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摘 要：新疆野苹果是苹果属重要的种质资源，属国家二级保护植物，同时也是栽培苹果的祖先之一。通过比较

新疆野苹果不同种群的叶绿体基因组结构特征差异，来阐明新疆野苹果谱系分化格局与物种演化历史。利用 Illu⁃
mina NovaSeq平台对来自16个不同地区的种群进行了全基因组测序，每个种群选取了一个代表性个体。测序数据

经过质量控制后，进行了基因组组装和功能注释。随后，对组装得到的基因组进行了深入的结构分析和谱系分化

研究。结果显示：新疆野苹果叶绿体基因组序列全长160195~160279 bp，具有典型的四分结构。叶绿体基因组共

注释到131个基因；检测出长重复序列48~58个，简单重复序列93~101个。新疆野苹果与苹果属其他物种的叶绿体

基因组在 IR（反向重复）区域的变异程度较低，而检测到的变异主要发生在非编码区域。系统发育方面，新疆野苹

果最终分成了三个谱系，谱系Ⅰ主要分布在东部，谱系Ⅱ与谱系Ⅲ主要分布在西部。谱系Ⅰ与谱系Ⅱ的分化时间

为1.74 Ma，谱系Ⅰ、谱系Ⅱ与谱系Ⅲ的分化时间为2.28 Ma。新疆野苹果遗传分化受到了第四纪气候变化的影响。

相较于国外分布的新疆野苹果，中国分布的新疆野苹果遗传多样性较低，对于分布在中国的新疆野苹果需分别采

取不同的方式保护，并着重关注遗传多样性较高的塔城区域。
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新疆野苹果[Malus sieversii (Ledeb.) M. Roem.]别
名塞威氏苹果，是蔷薇科（Rosaceae）苹果属（Malus

Mill.）植物。Velasco等［1］通过对新疆野苹果的基因组

数据进行分析，发现其为栽培苹果（M. domestica）的祖

先之一。目前，新疆野苹果仅在亚洲中部干旱区中

的河谷与前山带地区片段化分布，相较于其他中亚

干旱区植物，其分布区具有温暖、湿润的特征。作

为第三纪孑遗物种［2］，新疆野苹果具有多种优良性

状，常作为西北地区优秀的砧木资源，是苹果育种

的重要种质资源，因此，新疆野苹果被认为是苹果

基因库的重要组成部分［3］。但由于环境因素和人为

因素的影响，新疆野苹果的种群面积正在不断地减

小［4］。作为国家二级保护植物，研究新疆野苹果不

仅可以了解其种质资源多样性，在此基础上解析干

旱区山地孑遗落叶阔叶林植物进化历史，还可以依

此划定科学遗传保护单元，提出新疆野苹果资源保

护的相关建议。目前，已有研究基于核DNA小片

段、SSR（简单重复序列）位点以及简化基因组 SNP
（单核苷酸多态性）位点对新疆野苹果种群的遗传

多样性与谱系分化进行了较为系统的研究［5-7］，然

而，相较于核DNA和简化基因组，母系遗传的叶绿

体基因组对高等植物谱系进化历史的探讨更具优

势，但利用叶绿体基因组变异对新疆野苹果不同种

群进行谱系进化分析的研究鲜见报道。因此，目前

亟须基于叶绿体基因组变异从母系遗传的角度深

入解析新疆野苹果的谱系进化历史。

叶绿体是一种具有自主遗传系统的细胞器，是

植物细胞中进行光合作用的重要场所，在高等植物
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的能量转化中发挥着重要作用；同时，它含有一套

