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苹果属15个种的叶绿体DNA变异与遗传分化

高 源，王大江，王 昆*，丛佩华*，李连文，朴继成

（中国农业科学院果树研究所·农业农村部园艺作物种质资源利用重点实验室，辽宁兴城 125100）

摘 要：【目的】利用叶绿体基因（cpDNA）标记，对近十年间在我国苹果属植物的主要密集分布区收集的15种苹果属

植物的叶绿体DNA进行序列变异分析，开展其遗传分化和遗传结构研究。【方法】利用4对叶绿体DNA引物扩增722

份种质的4个非编码区 trnH-psbA、trnS-trnG spacer+intron、trnT-5’trnL和5’trnL-trnF，对每个基因间区正反向测序获

得的序列进行人工校对后，使用MEGA 7.0进行序列拼接和比对，使用DnaSP ver5.10.01计算叶绿体DNA的遗传多样

性参数，利用Arlequin v3.5分析标准分子变异（AMOVA），运用NetWork ver4.6.1.2构建种内居群间的叶绿体DNA单倍

型邻接网络关联图。【结果】4个 cpDNA区域经测序、拼接、比对和合并之后的片段长度为4 120 bp，共有579个多态性

变异位点，单倍型为100个，核苷酸多样性（Pi）和单倍型多样性（Hd）分别为0.008 52和0.879。Tajima’s D检验中，15种

苹果属植物的4个cpDNA区域合并后遵循中性模型。AMOVA分析表明，遗传变异主要存在于种群内，但种群间遗传

变异也占较大比重。【结论】中国原产苹果属植物在叶绿体DNA水平具有较高的遗传多样性，苹果属植物不同种具有

不同的演化路线，各个种间以及种内起源演化关系错综复杂。山荆子和新疆野苹果的部分种质占据较为古老的单倍

型，并在发展演化过程中经历过种群扩张。苹果属栽培种中国苹果、花红、楸子和八棱海棠的部分单倍型晚于部分新

疆野苹果的单倍型。
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Genetic divergence and population structure of chloroplast DNA in fif-
teen species of Malus Mill.
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(Research Institute of Pomology, Chinese Academy of Agricultural Sciences/Key Laboratory of Horticultural Crops Germplasm Resourc-

es Utilization, Ministry of Agriculture and Rural Affairs of People’s Republic of China, Xingcheng 125100, Liaoning, China)

Abstract:【Objective】Chloroplast gene markers were used to analyze the sequence variation of chloro-

plast genes of 722 accessions of 15 species of Malus Mill. collected from the main densely distributed

areas of Malus Mill. in China in the past decade, and to carry out the research on their genetic differenti-

ation and genetic structure.【Methods】Four non-coding region, trnH-psbA, trnS-trnG spacer + intron,

trnT-5’trnL and 5’trnL- trnF of 722 germplasms were amplified by the four primers. After manually

proofreading sequences obtained through forward and backward sequencing, MEGA 7.0 was used for

sequence splicing and alignment, and the Neighbour-Joining phylogenetic tree was constructed among

different populations of Malus Mill. based on genetic distance. DnaSP ver5.10.01 was used to calculate

the genetic diversity parameters of the chloroplast DNA, gene flow and gene differentiation among dif-

ferent populations, including gene flow (Nm), population fixation coefficient (Fst), gene differentiation

coefficient (Gst) and nucleotide differentiation coefficient (Nst) which were used to evaluate gene ex-

change among different populations. Arlequin v3.5 was used to analyze standard molecular variation

(AMOVA), and NetWork 4.6.1.2 was used to construct Median-Joining network for cpDNA haplotypes

among intraspecific populations of Malus Mill.【Results】The length of four chloroplast gene regions af-
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ter sequencing, splicing, alignment and merging was 4 120 bp, with 579 polymorphic variation sites and

100 haplotypes, and whose nucleotide diversity (Pi) and haplotype diversity (Hd) were 0.008 52 and

0.879 respectively. Genetic diversity (Hd) of the four chloroplast DNA merging regions in 722 acces-

sions of Malus Mill. was significantly higher than the average of 170 species (0.670-0.826). The region

with the highest nucleotide polymorphism was trnT-5’trnL, including 3 singleton variable sites, 20 par-

simony informative sites and 298 insertion-deletion gaps. The region with the lowest nucleotide poly-

morphism was 5’trnL-trnF, with only 3 singleton variable sites, 2 parsimony informative sites and 8 in-

sertion-deletion gaps. There were 579 heterozygous sites in the 4 cpDNA regions of 722 accessions of

