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基于SCoT标记的黑稻种质资源遗传多样性分析(
刘柯忻1，张晓娟1，张卫平1，李新生1，吴升华2，马秀奇1
（1陕西理工大学生物科学与工程学院，汉中 723000；2汉中市农业技术推广与培训中心，汉中 723000）

摘要：为揭示黑稻材料的遗传背景，明确材料间的亲缘关系，本研究利用实验室前期筛选的30条SCoT引物对90份水稻材料（包括21份黑叶黑稻、24份紫叶黑稻、30份绿叶黑稻、15份白稻）进行遗传多样性分析。结果显示，SCoT引物共扩增出194个条带，其中多态性条带165条，多态性比例为85%。等位基因数（Na）、有效等位基因数（Ne）、Nei’s基因多样性指数（H）以及Shannon’s信息指数（I）的平均值分别为1.9216、1.3922、0.2445和0.3836。供试水稻种质间的遗传相似系数为0.3798~0.9697。聚类分析结果显示，在遗传相似系数为0.73处，将90份水稻材料分为四类。群体结构分析与聚类分析结果一致性较好。说明SCoT标记适用于黑稻遗传背景及亲缘关系的研究，本研究为黑稻杂交育种中的亲本选择提供参考依据，同时为黑稻品种的遗传改良、新品种培育提供理论依据。
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Abstract： To reveal the genetic background of black rice materials and clarify the genetic relationship between the materials, the genetic diversity of 90 rice materials (including 21 black leaf black rice, 24 purple leaf black rice, 30 green leaf black rice, and 15 white rice) were analyzed by using 30 SCoT primers screened in the laboratory. The results showed that a total of 194 bands were amplified by SCoT primers, including 165 polymorphic bands, and the proportion of polymorphisms was 85%. The average values of allele number (Na), effective allele number (Ne), Nei’s gene diversity index (H) and Shannon’s information index (I) were 1.9216, 1.3922, 0.2445 and 0.3836, respectively. The genetic similarity coefficients of the tested rice germplasms were 0.3798 to 0.9697. The results of cluster analysis showed that at a genetic similarity coefficient of 0.73, the 90 rice materials were clustered into four groups. The results of population structure analysis and cluster analysis were in good agreement. This study provides a reference for parental selection in black rice crossbreeding, and a theoretical basis for genetic improvement and cultivation of new varieties of black rice varieties.
