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　 　 摘要:垂穗披碱草(Ｅｌｙｍｕｓ ｎｕｔａｎｓ)和老芒麦(Ｅｌｙｍｕｓ ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ)皆为花序下垂类披碱草属物种ꎬ高海拔地区的 Ｅ ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ 的

部分变异类型也具有小穗紧密排列等特征ꎬ与 Ｅ ｎｕｔａｎｓ 在形态学性状上具有较多的交叉ꎬ造成野外种质资源采集时进行直接

的田间鉴定存在困难ꎮ 本研究利用 １２ 对小麦族 ＳＳＲ 引物对 ８ 份垂穗披碱草和 １０ 份老芒麦种质进行遗传变异和物种鉴定分

析ꎬＵＰＧＭＡ 聚类分析表明供试材料明显可依据物种差异划分成两大类ꎬ主向量分析(ＰＣｏＡ) 与聚类分析的结果保持一致ꎮ 种

质间遗传相似系数分析和分子方差分析(ＡＭＯＶＡ) 也表明种间变异远高于种内ꎮ 另外ꎬ本研究筛选出 ３ 对引物ꎬＥＳＧＳ７９ 和

ＥＳＧＳ１５５ 能够在垂穗披碱草材料中扩增出特异性条带ꎬＸｇｗｍ３１１ 能够在老芒麦材料中扩增出特异性条带ꎬ这 ３ 对引物能够作

为区分垂穗披碱草和老芒麦的依据ꎬ为野外种质资源的收集以及田间育种工作提供指导ꎮ
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ｗｉｌｌ ｐｒｏｖｉｄｅ ｇｕｉｄａｎｃｅ ａｎｄ ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｗｉｌｄ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｒｅｅｄｉｎｇ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｅｌｙｍｕｓ ｓｉｂｉｒｉｃｕｓꎻＥｌｙｍｕｓ ｎｕｔａｎｓꎻＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓꎻｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎꎻｓｐｅｃｉｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

老芒麦(Ｅ ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ Ｌ )和垂穗披碱草(Ｅ ｎｕｔａｎｓ
Ｇｒｉｓｅｂ )是小麦族(Ｔｒｉｔｉｃｅａｅ)披碱草属(Ｅｌｙｍｕｓ)多年

生疏丛性禾草ꎬ在我国西北和青藏高原地区被广

泛利用[１￣３] ꎬ两种植物穗型均下垂ꎬ在形态上较为

相似ꎬ且二者的生态幅均比较宽ꎬ对寒冷干旱的生

态环境具有优良的生态可塑性[４] ꎮ 传统上对

Ｅ ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ 和 Ｅ ｎｕｔａｎｓ 的形态划分通常是以穗状

花序的形态及颖先端芒的长短等性状来进行的ꎮ
根据中国植物志的检索标准:Ｅ ｎｕｔａｎｓ 的穗状花

序较紧密ꎬ小穗排列多少偏于穗轴的一侧ꎬ颖先端

具芒尖ꎻ而 Ｅ ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ 的穗状花序长而疏松ꎬ小穗

排列不偏于一侧ꎬ颖先端具短芒[５] ꎮ 在高海拔地

区以及某些特殊的生境中ꎬＥ ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ 的穗状花序

时常会紧密ꎬ颖先端的短芒也会变为芒尖ꎬ和

Ｅ ｎｕｔａｎｓ在形态特征上存在交叉ꎬ按照传统的形态

学分类方法很难识别[６ － ７] ꎮ 虽然已有的细胞遗传

学研究表明ꎬ老芒麦为异源四倍体 ( ２ｎ ＝ ４ｘ ＝
２８) [８] ꎻ垂 穗 披 碱 草 是 异 源 六 倍 体 ( ２ｎ ＝ ６ｘ ＝
４２) [９] ꎬ但染色体数目鉴定法对于野外采集大量种

质资源或对育种材料进行田间筛选评价、去除异

种植株时显得相对费时、费力ꎬ而且对于有时很难

获得种子的植株(如在过度放牧的情况下ꎬ很多披

碱草属植物仅能采集到野生居群植株的茎秆或叶

片)ꎬ这时利用细胞学进行鉴定倍性和物种鉴定的

难度较大ꎬ亟待采用更为快捷有效的分子标记手段ꎮ
ＳＳＲ(ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ)分子标记ꎬ或称为微卫

