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濒危植物珙桐种群遗传多样性分析①

关　萍,　张玉晶,　石建明,　陈　业

贵州大学 生命科学学院,贵阳５５００２５

摘要:采用ISSR分子标记技术,对珙桐６个种群和光叶珙桐１个种群共１１７份样品进行遗传多样性分析．结果表

明:用１２条引物对１１７份样品进行扩增,共检测扩增位点１９９个,其中多态性位点１７７个．在物种水平上,多态性

位点百分率(PPL)为８８９４％,Neis基因多样性(H)为０２７８４,shannon信息指数(I)为０４１８７．种群水平的多态

性相对较低,多态百分率在３５１８％~４８７４％之间,Neis基因多样性(H)为０１２６０~０１７９５,shannon信息指数

(I)为０１８８１~０２６５１．基于 Neis遗传多样性分析得出的种群间遗传分化系数(Gst)为０４７４５,表明有４７４５％
的遗传变异存在于种群间,而种群内的遗传变异占总变异的５２５５％,种群间基因流(Nm)为０５５３７．Mantel检测

显示,种群间的遗传距离和地理距离之间不存在显著的相关性．
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珙桐DavidiainvolucrateBaill系珙桐科珙桐属落叶乔木,中国特有的单型属植物,天然分布在我国

的７个省,即贵州、湖北、湖南、陕西、四川、云南及甘肃 [１]．珙桐科仅一种一变种,即珙桐和光叶珙桐

DavidiainvolucrateBaillvarvilmoriniana．它们起源古老,是第三纪古热带植物的孑遗树种,属国家一级

保护植物[２－５]．珙桐具有极高的观赏价值,是世界上公认的著名观赏树种,开花时因其棕红色头状花序和洁

白的苞片酷似展翅的白鸽,故有“中国鸽子树”的美称[６]．自珙桐被人们发现之后,被国内外大量引种,目前

的分布已远远跨越其天然保存的范围,而且引种的趋势是逐渐北移和海拔越来越低[７]．但由于人为破坏和

环境因素的影响,天然珙桐的种群数量和分布范围都在缩小,张清华等[８]认为到２０３０年,适宜珙桐分布的

面积比当前气候条件下适宜珙桐分布的面积约减少２０％．珙桐濒危的原因是多方面的,包括生境范围狭

窄、自然更新困难、种子败育严重、人为砍伐破坏及挖掘野生苗等[９]．因此,加强珙桐的保护和研究,合理

地开发和利用具有重要的意义．
我国从２０世纪７０年代开始对珙桐进行研究,主要集中在珙桐群落学、地植物学、人工繁殖技术及引

种栽培、种群生态学、生物学特性、组织培养技术、形态解剖学等方面[３－６]．进入２１世纪以来,对珙桐的研

究有了一定的进展,主要集中在生理[１０－１２]、生化[１３－１５]、繁育[１６－１７]及分子生物学[１８－２１]等方面,但利用分子

标记对不同种群珙桐的遗传多样性研究还是相对缺乏．
本文利用ISSR技术对分布于贵州省内的３个珙桐自然种群、２个珙桐人工种群、１个光叶珙桐人工种

群及分布在湖北省内的１个珙桐人工种群的遗传多样性、种群内和种群间的遗传变异进行分析,旨在揭示

珙桐种群的遗传多样性和遗传背景,为濒危植物珙桐的保护和合理开发利用奠定基础．
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１　材料与方法

