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用 SSR标记分析福建漳浦野生稻的遗传多样性
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摘要: 应用平均分布于水稻基因组的 21对 SSR引物,对福建漳浦野生稻、海南野生稻共计 62份材料的遗传多样性进行分

析。结果表明: 漳浦野生稻具有较高的遗传多样性, 21个位点共检测到 74个等位变异, 平均等位变异数 A = 3 5238, 有效等位

变异数 Ae = 2 0629, 平均期望杂合度 H e = 0 4635, 实际观察杂合度 Ho = 0 2465, 香农指数 I = 0 8286; 根据固定指数 ( F =

0 3887)估算的异交率 t= 0 4308,说明漳浦野生稻的繁育系统属于一种自交率较高的混合交配类型;分化程度石潭湖群体高

于古塘群体。
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Abstract: 21 SSR prim ers w ere used to assess the genetic diversity o f 62 common w ild rice individua ls from

Zhangpu County of Fu jian Prov ince andHa inan Prov ince and The results indicated that common w ild rice in Zhangpu

County Fujian Prov ince had a high level of genetic d iversity. 74 alleles w ere detected from 21 loc,i A = 3 5238, Ae=

2 0629, H e= 0 4635,H o= 0 2465, I= 0 7918. t estimated by the fixation index( F= 0 4304) w as 0 3982, it suggested

that themating system o f commonw ild rice in Zhangpu County of Fujian Provincew as a type of cross po llinate system

w ith a h igh self breeding rate. For degree of differentiation, Sh itanhu population w as h igher thanGutang popu lat ion.
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普通野生稻是亚洲栽培稻的祖先,蕴藏着抗病、

抗虫、抗逆、高产等优良性状基因, 是水稻育种的一

个重要资源。但是, 近年来人为的干扰和生境破坏

已导致普通野生稻居群的大量消失
[ 1]
, 因此开展普

通野生稻的遗传多样性和保护生物学研究具有重要

意义。任民等
[ 2]
、杨庆文等

[ 3]
、盖红梅等

[ 4]
的研究

结果表明,我国野生稻资源的遗传多样性非常丰富,

并针对我国野生稻资源遗传多样性严重丧失的问

题,提出了相应的对策。

福建漳浦野生稻是我国大陆经度分布最东的普

通野生稻,具有抗旱性强、抗多种病害、米质优良等

特点,福建省农业科学院水稻研究所曾利用它与栽

培稻杂交育成浦野一号 / IR等 20个组合
[ 5]
,除了以

漳浦野生稻为研究对照以外
[ 6 7]

, 有关福建漳浦野

生稻遗传多样性的专门研究尚未报道。本研究采用

SSR ( simple sequence repeat)分子标记技术,研究漳

浦野生稻群体的遗传多样性, 拟为漳浦野生稻的保

护、研究和创新利用提供科学依据和指导。

1 材料与方法

1 1 供试材料

试验材料来源于种植在福建省农业科学院水稻
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研究所网室中的 62份普通野生稻,其中 51份为漳

浦野生稻, 11份为海南野生稻 (表 1)。
表 1 野生稻来源及编号

Table 1 Source and ser ial num ber of common w ild r ice

编号 No. 原产地 Sou rce 数量 Am ount

M1001~ M 1055 福建漳浦石湖潭 32

M2001~ M 2045 福建漳浦古塘 19

S1011~ S1059 海南省 11

1 2 全基因组 DNA提取

按照改进后的 CTAB法进行普通野生稻全基因

组的 DNA提取
[ 8]
。

1 3 SSR引物筛选

从 24对 SSR引物中筛选出扩增效果好、多态

性高且均匀分布于水稻 12条染色体上的 21对 SSR

引物。引物名称及所处染色体见表 2。

1 4 PCR扩增

使用 PTC 100扩增仪。采用 10 l反应体系:

5 3 l ddH2O, 10 ! PCR Buffer( w ithoutM g
2 +

) 1 0 ,l

0 6 lM g
2 +

( 1 5mmol /L ) , 0 4 l dNTPs ( 0 2mmo l/

L ) , 0 5 l Primers ( 0 36 mol /L ) , 0 2 l T aq酶

( 0 5U ) , 2 l DNA temp late ( ~ 20ng )。反应程序:

