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SSR与SRAP标记在玉米品种鉴定中的比较研究

盖树鹏1，盖伟玲2，黄进勇1

(1青岛农业大学生命科学学院，青岛266109 2青岛农业大学农学与植保学院，青岛266109)

摘要：利用SSR标记和SRAP标记对19个玉米品种及8份莱农15样品进行了分析，比较了2种标记的分辨能力及在亲

缘关系和杂交种纯度鉴定中的表现。与SSR标记相比，SRAP标记用于玉米品种鉴定扩增住点数量更多，PIC值更高，具有更

高的分辨率；在亲缘关系分析方面，SSR检测的遗传距离变幅更大，2种标记计算的遗传距离呈极显著正相关。分类结果基本

一致；在杂交种纯度检测中，SRAP标记的期望位点在杂交种群体中检测率高于SSR标记相应位点，检测杂交种纯度结果更接

近田问种植鉴定，因而准确度更高。SRAP在玉米品种鉴定中具有一定的优势，可作为SSR标记技术的有益补充。特另4是在杂

交种纯度鏊定中应用。
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Abstract：SSR marker is usually the prior candidate of molecular marker for seed identification in maize．Un·

fortunately，some problems still exist in hybrids purity identification．Consequently，supplementary markers are still

necessary to be explored to facilitate varieties identification besides SSR marker．In this study，SSR and SRAP mark．

ers were performed in 19 maize varieties and 8 samples of Lainong 15．The discriminative power of the markers，ge—

netic relationship and hybrids purity revealed by SSR and SRAP markers were compared and analyzed．Comparing to

SSR markers，SRAP markers displayed more amplified alleles per primer—pair，higher PIC value，and higher discrim—

inative power．For the 19 maize varieties，genetic distance estimated based on SSR and SRAP data were significantly

correlated with each other，and similar clustering results were achieved．Specific primers of SSR and SRAP with

complementary pattern were used to detect hybrid purity of Lainong 1 5．The hybrid purity identified by SRAP mark．

er was more vicinal to field test than that by SSR marker．In conclusion。SRAP markers could be applied in maize i．

dentification as a useful supplement of SSR，especially in hybrid purity identification．

Key words：Maize；SSR；SRAP；Varieties identification

快速、标准的玉米种子质量检测方法是保护广

大农民利益、维护育种家权益的重要措施。近年来，

玉米育种速度和育种水平不断提高，每年参加国家

及省区试的品种达数百个，甚至以千计；同时高频率

使用少数骨干自交系使品种的遗传基础趋于狭窄，

加大了品种鉴定的难度⋯。传统的田间性状鉴定、

同工酶和蛋白质电泳图谱的鉴定技术很难适应育种

的飞速发展旧o。RFLP、RAPD、SSR和AFLP等标记

技术曾在作物品种鉴定中发挥了一定作用¨巧]。其

中，SSR标记以其多态性丰富、检测技术简单、结果

可靠、重复性好等优点，成为当前最具潜力的玉米品

种鉴定技术¨’卜”1，并成为玉米品种鉴定的国家标准
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(NY／T 1432-2007)。然而，实践中常出现SSR纯度

鉴定结果低于田间鉴定结果等问题⋯J引，仍有必要

筛选其他适用于玉米品种鉴定的补充标记。2001

年美国加州大学Li等¨副发明了相关序列扩增多态

性(sequence—related amplified polymorphism，SRAP)

