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摘要 :大针茅是亚洲中部草原亚区特有的蒙古草原种 ,以大针茅建群的草原在内蒙古的分布面积为 2 798 081hm2 。从遗传多样

性上探讨了大针茅种群在放牧压力下的适应机制 ,结果表明 :虽然放牧导致部分基因位点丢失 ,但整个种群仍表现出丰富的多

态性 , ISSR 检测的多态性条带比率为 89 %。Nei’s 指数计算的大针茅种群间的遗传分化为 011984 ,说明有 1918 %的遗传变异存

在于种群之间 , 8012 %的遗传变异存在于种群内。由 Shannon’s 和 Nei’s 多样性指数检测的大针茅种群内遗传多样性随着放牧

压力的增加有逐渐减弱的趋势。根据遗传距离构建的 UPGMA 聚类图中 , 中度和重度放牧样地首先聚为一类 , 不放牧和轻度

放牧样地聚为一类 , 随后聚在一起。

关键词 :放牧 ;大针茅 ;遗传多样性 ; ISSR

文章编号 :100020933(2006) 1023175209 　中图分类号 :Q143 ,Q943 　文献标识码 :A

Genetic diversity of Stipa grandis under different grazing pressures
SHAN Dan

1
, ZHAO Meng2Li

1 , 3
, HAN Bing

2
, HAN Guo2Dong

1 　(11 College of Ecology and Environmental Science , Inner Mongolia

Agricultural University , Huhhot 010018 , China ; 21 College of Bioengineering , Inner Mongolia Agricultural University , Huhhot 010018 , China) . Acta Ecologica

Sinica ,2006 ,26( 10) :3175～3183.

Abstract :The area of the Stipa grandis steppe in Inner Mongolia is 2798081 hm2 . Based on the genetic variation , the adaptability

of Stipa grandis under grazing pressure was significant . Changes to genetic diversity of the Stipa grandis population under different

grazing pressures were studied by Inter2Simple Sequence Repeat ( ISSR) . The plant materials were collected from a series of

grazing gradients of the Stipa grandis steppe in Dalinuoer national nature reserve in Inner Mongolia. The location of the reserve is

116°38′～116°41′E and 43°25′～43°27′N , and it has abundant vegetation types ; Leymus chinensis is the constructive species.

Dominant species include Stipa grandis , Cleistogenes squarrosa , Artemisia frigida , with the companion species being Potentilla

acaulis . Four grazing gradients were identified , from herdsmen residence to enclosure site according to the grazing pressure. They

were no grazing (CKenclosure site) , light grazing (LG) , moderate grazing (MG) and heavy grazing ( HG) . Young leaves of each

Stipa grandis were collected during the growing season.

The results showed that Stipa grandis has abundant genetic diversity although some polymorphic loci were missing. At the

same time new polymorphic loci emerged when grazing pressure increased. 10 primers were used , with 74 bands produced in total

and 65 of the bands being polymorphic. The total percentage of polymorphism was 89 %. With the increase of grazing pressures ,

the percentage of polymorphic loci of the Stipa grandis population decreased. The percentage of polymorphic loci was 6212 % in

the no grazing (CK) population , 6419 % in the light grazing (LG) population , 5811 % in the moderate grazing (MG) population

and 5618 % in the heavy grazing ( HG) population. The genetic diversity of the population from highest to lowest by the Shannon’s



information index is as follows : light grazing (013486) , no grazing (013339) , moderate grazing (013249) and heavy grazing

(012735) , with the same distributional pattern as the Nei’s genetic diversity index. The test showed that as grazing pressures

increased , the change of genetic diversity decreased. The genetic differentiation coefficient among the population ( Gst ) was

011984 , which showed small partial genetic diversity (1918 %) present among populations. Gene flow ( Nm 3 ) between primers

varied from 019806 to 314463 and the mean Gene flow ( Nm 3 ) was 210202. The UPGMA cluster figure that was constructed

based on the genetic distance matrix showed four populations that became genetically closer at each step . The first group was the

moderate grazing (MG) population and the heavy grazing ( HG) population , group two consisted of the no grazing (CK) populating

and the light grazing (LG) population , then the two groups closed together.
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　　放牧对植物的影响是多方面的 ,家畜的选择性采食和践踏作用对群落的组成、结构的影响很大。许多研

