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♦植物学♦

基于SSR标记构建广西杉木核心种质*

李魁鹏1,陈仕昌1,程 琳1,贺锦锋2,唐红亮3,谭文婧2,余代渊2,王 斌3,莫宗恒3,黄开勇1**

(1.广西壮族自治区林业科学研究院,广西优良用材林资源培育重点实验室,广西南宁 530002;2.融水苗族自治县国营贝江河

林场,广西柳州 545300;3.融安县西山林场,
 

广西柳州 545400)

摘要:为深入发掘和筛选广西杉木Cunninghamia
 

lanceolata 种质资源,本研究采用SSR标记技术检测国家级

杉木良种基地864份杉木种质材料的遗传多样性,对比分析不同构建方法的差异,并采用t检验和主坐标分析

法验证核心种质的有效性和代表性。结果表明:(1)
 

22对SSR引物共检测到195个等位基因,平均等位基因

(Na)为8.86,平均有效等位基因(Ne)为3.13,平均Shannon's信息指数(I)为1.31,平均无效等位基因频率

(Fna)为0.03,平均多态信息含量(PIC)为0.60。(2)相较其他构建方法,采用M策略的Core
 

Finder软件是构

建广西杉木核心种质的有效方法,筛选出的80份核心种质具较好的代表性。
关键词:杉木 SSR标记 M策略 核心种质 广西
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0 引言

  种质资源是动植物遗传改良的物质基础,在品种

选育以及优异材料创制和利用研究中起重要作用。
由于盲目开发及生态环境问题,导致物种多样性锐

减,种质资源受到世界各国的关注,并相继创建了种

质资源库[1],保存收集各类种质资源。随着收集数量

增多,保存管护、评价利用方面出现各种困难,且种质

资源未能充分发挥其重要作用,故核心种质的概念及

其构建的方法得以提出和发展[2,3],其思想是通过合

理的方法,从原始种质中筛选代表性的材料构成核心

种质,其数量规模远小于原始种质,意在提高种质资

源利用效率,发掘优异基因。

  我国核心种质研究工作起步于1994年,最先在

部分农作物上建立核心种质[48],在林木中的有关研

究工作相对滞后。目前白桦Betula
 

platyphylla[9]、
柿Diospyros

 

kaki[10]、灰楸Catalpa
 

fargesii[11]、欧
洲黑杨Populus

 

nigra[12]、尾叶桉Eucalyptus
 

uro-
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phylla[13]、日本柳杉Cryptomeria
 

japonica[14]、银杏

Ginkgo
 

biloba[15]、木荷Schima
 

superba[16]和水青树

Tetracentron
 

sinense[17]等树种构建了核心种质。多

年生林木树体高大,占地面积广,需耗费大量经费管

护,建立核心种质可更高效地保护和利用林木种质

资源。

  杉木Cunninghamia
 

lanceolata 是我国南方重

要的针叶用材树种之一,具速生、材质优等特点,在国

家木材储备战略中具有重要地位[18]。广西从20世

纪70年代开始进行杉木遗传改良工作,持续收集了

不同产区的杉木种质材料,为杉木遗传改良提供了丰

富的种质资源[19,20]。随着杉木种质资源收集数量增

多,保存与评价利用的难度加剧,因此构建核心种质

对充分利用现有杉木种质资源,挖掘优异基因显得尤

为重要。本研究通过SSR分子标记技术检测国家杉

木良种基地基因库的864份种质材料的遗传多样性,
对比分析不同构建方法的差异,从而确定合适的构建

方法和取样比例,为广西杉木种质研究和挖掘优异基

因提供理论支撑与材料基础。

1 材料与方法

1.1 材料

  试验材料来自广西融安县西山林场(25°20'
 

N,

109°23'
 

E)和 融 水 苗 族 自 治 县 国 营 贝 江 河 林 场

(24°57'
 

N,109°11'
 

