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基于 ＳＲＡＰ标记的任豆遗传多样性分析
林　玮，周　玮，周　鹏，周祥斌，吴林瑛，陈晓阳

（华南农业大学 林学与风景园林学院／广东省森林植物种质创新与利用重点实验室／
广东木本饲料工程技术研究中心，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】研究任豆Ｚｅｎｉａｉｎｓｉｇｎｉｓ种群遗传多样性，为有效保护任豆种质资源并进行遗传改良提供理论基础。
【方法】在建立任豆ＳＲＡＰＰＣＲ反应体系的基础上，对１７个任豆种源进行遗传多样性分析，并利用 ＵＰＧＭＡ聚类分
析，对任豆种源进行类群划分。【结果】１２对引物组合共扩增出１５１条带，平均每对引物获得１２５８条。其中，多态
性条带１０６条，平均每对引物８８３条，平均多态率为７０３９％。种源间多态位点比率为３８９６％～７２７３％，平均为
５９６６％；基因多样性指数为０１７５５～０３１３３，平均为０２５６８；Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数为０２４９４～０４５０２，平均为
０３６９１；观测等位基因数（ｎａ）为１５１９５～１７２７３，平均达１６０００，种源水平的 ｎａ为１７２４９；有效等位基因数
（ｎｅ）为１３３０５～１５７７３，平均达１４７１３，种源水平的ｎｅ为１５０２６；种源间的遗传一致度为０７０３１～０８８６５；遗
传距离为０１２０５～０３５２３。根据聚类结果，将任豆１７个种源分为３个地理类群：第１类为广西和贵州种源，第２
类为广东、湖南和广西种源，第３类为云南种源，地理距离相近的种源基本上聚在同一类。【结论】任豆种源间和种
源个体间均存在较丰富的遗传多样性，且种源内更丰富，遗传改良时应更注重种源内个体的选择。任豆种源间基

因流不高，且根据聚类结果划分的３个类群的地理格局明显，应是由任豆特定的生活环境造成的隔离所致。
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　　任豆Ｚｅｎｉａｉｎｓｉｇｎｉｓ又称翅荚木、任木，苏木科任
豆属落叶大乔木，为单种属，是华南石灰岩地区的特

有种，也是国家二级重点保护植物［１］。该树种树形

高大、通直，树高可达１５～２０ｍ，胸径可达１ｍ以上。
任豆在我国主要分布于广西、广东、云南、湖南、贵州

等地［２］，也分布于印度－马来西亚－越南（或中南半
岛）一带。任豆适应性广，具有适应干旱、干热性强

等优良特点，能在石灰岩风化发育的酸性红壤和赤

红壤上生长，是西南和华南地区石质山地造林、植被

恢复重建的首选乡土树种之一［３］。任豆耐刈割，萌

芽力强，枝叶粗蛋白含量高，适口性好，也是优良的

木本饲料［４］。

遗传多样性研究可以为揭示物种的起源、物种

间的亲缘关系等提供依据，对于有效地保护种质资

源、开展遗传改良具有重要的意义。目前，对任豆遗

传多样性的研究不多见，ＩＳＳＲ已有报道［１］。ＳＲＡＰ
（Ｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｌａｔｅｄａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ）是一种基
于ＰＣＲ的分子标记技术，它结合了 ＡＦＬＰ及 ＲＡＰＤ
的优点，具有简便、稳定、产率高、容易克隆目标片段

等特点［５］，且试验结果稳定，重复性较好［６］。本研究

以１７个任豆种源作为研究材料，采用 ＳＲＡＰ分子标
记技术，对任豆种源间以及种源内的遗传多样性进

行分析，以期在ＤＮＡ分子水平上揭示任豆的遗传多
样性。

１　材料与方法

１．１　材料
根据任豆的天然分布，按照均衡抽样的原则，选

取广东阳山和乐昌，广西那坡和平果，贵州罗甸和册

亨，云南西畴和麻栗坡，湖南通道和江华等１７个种
源任豆作为研究材料，采种点覆盖任豆主要分布区，

并均匀分布（表１）。于２０１３—２０１４年分批播种，苗
圃设在华南农业大学。２０１４年７月初，每个种源选
取１０个家系，每个家系选出２株作为样株并挂牌标
记，以幼嫩叶片作样品，叶片按单株编号，再分别置

入塑料封口袋中，放入－８０℃冰箱中保存备用。

表１　任豆采种点地理位置

Ｔａｂ．１　Ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃｌｏｃａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｅｅｄｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓｉｔｅｓ

