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鸭茅种质资源遗传多样性的SRAP研究
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摘要：利用SRAP(Sequence—related amplified polymorphism)标记对来自国内外的45份鸭茅种质资源进行遗传多样性研究。

2l对引物扩增出438个条带，多态性条带为363条，多态性条带比率为82．08％，每对引物组合的多态性带数平均为17．29

条。Gs值范围在0．6248—0．9686闻，平均GS值为0．7958，显示来源广泛的鸭茅种质资源问存在着丰富的遗传变异。聚类分

析及主成分分析能将所有材料聚为4类，能较准确的反映材料的来源分布情况及供试材料的染色体倍性差异，表明鸭茅的遗

传多样性与染色体倍性及地理分布密切相关。同时清楚地揭示出国产鸭茅品种遗传基础较为狭窄。本研究为育种和探讨鸭

茅种质资源遗传变异奠定了较好的理论基础。

关键词：鸭茅；种质资源；遗传多样性；SRAP。

SRAP Analysis of Genetic Diversity in Orchardgrass

ZENG Bin91，ZUO Fu—yuanl，ZHANG Xin．quan2，FAN Yan3，YU Yong．xion94

(1z)epd疗me町ofAnimal Science，Southwest University。Chongqing 402460；2Department ofGras5lond Science．Swhua乃

Agricultural University，Yaan 625014；3Chongqing Academy of Animal Sciences，Chongqing 402460； ．

4

College of Animal Science and technology，Chongqing 400715)

Abstract：The genetic diversity among 45 orchardgrass accessions was tested by SRAP．21 primer combinations

were used and 438 bands were produced in SRAP，of which 363(82．08％)were polymorphic．The coefficient range of

genetic similarity was 0．6248—0．966 with 0．7958 on average。which showed rich genetic diversity of orchardgrass

germplasm，too．45 accessions could be divided into 4 main groups by cluster and principal component analysis，which

not only revealed the geographical distribution of accessions but also reflected the difference of karyotype．The result

suggested that the genetic diversity of orchardgrass were correlative with karyotype and geographical distribution of ac—

cessions．In addition，the narrow genetic basic of Chinese orchardgrass cuhivars were found．Overall．it is efficient to

breed more excellent orchardgrass and release the genetic variation among accessions by this research．
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相关序列扩增多态性(Sequence．related ampli．

fied polymorphism，SRAP)是一种新型的基于PCR的

标记系统，由美国加州大学蔬菜作物系Li等⋯于

2001年提出，也称基于序列扩增多态性(Sequence—

based amplified polymorphism，SBAP)悼1。它最早是

在芸薹属(Brassica L．)作物中开发出来的，是一种

新型的基于PCR的随机引物标记系统，除了方便可

靠和经济外，还具有中等产量、高共显性、易于分离

条带及易于测序等优点。

SRAP的原理是利用独特的引物设计对ORFs

(open reading frames，开放阅读框架)进行扩增，上

游引物长17bp，5’端的前10bp是一段填充序列，紧
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接着是CCGG，它们组成核心序列及3’端3个选择