94∀ 4m in, 94∀ 1m in, 55∀ 1m in, 72∀ 2m in,共运行

34个循环,最后 72∀ 延伸 10m in。 8% 聚丙烯酰胺

凝胶在 B io Rad凝胶测序系统上对 PCR扩增产物进

行电泳,用 G ene Finder染色, 并在显影仪上显影、拍

照获得扩增条带。

1 5 数据处理

根据 POPGENE32分析软件的要求, 将条带转

换为 SCD#码基因型数据, 将转换好的数据输入

POPGENE32软件进行计算。

1 6 数据分析

选择 3个居群的多态性位点 N p、多态位点比例

P、平均等位变异数 A、有效等位变异数 Ae、平均期

望杂合度 H e、实际观察杂合度 H o、香农指数 I
[ 9]
对

各居群的遗传变异进行检测, 分析其遗传多样性。

选择居群内各位点的 A、A e、H e、H o、基因流 Nm、固定

指数 F、异交率 t ( t = ( 1 F ) /( 1 + F ) )
[ 10]

, 以及

W right
[ 11]

F 统计量 ( F statist ic)进行居群遗传结构

和居群间遗传关系检测, 并运用各位点的 F 统计量

进行群体的 H ardy we inberg平衡检测。以上数据,

Np、P、A、Ae、H e、H o、I、Nm、F、F statist ic均利用基于

w indow s平台的计算机软件 POPGENE32计算。根

据 N ei氏距离及相似性系数、采用 UPGMA法, 用

NTSYSpc 2 1软件的 SHAN程序进行聚类分析, 并

绘制树状图。

2 结果与分析

2 1 SSR多态位点检测及其在总居群上的遗传

变异

选用的 21对引物均能扩增出清晰条带, 不同的

SSR位点具有的等位变异数 ( A llele)不同,共检测出

74个等位变异。每个位点检测到的等位变异数的

变化范围为 2~ 6, 平均 3 5238; 有效等位变异数的

变化范围为 1 1027~ 3 7853, 平均值为 2 0629; 平

均期望杂合度的变化范围为 0 0939~ 0 6832, 平均

值为 0 4635;实际观察杂合度H o的变化范围为 0~

0 5848, 平均值为 0 2465 (表 2)。位点 RM250、

RM336、RM247、RM12的 A、Ae、H e和 H o均较高, 说

明这些引物检测漳浦野生稻遗传多样性的效果

较好。

2 2 居群遗传多样性分析

2 2 1 多态位点数及多态位点比例 从表 3可以

看出, 漳浦野生稻 2个群体的多态性位点数 ( 21

个 )及比例最高 ( 100% ), 而对照材料海南野生稻

的多 态 性 位 点 为 20 个, 多 态 性 位 点 比 例

为 95 24%。

2 2 2 平均等位变异数及有效等位变异 在被检

测的 21个位点中,漳浦野生稻石潭湖群体的平均等

位变异数 (A )最高, 为 3 5238, 有效等位变异数

(A e)为 2 0629;古塘群体的平均等位变异数 (A )为

2 7619, 有效等位变异数 (A e)为 1 6605;对照材料

海南野生稻的这两项指标分别为, A = 2 7619,

A e= 1 9586。说明在所有地区中, 漳浦野生稻石

潭湖群体的基因丰富度最高, 古塘群体的基因丰

富度最低。

2 2 3 平均期望杂合度和实际观察杂合度及香

农指数 3个居群普通野生稻的平均期望杂合度

(H e)分别为 0 4635、0 3501、0 4548; 实际观察杂

合度 (H o)分别为 0 2465、0 1830、0 2554; 香农指

数 ( I)分别为 0 8286、0 6042、0 7305。

以上分析结果表明: 3个地区居群按遗传多样

性从大到小顺序排列为: 石潭湖群体 > 海南野生

稻 >古塘群体。所有地区居群总的香农指数 ( I) =

0 8286,石潭湖群体可以真实反映整体的遗传多样

性水平,古塘群体及对照海南材料不能代表整体的

遗传多样性水平。
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表 2 不同 SSR位点的相关遗传参数

Table 2 Corre lated genetic param eters of d ifferen t SSR locus

位点

Locu s

染色体

C hr.

