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地理居群和地形对伊犁绢蒿

遗传多样性的影响

侯钰荣!安沙舟!刘 冬!王 卫!徐彩芹
#新疆农业大学草业与环境科学学院 新疆草地资源与生态重点实验室"新疆 乌鲁木齐

27$$8&

$

摘要!对不同地理居群和不同地形的
%9$

株伊犁绢蒿"

!"#$

%

&$'$()*#+,-$.$",-"

#个体进行
.()'

分析!以期为伊

犁绢蒿遗传资源的有效利用提供理论依据$试验结果表明!

%

#伊犁绢蒿种群的多态位百分率为
:26"7;

%

&

#不同

地理居群的伊犁绢蒿各居群间没有明显的分界点!说明地理距离差异对伊犁绢蒿遗传分化物质的影响较小%

7

#不

同地形的伊犁绢蒿可以聚为
&

类!将阳坡和平原聚为一类!阴坡和丘陵聚为一类$由结果可见!地形对伊犁绢蒿

遗传物质分化的影响较大$

关键词!地理居群%地形%遗传多样性%伊犁绢蒿

中图分类号!

.8"$67

%

<!"2

!!!

文献标识码!

)

!!!

文章编号!

%$$%=$9&!

#

&$%%

$

$%=$$!"=$9

"!

!

伊犁绢蒿#

!"#$

%

&$'$()*#+,-$.$",-"

$是新疆北

疆荒漠地区最主要的牧草资源"是我国野生牧草资

源遗传育种和生物技术研究的重要物质基础"是生

物多样性的重要组成部分&近年来"不少学者针对

伊犁绢蒿的生物学特性'生育规律'生理生态特性及

繁殖等进行了大量的研究"但有关伊犁绢蒿种群的

分子生物学方面的研究较少&遗传多样性是指某一

物种群体中的可遗传物质的差别程度(

%

)

&目前"遗

传多样性在农作物(

&=8

)

'蔬菜(

9=:

)

'果木(

2=!

)

'花卉(

%$=%%

)

'

药材(

%&=%7

)

'牧草(

%"=%9

)中的应用有大量文献报道"但

对菊科植物关于遗传多样性方面的研究较少"仅在

个别花卉品种和蒿属植物中有研究&蒿属植物以冷

蒿#

/#*")$-$+

0

#$

1

$'+

$

(

%:2%2

)

'青 蒿 #

/34+#5$

0

62

.$+

$

(

%!

)和蒌蒿#

/3-".",

1

",-$-

$

(

&$

)为例"其他植物鲜

见有报道&

对植物种群的遗传分化和遗传多样性研究以往

多采用
/..(

方法(

&%

)

"而相关序列扩增多态性#

.>=

?

@>AB>=C>5DE>FDG

H

5IJI>F

H

45

K

G4C

H

LIMG

"

.()'

$是

一种新型的基于
'+(

扩增的标记系统"标记采用长

%:

"

%2N

H

的引物对开放阅读框#

O(PM

$进行扩增"

因不同物种的内含子'启动子与间隔长度不等而产

生多态性(

&&

)

&与其他分子标记相比"该标记有稳定

可靠'多态性高'共显性高'产率中等%在基因组中分

布均匀'易测序'引物具有通用性'操作简单'成本低

廉等优点(

&7=&"

)

&利用
.()'

分子标记方法"对伊犁

绢蒿在不同生境的遗传多样性进行了研究"初步从

分子水平了解伊犁绢蒿种群对生境和地形的响应"

为探讨伊犁绢蒿种群的分子水平对环境的生态适应

性提供基础资料&

!

!

材料与方法

!6!

供试材料的准备
!

本试验材料共计
8

个居

群"

%9$

个个体&样地路线选择从伊犁河谷西部的

察布查尔县开始"路经新源县'沙湾县'乌鲁木齐市"

以奇台县为落脚点&为了取到具有代表性的样品"

首先将阳坡'阴坡'平原和丘陵从地貌类型上划分

开"在选择样地时"阳坡和阴坡都选择在山体明显地

段"平原都选择在山前冲积扇处"而丘陵地带选择在

地势起伏不大"基本分不出阴阳坡的地带上"且在每

个地理居群的不同坡向#以实际地形为准"包括阳

坡'阴坡'平原和丘陵$"选择生长健康的植株
%$

株"

即同一生境共采样
7$

株#除新源县为
"$

株$&单株

距离
#

%$G

"采其绿叶及花蕾共
8

"

%$

Q

"记号标

签"放入密封袋"保存在冰盒内#底部有冰袋"内部温

度
$

8R

$"带回实验室供试验分析&

!6".S.=+*)T

法
S1)

的提取
!