碱基，对外显子进行特异扩增，因为研究表明外显子

一般处于富含GC区域。下游引物长18bp，5’端的前

10—1lbp是一段填充序列，紧接着是AA，I-I．，它们组

成核心序列及3’端3个选择碱基，对内含子区域、启

动子区域进行特异扩增，因个体不同以及物种的内含

子、启动子与间隔长度不等而产生多态性⋯。

SRAP已在农作物和园艺作物上有了较多成

功的应用，如笋瓜旧1(Cucurbita maxima Duch．et

Lam．)、西葫芦”1(Cucurbita pepo L．)、陆地棉H1

(Gossypium hirsutum L．)、桃"1(Amygdalus persica

L．)、甘蓝型油菜№1(Brassica napus L．)、小麦⋯

(Trhicum aestivum L．)、芝麻¨。(Sesamum indicum

L-)等的遗传多样性研究；黄瓜"’(Cucumis sativus

L．)、羽衣甘蓝¨叫(Brassica oleracea var．acephala

Ftricolor)等分子遗传图谱的构建；番茄⋯1(Cypho—

mandra betacea Sendt．)等指纹图谱的绘制、拟南芥

表1分子标记供试鸭茅资源

Table 1 D．glomerata accessions for molecular markers

1．1供试材料

所有资源来源如表1。鸭茅植株通过温室盆栽

后取样。

序号 材料编号 材料来源地 材料名称 序号 材料编号 材料来源地 材料名称

No． Code Ongins Name No． Code Origins Name

1 YA 02—107 四川宝兴 野生材料 24 02123 湖北省畜牧所Portorn

2 YA 02-108 四JiI宝兴 野生材料 25 01·104 美国纽约 一

3 YA 02-109 四川宝兴 野生材料 26 00737 荷兰 一

4 YA 90．70 四川康定 野乍材料 27 02683 瑞典 一

5 YA 02·111 云南中甸 野生材料 28 01819 丹麦 Mucoli

6 YA 02-106 四川宝兴 野生材料 29 96011 德国 一

7 YA 90-130 四川茂县 野生材料 30 01996 瑞典Datuoee

8 YA 02一114 云南曲靖 野生材料 31 01824 中国农科院畜牧所PG693

9 YA 00850 新疆 野生材料 32 01993 中国农科院畜牧所Daketa

10 YA 02-105 四川达州 野生材料 33 02684 英国 spana

11 YA 05{62 四川达州 JII东 34 01823 中国农科院畜牧所 2060

12 YA Ol一101 贵州毕节 野生材料 35 01995 瑞典Dtus 2

13 YA 91—103 、 四川越西 野生材料 36 01076 西安植物园81-Justus

14 YA 91·7 四JiI汉源 野生材料 37 01767 湖北省备牧所Trode

15 YA 02—101 贵州 野生材料 38 02682 瑞典Tamus

16 YA 02-116 云南昆明 野生材料 39 02122 湖北省畜牧所 Wana

17 YA 79—9 江西庐山 野生材料 40 01821 丹麦P-6

18 YA02-117 丹麦 安巴 41 02681 丹麦 一

19 YA 02685 四川古蔺 古蔺 42 01472 美国 一

20 YA91-2 四川t农业大学 宝兴 43 YA 01．103 美国纽约

21 01071 西安植物园 Justus 44 01475 澳大利亚 一

22 79—118 荷兰 一 45 00937 美国 Zunuo

23 01822 丹麦 一

1．2鸭茅基因组DNA的提取

试验取生长正常的鸭茅幼嫩植株的心叶采用

CTAB法提取鸭茅DNAⅢ1。

1．3鸭茅SRAP反应体系的建立及优化

本研究在鸭茅研究中没有任何可供借鉴的试验

技术资料，同样需先做预备试验建立鸭茅的SRAP
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化反应体系(最终浓度)：Mg“为1．6mmol／l、dNTP

为2001山mol／L、Taq酶为1．OU、引物浓度为

0．3I山mol／L、模板DNA量为60ng。

PCR反应在Thermo Hybaid PCR仪上进行，程

序同样依据Li等⋯的报道如下：94。C变性1rain；

35℃退火1rain，72℃延伸l rain，5个循环；94℃变性

1rain，35℃退火lmin，72℃延伸1rain，35个循环；

72℃延伸lOmin；4℃保存。

引物 序列 引物 序列

Primers Sequence(5’·3’) Primers Sequence(5’一3’)