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水稻是全球最重要的粮食作物之一，世界上半数以上的人口以水稻为主食[1]。我国有色稻种质资源非常丰富，主要包括黑米、红米、紫米、绿米和黄米等[2]。与白米相比，黑米具有极高的食用和药用价值。黑米含有较高的蛋白质、植物脂肪、维生素、矿物质、膳食纤维等营养物质[3]，同时，含有丰富的花青苷。黑米花青苷主要组分有矢车菊素-3-O-葡萄糖苷、矢车菊素-3,5-二葡萄糖苷、矢车菊素-3-鼠李糖苷等[4]。黑米花青苷具有抗氧化、抗肿瘤、抑菌、调节糖类脂类代谢、调节肠道菌群等作用[5]，有益于人体健康。水稻中存在大量的黑叶稻资源，其叶片颜色为黑色、紫色，富含花青苷类物质。黑叶稻“黑冠”是由汉中市农科所吴升华老师培育的黑稻新品种，其叶片自苗期到成熟期均为黑色。课题组前期研究表明，“黑冠”秸秆中花青苷（矢车菊素-3-O-葡萄糖苷）含量叶比较高，约为0.7%~0.9%，具有重要的开发利用价值。
陕西汉中是我国黑稻原产地之一，黑稻的栽培和研究历史悠久，选育的黑稻品种有“汉中黑糯”、“黑丰糯”、“黑帅”等，在国内广泛种植[6]。黑稻杂交育种实践表明，亲本之间适宜的遗传差异，有利于提高杂交水稻的质量和产量。因此，黑稻种质资源的遗传多样性分析及遗传背景研究是黑稻杂交育种的前提和基础，为黑稻品种选育中的杂交亲本选择提供参考依据。此外，为黑稻种质资源的保护和利用、遗传改良提供了理论基础。
种质资源遗传多样性研究方法主要包括形态学标记、细胞学标记、生理生化标记及分子标记[7]。相对于其他标记，分子标记技术直接以DNA序列特异性为依据，具有多态性高、稳定性好、可靠性强的特点，能真实准确地反映材料间的遗传差异[8]。目前，广泛应用的DNA分子标记技术主要有SRAP、SCoT、SSR、SNP等。SCoT（Start codon targeted polymorphism）标记，即目标起始密码子多态性标记，是由Collard[9]等开发的一种新型分子标记技术，其原理是基于植物DNA翻译起始密码子ATG侧翼区域的保守性，设计引物对不同样本DNA进行PCR扩增。引物设计时，起始密码子ATG（+1，+2和+3）、及附近的G（+4）、A（+7）、C（+8）、C（+9）固定不变，其它位置核苷酸序列可自由填充。与RAPD、ISSR分子标记相比，SCoT分子标记作为一种建立在PCR基础上的单引物扩增技术，具有引物设计简单、通用性强、操作便捷及多态性高、重复性好等优点，适合于生物多样性分析、遗传图谱构建及重要性状标记等方面研究[10]。
目前，SCoT标记技术已应用于花椒[11]、猕猴桃[12]、金线莲[13]、黄桃[14]、甘薯[15]、朱顶红[16]等植物的遗传多样性分析，该标记技术在水稻中的研究报道较少。Collard等[9]利用36条SCoT引物对10份白稻进行遗传多样性分析，结果表明，SCoT引物对白稻基因型的聚类与已知的分类和系谱信息一致；Mollier等[17]利用25条SCoT引物对8份白稻进行遗传多样性分析得出，22条引物表现出多态性，在遗传相似系数0.48处，将8份白稻聚为2类。SCoT标记技术在黑稻中的研究未见报道。本研究以90份水稻材料（21份黑叶黑稻、24份紫叶黑稻、30份绿叶黑稻、15份白稻）为研究对象，通过SCoT分子标记开展遗传多样性分析，旨在明确供试水稻材料间的亲缘关系，揭示材料的遗传背景，从而为黑稻遗传育种工作提供理论依据。
1 材料与方法
1.1 实验材料及试剂
供试90份水稻材料（21份黑叶黑稻、24份紫叶黑稻、30份绿叶黑稻、15份白稻）均由汉中市农科所吴升华老师提供。材料基本信息见表1。材料于2023年3月底种植于汉中市铺镇课题组试验田（108˚06'N, 36˚30'E），2023年4月20日采集水稻幼嫩叶片，保存于-80℃冰箱备用。
主要试剂：植物基因组DNA提取试剂盒（北京庄盟国际生物基因科技有限公司）；琼脂糖（美国海晋生物公司）；2×Taq Master Mix（苏州近岸蛋白质科技股份有限公司）；Tris（MP生物医疗公司）；硼酸（罗恩试剂）；EDTANa2（上海笛医生物科技有限公司）；40% Acr-Bis（上海生工生物工程股份有限公司）；过硫酸铵（MP生物医疗公司）；TEMED（北京普西唐生物科技有限公司）；AgNO3（国药集团化学试剂有限公司）；NaOH（成都市科龙化工试剂厂）；甲醛（天津市百世化工有限公司）。
表1 试验材料编号及名称