E)国家级杉木良种基地基因库。
杉木种质取样总数为864份,其地理来源分别为广西

(605份)、湖南(70份)、广东(55份)、福建(54份)、江
西(40份)、贵州(31份)和湖北(9份)。

  2019年11月,采集健康且无病害的杉木新鲜嫩

叶,放入1.5
 

mL离心管后,投入液氮罐暂存,带回实

验室后于-80℃超低温冰箱保存备用。

1.2 主要仪器及试剂

  22对SSR引物[21]由北京睿博兴科公司合成,植
物DNA提取试剂盒购自生工生物工程(上海)股份

有限公司,NanoDrop2000型超微量分光光度计购自

美国热电公司,ABI
 

3730xl型基因测序仪购自美国

ABI公 司,Biometra
 

Tone
 

96G
 

PCR 仪 购 自 德 国

EasyCycler公司。主要试剂有氯仿、β巯基乙醇、异
丙醇、50×TAE等。

1.3 基因组DNA提取及PCR扩增———SSR标记法

  杉木种质样本基因组DNA提取按照植物DNA
提取试剂盒提供的方法进行。

 

(1)用1.0%琼脂糖凝

胶电泳(150
 

V、100
 

mA,15-20
 

min)检测DNA纯

度和完整度。用紫外观测仪观察电泳结果,若DNA
分离较好,亮度较好,没有弥散,说明提取的DNA纯

度较高且比较完整;若DNA没有分离,亮度较差且

存在弥散,则需要重新提取DNA。(2)用NanoDrop
2000超微量分光光度计测定提取的DNA样品浓度。
合格标准A260/A280值为1.70-1.90,若不处于此

范围则重新提取 DNA。提取结果合格的各样品

DNA模板(共864份),用TE
 

Buffer统一稀释至15
 

ng/μL后,于-20
 

℃冰箱保存备用。

  PCR扩增反应在Biometra
 

Tone
 

96G
 

PCR仪上

进行,反应体系为10
 

μL:5
 

μL
 

2×Taq
 

plus
 

Mix,10
 

μmol/L正反向引物各0.3
 

μL,DNA模板2
 

μL,去离

子水加至10
 

μL。扩增程序:95℃
 

5
 

min;95℃
 

30
 

s,

55℃
 

30
 

s,72℃
 

30
 

s
 

(40
 

个循环);72
 

℃
 

10
 

min,4℃
保存。PCR扩增产物在美国 ABI

 

3730xl基因测序

仪上检测,利用GeneMarker
 

V2.2.0软件读取每个

位点的片段大小。

1.4 遗传参数分析

  采用 GenAlEx
 

6.502软件[22]统计分析22对

SSR引物 的 等 位 基 因 数(Na)、有 效 等 位 基 因 数

(Ne)、观测杂合度(Ho)、期望杂合度(He)和Shan-
non's信息指数(I)等5个遗传多样性指标,利用

Cervus
 

3.0.7[23]分析SSR引物的多态信息含量指数

(PIC)及无效等位基因频率(Fna)。

1.5 核心种质构建方法

  按照杉木种质的地理来源进行分组,将864份材

料分为广西、湖南、广东、福建、江西、贵州和湖北等7
组,根据Core

 

Finder软件[24](简称 MC 法)、Power
 

Core软件[25]
 

(简称 MP 法)、模拟退火算法(Simula-
ted

 

annealing
 

algorithm)[26]以等位基因数最大化标

准(简称SANA法)和模拟退火算法以遗传多样性最

大化 (Maximizing
 

genetic
 

diversity)标 准 (简 称

SAGD法)分别构建核心种质:

  (1)按照等位基因数最大化(Maximizing
 

allelic
 

richness)标准(M策略),运用 MC 法和 MP 法对原始

种质进行分析并抽取核心种质,取样比例由软件自动

设定。

  (2)根据SANA法,运用Power
 

Marker
 

v3.25
软件构建核心种质,取样比例设置为 10%、15%、

20%、25%和30%。

  (3)根据SAGD法,运用Power
 

Marker
 

v3.25
软件构建核心种质,取样比例设置为 10%、15%、

20%、25%和30%。
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1.6 数据分析与处理

  核心种质构建完成后,利用SPSS
 

22.0对4种方

法构建的核心种质库与原始种质库的相关遗传参数

进行有效性t检验,利用主坐标分析法(Principal
 

Co-
ordinates

 

