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短枝木麻黄群体的遗传分化和遗传结构
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摘要 : 利用 RAPD技术对 4个短枝木麻黄 (Casuarina equ isetifolia)种群的遗传分化和群体遗传结

构进行了分析。结果表明 , 短枝木麻黄具有较高的遗传多样性 , 但各种群的遗传多样性大小不

一 , 由大到小依次为天然分布于澳大利亚、太平洋群岛的原生种群 ( YSAP) >引种于亚洲的次

生种群 (CSAS) >引种于非洲的次生种群 (CSAF) >天然分布于东南亚的原生种群 ( YSAS)。遗

传变异分析表明 , 短枝木麻黄群体的遗传变异主要存在于群体内 , 种群间遗传多样性比例

(Hsp - Hpop ) /Hsp = 01246, 遗传分化系数 GST = 01263, 种群间变异比率φST = 01278 9, 即群体

内变异占了 72111% , 群体间变异占 27189%。UPGMA聚类分析将 4个短枝木麻黄种群归为 2

类 , YSAS与 CSAS的亲缘关系较密切 , 而 YSAP与 CSAF有着更亲密的关系 , 这在一定程度上

反映了次生种群的主要引种来源。
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Abstract: Genetic differentiation and population genetic structure from 4 populations of Casuarina equisetifolia were studied by

RAPD markers1 The results showed that high genetic diversity in C1 equ isetifolia1 The order of genetic diversity was natural popula2
tions from Australia /Pacific ( YSAP) > introduced populations from A sia (CSAS) > introduced populations from Africa (CSAF) >

natural populations from South2East A sia ( YSAS) 1 The genetic variation of C1equ isetifolia populationsmainly existed within popula2
tions1 (Hsp - Hpop ) /Hsp , GST andφST were 01246, 01263 and 01278 9 respectively1 Therefore, it was apparent that variation within

population accounted for 72111% and variation among populations accounted for 27189% of the total genetic diversity1 Based on

UPGMA cluster analysis, 4 C1equ isetifolia populations were divided into 2 group s1 YSAS and CSAS, YSAP and CSAF showed

closed geographic relationship , respectively1
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短枝木麻黄 (Casuarina equ isetifolia)天然分布于澳大利亚、东南亚及太平洋群岛 , 从马来西亚到澳

大利亚北部、美拉尼西亚 (Melanesia)、玻利尼西亚 ( Polynesia)及菲律宾等海岸的广大区域均有原生种群

分布 [ 1 ]。我国华南地区、印度、非洲和美洲热带、亚热带国家如肯尼亚、塞内加尔、美国及阿根廷等

均有大面积引种栽培 , 形成了诸多次生种群。短枝木麻黄具有生长快、适应性强、耐干旱瘠薄等特点 ,

现已普遍用于沿海防护林、农田防护林网、薪炭林、用材林的营建以及贫瘠地、盐碱地改良 [ 2 ]。同时 ,

由于其根系可以固氮并有共生菌根菌 , 因而也常作为特殊立地上造林的先锋树种和土壤改良树种。

随机扩增多态性 DNA ( random amp lified polymorphic DNA, RAPD)技术由于其简便快捷、多态水平高、
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标记数量多且无需了解物种的遗传背景等优点 , 已被广泛应用于群体遗传结构分析、基因定位、遗传图谱

