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基于 ＳＲＡＰ 标记的紫溪山华山松
种子园无性系遗传多样性分析
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西南林业大学ꎬ 昆明 ６５０２２４ꎻ ４. 楚雄市紫溪山省级自然保护区管理局ꎬ 云南 楚雄 ６７５０００ )

摘　 要: 为明确云南楚雄市紫溪山华山松种子园内不同种源无性系间的遗传背景ꎬ该研究收集了园内 ６ 个

种源的 ６０ 个华山松无性系单株针叶ꎬ采用改良 ＣＴＡＢ 法提取其总 ＤＮＡꎬ并利用 ＳＲＡＰ 分子标记对其进行遗

传多样性分析ꎮ 结果表明:(１)从 １００ 对引物组合中共筛选出 １５ 对具有多态性的 ＳＲＡＰ 引物ꎬ经 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ
扩增后ꎬ共获得出 １９４ 个位点ꎬ多态位点百分率(ＰＰＢ)为 ８５.０５ ％ꎬＮｅｉ′ｓ 基因多样性指数(Ｈ)为 ０.２３３ ７ꎬ
Ｓｈａｎｎｏｎ’ｓ 信息指数( Ｉ)为 ０.３４１ ９ꎬ种源间的遗传分化系数(ＧＳＴ)为 ０. ３５５ ５ꎮ (２)华山松 ６ 个种源遗传多样

性较高ꎬ且遗传变异主要存在于华山松种源内ꎬ种源地会泽(ＨＺ)与巍山(ＷＳ)种源的遗传距离最近(Ｄ ＝

０.０５０ １)ꎬ会泽(ＨＺ)与宜良(ＹＬ)种源的遗传距离最远(Ｄ＝ ０.３６１ ８)ꎮ (３)聚类分析显示将 ６ 个华山松种源

一共聚为 ３ 类:会泽(ＨＺ)和巍山(ＷＳ)种源聚为一类ꎻ楚雄(ＣＸ)、南华(ＮＨ)和宜良(ＹＬ)种源聚为一类ꎻ腾
冲(ＴＣ)种源单独为一类ꎮ 综合上述结果显示ꎬ紫溪山华山松种子园内无性系间的遗传分化处于较高水平ꎬ
为华山松杂交育种时亲本的选配及种质资源的评价提供了分子水平的理论依据ꎮ
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　 　 华山松(Ｐｉｎｕｓ ａｒｍａｎｄｉｉ)是松科(Ｐｉｎａｃｅａｅ)松