完整的遗传信息，能够自我表达和复制，是半自主

型细胞器，属于单亲遗传，其中被子植物的叶绿体

一般为母系遗传。与核基因组相比，植物叶绿体基

因组在结构方面具有相对保守性。高等植物叶绿

体基因组由于具有结构简单保守，包含大量遗传信

息，碱基替换水平处于中间水平，分子进化速度在

编码区和非编码区的差别很大，且为单亲遗传等特

征，被广泛应用于系统发育推断和群体遗传学等研

究中［8］。此外，叶绿体基因组中存在有大量的简单

重复序列（Simple Sequence Repeats, SSR），其常用于

遗传多样性研究，基因定位和图谱构建，品种鉴定

和种质资源保存等各个方面。同时在叶绿体基因

组中存在着一些单核苷酸多态性（Single Nucleotide
Polymorphism, SNP）的热点区域，可产生足够的信息

用于物种分类和鉴定［9］，这大大增加了基于叶绿体

基因组序列探讨新疆野苹果谱系进化历史研究的

必要性。

目前，大量植物的叶绿体基因组由于测序技术

的发展被测序、研究和报道，其中新疆野苹果的叶

绿体基因组在2019年就已被报道［10］，报道中的新疆

野苹果叶绿体基因组仅仅进行了叶绿体基因组本

身特征的描述，未与其他种的叶绿体基因组进行对

比，且报道的叶绿体基因组仅覆盖了一个种群。综

上所述，本研究通过对不同种群新疆野苹果的叶绿

体基因组进行高通量测序及后续组装，深入分析了

新疆野苹果叶绿体基因组的多个方面，包括基因结

构、功能特征、重复序列、简单序列重复（SSR）位点、

系统发生关系以及种群分化时间的估算。这些分

析有助于揭示新疆野苹果的遗传多样性水平，阐明

其谱系分化和演化历史。基于这些发现，本研究最

终提出了针对新疆野苹果资源保护的策略和建议，

旨在为该物种的长期保护和可持续利用提供科学

依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料、测序及叶绿体基因组组装

广泛采集了新疆野苹果的样本，覆盖了中国新

疆 6个种群，并扩展至邻近国家，包括吉尔吉斯斯

坦、哈萨克斯坦和塔吉克斯坦，共计 10个种群。从

每个种群中精心选取了 1个个体，并采集了其硅胶

干燥的叶片样品，以便进行后续的高通量测序和基

因组分析。其样品收集涵盖了新疆野苹果主要的

分布区（表 1）。采集样品送至上海派森诺生物科

技股份有限公司，由公司进行原始数据测序，测序

平台为 Illumina NovaSeq 平台。对下机数据使用

FastQC（V 0.11.90）［11］进行质量控制后。通过 Fast-
Plast（V 1.2.9）对所获得的数据进行叶绿体基因组

组装［12］。组装后使用 PGA（V 1.3）软件进行叶绿体

基因组的注释［13］。再对组装后的数据利用 Ge⁃
neiousPrime 2021版［14］软件进行人工矫正。组装完

成的叶绿体基因组上传至 NCBI数据库（获取号：

PP24956-PP24971）。

1.2 叶绿体基因组结构分析与功能分析

在使用 PGA软件对叶绿体进行注释后，再用

Geneious Prime 2021版对新疆野苹果的叶绿体基因

组进行基因组成和基因功能分析。使用OGDRAW
在线软件进行新疆野苹果的叶绿体基因组物理图

谱的绘制（https://chlorobox.mpimp-golm.mpg.de/OG⁃
Draw.html）。
1.3 重复序列和SSR位点分析

利用在线软件 REPuter［15］（https://bibiserv.ce⁃
bitec. uni-bielefeld）对新疆野苹果的叶绿体基因组

进行重复序列分析，其中包括同向、反向、互补、与

回文重复。软件参数为重复序列数目上限1000，最
小重复长度30，汉明距离3，编辑距离为默认值。使

用MISA［16］检测其中存在的简单重复序列，其中单核

苷酸的重复次数设置为 10次，二核苷酸设置为 5

表1 新疆野苹果样品采集信息

Tab. 1 Sample collection information of Malus sieversii

种群编号

EM
GL
HC
JEJ2
JEJ3
JEJ5
JEJ6
NHZ
QMKT
TJK1
TJK2
TL
XY
YLALT
YN
ZGR

国家来源

中国

中国

中国

吉尔吉斯斯坦

吉尔吉斯斯坦

吉尔吉斯斯坦

吉尔吉斯斯坦

哈萨克斯坦

哈萨克斯坦

塔吉克斯坦

塔吉克斯坦

中国

中国

哈萨克斯坦

中国

哈萨克斯坦

经度

84.00°E
82.86°E
80.78°E
71.95°E
72.96°E
72.75°E
73.34°E
70.26°E
69.95°E
68.82°E
69.68°E
83.54°E
83.61°E
77.67°E
81.62°E
80.96°E

纬度

46.36°N
43.26°N
44.43°N
41.84°N
41.36°N
40.45°N
41.21°N
42.67°N
41.94°N
38.81°N
38.72°N
46.13°N
43.38°N
43.37°N
44.12°N
45.64°N
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次，三核苷酸设置为 4次。其他类型的核苷酸均设

