
６０８Ｇ６１４
４/２０１６

草　业　科　学

PRATACULTURALSCIENCE
第３３卷第４期

Vol．３３,No．４

http:∕∕cykx．lzu．edu．cm

DOI:１０．１１８２９/j．issn．１００１Ｇ０６２９．２０１５Ｇ０４７２
廖丽,王晓丽,刘建秀,刘洋,白昌军,徐毓皎,张欣怡,王志勇．地毯草种质资源ISSR标记遗传多样性分析．草业科学,２０１６,３３(４):

６０８Ｇ６１４．
LiaoL,WangXL,LiuJX,LiuY,BaiCJ,XuYJ,ZhangXY,WangZY．AnalysisofgeneticdiversityofAxonopuscompressususing
ISSRmarkers．PrataculturalScience,２０１６,３３(４):６０８Ｇ６１４．

地毯草种质资源ISSR标
记遗传多样性分析

廖 丽１,王晓丽１,刘建秀２,刘 洋１,白昌军３,
徐毓皎１,张欣怡１,王志勇１

(１．热带作物种质资源保护与开发利用教育部重点实验室 海南大学农学院,海南 海口５７０２２８;

２．江苏省中国科学院植物研究所,江苏 南京２１００１４;３．中国热带农业科学院热带作物品种资源研究所,海南 儋州５７１７３７)

摘要:地毯草(Axonopuscompressus)是华南地区使用的多年生草本植物,本研究通过ISSR标记对华南地区６４份地毯

草种质资源的遗传多样性和亲缘关系进行分析.结果表明,２５对ISSR引物共扩增出２０８条清晰谱带,大小在３００~
１５００bp,其中多态性条带有１９６条,多态性比率为９４．２３％,２５对引物扩增条带数在４~１５条,平均每对引物８．３２条,

遗传相似系数是０．４６~０．９９.通过 UPGMA方法对６４份地毯草材料进行聚类分析.结果表明,来自相同采集地区的

材料并没有完全聚在一类,供试材料间出现较大的遗传差异.本研究结果可为今后开展地毯草种质资源遗传保护、品

种鉴定、新品种选育提供基础.
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　　地毯草(Axonopuscompressus),别名大叶油草,
属禾本科地毯草属多年生草本植物,暖季型草坪草.
其中地毯草属约有４０个种,在我国主要分布在热带和

亚热带等气候温暖湿润地区,但是地毯草不耐寒,气温

变低时叶色就会呈现紫红色,植株枯黄,影响观赏价值

和使用价值[１].目前世界各国对地毯草种质资源的研

究还只停留在一些简单的调查上,还没有把性状的鉴

定与控制性状的基因以及基因的传递和变异规律的研

究结合起来,但在地毯草属的形态多样性[２Ｇ４]、抗逆

性[５Ｇ９]、分子标记[１０Ｇ１１]等方面的研究较多.

目前,ISSR标记技术[１２]具有操作简单、成本低、
快速灵敏、多态性高、所需 DNA 量少以及无需预知研

究对象的基因组序列等优点,同时也具有SSR 的稳

定性.且ISSR 标记技术已经广泛地应用于品种鉴

定[１３]、遗传多样性分析[１４Ｇ１７]等研究,然而,地毯草种质

资源分子标记研究甚少[１０Ｇ１１,１８].席嘉宾等[１９]利用１５
个野生地毯草品系建立了ISSR的反应体系并进行了

遗传多样分析.本研究在此基础上,利用ISSR 标记

对国内外６３份野生地毯草种质和１份育成品种的遗

传多样性和亲缘关系进行研究,为今后地毯草种质开

发利用提供基础.

１　材料与方法

１．１　试验材料

６４份材料分别来源于中国的海南、广州、广西、云
南、福建和贵州以及澳大利亚(表１),种植在海南大学

儋州校区农学院基地并统一管理.

１．２　基因组DNA的提取和检测

地毯草基因组 DNA 的提取参照改良的 CTAB
法[２０],并做了适当的修改.取DNA原液５μL,加入１

μL的上样缓冲液,混匀,然后用０．８％琼脂糖凝胶进行

电泳检测(其中电泳缓冲液为０．５×TBE,电压３~４
V􀅰cm－１电泳３０min),最后稀释成５０ng􀅰μL－１备

用.

