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摘 要:为了筛选一套适合中国青稞品种鉴定标准的SSR核心引物,并建立青稞品种分子鉴定体系和

DNA指纹数据库,基于国内外已报道的青稞SSR标记,对155个青稞品种进行PCR扩增和标记筛选验证,并
分析其遗传多样性和鉴别效率。结果表明,从200对SSR引物中,筛选出峰型简单易读取、多态性好、扩增稳

定性高、染色体上分布均匀的核心引物21对,用云青4号、迪青4号、昆仑8号等31个参照品种验证了21对

核心引物的稳定性和可靠性。利用21对核心引物构建了155个青稞品种的指纹数据库,并检测到137个等

位变异,每对引物等位变异的范围为2~10个,平均值为6.52个;PIC值范围为0.39~0.85,平均值为0.68,

高多态性位点占比95.24%;21对核心引物可区分155个品种中的153个品种,引物鉴别效率为99.991%。

通过聚类分析、群体结构分析和主成分分析,将154个 青 稞 品 种 分 为3个 类 群,品 种 间 遗 传 多 样 性 丰 富,

45.81%的品种遗传背景简单。由此可见,基于SSR分子标记建立的青稞品种鉴定体系鉴定效果好,应用性

强,可用于青稞品种真实性鉴定、辅助 DUS测试近似品种筛选、新品 种 权 保 护 等 领 域;155个 青 稞 品 种 的

DNA指纹数据库和遗传多样性分析结果可为未来青稞育种提供一定参考。
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Abstract:ToestablishamolecularidentificationsystemandDNAfingerprintdatabaseforhullessbar-
ley(HordeumvulgareL.var.nudum Hook.f.)varietiesinChina,thisstudyaimedtoscreenaset
ofSSRcoreprimerssuitablefornationalvarietyidentificationstandards,therebyprovidingtechnical
supportforvarietyauthentication,management,andnewvarietyprotection.Basedonpreviouslyre-
portedSSRmarkersofhullessbarley,PCRamplification,markerscreening,andvalidationwereper-



formedacrossdiversevarieties,followedbyanalysesofgeneticdiversityanddiscriminationefficiency.
Using155hullessbarleyaccessions,200SSRprimerpairsweresubjectedtopolymorphismscreening.
Twenty-onecoreprimerswereselectedbasedoncriteriaincludingclearandeasilyinterpretablepeak
patterns,highpolymorphism(meanPIC=0.68),amplificationstability,andevenchromosomaldis-
tribution.Referencevarieties(e.g.,Yunqing4,Diqing4,andKunlun8)wereemployedtovalidate
thestabilityandreliabilityoftheseprimers.TheconstructedDNAfingerprintdatabasefor155acces-
sionsdetected137alleles,rangingfrom2to10perlocus(mean=6.52).Thepolymorphisminforma-
tioncontent(PIC)valuesvariedbetween0.39and0.85(mean=0.68),with95.24%oflociclassified
ashighlypolymorphic(PIC>0.5).These21primersachievedadiscriminationefficiencyof99.991%,

distinguishing153outof155accessions.Clusteranalysis,populationstructureanalysis,andprincipal
componentanalysisclassifiedthe154accessionsintothreedistinctgroups,revealingrichgeneticdi-
versityandsimplegeneticbackgroundsin45.81% oftheaccessions.TheSSR-basedidentification
systemdevelopedinthisstudydemonstratedhighaccuracyandpracticalapplicability,enablingau-
thenticityverification,auxiliaryscreeningofapproximatevarietiesinDUStesting,andintellectual
propertyprotection.Furthermore,theDNAfingerprintdatabaseandgeneticdiversityanalysispro-
videvaluablemolecular-levelinsightsforfuturehullessbarleybreedingprograms.
Keywords:Hullessbarley;SSRmarkers;Varietyidentification;Geneticdiversity

  青 稞(Hordeum vulgare L.var.nudum
Hook.f.)隶属禾本科大麦属,为栽培大麦的变

种,其显著特征是内外稃与颖果分离,籽粒呈裸露

状态,因而也被称作裸大麦[1-2]。中国是世界青稞

分布范围最广、种植面积最大的地区,其青稞种植

主要集中于西藏、青海、四川、云南以及甘肃的藏

区[3]。青稞在青藏高原的栽培历史源远流长,大
约已有3500年[4]。它具有耐寒、抗旱能力强、抗
逆性突出、适应范围广泛、生育期较短等特性,不
仅是青藏高原的特色作物,更是藏族人民的主要

食粮[5]。近年来,随着育种技术的不断发展以及

青稞种质资源的逐步丰富,中国在青稞新品种培

育方面取得了显著进展,培育速度持续加快。然

而,这一过程也暴露出诸多问题。例如,青稞育种

工作中存在低水平重复研究的现象;品种同质化与

碎片化问题严重,导致品种的遗传背景相对狭窄,
这不仅增加了品种保护的难度,也对青稞产业的健

康可持续发展产生了一定阻碍。在这样的背景下,
当前主要依赖表型性状开展品种鉴定的方式已难

以满足实际需求。鉴于此,筛选一套优质的青稞

SSR核心引物,进而构建青稞品种分子标记鉴定体

系以及指纹数据库,就显得尤为迫切。这一举措对

于满足青稞品种保护、维权、管理等多方面的需求

具有重大意义,既能切实保障育种家的合法权益,
提高其育种积极性,又有助于规范青稞种业市场秩

序,推动青稞产业朝着健康有序的方向发展。
SSR(simplesequencerepeat)分子标记以其

共显性遗传、多等位基因、基因组覆盖范围广、丰
度高、再现性良好等诸多优势[6-7],在水稻[8]、玉
米[9]、棉花[10]、大豆[11]等众多作物的品种鉴定工

作中得到了广泛应用。曾乐等[12]应用28个SSR
标记对44个国内外大麦品种进行特异性鉴定和

遗传多样性分析,发现15个SSR标记组合可完

成不同来源品种 的 纯 度 和 真 实 性 鉴 别。Dido
等[13]运用49个SSR标记评估了从埃塞俄比亚不

同大麦种植区收集的384个大麦基因型的遗传多

样性和种 群 结 构。Shirvani等[14]利 用 SSR 和

EST-SSR标记对伊朗西部的114个野生大麦品

种进行遗传多样性分析。吴昆仑等[15]运用SSR
引物,对来自青藏高原区域内西藏、青海、四川和

云南的55个青稞材料展开遗传多样性分析发现,
不同生态区的青稞材料在遗传特性上存在明显差

异,其中云南材料的遗传多样性最丰富。原红军

等[16]借助95对SSR引物,对收集自世界各地的

1220个青稞种质资源进行了亲缘关系与遗传多

样性评估,将这些种质可划分为A1和A2两个亚

群,分别包含192和1028个材料,A1亚群主要

为国外青稞种质,A2亚群的材料则大多来自青藏

高原地区,且A1亚群较A2亚群呈现出较高的等

位变异丰度和遗传多样性。王国平等[17]利用27
个SSR标记将39个青稞品种分为3个亚群,它
们的亲本材料之间遗传差异较小,亲缘关系较为

紧密。张元元等[3]采用92个SSR标记,对来自

甘肃和西藏不同地区的102个青稞材料的遗传多
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样性和群体遗传结构进行分析,并将其分为2个

