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高山松复合体的气候适应

中文摘要

气候变化是人类面临的重大挑战 。 动物可 以通过迁徙或者对新气候环境的适

应 ， 而植物则主要依靠本地气候适应来快速响应全球气候变化 。 松柏类植物经历

了 自从 白垩纪早期 （约 百万年 ） 的全球气候动荡 ， 它们适应了气候环境的动

态变化并形成了现有的约 个物种 ， 与之伴随的是种群大小的动态变化以及种

群之间 的反复隔离 接触过程 。 松柏类植物的气候适应和物种形成同时进行 ， 因

此 ， 近源的松柏类植物是研究植物如何适应于气候变化 ， 以及物种形成的理想材

料 。 同时 ， 由于松柏类植物在地球碳固定中的作用显著 ， 研究松柏类植物的气候

适应也为人类如何应对未来的气候变化提供依据 。

本论文 以高 山松 以及其可能的亲本种油松和云南松 高 山松复合体 为研究

材料 。 三个物种均为有着重要经济价值和生态意义的中 国特有种 。 研究人员通过

应用叶绿体 ， 线粒体以及核基因遗传标记初步从遗传学的角度表明高山松可能是

通过油松和云南松同倍体杂交形成的 。 然而这三个物种之间 尚未形成完全的生殖

隔离 ， 物种间的人工授粉成功率很高 。 同时 ， 由于它们领域分布 ， 物种形成的谱

系筛选过程中伴随着不同时期的种间基因流 。 高 山松复合体的物种形成过程可能

比 目 前所掌握的更复杂 ， 将来应用全基因组中性变异 ， 并采样尽可能多的 自然居

群 ， 可能有助于我们更好的去模拟该物种形成过程 。 三个物种适应于不同气候环

境 ， 在歧化选择的作用下 ， 适应性分化相应的基因组岛屿因连锁逐渐扩展至整个

基因组 ， 因此三个物种之间的分化也是一个生态物种形成过程 。 另一个更有趣的

问题是 ： 为什么高山松能够适应而其亲本种无法适应藏高原的寒旱气候环境 ？ 生

理生态证据表明高山松在抗旱和抗寒的某些生理性状上优于其亲本种 ， 然而它的

分子基础至今尚未触及 。

近代的本地选择和古代的平衡选择可能促进种群的本地气候适应 。 研究表明 ，

在模式植物中 ， 本地选择起着关键作用 ， 然而松柏类植物经历了更久的全球气候

变化 ， 古代平衡选择也可能有其贡献 ， 但 目 前的研究主要集中在近代选择的检测 。

本地适应相关的基因座位可能源于种群中 的 固有变异或者新产生的变异 ， 在单个

物种中很难区别二者 ， 但在高山松中 ， 我们可以在检测受本地选择影响的基因位

点的同时确定位点是否也存在其亲本种中 ， 从而区分基于固有变异和新变异的本

地选择 。 高山松能适应于青藏高原的寒旱气候可能是归功于杂种优势 ， 来源于两



个亲本种的基因之间或者基因调控之间 的相互作用从而可能产生优于亲本的表

型特征 。

我们采集了覆盖三个物种分布范围 的 个 自 然居群 ， 每个居群 个个

体 。 所有个体都对 个叶绿体和 个线粒体基因片段进行了测序 ， 并同时对其中

个居群的 个气候适应相关的候选基因和 个参照基因进行测序 。 应用群

体遗传学和景观遗传学的方法 ， 我们检测 了三个物种与外类群所在谱系的古代 自

然选择 ， 物种 内 的本地选择 。 通过比较适应性位点和中性位点的种间共享以及空

间分布模式我们检测了来源于不同亲本的适应性渗入 。 同时我们比较了适应性 ，

中性 ， 父系和母系基因型的种 内和种 间分布模式 ， 从而区分基于固有变异和新变

异的本地适应 ， 并检测父系和母系基因流在适应性渗入中 的作用 。 全球气候变化

影响物种分布范围 内各个居群的适应性模式 ， 尤其是边缘居群 ， 我们也着重检测

了边缘居群本地适应相关的基因位点 。

结果表明近代的 自然选择和古代的平衡选择同时作用于高山松复合体的本

地适应 。 本研究在多个与气候相关的候选基因如 ， 和

少 心 检测到了近代正选择的作用 。 在三个物种 中 ， 特异的基因座位受到了近

代选择的影响而基本相同的一组基因受到 了古代选择的影响 ， 这可能是由于

三个物种共享较长的进化历史的原因 。 在油松最南和最北的边缘居群中 ， 不

同的单核苷酸多态位点被检测到本地适应的信号 ， 这些位点可能呈条件中性 。

高山松中检测到的适应性变异位点或与亲本共享或为高山松所特有 ， 新的变

异和固有变异同时贡献于高山松居群的本地适应 ， 来 自 油松和云南松的祖先

多态性或者适应性滲入促进了高山松适应于青藏高原的寒旱环境 。 叶绿体单

倍型分布模式显示种 内居群主要被花粉流连接起来 ， 同时可能传递适应性变

异 。 种间 的适应性共享可能是由于种子流所导致的 ， 但是这种共享也可能由

于不完全谱系筛选所致 。

总之 ， 本论文促进了我们对进化生物学的理解 ， 尤其是在全球气候变化

的大背景下 ， 物种如何适应于气候变化 。 同时 ， 该研究检测到了多个与本地

气候适应相关的基因可以用于分子标记辅助育种 ， 也揭示了种群中性 以及父

系和母系遗传结构 ， 为将来松树分子育种 以及景观规划提供科学依据 。

关键词 ： 群体遗传学 ， 景观遗传学 ， 自然选择 ， 气候适应 ， 适应性渗入 ， 条

件中性 ， 气候变化 ， 松柏类
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第一章 前言

群体遗传学 （

群体遗传学主要研究群体中等位基因频率的分布与变化 ， 主要因素包括 自

然选择 遗传漂变 基因突变 ， 基因流

连锁重组 交配系统

群体历史 和群体结构 等 。 群体遗传学研究试图

解 释 自 然 种 群 的 本 地 适 应 和 近缘 物 种 间 的 物 种 形 成

等进化过程 。

群体遗传学是一门新兴学科 ， 从达尔文发表 《物种起源 》 （ 和

孟德尔遗传定律 的发现开始 ， 到上世纪二十到三十年代 ， 该学科的

奠基人 ： ， 和 创

立了基本理论基础 ， 其中大部分 目前仍然被广泛引用 （ 。 但是 ， 直

到上世纪六十年代 ， 我们才获得等位酸和蛋 白测序的群体数据 ， 后来到 ，

测序技术被用于群体遗传学数据收集 ， 大量研究问题随之产生 ， 因此促进

了该学科的大力发展 。 群体遗传学不同于其他生物学科 ， 长期 以来 ， 它的理论规

律的发展先于实验研究 （ 。 但是 ， 随着测序技术的发展 ，

大量的群体基因组数据涌 群体遗传学的理论研究己远远赶不上实验研究的发

展 。 我们需要更切合实际情况的理论模型 ， 同时也需要精确的计算

生物学方法将变异位点从测序错误中区分出来 。 在大数据时代的背景下 ， 群体遗

传学将迎来它的又一个黄金发展时期 。

哈迪 温伯格平衡

哈迪 温伯格 平衡是二十世纪初期 （

年 ） 被提出 的 ， 后来被用于群体遗传学和数量遗传学 。 简言之 ， 该平衡认为在没

有进化的情况下基因频率在群体中保持不变 。 假设某基因座位的等位基因 和

在群体基因库中基因频率分别为 和 ， 那么下一代基因型 ， 和

的频率分别为 ， 。 应用哈迪 温伯格平衡可以计算一

代到下一代的基因型频率 。 但是该平衡时建立在几个严格的条件之上的 ， 如群体

无限大 ， 无 自然选择 ， 无变异 ， 无迁入和迁出 以及群体里的个体有相等的生殖 。

现实情况往往偏离这些假设 ， 但该原理仍然被广泛应用于群体遗传学中 。 比如 ，

在检测数量性状位点基因定位 （ 时 ， 往往需要先滤过偏离哈迪
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温伯格平衡的位点 。 用剩余位点进行进一步分析 ， 但是这种滤过很可能把很关键

的数量性状关联位点排除在外 。 在群体基因组 中 ， 沿着染色体 ， 遗传多样性分别

被连锁不平衡 和哈迪 温伯格平衡从 轴和 轴控制 。

中性理论 （

年 ， 日 本学者木村 （ 等根据蛋 白质中氨基酸和核苷酸的

置换速率 ， 以及这样的置换造成核酸 、 蛋 白质的改变并不影响生物大分子功能的

事实 ， 提 出 了分子进化 的 中性突变随机漂变学说 （

简称中性理论 。 该学说认为 ： 生物大分子层次上的大量进化改变 以

及物种 中 的大多数变异不是 由 自然选择作用于有利突变而引起 ， 而是在连续的突

变压之下 由选择上呈 中性或进中性的突变等位基因随机漂变固定所造成的 。 进化

是“中性突变 ”在 自 然群体中 随机漂变的结果 。

中性学说的本质不是强调分子的突变型是严格意义上的选择中性 ， 而是在于

他们的命运在很大程度上是 由随机遗传漂变所决定的 。 它既可 以解

释种 内存在的高水平的多态现象 ， 也可 以解释核苷酸或氨基酸取代随时间积累的

事实 ， 为分子遗传学提供了 一种很重要很有价值的理论框架 。 成为 目前被广泛接

受的分子进化理论 。

达尔文的进化论则认为通过 自 然选择淘汰不利变异 ， 保留有利变异 ， 即适者

生存 ， 使生物发展变化 。 中性理论通过随机漂变决定保留和淘汰 。

从分子水平来看 ， 大多数的变异不引起蛋 白质序列 的改变 ， 呈中性变异 ， 从个体

和群体水平来看 ， 某些类群产生特定的功能去适应其生境 ， 这些特征对应的基因

组片段也被称为基因组 岛均 它们可能只 占基因组上的很小的

一段或者几段区域 。 自 然选择理论跟中性理论二者并不矛盾 ， 更不对立 ， 只是各

自 的侧重不 同 。 前者侧重于个体 、 群体即宏观水平 。 另一个侧重于分子即微观水

平 ， 二者相互补充 ， 更好的揭示 了生物进化的现象和本质 。 在现实操作 中 ， 我们

往往以基因组变异作为 中性背景去检测可能受 自 然选择的基因组区域 。

随着群体基因组研究的发展 ， 越来越多 的证据表 明每个核苗酸变异都有其功

能意义 ， 非编码区 的变异可能通过改变分子结合特性而改变基因调控网路

。 某些适应性特征不仅可能是通过氨基酸序列

的改变引起的 ， 某些非编码的 ‘沉默的 ’突变可能改变基因 的转录调控 ， 从而改变

基因量或表达模式 ， 进一步改变物种的适应性 。 因此 ， 在大数据时代的今天 ， 中

性理论可能需要进一步的修饰 。 但是这种非编码区 的功能性突变可能只集中在很
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小的适应性基因组岛 ， 大多数基因组区域可能还呈现遗传中性 。

