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滇东南硬叶兜兰核心种质区群体遗传结构
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　 　 摘要:本研究选硬叶兜兰国内主要种质采集区滇东南石灰岩地区 ７ 个不同干扰居群为研究对象ꎬ旨在对其居群内和居群

间遗传变异进行比较研究ꎬ以期对其保护措施的提出提供理论依据ꎮ 通过利用 ＳＲＡＰ 标记对 １６７ 个个体的遗传多样性和遗传

结构研究ꎬ结果表明:１０ 对 ＳＲＡＰ 引物共扩增出 ２８８ 个位点ꎬ多态性位点比率(ＰＰＢ)达 ８１ ２５％ ꎬＳｈａｎｎｏｎ′ｓ 指数( Ｉ)为 ０ ３７０９ꎬ
在物种水平上的具有较高遗传多样性ꎻ而居群水平上的多态性位点比率仅为 ４７ ９２％ ꎬＳｈａｎｎｏｎ′ｓ 指数为 ０ ２３４８ꎬ居群间平均

Ｎｅｉ′ｓ 遗传距离为 ０ １２６８ꎮ 经分子遗传变异方差分析(ＡＭＯＶＡ)表明ꎬ有 ６６ ２７％ 的遗传变异来源于居群内ꎬ居群间变异占总

变异的 ３３ ７３％ ꎬ此结果与遗传分化系数(Ｇｓｔ ＝ ０ ３５６８)结果吻合ꎬ居群间基因流动(Ｎｍ)为 ０ ９０２ꎬ不同地区间硬叶兜兰居群

存在较高的遗传分化ꎻ７ 个居群在遗传相似性系数 ０ ８６３ 时聚为 ２ 支ꎻ经 Ｍａｎｔｅｌ 检测( ｒ ＝ ０ ２９８ꎬＰ > ０ ０５)ꎬ表明居群间遗传距

离与地理距离无显著相关性ꎮ 居群当前较高的遗传分化与其交配系统有关ꎻ其次ꎬ外在因素:人为采集、生境破坏和片断化造

成居群内遗传多样性的丧失ꎬ加剧居群间的遗传分化ꎻ再次ꎬ遗传漂变也是另一重要影响因素ꎮ 此外ꎬ适应性进化亦可能加剧

了居群间的遗传分化ꎬ而基因流动对遗传分化的影响不大ꎮ
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兜兰属(Ｐａｐｈｉｏｐｅｄｉｌｕｍ)植物因花形奇特ꎬ花姿

优美具有较高的观赏价值ꎬ被称为拖鞋兰ꎬ所有种都

被«濒危野生动植物物种国际贸易公约» (ＣＩＴＥＳꎬ
Ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎ ｏｎ Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ Ｔｒａｄｅ ｉｎ Ｅｎｄａｎｇｅｒｅｄ Ｓｐｅ￣
ｃｉｅｓ ｏｆ Ｗｉｌｄ Ｆａｕｎａ ａｎｄ Ｆｌｏｒａ)列为一级保护植物ꎬ禁
止贸易ꎮ 硬叶兜兰(Ｐ. ｍｉｃｒａｎｔｈｕｍ)分布于云南东

