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摘  要：以 58 份切花菊为试验材料，调查了脚芽期、现蕾期和盛花期叶片以及盛花期舌状花低温半

致死温度（LT50），利用全基因组关联分析挖掘耐寒性相关优异等位变异和候选基因。结果表明，切花菊

品种不同时期叶片或盛花期舌状花耐寒性变异较大，变异系数均大于 25%；通过主效可加互作可乘

（AMMI）模型的双标图分析筛选出抗寒性强且稳定性较好的品种‘天使’。基于 36 737 个高质量 SNP

位点和混合线性模型的关联分析，共挖掘出 24 个与耐寒性显著关联的 SNP 位点（P < 0.001），其中有 5

个、11 个和 5 个 SNP 位点分别与脚芽期、现蕾期、盛花期叶片耐寒性相关，3 个 SNP 位点与盛花期舌状

花耐寒性相关；5 个 SNP 位点的表型效应值小于–4 ℃，为优异等位变异位点。通过显著性 SNP 位点所在

的 SLAF 标签序列与菊花转录组数据库进行比对分析，筛选得到 5 个候选基因，其中 CL2042.Contig4_All 和

Unigene40993_All 可能与冷胁迫有一定关联。 
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Abstract：In this study，the low semi-lethal temperature（LT50）was investigated for leaves at rhizome 

stage（RS），budding stage（RS），and flowering stage（FS），and ray florets at flowering stage（RFS）

of 58 cut chrysanthemum accessions，and elite alleles and candidate genes relevant to cold tolerance were 

examined using genome-wide association analysis. The results showed that，the cold tolerance varied 

widely for leaves at different stages and ray florets at the flowering stage in the investigated cut 

chrysanthemums，with coefficients of variation larger than 25%. Statistical analysis by the additive main 

effects and multiplicative interaction effects（AMMI）model revealed that several accessions showed stronger 
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cold tolerance and expressed stably across different stages. The genome-wide association analysis based on 

36 737 high-quality SNPs and mixed linear model（MLM）identified a total of 24 SNPs that are 

significantly associated with cold tolerance，each five for RS and FS，11 for BS，and three for RFS. Among 

which，five SNPs showing a phenotypic effect <–4 ℃ should be elite alleles for cold tolerance. Blasting 

the SLAF tags harboring the cold tolerance-associated SNPs with the transcriptomes of chrysanthemum，

CL2042.Contig4_All and Unigene40993_All might function in tolerance to cold stress. 

Keywords：chrysanthemum；cold tolerance；genome-wide association analysis；candidate genes 

 

在观赏植物中，低温胁迫不仅影响花形、花色等观赏性状，降低观赏品质（李崇晖 等，2008；

张洁 等，2011），而且因其生长发育受到限制影响周年生产（Ao et al.，2019）。现有文献表明，植

物耐寒性是一个复杂的数量性状（Wang et al.，2016；Zhang et al.，2018）。关于菊花耐寒性的评价

体系（许瑛和陈发棣，2008）、生理生化机制（李娜 等，2010；Chen et al.，2014）、关键基因挖掘

（Chen et al.，2012；Ren et al.，2014）和种质创新（Chen et al.，2012；迟天华 等，2018）等方面

已有相关报道。近年来，徐婷婷等（2019）通过基于 SRAP 和 SSR 等分子标记的关联分析挖掘到与

菊花耐寒性相关的优异等位变异；马杰等（2018）通过连锁分析解析了菊花舌状花耐寒性的 QTL

效应；Ao 等（2019）通过连锁分析解析了菊花不同生长阶段叶片耐寒性的 QTL 效应。尽管如此，

目前关于菊花耐寒性遗传机制仍不十分明确。 

本研究中调查了 58 份切花菊种质材料脚芽期、现蕾期和盛花期叶片以及盛花期舌状花低温半致

死温度（semi-lethal temperature，LT50）的遗传变异，利用基于高通量 SNP 标记的全基因组关联分

析挖掘耐寒性相关等位变异和候选基因，以期为菊花耐寒性育种和分子标记辅助选择提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料及其耐寒性测定 

