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烟草种质不同群体量遗传完整性的 ＳＳＲ 研究
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　 　 摘要: 以普通烟草种质红花大金元、豌口红土烟、白花黑烟、云烟 ８７ 以及野生种 Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ａｌａｔａ 为试验材料ꎬ利用 ＳＳＲ 分

子标记技术结合构建 ＤＮＡ 混合基因池的方法对种质不同群体量的遗传完整性进行研究ꎮ 结果表明ꎬ９６０ 对引物对红花大金

元、豌口红土烟、白花黑烟以及云烟 ８７ 进行全基因组扫描ꎬ在前 ３ 份种质中未筛选到多态性引物ꎬ而在云烟 ８７ 中筛选出 ３ 对

多态性引物ꎮ ３ 对多态性引物在云烟 ８７ 的 ８０ 个单株中扩增出 ６ 条特异性条带ꎬ将群体量降为 １０ 株时仍能检测到 ６ 条特异性

条带ꎬ因此普通烟草种质繁殖更新群体等于或大于 １０ 株便能代表群体的遗传完整性ꎮ 野生种 Ｎ. ａｌａｔａ 从 ６０８ 对引物中筛选出

１１ 对多态性引物ꎬ扩增出 ４４ 条 ＤＮＡ 条带ꎬ其中多态性 ＤＮＡ 片段有 １９ 条ꎬ并对不同的群体量进行遗传多样性参数的比较ꎬ得
出大于 ２０ 株的群体能代表野生种的遗传完整性ꎮ
　 　 关键词:烟草ꎻＳＳＲꎻ群体大小ꎻ遗传完整性
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烟草种质资源是烟草育种、生物技术以及烟草

科学发展的物质基础ꎬ是人类赖以生存和发展的宝

贵财富ꎮ 到目前为止ꎬ我国收集保存烟草种质资源

５２６７ 份ꎬ居世界首位ꎬ包括选育、地方以及国外引进

种质和野生种ꎮ 我国烟草种质是以种子的形式保存

在低温种质库中ꎬ而烟草种质资源的繁殖更新是保
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种的重要任务之一ꎬ在繁殖更新过程中尽可能的维

持遗传完整性对烟草种质资源的研究具有极其重要

的作用ꎮ 为了最大程度的保证种质繁殖更新前后亲

代和子代之间的遗传相似性ꎬ必须对不同类型的作

物适宜的繁殖群体量进行研究ꎬ国内外许多作物在

这一方面已经有了深入的探讨[１￣５]ꎮ 然而ꎬ烟草不

同群体量的遗传完整性研究尚未见报道ꎮ ＳＳＲ 分子

标记与其他标记相比ꎬ结果可靠ꎬ多态性强ꎬ呈共显

性等特点[６]ꎬ已成为研究种质遗传多样性较为理想

的方法ꎮ
本研究以普通烟草种质和野生种质为供试材

料ꎬ利用 ＳＳＲ 分子标记的方法ꎬ分析评价了不同繁

殖更新群体量的遗传完整性ꎬ为制定适宜的繁殖更

新群体量提供重要的理论与现实依据ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

以烟草普通种质红花大金元、豌口红土烟、白花

黑烟、云烟 ８７ 以及野生种 Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ａｌａｔａ 为材料ꎬ来
源于中国烟草种质资源中期库(青岛)ꎬ２０１１ 年 １０ 月

