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根据cpDNA trnL-F非编码区序列变异分析黑秒锣
      海南和广东种群的遗传结构与系统地理

苏应娟，王 艇，郑 博，江 宇，欧阳蒲月，陈国培，王伯荪
(中山大学生命科学学院，广州 510275)

摘要:以黑渺锣分布在海南和广东9个种群为材料，通过PCR产物直接测序和克隆后再测序的方法测定了叶绿体DNA

(cpDNA )trnL-F非编码区序列。序列长度介于10176p至10216p;碱基组成A+T含量较高，百分比值为60.43%-62-26Y,

根据序列的核普酸变异共鉴定出15个单倍型 黑渺锣具高水平单倍型多样性((h=0. 880)和较高水平核昔酸多样性〔Dij=

0. 00342)，其悠长的进化历史可能增加了遗传变异在谱系内的积累。单倍M最小生成网图和邻接树、种群间分化度(F.rr =

0.12645)和基因流(N.=3. 49),AMOVA分析(地区间遗传变异占11.91%, p>0.05)以及DNA歧义度结果一致显示，黑秒

锣分布在海南和广东的种群彼此间不存在遗传分化 黑渺锣单倍型的系统发育地理式样具“星状”特征.提示种群在历史上曾经

发生过扩张，扩张后的种群还未能获得足够时间去建立更加复杂的结构
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Genetic structure and phylogeography of populations of Alsophila podop匆lla in

Hainan and Guangdong, southern China, based on cpDNA trnL-F noncoding

sequences

SU Ying-Juan, WANG Ting, ZHENG Bo, JIANG Yu, OUYANG Pu-Yue, CHEN Guo-Pei, WANG Bo-

Sun   (Schaal of Life Sciences, Sun Yat-sen University, Gaa,,gzhoa 510275, China). Aeta Emlogica Siniea,2004,24(5);914-919.

Abstract; Alsophila padophylla Hook is a large perennial herbaceous fern species belonging to family Cyatheaceae in taxonomy.

In this research, population genetic structure and phylogeographical pattern of the species were inferred from variations of

chloroplast DNA (cpDNA) trnL一 F noncoding sequences. 9 natural populations were sampled, locating at Jian Feng Ling

(HNJFI)，Wu Zhi Shan (HNWZS), and Diao Lou Shan (HNDLS) in Hainan Province, as well as Gui Keng (ZQDHG , Ji

Feng Lin (ZQDHJ), Da Chong (FKHD()，Du Tian (FKHDT), Xue Si Shang You (FKHXU), and Xue Si Xia You

(FKHXD) in Guangdong Province of southern China. cpDNA traL-F noncoding regions were determined by cycle sequencing

or sequencing cloned PCR products. Sequence length varied from 1017 by to 1021bp. Base composition was with high A+下

content of 60.43%一62. 26%. 15 haplotypes were identified based on nucleotide variation. Relatively high level of haplotype

diversity (h=0.880) and nucleotide diversity (Dij=0.00342) were detected in A. podophylla. This is probably associated

with its long evolutionary. history which allowed the accumulation of genetic variation within lineages. Minimum spanning

network constructed from tral.-F haplotypes showed that haplotypes identified in Hainan populations rapidly coalesced to those

in Guangdong populations with short branch length of one or two mutations. In neighbor-joining tree, haplotypes of Hainan

and Guangdong populations were exhibited as highly mixed branches, neither forming as a monophyletic group.  Gene

genealogies of trnL-F haplotypes suggested a close genetic relationship between populations of A. pordophylla distributed in
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Hainan and Guangdong. Investigations of population differentiation (F,,=。.12645), gene flow (Mn=3.49), AMOVA

(11.91% genetic variation was partitioned among regions, p>0.05), and DNA divergence also demonstrated that no genetic

differentiation occurred bewteen populations of Hainan and Guangdong. A "star like" pattern of phylogeography of haplotypes

was uncovered in A. podophylla, which meant an outcome of population expansion during its evolutionary history, and since

then there will have been insufficient time to form a more complicated population structure.