供试材料为保存于南京农业大学中国菊花种质资源保存中心的 58 个切花菊品种。于 2016 年 7

月采取插穗进行扦插，8 月下旬定植于南京市江宁区湖熟现代农业示范园，进行常规管理。 

于脚芽期（越冬后 90%植株长出脚芽）、现蕾期和盛花期（张飞 等，2011）取 58 个切花菊品

种的第 4 ~ 5 片叶（位置与大小基本相同），每个时期取 15 ~ 30 片。于盛花期根据舌状花大小取 1

朵、3 朵或 6 朵花序的舌状花，用去离子水漂洗 3 次，再用去离子水浸润的纱布包裹并放于试管中，

置于 4 ℃冰箱过夜备用。次日使用低温循环仪（Polyscience 公司，9610 型）进行低温循环处理：现

蕾期叶片为 3、0、–3、–6 和–9 ℃，盛花期叶片和舌状花为 0、–3、–6、–9 和–12 ℃，脚芽

期叶片为–3、–6、–9、–12 和–15 ℃，各温度处理 1 h，匀速降温 30 min。每个低温处理结束

后，取出置于 4 ℃冰箱解冻。将每个低温处理的叶片和花瓣分装于试管，再加入 25 mL 去离子水浸

泡约 15 h，使用电导率测定仪（上海雷磁仪器，DDS-307 型）测定叶片煮沸前电导率，沸水浴 15 min

后冷却至室温并测定其煮沸后电导率，计算相对电导率。3 次重复，取平均值。 

参照许瑛和陈发棣（2008）方法，利用 Logistic 方程计算半致死温度（LT50），评价耐寒性。用

R 语言 agricolae 软件包进行主效可加互作可乘（AMMI）模型的双标图分析，以检测不同品种抗寒

性及其稳定性。 



范宏虹，徐婷婷，苏江硕，孙  炜，种昕冉，管志勇，房伟民，陈发棣，张  飞. 
切花菊耐寒性相关 SNP 位点挖掘与候选基因分析. 
园艺学报，2019，46 (11)：2201–2212.                                                                                 2203 

 

