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新疆野苹果叶绿体 DNA 变异与遗传进化分析

高　源，王大江，王　昆，丛佩华，张彩霞，李连文，朴继成 
（中国农业科学院果树研究所 / 农业部园艺作物种质资源利用重点实验室，辽宁兴城 125100）  

摘要：利用 4 对叶绿体 DNA 引物对来源于新疆巩留、霍城和新源 3 个地区的 242 份新疆野苹果种质资源的 4 个非编码

区 trnH-psbA、trnS-trnG spacer+intron、trnT-5′trnL 和 5′trnL-trnF 进行了扩增，基于 4 个叶绿体基因间区的序列变异，从母系

遗传的角度评价了遗传变异和不同居群的遗传进化关系。结果表明：4 个叶绿体 DNA 非编码区经测序、拼接、比对和合并之

后的片段长度为 3812 bp，共有 171 个多态性变异位点，其中包含 6 个单一突变位点、16 个简约信息位点和 149 个插入 - 缺

失位点。在 242 份新疆野苹果种质中，trnH-psbA、trnS-trnG spacer+intron、trnT-5′trnL 和 5′trnL-trnF 区域的变异位点的数量

分别为 68 个、25 个、77 个和 1 个，单倍型数量分别为 36 个、6 个、6 个和 2 个，合并之后的叶绿体 DNA 片段的单倍型为 52

个。核苷酸多样性和单倍型多样性最高的区域均为 trnH-psbA（Hd=0.773，Pi=0.01982），最低的为 5′trnL-trnF（Hd=0.025，

Pi=0.00002）。242 份新疆野苹果种质 4 个叶绿体 DNA 区域合并后的遗传多样性较高（Hd=0.806，Pi=0.00291）。Tajima′s D 

检验中，4 个 cpDNA 区域合并后片段在 P<0.05 水平上显著，4 个 cpDNA 区域整体不遵循中性进化模型，自然选择的压力是

新疆野苹果遗传进化的主要动力。新疆野苹果的遗传变异主要存在于居群内部，新疆巩留和新源居群间的遗传距离较近，与

霍城居群间遗传距离相对较远，居群间的遗传分化与地理距离相关。3 个地区的新疆野苹果各自经历着遗传分化但又存在频

繁的基因交流，有向新疆新源的新疆野苹果演化的趋势。
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Chloroplast DNA Variation and Genetic Evolution of Malus  
sieversii （Ledeb.）M. Roem.
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（Research Institute of Pomology，Chinese Academy of Agricultural Sciences/Key Laboratory of Biology and Genetic Improvement of 

Horticultural Crops Germplasm Resources Utilization，Ministry of Agriculture，Xingcheng  Liaoning 125100） 

Abstract：Four non-coding region，trnH-psbA、trnS-trnG spacer+intron、trnT-5′trnL and 5′trnL-trnF of 242 
germplasm accessions of Malus sieversii（Ledeb.）M. Roem. from 3 sources of Gongliu，Huocheng and Xinyuan 
of Xinjiang Uygur Autonomous Region of China were amplified by four primers. Based on the genetic variation of 
the four chloroplast intergenic regions，the genetic variation and evolution of Malus sieversii（Ledeb.）M. Roem. 
populations were explored from the perspective of maternal inheritance. The results showed that the length of the 
four non-coding regions of chloroplast DNA was 3812 bp after sequencing，splicing，alignment and merging，
and 171 variable sites were detected，including 6 singleton variable sites，16 parsimony informative sites and 149 
insertion-deletion gaps. Among the 242 accessions of Malus sieversii（Ledeb.）M. Roem. the number of variable 
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sites of the regions trnH-psbA，trnS-trnG spacer+intron，trnT-5′trnL and 5′trnL-trnF were 68，25，77 and 
1. The number of haplotypes for the four regions were 36，6，6 and 2，and after the four regions merged the 
haplotypes of chloroplast DNA fragments were 52. The region with the highest nucleotide and haplotype diversity 
was trnH-psbA （Hd=0.773，Pi=0.01982），and the nucleotide and haplotype diversity of 5′trnL-trnF was the 
lowest （Hd=0.025，Pi=0.00002）. The cpDNA diversity of Malus sieversii（Ledeb.）M. Roem. with the four 
chloroplast DNA regions merged was high （Hd=0.806，Pi=0.00291）. Tajima′s test showed that all the Tajima′s 
D values are statistically significant at P<0.05，indicating that the overall variation of the four chloroplast 
regions had not followed the neutral theory of molecular evolution，and the pressure of natural selection is 
the main driving force of genetic evolution of Malus sieversii（Ledeb.）M. Roem. The genetic variation of 
Malus sieversii（Ledeb.）M. Roem. mainly existed within populations. The distance between populations from 
Gongliu and Xinyuan of Xinjiang was closer than that between populations from Huocheng and Gongliu or 
from Huocheng and Xinyuan of Xinjiang. The genetic differentiation correlated with the geographical distances. 
Malus sieversii（Ledeb.）M. Roem. from the 3 sources were experiencing genetic differentiation，but also having 
frequent gene exchanges among different populations，and had a tendency to evolve to Xinyuan population in  
Xinjiang.

