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云南南部不同种源地小桐子遗传多样性的 ISSR分析 
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摘要：应用 ISSR分子标记方法对采 自云南的 8个居群的小桐子 (Jatrop~ c珊优s)共 158个个体进行遗传多 

样性分析。8个 ISSR引物共扩增到了 67个位点，其中61个是多态性位点。分析结果表明：(1)云南小桐 

子的遗传多样性水平很高。在物种水平上，平均每个位点的多态位点百分率 坷=91．04％，有效等位基 

因数 Ⅳ，=1．5244，Nei S基因多样性指数 =0．3070，Shannon多样性信息指数 见 =0．4618；在居群水平上， 

P阳 =55．04％，Ⅳ，=1．3826， =0．2171，Shannon多样性信息指数 见=0．3178。(2)居群间的遗传分化低 

于居群内的遗传分化。基于 Nei S遗传多样性分析得出的居群间遗传多样性分化系数 =0．2944。AMOVA 

分析显示：云南小桐子 的遗传变异 主要存在于居群 内，占总变异的 63．50％，居群间 的遗传 变异 占 

36．50％。(3)居群间的地理距离及遗传一致度并不存在相关性。鉴于以上指标，我们推测云南小桐子可 

能来 自不同的地区。 
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Abstract：The genetic diversity of 158 individuals from eight semi-wild populations from Yunnan Province was estimated 

using ISSR method(8 primers)．The results revealed an extmo m词y high level of genetic diversity(at species level， 

percentage of polymorphic loci PPB=91．04％ ，effective number ofalleles N =1．5244 ，Neit S 1973 gene diversity H 

： 0．3070，and Shannon S information index =0．4618；at population level，PP日=55．04 ％ ， =1．3826 ，Nei S 

(1973)gene diversity =0．2171，and Shannon S information index =0．3178)．Tne level of genetic differentiation 

between populatiom is lower than that among populations．Tne low level of genetic differentiation among populations was detect- 

ed，based onNei Sgeneticdiversity analysis(29．44％)，andAMOVA(36．50％)．Thereis no associationsbetween geographical 

distance and genetic identity．We sU嘤est that．，a折 J ofYtmnan Province might not be introduced fromthe呲 place． 
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小桐子 (Jatropha curca3 L．)，属大 戟科 

(Euphorbiaceae)，膏桐属 (Jatropha)植物。起源 

于墨西哥及中美洲，现在拉丁美洲、亚洲及非洲 

的许多国家均有分布。它是一个耐干旱的物种， 

在热带地区以绿篱的方式被广泛栽培，其种子对 

人类和动物具有毒性。小桐子是多倍体，其染色 

体数为22(Heller，1996)。 

小桐子在引种到我国的 100年里，已经在其 

适生区发展成野生或半野生状态，主要分布于我 

国的云南、四川、贵州、广西、广东及台湾等地 

区。小桐子种仁的最高含油量约为 60％，超过 

油菜及大豆等常见的油料作物；从小桐子中提取 

的生物柴油可适用于各种柴油发动机，其在闪 

点、凝固点、含硫量、一氧化碳排放量、颗粒值 

等关键技术指标上均优于国内零号柴油，因此小 

桐子是一种优良的生物柴油原料。目前，在小桐 

子的遗传多样性研究方面未见报道。 

ISSR(inter-simple sequence repeat)分子标记 

是一种简单重复序列区间扩增多态性分子标记， 

具有 DNA样品用量少、操作简单、快速灵敏和 

实验成本低等优点，而且实验重复性好、信息量 

大且多态性高，因而是一种非常理想的检测物种 

内遗传变异的分子标记，现已被广泛应用于遗传 

多样性分析和居群生物学的研究 (陈俊秋等， 

2006；杨淑达等，2005；张萍等，20o6)、种质资 

源鉴定 (周晔等，2006；邓传良等，20o6)，以及 

物种的系统分类学比较 (Huang and Sun，2000； 

Joshi等，2000)等方面，同时也成为构建遗传图 

谱的有力工具 (K0iilna等，1998)。 

本文采用 ISSR分子标记对产于云南南部 8 

个居群的遗传多样性进行了研究，旨在阐明其遗 

传多样性水平和遗传结构等。 

l 材料与方法 

1．1 实验材料 

实验材料来 自于云南省的保山、西双版纳、德宏、 

玉溪、文山、红河、临沧、普洱等地 (图 1)，共计 8个 

居群 158个样本。实验时所用的材料均在中国科学院西 

双版纳热带植物园进行过迁地保存。采样过程中，对于 

个体数大于20株的居群按照均匀分布、随机取样的原则 

进行采样，而对于个体少于此数的居群进行全部个体采 

样 ，采样时所用叶片均为新鲜幼叶。各个居群的具体位 

置和采样个体数详见表 1和图 1。 

图 l 8个云南小桐子居群的取样分布图 (居群代号同表 1) 

