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柱花草ESTＧSSR标记在山蚂蝗中的
可转移性与应用

罗小燕,张瑞花,贾庆麟,王文强,白昌军,丁西朋
(中国热带农业科学院热带作物品种资源研究所,海南 儋州５７１７３７)

摘要:为鉴定山蚂蝗(Desmodium)种质资源的遗传背景及亲缘关系,选取９２对柱花草(Stylosanthesspp．)ESTＧSSR标

记和来自８个种的１６份山蚂蝗材料,分析柱花草 ESTＧSSR标记在山蚂蝗中的通用性,并对８种山蚂蝗进行亲缘关系

分析.研究结果表明,柱花草ESTＧSSR标记在８种山蚂蝗种的可转移率为６３．０４％~７３．９１％,其中５０对可在全部８种

山蚂蝗中进行有效扩增.１６对多态性 ESTＧSSR标记在１６份山蚂蝗种质中共检测到等位基因３５个,平均２．１９个.聚

类分析表明,１６份山蚂蝗种质可分为５类,与形态学划分结果相似.可见,柱花草 ESTＧSSR标记在山蚂蝗上具有较高

的可转移性,可应用于山蚂蝗种质资源评价及亲缘关系研究.
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Abstract:ToidentifygeneticbackgroundandrelationshipsofDesmodiumvarieties,９２StylosanthesESTＧSSR
markersand１６varietiesfrom８Desmodium specieswereusedtoassessthetransferabilityofStylosanthes
ESTＧSSRmarkersinDesmodiumgenusandanalyzethegeneticrelationshipsamong８Desmodiumspecies．The
resultsindicatedthatthetransferabilityofStylosanthesESTＧSSRmarkersacross８Desmodiumspeciesranged
from６３．０４％to７３．９１％,and５０markersofthemcouldproducereliableamplificationinall８DesmodiumspeＧ
cies．Atotalof３５allelesweregeneratedby１６polymorphicmarkerswithanaverageof２．１９among１６DesmoＧ
diumvarieties．Clusteranalysisshowedthat１６Desmodiumvarietiescanbedividedinto５clusters,whichwas
similartotheclassificationbasedon morphology．Therefore,Stylosanthes ESTＧSSR markersshowedhigh
transferabilityinDesmodium,anditwouldbesuitableforgermplasmevaluationandgeneticrelationshipsanalＧ
ysisofDesmodium．
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　　山蚂蝗属(Desmodium)植物为一年或多年生草

