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基于TRAP标记的苹果属种间遗传多样性分析

索相敏，郝 婕，冯建忠，鄢新民，王献革，李学营*

（河北省农林科学院石家庄果树研究所，石家庄 050061）

摘 要：【目的】了解苹果属资源遗传多样性，以期为种间亲缘关系分析提供分子水平上的可靠依据。【方法】利用

TRAP（Target Region Amplified Polymorphism）分子标记对苹果属 30个种和梨属 3个种共 33份材料进行了遗传多样性

分析。【结果】筛选出的16对引物组合共扩增出407条有效条带，其中多态性条带404条，多态性百分率达99.26%。UP-

GMA聚类结果显示，当遗传相似系数GS=0.666时能很好地区分苹果属与梨属材料，当GS=0.680时可将苹果属 30个

种分为Ⅰ和Ⅱ两个亚类。主坐标分析中材料所属类群同UPGMA聚类结果有较高的符合度，基本与传统系谱一致。

但群体结构分析结果同UPGMA聚类和主坐标聚类结果有一定的差异性，其中 23份材料的协变量Q值≥0.6，亲缘关系

相对单一。【结论】开发出TRAP标记引物组合 16对，可有效地区分苹果属种质材料的遗传多样性，为苹果属种间亲缘

关系分析提供了新的分子证据。

关键词：苹果属；遗传多样性；TRAP标记；群体结构分析

中图分类号：S661.1 文献标志码：A 文章编号：1009-9980（2019）12-1609-10

收稿日期：2019-05-28 接受日期：2019-10-18

基金项目：国家苹果产业技术体系专项资金（CARS-27）；河北省科技支撑计划项目（16226312D-2）；河北省农林科学院创新工程课题资

助；河北省农林科学院人才工程课题资助

作者简介：索相敏，女，副研究员，硕士，主要从事果树资源与育种研究。Tel：13833138757，E-mail：suoxiangmin@126.com

*通信作者Author for correspondence. Tel：13731163696，E-mail：nkylxy@126.com

果 树 学 报 2019，36（12）：1609-1618

Journal of Fruit Science

Analysis of genetic diversity of Malus species resources by TRAP markers
SUO Xiangmin, HAO Jie, FENG Jianzhong, YAN Xinmin, WANG Xian’ge, LI Xueying*

（Shijiazhuang Pomology Institute, Hebei Academy of Agriculture and Forestry Sciences, Shijiazhuang 050061, Hebei, China）

Abstract:【Objective】Malus Mill. is a germplasm resource with important economic value in fruit culti-

vation and production. Breeders often use the interspecific hybridization for rootstock breeding. The ge-

netic diversity analysis of parental materials would significantly effect apple breeding. Although there

are abundant data available for the study of genetic evolutionary classification of apple plants, there are

controversies on the standards of classification of different based on for different methods. The TRAP

marker has the characteristics of good polymorphism, high stability and easy operation. In this study,

we developed more genomes of 30 species of Malus and 3 species of Prunus by developing TRAP

markers for phylogenetic evolution studies, from EST sequences. The genetic diversity information of

apple genus was revealed horizontally, which would provide reference for the identification of genus re-

lationship, parental selection, evolution analysis and utilization of germplasm resources.【Methods】

DNA was extracted from young leaves of 30 species of Malus and 3 species of Pyrus by improved

CTAB method. PCR amplification was performed using 4 fixed primers and 8 random primers, agarose

gel electrophoresis detection. The genetic similarity coefficient (GS) was calculated by NTSYS-PC soft-

ware, and cluster analysis was performed by unweight pair group method using arithmetic averages

(UPGMA). The main coordinate analysis was performed using the EIGEN program. The population ge-

netic structure of the test materials was analyzed using Structure 2.3.1 software. Three species of pear

were used as tests for reliability in data statistics.【Results】In this study, 16 pairs of primer combinations

amplified 407 effective fragments in 33 samples, with the fragment size ranged from 100 bp to 1 200
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苹果属（Malus Mill.）为果树栽培和生产中具有

