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　 　 摘要:　 利用 １５ 对特异性 ＳＳＲ 引物对 ２９０ 份新疆野苹果和栽培苹果样品进行扩增ꎬ并通过分子生物学方法分

析其遗传变异特征与系统发育关系ꎮ １５ 对 ＳＳＲ 引物在 ２９０ 份新疆野苹果和栽培苹果样品中共获得 ６９ 个等位基

因ꎬ平均每个 ＳＳＲ 位点获得 ４􀆰 ６ 个等位基因ꎮ 新疆野苹果和栽培苹果亲缘关系较近ꎬ新疆野苹果种群遗传多样性

丰富ꎬ遗传分化系数为 ０􀆰 ２５ꎬ基因流为 ０􀆰 ７６ꎮ 新疆新源和巩留 ２ 个地区的新疆野苹果聚于一个进化分枝ꎬ栽培苹果

与采自新疆的红肉苹果聚于一个进化分枝ꎮ 编码转录因子 ＲＡＸ３ 的 ＳＳＲ 位点在枯枝率大于 ９０％的新疆野苹果样

品中有特异条带ꎻ编码类 ＴＭＶ 抗性蛋白质 Ｎ 端的 ＳＳＲ 位点在新疆野苹果中有特异性条带ꎻ编码类 ＴＭＶ 抗性蛋白

质 Ｎ 端、转录因子 ｂＨＬＨ７４ 的 ＳＳＲ 位点在栽培苹果中有特异性条带ꎮ
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　 　 新疆野苹果(Ｍａｌｕｓ ｓｉｅｖｅｒｓｉｉ)是蔷薇科苹果属

的濒危二级重点保护植物ꎬ是研究世界苹果遗传

多样性和基因进化的重要天然基因库ꎬ主要分布

于中国新疆西部、中亚的哈萨克斯坦和吉尔吉斯

斯坦[１] ꎮ 新疆野苹果由于受自然选择的长期作

用ꎬ形成了丰富的遗传特征和较强的环境适应性ꎬ
具有抗病、抗虫等优良性状[２] ꎮ 近年来ꎬ分布于中

国的新疆野苹果枯死严重ꎮ 影响新疆野苹果生存

状态的原因较多ꎬ比如人类活动、苹小吉丁虫害和

苹果树腐烂病等因素[３￣５] ꎮ 但关于引起新疆野苹

果枯死的具体原因及枯死机制尚不清楚ꎮ 因新疆

野苹果胁迫因子的多样性和复杂性ꎬ在新疆野苹

果保育过程中采取单一的防治手段较难起到理想

的保护效果ꎮ 在寻找引起新疆野苹果种群退化的

关键因子和保护新疆野苹果的同时ꎬ保护、选育和

栽培具有抗性特征的遗传资源应该是控制其种群

衰退最为经济有效和根本的措施ꎮ
关于新疆野苹果种质遗传变异和系统发育的研

究结果表明ꎬ新疆巩留县、新源县等地的新疆野苹果

种群存在丰富的遗传多样性[６￣７]ꎬ种群内部遗传分化

程度较高[８]ꎮ 在新疆野苹果遗传多样性和系统发

育关系研究中常用的分子标记有 ＳＳＲ[９]、ＳＲＡＰ [７]、
ＲＡＰＤ[１０]、ＩＴＳ[１１]ꎬ其中应用较多的分子标记为 ＳＳＲ
标记[２]ꎮ 作为一种分辨率高、遗传信息量大、操作

相对简单的标记方法ꎬＳＳＲ 被广泛应用于濒危植物

遗传变异研究中[１２￣１４]ꎮ ＳＳＲ 标记可以与植物的一些

表型、抗性等性状关联在一起ꎮ Ｋｌａｂｕｎｄｅ 等[１５] 用

１１ 对 ＳＳＲ 引物对 １５２ 份具有不同苹果叶斑病抗性

的巴西栽培苹果的遗传多样性进行评估发现:不同

抗性栽培苹果间存在丰富的遗传多样性ꎬ苹果抗叶

斑病品种与感叶斑病品种间遗传结构差异显著ꎬ有
１２０ 个等位位点是抗病品种独有的ꎮ 新疆野苹果研

究结果显示ꎬＳＳＲ 标记可以很好地揭示新疆野苹果

种群遗传多样性和遗传结构[６]ꎬ新疆野苹果种内不

同个体的叶形等表型性状的变异与 ＳＳＲ 标记的位

点有一定的相关性[２ꎬ１６]ꎮ 目前关于新疆野苹果抗病

虫等抗性差异在新疆野苹果个体、种群间的遗传变

异尚未见报道ꎮ
新疆野苹果和栽培苹果遗传关系较近ꎬ可能

是现代栽培苹果的祖先[１] ꎮ 目前关于新疆野苹果

种质遗传变异和系统发育研究应用较多的分子标

记是 ＳＳＲ 标记[６ꎬ９ꎬ１６] ꎬ但现在大部分标记均为非编

码区分子标记ꎬ扩增片段的功能未知ꎬ在 ＮＣＢＩ 上

无明确比对结果ꎮ 基于栽培苹果基因组ꎬ筛选了

１５ 对可以在栽培苹果、新疆野苹果中扩增出目的

条带的的特异性 ＳＳＲ 引物ꎬ通过这些特异性引物

对不同种群新疆野苹果和栽培苹果进行遗传变异

分析ꎬ旨在揭示新疆野苹果的遗传信息及变异规

律ꎮ 本研究用新开发的 １５ 对特异性 ＳＳＲ 引物ꎬ对
新疆野苹果和栽培苹果 ２９０ 份样品进行遗传多样

性和系统发育分析ꎬ揭示其遗传变异规律和亲缘

关系ꎬ为新疆野苹果的生态保育ꎬ苹果优质新品种

培育和产业的可持续健康发展等提供一定的理论

依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验样品

２０１６ 年至 ２０１７ 年对新疆维吾尔自治区伊犁哈

萨克自治州巩留县和新源县的新疆野苹果健康状况

进行调查并采样ꎮ 根据新疆野苹果树上的枯枝率将

新疆野苹果按级别进行划分[１７]ꎬ共分 ６ 个级别ꎬ０
级:单株枯枝率为 ０ꎻⅠ级:单株枯枝率为０~１０％ꎻⅡ
级:单株枯枝率为１１％~ ４０％ꎻⅢ级::单株枯枝率为

