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摘要<采用 H%IJ技术分析测定了 #个马尾松海拔梯度种群的分子遗传特征G马尾松种群中遗传多样性较高3%4)/%
软件分析 (KL1MNO5P系数 --J总和达 >":EQ"":D*"R*!R*#三个种群的遗传多样性分别为 ?QE>#!R?QE$""R?Q$##!D种群

间的分化程度较低3大部分变异存在于种群内8约S=?T;3种群间仅占一小部分8约U!T;D相关性分析表明种群的遗传

多样性与土壤的总氮量呈显著负相关性8VW$Q$9;3而与其它生态因子相关关系不显著D虽然种群间遗传距离值均很低

8*"F*!R*!F*#R*"F*#分别为X$Q$$$!R$Q$$$"R$Q$$9";3但其值与海拔差距呈显著正相关性G
关键词<H%IJ技术D马尾松D遗传多样性D生态因子
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在我国3马尾松8V}~y#+!##x~}!~!;被用作绿化造林和荒山废地恢复植被的主要先锋树种3同时又是许

多林产工业的重要原材料G因此3无论是在发挥生态效应还是在创造经济价值方面3马尾松都占据着举足

轻重的地位G长期以来3人们对马尾松的研究集中于其复杂的种群动态和丰富的遗传变异两个方面3到目

前为止3这两方面的工作都取得了一定的成果>"F"#?G然而3生物的各项生态学特征都是生物本身的遗传物

质@@J.%在特定的生态环境中与其它各种生物的R非生物的环境因子相互作用的结果3是生物基因组

与复杂的生态环境相互作用的综合表现G因此3面对极其复杂的生态学问题3
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态学现象!从本质上阐明马尾松各项生态学特征及其种群时空上的动态规律!则必须将这两个方面的研究

成果结合起来!即将传统的宏观生态学与新兴的分子生物学结合起来!将生物基因组"库本身也作为一个

对生态系统有着重要作用的主导因子!考虑到生态学研究中去#$%&$’()这也就是国际上新兴的由传统生态

学和分子生物学交叉形成的分子生态学#$*&$+()
本文从分子生物学入手!以 ,-./技术为方法!了解不同海拔高度的马尾松种群的 /0-水平的遗传

多样性特征1并与其相应的宏观生态学特征相联系!试图进一步找到生物基因组水平的变异特征与生物种

群时空动态之间的关系)

2 材料与方法

232 实验材料

$++%年 %月于广东省罗壳山不同海拔高度分别选取含有马尾松组分的植物群落共 4个样地 5$

67889:;576<789:;546=489:!组成海拔梯度组)在各样地中的马尾松种群中!间隔约 <9分别随机选取胸

径><?9;生长良好的 $8株优势马尾松植株!采取其当年萌发的嫩叶!并立即至于@*8A液氮中携至实验

室!于@48A冰箱内保存!供提取 /0-)

23B /0-的提取与扩增

本实验室在研究马尾松分子生态学特征的实际工作中选取了能够获得质量较高的基因组 /0-!而且

耗时;耗费较少的 CD-E沉淀法)将马尾松针叶剪碎后!加液氮研磨成细粉状)秤取 $889F粉末于 $3<9G
离心管中)加入 83<9GCD-E提取液6$889H DIJKLMCG!NM=381$3%H10OCG1789H P/D-17Q CD-E6R"

S:1$Q.S.6R"S:183%Q巯基乙醇:!充分混匀后!’<A水浴保温 489JT!冷却至室温!加入等体积氯仿U异

戊醇67%V$:!充分混匀后 $7888IN9离心 $89JT!重复抽提 7次后!取上清!加入 %倍体积的 CD-E.IWL

?JNJXOXJYTZ[\\WI6$889H DIJKLMCG!NM=]’1$89H P/D-1$QCD-E6R"-::!混匀后在室温下静置 <9JT&

$̂ 后!$7888IN9离心 <9JT!将所得沉淀溶于 %88_G$H 0OCG溶液中!加入 73<体积的@78A无水乙醇!

