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陕西省有色稻资源的SSR多态性分析

张 羽1，李新生1，冯志峰2，王胜宝2
(1陕西理工学院生物科学与工程学院，汉中723000；2陕西省水稻研究所，汉中723000)

摘要：从水稻12条染色体上筛选出22对有效引物，对陕西省17个有色稻品种的遗传多样性进行分析，共检测到128个

等位基因，平均每个标记检测到5．8个等位基因，每个SSR位点的遗传多态性信息含量在0．49—0．89之间，平均值为0．73。

SSR聚类分析表明，陕西省17个有色稻品种的遗传相似系数在相似系数0．24处可以分为2类，其中绿稻单独聚为一类。用

11个农艺性状聚类分析，在欧式距离为7．22处绿稻和其他品种聚为两类。
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Abstract：The genetic diversity of 1 7 pigmented rice varieties in Shaanxi Province was investigated with the

technique of SSR．Using 22 effective primers from 12 rice chromosomes，128 alleles were detected．The average

number of alleles per SSR locus was 5．8．The average number of polymorphisc information content per SSR primer

was 0．73 with a range from 0．49 to 0．89．The 1 7 pigmented rice varieties were divided into two classes in 0．24

of genetic similarities coefficient．Green rice was classified into a single caregory．Clustering analysis by 1
1 agro—

nomic characters indicated that green rice and other varieties were divided into two classes in 7．22 of euclidean

distance．
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色稻(Pigmented rice)是特种稻家族中的主要

成员，稻米的颜色取决于不同的果皮层、种皮和米粒

外层的花青素色素含量。关于水稻花色素苷的合成

已经进行了大量的遗传研究¨≈1，其中控制种皮着

色的P6基因位于水稻第4染色体上，紫色种皮对白

色种皮呈显性"-。有色糙米按带色程度的差异，可

分为乌黑、紫黑、红黑、红、褐、黄、绿等8个类型。我

国是世界上色稻资源最丰富的国家，其中黑稻资源

量占世界黑稻种质资源总量的61．6％，居世界首

位H J。色稻因其富含微量元素、维生素与花青苷类

物质，成为我国稻种资源中极具特色而又名贵的一

族。如红米和褐米富含铁和锌，紫米和黑米富含天

然花青苷类色素。色米含有较多的蛋白质和氨基

酸，较多的微量元素，具有较高的营养价值和经济

价值‘引。

SSR分子标记以可靠性强、重复性高且品种间

多态性丰富等特点已经被广泛应用于水稻遗传多样

性分析、种质资源鉴定、遗传图谱构建及分子标记辅

助选择等研究领域。李宇歌等【61利用编码区和非

编码区SSR标记对水稻类群的比较研究表明，SSR

标记具有良好的多态性，可以用于分析水稻的亲缘

关系。罗小金等"1利用SSR标记对水稻亲本间遗

传距离与杂种优势的关系进行分析，得出不同材料、

不同遗传距离范围之间，遗传距离与超亲优势的相
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关性有很大差别。王金花等¨1利用SSR和ISSR，

