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琼海与三亚两地普通野生稻的 标记分析

陈良兵
’
· ,

朱美霞
“

广西大学 生命科学与技术学院
,

广西 南宁 周 口师范学院 生命科学系
,

河南 周 口 河北工程学院 农学院
,

河北 邯郸

摘 要 用 个 标记分析了新发现的琼海普通野生稻与三亚普通野生稻间的遗传关系
。

结果表明
,

位点在三亚普通野生稻居群中的变异较其在琼海普通野生稻居群中的变异高
。

对琼海普通野生稻与三亚普通

野生稻的聚类分析发现
,

两者在 处各聚为 类
,

由此可知
,

琼海普通野生稻和三亚普通野生稻之间具有较

大的遗传分化
。

「关钮词 〕 普通野生稻 遗传距离 遗传分化 标记

仁中图分类号 〔文献标识码 〕 文章编号 〕
一 一 一

普通野生稻 是栽培稻

的近缘祖先
,

属国家 丑级保护植物 「一
‘〕。 在野生稻漫

长的进化过程中
,

由于复杂的地理环境和各种生态

因素的作用而形成了丰富的遗传多样性
,

其中蕴藏

着丰富的优异基因资源
,

如抗病虫
、

抗逆
、

高效营养

和高产优质
、

雄性不育等优异基因际 〕
。

这些优异基

因正是解决目前水稻生产中诸多难题的重要物质基

础和
“

资源宝库
” 。

但令人担忧的是
,

随着我国的现代

化建设
,

曾经相当丰富的普通野生稻资源正以惊人

的速度在消减卜
。

普通野生稻主要分布在我国的

南方地区
,

其中海南岛是我国普通野生稻的主要分

布区之一
,

而 三亚又是海南岛普通野生稻的主要分

布区
。 “

杂交水稻之父
”

袁隆平和其助手在海南三亚

发现 了的 株花粉败育型普通野生稻 野败
,

并将

其野败基因成功转人栽培稻
,

从而培育出了三系配

套杂交水稻
,

使我国水稻杂交育种和生产走在了世

界前列
,

为人类做出了巨大贡献
。

琼海普通野生稻居

群是新近发现的一个原生境普通野生稻居群
,

尚不

清楚其与三亚野生稻居群有着怎样的遗传关系
。

近

几年
,

多用 标记和酶标记对普通野生稻进行

研究二
’‘,一 ’ 」,

但 标记的稳定性和重复性差
,

酶

标所检测的等位基因少
。

标记是近几年发展较

快的一种分子标记技术
,

其全称为简单重复序列标

记
,

又称为微卫星标记
,

具

有稳定性高
、

重复性好及呈共显性等特性
,

能揭示较

高的多态性
,

在种群遗传关系的研究中得到了广泛

应用汇
’‘ , ’ 〕。 本研究试图利用 标记分析琼海新发

现的普通野生稻与三亚普通野生稻间的遗传关系
,

以为更好地保护琼海普通野生稻居群提供参考
。

材料与方法

试验材料

随机从海南琼海普通野生稻居群和海南三亚普

通野生稻居群中分别采集 份普通野生稻作为试

验材料
,

通过 位点的多态率
、

基因杂合性
、

遗传

距离和聚类分析确定两地普通野生稻居群的遗传关

系
。

标记

本试验从水稻遗传连锁图谱上选取 个

标记 表
,

除 号染色体上有 个 标记外
,

其

余染色体上都是 个 标记
。

标记引物由上

海生工公司合成
。

试验方法

普通野生稻 提取采用 法 〔
’ 〕。 以普

通野生稻的 为模板
,

用分布于 条染色体上

的 引物对其进行 扩增
。

所采用 讨 的

反应体系为 川
、

无菌超纯水
,

川
碑
只

, , 一 ,

,

体积分数
一 , 拜

拌 , ,

,

各
, 拌 浓度为

拌 的正向引物和反向引物
,
。 拌 拜

收稿 日期 」
一 一
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。
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公司出品
, 拌 拌 的 程序为 预变性 变性

