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莲瓣兰DALP遗传多样性研究
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摘 要：采用DALP(Direct amplification oflength polymorphism)检测莲瓣兰5个居群的遗传结构。5个引

物组合共检测到103个多态位点。和其它具有相似生活史(多年生草本、以动物为媒介的杂交、种子随风散

布)的物种相比，莲瓣兰原变种水平(PPB一88．18％，A一1．8818，AP一1．4880，H—o．2911，卜=o．4412)和物

种水平(PPB一93．64％，A一1．9364，AP一1．5262，H—o．3129，J—o．4732)均具有较高的遗传多样性；各居群

问(G。一o．3292)存在较大的遗传分化。基因流的估计值(N。一1．0186)表明莲瓣兰物种水平上各居群间每代

有1．0186个移居个体。地理隔离和选择压力可能是造成莲瓣兰居群间基因流动受到限制的原因。在这些研

究的基础上，探讨了野生莲瓣兰资源的保护问题。
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Abstract：DALP was applied to evaluate genetic variation and structure of 5 populations of C3舯26idi。mz￡onisPpnf“m．

The results were as follows：103 DALP polymorphic loci were detected in four populations using 5 random primers．

Cbmpared with other long lived herbaceous perenmals， anjmal pollinated outcrossing species and wind dispersal

seeds，the total genetic diversity of C．￡o仃i卵夕盘Z“m was relatively h遮h both at the subspecies(PPB一88．18％，A—

1．8818，AP一1．4880，H一0．2911，J—O．4412)and species levels(PPB一93．64％，A一1．9364，AP一1．5262，H—

O．3129，j—O．4732)；and there was much genetic differentiation among population(G口一O．3292)．An indirect esti—

mate of the number of migrants per generation(Nm一1．0186)suggested about 1．0186 migrants in every generation．

The isolation from parent population and the selective pressure might be the causes leading to the restriction of gene

flow． Based on these results，the conservation strategies of this species were developed．

Key words：(汐m6趔i“研￡o疗is已夕nZ“Ⅲ；DALP；genetic variation；genetic differentiation；conservation

莲瓣兰(Cy研6idi“研￡o儿i5Pp以z“m)，又名菅草

兰，是兰科(()rchidaceae)兰属(Cym6idi“m)下一个

独试的种，其包括原变种莲瓣兰和变种春剑(C．for—

fisPp“z“m var．zo行gi6，．nffP口￡“m)。莲瓣兰分布范围

狭窄，仅在中国台湾、云南西北部、四川西南部有分

布。在云南主要分布于金沙江、澜沧江、怒江三江流

域，98。～101。E，24。～28．4。N(刘仲健等，2006；陈

心启等，2011)。莲瓣兰形态变化多样，奇花和线艺

品种有较高的观赏价值和经济价值，使之成为云南

最具代表性的兰花种类之一。
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目前莲瓣兰研究主要集中于分类地位的探究

(Liu等，2009；陈心启等，2011)、人工驯化栽培、种

问杂交育种(李海峰等，2009，2012)、种子萌发特性

(庞惠仙等，2010)及野生资源的保护利用(维饶箐

等，2008)。作为一种形态变化丰富的观赏植物(陈

于敏等，2005)，从分子水平对其居群遗传多样性进

行研究还鲜有报到。直接扩增片段长度多态性(Di—

rect amplification of length polymorphisms，

DALP)是1998年由法国科学家E．Desmarais，I．

Lanneluc和J．Lagnel发展起来的一种检测DNA

多态性的新方法。该方法采用双引物对未知序列的

基因组DNA进行扩增，选择性引物采用M13测序

引物核心序列(一40USP)，并在3 7端加上2～4个选

择性碱基，反向引物采用M13反向测序引物，每对

引物组合都能产生一个特殊的多带的图谱(Desma—

rais等，1998)。研究表明，DALP适用于快速筛选

遗传多态性和等位位点变异。该技术与RFLP、

RAPD相比，具有在一次实验中同时检测出大量扩

增片段的优点；与AFLP相比，DALP具有操作简

单、扩增片段可直接测序的优点。本研究选取5个

莲瓣兰居群，采用DALP技术对其遗传多样性进行

研究，并结合已有繁育系统研究结果，共同分析莲瓣

兰居群的遗传结构，为制定合理的保护策略提供遗

传背景资料。

表1材料来源与生境
Table 1 Habitats and 10cation of materials

选择性引物Selective primer

反向引物Reverse primer

DALP221(P1)

DALP231(P2)

DALP233(P3)

DALP235(P4)

DALP244(P5)

DALPRl(Pr)