重要经济价值的种质资源，育种者常常利用种间远

缘杂交进行砧木育种，亲本材料的遗传多样性分析

对苹果育种发展有着重要意义[1-3]。苹果属植物遗传

进化分类研究已有丰富的资料可查，但基于不同方

式，不同标准的分类存在较大的争议[4-7]。基于近年

分子技术的发展，利用分子标记技术揭示苹果种质

资源材料间的亲缘关系，从基因组水平上分析材料

间的差异性，进而辅助育种工作者选择适宜的苹果

杂交亲本组合已经成为主流 [8-11]。但是不同标记揭

bp, of which 404 were polymorphic, and the average percentage of polymorphic was 99.26%. The num-

ber of alleles amplified by each primer combination was between 17 and 50, and the average number of

alleles amplified by each primer pair was 25.44. UPGMA cluster analysis showed that the average ge-

netic similarity coefficient GS of 33 species of Malus and Pyrus was 0.711, of which 30 species of Ma-

lus were GS=0.725. When GS=0.666, three species of Pyrus could be regarded as the first major group,

while the other 30 species of Malus could be regarded as the second largest category. When GS=0.680,

30 species of Malus could be divided into two subgroups, three species of M. doumeri, M. ioensis and

M. angustifolia could be divided into one subgroup, and the other 27 species could be divided into an-

other subgroup. Using the principal coordinate analysis method, which is the same as the UPGMA meth-

od, 33 test materials were divided into 3 categories. The three species of pear were in the first major-

group; the three species of M. doumeri, M. ioensis and M. angustifolia of the apple genus were in the

second largest category, and the other 27 species were in the third largest category. The third category

coulf be divided into four sub-categories. The first sub-categories included M. komarovii, M. ombrophil-

ia and M. yunnanensis, the M. ombrophilia and M. yunnanensis were closely related. The second subcat-

egory included three materials of the M. sikkihensis, M. toringoides and M. transitoria. The third sub-

class includes: M. baccata, M. mandshurica, M. rockii, M. hupehensis, M. spectabilis, M. micromalus,

M. sieboldii, M. kansuensis, M. prattii, M honanensis, M. soulardii and M. xiaojininensis; the fourth

subcategory included M. halliana, M. sieversii, M. asiatica var. rinki, M. prunifolia, M. robusta, M. do-

mestica subsp. chinensis, M. orientalis, M. sylvestris and M. fusca. Structure 2.3.1 software divided 33

test materials into three subgroups, the first subgroup included 13 species of M. baccata, M. mandshuri-

ca, M. rockii, M. sikkihensis, M. sieboldii, M. kansuensis, M. komarovii, M. toringoides, M. transitoria,

M. ombrophilia, M. yunnanensis, M. xiaojininensis and M. ioensis. The second subgroup included 15

species of M. hupehensis, M. halliana, M. sieversii, M. asiatica var. rinki, M. prunifolia, M. spectabilis,

M. micromalus, M. prattii, M. honanensis, M. soulardii, M. robusta, M. domestica subsp. chinensis, M.

orientalis, M. sylvestris and M. fusca. The third subgroup included Malus doumeri, Malus angustifolia,

and three pear species of P. bretschneideri, P. pyrifolia and P. communis. It seemed that the UPGMA

clustering graph and the main coordinate clustering results were similar to the traditional pedigree, but

there were obvious differences in the classification order of the group and the system. The results of

population structure analysis were different from the cluster analysis of genetic similarity coefficient

and the analysis of principal coordinate clustering.【Conclusion】The 16 pairs of TRAP markers were

developed using TRAP marker technology for the genetic diversity analysis of apple germplasm materi-

als . From the EST level, there were 33 species of apple species and 3 species of pear genus. The analy-

sis results showed that the clustering results of UPGMA method and the main coordinate clustering re-

sults were similar, which is similar to the traditional pedigree, but there are some differences between

the clustering results and the analysis of the population results. Relationship analysis provided molecu-

lar evidence for the relationship between the species of Malus genus.

