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内蒙古糜黍资源DNA分子身份证的构建
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摘要：糜黍（Panicum miliaceum L.）是一种品种资源多样的古老作物，采用荧光SSR标记，对糜黍资源进行数字化的管理与分类，可将众多资源合理高效应用。本研究以258份内蒙古糜黍资源为材料，基于本课题组前期开发的85个常规SSR标记，经多次扩增筛选、优化、加工（引物5′端添加荧光基团）获得荧光SSR核心标记。利用MapChart 2.32绘制标记的染色体定位图，利用ID Analysis 4.0检测标记对材料的区分度，用PowerMarker 3.25和PopGen 1.32进行遗传多样性分析，用 MEGA 11.0.10和NTSYSpc2.11a分别绘制聚类图和主成分分析图，最终应用草料二维码生成器构建材料的DNA分子身份证。遗传多样性分析发现，利用7个标记扩增258份材料，共有123个等位基因（Na），平均每个标记有17.5714个，处于8.0000~25.0000之间；有效等位基因数（Ne）变化范围在3.5868~16.2042之间，均值是7.4622；Shannon多样性指数（I）处于1.8361~2.8852之间，平均值为2.2270；观测杂合度（Ho）、期望观测杂合度（He）分别处于0.5303~0.9606、0.7229~0.9408之间，均值分别为0.8021和0.8372；Nei’s基因多样性指数（Nei）变化范围在0.7212~0.9383之间，均值是0.8353；多态性信息含量（PIC）为0.8266~0.9391，均值是0.8994。将毛细管电泳结果以特定方式进行编码处理，最终仅用7个荧光标记（RYW6、RYW8、RYW37、RYW40、RYW67、RYW124和RYW125）组合在一起生成全部材料的字符串和二维码DNA分子身份证，为内蒙古糜黍种质资源的分类管理及快速鉴定提供了分子检测工具和理论依据。
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Construction of DNA Molecular Identity Card of Broomcorn Millet Resources in Inner Mongolia
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Abstract: Broomcorn millet (Panicum miliaceum L.) is an ancient crop with various varieties and resources. Using fluorescent SSR markers, the resources of Panicum miliaceum L. can be managed and classified digitally, and many resources can be applied rationally and efficiently. In this study, 258 samples of millet resources from Inner Mongolia were used as experimental materials. Based on 85 pairs of conventional SSR markers developed by our research group, fluorescent SSR core markers were obtained through multiple amplification, screening, optimization and processing (fluorophores were added at the 5 'end of the primer). MapChart 2.32 was used to draw the chromosome location map of core markers, ID Analysis 4.0 was used to detect the differentiation of markers to materials, and PowerMarker 3.25 and PopGen 1.32 were used to analyze genetic diversity. MEGA 11.0.10 was used to draw the cluster diagram, NTSYSpc2.11a was used to draw the principal component analysis diagram, and finally the grass QR code generator was used to build DNA molecular identity cards of all materials. Genetic diversity analysis showed that there were 123 alleles (Na) in 258 materials amplified by 7 pairs of markers, with an average of 17.5714 NA per pair, ranging from 8.0000 to 25.0000. The number of effective alleles (Ne) ranged from 3.5868 to 16.2042, with an average of 7.4622. Shannon diversity index (I) was between 1.8361 and 2.8852, with an average value of 2.2270. Observed heterozygosity (Ho) and expected heterozygosity (He) ranged from 0.5303 to 0.9606 and 0.7229 to 0.9408, respectively, and the mean values were 0.8021 and 0.8372. Nei's gene diversity index (Nei) ranged from 0.7212 to 0.9383, with an average of 0.8353. Polymorphism information content (PIC) ranged from 0.8266 to 0.9391, with an average of 0.8994. The results of capillary electrophoresis were encoded in a specific way, and only 7 pairs of fluorescent labels (RYW6, RYW8, RYW37, RYW40, RYW67, RYW124 and RYW125) were used to generate 258 strings and two-dimensional code DNA molecular identity cards of Inner Mongolia millet resources. The results provided a reference for the classification management and rapid identification of the germplasm resources of Inner Mongolia broomcorn millet.
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糜黍（Panicum miliaceum L.）是起源于中国的古老粟类，又称黍稷、黍、稷和糜子，脱壳后称黄米[1]，属于禾本科黍属一年生草本，其生育期短（约为60~90天），能适应多种逆境（生物和非生物）胁迫，水热资源利用高效，常作为自然灾害的补救作物以及盐碱地、开荒沙漠的先锋作物[2-5]。目前，全球糜黍种植面积有550~600万公顷，主要分布于亚欧地区，拥有种质资源2万余份，中国有1万余份[6]。内蒙古自治区自新石器时代以来就有种植糜黍的历史，迄今已从10个市的多处考古遗址中发掘出炭化籽粒遗存,包括但不限于以下报道,兴安盟两家子堡址25粒[7],锡林郭勒盟西关厢遗址164粒[8]；通辽市三家子[9]、小奈林稿[10]和哈民忙哈遗址[11]分别有1、10和615粒；赤峰市的下田家营子遗址[12]、巴彦塔拉遗址[13]、小塘山遗址[14]、热水汤遗址[15]和二道井子遗址[16]分别有20、205、95、35和41121粒。内蒙古自治区属于北方春播区，糜黍播种面积（1078万亩）曾列全国首位[17]。糜黍是该区主要的杂粮作物，是蒙古族喜食的炒米原料，小日期（种植面积小，生活周期短）糜黍也是重要的救灾作物。面对丰富的糜黍资源，需要从其遗传背景入手，才能实现资源的合理高效应用。因此，构建准确高效的分类鉴定体系是亟待解决的挑战[18-24]。

SSR分子标记广泛存在于多数作物的基因序列中，就糜黍资源而言，SSR已成为分析遗传多样性的常用工具[25]。Cho等[26]通过构建糜黍基因组DNA的基因文库，首次开发出25个SSR标记，分析了50份材料的遗传差异。Hunt等[27]基于Cho等[26]开发的特异性SSR分子标记，利用16个糜黍特异SSR对来自中国、俄罗斯、土耳其和巴基斯坦等欧亚大陆的98份资源进行遗传多样性分析，将其划归6个类群。Hu等[28]最早利用种间SSR标记分析了我国糜黍的遗传差异特性。刘笑瑜[29]利用利用筛选出的85个高基元SSR，对来自我国6大糜黍生态区15个省区的96份资源进行遗传差异分析，发现糜黍品种间差异由糜黍自身遗传特性和环境差异引起。DNA条形码由加拿大学者于2003年首次提出，利用生物体DNA中一段保守序列对物种进行准确高效鉴定。DNA分子身份证通过提取DNA遗传信息、加入相关的品种特性信息，建立分辨不同生物的有效凭证，可对资源进行数字信息化管理[6,30]。赵海娟等[31]以杏（Prunus armeniaca L.）为材料，利用12个李属（Prunus L.）多态性SSR，构建了50份中国杏资源的分子身份证，各材料的遗传分子身份证具有唯一性、易读性，可以精确区分种质资源。安苗等[32]以52个马铃薯（Solanum tuberosum L.）品种（系）为材料，依据最少引物区分最多种质的原则，利用C59、S25、C33和S151共4对引物组合区分全部供试品种，构建了基于SSR的数字化指纹图谱及分子身份证。王宇卓等[33]发现20个核心SSR可区分272份糜黍材料，构建糜黍分子身份证。陈小红等[34]利用30个核心SSR检测130份糜黍，发现17个SSR可区分全部材料，构建了材料的分子身份证。丁艺冰等[35]利用8个SSR区分了190份东北春播区糜黍核心种质，生成了东北糜黍核心种质的分子身份证。传统的聚丙烯酰胺凝胶电泳前期需要制作凝胶，后期需要染胶，操作繁琐，难以准确读取电泳片段大小，特别是对于多位点、差异小的片段，准确性会大幅降低。荧光标记毛细管电泳省去制胶、染胶的操作，省时省力；实现了数据自动化处理，降低人为误差，能准确给出扩增片段大小，不同批次反应数据也可以统一处理；可以进行样品和位点高通量鉴定[36,37]。郑德波等[38]采用荧光SSR毛细管电泳，对广西及其周边不同生态环境的25份天门冬（Asparagus cochinchinensis (Lour.) Merr.）材料进行了遗传多样性分析，结果发现荧光SSR分子标记毛细管电泳技术适合分析天门冬的遗传多样性，广西天门冬遗传多样性丰富。唐玉娟等[39]利用SSR荧光标记检测145份杧果（Mangifera indica L.）地方品种、育成品种及其近缘野生种的遗传差异和分子身份证构建，结果发现荧光SSR标记检测比SSR聚丙烯酰胺凝胶电泳检测技术在杧果种质鉴定上更具优势。王瑞云等[40]利用15个糜黍特异性荧光SSR标记评估11个省区的132份糜黍资源，发现我国糜黍资源源自东北、西北、北方、黄土高原4个地区，同聚类分析结果相符，均和材料的地理来源相关。薛亚鹏等[30]利用15个荧光SSR扩增235份中国糜黍核心种质（来源于山西、黑龙江、广东、新疆、甘肃、河北、陕西和宁夏等），发现7个引物组合可将全部材料区分开。糜黍作为小杂粮，基础研究薄弱，目前糜黍分子身份证构建涉及到的省份有陕西、甘肃、宁夏[30,34]、山西[6,25,33]、东北[35]等地区，关于内蒙古地区研究缺乏。本研究基于7个荧光SSR标记，生成258份内蒙古糜黍资源的分子身份证，为糜黍资源的高效精确鉴定、合理分类应用及育种亲本的选配提供理论依据。

