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摘要:将来自内蒙古不同地区及吉林盐碱地的羊草7EFGHIJKLMNFNJMJ9种子同时栽培于校园3以 $个样点7阿旗O定位站O
西乌旗O谢尔塔拉O吉林9的羊草幼叶为材料3选用 !"个随机短引物7>"PQ9进行了 R.%随机扩增3共计获得 >""个多态

性片段S所得 T%UR数据利用自编的计算机软件进行聚类分析O构建分子进化树3结果表明:定位站和西乌旗遗传距离

最近3应为同一生态型A而吉林和谢尔塔拉分属不同生态型A阿旗较特殊与其它 8个地理种群有很大区别3也应单独作为

一种生态型S此结果与对羊草的水分胁迫下游离脯氨酸含量变化的聚类图较相近3从而进一步证实水分是影响羊草种群

间遗传变异和生态型分化的一个最主要的因子S
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羊草7EFGHIJKLMNFNJMJ93一种多年生根茎禾草3为广幅旱生草原建群种和盐生草甸的优势种3广泛分
布于我国东北O内蒙古和新疆等地7东西横跨东经 =!J至 >#!J3南北跨于 #CJ至 C!J之间93在这样大的跨度
内3水分O温度及土壤等生态因子都有着明显的差别3从而为羊草形成不同生态型提供了极大的可能性S我
国的很多学者已从各个方面对它做过大量的研究K>D#L3并认为水因子是众多生态因子中影响羊草生长发
育的一个关键因子和限制因子S而近年来对不同地理种群羊草在个体O生理O细胞O分子等不同水平上的变
异和分化也作了大量研究3发现各种群的羊草在形态结构OU(+
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胁迫下电阻电导和游离脯氨酸含量的变
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化!同工酶变异等层次所得研究结果不尽相同"#$%&$表现在对其变异的选择不仅受到水分的影响$而且还受
到诸如温度!土壤等多因子的作用$是各因子综合作用的结果’从而也反映了羊草种群遗传分化的复杂性$
即在不同的层次上表现出了不同的适应性反应’()*+,(-./01-1234546/2037108294:+;)<是近年来兴
起的第二代分子标记技术$已广泛应用于系统学!品种资源鉴定等各方面的研究"=$>&’本文以不同地理种群
羊草为材料进行 ()*+研究$以期通过对基因组 +;)多态性分析$进一步探讨羊草种群的变异和分化与
各生态因子的关系$并确定影响其分化的主导因子$为羊草生态型的划分直接提供 +;)大分子水平的依
据’这对于今后进一步采用各种分子生物学技术探讨和解决一些经典的生态学问题如生物的适应机制!种
群的遗传分化等$推动分子生态学的发展$也是有益的尝试’
? 材料与方法

?@? 实验材料
羊草种子的采集参见文献 #和 %,种子按样点收集各约 AB株<’将收集到的羊草种子放在温室内 C%D

下进行萌发$然后将幼苗移栽到温室花盆里进行盆栽E同时将同一类型的羊草种子播洒在田间萌发!生长’
样点分别为F阿旗,阿巴嗄旗<!定位站,中国科学院草原定位点<!西乌旗,西乌珠穆沁旗<!谢尔塔拉,海拉
尔市谢尔塔拉风景区<和吉林,吉林省长岭县腰井子羊草草原自然保护区<’,以下均用简称<这 %个样点的
主要生境资料见表 G’

表 ? 几个主要考察地点的生境资料

HIJKL? HMLNIOIPQLRSTUPRVLROTROMLVITRTRSLWOTXIOLNYKPO

样点

Z-1236

纬度,[;<

\-]4]̂/6

经度,[_<

\0.‘4]̂/6

海拔,1<

)3]4]̂/6

aGB度的积温

,D<b0]-3

]61268-]̂86

年降水,13<

)..̂-3

268:424]-]40.

湿润系数

c04d]̂86

:06554:46.]