Analysis,PCoA)生成核心种质、原始种质

的分布图,进一步确认核心种质的代表性。

2 结果与分析

2.1 PCR扩增结果及遗传多样性分析

  对864份杉木种质的遗传多样性进行检测,结果

见表1。22个SSR标记的片段大小为96295
 

bp。

864份材料中:(1)检测到195个等位基因(Na),平
均每对引物检测出8.86个等位基因,其中等位基因

数最多的引物是SSR12(15)、SSR16(15),其次是

SSR8(14),最少的是SSR2(5)、SSR13(5);(2)有效

等位基因数(Ne)最多的是 SSR8(6.01),其次是

SSR12(5.01),最 少 的 是 SSR21(1.46),平 均 为

3.13;(3)在观测杂合度(Ho)、期望杂合度(He)和
Shannon's信息指数(I)方面,最高的是SSR8,最低

的是SSR21,平均观测杂合度、平均期望杂合度、平
均Shannon's信 息 指 数 值 分 别 为 0.62,0.65 和

1.31;(4)
 

22对SSR引物的多态信息含量指数(PIC)
值为0.30-0.82,平均值为0.60,最高的是SSR8,最
低的是SSR21,其中中度多态性引物(0.25<PIC<
0.5)有4对,高度多态引物(PIC>0.5)有18对;(5)

22对SSR引物的无效等位基因频率(Fna)均小于

0.2,均值为0.03,说明22对SSR引物对遗传多样性

参数分析没有影响,结果准确可靠。
表1 广西杉木种质资源的遗传多样性分析

Table
 

1 Genetic
 

diversity
 

analysis
 

of
 

Chinese
 

fir
 

germplasm
 

resources
 

in
 

Guangxi

引物
Primers

引物大小
Primer

 

size
 

(bp)

等位基
因数Na
Number

 

of
 

alleles
 

Na

有效等位基
因数Ne
Number

 

of
 

effective
 

alleles
 

Ne

Shannon's
信息指数

 

I
Shannon's
 

information
 

index
 

I

观测杂合度
Ho
Observed

 

heterozygosity
 

Ho

期望杂合度
He
Expected

 

heterozygosity
 

He

多态信息含
量指数(PIC)
Polymorphic

 

information
 

content
 

index
 

(PIC)

无效 等 位 基 因
频率(Fna)
Frequency

 

of
 

null
 

alleles
 

(Fna)

