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红树植物白骨壤 ( Av icenn ia m ar ina )

遗传分化的 RA PD分析
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摘要: 　采用随机扩增多态 DNA (RA PD )分析了分布于广西北海海岸的 3个自然分布居群的白骨壤群落, 用 15

个随机引物进行 PCR扩增, 3个居群的 RAPD多态位点的百分率分别为英罗湾 38. 35% , 大冠沙 35. 21%钦州湾

29. 41%。 3个居群内的平均遗传距离分别为 0. 108、 0. 147和 0. 165; 3个居群两两之间的平均遗传距离分别为大冠

沙 -英罗湾 0. 135、大冠沙 -钦州湾 0. 163和英罗湾 -钦州湾 0. 179。结果表明, 白骨壤居群内和居群间的遗传变异

较低。
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Abstract: 　 R andom am plif ied po lym o rph ic DNA ( RAPD ) techn ique w as app lied to ana ly zing popu la t ion

gene tics o f nat iveAv icennia m ar ina , an w ide spread species, w ho se na tured popu lat ion today is destroyed

by m ank ind a long Ba iha i, G uangx i coast. Leaf sam ple s w ere co llected fo rm 30 na tu ral trees in the na t ive

popu lat ion and 15 a rb it rary prim ers w ere used to amp lify 73, 71 and 68 bands th at conta in 28, 25 and 20

po lym o rph ic RA PD loci in three popu lat ions respect iv ely. T he m ean gene tic d istan ce in t ra- popu la tion s

w e re 0. 165、 0. 147 and 0. 108; w h ile in te r- popu la t ion w e re 0. 135、 0. 163 and 0. 179. T he re su lts show ing

tha t e ither the int ra- o r in ter- popu la t ion genet ic va rie ty w e re low.
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白骨壤 ( Av icenniam arina )是先锋红树植物, 它耐贫瘠抗风浪, 可生长于淤泥滩、沙泥滩和沙质石砾海
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滩上,既可成纯林也可与其他红树植物混生和伴生。广西多开阔性海岸, 滩涂的土壤类型多样,再加上长期以

来的人为干扰, 使白骨壤成为广西海岸分布最广, 占据面积最大的红树植物类群, 连片面积可达 50hm
2～

60hm 2。本文应用 RA PD标记技术初步研究了广西北海海岸红树植物白骨壤 ( Av icenn iam arina )的遗传分

化。

1　材料与方法
1. 1　野外采样

取样在广西北海海岸进行。 分别在大冠沙、钦州湾和英罗湾 3个点,对不同生境的白骨壤进行采样。 随

机取样,选择胸径 4cm的植株, 每隔 10m 取 1个样本,每个群体 10株, 采集幼叶, - 20℃贮存备用。

1. 2　基因组 DNA的提取

基因组 DNA的提取,采样 CTAB法 (S agha i- M aro ff等, 1984)略加改进。称取 0. 5g叶片,加液氮研磨

成粉末,加入预热至 65℃的 CTA B抽提缓冲液 ( 2% CTA B, 100mM T ris- HC l( pH 8. 0), 20mM EDTA及 1%

β -巯基乙醇 ), 混匀, 65℃水浴加热 90m in, 500r /m in离心 5m in, 取上清加入等体积的氯仿: 异戊醇抽提,

5 000r /m in,离心 10m in,取上清加入 2 /3体积的异丙醇, - 20℃冰浴 30m in, 10 000r /m in离心 10m in, 弃上

清。沉淀溶于适当 TE ( 10mM T ris- HC l, 1mM EDTA, pH 8. 0),加入 RNA ase37℃浴育 1h,酚: 氯仿 ( 1: 1, V /

V )抽提后,加入 1 /10体积的醋酸钠 (pH 5. 2)及 2倍体积的无水乙醇沉淀,离心弃上清, 沉淀溶于适当 T E溶

液中, 0. 8%琼脂糖凝胶检测所提 DNA,紫外分光光度计上,波长 260和 280处分别测定吸光度值 (A ),根据

A 260 /A 280比值判断 DNA样品的纯度, 由 A 260值估算 DNA浓度。

1. 3　扩增引物

购自 S angon公司,选择能获得较好扩增产物的引物对各群体进行扩增。所用引物见表 1。
表 1　扩增所用引物及序列

引　物 序　列 引物 序　列

S1 GTT TCGCTCC S9 TGGGGGACTC

S2 TGAT CCCTGG S10 CTGCTGGGAC

S3 CA TCCCCAGT S110 CCTACG TCAG

S4 GGACTGGAGT S112 A CGCGCATGT

S5 TGCGCCCT TC S117 CA CTCTCCTC

S6 TGCT CTGCCC S119 CTGACCAGCC

S7 GGTGA CGCAG S121 A CGGAT CCTG

S8 GT CCACA CGG

1. 4　PCR反应

参考W illam s等 ( 1990)的方法, 略加改进。扩增反应总体积 25μl, 其中含 100mM T r is- HC l( pH 8. 3),

50mM KC l, 1. 5mMM gC l2, 0. 001% (w /v )明胶, 100μM dA TP, dCT P, dGT P, dT TP, 0. 2μM 的随机引物。

80ng左右的基因组 DNA, 0. 5个单位的 T aq酶 (购自华粤公司 ), 混合后加入 1滴石蜡油。在 PE480PCR仪

上进行扩增, 反应程序为 94℃ 1m in, 36℃ 1m in, 72℃ 2m in, 40个循环, 72℃延伸 7m in。

1. 5　扩增产物的分离与鉴定

扩增产物用 1. 5%琼脂糖凝胶电泳分离, EB染色,以λDNA /E coR I+ H indⅢ (M B I公司 )为相对分子质

量标准,紫外观察并照相。

1. 6　数据的统计处理

任意 2个样本间的遗传差异用遗传相似度 S来衡量,

　　S= 2N xy /(N x+ N y )