构建及品种鉴定等领域 [ 3 - 5 ]。本研究利用 RAPD技术研究了短枝木麻黄群体遗传多样性与遗传分化程度 ,

探讨了群体遗传结构 , 旨在为短枝木麻黄遗传改良提供科学依据。

1　材料与方法

111　材料来源

试验材料由澳大利亚林木种子中心提供 , 来源于 17个国家 , 基本情况见文献 [ 6 ]。根据来源地 ,

Pinyopusarerk et al[ 1 ]将其分为 4个种群。 (1)天然分布于澳大利亚和太平洋地区的原生种群 ( YSAP) , 5

个国家 , 共 7个种源 : 1、2、20、21、22、30、33; (2)天然分布于东南亚的原生种群 ( YSAS) , 5个国

家 , 共 6个种源 : 25、26、27、28、29、32; (3)引种于亚洲的次生种群 (CSAS) , 4个国家 , 15个种

源 : 3、4、5、6、7、8、9、10、11、12、13、23、24、34、35; (4)引种于非洲的次生种群 (CSAF) , 3

个国家 , 7个种源 : 14、15、16、17、18、19、31。样本采自 11年生短枝木麻黄种源试验林 , 每个种

源内间隔约 5 m, 分别随机选取生长良好的 10 - 15株木麻黄单株 , 采取其东西南北 4个方向的健康小

枝 , 供提取 DNA。

112　研究方法

11211　短枝木麻黄总 DNA的提取 　参照叶功富等 [ 6 ]的提取方法 , 实验所用药品均购自上海生工生物工

程有限公司。

11212　PCR扩增与产物的检测 　参照叶功富等 [ 6 ]的方法。

11213　数据统计与分析 　RAPD是共显性标记 , 同一引物扩增产物中电泳迁移率一致的条带被认为具

有同源性 , 有带的记为 1, 无带的记为 0, 形成 RAPD表型数据矩阵。

(1) 多态位点比率 P。扩增的 DNA片段出现频率小于 0199的位点为多态位点 : P =多态位点数 /检

测到的位点数。

(2) Shannon多样性指数 [ 7 ]。H = - ρ Pi lnPi , 其中 H为多样性指数 , Pi 是一条扩增产物存在的频

率。H可计算 2种水平的多样性 , 种群内遗传多样性 Hpop和种的遗传多样性 Hsp。Hpop /Hsp是种群内遗传

多样性所占的比例 ; (Hsp - Hpop ) /Hsp为种群间遗传多样性所占比例。

(3)在哈 —温 (Hardy2W einberg)平衡假设的基础上 , 计算 Nei基因多样性指数 H和遗传分化系数

GST、种群每代迁移数目 Nm
[ 8 ]。

(4) AMOVA分析 , 计算种群内和种群间的变异方差及变异分布 , 并做差异显著性检验。

(5)遗传一致度 F和遗传距离 D。根据 RAPD表型数据矩阵 , 遗传距离 (D )和遗传一致度 (遗传相

似系数 F)的计算运用 Nei指数法 [ 8 ]。聚类分析采用 UPGMA (无权重配对算术平均法 )进行 [ 9 - 10 ]。

以上参数计算分别在 POPGENE1132、AMOVA2PREP1101、W INAMOVA1155及 TFPGA113软件中完成。

2　结果与分析

211　RAPD随机引物的筛选

实验所用随机引物购自上海生工生物工程有限公司。从 50个引物中筛选出 15个扩增条带清晰、重

复性好的引物 , 引物代号及碱基序列见文献 [ 6 ]。

212　种群内遗传多样性

21211　多态位点百分率 　15个随机引物共扩增出

172条重复性好、清晰度高的位点 , DNA 片段大小

为 200 - 2 200 bp, 其中多态位点 113个 , 占 6517% ,

平均每个引物可获得 715个位点。引物 S35对短枝木

麻黄 35个种源的扩增的带型见图 1。所用引物在不同

种群中所检测出的 RAPD位点数及多态位点百分率不

同 (表 1)。根据多态位点百分率 , 各种群遗传变异由

高向低依次为 YSAP >CSAS > CSAF > YSAS。

表 1　不同种群 15个引物的 RAPD位
点数与多态位点比率 　　

Table 1　Proportion of polymorphic loci to total RAPD loci
　　in each population detected with 15 p rimers

种群 多态位点数 多态位点比率 位点 /引物

1 YSAP 94 0. 547 6. 3

2 YSAS 71 0. 413 4. 7

3 CSAS 90 0. 523 6. 0

4 CSAF 81 0. 471 5. 4

总计 113 0. 657 7. 5
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注 : M为 DNAλEcoRⅠ /H indⅢ分子量标记。

图 1　引物 S35对 35个短枝木麻黄种源扩增的 RAPD带型

Figure 1　RAPD amp lification p roducts generated from p rimer S35

21212　Shannon多样性指数与 Nei基因多样性指数 　Shannon多样性指数是生态学中用于度量物种多样

性的最常用方法 , Lewontin
[ 11 ]将其用于人类遗传多样性的研究 , Chalmer et al

[ 7 ]发展了这个方法 , 将其

用于 RAPD数据的统计分析。根据统计结果 (表 2) , 种群 YSAP的遗传多样性最高 ( 01314) , 其次为

CSAS(01274)、CSAF (01251) , 最低为 YSAS(01232)。

由 Nei指数估算的 4个种群的基因多样性结果列于表 2。由该指数估算的基因多样性较 Shannon指

数力低 , 但大小排序与 Shannon多样性指数一致 : YSAP > CSAS > CSAF > YSAS, 这也说明了次生种群

经过长期的引种驯化和人工选择 , 已经适应引种地的气候条件 , 从而具有较高的遗传多样性。

表 2　由 Shannon与 Ne i指数估算的种群遗传多样性

Table 2　Genetic diversity for 4 populations estimated by Shannon′s diversity index and Nei′s index