Key words：Malus sieversii（Ledeb.）M. Roem. ；cloroplast DNA；genetic variation；genetic evolution

新疆野苹果（Malus sieversii（Ledeb.）M. Roem.）
是蔷薇科（Rosaceae）苹果属（Malus Mill.）植物野

生种，又称塞威士苹果，在中国新疆地区还被称为

野苹果、牙瓦阿尔玛（维语）［1］。属于第三纪孑遗植 
物［2］，被许多学者研究证实为现代栽培苹果的原始

祖先［3-6］。分布于天山山脉，包括中国新疆伊犁地

区、哈萨克斯坦的阿拉木图州、塔尔迪库尔干州及吉

尔吉斯斯坦的伊塞克湖州［7］。我国境内主要分布

于新疆西天山伊犁河谷的新疆野果林内［8］，集中分

布于新源新疆野苹果保护区、巩留莫乎尔乡八连、霍

城大西沟乡庙尔沟等海拔 1172.68~1630.30 m 的地 
区［9］。新疆野苹果是珍贵的种质资源，种质类型极

为丰富［10］。除具有可被直接利用以及作为育种原

始材料的类型外，新疆野苹果还具有抗寒、耐虫、耐

病和耐旱等优良性状，适宜作栽培苹果的砧木，具有

亲和力强、种源丰富的特点，是西北地区及其他产区

苹果的主要砧木之一。

近些年考察发现，苹果小吉丁虫危害严重、

未成熟果实过度采摘、种群年龄结构衰老等问题

造成新疆野苹果资源的数量和质量均在急剧下 
降［11-12］。新疆野苹果已被列为具有生物多样性国

际意义的中国优先保护物种和国家二级重点保护

植物［13-15］。因此，研究新疆野苹果的遗传变异和

遗传进化进程，探讨其遗传多样性和濒危机制，对

其保护和利用具有重大意义。以往，新疆野苹果的

遗传多样性研究主要集中在表型［16-21］和 SSR 分子

标记［22-25］等方面，尚未从母系遗传的角度对新疆

野苹果居群之间的遗传变异和遗传进化进行系统

研究。在植物中，叶绿体基因组高度保守，非编码

区进化速度较快，适用于较低的分类阶元（如科、

属）的系统研究［26］，利用叶绿体基因组序列可直

接进行遗传多样性检测［27］，在系统发育研究中其

母系遗传的特点具有独特优势［28］。因此，叶绿体

DNA 在植物系统发育、遗传多样性和亲缘演化关

系等研究方面发挥着重要作用［29］。本研究利用 4
对叶绿体 DNA 引物扩增来自新疆新源、巩留和霍

城 3 个地区的 242 份新疆野苹果的 4 个非编码区，

分析 4 个叶绿体 DNA 间区序列的遗传变异，解析

新疆野苹果居群在叶绿体 DNA 水平上的遗传多

样性，探讨新疆野苹果居群间的系统演化关系，以

期为该种的多样性保护、有效利用和系统进化提供 
依据。

1　材料与方法

1.1　材料

在新疆新源、霍城和巩留的野果林中考察收

集新疆野苹果入国家果树种质兴城梨、苹果圃（辽

宁省兴城）嫁接繁殖保存。于 2017 年春季采集新

疆野苹果种质的健康幼嫩叶片，叶片经硅胶干燥

之后备用；2018 年完成所有材料 4 个叶绿体 DNA
非编码区测序，所有供试新疆野苹果材料信息见 
表 1。
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表 1　来源于 3 个地区的 242 份新疆野苹果分居群信息
Table 1　Information of 242 accessions of Malus sieversii

