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摘要:
 

对紫萍〔Spirodela
 

polyrhiza
 

(Linn.)
 

Schleid.〕3 个克隆和兰氏萍〔Landoltia
 

punctata
 

( G.
 

Meyer)
 

Les
 

et
 

D.
 

J.
 

Crawford〕3 个克隆的所有克隆分株的单株叶状体数,单叶状体的根数、总根长和平均根长以及叶状体的长度和宽度

进行分析,基于微卫星标记扩增结果对 6 个克隆在各微卫星位点的基因型进行分析,并对各微卫星位点与 2 种浮

萍生长性状的关联性进行分析,还对 2 种浮萍各微卫星位点不同基因型间的生长性状进行多重比较。 结果表明:
紫萍单叶状体的根数、总根长和平均根长及叶状体宽度在 3 个克隆间以及兰氏萍各生长性状在 3 个克隆间均存在

显著(P<0. 05)差异。 紫萍 3 个克隆在 Sp25、Sp30、Sp47 和 Sp53 位点的基因型不同,兰氏萍 3 个克隆在 Sp10、Sp14、
Sp16、Sp42、Sp47、Sp51、Sp52 和 Sp53 位点的基因型不同;紫萍 3 个克隆在 Sp6、Sp14、Sp16、Sp25、Sp36、Sp45、Sp47 和

Sp51 位点的基因型和等位基因与兰氏萍不同;2 种浮萍 6 个克隆在 Sp4、Sp12、Sp28、Sp29 和 Sp43 位点的基因型相

同。 Sp25、Sp30、Sp47 和 Sp53 位点与紫萍单叶状体的根数、总根长和平均根长的关联性极显著(P<0. 01),Sp30 位

点与其叶状体的长度和宽度的关联性显著,Sp25 位点与其叶状体宽度的关联性也显著。 Sp10、Sp14、Sp16、Sp42、
Sp47、Sp52 和 Sp53 位点与兰氏萍单株叶状体数和单叶状体根数的关联性极显著,Sp10、Sp14、Sp42、Sp47、Sp51、Sp52
和 Sp53 位点与其叶状体的长度和宽度的关联性显著或极显著,Sp16、Sp51 及 Sp53 位点与其单叶状体的总根长和平

均根长的关联性极显著。 Sp47 和 Sp53 位点 BD 基因型紫萍的根明显偏多且偏长,Sp51 和 Sp53 位点 AD 基因型兰

氏萍的根明显偏长;并且,Sp25 位点 CE 基因型紫萍的叶状体最多且最大,其根也最多且最长。 研究结果显示:供试

的微卫星标记具有属间标记通用性,可用于紫萍和兰氏萍基因型分析;Sp25、Sp30、Sp47 和 Sp53 位点与紫萍根的长

度和数量密切相关,而 Sp10、Sp14、Sp16、Sp42、Sp47、Sp51、Sp52 和 Sp53 位点与兰氏萍叶状体的数量和大小以及根的

数量密切相关。
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Abstract:
 

Number
 

of
 

frond
 

per
 

plant,
 

number,
 

total
 

length
 

and
 

mean
 

length
 

of
 

root
 

per
 

frond,
 

and
 

length
 

and
 

width
 

of
 

frond
 

of
 

all
 

clonal
 

ramets
 

of
 

3
 

clones
 

of
 

Spirodela
 

polyrhiza
 

(Linn.)
 

Schleid.
 

and
 

3
 

clones
 

of
 

Landoltia
 

punctata
 

(G.
 

Meyer)
 

Les
 

et
 

D.
 

J.
 

Crawford
 

were
 

analyzed,
 

and
 

genotypes
 

of
 

6
 

clones
 

at
 

each
 

microsatellite
 

locus
 

were
 

analyzed
 

based
 

on
 

microsatellite
 

marker
 

amplification
 

result.
 

In
 

addition,
 

associations
 

of
 

each
 

microsatellite
 

locus
 

with
 

growth
 

traits
 

of
 

2
 

duckweeds
 

were
 

analyzed,
 

and
 

multiple
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comparisons
 

on
 

growth
 

traits
 

of
 

different
 

genotypes
 

of
 

2
 

duckweeds
 

at
 

each
 

microsatellite
 

locus
 

were
 

conducted.
 

The
 

results
 

show
 

that
 

there
 

are
 

significant
 

(P<0. 05)
 

differences
 

in
 

number,
 

total
 

length
 

and
 

mean
 

length
 

of
 

root
 

per
 

frond
 

and
 

width
 

of
 

frond
 

of
 

S.
 

polyrhiza
 

among
 

3
 

clones,
 

and
 

in
 

each
 

growth
 

trait
 

of
 

L.
 

punctata
 

among
 

3
 

clones.
 

Genotypes
 

of
 

3
 

clones
 

of
 

S.
 

polyrhiza
 

are
 

different
 

at
 

loci
 

of
 

Sp25,
 

Sp30,
 

Sp47
 

and
 

Sp53,
 

and
 

those
 

of
 

3
 

clones
 

of
 

L.
 

punctata
 

are
 

different
 

at
 

loci
 

of
 

Sp10,
 

Sp14,
 

Sp16,
 

Sp42,
 

Sp47,
 

Sp51,
 

Sp52
 

and
 

Sp53;
 

genotypes
 

and
 

alleles
 

of
 

3
 

clones
 

of
 

S.
 

polyrhiza
 

are
 

different
 

from
 

those
 

of
 

L.
 

punctata
 

at
 

loci
 

of
 

Sp6,
 

Sp14,
 

Sp16,
 

Sp25,
 

Sp36,
 

Sp45,
 

Sp47
 

and
 

Sp51;
 

genotypes
 

of
 

6
 

clones
 

of
 

2
 

duckweeds
 

are
 

the
 

same
 

at
 

loci
 

of
 

Sp4,
 

Sp12,
 

Sp28,
 

Sp29
 

and
 

Sp43.
 