1 材料与方法
1.1 试验材料
所用材料为258份内蒙古（呼和浩特市、包头市、赤峰市、通辽市、鄂尔多斯市、呼伦贝尔市、巴彦淖尔市、乌兰察布市、东三盟、锡林郭勒盟）糜黍资源，来自中国农业科学院作物科学研究所（附表1）。

1.2 DNA 提取

采用CTAB改良法[41]提取糜黍三叶时期叶片DNA，DNA提取质量（纯度、浓度、完整度）的检测方法同何杰丽等[42]。
1.3 引物筛选

从258份糜黍材料中挑选24份地理来源存在差异的材料（表1），用本课题组前期开发的85个SSR标记[42-43]进行扩增，初步筛选出扩增条带整洁清晰、多态性高的标记，用上述标记扩增随机挑选的96份材料，再次筛选条带清晰、多态性好、胶面整洁、扩增稳定的标记，并在其5’端添加荧光基团（FAM/blue 或 HEX/green）生成荧光标记。PCR扩增流程见薛亚鹏等[44]，由生工生物工程（上海）股份有限公司合成荧光标记并完成毛细管电泳检测。

1.4 DNA分子身份证的生成

根据毛细管电泳结果，采用特定数字编码记录各标记对应每份材料的扩增情况，相同位置扩增出条带的标为“1”，否则标为“0”。利用ID Analysis 4.0检测标记对材料的区分情况，以此获得核心标记；基于NCBI官网（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）的BLAST序列比对信息，利用MapChart 2.32绘制核心标记的染色体定位图。利用PowerMarker 3.25和 PopGen 1.32进行遗传多样性分析，使用MEGA 11.0.10 绘制聚类图，使用NTSYSpc2.11a 绘制主成分分析图[45-47]；同样采用特定数字编码“01、02、03......10、11、12”等对电泳片段带型按分子量从小到大排序编号，将核心标记的编号进行组合生成材料的字符串分子身份证。整合字符串和试材的基本信息（序号、统一编号、字符串、品种名称、品种来源等），导入草料二维码生成器（https://cli.im/）完成二维码DNA分子身份证的构建。

表1 随机挑选的24份糜黍试材
Table 1  24 accessions of broomcorn millet selected randomly

	材料编号

Serial number
	统一编号

Unicode
	名称

Name
	来源

Source
	备注

Remark

	A1
	00000478
	黄旗糜子
	呼盟莫旗
	地方品种 Landrace

	A7
	00000488
	左中旗红粘糜
	哲盟左中旗
	

	A21
	00000520
	阿旗白黍子
	昭盟阿旗
	

	A39
	00000557
	兴和玉米黍
	乌盟兴和 
	

	A49
	00000595
	杭后大红黍
	巴盟杭后
	

	A56
	00000621
	包头大白黍
	包头市郊
	

	A67
	00000668
	伊旗黑黍子
	伊盟伊旗
	

	B8
	00002127
	多伦灰糜子
	锡盟多伦
	

	B18
	00002143
	农西1号一点红糜
	乌盟达茂旗
	

	B35
	00002186
	钱旗紫秸秆糜
	巴盟前旗
	

	B54
	00002353
	托县小红糜子
	呼市托县
	

	B59
	00002360
	土右大黄糜子
	包头市土右旗
	

	B73
	00002462
	乌审旗小黄糜
	伊盟乌审旗
	

	B80
	00004266
	大枝黄
	哲盟开鲁
	

	B86
	00004862
	70黍238小青糜子
	呼和浩特
	

	B93
	00004878
	双粒糜
	内蒙农业厅
	

	B100
	00004899
	二黄糜
	伊盟东胜
	

	C9
	00005926
	红疙塔黍
	翁旗
	

	C14
	00005937
	小红黍
	郊区
	

	C15
	00005939
	小红黍
	敖汉
	

	C18
	00006656
	8303-8-5-2
	伊盟
	

	C22
	00006688
	黄糜
	内蒙达旗
	

	C33
	00007235
	黄糜子
	科左后旗
	

	C38
	00007242
	红糜子
	东三盟
	


2 结果与分析
2.1 引物筛选

利用85对SSR扩增24份糜黍材料（表 1），筛选到30个条带清晰、多态性较好的标记，用其扩增随机挑选的96份材料，发现12个条带清晰、多态性好、胶面整洁、扩增稳定的标记（表 2），在其5′端添加荧光基团得到荧光SSR标记。
表 2 合成的12个荧光SSR标记
Table 2 12 pairs of fluorescent SSR markers were synthesized

	位点
Locus
	正向引物
Forward Primer (5′-3')
	反向引物
Reverse Primer (5′-3′)
	5′端修饰
5′modify
	平均退火温度Tm( ̊C)

	RYW3
	GGAGGCGTGACAATAAAAC
	GGCGTGAGGTGTTGTTTTT
	5′6-FAM
	48.90

	RYW6
	AGCCGATTTGCTGTGGAGT
	CTGCCTCCGATGAGTTGGT
	5′6-FAM
	52.15

	RYW8
	GGGTCAGAGAATACACAGCG
	GTAGGGAAGGAGAAGTGGGT
	5′6-FAM
	53.80

	RYW37
	CATTCCGTTCCTTGTCTTCC
	CAGTCTCACTCCTGCGATGT
	5′6-FAM
	52.80

	RYW40
	TGCTCTTCGGCTCTTCTCC
	ATCAGCTCATCGTGACCCC
	5′6-FAM
	53.20

	RYW43
	GGAGATGCTTGCTTGGTTG
	CAGGAATCGCAAGGAACAG
	5′HEX
	54.00

	RYW62
	GTTTAGAGAGCAGGAGGCG
	AGCCCTGTCCACCCTAATC
	5′6-FAM
	51.40

	RYW67
	GAAGGAAACGCACCAGAGT
	TTGGGTTTGTGCTTGGAGT
	5′HEX
	55.25

	RYW99
	CGGAGTTCTTGGTGGCTT
	GCGTTCGCCAAAGAGCAT
	5′6-FAM
	56.05

	RYW124
	CCACAAAGCGAAAGAACC
	GAGTCCAAGCCCTCATCC
	5′6-FAM
	53.65

	RYW125
	TTGACGACGACTGTGTGC
	TGTTGGTGGAGTTGAGGAC
	5′6-FAM
	55.10

	RYW146
	TGATGCTTCTTGGGTTCG
	CGCCGTCCACTTCTGTAT
	5′6-FAM
	53.60


2.2 利用核心引物分析258份试材的遗传多样性

将258份试材用12个荧光标记进行扩增，发现7个核心标记（RYW6、RYW8、RYW37、RYW40、RYW67、RYW124和RYW125）组合在一起即能区分全部试材；绘制7个核心标记的染色体定位图，其中RYW6、RYW37、RYW125同薛亚鹏等[30]（图 1）。RYW37定位在2号染色体0.84 Mb处；RYW8定位在3号染色体9.88 Mb处；RYW125、RYW40定位在4号染色体10.42 Mb和42.11 Mb处；RYW6定位在5号染色体53.19 Mb处；RYW124定位在12号染色体7.84 Mb处；RYW67定位在14号染色体6.14 Mb处。
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图1 7个对核心标记的染色体定位图
Fig. 1 Chromosomal localization map of 7 core markers