置为3次。其他参数均为默认值。

1.4 叶绿体基因组比较分析

使用CPJSdraw（V 0.0.1）［17］软件比较新疆野苹果

8个近缘物种的 IR边界信息。通过在线软件mVIS⁃
TA［18］（https://genome.lbl.gov/vista/index.shtml）中的模

型来比较新疆野苹果与上述近缘种之间叶绿体基

因组序列的差异。

1.5 系统发育分析

为了阐明新疆野苹果同苹果属其他物种的系

统发育关系，从 GenBank 数据库（https://www.ncbi.
nlm.nih.gov/nuccore）中下载了苹果属的 9种植物共

11个叶绿体基因组，并将梨属的Pyrus ussuriensis与

李属的 Prunus salicina作为外类群，使用MAFFT(v
7.520)［19］先进行比对，将得到的 fasta文件使用Ge⁃
neious Prime 2021版转化为 nex文件格式。然后使

用BEAST (v1.10)［20］软件估算分化时间，并设置化石校

正点：1号化石点为10 Ma，2号化石点为20 Ma，3号化

石点为55 Ma［21-23］，MCMC设置链长为1000000000，其
余参数均为默认值。另外，通过IQ-TREE (V2.2.2.6)［24］

构建了ML系统发育树，其中 IQ-TREE选择的最佳

模型为TVM+F+R2。

2 结果与分析

2.1 叶绿体基因组结构、功能及特征

对采集的16个样本进行基因组结构、功能及特

征分析，发现新疆野苹果叶绿体基因组全长为

160195~160279 bp，平均长度为160253.56 bp。编码

基因数目为131个，其中 rRNA编码基因为8个，tRNA
编码基因为37个，蛋白质编码基因为86个。新疆野

苹果的叶绿体基因组具有经典的环状结构（图1），其

图1 新疆野苹果叶绿体基因组

Fig. 1 Chloroplast genome of Malus sieversii
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中大单拷贝区（Large Single Copy region，LSC）的长

