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摘 要 以黄果枸杞(Lyciumbararumvar.auranticarpum ,用P1 表示)为父本,北方枸杞(L.chinensevar.

potaninii,用P2 表示)为母本,杂交获得F1群体91个单株。从66对SSR引物中筛选出具有双亲互补型杂合

位点6对引物,对91个F1单株进行杂种鉴定和遗传变异分析。结果表明:6对引物在91个单株进行扩增检

测结果中有83个单株在6个SSR位点上表现为双亲互补型杂合位点,可被认定为真杂种,杂种率为91.2%,

另外8个单株出现异常SSR基因型,需要结合细胞学进一步验证。UPGMA聚类分析结果显示:在遗传距离

为0.712处,83个F1单株被划分为2大类,第Ⅰ大类包括38个F1单株,占45.8%,第二大类包括45个F1单
株,占54.2%。杂交后代遗传变异大,遗传多样性丰富。
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  中国是枸杞(Lyciumbararum L.)原产地和

最大生产国。枸杞属于异花授粉,存在杂合度较

高、杂交后代性状不稳定等问题。目前,通过人工

杂交选育的品种仅有‘宁杞菜1号’[1],而推广种

植面积大的品种‘宁杞1号’‘宁杞5号’‘宁杞7
号’和‘宁农杞9号’等[2-5]新品种都是通过群体选

优,使得枸杞品种资源间的遗传结构狭窄,遗传多

样性较低[6-8]。杂交育种是常规育种手段,促进亲

本基因重组,创造丰富的遗传变异。相比较其他

茄科植物,如番茄、辣椒等[9-10],枸杞杂交育种还

存在育种方法和技术的滞后,育成中间材料少等

问题。因此,要充分重视枸杞杂交育种工作,创制

更多育种中间材料,充分挖掘和利用中国野生枸

杞资源的优势。
杂种鉴定是杂交育种一项重要工作环节,其

主要目的是降低育种成本,提高育种效率。传统

的杂种鉴定方法有形态学和细胞学等[11-12],这些

方法具有周期长及成本高等特点。随着高通量测

序技术和生物信息学快速发展,分子标记(SSR
和SNP)技术日趋完善,为快速完成杂种鉴定提

供技术支撑。SSR标记具有共显性遗传、多态性

高和重复性好等优点,已广泛应用于龙眼、沙田

柚、月季、老芒麦、黄麻和马铃薯等[13-17]植物杂交

后代鉴定,但在枸杞杂交种鉴定方面还没有报道。
本研究以黄果枸杞(P1)为父本,北方枸杞(P2)为
母本,进行人工杂交获得91个F1单株遗传分离

群体。采用SSR分子标记技术对该群体进行杂

种真实性鉴定和遗传变异分析,以期为进一步利

用该群体开展遗传学研究和分子辅助育种提供材

料和理论支撑。

1 材料与方法

1.1 试验材料

杂交亲本材料以黄果枸杞(L.bararumvar.
auranticarpum ,以P1 表示)为父本,北方枸杞

(L.chinensevar.potaninii,以P2 表示)为母本,
二者杂交获得 F1代91个单株(用 F1-2,F1-3,
……,F1-187表示),全部定植于宁夏农林科学院

国家枸杞种质库(38°38'49″N,106°9'10″E)。2017
年4月采集幼嫩叶片,立即放入液氮中保存,带回

实验室提取DNA。

66对SSR引物序列来源枸杞全基因组测序

所开发,由国家枸杞工程技术研究中心功能基因

实验室提供。



1.2 试验方法

1.2.1 DNA提取及检测 采用试剂盒法(天根,

DP305-02)提取基因组DNA,10g/L的琼脂糖凝

胶电泳检测DNA完整性,用分光光度计(Eppen-
dorf,BioPhotometerplus)将工作液质量浓度稀

释至100ng/μL,-20℃保存备用。

1.2.2 PCR扩增检测体系 PCR扩增反应在

ABIGeneAmp9600PCR扩增仪上进行。扩增

体系15μL:DAN模板1μL,10×Buffer1.5μL,

dNTP0.6μL,上下游引物各0.2μL,Taq 酶

0.1μL,M13引物1μL,最后用ddH2O补足至

15μL。扩增程序:94℃变性5min;94℃变性

30s,57℃退火30s,72℃延伸30s,25个循环;

94℃ 变性30s,53℃退火30s,72℃延伸30s,

15个循环;最后60℃延伸30min。
扩增产物检测:取1μLPCR扩增产物,加入

到含有9μL(0.5∶8.5)分子量内标和甲酰胺混

合液的96孔板中,95℃变性3min,ABI3730上

机检测。

1.2.3 杂交后代的SSR鉴定 利用66对SSR
引物对亲本及随机挑选2个F1单株进行扩增,筛
选出具有双亲互补型杂合位点的引物用于杂交后

代鉴定,扩增结果中具有双亲特异位点杂交后代

即为真杂种[13],对于双亲位点缺失杂交后代需要

进行重复性验证。

1.2.4 杂交后代遗传分析 利用 GeneMapper
4.0软件获取扩增产物片段大小,用DataForma-
ter2.7软件[18]进行标准化整理并转化为 NT-
SYS-pc2.10软件[19]输入格式,并由该软件计算

