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甘薯种质资源遗传稳定性及遗传多样性SSR分析

赵冬兰1，郑立涛2，唐 君1，周志林1，曹清河1

(1中国农业科学院甘薯研究所，徐州221121；2广东海洋大学，湛江524088)

摘要：应用SSR标记检测国家种质徐州甘薯试管苗库中离体保存5年和8年的24份种质资源及其对应的田问圃材料的

遗传稳定性，同时对24份甘薯种质的遗传多样性进行分析。20对SSR引物分析表明，24份甘薯材料扩增得到了清晰的DNA

条带30条，其中多态性条带2l条，多态性百分率为70％，全部品种在2种保存方式下谱带一致，说明2种保存方式的效果相

同。应用NTSYS软件对材料进行遗传相似性和UPGMA聚类分析，24份甘薯种质资源遗传相似系数在O．57—0。93之问，平

均为0．74。在0．72的相似系数上24份材料可以聚成三大类，表明我国的甘薯品种种质资源遗传多样性还是比较丰富的。该

研究为甘薯种质资源长期离体保存及甘薯杂交育种提供了理论依据。
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Abstract：Genetic stability of 24 sweetpotato germplasm maintained讥vitro more than 5 years in the National

Sweetpotato in vitro Genebank in Xuzhou，was analyzed using Simple Sequence Repeat(SSR)molecular markers．20

pairs SSR primers were used．The results showed that all sweetpotato germplasm stored讥vitro had the same amplified

products a8 the controls preserved in field nursery，indicating that the two different methods have the game effect on

preserving sweetpotato germplasm stability．Meanwhile，we analyzed the genetic diversity of 24 sweetpotatoe germ—

plasm．The dendrogram generated by UPMGA showed the genetic relationship among 24 accessions．The genetic simi·

larity among 24 accessions varied from 0．57 to 0．93．The total number of bands and polymorphic bands in the 20

primer combinations were 30 and 21 respectively．The 24 accessions were divided into 3 groups by cluster analysis．

The results may provide a theoretical basis for sweetpotato germplasms maintained in vitro and the breeding of sweet·

potato．
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近二、三十年来，植物组培技术对于作物种质资

源的收集、繁殖和保存起着重要的作用，并且显示出

其实用价值。因此，世界各国相继建立了无性繁殖作

物离体保存基因库。但是，离体试管种质需要经过茎

尖分生组织脱毒培养和经常进行继代繁殖，在激素、

温度、光照、生长抑制剂等的影响下，保存植株的遗传

稳定性可能受到影响，有可能引起植株染色体畸变、

点突变和生化变化。随着培养和保存时间的延长，植

物材料由于无性变异的增加，存在遗传完整性损失的

危险。因此离体保存的试管种质，其遗传稳定性长期

以来为人们所关注。甘薯是无性繁殖块根作物，遗传

上又具高度杂合性，遗传不稳定性的发生几率要比种

子繁殖的作物高⋯。所以，有必要对在国家基因库中

长期保存的甘薯试管种质进行系统的遗传稳定性检
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测，为甘薯离体试管种质长期安全保存提供科学依

