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摘要：［目的］构建木麻黄无性系的ＤＮＡ指纹图谱鉴定体系，为今后短枝木麻黄的品种鉴定、品种权保护、新品种
的选育提供依据。［方法］从７１对ＥＳＴＳＳＲ引物中筛选出扩增条带清晰、多态性好、扩增稳定的１２对引物，采用
降落ＰＣＲ和毛细管电泳的基因分型方法，以采集的９个短枝木麻黄标准无性系的基因分型结果为参照，对华南
沿海地区采集的１０９个短枝木麻黄无性系单株进行鉴定，并结合引物组合法构建基于ＥＳＴＳＳＲ分子标记的短枝
木麻黄无性系鉴定体系。［结果］１２对ＥＳＴＳＳＲ引物对１０９个短枝木麻黄无性系单株进行 ＰＣＲ扩增，共检测到
５０个等位基因，每个位点的等位基因数为３ ６个，平均为４．２个，每对引物可区分２ ５个短枝木麻黄无性系。
根据鉴定结果，最终所有样品被划分为２２个无性系，除已知的９个标准无性系外，另有１３个无性系为不知名无
性系，说明不同地区的无性系存在重复命名现象；利用引物组合法进一步优化后，发现只需７对引物就可将２２
个短枝木麻黄无性系完全区分，并依此建立了基于７对ＥＳＴＳＳＲ引物的２２个短枝木麻黄无性系的指纹图谱，每
个无性系都获得了一个７位数的指纹图谱编码。［结论］利用７对ＥＳＴＳＳＲ引物构建的２２个短枝木麻黄无性系
的ＤＮＡ指纹图谱可用于短枝木麻黄无性系的鉴别，研究表明，华南沿海地区部分短枝木麻黄无性系存在命名混
乱、同物异名、无性系数量少的现象，新品种选育工作亟待开展和加强。
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　　木麻黄（Ｃａｓｕａｒｉｎａ）作为我国最成功的外引树
种之一，对防台风危害、沿海沙丘固定和贫瘠干旱的

沿海沙地生态系统的恢复有不可代替的作用［１］。目

前，华南沿海木麻黄防护林的种植材料主要是无性

系，其中短枝木麻黄（ＣａｓｕａｒｉｎａｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａＬ．Ｊｏｈｎ
ｓｏｎ）无性系的栽种面积最大。近年营造的木麻黄防
护林绝大部分使用主要几个木麻黄无性系，如福建

省的“惠－１”、“平潭２号”等，广东省的“Ａ－１３”、
“Ａ－８”、“５０１”等，海南省的“宝 －９”、“真 －４”
等［２］，还有一些当地林场或私人苗圃场自己选育但

未经遗传测定的无性系，因此，华南沿海木麻黄无性

系可能存在数量不明、同物异名、命名混乱等现象。

传统的植物品种鉴定多采用形态学鉴定方法，

但是植物的一些外观形态不稳定，易受到环境因素

的影响，加上一些品种间的形态差异较小，采用形态

学的鉴定方法具有时间长和可靠性低的缺点［３］。植

物的ＤＮＡ分子标记技术具有不受环境影响，且变异
丰富等优点，被迅速应用到品种鉴定的实践中［４］。

相较于其他分子标记，ＳＳＲ标记是共显性标记，具有
数量丰富、稳定性好、多态性高、基因组覆盖性好等

优点，ＥＳＴＳＳＲ分子标记在保持了其优点的前提下，
具有较强的种属间通用性，且因为它们来自于转录

区域，因此更具保守性［５］。目前，在林业上，利用

ＳＳＲ分子标记进行品种鉴定的研究方法和技术已经
比较成熟。如马尾松（Ｐｉｎｕｓｍａｓｓｏｎｉａｎａ．）［６］、柑橘
（Ｃｉｔｒｕｓ）［７］、刺槐（Ｒｏｂｉｎｉａｐｓｅｕｄｏａｃａｃｉａ）［８］、山杏（Ａｒ
ｍｅｎｉａｃａｓｉｂｉｒｉｃａ）［９］等利用ＳＳＲ分子标记进行指纹图
谱的构建，用于开展品种鉴定。在木麻黄树种上，

Ｋｕｌｌａｎ等［１０］研究开发了５０对 ＥＳＴＳＳＲ标记用于木
麻黄遗传图谱的构建；许秀玉等［１１］开发了 ２３５个
ＥＳＴＳＳＲ标记，并利用其分析了木麻黄核心种质的
遗传多样性与群体结构；胡盼［１２］通过借助 ＥＳＴＳＳＲ
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分子标记研究短枝木麻黄不同种源的遗传差异。目

前，利用分子标记进行木麻黄无性系鉴定研究还比

较少，基于 ＥＳＴＳＳＲ分子标记进行无性系鉴定和构
建木麻黄无性系指纹图谱的研究还未见报道。

本研究利用 ＥＳＴＳＳＲ分子标记技术，对华南沿
海主栽的短枝木麻黄无性系进行鉴定，摸清华南沿

海正在使用的短枝木麻黄无性系及其数量，并构建

基于ＥＳＴＳＳＲ分子标记技术的短枝木麻黄无性系指
纹图谱，以期解决我国木麻黄无性系命名混乱等问

题，为育成品种的精确鉴定提供技术支持，并对林业

管理部门的科学决策、科研部门的种质资源引进与

收集、木麻黄的遗传改良和新品种选育提供参考，对

保护木麻黄的品种权和育种者的合法权益也具有重

要意义。

１　材料与方法
１．１　试验材料

本研究所用材料为华南三省（福建、广东、海

南）沿海地区防护林主栽的短枝木麻黄无性系。沿

着３个省沿海岸线的县、县级市或区，选择种植面积
大的无性系人工林采样（图１、表１）。采集时间为
２０１７年１２月至２０１８年４月。选取生长健壮、无病
虫害的嫩枝叶（木麻黄的叶片已退化成齿状，光合作