４１％~ ６０％ꎻⅣ级:单株的枯枝率为６１％~ ９０％ꎻⅤ
级:单株枯枝率为９１％~ １００％ꎮ 新疆维吾尔自治区

伊犁州农业科学研究所基于前期调查研究筛选了一

些疑似抗逆资源ꎬ本研究样品于 ２０１７ 年 ９ 月采自新

疆维吾尔自治区伊犁州农业科学研究所资源圃ꎮ 栽

培苹果样品于 ２０１７ 年 ７ 月至 ８ 月采自山东ꎬ样品信

息如表 １ 所示ꎮ
１.２　 仪器和试剂

植物基因组 ＤＮＡ 提取试剂盒、ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ
染料购自北京艾德莱生物技术有限公司ꎬ２ ×Ｔａｑ
Ｍｉｘ 购自北京博迈德基因技术有限公司ꎬＨｉ￣Ｄｉ 去
离子甲酰胺、ＰＯＰ￣７ Ｐｏｌｙｍｅｒ、ＧＳ￣５００ＬＩＺ 相对分子

质量内标购自美国 ＡＢＩ 公司ꎬＡ２００ 型基因扩增仪

购自杭州朗基科学仪器有限公司ꎬ ＤＹＹ￣６Ｃ 型电

泳仪购自北京市六一仪器厂ꎬ超纯水由 ＭＩＬＬＩ￣Ｑ
超纯水纯化系统制得ꎬ乙醇等其他化学试剂为国

产分析纯ꎮ
１.３　 ＤＮＡ 提取

取样品叶片 ０􀆰 １ ｇꎬ采用 ＣＴＡＢ 法提取新疆野苹

果和栽培苹果的基因组总 ＤＮＡꎬ用 １􀆰 ０％琼脂糖凝

胶电泳检测ꎬ－２０ ℃保存备用ꎮ

５７２１于少帅等:新疆野苹果和栽培苹果遗传分化与变异特征



表 １　 供试样品信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｔｅｓｔｅｄ

编号　 样品量 采样点　 　 　 北纬　 　 东经　 　 海拔
(ｍ)