亚群,且大部分供试青稞材料之间亲缘关系相近。

Qu等[18]通过深入分析SSR分子指纹图谱,明确

了西藏传统、现代和种质资源库基因库的遗传多

样性状况,以及品种内和品种间遗传多样性的分

布情况,为品种的合理有效利用提供了重要参考

依据。Hu等[19]则运用18个SSR标记,对63个

不同地区的青稞品种开展遗传多样性分析。
国际植物新品种保护联盟明确指出,分子标

记技术在鉴别品种、品系(包括杂交亲本、自交系)
方面具有显著优势,是一种强有力的工具。同时,
该联盟推荐SSR标记作为植物品种鉴定以及数

据库构建的首选标记之一[20-22]。中国在2016年

发布的《植物品种鉴定 DNA分子标记法 总则》
中,也将SSR标记列为当前各植物品种DNA指

纹鉴定推荐使用的主要标记之一[23]。然而,在以

往的青稞品种研究中,SSR标记染色体分布不够

均匀,多态性较低,分子标记数较少,不能满足大

规模品种鉴定的需要。此外,SSR数据主要通过

聚丙烯酰胺凝胶电泳获取,在基因分型和数据共

享方面存在一定局限性,不利于研究成果的广泛

应用与交流。因此,有必要建立一个高通量、高鉴

别效率的SSR分子标记鉴定体系。
本研究根据2016年发布实施的《植物品种鉴

定DNA分子标记法 总则》规范[23],拟筛选出一

套具备扩增稳定、峰型易于读取、区分率高、多态

性丰富以及在染色体上均匀分布等特性的SSR
核心引物组合。以此为基础,构建青稞品种分子

鉴定体系和DNA指纹图谱库,旨在为青稞品种

的真实性快速鉴定提供技术支持,同时在辅助青

稞品种特异性、一致性和稳定性测试(简称DUS
测试)筛选近似品种方面发挥积极作用,进而为规

范青稞种业市场秩序提供有益参考。

1 材料与方法

1.1 试验材料

收集青稞品种共155个,由农业农村部植物

新品种测试(昆明)分中心、农业农村部植物新品

种测试(西宁)分中心、云南省农业科学院粮食作

物研究所、国际玉米小麦改良中心等单位提供,包
含43个地方品种和112个育成品种(表1)。

1.2 SSR引物

从相关文献材料收集包含染色体位置信息的

200对青稞SSR引物[15-19,24-31]。对于初步筛选后

的引物,依据扩增片段长度选取TAMRA、HEX、

FAM、ROX中的一种荧光染料在上游5'端进行

标记。普通引物和荧光引物均由北京擎科生物科

技股份有限公司合成。

1.3 基因组DNA提取

使用改良的CTAB法[32]提取基因组DNA。
每个品种取30株幼苗的幼嫩叶片等量混匀,液氮

冷冻研磨后提取。使用 NanoDrop2000分光光

度计测定 OD260/OD280 值与浓度,并将 DNA母

液稀释至20~25ng·μL-1,-20℃保存备用。

1.4 PCR扩增

采用20μL的PCR反应体系,其包含10μL
2×TaqPlusMasterMix、SSR上下游引物(浓度

10μmol·L-1)各0.5μL、7μL双蒸水和2μL
DNA模板。

PCR扩增程序:94℃预变性5min;94℃变

性30s,相应退火温度退火30s,72℃延伸45s,
共35个循环;72℃延伸10min,4℃保存。

1.5 扩增产物检测

普通毛细管电泳检测:普通PCR产物稀释

后,取20μL加入96孔板,利用Qsep400TM 全自

动核酸蛋白分析系统进行电泳检测。
荧光毛细管电泳:按照分组吸取1μL 的

PCR扩增产物,混匀稀释125~150倍,再取1μL
混合产物稀释液加入深孔板,每孔加入8.9μL的

去离子甲酰胺和0.1μLLIZ500,混匀后95℃变

性5min,冷却后利用 ABI3730基因分析仪进行

片段分析。

1.6 数据统计与数据分析

根据等位基因扩增片段大小记录数据,杂合

位点记录为X/Y,纯合位点的基因型数据记录为

X/X,例如166/168和168/168,166与168是该

位点上的2种等位变异。
用PowerMarkerV3.25[33]计算品种间遗传

距离、多态性信息含量、主要等位基因频率和基因

型数量。用GenAlEx6.5[34]计算观测杂合度、期
望杂合度、等位基因数、有效等位基因数等遗传多

样性参数。用R语言统计品种间的差异位点数

并作图。用MEGA11[35]和iTOLv6[36]构建系统

发育树。用Structure2.3.4[37]软件分析供试品

种的群体结构。MCMC值设置为50000。Bur-
ninPeriod值设置为5000。最佳群体组群数 K
的取值范围为1~10,每个K 值重复运行20次,
依据似然值最大原则选取合适的K 值为群体数
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表1 155份青稞品种信息

Table1 Informationofthe155hullessbarleyvarieties
编号
No.

品种名称
Varietyname

地区
Region

编号
No.

品种名称
Varietyname

地区
Region

编号
No.

品种名称
Varietyname

地区
Region

编号
No.