GTTTTCCCAGTCACGACGC

GTTTTCCCAGTCACGACAGC

GTTTTCCCAGTCACGACACG

GTTTTCCCAGTCACGACCAC

GTTTTCCCAGTCACGACCTGA

5’一TTTCACACAGGAAACAGCTATGAC一3

1 材料与方法

1．1研究材料

实验材料来自云南沁兰园艺公司引种基地(表

1)。每一个实生植株，剪取一片新鲜幼嫩叶片，放置

于干净的纸袋中，保存于4℃待用。材料来源见表1。

1．2方法

1．2．1总DNA提取 本文采用改良后的CTAB法

(Dolye JJ&D01ye JL，1987)提取基因组DNA，每

株选取o．3～o．5 g新鲜叶片。总DNA用含o．5

“g／mL溴化乙锭(Ethidium Bromide，EB)的1％的

琼脂糖凝胶(agarose gel)电泳检测，用20、40、60、

100 ng的入DNA作为标定标准。模板DNA工作浓

度平衡为20 ng／肚L。

1．2．2反应体系和扩增程序的优化 20肚L反应体

系：模板DNA 3肛L(60 ng)，25 mm01／L MgCl2 2．5

“L，10×Buffer(酶配套)2“L，2．5 mmol／L dNTP

Mixture(上海生工分装)2弘L，o．5 U／pl Taq酶(上

海生工分装)3．5肚L，5 pmol／L选择性引物(上海生

工合成)1且L，5 pmol／L反向引物(上海生工合成)3

肛L，灭菌超纯水4肛L。扩增程序：使用PE9700扩

增仪(美国PE公司)。94℃预变性5 min，94℃变

性30 s，50℃退火30 s，72℃延伸1 min，共40个循

环。最后，72℃延伸10 min完成整个PCR扩增。

1．2．3引物筛选 从5个居群中各取出1份DNA

样品进行预备实验，从22组引物组合中选出5组能

获得清晰条带，反应稳定的随机引物组合：PrPl、

PrP2、PrP3、PrP4、PrP5(引物名称序列见表2)。

1．2．4 DALP扩增及检测 使用上述优化体系和引
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物组合扩增所有的50个样品。扩增产物用含o．5

肚g／mL EB的1％琼脂糖凝胶电泳，电泳缓冲液为1

×TBE。电泳结果采用Kodak Image Station

440CF凝胶成像系统，初步检测扩增效果，再进行聚

丙烯酰胺凝胶电泳及银染。

1．2。5聚丙烯酰胺电泳取5％非变性丙烯酰胺胶

(丙烯酰胺：甲叉双丙烯酰胺一29：1)40 mL，用

真空泵抽气20 min。加入256肛L过硫酸胺

((NH4)2S208)和17．6肚L TEMED(N，N，N，N’，

四甲基乙二胺)，开始制胶。上样量5肚L(样品：6

×上样缓冲液=5：1)，电泳条件：Dyy—Z型垂直电

泳仪，电压800v，电泳时间2．5 h。

1．2．6 DALP银染 本实验采用快速银染法：①固

定液(10％乙酸)洗脱直至溴酚兰颜色褪去，用蒸馏

水洗3次，每次不少于2min。②染色液(o．1％的硝

酸银，染色前加入o。4％的甲醛)染色40 min；蒸馏

水洗2 s立即拿出。③在显影液(3．0％碳酸钠，显

影前加入o．4％甲醛，o．02％硫代硫酸钠)中显影至

条带清晰。④固定液(10％乙酸)固定5 min，蒸馏

水洗10 min。

‰-：。。二⋯一溺羚。删嗣攀¨㈧删⋯’

i职二|j薹嚣露蠢君主；冀露：量辱髫蘸垂萱
；p鞲茎
；垂誊二：：：蓄茎二喜

图1 DALP引物组合对莲瓣兰EA、EB、Ec、ED、EE居群扩增的DNA指纹图谱

Fig．1 DNA fingerprints of 5 populations of(≯m6idi“m￡o川i5e户口Z“m by using DALP primer group

