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摘 要:利用 AFLP 分析技术，从 64 对 PstJ/MseI 引物中筛选出 9 对多态性引物组合，对来源于中国广东、福

建、台湾的 42 个墨兰品种进行了遗传多样性和亲缘关系分析，共扩增出 1 384 条带，其中多态性带 1 333 条，多

态性率 96.3% 。平均每对引物扩增带数 154 条、多态性带数 148 条。所有的品种均可区分，其中 39 个品种具特

征带或缺失带。墨兰品种间的遗传多样性丰富，品种间的 Dice 相似系数 O. 422 2 ~ O. 824 5 ，平均相似系数 0.611 2 。

"达摩"系列芽变叶艺品种间的遗传多样性显著降低，多态性率 76.6% ，平均相倒系数 O. 725 6 0 NTSYS2. 10 聚

类分析表明同一产地来源的品种基本上可聚在一起，反映出了品种间的亲缘关系。

:墨兰;兰科;遗传多样性; AFLP; 芽变;叶艺
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Abs缸'ad: AFLP analytic method was tested in the forty-two cultivars of Cymbidium sinense cultivars , 0-

riginated from Guangdong , Fujian , and Taiwan provinces of China. Genomic DNA was extracted from the 

green leaves of Cymbidium sinense cultivars by the method of CTAB 9 pairs reproducible primers were se­

lected fI咽。m 64 pairs of primers. A total of 1 384 bands were observed , of which 1 333 bands (96. 3 % ) 

were polymorphic. Each pair of primers produced 154 bands following amplification. The AFLP markers 

indicated that all cultivars were of different cultivar. 39 cultivars had their specific bands or deleted 

bands. The Dice coefficients amongst the cultivars ranged from O. 422 2 to O. 824 5 , with an average val.胡

ue at O. 611 2. The polymorphic ratio of C. sinense 'Da Mo' with SpOlt mutations is 76. 6%. The Dice 

coefficients amongst the cultivars ranged from O. 616 4 to O. 824 5 , with an average value at O. 725 6. 

According to the dendrogram using unweighted pair group method using arithmetic averages (UPGMA) , 

the cultivars were grouped into three main clusters. Cultivars with the same origin could be clustered 

together. 
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墨兰 Cymbidium sinense 明Tilld. 为兰属

Cymbidium植物之一种?主产于我国广东、广西、

海南、福建、台湾、安徽、江西、贵州、云南和四

川南部等地区?也见于日本、越南、泰国、缅甸和

印度东北部[1) 。墨兰是中国传统观赏兰花中较为

庞大的家族，早在南宋就有品种的记载，栽培地域

广阔?爱好者众多，目前已有园艺栽培品种达上千

种[2] ，特别是 20 世纪 80 年代以来?墨兰之风盛

行，涌现出大批下山驯化的墨兰新品种，变异丰

富，不仅有红、黄、白、紫、绿、复色等花色?而

且有蝶瓣、梅瓣、水仙瓣、牡丹瓣、荷瓣等花形变

异，有各种各样的叶色、叶形(叶艺)变异[3 一飞

但对于其遗传背景和亲缘关系了解不多?而且由

气候条件变化、土地资源开发以及野生兰花的过渡

采挖?野生兰花资源日渐枯竭，通过研究栽培品种

的遗传多样性，可为兰花资源的保护提供策略。

分子标记技术巳用于兰花亲缘关系分析和分

类，遗传多样性和保护遗传研究以及栽培品种间的

亲缘或品种鉴定[5 -9) 。本研究利用 AFLP 分子标记

技术对来源于我国的墨兰栽培品种的遗传多样性进

行分析?并研究其亲缘关系?为墨兰品种的鉴定及

资源保护提供分子证据?也为杂交育种的亲本选择

提供依据。

l 材料与方法

供试 42 个墨兰品种见表，其中 1 … 32 采集

于中国花卉协会兰花分会国香苑 33 42 采集于

广东佛山市顺德区陈村镇。广东产品种 16 个、台

湾产品种 24 个、福建产品种 2 个。基因组 DNA 提

取采用 CTAB 法并加以改良[4) 0 AFLP 扩增反应及

数据分析按文献[5) 。

2 结果与分析

2. 1 

从 6ω4 对 PstI/l胁11陆1seI 寻引!物中筛选出的多态性较好

的 9 对引物(表 2 ，图 1) ，对 42 个墨兰品种进行

了 AFLP 扩增 9 在 50 ~500 bp 内共扩增出 1 384 

带?其中多态性带 1 333 条 9 多态性率 96.3% 。单

引物对扩增的带数 141 ~ 166 条不等 9 多态率

90.2% 100% ，平均每对寻|物扩增带数 154

平均多态性带数 148 条(表 2) 。品种 l可区分率均

达 100% 。

2.2 芽变系列晶种的

通过芽变选育出的 μ达摩"叶艺系列品种的

AFLP 多态性明显 9 但品种间的遗传多样性显著变

窄，单引物对扩增多态率 62. 7% ~ 98.6% ，平均

多态性率达 76.6% (表 2) 。

表 1 供试墨兰品种及来源

in the present study 

Table 1 Cultivars of Cymbidium sinense used 

编号 品种名传统分类类型来源特有带(缺失带)