星 ＤＮＡ(ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ＤＮＡ)ꎬ多态性高ꎬ在基因组上

分布广ꎬ且具有共显性的遗传特征和高度的遗传稳

定性ꎬ在植物遗传多样性和群体遗传结构分析上已

经获得广泛应用[１０￣１３]ꎮ 目前在老芒麦等披碱草属

物种上已开发出一些基因组 ＳＳＲ 和 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引

物[１４￣１６]ꎬ而且众多研究表明小麦族很多物种的 ＳＳＲ
引物在其近缘物种上具有较高的可转移性ꎬ这为利

用 ＳＳＲ 标记进行披碱草属植物的遗传学研究提供

了便利[１７￣２２]ꎮ
本试验利用 ＳＳＲ 分子标记分析部分老芒麦和

垂穗披碱草种质资源的遗传变异ꎬ验证 ＳＳＲ 标记在

分析两物种遗传分化上的有效性ꎬ寻找能鉴定两物

种的特异 ＳＳＲ 分子标记ꎬ以促进老芒麦和垂穗披碱

草的资源收集和田间育种工作的高效开展ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 供试材料

本试验采用 １８ 份披碱草属材料ꎬ包括 ８ 份垂穗

披碱草和 １０ 份老芒麦ꎬ其中有 ３ 个垂穗披碱草品种

和 ５ 个老芒麦品种(表 １)ꎬ材料由四川农业大学草

业科学系、四川省草原科学研究院和美国国家种质

资源库(ＮＰＧＳ)提供ꎮ

表 １　 供试材料信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｆｏｒ Ｅｌｙｍｕｓ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ

材料

编号

Ｎｏ

原始编号

或名称

Ｏｒｉｇｉｎａｌ ｃｏｄｅ
ｏｒ ｎａｍｅ

种名

Ｓｐｅｃｉｅｓ
来源

Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ

育种状态

Ｂｒｅｅｄｉｎ
ｇｓｔａｔｕｓ

ＥＮ￣１ 康巴 Ｅ ｎｕｔａｎｓ 四川甘孜州道孚县 品种

ＥＮ￣２ 阿坝 Ｅ ｎｕｔａｎｓ 四川阿坝州阿坝县 品种

ＥＮ￣３ 甘南 Ｅ ｎｕｔａｎｓ 甘肃夏河县 品种

ＥＮ￣４ 昌都 Ｅ ｎｕｔａｎｓ 西藏昌都 栽培品系

ＥＮ￣５ 炉霍 Ｅ ｎｕｔａｎｓ 四川炉霍县 栽培品系

ＥＮ￣６ ＰＩ６３９８５８ Ｅ ｎｕｔａｎｓ 四川红原县瓦切乡 野生种质

ＥＮ￣７ ＰＩ６３９８６２ Ｅ ｎｕｔａｎｓ 四川省康定县 野生种质

ＥＮ￣８ Ｗ６２２１１８ Ｅ ｎｕｔａｎｓ 四川德格县雀儿山 野生种质

ＥＳ￣１ 川草 ２ 号 Ｅ ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ 四川红原 品种

ＥＳ￣２ 康巴 Ｅ ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ 四川康定 品种

ＥＳ￣３ 阿坝 Ｅ ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ 四川阿坝 品种

ＥＳ￣４ 同德 Ｅ ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ 青海同德 品种

ＥＳ￣５ 青牧 １ 号 Ｅ ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ 青海同德 品种

ＥＳ￣６ 雅江 Ｅ ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ 四川雅江 栽培品系

ＥＳ￣７ 红原 Ｅ ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ 四川红原 栽培品系

ＥＳ￣８ 青牧 ２ 号 Ｅ ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ 青海 栽培品系

ＥＳ￣９ Ｙ１００５ Ｅ ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ 新疆乌鲁木齐 野生种质

ＥＳ￣１０ Ｙ２００２ Ｅ ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ 新疆哈巴河 野生种质

１ ２　 方法

１ ２ １　 细胞学鉴定　 种子萌发采用纸上发芽的方

法ꎮ 每份材料中随机选择 １０ 粒种子ꎬ待其根长至

１ ~ ２ ｃｍ 时ꎬ于当天上午取材料根尖ꎬ经过低温处理

２４ ｈ 后ꎬ再转入卡诺氏固定液(冰醋酸∶ 乙醇 ＝ １∶ ３)
中固定 ２４ ｈꎮ 经过 １ ｍｏｌ / Ｌ ＨＣｌ 溶液 ６０ ℃下恒温

解离 ８ ~ １０ ｍｉｎꎬ再用卡宝品红染色 １０ ｍｉｎ 后进行

压片观察ꎬ记录染色体数目ꎮ
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１ ２ ２　 ＳＳＲ 引物筛选及 ＰＣＲ 扩增　 经倍性鉴定后

