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利用 ＳＣｏＴ 分析柳枝稷遗传资源的多样性

蒋晓梅ꎬ黄琳凯ꎬ张新全ꎬ张　 瑜ꎬ聂　 刚ꎬ杨盛婷ꎬ赵欣欣ꎬ严海东
(四川农业大学草业科学系ꎬ雅安 ６２５０１４)

　 　 摘要:本研究利用 ＳＣｏＴ 标记对 ９６ 份柳枝稷种质的亲缘关系和遗传变异进行了研究ꎮ 筛选出 ２０ 条引物对 ９６ 份供试材料

进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ共获得 ４４５ 条带ꎬ其中多态性条带 ４０２ 条ꎬ平均多态性条带比率(ＰＰＢ)达 ９０ ３１％ ꎬ多态性信息含量(ＰＩＣ)为

０ １６６ ~ ０ ４１０ꎬ平均值为 ０ ３３２ꎬ标记指数(ＭＩ)为 １０ ２０ꎮ 遗传相似系数(ＧＳ)为 ０ ４９８ ~ ０ ９１２ꎬ平均值为 ０ ６８８ꎮ 表明 ＳＣｏＴ 标

记能够揭示柳枝稷种质间的遗传变异ꎮ 通过 ＵＰＧＭＡ 分析表明ꎬ９６ 份种质资源聚为高地型和低地型两大类ꎮ 经 ＰＯＰＧＥＮＥ
１ ３２ 软件分析结果显示:９６ 份柳枝稷基因多样性指数(Ｈ)为 ０ ２８５ꎬＳｈａｎｎｏｎ 指数( Ｉ)为 ０ ４３１ꎬ表明供试的种质间遗传多样性

丰富ꎬ遗传多样性水平高ꎮ 经 ＡＭＯＶＡ １ ５５ 方差分析揭示:９６ 份柳枝稷生态型内的遗传变异占总变异的 ７２ ８５％ ꎬ生态型间遗

传变异占总变异的 ２７ １５％ ꎬ结果表明 ＳｃｏＴ 可用于柳枝稷遗传多样性研究ꎬ该研究结果可为柳枝稷种质资源的进一步开发利

用提供重要信息ꎮ
　 　 关键词:柳枝稷ꎻＳＣｏＴꎻ遗传多样性
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随着人类社会的发展ꎬ能源需求逐年增加ꎬ能源 形势日趋严峻ꎬ消费矿物燃料所导致的大气污染、全



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １５ 卷

球气候变暖等一系列环境问题日益严重ꎬ所以研究

新的可再生清洁能源成为摆在人类面前的一项迫在

眉睫的工作ꎮ 生物质能源为可再生能源ꎬ具有可贮

藏性及连续转化能源的特征ꎬ成为最有前景的替代

能源[１]ꎮ
柳枝稷(Ｐａｎｉｃｕｍ ｖｉｒｇａｔｕｍ)为禾本科(Ｇｒａｍｉｎｅ￣

ａｅ)黍属(Ｐａｎｉｃｕｍ)多年生 Ｃ４暖季型丛生植物ꎬ原产

于北美大陆ꎬ是美国大平原及东部大部分地区的优

势种ꎬ从墨西哥到加拿大皆有分布[２]ꎮ ２０ 世纪 ９０
年代初期ꎬ美国和加拿大已将柳枝稷开发为生产燃

料乙醇和燃烧发电的模式草本植物[３]ꎮ 柳枝稷在

长期的进化过程中ꎬ形成了 ２ 种生态型即高地型

(ｕｐｌａｎｄ)和低地型( ｌｏｗｌａｎｄ) [４￣５]ꎮ 由于柳枝稷适应

性强、有较高的产量潜力和耐旱耐脊能力、对环境友

好等[６￣７]ꎬ国内外许多学者认为柳枝稷是一种具有

较大潜力的能源植物[８]ꎮ 种质资源的遗传多样性

是对一种植物开发利用的基础信息ꎬ目前国内外用

于柳枝稷研究的分子标记技术主要有相关序列扩增

多态性 ( ＳＲＡＰꎬ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｌａｔｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙｍｏｒ￣
ｐｈｉｓｍ)、限制性片段长度多态性 (ＲＦＬＰꎬ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ
ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ)、扩增片段长度多态性

(ＡＦＬＰꎬａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ)、随
机扩增多态性(ＲＡＰＤꎬｒａｎｄｏｍ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ
ＤＮＡ)、简单重复序列 ( ＳＳＲꎬ ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅ￣
ｐｅａｔ)、单核苷酸多态性(ＳＮＰꎬｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙ￣
ｍｏｒｐｈｉｓｍ )以及表达序列标签( ＥＳＴꎬｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅ ｔａｇｓ)等[９]ꎬ而目标起始密码子多态性(ＳＣｏＴꎬ

