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♦濒危植物♦

无柄醉鱼草与大叶醉鱼草的遗传多样性解析*

吴 诺1,2,3,陈 高1,3,申仕康2,4,葛 佳1,3**

(1.中国科学院昆明植物研究所,中国科学院东亚植物多样性与生物地理学重点实验室,云南昆明 650201;2.云南大学生命科

学学院,云南昆明 650500;3.中国科学院昆明植物研究所,云南省极小种群野生植物综合保护重点实验室,云南昆明 650201;

4.云南大学生态学与环境学院,云南省植物繁殖适应与进化生态学重点实验室,云南昆明 650500)

摘要:无柄醉鱼草(Buddleja
 

sessilifolia)是狭域分布的极小种群野生植物(Plant
 

Species
 

with
 

Extremely
 

Small
 

Populations,PSESP),大叶醉鱼草(B.davidii)则是广布种,二者亲缘关系较近,且同为四倍体。通过比

较濒危物种与近缘广布种的遗传多样性,可以了解濒危物种的演化历史,为制定保护策略提供理论依据。本研

究通过简单重复序列(Simple
 

Sequence
 

Repeats,SSR)分子标记对无柄醉鱼草5个居群(126个个体)和大叶醉

鱼草14个居群(206个个体)进行遗传多样性和遗传结构解析,并提出对无柄醉鱼草的保护建议。结果表明,
无柄醉鱼草和大叶醉鱼草各居群的期望杂合度(He)平均值分别为0.606、0.775,Shannon's多样性指数(I)平
均值分别为1.162、1.729,两个物种均具有较高的遗传多样性,但广布种大叶醉鱼草遗传多样性水平高于狭域

种无柄醉鱼草;无柄醉鱼草和大叶醉鱼草遗传分化系数(FST)分别为0.043和0.024,两个物种居群间遗传分

化程度均较低。遗传结构分析结果表明,无柄醉鱼草5个居群可划分为2个集群,居群间地理距离与遗传距离

不存在相关性;大叶醉鱼草14个居群可划分为3个集群,居群间地理距离与遗传距离相关。结合野外居群现

状,建议对无柄醉鱼草划分保护单元,重点对丹珠居群和独龙江隧道口居群开展就地保护,同时采取种质资源

收集、人工繁育等保护措施。
关键词:遗传多样性;遗传结构;极小种群野生植物;濒危物种;无柄醉鱼草;大叶醉鱼草;保护建议
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  玄参科(Scrophulariaceae)醉鱼草属(Buddleja)
植物多为灌木或小乔木,全球有90余种,分布于美

洲、非洲和亚洲的热带至温带地区[1]。本属植物醉鱼

草(B.lindleyana)叶片中含有醉鱼草甙和醉鱼草酮

甙,对鱼有麻醉作用,古时渔人将其叶片捣烂放入水

中,鱼取食后如同醉酒般浮于水面,故而得名“醉鱼
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草”[2,3]。醉鱼草属植物具有较高的园艺价值,如大

叶醉鱼草(B.davidii)被誉为“蝴蝶灌木”(Butterfly
 

bush),引种到欧美等地区后成为了流行的观赏植

物[4,5]。该属一些类群还具有药食价值,被用作传统

药物和食品添加剂[6]。醉鱼草属植物普遍存在多倍

化现象[7,8],亚洲地区多倍化比例高,且种内和种间

倍性变化丰富(2n=2x,4x,6x,8x,12x,16x,24x),
多倍化可能促进该属物种对不同环境的适应[7,9]。
醉鱼草属植物通常具有较高的生态适应性,部分类群

为广布种和先锋种,国外甚至有园艺品种逃逸发展为

入侵物种[4,10]。但醉鱼草属也存在一些狭域分布的

受威胁类群,世界自然保护联盟(IUCN)濒危物种红

色名录共收录了6种醉鱼草属植物[11];《中国高等植

物受威胁物种名录》将3种醉鱼草属植物列为易危

(Vulneralbe,VU)[12];《云南省极小种群野生植物保

护名录(2021版)》收录了2种醉鱼草属植物[13]。
 

  无柄醉鱼草(B.
 