ｏｆＺｅｎｉａｉｎｓｉｇｎｉｓ

编号 种源 经度（Ｅ）／（°） 纬度（Ｎ）／（°）

１ 广西靖西 １１３．０８ ２４．８０

２ 广西都安 １０８．０９ ２３．９４

３ 广西罗城 １０８．９１ ２４．７９

４ 广西桂林 １０９．６０ ２４．２５

５ 广东阳山 １１２．６４ ２４．４８

６ 湖南江华 １１１．７９ ２４．９７

７ 广西灵川 １１０．４５ ２５．０７

８ 湖南通道 １０９．８８ ２６．２６

９ 广西德保 １０６．６１ ２３．３５

１０ 广西平果 １０７．５９ ２３．３３

１１ 广西那坡 １０６．０１ ２３．３８

１２ 贵州册亨 １０５．８０ ２４．９８

１３ 云南西畴 １０４．６７ ２３．４３

１４ 云南麻栗坡 １０４．７１ ２３．１２

１５ 贵州梵净山 １０８．７８ ２７．８３

１６ 贵州罗甸 １０６．４１ ２５．７２

１７ 广东乐昌 １１２．８５ ２５．５２
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１．２　方法
１．２．１　ＤＮＡ提取与纯化　使用由 ＯｍｅｇａＢｉｏｔｅｋ公
司生产的 ＤＮＡ提取试剂盒（ＨＰｐｌａｎｔＤＮＡＫｉｔ，
ＯＭＥＧＡ）对任豆总 ＤＮＡ进行提取和纯化。用质量
浓度为８ｇ·Ｌ－１的琼脂糖凝胶电泳检测纯度，对照
ＤＮＡ标准相对分子质量，计算所提取基因组ＤＮＡ的
浓度。

１．２．２　ＳＲＡＰＰＣＲ反应体系建立与优化　对 ＳＲＡＰ
反应体系主要因素［包括 Ｔａｑ酶，Ｍｇ２＋浓度，模板
ＤＮＡ，三磷酸脱氧核苷酸（ｄＮＴＰ），引物］进行多水平
优化试验。ＰＣＲ产物用２０ｇ·ｋｇ－１琼脂糖凝胶和
溴化乙锭（ＥＢ）染色检测。根据最佳因素水平组合
进行梯度退火试验，建立并优化ＳＲＡＰ反应体系。最
适宜任豆的２５μＬ体系为：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２５μＬ、
模板ＤＮＡ８０ｎｇ、Ｍｇ２＋２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１、ｄＮＴＰ０２２５
ｍｏｌ·Ｌ－１、引物 ０３μｍｏｌ·Ｌ－１和 ＴａｑＤＮＡ聚合酶
１２５Ｕ。经过反复试验，反应程序为：９４℃预变性５
ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ、３５℃退火１ｍｉｎ、７２℃延伸 １

ｍｉｎ，５个循环；９４℃ 变性 １ｍｉｎ、５５℃退火１ｍｉｎ、７２
℃延伸 １ｍｉｎ，３０个循环；７２℃ 延伸１０ｍｉｎ，４℃条
件下保存。

再随机选取６个种源的任豆 ＤＮＡ，对建立的体
系进行验证。

１．２．３　引物筛选　运用优化的 ＳＲＡＰＰＣＲ反应体
系进行引物筛选，挑选出４个地理差距较大的任豆
种源 ＤＮＡ（云南西畴，湖南江华，贵州罗甸，广东阳
山）作为模板，对７２９对引物组合进行初步筛选。从
中挑选出１２０对可以产生多态性条带的引物组合，
其条带较为清晰。再以随机选取的广东阳山、湖南

通道、广西桂林、广西灵川、广西平果、广西那坡、贵

州册亨、云南西畴 ８个种源为模板，对引物进行复
筛，最后确定出１２对效果最佳、扩增条带较多、背景
清晰的引物用于 ＳＲＡＰＰＣＲ反应。本试验根据 Ｌｉ
等［７］提出的原则，设计 ＳＲＡＰ引物，ＰＣＲ扩增的引物
采用上海生工生物工程技术服务有限公司的产品。

最终设计出的引物见表２。

表２　任豆ＳＲＡＰ分析的引物序列
Ｔａｂ．２　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｕｓｅｄｆｏｒＳＲＡＰａｎａｌｙｓｉｓｏｆＺｅｎｉａｉｎｓｉｇｎｉｓ

