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青藏高原栽培青稞 SSR标记遗传多样性研究
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摘　要:利用 SSR标记评估了 64份青藏高原栽培青稞的遗传多样性。选择的 30个 SSR标记中 , 22个标记扩增

良好且具有多态性 , 每位点检测出的等位基因数为 2 ～ 15个 , 共检测出等位基因 132个 , 平均 6. 0个;各多态位

点检测出基因型为 2 ～ 11种 , 多态信息指数为 0. 16 ～ 0.91, 平均为 0.65。这些表明青藏高原栽培青稞具有丰富

的遗传多样性。同时发现 , 青藏高原栽培青稞在麦芽性状 、 淀粉性状 、 病虫及裸粒等重要农艺性状存在丰富的

变异 , 是遗传育种的宝贵资源库 。不同来源的群体材料的遗传多样性不同 , 具有区域特异稀有基因。聚类分析

将材料分为四组 , 材料聚类与材料来源地和生长习性无相关性。聚类图显示了不同材料间的遗传距离或遗传相

似程度 , 可为材料选择提供参考 。
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　　青稞是我国藏族人民对裸大麦的称谓 , 它对藏

民的生活有重要影响 。青稞不仅是藏民的主要食

粮 、燃料和牲畜饲料 , 也是生产啤酒和保健品的原

料 , 为藏区人民的健康和经济发展做出了不可低估

的贡献
[ 1 - 2]

。近年来 , 由于人们发现青稞比皮大麦

具有更丰富的膳食纤维 、 更高含量的保健组分和饲

料利用价值 , 因此青稞育种和利用受到了越来越多

的关注
[ 3 - 7]

。我国的青藏高原是世界上青稞资源最

丰富 、 种植面积最广的地区
[ 8 -10]

, 但对其遗传多

样性评价和利用都很薄弱 , 因此 , 加强现有青稞资

源的研究将有利于青稞资源的保护和大力促进优质

高抗青稞品种的选育和利用。

SSR标记具有基因组分布广泛 、数量丰富 、多

态性高 、容易检测 、 共显性 、 结果稳定可靠等许多

优点 , 被认为是用于遗传多样性 、品种鉴定 、 物种

的系统发育 、亲缘关系及起源等研究非常有效的分

子标记
[ 3 -5]

。目前 , SSR标记已用于大豆
[ 6]
、 水

稻
[ 7]
、玉米

[ 8]
等多种植物的遗传研究或辅助育种 。

Sagha iM aroo f等
[ 5]
首先进行了大麦 SSR标记的

研究 , 随后许多研究者进行了大麦 SSR标记的发

展和相关研究。现已发展的大麦 SSR标记约 700

个 , 已作图的微卫星标记约 300个 , 已发现近 100

个 SSR标记与重要农艺性状联系紧密
[ 5, 9]

