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Ｗａｎｇ Ｘ Ｊꎬ Ｄｏｎｇ Ｗ Ｐꎬ Ｚｈｏｕ Ｓ Ｌ.Ｔｈｅ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ Ｐａｔｈ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ Ｇｅｎｏｍｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ.Ａｃｔａ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａꎬ２０２２ꎬ４２
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基于叶绿体基因组分析我国苜蓿属植物演化路径

王晓娟１ꎬ∗ꎬ董文攀２ꎬ周世良３

１ 上海科技馆ꎬ上海自然博物馆自然史研究中心ꎬ上海　 ２００１２７

２ 北京林业大学生态与自然保护学院ꎬ北京　 １０００８３

３ 中国科学院植物研究所ꎬ系统与进化植物学国家重点实验室ꎬ北京　 １０００９３

摘要:全球苜蓿属植物约 ８７ 种ꎬ我国有 １５ 种ꎬ大多为广布种ꎬ可生活在不同的生境当中ꎮ 该属植物由于荚果等形态变异复杂ꎬ
繁育系统多样ꎬ其进化历史一直是本领域关注的热点问题之一ꎮ 随着分子生态学的发展ꎬ利用基因组学的方法解决生态学问题

不断报道ꎬ但目前我国苜蓿属物种的叶绿体基因组数据缺乏ꎬ有关其演化路径的研究尚少有开展ꎮ 为此ꎬ选取了我国苜蓿属

１０ 个代表物种和胡卢巴属 １ 种ꎬ测序比较其叶绿体基因组结构特征ꎬ基于叶绿体基因组和核 ＩＴＳ 序列构建分析其系统发育关

系ꎬ并结合物种地理分布生境特征探究我国苜蓿属植物的演化路径ꎮ 结果显示ꎬ以上苜蓿属植物的叶绿体基因组大小为

１２１—１２７ ｋｂꎬ均为非典型的“四区”结构ꎬ缺失反向重复区ꎮ 在 １０ 个苜蓿属物种的叶绿体基因组中共检测到 １ꎬ２７３ 个 ＳＳＲ 位

点ꎬ这些 ＳＳＲ 位点可以作为潜在的分子标记用于我国苜蓿属植物资源的鉴定ꎮ 供试苜蓿属物种的叶绿体基因组共发生 ６ 次基

因倒位ꎮ 天蓝苜蓿的 ２ 个倒位发生在基因 ａｔｐＢ 到 ｙｃｆ３、ｎｄｈＣ 到 ｔｒｎＬＵＡＡ之间的区域ꎻ青海苜蓿和花苜蓿的叶绿体基因组共享４ 个

倒位ꎬ分别位于基因 ｐｓｂＭ 到 ｐｓａＡ、ｎｄｈＢ 到 ｔｒｎＮＧＵＵ、ｎｄｈＢ 到 ｒｐｏＡ 以及 ｃｌｐＰ 到 ｒｐｌ２０ 区间ꎮ 天蓝苜蓿中还存在 ｃｌｐＰ、ｒｐｏＣ１ 和 ａｔｐＦ
基因内含子的丢失现象ꎮ 基于叶绿体基因组及 ＩＴＳ 序列构建的苜蓿属系统发育关系ꎬ支持传统上将苜蓿属划分为紫苜蓿组、南
苜蓿组、阔荚苜蓿组和天蓝苜蓿组的分类处理ꎮ 其中ꎬ直果胡卢巴、单花胡卢巴与毛荚苜蓿形成一支ꎬ位于系统树的基部ꎬ支持

中国苜蓿属和胡卢巴属之间存在过渡类型“类苜蓿植物”的观点ꎮ 分析我国苜蓿属植物的分化原因可能与这些物种的生境有

关ꎬ特别是年平均温度可能是导致苜蓿物种分化的决定性因素ꎮ
关键词:苜蓿属ꎻ 叶绿体基因组ꎻ 结构变异ꎻ 系统发育ꎻ 生态进化
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２ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｅｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｎａｔｕｒｅ Ｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ Ｆｏｒｅｓｔｒｙ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００８３ꎬ Ｃｈｉｎａ

３ Ｓｔａｔｅ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ Ｂｏｔａｎｙꎬ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｂｏｔａｎｙꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００９３ꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｍｅｄｉｃａｇｏ Ｌ. ｉｓ ａ ｇｅｎｕｓ ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅｌｙ ８７ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｗｏｒｌｄꎬ ａｎｄ １５ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ. Ｍｏｓｔ ｏｆ ｔｈｅｍ
ａｒｅ ｗｉｄｅｌｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ａｎｄ ｃａｎ ｌｉｖｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈａｂｉｔａｔｓ. Ｄｕｅ ｔｏ ｃｏｍｐｌｅｘ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｓｕｃｈ ａｓ ｐｏｄｓꎬ ａｎｄ ｄｉｖｅｒｓｅ
ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｓｙｓｔｅｍｓꎬ ｔｈｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｈｉｓｔｏｒｙ ｏｆ ｔｈｉｓ ｇｅｎｕｓ ｈａｓ ａｌｗａｙｓ ｂｅｅｎ ｏｎｅ ｏｆ ｔｈｅ ｈｏｔｓｐｏｔ. Ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ ｕｓｅ ｏｆ ｇｅｎｏｍｉｃｓ ｔｏ ｓｏｌｖｅ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｂｌｅｍｓ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｌｙ ｒｅｐｏｒｔｅｄ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｃｕｒｒｅｎｔ
ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｄａｔａ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ｉｓ ｓｔｉｌｌ ｌａｃｋｉｎｇꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｉｔｓ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｐａｔｈ ｈａｓ ｓｅｌｄｏｍ
ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ. Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙꎬ ｔｅｎ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｎｄ ｏｎｅ Ｔｒｉｇｏｎｅｌｌａ ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｔｏ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｅ
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ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ. Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｃｈｌｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ａｎｄ
ｎｕｃｌｅａｒ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｐａｔｈ ｗｅｒｅ ｅｘｐｌｏｒｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅｉｒ ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ
ｈａｂｉｔａｔ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｗｅｒｅ １２１—１２７ ｋｂ ｉｎ ｓｉｚｅꎬ ａｌｌ
ｏｆ ｗｈｉｃｈ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ａｔｙｐｉｃａｌ ｑｕａｄｒｉｐａｒｔｉｔｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｍｉｓｓｉｎｇ ｏｎｅ ｃｏｐｙ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｒｅｐｅａｔ ｒｅｇｉｏｎ ( ＩＲ). Ｔｏｔａｌｌｙꎬ １ꎬ２７３
ｖａｒｉａｂｌｅ ＳＳＲ ｌｏｃｉ ｗｅｒｅ ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｔｈｅｓｅ Ｍｅｄｃａｇｏ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒｓ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ
Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｇｅｒｍｐｌａｓｍｓ. Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ６ ｉｎｖｅｒｓｉｏｎｓ ｈａｐｐｅｎｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｓｔｅｄ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓｐｅｃｉｅｓ. Ｔｗｏ
ｕｎｉｑｕｅ ｉｎｖｅｒｓｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｅｎｅｓ ａｔｐＢ ｔｏ ｙｃｆ３ꎬ ｎｄｈＣ ｔｏ ｔｒｎＬＵＡＡ ｉｎ Ｍ. ｌｕｐｕｌｉｎａ. Ａｎｄ ｆｏｕｒ ｉｎｖｅｒｓｉｏｎｓ ｗｅｒｅ
ｓｈａｒｅｄ ｂｙ Ｍ. ａｒｃｈｉｄｕｃｉｓ￣ｎｉｃｏｌａｉ ａｎｄ Ｍ. ｒｕｔｈｅｎｉｃａ ｂｅｔｗｅｅｎ ｇｅｎｅｓ ｐｓｂＭ ｔｏ ｐｓａＡꎬ ｎｄｈＢ ｔｏ ｔｒｎＮＧＵＵꎬ ｎｄｈＢ ｔｏ ｒｐｏＡꎬ ｃｌｐＰ ｔｏ
ｒｐｌ２０. Ｉｎｔｒｏｎ ｌｏｓｓｅｓ ｗｅｒｅ ａｌｓｏ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｃｌｐＰꎬ ｒｐｏＣ１ ａｎｄ ａｔｐＦ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｍ. ｌｕｐｕｌｉｎａ ｃｈｌｒｏｐｌａｓｔ ｐｌａｓｔｏｍｅ. Ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ
ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ａｎｄ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｔｈｅ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｏ ｓｕｂｄｉｖｉｄｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｉｎｔｏ ｓｅｃｔｉｏｎ Ｍｅｄｉｃａｇｏꎬ Ｓｐｉｒｏｃａｒｐｏｓꎬ Ｐｌａｔｙｃａｒｐａｅ ａｎｄ Ｌｕｐｕｌａｒｉａ. Ｔｈｅ ｂａｓａｌ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌａｄｅ ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ ｏｆ
Ｍ. ｅｄｇｅｗｏｒｔｈｉｉꎬ Ｍ. ｏｒｔｈｏｃｅｒａｓ ａｎｄ Ｍ. ｍｏｎａｎｔｈａ ｌｉｋｅ ｔｈｅ Ｔｒｉｇｏｎｅｌｌａ ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｉｓｔｅｎｃｅ ｏｆ ″Ｔｒｉｇｏｎｅｌｌｏｉｄ″ Ｍｅｄｉｃａｇｏ. Ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｈａｂｉｔａｔｓ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｔｈｅ ａｎｎｕａｌ ａｖｅｒａｇｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｍａｙ ｂｅ ｔｈｅ ｄｅｃｉｓｉｖｅ
ｆａｃｔｏｒ ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｉｎ Ｃｈｉｎａ.

