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80份甘蔗种质RAMP标记遗传多样性分析

王 英1”，陈守俊1，朱相成1，庄南生1，2
(1海南大学农学院，儋州571737；2热带作物种质资源保护与开发利用教育部重点实验室，海口570228)

摘要：采用RAMP分子标记技术对80份甘蔗种质(32份祖亲种、48份栽培品种或品系)的遗传基础进行了分析。从30

对引物组合中筛选出4对多态性较强引物，构建了甘蔗80份种质的RAMP指纹图谱，这4对引物组合共扩增出84条带，其多

态性为91．7％。80份种质的遗传相似系数变化范围在0．433—0．988，平均0．710。聚类分析表明，随着相似系数结合线的不

同，可分别将参试的甘蔗种质从属间(甘蔗属与斑茅种)、野生种(割手密种、大茎野生种、印度种、中国种)与栽培种(热带种)

间、栽培种与杂交栽培品种(或品系)间区别开来。各祖亲种与杂交栽培品种(或品系)的遗传相似性由大到小依次为热带种

>印度种和中国种>大茎野生种>云南割手密种>其他割手密种>斑茅。另外，本试验首次利用RAMP标记。获得了部分热

带种、野生种及斑茅种特异片段，并发现这些特异片段能不同程度地在具有其血缘的栽培种中得到传递。
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Genetic Diversity of 80 Sugarcane Germplasm Using RAMP Markers
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Abstract：80 accessions of sugarcane germplasm(32 parental species，48 cuhivars or clones)were analyzed

by random amplify microsatellite polymorphisms(RAMP)markers．4 pairs of primers were selected from 30 pairs，

and used to establish the RAMP fingerprints of the germplasm，which amplified 84 polymorphic bands，and were

accounting for 91．7％．80 accessions were clustered with RAMP data using UPGMA method．The genetic similarity

coefficients among 80 germplasm ranged from 0．433 to 0．988 with a mean of 0．710．Based on the difference of the

similarity coefficients，the sugarcane germplasm could be distinguished among intergenus(Saccharum and E．arundi—

naceus)，wild species(S．spontaneum，S．barberi，S．sinense and S．robustum)，cultivated species(S．officina—

rum)．cultivated species and cuhivars derived from interspecific hybridization．The similarity between cultivars and

parental species S．offwinarum were the highest，and followed by S．barberi，S．sinense，S．robustum，S．spontane-

um and E．arundinaceus in the order from high to low．Clustering based on RAMP showed that the groupings of

most cuhivars were corresponded to their pedigrees in which a given culfivar and one of its parents was always clus—

tered into the same group．In the meantime，we found some specific DNA fragments of S．officinarum，wild species

of Saccharum spp．and E．arundinaceus，which could be recovered in their derived cultivars with different probabili-

ties．
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甘蔗是世界上主要的糖料作物之一，也是热带、

亚热带地区的重要经济作物，其遗传背景非常复杂。

甘蔗属(Saccharum)分为热带种(S．of伽inarum)、印

度种(S．barberi)、中国种(S．sinense)、割手密种(S．

spontaneum)、大茎野生种(S．robusfum)等多个原始

野生种‘¨。现代甘蔗栽培品种均是经种间杂交育
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成的含有2—5个种血缘的复杂多倍体。甘蔗栽培

种及其野生近缘祖先植物均为未知倍性的复杂多倍

体植物。甘蔗属植物与其他属植物的最大不同

是：种间亲和性大，甚至与近缘属间杂交也不存在

障碍。

1994年wu等旧’将5’端锚定微卫星核心序列

的锚定微卫星引物与RAPD引物结合起来扩增基因

组DNA从而产生多态性，称为随机扩增微卫星多态

性(random amplify mierosatellite polymorphisms，

RAMP)。RAMP是RAPD和SSR结合的产物，将5’