用器官主要是针叶状的小枝条），放入硅胶干燥剂，

带回实验室后保存于 －８０℃超低温冰箱，以备后续
提取ＤＮＡ。

图１　采样地点图
Ｆｉｇ．１　Ｍａｐｏｆｓａｍｐｌｉｎｇｌｏｃａｔｉｏｎｓ

采集样品前，先向当地林业部门咨询当地所种

植的木麻黄无性系的名称，咨询不到或者情况模糊

表１　短枝木麻黄无性系采样地点
Ｔａｂｌｅ１　ＳａｍｐｌｉｎｇｌｏｃａｔｉｏｎｓｏｆＣ．ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａｃｌｏｎｅ

采样地点

Ｐｒｏｖｉｎｃｅｓ

包含市、县或区

Ｃｉｔｙ，ｃｏｕｎｔｙ，
ｏｒｄｉｓｔｒｉｃｔ

采集单株数

Ｓａｍｐｌｅ
ｑｕａｎｔｉｔｙ

采样序号

Ｓａｍｐｌｉｎｇ
ｎｕｍｂｅｒ

福建省

（１２个市、
县或区）

连江县、长乐市、福清市、平潭县、莆

田秀屿区、惠安县、漳浦县、云霄县、

东山县、诏安县、龙海市和晋江市

３１ １ ３１

广东省

（１６个市、
县或区）

饶平县、南澳县、澄海区、惠来县、陆

丰市、海丰县、惠东县、台山市、恩平

市、阳东县、阳西县，电白县，吴川

市、湛江坡头区和徐闻县

５０ ３２ ８１

海南省

（１４个市、
县或区）

海口美兰区、文昌市，琼海市、陵水

县、三亚崖州区、三亚海棠区、三亚

天涯区、东方市、儋州市、临高县，乐

东县、澄迈县、万宁市和昌江市

２８ ８２ １０９

的则只记录采样顺序号。采样过程中，注意采集各

省份已育成并大规模推广应用的无性系作为鉴定的

标准无性系。在福建省惠安赤湖林场采集到标准无

性系“惠１”和“平潭２号”，在福建省东山县赤山林
场采集到“５０１”和“６０１”，在广东省吴川市采集了
“宝９”和“Ａ１３”，在海南省岛东林场采集到“Ａ８”、
“东２”和“真４”。最后共采集到１０９个木麻黄无性
系单株和９个木麻黄标准无性系。
１．２　研究方法
１．２．１　样品的ＤＮＡ提取和引物筛选　叶片材料的
ＤＮＡ提取采用改良后的 ＣＴＡＢ法［１３－１４］，提取的

ＤＮＡ稀释后 －８０℃保存备用。所用引物来源于课
题组前期研发的２１对引物以及Ｋｕｌｌａｎ等［１０］开发的

５０对引物，共７１对引物。选取８个短枝木麻黄无性
系的ＤＮＡ作为模板进行引物筛选，最终筛选出１２
对多态性高的引物（表２）。
１．２．２　毛细管电泳和遗传分型　参考Ｌｉ等［１５］降落

ＰＣＲ（ＴｏｕｃｈｄｏｗｎＰＣＲ）反应体系，采用在 ＰＣＲ反应
体系中加入荧光 ｄＵＴＰ的方法，利用１２对 ＥＳＴＳＳＲ
引物对１０９个木麻黄无性系单株的 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ
扩增和毛细管电泳检测。降落 ＰＣＲ反应体系为１０
μＬ，即：１０ｎｇ模板ＤＮＡ、１ＵＴａｑＤＮＡ聚合酶、１．２
１．６×ｂｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋ｐｌｕｓ）、４ １０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｄＮＴＰ、引
物０．５ ０．８５μｍｏｌ·Ｌ－１、荧光 ｄＵＴＰ０．０１ｎｍｏｌ·
μＬ－１、ｄｄＨ２Ｏ补平至 １０μＬ。ＰＣＲ反应程序如下：
１０５℃热盖，９４℃预变性５ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，５０
６０℃退火３０ｓ（每个循环降低０．５℃），７２℃延伸３０
ｓ，循环２０次，９４℃变性 ３０ｓ，６０ ７０℃退火 ３０ｓ，
７２℃延伸３０ｓ，循环２６次，７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保
存。ＰＣＲ产物在ＡＢＩ３１３０ｘ１遗传分析仪上进行分型。

８５１
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表２　１２对ＳＳＲ引物信息
Ｔａｂｌｅ２　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒ１２ＳＳＲｌｏｃｉ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ
ＳＳＲ类型
ＳＳＲＴｙｐｅ