SSR1 218 7 2.13
 

0.95
 

0.51
 

0.53
 

0.46
 

0.02
 

SSR2 173 5 2.91
 

1.17
 

0.59
 

0.66
 

0.59
 

0.06
 

SSR3 233 7 3.15
 

1.24
 

0.66
 

0.68
 

0.64
 

0.03
 

SSR4 260 9 3.32
 

1.46
 

0.71
 

0.70
 

0.65
 

-0.01
 

SSR5 171 13 3.79
 

1.67
 

0.67
 

0.74
 

0.70
 

0.05
 

SSR6 205 6 2.85
 

1.22
 

0.63
 

0.65
 

0.59
 

0.01
 

SSR7 249 11 3.43
 

1.44
 

0.67
 

0.71
 

0.67
 

0.03
 

SSR8 246 14 6.01
 

1.99
 

0.82
 

0.83
 

0.82
 

0.01
 

SSSR9 178 8 3.23
 

1.42
 

0.67
 

0.69
 

0.66
 

0.02
 

SSR10 218 7 3.61
 

1.48
 

0.73
 

0.72
 

0.69
 

0.00
 

SSR11 266 7 2.73
 

1.11
 

0.63
 

0.63
 

0.57
 

0.01
 

SSR12 295 15 5.01
 

1.87
 

0.73
 

0.80
 

0.78
 

0.05
 

SSR13 96 5 2.80
 

1.09
 

0.58
 

0.64
 

0.58
 

0.05
 

SSR14 185 8 3.30
 

1.35
 

0.70
 

0.70
 

0.65
 

0.00
 

SSR15 227 6 2.51
 

1.09
 

0.61
 

0.60
 

0.53
 

-0.01
 

SSR16 266 15 2.28
 

1.17
 

0.53
 

0.56
 

0.51
 

0.03
 

SSR17 132 8 2.06
 

1.01
 

0.51
 

0.52
 

0.48
 

0.02
 

SSR18 224 8 2.53
 

1.11
 

0.61
 

0.61
 

0.54
 

0.00
 

SSR19 262 9 3.88
 

1.54
 

0.65
 

0.74
 

0.71
 

0.08
 

SSR20 121 10 3.74
 

1.56
 

0.58
 

0.73
 

0.70
 

0.13
 

SSR21 198 7 1.46
 

0.70
 

0.30
 

0.32
 

0.30
 

0.03
 

SSR22 231 10 2.02
 

1.07
 

0.50
 

0.50
 

0.48
 

0.01
 

均值 Mean 8.86
 

3.13
 

1.31
 

0.62
 

0.65
 

0.60
 

0.03
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2.2 4种构建方法的遗传多样性差异分析

  对4种方法构建的杉木核心种质情况进行遗传

多样性分析,结果见表2。4种构建方法的等位基因

数(Na)保留率均在75%以上,其中:(1)在等位基因

数(Na)方面,MC 法和 MP 法构建的核心种质Na 保

留比例达100%;SANA法取样比例为10%时,Na
保留率最低(丢失了48个等位基因,仅保留147个);
(2)在有效等位基因数(Ne)方面,SAGD法和SANA
法的核心种质 Ne随取样比例增大呈先降低后升高

的趋势,最高的是 MP 法,其次是 MC 法,最少的是取

样比例为25%的SAGD法;MP 法、MC 法和SAGD
(25%)法 Ne 保 留 率 分 别 为 108.7%、107.6%和

99.4%;(3)在Shannon's信息指数(I)方面,MP 法、

MC 法的核心种质高于原始种质,而取样 比 例 为

10%-30%的SANA法和SAGD法,其Shannon's
信息指数值随取样比例增加而升高,均能够保留原始

种质97.7%的Shannon's信息指数值,与原始种质

相差不大;(4)在观测杂合度(Ho)、期望杂合度(He)
方面,4种构建方法的核心种质保留率均在98.4%以

上。SANA法、SAGD法5个取样比例构建的核心

种质的等位基因数与原始种质的等位基因数存在显

著差异,未能保留所有的等位基因,最高的是取样比

例为30%的SANA法和SAGD法(仅保留了174个

等位基因,丢失了21个),在抽取的种质数量上比

MC 法多了179份,但保留的等位基因数没有 MC 法

的多。结合5个遗传多样性指标的保留率及种质数

量进行综合考虑,可认为 MC 法、MP 法构建的结果

较好。
表2 不同方法构建核心种质的遗传多样性比较

Table
 

2 Comparison
 

of
 

genetic
 

diversity
 

of
 

core
 

germplasm
 

constructed
 

by
 

different
 

methods

构建方法
Construction

 

method

取样
比例

Sampling
 

ratio
 

(%)

种质
数量

Number
 

of
 

germplasm

等位基因数Na
Number

 

of
 

allele
 

Na

有效等位基因数Ne
Number

 

of
 

effective
 

allele
 

Ne

Shannon's
信息指数I
Shannon's

 

information
 

index
 

I

观测杂合度 Ho
Observed

 

heterozygosity
 

Ho

期望杂合度 He
Expected

 

heterozygosity
 

He

原始种质
Initial

 

germplasm 864 195 68.76 1.31 0.62 0.65

SANA法
SANA

 