Fig．1 Lo~ltions 0fthe eight sampled Jatropha cû populations 

Poptdation codes arethe sall1e asthoseinTable1． 

表 l 用于ISSR分析的 8个小桐子居群信息 

Table l Population information of J~tropha cu／-o0~for ISSR analyses 
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1．2 基因组 DNA提取 

采用了改良后的 CTAB法提取基因组 DNA，在0_8％ 

的琼脂 糖胶 中电 泳 3o一40 min，用紫外 分 光光度 计 

(Beckman DU800)检测其质量及浓度后放入 一20℃冰箱 

里储存备用。 

1．3 引物筛选与 P 扩增 

所用引物系列为加拿大哥伦比亚大学 UBC公司公布 

的第 9套 ISSR引物序列 (http：／／www．michaelsmitb．ubc．ca／ 

services／NAPS／Primer_Sets／)，由上海生工合成。引物筛选 

时每个居群随机挑选 2个模版在 20 的反应体系中进行 

扩增筛选 ，从前 60个引物中选取 8个扩增条带清晰、重 

复性好的引物 (表 2)用于全部 8个居群样本分析。 

表 2 用于小桐子居群扩增的 ISSR引物 

Table 2 ISSR primers usedfor generatingISSRmarkers 

from Jatro~ c“n populations 

PCR扩增反应在 Bio-RadPCR仪上进行 ，经过比较与 

优化确定最佳的 ISSR扩增条件为 20 反应体系，内含 2 

×buffer，2．0mmol／LMgC12，250t~m／td d[~rPs，0．5t~m／td引 

物，1 U Taq DNA聚合酶 ，25喂模板 DNA。 

PCR扩增程序：95℃预变性 7 rain；95℃变性 45 S， 

(44 55)℃退火 45 S，72℃延伸 1 min(35个循环)；72℃ 

延伸 7min。 

PCR扩增产物在 1．8％的琼脂糖凝胶上电泳 (0．5× 

TBE，5V／cm)分离，以 DNA Maker DI2(X)0(1(30—3 000 

bp)(博大生物工程有限公 司)为分子标记，溴化乙锭 

(EB)染色显带。DNA片段通过凝胶成像系统 (uPV)观 

察记录。 

1．4 数据统计分析 

按照电泳图谱 中同一位置上 DNA带的有无进行统 

计，有带的记为 ⋯1’，无带的记为 “0”。记录清晰、稳 

定且长度在 300 1 300 bp范围内的扩增带，形成 0／1矩 

阵图输入计算机。应用 POPGENE1．31(Yeh等，1999)软 

件在假定种群处于 Hardy-Weinberg平衡状态下，对全部居 

群和各单个居群分别进行遗传参数分析，分别计算了多 

态位点百分率 (PPB)、观测等位基因数 ( )、有效等位 

基因数 ( )、Nei S(1973)基 因 多样性 指 数 ( )、 

Shannon s信息指数 ( )、群体总基因多样性 ( )、群 

体内基因多样性 ( )、群体间的遗传分化系数 ( )、 

Nei S(1978)遗传距离 (D)和遗传一致度 (，)，并据此 

用 UPGMA方法进行聚类，分析各群体之间的遗传关系。 

运用 DCFA1．1(张富民和葛颂 ，2001)对 ISSR表型数据矩 

阵进行计算 ，得到表型间的距离系数 ，组成 WINAMOVA 

所需要的距离系数 ( )矩阵文件，即距离文件 (dis) 

然后采用 WINAMOVA软件 (Excofiler，1993)对居群间和 

居群内的遗传变异进行分子变异分析 (AMOVA)。 

2 结果 

2．1 物种和居群水平的遗传多样性 

八条引物共检测到 67个位点，其中61个位 

点是多态性位点。在物种水平上，云南小桐子具 

有很高的多态位点百分率 PPB=91．04％ (表 3)、 

平均每个位点的有效等位基因数 =(1．5244-t- 

O．3482)、Nei S基因多样性指数 =(0．3070-t- 

O．1673)、Shannon信息指数 no=(0．4618-t-O．2208) 