溯祖理论 （

随着中性理论的进一步发展 ， 溯祖理论于 年应运而生 （ 。

溯祖理论基于 模型 （ 应用统计学方法回

溯基因变异过程 ， 去回答是什么进化过程导致的我们掌握的种群序列变异数据 。

它是一种基于序列 数据 的群体遗传过程 的 分析方法 。 溯祖理论与 系统树

不同 ， 系统树描述一段 序列的历史 ，而溯祖理论揭不

群体进化过程 ， 例如有效种群 （ ，在突变和漂变的平衡

时 ， 群体基因多样性 ： ， 代表变异速率 ） 大小的改变 ：瓶颈效应或种群扩

张 。 基于溯祖理论 ， 遗传漂变是两段等位 序列在上一代共享最近共同祖先

的几率 。 最近共同祖先描述 了居群

中 条序列 的最初情形 ， 从 开始 ， 群体历史按照时间推移而前进 。 由于

突变 ， 后代序列之间的分化越来越多 ， 这个过程的相反过程就是溯祖 。 溯祖的方

法被广泛用于群体历史的模拟 例如用 —个很经典的模拟软件 ）

可以输出特定参数 如有效种群大小 和代数 时间 先验分布

下的群体数据 。

近年来 ， 溯祖方法得到 了更进一步的发展 ， 应用最大似然法 （如

或 者 贝 叶 斯 谱 系 采 样 法

进一步研究种群历史和物种形成过程 。

自 然选择 （

虽然 自然选择被认为是进化过程的主要动力 ， 但是衡量其具体作用往往是一

个复杂的过程 。 因为不同生物的适应性特征各异 ， 比如 ， 植物的开花时间 ， 种子

质量和数量 ， 动物的个体大小和疾病状况 。 假设一个居群中的个体有特定数量的

基因变异 ， 简单来说 ， 基因变异 环境变异—表型变异—适应变异 ， 所有这些适

应性因素被叫做相对适应性 （ ， 它指的是不同基因型传到下一

代 的相对能力 。 年 ， 发表 了

■ ，这被群体遗传学家认为是达尔文选择和遗传学的一个里程碑 。 该书奠基

了达尔文选择的遗传学理论基础 。 由于表型的改变往往是渐进的过程 ， 需要多代

来产生 ， 同时 ， 特定表型往往被多基因和多环境因子调控 ， 理解表型适应通常很

困难 。 到 目前为止 ， 仍有很多 问题亟待回答 ， 比如 特定适应性特征是单基因 ，
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还是多基因控制的 ？ 是新的基 因突变还是固有变异引起的某一特征的种群适

应 ？ 等等 。

在分子水平 ， 选择信号的检测大都基于中性检测 ， 中性理论建立在突变 漂

变平衡的基础上 ， 违背中性理论往往被看作是 自然选择的作用 。 在实际操作中 ，

在分子水平检测选择信号会被种群历史的混杂信号复杂化 。

然而 ， 种群历史影响整个基因组的基因多样性模式 ， 而选择只作用于基因组上的

特定区域 （ 。 不同的中性选择方法可以用来检测不同进化时间

尺度的 自 然选择信号 （ 图 ， 。 显著低于基

因组背景的基因多样性 （ 显著高于基因组背景的居群间分化

显著高于基因组背景的连锁不平衡水平 （

强的正选择信号 （

。 在一个种群 内 ， 近期 的 自 然选择可 以用变异位点频谱 （

居群间分化水平 ，

以及基因连锁水平进行检测 （ 图 ，

而在一个物种谱系 内 ， 多个近亲物种之间的选择信号可以通过比较种

内基因多样性和种间分化水平进行检测 图 。例如

检验 （ ， 检验

以及它们 的扩展 ： 最大似然 检验

和 泊 松 随 机 场 检 验

。
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图 来 自 图 ， 实线框显

示生物学 中 应用群体基 因组学去检测选择 的各种情况 ， 虚线框显示对应情况下最适合的检测

方法 。 图显示各种检测方法所检测 的不 同时 间尺度的选择信号 。

异常值法 （ 被广泛用 在群体基 因组数据 中 去检测可能 的近

期选择信 号 。 显著高 于基 因组背景的 值可能因 为 正选择的作用 ， 而显著低于

基因组背景的 可能是平衡选择所引起的 。 基 因组扫描的方法主要有两种 ： 一

种 是基 于 岛 均模型 的 另 一种是分层 岛 均模型

方法 。 前一种方法适合无多层遗

传结构 的种群 ， 或者两个群体之 间 ， 而后一种则适合有复杂种群遗传结构的物种 。

但是 ， 有时候选择可能只作用 于某一个居群 ， 比如边缘居群往往受到很大选择压

力 。 这种情况下 ， 我们 可 以用 另 一种叫做居群特定分化 ■ ， ■

■ 来检测特定居 群 的本地 ：

适应 。 最近发表 的 ； 综合 和 信息 ， 建立在分层 岛均模型之上 。 它

能够更好用 于检测本地选择信号 （ 。
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景观遗传学 （

景观遗传学是一 门综合应用群体遗传学 ， 景观生态学和空间统计学的方法去

研究环境异质性和环境变化对动植物群体的基因流和基因多样性分布的影响 的

新兴学科 。 它在生物多样性保护 ， 入侵动植物防治和景观生态规划以及濒危动植

物的保护管理等方面有着很广泛的应用前景 。 简言之 ， 目前景观遗传学的研究主

要有如下三个方面 ：

基于 技术和现有气候环境数据的物种潜在分布区域的模拟 。 如最大

炮 模 型 （

。 该方法可应用在农林业规划 以及生物多样性保护中 。

探讨生态隔离和地理隔离对基因流和基因多样性分布的影响 （ 和

，例如 。 这对于回答生物多样性以及物种形成等一些

基本问题有重要意义 。

在全球变化的背景下 ，景观遗传学的一个主要挑战是研究适应性变异如

何在景观各异的生境之间传播 。 结合基因组扫描 （ ，如

和基因频率沿着环境梯度或在不同生境类型而变化

去识别和特定环境 因子 的显著相关的变异位点

。 对适应性变异的景观遗传学研究可能回答

群体如何响应全球气候变化 ， 以及物种对气候的适应性进化能否赶上全

球变暖的速度等问题 ？

地理隔离和生态隔离 （

认识促进种群遗传分化 的 因素是生态学和进化生物学 的一个长期 目 标

。 遗传变异模式常常揭示由两种景观

生态方式 引起的空 间变异 的基 因流 ： 空 间 隔离的群体可能经历地理隔离

， ， 景观障碍或者是地理距离减少了基因交

流 ； 不同生态环境中 的群体之间的基因流因受到 自然选择和本地适应的限制

， 即 生态 隔离或者环境 隔 离 ，

。 地理隔离预测地理距离跟和遗传分化水平相关 ， 因为复

杂的地理结构或者距离有可能阻断群体间个体的相互扩散 。 而生态隔离预测生态

差异程度跟遗传分化水平相关 ， 因为生态差异越大 ， 受到的趋异选择压力越大
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。 当然 ， 地理隔离跟生态隔离不是

互相排斥的 ， 两者可能一起导致空间变化的基因流模式

。 地理隔离跟种群历史相关并可能导致种群

间 的生殖隔离 ， 弓 丨起异域物种形成 ， 而生态隔离跟本地适应

性相关 。

长期 以来 ， 研究所集中在研究地理隔离导致的遗传分化 ， 而生态隔离是最近

被提出 的 ， 它可能在物种形成中起重要作用 。

同时研究 和 对遗传分化的影响有助于我们理解景观和环境是如何影响

遗传变异的空间分布的 ， 同时可能为景观设计和动植物保护提供参考 。

频度梯度变异 （

适应性特征跟生物或者非生物 因子的相关性是 由于空 间变化的 自 然选择

引起的本地适应性 ， 而不是由于种群历史过程

的结果 ， 证明这一点很重要 。 频度梯度变化的变异往往是由选择所导致的 。 例如

果蝇个体大小的讳度梯度 ， 果姆的生理节律 ， 许多植物的生物气候特征 （ 比如开

花时间和芽点产生 。 但是在复杂环境中 ， 往往很难区分选择和种群历史的作用 ，

在不同的物种中 ， 难度不同 。 比如在随机交配的拥有巨大种群的物种中 ， 例如某

些松柏类 ， 频度梯度很强 ， 因为受到了更有效 自然选择作用 （ 图 ， ； 其

中 是有效种群大小 ， 是选择系数 。 。 模拟显示适

应性等位基因频率沿着环境梯度在很小地理范围 内快速变化 （ 图 ，

然而在挪威云杉中 ， 研究人员发现等位基因沿着炜度梯度在很大的地理

范围 内变化 图 。 我们可能需要更切合实际的模型去模拟等位基因频度梯度

变异的模式和过程 。
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搬变働施摘种 ： 基于

贝 叶斯模型的 版 ，

版 ，

卞 “ 货 逾 和 潜

在 因 素 混 合 模 型 （

口

，

。 二 者均

可 請作跳种群历 史

的背景 中分离 出 来 ， 从而用 于

「 发现适应性等位基 因 的频度

梯度变化 。 方法需要

根据其 工力 能把序 歹撤据分为

。 — 两类 其中 艮感兴趣的 应性

特征无关一类 参考基因或者

」 — 基因组背景 用 于计算群体间

的 相 关 关 系 （

这个群体关 系矩 阵

将被 当做背景用 〒选择信 号

的检测 。而跟该特征相关 的一

类 （候选基因 ， 基于基因功能

分析的先知 将用 于群体矩阵

的基础上检

图 表型和 基 因 型 的频度 梯度

。 「 变化 。 来 自

。 ， 。二 其 中 图

显示欧洲 赤松芽 点 萌 发时 间 与

丨 讳 度 梯 度 显 著 相 关 （

； 图 ， 理论模拟相关位点等位基 因频率沿梯度在 很 小 的地理范 围 内 快速变化 （

； 但 是 ， 图 ， 在挪威云 山 中 ， 候选塞 因 的 的等位基 因 频率 在很大的地理范 围 内 沿着

讳度梯度变化 （

测选择信号 。 而 方法则 不用将基 因分类 。 因 为在大多数非模式之物 中 ，

基因功能 尚不清楚 ； 我们所掌握的仅有少数适应性特征 的基因调控 网络 ， 例如 生
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物钟 ， 动物某类营养物质新城代谢 以及植物开花