Associations
 

of
 

loci
 

of
 

Sp25,
 

Sp30,
 

Sp47
 

and
 

Sp53
 

with
 

number,
 

total
 

length
 

and
 

mean
 

length
 

of
 

root
 

per
 

fond
 

of
 

S.
 

polyrhiza
 

are
 

extremely
 

significant
 

(P<0. 01),
 

those
 

of
 

locus
 

of
 

Sp30
 

with
 

length
 

and
 

width
 

of
 

its
 

frond
 

are
 

significant,
 

and
 

that
 

of
 

locus
 

of
 

Sp25
 

with
 

its
 

width
 

of
 

frond
 

is
 

also
 

significant.
 

Associations
 

of
 

loci
 

of
 

Sp10,
 

Sp14,
 

Sp16,
 

Sp42,
 

Sp47,
 

Sp52
 

and
 

Sp53
 

with
 

number
 

of
 

frond
 

per
 

plant
 

and
 

number
 

of
 

root
 

per
 

frond
 

of
 

L.
 

punctata
 

are
 

extremely
 

significant,
 

those
 

of
 

loci
 

of
 

Sp10,
 

Sp14,
 

Sp42,
 

Sp47,
 

Sp51,
 

Sp52
 

and
 

Sp53
 

with
 

length
 

and
 

width
 

of
 

its
 

frond
 

are
 

significant
 

or
 

extremely
 

significant,
 

and
 

those
 

of
 

loci
 

of
 

Sp16,
 

Sp51
 

and
 

Sp53
 

with
 

total
 

length
 

and
 

mean
 

length
 

of
 

its
 

root
 

per
 

frond
 

are
 

extremely
 

significant.
 

Roots
 

of
 

S.
 

polyrhiza
 

of
 

genotype
 

of
 

BD
 

at
 

loci
 

of
 

Sp47
 

and
 

Sp53
 

are
 

evidently
 

more
 

and
 

longer,
 

and
 

those
 

of
 

L.
 

punctata
 

of
 

genotype
 

of
 

AD
 

at
 

loci
 

of
 

Sp51
 

and
 

Sp53
 

are
 

evidently
 

longer;
 

in
 

addition,
 

fronds
 

of
 

S.
 

polyrhiza
 

of
 

genotype
 

of
 

CE
 

at
 

locus
 

of
 

Sp25
 

are
 

the
 

most
 

and
 

the
 

largest,
 

and
 

its
 

roots
 

are
 

also
 

the
 

most
 

and
 

the
 

longest.
 

It
 

is
 

suggested
 

that
 

the
 

microsatellite
 

markers
 

tested
 

have
 

cross-genera
 

amplification,
 

and
 

can
 

be
 

used
 

to
 

analyze
 

genotypes
 

of
 

S.
 

polyrhiza
 

and
 

L.
 

punctata;
 

loci
 

of
 

Sp25,
 

Sp30,
 

Sp47
 

and
 

Sp53
 

are
 

closely
 

associated
 

with
 

length
 

and
 

number
 

of
 

root
 

of
 

S.
 

polyrhiza,
 

while
 

loci
 

of
 

Sp10,
 

Sp14,
 

Sp16,
 

Sp42,
 

Sp47,
 

Sp51,
 

Sp52
 

and
 

Sp53
 

are
 

closely
 

associated
 

with
 

number
 

and
 

size
 

of
 

frond
 

and
 

number
 

of
 

root
 

of
 

L.
 

punctata.
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　 　 浮萍(duckweed)是一类广泛分布于淡水生境的

浮水植物,全世界共 5 属 37 种,紫萍属 ( Spirodela
 

Schleid.)和兰氏萍属(Landoltia
 

Les
 

et
 

Crawford)是浮

萍科(Lemnaceae)中包含种类数较少的属,前者有紫

萍〔S.
 

polyrhiza
 

(Linn.)
 

Schleid.〕和 S.
 

intermedia
 

W.
 

Koch
 

2 种,后者仅兰氏萍〔 L.
 

punctata
 

( G.
 

Meyer)
 

Les
 

et
 

D.
 

J.
 

Crawford〕 1 种[1] 。 值得一提的是,兰氏

萍曾划入紫萍属,中文学名少根紫萍,拉丁学名 S.
 

oligorrhiza
 

(Kurz)
 

Hegelm.,后根据叶绿体基因 rpl16、
rps16 和 atpF-atpH 序列以及基因组 DNA 的 AFLP 分

析结果划入兰氏萍属[1-2] 。 紫萍和兰氏萍广布于全

球热带及温带地区,在中国南北各省均有分布,常见

于水田、池塘、湖湾和水沟等地[3] 。 这 2 种浮萍叶状

体扁平,背面常呈紫色,但二者的单叶状体根数存在

明显差异,其中,紫萍的单叶状体根数为 7 ~ 21,而兰

氏萍的单叶状体根数为 2 ~ 7[2] ;二者的叶状体形态

也存在一定差异,其中,紫萍的叶状体呈阔倒卵形,而
兰氏萍的叶状体呈长椭圆形至狭倒卵形[3] 。

浮萍是被子植物中体型较小的一类植物,其繁殖

方式以无性繁殖为主。 相关研究结果表明:紫萍中抑

制性成熟基因 miR156 的位点数为 24 ~ 32,多于双子

叶植物拟南芥〔Arabidopsis
 

thaliana
 

( Linn.)
 

