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火炬松生长和松脂性状相关候选基因的

单核苷酸多样性分析

杨会肖１，２，刘天颐２，徐　斌１，刘纯鑫２，王金榜３，黄少伟２
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摘要：【目的】对火炬松Ｐｉｎｕｓｔａｅｄａ生长和松脂产量相关功能基因单核苷酸多态性（Ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，

ＳＮＰ）位点进行筛选与分析，为分子标记辅助育种提供技术基础。【方法】利用生物信息学对火炬松 ｃＤＮＡ文库进

行整理、比对、剪接、注释，挑选出与生长素、赤霉素、细胞分裂素及蒎烯合成相关的非重复序列基因（Ｕｎｉｇｅｎｅ）作为

候选基因片段，利用ＭＥＧＡ５０和ＤｎａＳＰ４０软件对火炬松３６个单株的８个候选基因片段进行序列比对和分析。

【结果】所测序列总长为５１７７ｂｐ，检测到１８４个 ＳＮＰ位点，平均３６９ｂｐ的基因序列中出现１个 ＳＮＰ位点，其中

１２３个为非同义突变、６１个为同义突变ＳＮＰ位点。核苷酸多态性 πａ和 θｗ分别为００２０和００１６。对８个候选基

因片段内ＳＮＰ位点进行的连锁不平衡分析显示，随着核苷酸序列长度的延伸，ＳＮＰ位点的连锁不平衡在基因内部

迅速衰退（Ｒ２≤０２）。【结论】在火炬松中，基于候选基因内ＳＮＰ位点间的连锁不平衡作图是可行的。
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　　林木的重要性状大多属于数量性状，由许多基
因和环境共同作用来调控其生长与发育。传统的数

量遗传学不能检测控制数量性状的基因的数量、基

因在染色体上的位置、每个位点的贡献大小以及基

因间的关系。在数量性状的多基因体系中，尽管可

能存在效应较大的主效基因，但多数基因对目标性

状可能只表现微效作用，而且表型受环境影响很大，

因而采用传统的育种途径对这些性状进行选择有很

大的局限性［１２］。近年来，连锁分析和连锁不平衡作

图已成为许多树种检测复杂性状的手段。关联分析

是对控制数量性状的多基因系统进行遗传剖析的有

效手段，而关联作图则是植物遗传学研究最重要的

工具之一［３］。对某一植物种而言，筛选出的单核苷

酸多态性（Ｓｉｎｇｌｅｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＮＰ）位点
在进行关联分析之前，有必要对目标基因的群体遗

传学特征如核苷酸多样性、基因进化动力及连锁不

平衡特征进行分析，以便为 ＳＮＰ基因型分析位点的
确定提供参考［４］。

火炬松Ｐｉｎｕｓｔａｅｄａ材性偏软，具有粗糙的质感，
适用于船舶楼宇及一般建筑。生长素（ＩＡＡ）、细胞分
裂素与赤霉素在树木生长过程中起到重要的调节作

用。火炬松含有较丰富的松脂，可为制药和化工等

行业提供原料。当松树受到甲虫危害时，能在伤口

处产生组成型或诱导型的松脂［５］，松脂是一种复杂

的混合物，它包含单萜烯（松节油），二萜类树脂酸

（松香）和较少量的倍半萜烯，而松节油的主要成分

为蒎烯［６］。目前，关于松树ＳＮＰ标记的研究较多，主
要集中在生长［７］、材性［８９］、代谢［１０］、抗旱抗性［４，１１］等

方面，鲜见火炬松激素和蒎烯相关候选基因 ＳＮＰ标
记研究的报道。本研究以生长和松脂产量为目标，

从引自美国的火炬松基因资源试验林中选出３６个
单株为材料，并选择８个相应的候选基因片段进行
研究。通过ＰＣＲ扩增、纯化回收后连接于Ｔ载体上，
对目的片段的 ＳＮＰ位点进行了筛选，分析了目标基
因核苷酸多样性，连锁不平衡特征。研究结果为后