,

退

模板
。

用 公司生产的
一

火
,

延伸
,

进行 个循环 最后
,

扩增仪对反应体系进行 扩增
,

扩增 延伸
。

裹 试验中所用的 对水稠 引物

染染色体 水稻 引物号号 染色体 水稻 引物号号
·

, , , ,‘
,

,

“
· ,

, ” ,
, ·

,,

, , , ’ , ,
, ,

,

‘ ,
, ·

, , ,

扩增完成后
,

将 扩增产物与 倍体

积的上样缓冲液 体积分数 聚蔗糖
一 ,

体积

分数 澳酚蓝
,

体积分数 二甲苯青
,

体积分数 写
, 一 ,

,

混合
,

恒定电压

下
,

在体积分数 非变性聚丙烯酞胺中凝胶电泳
。

最后银染显色
,

统计扩增产物的带型
。

,

试验数据的记录与处理

数据可 以反映二倍体普通野生稻的遗传

信息
。

在本试验中
,

条染色体上的 引物以该

染色体扩增产物在非变性聚丙烯酞胺凝胶上所显示

的条带记为 个等位基因
,

用 个阿拉伯数

字表示
,

所扩增条带的另外 个等位基因用另 个

阿拉伯数字表示
。

当用同 对 引物扩增所有的

试验材料时
,

把在非变性聚丙烯酸胺凝胶上表现出

相同迁移速率的 扩增带作为相同的等位基

因
,

用同 个阿拉伯数字表示
。

用遗传学分析软件 分析 位点在

琼海普通野生稻与三亚普通野生稻中的变异分布及

普通野生稻间的遗传距离
,

并对普通野生稻进行聚

类分析
。

若 个 位点中共同的等位基因频率不

超过
,

即可认为此位点具有多态性
。

位点

的多态率可按下式计算

位点的多态率
具有多态的位点数
总位点数

结果与分析

扩增结果

在本试验中
,

共选用水稻基因组中 条染色体

上的 对 引物
,

平均每条染色体有 对

引物
。

每对 引物均可扩增出清晰可见的

带 图
,

其中引物 所扩增的 带长

左右
,

可明显地将琼海和三亚两种普通野生稻分

开
。

在这 个 位点中
,

不同 位点所具有的

等位基因数不尽相同
,

每个 位点所具有的等位

基因数为 个
,

共有等位基因 个
,

平均每个

位点有 个等位基因
。

争

食

图 引物 在三亚和琼海普通野生稻居群中的扩增结果
三亚普通野生稻 琼海普通野生稻

一 一
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位点在琼海和三亚两居群中的变异分布

分析

位点的多态率分析 本试验表明
,

位 点 在 琼 海 普 通 野 生 稻 居 群 中 的 多 态 率 为
,

而在三亚普通野生稻居群中的多态率

为
。

位点的基 因杂合性分析 分别求得每

个 位点在琼海和三亚普通野生稻居群中的观

察 杂合性 及 其 在
一

平衡定律条件 下 的理论 杂合性

与非偏性杂合性
。

结果表明
,

每个 位点在

琼海普通野生稻居群和三亚普通野生稻居群中的观

察杂合性
、

理论杂合性
、

非偏性杂合性不同
。

在琼海

普通野 生稻居群 中
,

位 点 的观 察 杂合 性 为
二 ,

其中位点
,

的观察

杂合性为
,

位点
, , ,

, , , ,

的观察杂

合性为 而在三亚普通野生稻居群中
,

位点的观察杂合性为
,

其中位点

的 观 察 杂 合 性 为
,

位 点
,

,

的观察杂合性为
。

在琼海普

通野生稻和三亚普通野生稻居群中
,

位点的理

论杂合性分别为 和 一
,

非偏性杂合性分别为 一 和
。

观察杂合性
、

理论杂合性
、

非偏

性杂合性在三亚普通野生稻居群中的平均值分别为
, , ,

较琼海普通野生稻居群

的相应平均值
, ,

高
。

本试

验结果显示
,

位点在两居群中存在着较高的变

异
,

其在三亚普通野生稻居群中的变异程度较其在

琼海普通野生稻居群中的高
。

两地普通野生稻的遗传关系
,

普通野生稻的遗传距 离分析 遗传距离反

