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濒危植物伯乐树遗传多样性的初步研究
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摘要：利用ISSR和RAPD分子标记技术时23份伯乐树材料进行遗传多样性研究。结果表明。筛选出的13条1SSR和lO

条RAPD引物分别得到79条和57条扩增带，其中多态性条带分别为50条和33条，多态性条带比率分别为63．29％和

57．89％；ISSR和RAPD检测的有效等位基因数分别为1．4036和1．3601，基因多样性为0．2305和O．2115，Shannon信息指数

为0．3405和0．3145；分析表明23份伯乐树之阃具有比较丰富的遗传变异。对比ISSR和RAPD在PCR反应中的稳定性和检

测变异的能力表明，对于试验条件的稳定性而言，ISSR优于RAPD，且总的来说ISSR能检测到出RAPD更多的遗传变异。另

外。本研究推断人类活动的干扰和生境的片断化是导致伯乐树濒危现状的主要因素之一。
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Abstract：To provide biological foundation for the utilization and breeding of Chinese Bretschneidera germ-

plasm，ISSR and RAPD were applied to detect genetic diversity of 23 accessions of Chinese Bretschneidera germ·

plasm．79 bands were applied with 1 3 ISSR primers，of which 57(63．29％)were polymorphic．57 bands were ap—

plied with 10 RAPD primers，of which 33(57．89％)were polymorphic．Effective number of alleles Ne，Nei 7S index

H，the Shannon information index were 1．4306 and 1．3601，0．2305 and 0．2215，0．3405 and 0．3145．The two

molecular markers demonstrate that both ISSR and RAPD are efficient approaches for genetic diversity analysis of

Chinese Bretschneidera germplasm and ISSR is more suitable comparatively in terms of reproducibility and ability

of detecting genetic polymorphism．The influence of human activity and forest fragmentation may play a main role

in creating this species’S current endangered status．
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伯乐树(Bretschneidera sinensi Hemsl．)为伯乐树

科伯乐树属植物，因其花萼似钟状，故又名钟萼木，

是我国特有的单型科植物，零散分布于浙江、台湾、

福建、湖南、湖北、广东、广西和四川等省(区)，处于

濒危状态。已被列为国家一级保护植物⋯。伯乐树

作为第三纪古热带植物区系的孑遗种，在研究被子

植物的系统发育及古地理、古气候等方面均有重要

的科学价值¨4 3。种内分子遗传多样性是生物多样

性的核心内容之一，研究濒危植物分子遗传多样性

不仅有助于了解物种的进化历史以及濒危机制，而

且关系到能否采取科学有效的措施以保护濒危物

种。然而，目前有关伯乐树的研究报道较少，且仅限
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于系统发育‘4{1、物候特征‘91、种子繁殖¨0J11和组织

培养‘1引等方面，鲜见报道对该物种在DNA水平上

的遗传多样性的研究。在我国，ISSR和RAPD技术

已广泛应用于很多物种的遗传多样性研究¨3。⋯。

本文以来自浙江南部山区和江西九连山的23份伯

乐树为材料，采用ISSR和RAPD技术，初步分析其

遗传多样性，以便为进一步的资源保护提供理论

依据。

袭1供试材料

Table 1 The information of test materials

1材料与方法

1．1试验材料

供试的伯乐树叶片样品共23份(表1)，其中19

份采自浙江省南部的庆元、龙泉、景宁、泰顺等县，其

余4份采自江西省龙南县的九连山。野外采集无病

斑、无虫咬痕迹的叶片。迅速用硅胶干燥保存，带回

实验室后贮存于一30℃冰箱备用。

1．2主要仪器及试剂

用于ISSR．PCR扩增反应的ISSR引物

(10v,mol／lxl)由南京金斯瑞生物科技有限公司合

成，引物序列参照加拿大哥伦比亚大学(UBC)公布

的第9套ISSR引物序列(http：／／WW3V．michaelsmith．

ubc．ca／services／NAPS／Primers—Sets)；Taq DNA聚

合酶(5 U／pd)、MgCl2(25mmol／L)、dNTPs

(2．5mmol／L)以及DNA Marker等均购于大连宝生

物工程有限公司。PCR扩增反应在HYBAID公司

生产的PCRexpress扩增仪上进行；电泳仪、电泳槽

以及凝胶成像系统由Bio．Rad公司生产；电泳所用

主要试剂Tris、琼脂糖等购自上海生工生物工程技

术服务有限公司。

1．3试验方法

1．3．1 伯乐树DNA的提取及检测 采用改良后

的CTAB法提取基因组DNA，通过蛋白质核酸蛋白

仪检测所提DNA的纯度和浓度，同时采用1．0％琼

脂糖电泳检测DNA是否降解。
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1 3 2 ISSR-PCR反应体系殛程序 通过单闻索

