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AAbstractbstract:: Technology development on potato essentially derived variety (EDV) detection has been a worldwide

hotspot, yet there is no publication on simple and reliable method on potato EDV detection. Thus, it is of significant

importance for doing research on this area. This study developed potato EDV detection method using phylogenetic tree
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摘 要：马铃薯实质派生品种的准确鉴定技术已成为世界性的热点之一，但是世界马铃薯界尚没有发表简

单可行和置信度高的实质派生品种检测方法。针对这一问题开展研究有着重大的现实意义。研究结合进化遗传

中系统进化树的枝长计算方法与动物遗传学领域中的特征分值计算方法，利用 20个马铃薯品种薯块作为研究材

料，其中马铃薯品种‘合作 88’的 3个不同地域来源的样品作为内控样品，从概念的提出到验证两个角度，分别

对马铃薯品种的实质派生品种鉴定技术进行了基于重测序的基因组学分析。结果表明，特征分值及进化树枝长

两种方法，均可准确检测马铃薯品种间的实质等同现象，发现两个不同品种‘黑金刚’和‘华颂 66’具有比内控样

品更小的系统进化枝长，因此可判断二者是实质派生品种。研究为管理部门评估马铃薯品种遗传相似度，解决

实质派生品种鉴定问题提供了有效方法。

关键词：实质派生品种；相似度检测；特征分值；系统进化树枝长
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branch length and identical score which was developed by animal population genetics. Twenty potato samples were

employed, including three samples of potato variety 'Hezuo 88' used as the quality control, representing tubers

harvested from three different regions, to study concept definition to proof of concept and feasibility of detecting potato

EDV with genomic tools based on resequencing. The results showed that both phylogenetic tree length and identical

score could evaluate potato EDV accurately and two samples of variety 'Heijingang' and 'Huasong 66' were found to

have smaller phylogenetic tree branch length than that of the control. Thus, they were named as EDV candidates. It thus

enables administrative department to define, calculate and compare potato variety similarity, and setup threshold for

defining and controlling potato EDV.

Key WordsKey Words:: essentially derived variety; similarity test; identity score; phylogenetic tree branch length

1991年国际植物新品种保护联盟（International
Union for the Protection of New Varieties of Plants，
UPOV）提出作物品种实质派生现象的认定标准、鉴