采用荧光毛细管电泳检测，用7个荧光SSR核心标记扩增258份试材，部分扩增结果见图 2（RYW124），本研究采用的荧光标记分别是FAM （蓝色）和HEX （绿色）。7个荧光标记的电泳带型数目及带型编码见表3。从表3可以看出，共扩增出393个多态性条带，平均每个标记扩增56.14个。
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图2 部分糜黍试材的毛细管电泳结果图（RYW124）
Fig. 2 Capillary electrophoresis results of some broomcorn millet accessions ( RYW124 )
表 3 7个核心标记毛细管电泳结果的数字化编码
Table 3 Digital coding of 7 core-labeled capillary electrophoresis results

	引物

Primer
	荧光基团

Fluorescent group
	电泳条带数目

Polymorphism bands
	电泳片段长度及编码

Length and code of electrophoresis fragments (bp)

	RYW6
	6-羧基荧光素

FAM (blue)
	106
	109(01),114(02),208(03),242(04),269(05,)109/129/195/242/282/307/386/426/471/486(06),109/129/195/242/282/307/426/471/486(07),109/134/187/242/269/282/307/471/486(08),109/167/208/282/449/459(09),109/195/242/282/307/426/471/486(10),109/195/242/282/307/426/486(11),109/195/242/282/307/471/486(12),109/195/242/282/426/486(13),109/195/242/307/426/471/486(14),109/195/242/307/426/486(15),109/195/242/426/471/486(16),109/208(17),109/208/269/282(18),109/208/269/307/459(19),109/208/269/459(20),109/208/459(21),109/242/307/426/471/486(22),114/134/154(23),114/134/154/173(24),114/134/154/173/187/208/242/486(25),114/134/154/173/187/242/307/486(26),114/134/154/173/195/208(27),114/134/154/173/195/253/386(28),114/134/154/173/208/242/486(29),114/134/154/187/242/253/386/486(30),114/134/154/253/386(31),114/134/187/242/269/282/307/327(32),114/134/269/282/327/386(33),114/195/242/282/307(34),114/208(35),114/242/307/471/486(36),129/195/242/253/282/386/426(37),129/195/242/282/307/426/471/486(38),129/208/242/269/282/307/471/486(39),134/154/242/307/486(40),134/167/208/242/282/386(41),134/173/253/386(42),134/173/253/386/486(43),161/195/242/253/282/386/426(44),167/173/208/242/269/386(45),167/187/253/282/386(46),167/195/242/253/386/421(47),167/208/242/269/386/459(48),167/208/242/282/386/449/459(49),167/208/248/269/282/307/346/471(50),167/208/248/282/307/346/421/471(51),167/208/269/282/307/459(52),167/208/269/282/459(53),167/208/269/386(54),167/208/282/307/459(55),167/248/282/307/346/421/471(56),173/195/242/253/282/386/426(57),173/253/269/386(58),187/195/242(59),187/195/242/282/373(60),187/195/242/373(61),187/195/253/282(62),187/208/253/282/386/416/486(63),187/242(64),187/242/253/282/386(65),187/242/282/346/373(66),187/242/346/373(67),187/242/373(68),187/242/373/426(69),187/253/282/386(70),187/253/282/386/426/486(71),187/253/386(72),195/208/242/282/386/486(73),195/208/242/373/386/426/486(74),195/242(75),195/242/253/282/373/386(76),195/242/253/282/373/386/426(77),195/242/253/282/386(78),195/242/253/282/386/426(79),195/242/253/282/386/426/486(80),195/242/253/386(81),195/242/253/386/426(82),195/242/253/386/486(83),195/242/282/373/386/426(84),195/242/282/373/386/426/486(85),195/242/282/386/426/486(86),195/242/373/386/426(87),195/242/373/386/426/486(88),195/242/373/426(89),195/242/386/426(90),195/253/282/386/426/486(91),195/253/386(92),195/253/386/426/449(93),208/242/282/386/426/486(94),208/253/282/386/459/486(95),208/269/282(96),208/269/307(97),208/269/307/459(98),208/269/307/459/471(99),208/307(100),208/459(101),242/282/373/386/426(102),242/282/386/426/486(103),242/373(104),253/282/386/426(105),253/282/386/426/486(106)

	RYW8
	6-羧基荧光素

FAM (blue)
	60
	239(01),107/112/192/215/239(02),107/112/192/239(03),107/112/192/239/247(04),107/112/192/239/305(05),107/112/192/239/305/381/465(06),107/112/192/239/305/381/465/485(07),107/112/192/239/305/465(08),107/112/192/239/305/465/485(09),107/112/192/239/357(10),107/112/215/221/239(11),107/112/215/221/239/357(12),107/112/215/239(13),107/112/221/239(14),107/112/239(15),107/112/239/305/381/465/485(16),107/112/239/381/465(17),107/112/239/465(18),107/192/239(19),107/192/239/305/465(20),107/192/239/465(21),107/215/233/239/357(22),107/215/239/357(23),107/239(24),107/239/247(25),112/143/192/215/247(26),112/143/192/239/247(27),112/143/192/247(28),112/163/192/215/233/247(29),112/163/215/233/247(30),112/163/215/233/247/357(31),112/163/215/233/357(32),112/192/215(33),112/192/215/233/247(34),112/192/215/239(35),112/192/215/239/247(36),112/192/215/239/252(37),112/192/215/247(38),112/192/215/285(39),112/192/239(40),112/192/239/247(41),112/192/239/305(42),112/192/239/305/357(43),112/192/239/357(44),112/192/247(45),112/215/233/239/357(46),112/215/233/247(47),112/215/239(48),112/215/239/247(49),112/215/239/285(50),112/215/239/357(51),112/239(52),112/239/247(53),112/239/357(54),112/247(55),155/239(56),192/239(57),192/239/247(58),215/239/247(59),239/247(60)

	RYW37
	6-羧基荧光素

FAM (blue)
	43
	205(01),210(02),258(03),268(04),287(05),200/205(06),200/205/210/268/287(07),200/205/268/287(08),200/205/287(09),200/210(10),200/210/258/268/287(11),200/210/258/268/287/346(12),200/210/258/287(13),200/210/268/287(14),200/210/268/287/346(15),200/210/287(16),200/268(17),200/268/287(18),200/268/287/346(19),200/287(20),205/210(21),205/210/258/268/287/346(22),205/210/268(23),205/210/268/287(24),205/210/268/287/346(25),205/210/287(26),205/258/268/287(27),205/258/268/287/346(28),205/268/287(29),205/268/287/346(30),205/287(31),210/226/268/287/346(32),210/258/268(33),210/258/268/287(34),210/258/268/287/346(35),210/258/268/346(36),210/268(37),210/268/287(38),210/268/287/346(39),258/268(40),258/268/287/346(41),268/287(42),268/287/346(43)

	RYW40
	6-羧基荧光素

FAM (blue)
	49
	112(01),125(02),153(03),210(04),380(05),112/135/162/239/321(06),112/162/228/321(07),112/162/239/321(08),112/168/239/321(09),112/187/228/321(10),112/187/239/321(11),112/202/239/321(12),112/202/321(13),112/228/239/321(14),112/239/321(15),119/125(16),119/153/210/380(17),119/153/380(18),125/153(19),125/153/210(20),125/153/210/380(21),125/153/326/380(22),125/153/380/394(23),125/162/210(24),125/162/210/380(25),125/210(26),125/210/326/380(27),125/210/380(28),153/168/182(29),153/210/326/380(30),153/210/380(31),153/326/380(32),162/187/239/321(33),162/210(34),162/228/239/321(35),168/202/228/239(36),187/202/228/321(37),187/228/239/321(38),187/228/251/321(39),187/239/321(40),202/228/239/251/321(41),202/228/239/321(42),202/228/251/321(43),202/228/321(44),210/380(45),228/239/251/321(46),228/239/264/321(47),228/239/321(48),228/251/321(49)

	RYW67
	六氯-6-甲基荧光素 HEX (green)
	50
	99(01),120(02),149(03),105/149/221(04),105/185(05),120/149(06),
120/149/161/214(07),120/149/161/214/263(08),120/149/169/214/263(09),120/149/214(10),120/149/214/244(11),120/149/214/244/263(12),120/149/214/263(13),120/149/214/263/281(14),120/149/214/281(15),120/149/263(16),120/149/281(17),
125/149/169/214/263(18),149/161(19),149/161/169(20),149/161/169/214(21),149/161/169/214/253(22),149/161/169/214/263(23),149/161/169/263(24),149/161/214(25),149/161/214/263(26),149/169/214(27),149/169/214/253(28),149/169/214/263(29),149/191/221(30),149/214(31),149/214/263(32),149/214/263/355(33),149/214/281(34),149/221(35),99/105/185/361(36),99/125/191/361(37),99/149/161/221(38),99/149/214(39),99/149/221(40),99/149/221/464/484(41),99/149/221/484(42),99/149/484(43),99/155/191/269(44),99/155/191/361(45),99/185/191(46),99/191(47),99/221(48),99/221/484(49),99/484(50)