属(Ｐｉｎｕｓ)单维管束亚属的植物(陈有民ꎬ１９９０ꎻ 袁

红宁和陈文辉ꎬ２０１０)ꎬ是我国特有的五针松高大

乔木ꎬ同时也是高海拔地区重要的造林树种之一

(赵杨等ꎬ２００３ꎻ辛培尧等ꎬ２０１０)ꎮ ２０ 世纪 ７０ 年

代起ꎬ云南和贵州等地相继对华山松进行遗传改

良ꎬ各自营建了数个优良无性系初级种子园ꎬ之后

对其进行了遗传测定、优良家系选择及辅助授粉

等工作(王秀荣等ꎬ２００７ꎻ翟思万等ꎬ２００７)ꎮ 紫溪

山华山松无性系种子园位于楚雄市紫溪山ꎬ为国

家级林木良种基地ꎮ 由于缺乏对园内种质的不断

改良ꎬ该种子园仍然处于建园初期低级阶段ꎬ继而

出现病虫害严重及生产力低下的问题ꎬ因此ꎬ急需

对园内种质进行改良和创新ꎮ 已有实践证实ꎬ杂
交育种是迄今为止对植物不良性状进行遗传改良

的最为有效的方法之一ꎮ 多年来ꎬ华山松的杂交

育种工作较为滞后ꎬ杂交亲本的选配多以形态及

种源地为主要参考依据ꎬ不能明确所收集的种质

资源间遗传多样性的丰度及亲缘关系的远近ꎬ从
而影响改良的程度及效果ꎮ 因此ꎬ在种子园内进

行华山松杂交育种时ꎬ需有针对性地明确园内种

质的遗传多样性程度及各种质间的亲缘关系显得

尤为重要ꎮ 随着分子生物学研究的不断深入及相

关领域技术水平的进步ꎬ华山松遗传多样性的检

测方法不断得到完善ꎮ 例如:赵杨等(２０１２)利用

ＩＳＳＲ 标记对贵州平坝华山松无性系种子园内的

８５ 个无性系进行遗传多样性分析后发现ꎬ其遗传

变异主要在种源内ꎻ祝娟(２０１６)利用 ＳＳＲ 分子标

记对华山松 ５２ 个自然分布群体进行遗传多样性

分析ꎬ结果表明遗传变异主要存在于个体内ꎬ且其

遗传多样性水平较高ꎻ朱晓丹(２００６)利用 ＲＡＰＤ
分子标记对紫溪山华山松种子园内的部分无性系

进行了遗传多样性研究ꎬ结果表明各种源之间具

有较大的遗传差异ꎬ且遗传多样性较丰富ꎮ 但由

于 ＲＡＰＤ(Ｒａｎｄｏｍ Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ＤＮＡ) 标

记相对较早ꎬ且与新型分子标记比较ꎬ存在一定的

缺陷(阮桢媛等ꎬ２０１６)ꎬ其研究结果可能存在一定

的局限性ꎮ 上述相关研究为华山松的遗传改良及

种质资源的分子评价提供了重要的理论基础ꎮ
在众多的分子标记中ꎬＳＲＡＰ( Ｓｅｑｕｅｎｃｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ
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Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ)凭借其多态性高、操作简

单、易于分离测序ꎬ且多数标记在相关实验样本基

因组中相对均匀分布的特点 ( Ｌｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００１ꎻ
Ｔｉｌｍａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６)ꎬ目前在较多的林木遗传多样

性分析中得到广泛应用(张冬东ꎬ２００８ꎻ向晖等ꎬ
２０１６ꎻ陈 慧 等ꎬ ２０１７ꎻ 孟 慧 等ꎬ ２０１８ꎻ 张 安 世 等ꎬ
２０１８ꎻ姜武等ꎬ２０１９)ꎮ 赵杨等(２０１２)对贵州平坝

华山松种子园无性系进行了 ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 反应体系

的优化ꎬ但未对其遗传多样性进行具体分析ꎮ 目

前ꎬ对华山松遗传多样性进行 ＳＲＡＰ 分析的相关研

究ꎬ国内外鲜见报道ꎮ
针对云南省楚雄市紫溪山华山松种子园的生

产现状ꎬ实验选取 ６ 个种源共 ６０ 个华山松优良无

性系ꎬ开展了以杂交育种及种质资源评价为最终

目的的华山松 ＳＲＡＰ 遗传标记分析ꎬ研究结果可为

该种子园内华山松种质资源的评价以及杂交育种

时亲本的选配提供分子水平的理论与实践指导ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料来源

材料采集于云南省楚雄市紫溪山华山松种子

园内 ６０ 个无病虫害的不同无性系新鲜幼嫩针叶ꎬ
分别按无性系单株编号后装入自封袋ꎬ带回实验

室后置于 －８０ ℃冰箱ꎬ备用ꎮ 所有材料均来自云

南省内的 ６ 个种源(表 １)ꎮ

表 １　 ６０ 份华山松实验材料来源
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｆ ６０ Ｐｉｎｕｓ ａｒｍａｎｄｉｉ ｔｅｓｔ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