ｓｔａｒｔ ｃｏｄｏｎ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ)分子标记用于柳枝

稷的研究尚未见报道ꎮ
ＳＣｏＴ 分子标记是 Ｂ. Ｃ. Ｙ. Ｃｏｌｌａｒｄ 等[１０] 在水稻

(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ. ) 上提出的基于单引物扩增反应

(ＳＰＡＲꎬｓｉｎｇｌｅ ｐｒｉｍｅｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ )的一种

新型、有效的目的基因分子标记技术ꎬ广泛用于亲缘

关系和遗传变异研究[１１]ꎮ 此标记结合 ＩＳＳＲ[１２] 与

ＲＡＰＤ[１３]优点ꎬ是一种能跟踪性状ꎬ具有操作简单、
成本低廉、多态性丰富、有效产生与性状关联标记等

特点的技术[１４]ꎬ有利于辅助育种ꎮ 目前 ＳＣｏＴ 标记

已成功用于甘蔗( Ｓａｃｃｈａｒｕｍ ｏｆｆｉｃｉｎａｒｕｍ Ｌ. ) [１５]ꎬ罗
汉松(Ｐｏｄｏｃａｒｐｕｓ ｍａｃｒｏｐｈｙｌｌｕｓ (Ｔｈｕｎｂ. ) Ｓｗｅｅｔ) [１６]ꎬ
龙眼(Ｄｉｍｏｃａｒｐｕｓ ｌｏｎｇａｎ Ｌｏｕｒ. ) [１７]ꎬ中国野生白灵

菇(Ｐｌｅｕｒｏｔｕｓ ｅｒｙｎｇｉｉ ｖａｒ. ｔｕｏｌｉｅｎｓｉｓ Ｃ. Ｊ. Ｍｏｕ) [１８]等植

物的遗传多样性或基因差异表达研究ꎮ
本研究选用 ＳＣｏＴ 引物对 ９６ 份柳枝稷种质资源

的基因组 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ分析其遗传多样性ꎬ
旨在探讨 ＳＣｏＴ 引物用于柳枝稷的可行性ꎬ并揭示

部分现有柳枝稷种质的亲缘关系ꎬ为柳枝稷资源的

进一步开发利用提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 供试材料

供试的 ９６ 份柳枝稷种质资源(表 １)均来源于

美国植物种质资源库ꎮ 每份材料取 １５ 粒种子ꎬ置于

培养皿内的吸水滤纸上萌发ꎮ 萌发后的幼苗移栽于

四川农业大学崇州试验基地ꎮ

表 １　 供试材料

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＳＣｏＴ ａｎａｌｙｓｉｓ

编号

Ｃｏｄｅ
ＰＩ 号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ＩＤ 号

Ｐｌａｎｔ ＩＤ
生态型

Ｅｃｏｔｙｐｅ
编号

Ｃｏｄｅ
ＰＩ 号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ＩＤ 号

Ｐｌａｎｔ ＩＤ
生态型

Ｅｃｏｔｙｐｅ
编号

Ｃｏｄｅ
ＰＩ 号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ＩＤ 号

Ｐｌａｎｔ ＩＤ
生态型

Ｅｃｏｔｙｐｅ
１ ＰＩ３１５７２３ ＢＮ￣１３５８￣６２ 低地型 １５ ＰＩ４２２００１ ＳＴＵＡＲＴ 高地型 ２９ ＰＩ４７６２９７ Ｃａｄｄｏ 高地型

２ ＰＩ３１５７２４ ＢＮ￣１０８６０￣６１ 高地型 １６ ＰＩ４２２００３ ＰＭＴ￣７８５ 高地型 ３０ ＰＩ４７７００３ Ｎｃｂｒａｓｋａ ２８ 高地型

３ ＰＩ３１５７２７ ＢＮ￣１１３５７￣６３ 高地型 １７ ＰＩ４２２００６ ＡＬＡＭＯ 低地型 ３１ ＰＩ４７８００２ Ｔ６０１１ 高地型

４ ＰＩ４１４０６５ ＢＮ￣１４６６８￣６５ 低地型 １８ ＰＩ４２２０１６ ＫＹ１６２５ 高地型 ３２ ＰＩ５３７５８８ ＤＡＣＯＴＡＨ 高地型

５ ＰＩ４１４０６６ ＧＲＥＮＶＩＬＬＥ 高地型 １９ ＰＩ４３１５７５ ＫＹ１６２５ 高地型 ３３ ＰＩ５４９０９４ ＴＲＡＩＬＢＬＡＺＥＲ 高地型

６ ＰＩ４１４０６７ ＢＮ￣８６２４￣６７ 高地型 ２０ ＰＩ４４２５３５ １５６ 高地型 ３４ ＰＩ５９１８２４ ＳＨＡＷＮＥＥ 高地型

７ ＰＩ４１４０６８ ＢＮ￣１８７５８￣６７ 高地型 ２１ ＰＩ４６９２２８ Ｃａｖｅ￣ｉｎ￣Ｒｏｃｋ 高地型 ３５ ＰＩ５９８１３６ ＳＵＮＢＵＲＳＴ 高地型

８ ＰＩ４１４０６９ ＢＮ￣３０９￣６９ 高地型 ２２ ＰＩ４７６２９０ Ｔ２０８６ 高地型 ３６ ＰＩ６０７８３７ ＴＥＭ￣ＳＬＣ 低地型

９ ＰＩ４１４０７０ ＢＮ￣１２３２３￣６９ 高地型 ２３ ＰＩ４７６２９１ Ｔ２０９９ 高地型 ３７ ＰＩ６０７８３８ ＴＥＭ￣ＳＬＣ 低地型

１０ ＰＩ４２１１３８ Ｃａｒｔｈａｇｅ 高地型 ２４ ＰＩ４７６２９２ Ｔ２１００ 高地型 ３８ ＰＩ６４２１９０ ＦＡＬＣＯＮ 高地型

１１ ＰＩ４２１５２０ Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ 高地型 ２５ ＰＩ４７６２９３ Ｔ２１０１ 高地型 ３９ ＰＩ６４２１９１ ＳＵＭＭＥＲ 高地型