据。1949年以来，我国甘薯科技事业获得飞速发展，

但在甘薯育种中，由于长期对产量和抗性等少数性状

的人工选择以及仅用少数亲本进行品种选育，造成育

种背景单一、遗传基础日益狭窄、遗传多样性下降口1。

因此有必要对甘薯的种质资源进行遗传多样性的研

究，以充分挖掘有价值的材料，为甘薯遗传育种服务。

SSR即简单序列重复，也叫微卫星序列重复，是

一类由几个核苷酸(1—5个)为重复单位组成的长达

几十个核苷酸的重复序列，长度较短，广泛分布在染

色体上。与其他分子标记方法相比，SSR标记具有以

下优点：(1)数量丰富，覆盖整个基因组，揭示的多态

性高；(2)具有多等位基因的特性，提供的信息量高；

(3)以孟德尔方式遗传，呈共显性；(4)技术重复性

好，易于操作，结果可靠"1。本研究通过SSR分子标

记方法，对24份甘薯田间种质圃和离体试管苗库2

种方式保存多年的甘薯种质遗传稳定性进行检测，比

较2种保存方式是否存在差异，继代时间对离体保存

是否存在影响，以评价2种甘薯种质保存技术的有效

性；并对这些种质材料进行遗传多样性分析，为甘薯

杂交育种提供理论依据。

1材料与方法

1．1材料

试验材料选自国家种质徐州试管苗库(圃)，根

据试管苗库的继代记录筛选出在国家基因库中连续

保存5年或8年的离体种质及田间圃保存的相应种

质24份。具体名称见表1。

1．2方法

1．2．1 甘薯离体培养及大田栽培 甘薯试管苗采

用茎尖分生组织培养，外源激素6-BA 0．5—1mg／L

的MS培养基，其甘薯茎尖成苗率可达74％一88％。

在不引起试管苗变异的前提下，在MS+甘露醇

(5—109／L)，温度(16 4-2)℃、光强1000Ix、光照

8h／d．采用理化因素处理相结合的方法，抑制试管

苗的生长，延长继代保存周期，试管苗的保存周期一

般为6—8个月，应用切段繁殖进行长期保存，具体

操作见唐君等H1的方法。试管苗于3月初移栽至温

室，及时繁苗保证合适苗龄，6月中下旬和大田资源

一起在田间栽插。

大田资源于每年4月中下旬排种育苗，6月中

下旬在田间栽插，行距85cm，株距25cm，生育期

120d左右，于10月下旬收获。在大田定植30d后

取顶端叶片进行DNA提取和SSR分析。

表1试验材料

Table 1 Test materiaI

1．2．2 SSR标记分析基因组DNA制备参照吴秋

云等”。的方法，采用CTAB法提取甘薯叶片总

DNA。PCR反应体系为：模板DNA，1斗l(50 ng／ttl)；

上下游引物各l¨l(101xmol／L)；dNTPsl．5Ixl

(10mmoL／L)；10×buffer，2td；MgCl21．6pLl(25mmol／

L)；Taq酶0．2td(5U／Ixl)；反应总体积为20td。

PCR反应程序：94℃5rain；94℃45s，55℃45s，72℃

1．5min，共40个循环；720C 10rain。

扩增产物用6％非变性聚丙烯酰胺电泳分离，

硝酸银染色。

1．2．3拍照和记录数据用BIO—RAD公司的凝胶

成像系统拍照；根据各分子标记在相同电泳迁移率

(相同分子量片段)的有无统计得到所有位点的二

元数据，有DNA扩增带记为l，无带记为0，无法辨
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认记为2(空缺)。

1．2．4数据分析 利用Quantity One软件(Bio—

Rad)结合人工方法读带，电泳结果的每条DNA谱

带为1个单位，同一分子标记位点上有带的赋值为

1，无带的赋值为0，统计结果以l、0矩阵输入计算

机，用NTSYS．pc软件处理数据，并对材料进行聚类

分析。

2结果与分析

2．1 SSR标记检测结果

从60对SSR引物中筛选出20对能扩增出清晰

稳定条带的引物(表2)。用这20对引物对24份甘

薯种质进行扩增，结果显示2种保存方式下的谱带

一致。20对引物共扩增出30条DNA条带，多态性

条带21条，多态性百分率为70％。其中引物IBM2、

IBMl3的扩增图谱见图1、图2。

表2 20对SSR引物的情况及其在24个甘薯材料的多态性

Table 2 20 SSR primers and the expected size and polymorphic in 24 sweetpotatoes varieties

引物编号

Primet code

重复基序

Motif

引物序列

Primer sequence

F R

产物大小

(bp)

