
© 1994-2009 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

西北植物学报 2003Κ23; 5ΓΠ765—770
A cta B ot. B orea l. -O cciden t. S in.

文章编号Π100024025; 2003Γ0520765206

应用 RAPD 标记研究不同生态区谷子
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摘　要Π应用RA PD 标记对 19份国内不同生态区的谷子品种的遗传变异进行了研究Λ结果表明Π分子水平上Κ不同

生态区的谷子品种间存在一定的遗传差异Κ但遗传差异程度并不高Λ 11个随机引物共扩增出 54条多态性带Κ不同

引物扩增的带数差异较大Κ每个引物可扩增 2～ 8条多态性带Κ平均每个引物扩增出 4. 91条多态性带Λ 引物 1 050

扩增的多态性带最多; 8条ΓΛ 聚类结果表明Κ基于 RA PD 标记分析的遗传聚类群与生态类型有很大的一致性Λ
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Genetic var ia tion am ong var ieties of foxta il m illet from d ifferen t reg ion s

in Ch ina based on RAPD markers
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AbstractΠGenet ic varia t ion of 19 variet ies of fox ta il m illet co llected from differen t reg ion s in Ch ina w as

studied. T he resu lts show that 19 variet ies have a certa in degree of genet ic varia t ion in mo lecu lar levelΚbu t

the degree of varia t ion is no t sign if ican t. 11 p rim ers yielded 54 po lymo rph ic bands from 19 variet ies. Every

p rim er yielded 2～ 8 po lymo rph ic bands and the average of po lymo rph ic bands is 4. 91 yielded by each

p rim er. T he p rim er S1050 yielded 8 bands. T he clu ster analysis of RA PD indicates that the clu ster type of

genet ic varia t ion of variet ies is con sisten t w ith eco logica l type.

Key wordsΠRA PD m arkersΜfox ta il m illetΜgenet ic varia t ion

　　谷子遗传差异的研究传统方法多是对形态标记

的鉴定与分析[1～ 4 ]Κ染色体核型和带型分析为细胞
学水平上认识谷子的遗传差异起了积极作用[5Κ6 ]Κ20

世纪 60年代后应用蛋白质标记研究谷子的遗传差

异得到了广泛应用[7～ 13 ]Κ而分子标记技术;R FL P、

RA PD、A FL P、SSR 等Γ的快速发展为在DNA 水平

上估计谷子的遗传差异提供了更大的可能性[14～ 16 ]Λ

RA PD 是以随机的寡核苷酸作引物Κ通过 PCR

扩增Κ产生不连续的DNA 产物Κ用以检测DNA 序

列的多态性[17Κ18 ]Λ 由于RA PD 具有自动化程度高Κ
简便快速Κ费用较低Κ无放射性污染等优点Κ在品种
鉴定、群体内和种内遗传差异的研究中应用较

多[19～ 22 ]Λ 本文应用RA PD 标记技术对国内不同生

态区的 19个谷子品种的遗传差异进行了研究Κ以期
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为合理利用谷子种质资源Κ培育优质、丰产、抗逆的
谷子新品种提供分子水平上的理论依据Λ

1　材料与方法

1. 1　材料

　　选取了国家科技攻关项目:粟类优异种质的评
价与利用Φ研究材料中代表东北平原、华北平原、内
蒙高原、黄土高原区的 19份谷子品种;表 1ΓΛ

表 1　RAPD 标记分析的谷子材料及来源

T able 1　N am e and resource of fox tail m illet using RA PD analysis

编号
N o.

品种名称
N am e of variety

来源
Resource

编号
N o.