reel0 4-em2 ．TCAGT(2CAAACCGGTI’G一3 reel l+em9 TGAGTCCAAACCGGTGT

GACTGCGTACGAAT盯GC．3 GACTGCGTACGAATTCGA

reel l 4-eml4 TGAGTCCAAACCGGTGT me2+em6 TGAGTCCAAACCGGAGC

GACTGCGTACGAATTACG GACTGCGTACCAATI．GCA

reel l 4-eml5 TGAGTCCAAACCGGTGT me8 4-emi2 TGAGTCCAA^CCGGTGC

GACTGCGTACGAATlTAG GACTGCGTACGAATrATG

melO+emlO TGAGTCCAAACCGGTTG reel+em2 TGAGTCCAAACCGGATA

GACTGCCTACC^A7IfrCAG GACTGCGTACGAAl。兀’GC

melO 4-em9 TGAGTCCAAACCGGTrG me2 4-eml6 TGAGTCCAAACCGGAGC

GACTGCGTACGAATTCGA GACTGCGTACGAATI．rCG

melO+em4 TGAGTCCAAACCCGTrG melO+eml4 TGAGTCCAAACCGCTTG

GACTGCGTACGAATITG^ GACTGCGTACGAATTACG

melO 4-eml3 TGAGTCCAAACCGGTrG me2 4-em2 TGAGTCCAAACCGGAGC

CACTGCGTACGAAl-n～GC GACTGCGTACGAAl_ITGC

reel 4-em4 TGAGTCCAAACCGGATA me2 4-eml4 TCACTCCAAACCGGAGC

GACTGCGTACGAATrrGA GACTGCGTACGAATrACG

me2+em4 TGAGTCCAAACCGGAGC reel 4-em3 TGACTCCAAACCGGATA

CACTGCGTACGAAT-ITGA GACTCCGl．ACGAATrGAC

melO+eml5 TGAGTCCAAACCGGTTG me4+em4 TGAGTCCAAACCGGACC

GACTGCGTACGAATrrAG GACTGCGTACGAATITGA

reel l+em4 TGAGTCCAAACCGGTGT

GACTGCGTACGAATrrGA

1．4 鸭茅SRAP标记引物的设计和筛选 分离和银染检测¨61。在PCR产物中加入1／2体积的

引物序列源自Li等⋯的报道，共有上游引物loading buffer(98％甲酰胺，lOmmol／L EDTA，0．25％

12条，下游引物19条，可自由组合为228对引物。 溴酚蓝，0．25％二甲苯青)，产物分离在6％聚丙烯酰

试验选取4个经电泳检测质量较高且生境和田间 胺凝胶上(丙烯酰胺：甲叉w--．19：1，7．5mol／L尿素，

试验性状表现差异较大材料的DNA(分别为 1 X TBE缓冲液)进行。样孔中每样品点样161山1，以

YA91．2、YA 00850、YA02．117和02123)开展鸭茅 博瑞克公司的D2000Marker为对照，先在北京六一电

的引物筛选工作。从电泳图中选择条带清楚、多 泳仪厂的DYY-6C电泳仪上进行200V恒定电压下

态性好的引物用作SRAP研究，从中筛选出能产生 30rain的预电泳，然后在400V恒定电压下电泳2h，再

清晰扩增产物、多态性较好的引物21对，筛选出 用0．1％的AgblO，进行银染色和在NaOH液中显色，

的引物如表2。 凝胶在灯光下用数码相机照相保存以供分析。

1．5 鸭茅SRAP-PCR扩增产物的检测 1．6 数据统计与分析

扩增产物采用6％的变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 将SRAP扩增产物每个条带视为一个位点，统
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计位点总数和多态位点数。按条带有或无分别赋

值，有带记为1，无带记为0。按Nei和Li的方法计

算材料间遗传相似系数(GS)。计算公式为：GS=

2N；；(N；+N；)计算，其中N；i为材料i和j共有的扩增

片段数目，N；为材料i中出现的扩增片段数目，N；为

材料j中出现的扩增片段数目。根据GS值按不加

权成对群算术平均法(UPGMA)进行遗传相似性聚

类，并依据GS值进行主成分分析。统计分析在NT—

SYS2．1软件下进行。

2结果与分析

2．1 SRAP标记多态性

用21对筛选出的引物组合对45份鸭茅进行

PCR扩增，共扩增出438条清晰的带，其中多态

性带363条；平均每个引物的总扩增带数为

20．86条，扩增条带数目变幅为12—36条，其中

平均每个引物多态性带17．29条，变幅为9—32

条，多态性条带比率(PPB)为82．08％(表3)。

SRAP引物所扩增出的鸭茅DNA片段长度大小

约在50—2000bp间。SRAP—PCR扩增图片较为

清晰，多态性较好(图1)。

表3 SRAP标记引物扩增结果

Table 3 The amplification results of SRAP p—me璐
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圈1 SRAP引物M2+E14扩增的指纹图谱

Fig．1 SRAP fingerprinting patterns amplified by

primer combination M2 4-E14

2．2遗传相似性分析

对扩增结果采用Nei．Li相似系数(GS)的计算

方法，得到供试材料相似性矩阵。鸭茅SRAP分析

中各品种(系)的GS值在0．6248—0．9686间，平均

GS值为0．7958。研究结果显示了鸭茅种质资源具

有丰富的遗传多样性。

由相似系数矩阵可以看出，在45份鸭茅材料

中，来自四川达州的YA02—105(10号)与四川农业

大学培育的材料编号为YA91—2的品种宝兴(20

号)鸭茅材料的遗传相似系数最大为0．9686，其次

为来自四Jl}宝兴夹金山的YA02-107(1号)与四川

宝兴烧鸡窝的YA02．109(3号)鸭茅材料的遗传相

似系数为0．9254，其遗传距离次小，遗传相似性次

大。相反的，遗传相似系数最小的为来自贵州的

02．101(15号)与来自澳大利亚的01475(44号)