sessilifolia)曾为大花醉鱼草

(B.colvilei)的同物异名,后经形态学和分子生物学

研究厘清了无柄醉鱼草为一个独立的物种[14]。野外

调查发现,该物种仅零星分布于高黎贡山北麓,部分

居群受自然和人为因素干扰严重,近年来成年植株数

量急剧下降,随时面临灭绝风险,根据《IUCN物种红

色名录濒危等级和标准》,该物种目前受威胁等级为

濒危(EN),是典型的极小种群野生植物(Plant
 

Spe-
cies

 

with
 

Extremely
 

Small
 

Populations,PSESP),亟
待开展保护生物学研究[13􀆼16]。群体遗传学被认为是

研究物种致濒原因的关键,因为遗传变异决定了种群

适应变化的能力[17]。狭域分布的小种群物种容易受

遗传漂变和近亲交配的影响,导致遗传多样性水平降

低,进而使其对环境变化的适应力减弱,灭绝风险更

高[17􀆼19]。Hamrick等[20]总结了653篇涉及449个植

物物种的等位酶,发现狭域分布的濒危物种遗传多样

性水平普遍低于广泛分布的物种。但也有研究表明,
部分狭域分布的物种仍具有较高的遗传多样性水

平[21,22]。可见植物濒危程度和遗传变异之间并未有

普遍联系[19,23],而未在统一标准下比较可能会导致

遗传多样性水平和物种濒危程度不相关,如评估物种

受威胁程度的标准(基于当地丰度、地理范围和生境

特异性等)和物种的生活史属性。理想情况下,应选

择具有类似进化历史、繁育系统、传粉者及散布策略

的物种进行比较,通常系统发育关系密切的物种可以

满足以上条件[21,24]。

  亚洲醉鱼草属植物系统发育研究表明,无柄醉鱼

草与其他9个多倍体物种聚为一支,与大叶醉鱼草同

为四倍体,且二者亲缘关系较近[8]。有趣的是,这一

分支中无柄醉鱼草是分布最为狭窄的极小种群野生

植物,而大叶醉鱼草是分布最为广泛的物种[4,16]。大

叶醉鱼草原产于我国中部、中西部地区,花序硕大艳

丽,花色丰富,气味芳香,极具观赏性,自19世纪引入

欧美地区后,被广泛应用于园林造景,是醉鱼草属开

发最成功的观赏物种。但由于管理不善且物种本身

适应性较强,大叶醉鱼草在引入地逃逸至野外大量繁

殖造成入侵,在多个国家和地区被划定为入侵物

种[4,10,25]。大叶醉鱼草在中国原产地分布海拔范围

广(1
 

000-3
 

000
 

m),分布生境多为撂荒地、河流和

道路两旁以及受干扰严重的贫瘠土地上,可作为先锋

物种占领新生境。目前关于无柄醉鱼草和大叶醉鱼

草遗传多样性方面的研究较少。因此,本研究基于简

单重复序列(Simple
 

Sequence
 

Repeats,SSR)分子标

记技术,采用多倍体遗传数据分析方法,比较无柄醉

鱼草和大叶醉鱼草的遗传多样性和遗传结构,旨在探

讨这两个物种各居群遗传多样性的分布格局和历史

成因,并解析地理分布范围、濒危程度与遗传多样性

的关系,提出针对濒危物种无柄醉鱼草的保护建议。

1 材料与方法

1.1 材料

  无柄醉鱼草126个样品来自5个野生居群(表

1),大叶醉鱼草206个样品来自14个野生居群(表

2),采样地理位置见图1。样品采集时样株间隔10-
15

 

m,避免采集到同一植株,采集植株新鲜枝条上完

整健康、无病虫害的嫩叶,放入分子袋后加入硅胶干

燥,带回实验室常温保存。

1.2 方法

1.2.1 DNA提取及PCR扩增分析

  采用改良的十六烷基三甲基溴化铵(Cetyltrime-
thylammonium

 

Bromide,CTAB)法提取所有样品的

总DNA,提取的DNA使用1%琼脂糖凝胶电泳和紫

外分光光度计(Nandrop􀆼1000)检测质量和浓度,检
测合格的样品置于-20

 