土壤类型

Z043]726

阿旗e ;##@B _GG%@B GGBBfGABB CBBB CBBfC%B B@GA 栗钙土g

定位站h ;#A@= _GG=@> GBBBfGABB CCBB A%B B@A 典型栗钙土i

西乌旗j ;##@= _GG>@= GBBBfGABB CBBB ABBfA%B B@A 暗栗钙土k

谢尔塔拉l ;%B@% _GCB@C >BBfmBB G>BB A%Bf#BB B@=fB@n 黑钙土o

吉林p ;##@= _GCC %BB C%#%fAA># AGAf%mG B@m 盐碱地qr

阿旗的种子采自牧民的围栏内 b96d66/05)s4t-d58018-.:9 e)s4Eh+4.t64u9-.Ejv4t̂ s4Elv4668]-3-Ep

w434.Egx96d].̂]d043Eib724:-3:96d].̂]d043Ek+-8y:96d].̂]d043Eox9610u61EqrZ-34.6z-3y-34d043

?@{ 实验方法

+;)的提取采用改进的 xb)|法"m&$从羊草的新鲜嫩叶片中提取总 +;),+;)的提取用的是混合
样品<’所用随机引物由中国科学院生工基地合成$共 CB个引物为经初步筛选的 GB个碱基的寡聚核苷酸

,*Gf*CB<组成,引物序列略<’
*x(扩增的总体积为 C%}3$在 ~7!-4/热循环仪,"#$#<上进行$反应条件为Fn%D变性 B@%14.$而后

n#D变性 G14.$A%D退火 G14.$>CD延伸 G@%14.$共进行 #B个循环E最后 >CD延伸 %14.’
?@% 结果处理
扩增产物经 G@%&琼脂糖凝胶电泳分离$透视式紫外灯下观察$拍照记录’
以标准分子量标记,’+;)(_:0()*~4./+$及 *|(ACC(~-6+<为对照$由此确定扩增片断的分子

量大小’随机扩增片断以*,有<或,,无<表示$所得数据输入计算机进行统计分析$计算种群间的相似系
数,Z4143-84]7$-<和遗传距离,.6.6]4:+4d]-.:6$/<并进行"*.c)聚类分析’所用公式如下F-v01C2v0(
,2v*20<$2v0代表种群 v与种群 0共有的条带数$2v!20分别代表种群 v!种群 0各自具有的条带
数’/v01,3.-v0$/v0代表种群 v与种群 0间的遗传距离’当 -1B时$两者差异最大E当 -1G时$两者
相似性最大’
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图 ! 不同地理种群羊草引物 "!#$右%和 "&’$左%

()"*电泳结果

$+!,+&,+-分别为分子量标记."/(-&&01234,

5*6)0789(:;1<=>4,"/(-&&01234?’@!!.分

别为空白对照?吉林?谢尔塔拉?西乌旗?定位点?阿

旗?空白对照?吉林?谢尔塔拉?西乌旗?定位站?阿旗%

A<BC! DE3()"*3F38GH9IE9H3G9BH2J9KIH<J3H"!#

$H<BEG%2=>"&’$F3KG%<=><KK3H3=GI9ILF2G<9=M9KNOPQ

RSTUVWXOXTWT$5;"/(-&%Y

+!."/(-&&?’C3JIGZ!C[<F<=&C\3GF-C\]̂ _C*]‘
aC)bC+&.5*6)0789(:;1<=>4?cC3JIGZdC[<F<=
eC\3GF#C\]̂ !’C*]‘!!C)̂ +-."/(-&&

f 结果与分析

fgh 经初步筛选的 &’个随机短引物$!’=G%在 a个不同
地理种群内共扩增到 !-#条 *6)片断Y片断分子量多
集中在 -’’@!a’’之间$见图 !%Y其中多态性片断为 !’’
条Y平均每个引物 a条i
fgf 不同地理种群羊草由 &’个引物 ()"*分析所获
得的相似系数及遗传距离数据结果列于表 &i
表 f 不同地理种群羊草 jklm分析所得的相似系数$对角线

下方%及遗传距离$对角线上方%

nopqrf nsrtuvuqowuxy$L=>3H><2B9=2F%oz{|rzrxu}{utxoz}r
$LI9=><2B9=2F%ov~z|{u!!rwrzx|r~|wo"su}"~"#qoxu~zt~!$%&’

()*+,-.%.*-*o}}~w{uz|jklm{oxo

/<F 03F 0]̂ >]‘ 2̂

/<F 1 ’C_!# ’C-ad ’C_ca ’Caca

03F ’Ccad 1 ’C-&’ ’C&a& ’Cc!’

0]̂ ’Cd’’ ’Cd&’ 1 ’C!a_ ’C-_’

>]‘ ’Cc&’ ’Cddd ’Cead 1 ’C_!!