品种名称
Varietyname

地区
Region

1 紫光芒裸大麦A

Ziguangmangluodamai
云南
Yunnan 40 昆仑15号B

Kunlun15
青海
Qinghai 79 S-70B 云南

Yunnan 118 K51B 云南
Yunnan

2 中甸紫青稞A

Zhongdianziqingke
云南
Yunnan 41 昆仑14号B

Kunlun14
青海
Qinghai 80 S-7B

云南
Yunnan 119 K50B

云南
Yunnan

3 镇康软壳青稞A

Zhenkangruankeqingke
云南
Yunnan 42 昆仑13号B

Kunlun13
青海
Qinghai 81 S-69B 云南

Yunnan 120 K49B 云南
Yunnan

4 长芒青稞A

Changmangqingke
云南
Yunnan 43 昆仑12号B

Kunlun12
青海
Qinghai 82 S-68B 云南

Yunnan 121 K45B 云南
Yunnan

5 长芒米大麦A

Changmangmidamai
云南
Yunnan 44 昆仑10号B

Kunlun10
青海
Qinghai 83 S-67B

云南
Yunnan 122 K44B

云南
Yunnan

6 长芒裸大麦A

Changmangluodamai
云南
Yunnan 45 宽颖大麦A

Kuanyingdamai
云南
Yunnan 84 S-66B 云南

Yunnan 123 K43B 云南
Yunnan

7 长芒六棱露仁A

Changmangliuluren
云南
Yunnan 46 康青4号B

Kangqing4
四川
Sichuan 85 S-65B

云南
Yunnan 124 K42B

云南
Yunnan

8 长黑青稞A

Changheiqingke
云南
Yunnan 47 康青3号B

Kangqing3
四川
Sichuan 86 S-64B 云南

Yunnan 125 K41-2B 云南
Yunnan

9 早熟白青稞A

Zaoshubaiqingke
云南
Yunnan 48 黄长钩裸大麦A

Huangchanggouluodamai
云南
Yunnan 87 S-63B

云南
Yunnan 126 K41B

云南
Yunnan

10 杂交青稞A

Zajiaoqingke
云南
Yunnan 49 松花麦A

Songhuamai
云南
Yunnan 88 S-6-2B 云南

Yunnan 127 K39B 云南
Yunnan

11 云青606B
Yunqing606

云南
Yunnan 50 黑青稞A

Heiqingke
云南
Yunnan 89 S-62B 云南

Yunnan 128 K38B 云南
Yunnan

12 云青4号B

Yunqing4
云南
Yunnan 51 黑白青稞A

Heibaiqingke
云南
Yunnan 90 S-61B

云南
Yunnan 129 K37B

云南
Yunnan

13 云青3号B

Yunqing3
云南
Yunnan 52 钩芒裸大麦A

Goumangluodamai
云南
Yunnan 91 S-6B 云南

Yunnan 130 K36B 云南
Yunnan

14 云青2号B

Yunqing2
云南
Yunnan 53 钩芒米大麦A

Goumangmidamai
云南
Yunnan 92 S-4B

云南
Yunnan 131 K35B

云南
Yunnan

15 玉环洋大麦A

Yuhuanyangdamai
云南
Yunnan 54 甘德拉青稞A

Gandelaqingke
云南
Yunnan 93 S-32B 云南

Yunnan 132 K31B 云南
Yunnan

16 有芒白青裸A

Youmangbaiqingluo
云南
Yunnan 55 曲曲麦A

Ququmai
云南
Yunnan 94 S-30B 云南

Yunnan 133 K26-2B 云南
Yunnan

17 洋大麦A

Yangdamai
云南
Yunnan 56 富恒米大麦A

Fuhengmidamai
云南
Yunnan 95 S-3B

云南
Yunnan 134 K26B

云南
Yunnan

18 羊毛青稞A

Yangmaoqingke
云南
Yunnan 57 二棱大麦A

Erlengdamai
云南
Yunnan 96 S-29B 云南

Yunnan 135 97-47B 云南
Yunnan

19 鲜裸大麦A

Xianluodamai
云南
Yunnan 58 短白青稞A

Duanbaiqingke
云南
Yunnan 97 S-28B

云南
Yunnan 136 97-14-2B

云南
Yunnan

20 温泉青稞A

Wenquanqingke
云南
Yunnan 59 冬青15号B

Dongqing15
西藏
Xizang 98 S-26B 云南

Yunnan 137 97-14B 云南
Yunnan

21 上江青稞A

Shangjiangqingke
云南
Yunnan 60 东旺白青稞A

Dongwangbaiqingke
云南
Yunnan 99 S-25B 云南

Yunnan 138 94-64B 云南
Yunnan

22 青稞麦A

Qingkemai
云南
Yunnan 61 迪青6号B

Diqing6
云南
Yunnan 100 S-23B

云南
Yunnan 139 94-59-2B

云南
Yunnan

23 青稞1A
Qingke1

云南
Yunnan 62 迪青5号B

Diqing5
云南
Yunnan 101 S-20B 云南

Yunnan 140 90126-2B 云南
Yunnan

24 青稞2A
Qingke2

云南
Yunnan 63 迪青4号B

Diqing4
云南
Yunnan 102 S-2B

云南
Yunnan 141 80天青稞A

80tianqingke
云南
Yunnan

25 糯青稞A

Nuoqingke
云南
Yunnan 64 迪青3号B

Diqing3
云南
Yunnan 103 S-18B 云南

Yunnan 142 19QK-5B 云南
Yunnan

26 尼西黑青稞A

Nixiheiqingke
云南
Yunnan 65 藏83062B

Zang83062
西藏
Xizang 104 S-16B 云南

Yunnan 143 19QK-4B 云南
Yunnan

27 米麦114B
Mimai114

云南
Yunnan 66 北青88繁45B

Beiqing88fan45
青海
Qinghai 105 S-15-1B

云南
Yunnan 144 04-185B

云南
Yunnan

28 米大麦A

Midamai
云南
Yunnan 67 北青7号B

Beiqing7
青海
Qinghai 106 S-14B 云南

Yunnan 145 04-181B 云南
Yunnan

29 漭水米大麦A

Mangshuimidamai
云南
Yunnan 68 北青8号B

Beiqing8
青海
Qinghai 107 S-12B

云南
Yunnan 146 04-171B

云南
Yunnan

30 裸大麦A

Luodamai
云南
Yunnan 69 北青6号B

Beiqing6
青海
Qinghai 108 S-11B 云南

Yunnan 147 04-150B 云南
Yunnan

31 禄劝裸黑大麦A

Luquanluoheidamai
云南
Yunnan 70 北青1号B

Beiqing1
青海
Qinghai 109 S-1B

云南
Yunnan 148 04-147B

云南
Yunnan

32 昆仑8号B

Kunlun8
青海
Qinghai 71 白青稞A

Baiqingke
云南
Yunnan 110 K60-2B 云南

Yunnan 149 04-149B 云南
Yunnan

33 昆仑3号B

Kunlun3
青海
Qinghai 72 紫青稞A

Ziqingke
云南
Yunnan 111 K59B 云南

Yunnan 150 98092B 云南
Yunnan

34 昆仑1号B

Kunlun1
青海
Qinghai 73 八十天紫青稞A

Bashitianziqingke
云南
Yunnan 112 K58B

云南
Yunnan 151 90126B

云南
Yunnan

35 昆仑19号B

Kunlun19
青海
Qinghai 74 阿青5号B

Aqing5
四川
Sichuan 113 K57B 云南

Yunnan 152 97-9-2B 云南
Yunnan

36 昆仑18号B

Kunlun18
青海
Qinghai 75 S-8B

云南
Yunnan 114 K56B

云南
Yunnan 153 97-9-1B

云南
Yunnan

37 昆仑17号B

Kunlun17
青海
Qinghai 76 S-73B 云南

Yunnan 115 K54B 云南
Yunnan 154 97-7-2B 云南

Yunnan

38 昆仑16号B

Kunlun16
青海
Qinghai 77 S-72B 云南

Yunnan 116 K53B 云南
Yunnan 155 97-7-1B 云南

Yunnan

39 昆仑164B
Kunlun164

青海
Qinghai 78 S-71B

云南
Yunnan 117 K52B

云南
Yunnan

  A:地方品种;B:育成品种。

A:Landrace;B:Cultivars.
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目。对DNA指纹数据进行数字化编码,将每个