技术，具有简单、高效、高共显性、高重复性、易测序、

平均分布等优点，已广泛应用于品种鉴定、图谱构

建、比较基因组学、遗传多样性检测、基因定位等研

究¨4J引。已有研究表明SRAP标记提供的信息量较

SSR和AFLP更为丰富，具有更高的分辨能力¨每”1。

鉴于SSR在玉米品种鉴定中的地位，SRAP这种新

型的分子标记技术并未引起足够的重视，国内仅见

其用于玉米遗传多样性分析和杂种优势群划分的报

道¨“驯。因此，有必要探讨SRAP在玉米品种鉴定

中的可行性。本文分别利用SSR技术和SRAP技术

对19个山东省栽培规模较大的品种和莱农15扦样

进行了分析，比较SSR和SRAP在构建指纹图谱分

辨能力、分析品种亲缘关系和纯度鉴定等方面的表

现，以期为玉米品种鉴定方法提供有益的补充。

1 材料与方法

1．1供试材料

供试材料包括19份山东省推广面积较大的杂

交种(表1)、莱农15扦样8份及其亲本W71．2和

9648，均由连胜种业提供。2008年，播种自交系套

袋杂交收获杂交种(莱农15)，分别取100株进行

SSR和SRAP纯度鉴定，3次重复。SSR、SRAP分析

于2007—2009年在青岛农业大学遗传研究室进行。

表l供试的19份玉米品种

Table 1 Name of 19 make varieties

序号 材料 序号 材料

Code mat*rial Code Material

l 京科糟2000 1l 农大108

2 恒丰16 12 莱农15

3 5872 13 鲁玉16

4 莱农14 14 丹玉跖

5 沈单20 15 菜农3

6 郑单958 16 中科11

7 浚单20 17 981

8 浚单18 18 中科4

9 蠡玉6号 19 金海5

lO 纪元一号

1．2 试验方法

1．2．1 DNA提取 采用CTAB(cetyl triethylammo-

nium bromide)法提取玉米总DNA，参考Saghai—Ma．

roof等旧u方法。

1．2．2 SSR分析PCR反应体系201出1，反应程序

如下：94℃30s，65～58℃1rain，72℃1min，15循环；

94℃30s，58。C 1min，72℃1min，20循环。各组分充

分混匀后，在PCR仪(PTC一200)上扩增旧2。。选择

分布于10条染色体上的20对引物进行SSR分

析睥引，引物序列信息来源于MaizDB(http：／／www．

agron．missouri．edu／)，由上海生工合成。phi072

(ACCGTGCATGATTAA’ITrCTCCAGCCl-I'，GACAGCG

CGCAAATGGATTGAACT，bin=4．01)用于检测莱农

15的纯度Ⅲ1。

1．2．3 SRAP分析根据“等[1引推荐的5条正向

引物reel—me5、5条反向引物eml—em5，组成25个

引物组合，引物由上海生工合成。引物组合me4／em5

(TGAGTCCAAACCGGACC／GACTGCGTACG AATI．A-

AC)在莱农15双亲中具有互补特异条带，用于分析

莱农15纯度‘2”。PCR扩增参照“等‘13 3的方法。所

有反应重复2—3次，取扩增清晰、重现性好的条带

分析。

1．2．4 电泳及银染用8％的变性聚丙烯酰胺凝

胶电泳。上样量为10wl，360V恒压条件下电泳2．0～

2．5h。银染法检测。

1．2．5 数据处理每个样品电泳条带按有或无记

录，电泳条带存在时赋值为1，无带记为0，缺失记为

9。多态信息量(PIC)按照公式PIC=1一∑Pi计

算，p；为某引物组合第i个等位变异的频率。

分子标记分辨能力根据Tessier等旧纠的方法。

D一主p；％半
应用单匹配系数(single matching coefficient，

SM)表示材料的相似系数。经Ntsys软件分析得到

单匹配系数矩阵图，用该软件的UPGMA(unweighted

pair group method arithmetic averages)聚类分析法生

成表示玉米自交系间遗传相似系数的树状图。

1．2．6 杂交种纯度鉴定 每份扦样随机取500

粒，400粒用于田间鉴定，100粒分别进行SSR和

SRAP分析，3次重复。田间选择地势平坦、土质肥

沃、水利条件好、能排能灌的地块，开沟单粒点播，行

距60cm，株距25cm，调查出苗率。试验地的管理采

用常规栽培措施，但不定苗不去杂。鉴定在花期和

成熟期进行，依据品种的特征特性逐株进行鉴定，2
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次鉴定的平均值为最终鉴定结果。