本或灌木豆科植物,起源于东亚、墨西哥和巴西,是
热带亚热带地区重要的植物资源[１].山蚂蝗具有适

应强、生长迅速、生物量大、叶片蛋白含量高的特点,
是极具潜力的高蛋白饲料资源,具有较好的饲用和

综合利用价值[２Ｇ３].山蚂蝗属植物在全球约有３５０
种,而在中国分布有２７个种５个变种[４],多数山蚂

蝗为二倍体(２n＝２x＝２２)[５].目前,关于山蚂蝗植

物系统发育研究主要以形态学分类为主,但山蚂蝗

植物种类繁多,有些种和亚种间的形态特征非常相

近,形态学鉴定非常困难,存在较多同种异名或同名

异种的现象[６Ｇ７].国内外有学者利用随机扩增多态

性 DNA (random amplified polymorphic DNA,

RAPD)、扩 增 片 段 长 度 多 态 性 (amplifiedfragment
lengthpolymorphism,AFLP)、扩增共有序列遗传标

记(amplifiedconsensusgeneticmarkers,ACGM)及同

工酶等分子标记对山蚂蝗种质资源进行了遗传多样

性及种间亲缘关系分析,但因研究手段和材料的不

同,其研究结果也存在一定差异,所以开展研究山蚂

蝗属种间的亲缘关系对山蚂蝗种质资源研究与利用

尤为重要[８Ｇ１１].
简单重复序列(simplesequencerepeat,SSR),又

称微卫星(microsatellite),是一类由１~６个碱基组成

的串联重复序列,基于SSR序列的SSR标记,是一种

基于 DNA长度多态性的分子标记技术[１２].根据其

来源的 不 同,SSR 标 记 可 分 为 基 因 组 SSR 标 记 和

ESTＧSSR标记两种[１３].SSR标记具有数量丰富、多
态性高、共显性、操作简单等多个优点,是种质资源

遗传多样性分析、遗传连锁图谱构建、基因定位和分

子标记辅助育种的理想工具[１３Ｇ１６].但SSR标记的开

发成本较高,在遗传背景研究较薄弱的物种中应用

非常有限.分子标记的种间通用性是降低其开发成

本,提高利用效率,促进遗传学基础较薄弱物种分子

遗传 学 研 究 的 重 要 途 径[１７]. 山 蚂 蝗 和 柱 花 草

(Stylosanthesspp．)作为我国南方重要牧草资源,均
为豆科蝶形花亚科的草本或灌木植物,亲缘关系较

近.因此,本研究以前期开发的柱花草 ESTＧSSR标

记为基础[１８],通过属间通用性分析开发在山蚂蝗中

可用的SSR标记,并对山蚂蝗种间亲缘关系进行分

析,本研究将为山蚂蝗遗传学研究提供重要的分子

标记工具,为其系统发育学研究提供更多分子水平

上的依据.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

本研究所用材料为来自８个种的１６份山蚂蝗材

料(表１),其中７份为卵叶山蚂蝗,２份圆叶舞草,２份

绒毛山蚂蝗,异果山绿豆、异叶山蚂蝗、度尼山蚂蝗、糙
伏山蚂蝗和灰色山蚂蝗各１份.全部材料均由中国热

带农业科学院热带作物品种资源研究所热带牧草研究

中心提供.本研究选用的９２对柱花草ESTＧSSR引物

均由上海生工生物工程技术服务有限公司合成(表

２),试验中所用的 dNTPs、TaqDNA 聚合酶、１０×
Buffer(含 Mg２＋ )及 MarkerDL２０００等试剂均购自北

京全式金生物技术有限公司.

１．２　基因组DNA提取

从试验基地选择新鲜的山蚂蝗幼嫩叶片,迅速放

入冰盒带回实验室,利用改良CTAB法进行山蚂蝗基

因组DNA抽提[１９].通过１．０％的琼脂糖凝胶电泳和

NanoVue超微量分光光度计(GEhealthcare)对基因

组DNA进行质量和浓度测定,然后将浓度统一稀释

至１００ng􀅰μL－１,置于－２０℃保存备用.

１．３　PCR扩增和电泳检测

PCR扩增体系和反应程序均参照丁西朋等[２０]所

述.扩增体系为２０μL,包括:１００ng􀅰μL－１的基因组

DNA１μL,５μmol􀅰L－１的正向和反向引物各１μL,

１０×PCRBuffer(含 Mg２＋ )２μL,１０ mmol􀅰L－１的

dNTPs０．４μL,５U􀅰μL－１的 Taq聚合酶０．３μL,剩
余体积用ddH２O 补足.反应程序为:９４ ℃预变性５
min;９４℃变性３０s,５５℃退火３０s,７２℃延伸４０s,

３８个循环;７２℃延伸５min,４℃保存.PCR扩增产

物经８％聚丙烯酰胺凝胶电泳后,通过银染法染色,拍
照记录后统计数据.

１．４　数据分析

用 MarkerDL２０００作为扩增产物分子量的参照,
采用“０,１”系统对清晰的电泳条带进行统计,在同一位

点处,没有条带的记为“０”,有条带的记为“１”.将统计

结果汇总到 Excel表格 中 建 立 二 进 制 矩 阵.利 用

POPGENE１．３２软件进行分析,计算每对多态性标记

的遗传多样性参数,包括等位基因数(numberofalＧ
leles,Na)、等位基因频率(allelefrequency)、观察杂合

度(observedheterozygosity,Ho)、期望杂合度(excepＧ
tedheterozygosity,He)和Shannon指数(I)[２１].根据

等位基因频率按公式(１)计算每个标记的多态性信息

８３２２
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含量(polymorphicinformationcontent,PIC).

PIC＝１－∑
n

i＝１
Pi

２－∑
n－１

i＝１
∑
n

j＝i＋１
２Pi

２Pj
２．

式中:n 表示每个位点检测到的等位基因数量,Pi、Pj

表示第i、j个等位基因出现的频率[２２].利用NTSYSＧ

pc２．１e软件,分析材料间的遗传相似系数 (genetic
similarity,GS),然后利用 GS采用非加权数据分析法

(UPGMA)对 供 试 材 料 进 行 聚 类 分 析[２３],并 通 过

FreeTree软件[２４]采用１０００次重抽样对聚类图进行

bootstrap分析.