℃冰箱保存备用。无柄醉鱼

草选用的引物来源于葛佳[16]筛选的10对SSR序列

(表3),大叶醉鱼草选用Schreiter等[25]筛选的8对

SSR序列(表4)。将确定好的两个物种引物序列提

交给生工生物工程(上海)股份有限公司合成荧光引
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表1 无柄醉鱼草5个居群的地理分布

Table
 

1 Geographical
 

distribution
 

of
 

5
 

B.sessilifolia
 

populations
居群

Population
位置

Location
采样数量
Sample

 

size
经度

Longitude
纬度
Latitude

海拔/m
Altitude/m

S Gongshan,Sandui 30 98°25'24″E 27°42'55″N 2
 

620
D Gongshan,Danzhu 33 98°35'51″E 27°37'56″N 2

 

850
M Junction

 

of
 

Myanmar
 

and
 

Gongshan 30 98°33'53″E 27°35'31″N 2
 

780
F Junction

 

of
 

Myanmar
 

and
 

Fugong 14 98°39'59″E 27°14'28″N 3
 

060
K Gongshan,Dulongjiang

 

Crossing 19 98°29'52″E 27°46'48″N 3
 

140

表2 大叶醉鱼草14个居群的地理分布

Table
 

2 Geographical
 

distribution
 

of
 

14
 

B.davidii
 

populations
居群

Population
位置

Location
采样数量
Sample

 

size
经度

Longitude
纬度
Latitude

海拔/m
Altitude/m

ZT Zhaotong 8 104°08'58″E 28°23'38″N 1
 

134

GG Gongga 29 101°58'54″E 29°34'06″N 3
 

166

SZ Shizhu 15 108°09'53″E 30°02'15″N 629

SNJ Shennongjia 12 110°28'29″E 31°24'19″N 835

WDS Wudangshan 12 111°07'12″E 32°30'24″N 189

WG Wugang 12 110°35'05″E 26°42'36″N 364

GZ Guzhang 15 109°50'50″E 28°31'21″N 565

ZJJ Zhangjiajie 12 110°26'35″E 29°20'50″N 879

DJ Dejiang 12 108°11'47″E 28°23'37″N 760

ZY Zunyi 12 106°41'26″E 26°59'23″N 1
 

345

LH Lianghe 12 104°35'58″E 25°48'46″N 1
 

741

TBS Taibaishan 12 107°48'51″E 34°00'55″N 2
 

710

ES Enshi 34 109°33'10″E 30°25'10″N 647

SQ Shiqian 9 108°28'42''E 27°35'08''N 882

图1 无柄醉鱼草(a)和大叶醉鱼草(b)采样点地理分布

Fig.1 Geographic
 

distribution
 

of
 

sampling
 

point
 

of
 

B.sessilifolia
 

(a)
 

and
 

B.davidii
 

(b)
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表3 无柄醉鱼草引物信息

Table
 

3 Microsatellite
 

information
 

of
 

B.sessilifolia

引物编号
Primer

 

number
引物序列

Primer
 

sequences
重复单元
Repeat

 

motif
产物长度/bp
Size

 

range/bp

BS01 F:CATTCCAACCGCGCAGAATC
R:CGCGGAAGTCGTTCTTGTTG

(AGC)5 136

BS02 F:GTTGTTGTCGGCGGATTGAG
R:CATTCCAACCGCGCAGAATC

(CTG)5 143

BS03 F:TCCTTGTCAGCTTGCTCCTG
R:TGAAGAAGAGCGTGCTCAGG

(CTT)5 103

BS04 F:CGTGCTCGTGCTTCTTCTTG
R:ATCAAGGACAAGAGCCACGG

(CTT)6 103

BS05 F:TCCAACGACTAGGAATCGCG
R:GTGACGGAGCAGACGGAATC

(GAA)5 115

BS06 F:AACTCCGATAAGCACACGGC
R:TCATCAACTCGCTGCCGTAC

(GCT)5 100

BS07 F:ATGACGACTACGACGATGGC
R:CCTCTGCCGTACTCCTCATC

(GGA)5 115

BS08 F:ATGGCGGCTATGGCTATGAC
R:CGCGGAAGTCGTTCTTGTTG

(TCC)5 106

BS09 F:GGAAGGAAGCTCCGGAAGAG
R:GACGTCGTACTAGCAGACGC

(CCG)6 101

BS10 F:AACTGCCAACAACAATCCGG
R:AGTCGCAGTCGCAGATGTC

(AAC)5 111

表4 大叶醉鱼草引物信息

Table
 

4 Microsatellite
 

information
 

of
 

B.davidii

引物编号
Primer

 