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ: Ｍｅｄｉｃａｇｏꎻ Ｐｌａｓｔｏｍｅꎻ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎꎻ Ｐｈｙｌｏｇｅｎｏｍｉｃｓꎻ Ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ

苜蓿属(Ｍｅｄｉｃａｇｏ Ｌｉｎｎ.)隶属于豆科蝶形花亚科车轴草族ꎬ属下物种经历数次划分调整ꎬ物种数量从最初

的 ４６ 种不断增加至目前的 ８７ 种ꎬ我国有 １５ 种[１—３]ꎮ 苜蓿属植物的分类困难与其起源、地理分布以及相似的

易混淆物种有关ꎬ例如ꎬ区分苜蓿属、胡卢巴属(Ｔｒｉｇｏｎｅｌｌａ Ｌｉｎｎ.)和草木犀属(Ｍｅｌｉｌｏｔｕｓ Ｌｉｎｎ.)的一些物种ꎬ一
直是令人棘手的难题[４—５]ꎮ １９７７ 年ꎬＩｖａｎｏｖ[６]提出苜蓿属植物的起源地在高加索地区ꎬ之后有学者认为是地

中海北部海岸[１]ꎮ 目前发现的苜蓿属大多数物种分布于地中海沿线、阿拉伯半岛、伊拉克和巴尔干东部地

区ꎬ而部分成员如紫花苜蓿复合体中的少数种则因栽培逃逸扩展至中亚、北亚和东亚地区[２—３]ꎮ 苜蓿属植物

为一年生或多年生草本ꎬ稀灌木ꎬ在整个生态系统乃至农牧生产系统中均具有重要的功能ꎬ广泛分布于山地、
农田、草地、森林等不同生态系统类型ꎬ其中ꎬ紫花苜蓿因其高蛋白、全营养和耐消化等优良特性ꎬ成为世界上

最为重要的饲料作物之一[７]ꎻ截形苜蓿因其为二倍体、自花授粉、种子量大和遗传操作方便等特性ꎬ成为豆科

植物研究的模式植物[８]ꎮ
据«中国植物志»记载ꎬ我国现有苜蓿属植物 １５ 种ꎬ隶属于木本苜蓿组、天蓝苜蓿组、紫苜蓿组、阔荚苜蓿

组和南苜蓿组ꎬ而«Ｆｌｏｒａ ｏｆ Ｃｈｉｎａ»未做属下等级的划分[２]ꎮ 邓宏超等[４]研究了国内苜蓿属和胡卢巴属的分类

划分ꎬ并基于形态学特征等将苜蓿属植物分为三类:一是开紫花而荚果螺旋盘卷ꎬ二是开黄花而荚果镰刀状弯

曲或稍直ꎬ三是花杂色而荚果镰刀状弯曲至螺旋盘卷的过渡类型ꎮ 但由于苜蓿属植物耐受性强ꎬ分布广泛ꎬ生
活型多变ꎬ导致学界难以将苜蓿属植物的进化历史与其地理、生境特征直接关联ꎮ 如何通过科学方法探究苜

蓿属植物的生态演化路径已经成为本学科关注的热点之一ꎮ
随着分子生态学的出现和发展ꎬ利用基因组学和分子生物学的方法解决生态学问题不断报道ꎬ但目前我

国有关苜蓿属植物叶绿体基因组和系统发育方面的研究尚开展较少ꎬ通过叶绿体基因组揭示该属植物的起

源、演化方面的研究也少有报道ꎮ 叶绿体是细胞内一类具有自主遗传功能的重要细胞器ꎮ 自 １９８６ 年叶绿体

基因组首次被测定以来[９—１０]ꎬ已有近 ６ꎬ５４９ 个物种的叶绿体基因组被测序ꎬ涵盖大多数重要的真核光合类群

(Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬＮＣＢＩꎬ２０２１ 年 ６ 月 ８ 日登录)ꎮ 叶绿体基因组数据的迅速增加ꎬ
表明本领域已经逐渐成为研究热点ꎬ同时也为揭示叶绿体基因组在研究生态进化中的重要价值提供了依据ꎮ
研究表明ꎬ叶绿体基因组不仅在探究物种起源、演化以及物种间亲缘关系等方面具有重要贡献[１１—１２]ꎬ而且在

作物遗传改良、生物制剂生产等方面也显示出了巨大潜力[１３]ꎮ 基于此ꎬ为了阐明我国苜蓿属植物的分子生态

学结构特征ꎬ探究其在我国的生态进化路径ꎬ本研究选取我国 １０ 个苜蓿属代表物种和葫芦巴属一个物种作为
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研究对象ꎬ采用高通量测序平台测定其叶绿体全基因组和核基因 ＩＴＳ 序列ꎬ通过分析其叶绿体基因组结构特

征和变异规律ꎬ构建苜蓿属植物的系统发育关系ꎬ结合上述苜蓿属植物来源地的生境特征ꎬ探究我国苜蓿属物

种的叶绿体基因组进化式样ꎬ揭示我国苜蓿属植物的演化机理ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 植物材料

苜蓿属和胡卢巴属植物种子来自中国科学院昆明植物研究所中国西南野生生物种质资源库(Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ
Ｂａｎｋ ｏｆ Ｗｉｌｄ ＳｐｅｃｉｅｓꎬＧＢＷＳ)ꎬ截形苜蓿种子来自澳大利亚南澳研究开发院( Ｓｏｕｔｈ Ａｕｓｔｒｕｌｉａｎ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ａｎｄ
Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ＩｎｓｔｉｔｕｔｅꎬＳＡＲＤＩ)牧草种质资源库ꎬ每种供试材料的采集编号以及采集地的年均降雨量、年均日照

时数、年均气温和气候区特征见表 １ꎮ

表 １　 取样的苜蓿属植物材料信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

种属
Ｔａｘｏｎ

编号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ＃

采集地 Ｌｏｃａｌｉｔｙ

采集地点
年均降雨
量 / ｍｍ

年均日照
时数 / ｈ

年均气
温 / ℃ 气候区

单花胡卢巴
Ｍ. ｍｏｎａｎｔｈａ ＧＢＷＳ ８６８７１００６２９９７ 新疆乌鲁木齐 ２８６.２ ２５７０ ６.４ 中温带大陆性干旱气候区

花苜蓿
Ｍ. ｒｕｔｈｅｎｉｃａ ＧＢＷＳ ８６８７１０１８７７９１ 吉林松原 ４３２.８ ２８７９.８ ４.５ 中温带大陆性季风气候区

截形苜蓿
Ｍ. ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ ＳＡＲＤＩ 南澳大利亚阿德莱德 ３６５ ２５１６ １７.１ 地中海气候区

毛荚苜蓿
Ｍ. ｅｄｇｅｗｏｒｔｈｉｉ ＧＢＷＳ ８６８７１０１６９１７３ 西藏拉萨 ４２６.４ ３０００ ７.４ 高原温带半干旱气候区

南苜蓿
Ｍ. ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ ＧＢＷＳ ８６８７１０２７２０８８ 云南楚雄彝族自治州 ８６４ ２４５０ １５.６ 亚热 带 低 纬 高 原 季 风 气

候区

青海苜蓿
Ｍ. ａｒｃｈｉｄｕｃｉｓ￣ｎｉｃｏｌａｉ ＧＢＷＳ ８６８７１０２００９６１ 甘肃甘南藏族自治州 ６５１.５ １８００ ５.１ 大陆性季节气候区

天蓝苜蓿
Ｍ. ｌｕｐｕｌｉｎａ ＧＢＷＳ ８６８７１０２１０６００ 上海市 １１７３.４ １８８５.９ １７.６ 亚热带季风性气候区

杂交苜蓿
Ｍ. ｖａｒｉａ ＧＢＷＳ ８６８７１００４４９７０ 新疆巴音郭楞蒙古自

治州
５８.６ ３０００ １１.１ 中温带和暖温带大陆性气

候区

直果胡卢巴
Ｍ. ｏｒｔｈｏｃｅｒａｓ ＧＢＷＳ ８６８７１００６３０９３ 新疆乌鲁木齐 ２８６.２ ２５７０ ６.４ 中温带大陆性干旱气候区

紫苜蓿
Ｍ. ｓａｔｉｖａ ＧＢＷＳ ８６８７１０１２５７２７ 新疆巴音郭楞蒙古自

治州
５８.６ ３０００ １１.１ 中温带和暖温带大陆性气

候区

胡卢巴
Ｔｒｉｇｏｎｅｌｌａ ｓｐ. ＧＢＷＳ ８６８７１００５９４９６ 新疆塔什库尔干塔吉

克自治县
６８.３ ４４３４.７ ３.６ 高原 高 寒 干 旱￣半 干 旱 气

候区

　 　 ＧＢＷＳꎬ中国科学院昆明植物研究所中国西南野生生物种质资源库ꎻＳＡＲＤＩꎬ澳大利亚南澳研究开发院牧草种质资源库

１.２　 温室培养

２０１８ 年至 ２０１９ 年ꎬ表 １ 中苜蓿属和胡卢巴属植物的种子于智能温室(上海乾菲诺农业科技有限公司)进
行萌发和培养ꎮ 所有种子经温水浸种 ８ ｈ 后ꎬ将种子置于 ２５℃恒温箱中催芽ꎬ每天投洗种子 ２ 次ꎬ直至种子露

