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摘要：［目的］探讨ＲＡＤｓｅｑ技术在中国杜鹃花复杂类群分类与物种界定方面的优势。［方法］本研究对杜鹃花
属８５个种进行了ＲＡＤｓｅｑ测序，评估了数据的基本特征；同时，以马缨杜鹃基因组作为参考，获得高质量ＳＮＰ位
点，并进一步通过 ＡＤＭＩＸＴＵＲＥ、ＰＣＡ、ＧＣＴＡ及 ＦａｓｔＴｒｅｅ软件对其进行基因分型、聚类与系统树构建。［结果］本
研究中８５份材料比对至马缨杜鹃的平均比对率８７．５２％，在参考基因组上的平均覆盖度为５．２１％，最终获得了
６２０３７１个ＳＮＰ位点。基于ＰＣＡ、Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ聚类及系统发育树的分析结果，本研究支持目前在亚属水平（杜鹃亚
属、常绿杜鹃亚属、马银花亚属、羊踯躅亚属、映山红亚属和长蕊杜鹃亚属）的形态学分类处理，并突出了鳞片在

杜鹃属植物分类中的重要作用。［结论］ＲＡＤｓｅｑ数据产生的大量 ＳＮＰ位点可区分杜鹃花亚属和组内的大部分
物种，说明其在复杂类群分类与物种界定方面具有可行性。
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　　杜鹃花是杜鹃花科（Ｅｒｉｃａｃｅａｅ）杜鹃属（Ｒｈｏｄｏ
ｄｅｎｄｒｏｎＬ．）植物的统称，是世界著名观赏植物，中国
十大传统名花、云南省八大名花之一。杜鹃花在全

世界有１０００余种，广泛分布于亚洲、北美洲和欧
洲。中国是野生杜鹃花资源最丰富的国家之一。自

《中国植物志》、ＦｌｏｒａｌｏｆＣｈｉｎａ出版以后，近年来大
量新种被陆续描述［１］和归并［２］。据统计，当前我国

现存的杜鹃花属植物已经超过６００种。除宁夏和新
疆等干旱荒漠地带外，中国南北各省均有杜鹃花分

布［３］，其中，西南横断山脉片区野生杜鹃花资源最密

集，是杜鹃花的多度中心和多样化中心。

我国横断山区杜鹃花的繁衍方式属于植物快速

的辐射分化［４］与种间频繁的自然杂交［５－８］，严重制

约了该属植物的科学分类研究与准确鉴定，进而减

缓了我国在杜鹃花资源挖掘与利用方面的进程。近

年来，我国不同学者尝试用一代测序的方法（如

ＤＮＡｂａｒｃｏｄｉｎｇ片段（ＩＴＳ．ｒｂｃＬ．ｍａｔＫ和 ｐｓｂＡｔｒｎＨ）
测序法）分别在杜鹃花亚组、组、亚属和整个属水平

上做了探索，但是这些片段在物种、亚组、甚至组间

的区分能力较弱［９－１１］。

近年来，随着新一代测序技术的不断发展，测序

成本不断下降，以单核苷酸多态性（ＳＮＰ）为代表的
新型标记逐渐被应用到植物群体遗传学研究中。

ＳＮＰ位点具有数量多、分布密度高等特点，而且 ＳＮＰ
位点的开发不需要进行 ＰＣＲ和电泳等实验工作，可
以大规模高度自动化地完成。
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本研究采用了 ＲＡＤｓｅｑ技术（在二代测序基础
上发展起来的一种ＤＮＡ测序新技术）来开发单核苷
酸多态性ＳＮＰ位点，该技术利用限制性内切酶对基
因组进行酶切，产生一定大小的片段，构建测序文

库，对酶切后产生的 ＲＡＤ标记进行高通量测序。
ＲＡＤｓｅｑ能够较均匀的覆盖整个基因组，进而可以
获得成千上万的ＳＮＰ位点，以期发现 ＲＡＤｓｅｑ技术
在中国杜鹃花复杂类群分类与物种界定方面的