$7888IN9离心 <9JT!将所得沉淀用 *8Q乙醇洗涤 7次!风干后溶于 $88_GDP6$89H DIJKLMCG!NM=]81

$9H P/D-:)加入 <_G,0OKW-6$89F"9G:!4*A保温 $̂!再用乙醇沉淀!将所得的 /0-最终溶于 $88

_GDP中)将所得 /0-样品稀释为 $8TF"_G!作为模板进行 ,-./反应)

.C,扩增反应在 EJY9WXIO‘0aLD̂ WI9YZGY?b.C,仪上执行)反映体系678_G:组成如下U78TF模板

/0-!引物 837_9YG"5!c0D.8]7<_9YG"5!HF7d%99YG"5!DOF酶 $‘)扩增反应循环条件为U+%A变性

78e!%8A退火 $8e!*7A延伸 $f!反应 7个循环后!接着进行 +%A变性 $e!%8A退火 $8e!*7A延伸 $f!反应 %4
个循环!最后 *7A延伸 $8f)扩增产物经 $3<Q琼脂糖凝胶电泳分离!溴化乙锭染色后!照相记录)
实验所用 ,-./扩增引物购自 gOTFYT公司!均为 $8碱机基引物)

23h 引物筛选

随机选择 7个 /0-样品用于筛选有扩增产物的引物!然后两次分别用随机挑选的 %个 /0-样品对

有产物的引物进行二次筛选!确定扩增效果好;重复性高及多态性明显的引物作为正式 ,-./引物)

23i 各种群生态特征的测定

罗壳山位于广东省广宁县境内!北纬 74j+<f!东经 $$7j’8f)罗壳山气候为南亚热带季风气候!具有气候

温暖;雨量充沛的特点)其地质构造以泥盆纪花岗岩为主!地形起伏大!属山地地貌!海拔高度约为 $88&

$44+9)土壤主要为赤红壤!约 *<89以上则为黄壤!主要由花岗岩;砂贝岩;砂岩等发育而成)植被覆盖较

好!腐殖质丰厚)马尾松主要分布于海拔 $88&=<89的山地中!+889以上则极少见#78()4个马尾松种群的

若干生态特征内容见表 $)

23k 数据处理

23k32 ,-./多样性表型带计数 ,-./扩增结果经电泳;染色和照相后!针对每一条为 ,-./遗传标

记的谱带!若存在!则赋值为l$m!若不存在!则赋值为l81若为强带!则赋值为l$m!若为弱带!则赋值为l8!
记录后备用)

23k3B 马尾松种群遗传结构特征的分析 分别采用 ĝOTTYT信息指数和 ,-./JKXOT?W6SWIKJYT$]8%\YI
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!"#$%$&’()(*+,$!!#-%(*+./012及 /345/6/%$&’()(*+7*&#89&$-:$-)$!)*%2软件计算马尾松种群内的

遗传多样性和马尾松种群间的遗传距离;<=><?@A

BCDCE 马尾松种群遗传结构特征与生态因子的相关性的测定 采用 3)8-*(*+!FG8#&分别对马尾松种群

内遗传多样性与生态因子及种群间遗传距离与海拔差距进行相关性分析A

H 结果

HCB ./01扩增结果

经过 I次筛选>最终由约 <JJ条随机引物中选出 =条引物共产生 <JJ条扩增带>其中 K<条带具多态

性>占扩增产物总数的 K<LA用这 =条引物对 MJ个样品进行0N.反应>产生./01标记6图 <2A为便于不

同研究者之间比较>现将这 =种引物的碱基序列及其对马尾松种群针叶1O/扩增反应后所得的./01遗

传标记的谱带模式分别列于表 I与图 IA
表 B E个马尾松种群的生态特征变量

PQRSTB UVWSWXYVQSZQ[YQRST\Y] _̂[TT‘abcdefddgbafbfhWhiSQ̂YW]\

生态因了变量

F8*&*j)8$&:$-)$k&#(
l< lI lM

海拔高度 /&!)!9m#672 IJJ nIJ =MJ
坡向 /(,#8! 1OIJo F FO<Jo
坡度 p&*,# qJo qJo MJo
,r值 ,r:$&9# qCK nCq nCM
总氮 s*!$&%)!-*j#%6L2 JC<JI JC<nM JCMI?
总磷 s*!$&,"*(,"*-9(60I4nL2 JCJqK JCJnM JCJqt
马尾松种群多度

6O97k#-)%,*,9&$!)*%u<JJ7I2
<ICJ qC= <Cn

群落类型 N*779%)!’!’,#
马尾松林

vwxyz{|zz}xw|x|+*-#(!