南、贵州西南和北部、广西西部和越南北部ꎬ生长于

海拔 １０００ ~ １７００ ｍ 的石灰岩山坡草丛中或石壁积

土处[１￣２]ꎮ 自 ２０ 世纪 ８０ 年代发现以来ꎬ因商业贸易

的需求ꎬ种质资源大量被采挖ꎬ造成了硬叶兜兰种群

数量急剧下降和分布范围的缩小ꎬ威胁到种群的

生存ꎮ
近年来ꎬ硬叶兜兰研究主要开展了植物地理学、

传粉生物学、繁殖特性、居群遗传结构等ꎮ Ｊ. Ａ.
Ｆｏｗｌｉｅ[３]和 Ｚ. Ｈ. Ｔｓｉ 等[４] 对国内硬叶兜兰的地理分

布范围、种群大小等进行野外调查ꎻ蜂类和食蚜蝇是

硬叶兜兰的传粉者ꎬ主要为黄熊蜂[５]ꎻ自然状态下ꎬ
硬叶兜兰结实率和萌发率较低ꎬ人工授粉后发育

１２０ ｄ 的种子在 ＲＥ 培养基上萌发率最大ꎬ可达

３２ ４％ [６]ꎻ李昂等[７]运用空间自相关分析对硬叶兜

兰小尺度范围的遗传变异的分布格局进行研究ꎬ结
果表明:硬叶兜兰群体中遗传变异在空间上的分布

呈斑块状ꎬ遗传变异在短距离(３ ~ ４ ｍ)内表现出显

著的正相关ꎬ在较大距离内表现出显著的负相关ꎮ
滇东南小区是云南向东南亚和云南向华南和华

中过渡的交错汇合地带ꎮ 滇东南的石灰岩地区极可

能是兜兰的起源中心和演化中心ꎬ兜兰在滇东南的

石灰岩地区发生后ꎬ向北回归线两侧的南亚热带地

区和南部热带地区扩散到贵州、广西、广东、海南和

越南等中南半岛地区[８￣９]ꎮ
作为采集压力最大的种ꎬ尽管已颁布禁止贸易

令ꎬ但国内贸易仍在进行ꎮ 滇东南红水河流域的溶

岩地带是硬叶兜兰分布中心和主要采集区域ꎮ 由于

分布的石灰岩山区峰林岩陡ꎬ取样调查较困难ꎬ因
此ꎬ至今尚无相关人为采集对其遗传结构影响的研

究报道ꎮ
群体遗传结构研究是探讨物种形成以及植物适

应和进化机制的基础ꎬ亦是制定有效保护策略和措

施的依据[１０]ꎮ 相关序列扩增多态性 ( ＳＲＡＰꎬ ｓｅ￣
ｑｕｅｎｃｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ) 已成功地应

用到居群遗传变异和遗传结构分析[１１￣１３]ꎮ 本研究

通过选取滇东南核心分布区的马关、文山和麻栗坡

３ 个地区的 ７ 个不同人为干扰程度的居群ꎬ利用

ＳＲＡＰ 技术进行居群遗传结构研究ꎬ旨在对该区域

当前硬叶兜兰居群的遗传多样性和遗传结构进行评

估ꎬ以期为其保护提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料采集和处理

选择云南省马关、文山和麻栗坡 ３ 个地区的不

同采集压力区域的 ７ 个天然居群作为研究对象ꎮ 由

于人为采集和生境破坏的影响ꎬ种群密度和大小有

差异ꎬ７ 个居群共选取 １６７ 个个体进行试验(表 １)ꎮ
随机抽样选取生长健壮的植株ꎬ植株空间距离至少

２ ｍ 以上ꎬ将材料装入冰盒ꎬ带回实验室 － ７０ ℃
保存ꎮ

表 １　 硬叶兜兰 ７ 个居群采样地生境

Ｔａｂｌｅ １　 Ｈａｂｉｔａｔｉｏｎ ｔｒａｉｔｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ｏｆ ｓｅｖｅｎ Ｐ. ｍｉｃｒａｎｔｈｕｍ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

采样点 编号 样本数 植被类型 居群受干扰程度 经度 纬度

Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｓｉｔｅ Ｃｏｄｅ Ｎｏ. ｏｆ ｓａｍｐｌｅ Ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ ｔｙｐｅ Ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｄｉｓｔｕｒｂａｎｃｅ Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ Ｌａｔｉｔｕｄｅ

马关马固 ＭＧ ２３ 亚热带石灰岩灌丛 中度干扰 １０４ １７ ２３ ０１

马关夹寒箐 ＪＨＱ ２０ 亚热带常绿落叶阔叶林 轻度干扰 １０４ ２４ ２２ ５３

马关古林箐 ＧＬＱ ３０ 亚热带常绿落叶阔叶林 轻度干扰 １０３ ５８ ２２ ４８

文山斗咀 ＤＺ ２５ 亚热带常绿落叶阔叶林 天然种群 １０４ ２３ ２３ １４

文山杨柳井 ＹＬＪ １９ 亚热带石灰岩灌丛 中度干扰 １０４ １９ ２３ １１

文山小坝子 ＸＢＺ １９ 亚热带石灰岩灌丛 轻度干扰 １０４ ２０ ２３ ２２

麻栗坡田坝 ＴＢ ３１ 亚热带石灰岩灌丛 天然种群 １０４ ４７ ２３ １１

８０４
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１ ２　 总 ＤＮＡ 提取

硬叶兜兰叶片总 ＤＮＡ 的提取采用改良的 ＣＴＡＢ
法[１４]ꎬＤＮＡ 浓度经 ０ ８％琼脂糖凝胶电泳检测后ꎬ将
ＤＮＡ 样品稀释为 ３０ ｎｇ / ｕＬꎬ －２０ ℃保存备用ꎮ
１ ３　 引物筛选、ＰＣＲ 扩增和扩增产物检测

从每个居群中随机抽取 ３ 个样品进行 ＳＲＡＰ￣
ＰＣＲ 引物筛选ꎬ引物序列来源于 Ｇ. Ｌｉ 等[１５]、Ｍ. Ｆｅｒ￣
ｒｉｏｌ 等[１６]和 Ｙ. Ｚｈａｎｇ 等[１７]设计开发的通用引物ꎬ共
计 １５０ 个组合ꎬ从中选取 １０ 对能稳定扩增、产生条

