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基于 ＩＳＳＲ 标记的福建省钩锥遗传多样性分析
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摘　 要: 该研究利用 ＩＳＳＲ 分子标记ꎬ对分布于福建省内 ５ 个样地( 邵武、建阳、建瓯、周宁和屏南)的 ６１ 个野

钩锥(Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ ｔｉｂｅｔａｎａ)单株的遗传多样性进行了分析ꎬ并采用聚类分析方法探讨了它们的遗传关系ꎮ 结果

表明: 用 １０ 条 ＩＳＳＲ 引物从 ６１ 个单株的基因组 ＤＮＡ 共扩增出 １５８ 条带ꎬ包含 １４５ 条多态性条带ꎬ多态性条带

百分率达 ９１.７７％ꎬ其中引物 ＵＢＣ８１７、ＵＢＣ８１９ 与 ＵＢＣ８４２ 的多态性条带百分率(ＰＰＢ)为 １００.０％ꎮ 各居群的多

态性条带百分率(ＰＰＢ)、有效等位基因数(Ｎｅ)、Ｎｅｉ’ｓ 基因多样度(Ｈ)和 Ｓｈａｎｎｏｎ’ｓ 多样性指数( Ｉ)等各遗传

指数差异较大ꎬ其中各项遗传指标中最高的为邵武居群ꎬ而周宁居群则最低ꎮ ５ 个居群的基因分化系数和基

因流分别为０.１４４ ０和２.９７３ ０ꎬ说明 ５ 个居群总遗传变异的 １４.４０％存在于居群间ꎬ８５.６０％存在于居群内ꎮ 种间

总基因多样度分别为０.３９５ ８ꎬ种内基因多样度分别为０.３３８ ８ꎬ表明钩锥种间遗传多样性较高ꎬ且种间变异大于

种内变异ꎮ 各居群间的遗传距离差异较大ꎻ 其中ꎬ邵武与建瓯居群的遗传距离最近ꎬ仅为０.０８１ ５ꎻ 建阳和周宁

居群的遗传距离最远ꎬ为０.１６２ ９ꎮ 通过聚类分析可将 ５ 个钩锥居群聚为 ３ 支ꎬ屏南与周宁的居群各自独立聚

为 ２ 支ꎻ来自邵武、建瓯及建阳的居群聚为一支ꎬ且可进一步分为两个亚支ꎬ建阳居群为 １ 个亚支ꎬ邵武和建瓯

居群聚为 １ 个亚支ꎮ 供试的钩锥具有较高的遗传多样性ꎬ存在着较为频繁的基因交流ꎮ 该研究结果较准确地

揭示了钩锥种间的遗传多样性ꎮ
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ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｆｒｅｑｕｅｎｔ ｇｅｎｅ ｅｘｃｈａｎｇｅ. Ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｃ. ｔｉｂｅｔａｎａ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｂｙ ｍｅａｎｓ ｏｆ ＩＳＳＲ
ｍａｒｋｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ ｔｉｂｅｔａｎａꎬ ＩＳＳＲ ｍａｒｋｅｒꎬ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ｇｅｎｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎꎬ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　 钩锥(Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ ｔｉｂｅｔａｎａ)为壳斗科锥属 (Ｃａｓ￣
ｔａｎｏｐｓｉｓ)树种ꎬ又名钩栗或钩栲ꎬ为常绿阔叶高大乔

木ꎬ高达 ３０ ｍꎻ材质坚硬ꎬ耐水腐ꎬ为优良的建筑、车
船、家具和室内装饰用材(张宏达ꎬ１９８８ꎻ林敏和黄

宗安ꎬ２００３)ꎬ属红锥类ꎬ为长江以南极具重要开发

前景的珍贵用材树种ꎮ 有关钩锥方面的研究尚不多

见ꎬ已有的研究主要集中在种群生态及生命表分析

(林敏和黄宗安ꎬ２００３ꎻ张嘉生ꎬ２００５)、种子特性(王
佩兰等ꎬ２０１３) 与播种育苗 (陈养ꎬ２００７ꎻ李纯教ꎬ
２０１２)等方面ꎬ目前还无任何研究涉及钩锥分子水

