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摘要  基于前期高通量测序结果设计EST-SSR引物, 用于评估国内外不同生态区144份糜子(Panicum miliaceum)种质资

源的遗传差异。结果表明, 200对引物中80对呈多态性, 开发效率为40%; 引物分辨率(Rp)为0.67–4.67 (平均值为2.00), 扩

增产物大小为50–500 bp。144份材料在80个位点共检测到206个等位变异, 每个位点为2–3个; 多样性指数(I)为0.659 3 

(RYW108)–1.087 2 (RYW124), 平均为0.859 9; 多态性信息含量(PIC)为0.222 9 (RYW98)–0.717 2 (RYW124), 平均为

0.457 3。基于UPGMA将144份资源划分为3个群组, 其中2个群组主要为北方春糜子区材料, 另一个群组主要为黄土高原

春夏糜子区材料。基于Structure (K=4)将材料划分为4个类群, 即2个代表北方资源基因库以及代表黄土高原和国外资源基

因库各1个。基于主成分分析将材料聚为7个类群, 划分结果与材料的地理来源一致。 
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糜子又称黍稷、糜黍, 起源于中国, 有10 000多

年的驯化栽培史(Lu et al., 2009), 是我国北方旱作可

持续农业的主栽作物 , 目前全国年种植面积约

5.33×105 hm2, 主要分布在华北、西北和东北的干旱

半干旱地区(国家谷子糜子产业技术体系, 2018)。作为

C4植物, 糜子抗旱、耐贫瘠, 蒸腾速率低, 即使在年均

降雨量小于500 mm、沙质和微酸性土壤等恶劣生境

(如印度、撒哈拉以南和西非)中也能正常生长(Ch-

angmei and Dorothy, 2014) 。全球糜子种质有 

20 000 余份, 中国有9 885份。厘清糜子种质遗传背

景是合理高效利用资源的前提。Wang等(2016)和

Habiyaremye等(2017)从栽培历史、种植面积、饮食

文化、营养保健功能、生物和非生物胁迫耐性以及遗

传多样性等方面综述了中国和美国糜子的栽培概况与

遗传特性。王瑞云(2017)在其专著《糜子遗传多样性

及进化研究进展》中概括了SSR标记的开发及连锁图

谱构建、遗传多样性分析、驯化和传播等。Wang等

(2018)阐明了糯性糜子的分子调控机制。 

SSR标记多态性高、重现性好, 是分析作物遗传

多样性的有效分子工具(郭琪等 , 2015; 朱宇佳等 , 

2018)。Hu等(2009)利用种间SSR标记评价了中国糜

子的遗传差异。Rajput和Santra (2016)用983个来自

柳枝稷(Panicum virgatum)等物种的SSR在糜子中进

行扩增, 发现只有46个标记可产生清晰的多态性条

带, 表明种间标记通用性低。自从Cho等(2010)构建糜

子特异性SSR标记以来, 越来越多的微卫星标记相继

被发掘并用于阐明资源的遗传背景。由于糜子的基因

组复杂(减数分裂过程不一致、等位和非等位基因组

合、基因型和表型间相关性小), 用有限的分子标记难

以覆盖全基因组(Saha et al., 2016), 导致其基因组研
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究进程缓慢。因此, 王银月等(2014)和刘笑瑜(2017)

基于RNA-Seq分别开发了116和85个SSR标记, 开发

效率分别为9.59%和56.29%。Liu等(2016)、连帅等

(2016)、王瑞云等(2017a, 2017b)和薛延桃等(2018)

利用上述SSR分别评估了88、192、132、96和146份

国内外糜子资源, 但因开发的标记数目较少, 不足以

评估全球2万余份糜子材料。本研究基于转录组测序

构建了80个EST-SSR分子标记, 并用其评价144份国

内外糜子资源的遗传差异, 旨在为环境友好型种质筛

选鉴定和优异基因挖掘克隆提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料 

实验材料为144份糜子(Panicum miliaceum L.)资源, 

来源于国家种质资源库(国内95份, 国外31份)和本实

验室收集的农家种18份(附表1), 分布于国内和国外

的6个糜子生态栽培区(表1)。 
 

表1  国内各生态区和国外糜子资源的分布 
Table 1  Distribution of common millet accessions in dif-
ferent ecotopes of China and abroad 

