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摘　 要: 富民枳(Ｐｏｎｃｉｒｕｓ ｐｏｌｙａｎｄｒａ)属于芸香科(Ｒｕｔａｃｅａｅ)枳属(Ｐｏｎｃｉｒｕｓ Ｒａｆ.)ꎮ 自发表以来ꎬ分类地位一

直备受争议ꎬ其中在 Ｆｌｏｒａ ｏｆ Ｃｈｉｎａ 中认为富民枳为柑橘杂交种(Ｐｏｎｃｉｒｕｓ ｐｏｌｙａｎｄｒａ)ꎬ把枳属归并于柑橘属

(Ｃｉｔｒｕｓ)ꎮ 该研究选取枳属的富民枳、枳(Ｐｏｎｃｉｒｕｓ ｔｒｉｆｏｌｉａｔａ)及柑橘属下 ８ 个种共 １０ 个种 ４７ 个个体作为研

究材料ꎬ以九里香(Ｍｕｒｒａｙａ ｅｘｏｔｉｃａ)为外类群ꎬ利用 ３ 个叶绿体片段( ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ、ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧ、ｒｂｃＬ)、ＩＴＳ 片段和 １
个单拷贝核基因(Ｃｈｒ５)数据构建系统发育树ꎬ探究枳属和富民枳的分类地位ꎮ 结果表明:基于 ３ 个叶绿体

片段数据构建的最大似然树(ＭＬ)和贝叶斯树(ＢＩ)的拓扑结构基本一致ꎬ １０ 个物种聚为两大分支ꎬ即柑橘

属的 ８ 个物种聚为一大分支ꎬ富民枳和枳聚为另一大分支ꎮ 其中ꎬ富民枳所有个体聚为一小单系分支ꎬ枳的

所有个体聚为一小单系分支ꎬ支持枳属和富民枳独立存在ꎮ ２ 个核 ＤＮＡ 片段数据结果显示ꎬ枳属的两个种

与柑橘属的 ８ 个物种聚在一个大分支里ꎬ无法确立枳属的单系地位ꎬ但富民枳的 ９ 个个体聚在一起ꎬ暗示富

民枳在遗传上是一个独立的类群ꎮ 综上研究认为ꎬ无论是叶绿体 ＤＮＡ 数据还是核 ＤＮＡ 数据均支持富民枳

是一个独立的物种ꎬ但核 ＤＮＡ 数据不支持枳属成立ꎮ
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　 　 枳属(Ｐｏｎｃｉｒｕｓ Ｒａｆ.)ꎬ又名枸橘属ꎬ属下植物有

枳(Ｐｏｎｃｉｒｕｓ ｔｒｉｆｏｌｉａｔａ)和富民枳(Ｐ. ｐｏｌｙａｎｄｒａ)两个

种 ( 方 德 秋ꎬ １９９３ )ꎬ 原 产 于 我 国ꎬ 是 芸 香 科

(Ｒｕｔａｃｅａｅ)柑橘亚科下的一属ꎬ区别于柑橘、金柑等

属ꎬ主要分布于长江中游两岸各省及淮河流域一

带ꎬ分布范围较柑橘属更广ꎮ 该属在我国传统医药

上使用很早ꎬ早在李时珍«本草纲目»中有记载ꎮ 近

代中医学研究发现ꎬ其药用作用主要是因为存在一

种枳苷的物质(胡源祥等ꎬ２０１７ａꎬ ｂ)ꎮ 在生产上ꎬ枳
属植物是一种优秀的柑橘矮化砧ꎬ抗逆性强ꎮ 枳属

的划分一直与枳的系统分类位置有密切关系ꎬ枳属

的研究曾历经三个阶段:(１)枳属的不认可阶段ꎬ在
公元 １１７８ 年韩彦直«橘录»被称作枸橘ꎬ１７６３ 年分

类学家林奈把枳归类于柑橘属ꎻ(２)枳属认可阶段ꎬ
认为 枳 属 区 别 于 柑 橘 属 ( Ｔｏｍｉｍａｔｓｕꎬ １９６８ꎻ
Ｔｏｍｉｍａｔｓｕ ＆ Ｈａｓｈｉｍｏｔｏꎬ １９６８)ꎻ(３)枳属的分类存

