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库存和圃存对雀麦属种质遗传完整性的影响

游国卿1，石凤翎1，卢新雄2，李志勇3，师文贵3

(1内蒙古农业大学生态环境学院，呼和浩特010019；2中国农业科学院作物科学研究所／农业部作物种质资源与

生物技术重点开放实验室，北京100081；3中国农业科学院草原研究所，呼和浩特010010)

摘要：利用20条ISSR引物．对7份雀麦属种质进行遗传完整性检测，每一份种质包括库存和圃存两个供试亚群体。提取

方法为混合取样。本试验7份种质的供试亚群体之间遗传相似性系数除无芒雀麦3为0．78之外，其余均大于0．80。采用聚

类分析除无芒雀麦3和杂色雀麦出现分支外，其余种质亚群体分支都按照同一种质群分别聚类。本试验表明雀麦属种质资源

在圃存条件下，经多年保存易发生遗传分化，从而影响其遗传完整性。
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Abstract：The genetic integrity of 7 accessions of Bromus stored in genebank of Inner Mongolia investigated by

20 ISSR primers．Each accession was represented by two sub—populations regenerated in different conservation．The

genetic similarity between the two sub-populations of the same accession was above 0．80，except for 0．78 in Wu—

mangquemai 3．Cluster analysis based on the similarity coefficient showed that Wumangquemai 3 and Zasequemai

diverged from each other，falling into two branches，and each one cluster was created by two sub-populations of the

same accessions．The results showed that the Bromus stored outside had much more genetic divergence．
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目前牧草种质资源主要保存方式是种质圃保存

和种质库保存，这两种传统的保存方式便于长期保

存，在完整地保存某物种所有的多样性等方面有着

不可替代的重要性。种质圃具有保存相对稳定、效

率高、花费少等优点，但是不可避免受到环境的影

响。同时，繁种群体大小、授粉方式和种子收获方式

等因素会影响遗传完整性的变化。库存不容易受到

外界环境的影响，保存稳定，但是相对圃存花费大，

耗费能源多，不利于节约¨。1，而且库存保存一定年

限后不可避免要进行繁种更新，因此库存和圃存要

相互补充，缺一不可。

对于保存相同年限的种质，采用何种保存方式

对其遗传完整性影响最小这一问题越来越受到人们

的关注。因此对比研究库存和圃存对遗传完整性的

影响有着重要的意义。

1材料与方法

1．1试验材料

7份雀麦属材料(表1)，每一份都有两个供试

亚群体。一个亚群体来自中国农科院草原所种质
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库，另一个亚群体来自中国农科院草原所种质圃。