引物序列

ＰｒｉｍｅｒＳｅｑｕｅｎｃｅ（５′－３′）
预期片段大小

Ｅｘｐｅｃｔｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ／ｂｐ
退火温度

Ｔｍ／℃

Ｃ１３ （ＣＡＴＣＴＴ）３
Ｆ：ＡＴＧＧＧＡＣＡＴＴＴＴＧＧＴＧＡＴ
Ｒ：ＣＴＴＴＧＣＴＴＴＡＧＧＣＧＴＴＴＴ

２８２ ５０

Ｍ０３ （ＡＧ）１１
Ｆ：ＧＡＴＣＧＴＣＡＧＧＧＧＡＡＧＡＧＴＧＡ
Ｒ：ＣＡＴＣＧＧＴＴＴＣＡＧＣＧＡＧＴＡＣＣ

２９０ ６０

Ｍ２６ （ＡＧＡ）１５
Ｆ：ＧＣＣＧＴＣＴＣＴＧＡＧＡＧＴＴＴＴＧＧ
Ｒ：ＴＡＧＡＧＡＣＴＧＡＴＣＣＴＣＧＧＣＧＴ

２６３ ５４

Ｍ２７ （ＧＡＡ）１３
Ｆ：ＴＴＴＴＴＡＧＡＴＧＧＧＴＴＴＣＣＣＣＣ
Ｒ：ＧＡＡＡＴＧＡＧＣＡＣＴＴＣＣＴＴＧＣＣ

２６９ ５４

Ｍ３２ （ＴＣ）１２
Ｆ：ＡＧＣＡＴＧＡＡＡＧＣＡＧＧＡＣＣＡＣＴ
Ｒ：ＡＡＧＣＣＴＧＧＣＴＧＧＣＴＣＴＧＡ

１７９ ６０

Ｍ４６ （ＴＡ）９
Ｆ：ＴＧＴＴＴＣＣＡＴＴＴＣＴＴＡＴＴＴＧＣＴＴＣＡ
Ｒ：ＴＣＡＡＡＴＣＴＣＣＣＡＡＡＣＣＣＡＴＣ

１９６ ６０

Ｍ３６ （ＧＡＧ）１０
Ｆ：ＣＧＧＡＧＧＡＧＣＴＧＴＴＧＧＴＡＣＴＣ
Ｒ：ＴＡＣＴＴＧＣＡＧＧＴＣＧＣＴＴＴＣＣＴ

２４８ ６０

Ｍ３７ （ＧＡＡ）１６
Ｆ：ＴＧＣＴＴＣＡＧＣＣＴＣＡＣＴＣＴＴＧＡ
Ｒ：ＣＡＣＣＡＡＣＣＣＡＡＴＣＡＡＣＴＣＡＡＣ

１７５ ５８

Ｍ３８ （ＡＧ）２０
Ｆ：ＴＡＡＣＧＧＴＣＧＡＣＡＴＧＡＴＴＧＧＡ
Ｒ：ＡＡＡＡＴＣＡＴＣＧＴＣＣＡＡＴＣＴＣＡＧＡＡ

１６１ ６０

Ｍ３９ （ＡＧ）１８
Ｆ：ＣＧＴＡＡＡＣＧＴＧＣＧＴＧＴＧＴＴＴＴ
Ｒ：ＴＴＧＡＴＴＴＴＣＧＡＴＴＴＣＴＣＣＧＣ

１６０ ６０

Ｍ４０ （ＡＴ）１１
Ｆ：ＣＡＡＣＡＴＡＡＴＴＧＡＡＴＧＣＣＣＧＡ
Ｒ：ＧＴＣＴＧＧＣＣＣＴＧＧＡＴＧＴＡＡＧＡ

１６３ ６０

Ｍ４１ （ＣＴ）１７
Ｆ：ＣＣＴＣＣＣＣＣＴＧＴＧＧＴＴＴＴＴＡＴ
Ｒ：ＧＡＧＡＴＣＴＧＡＧＧＧＴＧＣＧＡＧＡＧ

１７０ ５８

１．２．３　数据统计分析与图谱构建　原始数据采用
ＤａｔａＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ软件收集扩增片段信息。利用软件
ＤａｔａＦｏｒｍｅｒ将数据转换成软件可识别格式，再利用
ＰＯＰＧＥＮＥ１．３１软件进行等位基因数（Ｎａ）、有效等
位基因平均数（Ｎｅ）等的计算。利用 ＥＸＣＥＬ和遗传
分析软件 ＧｅｎＡＬＥＸ６．５的 Ｍｕｔｉｌｌｏｃｕｓ功能对１０９个
木麻黄无性系单株与９个标准无性系的基因分型结
果进行比对，分析１０９个无性系单株中包含的无性
系数量。

指纹图谱构建采用引物组合分析法［１６］和指纹

图谱代码方法［１７］，采用１ ９字符进行赋值，删除鉴
定性差（即多态性低）的等位基因，对１２对引物扩增
的所有等位基因进行筛选后，选择其中具代表性的

基因位点进行赋值，保证每对引物下的编码只有一

位数字，编码木麻黄指纹图谱代码。借助 ＧｅｎＡ
ＬＥＸ６．５软件，通过不同引物的组合，达到以最少数
量的引物完全区分所有待鉴定木麻黄无性系的目

的，提高鉴定效率。通过软件 ＮＴＳｙｓ２．１０，根据 Ｎｅｉ
遗传距离对短枝木麻黄无性系进行 ＵＰＧＭＡ亲缘
聚类。

２　结果与分析
２．１　华南沿海短枝木麻黄无性系的基因分型

利用１２对 ＥＳＴＳＳＲ引物对１０９个木麻黄无性
系单株进行扩增，共检测到５０个等位基因，等位变
异扩增片段长度范围为１２９ ２９２ｂｐ，每对引物可
检测到的等位基因数为３ ６个，平均等位基因数
为４．２个；平均每对引物可检测到的有效等位基因
数为 ２．９６；每对引物可区分的无性系数量为 ２
（Ｍ３６） ５（Ｍ２６）个，平均为３．４个，４个无性系在４
个位点上具有特异等位基因（表３）。
２．２　我国沿海主栽短枝木麻黄无性系的鉴别及其
分布特点

　　根据毛细管电泳的基因分型结果可知：１２对引
物可以将９个标准无性系（宝９、Ａ８、５０１、东２、短
杂１号、Ａ１３、６０１、平潭２号、惠１）完全区分开来。
以９个标准无性系的毛细管电泳结果（图 ２）为参
照，鉴定１０９个短枝木麻黄无性系单株。

在１２个ＥＳＴＳＳＲ位点获得的基因型完全一致
时，可以确定为同一个无性系（累积排除概率 ＰＥ＝
０．９９８）。基因分型结果显示：１０９个木麻黄无性系

９５１



林　业　科　学　研　究 第３２卷

表３　１２对ＥＳＴＳＳＲ引物对１０９个木麻黄无性系
单株的基因分型

Ｔａｂｌｅ３　Ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇｏｆ１０９Ｃ．ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａｃｌｏｎｅｓｕｓｉｎｇ
１２ｐａｉｒｓｏｆＥＳＴＳＳＲｐｒｉｍｅｒｓ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ
等位基因