采样时间
(年￣月) 备注

ＧＬ(０) ２１ 巩留阿勒玛勒山 ４３°１５′１７.０６″ ８２°４９′２３.２６″ １ １８８.０ ２０１６￣０８ 枯枝症状 ０ 级ꎬ新疆野苹果

ＧＬ(Ｉ) ２２ 巩留阿勒玛勒山 ４３°１５′１７.０６″ ８２°４９′２３.２６″ １ １８８.０ ２０１６￣０８ 枯枝症状Ⅰ级ꎬ新疆野苹果

ＧＬ(ＩＩ) ２１ 巩留阿勒玛勒山 ４３°１５′１７.０６″ ８２°４９′２３.２６″ １ １８８.０ ２０１６￣０８ 枯枝症状Ⅱ级ꎬ新疆野苹果

ＧＬ(ＩＩＩ) ２１ 巩留阿勒玛勒山 ４３°１５′１７.０６″ ８２°４９′２３.２６″ １ １８８.０ ２０１６￣０８ 枯枝症状Ⅲ级ꎬ新疆野苹果

ＧＬ(ＩＶ) １９ 巩留阿勒玛勒山 ４３°１５′１７.０６″ ８２°４９′２３.２６″ １ １８８.０ ２０１６￣０８ 枯枝症状Ⅳ级ꎬ新疆野苹果

ＧＬ(Ｖ) １９ 巩留阿勒玛勒山 ４３°１５′１７.０６″ ８２°４９′２３.２６″ １ １８８.０ ２０１６￣０８ 枯枝症状Ⅴ级ꎬ新疆野苹果

ＸＹ(０) １ 新源伊犁植物园 ４３°２２′５８.８２″ ８３°３４′１０.５０″ １ ２８５.０ ２０１６￣０９ 枯枝症状 ０ 级ꎬ新疆野苹果

ＸＹ(Ｉ) ５ 新源伊犁植物园 ４３°２２′５８.８２″ ８３°３４′１０.５０″ １ ２８５.０ ２０１６￣０９ 枯枝症状Ⅰ级ꎬ新疆野苹果

ＸＹ(ＩＩ) ７ 新源伊犁植物园 ４３°２２′５８.８２″ ８３°３４′１０.５０″ １ ２８５.０ ２０１６￣０９ 枯枝症状Ⅱ级ꎬ新疆野苹果

ＸＹ(ＩＩＩ) ５ 新源伊犁植物园 ４３°２２′５８.８２″ ８３°３４′１０.５０″ １ ２８５.０ ２０１６￣０９ 枯枝症状Ⅲ级ꎬ新疆野苹果

ＸＹ(ＩＶ) ６ 新源伊犁植物园 ４３°２２′５８.８２″ ８３°３４′１０.５０″ １ ２８５.０ ２０１６￣０９ 枯枝症状Ⅳ级ꎬ新疆野苹果

ＸＹ(Ｖ) ５ 新源伊犁植物园 ４３°２２′５８.８２″ ８３°３４′１０.５０″ １ ２８５.０ ２０１６￣０９ 枯枝症状Ⅴ级ꎬ新疆野苹果

ＧＬ１ ３０ 巩留县库尔德宁镇 ４３°１３′５５″ ８２°４６′０３″ １ ３７６.３ ２０１７￣０８ 新疆野苹果

ＧＬ２ ２２ 巩留县库尔德宁镇 ４３°１４′０７″ ８２°５１′４１″ １ ３５５.５ ２０１７￣０８ 新疆野苹果

ＧＬ３ ２５ 巩留县库尔德宁镇 ４３°０５′５２″ ８２°３１′１１″ １ １８７.８ ２０１７￣０９ 新疆野苹果

ＸＹ￣３１ １ 伊犁农科所资源圃 ４３°５５′５６″ ８１°２３′１４″ ６６２.９ ２０１７￣０９ 新疆野苹果

ＸＹ￣７５ ４ 伊犁农科所资源圃 ４３°５５′５６″ ８１°２３′１４″ ６６２.９ ２０１７￣０９ 新疆野苹果

ＸＹ￣７６ ３ 伊犁农科所资源圃 ４３°５５′５６″ ８１°２３′１４″ ６６２.９ ２０１７￣０９ 新疆野苹果

ＸＹ￣８４ ３ 伊犁农科所资源圃 ４３°５５′５６″ ８１°２３′１４″ ６６２.９ ２０１７￣０９ 新疆野苹果

ＸＹ￣８９ ３ 伊犁农科所资源圃 ４３°５５′５６″ ８１°２３′１４″ ６６２.９ ２０１７￣０９ 新疆野苹果

ＸＹ￣９０ ３ 伊犁农科所资源圃 ４３°５５′５６″ ８１°２３′１４″ ６６２.９ ２０１７￣０９ 新疆野苹果

ＸＹ￣９１ ３ 伊犁农科所资源圃 ４３°５５′５６″ ８１°２３′１４″ ６６２.９ ２０１７￣０９ 新疆野苹果

ＹＮ￣ｒｅｄ ３ 伊犁农科所资源圃 ４３°５５′５６″ ８１°２３′１４″ ６６２.９ ２０１７￣０９ 果实为红色

ＬＹ １４ 山东莱阳 ３６°４８′００″ １２０°４４′５５″ ２６.２ ２０１７￣０７ 栽培苹果

ＬＳ ２４ 山东崂山 ３６°１４′３１″ １２０°３２′３１″ ５１.１ ２０１７￣０８ 栽培苹果

１.４　 ＰＣＲ 扩增

根据已报道的栽培苹果品种金冠苹果基因

组[１８]ꎬ获得 １５ 对新疆野苹果特异性 ＳＳＲ 引物ꎬ如表

２ 所示ꎮ ＤＮＡ 测序 ＰＣＲ 反应体系 ２５􀆰 ０ μｌ:１􀆰 ０ μｌ
ＤＮＡ 模板ꎬ０􀆰 ５ μｌ 上游 /下游引物 (１０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎬ
１２􀆰 ５ μｌ ２×ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ (包括 ０􀆰 ０５ Ｕ / μｌ Ｔａｑ
ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅꎬ ４􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２ꎬ ０􀆰 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ
ｄＮＴＰｓ)ꎬ最后用 ｄｄＨ２Ｏ 补齐ꎮ ＰＣＲ 扩增条件是 ９５
℃ ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ３０ ｓꎬ ５２ ℃ ３０ ｓ 和 ７２ ℃ ３０ ｓꎬ循环

３５ 次ꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物用 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｉ
荧光染料染色在 １％ (质量体积比)的琼脂糖凝胶

电泳中检测ꎮ 毛细管电泳 ＰＣＲ 反应体系是 ３０ μｌꎬ
包括 １ μｌ ＤＮＡ 模板、 １ μｌ 上游 /下游引物 ( １０
μｍｏｌ / Ｌꎬ加荧光)ꎬ１５ μｌ ２×ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ (包括

０􀆰 ０５ Ｕ / μｌ Ｔａｑ ＤＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、４􀆰 ０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＭｇＣｌ２、
０􀆰 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰｓ)ꎬ用 ｄｄＨ２Ｏ 补齐ꎮ ＰＣＲ 反应条

件为 ９５ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃ ３０ ｓꎬ５２ ℃ ３０ ｓ 和 ７２ ℃ ３０
ｓꎬ循环 ３５ 次ꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 扩增结束后ꎬ
取 ０􀆰 ３ μｌ ＰＣＲ 产物用 ＡＢＩ ３７３０×ｌ ＤＮＡ ａｎａｌｙｚｅｒ 进
行毛细管电泳分析ꎮ
１.５　 数据处理

将上机结果原始文件导入 Ｇｅｎｅｍａｒｋｅｒ ２.２.０ꎬ
按位点导出峰图、Ｅｘｃｅｌ 位点信息表ꎮ 利用 Ｇｅｎｅ￣
Ｍａｒｋｅｒ Ｖ２.２.０ 和 ＰＯＰＧＥＮＥ Ｖ１.３２ 计算引物扩增