带清晰丰富、多态性较好的引物组合(表 ２)ꎮ

表 ２　 不同引物组合的扩增效果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＳＲＡＰ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ

引物组合 总条带 多态性条带 多态性百分率

Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ Ｔｏｔａｌ ｂａｎｄｓ ＰＯＬ (％ )ＰＰＢ
ｍｅ１ / ｅｍ４ ３０ ０ ２０ ０ ６６ ６７
ｍｅ１ / ＥＭ５ ３７ ０ ３１ ０ ８３ ７８
ｍｅ２ / ｅｍ１ ３６ ０ ３１ ０ ８６ １１
ｍｅ３ / Ｅｍ９ ３３ ０ ３２ ０ ９６ ９７
ｍｅ４ / ＥＭ３ ３０ ０ ２４ ０ ８０ ００
ｍｅ４ / ｅｍ３ ２０ ０ １６ ０ ８０ ００
ｍｅ５ / ｅｍ３ ２４ ０ １７ ０ ７０ ８３
ＭＥ６ / ＥＭ２ ２２ ０ １９ ０ ８６ ３６
ＭＥ７ / ｅｍ１ ３４ ０ ２６ ０ ７６ ４７
ＭＥ７ / ＥＭ２ ２２ ０ １８ ０ ８１ ８１
平均 Ｍｅａｎ ２８ ８ ２３ ４ ８１ ２５

总体 Ｔｏｔａｌ ２８８ ２３４

ＰＣＲ 扩增反应体系为:２０ μＬ 反应体系中含 １ ５
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｍｇ２ ＋ ꎬ０ ３ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰꎬ１０ × ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒꎬ
０ ５ μｍｏｌ / Ｌ ｐｒｉｍｅｒꎬ１ ６ Ｕ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶ꎬ１００ ｎｇ
ＤＮＡ 模板ꎮ 扩增程序为:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎬ９４ ℃

变性 １ ｍｉｎꎬ３５ ℃退火 １ ｍｉｎꎬ７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎꎬ５ 个

循环ꎻ９４ ℃变性 １ ｍｉｎꎬ５０ ℃退火 １ ｍｉｎꎬ７２ ℃延伸 ２
ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎬ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ

制备 ６％ 的变性聚丙烯酰胺凝胶ꎬ经 ３０ ｍｉｎ 预

电泳后ꎬ加样电泳(Ｕ ＝１５００ ｖꎬＰ ＝ ７５ ｗ)１ ｈ ３０ ｍｉｎꎬ
凝胶经固定、银染、显色和漂洗后拍照观察ꎮ
１ ４　 数据处理

依据电泳图谱中 ｌａｄｄｅｒ ｍａｒｋｅｒ 标准分子量对扩

增出的条带进行分子量编码ꎬ同一引物组合扩增的分

子量相同的条带视为同一位点ꎮ 电泳图谱中的每个

样品的扩增带按有或无记录ꎬ有带赋值为 １ꎬ无带赋

值为 ０ꎬ得到原始数据矩阵ꎬ用 ＰｏｐＧｅｎ ３２ 软件计算观

测等位基因数(Ｎａ)、有效等位基因数(Ｎｅ)、Ｎｅｉ′ｓ 基
因多样性(Ｈ)、Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ 指数( Ｉ)、多态性位点比率

(ＰＰＢ)、遗传分化系数(Ｇｓｔ)和基因流(Ｎｍ)ꎻ基于

Ｎｅｉ′ｓ 遗传距离用 ＮＴＳＹＳ￣ｐｃ ２ １ 软件进行 ＵＰＧＭＡ 方

法进行居群亲缘关系构建ꎻ分子遗传变异的方差分析

(ＡＭＯＶＡ)和 Ｍａｎｔｅｌ 检测用 ＧｅｎＡＬＥｘ 软件计算ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 硬叶兜兰居群的遗传多样性

从 １５０ 对引物组合中筛选 １０ 对用来构建居群

遗传变异数据ꎬ其中包括 ７ 个正向引物和 ７ 个反向

引物ꎮ １０ 对引物共扩增出 ２８８ 个位点ꎬ其中多态性

位点 ２３４ 个ꎬ多态性位点比率达 ８１ ２５％ ꎮ 扩增位

点片断大小在 ５０ ~ ２３００ ｂｐ 之间(图 １)ꎮ 每对引物

平均扩增产生 ２８ ８ 个位点ꎬ产生多态性位点比率最

高的引物组合为 ｍｅ３ / Ｅｍ９ꎬ达 ９６ ９７％ (表 ２)ꎮ

１ ~ １５:古林箐样本ꎻ１６ ~ ２６:夹寒箐样本ꎻＭ:１００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ Ｍａｒｋｅｒ
１￣１５: ＧＬＱ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｓａｍｐｌｅｓꎬ１６￣２６:ＪＨＱ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｓａｍｐｌｅｓꎬＭ:１００ ｂｐ ＤＮＡ Ｌａｄｄｅｒ Ｍａｒｋｅｒ