Key  words: Alsophila  podophylla;  epDNA  trnL-F  noncoding  sequence;  haplotype;  genetic  structure;  geographical

differentiation

文章绷号:1000-0933(2004)0:;-0914-06 中图分类号:Q234,Q94l.Q918 文献标识码:A

    黑秒锣(Alsuphila podophylla Hook.)属秒锣科(Cyatheaceae)k}锣属(Alsopldla )黑渺栩亚属(Subgenus Gymnosphaera)一‘J，

为多年生大型草本地生旅类植物。砂锣类植物在中生代中期曾广泛分布，极为繁盛。随后由于地质变迁和气候变化 特别是第四

纪冰川的作用，不少种类绝灭;残存种的分布区也急剧收缩，仅在热带和亚热带山林中的适宜生境内得以保留〕习。现存的黑抄

锣一般生长在海拔350-700.的密林下，常见于林缘草地、林内阴湿地以及溪谷旁湿地。在我国的贵州、云南、厂西、海南、广

东、福建和台湾均有分布口al是研究获类植物种群结构和系统地理的重要材料。

    对种子植物的研究发现，决定种群遗传结构的因素包括繁育系统、基因流、选择压力、突变、遗传漂变、种内系统发育、进化

过程、生活史及生境特征to,然而，由于对旅类植物种群的遗传变异和地理分化研究还相对很少，上述因素在旅类植物的种群遗

传结构形成过程中是否也起决定作用，迄今仍不确定。近年来，基因谱系(gene genealogy)和接合理论(coalescence theory)为在

分子水平上探讨种群的遗传变异和分化开辟出新的途径[p7。两者的联合运用可以揭示种群形成、分布及扩张等方面的诸多信

息ttl现在叶绿体DNA (epDNA)非编码区核着酸序列变异已被经常用于分析植物的种群遗传变异和系统地理学问题to“」。其

单亲遗传和进化仁近中性、速率快的特征非常适合于重建植物种内系统地理格局[[tat。另外，技术上选择DNA测序的力法还可

以避免在利用限制片段长度多态性(RFLP)和基于PCR的指纹图谱法时经常遇到的长度同塑性(length homoplasy)问题，从而

提高估算种群遗传结构和基因流的分辨率[1]飞。

    本研究以黑秒锣分布在海南和广东的9个种群为材料，通过分析。pDNA trn工一F非编码区序列数据，初步研究了这些种群

的遗传结构和系统地理，目的是 (1)检测种群遗传多样性及其分配状况;(2)分析位于海南和广东的种群在地区间水平上是否

存在地理分化;(3)探讨和黑秒柳种群遗传结构形成有关的因素。

1 材料和方法

1. 1 植物材料

    样本分别采自广东封开黑石顶大冲((FKHDC)、独田((FKHDT)、学思卜游(FKHXU)和学思下游(FKHXD)肇庆鼎湖山鬼

坑(ZQDHG)和季风林(ZQDHJ)以及海南尖峰岭(HNJFI)、五指山(HN WZS)和吊罗山(HNDLS)(表1).黑石顶大冲、独田、学

思上游和学思下游种群生长于河边、山谷;鼎湖山鬼坑和季风林种群生长于鼎湖山树木园;尖峰岭种群生长于海拔850-山林

中溪边;五指山种群生长于海拔800-850.山林中的沟谷或溪边;吊罗山种群生长于海拔600-700.山林中的瀑布边 样本数

总计99株。随机选取样本时，样本间距离至少保持5m 采集的叶片材料立即用硅胶干燥或贮藏在冰壶中，运至实验室后

一20 C保存。

1.2 实验方法

1.2.1  DNA提取与PCR扩增反应 采用改进的十六烷基三甲基澳化胺(CTAB)法[oz}o测定紫外光吸收以确定DNA浓度和

纯度，琼脂糖凝胶电泳检查DNA完整性。每100p[争CR反应体积中包括50 mmol/L KCI; 10 mmol/L Tris-HCI; 1. 5 mmol/

L MgCl;0. 1 % Triton X-100, dNTP各200 pmol/L;模板用量为50ng; 2.0单位TagDNA聚合酶;引物各，0 pmol扩增