的等位基因数、基因多样性指数、多态性信息量ꎻ
使用 ＧｅｎＡｌＥｘ Ｖ６.５０１ 软件计算各引物扩增的等位

基因的 ＰＩＣ 值ꎻ利用 ＮＴＳＹＳｐｃ Ｖ２. １０ｅ 和 ＭＥＧＡ
Ｖ７.０ 软件计算品种间的遗传距离ꎬ用 ＵＰＧＭＡ 法

进行聚类分析ꎬ绘制树状图ꎻ根据遗传多样性系数

(Ｎａ)、Ｎｅｉ’ ｓ 基因多样性指数、香农指数( Ｉ)、期望

杂合度(Ｈｅ)和观察杂合度(Ｈｏ)进行遗传多样性

分析ꎮ
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表 ２　 １５ 对 ＳＳＲ 引物信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ １５ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔｓ(ＳＳＲ) ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称　 　
引物序列

正向引物 (５′→３′) 反向引物 (５′→３′)
所在基因编码信息　 　 　 重复序列

ＸＳ２￣１￣２ ＡＡＴＴＣＴＣＴＡＡＴＡＴＴＴＴＴＧＡＣＣＴＣＣＡ ＣＡＣＣＧＡＡＡＣＧＧＡＧＧＡＧＧＡ 组氨酸激酶 ５ ＴＣ(１０)

ＸＳ４￣１￣４￣２ ＧＡＧＴＧＧＣＧＡＡＧＧＧＴＴＴＧＧ ＣＡＴＣＧＧＣＴＡＡＡＧＡＴＴＡＣＡＣＣＡＡＣ 聚腺苷结合蛋白质互作蛋白质 ７ ＡＧ(８)

ＸＳ１３￣１￣６￣２ ＴＡＡＣＡＡＴＧＧＴＧＧＣＴＣＧＡＡＧＡＡＣ ＡＡＧＡＣＡＡＣＣＣＡＡＴＴＡＡＧＴＧＣＡＴ 转录抑制因子 ＭＹＢ５ ＴＡ(１１)

ＸＳ２４￣１￣５￣２ ＡＴＣＡＡＴＴＴＧＣＡＣＡＡＡＣＡＣＡＴＴＡＣＡＴ ＡＧＧＡＧＧＣＣＡＣＡＧＧＡＧＧＡＣＡ 转录因子 ＲＡＸ３ ＡＣＡ(５)

ＸＳ２５￣１￣８ ＴＣＴＴＧＧＡＧＴＡＣＣＣＡＴＣＧＧＡ ＣＣＴＣＡＡＣＴＣＡＡＴＣＡＡＡＣＡＴＣＡＡ 转录因子 ｂＨＬＨ７４ 亚型 Ｘ１ ＡＴＴ(６)

ＸＳ２６￣１￣５ ＣＣＴＡＴＧＧＧＡＴＡＴＡＴＧＣＴＧＣＧ ＡＴＣＴＣＣＴＣＣＣＣＴＣＣＣＣＡ 类 ＡＰ２ 乙烯应答转录因子 ＡＮＴ ＡＧ(１４)

ＸＳ３３￣１￣１ ＣＧＧＣＣＧＧＴＧＧＣＴＡＡＴＴＴ ＡＡＡＧＣＣＡＧＧＴＡＧＧＡＧＧＧＡＡ 蛋白质增强抗病 ２ 型 ＣＴ(５)

ＸＳ６２￣１￣４ ＡＡＴＡＴＴＡＴＧＣＡＡＧＴＴＴＣＧＡＧＣＧ ＡＡＣＴＴＣＴＡＡＴＴＡＧＴＡＡＧＡＧＡＧＣＴＧＡ 类 ＴＭＶ 抗性蛋白质 Ｎ 端 ＧＡ(５)

ＸＳ６３￣１￣１０ ＣＡＣＴＣＴＣＡＧＡＴＴＡＡＧＴＴＴＧＧＴＴＴＣＡ ＣＡＣＴＴＣＴＧＣＴＣＧＡＴＣＣＴＧＣ ＴＭＶ 抗性蛋白质 Ｎ 端 ＣＡＡ(４)

ＸＳ６６￣１￣６ ＧＣＣＧＡＡＴＣＡＴＣＡＴＴＡＣＡＧＣＴＡＧＡ ＣＡＴＡＡＴＡＴＴＣＴＡＡＧＧＧＧＴＣＣＧＧＴ 类 ＴＭＶ 抗性蛋白质 ＮＸ１ 型 ＧＡＡ(４)

ＸＳ６６￣２￣６ ＣＣＧＡＡＴＣＡＴＣＡＴＴＡＣＡＧＣＴＡＧＡＧＡＧ ＣＡＴＡＡＴＡＴＴＣＴＡＡＧＧＧＧＴＣＣＧＧＴ 类 ＴＭＶ 抗性蛋白质 ＮＸ２ 型 ＧＡＡ(４)

ＸＳ７１￣１￣４ ＣＣＧＴＣＡＡＧＧＡＣＡＡＡＣＣＧＡＡＧ ＡＣＣＡＴＣＡＡＡＧＣＧＧＴＴＡＡＧＡＡＴＣ 类 ＴＭＶ 抗性蛋白质 Ｎ 端 ＡＧ(５)

ＸＳ７１￣１￣５ ＡＡＣＴＣＣＧＴＣＡＡＧＧＡＣＡＡＡＣＣ ＣＴＣＣＴＡＴＡＡＣＴＡＴＡＡＣＧＡＴＧＡＴＧＡＣ 类 ＴＭＶ 抗性蛋白质 Ｎ 端 ＧＡ(５)

ＸＳ７２￣１￣１ ＣＴＣＴＴＡＧＴＴＧＧＴＣＴＴＡＧＣＴＴＧＧＴＣＣ ＧＴＴＴＣＴＴＧＧＧＴＴＴＴＡＡＧＴＴＧＣＴＧＴＴ 类转录因子 ＴＣＰ８Ｘ４ 型 ＣＴ(８)

