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摘要@应用 s%bo标记分析了桫椤分布在海南尖峰岭及霸王岭3广东塘朗山t黑石顶及大西山孑遗种群的

遗传变异F!C个引物共检测到 ==C个位点3其中多态位点 ""个3多态位点比率 !>uB>vF-_H6606多样性t

.OI遗传分化和分子方差分析;%w)/%?结果一致显示尖峰岭种群遗传多样性最大3霸王岭种群次之t塘

郎山种群第三3黑石顶种群第四3而大西山种群最小F种群的遗传变异主要发生在种群间A-_H6606指数测

出 的种群间遗传多样性所占比率为 >Bu=$v;基于表型频率?和 >>uC<v;基于基因频率?3.OI基因分化系

数;xyz?达 C$u#Bv3分子方差分析也表明种群分化极为显著;{yz|$uC!C#3}~$u$$=?F桫椤的种内遗传多

样性水平很低3种内 -_H6606多样 性 仅 为 $u$#!=;基 于 表 型 频 率?和 $u==!!;基 于 基 因 频 率?3总 基 因 多 样

性只有 $u$>>$F另外34HQQH\P相似性系数的 "b+w%分析结果显示 <个种群分为两个分支@尖峰岭种群和

霸王岭种群组成一分支A黑石顶t塘郎山和大西山种群组成另一分支3并且三者中前两者的遗传关系更为

密切F聚类分析结果还得到主成分分析的支持F根据桫椤种群的遗传变异特点3初步探讨了保护策略F
关键词@桫椤A种群遗传As%bo标记A遗传变异
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桫椤Z&-(.)f*-/()*+,-.(/ZV22m’\X682%\是桫椤科Z[81#$51:515\一种具高大主干的树形蕨类F俗称

树蕨F是著名的孑遗植物n在距今约 ?<l亿年前的中生代侏罗纪时期桫椤曾十分繁盛F经过第四纪冰川的

侵袭F分布范围急剧缩小o?pn作为起源古老的孑遗植物F桫椤保留有一些独特的生物学性质n例如F孢子寿

命短Z仅有 Iql3\F并且萌发条件也极为苛刻g从孢子萌发到幼孢子体形成生活周期长达一年以上F其间丝

状体和原叶体缺乏保护性结构F极易被恶劣环境因子伤害g孢子萌发r配子体和胚胎的形成对生境要求非

常严格g无发达根系F输导系统也较原始oDFjpn这些都显示它不能很好地适应现代气候条件和环境F只能在

温暖r湿润r阴蔽的一些低纬度适宜生境中残存下来n幸存的桫椤数量十分有限F已被列为国家一级保护植

物n然而F近些年由于经济利益的驱动F桫椤所受到的威胁在日益加深F不少种群濒于灭绝F设法有效保护

这一古老的孑遗物种已成为刻不容缓的课题n
揭示濒危物种的遗传多样性及遗传变异在种群内和种群间的分布能为制定相关的保护策略与恢复方

案提供必要的理论指导o>q=pn现在随机扩增多态性 WHNZ]NKW\技术已被广泛应用于分析植物种群的遗

传结构n该技术对于珍稀濒危物种的研究具有一些潜在优势F它方法简捷r所费相对便宜而且可以检测到

大量的多态位点F这对分析遗传变异水平低的物种很有意义n然而F]NKW也有带型可重复性欠佳的不足n
此问题可以通过反应条件的预研究得到较好控制n至于 ]NKW作为显性标记在数据分析方面的困难已被