图 １　 引物 ＭＥ７ / ｅｍ１ 对古林箐居群和夹寒箐居群扩增结果

Ｆｉｇ １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ＧＬＱ ａｎｄ ＪＨＱ ｂｙ ｐｒｉｍｅ ＭＥ７ / ｅｍ１

９０４
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７ 个硬叶兜兰居群水平上多态性位点比率

(ＰＰＢ)有较大差异ꎬＹＬＪ 居群最高ꎬ达 ５３ ８２％ ꎬＭＧ
居群最低ꎬ仅为 ３４ ３８％ ꎬ多态位点比率均值为

４７ ９２％ ꎮ 观测的等位基因数在 １ ５３８２ ~ １ ３４３８ 之

间ꎬ有效等位基因数在 １ ２９１５ ~ １ １９８０ 之间ꎬＮｅｉ′ｓ
基因多样性在物种水平上有 ０ ２４２２ꎬ在居群水平上

为 ０ １５５０ꎻ物种水平的 Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ 指数达 ０ ３７０９ꎬ居

群水平仅为 ０ ２３４８ꎮ 多项遗传参数结果都反映出

ＹＬＪ 居 群 遗 传 多 样 性 最 高 ( Ｎｅ ＝ １ ２９１５ꎻ Ｈ ＝
０ １７３５ꎻＩ ＝ ０ ２６３２)ꎬＭＧ 居群较低 (Ｎｅ ＝ １ １９８０ꎻ
Ｈ ＝ ０ １１６２ꎻＩ ＝ ０ １７５２)ꎮ 麻栗坡 ＴＢ 天然居群和马

关 ＧＬＱ 轻度干扰居群遗传多样性亦较高ꎮ 总的遗

传多样性为 ０ ２４１１ꎬ居群内的遗传多样性达 ０ １５５０
(表 ３)ꎮ

表 ３　 硬叶兜兰 ７ 个居群的遗传多样性指数

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｓｅｖｅｎ ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｐ. ｍｉｃｒａｎｔｈｕｍ

居群

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
观测等位

基因数 Ｎａ
有效等位

基因数 Ｎｅ
Ｎｅｉ′ｓ 基因

多样性 Ｈ
Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ
指数 Ｉ

多态性位点百

分率(％ )ＰＰＢ

总遗传多

样性 ＨＴ

居群内遗传

多样性 ＨＳ

马固 ＭＧ １ ３４３８(０ ４７５８) １ １９８０(０ ３３０５) ０ １１６２(０ １８０３) ０ １７５２(０ ２６１０) ３４ ３８

夹寒篝 ＪＨＱ １ ４６１８(０ ４９９４) １ ２７６３(０ ３６５５) ０ １６０６(０ １９７７) ０ ２４０１(０ ２８３９) ４６ １８

古林箐 ＧＬＱ １ ５０６９(０ ５００８) １ ２８７４(０ ３６４８) ０ １６８５(０ １９６２) ０ ２５３７(０ ２８１４) ５０ ６９

斗咀 ＤＺ １ ５０６９(０ ５００８) １ ２３９２(０ ３２６２) ０ １４６０(０ １８１４) ０ ２２５３(０ ２６３０) ５０ ６９

杨柳井 ＹＬＪ １ ５３８２(０ ４９９４) １ ２９１５(０ ３５５６) ０ １７３５(０ １９２７) ０ ２６３２(０ ２７６８) ５３ ８２

小坝子 ＸＢＺ １ ４６８８(０ ４９９９) １ ２５９９(０ ３４５４) ０ １５５０(０ １９０２) ０ ２３４４(０ ２７５４) ４６ ８８

田坝 ＴＢ １ ５２７８(０ ５００１) １ ２７７７(０ ３５２０) ０ １６５５(０ １９１３) ０ ２５１６(０ ２７５１) ５２ ７８

居群 Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ １ ４７９２(０ ４９６６) １ ２６１４(０ ３４８６) ０ １５５０(０ １９００) ０ ２３４８(０ ２７３８) ４７ ９２