数 Ｎａ
有效等位

基因数 Ｎｅ
多态性信

息量 ＰＩＣ
区分材料

数ＤＶ
扩增片段长

度范围／ｂｐ
Ｃ１３ ３ １．６３ ０．３５ ４ ２６５ ２７７
Ｍ０３ ３ ２．２５ ０．４９ ３ ２７８ ２９２
Ｍ２６ ５ ３．８０ ０．６９ ５ ２４９ ２６７
Ｍ２７ ６ ３．４１ ０．６６ ３ ２４６ ２７０
Ｍ３２ ３ ２．９５ ０．５９ ４ １６９ １７９
Ｍ４６ ５ ３．４６ ０．６７ ３ １９４ ２１０
Ｍ３６ ３ ２．４３ ０．５０ ２ ２４０ ２５８
Ｍ３７ ６ ４．１０ ０．７２ ４ １３４ １６７
Ｍ３８ ４ ２．２２ ０．４９ ４ １３２ １５４
Ｍ３９ ３ ２．５１ ０．５３ ３ １２９ １３９
Ｍ４０ ５ ３．９１ ０．７０ ３ １５７ １６９
Ｍ４１ ４ ２．８９ ０．６０ ３ １５１ １７９
平均值

Ｍｅａｎ
４．２ ２．９６ ０．５８ ３．４

　　ＤＶ：区分材料数。ＤＶ：Ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈｅｄｖａｒｉｅｔｉｅｓ．

单株最终归类为２２个无性系（表４）。根据分型结
果，有１３个不同地点采集的无性系单株跟“宝９”标
准无性系在１２个位点的基因分型结果完全一致，可
以被确定为“宝９”无性系；另有１６个单株被鉴定为
“Ａ８”无性系，５个被鉴定为“５０１”无性系，４个被鉴
定为“东２”无性系，３个被鉴定为“短杂１号”无性
系，３个被鉴定为“Ａ１３”无性系，７个被鉴定为
“６０１”无性系，１１个被鉴定为“平潭２号”无性系，８
个被鉴定为“惠１”无性系。其中，被鉴定为“Ａ８”

图２　部分短枝木麻黄无性系在Ｍ３７位点的等位基因变异
Ｆｉｇ．２　ＡｌｌｅｌｉｃｐｈｅｎｏｔｙｐｅｏｆＣ．ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａｃｌｏｎｅｓ

ａｔＭ３７ｌｏｃｕｓ

无性系的单株数量最多，在３个省的１６个采样点都
有大面积种植；还有３９个无性系单株的基因型与９
个标准无性系均不相同，被划分为１３个不同的不知
名无性系，暂且命名为 ＵＣ１（Ｕｎｋｎｏｗｎｃｌｏｎｅ） ＵＣ
１３（表４）。在采样过程中，未能从当地林业部门获
得这１３个无性系的来源地、育种者和命名等信息，
可能是当地林业生产单位或私人苗圃自已选择优株

进行无性繁殖获得的无性系。这些无性系通常未经

过系统和严格的遗传测定便进行大面积造林应用，

会对木麻黄沿海防护林造成巨大的潜在风险。林业

管理部门应该采取措施对这种行为进行适当的指导

和规范。

表４　１０９个木麻黄无性系的鉴定结果
Ｔａｂｌｅ４　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ１０９Ｃ．ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａｃｌｏｎｅｓ

无性系名

Ｃｌｏｎｅｎａｍｅ

基因分型相同的单株序号

Ｓａｍｐｌｅｓｅｒｉａｌｎｕｍｂｅｒｗｉｔｈ
ｔｈｅｓａｍｅｇｅｎｏｔｙｐｅ

单株数量

Ｓａｍｐｌｅ
ｎｕｍｂｅｒ

无性系名

Ｃｌｏｎｅｎａｍｅ

基因分型相同的单株序号

Ｓａｍｐｌｅｓｅｒｉａｌｎｕｍｂｅｒ
ｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｇｅｎｏｔｙｐｅ

单株数量

Ｓａｍｐｌｅ
ｎｕｍｂｅｒ

宝９ １３、３９、８２、８５、８７、９１、９４、９５、９７、９８、１００、１０４、１０８ １３ ＵＣ３ ３３、８８ ２
Ａ８ ３、７、８、１０、１１、２２、２７、６１、７０、８１、８９、９６、９９、１０１、１０３、１０７ １６ ＵＣ４ ３４、３７、６７ ３
５０１ ４、３８、６８、６９、７１ ５ ＵＣ５ ３５、６５、１０５ ３
东２ ２４、４６、４７、８３ ４ ＵＣ６ ３２、５４、５６、７４ ４

短杂１号 １８、４２、４３ ３ ＵＣ７ ４９、７５、１０９ ３
Ａ１３ ４５、５０、５２ ３ ＵＣ８ ５１、７６、７７ ３
６０１ ３０、３６、４０、４１、４４、４８、８４ ７ ＵＣ９ ５５、５７、５８、７３ ４

平潭２号 ２、１７、１９、２０、２３、２５、２８、２９、３１、７２、１０６ １１ ＵＣ１０ ６３、６６ ２
惠１ ５、６、９、１２、１４、１５、１６、１０２ ８ ＵＣ１１ １、５９、６０、６４、７８、８０ ６
ＵＣ１ ２１、６２、８６ ３ ＵＣ１２ ９０、９２ ２
ＵＣ２ ２６、９３ ２ ＵＣ１３ ５３、７９ ２

　　结合采样情况，福建省采样３１个，检测有１１个
无性系；广东省采样５０个，检测有１９个无性系；海
南省采样 ２８个，检测有 １２个无性系，结果显示：

Ａ８、平潭２号、宝９、东２、６０１、ＵＣ１等６个无性系
在３个省间都互有苗木调用或引种种植；Ａ１３、
ＵＣ４、ＵＣ６、ＵＣ８、ＵＣ９等５个无性系只在广东省有
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种植，ＵＣ１２只在海南省有种植。可见，各无性系的
分布范围各异、分布数量不均，其中，广东省使用的