定技术和该类品种附加的责任和义务。这些标准、

责任、义务保护了育种者的权益，成为国际间农业

品种资源交流的重要考量因素[1]。目前，国际上普遍

采用简单序列重复（Simple sequence repeat，SSR）标记

和单核苷酸多态性（Single nucleotide polymorphism，
SNP）标记作为鉴定品种实质派生现象的主要标记，

但 SSR标记存在着标记数量有限、对变异反应敏感

等问题，同时SNP标记存在着检测成本高的问题。

2019年 4月底至 5月初，美国百事公司起诉 4
家印度小农场主侵权使用百事公司的马铃薯品种，

要求各农场主支付侵权罚金[2,3]，给了国人一个很

重要的提醒。中国马铃薯产品生产中是否也存在

此类马铃薯品种侵权或者实质派生现象？如何快

速准确鉴定马铃薯实质派生品种？

通过调研发现，通过群体遗传等位基因分子系

统进化的方法可以比较个体间两个基因组序列的相

似性，这一方法已在相关研究中得到证实，并形成

了计算进化距离方法、核酸序列相似度和距离法、

特征分值（Identity score，IS）计算办法等[4-8]，这些都

可用于作物品种间的相似度和实质派生现象检测[6-10]。

本研究将利用基因组测序手段，将结合特征分值及

马铃薯系统进化树枝长两种分析方法，探索马铃

薯实质性派生品种鉴定的方法。

1 材料与方法
1.1 DNA提取和文库构建、测序和质控

本研究使用的样品由国家马铃薯工程技术研究

中心及内蒙古自治区农牧业科学院马铃薯研究中心提

供（表1）。马铃薯薯块常温催芽，芽长5 cm左右时，

取适量马铃薯块茎芽头组织，用酚氯仿异戊醇抽提法

提取DNA。使用NanoDrop 2000微量分光光度计检

测DNA纯度，以满足建库测序要求。

分 别 构 建 350 bp、 2 K、 5 K 文 库 ， 进 行

Illumina PE150测序、基因组简单组装及变异检

测。将 1.5 μg的DNA用 Covaris破碎机随机打断成

长 度 为 350 bp 的 片 段 ， 采 用 TruSeq Library
Construction Kit建库，DNA片段经末端修复、加

ployA尾、加测序接头、纯化、PCR扩增等步骤完

成文库制备，文库制备后使用 Illumina HiSeq进行

PE150测序。检测合格的 DNA样品通过 Covaris超
声波破碎仪随机打断成片段，经末端修复、加

ployA、加罗氏环化接头、环化、二次打断、末端

修复、加 ployA、加测序接头、纯化、PCR扩增等

步骤完成整个大片段文库（2 K、5 K、10 K）制备，

构建的文库通过 Illumina Hiseq PE150测序，得基因

组原始数据。数据通过Cutadpat和Trimmimatic软件

进行质控，获得高质量Clean data。
1.2 变异检测

用 BWA软件将 Clean data比对到参考基因组

上，进行变异检测；再通过 Samtools、Picard软件

转换格式，最后使用GATK的HaplotypeCaller 模块

进行变异检测，获得单核苷酸多态性（SNP）变异

位点。

1.3 进化树的构建

利用邻接法（Neighbor-joining methods）进行系

统进化树的构建。两个体 i和 j之间的 p-距离通过

如下公式计算[9]：
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式中，L为高质量 SNPs区域长度，在位置 1
的等位基因为A/C，那么个体 i和 j之间的 d有下列

4种情形：

1.4 特性分值（IS）分析

特性分值（IS），是一种计算不同样品之间序

品种 Variety
红玫瑰2号 Red Rose 2
红玫瑰1号 Red Rose 1
希森9号 Xisen 9
希森8号 Xisen 8
C1040
希森6号 Xisen 6
希森5号 Xisen 5
夏坡蒂 Shepody
希森3号 Xisen 3
荷兰薯费乌瑞它 Favorita
红美 Hongmei
中薯7号 Zhongshu 7
内蒙夏坡蒂 Neimeng Shepody
康妮贝克 Kennebec
荷兰14号 Helan 14
中薯10号 Zhongshu 10
冀张薯8号 Jizhangshu 8
中薯20号 Zhongshu 20
青薯9号 Qingshu 9
延薯4 Yanshu 4
中心801（又名云薯801）Zhongxin 801
兴佳2号 Xingjia 2
荷兰15号 Helan 15
冀张薯12号 Jizhangshu 12
克新1号 Kexin 1

代号 No.
YM1
YM2
YM3
YM4
YM5
YM6
YM7
YM8
YM9
YM10
YM11
YM12
YM13
YM14
YM15
YM16
YM17
YM18
YM19
YM20
YM21
YM22
YM23
YM24
YM25

谱系 Pedigree
Alaska × ACP1691
ACP1691 × Candy
ACP1704 ×宝拉百利

ACP1704 ×宝拉百利

ACP1704 ×宝拉百利

Shepody × SX9304
FL-02 × E003-3
Bake King × F58050
Favorita × K9304
ZPC 50-35 × ZPC 55-37
NS-3 × LT301
中薯2号 ×冀张薯4号
Bake King × F58050
B127 × USDA X96-56
未公布