度平均值为 88352.25 bp，小单拷贝区（Small Single
Copy region，SSC）的长度平均值为26360.125 bp。新

疆野苹果的GC含量为35.7%。此外，新疆野苹果的

叶绿体基因组中检测出具有内含子的基因为24个，

其中20个基因仅具有一个内含子占绝大部分，其余

的基因则具有2个内含子（表2）。

2.2 重复序列和SSR位点分析

在新疆野苹果叶绿体基因组中检测到 48~58
个30~50 bp的重复序列，其中反向重复出现次数为

2~6次，回文重复出现次数为17~18次，同向重复出

现次数最多，为 28~34次，互补重复则出现次数最

少，仅有 1~3次。这些重复主要出现的区域是 LSC
区，最少出现的区域是在 SSC区。这些重复序列大

多在 tRNA 编码基因中被检测出，少部分在 ycf1、
ycf2、ycf3基因上被检测出来且主要位于内含子区

域。在新疆野苹果 SSR位点的检测中，大部分的样

品被检测出具有 93~101个 SSR位点。并且在这些

位点中单核苷酸重复出现的次数最多，五核苷酸重

复出现的次数最少，未检测出六核苷酸重复（图2）。

2.3 叶绿体基因组的比较分析

通过CPJSdraw比较分析了苹果属 9个物种的

LSC、SSC和 IR区的边界位置，结果表明这 9个物种

的 IR区域长度较为保守（26353~26373 bp）。如图3
所示，9个物种的LSC与 IRb的边界在 rps19基因的内

部，扩张程度差异在4个碱基以内。SSC区与 IRb和
IRa区的边界分别在 ndhF基因与 ycf1基因之间，向

IRb区和 IRa区扩张的距离分别是12 bp与1074 bp，
未发生变化。

如图4所示，灰色箭头表示基因方向，纵坐标表

示 50%~100%的一致度。将栽培苹果作为参照序

列，可以看出新疆野苹果的叶绿体基因组同苹果属

其他几种植物的叶绿体基因组有一定的区别。并

且新疆野苹果与栽培苹果的区别明显少于其他品

种，区别主要集中在非编码区，编码区则很少发生

差异。此外 IR区域较为保守，区别极小。

2.4 系统发育分析

如图 5所示，分支上的数字为计算出的分化时

间，系统发育树中大部分节点的支持率都为100%，

可信度较高。通过最大似然（ML）树所得结果类似不

再展示。从图中可以看出，新疆野苹果与栽培苹果

和森林苹果等真苹果组物种的关系最近，与山荆子

组关系稍近，与花楸苹果组的关系较远，离木衣海棠

组的关系最远。新疆野苹果 16个种群，可以分为 3
个谱系。其中谱系Ⅰ为吉尔吉斯斯坦：JEJ6，伊宁

县：YN，新源县：XY，霍城县：HC，塔吉克斯坦：TJK2，
巩留县：GL，额敏县：EM；谱系Ⅱ为吉尔吉斯斯坦：

表2 新疆野苹果叶绿体基因组中含内含子的基因

Tab. 2 Genes with introns in the chloroplast genome of

Malus sieversii

基因名称

ndhA

ndhB

petB

petD

atpF

rpl16
rpl2
rps12
rps16
rpoC1
trnA-UGC

trnG-GCC

trnG-UCC

trnK-UUU

trnL-UAA

trnT-UGU

trnV-UAC

trnS-GCU

clpP

ycf3

基因数

量/个
1
2
1
1
1
1
2
2
1
1
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1

内含子

数量/个
1
1
1
1
1
1
1
2
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
2

基因组

NADH脱氢酶的亚基

NADH脱氢酶的亚基

细胞色素b/f复合体的亚基

细胞色素b/f复合体的亚基

ATP合酶的亚基

大核糖体亚基的蛋白质

大核糖体亚基的蛋白质

小核糖体亚基的蛋白质

小核糖体亚基的蛋白质

RNA聚合酶的亚基

转运RNA
转运RNA
转运RNA
转运RNA
转运RNA
转运RNA
转运RNA
转运RNA
蛋白酶

保守的假设性叶绿体开放阅读框

注：横坐标括号内为基因的重复类型，数字为重复的次数。

图2 主要SSR位点分布

Fig. 2 Distribution of major SSR loci
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图3 苹果属9种植物叶绿体基因组边界分析

Fig. 3 Boundary analysis of chloroplast genomes of nine Malus species

注：1~8分别代表M. sieversii、M. baccata、M. doumeri、M. halliana、M. hupenhensis、M. yunannensis、M. sylvestris 和M. toringoides。

图4 苹果属植物叶绿体基因组序列比对

Fig. 4 A comparison of the chloroplast genome sequences of plants in the genus Malus
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JEJ3，哈萨克斯坦：QMKT，NHZ，YLALT1，托里县：

TL；谱系Ⅲ为吉尔吉斯斯坦：JEJ2，JEJ5，塔吉克斯

坦：TJK1（图 6）。哈萨克斯坦的 ZGR则较为特殊。

分化时间表明，新疆野苹果与近缘物种的分化时间

发生在6.57 Ma，谱系Ⅰ与谱系Ⅱ之间的分化时间发

生在1.74 Ma，谱系Ⅰ和谱系Ⅱ与谱系Ⅲ的分化时间

发生在2.28 Ma。
3 讨论与结论

本研究得出，新疆野苹果叶绿体基因组序列全

长为 160195~160279 bp，总GC含量为 36.7%，与已

发表的苹果属其他物种叶绿体基因组相似［10］。经

由后续的注释及分析发现，新疆野苹果的叶绿体基

因组中具有 131个基因。大部分为蛋白编码基因，

共计86个，这与已发表的苹果属其他物种叶绿体基

因数量有所差异［25］，这种差异主要是由于不同研究

中使用的基因组注释库不同所致。其 rRNA编码基

因为8个，这与大部分植物的叶绿体上的 rRNA基因

数目相同。tRNA的数目为 37个，这也说明了新疆

野苹果叶绿体基因组相对较为保守。由于苹果属

的叶绿体基因组具有典型的四分体结构，因此，从

IR区域边界比较便可以直观发现，IR区域变化差距

注：新疆野苹果种群编号同表1。
图5 基于叶绿体基因组序列使用BEAST软件估算的新疆野苹果谱系分化时间

Fig. 5 Lineage divergence time of Malus sieversii estimated based on chloroplast genome sequences using BEAST software

图6 居群地理分布

Fig. 6 Geographic distribution of populations
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不大，并不存在 IR区域丢失的状况（图 3）。通过

