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　　摘要　分子标记技术大大促进了林木有关研究的发展。林木分子标记研究主要包括林木遗传

连锁图谱构建、比较基因组研究、数量性状位点定位、标记辅助选择、系统演化及群体遗传变异和多

样性等内容。迄今,已有近 20 个树种构建了基因组遗传连锁图谱, 少数树种还进行了比较基因组研

究。定位了 10余个与分子标记连锁的数量性状位点,分子标记辅助选择育种已在少数树种中开展。

分子标记是研究林木群体遗传结构和多样性水平的有用工具, 也可用以阐明物种的系统进化和亲

缘关系。
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　　分子标记技术是分子生物学发展的产物。80年代初,发展了 RFLP 分析,是分子标记产生

的标志,其后发展极为迅速,产生了多种分子标记技术。现在广泛利用的分子标记方法有:

( 1) RFLP ( Rest rict ion f ragment length polymorphism) , 限制性片断长度多态性;

( 2) RAPD ( Random amplified polymo rphism DNA ) ,随机扩增 DNA 多态性;

( 3) SSR ( Simple sequence repeats) , 简单重复序列, 又称微卫星 DNA ( M icr osatellite

DNA ) ;

( 4) AFLP ( Amplif ied rest rict ion f ragment polymorphism) ,限制性片断扩增多态性。

林木分子标记研究起步较晚,但其发展极为迅速,且大大改变了林木分子数量遗传及相关

领域研究的面貌。目前,林木分子标记研究在遗传连锁图谱构建、数量性状位点定位、群体遗传

结构分析、物种演化与亲缘关系探讨等方面取得了较大的进展。

1　林木遗传连锁图谱构建

　　遗传连锁图谱是系统研究基因组的基础。以前构建遗传连锁图谱的标记方法多为形态标

记和同工酶标记, 标记数量较少,因此图谱的密度极小,进一步的研究受到限制。分子标记方法

则可得到大量的标记, 因此它一产生便在林木遗传连锁图谱研究中得到了广泛的应用。

1. 1　林木遗传连锁图谱构建

利用分子标记构建连锁图谱需要有性状和标记都分离的群体,最好是用谱系清楚的多代

遗传群体。但林木长期异交,杂合度高,且世代周期长,高世代群体较难得到, 因此,林木作图群

体的构建不可能象农作物那样利用近交系和其它高世代材料。同时,林木的基因组较大,重复



序列较多,这也限制了其连锁图谱研究的发展。

由于人工栽培的历史较短, 林木大部分处于野生和自然状态, 因而遗传背景是高度杂合

的,很难得到象农作物那样的纯系,因此林木高度杂合性一度被认为是不利于构建遗传连锁图

谱的缺点。但从另一角度考虑, 杂合的群体相当于杂交一代, 再做杂交则可产生类似杂交二代

的分离群体, 因此林木的高度杂合性也是其建立作图群体的一个优点,林木遗传连锁图谱构建

的前景也变得光明了[ 1, 2]。目前, 林木上常用的作图群体材料有杂交一代 F1 群体 [ 3～5]、杂交二

代 F 2群体结合 F 1群体 [ 6～11]和自由授粉的半同胞子代[ 12] ,针叶树还利用大配子体[ 13～15]和胚乳

组织[ 16]进行遗传连锁图谱构建。现在已有约 20个树种发表了基因组遗传连锁图谱(表 1)。

表 1　已构建的重要树种的遗传连锁图谱

树　　　　种
连 锁 的 标 记 类 型 及 数 目

RFLP RAPD 同工酶 其　　它

覆盖的基因组

总长度( cm)

白云杉( Picea alba Voss . ) [15] 61 873. 8

挪威云杉[ Picea abies ( L. ) Karst . ] [ 14] 152 3 584

湿地松( Pinus el li ott ii Engelm . ) [5] 91 952. 9

火炬松( Pinus taeda Linn. ) [ 8] 73 2 632

辐射松( Pinus rad iata D. Don. ) [ 9] 165 41 微卫星 DNA 标记( 2) 1 382

欧洲赤松( Pinus sy lv estr is L . ) [22] 261 2 638. 6

海岸松( Pinus p inaster Ait. ) [ 16] 263 1 380

长叶松( Pinus p alust ris Mill . ) [5] 122 1 367. 5

马尾松( Pinus massoniana Lam b. ) [ 13] 48 692. 5

桃树( Pr unus spp. ) [10] 84 1 536

巨桉( Eucalyp tus g randi s W. Hill. ex Maid e) [ 3, 12] 240 1 552

尾叶桉( Eucalyp tus urop hy lla S . T. Blake. ) [ 3] 251 1 101

亮果桉( Eucalyp tus nit ens Deane & Gmaid) [ 7] 207 119 4 1 462

毛果杨×美洲黑杨[6] ( Pop ulus tr ichocarp a T or r. &

　Gray.×P . del toid es Marsh )

