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野古草种群克隆的遗传变异和遗传结构

洪锐民’，王呈生“，黄大明2滕小华‘，中村未树，，冈本智伸3
(I一东北农业大学动物科学技术学院草地研究室，哈尔滨 工50030:2.清华大学生物系，牛态科学

与工程研究所，北京 100081:3.日本国 九州东海大学农学部草地生态研究室.熊本 869-1404)

摘要 用酶电泳法和同工酶分析对东北松嫩草原西北部野占草种群克隆遗传变异性和种群遗传结构做了探讨讨论了遗传多样

性、地理距离和遗传距离之间的关系、大种群和小种群的遗传变异性和种群间的基因流，种群间 包括大种群和小种群间基因

流、遗传和地理距离对遗传多样性的影响、昆虫和风传粉、种群籽苗的补充、遗传多样性的发生和保持，自交不亲和性和无性繁

殖及体细胞突变。
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Abstract; Authors made approach to genetic variability and genetic structure of 30 clonal populations of Arundinella hirta in

northeastern Song Nen steppe in China using enzyme electrophoresis and ivozome analysis. Our study obtained the following

results: means of尸，A, AP,月‘and He in 30 populations were 17.00%, 1. 17, 2.03, 0. 103 and 0.063, respectively at the

population level. The population with highest allelic diversity possessed 38. 71 % of the total allelic diversity in our sample. All

of the alleles encountered in this study can be found in eight populations, including six with unique alleles and two others (RY3

and ASL). These populations appeared in all geographic areas. At the population level, average expected heterozygosity was

0. 063. Observed heterozygosity 0. 103 and ranging from 0. 030 to 0. 184. When genetic distances among all population pairs

inhabiting the same large population and all pairs inhabiting the small population in the same region were compared, we found

no significant relationship between genetic and geographic distances (P>0. 56), and no significant difference between the two

categories(尸>0.89). Genetic diversity, including allelic richness,%polymorphic loci, obeserved heterozygosity. differed

signifcantly between large population and small population (P>0. 21). In 15 small populations, 57 of the 63 recorded alleles

were found, in 15 large populations, 57 of the 63 alleles also were found. Levels of genetic variation did differ, however,

among geographic areas within the study area (P>0. 04). More than 40% genetic variation (GSr=0. 410) may be attributed to

the variation among populations. Clonal reproduction and obligate outcrossing of Arundineila hirta complicated identification of

other sources of variation. Observed levels of heterozygosity within populations were greater than have been expected if ramets

were the products of random sexual reproduction. Values of total inbreedings, which compare observed heterozygosity within

population with expected heterozygosity based on random mating within the entire study region. Higher Far vallues for all loci
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indicated significant genetic differentiation at the population level, and the values ranged from 0. 0890 to 0.8849. Populations

were differentiated from one another within areas roughly to the. same extent as they were differentiated within the entire study

region. Calculations of gene flow indicated low levels of migration among populations of Arundinella hirta

]showed that gene flow between populations was inadequate to counter the effects of genetic

Measured values of genetic variation of Arundinella hirta population in this paper were more or泥rift

Estimates of Nm<

local populations

approximate to values

estimated by Hamrick and Godi, Wolf et al. However. changes in genetic diversity of Arundinella hirta populations- differed

from other reports in genetic variations among populations, within populations in more or less extent. This variations occurred

not only among populations, but occurred also within ones. Gene flow between populations was low, not only between small

populations but also between large populations. Population in small area dod not appear to be impoverished compared with

populations in large area although small populations were separated into innumerable small populations, often disturbed by

grazing and human activities. This fact illustrated that losses- of genetic diversity through the combined effects of genetic drift,

inbreeding, and local selection was no more severe in small populations than in large populations. We must point out that the

importance of clonel reproduction and somatic mutation for plant population generics deserves considerable future study, and

this study may provide important insights into the longer term evolutionary diversification of Arundinella hirta and other long

lived doom[ plant species.
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    在过去数十年中，土地利用的恶化已经引起很多生境的改变和破坏。因此，许多植物种的现今种群较过去种群变得更小和