引物编号 正向序列 引物编号 反向序列

Ｍｅ１ ５′ＴＧＡＧＴＡＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ３′ Ｅｍ１ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ３′
Ｍｅ２ ５′ＴＧＡＧＴＡＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ３′ Ｅｍ２ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ３′
Ｍｅ３ ５′ＴＧＡＧＴＡＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＴ３′ Ｅｍ３ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ３′
Ｍｅ４ ５′ＴＧＡＧＴＡＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ３′ Ｅｍ４ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ３′
Ｍｅ５ ５′ＴＧＡＧＴＡＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＧ３′ Ｅｍ５ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ３′
Ｍｅ６ ５′ＴＧＡＧＴＡＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ３′ Ｅｍ６ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ３′
Ｍｅ７ ５′ＴＧＡＧＴＡＣＡＡＡＣＣＧＧＴＣＣ３′ Ｅｍ７ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＧ３′
Ｍｅ８ ５′ＴＧＡＧＴＡＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＣ３′ Ｅｍ８ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＣ３′
Ｍｅ９ ５′ＴＧＡＧＴＡＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＡ３′ Ｅｍ９ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＣＡ３′
Ｍｅ１０ ５′ＴＧＡＧＴＡＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＧ３′ Ｅｍ１０ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＡ３′
Ｍｅ１１ ５′ＴＧＡＧＴＡＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＴ３′ Ｅｍ１１ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ３′
Ｍｅ１２ ５′ＴＧＡＧＴＡＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＧ３′ Ｅｍ１２ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＴ３′
Ｍｅ１３ ５′ＴＧＡＧＴＡＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＡ３′ Ｅｍ１３ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＡ３′
Ｍｅ１４ ５′ＴＧＡＧＴＡＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＣ３′ Ｅｍ１４ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＣ３′
Ｍｅ１５ ５′ＴＧＡＧＴＡＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＡ３′ Ｅｍ１５ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＴ３′
Ｍｅ１６ ５′ＴＧＡＧＴＡＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ３′ Ｅｍ１６ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＴ３′
Ｍｅ１７ ５′ＴＧＡＧＴＡＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＧ３′ Ｅｍ１７ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＴＧ３′
Ｍｅ１８ ５′ＴＧＡＧＴＡＣＡＡＡＣＣＧＧＣＡＴ３′ Ｅｍ１８ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＧＣ３′
Ｍｅ１９ ５′ＴＧＡＧＴＡＣＡＡＡＣＣＧＧＴＴＧ３′ Ｅｍ１９ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＣＧ３′
Ｍｅ２０ ５′ＴＧＡＧＴＡＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＴ３′ Ｅｍ２０ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＡＧ３′
Ｍｅ２１ ５′ＴＧＡＧＴＡＣＡＡＡＣＣＧＧＴＣＡ３′ Ｅｍ２１ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＣＧ３′
Ｍｅ２２ ５′ＴＧＡＧＴＡＣＡＡＡＣＣＧＧＧＣＡ３′ Ｅｍ２２ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＴＣ３′
Ｍｅ２３ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＧ３′ Ｅｍ２３ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＧＴ３′
Ｍｅ２４ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＧＡＴ３′ Ｅｍ２４ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＧ３′
Ｍｅ２５ ５′ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＧＣＴ３′ Ｅｍ２５ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＧ３′
Ｍｅ２６ ５′ＴＴＣＡＧＧＧＴＧＧＣＣＧＧＡＴＧ３′ Ｅｍ２６ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＧＧ３′
Ｍｅ２７ ５′ＴＧＧＧＧＡＣＡＡＣＣＣＧＧＣＴＴ３′ Ｅｍ２７ ５′ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＣＡ３′
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１．２．４　数据统计与分析　ＳＲＡＰＰＣＲ产物经聚丙烯
酰胺凝胶电泳分离后，统计凝胶同一位置上 ＤＮＡ带
的有和无，有带的记为“１”，无带的记为“０”，形成０、
１数据矩阵。采用 ＰＯＰＧＥＮＥ软件对全部群体和各
单个群体分别进行基因多样性指数（ｈ）、Ｓｈａｎｎｏｎ信
息指数（Ｉ）、总基因多样度（Ｈｔ）、群体内的基因多样
度（Ｈｓ）、种源遗传分化系数（Ｇｓｔ）和基因流（Ｎｍ）等
遗传参数的分析［８］，利用 ＰＯＰＧＥＮＥ１３２计算遗传
距离，根据采种点的经纬度，在 ｈｔｔｐ：／／ｊａｎ．ｕｃｃ．ｎａｕ．
ｅｄｕ／ｃｖｍ／ｌａｔｌｏｎｇｄｉｓｔ．ｈｔｍｌ上计算任豆各种源之间的
地理直线距离（ｍ），运用ＧｅｎＬＡＥ６２进行Ｍａｎｔｅｌ检
验［９］，分析地理距离与遗传距离的相关性，分析时设

定９９９９次数据随机选择，利用ＮＴＳＹＳ２１软件进行
ＵＰＧＭＡ聚类分析。

２　结果与分析

２．１　ＳＲＡＰ扩增结果分析
对样本进行了 ＳＲＡＰＰＣＲ分析，用筛选出来的

１２对ＳＲＡＰ引物扩增出１５１条带（图１）。其中，１０６
条具有多态性。平均每个引物扩增的多态性条带为

８８３条，各引物多态性条带占５８３４％～８１１８％，平
均为７０３９％。多态性条带占比最高的引物组合为
Ｍｅ９／Ｅｍ１４，达到了 ８１１８％，其次为 Ｍｅ７／Ｅｍ１０和
Ｍｅ１７／Ｅｍ１４，均达到了７６９２％。多态性条带占比最
低的引物组合为 Ｍｅ１／Ｅｍ１７，但也达到了 ５８３４％
（表３）。