物种 Ｓｐｅｃｉｅｓ １ ８１２５(０ ３９１０) １ ４０２６(０ ３５２０) ０ ２４２２(０ １８２３) ０ ３７０９(０ ２５１８) ８１ ２５ ０ ２４１１(０ ０３３０) ０ １５５０(０ ０１６５)

括号中数字为标准差　 Ｔｈｅ ｄｉｇｉｔａｌ ｉｎ ｔｈｅ ｂｒａｃｋｅｔｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ
Ｎａ:Ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓꎬＮｅ:Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｌｌｅｌｅｓꎬＨ:Ｎｅｉ ｇｅｎｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＩ:Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘꎬＰＰＢ:Ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ
ｌｏｃｉꎬＨＴ:Ｔｏｔａｌ ｇｅｎｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＨＳ:Ｇｅｎｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｗｉｔｈｉｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

２ ２　 硬叶兜兰居群间遗传距离和亲缘关系

依据 Ｎｅｉ′ｓ 遗传距离ꎬ７ 个居群平均遗传距离为

０ １２６８ꎮ ＤＺ 居群和 ＹＬＪ 居群间的遗传距离仅有

０ ０６５９ꎬ而 ＸＢＺ 居群和 ＭＧ 居群间有最大遗传距

离ꎬ为 ０ １９１６ꎮ ７ 个居群遗传一致度最高的为 ＤＺ
和 ＹＬＪ 居群ꎬ达 ０ ９３６２ꎬ其次是 ＭＧ 和 ＤＺ 居群ꎬ达
０ ９３５５ꎬＸＢＺ 和 ＭＧ 居群间的遗传一致度最小ꎬ仅为

０ ８２５６(表 ４)ꎮ 基于 ＵＰＧＭＡ 聚类分析ꎬ在相关系

数达 ０ ８６３ 时ꎬ７ 个居群聚为 ２ 分支ꎬ第 １ 分支由

ＭＧ、ＤＺ 和 ＹＬＪ 居群组成ꎬ第 ２ 支由 ＧＬＱ、ＪＨＱ、ＸＢＺ

和 ＴＢ 居群组成(图 ２)ꎮ ７ 个居群的地理距离在

１２ ~ １１５ ｋｍꎬ而远距离居群 ＸＢＺ 与 ＴＢ 有着较近的

亲缘关系ꎬ近距离居群 ＤＺ、ＸＢＺ 和 ＹＬＪ(１２ ~ ２２ ｋｍ)
在亲缘关系聚类上分属不同的类群ꎬ这一结果不符

合群体遗传结构中的距离隔离模式ꎮ 运用 Ｍａｎｔｅｌ
检验来检测居群间遗传距离与地理距离的相关性ꎬ
结果表明:两者间的 相 关 系 数 ｒ ＝ ０ ２９８ ( Ｐ >
０ ０５)ꎮ 当 ｜ ｒ ｜ < ０ ３ 表示两者间关系极弱ꎬ这一结

果也证实了居群间遗传距离与地理距离无显著相

关性ꎮ

表 ４　 硬叶兜兰 ７ 个居群的 Ｎｅｉ′ｓ 遗传一致度(对角线上方)和遗传距离(对角线下方)
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｈｅ Ｎｅｉ′ｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｔｙ(ａｂｏｖｅ ｄｉａｇｏｎａｌ)ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ(ｂｅｌｏｗ ｄｉａｇｏｎａｌ). ａｍｏｎｇ ｓｅｖｅｎ Ｐ. ｍｉｃｒａｎｔｈｕｍ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

居群 Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ 马固 ＭＧ 夹寒篝 ＪＨＱ 古林箐 ＧＬＱ 斗咀 ＤＺ 杨柳井 ＹＬＪ 小坝子 ＸＢＺ 田坝 ＴＢ

马固 ＭＧ ∗∗∗∗ ０ ８５７８ ０ ８５０２ ０ ９３５５ ０ ８９７７ ０ ８２５６ ０ ８２９９

夹寒篝 ＪＨＱ ０ １５３４ ∗∗∗∗ ０ ９２３２ ０ ８７０４ ０ ９１０１ ０ ８８４４ ０ ８７４５

古林箐 ＧＬＱ ０ １６２３ ０ ０７９９ ∗∗∗∗ ０ ８６４１ ０ ９０６７ ０ ８９６０ ０ ８８１３

斗咀 ＤＺ ０ ０６６７ ０ １３８８ ０ １４６１ ∗∗∗∗ ０ ９３６２ ０ ８５３０ ０ ８４８４

杨柳井 ＹＬＪ ０ １０７９ ０ ０９４２ ０ ０９７９ ０ ０６５９ ∗∗∗∗ ０ ８７９７ ０ ８６９４

小坝子 ＸＢＺ ０ １９１６ ０ １２２９ ０ １０９８ ０ １５９０ ０ １２８２ ∗∗∗∗ ０ ９１７４

田坝 ＴＢ ０ １８６５ ０ １３４１ ０ １２６４ ０ １６４５ ０ １４００ ０ ０８６２ ∗∗∗∗
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图 ２　 基于 ＵＰＧＭＡ 聚类的居群间的亲缘关系

