国家重点基础研究发展规划项目

课题验收报告
项目编号：G1998010200

项目名称：农作物资源核心种质构建、重要新基因发掘与有效利用研究

课题编号：G1998010201

课题名称：水稻核心种质构建

起止年月：1998年10月---2003年8月

课题负责人：李自超   

联系地址：北京海淀区圆明园西路2号中国农业大学作物学院

电话及传真：62891414
电子信箱Email：lizichao@cau.edu.cn

课题依托单位：中国农业大学

主要承担单位：中国农业大学

中国农科院品资所

中国水稻所

广西省农科院

广东省农科院

2003年10月09日

一、课题验收工作总结

（1） 计划任务完成情况
本课题已经完成计划任务，并实现了预期目标，具体完成情况如下：
1、 课题计划任务书的研究内容和预期目标

课题原始研究内容和目标

（1） 明确中国稻种资源的遗传多样性分布及多样性中心；

（2） 建立中国稻种资源核心种质构建的取样方法和技术体系；

（3） 构建在表型上占总资源80%以上，DNA水平上70%以上的遗传多样性的中国稻种资源核心种质；

（4） 提供一批能为水稻育种有效利用的新种质；

（5） 建立核心种质同工酶、DNA指纹图谱及重要形态和农艺性状数据库；

（6） 发表高质量论文5-8篇。

课题原始年度计划内容和目标

	1998年

1. 完成取样策略的研究，提出地方种、改良种、杂交稻及野生种的取样方案和取样比例；

2. 根据初步研究结果，提出占地方稻种5-6%、能代表约95%以上的表型遗传多样性的初级核心种质清单，建立表型上检验核心种质的参数和方法；



	1999年

1. 地方品种在杭州、及海南岛种植扩繁，观察记载分类性状和形态性状，考察产量性状，分析品质性状等；

2. 地方品种同工酶分析

3. 完成地方品种农艺性状鉴定，聚类压缩成准核心样品;

4. 探索快速、高效、经济的检测稻种资源遗传多样性的DNA分子标记技术(如SSR、AFLP或RFLP等)，然后进行DNA水平上的多态性分析；
发表论文1-2篇。

	2000年
1. 完成改良种、杂交稻初级样品清单；

2. 完成改良种、杂交稻同工酶分析工作，聚类压缩为准核心种质，并开始SSR或RFLP 分析；

3. 完成地方种的SSR或RFLP 分析，聚类压缩成的地方种核心种质；

4. 初步提出建立地方稻种核心种质技术体系和遗传多样性检验指标或方法；

5. 发表论文1-2篇。


	2001年

1. 完成野生稻表型性状鉴定及同工酶分析，聚类压缩成准核心种质；

2. 完成改良种、杂交稻的SSR或RFLP 分析，并聚类压缩成核心种质；

3. 发表论文1-2篇。



	2002年

1. 完成野生稻的SSR或RFLP 分析，并聚类压缩成核心种质；

2. 发表论文1-2篇；

3. 在形态、农艺性状和DNA水平上综合检测整个核心种质的遗传多样性；

4. 建立核心种质重要形态、农艺性状和DNA指纹图谱数据库；

5. 课题鉴定验收，完成课题。




课题调整后三年的研究内容和目标

（1） 明确中国稻种资源表型性状、同工酶和DNA三水平遗传多样性分布规律及多样性中心； 

（2） 建立中国稻种资源核心种质构建的取样方法和技术体系；

（3） 构建在表型上占总资源90%以上，DNA水平上70-80%以上的遗传多样性的中国稻种资源核心种质；

（4） 建立核心种质同工酶、DNA指纹图谱（6000份材料，72个SSR标记）及重要形态和农艺性状数据库；

（5） 发表高质量论文5-8篇,其中SCI收录2-3篇

课题调整后三年的年度计划内容和目标

	2000年

1. 提取杂交稻（三系）初级样品并种植扩繁和观察；

2. 完成改良种、野生种农艺性状鉴定工作，聚类压缩为准核心种质，开始SSR 分析；

3. 完成地方种的SSR分析，聚类压缩成的地方种核心种质；

4. 初步提出建立地方稻种核心种质技术体系和检验指标或方法；
5. 发表论文1-2篇。

	2001年

1. 完成杂交稻（三系）农艺性状鉴定，聚类压缩成准核心种质；

2. 完成改良种、野生种的SSR分析，并聚类压缩成核心种质；

3. 发表论文1-2篇。

	2002年
1. 完成杂交稻（三系）的SSR分析，并聚类压缩成核心种质；

2. 发表论文1-2篇；

3. 在形态、农艺性状和DNA水平上综合检测整个核心种质的遗传多样性；

4. 建立重要形态、农艺性状和DNA指纹图谱数据库；

5. 课题鉴定验收，完成课题。


2、 课题计划任务完成的具体情况
2.1完成了对原始材料的收集、整理、规范

核心种质研究中，对原始数据的收集、整理和规范是第一步和进一步研究的基础，本研究中对包括地方种、改良种、三系和野生种在内的中国稻种资源64,373份材料，2,000，000多个数据进行了整理和规范。具体工作为

稻种资源原始数据的整理、规范和标准化步骤：

1） 检查数据基本情况

2） 将不规范的情况进行了分类

3） 对数据进行规范和标准化

中国稻种资源地方种原始数据

中国地方稻种资源原始数据来自中国农业科学院作物品种资源所信息中心的作物种质资源数据库，第一阶段取样依据“九五”前收集、鉴定评价的数据，第二阶段取样依据“九五”期间收集、鉴定评价的数据。数据库中有记载项目67个，仅有31个性状有记载数据。而且没有任何一个性状是数据全面的，有记载数据的材料数占总体的比例从最低的6%到最高的99.1％。在有数据记载的各性状中，其记载的规范化水平也参差不齐，采用连续型数据记载的性状无法考察其记载的准确性，而离散型数据记载的性状记载非常混乱，仅有少数性状是记载比较的规范的。将记载的不规范性进行了分类，可归为以下几种情况：（1）材料本身混杂：这种情况在记载时将几种情况进行了并列，如将粘糯混杂的情况记载为“粘、糯”或“粘/糯”，将米色记为“白、红”。（2）误记：一般是记错了列，这种情况比较少。（3）记载标准不一：这种情况比较普遍，因为这些数据是由各地方提供，在记载时使用了不同的记载标准。为减少取样中对各性状统计计算的误差，我们对离散型数据按中国农业科学院作物品种资源研究所1986年印制的《稻种资源观察调查项目及记载标准》进行了规范。
中国稻种资源改良种原始数据

中国稻种资源改良种截至我们选择初选核心种质时共入库编目4085份，在改良种原始库中有记载项目35个，其中，仅有14个性状有数据记载，在有记载性状中其规范性除芒长和白叶枯外记载都比较规范。对于数据的规范和整理同地方种数据。
中国稻种资源杂交稻三系原始数据