将供试材料播种在中国农业科学院烟草所温室内ꎮ
１􀆰 ２　 ＤＮＡ 的提取

待幼苗长至 ３ 叶期时ꎬ采用单株提取 ＤＮＡ 的方

法ꎮ 用 ＤＮＡ 试剂盒(天根植物 ＤＮＡ 提取试剂盒)
快速提取植物基因组 ＤＮＡꎬ并用 １％ 的琼脂糖凝胶

检测 ＤＮＡ 的质量ꎮ 红花大金元和云烟 ８７ 分别随机

提取 ８０ 个单株 ＤＮＡꎬ豌口红土烟和白花黑烟分别

随机提取 ６０ 个单株 ＤＮＡꎬ野生种 Ｎ. ａｌａｔａ 随机提取

９６ 个单株 ＤＮＡꎮ
１􀆰 ３　 ＳＳＲ 引物　

ＳＳＲ 引物有两个来源ꎬ用于普通烟草研究的

９６０ 对引物来源于 ２０１１ 年 Ｇ. Ｂｉｎｄｌｅｒ 等[７]发表的引

物序列ꎬ９６０ 对引物均匀分布在 ２４ 条连锁群上ꎮ 用

于野生种研究的 ６０８ 对引物ꎬ其中 ５０４ 对引物来源

同上ꎬ另外 １０４ 对引物来源于农业部转基因烟草环

境安全监督检验测试中心(青岛)针对野生烟草序

列设计的 ＳＳＲ 引物序列ꎮ 引物由上海生物工程技

术服务有限公司合成ꎮ
１􀆰 ４　 ＤＮＡ 基因池

由于引物数量较大ꎬ如果每对引物单株 ＤＮＡ
都进行扩增ꎬ工作量将太大ꎮ 为了解决这个问

题ꎬ采用构建 ＤＮＡ 混合基因池的方法ꎬ将同一种

质材料随机选取 １０ 份混和为 １ 个基因池ꎬ则烟

草种质红花大金元、云烟 ８７ 和 Ｎ. ａｌａｔａ 分别构建

８ 个基因池ꎬ豌口红土烟和白花黑烟分别构建 ６
个基因池ꎮ
１􀆰 ５　 ＰＣＲ 扩增体系

总体积 １０ μＬꎬ随机引物 １ μＬꎬ模板 ＤＮＡ １ μＬꎬ
Ｄｒｅａｍ Ｔａｑ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ ＭＩＸ(２Ｘ) ５ μＬꎬＨ２ Ｏ
３ μＬꎮ扩增程序:９４ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 １５ ｓꎬ
退火 ５５ ℃ １５ｓꎬ延伸 ７２ ℃ ３０ ｓꎬ３５ 个循环ꎬ７２ ℃延伸

１０ ｍｉｎꎮ 取 ＰＣＲ 产物放置于 ４ ℃进行储存ꎬ在 １８０ Ｖ
的恒电压下用 ８％的聚丙烯酰胺凝胶进行电泳ꎬ分离

扩增产物ꎬ银染显色后进行检测ꎮ
１􀆰 ６　 数据统计分析

统计扩增条带ꎬ在同一迁移率上有带记为 １ꎬ无
带记为 ０ꎬ缺失记为 ９ꎬ参照 ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ Ｍａｒｋｅｒ 估计

片段大小ꎮ 用 ＰＯＰＧＥＮＥ Ｖｅｒ􀆰 １􀆰 ３１ 软件进行不同群

体的等位基因数(Ｎａ)、有效等位基因数(Ｎｅ)、遗传

多样性指数(Ｈ)及香农指数( Ｉ)等遗传多样性参数

的计算ꎻ利用 ＳＡＳ Ｖ８􀆰 ２ 对不同的繁殖群体量的各

遗传多样性参数进行 ｔ 检验ꎻ利用 ＮＴＳＹＳ￣ＰＣ ２􀆰 １ 对

各个群体的遗传一致度进行非加权类平均法(ＵＰＧ￣
ＭＡ)聚类分析ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 遗传多样性分析

将 ９６０ 对引物对普通烟草构建的基因池进行扩

增ꎬ６０８ 对引物对野生种 Ｎ. ａｌａｔａ 构建的基因池扩

增ꎬ并筛选多态性的引物ꎬ结果见表 １ꎮ 由表 １ 可

知ꎬ４ 份普通烟草种质中红花大金元、豌口红土烟、
白花黑烟的个体之间遗传差异较小ꎬ在 ９６０ 对引物

中未筛选出多态性引物ꎻ云烟 ８７ 相比前 ３ 个品种ꎬ
遗传多样性稍高ꎬ筛选出 ３ 对多态性引物ꎮ 野生种

Ｎ. ａｌａｔａ 筛选出 １１ 对多态性引物ꎮ 图 １Ａ 为部分引

物(６１１４８、５０７６２、５１９１２、５２０４９)对红花大金元构建

的 ８ 个混合 ＤＮＡ 基因池的扩增结果ꎬ４ 对引物都扩

增出清晰的条带ꎬ８ 个基因池之间没有差异ꎻ图 １Ｂ
为部分引物(５１０６３、５１０７１、５２８２１、５４８１０、５４９７２)对

豌口红土烟构建的 ６ 个 ＤＮＡ 基因池的扩增结果ꎬ引
物 ５１０６３、５２８２１、５４８１０、５４９７２ 均扩增出清晰条带ꎬ
引物 ５１０７１ 没有扩出条带ꎬ６ 个基因池之间没有差