采用
.S.=

+*)T

法提取叶片基因组
S1)

(

&8=&2

)

"提取的部分结

果见图
%

&储存缓冲液配备如表
%

&

"

收稿日期*

&$%$=$&=&7

!!

接受日期*

&$%$=$"=&:

基金项目*教育部高等学校博士学科点专项科研基金项目
#

&$$!98$"%%$$$&

$%新疆草地资源与生态重点实验
室开放课题#

UVSU$&$!=&$$:=$8

$

作者简介*侯钰荣#

%!2&=

$"女"新疆玛纳斯人"在读博士生"从
事草地资源与生态研究&

0=GDI5

*

L4@

K

@C4A

Q

$!!"

#

MIAD6B4G

通信作者*安沙舟
!

0=GDI5

*

W

X

DMY

#

%&96B4G
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图
!

!

伊犁绢蒿基因组
#$%

电泳图

表
!

!

&#&'()%*

缓冲液的配制

类项
!!

剂量及药品名

溶液
)

8$G-

%$$GG45

!

-*CIM=Z+5

#

H

Z

值
26$

$

8$GG45

!

-0S*)

#

H

Z

值
26$

$

%G45

!

-1D+5

&;.S.

&; '['"$

蒸馏水

溶液
T

&8G-

%$$GG45

!

-*CIM=Z+5

#

H

Z

值
26$

$

8$GG45

!

-0S*)

#

H

Z

值
26$

$

%G45

!

-1DOZ

%$; +*)T

蒸馏水

%;

$

=

巯基乙醇

&$; +*)T

!!

具体提取步骤如下*

%

$称取各样品
$6&

Q

"放入

研钵中"在液氮下迅速磨成粉末"将粉末转入
8$G-

T>B\GDA

离心管中"加入
$62 G-98 R

预热的

+*)T

缓冲液#

)

液$"质量分数
%;

的
$

=

巯基乙醇

"$

"

8$

%

-

"用玻璃棒搅拌使其混匀&

&

$在
98R

下

水浴加热
8$GIA

"期间摇匀
&

次&

7

$水浴后"加
8

G45

!

-])B7$$

%

-

"冰浴
9$GIA

平衡后
%&$$$

C

!

GIA

离心
%$GIA

"取上清液
$62G-

"加
T

液
&$$

%

-

"均匀水浴
&$GIA

"室温冷却&

"

$加入
8$$

%

-

氯

仿异戊醇#

&"^%

$"轻轻倒转摇动
%$GIA

"平衡后

%&$$$C

!

GIG

离心
8GIA

&重复
&

次&

8

$取上清液

8$$

%

-

#不能吸到分界面$"加水冷的异丙醇
8$$

%

-

"

#&$ R

冰箱放置
9$GIA

以上"平衡后
9$$$

C

!

GIA

离心
8GIA

"弃上清&

9

$沉于管底的
S1)

用

:$;

乙醇洗涤
&

"

7

次"风干加
FFZ

&

O

#双蒸水$

"$

%

-

"加
%

!

%$

体积
7G45

!

-1D+5

#

H

Z

值
86&

$

&$

%

-

"

乙醇
"$$

%

-

"

#&$R

放置
%$GIA

"

9$$$C

!

GIG

离

心"将
S1)

真空抽干&

:

$将
S1)

沉淀溶于
8$

"

%$$

%

-

的
*0

缓冲液中"

#&$R

下保存备用&

从样品中提取的基因组
S1)

经过紫外分光光

度计检测"将
S1)

浓度稀释至
8$A

Q

!

%

-

"放入
#&$

R

冰箱中保存备用&

!6+.()'

反应体系的建立
!

一个标准
'+(

反

应体系包括*

$6&GG45

!

-F1*'M

"

%68GG45

!

-

_

Q

+5

&

"

$67

%

G45

!

-

引物"

%,*D

?

S1)

聚合酶"

7$

A

Q

模板
S1)

"最后加
FFZ

&

O

补充体积至
&8

%

-

&

'+(

反应采用复性变温法*开始
!"R

变性
8GIA

"

之后的
78

个循环在
!"R

变性
%GIA

"

78R

退火
%

GIA

"

:&R

延伸
%

"

&GIA

"最后
:&R

延伸
8

"

:GIA

进行&

"R

终止反应并保存&

!6,

引物的筛选
!