RFLP、RAPD和 STS 标记共 343个 1 261

　

日本柳杉[ Cryp tomeria j ap onica ( L. f ) D. Don ] [11] 116 26 2 形态标记( 1) 887. 3

花旗松[ Pseud ot sug a menzi esii ( M irb el ) Franco] 201/ 238 2 300/ 2 500

柑桔( Cit rus spp. ) [4] 37 1 351

除了基因组遗传连锁图谱构建外,部分树种还进行了一些重要性状的局部基因组区域作

图研究,如糖松( P inus lamber tiana Dougl . )抗松疱锈病( Cronartium r ibicola Fisch. )基因的局

部图谱
[ 17]
、柑桔( Citrus spp. )抗衰退病(病原为 Citrus tr ist erz a virus CTV . )基因局部图谱

[ 18]

和苹果(Malus p umila Mill . )抗疮痂病[ Venturia inaequalis ( Cooke) Willt . ]基因局部图谱
[ 19]

等。

1. 2　比较基因组作图

遗传连锁图谱的应用主要是比较基因组研究,在农作物上已取得了显著的成效[ 20]等。比

较有关物种或者个体遗传连锁图谱上分子标记的一般性和特殊性,研究其基因组结构、遗传背

景及其历史进化, 可以从分子水平上阐明一些物种的遗传规律。林木比较基因组作图将是林木

遗传连锁图谱的一个重要的应用研究方向。

　　目前,林木比较基因组研究还处于探索阶段,只有一些初步的研究。如 Devey 等
[ 21]以一个

辐射松家系和两个火炬松家系为材料,进行了火炬松与辐射松的比较基因组作图。研究发现,

全部母本和父本的同源位点在后代分离的有44个 RFLP 标记,利用这些标记确定了同源的连
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锁群,与以前的图谱比较,可能构建出火炬松与辐射松的综合图谱。美国林务局西太平洋试验

站 Albany 实验室 Neale博士领导的研究小组也正在进行松属的比较基因组的系统研究, 已涉

及松属的 20多个种(个人通讯)。

2　数量性状位点定位

　　数量性状位点( Quant itativ e t rait loci, Q TLs)是指连锁图谱上与数量性状有关的位点。数

量性状的表现受环境的影响较大,因此传统的育种是利用数量遗传学方法将控制某一些性状

的 QT Ls作为一个整体, 来研究林木的遗传结构和遗传变异规律。它虽然对林木遗传育种研

究作出了巨大的贡献,但却不能说明 QT Ls 的数量、各 QTL 在基因组上的位置及其效应, 也

不能说明QT L 间的关系。利用分子标记和数量性状的表型资料进行 QTL 定位, 可以从分子

水平上说明这些问题。进一步利用QT L 定位的成果进行标记辅助选择,则可大大推动林木育

种工作的开展。

2. 1　数量性状位点定位

林木QT L 定位工作集中于重要的经济性状,如生长、木材密度和抗病性等。研究发现 [ 12] ,

巨桉木材密度主要由 5个位点控制, 这5个位点解释了木材密度变异的 37. 2%。在杨树上,利

用毛果杨和美洲黑杨杂交, 对树高、胸径、材积、干形和分枝角等重要经济性状进行了 QT L 定

位研究[ 1] ,发现这些数量性状变异的 25%～96%是受 1～5个 QTLs 控制的。如 4个 QT Ls控

制了 2年生苗木的材积生长的 85%的遗传变异和 49%的表型变异, 其中 3个 QTLs为显性方

式遗传,另一个 QTL 为超显性。研究也表明,控制高生长的等位位点在毛果杨上是纯合的,控

制粗生长的等位位点在美洲黑杨上是纯合的。研究还发现, QT L 的效应可能在苗期和以后的

生长期中有所变化,因此可根据 QT L 作用随时间的变化来预测林木的生长过程。另外,也对

其它一些树种进行了 QTL 定位研究(表 2)。
表 2　一些与分子标记连锁的林木数量性状位点

树　种 　　　数量性状位点 标记类型 标记名称 遗传距离( cm )或连锁显著性(P )