的每份材料取 １０ 株幼苗ꎬ等量混合叶片后提取总

ＤＮＡꎮ ＳＳＲ 分子标记试验中采用 ４ 种来源的引物

(表 ２)共计 ５０ 对ꎬ前缀为 ＥＡＧ 的引物是源于 Ｅｌｙ￣
ｍｕｓ ａｌａｓｋａｎｕｓ 的基因组 ＳＳＲ 引物[２３]ꎬ前缀为 ＥＳＧＳ
的引物是源于老芒麦的基因组 ＳＳＲ 引物[１５]ꎬ前缀为

Ｅｌｗ 的引物是源于 Ｅ ｌａｎｃｅｏｌａｔｕｓ 和 Ｅ ｗａｗａｗａｉｅｎｓｉｓ
的 ＥＳＴ － ＳＳＲ 引物[２４]ꎬ前缀为 Ｘｇｗｍ 的引物是源于

小麦的基因组 ＳＳＲ 引物和前缀为 ＷＭＳ 的引物均来

源于小麦的基因组 ＳＳＲ 引物[２５]ꎮ 随机选择 ２ 份老

芒麦和 ２ 份垂穗披碱草材料的 ＤＮＡꎬ在 ５０ 对引物

中筛选出能够扩增出条带清晰、稳定性高的引物用

于下一步试验ꎮ ＳＳＲ￣ＰＣＲ 反应体系(２０ μＬ):模板

ＤＮＡ ２ μＬ(１０ ｎｇ / μＬ)ꎬ上下游引物各 １ ５ μＬ(１０
ｐｍｏｌ / μＬ)ꎬＴａｑ 酶 ０ ４ μＬ(２ ５ Ｕ / μＬ)ꎬＧｏｌｄｅｎ ｅａｓｙ
ＰＣＲ ｍｉｘ １０ μＬ(北京天根公司ꎬ其中 ５ ｍＬ 中含 ５００
μｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰꎬ２０ｎｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌꎬ１００ ｍｍｏｌ / ＬＫＣｌꎬ
３ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ )ꎬｄｄＨ２ Ｏ 补齐ꎮ ＳＳＲ 扩增程序:９４
℃３ ｍｉｎꎬ４５ 个循环(９４ ℃ １ ｍｉｎꎬ适宜退火温度 １
ｍｉｎꎬ７２ ℃ ２ ｍｉｎ)ꎬ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ

表 ２　 本研究用的 ＳＳＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ ２　 ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
引物编号 Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｄｅ 正向序列 Ｆｏｒｗａｒｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′) 反向序列 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′)
ＥＡＧＡ１０３ ＧＡＣＴＧＣＴＡＡＡＣＴＡＡＣＡＡＣＡＡＡＡＣＴ ＡＴＣＴＣＡＣＡＣＴＧＧＣＴＣＡＴＧＴＣ
Ｅｌｗ０６６９ｓ０４３ ＣＡＴＣＴＣＡＣＧＧＣＡＡＧＴＡＡＡＴＧＡＡＣＡ ＴＧＣＧＡＧＡＴＧＧＧＧＴＡＣＡＡＴＴＴＴＴＡＴ
ＥＳＧＳ１ ＧＧＴＧＣＴＧＴＴＴＧＴＴＴＧＴＣＴ ＧＡＡＴＧＡＡＡＧＴＴＧＣＧＧＧＴＴ
ＥＳＧＳ１５５ ＧＣＣＡＣＴＡＡＴＡＧＧＧＴＴＴＴＴＴＣ ＣＣＣＡＣＴＡＡＣＴＣＡＣＴＣＡＣＡＣＡ
ＥＳＧＳ２１９ ＧＴＣＣＡＣＡＧＧＣＴＴＡＣＴＡＴＣＣ ＴＡＡＡＡＧＡＡＧＴＧＣＴＣＡＡＡＴＧ
ＥＳＧＳ４５ ＧＣＡＡＧＡＧＣＡＡＧＡＧＧＡＡＧＧＡＧ ＡＧＧＣＡＡＧＣＴＧＴＴＣＡＡＣＡＡＡＡ
ＥＳＧＳ７９ ＴＣＧＴＧＡＣＡＴＣＴＣＡＡＧＡＡＣＡＣ ＴＴＣＣＡＣＡＣＡＡＡＡＡＡＡＴＣＡＧＴ
ＷＭＳ１６９ ＡＣＣＡＣＴＧＣＡＧＡＧＡＡＣＡＣＡＴＡＣＧ ＧＴＧＣＴＣＴＧＣＴＣＴＡＡＧＴＧＴＧＧＧ
Ｘｇｍｗ１９０ ＧＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＧＣＴＡＴＧＡＧＴＣ ＧＴＧＣＣＡＣＧＴＧＧＴＡＣＣＴＴＴＧ
Ｘｇｍｗ６３９ ＣＴＣＴＣＴＣＣＡＴＴＣＧＧＴＴＴＴＣＣ ＣＡＴＧＣＣＣＣＣＣＴＴＴＴＣＴＧ
Ｘｇｗｍ１３２ ＴＡＣＣＡＡＡＴＣＧＡＡＡＣＡＣＡＴＣＡＧＧ ＣＡＴＡＴＣＡＡＧＧＴＣＴＣＣＴＴＣＣＣＣ
Ｘｇｗｍ３１１ ＴＣＡ ＣＧＴ ＧＧＡ ＡＧＡ ＣＧＣ ＴＣＣ ＣＴＡ ＣＧＴ ＧＣＡ ＣＣＡ ＣＣＡ ＴＴＴ ＴＧ