等 ； 大量证据表 明基因调控可能对本地适应很重要 ， 比如转录因子结合区

加强子 和启动子区 （ 的变异

所导致调控因子的结合性质改变 ， 从而很大程度的改变基因产物和相关基因功能

网络 ， 这些调控区往往在基因之外 ， 应用分类法 ， 可能排除 了很重要的选择信号

。 这种情况下 ， 应该用 的方法 。 通过比较关联分

析和基因分化异常值的结果 ， 得到潜在的气候适应的基因变异 。

气候变化适应 （

全球气候变化快速变化威胁着生物多样性 。 在过去的三十年中 ， 大量物种的

分布 由于气候变化而发生变化 ， 到 年 ， 大约有 的物种将趋于灭绝

。 因 为 他 们 不 能 适 应 新 的 气 候 环 境 ， 生 境 片 段 化

或者适宜生境逐渐减小 。 某些裸子植物拥有广泛的连续分布 ， 由

于气候变暖 ， 北方边缘居群往往能够得到来 自 最近南方居群 的 的基 因流协助

携带对温暖适应的等位基因 而南方边缘居群则得不到这种

适应性基因流的协助 。 所 以对南方边缘居群 ，

应采取迁地保护等策略等其他方法 。

通过识别跟环境变化相关 的适应性变异 ， 我们可 以更好的理解群体如何适

应于它所在 的栖息地环境 ， 同 时预测物种将如何应对未来的环境变化

。 我们可以通过比较种 内遗传多样性和物

种间分化水平来检测历史气候变化对生物进化的长期效应 。 通过 比较基因 多样性 ，

群体间分化水平 ， 变异位点频谱以及连锁不平衡模式 ， 我们也可以看到近期的 ，

种群 内 的气候变化适应 。 考虑到种群历史和 自然选择都可 以 弓 丨起上述参数偏离中

性预期 。 群体基 因组数据可 以有效的区分背景噪音和可能的适应性变异 。 科学家

们在蒺藜状苜蒂 群体基因组数据发现气候适应是多基因

控制的 ， 这些基因受到较弱 的正选择压力 （ 而不是长期的平衡选择

。 但是 ， 在裸子植物中 ， 我们没有可用 的

参考基因组 。 另一种被林业遗传学家应用 的方法是去 比较一组跟适应性特征相关

的候选基因 （ 和另一组跟该特征不相关的参考基因 （

如 。

气候变化是森林树种适应性进化的最重要 的驱动力之一

。 在好多森林树种 中 ， 研究人员发现 了
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候选基因 的等位基因频率跟气候因子梯度显著相关 。 例如芽点的出现和对寒冷的

适应 （ 与降雨 ， 干旱和温

度相关 （

。 在另—些

广布于不同气候条件的生境中的树种中 ， 研究人员识别 了作用于气候适应相关基

因 的选择信号 如

。

同时 ， 基于中性遗传的分子标记和溯祖方法去研究区域 内动植物种群的遗

传结构 、 组成和有效种群历史动态变化过程不但对于理解过去该地区环境变化历

史具有重要价值 ， 而且为全球气候变化背景下的生物多样性保护 ，

以及物种如何通过改变分布模式来响应未来气候变化提供依据 。 历史气候变化 ，

尤其是第 四纪冰期 间冰期的震荡导致物种退缩至避难所 ， 而在间冰期 ， 从这些

避难所发生了多次回迁或扩张到物种 目前的分布区 ， 这些反复迁移和扩张共同塑

造和奠定 了现代物种格局和遗传多样性分布式样 。

考虑到全球气候的快速变化 ， 综合动植物适应性进化以及种群动态历史的

研究将可能为生物多样性保护 以及生态规划等领域提供科学依据 ， 这也是景观遗

传学的主要研究内容 。

同倍体杂交物种形成 （

同倍体物种形成指的是通过杂交产生同倍体新物种的过程 。 因为杂种一般被

认为具有居中的生态性质 很难形成与其亲本种之间的生态

隔离 ， 所以之前科学家认为 同倍体杂交形成的物种很稀少 。 但是 ， 在杂交过程中 ，

通过基因重组可能产生优于亲本的基因型 ， 从而使得杂种能够迁移到亲本种无法

生存的生态环境并促进杂种和亲本种之间的生殖隔离 （

同 时 ， 由 于杂交导致 的染色体重组可能促进杂种和亲本种之间 的生殖隔离

； 。

高山松被认为是杂交物种形成的一个典型例子 ， 在高山松 由云南松和油松杂

交产生的过程中 ， 基因重组赋予 了高 山松能够适应亲本种之外的青藏高原的极端

环境 （ ； ； ； 。

高山松对青藏高原环境的适应过程和物种形成过程同时发生 ， 因此该过程也符合

生态物种形成 （ 。 生理生态证据表明高山松在抗旱和抗寒的某些生理



兰州大学博士研究生学位论文 高山松复合体的气候适应

性状上方面优于其亲本种 （ ， 但是 目前我们尚不清楚高山松

如 何 建立优 于 其 亲本 的 气 候适应 性 ， 从 而 建立三 个物种 间 生殖不相 容

。

松柏类植物 （

松柏类植物起源于石炭纪 （ ， ，它是裸子植物中最丰

富的类群 ， 包括 科 ， 个属 ， 大约 《 个物种 ， 广泛分布于北半球以及较南方

的高山寒冷地区 ， 代表 了大于 的全球生物量 。 松柏类

植物有着非常重要的经济和生态价值 。 它们很好的适应了寒冷和干旱环境 ， 也见

证了 万年至今的气候变化 ， 因此是研究植物对气候变化响应的理想材料 。 研

究它们的适应性进化和种群历史有利于物种的保护 ， 育种 以及对物种气候变化适

应的理解 。

其中松属 包括大约 个种 ， 他们 以不同的模式广泛分布于北半球 。

松属松亚组中 ， 个物种分布于亚欧大陆 。 其中欧洲赤松 分

布最广 ， 连续分布区横跨亚欧大陆 ， 而其他物种主要以异域或者领域的方式分布 。

有 个物种在中 国分布 （ 每个物种都有特定的分布区 。 例如高

山松分布于高海拔的青藏高原 ， 油松分布于较干旱的 中 国北方 。 在中国的东南 （马

尾松和黄山松 ） 和东南沿海地区 （赤松和黑松 ） 分别有两对松树重叠分布 。 松属

植物有三套基因组 ： 分别是父系遗传的叶绿体 ， 母系遗传的线粒体和双亲遗传的

核基因 （ 这为我们提供了很好的进化生物学研究系统 。

松树的基因组很大 （大约 ， ， 是人类基因组的大约 倍 ，

而且结构很复杂 ， 存有大量的重复序列 。 即使在基因组测序高速发展的今天 ， 测

序和注释松树基因组依 旧很苦难 。 目 前质量较好的基因组仅有火炬松

， 欧 盟 多 个 项 目 组 正 在 联 合 测 序 欧 洲 赤 松 的 基 因 组 （

。 火炬松的基因大概为 ， 其中包含约

的重复序列 ， 应用不同的方法 ， 注释了大约 万个基因 （其中约 有较高置

信度 ） （ 。 松柏类植物有

大约 个特有基因家族 ， 其中很多跟调控有关 （ 。 鉴于

松柏类基因组的大量重复序列 ， 推测基因调控作用在松柏类中可能更复杂也更重

要 。 松柏类基因组研究将促进松柏类育种的发展 ， 基因组选择

等更有效的分子育种方法很快被应用于松柏类植物遗传育种

。
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油松 （

油松属于松科 ， 松属 ， 松组松亚组 ，

、 。 油松是中 国特有种 ， 是一种典型的抗旱树种 ， 广泛分布于中 国北方于东

经 度和北玮 度之间 ， 油松具有重要的生态和经济价值 。

尤其在中 国北方 ， 油松是主要绿化树种之一 。

生物地理学研究表明油松的分布受到了第四纪冰期气候变化的影响 ， 冰期到

来时 ， 油松分布可能分布于五个冰期避难所 ， 到了间冰期 ， 它又

扩散到适宜的生境 。 跟大多数其他的松柏类一样 ， 本地适应性

是油松的一个重要特征 ， 但是 ， 目前仍没有相关研究去深入研究其分子基础 。 因

此 ， 油松的遗传结构知识应该应用在育种和绿化中 。 同时 ， 最近 ， 研究人员发现

表观遗传 在本地适应中起重要作用 。 育种和绿化

应优先考虑本地种质和本地育苗 。

高山松 （

高山松是油松和云南松的近缘种 ， 二者同属于松亚组 。 高

山松也是中 国特有种 ， 分布于青藏高原以及边缘高海拔区域 （平均海拔 米

以上 ） 。 它的针叶两针或者三针一束 ， 而云南松的松针为三针一束 ， 同时其大多

数表型特征介于油松和云南松之间 ， 加上它的分布区域位于油松和云南松之间 ，

为 以上二者不能生存的干旱寒冷的青藏高原 ， 三者的染色体数 目一致 。

基于以上考虑 ， 早在二十世纪初期 ， 科学家认为高山松可能来源于北方的油松和

西南方的云南松同倍体杂交物种形成 ， 。

近年来 ， 科学家们应用细胞质遗传的分子标记

， 核基因数据 （ 丨 ， 表型数据 （

以及生理生态数据 （ 进一步为这一推论提

供 了新的证据 。 但是 由于近缘松树物种共享很多的遗传多态性 ， 可能是因为不完

全谱系蹄选 或者基因渗入

， 假如没有分

清楚 以上二者 ， 极可能得到错误的结论 （ 。

不论如何 ， 考虑到三个物种可能在历史气候变化中反复接触和隔离 ， 高山松的物

种形成过程可能比我们 了解的要复杂的多 。 更近切合实际的模型以及基因组数据

应该被用来进一步研究高山松的物种形成过程 。
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另一个非常有趣但很少触及的 问题是高山松适应于青藏高原旱寒环境的分