品种名称
N am e of variety

来源
Resource

1 宽京早 32122
Kuan jingzao32122

华北平原
H uabei P lain

11 吉 181
J i181

东北平原
N o rtheast P lain

2 红苗滑皮
Hongm iaohuap i

华北平原
H uabei P lain 12 91- 117铁

91- 117T ie
东北平原
N o rtheast p lain

3 郑 737; 9Γ
Zheng737; 9Γ

华北平原
H uabei P lain 13 55057龙杂

55057L ongza
东北平原
N o rtheast P lain

4 盂县黄谷
Yuxianhuanggu

黄土高原
L o sses P lateau

14 9037铁
9037T ie

东北平原
N o rtheast P lain

5 同川谷
Tongchuangu

黄土高原
L o sses P lateau

15 予 1×日 60日
Yu1×R i60ri

华北平原
H uabei P lain

6 等身齐
D engshenqi

黄土高原
L o sses P lateau 16 呼早内谷 2

H uzaoneigu2
内蒙高原
Inner M ongo lia P lateau

7 山东红
Shandonghong

黄土高原
L o sses P lateau

17 坝谷 245
Bagu245

内蒙高原
Inner M ongo lia P lateau

8 陇谷 3号
L onggu 3

黄土高原
L o sses P lateau

18 832458
832458

内蒙高原
Inner M ongo lia P lateau

9 通渭黄蜡头
Tongw eihuanglatou

黄土高原
L o sses P lateau

19 冀张 1号
J izhang 1

内蒙高原
Inner M ongo lia P lateau

10 01龙
01 L ong

东北平原
N o rtheast P lain

1. 2　D NA 的提取

用吴晓雷的改良 SD S 法[23 ]分离谷子基因组

DNA Λ
1. 3　PCR反应

PCR 反应体系Π所用引物为上海生工生物工程
技术有限服务公司的RA PD 随机引物Κ其序列见表
2Λ 采用 25 ΛL PCR 反应体系Κ反应液组成包括 2. 5

mmo löL dN tp 2. 0 ΛL Κ2. 5 mmo löL M gC l2 1. 5 ΛL Κ
10×buffer ; 500 mmo löL KC lΚ100 mmo löL T ris2
HC lΚpH 8. 3Γ2. 5 ΛL Κ0. 8 ΛL T aq 酶; P rom ega 公

司ΓΚ0. 6 Λmo löL 引物Κ50 ng 模板DNA Λ

PCR 反应程序Π96℃50 sΚ35℃退火 45 sΚ72℃

延伸 1 m in 20 sΚ预变性 4 个循环Μ94℃变性 45 sΚ
36℃退火 40 sΚ72℃延伸 1 m in 10 sΚ共 40个循环Λ
最后在 72℃延伸 10 m inΚ4℃下保存待测Λ 反应在

PE9600扩增仪; PER K IN ELM ER GeneAmp PCR

System 9600Γ上进行Λ
1. 4　电泳检测

扩增产物中加入一滴 6×L oading bufferΚ在
1%D 的琼脂糖凝胶上电泳Κ加样量为 20 ΛL öL aneΚ
电极缓冲液为 1×TBE ; 0. 09 mo löL T ris- bo ra teΚ
2 mmo löL ED TA ΓΚ电泳电压开始为 100 V Κ待样品
出加样孔后调至 80 V Κ电泳时间 1 h 左右Λ用 3%的

溴化乙锭; EB Γ染色Κ紫外灯下检测照相Λ
1. 5　RAPD 数据的统计分析方法

参照分子量标记的电泳图谱Κ按同一迁移率电
泳条带的有无记录Κ有记为 1Κ无记为 0Κ记录的电泳
图谱形成RA PD 标记原始数据矩阵Λ 在遗传距离
; P2distanceΓ的基础上用非加权配对算术平均法
;U PGM A Γ进行聚类分析Κ得到树形图Λ统计数据在
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M EGA 2. 0软件下完成Λ
表 2　引物及其扩增结果