在争议ꎬ２００８ 年 Ｆｌｏｒａ ｏｆ Ｃｈｉｎａ 修订版中把枳属归类

到柑橘属(Ｚｈａｎｇꎬ ２００８)ꎬ但有些学者认为枳属区别

于柑橘属ꎬ并且是一种优秀的种质资源 ( Ｈｅｏ ｅｔ
ａｌ.２０１８ꎻＧｅｏｒｇｅ ＆ Ｌａｐｏｉｎｔｅꎬ ２０１９)ꎮ

富民枳属于芸香科(Ｒｕｔａｃｅａｅ)枳属ꎬ是丁素琴

等(１９８４)发表的一个新种ꎬ它是国家二级保护植

物ꎬ分布于云南富民县的特有种ꎮ 富民枳是常绿小

乔木ꎬ区别于枳的形态特征(武晓晓等ꎬ２０１８)ꎬ分类

地位备受争议ꎬ作为枳属的一个新种得到了叶片同

工酶证据 ( Ｆａｎｇꎬ １９９３)、 ＳＳＲ 标记的高纯合率

(Ｐａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３)及核型分析(刘利勤等ꎬ２００７)的

支持ꎬ但郭天池等(１９９６)认为富民枳是一个天然枳

橙类型ꎮ 在当地富民枳常作为药用植物使用ꎬ是一

种珍贵的药用资源ꎬ可以抑制新生血管形成ꎬ降低

肿瘤细胞表达(胡源详等ꎬ２０１７ｃ)ꎮ 由于人为因素

的影响、原生地的过度放牧以及作为常绿观赏植物

的大量挖掘ꎬ富民枳已经野外灭绝(邢定生ꎬ２００８)ꎬ
于 ２００９ 年被列入云南极小种群拯救计划五个物种

之一ꎮ 但是富民枳的分类地位仍然没有得到解决ꎬ
２００８ 年 Ｆｌｏｒａ ｏｆ Ｃｈｉｎａ 修订版中认为富民枳是柑橘

属的一个杂交种 ( Ｐｏｎｃｉｒｕｓ × ｐｏｌｙａｎｄｒａ) ( Ｚｈａｎｇꎬ
２００８)ꎬ而张珊珊等(２０１８)把富民枳作为一个独立

的种并进行了遗传多样性的研究ꎮ
在形态界定物种存在争议的情况下ꎬ可借助

分子手段解决ꎮ 目前ꎬ已发展起一系列的 ＤＮＡ 分

子标记ꎬ如 ＳＳＲ ( Ｓｉｍｐｌｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｒｅｐｅａｔｓꎬ简单重

复序列)、ＩＳＳＲ( Ｉｎｔｅｒ Ｓｉｍｐｌｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｒｅｐｅａｔꎬ简单

重复 序 列 间 多 态 性 )、 ＳＲＡＰ ( Ｓｅｑｕｅｎｃｅ￣Ｒｅｌａｔｅｄ
Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍꎬ序列相关扩增多态性)等