白后ꎬ进行播种ꎮ 温室栽培条件为温度(２５±２)℃ꎬ光照强度 ４００ μｍｏｌ ｍ－２ ｓ－１ꎬ空气湿度 ４０％ꎬ始终保持基质湿

润ꎮ 整个生育期内常规管理(图 １)ꎮ
１.３　 ＤＮＡ 提取与高通量测序

采集幼嫩叶片立即置于液氮中冷冻后低温保存ꎮ 样品总 ＤＮＡ 采用 ｍＣＴＡＢ 法提取ꎬ具体步骤参考李金璐

等[１４]的植物 ＤＮＡ 提取方法ꎮ
总 ＤＮＡ 采用超声打断ꎬ切胶回收 ３５０ ｂｐ 的 ＤＮＡ 片段ꎬ利用 ＮＥＢＮｅｘｔ 的建库试剂盒构建 ３５０ ｂｐ 大小的

文库ꎬ利用 Ｈｉｓｅｑ ４０００ ＰＥ１５０ 的测序平台进行测序(北京诺禾致源科技股份有限公司ꎬ北京)ꎮ
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图 １　 供试苜蓿属植物形态

Ｆｉｇ.１　 Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｐｌａｎｔｓ ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｉｎ ｇｒｅｅｎ ｈｏｕｓｅ

１ꎬ紫苜蓿 Ｍ. ｓａｔｉｖａꎻ２ꎬ杂交苜蓿 Ｍ. ｖａｒｉａꎻ３ꎬ截形苜蓿 Ｍ. ｔｒｕｎｃａｔｕｌａꎻ４ꎬ南苜蓿 Ｍ. ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａꎻ５ꎬ天蓝苜蓿 Ｍ. ｌｕｐｕｌｉｎａꎻ６ꎬ青海苜蓿 Ｍ.

ａｒｃｈｉｄｕｃｉｓ－ｎｉｃｏｌａｉꎻ７ꎬ花苜蓿 Ｍ. ｒｕｔｈｅｎｉｃａꎻ８ꎬ直果胡卢巴 Ｍ. ｏｒｔｈｏｃｅｒａｓꎻ９ꎬ单花胡卢巴 Ｍ. ｍｏｎａｎｔｈａꎻ１０ꎬ毛荚苜蓿 Ｍ. ｅｄｇｅｗｏｒｔｈｉｉꎻ 每个种各 ２

张图片ꎬ图示各物种的叶片、花序、荚果或复叶等

１.４　 叶绿体基因组和 ＩＴＳ 序列拼接与注释

高通量测序数据采用 ＳＰＡｄｅｓ３.６.１ 软件进行质量控制和拼接ꎬ以已经发表的叶绿体基因组和 ＩＴＳ 序列为

参考ꎬ用 Ｂｌａｓｔ 程序筛选出叶绿体基因组和 ＩＴＳ 序列的 ｃｏｎｔｉｇｓ[１５]ꎬ筛选出的叶绿体基因组和 ＩＴＳ 序列的 ｃｏｎｔｉｇｓ
用 Ｓｅｑｕｅｎｃｈｅｒ ４.１０ 组装成完整的叶绿体基因组和 ＩＴＳ 序列ꎮ

利用 Ｐｌａｎｎ 程序对获得的叶绿体基因组进行注释ꎮ 利用已经公开发表的 Ｍ. ｓａｔｉｖａ (序列接收号:
ＭＫ４６０４８９)为参考序列ꎬ对所有的蛋白质编码基因ꎬｒＲＮＡ 和 ｔＲＮＡ 基因进行注释ꎬ并对注释结果进行逐一检

查ꎮ 缺失的基因或者自动注释错误的基因ꎬ依照参考序列的注释信息进行手动调整ꎬ得到完整的注释结果ꎮ
利用在线软件 ＯＧＤＲＡＷ(ｈｔｔｐｓ: / / ｃｈｌｏｒｏｂｏｘ.ｍｐｉｍｐ－ｇｏｌｍ.ｍｐｇ.ｄｅ / ＯＧＤｒａｗ.ｈｔｍｌ)绘制苜蓿属物种的叶绿体基因

组物理图谱ꎮ
１.５　 简单重复序列分析

利用 ＭＩＳＡ 软件对苜蓿属物种的叶绿体基因组的简单序列重复(ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔｓꎬ ＳＳＲｓ)分别进行
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检测ꎮ ＳＳＲ 位点的定义如下ꎬ单核苷酸单元的重复数≥１０ꎻ二核苷酸单元的重复数≥５ꎬ三核苷酸单元重复数

≥４ꎬ四核苷酸、五核苷酸和六核苷酸单元的重复数≥３ꎮ 两个 ＳＳＲｓ 之间的距离不少于 ２０ ｂｐꎮ
１.６　 系统发育分析

根据注释结果ꎬ提取苜蓿属叶绿体基因组的 ７６ 个编码基因ꎬ利用 ＭＡＦＦＴ 软件进行比对ꎬ并利用 ＭＥＧＡ Ｘ
进行手工检查ꎮ 比对好之后串联成一个数据集进行系统发育分析ꎮ 用 ＲＡｘＭＬ 软件以最大似然法进行系统发

育分析ꎮ 核苷酸替换模型采用 ＧＴＲ＋Ｇꎬ系统发育各个分支长度的支持率通过进行 ５００ 次自展重复分析获得ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 苜蓿属叶绿体基因组结构特征

本研究测定了苜蓿属 １０ 个物种完整的叶绿体基因组和 １ 个胡卢巴属物种的叶绿体基因组ꎬ平均测序深

度从 １ꎬ２２２×(青海苜蓿)到 １０ꎬ３４０×(花苜蓿)ꎮ 供试材料的叶绿体基因组基本特征见表 ２ꎮ 叶绿体基因组大

小不尽相同ꎬ介于 １２１—１２７ ｋｂ 之间ꎬ其中ꎬ青海苜蓿叶绿体基因组最大ꎬ长度为 １２７ꎬ３５８ ｂｐꎬ单花胡卢巴最

小ꎬ长度为 １２１ꎬ０８２ ｂｐꎬ两者基因组大小相差约 ６ ｋｂꎮ ＧＣ 含量介于 ３３.８％—３４.１％之间ꎬ平均值为 ３４.０２％ꎬ不
同物种间 ＧＣ 含量差异较小ꎬ有 ５ 个物种的叶绿体 ＧＣ 含量完全一致ꎬ均为 ３４.１％ꎮ

表 ２　 苜蓿属植物叶绿体基因组测序分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｎｄ ｐｌａｓｔｏｍｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｉｎ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｐｌａｎｔｓ

种属
Ｔａｘｏｎ

测序数据量
Ｒｅａｄｓ

平均深度
Ｄｅｐｔｈ

基因组大小 / ｋｂ
Ｇｅｎｏｍｅ ｓｉｚｅ

ＧＣ 含量 / ％
ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ

类型
Ｔｙｐｅ

直果胡卢巴 Ｍ. ｏｒｔｈｏｃｅｒａｓ １４ꎬ１１１ꎬ８９２ ２６６５ １２１ꎬ０９３ ３４.１ Ｉ

单花胡卢巴 Ｍ. ｍｏｎａｎｔｈａ １４ꎬ２４８ꎬ２９０ １７７３ １２１ꎬ０８２ ３４.１ Ｉ

青海苜蓿 Ｍ. ａｒｃｈｉｄｕｃｉｓ￣ｎｉｃｏｌａｉ １４ꎬ８６４ꎬ７００ １２２２ １２７ꎬ３５８ ３４.２ ＩＩ

毛荚苜蓿 Ｍ. ｅｄｇｅｗｏｒｔｈｉｉ １２ꎬ０５３ꎬ０１１ ２８３２ １２２ꎬ５９８ ３３.９ Ｉ

花苜蓿 Ｍ. ｒｕｔｈｅｎｉｃａ ２７ꎬ３３８ꎬ４０８ １０３４０ １２６ꎬ７９２ ３４.１ ＩＩ

紫苜蓿 Ｍ. ｓａｔｉｖａ １５ꎬ２５４ꎬ９３６ ２６２０ １２５ꎬ５０８ ３３.８ Ｉ

杂交苜蓿 Ｍ. ｖａｒｉａ １７ꎬ１１８ꎬ２３１ ２６６７ １２５ꎬ３６４ ３３.８ Ｉ

南苜蓿 Ｍ. ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ １３ꎬ４０６ꎬ６４０ ３３８３ １２４ꎬ３４９ ３４.１ Ｉ

截形苜蓿 Ｍ. ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ １２ꎬ２１８ꎬ６０７ ２４８３ １２３ꎬ９７３ ３４.０ Ｉ

天蓝苜蓿 Ｍ. ｌｕｐｕｌｉｎａ １３ꎬ６７２ꎬ１３４ ３７１９ １２２ꎬ２４２ ３４.１ ＩＩＩ

胡卢巴 Ｔｒｉｇｏｎｅｌｌａ ｓｐ. １０ꎬ２０６ꎬ３７６ ４２１０ １２５ꎬ５３９ ３４.０ ＩＶ

由图 ２ 可见ꎬ供试苜蓿属和胡卢巴属均非典型的“四区”结构ꎬ都缺失了一个大的反向重复序列ꎬ属于豆

科蝶形花亚科车轴草族反向重复序列缺失支(ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｒｅｐｅａｔ￣ｌａｃｋｉｎｇ ｃｌａｄｅꎬＩＲＬＣ)ꎮ 依据组装注释的叶绿体基

因组的结构特征ꎬ供试材料的叶绿体基因组分为以下 ４ 种类型:１)类型 Ｉ 最为普遍ꎬ包括图 ２ 中所示的直果胡

卢巴、单花胡卢巴、毛荚苜蓿、紫苜蓿、杂交苜蓿、南苜蓿和截形苜蓿ꎻ２)类型 ＩＩꎬ包括青海苜蓿和花苜蓿两种ꎻ
３)天蓝苜蓿单独作为类型 ＩＩＩꎻ４)胡卢巴单独作为类型 ＩＶꎮ 对比后发现ꎬ四种类型的叶绿体基因组结构发生