Ｆｉｇ ２　 Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ＵＰＧＭＡ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｓｈｏｗｉｎｇ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ ａｍｏｎｇ ｓｅｖｅｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

２ ３　 不同等级水平的硬叶兜兰居群遗传结构

７ 个居群的遗传分化系数(Ｇｓｔ)达 ０ ３５６８ꎬ据相

关研究ꎬ一般窄布种居群的遗传分化系数(Ｇｓｔ)为

０ ２４２[１８]ꎮ 这一结果揭示了检测居群间存在较高的

遗传分化水平ꎮ 而居群间平均基因流 (Ｎｍ) 为

０ ９０２ꎮ 通过对 ７ 个居群的遗传变异成分分析ꎬ结果

表明:有 ６６ ２７％的遗传变异来源于居群内ꎬ居群间

遗传变异占总变异的 ３３ ７３％ (表 ５)ꎮ 这一结果与

遗传分化系数(Ｇｓｔ)结果接近一致ꎮ
而同一地区和不同地区间居群的遗传分化的结

果表明:文山 ３ 个居群间的遗传变异达 ３２ １９％ ꎬ而
马关 ３ 个居群间的遗传变异占有 １８ ９８％ ꎬ尽管马关

居群与文山 ＤＺ、ＹＬＪ 有着近缘关系ꎬ马关地区居群间

的遗传分化程度明显低于文山地区的总体水平ꎻ地
区间遗传变异的差异则反映出:３ 个地区中的任两

地居群间遗传变异水平都超过总变异的 ３０％ 以

上ꎬ地区间存在较高的遗传分化ꎻ近缘居群 ＤＺ、ＭＧ
和 ＹＬＪ 的遗传变异有不超过 ２０％ 的是来源于居群

表 ５　 基于 ＳＲＡＰ 的不同等级水平的硬叶兜兰居群的 ＡＭＯＶＡ 分析

Ｔａｂｌｅ ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｖａｒｉａｎｃｅ(ＡＭＯＶＡ)ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｉｅｒａｒｃｈｉｃａｌ ｌｅｖｅｌ ｆｏｒ １６７ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＳＲＡＰ

变异来源 自由度 平方和 均方差 变异组分 变异百分率(％ ) 概率

Ｓｏｕｒｃｅ ｄｆ ＳＳ ＭＳ Ｅｓｔｉｍａｔｅ ｏｆ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ

Ｐ

总居群间 Ａｍｏｎｇ ａｌｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ６ ２１５１ ９０８ ３５８ ６５１ １３ ９７２ ３３ ７３ < ０ ００１

总居群内 Ｗｉｔｈｉｎ ａｌｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ １６０ ４３９２ ３３２ ２７ ４５２ ２７ ４５２ ６６ ２７ < ０ ００１

