
　第５６卷　第 １期
２０１７年　１月

中山大学学报 （自然科学版）

ＡＣＴＡ　ＳＣＩＥＮＴＩＡＲＵＭ　ＮＡＴＵＲＡＬＩＵＭ　ＵＮＩＶＥＲＳＩＴＡＴＩＳ　ＳＵＮＹＡＴＳＥＮＩ
Ｖｏｌ５６　Ｎｏ１
Ｊａｎ　２０１７

　

ＤＯＩ：１０１３４７１／ｊｃｎｋｉａｃｔａｓｎｕｓ２０１７０１０１８

ＮｏｖｅｌｎｕｃｌｅａｒＳＳＲｍａｒｋｅｒｓｉｎ
ｔｈｅｌａｒｇｅｆｒｏｎｄｔｒｅｅｆｅｒｎＡｌｓｏｐｈｉｌａｇｉｇａｎｔｅａ
ａｎｄｉｔｓｃｏｎｇｅｎｅｒｉｃｓｐｅｃｉｅｓＡｌｓｏｐｈｉｌａｓｐｉｎｕｌｏｓａ

ＲＵＡＮＸｉａｏｘｉａｎ１，ＷＡＮＧＺｈｅｎ２，ＷＡＮＧＴｉｎｇ３，ＳＵＹｉｎｇｊｕａｎ１，４

（１．ＳｃｈｏｏｌｏｆＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＳｕｎＹａｔｓｅｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ５１０２７５，Ｃｈｉｎａ；
２．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅｓ，ＮａｎｊｉｎｇＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｎａｎｊｉｎｇ２１００９５，Ｃｈｉｎａ；

３．ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ，ＳｏｕｔｈＣｈｉｎａＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ５１０６４２，Ｃｈｉｎａ；
４．ＲｅｓｅａｒｃｈＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＳｕｎＹａｔｓｅｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎＳｈｅｎｚｈｅｎ，Ｓｈｅｎｚｈｅｎ５１８０５７，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＡｌｓｏｐｈｉｌａｇｉｇａｎｔｅａｉｓａｌａｒｇｅｆｒｏｎｄｔｒｅｅｆｅｒｎｉｎｆａｍｉｌｙＣｙａｔｈｅａｃｅａｅ．Ｔｈｅｐｌａｎｔｉｓａｖｕｌｎｅｒａｂｌｅｓｐｅｃｉｅｓ
ｔｈａｔｐｒｅｆｅｒｓｓｐｅｃｉｆｉｃｓｕｂｔｒｏｐｉｃａｌｍｏｎｔａｎｅｃｌｉｍａｔｅ．Ｌｉｔｔｌｅｗｏｒｋｈａｓｂｅｅｎｄｏｎｅｓｏｆａｒｔｏａｃｃｅｓｓｔｈｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｇｅｎｅｔｉｃ
ｖａｒｉａｔｉｏｎｉｎＡ．ｇｉｇａｎｔｅａ．Ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，ｗｅｄｅｖｅｌｏｐｅｄ１５ＳＳＲｍａｒｋｅｒｓｕｓｉｎｇＦＩＡＳＣＯｐｒｏｔｏｃｏｌａｎｄｅｖａｌｕａｔｅｄｔｈｅｓｅ
ｍａｒｋｅｒｓｉｎｆｏｕｒｎａｔｕｒａｌｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｆｒｏｍＨａｉｎａｎＩｓｌａｎｄ，Ｃｈｉｎａ．Ｓｅｖｅｎｌｏｃｉｐｒｏｖｅｄｔｏｂｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ．Ｔｈｅａｃｔｕａｌ
ｎｕｍｂｅｒｏｆａｌｌｅｌｅｓｒａｎｇｅｄｆｒｏｍｏｎｅｔｏｎｉｎｅ，ａｎｄｔｈｅｏｂｓｅｒｖｅｄａｎｄｅｘｐｅｃｔｅｄｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙｖａｒｉｅｄｆｒｏｍ０ｔｏ０７６９，
ａｎｄｆｒｏｍ０ｔｏ０８０５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＬｏｃｉＡＧ１２ａｎｄＡＧ２３ｗｅｒｅｆｏｕｎｄｔｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｖｉａｔｅｆｒｏｍｔｈｅＨａｒｄｙＷｅｉｎ
ｂｅｒｇｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍｉｎｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓＨＮｊｆｌａｎｄＨＮｂｗｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｆｏｕｒｎｕｌｌａｌｌｅｌｅｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ．Ｌｉｎｋａｇｅｄｉｓｅｑｕｉ
ｌｉｂｒｉｕｍｗａｓｆｕｒｔｈｅｒｄｅｔｅｃｔｅｄａｔｔｈｒｅｅｐａｉｒｓｏｆｌｏｃｉ．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ｆｏｕｒＳＳＲｍａｒｋｅｒｓｗｅｒｅｖｅｒｉｆｉｅｄｔｏｂｅｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ
ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｉｎＡｌｓｏｐｈｉｌａｓｐｉｎｕｌｏｓａ．ＴｈｅｎｏｖｅｌｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＳＳＲｍａｒｋｅｒｓｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄｈｅｒｅｗｉｌｌｂｅｕｓｅｄｔｏｓｕｒｖｅｙ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｇｅｎｅｔｉｃｖａｒｉａｔｉｏｎａｎｄｌｏｃａｌａｄａｐｔａｔｉｏｎｉｎＡ．ｇｉｇａｎｔｅａ，ｗｈｉｃｈｈｅｌｐｓｄｅｓｉｇｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎｓｔｒａｔｅ
ｇｉｅｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ａｌｓｏｐｈｉｌａｇｉｇａｎｔｅａ；ＳＳＲｍａｒｋｅｒｓ；ｃｒｏｓｓｓｐｅｃｉｅｓａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ｇｅｎｅｔｉｃｖａｒｉａｔｉｏｎ；ｌｏｃａｌａｄａｐｔａｔｉｏｎ
中图分类号：Ｑ３４７　　文献标志码：Ａ　　文章编号：０５２９－６５７９（２０１７）０１－０１１５－０６