2结果与分析

2．1 SRAP与SSR标记的分辨能力

利用筛选出的带型稳定、多态性丰富、重。复性

好、分布于10条染色体上的20对引物，在19个杂

交种中共检测到123个等位变异，每对引物检测到

4—11个等位变异，平均为6．2个，PIC值分布范围

为0．468—0．861，平均为0．756B“。从25个SRAP

引物组合筛选出20个组合，每个引物组合在19个

品种中扩增出4一16条，共扩增出223条带，平均

11．15条带。P1C值分布范围为0．752—0．927，平

均为0．879。其中，引物组合me4／eml可独立将19

个杂交种区分开来旧引。可见，SRAP标记能够提供

品种间更多的遗传变异信息。

图1显示了SRAP和SSR标记的分辨能力，2

种标记所有引物的D值都超过0．6，因而都具有较

高的分辨能力。随着标记位点数的增加，分子标记

的分辨能力表现逐渐增加的趋势。在标记位点数相

同的情况下，SRAP与SSR标记分辨能力没有明显

的差异，仅表现引物间差异。SRAP标记位点数较

SSR多。本研究中，SSR最大位点数为11，而SRAP

最大标记数18，因而SRAP标记分辨能力更强。

蚤1

芎0．9
岂0．8
量o．7
吕

‘g 0．6

a 0．5

圈1 SSR与SRAP标记的分辨能力

Fig．1 The discriminative abiHty of SSR and SRAP nmrkers

2．2 SRAP与SSR分析品种亲缘关系

分别利用SSR和SRAP标记数据计算了供试玉

米品种的遗传相似系数矩阵和遗传距离。SRAP标

记检测品种间遗传距离为0．134—0．381，SSR标记

检测到的遗传距离为0．107—0．467，SSR标记检测

的遗传距离变异幅度更大。2种标记检测遗传距离

呈显著的正相关，R2=0．303(自由度f=169，临界

值0t=0．208)。采用UPGMA进行聚类分析，得到

19个玉米品种的聚类图(图2)。根据SSR扩增结

果，以相似系数0．74处可将这19个品种划分为5

类，分别是I：中科4、981、沈单20；II：农大108、金

海5；19：丹玉86、蠡玉6号；IV：莱农3、浚单18、浚

单20、纪元一号、郑单958、中科11、5872、鲁玉16、

莱农15、莱农14、恒丰16；V：京科糯2000。根据

SRAP结果，同样在相似系数0．74处，19个品种的

聚类结果为：I：中科4、981、沈单20；II：金海5；

19：蠡玉6号、莱农3、丹玉86、农大108、浚单18、浚

单20、纪元一号、郑单958、中科l 1、5872；IV：鲁玉

16、莱农15、莱农14、恒丰16；V：京科糯2000。2种

标记的分类结果主要在第Ⅲ和Ⅳ类间存在差异，其

他品种聚类结果基本一致。这主要是因为SSR是

针对基因组中高度重复序列进行的扩增，并根据

123个变异的信息量进行的聚类；而SRAP主要扩

增基因外显子区域，根据223个变异的信息量聚类

分析，导致2种方法的聚类结果存在一定的差异。

从聚类的信息量考虑，SRAP聚类结果可能更可靠。

V

0．78 0．84
coeffitient

A：SSR聚类

O．78 O．85

Coemcient
B：SRAP聚类

图2 19个玉米杂交种的聚类图

Fig．2 Cluster analysis of 19 maize hybrid cultlvars

2．3 SSR和SRAP分析杂交种纯度

自交系套袋杂交收获了莱农15的种子，由于严

格进行套袋杂交，田间鉴定纯度结果为100％，SSR

和SRAF检测纯度鉴定结果分别为97．3％和

99．7％。分子标记是根据互补条带判断杂交种纯

度¨⋯，SRAP标记中的互补条带在杂交种中出现的

频率更高，可见，SRAP标记期望位点的检测率要高

于SSR标记。进一步利用SSR和SRAP标记检测了

8份扦样的纯度(表2)。相关性检验表明：SSR和

SRAP标记纯度鉴定结果与田间种植纯度鉴定结果

穴箍豢求
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间存在正相关关系，SSR纯度鉴定结果与田问种植

