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摘要   用 12种酶系统 17个等位酶位点对采自云南思茅地区疣粒野生稻 Oryza

meyeriana( Zoll. et Merr. ex Steud. ) Baill. 7个居群的 164个个体进行了遗传多样性的

研究. 相对于以前报道过的具有相同生活史特性和繁育系统的种子植物和稻属中的

其他种类,疣粒野生稻的遗传多样性水平极低( A = 1. 1, P= 8. 0% , H o= 0. 004和

H e= 0. 015) , 但居群间的遗传分化较大. FST高达 0. 649, 表明在遗传变异总量中的

64. 9%存在于居群间. 对这样在较小的地理区域内居群间就呈现出剧烈遗传分化的

物种来说, 大多居群均有保护的价值. 因此,进行原位保护时原则上应建立较大的自

然保护区, 涉及较多数目的居群. 同时,提出了在云南进行原位保护时应优先考虑的

地点.
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野生稻是水稻遗传改良的基础, 是中国和其他大多数发展中国家最重要的植物遗传资

源
[ 1]
. 疣粒野生稻 Oryza meyeriana( Zoll. et Merr. ex Steud. ) Baill. 广泛分布于南亚和东南亚,

在中国则产于云南、海南和台湾[ 2] . 由于人口急剧膨胀和热带森林的大量被砍伐, 其天然居群

已因生态环境的严重破坏而处于濒危状态[ 3~ 5] . 由于疣粒野生稻中蕴藏着在未来水稻育种中

极具潜力的独特基因,例如,耐荫、抗旱和抗白叶枯病等,因此,对其研究与保护已开始引起国

际水稻界的重视[ 2, 3] . 然而,迄今未见有关遗传多样性研究的报道. 研究疣粒野生稻的居群遗

传结构, 是制定其原位保护策略的基础. 而且, 中国地处该物种分布的边缘,研究与保护边缘

居群对维持整个物种基因库的完整性无疑具有十分重要的意义.

等位酶分析是目前研究天然居群遗传结构十分有效的方法
[ 6, 7]

. 本研究利用等位酶技术,

对我国人为破坏小、现存面积最大、位于云南省思茅地区的 7个居群进行了研究,旨在了解疣

粒野生稻的居群遗传结构,为制定其原位保护策略提供科学依据.
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1  材料和方法

111  材料来源

7个居群的活植株采于云南省思茅地区(表 1) . 由于该物种有很强的无性繁殖能力, 野外

取样时株间距离至少5 m,以防止取样重复. 于1994年10月在每个居群中随机取20个左右的

个体,在野外编号,并用小盆移栽于中国科学院西双版纳热带植物园. 由于在孟连县公信居群

中仅残存少数个体,所有的个体均已分株取样. 于 1995年3月分株采集嫩叶(冰盒保存) ,乘飞

机带回实验室. 每个单株中取0. 05 g 的新鲜材料,加入100 LL 的 Tris-HCl提取缓冲液[ 8] ,冰镇

研磨,并用 3 mm @ 8 mm的滤纸沁子吸取提取液,保存于- 70 e 的低温冰箱中备用.

表 1  疣粒野生稻 7 个居群的遗传多样性指标

居群地 样本大小/株 A P H o H e

1思茅竹林 17 1. 1 5. 6 0. 000 0. 006

2孟连公信 8 1. 1 5. 6 0. 000 0. 028

3思茅澜拉 29 1. 2 16. 7 0. 002 0. 027

4澜沧雅口锰矿 19 1. 1 5. 6 0. 003 0. 003

5澜沧雅口热水塘 40 1. 1 11. 1 0. 001 0. 014

6澜沧谦六铜厂 24 1. 1 5. 6 0. 019 0. 016

7澜沧雅口纸厂 19 1. 1 5. 6 0. 000 0. 011

平均值 22 1. 11 7. 97 0. 004 0. 015

112  淀粉凝胶电泳
采用水平式淀粉凝胶电泳技术对 20种酶系统进行检测,获得谱带清晰且符合遗传分离组

合规律的 12种酶系统共 17 个等位酶位点 (表 2) . 所用水解淀粉为美国 Sigma 公司产品 ( S-

4501) ,淀粉胶浓度为 12%. 凝胶缓冲液系统均根据 Solt is[ 8]和 Glaszmann等人[ 9]方法制作. 酶

的组织化学染色法, 按文献[ 8] .

