
畜產研究 45(1）：83-93, 2012                                                                     83 

利用ISSR技術探討台灣地區狼尾草種原遺

傳歧異度
（1）

 

 
林正斌(2) 李姿蓉(2) 林明村(2) 蘇建安(3) 侯金日(3) (4) 

收件日期：100 年 6 月 29 日；接受日期：100 年 12 月 12 日 

 

摘要 

狼尾草（Pennisetum purpureum）為台灣主要牧草之一，大部分為自交不稔之常異交植物。因此，

偶而會有雜交種子產生及後裔分離情形，為探討其遺傳變異，本試驗利用搜集自台灣地區 14 個縣市之

105 個的野生狼尾草種原，取幼嫩葉尖 DNA 後利用簡單重複序列區間（inter-simple sequence repeat, ISSR)

技術，獲得 14 個具有多型性及再現性良好的引子，利用分子變異分析（analysis of molecular variance, 

AMOVA）分析樣品間之變方分析及遺傳距離矩陣。結果顯示，族群內變方佔總變方之 96.95％（P＜

0.1391），遺傳分化指數（Gst）為 0.2065，基因流（Nm）為 1.9217。計算遺傳距離與樹狀圖得到二者間

之協表相關係數（cophenetic correlation coefficient）r＝0.777。各縣市之遺傳距離介於 0.0488 至 0.1833 間，

以遺傳相似度 0.09 為截點，可將 14 個縣市分為 6 群，分別為第 1 群：彰化；第 2 群：台東；第 3 群：

南投、花蓮；第 4 群：台中、嘉義、雲林、台南、屏東、高雄；第 5 群：桃園、苗栗、新竹；第 6 群：

台北。主座標分析（principal coordinate analysis）顯示，將 14 個縣市分成 6 群之三度空間解釋能力可達

75.74％。因此，以 ISSR 技術可將臺灣野生狼尾草樣本分成 6 群，藉以探討其遺傳歧異度。 

 

關鑑詞：狼尾草、簡單重複序列間、遺傳歧異度、群叢分析。 

 

緒言 

狼尾草為國內主要栽培牧草之一（成等，1992），如狼尾草台畜草二號為目前栽培面積最多的品種，

以2009年為例，台灣栽培面積約達2332公頃（農業統計年報，2009），鮮草年產量每公頃可達250公噸，

乾物量約40公噸，其酸洗纖維（acid detergent fiber, ADF）約40﹪，中洗纖維（neutral detergent fiber, NDF）

約60﹪，是一產量高及品質佳之牧草，其莖稈無性繁殖容易。民國85年育成之狼尾草台畜草二號為四

元體（2n＝28），其是由狼尾草品系間選出之優良親本進行種內雜交，而選出之優良品種（成等， 
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1992），因其為異質多元體，其後代若雜交結為種子，則後裔將分離成許多不同型態的植株，故使得台

灣野外地區到處散佈不同特性之狼尾草品系。隨著分子生物學的發展，以DNA為基礎的技術能更有效

的偵測物種遺傳變異，其中Simple Sequence Repeat（SSR）、Inter Simple Sequence Repeat（ISSR）、Random 

Amplified Polymorphic DNA（RAPD）和Amplified Fragment Length Polymorphism（AFLP）等分子標誌方法，

已成為作物遺傳歧異度分析及品種鑑定之良好工具（陳等，2007; 2009; 2010, Anderson and Fairbanks, 

1990；Smith and Smith, 1992；Wolfe and Liston, 1998）。但各種核酸標記的方法都具有優缺點，如AFLP

操作較麻煩，RAPD再現性較低，SSR則須事先知道DNA序列才能使用，而ISSR則可解決上述問題，不

需事先知道DNA序列（Gupta et al., 1994; Goodwin et al., 1997），反應中只放入單一引子，操作簡單，且

引子序列長16-25mer，粘合溫度高且電泳圖譜具較高比例之多型性出現（Zietkiewics et al., 1994）。吳和

成（2010）即曾利用ISSR技術探討狼尾草與紫色狼尾草雜交後裔與親本之關係。顯示ISSR應用於親源

鑑定及遺傳歧異度探討。因此，本試驗藉由野生狼尾草DNA萃取並以ISSR技術，探討野生狼尾草種原

之遺傳歧異度並予以歸群，以做為後裔評估之參考。 

 