Malus Mill. native to China, among which 321 were in region trnT-5’trnL, which was the region with

the most mutation sites. The nucleotide diversity (Pi) of trnH-psbA was the highest with 0.034 09, and

that of 5’trnL-trnF was the lowest with 0.000 78. In Tajima’s D test, the four cpDNA regions of 15 spe-

cies of Malus followed the neutral model. There was obvious population expansion in the evolutionary

process of Malus Mill., and its genetic evolution was mainly based on mutation or random drift within

populations. The number of haplotypes in the region trnH-psbA was 48 at most, and that in the region 5’

trnL- trnF was 10 at least. The haplotype diversity (Hd) of trnH-psbA was the highest with 0.808, and

the haplotype diversity (Hd) of 5’trnL-trnF was the lowest, which was 0.577. AMOVA analysis showed

that the genetic variation mainly existed in the population, but the genetic variation among populations

also accounted for a large proportion. 44.63% of population genetic variation come from the inter popu-

lation, and 55.37% from the intra population. Although the population genetic variation was mainly

from the intra population, but the population genetic variation from the inter population also accounted

for a relatively heavy proportion. The genetic differentiation coefficients of the other 11 populations, ex-

cept Malus kansuensis, Malus yunnanensis, Malus ombrophila, Malus komarovii with only one acces-

sion respectively, were from 0.014 to 0.840. Compared with the wild species of Malus in China, gene

exchange between cultivated species was more frequent. Malus baccata and Malus halliana played a

role in the evolution of cultivated species. Based on the NJ cluster analysis of population genetic dis-

tance, 15 species of Malus were divided into 5 groups, group Ⅰ included Malus toringoides, Malus

transitoria, Malus hupehensis and Malus halliana, group Ⅱ included Malus prunifolia, Malus robusta,

Malus micromalus, Malus baccata and Malus asiatica, group Ⅲ include Malus domestica subsp. chi-

nensis and Malus sieversii, group Ⅳ included Malus yunnanensis, Malus ombrophila and Malus kan-

suensis, and group Ⅴ included Malus komarovii. The taxonomic attribution of Malus was obviously re-

lated to its species relationship and geographical distribution. A total of 100 haplotypes were found in

the combined chloroplast gene segments of the 4 regions. Malus sieversii had the most haplotypes, 242

accessions of Malus sieversii had 52 haplotypes, and 72 of which were concentrated on haplotype H15,

and 76 of which were in haplotype H42, and the rest scattered in the other 50 haplotypes. Median-Join-

ing network for cpDNA haplotypes of 15 spcecies of Malus Mill. was constructed based on four com-

bined cpDNA intergenic regions. The tarso of haplotype network consisted of 23 intermediate vector

sites and 20 haplotypes, and 23 intermediate vector sites were missing haplotypes.【Conclusion】The ge-

netic diversity of Malus Mill. native to China was high. Different species of Malus have different evolu-

tionary routes, and the relationship of the origin and the evolution among species and within species

was complex. Some of the germplasms of Malus baccata and Malus sieversii occupied the older haplo-

types, and experienced population expansion in the process of development and evolution. Some haplo-

types of Malus domestica subsp. chinensis, Malus asiatica, Malus prunifolia and Malus robusta arised

later than those of Malus sieversii.
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苹果属（Malus Mill.）为蔷薇科（Rosaceae）、苹果