１１　供试材料

供试材料选取珙桐的６个种群和光叶珙桐的１个种群,取其新鲜幼嫩的叶片放在自封袋中,用冰盒带

回实验室置于－８０℃冰箱中保存．样品的来源及编号见表１．
表１　样品的产地及生境

产地 样品编号 海拔/m 纬度 经度 样本数 种群状况

贵州佛顶山 FDS １６００ ２７°１９′N １０８°０４′E １９ 自然种群

贵州梵净山 FJS １５００ ２７°４１′N １０８°５０′E ２１ 自然种群

湖北五峰县 HB ７００ ３０°１１′N １１０°４０′E １５ 人工种群

贵州宽阔水 KK １３００ ２７°５７′N １０７°１１′E １５ 自然种群

贵州林科院 LKY １１００ ２６°２９′N １０６°４４′E １２ 人工种群

贵州纳雍县 NY １４００ ２６°４６′N １０５°２２′E ２０ 自然种群

贵州省植物园 ZWY １１００ ２６°３７′N １０６°４３′E １５ 人工种群

１２　方　法

１２１　珙桐 DNA 的提取

选用幼嫩叶片,参照改良的CTAB法[２２]提取珙桐基因组DNA,DNA浓度和纯度用紫外分光光度计检

测,波长２６０~２８０nm,OD 值在１８~１９之间,所提取的DNA纯度较高,可用于ISSR扩增反应．
１２２　ISSR扩增反应

ISSR扩增反应的引物参照哥伦比亚大学公布的引物序列,由北京赛百盛公司合成,在BioＧRad梯度

PCR扩增仪中扩增．ISSR扩增反应２０μL体系中进行,反应体系如下:模板４０ng、１０U Taq酶、１０×
buffer２０μL、ISSR引物(１０μmol/L)１２μL、dNTP(２５mmol/L)２１μL、MgCl２(２５mmol/L)１８μL、
双蒸水补足至２０μL．PCR反应程序为:９４℃预变性５min;９４℃变性３０s,４３８~５７℃(不同引物退火温

度不同)退火４５s,７２℃延伸１min,４０个循环;７２℃延伸７min．PCR产物在２％琼脂糖凝胶上进行电泳

检测,凝胶中含有００５％的溴化乙锭,以１００bpMarkerDNA作为标准相对分子质量对照,在凝胶成像系

统上观察并拍照记录．
１２３　数据统计

ISSR为显性标记,同一引物扩增产物中电泳迁移率一致的条带被认为具有同源性．电泳图谱中的每一

条带均视为一个分子标记,代表一个引物的结合位点．对凝胶上的带进行统计,按清晰易变、重复稳定的原

则读带,有带或弱带记为１,无带的记为０,获得二元数据矩阵．用POPGENE软件进行数据处理,计算各

群体间和群体内的遗传参数[２３]．根据 Neis遗传距离,按不加权成对算术平均法(UPGMA)建立系统聚类

分支树状图[２４]．为了检测群体间遗传距离和地理距离的相关性,运用 TFPGA程序[２５]进行了 Mantel测试．

２　结果与分析

２１　ISSR遗传多样性分析

从１００条引物中筛选出１２条能产生条带清晰、重复性好的ISSR引物,对７个群体的１１７个个体进行

扩增,共产生１９９条条带(表２)．图１显示引物UBC８８１对贵州佛顶山(FDS)的扩增结果．在１９９条条带中,
有１７７条具有多态性,多态百分率为(PPL)８８９４％．每条引物平均产生１６５８条条带,多态性百分率为

８５０％~１００％(表２),说明珙桐具有相对高的多态性．表３显示了不同群体的遗传多样性结果,在７个种

群中,佛顶山(FDS)、梵净山(FJS)、湖北(HB)、宽阔水(KK)、林科院(LKY)、纳雍(NY)、植物园(ZWY)
的多态百分率分别是３９２０％,４７７４％,４０７０％,３６１８％,４８７４％,３５１８％,３５６８％,其中林科院(LKY)
的多态百分率最高,而纳雍(NY)的多态百分率最低．Neis遗传多样性(He)在０１２６０~０１７９５之间,平

均为０１４６７．从表３还可以看出,各群体的Shannons信息指数(Ho)与多态百分率(PPL)和Neis遗传多
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样性(He)的大小变化趋势基本一致,即PPL 高的群体其He 和 Ho 也高．此外,还分析了物种水平的遗传

多样性,在物种水平上PPL 为８８９４％,Ao,Ae,He 和 Ho 分别为１８８９４,１４８１３,０２７８４和０４１８７．

M:１００bpDNALadder;１－１５:贵州省植物园的１５个样本．

图１　引物UBC８５６扩增贵州省植物园(ZWY)群体的ISSR电泳图

表２　引物及序列和扩展结果

引物 引物序列 扩增条带数 多态带数

UBC８１０ (GA)８T １７ １６
UBC８１８ (CA)８G １６ １４
UBC８２４ (TC)８G １７ １５
UBC８３４ (AG)８YT ２０ １８
UBC８３５ (AG)８YC ２０ １７
UBC８３６ (AG)８YA １６ １３
UBC８４０ (GA)８YT １５ １５
UBC８４２ (GA)８YG １８ １５
UBC８５６ (AC)８YA １７ １６
UBC８６８ (GAA)６ １６ １４
UBC８７３ GACAGACAGACAGACA １３ １２
UBC８８１ GGGTGGGGTGGGGTG １４ １２
平均数 １６５８ １４７５
总数 １９９ １７７