大叶黑桫椤及桫椤 ＳＳＲ标记的开发
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摘　要：大叶黑桫椤是桫椤科的大型树蕨，多分布在亚热带山地，为渐危种。迄今为止，鲜有大叶黑桫椤种群
遗传变异的报道。采用ＦＩＡＳＣＯ法开发了大叶黑桫椤１５个ＳＳＲ标记，用来自海南岛的４个种群检测标记的多态

性。其中，７个标记具多态性，每个标记的实际等位基因数为１～９，观察杂合度和期望杂合度范围分别为０～

０７６９和０～０８０５。位点ＡＧ１２和ＡＧ２３分别在ＨＮｊｆｌ和ＨＮｂｗｌ种群显著地偏离哈代温伯格平衡。鉴定出４个哑
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等位基因。发现３对标记存在连锁不平衡现象。此外，４个ＳＳＲ标记能成功地用于桫椤种群的遗传分析。这些新

的多态性ＳＳＲ标记将用于大叶黑桫椤的群体遗传变异、局部适应性的研究以及建立有效的保护策略。

关键词：大叶黑桫椤；ＳＳＲ标记；跨种扩增；遗传变异；局部适应性
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ｂｅｅｎｄｏｎｅｏｎｉｔｓａｄａｐｔｉｖｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｇｅｎｅｔｉｃｖａｒｉａｔｉｏｎ

ａｎｄｓｔｒｕｃｔｕｒｅ．Ｔｏａｉｄｉｎｔｈｉｓｆｉｅｌｄ，ｗｅｈａｖｅｄｅｖｅｌｏｐｅｄ
ｔｈｅＳＳＲｍａｒｋｅｒｓｆｏｒＡ．ｇｉｇａｎｔｅａｕｓｉｎｇｔｈｅＦＩＡＳＣＯａｐ
ｐｒｏａｃｈ．

１　Ｍａｔｅｒｉａｌｓａｎｄｍｅｔｈｏｄｓ
１１　ＰｌａｎｔｍａｔｅｒｉａｌｓａｎｄＤＮＡｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ

Ａｔｏｔａｌｏｆ４９ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｏｆＡ．ｇｉｇａｎｔｅａｗｅｒｅｃｏｌ
ｌｅｃｔｅｄｆｒｏｍＤｉａｏｌｕｏｓｈａｎ（Ｎ１８°４０′，Ｅ１０９°５０′，Ｎ＝
１３），Ｗｕｚｈｉｓｈａｎ（Ｎ１８°５４′，Ｅ１０９°５４′，Ｎ＝１１），
Ｊｉａｎｆｅｎｇｌｉｎｇ（Ｎ１８°４４′，Ｅ１０８°５２′，Ｎ＝１３），ａｎｄ
Ｂａｗａｎｇｌｉｎｇ（Ｎ１９°０５′，Ｅ１０９°１１′，Ｎ＝１２），Ｈａｉｎａｎ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ．Ｔｗｏｎａｔｕｒａｌｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｃｏｎ
ｇｅｎｅｒｉｃｓｐｅｃｉｅｓＡ．ｓｐｉｎｕｌｏｓａｗｅｒｅｓａｍｐｌｅｄｆｒｏｍＷｕｚｈ
ｉｓｈａｎ（Ｈａｉｎａｎ，Ｎ１８°５４′，Ｅ１０９°４０′，Ｎ＝５）ａｎｄＷｕ
ｌａｉｓｈａｎ（Ｔａｉｗａｎ，Ｎ２４°５２′，Ｅ１２１°３３′，Ｎ＝７）ｆｏｒ
ｃｒｏｓｓｓｐｅｃｉｅｓａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎ（Ｆｉｇ１）．Ｖｏｕｃｈｅｒｓｈａｖｅ
ｂｅｅｎｄｅｐｏｓｉｔｅｄａｔｔｈｅＨｅｒｂａｒｉｕｍｏｆＳｕｎＹａｔｓｅｎＵｎｉ
ｖｅｒｓｉｔｙ（Ａ．ｇｉｇａｎｔｅａ，ＹＺ Ｙｉｎｇ２００６０６，ＤＬＳ１，
ＷＺＳ２，ＪＦＬ３，ａｎｄＢＷＬ４；Ａ．ｓｐｉｎｕｌｏｓａ，ＹＺＹｉｎｇ
２００６０５，ＷＺＳ６，ＱＦａｎ２００８０８，ＷＬＳ３）．Ｆｒｅｓｈａｎｄ
ｙｏｕｎｇｌｅａｖｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｎｄｐｒｅｓｅｒｖｅｄｉｎＺｉｐｌｏｃｋ
ｐｌａｓｔｉｃｂａｇｓｗｉｔｈｓｉｌｉｃａｇｅｌ．ＴｏｔａｌｇｅｎｏｍｉｃＤＮＡｗａｓ
ｅｘｔｒａｃｔｅｄｕｓｉｎｇａｍｏｄｉｆｉｅｄＣＴＡＢ（ｃｅｔｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏ
ｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ）ｍｅｔｈｏｄｗｉｔｈ２０℃ ｐｒｏｐａｎｏｎｅｐｒｅｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔｔｏｅｌｉｍｉｎａｔｅｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ［１２］．Ｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｏｆ
ｔｈｅＤＮＡｗａｓｃｈｅｃｋｅｄｂｙ０８％ ａｇａｒｏｓｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏ
ｒｅｓｉｓ．ＤＮＡｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗａｓｑｕａｎｔｉｅｄｂｙｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏ
ｔｏｍｅｔｒｙ．ＤＮＡｗａｓｓｔｏｒｅｄａｔ２０℃ ｆｏｒｆｕｒｔｈｅｒｓｔｕｄｙ．
１２　ＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆＳＳＲｅｎｒｉｃｈｅｄｇｅｎｏｍｉｃｌｉ

ｂｒａｒｙ
ＴｈｅＦＩＡＳＣＯａｐｐｒｏａｃｈｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏｃｏｎｓｔｒｕｃｔ

ＳＳＲｅｎｒｉｃｈｅｄｇｅｎｏｍｉｃｌｉｂｒａｒｙｆｒｏｍｏｎｅｒａｎｄｏｍｉｎｄｉ
ｖｉｄｕａｌｏｆＡ．ｇｉｇａｎｔｅａ．Ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ２５０ｎｇＤＮＡｗａｓ
ｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＭｓｅＩｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅａｔ３７℃ ｆｏｒ３
ｈｏｕｒｓ（ｈ），ｆｏｌｌｏｗｉｎｇｂｙｉｎｃｕｂａｔｉｏｎａｔ６５℃ ｆｏｒ１５ｍｉｎ
ｔｏｉｎａｃｔｉｖａｔｅｔｈｅｅｎｚｙｍｅ．ＤｉｇｅｓｔｅｄＤＮＡｗａｓｌｉｇａｔｅｄｔｏ
ＭｓｅＩａｄａｐｔｏｒｓ（Ｆ：５′ＴＡＣＴＣＡＧＧＡＣＴＣＡＴ３′，Ｒ：５′
ＧＡＣＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧ３′）ｗｉｔｈＴ４ＤＮＡｌｉｇａｓｅ．Ｔｈｅ
ａｄａｐｔｏｒｓｌｉｇａｔｅｄＤＮＡｆｒａｇｍｅｎｔｓｗｅｒｅｄｉｌｕｔｅｄｔｅｎｆｏｌｄｓ
ａｎｄｄｉｒｅｃｔｌｙａｍｐｌｉｅｄｉｎａｔｏｔａｌｖｏｌｕｍｅｏｆ２０μＬｗｉｔｈ
ＭｓｅＩＮｐｒｉｍｅｒ．Ａｆｔｅｒｄｅｎａｔｕｒａｔｉｏｎ，ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅ
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Ｆｉｇ１　ＴｈｅｓａｍｐｌｉｎｇｌｏｃａｔｉｏｎｏｆＡｌｓｏｐｈｉｌａｇｉｇａｎｔｅａ（ｓｏｌｉｄｄｏｔｓ）ａｎｄＡｌｓｏｐｈｉｌａｓｐｉｎｕｌｏｓａ（ｓｏｌｉｄｔｒｉａｎｇｌｅ）
（ａ）ＴｈｅｍａｐｓｈｏｗｓａｂｒｉｅｆｐａｒｔｏｆＣｈｉｎａ；（ｂ）Ｈａｉｎａｎ；（ｃ）Ｔａｉｗａｎ．