	RYW124
	6-羧基荧光素

FAM (blue)
	25
	233(01),240(02),113/233/240/393/443(03),113/233/240/393/443/455(04),119/127/233/240/393/443(05),119/127/233/240/443(06),119/233/240(07),119/233/240/322/393(08),119/233/240/374/393/443(09),119/233/240/393(10),119/233/240/393/413/443(11),119/233/240/393/413/443/461(12),119/233/240/393/443(13),119/233/240/393/443/455(14),119/233/240/393/443/461(15),119/233/240/393/455(16),119/233/240/443(17),127/233/240(18),127/233/240/443(19),134/233/240/393/443(20),233/240(21),233/240/374/393/443(22),233/240/393(23),233/240/393/443(24),233/240/443(25)

	RYW125
	6-羧基荧光素

FAM (blue)
	60
	105(01),111(02),187(03),211(04),229(05),105/111(06),105/111/144/163/187/241(07),105/111/153/163/241(08),105/111/163(09),105/111/163/187/241(10),105/111/163/241(11),105/111/241(12),105/144/163/187/241(13),105/144/163/187/241/291(14),105/144/163/241(15),105/144/163/241/291(16)105/163/187/241(17),105/163/241(18),111/136/163/187(19),111/163/187/241(20),111/163/241/322(21),111/187/241(22),111/187/241/322(23),118/125/153/211/327/380(24),118/136/163/187(25),118/136/163/251(26),118/136/163/322(27),118/136/203(28),118/136/203/322(29),118/136/229/322(30),118/136/241/251(31),118/136/251/322(32),118/187/241/322(33),125/153/197/211/327/348/380(34),125/153/197/327/348/380(35),125/153/211/251/327/348/380(36),125/153/211/327/348/380(37),125/153/211/327/380(38),125/153/219/327/348/380(39),125/153/327/348/380(40),125/153/327/380(41),125/211/327/380(42),125/327/380(43),136/163/187/251(44),136/163/229/251/322(45),136/163/241(46),136/163/241/322(47),136/187/322(48),136/203/229/251(49),136/229/241(50),136/229/241/251(51),136/229/241/322(52),
136/229/251(53),136/229/251/322(54),163/187/241/322(55),163/229/241/251(56),163/241/251/322(57),211/327/380(58),211/380(59),229/241/251(60)


利用7个标记扩增258份材料，由表4结果可知，共有123个等位基因（Na），平均每个标记有17.5714个，处于8.0000~25.0000之间；有效等位基因数（Ne）变化范围在3.5868~16.2042之间，均值是7.4622；Shannon多样性指数（I）处于1.8361~2.8852之间，平均值为2.2270；观测杂合度（Ho）、期望观测杂合度（He）分别处于0.5303~0.9606、0.7229~0.9408之间，均值分别为0.8021、0.8372；Nei’s基因多样性指数（Nei）变化范围在0.7212~0.9383之间，均值是0.8353；多态性信息含量（PIC）处于0.8266~0.9391之间，均值是0.8994。

表 4 7个荧光SSR标记的遗传多样性分析结果
Table 4 Genetic diversity analysis of 7 pairs of fluorescent SSR markers

	引物

Primer
	等位基因数 
（Na）
	有效等位基因
（Ne）
	Shannon 多样性指数

Shannon’s diversity

index
（I）
	观测杂合度

Observed

heterozygosity
（Ho）
	期望杂合度

Expected

heterozygosity
（He）
	Nei’s 基因多样性指数

Nei's expected

heterozygosity
（Nei）
	多态性信息含量

Polymorphism information

content
（PIC）

	RYW6
	25.0000
	9.0722
	2.6928
	0.7113
	0.8921
	0.8898
	0.9047

	RYW8
	18.0000
	3.5868
	1.8361
	0.6129
	0.7229
	0.7212
	0.8485

	RYW37
	8.0000
	6.3825
	1.9100
	0.9041
	0.8453
	0.8433
	0.9272

	RYW40
	18.0000
	4.3789
	2.0958
	0.5303
	0.7736
	0.7716
	0.8266

	RYW67
	20.0000
	6.4510
	2.2005
	0.9494
	0.8468
	0.8450
	0.9387

	RYW124
	13.0000
	6.1596
	1.9686
	0.9606
	0.8393
	0.8377
	0.9391

	RYW125
	21.0000
	16.2042
	2.8852
	0.9462
	0.9408
	0.9383
	0.9108

	合计 Total
	123.0000
	
	
	
	
	
	

	平均 Mean
	17.5714
	7.4622
	2.2270
	0.8021
	0.8372
	0.8353
	0.8994


利用7个标记区分258份内蒙古糜黍材料（表5）。单个标记对材料的区分率可达2.71%（RYW124）~31.40%（RYW6），标记组合对材料的区分率可达56.59%（RYW6+RYW8）~100.00%（RYW6+RYW8+RYW37+RYW40+RYW67+RYW124+RYW125）。
表 5 7个核心标记对全部糜黍试材的区分结果
Table 5 Distinguished result of all broomcorn millet accessions using 7 core markers  
	引物/组合

Primer/Combination
	区分种质数

No. of germplasm distinguished
	区分率

Rate of discrimination (%)

	RYW6
	81
	31.40

	RYW8
	35
	13.57

	RYW37
	12
	4.65

	RYW40
	26
	10.08

	RYW67
	20
	7.75

	RYW124
	7
	2.71

	RYW125
	33
	12.79

	RYW6+RYW8
	146
	56.59

	RYW6+RYW8+RYW37
	207
	80.23

	RYW6+RYW8+RYW37+RYW40
	227
	87.98

	RYW6+RYW8+RYW37+RYW40+RYW67
	239
	92.64

	RYW6+RYW8+RYW37+RYW40+RYW67+RYW124
	250
	96.90

	RYW6+RYW8+RYW37+RYW40+RYW67+RYW124+RYW125
	258
	100.00


2.3 258 份糜子种质资源的聚类分析

从258份糜黍试材的聚类图（图3）可知，所有试材最终被划分成4个类群（Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ）。各类群的试材数量存在差别，类群Ⅰ有37份，其中鄂尔多斯市最多，有11份（占比29.7%）；其次是通辽市，有9份（占比24.3%）；再次分别是呼和浩特市6份（占比16.2%）、赤峰市5份（占比13.5%）、巴彦淖尔市3份（占比8.1%）、呼伦贝尔市2份（占比5.4%）、乌兰察布市1份（占比2.7%）。类群Ⅱ试材数量最多，包括123份，其中乌兰察布市最多，为32份（占比26.0%）；其次是鄂尔多斯市，为24份（占比19.5%）；赤峰市和通辽市均为17份（占比均为13.8%）；巴彦淖尔市有15份（占比12.2%）；呼和浩特市和呼伦贝尔市均为6份（占比均为4.9%）；锡林郭勒盟有4份（占比3.3%）；包头市和东三盟最少，均为1份（占比均为0.8%）。类群Ⅲ有83份，其中鄂尔多斯市最多，有31份（占比37.3%）；其次是赤峰市，有21份（占比25.3%）；再次是巴彦淖尔市，有8份（占比9.6%）；包头市、呼和浩特市、乌兰察布市均有6份（占比均为7.2%）；通辽市较少，有3份（占比3.6%）；呼伦贝尔市最少，有2份（占比2.4%）。类群Ⅳ最少，有15份，其中鄂尔多斯市、呼和浩特市最多，均为4份（占比均为26.7%）；巴彦淖尔市和乌兰察布市较少，分别为3份（占比20%）和2份（占比13.3%）；包头市和赤峰市最少，均为1份（占比均为6.7%）。
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HHHT: 呼和浩特；BT: 包头；CF: 赤峰；TL: 通辽；EEDS: 鄂尔多斯；HLBE: 呼伦贝尔；
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图3 258份糜黍资源的聚类图

Fig. 3 Cluster analysis of 258 broomcorn millet resources

2.4 258份糜子种质资源的主成分分析

从258份糜黍试材的主成分分析（图 4）可知，前3个主成分分别解释总方差的66.1570%（PC1）、4.6592%（PC2）和4.4433%（PC3）。将所有糜黍试材划分为10类，同试材的来源地基本一致。
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图4 258份糜黍资源的主成分分析图