1.2  SNP 基因分型和群体结构分析 

利用 Chong 等（2016）前期报道的 SNP 分型数据，基于次要基因型频率（MAF）大于 0.05 和

SNP 完整度大于 80%的标准过滤掉低质量的 SNP 后，共获得 36 737 个高质量 SNP 用于遗传变异和

种群结构研究。最佳 K 值、群体结构分析、主成分分析（PCA）以及系统发育树的构建参照 Su 等

（2019）的方法。 

1.3  全基因组关联分析 

应用 GAPIT 软件中的混合线性模型（mixed linear model，MLM）同时将主成分和亲缘关系矩

阵作为协变量计入模型中进行叶片和舌状花 LT50 与分子标记的全基因组关联分析。基于关联分析结

果，根据 Su 等（2016）报道的计算方法分析与目标性状显著相关的 SNP 等位基因位点。基于叶片

和舌状花低温半致死温度的平均值，通过比较具有有利等位基因种质与含有不利等位基因种质的平

均表型值，估计在不同时期叶片或舌状花中检测到的每个 SNP 等位基因位点的表型效应，即有利等

位基因种质的平均表型值–不利等位基因种质的平均表型值。本研究中有利 LT50表型效应值为负数。 

1.4  候选基因的筛选 

将检测到的与切花菊耐寒性显著相关的 SNP 位点所在 SLAF 序列与菊花‘优香’和‘神马’转

录组数据库进行 BLASTX 比对（E-value < 1.0 × 10-5），并对 Nr 和 Swiss-Prot 数据库进行功能注释，

筛选潜在的候选基因。 

2  结果与分析 

2.1  切花菊耐寒性的遗传变异 

58 个切花菊品种各时期耐寒性（LT50）数据见表 1。脚芽期、现蕾期、盛花期叶片以及舌状花

LT50 范围分别为–15.74 ~–1.03、–5.26 ~ 5.68、–8.99 ~ 3.01 和–6.97 ~ 1.53 ℃，平均值分别为

–9.04、–2.15、–4.22 和–4.25 ℃，现蕾期叶片的 LT50 相对较高，脚芽期较低（表 2）。 

各时期叶片和盛花期舌状花 LT50 的变异系数均大于 25%，说明各时期耐寒性离散程度较大；尤

其是现蕾期叶片的变异系数超过 100%，变异极大。LT50 在各时期偏度和峰度范围在 0.05 ~ 1.31 和

1.03 ~ 2.75 之间（表 2），密度分布曲线（图 1）显示脚芽期和盛花期叶片呈连续性较好的正态分布

趋势，现蕾期叶片呈现出双峰曲线分布趋势，而盛花期舌状花略呈偏态分布，表明菊花耐寒性是由

多基因控制的复杂数量性状。 

基于 AMMI 模型将 G × E 进行多个维度的分解，可以分析品种各种性状的稳定性和适应性。以

58 份切花菊各时期叶片和盛花期舌状花 LT50 为 X 轴，以 G × E 分解的 IPCA1（第一主成分）为 Y

轴，以 IPCA1 值为 0 做一条水平线，其中水平方向，横坐标越小，抗逆性越强；垂直方向，越靠近

水平线，品种越稳定。从 AMMI 双标图（图 2）上可以看出‘天使’（bl）耐寒性和稳定性较好，‘草

莓菊’（db）耐寒性较好但稳定性一般。 
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表 1  切花菊脚芽期、现蕾期、盛花期叶片和盛花期舌状花的低温半致死温度 

Table 1  LT50 of leaf at rhizome stage，budding stage，flowering stage and ray floret at flowering stage of cut chrysanthemum    ℃ 