究证明 ,随着放牧率的增加 ,高大或中等的禾本科牧草、适口性好的豆科牧草和不耐践踏的牧草在群落中的比

例均下降[1 ,2 ] 。放牧采食和物理损伤使植物失去茎叶 ,叶面积指数降低 ,影响了植物碳水化合物的供应 ,植物

正常生长发育受到干扰[3 ,4 ]
;另一方面 ,家畜的践踏使土壤理化性质发生改变 ,随着放牧强度的增加 ,土壤渗透

性下降 ,容重增加[5 ]
,有机质和 N、P、K、Ca、Mg 含量降低 [6 ]

,植物从土壤中获得的营养物质相应减少。在放牧

对植物遗传多样性产生影响的研究上 ,赵萌莉等[7 ]发现 ,长期放牧压力下羊茅居群的遗传多样性水平并未降

低 ,王静等[8 ]在研究冷蒿种群中指出 ,随着放牧强度的增加冷蒿种群间遗传距离缓慢增加 ,种群间的一致度降

低 ,冷蒿种群的遗传分化与放牧强度有关系。本研究利用 ISSR( Inter2Simple Sequence Repeat)分子标记技术 ,对

不同放牧压力的大针茅 ( Stipa grandis)种群遗传多样性进行检测 ,以了解 ISSR 在检测大针茅遗传多样性的效

率和分辨力 ,探讨放牧干扰下大针茅种群的遗传结构和遗传多样性变化。

1 　采样地概况及研究方法

1. 1 　采样地概况

采样地位于内蒙古自治区赤峰市克什克腾旗西部达里诺尔国家级自然保护区境内砧子山以东的天然草

地 (116°38′～116°41′E ,43°25′～43°27′N) ,为典型草原 ,草地植物群落类型为羊草 + 大针茅 + 糙隐子草 ,植物种

类丰富 ,建群种为羊草 ( Leymus chinensis) ,优势种为大针茅 ( Stipa grandis) 、糙隐子草 ( Cleistogenes squarrosa) ,主

要伴生种为冷蒿 ( Artemisia f rigida) 、星毛委陵菜 ( Potentilla acaulis) 等。草原群落随放牧压力的变化 ,最明显地

表现在居民点或家畜饮水点周围放牧压力较大 ,远离居民点或家畜饮水点的另一端放牧压力较轻 ,结果沿半

径方向构成草原群落的不同放牧压梯度。按照李博退化草地分级方法[9 ] ,将草地划分为轻度放牧样地 (light

grazing ,LG) 、中度放牧样地 (moderate grazing ,MG) 、重度放牧样地 (heavy grazing ,HG) 、以及不放牧的围封区为对

照区 ,即不放牧 (no grazing ,CK)样地 ,各放牧压力样地的植物群落特征见表 1。

表 1 　不同放牧压力样地植物群落特征

Table 1 　Plant population characterizes under different grazing gradients

项目 Item

放牧压力 Grazing pressure

不放牧 (CK)

No grazing
轻牧 (LG)

Light grazing
中牧 (MG)

Moderate grazing
重牧 (HG)

Heavy grazing

群落建群种、优势种
Community constructive species and
dominant species

羊草、大针茅
Leymus chinensis +
Stipa grandis

羊草、糙隐子草
Leymus chinensis +
Cleistogenes squarrosa

糙隐子草、冷蒿
Cleistogenes squarrosa +
Artemisia frigida

星毛委陵菜、冷蒿
Potentilla acaulis +
Artemisia frigida

多年生牧草种数 Number of perennial species 42 41 29 21

1、2 年生植物种数 Number of annual species 8 11 12 13

植被盖度 Vegetation cover ( %) 77 60 38 32

高度 Vegetation height (cm) 38 29 21 16

8 月份产草量 (干量 gΠm2) Dry weight in August

(gΠm2)
264. 7 173. 5 145. 6 127. 3
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　　采样时 ,以居民点一端为起点至不放牧的对照区 ,设置 3 条样带 (样带长约 5000m) ,作为 3 次重复样带。