cpDNA t-L-F非编码区引物采用Taberlet等的设计[n3，引物1: 5'-ATTTGAACTGGTGACACGAG-3'，引物 2: 5'-

CGAAATCG GTAGACGCTAC G-3'引物由上海博亚生物技术有限公司合成。PCR反应程序为 94C预变性3min;94C 45s,

55 C 60s,72 C 90.,30个循环;末次循环72 C延伸7min, PCR产物经琼脂糖凝胶电泳检测分子量

1. 2.2  PCR扩增产物直接测序 取PCR产物5川测序，测序引物与PCR反应引物相同

1.2.3 低熔点琼脂糖回收PCR产物与克隆测序 1.0%琼脂糖凝胶 1 X TAE电泳2h(电压为5 V /cnm)，切下目的片段，用

UNIQ-10柱式DNA胶回收试剂盒回收PCR产物。回收所得PCR产物采用pMD18-T Vector试剂盒连接 转化导人由大肠杆

菌DH-5u所制的感受态细胞中采用蓝白斑筛选法获得克隆。使用PCR法确认T载体中插入片段的大小 鉴定阳性克隆。用阳

性克隆提取质粒做模板，应用pMD18-T Vecto:两端通用引物M 13F和M13R在ABI377自动测序仪上测序

I.3 教抿朴析



916 生 态 学 报 24卷

    测定的trnL-F非编码区单倍型序列Genhank登录号为AY303515-AY303538序列比对使用Glustal X软件比」完成。应用

BioEdit软件[u,l统计序列长度变异和序列的核普酸组成 运用DnaSP软件[is,计算单倍型多样性(h)与核昔酸多样性(Dij)

Miospoet软件〔，，〕求算最小生成网图(Minimum Spanning Network)。使用PHYLIP软件包[I吕 l"算单倍型间的Kimur。双参数

遗传距离，并进行邻接法(Neighbor-joining Method)分析。通过Bootstrap法检验重建分支的可信度。对中国秒锣科植物的分子

系统发育研究表明毛轴砂锣(Cyathea pseudogigontea),f齿6W (Cyathea pectinata)，大妙锣(Cyathea gig-tea )和狭羽秒锣

(Cyathea tinganensis)组成的分支与黑秒锣互为姊妹群Ue一为此进行最小生成网图和邻接法分析时选取它们作为外类群 种群
内和种群间的基因流用每代雌性个体迁移数〔Nm)估计，该值可由公式Fsr=1/(1+2Nm)求出，其中N是雌性有效种群大小、

明是雌性迁移率[xol选用Arlequin软件[[221进行分子方差分析(AMOVA)，计算种群内、种群间及不同地区间种群的变异方差

分布。

2 实验结果

2.1单倍型多样性与核昔酸多样性

    本研究运用对PCR产物直接测序和克隆后再测序的方法测定了黑渺锣cpDNA trnL-F非编码区序列。由测得序列共鉴定

出15个cpDNA单倍型(haplotype)除封开黑石顶学思下游种群的FKHDXOS外，序列长度均为1017bp。发生在位点483,650-

654的插人和位点823-824的缺失导致FKHDX05的序列长度

加长至 1021bpo A + T含量较高，其百分比介于60.43%一

62.26%之间，许多非编码区序列都具此性质

    黑秒锣cpDNA trnl,-F非编码区序列的单倍型多样性(h)与

核昔酸多样性(Di j〕见表1,黑秒锣具高水平单倍型多样性((h二

0.880)。除黑石顶独田和海南吊罗山种群具同源组成外，各种群

的单倍型多样性也较高(h值介于。.556̂ 0.818).秒锣整个种

还具有较高水平的核昔酸多样性〔Di j = 0. 00342)。除黑石顶独

田和海南吊罗山种群外，各种群的D心取值介于。.00164至

0. 00438，其中封开黑石顶大冲((FKHDC)种群的核昔酸多样性

最低，封开黑石顶学思下游(FKHXD)种群核昔酸多样性最高

地区水平上，海南的单倍型多样性与核普酸多样性((h=0.752,

Dij=O. 00274)均小于广东的对应值((h=0. 805,ZAj=O. 00346)

