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变叶海棠起源的 AFL P分析
石胜友　梁国鲁　成明昊 3 　郭启高　李晓林　周志钦 3

(西南农业大学园艺园林学院 , 重庆市果树学重点实验室 , 重庆 400716)

摘　要 : 利用 4对 AFLP引物组合 ( EcoRⅠAAC +M seⅠCAC, EcoRⅠACG +M seⅠCAG, EcoRⅠACC +

M seⅠCTA, EcoRⅠACT +M seⅠCAG) 对花叶海棠、陇东海棠和变叶海棠不同的变异类型进行分析 , 共得

到扩增位点 231个 , 其中多态性位点 211个 , 多态性比例为 91134% , 区分率达 100% ; 利用 AFLP标记对

变叶海棠、陇东海棠、花叶海棠的亲缘关系进行分析 , 结果与形态学、细胞学和同工酶的结果一致 , AFLP

数据表明变叶海棠是花叶海棠和陇东海棠的杂交种 , 从而在分子水平上揭示了变叶海棠的杂种起源。变叶

海棠的变异类型是在漫长的进化过程中变叶海棠与花叶海棠和陇东海棠产生渗入杂交的结果。
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Abstract: W e studied the relationship of M alus toringoides Hughes and its parents by app lying AFLP.
231 polymorphic bands were obtained with four AFLP p rimers, and among them 211 (91134% ) bands were
polymorphic with an average of 5718 per AFLP p rimers combination. The relationship s among M. toringoides

Hughes, M. transitoria Schneid and M. kansuensis Rehd were analysed with AFLP. The results are consistent
with p revious studies based on morphological, cytological and isozyme data. AFLP marker data show thatM.

toringoides Hughes has been the hybrid ofM. transitoria Schneid and M. kansuensis Rehd, and that the varia2
tion types ofM. toringoides Hughes have been the results of introgressive hybridization between M. toringoides

Hughes and M. transitoria Schneid or between M. toringoides Hughes and M. kansuensis Rehd.
Key words: M alus toringoides Hughes; AFLP; O rigin; Hybrid

苹果属植物变叶海棠 (M alus toringoides Hughes) 主要分布在四川西部和甘肃南部。变叶海棠作

苹果砧木利用 , 具有抗逆性强、半矮化、丰产和提高果实品质等优良性状〔1〕。前人对变叶海棠的研

究主要集中在形态学特征、核型、同工酶、地理分布和杂交试验等方面〔2～6〕, 成明昊等研究了 3个变

叶海棠居群 (100个单株 ) 的花、叶、果等主要分类性状 , 其形象化散点图表明变叶海棠遗传多样性

是变叶海棠与花叶海棠 (M. transitoria ) 和陇东海棠 (M. kansuensis Rehd. ) 3个种的杂交复合体 ,

其杂种指数值均在花叶海棠和陇东海棠之间 , 揭示了变叶海棠是花叶海棠和陇东海棠的杂交种〔4, 7〕
,

然而在分子水平上未见变叶海棠起源的研究报道。近年来 AFLP技术越来越多地用于果树资源的研

究〔8～10〕。作者利用 AFLP技术探讨变叶海棠与花叶海棠和陇东海棠的亲缘关系 , 从而探讨变叶海棠的

起源及演化机制 , 为苹果属种质资源的利用提供科学依据。

1　材料与方法

供试材料采自西南农业大学苗圃两年生实生苗 , 其种子来源于阿坝州农业科学研究所后山变叶海
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棠居群 , 变叶海棠 24个单株样本 , 陇东海棠和花叶海棠各 5个单株的混合样本。