平这一方面ꎮ 对钩锥种群生态研究的结果表明ꎬ现
存的钩锥常散生于常绿阔叶林中ꎬ居群规模小、更新

情况差ꎬ居群处于衰退状态(林敏等ꎬ２００３ꎻ李纯教ꎬ
２０１２)ꎮ 因此ꎬ在分子水平上对钩锥居群进行遗传

结构及其遗传多样性ꎬ可为钩锥珍贵用材林的营建、
应用与推广提供必要的理论依据ꎬ也能为钩锥种质

资源的有效保护提供相关的遗传改良策略ꎮ
ＩＳＳＲ 分子标记ꎬ即简单重复序列区间扩增多态

( ｉｎｔｅｒ￣ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ)分子标记ꎮ 此标记不

受环境与季节等外在因素影响ꎬ能有效揭示整个基

因组的一些特征ꎬ用于检测 ２ 个 ＳＳＲ 之间一段 ＤＮＡ
序列上的多态性 ( Ｚｉｅｔｋｉｅｗｉｃｚ ＆ Ｒａｆａｌｓｋｉꎬ １９９４)ꎮ
ＩＳＳＲ 具有操作方便、模板用量少、产物多态性丰富

和结果重复性高等优点ꎬ已被广泛用于林木种质资

源遗传结构、品种鉴定与遗传多样性分析(李海生

和陈桂珠ꎬ２００４ꎻ赵冰和张启翔ꎬ２００８ꎻ李乃伟等ꎬ
２０１１)ꎮ 目前ꎬＩＳＳＲ 标记技术主要运用于种质资源

鉴定(Ｆａｎｇ ｅｔ ａｌꎬ１９８８)、指纹图谱构建(Ｃｈｏ ｅｔ ａｌꎬ
２００２)、遗传多样性分析(Ｇｅ ＆ Ｓｕｎꎬ１９９９ꎻ)和亲缘

关系研究(林乐静等ꎬ２０１５)等方面ꎮ 本研究通过

ＩＳＳＲ 分子标记技术ꎬ在遗传结构与遗传多样性等方

面对 ５ 个福建野生居群进行了遗传分化水平比较ꎬ
采用聚类分析方法对钩锥不同居群进行了遗传关系

的研究ꎬ为进一步评价钩锥种质资源的遗传多样性

提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

于 ２０１３ 年 ７ 月ꎬ在福建邵武、建阳、建瓯、周宁

和屏南选取了 ５ 个钩锥野生居群 ６１ 个单株(表 １)ꎮ
对各居群进行了种质资源调查ꎬ采集了具有代表性

的待测样品ꎬ选取的植株无病虫害且生长状况良好ꎬ
将采集好的健康嫩叶装于编号的锡箔纸中包好ꎬ再
放入装有适量硅胶的封口袋中ꎬ及时运回实验室ꎬ于
－７０ ℃冰箱保存备用ꎮ
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所用仪器和试剂: Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５４１５Ｒ 冷

冻离心机ꎬＧｅｎｅＡｍｐ ＰＣＲ Ｓｙｓｔｅｍ ９７００ 扩增仪ꎬＷＨ￣２
微型旋蜗混合仪ꎬ电热恒温水浴锅ꎬＤＹＹ￣１２ 型稳压稳

流电泳仪ꎬＢｉｏ￣Ｒａｄ 紫外凝胶成像仪ꎮ ＩＳＳＲ 引物的设

计参考加拿大哥伦比亚大学(ＵＢＣ)(余艳等ꎬ２００３)ꎬ
由上海英骏生物技术有限公司合成ꎻ Ｍａｒｋｅｒ 由广州

东盛生物科技有限公司提供ꎻｄＮＴＰｓ、Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合

酶和 １０×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ 等购自 ＴＩＮＧＥＮ 公司ꎮ

表 １　 供试钩锥各居群的基本概况
Ｔａｂｌｅ １　 Ｂａｓｉｃ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｔｅｓｔｅｄ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ ｔｉｂｅｔａｎａ

居群编号
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｃｏｄｅ

采集地
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｌｏｃａｔｉｏｎ

经度
Ｌａｔｉｔｕｄｅ

纬度
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ

降雨量
Ｒａｉｎｆａｌｌ
(ｍｍ)

采样数
Ｓａｍｐｌｉｎｇ Ｎｏ.