异ꎻ图 １Ｃ 为部分引物(５２９５７、５２９９２、５１１１３、５３２３０、
５３３３２)对白花黑烟构建的 ６ 个 ＤＮＡ 基因池的扩增

结果ꎬ除引物 ５２９５７ 没有扩增出清晰条带ꎬ其他引物

均扩增出清晰条带ꎬ６ 个基因池之间没有差异ꎮ 图 ２
为部分引物 ( ５２４１５、 ５２８５６、 ５３５５５、 ６００３８、 ５５２４０、
５５２７９)对云烟 ８７ 构建的 ８ 个 ＤＮＡ 基因池的扩增结

０８９
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果ꎬ其中引物 ５２４１５、５５２７９ 没有扩增出条带ꎻ引物

５２８５６、５３５５５、６００３８、５５２４０ 均扩增出清晰条带ꎬ而
引物 ６００３８ 在 ８ 个混合的 ＤＮＡ 池之间扩增出 ５ 个

条带ꎬ特异性条带为 ３ 个ꎬ即引物 ６００３８ 为有多态

性的引物ꎮ 图 ３ 为针对野生烟草序列设计的部

分 ＳＳＲ 引物 ( Ｙ７、Ｙ２５、Ｙ６０、Ｙ３５ ) 对 Ｎ. ａｌａｔａ 构

建的 ８ 个 ＤＮＡ 基因池的扩增结果ꎬ４ 对引物均扩

增出清晰条带ꎬ其中引物 Ｙ３５ 在 ８ 个混合的 ＤＮＡ
池之间扩增出 ２ 条特异性条带ꎬ即引物 Ｙ３５ 为有

多态性的引物ꎮ

表 １　 ９６０ 对引物对试验材料的扩增结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｂｙ ９６０ ｐｒｉｍｅｒｓ

红花大金元

Ｈｏｎｇｈｕａｄａｊｉｎｙｕａｎ
云烟 ８７

Ｙｕｎｙａｎ ８７
豌口红土烟

Ｗａｎｋｏｕｈｏｎｇｔｕｙａｎ
白花黑烟

Ｂａｉｈｕａｈｅｉｙａｎ
Ｎ. ａｌａｔａ

扩出清晰条带的引物数(对) ６０１ ６０３ ５５３ ６３９ ２０７

有多态性的引物数(对) ０ ３ ０ ０ １１

Ｍ:Ｍａｒｋꎻ１￣８、９￣１６、１７￣２４、２５￣３２ 分别为引物 ６１１４８、５０７６２、５１９１２、５２０４９ 对红花大金元 ８ 个基因池的扩增结果

１￣８ꎬ９￣１６ꎬ１７￣２４ꎬ２５￣３２ ａｒｅ ｔｈｅａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｈｏｎｇｈｕａｄａｊｉｎｙｕａｎ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇ
８ ｍｉｘｅｄ ＤＮＡ ｐｏｏｌｓ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒｓ ６１１４８ꎬ５０７６２ꎬ５１９１２ꎬ５２０４９

Ｍ:Ｍａｒｋꎻ１￣６、７￣１２、１３￣１８、１９￣２４、２５￣３０ 分别为引物 ５１０６３、５１０７１、５２８２１、５４８１０、５４９７２ 对豌口红土烟 ６ 个基因池的扩增结果

１￣６ꎬ７￣１２ꎬ１３￣１８ꎬ１９￣２４ꎬ２５￣３０ ａｒｅ ｔｈｅａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｗａｎｋｏｕｈｏｎｇｔｕｙａｎ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇ
６ ｍｉｘｅｄ ＤＮＡ ｐｏｏｌｓ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒｓ ５１０６３ꎬ５１０７１ꎬ５２８２１ꎬ５４８１０ꎬ５４９７２