无性系较丰富，海南省和福建省所使用的无性系数

量相对较少。参试木麻黄无性系的样品采集点覆盖

了华南三省的４２个市、县（区）中有大规模沿海防护
林种植的区域，基本包括了所有大面积种植的木麻

黄无性系。结果显示：局部地区存在无性系相对单

一、多样性低等严重问题，说明应加强木麻黄新品种

的选育工作。

２．３　木麻黄的ＥＳＴＳＳＲ特征指纹图谱的构建
采用引物组合分析法通过ＧｅｎＡＬＥＸ６．５软件排

序发现：只需７对引物就可达到将２２个短枝木麻黄
无性系完全区分的目的。依据这７对引物的毛细管
电泳结果，构建了２２个短枝木麻黄无性系的指纹图
谱（表５）。以平潭２号为例，代表的是平潭２号分
别在引物Ｍ２６的２５８ｂｐ、Ｍ２７的２６７和２７０ｂｐ、Ｍ４６
的１９６和１９８ｂｐ、Ｍ３７的１３４和１４６ｂｐ、Ｍ３８的１４２
ｂｐ、Ｍ４０的１６３和１６９ｂｐ、Ｍ４１的１５１和１６３ｂｐ处检
测到等位基因片段。对７对引物扩增的等位基因进
行筛选后，选择了其中２５个具代表性的等位基因进
行赋值（表６），编码了木麻黄无性系的指纹图谱代
码（表７），便于应用识别。编码后，每个无性系的
ＤＮＡ指纹图谱代码具有７位数字，分别代表该无性
系在７对引物上扩增出的电泳峰值。如平潭２号，
图谱代码为３３２１２３１，表示平潭２号在引物 Ｍ２６的
２５８ｂｐ（３）、Ｍ２７的２６７ｂｐ（３）、Ｍ４６的１９６ｂｐ（２）、
Ｍ３７的１３４ｂｐ（１）、Ｍ３８的１４２ｂｐ（２）、Ｍ４０的１６９
ｂｐ（３）、Ｍ４１的１５１ｂｐ（１）处的特异基因分型。
２．４　２２个短枝木麻黄无性系亲缘关系分析

根据Ｎｅｉ遗传距离对２２个短枝木麻黄无性系
进行ＵＰＧＡＭ聚类。由图３可看出：２２个无性系根
据Ｎｅｉ遗传距离被分成了２个主要的组，大多数无
性系两两之间的遗传距离小于０．３，说明这２２个短
枝木麻黄无性系相互间的亲缘关系较近，整体的遗

传多样性较低，其中，部分的无性系间遗传距离极

小，如Ａ８和 ＵＣ１、东２和 ＵＣ１２、ＵＣ６和 ＵＣ９之
间的Ｎｅｉ遗传距离不足０．１０。

３　讨论
３．１　ＥＳＴＳＳＲ标记的优点和效果

根据建立ＳＳＲ标记的序列性质不同，ＳＳＲ标记
可分为基因组 ＳＳＲ（ｇＳＳＲ）和表达序列标签 ＳＳＲ
（ＥＳＴＳＳＲ）［１８］。ＥＳＴＳＳＲ标记具有 ｇＳＳＲ标记的共

表５　基于７对引物的２２个短枝木麻黄无性系的指纹图谱
Ｔａｂｌｅ５　Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆ２２Ｃ．ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａ

ｃｌｏｎｅｓｂａｓｅｄｏｎ７ｐｒｉｍｅｒｓ ｂｐ
无性系

Ｃｌｏｎｅ
引物Ｐｒｉｍｅｒ

Ｍ２６ Ｍ２７ Ｍ４６ Ｍ３７ Ｍ３８ Ｍ４０ Ｍ４１
平潭２号 ２５８／２５８２６７／２７０１９６／１９８１３４／１４６１４２／１４２１６３／１６９１５１／１６３
宝－９ ２４９／２６７２６７／２７０１９４／１９６１５２／１６１１３２／１４２１５７／１６１１６３／１７９
Ａ－８ ２５２／２６７２６７／２７０１９６／１９８１３４／１４６１４２／１５４１６３／１６９１５１／１６３
东－２ ２５８／２５８２６１／２６４１９６／１９８１５２／１６１１４２／１４２１６３／１６７１５１／１６３
短杂１号 ２６７／２６７２６７／２７０１９４／１９６１５２／１６１１３２／１４２１６３／１６９１５９／１６３
６０１ ２５８／２５８２６７／２７０１９６／１９８１３４／１４６１３２／１４２１６３／１６９１５１／１６３
惠－１ ２５２／２６７２６７／２７０１９４／１９６１３４／１４６１３２／１４２１６３／１６９１５９／１６３
Ａ－１３ ２４９／２６７２６１／２６４２０８／２１０１３４／１４６１３２／１４２１６３／１６９１６３／１７９
５０１ ２５２／２６７２４６／２４９１９４／１９６１３４／１４６１３２／１４２１６３／１６７１５９／１６３
ＵＣ－１ ２４９／２６７２６７／２７０１９６／１９８１３４／１４６１４２／１５４１６３／１６９１５１／１６３
ＵＣ－２ ２６１／２６１２６７／２７０１９４／１９６１４３／１５２１４２／１５４１５７／１６１１５９／１６３
ＵＣ－３ ２６１／２６１２６７／２７０１９４／１９６１５２／１６１１３２／１４２１６３／１６７１５９／１６３
ＵＣ－４ ２５８／２５８２６７／２７０１９６／１９８１３４／１４６１４２／１５４１６３／１６７１５１／１６３
ＵＣ－５ ２４９／２６７２６７／２７０１９４／１９６１４３／１６７１４２／１５４１５７／１６１１６３／１７９
ＵＣ－６ ２４９／２６７２６７／２７０１９４／１９６１４３／１５２１４２／１５４１５７／１６１１５１／１６３
ＵＣ－７ ２５２／２６７２４６／２４９２０８／２１０１３４／１４６１３２／１４２１６３／１６９１６３／１７９
ＵＣ－８ ２５２／２６７２６１／２６４２０８／２１０１３４／１４６１３２／１４２１６３／１６７１６３／１７９
ＵＣ－９ ２４９／２６７２６７／２７０１９４／１９６１４３／１５２１４２／１５４１５７／１６１１５９／１６３
ＵＣ－１０ ２５２／２６７２４６／２４９１９４／１９６１５２／１６１１４２／１４２１６３／１６７１５９／１６３
ＵＣ－１１ ２５２／２６７２６１／２６４２０８／２１０１３４／１４６１４２／１４２１６３／１６９１５１／１６３
ＵＣ－１２ ２４９／２６７２６７／２７０１９４／１９６１５２／１６１１４２／１４２１５７／１６１１６３／１７９
ＵＣ－１３ ２５２／２６７２４６／２４９１９４／１９６１４３／１５２１４２／１４６１６３／１６７１５１／１６３