1. 2 　ISSR 分析

1. 2. 1 　叶片采集与处理 　用于 ISSR 分析的叶片于大针茅生长旺盛时期 (8 月初) 按株随机采样 ,株距 50m 以

上 ,每个样地分别采集 20 株 ,洗净阴干备用。

1. 2. 2 　DNA 的提取与检测 　采用 CTAB 法 ,从植物叶片中提取基因组 DNA ,主要提取试剂配方参见文

献[10 ,11 ] 。提取后的 DNA 沉淀用真空浓缩仪抽干 ,回溶 ,置于 4 ℃恒温箱备用。

将提取的 DNA 样品用紫外分光光度计 (DU2T型)和电泳2EB 染色的荧光强度测定 DNA 浓度 ,用已知浓度

的λDNA 对照 ,确定 DNA 含量和分子量。

1. 2. 3 　PCR 反应条件与反应体系建立 　PCR 反应体系的建立主要通过对 DNA 浓度、引物等条件进行初步的

调整 ,达到了反应条件的优化 ,确定了 ISSR2PCR 扩增反应总体积为 25μl 反应体系[12 ]
:其中包括 10 ×buffer

215μl ,210 mmolΠL Mgcl2 2μl ,011 mmolΠL dNTPs ,0115μmolΠL ISSR 引物 ,40ng 左右的基因组 DNA ,1 单位 TaqDNA

聚合酶 ,灭菌三蒸水补齐至 25μl。

扩增程序 :94 ℃预变性 3 min , 94 ℃变性 1 min , 54 ℃复性 1 min , 72 ℃延伸 1 min , 进行 45 个循环 ,最后

72 ℃补平 5 min , 4 ℃停止。扩增产物用 218 % 琼脂糖凝胶 (内含溴化乙锭)电泳鉴定 ,电泳 115～210 h 后 ,将凝

胶放在自动凝胶成像系统下进行分析。

1. 2. 4 　ISSR 引物筛选 　以不放牧样地 (CK)的大针茅为材料 ,对 32 个 ISSR 引物进行筛选 ,筛选出 10 个引物

用于 PCR 扩增。引物由上海生物工程公司合成 ,名称和序列见表 2。

表 2 　ISSR所用引物序号与序列

Table 2 　Sequence of the primers used to produce ISSR markers

引物 Primer 引物序列 (5′23′) Primer sequences(5′23′) 引物 Primer 引物序列 (5′23′) Primer sequences(5′23′)

22893 GGAGAGGAGAGGAGA 31674 GAGAGAGAGAGAGAGAGG

22895 ACACACACACACACACC 31675 GAGAGAGAGAGAGAGAAT

31669 ACACACACACACACACTG 31676 ACACACACACACACACYG

31672 AGAGAGAGAGAGAGAGC 36541 AGAGAGAGAGAGAGAGYC

31673 GAGAGAGAGAGAGAGAC 36543 GACAGACAGACAGACA

　　Y = ( C , T)

1. 2. 5 　谱带统计与数据分析 　ISSR 多样性表型带计数 :同一引物的扩增产物在电泳中迁移率相同的条带被

认为是同源性的 ,属于同一位点的条带将清晰可见的强带和反复出现的弱带记为“1”,否则记为“0”,形成二元

统计数据。

数据统计分析方法 :应用 Popgen32 软件对大针茅种间遗传结构进行分析 ,计算以下遗传参数[13 ,14 ]
:多态

位点比率 ( P) 、Shannon’s 表型信息指数 ( I) 、Nei’s 基因多样性指数 ( H) 、群体分化系数 ( Gst) ;根据 Nei’s 遗传

距离用类平均聚类方法 (UPGMA)进行系统聚类 ,分析群体间遗传分化关系。

(1)多态位点比率 ( P) 　P = 具有的多态位点数Π检测到的位点数

(2) Shannon’s 信息指数计算的种群的遗传多样性指数与遗传分化系数 ,公式如下 :

各种群的遗传多样性指数 Ho = - ∑лi ln лi

总种群遗传多样性指数 Hsp = - ∑лln л

各种群平均遗传多样性指数 Hpop = 1Πn ∑Ho

式中 , лi 为某条扩增带在某种群内出现的频率 ; л为某条扩增带在总种群中出现的频率 ; n 为种群数目。

由此计算遗传多样性在种群内所占比例 : HpopΠHsp ,在种群间所占的比例 : ( Hsp - Hpop)ΠHsp。

(3) Nei’s 遗传多样性指数将总种群的基因多样性 ( HT ) 分解为种群内基因多样性 ( HS ) 和种群间基因多

样性 ( DST ) ,并计算种群的遗传分化系数 ( GST) :
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HT = HS + DST

