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贵州苏铁 (Cyca~guizhouensis)是我 国一级保护植物。尽管其分布区仅限于滇、桂、黔三省交界 的南 

盘江流域 ，却是中国苏铁属植物中分布最广的一个种。同时 ，它也是我 国少数几种分布在北 回归线 以北 

的苏铁植物之一 。对古植物和古气候等有着极为重要的研究价值 (杨成华等 ，1996)。贵州苏铁像其它苏 

铁植物一样 已经经历 了两亿多年的沧桑巨变，但近几十年以来 ，由于生境 片段化 和人为的直接破坏 ，其 

居群和个体数 目急剧减少 ，濒危状态 日益严重。贵州苏铁的形态 、分布、生态和繁殖等方面的研究已有 

报道 (杨成华等，1996；邓朝义，1999)，但有关其遗传多样性的研究仅仅见于 Yang＆Meerow(1999)对 

它的3个居群进行过等位酶的研究。等位酶电泳技术因为只能检测到编码酶蛋白的基因位点而可能会低估 

遗传多样性水平 (葛颂和洪德元，1994)，况且，3个居群的取样也缺乏代表性。遗传多样性是物种长期进 

化的产物，也是其生存和发展的前提。稀有和濒危植物遗传多样性和群体遗传结构的研究，是揭示其进化 

历史和适应潜力的基础，也是进一步探讨其稀有和濒危机制的有效途径 ，并将会为科学地制定保护策略和 

措施提供重要的依据 (葛颂等，1994)。本文采用分子标记 ISSR的方法对其现有的 12个 自然居群进行了 

遗传多样性研究。 

1 材料和方法 

1．1 实验材料 

12个 自然居群的 215个个体的新鲜叶子分别采 自云南 、贵州和广西三省 ，具体位置和各个居群的个 

体数列于表 1中。每个个体采取 3～5个羽片 ，用硅胶干燥 ，再保存到 4~C处直至提取 DNA。 
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表1本研究的 后群的样品来源 
Table 1 Accessions of12 pop~ onsforISSR analysis 

P0 lmi蚰 Sample slze／N Latitude／N I．．ongi'tude／E P0p|l】ati0ll Sample size／N Latitude／N Longitude／E 