。利用

SSR标记进行大麦遗传多样性研究和种质筛选与鉴

定的工作在世界许多地方都已开展 , 包括德国
[ 10]
、

澳大利亚
[ 9]
、中国

[ 11]
、 近东地区

[ 12]
。关于中国大

麦 SSR标记遗传多样性研究的文献很有限 , 还未

见关于栽培大麦 SSR标记遗传多样性的研究报道。

本研究试图通过分析我国青藏高原部分栽培青稞

SSR标记遗传多样性 , 以期为具有某些优异特性的

青稞品种或资源筛选 、 青稞资源的保护和建立辅助

我国大麦品种改良的高效 SSR分子标记奠定基础 ,

为重要或稀有基因资源的挖掘提供参考 。

1　材料和方法

1.1　材　料

64份栽培六棱青稞 , 包括 45份西藏青稞及 19

份四川青稞。按生长习性 , 64份材料中含 51份春

性青稞和 13份冬性青稞 , 冬性青稞全来自西藏。

西藏青稞由西藏农牧科学院农科所强小林研究员提

供 , 四川青稞材料分别由阿坝州和甘孜州青稞研究

所提供。材料收集地的海拔高度为 1 600 ～ 4 200 m

(表 1)。中国春为对照 。

1.2　方　法

1.2.1　DNA提取　DNA提取采用 SDS微量提取

法
[ 13]
。
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表 1　64份青藏高原栽培青稞

Tab. 1　L ist o f 64 cu ltivated hulless cultiv ars from

Q ingha i-T ibe t P la teau used in this study

收集地 编　号 海　拔 /m

西藏

Z01 Z03 Z04 Z05 Z06 Z07 Z08 Z09

Z10 Z11 Z12 Z13 Z14 Z16 Z17 Z19

Z20 Z21 Z22 Z23 Z24 Z25 Z26 Z27

Z28 Z29 Z30 Z32 Z34 Z35 Z36 Z37

Z38 Z39 Z40 Z42 Z43 Z44 Z45 Z46

Z54 Z55 Z78 Z79 Z87

2500～ 4000

四川

Z47 Z48 Z50 Z51 Z53 Z56 Z58 Z66

Z67 Z71 Z73 Z74 Z75 Z76 Z77 Z81

Z82 Z83 Z84

1600～ 4000

1.2.2　SSR分析

(1) SSR引物选择

根据多态性高 、与重要性状相连及每条染色体

均有覆盖的原则选择了已作图定位的 SSR标记 30

个。 1H、 2H、 3H、 4H、 5H、 6H、 7H染色体上分

别选择了 2、 5、 3、 7、 4、 1、 7个 , 其中有 5个标

记未与性状建立联系 , 其余 25个分别与大麦品质

性状 、抗病性状 、 抗逆性状及生理性状相关 , 标记

位点与这些性状控制位点的距离小于 10 cM (表

2)
[ 5, 9, 14]

。引物序列由上海生物工程公司合成 。

(2) PCR扩增

PCR反应所需试剂购自华美生物公司。

(a) PCR反应体系

PCR反应总体积为 25 μL, 包括:2.5 mmo l /L

dNTPs 2.0 μL、 25 mmo l /L M gC l2溶液 1.5 μL、 10

×buffer (MgC l2 - Free) 2.5 μL、 5 pmo l /μL引物

各 2.0 μL、 5 U /μL Taq DNA聚合酶 0.2 μL、 10

ng /μL基因组 DNA 2.0 μL及纯水 12.8 μL。

表 2　大麦 SSR标记染色体位置 、相连性状 、 引物序列和 PCR条件

Tab. 2　Chrom osom e loca tions, linked traits, P rim e r sequence s and PCR Procedu res o f ba rley SSRs

SSR 染色体位置 相连性状 PCR程序 SSR 染色体位置 相连性状 PCR程序

Ebm ac0501 1H 麦芽浸提 , 糖化力 T - 50 GMS027 5H 禾谷类包囊线虫 (H a4) T - 50

Bm ag0125 2H 禾谷类包囊线虫 (Ha2)
T - 55

T - 50
GMS001 5H 麦芽浸提与 糖化力 T - 50

Bm ag0692 2H 麦芽浸提 T - 50 Bm ac0096 5H 叶锈病 T - 50

HVM54 2H 麦芽浸提 T - 55 HVDHN9 5H mRNA fo r dehyd rin -9 T - 50

GMS003 2H 硼耐受性 T - 50 HVM 11 6H T - 55

Bm ac0093 2H 硼耐受性 T - 50 Bm ag0359 7H 裸粒性状
T - 55

T - 50

Bm ag0603 3H 硼耐受性 T - 50 Bm ac0167 7H 裸粒性状 T - 50

HVM33 3H 矮化性状 T - 55 GMS056 7H T - 50

Bm ag0006 3H 矮黄病毒病 Yd2 T - 55 GMS046 7H T - 50

Bm ac0310 4H 铝耐受性 T - 50 Bm ag0206 7H
抗叶枯病 、 与 W axy蛋白

相关
T - 50

Ebm ac0701 4H 硼耐受性 T - 50 H vAMY2 7H 糖化力
T - 50

T - 55

HVRCABGA 4H Hvw axy4 7H 淀粉合成酶 T - 50

HVRCABGB 4H T - 55 HVM 04 7H 与W axy白相关
T - 55

T - 50

HVM40 4H 锰高效利用性 T - 55 HVCMA 7H 裸粒性状
T - 55

T - 50

HVM67 4H 糖化力 T - 55

HVM03 4H RcaA T - 55

(b) PCR扩增程序

参 照 K arakousis 等
[ 9]
, 采 用 降 落 PCR

(Touchdown PCR)方法在 9700 PCR仪上进行扩增。

PCR扩增程序 T - 55 (退火温度为 55 ～ 60℃

的引物扩增 ):