（Ledeb.）M. Roem. of the three source populations

试材编号

Codes of accessions
来源地

Origin

个体数量

Number of 
accessions

居群代码

Code of 
population

MS1~MS64，MS125~MS138 新疆巩留 78 MSGL

MS65~MS124 新疆霍城 60 MSHC

MS139~MS242 新疆新源 104 MSXY

1.2　DNA 提取及 PCR 扩增

采 用 德 国 QIAGEN 的 DNeasy Plant Mini Kit
提取供试材料春季嫩叶的基因组 DNA。分别用 1%
的琼脂糖凝胶电泳和紫外分光光度计检测其浓度

和纯度，经检验合格后，提取 DNA 原液，一部分原

液于− 20 ℃冷冻保存，一部分原液稀释至 40 ng/μL 

备用。

从 Shaw 等［30］报道的叶绿体 DNA 序列中选取

4 个基因间区 trnH-psbA、trnS-trnG spacer+intron、
trnT-5′trnL 和 5′trnL-trnF 对应的 4 对叶绿体通用引

物（表 2），交由上海生工（Sangon）生物工程股份有

限公司合成。50 μL 的 PCR 反应体系：DNA 模板 
2 μL，正向和反向引物（10 µmol/L）各 2.5 μL，d NTP 

（2.5 mmol/L）5 μL，10×Buffer 5 μL，Taq DNA 聚

合 酶（5 U/μL）0.6 μL，ddH2O 32.4 μL。 参 照 Volk 
等［31］报道的反应条件，对 4 个基因间区的 PCR 扩

增条件进行优化（表 3）。242 份种质 4 个叶绿体间

区的 PCR 产物用 2% 的琼脂糖凝胶电泳检测，对于

扩增成功并得到单一条带的样品直接送测序公司进

行测序。每个样品在每个叶绿体 DNA 间区的扩增

产物均进行正、反向测序，242 份材料的 4 个间区的

叶绿体 DNA 序列全部测通。

表 2　4 个叶绿体基因间区及 4 对叶绿体 DNA 引物序列基本信息
Table 2　Basic information of the four cpDNA intergenic regions and four pairs of cpDNA primers in this study

编号 
Code

cpDNA 间区

cpDNA intergenic region
F 序列（5′-3′） 

Forward sequence （5′-3′）
R 序列（5′-3′） 

Reverse sequence （5′-3′）

扩增片段长度 （bp）
Amplified fragment 

length

CP20 trnH-psbA CGCGCATGGTGGATTCACAATCC GTTATGCATGAACGTAATGCTC 200~400

CP21 trnS-trnG spacer+intron AGATAGGGATTCGAACCCTCGGT GTAGCGGGAATCGAACCCGCATC 1300~1500

CP22 trnT-5′trnL CATTACAAATGCGATGCTCT TCTACCGATTTCGCCATATC 1000~1200

CP23 5′trnL-trnF ATTTGAACTGGTGACACGAG CGAAATCGGTAGACGCTACG   800~1000

表 3　4 个叶绿体基因间区的 PCR 扩增条件
Table 3　PCR amplification conditions of the four cpDNA intergenic regions in this study

编号 
Code

扩增区域 
Region

PCR 反应条件

PCR conditions

退火温度（℃）

Annealing 

temperature

CP20 trnH-psbA 80 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，56 ℃退火 30 s，72 ℃ 1 min，35 个循环；72 ℃ 10 min 56

CP21 trnS-trnG spacer+intron 80 ℃ 5 min；96 ℃ 10 s，50 ℃退火 5 s，60 ℃ 4 min，30 个循环；60 ℃ 10 min 50

CP22 trnT-5′trnL 96 ℃ 5 min；96 ℃ 1 min，57 ℃退火 2 min，72 ℃ 2.5 min，34 个循环；72 ℃ 10 min 57

CP23 5′trnL-trnF 80 ℃ 5 min；96 ℃ 10 s，50 ℃退火 5 s，60 ℃ 4 min，30 个循环；60 ℃ 10 min 50

1.3　数据分析

每个基因间区正反向测序获得的序列进行人工

校对，并使用 MEGA 7.0［32］软件进行序列拼接、序

列比对以及 4 个叶绿体 DNA 基因间区片段 trnH-
psbA、trnS-trnG spacer+intron、trnT-5′trnL 和 5′trnL-
trnF 的合并。所有拼接序列、比对序列都被保存为