Heynh〕
(10)和单子叶植物水稻(Oryza

 

sativa
 

Linn.) (19),而
促进性成熟基因 miR172 的位点数仅为 1[4] ;在自然

环境中,紫萍以无性繁殖为主,当环境条件适宜时 2
 

d
即可克隆出 1 代[5] , 导致其种群遗传多样性较

低[6-7] 。 浮萍具有极强的无性繁殖能力,能够在含有

有机物的污水中快速生长[8] ,并且对氮、磷和重金属

以及一些特定污染物也具有较强的吸收和利用能

力[9-13] ,可用于治理富营养化水体和多种污水。 然

而,不同种类浮萍甚至同一种类不同个体对营养元素

和污染物的吸收和利用效率存在很大差异[14-18] ,因
此,探究与浮萍生长性状相关的分子标记对于选育及

应用浮萍治理污水具有重要的实际意义。
鉴于此,作者选取紫萍和兰氏萍各 3 个克隆,分

别独立培养,对所有克隆分株的生长性状(包括单株

叶状体数,单叶状体的根数、总根长和平均根长以及

叶状体的长度和宽度)进行分析,基于微卫星标记扩

增结果对 6 个克隆各微卫星位点的基因型进行分析,
并对各微卫星位点与 2 种浮萍生长性状的关联性进

行分析,还对 2 种浮萍各微卫星位点不同基因型间的

生长性状进行多重比较,以期为应用这些微卫星标记
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等:
 

紫萍和兰氏萍不同克隆的生长性状及其与微卫星标记的关联性分析

进行紫萍和兰氏萍的选育提供参考依据。

1　 材料和方法

1. 1　 材料

供试的紫萍 3 个克隆和兰氏萍 3 个克隆分别采

自舟山本岛的 6 个淡水水域,依次编号Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、
Ⅴ和Ⅵ。 每个水域只选择 1 个叶状体相连且完整的

克隆植株,置于光照培养箱中使用稀释 100 倍的培养

液进行单独培养。 培养液母液包含 0. 320
 

g·L-1 氮、
0. 120

 

g · L-1 五氧化二磷、 0. 200
 

g · L-1 氧化钾、
0. 013

 

g·L-1 氧化镁、0. 017
 

g·L-1 硫,且微量元素

含量大于等于 0. 002
 

g·L-1;培养条件为温度(23. 0±
0. 5)

 

℃ 、空气相对湿度(78±5)%、光照度 2
 

000
 

lx、光

照时间 16
 

h·d-1。 培养 2 个月后,对所有克隆分株

的生长性状进行统计和测量,每个克隆植株随机选取

10 个完整的克隆分株提取基因组 DNA。
1. 2　 方法

1. 2. 1　 生长性状的统计和测量　 统计每个克隆分株

上叶状体的数量,即单株叶状体数;统计每个叶状体

上根的数量,即单叶状体根数;使用游标卡尺(精度

0. 01
 

mm)测量每个叶状体的长度和宽度以及每条根

的长度,并计算单叶状体的总根长和平均根长。
1. 2. 2　 微卫星位点的基因型分析　 用硅胶分别对紫

萍和兰氏萍的完整克隆分株进行干燥;取 0. 1
 

g 样

品,采用改良的 CTAB 法[19] 提取基因组 DNA。 选取

19 对微卫星引物[20] 进行扩增反应,各引物的序列及

特征见表 1。 所有引物由北京华大基因公司合成。

表 1　 供试 19 对微卫星引物的序列及特征
Table

 

1　 Sequences
 

and
 

characteristics
 

of
 

19
 

pairs
 

of
 

microsatellite
 

primers
 

tested

引物编号
No.

 

of
 

primer

引物序列(5′→3′) 　 Primer
 

sequence
 

(5′→3′)

正向引物
 

Forward
 

primer 反向引物
 

Reverse
 

primer
重复单元

Repeat
 

motif
等位基因长度 / bp

Allele
 

length

退火温度 / ℃
Annealing

 

temperature
Sp4 TGAATGCAAAGGATAATTGGG GAGGATGTCAGACCTGGAGCT (AGA) 7 202-205 55
Sp6 GAACCTTAATATGCGACCAAG CAAGAAAGTCAAATACAGCGG (TC) 10 262-270 54
Sp10 CCATCTGTCGTCCTTTTTCCC CGCCCCATCACTTATTTCGTA (GA) 16 186-194 55
Sp12 CGGTCCCCGTCCAAAGTACTC GCAGCCACCCCCCCTAAAATC (AG) 15 269-291 55
Sp14 GTCCATCCTTCTCAGCACAAT CCGTACAAGATCTAAGCCTTT (CT) 14 239-271 56
Sp16 GGATCTGTATATGCCCTCTCT GCCGCTATCTCAGGTCTTGCT (CT) 8 256-262 54
Sp25 GGCAGAGACAGAAAGATCATC CCTAGTTCCCTAGAGCGAGAG (CT) 11 153-235 53
Sp28 GCTTATATACACCGCAAGGGA GGAGGGAAAAAGGTTGACGAC (GA) 8 146-154 53
Sp29 TAAATGACAGATGAAAGCCAA ACTCCAACTCCCACAAGAAGG (ATA) 10 281-297 56
Sp30 CGCCTATAAGTAACCCCCTAC ATCATATCTGCTCGAACCATC (CT) 9 199-209 54
Sp36 GCGTCCTATGAATCGGGGAGC TCGAGTCAGCGTTGGGGTGTG (AT) 10 218-226 54
Sp42 TGAGATCAGGCTGGAGCAGTG GTTTACGTGGGCTACCAAACA (GA) 35 179-195 55
Sp43 GGAAAATCAGCACGGAGACAC TTCACATAGGACGAGGTAGCG (GA) 9 210-238 55
Sp45 AGGATATTCCAGGTGCTCATC CCTTGTTTCCGTTCAACTTCT (AT) 12 285-289 56
Sp47 TGGGCCTATGGCGATTAGGGG GCGGCATCCACGGAGAAAATG (GA) 10 261-298 56
Sp49 GGAATCAACCCAAGTATAGAA CATAGCAGAACTTTAGCGATC (TTA) 6 181-185 54
Sp51 CTCGCACATCAGTTCACAGGA TCAGACATCTGGCGCAGTAGA (CT) 23 254-276 56
Sp52 GTCCTCCCTTTGATTGCTCGTC AAGCATCATGGGCTCTTCAGG (ATC) 6 264-266 56
Sp53 AGGACGACGACCTCTACTGCC TACGAGTTCTGCGGACCATCA (AG) 15 257-298 58