94℃预变性 5 m in———以 94 ℃变性 30 s, 退

火 30 s, 72 ℃延伸 30 s为一个循环 , 退火温度从

64 ℃开始以 1℃的梯度降至 55℃, 退火温度为 55

℃时循环 25次 , 其余退火温度处均循环 2次———
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最后 72 ℃终延伸 10 m in , 4 ℃保存产物。

PCR扩增程序 T - 50 (退火温度为 50 ～ 55 ℃

的引物扩增 ):退火温度从 59 ℃以 1 ℃的梯度降

至 50℃, 其余参数与增程序 T - 55相同 。

每对引物的具体扩增程序见表 2。

(3) PCR产物检测

w=6%的聚丙烯酰胺凝胶 (29A cry l:1Bis)

恒压 200 V电泳 3 h , 胶片采用快速银染法染色 ,

电泳 , 并用 B io -Rad GDS2000凝胶成像系统进行

条带分析。

快速银染法的操作步骤为:胶片置于 w =

0.1%的 AgNO 3溶液中浸泡 10m in, 取出用蒸馏水

快速洗两次 , 然后放入盛有显影液 (2.0 g /100mL

N aOH +40mg /100 mL Na2CO3 +100 μL甲醛溶液 )

的容器中染色 , 直到出现清晰条带。

1.2.3　数据分析　利用软件 POPGENE1. 01计算

遗传多样性指数 , 聚类分析采用软件 NTSYSpc2.