ＷＺＳ：Ｗｕｚｈｉｓｈａｎ；ＤＬＳ：Ｄｉａｏｌｕｏｓｈａｎ；ＪＦＬ：Ｊｉａｎｆｅｎｇｌｉｎｇ；ＢＷＬ：Ｂａｗａｎｇｌｉｎｇ；ＷＬＳ：Ｗｕｌａｉｓｈａｎ

ｈｙｂｒｉｄｉｚｅｄｗｉｔｈ５′ｂｉｏｔｉｎｙｌａｔｅｄ（ＡＣ）１５ｐｒｏｂｅａｔ９５℃
ｆｏｒ３ｍｉｎｕｔｅｓ（ｍｉｎ），ｔｈｅｎｃａｐｔｕｒｅｄｂｙＳｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ
ｃｏａｔｅｄｂｅａｄｓ．ＴｏｅｌｉｍｉｎａｔｅｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃＤＮＡ，ｔｈｅ
ｃａｐｔｕｒｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｂｙｔｈｒｅｅｎｏｎｓｔｒｉｎｇｅｎｔ
ｗａｓｈｅｓ（１ｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，０５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ，２ｍｏｌ／
ＬＮａＣｌ）ａｎｄｔｈｒｅｅｓｔｒｉｎｇｅｎｔｗａｓｈｅｓ（２０×ＳＳＣ，ｗ＝
１０％ ＳＤＳ，ｄｄＨ２Ｏ）．Ｔｈｅｅｎｒｉｃｈｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅｅｌｕ
ｔｅｄ，ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｄ，ｄｉｓｓｏｌｖｅｄ，ａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｅｄｂｙＰＣＲ
ｗｉｔｈＭｓｅＩＮｐｒｉｍｅｒ．ＴｈｅＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎｐｒｏｇｒａｍｉｎｃｌｕｄ
ｅｄ３０ｃｙｃｌｅｓｏｆ３０ｓｅｃｏｎｄｓ（ｓ）ａｔ９４℃，１ｍｉｎａｔ５３
℃，ａｎｄ１ｍｉｎａｔ７２℃Ａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｐｕｒｉｆｉｅｄ
ｂｙｔｈｅＥ．Ｚ．Ｎ．Ａ．ＣｙｃｌｅＰｕｒｅｋｉｔ（ＯｍｅｇａＢｉｏ
Ｔｅｋ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ）ｗｅｒｅｌｉｇａｔｅｄｉｎｔｏｐＭＤ１８Ｔ
ｖｅｃｔｏｒ．ＴｈｅｐｌａｓｍｉｄｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｏｒｍｅｄｉｎｔｏＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
ｃｏｌｉＤＨ５αｃｏｍｐｅｔｅｎｔｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｃｌｏｎｅｓ
ｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄｏｎＬＢａｇａｒｍｅｄｉｕｍｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｍｐｉｃｉｌ
ｌｉｎａｎｄＩＰＴＧ／Ｘｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅｂｙｂｌｕｅｗｈｉｔｅｓｅｌｅｃｔｉｏｎ．
１３　Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓａｎｄｐｒｉｍｅｒｄｅ

ｓｉｇｎ
ＴｈｅｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｃｌｏｎｅｓｗｅｒｅｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｕｓｉｎｇＰＣＲ

ｗｉｔｈＭ１３ｆｏｒｗａｒｄａｎｄｒｅｖｅｒｓｅｕｎｉｖｅｒｓａｌｐｒｉｍｅｒｓ．Ｐｏｓｉ
ｔｉｖｅｃｌｏｎｅｓｗｅｒｅｓｅｑｕｅｎｃｅｄｕｓｉｎｇＡＢＩＰＲＩＳＭ３７３０Ａｕ
ｔｏｍａｔｅｄＳｅｑｕｅｎｃｅｒ．Ａｆｔｅｒｔｈｅｖｅｃｔｏｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｗｅｒｅ
ｒｅｍｏｖｅｄ，ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇＳＳＲｓａｎｄｓｕｆｆｉｃｉｅｎｔ
ｆｌａｎｋｉｎｇｒｅｇｉｏｎｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄｆｏｒＳＳＲｓｗｉｔｈＳＳＲＨｕｎｔ
ｅｒ．ＳＳＲｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓｗｅｒｅｄｅｓｉｇｎｅｄｕｓｉｎｇＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍ

ｉｅｒ５０ｓｏｆｔｗａｒｅ［１３］．
１４　Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ａｎｄｃｒｏｓｓｓｐｅｃｉｅｓａｍｐｌｉｆｉｃａ

ｔｉｏｎ
ＰＣＲａｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｆｏｒＳＳＲｌｏｃｉｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｉｎ

２０μＬｒｅａｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍｉｎｃｌｕｄｉｎｇ２μＬ１０×ＰＣＲｂｕｆｆ
ｅｒ，０４μＬ１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，１２μＬ１５ｍｍｏｌ／Ｌ
Ｍｇ２＋，１２５ＵＴａｑｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，０５μＬ１０ｍｍｏｌ／Ｌ
ｅａｃｈｏｆｐｒｉｍｅｒｓ，ａｎｄ２０ｎｇＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅ．Ｉｔｗａｓｃｏｎ
ｄｕｃｔｅｄｕｎｄｅｒｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｐｒｏｇｒａｍ：ｉｎｉｔｉａｌｄｅｎａｔｕｒ
ａｔｉｏｎａｔ９４℃ ｆｏｒ５ｍｉｎ；ｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙ３５ｃｙｃｌｅｓｏｆ９４
℃ ｆｏｒ５０ｓ，ａｎｎｅａｌｉｎｇａｔｏｐｔｉｍａｌａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｆｏｒ５０ｓ，７２℃ ｆｏｒ９０ｓ；ａｎｄｆｉｎａｌｅｘｔｅｎｓｉｏｎａｔ７２℃
ｆｏｒ１０ｍｉｎ［１４］．Ａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｗｅｒｅｓｅｐａｒａｔｅｄｕ
ｓｉｎｇ６％ ｄｅｎａｔｕｒｉｎｇｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｗｉｔｈ５０ｂｐ
ｍａｒｋｅｒａｎｄｖｉｓｕａｌｉｚｅｄｗｉｔｈｓｉｌｖｅｒｓｔａｉｎｉｎｇ．Ｃｒｏｓｓｓｐｅ
ｃｉｅｓａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄａｓｄｅｓｃｒｉｂｅｄａｂｏｖｅ．
１５　Ｄａｔａａｎａｌｙｓｉｓ

ＧｅｎＡｌＥｘｓｏｆｔｗａｒｅ［１５］ｗａｓａｐｐｌｉｅｄｔｏａｓｓｅｓｓｇｅｎｅｔｉｃ
ｐａｒａｍｅｔｅｒｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇｔｈｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｕｍｂｅｒｏｆａｌｌｅｌｅｓ
（Ｎｅ），ａｃｔｕａｌｎｕｍｂｅｒｏｆａｌｌｅｌｅｓ（Ｎａ），ｅｘｐｅｃｔｅｄｈｅｔ
ｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ（Ｈｅ），ａｎｄｏｂｓｅｒｖｅｄｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ（Ｈｏ）．
Ｔｈｅｄｅｖｉａｔｉｏｎｆｒｏｍ ｔｈｅＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ
ｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅｓａｍｅｓｏｆｔｗａｒｅ．Ｔｈｅｎｕｌｌａｌｌｅｌｅｓ
ａｎｄｌｉｎｋａｇｅｄｉｓｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍｗｅｒｅｅｓｔｉｍａｔｅｄｕｓｉｎｇＭＩ
ＣＲＯＣＨＥＣＫＥＲｖｅｒｓｉｏｎ２２３［１６］ａｎｄＧＥＮＥＰＯＰｖｅｒ
ｓｉｏｎ４０１０［１７］，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
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２　Ｒｅｓｕｌｔｓａｎｄｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ
２１　ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＳＳＲｍａｒｋｅｒｓ

Ｆｒｏｍ１２９ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔｃｌｏｎｅｓｓｅｑｕｅｎｃｅｄ，９６ｓｅ
ｑｕｅｎｃｅｓｗｅｒｅａｃｑｕｉｒｅｄ，ｉｎｗｈｉｃｈ８９ｓｅｑｕｅｎｃｅｓｃｏｎ
ｔａｉｎｅｄＳＳＲｍｏｔｉｆｓｗｉｔｈｅｎｏｕｇｈａｎｋｉｎｇｒｅｇｉｏｎｆｏｒｐｒｉｍ
ｅｒｄｅｓｉｇｎ．Ｗｅｄｅｓｉｇｎｅｄ２９ｓｅｔｓｏｆＳＳＲｐｒｉｍｅｒｓ．Ｆｉｆ
ｔｅｅｎｏｆｔｈｅｓｅｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓａｍｐｌｉｅｄｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙｉｎｆｏｕｒ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓｏｆＡ．ｇｉｇａｎｔｅａ．Ｏｆｔｈｅｍ，ｓｅｖｅｎｗｅｒｅｐｏｌｙ
ｍｏｒｐｈｉｃ，ｗｈｅｒｅａｓｅｉｇｈｔｗｅｒｅｍｏｎｏｍｏｒｐｈｉｃ（Ｔａｂｌｅ１）．
２２　Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｇｅｎｅｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓ

Ａｔｏｔａｌｏｆ１２７ａｌｌｅｌｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄａｃｒｏｓｓｔｈｅｓｅｖ
ｅｎｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＳＳＲｌｏｃｉｉｎＡ．ｇｉｇａｎｔｅａ（Ｔａｂｌｅ２）．
Ｔｈｅａｃｔｕａｌａｎｄｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｕｍｂｅｒｏｆａｌｌｅｌｅｓｒａｎｇｅｄｆｒｏｍ
１ｔｏ９ａｎｄ１ｔｏ５１２１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｏｂｓｅｒｖｅｄｈｅｔ
ｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙｗａｓｆｒｏｍ ０ｔｏ０７６９，ｗｉｔｈａｍｅａｎｏｆ

