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Abstract: Objective To investigate the genetic diversity of Angelica sinensis from different habitats in Gansu province. Methods ISSR
markers were used to analyze the genetic diversity of 41 populations of A. sinensis. Nei’s genetic diversity index (H) and other parameters of
genetic information were calculated by Popgene 32. UPGMA dendrogram relationship was clustered by Ntsys. Results Eight primers
produced 154 bands, among which 119 were polymorphic bands, the average percentage of polymorphie bands (PPB) was 77.27%. H and
Shannon’s information index (/) were 0.222 9 and 0.337 4, the genetic differentiation coefficient (Gy) and gene flow (V,,) were 0.6839 and
0.231 1 within the population levels. The genetic distance varied from 0.042 9 to 0.327 8. Conclusion The genetic diversity among species of
A. sinensis is at higher level, but the level of genetic diversity between populations is higher than that within populations. There is a great
degree of genetic differentiation among populations, and gene flow does not almost exist between populations.

Key words: Gansu province; Angelica sinensis (Oliv.) Diels; cultivation; ISSR; genetic diversity

MM Angelica sinensis (Oliv.) Diels AR £ U S VA 2R R A AR R, — R DAAR S
EARRUARY), RATAMIIEI. &R, W B TA T, RUARAE, KIDUES 2
Wz i, RHma it~ Jaiidy SRR, SORER, TR SRy T

IiS BHA: 2015-04-21

HEE&WH: ERARFIEEESRITE (81360615); HilARHGRIAARRIEIES (1308RIZA127); EFEMEZATARFLIE (Wt [2012] 13 5)
YEF B AREE, PRI, fid, W05 0 b2 2RI K S5 iSRG . Tel: (0931)8612404  E-mail: ztt0935@163.com

«BEEE o B, #d%, WL, USRS 2 PR RS R . Tel: (0931)8722303  E-mail: zyxyjl@163.com



* 3550 -

¢ %% Chinese Traditional and Herbal Drugs

F46% F238 2015 12 A

GRS ELA A RAL 1 HI A AR AR
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RN TR ML H MO LY AEAN TR
DE R A B R IR A R AR B A & /SR N AR
BRIOFFT A REBARELAR P, IXHE (10778 3 850 1 it A%
LR, Bl T REASTE D2 T AR 2 AEE, b
(R RS2 DU 2R 55 ISP YRR A DA /I 145 52 i) o ke
O, IR SRR TR, AR E 2
FEVERB AL SRR, 384 A b FEMRARIE . A
B, ARSIRAI ISSR 237 FR i S AR H A [
MR B 2 AT IR 2 REPEARDL L AR G5 R RO 2%

KAWL, BRI R OR AN R RS F
LB 2L BB SRR, 2 I B AR AT RS ]
PRI AR AR -
1 R 5NE
11 EYR

BN 24 A.sinensis (Oliv.) Diels FrHFr,
T 2013 4 7~8 JIRH HNAE 41 DA™ X (R D
KA L ICIGH R S I ghat Fr, TN s T
B G5 o120 CURMEFPORAF . A EBRESS bR
P 2t v 2 R IR BT T A B A e A TE RS
J& Angelica LAEY) ™4V A. sinensis (Oliv.) Diels.