T able 2　P rim er and amp lified resu lts

引物
P rim er

引物序列
P rim er sequences

多态性带数
Po lymo rph ic bands

总扩增带数
To tal bands

可鉴别的品种数
N um ber of iden tified varieties

S1485 CCCGA TCA GA 6 8 7

S352 GTCCCGT GGT 3 4 6

S1427 GT GGCCGA T G 3 4 3

S1029 TCGCT GGT GT 3 4 3

S1425 GT TA GT GCGG 2 2 3

S1426 CCA GAA CGGA 6 7 5

S1449 TV GCT TCTCC 5 5 7

S1471 AA GA CCGGGA 6 7 9

S1042 TCGCA CA GTC 6 7 6

S1050 GT TA CCGCGA 8 9 7

S1048 GT GCTCCCTC 6 6 9

2　结果与分析

2. 1　RAPD 多态性分析

　　用 22 个 RA PD 随机引物对 19 个谷子品种进

行了扩增Κ选择其中电泳谱带清晰并有多态性的 11

个引物进行分析Λ 从表 2、图 1可以看出Κ11个引物

共扩增出 63条带Κ其中 54条为多态性带Κ占总扩增
带的 85. 71% Λ 不同引物扩增的多态性带数相差较
大Κ每个引物可以扩增 2～ 8 条多态性带不等Κ平均

每个引物扩增出 4. 91条多态性带Κ引物 1 050扩增

出的多态性带数最多; 8条ΓΛ从表 2也可以看出Κ每
个引物可鉴别的谷子品种数是有限的Κ应用单个引
物很难将 19个谷子品种完全分开Λ上述结果说明分
子水平上来自不同生态区的谷子品种存在一定的遗

传差异Κ但这种遗传差异的程度并不高Κ这与黎裕对
来自不同地理区域谷子RA PD 标记的研究结果是

一致的[24 ]Λ

图 1　19个谷子品种RA PD 引物 S1042扩增结果
从左至右谷子品种依次为Π宽京早 32122、红苗滑皮、郑 737; 9Γ、盂县黄谷、同川谷、等身齐、山东红、陇谷 3号、通渭黄蜡头、01龙、吉 181、

912117铁、55057龙杂、9037铁、予 1×日 60日、呼早内谷 2、坝谷 245、832458、冀张 1号、M arkerΛ
F ig. 1　Amp lified resu lts of 19 fox tail m illet variet ies on p rim er S1042

V arieties from the left to the righ t areΠKuanjingzao32122ΚHongm iaohuap iΚZheng737; 9ΓΚYuxianhuangguΚTongchuanguΚD engshenqiΚ
ShandonghongΚL onggu3ΚTongw eihuanglatouΚ01L ongΚJ i181Κ912117T ieΚ55057L ongzaΚ9037T ieΚYu1×R i60R iΚ

H uzaoneigu2ΚBagu245Κ832458ΚJ izhang 1ΚM arker.
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2. 2　遗传距离和聚类分析