糖松[17] 抗松疱锈病位点 RAPD ( 6个标记) 小于 5

苹果[19] 抗疮痂病基因 Vf 位点 RAPD ( 7个标记) 2～25

同工酶 PGM -1 8±3或 13±4

柑桔[18] 抗衰退病基因 ctv 位点 RAPD ( 8个标记) 0～4. 7

桃树[10] 抗白粉病位点 RAPD O20-0. 98 P < 0. 001

火炬松[23] 抗梭状锈病位点 RAPD J7-485 2

火炬松[2] 木材比重位点 RFLP S6a P< 0. 000 2

巨桉[12] 胸径生长基因 RAPD K10-835 P = 0. 002

X1-1 450 P = 0. 001

Y17-1 500 P = 0

N15-1 079 P = 0. 007

木材比重位点 RAPD ( 11个标记) P≤0. 007

树皮百分比位点 RAPD ( 8个标记) P≤0. 01

毛果杨[24] 抗北美落叶松杨锈病( Melamp sora

medusae T hun . ) M mdI 位点

RFLP P222 5

　

美洲黑杨[25] 抗锈病基因位点 RAPD M03/ 04-480 1

美洲黑杨[26] 落叶松杨锈病( Melamp sora lari ci- AFLP E39. G01. 270 0. 81±0. 81

p op ulina Kleb. )基因 Mer 位点 E40. G37. 320 2. 44±1. 39

E44. G09. 100 0. 81±0. 81
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　　QTL 定位也可以加深对基因概念的理解。首先, QT L 不等于基因。利用分子标记定位的

QT L 只是确定了与基因有关的区域在连锁图上的位置(而不是在染色体上的位置) ,这里一般

称基因位点。其次, QT L 在一定程度上代表了基因的效应,因此通过 QTL 可以对有关基因的

数量和作用方式进行研究。例如,有人认为桃树对白粉病[ Podosp haera t ridactyla ( Wallr . )

Willt . ]抗性是单基因控制的,但研究表明 [ 10] , 其受 1个主效 QT L ( M ajor QT L)和 5个次效

QT Ls ( Minor Q TLs)控制,即其抗性是由至少一个主效基因和几个次效基因控制。Wilcox
[ 23]

发现,火炬松的梭状锈病抗性为单个显性位点控制, 而不是象原来认为的由多基因控制。

2. 2　标记辅助选择

标记辅助选择( M arker -assisted select ion, MAS)或称标记辅助育种,是 QT L 定位的最具

潜力的应用方向。由于林木杂合程度较高,传统的林木育种的表型选择受环境影响大,进程缓

慢,育种周期长,且所费的人力和物力较多。如果利用与目的基因位点连锁的标记进行标记辅

助选择,与传统的育种方法相比,具有较大的优越性和可喜的前景。特别当与目的基因位点相

连锁的标记较多时,可以利用多个标记进行目的性状的选择。如柑桔抗衰退病基因Ctv 位点与

8个RAPD 标记紧密或较紧密连锁[ 18] (图 1) ,这为标记辅助选择育种提供了很好的条件。从图

1可见, a 和b 两个连锁图中标记的位置和顺序几乎一致, 说明两图具有较高的可信度。a中标

记 T08和 B11几乎与 Ctv 在同一位置, b中标记 B11与 Ctv 连锁极为紧密,标记辅助选择具有

抗性基因的个体的潜力是比较大的。

图 1　与柑桔抗衰退病基因 Ctv 连锁的 8个 RAPD 标记及其距离

注:引自 J. R.Gmit ter 等( 1996)。其中, a 是用 1个家系为材料,作图软件为M apmaker 3. 0, LOD= 3. 0;