0#5!16#和 st:2@@"56提出的方法较好地解决oIpn
本研究利用 ]NKW标记分析了桫椤分布在海南和广东的部分孑遗种群的遗传多样性及其在种内r种

群内和种群间的分布F初步探讨了种群间的遗传关系F希望为开展这一古老孑遗植物的分子生态学研究奠

定基础n

u 材料和方法

u<u 实验材料

样本分别采自广东深圳 塘 朗 山ZXS0\r封 开 黑 石 顶ZV0W\r英 德 大 西 山ZWY0\和 海 南 尖 峰 岭ZPRS\及

霸王岭ZTUS\n塘朗山种群位于沟谷南坡F个体总数 vI株F沿小溪生长F范围 ?;;A内F株距 ?qD;Ag黑石

顶种群生长于河边F个体总数 l株F株距 vqD;Ag大西山种群沿溪生长F个体总数 ??株F株距 ?;q?;;Ag尖

峰岭种群生长于海拔 l;;qlv;A山林中的沟谷或溪边F个体总数 ?;;株F株距 vqv;Ag霸王岭种群生长于

海拔 =;;qI;;A山林中的瀑布边F个体总数 j;株F株距 vq?;An样本数总计 vi株F其中塘朗山种群随机

选取样本 ?>株r黑石顶种群选取全部 l株个体为样本r大西山种群选取全部 ??株个体为样本r尖峰岭种群

按不同海拔随机选取样本 ?=株r霸王岭种群按不同海拔随机选取样本 ?;株n随机选取样本时F样本间距

离至少保持 vAn采集的叶片材料硅胶或冰壶中贮藏r运输F至实验室后硅胶或wD;x保存n

u<y 实验方法

u<y<u WHN提取 采用改进的十六烷基三甲基溴化胺Z[XNT\法olpn测定紫外光吸收以确定 WHN浓度

和纯度F琼脂糖凝胶电泳检查 WHN完整性n

u<y<y 引物的筛选 从上海生工公司合成的 =;个 ?;碱基随机寡核苷酸引物中筛选出 Dl个扩增产物稳

定r重复性好的引物对所有样本的基因组 WHN进行扩增n引物序列见表 ?n

u<y<z ]NKW扩 增 与 检 测 经 预 实 验 优 化 条 件 后 确 定 反 应 体 系 为Q总 体 积 Dv{GF其 中 ?;|K[]OC@@56
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表 ! "#$%分析的随机引物及序列

&’()* ! "’+,-. -)/0-+12)*-3/,* 45/.*56 ’+,

6*71*+2*68-5"#$%’+’)96/6

引物

:;<=>;?

序列 @ABCDBE
F>GH>IJ>?
@ABCDBE

引物

:;<=>;?

序列 @ABCDBE
F>GH>IJ>?
@ABCDBE

FKL MMNNOPMOMP FKAK NMPOOOPOON
FLQ OOONPPMOMM FKAL NNPNMOMMMM
FRS PMMNOPPMOO FKAA PMOMPMPPMM
FSK NNMOPOMMPO FKSA NONNMMPMOM
FSR MMOMPNMNPM FLTD PMPOMMNOMN
FSA OPNOPMMOMM FLTS PPOOMNMPMM
FTA MNOPOPMOOP FLQK POPMOPNOOO
FQU POOOMMONMN FDQU NOOOPOPNOO
FQK NOMMMONMON FRTL NMNONMOONM
FQV PMOPMMOPMP FRQL PONPOOOMPM
FQQ ONMPOOOMPP FAUK NOMOOONMMN
FKUS PMOMPNMOMP FAUS ONMNPMOOMP
FKDR NOMNOMPOON FAUV PMNOOMMNOP
FKRA NMPOOOPOON FAKL PMPOONOMON

@AUU=W XMYZKUU=W N;<?[\MYZK]Û N;<_‘Ia[

KUUZLU=W WbMYLEL]AcYZ引 物 @K]AcWEU]DcYZ

deN:@U]L=WEU]AcYZ模 板 Kcf@VUIbEZNgG酶

U]AHY@U]AhEZ反应混合物用 LUcf石蜡油覆盖i扩增

条 件jQRk LUU?预 变 性lQRk SU?ZDSk SU?lVLk

KLU?ZRU个循环lVLk延伸 KU=<Ii所有反 应 在 O>I>

P=m:MnFo?_>= LRUU@:>;p<IqY=>;M‘;m‘;g_<‘IE
上进行i扩增产物经 K]Â 的琼脂糖凝胶电泳检测Z紫

外灯下观察r照像i

!]s 数据分析

!]s]! 多态位点比率 在某一特定位点上Z若扩增

片段出现的频率小于 U]QQZ则此位点 称 为 多 态 位 点i
多 态 位 点 比 率 即 在 所 有 检 测 位 点 中 多 态 位 点 所 占 的

比例i

!]s]t FugII‘I表 型 多 样 性 指 数 利 用 FugII‘I
表 型 多 样 性 指 数 计 算 种 群 内 和 种 群 间 遗 传 多 样 性Z
计算公式为j