　Ｍ：１００ｂｐＤＮＡｌａｄｄｅｒ；任豆种源分别为１：广西靖西；２：广西都安；
３：广西罗城；４：广西桂林；５：广东阳山；６：湖南江华；７：广西灵川；８：湖

南通道；９：广西德保；１０：广西平果；１１：广西那坡；１２：贵州册亨；１３：云

南西畴；１４：云南麻栗坡；１５：贵州梵净山；１６：贵州罗甸；１７：广东乐昌。

图１　各种源任豆ＳＲＡＰ引物扩增结果

Ｆｉｇ．１　ＡｍｐｌｉｆｉｅｄｒｅｓｕｌｔｓｏｆＳＲＡＰｐｒｉｍｅｒｓ

表３　任豆不同引物组合的多态性条带

Ｔａｂ．３　Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｂａｎｄｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｉｍｅｒｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ

ｏｆＺｅｎｉａｉｎｓｉｇｎｉｓ

引物组合 多态性条带数量 多态性条带占比／％
Ｍｅ８／Ｅｍ５ １０ ６６．６７
Ｍｅ９／Ｅｍ６ ８ ６１．５４
Ｍｅ２／Ｅｍ９ ９ ６９．２３
Ｍｅ３／Ｅｍ９ ８ ６６．６７
Ｍｅ７／Ｅｍ１０ １０ ７６．９２
Ｍｅ９／Ｅｍ１４ ９ ８１．１８
Ｍｅ１７／Ｅｍ１４ １０ ７６．９２
Ｍｅ２／Ｅｍ１５ ６ ６６．６７
Ｍｅ２／Ｅｍ１６ １０ ７４．４２
Ｍｅ１／Ｅｍ１７ ７ ５８．３４
Ｍｅ２４／Ｅｍ２１ １１ ７３．３３
Ｍｅ１６／Ｅｍ２１ ８ ７２．７３
平均值 ８．８３ ７０．３９

　　从表４可以看出，任豆１７个种源的多态位点比
率为３８９６％～７２７３％，平均为５９６６％。其中贵州
册亨种源的多态位点比率最高（７２７３％），广西灵川
种源的最低（３８９６％）。由此表明：任豆种源间具有
较高的多态位点比率，在种源内也存在较丰富的遗

传多样性。种源内遗传多样性丰富有利于任豆对环

境变化的适应。

表４　不同种源任豆的多态位点

Ｔａｂ．４　ＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｌｏｃｉｆｏｒＺｅｎｉａｉｎｓｉｇｎｉｓｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｐｒｏｖｅｎａｎｃｅｓ

种源 多态位点数 多态位点比率／％
广西靖西 ７５ ５８．４４
广西都安 ７７ ６１．０４
广西罗城 ７７ ６１．０４
广西桂林 ８４ ７０．１３
广东阳山 ７７ ６１．０４
湖南江华 ７２ ５４．５５
广西灵川 ６０ ３８．９６
湖南通道 ７１ ５３．２５
广西德保 ７３ ５５．８４
广西平果 ７５ ５８．４４
广西那坡 ７８ ６２．３４
贵州册亨 ８６ ７２．７３
云南西畴 ８０ ６４．９４
云南麻栗坡 ７８ ６２．３４
贵州梵净山 ７０ ５１．９５
贵州罗甸 ７７ ６１．０４
广东乐昌 ８１ ６６．２３
平均值 ７５．８ ５９．６６
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２．２　任豆种源的遗传分化
各个种源的遗传多样性水平高低，可采用基因

多样性指数（ｈ）和 Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数（Ｉ）２种表型多
样性指数来衡量。从表５可以看出：不同种源任豆
的基因多样性指数差异明显。其中贵州册亨种源的

基因多样性指数最高，达０３１３３，广西灵川种源的
基因多样性指数最低，为０１７５５，全部种源间的基
因多样性指数为０２８５８。不同种源任豆的 Ｓｈａｎｎｏｎ
信息指数以贵州册亨种源最高，达０４５０２，以广西
灵川种源的Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数最低，为０２４９４，全部

种源间的Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数为０４１８６。综合基因多
样性和Ｓｈａｎｎｏｎ２个指数，贵州册亨和广西桂林种源
的遗传多样性水平较高，而贵州梵净山和广西灵川

种源的遗传多样性水平较低，这可能与采种地的任

豆林分布密集程度相关。此外，从表５还可以看出：
１７个种源任豆的观测等位基因数（ｎａ）为１３８９６～
１７２７３，平均达１６０００，种源水平的ｎａ为１７２４９；
有效等位基因数（ｎｅ）为１３３０５～１５７７３，平均达
１４７１３，种源水平的 ｎｅ为１５０２６。以上分析结果
均反映出任豆种源具有一定的遗传多样性。

表５　各种源任豆的遗传多样性
Ｔａｂ．５　ＧｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓｉｎＺｅｎｉａｉｎｓｉｇｎｉｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｖｅｎａｎｃｅｓ

种源 观测等位基因数（ｎａ） 有效等位基因数（ｎｅ） 基因多样性指数（ｈ） Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数（Ｉ）
广西靖西 １．５８４４ １．４８８９ ０．２６０８ ０．３７１５
广西都安 １．６１０４ １．４８６３ ０．２６３６ ０．３７８６
广西罗城 １．６１０４ １．４４５４ ０．２４９０ ０．３６２６
广西桂林 １．７０１３ １．５７３０ ０．３０８０ ０．４４０５
广东阳山 １．６１０４ １．４８６３ ０．２６３６ ０．３７８６
湖南江华 １．５４５５ １．４２４４ ０．２３２０ ０．３３４４
广西灵川 １．３８９６ １．３３０５ ０．１７５５ ０．２４９４
湖南通道 １．５３２５ １．４５９８ ０．２４２７ ０．３４４１
广西德保 １．５５８４ １．４５７３ ０．２４５６ ０．３５１２
广西平果 １．５８４４ １．４４７９ ０．２４６１ ０．３５５６
广西那坡 １．６２３４ １．４９１９ ０．２６７５ ０．３８４８
贵州册亨 １．７２７３ １．５７７３ ０．３１３３ ０．４５０２
云南西畴 １．６４９４ １．４８２５ ０．２６８０ ０．３８９２
云南麻栗坡 １．６２３４ １．４７８２ ０．２６２６ ０．３７９５
贵州梵净山 １．５１９５ １．３７９２ ０．２１１９ ０．３０８７
贵州罗甸 １．６１０４ １．５０６８ ０．２７１０ ０．３８６５
广东乐昌 １．６６２３ １．５２２２ ０．２８４１ ０．４０８７
种源间 １．７２４９ １．５０２６ ０．２８５８ ０．４１８６

　　任豆种源的遗传多样性相关指数显示，任豆所
有种源总基因多样度（Ｈｔ）为０３８２６，种源群体内的
基因多样度（Ｈｓ）为 ０２５６８，种源遗传分化系数
（Ｇｓｔ）为０３２８８。这表明任豆种源内存在一定的遗
传多样性。此外，任豆的基因流（Ｎｍ）为１０２０７，与
其他异花授粉植物相比偏小，说明任豆种源间存在

一定的基因交流，但偏少。种源间的遗传变异占总

遗传变异的３２８８％，６７．１２％的遗传变异发生在种
源内的个体间，表明任豆种源间存在一定的遗传分

化，但遗传变异主要还是来源于种源内。

２．３　任豆种源间遗传一致度和遗传距离
遗传一致度可用来判断种源之间的亲缘关系。

当２个种源无亲缘关系时，遗传一致度为０，当２个
群体完全一样时，遗传一致度为１。为了进一步了解
任豆种群间的遗传关系，表６列出了１７个任豆种源

的遗传一致度和遗传距离。从表６可知，广西德保
种源与云南西畴种源的遗传一致度最小，仅为

０７０３１，二者遗传距离最大，为０３５２３。而广西都
安与广西罗城、云南西畴与云南麻栗坡种源的遗传

一致度最大，达０８８６５，遗传距离最小，为０１２０５。
种源之间的亲缘关系虽然比较近，但仍然存在一定

程度的遗传差异和遗传分化。

运用ＩＢＤ软件对任豆遗传距离及地理距离进行
Ｍａｎｔｅｌ检验，结果表明，任豆种源间遗传距离与地理
距离之间的相关性达到极显著水平（ｒ＝０３１２５，
Ｐ＝０００１）。
２．４　任豆种源聚类分析

根据 Ｎｅｉ［８］的遗传距离，采用 ＵＰＧＭＡ聚类分
析，绘制任豆种源遗传关系聚类图（图２）。以遗传
一致度为０７８为界，可以将１７个种源分为３大类。
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第１类来自广西、贵州，包含有广西靖西、都安、罗城
等种源和贵州罗甸、梵净山、册亨种源；第２类来自
广东、湖南和广西，包括广东阳山、乐昌种源，湖南江

华和通道种源，以及广西灵川种源；第３类仅来自云
南，包括云南西畴和麻栗坡种源。从聚类结果可以

看出，地理距离相近的种源几乎都聚在了同一类群。

表６　任豆种源间的遗传一致度和遗传距离１）

Ｔａｂ．６　ＧｅｎｅｔｉｃｉｄｅｎｔｉｔｙｄｅｇｒｅｅｓａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎＺｅｎｉａｉｎｓｉｇｎｉｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｖｅｎａｎｃｅｓ

种源 １ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ １３ １４ １５ １６ １７

１ ０．８４７２ ０．８３８４ ０．７３３６ ０．７５５５ ０．７４６７ ０．８０３５ ０．８０７９ ０．８２５３ ０．８４７２ ０．８２５３ ０．７６８６ ０．７４６７ ０．７２０５ ０．７９０４ ０．８０３５ ０．７４２４