被用来研究富民枳与其近缘属植物间的亲缘关系

(庞小明等ꎬ２００３ꎻ张连峰ꎬ２００６ꎻ刘通ꎬ２０１４)ꎮ 然

而ꎬＤＮＡ 分子片段直接测序技术在国内很多植物

研究上均有报道(李映志ꎬ ２００６)ꎬ常见的有叶绿

体 ＤＮＡ ( ｃｐＤＮＡ)片段(李小孟ꎬ２０１０)和核基因

(ｎＤＮＡ)ꎮ 因为旁系同源的存在ꎬ核基因报道较

少ꎬ但 ｎＤＮＡ 作为植物遗传物质最重要的载体ꎬ且
具双亲遗传特性方面优点ꎬ是一种理想的 ＤＮＡ 分

子标记ꎬ常用于种属分类关系的探究(成彩霞等ꎬ

５１１１ 期 张余等: 利用 ＤＮＡ 片段测序方法探究枳属和富民枳的分类地位



２０１８)ꎮ 本研究利用母系遗传的 ｃｐＤＮＡ 和双亲遗

传的 ｎＤＮＡ 直接测序的方法ꎬ以期探究枳属和富

民枳的分类地位ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

本研究共采集枳属和柑橘属植物的 ４７ 份分子

材料ꎬ其中包括 ９ 份栽培于中国科学院昆明植物

研究所的富民枳新鲜植物叶片材料ꎬ这 ９ 株富民

枳于 １９９２ 年从富民枳的原生地富民县大营镇老

青山冬瓜岭引种(１０２.４９４６５ Ｅꎬ２５.２２５８３ Ｎꎬ海拔

２ １８０ ｍ)ꎻ８ 份枳的新鲜植物叶片材料ꎬ其中 ２ 份

来自中国科学院昆明植物研究所ꎻ３ 份红河大翼橙

低温冷藏植物叶片材料(中国科学院昆明植物研

究所资源室龚洵课题组)ꎻ６ 份枳橙的新鲜植物叶

片材料ꎻ４ 份柚新鲜植物叶片材料ꎻ６ 份柑橘新鲜

植物叶片材料ꎻ３ 份香橼新鲜植物叶片材料ꎻ３ 份

金柑新鲜植物叶片材料ꎻ２ 份箭叶橙新鲜植物叶片

材料和 ３ 份宜昌橙新鲜植物叶片材料ꎮ 另外采集

１ 份九里香(Ｍｕｒｒａｙａ ｅｘｏｔｉｃａ)新鲜植物叶片材料作

为本研究的外类群ꎮ 采集的新鲜叶片立即放入硅

胶干燥ꎬ将干燥好的叶片在－２０ ℃冰箱保存备用ꎮ
植物材料采集信息见表 １ꎮ
１.２ 方法

采用改良的 ＣＴＡＢ 法从植物材料中提取总

ＤＮＡ (Ｄｏｙｌｅꎬ １９９１)ꎮ 通过查阅文献ꎬ从常用于植

物系统学、群体遗传学和保护生物学等的 ＤＮＡ 分

子片段中进行筛选ꎬ共筛选到 ３ 个 ｃｐＤＮＡ 片段和

２ 个 ｎＤＮＡ 片段(唐政ꎬ ２０１４ꎻ 杨晓明ꎬ ２０１７)ꎬ其
引物信息见表 ２ꎮ 对于目的条带清晰ꎬ特异性好的

ＰＣＲ 扩增产物ꎬ送昆明硕擎生物有限公司进行双

向测序以保证测序的准确性ꎬ测序使用与扩增相

同的引物ꎬ测序序列已上传到 ＮＣＢＩꎬ接受号为

ＭＮ５８５５１２￣ＭＮ５８５６５５ 和 ＭＮ６３８９４２￣ＭＮ６３９０３７ꎮ
１.３ 数据分析

ＤＮＡ 分子片段经过测序后ꎬ 利用 ＳＥＱＭＡＮ
(Ｓｗｉｎｄｅｌｌ ＆ Ｐｌａｓｔｅｒｅｒꎬ １９９７)软件进行序列的编辑

和拼 接ꎮ 然 后 将 拼 接 好 的 序 列 用 ＢｉｏＥｄｉｔ ｖｅｒ.
７.０.４.１ (Ｈａｌｌꎬ １９９９)进行序列的比对和手工校对ꎮ

对于 ３ 个叶绿体 ＤＮＡ 分子片段ꎬ利用 ＰＡＵＰ ｖｅｒ.
４.０ｂ１０ (Ｓｗｏｆｆｏｒｄꎬ ２００３)软件进行序列联合并进行

同质性检验ꎬ若 Ｐ>０.０５ 则说明片段的一致性好ꎬ可
以用于联合分析ꎮ 因为 ２ 个核基因(ＩＴＳ 和 ｃｈｒ５)外
显子片段都存在双峰的个体ꎬ且一致性检验 Ｐ <
０.０５ꎬ因此ꎬ未将核基因进行联合分析ꎮ

表 １　 本研究材料的采集信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅａｆ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