子基础 。 其中之一的可能解释是杂种优势 （ 。 杂种优势

指的是杂交后代在某些特征上的适应性优于其父母亲本的进化生物学现象 ， 也被

广泛应用在育种中 。 杂种优势的产生是由于杂交引起的父母亲本基因组间的基因

互作 ， 从而改变了一些适应性相关基因的作用模式 ， 例如基因 基因互作 ， 蛋白

基因互作 ， 互作 以及表观修饰 。 通过比较了三

个物种幼苗在干旱和寒冷环境下的适应性 ， 研究人员发现了高山松在多数生理参

数上显著优于其父母亲本 。 随着火炬松 ， 尤其是更近缘的

欧洲赤松的参考基因组的解码 ， 基于基因组 ， 表观遗传 ， 调控以及基因表

达的分子以及群体遗传方法可以用来深入研究高山松的杂种优势 。 另一种可能的

解释 ： 高 山松的旱寒适应可能是有新的基因变异 引起 ， 而不是适

应性渗入 或者固有基因突变 引

起的 。 通过对比旱寒相关的候选基因和与旱寒无关的参考基因 ， 可能初步回答以

上问题 ， 找到可能的适应性变异 。 应用群体遗传学和景观遗传学方法更进一步揭

示高山松适应性以及中性遗传结构和分布

在考虑全球气候变化的同时 ， 为未来高 山松育种和保护提供科学依据 。

本研究的 目 的 （

我们样品采集覆盖了高 山松和其亲本种油松和云南松的分布区 ， 共采集了

个 （根据细胞质分子变异的群体遗传结构 ， 我们选取了其中 个用于后续核

基因分析 ） 野生居群的针叶和球果 ， 大概每个居群 个个体 。 根据已发表的

基因表达和基因功能分析 ， 我们蹄选并测序了 个与干旱和寒冷相关的基因和

其他 个可能跟干旱和寒冷无关的基因 。 应用群体遗传学和景观遗传学方法分

析了三个物种的旱寒气候适应性以及中性的遗传结构和分布模式 ， 我们拟回答以

下几个问题 ：

那些气候因子是这两种松树分布区域的主要决定因素 ？ 换句话说 ， 是地

理隔离还是其他生态因子隔离导致的群体间基因分化 ？ 借用物种分布的标

本记录采样位点以及我们的采样位点的 信息 ， 加上气候数据库中不同气

候因子的分层数据 ， 我们用物种潜在分布的模拟的方法去识别那几个气候因

子是物种分布最重要决定因素 。 这些气候因子数据将被用于后续的关联分析 。

那些基因或者 受到 了历史的或者近期的来 自 于气候变化的选择压

力 ， 促进 了各个物种的旱寒适应 ？ 应用群体基因分化异常值 ，
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， 以及

综合 了分层分析和连锁信息的群体基因分化分析 （

去识别那些基因区域受到本地适应的影响 。 同时 ， 通过对主要气候因

子跟等位基因频率的关联分析 ， 用基因分类 候选基因和参考基因 ， 基于贝叶

斯模型的 ， 和不分类 考虑到没有详尽的逐个

基因 的功能分析 ， 基于其他松树基因表达的分类也许不准确 ， 潜在因素混合

模型 两种方法去识别

频度梯度变化的基因和 。 通过比较关联分析和基因分化异常值的结果 ，

得到潜在的气候适应的基因变异 。

气候变化首先影响边缘居群 。 在各个物种的边缘居群中 ， 那些基因或者

受到 了本地选择 ？ 最南和最北边的居群中受本地气候选择影响的等位

基因相同还是各异 ？ 换句话说 ， 是平行适应 还是条件中性

？

高山松中受本地气候选择的 是高山松固有的还是来源于其亲本 ？

是新的变异还是固有变异促进了高 山松种群的本地气候适应 ？

三个物种中找到的气候适应的基因是一样的还是不一样的 ？ 换句话说 ，

能否找到是平行适应 或者趋异进化 丨 的

证据 由于油松和云南松是高山松的杂交亲本 ， 这种 ‘平行选择 ’的信号可能是

由于适应性渗入 导致的 》 那些 通过适应性渗入

促进了高山松适应于青藏高原的寒旱环境 ？

通过比较叶绿体和线粒体单倍型和适应性和中性等位基因的分布模式 ，

从而检测种子介导的叶绿体基因流和花粉介导的线粒体基因流在种 内本地

适应和种间适应性渗入中的作用 。

在全球气候变化的背景下 ， 综上所有结论为油松和高 山松提供保护和育

种的科学依据 。
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第二章 材料方法

研究材料

本论文主要研究高山松以及它的两个亲本种油松和云南松 ， 它们分别分布于

青藏高原西南地区 ， 中 国北方和云南省有着重要经济和生态意义的中 国特有树种 。

油松

油 松 ， 它 是松科松组松亚 组 的 常绿乔木

， 树冠呈塔形或广卵形 ， 树

皮灰棕色 ， 不规则厚鳞片状开裂 。 叶 针一束 ， 深绿色 ， 粗硬 ， 长 厘米 ，

直径约 毫米 ， 边缘有锯刺 ， 两面具气孔 ， 树脂道 个或更多 ， 边生于背面 。

雄球花橙黄色 ， 雌球花绿紫色 ， 种子淡褐色 ， 连刺长 厘米 。 花期为

月 ， 果实约次年 月成熟 。 球果卵形 ， 长 厘米 ， 鳞挤突起 ， 有刺尖 。 种子生

殖 。心材淡黄红褐色 ， 边材淡黄 白色 ， 纹理直 ， 结构较细密 ， 材质较硬 ， 比重 ，

富树脂 ， 耐用 。 油松作为我国特有树种 ， 主要分布在中 国北方的干旱寒

冷地区 。 油松分布在海拔 米 ， 在青海和四川海拔可达 米 。 油松是

常被用作绿化树种 ， 也是我国北方广大地区最主要的造林树种之一 ， 有着重要的

生态和经济意义 。

高山松

高 山 松 也 是松科松组 松 亚组 的 常绿乔木

。 树干下部树皮暗灰褐色 ，

深裂成厚块片 ， 上部树皮红色 ， 裂成薄片脱落 ； 针叶 针一束 ， 针一束或 针

针并存 ， 粗硬 ， 长 厘米 ， 径 毫米 ， 微扭曲 ， 两面有气孔线 ， 边缘

银齿锐利 ； 树脂道 个 ， 边生 。 球果卵 圆形 ， 种子淡灰褐色 ， 椭圆呈状卵圆形 ，

微扁 ， 种翅呈淡紫色 ， 种子和种翅长约 厘米 。 花期约在 月 ， 球果于第二年

月成熟 （ 。 高 山松的分布在青藏高原西南边缘海拔 单

株最高分布可达海拔 阳坡 ， 但在过分干燥地区的阴坡和半阴坡也有分布 。

分布区南端与云南松相接 ， 北端与油松分布地区相交错 。 高山松在低海拔不存在 ，

在较高海拔比云南松和油松生长得更好 ， 占据异于其亲本种的生态位 。 高 山松对

于保卫青藏高原脆弱的生态系统有着重要意义 。
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云南松

云南松 ： 也 是它 是松科松组松亚组 的常绿乔木

。 云南松叶 为

束 ， 细长 ， 柔软 ， 树脂道 个中 生或边生 ， 主要分布于我 国云南省海拔

米 的广大地区 ， 云南松对云南省的生态 以及经济有着重要意义 。

采样以及气候环境数据收集

我们采集 了油松和 高 山松分布范围 内 多 个群体的样 品 ， 同 时应用 方法和

公共数据库 （ 如 收集各个样点 的气候数据 。 每个群体采集 了

个个体 ， 每个个体采集松针 针和 当年 的球果 枚 。 采样工作主要在

之 间 月 种子成熟时完成的 。

采样

采样过程遵循 了 保护性采样的原则 ， 也征得 了 相关单位的文件许可 。 采样点

见 子表 和 图 。 每两个采样个体之间 的距 离至少大于 米 以防 ：采取同

一家 系 的个体 。

丨 ； 、 —— — — — — — — — —

— 卜 、

會

‘ 、士 、丄、 一 ‘ 、七 乂

、 、十

图 高 山松复合体居群釆样 点 的地理信息 。
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表 釆样点 的位置和各釆样点所取的种子数

采样点 ￡

油松 〔

辽宁鞍山市千 山 自然保护区 。 丨

内蒙古翁牛特旗

北京市密云县新城子镇崔家峪

河北省漆鹿县小五台 山 山涧 口

内蒙古包头市石拐 五当召

宁夏贺兰山苏略 口 丨 。

甘肃省天水市小晚山林场

甘肃甘南迭部县 电聚镇 。

青海坎不拉国家森林公园 ° °

四川省广元市曾家镇 。

高 山松

四川省小金县 。

四川省宝兴县

四川省沪定县 。 ° 丨 ’

四川省乡城县马熊沟 。 。 ’