映了居群与居群之间
、

个体与个体之间的遗传进化

关系
,

能反映出居群间
、

个体间的遗传变异程度
。

根

据 〔”〕的遗传距离公式
,

计算出琼海和三亚普通

野生稻个体之间的遗传距离如表 所示
。

由表 可

知
,

琼海普通野生稻之间的遗传距离为
,

平均为 三亚普通野生稻之间的遗

传距离为
,

平均为
。

两居

群个体之间的遗传距离为 一
, 。

衰 三亚与琼海普通野生稠居群 个水箱个体的遗传距离方阵

叙

个体
卜

」

毛 】 】

份 , 圣

, ,

,
· ,

升 关 ,

公召 夕 心少 津 子 分 奋

, ,

礴健
,

一 畏 ·

了 〔一 关 势 圣

,

二
圣

】 〕 肠 赞 书

】 釜 份 份

日 】 书 件 书

日 了 吕 一 长

吕 右 ‘ 氏 邓 ‘ ‘ 甘 一 苦

, ,

吕 份

二
石 日

‘ , 县 书

引
, 登

, 心吕 右 吕今 · 份 奋

公 , 时 口 吕 份

一
, ,

,

右 右 吕 资 圣 ·

日 , 一
各

之
,

⋯引
‘

‘吕

注 荟 铃 苦 代表同一普通野生稻个体间的遗传距离
,

其值为 。 。。

铃 , ,

两地普通野生稻的聚类分析 用
一

,

算术平均非加权配组法 对两地的 份普通

野生稻材料进行了聚类分析
,

结果如图 所示
。

由图

可知
,

份材料在遗传距离 处分为了两

大类群
,

琼海普通野生稻和三亚普通野生稻各聚为

个类群
。
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,乙且,︸,‘,乙

遗传距离

图 来自三亚和琼海的 份普通野生稻个体的聚类分析
三亚普通野生稻 琼海普通野生稻

一 一

讨 论

两地普通野生稻的遗传变异

本试验利用水稻基因组中 个 标记在两

居群中的变异分布
,

分析了三亚和琼海普通野生稻

居群 位点的多态率及 位点在两居群中的

种基因杂合性 观察杂合性
、

理论杂合性
、

非偏性

杂合性
。

结果显示
,

位点在两地野生稻中存在

着较高的变异
,

而且其在三亚普通野生稻中的变异

程度较其在琼海普通野生稻中高
,

从而表明三亚普

通野生稻居群的遗传变异较琼海普通野生稻居群

高
。

不过基因座位多态率在描述居群的遗传变异方

面并不完美
,

其定义带有一定的武断性
,

而基因杂合

性是以所有等位基因的频率为基础的
,

因此
,

基因杂

合性较多态率更加适合居群的遗传变异评定
。

本试

验中
,

琼海与三亚两普通野生稻居群的观察杂合性

分别为 和
,

非偏性杂合性分别为
·

和
· ,

高于 等仁
‘ 〕利用等位酶所研

究的普通野生稻居群的观察杂合性和非偏性杂合

性
。

本试验结果表明
,

琼海与三亚两普通野生稻居群

的平均观察杂合性为
,

平均理论杂合性为
,

高于李桂花等「
’ 〕利用等位酶研究的江西东

乡县 个 普 通 野 生 稻居 群 的平均 观 察 杂 合性

和平均理论杂合性
。

这主要是

因为 标记较等位酶标记有更多的可检测等位

基因
,

能够揭示更高的遗传变异
‘ 卫。 但是

,

琼海与三

亚两普通野生稻居群的平均理论杂合性

低于杨庆文等红
’叼利用 标记所研究的云南元江

县 个普通野生稻居群的平均理论杂合性
。

同时
,

琼海与三亚两普通野生稻居群的遗传变异也

低于余萍等吻 〕利用 标记所研究的广西 个县

市 普通野生稻居群的遗传变异
。

观察杂合性
、

理论

杂合性
、

非偏性杂合性结果都显示琼海与三亚两普

通野生稻居群间存在着遗传分化
,

并且三亚居群的

遗传变异程度较琼海居群高
。

此外
,

本试验中所研究的两样本居群的个体数

均为
,

虽然样本居群的个体数较小
,

但检测小样

本居群的大量基因座位
,

仍然可得到可靠的平均杂