Expected size

多态性

Polymorphism

lBM2

IBM5

IBM6

lBMl2

IBMl3

IBMl4

lBMl6

IBMl7

IBM20

lBM2l

IBM35

IBM59

LBM445

LBM70l

LBM927

LBMl371

LBMl5“

LBMl74l

LBMl9910

LBM2066

(AT)6(AG)11

(TC)10

GCTCCCATCTICTTCAACT CTGAGGGCTGGTAGTAAAG 132 P

GCCGTCATCTTCCTCATC CTCTCATGTAGTTGCAGTAAC

(AT)4(GA)5 GATGCTCCGATTCTI⋯I'ATGC CCTGGAAGTAGTGAGATTGG

(TCC)5

(GCT)5

(CGC)5

(GGC)5

(TC)8

(GAA)6

(CCG)5

(GAA)5

(AGG)5

(TA)6

(GCG)5

(AGAC)5

(AT)6

(TC)9

(TC)7

(AG)7

(TrC)5

GTGTGGAACTGTTGAGGA．TCAGATGAGTAGACCTTCTT

CCAGAAGACACAATCATI℃AC GTTGATCGCCAGGATACG

CCTGGACACATCAGTTCTT TACTTGGCGGTGATCTCA

GCCl’I．GCTACTrATTCACAA CTGGAGGCTTGATGACAG

CAGGAGGAATCGATGGATG C^CCTAGrAGACTGATGAAGAA

TATCCCAGAGGTCGTCAA AAGTGTrACCATTGGCAGTG

CCACTGTCCTAAGTcCTAAC CGTCTGTAGAGGTATTGATAGT

GAAGATI’cGTGAGGACAl-I．c

GGAACTCAATCACCAGGAC TCAACCCTAACCCTCCATT

AAGGAGCGGAGGGAAAAATA ACAACACAGCCCTTCTCCAC

GGAACGGAGGAATGGGTT GGCAGATCAGAGCAGCATAA

GGCTCCTTCCATATCACCAA TCCATGGTGGTGCAAGTAGA

AGCACAGC’I-rGTCCCAGl’IT TGGGAATTGAAGAGAGTGAGAA

GTCCGCCGAAGACAGTTACA TCTCCCATCACTCCA^AACC

GTCCGTFAGCCCAGACCATA CTACTACCATCGCCACCGAC

TcTGCCCTCGCTAATCACTC

CCACTCTCCCCCCTTATCl-r TCCCTACACTr^AAGCTGCA．AT

284

227

269

286

3ll

33l

170

217

292

28l

262

162

274

162

166

148

192

232

185

P代表有多态性；NP代表没有多态性

P：polymorphic；NP：no polymorphic

2．2遗传相似性分析

用NTSYS软件计算出24份甘薯种质材料间的

遗传相似系数。由表3可知，24份甘薯种质的遗传

相似系数在0．57—0．93之间，平均相似系数为

0．74。其中，红丫五和红薯下蛋之间遗传相似性系

数最高，为0．93，它们有可能为同一种质的复份保

存，这可能是由于相互引种及地方种叫法多样引起

的；向阳黄和东方169之间及湛75—57(变)和九州5

号之间遗传相似系数皆最低为0．57，表明它们之间

的遗传差异较大。

P

"

