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基于 SNP 标记的广东省松材线虫种群分化研究
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摘要:【目的】运用 SNP 标记研究中国广东省松材线虫虫株 SNP 位点多样性,从分子角度探讨广东省不同地区松

材线虫种群的亲缘关系,为松材线虫病的疫源追溯提供基础。 【方法】收集来自于广东省各地区松材线虫虫株

共 30 株,提取 DNA 并进行基因组重测序;利用生物信息学软件分析广东省松材线虫的 SNPs 位点信息及基因型

类型,依据以上信息进行种群聚类分析。 【结果】对 30 株松材线虫虫株 SNPs 数据进行统计分析,发现 GD01、
GD09、GD12、GD20、GD22、GD24、GD25 这 7 株虫株的 SNP 数量、纯合子数量都明显少于其余 23 株虫株;对基因

型类型进行统计分析发现,以上 7 株虫株出现频率较高的基因型为 A->G、C->G、G->C、T->C;其余 23 株虫株

则是 A->G、C->T、G->A、T->C 这 4 种基因型出现的频率较高。 而通过主成分和聚类分析可将这 30 株虫株分

为 3 类。 【结论】广东省松材线虫种群遗传多样性较高,聚类分析表明其具有不同的传播来源。
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Abstract:
 

【Objective】This
 

study
 

is
  

focused
 

on
 

the
 

genetic
 

variations
 

and
 

population
 

structures
 

among
 

different
 

Bursaph-
elenchus

 

xylophilus
 

strains
 

isolated
 

from
 

Guangdong
 

Province
 

using
 

single
 

nucleotide
 

polymorphisms
 

(SNPs)
 

as
 

markers.
 

This
 

work
 

provided
 

fundamental
 

information
 

for
 

the
 

establishment
 

of
 

a
 

B.
 

xylophilus
 

tracking
 

system
 

in
 

China. 【Method】
Thirty

 

strains
 

of
 

B.
 

xylophilus
 

from
 

different
 

regions
 

of
 

the
 

Guangdong
 

Province
 

were
 

collected
 

and
 

sequenced.
 

Genome-
wide

 

SNPs
 

were
 

analyzed
 

using
 

bioinformatics,
 

and
 

population
 

splitting
 

events
 

were
 

discovered
 

based
 

on
 

previous
 

SNP
 

data. 【Result】Statistical
 

analysis
 

of
 

SNPs
 

across
 

30
 

B.
 

xylophilus
 

strains
 

showed
 

that
 

the
 

number
 

of
 

SNPs
 

and
 

homozy-
gotes

 

in
 

seven
 

of
 

the
 

30
 

strains
 

(GD01,
 

GD09,
 

GD12,
 

GD20,
 

GD22,
 

GD24
 

and
 

GD25)
 

were
 

less
 

than
 

the
 

remaining
 

23
 

strains.
 

The
 

genotypes
 

that
 

occurred
 

with
 

a
 

higher
 

frequency
 

in
 

these
 

seven
 

strains
 

were
 

A->G,
 

C->G,
 

G->C,
 

T->C,
 

while
 

the
 

other
 

23
 

strains
 

contained
 

genotypes
 

that
 

were
 

A->G,
 

C->T,
 

G->A,
 

T->C.
 

The
 

strains
 

from
 

Guang-
dong

 

Province
 

could
 

be
 

divided
 

into
 

3
 

populations
 

based
 

on
 

PCA
 

and
 

hierarchical
 

clustering. 【 Conclusion】 The
 

genetic
 

diversity
 

of
 

B.
 

xylophilus
 

population
 

in
   

Guangdong
 

Province
 

is
 

relatively
 

high;
 

thus,
 

it
 

should
 

have
 

different
 

sources
 

through
 

which
 

genetic
 

variation
 

is
 

introduced.
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　 　 松材线虫病( pine
 

wilt
 

disease)是林业上最具

破坏性的病害之一,严重破坏生态系统且造成巨大

的经济损失[1] 。 由于该病害具有死亡率高及难以

防治等特点,被称为“松树的癌症”,全球已有 52
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个国家将其作为检疫性病害[2] 。 由我国国家林业