Ｍ:Ｍａｒｋꎻ１￣６、７￣１２、１３￣１８、１９￣２４、２５￣３０ 分别为引物 ５２９５７、５２９９２、５１１１３、５３２３０、５３３３２ 对白花黑烟 ６ 个基因池的扩增结果

１￣６ꎬ７￣１２ꎬ１３￣１８ꎬ１９￣２４ꎬ２５￣３０ ａｒｅ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｂａｉｈｕａｈｅｉｙａｎ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇ
６ ｍｉｘｅｄ ＤＮＡ ｐｏｏｌｓ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒｓ ５２９５７ꎬ５２９９２ꎬ５１１１３ꎬ５３２３０ꎬ５３３３２

图 １　 部分引物对红花大金元(Ａ)、豌口红土烟(Ｂ)、白花黑烟(Ｃ)的扩增结果

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＨｏｎｇｈｕａｄａｊｉｎｙｕａｎꎬＷａｎｋｏｕｈｏｎｇｔｕｙａｎꎬＢａｉｈｕａｈｅｉｙａｎ ｂｙ ｐａｒｔ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ
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Ｍ:Ｍａｒｋꎻ１￣８、９￣１６、１７￣２４、２５￣３２、３３￣４０、４１￣４８ 分别为引物 ５２４１５、５２８５６、５３５５５、６００３８、５５２４０、５５２７９ 对云烟 ８７ ８ 个基因池的扩增结果

１￣８ꎬ９￣１６ꎬ１７￣２４ꎬ２５￣３２ꎬ３３￣４０ꎬ４１￣４８ ａｒｅ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｙｕｎｙａｎ８７ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇ
８ ｍｉｘｅｄ ＤＮＡ ｐｏｏｌｓ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒｓ ５２４１５ꎬ５２８５６ꎬ５３５５５ꎬ６００３８ꎬ５５２４０ꎬ５５２７９

图 ２　 部分引物对云烟 ８７ 的扩增结果

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｙｕｎｙａｎ ８７ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒｓ

Ｍ:Ｍａｒｋꎻ１￣８、９￣１６、１７￣２４、２５￣３２ 分别为引物 Ｙ７、Ｙ２５、Ｙ６０、Ｙ３５ 对 Ｎ. ａｌａｔａ ８ 个基因池的扩增结果

１￣８ꎬ９￣１６ꎬ１７￣２４ꎬ２５￣３２ ａｒｅ ｔｈｅａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｎ. ａｌａｔａ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇ ８ ｍｉｘｅｄ ＤＮＡ ｐｏｏｌｓ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒｓ Ｙ７ꎬＹ２５ꎬＹ６０ꎬＹ３５

图 ３　 部分引物对 Ｎ. ａｌａｔａ 的扩增结果

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｎ. ａｌａｔａ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒｓ

２􀆰 ２　 群体遗传结构分析

２􀆰 ２􀆰 １　 云烟 ８７ 群体遗传结构分析　 利用筛选出来

的 ３ 对 多 态 性 ＳＳＲ 引 物 ( ＰＴ５２６４１、 ＰＴ６００８０、
ＰＴ６００３８)对云烟 ８７ 品种的 ８０ 个单株进行检测ꎬ共
得到 １６ 个清晰可辨的条带ꎬ每个引物的条带数为

５ ~ ６ꎬ其中特异性条带数为 ６ 个ꎮ 图 ４ 为引物

ＰＴ５２６４１ 对 ３６ 个单株的扩增结果ꎮ
从云烟 ８７ 的 ８０ 份 ＤＮＡ 中随机抽取 ５０ 份

ＤＮＡꎬ利用筛选出来的 ３ 对引物进行扩增并统计

条带数ꎬ重复 ３ 次ꎬ１６ 个条带均可扩增出来ꎮ 利

用相同的方法ꎬ将群体量依次减少为 ３０、２０、１０ꎬ
当群体量降低为 １０ 时仍可将 ６ 个特异性条带扩

增出来ꎮ 而将群体量缩小至 ５ꎬ进行随机、多次的

选取ꎬ发现在重复的过程中部分特异性条带会丢

失ꎬ因此样本量为 １０ 株时能代表云烟 ８７ 群体的

遗传完整性ꎮ

图 ４　 引物 ＰＴ５２６４１ 对云烟 ８７ 部分材料的扩增结果

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ Ｙｕｎｙａｎ８７ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ ５２６４１
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２􀆰 ２􀆰 ２　 Ｎ. ａｌａｔａ 群体遗传结构分析　 利用筛选出来