x1 #EUMRER

Table 1 Information of plant materials

iy PRA

S KA Z S 1544 /m FEAKL
1 HIEE K S 103°55'4.927" 35°6'11.362" 2519 20
2 TEUE LYY 2 104°5'40.806" 35°14'45.091" 2117 16
3 TS s 2 104°10'10.278" 35°2'44.640" 2279 20
4 HEAEMS 103°02.720 34°50.146' 2 744 20
5 HEEMEZ 104°28.223' 34°35.490' 2434 20
6 HEMWE S 104°22.005' 34°41.764' 2088 20
7 IR 2 103°12.954' 34°51.414' 2304 20
8 LS S 103°56'49.824" 35°122.748" 2091 16
9 wELA)Z 104°19.168' 34°37.408' 2166 20
10 IR ELHEHT 2 103°52.666' 34°39.664' 2 455 20
11 RS NN 104°13.375' 34°46.228' 2305 20
12 IRLEL R T )1 & 104°06.233 34°17.149' 2515 20
13 Ui EL5il PR 2 104°23.593' 34°33.259’ 2349 20
14 URE 1 2 104°55.172 34°25.504' 2100 20
15 IRELRIK S 104°09.237' 34°28.792 2321 20
16 IRLLEIE 2 104°36.906' 34°21.038 2831 20
17 W EL B 2 104°43.428' 34°24.200’ 2321 20
18 MR ESE 2 104°04.907' 34°21.547' 2396 20
19 IRLEL IR 2 103°06.207' 34°29.762 2321 20
20 IREFRT S 104°01.419' 34°22.974' 2424 20
21 UIRLEL R 2 104°18.783' 34°24.549' 2827 20
22 IRLELPEZE 2 103°51.408’ 34°28.681 2373 20
23 I B 1] % 103°24.777" 34°40.623' 2 826 20
24 i S K 2 103°27.040’ 34°39.035' 2768 20
25 v B 1] % 103°41.141' 34°43.284' 2528 20
26 [ 103°45.928' 34°34.893' 2634 20
27 Ik B e 4k 2 103°59'54.480" 35°13'42.810" 2289 20
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k1
B Tk . MAERLE . Wim REAM
28 g B 2 103°56.531" 34°45 578 2824 20
29 HEHgR S 103°45.724' 34°29.515' 2413 20
30 BB A 2 103°19'4.620" 35°23'34.440" 2335 20
31 M E=4&2% 103°2019.818" 35°28'19.530” 2340 20
32 B B IR 104°14.997' 34°11.358' 2172 20
33 HERERS 104°16.944' 34°16.803' 2351 20
34 JE 32 Y /N 103°29'41.772" 35°18'47.880" 2335 20
35 RS H st i 103°40'8.472" 35°7'44.844" 2250 20
36 HgHEDZ 103°41.924' 34°53.262 2629 20
37 g 2Pkl 2 103°51.503' 34°46.138' 2550 20
38 HEARF R 2 (A3 104°01.834' 35°07.394' 2519 16
39 HIEAFE M Z (B3O 104°01.834' 35°07.394' 2519 16
40 WIIE= N 5787 104°55.010' 34°27.054' 2028 20
41 FE R S 104°09.694' 34°16.885' 2372 20
il 804

1.2 UBE5EH

PCR #"14% (f%[H Biometra); BRI R S
(%[ Bio-Rad); DYY-7 BIHLHKAL (LRI /N—1X
) s HUKRE (BRSNS D TGL1IeM &
KA TR E O GHFFILARHA AR AR A FD .

CTAB. EDTA. SDS. Tris. PVP. B-#i}L 21
(PR A TR RTEAFD; ISSR BENLS 19
(H4f British Columbia K2 A A B P AT, HF
5 0 B AR W R A R A Al A O s RNaseA
Agarose TlEHE . Gold View IZFRYLEL. TagDNA %
A5 PCR A (AL 54 H B s AR E BR 53T
AFD ;s HARA T b =43 Hr 4l
2 FHkE
2.1 E[F4H DNA $2EUE &N

SR AR ) 2 B HAN (] i >4 U P A 36 DRl 4
DNA, H] 0.8%I IF B 5t HL vk kSl DNA (1) 5638k,
o i ST MR AR AT M B )5 R AT
T=20 CukFEF &M -
2.2 ISSR-PCR R {KZR S5 182 F

IR gE R, M RN AR R Ol 20
uL, K% 10XPCR Buffer (Mg*" Plus) 1.5 mmol/L,
TagDNA 24T 0.6 U, 514 0.3 umol/L, dNTPs
0.375 mmol/L Az DNA ik 42 ng. ™ H4FET 4 94
CHAZYE 4 min, 94 CAEVE 45 s, RIGAF 5141
B E) Bk 45 s, 72 CLEM 2 min, 40 MER,
72 CHEAF 7 min, 4 CARAELE RN .

