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迪庆州核桃种质资源的遗传多样性与遗传结构
*
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摘要: 利用 SSR 分子标记技术对云南省迪庆藏族自治州 3 个群体共 161 份深纹核桃种质资源进行遗传多样性分

析, 揭示资源的遗传多样性水平及遗传结构特征, 为其保护和利用提供依据。 结果表明: 18 对 SSR 引物对 161
份 DNA 样本进行扩增, 共检测到 171 个等位基因, 平均每对引物 9郾 5 个。 3 个群体的观察杂合度 (Ho) 和期望

杂合度 (He) 的变化范围分别为 0郾 390 ~ 0郾 580 和 0郾 580 ~ 0郾 619, 平均值分别为 0郾 467 和 0郾 598; Shannon 信息指

数 ( I) 介于 1郾 153 ~ 1郾 313 之间, 平均为 1郾 231, 数据表明迪庆州核桃种质资源的遗传多样性属于中等水平。 群

体间的遗传分化系数 (FST) 介于 0郾 005 2 ~ 0郾 225 3 之间, 平均为 0郾 065 2, 表明遗传变异主要来源于群体内的个

体, 仅有 6郾 52%来源于群体间, 各位点的基因流 (Nm) 平均为 4郾 266 3 (Nm >1), 群体间的基因交流阻止了群

体间的分化。 STRUCTURE 分析将 161 份核桃资源分成 3 个类群, 而基于 Nei爷 s 遗传距离的 UPGMA 聚类将 3 个

群体划分成 2 组, 维西和香格里拉聚为一组, 德钦单独为一组。
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Abstract: Genetic diversity and genetic structure of walnut germplasm in Diqing Prefecture of Yunnan was ana鄄
lyzed using SSR molecular markers. Eighteen SSR primers were employed to amplify 161 samples from 3 populations
of Juglans sigillata in Diqing and 171 alleles were detected with a mean value of 9郾 5 per locus. The range of ob鄄
seved heterozygosity(Ho)and expected heterozygosity(He)were 0郾 390-0郾 580 and 0郾 580-0郾 619 respectively with
average of 0郾 467 and 0郾 598,and the range Shannon information index( I)was between 1郾 153-1郾 313 with an aver鄄
age of 1郾 231. The results indicated that the genetic diversity of walnut germplasm in Diqing was moderate. The coef鄄
ficient of genetic differentiation(FST)was 0郾 005 2-0郾 225 3 with an average of 0郾 065 2,which meant only 6郾 52%
of variation existing among populations. The gene flow(Nm)was 4郾 266 3(Nm>1)showing that gene flow prevented
the differentiation among populations. 161 individuals were divided into 3 groups through STRUCTURE analysis and
3 populations were clustered into 2 branches through UPGMA clustering. Weixi and Xianggelila were clustered in
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one branch and Deqin as another branch.
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胡桃属 ( Juglans L郾 ) 植物在世界上有 23 个

种, 我国有 13 个种[1], 其中分布较广且栽培较多

的是核桃 ( J郾 regia) 和深纹核桃 ( J郾 sigillata) 2
个种[2]。 深纹核桃广泛分布于西南地区, 为我国

特有种[3], 云南作为深纹核桃的主要分布区之一,
深纹核桃栽培历史悠久, 种质资源非常丰富。 迪庆

藏族自治州位于滇西北, 滇、 藏、 川 3 省 (区)
交界处, 世界上著名的 “三江并流冶 腹心地带,
其间高山峡谷纵横, 境内海拔最高处是 6 740 m 的