Ecotope/abroad Origin Number of 
accession

Total

Northwest spring 
and summer-sow-

ing ecotope 
(NWSS) 

Xinjiang 4 4 

Qinghai 13 
Gansu 11 

Inner Mongolia 14 

Northern 
spring-sowing 
ecotope (NSP) 

Shanxi 10 

48

Shanxi 18 

Shaanxi 8 

Loess Plateau 
spring and sum-
mer-sowing eco-

tope (LPSS) Ningxia 11 

37

Heilongjiang 5 
Jilin 3 

Northeast 
spring-sowing 
ecotope (NES) Liaoning 1 

9 

Hebei 9 
Shandong 2 

Anhui 1 

Northern sum-
mer-sowing eco-

tope (NSU) 

Henan 1 

13

Southern autumn 
and winter-sowing 

ecotope (SAW) 

Hainan 2 2 

Former Soviet 
Union 

2 

Poland 2 

Abroad 

India 27 

31

Total  144

1.2  基因组DNA提取和SSR标记构建 

144份糜子资源种植于山西农业大学农作站, 种植方

法同王瑞云等(2017b)所述方法。采用改良的CTAB法

(Murray and Thompson, 1980)提取三叶期叶片的基

因组DNA, 检测质量并稀释至浓度30–80 ng·μL–1。 

从高通量测序获得的42 240个Unigene中筛选出

2 301个EST, 利用Primer 5设计200对EST-SSR引

物, 检测地理来源差异较大的6份糜子材料(表2)的多

态性, 发现80对引物(附表2, 由上海生工生物工程技

术服务有限公司合成)的扩增产物条带清晰、具多态

性, 可用于分析144份糜子资源的遗传多样性。 

表2  糜子SSR引物筛选 
Table 2  Screening of SSR primers for common millet 

Number Unicode 
Accession 
name 

Origin 

1 00000177 Hongmizi Ningan, Heilongjiang 

2 00000750 Baimizi Shawan, Xinjiang 

3 00006653 Jinshu Hainan 

4 00007238 Dahongmizi Bameng, Inner Mongolia

5 00007478 Baigedami Huangzhong, Qinghai 

6 No unicode Hongshuzi Anyang, Henan 

1.3  PCR扩增及数据处理 

在BIO-GENER基因扩增仪(GT9612)上进行PCR扩

增。反应体系(20 μL)包括10 μL 2×MasterMix (中科

瑞泰2×Taq PCR MasterMix), 上、下游引物(终浓度

为0.4 μmol·L–1)各0.8 μL, 7.4 μL ddH2O和1 μL DNA

模板。反应程序: 94°C预热4分钟; 94°C变性40秒, 退

火40秒, 72°C模板延伸1分钟, 36个循环; 72°C延伸8

分钟。通过银染检测PCR扩增产物。 

读取电泳条带并记录为基因型数据(0, 1), 在

Excel中转换成不同软件相应格式。用PopGen1.32 

(Yeh and Boyle, 1997)和PowerMarker 3.25 (Liu and 

Muse, 2005)软件计算遗传多样性衡量参数。用

MEGA 5.0 (Tamura et al., 2011)和Structure 2.2 

(Falush et al., 2003)构建聚类图。用NTSYSpc2.11 

(Rohlf, 2002)进行主成分分析(principal component 

analysis, PCA)。利用Genepop on the web在线软件

(http://genepop.curtin.edu.au.html)对群体各标记位

点的无效等位基因频率和哈迪-温伯格平衡(Hardy- 

Weinberg equilibrium)进行检验。 

© 植物学报 Chinese Bulletin of Botany



 何杰丽等: 糜子 EST-SSR 分子标记的开发及种质资源遗传多样性分析  725 

 

2  结果与讨论 

2.1  SSR标记构建 

用前期转录组测序获得的序列设计200对SSR引物检

测6份糜子材料(表2)的多态性, 发现23对无扩增条带; 