了不同程度的变化ꎬ包括基因的重排现象、片段丢失等ꎮ
供试材料的叶绿体基因组都含有 １１１ 个不同的基因ꎬ包括 ７７ 个蛋白编码基因、３０ 个 ｔＲＮＡ 基因和 ４ 个

ｒＲＮＡ 基因ꎮ 其中ꎬ自我复制基因包括核糖体大亚基、核糖体小亚基的蛋白编码基因、ｔＲＮＡ 和 ｒＲＮＡ 基因ꎻ光
合作用基因包括光系统 Ｉ、光系统 ＩＩ、ＮＡＤＨ 脱氢酶、细胞色素 ｂ / ｆ 复合物、ＡＴＰ 合成酶和 ＲｕｂｉｓＣｏ 大亚基的蛋

白编码基因ꎻ其他基因包括成熟酶 Ｋ、囊膜蛋白、乙酰辅酶 Ａ 羧化酶亚基、Ｃ￣型细胞色素酶、蛋白酶基因以及未

知功能蛋白编码基因(表 ３)ꎮ
２.２　 苜蓿属物种叶绿体基因组简单序列重复

由图 ３ 可见ꎬ苜蓿属叶绿体基因组的简单序列重复数为 １０２ 到 １２９ 个ꎬ单碱基重复出现次数最多
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图 ２　 苜蓿属植物 ４ 种叶绿体基因组类型

Ｆｉｇ.２　 Ｆｏｕｒ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｐｌａｓｔｏｍｅｓ ｉｎ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｐｌａｎｔｓ

最外圈的方框表示基因(圈内的表示顺时针转录ꎬ圈外的表示逆时针转录)ꎻ不同颜色表示不同功能的基因ꎻ阴影表示 ＧＣ 含量ꎻ类型 Ｉꎬ直果

胡卢巴、单花胡卢巴、毛荚苜蓿、紫苜蓿、杂交苜蓿、南苜蓿和截形苜蓿ꎻ类型 ＩＩꎬ青海苜蓿和花苜蓿ꎻ类型 ＩＩＩꎬ天蓝苜蓿ꎻ类型 ＩＶꎬ胡卢巴

(６２.１４％)ꎬ其次为二碱基重复(２１.２９％)ꎮ 单碱基重复多是 Ａ / Ｔꎬ二碱基重复则多为 ＡＴ / ＴＡꎮ
２.３　 苜蓿属物种叶绿体基因组结构变异

如图 ４ 所示ꎬ在供试苜蓿属和胡卢巴属的叶绿体基因组中ꎬ共发现 １０ 个倒位的结构变异:１)天蓝苜蓿中

２ 个ꎬ发生在基因 ａｔｐＢ 到 ｙｃｆ３、ｎｄｈＣ 到 ｔｒｎＬＵＡＡ之间的区域ꎻ２)青海苜蓿和花苜蓿共享 ４ 个倒位ꎬ发生在从基因

ｐｓｂＭ 到 ｐｓａＡ、ｎｄｈＢ 到 ｔｒｎＮＧＵＵ、ｎｄｈＢ 到 ｒｐｏＡ 和 ｃｌｐＰ 到 ｒｐｌ２０ 之间的区域ꎻ３)胡卢巴中 ６ 个ꎬ发生在基因 ａｃｃＤ 到
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ｔｒｎＰＵＧＧ、ｎｄｈＢ 到 ｒｐｏＡ、ｒｐｌ２０ 到 ｐｓｂＦ、ｎｄｈＢ 到 ｔｒｎＮＧＵＵ、ｐｓｂＪ 到 ｃｅｍＡ 以及 ｐｓｂＢ 到 ｙｃｆ１ 之间的区域ꎮ 其中ꎬ胡卢巴

发生倒位变异最多ꎬ６ 处倒位既包括从 ｐｓｂＢ 到 ｙｃｆ１ 共包含 ３２ 个基因的长序列区段ꎬ也有从 ｐｓｂＪ 到 ｃｅｍＡ 仅包

含 ３ 个基因的短序列区段ꎮ 其中ꎬ天蓝苜蓿独立发生 ２ 处倒位ꎬ而在青海苜蓿、花苜蓿和胡卢巴 ３ 个物种中则

平行共享以下 ２ 处倒位:ｎｄｈＢ 到 ｔｒｎＮＧＵＵ(包含 １２ 个基因)、ｎｄｈＢ 到 ｒｐｏＡ(包含 １４ 个基因)ꎮ

表 ３　 苜蓿属叶绿体基因组的基因类型、基因群和基因名称

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃａｔｅｇｏｒｙꎬ ｇｅｎｅ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｇｅｎｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｐｌａｓｔｏｍｅｓ

类型
Ｃａｔｅｇｏｒｙ

基因群
Ｇｅｎｅ ｇｒｏｕｐｓ

基因名称
Ｎａｍｅ ｏｆ ｇｅｎｅｓ

自我复制 核糖体大亚基 ｒｐ１３３ꎬ ｒｐｌ３２ꎬ ｒｐｌ２０ꎬ ｒｐｌ３６ꎬ ｒｐｌ１４ꎬ ｒｐｌ１６ꎬ ｒｐｌ２ꎬ ｒｐｌ２３

Ｓｅｌｆ￣ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ 核糖体小亚基 ｒｐｓ１５ꎬ ｒｐｓ４ꎬ ｒｐｓ１４ꎬ ｒｐｓ２ꎬ ｒｐｓ１８ꎬ ｒｐｓ１２ꎬ ｒｐｓ１１ꎬ ｒｐｓ８ꎬ ｒｐｓ３ꎬ ｒｐｓ１９ꎬ ｒｐｓ７ꎬ ｒｐｓ１２

ＤＮＡ 的 ＲＮＡ 聚合酶 ｒｐｏＢꎬ ｒｐｏＣ１ꎬ ｒｐｏＣ２ꎬ ｒｐｏＡ

核糖体 ＲＮＡ 基因 ｒｒｎ１６ꎬ ｒｒｎ２３ꎬ ｒｒｎ４.５ꎬ ｒｒｎ５

转运 ＲＮＡ 基因

ｔｒｎＶ￣ＵＡＣꎬ ｔｒｎＴ￣ＵＧＵꎬ ｔｒｎｆＭ￣ＣＡＵꎬ ｔｒｎＳ￣ＵＧＡꎬ ｔｒｎＥ￣ＵＵＣꎬ ｔｒｎＹ￣ＧＵＡꎬ ｔｒｎＤ￣ＧＵＣꎬ ｔｒｎＳ￣
ＧＣＵꎬ ｔｒｎＱ￣ＵＵＧꎬ ｔｒｎＶ￣ＧＡＣꎬ ｔｒｎＩ￣ＧＡＵꎬ ｔｒｎＡ￣ＵＧＣꎬ ｔｒｎＲ￣ＡＣＧꎬ ｔｒｎＬ￣ＵＡＧꎬ ｔｒｎＨ￣ＧＵＧꎬ
ｔｒｎＫ￣ＵＵＵꎬ ｔｒｎＭ￣ＣＡＵꎬ ｔｒｎＦ￣ＧＡＡꎬ ｔｒｎＬ￣ＵＡＡꎬ ｔｒｎＳ￣ＧＧＡꎬ ｔｒｎＧ￣ＵＣＣꎬ ｔｒｎＴ￣ＧＧＵꎬ ｔｒｎＣ￣
ＧＣＡꎬ ｔｒｎＲ￣ＵＣＵꎬ ｔｒｎＧ￣ＧＣＣꎬ ｔｒｎＷ￣ＣＣＡꎬ ｔｒｎＰ￣ＵＧＧꎬ ｔｒｎＩ￣ＣＡＵꎬ ｔｒｎＬ￣ＣＡＡꎬ ｔｒｎＮ￣ＧＵＵ

光合作用 光系统 Ｉ ｐｓａＣꎬ ｐｓａＡꎬ ｐｓａＢꎬ ｐｓａＩꎬ ｐｓａＪ

Ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ 光系统 ＩＩ ｐｓｂＭꎬ ｐｓｂＢꎬ ｐｓｂＴꎬ ｐｓｂＨꎬ ｐｓｂＡꎬ ｐｓｂＺꎬ ｐｓｂＣꎬ ｐｓｂＤꎬ ｐｓｂＩꎬ ｐｓｂＫꎬ ｐｓｂＪꎬ ｐｓｂＬꎬ ｐｓｂＦꎬ
ｐｓｂＥꎬ ｐｓｂＮ