续ＳＮＰ标记与表型性状的关联分析提供参考。

１　材料与方法
１．１　植物材料

通过美国北卡罗莱纳州立大学林木改良工业协

作组织引进的２５８个不同改良程度的火炬松家系，
营造了基因资源林，以生长（树高和胸径）和松脂产

量为目标性状，利用ＡＳＲｅｍｌ软件估算了２５８个家系
的生长和松脂产量育种值，选取能够最大程度地反

映基因资源变异水平的３６个家系，每家系１株，共
３６个单株（３６个基因型），采集嫩芽或１年生新鲜松
针，－８０℃冰箱中保存备用。
１．２　基因组ＤＮＡ提取

取出保存的松针或嫩芽，称取０３ｇ，放入２ｍＬ
离心管中，加入小钢珠，利用 Ｑｉａｇｅｎ的 ＭＭ３０１磨样
仪将其磨碎，期间用液氮浸泡数次。基因组 ＤＮＡ的
提取按照新型植物基因组ＤＮＡ提取试剂盒（天根生
化科技有限公司）描述的方法进行。

１．３　引物设计和ＰＣＲ扩增
从公共数据库（ＧｅｎＢａｎｋ和 ｈｔｔｐ：／／ｐｉｎｅｔｒｅｅ．

ｃｃｇｂ．ｕｍｎ．ｅｄｕ）下载火炬松 ｃＤＮＡ文库的所有记录，
约３２万条，利用生物信息学方法进行序列的比对、
剪接、组装、注释，获得非重复序列基因（Ｕｎｉｇｅｎｅ）。
选取与生长、松脂蒎烯合成相关的８个候选基因片
段，采用 Ｐｒｉｍｅｒ６和 Ｏｌｉｇｏ７软件设计和评估正反向
ＰＣＲ扩增引物［１２］。

以选取的３６个单株样本为材料，对８个候选基
因片段进行 ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ反应体系为２５μＬ，含
３０～６０ｎｇ模板ＤＮＡ，每种ｄＮＴＰ０２ｍｍｏｌ·Ｌ－１，正、
反向引物各０２ｍｍｏｌ·Ｌ－１，１×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ，１ＵＴａｑ
聚合酶和体积分数为 １％的 ＤＭＳＯ。采用 ＰＴＣ２００
型ＰＣＲ仪运行ＰＣＲ反应，反应程序为：９４℃预变性
５ｍｉｎ后进入循环；每个循环９４℃变性３０ｓ，４５～６２
℃退火３０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，反应共３６个循环；７２℃
延伸７ｍｉｎ。
１．４　ＰＣＲ产物的克隆、测序及计算机分析

依据所选的８个候选基因片段的核苷酸序列设
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计基因特异的引物，以３６个样本的总 ＤＮＡ为模板
进行ＰＣＲ扩增，将扩增得到的目的基因片段纯化回
收后连接于ｐＭＤ１９Ｔ载体上。连接产物转化大肠埃
希菌ＥｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉＤＨ５α，筛选阳性克隆，送华大基
因公司测序。应用ＤＮＡＭＡＮ６０软件和ＣＬＵＳＴＡＬＸ
软件包推导出氨基酸序列并在ＮＣＢＩ进行检索分析，
初步判断候选序列位于编码区还是非编码区。将去

除载体后的序列采用 ＢｉｏＥｄｉｔ的 ＣｌｕｓｔａｌＷ２程序进行
联配分析，获得基因片段的一致序列，结合每条序列

测序图，在ＢｉｏＥｄｉｔ中确定ＳＮＰ位点并做记录。
１．５　基因的ＳＮＰ多样性分析和连锁不平衡检测

利用ＭＥＧＡ５０和ＤｎａＳＰ４０软件对每个基因的
３６个序列进行比对分析，计算 ＳＮＰ频率、颠换和转
换的 ＳＮＰ数量，估算各基因的核苷酸多样性水
平［１３］。分别用参数 θｗ和 πａ表示核苷酸多样性水
平，其中θｗ的估算以序列间每位点差异核苷酸的平
均数为基础［１４］，πａ的估算以分离位点的数量（Ｓ）为

基础［１５］。单倍型多样性（Ｈｅ）按照 Ｎｅｉ
［１４］的公式计

算。除以上定义外，核苷酸多样性的描述还包括：静

默位点多样性（θｗｓｉｌ）、非同义突变多样性（πｎｓｙｎ）和同
义突变多样性（πｓｙｎ）。将所有位点依次对应的物理
距离（ｂｐ）及其Ｒ２进行组合，利用非线性回归模型估
算 ８个候选基因片段整体水平上的连锁不平衡
（ＬＤ）延伸。