西藏省芒康县 。 。 丨

西藏林芝 。

西藏省米林县 。 °

西藏省朗县 。

云南省德钦县觉色乡 ° 。

云南省香格里拉

云南省丽江 。

云南松

云南省香格里拉县 白水台

云南省膝冲县腾越镇

云南省禄丰县将木菁 ° 丨 。

云南省石屏县牛达镇 °

云南省永仁县 白 马河林场 〗 °

云南雀楚雄市 。 °

， ， ， ，

， ， ， ，
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气候环境数据

我们一共从 收集了 个生物环境因

子的数据 （表 。 这些气候因子主要关于气温和降雨 。 同时我们采样过程中记

录 了各个群体的 信息 。 信息和生物气候因子将被用于模拟油松和高山

松的潜在分布区域 ， 同时识别各物种分布区域的主要决定因子 ， 这些关键因子将

被用于后续的关联分析去识别呈频度梯度变化的等位基因 。

表 用于物种分布模拟和关联分析的 个生物气候因子数据

丨

测序

松树胚乳单倍体 提取

提取 的方法有多种 ： 十六焼基三 甲基漠化铵 ） 法 ； 高盐低

法 ； 蛋 白酶 法 ； 十二焼基硫酸钠 法 ； 苯酌法等 。 法和 法多用

于针叶树种基因组总 的提取 。 本试验采用改 良的 法 ， 从萌发的种子
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的胚乳中提取单倍体 。 所得产物能较好的用于后续分子实验 。 具体方法如

下 ：

预处理 ： 将各个采样点采得的种子 ， 编号 ， 于铺有滤纸的培养皿中加

入适量双蒸水 ， 每个个体挑取 粒饱满的种子分别泡入对应编号的培养皿中 干

燥保存的种子种皮坚硬 ， 胚乳较脆 ， 容易碎裂 ， 所以提取胚乳总 前需进行

萌发处理 。 ° 培养箱中培养 小时以上 ， （ 以 小时为宜 》 萌发时间太

短则胚乳不易被分离 ， 尤其是跟内胚层以及胚的分离 ， 这样得到的用于后续分析

的 中含有二倍体组织 ， 使得后续研究复杂化 。 而萌发时间过长 ， 种子种积

累 了大量的次生代谢产物 ， 影响所提取的 的质量 。

分离胚乳 ： 培养结束后 ， 在超净台上剥去 内外种皮 ， 分离胚和胚乳 ，

把胚和胚乳分别放入对应编号的 的离心管中 ， 注明编号和 日期 。 将胚乳存入

的冰箱中保存 ， 便于后续分析 。 胚放入 ° 冰箱及时提取 。

准备工作 ： 实验中所涉及到的枪头 、 杆 （于 离心管内腔底部锥

形部分相配 、 药匙和 都要灭菌 。 提前 分钟打开水浴锅 ， 调温至 ° ， 将

以 的量分装 ， 并各加入 巯基乙醇编号后放入其中预热 。 将离

心机调至 ° ， 让其 自动制冷 。 取一瓶异丙醇放入 的冰箱冷存待用 。

总 提取 ： ①取一泡沫盒 ， 向其中倒入适量液氮 ， 将装有胚乳的管

放入液氮中 （用镊子操作 ， 以海没到管的中部为宜 ） 冻至不发出咬咬响声 ， 立即

取出 ， 用 已灭菌的杆快速用力研细胚乳 ， 加入半勺 粉 ， 继续研磨至粉末状 ，

接着加入对应编号 ° 预热的 研至溶液呈均匀湖状 。 ②研匀后倒 回至

离心管 （聚苯丙稀管 ， 耐氯仿 ） 中 ， ° 水浴 每隔 上下

摇动一次 。 ③水浴结束后 ， ° ， 离心 。 ④吸取上清约 ，

加入 氯仿 ： 异戊醇 于一 自制混合仪上适速摇动 ， ° ，

离心 。 ⑤重复步骤④ ， 用 再抽提一次 。 ⑥取上清 ， 加入预冷

的异丙醇 后于 沉淀过夜 。 沉淀完之后 ， ° ， 离心 沉

淀 。 ⑦小心弃去上清 ， 加入 的 乙醇 ， 轻轻弹起沉淀后于 ° ，

离心 。 ⑧重复步骤⑦ ， 用 的 乙醇再洗一次 。 ⑨小心弃去上清 ，

加入 的乙醇轻轻弹起沉淀后于 ° ， 离心 。 ⑩弃上清

小心不要把 倒掉 ， 然后将离心管倒扣于滤纸上约 ， 最后于 培

养箱中烘至无乙醇为为止 （一般 以 为宜 ） 。 加入 的

溶解沉淀 ， 置于 ° 冰箱 以上 ， 然后用
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琼脂糖凝胶检测 。 由于所有样品的 质量直接影响后续实验的成败 ，

因为我们试图扩增每个个体的大约 个基因片段 。 我们用 法提取的

只 用 于 引 物 的蹄选 ， 而群体重测序所用 的 则采 用 植物 试剂盒

提取 。 种子

的物理处理则与上述的改 良的 法相同 步骤 （ 到 （ 。

基因选取和引物设计

由于松树的基因组很大 ， 在火炬松和挪威云杉基因组发表之前 ， 可用的基因

序列数据有限 。 由于高山松和油松都显示了抗旱和抗寒的特性 ， 我们从数据库中

主要收集了近缘物种这两方面适应性相关的基因序列 。 这些基因最初是通过基因

表达 ， 关联分析等方法在近缘物种中识别出来的 。 同时选取了其他的跟抗寒和抗

旱无关的基因序列用作参考基因 。 总共设计和测试的 引物序列有 对 ， 其中在

三个物种中成功扩增和测序共 对引物 。 引物序列 ， 基因功能 ， 基因结构和参

考文献均被列于表 中 。

扩増 ， 产物纯化以及测序

扩增反应体系为 ， 反应体系包括 ： ，

， 正反引物各 ， 合成酶 。 引物合

成 以及试剂生产于 公司 ） 。 反应程序 ： 变性 ， ° ， 变性

° 退火 ， 基因片段特异的退火温度 ） ， 延伸 ， ° ， ，

； 延伸 ， ° ， ° ， 。 是用试剂盒实现的 （

产于 〈 。 具体操作遵照生产

厂家的说明书 。 纯化产物采用 的琼脂糖凝胶电泳检测 ， 呈清晰单条带的产物

用 于后续 的序列分析 。 最初 的 引 物测试 的测序反应是在

上进行 ， 群体重测序是在 上实现的 ， 使用

公 司 提 供 的 试 剂 。 测 序 反 应 的 体 系 包 含 ： ，

， ， 和 模板 。

每个扩增片段都用正反引物进行测序 。

表 候选基因和参考基因的基因功能 ， 基因结构 ， 弓 丨物序列 ， 退火温度 ， 数据库同源序列

的序列号 以及参考文献 。

，
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数据处理

应用群体遗传和景观遗传的方法 ， 我们 旨在研究三个物种的遗传多样性模式 ，

例如中性和适应性遗传结构和分布 。 首先 ， 我们比较油松 ， 高山松以及其他松柏

类的遗传多样性 ； 其次 ， 用群体遗传学方法去检测各个时间尺度受到 自然选择的

基因 ， 去识别平行进化或趋异进化的模式 ； 最后 ， 应用景观遗传学的方法 ， 我们

试图发现频度梯度变化的基因位点 ， 进一步调查中性和适应性遗传变异的分布模

式 。

序列 比对和注释

测序结果用 软件编辑 ， 然后用软件 ，

和 进行手工序列比对 。 只有清晰的单峰被用于后续的分析 。 基

因注释是通过 公共数据库完成的 。 数据库中的同源基因序列号被列于表

中 。

遗传多样性分析

多态性程度可用多种方法来度量 。 样品 中不同 （ 多态 ） 序列的数 目 （

是一种简单的核酸水平的多态性水平的衡量其局限在于 值与样本大小直接相关 ；

基因 （ 或单倍型 多样性 （ 或 更适合用于多态性的度量

， 它与等位基因个数和某一座位上第 个等位基因的群体频率有关 ；

每个核苷酸座位的分离位点 （ 数 目 （ 属于核苦酸水平的多态

性指标 ， 其中 ， 代表一组数据中 的所有分离位点数 目 ， 表一组数据

中所有核苷酸数 目 。 在不存在选择且达到突变一漂移平衡的群体中 （必须符合无

限位点模型 ） ， 的期望值 ； 是一个比 更基

本的遗传变异参数 ， 凡其中 和 分别代表有效群体大小和每个位点的突变

速率 ， 其优点在于它是突变速率和群体大小的积 ， 并且独立于群体大小 ； 另一种

更合适的多态性度量是两个序列 间每个位点上核苷酸差异的平均值或是核苷酸

多样性 ， 其中 和 是群体中序列 和 的频率 ，

是 序列和 序列之间的差异占序列总长的比例 。 最常用的是 和 。 本实验

使用 分别估计了序列间每对碱基的平均差异 （ 、

和单倍型多态性 。 同时我

们计算了各个物种各基因座位上的同义替代和非同义替代的 比率 。
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连锁与重组

连锁不平衡 又被称作等位基因之间 的相关 （

， 指群体内不同位点上 ， 等位基因间的非随机组合式样 （ 。

研究人员提出 了多种连锁不平衡的参数 ， 其中大部分是衡量两个单倍型之间的相关性 。

常用的有 ： 、 丨 丨 、 ’ 、 丨 ’ 、 、 。 假设基因 、 的出现频率分别为

和 ， 它们组成的单倍型 出现的频率为 ， 则 ： ’