ＮＡＤＨ 脱氢酶 ｎｄｈＨꎬ ｎｄｈＡꎬ ｎｄｈＩꎬ ｎｄｈＧꎬ ｎｄｈＥꎬ ｎｄｈＤꎬ ｎｄｈＦꎬ ｎｄｈＣꎬ ｎｄｈＫꎬ ｎｄｈＪꎬ ｎｄｈＢ

细胞色素 ｂ / ｆ 复合物 ｐｅｔＡꎬ ｐｅｔＬꎬ ｐｅｔＧꎬ ｐｅｔＢꎬ ｐｅｔＤꎬ ｐｅｔＮ

ＡＴＰ 合成酶 ａｔｐＢꎬ ａｔｐＥꎬ ａｔｐＩꎬ ａｔｐＨꎬ ａｔｐＦꎬ ａｔｐＡ

ＲｕｂｉｓＣｏ 大亚基 ｒｂｃＬ

其它基因 成熟酶 Ｋ ｍａｔＫ

Ｏｔｈｅｒ ｇｅｎｅｓ 囊膜蛋白 ｃｅｍＡ

乙酰辅酶 Ａ 羧化酶亚基 ａｃｃＤ

Ｃ￣型细胞色素合成基因 ｃｃｓＡ

蛋白酶 ｃｌｐＰ

未知蛋白功能基因 ｙｃｆ１ꎬ ｙｃｆ２ꎬ ｙｃｆ３ꎬ ｙｃｆ４

叶绿体基因组序列分析还在天蓝苜蓿中发现了内含子丢失现象ꎮ ３ 个发生内含子丢失的基因分别是

ｃｌｐＰ、ｒｐｏＣ１ 和 ａｔｐＦꎬ其功能分别为编码蛋白酶、ＤＮＡ 的 ＲＮＡ 聚合酶以及 ＡＴＰ 合成酶(图 ４)ꎮ
２.４　 基于叶绿体基因组序列和核 ＩＴＳ 序列的苜蓿属系统发育关系

基于叶绿体基因的系统发育关系显示 ４ 个主要谱系分支ꎬ从基部开始分别包含毛荚苜蓿、直果胡卢巴和

单花胡卢巴、青海苜蓿和花苜蓿以及其他 ５ 个种ꎮ 基于核基因 ＩＴＳ 的系统发育关系与以上结果略有不同ꎬ主
要是天蓝苜蓿单独形成分支ꎬ而不是与截形苜蓿等组成一个分支ꎮ ＩＴＳ 系统发育分化式样与传统的 ５ 个组的

划分吻合ꎮ

３　 讨论

３.１　 反向重复序列丢失和 ＩＲＬＣ 类群

作为分子生态学研究的基础ꎬ分子测序技术的快速发展ꎬ直接推动了叶绿体基因组学的发展[１６]ꎮ 典型陆

生植物叶绿体基因组为双链环状 ＤＮＡ 分子ꎬ大小一般为 １１５—１６５ ｋｂꎬ常编码约 １０１—１１８ 个基因ꎮ 这些基因

主要分为 ３ 类ꎬ即光合作用有关基因、基因自身表达有关的基因和其他生物合成有关的基因ꎮ 植物的叶绿体

基因组结构一般具有相对保守的“四区”结构:大单拷贝区( ｌａｒｇｅ ｓｉｎｇｌｅ ｃｏｐｙ ｒｅｇｉｏｎꎬＬＳＣ)、小单拷贝区(ｓｍａｌｌ
ｓｉｎｇｌｅ ｃｏｐｙ ｒｅｇｉｏｎꎬＳＳＣ)和两个序列完全相同、方向相反的反向重复区( ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｒｅｐｅａｔ ｒｅｇｉｏｎꎬＩＲ)ꎮ 在被子植

物中ꎬ反向重复区域的基因高度保守ꎬ碱基的突变速率也低于单拷贝区ꎬ研究表明 ＩＲ 区的存在对于稳定叶绿
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图 ３　 苜蓿属物种叶绿体基因组简单重复序列的数量及其分布特征

Ｆｉｇ.３　 Ｎｕｍｂｅｒｓ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ (ＳＳＲ) ｉｎ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｐｌａｓｔｏｍｅｓ

体基因组结构起到重要作用[１７]ꎮ ＩＲ 区主要编码 ４ 个 ｒＲＮＡ 基因( ｒｒｎ１６、 ｒｒｎ２３、ｒｒｎ４.５ 和 ｒｒｎ５)和一些未知功

能基因(ｙｃｆ) [１８]ꎮ 被子植物叶绿体基因组的“四区”结构相对保守ꎬ但 ＩＲ 区域可扩张或缩减ꎬ是影响叶绿体基

因组大小的重要因素之一ꎬ导致不同植物类群的叶绿体基因组差异很大[１９]ꎮ 例如ꎬ发生在豌豆(Ｐｉｓｕｍ
ｓａｔｉｖｕｍ)中 ＩＲ 完全删减[２０]和天竺葵(Ｐｅｌａｒｇｏｎｉｕｍ ｈｏｒｔｏｒｕｍ)中 ＩＲ 极度增加(增至 ７６ ｋｂ) [２１] 的极端报道ꎮ 此

外ꎬ已报道的樟科叶绿体基因片段丢失事件ꎬ导致该科植物叶绿体基因组整体缩小ꎬ并且和樟科种系发生进程

一致[２２]ꎮ
物种的进化必然是建立在基因组的进化之上ꎬ物种多样性是生态、进化和历史过程的产物ꎬ其演化路径可

能既有宏观上的方向性ꎬ也有微观成种的随机性ꎮ 叶绿体基因组的缩减、扩张及丢失可能与物种在进化过程

中的物种分化和谱系分化相吻合ꎬ当然ꎬ两者也不一定完全等同[２３]ꎮ 目前ꎬ尽管对植物叶绿体基因组的结构

和功能有所认识ꎬ但有关叶绿体基因组结构变异与其生态进化起源、演化驱动机制等尚待深入研究ꎮ 自

Ｋｏｌｏｄｎｅｒ ＆ Ｔｅｗａｒｉ[２４]首次在豌豆叶绿体基因组中发现 ＩＲ 丢失现象ꎬ之后的研究又陆续在绿豆 ( Ｖｉｇｎａ
ｒａｄｉａｔａ)、大豆(Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ)、菜豆(Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ ｖｕｌｇａｒｉｓ)和蚕豆(Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ)中证实了其叶绿体基因组 ＩＲ 缺失现

象[２５—２６]ꎮ 随着叶绿体基因组数据的不断积累ꎬ豆科蝶形花亚科车轴草族物种的叶绿体基因组发生 ＩＲ 区的丢
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图 ４　 基于叶绿体编码基因的苜蓿属植物系统发育关系和叶绿体基因组结构变异

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｐｌａｓｔｉｄ ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｓｔｏｍｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｍｕｔａｔｉｏｎｓ

内含子丢失和倒位绘制在分支图的分枝上ꎻ右上角的小图表示带枝长的系统发育树ꎬ图中数字表示所在节点的支持率ꎬ未标注数字的节点

的支持率均为 １００

图 ５　 基于 ｒＤＮＡ 的 ＩＴＳ 序列的苜蓿属植物系统发育树

Ｆｉｇ.５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｒＤＮＡ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

失现象ꎬ成为该类植物的指示特征ꎬ为此ꎬ该类群也被称为反向重复序列缺失支ꎬ并且 ＩＲ 丢失事件(该支的分

化事件)发生在—３９００ 万年前[２７—３０]ꎮ 如图 ２ 所示ꎬ供试苜蓿属及其近缘属胡卢巴也呈现 ＩＲ 区域的丢失ꎬ均
为 ＩＲＬＣ 类成员(图 ２)ꎮ 越来越多的证据发现ꎬＩＲ 区段丢失现象还发生在其它植物类群中ꎬ如牻牛儿苗科

(Ｇｅｒａｎｉａｃｅａｅ)的老鹳草属(Ｇｅｒａｎｉｕｍ) [３１]和仙人掌科(Ｃａｃｔａｃｅａｅ)的仙人掌(Ｃａｒｎｅｇｉｅａ ｇｉｇａｎｔｅａ) [３２] 中ꎬ进一步

表明 ＩＲ 区的丢失可能在被子植物谱系中多次独立发生ꎬ而叶绿体基因组大的结构变异在特定类群因具有强

烈的系统发育信号ꎬ常被用来定义单系类群[３３]ꎮ
３.２　 苜蓿属叶绿体基因组结构变异的进化启示

包括苜蓿属在内的豆科 ＩＲＬＣ 类群是 ＩＲ 收缩的经典案例ꎬ目前认为大的 ＩＲ 收缩可能与基因组的异常重

组有关[３４]ꎮ 研究发现ꎬ小苜蓿(Ｍ. ｍｉｎｉｍａ)中一段新的 ＩＲ 位于 ｙｃｆ１ 和 ｃｌｐＰ 附近ꎬ而这两个基因序列通常被认

为是高度变化的ꎬ并可能是基因重组的热点区域[２３]ꎮ 碱基替换和结构变异引起的基因重组事件频发也可能
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导致豆科植物 ＩＲ 收缩的发生[３５]ꎮ 叶绿体基因组的大小除了受 ＩＲ 扩张和收缩的影响ꎬ还与重复序列的含量

相关ꎮ 本研究测定的我国苜蓿属植物的叶绿体基因组简单序列重复数为 １０２ 到 １２９ 个ꎬ单碱基重复是出现次

数最多的(６２.１４％)ꎬ可作为分子标记ꎬ为研究苜蓿系统学和进化生物学提供依据ꎮ 然而ꎬ叶绿体基因组的稳

定性和重复序列累积以及 ＩＲ 缺失或是获得之间的关系尚未明了ꎬ特别是 ＩＲ 扩张、收缩或缺失等结构变异对

核酸替换率的影响尚不清晰ꎮ
除反向重复序列(ＩＲ)的缺失ꎬ供试苜蓿属物种中还发现了其它显著的叶绿体基因组结构变异ꎬ如天蓝苜

蓿 ｃｌｐＰ、ｒｐｏＣ１ 和 ａｔｐＦ 基因的内含子丢失、青海苜蓿和花苜蓿之间共享倒位等ꎬ这些独立或是平行发生的结构

变异ꎬ也是潜在的系统发育信号ꎬ可以作为区分不同类群的重要特征(图 ４)ꎮ 研究发现ꎬ豆科菜豆亚族的刺槐

属(Ｒｏｂｉｎｉａ)、绿豆、菜豆等物种ꎬ其叶绿体基因组发生 ５０ ｋｂ 倒位ꎬ和其它具有该结构变异的类群构成了 ５０ ｋｂ
倒位支[３６—３８]ꎮ 事实上ꎬ包括苜蓿属在内的核心车轴草族的叶绿体基因组也发生了不同程度的重排ꎬ包括基因