０４８９，ａｎｄｅｘｐｅｃｔｅｄｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙｖａｒｉｅｄｆｒｏｍ０ｔｏ
０８０５，ｗｉｔｈｔｈｅａｖｅｒａｇｅｏｆ０５９４．Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｌｅｖｅｌｓｏｆｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｔｈｅｆｏｕｒ
ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ（Ｔａｂｌｅ２）．ＰｏｐｕｌａｔｉｏｎＨＮｄｌｓｗａｓｆｏｕｎｄｔｏ
ｐｏｓｓｅｓｓｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｌｅｖｅｌｏｆｇｅｎｅｔｉｃｖａｒｉａｔｉｏｎ，ｗｈｅｒｅａｓ
ＰｏｐｕｌａｔｉｏｎＨＮｊｆｌｔｈｅｌｏｗｅｓｔ（Ｔａｂｌｅ２）．Ｔｈｅｈｉｇｈｄｉｓ
ｃｒｉｍｉｎａｔｏｒｙｐｏｗｅｒｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｓｅＳＳＲｌｏｃｉａｒｅｓｕｉｔ
ａｂｌｅｆｏｒｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｔｉｃｖａｒｉａｔｉｏｎｉｎＡ．ｇｉｇａｎｔ
ｅａ．ＡｌｌｌｏｃｉｅｘｃｅｐｔＡＧ１２ｌｏｃｕｓｉｎＨＮｊｆｌａｎｄＡＧ２３ｌｏ
ｃｕｓｉｎＨＮｂｗｌｗｅｒｅｉｎＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ（Ｐ
＜０００１）（Ｔａｂｌｅ２）．Ｆｏｕｒｎｕｌｌａｌｌｅｌｅｓ（ＡＧ１２，ＡＧ
４０，ＡＧ４１，ａｎｄＡＧ１３３）ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄ．Ｔｈｒｅｅｐａｉｒｓ
ｏｆｌｏｃｉ（ＡＧ２３ａｎｄＡＧ２４；ＡＧ２３ａｎｄＡＧ１０５；ａｎｄ
ＡＧ２４ａｎｄＡＧ１０５）ｗｅｒｅｆｏｕｎｄｔｏｂｅｉｎｌｉｎｋａｇｅｄｉｓｅ
ｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍ（Ｐ＜００５）

Ｔａｂｌｅ１　Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆ１５ｎｏｖｅｌｎｕｃｌｅａｒＳＳＲｍａｒｋｅｒｓｄｅｖｅｌｏｐｅｄｉｎＡｌｓｏｐｈｉｌａｇｉｇａｎｔｅａ１）

Ｌｏｃｕｓ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′－３′） Ｒｅｐｅａｔｍｏｔｉｆ Ｓｉｚｅ／ｂｐ Ｔａ／℃ ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎＮｏ．