ＳＷ 邵武市 Ｓｈａｏｗｕ Ｃｉｔｙ １１７°３９′３５″ Ｅ ２６°５７′１″ Ｎ １ ７７０ １４

ＪＹ 建阳市 Ｊｉｔｎｅｙｉｎｇ Ｃｉｔｙ １１７°４２′３８″ Ｅ ２７°３９′１３″ Ｎ １ ７４２ １０

ＪＯ 建瓯市 Ｊｉａｎｏｕ Ｃｉｔｙ １１８°２６′１″ Ｅ ２７°１３′１９″ Ｎ １ ６６３ １４

ＺＮ 周宁县 Ｚｈｏｕｎｉｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ １１９°１６′５９″ Ｅ ２７°３′４″ Ｎ ２ ０６９ １３

ＰＮ 屏南县 Ｐｉｎｇｎａｎ Ｃｏｕｎｔｙ １１７°２８′４８″ Ｅ ２７°２０′３２″ Ｎ １ ８４２ １０

１.２ 方法

１.２.１ 钩锥 ＤＮＡ 提取　 每个钩锥样品称取 ３ ｇꎬ液氮

中充分粉碎ꎬ采用天根试剂盒法提取钩锥总 ＤＮＡ
(田艳伶等ꎬ２０１５)ꎬ－２０ ℃的冰箱储存、备用ꎮ
１.２.２ 引物的筛选　 参照锥栗 ＩＳＳＲ 遗传分析中引物

筛选的方法(龚榜初和刘国彬ꎬ２０１３)ꎬ通过对 １００
条 ＩＳＳＲ 引物进行筛选ꎬ共筛选出 １０ 条谱带清晰ꎬ信
号强且ꎬ重复性好且扩增结果稳定的引物ꎬ用于本研

究钩锥遗传结构分析ꎮ
１.２.３ ＰＣＲ 扩增与检测　 ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 反应体系总体积

为 ２０ μＬꎬ含 ３０ ｎｇ 模板 ＤＮＡꎬ０.４ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ ｄＮＴＰｓꎬ
０.７５ Ｕ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶ꎬ３ ｍｍｏｌ􀅰Ｌ￣１ Ｍｇ２＋ꎬ ０. ３
μｍｏｌ􀅰Ｌ￣１引物ꎬ用纯水补足ꎮ 钩锥 ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 反应

扩增程序为 ９４ ℃预变性 ２ ｍｉｎꎻ然后于 ９４ ℃变性

３０ ｓ、５０~ ５９.３ ℃退火 ３０ ｓ(根据不同引物的 Ｔｍ 值

而设定具体退火温度)、６８ ℃延伸 ２ ｍｉｎ ３０ ｓꎬ共 ４０
个循环ꎻ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎ 保存ꎮ 用质量体积分数为

０.７％的琼脂糖凝胶(含少量溴化乙锭)电泳 ３０ ~ ３５
ｍｉｎ(４~５ Ｖ􀅰ｃｍ￣１) (田艳伶等ꎬ２０１５)ꎬ电泳结束后

在紫外凝胶成像仪上成像并检测钩锥 ＤＮＡ 的提取

浓度及其质量ꎮ
１.３ 数据统计和分析

将清晰、多态性好、迁移率相同的条带按照同源

位点进行处理ꎬ条带出现ꎬ赋值 “ １”ꎬ没出现赋值

“０”ꎬ通过图形资料转化成 １、０ 二元数据矩阵的数

据资料ꎮ 按照 Ｎｅｉ’ ｓ(１９７９)的方法ꎬ通过 Ｐｏｐｇｅｎｅ
１.３２ 软件ꎬ在假定种群处于哈迪－温伯格平衡前提

下ꎬ计算分析总遗传多样性指数(Ｈｔ)、居群间基因

分化系数 ( Ｇｓｔ)、 Ｎｅｉ’ ｓ 居群内遗传多样性指数

(Ｈｓ)、Ｎｅｉ’ｓ 标准遗传距离(ＧＤ)、遗传一致度(ＧＩ)、
居群间基因流(Ｎｍ∗)ꎻ采用 ＮＴＳＹＳｐｃ ｖｅｒｓｉｏｎ ２.１０
软件计算 ５ 个居群 ６１ 个钩锥样品的遗传相似性系