的重复、丢失和序列的倒位等[３９]ꎮ 大于 １ｋｂ 的倒位在蝶形花亚科植物中较为常见ꎬ本研究中青海苜蓿和花苜

蓿倒位发生在基因 ｐｓｂＭ 到 ｐｓａＡ、ｎｄｈＢ 到 ｔｒｎＮＧＵＵ、ｎｄｈＢ 到 ｒｐｏＡ 以及 ｃｌｐＰ 到 ｒｐｌ２０ 之间ꎬ而近缘属的胡卢巴倒

位变异则高达 ６ 处ꎬ包括 ｐｓｂＢ 到 ｙｃｆ１ 的区段(含 ３２ 个基因)ꎬ以及 ｐｓｂＪ 到 ｃｅｍＡ 区段(含 ３ 个基因)ꎬ显示出叶

绿体基因组结构变异的多样性和复杂性ꎮ
本研究结果发现ꎬ我国天蓝苜蓿中的内含子丢失与其它研究报道相一致ꎬ有必要通过更加广泛的取样和

分析ꎬ进一步评估该分支苜蓿物种的倒位、内含子丢失及其演化模式[２３]ꎮ 研究表明ꎬ反向重复序列可能通过

介导分子内重组而导致倒位的发生[２８]ꎮ 缺乏反向重复区的豆科蝶形花亚科 ＩＲＬＣ 物种如何控制叶绿体基因

组稳定性还远未被阐明ꎬ或许对苜蓿属广泛的叶绿体基因组分析可以找出结构稳定性与多样性的关系ꎬ从而

揭示 ＩＲ 多次得失的变异机制ꎮ
３.３　 我国苜蓿属植物的演化路径

我国野生苜蓿分布在全国不同地理区域ꎬ适应各种生境特征ꎬ从寒冷的北部沙漠到温暖潮湿的南部山区

和中部平原地带ꎬ从国内东部沿海到喜马拉雅山脉[２]ꎮ 这些野生种拥有丰富的自然变异来源ꎬ是了解苜蓿属

植物种群动态和改善苜蓿品种的重要基础ꎮ 对于植物的生长和分布来说ꎬ温度、降水和光照是最重要的气候

因子ꎬ强烈地影响着物种的分布格局(表 １)ꎮ 由本实验测序结果(图 ４)ꎬ对照表 １ 生境特征可知ꎬ苜蓿属植物

的进化与年平均温度、年均降雨量、年均日照时数等生境因子之间存在密切关系ꎬ特别是年平均温度影响最

大ꎮ 年均温度越高ꎬ物种出现的时间越晚ꎬ进化程度越高ꎬ如紫苜蓿(１１.１℃)、截形苜蓿(１７.１℃)、南苜蓿

(１５.６℃)、天蓝苜蓿(１７.６℃)ꎬ反之ꎬ处于进化分支树基部的物种ꎬ其生境条件均相对较为恶劣ꎬ如胡卢巴(３.
６℃)、毛荚苜蓿(７.４℃)、单花胡卢巴(６.４℃)、花苜蓿(４.５℃)、青海苜蓿(５.１℃)ꎬ表明温度是苜蓿属植物物种

进化的重要影响因子ꎬ温度越高ꎬ越利于苜蓿属植物的生长ꎬ有利于其拓展更广阔的生境ꎬ进而成为广布种ꎮ
其中ꎬ天蓝苜蓿是一年生、二年生或偶尔短命的多年生植物ꎬ自交为主(自交率大于 ９５％)ꎬ分布广泛ꎬ是易于

繁衍的绿肥植物ꎻ而花苜蓿则是长寿的多年生植物ꎬ行异交(自交率低于 ３０％)ꎬ分布狭窄ꎬ适应干燥极寒的砂

砾和沙漠等低投入生态系统ꎮ 此外ꎬ天蓝苜蓿具有不裂的小豆荚ꎬ通过生物和非生物因子促进种子的长距离

传播ꎬ而花苜蓿具开裂的豆荚并缺乏有效的种子传播机制ꎮ 从表型上看ꎬ天蓝苜蓿的花相对较小ꎬ具 ２—４ ｍｍ
的黄色蝶形花冠ꎬ而花苜蓿则有长达 ８ ｍｍ 的黄色花冠ꎬ更大更艳丽ꎬ能够吸引更多的昆虫访花ꎬ如蜜蜂、大黄

蜂等ꎮ 然而ꎬ随着快速城市化和过度放牧ꎬ国内的野生苜蓿资源受到人为干扰和城市化进程的影响ꎬ种群数量

和规模大幅减少ꎬ其野生种质资源调查和保护需引起重视ꎮ
苜蓿属和胡卢巴属植物具有相似的特征ꎬ长期以来ꎬ二者之间的进化分类界限不明显ꎬ部分物种的归属存

在争议ꎬ两个属之间存在“类苜蓿植物(Ｍｅｄｉｃａｇｏｉｄ)”或“类胡卢巴植物(Ｔｒｉｇｏｎｅｌｌｏｉｄ)” [４０]ꎮ 邓宏超等[４] 开展

了苜蓿属和胡卢巴属植物形态特征及数量分类研究发现ꎬ直果胡卢巴和单花胡卢巴属于角形果组ꎬ聚类结果

显示它们与苜蓿属植物之间存在较近的亲缘关系ꎬ建议进一步开展深入研究确定其能否归并到苜蓿属ꎮ 而早

期 Ｓｍａｌｌ 等[４１]也曾提出将胡卢巴归至角形果组并合并到苜蓿属中ꎮ 本研究基于叶绿体基因组及 ＩＴＳ 序列重
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新构建了苜蓿属系统发育关系ꎬ我国苜蓿属物种的基因分化式样与传统分类的紫苜蓿组、南苜蓿组、阔荚苜蓿

组和天蓝苜蓿组基本吻合ꎮ 其中ꎬ直果胡卢巴和单花胡卢巴与毛荚苜蓿形成一枝ꎬ分子证据支持将苜蓿属和

胡卢巴属之间的过渡类型“类苜蓿植物”独立出来(图 ４ 和图 ５)ꎮ 由此可见ꎬ叶绿体基因组大量的系统发育信

息位点ꎬ不仅有助于阐明苜蓿属和胡卢巴属之间的系统发育关系ꎬ而且可建立高分辨率的苜蓿属和胡卢巴属

种间的生态进化关系ꎮ 生命形式、交配系统和种子传播是影响苜蓿属植物种群的遗传结构塑造和地理分布的

适应性性状ꎮ 以上苜蓿属植物叶绿体和核基因组分析连同生态、表型数据可为该属植物的演化路径提供依

据ꎬ并有助于确定自然种群的进化潜力和保护策略ꎮ
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[１０] 　 Ｏｈｙａｍａ Ｋꎬ Ｆｕｋｕｚａｗａ Ｈꎬ Ｋｏｈｃｈｉ Ｔꎬ Ｓｈｉｒａｉ Ｈꎬ Ｓａｎｏ Ｔꎬ Ｓａｎｏ Ｓꎬ Ｕｍｅｓｏｎｏ Ｋꎬ Ｓｈｉｋｉ Ｙꎬ Ｔａｋｅｕｃｈｉ Ｍꎬ Ｃｈａｎｇ Ｚꎬ Ａｏｔａ Ｓꎬ Ｉｎｏｋｕｃｈｉ Ｈꎬ Ｏｚｅｋｉ Ｈ.

Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｅ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｄｅｄｕｃｅｄ ｆｒｏｍ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｌｉｖｅｒｗｏｒｔ Ｍａｒｃｈａｎｔｉａ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈａ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ＤＮＡ. Ｎａｔｕｒｅꎬ １９８６ꎬ ３２２(６０７９):

５７２￣５７４.

[１１] 　 Ｗａｎｇ Ｗ Ｃꎬ Ｃｈｅｎ Ｓ Ｙꎬ Ｇｕｏ Ｗꎬ Ｌｉ Ｙ Ｑꎬ Ｚｈａｎｇ Ｘ. Ｔｒｏｐｉｃａｌ ｐｌａｎｔｓ ｅｖｏｌｖｅ ｆａｓｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅｉｒ ｔｅｍｐｅｒａｔｅ ｒｅｌａｔｉｖｅｓ: ａ ｃａｓｅ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｂａｍｂｏｏｓ (Ｐｏａｃｅａｅ:

Ｂａｍｂｕｓｏｉｄｅａｅ) ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｄａｔａ. Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ＆ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌ Ｅｑｕｉｐｍｅｎｔꎬ ２０２０ꎬ ３４(１): ４８２￣４９３.

[１２] 　 Ｓｏｎｇ Ｙꎬ Ｙｕ Ｗ Ｂꎬ Ｔａｎ Ｙ Ｈꎬ Ｌｉｕ Ｂꎬ Ｙａｏ Ｘꎬ Ｊｉｎ Ｊ Ｊꎬ Ｐａｄｍａｎａｂａ Ｍꎬ Ｙａｎｇ Ｊ Ｂꎬ Ｃｏｒｌｅｔｔ Ｒ Ｔ. Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｉｎ

Ｌａｕｒａｃｅａｅ ａｎｄ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｌｏｓｓ ｅｖｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｍａｇｎｏｌｉｉｄｓ. Ｇｅｎｏｍｅ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０１７ꎬ ９(９): ２３５４￣２３６４.