２　结果与分析
２．１　候选基因片段的序列分析

８个候选基因片段序列分析结果见表１。每一
候选基因片段的扩增长度为４３１～１００７ｂｐ（不包括
插入或缺失位点），８个候选基因片段的测序总长度
为５１７７ｂｐ，其中，编码区的序列长度为３３２２ｂｐ，非
编码区的序列长度为１８５５ｂｐ（５′ＵＴＲ，３′ＵＴＲ和内
含子）。共有２４个样本发生插入或缺失突变，总的
插入片段长度为１８ｂｐ，缺失片段长度为８０ｂｐ。

表１　火炬松生长和松脂性状候选基因片段序列分析
Ｔａｂ．１　ＳｅｑｕｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃａｎｄｉｄａｔｅｇｅｎｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｇｒｏｗｔｈａｎｄｒｅｓｉｎｔｒａｉｔｓｏｆＰｉｎｕｓｔａｅｄａ

候选基因片段 基因功能
所获序列长度／ｂｐ

总长度 ５′非编码区 外显子 内含子 ３′非编码区 插入（缺失）长度

Ｐｔ３０１ α蒎烯合成 ７６７ ５６８ １９９ ５（３７）
Ｐｔ３０２ α蒎烯合成 １００７ ４７２ ５３５ ６（１０）
Ｐｔ３０３ α蒎烯合成 ９２２ ５２９ ３９３ ３（２５）
Ｐｔ３０４ α蒎烯合成 ４６４ ３０９ １５５ ４（８）
ＣＫＸ７＿ＡＲＡＴＨ 细胞分裂素 ４３１ ４３１ ０ ０
ＡＲＲ１７＿ＡＲＡＴＨ 细胞分裂素 ４５３ ４５３ ０ ０
ＣＯＧＴ２＿ＡＲＡＴＨ 细胞分裂素 ５２７ ４１３ １１４ ０
ＳＳＧＰ＿ＶＯＬＣＡ 生长素 ６０６ １３４ １４７ ３２５ ０
总计 ５１７７ １３４ ３３２２ １５６６ １５５ １８（８０）

２．２　ＳＮＰ位点筛选
ＳＮＰ位点筛选和分析结果见表２，对８个候选基

因片段的序列进行整合后共检测到 １８４个 ＳＮＰ位
点，平均３６９ｂｐ的基因序列中出现１个 ＳＮＰ位点。
ＳＳＧＰ＿ＶＯＬＣＡ基因片段上检测了４１个 ＳＮＰ位点，平

均１４８ｂｐ的基因序列中出现１个 ＳＮＰ位点，而在
Ｐｔ３０２基因片段上检测了１８个ＳＮＰ位点，平均５５９
ｂｐ的基因序列中出现１个 ＳＮＰ位点。非同义突变
的位点有１２３个，静默突变（同义突变）有６１个 ＳＮＰ
位点。

表２　火炬松生长和松脂候选基因片段序列核苷酸变异
Ｔａｂ．２　ＳｕｍｍａｒｙｏｆＳＮＰｓｉｎｃａｎｄｉｄａｔｅｇｅｎｅｓｉｎＰｉｎｕｓｔｅａｄａｆｏｒｇｒｏｗｔｈａｎｄｒｅｓｉｎｔｒａｉｔｓ

候选基因片段 长度／ｂｐ ＳＮＰ数量 ＳＮＰ频率／（个·ｂｐ－１） 非同义ＳＮＰ数量 静默ＳＮＰ数量
Ｐｔ３０１ ７６７ １４ １∶５４．８ １０ ４
Ｐｔ３０２ １００７ １８ １∶５５．９ １１ ７
Ｐｔ３０３ ９２２ ５６ １∶１６．５ ３８ １８
Ｐｔ３０４ ４６４ ９ １∶５１．６ ８ １
ＣＫＸ７＿ＡＲＡＴＨ ４３１ ９ １∶４７．９ ７ ２
ＡＲＲ１７＿ＡＲＡＴＨ ４５３ １６ １∶２８．３ ６ １０
ＣＯＧＴ２＿ＡＲＡＴＨ ５２７ ２１ １∶２５．１ １４ ７
ＳＳＧＰ＿ＶＯＬＣＡ ６０６ ４１ １∶１４．８ ２９ １２
总计 ５１７７ １８４ １∶３６．９１） １２３ ６１