无性系来源
Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｃｌｏｎｅ

经度
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ

纬度
Ｌａｔｉｔｕｄｅ

样本数
Ｓａｍｐｌｅ ｎｕｍｂｅｒ

种源编号
Ｐｒｏｖｅｎａｎｃｅ ｎｕｍｂｅｒ

会泽县
Ｈｕｉｚｅ Ｃｏｕｎｔｙ

１０３°０３′—１０３°５５′ Ｅ ２５°４８′—２７°０４′ Ｎ １４ ＨＺ

巍山县
Ｗｅｉｓｈａｎ Ｃｏｕｎｔｙ

９９°５５′—１００°２５′ Ｅ ２４°５６′—２５°３２′ Ｎ １４ ＷＳ

腾冲市
Ｔｅｎｇｃｈｏｎｇ Ｃｉｔｙ

９８°０５′—９８°４５′ Ｅ ２４°３８′—２５°５２′ Ｎ １０ ＴＣ

楚雄市
Ｃｈｕｘｉｏｎｇ Ｃｉｔｙ

１００°３５′—１０１°４８′ Ｅ ２４°３０′—２５°１５′ Ｎ １０ ＣＸ

南华县
Ｎａｎｈｕａ Ｃｏｕｎｔｙ

１００°４４′—１０１°２０′ Ｅ ２４°４４′—２５°２１′ Ｎ ６ ＮＨ

宜良县
Ｙｉｌｉａｎｇ Ｃｏｕｎｔｙ

１０２°５８′—１０３°２８′ Ｅ ２４°３０′—２５°１７′ Ｎ ６ ＹＬ

１.２ 总 ＤＮＡ 提取

取 ４ ~ ５ 根松针ꎬ采用改良的 ＣＴＡＢ 法ꎬ提取华

山松基因组 ＤＮＡ(谢冬梅等ꎬ２０１４)ꎮ 加入 ５０ μＬ
ＴＥ ｂｕｆｆｅｒ 稀释所提取的 ＤＮＡ 至 ５０ ｎｇ􀅰μＬ￣１ꎬ然后

用 １％的琼脂糖凝胶电泳进行检测ꎬ并保存于－２０
℃冰箱中ꎮ
１.３ ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 扩增

实验扩增所用引物序列来自公开发表的相关

报道(李正鹏等ꎬ２０１１ꎻ蔡元保等ꎬ２０１４)ꎮ 选择正向

和反向引物各 １０ 条ꎬ随机组合后获得 １００ 对引物

(表 ２)ꎮ 经初筛和复筛后成功筛选出 １５ 对多态性

较好且条带清晰的 ＳＲＡＰ 引物 (表 ３)ꎮ 华山松

ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ ２５ μＬ 反应体系:ＤＮＡ 模板 １ μＬ、Ｇｒｅｅｎ

Ｔａｑ Ｍｉｘ１２.５ μＬ、ｄｄＨ２Ｏ ９.５ μＬ、正向和反向引物各

１ μＬꎮ 其 ＰＣＲ 扩增反应程序:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４
℃变性 １ ｍｉｎꎬ３７ ℃退火 １ ｍｉｎꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ５
个循环ꎻ９４ ℃变性 １ ｍｉｎꎬ５３ ℃退火 １ ｍｉｎꎬ７２ ℃延

伸 １ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎻ４ ℃保存ꎮ
１.４ 聚丙烯酰胺凝胶电泳

吸取 ６ μＬ ＰＣＲ 扩增产物和 ２ μＬ ６ ×Ｌｏａｄｉｎｇ
ｂｕｆｆｅｒ 混合后ꎬ加入到 ８％聚丙烯酰氨凝胶孔中进

行电泳检测ꎬ电压设为 ２３０ Ｖꎬ电泳时间为 １５０
ｍｉｎꎮ 电泳结束后进行凝胶的固定、染色和显影ꎬ
拍照保存检测结果ꎮ
１.５ 数据处理

将扩增得到清晰可辨的多态性条带ꎬ 作为参

４６４ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



表 ２　 ＳＲＡＰ 引物序列
Ｔａｂｌｅ ２　 ＳＲＡＰ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

序号
Ｏｒｄｅｒ ｎｕｍｂｅｒ

正向引物(５′－３′)
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ(５′－３′)

序号
Ｏｒｄｅｒ ｎｕｍｂｅｒ

反向引物(５′－３′)
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ(５′－３′)

ＭＥ１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ ＥＭ１ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ

ＭＥ２ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ ＥＭ２ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＧ

ＭＥ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ ＥＭ３ ＧＡＣＡＣＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ

ＭＥ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ ＥＭ４ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ

ＭＥ５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＴ ＥＭ５ ＧＡＣＴＧＡＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ

ＭＥ６ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＡＧ ＥＭ６ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＴ

ＭＥ７ ＴＧＡＧＴＧＧＡＡＡＣＣＧＧＴＣＣ ＥＭ７ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＡ

ＭＥ８ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＧＣ ＥＭ８ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ

Ｆ７ ＧＴＡＧＣＡＣＡＡＧＣＣＧＧＡＧＣ ＥＭ９ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＣＡ

ＦＭＥ６ ＴＧＡＧＴＣＣＴＴＴＣＣＧＧＴＡＡ ＥＭ１０ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ

表 ３　 华山松 １５ 对多态性 ＳＲＡＰ 引物序列信息
Ｔａｂｌｅ ３　 ＳＲＡＰ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ １５ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ Ｐｉｎｕｓ ａｒｍａｎｄｉｉ