如果 为正值 ， 则 是 和 中 的较小者 ； 如果 为负值 ， 是

和 中较小者 。 ’和 是两种最

重要的衡量方法 。

如果 ’ ， 则完全连锁不平衡 （ ， 即未发生重

组 ， 这种情况下两位点的四种单倍型最多出现三种 。 如果 ’ ， 则发生过重组 （新

发生的突变也会引起这种 ’值的变化 ， 四种单倍型都有可能出现 ， 但这种 ’值的相

对大小就相对模糊 （ ’ 和 区别模糊 ） 。 如果 装近 ， 则提示两位点间

历史上发上重组的可能性很小 。 但如果 ’处于中 间值则不可用该值比较两位点 程

度的差别 ， 而且在小样本中 值会显著上升 。

代表两位点统计学上的关系 ， 某种程度上可以作为 的补充 。 则完美连

锁不平衡 （ ， 两位点没有重组分开 ， 而且等位基因频

率相同 ， 这种情况下 由两位点构成的 四种单倍型在所选样本中只 出现两种 和 。

我们只用 了信息位点 ， 排除 了插入缺失突变以及三突变位点 。 在突变 漂变模型中 ，

随着位点之间距离的衰退可以用非线性回归方程来估算 。

我们用非线性最小二乘法估算相邻位点之间的群体重组参数 是有效种

群大小 ， 是重组率 。

群体遗传结构

为 了检测油松和高山松的遗传结构和分布 ， 我们运用 了 贝叶斯群聚方法 ：

。 此方法把个体分配到预先定好的 个群

集中 。 我们重复运算了 次 ， 每次 值均为 ， 万个循环的预算模拟加上 万

个循环的数据收集 。 我们用 参数来识别最可能的群组数 。

群体结构的结果是根据最可能的 值来解释的 。
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三个进化时间尺度检测选择信号

我在三个进化时间尺度上检测了 自然选择的信号 ： 近期的种群内选择信号 ；

油松和高 山松分化过程中 （油松 高山松 ， 大约 百万年 ； 两个物种的谱系中的

古老选择 （红松 油松谱系 ， 红松 高 山松谱系 ， 大约 百万年 。

油松和高山松的选择信号以及种内各群体的本地适应

检测种群 内 的近期选择信号主荽建立在序列变异模式和 中性期望之间 的比

较上 。 本研究采用变异位点频谱 相关的中性检验 ，

比如 和 ， 检验 。

异常值法被广泛用于检测本地选择 为此我们用 异常值的方

法检测种 内各个居群间的可能存在趋异选择 信号 》

比较序列分离位点 的数量 （

和两两差异 （ ， 。 显著大于零可能是由于平

衡选择或者种群的瓶颈效应 ， 而 值显著小于零则 由于强的正选择 ， 群体扩张

或者较弱的净化选择所导致的 （ 。 例如人群中 基因的 等

于 ， 而全基因组的 为接近显著的负值 ， 这说明 基因可能受到平衡

选择 ， 而人类群体本身经历了近期的群体扩张 。 ’ 比较衍生的单突变

和总得衍生突变的数 目 比较衍生的单突变和序列间的平均成对差

异 （ 比较衍生的等位基因频率和成对差异频率

。 上述参数是在 软件上计算的 。

检验是一种综合了 和

检验的复合检验 （ ， 它被证明很少受到种群历

史 的 影 响 。 检 验 是 在 软 件 上 完 成 的

。

同 时 ， 我们 采用 了 衍生突变 的 最大频率

去估算近期 自然选择发生的可能 。 检验通过比

较进化树的每个基部枝的长度检验 自然选择 。 这种检验很少受到种群历史以及杂

交 渐 渗 的 影 响 （ 。 我 们 用 了 软 件

去检测各个基因座位近期 自 然选择的

可能性 。

异常值法被广泛用于检测近期 自然选择 （图 。 显著高于中性期望的
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值是由于本地选择或者歧化选择引起的而显著低于中性期望的 值是 由于

平衡选择引起的 。 我们应用

了三种基于不同模型的 去检测受到近期本地选择基因位点 ：

模拟一个基于岛均模型的种群历史

的群体特异影响的参数 和另一个对选择强度敏感的基因座位特异

影响的参数 ， 其中 用来描述群体的中性历史 ， 而 在需要座位特异

组分来解释观测到的多样性模式时候被保留 。 贝叶斯因子和后验概

率被用来揭示选择和中性模型的相对可能性 。 我们在同样的条件下

分别分析了候选 和参考 。 为 了控制假阳性结果 ， 次初

级运算 ， 每次 万次预算 ， 接着 万次输出结果 ， 稀疏间隔为每

次 ， 共进行了 万次后验估算 。 我们 显著水平的后验频率上修正

了错误发现率去识别异常值 。

基于分层岛均模型 的异常值法 ， 由于种群

常常显示分层的遗传结构 ， 这种情况下基于岛均模型的 方

法将带来很多的假阳性和假阴性 。 考虑到这一点 ， 基于分层岛均模

型的方法可以更有效的检测复杂遗传结构的种群中 的 自然选择信号

。 高山松和油松的群体呈现较复杂的遗传结

构 ， 因此基于分层岛 模型的 异常值法应该能更好的检测到选

择信号 。

基于 和分层岛 模型的异常值法 ， 多种检测近期 自然选择的方

法是建立在 之上的 ， 因为强的正选择会导致作用位点及邻近多

样性降低 ， 同时基因高度连锁 。 最新的方法综合了 和 异常值

法 ， 同时应用分层岛崎模型 ， 很有效的用于检测近期 自然选择信号

， 。

油松 高山松中 的选择信号 （大约 百万年的进化时间尺度 ）

在较长的进化时间尺度上 ， 油松 高山松中的选择信号是用种间分化 异常

值检测两种松树之间的歧化选择 。 我们也用 检

验 和 最 大 似 然 检 验 （ 以 及

检 验 以 及 泊 松 随 机 场 检 验

检验油松 高山松中
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的各种选择 （包括正选择 ， 平衡选择和净化选择 ，

。 和 检验和他们的扩展 ： 和

检验通过比较种内 多样性和种间分化来检测各种选择信号 详见 。

红松 油松谱系 ， 红松 高山松谱系的古老选择 （大约 百万年的进化

时间尺度 ）

在更长的进化时间尺度上红松 油松谱系和红松 高 山松谱系上的选择主要

用 和 检验和他们的扩展 ： 和 检验 。

检验 以及 泊松随机场检验

。 检验是建立在

比较种 内 和种 间 的 同义和非同义突变 （ 。 中性指数

，

种内非同义多态位点

种间非同义固定位点

种 内 同义多态位点

种间 同义固定位点 （

沉默变异位点被假定中性 ， 过剩的非同义固定位点被当成是正选择信号 ， 而过剩

说的非同义多态位点是净化或者平衡选择的信号 。 我们用红松为外类群在

估算了每个种的中性指数 。 同义和非同义多态和固定位点也被用来在

软 件 中 估 算 群 体 选 择 参数 ，

其中 是有效种群大小 ， 是选择系数 。 软件是

建立在分层贝叶斯模型上描述特定位点上选择的强度和方向 ， 同时检测一组基因

的总体选择趋势 。 应用蒙特卡洛马尔科夫链从参数的后验分布中采样 。

我们共运行 了 次包括 万次预预算接着每 次采样一次 ， 每次运算共计采样

万次 。 我们总结了每个座位的选择系数和 置信区间的后验分布 。

检验 和 最 大 似 然 检验 （

。 检验 （ 估算多基因座位的种

内 多态性和种间分化的比率 。 跟中性位点显著不同的位点被认为是受到选择作用 。

我 们 在 油 松 高 山 松 以 及 油 松 红 松 以 及 高 山 松 红 松 中 在 软 件

； 中做了 检验 》



兰州大学博士研究生学位论文 高山松复合体的气候适应

卡平方检验被用来决定统计显著性 。 由于在所有以上的三次检验中得到了显著性

结果 。 我们进一步应用最大似然 检验去识别那个基因受到选择压力的影响 。

最大似然 是 的一个扩张 ， 它能通过比较中性模型和特定位点的选择模

型用来在特定位点或者一组基因 的选择检验 （ 。 首先

我们确定了每个参考基因的遗传中性 。 在参考基因中 ， 我们在中性和选择模型下

比较每个参考基因和剩下的参考基因 ， 我们计算了每个位点选择参数 。 选择参

数 测量相对于种间分化的种 内 多样性水平 ， 值显著大于零说明平衡选择导致

更高种 内 多样性 ， 值显著小于零说明正选择或者净化选择降低种内多态性 。 标

准似然比检验被用来比较特定位点受选择模型和所有位点 中性模型 （不受选择 ）

自 由度为 。 被评估为 中性的参考基因被定义为 “已知中性基因” 。 第二 ， 我们

检测 了每个候选基因 的选择 。 我们每次加一个候选基因于 已知中性基因同时运行

中性和选择模 型 。 每个候选基因 的参数 和显著性水平是用跟参考基因的中性

评 估 同 样 的 方 法 。 我 们 在 软 件 中

以不 同 的初始值和

分化时间参数 重复运行了 次预测 ， 每次包括 百万次马尔科夫链 。

景观遗传分析

景观遗传学方法越来越多 的被用来研究中性和适应性进化对群体间基因流

的影响和 中性和适应性变异的景观分布 。 我们首先应

用物种分布模拟来的调查两个物种的潜在分布区 ， 同时识别两个物种分布的最重

要生物和非生物决定因子 。 这些因子将被用来后续的环境因子和基因平率之间的

关联分析 。

物种分布模拟

为 了识别油松和高 山松的潜在分布区以及最重要的分布决定因子 ， 我们应用

了 基于地理信息系统 和分层环境数据的最大熵模型

去模拟两种松树的潜在分布区 。 我们应用 了

软件 ， 它假设物种的发生是按照样点均概率分布的 。 我们的采样点以及标本馆的

相关记录的样点 信息被作输入文件 。 我们一共从 上下载 了 个

空间分辨率飞 米的环境变量 （表 。 我们用 了 软件系统设置

参数 ， 其中 的样点记录用于机器学习 ， 另外 用于模型检验 。 结果中决

定物种生态位的主要气候因子被用于后续的景观遗传分析 。
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环境因子和基因频率的关联分析