亚科（Maloideae），是蔷薇科中经济价值较高的植

物。自1754年以来，苹果属一直是人们研究的重要

类群之一。苹果属植物用途广泛，可被用于鲜食、加

工、砧木、观赏和园林绿化等，至今许多地区仍有苹

果属植物野生群落分布，如新疆野苹果和山荆子

等[1]。中国是世界苹果属植物的起源中心之一和最

大的基因多样性中心，拥有丰富的原生种和类型。

中国原产苹果属植物野生种有新疆密集分布区和主

要包括四川、云南西部、贵州及西藏东南部地区的横

断山脉分布区[2]，除此之外，中国的17个省或自治区

均有野生种分布[3-4]。物种遗传多样性是其生存适应

的基础，可有效评估其现有的生存方式和状态[5]，更

可以揭示物种的进化历史[6-7]、分析其进化潜力和未

来命运[8]、探讨物种稀有或濒危原因[9-10]。中国苹果

属植物的遗传多样性和起源演化研究对于世界苹果

属植物研究意义重大。

植物叶绿体基因组（cpDNA）具有分子质量小、

单亲遗传、多拷贝及碱基序列重组少等特点[11]，非编

码区进化速度较快，变异主要以点突变和插入/缺失

为主 [12]，适用于系统研究较低的分类阶元（如科、

属）[13]，可直接进行其遗传多样性检测[14]，其母系遗

传的特点在植物系统发育研究中具有独特优势[15]，

因此在揭示植物群体遗传、亲缘关系和系统发育方

面都具有较高的可信度，在植物系统发育、遗传多样

性和亲缘关系演化等研究中已被广泛应用[16-18]。果

树基因组高度杂合，虽然已经发表了 3套苹果基因

组[19-21]，但是仍然难以组装完整的叶绿体全基因组序

列，对苹果 cpDNA的研究还主要是对其区段进行研

究。国内外学者较早地利用 1~2个叶绿体DNA区

域开展苹果属植物叶绿体DNA变异和亲缘关系等

的研究，Savolainen等[22]对 40个苹果品种和 15个苹

果属野生种的叶绿体DNA的atp-rbcL间隔区和rbcL

编码序列的第一个 53密码子长 904 bp的序列进行

了测序，研究苹果叶绿体DNA间区的变异和亲缘关

系。Robinson等[23]基于matK和 ITS序列分析苹果属

29个种和苹果品种间的亲缘关系，支持将苹果属分

为 3大类。Coart等[24]通过对苹果属 cpDNA多样性

研究，为欧洲栽培苹果的起源和进化提供新的证

据。丁芳兵 [25]则是利用matK和 ITS序列证明了湖

北海棠与丽江山荆子、三叶海棠有较近的亲缘关

系。朱元娣等[26]利用相同的基因区域研究了新疆野

苹果与中国苹果的系统发育，并得出叶绿体基因

matK并不适用于栽培苹果种内的系统发育分析的

结论；徐榕雪[27]也利用该区域的内含子序列信息，构

建了苹果属23个种27份材料系统发育树，但仅获得

遗传变异信息位点 23个，推断matK不太适合近缘

种间及种下类群材料的遗传关系分析。李慧峰[28]利

用 trnL-trnF序列构建的泰沂山区苹果属植物系统

树在一定程度上可以支持表型分类结果，但无法有

效解决其复杂遗传背景下的系统发育关系。叶绿体

单个基因或单个基因间隔区难以满足具有复杂遗传

背景的果树种质资源的遗传分析要求，叶绿体基因

组用于系统发育的研究已经发展到多个基因及基因

间隔区的多态性位点组合分析的阶段[29-31]。利用叶

绿体DNA对具有复杂遗传背景的苹果属植物的遗

传变异分析，需要用大群体、进化速率快的多个区域

方可实现。利用多个区段对中国原产多种苹果属植

物的研究尚未见报道。

中国苹果起源于新疆野苹果[1]，“西洋苹果”可

能起源于与新疆野苹果有共同祖先关系的塞威士苹

果[19]，山荆子可能参与了其驯化过程[32]，尚需更多的

证据解析苹果属各种的起源演化过程。全世界有

22个国家进行苹果种质资源的收集和保存[33]，野外

考察获得的原始材料的不断积累，以及新技术的发

展，为不断探索“苹果是如何而来”提供了更多方

法。但在苹果叶绿体全基因组尚未获得以及测序成

本依然较高的情况下，对母系遗传的 cpDNA非编码

区的研究，仍然为解析苹果属植物系统发育的重要

方法。笔者以近十年间考察收集到的苹果属植物为

研究试材，采用 cpDNA标记方法，从 cpDNA水平检

测中国原产苹果属植物中 15个种的遗传分化和遗

传结构，解析不同种苹果属植物的遗传关系，明确

15种苹果属植物的遗传多样性水平，为苹果属植物

的起源演化研究和保护利用提供依据。

1 材料和方法

1.1 材料

供试 722份苹果属植物分属于 15个种（表 1），

其中669份采自国家果树种质兴城梨、苹果圃（辽宁

兴城），为近十年间野外考察收集并引入圃内无性繁

殖后保存的种质，初步通过表型鉴定确定其分类归

属。48份采自国家果树种质公主岭寒地果树圃（吉

林省公主岭），5份采自国家果树种质云南特有果树

高 源 3
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及砧木圃（云南省昆明）。

1.2 DNA提取及PCR扩增

供试材料春季嫩叶基因组DNA的提取采用德

国QIAGEN的DNeasy Plant Mini Kit。

用于扩增 4个叶绿体DNA基因间区（trnH-ps-

bA、trnS-trnG spacer + intron、trnT-5’trnL和 5’trnL-

trnF）的 4对叶绿体通用引物来源于 Shaw等[34]的序

列，优化Volk等[35]的 PCR反应条件。引物序列、具

体反应体系和程序详见高源等[36]的方法，利用美国

ABI 3730XL对扩增产物进行正反向测序。

1.3 数据分析

使用MEGA 7.0[37]软件对 15种苹果属植物的 4

个叶绿体DNA基因间区正反向测序序列进行拼接、

比对和合并，构建其基于Da遗传距离（Nei’s Da ge-

netic distance）[38-39]的Neighbour-Joining（NJ）[40]系统发

育树。使用DnaSP ver5.10.01[41]软件计算 15种苹果

属植物叶绿体DNA的遗传多样性参数，计算种内不

同居群间遗传分化系数，包括基因流（Nm）、群体固

定系数（Fst）、基因差异分化系数（Gst）和核苷酸分化

系数（Nst），评价种内不同居群间的基因交流。使用

Arlequin v3.5[42]软件分析苹果属植物种群内和种群

间的分子变异（analysis of molecular variation，AMO-

VA），使用DnaSP ver5.10.01软件计算其基因流和基

因分化系数。运用NetWork ver4.6.1.2分析构建种

群间的叶绿体DNA单倍型的邻接网络关系图，具体

参见高源等[36]的方法。

2 结果与分析

2.1 叶绿体基因多态性

应用4对叶绿体通用引物对15种苹果属植物种

质的4个 cpDNA基因间区进行扩增，4个区域 trnH-

psbA、trnS- trnG spacer + intron、trnT- 5’trnL 和 5’