表 2 淀粉凝胶电泳酶凭谱带分析

酶系统 缩写名 酶代号 缓冲液系统 位点数目

Aspartate aminotransferase AAT EC 2. 6. 1. 1 S6 2

Alcohol dehydrogenase ADH EC 1. 1. 1. 1 GI 1
Diaphorase DIA EC 1. 6. 2. 2 S6 2

Glutamate dehydrogenase G3PDH EC 1. 4. 1. 2 GI 1
Isocit rate dehydrogenase IDH EC 1. 1. 1. 42 GI 1

Malate dehydrogenase MDH EC 1. 1. 1. 37  S1# 3
Malic enzyme ME EC 1. 1. 1. 40  S1# 1

Phosphogluconate dehydrogenase 6PGD EC 1. 1. 1. 44  S1# 1
Phosphoglucoisomerase PGI EC 5. 3. 1. 9 S6 1

Phosphoglucomutase PGM EC 2. 7. 5. 1 GI 1
Shikimate dehydrogenase SKD EC 1. 1. 1. 25 GI 1

Triosephosphate isomerase TPI EC 5. 3. 1. 1 S6 2

113  数据分析

电泳数据用 Biosys-1软件 1. 7版本[ 10]在 IBM-PC机上进行运算. 输入全部个体的基因型

并运算出等位基因频率, 进而计算出遗传多样性参数(包括平均等位基因数目 A ,多态位点比

率 P ,观察杂合度H o 和期望杂合度H e) , Nei
[ 11]
的遗传一致度( I )和 F-统计值;用Wright

[ 12]
的
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公式 FST= 1/ ( 1+ 4 Nm ) 来近似估算基因流动作用值( Nm ) .

2  结果与讨论

211  等位酶位点和等位基因频率

在所用12个酶系统检测到的 17个等位酶位点中,仅有 5个为多态位点(表 3) . PGM 在二

倍体种子植物中通常有 2个位点[ 13] , 但在疣粒野生稻中仅检测到 1个; 在稻属的其他物种中,

通常报道 G3PDH 和 PGD均有 2个位点
[ 14]

, 但我们仅观察到 1个; PGI 的谱带式样说明在该酶

系统上发生了位点的重复,但由于分离较差, 本研究仅用位点Pg-i 1.

表 3 疣粒野生稻 7个居群 17 个位点的等位基因频率

等位基因

位点

居群

1 2 3 4 5 6 7

Aa-t 1a 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000

 -3a 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000

Adh-a 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000

Dia-a 0. 000 0. 000 0. 000 0. 000 0. 013 0. 000 0. 000

 -b 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 0. 988 0. 833 1. 000

 - c 0. 000 0. 000 0. 000 0. 000 0. 000 0. 167 0. 000

Dia-2a 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000

Gdh-a 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000

Idh-a 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000

Mdh-1a 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000

Mdh-2a 1. 000 1. 000 0. 103 0. 000 1. 000 1. 000 1. 000

  -2b 0. 000 0. 000 0. 897 1. 000 0. 000 0. 000 0. 000

Mdh-3a 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000

Me- a 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000

Pgd- a 0. 941 1. 000 0. 966 1. 000 0. 875 1. 000 0. 895

 -b 0. 059 0. 000 0. 034 0. 000 0. 125 0. 000 0. 105

Pg-i 1a 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000

Pgm-a 1. 000 0. 375 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000

 -b 0. 000 0. 625 0. 000 0. 000 0. 000 0. 000 0. 000

Skd- a 0. 000 0. 000 0. 086 0. 026 0. 000 0. 000 0. 000

 -b 1. 000 1. 000 0. 879 0. 974 1. 000 1. 000 1. 000

 - c 0. 000 0. 000 0. 034 0. 000 0. 000 0. 000 0. 000

Tp-i 1a 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000

Tp-i 2a 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000 1. 000

212  居群的遗传变异水平

疣粒野生稻在居群内的遗传多样性水平很低(表 1) . 远低于以前报道过的多年生草本、靠

重力散播种子和风媒植物的遗传变异平均水平( P= 28. 0%, H = 0. 096; P= 29. 8%, H = 0. 101

和 P= 49. 7% , H = 0. 148) [ 7] ; 就稻属的其他物种而言, Barbier[ 15, 16]报道泰国普通野生稻 O.

ruf ipogon Griff.的多年生居群的遗传多样性水平为 A = 1. 98和 H = 0. 209,而一年生居群则为

A= 1. 58和 H = 0. 099,明显高于疣粒野生稻;本文结果也明显低于中国另外 2种野生稻的遗传

变异水平. 例如,根据我们的初步检测,普通野生稻 O. ruf ipogon Griff . A = 1. 33, P= 22. 7%

和H = 0. 068;而药用野生稻 O. off icinalis Wall. et Watt. A= 1. 16, P= 16. 2% 和H = 0. 056. 也

就是说,疣粒野生稻居群的等位酶变异在中国的 3种野生稻中最低.
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213  居群的遗传结构
了解遗传变异在居群间的分布是保护濒危物种和制定作物遗传资源取样策略的重要依

据.我们用Wright的 F-统计探查疣粒野生稻遗传变异的分布(表 4) , FIS为 0. 754,表明大多数

居群在居群内偏离了哈迪-温伯格平衡; F IT为 0. 914,表明杂合子在该物种的居群间处于不平

衡状态,并且杂合子过剩;而 F ST高达 0. 649, 表明在遗传变异总量中 64. 9%的变异存在于居群

间,远高于文献[ 7]报道的多年生草本、风媒和靠重力散播的种子植物的平均值(分别为

23. 3% , 0. 99%和 27. 7% ) ,也高于中国普通野生稻的 FST值( 31. 00%) . 等位基因的分布也进

一步说明, 由表 3可见,等位基因在居群间的分布并不平衡. 例如, 稀有等位基因 Dia-1a 以低

频率( 0. 013)存在于澜沧雅口热水塘居群,而 Dia-1c ( 0. 167)分布于与其相距不足 10 km 的澜

沧谦六铜厂居群中; Mdh-2b以 0. 897和 1. 000的频率分布于思茅澜拉居群与澜沧锰矿居群;