表６　等位基因选择和赋值标准
Ｔａｂｌｅ６　Ａｌｌｅｌｅｓｓｅｌｅｃｔｉｏｎａｎｄｅｎｃｏｄｅｄｓｔａｎｄａｒｄ ｂｐ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ
编码Ｃｏｄｅ

１ ２ ３ ４ ５
Ｍ２６ ２４９ ２５２ ２５８ ２６１ ２６７
Ｍ２７ ２４６ ２６１ ２６７ ——— ———

Ｍ４６ １９４ １９６ ２０８ ——— ———

Ｍ３７ １３４ １４３ １５２ １４３ ———

Ｍ３８ １３２ １４２ １４６ １５４ ———

Ｍ４０ １５７ １６３ １６９ ——— ———

Ｍ４１ １５１ １５９ １６３ ——— ———

表７　２２个短枝木麻黄无性系的指纹图谱代码
Ｔａｂｌｅ７　Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｃｏｄｅｓｏｆ２２ｃｌｏｎｅｓｏｆＣ．ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａ

ｂｐ
无性系名

Ｃｌｏｎａｌｎａｍｅ
指纹图谱代码

Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｃｏｄｅｓ
无性系名

Ｃｌｏｎａｌｎａｍｅ
指纹图谱代码

Ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｃｏｄｅｓ
平潭２号 ３３２１２３１ ＵＣ－３ ４３１３１２２
宝－９ １３１３１１３ ＵＣ－４ ３３２１４２１
Ａ－８ ２３２１４３１ ＵＣ－５ １３１４４１３
东－２ ３２２３２２１ ＵＣ－６ １３１２４１１
短杂１号 ５３１３１３２ ＵＣ－７ ２１３１１３３
６０１ ３３２１１３１ ＵＣ－８ ２２３１１２３
惠－１ ２３１１１３２ ＵＣ－９ １３１２４１２
Ａ－１３ １２３１１３３ ＵＣ－１０ ２１１３２２２
５０１ ２１１１１２２ ＵＣ－１１ ２２３１２３１
ＵＣ－１ １３２１４３１ ＵＣ－１２ １３１３２１３
ＵＣ－２ ４３１２４１２ ＵＣ－１３ ２１１２３２１
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图３　基于Ｎｅｉ’ｓ遗传距离的２２个短枝木麻黄无性系的亲缘聚类
Ｆｉｇ．３　ＵＰＧＭＡｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｏｆ２２ｃｌｏｎｅｓｏｆＣ．ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａｂａｓｅｄｏｎＮｅｉ＇ｓｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅ

显性、重复性高、多态性高等优点［１９－２０］，且较之

ｇＳＳＲ标记ＥＳＴＳＳＲ具有较强的种属间的通用性［５］。

近年来，许多物种的大规模 ｃＤＮＡ测序并在网上公
开释放，大大增加了 ＥＳＴＳＳＲ标记的开发能力［２１］。

在ＧｅｎＢａｎｋ等数据库可以获得大量相关植物的表达
序列标签且数据库仍在不断更新中，为其 ＥＳＴＳＳＲ
引物的开发提供了极大便利。因此，ＥＳＴＳＳＲ逐渐
成为植物遗传多样性分析、系谱分析、品种鉴定及

ＤＮＡ指纹图谱构建中广泛应用的分子标记。
稳定性高、多态性好的引物可以得到更好的鉴

定效果［２２］。本文的１２对ＥＳＴＳＳＲ引物在木麻黄的
１０９个木麻黄无性系单株中总共扩增出５０个等位
基因，平均每对为４．２个，这与许秀玉等［１１］利用２２６
对ＥＳＴＳＳＲ标记在短枝木麻黄中扩增得到的５．４个
平均等位基因数相近，低于胡盼［１２］利用１３个 ＥＳＴ
ＳＳＲ标记在 ２９个短枝木麻黄种源中扩增得到的
２３．６９个平均等位基因数和Ｋｕｌｌａｎ等［１０］在短枝木麻

黄与山地木麻黄扩增得到的 １７个平均等位基因。
在１２个位点中，ＰＩＣ值（多态性信息量）变幅为０．３５
０．７２，根据引物多态性信息量的评价标准（高：

ＰＩＣ＞０．５；中：０．５＞ＰＩＣ＞０．２５；低：ＰＩＣ＜０．２５）［２３］，
这１２对引物中有９对（７５％）的ＰＩＣ高于０．５，剩余
３对的ＰＩＣ也高于０．２５，表明其均有较高的多态性，
ＰＩＣ值越大，引物鉴定能力越强［２４］，说明所选 ＥＳＴ
ＳＳＲ引物能够较好地用于短枝木麻黄无性系指纹图
谱的构建。本研究１２对 ＥＳＴＳＳＲ引物扩增出的平
均等位基因数稍低可能是由于参试无性系较少（实

际是２２个无性系）引起的，对此有待进一步研究。

３．２　品种鉴定
毛秀红等［８］对刺槐的研究，前后２次各利用９

对不同的引物均无法区分“鲁刺 ６２”、“鲁刺 ９０”、
“鲁刺５７”、“鲁刺１０３”这４份无性系，由此推断它
们可能是同物异名。本文研究发现，很多具有不同

名字的短枝木麻黄无性系其实是属于同一个无性系

（其１２个扩增位点的等位基因完全相同），如广东选
育的“６０１”（采样序号３６）无性系和海南的“真 －４”
（采样序号８４）无性系是同一个无性系（注：２０世纪
８０年代初６０１无性系选育时，海南岛属于广东省），
海南选育的“东 －２”（采样序号８３）和广东的“ＢＦ
３”（采样序号４７）为同一个无性系，还有一些具有当
地名字的无性系实际是从其他省份或地区引进后被