177对(88.5%)有扩增条带, 其中80对呈多态性, 开发

效率为40%。 

Rp值可衡量引物对不同基因型的辨别能力, Rp  

(分辨率均值)可确定引物有效等位基因的平均分辨能

力。80对SSR引物的GGC碱基序列重复最多(附表2), 

等位基因大小为50–500 bp, RYW158等位基因条带

最多 (附表3); Rp值为0.67–4.67 (平均值为2.00), 

RYW107的Rp值最高, Rp 值为0.33–0.83 (平均值为

0.55), RYW153的Rp 值最高。 

基于Rp值的80个EST-SSR的分布频次(图1)显

示, 标记分布于5个区段, 其中介于1–2的最多(36个, 

占45.00%), 其次为介于0–1的(17个, 占21.25%), 介

于4–5的最少(2个, 占2.50%)。 
 

 
图1  80个EST-SSR的Rp值分布频次 
 

Figure 1  Distribution of resolving power values of 80 EST- 

SSR markers 

2.2  无效等位基因与哈迪-温伯格平衡检验 

基于80个EST-SSR对7个类群材料进行无效等位基

因频率和哈迪-温伯格平衡的卡方检测(附表4)。结果

表明, 所有标记在各群体间均存在不同程度的偏离哈

迪-温伯格(Hardy-Weinberg)平衡(P<0.05或P<0.01), 

无效等位基因频率为0–0.707 1, 各位点(80个位点×7

个群体)均存在无效等位基因(合计313个)。北方春糜

子区、黄土高原春夏糜子区和国外类群材料偏离平衡

的位点数和无效等位基因数均较高。推测无效等位基

因的存在可能是纯合子过剩导致。 

2.3  遗传多样性和遗传相似性分析 

用上述80个EST-SSR评估糜子资源的遗传多样性

(附表5), 结果表明, 80个位点在144份试材中共检

出等位变异206个, 每个位点检出2–3个(平均2.575

个); I值介于0.659 3 (RYW108)–1.087 2 (RYW124)

之间, 平均为0.859 9±0.150 9; PIC值介于0.222 9 

(RYW98)–0.717 2(RYW124)之间, 平均为0.457 3 ± 

0.095 2。 

分析不同生态区糜子资源, 从其遗传多样性参数

(表3)可以看出, 就I和PIC值而言, 北方春糜子区材料

最高, 黄土高原春夏糜子区材料次之, 南方秋冬糜子

区材料最低; 就国内和国外资源而言, 国内资源大于

国外资源。 

各生态区糜子资源在遗传距离和遗传一致度(表

4)方面, 南方秋冬糜子区与西北春夏糜子区的遗传距

离最大(0.140 0), 南方秋冬糜子区与东北春糜子区次

之(0.108 3), 北方春糜子区与黄土高原春夏糜子区最

小(0.011 7); 南方秋冬糜子区与西北春夏糜子区遗传

一致度最低(0.869 4), 南方秋冬糜子区与东北春糜子

区次之(0.897 4), 北方春糜子区与黄土高原春夏糜子

区最高(0.988 4)。由此可见, 遗传距离越大, 遗传一

致度越低, 地理距离越远。 

2.4  基于UPGMA的聚类分析 

基于UPGMA对糜子资源进行聚类(图2), 并分析遗传

多样性(表5)。结果表明, 144份材料可划分为3个群组

(A、B和C)。A群组33份, 主要为北方春糜子区材料, 

遗传多样性参数最高; B群组15份, 主要为黄土高原

春夏糜子区材料; C群组96份, 主要为北方春糜子

区材料。C群组又可划分为2个亚群组(C1和C2), C1

亚群组70份, 主要为北方春糜子区材料; C2亚群组

26份, 主要为国外资源, 遗传多样性参数最低。C1

亚群组可划分为2个亚亚群组(C11和C12), C11亚

亚群组37份, 主要为北方春糜子区材料; C12亚亚

群组33份, 主要为国外资源。A群组中, 材料98与99 

(均来自南方秋冬糜子区 , 海南 )划分在同一分支 ; 

C11亚亚群组中, 材料31–37(均来自北方春糜子区, 

内蒙古)划分在一起; C12亚亚群组中, 材料114、

117、122、130、131和141(均来自国外)划分在一

个分支中。不同地区资源群体间遗传关系远近基本
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与其地理分布一致。 