vwxyz{YIz{

其中Zz{为表型频率Z即某一扩增带在第 {个种群中出现的频率i

!]s]s 将 nP:|标记视为等位基因的复等位基因位点Z根据 \g;do[}><I~>;b平衡求出基因频率矩阵Z利

用 :‘mO>IDL软件计算基于基因频率的 FugII‘I多样性r观测等位 基 因 数r有 效 等 位 基 因 数r基 因 分 化 指

数r种群内和种群间的基因多样性i

!]s]! 选用平方欧氏距离进行分子方差分析@PW"#PEZPW"#PKAA软件计算种群内r种群间的变异方

差分布和 $统计量距离@$%&Ei

!]s]’ 采用 h:OWP法对 (gJJg;d相似性系数)Q*进行聚类分析i

!]s]+ 对表型数据矩阵应用 eNF,FmJL软件进行主成分分析@:MPEi

t 实验结果

用 LT个随机引物对 A个桫椤种群共 AQ个个体的基因组 |eP进行的 nP:|分析显示Z每个引物测到

的位点数在 K-T个之间Z扩增片段长度介于 DUU-DUUU~miLT个引物共检测到 KKT个位点Z平均每个引物

检测到的位点数为 R]LKiLT个引物Z有 V个引物检测到多态性位点Z占引物总数的 LÂ l检测到 DD个多态

位点Z多态位点比率 LV]QV̂ i
对于大西山种群ZLT个引物中只有引物 FQV和 FAKL分别检测到 L和 K个多态位点Z多态位点百分率

为 L]TT̂ l黑石顶种群Z引物 FSR和 FQV各检测出 L个多态位点Z多态位点百分率 D]QŜ l塘郎山种群Z引

物 FSR和 FQV分别检测到 R和 L个多态位点Z多态位点百分率 A]QR̂ l在霸王岭种群种Z有 R个引物 FSRZ

FQVZFKRA和FAUS能分别检测到 KZKZR和 K个多态位点Z多态位点百分率 S]SÛ l而在尖峰岭种群中Z同是

R个引物 FSRZFQVZFKRA和 FAUS能各自检测出 KZKZS和 L个多态位点Z多态位点百分率为 Q]UQ̂ i按检测

到的多态位点百分率排序Z所研究桫椤种群的顺序为j尖峰岭种群.霸王岭种群.塘郎山种群.黑石顶种

群.大西山种群i
由不同引物的扩增带型估计出的 FugII‘I表型多样性指数的取值范围变化较大Z在 U-U]LDTD之间

变 动iFugII‘I表 型 多 样 指 数 反 映Z尖 峰 岭 种 群 的 平 均 遗 传 多 样 性 最 高@U]ULVSEZ霸 王 岭 种 群 次 之

@U]UKTVEZ塘郎山种群第三@U]UUTQEZ黑石顶种群第四@U]UUVREZ大西山种群最低@U]UURREi桫椤的平均种

群内遗传多样性值为 U]UKDRZ平均种内遗传多样性值为 U]USRKi在总的遗传变异中Z种群间遗传多样性占
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!"#$%&’而种群内的遗传多样性仅占 (%#"%&)表 *+,各引物的扩增结果由基于基因频率的 -./0010多样

性指数估算出的值在 %2%#33(%之间变动4而且同样显示尖峰岭种群的平均遗传多样性最高)%#%*5"+’霸

王 岭 种 群 随 后)%#%(6!+’塘 郎 山 种 群 第 三)%#%(*5+’黑 石 顶 种 群 第 四)%#%(%%+’而 大 西 山 种 群 最 低

)%#%$7(+,种群间遗传多样性占总的遗传变异的 !!#75&’种群内的遗传多样性仅占 ((#$5)表 *+,基于表

型频率和基于基因频率的分析结果一致,
表 8 桫椤种内及种群内多态位点比率

9:;<=8 >=?@=AB:C=DEFD<GHD?FIJ@KJB=KLJBIJAKF=@J=K

:AMFDFN<:BJDAKDEOPQRSTUVWQX

种群

Y1Z[\/]
_̂10‘

样本数

a[bP1c
‘/bZ\d‘

位点数

a[bP1c
‘_̂d‘

多态位点

数 a[bP
1cZ1\eb1f]
Z._g‘_̂d‘

多态位点比

率 Ydfgd0̂/hd
1cZ1\eb1f]
Z._g‘_̂d‘

大西山 ij- $$ $%3 * %P%(77
黑石顶 k-i 7 $%$ 3 %P%*"6
塘朗山 lm- $3 $%$ 6 %P%5"3
霸王岭 nom $% $%6 ! %P%66%
尖峰岭 pqm $6 $$% $% %P%"%"
总计 l1̂/\ 5" $$7 ** %P(!"!