合性值田习
。

另外
,

居群内个体间的遗传距离和两地

普通野生稻的聚类分析结果表明
,

三亚普通野生稻

的遗传变异较琼海普通野生稻高
。

这主要是因为三

亚是海南普通野生稻的主要分布区
,

有大量普通野

生稻分布
,

相互间的影响大 而琼海普通野生稻由于

人为因素与其他普通野生稻相隔离而相对独立
,

其

遗传特性相对更易于保存
。
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两地普通野生稻的遗传分化

由聚类结果 图 可知
,

琼海普通野生稻和三

亚普通野生稻各聚为一类
,

但两者在遗传距离为

处聚在一起
,

这表明琼海普通野生稻与三亚

稻之间存在着较大的遗传分化
。

琼海普通野生稻群是最近发现的一处原生境普

通野生稻群
,

虽然其遗传变异低于三亚普通野生稻
,

但两者之间存在着较大的遗传分化
,

并且这两地的

普通野生稻居群间存在着较高的遗传变异
。

所以作

为海南岛地区普通野生稻群的一部分
,

特别是在该

地区许多普通野生稻居群遭到破坏
、

面积 日益缩小

的情况下
,

琼海普通野生稻群原生境的发现和保护
,

将对海南岛地区普通野生稻资源的保护及其较高遗

传变异的维持具有重要的现实意义
。

仁参考文献 〕
「〕

一

颖 中国栽培稻种的起源及其演变〔 〕《丁颖稻作论文选集 》编辑组 丁颖稻作论文选集〔 〕
,

北京 农业出版社
,

一

〔 」 祁仲夏
,

宋文芹
,

金 刚
,

等 稻属基因组间相关性的 分析仁」南开大学学报 自然科学
, ,

了 一

仁 」何予卿
,

张 宇
,

孙 梅
,

等 利用 分子标记研究栽培稻和野生稻的亲缘关系〔〕农业生物技术学报
, , 一

」 武 波
,

韦 东
,

秦学毅
,

等 野生稻和栽培稻的随机多态 分析 〕广西植物
, ,

一

」 卢宝荣 稻种遗传资源多样性的开发利用和保护仁」生物多样性
,

更
,

‘ 一

仁 」 黄运平
,

覃 瑞 野生稻资源的研究与利用〔月 湖北农业科学
, ,

一

」 洪德元 抢救野生稻种质资源〔〕中国科学院刊
, ,

。 一

〔川 高立志
、

张寿洲
,

周 毅
,

等 中国野生稻的现状调查仁月 生物多样性
, , 。一

〔」 庞汉华 建立野生稻原地自然保护点已刻不容缓 〔 作物品种资源
,

一

「 袁平荣
,

才宏伟 云南元江普通野生稻分化的研究 形态及酣酶
,

过氧化氢同工酶分析 「 北京农业大学学报
, ,

《 一

〔一 〕 王振山
,

陈 洪 中国普通野生稻遗传分化的 研究仁 植物学报
, , 一

仁一 」 ‘
, ,

叹
。。 二 」

, , 一

」 李桂花
,

黎国喜
。

黄英金
,

等 普通野生稻东乡群体等位酶水平的遗传多样性研究 作物学报
, , 。 一

」 李显粗
,

曲 替
,

杨 宁 利用微卫星标记分析蛋鸡配套系的遗传关系 遗传学报
, ,

一

一 」
,

〕 , , 。 , , 〔〕
,

,

一

口 」 王 珍
,

方宜钧 植物 分离 〕分子植物育种
, ,

一

〕 〕
, ,

一

仁 」 张军丽
,

王峥峰
,

李鸣光
,

等 植物种群研究中的分子标记及其应用〔〕应用生态学报
, ,

一

〔 」 杨庆文
,

戴陆园
,

时津厦
,

等 云南元江普通野生稻 别 动户明 遗传多样性分析及保护策略研究 「〕植物遗传资薄学报
,

, 一

」余 萍
,

李自超
,

张洪亮
,

等 广西普通野生稻 剧。 表型性状和 多样性研究 〔」遗传学报
, , ‘一

一〕
, , , , ,

一

划 ’

一 ’ , 一

明 “ “
’ 玄吸、

,

讹
, , , ,

以‘,

奋 亡 功 ,

, , , 咭
刃 ,

彻 盛
,

以

翻
,

占尸 ” 尸亡 粗 〔汉 己 亡
, ” 月 , 一”

,

,