Key words: Malus Mill.; Genetic diversity; TRAP; Group structure analysis
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表 1 供试材料

Table 1 Materials used in the experiment

编号
Code

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

材料名称
Material name

山荆子
Malus baccata
毛山荆子
Malus mandshurica
丽江山荆子
Malus rockii
湖北海棠
Malus hupehensis
垂丝海棠
Malus halliana
锡金海棠
Malus sikkihensis
新疆野苹果
Malus sieversii
槟子**
Malus asiatica var. rinki
楸子
Malus prunifolia
海棠花
Malus spectabilis
西府海棠
Malus micromalus
三叶海棠
Malus sieboldii
陇东海棠
Malus kansuensis
山楂海棠
Malus komarovii
变叶海棠
Malus toringoides
花叶海棠
Malus transitoria
西蜀海棠
Malus prattii
沧江海棠
Malus ombrophilia
河南海棠
Malus honanensis
滇池海棠
Malus yunnanensis
台湾林檎
Malus doumeri
大鲜果
Malus soulardii
小金海棠
Malus xiaojininensis
扁棱海棠
Malus robusta
中国苹果
Malus domestica
subsp chinensis
草原海棠
Malus ioensis
东方苹果
Malus orientalis
森林苹果
Malus sylvestris
窄叶海棠
Malus angustifolia
褐海棠
Malus fusca
白梨*
Pyrus bretschneideri
砂梨*
Pyrus pyrifolia

西洋梨*
Pyrus communis

学名
Latin name

Malus baccata
（L.）Borkh.
Malus mandshurica
（Komorov.）Likh.
Malus rockii
Schneid.
Malus hupehensis
（Pamp.）Rehd.
Malus halliana
（Anon.）Koehne
Malus sikkihensis
（Wenzig.）Koehne
Malus sieversii
（Ledeb.）Boem.
Malus asiatica var.
rinki（Woide.）Asami.
Malus prunifolia
（Willd.）Borkh.
Malus spectabilis
（Ait.）Borkh.
Malus micromalus
Mak.
Malus sieboldii
（Regel.）Rehd.
Malus kansuensis
（Batal.）Schneid.
Malus komarovii
（Sarg.）Rehd.
Malus toringoides
（Rehd.）Hughes
Malus transitoria
（Batal.）Schneid.
Malus prattii
（Hemsl.）Schneid.
Malus ombrophilia
Hand.-Mazz.
Malus honanensis
Rehd.
Malus yunnanensis
（Franch.）Schneid.
Malus doumeri
（Boig.）Chev.
Malus soulardii
（Bailey.）Britton.
Malus xiaojininensis
Cheng et Jiang
Malus robusta
(Carr.) Rehd.
Malus domestica
subsp chinensis Li.

Malus ioensis
(Wood.) Brit.
Malus orientalis
Uglitz
Malus sylvestris
（L.）Mill.
Malus angustifolia
（Ait.）Michx
Malus fusca（Raf.）
Schnerd.
Pyrus bretschneideri
Rehd.
Pyrus pyrifolia
（Burm.f.）Naki.

Pyrus communis L.