HS = 1 - JS = I - ( ∑J i )ΠS

　　式中 , S 为种群的数目 ,J i = ( ∑Xi k
2 )Πn ,这里 J i 是第 i 个种群内的基因一致性 , Xi k 是第 i 个种群第 k 个

等位基因的频率。

HT = 1 - J T = 1 - ( ∑Xk
2 )Πn

　　式中 , Xk = ∑Wi Ki K , Wi 是第 i 种群的加权 ( ∑Wi = 1) 。

DST = HT - HS 或 DST = ( ∑∑Dij)ΠS
2

　　式中 , Dij = ( J i + J j )Π2 - J ,其中的 J ij 是第 i 个种群和第 j 个种群间的基因一致性 ,J = ∑Xi KXj K。由此

计算种群的遗传分化系数 :

GST = DSTΠHT

2 　结果与分析

2. 1 　遗传多态性分析

图 1 　引物 31672 在大针茅种群上的扩增谱带

Fig. 1 　Amplified bands of primer 31672 on Stipa grandis populations

marker 右侧为轻度放牧种群 light grazing population is on the right

本实验中 ,PCR 反应扩增的 DNA 片断大小一般在

300～1500bp 之间 (图 1) 。各引物检出的位点总数和单

态位点及多态位点不同 ,其中 31672 引物检出的位点数

最多 ,31675 和 36543 引物检出的最少 ,10 个 ISSR 引物

在 44 份材料间共扩增出 74 条带 , 65 条为多态 ,多态性

条带比率为 89 %(表 3) ,说明供试材料基因组多态性较

丰富 ;其中轻度放牧样地的大针茅种群多态性最高为

6419 % ,其次是不放牧样地 (6212 %) ,中度放牧和重度

放牧下的大针茅种群多态性相对较低 ,分别为 5811 %

和 5618 % ,这一结果表现出单态位点随着放牧压力增

加而增大 ,而多态位点相应减少的趋势。

表 3 　ISSR引物扩增条带数

Table 3 　Number of amplification markers generated with 10 ISSR primers in the test of 4 populations

引物序号
No1of primers

总扩增带数
Total bands

多态性带数 Polymorphic bands

总计 Total 不放牧 (CK) 轻度放牧 (LG) 中度放牧 (MG) 重度放牧 (HG)

