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应用 ITS区序列对秋海棠属无翅组分类学问题的探讨 

向建英，管开云 ，杨俊波 
(中国科学院昆明植物研究所 ，云南 昆明 650204) 

摘要 ：以侧膜组 (Sect．Coeloecentrum)的 Begonia cirFos(~和单裂组 (Sect．Reichenheimia)的 

B．k 为外类群 ，对秋海棠属 (Begonia L．)无翅组 (Sect．Sphenanthera)9种 2变种及秋 

海棠组 (Sect．Begonia)4种进行了 ITS区 (包括 5．8S rDNA)序列的测定。发现该属的 ITS序 

列较一般类群要长一些 ，所测的序列长度变化范围为 648～743bp。这些序列经 CIustal X软件 

排序后序列总长为 756个位点 ，gap做缺失处理 时，变异位点和信息位点分别 占 26．41％和 

10．11％。运用 PAUP4．0b8软件分析 ，获得 6棵最大简约树，步长为 286，一致性指数 ( ) 

和维持性指数 (脚 )分别为 0．8287和 O．7841，利用 6棵最 简约树获取 严格一致 树，并作 

Bootstrap检测。结果表明 ：1．支持将原无翅组内子房 3室的种类移入秋海棠组 ，而将子房 4 

室的种保留，成立 四室组 (Sect．Sphenanthera)；2．将 B．tetragona作为 B．acewsel~的异名处 

理得到一定的支持 ；3．B．crassirostris的系统位置有待进一步的研究。 
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Studies on the Classification of Begonia Sect． Sphenanthera 

Based on Nuclear Ribosomal DNA ITS Sequence Data 

XIANG Jian·Ying，GUAN Kai·Yun ，YANG Jun—Bo 

(Kunrrdng lr~titute ofBotany，Chinese Academy ofSc／ences，Kunming 650204，China) 

Abstract：The sequences of nrDNA intemal transcribed spacers(ITS)(including 5．8S rDNA)of 9 spe— 

cies and 2 varieties in Sect． 8phenaathera，4 species in Sect． Begonia were examined and ana1),zed 

B．cirrosa(sect．Coeloceranun)，B．henry／(Sect．Rek：henhe／m／a)as outgroup．The length ofthese Se— 

quences is 648—743bp，and the aligned length of ITS re,on is 756 position，which provides 26．41％ 

variable sites and 10．1 1％ phylogenetieal informative sites when gaps are treated as missing
． Six most par． 

simonious s，with length of 286，consistency index(C／)of 0。8287 and retention index(R／)of 

O．7841 were obtained by PAUP 4．0b8 analysis．Th e topology of the strict consensus tree shows that：1
． 

transferring the species with 3-locular ovaries from Sect
． Sphenanthera to Sect． Begonia Was supported： 

and the remaining species with 4一locular ovaries should be kept in Se ct
． Sphenanthera；2． B．tetragona 

should be synonymized with B．acetosella；3．the phylogenetic position of B
． crassirostris has not been re一 
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solved in this study and needs to be further studied． 

Key words： Begonia L．；Sect． Sphenanthera；ITS region 

到 目前为止 ，秋海棠属 (Begonia L．)已知约有 1 4OO多种 ，分属于 63个组 (Dooren— 

bos等，1998)。根据 目前大 多数人 所采取 的秋海 棠属 内的分 组分 类 系统 (Engler等， 

1894)，无翅组 (Sect．Sphenanthera)与其它组最重要 的区别特征在于该组的各个种具有 

肉质的浆果状蒴果，果无翅或具角状突起。然而 ，该组内的一些种由于在形态上同时也具 

有其它一些组的重要区别性特征而在归属上显得模棱两可。有研究 (Doorenbos等，1998) 

指出，符合以上无翅组定义的一些种 由于同时具有等翅组 (Sect．Petermannia)或扁果组 

(Sect．Platycentrum)等其它组的某些重要特征而显得界限模糊。如该组 的模式种 B．r06一 

ttsta即与该组内其它的种存在着很大的差异：花梗直立较叶柄长，果具不等的 3翅 ，甚至 

最长的翅达 2 em等。事实上，该种除了子房 3室的特征外 ，似乎更应该置于等翅组 内。 

近期已有一些国内外研究者对该属内一些种的归属进行了研究订正 ，如 Tebbitt等 (2o00) 