原产地
Origin place of
materials

中国辽宁
Liaoning, China
中国辽宁
Liaoning, China
中国四川
Sichuan, China
中国四川
Sichuan, China
中国江苏
Jiangsu, China
中国四川
Sichuan, China
中国新疆
Xinjiang, China
中国
China
中国四川
Sichuan, China
中国华北
North China
中国四川
Sichuan, China
中国四川
Sichuan, China
中国四川
Sichuan, China
中国吉林
Jilin, China
中国四川
Sichuan, China
中国甘肃
Gansu, China
中国四川
Sichuan, China
中国四川
Sichuan, China
中国河南
Henan, China
中国四川
Sichuan, China
中国台湾
Taiwan, China
中国辽宁
Liaoning, China
中国四川
Sichuan, China
中国河北
Hebei, China
中国
China

北美
North America
高加索
Caucasus
东欧
Eastern Europe
北美
North America
北美
North America
中国河北
Hebei, China
中国长江流域
Yangtze River basin，
China
亚洲西部
Western Asia

注：*表示梨属材料；**表示花红变种。
Note: * indicates pear material; ** indicates flower red variety.

示的基因组位点有所不同，所能揭示差异位点的序

列信息也未必转录表达。

TRAP标记（目标区域扩增多态性或靶位点区

域扩增多态性）技术在 21世纪初发展起来，通过在

NCBI 数据库中查找相关基因 EST 序列，依据选定

的目标候选基因 cDNA或者EST序列设计一个固定

引物（fixed primer）[12]，同时针对外显子或内含子的

特点，设计富含GC或AT核心区的任意序列即随机

引物（Arbitrary primer），然后扩增出同目标基因相

关联的 PCR片段[13]，对片段分离后读取的数据进行

分析，以实现目的基因EST区域多样性检测。与其

他基于 PCR的分子标记相比，TRAP标记有着经济

快速且多态性好、目标明确且稳定性高、操作简单

且易测序的优点[14]。TRAP标记在经济作物茶树[15]、

草坪草[16]、甘蔗[17]、烟草[18]、中药[19-20]、木薯[21]、蓖麻[22-23]

和植物病原菌 [24-25]等的研究中已有报道，但在苹果

属植物遗传多样性的研究中报道较少[10-11,26]。

笔者通过开发更多可用于亲缘进化研究的

TRAP标记，对苹果属 30个种及梨属 3个种的基因

组进行扫描，从EST序列水平上揭示苹果属种间的

遗传多样性信息，为苹果属种间亲缘关系鉴定、亲

本选配、进化分析及种质资源的利用提供参考依据。

1 材料和方法

1.1 材料

分析了苹果属 30个种和梨属 3个种共 33份材

料（表 1），其中海棠花来自中国农业大学上庄试验

站；山楂海棠来自吉林省农业科学院果树研究所资

源圃；台湾林檎来自杭州植物园；苹果属其他 27种

来自辽宁兴城中国农业科学院果树研究所国家苹

果种质资源圃；梨属 3个种（作为外属材料用于验证

数据分析结果的可靠性）来自河北省农林科学院石

家庄果树研究所梨资源圃。春季采集幼嫩叶片，硅

胶干燥保存备用。

1.2 方法

1.2.1 基因组DNA提取 采集供试材料的幼嫩叶

片，参考韩骞等 [27]、刘卫国等 [28]的方法，通过改进的

CTAB 小样法提取基因组 DNA。获取的基因组

DNA通过Nano Drop 2000c超微量紫外分光光度计

并结合 1%（w）的琼脂糖凝胶电泳测定浓度和质量，

TE溶液稀释至250 ng·µL-1，保存DNA于-20 ℃备用。

1.2.2 引物筛选与 PCR扩增 依据Hu等[29]引物设

索相敏 1611
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计原则设计 16 条固定引物和 4 条随机引物，TRAP