编号 
Code 

品种 
Cultivar 

叶片 Leaf 
盛花期舌状花 
Ray floret at flowering stage 

脚芽期 
Rhizome stage 

现蕾期 
Budding stage 

盛花期 
Flowering stage 

ad 香槟红 Biarritz Red –7.22 –0.25 –4.18 –2.76 
ae Q2-17 –7.25 –2.63 –4.01 –3.72 
aj 紫红托桂 Zihong Tuogui  –8.50 –3.43 –4.45 –5.61 
am Q4-1 –8.04 –4.19 –3.05 –3.72 
an 憩风车 Xifengche –8.75 –3.37 –4.73 –4.28 
ao 一品黄 Yipinhuang –9.21 –4.06 –6.07 –4.93 
au 粉沙姆 Samos Dark –8.42 –0.97 –4.09 –6.63 
ay 红黄复色 Honghuangfuse –11.43 –3.85 –7.04 –2.57 
bc 史泰白 Stallion White –12.57 –1.47 –5.11 –2.10 
be 粉安娜 Anastasia Pink –6.83 –4.24 –3.97 –2.04 
bg 玛丽 Marimo –11.33 –4.07 –5.59 –5.46 
bh Q1-57 –9.87 1.27 –4.27 –4.25 
bj 小丽 Xiaoli –6.62 –4.68 –4.49 –2.92 
bl 天使 Angelina –13.21 –4.09 –8.99 –6.97 
bm 馒头菊 Cayman –8.96 –2.81 –3.13 –4.75 
bn QD3-6 –9.98 –0.84 –6.60 –4.05 
bo 香槟黄 Biarritz Yellow –1.03 2.65 –3.88 –3.51 
cc 蒙淡黄 Monalis Cream –13.87 –3.38 –4.92 –4.47 
cf 秀幔戴花 Xiuman Daihua –9.47 –1.39 –5.09 –6.84 
co Q1-22 –12.04 –2.92 –3.50 –3.65 
cp Wembley –8.14 –1.04 –3.30 –3.60 
cs 南农紫唇 Nannong Zichun –7.70 –4.35 0.35 –5.69 
db 草莓菊 Finch –15.74 –0.30 –7.46 –7.83 
dd 红小 Hongxiao –8.20 0.72 –4.51 –3.25 
dk 黄天赞 Zembla Sunny –6.87 –4.67 –4.64 –3.25 
dm Q1-17 –10.35 –0.49 –8.30 –4.48 
dq 黄玉 Huangyu –7.08 –0.94 –5.33 –4.62 
dr 清露 Puma Sunny –9.04 –4.02 2.08 –2.99 
du 黄切菊 Huangqieju –10.84 –4.11 –3.06 –3.84 
dv 南农菲紫 Nanong Feizi –8.22 –3.42 0.71 –5.64 
dy 蒙白 Monalisa –9.68 –4.25 –8.45 –4.58 
ee 顺发 Shunfa –11.21 –6.08 –3.23 –3.81 
eh Q1-65 –9.85 1.27 –1.13 –2.63 
ek Isis –8.68 –2.81 –3.10 –4.96 
en 翠心 Cuixin –8.30 –7.13 –7.76 –5.33 
eq Q1-18 –8.16 –4.15 –4.44 –5.85 
ev Q2-5 –9.71 –3.98 –3.38 –4.24 
fb Statesman –9.26 –3.92 –3.87 –6.64 
fg Q2-16 –10.04 –3.95 –3.14 –5.22 
fh 南农功勋 Nanong Gongxun –7.36 –4.66 –4.52 –6.11 
fl Q5-4 –5.56 –4.08 –4.00 –3.26 
fm 紫冠 Ziguan –6.52 –3.90 –3.83 –3.92 
fp 黄绿乒乓 Huanglü Pingpang –9.53 –3.45 –3.16 –5.74 
fr 诺亚 Noa –13.28 0.78 –3.78 –3.17 
fw Q1-3 –9.35 –2.70 –8.17 –2.66 
fx 神马 Jinba –8.91 –4.26 –0.57 –4.60 
fz QD1-4 –10.09 –4.21 –2.02 –3.53 
ge Q3-2 –8.09 –3.93 –2.18 –6.11 
gg 南农雪峰 Nannong Xuefeng –9.47 –4.54 –7.07 –4.50 
gh 阿里格斯 Aligues –8.47 –2.40 –4.28 –3.51 
gi Q4-3 –10.97 –5.26 –5.76 –4.38 
gj 绿心小菊 Puma White –8.22 –0.78 –4.88 –5.54 
go Q1-16 –7.47 0.31 –5.61 –3.84 
gx 南农红霞 Nannong Hongxia –8.84 –3.88 –5.48 –2.65 
hb 经典 Classic –9.47 –3.95 –5.13 –4.31 
hd Grand Rose –4.83 –4.30 –5.42 –6.19 
he 绿安娜 Anastasia Dark Green –7.85 –3.64 –4.62 –5.99 
hr Q1-15 –8.46 –0.30 –4.21 –2.26 
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表 2  58 个切花菊品种脚芽期、现蕾期、盛花期的叶片和盛花期舌状花耐寒性（LT50）统计 

Table 2  Descriptive statistics of cold tolerance（LT50）of leaf at rhizome stage, budding stage, flowering stage and ray floret  

at flowering stage among 58 cut chrysanthemum cultivars 

时期 
Stage 

部位 Part 
最小值/℃ 

Minimum 
最大值/℃ 
Maximum 

平均值/℃ 
Mean 

标准偏差/℃ 
Standard 
deviation 

变异系数/% 
CV 

偏度 
Skewness 

峰度 
Kurtosis 

脚芽期 Rhizome stage 叶片 Leaf –15.74 –1.03 –9.04 2.29 25.33 0.05 2.75 

现蕾期 Budding stage 叶片 Leaf –5.26 5.68 –2.15 2.63 122.32 1.31 1.03 

盛花期 Flowering stage 叶片 Leaf –8.99 3.01 –4.22 2.34 55.45 0.68 1.67 

 舌状花 Ray floret –6.97 1.53 –4.25 1.50 35.29 0.76 2.53 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1  58 个切花菊品种脚芽期、现蕾期、盛花期的叶片和盛花期舌状花耐寒性（LT50）的分布图 