彼此更加被隔离起来。预料由于遗传漂变和基因流的限制，狄小分布种群的小种群内表现很低水平的遗传变异，而在种群间表

现出很高水平的遗传变异川，可以设想遗传性贫乏会增加这些小种群局部灭绝的风险t21但是，许多狭小分布的特有植物种在

自然隔离的小种群中能存活很长时间[-]。克隆繁殖是一种能够通过保存遗传变异抵制小种群火绝的机制t11

    松嫩草原是至今世界草原中破坏严重的草原之一，天然草原植被，特别是野古草种群由于人类破坏活动，包括家畜的过度

放牧、大庆油田和松源油田的开采、松嫩湿地肆无忌惮地开垦等已遭到严重毁坏 以致过去广阔而连片分布的野古草种群现今

通常被分隔成无数小的种群 在如此恶化以后，现今保留的种群，减少大小和增加隔离可能对种群遗传结构产生重要后果。由于

增加地理隔离基因流可能减少 相应地，有些学者已经报道了许多植物种种群间明显的遗传分化is--s1可是，几乎无人研究小克

隆植物种群的遗传变异TI-113东北松嫩草原草甸黑土和苏打盐土的异质性生境在多种空间尺度上为研究植物种群的遗传变异

提供了理想的生境条件。草甸黑土和苏打盐土以微小斑块状的镶嵌分布可相应的导致野古草种群和羊草种群以斑块形式镶嵌

分布 原来 松嫩草原西北部野古草种群分布面积变动在>5h-“和<500hm'之间。而现今，以斑块形式分布的这种野古草种群

由于如上所述的生境破坏其严重退化已经变得更小和彼此更加被隔离起来。严重退化草地野古草的斑块种群通常变动于SOm'

和5000-=之间

    本文研究了野古草种群的遗传变异、遗传结构和基因流。野古草种群即存在于镶嵌分布的小斑块也存在于大斑块〔小种群

和大种群)在这里 野古草种群处于被分离的斑块状态，也称之为局部种群[u1

    本研究可以应用于分布在小(局部)种群或斑块种群的其它克隆植物。

1 材料与方法

1. 1 研究地区和植物材料

    野古草种群在松嫩草原的西部与羊草种群广泛的镶嵌分布。这种植物种群生长在草甸土和轻度盐溃黑土生境 除了建群种

野古草在群落中占有绝对优势之外，在各层片中有不同植物种可达到优势地位。这些植物如下:寸草苔(Ca、二duriusculu )、佛

子茅(Calmnagrostis epigeios),箭头唐松草(Thalictrurn、rnpl。二)、蔓萎陵菜(PntantrZla flagellavds)、地榆(sanguisurba

off inks)、抱茎白前(Cynanchum ample.zicaule)、阿尔泰狗娃花(Heteropappus altaicus),旋复花(Ianla brltannica)和大油芒

(孙odiopogan .eibi,i,,,)等.

    野古草是长寿命的，通过种子有性繁殖及通过根茎无性繁殖的根茎草本植物。它是自交不亲和(专性异型杂交)植物，对于

成功受精来说，需要传媒，属风力传粉和昆虫传粉〕z7在研究地点和未受干扰的野古草种群其它生长地点已经发现种群中仅有

少量的籽苗补充。野古草克隆通常有8个分株年龄级(AC)和4个世代，其年龄级由ACO,ACI,A(72,AC3,AC4,ACS,AC6和

AC7组成，世代由祖世代(Gl,母世代(G2)、当世代(G3)和子世代(G4)组成nz}密集的圆锥花序紧固 圆锥花序的重量变动在

0.3和1. Og之间 因此.其种子生产量较高 当种子成熟时在春季结束以前，种子逐渐降落到地上临近生长的地点。该植物种
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的种子不具有明显的长距离散布机制