标记引物序列及其组合信息见表 2。PCR扩增体系

（25 µL）：10×buffer（含 MgCl2）2.5 µL；25 ng · µL- 1；

DNA 2 µL；2.5 mmol·L-1 dNTPs 2 µL；10 μmol·L-1引

物（left primer/right primer）各 0.5 µL；Biolabs Taq 聚

合酶 5 U · µL-1 0.2 µL；加水至 25 µL。TARP PCR扩

增程序：94 ℃预变性 2 min；前 5个循环（94 ℃变性

45 s，35 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 1 min）；后扩增 35个

循环（94 ℃变性 45 s，特异引物 50 ℃退火 45 s，72 ℃

延伸 1 min）；最后 72 ℃延伸 7 min。TRAP标记扩增

PCR产物使用 1.5%的琼脂糖凝胶，180 V电压电泳

15 min 检测，使用凝胶成像系统（Syngene，G:BOX-

CHEMI-XRQ）记录结果。

1.2.3 数据处理与统计分析 TRAP标记为显性标

记，将胶片上具有相同迁移率的条带记为 1，无带和

弱带以 0 记录。通过 Popgene32[27]统计分析计算有

效等位基因数、Shannon 指数等相关遗传参数。以

NTSYS-PC软件计算材料间的遗传相似性系数（ge-

netic similarity coefficient，GS），以非加权平均数法

（unweight pair group method using arithmetic averag-

es，UPGMA）进行聚类分析作图。利用EIGEN程序

进行主坐标分析。以 Structure 2.3.1 软件分析供试

材料的群体遗传结构，估计最佳群体组群数K[30]，设

置 K 的取值范围在 1~6，设参数 iterations 为 10 000

次，参数 burn-in period为 100 000次，重复 12次，计

算参数Q值。以似然值最大的原则，当K值持续增

大时，通过对ΔK的计算确定K值。将梨属 3个种作

为数据统计中可靠性的检验。

2 结果与分析

2.1 TRAP标记多态性分析

33 份材料基因组 DNA 经 PCR 扩增后，以琼脂

糖凝胶电泳的方式获得分离片段图谱，分离结果显

示，利用筛选出的 16对引物组合在供试的33份材料

中共扩增出 407条有效条带，片段大小在 100~1 200

bp之间，其中多态性条带有 404条，多态性百分率达

99.26%。各引物组合扩增的有效条带数分布在 17~

50 条之间，平均每对引物扩增出有效条带为 25.44

条；其中标记D4 AY729667扩增的有效条带最少，为

17条，而标记D11 EU635450扩增的最多，为 33条；

丽江山荆子扩增最多，为 124条，西洋梨扩增最少，

为 88条。图 1为引物D11和EU635450组合的扩增

结果，共扩增有效条带31条，多态性条带31条，多态

性百分率达 100%。33个种的平均观察等位基因数

（Na）为 1.992 6，有效等位基因数为 1.442 5，Nei’s 基

因多样性指数（Ne）为 0.274 9，Shannon’s 信息指数
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（I）为 0.430 6。其中基因流（Nm）为 1.284 2，遗传分