　 　 用 Bio-Rad
 

T100
 

PCR 仪(美国 Bio-Rad 公司)
进行扩增反应,扩增体系总体积 20

 

μL,包括 4
 

U
 

Taq
 

DNA 聚合酶〔生工生物工程(上海)股份有限公

司〕、2
 

μL
 

10×PCR
 

buffer、0. 8
 

mmol·L-1
 

dNTPs、0. 3
 

mmol·L-1 正向引物、0. 3
 

mmol·L-1 反向引物、50 ~
100

 

ng
 

DNA 模板,ddH2O 补足体积。 扩增程序:94
 

℃
预变性 5

 

min;94
 

℃变性 30
 

s、53
 

℃ ~ 58
 

℃退火 35
 

s、
72

 

℃延伸 40
 

s,共 35 个循环;最终 72
 

℃延伸 3
 

min。

用 ABI
 

3730XL 测序仪(美国 ABI 公司)检测扩增产

物,根据检测结果分析各微卫星位点的基因型。
1. 3　 数据统计和分析

采用 SPSS
 

19. 0 软件对实验数据进行统计分析;
根据数据的方差齐性采用最小显著差数法(LSD 法)
和 Dunnett

 

T3 检验法对相关数据进行多重比较;应用

一般线性模型(GLM)对各微卫星位点与紫萍和兰氏

萍生长性状的关联性进行最小二乘法分析[21-22] 。
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2　 结果和分析

2. 1　 紫萍和兰氏萍不同克隆生长性状的比较

紫萍和兰氏萍不同克隆生长性状的比较结果见

表 2。 由表 2 可以看出:紫萍克隆Ⅱ的单株叶状体数

最少(2. 7),克隆Ⅰ和Ⅲ的单株叶状体数均为 2. 9;克
隆Ⅲ的单叶状体的根数、总根长和平均根长及叶状体

的长度和宽度均最大,克隆Ⅱ的单叶状体的根数、总
根长和平均根长均最小,克隆Ⅰ的叶状体的长度和宽

度均最小。 兰氏萍克隆Ⅵ的单株叶状体数及单叶状

体的总根长和平均根长均最大,克隆Ⅳ的单叶状体根

表 2　 紫萍和兰氏萍不同克隆生长性状的比较(􀭺X±SE) 1)

Table
 

2　 Comparison
 

on
 

growth
 

traits
 

of
 

different
 

clones
 

of
 

Spirodela
 

polyrhiza
 

(Linn.)
 

Schleid.
 

and
 

Landoltia
 

punctata
 

(G.
 

Meyer)
 

Les
 

et
 

D.
 

J.
 

Crawford
 

(􀭺X±SE) 1)

克隆
Clone

紫萍的生长性状　 Growth
 

traits
 

of
 

S.
 

polyrhiza

NF NR LT / mm LM / mm LF / mm WF / mm

Ⅰ 2. 9±0. 1a 2. 6±0. 1ab 20. 457±1. 938b 2. 746±0. 211b 5. 764±0. 233a 4. 167±0. 184b
Ⅱ 2. 7±0. 1a 2. 4±0. 1b 15. 933±1. 377b 1. 875±0. 122c 6. 029±0. 212a 4. 702±0. 167ab
Ⅲ 2. 9±0. 1a 2. 9±0. 1a 35. 769±2. 767a 3. 531±0. 174a 6. 398±0. 170a 4. 944±0. 148a

克隆
Clone

兰氏萍的生长性状　 Growth
 

traits
 

of
 

L.
 

punctata

NF NR LT / mm LM / mm LF / mm WF / mm

Ⅳ 3. 0±0. 1b 2. 3±0. 1a 28. 361±2. 587b 3. 791±0. 290b 4. 109±0. 155a 2. 538±0. 077a
Ⅴ 3. 1±0. 1b 2. 2±0. 1a 20. 707±1. 983b 2. 534±0. 195c 3. 369±0. 158b 2. 157±0. 086b
Ⅵ 3. 5±0. 1a 2. 0±0. 0b 37. 289±2. 935a 5. 816±0. 463a 3. 477±0. 105b 2. 215±0. 061b

　 1)
 

NF :
 

单株叶状体数
 

Number
 

of
 

frond
 

per
 

plant;
 

NR :
 

单叶状体根数
 

Number
 

of
 

root
 

per
 

frond;
 

LT :
 

单叶状体总根长
 

Total
 

length
 

of
 

root
 

per
 

frond;
 

LM :
 

单叶状体平均根长
 

Mean
 

length
 

of
 

root
 

per
 

frond;
 

LF :
 

叶状体长度
 

Length
 

of
 

frond;
 

WF :
 

叶状体宽度
 

Width
 

of
 

frond.
 

同列中不同的小写字母
表示差异显著(P<0. 05)

 

Different
 

lowercases
 

in
 

the
 

same
 

column
 

indicate
 

the
 

significant
 

(P<0. 05)
 

difference.