[１３] 　 Ｓｈａｖｅｒ Ｊ Ｍꎬ Ｏｌｄｅｎｂｕｒｇ Ｄ Ｊꎬ Ｂｅｎｄｉｃｈ Ａ Ｊ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ＤＮＡ ｄｕｒｉｎｇ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏꎬ Ｍｅｄｉｃａｇｏ ｔｒｕｎｃａｔｕｌａꎬ ｐｅａꎬ ａｎｄｍａｉｚｅ.

Ｐｌａｎｔａꎬ ２００６ꎬ ２２４(１): ７２￣８２.

[１４] 　 李金璐ꎬ王硕ꎬ于婧ꎬ王玲ꎬ周世良. 一种改良的植物 ＤＮＡ 提取方法. 植物学报ꎬ２０１３ꎬ１: ７２￣７８.

[１５] 　 Ａｌｔｓｃｈｕｌ Ｓ Ｆꎬ Ｍａｄｄｅｎ Ｔ Ｌꎬ Ｓｃｈäｆｆｅｒ Ａ Ａꎬ Ｚｈａｎｇ Ｊꎬ Ｚｈａｎｇ Ｚꎬ Ｍｉｌｌｅｒ Ｗꎬ Ｌｉｐｍａｎ Ｄ Ｊ. Ｇａｐｐｅｄ ＢＬＡＳＴ ａｎｄ ＰＳＩ￣ＢＬＡＳＴ: ａ ｎｅｗ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｄａｔａｂａｓｅ ｓｅａｒｃｈ ｐｒｏｇｒａｍｓ. Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ １９９７ꎬ ２５: ３３８９￣３４０２.

[１６] 　 Ｂｏｃｋ Ｒ. Ｐｌａｓｔｉｄ ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ: ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ ｆｏｒ ｈｅｒｂｉｃｉｄｅ ａｎｄ ｉｎｓｅｃｔｒｅｓｉｓｔａｎｃｅꎬ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆａｒｍｉｎｇ. Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｏｐｉｎｉｏｎ ｉｎ

Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎬ ２００７ꎬ １８(２):１００￣１０６.

[１７] 　 Ｊａｎｓｅｎ Ｒ Ｋꎬ Ｒｕｈｌｍａｎ Ｔ Ａ. Ｐｌａｓｔｉｄ ｇｅｎｏｍｅｓ ｏｆ ｓｅｅｄ ｐｌａｎｔｓ. Ｉｎ: Ｂｏｃｋ Ｒꎬ Ｋｎｏｏｐ Ｖ. Ｇｅｎｏｍｉｃｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｓ ａｎｄ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ. Ｄｏｒｄｒｅｃｈｔ: Ｓｐｒｉｎｇｅｒ

Ｎｅｔｈｅｒｌａｎｄｓꎬ ２０１２ꎬ １０３￣１２６.

[１８] 　 Ｇａｏ Ｌꎬ Ｓｕ Ｙ Ｊꎬ Ｗａｎｇ Ｔ. Ｐｌａｓｔｉｄ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｇｅｎｏｍｉｃｓꎬ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｏｍｉｃｓ: ｃｕｒｒｅｎｔ ｓｔａｔｕｓ ａｎｄ ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ

Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｓ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０１０ꎬ ４８(２): ７７￣９３

[１９] 　 Ｍｏｗｅｒ Ｊ Ｐꎬ Ｖｉｃｋｒｅｙ Ｔ Ｌ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｍｏｎｇｐｌａｓｔｉｄ ｇｅｎｏｍｅｓ ｏｆ ｌａｎｄ ｐｌａｎｔｓ. Ｉｎ: Ｃｈａｗ ＳＭꎬ Ｊａｎｓｅｎ ＲＫ. Ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ｂｏｔａｎｉｃａｌ ｒｅｓｅａｒｃｈ.

Ｌｏｎｄｏｎ ＵＫ: Ａｃａｄｅｍｉｃ Ｐｒｅｓｓꎬ ２０１８ꎬ ２６３￣２９２

[２０]　 Ｓａｓｋｉ Ｃꎬ Ｌｅｅ Ｓ Ｂꎬ Ｄａｎｉｅｌｌ Ｈꎬ Ｗｏｏｄ Ｔ Ｃꎬ Ｔｏｍｋｉｎｓ Ｊꎬ Ｋｉｍ Ｈ Ｇꎬ Ｊａｎｓｅｎ Ｒ Ｋ. Ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ ａｎｄ

ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｌｅｇｕｍｅ ｇｅｎｏｍｅｓ. Ｐｌａｎｔ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｌｏｇｙꎬ ２００５ꎬ ５９(２): ３０９￣３２２.

[２１] 　 Ｃｈｕｍｌｅｙ Ｔ Ｗꎬ Ｐａｌｍｅｒ Ｊ Ｄꎬ Ｍｏｗｅｒ Ｊ Ｐꎬ Ｆｏｕｒｃａｄｅ Ｈ Ｍꎬ Ｃａｌｉｅ Ｐ Ｊꎬ Ｂｏｏｒｅ Ｊ Ｌꎬ Ｊａｎｓｅｎ Ｒ Ｋ. Ｔｈｅ ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ

Ｐｅｌａｒｇｏｎｉｕｍ ｘ ｈｏｒｔｏｒｕｍ: ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌａｒｇｅｓｔ ａｎｄ ｍｏｓｔ ｈｉｇｈｌｙ ｒｅａｒｒａｎｇｅｄ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ｌａｎｄ ｐｌａｎｔｓ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ

５３１６　 １５ 期 　 　 　 王晓娟　 等:基于叶绿体基因组分析我国苜蓿属植物演化路径 　



ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｅｃｏｌｏｇｉｃａ.ｃｎ

ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２００６ꎬ１:２１７５￣２１９０.

[２２] 　 Ｓｏｎｇ Ｙꎬ Ｙｕ Ｗ Ｂꎬ Ｔａｎ Ｙ Ｈꎬ Ｌｉｕ Ｂꎬ Ｙａｏ Ｘꎬ Ｊｉｎ Ｊ Ｊꎬ Ｐａｄｍａｎａｂａ Ｍꎬ Ｙａｎｇ Ｊ Ｂꎬ Ｃｏｒｌｅｔｔ Ｒ Ｔ. Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅ ｉｎ

Ｌａｕｒａｃｅａｅ ａｎｄ ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｉｎｔｏ ｌｏｓｓ ｅｖｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｍａｇｎｏｌｉｉｄｓ. Ｇｅｎｏｍｅ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０１７ꎬ ９(９): ２３５４￣２３６４.

[２３] 　 Ｃｈｏｉ Ｉ Ｓꎬ Ｊａｎｓｅｎ Ｒꎬ Ｒｕｈｌｍａｎ Ｔ. Ｌｏｓｔ ａｎｄ ｆｏｕｎｄ: ｒｅｔｕｒｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｒｅｐｅａｔ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅｇｕｍｅ ｃｌａｄｅ ｄｅｆｉｎｅｄ ｂｙ ｉｔｓ ａｂｓｅｎｃｅ. Ｇｅｎｏｍｅ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ

Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０１９ꎬ １１(４): １３２１￣１３３３.

[２４] 　 Ｋｏｌｏｄｎｅｒ Ｒꎬ Ｔｅｗａｒｉ Ｋ Ｋ. Ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｒｅｐｅａｔｓ ｉｎ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ＤＮＡ ｆｒｏｍｈｉｇｈｅｒ ｐｌａｎｔｓ. Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ

Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ １９７９ꎬ ７６(１): ４１￣４５.

[２５] 　 Ｐａｌｍｅｒ Ｊ Ｄꎬ Ｔｈｏｍｐｓｏｎ Ｗ Ｆ. １９８１. Ｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ ｏｆ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ ａｎｄ ｐｅａ. Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ

Ｓｃｉｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ ｏｆ Ａｍｅｒｉｃａꎬ １９８１ꎬ ７８(９): ５５３３￣５５３７.

[２６] 　 Ｐａｌｍｅｒ Ｊ Ｄꎬ Ｓｉｎｇｈ Ｇ Ｐꎬ Ｐｉｌｌａｙ Ｄ. Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｌｅｇｕｍｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ＤＮＡｓ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ １９８３ꎬ １９０

(１):１３￣１９.

[２７] 　 Ｐａｌｍｅｒ Ｊ Ｄꎬ Ｏｓｏｒｉｏ Ｂꎬ Ａｌｄｒｉｃｈ Ｊꎬ Ｔｈｏｍｐｓｏｎ Ｗ Ｆ. Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ＤＮＡ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎ ａｍｏｎｇ ｌｅｇｕｍｅｓ: ｌｏｓｓ ｏｆ ａ ｌａｒｇｅ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｒｅｐｅａｔ ｏｃｃｕｒｒｅｄ ｐｒｉｏｒ ｔｏ ｏｔｈｅｒ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔｓ. Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ １９８７ꎬ １１(４): ２７５￣２８６.

[２８] 　 Ｌａｖｉｎ Ｍꎬ Ｄｏｙｌｅ Ｊ Ｊꎬ Ｐａｌｍｅｒ Ｊ Ｄ. Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ￣ＤＮＡ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｒｅｐｅａｔ ｉｎ ｔｈｅ Ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｅ ｓｕｂｆａｍｉｌｙ

Ｐａｐｉｌｉｏｎｏｉｄｅａｅ. Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ １９９０ꎬ ４４(２): ３９０￣４０２.

[２９] 　 ＭｃＭａｈｏｎ Ｍ Ｍꎬ Ｓａｎｄｅｒｓｏｎ Ｍ Ｊ. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｓｕｐｅｒｍａｔｒｉｘ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＧｅｎＢａｎｋ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ２２２８ ｐａｐｉｌｉｏｎｏｉｄ ｌｅｇｕｍｅｓ. Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ

２００６ꎬ ５５(５): ８１８￣８３６.