物种名称
Ｓｐｅｃｉｅｓ

采集位置(样品数目)
Ｓａｍｐｌｅ ｓｉｔｅｓ ( ｓａｍｐｌｅ ｎｕｍｂｅｒｓ)

富民枳
Ｐｏｎｃｉｒｕｓ ｐｏｌｙａｎｄｒａ

中国科学院昆明植物研究所 (９)
Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ ＢｏｔａｎｙꎬＣｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ
ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ (９)

枳
Ｐ. ｔｒｉｆｏｌｉａｔａ

中国科学院昆明植物研究所ꎬ四川达州市 (８)
Ｋｕｎｍｉｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｂｏｔａｎｙꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｄａｚｈｏｕ ｃｉｔｙꎬ Ｓｉｃｈｕａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ (８)

红河大翼橙
Ｃｉｔｒｕｓ ｈｏｎｇｈｅｅｎｓｉｓ

云南省红河州 (３)
Ｈｏｎｇｈｅꎬ Ｙｕｎｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ (３)

枳橙
Ｃｉｔｒｕｓ × ｉｎｓｉｔｏｒｕｍ

中国农业科学院柑橘研究所 (６)
Ｃｉｔｒｕｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ
Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ (６)

柚
Ｃ. ｍａｘｉｍａ

中国农业科学院柑橘研究所 (４)
Ｃｉｔｒｕｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ
Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ (４)

柑橘
Ｃ. ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ

中国农业科学院柑橘研究所 (６)
Ｃｉｔｒｕｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ
Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ (６)

香橼
Ｃ. ｍｅｄｉｃａ

中国农业科学院柑橘研究所 (３)
Ｃｉｔｒｕｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ
Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ (３)

金柑
Ｃ. ｊａｐｏｎｉｃａ

中国农业科学院柑橘研究所 (３)
Ｃｉｔｒｕｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ
Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ (３)

箭叶橙
Ｃ. ｈｙｓｔｒｉｘ

中国农业科学院柑橘研究所 (２)
Ｃｉｔｒｕｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ
Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ (２)

宜昌橙
Ｃ. ｃａｖａｌｅｒｉｅｉ

中国农业科学院柑橘研究所 (３)
Ｃｉｔｒｕｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ
Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ (３)

九里香
Ｍｕｒｒａｙａ ｅｘｏｔｉｃａ

中国科学院西双版纳植物园 (１)
Ｘｉｓｈｕａｎｇｂａｎｎａ Ｔｒｏｐｉｃａｌ Ｂｏｔａｎｉｃａｌ Ｇａｒｄｅｎꎬ
Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ (１)

　 　 以芸香科九里香做为外类群ꎬ采用最大似然

法(ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄꎬＭＬ)和贝叶斯法(Ｂａｙｅｓｉａｎ
ｉｎｆｅｒｅｎｃｅꎬＢＩ)构建系统发育树以进行枳属和富民

枳的分类地位研究ꎮ ＭＬ 分析所需模型及树的构

建均在软件 ＭＥＧＡ ｖｅｒ. ５ ( Ｔａｍｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)中

执行ꎬ树的构建选用 Ｎｅａｒｅｓｔ￣Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｉｎｔｅｒｃｈａｎｇｅ
(ＮＮＩ) 搜索方法ꎬ 支持率的估计采用１ ０００次重复

６１１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



表 ２　 引物序列信息
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称
Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ

引物序列
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒ

片段长度
Ｓｉｚｅ
(ｂｐ)

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

(℃ )
ｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ Ｆ: ＣＧＡＡＡＴＣＧＧＴＡＧＡＣＧＣＡＣＧ ９４８ ５７