２ ０．１６５９ ０．８８６５ ０．７９９１ ０．７５９８ ０．８１２２ ０．７６４２ ０．７９４８ ０．８２９７ ０．８３４１ ０．８１２２ ０．７９９１ ０．７１６２ ０．７１６２ ０．７９４８ ０．８０７９ ０．７７２９

３ ０．１７６２ ０．１２０５ ０．８４２８ ０．７５１１ ０．８２９７ ０．７７２９ ０．７６８６ ０．８２１０ ０．８３４１ ０．８５５９ ０．７９９１ ０．７４２４ ０．７１６２ ０．７７７３ ０．７５５５ ０．７５５５

４ ０．３０９８ ０．２２４２ ０．１７１０ ０．７７７３ ０．８０３５ ０．７６４２ ０．７５１１ ０．７４２４ ０．７５５５ ０．８１２２ ０．８１６６ ０．７３３６ ０．７１６２ ０．７６８６ ０．７２９３ ０．７７２９

５ ０．２８０４ ０．２７４７ ０．２８６２ ０．２５１９ ０．８６０３ ０．７７７３ ０．７９９１ ０．７５５５ ０．７６８６ ０．７３８０ ０．７５１１ ０．８０７９ ０．８１６６ ０．７８１７ ０．７３３６ ０．８６４６

６ ０．２９２１ ０．２０８０ ０．１８６７ ０．２１８８ ０．１５０５ ０．７９４８ ０．８２５３ ０．７７２９ ０．８１２２ ０．７７２９ ０．７７７３ ０．７６４２ ０．７９９１ ０．７９９１ ０．７４２４ ０．８１２２

７ ０．２１８８ ０．２６８９ ０．２５７６ ０．２６８９ ０．２５１９ ０．２２９７ ０．８４７２ ０．７９４８ ０．７３８０ ０．７３３６ ０．７３８０ ０．７０７４ ０．７２４９ ０．７９４８ ０．７９０４ ０．７６４２

８ ０．２１３４ ０．２２９７ ０．２６３２ ０．２８６２ ０．２２４２ ０．１９２０ ０．１６５９ ０．８０７９ ０．７７７３ ０．７２０５ ０．７９４８ ０．７３８０ ０．７５５５ ０．７９０４ ０．７９４８ ０．８０３５

９ ０．１９２０ ０．１８６７ ０．１９７３ ０．２９７９ ０．２８０４ ０．２５７６ ０．２２９７ ０．２１３４ ０．８５５９ ０．７７２９ ０．７７７３ ０．７０３１ ０．７３８０ ０．７９９１ ０．７９４８ ０．８０３５

１０ ０．１６５９ ０．１８１４ ０．１８１４ ０．２８０４ ０．２６３２ ０．２０８０ ０．３０３８ ０．２５１９ ０．１５５６ ０．８５５９ ０．７６４２ ０．７１６２ ０．７１６２ ０．７８６０ ０．８０７９ ０．７９０４

１１ ０．１９２０ ０．２０８０ ０．１５５６ ０．２０８０ ０．３０３８ ０．２５７６ ０．３０９８ ０．３２７８ ０．２５７６ ０．１５５６ ０．８０３５ ０．７４６７ ０．７２０５ ０．７３８０ ０．７５９８ ０．７２４９

１２ ０．２６３２ ０．２２４２ ０．２２４２ ０．２０２６ ０．２８６２ ０．２５１９ ０．３０３８ ０．２２９７ ０．２５１９ ０．２６８９ ０．２１８８ ０．７９４８ ０．７３３６ ０．７９４８ ０．８０７９ ０．７７２９

１３ ０．２９２１ ０．３３３９ ０．２９７９ ０．３０９８ ０．２１３４ ０．２６８９ ０．３４６１ ０．３０３８ ０．３５２３ ０．３３３９ ０．２９２１ ０．２２９７ ０．８８６５ ０．７４６７ ０．７４２４ ０．７６８６

１４ ０．３２７８ ０．３３３９ ０．３３３９ ０．３３３９ ０．２０２６ ０．２２４２ ０．３２１７ ０．２８０４ ０．３０３８ ０．３３３９ ０．３２７８ ０．３０９８ ０．１２０５ ０．７９０４ ０．７４２４ ０．７７７３

１５ ０．２３５２ ０．２２９７ ０．２５１９ ０．２６３２ ０．２４６３ ０．２２４２ ０．２２９７ ０．２３５２ ０．２２４２ ０．２４０８ ０．３０３８ ０．２２９７ ０．２９２１ ０．２３５２ ０．８４７２ ０．７７７３

１６ ０．２１８８ ０．２１３４ ０．２８０４ ０．３１５７ ０．３０９８ ０．２９７９ ０．２３５２ ０．２２９７ ０．２２９７ ０．２１３４ ０．２７４７ ０．２１３４ ０．２９７９ ０．２９７９ ０．１６５９ ０．７８１７