１ ２ ３　 ＳＳＲ￣ＰＣＲ 扩增产物检测　 ＰＣＲ 完成后ꎬ扩
增产物进行 ６ ０％的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分

离ꎮ 首先进行 １５０Ｖ 电压预电泳 ３０ｍｉｎꎬ然后 ３５０Ｖ
恒压电泳 ２ｈꎮ 电泳完成后进行银染ꎬ拍照并保存

图像ꎮ
１ ２ ４　 数据统计　 由于老芒麦和垂穗披碱草为异

源多倍体ꎬ同一对 ＳＳＲ 引物可能存在多个扩增位

点ꎬ即单株的条带数一般会多于 ２ 条ꎬ而且本研究

采用混合单株 ＤＮＡ 样品ꎬ故这里无法将 ＳＳＲ 数据

以二倍体和共显性方式记录ꎬ只能将 ＳＳＲ 数据视

为用 ０、１ 统计的表型数据ꎬ即人工记录每个引物

的清晰可辨的扩增片段(不统计分子量低于 ５０ｂｐ
的条带)ꎬ在相同迁移率位置上ꎬ有带记为“１”ꎬ无
带记为“０”ꎬ形成原始二元数据矩阵[２２] ꎮ 计算每

对引物扩增条带的总扩增带数( ＴＮＢꎬｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｂａｎｄｓ)、多态性带数(ＮＰＢꎬｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ
ｂａｎｄｓ )、多态性条带百分比 ( ＰＰＢꎬ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｂａｎｄｓ)、多态性信息量 ( ＰＩＣꎬｐｏｌｙｍｏｒ￣
ｐｈｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｃｏｎｔｅｎｔ)等参数[２] ꎮ 对形成的二元

数据矩阵用 Ｄｉｃｅ 系数估算种质材料间的遗传相似

性(ＧＳ)ꎬＤｉｃｅ 系数实际上等同于 Ｎｅｉ￣Ｌｉ 遗传相似

系数[２６] ꎮ 利用 ＳＰＳＳ１８. ０ 基于 ｔ 检验比较两物种

种内 ＧＳ 系数平均值与总的 ＧＳ 平均值的差异ꎮ 采用

ＮＴＳＹＳ￣ｐｃ ２ ２０ 软件对 ＧＳ 系数矩阵利用 ＵＰＧＭＡ 法

构建表型树状图ꎬ并利用主坐标分析(ＰＣｏＡꎬｐｒｉｎｃｉｐａｌ
ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ) 来显示供试材料的三维空间

分布格局ꎮ 聚类分析同时采用 Ｆｒｅｅｔｒｅｅ[２７] 软件基

于 ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 分析(１０００ 次置换)来检验树状图的

可靠性和稳健性ꎮ 对于仅能在老芒麦或者垂穗披

碱草所有供试种质上特异出现的条带视为具有物

种特异性的条带ꎬ所属引物即视为具有物种鉴定

效力的引物ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 ＳＳＲ 多样性分析

经细胞学检测发现ꎬ供试老芒麦材料(ＥＳ)的体

细胞染色体数均为 ２ｎ ＝ ２８ꎬ垂穗披碱草材料(ＥＮ)
的体细胞染色体数均为 ２ｎ ＝ ４２ꎬ符合实际的染色体

倍性(图 １)ꎮ 在 ５０ 对引物筛选出 １２ 对引物ꎬ其扩

增条带数目较少ꎬ分子量介于 １００ ~ ５００ ｂｐ 之间ꎬ条
带强且具有明显多态性和稳定性(表 ３)ꎮ １２ 对引

物在 ８ 份老芒麦种质上共检测到 １１１ 条条带ꎬ其中
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多态性条带有 ６３ 条ꎬ多态性比率为 ５５ ２１％ ꎬ平均