Table 1 The code and name of the test materials

	编号

Code
	类型

Type
	名称

Name
	编号

Code
	类型

Type
	名称

Name

	1
	黑叶黑稻
	黑冠
	46
	绿叶黑稻
	黑帅ck

	2
	黑叶黑稻
	黑叶稻1
	47
	绿叶黑稻
	78紫香糯737-13

	3
	黑叶黑稻
	紫叶稻1
	48
	绿叶黑稻
	79紫香糯737-3

	4
	黑叶黑稻
	紫糯
	49
	绿叶黑稻
	80（17）隆黑帅-2-2-4

	5
	黑叶黑稻
	海南半紫叶稻
	50
	绿叶黑稻
	88云南S/制西F1

	6
	黑叶黑稻
	25黑叶稻♂
	51
	绿叶黑稻
	90冠S/451黑BF1

	7
	紫叶黑稻
	28谷A/黑冠F1
	52
	绿叶黑稻
	94云南黑谷-1-1-101

	8
	黑叶黑稻
	29黑冠♂
	53
	绿叶黑稻
	961316黑S/制西-1

	9
	紫叶黑稻
	30谷A/紫黑F1
	54
	绿叶黑稻
	105黑糯-1-1

	10
	黑叶黑稻
	31紫叶黑变♂
	55
	绿叶黑稻
	118紫香糯737-9

	11
	黑叶黑稻
	4522-WB1766
	56
	绿叶黑稻
	125云南黑谷-1-1-1

	12
	黑叶黑稻
	4622-WB1767
	57
	绿叶黑稻
	154（17）隆黑帅-2-2-5

	13
	黑叶黑稻
	4722P840
	58
	绿叶黑稻
	157 WGRS70黑帅-18-2

	14
	黑叶黑稻
	4822P853
	59
	绿叶黑稻
	162（17）长黑-1-1-2-1

	15
	黑叶黑稻
	5022P867
	60
	绿叶黑稻
	166（13）Y黑矮-1-1

	16
	黑叶黑稻
	56黑寸谷
	61
	绿叶黑稻
	174（13）Y黑矮-3-1-1

	17
	黑叶黑稻
	57紫叶黑变-5-1-1
	62
	绿叶黑稻
	233东北黑米

	18
	紫叶黑稻
	62紫壳黑粳
	63
	绿叶黑稻
	271（13）Y黑-2-5-6S

	19
	黑叶黑稻
	70湛江黑叶稻
	64
	绿叶黑稻
	274（13）Y黑-2-5-9S

	20
	紫叶黑稻
	73培811黑-1-1-1-4
	65
	绿叶黑稻
	278（13）Y黑-7-1-1-1S

	21
	紫叶黑稻
	75WGRS70黑帅-1-10
	66
	绿叶黑稻
	279（13）Y黑-7-1-1-2S

	22
	紫叶黑稻
	81 WGRS70黑帅-9-1
	67
	绿叶黑稻
	280（13）Y黑-7-1-1-3S

	23
	紫叶黑稻
	84谷丰A/黑帅F1
	68
	绿叶黑稻
	285（13）Y黑-7-1-1-4S

	24
	紫叶黑稻
	86谷丰A/黑优占F1
	69
	绿叶黑稻
	288（13）Y黑-7-1-1-7S

	25
	紫叶黑稻
	87黑优占♂
	70
	绿叶黑稻
	291（13）Y黑-7-1-1-11S

	26