数及叶状体的长度和宽度均最大;克隆Ⅳ的单株叶状

体数以及克隆Ⅵ的单叶状体根数均最少,克隆Ⅴ的叶

状体的长度和宽度及单叶状体的总根长和平均根长

均最小。 总体来看,紫萍克隆Ⅲ的生长性状优于克隆

Ⅰ和Ⅱ的生长性状,兰氏萍克隆Ⅳ和Ⅵ的生长性状优

于克隆Ⅴ的生长性状。
由表 2 还可以看出:紫萍单叶状体的根数、总根

长和平均根长及叶状体宽度在 3 个克隆间存在显著

(P<0. 05)差异,兰氏萍的各生长性状在 3 个克隆间

也存在显著差异。
2. 2　 紫萍和兰氏萍不同克隆各微卫星位点的基因型

分析

检测结果显示:在紫萍和兰氏萍的 6 个克隆中共

检测到 50 个等位基因,平均每个位点的等位基因数

为 2. 6。 并且,每个克隆随机选出的 10 个克隆分株

的多位点基因型相同,紫萍 3 个克隆和兰氏萍 3 个克

隆为 6 个不同的多位点基因型,说明供试的紫萍和兰

氏萍植株均为克隆繁殖植株。 紫萍和兰氏萍不同克

隆微卫星位点的基因型分析结果见表 3。 由表 3 可

以看出:紫萍 3 个克隆在 Sp25、Sp30、Sp47 和 Sp53 位

点的基因型不同,在其余 15 个微卫星位点的基因型

　表 3　 紫萍和兰氏萍不同克隆各微卫星位点的基因型分析
Table

 

3 　 Analysis
 

on
 

genotypes
 

of
 

different
 

clones
 

of
 

Spirodela
 

polyrhiza
 

(Linn.)
 

Schleid.
 

and
 

Landoltia
 

punctata
 

(G.
 

Meyer)
 

Les
 

et
 

D.
 

J.
 

Crawford
 

at
 

each
 

microsatellite
 

locus

位点
Locus

紫萍各克隆的基因型
Genotype

 

of
 

each
 

clone
 

of
 

S.
 

polyrhiza

兰氏萍各克隆的基因型
Genotype

 

of
 

each
 

clone
 

of
 

L.
 

punctata

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ

Sp4 AA AA AA AA AA AA
Sp6 AA AA AA BB BB BB
Sp10 AA AA AA AB AA AA
Sp12 AA AA AA AA AA AA
Sp14 AB AB AB CD CC CC
Sp16 AC AC AC BB BB BD
Sp25 BE AE CE DD DD DD
Sp28 AB AB AB AB AB AB
Sp29 AA AA AA AA AA AA
Sp30 BB BB AB BB BB BB
Sp36 AC AC AC BB BB BB
Sp42 BB BB BB BB AB AB
Sp43 AA AA AA AA AA AA
Sp45 AA AA AA BB BB BB
Sp47 BD BE BD AA AC AC
Sp49 AA AA AA AB AB AB
Sp51 BB BB BB AD AC AD
Sp52 AA AA AA AA BB BB
Sp53 BD AC BD BB BE AD

25



第 2 期 张文珺,
 

等:
 

紫萍和兰氏萍不同克隆的生长性状及其与微卫星标记的关联性分析

相同; 兰氏萍 3 个克隆在 Sp10、 Sp14、 Sp16、 Sp42、
Sp47、Sp51、Sp52 和 Sp53 位点的基因型不同,在其余

11 个微卫星位点的基因型相同。 供试的 2 种浮萍 6
个克隆在 Sp4、Sp12、Sp28、Sp29 和 Sp43 位点的基因

型相同,并且,除 Sp28 位点外,其余 4 个微卫星位点

均只有 1 个等位基因。
2. 3　 微卫星位点与紫萍和兰氏萍生长性状的关联性

分析

根据各微卫星位点基因型的分析结果,分别对

4 个微卫星位点(包括 Sp25、Sp30、Sp47 和 Sp53 位

点)与紫萍生长性状的关联性以及 8 个微卫星位点

(包括 Sp10、 Sp14、 Sp16、 Sp42、 Sp47、 Sp51、 Sp52 和

Sp53 位点)与兰氏萍生长性状的关联性进行 F 检验,
结果分别见表 4 和表 5。

由表 4 可以看出:Sp25、Sp30、Sp47 和 Sp53 位点

与紫萍单叶状体的根数、总根长和平均根长的关联性

极显著(P<0. 01),Sp30 位点与紫萍叶状体的长度和

宽度的关联性显著(P<0. 05),Sp25 位点与紫萍叶状

体宽度的关联性也显著,其余各微卫星位点与紫萍生

长性状的关联性均不显著。

表 4　 微卫星位点与紫萍生长性状关联性的 F 检验结果1)

Table
 

4　 Result
 

of
 

F-test
 

on
 

associations
 

of
 

microsatellite
 

loci
 

with
 

growth
 

traits
 

of
 

Spirodela
 

polyrhiza
 

(Linn.)
 