    根据Wolf等，在2001年8月从30个野古草种群各随机标记的30个分株收集了幼叶组织 一半收集自小种群(150-

200m'),另一半收集自大种群(500̂-1000-'户n。取样自让胡路地区11个种群，绿色草原牧场地区10个种群，安达地区9个种

群(图 1)

    用冰保存嫩叶组织并随后运回实验室供电泳分析。为了提

取酶(enzyme)，用研钵和柞按照Wendel和Parks的方法提取缓

冲液，将P}研碎.把酶的提取物吸人层析沙布条(chromatography

wick),在一70 C下贮存于冰箱中.’气
1.2 酶的电泳和同工酶分析

    利用淀粉凝胶(10%淀粉凝胶)电泳法以检测遗传多样

性n+1。共筛选出20种酶从其中10种酶系统染色凝胶分辩推定

出 18个基因座(locus )，分别是:氨基酸转移酶(amino acid

transferase ) (AAT, 2个基因座)、尿昔葡糖焦磷酸酶(uridine

glucose pyrophosphatass) (IIGPP,2个基因座)、6-磷酸葡糖酸

脱氢酶(6-phosphogluconase dehydrogenase) (6PGD,1个基因

座)、磷酸葡塘异构酶(phosphoglucose isomera.t)(PGI,3个基

因座)、顺鸟头酸酶(aconitase) (ACO, 2个基因座)、异柠檬酸脱

氢酶(isocirrate dehydrogenase) (IDH,1个基因座)、甲蔡醒还原

酶(MNR, 2个基因座)、花酣酶(florescent esterase) (FE, 2个基

因座)、colormetric醋酶(colormetric esterase) (CE, 1个基因

座)、丙糖磷酸异构酶(triose-phosphate isomerase) (TPI,2个基

因座)。按Solos等方法进行染色剂配方,51

1.3 统计分析

    测定了多态基因座百分比(P),每一基因座等位基因的平均

数目(A)、每一多态基因座等位基因的平均数目(AP)、各种多基
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                        图1 研究地区图

                  Fig- 1 A nap of study site

0代表让胡路区的10个种群;O represents 10 populations in the

Ranghulu area:0代表绿色草原牧场区的11个种群torepresents

11 populations in the Green Grassland Pasture area.代表安达区9

个种群;.represents 9 populations in the Anda area

因座基因型数目(M)、平增色观测杂合度(Ho )种和种群水平的期望杂合度(H)以及遗传多样性测度H�H,和G ,,:"I。还按F

=1-Ho/He还估测了固定指数，利用H，和H。的成对t一检验对18个基因座与哈迪一温伯格平衡的偏差进行了计算。同样，利

用样本t-检验验证了固定指数是否显著不同于零。利用Nei方程计算了总遗传杂合度(HJ、种群内杂合度(H)和种群间遗传

多样性(D,)[.，’日

    按照Crow和Aoki修正的方程Nnr a=1/4(1/F、一1)计算荃因流C"7，式中。二〔耐(，一1)]',n等于种群数目，N、是每世代

期望迁移的平均数目。

    按照计算所有各对种群Nei的遗传距离(D)估测了种群间遗传趋异(genetic divergence)C"7。用Mantel检验排列顺序分析

了遗传距离与地理距离之间的关系:'is]应用GDA程序做了种群内和种群MI的F统计Csa〕以几种空间尺度测定了3个地理地

区之间和30个种群之间的遗传结构(即遗传变异的数量和分布)F统计可提供更有意义的种群分化指数 用固定指数F把种

群内或亚种群内(月)期望杂合度与月T做了比较。利用等级F统计把所有种群之间期望杂合度的变异分割成区(F,+).区内土

壤斑块〔F��)、土壤斑块种群(F,,)和整个研究地区内各种群((F�)的影响。各种计算依照Wei，和Cockerhzm的程序[[z,〕和M,Cue

等的分析方法来进行[zz:

2 结果

2. 1 遗传多样性

    在被辩识出的32个遍布野古草分布区的基因座中，有18个基因座是多态的，占56.25% (18/32=56.25 %)。在种群水平

上平均17. 00(P)是多态的(表1), 14个基因座是单态的。表1表明，在种群水平上海一多态基因座等位基因平均数目(AP)为

2. 03，每一基因座等位基因平均数目(A)是1.17. 32个基因座中有63个等位基因,3。个分株中每一样本等位基因平均数目为

38个 63个等位基因中6个是单一种群所特有的，相当于特有等位基因。

    正如表1所示.在种群水平上，P,A,AP,H。和H 平均值分别为17. 00写,1.17%,2.03,0.103和。0630

    具有最高等位基因多样性的种群占样本中总等位基因多样性38. 71%(38+6-32)/(63-32)具有特有等位基因的6个

种群AHI,AA2,GY4,GLI,R1.2和RR2相当于总特有等位基因的80写。在8个种群，包括6个具有特有等位基因种群和2个
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其它种群(RY3和AS])中可以发现本研究所遇到的所有等位基因。这些种群可代表该项研究所有地区的种群

在种群水平上 平均杂合度(He)为。.063表1)。各种群观测水平的杂合度几乎都高于哈迪一温伯格期望值，平均。.103，变

动在 0. 03(RX2)和0. 184(AS2)之I'' al(表 1).

2·2 地理距离和遗传距离

    研究结果表明，尽管在整个研究地区种群间遗传距离与

地理距离相关(一。18,P<0.002)，但是这种关系很微弱，颇

大地散布(considerable scatter)于所有地理尺度的种群(图

3)。在较小尺度上，仅仅对一些同一大种群(区)内各种群单独

Mantel检验，在统计上地理距离与遗传距离产牛显著相关

(r=0. 12,P<0.03=，在同一地区小种群(区)间没有一个遗

表 1  30个野古草种群的造传多样性统计

1   Genetic diversity statistics in 30 populations o[ Arnndinella

  种群

Population

种群大小

Fopvlation size
尸 A   AP   H 月‘

Ryl

RY2

RY3

RXI

RxZ
RX3
RRI

当

地

传距离与地理距离的Mantel检验在统计上出现显著相关。

比较生长在同一大种群(地区)所有各对种群和生长在同

区小种群(区)所有各对种群之间遗传即离时，发现遗传距离

和地理距离之间无明显关系(尸>。.56)，两者之间也无显著差

异(P>0.89)

2.3 小种群和大种群中的遗传变异

    研究结果表明，在大种群和小种群之间遗传多样性包括

基因丰富度、百分比多态基因座、观测杂合度等无明显差异

(P> 0. 21)。在15个小种群中发现标出的63个等位基因中

有57个，在15个大种群中也发现63个等位基因中有57个

可是在研究地区地理区域之间遗传变异水平恰好有差异(P<

0.04)特别是，安达区(AS2和A53)和让胡路区(RLI和

R1.2 )各种群比其它区存在的种群具有更大值的P,AP和H

(表 1),被隔离的区(例如RXI和RX3)所有遗传多样性值包

括P,A,AP和H。都较低(表1),

2.4 种群间的基因流

    40%以上的遗传变异(以=0. 410)可归因于种群间变异。

野古草克隆繁殖和专性异型杂交(obligate oaterossing)难以

辩别其它来源的变异〕〕。除了基因座TPi2和Ugpl以外，差

不多所有18个多态基因座的近文系数 (F,s)<O(表2)，这表

明如果分株是随机有性繁殖的产物，则种群内观测的杂合度

水平大于期望杂合度水平。这也影响总近亲杂交的Fr,值.Fn

能将种群内观测杂合度和以整个研究地区随机交配为基础的

期望杂合度(H户加以比较。表2中所有基因座较高的F.n值

表明，种群水平遗传分化显著，其值变动于0.089和0. 8849之

间。将这一变异分割成地理区和地理地区(表2),就会得到仅

    RR2

    RLI

    RL2

    GX]

    GX2

    GX3

    G .I

    G12

    GL3

    GL4

    Gyt
    GY2

    GY3

    GY4

    AS]