优势。

１　材料与方法

１．１　实验材料
杜鹃花样本：用于 ＲＡＤｓｅｑ的杜鹃花种类及其

所属的亚组、组和亚属见表１。本实验测序的样本
共８５种，隶属于６个亚属、８个组和２２个亚组。
１．２　实验流程

每个个体摘取新鲜叶片０．５ｇ，用ＣＴＡＢ法［１２］分

别提取样品的基因组 ＤＮＡ并进行 ＤＮＡ质量检测，
对质量合格的ＤＮＡ进行下一步实验。
１．３　ＲＡＤ文库构建

参考 Ｍｉｌｌｅｒ等［１３］的文库构建方法，分以下步

骤：① 限制性内切酶 ＴａｑＩ酶切；② 连接 Ｐ１接头；
③ ＤＮＡ随机打断片断化；④ 目的片段回收与末端
修复；⑤ 连接 Ｐ２接头；⑥ ＲＡＤ片段富集；⑦ 上机
测序。

１．４　测序ｒｅａｄｓ的过滤
根据识别标签序列得到每个个体的测序 ｒｅａｄｓ，

先使用ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ０．３６［１４］对测序 ｒｅａｄｓ进行过滤，
设置具体参数如下，过滤参数为：ＳＬＩＤＩＮＧＷＩＮＤＯＷ
∶５∶２０ＬＥＡＤＩＮＧ∶５ＴＲＡＩＬＩＮＧ∶５ＭＩＮＬＥＮ∶５０。过滤标
准为：两端质量低于 ５的碱基进行切除，并以 ５ｂｐ
为窗口进行滑动过虑，对平均质量低于２０的窗口进
行切除。

１．５　比对与变异检测

用 ＢＷＡ软件［１５］ｍｅｍ模块将过滤后的个体
ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ比对到马缨花杜鹃参考基因组序列上。
样本比对率反映的是样本测序数据与参考基因组的

相似性，覆盖深度和覆盖度能够直接反映测序数据

的均一性与参考序列的同源性。

比对完成后，经过 ＧＡＴＫ软件［１６］进行变异检

测，并获得群体变异集文件（ＶＣＦ格式）。最后对原

始基因型数据基本特性进行分析后，对数据进行过

滤：过滤参数为缺失率小于或等于０．２、杂合率小于
或等于０．２、最小等位基因频率（ＭＡＦ）大于或等于
０．０５，最终得到高质量的基因型数据。
１．６　物种聚类分析

在获得高质量的标记数据以后，使用 ＡＤＭＩＸ
ＴＵＲＥ［１７］、ＧＣＴＡ［１８］、ＦａｓｔＴｒｅｅ［１９］软件进行物种的聚
类分析。

２　结果与分析

２．１　数据产出
对８５个种的杜鹃花样本进行ＲＡＤ简化基因组

测序，共获得测序数据量 ４１．５６Ｇ，平均每个个体
４８８．９３Ｍｂ。使用ｔｒｉｍｍｏｍａｔｉｃ０．３６软件对拆分好的
测序数据进行过滤后得到２３０．４４Ｍ条长度为５０
１４４ｂｐ的ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ，平均长度为１３７．９ｂｐ。数据量
为３１．７９Ｇ，平均每个个体３７４．０３Ｍｂ。另外，数据
的Ｑ２０、Ｑ３０也分别从过滤前的９３．３、８４．７提高到
过滤后的９７．７、９２．６，有效的保证了后续分析的准
确性。

使用 ＢＷＡ［１５］软件 ｍｅｍ的模块，把每个个体的
ｃｌｅａｎｄａｔａ比对到马缨杜鹃基因组上，并使用 ｓａｍ
ｔｏｏｌｓ对比对结果进行统计。比对结果为８５个个体
的ｒｅａｄｓ比对到马缨杜鹃全基因组的平均比对率为
８８．５２％，覆盖参考基因组的区域平均为７．８１％，而
覆盖区域的平均深度为 ５．２１Ｘ（表 １）。比对完成
后，利用ＧＡＴＫ的 ＨａｐｌｏｔｙｐｅＣａｌｌｅｒ模块对比对结果
进行变异检测，得到群体的 ＳＮＰ位点集，并经过严
格过滤，最终得到６２０３７１个ＳＮＰ。
２．２　群体结构分析

使用ｐｌｉｎｋ软件随机选择连锁不平衡（ＬＤ）小于
０．１，且相邻间隔在３００ｋｂ以上的ＳＮＰ位点，最后得
到一个包含３４２０个ＳＮＰ位点的标记集。使用 ＡＤ
ＭＩＸＴＵＲＥ软件对此ＳＮＰ位点集进行群体结构分析，
为了确定合适的群体数（Ｋ值），预先假定 Ｋ值为１
８，分别对每个假设的 Ｋ值进行运算，并使用交叉

