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领春木的遗传多样性分析①
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摘要:利用RAPD标记对重庆5个县的濒危植物领春木居群作遗传多样性分 析,扩 增 出 总 多 态 位 点 百 分 率 为

87.18%,经Shannon指数和Nei指数估算的这5个居群的遗传多样性排列次序从大到小依次为城口、南川、开县、

巫溪、万盛,其大部分的遗传分化存在于居群之内,均达到80%以上.遗传矩阵和聚类分析的结果显示遗传距离的

大小和地理距离的远近一致.
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领春木Eupteleapleiospermum Hook.f.etThoms.为领春木科Eupteletaceae、领春木属Euptelea
Sieb.&Zucc.的落叶灌木或小乔木.领春木为国家3级保护植物,本种是典型的东亚植物区系成分的特征

种,又是古老的孑遗植物,对研究植物系统发育和植物区系都有一定的科学意义.本文通过RAPD法对其

遗传多样性进行研究,探讨其种群适应及濒危机制,为合理保护该物种提供依据.

1 材料和方法

1.1 材 料

分别选取了重庆市万盛(pop1)、南川(pop2)、城口(pop3)、巫溪(pop4)、开县(pop5)这5个具代表性

分布地中领春木的幼叶[1-2].

1.2 方 法

1.2.1 用改良CTAB法提取领春木叶片中的总DNA[3],经1.0%琼脂糖凝胶电泳(10V/cm,10min)和

OD260/280比值检测,选取模版.

1.2.2 从S1-S100总计100个寡核苷酸随机引物筛选出11条扩增效果较好,重复和稳定性高的引物用于

领春木遗传多样性检测.

1.2.3 领春木RAPD反应体系的建立和优化[4]

(1)RAPD主要成分用量的优化

RAPD-PCR反应体系的5种主要成分TaqDNA聚合酶、引物、DNA模板、Dntp、Mg2+的用量设

10个处理梯度,依次进行PCR反应.选取最优反应体系.所有反应体系为25μL.
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(2)反应程序的优化

利用上面优化的各因素组合,在基本扩增程序的基础上,针对几个主要影响因素:变性时间、退火温

度、延伸时间及循环次数作正交分析,找出扩增效果较稳定且完整清晰的扩增程序.

2 结果与分析

2.1 RAPD反应体系和扩增程序的优化结果

领春木的最优RAPD反应25μL体系为:Dntp0.16mmol/L、模板DNA50ng、TaqDNA 聚合酶

1.25U、Mg2+1.5mmol/L、引物0.24μmol/L.最佳反应程序为:94℃预变性4min;94℃变性60s,

36℃退火30s,72℃延伸80s,35个循环;72℃延伸10min;4℃保存.

2.2 RAPD扩增结果

10个引物在领春木5个居群中总共扩增出78个位点,平均每个引物7.8条带,总多态位点68个,每

条引物扩增出来的多态位点数在5~9之间,其中S48和S52扩增出来的多态位点最多为9个(图1).

M:2000bpMaker;n1-w5:样品编号.

图1 S52对部分样品DNA的扩增结果图

2.3 多态位点比率

综合分析得到,5个领春木居群的总多态位点百分率(proportionofpolymorphicsites/lociPPS)为

87.18%(表1),每个引物所扩增出的产物的多态性比率在每个居群都不同,其中pop3即城口居群扩增出

56个多态位点,多态位点比率高达71.79%.
表1 各引物检测领春木各居群多态位点的比率

居群 样本 位点数 多态位点数 多态位点比率/%

pop1 5 78 48 61.54

pop2 5 78 54 69.23

pop3 5 78 56 71.79

pop4 5 78 49 62.82

pop5 5 78 47 60.26

总居群 25 78 68 87.18

2.4 Shannon多样性指数

用Shannon指数估算5个领春木居群的遗传多样性[5],结果如表2.表2中Hpop显示的是居群内的平

均多样性,Hsp表示种内的多样性测度,Hpop/Hsp则是居群内多样性所占的比例,群体间多样性比例为

(Hsp-Hpop)/Hsp.5个居群遗传多样性的排列次序从大到小依次为pop3>pop2>pop5>pop4>pop1.领
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春木居群内遗传多样性平均值为2.9779,种内遗传多样性平均值为3.6584.在总遗传变异中,领春木居