１２ ＰＩ４２１５２１ ＫＡＮＬＯＷ 低地型 ２６ ＰＩ４７６２９４ Ｔ４６１３ 高地型 ４０ ＰＩ６４２１９２ ＰＡＴＨＦＩＮＤＥＲ 高地型

１３ ＰＩ４２１９０１ ＭＩＡＭＩ 高地型 ２７ ＰＩ４７６２９５ Ｔ４６１４ 高地型 ４１ ＰＩ６４２１９５ ７０ＳＧ ００３ 高地型

１４ ＰＩ４２１９９９ ＡＭ￣３１４ / ＭＳ￣１５５ 高地型 ２８ ＰＩ４７６２９６ Ｔ１６９７１ 高地型 ４２ ＰＩ６４２１９６ ７０ＳＧ ００４ 高地型

０９
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表 １(续)

编号

Ｃｏｄｅ
ＰＩ 号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ＩＤ 号

Ｐｌａｎｔ ＩＤ
生态型

Ｅｃｏｔｙｐｅ
编号

Ｃｏｄｅ
ＰＩ 号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ＩＤ 号

Ｐｌａｎｔ ＩＤ
生态型

Ｅｃｏｔｙｐｅ
编号

Ｃｏｄｅ
ＰＩ 号

Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ
ＩＤ 号

Ｐｌａｎｔ ＩＤ
生态型

Ｅｃｏｔｙｐｅ
４３ ＰＩ６４２１９７ ７０ＳＧ ００５ 高地型 ６１ ＰＩ６４２２３３ ７０ＳＧ ０４５ 高地型 ７９ ＰＩ６４２２５９ ７０ＳＧ ０７３ 高地型