材料與方法 

I. 材料 

植物材料盡可能搜集來自台灣地區各縣市的狼尾草族群，每個縣市平均取樣 4 點，共收集 104 個

樣品（第 105 個樣品為狼尾草台畜草 2 號，為對照）（圖 1）。參試材料分別於行政院農業委員會畜產

試驗所（台南市新化）及國立嘉義大學農藝系(嘉義市) 栽培，田間設計採用完全逢機（completely 

randomized design, CRD）設計，重複三次。肥料用量與田間栽培管理同狼尾草一般栽培管理法。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

圖 1. 狼尾草種原樣本搜集取樣分佈圖。 

Fig. 1. Collection sites of napiergrass germplasm samples in Taiwan. 
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II.方法 

試驗所用之ISSR引子使用UBC（University of British Columbia）合成之第九組引子，共有 100 組不

同的核酸引子（UBC 801 - 900 之系列簡稱為﹟9 系列），引子序列長度為 17-22 mer，由簡單的重複鹼基

序列組成。PCR分析於總體積為 25 μL之反應混合物中進行，內容物包括 50 ng/μL之template DNA、1.5 

μM之primer、10 mM之dNTP、0.5 μL之Taq DNA Polymerase、2.5 μL PCR Buffer和 20.3 μL ddH2O。由

100 個引子中選出UBC807、UBC808、UBC809、UBC810、UBC816、UBC817、UBC834、UBC840、UBC842、

UBC847、UBC888、UBC889、UBC890 及UBC891 等 14 個具有多型性且再現性良好之引子（表 1），聚

合酵素連鎖反應儀器採用Bio-Rad公司出產之梯度基因擴增儀器（型號：Mycycler），進行 105 個樣本（第

105 號樣品為狼尾草台畜草 2 號，做為對照）之PCR反應。反應溫度條件設定如下：94℃ 5 min，再進

行 35 次 94℃ 30 sec、51℃ 1 min、72℃ 1 min 30 sec共 35 個循環，及 72℃ 5 min，最後降溫至 4℃備用，

以供電泳分析。 

 

表 1. 狼尾草種原分析之 ISSR 引子序列 

Table 1. DNA sequences of ISSR primers for napiergrass germplasm study 

Primers Sequence (5’to  3’) Product Size（bp） 
UBC807 AgAgAgAgAgAgAgAgT 500-2000 
UBC808 AgAgAgAgAgAgAgAgC 500-1500 
UBC809 AgAgAgAgAgAgAgAgg 400-1500 
UBC810 gAgAgAgAgAgAgAgAT 300-1000 
UBC816 CACACACACACACACAT 700-2000 
UBC817  CACACACACACACACAA 600-2000 
UBC834 AgAgAgAgAgAgAgAgYT 400-1000 
UBC840 gAgAgAgAgAgAgAgAYT 400-800 
UBC842 gAgAgAgAgAgAgAgAYg 300-2000 
UBC847 CACACACACACACACARC 400-2000 
UBC888 BDBCACACACACACACA 600-2000 
UBC889 DBDACACACACACACAC 500-1500 
UBC890 VHVgTgTgTgTgTgTgT 300-2000 
UBC891 HVHTgTgTgTgTgTgTg 300-1500 

 

（i） 分子性狀統計分析 

將 ISSR 分子標誌所得之條帶出現記錄為 1（出現）和 0（未出現），依其 Dice 係數（Dice, 1945）

之定義計算其相似性度（similarity）。 

（ii） 分子變方分析（AMOVA） 

以 Excoffer et al.(1992)所發表兩族群間的距離公式，求得距離矩陣 D，並進行分子變方分析 

（analysis of molecular variance, AMOVA）。 

（iii） 遺傳多樣性分析（POPGENE） 

採用 POPGENE 3.2 套裝軟體（Yeh et al., 1999）計算各種源間的族群分化（Gst）遺傳分化係數

（coefficient of gene differentiation）（Nei, 1973），再利用 Gst 估算基因流（gene flow, Nm）。 

（iv） UPGMA 歸群及主座標分析 

應用 NTSYS-pc ver 2.0 套裝軟體（Rohlf, 1993），所計算出之各樣本間Dice相似度矩陣及AMOVA
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計算出地區間之距離（Φ st）矩陣，以NTSYS-pc ver 2.0 的SAHN程式、UPGMA (unweighed pair-group method 