mVISTA和苹果属其他植物比对可以发现，苹果属

的叶绿体基因组序列变异主要发生在非编码区，编

码区的变异极少，这可能是由于编码区的基因相对

保守；而 IR区的编码基因几乎不存在变异，说明此

区域更加保守，对叶绿体功能的正常发挥至关重

要。重复序列对于分析叶绿体的基因重排、碱基替

换、系统发育和基因组进化都有重要作用［8］，经研究

发现，新疆野苹果的叶绿体基因组中包含了四种类

型的重复序列类型，大部分为正向重复，少部分为

互补序列，且大部分重复序列出现在LSC区；SSR位

点出现最多的重复类型是单核苷酸重复，最少出现

的重复类型是五核苷酸重复，A/T类型重复出现频

率远远大于C/G类型重复，这可能是由于A/T类型

更容易被解链，继而有利于基因的表达［26］。

使用叶绿体基因组进行系统发育树构建在植

物分类和进化研究中具有较高的可靠性。叶绿体

基因组因其保守性和单亲遗传特性，能够提供清晰

的系统发育信号。此外，叶绿体基因组包含丰富的

基因和非编码区信息，有助于揭示植物间的进化关

系。通过BEAST分化时间分析与ML建树的结果可

以得知，新疆野苹果与苹果属其他物种的系统发育

关系同中国植物志中的分组一致，在系统发育关系

分析的结果中可以明显看出，16个不同谱系的新疆

野苹果可大致分为 3个主要谱系，其中哈萨克斯坦

的ZGR由于较为特殊，并未与其他谱系的新疆野苹

果聚为一支，反而单独分离出来与山荆子聚为一

支。Nikiforova等［22］的研究发现，新疆野苹果的叶绿

体基因组与山荆子的叶绿体基因组聚为一类，同时

新疆野苹果的叶绿体基因组也与垂丝海棠（Malus

halliana）、花红（Malus asiatica）和海棠（Malus ad⁃

stringens）的叶绿体基因组聚集在一起。类似的现象

也在 Liu等［27］的研究中被观察到，即新疆野苹果的

叶绿体基因组与东方苹果（Malus orientalis）的叶绿

体基因组聚集在一起。这些发现可能表明，苹果属

植物的叶绿体基因组并非单系群，在利用叶绿体基

因组构建系统发育树时可能会出现这种情况。在

本研究中，样本ZGR也呈现了这一特性，因此，在分

析时未对其进行深入探讨。此外，研究发现新疆野

苹果与近缘物种的分化时间发生在6.57 Ma，谱系Ⅰ
与谱系Ⅱ之间的分化时间发生在1.74 Ma，谱系Ⅰ和

谱系Ⅱ与谱系Ⅲ的分化时间发生在 2.28 Ma。从 3
个谱系之间的地理关系来看，谱系Ⅰ主要聚集在东

部，谱系Ⅱ与谱系Ⅲ主要聚集在西部；谱系Ⅲ相较

于谱系Ⅰ与谱系Ⅱ更早地分化出来，这可能说明谱

系Ⅲ具有更低的遗传多样性，且未发生进一步的分

化。由于第三纪晚期以来的气候干旱化和第四纪

气候震荡，野果林植被呈岛屿状分布在气候相对适

宜的避难所［28-29］，作为第三纪孑遗物种，新疆野苹果

受到干旱化的影响，导致不同的谱系间产生了遗传

分化［6］。通过对新疆野苹果的叶绿体基因组进行研

究，可以看出，新疆野苹果内部已经发生了一定程

度的分化。故主要在沿天山山脉附近分布的新疆

野苹果因干旱化等原因产生了一定的分化，且由于

地理隔离使不同谱系间的基因流减少，于是形成了

现有的分布格局［6］。本研究与先前基于基因组SNP
数据划分的新疆野苹果地理谱系结果有所差异［30］，

这可能是由于叶绿体基因组基于母系遗传方式导

致其与核基因组上的遗传结构出现了差异，特别是

明显看到在叶绿体系统发育树上欧洲森林苹果的

关系与栽培苹果更近，而在先前全基因组测序的分

析中新疆野苹果与栽培苹果的关系更近［1］。

本文分析了不同谱系的新疆野苹果叶绿体基

因组结构，并比较分析了新疆野苹果与苹果属其他

植物叶绿体基因组之间的关系，同时对新疆野苹果

进行了系统发育关系的分析与分化时间的估算。

最终，得到了大量的重复序列及SSR位点，这些位点

可用于新疆野苹果遗传多样性研究与核心种质资

源筛选；此外，亦从叶绿体基因组的角度确定了新

疆野苹果在苹果属中的系统发育地位，并发现了不

同地理谱系间的新疆野苹果叶绿体基因组存在一

定的差异；叶绿体系统发育树表明，谱系Ⅰ与谱系

Ⅱ之间的分化时间为 1.74 Ma，谱系Ⅰ、谱系Ⅱ与谱

系Ⅲ间的分化为 2.28 Ma（图 5）；谱系分化时间表

明，新疆野苹果遗传分化受到了第四纪气候变化的

剧烈影响。然而由于自然因素与人为因素的双重

影响［31-32］，近 50 a来新疆野苹果原本便岌岌可危的

种群面积愈发大幅下降［33］。为保护新疆野苹果核

心种质资源，应该深入了解新疆野苹果的遗传多样

性与谱系分化格局，对其未来的保护工作提供理论

依据。目前，通过叶绿体基因组的研究可以看出，

新疆地区的新疆野苹果谱系多样性明显低于国外
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分布区，其中伊犁地区仅存在一个谱系，且遗传多