和草原局发布的 2019 年第 4 号公告可知,到目前

为止, 我国松材线虫病疫区已扩散至 18 个省

(市),588 个县区,松材线虫病在我国的危害已愈

发严重[1-5] 。
对物种种群遗传多样性的研究可以在分子水

平上探讨物种亲缘关系[3-5] ,揭示物种的来源。 目

前,学者们已经应用了 RAPD、ISSR 等分子标记技

术[6-9]来研究松材线虫的种间遗传变异性,但并不

能很好地说明松材线虫种内的差异性。 SNP ( sin-
gle

 

nucleotide
 

polymorphisms) 即单核苷酸多态性,
主要是指由于单个核苷酸的变异而引起基因组水

平上的 DNA 序列多态性,包括单碱基的缺失、插
入、转换及颠换。 SNP 分子标记技术由于其位点

丰富、灵敏度高及遗传稳定等优点,已成为目前最

具前景的分子标记技术[10] ;随着新一代测序技术

的不断发展,SNP 位点的挖掘变得更加简便快捷。
目前,SNP 分子标记在中国松材线虫的相关研究

方面还鲜见报道,因此,使用 SNP 标记研究我国松

材线虫的种群遗传对于揭示其遗传多样性具有重

要参考价值。 广东省作为我国较早发现松材线虫

的疫区,至 2019 年其省内疫点数达到 33 个。 早在

2008 年,对广东省松材线虫种群的遗传多样性研

究就有相关报道,Cheng 等[11]利用 AFLP 分子标记

研究松材线虫种群遗传多样性时,就推测广东省是

我国松材线虫病的一个传播源头,但无法进行更加

深入细化的种群划分。 并且,其相关研究认为松材

线虫在其发源地北美具有较高的多样性,而在入侵

地区多样性较低[12-13] 。 因此,以广东省为代表的

种群分化研究将为阐明中国境内松材线虫是否具

有较高的种群遗传多样性提供可靠的理论基础。
本研究通过 Illumina 基因组重测序,利用 SNP

分子标记分析广东省各地区松材线虫种群遗传多

样性,从分子生物学角度探讨广东省松材线虫种群

的遗传分化,为该病害防控策略的制订提供基本的

理论依据。

1　 材料与方法

1. 1　 松材线虫虫株的收集和保存

本研究收集了广东省不同地区松材线虫病疫

木。 利用贝尔曼漏斗法分离疫木中的线虫,收集线

虫液于 15
 

mL 离心管中,按照文献[14]中松材线

虫的鉴定特征在显微镜下进行形态学鉴定。 挑取

鉴定后的松材线虫雌雄成虫 30 ~ 50 条,接入长满

灰葡萄孢(Botrytis
 

cinerea)的 PDA 平板中,25
  

℃培

养至灰葡萄孢全部被吃完(10
 

d 左右)。 若虫液里

几乎都是幼虫(幼虫无法进行种类鉴定),可先将

幼虫接到灰葡萄孢中培养至成虫(5
 

d 左右),用贝

尔曼漏斗法分离后再进行形态学鉴定。
之后同样用贝尔曼漏斗法将培养好的线虫收

集于 15
 

mL 离心管中,3
 

500
 

r / min 离心 3
 

min;去
掉上清液,等体积加入 0. 1%硫酸链霉素,摇匀,静
置 5 ~ 10

 

min,离心,去上清;用无菌水反复洗涤 3
次,将得到的线虫液置 4

  

℃ 冰箱中保存备用,共收

集到 30 株松材线虫,其编号及来源见表 1。
表 1　 供试松材线虫虫株来源

Table
 

1　 Geographic
 

origins
 

of
 

B. xylophilus

序号
No.