标记的等位变异片段按分子量从小到大的顺序用

数字1~9表示,获得每个品种对应的指纹字符

串,将对应的字符串导入在线条码生成器(ht-
tps://barcode.tec-it.com/zh/Code128)中,生成

条形码DNA身份证[38]。

2 结果与分析

2.1 鉴定体系构建

2.1.1 核心引物筛选

选取16份植物学性状差异明显的青稞品种

(表2),利用200对SSR引物对从这些品种上提

取到的DNA进行PCR扩增,扩增产物经毛细管

电泳检测,对引物的扩增稳定性及多态性进行分

析,初步筛选出42对条带清晰、稳定性好、多态性

高的SSR引物。根据初选引物的扩增片段长度

选取6-FAM、ROX、TAMRA、HEX中的一种荧

光染料对其上游引物的5’端进行标记,利用合成

的荧光引物对155个品种进行扩增,扩增产物稀

释后在 ABI3730基因分析仪上进行片段分析。

综合考虑峰型易读程度、扩增稳定性、等位变异丰

富程度、染色体分布、多态性等因素,最终筛选出

21对多态性高、峰型易读的SSR核心引物,它们

在青稞的7条染色体上均有分布(图1)。

2.1.2 等位变异位点校准

选择冬青15号、藏83062、云青2号等31个

品种(表3)作为参照品种,分别在农业农村部植

物新品种测试(杭州)分中心、农业农村部植物新

品种测试(济南)分中心、农业农村部植物新品种

测试(成都)分中心对这些品种、21对SSR标记

的指纹信息进行了毛细管荧光电泳检测平台验

证。结果表明,PCR扩增产物均具有清晰、稳定

的主峰,且易识别;扩增片段大小可重现。

2.1.3 DNA指纹数据库构建

采集155个青稞品种在21个SSR核心位点

的指纹数据,构建青稞品种 DNA 指纹数据库。
此外,为了提高检测效率和降低检测成本,根据荧

光标记类型和扩增片段大小区间,将21对荧光引

物进一步分为10组(表4)。各组引物均可混合

进行多重荧光毛细管电泳。

表2 16个代表性品种

Table2 Informationof16representativevarieties

品种名称
Varietyname

粒色
Graincolor

棱型
Rowtype

穗蜡质
Spikewaxiness

抽穗习性
Heading

characteristics

小穗密度
Spikeletdensity

品种类型
Varietytype

冬青15号 Dongqing15 黄色 Yellow 六棱Six-row 中 Middle 全抽 Wholeheading 中 Middle 育成品种Cultivar

昆仑3号 Kunlun3 黄色Yellow 四棱Four-row 强Strong 不抽 Noheading 密Dense 育成品种Cultivar

北青7号Beiqing7 蓝色Blue 四棱Four-row 强Strong 不抽 Noheading 密Dense 育成品种Cultivar

康青3号 Kangqing3 黄色Yellow 四棱Four-row 强Strong 半抽 Halfheading 密Dense 育成品种Cultivar

黑青稞 Heiqingke 紫色Purple 四棱Four-row 中 Middle 全抽 Wholeheading 中 Middle 地方品种Landrace

短白青稞 Duanbaiqingke 灰褐色Taupe 四棱Four-row 强Strong 全抽 Wholeheading 密Dense 地方品种Landrace

云青3号 Yunqing3 紫色Purple 六棱Six-row 强Strong 半抽 Halfheading 中 Middle 育成品种Cultivar

迪青3号 Diqing3 紫色Purple 四棱Four-row 强Strong 全抽 Wholeheading 疏Sparse 育成品种Cultivar

藏83062Zang83062 黄色Yellow 六棱Six-row 强Strong 半抽 Halfheading 密Dense 育成品种Cultivar

昆仑12号 Kunlun12 黄色Yellow 四棱Four-row 强Strong 半抽 Halfheading 中 Middle 育成品种Cultivar

富恒米大麦
Fuhengmidamai

蓝色Blue 四棱Four-row 强Strong 半抽 Halfheading 密Dense 地方品种Landrace

东旺白青稞
Dongwangbaiqingke

灰褐色Taupe 六棱Six-row 中 Middle 不抽 Noheading 中 Middle 地方品种Landrace

钩芒裸大麦
Goumangluodamai

黄色Yellow 二棱 Two-row 中 Middle 全抽 Wholeheading 中 Middle 地方品种Landrace

尼西黑青稞
Nixiheiqingke

黑色Black 六棱Six-row 中 Middle 不抽 Noheading 密Dense 地方品种Landrace

迪青4号 Diqing4 蓝色Blue 四棱Four-row 中 Middle 全抽 Wholeheading 疏Sparse 育成品种Cultivar

云青4号 Yunqing4 黄色Yellow 二棱 Two-row 中 Middle 全抽 Wholeheading 密Dense 育成品种Cultivar

·857· 麦 类 作 物 学 报                  第46卷



  每组峰图对应1对SSR引物在1个青稞品种中的扩增结果;横坐标(X轴):片段大小(bp);纵坐标(Y轴):荧光信号强度。
EachgroupofelectropherogramscorrespondstotheamplificationresultofonepairofSSRprimersinonehullessbarleyvariety.X-

axis:Fragmentsize(bp).Y-axis:Relativefluorescenceintensity(RFU).
图1 21对核心引物的部分等位变异

Fig.1 Partialallelicvariationsof21coreprimers

表3 21对核心引物及其等位变异的参照品种

Table3 21coreprimersandreferencevarietiesforeachallelicvariation

编号
No.

引物名称
Primer
name

染色体位置
Chromosomal
position

退火温度
Annealing
temperature/

℃

引物序列
Primersequence(5'→3')

参照品种(等位变异)
Referencevariety(allelicvariation)

1 Bmag0345 1H 58 F:ATGAGGAATAACTCAACCAAA
R:AATATATTTTCGATGTCGAGC

冬青15号(132bp);迪青4号(134bp);藏83062(144bp);昆
仑164(146bp);云青4号(164bp);北青1号(166bp)
Dongqing15(132bp);Diqing4(134bp);Zang83062(144
bp);Kunlun164(146bp);Yunqing4(164bp);Beiqing1(166bp)

2 Bmag0211 1H 58 F:ATTCATCGATCTTGTATTAGTCC
R:ACATCATGTCGATCAAAGC

K53(177bp);云青606(183bp);迪青4号(185bp);藏83062
(187bp);昆仑1号(189bp);北青1号(191bp);昆仑8号
(193bp);冬青15号(195bp)
K53(177bp);Yunqing606(183bp);Diqing4(185bp);Zang
83062(187bp);Kunlun1(189bp);Beiqing1(191bp);Kun-
lun8(193bp);Dongqing15(195bp)