梅里雪山主峰卡瓦格博峰, 最低处海拔为 1 486 m
的澜沧江河谷, 绝对高差 5 254 m, 小范围内的巨

大高差导致了境内的垂直气候和立体生态环境[4]。
经初步调查此区域核桃种质资源具有丰富的多样

性, 然而, 随着近年来核桃产业的发展, 良种和无

性系的推广种植, 核桃天然资源遭到破坏, 致使当

地核桃种质资源遗传多样性逐渐丧失。 开展核桃种

质资源遗传多样性研究是对资源科学保护和利用的

重要理论基础, 因此在了解迪庆州核桃种质资源的

遗传多样性水平及遗传结构特征基础上, 制定并积

极采取科学的保护和开发利用措施显得尤为必要。
作为评价遗传多样性的一种重要技术, DNA

分子标记广泛应用于各种植物的多样性研究中[5]。
在最为常用的几种分子标记技术中, 简单重复序列

(simple sequence repeats, SSRs) 标记是基于 PCR
的核酸多态检测技术, 具有灵敏性和稳定性高、 通

用性强、 共显性等优点, 广泛用于植物的指纹分

析、 品种 鉴 定、 遗 传 结 构 和 系 统 进 化 等 研 究

中[6-8], 对于核桃种质资源的遗传多样性也有一些

研究报道[9-13], 但对迪庆州核桃种质资源的遗传多

样性状况仍未有了解。 本研究基于 SSR 分子标记

技术对云南省迪庆藏族自治州 3 个群体共 161 份深

纹核桃种质资源进行遗传多样性分析, 揭示资源的

遗传多样性水平及遗传结构特征, 为其保护和利用

提供科学依据。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 研究地概况及材料来源

迪庆藏族自治州位于云南省西北部 (90毅35忆 ~
100毅18忆 E, 26毅52忆 ~ 29毅16忆 N), 地处青藏高原东南

边缘, 横断山南段北端, 滇、 川、 藏 3 省 (区) 交

界处。 全州土地面积 23 870 km2, 平均海拔 3 380
m, 最高海拔为梅里雪山主峰卡瓦格博峰 (6 740
m), 最低海拔为澜沧江河谷 (1 486 m)。 迪庆州

属温带-寒温带气候, 年平均气温 10郾 6 益, 年极

端最高气温 25郾 1 益, 最低气温-27郾 4 益, 该州辖

德钦县、 维西傈僳族自治县和香格里拉市, 3 个县

(市) 皆有核桃的分布。
试验分析的 161 份深纹核桃单株样品分别采自

迪庆州的 3 个县 (市) (各单株相距 100 m 以上),
每个县 (市) 的资源作为 1 个群体进行遗传多样

性分析, 3 个群体的地理信息及样本数量见表 1。
以采集的单株穗条 (二倍体) 作为 1 个样本, 穗

条采回后取韧皮提取 DNA。

表 1摇 核桃群体的地理信息及样本数量

Tab郾 1摇 Geographical information of sampling sites and sample size

采样地 经度 纬度 海拔范围 / m 样本数量 /个
德钦县摇 摇 98毅43忆 ~ 99毅32忆 27毅33忆 ~ 29毅15忆 1 992 ~ 2 750 37
维西县摇 摇 98毅54忆 ~ 99毅34忆 26毅53忆 ~ 28毅02忆 1 450 ~ 2 300 54
香格里拉市 99毅28忆 ~ 99毅46忆 27毅24忆 ~ 27毅52忆 1 680 ~ 2 560 70
合计摇 摇 摇 161

1郾 2摇 试验方法

1郾 2郾 1摇 核桃基因组 DNA 的提取

核桃基因组 DNA 的提取采用改进的 CTAB
法[14], 其浓度和纯度用 1% 的琼脂糖凝胶电泳及

紫外可见分光光度计 ( thermo scientific) 进行检

测, 将 DNA 样品浓度用 Tris-EDTA 缓冲液调至 20

ng / 滋L, -20 益冰箱保存备用。
1郾 2郾 2摇 引物确定及 SSR-PCR 扩增和扩增产物的毛

细管电泳检测摇
参照陈少瑜等[15]的方法, 用 20 对初步筛选的

引物[16]对 3 个群体中随机抽取的 3 ~ 5 份样品进行

扩增, 丙烯酰胺电泳确定有扩增结果且条带清晰稳
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定的引物。 将确定的引物用以全部样品的扩增, 扩

增结果采用毛细管电泳[17]检测记录。
1郾 3摇 统计及分析

将检测到的 SSR 片段录 入 Exel 表, 利 用

GenAIEx 6郾 5[18]及 POPGENE 1郾 32[19]计算分析群体

的观察等位基因数 (Na)、 有效等位基因数 (Ne)、
观察杂合度 (Ho )、 期望杂合度 (He )、 Shannon
信息指数 ( I) 等遗传多样性参数; 群体间的遗传