Fig. 1  Density distributions of cold tolerance（LT50）of leaf at rhizome stage，budding stage，flowering stage and ray floret at flowering stage 

among the 58 cut chrysanthemum cultivars 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2  切花菊不同时期耐寒性的 AMMI 模型双标图 

Fig. 2  Biplot of AMMI model for the cold tolerance of cut chrysanthemums at different growth stages 
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图 3  58 个切花菊品种的最佳 K 值 

Fig. 3  K value of the 58 cut chrysanthemum cultivars 

2.2  群体遗传结构分析 

基于 36 737 个高质量 SNP 标记进行群体

结构、主成分（PCA）和聚类分析。根据最小

交叉验证误差值，确定最佳分群 K 值为 3（图

3），将 58 个菊花品种分为 3 个亚群 Q1、Q2、

Q3（图 4），PCA 结果（图 5）与群体结构的划

分基本一致。聚类分析（图 6）将 58 个菊花品

种主要分为三大类，第一类包括全部的 Q1 亚

群和大部分 Q3 亚群，第二类和第三类主要由

Q2 和 Q3 亚群组成。第二类中有 14 个品种为

切花小菊（87.5%），其中 85.7%的资源来源欧

洲。脚芽期、现蕾期、盛花期叶片和盛花期舌

状花的 LT50，Q1 亚群分别为–10.21、–4.05、

–4.96 和–4.63 ℃；Q2 亚群分别为–9.68、–2.99、–5.26 和–4.84 ℃；Q3 亚群分别为–8.70、–2.68、

–4.00 和–4.24 ℃，可见 3 个亚群间的 LT50 无显著差异。 

 

 
图 4  58 个切花菊品种的群体结构 

Fig. 4  Population structureof the 58 cut chrysanthemum cultivars 

 

 

图 5  58 个切花菊品种的 PCA 图 

Fig. 5  PCAof the 58 cut chrysanthemum cultivars 
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图 6  58 个切花菊品种邻接法系统发育树 

Fig. 6  Neighbor-joining phylogenetic tree of the 58 cut chrysanthemum cultivars 

 

2.3  全基因组关联分析 

通过 GAPIT 的 MLM 方法对 58 份切花菊脚芽期、现蕾期、盛花期叶片和盛花期舌状花耐寒性

（LT50）进行关联分析，在 P < 0.001 的阈值下共检测到 24 个与耐寒性显著关联的 SNP 位点（表 3），

其中与脚芽期、现蕾期、盛花期叶片 LT50 相关的分别有 5 个、11 个和 5 个，与盛花期舌状花 LT50

相关的有 3 个。在这 24 个 SNP 位点中，Marker1039053（48 bp）、Marker18607（162 bp）、Marker9452

（61 bp）、Marker10609（69 bp）和 Marker5277（51 bp）等 5 个 SNP 位点具有较小的表型效应值

（<–4），在携带有利和不利等位位点变异的切花菊品种之间 LT50 的差异达到显著（P < 0.05）或

极显著（P < 0.01）水平，为优异等位变异（表 3，图 7）。 

 
表 3  与切花菊耐寒性相关的显著 SNP 位点 

Table 3  Significant SNP loci associated with cold tolerance in cut chrysanthemum 

时期 
Stage 

SNP 位点（bp） 
SNP position（bp） 

P 值 
P value 

优异等位位点（粗体）

Favorble alleles（bold）
等位基因效应估计 
Allelic effect estimate 

表型效应值 
Phenotypic effect 

脚芽期 
Rhizome stage 

Marker1039053（48 bp） 3.06E-04 A/G/R –2.41  –6.44** 
Marker26602（126 bp） 6.57E-04 G/A/R 1.74  –3.80** 
Marker18607（162 bp） 6.81E-04 C/T/Y 1.79  –4.84** 
Marker9452（61 bp） 8.22E-04 G/A/R 2.21  –4.93** 
Marker387963（21 bp） 9.59E-04 C/A/M –2.25  –2.97** 