化系数（Fst）为 0.280 2，Ho 平均值为 0.447 3，He 平

均值为0.356 7。

2.2 遗传相似性系数聚类分析

采用 UPGMA法进行聚类分析，苹果属和梨属

33 个种的遗传相似系数 GS 平均值为 0.711，其中

苹果属 30 个种 GS=0.725。沧江海棠和滇池海棠

GS最大，为 0.953，二者亲缘关系最近；丽江山荆子

和白梨 GS 最小，为 0.567，二者亲缘关系最远。供

试的所有苹果属中西蜀海棠和草原海棠 GS 最小，

为 0.638，其次为湖北海棠和草原海棠、西蜀海棠

和窄叶海棠，这 3 组种间亲缘关系最远。从图 2 可

知，在 GS=0.666 时可将供试材料中的梨属 3 个种

做为第一大类，其余苹果属 30 个种做为第二大

类，能清晰区分梨属材料和苹果属材料，说明

TARP标记数据分析可信度高；在 GS=0.680时可将

苹果属 30 种分为 2 个亚类。山荆子和毛山荆子等

27 种为亚类Ⅰ，包括了传统分类学中的真苹果组

和花楸苹果组；台湾林檎、草原海棠和窄叶海棠 3

种为亚类Ⅱ，包括了传统分类学中的多胜海棠组

和绿苹果组。

在GS=0.728时可将苹果属 2个亚类又分为 4个

小类，亚类Ⅰ分为第一小类和第二小类；亚类Ⅱ分为

第三小类和第四小类。第一小类：山荆子、毛山荆

子、丽江山荆子、湖北海棠、垂丝海棠、新疆野苹果、

槟子、楸子、海棠花、西府海棠、三叶海棠、陇东海棠、

扁棱海棠、中国苹果、东方苹果、森林苹果、大鲜果、

西蜀海棠和褐海棠，这一类大多为传统分类学中的

真苹果组，但还包括了花楸苹果组的三叶海棠、陇东

海棠、西蜀海棠和褐海棠。第二小类：锡金海棠、山

楂海棠、变叶海棠、花叶海棠、沧江海棠、河南海棠、

滇池海棠和小金海棠，这类主要包括了传统分类学

中的花楸苹果组，但却包括了真苹果组的锡金海

棠。第三小类：台湾林檎，为传统分类学学中的多胜

海棠组。第四小类：草原海棠和窄叶海棠，为传统分

类学中的绿苹果组。

在GS=0.744时，山楂海棠和台湾林檎分别作为

一个单独的小类，与其他供试材料保持了更多的独

立性（图2）。

2.3 主坐标聚类分析

采用主坐标分析法对 33份材料聚类结果（图 3）

分析发现：33份供试材料分为 3个大类。梨属 3个

种作为第一大类；苹果属的台湾林檎、草原海棠和窄

叶海棠 3个种作为第二大类，其中草原海棠和窄叶

海棠亲缘关系更近，其余 27种组成第三大类，同UP-

GMA法聚类结果相同。其中第三大类又分为 4个

小类组，第 1小类包括：山楂海棠、沧江海棠和滇池

海棠，沧江海棠与滇池海棠亲缘关系较近；第 2小类

包括锡金海棠、变叶海棠和花叶海棠 3份材料；第 3

小类包括：山荆子、毛山荆子、丽江山荆子、湖北海

棠、海棠花、西府海棠、三叶海棠、陇东海棠、西蜀海

棠、河南海棠、大鲜果和小金海棠；第 4小类包括：垂

丝海棠、新疆野苹果、槟子、楸子、扁棱海棠、中国苹

果、东方苹果、森林苹果和褐海棠。

2.4 群体结构分析

利用 Structure 2.3.1软件对 33份供试材料的群

1 200 bp
1 000 bp

500 bp

400 bp
300 bp

200 bp

100 bp

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 M M 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33

M. DNA 分子质量标记；1~33. 材料序号。

M. DNA molecular weight markers; 1-33. Accessions code.

图 1 D11 和 EU635450 组合引物对 33 份苹果属和梨属材料的扩增

Fig. 1 Amplification of primer D11-EU635450 between Malus and Pyrus materials
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体结构分析表明，样本的等位基因频率特征类型数

K呈现持续增加趋势（图 4-A），当K=3时ΔK的取值

最大（图4-B），参照Evanno等[31]的研究，将33份供试

材料分为 3 个亚群，绘制供试种质群体结构图（图

5），由此将 33份供试材料分为 3个亚群。第一亚群

包括：山荆子、毛山荆子、丽江山荆子、锡金海棠、三

叶海棠、陇东海棠、山楂海棠、变叶海棠、花叶海棠、

沧江海棠、滇池海棠、小金海棠和草原海棠 13种；第

二亚群包括：湖北海棠、垂丝海棠、新疆野苹果、槟

子、楸子、海棠花、西府海棠、西蜀海棠、河南海棠、大

图 3 33 份苹果属和梨属材料主坐标聚类分析

Fig. 3 Principal coordinates of Malus and Pyrus 33 materials base on TRAP data

图 2 33 份苹果属和梨属材料的遗传多样性聚类分析

Fig. 2 Cluster analysis of 33 materials between Malus and Pyrus base on TRAP data
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鲜果、扁棱海棠、中国苹果、东方苹果、森林苹果和褐