三系的材料原始数据记载项目39个，其性状全部是连续型数据，且记载比较全面。
中国稻种资源野生稻原始数据

野生稻原始库中的数据记载项目38个。这些项目中全部有数据记载，其中的离散型数据记载的性状记载比较全面，而连续型数据记载的性状缺值的材料比较多。除芒性为一混合记载性状，苗瘟和白叶枯记载存在标准不一外，其他性状记载比较规范。采用如地方种同样的方法对野生稻原始数据进行了规范。
2.2建立了中国稻种资源核心种质的评价和取样体系

2.2.1提出了科学的核心种质评价指标

要建立有效的核心种质，首先要建立科学的评价指标。根据核心种质的概念，要求核心种质以最小的资源数代表最大的遗传多样性，即保留尽可能小的群体和尽可能大的遗传多样性，因此在选择检测参数对核心种质的优劣进行评价时，主要掌握两个原则：遗传多样性和实用性。遗传多样性是指种内不同个体间或一个群体内不同个体间的遗传变异的总合，对遗传多样性的量度包括变异的丰度（richness）和变异的均度（evenness）；实用性是指在所选核心种质中是否包含了生产上需要的优异变异，能否为当前的生产应用提供服务,如高抗逆性（盐、旱等）和高效利用性（如磷、氮高效等）资源。根据核心种质的概念结合国内外研究现状提出以下8个核心种质检验参数，即多样性指数、遗传变异的保留比例、变异系数、最大值离差、表型方差、最小值离差、表型频率方差、平均数离差。

平均数离差（Dmea）：根据平均数的性质和核心种质及遗传多样性的概念，Dmea可以在一定程度上表现核心种质的均度。但是，运用Dmea的前提是对原始库中各性状的分布已经进行详细分析，然后才能得到正确的结果，否则可能会得出相反的结果。
最大、最小值离差（Dmax、Dmin）：Dmax、Dmin表示核心种质性状极值与原始库极值的离差，表明了的变异范围，可以用作核心种质实用性的参考。Dmax和Dmin越小，表明核心种质中各性状的极值越接近原始库中的极值，则可能包含了育种家所需的特殊遗传变异。
遗传变异保留比例（R）：R表示核心种质中所保留遗传变异的数量与原始库中遗传变异总量的比例，在一定程度上表现了所保留变异的丰度。核心种质的R越大，表明在核心种质中包含的变异越丰富，那么对育种家越有利。在确定核心种质的取样比例时，对于不同规模群体，R这个参数的表现是不同的，而且为了保证核心种质中保留了足够的变异，用R这个参数做最终的检测是必不可少的。
表型方差（VPV）和变异系数（CV）：VPV和CV在一定程度上表现了各种表现型的分布情况，显示了材料的异质性，因此可以估计群体的均度。VPV和CV 越大，表明所得核心种质中各性状的分布越均匀，遗传冗余度（degree of genetic redundancy）越小，可以作为比较不同核心种质取样方法间优劣的有效参数。
表型频率方差（VPF）：VPF同样用于估计群体的均度，其表现与VPV、CV正好相反，所得值越小，所代表的方法越好，为比较不同核心种质取样方法间优劣的有效参数。
多样性指数（I）：I为多样性估计的综合性参数，不仅考虑了群体中变异的丰度（保留的遗传变异数），同时考虑了群体中变异的均度（各类遗传变异的在群体中的有效性）。所得核心种质中变异类型越丰富，变异的均度越高，I值越大，为对比不同核心种质取样方法间优劣的有效参数。主要包括Shannon-weaver多样性信息指数和Nei氏基因多样性指数。

2.2.2建立了中国稻种资源核心种质的取样体系
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根据中国稻种资源现有数据比较少且不全面的现状，我们提出了核心种质的体系结构（见右图）。此体系采用循序渐进的方式，在数据逐步丰富的情况下逐级压缩取样。本体系在现有数据和可利用信息比较有限的情况下，保证了取样的代表性和有效性。并且，通过在最后利用详细鉴定的农艺性状建立应用核心种质，实现了核心种质既保持较高的遗传多样性，又同时保证其实用性。首先选取了中国稻种资源地方种、改良种、杂交稻三系和野生稻的初级核心种质：

中国稻种资源地方种初级核心种质的建立

在云南稻种资源核心种质取样策略的基础上，经过长达半年之久的计算和研究于1999年初正式提出科学合理的中国稻种资源地方种质的初级核心种质清单。清单的提出主要根据取样方案计算机取样和人工定向取样。

取样策略包括取样方案和总体取样比例。取样方案研究分三个水平，即分组方法、组内取样比例的确定、组内取样方法。分组方法包括按省、稻区、丁颖分类、稻区＋亚种和省＋亚种；组内取样方法包括G、P、R和L；总体取样比例设5％、10％和15％，共得到44个备选初级核心种质，通过对44个核心种质的表型保留比例、遗传多样性指数、表型方差、表型频率方差和变异系数等分析，最终确定以丁颖分类体系分组、按平方根或对数比例在组内聚类取样为最佳取样方案。5%的取样比例保留比例达到96%以上，10％取样比例保留比例可达97％以上。综合中国稻种资源核心种质和云南稻种资源核心种质取样策略的研究结果，认为5%-10%是较合理的取样比例。为保证以最小的资源数量保留最大的遗传多样性，另外，还考虑到现有数据比较缺乏，实际提取了约8%的资源作为初级核心种质，其中按取样方案计算机取样6%，约3008份，人工定向取样约1000份。人工定向取样主要考虑计算机取样遗漏的稀有资源，及已被育种所利用的（如抗性资源、优质资源等）优异资源。

中国稻种资源改良种初级核心种质的建立

改良种初级核心种质取样策略以稻作生态区分组，在组内随机取样为主，人工定向取样主要考虑以下几点：品种系谱、品种推广面积、特殊遗传资源或优异资源等。尽管改良种遗传基础较地方种狭窄，但考虑到其使用性较高，最终取样比例为18%。共提取586份改良种初级核心种质，种子来源主要是从国家种质资源库有尝提取。检测结果表明所取核心种质遗传多样性指数提高，表型保留比例97%，包含全部各类优异资源。

中国稻种资源杂交稻三系初级核心种质的建立

三系初级核心种质取样策略类似改良种初级核心种质的取样策略，主要考虑以下几点：品种系谱、品种推广面积、特殊遗传资源或优异资源等。提出了水稻三系杂交稻品种初级核心种质名单（三系恢复系104份，不育系与保持系88对），占整个三系材料的15％。

中国稻种资源野生稻初级核心种质的建立

完成了中国三种野生稻初级核心种质的取样方法研究。中国野生稻有三个种，普通野生稻（5571份）、药用野生稻（671份）和疣粒野生稻（144份），根据三个种的特点，利用国家库已有的约20个表型性状数据，设计了各自的不同的取样方案。

普通野生稻有4种分组方法，即按省或自治区、纬度、生长习性、单一性状，分别以对数、平方根、遗传多样性及简单比例等决定各组取样量(见图3)，总体取样比例为5%、15%和25%，组内取样方法分聚类和随机两种，获得的最佳取样方案为：按省分组，在组内以对数比例用聚类取样，取样比例为15%，其表型保留比例90.42%。