现蕾期 
Budding stage 

Marker50841（23 bp） 2.41E-04 T/C/Y –1.60  –3.28** 
Marker15186（14 bp） 2.71E-04 A/G/R –2.31  –1.61 
Marker10255（22 bp） 2.86E-04 G/T/K –2.22  –1.16 
Marker18525（29 bp） 3.49E-04 G/R –2.12  –2.40** 
Marker10609（69 bp） 3.78E-04 T/C/Y 2.71  –4.99* 
Marker15186（6 bp） 5.37E-04 C/T/Y –2.24  –1.67 
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续表 3      
时期 
Stage 

SNP 位点（bp） 
SNP position（bp） 

P 值 
P value 

优异等位位点（粗体）

Favorble alleles（bold）
等位基因效应估计 
Allelic effect estimate 

表型效应值 
Phenotypic effect 

 Marker19825（86 bp） 5.40E-04 T/Y –2.36  –1.67* 
 Marker27458（120 bp） 6.34E-04 A/G/R 1.75  –2.01 
 Marker27458（171 bp） 6.34E-04 G/A/R 1.75  –2.01 
 Marker5277（51 bp） 6.56E-04 G/T/K –1.85  –5.75* 
 Marker5041（206 bp） 9.06E-04 T/Y –2.75  –2.13** 
盛花期 
Flowering stage 

Marker13229（156 bp） 2.51E-04 A/G/R –2.29  –2.34** 
Marker6603（205 bp） 5.10E-04 G/A/R 2.16  –2.17 
Marker14732（53 bp） 6.45E-04 G/A/R –1.83  –3.71** 
Marker384075（152 bp） 8.82E-04 C/T/Y –1.26  –2.30** 
Marker6606（58 bp） 9.34E-04 C/A/M –1.61  –2.47** 

盛花期（舌状花） 
Flowering stage 
（Ray floret） 

Marker20556（17 bp） 3.88E-04 C/T/Y 1.16  –1.31 

Marker7493（185 bp） 4.56E-04 C/T/Y 1.24  –1.42 

Marker4043（62 bp） 4.59E-04 G/R 1.39  –1.15 

R：A/G，Y：C/T，M：C/A，K：G/T；*P < 0.05，**P < 0.01. 

 

 

图 7  携带有利（F）和不利（U）等位位点变异的切花菊品种 LT50 差异分布 

括号内数值为对应的个体数；*，**分别代表 Student’s t test 检验在 P < 0.05 和 P < 0.01 水平上有显著差异。 

Fig. 7  Box plots indicating the variation of LT50 between the cut chrysanthemum accessions carrying favorable（F） 

and unfavorable（U）allele 

The number of individuals for each allele is given in parenthesis；*，** means different at P < 0.05 and P < 0.01，respectively， 

as calculated by Student’s t test. 

 

2.4  候选基因分析 

将显著 SNP 位点所在 SLAF 标签序列与菊花‘优香’和‘神马’转录组数据库进行 BLASTX

比对，挖掘到 5 个候选基因，其功能注释见表 4。在‘优香’转录组库中筛到 4 个 SLAF 标签。其

中两个与脚芽期叶片耐寒性相关：Marker1039053（48 bp）定位到的候选基因为 Unigene35739_All，

编码羧基末端加工肽酶 3、D1 C–末端处理蛋白酶 3、光系统ⅡD1 蛋白加工肽酶 3；Marker26602
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（126 bp）定位到的候选基因为 CL2978.Contig39_All，编码丝氨酸/苏氨酸–蛋白激酶 11–互作蛋白。