引物
Shannon多样性指数

YSAP YSAS CSAS CSAF

Nei指数

YSAP YSAS CSAS CSAF

S22 0. 095 0. 069 0. 074 0. 080 0. 068 0. 046 0. 049 0. 054

S23 0. 248 0. 351 0. 164 0. 301 0. 165 0. 247 0. 095 0. 201

S25 0. 239 0. 220 0. 275 0. 321 0. 156 0. 156 0. 195 0. 225

S26 0. 331 0. 123 0. 290 0. 102 0. 223 0. 080 0. 194 0. 070

S28 0. 404 0. 497 0. 442 0. 299 0. 277 0. 348 0. 300 0. 189

S29 0. 200 0. 125 0. 288 0. 295 0. 128 0. 079 0. 192 0. 203

S30 0. 297 0. 267 0. 273 0. 349 0. 211 0. 186 0. 188 0. 243

S31 0. 583 0. 407 0. 399 0. 349 0. 409 0. 268 0. 278 0. 246

S32 0. 379 0. 239 0. 270 0. 247 0. 263 0. 166 0. 178 0. 165

S34 0. 251 0. 153 0. 302 0. 239 0. 165 0. 106 0. 202 0. 156

S35 0. 392 0. 275 0. 284 0. 329 0. 264 0. 185 0. 186 0. 215

S36 0. 407 0. 129 0. 246 0. 348 0. 275 0. 082 0. 168 0. 240

S37 0. 371 0. 307 0. 305 0. 170 0. 258 0. 208 0. 207 0. 100

S38 0. 334 0. 168 0. 257 0. 203 0. 230 0. 109 0. 169 0. 132

S39 0. 300 0. 237 0. 290 0. 281 0. 208 0. 164 0. 190 0. 191

平均 0. 314 0. 232 0. 274 0. 251 0. 214 0. 158 0. 184 0. 169

　　不同引物检测到的种群内遗传多样性有较大差异 (表 3 - 4) , 例如用引物 S22探测种群内 Shannon

指数和 Nei指数最低分别为 01080、01054, 而引物 S31则最高 , 分别为 01435、01300。

213　种群间的遗传分化

利用 Shannon多样性指数分析变异在种群内和群体间的分布情况见表 3。由表 3可知 , 种群内遗传
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多样性为 01268, 种水平的遗传多样性为