01进行。

2　结果与分析

2.1　SSR多态性

选择的 30对引物 , 25对引物在供试材料中都

得到了良好的扩增 (见图 1), Ebmac0501、 HVR-

CABGA、 HVRCABGB3对引物的扩增产物在供试

材料中没有差异 , 其余引物都表现出多态性 。 22

对多态性引物位点中 , 每个位点扩增的等位基因数

2 ～ 15, 共扩增出等位基因 132个 , 平均 6. 0个 ,

其中等位基因数为 4的位点较多 , 有 8个 , 占多态

位点的 37%。材料群体在各多态位点的基因型为 2

～ 11种 , 位点 HVM33扩增出的基因型最多。各多

态位点的多态信息指数为 0.16 ～ 0.91, 位点 HVC-

MA最低 ,

图 1　SSR标记 PCR产物聚丙烯酰胺凝胶电泳

A:H vwaxy4;B:Bm ac0310

F ig. 1　Po ly ac ry lam ide ge l e lec trophoresis of PCR p roducts

o f SSR m arke rs

GMS027最高 , 平均为 0.65。在 Ebmac0501、

HVRCABGA、 HVRCABGB三对无多态性引物位点

中 , 共扩增出四个等位基因 , 3种基因型 。总之 ,

研究材料具有丰富的 SSR多态性。

2.2　不同群体中 SSR遗传差异比较

地区间存在差异 , 西藏材料中共发现等位基因

124个 , 平均 5.6个;多态信息指数为 0.19 ～

0.91, 多态信息指数均值为 0.65, 位点 GMS027的

最大 , HVCMA位点最小。四川材料中发现基因

121个 , 平均 5.1个;多态信息指数为 0.09 ～

0.88, 平均为 0.63 , 同样也是 GMS027的最大 ,

HVCMA位点最小 。

各多态位点的等位基因在西藏和四川材料中的

分布 存 在 差 异。 位 点 Bmac0310、 Bmag0692、

HVM11、 Bmac0167、 Bmac0096、 HVM3、 HVM40、

HVM67、 GMS027扩增出仅分布在西藏群体中的稀

缺基因 , 其频率为 0.01 ～ 0.23;位点 Em ac0701和

Bmag006共有 5个仅分布在四川群体材料中的稀缺

基因;位点 GMS001和 Bm ag0125在西藏和四川群

体中均扩出了特异的稀缺基因。总之 , 在两群体中

共发现 30个与材料来源地相联系的具有区域分布

的稀缺基因 , 西藏材料中有 22个 , 四川材料中有

8个 , 它们在材料鉴定和开发诊断性 SSR分子标记

中具有重要意义。另外 , 大多数位点各等位基因的

频率分布在两群体中的趋势表现较一致 , 但位点

GMS46、 HVM33和 HVM 54的等位基因的分布频率

在两群体中有差异 , 有的在西藏群体中为常见基

因 , 而在四川群体中为稀缺类型;有的恰恰相反 ,

在四川群体中为常见基因 , 而在西藏群体中为稀缺

基因 。

2.3　聚类分析

从图 2可看出 , 根据 SSR标记多态性可将 64

份青稞材料分为四组 , 即 Ⅰ 、 Ⅱ、 Ⅲ和Ⅳ。西藏和

四川两群体中 50%以上材料都集中分配在 I组 , I

组共包含了 37份材料 , 其中 23份来自西藏 , 14

份来自四川。 Ⅱ组共包含了 12份材料 , 10份西藏

材料 , 2份四川材料。 Ⅲ组共包含了 11份材料 , 9

份西藏材料 , 2份四川材料。 Ⅳ组仅包含了 4份材

料 , 3份西藏材料 , 1份四川材料。 64份材料中 ,

只有 Z56和 Z84遗传距离较近。这些结果表明 , 基

于 SSR多态性的聚类与材料来源地区没有明显的

相关性 , 本试验选择的 22对多态引物能较好地将

供试材料区分 。不同生长习性的材料在聚类时没有

明显的区别界限 , 显示生长习性与所研究的 SSR

位点相关性状可能为独立性状。
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图 2　SSR聚类图

F ig.2　Dendrog ram based on SSR po lymo rph ism

T:T ibet;S:S ichuan

2.4　重要农艺性状遗传差异分析

2.4.1　麦芽浸提性状 　 HvAMY2、 Bmag0692、

GMS001、 HVM54、 Ebmac0501等 5个标记与麦芽

浸提相关。其中 HvAMY2位点扩增不好 , Eb-

mac0501在材料中存在两个等位基因 , 但无多态

性;Bm ag06927位点在供试材料中共发现 8个等位

基因 , 其中一个等位基因仅在西藏材料中发现 , 共

发现 7种基因型;在 GMS001位点共扩增出 9个等

位基因 (在两群体中都存在特异的稀缺基因 ), 5

种不同的基因型;HVM54位点在供试材料中共发

现 6个等位基因 , 其中一个等位基因仅在西藏材料

中发现 , 共发现 3种基因型 。

2.4.2　淀粉性状 　位点 Bmag0206、 HVM04和

Hvwaxy4与淀粉性状相关 , 其中 HVM04扩增不好 。

Bm ag0206和 Hvwaxy4都表现出了多态性 , 分别有

10和 2个等位基因 , 7和 3种不同的基因型 。

2.4.3　病害性状　 Bmag0206位点与叶枯病相关 ,

在本研究材料中存在丰富的多样性 , 扩增出 10个

不同的等位基因和 7种不同的基因型。 Bm ac0096

与叶锈病性状相连 , 在材料中发现了 10种不同的

等位基因和 5种不同的基因型。 GMS027与禾谷类

包囊线虫有关 , 本研究材料在此位点表现出丰富的

多样性 , 共有 15种不同的等位基因和 10种不同的

基因型 。 Bm ag006与矮黄病毒病相关 , 在此位点检

测出 6种等位基因和 4种不同的基因型。

2.4.4　裸粒性状 　位点 Bmac0167、 HVCMA和

Bmag0359与裸粒性状相连 , 其中 Bmag0359扩增

不好 。在位点 Bm ac0167发现了四个等位基因和两

种基因型;HVCMA位点处有 4个不同的等位基

因 、 4种基因型。这些等位基因和不同基因型的出

现 , 可能对我们裸大麦基因的挖掘和裸大麦育种提

供丰富的基因和材料 , 或许对一些特色功能的大麦

选育新策略提供思路。

3　讨　论

有些 SSR标记没有得到扩增产物 , 有的只在

部分材料中能很好地扩增 , 这可能因为材料本身基

因组的差异 , 目前的 PCR反应体系和扩增循环指

数不适合 , 需要寻找新的适宜的 PCR反应条件才

能解决此问题 。

64份青稞材料在 22个 SSR标记位点处表现出

多态性 , 各位点扩增的等位基因数 2 ～ 15, 共鉴定

出 132个等位基因 , 每位点平均 6.0个;遗传多样

性指数为 0.16 ～ 0.91, 均值为 0.65。这些结果表

明青藏高原栽培青稞具有丰富的遗传多样性 , 与青

藏高原是我国栽培大麦多样性分布中心的观点一