距离 (D)、 遗传一致度 ( I)、 F -统计量 (FIS、
FIT、 FST) 及基因流 (Nm) [20]等群体遗传分化参数。

基于群体的遗传距离, 运用 Mega 6郾 06 软件进

行 UPGMA 聚类并绘制各群体遗传关系树状图[21]。
利用 STRUCTURE 2郾 3郾 2 软件分析核桃群体的

遗传结构[22]。 将聚类参数 K 设置为 2 ~ 15, 每个 K
值独立重复运算 10 次, 运行参数 “Length of Burn
-in Period冶 为 10 000 次, “Number of MCMC Reps
of Burning冶 设为 100 000 次。 采用 驻K 值最大原则

选取最佳 K 值[23], 结果通过 Distruct 软件[24] 绘制

群体遗传结构图。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 引物及扩增结果

经丙烯酰胺电泳检测最终确定 18 对引物用以

161 份样品的扩增, 引物序列及相关信息参见文

献[16], 扩增结果列于表 2。 由表 2 可见, 18 对引

物对 161 份样品扩增片段的大小为 96 ~ 250 bp, 共

检测到 171 个等位基因, 平均每个引物检测到 9郾 5
个等位基因, 其中引物 CUJRB103a 和 CUJRB220
检测到的等位基因最多 (各 16 个), 引物 JUG-13
和 ZMZ-11 的最少, 分别只有 3 个。
2郾 2摇 核桃群体的遗传多样性

18 对引物对 3 群体 161 份样品的扩增结果经

POPGENE 1郾 32 软件分析得到群体的遗传多样性参

数 (表 3)。 由表 3 可见, 3 个群体的观察等位基

因数 (Na) 的变化范围为 5郾 556 ~ 7郾 111, 平均为

6郾 574; 有效等位基因数 ( Ne ) 的变化范围为

2郾 862 ~ 3郾 174, 平均为 3郾 030; 观察杂合度 (Ho)
的变化范围为 0郾 390 ~ 0郾 580, 平均为 0郾 467; 期望

杂合度 (He) 的变化范围为 0郾 580 ~ 0郾 619, 平均

为 0郾 598; Shannon 信息指数 ( I) 介于 1郾 153 ~
1郾 313 之间, 平均为 1郾 231, 3 个群体的多态位点

百分率 (P) 均为 100% 。 除了多态位点百分率,
各群体的其他遗传参数存在明显差异。 综合比较 3
个群体的遗传参数可以发现, 维西群体的 Ne、 He

和 I 最高 (Ne =3郾 174, He =0郾 619, I=1郾 313), 德

钦群 体 的 最 低 ( Ne = 2郾 862, He = 0郾 580, I =
1郾 153), 说明 3 个群体中维西群体拥有相对较高

的遗传多样性, 德钦的相对较低。

表 2摇 18 对 SSR 引物及扩增结果

Tab郾 2摇 18 SSR primers and their amplified results

序号 引物名称
扩增片段
大小 / bp

每个位点的
等位基因数 / N

1 CUJRA123 198 ~ 212 8
2 CUJRA124 165 ~ 184 15
3 CUJRA206a 200 ~ 212 15
4 CUJRB012 96 ~ 118 12
5 CUJRB103a 144 ~ 174 16
6 CUJRB218 168 ~ 174 8
7 CUJRB220 147 ~ 196 16
8 CUJRB305 133 ~ 179 12
9 CUJRB307 146 ~ 181 14
10 CUJRB317 131 ~ 151 11
11 CUJRC310 162 ~ 172 7
12 CUJRD204a 172 ~ 174 4
13 JH3753 188 ~ 212 10
14 JSI-15 180 ~ 200 7
15 JSI-63 203 ~ 208 5
16 JSI-73 160 ~ 175 5
17 JUG-13 240 ~ 250 3
18 ZMZ-11 162 ~ 175 3