01355, 种群间遗传多样性比例平均值为

01246, 种群间的变异量占总变异量的

2416% , 而大多数的变异 ( 7514% )存在于

种群内。此外 , Shannon指数还表明不同

引物在种群内的变异能力有较大差异 , 例

如 S22、S23检测种群内变异的能力较强 ,

而 S39、S26检测种群间变异的能力较强。

　　根据 Nei指数计算的种群间的遗传分

化系数 GST为 01263 (表 4) , 略高于 (Hsp -

Hpop ) /Hsp值 , 反映的结果基本一致 , 即木

麻黄种源有 2613%的遗传变异存在于种群

之间 , 7317%的变异存在于种群内。种群

每代迁移数 Nm 是测定基因流的一种方法 ,

根据 GST计算不同引物检测到的 Nm (表 4) ,

可见 , 其 最 大 值 为 31632, 最 小 值 为

01585, 平均为 11401, 表明木麻黄种源种

群之间基因流动较大 , 这与 Shannon 指数

和 Nei指数得到的大部分遗传变异存在于

种群内的结论相一致。

　　AMOVA分析 (表 5)种群间变异比率

φST = 01278 9, 表明 27189%的变异存在于

种群间 , 72111%的变异存在于种群内 , 进

一步验证了以上结论。显著性检验也表明 ,

群体间和群体内均呈现出显著分化 ( P <

01001)。

214　遗传距离与遗传一致度

遗传一致度和遗传距离是衡量植物变

异水平的重要指标。4个种群间的遗度一

致度在 0189以上 (表 6) , 也表明种群间分

化程度不高。遗传距离最高值为 01108 2,

最低值为 01047 0, 平均距离为 01073 6,

根据种群间的遗传距离 , 通过 UPGMA 聚

类分析得到种源间的树状图 (图 2) , 进一

步揭示了短枝木麻黄种源各种群间的亲缘

表 3　由 Shannon信息指数估算的种群间的遗传分化

Table 3　Genetic differentiations among 4 populations

　　estimated by Shannon′s diversity index

引物 Hpop Hsp Hpop /Hsp (Hsp - Hpop ) /Hsp

S22 0. 080 0. 087 0. 918 0. 082

S23 0. 266 0. 292 0. 909 0. 091

S25 0. 264 0. 376 0. 701 0. 299

S26 0. 212 0. 336 0. 630 0. 370

S28 0. 410 0. 464 0. 885 0. 115

S29 0. 227 0. 314 0. 723 0. 277

S30 0. 296 0. 411 0. 721 0. 279

S31 0. 435 0. 534 0. 814 0. 186

S32 0. 284 0. 343 0. 827 0. 173

S34 0. 236 0. 346 0. 684 0. 316

S35 0. 320 0. 443 0. 722 0. 278

S36 0. 282 0. 368 0. 767 0. 233

S37 0. 288 0. 363 0. 793 0. 207

S38 0. 241 0. 307 0. 783 0. 217

S39 0. 277 0. 489 0. 566 0. 434

平均 0. 268 0. 355 0. 754 0. 246

表 4　由 Ne i指数估算的 4个种群间的遗传分化

Table 4　Genetic differentiations among 4 populations estimated by Nei′s index

引物 HT HS GST Nm

S22 0. 062 0. 054 0. 121 3. 632

S23 0. 216 0. 177 0. 181 2. 262

S25 0. 265 0. 183 0. 310 1. 113

S26 0. 219 0. 142 0. 351 0. 925

S28 0. 322 0. 278 0. 136 3. 176

S29 0. 203 0. 150 0. 261 1. 416

S30 0. 301 0. 207 0. 311 1. 108

S31 0. 382 0. 300 0. 214 1. 836

S32 0. 238 0. 193 0. 187 2. 174

S34 0. 232 0. 157 0. 323 1. 048

S35 0. 302 0. 212 0. 298 1. 178

S36 0. 261 0. 191 0. 268 1. 366

S37 0. 249 0. 193 0. 224 1. 732

S38 0. 199 0. 160 0. 198 2. 025

S39 0. 349 0. 188 0. 461 0. 585

平均 0. 246 0. 181 0. 263 1. 401

关系。从图中可以看出 , 4个种群可分为 2大类 : 第一类为 YSAS与 CSAS; 第二类为 YSAP与 CSAF。

表 5　种群分子数据方差分析
Table 5　Variance analysis of molecular data of populations

变异来源 自由度 方差 均方 变异成分 变异比率 P值

种群间 3 169. 038 56. 346 6. 03 27. 89% < 0. 001

种群内 31 530. 619 17. 117 15. 59 71. 11% < 0. 001
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表 6　种群的遗传距离与遗传一致度
Table 6　Genetic distance and genetic identity of populations

种群 YSAP (1) YSAS(2) CSAS(3) CSAF (4)