样性较低；而塔城地区则存在2个谱系，且具有较高

的遗传多样性。根据前期的研究结果［6］，得知伊犁

和塔城在遗传学上属于不同的单元，这意味着这两

个地区在基因层面存在显著的差异。这种差异可

能源于它们各自独特的自然条件、地理环境或历史

演变。在自然环境，伊犁地区的降水量要显著大于

塔城地区［34］，这可能是导致差距的原因之一。在进

行实地考察后，笔者进一步确认了这一点，并且发

现塔城地区的新疆野苹果种群在数量上要少于伊

犁地区。尽管种群规模较小，但塔城地区的新疆野

苹果却展现出了较高的遗传多样性，这表明该地区

的种群在遗传层面上具有丰富的变异和适应性。

因此，为了有效地保护和维持这 2个地区的新疆野

苹果种群，建议采取差异化的保护措施。对于伊犁

地区，可能需要关注种群的规模和分布，以及可能

影响其生存的环境因素。而对于塔城地区，除了常

规的保护措施外，还应该特别关注其遗传多样性的

保护，因为遗传多样性是生物种群适应环境变化和

生存下去的关键。对塔城地区的新疆野苹果进行

详细的遗传资源调查，收集种子和植株样本，建立

种质资源库，以备未来的研究和繁殖使用。还应当

采取适当的措施，如优化就地保护体系等，避免其

种群进一步缩小。
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Characteristics and evolutionary history of the chloroplast

genome in Malus sieversii

ZHANG Jian1,2, ZHANG Hongxiang1,3,4

(1. State Key Laboratory of Desert and Oasis Ecology, Key Laboratory of Ecological Safety and Sustainable
Development in Arid Lands, Xinjiang Institute of Ecology and Geography, Chinese Academy of Sciences, Urumqi
830011, Xinjiang, China; 2. University of Chinese Academy of Science, Beijing 100093, China; 3. Xinjiang Key
Lab of Conservation and Utilization of Gene Resources, Urumqi 830011, Xinjiang, China; 4. Specimen Museum of

Xinjiang Institute of Ecology and Geography, Chinese Academy of Sciences, Urumqi 830011, Xinjiang, China)

Abstract: Malus sieversii, a state-protected species and the progenitor of cultivated apples, is an important germ-

plasm resource within the genus Malus. In this study, we aimed to compare the structural characteristics of chloro-

plast genomes across various populations of M. sieversii, clarify the lineage divergence pattern, and trace the evo-

lutionary history of this species. We used the Illumina NovaSeq platform to conduct whole-genome sequencing of

individuals from 16 different populations, with one sample representing each population. After conducting quality

control on the sequencing data, we conducted genome assembly and functional annotation. Subsequently, we con-

ducted a comprehensive structural analysis and lineage differentiation studies on the assembled genomes. The

chloroplast genome length in M. sieversii ranged from 160195 to 160279 base pairs (bp), exhibiting a typical tet-

rad structure. In total, 131 genes were identified within the chloroplast genome, along with 48-58 long repeats

and 93-101 simple sequence repeats. Notably, variations in the IR region between M. sieversii and other species

in the genus were minimal, predominantly occurring in noncoding regions. Phylogenetic analysis revealed that M.

sieversii clusters into three distinct lineages: lineage I, primarily occupying the eastern part of the distribution

range, and lineages II and III, predominantly found in the west. The divergence time between lineages I and II
was approximately 1.74 million years ago (Ma), while the divergence between lineages I, II, and III was around

2.28 Ma. These findings indicate that the lineage divergences of M. sieversii were significantly influenced by cli-

mate changes during the Quaternary period. Compared to internationally distributed populations, M. sieversii in

China shows relatively low genetic diversity. Therefore, tailored conservation strategies should be implemented

for M. sieversii across different regions, with particular emphasis on protecting genetically diverse populations in

the Tacheng area.

Keywords: Malus sieversii；chloroplast genome；phylogeny；divergence time；conservation genetics
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