分析了33份来源于亚洲10个国家的香稻品种的遗

传多样性，分别获得93条和181条多态性片段。陈

远孟等"’利用SSR分子标记分析78份外引香稻品

种、18份在广西种植的香稻品种以及24份具有代

表性的非香的广西地方栽培稻种质资源的遗传多样

性，检测到100条多态性片段。2007年崔海丽等¨叫

利用24对SSR引物比较了来自中国6个省市的29

个黑稻品种的遗传多样性，共检测到76个多态性位

点，利用聚类分析把29个品种分为3个类群，其中

涉及到了陕西省的2个黑稻品种，并印证云、贵、陕

是中国最重要的黑米产地之一和遗传多样性丰富的

事实。陕西有色稻的种植和研究历史悠久，有许多

地方品种资源，如洋县黑糯、汉中红香寸等知名品

种，以陕西洋县黑米为代表的特种稻享誉省内外，种

植时间约千年以上，民间自古传有补血功效，作为馈

赠珍品。但目前对陕西省色稻遗传基础的研究还

不深入，特别是从分子水平上对其遗传多态性的

研究鲜见报道。本研究从水稻12条染色体上的

SSR标记中筛选出22对有效引物，并结合11个农

艺性状，对陕西省17个色稻品种进行了遗传多样

性及遗传关系分析，旨在对陕西省有色稻品种的

遗传多样性进行全面准确的评估，系统地分析材

料间的亲缘关系，从分子水平上为陕西省现有色

稻品种鉴定、新品种选育、种子生产提供信息和

指导。

1材料与方法

1．1 材料

陕西省17个有色稻品种由陕西省水稻研究所

提供，为黑宝(紫黑)、黑优粘(紫黑)、云黑(乌黑)、

培811黑(紫黑)、黑丰糯(紫黑)、汉中黑糯(红黑)、

黑糯B(乌黑)、黑寸谷(紫黑)、黑帅(乌黑)、双亚黑

(乌黑)、双亚紫(红黑)、双亚红(红)、双亚绿(浅

绿)、秦稻1号(红黑)、乌贡1号(紫黑)、本墨糯(紫

黑)和PC(褐)。SSR引物RMl、RM297、RMl0、

RMl3、RM85、RM225、RM341、RM274、RMl6、

RM219l RM258 7 RM339，RM335，RM254、RM224，RM

277、RM294、RM 172、RM253、RM242、RM280和

RMl7序列来自http：／／www．gramene．org／。

1．2 方法

1．2．1 DNA提取 用SDS法提取水稻基因

组DNA¨“。

1．2．2 DNA检测0．8％的琼脂糖凝胶检测水稻

基因组DNA。

1．2．3 PCR扩增PCR反应体系为10×Bufferl．50a，

25mmol／L MgCl2 1．5pI，2．5mmol／L dNTPl．21xl，

10“mol引物各0．5斗l，50ng／斗l DNA模板1．0wl，

1U／pd Taq酶1．0斗l，反应总体积15斗l。反应程序为

95℃预变性5min，94℃变性60s，55。C退火90s，72℃

延伸90s，720C延伸10min，4。C保存，32个循环。

1．2．4凝胶电泳 应用8％的非变性聚丙烯酰胺

凝胶电泳分离。

1．2．5染色将凝胶用蒸馏水漂洗两次；加入染色

液银染，约5—8min，然后用蒸馏水漂洗两次，加入

显影液进行显色，一般约5min，可根据成色效果

而定¨“。

2结果与分析

2．1等位基因数

电泳图谱中每条扩增带代表引物的1对结合

位点，且被视为有效的分子标记。同一引物的扩

增产物中电泳迁移率一致的条带被认为具有同源

性。选择分布于水稻12条染色体上的22对SSR

引物，对陕西省17个有色稻品种材料共检测出了

128个等位基因，平均每对SSR引物检测到5．8个

等位基因，每个SSR引物可检测到的等位基因数

目为4—8个不等(表1)。其中引物RM294在

17份色稻品种中共扩增出了8个等位基因(图

1)。

表1 22对引物及其遗传多态性信息含量

Table 1 Polymorphism information content of 22 SSR loci

引物 等位位点多态性信 引物 等位位点 多态性信

Primer Alelle 息量PIC Primer Alelle 息量PIG

RMl 5 O．75 RM339 6 0．7l

RM297 7 0．89 RM335 6 0．87

RMl0 6 O．72 RM254 5 0．79

RMl3 4 0．69 RM224 8 0．89

RM85 4 0．49 RM277 6 0．63

RM225 4 0．60 RM294 8 0．71

RM341 7 0．85 RMl72 7 0．86

RM274 8 0．54 RM253 6 0．75

RMl6 6 0．74 RM242 4 0．66

RM219 6 0．66 RM280 5 0．78

RM258 6 0．77 RMl7 4 0．65
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图1 引物RM 294在17份色稻品种的扩增结果