表３　群体内的遗传多样性分析

群体
PPL/

％

观测等位基因数/

Ao

有效等位基因数/

Ae

Neis遗传多样性/

He

Shannons信息指数/

Ho

FDS ３９２０ １３９２０±０４８９４ １２４７２±０３５９４ ０１４２２±０１９６７ ０２１０４±０２８３１
FJS ４７７４ １４７７４±０５００７ １２６６６±０３５３２ ０１５７５±０１９３０ ０２３７６±０２７８２
HB ４０７０ １４０７０±０４９２５ １２７３６±０３７８１ ０１５５０±０２０４２ ０２２７６±０２９２２
KK ３６１８ １３６１８±０４８１７ １２４７３±０３７２１ ０１３９６±０１９９４ ０２０４９±０２８５５
LKY ４８７４ １４８７４±０５０１１ １３１７７±０３９６４ ０１７９５±０２０８１ ０２６５１±０２９５５
NY ３５１８ １３５１８±０４７８７ １２２２０±０３４８９ ０１２７７±０１９１３ ０１８９１±０２７５６

ZWY ３５６８ １３５６８±０４８０３ １２１６５±０３４２６ ０１２６０±０１８７２ ０１８８１±０２７０７
平均 ４０４９ １４０４９ １２５５８ ０１４６７ ０２１７５

物种水平 ８８９４ １８８９４±０３１４４ １４８１３±０３７４８ ０２７８４±０１８７１ ０４１８７±０２５１４

２２　群体间的遗传变异分析

POPGENE软件的分析结果显示,珙桐群体间存在一定的遗传分化．７个群体间总的遗传多样性(Ht)
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为０２７９３,而群体内的遗传多样性(Hs)为０１４６８．根据总的遗传多样性(Ht)和群体内遗传多样性(Hs)
计算不同群体间的分化水平(Gst),所分析的７个珙桐群体间Gst为０４７４５,表明总的遗传变异中有

４７４５％的变异存在于群体间,群体内的遗传变异为５２５５％．群体间每代个体的基因流(Nm)为０５５３７．
２３　群体间的聚类分析

计算 Neis遗传一致度(I)和遗传距离(D)(表４),从表４中可见I值的变化范围为０７６９０~０８６８１,
平均为０８１９１;D 值变化范围为０１４１５~０２６２６,平均为０２００３．其中LKY与FJS的遗传一致度(I)
最高,ZWY与FDS的遗传一致度最低．利用UPGMA法构建群体遗传关系聚类图(图２),以０２６为阈值,

７个群体分为２支．FDS的单独一支,其余６个聚为一支,表明佛顶山的群体与其余群体的亲缘关系较远．
从图２中还可看出,FJS,ZWY和LKY聚在一起,表明这几个群体的亲缘关系相对较近．

Mantel测试表明,群体间的遗传距离与地理距离之间没有显著的正相关性(r＝０１０９０,p＝０５９３０),说

明珙桐的遗传变异没有明显的地域趋势．
表４　７个珙桐种群的Neis遗传一致度(I)(右上角)和遗传距离(D)(左下角)

种群 FDS FJS HB KK LKY NY ZWY

FDS ０８２３９ ０７８８４ ０７９１５ ０８２９３ ０７８１９ ０７６９０
FJS ０１９３８ ０８６６３ ０８２７５ ０８６８１ ０８３５０ ０８５６０
HB ０２３７８ ０１４３６ ０８１４２ ０８２０２ ０７９０６ ０８１９４
KK ０２３３８ ０１８９３ ０２０５６ ０８４２１ ０８０３３ ０８４０６
LKY ０１８７１ ０１４１５ ０１９８２ ０１７１８ ０８０６５ ０８４８７
NY ０２４６０ ０１８０３ ０２３４９ ０２１９１ ０２１５１ ０７７８４

ZWY ０２６２６ ０１５５５ ０１９９２ ０１７３７ ０１６４１ ０２５０５

图２　珙桐群体间Neis遗传距离的UPGMA聚类图

３　讨　论

３１　珙桐的遗传多样性

采用ISSR分子标记技术,对濒危植物珙桐的６个种群和１个光叶珙桐种群进行分析,结果表明珙桐

具有丰富的遗传多样性．Hamrick等[２６]研究了２２０个属６６２个种林木中的物种遗传多样性平均水平(P＝
６４７％,H＝０２５７)．王静等[２７]研究了濒危植物连香树的遗传多样性水平(P＝６９５９％,H＝０２３１３,I＝
０３５１４)．葛永奇等[２８]研究了孑遗植物银杏的遗传多样性水平(P＝７０４５％,H＝０３５９９)．与珙桐７个种