Schleid. 1)

位点
Locus

NF NR LT LM LF WF

F 值
F

 

value
 

P 值
P

 

value
F 值

F
 

value
P 值

P
 

value
F 值

F
 

value
P 值

P
 

value
F 值

F
 

value
 

P 值
P

 

value
F 值

F
 

value
P 值

P
 

value
F 值

F
 

value
P 值

P
 

value
Sp25 0. 631 0. 533 7. 482 0. 001 23. 105 <0. 001 19. 793 <0. 001 2. 345 0. 097 5. 761 0. 003
Sp30 0. 293 0. 588 35. 548 <0. 001 43. 704 <0. 001 26. 850 <0. 001 3. 891 0. 049 6. 434 0. 012
Sp47 1. 264 0. 262 10. 148 0. 002 17. 567 <0. 001 28. 941 <0. 001 0. 008 0. 928 0. 698 0. 404
Sp53 1. 264 0. 262 10. 148 0. 002 17. 567 <0. 001 28. 941 <0. 001 0. 008 0. 928 0. 698 0. 404

　 1)
 

NF :
 

单株叶状体数
 

Number
 

of
 

frond
 

per
 

plant;
 

NR :
 

单叶状体根数
 

Number
 

of
 

root
 

per
 

frond;
 

LT :
 

单叶状体总根长
 

Total
 

length
 

of
 

root
 

per
 

frond;
 

LM :
 

单叶状体平均根长
 

Mean
 

length
 

of
 

root
 

per
 

frond;
 

LF :
 

叶状体长度
 

Length
 

of
 

frond;
 

WF :
 

叶状体宽度
 

Width
 

of
 

frond.

表 5　 微卫星位点与兰氏萍生长性状关联性的 F 检验结果1)

Table
 

5　 Result
 

of
 

F-test
 

on
 

associations
 

of
 

microsatellite
 

loci
 

with
 

growth
 

traits
 

of
 

Landoltia
 

punctata
 

(G.
 

Meyer)
 

Les
 

et
 

D.
 

J.
 

Crawford1)

位点
Locus

NF NR LT LM LF WF

F 值
F

 

value
 

P 值
P

 

value
F 值

F
 

value
P 值

P
 

value
F 值

F
 

value
P 值

P
 

value
F 值

F
 

value
 

P 值
P

 

value
F 值

F
 

value
P 值

P
 

value
F 值

F
 

value
P 值

P
 

value
Sp10 7. 860 0. 005 12. 555 <0. 001 0. 462 0. 497 2. 167 0. 142 16. 332 <0. 001 14. 836 <0. 001
Sp14 7. 860 0. 005 12. 555 <0. 001 0. 462 0. 497 2. 167 0. 142 16. 332 <0. 001 14. 836 <0. 001
Sp16 15. 496 <0. 001 21. 769 <0. 001 15. 278 <0. 001 34. 184 <0. 001 3. 341 0. 068 2. 965 0. 086
Sp42 7. 860 0. 005 12. 555 <0. 001 0. 462 0. 497 2. 167 0. 142 16. 332 <0. 001 14. 836 <0. 001
Sp47 7. 860 0. 005 12. 555 <0. 001 0. 462 0. 497 2. 167 0. 142 16. 332 <0. 001 14. 836 <0. 001
Sp51 1. 373 0. 242 1. 992 0. 159 12. 831 <0. 001 22. 858 <0. 001 4. 711 0. 031 4. 398 0. 037
Sp52 7. 860 0. 005 12. 555 <0. 001 0. 462 0. 497 2. 167 0. 142 16. 332 <0. 001 14. 836 <0. 001
Sp53 8. 129 <0. 001 11. 525 <0. 001 9. 482 <0. 001 19. 750 <0. 001 8. 304 <0. 001 7. 559 <0. 001

　 1)
 

NF :
 

单株叶状体数
 

Number
 

of
 

frond
 

per
 

plant;
 

NR :
 

单叶状体根数
 

Number
 

of
 

root
 

per
 

frond;
 

LT :
 

单叶状体总根长
 

Total
 

length
 

of
 

root
 

per
 

frond;
 

LM :
 

单叶状体平均根长
 

Mean
 

length
 

of
 

root
 

per
 

frond;
 

LF :
 

叶状体长度
 

Length
 

of
 

frond;
 

WF :
 

叶状体宽度
 

Width
 

of
 

frond.

　 　 由表 5 可以看出:除 Sp51 位点,其余位点(即

Sp10、Sp14、Sp16、Sp42、Sp47、Sp52 和 Sp53 位点)与兰

氏萍单株叶状体数和单叶状体根数的关联性极显著;
Sp10、Sp14、Sp42、Sp47、Sp52 和 Sp53 位点与兰氏萍叶

状体的长度和宽度的关联性极显著,Sp51 位点则与

兰氏萍叶状体的长度和宽度的关联性显著;Sp16、
Sp51 和 Sp53 位点与兰氏萍单叶状体的总根长和平

均根长的关联性极显著。

2. 4　 紫萍和兰氏萍各微卫星位点不同基因型间生长

性状的多重比较

各微卫星位点不同基因型间紫萍和兰氏萍生长

性状的多重比较结果分别见表 6 和表 7。
由表 6 可以看出:Sp25、Sp30、Sp47 和 Sp53 位点

不同基因型间紫萍单株叶状体数的差异均不显著。
Sp25 位点 CE 基因型、Sp30 位点 AB 基因型、Sp47 位

点 BD 基因型和 Sp53 位点 BD 基因型紫萍单叶状体
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　 　表 6　 各微卫星位点不同基因型间紫萍生长性状的多重比较1)

Table
 

6　 Multiple
 

comparison
 

on
 

growth
 

traits
 

of
 

Spirodela
 

polyrhiza
 

(Linn.)
 