针阔叶混交林

0)%#$%mk-*$m~&#$:#m+*-#(!

常绿阔叶林

F:#-j-##%k-*$m~&#$:#m

+*-#(!

种群分布格局 0*,9&$!)*%,$!!#-%
集群分布

N*%!$j)*9(m)(!-)k9!)*%

趋于随机分布

s#%m!*-$%m*7m)(!-)k9!)*%

随机分布

.$%m*7m)(!-)k9!)*%

HCBCB 马尾松种群内遗传多样性 l<!lI!lM三个马尾松种群的遗传多样性见表 MA其结果表明>l<种群

内的遗传多样性较高>lI略小于 l<>而 lM最小AM个种群的平均遗传多样性6",*,
#2为 KCMJn=>种群总的

遗传多样性6"(,2为 KCqt<J>",*,
#u"(,为 JC?K?I>6"(,$",*,

#2u"(,为 JCJIJ=?6即 ?KC?IL的遗传多样性

存 在于种群内>种群间的分化仅占 ICJ=L26表 M$2%且马尾松种群 &&’总和达 =<tqC<<t>但变异的

??C<KL都在种群内>而且 (z)仅为 JCJJ=6表 Mk2A这些特征值都反映出>尽管马尾松种群内的遗传多样性

很高>但种群间的分化程度较低>大部分变异存在于种群内>种群间仅占一小部分A

HCBCH 马尾松种群间遗传距离 l<!lI三个马尾松种群的遗传距离见表 qA由于 l<!lI!lM三个马尾松

种群间遗传距离均很低>甚至为负值>说明种群间分化不明显A

HCH 马尾松种群遗传结构与生态因子的相关性

HCECB 种群内遗传多样性与生态因子的相关性的测定 马尾松种群内的遗传多样性与各生态因子变量

的相关系数见表 nA其中>仅有土壤的总氮量与种群的遗传多样性呈显著负相关性6#v*JCJn2>而与其它

生态因子相关关系不显著6v+JCJn2A说明土壤总氮量越高>种群遗传多样性越低A

HCECH 种群间遗传距离与海拔差距的相关性的测定 M个马尾松种群两两之间的遗传距离与海拔差距的

相关系数见表 tA说明马尾松种群间遗传距离与海拔差距呈显著正相关性6#v*JCJn2A说明种群间海拔差

距越大>其遗传距离越大A

E 讨论

本文作为探讨植物种群基因组水平的变异与种群空间动态之间的关系的一种初步尝试>以 ./01技

K<qM期 李 丹等,三个不同海拔梯度马尾松种群的遗传多样性及其与生态因子的相关性

万方数据



术为手段!对 "个马尾松海拔梯度种群的遗传多样性进行了研究与分析!并运用数学统计方法进一步探讨

了马尾松种群遗传多样性特征指数与种群所处的特殊生态环境的各因子这之间的相关性#根据上述研究

结果!初步得到以下三点结论$
表 % &种引物对 ’个马尾松种群共 ’(株马尾松针叶 )*+进行扩增反应结果

,-./0% 1023/4561+7)58/0-90256’(:;<=>?@>>A<;@<@B8’C5C3/-4B582DB4E&CFBG0F2
引物

HIJKLI
序列

MLNOLPQL
RST含量
RSTPOKULI

扩增带数

VKWXJYJLZU[PZ\
杂和带数

]L̂LI_‘ab_O\U[PZ\

Mcdc VReTRRReRR f cd cg

Mcdh TeRRTRVVTe i cg h

Mjji VRRTTTVRRe f jk cl

Mj"f VTTRRTeeRe i d h

Mj"h eRReRRTTee i d h

Mlli TTVTRRRVVR f cg d

Mllf TVRTVTeRVT i cg h

Mlic ReVRTVTeTT i h i

m cgg fc

nop cgg fc

图 c 引物 Mcdc的 qVHr片段

sJbtc MLbILb[̂J_P_YqVHrU[PZ\[KWXYJLZuĴvWIJKLIMcdc