总数 171
平均 9郾 5

表 3摇 迪庆州 3 个核桃群体的遗传多样性

Tab郾 3摇 Genetic diversity of 3 walnut populations in Diqing

群体 Na Ne Ho He I P
DQ 5郾 556 2郾 862 0郾 580 0郾 580 1郾 153 100
WX 7郾 111 3郾 174 0郾 430 0郾 619 1郾 313 100
XGLL 7郾 056 3郾 054 0郾 390 0郾 594 1郾 226 100
平均 6郾 574 3郾 030 0郾 467 0郾 598 1郾 231 100
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2郾 3摇 核桃群体的遗传分化及遗传结构

表 4 显示了迪庆州 3 个核桃群体间遗传分化状

况。 由表 4 可知, 群体间的近交系数 (FIS) 介于

-0郾 168 5 ~ 0郾 495 9 之间, 平均为 0郾 218 7, 其中 1
个位点 (JSI-63) 杂合子过剩。 群体间的遗传分化

系数 (FST) 介于 0郾 005 2 ~ 0郾 225 3 之间, 平均为

0郾 065 2。 数据表明遗传变异主要存在于群体内,
来源于群体间的遗传变异只占总变异的 6郾 52% 。
各位点的基因流 (Nm ) 差异较大, 变化范围在

0郾 859 5 ~ 9郾 454 9 之间, 平均为 4郾 266 3。

表 4摇 迪庆州 3 个核桃群体的遗传分化与基因流

Tab郾 4摇 Genetic differentiation and gene flow of 3
walnut populations in Diqing

位点 FIS FIT FST Nm

CUJRA123 0郾 285 6 0郾 321 5 0郾 050 3 4郾 719 7
CUJRA124 0郾 195 4 0郾 216 1 0郾 025 8 9郾 454 9
CUJRA206 0郾 495 9 0郾 516 0 0郾 039 8 6郾 030 4
CUJRB012 0郾 097 8 0郾 154 3 0郾 062 6 3郾 745 0
CUJRB103 0郾 429 0 0郾 449 3 0郾 035 5 6郾 791 5
CUJRB218 0郾 125 2 0郾 199 3 0郾 084 7 2郾 700 6
CUJRB220 0郾 075 6 0郾 082 1 0郾 007 0 3郾 547 9
CUJRB305 0郾 396 2 0郾 429 5 0郾 055 2 4郾 278 3
CUJRB307 0郾 273 7 0郾 342 3 0郾 094 4 2郾 397 1
CUJRB317 0郾 041 9 0郾 068 8 0郾 028 1 8郾 647 4
CUJRC310 0郾 219 2 0郾 250 0 0郾 039 5 6郾 082 3
CUJRD204 0郾 234 1 0郾 406 6 0郾 225 3 0郾 859 5
JH2753 0郾 484 9 0郾 523 3 0郾 074 6 3郾 101 8
JSI-15 0郾 194 6 0郾 289 5 0郾 117 8 1郾 872 9
JSI-63 -0郾 168 5 -0郾 113 8 0郾 046 9 5郾 084 1
JSI-73 0郾 024 5 0郾 040 8 0郾 016 8 1郾 465 4
JUG-13 0郾 049 2 0郾 054 2 0郾 005 2 4郾 740 9
ZMZ11 0郾 285 1 0郾 402 4 0郾 164 1 1郾 273 9
平均 0郾 218 7 0郾 269 7 0郾 065 2 4郾 266 3

注: FIS为群体内繁育系数; FIT为总群体内繁育系数; FST为群体

分化系数; Nm为基因流。

利用 STRUCTURE 分析迪庆州核桃种质资源群

体的遗传结构, 当 K=3 时 驻K 值最大 (图 1), 表

明 161 份核桃资源具有 3 个不同类群 (图 2), 红

色、 绿色和紫色分别代表 3 个类群, 由图 2 可见虽

然类群间存在一定的遗传混杂和基因交流现象, 但

仍可看出较为明显的分化, 其中德钦群体遗传混杂

程度相对较小, 维西和香格里拉群体较为相似, 3
个类群的单株基本均匀分布。

图 1摇 最佳类群数 (K) 与推断值 (驻K) 的关系

Fig郾 1摇 Relationship between the rational groups number
K and estimated value 驻K

图 2摇 基于 STRUCTURE 分析的迪庆州

3 个核桃群体的遗传结构

Fig郾 2摇 Genetic structure of 3 J郾 sigillata populations in Diqing
based on STRUCTURE analysis