2.2 叶绿体DNA单倍型的系统发育

    本文应用最小生成网图法对叶绿体座位进行分析后重建出

黑秒锣的系统发育式样，图1是基于trnL-F非编码区单倍型间

的碱基突变得出的最小生成网图。单倍型的系统发育呈现“星

状”式样 FKHDC07, HN WZS06及HNJFLO1(=HN W ZSO1)仅

以1个突变，FKHDC02, FKHXU08, FKHXU03, HNJFL02(二

HNDLS07 =HN W ZS02) , ZQDHJ OI , ZQDHJ05及ZQDHGO4仅

以2个突变，ZQDHGO5以3个突变，ZQDHG03以7个突变与处

于 中心位T.的 ZQDHJ04 ( = ZQDHG09 = FKHDT08 =

FKHXUIO = FKHXD18 = ZQDHJ06 = ZQDHGOI)相接合

FKHXD05同ZQDHJ04的关系相对疏远，PA”个突变与之相接

合。在以上过程中 黑砂押海南种群的单倍型只以1或2个突变

的枝长同广东种群单倍型很快接合;种群在两地区间未显示地

理分化

    邻接法分析发现，所有黑秒锣单倍型序列组成一单系群，其

图f 黑格锣种群cpDNA t}L-F非编码区单倍型的最小生成网图

Fig. 1  Minimums panning network relating haplotypes of cpDNA

trnL-F ...coding sequences found in populations of A. podopdylla

毛轴徽锣，蓖齿渺锣，大楷锣和狭羽砂锣选作根 Cyathea

pseudogigantea (CS), Cyarhea poctdnata(CP),(一扣thea gigaotea

(CG), and Cyathea tinganensis (CT) were used to root the tree,粗

中FKHXD05首先同其余的单倍型分歧(图2)a没有一个来自同 线代表单倍型之间的主连接;细线为其他可能的连接;线上圆圈内

一种群的全部单倍型能组成单系群;对应于不同地点的分支棍 数字表示单倍型间的突变数Major links between haplotype, are

合分布，表明其间存在明显基因流。 represented as thick lines; Other possible link is gi.e n as thin line
                                                                  Number, in circles on links between haplotype., indicate the number

                                                                      of mntadonal differences between haplotype,
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                表1 黑抄锣cpDNA traL-F非编码区序列的单倍型多样性(h)和核普酸多样性〔Dry)

Table 1  Haplotype diversity (h) and nucleotide diversity (Djj) of cpDNA trnL-F noncoding sequences of A

    种群

Populations

        地理坐标

Geographical roordiaate

样本数

Sample size

    单倍型多样性

Haplotypc divcrsity(h)

    核昔酸多样性
Nucleotide diversity(Dij)

黑砂秽A 户ado}勺lla
广东Gaangdong
鼎湖山鬼坑ZQDHG
如湖山季风林ZQDHJ
黑石顶大冲FKHDC
黑石顶学思上游FKHXU
黑石顶学思下游FKHXD
黑石顶独田FKHDT
海南Hain
海南尖峰岭HNJFL
海南五指山HNWZS
海南吊罗山HNDLS

112035' E23008' N

112'34'E23006'N

111052'E23'26'N

111'53'E23'27'N

111'53'E23'25'N

111'52'E23'27'N

12

15

2口

12

10

  R

108'44'El8'23'N

109045' E18053' N

109053'ElA04R'N {牛

0.880

0.80;

0. 682

0. 771

0 556

0.818

0.556

0.000

0. 752

0.556

0. 727

O O0n

0. 00342士0. 00036

0. 00346士0.00050

0.00201士0.00041

0. 00354士0.00083

0. 001 fi4士0. 00022

0. 00201士0. 00018

0.00438士0. 00059

0.00000士0.00000

0.00274士0.00014

0.00219士0. 00029

0.00191士0. 00018

0. 00000+ 0. 00000

2.3 种群结构和地理分化

    根据黑渺锣cpDNA trnL-F非编码区序列变异估算出的种

群间分化度F,r(0.12645)和基因流N. (3.49)表明在海南和广

东地区间种群不存在分化。地区内水平上，海南种群间的F二为

0. 00433-0. 55556, N。为0. 33-4.81;广东种群间F,二介于

0. 18182--0. 44444,N.介于0. 50-2. 32(表2)基于trnL-F非

编码区序列变异的AMOVA分析表明，黑秒锣种群55. 77%的

遗传变异发生在种群内((P<0. 001)， 32. 33%的遗传变异发生在

地区内种群间((p>O.05)，而仅有11.91%的遗传变异分配在地

区间(p>O. 05)