１．３　ISSRＧPCR扩增体系

ISSR反应体系(２０μL)和扩增程序为[１６,１９]:２μL
１０×buffer(１００mmol􀅰L－１ TrisＧHClpH８．３,５００
mmol􀅰L－１ KCl,１５mmol􀅰L－１ MgCl２);１．８μL２．５

mmol􀅰L－１ dNTP,１μL５０ng模板 DNA;１μL１０

μmol􀅰mL－１ISSR引物(表２);１μL５U􀅰μL－１ Taq
DNA聚合酶;无菌去离子水补至２０μL.PCR反应程

序为:９４℃预变性５min,９４℃变性４５s,４５~５５℃退

火１min,７２℃延伸９０s,共４５个循环;最后７２℃延

伸７min,４℃保存.

１．４　ISSRＧPCR扩增产物凝胶电泳检测

扩增结束后,取扩增产物 ８．５μL 与 ２μL６×
LoadingBuffer(TaKaRa)混匀,在１．５％琼脂糖凝胶上

电泳,电压４V􀅰cm－１,时间１．５~２h,电泳缓冲液为

０．５×TBE,电泳结束后取出凝胶,在凝胶成像仪上检

测照相,进行分析.

１．５　数据处理与分析

根据ISSR扩增出来的电泳图谱进行人工读带,
对电泳图谱上清晰可辨且可重复出现的条带记为“１”,
无则记为“０”,从而生成原始数据矩阵,根据 UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
MeansClusterAnalysis)法对数据进行遗传相似性聚

类分析.遗传相似系数(GS)＝２Nij/(Ni＋Nj),式
中,Nj 为第j个品种的扩增条带数目,Ni 为第i个品

种的扩增条带数,Nij代表第i、j个品种间共有的扩增

条带数[２１].

２　结果与分析

２．１　ISSR标记对地毯草种质扩增的多态性分析

本研究按最佳反应程序及体系最终从ISSR８０１
到ISSR９００共１００对引物中筛选出２５对稳定性好、
多态性高、条带清晰且重复性好的引物,用于６４份地

毯草种质的扩增.２５对引物共扩增出２０８条条带清

晰谱带,大小在３００~１５００bp,其中多态性条带有

１９６条,单对引物扩增条带数在４~１５条,平均每对引

物８．３２条,多态性比率为９４．２３％(表２).引物ISSR
８１１扩增产物的多态性条带数为１５条,其多态性最丰

富,但是ISSR８５６的扩增产物图谱最清晰(图１).

２．２　遗传相似性分析

相似系数是用来比较群体或个体间亲缘关系的远

近程度,相似系数越高,则说明材料间亲缘关系越近,
遗传背景一致性越强.６４份地毯草种质遗传相似系

９０６
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表１　供试材料

Table１　Experimentalmaterials

序号

No．

品系(种)

Accessions(species)

来源

Origin

序号

No．

品系(种)

Accessions(species)