Ｒ: ＡＴＴＧＡＡＣＴＧＧＴＧＡＣＡＣＧＡＧ
ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧ Ｆ: ＧＡＡＣＧＡＡＴＣＡＣＡＣＴＴＴＴＡＣＣＡＣ ８０６ ５９

Ｒ: ＧＣＣＧＣＴＴＴＡＧＴＣＣＡＣＴＣＡＧＣ
ｒｂｃＬ Ｆ: ＡＴＧＴＣＡＣＣＡＣＡＡＡＣＡＧＡＡＡＣＴＡＡＡＧＣＡＡＧＴ １ ２６６ ５５

Ｒ: ＣＴＴＣＡＣＡＡＧＣＡＧＣＡＧＣＴＡＧＴＴＣＡＧＧＡＣＴＣＣ
ＩＴＳ Ｆ: ＡＣＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＴＣＣＧＧＴＧＡＡＧＴＧＴＴＣＧ ７５６ ６５

Ｒ: ＴＡＧＡＡＴＴＣＣＣＣＧＧＴＴＣＧＣＴＣＧＣＣＧＴＴＡＣ
Ｃｈｒ５ Ｆ: ＣＧＡＧＣＡＧＣＴＴＴＣＴＣＣＣＡＣＴ ７８０ ５５~ ５８

Ｒ: ＣＣＣＣＴＣＣＡＧＧＡＡＴＡＣＣＡＣＴ

抽样的靴带分析ꎮ ＢＩ 分析所需最佳碱基替代模型

在软件 Ｊｍｏｄｅｌｔｅｓｔ ｖｅｒ. ２.３.１ (Ｄａｒｒｉｂａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)中
计算ꎬＢＩ 分析在软件 ＭｒＢａｙｅｓ ｖｅｒ. ３.１.２ (Ｒｏｎｑｕｉｓｔ ＆
Ｈｕｅｌｓｅｎｂｅｃｋꎬ ２００３)中进行ꎬ每一个马尔可夫链从一

个随机的树开始ꎬ运行 １０６个循环ꎬ每 １００ 次循环取

样一次ꎬ支持率选用后验概率(Ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ Ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙꎬ
ＰＰ)ꎬ利用软件 Ｆｉｇｔｒｅｅ 读取最终的树文件ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 叶绿体联合片段分析