２　结果与分析

２．１　柱花草ESTＧSSR标记在山蚂蝗中的通用性

选用９２对柱花草 ESTＧSSR标记对１６份山蚂蝗

材料进行PCR扩增(图１),结果表明,９２对标记中有

表１　１６份供试山蚂蝗材料信息

Table１　Informationof１６Desmodium materialsinthisstudy

编号Code 材料名称 Materialname 来源地 Origin

A１
卵叶山蚂蝗CIAT３５０
D．ovalifolium CIAT３５０

国际热带农业中心

InternationalCenterforTropicalAgriculture

A２
卵叶山蚂蝗CIAT１３１１１
D．ovalifolium CIAT１３１１１

国际热带农业中心

InternationalCenterforTropicalAgriculture

A３
卵叶山蚂蝗CIAT１３１１７
D．ovalifolium CIAT１３１１７

国际热带农业中心

InternationalCenterforTropicalAgriculture

A４
卵叶山蚂蝗CIAT１３２８９
D．ovalifolium CIAT１３２８９

国际热带农业中心

InternationalCenterforTropicalAgriculture

A５
卵叶山蚂蝗CIAT１３６４７
D．ovalifolium CIAT１３６４７

国际热带农业中心

InternationalCenterforTropicalAgriculture

A６
卵叶山蚂蝗CIAT１３０８２
D．ovalifolium CIAT１３０８２

国际热带农业中心

InternationalCenterforTropicalAgriculture

A７
卵叶山蚂蝗CIAT３６６６
D．ovalifolium CIAT３６６６

国际热带农业中心

InternationalCenterforTropicalAgriculture

B８
糙伏山蚂蝗 TF００９２７
D．strigillosum TF００９２７

国际热带农业中心

InternationalCenterforTropicalAgriculture

C９
圆叶舞草０５０２２５２７４
D．gyroides０５０２２５２７４

中国热带农业科学院

ChineseAcademyofTropicalAgriculturalSciences

D１０
异叶山蚂蝗CIAT１３６５１
D．heterophyllum CIAT１３６５１

国际热带农业中心

InternationalCenterforTropicalAgriculture

E１１
绒毛山蚂蝗 TF００９６９
D．velutinum TF００９６９

澳大利亚国际热带农业研究中心

AustralianCentreforInternationalAgriculturalResearch

F１２
度尼山蚂蝗CIAT４６３６２
D．rensoniiCIAT４６３６２

国际热带农业中心

InternationalCenterforTropicalAgriculture

C１３
圆叶舞草CIAT３００１
D．gyroidesCIAT３００１

国际热带农业中心

InternationalCenterforTropicalAgriculture

G１４
异果山绿豆CIAT３７８７
D．heterocarponCIAT３７８７

国际热带农业中心

InternationalCenterforTropicalAgriculture

H１５
灰色山蚂蝗CPI４６５６１
D．incanum CPI４６５６１

国际热带农业中心

InternationalCenterforTropicalAgriculture

E１６
绒毛山蚂蝗CIAT１３２１８
D．velutinum CIAT１３２１８

国际热带农业中心

InternationalCenterforTropicalAgriculture

９３２２
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表２　９２对柱花草ESTＧSSR标记信息

Table２　Informationof９２ESTＧSSRmarkersfromStylosanthes

标记

Marker
重复单元

Repeatunit
正向引物(５′Ｇ３′)　　　

Forwardprimer(５′Ｇ３′)　　　
反向引物(５′Ｇ３′)　　　

Reverseprimer(５′Ｇ３′)　　　
预期大小

Expectedsize/bp

RM１ (TCA)６ TGATGGCAACACAGGAAGAA CGCGAAAGAATGCACTAACA １１０
RM３ (ATT)６ GAGGCATTAGACGTGGTGGT GGGGAACCGTTCTTCTTACC ２７３
RM５ (CCCGGA)４ CGGGTCATCCAGAACCTTTA GCTGGTGGATCCTCTTGGTA ２２０
RM７ (ATT)６ CCATCCTCAAAATCTCCCAA CAATGGGTTCAGCTGCTTTT ２６８
RM１０ (AAC)６ GGGATCGTGTTCTCACTGGT TGGTCGTTGATTCCTTCCTC １５５
RM１４ (ATT)６ CCGGAACTTTAGCAACAACAA CAACTCAAAGCACAAGCCAA ２４１
