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摘要: 利用 RAPD分子标记对 35 个短枝木麻黄(Casuar ina equisef if olia )种源的遗传多样性和亲缘关系进行了分析. 15

个随机引物共扩增了出 201 条 DNA 带,其中 148 条为多态性带, 占 73. 63% , 平均每个引物扩增出 9. 9 条多态性带.种源

的 Shannon� s 多样性指数为 0. 435 4, Nei� s 基因多样度为 0. 288 4, 表明短枝木麻黄种源的遗传多样性水平较高. 35 个种

源彼此的遗传距离在 0. 088 4~ 0. 753 9 之间,平均 0. 404 5, 经过 UPGMA 聚类分析将 35 个种源划分为 A、B、C、D、E、F 6

个类群,其中 A群 5个种源 , B 群 17 个种源, C 群 4个种源, D群 2个种源, E 群 1 个种源, F 群 6 个种源.
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� � 短枝木麻黄( Casuarina equiseti f ol ia )是我国东

南沿海防护林的主要造林树种之一,原产于澳大利亚、

东南亚和太平洋地区, 现已广泛引种于热带及亚热带

地区
[ 1]
.短枝木麻黄分布范围广, 生态环境复杂多变,

由于地理、生殖隔离,长期自然和人工选择的结果, 使

木麻黄群体间存在明显的遗传分化. 如何利用木麻黄

种源间遗传性状的变异特性, 从中选择出速生、抗逆性

强的木麻黄优良种源, 是华南地区海岸林经营中的重

要任务.国内外学者在木麻黄种源数量性状与适应性

的差异都做了许多工作, 证实了木麻黄地理种源在形

态、生长量、抗性上表现出显著差异
[ 2~ 5]

, 但从分子水

平进行木麻黄种源遗传多样性的研究还少见报道 [ 6] .

1990年建立 RAPD 分子标记技术, 是以基因组

DNA 为模板, 利用 10 核苷酸随机引物进行 PCR 扩

增,从而在 DNA 水平上进行遗传多样性检测, 因而

RAPD方法具有简便、快速、易行等优点, 近年来广泛

应用于植物连锁图谱的构建、基因标记和定位、种质鉴

定及分子标记辅助育种, 也用于植物遗传多样性、群体

遗传结构和遗传资源管理等方面的研究[ 7~ 1 3] ,具有较

高的遗传稳定性和代表性. 本实验应用 RAPD 技术,

对 35个短枝木麻黄地理种源的遗传多样性和亲缘关

系进行研究,旨在为木麻黄遗传资源的合理利用、保存

及遗传改良提供科学依据.

1 � 材料与方法

1. 1 � 材料来源
实验材料采自福建东山赤山防护林场 11年生短

枝木麻黄种源试验林, 35个种源种子来自于澳大利亚

林木种子中心( SIC) (表 1) .

1. 2 � 研究方法
1) 短枝木麻黄总 DNA 的提取

参照周涵韬等
[ 14]
的 CTAB提取方法,并根据短枝

木麻黄的特点, 在 CT AB提取液中加入 1%��巯基乙
醇及 10% PVP. 用于正式实验的样品总 DNA 均用

RNA 酶 A进行纯化. 实验所用药品均购自上海生工.

2) PCR扩增及产物的检测

参照Williams的方法 [ 15] ,将条件优化后确定的反

应体系如下:总体积为 25 �L, 其中 T aq DNA 聚合酶

1 U ,随机引物 0. 4 �mo l/ L , dNT P100 �mol/ L , 10 �
buf fer100 �mo l/ L , M gCl2 2. 5 mmol/ L ,模板 DNA0. 2

�mol/ L,反应在 PE4800型 PCR仪上进行.

反应程序如下: 94 � 变性 1 min, 37 � 退火 1 min,

72 � 延伸 2 min,共 40 个循环,然后 72 � 延伸 7 min,

最后在 4 � 保存.

PCR扩增反应结束后, 将扩增产物在 1. 5%的琼

脂糖凝胶中电泳分离,以 1 � TBE 为缓冲液, 3~ 4 V/

cm 电泳 2 h,经 EB( 0. 5 ng/ mL)染色,并在凝胶成像

仪下观察并保存图像.

3) 数据统计与分析

电泳图谱中的每一条带代表了引物与模板 DNA

互补的一对结合位点,可记为一个分子标记, 根据分子



表 1� 材料来源

Tab. 1 � The or ig ins o f the mater ials

编号 种源号 来源地 � � 编号 种源号 来源地 � � 编号 种源号 来源地 � �

1 18008* 澳大利亚 13 18152 越南 25 18296* 泰国

2 15958* 澳大利亚 14 18122 埃及 26 18297* 泰国

3 18013 印度 15 18125 埃及 27 18298* 泰国

4 18014 印度 16 18134 肯尼亚 28 18299* 泰国

5 18015 印度 17 18137 肯尼亚 29 18348* 马来西亚

6 18118 印度 18 18142 肯尼亚 30 18121* 关岛

7 18119 印度 19 18143 肯尼亚 31 18355 贝宁

8 18120 印度 20 18153* 巴布亚新几内亚 32 18040* 汤加

9 18085 越南 21 18270* 斐济 33 18312* 瓦努阿图

10 18086 越南 22 18271* 斐济 34 18267 中国广东

11 18127 越南 23 18287 斯里兰卡 35 18268 中国海南

12 18128 越南 24 18288 斯里兰卡

� � � � 注: * 为原生种源( nat ive pro venance) , 其余为次生种源( int roduced provenance) .