22893 9 9 6 8 6 4

22895 9 7 6 4 3 2

31669 8 7 5 4 5 5

31672 10 7 4 5 3 6

31673 7 5 5 4 4 3

31674 6 5 2 2 5 4

31675 5 5 5 3 4 4

31676 6 6 5 5 5 5

36541 9 9 6 7 6 7

36543 5 5 2 5 3 2

合计 Total 74 65 46 48 43 42

比率 Percentage ( %) 8910 6212 6419 5811 5618

2. 2 　基因频率变化

由于各放牧压力种群所处的地理自然环境相同并未产生隔离 ,仍存在基因交流 ,因此 4 个不同放牧条件

8713　 生 　态 　学 　报 26 卷



下的大针茅种群的 ISSR 谱间有着大量共同的扩增片段 ,但也存在差异片段。在放牧压力下 4 个种群在基因

频率上发生了显著的改变 ,虽然在各种群中并没有特异性的引物 ,但表现出明显的位点特异性。随着放牧压

力的增大 ,一些位点基因频率减少 ,甚至消失。3166922、3166923、3654123 ,在轻度放牧后即消失 ,重度放牧时位

点 2289321、2289524、3167326 消失 ;同时随着放牧压力的增加又有新的位点出现 (3167625、2289529、3167226、

2289523) ,或者是基因频率增加。

2. 3 　Shannon’s 信息指数和 Nei’s 指数估计的遗传变异

利用 Shannon’s 信息指数 ,根据每个引物在不同种群扩增的 ISSR 表型结果的差异和出现的频率不同 ,计

算大针茅种群遗传多样性。由表 4 可以看出 ,同一引物在不同种群中估计的遗传多样性指数不同 ;不同引物

在同一种群内所估算的数值也不相同。其中 ,引物 36543 在轻度放牧种群中估测的数值最高 ,为 015056 ;引物

22895 在重度放牧种群中估测的数值最低 ,为 010865。Shannon’s 指数估计的 4 个大针茅种群内的遗传多样性

由大到小的顺序为轻度放牧样地 (013486) > 不放牧样地 (013339) > 中度放牧样地 (013249) > 重度放牧样地

(012735) ,说明过度放牧使大针茅种群遗传多样性降低。Nei’s 遗传多样性指数估计的各个引物在 4 个大针

茅种群内的遗传多样性 (表 4)检测中 ,引物 36543 在轻度放牧种群中估测的数值也是最高的 ,为 013306 ;引物

31672 在中度放牧种群中估测的数值最低 ,为 011157。遗传多样性在轻度放牧样地最高 (012314) ,重度放牧样

地最低 (011761) ,按遗传多样性的大小排列各种群顺序为 :轻度放牧样地 (012314) > 不放牧样地 (012224) > 中

度放牧样地 (012184) > 重度放牧样地 (011761) ,这与 Shannon’s 多样性指数检测的遗传多样性顺序一致。

表 4 　Shannon’s 信息指数( I) 、Nei’s 指数( H)估计的 4 个大针茅种群内的遗传多样性

Table 4 　Genetic diversity of 4 populations estimated by Shannon’s index and Nei’s index

引物序号
No. of primers

大针茅种群 Population

不放牧 (CK) 轻度放牧 (LG) 中度放牧 (MG) 重度放牧 (HG)

Shannon’s
信息指数 ( I)

Nei’s 指数
( H)

Shannon’s
信息指数 ( I)

Nei’s 指数
( H)

Shannon’s
信息指数 ( I)

Nei’s 指数
( H)

Shannon’s
信息指数 ( I)

Nei’s 指数
( H)

22893 014128 012865 014163 012645 013661 012461 012786 011947

22895 013147 012020 012171 011433 011829 011212 010865 010514

31669 013175 012108 012908 011984 013077 012025 013643 012479

31672 012335 011587 011974 011190 011683 011157 012109 011223

31673 014000 012692 012968 011936 013033 012031 011950 011228

31674 012185 011543 012975 012039 014813 013251 013236 012094

31675 014426 012777 014000 012843 013545 012248 013478 012182

31676 013744 012369 014496 012975 014008 012755 014273 012810

36541 013701 012498 014154 012792 013047 012057 012682 011543

36543 012550 011785 015056 013306 013794 012645 012326 011587

平均值 Mean 013339 012224 013486 012314 013249 012184 012735 011761

　　根据表 5 ,Shannon’s 信息指数估计的种群内、种群间遗传多样性及分化中 ,引物 31676 估算的种群内遗传

多样性 ( Hpop)最高 (014130) ,引物 22895 估算的最低 ,为 012003 ,10 个引物估算的种群内遗传多样性平均是

013202 ;种内总的遗传多样性 ( Hsp)的平均值为 014726。Shannon’s 信息指数计算的遗传多样性在种群间所占

比列从 1912 %(引物 36541)到 5518 %(引物 22895) ,种群间遗传分化的平均值为 3212 % ,说明放牧干扰对大针

茅种群的分化程度影响很大。

2. 4 　遗传结构与基因流

植物的基因型在种群内和种群间一般不是随机分布的 ,在不同种群之间 ,同一种群的不同亚种群之间 ,甚

至在同一个体的不同后代之间都存在显著的遗传差异。根据表 6 ,Nei’s 遗传多样性指数计算的大针茅种内

总遗传多样性的平均值为 013123 ,种群内遗传多样性平均是 012367 ,种群间的遗传分化为 1918 % ,说明有

1918 %的遗传变异存在于种群之间 ,8012 %的遗传变异存在于种群内。不同引物所占的比例不同 ,其中引物
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22893 最高为 3318 % ,引物 31669 仅为 1215 %。

表 5 　Shannon’s 多样性指数估计的种群内、种群间遗传多样性及分化

Table 5 　Partitioning of the genetic diversity of 4 populations by Shannon’s diversity index