数(ＳＣ)和和遗传距离(ＤＳ)ꎬ聚类分析采用 ＵＰＧＭＡ
法对遗传关系进行研究分析ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 扩增结果分析

利用优化的反应体系从 １００ 条 ＩＳＳＲ 引物中筛

选出多态性高、重复性好的 １０ 条引物进行 ＩＳＳＲ 分

析ꎬ１０ 条引物的序列以及扩增结果见表 ２ꎮ 从表 ２
可见ꎬ１０ 条引物中(ＡＣ) ｎ、(ＡＧ) ｎ、(ＧＡ) ｎ 引物占

多数ꎬ说明钩锥基因中可能存在大量的(ＡＧ) 二核

苷酸重复序列ꎮ 不同引物组合扩增出不同的多态性

条带数ꎬ本研究的 １０ 条引物片段长度为 ２５０ ~ ２ ０００
ｂｐꎬ共扩增出了 １５８ 条清晰条带ꎬ其中多态性条带

１４５ 条ꎻ参试引物扩增条带数为 １３~１９ 条ꎬ平均每条

引物检测到的条带数为 １５.８ꎮ 其中检测出的条带数

最多的为引物 ＵＢＣ８０８ꎬ达 １９ 条ꎻ而数量最少的为

ＵＢＣ８４６ 号引物ꎬ仅 １３ 条ꎮ 其中ꎬ多态性条带数最

多的为 ＵＢＣ８８０ 号引物(１８ 条)ꎻ而多态性条带数最

少的为 ＵＢＣ８３０ 号引物(１１ 条)ꎮ 各引物的多态性

条带百分率 (ＰＰＢ) 为 ７３. ３０％ ~ １００. ００％ꎬ平均为

９１.７７％ꎻ 其中 ＵＢＣ８１７、 ＵＢＣ８１９ 和 ＵＢＣ８４２ 号引物

４４ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



表 ２　 用于钩锥基因组总 ＤＮＡ ＩＳＳＲ ￣ＰＣＲ 的随机引物碱基序列及扩增结果
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｂａｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｒａｎｄｏｍ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ ｏｆ ｇｅｎｏｍｉｃ ｔｏｔａｌ ＤＮＡ ｏｆ Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ ｔｉｂｅｔａｎａ ａｎｄ ｉｔｓ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

碱基序列(５′－３′)
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′－３′)

扩增条带
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂａｎｄ

多态性条带数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ

ｂａｎｄ

多态性条带百分率
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｂａｎｄ
(％)

ＵＢＣ￣８０８ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＣ １６ １４ ８７.５０％

ＵＢＣ￣８１７ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＡ １４ １４ １００.００％

ＵＢＣ￣８１９ ＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＡ １６ １６ １００.００％

ＵＢＣ￣８２１ ＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＴ １７ １６ ９４.１２％

ＵＢＣ￣８２４ ＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＴＣＧ １７ １５ ８８.２４％

ＵＢＣ￣８３０ ＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＧ １５ １１ ７３.３３％

ＵＢＣ￣８３６ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＹＡ １５ １３ ８６.６７％

ＵＢＣ￣８４２ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＹＧ １６ １６ １００.００％

ＵＢＣ￣８４６ ＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＲＴ １３ １２ ９２.３１％

ＵＢＣ￣８８０ ＧＧＡＧＡＧＧＡＧＡＧＧＡＧＡ １９ １８ ９４.４７％

总计 Ｔｏｔａｌ １５８ １４５

平均 Ａｖｅｒａｇｅ １５.８０ １４.５０ ９１.７７％

表 ３　 基于 ＩＳＳＲ 标记的福建省 ５ 个钩锥居群的遗传多样性分析结果
Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｆｉｖｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ ｔｉｂｅｔａｎａ ｉｎ Ｆｕｊｉａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＩＳＳＲ ｍａｒｋｅｒ