的0．6248。

较低的遗传相似系数显示来自不同地域和不同

育种背景的鸭茅种质资源间存在丰富的遗传多样性。

在供试的19份来自国内的种质材料中，包括

16份野生材料和3个国家级登记品种。16份鸭茅

生态型间的遗传相似系数范围在0．7269—0．9686

间，这意味着它们间存在丰富的遗传变异。

我国仅有的3个鸭茅品种宝兴(20号)、古蔺

(19号)和川东(11号)间的GS值范围为0．8512—

0．8863，显得非常狭小，说明其遗传相似性较高。

2．3聚类分析

基于遗传相似系数，利用UPGMA法对供试材

料进行聚类分析(图2)。
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图2鸭茅SRAP标记的UPGMA聚类图

Fig．2 UPGMA dendrogram for SRAP of D．glomerate

通过鸭茅SRAP分析做遗传距离聚类，在遗传

系数为0．7958处将45份鸭茅材料分为4大类。国

内所有材料全聚为I类，所有来欧洲的材料能聚在

Ⅱ类，聚为Ⅲ类的全为来自美国的材料，来自澳大利

亚的野生材料01475(44号)与其余材料差异非常

明显聚为Ⅳ类。SRAP的聚类结果与材料的地理分

布非常符合，来自相似地理气候条件地区的材料遗

传相似性均较高。

所有材料除了聚为4个主要类群外，聚为I类

的来自中国的材料又可聚为A—E 5个亚类。材料序

号为1、2、3、6的4个材料聚为A亚类；聚为B亚类

的材料包括序号为4、5、7、14、13、8、9、12、15的共9

个材料；10号、20号、11号、19号材料聚为C亚类；

16号和17号材料分别单独聚为D亚类和E亚类。

结合课题组以前已完成¨刮及现在正在开展的对所

收集的鸭茅种质材料的染色体倍型分析，我们发现

亚类的聚类划分恰好与染色体倍性状况相符合。B

亚类的材料均为2倍体鸭茅，A、C、D、E亚类的材料

则为4倍体鸭茅。

进一步分析发现，A亚类的4份材料均采自四

川省宝兴县，其聚类状况与地理分布非常一致，但B

亚类材料却来自四川、云南、新疆等不同的省份，材

料的地理分布不规范，C亚类材料也同样如此。由

此可见在中国这一地域范围内，染色体倍性状况是

鸭茅种质聚类的首要影响因素，其次才是材料的地

理分布状况。D、E亚类的两份材料经田问农艺性

状观察和生产性能评估发现其表现较好，尤其是E

亚类的17号材料(YA02—116)鲜草产量最高且生态

适应性非常好。即聚类关系能反映田间农艺性状和

生产性能的差异。聚类结果显示我国3个鸭茅品种

的遗传距离非常相近，证明它们的遗传亲缘关系也

较为相近。

2．4主成分(PCA)分析

基于遗传相似系数，在NTSYS2．1软件上对不

同鸭茅材料进行主成分分析，并根据第一、第二主

成分进行作图，所形成的各野生鸭茅材料的位置

分布如图3所示，位置相靠近者表示关系密切，远

离者表示关系疏远。将位置靠近的鸭茅材料划归

在一起，共得到4个主要类群。聚类结果表明主

成分分析结果与聚类分析结果基本一致，同一地

区的大部分鸭茅材料聚在一起，主成分分析结果

更直观地表明了不同鸭茅材料之间的亲缘关系，

但不能像聚类图一样将种质材料间的染色体倍性

区分开来。

●2
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第一主成份Prinl

图3基于SRAP谱型的鸭茅材料主成分分析

Fig．3 Principal component analysis based

on SRAP patterns in D．glomerata

3结论与讨论

3．1 鸭茅SRAP标记的扩增多态性及遗传多样性

分析

研究结果显示鸭茅SRAP标记扩增多态性较

好，不同鸭茅种质资源遗传多样性较为丰富。

通过鸭茅的SRAP标记，每对引物组合的多态

性带数为17．29条，高于Budak等¨41对野牛草品种

研究的8条多态性带数、Ferriol等旧1对西葫芦种质

研究的5．8条和林忠旭等M1对棉花研究的5．14条。

而且不同研究中，扩增带的多态性比例差异较大，例

如Budak等对野牛草的研究中为95％，Ferriol等对

西葫芦和笋瓜的研究中为72．7％，而本研究中为

82．08％，与上述研究相似。这可能与所研究的材料

的类型有关。本研究使用的材料为普通鸭茅这一相

同种，而Budak和Ferriol等的研究中所用的材料包

括不同种间的、多种倍性的、遗传关系较远的不同种