ad_遗传分化指数估测的结果表明’各种群的基

因分化率由高到低的顺序为r尖峰岭种群s霸王岭种

群s塘郎山种群s黑石顶种群s大西山种群’基因分

化系数 tuv取值 %#7%6")表 3+,和上述 -./0010多样

性指数获得的结果也相吻合,

wxyzw分 析 结 果 再 度 显 示 桫 椤 种 群 大 部 分 的

遗传变异发生在种群间)7(#76&+’只有 $!#$3&的遗

传 变 异 发 生 在 种 群 内)表 5+,种 群 分 化 极 为 显 著

){‘̂|%#7(76’}~%#%%$+,
对 p/gg/f!相 似 性 系 数 用 "Y#xw法 进 行 聚 类

分析的结果表明’5个种群分为两个分支r)$+尖峰岭

种群和霸王岭种群组成分支一4)(+黑石顶$塘郎山和

大西山种群组成另一分支’并且三者中前两者的的遗传关系更为密切)图 $+,基于 %wYi谱带表型的主成

分分析)Y&w+支持 "Y#xw聚类结果,图 (显示依据每组分析中提取的前 *个主成分获得的 *]i分布图,
图中尖峰岭和霸王岭种群的个体构成一群’黑石顶$塘郎山和大西山种群的个体构成另一群,

图 $ 种群间 p/gg/f!相似性系数经 "Y#xw法获得的

树系图

q_hP$ id0!f1hf/bd‘̂/’\_‘.d!cf1bp/gg/f!‘_b_\/f_̂e

g1dcc_g_d0̂‘’d̂(dd0Z1Z[\/̂_10‘’e"Y#xwbd̂.1!

图 ( 基于 %wYi表型特征的主成分分析)Y&w+

q_hP( Yf_0g_Z/\g1bZ10d0̂ /0/\e‘_‘)Y&w+’/‘d!10

%wYiZ.d01̂eZ_gg./f/ĝdf‘

) 讨论

通过濒危 物 种 的 种 群 遗 传 结 构 分 析 可 以 获 得 种 群 遗 传 多 样 性 与 遗 传 变 异 分 布 式 样 等 方 面 的 重 要 数

据’这对实现物种的有效管理和制订合理的保护策略都极有参考价值,对冰川前孑遗植物桫椤的部分种

群’采用 %wYi分子标记研究了它们种群内和种群间的遗传分化’并推测出相互间的遗传关系,所统计分

析 的 谱 带 大 小 介 于 *%%2*%%%’Z之 间’它 们 扩 增 稳 定$重 复 性 好,基 于 不 同 分 析 方 法 求 出 的 桫 椤 种 群

-./0010表型多样性指数$基因频率的 -./0010指数$ad_遗传分化指数和分子方差分析)wxyzw+得 出

的种群遗传多样性分布结果一致显示r尖峰岭种群遗传多样性最大’霸王岭种群次之’塘郎山种群第三’黑

*%($6期 王 艇等r孑遗植物桫椤种群遗传变异的 %wYi分析
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石顶种群第四!大西山种群最小"而且种群间遗传多样性为主#在由 $%&’’(’表型多样性指数)基因频率的

$%&’’(’指 数 及 基 因 分 化 系 数 求 出 的 结 果 中!种 群 间 遗 传 多 样 性 所 占 比 率 分 别 为 *+,-./!**,01/和

0.,2+/3"45674分析同样表明种群分化极为显著#89:;.,0<02!=>.,..-3?
表 @ ABCDDED信息指数估计的桫椤种群遗传多样性

FCGHI@ JIDIKLMNLOIPQLKRESTUVWXYZ[\V] Ê̂_HCKLEDQIQKL‘CKINSPE‘ABCDDEDLDSEP‘CDKLEDLDNIa

大西山

bc$

黑石顶

d$b

塘朗山

ef$

霸王岭

ghf

尖峰岭

ijf

种群内遗

传多样性

klml

种内遗传

多样性

k9l

种群内遗传多

样性所占比

率 klmlnk9l

种群间遗传多样性

所占比率#k9lo
klml3nk9l

表型频率多样性p .U..qq.U..*q.U..0+.U.-0*.U.<*2 .U.-rq .U.2q- .U<.+. .U*+-.
基因频率多样性s .U.-0<.U.<...U.<r1.U.<2*.U.r1+ .U.<q+ .U--<q .U<<-1 .U**01

pbtuvwxtyz{w(|}%v’(yz}v{wv~!v’"vx"sbtuvwxtyz{w(|#v’v{wv~!v’"vx

表 $ 桫椤种群的基因多样性

FCGHI$ JIDINLOIPQLKRESKBÎ Ê_HCKLEDQESTUVWXYZ[\V]

观察等位基

因数 %!|U
({&&&v&v

有效等位基因数

%!|U({v{{v"ytuv
&&&v&v

基因分

化率 k

种群内基因

多样性 k’

种群间基因

多样性 (’)

总基因

多样性 k)

基因分化

系数 *’)

大西山 bc$ -U.<00 -U.<00 .U.-<* .U.-q+ .U.2<- .U.**. .U0.2+
塘朗山 ef$ -U.1+q -U.<2r .U.-1r
黑石顶 d$b -U.rr+ -U.<q1 .U.-r*
霸王岭 ghf -U.2*0 -U.<*< .U.-2*
尖峰岭 ijf -U.+.+ -U.r<1 .U.<<.