验证过程确定 Ｋ值，根据软件说明，ｃｒｏｓｓｖａｌｉｄａｔｉｏｎ
ｅｒｒｏｒ值最低时所对应的 Ｋ值为最合适的 Ｋ值。结
果显示，当Ｋ＝２时，曲线出现最低值；同时，考虑到
样本所归属的分类单元，Ｋ＝３和Ｋ＝４也做了Ｓｔｒｕｃ
ｔｕｒｅ聚类图。

２
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表１　杜鹃花样品编号、种名及归属、数据产出、测序深度、覆盖度和马缨杜鹃全基因组的对比率
Ｔａｂｌｅ１　ＢａｓｉｃｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＲｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎｓｐｅｃｉｅｓｓｅｑｕｅｎｃｅｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｕｄｙａｎｄｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＲＡＤｄａｔａｉｎｃｌｕｄｉｎｇ
ｃｌｅａｎｒｅａｄｓ，ｃｌｅａｎｂａｓｅ，ｄｅｐｔｈ，ｃｏｖｅｒａｇｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅａｓｗｅｌｌａｓｍａｐｐｉｎｇｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｔｏｔｈｅｗｈｏｌｅｇｅｎｏｍｅｏｆＲ．ｄｅｌａｖａｙｉ