    AS2

    AS3

    AA1

    AA2

    AM

    AH2

  八14E1

  AHE2

平均Mean

大Large
人Large

大Large
大Large
大Large
大Large
大Large
大Large
大L。丁。。

大Large
大Large

大Large
大Large
大Large
大Large
小Small

小Small

小 Small

小Small

小Sma日
小Small

小Small

小Small

小Small

小Small

小Small
小small

小small

小small

小Small

  3.80  1.21  2.3 0.102

12.9D  1.03 2.3 0.104

12.90  1.03 2.1  0.066

14.05  1.14  2.0 0.086

14.85  1.14  I- D 0.030

16.70  1.03  1.8 0.069

16.70 1.24 18 0068

24.40  1.24 2.2 0.118

26.50  1.20 2.1  0.146

26.50 1.18 2.3 0.178

11.90  1.20 2.0 0.146

12.78 1.19 1.8 0.088

10.08  1.12  1.8 0.146

16.50  1.22 '2.0 0.160

20.80  1.25  2.0 0.080

20.80  1.20 1.8 0-080

1200 . 1.16  1.8  D.090

12.00 1.26 2-0 0.144

17.50  1.24 2.3 0.084

17.50  1.24  2.0 0.063

27.40  1.16  2.4 0.052

23.50  1.16 2.3 0.064

23.50 1.22 2.0 0.184

35-09  1.20 ]8 0. 168

  G.90  1.14  1.8 0.176

  9. 40 1. 09 2. 1  0. 118

  9.40  1.09 2.1    0.086

18.20 1.09 2.0 0.088

18.20 1.14 2-0 0.074

13.09  1.20 2.0 0.031

17. 00  1- 17  2. 03 0. 103

0. 064

0. 050

0. 062

0.050

0.013

0. 068

0.031

0. 044

0. 034

0.082

0. 088

0- 044

0. 082

0-109

0. 032

0. 034

0. 118

0.085

0. 030

:::;
0. 107

0. 160

0. 048

0. 090

0. 041

0. 088

0. 088

0.04口

0. 026

0.063

    各种群抽样30个分株;P多态基因座百分比 AP:每一多态基

因座等位基因的平均数目;A 每一基因座等位基因的平均数目;月

观测的杂合度;月 :在哈迪一温伯格假设条件下的期望无偏杂合度30

smeus .were sampled from each population P:% population loci;

AP, mean number of allele, per polymorphie locus; A: mean number

of alleles per locus; H :observed heterozygosity and H,; unbiased

hetorozygoshy expected under Hardy-Welnberg a.,umptions

有很小附加来源的分化。例如，用H，分析可以得出兀值，该

值倾向于类似相应的F,,..换句话说，区内种群相互分化基本达到了像它们在整个研究地区内分化的程度。当考虑与地区有关

的区内期望杂合度(F-)时可以获得相似的结果(表2)

    正如最近Wolf等指出的那样[uu。种群间遗传分化通常归因于很少几个等位基因或基因型.它们在一个种群是常见的 而

在另一个种群是不常见的。如多态基因座Mnr2的基因型频率可阐明这种格局(表3),表3中大多数种群以常见基因型3/3占

优势 但是也有3个种和1个种分别由基因型2/3，和4/3占优势(表3)

    基因流的计算表明，野古草种群间基因流系低水平的迁移。用Writht方程可给出N.-O. 34的估算[x+〕。  Nn:值低表明Fs

值高。以特有等位基因为基础的基因流独立估算给出甚至更低的基因流估值。Y- 0.053). 2种N.<1 的估算证明种群间的

基因流不足以相反影响局部种群的遗传漂变[N7
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  随遇等位基因
Ubiquitous alleles

表3  30个野古草种群随机选择30个分株备因座Mnr2基因型续率

Table 3  Genotype frequencies at locus Mnr2 for 30 random selected

ramets In 3公populations of Arandinefla hit.