Fig. 4 Principal component analysis of 258 broomcorn millet resources

2.5 258份糜黍资源DNA分子身份证的构建

采用特定数字编码（01、02、03等）并按照分子量从小到大的顺序对电泳片段带型依次编号，组合核心标记编号即可生成全部材料的字符串分子身份证（电子附表 2）。例如材料伊盟黑乌皮白黍（00000701），用7个核心标记（RYW6、RYW8、RYW37、RYW40、RYW67、RYW124、RYW125）进行扩增后，对应的带型依次是161/195/242/253/282/386/426（44）、239/247（60）、200/210（10）、125/210/380（28）、99/149/161/221（38）、233/240（21）、136/229/241（50），将带型编码依次组合，即得该材料的字符串分子身份证44601028382150；例如材料黄旗糜子（00000478），用7个核心标记（RYW6、RYW8、RYW37、RYW40、RYW67、RYW124、RYW125）进行扩增后，对应的带型依次是109（01）、112/192/247（45）、205/210/268/287（24）、125/153/326/380（22）、120/149/214/281（15）、119/233/240/393/443（13）、0（00）；将带型编码依次组合，即得该材料的字符串分子身份证01452422151300；其余材料字符串同理。最终汇总试材的基本信息（序号、统一编号、字符串、品种名称、品种来源等），经草料二维码生成器加工即生成所有材料的二维码DNA分子身份证。
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图5 部分糜黍试材的二维码DNA分子身份证

Fig. 5 Two-dimensional code DNA molecular identity cards of some broomcorn millet accessions

3 讨论

3.1 糜黍特异性SSR标记的染色体定位

染色体定位是指通过分子标记技术，确定某个基因或DNA序列在染色体上的位置。染色体定位技术对于深入了解植物基因组结构和功能、促进植物育种、以及基因编辑和遗传改良等方面都具有重要意义。目前染色体定位技术在水稻（Oryza sativa L.）[48]、小麦（Triticum aestivum L.）[49]、棉花（Gossypium spp）[50]、玉米（Zea mays L.）[51]等大宗作物运用比较普遍，且技术相对成熟。在糜黍方面，王瑞云[18]研究发现已开发的SSR分子标记共2631个，包括2326个特异性标记和305个种间标记。尽管现有众多SSR分子标记，但大部分标记尚未绘制染色体定位图[40,42,52]。薛亚鹏等[30]通过BLAST比对，将7个SSR标记定位在糜子的4条染色体（Chr.2、Chr.4、Chr.5和Chr.6）上，其中RYW18、RYW37分布在第2染色体，分别位于0.60和0.80 Mb处；RYW125位于第4染色体，定位在10.40 Mb处；RYW43、RYW6分布在第5染色体，分别位于52.80和53.00 Mb处；RYW11和RYW3定位在第6染色体，分别位于2.10和20.70 Mb处。本研究利用NCBI官网的BLAST比对功能，将7个荧光SSR标记定位在6条染色体（Chr.2~Chr.5、Chr.12、Chr.14）上。RYW37定位在2号染色体0.84 Mb处；RYW8定位在3号染色体9.88 Mb处；RYW125、RYW40定位在4号染色体10.42 Mb和42.11 Mb处；RYW6定位在5号染色体53.19 Mb处；RYW124定位在12号染色体7.84 Mb处；RYW67定位在14号染色体6.14 Mb处，其中有3个标记（RYW6、RYW37、RYW125）和上述研究一致，表明这3个标记有较好的通用性，此外，本研究首次将其余的4个标记（RYW8、RYW40、RYW67、RYW124）定位在4条染色体（Chr.3、Chr.4、Chr.12、Chr.14）上，这些标记的通用性有待进一步检测。

3.2 糜黍资源的遗传多样性SSR标记分析
黍稷是古老的粟类作物，具有丰富的遗传变异[34]。遗传多样性评估参数是衡量植物资源遗传差异的重要指标，通常情况下，标记的Na值、I值、PIC值等指标越高，越有利于对品种资源进行分类鉴定[6]。薛亚鹏等[30]用7个荧光SSR标记区分235份材料，发现Na值、I值、PIC值分别为12.4286、1.1398和0.5185；林元香[6]用7个荧光标记SSR引物区分272份材料，发现三个值分别是23.4286、1.9088和0.7514；本研究用7个荧光SSR区分258份内蒙古材料，发现上述三个参数分别为17.5714、2.2270和0.8994，Na值（17.5714）低于林元香[6]的Na值（23.4286），可能是因为林元香[6]的试验材料更多，遗传变异更加丰富，因此等位基因数（Na）较高。
在群体遗传多样性评估过程中，聚类分析的结果可能与地理来源信息存在差异，因此采用聚类分析的同时又采用了主成分分析，主成分分析的影响因素是前三个贡献率最高的因素，而聚类分析的影响因素是全部因素，故主成分分析是对聚类分析结果的进一步完善。段政勇等[53]利用80个SSR标记检测北方春糜子区48份糜黍材料的多态性，基于UPGMA聚类分析，48份材料被划分为3个类群，基于PCA主成分分析，48份材料被划分为4个类群。在聚类分析中，地理来源不同的材料8（青海）、15（甘肃）被划分为同一类群，但在主成分分析中，这2份材料被划分为不同类群。王舒婷等[54]利用27对SSR引物分析57份山西糜子的遗传差异，聚类分析将57份材料划分为3个类群，主成分分析将57份材料划分为2个类群。地理来源不同的材料9（北方春糜子区）、54（黄土高原春夏糜子区）被划分为同一类群，但在主成分分析中，这2份材料被划分为不同类群。本研究也有类似结果，聚类分析与主成分分析分别将258份材料划分为4个和3个类群，地理来源不同的材料103（赤峰市）、131（乌兰察布市）被划分为同一类群，而在主成分分析中，这2份材料被划分为不同类群。
3.3  常规和荧光SSR检测方法的比较
基于常规SSR的聚丙烯酰胺凝胶电泳法和基于荧光SSR的荧光毛细管电泳法是当前检测物种资源间遗传差异的常用方法。冯琬淇等[36]以8个甜菜（Beta vulgaris L.）为研究材料，通过检测8个SSR位点的多态性，比较了聚丙烯酰胺凝胶电泳与荧光毛细管电泳这两种方法，结果发现聚丙烯酰胺凝胶电泳无法得出准确分子量，而荧光毛细管电泳可以得到准确分子量。陈雅琼[55]以71份烟草（Nicotiana tabacum L.）种质为材料，比较两种方法的检测结果，发现荧光毛细管电泳检测省去了传统银染法的繁琐操作，极大提高了检测的效率与准确度。在糜黍方面，林元香[6]则比较了两种方法的差异，发现常规SSR检测需要20个标记，而荧光SSR检测仅需7个标记，是前者效率的3倍。陈小红等[34]用17个常规SSR标记组合区分了130份材料，本研究仅用7个荧光SSR标记组合区分了258份材料，所用标记比前者少，所用材料比前者多，检测灵敏度高于前者，这与荧光SSR可以检测到常规SSR分辨不出的条带有关。

3.4 DNA分子身份证的构建与应用

DNA分子身份证是以SSR分子标记为基础，应用特定数字编码方式及相关软件处理结果，将试材基因层面的遗传差异转化成直观的数字串（字符串）或图例（条形码和二维码），从而达到对资源的鉴定与分类[34]。在作物DNA分子身份证的构建过程中，核心环节是SSR引物的筛选与组合[56]。先前研究常用常规SSR获得作物试材的分子身份证。李红琴等[57]基于遗传多样性分析结果，用23个SSR标记组合对66个小麦品种进行分子身份证的构建，多态性标记的多态性信息含量处于0.03～0.86之间，均值是0.51。李春花等[58]在多样性研究基础上，根据SSR引物的等位基因数确定15个标记组合可构建48份云南苦荞（Fagopyrum tataricum (L.) Gaertn.）种质资源的分子身份证，标记的多态性信息含量处于0.041～0.500之间，均值为0.340。胡玉璐等[59]用14个SSR标记生成了20份糜黍资源（来源于8个省）的分子身份证，遗传多样性分析结果显示多态性信息含量变化区间是0.4886（RYW3）~0.7766（RYW8），均值是0.6298。本研究利用7个荧光SSR标记组合，构建了258份内蒙古糜黍材料的字符串和二维码DNA分子身份证，遗传多样性分析结果表明多态性信息含量为0.8266（RYW40）~0.9391（RYW124），平均为0.8994，高于上述研究结果，与荧光标记可以检测到常规SSR检测不到的DNA片段有关。
4 结论