Schleid.
 

among
 

different
 

genotypes
 

at
 

each
 

microsatellite
 

locus1)

基因型
Genotype

单株叶状体数
Number

 

of
 

frond
 

per
 

plant

单叶状体根数
Number

 

of
 

root
 

per
 

frond

单叶状体总根长 / mm
Total

 

length
 

of
 

root
 

per
 

frond

单叶状体平均根长 / mm
Mean

 

length
 

of
 

root
 

per
 

frond

叶状体长度 / mm
Length

 

of
 

frond
叶状体宽度 / mm

Width
 

of
 

frond

Sp25
　 AE 2. 7±0. 1a 2. 4±0. 1b 15. 933±1. 377b 1. 875±0. 122c 6. 029±0. 212a 4. 702±0. 167ab
　 BE 2. 8±0. 1a 2. 6±0. 1ab 20. 457±1. 938b 2. 746±0. 211b 5. 764±0. 233a 4. 167±0. 184b
　 CE 2. 8±0. 1a 2. 9±0. 1a 35. 769±2. 767a 3. 532±0. 174a 6. 398±0. 170a 4. 944±0. 148a

Sp30
　 AB 2. 8±0. 1a 2. 9±0. 1a 35. 769±2. 767a 3. 532±0. 174a 6. 398±0. 170a 4. 944±0. 148a
　 BB 2. 8±0. 1a 2. 5±0. 1b 18. 438±1. 243b 2. 357±0. 132b 5. 882±0. 160b 4. 406±0. 127b

Sp47
　 BD 2. 8±0. 1a 2. 8±0. 1a 27. 435±1. 713a 3. 104±0. 142a 6. 053±0. 149a 4. 521±0. 123a
　 BE 2. 7±0. 1a 2. 4±0. 1b 15. 933±1. 377b 1. 875±0. 122b 6. 029±0. 212a 4. 702±0. 167a

Sp53
　 AC 2. 7±0. 1a 2. 4±0. 1b 15. 933±1. 377b 1. 875±0. 122b 6. 029±0. 212a 4. 702±0. 167a
　 BD 2. 8±0. 1a 2. 8±0. 1a 27. 435±1. 713a 3. 104±0. 142a 6. 053±0. 149a 4. 521±0. 123a

　 1)
 

同列中不同小写字母表示在同一微卫星位点不同基因型间差异显著(P< 0. 05)
 

Different
 

lowercases
 

in
 

the
 

same
 

column
 

indicate
 

the
 

significant
 

(P<0. 05)
 

difference
 

among
 

different
 

genotypes
 

at
 

the
 

same
 

microsatellite
 

locus.

表 7　 各微卫星位点不同基因型间兰氏萍生长性状的多重比较1)

Table
 

7　 Multiple
 

comparison
 

on
 

growth
 

traits
 

of
 

Landoltia
 

punctata
 

(G.
 

Meyer)
 

Les
 

et
 

D.
 

J.
 

Crawford
 

among
 

different
 

genotypes
 

at
 

each
 

microsatellite
 

locus1)

基因型
Genotype

单株叶状体数
Number

 

of
 

frond
 

per
 

plant

单叶状体根数
Number

 

of
 

root
 

per
 

frond

单叶状体总根长 / mm
Total

 

length
 

of
 

root
 

per
 

frond

单叶状体平均根长 / mm
Mean

 

length
 

of
 

root
 

per
 

frond

叶状体长度 / mm
Length

 

of
 

frond
叶状体宽度 / mm

Width
 

of
 

frond

Sp10
　 AA 3. 3±0. 1a 2. 1±0. 0b 30. 669±1. 998a 4. 506±0. 306a 3. 433±0. 089b 2. 192±0. 050b
　 AB 3. 0±0. 1b 2. 3±0. 1a 28. 361±2. 587a 3. 791±0. 290a 4. 109±0. 155a 2. 538±0. 077a

Sp14
　 CC 3. 3±0. 1a 2. 1±0. 0b 30. 669±1. 998a 4. 506±0. 306a 3. 433±0. 089b 2. 192±0. 050b
　 CD 3. 0±0. 1b 2. 3±0. 1a 28. 361±2. 587a 3. 791±0. 290a 4. 109±0. 155a 2. 538±0. 077a

Sp16
　 BB 3. 1±0. 1b 2. 3±0. 0a 24. 885±1. 691b 3. 220±0. 186b 3. 773±0. 113a 2. 365±0. 059a
　 BD 3. 5±0. 1a 2. 0±0. 0b 37. 289±2. 935a 5. 816±0. 463a 3. 477±0. 105a 2. 215±0. 061a

Sp42
　 AB 3. 3±0. 1a 2. 1±0. 0b 30. 669±1. 998a 4. 506±0. 306a 3. 433±0. 089b 2. 192±0. 050b
　 BB 3. 0±0. 1b 2. 3±0. 1a 28. 361±2. 587a 3. 791±0. 290a 4. 109±0. 155a 2. 538±0. 077a

Sp47
　 AA 3. 0±0. 1b 2. 3±0. 1a 28. 361±2. 587a 3. 791±0. 290a 4. 109±0. 155a 2. 538±0. 077a
　 AC 3. 3±0. 1a 2. 1±0. 0b 30. 669±1. 998a 4. 506±0. 306a 3. 433±0. 089b 2. 192±0. 050b

Sp51
　 AC 3. 1±0. 1a 2. 2±0. 1a 20. 707±1. 983b 2. 534±0. 195b 3. 369±0. 158b 2. 157±0. 086b
　 AD 3. 3±0. 1a 2. 1±0. 0a 33. 325±2. 011a 4. 917±0. 294a 3. 757±0. 092a 2. 358±0. 049a

Sp52
　 AA 3. 0±0. 1b 2. 3±0. 1a 28. 361±2. 587a 3. 791±0. 290a 4. 109±0. 155a 2. 538±0. 077a
　 BB 3. 3±0. 1a 2. 1±0. 0b 30. 669±1. 998a 4. 506±0. 306a

 