表 3 列出了 19 个谷子品种间的遗传距离Λ 19

个谷子品种间 RA PD 标记的遗传距离在0. 05～

0. 33之间Κ来自东北平原的品种 01龙和来自华北平

原的品种红苗滑皮间的遗传距离最大Κ为 0. 33Κ表

明这两个品种间的遗传差异较大Μ同为东北平原品

种的 912117铁和吉 181的遗传距离最小Κ为 0. 05Κ

表明这两个品种间的遗传差异较小Λ

图 2是RA PD 标记的遗传聚类图Κ当取值 0. 05

时Κ除 912117 铁和吉 181 聚成一类外Κ其余品种都

分别自成一类Κ这说明尽管谷子RA PD 标记的遗传

变异不太高Κ但RA PD 标记用于谷子基因型的鉴别

是很有效的Λ RA PD 是利用寡聚核苷酸对基因组

DNA 进行多态性检测Κ检测区域几乎覆盖了整个基

因组Κ因而可以检测不同品种间的微小差异[25 ]Κ同

时 RA PD 技术也具备了良好基因型鉴定方法的要

素Κ如简单易行、快速、低成本、需样品量少、不用放

射性同位素Κ虽然RA PD 的稳定性较差Κ但只要严

格控制反应条件Κ建立起RA PD 分析的标准模式Κ

可以得到准确可靠的鉴定结果[26 ]Λ

图 2　19个谷子品种RD PD 标记的聚类图

F ig. 2　D endrogram of 19 fox tail m illet variet ies on RA PD m arkers

　　从图 2可以看出Κ当取值 0. 12时Κ19个品种可

以分成两大聚类群Κ第一类包括 3 个品种; 83- 458

和冀张 1号属内蒙高原的品种Κ山东红为黄土高原

的品种ΓΚ内蒙高原的材料占 66% Λ 第二类包括 16

个品种Κ又可以分为 6 个亚类Π第一亚类 2 个品种

;等身齐和同川谷Γ均为黄土高原的品种Μ第二亚类

2 个品种;宽京早 32122 和红苗滑皮Γ均为华北平原

的品种Μ第三亚类 5 个品种Κ可分成更小的类Κ其中

郑 737; 9Γ和予 1×日 60日为华北平原的品种Κ盂县

黄谷、通渭黄蜡头和陇谷 3号为黄土高原的品种Μ第

四亚类 5 个品种Κ也可分成更小的类Κ912117 铁、

55057 龙杂、吉 181 和 9037 铁为东北平原的品种Κ

呼早内谷 2为内蒙高原的品种Μ第五亚类 1 个品种

; 01龙ΓΜ第六亚类 1个品种;坝谷 245ΓΛ基本上属同

一生态类型的品种聚为一类ΚRA PD 标记分析的遗

传聚类群与生态类型有很大的一致性Κ这与 En2

nequ in 的研究结果相同[27 ]Κ也与同工酶的研究结果

一致[28 ]Λ在取值 0. 12时的聚类群中也可看到Κ不同

生态区的谷子品种有聚集在一起的现象Κ如第一类

的 3个品种 832458和冀张 1号属内蒙高原的品种Κ

而山东红为黄土高原的品种Λ 在对谷子形态学性状

进行聚类分析时发现Κ性状相似的品种或生态类型

一致的品种常聚在一起[29 ]Κ832458、冀张 1 号和山

东红的生育期相当Κ都属于高茎粗杆、大穗多粒、单
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株生产力高的品种Κ因此 3 个品种虽不属于同一生 态类型Κ但它们仍聚成一类Λ
表 3　19个谷子品种RA PD 标记的遗传距离

T able 3　Genetic distance of 19 variet ies of fox tail m illet

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

2 0. 16

3 0. 20 0. 25

4 0. 20 0. 25 0. 14

5 0. 27 0. 25 0. 22 0. 18

6 0. 22 0. 24 0. 24 0. 16 0. 20

7 0. 25 0. 27 0. 24 0. 20 0. 27 0. 22

8 0. 20 0. 33 0. 14 0. 14 0. 22 0. 24 0. 16

9 0. 16 0. 29 0. 14 0. 14 0. 25 0. 16 0. 20 0. 11

10 0. 29 0. 31 0. 24 0. 24 0. 27 0. 25 0. 29 0. 24 0. 20

11 0. 22 0. 24 0. 20 0. 16 0. 16 0. 22 0. 25 0. 13 0. 20 0. 18

12 0. 27 0. 29 0. 18 0. 18 0. 22 0. 27 0. 27 0. 14 0. 22 0. 20 0. 05

13 0. 24 0. 29 0. 18 0. 18 0. 22 0. 24 0. 24 0. 11 0. 18 0. 20 0. 09 0. 07

14 0. 18 0. 20 0. 16 0. 24 0. 27 0. 22 0. 29 0. 24 0. 20 0. 22 0. 18 0. 16 0. 13

15 0. 14 0. 20 0. 13 0. 16 0. 24 0. 22 0. 25 0. 16 0. 12 0. 18 0. 15 0. 16 0. 16 0. 15