每对引物扩增出 ５ ２５ 条多态性条带ꎬ其多态性信息

量(ＰＩＣ)平均值为 ０ １９９ꎮ １０ 份垂穗披碱草种质共

检测到 ９６ 条条带ꎬ多态性条带有 ４０ 条ꎬ多态性比率

为 ４１ ７７％ ꎬ引物扩增多态性条带数的平均值为

３ ３ꎬ其 ＰＩＣ 平均值为 ０ １５９ꎮ 而这 １２ 对引物在全

部供试材料上共检测到 １５２ 条条带ꎬ多态性条带比

率为 ８８ ６３％ ꎬ各引物 ＰＩＣ 平均值为 ０ ３５８ꎬ以上各

参数均明显高于两物种内各自的同一参数ꎬ即总的

遗传多样性明显高于种内多样性ꎬ这可能是由于垂

穗披碱草和老芒麦物种间的遗传分化所造成的ꎮ

Ａ:老芒麦(ＥＳ￣２ꎬ２ｎ ＝ ２８)ꎻＢ:垂穗披碱草(ＥＮ￣４ꎬ２ｎ ＝ ４２)
Ａ:Ｅ ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ(ＥＳ￣２ꎬ２ｎ ＝ ２８)ꎬＢ:Ｅ ｎｕｔａｎｓ (ＥＮ￣４ꎬ２ｎ ＝ ４２)

图 １　 老芒麦材料和垂穗披碱草材料的体细胞染色体形态

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｓｏｍａｔｉｃ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ
ｏｆ Ｅ ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ ａｎｄ Ｅ ｎｕｔａｎｓ

表 ３　 ＳＳＲ 引物在供试材料中的扩增情况及多态性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｏｆ ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｗｉｔｈ ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物

Ｐｒｉｍｅｒｓ

垂穗披碱草 ＋ 老芒麦 Ｅ ｎｕｔａｎｓ ＋ Ｅ ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ

总条带

数 ＴＮＢ

多态性

条带数

ＮＰＢ

多态性

条带比率

(％ )ＰＢ

多态性

信息量

ＰＩＣ

垂穗披碱草 Ｅ ｎｕｔａｎｓ

总条带

数 ＴＮＢ

多态性

条带数

ＮＰＢ

多态性

条带比率

(％ )ＰＢ

多态性

信息量

ＰＩＣ

老芒麦 Ｅ ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ

总条带

数 ＴＮＢ

多态性

条带数

ＮＰＢ

多态性

条带比率

(％ )ＰＢ

多态性

信息量

ＰＩＣ
ＥＡＧＡ１０３ １６ １６ １００ ０ ３５６ ９ ９ １００ ０ ３９６ １２ ８ ６６ ７ ０ ２１０
Ｅｌｗ０６６９ｓ０４３ ８ ８ １００ ０ ３９０ ５ ３ ６０ ０ ２３１ ５ ３ ６０ ０ ０ ２８０
ＥＳＧＳ１ １５ １０ ６６７ ０ ２８８ １０ １ １０ ０ ０３８ １２ ４ ３３ ３ ０ １３２
ＥＳＧＳ１５５ １６ １５ ９３ ８ ０ ３７０ １２ ３ ２５ ０ ０８１ １０ ６ ６０ ０ ０ １７８
ＥＳＧＳ２１９ ２２ １８ ８１ ８ ０ ３３４ １３ ３ ２３ １ ０ １０１ １６ ９ ５６ ３ ０ ２３３
ＥＳＧＳ４５ １２ １０ ８３ ３ ０ ４０１ ８ ４ ５０ ０ １９５ １１ ６ ５４ ６ ０ ２２９
ＥＳＧＳ７９ １１ １０ ９０ ９ ０ ４３８ ７ ３ ４２ ９ ０ １３８ ５ １ ２０ ０ ０ ０６４
ＷＭＳ１６９ ８ ７ ８７ ５ ０ ３３３ ２ ０ ０ ０ ８ ６ ７５ ０ ０ ２１８
Ｘｇｍｗ１９０ １３ １３ １００ ０ ４０２ ８ ５ ６２ ５ ０ ２３ ８ ４ ５０ ０ ０ １９５
Ｘｇｍｗ６３９ １４ １４ １００ ０ ３６５ ９ ３ ３３ ３ ０ １４６ １２ ８ ６６ ７ ０ ２０７
Ｘｇｗｍ１３２ ４ ３ ７５ ０ ３３５ ４ ２ ５０ ０ ２１１ ２ １ ５０ ０ ０ ２４０
Ｘｇｗｍ３１１ １３ １１ ８４ ６ ０ ２８３ ９ ４ ４４ ４ ０ １４２ １０ ７ ７０ ０ ０ ２００
总数 Ｔｏｔａｌ １５２ １３５ — — ９６ ４０ — — １１１ ６３ — —
平均值