群的遗传多样性水平(P＝８８９４％,H＝０２７８４,I＝０４１８７)相比,珙桐具有很高的遗传多样性水平．濒危

植物珙桐在数百万年以前,曾在地球上广泛分布,经过第四纪冰川的影响,只在我国西南地区幸存下来．珙
桐遗传多样性丰富的原因可能与幸存个体保留了其祖先丰富的遗传基础有关,使其现存物种具有较高水平

的遗传多样性．
３２　珙桐群体的遗传结构

群体的遗传结构是通过物种群体间和群体内的遗传分化来体现[２９]．本研究得出珙桐种群间遗传分化参
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数即 Neis种群间遗传分化系数(Gst)为０４７４５,表明有４７４５％的遗传变异存在于种群间,而种群内的遗

传变异占总变异的５２５５％,表明其种群间发生了较大程度的遗传分化．影响自然群体遗传分化的原因有

多种,包括植物的繁育体系、基因突变、种子传播机制、自然环境的选择作用和基因流等．珙桐７个种群的

基因流(Nm)仅为０５５３７．Slatkin认为[３０],当 Nm＜１时基因流就不足以抵制种群内因遗传漂变而引起的

种群分化．由传粉和种子传播产生的基因流是导致种群内遗传分化的主要因素之一[３１]．珙桐的基因流主要

是通过虫媒传粉和果实迁移来实现的,珙桐基因流不足的原因可能与种子的生物学特性有关．珙桐的果实

为核果,呈长椭圆形,具有肉质的果皮,内果皮骨质,表面有深沟,十分坚硬,不易萌发,种子的散布局限

在树体１~１０m 环带附近[３２];种子休眠期长,败育现象严重且具有生理后熟期[１６]等,这些原因阻碍了珙桐

的自然更新,使种群难以扩张,同时也造成了珙桐群体间较低的基因流动．
３３　珙桐的保护策略

珙桐是中国特有的珍稀濒危树种,具有极高的观赏价值、生态价值和科研价值．由于生境范围狭小、自

然更新困难、种子败育现象严重和人们的肆意破坏等原因,珙桐的自然种群数量急剧减少．本研究表明珙

桐具有丰富的遗传多样性,且种群内的遗传变异大于种群间的遗传变异．为了有效保护珙桐的遗传多样性,
建议加强珙桐原产地的就地保护,同时人为推广种子繁殖的方式,达到尽可能保护珙桐丰富的遗传多样性

的目的．
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ISSRAnalysisoftheGeneticDiversityofthe
EndangeredPlantDavidiainvolucrateBaill

GUAN　Ping,　ZHANGYuＧjing,　SHIJianＧming,　CHEN　Ye
CollegeofLifeScience,GuizhouUniversity,Guiyang５５００２５,China

Abstract:ISSR (interＧsimplesequencerepeat)markerswereusedtoanalyzethegeneticdiversityof６popＧ
ulationsofDavidiainvolucrateBailland１populationofDinvolucrataBaillvarvilmoriniana (Dode)

Wanger,thesamplestotaling１１７．Atotalof１９９discernibleDNAlociweregeneratedby１２ISSRprimers,

ofwhich１７７werepolymorphic．Atthespecieslevel,percentageofpolymorphicloci(PPL),geneticdiverＧ
sity(He)andShannoninformationindex(I)was８８９４％,０２７８４and０４１８７,respectivelyPolymorＧ
phismatthepopulationlevelwasratherlow,PPLrangingfrom３５１８％to４８７４％,Hefrom０１２６０to
０１７９５,andIfrom０１８８１to０２６５１．Thegeneticdifferentiation(Gst)basedontheNeisgeneticdiverＧ
sitywas０４７４５,indicatingthattherewas４７４５％ofthevarianceamongthemand５２５５％ofthevariＧ
ancewithinthem,andthegeneflowwas０５５３７amongthem．Clusteranalysisshowedthattherewasno
significantcorrelationbetweengeneticdistanceandgeographicdistance．
Keywords:DavidiainvolucrateBaill;ISSR;geneticdiversity
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