端引物与RAPD引物结合起来，即一端为锚定ISSR

引物，另一端为RAPD引物，所得谱带既显示RAPD

的多态性又隐含或长或短的核心重复序列，且能增

加小分子量区域清晰可辨的带纹数目，故RAMP能

区分亲缘关系较近的物种，具有多态性高、稳定性

强，且成本低廉、检测快速及共显性的特点¨1。因

此，RAMP技术已在多种植物遗传资源与品种检测

中较为广泛地应用H刀1。目前，尽管多种分子标记

已经在甘蔗研究中得以应用，并取得了许多可喜的

成果，但尚未见有关利用RAMP标记进行甘蔗种质

遗传基础研究的报道。本研究旨在利用RAMP

标记，构建部分甘蔗祖亲种的RAMP指纹图谱，

研究甘蔗种质遗传多样性、亲缘关系的远近，并

揭示部分现有甘蔗种质的亲缘关系，为甘蔗新品

种选育提供一定的理论依据，从而更好地指导现

代甘蔗育种。

1材料与方法

1．1材料

供试的甘蔗种质共80份。其中32份亲本种包

括热带种、印度种、割手密种、大茎野生种、中国种、

斑茅；其他48份为杂种F。或栽培品种(表1)。所用

甘蔗种质均来自海南大学儋州校区农学院生物技术

系甘蔗种质圃。各种质的血缘是根据其育种系谱查

证而确定的⋯。

1．2方法

1．2．1基因组总DNA的提取采用王英等¨1改

良的CTAB方法进行甘蔗基因组DNA的提取。

1．2．2 RAMP试验程序 参照王英等p川，选用

5’端锚定的引物10条、随机引物3条组成30对引

物组合对材料进行扩增，从中筛选出扩增产物条带

清晰的4个引物组合(表2)，用于甘蔗种质资源遗

传多样性研究。

参照Harvey等‘61及王英等‘乳101介绍的反应条

件，并通过对Taq酶浓度、primer浓度、M92+浓度、

dNTP浓度、DNA浓度进行优化，最终确立甘蔗

PCR扩增最佳反应体系，PCR扩增反应体系的总

体积为20斗l，包括：10 X Buffer 2．0wl，模板DNA

(10ng／pA)3．0斗l，MgCl2(25mmol／L)2．0斗l，dNTPs

(2mmol／L)2．0¨l，弓I物1、2(5ILLmoL／L)各3．0pl，

TaqDNA聚合酶(5U／p,I)0．3pl，ddH20到20wl；扩

增反应程序为：94。C预变性3rain后，94。C变性

lmin。38℃退火1min，72℃延伸90s，45个循环；

72℃延伸5min。采用2．0％的琼脂糖凝胶(加入

EB使其终浓度为0．5斗g／m1)凝胶电泳检测PCR

扩增产物。

1．2．3甘蔗种质遗传基础的RAMP标记数据分

析 相似系数：在DNA电泳图谱中，只记重复出

现的条带。在同一迁移位置，有DNA扩增带的量

化为1。无扩增带的量化为0，列出二元数据矩阵，

采用Nei等的方法¨¨计算相似系数F(Genetic

similarity)：F=2N，，／(N。+N，)，其中N。，代表x和

Y的公共带数；N。代表x的总带数；N，代表Y的总

带数。聚类分析：采用平均数的非加权成对法

(UPGMA)，应用NTSYS—PC分析软件进行聚

类分析。

2结果与分析

2．1 RAMP指纹图谱的构建及多态性分析

本试验以热带种的黑车里本与拔地拉，割手密

种的崖城割手密与印度割手密，印度种的春尼与那

高利，大茎野生种的NG77／001、NG77／004，中国种

的育巴和广西竹蔗，斑茅种质的崖城斑茅2号和红

花斑茅为引物筛选的材料，从30对RAMP引物组合

中筛选出4个多态性较强的引物组合(表2)用于构

建甘蔗80份种质的RAMP指纹图谱。每条引物均

可将参试的80份种质区别开来(图1)。这4对引

物共扩增出的总带数为84条，其中2对引物扩增的

多态性比率在80％以上。另2对引物扩增的多态性

带比率为100％，平均每对引物扩增的多态性带比

率为91．7％(表3)。若不包括斑茅种质(崖城斑茅

2号和福建79—1—1)，则4个引物组合在甘蔗属

78份种质中扩增出的总带数、多态性条带及平均每

对引物扩增的多态性条带比率均与80份种质的扩

增情况相同。这表明RAMP标记能够产生丰富

的多态位点，从而揭示甘蔗属种间、种内遗传变

异情况。这些多态性条带的引物对于特定的种

质和引物位点是稳定的，利用这些条带可将不同
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表1供试的甘蔗种质