2.5  基于Structure的遗传结构聚类 

我们对144份试材基因库数目进行建模(Evanno et 

al., 2005) (图3), 并分析其遗传结构(图4; 表6), 结

果发现K值(遗传群体数)在2和4处存在峰值(Delta 

K)。K=2时, 划分为红色类群(68份)和绿色类群(76

份), 红色类群主要来自国外资源基因库, 遗传多样

性参数最低; 绿色类群主要为北方资源基因库。K=4

时, 划分为4个类群, 红色(47份)和绿色(31份)类群

均主要为北方资源基因库, 红色类群遗传多样性参

数最高; 蓝色类群(19份)主要为黄土高原基因库; 黄

色类群(47份)代表国外资源基因库, 遗传多样性指数

最低。 

K=2的红色类群材料半数以上未发生分化, 即为

K=4的黄色类群, 代表国外类群基因库, 遗传多样性

指数均最低。K=2的绿色类群分化为K=4的红色、绿

色和蓝色3个类群。K=4时, 黄土高原春夏糜子区材料

(主要为山西资源)在各类群中均有分布; 材料30–37 

(来自内蒙古)和材料54–57 (来自陕西)集中分布于红

色类群; 蓝色类群遗传分化最为丰富, 在7个地区均

有分布; 黄色类群集中分布在国外, 遗传多样性最

低, 国内外资源间存在明显的遗传分化。 

2.6  主成分分析 

利用三维PCA分析144份供试材料(图5), 结果表明,  

 
表3  不同生态区糜子的遗传多样性参数 
Table 3  Parameters of genetic diversity in different ecotope of common millet  

Ecotope/ 
abroad 

Accessions Na Ne I  Ho He PIC 

NWSS 4 2.3375±0.5017 2.1517±0.4194 0.7644±0.2178 0.8042±0.2688 0.5944±0.1193 0.3551 

NSP 48 2.5750±0.4975 2.3106±0.3211 0.8604±0.1576 0.8228±0.1308 0.5655±0.0604 0.4536 

LPSS 37 2.5750±0.4975 2.2803±0.3110 0.8506±0.1534 0.8384±0.1166 0.5615±0.0595 0.4203 

NES 9 2.5125±0.5030 2.2435±0.3929 0.8289±0.1823 0.7937±0.1732 0.5737±0.0909 0.4212 

NSU 13 2.5625±0.4992 2.2815±0.3527 0.8496±0.1632 0.7946±0.1608 0.5712±0.0667 0.4304 

SAW 2 2.2375±0.5092 2.0608±0.4387 0.7347±0.2316 0.7812±0.3265 0.6813±0.2006 0.2156 

Domestic 113 2.5750 ±0.4975 2.3122±0.3086 0.8628±0.1554 0.8200±0.1188 0.5625±0.0584 0.4651 

Abroad 31 2.5750±0.4975 2.2464±0.2909 0.8387±0.1449 0.8540±0.1193 0.5571±0.0561 0.3896 

NWSS、NSP、LPSS、NES、NSU和SAW同表1。Na: 观测等位基因数; Ne: 有效等位基因数; I: 多样性指数; Ho: 观测杂合度; He: 
期望杂合度; PIC: 多态性信息含量 
NWSS, NSP, LPSS, NES, NSU and SAW are the same as Table 1. Na: Observed number of alleles; Ne: Effective number of 
alleles; I: Shannon’s diversity index; Ho: Observed heterozygosity; He: Expected heterozygosity; PIC: Polymorphism informa-
tion content 
 

表4  各糜子群体间的Nei氏遗传距离与遗传一致度 

Table 4  Parameters of Nei’s genetic distance and Nei’s genetic agreement in common millet populations  

Population NWSS NSP LPSS NES NSU SAW Abroad

NWSS  0.9560 0.9614 0.9487 0.9380 0.8694 0.9477

NSP 0.0449  0.9884 0.9678 0.9794 0.9110 0.9864

LPSS 0.0394 0.0117  0.9716 0.9830 0.9116 0.9865

NES 0.0527 0.0327 0.0288  0.9675 0.8974 0.9587

NSU 0.0640 0.0208 0.0171 0.0331  0.9023 0.9762

SAW 0.1400 0.0932 0.0926 0.1083 0.1029  0.9102

Abroad 0.0537 0.0137 0.0136 0.0422 0.0240 0.0941  

NWSS、NSP、LPSS、NES、NSU和SAW同表1。表格对角线以下为Nei氏遗传距离; 表格对角线以上为Nei氏遗传一致度。 

NWSS, NSP, LPSS, NES, NSU and SAW are the same as Table 1. Nei’s genetic distances are below the diagonal; Nei’s ge-

netic agreements are above the diagonal.  
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图2  基于UPGMA的糜子资源聚类分析 

NWSS、NSP、LPSS、NES、NSU和SAW同表1。 
 

Figure 2  Cluster analysis chart of common millet accessions based on UPGMA 

NWSS, NSP, LPSS, NES, NSU and SAW are the same as Table 1. 
 