2̂ ’Cace ’Ca_- ’Cd’c ’Ccc’ 1

$/<F.吉林?03F.谢尔塔拉?0]̂ .西乌旗?>]‘.定位站?2̂.阿旗%

fg2 通过对 a个不同地理种群羊草的遗传距离数据进
行 3"4+)聚类分析Y得到聚类图$图 &%i其中西乌旗与定位站之间遗传距离最小为 ’g!a_Y故率先聚成
一类Y再与谢尔塔拉聚集$遗传距离为 ’g&#’%Y而后与吉林归并$遗传距离为 ’g_!a%Y最后再与阿旗聚成一
大类$遗传距离为 ’ga-’%i

图 & 不同地理种群羊草 ()"*聚类分析图

$/<F.吉林?03F.谢尔塔拉?0]F.西乌旗?>]F.定位

站?2̂F.阿旗%

A<BC& DE32BBF9J3H2G38F2MM<K<82G<9=9K><KK3HQ

3=GB39BH2IE<8I9ILF2G<9=M9KNOPRSTUVWXOXTWT

2889H><=BG9()"*>2G2

2 讨论

DLH3MM9=于 !#&&年首次提出生态型概念Y认为它应包
括 -方面的内容.5绝大多数广布种在形态学和生理学的特
性上表现出地理空间的差异?6这些植物种内变异都与特定
的生境条件相联系?7生态学上的变异不仅是由于对环境的
可塑反应Y更重要的是通过自然选择Y具有遗传基础i可见遗
传变异是生态型形成的基础Y而环境因子的选择是生态型分
化的条件i所以生态型是对某一特定的生境发生基因型反应
的产物i随后很多学者对各物种的生态型进行了研究?对于
羊草也已有人做过划分Y如有的学者将羊草划分成长岭,海
拉尔,嗄达苏,伊胡塔四种类型或被归并为早熟,中熟,晚熟

-种气候生态型Y也有的学者按光合速率和土壤把其划分成
旱生,中旱生和盐中生 -种生态类型等8#Y!’9i但很多工作是
定点研究Y所研究的种群地理范围相对较为集中i
以往对生态型的划分主要根据表型差异进行的Y随着

()"*等分子生物学方法的引入Y能够直接在 *6)的水平检测和反映种群间的遗传变异Y使得生态型的
划分突破了表型的限制Y即由基因组水平上检测出的与环境相关的种群间差异构成不同生态型i
将来自内蒙古高原各草原类型和吉林盐碱地的羊草在个体,生理,细胞,同工酶等水平作了系统研究Y

发现其遗传分化是比较复杂的i为此本研究进一步采用 ()"*方法检测各地理种群羊草分子水平上的差
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异!帮助划分生态型!并确定影响生态型分化的主导因子"从 #$%&分析结果来看!羊草种群的多态位点
比率为 ’()*+,多态位点比例-多态位点数.所测总位点数/!与野生大豆,01+234)’+/相比较高5((6"这
可能与羊草为风媒7异花授粉有关!而野生大豆是自交群体"
从聚类结果来看!定位站与西乌旗的羊草种群相似系数最大!遗传距离最近!反映了相邻产地之间遗

传差异相对较小!这可能是由于两者地理位置上较靠近!年降水量7土壤湿润系数等较一致!故难以划分
开8而谢尔塔拉7吉林与之相互间都能区分开8阿旗的羊草较为特殊!与其它种群之间遗传距离最远!由于
种子采自牧民围栏内!可能为经改良驯化过的栽培品种"
进一步联系已做过的工作!发现其聚类图与用 %9:模拟水分胁迫情况下羊草叶片游离脯氨酸含量变

化及叶片水分含量变化的聚类分析图相对比较接近!因此 #$%&结果在分子水平上证实了水分在影响羊
草种群分化的众多生态因子中起着主导因子的作用"同时也进一步确信我们综合羊草各层次研究结果得
出的结论是合理的!即随着水因子在内蒙高原上连续的梯度变化!羊草各种群间也呈连续的倾群变异!故
西乌旗和定位站羊草的生态型较难划分开8由于谢尔塔拉样点羊草的种子采自;绿海明珠<风景点的湖中
小岛上!水分比较充沛!因此在这里发生突变!可单独划分为一个生态型!这从其各水平上的性状都显得特
殊也可得到反映8而吉林的羊草其原生境为盐碱地!且在各个层次上也都明显区别于内古各样点的羊草!
因而可认为是不同的土壤生态型8阿旗的羊草种群按理应较抗旱!实验证明其各方面表现特别!可能不是
野生种群!而是经过栽培驯化的良种!这在 #$%&聚类图上也能得到反映"
另外 #$%&聚类分析的结果!与各地理种群羊草叶形变化的情况也较相似!表明羊草同地栽培保持

的叶形变异也是有着其 &=$分子基础的"
由于种子是按样点采集的!&=$提取采用的是混合样品!故本研究集中讨论的是各地理种群间的遗

传变异!种群内的变异正将作进一步研究"
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