Table 1 The sugarcane germplasm for testing

编号No． 种质Germplasm 血缘Consanguinity 编号No． 种质Germplasm 血缘Consanguinity

1 黑车里本 热带种 4l 崖城58—47 热带种、割手密

2 拔地拉 热带种 42 崖城96—48 热带种、大茎野生种

3 崖城割手密 割手密 43 崖城96—46 热带种、斑茅

4 印度割手密 剖手密 44 崖城96—68 热带种、斑茅

5 崖城割手密11号 割手密 45 崖城96—66 热带种、斑茅

6 崖城割手密12号 割手密 46 崖城97—27 热带种、斑茅

7 华南割手密 割手密 47 cp72—1210 热带种、印度种、割手密

8 云南割手密75—2—3l 割手密 48 B41227 热带种、印度种、割手密

9 云南割手密76一I一015 割手密 49 闽糖77—208 热带种、印度种、割手密

lO 云南割手密76—1—012 割手密 50 崖城82—96 热带种、印度种、割手密

11 云南割手密75—2—26 割手密 51 F172 热带种、印度种、割手密

12 云南割手密75—1—8 割手密 52 福农91—4710 热带种、印度种、割手密

13 云南割手密75一l—lO 割手密 53 福农8I一745 热带种、印度种、割手密

14 云南割手密75—1—21 割手密 54 福农91—4621 热带种、印度种、割手密

15 云南割手密75—2一l 割手密 55 福农94—0403 热带种、印度种、割手密

16 云南割手密75—2—2 割手密 56 CP49—50 热带种、印度种、割手密

17 云南割手密75—2—3 割手密 57 C0281 热带种、印度种、割手密

18 云南割手密75—2—24 割手密 58 C0290 热带种、印度种、割手密

19 云南割手密75—2—28 割手密 59 F134 热带种、印度种、割手密

20 云南割手密76—1—003 割手密 60 粤糖64—395 热带种、印度种、割手密

2l 育巴 中国种 6l 崖城62—40 热带种、印度种、割手密

22 四川芦蔗 中国种 62 崖城62—70 热带种、印度种、割手密

23 竹蔗 中国种 63 桂57—624 热带种、印度种、割手密

24 NG77—001 大茎野生种 64 C0244 热带种、印度种、割手密

65 福建83—36 热带种、印度种、
25 NG77—004 大茎野生种

割手密、中国种

66 闽糖88—103 热带种、印度种、
26 57NG208 大茎野生种

剖手密、中国种

67 福农95一i702 热带种、印度种、
27 那高利 印度种

割手密、中国种

68 粤糖93—159 热带种、印度种、
28 Pansahi 印度种

割手密、中国种

69 粤糖81—3254 热带种、印度种、
29 Nagans 印度种

割手密、中国种

70 粤糖57—423 热带种、印度种、
30 春尼 印度种

割手密、中国种

71 F146 热带种、印度种、
31 崖城斑茅2号 斑茅种

剖手密、大茎野生种

72 F156 热带种、印度种、
32 福建79—1—1 斑茅种

割手密、大茎野生种

73 ROCI 热带种、印度种、
33 C0213 热带种、印度种

割手密、大茎野生种

74 H49—5 热带种、印度种、
34 POJ213 热带种、印度种

割手密、大茎野生种、中国种

35 POJ2878 热带种、割手密 75 Cp84—1198 热带种、印度种、割手密

36 POJ2875 热带种、割手密 76 ROCll 热带种、印度种、割手密

37 C0285 热带种、割手密 77 ROC20 热带种、印度种、割手密

78 ROC22 热带种、印度种、
38 C0421 热带种、割手密

割手密、大茎野生种

39 崖城55—1 热带种、割手密 79 ROC25 热带种、印度种、割手密

40 崖城58—43 热带种、割手密 80 ROC26 热带种、印度种、割手密
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表2 RAMP引物组合