trnL-trnF 在所有样本中的序列长度分别为 343、

1 457、1 336和 984 bp。核苷酸多态性最高的区域

为 trnT-5’trnL，包含3个单一突变位点、20个简约信

息位点和 298个插入/缺失位点；核苷酸多态性最低

的区域为 5’trnL-trnF，仅有 3个单一突变位点、2个

简约信息性位点和8个插入/缺失位点。722份中国

原产苹果属植物的 4个 cpDNA基因间区共有变异

位点 579个，其中区域 trnT-5’trnL就有 321个，是变

异位点最多的区域。 trnH-psbA 的核苷酸多样性

（Pi）最大，为 0.034 09；5’trnL-trnF的核苷酸多样性

（Pi）最小，为 0.000 78。平均核苷酸差异（K）最大和

最小的区域分别为 trnT-5’trnL（K = 21.726 73）和5’

trnL-trnF（K = 0.769 20）。trnH-psbA区域单倍型数

目（h）最多，为 48 个，5’trnL-trnF 区域单倍型数目

（h）最少，为10个。trnH-psbA的单倍型（基因）多样

性（Hd）最高，为 0.808；5’trnL-trnF的单倍型（基因）

多样性（Hd）最低，为 0.577。722份苹果属植物种质

的 4个 cpDNA区域合并后共有 100个单倍型，核苷

酸多样性（Pi）、平均核苷酸差异（K）和单倍型多样性

（Hd）分别为0.009 52、39.021 33和0.879（表2）。

表 1 用于叶绿体 DNA 分析的苹果属植物 15 个种的种质资源

Table 1 15 species of Malus Mill. germplasm resources for cpDNA analysis

序号

Code

1

2

3

4

5

6

7

8

供试种

Species

新疆野苹果

Malus sieversii

山荆子

Malus baccata

湖北海棠

Malus hupehensis

垂丝海棠

Malus halliana

陇东海棠

Malus kansuensis

山楂海棠

Malus komarovii

花叶海棠

Malus transitoria

变叶海棠

Malus toringoides

数量

Number

242

215

2

5

1

1

9

17

代码

Code

MS

MB

MHU

MH

MKA

MKO

MTR

MT

序号

Code

9

10

11

12

13

14

15

供试种

Species

滇池海棠

Malus yunnanensis

沧江海棠

Malus ombrophila

中国苹果

Malus domestica subsp. chinensis

花红

Malus asiatica

楸子

Malus prunifolia

八棱海棠

Malus robusta

西府海棠

Malus micromalus

数量

Number

1

1

67

48

49

53

4

代码

Code

MY

MO

MD

MA

MP

MR

MM

4
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2.2 中国原产苹果属植物的遗传分化

供试的中国原产苹果属植物15个种，将每个种

作为一个种群。除去只有一份材料的陇东海棠、滇

池海棠、沧江海棠和山楂海棠种群，其余 11个种群

分子变异分析的结果表明，种群遗传变异来自于种

群间的占44.63%、种群内的占55.37%（表3）。11个

种群间的3组遗传分化系数分别为Fst=0.305 57，Nm=

0.57；Gst=0.146 70，Nm=1.45；Nst=0.305 74，Nm=0.57，

三组遗传分化系数体现出来的种群间的遗传变异分

别为 30.557%、14.670%和 30.574%。虽然种群遗传

变异仍然主要来自于种群内，但种群间遗传变异也

占有较大的比重。

表 2 15 种苹果属植物的 4 个 cpDNA 基因间区的多态性

Table 2 The polymorphism of four cpDNA intergenic regions of 15 species of Malus Mill.

cpDNA区域

cpDNA regions

trnH-psbA

trnS-trnG spacer + intron

trnT-5’trnL

5’trnL-trnF

合并 Combined

单一突变位点

Singleton
variable sites, Ss

2

7

3

3

15

简约信息位点

Parsimony
informative
sites, Ps

5

9

20

2

36

插入/缺失位点

Insertion-deletion
gaps, Is

84

108

298

38

528

核苷酸多样性

Nucleotide
diversity, Pi

0.034 09

0.003 37

0.016 26

0.000 78

0.009 52

平均核苷酸差异

Average number
of nucleotide
difference, K

11.693 39

4.832 00

21.726 73

0.769 20

39.021 33

单倍型数目

Number of
haplotypes, h

48

24

24

10

100

单倍型多样性

Haplotype
(Gene)
diversity, Hd

0.808

0.768

0.708

0.577

0.879

表 3 苹果属 11 个种群的分子变异

Table 3 Molecular variance analysis of 11 populations of Malus Mill.