主要依据花被片、花序及子房特征 ，将原归属于无翅组 的 B．僦 l'a，B．brachyptera， 

B．pseudolateralis转归于等翅组内。 

在最近出版的 《中国植物志》中，谷粹芝 (1999)以子房分室和胎座裂片为主要特 

征 ，对中国秋海棠属的分组分类进行了调整。文中将原无翅组中子房 3室的种移入秋海棠 

组 (Sect．Begonia)内，成立无翅亚组 (Subsect．Crassirostris)；将原该组 内子房 4室的种 

保留并改名为四室组 (Sect．Sphenanthera)；将子房 5～7室，胎座不分裂的种 B．ba／ansana 

独立出来 ，成立多室组 (Sect．Pleiothece)。这一新的分类方法在某种程度上解决了一些种 

同时具有两个组的重要区别性状的问题。同时，在应用中我们发现 ，调整后归属于秋海棠 

组无翅亚组的各个种都为雌雄同株，而四室组内所包含的种为雌雄异株的种，且它们各 自 

的花期都相对集中。然而由于原无翅组的模式种 (B．robusta)已不在调整后的四室组内， 

四室组的拉丁学名应该重新命名而不应继续使用Sect．Sphenanthera。对于这个问题将在以 

后另文讨论而在此暂时继续使用。 

近年来，分子生物学证据越来越多地被应用于系统学的研究 。其 中尤其是核糖体 

DNA IqS间隔区在解决属内分类系统学问题 中的应用最为广泛。由于 IqS序列在被子植物 

中长度变异较小，进化速率较快而适用于解决科 内尤其是近缘属间及种问关系的研究 

(Baldwin，1991，1992；Cox等，1997；Kim等 ，1999；Lee等 ，1999；Shi等 ，1999) 

本文通过 ITS序列的测定和分析拟对以下问题进行研究 ：(1)建立四室组 ，将原无翅 

组内子房3室的种类并入秋海棠组，成立无翅亚组的观点是否得到分子系统学的支持； 

(2)四室组内各个种间亲缘关系如何 ；(3)从分子生物学的角度讨论由形态学研究为基础 

提出的将四室组内的 B．tetragona作为B．acetosella的异名处理是否合理。 

l 材料和方法 

1．1 材料来源 

研究材料来源见表 1。凭证标本存于中国科学院昆明植物所标本馆 (KuN)。 

1．2 总 DNA的提取、ITS区的扩增 、纯化和 DNA测定 
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分别取各个种新鲜叶片 O．2 g左右 ，采用改 良的 CrAB法 (Doyle＆Doyle，1987)提取 总 DNA，并以 