表 2 � 15 个有效引物在 35 个木麻黄地理种源中的扩增

Tab. 2 � Amplificat ion of 15 effective pr imers on 35 provenances o f Casuar ina equisef if olia

引物 序列 多态性带数 扩增带数 多态性比率

/ %

Shannon� s

多样性指数

Nei� s 基因多样度

S22 TGCCGAGCTG 14 19 73. 7 0. 199 4 0. 130 8

S23 AGTCAGCCAC 5 11 45. 5 0. 367 5 0. 248 4

S25 AGGGGTCTTG 13 18 72. 2 0. 489 8 0. 322 8

S26 GGTCCCTGAC 8 12 66. 7 0. 357 6 0. 225 6

S28 GTGACGT AGG 11 13 84. 6 0. 560 3 0. 381 3

S29 GGGTAACGCC 12 17 70. 6 0. 411 1 0. 269 9

S30 GTGAT CGCAG 8 11 72. 7 0. 407 9 0. 274 2

S31 CAAT CGCCGT 10 11 90. 9 0. 463 7 0. 305 4

S32 T CGGCGAT AG 10 16 62. 5 0. 439 9 0. 289 8

S34 TCTGTGCTGG 8 12 66. 7 0. 504 3 0. 331 4

S35 TTCCGAACCC 12 13 92. 3 0. 574 4 0. 390 6

S36 AGCCAGCGAA 5 7 71. 4 0. 365 5 0. 229 4

S37 GACCGCTTGT 9 13 69. 2 0. 470 9 0. 315 7

S38 AGGTGACCGT 10 13 76. 9 0. 437 0 0. 285 1

S39 CAAACGTCGG 13 15 86. 7 0. 520 3 0. 347 0

总计 148 201

平均 9. 87 13. 4 73. 63 0. 435 4 0. 288 4

量标准对照反应产物在胶上的对应位置, 有带的记为

1,无带的记为 0, 形成 RAPD表型数据矩阵.

应用 POPGENE 软件
[ 16]

, 计算多态条带比率、

Shannon� s多样性指数、Nei� s 基因多样度、Nei� s 无

偏差遗传一致度( g enet ic ident ity )与遗传距离( g enet�
ic distance) , 根据 Nei� s 遗传距离进行 U PGMA 聚类

分析.

2 � 结果与分析

2. 1 � 种源遗传多样性分析
1) 多态条带比率

从 50 个随机引物中筛选出 15 个有效引物(表

2) ,在 35个短枝木麻黄种源中共扩增出 201条重复性

好、清晰的条带, DN A 片段大小在 200~ 5 000 bp之
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� 图 1 � 引物 S29 对 35 个短枝木麻黄种源扩增的 RAPD带型

M 为 DNA �EcoRⅠ/ H indⅢ分子量标记

� F ig . 1� RAPD amplification products generated from pr imer S29

� 品种编号

� 图 2 � 短枝木麻黄种源 Nei� s 遗传距离的 UPGMA 聚类图

� F ig . 2� UPGM A dendrog ram for 35 provenances o f Casuar ina equisef if olia based on Nei� s g enetic distance

间,其中多态性条带 148条, 占 73. 63%, 平均每个引

物可获得 9. 9条带. 表明短枝木麻黄种源具有丰富的

DNA 序列多态性.引物 S29对短枝木麻黄 35个种源

的扩增的带型见图 1.

2) Shannon� s多样性指数和 Nei� s基因多样度

Shannon� s多样性指数和 Nei� s 基因多样度统计

结果见表 2.由表2可知,短枝木麻黄种源的 Shannon�

s多样性指数平均为 0. 435 4, Nei� s 基因多样度平均

为0. 288 4.不同引物检测到的种源遗传多样性有较大

差异,例如引物 S22探测到 Shannon� s 多样性指数和

Nei� s基因多样度分别是 0. 199 4、0. 130 8,而 S35分

别为 0. 574 4、0. 390 6. 种源根据郭启荣测定,短枝木

麻黄正常种群与衰退种群的 Shannon� s 多样性指数

分别为 0. 596 和 0. 315, 本试验所测得的值介于二者

之间.与其他植物相比, 巨桉种源 Shannon� s 多样性

指数平均为 0. 237 3[ 10] ,大青杨群体的 Shannon� s多

样性指数平均为 0. 310
[ 8]
.显然, 短枝木麻黄具有相当

丰富的遗传多样性, 这有助于育种策略的制定,也说明

可以对种源和单株进行进一步选择,以提高遗传增益.