样品编号

Ｓａｍｐｌｅ
ＩＤ

物种名

Ｓｐａｃｉｅｓ
所属亚属

Ｓｕｂｇｅｎｕｓ
所属组或亚组

Ｓｅｃｔｉｏｎ／Ｓｕｂｓｅｃｔｉｏｎ

高质量序列

Ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ

高质量碱基

Ｃｌｅａｎ
ｂａｓｅ／Ｍｂ

测序深

度／倍
Ｄｅｐｔｈ

覆盖度

Ｃｏｖｅｒａｇｅ
／％

比对率

Ｍａｐｐｉｎｇ
ｐｅｒｃｅｎｔ／％

１ 皱皮杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－大理杜鹃亚组 ３．０６ ４２２．５０ ６．８７ ７．９２ ８８．９２
２ 黄花杜鹃 杜鹃亚属 杜鹃组－三花杜鹃亚组 ２．９５ ４０８．９１ ６．３７ ６．６７ ８９．１６
３ 高尚杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－云锦杜鹃亚组 ３．４１ ４７０．１５ ７．６２ ８．６８ ９７．２０
６ 怒江杜鹃 杜鹃亚属 杜鹃组－怒江杜鹃亚组 ２．３７ ３２３．７７ ４．２５ ８．５２ ９１．４９
８ 皱叶杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－银叶杜鹃亚组 １．７３ ２３６．２２ ３．５９ ８．４９ ８９．６５
１０ 绒毛杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－麻花杜鹃亚组 ２．０３ ２８２．００ ６．０７ ４．５４ ７１．９７
１１ 滇南杜鹃 马银花亚属 长蕊组 １．６３ ２２４．９１ ４．０３ ５．７２ ８４．５８
１２ 柳条杜鹃 糙叶杜鹃亚属 帚枝杜鹃组 １．９０ ２６０．５６ ３．８８ ７．６９ ９１．６５
１３ 隐脉杜鹃 杜鹃亚属 杜鹃组－有鳞大花亚组 １．８０ ２４９．４２ ４．２９ ５．９４ ８６．４３
１４ 不凡杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－银叶杜鹃亚组 １．４３ １９６．６０ ３．７８ ６．５０ ８６．６０
１６ 团叶杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－云锦杜鹃亚组 ３．５１ ４８５．１０ ６．２３ １０．３３ ９２．５１
１７ 宝兴杜鹃 杜鹃亚属 杜鹃亚属－川西杜鹃亚组 ２．６７ ３６８．３３ ４．８２ ６．０７ ７０．３７
１８ 棕背杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－大理杜鹃亚组 ２．２１ ３０４．５４ ４．３８ ８．８５ ８８．９５
２０ 粗脉杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－大理杜鹃亚组 ３．０９ ４２６．６１ ５．４１ １０．４３ ９３．８６
２２ 白毛杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－大理杜鹃亚组 ３．１６ ４３７．５５ ５．２２ １１．２２ ９２．９５
２３ 羊踯蹰 羊踯躅亚属 五花药组 １．４５ １９８．０２ ３．９０ ５．２２ ８７．９３
２４ 峨眉银叶杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－银叶杜鹃亚组 ２．２６ ３１２．０３ ５．０４ ８．３９ ９３．８７
２５ 锈红杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－大理杜鹃亚组 ２．８３ ３９１．９７ ３．２４ ６．２７ ３６．７８
２６ 锦锈杜鹃 映山红亚属 映山红组 １．９０ ２６０．７７ ４．２７ ６．８６ ９１．３４
２８ 稀果杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－麻花杜鹃亚组 ２．６３ ３６２．６７ ５．２５ ９．２１ ９３．２３
３２ 繁花杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－银叶杜鹃亚组 １．２９ １７６．３２ ３．５８ ６．４１ ８９．７７
３４ 大白杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－云锦杜鹃亚组 ２．３１ ３１９．９８ ５．２５ ８．７８ ９８．９０
３６ 紫花杜鹃 杜鹃亚属 杜鹃组－三花杜鹃亚组 ２．７４ ３７５．０５ ４．４８ ８．９７ ８７．９９
３７ 耳叶杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－耳叶杜鹃亚组 ４．３０ ５９５．９８ ８．４０ ９．７４ ９５．１１
３８ 美艳橙红杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－火红杜鹃亚组 ４．７８ ６５７．５９ ９．３１ ９．８３ ９６．２２
３９ 美容杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－云锦杜鹃亚组 ３．５４ ４８８．２９ ６．６４ ９．４５ ９１．６６
４２ 糙叶杜鹃 糙叶杜鹃亚属 糙叶杜鹃组 ４．５２ ６２４．５３ ７．３０ ９．３１ ９０．６６
４４ 长鳞杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－麻花杜鹃亚组 ２．４６ ３３９．５３ ４．３４ ８．１２ ７２．０４
４５ 百合花杜鹃 杜鹃亚属 杜鹃组－有鳞大花亚组 ３．１３ ４２８．５１ ７．２９ ５．９３ ８５．７９
４７ 基毛杜鹃 杜鹃亚属 杜鹃组－三花杜鹃亚组 １．２８ １７４．９４ ３．４２ ５．５９ ９２．４５
４８ 三花杜鹃 杜鹃亚属 杜鹃组－三花杜鹃亚组 ２．４２ ３３３．５６ ５．９２ ６．０５ ９３．５１
５０ 阔柄杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－云锦杜鹃亚组 ２．７９ ３８４．１１ ７．０３ ７．６２ ９６．３５
５１ 岷江杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－银叶杜鹃亚组 １．５８ ２１８．８７ ４．２８ ７．１３ ９６．３７
５２ 陇蜀杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－大理杜鹃亚组 ２．２５ ３０８．５９ ４．９６ ８．２３ ９２．３１
５３ 四川杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－云锦杜鹃亚组 ３．５７ ４９０．８６ ６．９３ ９．５０ ９３．４６
５６ 椿年杜鹃 杜鹃亚属 杜鹃组－有鳞大花亚组 ２．５５ ３５３．７７ ６．１１ ５．７４ ８５．５４
５７ 鳞腺杜鹃 杜鹃亚属 杜鹃组－鳞腺杜鹃亚组 １．２０ １６４．８７ ３．９７ ４．５５ ８９．７０
５８ 巴郎杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－大理杜鹃亚组 １．８６ ２５８．１３ ５．１９ ６．９０ ９５．３８
５９ 问客杜鹃 杜鹃亚属 杜鹃组－三花杜鹃亚组 ４．４４ ６１５．９３ ６．９６ ８．９３ ８５．４９
６０ 照山白 杜鹃亚属 杜鹃组－照山白亚组 １．１９ １６５．２４ ３．６７ ５．０１ ８８．４４
６１ 锈叶杜鹃 杜鹃亚属 杜鹃组－三花杜鹃亚组 ２．６０ ３６１．１３ ４．７７ ８．０５ ８８．９０
６２ 长毛杜鹃 杜鹃亚属 杜鹃组－三花杜鹃亚组 ３．７５ ５１９．６１ ５．８２ ９．９０ ９０．８８
６３ 卧龙杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－云锦杜鹃亚组 １．９１ ２６５．５６ ４．２１ ７．２２ ７９．４０
６４ 滇隐脉杜鹃 杜鹃亚属 杜鹃组－有鳞大花亚组 ５．２１ ７１９．３６ ７．８８ ９．７２ ９１．４８
６５ 大果杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－云锦杜鹃亚组 ２．３０ ３１６．３０ ５．０４ ８．７３ ９６．４８
６６ 碎米花杜鹃 糙叶杜鹃亚属 糙叶杜鹃组 ７．４０ １０１７．４０ １４．０４ ７．６６ ９４．１６
６７ 大喇叭杜鹃 杜鹃亚属 杜鹃组－有鳞大花亚组 ２．６９ ３６９．４５ ６．９１ ５．６５ ９０．３２
６８ 云上杜鹃 杜鹃亚属 杜鹃组－有鳞大花亚组 ２．１８ ３０１．４２ ５．２６ ６．０５ ９４．１５
６９ 桃叶杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－露珠杜鹃亚组 ３．８４ ５２８．２０ ７．６１ ９．６４ ９５．６７