居群
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

多态性条带数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｂａｎｄ

多态性条带
百分率

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｃ ｂａｎｄ

(％)

观测等位基因数
Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｎｕｍｂｅｒ

ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓ

有效等位
基因数

Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓ

Ｎｅｉ’ｓ
基因多度
Ｎｅｉ’ｓ ｇｅｎｅ
ｄｉｖｅｒｓｉｙ

Ｓｈａｎｎｏｎ’ｓ
信息指数
Ｓｈａｎｎｏｎ’ｓ

ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ

邵武
Ｓｈａｏｗｕ Ｃｉｔｙ

１４４ ９１.１４％ １.９１１ ４ １.６３０ ７ ０.３６２ ２ ０.５３１ ３

建阳
Ｊｉａｎｙａｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ

１４３ ９０.５１％ １.９０５ １ １.６１４ ９ ０.３５３ ０.５１９ １

建瓯
Ｊｉａｎｏｕ Ｃｉｔｙ

１４３ ９０.５１％ １.９０５ １ １.５５１ ７ ０.３２３ １ ０.４８２ ４

周宁
Ｚｈｏｕｎｉｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ

１３４ ８４.８１％ １.８４８ １ １.５７４ ７ ０.３２７ １ ０.４８０ ６

屏南
Ｐｉｎｇｎａｎ Ｃｏｕｎｔｙ

１３６ ８６.０８％ １.８６０ ８ １.５７１ ５ ０.３２８ ９ ０.４８５ ４

平均值 Ａｖｅｒａｇｅ １４０ ８８.６１％ １.８８６ １ １.５８８ ７ ０.３３７ ８ ０.４９９ ８

扩增的 ＰＰＢ 均达到 １００. ００％ꎮ 由此可见ꎬ供试的 ５
个钩锥居群具有较丰富的遗传变异和遗传多样性ꎮ
２.２ 钩锥居群遗传多样性分析

表 ３ 中记录了采用 ＩＳＳＲ 分子标记对福建 ５ 个钩

锥居群进行的遗传多样性指标分析ꎬ结果表明:参试

各居群的多态性条带数、多态性条带百分率(ＰＰＢ)、
有效等位基因数(Ｎｅ)、Ｓｈａｎｎｏｎ’ ｓ 多样性指数( Ｉ)和
Ｎｅｉ’ｓ 基因多样度(Ｈ)均有明显差异ꎮ 邵武居群的各

项指标均最高ꎬ明显高于其他 ４ 个居群ꎻ而周宁居群

的各项遗传指标则最低ꎮ ５ 个钩锥居群的多态性条

带百分率为 ８４.８１％ ~ ９１.１４％ꎬ平均值为 ８８.６１％ꎻ 观

测等位基因数(Ｎａ)为１.８４８ １ ~ １.９１１ ４ꎬ平均值为

１.８８６ １ꎻ 有效等位基因数(Ｎｅ)为１.５５１ ７~１.６３０ ７ꎬ平
均值为１.５８８ ７ꎻ Ｎｅｉ’ ｓ 基因多样度(Ｈ)为０.３２３ １ ~
０.３６２ ２ꎬ平均值为０.３３７ ８ꎻ Ｓｈａｎｎｏｎ’ｓ信息指数(Ｉ) 为

０.４８０ ６~０.５３１ ３ꎬ平均值为０.４９９ ８ꎮ 多态性条带百分
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率最 高 的 为 邵 武 ( ９１.１４％)ꎬ 建 阳 和 建 瓯 次 之