3 Bmag0718 1H 55 F:ATCGTGACATCTCAAGAACA
R:CCTGATACTGCCTAGCATTAG

镇康软壳青稞(150bp);迪青4号(154bp);昆仑1号(156
bp);藏83062(158bp);云青4号(160bp);冬青15号(162
bp);昆仑164(166bp)
Zhenkangruankeqingke(150bp);Diqing4(154bp);Kunlun1
(156bp);Zang83062(158bp);Yunqing4(160bp);Dongqing
15(162bp);Kunlun164(166bp)

4 Scssr07759 2H 60 F:GCAACTCCTCATCATCTCAGG
R:CAACAGCCAGAAGGTCTACG

藏83062(178bp);云青4号(184bp);尼西黑青稞(209bp);
迪青4号(222bp)
Zang83062(178bp);Yunqing4(184bp);Nixiheiqingke(209
bp);Diqing4(222bp)

5 Bmag0711 2H 55 F:GGAGAGTCACATATCAAGGAC
R:CCACTCCTTCTCATACCTTTA

S-11(152bp);米 麦114(162bp);迪 青 4 号(166bp);藏
83062(168bp);S-18(178bp);云青4号(180bp);冬青15号
(182bp);禄劝裸黑大麦(184bp)
S-11(152bp);Mimai114(162bp);Diqing4(166bp);Zang
83062(168bp);S-18(178bp);Yunqing4(180bp);Dongqing
15(182bp);Luquanluoheidamai(184bp)
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 (续表3 Continuedtable3)

编号
No.

引物名称
Primer
name

染色体位置
Chromosomal
position

退火温度
Annealing
temperature/

℃

引物序列
Primersequence(5'→3')

参照品种(等位变异)
Referencevariety(allelicvariation)

6 Bmag0813 2H 55 F:ATGGGTCCATAGCAATAGATA
R:GGAAGAATCACATCAAATAGG

云青4号(177bp);甘 德 拉 青 稞(185bp);冬 青15号(187
bp);尼西黑青稞(189bp);云青606(191bp);黑白青稞(193
bp);藏83062(195bp);镇康软壳青稞(197bp);昆仑164(199
bp);S-18(201bp)
Yunqing4(177bp);Gandelaqingke(185bp);Dongqing15
(187bp);Nixiheiqingke(189bp);Yunqing606(191bp);
Heibaiqingke(193bp);Zang83062(195bp);Zhenkangru-
ankeqingke(197bp);Kunlun164(199bp);S-18(201bp)

7 Bmag0013 3H 58 F:AAGGGGAATCAAAATGGGAG
R:TCGAATAGGTCTCCGAAGAAA

昆仑1号(142bp);洋大麦(144bp);云青606(148bp);S-4
(150bp);迪青4号(156bp);云青4号(158bp);S-2(162
bp);S-12(164bp);藏83062(166bp)
Kunlun1(142bp);Yangdamai(144bp);Yunqing606(148
bp);S-4(150bp);Diqing4(156bp);Yunqing4(158bp);S-2
(162bp);S-12(164bp);Zang83062(166bp)

8 Bmac0209 3H 58 F:CTAGCAACTTCCCAACCGAC
R:ATGCCTGTGTGTGGACCAT

云青4号(175bp);迪青4号(181bp);云青2号(183bp);藏
83062(185bp);漭水米大麦(187bp);米麦114(189bp)
Yunqing4(175bp);Diqing4(181bp);Yunqing2(183bp);
Zang83062(185bp);Mangshuimidamai(187bp);Mimai114
(189bp)

9 Bmag0225 3H 55 F:AACACACCAAAAATATTACATCA
R:CGAGTAGTTCCCATGTGAC

冬青15号(135bp);K56(137bp);禄劝裸黑大麦(139bp);
藏83062(141bp);S-12(143bp);云青3号(151bp);云青4
号(153bp);钩芒裸大麦(161bp)
Dongqing15(135bp);K56(137bp);Luquanluoheidamai(139
bp);Zang83062(141bp);S-12(143bp);Yunqing3(151bp);
Yunqing4(153bp);Goumangluodamai(161bp)

10 HVM40 4H 55 F:CGATTCCCCTTTTCCCAC
R:ATTCTCCGCCGTCCACTC

云青4号(141bp);鲜裸大麦(143bp);藏83062(149bp);洋
大麦(151bp);北青1号(153bp);镇康软壳青稞(155bp);云
青606(159bp);S-12(161bp)
Yunqing4(141bp);Xianluodamai(143bp);Zang83062(149
bp);Yangdamai(151bp);Beiqing1(153bp);Zhenkangruan-
qingke(155bp);Yunqing606(159bp);S-12(161bp)

11 Bmag0375 4H 55 F:CCCTAGCCTTCCTTGAAG
R:TTACTCAGCAATGGCACTAG

藏83062(124bp);冬青15号(126bp);钩芒裸大麦(128
bp);北青88繁45(130bp)
Zang83062(124bp);Dongqing15(126bp);Goumangluod-
amai(128bp);Beiqing88fan45(130bp)

12 GBM1015 4H 55 F:TTGTTGGAACATACAAACATGC
R:GTTCCGTGTGAATTAGCGGT

云青2号(184bp);尼西黑青稞(200bp);云 青4号(229
bp);S-12(237bp);冬青15号(249bp);藏83062(253bp);
S-4(257bp)
Yunqing2(184bp);Nixiheiqingke(200bp);Yunqing4(229
bp);S-12(237bp);Dongqing15(249bp);Zang83062(253
bp);S-4(257bp)

13 Bmac0096 5H 58 F:GCTATGGCGTACTATGTATGGTTG
R:TCACGATGAGGTATGATCAAAGA

鲜裸大麦(162bp);冬青15号(164bp);K53(166bp);藏
83062(176bp);尼西黑青稞(178bp);昆仑8号(180bp);
云青4号(186bp)
Xianluodamai(162bp);Dongqing15(164bp);K53(166bp);
Zang83062(176bp);Nixiheiqingke(178bp);Kunlun8(180
bp);Yunqing4(186bp)

14 Scssr03907 5H 60 F:CTCCCATCACACCATCTGTC
R:GACATGGTTCCCTTCTTCTTC

藏83062(109bp);鲜 裸 大 麦(111bp);尼 西 黑 青 稞(113
bp);云青4号(125bp);冬青15号(127bp);迪青3号(129
bp);S-12(131bp);S-18(139bp)
Zang83062(109bp);Xianluodamai(111bp);Nixiheiqingke
(113bp);Yunqing4(125bp);Dongqing15(127bp);Diqing
3(129bp);S-12(131bp);S-18(139bp)

15 Scssr10148 5H 60 F:AAGCAGCAAAGCAAAGTACC
R:TCATCAGCATCTGATCATCC

藏83062(179bp);云青4号(189bp);S-4(195bp);S-18
(199bp);禄劝裸黑大麦(207bp);迪青4号(209bp);洋大
麦(213bp)
Zang83062(179bp);Yunqing4(189bp);S-4(195bp);S-18
(199bp);Luquanluoheidamai(207bp);Diqing4(209bp);
Yangdamai(213bp)