４４ ＰＩ６４２１９８ ７０ＳＧ ００６ 高地型 ６２ ＰＩ６４２２３４ ７０ＳＧ ０４６ 高地型 ８０ ＰＩ６４２２６０ ７０ＳＧ ０７４ 高地型

４５ ＰＩ６４２１９９ ７０ＳＧ ００７ 高地型 ６３ ＰＩ６４２２３５ ７０ＳＧ ０４７ 高地型 ８１ ＰＩ６４２２６１ ７０ＳＧ ０７５ 高地型

４６ ＰＩ６４２２００ ７０ＳＧ ００８ 高地型 ６４ ＰＩ６４２２３６ ７０ＳＧ ０４８ 高地型 ８２ ＰＩ６４２２６２ ７０ＳＧ ０７６ 高地型

４７ ＰＩ６４２２０１ ７０ＳＧ ０１０ 高地型 ６５ ＰＩ６４２２３７ ７０ＳＧ ０４９ 高地型 ８３ ＰＩ６４２２６４ ７０ＳＧ ０７８ 高地型

４８ ＰＩ６４２２０３ ７０ＳＧ ０１２ 高地型 ６６ ＰＩ６４２２４２ ７０ＳＧ ０５５ 高地型 ８４ ＰＩ６４２２６５ ７０ＳＧ ０７９ 高地型

４９ ＰＩ６４２２０４ ７０ＳＧ ０１３ 高地型 ６７ ＰＩ６４２２４３ ７０ＳＧ ０５６ 高地型 ８５ ＰＩ６４２２６７ ７０ＳＧ ０８１ 高地型

５０ ＰＩ６４２２０７ ７０ＳＧ ０１６ 高地型 ６８ ＰＩ６４２２４４ ７０ＳＧ ０５７ 高地型 ８６ ＰＩ６４２２６８ ７０ＳＧ ０８２ 高地型

５１ ＰＩ６４２２０８ ７０ＳＧ ０１７ 高地型 ６９ ＰＩ６４２２４５ ７０ＳＧ ０５８ 高地型 ８７ ＰＩ６４２２６９ ７１ＳＧ ００１ 高地型

５２ ＰＩ６４２２０９ ７０ＳＧ ０１８ 高地型 ７０ ＰＩ６４２２４７ ７０ＳＧ ０６０ 高地型 ８８ ＰＩ６４２２７０ ７１ＳＧ ００２ 高地型

５３ ＰＩ６４２２１０ ７０ＳＧ ０１９ 高地型 ７１ ＰＩ６４２２４８ ７０ＳＧ ０６１ 高地型 ８９ ＰＩ６４２２７１ ７１ＳＧ ００４ 高地型

５４ ＰＩ６４２２１２ ７０ＳＧ ０２１ 高地型 ７２ ＰＩ６４２２４９ ７０ＳＧ ０６２ 高地型 ９０ ＰＩ６４２２７２ ７１ＳＧ ００５ 高地型

５５ ＰＩ６４２２１３ ７０ＳＧ ０２２ 高地型 ７３ ＰＩ６４２２５０ ７０ＳＧ ０６３ 高地型 ９１ ＰＩ６４２２７５ ７１ＳＧ ００８ 高地型

５６ ＰＩ６４２２１４ ７０ＳＧ ０２３ 高地型 ７４ ＰＩ６４２２５１ ７０ＳＧ ０６４ 高地型 ９２ ＰＩ６４２２７６ ７１ＳＧ ００９ 高地型

５７ ＰＩ６４２２１７ ７０ＳＧ ０２６ 高地型 ７５ ＰＩ６４２２５２ ７０ＳＧ ０６５ 高地型 ９３ ＰＩ６４２２７７ ７１ＳＧ ０１０ 高地型

５８ ＰＩ６４２２１８ ７０ＳＧ ０２８ 高地型 ７６ ＰＩ６４２２５４ ７０ＳＧ ０６７ 高地型 ９４ ＰＩ６４２２７８ ７１ＳＧ ０１１ 高地型

５９ ＰＩ６４２２２９ ７０ＳＧ ０４１ 高地型 ７７ ＰＩ６４２２５６ ７０ＳＧ ０６９ 高地型 ９５ ＰＩ６４２２７９ ７１ＳＧ ０１２ 高地型

６０ ＰＩ６４２２３２ ７０ＳＧ ０４４ 高地型 ７８ ＰＩ６４２２５７ ７０ＳＧ ０７１ 高地型 ９６ ＰＩ６４２２８０ ７１ＳＧ ０１３ 高地型

１ ２　 方法

１ ２ １　 总 ＤＮＡ 的提取和浓度测定 　 选取刚长出

的幼叶采用王英等[１９] 改良的 ＣＴＡＢ 法提取基因组

ＤＮＡꎬ并用 ２ ０％ 琼脂糖凝胶电泳和超微量分光光

度仪检测其浓度和纯度ꎬ经提纯合格后稀释至

２０ ｎｇ / μＬꎬ － ２０ ℃冷藏备用ꎮ
１ ２ ２　 ＳＣｏＴ 反应体系的建立及优化 　 参照何庆

元等[２０]和韩国辉等[２１]发表的 ＳＣｏＴ 反应体系ꎬ利用

单因素梯度组合试验的方法ꎬ优化后 ＰＣＲ 扩增体系

为 １５ μＬꎬ包括 ＤＮＡ 模板 １ μＬ(２０ ｎｇ / μＬ)ꎬＰｒｉｍｅｒ
１ ６ μＬ(１０ ｐｍｏｌ / μＬ)ꎬＭｉｘ 混合液 ７ ５ μＬ(含有 １０ ×

ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ、Ｍｇ２ ＋ 、ｄＮＴＰｓ)(天根科技生化公司)ꎬＴａｑ
酶 ０ ４ μＬ(２ ５ Ｕ / μＬ) (天根科技生化公司)ꎬ补加

ｄｄＨ２Ｏ ４ ５ μＬꎮ
１ ２ ３　 ＳＣｏＴ引物筛选　 引物序列参照 Ｃ. Ｌｕｏ 等[２２￣２３]

的设计ꎬ所有引物由上海生工生物工程有限公司合

成ꎮ 实验选取 ４ 个 ＤＮＡ 质量较高且田间试验性状

差异较大的材料 ＰＩ６０７８３７(低地型)、ＰＩ４２１５２１(低
地型)、ＰＩ６４２２０９ (高地型) ꎬ ＰＩ６４２１９２ (高地型)
对整套引物进行筛选ꎬ最终选出 ２０ 条条带清晰、
稳定性高、多态性好的引物用于 ９６ 份柳枝稷材

料的 ＰＣＲ 扩增(表 ２) ꎮ

表 ２　 引物信息表

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＣｏＴ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物号

Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｄｅ
引物序列(５′ － ３′)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′ － ３′)
引物号

Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｄｅ
引物序列(５′ － ３′)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′ － ３′)
ＳＣｏＴ２ ＣＡＡＣＡ ＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＣ ＳＣｏＴ１５ ＡＣＧＡＣ ＡＴＧＧＣＧＡＣＣＧＣＧＡ

ＳＣｏＴ３ ＣＡＡＣＡ ＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧ ＳＣｏＴ１６ ＡＣＣ ＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＡＣ

ＳＣｏＴ４ ＣＡＡＣＡ ＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＴ ＳＣｏＴ１８ ＡＣＣ ＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＣＣ

ＳＣｏＴ５ ＣＡＡＣＡ ＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＧＡ ＳＣｏＴ２１ ＡＣＧＡＣ ＡＴＧＧＣＧＡＣＣＣＡＣＡ

ＳＣｏＴ６ ＣＡＡＣＡ ＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＧＣ ＳＣｏＴ２８ ＣＣ ＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＣＣＡ

ＳＣｏＴ７ ＣＡＡＣＡ ＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＧＧ ＳＣｏＴ３１ ＣＣ ＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＣＣＴ

ＳＣｏＴ９ ＣＡＡＣＡ ＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＧＣＡ ＳＣｏＴ３４ ＡＣＣ ＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＣＡ

ＳＣｏＴ１０ ＣＡＡＣＡ ＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＧＣＣ ＳＣｏＴ３５ Ｃ ＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＣＧＧＣＣＣ

ＳＣｏＴ１２ ＡＣＧＡＣ ＡＴＧＧＣＧＡＣＣＡＡＣＧ ＳＣｏＴ３７ ＣＡ ＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＴＡＧＣＣ

ＳＣｏＴ１３ ＡＣＧＡＣ ＡＴＧＧＣＧＡＣＣＡＴＣＧ ＳＣｏＴ４８ ＡＣＡ ＡＴＧＧＣＴＡＣＣＡＣＴＧＧＣ

１９
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１ ２ ４　 ＰＣＲ 扩增及电泳检测　 ＰＣＲ 扩增体系优化

为 １５ μＬ:ＤＮＡ 模板 １ μＬ(２０ ｎｇ / μＬ)ꎬＰｒｉｍｅｒ １ ６
μＬ(１０ ｐｍｏｌ / μＬ)ꎬＭｉｘ 混合液 ７ ５ μＬ(含有 １０ ×
ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ、Ｍｇ２ ＋ 、ｄＮＴＰｓ)(天根科技生化公司)ꎬＴａｑ
酶 ０ ４ μＬ(２ ５ Ｕ / μＬ) (天根科技生化公司)ꎬ补加

ｄｄＨ２Ｏ ４ ５ μＬꎮ 在 Ｂｉｏｒａｄｉｃｙｃｌｅ ＰＣＲ 仪上进行 ＰＣＲ
扩增ꎬ扩增程序:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ４５ ｓꎬ
５５ ℃退火 ４５ ｓꎬ７２ ℃ 延伸 ９０ ｓꎬ３０ 个循环ꎻ最后

７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎꎬＰＣＲ 扩增产物于 ４ ℃保存ꎮ 采用

２％琼脂糖凝胶电泳和紫外凝胶成像仪进行观察照

相并记录结果ꎮ
１ ３　 数据统计与分析

将 ＳＣｏＴ 扩增产物每个条带视为 １ 个位点ꎬ对获

得的 ＤＮＡ 条带进行统计ꎬ统计位点总数和多态性位

点数ꎮ 在相同迁移率的位置有带记为 １ꎬ无带记为

０ꎬ构成二元数据矩阵ꎮ 根据二元数据矩阵ꎬ统计

ＳＣｏＴ 扩增产物的条带总数和多态性条带数ꎬ计算多

态性条带所占的比率(ＰＰＢ)和引物多态性信息含

量(ＰＩＣ)ꎬＰＩＣ ｉ ＝ ２ｆｉ(１ － ｆｉ)ꎬ公式中 ＰＩＣ ｉ表示引物 ｉ
的多态性信息含量ꎬｆｉ表示有带所占的频率ꎬ(１ － ｆｉ)
表示无带所占的频率[２４]ꎮ 采用 ＮＴＳＹＳ￣ｐｃ Ｖ ２ １０
软件进行聚类分析ꎬＳｉｍＱｕａｌ 程序求 Ｎｅｉ 相似系数ꎬ
ＳＨＡＮ 程 序 中 的 ＵＰＧＭＡ ( ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ ｇｒｏｕｐ
ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ａｒｉｔｈｍａｔｉｃ ｍｅａｎ)进行聚类分析ꎬ并通过

Ｔｒｅｅｐｌｏｔ 模块生成聚类图ꎮ 在 Ｈａｒｄｙ Ｗｅｉｎｂｅｒｇ 平衡

的基础上ꎬ应用软件 ＰＯＰＧＥＮＥ １ ３２[２５] 计算各生态

型 Ｎｅｉ 基因多样性指数(Ｈ、Ｉ)ꎮ 用 ＡＭＯＶＡ １ ５５ 分

析计算生态型群内和生态型群间的变异分布ꎮ 根据

Ｓ. Ａｒｃｈａｋ 等[２６]的方法ꎬ计算两种标记的分子标记指

数(ＭＩꎬｍａｒｋｅｒ ｉｎｄｅｘ)ꎬ比较不同标记的标记效率ꎮ
ＭＩ 值是位点平均信息量 Ｉｂａｖ(ａｖｅｒａｇｅ ｂａｎｄ ｉｎｆｏｒｍａ￣
ｔｉｏｎ)和有效多元比率(ＥＭＲꎬｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ ｒａｔｉｏ)
的乘积ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 ＳＣｏＴ 扩增产物的多态性分析