表5  基于UPGMA聚类分析糜子各类群的遗传多样性 

Table 5  Genetic diversity of common millet groups based on UPGMA cluster analysis 

Group Accessions Na Ne I Ho He PIC 

A  33 2.5750±0.4975 2.3226±0.3374 0.8654±0.1620 0.8055±0.1417 0.5696±0.0636 0.4716  

B  15 2.5125±0.5030 2.2471±0.3383 0.8330±0.1627 0.8153±0.1530 0.5651±0.0686 0.3993  

C  96 2.5750±0.4975 2.2922±0.2894 0.8571±0.1495 0.8363±0.1111 0.5599±0.0553 0.4380  

C1  70 2.5750±0.4975 2.3136±0.3098 0.8635±0.1551 0.8291±0.1199 0.5643±0.0584 0.4531  

C2  26 2.5625±0.4992 2.1912±0.2797 0.8163±0.1391 0.8555 ±0.1212 0.5477±0.0558 0.3420  

C11  37 2.5750±0.4975 2.3014±0.3143 0.8589±0.1561 0.8332±0.1182 0.5664±0.0603 0.4382 

C12  33 2.5750±0.4975 2.3028±0.3224 0.8583±0.1571 0.8255±0.1383 0.5654±0.0610 0.4348  

Na、Ne、I、Ho、He和PIC同表3。Na, Ne, I, Ho, He and PIC are the same as Table 3. 
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图3  基于Structure对144份糜子资源群体建模 

 
Figure 3  Population modeling of 144 common millet ac-

cessions based on Structure 

 

前3个主要组件PC1/Dim-1、PC2/Dim-2和PC3/Dim-3

分别解释了基因总变异的22.9%、2.9%和2.2%, 累积

解释变异28%。PC1将试材划分成7个类群(西北春夏

糜子区4份、北方春糜子区48份、黄土高原春夏糜子

区37份、东北春糜子区9份、华北夏糜子区13份、南

方秋冬糜子区2份及国外群体13份)。 

2.7  讨论 

糜子是古老的粟类作物, 遗传变异丰富, 迄今已有大

量相关研究。在遗传多样性指数(I值)方面, Cho等

(2010)首次构建25个糜子SSR, 基于这些标记得到I

值分别为0.391 0、0.409 7、0.529 8和0.542 6 (Hunt 

et al., 2011; 董俊丽等, 2015; 刘笑瑜等, 2016; 王瑞

云等, 2017b)。随后, 基于高通量测序发掘了一批SSR

并用于评估糜子资源差异, 发现I值分别为 0.627 5、

0.770 8和0.847 8 (连帅等, 2016; 王瑞云等, 2017b; 