2.3 R AE SR e KA

932 H 1) 8 4% ISSR B KL 5 19 e Hedme AR 3R K
WEEE SN 41 DMANFEJEREREAIE N 4] DNA 4T
PCR ¥4, RMNEHIEH 1.2%50 I EEI fvkAs
W, IR NG & Gold View B IRYLK, Hivk 2%
MR 1 X TBE, HiJE 100V FHLMK 1.5h A4, EB
(10 mg/mL) Z&tf 20 min, TEAER ARG RS TR
IR LR AR o
24 HEFITE R

KRN TS, AT RRNE b, Al
1, el 0, EEEAEAE. FIH Popgene 32
AT HE TR EAT R ZRE RS, b e R R
2 A5 T 503 (PPB) Nei'’s JEK 2 REMEFR B (HD
Shannon’s £ & PE(E BI85 (D JE#ERIE R Z R
CHO~ JERENFE R Z FEE (H)  FE N RE(Gy,
FEAL (Nm)~ Nei's & —3EEREL IR & (D),
AR Nei’s Bi4% I 11T UPGMA K011, [
H Ntsys AT H22 RGP -
3 ZERENH
3.1 ISSR-PCR #1845 R

P 3% H 1) 8 4% ISSR 51 4% i1 224 JA 36 AT 41
DNA HHATH R gk kil . g5 R BoR, KESHFF
AL ey 1E M BoE 2 A, 3 e
FEHAE 200~2 000 bp. K 1 K514 UBC-835 Fl
UBC-868 X H it & I £ = 7% 2 4 V5 B 20 #F
ENHE/R N
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250 bp
100 bp

1~10-F£5  M-Marker
1—10-samples M-Marker
El 1 UBC-835(A) #1 UBC-868 (B) 1 26 S/EEERO AR LR
Fig.1 PCR reaction of samples from No. 26 population by UBC-835 (A) and UBC868 (B)

32 HRARFXKEYEABREEBEE S HES m iR Z R IR A ¥ PPB 7E 4.55%~

FH 8 45 ISSR FHALG 4% 41 AN HER 804 N 29.87%, H 24 0.019 1~0.120 9, 1 4 0.027 7~0.174 5,
AT TP, kg RWER 20 iR BRI H RTINS % a8 PPB (1) sk E I A —5,
B 154 ML, P2 1194, AL tkAh, BRI PPB. H F 1 ¥ & T4 B RN
B T7.27%, T MK 0337 4, HFIME R 02229,  MOfE, 1B 2905 Ja B N O 38 4% 22 REVE KB BAR T
FAREOY Bos RS LB ERAR BN

R2 AN TEBEBEYAIRELEESH

Table 2 Parameters of genetic information for 41 populations of A. sinensis

S B FEAA % BSEAE B2 R AR TR A PPB H I
1 20 154 46 29.87 0.120 1 0.174 5
2 16 154 33 21.43 0.078 8 0.1158
3 20 154 39 25.32 0.100 7 0.146 4
4 20 154 24 20.13 0.080 0 0.117 6
5 20 154 40 25.97 0.109 2 0.156 7
6 20 154 33 21.43 0.079 6 0.117 5
7 20 154 25 16.23 0.070 9 0.1019
8 16 154 13 21.43 0.080 9 0.118 1
9 20 154 29 18.83 0.056 7 0.087 8
10 20 154 7 4.55 0.020 9 0.029 6
11 20 154 19 12.34 0.046 5 0.068 8
12 20 154 36 23.38 0.095 6 0.139 1
13 20 154 25 16.23 0.066 9 0.097 5
14 20 154 46 29.87 0.119 6 0.173 2
15 20 154 24 15.58 0.062 9 0.091 1
16 20 154 14 9.09 0.034 6 0.0511
17 20 154 29 18.83 0.079 2 0.1149
18 20 154 25 16.23 0.066 6 0.096 3