群内和居群间遗传多样性所占的比例分别为81.59%和18.41%,即经Shannon指数估计由10条引物检测

到的5个居群间的遗传分化为18.41%.
表2 Shannon信息指数估计的领春木居群的遗传多样性

Primer pop1 pop2 pop3 pop4 pop5 Hpop Hsp Hpop/Hsp (Hsp-Hpop)/Hsp

S1 2.0064 1.6524 2.9463 2.0622 2.4294 2.2193 2.6458 0.8388 0.1612

S21 4.1076 4.0356 3.2835 1.6992 3.6213 3.3494 4.1528 0.8065 0.1935

S32 1.4046 1.7124 2.3400 2.0496 2.0028 1.9019 2.4327 0.7818 0.2182

S34 2.4126 3.3348 2.9037 3.1170 2.6904 2.8917 3.3623 0.8600 0.1400

S48 3.9585 3.9117 4.9365 3.6978 2.9976 3.9004 4.9202 0.7927 0.2073

S52 1.6824 5.1498 4.7952 3.8172 2.4126 3.5714 4.7150 0.7575 0.2425

S61 2.6904 2.9037 3.3780 4.6932 3.3780 3.4087 4.0607 0.8394 0.1606

S62 3.2241 3.2409 4.0056 1.8489 2.7498 3.0139 3.8988 0.7730 0.2270

S64 2.1861 3.2541 1.5285 1.6824 2.2161 2.1734 2.7368 0.7941 0.2059

S92 3.4074 2.7498 3.8817 2.7924 3.9117 3.3486 3.6587 0.9152 0.0848

平均值 2.7080 3.1945 3.3999 2.7460 2.8410 2.9779 3.6584 0.8159 0.1841

2.5 Nei的遗传分化指数

Nei指数(H)又称“基因多样性指数”[6],其大小与位点变异的多少成正比,反映了领春木种质资源中

基因的丰富程度及均匀程度.用Nei指数对5个领春木居群中间基因多样性进行估测,结果见表3.表3中

Ht为总群体的基因多样性,Hs为群体内的基因多样性,Dst为群体中的基因多样性,Gst为基因分化系

数,Gst=Dst/Ht.
表3 Nei指数估计的领春木各居群的基因多样性

primer pop1 pop2 pop3 pop4 pop5 Ht Hs Dst Gst

S1 0.1356 0.1243 0.2230 0.1502 0.1745 0.1843 0.1615 0.0228 0.0985

S21 0.3102 0.3198 0.2440 0.1179 0.2795 0.3045 0.2543 0.0562 0.1627

S32 0.1775 0.2355 0.3226 0.2733 0.2848 0.3147 0.2588 0.0559 0.2117

S34 0.2368 0.3238 0.2845 0.2950 0.2741 0.3256 0.2829 0.0427 0.1124

S48 0.3005 0.3069 0.3828 0.2842 0.2309 0.3697 0.3011 0.0686 0.2125

S52 0.1148 0.3519 0.3286 0.2545 0.1658 0.3122 0.2431 0.0691 0.1785

S61 0.2741 0.2845 0.3447 0.4775 0.3447 0.3979 0.3451 0.0528 0.1690

S62 0.2835 0.2726 0.3561 0.1599 0.2308 0.3293 0.2606 0.0687 0.1941

S64 0.2097 0.3282 0.1433 0.1640 0.2139 0.2635 0.2118 0.0517 0.1287

S92 0.3302 0.2638 0.3904 0.2660 0.3946 0.3598 0.3290 0.0308 0.0750

平均值 0.2373 0.2811 0.3020 0.2443 0.2594 0.3162 0.2648 0.0514 0.1590

  10条引物检测到的基因多样性从大到小依次为pop3>pop2>pop5>pop4>pop1.根据Nei遗传分化

指数估算5个居群总群体的基因多样性为0.3162,群体内的基因多样性为0.2648,群体中的基因多样性

为0.0514,基因分化系数0.159,表明居群间的分子变异只占总基因多样性的15.9%,大部分的遗传变异

(84.1%)存在于居群之内.