DNA提取采用 CTAB法。AFLP扩增按照鼎国生物技术有限责任公司提供的试剂盒中的程序 , 主

要包括模板 DNA的制备 , 酶切片段扩增及凝胶电泳分析 3个步骤。银染参照 Bassam等的方法〔11〕。

各样品 AFLP扩增条带的有、无分别赋值 1和 0, 利用单匹配系数 ( Simp le matching coefficient) 估计

基因频率 , 采用 NTSYS2pc2102a软件进行数据分析 , 按 UPGMA方法聚类。多态性比率 ( % ) = (总谱

带数 -共有带数 ) /总谱带数 ×100。

2　结果与分析

211　AFL P选择性扩增结果

从 AFLP试剂盒中的 64对引物中筛选出 4对

引物组合对供试材料进行 AFLP分析 (表 1)。4

对引物组合共扩增出 231条带 , 其中多态性带为

211条 , 多态性比率为 91134% ; 平均每对引物组

合扩增多态性带 5718条。图 1为引物组合 EcoRⅠ

AAC +M seⅠCAC的扩增结果。

表 1　4对 AFL P引物组合扩增结果

Table 1　The results am plif ied by four AFL P pr im ers

引物组合
Primer
combination

总扩增带
Amp lified
sites

多态性带
Polymorphic
sites

多态性比率 Ratio
of polymorphic
sites( % )

区分率
Identified
rate ( % )

AAC + CAC 54 48 88189 100

ACG + CAG 60 55 91167 100

ACC + CTA 61 57 93144 100

ACT + CAG 56 51 91107 100

图 1　引物 AAC + CAC的 AFL P指纹图谱

0: 花叶海棠 ; 1～24: 变叶海棠 ; 25: 陇东海棠。

F ig. 1　AFL P finger pr in t w ith AAC + CAC prim ers

0: M. transitoria; 1 - 24: M. toringoides; 25: M. kansuensis.

图 2　共试材料的 AFL P聚类图

0: 花叶海棠 ; 1～24: 变叶海棠 ; 25: 陇东海棠。

F ig. 2　D endrogram ba sed on AFL P

0: M. transitoria; 1 - 24: M. toringoides; 25: M. kansuensis.

212　亲缘关系分析

为了探讨变叶海棠与花叶海棠和陇东海棠基因型间的遗传关系 , 根据 AFLP数据 , 按 UPMGA方

法对所有供试材料进行聚类分析 , 构建亲缘关系树状图 (图 2)。从聚类图上可以看出变叶海棠的变

异类型与花叶海棠和陇东海棠的亲缘关系。24份变叶海棠材料很明显地分为 4组 , A组与花叶海棠

聚为一类 , 亲缘关系较近 ; D组与陇东海棠聚为一类 , 亲缘关系较近。B和 C两组介于花叶海棠和陇

东海棠之间 , 根据杂种偏母型 (A、D ) 的特点 , 变叶海棠可能是陇东海棠和花叶海棠正反交 (互为

父母本 ) 的自然杂种。
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213　变叶海棠、花叶海棠和陇东海棠 AFL P谱带分析