虫株编号
strains

  

No.
来源
origin

寄主
host

1 GD01 广东省肇庆市封开县
马尾松(Pinus

 

massoniana)

2 GD02 广东省清远市清城区 马尾松

3 GD03 广东省广州市增城市 马尾松

4 GD04 广东省惠州市惠阳区
惠阳新圩 1 号

马尾松

5 GD06 广东省惠州市惠东县 马尾松

6 GD07 广东省惠州市龙门县龙门麻榕镇
3 林班 3 小班 / 平陵镇小塘村

马尾松

7 GD08 广东省惠州市博罗县罗浮山 1 号 马尾松

8 GD09 广东省韶关市武江区 马尾松

9 GD10 广东省广州市黄埔区 马尾松

10 GD11 广东省河源市紫金县 马尾松

11 GD12 广东省汕头市 马尾松

12 GD13 广东省惠州市惠城区汝湖镇上围村 马尾松

13 GD14 广东省东莞市樟木头镇丰门社区 马尾松

14 GD15 广东省东莞市樟木头镇丰门社区 马尾松

15 GD16 广东省东莞市樟木头镇丰门社区 马尾松

16 GD17 广东省广州市天河区龙眼洞林场 1 号 马尾松

17 GD18 广东省广州市天河区龙眼洞林场 2 号 马尾松

18 GD19 广东省广州市天河区龙眼洞林场 3 号
云南松

(P. yunnanensis)

19 GD20 广东省梅州市梅县区雁洋镇 马尾松

20 GD22 广东省韶关市曲江区马坝 马尾松

21 GD23 广东省梅州市梅江区五里亭 马尾松

22 GD24 广东省广宁县州仔镇社区三林班 马尾松

23 GD25 广东省广宁县州古水镇太和二林班 马尾松

24 GD26 广东省丰顺县北斗镇庆瑶村 马尾松

25 GD27 广东省蕉岭县 5 号 马尾松

26 GD28 广东省蕉岭县 6 号 云南松

27 GD30 广东省海丰县 马尾松

28 GD31 广东省河源市东源县黄田镇 马尾松

29 GD32 广东省河源市东源县黄田镇 马尾松

30 GD33 广东省东莞市樟木头镇丰门社区 马尾松
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1. 2　 松材线虫 DNA 的提取

参照陈凤毛等[15] 的方法提取线虫 DNA。 取

保存的 200
 

μL 线虫液于 Eppendorf 管中,加入 200
 

μL 线虫裂解液(200
 

mmol / L
 

Tris-HCl,200
 

mmol / L
 

NaCl, 100
 

mmol / L
 

EDTA, 2% SDS, 2%
 

β-
mercaptoethanol,200

 

μg / mL 蛋白酶 K),混匀;在 65
  

℃水浴中处理 1
 

h,每隔 10
 

min 摇荡 1 次;冷却至

室温后,用等体积(400
 

μL)的酚抽提,4
  

℃条件下,
13

 

000
 

r / min 离心 10
 

min,取上清液;用等体积

(400
 

μL)酚 ∶氯仿 ∶异戊醇(体积比 25 ∶24 ∶1)抽提,
13

 

000
 

r / min 离心 10
 

min,取上清液;用等体积

(400
 

μL)氯仿 ∶异戊醇(24 ∶1),13
 

000
 

r / min 离心

10
 

min,取上清液;在上清液中加入 1 / 10 体积 3
 

mmol / L 的乙酸钠( pH 为 4. 6)和 2 倍体积的无水

乙醇( - 20
  

℃ ), 于 - 80
  

℃ 条件下冷冻 20
 

min;
13

 

000
 

r / min 离心 10
 

min,沉淀用 70%的乙醇( -20
  

℃预冷)洗涤两次,65
  

℃ 烘干 10
 

min;加入 100
 

μL
 

TE 重新悬浮沉淀,取其中 5
 

μL 用无菌水稀释 200
倍,用紫外光分光光度计测定 DNA 浓度,再通过

1%琼脂糖凝胶电泳来检测 DNA 质量,之后-20
  

℃
条件下保存备用。
1. 3　 松材线虫高通量测序

将检测合格的松材线虫 DNA 送至武汉未来组

生物公司进行高通量基因组测序。
测序使用平台为 Illumina

 