引物组合
Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

正向引物(５′－３′)
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ(５′－３′)

反向引物(５′－３′)
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ(５′－３′)

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ (℃ )

ＭＥ１￣ＥＭ５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ ＧＡＣＴＧＡＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ ５３

ＭＥ１￣ＥＭ８ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＴＡ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ ５３

ＭＥ２￣ＥＭ４ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣ ５３

ＭＥ２￣ＥＭ７ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＡ ５３

ＭＥ２￣ＥＭ９ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＧＣ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＣＡ ５３

ＭＥ３￣ＥＭ１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ ５３

ＭＥ３￣ＥＭ１０ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＣＡ ５３

ＭＥ３￣ＥＭ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ ＧＡＣＡＣＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ ５３

ＭＥ３￣ＥＭ５ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ ＧＡＣＴＧＡＧＴＡＣＧＡＡＴＴＡＡＣ ５３

ＭＥ３￣ＥＭ８ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＡＣＣ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ ５３

ＭＥ４￣ＥＭ１ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＴＧＡ ５３

ＭＥ４￣ＥＭ２ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＴＧ ５３

ＭＥ４￣ＥＭ３ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ ＧＡＣＡＣＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＧＡＣ ５３

ＭＥ４￣ＥＭ７ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＡＡ ５３

ＭＥ４￣ＥＭ９ ＴＧＡＧＴＣＣＡＡＡＣＣＧＧＴＡＡ ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＧＡＡＴＴＣＣＡ ５３

考带型ꎬ根据实验得到的聚丙烯凝胶电泳图ꎬ同一

位点清晰的条带ꎬ记“１”ꎻ无带或者弱带记“０”ꎬ模
糊不清的不予计数ꎬ从而构成(０ꎬ１)矩阵ꎬ调整格

式以符合软件分析要求ꎮ

利用 Ｅｘｃｅｌ 表对 ６０ 株华山松进行多态位点

数、多 态 性 百 分 比 统 计 计 算ꎻ 通 过 ＰＯＰＧＥＮＥ
ｖｅｒｓｉｏｎ １. ３２ 分析软件进行遗传多样性分析[观测

等位基因(Ｎａ)、有效等位基因数(Ｎｅ)、基因多样
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图 １　 华山松基因组 ＤＮＡ 琼脂糖凝胶电泳检测结果
Ｆｉｇ. １　 Ａｇａｒｏｓｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｐｉｎｕｓ ａｒｍａｎｄｉｉ ｇｅｎｏｍｉｃ ＤＮＡ

度(Ｈ)等参数]ꎻ利用 ＮＴＳＹＳ ２.１０ 软件对 ６ 个种源

的华山松进行聚类ꎬ形成聚类图ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 华山松基因组 ＤＮＡ 提取结果