(９０.５１％)ꎬ而屏南(８６.０８％)和周宁(８４.８１％)则最

低ꎻ Ｎｅ、Ｈ 和 Ｉ 等遗传指数最高的均是邵武ꎬ建阳和建

瓯次之ꎬ屏南略低ꎬ而周宁则最低ꎮ 这表明钩锥居群

间的遗传多样性水平较高ꎮ
本研究进一步利用 ＡＭＯＶＡ 软件 ( Ｅｘｃｏｆｉｅｒꎬ

１９９２)对分布于福建的钩锥居群内和居群间的分子

变异进行了分析ꎮ 从表 ４ 结果可以看出ꎬ钩锥居群

间变异占 １３.８１％ꎬ居群内变异占 ８６.１９％ꎬ居群内和

居群间的变异均极显著(Ｐ<０.００１)ꎮ
从两种方法得出的数据可知ꎬ Ｎｅｉ’ ｓ 遗传多样

性分析的结果和 ＡＭＯＶＡ 分析所得结果相差不大ꎮ

表 ４　 钩锥居群间和居群内分子变异的 ＡＭＯＶＡ 分析结果
Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌｕａｒ ｖａｒｉａｎｃｅ (ＡＭＯＶＡ) ｗｉｔｈｉｎ / ａｍｏｎｇ Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ ｔｉｂｅｔａｎａ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

变异来源
Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ

自由度
ｄｆ

均方差
ＭＳＥ

方差分量
Ｖａｒｉａｎｃｅ
ｃｏｍｐｏｎｅｂｔ

方差分量
百分率

Ｔｏｔａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ
(％)

ＰＨＩｓｔ 系数
Φｓｔ

显著性检测
Ｐ￣ｖａｌｕｅ

居群间
Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

４ ３５.０１３ ２.２９３ １３.８１ ０.１３８ １ <０.００１

居群内
Ｖａｒｉａｎｃｅ ｗｉｔｈｉｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

５６ ７.０８３ ７.０８３ ８６.１９ ０.８６１ ９ <０.００１

２.３ 不同种源间的遗传距离及聚类分析

根据 ＩＳＳＲ 扩增结果组成二元数据矩阵ꎬ用 ＳＭ
方法计算 ５ 个钩锥居群的遗传相似系数(表 ４)ꎮ 表

４ 结果表明ꎬ邵武和建瓯居群的遗传距离最近ꎬ仅为

０.０８１ ５ꎬ表明亲缘关系很近ꎮ 建阳与周宁居群的遗

传距离最远ꎬ为 ０.１６２ ９ꎬ表明亲缘关系很远ꎬ可能与

其分布地距离相对较远、生长环境差异较大有关ꎮ ５
个钩锥居群的遗传距离平均值为０.１２６ ６ꎮ

依据遗传距离ꎬ进行 ＵＰＧＭＡ 聚类分析ꎬ获得基

于 ＩＳＳＲ 的 ５ 个不同钩锥居群间的聚类图(图 １)ꎮ
从表 ４ 和图 １ 可以看出ꎬ当 λ ＝ ０.８９ 时ꎬ可将 ５ 个钩

锥居群聚为两支ꎬ邵武、建瓯、建阳和屏南居群聚为

一支ꎻ周宁的居群单独聚为一支ꎮ 当 λ ＝ ０.９０ 时ꎬ５
个钩锥居群聚为 ３ 支ꎬ屏南与周宁的居群各自聚为

一支ꎻ来自邵武、建瓯及建阳的居群聚为一支ꎬ细分

为建阳居群亚支和邵武和建瓯居群亚支ꎮ
通过软件 ＮＴｓｙｓＰｃ￣２.１０ꎬ对来自不同居群的 ６１

个钩锥个体进行了 ＵＰＧＭＡ 聚类分析ꎬ从图 ２ 的遗

传关系聚类图我们可以得出ꎬ在遗传关系上和遗传

结构相一致ꎮ 从图 ２ 可以看出ꎬ当相似系数为 ０.５４５
时ꎬ６１ 个钩锥个体可分为三大类ꎬ第一类为采自邵

武、建瓯和建阳的 ３８ 个单株ꎻ采自屏南的 １０ 个单株

聚为第二类ꎻ而采自周宁的 １３ 个单株则聚为第三

类ꎮ 从整体来看ꎬ各地区资源有规律的聚类在一起ꎬ
能按地区单独聚类ꎮ

图 １　 ８４６ 号引物在优化后的体系下

扩增 ２３ 个样品的 ＰＣＲ 结果

Ｆｉｇ. １　 ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ２３ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ ｗｉｔｈ Ｐｒｉｍｅｒ
８４６ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