16 Bmag0870 6H 55 F:AACCATAGGATTTGTACTAGTTTC
R:TCATGACATCTCAAGAACG

迪青4号(116bp);S-70(120bp);黑白青稞(122bp);藏
83062(124bp);米麦114(126bp);甘德拉青稞(128bp);S-
12(130bp)
Diqing4(116bp);S-70(120bp);Heibaiqingke(122bp);
Zang83062(124bp);Mimai114(126bp);Gandelaqingke
(128bp);S-12(130bp)

17 HVM31 6H 58 F:CGGTTTCTGGTTGCTTGG
R:CGAAGGTCTCAGGCTTCATG

藏83062(163bp);尼西黑青稞(165bp)
Zang83062(163bp);Nixiheiqingke(165bp)

18 EBmac0602 6H 58 F:GATTGGAGCTTCGGATCAC
R:CCGTCTAGGGAGAGGTTCTC

藏83062(185bp);迪青4号(187bp);昆仑8号(189bp);
云青4号(203bp);冬青15号(215bp);S-2(217bp);K56
(219bp)
Zang83062(185bp);Diqing4(187bp);Kunlun8(189bp);
Yunqing4(203bp);Dongqing15(215bp);S-2(217bp);
K56(219bp)

19 AWBMS0022 7H 55 F:CCACTTCAAAGGCTTCCACA
R:CCGGAGAGTTGCTAATCT

K56(185bp);尼西黑青稞(187bp);鲜裸大麦(217bp);冬
青15号(221bp);藏83062(227bp)
K56(185bp);Nixiheiqingke(187bp);Xianluodamai(217
bp);Dongqing15(221bp);Zang83062(227bp)

20 GBM1419 7H 58 F:CGTCACGCCACTCACCTC
R:CTTGAAGTCGGAACCCATGT

云青4号(95bp);S-11(101bp);镇康软壳青稞(105bp);
藏83062(125bp)
Yunqing4(95bp);S-11(101bp);Zhenkangruankeqingke
(105bp);Zang83062(125bp)

21 EBmatc0016 7H 58 F:CCAACCAAGATAATGTGCTTG
R:ATCCTTATGCTCCTCGCTG

镇康软壳青稞(141bp);昆仑8号(143bp);冬青15号(147
bp);迪青4号(153bp)
Zhenkangruankeqingke(141 bp); Kunlun 8 (143 bp);
Dongqing15(147bp);Diqing4(153bp)
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表4 21对核心引物分组

Table4 Groupingofthe21coreprimerslabeledbyfluorescence

组别
Group

FAM标记引物
FAMlabeledmarker

ROX标记引物
ROXlabeledmarker

HEX标记引物
HEXlabeledmarker

TAMRA标记引物
TAMRAlabeledmarker

1 GBM1419(95~125bp) EBmatc0016(140~153bp) HVM31(163~165bp) Bmag0211(177~195bp)
2 HVM40(141~161bp) Bmag0870(116~130bp) Scssr10148(178~213bp)
3 GBM1015(184~257bp) Bmag0718(151~166bp) Scssr03907(109~139bp)
4 Bmag0813(177~201bp) Bmag0375(124~130bp) Bmag0013(142~166bp)
5 Bmag0345(132~166bp) AWBMS0022(185~227bp)
6 Bmag0225(135~161bp) EBmac0602(185~219bp)
7 Scssr07759(178~222bp)
8 Bmac0096(162~185bp)
9 Bmac0209(175~189bp)
10 Bmag0711(152~184bp)

  括号中的数值为片段大小区间。

Thevaluesintheparenthesesarethesizeintervalsoffragments.

2.2 鉴定体系评价

2.2.1 多态性评价

利用21对核心引物在155个青稞品种中共

检测到137个等位变异,单对引物的等位变异范

围为2~10个,每对引物平均6.52个等位变异;多
态性信息含量(PIC)值变化范围为0.39~0.85,平
均值为0.68,20个标记的PIC值大于0.5,为高度

多态性位点,占所有引物的95.24%;155个青稞

品种的香农信息指数范围为0.68~2.11,平均值

为1.50,引物表现出较高的香农信息指数。PIC
值和香农信息指数值最高的为引物Bmag0813(表

5)。以上结果表明,核心引物的多态性较高,可以

有效检测到青稞品种间的遗传多样性,适用于品

种鉴定。155个青稞品种的观测杂合度变化范围

为0.07~0.23,平均值为0.15;期望杂合度变化

范围为0.48~0.86,平均值为0.72。期望杂合度

远高于观测杂合度,这与其以自交为主的繁殖方

式相等。

表5 21对核心引物的重要遗传参数

Table5 Geneticparametersof21coreprimers

引物
Primer

主要等位
基因频率
Majorallele
frequency

基因型数量
Numberof
genotypes

多态性信息含量
Polymorphism

informationcontent

等位基因数
Numberof
alleles

有效等位基因数
Numberof

effectivealleles

观测杂合度
Observed

heterozygosity

期望杂合度
Expected

heterozygosity

香农信息指数
Shannon􀆳s

informationindex

Bmag0345 0.34 10 0.71 6 4.02 0.07 0.75 1.50
Bmag0211 0.45 14 0.63 8 3.08 0.16 0.68 1.37
Bmag0718 0.34 17 0.73 7 4.31 0.17 0.77 1.63
Scssr07759 0.43 7 0.58 4 2.90 0.14 0.66 1.12
Bmag0813 0.20 27 0.85 10 7.36 0.19 0.86 2.11
Bmag0711 0.40 20 0.70 8 3.88 0.15 0.74 1.60
Bmag0013 0.29 26 0.82 9 6.02 0.21 0.83 1.96
Bmac0209 0.49 16 0.66 6 3.31 0.14 0.70 1.45
Bmag0225 0.43 20 0.69 9 3.64 0.18 0.73 1.58
HVM40 0.31 26 0.79 8 5.45 0.23 0.82 1.85
Bmag0375 0.56 9 0.52 4 2.43 0.13 0.59 1.03
GBM1015 0.24 19 0.79 7 5.45 0.13 0.82 1.77
Bmac0096 0.55 16 0.61 7 2.83 0.14 0.65 1.37
Scssr03907 0.38 18 0.73 8 4.19 0.11 0.76 1.64
Scssr10148 0.30 15 0.76 7 4.73 0.16 0.79 1.69
Bmag0870 0.25 17 0.81 7 5.77 0.16 0.83 1.84
HVM31 0.58 3 0.39 2 1.93 0.07 0.48 0.68
EBmac0602 0.47 14 0.55 7 2.61 0.12 0.62 1.17
AWBMS0022 0.37 14 0.71 5 3.95 0.16 0.75 1.48
GBM1419 0.38 10 0.62 4 3.16 0.16 0.68 1.25
EBmatc0016 0.34 9 0.68 4 3.71 0.14 0.73 1.35
合计 Total \ 327 \ 137 84.73 \ \
均值 Mean 0.39 15.57 0.68 6.52 4.03 0.15 0.72 1.50
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2.2.2 引物鉴别效率评价