的 １１ 对引物(ＰＴ５３２２６、ＰＴ５４３２９、ＰＴ５１６０９、ＰＴ５０２４６、
Ｙ１０、Ｙ２６、Ｙ３５、Ｙ３６、Ｙ４９、Ｙ７３、Ｔｓｐ￣１２４)对 Ｎ. ａｌａｔａ 的

９６ 个单株中进行分子标记检测ꎬ共扩增出 ４４ 个 ＤＮＡ
条带ꎬ其中多态性 ＤＮＡ 片段有 １９ 个ꎬ占扩增总带数

的 ４３％ꎬ每个引物产生的特异性带为 １ ~ ３ 个ꎮ 图 ４
为引物 ＰＴ５３２２６ 对 Ｎ. ａｌａｔａ ３０ 个单株的扩增结果图ꎮ

从 Ｎ. ａｌａｔａ 的 ９６ 个单株中ꎬ随机抽取 ５、１０、２０、３０ 和

６０ 株组成具有不同样本量的 ５ 个群体ꎬ利用 ＰＯＰ￣
ＧＥＮＥ Ｖｅｒ􀆰 １􀆰 ３１ 计算各个群体的遗传多样性指标ꎬ利
用 ＳＡＳ Ｖ８􀆰 ２ 对其进行 ｔ 检验(表２)ꎮ 结果表明ꎬ除有

效等位基因数外ꎬ群体 ５、群体 １０ 与群体 ２０、群体 ３０、
群体 ４０ 差异显著外ꎬ其他 ３ 个指标在 ６ 个供试群体

间的差异不显著ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ ５０ ｂｐ Ｌａｄｄｅｒ

图 ５　 引物 ＰＴ５３２２６ 对 Ｎ. ａｌａｔａ 部分材料的扩增结果

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｐａｒｔ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｏｆ Ｎ. ａｌａｔａ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ ＰＴ５３２２６

表 ２　 ＳＳＲ 分析 Ｎ. ａｌａｔａ 种质群体的遗传结构

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ Ｎ. ａｌａｔａ
ｂｙ ＳＳＲ
群体

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
等位基因数

Ｎａ
有效等位

基因数 Ｎｅ
遗传多样性

指数 Ｈ
香农指数

Ｉ
５ ２􀆰 ００００ａ １􀆰 ５２５９ｂ ０􀆰 ２５８２ａ ０􀆰 ４３１９ａ
１０ ２􀆰 ０９０９ａ １􀆰 ５２６７ｂ ０􀆰 ２６６４ａ ０􀆰 ４５１５ａ
２０ ２􀆰 １８１８ａ １􀆰 ５８３３ａ ０􀆰 ２８２３ａ ０􀆰 ４７７６ａ
３０ ２􀆰 ２７２７ａ １􀆰 ５８４５ａ ０􀆰 ２８９９ａ ０􀆰 ４９００ａ
６０ ３􀆰 ００００ａ １􀆰 ５８６５ａ ０􀆰 ２９６３ａ　 ０􀆰 ５１２６ａ
９６ ３􀆰 ００００ａ　 １􀆰 ５９８４ａ ０􀆰 ３００３ａ　 ０􀆰 ５１６２ａ

同列不同小写字母分别表示 ５％差异显著水平ꎮ 下同

Ｖａｌｕｅｓ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｔ ５％
(ｓｍａｌｌ) ｌｅｖｅｌｓꎬｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ

２􀆰 ２􀆰 ３　 Ｎ. ａｌａｔａ 遗传一致度与聚类分析 　 Ｎ.
ａｌａｔａ 种质各群体之间的遗传一致度见表 ３ꎬ遗传一致

度介于 ０􀆰 ９８０３ ~０􀆰 ９９９２ 之间ꎬ群体 ６０ 和群体 ９６ 之间

最大ꎬ群体 １０ 和群体 ６０ 之间最小ꎮ 根据遗传一致度

进行聚类分析ꎬ结果表明(图６)ꎬ群体６０ 和群体９６ 遗

传一致度最高ꎬ先聚为一类ꎬ然后和群体 ３０、群体 ２０
再聚为一类ꎬ群体 １０ 和群体 ５ 聚为一类ꎮ 群体 ２０ 与

群体 ９６ 遗传一致度高达 ０􀆰 ９９６０ꎬ综合考虑不同群体

之间的各遗传参数ꎬ对于烟草野生种质ꎬ当繁殖群体

量大于 ２０ 株时可以代表 Ｎ. ａｌａｔａ 的遗传完整性ꎮ

表 ３　 Ｎ. ａｌａｔａ 种质群体遗传一致度分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｎ. ａｌａｔａ
群体 Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ５ １０ ２０ ３０ ６０
１０ ０􀆰 ９９６９
２０ ０􀆰 ９９５０ ０􀆰 ９９２８
３０ ０􀆰 ９９５０ ０􀆰 ９９０５ ０􀆰 ９９７１
６０ ０􀆰 ９８８０ ０􀆰 ９８０３ ０􀆰 ９９３１ ０􀆰 ９９４３
９６ ０􀆰 ９９１５ ０􀆰 ９８５５ ０􀆰 ９９６０ ０􀆰 ９９７３ ０􀆰 ９９９２

图 ６　 基于 ＳＳＲ标记的 Ｎ. ａｌａｔａ种质群体 ＵＰＧＭＡ聚类分析

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ｏｆ
ｔｈｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ Ｎ. ａｌａｔａ

３　 讨论

遗传完整性是指群体的遗传结构得到完全的保

持ꎬ维持种质遗传完整性是种质在贮藏和繁殖更新

过程中最核心的工作[８]ꎮ 影响种质遗传完整性的

遗传因素主要包括基因突变、遗传漂变及遗传漂移

等[９￣１１]ꎬ其中所有的遗传漂变都是由于取样误差而

产生的ꎬ漂变在所有群体中都能出现ꎬ而且在很小的

群体中效应更显著ꎮ

３８９



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １４ 卷

目前ꎬ国内外许多作物在此方面已做了不同深

度的研究ꎮ Ｍ. Ｊ. Ｌａｗｒｅｎｃｅ 等[１２] 认为为了保证群体

中频率不低于 ０􀆰 ０５ 的稀有基因不会丢失ꎬ繁殖群体

量至少为 １７２ 株ꎮ Ｎ. Ｒ. Ｓａｃｋｖｉｌｌｅ Ｈａｍｉｌｔｏｎ 等[１３] 推

断ꎬ１００ 个单株的更新群体ꎬ频率为 ０􀆰 ０５ 的基因被

丢失的概率仅为 ０􀆰 ００００３５ꎬ据此推荐 １００ 个单株作

为更新群体ꎮ 徐重益等[１４] 从 １ 份菜薹地方品种的

２００ 单株中随机抽取 １０、１５、２０、２５、３０、３５ 和 ４０ 株

组成不同的群体ꎬ利用 ＲＡＰＤ 技术得出大于 ３０ 株的

群体能代表该品种的遗传多样性ꎮ 段兴恒等[１５] 对

多花菜豆设 ２５、５０、１００、１５０、２００ 株 ５ 种不同的群体

进行田间试验ꎬ得出多花菜豆基因库种子繁殖更新

的群体大小一般以 ５０ 株为宜ꎮ 张晓宇[１６] 利用 ＳＳＲ
分子标记研究 ４ 个不同的繁殖群体量(５０、１００、１５０、
２００ 株)对玉米遗传完整性的影响ꎬ指出 ２００ 株能较