Cs01 企剑白墨 素花 广东 11 

Cs02 软剑白墨 素花 广东 26 (1) 

Cs03 企剑黑墨 色花 广东 7 (1) 

Cs04 黑了哥 色花 广东 5 (2) 

Cs05 桃姬 色花 台湾 5 

Cs06 樱姬 色花 台湾 1 (1) 

Cs07 皇妃 色花 广东 4 

Cs佣金鸟 色花 台湾 6 

Cs09 新娘 色花 台湾 l 

CsI0 南海梅 梅瓣 广东 4 (1) 

Cs11 十八娇 荷型 台湾 5 

Cs12 文山奇蝶 蝶瓣 台湾 2 

Cs13 小梅 梅瓣 台湾 4 

Cs14 珠海梅女 奇花 广东 10 

Cs15 玉狮子 奇花 台湾 。

Cs16 大屯!棋麟 奇花 台湾 。

Cs17 国香牡丹 奇花 台湾 2 

Cs18 金|嘴 叶艺 广东 1 (1) 

Cs19 银边 叶艺 广东

Cs20 金银鼎 叶艺 广东 4 

Cs21 大石门 叶艺 台湾 O 

Cs22 达摩 1 矮种 台湾 2 

Cs23 红龙 水晶 广东 6 

Cs24 佛子 奇花 广东 2 (1) 

Cs25 黄中王 叶艺 广东 1 (1) 

Cs26 万代福 叶艺 台湾 4 

Cs27 湾
湾
湾
东
湾
建
湾

台
台
台
广
台
福
台

花
艺
花
花
瓣
花
种

奇
叶
色
色
梅
色
矮

Cs28 龙凤

Cs29 阳明锦

Cs30 小香

Cs31 龙梅

Cs32 徽州墨

Cs33 达摩 2

Cs34 缩艺达摩 1 矮种叶艺 台湾

Cs35 冠艺达摩矮矮种叶艺台湾

Cs36 缩艺达摩 2 矮种叶艺 台湾

Cs37 爪艺达摩 矮种叶艺 台湾

Cs38 缩艺达摩 3 矮种叶艺 台湾

Cs39 鹤艺达摩 矮种叶艺 台鸿

Cs40 斑缩艺达摩矮种叶艺 台湾

Cs41 盛世中华 叶艺 广东

Cs42 鹤之华 叶艺 福建

2 

( 

23 

7 (2) 

7 (1) 

5 (1) 

2 

3 (1) 

12 

7 (1) 

4- (1) 

9 (1) 
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表 2 9 个引物组合对墨兰品种扩增的多态性

Table 2 Amplified results of Cymbidium sinense cultivars with 9 AFLP primer pairs 

引物对
42 个品种的扩增结果

扩增带数 多态性带数

PstI GAC/ MseI CTA 145 145 

PstI GAC/ MseI CTT 159 153 

PstI GAG/ MseI CAG 153 138 

PstI GAG/ MseI CTC 154 151 

PstI GAG/ MseI CTT 146 143 

PstI GAT/ MseI CAG 141 136 

PstI GTG/ MseI CAG 166 157 

PstI GTG/ MseI CTG 157 154 

PstI GTT/ MseI CAG 163 156 

Mean 154 148 

图 l 墨兰 AFLP 指纹图谱

2. 3 

(引物组合: PstI GTG/ MseI CTG) 

Fig. 1 Amplified results by using primer pair of 

Pst 1 GTG/ MseI CTG 

墨兰种内品种间的遗传多样性丰富?品种间的

Dice 相似系数 O. 422 2 ~ O. 824 5 ，平均相似系数

。.6112 0 "达摩"系列品种间的相似系数较高，为

O. 616 4 ~ O. 824 5 ，平均相似系数 0.7256 ，说明具

较高的同源性。"冠艺达摩"和"缩艺达摩 3" 的

相似系数最高，达 0.824 5 ，亲缘关系最近;

狮子"与"喜菊押的相似系数次之，为 0.8206 ，

这两者均为台湾多瓣奇花品种 亲缘关系较近。

"软剑白墨"与 μ 缩艺达摩 2" 的相似系数最小?