３
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　　续表１

样品编号

Ｓａｍｐｌｅ
ＩＤ

物种名

Ｓｐａｃｉｅｓ
所属亚属

Ｓｕｂｇｅｎｕｓ
所属组或亚组

Ｓｅｃｔｉｏｎ／Ｓｕｂｓｅｃｔｉｏｎ

高质量序列

Ｃｌｅａｎ
ｒｅａｄｓ

高质量碱基

Ｃｌｅａｎ
ｂａｓｅ／Ｍｂ

测序深

度／倍
Ｄｅｐｔｈ

覆盖度

Ｃｏｖｅｒａｇｅ
／％

比对率

Ｍａｐｐｉｎｇ
ｐｅｒｃｅｎｔ／％

７０ 薄叶马银花 马银花亚属 马银花组 １．４７ ２０２．８７ ４．１２ ５．４２ ８８．５６
７１ 红棕杜鹃 杜鹃亚属 杜鹃组－亮鳞杜鹃亚组 ４．４０ ６０９．１２ ６．８２ ９．７１ ９２．８３
７２ 金山杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－银叶杜鹃亚组 １．２５ １７１．７４ ３．４８ ６．８０ ９５．１８
７３ 马缨杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃亚组－树形杜鹃亚组 ２．３１ ３１９．８５ ４．０１ １１．１３ ９４．６４
７８ 紫玉盘杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－镰果杜鹃亚组 １．９７ ２７３．０４ ４．７９ ７．６７ ９３．３７
７９ 粘毛杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－粘毛杜鹃亚组 ２．２８ ３１６．７３ ４．６２ ７．８０ ７８．７７
８０ 山育杜鹃 杜鹃亚属 杜鹃组－三花杜鹃亚组 ２．８９ ３９７．３３ ４．７０ ９．５８ ９２．６７
８１ 毛棉杜鹃 马银花亚属 长蕊组 １．７１ ２３６．５７ ４．９３ ５．１０ ８６．９４
８４ 多鳞杜鹃 杜鹃亚属 杜鹃组－三花杜鹃亚组 ２．１０ ２９０．２３ ４．７０ ６．０２ ７８．９５
８５ 云锦杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－云锦杜鹃亚组 ２．４９ ３４１．８２ ４．９０ ９．４２ ９４．１０
８６ 反边杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－银叶杜鹃亚组 ２．９３ ４０４．２２ ５．５５ ８．７８ ８３．９２
８８ 越峰杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－云锦杜鹃亚组 ３．１０ ４２８．０２ ７．１１ ７．９５ ９１．２１
８９ 碟花杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－露珠杜鹃亚组 １．１３ １５５．９２ ３．３９ ６．５０ ９６．９８
９０ 金山杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－银叶杜鹃亚组 １．８１ ２４８．５１ ３．８８ ８．５７ ９２．５４
９１ 纯红杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－火红杜鹃亚组 １．８３ ２５０．８９ ３．４４ ７．５２ ７２．５８
９２ 大钟杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－银叶杜鹃亚组 ２．８９ ３９７．３４ ５．１７ ９．８５ ８９．１４
９３ 腺果杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－云锦杜鹃亚组 ３．５９ ４９６．４４ ６．８８ ９．７４ ９３．５５
９４ 皱叶杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－银叶杜鹃亚组 ３．３４ ４５８．７２ ５．７６ １０．０７ ８７．９３
９５ 昆明杜鹃 杜鹃亚属 糙叶杜鹃组 ２．２９ ３１７．７４ ５．５０ ６．５９ ９２．９８
９６ 腋花杜鹃 糙叶杜鹃亚属 腋花杜鹃组 ４．８４ ６７０．２７ １１．１８ ６．６０ ９２．４４
９７ 长蕊杜鹃 马银花亚属 长蕊组 １．１５ １５６．７９ ３．５２ ４．８５ ８８．６１
９８ 爆杖花 糙叶杜鹃亚属 糙叶杜鹃组 ４．１３ ５６６．５３ ７．２１ ８．２５ ８９．００
９９ 喉斑杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－蜜腺杜鹃亚组 ４．３０ ５９６．８０ ９．１４ ８．６１ ９１．００
１００ 圆头杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－杯毛杜鹃亚组 ２．０９ ２８９．８２ ４．７４ ８．１８ ９２．２７
１０２ 美容杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－云锦杜鹃亚组 ２．４０ ３３１．５６ ４．６９ ９．１８ ９０．２９
１０３ 大王杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－杯毛杜鹃亚组 ３．４９ ４７９．４０ ６．２５ ９．４２ ８４．７３
１０４ 大王杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－杯毛杜鹃亚组 ３．５０ ４８５．６８ ７．４６ ８．１４ ８６．３８
１０５ 长粗毛杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－粘毛杜鹃亚组 ２．２６ ３０９．６９ ４．５５ ７．８０ ７９．３６
１０６ 巨魁杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－大叶杜鹃亚组 ２．１１ ２９０．９４ ４．４８ ８．４４ ８９．６５
１０７ 波叶杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－云锦杜鹃亚组 ２．１９ ２９８．４６ ４．１４ ９．３９ ９０．３１
１０８ 棉毛房杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－星毛杜鹃亚组 ２．８７ ３９８．０１ ５．５２ １０．０１ ９７．０７
１０９ 井冈山杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－云锦杜鹃亚组 ３．０８ ４２７．２５ ４．９０ ８．８２ ７１．７６
１１０ 喇叭杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－云锦杜鹃亚组 ４．６１ ６３７．７６ ９．７１ ８．４８ ８９．６０
１１１ 凸尖杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－大叶杜鹃亚组 ２．００ ２７８．６３ ４．２１ ６．５１ ６８．８０
１１２ 海绵杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－银叶杜鹃亚组 １．７８ ２４５．５５ １．６５ ０．９９ ４．９４
１１３ 夺目杜鹃 常绿杜鹃亚属 常绿杜鹃组－杯毛杜鹃亚组 ３．７４ ５１６．６４ ７．１３ ８．２３ ７８．２２