好的保持玉米的遗传完整性ꎮ
以上研究大都集中于异花授粉作物ꎬ而对自花

授粉作物此方面的研究涉及较少ꎮ 烟草属于自花授

粉植物ꎬ但存在一定的异交率ꎬ一般在 ５％ 左右ꎬ部
分烟草种质内存在较丰富的遗传多样性ꎬ因此ꎬ研究

繁殖群体大小对烟草种质的遗传完整性意义重大ꎮ
本研究表明ꎬ红花大金元、豌口红土烟、白花黑烟同

一品种的个体之间遗传差异较小ꎬ因此ꎬ对于红花大

金元、豌口红土烟、白花黑烟这类品种ꎬ在实际的生

产过程中对于繁殖群体量的要求低一些ꎬ应该加强

防止花粉污染及种子的混杂等方面的工作力度ꎬ例
如ꎬ严格套袋ꎬ对多株进行混合收种等方式ꎮ 对于云

烟 ８７ 这类品种ꎬ１０ 株以上便可代表该群体的遗传

完整性ꎮ 对于 Ｎ. ａｌａｔａ 这类野生种ꎬ综合考虑不同

抽样样本量的遗传多样性参数和聚类分析图ꎬ２０
株以上可代表群体的遗传完整性ꎮ Ｊ􀆰 Ｃｒｏｓｓａ[１７] 指

出ꎬ在实际的田间生产中ꎬ繁殖群体的量应该为

理论值的 ２ 倍ꎮ 因此ꎬ对于云烟 ８７ 这类品种在

田间繁殖更新过程中ꎬ一般要种植 ２０ 棵植株以

上ꎻ对于 Ｎ. ａｌａｔａ 这类的野生种在田间进行繁种

过程中种植 ４０ 株ꎮ 在研究不同的繁殖群体量对

种质遗传完整性影响时ꎬ应充分考虑不同品种之

间的差异ꎮ 此外ꎬ这一结论在田间的有效性还需

要进一步验证ꎬ在田间复植 １ ~ ２ 代ꎬ按照这一标

准ꎬ选取能代表群体遗传完整性的植株数ꎬ进行

下一步的验证工作ꎮ

参考文献
[１] 　 Ｓｃｈｏｅｎ Ｄ ＪꎬＤａｖｉｄ Ｊ ＬꎬＢａｔａｉｌｌｏｎ Ｔ Ｍ. Ｄｅｌｅｔｅｒｉｏｕｓ ｍｕｔａｔｉｏｎ ａｃｃｕ￣

ｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ [ Ｊ] . ＰＮＡＳꎬ
１９９８ꎬ９５:３９４￣３９９

[２] 　 Ｃｒｏｓｓａ ＪꎬＶｅｎｃｏｖｓｋｙ Ｒ. Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｖａｒｉａｎｃｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｐｏｐ￣
ｕｌａｔｉｏｎ ｓｉｚｅ ｏｎ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｎｏｅｃｉｏｕｓ ｓｐｅｃｉｅｓ
[Ｊ] . Ｔｈｅｏｒ Ａｐｐｌ Ｇｅｎｅｔꎬ１９９４ꎬ８９:９３６￣９４２

[３] 　 马缘生ꎬ谭富娟ꎬ李灵芝ꎬ等. 异花授粉作物大白菜和荞麦基
因库种子繁殖技术研究 [ Ｊ] . 中国农业科学ꎬ２０００ꎬ３３ (２):
１６￣２２

[４] 　 许玉凤ꎬ朱远英ꎬ张志娥ꎬ等. 高粱微卫星分析中遗传完整性
样本量的确定 [Ｊ] . 华北农学报ꎬ２０１２ꎬ２７(３):１０８￣１１４

[５] 　 张艳欣ꎬ王林海ꎬ吕海霞ꎬ等. 基于 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 研究芝麻地方种
质不同大小繁殖群体间多态性 [ Ｊ] . 中国农学通报ꎬ２０１１ꎬ２７
(１８):９０￣９３