F79055 × ND860-2
720087 × X4.4（引自CIP杂交实生种子）

LR93.050 × 92.187
387521.3 × APHRODITE
品种莫斯科列思基组织培养产生的芽变

B71.74.10 × SERRANA-INTA
Gloria ×资源21-36-27-31
甘肃育成的Favorita改良系

大西洋 × 99-6～36
374-128 × Epoka

表1 供试马铃薯样品基本情况

Table 1 Basic information of potato samples

1
L Σ

L
I=1
dij(1)Dij= =

ì

í

î

ï
ï

ï
ï

0 如果两个个体的基因型是AA和AA
0.5 如果两个个体的基因型是AA和AC
0.5 如果两个个体的基因型是AC和AC
1 如果两个个体的基因型是AA和CC

d 1ij

注：25个马铃薯品种样品由国家马铃薯工程技术研究中心及内蒙古自治区农牧业科学院马铃薯研究中心提供，其谱系由作者根据公开

出版的信息整理而成。

Note: Twenty-five potato varieties were provided by National Engineering and Research Center for Potato and Potato Research Center of Inner
Mongolia Academy of Agricultural Sciences. The pedigree of the 25 potato varieties are collected from available public information by the authors.
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列一致性程度的分析方法，可用于辅助佐证群体

结构分析结果。根据群体基因型文件进行打分，

将基因型文件转化成由 0、0.5和 1三种遗传距离

参数值组成的Dsi矩阵（纯合且与参考基因组相同

者 Dsi为 0，纯合且不同于参考基因组的 Dsi为 1，
杂合的Dsi均为 0.5），然后沿染色体按照每个窗口

20 Kb来计算每个窗口的 IS值[7-11]。IS值越大说明

两个个体间差异越小。

为了保证研究材料的 IS比较的合理性，选择

马铃薯二倍体基因组作为统一的参考基因组，比

较的每个材料的 SNP位点相对于参考基因组都是

一样的。

式中，Si是在位点 i与参考基因组相似的位点

数，n是 20 Kb的窗口中的 SNP总数，n'是在 20 Kb
的窗口中缺失的位点数。

2 结果与分析
2.1 马铃薯系统进化树分析

用邻接法构建 25个品种系统进化树，可以反

映出品种间的亲缘关系（图 1）。以‘Favorita’、‘夏

坡蒂’和‘希森 9号’为代表的 3个马铃薯品种展现

了其亲缘关系较近的聚类群。

其中，‘YM8’和‘YM13’均为‘夏坡蒂’品种，

但来源于不同地区，‘YM8’来自国家马铃薯工程

技术研究中心，‘YM13’来自内蒙古自治区农牧业

科学院，两者位于同一个聚类中。这说明：第一，

进化树枝长可以作为判定亲缘关系的依据；第二，

同一品种不同地区的马铃薯由于自然生长环境不

同，会导致在个体之中出现不同的自然变异，表

现出 SNP不完全一致的现象。

‘YM4’和‘YM5’两个样品为同一遗传背景起

源的姊妹系，但在进化树中被归为不同的聚类。

说明，马铃薯品种是杂合体，且同一个遗传背景，

因配子的不同组合，可带来较大的遗传结构组成

差异。

‘YM9’（希森 3号），‘YM23’（荷兰 15号）和

‘YM10’（荷兰薯费乌瑞它）这 3个品种被聚在一

起，而且枝长很短。其实，这刚好反映了这 3个
品种的费乌瑞它家族成员的遗传背景（表 1），而

且无论是‘希森 3号’还是‘荷兰 15号’都与‘费乌瑞

它’具有实质类似的特点。联想到‘费乌瑞它’基本

不具备晚疫病抗性和‘希森 3号’是华南和西南地

IS = Si
2（n - n'）
∑n

i=1

YM1YM4YM2YM12 YM10
YM23YM9YM24YM25 YM16

YM19YM18YM22 YM11YM3YM5YM17YM7 YM21
YM20 YM13

YM8YM14YM15YM6
0.050

图1 利用邻接法构建的25个马铃薯品种的系统进化关系

Figure 1 Phylogenetic relationship as shown by neighbor-joining tree
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区近年来丰产性很好的稻后冬闲田种植马铃薯的