将华山松基因组 ＤＮＡ 用 １％的琼脂糖凝胶检

测ꎬ部分结果如图 １ 所示ꎬＤＮＡ 条带清晰且无拖带

和弥散现象ꎬ可满足后续实验的要求ꎮ
２.２ ＳＲＡＰ￣ＰＣＲ 扩增结果

用 １５ 对具有多态性的引物对 ６ 个种源共 ６０
株不同华山松无性系进行 ＰＣＲ 扩增反应ꎬ共扩增

出 １６５ 个多态性位点ꎬ其结果列于表 ４ꎮ
从表 ４ 可以看出ꎬ在各种源间ꎬ华山松多态位

点百分率(ＰＰＢ)为 ８５.０５％ꎻ在各种源内ꎬ各个种

源的 ＰＰＢ 为 ４１.２４％ ~ ８１.９６％ꎬ平均值为５９.３７％ꎮ
ＰＰＢ 最低的是宜良(ＹＬ)种源ꎬ为 ４１.２４％ꎻＰＰＢ 最

高的是腾冲(ＴＣ)种源ꎬ为 ８１.９６％ꎮ 把华山松 ６ 个

种源根据 ＰＰＢ 大小进行排序:腾冲 ( ＴＣ) >会泽

(ＨＺ)>巍山(ＷＳ) >楚雄(ＣＸ) >南华(ＮＨ) >宜良

(ＹＬ)ꎮ
２.３ 遗传多样性分析

华山松 ６ 个不同种源的 Ｎｅｉ′ ｓ 基因多样性

(Ｈ)范围为 ０.１８７ ３ ~ ０.３２３ ４ꎬ楚雄(ＣＸ)的最低ꎬ
为 ０. １８７ ３ꎬ 腾 冲 ( ＴＣ ) 的 最 高ꎬ 为 ０. ３２３ ４ꎮ
Ｓｈａｎｎｏｎ’ ｓ 信息指数( Ｉ)范围为 ０.２７７ ０ ~ ０.４７１ ６ꎬ
楚雄(ＣＸ)的最低ꎬ为 ０.２７７ ０ꎬ腾冲(ＴＣ)的最高ꎬ

表 ４　 ６０ 个华山松 ＤＮＡ 样本的电泳位点结果统计
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｌｏｃｉ ｉｎ

６０ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ Ｐｉｎｕｓ ａｒｍａｎｄｉｉ ＤＮＡ

种源地
Ｐｒｏｖｅｎａｎｃｅ ａｒｅａ

多态位点数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｌｏｃｕｓ

ＰＰＢ
(％)

会泽 ＨＺ １３８.００ ７１.１３

巍山 ＷＳ １２５.００ ６４.４３

腾冲 ＴＣ １５９.００ ８１.９６

楚雄 ＣＸ １００.００ ５１.５５

南华 ＮＨ ８９.００ ４５.８８

宜良 ＹＬ ８０.００ ４１.２４

平均值 Ｍｅａｎ １１５.１７ ５９.３７

物种水平 Ｓｐｅｃｉｅｓ ｌｅｖｅｌ １６５.００ ８５.０５

为 ０. ４７１ ６ꎮ 等 位 基 因 数 ( Ｎａ) 最 高 的 是 腾 冲

(ＴＣ)ꎬ为 １.８１９ ６ꎬ最低的是宜良(ＹＬ)ꎬ为１.１４２ ４ꎬ
有效等位基因数 (Ｎｅ) 最高的是腾冲 ( ＴＣ)ꎬ为

１.５８０ ９ꎬ最低的是宜良(ＹＬ)ꎬ为 １.２６９ １ꎮ ６ 个种

源的 Ｈ 和 Ｉ 均表明ꎬ各种源的遗传变异从大到小

依次为腾冲( ＴＣ) >会泽(ＨＺ) >巍山(ＷＳ) >南华

(ＮＨ)>宜良(ＹＬ)>楚雄(ＣＸ)(表 ５)ꎮ
２.４ 遗传分化分析

由 Ｎｅｉ′ｓ 指数估算可知ꎬ６ 个华山松种源的总

基因多样度(Ｈｔ) 为 ０. ３４２ ０ꎬ种源内基因多样性

(Ｈｓ)为 ０.２２０ ４ꎮ 遗传分化系数(ＧＳＴ)为 ０.３５５ ５ꎬ
说明在华山松种源间有 ３５.５５％的遗传变异ꎬ 而在

６６４ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



表 ５　 华山松 ６ 个不同种源的遗传多样性
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｉｅｓ ｏｆ ｓｉｘ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｐｒｏｖｅｎａｎｃｅｓ ｏｆ Ｐｉｎｕｓ ａｒｍａｎｄｉｉ

种源地
Ｐｒｏｖｅｎａｎｃｅ ａｒｅａｓ Ｎａ Ｎｅ Ｈ Ｉ

会泽 ＨＺ １.７１１ ３ １.４６０ ０ ０.２６５ ２ ０.３９１ ９

巍山 ＷＳ １.６４４ ３ １.３８７ ２ ０.２２３ ６ ０.３３３ ５

腾冲 ＴＣ １.８１９ ６ １.５８０ ９ ０.３２３ ４ ０.４７１ ６

楚雄 ＣＸ １.５１５ ５ １.３２９ １ ０.１８７ ３ ０.２７７ ０

南华 ＮＨ １.４５８ ８ １.２９３ ３ ０.２０１ ６ ０.２８９ ６

宜良 ＹＬ １.４１２ ４ １.２６９ １ ０.２０１ １ ０.２８７ ９

平均值 Ｍｅａｎ １.５９３ ７ １.３８６ ６ ０.２３３ ７ ０.３４１ ９

　 注: Ｎａ. 等位基因数ꎻ Ｎｅ. 有效等位基因数ꎻ Ｈ. Ｎｅｉ′ ｓ 基因
多样性ꎻＩ. Ｓｈａｎｎｏｎ􀆳ｓ 信息指数ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｎａ. Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓꎻ Ｎｅ. Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓꎻ
Ｈ. Ｎｅｉ′ｓ ｇｅｎｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎻ Ｉ. Ｓｈａｎｎｏｎ􀆳ｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ.