致。

从麦芽性状 、 淀粉性状 、病虫及裸粒等重要农

艺性状来看 , 所选标记位点都存在丰富的变异 , 表

明青藏高原栽培青稞的重要农艺性状遗传基础宽

广 , 可能蕴藏着多种不同的等位基因 , 是研究重要

性状遗传特性 、基因资源挖掘和遗传育种的宝贵资

源库 。

不同来源的群体材料的遗传多样性不同 , 西藏

材料的遗传多样性比四川材料丰富 , 而且两种群体

中都有区域特异稀有基因。因此 , 加强不同地区间

资源的交换和配合使用 , 有利于增加群体材料的遗

传多样性和新品种的培育。稀缺基因对于开发诊断

性的分子标记和可利用价值育种材料筛选均具有非

常重要意义。

聚类图显示了不同材料间的遗传距离或遗传相

似程度 , 可为我们在遗传研究或育种亲本选择时提

供参考 , 育种亲本选择时选择遗传距离更远的材

料 , 得到的后代材料差异越丰富 。

SSR标记在染色体中分布很不均匀 , 大多数

SSR标记在着丝粒附近区域成簇存在 , 有的染色体

(如 1HL和 6HS)上缺少 SSR标记 , 相邻标记还有

很大的空隙。在已建立性状联系的标记中 , 与育种

密切关注的性状紧密连锁的 SSR标记特别少。随

着更多新的 SSR标记的发展和大麦高密度 SSR标

记图谱的构建 , SSR标记将在大麦遗传学研究和育
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种中发挥更大的作用 。
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Genetic D iversity of SSRM arkers in Cultivated Hulless Bar ley

from Q ingha i-T ibet P lateau in China
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, DENG Guang-bing

1
, ZHAI Xu-guang
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(1. Chengdu Institute o f B io logy, Chinese A cademy of Sciences, Chengdu 610041, Ch ina;

2. G raduate School of the Ch inese A cademy of Sc iences, Be ijing 100039, China)

Abstract:The gene tic diversity o f64 cu ltivated naked ba rley from Q inghai-Tibe tP la teau w as studied w ith 30 SSRs

of knownmap location. Among the se lec ted SSRmarke rs, PCR products of 5 SSRmarkers w ere not obtained and 3

SSR marker lociw eremonomeric. A tota l of 132 a lle lesw ere identified at 22 po lyome ric SSR loc.i The number o f

alle les per locus ranged from 2 to 15, w ith an ave rage o f 6.0. The po lymo rph ism inform ation content values for the

SSRs ranged from 0.16 to 0.91, w ith an average of 0.65. The resu lts indicate the genetic dive rsity of cu ltivated na-

ked barley from Q inghai-Tibe t P lateau is ve ry h igh. A t the same time, it is found the gene tic dive rsity of SSR loci

linked w ith important agrocultural traits including pe st , d isease, naked cha racte r, starch traits andmalt quality in

cu ltivated naked barley from Q ingha i-Tibet P lateau is very rich, which is an important re source bank fo r cerea l

breed ing. The gene tic diversity in T ibet and Sichuan accessions is differen t and has spec ific genes linked w ith the

sites o f orig in. Jaccard's coe fficient of sim ilarity w as ca lculated, and the linesw ere g rouped by c luste r analysis u-

sing UPGMA. A dendrogram was ob tained from the ana lysis of the groups and fivema in c lusterswe re identified. No

re lationship be tw een the distribu tion in the dendrog ram and grow th habits and o rig ins o f the cu ltivars cou ld be de-

tec ted. D iagram obtained through cluster analysis exh ibited a struc tura tion of d iversity and genetic re lationship a-

mong cu ltivated hulless accessions. In breeding program , parentsw ith gene tica lly distan t re lationsh ip for hybrid iza-

tion w ill increase genetic diversity of progenies.

Key words:Q ingha i-T ibet P lateau;cu ltivated naked barley;SSR;gene tic dive rsity
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