变异来源

Source of variation

种群间

Among populations

种群内

Within populations

总和Total

自由度

df

14

706

720

平方和

Sum of square

5 789.521

8 806.385

14 595.906

变异组分

Variance components

10.054 68

12.473 63

22.528 31

变异百分比

Percentage of variation

44.63

55.37

100.00

概率值

p

＜0.001

＜0.001

＜0.001

以供试苹果属每个种作为种群计算群体间的遗

传分化系数，除均只有1份材料的陇东海棠、滇池海

棠、沧江海棠和山楂海棠不能参与计算，其余 11个

种群两两间的遗传分化系数为 0.014~0.840（表 4）。

新疆野苹果与变叶海棠间的遗传分化系数最高为

0.84，楸子与花红间的遗传分化系数最低为 0.014。

遗传分化系数为 0~0.05的两两种群组合有山荆子

和楸子、山荆子和垂丝海棠、花红和中国苹果、花红

表 4 苹果属植物 11 个种群间遗传距离和遗传分化系数

Table 4 The genetic distance and differentiation coefficient among 11 populations of Malus Mill.

MB

MS

MD

MA

MP

MR

MM

MT

MH

MHU

MTR

MB

0.646

0.227

0.113

0.033

0.073

0.263

0.544

0.032

0.440

0.386

MS

0.008

0.241

0.395

0.471

0.459

0.495

0.840

0.634

0.610

0.619

MD

0.003

0.002

0.044

0.084

0.086

0.188

0.410

0.225

0.398

0.251

MA

0.001

0.005

0.001

0.014

0.049

0.082

0.299

0.099

0.286

0.183

MP

0.000

0.006

0.001

0.000

0.009

0.172

0.370

0.042

0.364

0.236

MR

0.001

0.004

0.001

0.001

0.000

0.241

0.442

0.035

0.396

0.271

MM

0.004

0.010

0.003

0.001

0.003

0.004

0.399

0.269

0.236

0.320

MT

0.003

0.008

0.004

0.003

0.003

0.003

0.006

0.503

0.449

0.163

MH

0.000

0.007

0.002

0.001

0.000

0.000

0.004

0.002

0.364

0.324

MHU

0.007

0.012

0.008

0.005

0.006

0.006

0.004

0.005

0.005

0.382

MTR

0.003

0.006

0.003

0.002

0.002

0.002

0.005

0.000

0.002

0.005

注：对角线下方的值为群体间遗传分化系数（Fst），对角线上方的值为群体间 Da 遗传距离。

Note: The data below the diagonal is Fst，and above the diagonal is Da genetic diatance.
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和楸子、花红和八棱海棠、垂丝海棠和楸子、垂丝海

棠和八棱海棠、八棱海棠和楸子；遗传分化系数为

0.05~0.15的种群组合有山荆子和花红、山荆子和八

棱海棠、中国苹果和楸子、中国苹果和八棱海棠、花

红和西府海棠、花红和垂丝海棠；遗传分化系数为

0.15~0.25的种群组合有中国苹果和新疆野苹果、中

国苹果和山荆子、中国苹果和西府海棠、中国苹果与

垂丝海棠、花红和花叶海棠、楸子和西府海棠、楸子

和花叶海棠、八棱海棠和西府海棠、西府海棠和湖北

海棠、变叶海棠和花叶海棠；遗传分化系数高于0.25

的种群组合中，新疆野苹果和变叶海棠遗传分化系

数最高，为 0.840，其次是新疆野苹果和山荆子的遗

传分化系数，为 0.646，中国苹果和花叶海棠的遗传

分化系数最低，为0.251。

计算试材量多于 1份的 11个种群间的Da遗传

距离，11个群体间的Da遗传距离为0~0.012，山荆子

和楸子、山荆子和垂丝海棠、变叶海棠和花叶海棠、

垂丝海棠和楸子、垂丝海棠和八棱海棠、八棱海棠和

楸子、花红和楸子间的遗传距离均为0，湖北海棠和

新疆野苹果间的遗传距离最大（0.012），其次是西府

海棠和新疆野苹果间的遗传距离（0.010）。

2.3 中国原产苹果属植物遗传结构

计算供试苹果属植物 15个种间的遗传距离并

用Neighbour-Joining的方法构建聚类树。通过种群

遗传距离的比较，在Neighbor-Joining聚类树中可以

识别5个类群，变叶海棠、花叶海棠、湖北海棠、垂丝

海棠被归在类群Ⅰ中，楸子、八棱海棠、西府海棠、山

荆子和花红归在类群Ⅱ中，中国苹果和新疆野苹果

归在类群Ⅲ中，滇池海棠、沧江海棠和陇东海棠归类

群Ⅳ中，山楂海棠单独成为类群Ⅴ（图1）。

变叶海棠 Malus toringoides

花叶海棠 Malus transitoria

湖北海棠 Malus hupehensis

垂丝海棠 Malus halliana

楸子 Malus prunifolia

八棱海棠 Malus robusta

西府海棠 Malus micromalus

山荆子 Malus baccata

花红 Malus asiatica

中国苹果 Malus domestica subsp. chinensis

新疆野苹果 Malus sieversii

沧江海棠 Malus ombrophila

滇池海棠
Malus yunnanensis

陇东海棠 Malus kansuensis

山楂海棠 Malus komarovii

Group Ⅰ

Group Ⅱ

Group Ⅲ

Group Ⅴ

Group Ⅳ

0.0005

图 1 苹果属 15 个种基于群体间遗传距离的一致性 NJ 树

Fig. 1 Consensus neighbor-joining tree of 15 species of Malus Mill. based on the genetic distance of populations