    从种群间DNA歧义度的角度分析，在地区内水平上，海南

种群间的核昔酸差异平均数和每位点核普酸替换平均数分别介

于1. 500- 2. 833和0.00147一  0.00279;广东种群间的核昔酸差

异平均数和每位点核昔酸替换平均数分别介于1.250̂-6.200

和。.00123--0.00611(表3),地区间水平上，海南与广东种群间

的核昔酸差异平均数和每位点核昔酸替换平均数分别为3.600

和。. 00355，并未超出只分布于广东的种群间的歧义度范围

3 讨论

    本研究显示，黑渺锣trnl,-F非编码区序列维持着高水平的

单倍型多样性(h=0.880)和较高水平的核昔酸多样性(Dij=

0. 00342)。造成这种状况的原因一方面可能是因为黑渺锣悠长

的进化历史增加了遗传变异在谱系内的积累;另一方面是由于

非编码区序列受到的功能限制偏低，进化上趋于中性，使突变在

每个谱系内得以保留Ce%1。对山毛桦、橡树、榕树、台湾含笑等乔木

叶绿体基因组非编码区序列的分析，也都发现它们核普酸变异

的积累同进化历史、功能限制相关Cn. z:+.en}

    根据cpDNA trnl,-F非编码区单倍型重建的最小生成网图

和邻接树表明，黑栖锣现存于海南和广东种群之间的遗传关系

接近;海南单倍型或广东单倍型各自均不构成单系分支而呈混

合分布，并且海南单倍型(HNWZSOI-02, HNJFLOI-02及

HN9LS07

HNS1'Z902

Cyru触o而咭.脚.自

图2 以毛轴渺锣，蓖齿渺锣，大秒锣和狭羽砂锣为外类群构建的黑

扮锣cpDNA t-l-F非编码区单倍型邻接树

Fig. 2   Neighbour-joining tree of.haplotypes of cpDNA -L-F

noncoding  regions of  A.  podophytta,  rooted  using Cyathea

pseadogigantea, Cyathea pectin-, Cyathea gigantea, and Cyathea

iinganensis as ootg,o,p,

分支上为重复 1000次的Bootstrap值 Numbers above branehes

indicate the bootstrap values of 1000 replicates

HNDLS07)以1或2个碱基变异同广东单倍M (ZQDH)04 )迅速接合(图1,2)e另外，种群间分化度(F,, =0. 12645)和基因流

,V,n(3.49),AMOVA分析(地区间遗传变异占11.91 %,p>0.05)以及DNA歧义度结果也一致显示，黑秒锣分布在海南和广

东的种群彼此间不存在遗传分化。在第三纪末期和第四纪初期由于地壳的升降运动，大陆低地发生海侵 形成了大陆与海南分
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开的格局;晚更新世末，海水下降 海南与大陆再度相连，然而随着全新世气候回暖，海水回升，海南与大陆再度分离Fz,I，从此海

南和大陆之间被宽达20̂-40km的琼州海峡阻隔。结果表明，地理隔离并未导致黑秒锣分布在海南和广东的种群发生分化

                    表2 根据cpDNA trnL-F非编码区序列比较黑他锣种群间的Nm(对角线上)和Fsr(对角线下)

Table 2  Pairwise comparisons of Nm (above diagonal) and Fsr(below dizgon.D between populations of A. podop勺!(a , based on cpDNA 7rnL-F

noncodingsequences

种群Populations ZQDHG   ZQDHJ   FKHDC   FKHXU   FKHXD   FKHDT   HNJFI-   HNWZS    HNDLS