	紫叶黑稻
	93（18）106黑香-1-103
	71
	绿叶黑稻
	293（13）Y黑-7-1-1-13S

	27
	紫叶黑稻
	103洋黑3号-1
	72
	绿叶黑稻
	299（13）Y黑-2-3S

	28
	紫叶黑稻
	108泰国黑米-1-1
	73
	绿叶黑稻
	302（13）Y黑-2-7S

	29
	紫叶黑稻
	109黑砻谷
	74
	绿叶黑稻
	303（13）Y黑-7-2-1S

	30
	紫叶黑稻
	110451黑B-1-2
	75
	绿叶黑稻
	707（13）Y黑-2-1-2-1-1-1

	31
	紫叶黑稻
	111培811黑-1-1-2-1
	76
	绿叶白稻
	黄华占ck

	32
	紫叶黑稻
	124矮黑-1-1
	77
	绿叶白稻
	34冠S/紫叶稻F1

	33
	紫叶黑稻
	128培811黑-1-1-1-1
	78
	绿叶白稻
	36昌A/紫叶稻F1

	34
	紫叶黑稻
	147培811黑-1-1-8-1
	79
	绿叶白稻
	305冠S

	35
	紫叶黑稻
	159黑优占ck
	80
	绿叶白稻
	749韶香100

	36
	紫叶黑稻
	182 WGRS70黑帅-1-1
	81
	绿叶白稻
	635重大粒

	37
	紫叶黑稻
	192 WGRS70黑帅-2-1
	82
	绿叶白稻
	602

	38
	紫叶黑稻
	208 WGRS70黑帅-16-1
	83
	绿叶白稻
	603

	39
	紫叶黑稻
	222紫香糯737
	84
	绿叶白稻
	607

	40
	黑叶黑稻
	22422-WB-1770
	85
	绿叶白稻
	601

	41
	黑叶黑稻
	25422P1089
	86
	绿叶白稻
	605

	42
	紫叶黑稻
	296（19）黑帅-2S
	87
	绿叶白稻
	609

	43
	黑叶黑稻
	307黑冠S
	88
	黄叶白稻
	634黄叶稻

	44
	黑叶黑稻
	44早黑冠
	89
	紫叶白稻
	紫叶稻2

	45
	黑叶黑稻
	720早黑一号
	90
	紫叶白稻
	35紫叶稻♂


1.2 实验方法
1.2.1 DNA提取与检测  采用植物基因组DNA提取试剂盒，提取水稻基因组DNA。用1%的琼脂糖凝胶电泳和Nanodrop微量分光光度计检测DNA质量和浓度，将DNA稀释至100 ng/uL作为工作液，保存于-20℃冰箱备用。
1.2.2 PCR扩增  以90份水稻材料基因组DNA为模板，利用30个SCoT引物进行PCR扩增。引物序列见表2。PCR总反应体系为10 μL，其中2×Taq Master Mix 5 μL，ddH2O 3 μL，SCoT引物1 μL，DNA模板1 μL。PCR扩增程序为94.0 ℃预变性4 min； 94.0 ℃变性1 min，50.0 ℃退火1 min，72.0 ℃延伸1 min，10个循环；94.0 ℃变性30 s，35.0 ℃ 退火30 s，72.0 ℃延伸1 min，35个循环；72.0 ℃延伸10 min，4.0 ℃保存。