　１）平均值。

７７　第１期 　　　　　杨会肖，等：火炬松生长和松脂性状相关候选基因的单核苷酸多样性分析 　　　



２．３　核苷酸多样性
采用ＭＥＧＡ５０和ＤｎａＳＰ４０软件对各候选基因

３６个样本序列进行分析，计算８个候选基因的核苷
酸多样性系数（表３）。８个候选基因平均核苷酸多
态性πａ和 θｗ分别为 ００２０和 ００１６，处于较高水
平，其中核苷酸多态性 πａ的变化范围介于０００６～
００３４，核苷酸多态性 θｗ的变化范围介于 ０００３～
００３０。这比先前报道的相同树种其他性状或不同
树种同类性状相关基因的核苷酸多态性高（表４）。
有报道显示，火炬松的材性和生长性状相关基因的

核苷酸多态性平均为０００５９［４，８，１６］，是本研究的０３
倍。Ｐｏｔ等［１７］报道，海岸松 Ｐ．ｐｉｎａｓｔｅｒ和辐射松 Ｐ．
ｒａｄｉａｔａ材性方面的核苷酸多态性是 ０００２４１和
０００１８６，分别是本研究的０１２和００９倍。核苷酸
多态性的研究也在其他针叶树种中有所报道，例如樟

子松 Ｐ．ｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓｖａｒ．ｍｏｎｇｌｉｃａ［１８１９］，花旗松 Ｐｓｅｕｄｏｔ
ｓｕｇａｍｅｎｚｉｅｓｉｉ［９，１６，２０］和柳杉 Ｃｒｙｐｔｏｍｅｒｉａｊａｐｏｎｉｃａ［２１］。

在８个候选基因片段中，具有最高核苷酸多态
性πａ和θｗ的基因片段分别是ＡＲＲ１７＿ＡＲＡＴＨ（πａ＝

００３４）和ＳＳＧＰ＿ＶＯＬＣＡ（θｗ＝００３０），具有最低核苷
酸多态性 πａ和 θｗ的基因片段是 Ｐｔ３０４和 ＣＫＸ７＿
ＡＲＡＴＨ（πａ＝０００６，θｗ＝０００３）。静默位点的平均
核苷酸多样性（θｗｓｉｌ）为００２２，该值与非同义突变位
点多样性（πｎｓｙｎ＝００１４）基本相同。本研究与同一
树种的其他性状如抗旱性、材性和抗性的候选基因

相比，核苷酸多样性 θｗ高出其他相关研究 ３２和

４０倍［４，８］。基因片段ＣＯＧＴ２＿ＡＲＡＴＨ的非同义突变
多样性（πｎｓｙｎ）是基因片段ＣＫＸ７＿ＡＲＡＴＨ的１４５倍，
非同义突变位点多样性在００２９～０００２之间变化
（表３），这表明基因间在适应性进化历史中变化较
大［２２］。基因片段 Ｐｔ３０２、Ｐｔ３０４和 ＣＫＸ７＿ＡＲＡＴＨ的
非同义分歧很低，即０００２～０００４，表明这些基因具
有很强的保守核苷酸序列。８个候选基因片段中的
２个基因片段（Ｐｔ３０１和 Ｐｔ３０４）的 Ｋａ／Ｋｓ比值大于
１，说明这些基因受正向选择的影响较大。其余基因
片段的Ｋａ／Ｋｓ比值都小于１，说明他们受负向选择的
影响较大，核苷酸序列相对保守。

表３　火炬松生长和松脂性状候选基因片段核苷酸多样性分析１）

Ｔａｂ．３　ＥｓｔｉｍａｔｅｓｏｆｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓｏｆｃａｎｄｉｄａｔｅｇｅｎｅｓｆｏｒｇｒｏｗｔｈａｎｄｒｅｓｉｎｔｒａｉｔｓｏｆＰｉｎｕｓｔａｅｄａ