using arithmetic averages) 方法進行各地區的歸群分析繪出樹狀圖  (dendrogram)，並做主座標分析

（principal coordinate analysis），可得到各地區三維空間的立體圖。以NTSYS-pc BIOM軟體的Mantel test

（Mantel, 1967）檢測遺傳距離矩陣（Φ st）。由UPGMA歸群分析和原距離矩陣間的協表相關係數（r）

也是透過Mantel Z統計完成。 

結果與討論 

 
環境的差異使植物產生不同的淘汰壓力，植物因此而分化產生不同的生態型（Singh et al., 1998）。

有關品種的鑑定也常礙於外表型資料有限，且外表型特徵易受環境影響而改變，導致難以單純用外表

型鑑定親緣較近的品種（Sanz-Cortes et al., 2001）。隨著分子生物學的發展，以 DNA 為基礎的技術則可

更靈敏的偵測物種遺傳變異。 

本試驗所用之 100 組引子，利用不同溫度進行最適合之粘合溫度測試，篩選出粘合溫度 51
o
C及

UBC807、UBC808、UBC809、UBC810、UBC816、UBC817、UBC834、UBC840、UBC842、UBC847、UBC888、

UBC889、UBC890 及UBC891 等 14 個具有多型性且再現性良好之引子（表 1），予以分析 14 個縣市。

其中以引子UBC807、UBC847 及UBC890 所產生的條帶數較多，分別為 9、10 及 10 條，UBC840 所產

生條帶數最少為 5 條，多型性條帶僅 3 條。105 個樣品，以ISSR技術所得電泳圖所顯示，以UBC807 進

行 105 個狼尾草樣品分析，在介於 500 至 2000bp之間具DNA多型性條帶出現（圖 2）。 

經由 AMOVA 結果顯示，族群間的變方成分佔總變方的 3.05％（P＜0.1656）（表 2），結果顯示有

96.95％（P＜0.1391）的變方成分存在於族群內，族群間變方僅佔 3.05％（P＜1656），陳等（2010）在

評估台灣地區的天竺草報告中，指出當族群內變方大於族群間變方，顯示其主要之變異存在族群內，

族群內的基因庫豐富度較高，有助於對環境的適應力。進一步分析狼尾草樣本間的遺傳多樣性關係，

以 POPGENE 3.2 版軟體分析遺傳差異，狼尾草分析結果如表 3 所示，總 Nei's 遺傳歧異度（H）值為

0.3591，族群分化係數（Gst）值為 0.2065，再由分化係數換算得基因流（Nm）為 1.9217，在各地區間

之遺傳歧異度從 0.2173-0.3381，其中以南投地區之遺傳歧異度最高，台北地區之遺傳歧異度最低。根

據 Hamrick and Godt（1990)分析 121 種演替後期的植物之平均變異（Gst＝0.101），134 種風媒花異交植

物（Gst＝0.099)，78 種自交植物（Gst＝0.510)，124 種蟲媒花異交植物（Gst＝0.197)，有性無性繁殖並

行的植物（Gst＝0.213)。陳等（2010）亦曾以台灣地區之自交作物天竺草（Panicum maximum）測得之

GST 為 0.5779。本試驗以 ISSR 分析狼尾草族群遺傳分化指數分別為 Gs＝0.2065，顯示狼尾草較偏向有

性及無性並行的植物，此結果與成等（1992）指出之狼尾草之繁殖方式相似。 

依據 Wright（1931）認為族群間的基因流 Nm 值若大於 1，則顯示遺傳構造均值化，反之，若 Nm

值若小於 1，則表示基因流受到部份地理阻礙。基因流使兩個地方性族群的基因庫（gene pool）產生交

流，則族群分化程度便會降低（Slatkin, 1987)。另有二位學者 Ellstrand and Elam（1993）則認為基因流

值只要大於 0.5 則被認為足以克服隨機漂變所造成的分化。本試驗以 ISSR 探討野生狼尾草之遺傳歧異

度，顯示族群基因歧異度（H）為 0.359，各地區介於 0.2173-0.3381，以南投地區最高，台北最小。遺

傳分化（Gst）為 0.2065、基因流（Nm）為 1.9217。上述顯示野生狼尾草族群具有偏高的基因歧異度，

基因流呈現均值化現象，並未有隨機漂變所造成的分化，而狼尾草基因流（gene flow）高達 1.9217，則

可能原因是如 Slatkin（1987）認為是不同地方性族群的基因庫產生交流所致。 
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圖 2. 105 個狼尾草樣本利用 UBC807 引子分析