method 10 86 147* 69.01
 

1.28
 

0.62
 

0.64
 

15 129 157* 68.68
 

1.29
 

0.61
 

0.65
 

20 172 163* 68.67
 

1.30
 

0.62
 

0.65
 

25 216 169* 68.66
 

1.30
 

0.63
 

0.65
 

30 259 174* 68.84
 

1.31
 

0.62
 

0.65
SAGD法

SAGD
 

method 10 86 155* 70.04
 

1.30
 

0.61
 

0.65
 

15 129 160* 69.49
 

1.31
 

0.62
 

0.65
 

20 172 166* 68.88
 

1.30
 

0.62
 

0.65
 

25 216 167* 68.34
 

1.29
 

0.62
 

0.65
 

30 259 174* 68.65
 

1.30
 

0.62
 

0.65

MC 法 MC method 9.3 80 195 73.99
 

1.40
 

0.62
 

0.67
 

MP 法 MP method 11.3 98 195 74.73
 

1.41
 

0.62
 

0.68

注:*表明核心种质与原始种质在0.05水平有显著差异

Note:*
 

indicates
 

significant
  

difference
 

between
 

core
 

germplasm
 

and
 

initial
 

germplasm
 

at
 

0.05
 

level

2.3 核心种质的确认

  为了验证核心种质的有效性,利用SPSS
 

22.0分

别对 MC 法、MP 法构建的核心种质与原始种质、核心

种质与保留种质的5个遗传多样性参数(Na、Ne、I、
Ho 和 He)进行t 检验,结果见表 3。结果表明:
(1)MC 法构建的核心种质 Na、Ne、I、Ho 和He 的

保 留 率 分 别 为 100%、107.6%、106.9%、100%、

103.1%;在等位基因数(Na)和有效等位基因数

(Ne)
 

2个指标上显著高于 MC 法的保留种质,但与

原始种质没有显著差异;(2)MP 法构建的核心种质

Na、Ne、I、Ho 和 He 的 保 留 率 分 别 为 100%、

108.7%、107.6%、100%、104.6%;在 等 位 基 因 数

(Na)和有效等位基因(Ne)2个指标上均显著高于

Mp 法的保留种质,与原始种质没有差异;说明 MC
法、MP 法对原始种质的冗余材料进行了剔除,有效

地选择含等位基因多的材料。
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  将 MC 法和 MP 法构建的核心种质进行检验比

较,结果表明,两者在 Na、Ne、I、Ho 和He 上没有

差异。相较于 MP 法,MC 法仅保留80份种质材料就

能保留原始种质的所有等位基因,其遗传重复和冗余

度小于 MP 法,因此最终选择遗传重复低、冗余度低

的 MC 法筛选的80份材料作为广西杉木核心种质。
在这80份核心种质中,地理来源为广西的种质最多,

有54份(占8.9%),最少的是湖北(2份,占22.2%)
(表4)。利用主坐标分析法展示原始种质与核心种

质的分布情况,对 MC 法核心种质作进一步确认(图

1),结果显示,核心种质与原始种质均分布在主坐标

内且范围相近,说明 MC 法构建的核心种质的代表性

较好。

表3 遗传多样性参数t检验

Table
 

3 Genetic
 

diversity
 

comparison
 

by
 

ttest

种质
Germplasm

种质数
Number

 

of
 

germplasm
 

等位基因数Na
Number

 

of
 

alleles
 

Na

有效等位基因数Ne
Number

 

of
 

effective
 

allele
 

Ne

Shannon's
信息指数I
Shannon's

 

information
 

index
 

I

观测杂合度 Ho
Observed

 

heterozygosity
 

Ho

期望杂合度 He
Expected

 

heterozygosity
 

He

原始种质
 

Initial
 

germplasm 864
 

195
 

68.76
 

1.31
 

0.62
 

0.65
 

MC 法核心种质
 

Core
 

germpla
sm

 

by
 

MC method
80(9.3%) 195(100%)

 

73.99
 

(107.6%) 1.40
 

(106.9%) 0.62(100%) 0.67(103.1%)

MC 法保留种质
 

Reserved
 

germpla
sm

 

by
 

MC method
 

784(90.7%) 179(91.8%) 68.17(99.1%) 1.29
 

(98.5%) 0.62(100%) 0.65(100%)
 

MP 法核心种质

Core
 

germplasm
by

 

MP method
 

98(11.3%) 195(100%) 74.73(108.7%) 1.41(107.6%) 0.62(100%) 0.68(104.6%)