引物序号
No1of primers

种群内遗传多样性
Hpop

种内总遗传多样性
Hsp

种群内遗传多样性 ( %)

HpopΠHsp

种群间遗传多样性 ( %)
( Hsp - Hpop)ΠHsp

22893 013685 015734 64126 35174

22895 012003 014531 44121 55179

31669 013201 014355 73150 26150

31672 012025 013573 56168 43132

31673 012988 014952 60133 39167

31674 013302 015455 60154 39146

31675 013862 014836 79186 20114

31676 014130 015352 77117 22183

36541 013396 014204 80178 19122

36543 013432 014271 80134 19166

平均值 Mean 013202 014726 67177 32123

　　许多因子 (如种群大小、繁殖系统、性比、世代长短、世代重叠和基因流等) 影响着自然植物种群的遗传变

异程度 ,其中关键因子之一是基因流 ,即种群间和种群内基因的流动。植物种群内和种群间的基因流是借助

于花粉、种子、孢子、植株个体以及其他携有种群遗传物质的物体为媒介进行的 ,其中花粉扩散是自然植物种

群最主要的基因流 ,种群内基因流强度因物种而异 ,同时与种群密度、开花、物候的时间变异及繁殖系统有关。

Nm 作为居群每代迁移数 (the number of migrants per generation)可以通过 Gst 或 Gcs 测定基因流 ( Nm = 015 (1 -

Gst)ΠGst) 。表 6 中 ,各个引物的 Nm 值差异较大 ,从 019806 到 314463 不等 ,平均为 210202。Wright[15 ] 认为 ,当

Nm > 1 时 ,基因流就可以防止遗传漂变引起的居群间的遗传分化 ,如果 Nm < 1 则由于遗传漂变可以导致种

群间明显的遗传分化。因此 ,当 Nm 值升高时 , Gst 值就降低。放牧压力下 4 个大针茅种群的基因流的存在说

明种群间有基因的交流 ,且遗传分化不是由遗传漂变产生的。通过对大针茅种群生长环境的分析研究 ,不同

放牧压力下大针茅种群相似的基因频率主要是由于相同的生境选择压力所引起的。

表 6 　Nei’s 指数估计的种群内、种群间遗传多样性及分化

Table 6 　Genetic diversity and variation between and within 4 populations by Nei’s index

引物
Primer

种内总遗传多样性
Ht

种群内遗传多样性
Hs

种群内遗传多样性比 ( %)

HsΠHt

种群分化 ( %)

Gst
Nm 3

22893 013912 012480 66123 33177 019806

22895 012981 011665 68109 31191 110669

31669 012854 012456 87147 12153 314904

31672 012227 011842 86166 13132 312538

31673 013227 012760 87133 12167 314463

31674 013634 012678 76122 23179 116017

31675 013306 012512 82122 17178 213121

31676 013678 012727 77163 22136 117361

36541 012692 012222 85162 14137 219795

36543 012715 012331 85184 15194 216368

平均 Mean 013123 012367 80133 19184 210202

　　Nm = estimate of gene flow from Gst or Gcs1 E1g. , Nm = 015 (1 - Gst)ΠGst

2. 5 　种群间遗传距离

遗传距离是评价种群内和种群间遗传变异水平的重要指标 ,遗传距离越大 ,说明亲缘关系越远 ;遗传距离

越小 ,亲缘关系越近。根据 10 个引物 ISSR 扩增产物的电泳结果 ,按 Nei’s 遗传多样性指数的方法计算出 4 个

不同放牧强度大针茅种群的遗传距离和遗传相似度中 (表 7) ,无放牧样地与轻度放牧样地间的遗传距离最近

(010817) ,说明放牧对这两个样地的影响在遗传多样性水平上很接近 ;随着放牧强度的增加 ,遗传距离缓慢增
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加 ,无放牧样地与重度放牧样地间遗传距离最远为 011627 ,这两个种群间的差异较大 ,表明放牧对大针茅种群