从现有的
!:

个引物中逐一进

行筛选"最后选出
&%

条扩增条带清晰"重复性较好

且稳定的引物对伊犁绢蒿
%9$

个样品进行
S1)

扩

增&上游和下游自由组合结果序号为
%2

'

&"

'

&:

'

72

'

"%

'

"&

'

"!

'

:&

'

:!

'

2$

'

2%

'

2&

'

2"

'

2:

'

2!

'

%$:

'

%$2

'

%%$

'

%%:

'

%%!

'

%&$

%选用的引物序列号如表
&

&

表
"

!

用于
&-%.

分析的标准引物

类项 引物名称 引物序列

正
向
引
物

G>% 8

+

*̀ )̀ *++)))++̀ )̀*)=7

+

G>& 8

+

*̀ )̀ *++)))++̀ )̀̀ +=7

+

G>7 8

+

*̀ )̀ *++)))++̀ )̀)*=7

+

G>" 8

+

*̀ )̀ *++)))++̀ )̀++=7

+

G>8 8

+

*̀ )̀ *++)))++̀ )̀)̀ =7

+

G>9 8

+

*̀ )̀ *++)))++̀ `*))=7

+

G>: 8

+

*̀ )̀ *++)))++̀ *̀++=7

+

G>2 8

+

*̀ )̀ *++)))++̀ *̀̀ +=7

+

反
向
引
物

>G% 8

+

)̀+*̀ +̀ *)+̀ ))**))*=7

+

>G& 8

+

)̀+*̀ +̀ *)+̀ ))***̀ +=7

+

>G7 8

+

)̀+*̀ +̀ *)+̀ ))**̀ )+=7

+

>G" 8

+

)̀+*̀ +̀ *)+̀ ))***̀ )=7

+

>G8 8

+

)̀+*̀ +̀ *)+̀ ))**))+=7

+

>G9 8

+

)̀+*̀ +̀ *)+̀ ))**̀ +)=7

+

>G: 8

+

)̀+*̀ +̀ *)+̀ ))**+))=7

+

>G2 8

+

)̀+*̀ +̀ *)+̀ ))**+*̀ =7

+

>G! 8

+

)̀+*̀ +̀ *)+̀ ))**+̀ )=7

+

>G%$ 8

+

)̀+*̀ +̀ *)+̀ ))**+)̀ =7

+

>G%% 8

+

)̀+*̀ +̀ *)+̀ ))**++)=7

+

>G%& 8

+

)̀+*̀ +̀ *)+̀ ))**̀ *+=7

+

>G%7 8

+

)̀+*̀ +̀ *)+̀ ))**̀ *̀=7

+

>G%" 8

+

)̀+*̀ +̀ *)+̀ ))**+)̀ =7

+

>G%8 8

+

)̀+*̀ +̀ *)+̀ ))**+*̀ =7

+

>G%9 8

+

)̀+*̀ +̀ *)+̀ ))**+̀ =̀7

+

>G%: 8

+

)̀+*̀ +̀ *)+̀ ))**++)=7

+

8!
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聚丙烯酰胺凝胶电泳检测

!6/6!

溶液配制

%

$

7$;

非变性聚丙烯酰胺母液*丙烯酰胺为亚

甲基双丙烯酰胺#

&!^%

$&丙烯酰胺
&!$

Q

亚甲基

双丙烯酰胺
%$

Q

加
FFZ

&

O

定容至
%$$$G-

#定性

滤纸过滤
"R

放置$放置备用&

&

$

8a*T0

#

H

Z

值为
26$

$母液*

8"

Q

*CIM=

NDM>

"

&:68

Q

硼酸"

&$G-$68G45

!

-0S*)

"加

FFZ

&

O

定容至
%$$$G-

放置备用&

7

$质量分数
%$;

#

1Z

"

$

&

.

&

O

2

液#

)'.

"过硫酸

铵$*

%

Q

#

1Z

"

$

&

.

&

O

2

定容至
%$G-

"

#&$R

放置

备用&

"

$质量分数
%;1D

&

.

&

O

7

溶液
%$$ G-

*

%

Q

1D

&

.