[３０] 　 Ｓｃｈｗａｒｚ Ｅ Ｎꎬ Ｒｕｈｌｍａｎ Ｔ Ａꎬ Ｗｅｎｇ Ｍ Ｌꎬ Ｋｈｉｙａｍｉ Ｍ Ａꎬ Ｓａｂｉｒ Ｊ Ｓ Ｍꎬ Ｈａｊａｒａｈ Ｎ Ｈꎬ Ａｌｈａｒｂｉ Ｎ Ｓꎬ Ｒａｂａｈ Ｓ Ｏꎬ Ｊａｎｓｅｎ Ｒ Ｋ. Ｐｌａｓｔｏｍｅ￣ｗｉｄｅ

ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ｒａｔｅｓ ｒｅｖｅａｌ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ｒａｔｅｓ ｉｎ Ｐａｐｉｌｉｏｎｏｉｄｅａｅ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈ ｇｅｎｏｍｅ ｆｅａｔｕｒｅｓ ａｃｒｏｓｓ ｌｅｇｕｍｅ ｓｕｂｆａｍｉｌｉｅｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０１７ꎬ ８４(４):１８７￣２０３.

[３１] 　 Ｇｕｉｓｉｎｇｅｒ Ｍ Ｍꎬ Ｋｕｅｈｌ Ｊ Ｖꎬ Ｂｏｏｒｅ Ｊ Ｌꎬ Ｊａｎｓｅｎ Ｒ Ｋ. Ｅｘｔｒｅｍｅ ｒｅｃｏｎｆｉｇｕｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｓｔｉｄ ｇｅｎｏｍｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｇｉｏｓｐｅｒｍ ｆａｍｉｌｙ Ｇｅｒａｎｉａｃｅａｅ:

ｒｅａｒｒａｎｇｅｍｅｎｔｓꎬ ｒｅｐｅａｔｓꎬ ａｎｄ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０１１ꎬ ２８(１):５８３￣６００.

[３２] 　 Ｓａｎｄｅｒｓｏｎ Ｍ Ｊꎬ Ｃｏｐｅｔｔｉ Ｄꎬ Ｂúｒｑｕｅｚ Ａꎬ Ｂｕｓｔａｍａｎｔｅ Ｅꎬ Ｃｈａｒｂｏｎｅａｕ Ｊ Ｌ Ｍꎬ Ｅｇｕｉａｒｔｅ Ｌ Ｅꎬ Ｋｕｍａｒ Ｓꎬ Ｌｅｅ Ｈ Ｏꎬ Ｌｅｅ Ｊꎬ Ｍｃｍａｈｏｎ Ｍ. Ｅｘｃｅｐｔｉｏｎａｌ

ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｓｔｉｄ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ｓａｇｕａｒｏ ｃａｃｔｕｓ (Ｃａｒｎｅｇｉｅａ ｇｉｇａｎｔｅａ): ｌｏｓｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｄｈ ｇｅｎｅ ｓｕｉｔｅ ａｎｄ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｒｅｐｅａｔ. Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ

Ｂｏｔａｎｙꎬ ２０１５ꎬ １０２(７):１１１５￣１１２７.

[３３] 　 Ｌａｖｉｎ Ｍꎬ Ｈｅｒｅｎｄｅｅｎ Ｐ ＳꎬＷｏｊｃｉｅｃｈｏｗｓｋｉ Ｍ Ｆ. Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｒａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｅ ｉｍｐｌｉｃａｔｅｓ ａ ｒａｐｉｄ ｄｉｖｅｒｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｎｅａｇｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ

Ｔｅｒｔｉａｒｙ. Ｓｙｓｔｅｍｓ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ ２００５ꎬ ５４(４): ５７５￣５９４.

[３４] 　 Ｂｌａｚｉｅｒ Ｊ Ｃꎬ Ｊａｎｓｅｎ Ｒ Ｋꎬ Ｍｏｗｅｒ Ｊ Ｐꎬ Ｇｏｖｉｎｄｕ Ｍꎬ Ｚｈａｎｇ Ｊꎬ Ｗｅｎｇ Ｍ Ｌꎬ Ｒｕｈｌｍａｎ Ｔ Ａ. Ｖａｒｉａｂｌｅ ｐｒｅｓｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｖｅｒｔｅｄ ｒｅｐｅａｔ ａｎｄ

ｐｌａｓｔｏｍｅｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ Ｅｒｏｄｉｕｍ. Ａｎｎａｌｓ ｏｆ Ｂｏｔａｎｙꎬ２０１６ꎬ １１４:１２０９￣１２２０.

[３５] 　 Ｍａｇｅｅ Ａ Ｍꎬ Ａｓｐｉｎａｌｌ Ｓꎬ Ｒｉｃｅ Ｄ Ｗꎬ Ｃｕｓａｃｋ Ｂ Ｐꎬ Ｓｅｍｏｎ Ｍꎬ Ｐｅｒｒｙ Ａ Ｓꎬ Ｓｔｅｆａｎｏｖｉｃ′ Ｓꎬ Ｍｉｌｂｏｕｒｎｅ Ｄꎬ Ｂａｒｔｈ Ｓꎬ Ｐａｌｍｅｒ Ｊ Ｄꎬ Ｇｒａｙ Ｊ Ｃꎬ Ｋａｖａｎａｇｈ Ｔ

Ａꎬ Ｗｏｌｆｅ Ｋ Ｈ. Ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｈｙｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｇｅｎｅ ｌｏｓｓｅｓ ｉｎ ｌｅｇｕｍｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｇｅｎｏｍｅｓ. Ｇｅｎｏｍｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ２０１０ꎬ ２０(１２): １７００￣１７１０.

[３６] 　 Ｐａｌｍｅｒ Ｊ Ｄꎬ Ｏｓｏｒｉｏ Ｂꎬ Ｔｈｏｍｐｓｏｎ Ｗ Ｆ. Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｉｎｖｅｒｓｉｏｎｓ ｉｎ ｌｅｇｕｍｅ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ＤＮＡｓ. Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｇｅｎｅｔｉｃｓꎬ １９８８ꎬ １４(１):

６５￣７４.

[３７] 　 Ｄｏｙｌｅ Ｊ Ｊꎬ Ｄｏｙｌｅ Ｊ Ｌꎬ Ｂａｌｌｅｎｄｅｒ Ｊ Ａꎬ Ｐａｌｍｅｒ Ｊ Ｄ. Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ａ ５０￣ｋｂ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ＤＮＡ ｉｎｖｅｒｓｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ

ｆｌｏｗｅｒｉｎｇ ｐｌａｎｔ ｆａｍｉｌｙ Ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｅ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｈｙｏｇｅｎｅｔｉｃｓ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ １９９６ꎬ ５(２): ４２９￣４３８.

[３８] 　 Ｓｃｈｗａｒｚ Ｅ Ｎꎬ Ｒｕｈｌｍａｎ Ｔ Ａꎬ Ｓａｂｉｒ Ｊ Ｓ Ｍ. Ｐｌａｓｔｉｄ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｌｅｇｕｍｅｓ ｒｅｖｅａｌ ｐａｒａｌｌｅｌ ｉｎｖｅｒｓｉｏｎｓ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｌｏｓｓｅｓ ｏｆ ｒｐｓ１６ ｉｎ

Ｐａｐｉｌｉｏｎｏｉｄ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｓ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０１５ꎬ ５３(５): ４５８￣４６８.

[３９] 　 Ｃａｉ Ｚ Ｑꎬ Ｇｕｉｓｉｎｇｅｒ Ｍꎬ Ｋｉｍ Ｈ Ｇꎬ Ｒｕｃｋ Ｅꎬ Ｂｌａｚｉｅｒ Ｊ Ｃꎬ Ｍｃｍｕｒｔｒｙ Ｖꎬ Ｋｕｅｈｌ Ｊ Ｖꎬ Ｂｏｏｒｅ Ｊꎬ Ｊａｎｓｅｎ Ｒ Ｋ. Ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ ｒｅｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｌａｓｔｉｄ

ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ Ｔｒｉｆｏｌｉｕｍ ｓｕｂｔｅｒｒａｎｅｕｍ ( Ｆａｂａｃｅａｅ) ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｎｕｍｅｒｏｕｓ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ａｎｄ ｎｏｖｅｌ ＤＮＡ ｉｎｓｅｒｔｉｏｎｓ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２００８ꎬ ６７(６): ６９７￣７０４.

[４０] 　 Ｓｍａｌｌ Ｅ. Ａ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ “ｍｅｄｉｃａｇｏｉｄ” Ｔｒｉｇｏｎｅｌｌａ (Ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｅ) . Ｃａｎａｄｉａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｏｔａｎｙꎬ １９８７ꎬ ６５: １１９９￣１２１１.

[４１] 　 Ｓｍａｌｌ Ｅꎬ Ｃｒａｎｐｔｏｎ Ｃ Ｗꎬ Ｂｒｏｏｋｓ Ｂ Ｓ. Ｔｈｅ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｆｌｏｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ ｉｎ ｔｒｉｂｅ Ｔｒｉｇｏｎｅｌｌｅａｅ ( Ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｅ)ꎬ ｗｉｔｈ ｓｐｅｃｉａｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｔｏ

Ｍｅｄｉｃａｇｏ. Ｃａｎａｄｉａｎ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｏｔａｎｙꎬ １９８１ꎬ ５９(９): １５７８￣１５９８.

６３１６ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４２ 卷　