ＸＳ７２￣１￣７ ＡＴＣＡＡＧＡＴＣＡＡＴＣＡＧＣＣＡＡＣＡＧ ＡＡＧＡＡＧＡＡＧＡＡＴＡＡＧＡＧＧＡＡＧＡＧＧＡ 类转录因子 ＴＣＰ８Ｘ４ 型 ＡＧＣ(５)

２　 结果与分析

２.１　 遗传多样性参数和遗传分化

用 １５ 对特异性 ＳＳＲ 引物扩增 ２９０ 份不同地区、
不同枯枝症状级别的新疆野苹果和栽培苹果样品ꎬ
对其遗传多样性和系统发育关系进行分析ꎬ共扩增

出 ６９ 个等位基因ꎬ平均每个位点扩增出 ４􀆰 ６ 个等位

基因ꎬ如表 ３ 所示ꎮ 本研究结果表明ꎬ不同类群的等

位基因数为１.４０~ ３􀆰 ６７ꎬ有效等位基因数为０􀆰 ９８~
２􀆰 ２８ꎬＮｅｉ’ ｓ 基因多样性指数为０􀆰 ２０~ ０􀆰 ４６ꎬ香农指

数为０􀆰 ２８~ ０􀆰 ８３ꎬ观察杂合度为０􀆰 ３３~ ０􀆰 ７３ꎬ期望杂

合度为０􀆰 ２５~０􀆰 ７６ꎮ 根据这些遗传多样性参数评估

可知ꎬ检测的新疆野苹果和栽培苹果样品遗传多样

性较为丰富ꎮ 遗传分化系数(Ｆｓｔ)为０~ ０􀆰 ０５ 时ꎬ一
般认为遗传分化低ꎻＦｓｔ 值为０􀆰 ０５~ ０􀆰 ２５ 时ꎬ一般认

为中等程度遗传分化ꎻＦｓｔ 值>０􀆰 ２５ 时ꎬ一般认为显

著遗传分化[１９]ꎮ 新疆野苹果和栽培苹果不同类群

２９０ 份样品的 Ｆｓｔ 为 ０􀆰 ２５ꎬ基因流(Ｎｍ)为 ０􀆰 ７６ꎬ由
遗传分化系数和基因流可知ꎬ不同类群间具有一定

程度的分化ꎬ在总的遗传变异中ꎬ种群间变异为

２４􀆰 ８６％ꎮ
２.２　 新疆野苹果和栽培苹果 ＳＳＲ 位点特异性分析

１５ 对特异性 ＳＳＲ 引物在 ２９０ 份样品中共扩出

６９ 个等位基因ꎬ平均每个位点扩增出 ４.６ 个等位基

因ꎮ 每个位点扩增的片段长度及等位基因数如表 ４
所示ꎮ ＳＳＲ 引物 ＸＳ７１￣１￣４ 和 ＸＳ７２￣１￣１ 在 ２９０ 份样

品中扩增的等位基因数最多ꎬ为 １０ 个ꎻ引物 ＸＳ６２￣１￣
４ 扩增的等位基因数最少ꎬ为 ２ 个ꎮ 特异性 ＳＳＲ 位

点分析结果表明ꎬＸＳ２４￣１￣５￣２(转录因子 ＲＡＸ３)位点

获得的等位基因是 ＧＬ(Ｖ)、ＧＬ１、ＸＹ(Ｖ)特有的ꎬ由
此可知编码转录因子 ＲＡＸ３ 的 ＳＳＲ 位点在枯枝率

大于 ９０％的新疆野苹果样品中有特异条带ꎮ ＸＳ２￣１￣
２(组氨酸激酶 ５)位点 ２４６ 等位基因是 ＹＮ￣ｒｅｄ 特有

的ꎮ ＸＳ７１￣１￣４(类 ＴＭＶ 抗性蛋白质 Ｎ 端)位点 ４４０
等位基因是 ＧＬ ( ０)、 ＧＬ１、 ＧＬ２、 ＸＹ￣８４ 特有的ꎮ
ＸＳ７１￣１￣５(类 ＴＭＶ 抗性蛋白质 Ｎ 端)位点 ３６７ 等位

基因是 ＹＮ￣ｒｅｄ 特有的ꎮ ＸＳ７１￣１￣５(类 ＴＭＶ 抗性蛋

白质 Ｎ 端)位点 ４２２ 等位基因是 ＧＬ１、ＧＬ２、ＧＬ３ 特

有的ꎬ由此可知编码类 ＴＭＶ 抗性蛋白质 Ｎ 端的 ＳＳＲ
位点在新疆野苹果中有特异性条带ꎮ ＸＳ６３￣１￣１０ 引

物(扩增的基因序列编码的蛋白质为类 ＴＭＶ 抗性

蛋白质 Ｎ 端)获得的等位基因是山东烟台栽培苹果

特有的[１８]ꎬＸＳ２５￣１￣８ 引物(转录因子 ｂＨＬＨ７４ 亚型

Ｘ１)获得的等位基因是 ＬＳ、ＬＹ 特有的ꎬ由此可知编

码类 ＴＭＶ 抗性蛋白质 Ｎ 端、转录因子 ｂＨＬＨ７４ 的

ＳＳＲ 位点在栽培苹果中有特异性条带ꎮ

７７２１于少帅等:新疆野苹果和栽培苹果遗传分化与变异特征



表 ３　 不同类群新疆野苹果和栽培苹果遗传多样性和遗传分化参数分析

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｍａｌｕｓ ｓｉｅｖｅｒｓｉｉ ａｎｄ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ａｐｐｌｅ ｇｒｏｕｐｓ