(表4)。在居群水平上，各居群的多态位点百分 

率差异大 (43．28～67．16％)(表3)，平均值为 

55．04％，平均每个位点的有效等位基因数 Me= 

1．3826、Nei S基 因多样性 指数 He=0．2171、 

Shannon信息指数 no：0．3178(表 4)。 

表 3 云南小桐子各居群的多态位点百分率 

(肿 )统计 (居群代号同表 1) 

Table 3 The PPB values of all Jatro#~cll,r~ population 

Population codes are the same as those ofTable 1 

Shannon信息多样性指数显示了各居群的遗 

传变异由高到低依次为西双版纳 (XSBN)>文 

山 (WS) >临沧 (LC) >红河 (HH) >德宏 

(DH)>玉溪 (YX)>普洱 (PR)>保山 (Bs) 

(表4)，与 PPB值分析的结果一致。各居群间均 
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保山 Bs 

西双版纳 XSBN 

德宏 DH 

玉溪 YX 

文 山 WS 

红河 HH 

临沧 LC 

普洱 PR 

平均 Mean 

物种水平 At species level 

1．4328±0．4992 

1．6716±0．4732 

1．5522±0．5010 

1．4776±O．5O33 

1．64l8±0．483l 

1．5522±0．5010 

1．6ll9±0．4910 

1．4627±0．5024 

1．55O4 

1．9lO4±O．2877 

1．2875±0．379o 

1．4894±0．3985 

1．367O±O．399l 

1．3278±0．3840 

1．4844±0．3994 

1．3774±0．405l 

1．422l±0．3794 

1．3O49±0．3734 

1．3826 

1．5244±O．3482 

0．1644±0．205l 

O．2744±O．2傩 2 

O．2町9±O．2l25 

O．1880±O．2087 

O．27o5±O．2l27 

O．2l25±0．2l43 

O． ±O．2087 

O．1768±O．2039 

0．217l 

O．3O70±0．1673 

O．2422±0．2944 

O．399 ±0．2946 

O．3O57±O．3017 

O．2762±O．30o3 

O．39l2±O．3026 

O．3l15±0．3040 

O．3547±O．299 

O．2614±0．2944 

0．3178 

0．4618±0．2208 

Na．Observed number of alleles； ，effective number of alleles；He，Nei s(1973)gene diversity；Ho，Shannon s information index(mean． ；At 

specieslevel， )． 

表5 小桐子居群基因多样性Nd s分析 

Table 5 Nei s(1987)analysis of gene diversity in Jatroplm c“r℃Ⅲ populations 

， total gene diversity； ．gene diversity within populations； ，coefficient of gene differentiation；Ⅳm，gene flow，(Nm：O．5(1一Gs,)， 1) 

表 6 小桐子的AMOVA分析 

Table 6 Analysis of molecular v~ance(AMOVA)for J c 

P值表示比观察值的变异大的概率，这个概率是通过把居群中的样本经过 l 000次随机排列改变计算得到的。SSD．Sum of squared devia— 

tion；MSD，Mean of 哪 Jared deviation． P—values ale the probabilities of hating a mole extreme variance component than the observed values alone． 

Probabilities wei'c calculated by l 000 random permutations of individuals across populations． 

有遗传多样性差异。其中西双版纳居群的遗传多 

样性水平最高 (PP8=67．16，Ne=1．4894，He= 

0．2744，Ho=0．3992)，保山 (BS)居群的遗传 

多样性水平最低 (P船 =43．28，Ne：1．2875， 

He=0．1644，Ho=0．2422)(表 3，4)。 

2．2 居群遗传分化程度的比较分析 

用 POPGENE计算出的遗传变异分析结果 

(表 5)表明：小桐子各居群间存在着一定的遗 

传分化。8个自然居群总的遗传多样性 = 

0．3077，其中居群内遗传多样性 =0．2171，居 

群间的基因多样度 (D = 一 )为 0．0906， 

Nei基因分化系数 =0．2944，表明有 29．44％ 

的遗传变异存在于居群间，有 70．56％的遗传变 

异存在于居群内，居群内的遗传分化大于居群间 

的分化。居群间基因流 (Nm=0．5(1一G )／G 。) 