根据 Sm ith的方法〔11〕, 我们将 4对引物在变叶海棠、花叶海棠和陇东海棠中扩增出的谱带记录为

3种情况 : (1) 变叶海棠与花叶海棠和陇东海棠共有的 ; (2) 变叶海棠与花叶海棠或陇东海棠之一

共有的 ; (3) 变叶海棠特有的。那些共存于变叶海棠、花叶海棠和陇东海棠中的谱带以及存在于亲

本部分个体的特有谱带不列入分析 , 因为这些谱带对杂种的确定帮助不大。确定杂种的原则是 , 如果

变叶海棠的 AFLP谱带是来自于花叶海棠和陇东海棠谱带的叠加或部分叠加 , 就将其定为花叶海棠和

陇东海棠的杂种〔11〕。不同变异类型的变叶海棠与花叶海棠或陇东海棠共享谱带的数目 , 变叶海棠特

有谱带数目见表 2。该表说明了花叶海棠和陇东海棠的谱带数在变叶海棠中出现的比例。例如 , 在变

叶海棠类型 1中 , 花叶海棠的 36条专有谱带 , 有 23条出现在其中 , 陇东海棠的 30条专有谱带 , 有 9

条出现在其中 , 叠加性为 48148% , 证实变叶海棠是花叶海棠和陇东海棠的自然杂交种。那么 , 这种

谱带的叠加是不是来自于他们的共同祖先呢 ? 于是我们将花叶海棠和陇东海棠之一作为杂种 , 将变叶

海棠作为亲本之一算出叠加性 (表 3)。从表 3中可以看出 , 变叶海棠无论是与花叶海棠或是与陇东

　
表 2　变叶海棠变异类型的 AFL P谱带

Table 2　AFL P bands of var ia tion types of M. toringoides Hughes

变叶海棠
M. tor2
ingoides

花叶海棠和
变叶海棠 a

M. transitoria
and M. toringoides

陇东海棠和
变叶海棠 b

M. kansuensis and
M. toringoides

叠加性 c

Additive
( % )

特有带
Special
bands

变叶海棠
M. tor2
ingoides

花叶海棠和
变叶海棠 a

M. transitoria and
M. toringoides

陇东海棠和
变叶海棠 b

M. kansuensis and
M. toringoides

叠加性 c

Additive
( % )

特有带
Special
bands

1 23 /36 9 /30 48148 8 13 13 /36 18 /30 46197 8
2 17 /36 7 /30 36136 4 14 11 /36 10 /30 31182 11
3 20 /36 17 /30 56106 6 15 14 /36 17 /30 44197 9
4 18 /36 8 /30 39139 9 16 10 /36 21 /30 44197 5
5 18 /36 5 /30 34184 6 17 9 /36 17 /30 39139 7

6 21 /36 11 /30 48148 8 18 12 /36 21 /30 50100 9
7 22 /36 11 /30 50100 6 19 25 /36 23 /30 72172 14
8 22 /36 11 /30 50100 7 20 15 /36 15 /30 45145 9

9 19 /36 14 /30 50100 12 21 16 /36 20 /30 54154 11
10 15 /36 11 /30 39139 6 22 11 /36 24 /30 53103 8
11 15 /36 13 /30 42142 9 23 17 /36 24 /30 62112 12
12 31 /36 22 /30 80130 10 24 18 /36 22 /30 60161 13

　　注 : a. 变叶海棠和花叶海棠共有谱带数 /只出现在花叶海棠的谱带数 ; b. 变叶海棠和陇东海棠共有谱带数 /只出现在陇东海棠的
谱带数 ; c. 为前两列分子之和除以分母之和 , 表示变叶海棠中分子标记体现的杂交程度。

Note: a. The bands obtained both in M. transitoria and M. toringoides /The bands only obtained in M. transitoria; b. The bands obtained
both in M. kansuensis andM. toringoides /The bands only obtained inM. kansuensis; c. The sum of numerator of a and b / The sum of denom ina2
tor of a and b, it showed the degree of hybrid of M. toringoides in molecular markers.

表 3　变叶海棠作为亲本之一的 AFL P谱带

Table 3　AFL P bands of M. toringoides Hughes a s one of paren ts

变叶海棠和花叶海棠为亲本
M. toringoides and M. toringoides Hughes are parents

序号 No. 叠加性 Additive ( % ) 序号 No. 叠加性 Additive ( % )

变叶海棠和陇东海棠为亲本
M. toringoides and M. kansuensis are parents

序号 No. 叠加性 Additive ( % ) 序号 No. 叠加性 Additive ( % )

1 14128 13 28157 1 16167 13 27127

2 19165 14 19129 2 22122 14 20100

3 28108 15 23161 3 33133 15 25100

4 21174 16 22151 4 23144 16 25143

5 15115 17 17128 5 19173 17 21143

6 25100 18 30116 6 23133 18 25100

7 24162 19 22150 7 26100 19 33133

8 33133 20 23181 8 30177 20 25100

9 25194 21 30100 9 25143 21 31167

10 20100 22 28117 10 21131 22 26151

11 26167 23 28112 11 20100 23 25181

12 30177 24 31167 12 35138 24 29185
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海棠作为亲本 , 他们的叠加都降低了。例如 1号 , 将变叶海棠作为亲本之一 , 花叶海棠和陇东海棠分