MP 法保留种质

Reserved
 

germpla
sm

 

by
 

MP method
 

766(88.7%) 179(91.8%) 67.90(98.7%) 1.29(98.5%) 0.62(100%) 0.64(98.5%)

t1 0.00
 

9.06
 

1.68
 

0.07
 

0.40
 

t2 27.71*
 

10.09*
 

1.92 0.09
 

0.45
 

t3 0.00 10.34* 1.85 0.00 0.52

t4 27.71* 11.74* 2.15 0.00 0.59

t5 0.00 1.28 0.17 -0.07 0.12

注:括号内为保留率;t1 为 MC 法核心种质与原始种质的t检验值;t2 为 MC 法核心种质与保留种质t检验值;t3 为 MP 法核心种质与原始种质的

t检验值;t4 为 MP 法核心种质与保留种质的t检验值;t5 为 MC 法核心种质与 MP 法核心种质的t检验值;*表示在0.05水平差异显著

Note:Retention
 

rate
 

in
 

parentheses;t1
 means

 

the
 

ttest
 

value
 

of
  

core
 

germplasm
 

and
 

initial
 

germplasm
 

by
 

MC method;t2
 means

 

the
 

ttest
 

value
 

of
  

core
 

germplasm
 

and
 

reserved
 

germplasm
 

by
 

MC method;
 

t3
 means

 

the
 

ttest
 

value
 

of
  

core
 

germplasm
 

and
 

initial
 

germplasm
 

by
 

MP method;t4
 

means
 

the
 

ttest
 

value
 

of
  

core
 

germplasm
 

and
 

reserved
 

germplasm
 

by
 

MP method;t5
 means

 

the
 

ttest
 

value
 

of
  

core
 

germplasm
  

by
 

MC method
 

and
  

core
 

germplasm
  

by
 

MP method;*means
 

significant
 

difference
 

at
 

0.05
 

level

表4 不同地理来源杉木种质入选 MC 法核心种质的数量及比例

Table
 

4 Number
 

and
 

proportion
 

of
 

Cunninghamia
 

lancedata
 

germplasm
 

selected
 

into
  

core
 

germplasm
 

by
 

MC
 method

 

from
 

different
 

geographical
 

origins

省区
Province

原始种质
数量

Number
 

of
 

Initial
 

germ
plasm

核心种质
数量

Number
 

of
 

core
 

germplasm

比例
Proportion
(%)

省区
Province

原始种质
数量

Number
 

of
 

Initial
 

germ
plasm

核心种质
数量

Number
 

of
 

core
 

germplasm

比例
Proportion
(%)

广西
Guangxi 605 54 8.9 江西

Jiangxi 40 4 10

湖南
Hunan 70 5 7.1 贵州

Guizhou 31 5 16.1

广东
Guangdong 55 7 12.7 湖北

Hubei 9 2 22.2

福建
Fujian 54 3 5.6 总数

Total 864 80 9.3
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图1 MC 法核心种质的主坐标分析