药用和疣粒野生稻取样方案与普野大同小异。药野的最佳取样比例为15%，取样方案为以纬度分组，以对数比例在组内聚类取样，表型保留比例为91.80%。疣野以全部材料进行聚类，最佳取样比例为10%。

2.2.3初级核心种质材料的鉴定、评价和分子检测

对稻种资源初级核心种质材料进行了形态鉴定、评价和分子标记检测

通过科学的取样策略获得了中国地方稻种资源地方稻种、改良种、三系和野生稻的初级核心种质，其材料组成分别为4008、586、192和894。对各种材料进行了形态性状的评价和考查、同工酶和SSR分析，具体情况如下，

栽培稻初级核心种质的形态性状评价和考查

对所选地方稻种、改良种和三系的初级核心种质材料，分别在杭州和海南分两年种植观察，田间设三个重复，10个对照品种，5籼和5粳。单本插，每材料插24株。种植和扩繁材料5907个次，共同记载和考查形态和农艺性状61个，其中分类性状4个、形态性状21、产量相关性状14个和其他农艺性状22个。田间记载和室内考种参照中国农科院品资所和中国水稻所制定的“稻种资源基本情况与主要形态、农艺性状调查项目及记载标准”和IRRI制定的“Descriptor for rice， Oryza sativa L.”。

除上述共同考查的性状，还考查了恢复系的恢复度。上述新考查的性状连同原始库中已有的10个品质性状组成了中国稻种资源栽培稻的形态性状数据库，这些性状已经装订成册。这些形态数据已用于中国稻种资源遗传多样性和核心种质取样研究。
磷高效材料的筛选及水稻磷高效机理的研究
磷高效材料的筛选：分别于中国农业大学和中国水稻所对500份粳稻材料和941份籼稻材料，进行耐低磷筛选，三个磷水平处理（正常施磷、不施磷、水槽低磷），不设重复，以分蘖数和单穗重两个指标进行筛选。经过三年的鉴定筛选，最终筛选出粳稻耐低磷材料105份，籼稻材料37份，同时得到了部分可用于磷高效机理研究的磷敏感材料，这些材料已用于应用核心种质的建立。

水稻磷高效机理的研究：① 挑选15份磷高效品种与8份磷敏感品种土培法研究水稻磷高效的机理--考虑到与磷效率密切相关的磷吸收与磷利用两个方面，选定植株分蘖初期的根部性状（根干重，最大根长，根数等），分蘖数，叶面积，植株磷含量以及成熟期的经济产量，生物产量进行研究，比较在不同磷含量处理水平下磷高效与磷敏感品种的差异，在缺磷条件下各个性状的表现以及相互关系，对水稻磷高效机理作初步的探讨。初步研究结果发现：磷高效品种比磷敏感品种在根系生长上要发达得多，有一些品种为抗旱品种，说明根系在提高植株吸收利用土壤磷方面的重要性。目前实验结果正在处理之中；② 挑取3份磷高效材料与3份磷敏感材料砂培法研究水稻磷高效的机理--试验采用低磷（1ppm）与高磷（10ppm）处理，其中1份磷高效材料与1份磷敏感材料设4个磷梯度处理，培养时期45天，营养液定期浇灌。对植株的根部性状根长，根数，干重，根表面积以及茎干重，根茎比，根茎磷含量分别作了测定，初步结果表明：在缺磷条件下磷高效品种与磷敏感品种存在着很大的差异。磷高效材料在不同磷浓度条件下植株的生长和产量变化差异较小，而磷敏感材料则差异较大。

初级核心种质抗稻瘟病材料的复鉴

从地方稻种资源中选取200份在“九五”之前已鉴定出的抗稻瘟病材料进行复鉴，选用15个稻瘟病生理小种于幼苗3-4叶期进行混合喷雾接种，接种后7天调查苗瘟。初步结果表明，42%的材料（88份）表现1级抗性，无免疫材料。对抗病材料将进一步进行复鉴和穗瘟鉴定，最终鉴定出全生育期均能抗稻瘟病的资源。

栽培稻初级核心种质的同工酶分析

分别用淀粉凝胶电泳法和聚丙烯酰胺凝胶电泳法已对地方稻种、改良种和三系材料的初级核心种质进行了4-8种同工酶约17个基因位点（Pgi-1、Pgi-2、Sdh、Adh、Amp-1、Amp-2、Amp-3、Amp-4、Est-1、Est-2、Est-5、Est-9、Cat、Acp-1、Acp-2、Mal-1、Mal-2）约65个等位基因的酶谱分析，建立了地方稻种、改良种和三系资源初级核心种质的同工酶数据库。这部分同工酶酶谱数据已用于中国稻种资源遗传多样性和核心种质取样研究。
栽培稻和普通野生稻初级核心种质的SSR分析

研制成功了水稻种质资源指纹图谱自动识别系统研制GEL 2.0。该系统用于水稻种质资源蛋白质和DNA指纹图谱的自动识别、分析比较以及指纹图谱数据库的建立。它接受BMP文件格式的指纹图谱照片, 自动识别图谱中的样品及谱带,然后将谱带迁移率标准化并将这些信息放入图谱数据库, 未知样品经系统分析后可与图谱数据库中的样品匹配。具有图象处理(颜色反转, 图象放大、缩小、旋转、剪切、存储、几何变换)、图象识别(自动识别样品边界、谱带边界, 生成样品模式图,手工调整谱带)、模式图操作(选择样品和谱带,删除和拖动样品,模式图的放大与缩小,数字模式图生成,样品命名,修改谱带,谱带对齐)、数据库管理(参数设置, 样品入库、修改、删除、查询、显示、打印, 数据转换)等功能, 可运行在486DX以上微机、Windows 3.1以上操作系统及256色以上显示模式的软硬件环境下, 用户界面友好, 操作简便, 执行效率高, 性能稳定。

软件下载网址：FTP://icgr.caas.net.cn/，HTTP://icgr.caas.net.cn/ 。

采用聚丙烯酰胺凝胶电泳和PCR技术对中国稻种资源地方种、改良种、三系和普通野生稻资源进行了SSR分析，共分析了约35万个反应。其中，利用360份地方稻种资源，72对SSR引物，研究了在分析稻种资源遗传多样性和核心种质取样中适宜的引物数量和多态性情况。利用适宜的引物数（36对）进行了中国稻种资源地方种、改良种、三系和普通野生稻的遗传多样性分析和核心种质聚类取样研究。

