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　　摘要 : 通过 PCR 扩增得到 10 个红锥品系的 rbcL 基因全序列 ,均为 1. 513 kb. 核苷酸序列比对结果表明 ,在

25621 455 bp 区间 10 个红锥品系共有 16 处碱基发生变异 ,变异率为 1 % ,其中在 306 bp 和 634 bp 处 10 个红锥品

系较同属对照 castanopsis l uci da 均发生相同的变异 ,可以看作属内进化信息碱基. 对表达的氨基酸序列进行比对

分析 ,发现 16 处碱基变异共引起 8 处氨基酸序列变异 .
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　　Abstract : The rbcL gene sequences of 10 assassin of Cast anopsis l uci d a were analyzed by PCR ,and

sixteen mutations in 25621 455 bp were found ,t he mutation ratio was 1 %. Compared to Cast anopsis l uci2

da ,between 306 bp and 634 bp ,they had two characteristic mutations of t heir own ,so it was different f rom

Cast anopsis l uci d a . Compared to Cast anopsis l uci da ,8 amino acid variations were found ,caused by 16 point

mutations.

　　Key words : Castanopsis hyst ri x ;genetic variability ; rbcL gene sequences

　　红锥 ( Cast anopsis hyst ri x A. DC. ) 别名红栲、

红柯 ,属壳斗科常绿乔木 ,分布于我国广东、广西、云

南以及贵州、湖南、江西、福建、海南等省 ,包括西藏

的墨脱县[1 ] ,中心分布区在广西南部. 红锥具有生长

快、材质优、适应广、效益高等优良特性 ,其主干通

直、材质坚硬、纹理细致、耐腐性强 ,被广泛应用于建
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筑、造船、高级家具、体育器材等行业 ;种子富含淀

粉 ,可作饲料、酿酒 ;种实、壳斗含单宁 ,可制取栲胶 ;

枝叶浓密 ,混生性能好 ,萌发力强 ,是与松、杉混交造

林的最佳伴生树种之一[2 ] .

　　叶绿体基因组中的 rbcL 基因序列 (长度 1. 4

kb)是分子系统学研究中最为广泛的分子指标之

一 ,具有以单拷贝形式存在 ,不发生基因转变 ,能提

供较多的分子性状等优点. rbcL 基因的保守性极

强 ,碱基的置换速度非常缓慢 ,每百万年只有 0. 5～

0. 6 个碱基发生突变[4 ] .

对红锥优良品系的遗传多样性进行准确的评

价 ,可以为其亲本选配、后代遗传变异及杂种优势水

平的预测提供预见性的指导 ,这是关系到育种目标
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能否成功实现的关键. 本试验通过 rbcL 序列的对比

分析 ,研究了 10 个优质红锥品系的遗传多样性 ,旨

在为红锥资源合理保护及开发利用 ,优质红锥的选

育以及解释其系统发育提供理论依据 ,也为红锥

DNA 指纹图谱的构建奠定基础.

1 　材料和方法

1 . 1 　材料

　　试验材料选用广西林科院试验基地的 10 个优

质红锥品系的新鲜叶片 ,采样后立即放入超低温冰

箱备用. 其原产地分别为广东高洲县 (1) 、广西蒲北

县 (2) 、广东信宜县 (3) 、广西苍梧县 (4) 、广西容县

(5) 、广西东兰县 (6) 、广西凭祥县 (7) 、广西博白县

(8) 、广东陆河县 (9) 、广西宁明县 (10) .

1 . 2 　rbcL 引物

　　根据栲属其他 2 种 ( Cast anopsis l uci da , Cas2

t anopsis i nermis) rbcL 序列对比结果 (相似 99 %) 设

计 1 对引物 ,序列如下 :

　　5′端引物 R1 : 5′A T GA GTCGTA GGGA GG2

GACT T 3′

　　3′端引物 R2 :5′T TA GTAAAA GA T T GGGC2

CGA G 3′

1. 3 　基因组 D NA的提取

　　每个红锥品系随机选取 15 个个体的混合叶片 ,

采用改进的 CTAB 法[ 5 ] 提取总 DNA ,用 1. 0 %琼

脂糖凝胶电泳检测 DNA 质量 ,DNA 的纯度和浓度

通过紫外吸收法测定.