华山松种源内则有 ６４.４５％的遗传分化ꎬ体现了华

山松种源内的遗传分化远大于华山松种源间的遗

传分 化ꎮ 华 山 松 各 种 源 间 的 基 因 流 ( Ｎｍ) 为

０.９０６ ５<１ꎬ表明华山松各种源间的基因交流较少ꎮ
２.５ 遗传相似度与遗传距离分析

为了进一步分析华山松种源间的遗传关系ꎬ
对华山松种源的遗传相似度和遗传距离进行分

析ꎬ其结果如表 ６ 所示ꎮ 由表 ６ 可知ꎬ华山松 ６ 个

种源的遗传相似度在 ０.６９６ ４ ~ ０.９５１ １ 之间ꎬ平均

值为 ０.８１４ １ꎻ遗传距离在 ０.０５０ １ ~ ０.３６１ ８ 之间ꎬ
平均值为 ０. ２１２ ３ꎮ 其中ꎬ遗传距离最大的是宜良

(ＹＬ)和会泽(ＨＺ)(Ｄ＝ ０.３６１ ８)ꎬ而它们之间的遗

传相似度相对较小(Ｇｓ ＝ ０.６９６ ４)ꎬ说明宜良(ＹＬ)
和会泽(ＨＺ)之间的亲缘关系最远ꎻ会泽(ＨＺ)与

巍山(ＷＳ)之间的遗传距离最小(Ｄ ＝ ０.０５０ １)ꎬ它
们之间的遗传相似度最大(Ｇｓ ＝ ０.９５１ １)ꎬ这表明

会泽(ＨＺ)与巍山(ＷＳ)的遗传差异较小ꎬ亲缘关

系最近ꎮ
２.６ 群体间遗传关系聚类分析

根据 ６ 个华山松种源遗传相似度ꎬ对华山松种

源进行聚类分析ꎬ其结果如图 ２ 所示ꎮ 以 ０.８７ 为

阈值ꎬ华山松 ６ 个种源被分为三个类群ꎮ 其中ꎬ会
泽(ＨＺ)和巍山(ＷＳ)种源分为一类ꎻ楚雄( ＣＸ)、
南华(ＮＨ)、宜良(ＹＬ)种源被聚为一类ꎻ腾冲(ＴＣ)

种源单独聚为一类ꎮ

３　 讨论与结论

遗传分化系数(ＧＳＴ)是衡量种群基因分化程

度的重要指标ꎬ能较好地反映群体的遗传分化水

平ꎮ 按照 ＧＳＴ 的大小可分为 ４ 种情况:ＧＳＴ 在 ０ ~
０.０５ 之间时ꎬ种群的遗传分化水平基本不存在ꎻ
ＧＳＴ在 ０.０５ ~ ０.１５ 之间时ꎬ种群遗传分化水平为中