022
042
014
018
姗
0oc
o33
044

074
096
050
173
目
﹃

鼎湖山鬼坑ZQDHG
鼎湖山季风林ZQDHJ

黑石顶大冲FKHDC
黑石顶学思上游FKI IXU

黑石顶学思下游FKHXD
黑石顶独田FKHDT

海南尖峰岭HNJFL
海南五指山HNWZS

海南吊罗山HNDLS

1.64

0.18182

0. 32507

0.31818

0.38191

0.1x182

0. 34343

0. 22874

0.68531

{:)
0. 28829

0.28539

0. 35125

0.18182

0. 30688

0.21612

0. 57143

0.42890

0. 44444

0. 44444

0. 44444

0.36364

0. 76190

0.62

0.75

0. 50

0 51

0. 43566

0. 41558

0. 14646

0. 35381

0. 72727

:一;:
0.44444

0.44444

0.40152

0.62963

n. 44444

0. 00433

0. 55556 0. 51515

衰3 黑秒移种群间的核普酸差异平均数(对角线上)和每位点核普酸替换平均数(对角线下)

Table 3  Average number of nucleotide differences (above diagonal) and average number of nucleotide substitution per site (below diagonal)

between populations of A

        种群Populations ZQDHG

ZQDHJ3. 450
FKHDC   FKHXU   FKHXD   FKHD7 HNWZS    HNDLS

鼎湖山鬼坑ZQDHG
鼎湖山季风林ZQDHJ
黑石顶大冲FKHDC
黑石顶学思上游FKHXU
黑石顶学思下游FKHXD

黑石顶独田FKHDT
海南尖峰岭HNIFL
海南五指山HNWZS
海南吊罗山HNDLS

3. 000

0. 00339

0. 00270

0.00295

0.00517

0.00123

a. 00270

0. 00254

0. 00320

:::
0. 00364

0.00388

0.00611

0. 00216

0. 00364

0.00347

0.00413

:::
0. 00320

0. 00542

0. 00147

0.00295

0. 00279

0.00344

0. 00567

0.00172

0. 00320

0.00303

0.00369

1.250

2.200

l. 500

1. 750

4.000

0.00394

0. 00542

0. 00525

0. 00591

HNJFI

  2. 750

  3. 700

  3. 000

  3. 250

  5. 500

  1..500

2. 583

3. 533

2.833

3. 083

5. 333

1.333

2. 833

00279

00147    0.00197

3.250

4. 200

3. 500

3. 750

6.000

2.000

1. 500

Z On0

    DNA测序在技术上可以提高分辨种群遗传变异的能力。但是，如果只采用“概要性统计学(summary statistics)'，分折方法，

例如估算Fsr ,组涵在数据中的许多信息就会被忽略，从而无法区分由不同进化过程产生的相似的遗传变异分布格局明。为此，

基因谱系和接合理论正在被广泛应用于种群遗传学研究，成为该领域内最重要的进展之一。本研究检测到黑渺锣海南和广东种

群间的基因流Nm值高达3.49。考虑到黑栖锣种群现代生境的片段化、渺锣类植物饱子体和配子体的有限迁移能力以及抱子

自身生命力的脆弱性[8s1，推测此高基因流值并不表示黑秒锣现存种群在地区间可以实现高效基因流，而它更可能反映的是种

群历史上的迁移事件。黑秒锣单倍型在海南和广东的系统发育地理式样具“星状”特征，即围绕中心单倍型，其他单倍型大多以

较短的枝长发散(图1)。根据结合理论，这种相对简单的式样表示，种群在遇到适宜的气候环境条件时曾经发生过扩张;扩张后

的种群因为还未能获得足够的时间建立更加复杂的结构故而呈现“星状’,[;邻接树中，海南单倍型和广东单倍型的接合发生在

树的顶端或接近顶端(图2)，也提示海南种群发生于相对较近的时期.地质证据表明，在早更新世 每隔10万年出现的冰期后

伴随有2万。温暖期(Milankovitch循环)〔，a,1。和许多其他荻类植物一样[[ae7黑秒锣可能通过产生大量的微小、风媒抱子随着

气候条件的摆动实现种群周期性扩张。在增加种群取样的基础上，进一步鉴定原始单倍型类型、枯算单倍型间的分歧时间将会

有助于推定黑秒锣种群在海南和大陆之间的迁移路线。
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