所研究的叶绿体片段长度在类群间和个体间

均一致ꎬｔｒｎＬ￣ｔｒｎＦ 的长度为 ９４８ ｂｐꎬ共检测到 １６ 个

多态位点ꎬ包括 １１ 个位点变异和 ５ 个插入 /缺失ꎻ
ｔｒｎＳ￣ｔｒｎＧ 的长度为 ８０６ ｂｐꎬ共检测到 ４４ 个多态位

点ꎬ包括 ４０ 个位点变异和 ４ 个插入 /缺失ꎻｒｂｃＬ 的

长度为１ ２６６ ｂｐꎬ共检测到 １８ 个多态位点ꎬ包括 ９
个位点变异和 ９ 个插入 /缺失ꎮ 将 ３ 个片段进行同

质性检验并联合ꎬ一致长度为３ ０２０ ｂｐꎮ
基于最大似然法和贝叶斯法构建系统发育树

如图 １ 所示ꎬ构建最大似然树选用最佳模型为 Ｔ９２
模型ꎬ贝叶斯分析选用 ＴＰＭｌｕｆ￣Ｎｅｉ 模型ꎬ最大似然

树和贝叶斯树分支上方的数字分别代表靴带值

(Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅꎬ ＢＳ)和后验概率(ＰＰ)ꎮ 两种推导

法构建系统树的拓扑结构比较一致ꎬ内类群的所有

物种聚成两大支且得到了较高的支持率ꎬ其中柑橘

属的 ８ 个物种聚为一大分支(ＢＳ ＝ ６０ꎻ ＰＰ ＝ ０.９５９)ꎬ

枳属的富民枳和枳聚为另一大分支(ＢＳ ＝ ９８ꎻ ＰＰ ＝
１)ꎬ枳属与柑橘属的类群并没有交叉ꎬ二者均是单

系ꎮ 其中在枳属的这一分支里ꎬ富民枳的所有个体

聚为一小单系分支ꎬ枳的所有个体聚为另一小单系

分支ꎬ均得到了高支持率 ( ＢＢ ＝ ９８ꎬ ８３ꎻ ＰＰ ＝ １ꎬ
０.９２４)ꎮ 在柑橘属的分支里ꎬ每个物种的所有个体

都聚为一个小的单系分支ꎬ并不存在交叉ꎮ 但两种

方法在对柑橘属物种的系统发育关系的处理上存

在稍许差别ꎬ如红河大翼橙的系统位置不同ꎬ最大

似然树显示红河大翼橙位于分支内部位置ꎬ而贝叶

斯树显示红河大翼橙最早分化出来ꎮ 两种树均显

示枳橙和香橼聚为一支ꎬ随后又与柚聚在一起ꎬ说
明它们的亲缘关系较近ꎻ金柑和宜昌橙聚在一支ꎬ
说明二者具有较近的亲缘关系ꎮ
２.２ ＩＴＳ 片段分析

ＩＴＳ 片段经过整理剪切的一致长度为 ７５６ ｂｐꎬ
共检测到 ６６ 个多态位点ꎬ包括 ６３ 个位点变异和 ３
个插入 /缺失ꎮ 构建最大似然树选取 ＨＫＹ＋Ｇ＋Ｉ 为
最佳模型ꎬ贝叶斯分析选用 ＴＩＭ３＋Ｇ 模型ꎮ 基于

ＩＴＳ 联合片段构建的最大似然树和贝叶斯树见图

２ꎬＭＬ 树和 ＢＩ 树的拓扑结构并不一致ꎬ但两种树

的结果均显示富民枳和枳聚为一支(ＢＳ ＝ ５４ꎻＰＰ ＝
０.９８２)ꎬ嵌套在柑橘属的分支里ꎬ但富民枳和枳与

柑橘属的其他物种并没有交叉ꎮ ＭＬ 树所得到的

聚类关系支持率均较低ꎬ结果显示柑橘最先分化

出来ꎬ然后是红河大翼橙、金柑、香橼和宜昌橙ꎬ而
四者呈并系关系(ＢＳ<５０)ꎻ柚和枳橙聚为一支ꎬ然
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分支上方的数字代表靴带值(Ａ)和后验概率(Ｂ)ꎮ 下同ꎮ
Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｎ ｅａｃｈ ｂｒａｎｃｈ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅ (ＢＳ) (Ａ) ａｎｄ ｔｈｅ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｙ (ＰＰ) (Ｂ). Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 １　 基于最大似然法(Ａ)和贝叶斯法(Ｂ)利用 ３ 个叶绿体联合片段构建的系统发育树
Ｆｉｇ. １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ ｔｒｅｅｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｒｅｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ

ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ (ＭＬ) (Ａ) ａｎｄ Ｂａｙｅｓｉａｎ ｉｎｆｅｒｅｎｃｅ (ＢＩ) (Ｂ) ｍｅｔｈｏｄｓ

后二者又与箭叶橙聚在一起(ＢＳ＝ ５６)ꎮ ＢＩ 树所得

到的聚类关系支持率均较高ꎬ结果显示所有物种

聚为三大支( ＰＰ ＝ １)ꎬ箭叶橙为一分支ꎻ富民枳、
枳、红河大翼橙、柑橘、香橼、金柑和宜昌橙聚为一

大分支(ＰＰ ＝ ０.９９４)ꎬ其中富民枳与枳聚为一小单

系分支(ＰＰ ＝ ０.９８２)ꎬ另外 ５ 个柑橘属植物聚为另

一小单系分支ꎬ但它们呈并系关系( ＰＰ ＝ ０.９８６)ꎻ

枳橙与柚聚为另一大分支(ＰＰ ＝ ０.５２２)ꎮ
２.３ 单拷贝核基因 Ｃｈｒ５ 分析

Ｃｈｒ５ 片段比对剪切后一致性长度为 ７８０ ｂｐꎬ共
检测到 ３９ 个多态位点ꎬ全为位点变异ꎬ构建的系统

发育树见图 ３ꎬ其中 ＭＬ 树构建选择 ＴＭ９３＋Ｉ 模型ꎬ
ＢＩ 树的构建模型为 ＴＩＭ１ꎮ 基于 Ｃｈｒ５ 片段构建的

ＭＬ 树和 ＢＩ 树的拓扑结构是一致的ꎬ结果见图 ３ꎮ
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图 ２　 基于最大似然法(Ａ)和贝叶斯法(Ｂ)利用 ＩＴＳ 片段构建的系统发育树
Ｆｉｇ. ２　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ ｔｒｅｅｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ＩＴＳ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ (ＭＬ) (Ａ)