１７ ０．２９７９ ０．２５７６ ０．２８０４ ０．２５７６ ０．１４５５ ０．２０８０ ０．２６８９ ０．２１８８ ０．２１８８ ０．２３５２ ０．３２１７ ０．２５７６ ０．２６３２ ０．２５１９ ０．２５１９ ０．２４６３

　１）对角线上方为遗传一致度，对角线下方为遗传距离；任豆种源分别为 １：广西靖西，２：广西都安，３：广西罗城，４：广西桂
林，５：广东阳山，６：湖南江华，７：广西灵川，８：湖南通道，９：广西德保，１０：广西平果，１１：广西那坡，１２：贵州册亨，１３：云南
西畴，１４：云南麻栗坡，１５：贵州梵净山，１６：贵州罗甸，１７：广东乐昌。

图２　任豆种源ＵＰＧＭＡ聚类图
Ｆｉｇ．２　ＤｅｎｄｒｏｇｒａｍｂａｓｅｄｏｎｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｓａｍｏｎｇＺｅｎｉａｉｎｓｉｇｎｉｓｆｒｏｍｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｒｏｖｅｎａｎｃｅｓ
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３　讨论与结论
ＳＲＡＰＰＣＲ反应体系受诸多因素的影响。本试

验建立并优化了任豆 ＳＲＡＰＰＣＲ反应体系，并进行
了任豆种源遗传多样性分析。本试验所得到的任豆

ＳＲＡＰＰＣＲ扩增体系与麻疯树 Ｊａｔｒｏｐｈａｃａｒｃａｓ［１０］、油
茶Ｃａｍｅｌｌｉａｏｌｅｉｆｅｒａ［１１］、杨树 Ｐｏｐｕｌｕｓａｄｅｎｏｐｏｄａ［１２］等
的扩增体系及循环条件都有所不同，可能与不同材

料的基因组和材料本身的特殊性以及读带时主观性

等因素有关，因此需要对ＰＣＲ体系进行优化，对任豆
模板ＤＮＡ、Ｍｇ２＋、引物和 Ｔａｑ酶等关键条件水平进
行探索。研究发现，ＳＲＡＰ对任豆 ＤＮＡ浓度的要求
不高，有一个较宽的适宜浓度范围。经过反复试验

后，根据电泳条带的数量、清晰度及背景颜色等条件

为所得条带综合评分。最终探索出的 ２５μＬ体系
为：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２５μＬ、模板 ＤＮＡ８０ｎｇ、Ｍｇ２＋

２０ｍｍｏｌ·Ｌ－１、ｄＮＴＰ０２２５ｍｏｌ·Ｌ－１、引物 ０３
μｍｏｌ·Ｌ－１和ＴａｑＤＮＡ聚合酶１２５Ｕ。该体系实现
了最佳扩增的目的。以广西平果、广西那坡、湖南通

道、湖南江华、广东阳山、贵州册亨的６个任豆种源
ＤＮＡ为模板，选取引物Ｍｅ７／Ｅｍ８进行ＳＲＡＰＰＣＲ反
应体系稳定性验证，结果表明，筛选体系能很好地满

足任豆基因组 ＳＲＡＰＰＣＲ扩增的要求，且不同种源
间条带有明显差异。对筛选出的１２对引物组合进
行ＰＣＲ扩增，平均每对引物扩增出８８３条带，多态
带比率平均为 ７０３９％，较好地显示了任豆的多
态性。

多态位点比率、Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数和基因多样性
指数作为评价种群内和种群间遗传多样性的指标，

其数值越大，表明种群的遗传多样性越高。据测定，

１７个任豆种源平均多态位点比率达到 ５９６６％，种
源间Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数为０２４９４～０４５０２，平均为
０３６９１，基因多样性指数在０１７５５～０３１３３，平均为
０２５６８。与其他树种相比，任豆种群遗传多样性并
不高。例如，枫香Ｌｉｑｕｉｄａｍｂａｒｆｏｒｍｏｓａｎａ、木荷Ｓｃｈｉｍａ
ｓｕｐｅｒｂａ、油松 Ｐｉｎｕｓｔａｂｕｌｉｆｏｒｍｉｓ、蜡梅 Ｃｈｉｍｏｎａｎｔｈｕｓ
ｐｒａｅｃｏｘ群体多态位点比率分别为８７４１％、９００２％、
９１６７％、８８７０％［１３］。此外，近几年基于ＳＰＲＡＰ分子
标记的木本植物遗传多样性研究结果表明：红椎

Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓｈｙｓｔｒｉｘ多态性比率为９４８９％［１３］，小果油

茶Ｃａｍｅｌｌｉａｍｅｉｏｃａｒｐａ多态性比率和 Ｓｈａｎｎｏｎ信息指
数分别为８４９６％～９５５８％和０４７３２～０５６７６［１４］；
白花树Ｓｔｙｒａｘｔｏｎｋｉｎｅｎｓｉｓ在物种水平上的多态位点
比率 为 ９１０％，Ｓｈａｎｎｏｎ表 型 多 样 性 指 数 为
０４５３６［１５］；侧柏 Ｐｌａｔｙｃｌａｄｕｓｏｒｉｅｎｔａｌｉｓ的 Ｓｈａｎｎｏｎ信