盟正空试验建立们乐错的ISSR—PCR扩增体系：201d

体系青30ng横扳nN^，0 75U Tag DNA骧台酶

5⋯I／『．Mi+，0 Immol／L dNTP，0 4 mmld／l⋯
物，扩增程序94。C预变性5rain；94t变性30s，

38tjI王火40}，72℃堑伸90s 35十衙环，最后72℃

延伸10帆i I 6'C终JJ：反应 l“于不ld的引物露求

的蛀佳越火础度小州．需要根制姆十引物n身的

’I'M{I{i进行退火谳鹰怫厦试聆．姒确定秉川引物的

齄迂退火温窿反应站艇后．P{，H产物存禽“

0 5Ⅱ∥ml EB的l 0％琼脂精凝腔r}1电泳，以2000

lmdder DNA Marker为讣于针环ld．在BI(J-RAI)凝

腔成像系统J进行扣麒分析

1 3．3 RAPD-PCR反应扩增程序jm正[单⋯索址

正直试骑建立怕乐柑的RAPD—PCR扩增体系：20“

体系禽40rig模板DNA．0 5U Tag 1)N^壤台酶．

1 5mmol／L Mz一．O 25mmol／L dNTP．0 5m,zlot／L q

物。扩增程序：94：C预变性5miJL；舛t变性30s，38t

退火40s．72℃延伸90s，40个循环；72℃延伸IOmin，

16℃保存。反应结求后，PCR产物在含有0 5ttg／ml

EB的1 0％琼脂糖凝胶中电泳，以2000 I．Mder DNA

Marker为分下世标记．在BIO-RAD凝胶成像系统上

进行拍照分析

I．4数据分析

ISSR q R^Pn标记是显性标畦，将姆个护增荣

带作为十忙点，记求清晰稳定的条带．打"增位点

的硭为I．无#增值点的记为0，形成ISSR是型数据

矩阵用于进步统计分析忏位点若有1个或1

个以上个体不同丁其他个悼即为1个多卷位点：应

州NTSYS轼什进行I-I，GMA(非加枉算水牛均数壤

类)分析，军用多样性分析的POPGENE32软州讣圳

对RAPD和ISSR扩增结果进行遗传分析得到多卷

性位点盐其百分数、有效等他基因数、基Ⅲ帕多样悱

及Shannnn情包指数等遗传垂数。

2结果与分析

2．1基园组DNA的提取

采刚改良C'IAB“、提敷伯乐树⋯片样r‰DN^

的On二。，JOb。忾为1∞一2 09．茬刚D*^纯度较

好、经I O*琼脂特凝睦电泳检测．发现点样扎清

晰条带谨帮“引尤RNA污染，丧叫率试骑提取

的DNA肪世较好．适Ⅲ于ISSR PCR及RAPD PCR

打增

女2 13女ISSR·I#月w自r月g}

Table 2 The，equencc of 13 ISSR primfcx and 8mplified r℃suIb

目1 8十自$#样8 DNA∞自*镕％

Figl The e1_fⅡoDh⋯15 results or eight
DNA from 8黼eh m⋯A⋯t

1．2引物筛选

随机选取3十小同束源的们乐付叶样DNA为

挺板．采州84条J轴R{l物和48呆RAPD随机引物

进行筛选结粜选H{稳定、清晰n鼎柯多盎性的I 3

条ISSR引物和10条RAI’D引物(丧2和太3)．Ⅲ

丁后续23份伯乐树样一％的遗传多样性分析

Ⅲ☆∞H _；l#(5 3’I 《^m＆c℃) rm＆∞# $§＆*$ $$nt5"}1％}

LIllal7 《CA)一r 50 6 3 50 oo

UBC922 {TC)．^ m 4 2 50∞

UnC92， ¨c)_L 52 7 3 42 85

"∞¨"∞她""mm一”托毗肼盯¨饥饥¨嚣搿渊黧ll=翟黧黧=
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裹3 10条RAPD⋯#*Ⅻ自r增绪^