薛延桃等, 2018)。本研究开发并利用80个EST-SSR

标记分析来自国内外 144份糜子资源 , 发现 I值

(0.8599)高于上述研究结果, 可能与本研究所用的检

测标记数目多且实验材料来源广泛有关。 

Rp值与微卫星标记信息直接关联, 能反映标记

有效等位基因的分辨力, 是遗传差异评估的有效指

标(Prevost and Wilkinson, 1999; Azevedo et al., 

2012)。以往研究显示, 苎麻(Boehmeria nivea)、穿

心莲 (Andrographis paniculata)和马铃薯 (Solanum 

tuberosum) Rp值分别为3.22、5.36和6.9 (Prevost 

and Wilkinson, 1999; Satya et al., 2015; Tiwar et 

al., 2016), 而糜子Rp值为0.88–3.15 (Rajput et al., 

2014; 王瑞云等, 2017b; 薛延桃等, 2018; 王璐琳

等, 2018)。本研究结果(Rp平均值为2.00)处于上述范

围。由此表明, 不同植物的Rp值存在差异, 可能与物

种自身特性有关。本研究开发的80个EST-SSR分子

标记可作为评估糜子遗传多样性和阐明其群体结构

的有效工具。 

在遗传多样性评估过程中, 基于遗传距离和结构

划分的类群常出现个别例外。王舒婷等(2019)利用27

个SSR分析57份糜子资源, UPGMA聚类显示第2类群

主要为黄土高原春夏糜子区材料, 但北方春糜子区材

料(3号大白黍)也划归其中; 黄土高原春夏糜子区材料

在3个类群中均有分布。Structure分析显示, 第2类群

主要为晋中资源, 而晋北资源(11号红黍)也划归其中, 

且晋北资源在3个类群中均有分布, 基于PCA分析则

将上述个例划分在各自相应类群中。本研究也存在类

似现象, 基于UPGMA聚类的B群组主要是黄土高原

春夏糜子区材料, 但1份国外材料(印度126号)也划归

其中; 国外材料在3个群组中均存在。基于Structure  

 

表6  遗传结构图中K=2和K=4各类群的遗传多样性分析 

Table 6  Genetic diversity analysis of different cluster based on genetic structure (K=2 and K=4) 

Cluster Accessions Na Ne I  Ho He PIC 

Red 68 2.5750±0.4975 2.2446±0.2626 0.8407±0.1403 0.8602±0.1056 0.5528±0.0520 0.3773K=2 

Green 76 2.5750±0.4975 2.3396±0.3329 0.8711±0.1620 0.7975±0.1315 0.5679±0.0619 0.5031

Red 47 2.5750± 0.4975 2.3496±0.3944 0.8745±0.1768 0.7439±0.1668 0.5785±0.0743 0.5296

Green 31 2.5750± 0.4975 2.2844±0.3202 0.8516± 0.1549 0.8225±0.1399 0.5635±0.0607 0.4414

Blue 19 2.5750±0.4975 2.2973±0.3199 0.8575±0.1568 0.8190±0.1311 0.5628±0.0608 0.4450

K=4 

Yellow 47 2.5750±0.4975 2.2238±0.2723 0.8312±0.1387 0.3634±0.2702 0.4984±0.1050 0.3543
 

Na、Ne、I、Ho、He和PIC同表3。Na, Ne, I, Ho, He and PIC are the same as Table 3. 
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图4  基于Structure的糜子资源遗传结构 

颜色代表类群; 条形和横坐标数字分别表示资源及其编号。 

 
Figure 4  Genetic structure of common millet based on Structure 

Color represents group; bar and the horizontal coordinate represent origin and its serial number, respectively. 

 

(K=4)聚类, 黄色类群主要为国外材料, 但3份华北春

夏糜子区材料(河北88号、92号和山东94号)也划归其

中; 黄土高原春夏糜子区材料(主要为山西品种)在4个

类群中均有分布。PCA分析则可解释上述种质资源划

分出现交叉的现象。本研究聚类群组中的特例在主成

分分析中都划分到各自相应的类群, 这与以往对大宗

作物的研究结果一致(Van Inghelandt et al., 2010; 

Courtois et al., 2012; Bonman et al., 2015)。 
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图5  基于糜子资源SSR基因型的主成分分析 
 

Figure 5  Principal component analysis on SSR genotypes of common millet accessions 
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Abstract  The EST-SSR molecular markers of common millet (Panicum miliaceum) were developed by high-throughput 

sequencing. Using these markers, we assessed the genetic diversity in a panel of 144 common millet accessions col-

lected from different ecotopic regions in China and abroad. It was shown that 80 pairs of these markers were polymorphic, 

with the efficiency of approximately 40%. The resolution power (Rp) was 0.67–4.67 (mean 2.00) and the amplified product 

sizes ranged from 50 to 500 bp. Among the examined 144 accessions, 206 allelic variations were identified in 80 loci, with 

2–3 alleles at each locus. The Shannon’s diversity index (I) ranged from 0.659 3 (RYW108) to 1.087 2 (RYW124) with an 

average of 0.859 9. The range of polymorphism information content (PIC) was 0.222 9 (RYW98) –0.717 2 (RYW124) with 

an average of 0.457 3. Based on UPGMA, these 144 accessions were classified into 3 groups, two of which belonged to 

the the Northern China spring-sowing ecotopes and one group was mainly from the Loess Plateau spring-summer-sowing 

ecotopes. Based on Structure (K=4), all the accessions were divided into four groups, of which two groups represented 

the gene pool originated from the Northern China, whereas the other two groups from the Loess Plateau and abroad 

accessions. Based on principal component analysis (PCA), the accessions were clustered into seven groups, consistent 

with their geographic origins. 
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