  Fig.1 Principal
 

coordinate
 

analysis
 

of
 

core
 

germplasm
 

by
 

MC method

3 讨论

  目前,构建核心种质主要应用表型数据和分子标

记数据[27]。多年生林木容易受到环境因素影响,采
用传统调查方法得到的表型数据(树高、胸径、叶形、
果实大小等)往往不能准确地反映材料间的遗传差

异,且数据收集需持续多年观测调查,整个过程耗费

巨大的人力和物力[28,29]。相较于传统表型数据,

DNA分子标记技术具有费用低、数据获取速度快和

不受外界因素影响的特点,能够真实地反映材料间差

异及亲缘关系,比表型数据更适用于构建核心种质和

遗传 多 样 性 分 析,被 广 泛 应 用 于 各 类 种 质 资 源

研究[3034]。

  合理的取样比例是成功构建核心种质的决定因

素。国内外研究报道中,大多数取样比例为5%-
40%[4,8,3537]。吴昊等[38]利用苗期生长量及种子质量

性状的表型数据构建了野生榧树 Torreya
 

grandis
种群的初级核心种质,取样比例为36%,并利用分子

标记检测初级核心种质,剔除了部分遗传重复的材

料,最终保留了15份材料,占原始种质的10.56%;
钟永达等[39]基于幼苗及种子的表型数据,用4种不

同聚类方法从872份材料中构建了含218份种质材

料的中国樟树Cinnamomum
 

camphora 初级核心种

质,取样比例为25%;彭婵等[40]报道了含45份南方

型美洲黑杨Populus
 

deltoides的初级核心种质,占
原始种质的15%。这些研究结果表明,取样比例随

原始种质材料的数量增多而降低。一般来说,由于物

种的独特性,其取样比例主要由树种、遗传结构、遗传

多样性及种质数量规模决定。本研究中共有864份

杉木种质材料,将不同取样比例的结果进行对比分

析,其中SANA法和SAGD法的等位基因数随着取

样比例增加而增加,但均未能保留原始种质的全部基

因,说明这2种方法在构建核心种质时并未能筛选出

等位基因数多的材料,存在遗传重复的材料,构建效

果较差。而 MC 法构建结果的取样比例最低(占原始

种质的9.3%,筛选出80份种质材料),取样比例低

于前人的研究结果[4143],但在等位基因数(Na)、有效

等位基因数(Ne)、Shannon's信息指数(I)、观测杂

合度(Ho)和期望杂合度(He)的保留率上均达到

100%,可见 Mc 法能用较少的种质保留原始种质所

有等位基因数,保留效果较好。

  不同构建方法直接影响核心种质的代表性和有

效性。在进行核心种质构建时,应遵循优先选择特异

基因和等位基因数目多的材料,以及尽可能保留含多

等位基因的原则,以保证获得的核心种质具有最多的

等位基因[44,45]。M策略是以每个位点的等位基因数

目最大化为标准,主要通过 Core
 

Finder[24]、Power
 

Core[25]和Power
 

Mstrat[46]这3款软件实现,在构建

过程中能够剔除材料中的遗传重复,筛选出具等位基

因数目多且冗余度低的材料,是目前最具优势的构建

方法之一。本研究的 MC 法、MP 法、SANA法是以

等位基因数最大化为标准,能够筛选出具等位基因多

的材料,而SAGD法是以遗传多样性最大化为标准,
筛选出的材料具有较大遗传多样性。结果发现,SA-
NA法和SAGD法构建结果不佳,而Core

 

Finder软

件和Power
 

Core软件构建结果的 Na、Ne、I、Ho、

He等 5 个 遗 传 参 数 的 保 留 率 高 于 SANA 法 和

SAGD法,说明 MC 法和 MP 法优于SAGD法和SA-
NA法。在选择核心种质材料时,MC 法、MP 法均选

择等位基因数目多且冗余度低的材料,相比而言,

Core
 

Finder软件的构建结果比Power
 

Core软件的

少了18份,仅用80份核心种质保留了864份原始种

质中的全部等位基因,其构成的核心种质库更为精

简,遗传重复和冗余度更低。

  广西是全国杉木主产区之一,1976年和1979
年,广西区内29个种源参加全国杉木产区的种源试

验,广西融水种源在两次试验中表现突出,其因适应

范围广,单株材积大、树高和胸径生长量高且稳定,被
认定为全国杉木优良种源之一。广西属典型的喀斯

特地貌,地形复杂多变,山地丘陵居多,北回归线横穿
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境内,南北温差大,各地种源在生长量和适应性方面

存在差异,具较强的地域性。受喀斯特地理隔离影

响,广西境内还有一些特异的种质资源,如念水糠杉、
白云糠杉和四荣红心杉等[20,47,48]。融江河流域位于

全国优良种源南岭的西部,是广西杉木的中心产

区[4951]。本研究广西的605份材料中,主要由融水

(262份)、融安(152份)、河池(75份)、桂林(36份)、
玉林(34份)、百色(19份)、梧州(13份)、南宁(7份)
和钦州(7份)等9个不同市县的种质构成。入选的

80份核心种质中,有54份材料来自广西,其中广西

杉木中心产区来自融水县(20份)、融安县(15份)的
种质材料居多,其余的分别来自河池(7份)、百色(5
份)、桂林(3份)、梧州(2份)、玉林(2份)和钦州(1
份),本次入选的种质材料基本涵盖了整个广西杉木