２.４ 基因分化

通过 ＰＯＰＧＥＮＥ 软件对 ５ 个钩锥居群进行遗传

分化分析ꎬ得出的在种水平上的基因多样度为

０.０１３ ５ꎬ在 居 群 水 平 上 钩 锥 的 基 因 多 样 度 为

０.０１６ ７ꎬ基因流为２.９７３ ０ꎻ基因分化系数(Ｇｓｔ) 为

０.１４４ ０ꎬ即 ５ 个居群总的遗传变异主要发生在居群

内( ８５.６０％) ꎬ总变异的 １４.４０％ 来自居群间ꎮ

３　 讨论

本研究中ꎬ用 １０ 个寡聚核苷酸随机引物扩增了

６４ 广　 西　 植　 物 ３７ 卷



图 ２　 ８８０ 号引物在优化后的体系下

扩增 ２３ 个样品的 ＰＣＲ 结果

Ｆｉｇ. ２　 ＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ２３ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ ｗｉｔｈ
Ｐｒｉｍｅｒ ８８０ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ

５ 个钩锥居群的基因组 ＤＮＡꎬ获得了 １５８ 条清晰稳

定的 ＤＮＡ 谱带ꎬ多态性谱带 １４５ 条ꎬ多态性条带百

分率(ＰＰＢ)达到 ９１.７７％ꎬ根据谱带的差异较好地区

分了 ５ 个参试钩锥居群ꎮ Ｈａｍｒｉｃｋ ｅｔ ａｌ(１９９２)研究

发现多数多年生木本树种平均多态位点百分数为

６５％ꎮ 由此可知ꎬ供试的钩锥有丰富的遗传多态性ꎮ
利用 ＩＳＳＲ 分子标记技术能快速准确地检测其遗传

变异ꎬ也为钩锥提供了分子标记辅助选择与评价的

技术方法ꎮ ５ 个钩锥居群 ６１ 份样品的基因组 ＤＮＡ
多态性程度、平均 Ｓｈａｎｎｏｎ 信息指数及平均 Ｎｅｉ’ ｓ
基因多样性指数均较高ꎬ表明钩锥对其生存环境有

很强的适应能力ꎮ
聚类分析表明地理分布距离近的钩锥居群聚类

在一起ꎬ说明这些居群间的遗传背景差异较小ꎮ 来

自邵武、建瓯和建阳居群聚为一类ꎬ且邵武与建阳居

群间的遗传距离大于和建瓯之间的遗传距离ꎬ表明

在亲缘关系上来看ꎬ邵武和建瓯居群之间的较近ꎻ而
来自屏南和周宁的居群则各自独立分为两支ꎬ说明

两者的遗传差异很相对较大ꎮ 同种居群间的遗传距

离一般为 ０.０３ ~ ０.２０ꎬ相似系数一般为 ０.８０ ~ ０.９７５
的福建钩锥居群间存在着一定的遗传分化ꎬ是因为

其受环境差异和地理隔离等因素的影响ꎬ然而ꎬ根据

Ｔｈｏｒｐｅ(１９８２)的标准理论值来看ꎬ这 ５ 个钩锥居群

仍然属于同一地理群体ꎮ
从反映物种遗传多样性的多个参数上ꎬ包括物

种水平的 Ｎｅｉ’ ｓ 基因多样度(０.３３７ ８)、Ｓｈａｎｎｏｎ’ ｓ
多样性指数 ( ０.４９９ ８ ) 和 多 态 性 条 带 百 分 率

(９１.７７％)等ꎬ均揭示了福建钩锥种内具有较为丰富

图 ３　 基于 ＩＳＳＲ 标记的 ５ 个钩锥居群的 ＵＰＧＭＡ 聚类图
ＳＷ. 邵武ꎬ ＪＯ. 建瓯ꎬ ＪＹ. 建阳ꎬ ＰＮ. 屏南ꎬ ＺＮ. 周宁ꎮ
Ｆｉｇ. ３　 ＵＰＧＭＡ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｆｉｖｅ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ

Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ ｔｉｂｅｔａｎａ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＩＳＳＲ ｍａｒｋｅｒ　
ＳＷ. Ｓｈａｏｗｕꎬ ＪＯ. Ｊｉａｎｏｕꎬ ＪＹ. Ｊｉａｎｙａｎｇꎬ ＰＮ. Ｐｉｎｇｎａｎꎬ ＺＮ. Ｚｈｏｕｎｉｎｇ.