表2 SCoT引物序列

Table 2 The sequences of primers 

	引物编号
Primer code
	序列（5'-3'）

Sequence（5'-3'）
	引物编号
Primer code
	序列（5'-3'）

Sequence（5'-3'）

	SCoT1
	CAACAATGGCTACCACCA
	SCoT20
	ACCATGGCTACCACCGCG

	SCoT2
	CAACAATGGCTACCACCC
	SCoT21
	ACGACATGGCGACCCACA

	SCoT3
	CAACAATGGCTACCACCG
	SCoT22
	AACCATGGCTACCACCAC

	SCoT4
	CAACAATGGCTACCACCT
	SCoT23
	CACCATGGCTACCACCAG

	SCoT6
	CAACAATGGCTACCACGC
	SCoT25
	ACCATGGCTACCACCGGG

	SCoT9
	CAACAATGGCTACCAGCA
	SCoT26
	ACCATGGCTACCACCGTC

	SCoT11
	AAGCAATGGCTACCACCA
	SCoT27
	ACCATGGCTACCACCGTG

	SCoT12
	ACGACATGGCGACCAACG
	SCoT29
	CCATGGCTACCACCGGCC

	SCoT13
	ACGACATGGCGACCATCG
	SCoT30
	CCATGGCTACCACCGGCG

	SCoT14
	ACGACATGGCGACCACGC
	SCoT31
	CCATGGCTACCACCGCCT

	SCoT15
	ACGACATGGCGACCGCGA
	SCoT32
	CCATGGCTACCACCGCAC

	SCoT16
	ACCATGGCTACCACCGAC
	SCoT33
	CCATGGCTACCACCGCAG

	SCoT17
	ACCATGGCTACCACCGAG
	SCoT34
	ACCATGGCTACCACCGCA

	SCoT18
	ACCATGGCTACCACCGCC
	SCoT35
	CATGGCTACCACCGGCCC

	SCoT19
	ACCATGGCTACCACCGGC
	SCoT36
	GCAACAATGGCTACCACC


1.2.3 凝胶电泳检测  PCR产物采用6%聚丙烯酰胺凝胶电泳检测，电压设置为150 V，电泳时间为2 h。电泳结束后，将凝胶置于0.2% AgNO3染色液中摇床染色5 min，蒸馏水洗涤3次，每次30 s，加入显色液，摇床显色直至条带清晰，拍照。
1.2.4 数据统计  统计聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱中的清晰条带，在相同迁移位置上，有条带记为“1”，无条带记为“0”，用EXCEL构建0-1矩阵。利用Popgene 1.32软件计算多态性信息含量（PIC）、等位基因数（Na）、有效等位基因数（Ne）、Nei’s基因多样性指数（H）、Shannon’s信息指数（I）。利用NTSYS-pc2.10e软件进行聚类分析，构建聚类分析图。主成分分析（PCA）使用NTSYS-pc2.10e软件中的Dcenter和Eigen程序进行。运用Structure软件进行群体结构分析。运用Arlequin 3.5.2.2 软件进行分子方差分析。
2 结果与分析
2.1 SCoT引物扩增结果
SCoT引物对供试水稻材料扩增的电泳图谱条带清晰，结果稳定（图1）。30个SCoT引物在90份水稻材料中共扩增出194个条带（表3），其中多态性条带165条，多态性比例为85%，有8个SCoT引物的多态性条带比例达到100%。说明SCoT引物多态性高，适合于水稻遗传背景和亲缘关系的研究，同时也表明水稻材料间存在明显的遗传差异。30个SCoT引物的扩增条带数在4~11之间。其中，扩增条带数最多的是SCoT1，总条带数为11条；扩增条带数最少的是SCoT19和35，总条带数均为4条。30个SCoT引物的多态性信息含量（PIC）值在0.6~0.87之间，平均值为0.76；等位基因数（Na）在1.67~2之间，平均值为1.92；有效等位基因数（Ne）在1.12~1.67之间，平均值为1.39；Nei’s基因多样性指数（H）在0.1~0.36之间，平均值为0.24；Shannon’s信息指数（I）在0.19~0.54之间，平均值为0.38。
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图1 SCoT17在部分水稻材料中扩增的电泳图谱
Fig.1  Electrophoretogram amplified by SCoT17 in some rice materials