其中 N xy是 x、 y两个个体共享的 RA PD标记数,
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　　　　N x、N y分别为 x、 y个体拥有的 RA PD标记数。

任意 2个样本间的遗传距离 (D )

　　D= 1- S

2　结果与分析
2. 1　扩增条带分析

通过对 20个引物进行筛选,其中 15个引物 (表

1)的扩增产物经琼脂糖凝胶电泳能得到分离良好并

呈多态性的带型 (附图 )。 在实验中出现的条带记为

“ 1”, 没有或过弱的条带记为“ 0”, 分别得到 3个种群

的 RA PD扩增数据。 统计结果见表 2。
附图　S 103对大冠沙种群的扩增

　　 3个居群分别扩增出 73、 71、和 68条带,其

中多态性条带分别为 28、 25、和 2条,多态位点

百分数分别是英罗湾 38. 35%, 大冠沙 35.

21%,钦州湾 29. 41%。

2. 2　白骨壤天然居群的遗传变异分析

表 2　白骨壤三个自然居群中检测到的多态位点数及百分率

居群名称 RAPD位点总数 多态位点数 多态位点百分率 (% )

大冠沙 73 28 38. 35

英罗湾 71 25 35. 21

钦州湾 68 20 29. 41

2. 2. 1　居群内的遗传变异　遗传相似度 ( genet ic sim i larity, S )及遗传距离 ( g ene tic d istance, D )是评估群体

RA PD变异水平的重要指标。 我们用这两个指标,根据白骨壤居群内变体个体两两之间的共有的 RA PD标

记数,计算出各居群的遗传相似度 (S ) (表 3)。 由表 3可以看出, 不同居群遗传相似度不同,其中英罗湾居群

遗传相似度值最小,为 0. 835,即个体的遗传距离最大, 说为 0. 165,说明其遗传多样性最为丰富;而钦州湾居

群 S平均值最大,为 0. 892即遗传距离值最小, 为 0. 108, 其遗传多样性相对最低; 而大冠沙居中,其遗传相似

度为 0. 853,遗传距离为 0. 147。
表 3　各居群内遗传一致度及遗传距离

居群名称 大冠沙 钦州湾 英罗湾

S 0. 853 0. 892 0. 835

Sm ax 1 1 1

Sm in 0. 657 0. 648 0. 657

D 0. 147 0. 108 0. 165

　　 S: 为平均遗传相似度, Sm ax为最大遗传相似度 , Sm in为最小遗传相似度 , D为遗传距离

2. 2. 2　居群间的遗传距离　利用 3个居群样本在相同引物条件下扩增结果进行数据统计及分析,计算出各

居群间的遗传相似度和遗传距离,见表 4:

表 4　各居群间的遗传相似度和遗传距离

居群 大冠沙 -英罗湾 大冠沙- 钦州湾 英罗湾 -钦州湾

S 0. 865 0. 837 0. 821

Sm ax 1 1 1

Sm in 0. 767 0. 817 0. 782

D 0. 135 0. 165 0. 179

由表可见, 3个居群两两间的遗传相似度大冠沙与英罗湾最大,为 0. 865,其次为大冠沙与钦州湾, 为

0. 163, 英罗湾与钦州湾之间的相似度最小,为 0. 821。而遗传距离则为大冠沙与英罗湾< 大冠沙与钦州湾<

英罗湾与钦州湾, 总的来看,白骨壤居群间遗传变异水平相对较低。
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3　讨论与结论
红树林是生长在热带亚热带海岸潮间带的 1种木本植物,它是海岸河口生态系统的主要生产者, 向近海

提供大量的有机碎屑, 对沿海渔业有重大影响。长期以来,广西沿海群众砍伐白骨壤果实食用,在其林下挖取

“星囊虫”等海产品, 特别是近年来,随着沿海经济的发展, 沿海围垦等日益严重, 造成了其分布面积日趋减

少,目前,广西海岸的白骨壤多为次生林。

由我们的 RA PD分析结果表明, 就广西海岸 3个分布点的白骨壤居群而言,虽然 3个采样点间生境条

件差异较大,但其居群内和居群间的遗传变异水平较低,这与等位酶对其它红树植物的分析结果一致,是由

于红树植物分布的相对均质性和胚轴的漂浮流动性造成的,但广西海岸白骨壤遗传变异水平较低,与人为破

坏有密切的关系。

从进化生物学的角度看,遗传多样性的物种进化状态的标志。 对广西海岸 3个居群白骨壤的 RA PD分

析,表明英罗湾居群内的变异水平最高, 虽然英罗湾白骨壤不是建群种, 但生境变化较大,从生长状况看, 在

中内滩的淤泥生境中,生长较好,高度达 2. 5m, 有明显的主干,而在其它生境中,生长较差, 呈灌丛状。大冠沙

样地的生境单一, 土壤为砾质粉壤土,或多砾质细沙土,中滩和外滩为砾质粗沙土,其生长状况为从内滩到外

滩逐渐变差,多为灌木状,树高 1. 4m 左右。而钦州湾因围海养殖,红树林严重退化,树高 1m 以下。可见, 在

广西海岸,人为干扰是导致红树林衰退的 1个重要因素。 如果给予适当的保护及采取有效的抚育措施,迅速

增加居群数量,恢复其生机勃勃的自然状态是完全可能的。
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