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又名金松! 是中国特有的单种属植物" 地质年代的白恶纪金钱松曾经在

亚洲# 欧洲# 美洲都有分布! 更新世的冰河时代各地金钱松都相继灭绝! 唯有中国长江中下游残留少

数! 成为现今仅存于中国的单属单种特有的植物 $

!!"

%

" 由于其特殊的分类地位! 金钱松在裸子植物松科

#$%&'(&(

系统发育# 古生态和古气候的研究方面具有重要意义" 这一宝贵的植物遗产被中国定为国家二

级保护植物! 分布于江苏# 安徽# 浙江# 江西# 湖南等地! 喜光爱肥! 适宜酸性土壤" 金钱松树干通

直! 材性优良! 纹理直! 耐水湿! 可供建筑# 桥梁# 船舶及家具等用材! 而且树形优美! 秋季叶呈金黄

色! 是优良的绿化和庭院观赏树种" 种子可榨油! 树皮和根皮&中药名为土槿皮或土荆皮'有止痒杀虫的
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体系的建立和遗传多样性分析
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摘要
!

通过优化随机扩增多态性
012

%

32#0

&

反应体系
!

对浙江省不同来源的金钱松
<"3$=&'()*+ (,(>*'*"

进行遗传

多样性分析
'

结果表明
$

!*

条随机引物在
4,

个样品中可检测到
!5,

个可重复位点
!

其中多态性位点有
!5/

个
!

多

态性比率为
66-,7

'

聚类分析的结果表明
$

同一来源金钱松材料聚为一类
!

说明金钱松天然群体的
32#0

多态性分

类和其地理分布有一定的关系
!

但也有特殊个体不一致
!

表明金钱松天然种群体存在较高的遗传多样性
!

并建议

对金钱松进行就地保存和迁地保存
'

图
,
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功能! 外用于治疗手脚癣" 神经性皮炎" 湿疹#

& ! '

$等% 目前! 国内外对金钱松的研究多集中在生物学和生

理学特征方面#

(

$

! 例如叶表皮的扫描电镜观察#

)

$

" 种子品质#

*

$

" 栽培繁殖技术#

$" !$$

$

" 生长情况#
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$

" 化学成

分研究#

$!

$

% 也有研究金钱松细胞分类学的报道! 认为根据其核型分析! 应该单独建立一个金钱松亚科#

$+!$,

$

%

零星的还有组织培养#

$&

$的报道% 而对金钱松遗传多样性的研究报道较少% 随机扩增多态性
-./

&
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145678792 536:4305;7< -./

!
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'分子标记技术操作简单易行! 具有多态性高! 无需活材料! 能实现全

基因组无偏取样和无组织特异性等! 在濒危植物遗传变异方面有较为广泛的应用#

$' !$)

$

% 此外! 还广泛地

应用于松类植物遗传多样性和遗传结构的研究中! 如多脂松
!"#$% &'%"#(%)

! 欧洲赤松
!"#$% %*+,-%.&"%

!

辐射松
!"#$% &)/").)

! 红松
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! 黄山松
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! 马尾松
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等树种#

$*!!,

$
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本研究采用
=/>-

分子标记技术对浙江省内不同来源的金钱松遗传多样性进行研究! 旨在为合理地保

护" 利用与开发金钱松遗传资源提供可靠的科学依据%

$

材料与方法
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试验材料

供试材料采自浙江省安吉县灵峰寺林场! 共
*

个来自金钱松天然林的
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个单株&表
$

'! 采集叶芽!

于
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的低温冰箱中保存备用%
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试验方法
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-./

的提取 金钱松基因组
-./

的提取采用十六烷基三甲基溴化铵&

@A/B

'

#

硅珠

法#

!&

$

%

$?!?!

金钱松随机扩增多态性
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期 高燕会等! 濒危树种金钱松
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体系的建立和遗传多样性分析

()*)+

不同退火温度的梯度试验 用以上处理条件所得到的最佳反应体系进行退火温度梯度试验" 设置

退火温度# 在
&,$ -./0122

$

345%6'

%扩增仪上自动生成
(!

个温度梯度!

78)8

"

+8)+

"

+8)9

"

+()"

"

+*)9

"

+:);

"

+#)#

"

+<)9

"

+"):

"

+9)+

"

+9)"

"

:8)( !

" 比较退火温度对电泳谱带的清晰度和数量的影响" 从而

确定最佳退火温度&

()*):

引物筛选 引物筛选包括初筛和复筛& 用
(

个样品对
*88

个随机引物进行初筛" 选择谱带清晰的

引物用于复筛& 复筛时用
:

个不同种源各
(

个样品进行扩增" 选择出清晰' 多态性较高的引物用于

$%&'"&,$

扩增#

()*)#

数据统计分析 对金钱松
<*

个单株进行
$%&'"&,$

扩增的电泳谱带总条数和多态性条带进行统

计# 根据分子标记在相同电泳迁移率的有无统计得到所有位点的二元数据( 有
'=%

扩增有带记为
(

"