来源于种质圃的叶片，每5株按比例混合为一份供

试材料。对于种质库的种子将其置于25℃黑暗条

件下发芽，培育15d后得到黄化苗，每15株为一个

混合样本。

供试种子入库时间为2004年，同年将该种子播

人种质圃中。

表1试验材料

Table 1 The materials used in this study

1．2 方法

1．2．1 DNA的提取 取幼嫩的材料在液氮中研

磨，采用俞金荣_。改良CTAB法提取，略有改进。用

Unieo UV一4802型分光光度计检测DNA的质量和

浓度，DNA的工作浓度为20ng／Ixl。

1．2．2引物筛选 从小麦族中选取24条ISSR引

物，从中筛出20条条带清晰、多态性高、重复性好的

引物用于扩增所有样品。

1．3 PCR分析

PCR总反应体积20td。优化的20pA扩增体系

为：模板DNA 40ng，引物10wmoL／L，TaqDNA聚合酶

0．5U／tzl，dNTP 0．3mmol／L。扩增程序为经94℃预

变性5min；45个循环为94。C变性45s，50—56℃退

火60s，72℃延伸90s；最后1个循环完成后，在72。C

下延伸7rain。

1．4电泳和银染

扩增产物加5恤l上样缓冲液(10ading buffer)于

95℃变性5 rain后冰浴冷却待用。采用6％变性聚

丙烯酰胺凝胶，预电泳30min后上样3¨l。电泳缓

冲液上槽为1／3×TBE，下槽为1／2×TBE，恒功率

80W。电泳1．5h左右，硝酸银染色。胶晾干后观察

记录，数码相机照相。

1．5数据处理

每个样品的电泳条带按有或无记录，电泳条带

存在时赋值1，否则赋值0。根据条带计算遗传相似

系数(Gs)，按Jaccard系数的方法计算GS：GS=X．：／

(X。+x：+X。：)，其中X。和X：分别为成对比较的两

个取材部位特有扩增条带数，x．：为共有带数。聚类

分析按照UPGMA方法进行，所有数据处理均由NT—

SYS—PC2．02和Excel完成。

2结果与分析

2．1 库存种子材料发芽情况

将库存4年的种子材料，置于25℃、光照条件

下，发芽15d(表2)。由此可见在低温库中，贮藏4

年仍获得90％以上的高发芽率。

表2试验材料发芽情况

Table 2 The germination status of the materials

2．2 ISSR标记和遗传相似性分析

20条引物在14份材料中共检测到150个等位

基因，每个ISSR上等位基因的个数为4—9个，平均

为7．5个(图1)。在检测到的150个等位基因中分

别检测到另一种保存方式所没有的等位基因。其中

来自圃存特有等位基因的数目4一14个，平均为

8．3个；来自库存特有等位基因的数目为4～26个，

平均为9．7个(表3)。由此结果可以说明，同样的

种质资源采用库存和圃存两种不同的保存方式，经

过一定年限的保存，圃存会导致一些遗传片段的丢

失，而库存过程中遗传片段丢失的基因片段很少，因

此造成库存和圃存在分子标记上的差异。

根据ISSR多态性数据，计算每一份材料的遗传

相似性系数(表3)，其变化范围在0．78—0．93之间，

平均为0．87。其中无芒雀麦3种质资源库存和圃存

两个亚群体的遗传相似性系数为0．78在各供试材料

中最低，这说明无芒雀麦3的遗传物质稳定性较差，

更容易受到外界环境的不良影响，从而导致遗传物质

的丢失。而疏花雀麦l和无芒雀麦2的遗传相似性

系数均为0．93，远远高于平均值。由此说明疏花雀麦

l和无芒雀麦2的遗传物质稳定，不易丢失。
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图1引物UBC825和UBC835的电泳图谱

Fig．1 Polyacrylamide gel electrophoresis of prime璐UBC825 and UBC835

1～14：库(圃)存编号
，

表3 14份供试材料ISSR数据分析结果

Table 3 Analysis of data

2．3聚类分析

根据ISSR数据矩阵，按照UPGMA进行聚类分

析得到14份材料的树状聚类图(图2)。从聚类图

可以看出，除无芒雀麦3和杂色雀麦遗传上出现分

化外，其他群体分支都按照同一种质群分别聚类。

无芒雀麦3的种质材料亚群体和无芒雀麦2种质群

遗传距离近于其与无芒雀麦3叶片材料。这说明无

芒雀麦3的种质内遗传相似性低于与无芒雀麦3种

间的遗传相似性，从而导致了遗传聚类上的分支。

同样，圃存杂色雀麦和疏花雀麦1遗传距离要比其

与疏花雀麦2的距离近，这说明种质间遗传相似性

系数明显高于种质内遗传相似性。其余种质的群体

之间未出现明显的遗传分化，种质内的遗传相似性

高于种质问遗传相似性。

2．4取样方法验证

鉴于单株取样和混合取样两种方法的优点不

同，在重复试验过程中针对一些处理采取单株取样

的方法，希望可以弥补混合取样带来的不足。试验

结果表明，单株取样与混合取样对试验结果几乎没

有影响(图3)。所以单株取样和混合取样策略均可

运用于牧草种质资源遗传完整性检测。

3 讨论

3．1保持种质遗传完整性的重要性

在种子保存过程中，种子的活力会随保存时间

的延长而逐步降低”1，不同种子会因为基因型的不

同，在圃存过程中影响其遗传完整性，同时贮藏还可

诱发可遗传的点突变，因此繁殖更新可以降低贮藏

种子基因突变和田间选择对种质资源遗传完整性的
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图2 14份雀麦属种质群体的聚类分析