候选基因片段　　
核苷酸多样性 同义／非同义／静默位点核苷酸多样性 单倍型多样性

ＲｍＳ θｗ πａ πｓｙｎ πｎｓｙｎ πｎｓｙｎ／πｓｙｎ θｗｓｉｌ Ｋｓ Ｋａ Ｋａ／Ｋｓ Ｎｈ Ｈｅ（ＳＤ）
Ｐｔ３０－１ １４ ０．０１２ ０．０２３ ０．０１１ ０．０１２ １．０６１ ０．０１２ ０．０１０ ０．０１１ １．０６１ １３　 　０．９８９±０．０３１ １
Ｐｔ３０－２ １８ ０．００５ ０．００７ ０．００９ ０．００４ ０．４６４ ０．００９ ０．００８ ０．００４ ０．４６４ ６ ０．９５２±０．０９６ ０
Ｐｔ３０－３ ５６ ０．０２３ ０．０２１ ０．０２８ ０．０２２ ０．７６８ ０．０２８ ０．０２６ ０．０２０ ０．７６８ １１ １．０００±０．０３９ １
Ｐｔ３０－４ ９ ０．００３ ０．００６ ０．００２ ０．００４ ２．３８５ ０．００２ ０．００１ ０．００３ ２．３８５ ７ ０．７７３±０．１２８ ０
ＣＫＸ７＿ＡＲＡＴＨ ９ ０．００３ ０．００６ ０．００５ ０．００２ ０．３７０ ０．００３ ０．００５ ０．００２ ０．３７０ ７ ０．６２５±０．１３９ ０
ＡＲＲ１７＿ＡＲＡＴＨ １６ ０．０２２ ０．０３４ ０．０５５ ０．０１３ ０．２２９ ０．０５５ ０．０５３ ０．０１２ ０．２２９ ２１ ０．９７５±０．０２１ ２
ＣＯＧＴ２＿ＡＲＡＴＨ ２１ ０．０２９ ０．０３０ ０．０３０ ０．０２９ ０．９５２ ０．０３０ ０．０２７ ０．０２６ ０．９５２ １１ ０．９８５±０．０４０ ４
ＳＳＧＰ＿ＶＯＬＣＡ ４１ ０．０３０ ０．０３２ ０．０４０ ０．０２８ ０．６９３ ０．０４０ ０．０３７ ０．０２６ ０．６９３ １４ ０．９７１±０．０２４ ７
平均值 ２３ ０．０１６ ０．０２０ ０．０２３ ０．０１４ ０．８６５ ０．０２２ ０．０２１ ０．０１３ ０．８６５ １１．２５ ０．９０９±０．０６５ １．８７５

　１）Ｓ为分离位点的数量，θｗ、πａ为总核苷酸多样性，πｓｙｎ、πｎｓｙｎ分别为同义和非同义突变多样性，θｗｓｉｌ为静默位点多样性，Ｋｓ为
编码区同义突变平均数，Ｋａ为编码区非同义突变平均数，Ｎｈ为单倍型个数，Ｈｅ为单倍型多样性，Ｒｍ为历史重组事件最小数。

　　单倍型的平均数（Ｎｈ）和单倍型多样性（Ｈｅ）平
均值分别为１１２５和０９０９。在８个候选基因片段
中发现核苷酸数和核苷酸多样性有较大的变化，其

中单倍型个数的变化范围介于６～２１，单倍型多样性
变化范围介于０６２５～１０００。采用四配子检测进行
最小历史重组事件（Ｒｍ）估算，结果表明８个候选基
因片段的Ｒｍ为１～７。
２．４　连锁不平衡和重组

将８个候选基因片段的位点间连锁不平衡数据
（Ｒ２）汇总后进行综合分析，期望从总体上了解火炬

松基因组中连锁不平衡情况。对Ｒ２值的非线性回归
分析结果见图１，随着候选基因片段核苷酸序列长度
的增加，ＳＮＰｓ的连锁不平衡程度迅速削弱，当长度达
４００ｂｐ左右时，Ｒ２＜０２，连锁不平衡迅速衰退。这
一结果表明，在火炬松中，ＳＮＰ的连锁不平衡在候选
基因片段内部就已衰退。这与其他的针叶树种的报