RM１７ (ATC)６ TTGATGAGAAGAGGCAGAGGA CCAACTTGGGTTGCTTTGAT ２４３
RM１８ (ATTAAC)４ CCTAATGGATGGCTACGGAA GAGAGCAGAATATTGGGGCA ２２６
RM１９ (GCA)６ AGATGGAGCTGCTGGGTCTA ACAGGAGAGAAGGGTCAGCA １７１
RM２２ (GCA)６ CTTGCAGCTTTGCACTGAAG CCACTCCTCCCTATGCTTGA ２７６
RM２３ (CAC)６ GAACAGCCAGATCAGCACAA CAGAGAGTTCCAAGGGTCCA ２５９
RM２５ (GAT)６ ACCCCTTGTTGTTCATCAGC TCATCACTGAACAAGGCACC １８８
RM３７ (GGC)６ GGAAGCTGCTCGATTACGAC CCTTCATTCCCCTCTCCAAT ２７２
RM４０ (AAG)７ AGCATCAACCACCACAACAA CTGATGAAAGGCTCTGCTCC １５３
RM４１ (CAT)６ GCGAAGCTTCAAGAAGAGCA TGGCTTCGAGATGCTGTATG １６９
RM４３ (TCCTTA)４ TGCGCCCATCTTATATCCTC GCAAAAGGAGCTTGTTCAGG １８０
RM４７ (ATG)６ GTTATGGGGCTTTTGGGATT CATGCAATCCCCATCTCTCT １８７
RM４８ (CTC)６ AAGCTGCCAACTCATCACAA GTGATTCGACCAAACGAACC ２２９
RM５２ (AAC)６ TTGTATGGAAACTCGGAGCC CGGGAACGAGTGGTGACTAT ２２５
RM５４ (CAT)６ GGACACTGGCATTCACCTCT CTTGTACAGACTCCGAGCCC １７９
RM５５ (TCA)６ TTCCTCTCTGGTGCTGGAGT TGATCATGTGCTTCCAGAGC １００
RM５６ (AAT)６ ATCCCAGCAACGATTTCAAG TCTTCTTCACTGCTGCTGCT １６３
RM６０ (TCA)６ TCAAAAACAGGAGGAGGTGG AATCCATGATCCCACCAATG １６７
RM６１ (ATG)６ GGAAATCCTTCAAGCACCAA GATTACTGGGCCGCTTATGA １４３
RM６３ (ATC)７ GCGATACGAGGCTACCCTACA TGCTCAACTCCCTTCCTAAATG １６０
RM６５ (GAT)６ CAACCATATGCGAGGTTGTG GTCCCCAACCTTGTTGCTAA ２０２
RM７１ (TGA)７ CCTCCAACTCCAAGAGCAAC GTTTCTTGAGCGACGCTTTC ２２９
RM７７ (TTA)６ CAAGCTTTGGCTGAGCTTCT CTCCCCTGTCATTTCTTCCA ２３８
RM８６ (CCA)６ TTCACCAACAAAAGGTGCAG GCTCTTTGTTTCCAAGGCTG １３６
RM８７ (AGG)６ AGTTCCAACACAGGGTGGAG AACCACTGCGGTATGAGTCC ２０３
RM９２ (CAT)６ AAGCACTTCTAAGCCCCCTC GGTGGTCAACAACAGAGGAAA ２５４
RM１０５ (CAA)６ CCCGTTTTGGATAAAAACCA CCGCTAATTGGAAAGGTGAA ２４８
RM１０７ (CAA)６ CTTGCAGCTTCACCACCATA TCCAAATCAAGCCATGATGA ２１３
RM１１０ (CAT)７ CCAAAGGCTCCCATAATCAA TGCAAACACAGCACAAGTCA １３５
RM１１３ (CAT)６ TCCCCATCAATGCTGTTGTA TAGCTTTGTTGCCGGATTCT ２６２
RM１１６ (TCT)６ CCATTGTTCCCACACACAAA CACTCCCTTGTAAGGACCCA １４０
RM１１８ (GGTTCC)４ CAATGGTTTCCGCTGGTAGT GGAGCAAAGTGCTGAAAAGG １５２
RM１２８ (TGG)７ AATGGAAACTGGGTTCAACG TGGACTGTGCTCACTCCTTG １５１
RM１２９ (TGGCTC)４ GTCATCCGAGCACTTCGATT CAGACCACCAAAGTCAAGCA １４８
RM１３０ (GAA)６ GTTAGGGCTCGCAATAGCAC TCGTCGTCTTCTCCCTCAAC ２２４
RM１３４ (AAG)６ GTATCAGGAGAGACGAGGCG CTGAGGAGGAGCGGTAGTTG ２４８
RM１３８ (TTG)６ CGAGTGCTTGGTAAGAAGGG AGAGGAAGCGATCAAAACGA ２６１
RM１３９ (ATC)７ TGTCGAATCCCTTTGTAGCC CTACTGCTGACGGTGTTCCA ２０２
RM１４５ (ATC)６ ATGCCTAACATCTTCCCCAA AATGCGAGTGAGGATTCGTT １１７
RM１４９ (GATTTT)４ ATTTAATCGCCCCCAATTTC GTGGCTAAAGATTCCAGCGA １３３