&

O

7

定容至
%$$G-

"

"R

放置备用&

8

$固定!终止液配方
%-

*

8G-

冰乙酸"

%$$

G-

无水乙醇"加
FFZ

&

O

定容至
%$$$G-

放置备

用&

9

$染色液
%-

*质量分数
$6&;

的
)

Q

1O

7

溶液&

:

$显色液
%-

*质量分数
%6";

的
1DOZ

溶液

使用前加入
%$6$G-7:;

甲醛&

2

$终止显色液
%-

*质量分数
$6:8; 1D

&

+O

7

&

!

$质量分数
%$;

的非变性聚丙烯酰胺凝胶的

配置*

%767G-7$;

非变性聚丙烯酰胺母液"

%$G-

8a*T0

"

:$$

%

-)'.

"

8$

%

-*0_0S

#四甲基乙二

胺$"

&868G-FFZ

&

O

&

!6/6"

非变性聚丙烯酰胺凝胶检测
!

'+(

产物上样

量为
76$

%

-

%恒压电泳
9$

"

2$GIA

&

!6/6+

银染检测程序
!

%

$电泳结束"用蒸馏水洗胶

&

"

7GIA

"加固定液固定
%$GIA

"轻轻摇动"直至染

料消失%

&

$用蒸馏水洗胶
&

次"加入染色液染色
&$

GIA

"过程中轻轻摇动%

7

$用蒸馏水洗胶
%

次"加入

显色液中直至条带清晰出现即可%

"

$条带清晰后"将

显色液倒出"加入
$6:8;1D

&

+O

7

终止显色%

8

$取出

胶片用保鲜膜包裹"记录编号并照相"对每个引物在

每个样品产生的条带进行统计记录"在相同迁移率

位置上有
S1)

条带的记为,

%

-"无
S1)

条带的记

为,

$

-&

!60

数据处理
!

试验数据用
'4

H

>̀A>7&

软件完

成遗传多样性供试样品多态性的检测统计分析#表

7

$"用
,'̀ _)

进行聚类分析&

表
+

!

&-%.

引物配对明细表

b% b& b7 b" b8 b9 b: b2 b! b%$ b%% b%& b%7 b%"

=% % %& &7 7" "8 89 9: :2 # # # # # #

=& & %7 &" 78 "9 8: 92 :! # # # # # #

=7 7 %" &8 79 ": 82 9! 2$ # # # # # #

=" " %8 &9 7: "2 8! :$ 2% # # # # # #

=8 8 %9 &: 72 "! 9$ :% 2& # # # # # #

=9 9 %: &2 7! 8$ 9% :& 27 # # # # # #

=: : %2 &! "$ 8% 9& :7 2" # # # # # #

=2 2 %! 7$ "% 8& 97 :" 28 # # # # # #

=! ! &$ 7% "& 87 9" :8 29 # # # # # #

=%$ %$ &% 7& "7 8" 98 :9 2: # # # # # #

=%% %% && 77 "" 88 99 :: 22 # # # # # #

=%& 2! !8 %$% %$: %%7 %%! %&8 %7% %7: %"7 %"! %88 %9% %9:

=%7 !$ !9 %$& %$2 %%" %&$ %&9 %7& %72 %"" %8$ %89 %9& %92

=%" !% !: %$7 %$! %%8 %&% %&: %77 %7! %"8 %8% %8: %97 %9!

=%8 !& !2 %$" %%$ %%9 %&& %&2 %7" %"$ %"9 %8& %82 %9" %:$

=%9 !7 !! %$8 %%% %%: %&7 %&! %78 %"% %": %87 %8! %98 %:%

=%: !" %$$ %$9 %%& %%2 %&" %7$ %79 %"& %"2 %8" %9$ %99 %:&

!

注*,

b

-代表上游引物",

=

-代表下游引物",

#

-代表未配对&

9!
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!

结果与分析

"6!

多态位点分析
!

&%

个引物对不同地理居群

和不同地形的伊犁绢蒿的
%9$

个
S1)

样品进行扩

增#图
&

$"共扩增出
%87

个条带"平均每个引物扩增

出
:67

个条带&其中"有
%&$

条重复性高'清晰的多

态性条带"扩增片段的大小均在
%$$$N

H

以下"多态

位点的百分率为
:26"7;

&不同的引物组合扩增的

多态性带数明显不同"

&%

对引物扩增的多态性带数

范围从
8

条#

G>7b>G&

$到
88

条#

G>:b>G9

$不等"

而同一引物组合在不同群体扩增的多态性带数基本

相同&

图
"

!