之電泳圖。 

Fig. 2. Gel electrophoresis of amplification products 

obtained from ISSR primer UBC 807on 105 

samples of napiergrass. 
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表 2. 105 個狼尾草樣本 ISSR DNA 分子標誌 AMOVA 變方分析 

Table 2. Variation analysis by AMOVA program for 105 napiergrass germplasm samples based on ISSR DNA 

markers 

Source of variation df* SSD MSD 
Variation 

component 
Total  

variance (%) 
p-value 

Variance among 

populations 
13 145.78 11.21 0.29 3.05 0.1656 

Variance within 

populations 
91 829.38 9.11 9.11 96.95 0.1391 

df: degrees of freedom; SSD: Sum of Square; MSD: Mean Square. 

 

表 3. 狼尾草種原 ISSR 分析之遺傳變異分析（POPGENE）結果 

Table 3. POPGENE analysis of napiergrass germplasms based on ISSR DNA markers 

Location N* H I Gst Nm 

Taipei 4 0.2173 0.3189   

Kaohsiung 6 0.3367 0.4867   

Yunlin 7 0.3304 0.4821   

Changhua 5 0.2720 0.3983   

Taichung 7 0.2873 0.4171   

Pingtung 8 0.2974 0.4377   

Taoyuan 4 0.2274 0.3326   

Hualien 8 0.3363 0.4882   

Chiayi 20 0.3138 0.4677   

Nantou 8 0.3381 0.4952   

Tainan 11 0.2963 0.4344   

Taitung 5 0.2892 0.4228   

Miaoli 6 0.2183 0.3212   

Hsinchu 6 0.2197 0.3235   

Total 105 0.3591 0.5358 0.2065 1.9217 

*: N = the number of samples  

H = Nei's (1973) gene diversity 

I = Shannon's Information index [Lewontin (1972)] 

Gst = proportion of the total diversity among populations  

Nm = gene flow 

 

14 個地區 104 樣品之狼尾草，經由 ISSR 分析結果，再利用 NTSYS-pc ver 2.0 套裝軟體進行 UPGMA

歸群分析，由表 4 得知 14 個地區間之遺傳距離介於 0.0488 至 0.1833 間，其中以嘉義地區與雲林地區之

遺傳距離最近，為 0.0488；而彰化地區與台東地區之遺傳距離最遠，為 0.1833，其次為彰化地區與台

北地區，遺傳距離為 0.1831。 

在遺傳相似度 0.09 處為截點，則可將台灣地區之野外搜集 104 個狼尾草樣品分為 6 群（圖 3），第

1 群由彰化獨立為一群；第 2 群台東在 0.11 處獨立為一群；第 3 群：南投地區與花蓮地區在 0.076 處歸

成為一小群；第 4 群：台中地區、嘉義地區、雲林地區、台南地區、屏東地區及高雄地區於 0.088 處歸

為一群；第 5 群：桃園地區、苗栗地區及新竹地區於 0.084 處歸為一群；第 6 群：台北獨立為一群，此
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結果顯示台灣地區野生狼尾草樣品大致可分為北、中、南、東等四大群，而台北及台東各獨立為一群，

可能為地理因素區隔所致，南投與花蓮為一群可能為交通連接因素影響，陳等（2010）進行天竺草

（Panicum maximum）分析，亦有相似之結果，而彰化獨立為一群則有待更深入的探討。經 ISSR 分析

結果之 DNA 片段，進行頻度分析（Nei, 1973），計算出狼尾草之遺傳距離，再進行歸群分析，經比對

遺傳距離矩陣與樹狀圖關係矩陣，得到協表相關係數 r 值為 0.777。一般而言，計算兩樣本之遺傳相似

度，建立一個遺傳距離矩陣，再以 UPGMA 進行歸群分析繪出樹狀圖，樹狀圖與原遺傳距離矩陣的協

表相關係數（r），r≧0.90 表示樹狀圖與原距離矩陣有很高的吻合度，表示歸群圖尚未扭曲嚴重，可表

現出真實之群團狀態。若介於 0.7≦r≦0.8 之間，顯示樹狀圖有某種程度的扭曲（Lalhruaitluanga and Prasad, 

2009）。 

 

表 4. 狼尾草種原樣本 ISSR 分析之遺傳距離矩陣 

Table 4. Genetic distance matrix (Φst) based on the ISSR results of napiergrass germplasm samples 