4 个区域合并之后的 cpDNA 片段共有单倍型

100个（表 5）。新疆野苹果的单倍型最多，242份新

疆野苹果种质有52个单倍型，其中有72份种质集中

在单倍型H15，有76份种质集中在单倍型H42，其余

新疆野苹果分散在其余的 50个单倍型中。山荆子

有 24个单倍型，其中有 105份山荆子集中在单倍型

H6中，有10份种质落在单倍型H10中，还有13份种

质在单倍型H18中。变叶海棠主要集中在单倍型

H4中，花叶海棠也主要集中在H4中，垂丝海棠主要

集中在H6和H24，湖北海棠的 2份种质中有 1份独

享单倍型H3，另外一份属单倍型H31，中国苹果主

要集中在单倍型H6、H10和H15，花红以H6中最多，

其余分散在12个单倍型中；楸子以H6中最多，其余

种质分散在 13个单倍型中；八棱海棠共有 8个单倍

型，以H6中种质最多；西府海棠4份种质分成了3个

单倍型。陇东海棠、滇池海棠、沧江海棠和山楂海棠

6
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均分别独享一个单倍型。

基于苹果属 15个种 4个叶绿体DNA基因间区

合并区域的单倍型，构建其单倍型的关联图（图

2）。H和mv分别表示单倍型和中介矢量位点，单倍

型网络图的主干（Tarso）由23个中介矢量位点和 20

个单倍型组成，23个中介矢量位点仍然为缺失单倍

型。位于网络图中心区域的单倍型为 mv8、mv9、

mv16、mv17和mv18，均为缺失单倍型，其向三个方

向扩散，其一是由 mv17 向外扩散至 H6，并形成由

H6、H43、H45和mv11组成的闭合环；其二是由mv8

逐步经过单倍型 H21、H89、mv6，并形成由 mv1、

mv4、mv6和H87组成的闭合环；其三是由mv16分

化为 mv18 和 H70，mv18 和 H70 的亲缘关系较远，

mv18形成2个分支，H70也有2个分支，并在其中一

个分支的末端呈星状辐射。

3 讨 论

3.1 15种苹果属植物叶绿体基因的遗传多样性

15种苹果属植物 4个 cpDNA基因间区的核苷

酸多样性和单倍型多样性具有种间差异。其中

trnH-psbA（Pi=0.034 09，Hd=0.808）的核苷酸多样性

和单倍型多样性均为最高，两者最低的区域均为5’

trnL-trnF（Pi=0.000 78，Hd=0.577）。15种722份苹果

属植物共有 579个突变位点，突变类型为单碱基突

表 5 苹果属植物 15 个种的单倍型

Table 5 The haplotypes of 15 spcecies of Malus Mill. in China

种名

Species

山荆子

Malus baccata

新疆野苹果

Malus sieversii

单倍型

Haplotypes

H6

H7

H8

H9

H10

H11

H12

H13

H14

H15

H17

H18

H6

H15

H21

H25

H31

H42

H49

H52

H53

H54

H55

H56

H57

H58

H59

H60

H61

H62

H63

H64

H65

H66

H67

H68

H69

H74

试材数量

No.

105

33

4

2

16

3

2

1

1

8

1

13

1

72

2

1

1

76

2

21

1

6

1

1

1

4

1

1

1

3

5

1

1

3

1

1

3

2

单倍型

Haplotypes

H19

H22

H23

H24

H25

H26

H27

H28

H32

H33

H43

H45

H75

H76

H77

H78

H79

H80

H81

H82

H83

H84

H85

H86

H87

H88

H89

H90

H91

H92

H93

H94

H95

H96

H97

H98

H99

H100

试材数量

No.

1

1

9

4

1

2

1

1

1

1

3

1

1

1

1

2

1

1

1

1

1

1

1

1

1

2

1

1

1

1

1

1

1

1

1

2

1

1

种名

Species

变叶海棠 Malus toringoides

花叶海棠 Malus transitoria

垂丝海棠 Malus halliana

湖北海棠 Malus hupehensis

陇东海棠 Malus kansuensis

沧江海棠 Malus ombrophila

滇池海棠 Malus yunnanensis

山楂海棠 Malus komarovii

中国苹果

Malus domestica subsp.
chinensis

花红

Malus asiatica

楸子

Malus prunifolia

八棱海棠

Malus robusta

西府海棠 Malus micromalus

单倍型

Haplotypes

H4

H4
H6
H6
H15
H23
H3

H50

H1

H5

H20

H6
H7
H10
H15
H16
H21
H28
H2
H6
H10
H11
H15
H16
H18
H6
H7
H10
H15
H18
H24
H25
H6
H10
H12
H15
H6
H29

试材数量

No.

17

6
1
4
1
1
1

1

1

1

1

19
1

13
21
4
1
1
1

14
8
3
5
2
1

16
4
4
7
6
2
1

30
3
1

14
1
2

单倍型

Haplotypes

H51

H47

H24
H28

H31

H40
H42
H43
H48
H49
H71
H72
H28
H33
H35
H36
H37
H42

H28
H30
H34
H39
H40
H70
H73
H28
H38
H41
H44
H30

试材数量

No.