别作为杂种之一 , 它们的叠加性分别降为 14128%和 16167%。这说明谱带的叠加不是由于它们来自

于共同的祖先而是由于杂交的缘故〔13〕。AFLP数据提供的证据表明 , 变叶海棠是花叶海棠和陇东海棠

的杂交种。

3　讨论

311　变叶海棠的起源

对于推测杂种起源的物种 , 首要问题是鉴定杂种并推测其亲本。成明昊等报道变叶海棠可能是花

叶海棠与陇东海棠的自然杂交种 , 它以兼性无融合生殖方式与陇东海棠和花叶海棠产生渗入杂交变

异 , 其变异类型介于陇东海棠和花叶海棠之间 , 且呈连续变异 , 也有间断的变异类型。在变叶海棠的

主要分布区内 , 有陇东海棠和花叶海棠 (或其中之一 ) 的零星分布 , 它们在四川西部和甘肃南部汇

集 , 表现为地理亲缘〔2～5〕。因此分布区的重叠可能使它们产生基因交流 , 出现种间杂交。

分子生物学研究的结果表明 , 基因的进化可以反映物种的进化 , 并且不同的基因由于变异频率不

同 , 从而在不同的分类等级上具有一定的保守性〔14〕。另外由于生殖隔离、地理隔离或生态位上的差

异 , 不同种在进化过程中固定了不同的基因 , 其中某些被固定的基因在种级水平上具有高度的保守

性 , 这些差异通过 DNA指纹技术可以比较容易发现〔15〕。因此我们用 DNA分子标记来探讨变叶海棠

的起源。通常情况下 , AFLP每 1条扩增带都对应着 1个基因组 DNA分子位点。我们统计 4对 AFLP

引物扩增出的谱带发现 , 陇东海棠和花叶海棠的基因组 DNA分子位点具有明显的差异 , 而变叶海棠

的基因组 DNA分子位点均出现在两个亲本种中 , 证实了变叶海棠杂交起源的推测。另一方面 , 花叶

海棠和陇东海棠基因组 DNA分子位点在变叶海棠的不同变异类型中出现的频率不同 , 如在 1号 , 花

叶海棠基因组 DNA分子位点出现的频率就要大于陇东海棠 , 而在 24号 , 陇东海棠基因组 DNA分子

位点出现的频率要大于花叶海棠。这种渗入杂交的可能结果就是杂种性物种的形成。

312　变叶海棠的演化

杂交是植物演化的主要机制之一 , 似乎一个时期的杂交之后接着出现一个时期的稳定性 , 并且这

种图式周期性地重复进行。杂交代表了最高重组合时期 , 而稳定性则代表了对所形成的最适重组合的

选择。不同类型的植物 , 在任何一个时期内都占有这个时期的不同部分 , 因此我们有可能对它进行各

方面的研究〔16〕。四川省阿坝州农业科学研究所后山变叶海棠居群边缘有在形态上较为稳定的类型 A

和两株叶片不分裂的类型 B的分化〔7 〕; 四川省马尔康县大郎足沟的变叶海棠居群内存在着单株类型

的分化、地方宗 (变种 ) 的分化。即该地区的变叶海棠居群占有上述这个周期的不同部分〔17〕。

一般大部分杂种对两亲环境的适应能力都不如亲本物种 , 结果即使这些杂交种能够生殖 , 也常被

淘汰 , 不会广泛增殖 , 只有生存环境由于一些原因发生重大改变 , 杂种才可能成为普遍性的生物〔18〕。

变叶海棠不仅以杂交和环境因素的变迁促进了物种的变异与分化 , 而且还以无融合生殖这一繁殖优势

拓展其分布空间。多倍体是植物演化的一个主要特征 , 在长期的进化过程中 , 变叶海棠形成了具有

2x、3x和 4x不同倍性水平的多倍体复合体。这个种正处于分化之中〔6〕。象变叶海棠这样具有渗入杂

交、兼性无融合生殖和多倍现象 3套过程同时存在的类群 , 演化过程极其复杂 , 其演化方向有待于进

一步研究。
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