主栽品种，这自然也在提醒冬马铃薯种植者要重

视他们种植的马铃薯的晚疫病防控问题。

为验证极短枝长是否可判断超近亲缘关系，

从 25个品种中选取 14个品种，选择 3个不同来源

的马铃薯新品种‘合作 88’作为内控，再选取 2个
外型接近的马铃薯品种‘黑金刚’和‘华颂 66’，共

计 20个马铃薯品种样品作为研究系统进化分析的

邻接树构建材料。

由图 2可见，3个不同来源的内控马铃薯品种

‘合作 88’被聚在非常近的聚类中，其枝长分别为

0.063 0、 0.062 3、 0.061 2。与此同时，‘YM10’
和‘YM23’分别为‘荷兰薯费乌瑞它’和‘荷兰15号’，

亲缘关系来自荷兰的品种‘Favorita’，因引种到不

同地区，被赋予不同的中文名字（表 1），但通过

聚类验证，被聚在相同的聚类群中，其枝长较短

为 0.057 8和 0.057 7。由此可以表明，进化树的枝

长可以作为判断马铃薯品种的亲缘关系。对此，

‘HJG’（黑金刚）与‘HS66’（华颂 66）2个外型接近

的马铃薯品种在同一聚类群中，其枝长分别为

0.057 2和 0.057 4，表现为同一品种，应该是互为

实质派生品种。

2.2 马铃薯特征分值（IS）分析和分型结果

表 2为 20个马铃薯验证品种的 IS结果，由此

可知，3个不同来源的内控马铃薯品种‘合作 88’
都 有 较 高 的 IS 值 ， 分 别 是 0.921 5， 0.925 7，
0.924 6；同一荷兰‘Favorita’品种的‘YM10’和

‘YM23’，其 IS值达到 0.928 0，高于‘合作 88’所
代表的阈值 0.925 7。与此同时，‘HJG’与‘HS66’
两个外型接近的马铃薯品种间 IS 值最高，为

0.929 6。此结果也支持‘HJG’与‘HS66’是互为派

生品种的判断。

DHZ88
GDXBHZ88
GDSGHZ88
YM19
HJG
HS66
YM11
YM2
YM4
YM5
YM12
Q9GD
YM10
YM23
YM17
YM14
YM8
YM16
YM15
YM6

0.061 20.002 4
0.127 1 0.062 3

0.063 00.004 3
0.155 6

0.057 20.086 4 0.057 40.011 8
0.145 20.019 3 0.132 6

0.011 0 0.120 50.020 0 0.133 2
0.006 4

0.141 7
0.137 8

0.004 00.006 2 0.057 80.0907 0.057 70.004 1
0.158 2

0.001 8 0.138 40.008 4 0.140 40.013 3
0.153 30.002 1 0.134 10.023 8 0.132 3

图 2 20个马铃薯品种系统进化树

Figure 2 Phylogenetic tree of the 20 potato varieties
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品
种