的遗传多样性有一定的影响 ,但是在较小的时间和空间尺度范围这种影响还很有限。

图 2 　不同放牧压力大针茅种群 ISSR 分析的 UPGMA 聚类图

Fig. 2 　UPGMA cluster figure of S . grandis population under different

grazing pressures

表 7 　Nei’s 指数估测的各种群的遗传距离与遗传相似度

Table 7 　Nei’s genetic identity ( above diagonal) and genetic distance ( below

diagonal) of four populations

大针茅种群
Population

大针茅种群 Population

无放牧 CK 轻度放牧LG 中度放牧 MG 重度放牧 HG

无放牧 CK — 019215 018943 018499

轻度放牧LG 010817 — 019249 018628

中度放牧 MG 011117 010781 — 019281

重度放牧 HG 011627 011475 010746 —

　　根据遗传距离所构建的 UPGMA 聚类图中 ,大针

茅 4 个种群随着牧压的增加 ,逐步聚在一起 ,首先重

度放牧样地和中度放牧样地聚为一类 ,其次不放牧样

地和轻度放牧样地聚在一起 ,最后聚为一大类。

3 　讨论

生物个体的表型 (外部形态、细胞解剖结构、生理

特性和生态习性等) 是由基因型决定的 ,同时在一定

程度上又受环境条件的影响。表型是基因型和环境

之间相互作用的结果 ,基因型和环境对表型的作用是

相互的 ,但总是一起发生作用。有时相同的形态可能

涉及到不同的基因型 ;同一种基因型在不同的环境条

件下也可发育出不同的形态和生理特征。因此 ,个体

的变异总是基于 3 个因素 :环境饰变、遗传重组和突

变[16 ] 。目前 ,国内外对放牧适应性的研究主要集中在

形态、生理、遗传 3 个水平上 ,虽然途径和组织水平不

同 ,但实质上三者相互联系、相互作用。植物种群遗

传变异水平和遗传结构与其适应性和进化潜力密切

相关。个体的遗传变异、种群的遗传分化保证了植物

对异质环境的适应 ,有利于种群的生存繁衍。

大针茅是亚洲中部草原亚区特有的蒙古草原种 ,一般占据地带性生境 ,大面积出现于广阔、平坦而不受地

下水影响的波状高平原 ,成为群落的建群种和优势种。广泛的分布面积使其面临各种各样的生存环境 ,庞大

的个体数目 ,频繁的基因交流使大针茅维持了较高水平的遗传变异 ,产生新的遗传变异的机会也相对较多 ,这

些都有利于增加遗传多样性水平。ISSR 标记检测出大针茅的多态位点百分率是 89 % ,高于高等植物平均遗

传多样性水平 (70 %) [17 ] 。Grant 和 Millar 认为 , 一个物种的进化潜力和抵御不良环境的能力取决于遗传多样

性水平的高低 ,高的遗传多样性水平是大针茅适应环境胁迫的基础 ,但是 ,这种适应能力并非能无限扩大 ,只

是在一定范围内起作用。

张红梅[18 ]在研究未放牧利用的种群和长期放牧后又围封的种群中发现 ,放牧压力使大针茅种群的少数

位点缺失、突变 ,同时有新的位点出现 ,但种群间的遗传差异很小 ,放牧并未使大针茅种群产生遗传分化。本

研究通过 ISSR 分子标记分析也表明不同放牧压力下 ,大针茅种群的 Shannon’s 指数和 Nei’s 指数的估算都显

示出大量的分子变异存在于大针茅种群内部 ,少量 (19184 %和 32123 %) 存在于群体间 ,说明不同放牧压力下

的 4 个种群具有很相似的基因频率 ,但是并非所有等位基因在不同的放牧样地均有分布 ,不放牧样地和重度

放牧样地的大针茅种群都分别拥有特异的位点或等位基因 ,对于消失或基因频率降低的位点与放牧敏感型基

因表达是否有关 ,以及新出现和基因频率增加的位点是否是耐牧基因表达的问题还需在以后的研究中进一步

探讨。

植物种群遗传变异水平和遗传结构是其进化历史、分布范围、繁育方式、生活型等各种不同因素综合作用

的结果 ,与其适应性和进化潜力密切相关。理论上 ,如果遗传变异丰富 ,种群在受到生境破坏、景观破碎化和

环境压力下时 ,遗传多样性可通过物种对变化环境反应能力而有助于种群生长。遗传多样性的丧失降低了物

种对付生物、非生物环境变化的能力 ,也降低了对付短时间内环境变化的能力 ,如病虫害、食草动物的采食等。

ISSR 的结果分析中 ,由 Shannon’s 信息指数估计的各个引物在 4 个大针茅种群内的遗传多样性的大小排列顺
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序为 :轻度放牧样地 > 不放牧样地 > 中度放牧样地 > 重度放牧样地 ,这与 Nei’s 遗传多样性指数检测的遗传