利用 ２０ 条多态性较高的 ＳＣｏＴ 引物ꎬ对 ９６ 份柳

枝稷种质 ＤＮＡ 进行扩增ꎬ扩增的 ＤＮＡ 片段主要集

中在 １００ ~ １０００ ｂｐ(图 １)ꎬ共得到 ４４５ 条清晰可辨

的扩增条带ꎬ平均每条引物扩增的条带为 ２２ ２５ 条ꎬ
其中引物 ＳＣｏＴ３ 扩增的条带最多为 ３４ 条ꎬ引物

ＳＣｏＴ２ 扩增的条带最少为 １７ 条ꎮ 其中多态性条带

４０２ 条ꎬ平均每对引物扩增的多态性条带为 ２０ １０
条ꎬ多态性条带位点百分率为 ９０ ３１％ ꎮ 同时ꎬ不同

引物 ＰＣＲ 扩增产物的多态性比率变化范围为

８２ ３５％ ~９６ ００％ (表 ３)ꎮ 表明 ＳＣｏＴ 分子标记能

检测柳枝稷较多的遗传位点ꎬ获得较好的 ＰＣＲ
结果ꎮ

图 １　 引物 ＳＣｏＴ２ 在部分品种中的扩增图谱

Ｆｉｇ. １ ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｏｍｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ ＳＣｏＴ２

２９
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表 ３　 ＳＣｏＴ 标记引物扩增结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＳＣｏＴ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物组合
Ｐｒｉｍｅｒ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ

扩增总
条带数
Ｔｏｔａｌ
ｂａｎｄｓ

多态性
条带数

Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ
ｂａｎｄｓ

多态性
比率 (％ )
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｂａｎｄｓ

多态性
信息含量

ＰＩＣ

ＳＣｏＴ２ １７ １４ ８２ ３５ ０ ３４７
ＳＣｏＴ３ ３４ ３１ ９１ １８ ０ ４１０
ＳＣｏＴ４ ２１ １９ ９０ ４８ ０ ２９８
ＳＣｏＴ５ ２１ １９ ９０ ４８ ０ ２８２
ＳＣｏＴ６ ２２ ２０ ９１ ９１ ０ ３８４
ＳＣｏＴ７ ２２ ２０ ９１ ９１ ０ ３６３
ＳＣｏＴ９ ２０ １９ ９５ ００ ０ ４１０
ＳＣｏＴ１０ ２１ ２０ ９５ ００ ０ ３９３
ＳＣｏＴ１２ ２５ ２４ ９６ ００ ０ ３５０
ＳＣｏＴ１３ ２５ ２２ ８８ ００ ０ ３０６
ＳＣｏＴ１５ １８ １６ ８８ ８９ ０ ２６４
ＳＣｏＴ１６ ２６ ２４ ９２ ３１ ０ ２２６
ＳＣｏＴ１８ ２０ １８ ９０ ００ ０ １６６
ＳＣｏＴ２１ ２１ １９ ９０ ４８ ０ ２７７
ＳＣｏＴ２８ ２５ ２２ ８８ ００ ０ ３５１
ＳＣｏＴ３１ ２２ １９ ８６ ３６ ０ ２０６
ＳＣｏＴ３４ ２１ １９ ９０ ４８ ０ ３７５
ＳＣｏＴ３５ ２１ １９ ９０ ４８ ０ ３４７
ＳＣｏＴ３７ ２３ ２０ ８６ ９６ ０ ３６６
ＳＣｏＴ４８ ２０ １８ ９０ ００ ０ ３５１
平均 Ａｖｅｒａｇｅ ２２ ２５ ２０ １０ ９０ ３１ ０ ３３２
合计 Ｔｏｔａｌ ４４５ ４０２

２ ２　 ＳＣｏＴ 遗传相似性分析

对扩增结果用 Ｎｅｉ￣Ｌｉ 相似系数(ＧＳ)的计算方

法ꎬ得到相似性矩阵ꎮ 用 ＳＣｏＴ 技术分析柳枝稷材料

的 ＧＳ 值为０ ４９８ ~０ ９１２ꎬ平均值为０ ６８８ꎮ 由相似系

数矩阵可以看出ꎬ在供试的 ９６ 份柳枝稷种质资源中ꎬ
ＰＩ６４２２７６ 和 ＰＩ６４２２７５ 之间的遗传相似系数最大ꎬ为
０ ９１２ꎬ表明二者之间的亲缘关系最近ꎻＰＩ６４２２７９ 和