1．2．7数据统计分析 电泳图谱中根据分子量标准

对照反应产物在胶上的位置，估计扩增产物及其分

子量。有带记为(1)，无带记为(o)，形成0／1矩阵图

输入计算机。采用POPGENE软件计算出各居群

的Nei’s基因多样性指数(H)、Shannon’s多态性

信息指数(j)、多态位点百分率(PPB)、基因分化系

数(G。)、居群内基因多样度(H；)、居群间基因多样

度(H。)、Nei’s遗传距离(D)和遗传一致度(J)；同

时结合treeview软件对得到的遗传距离矩阵进行

非加权配对算术平均法(UPGMA)聚类分析，构建

聚类图。

2 结果与分析

2．1遗传多样性

莲瓣兰5个居群，5组DALP引物扩增得到

110条清晰条带，其中103条为多态条带，平均每个

引物扩增多态条带数为20．6。从表3看出，莲瓣兰

原变种各居群的遗传多样性水平差异不大，其中保

山(SD)居群的PPB值(66．36)、Shannon’s指数

(O．3659)和Nei’s基因多样性指数(O．2039)均为最

高；大理(YL)居群的PPB值(60．Oo)、Shannon’s

指数(0．3074)和Nei’s基因多样性指数(0．2241)较

低。然而，变种春剑的兴隆居群(XL)的PPB值

(42．73)、Shannon’s指数(O．2345)和Nei’s基因多样

性指数(o．1577)均远低于莲瓣兰原变种的各居群。

莲瓣兰居群水平的多态位点比率64．4％，物种

水平的多态位点比率93．64％；居群水平的Nei’s

基因多样性指数为o．2098，物种水平的Nei’s基因

多样性指数为o．3129；居群水平的Shannon’s指数

为o．3131，物种水平的shannon’s指数为0．4732。

2．2遗传分化

莲瓣兰物种水平总基因多样度(H，)为O．3128，

居群内基因多样度(H，)为o．2098，基因分化系数

嗍

吣猢

帅

莩|

3

21

1

O

“

习雌=菱8■疆哩㈡_=M酣：。㈠黼¨H￡=礴

，

7碍掰“

q¨H

6■墨释鞭≯1_瓤辫

㈡1_；：l。黼¨瓣

¨。

5羹毽臻嬲鞭ij川㈧黼黼=三一一糍≯i山暇；燃

．点

4■日=羔嘲¨三娃脚㈧跚

㈣黪“鬣
’=

0■■nH阱“㈠h啪鞴卵i、鞴■●_誓冈

H

2羹爨瓣弱瓤辨瓣甄瓤瓣魁霎
“

D，■墨酥麟时¨珏瞄要掘瓣‰雌H—释

E

M

_

一_’

螂

★栅．

竹誓馨艮髓蠡冀爨瓣靴虢群雏“瓣敬篓：；，l燕鼗链罐撼登糕罐鞋聪蜒鹱m警一糕蠢8■■B龋M强礴■叠竹¨斑■—幽焉；■"7●霸甚西网锺蠢西爨∥脚霸辩_霸”
6■蠢黎器醛醛鬟释骥鞑鞯黔髓蘩m
m爨Ⅲ0●■隧疆鼹隘墨爵■瓣馘爵琏瞬．j-q3■墨瓣鼹瞄鼹精露孵醛辍戮甜麟爨鲰∽姑2■■曩瞄瞳■H墨■—鞋曙鼢■■墨研K■n¨

C，■■曩蕾■■■疆■誓疆髓濯■幕

∞

∞

吣锄

懈

佃■—嚣港■—疆蓁。．越舞瓣嚣鞯潞盟■II霈～9—匿嚣匿露嚣《麓疆器爨翳鹾孵m遵避匿8■●蠢譬■曩爨巍黔如H_曩■舔艘艄=鼍—强7■■曩鏊■■g，濯誓疆■爵_—孵潍。悔避孤㈣

6疆隳黝瓣搿

n瓣瓣Ⅳ蜘?

攀

5■曩蹲螺舅N缒㈠．差摇臻群。；—孵

4■■曩■●誓s■—■■-曩■。bk一3¨—：：-娃目H酣嘲H—■■跹只，、鲥

2

“H

噗

B，—l毋■墨■■■■■■■■■■翟墨i

o
o

～II

一_lj

h_：“

～

佃b订列=_'__丝盛爵麓

{'|■

9

8。■，

-

7

舞¨

6¨二_¨M，群■■■—嚣卜hr

5

：¨¨-焉¨

¨

4．

．卜蠕：_d_■¨。h酿k

3
I-

，娃珏KK■呵¨k

0睦

2。

。。轴"-

卜：，r毒

A，

∥“一：b—H誓■_—¨艇

E

8：
B

万方数据



6期 贾琳等：莲瓣兰DALP遗传多样性研究 825

表3莲瓣兰各居群的遗传变异
Table 3 Genetic variation of five populations of C． ￡orfisPp口Z“，挖

居群

Population
翼笔絮蝥^I徽!篓。毒变g守等位基因有效等位N。i，。基因sh。。。。。，。
T警{竺’