多样性顺序一致 ,说明随着放牧压力的增大 ,大针茅种群内的遗传多样性有逐渐减弱的趋势。随着放牧压力

加大 ,大针茅的营养枝长度变短 ,小穗结实数减少使有性生殖能力降低 ,个体之间、种群之间基因交流减弱 ,因

此大针茅种群的遗传多样性降低 ,出现衰退 ,甚至从草群中消失。研究中发现 ,轻度放牧大针茅种群的

Shannon’s 信息指数和 Nei’s 遗传多样性指数均比无放牧时高 ,这与韩冰[19 ] 研究的不同退化梯度克氏针茅遗

传多样性的变化结果一致 ,这一结果说明适度的放牧可以使大针茅种群有较高的遗传多样性 ,适度的放牧对

草原植被的生长是有益的。但是 ,多大的放牧强度和放牧率对大针茅种群的生长、繁殖及遗传多样性有利还

需要进一步的研究分析。

根据多态位点百分率、Shannon’s 信息指数、Nei’s 多样性指数分析 , ISSR 分子标记检测到丰富的遗传多样

性 ,这与 ISSR 在对基因组进行扩增时 ,引物结合位置的不同有直接关系。ISSR 的引物中包含有一定长度的重

复序列 ,与它结合的目标 (多为微卫星)在 DNA 复制过程中存在滑动和不均匀交换等现象 ,使得它们在不同个

体间的重复次数存在较大差异 ,因此 ,更易于导致引物结合位点和两个结合位点间的片段长度产生差异。

RAPD 是以少数碱基组成的随机核苷酸序列为引物 ,每个 RAPD 片段的产生要求在可扩增范围内存在与引物

匹配的反向互补序列 ,RAPD 的稳定性和重复性有着不容忽视的缺陷 ,筛选的带多为重复序列 ,且易产生非特

异性带 ,具有明显的遗传背景特异性。Gilbert [20 ] 、Yang[21 ]等的研究也都证明 ,比起利用随机引物对基因组进行

扩增的 RAPD 来说 , ISSR 检测遗传多态性的能力更高。同时 ,RAPD 和 ISSR 的实验过程和费用基本一致 ,在可

以用琼脂糖电泳获得清晰条带而避免使用聚丙烯酰胺凝胶和放射自显影 (或银染) 的前提下 , ISSR 标记获得

单位引物多态位点比率的能力明显高于 RAPD。钱韦[22 ] 等采用 ISSR 和 RAPD 两种标记研究中国疣粒野生稻

的遗传多样性证明了 ISSR 对 PCR 反应的敏感度低于 RAPD ,稳定性高于 RAPD ,且总体来说 ISSR 能检测到比

RAPD 更多的遗传变异。本实验中 , ISSR 标记检测到的多态位点比率为 89100 % ,高于张红梅[26 ]采用 RAPD 方

法统计的 7 个大针茅种群的遗传变异 (居群水平平均多态位点比率为 61188 %) ,这一结果也说明 , ISSR 分子

标记在检测种群遗传多样性上是一种行之有效的方法。

4 　结论

(1) 10 个 ISSR 引物在 44 份材料间共扩增出 74 条带 , 65 条为多态 ,多态性条带比率为 89 % ,说明供试材

料基因组多态性较丰富 ;随着放牧压力变化 ,一些位点消失 ,同时有新的位点出现。

(2) 由 Shannon’s 信息指数和 Nei’s 遗传多样性指数检测的遗传多样性由大到小的顺序为 :轻度放牧样地

> 无放牧样地 > 中度放牧样地 > 重度放牧样地 ,即随着放牧压力的增大 ,大针茅种群内的遗传多样性有逐渐

减小的趋势。

(3) 根据遗传距离构建的 UPGMA 聚类图中 ,中度放牧和重度放牧样地首先聚为一类 ,不放牧和轻度放牧

样地聚为一类 ,随后聚在一起 ,表明大针茅种群在放牧压力下出现一定的遗传分化。
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