度和苗木繁殖方式等有较大关系。 部

分我国优选的品种和美国引进的品种亲缘关系很

近，如‘钟山’、‘莫愁’等是我国历史上选育的品

种，而‘施莱’、‘威奇塔’等是从美国引进的品种，
这两类同被聚在类群Ⅰ亚群Ⅰ－１ 第 １ 组第 ２ 小组

中；‘南京 １４８’和‘福雷’相似系数为 ０􀆰 ４８，被聚类

在一起。 这可能是由于国外品种引进以后，受到当

地气候条件和种植方式的影响，不断引种驯化和人

工选育使美国山核桃品种间不断异交而呈现出较

近的亲缘关系［５］；另一方面也可能是引进过程中由

于人为原因，将品种名称自行音译而出现同物异名、
同名异物的现象，从而造成遗传距离较近。 该研究

所取材料均来自于人工建立的群体，而非天然群体，
因此繁殖方式、人工干预强度可能成为影响其遗传

分化程度的因素［５］。 分子标记作为传统分类方法的

补充，可以减少环境条件和形态描述产生的误差，为
进一步选择优良品种奠定基础［１８］。

综上，由美国引进和我国选育的美国山核桃品

种遗传多样性水平较低，遗传基础较窄。 应充分利

用我国特有的美国山核桃种质资源，通过杂交等遗

传方法聚合有利基因，尽量扩大育种材料的遗传

基础。
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