FASTA 和 MEGA 格式。

将单个区域片段和合并之后的片段保存后，使

用 DnaSP ver5.10.01［33］软件计算新疆野苹果种质

叶绿体 DNA 的遗传多样性参数，包括：变异位点

（Vs，Variable sites）、单一突变位点（Ss，Singleton 
variable sites）、简 约 信 息 性 位 点（Ps，Parsimony 
informative sites）、核 苷 酸 多 样 性（Pi，Nucleotide 
diversity）、平均核苷酸差异（k，Average number of 
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nucleotide difference）、单倍型数目（h，Number of 
haplotypes）、单倍型多样性（Hd，Haplotype （gene） 
diversity）、单 倍 型 多 样 性 方 差（Vh，Variance of 
haplotype diversity）、单倍型多样性标准差（Sh，
Standard deviation of haplotype diversity）和 Tajima′s 
D 值（Tajima′s D）。Tajima′s D 是检验样品叶绿体

DNA 区域是否遵循中性进化模型的重要参数。基

于 4 个叶绿体 DNA 区域合并片段的新疆野苹果种

质资源的叶绿体基因单倍型保存为 Nexus 文件，分

别采用中介邻接网络（MJ，Median-Joining network）
算法和最大简约（MP，maximum parsimony）算法

进行计算和优化，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。

用 MEGA 7.0 软件构建新疆野苹果种内居群

间基于遗传距离的 Neighbour-Joining［34］系统发育

树，并划分居群组合。用 DnaSP ver5.10.01 软件计

算种内不同居群间的基因流和基因分化，评价种内

不同居群间的基因交流。用 Arlequin v3.5［35］软件

分析分子变异，选择标准分子变异分析（AMOVA，

analysis of molecular variation）方法进行计算，用

20000 次排列来检测不同分组变异的差异显著性，

评价种群内居群间的遗传分化。

2　结果与分析

2.1　新疆野苹果叶绿体 DNA 的多态性

4 对叶绿体通用引物对 242 份新疆野苹果的

4 个叶绿体 DNA 间隔间区进行扩增，trnH-psbA、

trnS-trnG spacer+intron、trnT-5′trnL 和 5′trnL-trnF
在所有样本中的序列长度范围分别为 261~285 bp、
1376~1394 bp、1064~1085 bp 和 965 bp，序列比对

之后，4 个区域的片段长度分别为 321 bp、1395 

bp、1131 bp 和 965 bp。核苷酸多态性最高的区域

为 trnT-5′trnL，包括 4 个单一突变位点，5 个简约

信息位点，68 个插入 - 缺失位点；核苷酸多态性

最低的区域为 5′trnL-trnF，仅有 1 个简约信息性位

点。4 个 cpDNA 区域比对并组合后的序列长度为 
3812 bp，包含 171 个变异位点，其中 6 个单一突变

位点、16 个简约信息性位点和 149 个插入 - 缺失位

点（表 4）。
242 份中国原产苹果属植物新疆野苹果的 4 个

叶绿体间隔间区共有变异位点 171 个，trnH-psbA、

trnS-trnG spacer+intron、trnT-5′trnL 和 5′trnL-trnF
区域的变异位点数目分别为 68 个、25 个、77 个和

1 个，变异位点集中在区域 trnT-5′trnL 上，是新疆

野苹果叶绿体 DNA 片段中核苷酸多态性较高的区

域。核苷酸多样性（Pi）和平均核苷酸差异（k）最

大和最小的区域分别为 trnH-psbA（Pi=0.01982，
k = 6 . 7 9 7 3 3） 和 5 ′ t r n L - t r n F（P i = 0 . 0 0 0 0 2，

k=0.02459）。trnH-psbA、trnS-trnG spacer+intron、
trnT-5′trnL 和 5′trnL-trnF 区域单倍型数目（h）分别

为 36 个、6 个、6 个和 2 个，以 trnH-psbA 区域单倍

型（基因）多样性（Hd）最高为 0.773，5′trnL-trnF
单倍型（基因）多样性（Hd）最低为 0.025。trnT-
5′trnL 的单倍型多样性方差和标准差均为最高，分

别 为 0.00119 和 0.034；trnS-trnG spacer+intron 区

域的单倍型多样性方差和标准差均为最低分别为

0.00011 和 0.010（表 5）。
新疆野苹果 4 个区域组合后的 cpDNA 片段，

共有 52 个单倍型，其中核苷酸多样性、平均核苷酸

差异、单倍型（基因）多样性、单倍型多样性方差和

标准差分别为 0.00291、11.97239、0.806、0.00032、
0.018。

表 4　242 份新疆野苹果的 4 个 cpDNA 区域的多态性

Table 4　The polymorphism of the four cpDNA regions of 242 accessions of Malus sieversii（Ledeb.）M. Roem. 