表3 SCoT引物对90份水稻材料的扩增结果

Table 3 The amplified results of 90 rice materials with SCoT primers

	引物编号
Primer code
	总条带数

Total bands
	多态性条带数

Polymorphic bands
	多态性比例

Polymorphism

ratio%
	多态性信息含量
（PIC）
	等位基因数

（Na）
	有效等位基因数

（Ne）
	Nei’s基因多样性指数

（H）
	Shannon’s信息指数

（I）

	SCoT1
	11
	10
	90.9
	0.87
	1.9091
	1.3557
	0.2266
	0.3642

	SCoT2
	5
	4
	80
	0.69
	1.8000
	1.2474
	0.1718
	0.2854

	SCoT3
	7
	7
	100
	0.63
	2.0000
	1.2809
	0.1988
	0.3356

	SCoT4
	5
	4
	80
	0.74
	1.8000
	1.4054
	0.2445
	0.3721

	SCoT6
	8
	6
	75
	0.78
	2.0000
	1.4025
	0.2470
	0.3842

	SCoT9
	5
	4
	80
	0.60
	1.8000
	1.3609
	0.2363
	0.3731

	SCoT11
	5
	5
	100
	0.74
	2.0000
	1.4257
	0.2931
	0.4666

	SCoT12
	6
	6
	100
	0.80
	2.0000
	1.4524
	0.2632
	0.4050

	SCoT13
	6
	6
	100
	0.76
	2.0000
	1.2409
	0.1731
	0.3005

	SCoT14
	6
	5
	83.33
	0.76
	2.0000
	1.4553
	0.2768
	0.4303

	SCoT15
	6
	5
	83.33
	0.77
	1.8333
	1.1795
	0.1168
	0.2017

	SCoT16
	6
	4
	66.7
	0.79
	1.6667
	1.3858
	0.2183
	0.3231

	SCoT17
	7
	6
	85.71
	0.81
	2.0000
	1.5167
	0.3071
	0.4679

	SCoT18
	7
	7
	100
	0.81
	2.0000
	1.3474
	0.2429
	0.3999

	SCoT19
	4
	3
	75
	0.70
	2.0000
	1.1214
	0.1004
	0.1937

	SCoT20
	7
	5
	71.43
	0.81
	1.7143
	1.3717
	0.2332
	0.3579

	SCoT21
	9
	7
	77.78
	0.85
	1.8889
	1.2491
	0.1640
	0.2703

	SCoT22
	5
	5
	100
	0.64
	2.0000
	1.3307
	0.2118
	0.3497

	SCoT23
	8
	6
	75
	0.83
	2.0000
	1.4708
	0.2890
	0.4493

	SCoT25
	7
	6
	85.71
	0.83
	2.0000
	1.4415
	0.2738
	0.4206

	SCoT26
	8
	7
	87.5
	0.80
	1.8750
	1.4709
	0.2840
	0.4329

	SCoT27
	7
	7
	100
	0.82
	2.0000
	1.6731
	0.3630
	0.5297

	SCoT29
	6
	5
	83.33
	0.72
	1.8333
	1.3509
	0.2354
	0.3761

	SCoT30
	5
	4
	80
	0.73
	2.0000
	1.4524
	0.2894
	0.4555

	SCoT31
	6
	5
	83.33
	0.79
	2.0000
	1.6191
	0.3632
	0.5396

	SCoT32
	6
	5
	83.33
	0.76
	2.0000
	1.4679
	0.2840
	0.4425

	SCoT33
	9
	7
	77.78
	0.84
	1.7778
	1.5108
	0.2838
	0.4172

	SCoT34
	8
	6
	75
	0.82
	1.7500
	1.3762
	0.2321
	0.3592

	SCoT35
	4
	3
	75
	0.64
	2.0000
	1.2808
	0.1872
	0.3039

	SCoT36
	5
	5
	100
	0.69
	2.0000
	1.5229
	0.3255
	0.4996

	总计Total
	194
	165
	85
	0.76
	1.9216
	1.3922
	0.2445
	0.3836


2.2 遗传相似系数分布
SCoT标记分析得出，供试90份水稻材料间遗传相似系数在0.37~0.97之间，平均值为0.67。其中，材料4（紫糯）和材料70（291（13）Y黑-7-1-1-11S）的遗传相似系数最小，为0.3798；材料72（299（13）Y黑-2-3S）和材料73（302（13）Y黑-2-7S）的遗传相似系数最大，为0.9697。
供试水稻材料的两两遗传相似系数共计4005个数值的次数分布分析得出（见图2），供试材料遗传相似系数主要分布在0.59~0.79之间，占比81.97%。遗传相似系数在0.73处时，频次最高。小于0.73的遗传相似系数有2462个，占比61.47%；大于0.73的遗传相似系数有1543，占比38.53%。
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图2 供试水稻材料间遗传相似系数分布
Fig.2 Distribution of genetic similarity coefficients among the tested rice materials