2.2.4研究了核心种质多样性评价及聚类压缩所需SSR引物的适宜构成

在核心种质的取样体系中，一个重要的问题是采用什么数据来进行评价和取样。在SSR的使用问题上，需要回答的一个科学问题是，需要多少个SSR引物以及所采用的引物的多态性达到多大时，对遗传多样性的评价和核心种质的取样才是可靠的呢？为回答这一科学问题，本研究利用来自中国稻种资源地方种初级核心种质的358份材料、72对SSR引物分析了SSR引物多态性和数量对遗传多样性评价和核心种质取样的影响。本研究通过研究利用不同多态性和引物数量的数据进行聚类所得核心种质中的等位变异保留比例、遗传多样性和遗传结构的变化情况表明，对于这个由358份材料组成的群体，适宜的取样比例为70％；如果所利用的引物数少于12对，或采用的引物每个位点的平均等位基因数低于7个，不可能取得最佳结果；在24－36对引物间，不管是估计群体的遗传结构还是用于核心种质取样，不同多态性引物间无明显差异。最终，通过本研究认为，随机选取36对SSR引物是首选方案，可在24－36对间做出选择，不提倡更多位点和非常高多态性的引物，以免在收效微小的情况下资源（包括物质和时间）投入太大，而且位点多态性太高反而增加了读带难度，造成不必要的误差。根据这一研究结果，本研究选取了36对SSR引物，对中国稻种资源初级核心种质进行了DNA水平上的分析，包括中国稻种资源核心种质的建立和遗传多样性的分析。
2.2.5建立了中国稻种资源栽培稻和普通野生稻的核心种质

经过初级核心种质的取样方法研究得到中国稻种资源地方种、改良种、三系和普通野生稻初级核心种质分别为3636、524、158和863份，对这些材料利用36对SSR进行了进一步的聚类压缩分析，通过此分析，回答了不同材料数、不同遗传多样性群体的适宜取样比例；以及在不同大小群体中，等位基因的保留情况；并通过回归分析，估算了对整个资源取样一定比例情况下的等位基因保留比例。

取样方案为，对于地方种、改良种、三系和普通野生稻每个初级核心种质随机取20％、40％、60％和80％（分别以T20、T40、T60和T80表示）两个重复，连同各自的初级核心种质份材料（以TT表示）分别形成9个具有不同材料数的原始群体。在每个群体中分别通过随机和通过SSR聚类取样5%、15%、25%、35%、45%、55%、65%、75%、85%、95%。分别形成了90个备选核心种质，统计了每个备选核心种质的形态离散型数据的Shannon多样性信息指数、表型保留比例，形态连续型数据的方差、变异系数和变幅保留比例，36对SSR的Nei氏基因多样性指数、等位基因保留比例和稀有基因丢失情况。通过分析获得如下结果：

中国稻种资源地方种核心种质的建立

不同大小的群体随取样比例的增加SSR等位基因的保留比例逐渐增大，但是，大群体和小群体增加的速度不同，大群体（TT，初级核心种质3636份）在取样比例达到32％时即可达到90％的SSR等位基因包括比例，而小群体（T20，727份）需要取样比例增加到40％，3636份材料的群体在取样50％时等位基因保留比例达到95％，2909份材料的群体需要取样55％，而1545份和727份的群体则需要取样60％以上才可以达到95％的SSR等位基因保留比例。形态性状表现型的保留比例表现出了类似的规律，但要保留同SSR等位变异相同比例的表型变异所需要的取样比例略高于SSR。

对于形态性状的变幅，同样也是随取样比例增加其保留的幅度逐渐增加，并且表现为前快后缓。但是对于不同大小的群体来说增加速度不同，小群体中，由于异质性比较强，随取样比例增加，变幅的保留幅度明显增加快而且持续的范围大，在5％－55％间变化较大，而大群体则在35％处变幅的增加速度就开始变缓了。

SSR的多样性指数呈现随取样比例的增加先升后降的变化规律，大群体中达到最大值的取样比例要低于小群体。因为在大群体含有比小群体较多的遗传重复，所以需要更大压缩比例，如727份材料的小群体取样比例升高到55％才开始下降，即此后增加取样量会在取样群体中引入更多的遗传重复，但是，2909份材料的大群体，则取样升高到35％时就开始下降。形态性状的多样性表现不如SSR数据的规律性强。

通过比较不同取样比例下所丢失等位基因的频率分布情况可以发现，不管是在大群体还是在小群体中，所丢失的基因都是些频率较低的等位基因，尤其是在取样比例较高的情况下，一些频率较高的等位基因的确可以通过提高取样比例获得，但是要获得一些频率特别低的所谓“孤儿”等位变异（orphan allele），所需要增加的保存材料数的代价是巨大的。由此可以看出，在有限的科研和生产资源可以利用的情况下，去追求那些几乎未知的特别稀有的等位基因是得不偿失的。

综合上述分析，如果需要进一步压缩,地方稻种资源核心种质的取样比例应该在70％，即选取2545份地方稻种材料作为中国地方稻种核心种质。此时，形态性状的表型保留比例和变幅保留比例均在95％以上，SSR等位基因的保留比例在97％以上，尚未引入太多SSR遗传重复，而且在原始群体中的频率高于10-3的所有等位基因已经可以全部被保留下来。

中国稻种资源改良种核心种质的建立

从SSR的聚类结果可以看出对于任意取样比例，大群体的保留比例都要高于小群体。如抽样比例为5％时，T20群体的保留比例为32％，而TT群体的保留比例已经达到50.2。取样25％时，T20的保留比例为69.5，而TT的保留比例已经达到86％。

 形态性状表型保留比例与SSR等位基因的保留比例结果大体相似。等位变异保留比例为95％时，T20、T40、T60、T80和TT的取样比例分别为70％、60％、54％、44％和43％，等位变异保留比例为90%时，T20、T40、T60、T80和TT的取样比例分别为53％、45％、38％、33％和32％。同样是群体越大，较小的取样比例就能获得较高的等位变异保留比例。与聚类结果相比，随机取样都没有太高的规律性，有时出现取样比例增加，但等位变异保留比例反而减小的情况。

比较分别运用随机和SSR聚类取样所得核心种质的多样性指数，SSR聚类取样的结果的规律性明显好于随机取样。SSR聚类结果表明：T20、T40、T60、T80、TT群体的多样性都是随着取样比例的增加先增加后减小。取样比例从5%到15%多样性上升很快,当取样比例上升到25%以后,多样性的增加不再明显，T80和TT群体在取样55%时上升到最大,而T20、T40、T60群体多样性最大时的取样比例分别为75%、75%和85%。大群体与小群体相比,在较小的取样比例下就能获得较大的多样性。
对于形态性状，5个群体都是在取样比例从15%到25%的过程，多样性迅速上升,然后取样比例大于25%以后,多样性变化不再规律,变化的幅度也较小。

随机取样无论SSR还是形态,取样比例和多样性没有明显的关系。

在取样比例较低的情况下，无论聚类取样还是随机取样，各群体的变幅保留比例都比较小。随着取样比例的增大变幅保留比例也不断增大，聚类取样结果比随机取样更稳定。在聚类取样中，当取样比例为50％时，各群体的变幅保留比例都在90％以上，当取样比例为60％时，除T20群体以外，其他群体的变幅保留比例都能保持95％以上。而利用随机取样只有取样比例达到58%时变幅保留比例才能保持在90以上。

综合各参数的表现，如果需要进一步压缩，改良稻种资源核心种质的取样比例应该在55％，即选取288份改良种材料作为中国地方稻种核心种质，占中国稻种资源编目改良种的7％。此时，形态性状的表型保留比例和变幅保留比例均在95％以上，SSR等位基因的保留比例在95％以上，尚未引入太多SSR遗传重复，而且在原始群体中的频率高于0.005的所有等位基因已经可以全部被保留下来。