Fig．1 Amplification results of 17 pigmented rice varieties with primer RM294

2．2扩增片段多态性分析

每个SSR位点的PIC值变化在0．49—0．89之

间，平均值为0．73。Botstein等¨引提出了衡量基因

变异程度高低的多态性含量指标，当PIC>0．5时，

该基因座为高度多态基因座，0．25<PIC<0．5时为

中度多态基因座，PIC<0．25时为低度多态基因

座¨31。据此，本研究中的17个有色稻品种的遗传

多样性处于多态水平，说明陕西省有色稻品种中存

在丰富的遗传变异(表1)。其中引物RM224和

RM297位点的遗传多样性大，达到O．89(图2)。而

RM85位点遗传多样性小，RM85位点PIC只有0．49

(图3)。
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图3引物艏在17份色稻品种的扩增结果

Fig．3 Amplification results of 17 pigmented rice varieties with primer RM8S

2．3陕西省有色稻资源SSR位点的特异等位位点

在所研究的材料中只出现1次的等位位点称为

品种的特异等位位点，品种的特异等位位点可能反

映了相应材料DNA分子水平的某种遗传特性，这些

遗传特性是否具有相应的生化表现或表型特征，值

得进一步分析和研究。在17个材料中，共有16个

材料具有1个或1个以上的特异等位位点。其中，

双亚绿含有的特异等位位点最多，为9个，有

RMl0、RM341、RM274、RM294、RMl6、RM339、

RM224、RMl72和RM253。双亚红的特异等位位点

为RMl6和RM277，双亚紫为RMl72，PC为

RM294，黑宝为RMl，乌贡1号为RM224，汉中黑糯

为RM341。

2．4利用SSR标记进行聚类分析

每对SSR引物检测到的每条多态性带视为1

个等位基因，将电泳图谱中清晰的条带赋值为l，

无带时赋值为0，缺失时为9。利用NTSYS-

pc2．10e系统软件中Dice法计算遗传相似系数，

用UPGMA进行聚类分析。用NTSYS程序绘制树

状图，如图4所示，相似系数在0．24处将陕西省

有色稻品种聚为2类。第1类包含16个品种，此

组又可以进一步分为2个亚组。第1亚组包括黑

宝、汉中黑糯等13个品种，其中的黑优粘和黑丰

糯遗传相似系数最高，达0．88。第2亚组包含秦

稻1号、本墨糯和PC 3个品种。第2类只有双亚

绿1个品种(图4)。
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图4根据SSR分析的遗传相似系数数据构建的17份有色稻品种的聚类分析

Fig．4 Dendrogram of genetk similarity among 17

pigmented rice varieties with based On SSR data

2．5农艺性状聚类分析

根据播抽历期、株高、有效穗、千粒重、实粒数、

结实率、生育期、粒长、粒宽、粒型、色价等11个农艺

性状采用Ward法进行分层聚类。由聚类图可以看

出，所有供试材料在欧氏距离为7．22处聚为2类。

由于绿稻是在种子没有完全成熟的情况下，与同等
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黑寸谷
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黑寸谷
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成熟程度的一般水稻相比，种皮明显呈绿色，但完全

成熟时，种皮呈浅绿色或与一般水稻没有区别，绿色

表现不稳定，因而无论从农艺性状上聚类还是SSR

标记聚类，均揭示了双亚绿独立成一类，与其他有色

稻有着明显的遗传差异，即子粒颜色与类别有关。

图5根据农艺性状构建的17份有色稻品种的聚类分析

Fig．5 Dendrogram of agronomic trait among 17 pigmented rice varieties

3 讨论

本研究从水稻12条染色体上的30个SSR标记

中筛选出14对有效引物对陕西省20个主要种植的

水稻品种的遗传多样性进行分析，结果表明20个水

稻品种的遗传相似系数集中在0．55—0．94之间，遗

传相似度较高，亲缘关系较近，而17个陕西省有色

稻资源的遗传相似系数集中在0．24—0．88之间，和

roI_●■■■●■■■■■●I●■r●r
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陕西省普通稻资源相比，具有较丰富的遗传基础，有

色稻育种具有较大潜力。

SSR聚类结果显示，除个别材料外，聚类结果基

本符合其系谱来源，能够较准确鉴定种质的遗传基

础。农艺性状易受环境影响，用农艺性状聚类与用

SSR聚类虽然存在一些差异，但系谱来源表明黑丰

糯为从黑优粘中选育而成，这两种方法聚类结果基

本是一致的，与前人研究结果不同¨“，这可能与农

艺性状的选择上不同有关。单从种皮颜色深浅上分

析，用于供试材料较少，22对SSR有效引物虽然不

能完全区别文中所提到的8种类型，但可大致分类。

由于花青苷类色素的种类和含量不同，造成了

色稻种皮颜色深浅不等，今后将围绕有色稻种资源

收集、保存、评价、发掘、创制，集成生物学、农学、营

养学等多学科的理论与新技术，建立陕西省有色稻

种资源的DNA指纹图谱，研究色素合成途径，为不

同用途的色稻育种服务。
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