来源

Origin

１ A２ 海南儋州 Danzhou,Hainan ３３ A８２ 广西扶绥Fusui,Guangxi

２ A３ 海南定安 Ding’an,Hainan ３４ A８３ 福建厦门 Xiamen,Fujian

３ A４ 海南定安 Ding’an,Hainan ３５ A８４ 福建漳浦Zhangpu,Fujian

４ A５ 海南儋州 Danzhou,Hainan ３６ A８６ 福建长泰Changtai,Fujian

５ A７ 海南白沙Baisha,Hainan ３７ A８７ 广西大新 Daxin,Guangxi

６ A１５ 海南琼海 Qionghai,Hainan ３８ A８８ 广西扶绥Fusui,Guangxi

７ A１６ 海南三亚Sanya,Hainan ３９ A９４ 广西崇左Chongzuo,Guangxi

８ A１９ 海南文昌 Wenchang,Hainan ４０ A９５ 格林纳达 Grenada

９ A２３ 海南万宁 Wanning,Hainan ４１ A９７ 云南腾冲 Tengchong,Yunnan

１０ A２５ 广西贵港 Guigang,Guangxi ４２ A９８ 广东怀集 Huaiji,Guangdong

１１ A２８ 海南澄迈Chengmai,Hainan ４３ A９９ 广东怀集 Huaiji,Guangdong

１２ A３０ 海南琼中 Qiongzhong,Hainan ４４ A１００ 广东佛岗Fogang,Guangdong

１３ A３４ 海南乐东Ledong,Hainan, ４５ A１０１ 广西桂平 Guiping,Guangxi,

１４ A３７ 海南儋州 Danzhou,Hainan, ４６ A１０２ 海南屯昌 Tunchang,Hainan

１５ A３８ 海南海口 Haikou,Hainan ４７ A１０３ 海南五指山 Wuzhishan,Hainan

１６ A４１ 云南勐海 Menghai,Yunnan ４８ A１０５ 海南昌江Changjiang,Hainan

１７ A４２ 海南乐东Ledong,Hainan ４９ A１０６ 广西合浦 Hepu,Guangxi

１８ A４５ 广东英德 Yingde,Guangdong ５０ A１０７ 广西合浦 Hepu,Guangxi

１９ A４６ 澳大利亚 Australia ５１ A１０８ 广西合浦 Hepu,Guangxi

２０ A４７ 云南河口 Hekou,Yunnan ５２ A１１１ 广西玉林 Yulin,Guangxi

２１ A４９ 贵州册亨Ceheng,Guizhou ５３ A１１３ 广东雷州Leizhou,Guangzhou

２２ A５１ 福建漳浦Zhangpu,Fujian ５４ A１１４ 海南海口 Haikou,Hainan

２３ A５２ 广西梧州 Wuzhou,Guangxi ５５ A１１６ 广东茂名 Maoming,Guangdong

２４ A５４ 广东惠州 Huizhou,Guangdong ５６ A１１８ 广东电白 Dianbai,Guangdong

２５ A５７ 福建漳州Zhangzhou,Fujian ５７ A１２０ 广西玉林 Yulin,Guangxi

２６ A５８ 广东广州 Guangzhou,Guangdong ５８ A１２１ 广东雷州Leizhou,Guangdong

２７ A５９ 福建南靖 Nanjing,Fujian ５９ A１２２ 广东徐闻 Xuwen,Guangdong

２８ A６３ 云南芒市 Mangshi,Yunnan ６０ A１２３ 广东廉江Lianjiang,Guangdong

２９ A６７ 云南芒市 Mangshi,Yunnan ６１ A１２６ 广东遂溪Suixi,Guangdong

３０ A７０ 云南瑞丽 Ruili,Yunnan ６２ A１３９ 海南琼中 Qiongzhong,Hainan

３１ A７２ 云南瑞丽 Ruili,Yunnan ６３ A１４０ 广西上思Shangsi,Guangxi

３２ A８１ 福建长泰Changtai,Fujian ６４ A１４１ 海南五指山 Wuzhishan,Hainan

数范围为０．４６~０．９９.遗传相似系数最高的是来自广

西合浦的 A１０７和 A１０８品系,相似系数为０．９９,表示

亲缘关系最近;亲缘关系最远的是来自广东惠州的

A５４品系和广东遂溪的 A１２６品系,其遗传相似系数

为０．４６,表明这些种质具有比较高的遗传多样性.

２．３　ISSR标记的聚类分析

用 UPGMA法对６４份地毯草材料进行聚类分析

(图２),从绘出的树状聚类图可以看出,在遗传相似系

数０．７４处,将６４份地毯草种质材料分为３类:第Ⅰ类

由２５个材料组成,分别来自海南(A２、A３、A４、A５、

A７、A１５、A１６、A３７、A３０、A３８、A１０２、A１４１)、福 建

(A５７、A５９、A８１、A８３、A８４)、广东(A４５、A５８、A９９)、
广西(A８２)、云南(A４７、A６３)、贵州(A４９)和澳大利亚

(A４６);第Ⅱ类也包括２５个材料,分别来自海南(A１９、

A１１４、A１３９、A１０５)、福建(A５１)、广东(A９８、A１１３、

A１１８、A１１６、A１２１、A１２３、A１２２、A１２６、A１００)、广西

０１６
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表２　ISSR分析所用的引物序列和扩增结果

Table２　PrimersequencesandamplifiedresultsofISSRanalysis

引物名称

Primer
引物序列

Primer
sequence
(５’－３’)