中国稻种资源杂交稻三系核心种质的建立

三系群体在利用SSR数据进行聚类压缩研究时其等位基因保留比例表现出了类似地方种、改良种和野生稻的规律，即随取样比例增加保留比例不断上升，大群体比小群体上升快，在较小取样比例下即提前达到小群需要较大取样量情况下的基因保留比例。但是，通过分析随取样SSR以及形态遗传多样性指数发现，三系材料的多样性并未随压缩比例增大而增加，相反，却呈逐渐降低的趋势。这说明在三系材料中已经基本不存在遗传重复，增大压缩比例只能使等位变异丢失，而不会对去除遗传重复有任何作用。因此，认为三系初级核心种质已经不适合再进一步压缩，最终三系核心种质为158份。

中国稻种资源野生稻核心种质的建立

各群体的SSR等位基因保留比例在取样比例为55％时均达95％以上。形态性状的保留比例在各群体的取样比例为45％时达到95％以上。随着各群体样比例的增大，各群体的遗传变异保留比例趋向一致。对于不同大小的原始取样群体，形态性状表型保留比例和SSR等位基因的保留比例均在大群体中随取样比例增加上升较快，相对小群体在较小取样比例下就可以达到一个较高的遗传变异保留比例。

SSR基因多样性指数在低取样比例的情况下先升高后降低，当取样比例为15％时，T60、T80和TT群体的基因多样性达到最大值，取样比例为35％时T20和T40的群体达到最大值。当各群体的基因多样性达到最大值后随着取样比例的增加而下降。与地方稻种资源在不同取样比例下的保留比例比较可以看出，野生稻虽然含有的总的等位变异（907）远高于地方种（681），但是保留相同比例的等位基因，野生稻所需的取样比例明显低于地方种，这和野生稻杂和频率特别高有关。

形态性状的遗传多样性指数随着取样比例的上升而下降，在取样比例较小的情况下小群体的遗传多样性大于大群体，当取样比例达到25％以后各群体的形态性状基因多样性指数一致。

SSR等位基因在取样比例较小时多样性增加是因为等位基因丢失的迅速减少，当取样比例较大时多样性随着取样比例的增加而下降是因为重复增多。而形态性状则是在取样比例较小的情况小，随着取样比例的增加重复迅速增大，当取样比例较大时重复增加的速度减小。

丢失的等位基因数随着取样比例的增加而减小。取样比例小时各频率类型包含的等位基因个数有差别，较低频率的数量较多。大群体在较小的取样比例下丢失的等位基因绝大部分是小频率等位基因，如总群体在取样比例为5％时丢失的等位基因绝大部分是频率在0.01以下的等位基因。

综合各参数的表现，普通野生稻核心种质的适宜取样比例为55％，据此，得到了普通野生稻核心种质，最终清单为475份。此核心种质保留了SSR等位基因的95％以上，形态性状表现型的97％以上，遗传重复相对较低，而且频率在0.005以上的等位基因都得以保留了。

2.2.6提出了核心种质的评价体系

通过对云南稻种资源核心种质和中国稻种资源核心种质的研究发现，因为数据的缺乏，我们无法直接估算核心种质中一些重要数据（如比较详细的农艺性状，和耗费比较大的分子标记等数据）在所研究的资源对象整个原始群体中的保留比例和代表性。在提出了符合核心种质概念的科学的核心种质评价指标的基础上，结合本课题组提出的分级取样体系，我们提出了逐级评价和回归外推的评价技术。本方法采用核心种质数据的分级取样结果，通过回归模拟，外推估计初级核心种质和核心种质对全部资源的遗传变异的保留比例。

栽培稻的评价以地方种为研究对象，通过此研究将解决在SSR水平上评价现有核心种质的代表性问题。最终地方种核心种质若取2545份，即占整个地方种的5％，则形态性状在3636份中的保留比例为95％，而在整个地方种中的保留比例应为95％与96％（初级核心种质保留比例）的乘积，等于91.2％。在DNA水平上，若取2545份，则可以保留3636份材料中等位变异的96％。在估算所得核心种质在DNA水平上可以代表整个地方种的变异比例时，分两步走。首先，通过某群体下不同取样比例对等位变异保留比例的回归，估算了不同初始群体下相同取样比例的等位基因保留比例；其次，通过不同群体大小对相同取样比例下的等位变异保留比例的回归，我们估算了若在整个稻种资源中取同样比例的核心种质的等位变异保留比例。根据两个回归结果，本研究建立了一个保留比例的群体大小与取样比例对应表。此对应表中给出了不同群体在不同取样比例下的遗传变异保留比例，可以提供一个在栽培作物核心种质取样时的总体取样比例的参考。从表中可以看出，群体越大在相同的取样比例等位基因的保留比例越大。

栽培稻不同群体下不同取样比例的等位基因保留比例对应表

	
	5%
	7.2%
	10%
	15%
	20%
	25%
	35%
	45%
	55%

	500
	0.5895
	0.6342
	0.6834
	0.7435
	0.7941
	0.8335
	0.8858
	0.9081
	0.9355

	1000
	0.6201
	0.6698
	0.7174
	0.7729
	0.8165
	0.8506
	0.8933
	0.9169
	0.9418

	3000
	0.6685
	0.7261
	0.7712
	0.8193
	0.8519
	0.8776
	0.9052
	0.9308
	0.9519

	5382
	0.6943
	0.7560
	0.7998
	0.8628
	0.8707
	0.8920
	0.9116
	0.9382
	0.9573

	7500
	0.7089
	0.7730
	0.8160
	0.8581
	0.8814
	0.9002
	0.9152
	0.9424
	0.9604

	10000
	0.7216
	0.7878
	0.8301
	0.8702
	0.8907
	0.9073
	0.9183
	0.9460
	0.9630

	20000
	0.7522
	0.8233
	0.8641
	0.8995
	0.9130
	0.9243
	0.9258
	0.9548
	0.9694

	30000
	0.7700
	0.8441
	0.8839
	0.9167
	0.9261
	0.9343
	0.9302
	0.9599
	0.9731

	40000
	0.7827
	0.8588
	0.8980
	0.9289
	0.9354
	0.9414
	0.9333
	0.9636
	0.9758

	50000
	0.7926
	0.8702
	0.9089
	0.9383
	0.9426
	0.9469
	0.9358
	0.9664
	0.9778

	50526
	0.7930
	0.8708
	0.9094
	0.9387
	0.9429
	0.9472
	0.9359
	0.9665
	0.9779


野生稻的评价以普通野生稻为研究对象，其方法同栽培种。同样，利用此研究建立了一个适合杂和率极高生物群体保留比例的群体大小与取样比例对应表（略）。

利用此技术，我们估计占中国地方稻种资源约7.2％的地方稻种初级核心种质（3636份）保留了整个中国稻种资源地方种SSR遗传变异的87.02％；如果选取中国地方稻种核心种质2545份（占整个地方种稻种资源5％）则可以保留整个地方稻种资源约80％的SSR遗传变异。占中国稻种资源育成种（包括改良种和三系）12.7％的育成种初级核心种质（682份）保留了整个中国稻种资源育成种SSR遗传变异的83.4％；如果选取育成种核心种质446份（占各个育成种的7％），则可以保留整个育成种资源77％的SSR遗传变异。占中国稻种资源普通野生稻15.5％的普野初级核心种质（863份）保留了整个中国稻种资源普通野生稻SSR遗传变异的83％以上；如果取核心种质475份（占整个普通野生稻资源的8.5％），则可以保留整个普通野生稻资源约75％的SSR遗传变异。