０４２２
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续表２

标记

Marker
重复单元

Repeatunit
正向引物(５′Ｇ３′)　　　

Forwardprimer(５′Ｇ３′)　　　
反向引物(５′Ｇ３′)　　　

Reverseprimer(５′Ｇ３′)　　　
预期大小

Expectedsize/bp

RM１６２ (TGA)６ GGATGAATTGGAATCCCTTG CAATCCTTGCCACCTCTCTC ２７９
RM１６９ (GCC)６ TCGACGGAACAATATCCTCC AGCGCTGAAAACCTTAACGA １６３
RM１８５ (ACA)６ CGATCACCACAACCAACAAC CATCCAAGAAAGTGGGGTGT １５７
RM２００ (TCA)７ GAGGAGGTCTGTTTGACCCA TGAGCAGAAGAAGCATTCCA ２１４
RM２０７ (AAT)６ AATCGCCATTGTCACAGTCA CTAGCCACCTCCATCACCAT １１９
RM２１５ (GGC)６ GGTTCCAGAGCTCAAACTGC CTTCTTCCGGTGATGGTGTT ２３６
RM２２６ (AAC)６ AAGAAGCATGGATTACCCCC GCTGTGTGTTCTCCCTTTCC １９３
RM２４３ (GGGATT)４ AGAGGGAGGGGCTGAAATTA ATCTCCCCAAATCAAAACCC １９２
RM２５６ (TTG)７ TCTATCTCCATGCACGCAAC CCACCATGAAATATCGGACA ２３１
RM２６５ (TGC)６ GCTCTGTTGATCAAACCTCCA TCACCGTTTTCAACCACAGA １４８
RM２７９ (CAC)６ GACCCGAGTACTGAACCCAA GCGACATTGAGCACCCTATT ２４５
RM３０１ (GCT)６ TTGCTACAATGCATCGCTTC GCTGAGGAGGATCAAAGTGC １７７
RM３０２ (GTT)６ GGAGGCTGATGACACGTTTT CTTCTTACCAAGCACTCGGC １３１
RM３１５ (GGA)６ TCGCCCTTGTAATAACCGTC TAATCAGGACACCCTCCAGC １５９
RM３３８ (TTC)６ GCAGCACTGCATTTCCAATA ATTGGGAAGGAGACAAGGGT １８６
RM３５４ (TGA)６ CACATGGTGAGGAACACTGG TTCTCTGAACTTTTCCCACAAAA ２５８
RM３５５ (GTG)６ CGGCAGAGAACAGTTAGCCT AGCAGTGGACAAATGCTGTG １９９
RM３６２ (GCT)６ CGGAGAACTTGCTTACGGAG TTAGATCACGCCCAAGCTCT ２５１
RM３６６ (TTGGAG)４ GGAGTTGCAAAGCCAACACT CCACGTTGTGAGAAGCACAG １９５
RM３６９ (ACACCC)４ TCGAAAGGAGCTGGGAATAA GGGAGGGTTGTGAATGTTTG ２１２
RM３７７ (TCA)６ TGGAGCACGTTTTGTGAAGA GGTTTAGTGAAAGCAGAGGCA ２５０
RM３８４ (TTC)６ ACAGGAAGCTACATACGGCG CATCCACATTTTGCGATTTG １９８
RM３８８ (TGC)６ CCAAGTGTTGTTGAGTGGGA CAGACTCATAGGCAGAGCTCAA ２３３
RM３９２ (TGCTGA)４ GTTTTCGCGGTCTTAACGAG TGCTGCAGGGGATAAGATTC ２５４
RM４０２ (AGA)６ TCTCTTGTCATGGTGGTGGA ACATCCAATCCCTGCAACTC １５２
RM４１７ (AAAC)５ AACCAGCAACATAGCAGTATCTGT ATGCTTGTGGGATGCCTATT １７０
RM４２４ (TGA)６ AGATGTGGAGGACTGGATGG CCTTCCCGTTGAGGAATGTA ２２７
RM４４４ (TA)８ CAACATCTCACACATGGGGT TTGCTTTTCTCCATCACCAA ２３１
RM４４８ (TTC)６ GGTGGAAAAGGTTTCATTGC GCAAGTGAAGATTGCGTGAA ２１２
RM４４９ (ATGAT)４ ACATCAGCATCTCCATTCCC TAATGCTGCCCCTTTGATCT ２６４
RM４５０ (AGAGG)４ GCCTTCAGGATTCAATTCCA TTTGCCTTCTTTCGATTGGT １９３
RM４６８ (ATTTG)４ AAACAAATTGAGCCCTCCCT GGGTCCAAAACAATCCTTGA ２３３
RM４６９ (GGTT)５ TGGACAGTAACCTTTCAACCG TTGGTGAGTGAGATCATTGCTT ２４３
RM４７４ (TTCATC)４ CAAAGCCATGTTCTTCTGAGG GACCCAAAGCTTGGATTGAA ２１９
RM４７８ (ATTTT)４ GCGAGGTGATGGGTTTAGAA AACCAAATGTAGCCCAGCAG ２３４
RM４８５ (GGA)６ GTATCTTTGGCAGGCTTTGC AGGATCGTCCAGCTGAGAAA ２６３
RM４８６ (AG)８ GGGAAAGGGAATCTTCTTGC CGTGGCATCCTCTTCTGTTT ２１０
RM４９１ (AAC)６ CATGCATGGGACAGATCAAG GTCCACTCGCGAATTTCTTC ２７６
RM４９６ (GT)８ GGGATTTGACTATAGGAGGCA TTCCTCCCTTCACCTCAGAA １８１
RM４９８ (TC)８ TCCTCCTCTCAGGAAATCCA CATCATTGTGGTTCTGGTGG ２４８
RM５００ (TTAA)５ TCTTGAAATTATGCCCTGCC TCTGCTCTATTTGTGAATCCCAT ２４２
RM５０７ (GGT)６ TCAATTGAGGTTCACAGGCA GCAGAGCAGTCAATCAGCAG ２４１
RM５１１ (CCT)６ TCCCACGGATTCCAAAAATA TGTGGTAGTGCTTCATCGGA １８４
RM５１７ (TTCT)５ CTGTTTCCTAGCAAAACCGC AATTGGCGAATGAAGTGAGG ２３８
RM５１９ (TTC)６ TGATGATGCTTCTGCGATTC TACAAAGCCACCCTGACTCC ２８０
RM５２１ (GCGGGT)４ GAGTTGGCTGAGTTTGAGGC GCCTTTCACAACTTCCAACC ２０７
RM５２２ (TAG)７ TTCAAGGAAAACCCATCTGC AGCCTCATCTTGCTTTGGAA １９１

１４２２
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７０对标记在山蚂蝗中获得了条带清晰且大小合适的

条带,确定为有效引物,占总标记的７６．１％.剩余２２
对标记中有７对有多条带(RM４０、RM１１８、RM２１５、

RM３７７、RM４４９、RM４７８和 RM４９１)、１５对无扩增产

物.