YN Jtanshu~ 20 23024 102~53 YN MeIl 22 23~02 103021 

YN Kaiyuan 16 23~50 103021 YN Shizong 6 24 ~35 104 ~04 

GX 1 0I1 in 20 24~40 104052 GZTingxi 19 24 ~59 105。l8 

YN hl0p．嗽  22 24~43 104~28 GZ wm ~fcng 14 24~55 105~03 

YN hlxi 16 30 103058 GZⅪ唧 i 20 24052 105o0l 

YN Milei 2O 24o16 103038 GZ YaII nE 20 24。56 104 '59 

YN isthe codefor Yurman；GX isfor Gu．皿 ；GZ isfor Guizh~ 

1．2 DNA的提取和 P( 的扩增 

采用 CTAB法 (Doyle等 ，1991)提取总 DNA。 

PCR扩增的条件： (1)20 的反应体 系：2．0 10×h r，约 20 ng DNA，2．5 mmo~L MgCl2，0．1 

n'anol dNTPS，200 nmol引物 (来 自哥伦比亚大学设计 的 100个引物)，2％甲酰胺和 1单位 Taq酶，再加双 

蒸水至 20 。(2)扩增程序 ：先 94~C 5min，再如下条件 35个循环 ：94~C 30 s--~48oC 45 s_+72℃ 1．5min， 

最后在72~C的条件下延伸 7 min。(3)电泳条件：取样 10 ，1．5％琼脂糖胶加 0．5％EB，1×TAE缓冲液 

和 4V／cm的电泳电压。 

1．3 数据分析 

居群遗传变异以常规的多态位点百分率 (PPB)，等位基因平均数 (A)，平均期望杂合度 ( )和 

观察杂合度 ( )度量。居群之间的遗传分化和遗传相似性采用 Nei基因分化系数 (G )和标准遗传距 

离 (D)来衡量．以上各遗传参数的意义和计算方法详见文献 (Nei，1975)。 

2 实验结果 

2．1 引物筛选结果 

从哥伦比亚大学提供的 100个 ISSR引物中，经过筛选，选取了l1个能够扩增出清晰而且相对较多条 

带的引物 ，分别是 UBC#807，808，810，811，813，835，836，840，842，843和 857(表 2)(图 1，2)。 

表 2 被选用的 l1个引物 

Table 2 11 primers used in analysis 

No． Sequ∞ oe No． Sequen1)e 

8a7 AGAGAGAGAGAGAGAGT 星 6 ， 

808 AGAGAGAGAGAGAGAGC 840 

810 G 

8U GAGAGAGAGAGAGAGAC 843 C C ℃I℃ICI饥  ̂

813 CI'( ℃ ℃H ℃H T 857 ACACACA( C^C Ĉ Ĉ G 

835 AGAGAGAGAGAGAGAGYC 

2．2 遗传多样性与群体遗传分化 

对贵州苏铁的 12个自然居群的群体遗传分析表明：总体而言，遗传多样性水平比较低。在总共检 

测到清晰而且可重复的 78个有效位点当中 ，多态位点只有 28个 ，PPB是 35．9o％。物种等位基因平均数 

(A)是 1．35OO，物种平均期望杂合度 ( )和观察杂合度 (鼠)分别是0．1082和0．1686。 各个居群来看，以 

师宗居群的遗传多样性水平最低，建水居群的最高。各个居群的遗传多样性水平的几个指标列于表3。 

各个居群之间的Nei基因分化系数 ( )是0．4321；标准遗传距离 (D)是48．75％。两个衡量指数 

相互支持，共同说明了贵州苏铁的各个居群之间存在着较为强烈的遗传分化。 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


650 云 南 植 物 研 究 25卷 

图 l 引物 UBC}}807对 YN Kaiyuan居群部分样晶 

扩增出的产物图谱 

№ ．1 Part of el~ reais ofPCR products ofPopulation 

YN Kaiyuan via UBC}}807 

图2 引物 UBC}}835对 GZ Y~ ing居群部分样品 

扩增出的产物图谱 

FIg．2 Part of elec pIl0resis ofPCR products ofPopulation 

GZ Yanking via UBC}}835 

表 3 贵州苏铁各个居群的 BsR分析结果 

Table 3 Genetic variabilitywithin poptdatiom of Cycas gu／d'umens／s byISSR ∞aly幽  

N，sample size； PPB，percentage of polymotphic loci； Ao， observed number of alleles per locus； Ht， expected hete~ozygoslty； 

Ho，ol~exved heteaozygoaity． 

3 讨论 

3．1 关于分子标记 瑕SR 

ISSR是简单重复序列之间的序列片段的 PCR。以往对于遗传多样性的研究较多地运用等位酶、 

RAPD、RFLP、AFLP和 SSR等方法，但这些方法都有各自的局限，如 RAPD的重复性差而 AFLP操作复 

杂，耗时费力等 (周奕华等，1999)。分子标记 玛 克服了它们的一些不足，并已经被广泛地应用到农 

作物、果树和保护生物学中的遗传多样性的评价当中 (Hao等，2OO2)。在真核生物基因组中简单重复序 

列不仅十分丰富 ，而且进化快 (xu＆ Sun，2001)，这样就使得分子标记 ISSR产物的信息量大 、多态性 

高。这些是等位酶、甚至是 RAPD所不及的。相对于应用最普遍的 RAPD，ISSR具备了它所有的优势， 

而且还因为引物较长 ，退火温度较高，能够扩增 出更加可靠的、可重复的条带 ，表现 出很好 的稳定性 

(Nagaoka＆0g l啪 ，1997)；相对于 RFLP、AnP和 SSR，ISSR虽通常不是共显性的，但易于操作，无论 

是对技术的还是对经济的要求都明显较低。苏铁尽管古老，是最为原始的裸子植物，但其遗传多样性通 

常都很低，给检测造成了一定的困难。但在我们的实验中，被选用的 l1个 ISSR引物不但平均扩增出了 

7．1条清晰而稳定的带，而且具有相当高的多态性 (PPB值为 35 90％)。这说明了分子标记 ISSR适合于 
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诸如苏铁等遗传多样性比较低的植物类群遗传多样性的研究。 