N

0‘≮；p：粤甜矿鼍坌譬 可茹豸幽 霎看蚕荒 1；藉霉嚣“茗茹：8of loci hic loci PPB
默n 歪日取八c 歹什I工“ 】日姒1

大理云龙(YL) 110 66 60．oO 1．6000 1．3452 o．2039 o．3074

保山施甸(SD) 110 73 66．36 1．6636 1．4281 O．2469 O．3659

迪庆维西(wX) 110 67 60．91 1．6091 1．3939 0．2263 O．3348

怒江福贡(FG) 110 69 62．73 1．6273 1．3603 o．2142 o．3230

春剑兴隆(EE) 110 47 42．73 1-4273 1．2699 O．1577 0．2345

平均值Average value 110 64．4 58．55 1．5855 1．3595 o．2098 o．3131

物种Species llO 103 93．64 1．9364 1．5262 O．3129 O．4732

PPB=The percentage of p01ymorphic loci；A：allele number；AP：effective allele number；H=N西’s gene diversity；J—Shannon’s information index

G为O．3292。这表明莲瓣兰物种的遗传变异有

32．92％来自居群间，67．08％来自居群内。而莲瓣

兰原变种水平上，则有23．38％的遗传变异存在于

居群间，76．62％的遗传变异存在于居群内。

表4不同居群间的遗传分化分析
Table 4 Analysis of genetic differentiation among

populations in C． ￡orfis已户口Z“m

Hr—Total gene diversity；H：一Gene diversity within population

G口一The coefficient of gene differentiation；SD—Standard deviation

Nm—Estimate of gene flow from G口or Gcs

表5 莲瓣兰各居群的遗传一致度以及遗传距离
Table 5 Nei’s genetic identity and genetic distance

among populations of C．for矗5Fp以Z“研

Nei’s genetic identity(遗传一致度)(above 1ine)and genetic dis

tance(遗传距离)(below llne)

根据基因分化系数G。计算出每代居群的移居

者数量N。。在物种水平，N。为1．0186；原变种水

平上，N。为1．6384。

2．3遗传关系

表5列出5居群的遗传一致度(Nei’s genetic

identity)以及遗传距离(genetic distance)。大理云

龙居群(EA)与保山施甸居群(EB)之间遗传距离最

小为o．0803，香格里拉维西居群(EC)与春剑的贵州

EE

EA

EB

EC

ED

图2莲瓣兰5居群UPGMA聚类图

Fig．2 Dendrogram of 5 populations of C．

forfisP户口2“7咒by UPGMA

兴隆居群(EE)之间遗传距离最大为o．2847。各居

群的UPGMA聚类分析见图2。

3 结论与讨论

3．1莲瓣兰居群遗传结构及进化因素的探讨

与其它具有相似生活史特征(多年生草本、以动

物为媒介的杂交、地区分布)的物种相比(PPB=

49％，A一1．89，H一0．131)(Hamrick等，1989)，莲

瓣兰居群水平(PPB一58．55％，A一1．5855，AP一

1．3595，H—o．2098，J—o．3131)和物种水平(PPB

一93．64％，A一1．9364，AP一1．5262，H—o．3129，工

一o．4732)均具有较高的遗传多样性，莲瓣兰在长期

的进化过程中形成了丰富的遗传多样性和进化潜力。

物种的繁育系统、遗传变异水平、进化历史、自

然选择和基因流的强弱等进化因素共同作用，使物

种形成了不同的居群遗传结构(Hamrick，1989)。

交配系统是影响居群遗传结构最关键的生物学因素

之一，因为交配系统不仅决定居群未来世代的基因

型频率，而且还影响到植物居群的有效大小和基因

流等其它进化因素(Barrett等，1990)。莲瓣兰是多

年生草本植物，在野外可以通过有性或无性方式进
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行繁殖。有性繁殖依靠昆虫传粉，开花多而结果少。