2郾 4摇 群体间的遗传关系及 UPGMA 聚类

为了进一步了解迪庆州 3 个核桃群体间的遗传

关系, 利用群体间的 Nei爷s 遗传距离 (表 5) 进行

UPGMA 聚类。 由表 5 可见, 3 个群体遗传距离

(D) 的变化范围为 0郾 127 8 ~ 0郾 201 3。 其中, 维西

和香格里拉的遗传距离最小 (D = 0郾 127 8), 维西

和德钦的遗传距离最大 (D = 0郾 201 3)。 从聚类图

(图 3) 可以看出, 3 个群体在遗传距离 0郾 13 处可

以划分成 2 个组, 维西和香格里拉聚为一组, 德钦

单独为一组。

表 5摇 迪庆州 3 个核桃群体间的 Nei爷s 遗传距离 (D)
与遗传一致度 (I)

Tab郾 5摇 Nei爷s genetic distances (D) and genetic identity
( I) among 3 walnut populations in Diqing

DQ WX XGLL
DQ ***** 0郾 807 7 0郾 835 5
WX 0郾 201 3 ***** 0郾 880 0
XGLL 0郾 169 7 0郾 127 8 *****

注: 对角线之上数据为 Nei爷s 遗传一致度 ( I); 对角线之下为 Nei爷
s 遗传距离 (D)。
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图 3摇 基于 Nei爷s 遗传距离的 3 个群体的 UPGMA 聚类图
Fig郾 3 UPGMA phylogenetic dendrogram of 3 walnut populations

in Diqing based on Nei爷s genetic distance

3摇 讨论与结论

遗传多样性是物种长期生存和保持进化的基

础[25]。 通常采用 Shannon爷 s 信息指数 ( I) 和期望

杂合度 (He) 作为评估群体遗传多样性的重要指

标, 其中 He不仅可以衡量群体的遗传多样性, 还可

以反映群体中等位基因的丰富度和均匀程度[26-27]。
本研究中, 3 个核桃群体 He的平均值为 0郾 598, I 的
平均值为 1郾 231, 高于此前刘晓丽等[28] (He =
0郾 282; I = 0郾 422 5), Wang H 等 (He = 0郾 525[9];
He = 0郾 586[11] ) 以及吴涛等[16] (He = 0郾 591; I =
1郾 157) 基于 SSR 分子标记的核桃群体 (J郾 regia 或

J郾 sigillata) 的遗传多样性, 低于王滑等 ( He =
0郾 617[26]; He = 0郾 678[29] ), 徐永杰等[10] ( He =
0郾 657; I = 1郾 324) 采用相同分子标记技术对核桃