使用155个青稞品种的等位变异数据评价核

心引物的鉴别效率,结果表明,155个品种中随机

抽取2个品种可形成11935个组合,0个差异位

点的品种组合数为1对,区分率为99.991%;差
异位点数≤1的品种组合数为3对,区分率为

99.974%;差异位点数≤2的品种组合有5对,区
分率为99.958%。对155个品种的差异位点进

行统计发现,差异位点数从小到大对应的组合数

基本符合正态分布(图2),值得注意的是,0、1差

异位点涉及品种为97-9-2、97-9-1和97-7-2,这3
个品种均来源于云南地区,为由相同对父母本

培育而成的品种,说明通过21对SSR引物可以

有效鉴别155个青稞品种。
2.3 群体结构和遗传分化分析

2.3.1 遗传距离和系统发育树分析

基于品种间Nei’s遗传距离,使用非加权组

平均法(UPGMA)进行聚类分析,结果表明,155
个青稞品种间遗传距离范围为0.0476~1,平均

值为0.72;154个青稞品种可划分为3个类群(图
3),类群I共计74个青稞品种,包含63个云南育

成品种、9个云南地方品种、1个青海育成品种和

1个西藏育成品种;类群II共计38个青稞品种,
包含23个云南地方品种、14个云南育成品种和1
个青海育成品种;类群III共计42个青稞品种,15
个青海育成品种、12个云南育成品种、11个云南地

方品种、3个四川育成品种和1个西藏育成品种;
品种S-2单独构成1个外群分支。

2.3.2 群体结构分析和主成分分析

使用Structure2.3.4软件进一步分析群体

分布特征,结果表明,在 K 取值范围内(1~10),
lnP(K)的值随着K 值的增加而增加,没有最大

值,无法确定最佳亚群数(图4A)。根据Evanno
等[39]的方法确定最佳分类值,当ΔK 值随着K
值变化,出现明显峰值时可将其确定为最佳分类

数(图4B)。当K=3时,可将155个青稞品种分

为3个亚群(图4C),与基于 Nei’s遗传距离的

UPGMA聚类分析结果具有一致性。群体结构

分析中的Q 值用于量化品种的遗传结构成分,反
映其归属于不同预设亚群的概率。由群体结构图

(图4C)可以看出,亚群Ⅰ中,Q 值≥0.8的品种

共计32个,占该类群的46%;亚群Ⅱ中,Q 值≥
0.8的品种共计20个,占该类群的43%;亚群Ⅲ
中,Q 值≥0.8的品种共计19个,占该类群的

48%。Q 值≥0.8的品种共71个,占45.81%,说
明这些品种遗传结构相对单一;其余81个品种Q 值

<0.8,占54.19%,说明其遗传组分混合程度较高。
对155个青稞品种进行主成分分析,结果表

明,第一主成分解释了总遗传变异的19.1%,第
二主成分解释了9.9%,前两大主成分累计解释

率为29.0%,表明供试青稞品种在遗传结构上存

在一定程度的分化。155个青稞品种可分为3
类,类群Ⅰ主要集中在第一主成分的负向区域和

第二主成分的正负区间,呈现连续分布的特征,说
明该类群内品种遗传背景较为相似且存在一定程

度的遗传渐变。类群Ⅱ明显聚集在第一主成分的正

图2 品种间差异位点数统计

Fig.2 Numberofdifferenceallelesbetweenvarieties
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  ▲:0位点差异品种;★:1位点差异品种。
▲:Twovarietieswithzerodifferenceinthenumberofalleles;★:Twovarietieswithonedifferenceinthenumberofalleles.

图3基于Nei’s遗传距离的155个青稞品种聚类图

Fig.3 Clusterof155hullessbarleyvarietiesbasedonNei’sgeneticdistanceof21coreprimers

  A:使用lnP(K)的平均值来估计种群结构,K 值的范围为1~10。B:利用lnP(K)得到的ΔK 曲线,确定最优K 值为3。
C:155个青稞品种聚为3个亚群(红色:亚群Ⅰ;绿色:亚群Ⅱ;蓝色:亚群Ⅲ),每个直方图表示一种变化,其中不同的颜色表示使用

Q 值预估的组分系数。
A:ThemeanvalueoflnP(K)wasusedtoestimatethepopulationstructure,andtherangeofKvalueswas1-10.B:Usingthe

curveofΔKobtainedbylnP(K),theoptimalKvaluewasdeterminedtobe3.C:The155hullessbarleyvarietiesstudiedclusteredin
threesubgroups(Red:subgroupⅠ;Green:subgroupⅡ;Blue:subgroupⅢ).Eachhistogramrepresentsavarietyinwhichdifferent
colorsrepresenttheestimatedcomponentcoefficientsusingQvalues.

图4 基于21对核心引物的155个青稞品种种群结构分析

Fig.4 Populationstructureanalysisof155hullessbarleyvarietiesbasedon21coreprimers
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图5 基于21对核心引物的155个青稞品种主成分分析

Fig.5 Principalcomponentanalysisof155hullessbarleyvarietiesbasedon21coreprimers

向区域和第二主成分的负向区域,形成独立的聚

类簇,体现出该类群内品种具有较高的遗传一致

性。类群Ⅲ(黄色三角形)主要分布在第一主成分

的正向区域和第二主成分的正向区域,与类群Ⅱ
在第一主成分维度上有部分重叠,但在第二主成

分维度上可区分,显示出与类群Ⅱ存在一定遗传

关联但又具有独特遗传组分。主成分分析结果与

群体结构分析结论具有一致性。

2.3.3 群体间的遗传分化

进一步对群体间的遗传分化程度进行分析。
结果显示,19%的变异来自于群体间,62%的变异

来自类群内品种间,19%的变异来自品种内,类群

内品种间的遗传变异大于类群间的遗传变异(表

6)。这说明类群内品种之间遗传背景较宽,这与

群体结构分析表明青稞品种亚群间的基因交流明

显、遗传组分混合程度较高的结果具有一致性。
群体间遗传分化的程度可以通过遗传分化指数

(Fst)来判定[40],当0≤Fst<0.05时,表示遗传分

化水平极低;当0.05≤Fst<0.15时,表明遗传分

化处于中等水平;当0.15≤Fst<0.25时,表示遗

传分化较大;当Fst≥0.25时,表示群体间有很大

的遗传分化。本研究中3个类群(Ⅰ-Ⅱ、Ⅱ-Ⅲ和Ⅰ-Ⅲ)
之间的Fst 值分别为0.110、0.103和0.133,均属

于中等程度遗传分化。

表6 基于21对核心引物的155个青稞品种分子方差分析

Table6 Analysisofmolecularvariance(AMOVA)of155hullessbarleyvarietiesbasedon21coreprimers