  Taipei Kaohsiung Yunlin Changhua Taichung Pingtung Taoyuan Hualien Chiayi Nantou Tainan Taitung Miaoli Hsinchu 

Taipei 0 
             

Kaohsiung 0.155 0 
            

Yunlin 0.136 0.0965 0 
           

Changhua 0.1831 0.1417 0.1174 0 
          

Taichung 0.1435 0.1015 0.0886 0.1562 0 
         

Pingtung 0.1537 0.0936 0.0694 0.1535 0.0797 0 
        

Taoyuan 0.1046 0.1395 0.0962 0.148 0.1165 0.1025 0 
       

Hualien 0.1425 0.1066 0.113 0.1453 0.1069 0.1255 0.1383 0 
      

Chiayi 0.1372 0.0861 0.0488 0.1348 0.0599 0.0603 0.087 0.1005 0 
     

Nantou 0.1737 0.1017 0.0661 0.1217 0.1047 0.0894 0.1168 0.0763 0.0727 0 
    

Tainan 0.1702 0.0803 0.0801 0.1337 0.1076 0.0596 0.1076 0.1247 0.0522 0.0784 0 
   

Taitung 0.133 0.1505 0.1115 0.1833 0.1168 0.1236 0.1164 0.1033 0.0796 0.0927 0.1356 0 
  

Miaoli 0.1209 0.1733 0.1455 0.1254 0.1667 0.1686 0.0905 0.1289 0.1462 0.1372 0.1694 0.1329 0 
 

Hsinchu 0.131 0.1214 0.1247 0.0996 0.1145 0.1308 0.0711 0.1381 0.1066 0.1258 0.1141 0.1401 0.084 0 

 

經AMOVA計算出地區間之遺傳距離（Φ st）矩陣，以NTSYS進行主座標分析（PCA）的結果 

（圖 4），在狼尾草種原方面，第 1 群由彰化獨立為一群；第 2 群台東處獨立為一群；第 3 群：南投地

區與花蓮地區在歸成為一小群；第 4 群：台中地區、嘉義地區、雲林地區、台南地區、屏東地區及高

雄地區歸為一群；第 5 群：台北地區、桃園地區及新竹地區歸為一群；第 6 群：苗栗獨立為一群，合

計可解釋空間的變化關係達 75.74％之總變異，即三維空間解釋分成 6 群之能力可達 75.74％。由主座

標分析與樹狀圖之結果相近，顯示 ISSR 分子標誌解析能力相近，整體結果與歸群樹狀圖相似。 
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0.09 

 

圖 3. 狼尾草種原以 ISSR 分子標誌利用 UPGMA 製作之歸群樹狀圖。 

Fig. 3. UPGMA dendrogram based on the results of ISSR DNA markers of napiergrass germplasms. 

 

 
 
圖 4. 狼尾草種原樣本 ISSR 分析結果之 3 維之主座標分析圖。 

Fig. 4. Results of 3-dimensional principal coordinate analysis based on the ISSR DNA fragments of 
napiergrass germplasm samples. 

3 維 75.74％ 
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Abstract 
Napiergrass (Pennisetum purpureum ) is one of the important perennial forage grasses in Taiwan. It is 

mostly self-sterile, sometimes it will get hybrid seeds and grow in the field. In this study, we collected 105 
samples from 14 counties in Taiwan for determining the genetic diversity with DNA extracted from the leaves 
by Inter Simple Sequence Repeat (ISSR) molecular markers. According to ISSR analysis, 14 UBC primers 
were polymorphic. Analysis molecular of variance analysis（AMOVA） was used to determine for the 
variance and genetic matrix of samples. Results showed that the variance was 96.95％（P＜0.1391）within 
population. The value of genetic differentiation (Gst) was 0.2056, and the gene flow (Nm) was 1.9217. The 
value of genetic distance and geographic distance for napiergrass samples was r＝0.777. The genetic distance 
matrix ranged from 0.0488 to 0.1833. These could be divided into 6 groups based on the genetic similarity 
with 0.09 as the critical point. It included the 1st group with Changhua, the 2nd with Taitung, the 3rd with 
Nantou and Hualien, the 4th with Taichung, Chiayi, Yunlin, Tainan, Pingtung and Kaohsiung, the 5th with 
Taoyuan, Miaol and Hsinchu, and the 6th with Taipei, respectively. Therefor the napiergrass germplasms can 
be collected from 6 locations for in Taiwan determining genetic diversity and breeding projects by ISSR 
technique Taiwan. 
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