　　不同柱花草ESTＧSSR标记在山蚂蝗属中的可转

移率有所差异.在７０对有效引物中,有２０对在至少

１种山蚂蝗中无扩增产物(表３),在山蚂蝗属中可转移

图１　部分ESTＧSSR标记聚丙烯酰氨凝胶电泳结果

Fig．１　PolyacrylamidegelelectrophoresisofpartiallySSRmarkers

表３　２０对柱花草ESTＧSSR标记在８种山蚂蝗间的可转移性

Table３　Transferabilityof２０ESTＧSSRmarkersfromStylosanthesacross８Desmoduimspecies

标记

Marker
卵叶山
蚂蝗 Do

糙伏山
蚂蝗 Ds

圆叶舞
草 Dg

异叶山
蚂蝗 Dh

绒毛山
蚂蝗 Dv

度尼山
蚂蝗 Dr

异果山
绿豆 Dh

灰色山
蚂蝗 Di

可转移率(标记)
Transferability
(marker)/％

RM３５４ ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋ ＋ ７５．０

RM１８ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － ７５．０

RM１７ ＋ ＋ － － ＋ － － ＋ ５０．０

RM２５ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ８７．５

RM１６９ ＋ ＋ ＋ － － － － － ３７．５

RM３９２ ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋ ＋ ７５．０

RM１２９ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ ７５．０

RM５００ － ＋ － ＋ － ＋ － ＋ ５０．０

RM５０７ ＋ ＋ － － ＋ － ＋ ＋ ６２．５

RM１３４ ＋ － － ＋ ＋ ＋ － ＋ ６２．５

RM１１６ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ７５．０

RM３０２ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ８７．５

RM３５５ ＋ － － ＋ ＋ － ＋ ＋ ６２．５

RM６１ ＋ ＋ － － ＋ － ＋ ＋ ６２．５

RM５１１ ＋ － ＋ ＋ ＋ － ＋ － ６２．５

RM５２２ ＋ － － ＋ ＋ － － ＋ ５０．０

RM７１ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ － ７５．０

RM１２８ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ７５．０

RM３６９ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ８７．５

RM３１５ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ７５．０

总标记数∗
Totalmarker

６８ ６４ ６２ ６３ ６８ ５８ ６２ ６４

可转移率(种)
Transferability(species)/％

７３．９１ ６９．５７ ６７．３９ ６８．４８ ７３．９１ ６３．０４ ６７．３９ ６９．５７

注:∗总标记数包括另外５０对标记.Do,卵叶山蚂蝗;Ds,糙伏山蚂蝗;Dg,圆叶舞草;Dh,异叶山蚂蝗;Dv,绒毛山蚂蝗;Dr,度尼山蚂蝗;Dh,异果山

绿豆 D;Di,灰色山蚂蝗.表５同.

Note:∗Totalmarkercontainsother５０markers．Do,D．ovalifolium;Ds,D．strigillosum;Gg,D．gyroides;Dh,D．heterophyllum;Dv,D．veＧ

lutinum;Dr,D．rensonii;Dh,D．heterocarpon;Di,D．incanum．ThesameasTable５．

２４２２
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率为３７．５％~８７．５％.其余５０对标记(占总标记的

５４．３５％)在８种山蚂蝗中均可检测到,表明柱花草

ESTＧSSR标记在山蚂蝗属中具有较高的通用性.而

９２对柱花草 ESTＧSSR标记在不同种山蚂蝗间的可

转移性同样存在明显差异,在８种山蚂蝗中的可转

移率为６３．０４％~７３．９１％.由此可知,不同种山蚂

蝗的遗 传 背 景 存 在 显 著 差 别,因 而 检 测 到 柱 花 草

ESTＧSSR标记的数量也不同,这表明筛选出的可转

移性柱花草ESTＧSSR标记可以对不同种山蚂蝗进行

有效区分.

２．２　ESTＧSSR标记多态性分析

在７０对有效标记中共检测到１６对标记在１６份

山蚂蝗材料间具有多态性(表４).１６对多态性SSR
标记在１６份山蚂蝗材料中共检测到等位基因３５个,
平均每个标记２．１８８个.各多态性标记的观察杂合度

(Ho)和期望杂合度(He)分别为 ０．０００~０．８１３ 和

０．２５４~０．６４７,平均值分别为０．４６４和０．４６４.各多态

性标记的PIC值为０．２１５~０．５５１,平均值为０．３６０,其
中RM２４３的PIC值最高.各多态性的Shannon指数

变化范围在０．４１０~１．０３６,平均值为０．６７２,同样在

RM２４３中存在最大值,表明标记 RM２４３具有较高的

多态性.

２．３　山蚂蝗种质的遗传多样性与聚类分析

利用 NTSYSＧpc２．１０e软件对山蚂蝗种质进行遗

传相似系数分析表明,１６份山蚂蝗种质间的遗传相似

系数为０．５２３~０．９５２,平均０．７１１.其中绒毛山蚂蝗

E１１与E１６之间遗传相似性系数最大,卵叶山蚂蝗A６
和异叶山蚂蝗 D１０之间遗传相似性系数最小.对每

份山蚂蝗材料与其它材料之间的平均遗传相似系数分

析发现,度尼山蚂蝗F１２与其它材料的平均遗传相似

系数最小,为０．６２１,说明度尼山蚂蝗F１２与其它７种

山蚂蝗材料的亲缘关系较远.基于 ESTＧSSR标记数

据的 UPGMA聚类分析表明,在相似系数为０．７３０时,
可将１６份山蚂蝗属材料明显划分为五大类(图２):A
类包含７份卵叶山蚂蝗和２份圆叶舞草;B类包含１
份糙伏山蚂蝗和１份灰色山蚂蝗;C类由２份绒毛山

蚂蝗材料组成;D类包括１份异果山绿豆和１份异叶

山蚂蝗;E类只含有１份度尼山蚂蝗.