变异来源Source 自由度 Df 平方和SS 均方 MS 估计方差
Estimatedvariance

变异比例
Variancerate/%

群体间 Amongpopulations 2 330.020 165.010 1.556 19%
品种间 Amongvarieties 152 1795.655 11.814 5.137 62%
品种内 Withinvarieties 155 238.500 1.539 1.539 19%

总计 Total 309 2364.174 - 8.233 100%

2.3.4 品种分子身份证的构建

基于21对SSR引物的DNA指纹检测数据,
构建青稞品种分子身份证。先将各引物的等位变

异按分子量从小到大排序,进行数字化编码;因品

种存在杂合与纯合位点,最终形成42位SSR分

子标记指纹码,确保每个品种获得唯一标识。如

迪青4号的分子身份证为2233224411336622887
71144445566223322554444(图6)。不同标记的

基因型组合可有效区分品种,等位变异越丰富,品
种间差异越显著。将155个青稞品种的指纹码导

入条码生成器,生成对应条形码分子身份证,实现

品种分子差异的直观、快速鉴别。

图6 迪青4号的条形码 DNA分子身份证

Fig.6 DNAIDcodeofDiqing4
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3 讨论

3.1 SSR标记在品种鉴定中的应用

目前,分子标记在品种鉴定方面有明显的优

势,在辅助DUS测试近似品种筛选、司法鉴定、品
种管理等方面已有大量应用实践[41]。PIC值是

指在连锁分析中一个基因标记多态性所能提供的

信息量的衡量指标。本研究所筛选的21对核心

引物PIC值平均为0.68,20对核心引物的PIC
值均高于0.5,为高度多态性引物。此PIC均值

远高于原红军等[16](0.179)、Xu等[42](0.157)和
Guo等[43](0.3)的结果,高于巴桑珍玉等[44]的结

果(0.489),略高于张元元等[3]、王国平等[17]得到

的PIC均值(0.6和0.612),说明本研究选取的

SSR标记能较好地反映青稞品种的遗传多样性,
用于青稞的品种鉴定具有一定的可靠性。在标记

分布方面,本研究中的21对SSR引物在7条青

稞染色体上分布均匀,每条染色体均分布有3对

引物。相较于前人研究中未关注的情况,标记的

均匀分布有利于提高品种鉴定的全面性。前人研

究中对于SSR分子标记的使用多偏向于遗传多

样性和种群结构的分析,未对品种鉴别效率进行

分析。本研究中,21对核心引物可区分155个品

种中的153个品种,区分率为99.991%,满足《植
物品种鉴定 DNA分子标记法总则》中对于核心

引物能区分95%以上品种的要求,说明本研究构

建的品种鉴定体系在实际应用中的高效性。在植

物新品种侵权的认定中,品种鉴定结论包括分子

鉴定结果和田间测试鉴定结论,田间测试鉴定结

论常作为最终判定标准[45]。因此,在利用分子标

记技术进行品种鉴定时,0差异位点的品种,不能

仅依据分子标记结果就判定品种相同,而需进一

步结合田间测试鉴定进行精准鉴定。
在品种鉴定研究领域,参照品种、多重荧光毛

细管电泳分组以及DNA指纹数据库的构建,对
于提升鉴定的准确性、效率和便捷性具有重要意

义。近年来,相关研究不断深入,为品种鉴定提供

了更为完善的技术体系[20-22]。本研究中选择云青

4号、迪青4号、昆仑8号等品种作为参照品种并

开展多机构验证,一方面可避免因仪器型号或批

次不同可能造成的系统误差,确定了不同标记可

稳定检测到的标准变异片段大小;另一方面,可对

需基于本研究鉴定体系开展青稞品种鉴定工作的

研究人员提供参考。此外,本研究还整理了21对

核心引物的多重荧光毛细管电泳分组,可有效提

高效率、降低成本;基于荧光毛细管电泳获得等位

变异片段大小,构建155个青稞品种DNA指纹

数据库,可直观、便捷和高效地用于青稞品种鉴定

比对。

3.2 青稞遗传多样性和群体结构

对青稞品种资源遗传多样性、遗传背景和遗

传结构的分析研究,可为青稞品种选育、种质创新

和品种鉴定提供理论依据,对于促进青稞育种水

平的提高具有重要意义[46]。施永泰等[47]研究指

出,得到较为可靠的信息,多态性位点数应达到或

超过70个。本研究筛选的21对核心引物在155
个青稞品种中共检测到137个等位变异位点,约
为70个位点的2倍,表明本研究得到的遗传多样

性结果可靠性较高。从Shannon’s多样性指数

来看,不同位点的平均Shannon’s多样性指数为

1.50,高于张元元等[3](0.65)、原红军等[16](0.34)、
吴昆仑等[15](0.45)、尚毅等[48](0.85)和李赢

等[49](1.22)的结果,说明本研究选取的SSR引

标记能较好地反映青稞品种的遗传多样性水平。
此外,本研究选取的青稞品种为来自云南、青海、
四川、西藏的地方品种和育成品种,这可能是本研

究中青稞品种遗传多样性丰富的原因。
本研究聚类分析、群体结构分析和主成分分

析结果均将155个青稞品种划分为3个类群,同
一来源的青稞品种并不完全聚为一类,但具有一

定的聚集性,这与王国平等[17]和Hu等[19]的研究

结果高度一致。群体结构分析显示,Q 值≥0.8
的品种有71个,占比54%,与 Hu等[19]利用18
个SSR标记对63个青稞品种Q 值分析中Q 值≥
0.8占比52.38%的结果基本一致。不同亚群间

种群结构里遗传组分较为单一的品种占比均超

40%,表明本研究所选青稞品种遗传多样性丰富,
且大部分品种遗传背景较简单。依据 Hu等[19]

研究,聚类分析、群体结构分析和主成分分析结果

可作为青稞育种亲本选择参考,优先选用远缘品

种和遗传结构简单的品种,能获得遗传差异丰富

的后代材料。因此,本研究对青稞品种的遗传多

样性分析结果,对于青稞育种亲本材料选择、避免

盲目组配、节约育种时间、加快育种进程以及获得

有可预见性优势的品种具有重要参考意义。

4 结论

本研究筛选出21对核心引物,建立了基于荧
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光毛细管电泳平台的青稞品种分子鉴定体系,构
建了包括155份青稞品种的DNA指纹图谱库。
该体系鉴别效率达99.991%,满足《植物品种鉴

定DNA分子标记法总则》品种鉴定要求可用于

青稞品种真实性鉴定、辅助筛选DUS测试近似品

种和新品种权保护等。遗传多样性分析说明品种

间遗传多样性丰富,聚类、群体结构及主成分分析

均将155份青稞品种划分为3个类群,类群间呈

中等遗传分化(Fst=0.103~0.133),62% 变异

来自类群内品种间,45% 品种遗传背景简单,分
析结果可为青稞育种亲本选择提供参考。
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