代
码

Sam
ple

DH
Z88

GD
SG
HZ
88

GD
XB
HZ
88

HJG HS
66

Q9
GD

YM
10

YM
11

YM
12

YM
14

YM
15

YM
16

YM
17

YM
19

YM
23

YM
2

YM
4

YM
5

YM
6

YM
8

DH
Z88 1

0.9
21
5

0.9
25
7

0.7
49
2

0.7
48
9

0.7
73
1

0.7
80
2

0.7
49
7

0.7
72
1

0.7
67
7

0.7
65
4

0.7
61
7

0.7
61
6

0.7
81
5

0.7
80
2

0.7
55
4

0.7
63
2

0.7
66
1

0.7
81
9

0.7
62
2GD

SG
HZ
88

0.9
21
5

1

0.9
24
6

0.7
49
7

0.7
49
3

0.7
73
6

0.7
80
5

0.7
50
1

0.7
72
5

0.7
67
7

0.7
65
2

0.7
62
2

0.7
62
1

0.7
81
8

0.7
80
4

0.7
55
8

0.7
63
4

0.7
66
3

0.7
82
0

0.7
62
6

GD XB
HZ
88

0.9
25
7

0.9
24
6

1

0.7
48
4

0.7
48
0

0.7
71
7

0.7
79
0

0.7
48
9

0.7
71
0

0.7
67
6

0.7
64
7

0.7
60
5

0.7
60
2

0.7
80
7

0.7
78
8

0.7
54
4

0.7
62
4

0.7
65
6

0.7
81
4

0.7
61
3

HJG 0.7
49
2

0.7
49
7

0.7
48
4

1

0.9
29
6

0.7
76
1

0.7
64
5

0.8
11
8

0.7
90
6

0.7
83
6

0.7
76
9

0.7
80
7

0.7
89
9

0.7
74
5

0.7
64
7

0.8
07
5

0.7
93
0

0.8
02
4

0.7
88
4

0.7
80
2

HS
66

0.7
48
9

0.7
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3 讨 论
马铃薯品种属于营养繁殖的植株块茎材料，

在选育过程中存在姊妹系的现象（表 1）。这是因

为马铃薯亲本选育时对不同相似度缺乏足够的

研究，不同于国际顶级育种公司在玉米育种中

事先制定标准，严格控制育种亲本时的相似度

和姊妹系的出现。与此同时，本研究发现，马

铃薯品种间确实存在实质等同现象。育种家往

往根据亲本之间有一定差异的原则来进行亲本

选择，而派生品种越来越多，马铃薯会失去较

大的遗传多样性，很难培育出突破性品种，育

种难有提高，长此以往将对国家粮食安全构成

严重威胁 [10-12]。因此，及时制止这一现象，对保

护马铃薯核心种质资源，改良马铃薯品种，提

高产量，保护育种者权益，提高育种者投入和

研发的动力至关重要。

目前，马铃薯品种间相似度判断仍主要依赖

于 SSR标记，但这种方法存在明显弊端[13]，仅能

捕捉不及三分之一的差异，受基因组中转座子因

子的影响也可能出现假阳性结果，不能真实反映

基因组之间的关系。随着高通量测序技术的运用，

通过 SNP变异位点的检测，对基因数据进行分析，

能对基因组相似度进行定量分析[14,15]。

本研究中，内控的马铃薯品种‘合作 88’的三

个不同来源的样品通过系统进化分析，枝长极短；

通过特征分值（IS）分析，具有较高 IS值，被聚在

非常近的聚类中。‘YM10’和‘YM23’为同一品种

生长不同环境下，通过系统进化与 IS分析同样发

现其枝长极短，IS值较高。这说明了进化树的枝

长与 IS分析，可以作为判断来源不同的马铃薯薯

块样品是否来自同一品种，或者是否实质派生品

种的依据。‘黑金刚’和‘华颂 66’两者之间的枝长

比‘合作 88’三个不同种植地点所取样品间的枝长

要小，特征分值达到了 0.929 6，高于同一品种不

同来源薯块间的特征分值结果，可以确定是一对

实质派生品种的候选者。但是具体用什么特征分

值的标准作为检测实质派生品种的阈值，请管理

部门主持制定标准的讨论，并且尽快提出检测实

质派生的基于特征分值或者基于系统进化分析的

建议标准，以解决马铃薯生产中存在的实质派生

问题和品种同质化过于严重的问题。

另外，从以上结果也可以得出，即便是同一

个品种，在不同种植条件和种植代数下，会存在

和积累不同的自然突变，因此，马铃薯品种的同

一个品种不同薯块的基因组不会是完全一致的。

综上所述，系统进化树的枝长与特征分值可

以作为一个快速判断品种是否存在实质派生现象

的依据。建议对所有参加马铃薯品种审定的品种，

在进行 DUS测试的同时进行实质派生品种鉴定，

并保存DNA样本。
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