2.3 聚类分析
SCoT标记构建的聚类图显示，90份水稻材料的遗传相似系数介于0.50~0.97，均值为0.74。在遗传相似系数为0.73处，将90份水稻材料分为四类（图3）。第I类包括黑冠、56黑寸谷、70湛江黑叶稻等5份黑叶黑稻材料。第II类包括黑叶稻1、307黑冠S、720早黑一号等10份黑叶黑稻材料及87黑优占♂、159黑优占ck、103洋黑3号-1等10份紫叶黑稻材料。第III类包括78紫香糯737-13、79紫香糯737-3、118紫香糯737-9等30份绿叶黑稻材料及黄华占ck、635重大粒、609等15份白稻材料。第IV类包括紫糯、紫叶稻1等4份黑叶黑稻材料及30谷A/紫黑F1、124矮黑-1-1、222紫香糯737等紫叶黑稻材料。聚类图有效地将绿叶黑稻和黑叶黑稻以及绿叶稻和黑叶、紫叶稻区分开。在该聚类图中，亲缘关系较近的材料如材料10（31紫叶黑变♂）与材料17（57紫叶黑变-5-1-1），材料72（299（13）Y黑-2-3S）、材料73（302（13）Y黑-2-7S）与材料75（707（13）Y黑-2-1-2-1-1-1），材料85（601）与材料86（605）聚在一起。说明SCoT标记能准确反映水稻材料的亲缘关系及类型。
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图3 SCoT标记构建的90份水稻材料的聚类图
Fig.3 Cluster dendrogram of 90 rice materials constructed by SCoT markers

2.4 主成分分析
主成分分析（PCA）结果显示，第一主成分和第二主成分分别占总变异的11.98%和7.96%（图4）。90份水稻材料分为三大类型，其中，所有绿叶黑稻材料（编号46~75）均划分在第I类，所有黑叶、紫叶黑稻材料（编号1~45）均划分在第II类和第III类。主成分分析将绿叶黑稻与黑叶黑稻区分开，与传统分类方式相符，从分子水平揭示了绿叶黑稻与黑叶黑稻之间的遗传差异，表明SCoT标记适合于黑稻种质资源遗传多样性分析。
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图4 90份水稻材料的主成分分析
Fig.4 Principal component analysis of 90 rice materials

2.5 群体结构分析
Structure分析显示，当K=3时，Delta K值最大，表明90份水稻材料聚为三类较为合适（图5）。第I类包括33份材料，第II类包括15份材料，第III类包括42份材料。第I类对应于聚类分析图中的红色线条标记部分，第II类对应于聚类分析图中的绿色线条和紫色线条标记部分，所有黑叶、紫叶黑稻材料（编号1~45）均划分在第I类和第II类；第III类对应于聚类分析图中的蓝色线条标记部分，绿叶黑稻材料（编号46~75）和白稻材料（编号76~90）均划分在第III类。群体结构分析有效地将绿叶黑稻与黑叶黑稻、紫叶黑稻区分开。说明SCoT分子标记技术作为新型分子标记技术用于水稻种质资源遗传多样性分析及种质鉴定准确、可靠。综上所述，群体结构分析结果与聚类分析结果具有较高一致性。
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A：利用lnP(D)得到的ΔK变化曲线，K值范围为1-10；B：90份水稻材料的群体结构分析

 A: ΔK curve obtained by lnP(D), K value range from 1-10; B: Population structure analysis of 90 rice materials

图5 SCoT标记构建的90份水稻材料的群体结构分析
Fig.5 Population structure analysis of 90 rice materials constructed by SCoT markers

2.6 分子方差分析
将90份水稻材料分为3个群体，即黑叶黑稻和紫叶黑稻（45份）、绿叶黑稻（30份）、白稻（15份）进行分子方差分析（AMOVA）。结果（表5）表明，3个水稻群体的遗传变异主要存在于群体内部，群体内变异占总变异的91%，群体间的遗传变异仅占总变异的9%。
表5 分子方差分析（AMOVA）

Table 5 Molecular Analysis of Variance (AMOVA)