道一致［８９］。连锁不平衡衰退率在不同的植物中的

变化较大，玉米 Ｚｅａｍａｙｓ的候选基因片段长度为
１５００ｂｐ，当在２００ｂｐ左右时，Ｒ２降低到０２以下；
拟南芥Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓｔｈａｌｉａｎａ的候选基因片段长度为
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表４　不同性状的候选基因核苷酸多样性在其他林木中的应用１）

Ｔａｂ．４　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｄｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓｒｅｐｏｒｔｅｄｆｏｒｃａｎｄｉｄａｔｅｇｅｎｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒａｉｔｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｆｏｒｅｓｔｓｐｅｃｉｅｓ

树种　　　　 ＤＮＡ部位 基因数量基因总长度／ｂｐ θｗ πｎｓｙｎ πｓｙｎ Ｈｅ 参考文献
火炬松Ｐｉｎｕｓｔａｅｄａ 针叶 ５ ５１７７ ０．０１６ ０．０１４ ０．０２３ ０．９０９ 本研究

单倍体的大配子体 １８ １０１１６ ０．００５ ０．００２ ０．００９ ０．６８０ ［４］
单倍体的大配子体 １９ １８０２７ ０．００４ ０．００１ ０．００６ ［８］
单倍体的大配子体 ２８ ０．００５ ０．００２ ０．００７ ［１６］

海岸松Ｐｉｎｕｓｐｉｎａｓｔｅｒ 单倍体的大配子体 １０ ４７４６ ０．００２ ０．０００ ０．４２５ ［１７］
辐射松Ｐｉｎｕｓｒａｄｉａｔａ 单倍体的大配子体 １０ ４７４６ ０．００２ ０．０００ ０．３７６ ［１７］
樟子松Ｐｉｎｕｓｓｙｌｖｅｓｔｒｉｓｖａｒ．ｍｏｎｇｏｌｉｃａ 单倍体的大配子体 ２ ４１３６ ０．００１ ０．０００ ［１８］

单倍体的大配子体 １ ２０４３ ０．００１ ０．０００ ０．３５９ ［１９］
花旗松Ｐｓｅｕｄｏｔｓｕｇａｍｅｎｚｉｅｓｉｉ 单倍体的大配子体 １８ １５１８３ ０．００７ ０．００２ ０．０１１ ０．８２０ ［９］

单倍体的大配子体 １２ ０．００９ ０．００５ ０．０１３ ［１６］
单倍体的大配子体 １２１ ５９１７３ ０．００４ ０．００２ ０．００８ ［２０］

欧洲山杨Ｐｏｐｕｌｕｓｔｒｅｍｕｌａ 叶 ５ ６１８８ ０．０１１ ０．００６ ０．０１６ ［２２］
黑杨Ｐｏｐｕｌｕｓｎｉｇｒａ 叶 ９ ８０５６ ０．００７ ０．００５ ０．００９ ０．９３１ ［２３］

叶 ９ １０１３５ ０．００４ ０．００２ ０．００５ ０．８９４ ［２３］
柳杉Ｃｒｙｐｔｏｍｅｒｉａｊａｐｏｎｉｃａ 萌发后的大配子体 １０ ０．００２ ０．４８６ ［２１］
日本扁柏Ｃｈａｍａｅｃｙｐａｒｉｓｏｂｔｕｓａ 萌发后的大配子体 １０ ０．００２ ０．４５３ ［２１］
美国水松Ｔａｘｏｄｉｕｍｄｉｓｔｉｃｈｕｍ 单倍体的大配子体 １０ ８６２３ ０．００３ ０．００７ ［２４］

　１）θｗ为总核苷酸多态性，πｎｓｙｎ和πｓｙｎ分别为非同义和同义突变多样性，Ｈｅ为单倍型多样性。

１０００００ｂｐ，当在５００００ｂｐ左右时，Ｒ２降低到０２以
下［２５］。

图１　８个候选基因片段总体连锁不平衡分析的Ｒ２随碱基对
长度衰减情况

Ｆｉｇ．１　Ｓｃａｔｔｅｒｐｌｏｔｏｆｄｉｓｔａｎｃｅｓｉｎｂａｓｅｐａｉｒｓａｎｄｌｉｎｋａｇｅ
ｄｉｓｅｑｕｉｌｉｂｒｉｕｍｅｓｔｉｍａｔｅｓ（Ｒ２）ｂｅｔｗｅｅｎＳＮＰｓｉｔｅｓｉｎ
ｅｉｇｈｔｃａｎｄｉｄａｔｅｇｅｎｅｓｉｎＰｉｎｕｓｔｅａｄａ