无带记为
8

" 强带和可分辨的弱带赋值为
(

& 扩增条带与标准分子量的迁移率相比对照" 相同引物扩增

出来的同一长度$同一电泳迁移率%的带视为同一位点& 将得到的二元数据应用
>&>> (<)8

软件进行分析"

并计算其欧氏遗传距离" 按
%?10@A1 BCDE@A1

对金钱松种质资源进行聚类分析" 建立聚类树状图&

*

结果与分析

!"#

金钱松
$%&'!&($

最佳反应体系的建立

*)()(

正交试验的直观分析 根据本试验的正交设计进行
&,$

的扩增结果和电泳检测" 依据琼脂糖电泳

条带的强弱和杂带的多少做直观分析& 正交试验设
&,$

扩增结果是由镁离子$

FA

*G

%"

H=I&2

" 引物"

!"#

'=%

聚合酶和模板
'=%

等因素综合作用的结果" 因而扩增结果存在明显差异& 第
(

"

*

"

7

"

J

组合谱

带较弱" 其原因可能是由于
!"#'=%

聚合酶的浓度太低而引起的( 由于
!"#'=%

聚合酶的浓度一定时"

镁离子$

FA

*G

%浓度的过低$第
K

"

<

"

9

"

(8

组合扩增不出条带%" 而镁离子$

FA

*G

%浓度过高$第
"

组合扩增

条带拖尾且模糊% 会影响扩增的效果" 第
;

组合条带清晰且多态性高( 当
!"# '=%

聚合酶和镁离子

$

FA

*G

%浓度浓度升高时" 会扩增出非特异性条带$如第
((

"

(*

组合%& 通过多因素综合比较选择第
;

组合

$

()8 # (<)<; DE@L !"#'=%

聚合酶"

*)K MMNO

)

B

$(镁离子*

FA

*G
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K8 DA

模板
'=%

"

8)( MMNO

)

B

$(

H=I&2

"

8)K !MNO

)

B

$(引物%扩增的谱带不但多态性好" 重复性好" 且谱带清晰" 是金钱松
$%&'"&,$

扩增的最

表
! &($

扩增体系各成分因素
!

水平正交设计表
$
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!

+

,

"
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编号
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图
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正交试验
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产物电泳图
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佳反应体系!

!<#<!

金钱松
!"#$!%&!

最佳退火温度的确定 退火温度是影响
&'(

的重要因素之一! 退火温度不仅

与引物序列有关" 还与物种
=>?

的序列密切相关#

!@

$

" 因此" 确定最佳退火温度对获得稳定可靠的
ABB(!

&'(

结果非常重要 ! 金钱松
(?&=!&'(

温度梯度
&'(

的电泳结果见图
$

" 在
$!

个温度梯度下

C"<"

"

C"<C

"

C"<D

"

C$<@

"

C!<D

和
CE<F "

扩增的条带较弱" 不能正确地表达其引物的多态性"

CG<G

"

CH<D

和
C@<E "

引物扩增出清晰明亮的
(?&=

条带!

CD<C

"

CD<@

和
E%<$ "

温度过高时" 扩增出的条带有拖尾"

所以退火温度过高或过低都会影响到
&'(

扩增条带的清晰度和多态性的正确表达" 综合多方面的因素"

最终选择
C@#$ %

为金钱松
(?&=!&'(

扩增最适宜的退火温度!

!"!

扩增产物的多态性分析

通过初筛和复筛共得到的
$@

条

多态性引物%表
C

&"

$@

条
(?&=

引物

对
H!

个供试材料进行
(?&=!&'(

扩

增" 共扩增出
$F!

条带" 其中
$F%

条

带具有遗传多态性 " 多态性比率为

DD<!I

! 在
H!

个供试材料中 " 不同

(?&=

引物的总位点差异较大" 从
CJ

!"

条不等" 平均为
D<GH

条" 扩增出的

=>?

片段大小分布为
!"" J C """ K5

'

其中扩增条带数最多的为引物
BGC

"

共扩增出
!"

条带" 说明不同引物与供

试材料总
=>?

部分区域的同源性有较

引物 序列
G

’
LC

’ 扩增条带 多态性条带 多态性比率
MI

BEC N/'N''N/'? #G #E DC<C

BGC NNNN/N?'N? !% !% #%%

BD% ?NNN''N/'/ #C #C #%%

BDF ?'N?''N?'? #! ## D#<F

BDD N/'?NNN'?? @ @ #%%

B#%! /'NN?'N/N? H H #%%

B#%C ?N?'N/''?' @ @ #%%

B#%E NN??N/'N'' @ @ #%%

B#!# ?'NN?/''/N @ @ #%%

B#!! N?NN?/'''/ G G #%%

B#!C ''/N?/'?'' F F #%%

B#!E NN/N?/'?NN #% #% #%%

B#!G ''N??//''' #% #% #%%

B#!F ''N?/?/''' C C #%%

B#C! ?'NN/?''?N #% #% #%%

B#EF ?N?/N'?N'' F F #%%

B#G! //?/'N'''' @ @ #%%

B#@% ???N/N'NN' #E #E #%%

平均值
D<H D<E DD<!