说明品种间遗传距离较远。

2.4 

基于 AFLP 扩增结果用 NTSYS2.10 进行聚类

分析，得到墨兰品种亲缘关系树状图(图 1 ) ，显

示在四.63 处可将 42 个墨兰品种分为 3 大类。

8 个达摩系列品种的扩增结果

多态性率/% 扩增带数 多态性带数 多态性率/%

100 72 71 98.6 

96.2 103 77 74.8 

90.2 75 47 62.7 

98. 1 88 61 69.3 

97.9 73 56 76.7 

96.4 98 74 75.5 

94.6 109 76 69.7 

98.1 101 83 82.2 

95.7 127 103 81. 1 

96.3 94 72 76.6 

第 1 类:包括 29 个品种，在四.68 处可分为

5 个亚类。第 1 亚类包括"企剑白墨\ "企剑黑

墨"、"金嘴"和 ω珠海渔女'\均来自广东?前一

者为广东传统当家品种;第 2 亚类包括 μ 黑了

哥

娇

来自台湾;

种来自

3 亚类钮括 13 个品种?其中 12 个品

e 广东传统品种之一 μ银边"也

此类;第 4 亚类 5 个品种、第 5 亚类 2 个品种?均

是来自广东的品种。

第 2 类:只有制软剑臼墨" 1 个品种自成一

类罗来自广东。

第 3 类:包括 12 个品种?在四.67 处也可分

成 3 个亚类。第 1 亚类 9 均为矮种墨兰，除"龙

梅"外?均是来自台湾的 u达摩"系列品种。第 2

亚类"徽州墨"为福建品种?第 3 亚类是来自福

建和广东的品种。

从图 l 中可以看出?同一产地来源的品种基本

上可聚在一起，说明彼此间具一定的亲缘关系。

2.5 

不同的品种扩增出带数和带型不同?上述 9 对

号 i物对所有的品种均可明显区分。 42 个品种中，

39 个品种找到特有带或缺失带?这些特有带或缺

失带可作为该品种的特征带。不同品种拥有的特征

带数存在差异(表门，其中"软剑白墨忖具有最

多的特异带?而 2 个多瓣奇花品种"玉狮子

"大屯腆麟"及线艺品种"大石门"却无特异带。

矮种"达摩"系列品种在聚类分析时均能

类一起?但另一矮种"达摩 1" 却远离此类?尽管

其株型及叶形与"达摩 2" 相似?但 AFLP 说明该

品种并非 μ达摩"系列品种。
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3 讨论

3.1 AFLP 

中国墨兰的栽培历史可追究到南宋朝， 1233 

年赵时庚著的《金漳兰谱》描述的墨兰多为紫花，

称为紫兰。在清末欧金策所著的《岭海兰言》中

描述的墨兰品种达 19 个，分 ω 白墨兰种" 8 个品种

和"黑墨兰种" 11 个品种 [2] 。可见当时赏兰的重

点是香味，花色比较单调。到 20 世纪 60 年代以

后，在台湾墨兰中发现蝶瓣、梅瓣和多瓣奇花品

种，花形变异的瓣型花成为品赏的重点。虽然早在

19 世纪中期发现了"金嘴'\μ银边"等花叶品种

(在中国兰花欣赏中称为"叶艺"， "线艺" ) ，但

叶艺兰的赏玩热潮在 20 世纪 30 年代以后才出现。

1973 年 9 随着"达摩"的发现，这种叶片呈现多

种变化的矮种墨兰更将叶艺兰的玩赏推向了高潮。

此后墨兰品赏的重点由叶艺向花艺双全转变[2] 。

墨兰品种的选育方法主要依靠野生资源的驯化或芽

变。本试验在取材时已考虑到墨兰品种的发展历

程?兼顾了供试品种的代表性和多样性。 AFLP 分

析的结果也表明 9 几百年来通过野生墨兰驯化选育

出的中国墨兰品种的遗传多样性仍较为丰富?单引

物对扩增多态率较高?平均多态性率达 96.3% 。

Lee 等[ 8] 对春兰自交后代中叶片变异株经 RAPD

分析的结果相似， 46 株叶片变异株的多态性达

97.8% 。但通过芽变选育出的系列品种间的遗传多

样性则变窄，平均多态性率达 76.5% "达摩"品

种间的平均相似系数达 0.725 6 0 

有研究表明罗兰属种内不同品种间的相似系数

较高[7 -9] 。文李等[7] 对 5 个墨兰品种和 3 个建兰品

种进行了 RAPD 分析，认为墨兰品种间的相似系数