ａｎｄ Ｂａｙｅｓｉａｎ ｉｎｆｅｒｅｎｃｅ (ＢＩ) (Ｂ) ｍｅｔｈｏｄｓ

与 ＩＴＳ 数据结果相似ꎬ富民枳和枳聚为一支嵌套在

柑橘属植物的分支里ꎬ但二者与柑橘属的其他物种

并没有交叉ꎬＭＬ 树的支持率较低ꎬＢＩ 树的支持率较

高ꎮ 系统树结果显示红河大翼橙最先分化出来

(ＢＳ<５０ꎻＰＰ ＝ １)ꎬ然后是宜昌橙 ( ＢＳ ＝ ６５ꎻ ＰＰ ＝
０.８６２)ꎬ随后枳橙、柚、香橼、柑橘、箭叶橙和金柑聚

为一支(ＢＳ＝ ６２ꎻＰＰ ＝ ０.５１６)ꎬ最后与富民枳和枳的

分支聚为一大分支(ＢＳ＝ ６２ꎻＰＰ ＝ ０.９９３)ꎮ

３　 讨论与结论

３.１ 枳属的分类地位

本研究以“枳属”单独存在为基础ꎬ选择枳属

的两个种和柑橘属的 ８ 个种为研究对象ꎬ利用 ３ 个

ｃｐＤＮＡ 片段、ＩＴＳ 和 １ 个核基因对枳属的系统发育

进行研究ꎮ ｃｐＤＮＡ 的数据结果均一致支持枳属为
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图 ３　 基于最大似然法(Ａ)和贝叶斯法(Ｂ)利用核基因 ｃｈｒ５ 构建的系统发育树
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ ｔｒｅｅｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｎｕｃｌｅａｒ ｇｅｎｅ Ｃｈｒ５ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ (ＭＬ) (Ａ)

ａｎｄ Ｂａｙｅｓｉａｎ ｉｎｆｅｒｅｎｃｅ (ＢＩ) (Ｂ) ｍｅｔｈｏｄｓ

一单系ꎬ与柑橘属的物种并无交叉ꎬ说明两属之间

无基因交流ꎮ 本研究结果和武晓晓等(２０１８)、杨
晓明(２０１７)及 Ｗｕ ｅｔ ａｌ.(２０１８)的研究结果一致ꎬ
枳属能够作为一个独立的属ꎬ而不应将其归并到

柑橘属中ꎮ 但 ３ 个叶绿体联合片段的 ＭＬ 树和 ＢＩ
树显示柑橘属物种的系统发育关系是不一致的ꎬ
如红河大翼橙的系统位置不同ꎬＭＬ 树显示红河大

翼橙位于分支内部位置ꎬ而 ＢＩ 树显示红河大翼橙

是最早分化出来的物种ꎮ 这可能是由于 ３ 个叶绿

体 ＤＮＡ 分子片段信息位点不足ꎬ基于不同的方法

推断出来的结果存在冲突ꎮ
与 ｃｐＤＮＡ 的研究结果不同的是 ＩＴＳ 和 Ｃｈｒ５ 的

数据结果显示枳属并不能与柑橘属分开ꎬ而是嵌套

在柑橘属的分支里ꎬ说明两个核 ＤＮＡ 的数据并不支

持枳属能够单独成属ꎬ而应归并在柑橘属里ꎬ这与

２００８ 年 Ｆｌｏｒａ ｏｆ Ｃｈｉｎａ 修订版(Ｚｈａｎｇꎬ ２００８)中对枳
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属的处理是一致的ꎬ但与 Ｗｕ ｅｔ ａｌ.(２０１８)基于基因