叶绿体 DNA 区域

cpDNA region
长度（bp）

Length
变异位点

Vs
单一突变位点

Ss
简约信息位点

Ps
插入 - 缺失位点

Is
核苷酸多样性

Pi
平均核苷酸差异

k

trnH-psbA 321 68 1 5 62 0.01982 6.79733

trnS-trnG spacer+intron 1395 25 1 5 19 0.00073 1.05785

trnT-5′trnL 1131 77 4 5 68 0.00306 4.09262

5′trnL-trnF 965 1 0 1 0 0.00002 0.02459

区域合并 Combined region 3812 171 6 16 149 0.00291 11.97239

Vs：Variable sites，Ss：Singleton variable sites，Ps：Parsimony informative sites，Is：Insertion-deletion gaps，Pi：Nucleotide diversity，k：Average 
number of nucleotide difference，the same as below
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表 5　242 份新疆野苹果的 4 个 cpDNA 区域的单倍型多样性

Table 5　The diversity of haplotypes in the four cpDNA regions of 242 accessions of Malus sieversii（Ledeb.）M. Roem. 
cpDNA 区域

cpDNA regions
单倍型数目

h
单倍型（基因）多样性

Hd
单倍型多样性方差

Vh
单倍型多样性标准差

Sh

trnH-psbA 36 0.773 0.00032 0.018

trnS-trnG spacer+intron 6 0.526 0.00011 0.010

trnT-5′trnL 6 0.250 0.00119 0.034

5′trnL-trnF 2 0.025 0.00019 0.014

区域合并 Combined region 52 0.806 0.00032 0.018

h：Number of  haplotypes，Hd：Haplotype （gene） diversity，Vh：Variance of haplotype diversity，Sh：Standard deviation of haplotype diversity

表 6　242 份新疆野苹果的 4 个 cpDNA 区域的 Tajima′s 检
验结果

Table 6　Results of Tajima′s test in the four cpDNA regions 

of 242 accessions of Malus sieversii（Ledeb.）M. 
Roem. 

cpDNA 区域

cpDNA region
Tajima′s D 值

Tajima′s D value
显著性

Significance

trnH-psbA −1.17743 P>0.10

trnS-trnG spacer+intron −2.01838 P<0.05*

trnT-5′trnL −2.04087 P<0.05*

5′trnL-trnF −0.83512 P>0.10

合并 Combined −1.78819 P<0.05*

* 代表在 0.05 水平下显著相关

* Represents significant correlation at P<0.05

对 4 个 区 域 进 行 Tajima′s 检 验，Tajima′s D 值

全 部 为 负 值，区 域 trnT-5′trnL 的 Tajima′s D 值 最

低 为 −2.04087，5′trnL-trnF 的 Tajima′s D 值 最 高 为

−0.83512。 区 域 trnH-psbA 和 5′trnL-trnF 的 Tajima′s 
D 值 在 P>0.10 水 平 上 不 显 著，而 区 域 trnS-trnG 
spacer+intron 和 trnT-5′trnL 在 P<0.05 水平上显著。

合并后的片段，Tajima′s D 值为− 1.78819，在 P<0.05
水平上显著（表 6）。
2.2　新疆野苹果的遗传分化

供试新疆野苹果来源于新疆新源、霍城和巩

留 3 个地区，按照来源地区将 242 份新疆野苹果划

分为 3 个居群，其分子变异分析的结果表明遗传

变异主要存在于居群内，占全部变异的 93.17%，约

6.83% 的变异来自于居群之间，居群内和居群间的

可遗传变异的相关性均极显著（P<0.001）（表 7）。

表 7　按 3 个来源地划分的 3 个新疆野苹果居群的分子变异分析

Table 7　Molecular variance analysis of the three source populations of Malus sieversii（Ledeb.）M. Roem. 