Table 2 RAMP primer combination sequences

的种质区分开来。扩增片段的大小主要在150～

2200bp，且分布较均匀。不同的引物组合扩增出的
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2．2甘蔗种质问遗传相似性分析

根据RAMP扩增结果得出的二元数据，计算出

参试的80份甘蔗种质问的遗传相似系数。结果表

明其相似系数的变化范围为0．4325—0．9881，平均

为0．7103。其中遗传相似系数最低的为黑车立本

与福建79—1—1间，仅为0．4325，这说明黑车立本

(属于热带种)与福建79一l一1(斑茅种)之间的亲

缘关系较远。相似性最高的几份种质为育巴和竹

蔗、桂57—624和ROC20等，相似系数均为0．9881，

绝大多数种质问的相似系数大于0．75，表明甘蔗亲

本种与其栽培品种间的遗传差异程度较低，遗传亲

缘关系近。

2．3甘蔗种质问聚类分析

． 基于遗传相似系数距阵，利用UPGMA方法对

．数据进行聚类分析，得到了80份甘蔗种质的RAMP

聚类图(图2)。结果表明，利用RAMP标记能将80

份甘蔗种质完全分开。从图2可知，甘蔗属与斑茅

是分离开的，各自聚为一群。在甘蔗属这一大组中，

若以相似系数0．7512为结合线，可将甘蔗属分为两

大类，一类是割手密种，另一类由热带种、印度种、中

国种、大茎野生种以及栽培品种(品系)组成。若以

相似系0．7621为结合线，可将甘蔗属分为三大类，

第一类为割手密种(主要为云南割手密系列)；第二

类由热带种(黑车立本和拔地拉)组成，第三类由甘

蔗栽培种印度种(那高利、Pansahi等)、中国种(育

巴、竹蔗等)、大茎野生种(NG77—001、57NG208

等)以及栽培品种或品系组成。其中第三类，以相

似系数0．8601为结合线，又可以分为两类：A类为

两份甘蔗亲本种，包括中国种和大茎野生种，B类包

括印度种及48份栽培品种或品系。在B类中，以相

似系0．9102为结合线，又可分为两类：a类为印度

种，b类为栽培品种或品系共48份。栽培品种和热

带种的聚类最近，这表明，栽培品种的基因组中，热

带种血缘占主导地位，这主要是甘蔗高贵化育种的

结果⋯。这与Liu等‘121、曾华宗等‘13’、庄南生等⋯1

及王英等旧1分别用RFLP、RAPD、AFLP及ISSR分

析甘蔗品种的类缘关系时得出的结果是一致的，即

栽培品种与热带种的关系较其与割手密的关系

密切。

当然，与系谱关系不一致的少数例外情形也是

存在的，如那高利为甘蔗亲本种中的印度种，其只含

有印度种血缘，却与中国种及大茎野生种聚在了

一枝。

2．4甘蔗种质RAMP特异标记及其在后代中的

传递

2．4．1热带种特异扩增带及其在后代的表现在

分别用引物RAMP一12、RAMP一14对80份甘蔗种

质扩增时，从扩增结果中均发现在分子量约为

1600bp处(图3的箭头c及见图4的箭头d所示)，

两个热带种原种材料(编号l和2)都有一条清晰的