鉴定结果相关系数r=0．8971，回归方程为：，，=

0．7079x+0．303；SRAP纯度鉴定结果和田间种植鉴

定结果相关系数r=0．9775，回归方程为：y=

0．8618x+14．246。而SRAP标记检测结果的相关

程度更高，具有更高的准确度。

表2 SSR与SRAP标记鉴定莱农15杂交种纯度

Table 2 Purity of Lainong 15 samples identified by SSR

and SRAP f％)

筛选的检测品种纯度的特异标记是与某种性状

相连锁的DNA片段，自交系虽经过多代自交，仍不

能保证所有位点是100％纯合的，在有性繁殖的过

程中，可能与性状问发生重组导致标记可检测率下

降。SSR标记是由基因组中的微卫星序列差异造成

的，而SRAP揭示的多态性与开放阅读框架有关，从

这个角度上看，其与生物性状的关联更大。本研究

中筛选的SRAP标记检测杂交种纯度的准确度更

高，可能与SRAP标记与相应性状的连锁更加紧密

有关。

3讨论

近年来，分子标记技术在玉米品种鉴定中发挥

了越来越重要的作用，广泛应用于杂种优势群的划

．分和杂种优势预测、品种(系)指纹图谱构建、品种

纯度和真伪检测及区试品种质量控制。其中，SSR

标记由于多态性信息量丰富、重复性好等优点而成

为玉米品种鉴定的首选标记。标记信息量是评价标

记应用价值的重要指标，等位变异数是衡鼍信息量

多少的最基本统计参数，对一个特定物种而言，标记

等位变异数越多，就更容易检测到多态性一“。本文

的结果表明：单个SRAP引物扩增的平均等位变异

数、P／C值、分辨能力(D值)都要高于SSR，因而

SRAP标记多态性信息量较SSR标记更丰富。同

时，SRAP标记具有重复性高、平均分布、高共显性、

操作简便可实现自动化等特点，符合作物品种鉴定

标记的条件；而且，SRAP标记不需要像SSR标记那

样花费人力物力进行引物开发，合成20条SRAP引

物(相当于10对SSR引物)可以组合出100对

SRAP引物。可见，SRAP标记在玉米指纹图谱构建

及品种鉴定中具有较大的应用价值。

遗传距离是进行品种鉴定的重要指标，根据

SSR标记和SRAP标记数据计算的遗传距离间表现

极显著的正相关关系。2种标记的亲缘关系聚类结

果基本一致，仅表现细微差别，这种差别可能与标记

的多态性来源不同有关。可见，2种标记都可用于

玉米品种的遗传多样性分析，这与前人的结论

一致。4^18‘1引。

SRAP标记的期望位点(互补带)在杂交种群体

中检测率更高，检测杂交种纯度结果更接近田间种

植鉴定，因而准确度更高。SRAP标记的测序研究

表明多数标记为外显子区域，Blast搜索表明60％的

条带与已知基因序列高度一致¨“，预示着SRAP标

记与目标性状间连锁更加紧密。SSR标记是针对微

卫星序列的扩增，与目标性状间表现的连锁不一定

非常紧密，这可能是造成SSR纯度鉴定结果与

SRAP和田间鉴定结果差异的主要原因。

与SSR标记相比，SRAP标记具有更高的分辨

率和更低的开发成本，检测杂交种纯度结果更接近

田间种植鉴定，准确度更高。可见，SRAP在玉米品

种鉴定中具有一定的优势，特别是用于杂交种纯度

分析准确度更高。考虑到多数SSR标记已在玉米

基因组中定位的优势，SSR标记理应成为品种鉴定

的首选，而SRAP标记可成为SSR的有益补充，特别

是在杂交种纯度鉴定中应用。
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