1. 4 　PCR扩增

　　分别以 10 个红锥品系总 DNA 为模板 ,用引物

R1 和 R2 进行 PCR 扩增. PCR 扩增条件 :94 ℃预变

性 5 min ,94 ℃变性 30 s ,52 ℃复性 45 s ,72 ℃延伸

90 s ,30 个循环 ,72 ℃延伸 10 min.

1. 5 　D NA 连接反应

　　连接反应体系为 :p MD218 T 载体片段 0. 5μL ,

T4 DNA 连接酶 1μL ,10 ×T4 DNA 连接酶缓冲液

1μL ,PCR 纯化产物 7. 5μL ,充分混合后 16 ℃连接

过夜.

1 . 6 　阳性克隆的筛选

　　在培养液中挑取白色单克隆菌落 ,接种于 5 mL

LB 培养液中过夜 ,吸取少量菌液保种 ,然后用 PCR

或碱裂解法少量提取质粒 DNA 进行 B am H Ⅰ/

H i nd Ⅲ双酶切鉴定. 阳性克隆命名为 pMD2R1R2.

1. 7 　PCR产物测序及基因序列分析

　　阳性单克隆菌液 ,40 %甘油保种后 ,10 个样品

各取 3 个不同的阳性单克隆寄往上海博亚公司测

序. 运用 DNAMAN 软件对核苷酸序列进行对比

分析.

2 　结果与分析

2 . 1 　rbcL 基因 PCR扩增结果及阳性重组子酶切

鉴定

　　PCR 扩增获得的目的片段约 1 500 bp ,测序结

果与红锥同属的 Castanopsis l uci da blast 相似度高

达 99 % ,表明扩增获得的目的片段为红锥的 rbcL

基因. B am H Ⅰ和 Hi n d Ⅲ双酶切结果表明目的片段

已经插入到克隆载体 pMD218 T 中 ,如图 1 所示.

注 :1. DNA 分子质量标准 ;2 ,3. 酶切产物 ;4 ,5. PCR 扩增产物.

图 1 　PCR扩增结果及酶切鉴定结果

Fig. 1 　Result s of PCR and identification of

recombination clone pMD218 T

2 . 2 　核苷酸序列

　　通过 PCR 扩增 ,10 个优质红锥品系均得到了

1. 531 kb 的完整片段 ,核苷酸序列比对结果表明

(表 1) ,从 25621 455 bp 区间共有 16 处碱基发生变

异 ,变异率为 1 % ,其中 306 bp 处和 634 bp 处 10 个

红锥品系较同属的 Cast anopsis l uci d a 均发生相同

的变异 ,可以看作属内进化信息碱基.

2 . 3 　氨基酸序列

　　对 10 个优质红锥品系得到的 1. 531 kb 片段进

行原核表达 ,对得到的氨基酸序列进行比对分析 ,发

现发生变异的 16 处碱基 ,共引起 8 处氨基酸序列变

异 ,结果见表 2.
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表 1 　rbcL 基因核苷酸序列对比结果