为 了进一步研究物种各个群体沿着不同环境梯度的本地适应 ， 本文采用 了 贝

叶斯广义线性混合模型

和潜在 因 素混合模型 （

去检测关键气候因子与等位基因频率的关联关

系 ， 前者将基因分为参考基因和候选基因 ， 参考基因用于估算种群历史 ， 候选基

因频率跟气候因子的关联是考虑了种群历史的基础上被检测的 ； 而后者不用分类 ，

所有的基因被用于估算种群历史和关联分析 。 由于松柏类的基因功能分析有限 ，

为此基于近缘物种基因表达的基因分类可能并不太准确 ， 所以本文综合以上二者

对基因分类进行了分析 。

检验候选基因变异频率跟气候因子之间共变超出预期的从参考基因

估算而来的群体共变异数矩阵 （ 。 群体差异的共变异数矩阵是

基于随机漂变模型下群体间 的等位基因频率变化 ， 与群体 ‘ 中性 ’种群历史相似 。

我们用参考基 因 的 矩阵去生成 ‘ 中 性 ’ 的种群历史 。 我们在

上共运行 了 次 ， 每次包括 万的马尔卡夫链 。 输出结

果的平均数作为群体共变矩阵用于后续分析 。 接着 ， 我们在用基于参考基因的群

体共变系数去控制群体历史的 同时检测 了候选基因群体特异的等位基因频率跟

环境因子的相关性 。 对于特定候选 ， 软件比较一个 频率跟

群体历史相关的空模型和另一个包含了 频率跟环境因子相关的备选模型 。

贝叶斯因子是通过备选模型和空模型的比率的后验分布决定的 。 因为线性模型有

时候对异常值无效 ， 的基于排序选择模型的 被用来排除假相关 。 我们

分别分析了每个候选 并估算了它们的贝叶斯因子和后验优势率 。 我们一用

共运行 了 次 ， 每次 万马尔科夫链 。 拥有 最高贝叶斯因子和 最高

值的 被理解为支持该频度梯度适应 。

潜在 因素混合模型 也

是在纠正群体历史的背景的前提下检测等位基因频率跟环境因子相关性 。

首先基于 和所有群体序列数据估算群体历史 ， 在这个基础上进一步检测环

境因子跟 频率的共变 。
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第三章 研究结果

核苷酸多样性 （

为 了初步 比较三个物种的基因多样性差异 ， 我们应用群体遗传方法分别计算

了整个序列 ， 沉默位点 以及非同义突变位点的基因多样性 。

本研究涉及三个物种的 个雌配子体 （取 自 个不同的个体 ， 个核

基因座位 ， 共 多条序列 ， 比对后的片段长度 附件中表 。 我们

在油松 ， 高山松和云南松分别检测到 ， 和 个信息位点 ， 其中单

含有的变异位点数最多 （附件中表 。

在油松中 ， 与他人所作的相似工作相比较 （ 〖 ， 我们得到的结

果核苦酸多态性较高 （ ， ； 同义位点的核苗酸多态性 （

， 明显大于非同义位点 （ ， 没有发

现正选择效应 。 以油松为例 ， 中核苷酸多态性最高的居群是

最低的是 。 同义位点核苷酸多态性最

高的是 最低的是 和 。 非同义位点的核苦

酸多态性最高的是 ， 最低的是 和 表 。

单倍型的数 目 （ 及其多态性 在居群间也有很大差异 ， 其中最高的是

和 ，最低 的是 ， 单倍型多态性平均值较高

由于各居群个体数不均 ， 所以对各居群单倍型数 目 的统计意义不

大 ， 但是我们可以粗略发现 ， 的单倍型数 目 相对少于其他居群 （附件中表 。

图 候选基因和参考基因的基因多样性以及位点频谱统计 ’

注 ： 从上至下分别为油松的 ’ ， 基因多样性 ， 高 山松的 ’ ， 基因多样性

以及云南松的 ’ 基因多样性
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二 ■ ■ ■ ■ “ “ ■ ■ ■ ■

：：

丨 ■ ■ 丨

、 ■ 丨 ■ 丨 丨 ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■

。 。 ■

： ：

选择扫荡 会 降低相 关基 因座位 的基 因 多样性 ， 同 时

呈现 负值。 如 上 图 所示 ， ， ， ， 和 在油松和高 山

松中 同时显示较低的基因 多样性和 负 的 。 而在云南松 中 由 于采样个体

较少 ， 值均不显著偏离 中性期望值而且其平均值接近 于零 。
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种 间分化 （

为 了检测物种之间 的分化程度 ， 我们估算 了 每个基 因座位的基因分化值

图 。 同 时我们也计算 了 四个常用 的物种分化参数 ： 固 定 的分化位点 ， 在一

个物种 中 固定而另一个物种 中变异的位点 以及两个物种共享的变异位点 表 。

… ■ ■ ■ ■ ■

■ ■ 睡 ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ ■ 歴

。 。 。 ■

图 候选基因 和参考基因 的种 间基 因 分化

注 ： 油松和高 山松 ， ： 云南松 和高 山松 ， 油松和 云南松的 值

如上 图 所示 在油松和 高 山松 以及油松和云南松的 比较 中 ， ，

和 显示 了 最高的 值 （ 图 ， 与之对应 和 拥有种 间 固

定 的差异位点 （ 表 。 这些基因可能在该复合体的物种形成中起到重要作用 。

把所有基 因放在一起考虑 ， 油松和云南松 以及油松和高 山松都有 个 固 定差异

位点 ， 而高 山松和云南松之 间 只有两个 固定差异位点 ， 这揭示云南松跟高 山松可

能更近源 ， 图 显示的物种间分化也支持这一结论 。

表 油松 高 山松和云南松的 中 间 分化统计
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丨

近代的本地选择信号

为 了检测近代 自然选择信号 ， 我们用 了 异常值法 ， 如下图所示 （ 图 ，

在油松 中 的互助居群和其他居群的 比较 中我们检测到 了 个显著信号 ， 而他们都

没有在把所有居群同时考虑时检测到 。 同时 ， 在 比较最南端的广元居群和其他居

群时 ， 我们没有检测到显著手选择的 。 这说明边缘居群可能通过不同的位

点适应于所在的气候环境 。 由于最南和最北居群之间相隔很远 ， 基因流没有有效

的把它们连接在一起 ， 这些边缘居群本地适应相关位点可能呈条件中性 。 同时 ，

群体结构分析显示油松 中存在较大的群体分化 （ ， 分层结构模型

应该用于检测近代选择 （ 。

°

‘ 會

图 用 异常值法在油松中 检测本地选择信号

同时 ， 我们也有最新的关联分析方法检测 了等位基因频率和环境气候因子之

间 的显著关联关系 。 如 图 所示 ， 等位基因频率跟物种分布关键决定因子之间
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的显著相关关系 。

‘

； ？

“ ■

■ ■

離

泛 ■

‘ “

？ 、？ ‘

‘“

， 、

， 口

■

吞

、 ■

？ ■ ■ ■

■ ‘

： ； ￡ ： ■

图 用 法在油松中检测等位基因频率和海拔的关系

应用两种方法检测到的 只有很少的一部分重合 ， 这可能说明这两种方法检测不

同类型的适应性变异 （ 。

在高 山松中 ， 我们用 了 同样的方法检测到 了 多个适应性单核苷酸变异 ， 通过 比较

这些位点种 内和种间 的空间分布模式 ， 我们区分了源于新变异和适应性渗入或者固有
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变异的 自 然选择作用 。

古代选择信号

丁 — —

卜— 一一— — 丄“一“ ——

：

谷 ，

… … ， ■ … — ■ — … ■ ， “ ——

參 费 參

名 ， …
“ ：

丄

— ■ ” ■ ■ … “ ■“ ■ ■ ■ ■ ■

“

— — — — — — — ， ， —， ■ ， ■

图 用 方法在油松 红松和高 山松 红松谱系 中检测到 的古代 自 然选择信号
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— — ，

考虑到古代平衡选择也可能促进松柏类物种的气候适应 ， 我们应用 ， 以

及他们的扩充软件检测了古代选择信号 。 如下图 所示 。 多个参考基因显示显著高

或者低的选择系数 。 座位显示显著正或者显著负的 值 ， 正值表示该基因可能受到了

古代的选择扫荡 ， 而负债表示该基因可能受到古代的平衡选择或者古代净化选择 ， 而

我们 同时检测到 了 检验的 值显著大于 ， 二者同时说明 ， 这些拥有负

的基因座位可能受到 了古代平衡选择的作用 。 同时 ， 我们在油松 红松谱系分支上 ，

在两个参考基因上 和 ， 图 中上图 ） 检测到 了古代平衡选择的作用 。

通过比较上下图 ， 我们发现 ， 两个谱系分支上检测到的受选择的基因基本相同 ，

同时 ， 这些基因也在其他近源松树物种 ， 比如黄山松和马尾松中显示了古代选择信号

， 因为这些近源物种共享很长的群体历史 。

基因流

因为居群之间 以及物种之间的基因流可能促进了种群的气候变化适应 。 我们用中

性遗传的基因座位估计了油松居群之间的基因流 。 根据单倍型和核背酸序列数据 ， 采

用不同的方法估测了油松群体间的基因流 ， 结果见表 。 根据 提出的方

法 ， 由 估测 出 的基因流 （ 比其它方法的估测值要大 。 从结果可以看出 ， 油松

种群间有较大的基因流 。
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：侧的繊■

注 ： 只有在较大的居群个较大的居群做了基因流的估计 。

油松中 的基因流可能主要 由于花粉介导的 ， 因为早期基于细胞质遗传标记的分析

结果显示叶绿体单倍型没有显著的空间结构 ， 而线粒体单倍型分布显示显著的空间结

构 （ 。

物种分布模拟

应用气候数据和我们 以及标本的采样点的地理信息 ， 我们对油松和高山松的

分布区域进行了模拟 ， 结果如图 所示 ， 模拟所得的潜在分布区基本与现实相

符 。 油松主要在中 国北方 ， 而高山松主要分布在青藏高原 以及周边区域 。 最旱月

降雨是油松分布的主要决定因素而海拔和最冷月 的气温是高山松分布的主要决

定气候因子 ， 我们用这些因子进行下一步的气候因子和基因频率关联分析 。
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图 油松 上 和云南松的潜 在分布区域模拟结果