HiSeq
 

4000,测序方

法为非链特异性、150
 

bp 双末端测序,测序深度>
40×。
1. 4　 数据分析

1. 4. 1　 松材线虫 SNP 位点信息统计

1)下机数据质量控制。 使用 FastQC( http: / /
www. bioinformatics. babraham. ac. uk / projects /
fastqc / )软件查看测序数据 fastq 格式的基本信息、
每条 reads 的质量值、每条序列中碱基的组成、重
复序列出现频率等数据。 若测序质量存在接头未

去除及区域质量过低则用后续软件对原 fastq 文件

进行处理

2)原始数据预处理。 用 CutAdapt 软件去除测

序接头(Adapters)污染序列为,低质量数据过滤则

使用 PERL 脚本完成。
3) 基 因 组 比 对。 用 BWA ( Burrows-wheeler

 

Aligner)软件与本实验室组装的松材线虫全基因组

进行比对, BWA 默认输出文件为未经过排序的

SAM 文件, 用 SAMtools ( http: / / samtools.
 

source-
forge. net / samtools. shtml)软件将 SAM 文件转换为

BAM 文件进行后续分析。

用 Picard ( http: / / broadinstitute. github. io /
picard / )软件过滤比对后的在 PCR 过程中可能产

生的冗余片段; 参数设置为 “ REMOVE _ DUPLI-
CATES = true

 

I = input. bam
 

O = output_sort. bam
 

AS =
false

 

CREATE_INDEX = true”。
4) SNP 位点挖掘。 经由上一步处理的 BAM

文件可作为筛选不同样本间松材线虫 SNP 位点的

输入文件,使用 Freebaye 进行基因组水平的 SNP
挖掘,输出文件格式为 VCF。 参数设置为“ -i

 

-u
 

-
C

 

5
 

-e
 

50
 

--standard-filters
 

--min-coverage
 

10”。
只有当某一个 SNP 位点的支持 reads 达到 10 以

上,序列质量(phred
 

quality
 

score)在 20 以上,比对

分数在 30 以上才认为是一个可靠的 SNP 位点,保
证结果的准确度与可靠性。

5)SNP 位点统计分析。 SNP 位点的相关信息

均保存在 VCF 文件中,具体描述信息可参考( ht-
tp: / / www. internationalgenome. org / wiki / Analysis /
vcf4. 0 / )。 可 以 使 用 VCFtools 软 件 ( http: / /
vcftools. sourceforge. net / ) 结合 PERL 脚本对 VCF
文件进行处理,获得每个样本中的 SNP 数量、纯合

子数量、单个样本所特有的 SNP 数量及突变基因

型等信息,之后将这些信息汇总到 excel 中进行

分析。
1. 4. 2　 松材线虫 SNP 主成分分析

使用基于 R 语言开发的用于大规模 SNP 数据

进行聚类分析以及基因组关联分析的软件包 SNP-
Relate,对上述的 VCF 文件中的 SNP 位点进行低等

位基因频率、连锁不平衡和缺失 SNP 过滤,并将过

滤后的位点进行主成分分析(PCA)。
1. 4. 3　 松材线虫种群分化树的构建

基于上述 SNP 位点使用 Treemix 软件构建系

统发育树。 由于 Treemix 是基于等位基因频率作

为遗传距离计算依据,所以预先使用 Plink-freq 命

令对所有 SNP 位点进行等位基因频率计算,之后

使用参数为“ treemix-noss-global-bootstrap” 进行系

统发育树构建。
1. 5　 特异性 SNP 位点验证

1. 5. 1　 特异性引物设计

运用 PyroMark
 

Assay
 

Design
 

Software
 

2. 0 软件

针对选取的广东位点( scaffold01226:2299)设计特

异性上游引物 GDF、特异性下游引物 GDR 和 SNP
分型引物 GDS,其序列详见表 2。 其中 GDR 引物

在 5′端用生物素进行标记,采用 HPLC 纯化;GDF
和 GDS 引物采用 PAGE 纯化,由南京金斯瑞生物

科技公司合成。
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表 2　 焦磷酸测序引物序列

Table
 

2　 The
 

primer
 

sequence
 

of
 

pyrophosphate
 

sequencing

引物
primer

序列(5′→3′)
sequence(5′→3′)