为 1．1986。 

用 WINAMOVA进行基于欧式距离平方的遗 

传变异巢式方差分析结果也显示小桐子的遗传变 

异主要 存 在于 居群 内，占总的遗 传 变异 的 

63．50％，居群间的遗传变异占36．50％ (P< 

0．001)(表 6)。 

虽然用两种方法分析的结果在数值上有差 

异，但所揭示的小桐子居群的遗传分化趋势是一 

致的，都表明了遗传变异主要存在于居群内，居 

群内的遗传分化大于居群间的遗传分化。 
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普洱 PR 

临沧 LC 

红河 HH 

文山 WS 

溪 YX 

德宏 DH 

西双版纳 XSBN 

保山BS 

0．00 0．12 

C0efficient 

图2 小桐子居群的 Nei s(1978)遗传距离的 u)GMA聚类图 (居群代号同表 1) 

Fig．2 UPGMA dendrogram of Jatropha C111"07．~populations based on Nei s(1978)genetic distance 

Population codes aIe the sa／ne as those in Table 1． 

2．3 居群间遗传距离和遗传一致度 

用 POPGENE计算出了小桐子 8个居群两两 

居群 间的 Nei S遗传一 致度 (，)，其范 围为 

0．7824～0．9426，遗 传 距 离 (D)的 范 围从 

0．0591～0．2454(表 7)。其中保山、西双版纳之 

间的遗传一致度最高 (0．9426)，遗传距离最近 

(0．0591)，同时在 UPGMA聚类图中，也聚在了 
一

起；保 山与临沧 的遗传一致 度最低 (，= 

0．7824)，遗传距离最远 (D=0．2454)在 UPG— 

MA聚类图中，各 自的距离最远 (图2)。 

3 讨论 

Hamrick等 (1992)曾总结了 662种植物的 

遗传多样性和遗传分化所得出的平均值为：P阳 

= 51．3％ ，No= 1．97， = 0．150， =0．228； 

而其中分布区较为广泛的物种的遗传多样性和遗 

传分化所得出的平均值为： =67．8％， = 

2．11，He=0．257，G =0．033；云南小桐子 8个 

半野生居群的遗传多样性水平参数分别为 P船 

= 91．o4％ ， No ： 1．9104， He： 0．3070， ： 

0．2944。与 Hamrick等所得出的平均值相 比，小 

桐子的多态位点百分率 (P阳 )，基因多样性指 

数 (He)及遗传分化参数 ( )均明显偏高， 

说明小桐子具有较高的遗传多样性，且居群间的 

遗传多样性亦较高。这一结果以宽分布区的种趋 

向于具有更高的遗传多样性水平 (KalTon，1987； 

Hamrick and Godt，1990)是相符的。小桐子居群 

间遗传多样性较高，可能是由于小桐子长期生长 

的地理区域的环境各不相同，其在各居群内发生 

的变异被逐渐保留下来所致。 

根据 POPGENE1．31及 WINAMOVA两种软件 

的分析结果均表明：小桐子的遗传变异主要存在 

于居群内 (70．56％，63．50％)，居群内的遗传 

变异大于居群间的遗传变异。这可能是由于云南 
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特殊的地理环境，气候因素等造成，因为即便在 

同一居群中，海拔、降雨量等因素都会对其遗传 

变异产生影响。在研究中我们就发现西双版纳半 

野生状态的小桐子在叶片上具有光滑及两种不同 

形式的褶皱现象。 

从图2聚类中，可以看出小桐子在遗传一致 

度方面大致可以分为两大支，即普洱、临沧、红 

河、文山、玉溪、德宏为一大支；西双版纳、保 

山为一大支。结合图 1可以看出，在普洱到德宏 

这一支中，其几个地区在地理位置上均相连在一 

起。而在聚类时又聚在一起，遗传一致度高。于 

是推测这几个地区的小桐子可能是从同一地区引 

种进入的，也有可能是相互引种形成，但它们的 

遗传一致度并不完全相同，产生这样的现象，我 

们估计可能是由于云南特殊的地理位置，复杂的 

山JII、河流以及各个地区气候的差异导致了各个 

地区的小桐子产生了不同的变异，在引种进入的 

100年里所出现的差异；而从图2可以看出西双 

版纳与保山两个地区的小桐子聚为一支，但从图 

1可知，这两个地区并不相邻。它们与上一支的 

遗传一致度差别较大，我们估计这一支的起源可 

能与普洱 一德宏一支的起源不同，同时，这两个 

地区的起源又较为相似。但西双版纳地区的遗传 

多样性较高，保山地区的遗传多样性较低，而两 

个地区小桐子的遗传一致度又较相近，我们怀疑 

保山地区的小桐子是由西双版纳引种过去的，同 

时其变异的程度较小。 
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