number
引物序列

Primer
 

sequences
重复单元
Repeat

 

motif
产物长度/bp
Size

 

range/bp

Bud04 F:GCTATTCATGGTAATTGAGTGAGG
R:ATTGACGCCTCCTCTACCTG

(GATA)7 145

Bud09 F:GCTCAACTGTCAGTACGTTGC
R:CTCCTGCACTTCAGATTGTTTAC

(CT)21 164

Bud10 F:TCCCTCTCATATTGGGATAACA
R:GCATTTGGAACCGTTAAAGC

(CT)26 T(CT)4 183

Bud12 F:ACATCCCTACCCGTGATAGTAG
R:TTTTCGCTGTTTGTCCACTTAC

(GA)19 143

Bud03 F:GCATGCGCTGACATTTTTC
R:GTCTTCTCGACCCATGTGC

(TATC)8(TA)5 111

Bud06 F:CGTCACATGTCGTTCGTAGG
R:TTCCGTTATTCCCATTGTCC

(CT)20CATA(CA)6 199

Bud13 F:CCTAACTGCGAATTGTATAGTTTCC
R:TCTGATGCAGTCAGGTTTGC

(CT)14 110

Bud14 F:CAAAACCAATGCCCAAAGAG
R:AGCTTAGGAGTCCCCCACAC

(GA)19 181

物,以提取后的样品DNA为模板,利用选取的引物

序列进行PCR扩增。
 

  PCR扩增反应体系总体积25
 

μL,包括DNA模

板1.0
 

μL、正向和反向引物各0.5
 

μL、10×PCR
 

Buffer
 

(含2.0
 

μL
 

MgCl2)
 

2.5
 

μL、10
 

mmol·L-1
 

dNTP溶液0.5
 

μL、5
 

U·μL
-1

 

Taq聚合酶0.2
 

μL,
用无菌水补足至25

 

μL。PCR反应扩增程序:95
 

℃

预变性3
 

min;之后分两个阶段,第一阶段95
 

℃变性

30
 

s,60
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸30
 

s,10次循环;第二

阶段95
 

℃变性30
 

s,55
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸30
 

s,

20次循环;最后于72
 

℃修复延伸6
 

min。扩增后的

PCR产物使用 ABI
 

PRISM
 

3730
 

XL(美国 ABI公

司)进行毛细管电泳测定片段长度。电泳结果通过软

件GeneMarker
 

2.2.0读取每个扩增片段的长度,记
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录等位基因用于后续分析。

1.2.2 数据分析

  由于本研究的两个物种均为四倍体,多倍体的遗

传变异具有多方面的复杂性,多个等位基因和复杂的

分离模式会造成遗传数据分析结果产生偏差,选择适

合的多倍体遗传数据分析方法可以避免或减少多倍

化带来的偏差[26]。

  本研究采用多倍体分析软件GenoDive
 

3.06[27]

和Polygene
 

1.6[28]对两个物种的遗传数据进行分

析,这两个软件同时考虑了基因型歧义和双倍减少,
降低 了 多 倍 化 可 能 造 成 的 误 差。利 用 GenoDive

 

3.06和Polygene
 

1.6软件计算两个物种各居群等位

基因数(Na)、有效等位基因数(Ne)、观测杂合度

(Ho)、期望杂合度(He)、多态信息指数(PIC)等遗传

多样性参数;通过Polygene
 

1.6软件进行分子方差

分析(Analysis
 

of
 

Molecular
 

Variance,AMOVA),并
计算居群间遗传分化系数(FST);基于 Nei's遗传距

离进行主成分分析(PCoA);对各居群遗传关系构建

非加 权 组 平 均 法 (Unweighted
 

Pair
 

Group
 

Mean
 

Analysis,UPGMA)聚类树,反映居群间遗传关系;并
构建地理距离和遗传距离矩阵,采用 R语言中的

ade4包进行 Mantel检验,分析群体遗传距离与地理

距离的相关性。

  通过软件Structure
 

2.3.4对来自不同居群的个

体进行遗传结构分析,Structure分析适用于多倍体,
当参数recessiveallelles被设置为1时,计算将忽略

输入文件中所有等位基因的剂量信息,减少多倍体数

据带来的误差[26]。依据居群数量设置运行参数,设
置无柄醉鱼草K 值为1-5,大叶醉鱼草K 值为1-
14,每个K 值重复运算20次,马尔科夫链蒙特卡罗

(MCMC)重复200
 

000次后进行100
 

000次burn􀆼in。
利 用 在 线 软 件 Structure

 