区别于其他所有亲本种的特异性扩增带，且在48个

栽培品种均有出现该扩增带，重现率高达100％，这

2条带均可作为甘蔗热带种的特有带。

2．4．2野生种特异扩增带及其在后代的表现 从

引物RAMP一12扩增结果可以看出(图3)，在分子

量约为2000bp处(箭头a所示)及700bp处(箭头b

所示)，存有热带种无、而野生种有的特异带，这2

个条带在48份栽培品种中的44份具野生种血缘均

能不同程度地出现特异扩增现象。另外。从引物

RAMP一14扩增结果可以看出，在分子量约为

2000bp处(图4箭头e所示)存有热带种无、而野生

种有的特异带，该条带在48份栽培品种中的44份

具野生种血缘均能出现特异扩增现象。从引物

RAMP一16扩增结果可以看出，在分子量约为

800bp(图1箭头f所示)处存有热带种无、而野生种

有的特异带，该条带也可在48份栽培品种中的44

份具野生种血缘均能出现特异扩增现象。这4条带

均可作为甘蔗祖亲种野生种的特有带。
。

2．4．3斑茅种特异扩增带及其在后代的表现 从

引物RAMP一14扩增结果可以看出(图4箭头f所

示)，在约360bp处存有斑茅种的特异带，此特异带

仅在其后代44号崖城96—68(热、斑)及45号崖城

96—66(热、斑)中出现扩增，重现率达50％。该条

带均可作斑茅种特异带，在一定程度上可用于进行

甘蔗与斑茅杂交后代的鉴定。

3 讨论

3．1 RAMP标记的多态性

生产上应用的甘蔗品种的遗传背景极为复杂，

其基因组构成中除热带种血缘外，还含有多种野生

种的血缘，如印度种、割手密种、大茎野生种、中国种

以及斑茅等⋯。利用各种分子标记研究现有甘蔗

种质的遗传多样性，揭示其间亲缘对指导现代甘蔗

育种具有重大的意义。国内外学者先后利用

RAPD、AFLP、ISSR及SSR等标记，对来自不同国家

和地区不同份数的甘蔗种质进行了遗传多样性研

究。如国内的余爱丽等¨副应用ISSR标记对来自
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图4 RAMP一14引物组合的RAMP指纹图谱

Fig．4 The RAMP fingerprint pattern of primer combination RAMP——14

M，1 kb plus DNA ladder marker；箭头r】为分子量约足1600 bp的热带种特有带；

箭头e为分F量约足2000 bp的野牛利t特有讲}；箭头r为分子量约是350 bp的斑茅种特有带

M，】kb plus DNA ladder marker；A rrow f】，one specific},arid about 1600bp of S．officirzarum：Arrow e，one specific

band aI儿儿Jl 20001 JIJ of wild species ot+Saccharum spp．；A rrow f，one specific band about 350bp of Erianthus arundinaceus