　　从 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ聚类图１可以看出：当 Ｋ＝２时，２
个不同的遗传组成（红色和蓝色种类）分别对应常

绿杜鹃亚属（１１０ ７３）、蓝色对应羊踯躅亚属（２３）、
映山红亚属（２６）、马银花亚属（１１、８１、９７和７０）；除
糙叶杜鹃亚属的腋花杜鹃组（１２）外，该亚属其余种
类与杜鹃亚属完全聚在一起（１３ ８０）。当 Ｋ＝３
时，除常绿杜鹃亚属，其余分组都没有变化。常绿杜

鹃亚属（１１０ ７３）再分成了２个组分：即云锦杜鹃
亚组种类（１１０ ３４）和常绿杜鹃亚属的其余种类
（１６ ７３）。当Ｋ＝４时，常绿杜鹃亚属的分组和 Ｋ
＝３时一致；其它亚属种类：９７ ６７（其中９７、１１、８１
为马银花亚属；１３、４５、５６、６７为杜鹃亚属有鳞大花

杜鹃亚组）；１７ ５７（其中１７为川西杜鹃亚组，６８、
６４为有鳞大花杜鹃亚组，６０为照山白杜鹃组，５为
鳞腺杜鹃亚组）。

２．３　主成份分析
主成分分析是研究群体遗传结构的一种重要的

多元统计方法。在本研究中，笔者使用 ＧＣＴＡ软件
进行主成分分析。首先，利用包含６２０３７１个 ＳＮＰ
位点的数据集构建所有样本间的亲缘关系矩阵；其

次，使用构建好的亲缘关系矩阵计算前３个特征值
和特征向量；最后，使用 Ｒ脚本图形展示，并根据检
索得到样品的亚属信息进行分类。

ＰＣＡ聚类结果（图２）与 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ结果相似：８５

４
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图１　基于３４２０个ＳＮＰ位点的８５个杜鹃花样本的Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ聚类图（上：Ｋ＝２；中：Ｋ＝３；下Ｋ＝４）
Ｆｉｇ．１　ＲｅｓｕｌｔｓｆｒｏｍＳｔｒｕｃｔｕｒｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆ８５Ｒｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎｓｐｅｃｉｅｓｂａｓｅｄｏｎ３４２０ＳＮＰｓ