Harvester(https://tay-
lor0.biology.ucla.edu/struct_harvest/)根据最大似

然值△K 的最大lnP(D)值确定最佳聚类分组[29],

然后 通 过 在 线 软 件 Pophelper
 

2.3.1(http://

pophelper.com/)绘制群体结构分析图[30]。

2 结果与分析

2.1 遗传多样性分析

  各位点遗传多样性指数见表5。无柄醉鱼草在

10个位点上共检测到102个等位基因,大叶醉鱼草

在8个位点上共检测到109个等位基因。无柄醉鱼

在各位点上观测杂合度、期望杂合度、Shannon's多

样性 指 数 分 别 为 0.503-0.696、0.518-0.780、

0.889-1.751,平均值分别为0.621、0.663、1.332;
大叶醉鱼草分别为0.730-0.993、0.761-0.893、

1.485-2.375,平均值分别为0.820、0.824、1.983。
无柄醉鱼草10个位点中,高度多态性位点(PIC>
0.50)有8个,中度多态性位点(0.25<PIC<0.50)
有2个;大叶醉鱼草8个位点均为高度多态性位点,
表明这两个物种的引物都呈现出较高的多态性,能提

供可靠的遗传信息。

  无柄醉鱼草5个居群和大叶醉鱼草14个居群的

遗传多样性指数见表6。无柄醉鱼草观测杂合度、期
望 杂 合 度、Shannon's 多 样 性 指 数 分 别 为

0.578(K)-0.654(D)、0.564(K)-0.648(S)、0.991
(K)-1.258(S),平 均 值 分 别 为 0.614、0.606、

1.162;大 叶 醉 鱼 草 分 别 为0.795(WDS)-0.847
(ZJJ)、0.749(SQ)-0.798(ZJJ)、1.612(SNJ)-
1.800(LH),平均值分别为0.819、0.775、1.729。

  综上,无柄醉鱼草和大叶醉鱼草在居群水平上具

有较高的遗传多样性,且大叶醉鱼草高于无柄醉鱼

草。两个物种各居群遗传参数变化不大,遗传多样性

水平相似。无柄醉鱼草所有居群近交系数均大于零

(表6),群体中存在杂合子缺失现象,近交程度较高;
相反大叶醉鱼草所有居群近交系数均小于零(表6),
群体中杂合子过剩,异交程度较高。

表5 无柄醉鱼草和大叶醉鱼草位点遗传多样性指数

Table
 

5 Index
 

of
 

genetic
 

diversity
 

for
 

loci
 

of
 

B.sessilifolia
 

and
 

B.davidii

物种
Species

位点
Locus

等位基因数
Na

有效等位基因数
Ne

观测杂合度
Ho

期望杂合度
He

Shannon's
多样性指数I

多态信息指数
PIC

B.sessilifolia BS01 13 3.3 0.658 0.693 1.590 0.657
BS02 9 2.1 0.547 0.518 0.889 0.425
BS03 6 3.7 0.689 0.730 1.410 0.686
BS04 12 3.6 0.696 0.725 1.515 0.678

BS05 9 3.8 0.683 0.738 1.548 0.698
BS06 7 2.8 0.585 0.640 1.205 0.584
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续表

Continued
 

table

物种
Species

位点
Locus

等位基因数
Na

有效等位基因数
Ne

观测杂合度
Ho

期望杂合度
He

Shannon's
多样性指数I

多态信息指数
PIC

BS07 12 2.4 0.546 0.583 1.084 0.508

BS08 16 2.3 0.503 0.564 1.055 0.472

BS09 10 4.5 0.647 0.780 1.751 0.755

BS10 8 2.9 0.661 0.655 1.276 0.597

Mean
 

(S.E.) 10.200(0.914) 3.140(0.231) 0.621(0.021) 0.663(0.026) 1.332(0.083) 0.606(0.033)