３　讨论与结论
火炬松是南方商品林的主要树种之一，适宜在

粤北和粤东北低山种植。火炬松的遗传改良时间较

长，目前正处在第２代向第３代过渡阶段。在火炬
松第１、２代育种过程中，生长量获得显著提高，但忽
略了对产脂量的选择。为了适应林业生产对松树多

用途的需求，本研究以高产脂和速生为目标，选择了

８个候选基因片段，其中４个基因片段与松脂合成有

关，４个基因片段与火炬松生长（包括生长素和细胞
分裂素）有关，将８个候选基因片段进行ＰＣＲ扩增测
序，共得到５１７７ｂｐ的基因片段序列，其中编码区的
序列长度为３３２２ｂｐ，非编码区的序列长度为１８５５
ｂｐ。非同义突变ＳＮＰ位点（１２３）多于静默 ＳＮＰ位点
（６１）。８个候选基因片段的 ＳＮＰ筛选分析研究表
明，编码区的ＳＮＰ数量高于非编码区，与其他松树的
ＳＮＰ分析结果一致，表明火炬松的编码区比其他部
位具有更高的保守性。但是不同候选基因的 ＳＮＰ频
率不一样，说明各个基因的保守性不同，可能是由于

在进化过程中受到的选择压力不同所致。

８个候选基因片段的平均核苷酸多样性 πａ和

θｗ分别为００２０和００１６，与先前报道的核苷酸多样
性相比，本研究８个候选基因片段的核苷酸多样性
较高，这可能是因为材料具独立的变迁历史和地理

分布，不同的遗传基础造成了核苷酸多样性的差异，

今后应更大范围取样以便更全面地了解该树种的遗

传多样性水平。另一部分原因可能是本研究所用的

材料为针叶部位，这个部位的基因组比大配子体复

杂。８个候选基因片段的单倍型个数（Ｎｈ）和单倍型
多样性（Ｈｅ）平均值分别为１１２５和０９０９，单倍型多
样性的平均标准误为００６５，Ｒｍ为１～７。本文检测
到了较高程度的核苷酸多样性，表明利用 ＳＮＰ标记
对火炬松进行分子标记辅助选择（ＭＡＳ）需要较多的

９７　第１期 　　　　　杨会肖，等：火炬松生长和松脂性状相关候选基因的单核苷酸多样性分析 　　　



ＳＮＰ标记。
本研究发现，随着 ＬＤ衰退距离的增加，总体趋

势基本平稳，但火炬松８个候选基因片段总体的 ＬＤ
水平稍高，这可能是由于所选样品数量较少。Ｋｉｍ
等［２６］提出当个体遗传背景差异较小时，较大的样本

量一般具有较低的 ＬＤ水平。大量研究表明林木具
有较低的ＬＤ水平，适宜基于候选基因片段的连锁不
平衡作图研究。在杨树中，基于 ＳＮＰ的连锁不平衡
检测发现，杨属 Ｐｏｐｕｌｕｓ近缘种的候选基因片段内
ＬＤ衰退距离为３００～１７００ｂｐ不等［２２，２７２９］。Ｔｈｕｍｍａ
等［３０３１］发现亮果桉 ＥｕｃａｌｙｐｔｕｓｎｉｔｅｎｓＬＤ水平在基因
ＣＣＲ和ＣＯＢＲＡｌｉｋｅ内已衰退至不明显。在针叶树
种中，基于ＳＮＰ标记的ＬＤ水平在几千个碱基长度内
已衰退至不明显［８１０，３２］，这些研究结果与本研究的

ＬＤ检测基本一致，揭示了基于候选基因片段的关联
遗传研究是可行的。本研究进行的连锁不平衡分析

仅限于候选基因片段内部，火炬松基因间隔区域、不

同染色体及全基因组水平的 ＬＤ需要更多的标记去
验证。随着火炬松全基因组测序、拼接、注释完成及

重测序研究的开展，该物种基因组水平的ＬＤ衰退趋
势将会得到更深入全面的检测。
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