2.6 遗传距离矩阵(表4)

遗传距离矩阵显示出,从遗传相异性来说5个居群间的遗传距离都不是很大,居群1和居群2的遗传
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距离最小只有0.0294,居群4和居群5的遗传距离相对最大为0.0817;从遗传一致性来说,居群4和居群

5之间的遗传相似度最高,I值为0.9215;居群1和居群2的遗传相似度最低,I值为0.9712.这可能是由

于地理位置的原因,南川和万盛比邻,巫溪和开县间二者则相距较远,基因交流少,所以使得居群4和居

群5之间在遗传上产生了一些分子变异.
表4 领春木5个居群间的遗传距离矩阵

popID 1 2 3 4 5

1 **** 0.9710 0.9511 0.9434 0.9679

2 0.0294 **** 0.9704 0.9408 0.9606

3 0.0501 0.0301 **** 0.9359 0.9407

4 0.0582 0.0610 0.0662 **** 0.9215

5 0.0326 0.0402 0.0611 0.0817 ****

  注:右上角为遗传一致度(I),左下角为遗传距离(D).

图2 领春木5个居群的UPGMA聚类图

2.7 领春木居群聚类分析

采用算术平均数的非加权成组配对法(UPG-

MA)对Nei的遗传距离进行聚类分析,结果见图2,

其归并结果与实际的地理分布情况一致,距离较近

的归在了一起.距离较远的遗传距离也较远.

3 结 论

通过 Nei指数和Shannon指数估算的 领 春

木各居群遗传变异的分布基本上一致,均显示

出大部分的分子变异存在于领春木居群之内,

只有少量的分子变异存在于居群之间,说明5个领春木居群具有很相似的基因频率.为了进一步证明

领春木分子变异的机理,运用popgen32软件运算得到其基因流 Nm=2.5301.当 Nm>1时,基因流

可以防止遗传漂变引起的居群间的遗传分化.因此,当 Nm值升高时,Gst值降低,说明领春木居群

的遗传变异不是由遗传漂变所引起.梅里尔[7]认为,如果邻近有相似的基因频率,可能只是表明它们

具有相同的选择压力而并不能证明有基因流动.综合领春木的生境片状分布特点,领春木邻近居群相

似的基因频率,可能是由于生境选择压力所致,某些扩增片断的频率在群体中的变化也证实了这个问

题.同时从聚类分析的结果来看,居群间的遗传距离和地理距离是相一致的,因此认为引起重庆市野

生领春木日益减少的主要原因不是在遗传方面,而可能是人为的干扰破坏.为切实保护好濒危植物领

春木,实现其资源的可持续利用,建议在人为活动较强的地区,加大宣传力度,有效控制对领春木的

滥砍滥伐;实行就地保护,合理采伐;在种质资源分布集中的地域,建立领春木自然保护区(点),禁

止破坏性利用,防止各种人为干扰,充分发挥领春木群落的生态和经济效益.植物园可引种栽培,在

其适宜生长的地区可栽作绿化观赏树种.
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Abstract:RandomamplifiedpolymorphicDNA(RAPD)markerswereusedtoestimatethegeneticdiversi-

tyin5populationsoftheendangeredplantspciesEupteleapleiospermafromChongqing.Thetotalper-
centofpolymorphiclociwas87.18%.BasedontheestimatedShannonsdiversityindexandNeisgenedi-

versityindex,thegeneticdiversityofthe5populationswasinthesequeceofpop3(Kaixian)> pop2
(Nanchuan)>pop5(Wansheng)>pop4(Wuxi)>pop1(Chengkou),andmostofgeneticdifferentia-

tion(>80%)occurredwithinthepopulation.GeneticdistancematrixandUPGMAclusteranalysis

showedthatthegeneticdiversitywascoherentwithgeographicaldisribution.
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