一个与盛花期叶片耐寒性相关的 SLAF 标签 Marker6606-（58 bp）定位到的候选基因为

CL2042.Contig4_All，编码囊泡相关膜蛋白 727，与 AtVAMP727 基因有关。另一个与盛花期舌状花

耐寒性相关的 SLAF 标签 Marker7493（185 bp）定位到 CL6358.Contig1_All 候选基因，编码转座子

Ty3-G Gag-Pol 多聚蛋白、转座子 Ty3-1 TYA-TYB 多聚蛋白。 

在‘神马’转录组库中筛到 1 个 SLAF 标签 Marker18607（162 bp）定位到的候选基因为

Unigene40993_All，可能与 AtMg00810 相关，编码非典型线粒体蛋白。据报道该线粒体蛋白的相关

水平与耐寒性具有一定的关联。 

 
表 4  与切花菊耐寒性相关的候选基因列表 

Table 4  List of candidate genes associated with cold tolerance 

SLAF 标签 
SLAF tag 

候选基因 
Candidate gene 

E–valuea 
功能注释 
Functional annotation 

Marker18607（162 bp） Unigene40993_All 2.00E-46 非典型线粒体蛋白 AtMg00810  
Uncharacterized mitochondrial protein AtMg00810 

Marker7493（185 bp） CL6358.Contig1_All 8.00E-32 转座子 Ty3-G Gag-Pol 多聚蛋白，转座子 Ty3-1 TYA-TYB 多聚蛋白  
Transposon Ty3-G Gag-Pol polyprotein，transposon Ty3-1 TYA-TYB polyprotein

Marker6606（58 bp） CL2042.Contig4_All 7.00E-26 囊泡相关膜蛋白 727 AtVAMP727 
Vesicle-associated membrane protein 727 AtVAMP727 

Marker1039053（48 bp）Unigene35739_All 4.00E-24 羧基末端加工肽酶 3，D1 C–末端处理蛋白酶 3，光系统Ⅱ D1 蛋白加工肽酶

Carboxyl-terminal-processing peptidase 3, D1 C-terminal processing protease 3, 
Photosystem Ⅱ D1 protein processing peptidase 3 

Marker26602（126 bp） CL2978.Contig39_All 1.00E-12 丝氨酸/苏氨酸–蛋白激酶 11 互作蛋白 
Serine/threonine-protein kinase 11-interacting protein 

注：a 表示基于 E 值 < 10-5 的‘神马’和‘优香’转录组文库中显著相关的 SLAF 序列。 

Note：a indicates the significantly associated SLAF sequences blast with transcriptome library of‘Jinba’and‘Yuuka’respectively based on 

E-value < 10-5. 

3  讨论 

菊花许多重要性状受多基因控制并且易受环境因素的影响，通过常规育种方法选择效率低，因

此，很有必要开发与目标性状紧密连锁的标记并用于分子标记辅助育种。以往在菊花主要性状相关

的分子标记挖掘中，主要利用 SRAP、SSR、SCoT 等基于凝胶电泳的分子标记类型（Wang et al.，

2014；Su et al.，2016；Fu et al.，2018；Yang et al.，2019），扩增多态性有限，且由于缺乏菊花基因

组很难挖掘相关候选基因。与这些传统分子标记相比，SNP 分子标记具有高丰度、高稳定性和高通

量等特点（Isaksson et al.，2000；Gupta et al.，2001），目前已用于菊花连锁作图（van Geest et al.，

2017a，2017b）和重要观赏性状以及耐涝性关联分析（Chong et al.，2016，2019；Su et al.，2019），

进一步推动了菊花分子标记辅助育种研究。 

目前关于菊花耐寒性的分子标记研究主要是基于传统分子标记（马杰 等，2018；Ao et al.，2019；

徐婷婷 等，2019），帮助理解相关数量遗传机制，但是用于分子标记辅助育种的潜力有限。本研究

中在前期 SNP 分子标记开发（Chong et al.，2016）和耐寒性鉴定（徐婷婷，2018）的基础上，利用

全基因组关联分析挖掘到 24 个 SNP 位点与脚芽期、现蕾期、盛花期叶片以及盛花期舌状花耐寒性

显著相关。但是，不同时期的 SNP 位点不一致，可能的原因是切花菊耐寒性是由多基因控制的数量

遗传性状，受环境因素影响较大。另外，本研究中有 5 个优异 SNP 位点表型效应均在–4 ℃以下，

这些耐寒性优异 SNP 位点的挖掘为今后 CAPS/dCAPS 分子标记开发和育种研究奠定重要基础
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（Chong et al.，2019；Su et al.，2019）。 