Pgm-b ( 0. 625)则仅分布在孟连公信居群中. 因此, 在较小地理区域的居群间就出现明显的遗

传分化. 从Nei的遗传一致度( I )看来(表 5) ,所研究的居群间的平均值高达 0. 969,这是 7个

居群共享 12个单态位点和多态位点中的 4个等位基因所致. 我们的结果表明各对居群间的

遗传一致度与地理距离显著地呈负相关,即相距越近, 居群间的遗传一致度就越高, 因而云南

疣粒野生稻的居群遗传结构符合一种/ 隔离-距离0模型[ 17] . 这种遗传结构在图 1中已得到了

反映.

表 4 疣粒野生稻 7 个居群 5个多态位点上的居群遗传分化指标及显著性检验

位点 F IS FIT FST

Dia-1 - 0. 185 - 0. 025 0. 135* * *

Mdh-2 1. 000 1. 000 0. 933* * *

Pgd 1. 000 1. 000 0. 053*

Pgm 1. 000 1. 000 0. 588* * *

Skd 0. 677 0. 699 0. 068* *

平均值 0. 754 0. 914 0. 649* * *

  * p < 0.1; * * p < 0. 01; * * * p < 0. 001

表 5  疣粒野生稻 7 个居群间Nei非偏差的遗传一致度矩阵

编号 居群地 1 2 3 4 5 6 7

1 思茅竹林 0. 979 0. 954 0. 944 1. 000 0. 999 1. 000

2 孟连公信 0. 932 0. 922 0. 978 0. 977 0. 978

3 思茅澜拉 0. 999 0. 954 0. 952 0. 954

4 澜沧雅口锰矿 0. 943 0. 943 0. 944

5 澜沧雅口热水塘 0. 998 1. 000

6 澜沧谦六铜厂 0. 998

7 澜沧雅口纸厂

总之,疣粒野生稻的遗传变异水平较低, 在较小地理区域内的居群间却呈现较高水平的遗

传分化. 导致这种居群遗传结构形成的可能原因是: ( 1)云南处于疣粒野生稻分布的边缘
[ 2]
,

它们可能仅由少量的奠基者从其遗传多样性中心扩散形成,遗传背景受到/奠基者效应0的强

烈影响而较为单一; ( 2)该物种是旱生植物,借水力传播种子的可能性小,而借助重力散布种子

的特点可能不利于居群间甚至居群内的基因流动,从而导致明显的遗传分化. Wright[ 12]认为

居群间的基因流动值若小于 1( Nm< 1) ,有限的基因流是促使居群发生遗传分化的主因, 我们
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所获的结果( Nm= 0. 163)也表明该物种居群遗传分化的主要原因可能是基因流动受阻所致;

(3)我们的野外观察表明该物种有克隆生长(即营养繁殖)的特性. 通过克隆繁殖会导致有效

居群变小,结果在貌似庞大的居群内发生了严重的近交,导致遗传多样性丧失.

图 1 疣粒野生稻 7 个居群遗传一致度的聚类分析图

214  原位保护中的意义

边缘居群的保护是进行疣粒野生稻基因库保护的关键. 我们的结果表明有 64. 9% 的遗

传多样性存在于居群间, 不仅等位基因频率在居群间有差异,而且有些等位基因在居群间分布

不平衡. 对这样在较小地理区域内居群间就呈现出较大遗传分化的物种来说,大多居群均有

保护的价值. 因此,进行原位保护时原则上应建立较大的自然保护区, 涉及较多数目的居群.

我们的研究进一步表明, 原位保护应优先考虑孟连公信居群和澜沧雅口锰矿居群. 它们间的

遗传距离最远( I= 0. 922) , 说明等位基因频率的差异最为显著,最具有保护价值. 值得一提的

是,孟连公信居群分布于与缅甸相距不足5 km 的南卡江边次生林下,与其他居群明显隔离,不

仅居群很小,而且生态环境所受的威胁也最为严重,应列为云南地区原位保护的关键地点之

一;同时,还应优先考虑保护遗传变异相对丰富的居群, 诸如思茅市澜拉和澜沧雅口热水塘居

群. 然而,实施原位保护时究竟要选择多少个居群,每个居群要涉及多大面积才足以维持疣粒

野生稻边缘居群的进化, 从而最大限度地保护其遗传多样性? 尚有待于进一步的野外调查和

全面的遗传多样性研究. 其中要特别注意对其种子在自然居群中的散布机制、休眠的适应意

义以及克隆结构对居群遗传结构的影响等方面的探讨.
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