B.davidii Bud04 17 6.4 0.783 0.844 2.137 0.828

Bud09 12 4.7 0.735 0.788 1.720 0.757

Bud10 13 7.2 0.803 0.861 2.181 0.847

Bud12 21 7.4 0.886 0.865 2.238 0.851

Bud03 14 5.3 0.758 0.811 1.934 0.787

Bud06 10 4.3 0.730 0.769 1.798 0.747

Bud13 15 9.3 0.874 0.893 2.375 0.883

Bud14 7 4.2 0.993 0.761 1.485 0.718

Mean
 

(S.E.) 13.600(1.414) 6.100(0.595) 0.820(0.030) 0.824(0.016) 1.983(0.100) 0.802(0.019)

表6 无柄醉鱼草和大叶醉鱼草各居群遗传多样性指数

Table
 

6 Genetic
 

diversity
 

indexes
 

of
 

populations
 

of
 

B.sessilifolia
 

and
 

B.davidii

物种
Species

居群
Population

等位基因数
Na

有效等位
基因数
Ne

私有等位
基因数
Np

观测杂
合度
Ho

期望杂
合度
He

Shannon's
多样性指数

I

多态信息
指数
PIC

近交系数
Fis

B.sessilifolia D 6.7 3.1 0.8 0.654 0.645 1.245 0.584 0.085
M 7.1 2.9 1.3 0.603 0.605 1.211 0.555 0.309
S 6.8 3.2 1.0 0.652 0.648 1.258 0.586 0.148
F 5.4 2.8 0.2 0.582 0.571 1.104 0.522 0.099

K 4.3 2.6 0.2 0.578 0.564 0.991 0.496 0.198

Mean
 

(S.E.) 6.060
(0.472)

2.900
(0.095)

0.700
(0.196)

0.614
(0.015)

0.606
(0.016)

1.162
(0.045)

0.548
(0.016)

0.168
(0.036)

B.davidii ZT 7.6 4.7 0.0 0.833 0.766 1.661 0.733 -0.089
GG 8.9 5.1 0.1 0.843 0.785 1.725 0.751 -0.078
DJ 9.3 4.8 0.3 0.804 0.769 1.757 0.742 -0.047

SZ 7.5 4.7 0.0 0.831 0.766 1.640 0.729 -0.089
ES 9.5 4.8 0.1 0.816 0.774 1.745 0.745 -0.053
GZ 8.4 5.2 0.0 0.829 0.788 1.776 0.761 -0.054
SNJ 7.5 4.5 0.0 0.814 0.755 1.612 0.717 -0.083
WDS 8.5 4.6 0.3 0.795 0.757 1.694 0.728 -0.050

WG 7.5 4.9 0.0 0.804 0.769 1.656 0.733 -0.047
ZJJ 8.1 5.2 0.0 0.847 0.798 1.792 0.771 -0.062
ZY 8.8 4.9 0.0 0.804 0.765 1.742 0.739 -0.052
LH 8.9 5.1 0.1 0.820 0.788 1.800 0.760 -0.043
TBS 8.8 4.6 0.9 0.814 0.769 1.713 0.739 -0.059
SQ 8.0 4.7 0.4 0.806 0.749 1.637 0.715 -0.078

Mean
 

(S.E.) 8.720
(0.177)

4.930
(0.060)

0.200
(0.065)

0.819
(0.004)

0.775
(0.004)

1.729
(0.016)

0.744
(0.004)