组别　 　 多态位
点数

多态位
点百分
率(％)

等位
基因数

每个位
点等位
基因数

每个位点
有效等位
基因数

Ｎｅｉ’ｓ 基因
多样性
指数

Ｓｈａｎｎｏｎ
信息
指数

观测
杂合度

预期
杂合度

ＧＬ(０) １５ １００.００ ５０ ３.３３±１.７２ ２.２８±１.０６ ０.４６±０.２６ ０.８２±０.５１ ０.４９±０.３４ ０.４７±０.２７

ＧＬ(Ｉ) １４ ９３.３３ ４７ ３.１３±１.６４ ２.０４±０.８４ ０.４２±０.２４ ０.７４±０.４５ ０.４５±０.３４ ０.４３±０.２４

ＧＬ(ＩＩ) １３ ８６.６７ ４７ ３.１３±１.８１ ２.０８±０.９０ ０.４２±０.２６ ０.７４±０.４９ ０.４７±０.３４ ０.４３±０.２６

ＧＬ(ＩＩＩ) １５ １００.００ ４６ ３.０７±１.４４ ２.１３±０.９１ ０.４５±０.２３ ０.７７±０.４４ ０.４５±０.２９ ０.４５±０.２３

ＧＬ(ＩＶ) １４ ９３.３３ ４７ ３.１３±１.６４ ２.１６±０.９４ ０.４４±０.２５ ０.７８±０.４９ ０.４６±０.３３ ０.４５±０.２６

ＧＬ(Ｖ) １４ ９３.３３ ４９ ３.２７±１.５８ ２.１０±０.８１ ０.４５±０.２３ ０.７９±０.４４ ０.４６±０.３０ ０.４６±０.２３

ＧＬ１ １５ １００.００ ５５ ３.６７±１.８８ ２.２６±０.０５ ０.４６±０.２５ ０.８３±０.５０ ０.５２±０.３５ ０.４６±０.２６

ＧＬ２ １４ ９３.３３ ５１ ３.４０±１.９９ ２.１５±０.９７ ０.４４±０.２６ ０.７８±０.５１ ０.４５±０.３５ ０.４５±０.２６

ＧＬ３ １４ ９３.３３ ５０ ３.３３±２.０６ ２.１４±０.８４ ０.４５±０.２３ ０.８０±０.４５ ０.４８±０.３２ ０.４６±０.２３

ＬＳ １０ ６６.６７ ２６ １.７３±０.５９ １.４８±０.５１ ０.２４±０.２５ ０.３５±０.３５ ０.４８±０.５１ ０.２５±０.２６

ＬＹ １２ ８０.００ ３２ ２.１３±０.８３ １.８２±０.５６ ０.３９±０.２４ ０.５８±０.３６ ０.５８±０.４４ ０.４０±０.２４

ＸＹ(Ｉ) １１ ７３.３３ ３５ ２.３３±１.０５ ０.９８±０.８２ ０.４０±０.２７ ０.６５±０.４６ ０.４６±０.３９ ０.４５±０.３０

ＸＹ(ＩＩ) １４ ９３.３３ ４０ ２.６７±１.１８ ２.０８±０.８７ ０.４３±０.２４ ０.７３±０.４３ ０.４４±０.３６ ０.４７±０.２５

ＸＹ(ＩＩＩ) １１ ７３.３３ ３６ ２.４０±１.１２ ２.０２±０.８４ ０.４１±０.２７ ０.６７±０.４８ ０.５１±０.３７ ０.４５±０.３０

ＸＹ(ＩＶ) １３ ８６.６７ ４４ ２.９３±１.３９ ２.２１±０.９１ ０.４６±０.２５ ０.８０±０.４８ ０.５２±０.３７ ０.５０±０.２８

ＸＹ(Ｖ) １１ ７３.３３ ３５ ２.３３±１.１１ １.８３±０.８１ ０.３５±０.２８ ０.５８±０.４８ ０.３７±０.３５ ０.３８±０.３１

ＸＹ￣７５ ８ ５３.３３ ２６ １.７３±０.８０ １.５２±０.６２ ０.２５±０.２６ ０.３９±０.４０ ０.３３±０.４３ ０.２８±０.３０

ＸＹ￣７６ ６ ４０.００ ２１ １.４０±０.５４ １.４０±０.５１ ０.２０±０.２５ ０.２８±０.３５ ０.６０±０.５１ ０.７６±０.３０

ＸＹ￣８４ ８ ５３.３３ ２３ １.５３±０.５２ １.５３±０.５２ ０.２７±０.２６ ０.３７±０.３６ ０.５３±０.５２ ０.３２±０.３１

ＸＹ￣８９ ９ ６０.００ ２４ １.６０±０.５１ １.５６±０.４９ ０.２９±０.２５ ０.４０±０.３４ ０.５６±０.５０ ０.３４±０.３０

ＸＹ￣９０ １１ ７３.３３ ２６ １.７３±０.４６ １.７３±０.４６ ０.３７±０.２３ ０.５１±０.３２ ０.７３±０.４６ ０.４４±０.２７

ＸＹ￣９１ ７ ４６.６７ ２２ １.４７±０.５２ １.４５±０.５０ ０.２３±０.２５ ０.３２±０.３５ ０.４４±０.５０ ０.２８±０.３１

ＹＮ￣ｒｅｄ １２ ８０.００ ３７ ２.４７±１.０６ ２.１２±０.８２ ０.４４±０.２６ ０.７３±０.４５ ０.５８±０.３７ ０.５３±０.３１

每个位点平均等位基因数ꎬ也称为等位基因多样性(通常用 Ａ 表示)ꎮ ＧＬ(０)、ＧＬ( Ｉ)、ＧＬ( ＩＩ)、ＧＬ( ＩＩＩ)、ＧＬ( ＩＶ)、ＧＬ(Ｖ)、ＧＬ１、ＧＬ２、ＧＬ３、ＬＳ、
ＬＹ、ＸＹ(Ｉ)、ＸＹ(ＩＩ)、ＸＹ(ＩＩＩ)、ＸＹ(ＩＶ)、ＸＹ(Ｖ)、ＸＹ￣７５、ＸＹ￣７６、ＸＹ￣８４、ＸＹ￣８９、ＸＹ￣９０、ＸＹ￣９１、ＹＮ￣ｒｅｄ 见表 １ꎮ