海棠 15个种；第三亚群包括台湾林檎、窄叶海棠和 3

个梨属种。

当 K=3 时，3 个亚群的遗传固定指数分别为

0.384 7、0.438 9、0.439 6 皆大于 0.05，说明 3 个亚群

可独立成群。第三亚群类包括编号苹果属 2个种及

梨属3个种材料，这也印证了苹果属和梨属是2个亲

缘关系较近的属，可能属间曾有过部分基因的交

流。当 K=3时从 33份材料的最大协变量 Q值的分

布看，23 份材料的协变量 Q≥ 0.6，占供试材料的

69.7%，说明此部分材料间的亲缘关系单一。10份

材料的协变量Q＜0.6，占供试材料的 30.3%，说明山

荆子、毛山荆子、丽江山荆子、湖北海棠、西府海棠、

三叶海棠、河南海棠、台湾林檎、草原海棠和窄叶海

棠 10种的遗传背景复杂，材料间亲缘关系也较为复

杂（表3和表4）。

图 4 K 值与 LnP（D）折线图（A）及 K 值与 ΔK 值折线图（B）

Fig. 4 Line chart of K and ln P（D） (A) and ΔK with the change of K values (B)

图 5 基于 TRAP 标记的 33 份供试材料群体遗传结构

Fig. 5 Population structure of 33 materials based on TRAP markers

表 3 数学模型的各类群最大 Q 值分布表

Table 3 Distribution of Q-value of lines in five groups by model-based cluster method

K值
K value

K=3

群体
Groups

1 红色 Red

2 绿色 Green

3 蓝色 Blue

亚群亲本数
Number of parent materials

13

15

5

Q值范围 Ranges of Q

Q＜0.6

5（38.46%）

3（20.00%）

2（40.00%）

Q≥ 0.6

2（15.38%）

1（6.67%）

0（0.00%）

Q≥ 0.7

1（7.69%）

2（13.33%）

0（0.00%）

Q≥ 0.8

0（0%）

0（0%）

0（0%）

Q≥ 0.9

5（38.46%）

9（60.00%）

3（60.00%）

3 讨 论

本研究中 16对引物组合在供试的 33份材料中

共扩增出 407条有效条带，其中多态性条带 404条，

多态性百分率达 99.26%，平均每对引物扩增出有效

条带为 25.44条。而李政等[32]使用 80个 SSR标记对

表 4 K=3 时协变量 Q 范围内的材料数

Table 4 Numbers of materials in the ranges of covariate Q

when K=3

K的取值
K value

K=3

Q值范围 Ranges of Q

Q＜0.5

3（9.09%）

0.5≤Q＜0.6

7（21.21%）

0.6≤Q＜0.9

6（18.18%）

Q≥ 0.9

17（51.52%）
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48份苹果材料分析获得有效位点 254个，平均每对

引物 8.47个，以及高源等 [3]利用 19对荧光 SSR标记

对 155 份苹果属栽培种楸子的遗传多样性进行分

析，获得 390个等位基因，平均 20.526个。与以上研

究结果相比，本研究的 TRAP标记检测分析中单标

记能扩增到的有效条带数更多，每组引物贡献的有

效条带更为丰富。说明TRAP标记在苹果属种间的

遗传分析中可以获取更为丰富的遗传信息，可作为

苹果属材料遗传分析的优选标记。

在UPGMA法进行聚类时显示，当GS=0.666时

可将供试材料分为 2个大类，能清楚地分开苹果属

材料与梨属材料，对不同属材料的有效区分，说明

TRAP标记的可靠性。当GS=0.680时苹果属材料分

为Ⅰ、Ⅱ两个亚类，亚类Ⅰ包括传统分类学中的真苹

果组和花楸苹果组，亚类Ⅱ包括了传统分类学中的

多胜海棠组和绿苹果组，这一结果与 Robinson等 [7]