（Ｔｏｐ：Ｋ＝２；Ｍｉｄｄｌｅ：Ｋ＝３；Ｂｏｔｔｏｍ：Ｋ＝４）．

图２　基于６２０３７１个ＳＮＰ位点的８５个杜鹃
花样本的ＰＣＡ聚类图

Ｆｉｇ．２　ＲｅｓｕｌｔｓｆｒｏｍＰＣＡａｎａｌｙｓｉｓｏｆ８５Ｒｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎ
ｓｐｅｃｉｅｓｂａｓｅｄｏｎ６２０３７１ＳＮＰｓ

个物种的样本分为５个聚类：常绿杜鹃亚属（绿色圆
点），羊踯躅亚属、马银花亚属和映山红亚属种类聚

在一起（蓝绿、浅红与深红色圆点），糙叶杜鹃亚属

的腋花杜鹃组（黑色圆点１２），杜鹃亚属的有鳞大花
杜鹃亚组种类（蓝色圆点１３、４５、５６、６７），以及杜鹃
亚属（其它蓝色圆点）和糙叶杜鹃亚属的其它种类

（其它黑色圆点）。

２．４　系统发育树构建
系统发育树是反映群体中每个个体关系的重要

形式。在本研究中，为了了解各样本间的亲缘关系，

笔者采用ＦａｓｔＴｒｅｅ软件构建系统发育树，使用 ＧＴＲ
＋ＣＡＴ模型进行最大似然亲缘关系分析。基于
６２０３７１个ＳＮＰ位点的８５个种杜鹃花样本的系统发
育树（图３）表明：常绿杜鹃亚属聚为独立一支；马银

５
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花亚属与映山红亚属聚为一支；羊踯躅亚属居于二

者之间；糙叶杜鹃亚属的柳条杜鹃和杜鹃亚属的照

山白各自形成一支；最后糙叶杜鹃亚属其它种类和

杜鹃亚属其他种类不能明确分开而形成剩余分支。

图３　基于６２０３７１个ＳＮＰ位点的８５种杜鹃花样本的系统发育树
Ｆｉｇ．３　Ｒｅｓｕｌｔｓｆｒｏｍｐｈｙｌｏｇｅｎｏｍｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆ８５Ｒｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎｓｐｅｃｉｅｓｂａｓｅｄｏｎ６２０３７１ＳＮＰｓ

３　讨论

杜鹃花属是杜鹃花科最大的属［１］，也是中国被

子植物最大的属之一［２０］。由于该属植物是一个相

对年轻且经历快速辐射分化的类群［４，２１］，且同域分

布物种间频繁的自然杂交［２－３，５－８］，给该属植物的科

学分类与准确鉴定带来了很大困难，进而进一步减

缓了我国在杜鹃花资源挖掘与利用方面的进程。本

研究首次尝试用简化基因组 ＲＡＤ测序讨论杜鹃花
属植物的系统发育关系。通过收集６个亚属（常绿
杜鹃亚属、杜鹃亚属、映山红亚属、羊踯躅亚属、糙叶

杜鹃亚属和长蕊杜鹃亚属）、８５种杜鹃花的 ＲＡＤ测
序，以获得高质量的 ＳＮＰ位点为基础，从基因组水
平系统分析了这些物种的系统演化关系。从这６个
亚属的关系看：不论 Ｓｔｒｕｔｕｒｅ和 ＰＣＡ聚类的结果还
是系统发育树的结果，常绿杜鹃亚属可以和杜鹃属