２.３ 　 新疆野苹果和栽培苹果不同种群系统发育

关系

　 　 由 Ｎｅｉ’ ｓ 无偏差异遗传特征和遗传距离可知ꎬ
新疆野苹果和栽培苹果亲缘关系较近ꎬ新疆野苹

果内部具有较高相似性ꎬ栽培苹果内部也具有较

高相似性ꎮ 基于 Ｎｅｉ’ ｓ 无偏差异遗传距离构建的

ＵＰＧＭＡ 进化树可以将新疆野苹果和栽培苹果不

同类群或不同个体清晰、准确地分开ꎬ形成不同的

进化分枝ꎮ 由新疆野苹果和栽培苹果不同类群的

ＵＰＧＭＡ 进化树可知ꎬ栽培苹果 ＬＹ 和 ＬＳ 类群与采

自新疆伊犁农业科学研究所资源圃的红肉苹果聚

于一类ꎬ采自巩留、新源不同样点、不同枯枝症状

级别的新疆野苹果样品聚于不同的分枝ꎬ但与采

样地点、症状级别等无明显关系ꎮ 巩留、新源不同

样点、不同枯枝症状级别的新疆野苹果样品难以

区分ꎮ 由此可知ꎬ巩留、新源两地新疆野苹果的亲

缘关系较近ꎮ 基于新疆野苹果和栽培苹果不同个

体的 Ｎｅｉ’ ｓ 无偏差异遗传距离构建的 ＵＰＧＭＡ 进

化树和遗传距离结果表明ꎬ新疆野苹果和栽培苹

果遗传关系较近ꎬ但两者可以准确分开ꎬ新疆野苹

果聚于一个大的进化分枝ꎬ栽培苹果聚于另一个

大的进化分枝ꎬ如图 １ 所示ꎮ
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表 ４　 １５ 对 ＳＳＲ 引物对 ２９０ 份样品的扩增结果

Ｔａｂｌｅ ４ 　 Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ １５ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔｓ
(ＳＳＲ) ｌｏｃｉ ｆｒｏｍ ２９０ ｓａｍｐｌｅｓ

引物名称　 扩增片段
长度 (ｂｐ)

每个位点扩增
的等位基因数

遗传分化
系数 (Ｆｓｔ)

基因流
(Ｎｍ)