YSAP - 0. 901 4 0. 936 2 0. 937 4

YSAS 0. 098 6 - 0. 953 0 0. 891 8

CSAS 0. 063 8 0. 047 0 - 0. 938 2

CSAF 0. 062 6 0. 108 2 0. 061 8 -

图 2　短枝木麻黄种群的 UPGM A聚类图

Figure 2　UPGMA dendrogram for 4 populations of C1 equisefifolia

　　注 : 上三角为遗传一致度 , 下三角为遗传距离。

3　讨论

RAPD 标记因比其它 DNA 标记 (如

RFLP)简单、利于进行大量位点的分析 , 被

认为比等位基因能够提供更多的基因组随机

样本等 , 广泛应用于分子生态学研究领域。

在评价种群内遗传多样性的参数中 , 多

态位点比率、Shannon多样性指数和 Nei基因

多样性指数是衡量种群遗传变异的主要指标。

本研究利用 15个随机引物共扩增出 172条重

复性好、清晰的位点 , 其中多态位点共计 113

个 , 占 6517% , 平均每个引物可获得 715个

位点 , 且得出各种群遗传变异由高到低的排序。在对短枝木麻黄群体遗传多样性进行评价时 , Shannon

多样性指数、Nei基因多样性指数以及多态位点比率 ( P)虽然揭示的多样性绝对值有所不同 , 但反映出

了完全一致的趋势 , 即各种群遗传变异由高到低的排序为 YSAP > CSAS > CSAF > YSAS。从上述 3个

指标来看 , 短枝木麻黄群体具有丰富的遗传多样性。分析其原因主要是由于短枝木麻黄分布范围广 , 区

内气候、土壤等条件存在巨大差异 , 在长期自然选择的作用下产生了广泛的遗传变异 , 形成表型不一 ,

对环境条件要求各异的地理种群 , 因此 , 种内具有丰富的遗传多样性。Ham rick[ 12 ]曾指出 , 具有高水平

遗传变异的植物多为寿命长、地理分布广、风媒授粉、杂交种、结实性高的物种 , 而短枝木麻黄具备了

全部这些特征 , 这与前人运用形态、生长、等位酶技术研究木麻黄的遗传变异所得规律基本一致 [ 13 - 15 ] ,

较高水平的遗传多样性为其遗传选择和改良奠定了基础。

4个短枝木麻黄种群的基因分化系数 ( GST )和种群间的遗传多样性比例分别为 ( Hsp - Hpop ) /Hsp为

01263和 01246, 均表明木麻黄种群间的遗传多样性不高。不同植物 , 其种群变异的分布格局不同 , 有

些植物的遗传变异主要存在于群体之内 , 如栲树 [ 16 ]、马尾松 [ 17 ]
, 而有些植物 (如大青杨 )的遗传变异主

要存在于群体间 [ 18 ]。种群内较高的遗传多样性有助于育种策略的制定 , 主要变异存在于种群内 , 说明

可以对种源和单株进行进一步选择 , 以提高遗传增益。根据 AMOVA分析 , φST = 01279, 表明 27189%

的变异存在于种群间 , 72111%的变异存在于种群内 , 进一步验证了以上结论。显著性检验也表明 , 群

体间和群体内均呈现出显著分化 ( P < 01001)。短枝木麻黄种群间的遗传分化程度不高的原因可能是 :

热带亚热带地区广泛引种木麻黄 , 人工栽培扩大了木麻黄种质资源 , 虽然引种地形成了次生种源 , 但木

麻黄基因流动频繁 , 减小了种群间的差异。本研究估算的基因流 Nm (每代迁移数 )为 11401, 根据

W right
[ 19 ]认为如果种群间的基因流指数 Nm > 1, 则易使遗传结构均值化 , 遗传分化程度低 ; 如果 Nm < 1,

则表示基因流受到部分地理阻隔。因此 , 短枝木麻黄种群间的基因流强度较大 , 可防止由遗传漂变引起

的种群间的遗传分化 , 致使其遗传变异大部分存在于种群内。

根据 UPGMA聚类分析 , 4个种群可分为 2大类 : 第一类为 YSAS与 CSAS; 第二类为 YSAP与

CSAF。由此可见 , 天然分布于东南亚的原生种群 ( YSAP)与引种于亚洲的次生种群 (CSAS)有着更亲密

的亲缘关系 , 而天然分布于澳大利亚和太平洋地区的原生种群 ( YSAP)与引种于非洲的次生种群 (CSAF)

的亲缘关系更近 , 这在一定程度反映了次生种源的引种来源。Pinyopusarerk et al
[ 1 ]根据木麻黄形态特征
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差异 , 利用主成分分析法 , 指出 YSAP与 YSAS 2个种群间存在隔离群 , 这也从另一方面验证了 4个种

群亲缘关系的远近。笔者还从另一角度探讨种源的亲缘关系 , 对 35个种源的亲缘关系进行聚类分析 [ 6 ]
,

将 35个种源划分为 6个类群 ,与本文的 4个种群的划分不大一致 ,这可能是由于经过 10多年的引种驯

化 ,基因型与引种地的气候环境条件发生互作效应 ,发生了不同程度变异的结果。另一方面 ,如前文所述 ,

木麻黄种群间遗传分化程度不高 ,种群内的种源间变异较大 ,导致种源的亲缘关系发生部分交叉 ,其变异

机理有待进一步研究。
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