为 O. 852 ~O. 925 ，平均为 0.855 ，品种间的亲缘关

系十分相近 90 孙彩云等[8J 利用 RAPD 分析的结也

果显示种内不同品种间的遗传多样性不高，不同种

的品种间遗传多样性不同，春兰品种间的变异较

高。 Choi 等 [9J 发现 4 个来自中国、日本和韩国的

寒兰品种的相似系数为 O. 794 ~ O. 829 ，平均为

O. 806。本研究认为 9 墨兰种内品种间的遗传多样

性丰富?品种间的相似系数 O. 422 2 ~ O. 824 5 ，平

均相似系数 0.611 2。其原因可能是，前人研究分

析的品种数量较少?代表性不强0

3.2 AFLP 

AFLP 标记每一引物组合检出的多态性带数最

多，重复性好?作全基因组背景选择有明显的优

势?适用于研究不同种质间的遗传关系以及亲子间

的系谱分析 9 也适合于发现体细胞无性系变异及鉴

别芽变品种口。]。有研究表明， AFLP 分子标记分析

栽培变种或农家品种的亲缘关系时，基本上能按地

域分布聚类，即同一产地来源的品种基本上能聚类

一起[IIJ 。本研究结果也表明 9 同一产地来源的品

种基本上可聚在一起，来源于广东、福建和台湾的

品种可区别开来?说明同一产地的品种具一定的亲

缘关系;支持"徽州墨"来源于福建的观点。但

AFLP 分子标记不能将来自广东和台湾的品种完全

分隔成两类，两者存在交叉，可能由于海峡两岸之

间由于频繁的交往导致墨兰品种之间存在基因的漂

流。

种东广

台湾品种

广东品科I

台湾品种

!福建品种

Coefficient 

图 2 墨兰品种间相似系数 NTSYS2.10 聚类的树状图

Fig. 2 The UPGMA clustering dendrogram of of 42 

cultivars of Gymbidium sinense based on AFLP markers 

传统的中国墨兰分类分为素花、色花、梅瓣、

蝶瓣、多瓣奇花、线艺、矮种、水品等 8 大类[2] 。

黄家平和戴思兰[口]利用 37 个形态特征性状将 33

个春兰品种分为 5 个类型:兜瓣型、竹叶瓣型、多

花型、奇劳!摩型和素 iL"瓣型。本试验 AFLP 结果表

明?单纯地根据花色、花型的划分是不科学的 O

H企剑白墨"与创软剑白墨"间为广东产素花品

种， AFLP 聚类表明其亲缘关系较远?"软剑白

比"企剑白墨"更多特异带;矮种"龙梅"虽可

与矮种"达摩"系列品种聚类一起 9 但另一矮种

墨兰"达摩 1" 却远离此类?尽管本试验判别该品
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种并非"达摩"系列品种。

3.3 墨主2日十艺品种的分子分析

在中国兰花的鉴赏中 叶艺是重要的鉴赏类

别，其变化也很丰富。由叶尾向内表现变异的有

"爪艺'\ "覆轮艺

艺";从叶内表现变异的有"斑艺"、 "缩艺

ω斑缩艺忖气;以及由叶尾与叶内综合表现变异的

"锦艺'"，\、 μ宝艺

在每种形态下又根据黄色或白色条纹的多少、分

布，又有不同的称谓。在墨兰品种中，"达摩"的

叶艺变化最多，自 1973 年首次发现以来，已由绿

叶品、中斑艺、爪艺进化到宝艺、中透艺、鹤艺

等，其芽变的频率极高，出现了 20 ~ 30 种叶艺类

型[2斗，包括本试验中的"达摩"系列品种。叶

色变异在水稻中也有发生，叶绿素突变或缺失类型

的变异产生的原因有 2 个方面?一是细胞核染色体

的变异?二是细胞质叶绿体 DNA 的变异， Nagato 

等认为水稻叶色变异是由多基因控制的可遗传变

异[口]。墨兰的染色体数通常为 2n = 40 ，吕复兵

等问]在墨兰叶艺品种 ω金嘴墨兰"和 μ银边

兰"中均发现其染色体数目为 2n 41 ，说明

口十艺品种存在染色体数目的变异。李冬梅等[ 15J 认

为 8 个达摩芽变品种中存在 RAPD 多态性?本研究

通过 AFLP 分子标记分析也得到相似的结果。至于

其高频率产生芽变的原因 则需进一步深入研究。
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