根据NCBI官网糜黍基因组序列及BLAST序列比对结果，将7个特异性SSR标记定位于6条染色体（Chr.2~Chr.5、Chr.12、Chr.14）上。基于毛细管电泳结果的数字化编码处理，最终仅用7个荧光标记组合生成了258份内蒙古糜黍资源的二维码DNA分子身份证。
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附表1 258份糜黍试材信息表
Supplement Table 1 Information table of 258 broomcorn millet test materials

	统一编号

Code
	序号

Number
	品种名称

Name
	品种来源

Source

	
	
	
	

	0478
	1
	黄旗糜子
	呼盟莫旗

	0479
	2
	莫旗小黄糜子
	呼盟莫旗

	0480
	3
	莫旗粘蹦
	呼盟莫旗

	0481
	4
	扎兰囤白黍子
	呼盟扎兰屯

	0482
	5
	呼盟黑粘糜
	呼盟

	0484
	6
	呼盟狸黍子
	呼盟

	0488
	7
	左中旗红粘糜
	哲盟左中旗

	0490
	8
	左中旗黄糜子
	哲盟左中旗

	0492
	9
	左中旗高粱糜
	哲盟左中旗

	0494
	10
	左中旗黑粘糜
	哲盟左中旗

	0495
	11
	左中旗黑黍子
	哲盟左中旗

	0496
	12
	开鲁笊篱头
	哲盟开鲁

	0500
	13
	开鲁白黍子
	哲盟开鲁

	0504
	14
	库仑黄黍子
	哲盟库伦旗

	0505
	15
	奈曼大黄黍
	哲盟奈曼旗

	0507
	16
	奈曼白黍子
	哲盟奈曼旗

	0510
	17
	哲盟黍子
	哲盟农科所

	0512
	18
	阿旗红黍子
	昭盟阿旗

	0514
	19
	阿旗高粱黍
	昭盟阿旗

	0516
	20
	阿旗大黄黍
	昭盟阿旗

	0520
	21
	阿旗白黍子
	昭盟阿旗

	0522
	22
	巴林左红黍子
	昭盟巴林左旗

	0523
	23
	巴林左高粱黍
	昭盟巴林左旗

	0525
	24
	巴林左疙塔黍
	昭盟巴林左旗

	0527
	25
	林西大红黍
	昭盟林西

	0530
	26
	林西八升米
	昭盟林西

	0532
	27
	林西小白黍
	昭盟林西

	0534
	28
	林西大黑黍
	昭盟林西

	0535
	29
	克旗大红黍
	昭盟克旗

	0537
	30
	克旗植黄黍
	昭盟克旗

	0538
	31
	赤峰黄黍子
	昭盟赤峰

	0540
	32
	喀旗大红黍
	昭盟喀旗

	0542
	33
	喀旗大直黄黍
	昭盟喀旗

	0545
	34
	宁城直黄黍
	昭盟宁城

	0547
	35
	宁城大秋黍
	昭盟宁城

	0550
	36
	宁城大白黍
	昭盟宁城

	0553
	37
	宁城本地大秋黍
	昭盟宁城

	0556
	38
	商都青黍子
	乌盟商都

	0557
	39
	兴和玉米黍
	乌盟兴和

	0558
	40
	丰镇大红黍
	乌盟丰镇

	0559
	41
	和林小红黍
	乌盟和林

	0560
	42
	清水河紫秆黄黍
	乌盟清水河

	0562
	43
	清水河黑黍子
	乌盟清水河

	0564
	44
	清水河一点青黍
	乌盟清水河

	0565
	45
	乌盟大青黍
	乌盟农科所

	0566
	46
	五原红黍
	巴盟五原

	0575
	47
	临河红黍
	巴盟临河

	0592
	48
	临河一点青
	巴盟临河

	0595
	49
	杭后大红黍
	巴盟杭后

	0608
	50
	巴826黄黍子
	巴盟

	0615
	51
	呼市黄罗黍
	呼市郊区

	0616
	52
	呼市大白黍子
	呼市郊区

	0617
	53
	杨六半白黍子
	呼市托县

	0619
	54
	包头紫秆大红黍
	包头市郊

	0620
	55
	包头黄黍子
	包头市郊

	0621
	56
	包头大白黍
	包头市郊

	0623
	57
	达旗紫秆大红黍子
	伊盟达旗

	0625
	58
	达旗大红黍子
	伊盟达旗

	0628
	59
	达旗烟熏红黍子
	伊盟达旗

	0631
	60
	达旗黄罗黍子
	伊盟达旗

	0637
	61
	杭旗紫秆大红黍
	伊盟杭旗

	0639
	62
	杭旗大白黍
	伊盟杭旗

	0640
	63
	准旗紫秆大红黍
	伊盟准旗

	0650
	64
	准旗酱黄黍
	伊盟准旗

	0662
	65
	准旗青黍子
	伊盟准旗

	0663
	66
	伊旗紫秆大红 黍
	伊盟伊旗

	0668
	67
	伊旗黑黍子
	伊盟伊旗

	0671
	68
	乌旗黑壳蚤黍
	伊盟乌审旗

	0672
	69
	鄂旗白软糜
	伊盟鄂旗

	0675
	70
	鄂旗小黑黍
	伊盟鄂旗

	0676
	71
	伊盟大红黍子
	伊盟

	0679
	72
	伊盟79083黍
	伊盟

	0684
	73
	伊盟良56-2黍
	伊盟

	0688
	74
	伊盟10-02-2-2黍
	伊盟

	0692
	75
	伊盟81-21黍
	伊盟

	0694
	76
	伊盟81022黍
	伊盟

	0698
	77
	伊盟双粒黍（2）
	伊盟

	0701
	78
	伊盟黑乌皮白黍
	伊盟

	2050
	79
	莫旗稷子
	呼盟莫旗

	2051
	80
	布旗白糜子
	呼盟布特哈旗

	2052
	81
	黑拉尔黑稷子
	呼盟海拉尔

	2055
	82
	科左中红散稷
	哲盟科左宗旗

	2058
	83
	科左中散糜
	哲盟科左宗旗

	2060
	84
	科左中厘散稷
	哲盟科左宗旗

	2070
	85
	库伦红糜子
	哲盟库伦旗

	2072
	86
	库伦黄糜子
	哲盟库伦旗

	2076
	87
	库伦散糜子
	哲盟库伦旗

	2083
	88
	库伦白糜子
	哲盟库伦旗

	2084
	89
	奈曼大红糜
	哲盟奈曼旗

	2087
	90
	奈曼红糜子
	哲盟奈曼旗

	2090
	91
	奈曼大枝黄糜
	哲盟奈曼旗

	2096
	92
	奈曼黑糜子
	哲盟奈曼旗

	2098
	93
	哲盟黄糜子
	哲盟

	2099
	94
	哲盟16号
	哲盟

	2100
	95
	哲盟21号
	哲盟

	2101
	96
	阿旗黑糜子
	昭盟阿旗

	2103
	97
	巴林左黑糜子
	昭盟巴林左旗

	2104
	98
	巴林右红糜子
	昭盟巴林右旗

	2106
	99
	巴林右大黄黍
	昭盟巴林右旗

	2110
	100
	林西黍谷
	昭盟林西

	2113
	101
	克旗黄糜子
	昭盟克旗

	2116
	102
	克旗白糜
	昭盟克旗

	2119
	103
	赤峰青糜子
	昭盟赤峰

	2120
	104
	喀旗黄糜子
	昭盟喀旗

	2122
	105
	喀旗黑黍谷
	昭盟喀旗

	2125
	106
	宁城黍谷
	昭盟宁城

	2126
	107
	多伦黄糜子
	锡盟多伦

	2127
	108
	多伦灰糜子
	锡盟多伦

	2129
	109
	商都三黄糜子
	乌盟商都

	2130
	110
	商都四黄糜子
	乌盟商都

	2131
	111
	后旗黄糜子
	乌盟察右旗

	2132
	112
	察右中二黄糜子
	乌盟察右中旗

	2133
	113
	察右中雪散糜
	乌盟察右中旗

	2134
	114
	农乌五号红糜
	乌盟达茂旗

	2136
	115
	农乌4号红糜
	乌盟达茂旗

	2138
	116
	农西1黄糜
	乌盟达茂旗

	2141
	117
	农石3号黑糜
	乌盟达茂旗

	2143
	118
	农西1号一点红糜
	乌盟达茂旗

	2144
	119
	武川小黄糜子
	乌盟武川

	2147
	120
	兴和白糜子
	乌盟兴和

	2149
	121
	兴和小青糜
	乌盟兴和

	2152
	122
	察右钱二黄糜
	乌盟察右肃旗

	2154
	123
	丰镇笤帚糜
	乌盟丰镇

	2155
	124
	丰镇大白糜
	乌盟丰镇

	2156
	125
	凉城散头小青子
	乌盟凉城

	2160