2.2.7中国稻种资源核心种质的建立及评价

在保留较高遗传变异和较低的遗传重复的原则下，最终认为选取3466份中国稻种资源作为最终的核心种质比较合理，占原始资源5.6％。所得核心种质在形态水平上占初级核心种质变异保留比例平均为97％，占总资源平均为92％；在DNA水平上的遗传变异保留比例占初级核心种质为97.5％，占总资源平均为90.3％。若选取4000份材料作为核心种质，则在形态水平上平均保留总资源中变异的92.5％，在DNA水平上占91.5％；若选取3000、2000和1000份，则分别在形态以及DNA水平上保留总资源中变异的91.5％、84.2％和77.4％，以及89.8％、84.9％和78.4％。
2.2.8中国稻种资源应用核心种质的建立

经过对500余份粳稻初级核心种质的耐磷性鉴定，共鉴定出耐低磷达一级的粳稻材料105份，磷敏感材料7份。经对941份籼稻初级核心种质在大田和水槽两种条件下的耐低磷筛选鉴定，以相对分蘖力和相对单穗产量大于0.9为指标，共分别在大田和水槽中筛出13和24份耐低磷材料。现已建立这些材料相关鉴定数据及分子标记数据库，形成了磷高效利用相关应用核心种质。这批材料一方面包含了大量可以在低有效磷环境下生长良好的耐低磷材料，可以用于农业生产；另一方面，又包含了一定数量的磷敏感材料，他们对土壤中有效磷含量的变化反应比较敏感，是研究水稻耐低磷机理的优良材料。

除磷高效应用核心种质外，还根据对初级核心种质的鉴定评价结果建立了大粒型、大穗型等各类农艺性状的应用核心种质。

2.3中国稻种资源遗传多样性的分析

2.3.1中国稻种资源地方种的遗传多样性分析

中国地方稻种资源共50526份，初级核心种质3636份，核心种质2545份。总资源中有形态性状近30个，初级核心种质中有新鉴定评价形态农艺性状50多个，8种同工酶标记和36对SSR标记。通过这些数据对中国稻种资源地方种的遗传多样性进行了比较详细的分析，得到了一些非常有意义的结果和结论。

明确了中国稻种资源地方种遗传多样性的地理生态分布和遗传多样性中心

通过对形态性状的表型多样性分析发现，地方稻种资源表型遗传多样性比较大的省主要集中在华南和西南两个地区，西北部地区的几个省多样性较小，在稻区的分布上也是华南和西南两个稻区遗传多样性较其他稻区高。同工酶水平上的变异与形态稍有不同。SSR遗传变异和多样性在各省和稻区的分布与形态性状也稍有不同，既便是SSR本身，等位基因数、基因型数、基因多样性指数和基因型多样性指数在各省的分布也不尽相同。同工酶水平上的多样性，以华南和西南地区较高，且以华南为主。等位变异以及基因型比较丰富地区主要集中在我国的云贵和华南地区，前者以云贵高原为最高，而后者以华南为最大。等位基因多样性指数和基因型多样性指数虽然也是在此两个区域比较大，但是前者以华南为主，后者以云南为主。由此可见，我国栽培稻在形态、同工酶和DNA水平上的遗传多样性中心位于气候温润的华南和气候丰富多样云贵高原。

从纬度来看，多样性中心位于北纬25度以南，同样是华南和云贵高原所在的区域。

研究了中国稻种资源地方种主要分类类型间的遗传多样性分布

分析几个主要分类类型间的遗传多样性关系发现，几个主要类型间形态多样性、同工酶多样性和SSR多样性间存在一定的不一致性。表型上，粳稻大于籼稻，陆稻大于水稻；同工酶水平上，粳稻与籼稻的遗传多样性基本持平或稍大；而SSR上除粳稻等位基因数稍微大于籼稻外，均为籼稻遗传多样性大于粳稻，水稻遗传多样性大于陆稻。粘稻不论是在形态还是在SSR水平上均一致遗传多样性高于糯稻。但是，在几个主要产量性状（百粒重、结实率和单株穗重等）上却表现出糯稻较粘稻、籼稻较粳稻较大的变异范围。

研究了中国稻种资源地方种稀有和优异变异的分布规律

在群体中所占频率在1％到10％区间内的等位变异较多，对于多数群体在此区间内的等位变异占到总变异量的半数以上，在0.1％到20％区间内的等位变异占总变异量80％以上。从不同频率等位变异在各稻区的分布可以看出，频率小于0.1％的等位基因比较少，仅在第一和三稻区中有分布，频率在80％以上的等位基因也少有，随每个稻区中都有分布，但是，在频率大于80％后，第五和六两个稻区中此区间的等位基因所占比例明显高于其他稻区。这两个稻区在0.1％到1％区间内的等位基因所占比例明显小于其他稻区。由此我们可以看出，处于北方的两个稻区由于其适合水稻生长的环境比较单一，在这两个稻区内生长的水稻材料中的等位变异要么更容易丢失，要么更容易被固定。另一方面，处于南方的第一稻区和处于云贵高原的第三稻区，具有其他稻区所不具有的小于0.01％的稀有变异，这可能和南方以及云贵高原较为强烈的阳光紫外线以及高能粒子射线有关。正是上述原因，导致了在北方的两个稻区遗传变异和遗传多样性小于其他稻区。同样，不同频率的等位基因在纬度上的分布也表现出了类似的现象，而且，随纬度升高等位变异的固定现象更加明显，在低纬度下也表现出了含有较多低频率等位基因的现象。与稻区和纬度类似，不同频率等位基因在不同海拔高度也显示了明显的差异，海拔越高等位变异越容易被固定，而且，在高达4000米的海拔高度频率小于10％的等位基因已经相当少了。等位变异在地理以及类型间的分布规律为我们寻找稀有变异提供了科学指导。

不同频率等位基因在不同分类类型（籼粳、水陆、粘糯）间的分布规律不明显。

几个重要的产量性状的变异表现了比较明显的地理分布规律。百粒重变异较大的地区分布于我国南方地区；结实率变异较大的材料分布于我国靠北部的地区，海拔一般较高；单株穗重和有效穗数也比较靠北部，但是，单株穗重海拔中高，有效穗数海拔中低。

2.3.2中国稻种资源改良种的遗传多样性分析

中国稻种资源改良种共4085份，初级核心种质524份，核心种质288份。总资源中有形态性状30个，初级核心种质中有新鉴定评价形态农艺性状50多个， 36对SSR标记。
研究了中国稻种资源改良种的遗传多样性分布