—
O

20 154 41 26.62 0.088 6 0.1328
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Gk 2
JE RS FEARAN L Sy A=Y EZ N (RN AR PPB H I
20 20 154 27 17.53 0.070 7 0.102 9
21 20 154 35 22.73 0.0717 0.107 8
22 20 154 37 24.03 0.0899 0.132 6
23 20 154 43 27.92 0.1209 0.173 5
24 20 154 38 24.68 0.103 0 0.1490
25 20 154 43 27.92 0.109 8 0.1614
26 20 154 41 26.62 0.110 1 0.1597
27 20 154 38 24.68 0.102 8 0.148 3
28 20 154 27 17.53 0.068 0 0.099 9
29 20 154 27 17.53 0.065 2 0.097 0
30 20 154 26 16.88 0.066 5 0.096 5
31 20 154 19 12.34 0.0417 0.062 8
32 20 154 24 15.58 0.0617 0.090 5
33 20 154 27 17.53 0.068 5 0.100 5
34 20 154 7 4.55 0.019 1 0.027 7
35 20 154 17 11.04 0.044 5 0.064 3
36 20 154 13 8.44 0.0337 0.0493
37 20 154 10 6.49 0.024 3 0.0359
38 16 154 18 11.69 0.033 8 0.0527
39 16 154 9 5.84 0.024 4 0.0355
40 20 154 22 14.29 0.052 1 0.077 5
41 20 154 17 11.04 0.048 3 0.069 2
Bt 804 154 119 77.27 0.2229 0.3374

33 HERARFZXHKIELEABEERE LD
1t Popgene 32 AT M A3 2R 24 0 & Fa e
(K] H, k02229, H, 4 0.070 5, 4k H A H, KiH5
Gy 49 0.683 9. IXKWIA 68.39%[MA A7 7E T i i
], M 31.61%M R RAEAE T RN o RN AL 2
A HT R, B 1) 2 AR PER O, AFL A P
(RIE AL AL EN A . Wright 32 H LRI N> 1 1
JEBEIAFAE 52 AOFEDRAL, AL R AT ™,
KGR N {4 0.231 1, R HIA[R] 7 X B 24
AR IEATCEE R AT, 1% 5 AR 7 U K
34 HREARFRKELABBHEEEXRZDH
Popgene 32 A M4 KK, 41 ANANE =
DX 1) 22 U 5 R k2 T Jot A E 5 11 AR Y
0.0429~0.327 8 (% 3), HrhistfLE s i/ NN
MG LA T2 g HERAMEE R =% 2 HE
W, AR R B S R T R L DR PR 2 24 )9 e A
G ENR 2 A R .

FH Ntsys FAF AR Nei’s 15 44 2 25 ) 2 H R
ANTR] P DR 2 TR (1) UPGMA SRKIE (K] 3),
iR WoR, TEBHEEE R 0.22 &b, kA IR,
i E . HEE 2 S, AR X, M
BE . BN R AR 2K, R
Bz, 5o, w8 s. Jls, W
WARF 2 (AEHO, sl B2 2 iR e 1 2%
N2 FEBME IR 0.20 &b, K E VR ELMR R 4E
SRS, WIS MK (M3, WEE
o, wmMS . WAES. FEKZ. A2, K
RS, IREAER S RIKS . B SRR
IRy 3, RARERR TS Wk S . 5
2.8k, FHS KBRS BT, HEZ,
I, IEEK)Z., FKko, A1, =&
2, Pt EERES, FRERIEES . RS,
MBERY S, =52, HEERILME. EX
%\ B SRR AR — K
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x3 AN EHEHBIEHANBEERES