Nei72遗传距离。将 Nei72遗传距离矩阵导入

MEGA6.06[20]软件,采用 UPGMA法构建聚类

图,最 后 使 用iTOL 软 件 (https://itol.embl.
de/)在线编辑美化。

2 结果与分析

2.1 杂交后代获得

2015年5-6月采用常规杂交方法进行杂

交,以‘黄果枸杞’为父本,‘北方枸杞’为母本,将
获得杂交种子于2015年11月在温室进行催芽、
播种和穴盘育苗。2016年4月移栽至田间,株行

距为0.5m×3m,统一肥水管理水平。从定植幼

苗到结果期间有部分杂交后代死亡,最后获得成

活杂交后代91个F1单株。观察其果实性状变

异,果实有红色长柱形、黄色长柱形、黄色近圆形

和红色近圆形等,表型变异丰富(图1)。

2.2 特异性引物筛选

66对SSR引物在父母本及随机挑选的4个

子代中进行扩增,筛选出双亲互补型特异位点引

物6对(表1,图2),利用这6对引物进行杂交后

代鉴定分析。

A为杂交亲本 Parents,P1 为父本 Male,P2 为母本 Female;B为部分杂交后代 Someofhybridoffspring

图1 亲本与杂交后代的果实形态

Fig.1 Fruitmorphologyofparentsandhybridoffspring
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表1 6对SSR引物信息

Table1 Theinformationofsixprimerpairs
引物名称
Primername

重复单元
Repeats

上游引物序列(5'→3')
Forwardprimersequence

下游引物序列(5'→3')
Reverseprimersequence

LBSSR0001 (AGA)17 TTTCTATGCTGGATAGGATTCCTAG ACCCAAATACTGCCTTCTTAACC
LBSSR0046 (ATG)13 TTCGAGTCCATGTTTACTAAGAGC TCTCATAAGCTTCGGAGTCTCTG
LBSSR0103 (ATA)16 GGTTCAACATACAGACAGTCCTACA ACTAGAACTTCCGATCCTTCCAG
LBSSR0249 (TTC)14 CTCTGAGTGCGTCCACTTGAG ACAATGGTTGAACGAGTGAGAAG
LBSSR0256 (TTC)21 TCATCTTCTCACTTGCAATTACAG TGATGAACTGCTAGTGAGCTTGA
LBSSR0276 (GAA)16 GAAGATAAAGGGAAAGACATGGT TTTACTTCCAATTCACGCTTCA

  A 为引物 LBSSR0001 PrimerLBSSR0001;B为引物 LBSSR0046 PrimerLBSSR0046;C为引物 LBSSR0103 PrimerLB-
SSR0103;D为引物LBSSR0249 PrimerLBSSR0249;E为引物LBSSR0256 PrimerLBSSR0256;F为引物LBSSR0276 PrimerLB-
SSR0276

图2 双亲互补型杂合位点

Fig.2 Parentalcomplementaryheterozygousloci
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2.3 F1群体SSR的鉴定

利用筛选出6对双亲互补特异位点的引物对

91个单株进行扩增,扩增结果显示:91个单株中,

其中有83个单株在6个SSR位点上都有双亲互

补型杂合位点(图3),可被认定为真杂种,杂种率

为91.2%,8个单株出现异常SSR基因型(表2)。

图3 6对SSRs引物对单株F1-2扩增结果

Fig.3 AmplificationresultsofsixpairsofSSRsprimerforF1-2
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在8个 F1单株基因 型 中,有5株 在 引 物 LB-
SSR0256出现一条带为父本带,另一条带为新扩