重新命名，存在重复命名的现象。曾乐［２５］对大麦进

行品种鉴定时发现，不同的大麦品种由于遗传背景

接近导致其在外观形态特征上很相似，相比 ＤＵＳ测
试鉴定法，ＳＳＲ分子标记鉴定法具有快速、方便、不
受环境条件影响等优点。短枝木麻黄无性系多种植

在海边，生长环境较恶劣，形态性状极易受环境影

响。本文实践证明，利用 ＥＳＴＳＳＲ标记技术开展木
麻黄无性系的鉴别，可以精确鉴定外观形态上近似

的无性系，解决命名混乱的现象，鉴定效率更高，鉴

定结果更可靠，有利于木麻黄无性系选育和鉴定工

作的开展。

３．３　基于 ＥＳＴＳＳＲ分子标记的 ＤＮＡ指纹图谱
构建

　　ＤＮＡ指纹图谱是快速鉴别植物品种时的有效
工具，效率较 ＤＵＳ鉴定法更加准确快速，错误率更
低［２６－２７］，能在各类植物中普遍应用。ＤＮＡ指纹分
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析方法一般有特征谱带法、引物组合法和核心引物

组合法［１６］，其中，特征谱带法仅需用１对引物就可
以鉴别品种，简单方便，实用价值大；但是，并不是所

有的品种都有特征谱带，本研究只有４个无性系在４
个位点上具有特异等位基因，而金玲等［９］通过１５５
对引物的扩增，于９７个山杏无性系中发现８９个无
性系的特异等位基因。若想获取其他无性系的特征

谱带，还需要进行大量的引物筛选工作；而引物组合

法通过不同引物的组合，利用相对少量的引物就可

以区分全部材料，避免了大量引物筛选的繁重工作

量。本研究中，利用７对引物可将２２个木麻黄无性
系完全区分开，引物组合的鉴定效率高于刘欢等［２８］

利用６对 ＥＳＴＳＳＲ引物组合完全区分１０个多花黑
麦草材料，而低于金玲等［９］利用５对 ＳＳＲ引物可全
部区分９７个山杏无性系和赵阿风［６］利用８对 ＳＳＲ
引物组合可全部区分１２０个马尾松无性系的鉴定效
率，这可能与鉴定材料之间的亲缘关系远近程度有

关。本文所鉴定的无性系之间亲缘关系较近，鉴定

难度大，所需引物数量也较多。如毛秀红等［８］与袁

存权等［２９］同样利用８对多态性高的引物分别对来
自不同地市的４９份刺槐材料和来自同一林场的４８
份刺槐材料进行鉴定，前者所得等位基因数是后者

的２．０４倍，分析原因可能与后者所用材料之间的亲
缘关系相近有关，对此应该做进一步研究。

４　结论
本文开展了基于ＥＳＴＳＳＲ标记的我国华南沿海

地区短枝木麻黄无性系的鉴定及指纹图谱构建的研

究，筛选出 １２对多态性较高的 ＥＳＴＳＳＲ引物；１０９
个短枝木麻黄无性系单株被鉴定为分别属于２２个
无性系；各无性系在３个省间互有引种，引种过程中
存在重复命名的情况，各无性系的分布范围各异、分

布数量不均，海南和福建两省存在栽培无性系数量

较少的情况；采用７对引物扩增谱带的组合构建了
２２个短枝木麻黄无性系的 ＤＮＡ指纹图谱，建立了
基于ＥＳＴＳＳＲ标记的短枝木麻黄无性系指纹鉴定体
系；目前所种植的短枝木麻黄无性系之间整体亲缘

关系较近，遗传多样性不高，对此应加强新品种的

选育。
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［２３］ＢｏｔｓｔｅｉｎＤ，ＷｈｉｔｅＲＬ，ＳｋｏｌｎｉｃｋＭ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆａｇｅｎｅｔ
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ｉｃｌｉｎｋａｇｅｍａｐｉｎｍａｎｕｓｉｎｇｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｆｒａｇｍｅｎｔｌｅｎｇｔｈｐｏｌｙｍｏｒ

ｐｈｉｓｍｓ［Ｊ］．ＡｍｅｒｉｃａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＨｕｍａｎＧｅｎｅｔｉｃｓ，１９８０，３２（３）：

３１４－３３１．

［２４］ＳｍｉｔｈＪＳＣ，ＣｈｉｎＥＣＬ，ＳｈｕＨ，ｅｔａｌ．Ａｎｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｕｔｉｌｉｔｙ

ｏｆＳＳＲｌｏｃｉａｓｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒｓｉｎｍａｉｚｅ（ＺｅａｍａｙｓＬ．）：ｃｏｍ

ｐａｒｉｓｏｎｓｗｉｔｈｄａｔａｆｒｏｍＲＦＬＰｓａｎｄｐｅｄｉｇｒｅｅ［Ｊ］．Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌａｎｄ

ＡｐｐｌｉｅｄＧｅｎｅｔｉｃｓ，１９９７，９５（１－２）：１６３－１７３．

［２５］曾　乐．大麦 ＤＵＳ测试和 ＳＳＲ分子标记鉴定法的比较研究

［Ｄ］．扬州：扬州大学，２０１６．

［２６］ＨｅｃｋｅｎｂｅｒｇｅｒＭ，ＢｏｈｎＭ，ＺｉｅｇｌｅＪＳ，ｅｔａｌ．ＶａｒｉａｔｉｏｎｏｆＤＮＡｆｉｎ

ｇｅｒｐｒｉｎｔｓａｍｏｎｇａｃｃｅｓｓｉｏｎｓｗｉｔｈｉｎｍａｉｚｅｉｎｂｒｅｄｌｉｎｅｓａｎｄｉｍｐｌｉｃａ

ｔｉｏｎｓｆｏｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｙｄｅｒｉｖｅｄｖａｒｉｅｔｉｅｓ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