-0.059
(0.004)
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2.2 遗传结构分析

2.2.1 分子方差分析

  通过分子方差分析研究两个物种的遗传变异情

况,结果见表7。无柄醉鱼草5个居群中95.684%的

遗传变异来自居群内部,4.316%的遗传变异来自居

群间,居群间遗传分化系数(FST)为0.043;大叶醉鱼

草14个居群中97.639%的遗传变异来自居群内部,

2.362%的遗传变异来自居群间,居群间遗传分化系

数为0.024。以上结果表明两个物种绝大部分遗传

变异存在于居群内部,居群间遗传分化程度极低,但
无柄醉鱼草居群间遗传变异程度略高于大叶醉鱼草。

表7 无柄醉鱼草和大叶醉鱼草分子方差分析结果

Table
 

7 Results
 

of
 

analysis
 

of
 

molecular
 

variance
 

of
 

B.sessilifolia
 

and
 

B.davidii

物种
Species

变异来源
Source

 

of
 

variation

自由度
df

方差和
SS

变异分组
Variation

 

grouping

占变异百分比/%
Percentage

 

of
 

variation/%

遗传分化系数
FST

B.sessilifolia Among
 

populations 4 71.69 0.015 4.316 0.043

Within
 

populations 125 1
 

547.33 0.329
 

95.684

B.davidii Among
 

populations 13 130.30 0.010 2.362 0.024

Within
 

populations 205 2
 

648.21 0.415 97.639

2.2.2 Mantel检验

  对无柄醉鱼草和大叶醉鱼草居群进行 Mantel检

验,检测地理距离与遗传距离之间的相关性,分析结

果见图2。结果显示,无柄醉鱼草P=0.875>0.05,
表明无柄醉鱼草各居群间的遗传距离与地理距离不

具有相关性,遗传分化不遵循距离隔离模式;大叶醉

鱼草P=0.000
 

1<0.05,表明各居群间的遗传距离

与地理距离间存在相关性,地理距离对大叶醉鱼草各

居群间的遗传分化具有较强的塑造作用。

图2 无柄醉鱼草和大叶醉鱼草遗传距离与地理距离相关性检验

Fig.2 Correlation
 

test
 

of
 

B.sessilifolia
 

and
 

B.davidii
 

between
 

genetic
 

distance
 

and
 

geographical
 

distance
 

2.2.3 UPGMA聚类树

  基于Nei's遗传距离对无柄醉鱼草的5个居群

和大叶醉鱼草的14个居群构建 UPGMA聚类树进

行聚类分析,结果如图3所示。无柄醉鱼草被分为2
支,居群D和 M聚为一支(Clade

 

Ⅰ),居群S、F和K
聚为另一支(Clade

 

Ⅱ);大叶醉鱼草的14个居群可

分为3支,居群ZT、GG、SZ、ES、SNJ、SQ聚为一支

(Clade
 

Ⅰ),分支中居群SQ单独为一小支,与其他居

群遗传距离相对较远;居群 DJ、GZ、ZJJ、LH、WG、

ZY、WDS为一支(Clade
 

Ⅱ),分支中居群 WDS单独

为一小支,与其他居群遗传距离相对较远;剩余的居

群TBS单独为一支(Clade
 

Ⅲ)。

2.2.4 主坐标分析

  通过主坐标分析两个物种的群体间遗传关系,分
析结果见图4。无柄醉鱼草126个个体中,主坐标1
和主坐标2的贡献率分别为15.35%和24.74%;大
叶醉鱼草206个个体中,主坐标1和主坐标2的贡献

率分别为9.18%和15.58%。两个物种的PCoA结

果与UPGMA聚类树分支基本一致。
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图3 无柄醉鱼草和大叶醉鱼草UPGMA聚类树分析