[６] 　 刘艳华ꎬ牟建民ꎬ王志德ꎬ等. 分子标记技术在烟草遗传育种
中的应用 [Ｊ] . 植物遗传资源学报ꎬ２００７ꎬ８(１):１１８￣１２２

[７] 　 Ｂｉｎｄｌｅｒ ＧꎬＰｌｉｅｓｋｅ ＪꎬＢａｋａｈｅｒ Ｎꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｈｉｇｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍａｐ
ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ (Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌ. )ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｒｏｍ ｌａｒｇｅ ｓｃａｌｅ ｍｉｃ￣
ｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ [ Ｊ] . Ｔｈｅｏｒ Ａｐｐｌ Ｇｅｎｅｔꎬ ２０１１ꎬ
１２３:２１９￣２３０

[８] 　 夏冰ꎬ卢新雄ꎬ林凤. 种质遗传完整性研究进展 [ Ｊ] . 安徽农
业科学ꎬ２００７ꎬ３５(１５):４４１５￣４４１７

[９] 　 王栋ꎬ卢新雄ꎬ张志娥ꎬ等. ＳＳＲ 标记分析种子老化及繁殖世
代对大豆种质遗传完整性的影响 [ Ｊ] . 植物遗传资源学报ꎬ
２０１０ꎬ１１(２):１９２￣１９９

[１０] 　 张晗ꎬ卢新雄ꎬ张志娥ꎬ等. 种子老化对玉米种质资源遗传完
整性变化的影响 [ Ｊ] . 植物遗传资源学报ꎬ２００５ꎬ ６ ( ３ ):
２７１￣２７５

[１１] 　 王小丽ꎬ李志勇ꎬ李鸿雁ꎬ等 . 种子老化对扁蓿豆种质遗传
完整性变化的影响 [ Ｊ] . 中国草地学报ꎬ２０１０ꎬ３２ ( ６ ) :
５２ ￣５７

[１２] 　 Ｌａｗｒｅｎｃｅ Ｍ ＪꎬＭａｒｓｈａｌｌ Ｄ ＦꎬＤａｖｉｅｓ Ｐ. Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｃｏｎ￣
ｓｅｒｖａｔｉｏｎ. Ｉ. Ｓａｍｐｌｅ ｓｉｚｅ ｗｈｅｎ ｃｏｌｌｅｃｔｉｎｇ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ[Ｊ] . Ｅｕｐｈｙｔｉ￣
ｃａꎬ１９９５ꎬ８４:８９￣９９

[１３] 　 Ｓａｃｋｖｉｌｌｅ Ｈａｍｉｌｔｏｎ Ｎ ＲꎬＣｈｏｒｌｔｏｎ Ｋ Ｈ. Ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ
ｉｎ ｓｅｅｄ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｓ [Ｍ]. Ｒｏｍｅ:ＩＰＧＲＩꎬ１９９７

[１４] 　 徐重益ꎬ李锡香ꎬ王海平ꎬ等. 菜薹种质内不同大小群体间遗
传多样性的 ＲＡＰＤ 鉴定和比较 [ Ｊ] . 植物遗传资源学报ꎬ
２００４ꎬ５(１):４３￣４６

[１５] 　 段兴恒ꎬ孔庆全ꎬ王述民ꎬ等. 基因库中多花菜豆种子繁殖更
新方法 [Ｊ] . 华北农学报ꎬ１９９８ꎬ１３(３):８１￣８７

[１６] 　 张晓宇. 玉米地方品种不同繁殖群体量遗传完整性的研究
[Ｄ]. 呼和浩特:内蒙古大学ꎬ２０１０

[１７] 　 Ｃｒｏｓｓａ Ｊ. Ｍｅｔｈｏｄ ｏｌｏｇｉｅｓ ｆｏｒ ｅｓｔｉｍａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｓｉｚｅ ｒｅｑｕｉｒｅｄ
ｆｏｒ ｇｅｎｅｔｉｃ ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｕｔｂｒｅｅｄｉｎｇ ｃｒｏｐｓ [ Ｊ] . Ｔｈｅｏｒ Ａｐｐｌ
Ｇｅｎｅｔꎬ１９８９ꎬ７７:１５３￣１６１

４８９


	植物遗传5期_部分211
	植物遗传5期_部分212
	植物遗传5期_部分213
	植物遗传5期_部分214
	植物遗传5期_部分215
	植物遗传5期_部分216