表 + 桫椤种群的 ,-./,分析

FCGHI+ ,DCHRQLQES‘EHIM_HCPOCPLCDMI#,-./,3SEP

KBÎ Ê_HCKLEDQESTUVWXYZ[\V]

平方和

$!|({
x~!&wvx

变异组分

7&wt&’"v
"(|}(’v’yx

百分比

0vw"v’y&#v
=值

=1u&&!v

种群内p <2U<+.0 .U0.0+ .U-*-q >.U..-
种群间s -.+Uq1<* rU+--1 .U0<02 >.U..-

phty%t’}(}!&&yt(’"s4|(’#}(}!&&yt(’x

尖峰岭)霸王岭及塘郎山种群的个体数目相对较

多!检 测 出 的 遗 传 多 样 性 也 更 丰 富"而 黑 石 顶 及 大 西

山 种 群 的 个 体 数 目 稀 少!相 应 的 遗 传 多 样 性 则 更 贫

乏?种群大小和遗传多样性之间的类似联系在其他研

究 中也有报道2-.!--3?桫椤种群的遗传多样 性 主 要 分

布 在 种 群 间!种 群 间 分 化 明 显!这 是 其 遗 传 结 构 上 的

一个特点?对于蕨类植物种群!遗传变异主要分布于

种 群 间 的 情 形 不 乏 例 证?利 用 微 卫 星 对 铁 线 蕨

#45678:9:;7l6<<991=>8>?693的 分 析 发 现 该 植 物 具 高

水平的遗传多样 性!并 且 变 异 主 要 发 生 在 种 群 间 而 非 种 群 内2-<3?里 白 科#@&vt"%v’t&"v&v3假 芒 萁 属 植 物

’:6;A>?99B<7C><<7:99也呈现种群间遗传变异为主#*q,rq/3!种群内遗传变异较小#<1,22/3的格局2--3?但

是!也有蕨类植物并非如此!小阴地蕨属的 Dm:?E;A69:l9:6;m<7就表现为种群内遗传多样性高!而种群间

多样性低#F69;.时!*9:;.,--*"F69;.,+1时!*9:;.,.+1.32-r3?桫椤孢子微小!虽然借助水或风力可以传

播较远距离!但是要跨越海南和广东种群间的地理阻隔仍很困难?而且即便孢子能够抵达新的区域!生境

中湿度)温度及光照等因子的变化都可导致萌发孢子死亡2r3?因此!空间隔离和缺乏新个体的迁入可能是

造成桫椤种群分化的重要原因?另外!桫椤遗传多样性在种群间的高水平分布还可能与其繁育系统有关?
桫椤属植物精子器和颈卵器产生的雌雄配子同时发育成熟提示它们有可能进行自体受精2-q3?自交必然会

加大遗传多样性在桫椤不同种群间的分配?
桫椤种群遗传结构的另一特点是种内遗传多样性水平极低!基于表型频率和基因频率的 $%&’’(’指

数分别为 .,.2q-和 .,--<q!%vt基因多样性平均为 .,.-2-!只有其他蕨类植物遗传多样性的 q./2-<3?桫

椤在侏罗纪时期曾经极为繁盛!但是由于第四纪冰川的侵袭!分布范围锐减!仅得以在热带)亚热带山区林

地中残存?冰川后种群的G瓶颈效应#H(yy&v’v"Iv{{v"y3J和G建群者效应#{(!’Kvwv{{v"y3J可能是导致桫椤遗

传变异水平低下的主要原因?被片段化的种群由于遗传漂变和缺乏有效基因流致使种群内的遗传变异降

q.<- 生 态 学 报 <r卷
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低!种群间的遗传分化增加"这种现象在孑遗植物中并不罕见"应用 #$%&分析鳞茎虎耳草’()*+,-).)

/0-12)3的孑遗种群!无论是种群内还是同地区的种群间都检测不到遗传变异的存在4567"对孑遗植物美加

红松’8+129-09+1:9)3的研究也没有发现遗传变异45;7"
根据桫椤种群内遗传多样性相对较低!而种群间遗传多样性较高的特点!建议在原地保护时尽可能在

其各分布点建立更多的保护区或保护点<在易地保护时则可考虑对同一种群内的取样相应减少!而尽量增

加对不同种群的取样"
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