3. 433±0. 089b 2. 192±0. 050b

Sp53
　 AD 3. 5±0. 1a 2. 0±0. 0b 37. 289±2. 935a 5. 816±0. 463a 3. 477±0. 105b 2. 215±0. 061b
　 BB 3. 0±0. 1b 2. 3±0. 1a 28. 361±2. 587ab 3. 791±0. 290b 4. 109±0. 155a 2. 538±0. 077a
　 BE 3. 1±0. 1b 2. 2±0. 1a 20. 707±1. 983b 2. 534±0. 195c 3. 369±0. 158b 2. 157±0. 086b

　 1)
 

同列中不同小写字母表示在同一微卫星位点不同基因型间差异显著(P< 0. 05)
 

Different
 

lowercases
 

in
 

the
 

same
 

column
 

indicate
 

the
 

significant
 

(P<0. 05)
 

difference
 

among
 

different
 

genotypes
 

at
 

the
 

same
 

microsatellite
 

locus.
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的总根长和平均根长均显著(P<0. 05)高于同一微卫

星位点其他基因型,说明这些基因型紫萍的根相对更

长。 此外,Sp25 位点 CE 基因型紫萍的单叶状体根数

及叶状体的长度和宽度均最大;Sp30 位点 AB 基因型

紫萍的单叶状体根数及叶状体的长度和宽度显著高

于 BB 基因型;Sp47 位点和 Sp53 位点 BD 基因型紫萍

的单叶状体根数均显著高于同一微卫星位点其他基

因型。
由表 7 可以看出:除 Sp51 位点外,其余微卫星位

点不同基因型间兰氏萍的单株叶状体数和单叶状体

根数均差异显著;除 Sp16 位点外,其余微卫星位点不

同基因型间兰氏萍叶状体的长度和宽度均差异显著;
Sp16、Sp51 和 Sp53 位点不同基因型间兰氏萍单叶状

体的总根长和平均根长均差异显著。 比较发现,8 个

微卫星位点多数基因型兰氏萍的单叶状体根数偏少,
并且,Sp51 和 Sp53 位点 AD 基因型兰氏萍的根明显

偏长。

3　 讨论和结论

微卫星标记又称简单重复序列(simple
 

sequence
 

repeats),是常用的中性分子标记之一。 由于真核生

物基因组中简单重复序列的单元重复数在个体间存

在高度变异,因此,微卫星标记已被广泛用于多种生

物的种群遗传结构分析[23-26] 、亲缘分析[27-29] 及与生

长性状有关的研究工作[30-36] 。 通常情况下,微卫星

标记具有物种特异性,但也可能存在于同属不同种类

或不同属种类的基因组 DNA 中,也就是说微卫星标

记可 能 具 有 种 间 标 记 通 用 性 ( cross-species
 

amplification ) 或 属 间 标 记 通 用 性 ( cross-genera
 

amplification) [37-42] 。
本研究结果表明:紫萍 3 个克隆在 15 个微卫星

位点上具有相同的基因型,其中 11 个微卫星位点的

基因型为纯合子;而兰氏萍 3 个克隆在 11 个微卫星

位点上具有相同的基因型,其中 9 个微卫星位点的基

因型为纯合子。 紫萍和兰氏萍的所有克隆在 Sp4、
Sp12、Sp28、Sp29 和 Sp43 位点基因型相同,并且,除
Sp28 位点外,其余 4 个微卫星位点均只有 1 个等位

基因,说明 Sp28 位点的基因型为杂合子,其余微卫星

位点的基因型均为纯合子。 值得注意的是,紫萍 3 个

克隆在 Sp6、 Sp14、 Sp16、 Sp25、 Sp36、 Sp45、 Sp47 和

Sp51 位点的基因型和等位基因与兰氏萍 3 个克隆不

同。 上述研究结果说明虽然紫萍和兰氏萍的 DNA 序

列有一定的相似性,但供试的微卫星标记仍对紫萍和

兰氏萍具有很好的属间标记通用性,可用于紫萍和兰

氏萍的基因型分析。
关联性分析结果表明:与紫萍生长性状相关的微

卫星位点有 4 个,分别为 Sp25、Sp30、Sp47 和 Sp53;与
兰氏萍生长性状相关的微卫星位点有 8 个,分别为

Sp10、Sp14、Sp16、Sp42、Sp47、Sp51、Sp52 和 Sp53;并

且,与紫萍和兰氏萍生长性状共同相关的微卫星位点

只有 2 个,分别为 Sp47 和 Sp53。 各微卫星位点与紫

萍和兰氏萍生长性状的关联性存在差异,总体来看,
各微卫星位点与紫萍单叶状体的根数、总根长和平均

根长的关联性极显著(P<0. 01),而与兰氏萍单株叶

状体数、单叶状体根数及叶状体的长度和宽度的关联

性极显著。 值得注意的是,Sp53 位点与紫萍和兰氏

萍根生长性状的关联性均极显著。 比较发现,Sp47
和 Sp53 位点 BD 基因型紫萍的根明显偏多且偏长,
Sp51 和 Sp53 位点 AD 基因型兰氏萍的根明显偏长;
并且,Sp25 位点 CE 基因型紫萍的叶状体最多且最

大,其根也最多且最长。
综上所述,供试的微卫星标记具有属间标记通用

性,能用于紫萍和兰氏萍基因型分析。 与紫萍生长性

状相关的微卫星位点分别为 Sp25、 Sp30、 Sp47 和

Sp53,这些微卫星位点与紫萍根的长度和数量密切相

关;与兰氏萍生长性状相关的微卫星位点分别为

Sp10、Sp14、Sp16、Sp42、Sp47、Sp51、Sp52 和 Sp53,这些

微卫星位点与兰氏萍叶状体的数量和大小以及根的

数量密切相关。
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