文山 ３ 个居群间

(Ａｍｏｎｇ ＸＢＺꎬＹＬＪ ａｎｄꎬＤＺ)
２ ６１７ ５７２ ３０８ ７８６ １３ ４７４ ３２ １９ < ０ ００１

文山 ３ 个居群内

(Ｗｉｔｈｉｎ ＸＢＺꎬＹＬＪ ａｎｄꎬＤＺ)
６０ １７０３ ３６４ ２８ ３８９ ２８ ３８９ ６７ ８１ < ０ ００１

马关 ３ 个居群间

(Ａｍｏｎｇ ＪＨＱꎬＧＬＱ ａｎｄꎬＭＧ)
２ ４７ ０００ ２３ ５００ ０ ８３２ １８ ９８ < ０ ００１

马关 ３ 个居群内

(Ｗｉｔｈｉｎ ＪＨＱꎬＧＬＱꎬａｎｄ ＭＧ)
７０ ２４８ ５６２ ３ ５５１ ３ ５５１ ８１ ０２ < ０ ００１

马关与麻栗坡居群间

(Ａｍｏｎｇ ＭＡＧＵＡＮ ａｎｄ ＭＡＬＩＰＯ)
３ １２１９ ０３３ ４０６ ３４４ １４ ７５１ ３５ ４２ < ０ ００１

两地居群内

(Ｗｉｔｈｉｎ ｔｗｏ ｒｅｇｉｏｎｓ)
１００ ２６８８ ９６７ ２６ ８９０ ２６ ８９０ ６４ ５８ < ０ ００１

文山与麻栗坡居群间

(Ａｍｏｎｇ ＷＥＮＳＨＡＮ ａｎｄ ＭＡＬＩＰＯ)
３ １０７５ ３３９ ３５８ ４４６ １４ ２３２ ３２ ９３ < ０ ００１

两地居群内

(Ｗｉｔｈｉｎ ｔｗｏ ｒｅｇｉｏｎｓ)
９０ ２６０９ ３００ ２８ ９９２ ２８ ９９２ ６７ ０７ < ０ ００１

马关与文山居群间

(Ａｍｏｎｇ ＭＡＧＵＡＮ ａｎｄ ＷＥＮＳＨＡＮ)
５ １６２０ ６６３ ３２４ １３３ １３ １９６ ３２ ９８ < ０ ００１

两地居群内

(Ｗｉｔｈｉｎ ｔｗｏ ｒｅｇｉｏｎｓ)
１３０ ３４８６ ３９６ ２６ ８１８ ２６ ８１８ ６７ ０２ < ０ ００１

近缘居群间(Ａｍｏｎｇ ＤＺꎬＭＧꎬａｎｄ ＹＬＪ) ２ ３７２ ３５３ １８６ １７６ ７ １０５ １９ ９６ < ０ ００１

近缘居群内(Ｗｉｔｈｉｎ ＤＺꎬＭＧꎬａｎｄ ＹＬＪ) ６４ １８２３ １４０ ２８ ４８７ ２８ ４８７ ８０ ０４ < ０ ００１
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间的ꎮ 结合上述居群间的亲缘关系综合分析ꎬ马关

ＭＧ 居群在遗传特性上应介于文山 ＤＺ 和 ＹＬＪ 和另

２ 个马关居群间ꎻ７ 个居群中ꎬＸＢＺ 和 ＴＢ 与其他居

群存在较大的遗传分化ꎮ

３　 讨论

一般而言ꎬ由于生境片断化和地理隔离影响了

居群间的基因流动ꎬ易造成濒危物种居群间遗传多

样性较低和高水平的遗传分化ꎮ 特有种和窄布种居

群间的遗传分化系数(Ｇｓｔ)分别为 ０ ２４８ 和 ０ ２４２ꎬ
高于地区种和广布种的 ０ ２１６ 和 ０ ２１０[１８]ꎮ 通常ꎬ
窄布种尤其是珍稀濒危种类较广布种有着较低的遗

传多样性ꎮ
对麻栗坡兜兰(Ｐ. ｍａｌｉｐｏｅｎｓｅ)居群初步研究表

明其在物种水平和居群水平遗传多样性都低ꎬＡ. Ｌｉ
等[１９￣２０]对贵州 ３ 个和 １ 个云南硬叶兜兰居群的初

步研究表明ꎬ其在物种水平 (ＰＰＢ ＝ ７１ ６％ ꎬＨ ＝
０ ２１７１ꎬＩ ＝ ０ ３３０１)和居群水平(ＰＰＢ ＝ ４５ １％ ꎬＨ ＝
０ １４５７ꎬＩ ＝ ０ ２２０４)的遗传多样性都高于麻栗坡兜

兰ꎬ遗传变异组分有 ２０ ３１％来源于居群间ꎮ 当前ꎬ
对滇东南核心采集区硬叶兜兰遗传结构研究的结果

亦表明ꎬ虽然种质资源遭受不同程度的破坏ꎬ在物种

水平上的遗传多样性仍还维持一定的水平(ＰＰＢ ＝
８１ ２５％ ꎬＨ ＝ ０ ２４２２ꎬ Ｉ ＝ ０ ３７０９)ꎬ总遗传多样性

ＨＴ为 ０ ２４１１ꎬ个体遗传多样性 ＨＳ达 ０ １５５０ꎬ居群水

平的遗传多样性略高于贵州居群ꎬ也充分证明该区

域的多样性中心、起源中心的地位ꎻ但其在居群水平

的遗传多样性也偏低(ＰＰＢ ＝ ４７ ９２％ ꎬＨ ＝ ０ １５５０ꎬ
Ｉ ＝ ０ ２３４８)ꎬ且居群间的遗传分化更加显著ꎬＧｓｔ 为
０ ３５７ꎬＡＭＯＶＡ 分析显示有高达 ３３ ７３％ 的遗传变