1

2

4
1

1

1
1
1
1
1
1
1
9
2
1
1
1
1

3
1
1
1
1
1
1
2
1
1
1
1
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变和插入/缺失突变，其中插入/缺失突变位点为528

个，占到全部位点突变的 91.2%。插入/缺失的发生

频率是单碱基突变的10倍以上，插入/缺失是苹果属

叶绿体基因组进化的主要动力，这与Clegg等[11]的理

论相一致。

中国原产苹果属植物 cpDNA具有高水平的遗

传多样性。供试722份种质的4个 cpDNA基因间区

的遗传多样性（Hd=0.879，Pi=0.008 52），明显高于

170个物种的平均数值（0.670~0.826）[43]。新收集中

国原产苹果属植物的遗传多样性水平较高，对于提

高国家果树种质兴城梨、苹果资源圃的苹果属植物

的遗传多样性水平非常有效。根据各种的居群遗传

多样性水平和遗传结构，可以指导进一步的苹果属

植物考察和收集工作。

3.2 15种苹果属植物的遗传分化

15种苹果属植物在4个cpDNA区域的Tajima’s

D 检验全部为负值 ，组合后的 Tajima’s D 值

为-1.503 16，在 p > 0.10检测水平上不显著。苹果

属植物4个 cpDNA区域整体符合中性进化模型，在

进化过程中有明显的种群扩张，其遗传进化以种群

内突变或者随机漂变为主。

按照种划分的 15个种群以种群内遗传变异为

主，种群间与种群内的遗传变异值比较接近，这与高

源等[44]利用SSR分子标记方法对苹果属植物研究取

得的结果相一致。新疆野苹果与变叶海棠间的遗传

分化系数最高（0.84），远远高于高度遗传分化的界

定值，基因交流甚少；而楸子与花红间的遗传分化系

数最低（0.014），无遗传分化。无遗传分化的类群中

以栽培种间为主。究其原因，以代表种花红和楸子

为例，其在中国栽培历史久远，并在栽培过程中衍生

诸多类型。花红适应范围广，除珠江流域和黑龙江

流域诸省栽培较少外，其他如新疆、内蒙古、山西、陕

西和河北等15省、自治区的果树志或文献上都有相

关描述；而楸子人为分布极广，在中国的华北、西北

和华中等地均有栽培[1]。通过野外考察发现花红与

楸子的收集区域一致[4]，无地理环境隔离。苹果属

植物种间基本不存在生殖隔离，依靠不同起源地及

不同分布地区之间的环境隔离保持种性，由于某些

因素的改变，一旦环境隔离被打破，极易发生种间杂

交，产生新的物种或新的类型，沙果和海棠果等即是

图 2 苹果属 15 个种基于 4 个叶绿体 DNA 基因间区合并区域的单倍型中介邻接网络主干图

Fig. 2 Tarso of Median-Joining network（MJ）for cpDNA haplotypes of 15 spcecies of Malus Mill. based on four combined

cpDNA intergenic regions
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由此产生的[2]。因此，多数栽培种的人工栽培和无