组数据的研究结果不一致ꎮ 另外ꎬ这 ２ 个核 ＤＮＡ 数

据显示柑橘属 ８ 个物种的关系也不一致ꎬ比如红河

大翼橙ꎬ在 ＩＴＳ 构建的系统树上处于内部分支里ꎬ而
在 Ｃｈｒ５ 构建的系统树上显示最早分化出来ꎮ 不同

核 ＤＮＡ 分子片段数据揭示的结果不一致ꎬ可能是由

于核基因的不完全谱系分选造成的ꎬ亦或它们受到

的选择压力和进化速率不一致造成的ꎮ 另外ꎬ在核

基因中往往存在重组现象ꎬ可能对物种系统发育关

系也会存在影响ꎮ
本研究中ꎬ不同类型的 ＤＮＡ 分子片段数据在

对枳属和柑橘属物种的系统发育关系解决上存在

差异ꎬｃｐＤＮＡ 数据支持枳属能够独立成属ꎬ而核

ＤＮＡ 数据显示枳属嵌套在柑橘属里不能单独成

属ꎮ 因为质体基因是母系遗传的ꎬ而核基因是双

亲遗传的ꎬ质体基因所拥有的 Ｎｅ 是核基因的 １ / ４ꎬ
Ｎｅ 可以影响一个物种单倍型成为单系的速度

(Ｍｏｏｒｅꎬ １９９５)ꎮ 因此ꎬ基于 １ 个质体基因物种的

单倍型成为单系所需的时间是基于 １ 个核基因所

需时间的 １ / ４ꎬ即质体基因能更快地体现出一个物

种的单倍型成为单系ꎮ 可能在解决属的分类地位

时ꎬ叶绿体数据也能尽早体现出来ꎮ 所以在本研

究中ꎬ叶绿体数据能够解决枳属的分类地位ꎬ而两

个核 ＤＮＡ 则不行ꎮ 另外ꎬ根据 Ｍｏｏｒｅ 的观点ꎬ在 １
个质体基因能 ９５％成功地解决一个物种是单系

时ꎬ就需要用 １６ 或者 ４０ 个核基因才能达到如此成

功率ꎮ 所以ꎬ想要解决一个属或者物种的分类地

位就需要采用更多的核基因ꎬ这也可能造成本研

究中较少的核基因不能解决枳属的分类地位ꎮ 另

外ꎬ叶绿体片段数据与核基因数据结果存在差异ꎬ
也可能暗示枳属杂交起源ꎬ这需要采用更多的核

基因数据或从组学水平上进行深入探究ꎮ
３.２ 富民枳的分类地位

序列位点差异直观反映各个研究材料之间基

因层次上的差异性ꎬ这种研究方式是直观有效的ꎬ
这种方法在很多植物领域都有利用ꎮ 本研究通过

具有母系遗传特性的 ３ 个叶绿体片段和具有双亲

遗传特性的核基因片段 ＩＴＳ 和 Ｃｈｒ５ 数据来研究富

民枳的分类地位以及它与枳、红河大翼橙、枳橙、
柚、柑橘、香橼、金柑、箭叶橙这些种的系统发育关

系ꎮ 基于 ＭＬ 法和 ＢＩ 法构建系统发育树ꎬ所有数

据结果均显示富民枳的 ９ 个个体聚在一起ꎬ并未

与其他任何物种有交叉ꎬ支持富民枳是一个遗传

上相对独立的类群ꎬ而不支持 Ｆｌｏｒａ ｏｆ Ｃｈｉｎａ 将其

作为柑橘属的一个杂交种的分类处理ꎮ 因此ꎬ富
民枳不是一个柑橘杂交种ꎬ而是为一个独立“好

种”ꎬ且与前人研究结果一致(吴兴恩等ꎬ ２００６ꎻ龚
桂芝等ꎬ ２００８)ꎮ 本研究结果表明ꎬ虽然核 ＤＮＡ 数

据并不支持枳属的成立ꎬ但是ꎬ无论叶绿体 ＤＮＡ
数据还是核 ＤＮＡ 数据均支持富民枳是一个独立

的物 种ꎬ是 一 种 优 质 的 种 质 资 源 (张 珊 珊 等ꎬ
２０１８)ꎬ具有重要的保护价值ꎮ
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