异来源于居群间ꎮ
物种的遗传变异水平和群体遗传结构是其繁育

系统、物种生活史、基因流动、自然选择、遗传漂变和

种子散布机制等不同因素综合作用的结果ꎮ 交配系

统的差异对居群遗传结构产生很大的影响ꎬ异交类

群的遗传分化系数 Ｇｓｔ ＝ ０ ２３ꎬ自交类群的 Ｇｓｔ ＝
０ ５９[２１]ꎮ 硬叶兜兰属于高度异交种ꎬ靠食蚜蝇或黄

熊蜂传粉ꎬ部分自交亲合ꎬ地理居群隔离的影响造成

传粉者只能在近距离范围活动ꎬ因而造成居群内基

因流动较频繁ꎬ而居群间基因流动不高ꎬ是导致遗传

分化系数较高的内在原因之一ꎻ而其自然状态下结

实率较低ꎬ加之人为花期大量采集ꎬ严重制约了其天

然更新ꎬ因而ꎬ该物种主要靠无性繁殖维持居群大

小ꎬ造成居群内的遗传变异水平下降ꎬ这可能是导致

扩大居群间遗传分化程度的另一重要原因ꎻ再次ꎬ硬
叶兜兰特殊的生活史ꎬ需要与真菌共生才能萌发ꎬ加
之其只能在潮湿的、枯枝落叶层丰富的灌丛阴坡或

遮荫度好的常绿阔叶林下生长ꎬ植物严格选择定居

生境ꎬ而人为活动如樵砍、破坏栖息生境ꎬ影响居群

分布范围ꎮ 结合野外生境调查的情况ꎬ在常绿落叶

阔叶林内硬叶兜兰天然居群垂直分布范围在上下

２０ ｍ 以内波动ꎬ人为干扰居群的分布范围则更小ꎬ
造成居群个体数量较少ꎬ导致遗传漂变ꎬ而研究对象

的遗传距离与地理距离之间缺乏显著相关性则证明

了遗传漂变在居群间的分化中起着不可忽视的作

用ꎬ７ 个硬叶兜兰居群相互隔离ꎬ遗传漂变可能是影

响居群遗传结构和加剧居群间遗传变异的又一重要

因素ꎻ此外ꎬ居群遗传分化还来源于适应性进化ꎬ硬
叶兜兰分布的生境较复杂ꎬ可以在次生石灰岩灌丛

和常绿落叶阔叶林下树脚、石缝和岩石面上的枯枝

落叶风积土上生长ꎮ 而研究结果表明ꎬ马关居群间

的遗传分化与近缘居群间遗传分化接近ꎬ而其生境

特点较相似ꎬ据此结果推测极有可能在不同的生境

条件下ꎬ经过长期自然选择ꎬ对异质生境产生局部适

应ꎬ导致硬叶兜兰个体在进化过程中固定一些特殊

的适应性基因ꎬ加剧不同生境下居群间遗传分化水

平ꎬ当然ꎬ这一推论还有待进一步的研究证实ꎻ居群

间保持高水平、稳定的基因流动可以防止居群间

的遗传分化ꎬ而研究的 ７ 个居群间平均基因流动

(Ｎｍ ＝ ０ ９０２)接近 １ꎬ可以推断基因流动应当不是

造成居群间的遗传分化大的主要原因ꎮ 基于遗传

多样性指数、遗传分化和聚类研究结果ꎬ初步推断

马关地区应为该区域硬叶兜兰的核心种质区和起

源地区ꎮ
研究鉴于主要分布区当前居群间遗传分化显著

的事实ꎬ居群原地保护措施应重视保护地范畴ꎬ应采

取尽可能多地扩大居群保护范围ꎬ对遗传分化大的

居群采取重点保护ꎬ划定一定的保护区ꎻ针对遗传多

样性主要存在居群内的这一特点ꎬ加强居群内的个

体的保护ꎬ加强民众科普宣传ꎬ减少采集ꎬ尤其是在

过渡采集区内禁止采集ꎻ尽管硬叶兜兰有较强的无

性克隆能力ꎬ但维持其遗传变异主要是来源于有性

杂交ꎬ而较低的自然结实率和其特殊生活史导致其

有性繁殖的成功率不高ꎬ花期采集加剧了有性繁殖

困难ꎬ在原地保护计划中ꎬ为了减少居群遗传多样性

的下降ꎬ对居群自然恢复最有效的措施就是禁止花

期采集活动ꎻ重视生境保护ꎬ基于硬叶兜兰对生境的

严格选择性ꎬ应选择有适度遮荫度、枯枝落叶层和苔
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藓植物丰富等的个体适宜的定居环境ꎬ加强自然分

布区生境保护ꎬ禁止过度伐树和收集腐质土ꎻ迁地保

护措施主要是重点收集遗传分化大的居群数量ꎬ居
群内样本尽可能多的取样ꎬ人工栽培环境要有适度

的遮荫、通风ꎬ注意夏秋季保湿ꎬ提高栽培成活率ꎮ
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