２．４　山蚂蝗不同物种间的亲缘关系分析

利用ESTＧSSR数据矩阵对这８种山蚂蝗进行相

似系数和遗传距离分析发现(表５),８种山蚂蝗间的遗

传相似系数为０．５２４~０．７９１,其中卵叶山蚂蝗和圆叶

舞草间的相似系数最大,度尼山蚂蝗与异果山绿豆间

的相似系数最小.在８种山蚂蝗中,度尼山蚂蝗与其

表４　１６对多态性ESTＧSSR标记遗传参数

Table４　Parametersfor１６polymorphicESTＧSSRmakers

标记 Marker 等位基因数 Na 观察杂合度 Ho 期望杂合度 He Shannon指数I 多态性信息含量PIC

RM１ ２．０００ ０．０００ ０．５０８ ０．６８５ ０．３７１

RM５５ ２．０００ ０．０００ ０．２５４ ０．４１０ ０．２１５

RM３ ２．０００ ０．５６３ ０．４１７ ０．５９４ ０．３２３

RM１３８ ３．０００ ０．４３８ ０．４５８ ０．７８７ ０．４０１

RM４３ ２．０００ ０．５００ ０．４８４ ０．６６２ ０．３５９

RM５４ ２．０００ ０．８１３ ０．５１４ ０．６９１ ０．３７４

RM６０ ２．０００ ０．１２５ ０．４４４ ０．６２１ ０．３３７

RM１０５ ２．０００ ０．５６３ ０．４１７ ０．５９４ ０．３２３

RM１０７ ２．０００ ０．３５７ ０．３０４ ０．４６９ ０．２５０

RM２００ ２．０００ ０．５００ ０．３８７ ０．５６２ ０．３０５

RM２４３ ３．０００ ０．６８８ ０．６４７ １．０３６ ０．５５１

RM４２４ ２．０００ ０．７５０ ０．５１６ ０．６９３ ０．３７５

RM４７４ ２．０００ ０．６８８ ０．５１４ ０．６９１ ０．３７４

RM２２ ２．０００ ０．０００ ０．４４４ ０．６２１ ０．３３７

RM１３９ ２．０００ ０．６８８ ０．５１４ ０．６９１ ０．３７４

RM３８４ ３．０００ ０．７５０ ０．５９９ ０．９３９ ０．４８９

平均 Mean ２．１８８ ０．４６４ ０．４６４ ０．６７２ ０．３６０

３４２２
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图２　基于ESTＧSSR标记的１６份山蚂蝗种质的UPGMA树状图

Fig．２　Dendrogramof１６DesmodiumgermplasmbasedonESTＧSSRanalysis

表５　不同山蚂蝗种间的遗传距离(斜对线上方)和相似系数(斜对线下方)

Table５　Geneticdistance(belowdiagonal)andgeneticsimilarity(abovediagonal)matrixesbetweendifferentDesmodiumspecies

山蚂种蝗

Desmodiumspecies

卵叶山

蚂蝗 Do

糙伏山

蚂蝗 Ds

圆叶舞

草 Dg

异叶山

蚂蝗 Dh

绒毛山

蚂蝗 Dv

度尼山

蚂蝗 Dr

异果山

绿豆 Dh

灰色山

蚂蝗 Di

卵叶山蚂蝗 Do ０．２６９ ０．２０９ ０．３７４ ０．２９９ ０．３６７ ０．２９３ ０．３０３
糙伏山蚂蝗 Ds ０．７３１ ０．３４６ ０．３３３ ０．３３３ ０．４０５ ０．３５７ ０．２３８
圆叶舞草 Dg ０．７９１ ０．６５４ ０．４１７ ０．３２１ ０．３２１ ０．３４５ ０．２５０
异叶山蚂蝗 Dh ０．６２６ ０．６６７ ０．５８３ ０．４２９ ０．４５２ ０．２６２ ０．３３３
绒毛山蚂蝗 Dv ０．７０１ ０．６６７ ０．６７９ ０．５７１ ０．３５８ ０．４０５ ０．３３３
度尼山蚂蝗 Dr ０．６３３ ０．５９５ ０．６７９ ０．５４８ ０．６４２ ０．４７６ ０．４０５
异果山绿豆 Dh ０．７０７ ０．６４３ ０．６５５ ０．７３８ ０．５９５ ０．５２４ ０．２６２
灰色山蚂蝗 Di ０．６９７ ０．７６２ ０．７５０ ０．６６７ ０．６６７ ０．５９５ ０．７３８

它种的相似系数均值最低,为０．６１９,说明度尼山蚂蝗

与其它种的亲缘关系较远,与聚类分析结果吻合.遗

传距离分析结果与相似系数分析结果相反,卵叶山蚂

蝗和圆叶舞草间的遗传距离最小为０．２０９,度尼山蚂蝗

与异果山绿豆间的遗传距离最大,为０．４７６.