w$分子量标记xcycg$zc马尾松种群 cg株个体针叶 r{V扩增产物xccyjg$zj马尾松种群 cg株个体针叶

r{V扩增产物xjcy"g$z"马尾松种群 cg株个体针叶 r{V扩增产物

w$w_XLQOX[IuLJbv̂ K[I|LIxcycg$VKWXJYJLZU[PZ\YI_KXL[}L\_Ycg~t!"##$%&"%"JPzcW_WOX[̂J_Pxccyjg$

VKWXJYJLZU[PZ\YI_KXL[}L\_Ycg~t!"##$%&"%"JPzjW_WOX[̂J_Pxjcy"g$VKWXJYJLZU[PZ\YI_KXL[}L\_Ycg~t

!"##$%&"%"%JPz"W_WOX[̂J_P
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图 ! "种引物对 #个马尾松种群共 #$株马尾松针叶 %&’进行 (’)%分析筛选获得的 *$$条稳定扩增带

+,-.! *$$/012345263//78116139:0;89<(’)%96=12>1/9;#$?.@ABBCDEADA,6#F9F:=20,96/G,0H"F8,<18/

*I引物 J28K18L!IM*N*L#IM*N"LOIM!!PLQIM!#RLRIMOOPL"IMOORLNIMOP*

表 S 三个马尾松种群内的遗传多样性特征

T2IMH26696多样性信息指数L5IU:7=,3126系数V

WXYZ[S \[][̂_‘a_b[cd_̂ef_̂g_] ĝc[[hijklmnllojinjn

pqprZX̂_q]dT2IMH266963,>18/,04,6;98<20,96

,631sL5IU:7=,3126t:90,104V

种群

)9F:=20,96
u* u! u#

vF9F RwO"#! RwO$** Rw$##!

vF9Fx Rw#$Q"

v/F RwOP*$

vF9Fxyv/F $wNRN!

Tv/FzvF9FxVyv/F $w$!$"

T2V
变化范围

{28./72=.
||}

变异成分

~!

变异比率

~?T"V
#B$

种群内

’<96-F9F.
"*POw**P Qw#O$! NNw*R $w$$"

种群间

%,0H,6F9F.
OOw$$R $w$OO# $w"!

T5V

表 & 三个马尾松种群间的遗传距离TU:7=,3126系数V

WXYZ[& \[][̂_‘a_d̂X]‘[dY[̂f[[]Shijkl

mnllojinjnpqprZX̂_q]dTU:7=,3126t:90,104V

u* u! u#

u* $w$$$$

u! z$w$$$! $w$$$$

u# $w$$$* $w$$$Q* $w$$$$

T*V马尾松种群具有丰富的遗传多样性’但种群间的分化程度较低’大部分变异存在于种群内T约(

NR"V’种群间仅占一小部分T约)!"V*分析其原因主要是由于马尾松分布范围广’区内气候+土壤等条件

存在巨大差异’在长期自然选择的作用下产生了广

泛的遗传变异’种内具有丰富的遗传多样性*

,2<8,7K曾指出’具有高水平遗传变异的植物种多

为寿命长+地理分布广+风媒授粉+结实性高和处于

演替末期的物种’而马尾松具备了全部这些特

征-!*’!!.L而种群间分化程度的不明显则可能主要有

两点原因/供研究的群落分布在有限的地理范围内

T海拔垂直范围仅为 !$$0"#$<V’地理生态环境差

异不大’受到的生境选择压力较小L1针叶树种的花

粉迁移距离很大’故外部花粉T基因V迁入的可能性
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极大!频繁的基因流动减小了种群间的差异"这一结论与前人运用形态#生理#染色体和蛋白质大分子水平