退火温度

Annealing
temperature/

℃

扩增条带总数

Totalnumber
ofbands

多态性条带数

Numberof
polymorphic

bands

多态性比率

Percentageof
polymorpbic
bands/％

ISSR８０７ (AG)８T ５２ ９ ９ １００．００

ISSR８０９ (AG)８G ５２ １１ １０ ９０．９１

ISSR８１１ (GA)８C ５２ １５ １５ １００．００

ISSR８１５ (CT)８G ５２ ４ ４ １００．００

ISSR８１６ (CA)８T ５２ ６ ６ １００．００

ISSR８２３ (TC)８C ５２ ５ ４ ８０．００

ISSR８２４ (TC)８G ５２ ６ ５ ８３．３３

ISSR８２５ (AC)８T ５２ ９ ８ ８８．８９

ISSR８２６ (AC)８C ５２ ６ ５ ８３．００

ISSR８２７ (AC)８G ５２ ７ ５ ７１．００

ISSR８３６ (AG)８YA ５２ ７ ７ １００．００

ISSR８４０ (GA)８YT ５２ ７ ７ １００．００

ISSR８４４ (CT)８RC ５２ ６ ６ １００．００

ISSR８５１ (GT)８YG ５２ ６ ５ ８３．３３

ISSR８５５ (AC)８YT ５５ １５ １４ ９３．３３

ISSR８５６ (AC)８YA ５５ １１ １１ １００．００

ISSR８５７ (AC)８YG ５５ １２ １１ ９１．６７

ISSR８５９ (TG)８RC ５５ ７ ７ １００．００

ISSR８６０ (TG)８RA ５５ ６ ４ ６６．６７

ISSR８７３ (GACA)４ ５５ １４ １４ １００．００

ISSR８７８ (GGAT)４ ５５ ４ ４ １００．００

ISSR８８０ (GGAGA)３ ５５ ６ ６ １００．００

ISSR８８８ BDB(CA)７ ５５ ９ ９ １００．００

ISSR８９５ AGAGTTGGTAGCTCTTGATC ５５ １１ １１ １００．００

ISSR８９９ CATGGTGTTGGTCATTGTTCC ５５ ９ ９ １００．００

合计 Total ２０８ １９６ ９４．２３

平均 Average ８．３２ ７．８４ ９４．２３

(A９４、A１０１、A１０６、A１０７、A１０８、A１１１、A１２０、A１４０)
和云南(A７２、A９７、A９５);第Ⅲ类包括１４份种质,分别

来自海南(A２３、A２８、A３４、A４２、A１０３)、广东(A５４)、
广西(A５２、A８７、A８８、A２５)、云南 (A４１、A６３、A６７、

A７０)和福建(A８６),从聚类结果来看,来自相同采集

地区的材料并没有完全聚在一类,供试材料间出现较

大的遗传差异.

３　讨论与结论

由于ISSR标记具有较好的稳定性和多态性[１３].

ISSR标记在研究植物遗传多样性方面被认为是一种

非常有效的方法并具有很大的应用潜质[１２,２２Ｇ２４].在本

研究中,通过ISSR 标记分析了６４份地毯草种质,显
示出了丰富的多态性,这表明ISSR 标记用于研究地

毯草遗传多样性的可行性,这与席嘉宾等[１９]对野生地

毯草的研究结果一致.
在本研究中,２５对ISSR引物共获得了１９６条多

态性条带,多态性比率为９４．２３％;席嘉宾等[２]用优化

的ISSR反应体系分析中国野生地毯草种质,得到的

多态性比率为８９．６７％;Wang等[１６]用ISSR标记分析

狗牙根的遗传多样性,多态性比率为８６．７％,以上结果

都显示了ISSR标记具有丰富的遗传多样性.
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图１　６４份材料DNA用ISSR８５６引物扩增图谱

Fig．１　ISSRfingerprintamplifiedwithprimerNo．８５６in６４DNAofA．compressus

图２　６４份地毯草种质的ISSR聚类分析结果

Fig．２　UPGMAclusteranalysisbasedonISSRgeneticidentitiesamong６４A．compressusaccessions
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　　从６４份地毯草的聚类分析结果来看,具有相同或

相近地理来源的材料被聚在了一类,但也有不同来源

的材料被聚在一类.这种现象也出现在其它种类

中[１１,１６Ｇ１８,２５].出现这种现象的原因主要有以下４个方

面:１)有相同地理来源的材料虽然来自相同的环境,但
由于育种材料和选择方向的复杂性,可能会出现遗传

差异比较大的类型,因此,相同地理来源的材料被归入

不同的类群;２)受环境的影响,在长期适应环境的过程

中物种也会出现性状趋同的现象,造成不同性状间的

交叉;３)地毯草属于多倍体[２０],在决定遗传分化中起

了重要作用[１８],因此,为了进一步了解不同地毯草种

质间的关系,在本研究的基础上,还需进一步分析地毯

草的倍性,因为倍性分布可能取决于环境的影响,或者

基因型的进化和历史发展[２６Ｇ２８].对狗牙根(Cynodon
dactylon)[２９]和类地毯草(A．affinis)[１８]遗传多样性

和倍性的研究也得到了类似结果.４)地毯草是多年生

禾本科草和异型杂交繁育体系,也可导致丰富的遗传

变异[１６,１８],另外,有大的生态隔离也是必要的,例如:
琼州海峡就可导致海南省和其它省份间种质的高变

异,这种地理分布可以显著影响一个物种的遗传多样

性.
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