ＸＳ２￣１￣２ ２４２~２７２ ５ ０.２１ ０.９５

ＸＳ４￣１￣４￣２ ３２４~３３８ ５ ０.２６ ０.７０

ＸＳ１３￣１￣６￣２ ２２７~２３３ ４ ０.３６ ０.４５

ＸＳ２４￣１￣５￣２ ２９７~３０３ ３ ０.００ ０.３９

ＸＳ２５￣１￣８ ２９２~３０４ ３ ０.３６ ０.４４

ＸＳ２６￣１￣５ ２８６~２９８ ５ ０.２０ ０.９９

ＸＳ３３￣１￣１ １９４~２９４ ３ ０.０９ ０.５６

ＸＳ６２￣１￣４ ２８５~２９３ ２ ０.３７ ０.４３

ＸＳ６３￣１￣１０ ２７１~３０４ ３ ０.２５ ０.７４

ＸＳ６６￣１￣６ ２９２~３８２ ３ ０.４９ ０.２６

ＸＳ６６￣２￣６ ２９２~３８２ ３ ０.５０ ０.２５

ＸＳ７１￣１￣４ ３２０~４４０ １０ ０.２０ ０.９９

ＸＳ７１￣１￣５ ３４６~４２２ ７ ０.２７ ０.６７

ＸＳ７２￣１￣１ ２５１~２８９ １０ ０.１７ ０.２５

ＸＳ７２￣１￣７ ３１３~３１９ ３ ０.２０ ０.９９

３　 讨 论

本研究发现新疆野苹果和栽培苹果亲缘关系较

近ꎬ新疆野苹果种群遗传多样性丰富ꎬ不同类群间存

在较高程度的分化水平ꎬ遗传分化系数为 ０􀆰 ２５ꎬ基
因流为 ０􀆰 ７６ꎮ 研究结果与已有研究结果[２０￣２１] 基本

一致ꎮ 而揭示种群间遗传分化水平的遗传分化系数

与所采用的分子标记和种群自身的遗传变化有一定

的关系[６ꎬ２２]ꎮ 新疆野苹果和栽培苹果不同种群间基

因流相对较低ꎬ分化水平较为显著ꎮ 新疆新源和巩

留 ２ 个地区的新疆野苹果聚于一个进化分枝ꎬ栽培

苹果与采自新疆的红肉苹果聚于一个进化分枝ꎮ 关

于新疆野苹果遗传多样性的研究相对较多ꎬ但 ＳＳＲ
标记大部分为非编码区且功能未知ꎬ对于差异标记

的功能作用等认知不足[６ꎬ２１]ꎮ
　 　 通过特异性 ＳＳＲ 引物ꎬ不仅可以揭示新疆野苹

果和栽培苹果的遗传多样性和系统发育关系ꎬ而且

对变异位点的抗逆特性也会有一定的了解ꎮ 在不同

ＳＳＲ 位点扩增的等位基因数有所不同ꎬ同一 ＳＳＲ 位

点不同等位基因在不同新疆野苹果或栽培苹果类群

中出现的频率也有所不同ꎬ如编码转录因子 ＲＡＸ３

的 ＳＳＲ 位点在枯枝率大于 ９０％的新疆野苹果样品

中有特异条带ꎻ编码类 ＴＭＶ 抗性蛋白质 Ｎ 端的 ＳＳＲ
位点在新疆野苹果中有特异性条带ꎻ编码类 ＴＭＶ 抗

性蛋白质 Ｎ 端、转录因子 ｂＨＬＨ７４ 的 ＳＳＲ 位点在栽

培苹果中有特异性条带ꎮ ＳＳＲ 引物 ＸＳ７１￣１￣４ 和

ＸＳ７２￣１￣１ 在 ２９０ 份样品中扩增的等位基因数最多ꎬ
为 １０ꎻＳＳＲ 引物 ＸＳ６２￣１￣４ 扩增的等位基因数最少ꎬ
为 ２ꎮ 不同新疆野苹果或栽培苹果种群具有不同的

特异性 ＳＳＲ 变异位点ꎮ 这一现象可能与新疆野苹

果或栽培苹果进化过程中对生境的适应性有一定的

关系[１]ꎮ １５ 对 ＳＳＲ 特异性引物可以对新疆野苹果

和栽培苹果进行遗传多样性、多态性或系统发育分

析ꎬ揭示新疆野苹果和栽培苹果的遗传多样性和系

统发育关系及获得的遗传变异对新疆野苹果和栽培

苹果在生物学功能等方面的影响ꎮ 通过这些新开发

的 ＳＳＲ 引物ꎬ可以很好地揭示新疆野苹果和栽培苹

果之间的遗传变异规律和系统发育关系ꎬ这些研究

结果将为新疆野苹果生态恢复、优质种源选育和优

良栽培品种的创制提供一定的参考ꎮ 新疆野苹果在

长期的进化过程中形成了许多抗寒、抗病虫害等的

优良性状[２３￣２４]ꎮ 新疆野苹果种内变异类型丰富ꎬ但
缺乏系统遗传多样性的系统调查与评估ꎬ抗逆特性

突出但基因资源深入挖掘与开发利用研究环节相对

较为薄弱ꎮ 目前新疆野苹果无全基因组序列ꎬ对国

内外新疆野苹果起源、分化、扩散情况ꎬ以及新疆野

苹果抗病虫害、抗寒和风味形成的遗传构成、基因调

控机制等研究有一定的影响ꎬ从而限制新疆野苹果

抗逆相关基因克隆和新型抗逆新疆野苹果种质资源

的创制[２]ꎮ 全基因组关联分析技术用于新疆野苹

果抗病虫害基因的筛选ꎬ在全基因组范围内找出存

在的变异序列(ＳＮＰ)ꎬ以差异强表达候选基因为目

标来开发多态性 ＳＮＰｓꎮ 该技术一次可定位多个性

状ꎬ而且定位精度高ꎬ可直接获得与目标性状相关的

基因ꎮ 因此ꎬ后续研究中有待于通过全基因组测序、
转录组测序、全基因组关联分析技术等对新疆野苹

果抗病虫害(抗苹果树腐烂病和苹小吉丁虫)、抗寒

以及风味形成的相关遗传基因进行挖掘ꎬ分析其遗

传构成和基因调控机制ꎮ 通过全基因组测序、转录

组测序、全基因组关联分析等技术ꎬ充分挖掘和利用

新疆野苹果基因资源ꎬ通过杂交育种与配套抚育等

方法ꎬ创制营养价值高、经济价值高的“功能性”新

型苹果品种ꎬ通过“利用保存”这一方式更好地保存

９７２１于少帅等:新疆野苹果和栽培苹果遗传分化与变异特征



新疆野苹果遗传资源ꎬ并基于优质的新疆野苹果种

质资源ꎬ解决中国栽培苹果的遗传背景狭窄、种质退

化等相关问题ꎬ促进中国苹果产业健康、可持续发

展ꎮ

ＧＬ(０)、ＧＬ(Ｉ)、ＧＬ(ＩＩ)、ＧＬ(ＩＩＩ)、ＧＬ(ＩＶ)、ＧＬ(Ｖ)、ＧＬ１、ＧＬ２、ＧＬ３、ＬＳ、ＬＹ、ＸＹ(０)、ＸＹ( Ｉ)、ＸＹ( ＩＩ)、ＸＹ( ＩＩＩ)、ＸＹ( ＩＶ)、ＸＹ(Ｖ)、ＸＹ￣３１、ＸＹ￣
７５、ＸＹ￣７６、ＸＹ￣８４、ＸＹ￣８９、ＸＹ￣９０、ＸＹ￣９１、ＹＮ￣ｒｅｄ 见表 １ꎮ
图 １　 新疆野苹果和栽培苹果种群间 ＵＰＧＭＡ 进化树

Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ￣ｇｒｏｕｐ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ ｍｅａｎ(ＵＰＧＭＡ) ａｍｏｎｇ ｇｒｏｕｐｓ ｏｆ Ｍａｌｕｓ ｓｉｅｖｅｒｓｉｉ ａｎｄ
ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ａｐｐｌｅｓ
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