ＰＩ４２２００６ 之间的遗传相似系数最小ꎬ为 ０ ４９８ꎬ表明二

者之间的亲缘关系最远ꎮ 试验结果表明柳枝稷种质资

源之间存在的差异明显ꎬ具有较为丰富的遗传多样性ꎮ

２ ３　 ＳＣｏＴ 聚类分析

基于(Ｎｅｉ￣Ｌｉ)遗传相似系数ꎬ利用 ＵＰＧＭＡ 法对

９６ 份柳枝稷种质资源进行聚类分析(图 ２)ꎮ 在 ＧＳ ＝
０ ６０ 处可将柳枝稷材料聚为两大生态类型:低地型

为第Ⅰ类ꎬ材料为 ＰＩ３１５７２３、 ＰＩ４１４０６５、 ＰＩ４２１５２１、
ＰＩ４２１９９９、ＰＩ４２２００６、ＰＩ６０７８３７、ＰＩ６０７８３８ꎻ高地型为

第Ⅱ类ꎮ 在 ＧＳ ＝ ０ ７０ꎬ高地型被聚为 ６ 个亚类ꎮ
２ ４　 遗传结构分析

经 ＰＯＰＧＥＮＥ １ ３２ 软件分析得出(表 ４)ꎬ高地

型材料遗传多样性水平较高ꎬ多态性条带数(ＮＰＢ)
为 ３８１ꎬ多态性位点百分率(ＰＰＢ)７８ ０７％ ꎬＮｅｉ′ｓ 遗

传多样性指数(Ｈ)为０ ２７１ꎬＳｈａｎｎｏｎ 信息多样性指数

(Ｉ)为 ０ ４０６ꎻ低地型材料的遗传多样性水平较低ꎬ多
态性条带数(ＮＰＢ)为 ２９９ꎬ多态性位点百分率(ＰＰＢ)
６１ ２７％ꎬＮｅｉ′ｓ 遗传多样性指数(Ｈ)为 ０ ２２２ꎬＳｈａｎｎｏｎ
信息多样性指数(Ｉ)为 ０ ３３０ꎮ 经 ＡＭＯＶＡ １ ５５ 分析

结果表明(表 ５)ꎬ７２ ８５％ 的遗传变异存在于生态型

类群内ꎬ２７ １５％的遗传变异存在于生态型类群间ꎬ生
态型群间和生态型群内的差异有统计学意义ꎮ

３　 讨论

３ １　 ＳＣｏＴ 的遗传多样性分析

遗传资源间的遗传关系研究和遗传多样性分析

对于作物育种具有十分重要的意义[２７]ꎮ 本研究中

９６ 份柳枝稷种质资源的遗传相似系数变化范围在

０ ４９８ ~ ０ ９１２ 之间ꎬ遗传相似性高ꎬ多态性信息含

量(ＰＩＣ)为 ０ １６６ ~ ０ ４１０ꎬ平均值为 ０ ３３２ꎬ表明遗

传多样性丰富ꎮ 从 ＳＣｏＴ 聚类结果看(图 ２)ꎬ在遗传

距离 ＧＳ ＝０ ６０ 阈值时可以分为两大类ꎬ即低地型和

高地型ꎻ在 ＧＳ ＝０ ７０ 阈值时将高地型分为 ６ 个亚类ꎻ
表明具有相同生态型的种质资源趋向于聚在一起ꎮ

表 ４　 柳枝稷不同生态型类群遗传多样性指数

Ｔａｂｌｅ ４ Ｇｅｎｅｔｉｃ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｓｗｉｔｃｈｇｒａｓｓ

生态型
Ｅｃｏｔｙｐｅ

样本数
Ｎｏ. ｏｆ Ｓａｍｐｌｅ

ＮＰＢ
Ｎｏ. ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ

ｂａｎｄｓ

ＰＰＢ(％ )
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ

ｂａｎｄｓ

Ｈ
Ｎｅｉ′ｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

Ｉ
Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

ｉｎｄｅｘ
低地型 Ｌｏｗｌａｎｄ ７ ２９９ ６１ ２７ ０ ２２２ ０ ３３０
高地型 Ｕｐｌａｎｄ ８９ ３８１ ７８ ０７ ０ ２７１ ０ ４０６

表 ５　 柳枝稷种质生态型类群分子变异方差分析

Ｔａｂｌｅ ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｖａｒｉａｎｃｅ (ＡＭＯＶＡ) ｏｆ ｔｗｏ ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ ｓｗｉｔｃｈｇｒａｓｓ ｇｅｒｍｐｌａｓｍｓ

变异来源
Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ

自由度
ｄｆ

偏差平方和
Ｓｕｍ ｏｆ ｓｑｕａｒｅｓ

变异组分
Ｖａｒｉａｎｃｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

变异百分率(％ )
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｖａｒｉａｎｃｅ

Ｐ 值
Ｐｖａｌｕｅ

类群间 Ａｍｏｎｇ ｇｒｏｕｐｓ １ ４２２ ９１０ ２７ ０００ ２７ １５ Ｐ < ０ ００１
类群内 Ｗｉｔｈｉｎ ｇｒｏｕｐｓ ９４ ６８１１ ８７１ ７２ ４６７ ７２ ８５ Ｐ < ０ ００１
总计 Ｔｏｔａｌ ９５ ７２３４ ７８１ ９９ ４６７

３９
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图 ２　 ＳＣｏＴ 标记对 ９６ 份柳枝稷种质亲缘关系的聚类分析图

Ｆｉｇ ２　 ＵＰＧＭＡ ｃｌｕｓｔｅｒ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ９６ ｓｗｉｔｃｈｇｒａｓｓ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＳＣｏＴ ｍａｒｋｅｒｓ