其他４个杜鹃亚属完全分开；而后者叶片无鳞的马
银花亚属、映山红亚属和羊踯躅亚属亲缘关系更近，

介于杜鹃亚属和常绿杜鹃亚属之间；而典型的叶片

有鳞类群：糙叶杜鹃亚属和杜鹃亚属用 ＲＡＤ序列结
果不能够完全分开（图２、３）。

杜鹃花属植物划分亚属的另一个重要性状是花

序着生方式。对应这６个亚属的分类，花序顶生的
种类是常绿杜鹃亚属、杜鹃亚属、羊踯躅亚属和映山

红亚属，而腋生的类群为马银花亚属和糙叶杜鹃亚

属。因而，在亚属水平，叶片被鳞与否对于解释基因

组水平各亚属的系统分类学关系，相对于花序的着

生方式更重要。

从各亚属内部的组、亚组水平看，常绿杜鹃亚属

的杯毛杜鹃亚组、大叶杜鹃亚组、树形杜鹃亚组和露

珠杜鹃亚组内部种类可以聚在一起；而其它亚组之

间的界限模糊。该亚属不同亚组植物的天然杂交极

为频繁，比如作为同一个亲本，树形杜鹃亚组的马缨

杜鹃分别和云锦杜鹃亚组的大白杜鹃［７］、露珠杜鹃

亚组的露珠杜鹃［２，５，８，２２］、蜜腺杜鹃亚组的蓝果杜

鹃［６－７］以及银叶杜鹃亚组的皱叶杜鹃（尚未发表数

据）在同域分布区发生天然杂交。因而，很多物种的

杂交渐渗也会相当频繁。在这种情况下，整个常绿

杜鹃亚属的亚组和种间关系的准确界定无疑是一个

巨大挑战［４，１１］。

杜鹃亚属和糙叶杜鹃亚属物种无法分开，暗示

这２个亚属较近的亲缘关系。有鳞大花杜鹃亚组全
部种类聚在一起，暗示该亚组在整个杜鹃属的相对

独立；而Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ结果（当Ｋ＝４时）是：其４个物种
与马银花杜鹃亚属的所有种类形成独立的遗传组

成，表明有鳞大花杜鹃与该亚属距离较近。另外，照

山白杜鹃亚组和帚枝杜鹃组能够和杜鹃亚属内其他

组和（或）亚组物种分开。最后，马银花亚属、映山

６
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红亚属和羊踯躅亚属独立于常绿杜鹃亚属和杜鹃亚

属，推测是２个大亚属的一个过渡，也进一步暗示常
绿杜鹃亚属和杜鹃亚属物种的分化早于马银花亚

属、映山红亚属和羊踯躅亚属的分化。

本研究的结果，将为今后的杜鹃花资源深度挖

掘与利用提供重要的指导：（１）常绿杜鹃亚属与杜
鹃亚属由于分化较早，亲缘关系相对较远。在做杜

鹃花杂交育种时，尽量避免用这２个亚属内部的物
种做人工杂交。这一点在某些远缘杂交的实验中得

到证实［２３］；（２）鉴于糙叶杜鹃亚属与杜鹃亚属（主要
是三花杜鹃亚组种类）的关系较近，可以利用前者较

密集的簇生小花序（比如腋花杜鹃）和鲜艳的筒状

花（爆仗杜鹃）与花冠较大、适应性较强的云南杜

鹃、黄花杜鹃做人工杂交，培育兼具二者优良性状的

杜鹃花新品种；（３）有鳞类的杜鹃和无鳞类杜鹃杂
交授粉可以尝试以马银花亚属种类和有鳞大花杜鹃

亚组种类为杂交材料，前者耐热、花期较早；而后者

喜寒、花期较晚，可以培育出一批适合我国西南海拔

较低区域生长的杜鹃花品种；（４）从商业化规模生
产考虑，优先推荐映山红种类与马银花亚属种类做

杂交选育。前者的主要优势在于很多种类耐热，且

容易做扦插扩繁；而后者观赏价值较高，且很多种类

花香浓郁（比如长蕊杜鹃、滇南杜鹃和毛棉杜鹃

等）。二者杂交很容易培育花香、色艳、耐热且极易

实现无性大规模扩繁的新品种。

４　结论
本研究对杜鹃花属８５个种进行了 ＲＡＤｓｅｑ测

序，评估了数据的基本特征；同时，以马缨杜鹃基因组

作为参考，获得高质量ＳＮＰ位点；基于这些ＳＮＰ位点
对杜鹃花属植物进行基因分型、聚类与系统树构建。

研究结果支持目前在亚属水平的形态学分类处理，并

突出了鳞片在杜鹃属植物分类中的重要作用。
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