息指数为０１９４９［１６］；大花黄牡丹Ｐａｅｏｎｉａｌｕｄｌｏｗｉｉ多
态位点比率为 ９０１５％，Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数平均为
０２５２１［１７］；构树 Ｂｒｏｕｓｓｏｎｅｔｉａｐａｐｙｒｉｆｅｒａ多态位点比
率为７２６％，Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数均值为０２２７５［１８］。

不同种源的遗传多样性差异较大，而物种遗传

多样性水平决定着物种对选择的反应能力，是制定

物种遗传多样性保护与利用策略的必需信息。贵州

册亨和广西桂林种源的遗传多样性水平较高，这可

能与其生境多样复杂、地理隔离特殊等因素有关，从

而有利于遗传变异的积累。在开展任豆种质资源保

护中，应更加重视对贵州册亨和广西桂林等遗传多

样性水平较高种群的保护。

任豆种源间和种源内均存在显著的遗传变异。

其中，种源间的遗传变异占总遗传变异的３２８８％，
种源内的个体间遗传变异占６７１２％，说明任豆种源
内个体间的遗传变异是主要的。Ｈａｍｒｉｃｋ等［１９］总结

了３２２种木本植物的遗传结构，认为广布、异交且种
子随风传播或鸟兽取食的木本植物，其群体内的遗

传多样性比群体间更丰富。根据目前国内所报道的

木本植物遗传多样性的研究结果，所有树种的遗传

多样性主要来自种群内个体间。例如，麻疯树［１０］、

小果油茶［１４］、白花树［１５］、侧柏［１６］和大花黄牡丹［１７］

等，都表明种群间的遗传多样性小于种群内个体间。

因此，任豆遗传改良要注重优良种源选择，更要注重

种源内个体的选择。

物种基因流是影响植物种群遗传结构的重要因

子［２０］，对物种形成及其适应性进化有积极的作用。

基因流越大，群体间花粉和种子互相迁移的频率越

高，则种源间相似性就越大。受限制的基因流使群

体间发生分化，因为每个群体中都会或多或少的独

立发生适应演变和遗传漂变。植物濒危的原因是多

方面的，遗传多样性贫乏可造成种群或物种难以适

应变化的环境，人为破坏和过度采伐也可能导致植

物濒危。任豆为国家二级保护植物，随着人类对天

然林的砍伐、破坏，导致任豆种群的片段化，降低了

种群间的基因交流，造成有效群体较小，种群间出现

遗传分化。一般认为，基因流有利于珍稀濒危植物的

保护，当基因流 ＞１时，基因流就可以防止种群之间
由遗传漂变引起的遗传分化，当基因流 ＜１时，就会
产生遗传漂变，导致种群间遗传结构的变化。经估

算，任豆的基因流（Ｎｍ）为１０２０７。与其他树种相
比，任豆基因流不高。例如，西伯利亚杏 Ａｒｍｅｎｉａｃａ
ｓｉｂｉｒｉｃａ群体间的基因流为 ３８３６０［２１］，花楸树
Ｚａｎｔｈｏｘｙｌｕｍｂｕｎｇｅａｎｕｍ的基因流为３０４７２［２２］。由
于任豆种群间基因流不高，长期隔离会导致地理遗
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传变异，虽然任豆种源间的遗传变异小于种群间，但

仍然达到３２８８％。
根据任豆种群间遗传一致度聚类结果，可将１７

个种群大体分为３大类：第１类为广西和贵州种源；
第２类为广东、湖南和广西种源；第 ３类为云南种
源。基本上地理距离相近的种源聚为一类，地理格

局明显。地理距离和遗传距离的相关性错综复杂，

受植物的进化、分布格局等影响较大。很多植物的

遗传距离均与地理距离相关，如香果树Ｅｍｍｅｎｏｐｔｅｒｙｓ
ｈｅｎｒｙｉ［２３］、紫丁香 Ｓｙｒｉｎｇａｏｂｌａｔａ［２４］、西伯利亚杏［２１］

和栓皮栎 Ｑｕｅｒｃｕｓｖａｒｉａｂｉｌｉｓ［２５］等。Ｍａｎｔｅｌ检验表明，
任豆种群间的遗传距离和地理距离之间的相关性达

到极显著水平（ｒ＝０３１２５，Ｐ＝０００１）。这也解释
了任豆各种源类群地理格局明显的现象。３个种源
类群间所处地形差异较大，一定程度造成了地理隔

离。第１类群处于任豆分布区域高海拔地区，第 ２
类群基本处于海拔较低的平原地带，第３类群为云
南种源，与其他２类相距甚远，处于地理封闭状态。
由于西南山区的地形等特定的隔离机制阻碍了群体

间基因的交流，造成种群之间的差异。
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