不同国家和地区的11份甘蔗种质进行了遗传多样

性研究，获得r 20．5％～82．o％(平均88．5％)的多

态性标记；曾华宗等”。应用RAPD标记对来自不同

国家和地区的41份甘蔗种质进行了遗传多样性研

究，损得r 62．5％～100％(平均88．5％)的多态性

标i已；李呜”“应用AFLP标记对来f1不问罔家和地

区的24份甘蔗种质进行了遗传多样性研究，狱得了

11．5％～52．6％的多态性标记；序南生等”1应用

AFI。P标记肘54份}j’蔗种质进行了遗传多样性研

究，获得了1 1．5％～52．6％的多态性标记；王英

等。”应川ISSR标记对来自不同国家和地区的96份

甘蔗进行了的遗传多样性研究，获得r 100％的多

态性标记；本研究应用RAMP标i己对来自4i同国家

和地区的80份甘蔗进行了的遗传多样性研究，获得

了84．6％～100％的多态性标记，说明RAMP标I己

能很好地揭示甘I蔗种质问遗传差异。

3．2 关于甘蔗种质系谱与RAMP聚类的关系

大多数}j‘蔗品种都有比较完整的系谱i已录，足

杂交亲本选配的重要依据之一。本研究的RAMP

聚类结果表明，多数甘蔗种质的RAMP聚类与系谱

基本一致，如多数具有热带种血缘的栽培品种都能

够与2份热带种亲本聚在一起；亲缘关系较远的种

质则能较好分开，如参试的2份斑茅种质(崖城斑

茅2弓、福建79—1—1)在遗传相似系数仅为0．4325

时就聚布：一起，与而其他78份种质分开，这表明

RAMP标i已能从DNA水平上揭示甘蔗种质问的遗

传差异，凶此，在}j‘蔗杂交育种中，RAMP聚类分析

结果可以用来指导选配杂交亲本。在试验中还发

现，同属于印度种的那高利却未能与Pansahi、Na—

gans及春尼等印度种聚在一起，造成这种现象的原

因可能是选用的RAMP引物较少造成，也可能是电

泳图谱不是很清晰，部分条带丢失等造成不良的影

惭

㈣㈣㈣M㈣㈣㈨瑚m

岫

㈣㈣㈣M湖；莩姗瑚m㈨

㈣㈣㈣瑚㈣枷㈣妻；㈣
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响。这方面尚待进一步研究。

3．3关于甘蔗属种问的亲缘关系及斑茅种的分类

地位问题

目前，对于甘蔗近缘野生种之间的亲缘关系尚

存争议。甘蔗系统发育假说认为印度种和中国种是

热带种和割手密种的杂交后代Ⅲ1。本试验将大茎

野生种、印度种、中国种均与黑车里本和崖城割手密

种聚在一起，支持了印度种和中国种是热带种和割

手密种的杂交后代的假说⋯。此外，在研究的UPG—

MA聚类中，明确地将甘蔗属分为两大类，一类是割

手密种，另一类由热带种、印度种、中国种、大茎野生

种以及栽培品种(品系)组成，与Glaszm等【1副提出

的甘蔗属分为2组(即割手密为一组，而其他祖亲

种以及栽培品种(品系)为另一组)的说法一致。

另外关于斑茅种分类归属问题，现在分岐很多。

有人把它列入甘蔗属Ⅲ1，有人把它划归蔗茅属¨81，

还有学者认为它应另立新属¨9。。本研究的聚类结

果显示斑茅和其他甘蔗属种质之间的相似系数较

低，为0．4325，两者存在显著的差异，反映出斑茅与

甘蔗属种质问存在较远的亲缘关系。故此认为把斑

茅列在甘蔗属中是不适宜的，但具体是划入蔗茅属

还是另立新属，还有待进一步探讨。

3．4甘蔗种质RAMP特异扩增条带在后代中的传

递问题

现有甘蔗栽培品种绝大多数都是通过亲本种间

杂交选育出的高世代后代，寻找甘蔗祖亲种特异

DNA序列，对甘蔗杂交育种上的杂种早期鉴定是十

分有用的怛⋯。本研究应用RAMP标记对甘蔗种质

中进行遗传分析时，获得了部分甘蔗热带种特异、甘

蔗野生种特异及斑茅种特异扩增的RAMP条带。

其中热带种特异的RAMP条带(分子量约为

1600bp)在鉴定含的热带种血缘的杂交种的真实性

方面己证明是有效的，而且其在后代中的重现率高

达100％，可作为甘蔗热带种的特有带，进而可开发

成热带种特异引物，进行甘蔗种质亲缘关系的鉴定；

对于本试验获得的4条甘蔗祖亲种野生种的特有

带，由于其在含野生种血缘的后代中重现率高达

91．7％，可作为甘蔗野生种的特有带，进而可开发成

野生种特异引物，进行甘蔗种质亲缘关系的鉴定；在

试验中发现斑茅种的特异带较多，但很大一部分不

能够重现于具有斑茅血缘关系的后代中，这些特异

带不能够较好地应用在甘蔗与斑茅杂种鉴定上。造

成这种现象的可能原因一方面是由于现有杂交系

谱在一定程度上的不完整而导致，也可能由于育

种者在用生物学性状对甘蔗与斑茅杂交后代的真

假杂种鉴定时，误将假杂种当成真杂种而导致的

结果⋯。
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