分布区。未入选核心种质的材料仍不能随意舍弃,当
核心种质遭受自然灾害发生衰亡或无当前生产实践

所需的高产优质和抗逆性强的重要性状时,可从保留

种质中寻找相似材料进行补充[24]。随着核心种质的

深入研究,需要及时对核心种质遗传结构和材料进行

调整与更新,不断增补新发现的特异材料,使其具有

更丰富的遗传变异,更合理的遗传结构。

  本研究利用SSR分子标记数据,通过对比分析

不同构建方法的差异,从而确定以等位基因数最大化

为标准(M策略)、通过Core
 

Finder软件构建广西杉

木核心种质的构建方法。由于缺少生长量、抗逆性等

表型数据以及SSR分子标记数量的限制,并没有将

表型数据和分子数据结合起来构建,今后的研究中仍

需收集调查表型生长性状,将两者相结合起来,对核

心种质作进一步全面分析和调整。

4 结论

  本研究基于SSR分子标记技术,以广西杉木864
份种质为材料,通过构建方法筛选,最终确定 M策略

(Core
 

Finder软件)构建方法,并构建了含80份材料

的广西杉木核心种质,其中,种质数占原始种质的

9.3%,Na、Ne、I、Ho和He遗传多样性参数的保留

率达100%,经主坐标分析和t检验,验证所构建的

核心种质与原始种质差异不显著,分布范围与原始种

质基本一致,说明构建结果有效且具较好的代表性,
可为广西杉木种质资源优异基因资源挖掘、创新利用

提供理论依据与材料基础。
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Construction
 

of
 

Core
 

Germplasm
 

of
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in
 

Guangxi
 

Based
 

on
 

SSR
 

Markers
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Hongliang3,
TAN
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(1.Guangxi
 

Key
 

Laboratory
 

of
 

Superior
 

Timber
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Resource
 

Cultivation,Guangxi
 

Zhuang
 

Autonomous
 

Region
 

Forestry
 

Re-
search

 

Institute,Nanning,Guangxi,530002,China;2.Stateowned
 

Beijianghe
 

Forest
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Miao
 

Autonomous
 

County,

Liuzhou,Guangxi,545300,China;3.Rong'an
 

Stateowned
 

Xishan
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Farm,Liuzhou,Guangxi,545400,China)

Abstract:In
 

order
 

to
 

explore
 

and
 

screen
 

the
 

Cunninghamia
 

lanceolata
 

germplasm
 

resources
 

in
 

Guangxi,
 

the
 

genetic
 

diversity
 

of
 

864
 

C.lanceolata
 

germplasm
 

materials
 

in
 

national
 

C.lanceolata
 

improved
 

seed
 

base
 

was
 

detected
 

by
 

SSR
 

marker
 

technology,
 

the
 

differences
 

of
 

different
 

construction
 

methods
 

were
 

compared
 

and
 

an-
alyzed,

 

and
 

the
 

effectiveness
 

and
 

representativeness
 

of
 

core
 

germplasm
 

were
 

verified
 

by
 

ttest
 

and
 

principal
 

coordinate
 

analysis.The
 

results
 

showed
 

that:(1)
 

a
 

total
 

of
 

195
 

alleles
  

were
 

detected
 

by
 

22
 

pairs
 

of
 

SSR
 

prim-
ers,

 

the
 

average
 

allele
 

(Na)
 

was
 

8.86,the
 

average
 

effective
 

allele
 

(Ne)
 

was
 

3.13,the
 

average
 

Shannon's
 

in-
formation

 

index
 

(I)
 

was
 

1.31,the
 

average
 

invalid
 

allele
 

frequency
 

(Fna)
 

was
 

0.03,and
 

the
 

average
 

polymor-
phism

 

information
 

content
 

(PIC)
 

was
 

0.60.(2)
 

Compared
 

with
 

other
 

construction
 

methods,
 

the
 

Core
 

Finder
 

software
 

using
 

M
 

strategy
 

was
 

an
 

effective
 

method
 

to
 

construct
 

the
 

core
 

germplasm
 

of
 

C.lanceolata
 

in
 

Guan-
gxi.The

 

80
 

core
 

germplasm
 

screened
 

out
 

had
 

good
 

representativeness.
Key

 

words:Cunninghamia
 

lanceolata,SSR
 

marker,M
 

strategy,core
 

germplasm,Guangxi
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