1％的琼脂糖胶 ，1×TAE缓冲液 电泳检测。 

用 te等 (1990)描述 的引物进行 ITS区的扩增。聚合酶链 式反应 (PCR)在 PERKIN ELMER 96OO 

型 PCR仪上进行。采用 ITS5和 rIs4一 对引物扩增 DNA ITS区。PCR程序为 ：97~C预变性 4 min，此后 

94~E变性 1 min，50~C退火 1 min，72~C延伸 1 min，共 3O个循环后 ，72~C 10min，反应体系为 2O 。扩增 

反应结束后 以 1．2％的琼 脂糖 胶 ，1×TAE的 电泳缓 冲液 电泳 检测反应 产物 ，对 于未能 扩增 出产物的 

B． 洳 和B．handelii，调整 DNA模板浓度后加入 10％ 的 DMSO重新扩增 ，得到扩增产物。扩增产物 

均经 Watson公司柱式纯化试剂盒进行纯化 。 

测序反应依据双脱氧链 终止法 (Sanger等，1977)原理 ，在上述 PCR仪上进行 ，反应程序为 ：96~C 

变性 1O s，5O℃退火 5 s，60℃延伸 4min，进行 3O个循环，反应体系为 1O 。产物纯化后经 95℃变性 4 

min后于 ABI 310型 自动测序仪进行序列测定。为保证所测序列的准确性，分别对每一个种或变种的 ITS 

序列的正 、反链进行测序并校准 。 

1．3 数据分析及系统树的构建 

表 1 材料来源 

T址}le l The information of the materials and their GenBank accession numbers 

所得序列采用 SeqEdv1．O．03(PE Ap ed Biosystems)及 Clustal X(Thompson等，1987)进行序列校对和 

排序。序列排列好以后以侧膜组 (Sect．Coeloecentrum)的 B．c 0和单裂组 (sect．成 ̂ n̂ )的 

B．船 作为外类群 ，利用 PAUP4．068软件 (Swofford，2001)进行统计分析和分支分析 ，计算各类群间 

的核苷酸差异值及差异矫正值，最简约树采用启发式搜索 (heuristic search)取严格一致树。用 Bo0tstmp 

分析 (1000 replications)检验系统树 中各分支 的支持强度。 

2 结果 

本文测得 15种 2变种的 ITS区 (包括 5．8s rDNA)序列的长度范围为 648～743bp。其 
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中 ITS2的长度范围为 246～336bp，FIS1的长度范围为 230～242bp，所有种 的 FIS2长度均 

比 ITS1的长。而 5．8S rDNA则高度一致，均为 165bp，无碱基差异。Gap做为缺失处理时 ， 

测序得 I 区全序列排序后的长度为 756个位点 ，其中有 201个变异位点 ，77个为系统发 

育信息位点 ，分别占全序列的 26．41％和 10．11％。所研究的 15种 2变种秋海棠的 ITS1， 

5．8S和 1TS2的长度 、G+C含量见表 2。 

排列后的序列经 PAUP4．0b8软件分析得到各类群间的绝对遗传距离和相对遗同等传 

距离见表 3。各个种间的相对遗传距离为 0．140～12．141％。以侧膜组 (Sect．Coeloecen— 

trum)的 B．cirros0和单裂组 (Sect．Reichertheimia)的 B．船 作为外类群 ，用最大简约 

法运算得到 6棵最简约树，采用启发式搜索 (Heuristic search)获取严格一致树。所得树长 

度为 286步，一致性指数 ( )和维持性指数 (R／)分别为 0．8287和 0．784l。用 Bootsrap 

分析各分支的支持强度，结果见图 l。 

表 2 各类群 ITS1和 ITS2的长度 

Table 2 Lengths(bp)and G+C contents of ITS2，5．8S and ITS1 of the taxa studied in present paper 

3 讨论 

通过 ITS序列分析 ，结合形态学研究，可以得到以下的结论。 

3．1 实验结果表明，所研究的 15个类群分为两大支 ，原置于无翅组内子房 3室的 B． 一 

ratocarpa，B．1ongiearpa和秋海棠组 的 B．wenshanensis，B．alveolata，B．rub0ides，B．ts0i同 

属一分支，该分支的靴带支持强度为 86％。这一结果支持将原无翅组内子房 3室的种移 

人秋海棠组 的分组分类系统 ；而 B．acetosella，B．acetosella var． 玩 ，B．1ane0ngensis， 

B．tetragorta， B．harutelii， B．harutelii var． rubropilosa， B
． prostrata， B．silletensis及 B．CF— 

assirostris同处一支 ，其靴带支持强度为 83％。这一大的分支内包括了四室组的所有种和变 

种，它又可分为两个亚分支：第一亚分支由根茎类的 B．handelii，B．harutelii ar．rubropilos0． 
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B．acetosella 

B．ace．var．hirttfolia 
B．tetragona 

B．1ancangensis 

B．crassirostris 

B．handelii 

B．han var．rubropilosa 

B．prostrata 

B．sille nsis 

B，alveolata 

B．''，PnshnnPns括 

B．1ongicarpa 

B．ruboides 

B，ceratocarpa 

8．tsni 

B．henry{ 

B．cirrosa 

图 l 基于 FI'S区序列分析得到的严格一致树 

(各分支上的数字为 1000次重复抽样检测的 Bootstrap值；◆：子房 4室 ；▲ ：子房 3 ) 

Fig． 1 The shict eon~nsHs of six most parsimonious trees generated from ITS seqllellce． 

(Number",d~ove the branches are bootstrap data values(1O00replicates)．_I11e tree has 286 steps，with CI= 0．8287 and RI=O．7841 

◆ ：4一hxrular；▲ ：3--locular．) 

B．prostrat0，B．silletensis共同组成 ，其支持强度为 89％；另一亚分支则包括 了具直立茎的 

B．acetosella，B．acetosella var．hirtifolia，B．1ancangensis，B．tetragona以及 B．crassirostris， 