	变异来源
Source of variation
	自由度
df
	总方差
Sum of squares
	方差分量
Variance components
	方差分量比例%
Percentage of variation%

	群体间Among pops
	2
	166.84
	2.2
	9

	群体内Within pops
	87
	1987.24
	22.84
	91

	总计Total
	89
	2154.09
	25.04
	100


Fixation Index Fst：0.09

3讨论与结论
水稻种质资源的遗传背景及亲缘关系分析是水稻遗传育种的首要任务，可为杂交育种中合理选择亲本、培育优质水稻提供理论依据。目前，在水稻遗传多样性研究上主要使用的分子标记技术为SSR标记。Deepika等[18]利用25对SSR引物对31份水稻地方品种进行遗传多样性分析，均表现出多态性，PIC值在0.12~0.66之间，在遗传相似系数0.68处，将31份水稻地方品种聚为10类；Kalita等[19]利用28对SSR引物对27份地方水稻种质进行遗传多样性分析，有17个表现出多态性，PIC值在0.076 ~ 0.499之间，系统发育树将27个基因型分为3个类群。
SCoT分子标记为单引物标记，具有通用性好、操作方便、多态性高及重复性好等特点[20]。与SSR标记技术相比，SCoT标记技术在多态性条带数（NPB）、多态性比例（PPB）、标记指数（MI）等方面更具优势[21]。本研究利用30条SCoT引物对黑稻材料进行遗传多样性分析，SCoT引物的多态性比例（PPB）为85%，多态性信息含量（PIC）为0.76，高于SSR标记。说明SCoT引物多态性丰富，适合进行黑稻遗传多样性分析。
聚类分析结果显示，在遗传相似系数0.73处，将90份水稻材料分为四类。黑叶、紫叶黑稻材料（编号1~45）划分在第I、II和IV类，绿叶黑稻材料（编号46~75）和白稻材料（76~90）均划分在第III类。说明白稻与黑叶、紫叶黑稻材料区分开，符合传统的系谱分类。绿叶黑稻与黑叶、紫叶黑稻之间的亲缘关系较远。根据本研究的聚类结果，在水稻杂交育种实践中，亲本应尽可能选择亲缘关系较远、遗传差异大的材料，如选择黑叶黑稻中的材料4（紫糯）和绿叶黑稻中的材料70（291（13）Y黑-7-1-1-11S）、紫叶黑稻中的材料39（222紫香糯737）和绿叶黑稻中的材料56（125云南黑谷-1-1-1）进行杂交。避免选择亲缘关系近也就是遗传相似系数较大的材料。
此外，选择不同类型的水稻材料进行杂交，例如，可选择黑叶稻和黑稻杂交从而有利于丰富黑米稻或黑叶稻的遗传基础，为选育黑叶杂交稻或黑米杂交稻提供遗传差异较大的黑杂交稻亲本，有利于培育出多种类型的黑米稻和黑叶稻新品种。现有的黑叶黑稻和绿叶黑稻的资源数量及类型有限，不利于培育高产抗病的黑米杂交稻和黑叶杂交稻，因此，可选择遗传资源十分丰富的白米水稻与黑米、黑叶稻品种杂交以培育出与现有黑稻或黑叶稻遗传差异显著的杂交黑稻恢复系、优良的新型种质资源及新品种。此外，还可开展黑叶稻与黑米稻籼与粳的亚种间杂交以丰富黑米稻或黑叶稻的遗传基础。AMOVA分析结果显示，总遗传变异的91%来自群体内，9%来自于群体间。表明供试水稻材料的遗传变异主要来自群体内，群体间的遗传变异较小，但也说明群体间即黑叶黑稻和紫叶黑稻、绿叶黑稻、白稻之间存在一定的遗传变异，因此，在未来的育种中，可通过水稻不同群体之间的杂交实现群体间的基因交流，从而对黑稻的杂交育种发挥积极的作用。
本研究为黑稻新品种选育、品种改良以及种质资源的评价和保护提供了理论参考。 
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