等水平ꎻＧＳＴ在 ０.１５ ~ ０.２５ 之间时ꎬ种群遗传分化水

平较高ꎻＧＳＴ大于 ０.２５ 时ꎬ种群遗传分化水平相当

高(孙文婷等ꎬ２０１６ꎻ蒋谦才等ꎬ２０１８)ꎮ 本实验结

果表明ꎬ华山松 ６ 个种源的总基因多样度(Ｈｔ)为

０.３４２ ０ꎬ种源内基因多样性(Ｈｓ)为 ０.２２０ ４ꎬＧＳＴ为

０.３５５ ５ꎬ其遗传变异达 ３５.５５％ꎬ在华山松种源内

有 ６４.４５％的遗传分化ꎬ体现了华山松种源内的遗

传分化远大于华山松种源间的遗传分化ꎬ说明这 ６
个种 源 的 遗 传 分 化 处 于 较 高 的 水 平ꎮ 这 和

Ｗｈｅｅｌｅｒ ＆ Ｊｅｃｈ(１９９２)研究发现种子园不会因为

群体数量有限可能导致遗传多样性较天然种群低

相一致ꎮ 此外ꎬ朱晓丹(２００６)曾对楚雄华山松种

子园 ４ 个种源不同无性系进行 ＲＡＰＤ 遗传多样性

分析ꎬ 其 ＰＰＢ 为 ７１. ４２％ꎬ Ｎｅ 为 １. ３６４ ９ꎬ Ｈ 为

０.１４０ ４ꎬＩ 为０.２１９ ３ꎬ说明这 ４ 个种源 ６４ 个个体间

的遗传差异较大ꎬ该种子园遗传多样性较丰富ꎮ
本实验利用与朱晓丹(２００６)所研究的同一种子园

内材料进行 ＳＲＡＰ 遗传多样性分析ꎬ得到多态位点

百分率(ＰＰＢ)为８５.０５％ꎬＮｅ 为 １.３８６ ６ꎬＨ 为 ０.２３３
７ꎬＩ 为 ０.３４１ ９ꎬ各项参数均有显著提高ꎬ且主要遗

传变异也存在于种源内ꎮ 由于 ＲＡＰＤ 标记本身具

有重复性低ꎬ扩增产物不稳定ꎬ特异性不强等缺

点ꎬ该实验结果可能有一定的局限性ꎬ而 ＳＲＡＰ 标

记ꎬ多态性强、标记分布均匀且比较稳定(周延清ꎬ
２００８)ꎮ 因此ꎬ相比 ＲＡＰＤ 标记可以获得更加丰富

且可靠的遗传变异信息ꎬ同时ꎬ种子园内各单株间

不同程度的遗传变异ꎬ也有利于在园内更加方便

地就地进行华山松的遗传改良工作ꎮ
在生物自然进化中ꎬ基因流(ｇｅｎｅ ｆｌｏｗ)有助于

提高物种种源的遗传多样性水平ꎬ防止种群分化

(Ｅｌｌｓｔｒａｎｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９３)ꎮ Ｗｉｄｅｎ ＆ Ｓｖｅｎｓｓｏｎ(１９９２)

７６４４ 期 刘成等: 基于 ＳＲＡＰ 标记的紫溪山华山松种子园无性系遗传多样性分析



表 ６　 华山松各种源之间遗传相似度和遗传距离
Ｔａｂｌｅ ６　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｐｒｏｖｅｎａｎｃｅｓ ｏｆ Ｐｉｎｕｓ ａｒｍａｎｄｉｉ

种源地
Ｐｒｏｖｅｎａｎｃｅ ａｒｅａ

会泽
ＨＺ

巍山
ＷＳ

腾冲
ＴＣ

楚雄
ＣＸ

南华
ＮＨ

宜良
ＹＬ

会泽 ＨＺ ０.９５１ １ ０.８０６ ４ ０.７０３ ８ ０.７１３ ８ ０.６９６ ４

巍山 ＷＳ ０.０５０ １ ０.８１４ ９ ０.７０３ ８ ０.７２５ ０ ０.７１８ ２

腾冲 ＴＣ ０.２１５ １ ０.２０４ ７ ０.８８５ ８ ０.８６１ ９ ０.８４８ ７

楚雄 ＣＸ ０.３５１ ２ ０.３５１ ３ ０.１２１ ３ ０.９２９ ７ ０.９２０ ２

南华 ＮＨ ０.３３７ １ ０.３２１ ５ ０.１４８ ６ ０.０７２ ９ ０.９３２ ０

宜良 ＹＬ ０.３６１ ８ ０.３３１ ０ ０.１６４ １ ０.０８３ ２ ０.０７０ ４

　 注: 遗传距离为 １ꎬ 遗传距离最远ꎻ 上三角为遗传相似度ꎬ 下三角为遗传距离ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｉｓ ｏｎｅꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｉｓ ｔｈｅ ｆａｒｔｈｅｓｔꎻ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｄｉａｇｏｎａｌ ｉｓ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｂｅｌｏｗ ｄｉａｇ￣
ｏｎａｌ ｉｓ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ.