Table 3 The 9q“⋯of 10 RAPD pnm"s and ampllr№d nⅫ№

2．2 ISSR-PCR和RAPD-PCR扩增结果多鸯性

分析

采用两种标记技术分目f对害试的23份伯乐树

材料进行分析．援得了较好的扩增结果(图2和图

3)。表2和表3分别列m了ISSR和RAPD的扩增

条带情况，13条ISSR引物其检测m位点79十，平

均每条引物61个，其中多卷位点50个，占

63 29％，平均每条；l物多态性位点3 85个，其中扩

增荣带数最多的是引物UOC824为9条．多态性条

带最多的引钫是UBC876和UBCS$1，多态辜高达

100％；10条RAFD引物共检测出位点57十．平均

每条引物5 7个，其中多态位点”个，占57 89％．

平均每条引物多态性位点3 3个，其一}扩增条带数

最多的引物是$30和S132，多态性条带最多的引物

是S132，多态率高达66 66％。

目j“sR⋯#￡。"(柑4Wn十#$∞r镕#$

FlB 2 Fhe ampliflcation nrIRSR primer UBC834

目3 RAPDⅢ自S132*23十#日∞r增镕$

n}3 ThempⅫⅢI⋯fRAPD primer S132

2．3涪传多样性殛溏传相假系数

有效等位基凼教和基周多样度是衡量遗传变异

最常崩的封个遗传指标．具有删确的遗传学意义，另

外Shannon信息指数本身蹬有遗传意望fEl方便与

同舆研究进行比较”1。利用POPGENE32软件计

算分析了样品两种标记的3个遗传霉数。ISSR方

法的有效等位基因数为I 4036，基陶的多样性为

0 2305，Shannon信息指数为0 3405；RAPD方法以

上3个参数分别为1 3601，0 2115、0 3145。总体上

看脚R标记所获得的曲都略高于RAPD标记，说明
ISSR标记能获得单位引物多态位点的能力高于

RAPD从计算结果看，供试的23份怕乐树样品具

有比较丰富的遗传变舁。

从围4和图5可“看出两种标记方法的聚类结
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果不完全相同，但总体趋势是一致的，与地理分布大

致相同。23份伯乐树种质资源多样性的RAPD分

析，在相似系数0．89处可以将材料分为7大类，第

1类来自浙江庆元巾子峰的3个样品，包括1号、2

号和3号；第2类是来自浙江庆元隆宫的4个样品；

第3类来自浙江龙泉凤阳山的l、3、4号样品；第4

类来自浙江龙泉凤阳山的2、5、6号样品；第5类来

自江西龙南九连山的4个样品；第6类是来自浙江

景宁上标的4个样品；第7类是来自浙江庆元巾子

峰的4号样品和泰顺乌烟岭的1号样品。23份伯乐

树种质资源的ISSR分析，在相似系数0．85左右也将

材料分为7类，与RAPD分类有点出入，差别在于将

来白浙江龙泉凤阳山的6份材料分为两大类，第1类

包括1、2、3、4号样品，第2类包括5、6号样品。

2．4两种方法的相关性分析

为了检测同组样品内ISSR和RAPD分析的相

关程度，对基于这两种标记的遗传相似性系数矩阵

进行了相关性分析。两种标记检测的遗传相似性的

相关系数为O．282(N=253)，这进一步验证了两种

标记聚类结果的相似性。

．73 O．78 0．83 0．88 O．94

相似系数Coefficient

图4基于ISSR标记对23份材料UPGMA聚类图

Fig．4 Dendrogram of 23 different materials based on ISSR markes

lj

l’

广—_r—1二i

H

一。， 一L———{二二；
r’+———————一

l L-------—·----一

I ．

0．73 0．80 0．86 0．93 1．00

相似系数Coefficient

图5基于RAPD标记对23份材料UPGMA聚类图

Fig．5 Dendrogram of 23 different materials based on RAPD markers

3讨论 喜凳耄竺耄亲善：警裟三轰：：警蓄
能否得到高质量的DNA是成功进行分子标记DNA不仅抽提效率低，而且多数样品溶液呈现黄褐

分析的关键一步。濒危植物伯乐树分布僻远，野外 色，PCR扩增时得不到产物。因此，本研究在g-规

采样时多使用硅胶干燥方法保存，同时由于其叶g- CTAB法上作了适当改进，首先研磨样品时加入一

●32，768博4№堪"拇扰加挖∞9佗mnBH
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定量的PVP粉末以抗氧化；其次转移要迅速以防止

材料暴露过久；最后料液比要控制适当，lml提取液

加40—50mg样本即可。

一般认为特有种、濒危种和狭域种的遗传多样

性水平较低‘”。1“，但也有研究报道有些特有种、狭

域种甚至濒危种也能保持较高水平的遗传多样

性Ⅲ。201。本研究通过对来自浙江南部和江西九连

山的23份伯乐树样品分子标记分析，显示其具有较

高的遗传多样性水平，13条ISSR引物和lO条

RAPD引物共产生83个多态位点，平均多态位点百

分率为61．03％，和连香树、大果木莲等濒危植物的

研究结果相近旧。“-。导致狭域种、濒危种具有较高

水平遗传多样性的因素有很多，如新种形成、繁育系

统、形态突变、多次奠基者效应或者冰期残余种

等口孓25。。据报道，伯乐树野生植株在浙南的丽水地

区仅发现293株，其中幼树205株，大树88株，且分

布于海拔450—1400m的沟谷、山坡林中，生境较局

限旧“。研究在采样过程中也发现采集地伯乐树零

星分散于林中，多数植株间相距1000m以上，株间

杂交可能性极小。由此可以推测它可能拥有一个广

泛连续分布且具丰富遗传基础的祖先，只是随着人

类活动的日益频繁，生境片断化的不断加剧，以致基

因交流有限且呈不连续分布。因此，参照其他濒危

物种保护遗传学的研究结果ⅢJ，提出以下保护建

议：(1)通过加强森林资源管理，创造优越的森林环

境等，对现存的所有个体实施及时有效的原生境保

护；(2)需要在各分布点进行大量的采样用于非原

生境保护研究，并在此基础上采用不同居群、个体间

进行混合繁殖和相互移植的方法，以提高其遗传多

样性水平。
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