长度 / bp
length

GC 占比 / %
GC

 

percentage

GDF GTGACAACGGATA
TTTGAATCAGT 24 37. 5

GDR GAAGTGCAGCTCC
TTTATATCACA 24 41. 3

GDS TTAAATACGAATAGGCCA 18 33. 3

待分析序列
TA / GTGCTAATAATTG

AGGTGGGAGTAAG

1. 5. 2　 PCR 反应扩增体系及程序

反应体系:总体积为 50
 

μL,其中包含 Etaq
 

pre-Mix25
 

μL、DNA 模板 2
 

μL、正向引物 2
 

μL、反

向引物 2
 

μL、ddH2O
 

19
 

μL
反应程序:首先在 94

  

℃预变性 5
 

min;其次 94
  

℃变性 30
 

s,51
  

℃退火 30
 

s,72
  

℃ 延伸 30
 

s,此过

程共 30 个循环;最后 72
  

℃延伸 7
 

min。
1. 5. 3　 上机验证

PCR 产物用 1%琼脂糖凝胶电泳检测,检测结

果符合试验要求后,按照 QIAGEN
 

PyroMark
 

Q96
 

ID 实时定量焦磷酸序列分析仪配套说明书进行上

机验证。

2　 结果与分析

2. 1　 松材线虫 SNPs 位点数量统计分析

利用生物信息学软件对上述 30 株松材线虫虫

株 SNPs 位点进行统计分析,结果见表 3。
表 3　 松材线虫 SNPs 位点统计结果

Table
 

3　 Statistical
 

results
 

of
 

SNPs
 

of
  

B. xylophilus

虫株
编号

strains
 

No.

SNP 数量
SNP

 

quantity

纯合子
数量

homozygote
 

quantity

虫株
编号

strains
 

No.

SNP 数量
SNP

 

quantity

纯合子
数量

homozygote
 

quantity

虫株
编号

strains
 

No.

SNP 数量
SNP

 

quantity

纯合子
数量

homozygote
 

quantity

虫株
编号

strains
 

No.

SNP 数量
SNP

 

quantity

纯合子
数量

homozygote
 

quantity

GD01 78
 

245 42
 

428 GD10 1
 

158
 

658 366
 

254 GD18 1
 

427
 

897 354
 

404 GD27 1
 

133
 

600 789
 

063
GD02 1

 

364
 

867 1
 

191
 

744 GD11 1
 

355
 

706 1
 

093
 

659 GD19 1
 

470
 

913 1
 

286
 

806 GD28 945
 

849 729
 

929
GD03 1

 

259
 

223 1
 

065
 

554 GD12 187
 

905 75
 

659 GD20 224
 

466 131
 

091 GD30 1
 

539
 

952 979
 

216
GD04 1

 

211
 

458 930
 

327 GD13 1
 

316
 

302 994
 

812 GD22 109
 

422 27
 

868 GD31 1
 

635
 

962 1
 

310
 

817
GD06 1

 

267
 

277 1
 

052
 

581 GD14 1
 

519
 

325 1
 

088
 

515 GD23 1
 

491
 

737 1
 

337
 

158 GD32 1
 

582
 

278 1
 

218
 

619
GD07 1

 

218
 

974 1
 

034
 

847 GD15 1
 

366
 

426 912
 

553 GD24 422
 

928 61
 

051 GD33 1
 

579
 

436 1
 

040
 

948
GD08 1

 