质资源。

遗传多样性分析显示来源广泛的鸭茅种质资源

间存在着丰富的遗传变异。进一步分析发现鸭茅的

遗传多样性与染色体倍性及地理分布密切相关；同

时也表明，由于世界鸭茅种质资源分布广泛，生存生

境多样，可能存在地理位置相差较远的基因隔离现

象和地理位置相近的基因流动现象。国内鸭茅种质

聚类情况分析表明，在相对较小的地理区域内，影响

鸭茅遗传变异的主要因素是染色体倍性的差异，二

倍体鸭茅和四倍体鸭茅各种质内同源性较高，遗传

差异较小，但不同染色体倍性材料间遗传差异则较

显著，这一结论与帅素容等¨73对二倍体和四倍体鸭

茅不同生育期的酯酶和过氧化物酶同工酶研究所获

得的结论和彭燕等【1引对国内野生鸭茅种质资源遗

传多样性的AFLP标记所获得结论一致。

3．2 SRAP在鸭茅遗传多样研究中的应用

本研究显示SRAP标记体系能较好地应用于鸭

茅的遗传多样性分析。

相对于RAPD和ISSR在鸭茅上的应用，SRAP

标记的遗传相似性分析能检测到更多的遗传变异。

此外，聚类分析不仅比前两种标记更能准确地反映

材料的来源分布情况，而且能反映供试材料的染色

体倍性差异。张新全、钟声等研究表明，四倍体与二

倍体鸭茅在形态及部分农艺性状方面存在明显差

异¨钆201。结合田间形态和农艺性状的观测，本研究

发现SRAP分子标记不仅能将二倍体和四倍体及其

性状分别与之相近的种质彼此分开，而且还能将一

些具有较特殊性状的种质如02—116、79—9加以区

分，获得与鸭茅AFLP标记相似的分析效果¨引。由

此可见，SRAP和AFLP标记体系一样能有效检测鸭

茅种质的遗传变异。

3．3国内鸭茅品种遗传基础评估及原因分析

遗传多样性分析发现我国3个鸭茅品种具有较

高的遗传相似性，即亲缘关系较近，反映出国内鸭茅

品种狭窄的遗传基础。

通过查看国内鸭茅品种的育种背景和方法我们

不难获得合理的解释。目前国内仅选育完成国家登

记鸭茅品种3个：宝兴、古蔺和川东，它们均通过野

生鸭茅资源人工驯化选育而成，且均育成于四川省。

3个品种的选育材料均来自气候地理条件较为相似

的四川省境内。相似的遗传背景和相同的育种方式

决定了其遗传亲缘关系必然较高。鉴于我国有广大

的地区适合种植鸭茅，就需要适合不同生态条件下

的具有多种遗传种质的鸭茅品种。为此，面对国内

外如此丰富的种质资源，我们应该利用杂交等各种

育种手段，选用来自各地遗传多样性丰富的鸭茅，开

展大范围的鸭茅育种工作，以获得适应更广区域的

鸭茅品种。另外，结合本研究及他人研究结果，除了

选用不同地域鸭茅作为育种资源外，还可以充分开

展不同倍型间鸭茅种质资源的筛选和评价，以培育

出遗传基础广泛的鸭茅新品种。

3．4 SRAP标记特点及在草种质资源遗传多样研

究中的发展前景 一

SRAP技术有稳定、方便快捷、经济以及可靠等

优点，可以较好地应用于各种草种质资源遗传育种

研究。

zu孟枣镀州¨按
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SRAP标记是在总结已有的DNA分子标记的

优缺点的基础上，开发的一种新的基于PCR的

DNA分子标记技术。该标记主要是对开放阅读框

(ORF)进行扩增，提高了扩增结果与表现型的相

关性。PCR扩增不要求高纯度和高浓度DNA和

不使用放射性同位素，不需要像SSR标记那样花

费人力物力进行引物开发，比RAPD标记稳定。

目前SRAP标记已经在农作物和园艺作物上得到

成功应用。

SRAP应用于草种质资源遗传育种研究最重要

的特点有以下几方面：(1)长达17—18bp的上下游

两条引物的使用确保试验结果稳定性远高于使用较

短单链引物的RAPD和ISSR标记。(2)SRAP标记

能获得与AFLP几乎一样丰富的遗传信息但试验方

法更便捷。(3)有限数目的上下游引物可以通过不

同组合形成更多的引物组合应用于研究，其试验成

本得以大幅度降低。(4)基于SRAP自身引物设计

的特点，引物PCR扩增成功率较RAPD和ISSR高，

很少出现无扩增带的引物，其引物利用率较高。此

外，引物可依据SRAP的原理自己设计，不需借助

Oligo和Primer等专业引物设计软件，开发方便。

SRAP标记不需要预先掌握试验材料相关基因组信

息，尤其适合大量目前遗传基础研究非常薄弱的草

种质资源。
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