的遗传标记研究马尾松的遗传变异所得规律基本一致$%!&!’(%%)"

*&+马尾松种群的遗传多样性与样地土壤的总氮量呈显著负相关性!即土壤总氮量越高!种群遗传多

样性越低!表明氮在维持马尾松种群遗传多样性方面可能起着较为重要的作用"由此可以初步设想!在森

林自然演替过程中!当马尾松作为先锋种群最先在贫瘠的土壤中生长发展起来!形成马尾松纯林后!通过

生境的不断改善*如土壤的总氮量的不断提高+!马尾松种群的遗传多样性受到环境选择压力的作用而逐

渐降低!在此过程中!群落逐渐按照针叶林#针阔叶混交林*以针叶林树种为主+#针阔叶混交林*以阳性阔

叶树种为主+和常绿阔叶林的顺序演替发展!最终马尾松被排挤出群落"而在此过程中!马尾松种群的分布

格局也发生着相应的变化!集群,高集群,趋于集群,随机分布*若最早由人工林发展而来!则分布格局最初

为均匀分布+$-)!即生态因子的变化#种群的宏观生态特征的演替与种群的基因组结构变异之间有着必然

的内在联系"而本研究通过分析种群的遗传多样性与样地土壤的总氮量存在的显著负相关性表明!相对于

总磷量等其它未能显现显著相关性的生态因子!氮元素作为一种限生长养分对马尾松种群的遗传多样性

具有一定的选择压力"
表 . /个马尾松种群内遗传多样性与生态因子的相关性

01234. 54316789:;7<246=449>49467?@7A4B:7674:=76;79

/CDEFGHIGGJEDIEI<8<K316789:19@4?838>7?13L1?68B:

生态因子变量

MNOPOQRNSPTSURSVPWX

相关系数

YWPSZRO[X\R] _̂OZRWZ‘
海拔高度 aPZRZ_bW*c+ defg-’hi
坡向 aX]WNZ ejhkeg’-
坡度 lPO]W ejgi’&&

]m值 ]mTSP_W dej’--gn
总氮 oOZSP[RZUOQW[*p+ dejggge’q

总磷 oOZSP]\OX]\OU_X*r&s’p+ ejkh’&kh
马尾松种群多度

*t_cVWUR[]O]_PSZRO[u%eec&+
ejik’i%h

表 v /个马尾松种群间遗传距离与海拔差距的相关性

01234v 54316789:;7<8L>49467?@7:619?4:246=449/CDEFG

HIGGJEDIEI<8<K316789:19@>48>B1<;7?13@7:619?4:*SPZRZ_bW

bRXZS[NWX+

w%(w& w&(w- w%(w-
海拔差距

aPZRZ_bWbRXZS[NWX
-&e -%e h-e

种群间遗传距离

xW[WZRNbRXZS[NWX

VWZyWW[]O]_PSZRO[X

dejeee& ejeee% ejee’%

相关系数

YWPSZRO[X\R] _̂OZRWZ‘
ejgghghiq

*-+由于 -个马尾松海拔梯度种群两两之间的遗传距离与海拔差距呈显著正相关性!即种群间海拔差

距越大!其遗传距离越大!初步说明地理隔离对基因交流存在一定的阻碍作用"然而!由表 h可知!种群间

的遗传距离都很小*ejeee%和 ejee’%+!甚至为负值!说明种群间分化并不显著*这一结论与讨论*%+一

致+"因此!遗传距离与海拔差距两者之间的关系还有待进一步的探讨"
由于本文的研究对象是 w%*&eec+#w&*’&ec+#w-*i-ec+-个海拔群体!即研究群体和海拔垂直距离

均较为有限!因此以上 -点结论还不够成熟*例如z未能明确生态因子#种群遗传多样性和种群演替及格局

的动态变化之间的相互作用关系+"因此!要进一步揭示马尾松种群生态学特征与其{ta水平之间的相关

性!运用分子生物学资料深入分析其复杂的生态学现象!必须尽量扩大研究范围#丰富研究对象并不断完

善统计分析方法!以期能更加科学地将宏观与微观相结合!不断发展分子生态学理论与方法"
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