Table 3 Genetic distance for 41 populations of A. sinensis

RS 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1 kokokk

2 0.118 1 Kok

3 0.1281 0.1614 Rk

4 00994 01539  0.1288 ok

5 01758 02023 01273 0.1133 ok

6 01418 01751 01231 01331 01175 Kk

7 01620 01326 01679 01684 01628  0.1222 otk

8 02165 01809  0.1943 02088 02411 02088  0.0932 ok

9 01436 01379 01411 01117 01652 01605 01209  0.1251 Kok

10 02207 01792 02199 02169 02502 02229 01454 02234  0.1911 ook

11 0.1447 01418 01477 01512 01754 01231 00915 01515  0.1421 01527 ok
12 02160 02184 01670 01912 02219 02062 01301 01007  0.1101 01693  0.1832
13 02100 01904 01592 0185 02109  0.1789 00990 01028  0.1029 01241  0.1582
14 01352 01367 01423 01438 02020 01571 00838 00877 0092 01295 01196
15 01157 01116 01284 01037 01681 01608  0.1434  0.1949 00901 01442  0.1050
16 0.138 1 01592 01134 00890 01454 01477 01573 02229 00949 01690  0.1112
17 02426 02027 0159 01803  0.1848 02053 01507  0.1462  0.1259  0.1846 02024
18 02098 01482 01990 02021 02329 02308 01489  0.1469  0.1278 01844  0.1973
19 02223 01793 01685 01983 02248 01877 01634 01639  0.1462  0.1994  0.1810
20 03154 02578 02262 02860 02652 02669 01750  0.1857 02234 01758  0.1850
21 02352 01737 01761 02260 02409 02718  0.1635 01471 01164 02225 02213
by 02997 02374 01908 02641 02516 02915 01968 01605  0.1779 02216 02534
3 02262 02337 02049 02185 02143 02282 01753 0.1510 01613 02096 02472
24 02846 02618 02418 02616 02208 02319 02049 0187 02096 02264 02131
25 01791 02047  0.1845 01839 01810 01489  0.1454 01917  0.I85 02078  0.1227
26 01822 02257 02100 01917 01976 01665 01775 02077  0.1959 02255  0.1657
27 02113 02283 01910 02209 02099 0188 01207 01524 01666 01702  0.1373
28 02258 02591 02229 02084 02217 02212 01642 01436 01927 02620  0.1982
29 03108 03278 02482 02785 02507 02693 02338 02163 02593 02290  0.2360
30 02360 02422 02088 02118 02390 01986 01538  0.I373  0.1996 02346  0.1822
31 02588 03018  0.1968 02260 02373 02040 01716 01706 02155 02237 02300
3 02419 02553 01944 01735 02032 02213 01776 01621 01765 02152 02433
33 02352 02533 01959 01755 02062  0.1874 01639 01601  0.1612 02544 01951
34 02824 02551 03239 02401 03146 03032 02412 02151 02576 02776 02970
35 02440 02417 02596 02098 02318 02507 02107 02039 02077 03040  0.2664
36 02594 02212 02381 02619 02994 02691 02147 01786 02116 03217 02799
37 02136 01879 02369 02184 02705 02429 02282 0.1735 01992 02780 02873
38 02477 02338 02317 01871 02494 02160 02187  0.1961 02443 02198 02505
39 01788 01193 02386 02022 02407 02114 01684 02163  0.1941 01530  0.1656
40 02967 02547 02479 03041 02771 02499 02242 01925 02366 02756 02671
41 01640 02313 01316  0.1458  0.1873 01641 01634 01813 01499 02153 01522

RS 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 )

12 skoksksk
13 0.0718 Kok
14 00659  0.0566 Kok
15 02072 0.1681 0.1196 o
16 01853 01509 01245  0.0494 o
17 01148 00835 01105 01375  0.1266 Kok
18 01643 01459 01364 01098  0.1729 0.1114 ok
19 01597 01429 01482  0.1481  0.1691 01075  0.0744 ok
20 0.1894 01777 01893 02036 02082  0.1359  0.1659  0.I510 Kok
21 01115 01172 01126 01693  0.1645 01067 01237 01529  0.1396 Kk