授粉试验表明：莲瓣兰自体授精结实率为1％，人工

授粉的自交结实率为96％，人工杂交结实率为90％

(贾琳等，2006)。莲瓣兰虽然自交亲和，但要依靠传

粉媒介，其主要的交配方式是杂交。

在植物中，花粉的扩散和种子的传播是基因流

的两种最主要的形式(Hamrick，1987)。莲瓣兰花

粉的传播距离取决于传粉媒介，而昆虫的飞行距离

是有限的。但莲瓣兰微小的种子却可以借助风力远

距离散布，是莲瓣兰基因流的主要形式。莲瓣兰物

种的遗传分化系数G。为o．3292，高于以动物为媒

介的杂交物种(G。一o．197)和依靠风力散布种子的

物种(G—o．14)(Hamrick等，1989)，也高于其近

缘种春兰(G。一o．098)(Chung等，1999)。这表明

虽然莲瓣兰的种子可以借助风力散布，但是居群间

的基因流动仍然受到一定因素限制。遗传漂变、奠

基者效应、地理隔离和选择压力都是导致居群遗传

分化原因。通过G。估算出莲瓣兰原变种水平上各

居群间基因流眠一1．6384，居群的每一代个体中，
有1．6个遗传个体，略高于其它以动物为媒介的杂

交物种(N一一1．15)(Hamrick，1987)。眠>1，基因
流可以阻止遗传漂变导致的中性等位基因的固定

(Raijmann等，1994)。在这些居群中，遗传漂变不

是影响居群结构的主要因素(Slatkin，1987)。

然而，兰花种子典型的散布距离为5～10 km

(Rasmussen，1995)，而莲瓣兰分布的三江并流地区

又多高山河谷，山脊的阻挡和隔离可能成为限制基

因流的因素之一。另外，即使居群之间存在不断的

基因流，但强有力的选择也能使彼此相距很近的居

群保持遗传上的差别(Bradshaw，1984)。莲瓣兰的

保山施甸居群的平均海拔为1 500 m，气候温暖湿

润；而维西居群的平均海拔为2 500 m，气候寒冷。

这种较大的环境差异产生的选择压力也可能成为导

致居群分化的因素。

综上所述，杂交和种子随风散布使得莲瓣兰居

群问产生基因流动，但是横断山区高山河谷的阻挡

和地理隔离限制了基因流动，而不同的生态环境则

选择了不同的基因型和表型，并固定了这种差异。

因此，杂交、种子散布机制和地理隔离、选择压力互

为制约因素。一方面，杂交和种子散布机制倾向于

不断消除居群间的遗传差异，避免居群间出现分化；

另一方面，地理隔离和选择压力则导致居群的分化。

而正是这两方面因素的制衡作用共同构建了莲瓣兰

居群的遗传变异式样。

需要注意的是，多年生植物，由于较长的世代和

不同世代的重叠，其遗传多样性的丧失速度将会减

缓。而一年生植物则会对影响遗传多样性的因素做

出更快的回应(Ouborg等，1999)。因此存在这样的

可能性：由于这种多年生的习性，莲瓣兰从遭受严重

破坏至本研究取样期间，经历的世代很少，以至于现

阶段并没有检测到遗传多样性的降低。将来，莲瓣

兰的基因库可能会对这些过度采集和生境破坏事件

做出延迟的回应。

3．2保护策略

兰科植物多为珍稀濒危植物，全世界所有野生

兰科植物均被列入《野生动植物濒危物种国际贸易

公约》的保护范围，全球范围内的生境退化和丧失加

上人为破坏是导致大量兰花变为稀有、濒危以致灭

绝的主要原因(IUCN／SSC Orchid Specialist

Group，1996)。而对于莲瓣兰，最主要的原因就是

过度采集。虽然莲瓣兰在物种和居群水平上都具有

较高的遗传多样性，但过度采集和生境破坏使得莲

瓣兰居群的个体数量急剧减少，这可能导致遗传衰

退，从而影响物种的长期生存和适应能力。对一个

遗传多样性主要存在于居群之内的物种和一个遗传

多样性主要分布于居群间的物种应采用完全不同的

取样策略和保护方法(邹喻苹等，2001)。根据取样

的原则o．99—1一(GSr)”(行为取样居群数)(Ceska

等，1997)，为维持莲瓣兰物种99％的遗传多样性，

则至少要选取3个居群进行保护。莲瓣兰在云南主

要分布在三江并流区域，而该地区现已被列为世界

自然遗产。将莲瓣兰的保护和三江并流地区多个自

然保护区的保护工作相结合，将莲瓣兰列为该保护

区的重点保护植物。这样既保护了莲瓣兰的生境，

也防止了滥采滥挖。

莲瓣兰是云南兰花产业中的重要种类之一。许

多花卉公司和个人对莲瓣兰进行大量收购和种植。

这被认为是一种变相的迁地保护。但是，在这种人

工栽培条件下，莲瓣兰只有一种繁殖方式，即分株繁

殖。而长期的无性繁殖，没有居群内和居群间的基

因流动，将会导致物种多样性减少，环境适应能力降

低，进化潜能衰退和抵抗病虫害的能力下降。因此

这并不是一种真正意义上的迁地保护。此外，建立

莲瓣兰的人工繁殖体系，通过杂交选育特异品种，通

过组织培养大量优良品种，是对其保护策略的重要

补充。但是莲瓣兰生长周期长，种子萌发率很低，仍
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是该技术发展的主要限制因素。
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