ＡＧ１
Ｆ：ＧＡＡＡＡＧＡＴＴＧＡＧＧＧＧＡＧＧＧＡＡＧ
Ｒ：ＧＴＧＣＧＴＴＴＧＧＴＡＧＣＣＧＡＣＡＴ

（ＣＡ）６ ３１４ ５７ ＫＴ８３３３５９

ＡＧ６
Ｆ：ＧＴＧＴＴＧＴＴＣＴＡＣＴＡＣＧＣＣＴＴＣ
Ｒ：ＧＴＧＴＧＣＴＧＧＡＴＡＣＴＣＴＡＴＴＴＧＴ

（ＣＡ）５ １２４ ５７ ＫＴ８３３３６０

ＡＧ１２
Ｆ：ＡＴＧＴＣＡＴＴＣＣＣＡＧＡＧＴＣＣＴＡＴ
Ｒ：ＣＣＡＣＡＣＧＣＴＡＴＣＴＡＴＣＴＡＣＣＡ

（ＣＡ）５ １６０ ５５ ＫＴ８３３３６１

ＡＧ２３
Ｆ：ＡＧＡＧＡＧＣＣＴＴＴＡＣＣＴＴＴＧＴＧＣ
Ｒ：ＧＣＣＣＣＧＡＧＴＧＴＧＧＡＧＡＴ

（ＣＡ）５ＴＧＧＧＡ（ＡＣ）６ １７６ ５７ ＫＴ８３３３６２

ＡＧ２４
Ｆ：ＴＴＴＴＧＧＡＡＴＧＣＧＡＴＧＴＧ
Ｒ：ＧＣＣＴＴＴＡＣＣＴＴＴＧＴＧＣＣ

（ＴＧ）５ＴＴＣＣＣＡ（ＴＧ）５ １４２ ５１ ＫＴ８３３３６３

ＡＧ４０
Ｆ：ＣＴＣＣＣＣＣＡＣＡＴＴＣＴＴＧＡＴ
Ｒ：ＧＡＣＴＣＣＡＴＴＣＣＡＴＴＡＧＡＴＡＧＧＴ

（ＡＧ）５ １５８ ５１ ＫＴ８３３３６４

ＡＧ４１
Ｆ：ＧＴＧＴＴＴＧＧＧＴＴＴＧＧＡＴＧＴＧＴＧ
Ｒ：ＧＡＴＧＧＣＡＴＡＧＴＴＡＧＴＧＧＴＧＧＡＧＡＧ

（ＣＴ）７ １１４ ５８ ＫＴ８３３３６５

ＡＧ６１
Ｆ：ＴＣＴＴＣＡＣＣＡＣＡＣＡＡＡＣＣＴＧＧＣＴＣＴ
Ｒ：ＣＧＧＡＴＴＣＡＣＡＣＴＡＴＧＧＡＣＣＧＡＣＣＴ

（ＣＡ）５ ２５５ ５７ ＫＴ８３３３６６

ＡＧ７８
Ｆ：ＧＧＣＡＡＧＡＡＣＣＧＡＴＴＡＣＣＧＡＴＧ
Ｒ：ＴＴＴＧＧＧＧＴＧＴＧＴＴＴＧＴＣＴＡＴＧＡＴＧ

（ＡＧ）５ １１１ ６２ ＫＴ８３３３６７

ＡＧ７９
Ｆ：ＧＧＡＧＡＧＧＧＡＧＡＧＡＧＴＣＡＣＧＡＴＴＣ
Ｒ：ＣＡＣＴＡＴＧＧＡＣＣＧＡＣＣＴＴＴＧＴＡＴＧ

（ＡＣ）８ＡＡＴＧＡＡＣＴＴＧＡ

ＣＡＡＧＣＡＣＡ（ＡＧ）６
２０６ ５８ ＫＴ８３３３６８

ＡＧ８１
Ｆ：ＧＡＡＧＡＧＡＡＣＡＣＧＣＡＡＧＡＴＧＡＧ
Ｒ：ＡＧＴＣＣＡＣＡＣＣＣＡＣＴＡＣＴＴＴＡＴＧ

（ＴＴＣ）５ １５８ ５７ ＫＴ８３３３６９

ＡＧ１００　
Ｆ：ＴＴＡＧＧＧＴＴＡＧＧＴＴＴＴＧＧＧＧＴＧＴＧ
Ｒ：ＧＴＧＡＡＧＣＧＴＧＧＣＡＡＧＡＡＣＴＧＡＴ

（ＣＴ）５ １３３ ５８ ＫＴ８３３３７０

ＡＧ１０５
Ｆ：ＴＧＣＣＴＴＴＡＣＣＴＴＴＧＴＧＣＣ
Ｒ：ＧＣＣＣＣＧＡＧＴＧＴＧＧＡＧＡＴ

（ＣＡ）１２ １５４ ５９ ＫＴ８３３３７１

ＡＧ１１８　
Ｆ：ＣＡＡＧＧＣＧＴＡＧＴＧＧＧＡＡＡＡＧＧ
Ｒ：ＡＡＣＡＡＧＣＡＴＣＡＡＴＧＧＣＡＡＡＧＣ

（ＣＴ）７ １８９ ５９ ＫＴ８３３３７２

ＡＧ１３３
Ｆ：ＡＡＡＡＴＣＣＡＣＡＴＣＣＧＴＣＧ
Ｒ：ＣＧＣＡＧＡＧＴＡＧＡＧＧＧＣＡＴ

（ＴＣ）１１ １２３ ５７ ＫＴ８３３３７３

１）：Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｌｏｃｉ；Ｔａ：ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
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Ｔａｂｌｅ２　ＧｅｎｅｔｉｃｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｓｅｖｅｎｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＳＳＲｍａｒｋｅｒｓｉｎｆｏｕｒＡｌｓｏｐｈｉｌａｇｉｇａｎｔｅａｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ１）

Ｌｏｃｕｓ
ＨＮｄｌｓ（Ｎ＝１３）

Ｎａ Ｎｅ Ｈｏ Ｈｅ
ＨＮｗｚｓ（Ｎ＝１１）

Ｎａ Ｎｅ Ｈｏ Ｈｅ
ＨＮｊｆｌ（Ｎ＝１３）

Ｎａ　 Ｎｅ　　Ｈｏ　　 Ｈｅ
ＨＮｂｗｌ（Ｎ＝１２）

Ｎａ　 Ｎｅ　　 Ｈｏ　 Ｈｅ
ＡＧ１２５０００２７０４０４６２０６３０６０００４７４５０４５５０７８９４０００２４６７００７７ ０５９５４０００３５１２ ０３３３ ０７１５
ＡＧ２３７０００５１２１０６１５０８０５６０００４６５４０７２７０７８５３０００２１５３ ０７６９ ０５３６６０００３１６５０７５０ ０６８４
ＡＧ２４３０００２７７００４６２０６３９５０００３４５７０７２７０７１１３０００２４３２ ０７６９ ０５８９６０００３５１２ ０６６７ ０７１５
ＡＧ４０７０００２９６５０６９２０６６３５０００２３２７０２７３０５７０５０００２１５３ ０２３１ ０５３６３０００１１８５ ０１６７ ０１５６
ＡＧ４１３０００２０４８０３８５０５１２３０００１５８２００９１０３６８１０００１０００ ００００ ００００６０００２７９６ ０５００ ０６４２
ＡＧ１０５３０００２０７４０６１５０５１８４０００３７２３０７２７０７３１２０００１８９９ ０７６９ ０４７３５０００２６９２ ０７５０ ０６２８
ＡＧ１３３９０００４５０７０６９２０７７８５０００２６０２０３６４０６１６４０００２５０４ ０３８５ ０６０１４０００２７９６ ０２５０ ０６４２
Ｍｅａｎ ５２８６３１７００５６００６４９４８５７３２９９０４８１０６５３３１４３２０８７ ０４２９ ０４７５４８５７２８０８ ０４８８ ０５９８