Tab. 1 　Alignment of nucleotide sequence of rbcL gene

碱基位置

/ bp

Castanopsis

l uci da

原产地

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

256 C C C C C t C C C C C

306 A g g g g g g g g g g

388 A A A A A A A g A A A

426 T T T T T a T a T T T

569 A A t A A A A A A A A

634 A c c c c c c c c c c

748 C C C C C C C t C C C

974 A A A A A A A g A A A

1 103 G G c G G G G G G G G

1 218 A A A g g A A A A A A

1 234 G a G G G G G G G G G

1 266 T T T T T a T T T T T

1 296 A A A A A A g A A A A

1 362 A T T T T T T c T T T

1 384 A A A A A A A c A A A

1 455 T T c T T T T T T T T

表 2 　氨基酸序列对比结果

Tab. 2 　The result of amino acid sequence alignment

碱基位置/ bp
Castanopsis

l uci da

原产地

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

306 N s s s s s s s s s s

388 N N N N N N N d N N N

569 K K m K K K K K K K K

634 I l l l l l l l l l l

748 E E E E E E E g E E E

1 103 G G a G G G G G G G G

1234 G r G G G G G G G G G

1 384 E E E E E g E E E E E

3 　讨论

　　1) 　rbcL 基因的保守性极强 ,碱基的置换速度

非常缓慢 ,每百万年只有 0. 5～0. 6 个碱基发生突

变. 本文对 10 个红锥品系的 rbcL 序列分析表明 ,从

25621 455 bp 之间 10 个红锥品系共有 16 处碱基发

生突变 ,突变率为 1 % ,说明 10 个红锥品系之间的

确形成了较大的遗传差异 ,并且与同属的 Cast an2

opsis l uci da 形成 2 个碱基差异.

　　2) 　影响林木群体遗传变异和分化的原因有很

多 ,不少学者就此问题已做过探讨. 葛颂[6 ] 指出 ,林

木所处的生境条件、群体的起源和家系结构以及林

木群体的交配系统均是影响林木群体遗传变异和分

化的因子. 王洪新等[7 ]则特别强调 ,影响自然群体遗

传结构唯一肯定起作用的因子是繁育系统. 在了解

群体遗传结构时还应特别注意物候变异 ,因为花期

变异在某种程度上与限制基因流动的地理隔离一样

有效[8 ] . 并不尽然 ,李力[9 ] 在研究青岛山茶时发现 ,

虽然居群小 ,但仍然保持了较高的遗传多样性水平

( He = 0. 320) . 林木丰富的变异主要起源于遗传上

的修饰 ,这种修饰与林木的生活史有关 ,过去的大陆

迁移、山脉形成及气候变化将群体隔离并且对现存

谱系也有重要影响[10 ] . 因此 ,要了解林木遗传多样

性 ,不能单纯着眼于某个因子 ,而是要对诸多因子进

行综合评价、全面分析 ,这样才不会导致太大的偏

差[11 ] .

　　3) 　基因型是遗传和生态 2 个因素长期复杂的

相互作用的产物 ,土壤和地理环境对种内变异起重
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要作用[12 ] . 广西壮族自治区地处 E 104°29′～

112°04′、N 20°54′～26°20′,地理差别极大 ,南濒北

部湾 ,北为南岭山地 ,西延云贵高原 ,全区的地形总

趋势是西北向东南倾斜 ,有台地、盆地、丘陵、溶岩

等 ,地形交错分布. 主要气候受太阳强烈辐射和冬夏

季风环流的影响. 广西在区域上属云贵高原向东南

沿海丘陵过渡地带 ,形成了复杂多样的地貌类型 ,气

候特点为广西北半部属中亚热带气候 ,南半部属南

亚热带气候 ,广西年降雨量差异显著 ,在 1 000～

2 800 mm 之间 , 太阳年总辐射量达 376 ～ 418

kJ / (cm2 ·a) . 广西特殊的地理形势下红锥形成了

其稳定的遗传多样性. 浦北地区位于广西东南 ,具有

亚热带向热带过渡的海洋季风气候特点 ,年平均降

雨量 1 649. 1～2 055. 7mm ,较其他地方有显著差

异 ,降雨量的差异可能影响其遗传性状. 浦北和博白

地理位置非常接近 ,可能导致二者的遗传距离也较

为接近. 容县和凭祥地理位置相差很远 ,但是两地区

的土质相似 , 气候相似 , 年均温度一致 , 同为

22. 1 ℃,可能造成二者的遗传距离极为接近. 关于

导致这 10 个优质红锥品系产生遗传多样性的其它

原因还需要进一步研究.
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