平均等位

基因数 A

有效等位

基因数 Ae

平均期望

杂合度H e

实际观察

杂合度H o

F 统计量 F stat istic

F is F i t F st

基因流

Nm

固定指数

F

异交率

t

RM522 1 2 1 8115 0 4516 0 2903 0 3249 0 3686 0 0648 3 6110 0 3519 0 4794

RM212 1 3 2 4291 0 5931 0 2097 0 6134 0 6437 0 0783 2 9412 0 6436 0 2168

RM236 2 3 1 7257 0 4239 0 1129 0 7494 0 7917 0 1690 1 2290 0 7315 0 1551

RM250 2 4 3 3898 0 7107 0 5645 0 0966 0 1484 0 0573 4 1115 0 1993 0 6676

RM231 3 3 2 4414 0 5952 0 2419 0 5667 0 6106 0 1013 2 2169 0 5902 0 2577

RM335 4 3 1 1027 0 0939 0 0968 - 0 0442 - 0 0382 0 0058 42 7498 - 0 0391 1 0814

RM303 4 4 2 2466 0 5594 0 0645 0 7323 0 8347 0 3827 0 4032 0 8837 0 0617

RM13 5 3 1 6278 0 3888 0 3548 0 0529 0 0831 0 0319 7 5919 0 0799 0 8520

RM334 5 4 1 7149 0 4203 0 3387 0 0880 0 1591 0 0780 2 9556 0 1875 0 6842

RM103 6 6 2 2552 0 5611 0 0645 0 9021 0 9212 0 1942 1 0373 0 8841 0 0615

RM111 6 3 1 3648 0 2695 0 2097 0 2759 0 3513 0 1041 2 1527 0 2156 0 6453

RM336 7 5 3 7853 0 7418 0 4839 0 3072 0 3342 0 0389 6 1734 0 3424 0 4899

RM152 8 3 2 6704 0 6303 0 4032 0 3053 0 3214 0 0233 10 4982 0 3554 0 4756

RM331 8 4 1 2826 0 2221 0 1129 0 5563 0 5724 0 0362 6 6650 0 4876 0 3444

RM288 9 3 1 2188 0 1810 0 1290 0 1980 0 2464 0 0604 3 8918 0 2812 0 5610

RM201 9 3 1 5597 0 3618 0 0968 0 7293 0 7883 0 2180 0 8969 0 7303 0 1559

RM244 10 3 1 4989 0 3356 0 1129 0 4447 0 4594 0 0264 9 2027 0 6608 0 2042

RM333 10 6 2 7253 0 6832 0 4677 0 2282 0 2948 0 0863 2 6463 0 2611 0 5859

RM181 11 2 1 5793 0 3690 0 0000 1 0000 1 0000 0 0619 3 7870 1 0000 0 0000

RM247 12 4 2 2427 0 5586 0 2742 0 5070 0 6015 0 1916 1 0551 0 5052 0 3287

RM12 12 3 2 6483 0 6275 0 5848 0 1548 0 1980 0 0511 4 6149 0 1189 0 7875

平均 M ean 3 5238 2 0629 0 4635 0 2465 0 4121 0 4732 0 1040 2 1535 0 4510 0 3784

表 3 不同地区普通野生稻居群的遗传多样性参数

Table 3 Genetic d iversity param eters of common w ild r ice popu lations in differen t areas

居群

Popu lation

多态位点数

Np

多态位点比例 (% )