群体的遗传多样性研究结果。 可见, 迪庆核桃种质

资源的遗传多样性处于中等水平。
评估一个树种的遗传多样性对于这个树种的基

因保存和优树选择非常重要[30-31]。 一个物种遗传

多样性和它的生活史和生态特征密切相关, 通常稀

有种、 特有种、 分布范围狭窄的物种具有较低的遗

传多样性, 广布、 异交、 动物传播种子的物种会有

较高的遗传多样性[32]。 其次, 繁育系统、 遗传漂

变、 基因突变、 基因流等内部因素, 环境变化、 人

为干扰等外部因素对一个物种的遗传多样性水平及

分布格局有很大影响[33]。 本研究的对象深纹核桃

是我国特有种, 在云南分布广泛, 全省 127 个县海

拔 850 ~ 2 900 m 范围内均有栽培和分布[34-35]。 此

外, 迪庆州具有垂直气候和立体生态环境, 再加之

核桃的异花授粉, 实生后代遗传基础多样、 变异丰

富, 以上诸多因素导致了该区域核桃种质资源的遗

传多样性水平较高。 然而, 生境的片段化以及其他

诸如种质交换、 良种推广种植、 野生资源砍伐等人

为干扰又降低了种质的遗传多样性水平。 其中生境

的片段化会减小有效种群规模, 降低物种的适应能

力, 引起某些等位基因的消失, 造成群体遗传多样

性的丧失[36], 同时, 有效种群规模的下降会增加种

群的近交频率, 进而降低物种的遗传多样性及生产

能力[37]。 本研究分析的 18 个位点中仅有 JSI-63 位

点的近交系数小于 0 (FIS = -0郾 168 5), 其他位点的

近交系数均大于 0, 杂合子不足, 数据表明迪庆州

核桃种质资源群体内存在近亲繁殖, 缺乏足够的杂

合子 (Ho = 0郾 467, He = 0郾 598, Ho <He) 来维持群

体高水平的遗传多样性。 以上因素综合作用的结果

使得此区域核桃资源的遗传多样性处于中等水平。
遗传分化系数 (FST) 可以很好地反映群体的

遗传结构[32]。 迪庆州 3 个核桃群体的遗传分化系

数 FST =0郾 065 2, 数据表明遗传变异主要来自群体

内的个体间。 此分化系数高于 Victory E 等采用

SSR 分子标记对黑核桃居群的研究结果 (FST =
0郾 017) [38], 低于 Wang H 等采用 SSR 标记对西藏

核桃居群 ( FST = 0郾 103) 和泡核桃居群 ( FST =
0郾 111) 的研究结果[11], 低于王滑等对中国 8 个核

桃居群 (FST = 0郾 196) 的研究结果[26], 比较结果

表明迪庆州核桃群体间的遗传分化水平较低。
基因流 (Nm) 是影响群体间遗传变异程度的

重要因素[20], 一般来说, 大的基因流可以阻止群

体间的遗传分化, 因此基因流大的物种, 群体间的

遗传分化较小[39]。 Hamrick 等研究结果, 当 Nm >1
时, 基因流就足以抵制遗传漂变的作用, 阻止群体

间的分化; 当 Nm<1 时, 遗传漂变便会导致群体间

的遗传分化[40]。 迪庆州 3 个核桃群体 Nm的平均值

为 4郾 266 3 (Nm>1), 表明基因交流抵制了遗传漂

变的作用, 降低群体的遗传分化水平, 这与陈良华

等对四川核桃资源的遗传多样性研究结果相似[41]。
Nm一方面与物种的繁殖方式、 地理分布有关, 另

一方面与环境变化和人为活动密切相关。 作为一种

非常重要的经济林树种, 核桃尽管以异交为主, 但

其风媒传粉、 种子或嫁接繁殖、 人为实生选种以及

种质交换等因素都强化了群体间的基因交流, 这些

应该是群体遗传分化较低的主要原因。
基于遗传距离的 UPGMA 聚类显示迪庆州的 3

个核桃群体, 维西群体和香格里拉群体间的遗传距

离最小, 在遗传距离 0郾 13 处聚为一组; 德钦群体

和维西群体的遗传距离最大, 另外成为单独的一

组。 STRUCTURE 分析将 161 份资源分成 3 个类群,
类群间存在一定的遗传混杂和基因交流, 但也存在
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较为明显的分化, 其中维西和香格里拉群体间的分

化较小, 德钦群体与二者的分化相对较大, 与 UP鄄
GMA 聚类结果相同。 德钦核桃群体海拔为 1 992 ~
2 750 m, 维西群体 1 450 ~ 2 300 m, 香格里拉群体

1 680 ~ 2 560 m, 德钦核桃群体相对于其他 2 个群

体资源分布的海拔较高; 其地理位置与深纹核桃的

另一个主要分布区西藏相邻, 与西藏深纹核桃种质

产生基因交流, 以上因素有可能是导致 3 个核桃群

体的遗传结构和聚类结果的主要原因。
遗传多样性是资源利用的基础, 本研究揭示了

迪庆州深纹核桃种质资源中等水平的遗传多样性,
具有进一步选育利用的价值和潜力。 3 个群体中,
维西群体的遗传多样性相对较高, 开展核桃资源选

育和保护工作时, 维西应作为重点选择群体, 德钦

群体分布海拔较高, 可作为高海拔特征优株的选择

群体。 此外, 因迪庆州深纹核桃群体间的遗传分化

水平较低, 应侧重于群体内单株的选择。
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