22 0.1327 0.128 5 0.128 0 0.189 3 02141 0.089 7 0.140 0 0.149 1 0.145 4 0.0753 HEAE
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5HR3
JE B 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 2
23 01276  0.1327 0.1280  0.1882 02004  0.1133  0.1580 0.1688 0.1195 0.1118  0.0988
24 01737  0.1667 01603 02174 02009 01543 02113  0.1889 0.1244 0.1424  0.1299
25 0.1990  0.1689 01539  0.1431 01354  0.1794 01958 0.1739 01418 0.1757 0.1906
26 02118  0.1980 0.1583  0.1482  0.1538  0.1804 0.1996 0.1773 01568 0.1931 0.1771
27 01565  0.1174 01095  0.1422 01386 01318 0.1713  0.1659 0.1140 0.1582  0.1344
28 01435  0.1492 0.1434 02038  0.1869  0.1434 01781 0.1831 01512 01616 0.1583
29 02023  0.1896 01896 02516 02579 01933 02518 02265 01792 02032 0.1384
30 01623  0.1450 0.1454  0.1965 01851 01439 0.1721 0.1495 0.1240 0.1648 0.1661
31 0.1406  0.1403 01436 02537 02162 01601 02128 01910 01695 0.1720 0.1744
32 01260  0.1134 01050 02225 01944 01399 0.1945 0.1940 02049 0.1644 0.1567
33 0.1482  0.1058 0.1386 02212 01905  0.1443 02092 0.1633 01881 0.1818 0.1934
34 02565 02267 02059 02605 03055 02476 02014 02437 02955 02416 02620
35 01930  0.1996 01856 02574 02926 02154 02224 02143 02358 02256 02304
36 02010  0.1942 01756 02445 03069 01957 0.1443  0.1604 02306 02021 0.1948
37 01753  0.1834 01579 02274 02816 01901 0.1264 0.1372 02607 0.1784  0.1868
38 01753  0.1597 01407 02346 02524 01725 0.1919 0.1658 02257 02259  0.1838
39 02367 02099 01549  0.1431 02192 02173 0.1183 01625 02216 02116 02288
40 02005  0.1985 0.1883 02904 02955 02496 02219 02046 02463 0.1848 02171
41 01615  0.1393 01174 01582 01229 01220 02140 0.1481 0.1866 0.1726 0.1814
JE R 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33
23 skookokok
24 0.106 4 HHAE
25 0.1325  0.0819 ok
26 0.1358  0.0762 0.0429 ok
27 0.1205  0.0756 00620  0.0593 ok
28 00971  0.1025 0.0872  0.0966  0.0866 ok
29 01520  0.1642 01650  0.1587 01441  0.1451 HHEH
30 0.1139  0.1016 01046 00991  0.0940 00628 0.1324  *ex
31 01357 01451 01556  0.1684 01310  0.1043 0.1503  0.0911 ook
32 0.1559  0.1858 01956  0.1895 01268 01256 0.1553  0.1530  0.0839  w**
33 01603  0.1308 0.1408  0.1618 01203 01430 02327 0.1463 01375 0.1115  *%*x
34 02483 02875 03009 02904 02776 02296 02784 02334 01808 0.1490 02166
35 01797 02011 02007 01911 01922 01599 02490 0.1583 0.1508 0.1669 0.1303
36 02166 02242 02769 02653 02315 01955 02774 0.1784 0.1886 02083  0.1794
37 0.1904 02477 02748 02356 02379 01902 02579 0.1814 01628 0.1524 0.1964
38 0.1530  0.208 8 02303 02041 01924 01525 01926 0.1482  0.1469 0.1158 0.1593
39 02604 02751 02481 02435 02231 02503 02533 02286 02279 02224 02625
40 02327 02317 02584 02679 02461 02042 02331 0.181 01437 01692 02334
41 01611  0.1586 01317  0.1245 01356 01542 0.1692 0.1182 01516 0.1698 0.1302
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41 02943 02460 02453 02475 02031 02757 02358 ek
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Fig. 3 UPGMA dendrogram for 41 populations of A.

sinensis
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