	126
	和林红糜子
	乌盟和林

	2165
	127
	和林套糜子
	乌盟和林

	2170
	128
	和林黑糜子
	乌盟和林

	2174
	129
	清水河大红糜子
	乌盟清水河

	2176
	130
	清水河小糜子
	乌盟清水河

	2177
	131
	清水河小红糜
	乌盟清水河

	2179
	132
	清水河大青糜子
	乌盟清水河

	2181
	133
	清水河香色糜子
	乌盟清水河

	2182
	134
	钱旗红糜子
	巴盟前旗

	2186
	135
	钱旗紫秸秆糜
	巴盟前旗

	2195
	136
	钱旗黄糜子
	巴盟前旗

	2198
	137
	钱旗黑糜子
	巴盟前旗

	2199
	138
	中旗紫秆黄糜
	巴盟中旗

	2202
	139
	中旗笤帚糜
	巴盟中旗

	2210
	140
	五原黄糜子
	巴盟五原

	2227
	141
	五原牛蛋糜子
	巴盟五原

	2237
	142
	五原小青糜
	巴盟五原

	2248
	143
	临河二黄糜子
	巴盟临河

	2262
	144
	临河小青糜
	巴盟临河

	2270
	145
	杭后黄糜子
	巴盟杭后

	2280
	146
	杭后糜子
	巴盟杭后

	2291
	147
	杭后米仓155
	巴盟杭后

	2299
	148
	巴盟红糜子
	巴盟

	2337
	149
	巴盟小白糜
	巴盟

	2349
	150
	巴盟青扫帚糜
	巴盟

	2350
	151
	呼市红糜子（1）
	呼市

	2351
	152
	呼市红糜子（2）
	呼市

	2352
	153
	呼市小黄糜子
	呼市

	2353
	154
	托县小红糜子
	呼市托县

	2355
	155
	托县大黄糜子
	呼市托县

	2357
	156
	托县黑乌皮
	呼市托县

	2358
	157
	托县小青糜子
	呼市托县

	2359
	158
	土右紫秆黄糜
	包头市土右旗

	2360
	159
	土右大黄糜子
	包头市土右旗

	2361
	160
	包头紫秸秆糜
	包头市

	2362
	161
	包头糜子
	包头市

	2388
	162
	杭旗二黄糜子
	伊盟杭旗

	2390
	163
	杭旗大白糜子
	伊盟杭旗

	2391
	164
	东胜大红糜子
	伊盟东胜

	2394
	165
	东胜大黄糜子
	伊盟东胜

	2396
	166
	东胜二黄糜子
	伊盟东胜

	2413
	167
	准旗紫秆红
	伊盟准旗

	2432
	168
	准旗黄糜子
	伊盟准旗

	2452
	169
	伊旗二红糜子
	伊盟伊旗

	2455
	170
	伊旗二黄糜子
	伊盟伊旗

	2457
	171
	伊旗小白糜
	伊盟伊旗

	2460
	172
	乌审旗二红糜
	伊盟乌审旗

	2462
	173
	乌审旗小黄糜
	伊盟乌审旗

	2465
	174
	乌审旗一点红白糜
	伊盟乌审旗

	2468
	175
	鄂旗常心红
	伊盟鄂旗

	2469
	176
	鄂旗大黄糜
	伊盟鄂旗

	2472
	177
	鄂旗紫秆黄
	伊盟鄂旗

	2491
	178
	伊盟二黄糜子（1）
	伊盟

	2499
	179
	内糜3号
	伊盟

	4266
	180
	大枝黄
	哲盟开鲁

	4267
	181
	小白黍
	锡盟多伦

	4268
	182
	小红黍
	乌盟兴和

	4279
	183
	内黍一点红
	乌盟察右后旗

	4280
	184
	大白黍
	乌盟和林

	4285
	185
	74210-6
	伊盟达旗

	4862
	186
	70黍238小青糜子
	呼和浩特

	4866
	187
	红糜子
	哲盟科左中旗

	4869
	188
	大黄糜
	哲盟通辽

	4872
	189
	青糜子
	锡盟多伦县

	4873
	190
	大红糜
	乌盟兴和县

	4875
	191
	二黄糜
	乌盟兴和县

	4877
	192
	小青糜
	乌盟兴和县

	4878
	193
	双粒糜
	内蒙农业厅

	4879
	194
	大黄糜
	包头市固阳县

	4880
	195
	拖地大红糜
	巴盟

	4881
	196
	狼山462
	巴盟

	4882
	197
	巴75-1
	巴盟

	4894
	198
	苕帚糜
	伊盟准旗

	4896
	199
	二黄糜
	伊盟达旗

	4899
	200
	二黄糜
	伊盟东胜

	5794
	201
	8430-1-6-1
	伊盟

	5804
	202
	8311-3-3-1-1
	伊盟

	5813
	203
	黑黍子
	伊盟达旗

	5816
	204
	黑黍
	伊盟达旗

	5819
	205
	8218-7-2-2
	伊盟

	5827
	206
	8114-15-8-1
	伊盟

	5834
	207
	8403-14-4
	伊盟

	5885
	208
	8308-9-3
	伊盟

	5926
	209
	红疙塔黍
	翁旗

	5928
	210
	大红黍
	翁旗

	5930
	211
	紫秆黍
	翁旗

	5932
	212
	大黄黍
	翁旗

	5934
	213
	黍选3号
	翁旗

	5937
	214
	小红黍
	？郊区

	5939
	215
	小红黍
	敖汉

	5941
	216
	大黄黍
	敖汉

	5944
	217
	眼皮薄大白黍
	敖汉

	6656
	218
	8303-8-5-2
	伊盟

	6684
	219
	黄秆黄糜
	内蒙达旗

	6685
	220
	紫秆红糜
	内蒙达旗

	6687
	221
	黄秆黑糜
	内蒙达旗

	6688
	222
	黄糜
	内蒙达旗

	6742
	223
	8406-6-2
	伊盟

	6754
	224
	8406-3-1
	伊盟

	6760
	225
	8312-20-3
	伊盟

	6763
	226
	野糜子
	伊盟东胜

	6764
	227
	典型紫秆野糜
	伊盟东胜

	6768
	228
	三十三套糜
	翁旗

	6770
	229
	320糜子
	翁旗

	6772
	230
	黍谷
	翁旗

	6774
	231
	青糜子
	敖汉

	7224
	232
	东胜野糜
	内蒙伊盟

	7235
	233
	黄糜子
	科左后旗

	7236
	234
	245号黄糜
	巴盟

	7238
	235
	大红糜子
	巴盟

	7240
	236
	573号黄糜子
	巴盟

	7241
	237
	333大红糜
	巴盟

	7242
	238
	红糜子
	东三盟

	7243
	239
	莫旗小黄糜
	呼盟

	7244
	240
	伊盟大红糜
	伊盟

	7246
	241
	伊盟大黄糜
	伊盟

	7248
	242
	内糜一号
	伊盟

	7249
	243
	清水河大红糜
	乌盟

	7250
	244
	清水河大青糜
	乌盟

	7276
	245
	双耳糜
	内蒙古

	7282
	246
	笊头二黄糜
	内蒙古

	7285
	247
	准旗二黄
	内蒙古

	7286
	248
	62—77
	内蒙古

	7595
	249
	D75-2
	内蒙

	7597
	250
	D75-4
	内蒙

	7600
	251
	D75-7
	内蒙

	7672
	252
	A85-1
	内蒙

	7712
	253
	A85-41
	伊盟

	7874
	254
	E75-15
	内蒙

	7946
	255
	A85-99
	内蒙

	8082
	256
	内01-11-6
	伊盟

	8119
	257
	内01-2-2-1
	伊盟

	8121
	258
	同黍1号
	伊盟


附表2 258份糜黍试材的字符串

Supplement Table 2 Character string of 258 broomcorn millet test materials

	序号

Number
	统一编号

Code
	字符串

Character string
	序号

Number
	统一编号

Code
	字符串

Character string

	
	
	
	
	
	