３ ２　 生态型类群的遗传结构分析

目前ꎬ关于柳枝稷遗传资源的多样性研究国外

已有报道ꎮ 虽然由于所选材料以及分子标记技术的

不同ꎬ使得出的试验结果存在一定的差异ꎬ但大致趋

势相同ꎮ Ｊ. Ｔｏｄｄ 等[２８] 利用 ＡＦＬＰ 标记对 ７ 份高地

型材料和 ４９ 份低地型材料的遗传多样性进行分析ꎬ
生态型内的遗传变异为 ７９ ００％ ꎬ生态型间的遗传

变异 为 ２１ ００％ ꎻ Ｂ. Ｎａｒａｓｉｍｈａｍｏｏｒｔｈｙ 等[２９] 利 用

ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记ꎬ对 ３１ 个种质资源的 １８６ 个柳枝稷单

株的遗传多样性进行分析ꎬ分子方差分析表明生态

型内有较高的遗传变异达 ８０ ００％ ꎬ生态型间的遗

传变异仅为 ２０ ００％ ꎻＭ. Ｃ. Ｌａｕｒａ 等[３０]对 ２０ 份柳枝

稷种质材料进行遗传多样性分析ꎬ分子方差分析得

出结果:６４ ００％ 的遗传变异存在于类群内ꎬ３６ ００％
的遗传变异存在于类群间ꎮ 本试验以 ９６ 份柳枝稷为

材料ꎬ采用 ＳＣｏＴ 标记进行遗传多样性分析ꎬ经分子方

差分析ꎬ柳枝稷生态型内的遗传变异占总变异的

７２ ８５％ꎬ生态型间遗传变异占总变异的 ２７ １５％ꎮ 不

同的分子标记都说明了柳枝稷两种生态型间(低地型

和高地型)存在明显的遗传分化ꎬ两种生态型在表型

和基因型都存在明显差异ꎬ高地型耐寒ꎬ低地型高

产ꎬ通过杂交育种聚合两种生态型的优良基因将是

柳枝稷育种的一个重要方向ꎮ
３ ３　 ＳＣｏＴ 引物在柳枝稷遗传多样性研究中的有

效性

随着分子标记技术的发展ꎬ植物种质资源遗传

多样性的评价已不再局限于形态学、细胞学以及生

化标记ꎬＲＡＰＤ、ＳＳＲ、ＩＳＳＲ、ＡＦＬＰ、ＳＲＡＰ 及新近开发

的 ＳＣｏＴ 分子标记技术已广泛应用于本领域[２４]ꎬ
ＲＡＰＤ、ＳＳＲ、ＩＳＳＲ、ＡＦＬＰ ４ 种标记都是传统意义上的

随机分子标记ꎬ而 ＳＲＡＰ、ＳＣｏＴ 标记为目的基因分子

标记ꎬ得到的位点可能是目的基因的一部分或与目

的基因紧密联锁ꎬ更利于分子标记辅助育种ꎮ 由于

每种分子标记针对基因组不同区域进行扩增ꎬ其多

态性检测效率也各不相同ꎮ 从 ＳＣｏＴ 标记对甘蔗、
罗汉松、龙眼等物种的遗传多样性分析结果看ꎬ

４９
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ＳＣｏＴ 单引物扩增可获得丰富的多态性条带ꎮ 就柳

枝稷而言ꎬ国内种质资源的分子评价研究较少ꎬ在国

外ꎬＡＦＬＰ、ＲＡＰＤ、ＥＳＴ￣ＳＳＲ、ＳＲＡＰ 与 ＳＳＲ 分子标记

已用于柳枝稷的研究[２６￣２９]ꎬ但目前为止ꎬ尚未见采

用 ＳＣｏＴ 新型标记探讨柳枝稷遗传多样性的研究报

道ꎮ 基于 ＳＲＡＰ 标记[３１]揭示的 ２２ 份柳枝稷种质资

源遗传多态性条带比率为 ９６ ７４％ ꎬ位点平均信息

含量( Ｉｂａｖ) 为 ０ ２３ꎬ标记指数为 (ＭＩ) ４ ２０ꎻ基于

ＳＳＲ 标记揭示的 ２２ 份柳枝稷种质资源遗传多态性

条带比率为 ９４ ７３％ ꎬ平均信息含量( Ｉｂａｖ)为 ０ ２１ꎬ
标记指数为(ＭＩ)２ ４５ꎻ基于 ＡＦＬＰ 标记[２８] 揭示的

５６ 份柳枝稷种质资源遗传多态性条带比率为

６８ ７０％ ꎬ基于 ＲＡＰＤ 标记[３０]对 １４ 个柳枝稷种群种

质资源进行遗传多样性分析ꎬ共得到 ９１ 个多态性位

点ꎻ基于 ＳＲＡＰ 标记[３２] 对来自美国的 ９４ 份柳枝稷

种质资源进行遗传多样性分析ꎬ多态性条带比率为

７９ ９０％ ꎮ 本试验应用 ２０ 条 ＳＣｏＴ 引物在 ９６ 份栽培

柳枝稷资源中检测到较丰富的遗传多态性ꎬ平均多态

率达到 ９０ ３１％ꎬ位点平均信息含量(Ｉｂａｖ)为 ０ ５１ꎬ标
记指数(ＭＩ)为 １０ ２０ꎬ高于基于 ＳＲＡＰ 标记和 ＳＳＲ 标

记揭示的柳枝稷种质资源的标记指数ꎬ说明 ＳＣｏＴ 标

记的多态检测效率较高ꎬ能揭示较多柳枝稷种质间的

遗传差异ꎬ因此ꎬＳＣｏＴ 标记适用于柳枝稷种质资源遗

传多样性的分子评价及下一步的分子辅助育种ꎮ
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