3．2 贵州苏铁的遗传多样性和遗传分化 

Hamrick等 (1992)总结了 662种植物的遗传多样性和遗传分化所得出的平均值是：PPB=51．3％， 

A=1．97， =0．150， =0．228；而其 中裸子植物 的平均值相对较高 ，分别 是：PPB=71．1％，A= 

2．38， =0．169，G =0．073。贵州苏铁 12个 自然居群的遗传多样性参数分别为 PPB=35．90％，A= 

1．3590， =0．1082。与 Hamrick等所得出的平均值相比，12个贵州苏铁自然居群的遗传多样性水平参数 

偏低，明显低于裸子植物的平均值；而遗传分化参数 (G =0．4321)却明显偏高。总的来说，贵州苏铁 

呈现 出了整体遗传多样性低而居群之间的遗传分化大的特点。相类似 的结果也 出现在其它苏铁类植物的 

遗传多样性研究中，如 Macrommia∞mm硼 s(Ellstrand等，1990)，Zam／a pum／／a(Waiters＆Decker-Waiters， 

1991)，蓖齿苏铁 (C．删  r )(Yang＆Meerow，1996)，攀枝花苏铁 (C．panz／dhuaens／s)(Yang＆Meerow， 

1999)和 C．seemana／i(Keppel等，2002)．这一结果与裸子植物的有利于维持高水平的遗传变异和低水平 

的居群间分化的生活史特征 (E1-Kassaby，1991)是不相符 的。造成这一结果 的可能原 因是 ：(1)经历 2 

亿多年生存繁衍的贵州苏铁很可能在某一历史时期 (如第四纪冰期)遭遇过严重的遗传瓶颈效应而丧失 

了大量的遗传多样性。在这一过程后，原本分布广泛的贵州苏铁只是随机地残留下来了极为有限的个体 

和居群，这些极为有限的个体和居群艰难地发展成现在的个体和居群。建立者效应导致了居群间的遗传 

分化增大。(2)贵州苏铁的现有居群的个体数量普遍很小，多数居群的个体不超过5o。小居群的遗传效 

应是导致遗传漂变和增加了近交 (Barrett＆Kohn，1991；Ellstrand＆Elam，1993；Ge等，1998)。(3)传粉 

和种子散布是基因交流的两种主要途径。Yang＆Meerow(1996)的研究结果表明，苏铁植物的传粉主要 

依靠虫媒，种子散布则依靠重力和啮齿类动物，基因流的有效距离为2～7 km。贵州苏铁呈星散状分布， 

居群间的距离通常大于30公里。远相距阻碍了居群之间的基因交流。这样，一方面导致居群内的遗传 

多样性小，另一方面各居群适应其各自的生境而形成较强的遗传分化。 

3．3 保护策略 

Frankel等 (1995)指出：有效种群大小为 50个个体的种群被认为是维持足够等位基因丰度的最小 限 

制；而有效种群大小为500个个体的种群才足以维持种群内数量性状的遗传变异，以及种群对未来环境 

变化的适应能力。尽管贵州苏铁现有 10多个野生居群 ，但每个居群的个体数量都较少 ，大多数居群的 

个体数少于 5o，且没有一个居群的个体数达到 500。因此 ，要有效 的保护这一植物首先是要解 除它所面 

临的确定性威胁 ，如生境片段化和过度采集等 ；同时 ，要加强 自然居群的恢复工作 ，即通过人工繁殖来 

培育幼苗 ，再回归 自然 ，以壮大 自然居群。 

物种或居群的遗传多样性水平能够反映它在不断变化的环境中的生存能力的大小。一个物种或居群 

如果没有足够的遗传多样性，就无法适应其生存环境的变化；反之，一个物种或居群的遗传多样性越丰 

富 ，它对环境变化 的适应能力和进化潜力就越大 ，也就越容易扩展分布范 围和开拓新 的环境 (杨持等， 

2O02)。因此，保护生物学的一个主要目的是保护生物的遗传多样性 (Ge等，2003)。根据贵州苏铁的遗 

传多样性的特点，在就地保护时，为提高自然居群的遗传多样性水平，要辅以各种人工的办法以促进各个 

居群之间的基因交流，如居群之间的人工授粉和个体的迁移等 ；在人工繁育和迁地保护时，树苗 的选取 

不仅要优先考虑遗传多样性相对较高的居群 (如YN Jianshui居群)，而且还要尽可能地来自不同的居群， 

以促进基因流最广泛的交流 ，并最终达到提高遗传多样性水平和增强该物种的生存、适应能力的 目的。 
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