488
 

095 824
 

213 GD16 1
 

250
 

553 1
 

078
 

640 GD25 219
 

873 32
 

207
GD09 212

 

640 165
 

757 GD17 1
 

365
 

708 1
 

100
 

247 GD26 1
 

021
 

216 694
 

699

　 　 从表 3 可以看出, SNP 数量最多的是 GD31
(1

 

635
 

962), 来自于河源市东源县; 最少的是

GD01(78
 

245),来自于肇庆市封开县。 纯合子数

量最多的是 GD23(1
 

337
 

158),来自于梅州市梅江

区,最少的是 GD22(27
 

868),来自于韶关市曲江

区。 从 总 体 来 看, GD01、 GD09、 GD12、 GD20、
GD22、GD24 和 GD25 这 7 株虫株的 SNP 数量明显

少于其余 23 株虫株,由此可以看出广东省松材线

虫在 SNPs 位点上差异明显,可以通过该分子标记

进行种群类的区分。
2. 2　 松材线虫 SNPs 基因型种类及数量统计分析

通过统计 SNP 位点的突变基因型种类及数

量,发现共有 T->C、C->T、A->G、G->A、G->T、
T->G、C->G、G->C、T->A、A->T、A->C、C->A 这

12 种基因型。 其中 GD01、 GD09、 GD12、 GD20、
GD22、GD24 和 GD25 这 7 株虫株出现频率较高的

基因型为 A->G、C ->G、G->C、T- >C,最高的是

T->C,其次是 A->G(图 1A);其余 23 株虫株则是

A->G、C->T、G->A、T->C 这 4 种基因型出现的

频率较高,最高的是 T->C,其次是 A->G(图 1B)。
这两类相比,出现频率最高和第二的突变基因型均

相同,都是 T->C 和 A->G;但第三和第四峰度的

突变基因型完全不同,此结果也能表明广东省松材

线虫种群间具有遗传差异性。
2. 3　 焦磷酸测序结果分析

为了验证重测序获得 SNP 位点的准确性,笔
者选取了位于 Contig007:3

 

426
 

052 的 SNP 位点进

行焦磷酸测序验证。 这一位点的突变类型为 A->
G,由焦磷酸测序结可知, GD01、 GD09、 GD12、
GD20、GD22、GD24、GD25 这 7 株虫株在该位点为

A,且均为纯合突变(100%);
 

而 GD02、GD03 等其

余 23 株虫株在该位点均为 G,也均为纯合突变。
焦磷酸测序结果与前期重测序分析结果完全一致,
结果真实可靠,可进行进一步的分析研究。
2. 4　 松材线虫群体聚类分析

基于广东省松材线虫虫株的 SNP 位点数据绘

制主成分分析(PCA)图(图 2A)。 由图 2 可知,广
东省松材线虫种群可被划分为 3 个类群( a 类群、
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A. GD01 等 7 株虫株 SNP 信息统计 SNP
 

information
 

statistics
 

of
 

7
 

strains
 

such
 

as
 

GD01;B. 其余 23 株松材线虫虫株 SNP 信息统计 SNP
 

infor-
mation

 

statistics
 

of
 

the
 

remaining
 

23
 

strains.

图 1　 松材线虫虫株 SNP 突变基因型种类及数量统计

Fig. 1　 Statistics
 

of
 

SNP
 

mutations
 

genotypes
  

and
 

quantities
 

of
 

B.
 

xylophilus
 

strains

b 类群和 c 类群),其中 a 类群虫株为 GD01、GD09、
GD12、GD20、GD22、GD24、GD25 这 7 株虫株,与上

述结果一致;而另外 23 株虫株又被分为 2 个类群,
b 类群为 GD11、GD14、GD15、GD16、GD23、GD31、
GD32、GD33 这 8 株虫株,c 类群为 GD02、GD03、
GD04、 GD06、 GD07、 GD08、 GD10、 GD13、 GD17、
GD18、GD19、GD26、GD27、GD28、GD30 这 15 株虫