地理隔离可能是遗传分化不明显的重要原因。野生

种群间的遗传分化多为高度遗传分化，野生种起源

地或分布区域之间的环境隔离难以轻易打破，各种

之间种性保持明显，其遗传多样性较高，与野外收集

野生种群的表型鉴定结果相符[45-46]。在无遗传分化

和中度遗传分化的各种群组合中，除山荆子和垂丝

海棠外，其余全部为栽培种，相比于野生种、栽培种

之间基因交流更为频繁，山荆子和垂丝海棠在演化

过程中起到了一定的作用。这与Duan等[32]得出的

山荆子可能参与了栽培苹果驯化过程的结论相一

致。

NJ聚类是基于最小进化的原则进行的聚类[47]，

相较于主要基于最小距离原则进行的聚类，当群体

突变率变化时，NJ法构建系统树的准确性高于UP-

GMA法[48]。根据NJ聚类结果，主要分布于云南和

四川横断山区的变叶海棠、湖北海棠、花叶海棠和垂

丝海棠归为同一组，山荆子与楸子、八棱海棠、西府

海棠和花红归为一组，中国苹果与新疆野苹果归为

一组，滇池海棠、沧江海棠和陇东海棠归为一组，而

山楂海棠独成一组，与其他种的遗传距离均较远。

苹果属各种的分类归属与种属关系和地理分布明显

相关，这与张春雨等[49-50]对苹果属植物遗传关系的研

究结论相同。

3.3 15种苹果属植物的遗传结构

供试种质4个 cpDNA区域合并后，以新疆野苹

果单倍型最多，占所有单倍型的一半以上，其中以单

倍型H15和H42拥有的新疆野苹果数量最多；其次

是山荆子，有一半种质集中在H6中。山荆子是苹果

属植物中分布最广、变异更为多样的类群[51]；而新疆

野苹果属第三纪孑遗植物 [52]，种质类型极为丰

富[53]。两者为苹果属植物的发展演化贡献了最多的

单倍型。含中国苹果种质数量最多的单倍型是H6、

H10和H15，与含有山荆子和新疆野苹果数量最多

的单倍型相一致；而含有花红、楸子、八棱海棠种质

数量最多的单倍型均为H6，与含有山荆子种质数量

最多的单倍型相一致。栽培种与新疆野苹果和山荆

子密切相关。中国苹果、花红、楸子和八棱海棠的部

分单倍型晚于部分新疆野苹果的单倍型，由新疆野

苹果发展演化而来。中国本土的栽培苹果起源于新

疆野苹果[1]，并通过现代的测序技术手段证明与新

疆野苹果有共祖关系的塞威士苹果是现代栽培苹果

（“西洋苹果”）的祖先[19，32]，本研究证明了苹果属栽培

种部分类型的起源演化与新疆野苹果有着一定的关

系。

苹果属的多个野生种独占单倍型，将是野外考

察收集的重点。2份湖北海棠在网络图中各独享一

个单倍型。陇东海棠、滇池海棠、沧江海棠和山楂海

棠各独享一个单倍型。湖北海棠、陇东海棠、滇池海

棠和沧江海棠主要在川滇黔藏分布区[2]，因此该区

域将是野生种的重点考察收集区域。山楂海棠仅在

中国长白山自然保护区海拔 1 100~1 300 m的山地

有少量分布，为国家二级重点保护濒危种[54]，具有苹

果属重要的单倍型，应加强保护。变叶海棠和花叶

海棠主要存在于同一个单倍型H4中，两者表型相

似[1]，变叶海棠种群是变叶海棠与陇东海棠和花叶

海棠3个种的杂交复合体[2]，因此两者出现在同一个

单倍型中并非偶然。变叶海棠在川滇黔藏分布区和

青海山区均有分布，而花叶海棠主要在青海山区，因

此青海山区将是另一个需要集中考察收集的区域。

4 结 论

苹果属植物不同种具有不同的演化路线，各个

种间以及种内起源演化关系错综复杂。山荆子和新

疆野苹果的部分种质占据较为古老的单倍型，并在

发展演化过程中经历过种群扩张。新疆野苹果与栽

培种以及山荆子之间有基因交流。新疆野苹果和山

荆子仍是未来苹果属植物种质资源考察收集的重

点，中国苹果、花红、楸子和八棱海棠的收集力度需

要进一步加大。独占单倍型的野生种主要分布区域

将是野外考察的重点区域。
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李建国 李 疆 李林光 李 明 李明军 李明章 李新岗 李亚东 梁 俊 梁森苗 梁新红

廖 康 林顺权 蔺 经 刘成连 刘成明 刘崇怀 刘凤之 刘继红 刘杰超 刘金利 刘孟军

刘庆忠 刘三军 刘威生 刘文革 刘永忠 刘玉升 卢 江 卢晓鹏 鲁振华 陆永跃 罗正荣

吕德国 马锋旺 马惠玲 马瑞娟 马宗桓 毛志泉 聂继云 牛建新 牛 良 牛铁泉 潘志勇

庞荣丽 彭良志 蒲金基 戚行江 齐红岩 齐秀娟 秦 岭 青 玲 冉 春 饶景萍 沙广利

邵兴锋 沈元月 盛宝龙 施泽彬 司 鹏 孙崇德 孙广宇 孙建设 孙雷明 孙小武 谭 彬

汤浩茹 陶建敏 陶书田 滕元文 田义轲 同延安 涂洪涛 汪良驹 王爱德 王彩虹 王彩霞

王 晨 王广鹏 王国平 王海波 王红霞 王惠聪 王 娟 王 军 王 磊 王 丽 王 龙

王少敏 王世平 王树桐 王苏珂 王同坤 王文辉 王西平 王小非 王 忆 王迎涛 王玉柱

王振平 魏钦平 魏永赞 吴国良 吴 俊 吴伟坚 吴振先 伍 涛 向 旭 谢江辉 谢 鸣

徐建国 徐小彪 徐 炎 徐阳春 徐永阳 许 勇 薛华柏 闫凤鸣 阎振立 杨 广 杨洪强

杨向晖 杨 欣 杨学虎 杨 勇 姚允聪 叶正文 易 龙 易图永 殷晓敏 尹燕雷 于金凤

俞明亮 喻歆茹 原永兵 曾凯芳 曾文芳 曾云流 张彩霞 张国海 张恒涛 张红艳 张红印

张怀江 张慧琴 张建光 张剑侠 张金智 张静茹 张俊祥 张开春 张鹏飞 张荣意 张瑞萍

张 显 张晓娜 张新忠 张 颖 张玉刚 张运涛 张志宏 张志华 章秋平 赵德英 赵光伟

赵光远 赵密珍 赵卫星 赵迎丽 郑先波 钟彩虹 周常勇 周洪旭 周厚成 周 涛 周增强

朱立武
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