私有等位荃因
PTir,te alleles   种群

POP.Ianou
种群大小

分株与基因型的数目

Population size
The number of -mats with genotype
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  图2 出现在1一30个野古草种群内等位基因数目的分布

  Fig. 2 Distribution of the number of alleles which exist in 1一30

  Arundinrlla hi- populations

  稀有的等位基因出现在图的左边.而常见的等位基因出现在右边。

  私有等位基因仅出现在单一种群，而随遇等位基因出现在所有3。个

  种群 Rare. alleles occur on the left side of figure, while common

  alleles occur on the right zide,Pri-te allelels exist only in a single

  population, while ubiquitous alleles occur in all 30 populations

        裹2  30个野古草种群间多态茜因座种群遗传的统计

Table 2  Population genetic statistics for polymorphic loci among 30

populations of Arundmella hit.

基因座

Locus

Aatl

Aat2

Ugpl

UgP2

6Pgd
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Pgi2
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    ‘表2中的数值表示近交、区和地区对杂合度的影响These 图3  30个野古草种群所有240个咸对种群地理距离和遗传距离之
values。table 2 represent effect of inbreeding, area and region。。 间的关系
heterovygositie, Wright统计如下F"，亚种群内近交期望杂合度 Fig. 3  Relationship between geographic and genetic distances for

Fn，总近交期望杂合度;Fsr，固定指数. Fso,区内种群内期望杂合 “11 240 pairwise cotnparisor. of 30 populations of ArursdineU, hirta
度Fnx，地区(总研究地区)内各区期望杂合度Writht' s F Statistics  3 讨论

is as al lows; FIS. inbreeding within subp,pulstio,s; Fn, total 野古草遗传变异的,M定值或多或少地近似于Hamrick和

inbreeding; Fs? .fix tation index, F-, the expected heterozygosity Godi,Wolf等的枯测值〔2注，:。但是，野古草种群遗传多样性的变

within populations within areas; Fnrthe expected hetegozyzosity in化在或多或少程度上不同于其他学者关于种群间、种群内遗传
areas within regions (total study region) 变异的报道。这种变异不仅出现在种群间也出现在种群内

    该项研究表明，种群间不仅在小种群间而且在大种群间基因流都很小，尽管一些小种群可被分隔成数不清的更小小种群，

常常受到放牧和人类活动的干扰，但与面积大的种群相比，面积小的种群似乎基因流并不贫乏。这一事实表明，通过荃因流、近

交和局部选择的综合影响遗传多样性的损失小种群不比大种群严重。

    种群间的遗传关系表现出一些地理影响。F统计表示，大多数遗传杂合度出现在种群间，固定指数(Fsr)值处于中间值域

根据种群间接遗传统计(N. ),野古草种群间基因流是较小的.作为基因流，甚至在小种群中种子迁移也不太可能表现出扩展
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空间，脱离邻近种群 花粉散布借助于风 散布距离变动于3 k-和6 km之间，但通过昆虫散布显然很可能是种群间基因流散

布的主要机制。昆虫能散布花粉块达1 km。这里提到的这二种距离实际上可以把本文研究的种群与临近其它野古草种群连系

起来 但是，正如Wolf所指出的[[iu遗传组合，例如均一的杂合体的存在证明，由成功的授粉产生的种子很少补充入种群。野古

草种子的籽苗也几乎很少补充人野古草种群。或许在稀有情况下，建立新种群时籽苗有机会补充人种群

    产生和保持野古草种群遗传多样性的过程包括自交不亲和性、无性繁殖和长寿命克隆的体细胞突变传统的种群遗传学难

以阐明这些过程，该项研究基因流(N.)的间接估测可能低估基因流数量，因为在种群内一些事件对种群间差异起明显作用。

在克隆植物种中世代时间本身难以确定，因为按有的学者估计无性繁殖的同源分株可能维持数百年或数千年[-a1.应注重对植

物种群遗传学中克隆累殖和体细胞突变的研究[ssl以为野古草和其它长寿命克隆植物种较长时期的进化多样化提供重要

见解 巴
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