株。 为进一步说明以上结果,又将所有广东松材线

虫虫株以 Identity-By-State
 

( IBS) 遗传距离作为标

准,进行种群分化树的构建(图 2B)。 由图 2 可知,
种群分化树的结果与 PCA 分类结果完全一致,黑
色类群与 PCA 中的 a 类群完全一致,红色和绿色

类群则分别对应 b、c 类群。 两种分析结果都表明,
广东省松材线虫虽然可以分为 3 个类群,但 a 类群

与其他两类亲缘关系更远,b 类群与 c 类群亲缘关

系相对较近。

A.
 

PCA 主成分分析图 principal
 

component
 

analysis;B. 系统发育树 phylogenetic
 

tree.

图 2　 广东省松材线虫主成分分析及聚类分析

Fig. 2　 Principal
 

component
 

analysis
 

and
 

cluster
 

analysis
 

of
 

B. xylophilus
 

in
 

Guangdong
 

Province

3　 讨　 论

近年来,SNP 标记作为第 3 代分子标记技术得

以迅速发展,被广泛应用于医学[16-18] 、农学[19-24]

等各个领域。 相较于其他分子标记技术,SNP 分

子标记在松材线虫种群遗传多样性方面的研究

极少。
2011 年,Kikuchi 等[25]对松材线虫进行基因组

测序,在全基因组水平上分析其生物学特性。 2013
年 Figueiredo 等[26]使用 SNP 分子标记方法研究来

自葡萄牙、韩国、中国、日本和美国松材线虫虫株的

遗传多样性,结果显示葡萄牙虫株与韩国虫株聚为

一类,中国、美国和日本的虫株分别形成独立的群

集,这也是 SNP 标记首次应用于研究松材线虫种

群遗传多样性。
Zhou 等[9]运用 ISSR 研究中国松材线虫种群
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的遗传多样性时,将不同地理分布的松材线虫聚为

一类,没有表明松材线虫种间的遗传多样性。
Pereira 等[27]研究松材线虫群体遗传时,在松材线

虫中检测到的较低水平的种内多样性。 与上述研

究相比,本研究基于 SNP 分子标记将广东省 30 株

松材线虫虫株分为 3 个类群,表明广东省松材线虫

种群间具有遗传差异性;说明利用 SNP 标记进行

松材线虫种群分化研究较其他分子标记而言更为

可行。
本研究结果表明,a 类群和 b、c 类群在 SNPs

数量、纯合子数量和频率较高的 SNP 突变基因型

种类等方面都有较大差异,焦磷酸测序结果和聚类

分析结果也对此进行了印证,由此可推测 a 类群虫

株与 b、c 类群虫株应该具有不同的传播来源;而
b、c 类群在 SNPs 数量等方面并没有明显差异,只
有 PCA 主成分分析图和系统发育树结果显示可分

为两个类群,但 PCA 主成分分析结果主要以纵坐

标之间的差距为主要差异,横坐标之间的差距产生

的差异较小;从系统发育树中也可以看出,b、c 类

群的遗传距离相差很小,显示亲缘关系较近,结合

上述 SNP 数量等数据分析,推测其具有相同的传

播来源,而其被划分为两个种群,推测其应该没有

或是极少存在交叉入侵,从而慢慢形成了建立者效

应。 本研究收集的虫株都集中在广东省东北部,且
疫点之间距离相对较近,大部分都是邻县,在此情

况下,其松材线虫种群依旧存在较大的遗传差异

性,说明这些年广东省的疫区管理相对较好,控制

了疫木的流通。
本研究表明了运用 SNP 标记对松材线虫病进

行疫源追溯的可行性;后续应继续收集中国不同地

理位置的松材线虫虫株,扩充样本数据库;进一步

研究中国松材线虫种群的遗传多样性,为研究松材

线虫病在我国的传播途径提供理论基础,也为检疫

部门制定相关的病害防控策略提供了依据。
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