2. 2 � 聚类分析
遗传一致度和遗传距离是衡量林木种源变异水平

的重要指标. 35 个种源间的遗传距离最高值为

0. 915 4,最低值为 0. 470 6,平均距离为 0. 404 5, 变幅

在0. 088 4~ 0. 753 8之间.根据种源间的遗传距离,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各种源间的亲缘关系. 从图 2

可以看出,在 0. 35处,将 35个种源划分为 A、B、C、D、

E、F6个类群, 其中 A 群 5个种源( 1、3、4、2、20) , B群

17个种源( 5、6、7、9、10、8、11、13、23、24、12、25、26、

27、28、14、15) , C 群 4 个种源( 16、18、17、19) , D 群 2

个种源( 21、22) , E 群 1 个种源 ( 29) , F 群 6 个种源

( 30、33、32、31、34、35) .

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
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点比率( P )、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几个主要指标. 虽然多态

位点比率( P )计算简单直观,但能够反映一定的遗传

多样性程度,在研究中得到了广泛的应用.本研究利用

15个随机引物共扩增出 201 条重复性好、清晰的

DNA 带,其中多态性条带占 73. 63% , 平均每个引物

可获得 9. 9个位点,种源的 Shannon� s 多样性指数平

均为 0. 435 4, Nei� s基因多样度平均为 0. 288 4.上述

3个指标显示, 短枝木麻黄种源具有丰富的遗传多样

性.分析其原因主要是由于木麻黄分布范围广,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 [ 17]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[ 2~ 4, 18, 19] .

� 图 3 � 短枝木麻黄的天然分布(虚线内) [ 1]

� Fig . 3 � Nat ur al distr ibut ion of Casuarina equis etif ol ia

subsp. Equeisetif olia( w ithin broken line)

如图 3所示,短枝木麻黄天然分布广,从马来西亚

到澳大利亚北部、美拉尼西亚( M elanesia)、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] . 作为多用途树种,印度、越南、中国、东西

非、加勒比海地区都有大面积引种栽培,引种历史可以

追溯到一百年前, 其中越南木麻黄栽培面积达 8. 0 �
109 hm2 [ 20] ,我国东南沿海地区为 3. 0 � 109 hm2 [ 21] .利

用 UPGMA 聚类分析得到的树状图体现了不同种源

间的亲缘关系. 根据各种源的来源地(表 1) , 来自印度

的次生种源 3、4与来自澳大利亚和巴布亚新几内亚的

原生种源 1、2、20的亲缘关系较近, 归为一类,说明次

生种源可能原引自澳大利亚和太平洋地区;来自印度、

越南、埃及、斯里兰卡的次生种源 5、6、7、9、10、8、11、

13、23、24、12、14、15与来自泰国的原生种源 25、26、

27、28归为一类, 说明这些次生种源可能引自泰国;来

自肯尼亚的 16、18、17、19种源归为一类, 来自斐济的

21、22种源归为一类,种源 30、33、32、31、34、35也表

现出较近的亲缘关系,这反映了来自贝宁、广东和海南

的次生种源可能引自关岛、汤加, 种源 29 来自马来西

亚单独归为一类.

利用 RAPD技术估测短枝木麻黄地理种源之间

的遗传变异及其多样性, 种源内较高水平的遗传多样

性为其遗传选择和改良奠定了基础.
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Analysis on Genetic Diversity of Casuarina

equiset if ol ia Provenances by RAPD

YE Gong�fu1, LUO Mei�juan1, L IN Yi�ming2, LU Chang�yi3

( 1. Fujian Academy o f Fo restr y, Fuzhou 350012, China;

2. School of L ife Sciences, X iamen Univ ersity , 3. Colleg e of Oceanog raphy

and Env ironmental Science, X iamen Univ ersity , X iamen 361005, China)

Abstract: Genetic div ersity and phylogenetic relationship o f 35 Casuarina equisetif olia provenances w ere studied by RAPD mark�

er . 201 bands w ere ident ified with 15 o ligonucleot ide primers, out o f which 145 bands w ere polymorphic and accounted for 73. 63% .

The average number of DNA bands amplified by each pr imer w as 9. 9. The average Shannon� s index of div ersity and Nei� s g ene di�

versity wer e 0. 435 4 and 0. 288 4 respectiv ely . The results show ed that there w as g reat g enetic diver sity w ithin C. equisetif olia prov�

enances, w hich prov ided base fo r genetic selection and breeding. The genet ic distance among 35 provenances ranged 0. 088 4 to 0. 753

9 and the aver age was 0. 404 5. Based on UPGMA cluster analy sis, 35 provenances w ere divided into 6 g roups: g roup A , B, C, D, E and

F. G roup A included 5 provenances, g roup B included 17 provenances, g roup C included 4 provenances, g roup D included 2 prove�

nances, gr oup E included 1 provenances and g roup F included 17 provenances. They showed close phy log enet ic r elationship w ithin

gr oups r espectively.

Key words: Casuar ina equisetif oli a; pro venance; g enet ic div ersit y; RAPD
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