在改良种的核心种质材料中，各主要分类类型间在形态和SSR水平上的表现完全一致，均为籼稻大于粳稻、水稻大于陆稻、粘稻大于糯稻。中国栽培稻选育品种籼粳类型间等位酶各等位基因频率有较大的差异, 遗传多样性籼型显著高于粳型(籼型遗传多样性和预期杂和度分别为粳型的170.12% 和173.10% )。

研究了中国稻种资源改良种稀有和优异变异的分布规律

在几个重要产量相关性状中，籼稻表现出了比粳稻较大单株穗重和有效穗数，水稻表现出了比陆稻较大的千粒重、空秕率和单株穗重。

2.3.3中国稻种资源野生稻的遗传多样性分析

中国稻种资源野生稻近7000份，其中普通野生稻5571份，普野初级核心种质863份，核心种质473份。总资源中有形态性状23个，初级核心种质中有36对SSR标记。通过这些数据
明确了中国稻种资源普通野生稻遗传多样性的地理分布和遗传多样性中心

中国的普通野生稻分布于海南、云南、广西、广东、江西、福建、湖南和台湾，从北纬18度一直到28度。我们所得初级核心种质材料覆盖了除云南和台湾外的6个省份以及所有纬度范围。广东、广西和海南的SSR等位基因多样性较高，其中海南最高；福建、湖南和江西较低，其中江西最低。广东基因型多样性最大。野生稻的基因多样性中心是广东，广西和海南。SSR基因型多样性指数在北纬22、23处最高，从此向南、向北逐渐降低。等位基因多样性指数在北纬18－24度间变化不大，从北纬24－28等位基因多样性指数依次降低。基因多样性中心在北纬22、23度附近。野生稻的基因型多样性指数和等位基因数均表现为在低海拔具有较大变异的趋势，但是基因多样性指数却在不同海拔间无明显规律。普通野生稻在不同省份、海拔和纬度下形态多样性的分布与SSR水平上类似，均表现为在广东、广西和海南，北纬22和23度的低海拔处遗传多样性较大。
研究了中国稻种资源普通野生稻主要分类类型间的遗传多样性分布和遗传相似关系

对于野生稻种以下的分类较少而且至今尚无定论，比较为大家所认可的包括按生长习性分为匍匐、倾斜、半直立和直立；以及按生活周期分为多年生和一年生。在本研究中对863份中国稻种资源普通野生稻初级核心种质的四种生长习性在形态和SSR水平上的多样性进行了分析，结果表明，四种生长习性间多样性的分布在形态和SSR水平上基本一致，但尚有区别。匍匐型普野的SSR基因多样性、SSR基因型多样性和SSR等位基因数均高于其他三种生长习性的材料，而且在这三个参数上直立型普野表现最小，倾斜型或大于或基本等于半直立型普野。倾斜型普野的形态多样性和SSR基因型数均高于其他三种类型，匍匐型次之；形态多样性半直立型大于直立型，SSR基因型数则直立型高于半直立型。

2.3.4中国稻种资源的遗传结构分析

SSR等位基因在野生稻、地方种、改良种和三系材料中的分布表

	
	Tri-line
	Improved Variety
	Landrace

rice
	Wile rice

	Total
	317
	466
	681
	907

	Specific
	1
	7
	68
	321

	Without
	Tri
	-
	168
	367
	598

	
	Imp
	19
	-
	231
	484

	
	Lan
	3
	16
	-
	330

	
	Wr
	10
	43
	104
	-

	Common
	Tri
	-
	298
	314
	309

	
	Imp
	298
	-
	450
	423

	
	Lan
	314
	450
	-
	577

	
	Wr
	309
	423
	577
	-


在整个稻种资源初级核心种质中，在36个SSR位点上共发现等位变异1021个。由上表可以看出，野生稻中等位基因的总数最多，其次是地方种、改良种和三系。在野生稻所拥有的907个等位变异中，有35％的等位变异（321个）在栽培种中没有分布，为野生稻所独有（占整个稻种资源中所发现1021个等位变异的31％）。而在栽培稻中有分布在野生稻中没有分布的等位基因有114个，占所发现总变异的11％。在栽培稻中有近85％的等位变异与野生稻相同，而这些等位基因仅占野生稻总变异的不到64％。在改良种中有超过90％的等位基因存在于野生稻中，三系中则有97％以上的等位基因存在于野生稻中。在改良种和三系中的等位基因几乎全部存在于地方种中，而地方种的等位基因有近54％的等位基因在三系中不存在，近34％的等位基因在改良种中不存在。由以上数据一方面可以看出，相对于栽培稻来说，在野生稻中至少有35％的遗传变异是我们在栽培种中无法获得的潜在基因资源；相对于现在生产上广泛利用的改良种和三系来说，在地方种中具有至少超过34％的潜在基因资源可利用于生产。另一方面，等位基因的分布进一步证明了栽培稻是从普通野生稻进化演化过来的，基因流动的方向是从野生稻到地方种，再到生产上利用的改良种和三系。

通过比较栽培稻和野生稻中不同频率等位基因的分布发现，野生稻和地方种的等位基因主要分布于频率为0.1％－10％的范围内，栽培稻在此范围内的等位基因数占所含有总基因数的65.4％，而野生稻则占到高达83.0％。
3、 本课题取得的研究成果及发表论文情况
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待发表论文

1) 李自超，张洪亮等，中国地方稻种资源二级核心种质构建策略，中国农业科学

2) 李自超，张洪亮等，中国地方稻种资源形态和同工酶多样性比较
3) Zhang Hongliang, Li Zichao et al., Amplified Microsatellites Polymorphisms in Rice Landrace Core Collection of Yunnan, China
4) Zhang Hongliang, Li Zichao et al., Comparative polymorphisms of Microsatellites Loci Sequence and Amplified Microsatellites
5) 李自超等. 同工酶分析所揭示的云南地方稻种资源多样性

6) 李自超等. 水稻核心种质构建及多样性分析的SSR引物构成研究
7) 李自超等. 地方稻种和育成种的多样性比较
8) 余萍，李自超等. 从四种不同生长习性类型看普通野生稻的演化
9) 余萍，李自超等. 广西普通野生稻(Oryza Rufipogon Griff.)遗传多样性的地理分布
10) 刘亚，李自超等. 耐低磷水稻种质资源的筛选与鉴定. 
（2） 研究水平与创新性

本课题是目前国际植物种质资源研究的热点，所取得的成果已经为国内外同行所关注，已在国内外重要期刊发表论文十数篇，已多次在国际和国内学术会议上报告其研究进展，并进行相关研究的学术交流。
建立了中国稻种资源初级核心种质和核心种质。所建立的中国稻种资源地方种、改良种、三系和普通野生稻初级核心种质，材料数占整个稻种资源相应材料数在7.2％－15.5％的范围内，在DNA水平上保留整个稻种资源遗传变异的比例在83％－87.1％的范围内；核心种质材料数占整个稻种资源相应材料数在5％－12.2％的范围内，在DNA水平上保留整个稻种资源遗传变异的比例在75％－80％的范围内。初级核心种质材料总数为5181份，占总资源材料数的8.4％，在DNA水平上保留总资源遗传变异的93.5％；核心种质材料总数为3466份，占总资源材料数的5.6％，在DNA水平上保留总资源遗传变异的90.3％；
建立了包括中国稻种资源地方种、改良种、三系和普通野生稻在内，由5181份材料组成的中国稻种资源核心种质形态性状数据库、同工酶数据库和DNA指纹数据库，以及同工酶和DNA胶版数据库。