利用 matK 和 ITS 序列及张宁等 [33]和李佳等 [34]用

AFLP 研究的结果相似，多胜海棠组和绿苹果组亲

缘关系相近，真苹果组和花楸苹果组亲缘关系相

近。在分子系统学研究中多数研究者认为，三叶海

棠与真苹果组中的山荆子系相近，本研究也支持这

一结论。锡金海棠的归属一直存在较大争议，形态

学中它既有真苹果组中的特征又有花楸苹果组中的

特征，当GS=0.800时以及主坐标分析中都将锡金海

棠与变叶海棠和花叶海棠3个种单独为1个分支，这

说明锡金海棠与花楸苹果组中的变叶海棠和花叶海

棠亲缘关系更近。27个种归属亚类Ⅰ的结果显示，

苹果属种间遗传基础狭窄，与高源等[3]利用荧光SSR

标记在 155份苹果属栽培种楸子及 269份苹果属山

荆子[35]中的研究结果相似。当GS=0.680时，亚类Ⅱ

中东南亚苹果基因中心的国内种地域间并无明显的

界限，说明国内苹果属种间基因交流广泛，遗传基础

狭窄；而西亚苹果基因中心高加索材料东方苹果，北

美洲苹果基因中心的褐海棠归属亚类Ⅰ，说明在起

源上种质资源有基因交流，但东亚苹果基因中心的

台湾林檎及北美洲苹果基因中心的草原海棠和窄叶

海棠独立为亚类Ⅱ也说明对外引种有一定的空间，

对丰富国内种质资源遗传背景、进行种间远缘杂交，

向外引种拓展种质资源的遗传基础依然具有重要的

意义。

尽管UPGMA法聚类图与主坐标聚类结果与传

统系谱相近，但在组、系的分类阶元上存在着明显的

差异，可能与苹果属植物既有野生种又有栽培种，还

有许多种间杂种有关，在分子水平上的亲缘关系分

析可能会与利用某些性状为基础的形态学亲缘关系

分析存在一定差异，而且不同的分子标记技术之间

也可能存在差异。比如前人研究认为中国苹果由新

疆野苹果进化而来，但二者却没有单独聚在一起，扁

棱海棠和西府海棠应归为 1个种，但二者也没有聚

在一起，这些都需要新的证据来补充。

基于数学模型的群体结构分析是关联分析的前

提[36-37]，也是关联作图的重要因素。以上结果中UP-

GMA法聚类同主坐标分析的聚类材料所属类群符

合度较高，但群体结构分析的结果同以上两种分类

方式有一定的差异，可能是因为GS聚类是基于遗传

距离的聚类，主要体现材料间亲缘上的远近关系，而

群体结构分析的聚类是基于哈德温伯格的数学模

型，避免了主观因素的干扰，因此通过群体结构的分

析，为后期精确关联作图奠定了基础。当K取值为

3时从 33份材料的最大协变量Q值的分布看，23份

材料的协变量Q≥ 0.6，占供试材料的 69.7%，说明此

部分材料间的亲缘关系单一；根据群体结构分析材

料归属情况显示，分类结果与地理来源关系不明显，

这一结果同高源等 [34]在苹果属山荆子中的研究相

似。为丰富苹果属种质资源的遗传多样性，需要引

进更多野生资源或国外种质资源。

利用TRAP标记技术从EST水平上分析了苹果

属 30个种、梨属 3个种共 33份材料的遗传背景，结

果显示：UPGMA 法聚类结果与主坐标聚类结果相

似性较高，与传统系谱相近，但与群体结果分析存在

一定差异，探讨了各种间的亲缘关系，为苹果属种间

亲缘关系分析提供了分子证据。
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