16 0. 18 0. 27 0. 20 0. 20 0. 27 0. 29 0. 29 0. 16 0. 16 0. 22 0. 18 0. 16 0. 13 0. 15 0. 18

17 0. 20 0. 22 0. 25 0. 18 0. 22 0. 27 0. 24 0. 21 0. 22 0. 24 0. 20 0. 22 0. 22 0. 20 0. 26 0. 16

18 0. 25 0. 27 0. 20 0. 16 0. 27 0. 22 0. 22 0. 24 0. 16 0. 25 0. 25 0. 27 0. 27 0. 25 0. 18 0. 25 0. 20

19 0. 29 0. 24 0. 24 0. 20 0. 27 0. 22 0. 25 0. 27 0. 20 0. 25 0. 25 0. 27 0. 27 0. 25 0. 22 0. 29 0. 24 0. 15

3　讨论

种质资源是育种的物质基础Κ种质资源遗传差
异的研究历来是育种工作的重要方面Λ 种质资源的
遗传差异体现在形态学、细胞学、蛋白质和DNA 不

同水平上Κ最精确检测遗传差异的方法是直接测定

DNA 序列[30 ]Κ分子标记的应用为从分子水平上了
解物种间的遗传差异开辟了崭新的研究和应用领

域Κ也使育种的目的性更强Λ RA PD 作为一项简单

快速、灵敏准确、多态性丰富的检测物种遗传差异的

方法Κ在谷子遗传差异研究中得到了较好应
用[15Κ24 ]Κ在本实验研究中也显示出了较大潜力Κ但
是注意到RA PD 标记的研究结果与形态学、蛋白质

的分析结合起来将会更全面的揭示谷子种质的遗传

差异Λ综合应用多种检测方法进行遗传分析Κ以达到
全面而准确地评价遗传差异已成为当前普遍采用的

方法[31Κ32 ]Λ
谷子在我国长期广阔复杂的自然条件下驯化和

栽培Κ形成了丰富的种质类型Λ谷子品种间在长期自
然选择和人工选择下积累了一定程度的遗传变异Κ
在不同生态环境下栽培Κ适应性导致不同地理区域
间的谷子品种在形态和农艺性状上存在较大的差

异[1～ 3Κ33 ]Κ但在遗传背景方面变化可能不大Κ蛋白质
和分子标记的研究都支持这一观点[13Κ16Κ34 ]Λ 本实验
研究也表明ΚDNA 水平上谷子品种间存在一定的遗

传变异Κ且这种变异的程度并不高Λ由于谷子品种间
的遗传变异有限Κ远不如种间遗传变异大[13 ]Κ因此Κ
要使谷子育种有更大的突破Κ就必须突破品种的界
限Κ要充分而有效的利用谷子野生近缘种甚至远缘
种Κ通过现代生物技术进行种质材料的创新Κ以拓宽
遗传改良的种质基础Λ
本实验的聚类分析结果表明Κ谷子RA PD 标记

的遗传聚类群与生态类型有很大的一致性Κ这与形
态学和蛋白质标记的聚类群与生态类型一致的研究

结果相同[28Κ29 ]Κ分子水平的研究结果较好地印证了
形态学和蛋白质水平的研究结果Λ 作物遗传育种为
了更有效的合理选配杂交育种的亲本Κ需要对其进
行分类Κ聚类分析提供了非常有价值的信息Λ由于形
态学、蛋白质和分子水平上的研究结果基本都认为

不同生态类型的谷子品种遗传差异较大Κ因此谷子
品种间杂交考虑选配亲本时Κ应尽可能选择生态类
型差异较大的育种材料Κ以使杂交后代有更多的机
会出现理想的性状组合Κ从而提高育种的精度和效
率Λ
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