P

P

P

肿

P

P

P

船

眦

P

P

P

P

P

肝

P

胛
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2．3聚类分析

利用NTSYS软件对24份甘薯种质资源进行

UPGMA聚类分析。根据图3的聚类结果。在0．72

的相似系数上24份材料可以聚成三大类：第1类包

含10份材料，分别是解放薯、澄薯8号、红丫五、红

薯下蛋、红藤、新种花、烟薯8号、南田黄、九州5号

和向阳黄；第Ⅱ类包含6份材料，分别是背不起、皖

薯l号、岩21—86、湛75．57(变)、三合薯和黄金千

贯；第Ⅲ类包含8份材料，分别是粉红皮、红砂薯、东

方169、白头六十薯、湘杂9号、金山57、莒225和林

泗2号。

3 讨论

3．1 甘薯试管苗库与田间种质圃长期保存甘薯种

质的有效性

本研究表明，通过种质圃和试管苗库2种方式

保存的甘薯种质资源，采用SSR标记未检测到差

异。根据分子标记水平的检测结果，可认为在本

试验研究时间范围内，2种方式在保持甘薯种质资

源的遗传稳定性方面效果相同。因此，本研究认

为，种质圃和试管苗库均可长期有效地保存甘薯

种质。

表3 24份甘薯材料遗传相似表

Table 3 Genetic similarity matrix of 24 sweetpotato accessions based on SSR

爹?l 2 3 4 5 6 7 i 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
C0do

l 1．00

2 O．77 1．00

3 0．90 0．87 1．00

4 0．67 0．63 0．70 l。00

5 0．87 0．80 0．83 0．60 1．00

6 0．80 0．80 0．83 0．73 0．73 1．00

7 0．73 0．73 0．83 O．60 0．73 0．73 1．00

8 0．80 0．67 0．70 0．60 0．73 0．80 0．73 1．00

9 0．77 0．73 0．87 O．83 0．70 0．77 0．70 0．70 1．00

lO 0．77 0．67 0．80 O．77 O．77 0．70 0．77 0．57 0．73 1．00

ll O．83 0．70 0．80 O．63 0．87 0．63 O．67 O．63 0．70 0．77 I．00

12 0．73 0．67 0．77 0．67 0．70 0．67 0．77 0．67 0．80 0．80 0．77 1．00

13 O．70 O．77 0．80 O．83 0．70 0．70 0．77 O．63 O．80 0．73 0．73 0．77 1．oo

14 0．87 0．70 0．77 0．67 0．80 0．87 0．67 0．87 0．70 0．70 0．70 0．60 0．57 1．00

15 O．73 0．67 0．77 0．67 0．67 0．73 0．87 0．67 0．70 0．77 0．60 0．77 0．70 0．67 1．00

16 O．77 O．77 0．80 0．83 0．70 0．83 0．77 0．70 0．80 0．67 0．67 0．70 0．87 0．70 0．77 I．∞

17 0．80 0．73 0．77 0．60 0。87 0．67 0．67 0．67 0．70 0．77 0．87 0．70 0．70 0．73 0．60 0．63 1．oo

18 0．73 0．73 0．77 0．73 0．67 0．87 0．73 0．73 0．70 0．77 0．63 0．73 0．77 0．73 0．73 0．70 0．73 l-00

19 0．73 0．73 0．83 0．67 0．67 0．73 0．80 0．67 0．83 0．70 0．67 0．83 0．83 0．60 0．73 0．77 0．73 0．80 1．00

20 0．73 0．77 0．83 O．73 O．67 0．73 0．73 0．60 0．77 O．77 O．63 0．73 0，77 0．67 0．67 0．70 0．67 0．80 0．87 1．00

2l 0．83 O．80 0．93 0．70 0．83 0．77 0．83 O．63 O．80 0．80 O．77 0．73 0．80 0．70 0．77 0．80 0．70 0．70 0．77 O．77 1．00

22 0．73 0．67 0．77 O．87 0．73 0．80 O．67 O．67 0．83 0．70 0．70 0．67 0．77 0．73 0．67 0．83 0．67 0．73 0．73 0．73 0．77 1．00

23 O．77 0．73 0．80 0．70 0．70 0．77 0．70 0．70 0．73 0．73 0．67 0．70 0．73 0．70 0．70 0．67 0．77 0．90 0．83 0．83 0．73 0．70 1．00

24 0．63 0．70 0．73 0．73 0．70 0．83 0．70 0．67 O．77 O．67 0。60 0．67 0．77 0．70 0．70 0．80 0．63 0．73 0．73 0．67 0．73 0．80 O．63 1．00

目前大多数研究表明，通过RAPD、ISSR等核苷

酸检测表明离体保存后植株没有发生变异。兰伟

等旧1通过其再生后代的形态特征、过氧化物酶

(POD)活性和ISSR分子标记扩增图谱与对照株无

差异，表明离体保存的纪伊潮菊未发生变异。高丽

等⋯利用8个扩增效果较好的ISSR引物对继代培

养9～20代的叶艺春兰基因组DNA进行扩增，研究

结果表明，在多次继代培养过程中，组培苗遗传物质

稳定，在DNA水平上未见明显差异，保持了母株的

特性。但少数研究也检测到变异。Ray等哺1通过

RAPD、ISSR对3个品种分别继代10次、50次的离

体保存香蕉遗传稳定性研究结果表明，继代50次的
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材料在2种方法上都能检测到变异。对甘薯种质资