b是用 4个杂交家系为材料,作图软件为 J oinmap 1. 3, P < 0. 01。

林木分子标记辅助选择还处于起步阶段,目前取得一定成功的有火炬松抗干旱胁迫的

RFLP 标记辅助选择
[ 27]和美洲栗( Castanea dentata Borkh. )抗栗疫病[ Endothia parasiti ca

( M urr. ) P. J. et H . W. Anders. ]标记辅助育种[ 28]。这些初步的工作使林木常规育种与分子生

物学技术相结合, 给林木遗传育种研究展示了巨大的利用前景。

必须指出,分子标记辅助选择真正用于育种实践还需要一段较长的时间,其中也还有很多

问题需要解决。首先是目前定位的 QT Ls 还很少,且很多标记具有个体或谱系特异性,不适于

推广到整个育种群体, 因而利用 QT Ls标记进行个体定向选择较为有效,而对群体混合选择

则可利用的 QT Ls 有限; 其次标记辅助选择的理论和方法还不完善, 如何利用个体或谱系特

异性的 QT L 进行大规模的选择还有待深入研究;再则分子生物学发展很快,一些育林机构担
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心在这方面的投资还没见效又有新的技术出现,所以对分子标记的应用持谨慎态度。

3　群体遗传结构及多样性研究

　　群体的遗传结构对其进化过程、引种驯化和基因保存的重要性已受到普遍的重视。天然群

体的遗传多样性程度和分布受遗传漂变、迁移、突变和选择等因素的综合影响,其基因频率会

在一定的水平上波动,即遗传多样性会反映在 DNA 水平上。以前,利用同工酶对群体遗传结

构进行了大量研究,但同工酶仍为基因产物,不如分子水平的证据直接。所以,分子标记一出

现,便在群体遗传学研究中广泛应用,是评价群体多样性水平的一种手段
[ 29, 30]

。下面举几个这

方面研究的例子。

用 RAPD标记研究退化的红松( P inus koraiensis Sieb. et Zncc. )天然林发现
[ 30] ,群体遗传

变异较低,即遗传多样性的水平低。这表明林木由于生活史和世代较长, 群体多样性降低以后,

需要一段较长的时间才能恢复, 这从一个方面强调了天然林保护的重要性。

利用线粒体 DNA 的 RFLP 标记对辐射松、刺果松( P inus muricata D. Don. )和瘤果松

( P . at tenuata Lemm . )进行检测表明, 群体的分化水平较高,群体的结构进化较快,处于相对

不稳定的状态 [ 31]。

4　物种演化和亲缘关系研究

　　一个生物类群在其进化过程中, DNA 发生自发突变,自然选择则是检验这种突变适合度

的杠杆,是对基因功能位点突变的限制。因此现存的生物类群,有其自身的分子组成,而利用分

子标记直接研究 DNA 水平的特点, 可以探索其分子进化的规律 [ 32]。Liu 和 Furnier 利用

RFLP 和 RAPD 标记研究了美洲山杨 ( P. tremuloides Michx . ) 和大齿杨 ( P. grandidenta

M ichx. )的种间分化
[ 29] ,对两种杨树的系统演化作了初步的探讨。

亲缘关系较近的物种基因组 DNA 的同源性较强,基因保守性不一定很强,每一物种或品

系的染色体既有相似性,又有其遗传的特征。分子标记可以确定这种遗传背景的相似性和特异

性,这对确定树种间的遗传分化和建立一个类群的分类系统是极为有用的。如对桦木科桤木属

( A lnus) 7个树种和北美白桦( Betula p apy r if era Marsh. )进行RFLP 标记研究,分类结果与传

统表型分类也是一致的 [ 33]。

总之,现代分子标记技术的发展非常迅速,在林业研究中的应用日益广泛,应密切注视分

子标记方面的动向,特别是人类基因组研究的进展, 及时利用先进的研究技术于林木的有关研

究中,以推动林木分子标记研究的发展。
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Advances in Tree Molecular Markers

Gan Siming　Shi J isen　Bai J iayu 　Xu J ianmin

　　Abstract　T he application o f molecular markers to related studies o f forest t rees has

gr eat merits to those f ields that include const ruct ion o f g enetic linkage map, comparative

genome mapping , QT L detect ing, marker-assisted select ion ( MAS ) , phyolg eny as w ell as

populat ion variat ion and bio-div ersity. U p to now , there w ere about 20 tree species which

have been genet ically mapped with molecular mar ker method, in w hich comparativ e studies o f

genomes have been carried out on several species. M ore than ten QTLs have been detected

and MAS is ongo ing on a few species. Mo lecular marker technolog y is also an impor tant tool

fo r est imat ing populat ion genet ic st ructure and diversity lev el , and ident ify ing phylo genet ic

pr ocess and relatedness for a certain taxon o f fo rest t ree.

Key words　forest t ree　molecular marker　genet ic linkage map　QTL　phylog eny　

genet ic diversity
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