引物
!1

对样品
,2

!

20

的扩增结果

"6"

不同地理居群间遗传多样性聚类分析
!

伊犁绢蒿
8

个居群间的遗传聚类结果见图
7

"

8

个居

群基本被聚为
&

组"一组为察布查尔县和奇台县"另

一组为沙湾县'乌鲁木齐市和新源县"但从遗传距离

来看"没有明显的分界点%说明地理距离差异对伊犁

绢蒿遗传分化物质的影响较小&同时也说明"荒漠区

降水量的细微差别对伊犁绢蒿种群的遗传特性影响

不大&

图
+

!

不同生境间伊犁绢蒿居群间聚类分析

"6+

不同地形居群间遗传多样性聚类分析
!

不同地形的伊犁绢蒿聚为
&

类"将阳坡和平原聚为

一类"阴坡和丘陵聚为一类#图
"

$&这表明"接受光

照时间长'光照强度大'地表温度较高的阳坡和平原

分化明显"而阴坡和丘陵地带接受光照和地表温度

较相似"聚为一类&说明地形对伊犁绢蒿遗传物质

的分化有重要影响&

图
,

!

不同地形间伊犁绢蒿居群间聚类分析

+

!

讨论与结论

伊犁绢蒿在分类上属于菊科植物"在新疆草地

中主要出现在干旱和半干旱的荒漠区"生活型是小

半灌木"实生苗是其种群更新的主要繁育系统"在群

落的演替系列上"存在于演替的各个阶段"特别是在

草地重度放牧下"由荒漠草地的建群种演替为伴生

种或偶见种&伊犁绢蒿在时空变化上广泛分布"面

临的环境差异也很大"个体和种群数目多"适应幅度

大"基因交流频繁"因此维持遗传变异的能力强"产

生新的遗传变异的机会也多"这都有利于其增加遗

传多样性水平&

C̀DAE

(

&!

)

'

_I55DC

和
-INN

K

(

7$

)都认

为一个物种的进化潜力和抵御不良环境的能力取决

于遗传多样性水平的高低&因此"伊犁绢蒿较高的

遗传多样性水平是其耐啃食'耐践踏'耐干旱'耐贫

瘠'再生生长能力强的遗传基础&

通过
.()'

分子标记对不同地理居群和不同

:!



'()*)+,-*,()-.+/01+0

#

3456&2

"

146$%

$

$%

!

&$%%

地形的伊犁绢蒿天然居群的研究表明"伊犁绢蒿种

群的多态位百分率为
:26"7;

"随着生境的改变"伊

犁绢蒿遗传多态位点数变化不大"地形的改变对伊

犁绢蒿遗传多态位点数有一定影响"与其他采用

.()'

标记进行检测的植物多态性百分率有差异"

如新疆野苹果#

7+.(--$"5"#-$$

$#

8c!2689;

$

(

&%

)

'

多花黑麦草#

96.$())(.*$

0

.6#()

$#

8c::6$!;

$

(

7%

)

'

不结球白菜#

:#+--$4+

%

"-*#$-MM

H

64&$,",-$-

$#

8c

"%629;

$

(

7&

)

'苎 麻 #

:6"&)"#$+ ,$5"+

$#

8 c

2868";

$

(

77

)等&与之相比"伊犁绢蒿的遗传多样性

水平属于中等&但与牧草相比"伊犁绢蒿遗传多样

性具有相似性"这与牧草的生活特性也有一定的相

关性&本研究表明"遗传距离和地理距离两者之间

的关系不明显&这与
+@I

等(

7"

)对松嫩草原羊草

#

9"

;

)(-4&$,",-$-

$'穆立蔷和刘赢男(

78

)对紫椴

#

<$.$++)(#",-$-

$种群的研究结果基本一致"均显

示遗传距离与地理距离间不存在显著的相关性&遗

传距离受地形因素影响鲜见有报道&

目前"由于在不同的种'不同个体间具有一定得

多态性
.')'

技术已经成功用于种质资源的鉴定与

评价工作(

79

)

&对同一植物材料在分子标记方法上

进行遗传多样性和形态学对比已有大量报道"尤其

在蔬菜方面更是成熟"结果均表明
.()'

标记比

)P-'

'

()'S

'

..(

等方法更能提供优良信息&但

关于牧草方面的研究还远远不够"有待于深入研究&
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