遗传多样性ꎬ且其 Ｎｅｉ’ ｓ 基因多样度前人所较

研究过的一般针阔叶树种的估算值(０.２０６)还要高
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图 ４　 基于 ＩＳＳＲ 标记的 ６１ 个钩锥个体 ＵＰＧＭＡ 聚类图　
Ｆｉｇ. ４　 ＵＰＧＭＡ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ６１ Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ

ｔｉｂｅｔａｎａ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＩＳＳＲ ｍａｒｋｅｒ　

表 ５　 福建钩锥各居群间的遗传相似系数 (对角线上方)
和遗传距离 (对角线下方)

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ (ａｂｏｖｅ ｄｉａｇｏｎａｌ) ａｎｄ
ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ (ｂｅｌｏｗ ｄｉａｇｏｎａｌ) ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

ｏｆ Ｃａｓｔａｎｏｐｓｉｓ ｔｉｂｅｔａｎａ ｉｎ Ｆｕｊｉａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ

居群编号
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

ｃｏｄｅ
ＳＷ ＪＹ ＪＯ ＺＮ ＰＮ

ＳＷ ∗∗∗∗ ０.９１８ ９ ０.９２１ ８ ０.９００ １ ０.９０１ ８

ＪＹ ０.０８４ ６ ∗∗∗∗ ０.８９３ ０ ０.８４９ ６ ０.８８４ ３

ＪＯ ０.０８１ ５ ０.１１３ ２ ∗∗∗∗ ０.８７７ ９ ０.８９７ ６

ＺＮ ０.１０５ ２ ０.１６２ ９ ０.１３０ ２ ∗∗∗∗ ０.８８０ ５

ＰＮ ０.１０３ ４ ０.１２３ ０ ０.１０８ ０ ０.１２７ ３ ∗∗∗∗

(Ｔｈｏｒｐｅꎬ１９８２ꎻＨａｍｒｉｃｋ ｅｔ ａｌꎬ １９９２ꎻ张青林和罗正

荣ꎬ２００４)ꎮ
基因流(Ｎｍ)ꎬ是影响居群内部和居群间遗传

变异程度的重要因素ꎮ 在群体遗传学理论中ꎬ Ｈａｍ￣
ｒｉｃｋ ｅｔ ａｌ(１９９２)和 Ｗｒｉｇｈｔ(１９３１)的研究表明ꎬ不管

居群大小ꎬ当基因流大于或等于 １ 时ꎬ就能防止居群

间因遗传漂变而引起的遗传分化ꎻ若基因流 Ｎｍ<１ꎬ
遗传漂变就成为刻划种群遗传结构的主导因素ꎮ 本

研究 通 过 ＰＯＰＧＥＮＥ 软 件 得 出 钩 锥 基 因 流 为

２.９７３ ０ꎬ大于 １ꎬ故能防止钩锥居群间因遗传漂变而

引起的遗传分化

由于本研究的实验材料采样范围相对集中ꎬ取
自福建省内的 ５ 个山区ꎬ并不能完全地揭示出钩锥

的全部遗传背景ꎬ故仍需做好扩大钩锥种质资源的

收集的工作ꎬ最好对已发现的具有代表性的省(区)
(如浙江、广西、湖南等)进行样品采集ꎬ并采用多种

方法对钩锥进行遗传多样性和遗传结构的研究分

析ꎬ为我们科学地经营、管理、保护和利用钩锥野生

种质基因资源ꎬ维持其丰富的遗传育种潜力和遗传

多样性奠定基础ꎮ
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