１）Ｎ：Ｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｉｚｅｆｏｒｅａｃｈｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ；Ｎａ：Ｔｈｅａｃｔｕａｌｎｕｍｂｅｒｏｆａｌｌｅｌｅｓ；Ｎｅ：Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｕｍｂｅｒｏｆａｌｌｅｌｅｓ；Ｈｏ：ｏｂｓｅｒｖｅｄｈｅｔ
ｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ；Ｈｅ：ｅｘｐｅｃｔｅｄｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ；
：ＳｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｅｖｉａｔｉｏｎｆｒｏｍＨａｒｄｙＷｅｉｎｂｅｒｇｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍａｔＰ＜０００１ｌｅｖｅｌ

２３　ＳＳＲｍａｒｋｅｒｓｃｒｏｓｓａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ
ＣｒｏｓｓａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｉｎＡ．ｓｐｉｎｕｌｏｓａｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ

ｙｉｅｌｄｅｄＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｒａｎｓｆｅｒａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｅ
ｍａｒｋｅｒｓ（Ｔａｂｌｅ３）．Ｔｗｏｌｏｃｉ（ＡＧ１２ａｎｄＡＧ６１）

ｗｅｒｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ，ｗｈｉｃｈｃｏｍｐｅｎｓａｔｅｄｆｏｒｔｈｅｐｉｔｆａｌｌ
ｔｈａｔｏｎｌｙｔｈｒｅｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｌｏｃｉｗｅｒｅｄｅｖｅｌｏｐｅｄｉｎＡ．
ｓｐｉｎｕｌｏｓａ［１４］．

Ｔａｂｌｅ３　ＧｅｎｅｔｉｃｅｓｔｉｍａｔｉｏｎｏｆｃｒｏｓｓｓｐｅｃｉｅｓａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｏｒｔｗｏｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃＳＳＲｌｏｃｉ
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Ｌｏｃｕｓ
ＷＬＳ（Ｎ＝７）

Ｎａ Ｎｅ Ｈｏ Ｈｅ
ＷＺＳ（Ｎ＝５）

Ｎａ Ｎｅ Ｈｏ Ｈｅ
ＡＧ１２ ３０００ ２８００ ０８５７ ０６４３ ３０００ ２６３２ ０６００ ０６２０
ＡＧ６１ ４０００ ２６４９ １０００ ０６２２ ２０００ ２０００ １０００ ０５００
Ｍｅａｎ ３５００ ２７２４ ０９２９ ０６３３ ２５００ ２３１６ ０８００ ０５６０

１）Ｎ：Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓａｍｐｌｅｓｉｚｅ；Ｎａ：Ｔｈｅａｃｔｕａｌｎｕｍｂｅｒｏｆａｌｌｅｌｅｓ；Ｎｅ：Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｕｍｂｅｒｏｆａｌｌｅｌｅｓ；Ｈｏ：ｏｂｓｅｒｖｅｄｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ；
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ｌｏｃｉｉｎＡ．ｇｉｇａｎｔｅａａｎｄｔｏｅｘａｍｉｎｅｔｒａｎｓｆｅｒａｂｉｌｉｔｙｉｎｉｔｓ
ｃｏｎｇｅｎｅｒｉｃｓｐｅｃｉｅｓＡ．ｓｐｉｎｕｌｏｓａ．Ｔｈｅｍａｒｋｅｒｓｗｉｌｌｂｅ
ｕｓｅｄｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｇｅｎｅｔｉｃａｄａｐｔａｔｉｏｎ．Ｉｎ
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ｓｏａｌｌｏｗｓｆｏｒａｎａｃｃｕｒａｔｅｅｓｔｉｍａｔｉｏｎｏｆｇｅｎｅｔｉｃｖａｒｉａ
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ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ．
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ＳｃｈｏｏｌｏｆＬｉｆｅＳｃｉｅｎｃｅ，ＳｕｎＹａｔｓｅｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｆｏｒａｓｓｉｓｔａｎｃｅ
ａｎｄｇｕｉｄａｎｃｅｉｎｍａｔｅｒｉａｌｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ，ａｎｄｄａｔａａｎａｌ
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Ｃｈｉｎａ（２０１６Ａ０３０３１３３２０），ａｎｄＰｒｏｊｅｃｔｏｆＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＳｃｉ
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（１）：５４１３－５４１６．
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