变异来源

Source of variation
自由度

df
平方和

Sum of square
变异组分

Variance components
变异百分比（%）

Percentage of variation
概率值

P

居群间

Among population
2 77.309 0.41887 6.83 <0.001

居群内

Within population
239 1365.364 5.71282 93.17 <0.001

合并 Total 241 1442.674 6.13169 100 <0.001

3 个 新 疆 野 苹 果 居 群 两 两 间 分 化 系 数 为

0.023~0.114，巩留和新源居群间遗传分化系数为

0.023，巩留和霍城居群间的遗传分化系数为 0.114，
新源与霍城居群间的遗传分化系数为 0.070。两两

居群间遗传分化系数体现出新疆不同地区之间新疆

野苹果的遗传分化和基因交流程度。

2.3　新疆野苹果居群间的遗传关系

计算来源于新疆霍城、新源和巩留的 3 个新

疆野苹果居群的遗传距离并用 Neighbour-Joining
的方法构建聚类树。根据聚类结果，新疆新源
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和巩留的新疆野苹果居群间的遗传关系相对较

近，与新疆霍城新疆野苹果居群的遗传关系相对 
较远。

2.4　新疆野苹果叶绿体 DNA 单倍型的中介网络关

系

运用中介邻接网络（MJ）算法，并用最大简约

算法（MP）来优化由 MJ 计算过的结果，构建苹果

属新疆野苹果的 4 个叶绿体 DNA 区域组合的单倍

型关联图（图 1）。单倍型和中介矢量位点分别用 
H 和 mv 表示，两两单倍型之间的连接线的长度表

示其间突变的多少，长度越长代表其间突变位点越

多。单倍型网络图的躯干（Torso）由 12 个单倍型

和 9 个中介矢量位点组成，其中 mv1 和 H24 衍生分

支最多，mv1 处在 3 个闭合四边形网络图的连接点

上，3 个闭合的四边形位于网络图的中心。除 mv1、
mv2、mv3 和 mv5，H24、H17、H45 和 H38 位于 3 个

闭合的四边形内，H24 衍生 4 个分支，H17 和 H45
均衍生 3 个分支。H24 由 1 份新疆巩留新疆野苹果

和 1 份新疆霍城新疆野苹果组成，H17 为 3 份霍城

新疆野苹果和 2 份新源新疆野苹果，H45 则为 1 份

霍城新疆野苹果。mv1、mv2、mv3 和 mv5 为缺失

单倍型。由 mv3 衍生单倍型 H37 仅包含 1 份霍城

新疆野苹果，由 H37 衍生缺失单倍型 mv7，mv7 向

其中一个方向衍生单倍型 H40，向另外一个方向依

次衍生单倍型 H33、H16、H13、H32 和 H35。H40
延伸出单倍型 mv6，mv6 向 3 个方向衍生单倍型

H30、H3 和 H22，H22 衍生出同时与 H3 还相连的

单倍型 H6。网络图中 H3 还包含单倍型 H14、H15、
H20 和 H47，而 H6 则还包含 H1、H23、H28、H31、
H43、H48 和 H51。 单 倍 型 H3、H14、H15、H20 和

H47 包含的新疆野苹果分别为 69 份、1 份、1 份、2 份 
和 5 份，其中有 16 份巩留新疆野苹果、10 份霍城新

疆野苹果和 50 份新源新疆野苹果。单倍型 H3 中

包含 14 份巩留新疆野苹果、6 份霍城新疆野苹果

和 49 份新源新疆野苹果。单倍型 H6 包含 3 份巩

留、5 份霍城和 1 份新源新疆野苹果，H1 包含 36 份

巩留、9 份霍城和 27 份新源新疆野苹果，H23 包含

1 份巩留和 3 份霍城新疆野苹果，H31 包含 1 份霍

城新疆野苹果，H48 包含 1 份霍城新疆野苹果，H51
包含 1 份巩留新疆野苹果，网络图中 H6 单倍型组

合共包含 40 份巩留、28 份新源和 19 份霍城新疆野

苹果。H4 是位于网络图最外缘的单倍型之一，图中

H4 还包含单倍型 H8、H12、H34、H49、H52，共有 26
份新疆野苹果。单倍型 H4 包含巩留的 10 份、霍城

的 3 份和新源的 7 份新疆野苹果，H8 包含新源的 1
份材料，H12 包含 2 份霍城的材料和 1 份新源材料，

H34 包含 1 份霍城的材料，H49 包含 1 份巩留材料，

H52 包含 1 份巩留材料。

图 1　新疆野苹果 4 个 cpDNA 区域组合的单倍型邻接网络图
Fig. 1　Haplotype joining networks of the four chloroplast DNA fragments  

combined of Malus sieversii（Ledeb.）M. Roem.
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3　讨论