	1
	0478
	01452422151300
	130
	2176
	04000305191438

	2
	0479
	00452902150300
	131
	2177
	61000305191459

	3
	0480
	00382904150300
	132
	2179
	04000305191343

	4
	0481
	00003104152400
	133
	2181
	00004005001637

	5
	0482
	00382428152100
	134
	2182
	60004005191440

	6
	0484
	01262920151300
	135
	2186
	00000000191937

	7
	0488
	01282924151300
	136
	2195
	59010305251337

	8
	0490
	01452926151300
	137
	2198
	04003605251737

	9
	0492
	17391817062000
	138
	2199
	04013600251737

	10
	0494
	00402645342400
	139
	2202
	04003805260739

	11
	0495
	00523126151300
	140
	2210
	00003900261337

	12
	0496
	00000104000200
	141
	2227
	00003800260739

	13
	0500
	17531704151300
	142
	2237
	00013500260737

	14
	0504
	03520926151300
	143
	2248
	00003700261337

	15
	0505
	17272627151300
	144
	2262
	04013305231337

	16
	0507
	00000026061800
	145
	2270
	66013500211437

	17
	0510
	20401626152300
	146
	2280
	04083505391437

	18
	0512
	20411421151400
	147
	2291
	04093505391437

	19
	0514
	03011045062500
	148
	2299
	04173505031437

	20
	0516
	03601004101900
	149
	2337
	04013900231337

	21
	0520
	17591418101000
	150
	2349
	04183505031437

	22
	0522
	03010134030200
	151
	2350
	04013505211435

	23
	0523
	00352021151300
	152
	2351
	04003900211435

	24
	0525
	03012125172100
	153
	2352
	04014100290935

	25
	0527
	00010000020000
	154
	2353
	04014105211434

	26
	0530
	96010200102500
	155
	2355
	04013905211035

	27
	0532
	00502903031400
	156
	2357
	04013905210737

	28
	0534
	05001000061300
	157
	2358
	64013905210735

	29
	0535
	18011000061300
	158
	2359
	61013905201335

	30
	0537
	52231429101400
	159
	2360
	04013905211435

	31
	0538
	53041400071400
	160
	2361
	04014300230135

	32
	0540
	55582900101300
	161
	2362
	00013005211435

	33
	0542
	54241000101318
	162
	2388
	00012805210935

	34
	0545
	58013100122117
	163
	2390
	00011505251400

	35
	0547
	41192000111317
	164
	2391
	00011105232200

	36
	0550
	49251400251417
	165
	2394
	04013405230900

	37
	0553
	48011000081717
	166
	2396
	00013405230900

	38
	0556
	45571600091317
	167
	2413
	00013505240900

	39
	0557
	03581400001417
	168
	2432
	04011205240900

	40
	0558
	09051400191415
	169
	2452
	04012805211300

	41
	0559
	43011400262121
	170
	2455
	04012205231300

	42
	0560
	27011600182521
	171
	2457
	61401505230900

	43
	0562
	94011600071723
	172
	2460
	00401305290900

	44
	0564
	30011000181723
	173
	2462
	04401105291700

	45
	0565
	95011400311423
	174
	2465
	00522600292500

	46
	0566
	28000200310121
	175
	2468
	00401405230900

	47
	0575
	31011000102125
	176
	2469
	00401100231700

	48
	0592
	42010200332555
	177
	2472
	04522705291300

	49
	0595
	105010100132125
	178
	2491
	00481505271300

	50
	0608
	71013100132533
	179
	2499
	67511205211400

	51
	0615
	46010100322533
	180
	4266
	00451205210700

	52
	0616
	105000000102523
	181
	4267
	04321505211400

	53
	0617
	106560000311823
	182
	4268
	00451405211300

	54
	0619
	72010000322103
	183
	4279
	104343005211300

	55
	0620
	63014200311622
	184
	4280
	04551505210100

	56
	0621
	04012600321323
	185
	4285
	69311505211400

	57
	0623
	00010000342132
	186
	4862
	04471905211400

	58
	0625
	62011400341423
	187
	4866
	04291905251400

	59
	0628
	91011000341726
	188
	4869
	104471505251000

	60
	0631
	93000000342126
	189
	4872
	04551405311300

	61
	0637
	79011600341326
	190
	4873
	104301505311400

	62
	0639
	81013100341344
	191
	4875
	68303005311400

	63
	0640
	103121400311619
	192
	4877
	04302805310700

	64
	0650
	65000000030147
	193
	4878
	00363043211411

	65
	0662
	78011000140132
	194
	4879
	00371443201411

	66
	0663
	47011000151730
	195
	4880
	00401443211310

	67
	0668
	83521000141757
	196
	4881
	00412449211322

	68
	0671
	82401000141748
	197
	4882
	00412446211322

	69
	0672
	70000100100046
	198
	4894
	00362549211410

	70
	0675
	82011019162128
	199
	4896
	00522146211712

	71
	0676
	80011000130727
	200
	4899
	00362449211710

	72
	0679
	57012100130029
	201
	5794
	01401543211310

	73
	0684
	79541027300631
	202
	5804
	03141439211411

	74
	0688
	70011004000105
	203
	5813
	17142544211410

	75
	0692
	00011028350154
	204
	5816
	35012549211410

	76
	0694
	80521031041760
	205
	5819
	35012549211310

	77
	0698
	37010127400751
	206
	5827
	01522446211310

	78
	0701
	44601028382150
	207
	5834
	01132543211407

	79
	2050
	70010104000049
	208
	5885
	00013041252110

	80
	2051
	92010128480245
	209
	5926
	17012442282417

	81
	2052
	86032922441745
	210
	5928
	00011643281717

	82
	2055
	84462328461451
	211
	5930
	17013836221317

	83
	2058
	76401027451751
	212
	5932
	21011443221310

	84
	2060
	77401030361751
	213
	5934
	21011446221718

	85
	2070
	85400730051751
	214
	5937
	101112546220707

	86
	2072
	74402602370754
	215
	5939
	20152546210407

	87
	2076
	90441427001351
	216
	5941
	00010639232117

	88
	2083
	88440627001754
	217
	5944
	19014242291315

	89
	2084
	87102416471451
	218
	6656
	97014238221315

	90
	2087
	87401027000654
	219
	6684
	99014248211715

	91
	2090
	73421422471351
	220
	6685
	99014346211416

	92
	2096
	84432422001351
	221
	6687
	100014244211315

	93
	2098
	88432432011351
	222
	6688
	99013938212415

	94
	2099
	75430823471352
	223
	6742
	98014237212515

	95
	2100
	00400127002553
	224
	6754
	98012947221315

	96
	2101
	102222421471456
	225
	6760
	02010540271700

	97
	2103
	61000405001340
	226
	6763
	33014335231300

	98
	2104
	00010005501340
	227
	6764
	24014235231700

	99
	2106
	00080005491340
	228
	6768
	23014238211700

	100
	2110
	04210005011340
	229
	6770
	23014233211700

	101
	2113
	04000005031441
	230
	6772
	51133233211308

	102
	2116
	04160005481340
	231
	6774
	56133900000012

	103
	2119
	04000005001304
	232
	7224
	50023206211402

	104
	2120
	61000005031338
	233
	7235
	40133908211400

	105
	2122
	04000005030740
	234
	7236
	36153908211402

	106
	2125
	00210005501337
	235
	7238
	26133911211302

	107
	2126
	00000005001339
	236
	7240
	32483910211402

	108
	2127
	04000005001338
	237
	7241
	08483910211402

	109
	2129
	75000005001337
	238
	7242
	25153901211400

	110
	2130
	04000005031337
	239
	7243
	29133911210302

	111
	2131
	00000000002137
	240
	7244
	39483911211400

	112
	2132
	00060005500538
	241
	7246
	38483908211400

	113
	2133
	04000005031442
	242
	7248
	16483208211209

	114
	2134
	00190005000538
	243
	7249
	10483911211209

	115
	2136
	00000005350838
	244
	7250
	06493909201006

	116
	2138
	00200005420537
	245
	7276
	10523915211201

	117
	2141
	00210005421438
	246
	7282
	07493908211309

	118
	2143
	00000005351437
	247
	7285
	10353911211306

	119
	2144
	00070005400537
	248
	7286
	10363911211300

	120
	2147
	00190005410538
	249
	7595
	13343913211213

	121
	2149
	00080005401337
	250
	7597
	11343911210715

	122
	2152
	00000005000536
	251
	7600
	12343914211315

	123
	2154
	00210005430537
	252
	7672
	34343914211415

	124
	2155
	00080005391438
	253
	7712
	13343908211214

	125
	2156
	00000005000540
	254
	7874
	13343907210714

	126
	2160
	00240005390538
	255
	7946
	15333908211216

	127
	2165
	00000005001324
	256
	8082
	22383912271115

	128
	2170
	60000305191438
	257
	8119
	14002511251510

	129
	2174
	89000305191358
	258
	8121
	90000410271720


附图 1 258份糜黍试材的DNA分子身份证

Supplement Fig.1 DNA molecular identification cards of 258 broomcorn millet test materials
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