首次提出核心种质的分级结构体系和分层取样体系。特别是把科学的分类体系引入核心种质取样策略。所提出的分级结构体系和分层取样体系，解决了在初始数据不全面的情况下，分步丰富可以利用的信息，从而保证了所建立的核心种质的有效性。

建立了水稻核心种质遗传多样性的检测和评价体系。包括核心种质评价指标的建立和用回归外推技术估算核心种质遗传变异的保留比例。评价指标包括遗传多样性指数、变异系数、表型方差、表型频率方差和遗传变异保留比例等，用于指标检测核心种质的遗传变异丢失和遗传重复的去除情况。回归外推技术在很大程度上解决了无法对近7万份中国稻种资源原始库进行形态、同工酶，尤其是DNA水平上的遗传变异进行检测，从而解决了无法估计现有核心种质对整个资源遗传变异的代表性问题。

在形态、同工酶和DNA水平上，利用群体如此大和有代表性的中国稻种资源核心种质研究中国稻种资源的遗传多样性分布规律。分析确认了中国稻种资源栽培稻遗传多样性中心位于我国的云贵高原和华南地区，普通野生稻的遗传多样性中心位于包括广东、广西和海南在内的我国华南地区。揭示了我国稻种资源稀有基因在不同稻区、省、纬度和海拔上的分布规律，发现低频率等位变异主要分布于我国低纬度的云贵高原和华南地区，而我国高纬度的北方地区基因类型比较单一。

从DNA水平上揭示了遗传变异在普通野生稻以及包括地方种、改良种和三系在内的栽培稻间的分布规律，为资源的筛选利用提供了参考，为稻种资源的进化和演化提供了证据。

（3） 实施效果（农业、能源、信息、资源环境、人口与健康、材料等领域的项目应重点评价研究成果预期解决国家重大需求的实质性贡献和作用；科学前沿项目应重点评价研究成果的原创性和科学价值、对学科发展的推动作用及国际影响）

我国稻种资源核心种质的建立，为加强对我国稻种资源的保存、保护和加深对我国稻种资源的评价、鉴定和开发利用，提供了一套可操作的和科学的稻种资源材料。通过加深对稻种资源核心种质的研究，预期可以解决我国稻作育种工作中所存在的现有品种和育种材料遗传基础狭窄的问题，为我国农业生产上急待出现的第二次“绿色革命”提供有效和丰富的基因资源。另外，通过对稻种资源核心种质在形态、同工酶和DNA水平上的遗传多样性分析，明确了我国稻种资源遗传多样性在地理和类型间的分布，通过更进一步的研究，将为我国稻作农业的生产布局提供理论依据，为稻种的进化演化提供实验证据。

所提出核心种质分级体系和分层取样体系使核心种质的研究更科学、更符合实际，并为提供了一个可以对核心种质的有效性和实用性进行评价的途径。所提出的核心种质取样和核心种质评价体系将为其他作物核心种质的建立提供理论依据和实践上的参考。

核心种质的构建对于解决种质资源保存与应用这一世界性矛盾有重要意义，由于核心种质以较少的资源份数代表所有资源的遗传多样性，可以对其进行详细评价和研究，特别是优异、特种资源（磷、氮高效、抗旱资源）发掘对我国农业、环保等的可持续发展重要理论意义和实际应用价值。例如，所建立的磷高效利用应用核心种质可以提供育种、生产和科研用材料。虽对核心种质的进一步评价鉴定和发掘，更多优异资源的应用核心种质将建立。

等位变异在地理以及类型间的分布规律为我们寻找稀有变异提供了科学指导。

将本研究提出的取样体系、评价体系和数据库管理集于一体的“作物种质资源核心种质信息处理技术平台”的研究即将完成。本平台在实现中国稻种资源取样、评价和数据管理的基础上，考虑到了向其他作物移植的可行性，将可以为其他作物核心种质的建立提供一个初级的技术平台。在本技术平台建立后，通过向其他作物推广，预期将加快我国其他作物资源核心种质的研究。

（4） 人才培养、合作交流、数据共享等方面的情况

1． 人才培养

硕士的培养：张洪亮、刘霞、余萍、王美兴、孙俊立、张冬玲、齐永文、江云珠、刘亚

博士的培养：李自超、魏兴华、张洪亮、王美兴

2． 合作交流

在国内和国际学术大会上多次展示和报告研究的进展和成果

核心种质研究课题组已于2000年10月一行5人，参加了第四届国际水稻遗传学大会，提交大会核心种质研究论文2篇，并访问了国际水稻研究所，与国际水稻遗传专家对有关核心种质研究进行了交流。

参加了在中国杭州召开的“水稻遗传育种国际研讨会论”，提交核心种质研究论文一篇。

参加了分别于2000年和2003年举行的第一届和第四届全国植物基因组学大会，分别提交了核心种质研究相关论文3篇和2篇，分别做学术报告2个和1个。

参加了于2002年在中国哈尔滨举行的“作物种学学术研讨会”，在会议上做了题为“植物核心种质研究进展”的特邀报告

参加了在南昌召开的2003全国野生稻会议，会上作了“广西野生稻表性和
SSR遗传多样性研究”的学术报告，并在论文集上发表论文。

参加了在安徽合肥召开的2003全国作物遗传育种研讨会，会上作了“SSR引物构成与核心种质构建和遗传多样性评价”的学术报告。

3． 数据共享

建立了中国稻种资源初级核心种质、核心种质和应用核心种质数据库，现全部数据库在课题组内完全共享。由于涉及到国家资源的安全性，现阶段核心种质数据对外尚未完全共享。所有核心种质数据库已经嵌入本研究室正在开发的“作物种质资源核心种质信息处理系统”之中，本系统集数据收集整理规范、核心种质取样、取样结果的评价和遗传多样性的统计分析于一体，可以实现联网共享数据等。以后核心种质数据将根据国家有关科研保密政策融合现代网络技术实现完全或部分共享，以便加强对核心种质的利用和开发力度。

（5） 经费使用情况
本课题经费完全按计划任务书和工作合同规定使用，无不良开支。
（6） 存在的主要问题
要开发优异的资源，最关键的一点是对资源进行详尽和深入的鉴定和评价。但是，由于经费和时间的限制，在本研究无法将一些农业生产和育种工作中至关重要的一些农艺性状进行鉴定，如品质和抗逆性等。真正体现出核心种质潜在的价值和意义还有很长的路要走。
（7） 签字盖章（课题组长签字、承担单位签字盖章）
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