Ａｖｅｒａｇｅ

１２ ７ １１ ３ ８８ ６３ ０ ３５８ ８ ３ ３ ４１ ７７ ０ １５９ ９３ ５ ２５ ５５ ２１ ０ １９９

２ ２　 遗传相似性分析

１８ 份种质材料间的 Ｄｉｃｅ 遗传相似性(ＧＳ)系数

平均值为 ０ ６６７ꎮ 对于老芒麦(ＥＳ)材料ꎬ其种内的

ＧＳ 变幅在 ０ ７５６ ~ ０ ９１０ 之间ꎬ平均值为 ０ ８４３ꎻ对于

垂穗披碱草(ＥＮ)材料ꎬ其种内的 ＧＳ 变幅在 ０ ８３８ ~
０ ９４８ 之间ꎬ平均值为 ０ ８８４ꎻ而垂穗披碱草和老芒麦

两物种间的 ＧＳ 平均值为 ０ ４２０ꎮ ｔ 检验分析表明垂

穗披碱草种内 ＧＳ 极显著高于两物种间的 ＧＳ( ｔ１ ＝
７４ ９５８ꎬＰ１ <０ ００１)ꎬ老芒麦种内 ＧＳ 也极显著高于两

物种间 ＧＳ(ｔ２ ＝ ７７ １０３ꎬＰ２ < ０ ００１)ꎮ 上述结果表明

两物种间的遗传变异明显高于物种内的遗传变异ꎮ
２ ３　 聚类分析与主坐标分析

利用 １２ 对多态性引物共检测出 １３５ 条多态性

片段ꎬ对 １８ 份材料进行基于 ＵＰＧＭＡ 法的聚类分析

(图 ２)ꎬ在各材料间平均 ＧＳ 为 ０ ６６７ 处ꎬ材料被分

为老芒麦(Ⅰ)和垂穗披碱草(Ⅱ)两大类群ꎮ 在 ＧＳ
为 ０ ８６ 处ꎬ１０ 份老芒麦种质被分成 ２ 个亚组ꎬ亚组

Ｉａ 包括了同德老芒麦(ＥＳ￣４)、青牧 １ 号(ＥＳ￣５)、青
牧 ２ 号(ＥＳ￣８)这 ３ 个品种ꎬ其余 ７ 个老芒麦品种归

为亚组 Ｉｂꎮ 在 ＧＳ 为 ０ ８９ 处ꎬ８ 份垂穗披碱草种质

也被分为了 ２ 个亚组ꎬ亚组 ＩＩａ 包括康巴(ＥＮ￣１)、昌
都(ＥＮ￣４)、炉霍(ＥＮ￣５)这 ３ 个品种(系)ꎬ亚组 ＩＩｂ
包括阿坝(ＥＮ￣２)和甘南(ＥＮ￣３)这 ２ 个国审品种和

ＰＩ６３９８５８、ＰＩ６３９８６２、Ｗ６２２１１８ 这 ３ 份来自川西北高

原的野生种质ꎮ
基于 ＧＳ 矩阵的主向量分析(ＰｃｏＡ)的结果表明

(图 ３)ꎬ第 １ 主向量 Ｃ１ 解释 ６４ ８２％的遗传变异ꎬ第２
主向量 Ｃ２ 解释了 ５ ５０％的遗传变异ꎮ 依据图 ２ 中 ２
种材料种质的空间关系可以看出ꎬ这 １８ 份材料明显地

被分成 ２ 组ꎬ这与 ＵＰＧＭＡ 聚类结果保持一致ꎮ
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图 ２　 基于 ＳＳＲ 数据利用 ＵＰＧＭＡ 法获得的聚类树形图

Ｆｉｇ ２　 Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ １８ Ｅｌｙｍｕｓ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ＵＰＧＭＡ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｒｏｍ ＳＳＲ ｄａｔａ