如表 所示 ， 各个气候因 子对物种分布模拟的贡献各不相 同 。 由于海拔是

决定物种分布 的重要因 子 ， 因此我们在模拟油松和 高 山松分布范 围 中 时也把海拔

作为第 个气候 因 子 。 总体来说 ， 如上图 所示 ， 模拟所得 的分布范围基本

与 物种 的现实分布范 围 相 同 。 在 高 山松 中 ， 海拔贡献在物种分布范围模拟中有

的贡献 。 其他气候因子 ， 季节气温 ， 最热 月 降雨 ， 最冷季气温和季节降雨

次之 （ 表 和表 。 在油松 中 ， 海拔的重要性相对较弱 ， 只有 ， 而 冬

季降雨成为最重要 的决定 因 子 ， 含有 的相对贡献 ， 最旱季均温 ， 最冷月 均

温以及夏季降雨次之 。 在现实 中 ， 高 山松分布于高海拔的青藏高原 的寒旱环境 ， ■

油松主要分布在 中 国北方 ， 夏季干旱 ， 冬季干旱和寒冷并存 。 我们进一步分析

各个物种 中贡献前五的气候 因子之间 的相关性 ， 并把他们用 在后续的气候因 子和

等位基因频率的相关性分析 中 。

表 物种分布潮 中各个气候因子的相对重要性
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第四章 讨论

核苷酸多态性

与他人所做的相关工作相 比 ， 我们得到 了相似的核昔酸多态性估计 （见表

。 我们用 了 目前在松柏类植物中最长的序列对三个物种的遗传多样性进行分

析 。 与 的结果一致 ， 高山松拥有最高的核苷酸多样性 （表 ，

这可能与他的空间分布以及杂交物种形成有关 。 由于高山松与油松和云南松共享

大多数的变异位点 ， 因此种间基因流或者祖先变异是可能的原因 。 与其他欧洲和

北美的近源松树相 比 ， 油松 ， 高山松和云南松都有显著高的遗传多样性 。 一方面 ，

如欧洲赤松和火炬送 ， 它们有连续的分布 ， 因此 ， 种 内基因流使得核苷酸表变异

均一化 。 而在油松 ， 高山松以及云南松中 ， 居群之间 的地理隔离大 ， 物种分布片

段化 ， 使得居群之间的分化较高 ， 从而贡献于较高的核苦酸多样性 。 另一方面 ，

由于高山松生存在青藏高原的寒旱环境中 ， 自然选择 ， 尤其是平衡选择可能促进

了核苗酸变异的产生 。

表 核苷酸多态性比较分析

气

说
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由于随机遗传漂变 、 选择和基因流都会引起核苷酸多态性的改变 ， 随机遗传

漂变作用于所有位点 ， 而选择作用于单个位点以及临近区域 （ 。

同时 ， 基因 内各个间位点发生了较多的连锁 （表 ， 这说明随机遗传漂变可能

对这些变异的发生起 了较大作用 ， 而 值在所有居群均小于

连锁不平衡

理论上 ， 连锁不平衡值 （ 受多种进化和统计因素影响 ， 例如 ： 选择 ， 重

组 ， 基因流 ， 杂交和瓶颈效应等 ， 但是中性检测在所有居群中非显著 ， 说明选择

不是影响油松 的主要因素 。 同时 ， 由于该实验检测到的基因流较小 ， 重组率

较低 也不是影响油松 的主要因素 ， 杂交也不会很明显的影响 值 表 。

所以瓶颈效应成了影响油松 值的主要因素 。 第四纪冰期造成松科植物生境的

片断化 ， 从而产生松科植物进化上的瓶颈效应 ， 进一步影响了今天油松的分布格

局和基因结构 。

表 各信息位点 间连锁不平衡的统计显著性

： 本 聿

乂

幸

雄 拿 本

本 幸 幸 幸 韋拿

牵 幸 幸 芈 傘
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， ， ， ，

， ， 令

以油松的 基因座位为例 ， 变异位点之间显示了 多对显著的连锁群 ， 这可能

是导致该位点核苦酸多样性较低的原因 。 同时 ， 连锁重组信息直接跟选择和种群

历史相关 。 连锁不平衡分析也可用于检测 自然选择和群体动态历史 。

适应性渗入 （ 以及高山松适应于青藏高原

的旱寒环境

在植物基因组中核 进化速率最快 ， 叶绿体次之 ， 线粒体最慢 （

。 由于双亲遗传特性 ， 核基因序列提供了更丰富的遗传信息 。 植物核基

因 的核苦酸多态性研究最早的是草本植物 ， 尤其是模式植物拟南芥及其近缘种

这些物种杂合个体的等位基因序列主要依靠克隆得到 ， 成本很

高 ， 故被子植物核基因序列的群体遗传学研究最初只局限于几种模式植物 。 随着

测序技术的普及 ， 利用核基因序列研究其它非模式被子植物的群体遗传学陆续报

道 出来 （ ； 。 多数松杉类植物雌配

子体 （胚乳 ） 为单倍体 ， 这一特点使得获取松杉类植物的等位基因序列变得容易 ，

加上这些物种在林木中 的重要性 ， 近些年来利用核基因序列开展松杉植物的群体

遗传和谱系地理研究不断出现 。
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较早报道的是 等 （ 对欧洲赤松 （ 如斤 的研究 ，

等 （ 对欧洲赤松 的研究 ， 随后 ， 在其它

—些裸 子植物 ， 如 丨 、

； 、

、 、

、

等物种 中 ， 依据 多座位序列 的群体遗传学研究陆续被发表 。 这些研究

所用 片段都 是功能基因座位 ， 大都涉及到选择和适应的进化 问题 。

在高 山松 中 ， 我们检测到结果表 日月近代的 自 然选择和古代 的平衡选择 同时作

用 丁 高 山 松复合体 的本地适应 。 本研究在 多 个与气候相 关 的候选基 因 如 ，

， 说 ， 旧 和 检测到 了近代正选择的作用 。 在三个物种 中 ； 特异

的基因座位受到 了近代选择的影响而基本相 同 的基因受到 了 古代选择的影响 ，
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图 油松 和云南松 以及近缘种 的叶绿体 （ 上 图 ） 和线粒体 （ 前一页 ） 基因型的分布

这可能是 由于三个物种共享较长的进化历 史 。 在最南和最北的边缘居群中 ， 不 同

的单核苷酸多态位点被检测到本地适应的信号 ， 这些位点 可能呈条件中性 。 新的

变异和 固有变异 同时贡献于 高 山松居群的本地适应 。 来 自 油松和云南松 的适应性

渗 入促进 了 高 山松适应于青藏高原的寒旱环境 。 种 内 居群主要被花粉流连接起来 ，

同 时可能传递适应性变异 。 种 间 的适应性共享可能是 由 于种子流所导致的 ， 但是

这种共享也可能 由手不完全谱系蹄选 。
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第五章 总结与展望

全球气候正在 以前所未有的速度变化着 ， 现存生物的进化能不能赶上气候变

化的速度 ？ 适应和物种形成是进化生物学中两大核心 问题 。 物种多样性是如何形

成的 ？ 什么 因素在物种形成过程中起怎样 的作用 ？ 以及物种如何适应于它所处

的环境 ？ 诸多 问题亟待回答 。 松柏类植物起源于石炭纪 （ ， 它们

长时间 的见证 了地球环境变化的过程 。 研究表明大多数物种的居群在某些关键生

理或者生态特征上 已适应于其所在环境或者生态位 。 同时 ， 近缘物种之间存在基

因流 。 它们正在物种形成的过程中 。 这使得松柏类植物成了研究适应和物种形成

的理想材料 。 松属是松柏类植物的主要类群 。 我们主要关注松亚组 。 它们 以不 同

的模式广泛分布于北半球 ， 欧洲赤松的分布区横跨亚欧大陆 ， 而其他物种主要 以

异域或者领域的方式分布在中 国 以及其他亚洲地区 。 到 目 前为止 ， 仍然有很多待

解决的 问题 ： 比如是选择作用于新的突变还是 固有突变促进物种的气候适应 ？

我们采集 了 国 内分布的该亚组高 山松复合体 （ 高 山松 以及亲本种油松和云南松 ）

的 个天然居群 测序 了 个叶绿体片段 个线粒体片段 以及 个核基因座位 。

首先我们检测不同进化尺度上的选择信号 ， 包括群体或者物种 内 的近代正选择 ；

油松 高 山松 ， 高 山松 云南松 以及云南松 油松等进化分支上的选择 （ 大约分化时

间为 百万年左右 ； 更进一步 ， 我们检测红松 高 山松 ， 红松 油松 以及红松 云南

松三个分支上的古代的平衡选择 ， 净化选择和平衡选择 。 我们补充应用 了 多种不

同 的最新的发展的检测方法 。 因 为高 山松是有油松和云南松杂交形成的 ， 我们可

以通过检测高 山松 中适应性突变是高 山松独有的还是来 自某个亲本种 ， 从而分辨

该 物 种 的 气 候 适 应 是 由 于 新 突 变 或 者 固 有 变 异 引 起 的 。 同 时 我 们 应 用

研究 了适应性突变的地理分布模式 。 进一步揭示种 内基因流 基因流

协助 ， 和种间基因渗入 （适应性渗入 ，

对高 山松居群气候适应的贡献 。

我们 比对 了 个参考基因 （ 和 个环境适应相关的候选基

因 （ 在高 山松 ， 油松和云南松中 的种 内 多样性和种间分化 。 候

选基因显示的种间分化显著高于参考基因 。 而且多种检测方法揭示候选基因经历

了选择 。 候选基 因和参考基 因 在这两个物种 分化 的过程 中 分别扮演 了 领头者

和跟随者 （ 角色 。 选择可能促进 了候选基因的分化 。 近代

选择信号显示 了物种特异性 ，换句话说 ， 物种 间 的歧化选择 。 这种歧化选择可能

限制 了所在基因组局域以及领近相连局域的基因交流 ， 促进了物种间 的生态物种

形成 。 在油松和高 山松的边缘居群和 中心居群中 ， 本地选择作用于不同的突变 ，
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说明物种通过不同的机制去适应于极端的边缘环境 。 高山松中 ， 适应性突变分别

为其特有的 ， 与油松共享的 ， 与云南松共享的 ， 这说明新变异和固有变异同时促

进了高 山松在青藏高原的气候适应 。

本研究对我们理解进化生物学现象 ， 尤其是本地适应以及它在同倍体物种形

成中 的作用 。 同时 ， 该论文也有广泛的应用前景 ， 尤其在全球气候变化的大背景

下 ， 物种的气候变化适应 ， 以及高山松 ， 油松和云南松的分子育种 。
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