源的遗传稳定性，有些学者对其进行了相关研究。

辛淑英等⋯通过农艺性状、4种同工酶(POD、MDH、

EST、a．Amy)、叶可溶性蛋白3种方式检测了22份

试管苗保存10年的甘薯材料遗传稳定性，结果表明

农艺性状变化较大的有植株类型、茎色和茎节长度，

变异频率分别为70．6％、64．7％、64．7％；并认为

POD、MDH及叶可溶性蛋白图谱不适合甘薯的遗传

稳定性检测，直接采用试管苗状态下材料的EST、仅-

Amy图谱便可有效检测材料遗传稳定性。且综合

不同的检测结果表明，发生变异的离体保存材料较

少。Zhao等一1的研究结果表明，国家甘薯试管苗库

中保存8年的材料和种质圃对应材料在形态标记水

平及EST同T酶谱上几乎没有差异，RAPD分子标

记水平上个别品种有差异。笔者认为离体种质遗传

稳定性与离体培养的条件和继代次数有很大关系，

应最大程度地减少激素及生长抑制剂应用，减少了

培养过程中发生遗传变异的几率。国家种质徐州试

管苗库采用添加高渗透化合物甘露醇，低温弱光培

养以减少继代次数，使试管苗库可较为有效地保存

甘薯种质。同时，应加强对其他甘薯种质长期保存

技术的研究，如目前认为最安全可靠的茎尖超低温

保存技术，以减少甘薯种质长期保存中发生遗传变

异的几率。
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图3 24份甘薯材料基于SSR分析的UPGMA聚类图

Fig．3 UPGMA dendrogram of 24 sweetpotato accessions based on SSR

本试验利用SSR分子标记对24份甘薯种质进 稳定性就更为全面。

行检测，全部品种在2种保存方式下谱带一致，表明 3．2甘薯种质资源遗传多样性分析

甘薯种质在2种保存方式下不存在差异。然而由于 本研究采用SSR分子标记法对24份甘薯材料

SSR标记的扩增特点，无法检测到点突变，因此在 扩增得到了清晰的DNA条带30条，其中多态性条

SSR标记的基础上，可通过ISSR、AFLP、MASP、 带2l条，多态性百分率为70％，而且24份材料的

RFLP等分子标记技术作进一步检测核酸上的差 遗传相似系数在0．57一O．93之间，平均相似系数为

异，而某些性状，如形态、生化变化等，受环境影响0．74，表明我国的甘薯品种种质资源还是比较丰富

大，很多变异是非遗传变异，不会在分子水平上体 的。本试验结果表明，24份甘薯材料在遗传水平上

现。因此，综合多种检测方法(如农艺性状调查、同 的分类结果与按其地域来源分类的结果并不完全相

工酶生化标记等)检测甘薯种质保存过程中的遗传 符。它们在树状图上的位置是相互交错的，如广东
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和福建的材料分散在各个类群中。说明甘薯材料的

地域性不强，杂交育种时，可根据聚类图，尽量选择

亲缘关系较远的品种进行配组，选配出具有强优势

的组合。

对甘薯种质资源的遗传多样性，有很多学者运

用ISSR、RAPD等进行了相关研究。罗文彬等。1驯应

用ISSR分子标记技术，对34份甘薯种质资源进行

了遗传多样性分析，采用15个ISSR引物在34份甘

薯种质材料中共扩增出2187条带，其中多态性带有

1099条，平均每个引物扩增出73．27条多态性带，

多态性百分率为50．25％；聚类分析将34份甘薯种

质材料划分为四大类。贺学勤等⋯1用RAPD、ISSR

及AFLP分子标记对来自中国安徽、福建、河南和广

东4省的48个甘薯地方品种进行多样性分析；研究

发现，由3种标记产生的聚类图存在一些差异，但将

3种标记产生的多态性带结合产生的聚类图可以很

好地揭示48个地方品种的亲缘关系，所有品种聚为

两大类，一类以8个广东地方品种为主，另一类由剩

下的8个广东品种和其余3省的32个地方品种组

成，从而得出在进行甘薯育种时应重点考虑广东地

方品种的利用。遗传多样性研究是作物育种中的重

要环节。通过对品种间亲缘关系的研究可以有效地

进行亲本选配，并且对特殊种质进行保护。运用分

子标记技术研究地方品种的遗传多样性能对甘薯育

种提供一些信息基础，并且不受环境、发育时期、不

同器官等的限制，从基因组水平上揭示其遗传变异

的程度，并且在早期就可进行新品种的鉴定。

DNA分子标记以其独特的优越性决定了它具

有更高的可靠性和高效性，更容易从分子水平上去

研究物种的亲缘关系、种质资源保存、构建图谱及辅

助育种等。因此，应该积极提高甘薯分子生物学技

术研究水平，提升甘薯种质的鉴定评价水平，发掘新

的基冈资源，促进甘薯资源的创新。进而探索甘薯

核心种质资源构建，形成高效的甘薯种质资源保护

体系，提高核心种质的利用率。
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