图 ３　 基于 ＳＳＲ 数据描述 １８ 份材料间种质遗传关系的主坐标分析二维图

Ｆｉｇ ３　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｏｒｄｉｎａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｅｐｉｃｔｉｎｇ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ａｍｏｎｇ １８ Ｅｌｙｍｕｓ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＳＳＲ ｄａｔａ

２ ４　 ＡＭＯＶＡ 分析

基于扩增带(记为 １ 的带)和无效带(记为 ０ 的

带)的频率ꎬ对供试材料进行群体遗传结构分析ꎮ
分子方差分析(ＡＭＯＶＡ)包括种间和种内的变异ꎬ
结果表明在总的遗传变异中有 ７６ １０％ 发生在两物

种间ꎬ有 ２３ ９０％发生在物种内ꎬ物种间和物种内的

变异均为极显著(Ｐ < ０ ０００１) (表 ４)ꎮ
２ ５　 物种特异性的 ＳＳＲ 引物筛选

本研究寻找的物种特异性 ＳＳＲ 引物的原则是

该引物仅能在垂穗披碱草或老芒麦种内的种质材料

上具有特异扩增条带ꎮ 由于垂穗披碱草的基因组组

成为 ＳｔＳｔＨＨＹＹꎬ老芒麦的基因组组成为 ＳｔＳｔＨＨꎬ仅

表 ４　 材料的 ＡＭＯＶＡ 分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｖａｒｉａｎｃｅ(ＡＭＯＶＡ) ｏｆ １８
Ｅｌｙｍｕｓ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

变异来源

Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ

自由度

ｄｆ

方差和

Ｓｕｍ ｏｆ
ｓｑｕａｒｅｓ

变异组分

Ｖａｒｉａｎｃｅ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

变异

百分率(％ )
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ
ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

Ｐ 值

Ｐ ｖａｌｕｅｓ

种间

Ａｍｏｎｇ ｓｐｅｃｉｅｓ

１ ２ ０４ ０ ２２ ７６ １０％ <０ ０００１

种内

Ｗｉｔｈｉｎ ｓｐｅｃｉｅｓ

１６ １ １１ ０ ０７ ２３ ９０％ <０ ０００１

总计

Ｔｏｔａｌ

１７ ３ １５ ０ ２９

０２４
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能稳定地出现垂穗披碱草材料中的条带可能来自

Ｙ 基因组的额外遗传位点ꎬ有可能作为区别老芒

麦和垂穗披碱草的较理想的分子标记ꎮ 利用引物

对种质材料进行扩增时发现ꎬ引物 ＥＳＧＳ７９ 在垂穗

披碱草中 １９３ ｂｐ 左右和 ３７９ ｂｐ 左右分别能扩增

出 １ 条 清 晰 稳 定 的 特 异 性 条 带 (图 ４ )ꎬ 引 物

ＥＳＧＳ１５５ 在垂穗披碱草中 ２３６ ｂｐ 左右扩增出 １ 条

特异性条带(图 ５)ꎬ而这 ２ 个引物在老芒麦材料中

对应位置无特异性条带ꎮ 还发现引物 Ｘｇｗｍ３１１ 能

在老芒麦中扩增出 １ 条 ２３４ ｂｐ 的特异性条带(图
６)ꎮ 上述引物因具有物种专属性ꎬ故而对两物种的

鉴定具有非常重要的价值ꎮ

图 ４　 引物 ＥＳＧＳ７９ 在 １８ 份材料上的扩增结果

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ＥＳＧＳ７９ ｉｎ １８ Ｅｌｙｍｕｓ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

图 ５　 引物 ＥＳＧＳ１５５ 在材料上的扩增条带图

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ ＥＳＧＳ１５５ ｉｎ １８ Ｅｌｙｍｕｓ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

图 ６　 引物 Ｘｇｗｍ３１１ 在材料上的扩增条带图

Ｆｉｇ ６　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ Ｘｇｗｍ３１１ ｉｎ １８ Ｅｌｙｍｕｓ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

３　 讨论

ＳＳＲ 分子标记具有丰富的多态性和稳定性ꎬ目前

在披碱草属种质资源的遗传多样性研究、群体结构分

析、指纹图谱的构建等方面的研究已获得广泛利用ꎮ
严学兵等[２８]评价了不同来源 ＳＳＲ 标记在我国披碱草

属植物的通用性和效率ꎬ发现老芒麦(Ｅ. ｓｉｂｉｒｉｃｕｓ)材
料的多态性比率为 ７９％ꎬ垂穗披碱草(Ｅ. ｎｕｔａｎｓ)材料

的多态性比率为 ８２％ꎮ 鄢家俊等[１]研究发现青藏高

原老芒麦种质的 ＳＳＲ 多态性比率为 ８６ ４４％ꎬ高于本

研究中的老芒麦材料(ＰＰＢ ＝ ５５ ２１％ )ꎮ 陈智华[２０]