表
# $%

个引物扩增出
&'(

片段数

/8K1. C =>? 9-8+7.;36 8751*9*.: O*30 #@ 5-*7.-6

@#@
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大差异! 可以说明" 金钱松种子园群体内的
$%&

多态性是很丰富的# 遗传变异幅度很大$ 可能与野生

类群分布大范围较广$ 分布区内环境复杂多样有关$ 也可能同其复杂的遗传背景与起源有关$ 因而这些

丰富的变异类型为选育观赏新品种奠定了物质基础%

!"#

聚类分析

将
'"

条引物扩增后得到的二元数据应用
()(( '*+,

软件进行分析$ 对供试材料根据
-&)$

标记欧

氏遗传距离$ 按
&./012/ 345612/

对
*7

份金钱松种质资源进行聚类分析$ 建立聚类树状图&图
!

'% 由图
!

中以看出$ 利用
-&)$

分子标记的结果可以将
*!

份金钱松种质资源聚为三大类群" 第一大类群是包括

由采集于安吉大涌千( 安吉三川林场( 安吉章村( 安吉大溪以及安吉姚村的不同材料$ 第二大类包括采自

长兴( 临安以及嘉兴的材料$ 第三大类包括采自安吉上市乡的材料$ 其中$ 同一来源的材料几乎都聚在

一起$ 说明金钱松天然群体
-&)$

的多态性分类和金钱松的地理分布有一定的关系% 但也有例外$ 如来

自临安野生种群的
'8

号和来自长兴野生种群的
'*

号就分别和来自安吉大汗千的野生种群聚在一起$ 可能

是遗传变异的结果) 来自安吉大溪的
9:

号较为特殊$ 与其他个体的遗传距离为
,+7", , ; '+7<< 8

$ 表

明金钱松天然种群内存在较高的的遗传多样性%

9

讨论

#"$

金钱松遗传多样性分析

遗传多样性是指种内基因的变化$ 包括种内不同的种群间和同一种群内个体的遗传变异$ 种内多样

性是物种及以上各水平多样性的最重要来源% 遗传变异( 生活史特点( 种群动态及其遗传结构等决定或

影响着一个物种与其他物种及其环境相互作用的方式$ 而且种内的多样性是一个物种对人类影响进行反

应的决定因素% 种内的遗传多样性多发生在分子水平$ 并且都与核酸的理化性质紧密相关$ 新的变异是

突变的结果*

7:

+

%

濒危植物的遗传多样性水平一般较低% 本研究通过
-&)$

技术研究了浙江省内的金钱松的多态性位

点的比率是
::+7=

$ 这一结果表明" 分布于浙江省的金钱松居群具有较为丰富的种内遗传多样性$ 这与

刘建锋等 *

'*!'8

+对濒危植物崖柏
!"#$% &#'("#)*)*&+&

的遗传多样性的研究结论相一致" 濒危植物遗传多样

性具有一定的变化范围% 说明并非所有的珍稀濒危植物都存在低水平的遗传多样性%

本研究通过
-&)$

分子标记得到的金钱松的聚类图中$ 同一来源的材料几乎都聚在一起$ 但也有个

别的材料和其地理分布并不完全相同$ 如来自临安的
'8

号( 来自长兴的
'*

号以及来自安吉大溪的
9:

号$ 这可能是由于不同地理条件的环境因素或者是由于种群内的基因突变所引起的$ 这些突变经自然选

择一些中性突变通过随机过程整合到基因组中$ 即可形成丰富的分子水平丰富的遗传多样性%

#%!

金钱松种质资源的保护策略

造成金钱松濒危的原因主要有" 一是残存的个体稀少$ 分布零星$ 加上人为破坏$ 使其生存环境受

到严重威胁$ 资源日渐减少) 二是金钱松结实有大小年之分$ 一般
9 ; < 1

丰产
'

次$ 对其大量繁殖有

明显地影响%

本研究中$ 金钱松的遗传多样性非常丰富$ 能为植物遗传改良提供理论指导% 通过对金钱松种子园

的遗传结构分析可以获得群体遗传多样性( 遗传变异分布式样等方面的重要数据$ 对实现物种的有效管

理和制定合理的保护策略有重要参考价值*

!: ! 9,

+

% 因此$ 结合金钱松的群体遗传多样性$ 对现存的金钱松

种质资源采取就地保存策略时$ 重视大范围群体内不同类型个体的保存$ 尽可能防止人为破坏带来的遗

传资源的流失% 另一方面$ 由于浙江省内金钱松的遗传多样性较丰富$ 因此$ 在对金钱松种质资源实施

保存时$ 不能仅考虑到群体内不同个体的保存$ 同时也应对不同地理区域的群体进行保存$ 可以进行迁

地保护*

9!

+

$ 尽可能多地收集其他地区的金钱松种质材料$ 建立种质资源库% 本研究即是通过对建立浙江

省安吉县灵峰寺林场的金钱松的种子园$ 可以为此加大种群间的交换$ 为基因交流和重组创造条件$ 以

保存孑遗金钱松的遗传多样性和金钱松的种质资源%
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