３　讨论与结论

３．１　讨论

分子标记是作物遗传学研究和分子育种的重要工

具,相对于其它基于PCR的分子标记,SSR标记因具

有数量丰富、多态性高、共显性、操作简单、重复性好等

优点而被广泛应用于水稻(Oryzasativa)、拟南芥

(Arabidopsisthaliana)等 模 式 植 物 和 玉 米 (Zea
may)、油菜(Brassicanapus)、小麦(TriticumaestiＧ
vum)等大田作物的遗传学研究和分子育种[１２,２５].但

对于遗传学基础薄弱的植物来说,SSR标记的开发成

本较高.然而研究[２６Ｇ２７]表明SSR标记在近缘物种乃

至远缘物种基因组间的具有一定的通用性,因此,对遗

４４２２
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传学基础较弱的物种,物种间转移法已成为一种廉价、
快捷获得 SSR 标记的有效途径.对 １２０５ 对绿豆

(Vignaradiata)SSR 标 记 进 行 筛 选,获 得 了 ６０３
(５０．０％)、８８３(７３．３％)和９８３(８１．６％)对分别在豇豆

(V．unguiculata)、小 豆 (V．angularis)和 饭 豆

(V．umbellate)中有效的 SSR 标记[１７].水稻和甘蔗

(Saccharumofficinarum)SSR标记在竹子(Bambusa
spp．)中的通用性比率分别为４４．９％和７５％[２８];对３８２
对玉米SSR标记和１００对甘蔗ESTＧSSR标记在禾本

科芒属上的通用性研究[２９]表明,其可转移率分别为

１０．２９％和１３．００％.山蚂蝗是热带亚热带地区重要的

豆科牧草,当前山蚂蝗SSR标记的缺失严重限制了其

遗传学研究及分子育种进展.本研究分析了９２对柱

花草ESTＧSSR标记在山蚂蝗属中的通用性,发现柱

花草 ESTＧSSR 标 记 在 山 蚂 蝗 中 的 可 转 移 率 为

７７．７８％,明显高于苜蓿 ESTＧSSR标记在山蚂蝗属中

的可转移率(５４．１７％),说明柱花草与山蚂蝗的亲缘关

系更近,柱花草 ESTＧSSR 标记在山蚂蝗中具有较好

的通用性[９].本研究使用１６对多态性ESTＧSSR标记

对山蚂蝗遗传多样性进行分析,发现１６对 ESTＧSSR
标记可以对１６份山蚂蝗种质进行有效区分,说明本研

究利用物种间转移法获得的在山蚂蝗有效的柱花草

ESTＧSSR标记可作为山蚂蝗遗传学研究的有效工具,
为山蚂蝗的遗传多样性分析、基因发掘和鉴定、分子标

记辅助育种等研究工作提供基础.
植物种质资源是新品种选育、提高农业生产力的

基础资源[３０],而遗传多样性和亲缘关系的系统研究不

仅与资源的收集、保存和更新密切相关,也是种质资源

创新和利用的基础[３１].传统的山蚂蝗遗传多样性研

究主要以植物形态特征为依据,如范小勇等[６]利用１０
个形态指标对２３份山蚂蝗种质资源进行聚类分析,最
终将其分为４类,而刘苗苗等[７]通过对山蚂蝗的１６个

植物学性状进行统计将３７份山蚂蝗种质资源分为６
类.由于山蚂蝗属植物种类繁多、植物学特征复杂多

变,有些种和亚种间的形态特征非常相近,基于传统的

形态学特征分类方法很难对这些种进行区分鉴定,因
此花粉的显微结构分析和分子标记技术被用于山蚂蝗

遗传多样性和亲缘关系分析.对重庆地区６种山蚂蝗

的花粉显微结构的观察比较发现,圆菱叶山蚂蝗、宽卵

叶山蚂蝗和尖叶山蚂蝗的花粉表面纹饰相似,应归为

同一亚属[３２].利用 AFLP标记对来自７个种的４６份

山蚂蝗种质进行遗传多样性及亲缘关系分析,最终将

４６份山蚂蝗种质分为６类[３３].利用 ACGM 和 ESTＧ
SSR 两种分子标记对云贵高原的９个种４６份野生山

蚂蝗种质遗传多样性研究表明,野生山蚂蝗种质间存

在较高的遗传多样性[９].但这些关于山蚂蝗遗传多样

性的研究选取的材料差较大,所以各研究结果存在一

定的差异,但都与«中国植物志»[３４]中传统分类不完全

一致.
本研究利用柱花草ESTＧSSR对来自８个种的１６

份山蚂蝗材料进行了遗传多样性与亲缘关系分析,发
现１６份山蚂蝗种质间的相似系数为０．５２３~０．９５２,平
均０．７１１,说明山蚂蝗种质的遗传多样性较为丰富.根

据聚类分析在相似系数为０．７３０时将１６份分为５类,
结果与形态学分类基本一致,但也有类外,如 A 类中

包含圆叶舞草、卵叶山蚂蝗,该结果与刘苗苗等[７]、贺
欣等[９]和王春梅[３２]较为相近,但与«中国植物志»[３４]分

类不一致.所以,要确定山蚂蝗种质之间的亲缘关系,
不仅要使用合适的分子标记,还要结合各种质表型的

形态多样性和生理生化多样性研究进行综合分析.

３．２　结论

综上所述,柱花草 ESTＧSSR 标记在山蚂蝗上具

有较高的可转移性,在８种山蚂蝗种的可转移率为

６３．０４％~７３．９１％;利用柱花草 ESTＧSSR标记能够有

效地对８种山蚂蝗进行遗传多样性及亲缘关系分析;
本研究所得通用性SSR标记将成为山蚂蝗种质资源

评价及亲缘关系研究的有力工具.
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