本研究中在‘优香’转录组库和‘神马’转录组库中筛选到 5 个候选基因。‘优香’数据库中的

候选基因 CL6358.Contig1_All 与 Ty3 元件具有一定的联系。据报道，Ty3 是与 tRNA 基因相关的酿

酒酵母（Saccharomyces cerevisiae）反转录转座子（Hansen & Sandmeyer，1990），TYA3-1 和 TYB3-1

是该转座子感受态 Ty3 元件 Ty3-1 的两个重叠的开放阅读框，其编码蛋白分别与逆转录病毒 gag 和

pol 基因的蛋白产物具有同源性。CL2042.Contig4_All 候选基因编码囊泡相关膜蛋白 727（VAMP727），

VAMP 家族是一类 SNARE（可溶性 N–乙基马来酰亚胺敏感性因子附着蛋白受体）蛋白。Zhang 等

（2015）研究发现，拟南芥中 VAMP721 可与 KAT1 和 KC1 的 K+通道相互作用以在质膜中中和 K+

电流；Leshem 等（2007）的研究表明，抑制 AtVAMP7C 的表达以及促进突变体基因的表达能够抑

制含 H2O2 的囊泡与液泡膜的融合，通过维持 ΔpH 改善液泡功能，减少从液泡中释放 Ca2+，而 Ca2+

的释放可触发干旱胁迫、盐胁迫和冷胁迫等各种应激相关的信号传导途径（Knight et al.，1996，2010）。

Unigene35739_All 基因参与编码羧基末端加工肽酶 3、D1 C–末端处理蛋白酶 3、光系统ⅡD1 蛋白

加工肽酶 3。这些蛋白酶参与光系统Ⅱ叶绿体 D1 蛋白的 C 末端加工，该蛋白的水解加工对于光合

放氧复合物四核锰簇的组装是必要的。在‘神马’转录组库中筛选得到的候选基因 Unigene40993_All

可能与编码非典型线粒体蛋白 AtMg00810 有相关联系。Gołębiowska-Pikania 等（2017）分析了冬大

麦中受冷锻炼诱导的蛋白质丰度的变化，发现 AtMg00810 的相对水平与冷耐受性显著相关。因此，

本研究中挖掘的候选基因 CL2042.Contig4_All 和 Unigene40993_All 可能与冷胁迫具有一定关联，今

后可作进一步鉴定。 
现有文献表明关联分析的准确性与标记数量、样本大小、目标表型准确性和统计方法等因素密

切相关（Long & Langley，1999；Zhu et al.，2008；Su et al.，2019）。本研究中虽然 SNP 标记数量

（36 737）较大，但是切花菊品种样本（58）较小，可能影响关联分析结果的精确度。本研究中，

24 个耐寒性显著关联 SNP 位点（P < 0.001）在通过 Bofferrni 矫正后（P ≤ 0.05/36 737 = 1.36E-6）

均未达显著水平。事实上，目前绝大多数关联分析均达不到 Bofferrni 矫正后的显著水平，而常采用

P < 0.01 或 0.001 等作为阈值用于显著分子标记位点的挖掘（Soltani et al.，2017；Aynana et al.，2018；

Su et al.，2019），而且本研究中获得的 SNP 位点在耐寒表型效应方面差异较大，说明本研究结果可

靠性强。尽管如此，在今后研究中应进一步增加样本规模以提高优异等位变异位点的检出率。 
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