增条带;2株(F1-29、F1-104)在引物LBSSR0046
和LBSSR0276中出现一条为母本带,另一条为

新扩增条带;1株F1-173号在LBSSR0046、LB-
SSR0249、LBSSR0256和 LBSSR0276这4个位

点中均出现1个亲本1条带,另一个亲本2条带,
推测其可能为3倍体或非整倍体,需要结合细胞

学实验进一步验证。

2.4 亲本与F1群体的聚类分析

根据SSR鉴定结果,剔除出现异常基因型的

8个单株。根据6对引物在2个亲本和83个单

株扩增结果构建(0,1)矩阵,计算供试材料间

Nei72遗传距离,采用 UPGMA 法构建聚类图

(图4)。结果显示:2个亲本间的遗传背景较大,
遗传距离为0.98;83株F1杂种间的遗传距离为

0.00~0.75。在遗传距离为0.712处可将83株

F1划分为2大类:第Ⅰ大类与父本聚类在一起,共

38株,占45.8%;第Ⅱ大类与母本聚类在一起,共

45株,占54.2%。在遗传距离为0.636处可进一

步将第Ⅰ类F1细分为2个亚类,第Ⅱ类F1细分为

2个亚类。聚类分析结果表明,杂交后代产生了

广泛的遗传变异,多样性丰富。

表2 6对引物检测到杂交后代异常基因型

Table2 Sixpairsofprimersdetectedabnormalgenotypesofhybridoffspring

亲本及子代
Parentsand
progenies

SSR引物 SSRprimers

LBSSR0001 LBSSR0046 LBSSR0103 LBSSR0249 LBSSR0256 LBSSR0276

父本 Male 132/225 153/174 136/165 142/149 115/120 125/167
母本Female 129/135 124/136 155/159 136/139 126/136 132/137
F1-8 115/139
F1-29 136/177
F1-41 120/139
F1-45 115/139
F1-104 129/135 117/136 129/137
F1-120 115/139
F1-156 115/139
F1-173 136/153/174 136/139/149 115/120/126 125/132/137

图4 杂交亲本与F1代聚类图

Fig.4 Dendrogramofparentsandeighty-threeprogenies
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3 讨 论

3.1 杂交后代真实性鉴定

随着高通量测序技术和生物信息学技术快速

发展,大量SSR标记被开发及应用于杂交后代鉴

定[16-17],由于SSR标记呈现共显性,理论上选用1
对特异性引物就可以鉴定出真假杂种,真杂种表

现为双亲互补型[13]。本试验利用筛选出6对杂

合显性引物对91个F1单株鉴定,其中8个F1单
株出现异常基因型(父本特异条带缺失或新增条

带),其余83株均为真杂种,杂种效率为91.2%。
条带缺失可能是由于配子形成过程中染色体的交

换及DNA分子碱基修饰引起的突变[13]。另外,

F1-173在 4 个 SSR 位 点 (LBSSR0046、LB-
SSR0249、LBSSR0256和LBSSR0276)出现1个

亲本1条带,另一个亲本2条带,其推测可能为非

整倍体,需要结合细胞学进行鉴定证实。本试验

首次基于枸杞全基因组序列开发的SSR标记对

枸杞杂交后代鉴定,将为杂交群体保存及开展高

密度遗传图谱构建奠定基础。

3.2 亲本与杂交后代遗传多样性分析

性状遗传分离是杂交育种的重要基础。枸杞

杂交育种工作起步较晚,杂交后代性状遗传规律

研究滞后。何军等[21]研究表明,枸杞杂交后代果

实大小性状属于数量性状。本试验中2个亲本间

的遗传差异较大,遗传距离为0.98。这与本课题

组前期利用iPBS进行枸杞种质资源多样性分析

中‘北方枸杞’与‘黄果枸杞’亲缘关系较远的结果

相一致[22]。北方枸杞果色为黄色,果形为长柱

形,平均单果质量为0.7g,果形指数为2.5;黄果

枸杞果色为黄色,果形为圆形,平均单果质量为

0.34g,果形指数为1.4。通过杂交,其杂交后代

产生了显著的遗传变异。在遗传距离为0.712
处,将83个真杂种分为2大类,第Ⅰ大类与父本

聚为一类,占45.8%,第Ⅱ大类与母本聚为一类,
占54.2%。杂种间存在丰富遗传多样性。田间

表型观察结果,F1代果实表现为黄色长柱形、红色

近圆形等,果实性状分离明显。这将为下一步利

用该群体构建高密度分子遗传图谱,开展果色性

状精细定位和相关基因挖掘研究提供参考,以期

解析枸杞果实颜色性状遗传调控。
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HybridIdentificationandGeneticAnalysisinWolfberry
F1PopulationUsingSSRMarkers

YINYue,ZHAOJianhua,HEXinru,LIANGXiaojie,ANWei,
QINXiaoyaandCAOYoulong

(NationalWolfberryEngineeringResearchCenter,NingxiaAcademyofAgriculture

andForestrySciences,Yinchuan 750002,China)

Abstract Atotalof91plantsofF1populationwereobtainedbycrossingL.bararum var.auranti-
carpumasamaleparent(expressedinP1)withL.chinensevar.potaniniiasafemaleparent(ex-
pressedinP2).SixpairsofSSRprimerswithparentalcomplementaryheterozygouslociwerescreened
outfrom66pairsofSSRprimersforhybridizationidentificationandgeneticvariationanalysisofthose
91plants.Sixpairsofprimerswereusedforamplificationexperiments.Theresultsindicatedthat83of
91plantsshowedparentalcomplementaryheterozygouslocionthese6SSRlociwiththeheterozygous
rateof91.2%,whichcouldbeidentifiedastruehybrids.Theother8plantsshowedabnormalSSR
genotypes,whichneededfurtherverificationwithcytology.FurtherUPGMAclusteranalysisrevealed
thatthe83plantsofF1populationweredividedintotwogroupsatgeneticdistanceof0.712.Thefirst
groupincluded38plants(45.8%)andthesecondgroupincluded45plants(54.2%).Hybridprogenies
havegreatgeneticvariationandrichgeneticdiversity.
Keywords Wolfberry;F1population;Hybrididentification;SSRmarkers;Geneticdiversity
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