Fig．2 UPGMA deadrogram of 14 Bromus based on genetic similarity

图3 单株取样和混合取样对照图

Fig．3 Individual and mixed sampling

影响¨·。目前国内外种质基因库繁殖更新的发芽率

标准通常在65％一85％⋯。如IPGRI推荐标准为发

芽率85％，或活力下降15％，最低I临界值为发芽率

65％[8-9]；印度的更新发芽率指标为75％¨⋯。具体到

牧草种质资源也可参考上述繁殖更新发芽指标。本

试验中取自种质库的材料发芽率指标均高于90％。

对于库存种质的繁殖更新，为了保持其遗传完

整性，可以采用套袋自交的方式，防止生物学混杂，

繁殖更新过程中需要对繁殖后代进行观察鉴定，以

便确定是否有变异和性状出现分离现象。

确保种质在繁种更新过程中维持群体遗传结构

稳定，即保持种质群体的基因频率分布及等位基因频

率分布和原始群体一样，是种质安全保存的重要目

标”。。本试验通过对7个群体的遗传完整性检测，发

现大部分种质的两个供试材料之间具有较高的遗传

相似性，未见有明显的分化。个别种质从聚类图上出

现分支现象，究其原因可能是圃存种质受到的外界环

境因素影响比较大，经过多年的保存受到的选择压力

较大，导致遗传分化的出现。而库存的种质自入库以

来从未或者很少进行过繁种更新，因此两个亚群体之

间出现遗传差异是可能的。同时保存相同的年限，无

芒雀麦3分化比较明显，而疏花雀麦l和无芒雀麦2

仍有较高的遗传相似性，这说明材料自身基因型比较

稳定，不易丢失。因此在繁种更新时应因材更新，这

样才能保持种质资源的遗传完整性。

3．2 ISSR分子标记与雀麦属种质的遗传完整性

检测

分子标记比形态标记稳定，不受外界环境影响，

准确反映个体间在等位基因上的差别。同工酶也是

一种常用的生理生化指标，但是对于自然老化严重

的种质来说，因同工酶失去活性而无法准确检测遗

传完整性变化，也就是说同工酶受限于种质个体酶
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活而不能达到准确检测遗传完整性的目的。目前看

来，DNA分子标记是普遍认同的遗传检测手段，但

是各种标记间也有差别；各种标记都能对一份样品

检测到各自特有指纹，但在检测多态性的量上有差

异，经筛选的ISSR引物和其他分子标记相比多态性

带的百分比最大，每检测单位带数和基因数都高于

RFLP和RAPD，而低于AFLP。但是由于AFLP是显

性标记，而共显性标记的ISSR可以解决交配系统、

计算杂合度和父系分析等问题，因而ISSR在遗传检

测中更受青睐⋯1。本试验得到的数据表明，ISSR

分子标记在扩增雀麦属牧草图谱时，同样可以获得

丰富的条带以及显著的差异，因此ISSR分子标记可

以用于雀麦属种质遗传完整性的检测。

3．3 取样策略

供试样品的取样策略也是遗传完整性检测研究

必须考虑的主要因素。一般认为，异花和常异花授粉

植物的居群内遗传多样性丰富，个体间差异比较大，

个别植株不能反映居群的整体遗传水平，大多采取集

团取样(bulked seed samples)来代表居群整体水

平¨1。“1。采用混合取样的分析方法是大规模样本分

析和研究中经济、省时、有效的途径。关于牧草遗传

多样性研究的混合取样策略已有很多报道。车永和

等¨纠在冰草属取样策略的研究中，建议在利用生化

指纹进行冰草属居群间及种间的遗传多样性研究时，

其混合取样量最低应保持在12个个体及以上方能代

表居群整体，其数据才能反映居群的整体遗传特性。

刘文献等¨刮在华山新麦草居群取样策略的SSR分析

一文中，建议利用SSR技术进行华山新麦草居群遗传

多样性研究，以单个居群随机采集18株华山新麦草

为最佳分析单位个体数目。在玉米种质遗传完整性

检测中，马延飞H1论文表示可采用混合取样。但由于

混合样品不同单株间的DNA互补，使某些个体的遗

传变异被隐含，不能充分地被检测出来。所以在重复

试验过程中针对一些处理采取单株取样的方法，希望

可以弥补混合取样带来的不足。
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