P

平均等位变异数

A

有效等位变异数

A e

平均期望杂合度

H e

实际观察杂合度

H o

香农指数

I

漳浦石潭湖 21 100 3 5238 2 0629 0 4635 0 2465 0 8286

漳浦古塘 21 100 2 7619 1 6605 0 3501 0 1830 0 6042

海南 20 95 24 2 7619 1 9586 0 4548 0 2554 0 7305

总居群 21 100 3 5238 2 0629 0 4635 0 2465 0 8286

2 3 漳浦野生稻居群遗传结构及 H ardyW einberg

平衡检测

由表 4可知, 漳浦野生稻居群内偏离 Hardy

W e inberg平衡的程度 F is变化范围为 - 0 1007 ~

0 9528,平均为 0 3887, 表明居群内稍微偏离 H ar

dyWe inberg平衡,多数位点 ( 57 96% )表现杂合体。

根据固定指数 F 估算的异交率 t的变化范围为

0 2240~ 1 2240, 平均为 0 4038, 表明其繁育系统

属于一种自交率较高的混合交配类型。

2 4 聚类分析

采用 NTSYS 2 1软件, Ne i氏距离, 用 UPGMA

法对所有材料进行聚类分析,并绘成树状图 (图 1)。

遗传相似性和遗传距离见表 5。

漳浦野生稻石潭湖群体、古塘群体与海南对照

材料的遗传相似性分别为 0 8640、0 8321; 遗传距

离分别为 0 1462、0 1832 漳浦野生稻两群体间的

遗传相似性与遗传距离分别为 0 9533和 0 0478,

可见漳浦野生稻两群体之间的遗传相似度最高, 遗

传距离远小于与海南对照材料的遗传距离。
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表 4 漳浦野生稻群体相关遗传参数

Table 4 Corre lated genetic param eters of Zhangpu common w ild r ice popu lation s

位点

Locu s

染色体

C hr.

F统计量 F statist ic

F is F it F st

基因流

Nm

固定指数

F

异交率

t

RM522 1 0 1088 0 1088 0 **** 0 1088 0 8037

RM212 1 0 6600 0 6600 0 **** 0 6600 0 2048

RM236 2 0 5364 0 5364 0 **** 0 5364 0 3017

RM250 2 0 2258 0 2258 0 **** 0 2258 0 6316

RM231 3 0 5757 0 5757 0 **** 0 5757 0 2693

RM335 4 - 0 0303 - 0 0303 0 **** - 0 0303 0 0625

RM303 4 0 9528 0 9528 0 **** 0 9528 0 0242

RM13 5 0 1601 0 1601 0 **** 0 1601 0 7240

RM334 5 0 2076 0 2076 0 **** 0 2076 0 6562

RM103 6 - 0 1007 - 0 1007 0 **** - 0 1007 0 2240

RM111 6 0 3467 0 3467 0 **** 0 3467 0 4851

RM336 7 0 4721 0 4721 0 **** 0 4721 0 3586

RM152 8 0 4070 0 4070 0 **** 0 4070 0 4215

RM331 8 0 3075 0 3075 0 **** 0 3075 0 5296

RM288 9 0 5725 0 5725 0 **** 0 5725 0 2719

RM201 9 0 8384 0 8384 0 **** 0 8384 0 0879

RM244 10 0 2771 0 2771 0 **** 0 2771 0 5660

RM333 10 0 4281 0 4281 0 **** 0 4281 0 3131

RM181 11 0 8651 0 8651 0 **** 0 8651 0 0723

RM247 12 0 3453 0 3453 0 **** 0 3453 0 4867

RM12 12 0 0070 0 0070 0 **** 0 0070 0 9861

平均 0 3887 0 3887 0 **** 0 3887 0 4038

图 1 普通野生稻聚类分析图

F ig 1 C luster ing of comm on w ild rice based on NTSYS 2 1 UPGMA cluster ing analysis and Ne i∃ s d istance
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表 5 居群聚类图的遗传相似性和遗传距离

Table 5 Genetic sim ilar ity and genet ic d istance of popu la

tion c luster ing

pop ID1 ID2 ID3

1 **** 0 9533 0 8640

2 0 0478 **** 0 8321

3 0 1462 0 1838 ****

lD: Neis遗传相似度; pop:遗传距离; 1:石潭湖群体; 2:古塘群体; 3:

海南对照

在遗传距离为 0 47处, 所有普通野生稻可以分

为 2类:漳浦野生稻聚为一类,海南对照材料聚为一

类。在遗传距离为 0 57处, 漳浦野生稻又分为 2

类,其中石潭湖群体材料在两个类群中均有分布。

在遗传距离 0 624处分化的 3个次级亚群中均含有

古塘群体材料。总体看来,漳浦野生稻 2个自然居

群既有分化,又相互渗透, 说明漳浦野生稻居群内部

已经发生了丰富的遗传分化,同时依然保持着地方

的特异性, 其中石潭湖群体的分化程度高于古塘

群体。

3 讨论

3 1 漳浦野生稻的遗传多样性

本研究结果表明, 漳浦野生稻石潭湖群体的遗

传多样性平均等位变异数 A = 3 5238, 有效等位基

因数 A e= 2 0629,平均期望杂合度 H e= 0 4635, 实

际观察杂合度H o= 0 2465, 香农指数 I= 0 8286;古

塘群体的相应指标分别为 2 7619、1 6605、0 3501、

0 1830、0 6042。根据漳浦野生稻两群体的固定指

数 F 估算的异交率 t的变化范围为 0 2240 ~

1 2240, 平均为 0 4038, 表明其繁育系统属于一种

自交率较高的混合交配类型。杨庆文
[ 12]
的研究结

果显示, 海南普通野生稻的遗传多样性指数为

0 4629;王效宁
[ 13]
报道了海口、澄迈、琼海、文昌、三

亚居群遗传多样性指数 I分别为 1 1319、0 6582、

0 35601、0 4791、0 3826, 总的遗传多样性指数 I为

1 6048。总体上来说, 漳浦野生稻的遗传多样性大

于海南野生稻,但不同地区的材料又各不相同,石潭

湖群体的遗传多样性高于澄迈群、琼海群、文昌群、

三亚群,低于海口群; 古塘群体的遗传多样性大于琼

海群、文昌群、三亚群,小于海口群、澄迈群。

3 2 研究利用价值

漳浦野生稻具有抗旱性强、抗多种病害、米质优

良等特点,可作为水稻育种的优良亲本,福建农林大

学以漳浦野生稻做亲本,通过核置换回交,获得一种

新的普通野生稻 (O. ruf ipogon ) 雄性不育细胞质, 育

成新质源不育系金农 1A
[ 14]
。另外, 作为我国内陆

经度分布最东的野生稻, 对于研究我国野生稻的分

布、稻种起源、演变、亲缘关系等也具有重要作用。

3 3 保护策略

福建省漳浦野生稻 (O ruf ipogon Grif.f )分布情

况。 20世纪 70年代初开展福建野生稻的普查时,

在福建省漳浦县发现有 2处普通野生稻的自然居

群, 即位于距离湖西畲族乡赵家堡村约 100m左右

的石湖潭群体,此自然居群因没能得到及时的保护,

受农事活动等人为影响,于上世纪末就已消失殆尽,

所幸的是通过异地保存的方法挽救了此居群普通野

生稻及其所携带的基因。还有位于漳浦县湖西畲族

乡岭脚自然村的古塘群体,一面靠高速公路,一面靠

乡间公路, 两面靠农田, 面积约 200m
2
, 现已得到农

业部的立项保护, 这是我国大陆普通野生稻经度分

布的最东端。实验所用的漳浦野生稻材料取自国家

种质野生稻圃,石潭湖群体和古塘群体的遗传多样

性指数分别为 0 8286和 0 6042。其中古塘群体材

料的遗传多样性水平较低, 不能完全反映漳浦野生

稻的多样性水平, 这也与该群体材料的取样数量

( 19份 )有关
[ 15 ]
。

20世纪末,由于未得到及时保护加上农事活动

等人为影响,原生境的石潭湖群体已消失。但 20世

纪 70年代初的拯救性异位保存,由于取样合理, 完

整保存了该群体的遗传多样性, 这对丰富我国普通

野生稻群体的遗传资源库具有重大的意义, 同时也

为今后居群遗传学及有益基因的筛选利用工作奠定

了基础。古塘群体不但进行了拯救性异位保存, 而

且原生境群体也得到了农业部的立项保护。但此次

试验材料数量较少 ( 19份 ), 不能完全反映该群体的

遗传多样性水平
[ 16]

,有必要进一步深入分析。

一般来讲, 对于普通野生稻资源的保护要以原

生境保护为主,异位保存为辅,但对于福建漳浦野生

稻的特殊情况,二者应具有同等重要的作用。自然

条件下,野生稻与原生环境互相作用产生的可遗传

变异对丰富福建野生稻的遗传多样性起着不可或缺

的作用。原则上来说,每隔 10年应对植物遗传资源

的起源中心或遗传多样性中心进行重新搜集, 20世

纪 70年代初的野生稻资源搜集距今已近 40年, 因

此有必要对古塘群体材料进行原生境再搜集。
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