中国原产苹果属植物新疆野苹果叶绿体 DNA
的多样性研究涉及到的区域有 trnH-psbA、trnS-trnG 
spacer+intron、trnT-5′trnL 和 5′trnL-trnF，核苷酸多

样性和单倍型多样性最高的区域均为 trnH-psbA，

两者最低的为 5′trnL-trnF。新疆野苹果 4 个叶绿

体 DNA 合并区域的遗传多样性较高（Hd=0.806，
Pi=0.00291）。插入和缺失同样为核苷酸变异的主

导，插入缺失位点为 149 个，而仅有 6 个单一突变位

点，16 个简约信息位点。Tajima′s D 检验全部为负

值，这说明新疆野苹果在进化过程中有明显的种群

扩张。trnS-trnG spacer+intron 和 trnT-5′trnL 两个区

域在 P<0.05 水平上显著，区域 trnH-psbA 和 5′trnL-
trnF 在 P>0.10 水平上不显著，4 个区域合并之后

在 P<0.05 水平上显著。叶绿体 DNA 进化过程中，

trnS-trnG spacer+intron 和 trnT-5′trnL 两个区域是遵

循中性进化模型的，主要由随机漂变产生的遗传分

化。但新疆野苹果 4 个区域总体上不遵循中性进化

模型，种群的遗传变异主要来自于自然选择。自然

选择的压力是新疆野苹果遗传进化的主要动力。

以分别收集于新疆新源、霍城和巩留的新疆野

苹果划分为 3 个居群，新疆野苹果的分子遗传变异

主要存在于居群内，这与秦伟等［23］和董研等［24］得

出的结论相一致。3 个居群两两间的分化系数并不

高，基因交流频繁，最高的只有 0.114，为中度遗传分

化。霍城新疆野苹果与巩留和新源的遗传分化均高

于巩留和新源新疆野苹果居群间的遗传分化，霍城与

巩留和新源的新疆野苹果居群间的基因流要少于巩

留和新源新疆野苹果居群间的基因流。新源和巩留

新疆野苹果之间的亲缘关系要更近。这与杨美玲［36］

对新疆野苹果居群遗传关系研究得出的结论相同。

从地理位置上来讲，新疆巩留和新源两县邻接，与霍

城的地理距离相对较远，居群间的遗传分化与地理

距离相关。这与 Zhang 等［22］和张春雨等［37］对新疆

野苹果的遗传分化研究得出的结论相同。

新疆野苹果 4 个叶绿体 DNA 合并区域的单倍

型分析表明，位于躯干中心主线上 3 个主要的单倍

型缺失，位于躯干中心 3 个闭合环中包含了来自巩

留、霍城和新源的新疆野苹果，但没有一个单倍型同

时涵盖 3 个区域的新疆野苹果，位于中心区域未缺

失的单倍型均为衍生单倍型，并非最古老的单倍型。

3 个闭合环中以新疆霍城地区的新疆野苹果居多，

说明新疆霍城地区相对较老的叶绿体单倍型居多，

分化相对较早。随着邻接网络向外围延伸，偏离中

心区域并含有新疆野苹果最多的两个单倍型 H6 和

H3 的闭合环中，由未知单倍型通过两个分支演化至

H3，含有 3 个区域的新疆野苹果的单倍型 H6 为其

中一个分支，而 H3 中包含了 50 份新疆新源的新疆

野苹果。从邻接网络的中心至外围，霍城新疆野苹

果更多的是位于靠近中心的单倍型，而新疆新源的

新疆野苹果则更多的是位于靠近外围的单倍型，巩

留新疆野苹果多为种间类型。新疆霍城地区新疆野

苹果原始类型相对更多，3 个地区的新疆野苹果各

自经历着遗传分化但又存在频繁的基因交流，有向

新疆新源的新疆野苹果演化的趋势。整个单倍型网

络图中星状辐射较少，显示出新疆野苹果各居群在

历史上发生越过瓶颈后迅速扩增的次数较少。通过

网络分析和 Tajima′s D 检验共同说明新疆野苹果在

历史上有明显的种群扩张，但少有遇到瓶颈后迅速

的扩张。新疆野苹果叶绿体 DNA 变异和遗传进化

分析，为新疆野苹果的保护和利用提供参考，为苹果

砧木等育种亲本的选择提供理论依据。
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