图 ２　 ６ 个华山松种源的聚类图
Ｆｉｇ. ２　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ｍａｐ ｏｆ ｓｉｘ ｐｒｏｖｅｎａｎｃｅｓ ｏｆ Ｐｉｎｕｓ ａｒｍａｎｄｉｉ

统计了 １２４ 种植物的基因流(Ｎｍ)认为ꎬ遗传漂变

对种群分化的影响较大ꎮ 而 Ｗｒｉｇｈｔ(１９５０)认为当

基因流 Ｎｍ<１ 时ꎬ遗传漂变是导致种群之间存在

明显遗传分化的主要原因ꎮ 有学者还指出ꎬ如果

植物种群的基因流(Ｎｍ>０.５)从原来的较高水平ꎬ
到后来呈现较大下降趋势ꎬ则猜想原因可能是植

物生存的环境斑块化、传粉的减少、自然选择作用

的加强等降低了基因流(杨章旗等ꎬ２０１４)ꎮ 本研

究结果表明ꎬ紫溪山华山松种子园内无性系 Ｎｍ ＝
０.９０６ ５<１ꎬ说明供试华山松 ６ 个种群间基因交流

水平相对较低ꎬ华山松的遗传变异主要存在于种

源内ꎬ即种源内的不同优良单株之间的遗传差异

较大ꎮ 那么ꎬ在杂交育种时ꎬ可在种源内进行亲本

的选配ꎬ这样不仅有利用于提高其杂交亲合性ꎬ同

时还可丰富杂种后代的基因型ꎬ从而更有利于人

工选择ꎮ
在进行植物遗传多样性分析时ꎬ遗传距离是

一个用来反映物种和种源间遗传变异水平及遗传

分化程度的重要指标ꎬ可为杂种优势提供基本遗

传参数(睢鑫洲等ꎬ２０１７)ꎮ 利用 ＳＲＡＰ 分子标记

技术对 ６ 个华山松种源共 ６０ 个单株样本进行聚类

分析发现:在阈值为 ０.９５ 时ꎬ可以分成五类ꎬ其中ꎬ
会泽(ＨＺ)和巍山(ＷＳ)种源最先聚为一类ꎬ楚雄

(ＣＸ)、南华(ＮＨ)、腾冲(ＴＣ)、宜良(ＹＬ)４ 个种源

各自被聚为一类ꎬ而在阈值为 ０.８７ 时ꎬ６ 个种源被

聚为三类ꎬ其中腾冲 ( ＴＣ) 单独聚为一类ꎻ会泽

(ＨＺ)和巍山(ＷＳ)种源分为一类ꎻ南华(ＮＨ)、宜
良(ＹＬ)和楚雄(ＣＸ)三个种源被聚为一类ꎬ说明

会泽(ＨＺ)和巍山(ＷＳ)之间的亲缘关系较近ꎮ 由

于种源间的亲缘关系与其分布的地理种源存在相

关性ꎮ 一般认为ꎬ地理位置相近的种源其遗传基

础也较为接近ꎮ 实验结果表明ꎬ曲靖会泽(ＨＺ)种

源与大理巍山(ＷＳ)种源就被聚为一类ꎬ显然这种

聚类与物种地域性的分布不相符ꎮ 鄢家俊等

(２００９)研究老芒麦遗传多样性时也被发现这一现

象ꎮ 而对裸果木利用 ＳＣｏＴ 标记进行遗传多样性

分析时发现ꎬ其种群地理距离与遗传距离也不存

在显著相关性(狄林楠ꎬ２０１８)ꎮ 研究认为ꎬ植物群

体间当前的遗传构成不仅与目前的分布地理距离

有关ꎬ还可能和该植物的进化历史和各种群受人

８６４ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



为干扰程度等各种因素有关(刘柳ꎬ２０１２ꎻ宋春凤

等ꎬ２０１４ꎻ狄林楠ꎬ２０１８)ꎮ 因此ꎬ在进行植物杂交

育种中ꎬ以目前两亲本地理位置的远近为选配亲

本的主要标准ꎬ显然存在较大的局限性ꎮ 在今后

的育种工作中ꎬ应以 ＤＮＡ 水平分析的结果为主要

依据ꎬ结合形态ꎬ地理位置等综合评判ꎬ最后确定

较为理想的亲本组合ꎮ 通过杂交ꎬ从其子代中进

行选择ꎬ有望获得更多的具有优异性状(如抗病虫

害能力的提高、速生性等)的优良个体ꎬ再通过无

性扩繁的手段对其优良性状加以固定ꎬ最终获得

良种ꎬ继而在生产上大面积推广ꎮ
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