Ｂｒｅｅｄｉｎｇ，２００２，１０（４）：１８１－１９１．

［２７］葛亚英，张　飞，沈晓岚，等．丽穗凤梨ＩＳＳＲ遗传多样性分析与

指纹图谱构建［Ｊ］．中国农业科学，２０１２，４５（４）：７２６－７３３．

［２８］刘　欢，张新全，马　啸，等．基于荧光检测技术的多花黑麦草

ＥＳＴＳＳＲ指纹图谱的构建［Ｊ］．中国农业科学，２０１７，５０

（３）：４３７－４５０．

［２９］袁存权，李　云，路　超，等．刺槐种子航天诱变生物学效应研

究［Ｊ］．核农学报，２０１０，２４（６）：１１４１－１１４７．

ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄＦｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆ
ＣａｓｕａｒｉｎａｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａＣｌｏｎｅｓ

ＹＵＷｅｉ，ＺＨＯＮＧＣｈｏｎｇｌｕ，ＺＨＡＮＧＹｏｎｇ，ＷＥＩＹｏｎｇｃｈｅｎｇ，ＭＥＮＧＪｉｎｇｘｉａｎｇ
（ＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＴｒｏｐｉｃａｌＦｏｒｅｓｔｒｙ，ＣｈｉｎｅｓｅＡｃａｄｅｍｙｏｆＦｏｒｅｓｔｒｙ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ　５１０５２０，Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：［Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ］ＴｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔＤＮＡｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆＣａｓｕａｒｉｎａｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａｃｌｏｎｅｓａｎｄｔｏｐｒｏｖｉｄｅｔｈｅｒｅｆｅｒ
ｅｎｃｅｓｆｏｒｃｕｌｔｉｖａｒｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ｃｕｌｔｉｖａｒｖａｒｉｅｔｙｒｉｇｈｔｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ，ａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｂｒｅｅｄｉｎｇ．［Ｍｅｔｈｏｄ］ＴｗｅｌｖｅＥＳＴ
ＳＳＲｐｒｉｍｅｒｓｗｉｔｈｃｌｅａｒａｎｄｓｔａｂｌｅａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅｓｅｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍ７１ｐｒｉｍｅｒｓ．Ｔｈｅ１２ｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓｗｅｒｅ
ｕｓｅｄｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｔｈｅｃｕｌｔｉｖａｒｓｏｆ１０９ｃｌｏｎａｌｓａｍｐｌｅｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍｃｏａｓｔａｌｓｈｅｌｔｅｒｂｅｌｔｓｏｆＳｏｕｔｈＣｈｉｎａｕｓｉｎｇ
ｔｏｕｃｈｄｏｗｎＰＣＲａｎｄｃａｐｉｌｌａｒｙｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇｍｅｔｈｏｄｔｈｒｏｕｇｈｍａｔｃｈｉｎｇｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ９ｓｔａｎｄ
ａｒｄｒｅｆｅｒｅｎｃｅｃｕｌｔｉｖａｒｓ．ＡＤＮＡｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｏｆＣ．ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａｃｌｏｎｅｓｂａｓｅｄｏｎＥＳＴＳＳＲｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒｓａｎｄｍｕｌｔｉｐｒｉｍｅｒｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ．［Ｒｅｓｕｌｔ］Ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，ｔｏｔａｌｌｙ５０ａｌｌｅｌｅｓ
ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｆｒｏｍ１２ｐｒｉｍｅｒｓ，ｗｈｅｒｅｔｈｅａｌｌｅｌｅｎｕｍｂｅｒｏｆｅａｃｈｌｏｃｕｓｒａｎｇｅｄｆｒｏｍ３－６ａｎｄｔｈｅａｖｅｒａｇｅｖａｌｕｅ
ｗａｓ４．２，ａｎｄ２－５ｃｌｏｎｅｓｃａｎｂｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙｓｉｎｇｌｅｌｏｃｕｓ．Ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ，１０９ｃｌｏｎｅｓａｍ
ｐｌｅｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄａｓ２２ｃｌｏｎｅｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ９ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｃｕｌｔｉｖａｒｓａｎｄ１３ｕｎｋｎｏｗｎｃｌｏｎｅｓ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔｒｅｐｅｔｉ
ｔｉｖｅｎａｍｉｎｇｏｆｃｌｏｎｅｓｗａｓｃｏｍｍｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｇｉｏｎｓ．Ａｆｔｅｒｆｕｒｔｈｅｒｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎｂｙｍｕｌｔｉｐｒｉｍｅｒｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄｔｈｅｖａｌｉｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｏ７ｐｒｉｍｅｒｓ，ｔｈａｔａ７ｄｉｇｉｔｎｕｍｂｅｒｓｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ
ｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｔｈｅｃｌｏｎｅｓｏｆＣ．ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａ，ｉｎｗｈｉｃｈｅａｃｈｃｌｏｎｅｃａｎｏｂｔａｉｎａ７ｄｉｇｉｔｎｕｍｂｅｒｓｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇｃｏｄｅ．
［Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ］ＴｈｅＤＮＡｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓｏｆ２２ｃｌｏｎｅｓｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＣ．ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａｃｌｏｎｅｓ．
Ｔｈｉｓｓｔｕｄｙｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｓｔｈａｔｓｏｍｅｃｌｏｎｅｓａｒｅｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅｎａｍｅｄａｎｄｔｈｅｒｅａｌｉｔｙｏｆｉｎｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔｃｌｏｎｅｆｏｒａｆｆｏｒｅｓｔａ
ｔｉｏｎ．ＳｏｕｔｈＣｈｉｎａｗｉｌｌｅｎｆｏｒｃｅｔｏｓｔｒｅｎｇｔｈｅｎｂｒｅｅｄｉｎｇａｎｄｓｅｌｅｃｔｉｏｎｗｏｒｋｏｆｎｅｗｃｌｏｎｅｃｕｌｔｉｖａｒｓｏｆＣ．ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏ
ｌｉａ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｃａｓｕａｒｉｎａｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａ；ＥＳＴＳＳＲｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒｓ；ｇｅｎｏｔｙｐｉｎｇ；ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ

（责任编辑：张　研）
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