利用小麦 ＳＳＲ 引物研究青藏高原和新疆野生垂穗

披碱草种质的遗传多样性时ꎬ发现供试材料的 ＰＰＢ
高达 ９９ １％ ꎬ而吴昊等[２９] 利用小麦 ＳＳＲ 引物对内

蒙古老芒麦野生种质的 ＰＰＢ 约为 ７７％ ꎮ 李永祥

等[２２]利用小麦 ＳＳＲ 引物对国产披碱草属 １２ 个物种

的遗传多样性分析时发现供试物种的 ＳＳＲ 多态性

比率约为 ９１％ ꎮ 本研究在老芒麦和垂穗披碱草种

质上检测到 ＳＳＲ 多态性比率分别为 ５５ ２１％ 和

４１ ７７％ ꎬ低于前述研究结论ꎬ这可能与本研究使用

的种质数量较少且地理来源较单一等有关ꎮ 总体来

看ꎬ本研究供试材料反映出较高的遗传多样性ꎬ从聚

类分析所得的 ＵＰＧＭＡ 树状图发现 １８ 份供试材料

明显被分成垂穗披碱草和老芒麦两大类ꎬ主向量分

析和分子方差分析的结果也能与之相互印证ꎬ这表

明垂穗披碱草和老芒麦材料的种间遗传差异远远高

于种内差异ꎬ这同时说明利用 ＳＳＲ 标记区别鉴定该

两物种具有极高的可行性ꎮ 值得注意的是ꎬ包括本

研究在内的上述各项研究ꎬ均是将 ＳＳＲ 数据记录为

０、１ 表型数据ꎬ并非类似二倍体的基因型数据ꎬ主要

原因是异源多倍体的单个基因型个体所得到的 ＳＳＲ
条带远远多于二倍体物种ꎮ 多倍体物种形成和进化

过程中形成了众多的基因组重复区域ꎬ特别是异源

多倍体的不同祖先基因组之间由于遗传渐渗、染色

体易位等广泛存在而导致形成大量的并系同源位点

(ｐａｒａｌｏｇｏｕｓ ｌｏｃｉ)ꎬ这些都是很难获取在单个位点上

扩增的 ＳＳＲ 基因型数据的原因[３０￣３１]ꎮ
垂穗披碱草、老芒麦分布广泛ꎬ生境多样ꎬ在长

期适应和进化的过程中ꎬ各居群在形态、生理、生态

以及遗传特征方面均产生了趋异ꎬ某些高海拔地区

的老芒麦种质在性状上与垂穗披碱草有部分交叉ꎬ
尤其是小穗紧密排列ꎬ每穗轴节具有较多的小穗数ꎬ
植株短粗ꎬ且茎基部叶鞘或根出叶鞘常具柔毛ꎬ穗轴

基部常出现较短的分枝[５]ꎬ这些交叉性状ꎬ使得分

１２４
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类学鉴定很困难ꎬ对野外资源采集鉴定、育种材料保

存和评价带来很多障碍ꎬ尤其是开展生态遗传学研

究时常常采集无种子的植株ꎬ鉴定更加困难ꎮ 雷云

霆等[２１] 在利用小麦 ＳＳＲ 引物鉴定青藏高原老芒麦

和垂穗披碱草 ＳＳＲ 分子标记鉴别中筛选出了引物

Ｘｃｗｅｍ３８ｃꎬ该引物在垂穗披碱草中 １５０ ｂｐ 左右仅能

扩增出稳定的特异性条带ꎮ 而本研究在分析老芒麦

和垂穗披碱草两物种遗传筛选出的 ３ 对引物

(ＥＳＧＳ７９、ＥＳＧＳ１５５、Ｘｇｗｍ３１１)也能够在分子水平

上鉴定垂穗披碱草和老芒麦ꎬ这些引物对于披碱草

属植物野外种质收集、田间育种等具有很高的指导

性和实用性ꎮ 特别是前 ２ 对引物具有垂穗披碱草特

异的条带ꎬ很可能是 Ｙ 基因组上的位点ꎬ对于披碱

草属物种的系统发育研究也具有潜在的利用价值ꎮ
当然ꎬ本研究所评价的种质份数和地理来源有限ꎬ这
些引物还需要更多的种质资源来验证其有效性ꎬ还
可以通过条带克隆、测序ꎬ将其转化成特异性更强的

ＳＣＡＲ 标记ꎮ
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