支持强度为 97％ (图 1)。这一结果支持四室组内的各个种问有较近亲缘关系的观点，可 

以认为该组在分类上是一个 比较 自然的分类群；而且其中根茎类的种和变种间、具直立茎 

的种和变种间的亲缘关系分别较近。 

3．2 由原始文献 (Irmscher，1939)，B．tetragona与 B．acetosella的主要区别特征有二：前 

者叶具重锯齿 ，果具明显四角突起而后者叶仅具浅而疏离的齿 ，果近圆形无翅。标本查阅 

发现 ，有的标本同时具有这两个种主要的区别特征而使这两个种间的界限模糊 ，如冯国楣 

22828、武全安 9257、绿春队 1590，它们的果都具有明显的四角突起 ，而叶缘具浅而疏离 

的齿。由 B．acetosella var．hirtifolia的模式产地 (思茅)引种的个体 ，果实都具有明显的四 

角突起 ；临沧一居群叶具浅而疏离的齿但果具有明显的四角 突起 而介于 B．acetosella和 

B．tetragona之间；版纳和思茅的居群则有与 B．tetragona的原始描述 (叶具重锯齿 ，果具 

四角突起)相吻合的特征。对照观察该组内的 B．prostrata、B．silletensis，它们各 自都有果 

实具四角突起的居群以及果实圆形无四角突起的居群，且不同居群间果实的角状突起程度 

往往存在着明显的不同。从而认为，果实是否具四角突起这一特征在该组内并不足以成为 

定种的主要区别特征。由以上的研究，认为 B．acetosella和B．tetragona应该为同一个种。 

依据命名法的优先律 ，该种的名称应该为 B．acetosella，而后者应该为该种的异名。 

ITS序 列 测 定 表 明 由 B．acetosella， B．acetosella vat．hirtifolia，B．tetragona．B．f— 

ancangensis组成的小分支支持率 为 100％，其 中 B．acetosella，B．acetosella vaF．hirtifolia． 

B．tetragona问的绝对遗传距离仅有 1～6个碱基的差别 ，B．acetosella和 B．tetragona的相对 

◆ ◆ ◆ ◆ ▲ ◆ ◆ ◆ ◆ ▲▲ ▲ ▲ ▲ ▲ 
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遗传距离也仅为 0．843％。陈月琴和屈 良鹊 (1999)使用 rrS作为属种划分的分子标准 ， 

认为在被子植物中物种的 ITS变异度为 1．2％ ～10．2％，属的 ITS变异度为 9．6％ ～28．8％。 

结合形态学特征 ，ITS序列测定的结果支持我们在上文提 出的将 B．tetragona作为 B．o- 

cetose 的异名处理的观点。 

3．3 表 3：3，B．handelii，B．handelii var．rubropilosa，B．prostrata的 ITS序列问绝对遗传 

距离仅相差 4或 5个碱基 ，相对遗传距离也仅为 0．556％ ～0．696％。由它们组成的小分支 

支持率达 100％，从而从遗传组成上证实了 B．handelii和 B．prostrata问亲缘关系极为相近。 

但二者在形态学上有一定差别，而且它们在地理分布上也有不同，应该为起源于一较近的 

共同祖先 ，由生境 (分布)不同发生分化从而分离开来的两个分类群。 

3．4 分支图中以子房分室为标准将这两大分支分开来 的例外的情况是 B．crassirostris的位 

置 ，这对谷粹芝 (1999)提出的分类调整的合理性提出了质疑——该系统 中 B，crassirostris 

从属于秋海棠组而在分支图中，该种则显然位于四室组的亚分支内。结合 B．crassirostrls 

其它的生物学特征进行分析，该种雌花被片稳定为 6，子房 3室而显然不同于四室组的各 

个种 ；从分布上来看，该种的分布特殊，除云南外遍及我国的福建、广东、海南 、广西 、 

湖南 、贵州 ，并与分布于台湾的 B．hayatae极为相似。由以上的分析，虽然在分支图中该 

种进入了四室组的分支内，但该种在很多重要的生物学特征上明显有别于四室组的种类。 

因而其系统位置只有进一步结合其它方面的证据，进行深入研究才能确定它合理的分类学 

位置 。 

致谢 实验中得到了王仲朗老师、陈永燕老师 、田代科老师以及分子植物地理实验室 的郭振华 、田欣等 

同学的热心帮助。 
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