  Fig.3 UPGMA
 

clustering
 

tree
 

analysis
 

of
 

B.sessilifo-

lia
  

and
 

B.davidii

图4 无柄醉鱼草和大叶醉鱼草主坐标分析

Fig.4 PCoA
 

of
 

B.sessilifolia
 

and
 

B.davidii

2.2.5 Structure聚类分析

  采用Structure分析无柄醉鱼草5个居群与大叶

醉鱼草14个居群的遗传结构,结果如图5所示。根

据Evanno等[31]的评判标准,即通过△K 来确定最

佳K 值。无柄醉鱼草居群的最佳 K 值为2,大叶醉

鱼草的最佳K 值为3。无柄醉鱼草5个居群被归为

2个起源类群(基因库),居群D和 M组成一个分组,
居群F和K组成另一个分组,居群S位于中间,混杂

了两个基因库组成的个体。大叶醉鱼草14个居群被

归为3个起源类群(基因库),居群ZT、GG、SZ、SNJ、

ES、SQ被分为一组,居群DJ、WG、ZY、LH、GZ、ZJJ
被分为另外一组,居群 WDS、TBS为一个分组,每个

居群都存在3种基因库不同程度的相互渗透。两个

物种的Structure分析结果与 UPGMA 聚类分析、

PCoA结果基本一致,相互印证。

图5 无柄醉鱼草和大叶醉鱼草Structure分析

Fig.5 Structure
 

analysis
 

of
 

B.sessilifolia
 

and
 

B.davidii

3 讨论

3.1 无柄醉鱼草与大叶醉鱼草的遗传多样性

  遗传多样性是物种进化潜力和适应环境变化能

力的内在体现,比较分布狭窄的濒危物种与分布广泛

的近缘种的遗传多样性,有助于了解濒危物种在演化

历史和关键生活史中可能面临的挑战,以及其适应性

和生存能力的变化。这对于揭示濒危物种的遗传特

征、演化历史有重要意义,并可为制定濒危物种保护

策略提供理论依据[21,24]。遗传多样性参数 He 和I
是衡量遗传多样性水平的重要指标。与醉鱼草属二

倍体 物 种 如 互 叶 醉 鱼 草 (B.alternifolia,He=
0.380、I=0.691)、皱叶醉鱼草(B.crispa,He=
0.551、I=1.085)和互对醉鱼草(B.wardii,He=
0.513、I=0.951)相 比[32],本 研 究 中 无 柄 醉 鱼 草

(He=0.606,I=1.162)和大叶醉鱼草(He=0.775,

I=1.729)的遗传多样性水平更高。与Nybom[23]报

道的通过SSR分子标记评估的地区特有种(He=
0.42)和狭域分布种(He=0.56)相比,本研究中无柄
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醉鱼草遗传多样性水平更高,接近区域分布种(He=
0.65)和广泛分布种(He=0.62)的平均水平,而广布

种大叶醉鱼草的遗传多样性平均水平(He=0.78)高
于广泛分布种(He=0.62)。本研究中两个物种都维

持了较高的遗传多样性水平,可能与其多倍体属性有

关,多倍体中基因数量整倍增加,具有更多的基因副

本,这意味着在进化过程中可以积累更多的突变和遗

传变异,相较于二倍体,近缘物种通常表现出更高水

平的杂合度[33,34]。高水平的遗传变异赋予了物种更

高的灵活性,也缓冲了居群因遗传漂变造成的遗传

侵蚀[35]。

  本研究中两个醉鱼草属物种都维持了较高的遗

传多样性水平,但广布种大叶醉鱼草在物种水平和居

群水平的遗传多样性均高于狭域种无柄醉鱼草,这一

结果验证了广泛分布的物种比狭域分布的近缘种具

有更高水平的遗传多样性的普遍观点[20]。物种的遗

传多样性受到多种内外因素的影响,理论上认为小种

群、分布范围狭窄的物种中,遗传漂变会成为主要的

进化力量,遗传漂变可能会造成一些等位基因的丢失

或固定,导致居群内遗传多样性减少和杂合性降低;
而有害基因的固定则加剧了居群的脆弱性,进而降低

物种适应性和遗传多样性水平[18]。近年来由于多种

因素干扰,无柄醉鱼草多个居群植株数量持续减少,
可能会导致其遗传多样性进一步丧失,从而降低该物

种适应环境变化的潜力,加剧灭绝风险。因此,为实

现该物种长期生存的目标,需尽快采取有效的保护措

施。广布种的生存环境差异大、适应性幅度更广、居
群间基因交流频繁、种群间分化小,能更好地维持遗

传变异,也更可能产生新变异[21],这可能是无柄醉鱼

草遗传多样性水平低于大叶醉鱼草的原因之一。物

种的遗传多样性水平不仅受地理分布范围和居群大

小等因素影响,还与物种的交配系统特征有关[36]。
通常认为异交物种比自交物种具有更高的遗传多样

性,自交会增加居群内的纯合性,造成遗传变异丧失,
遗传多样性锐减;近交会导致后代适应能力下降,即
表现为近交衰退,且小种群会加剧近亲繁殖[37]。传

粉生物学研究表明,无柄醉鱼草的交配系统是以异交

为主的兼性自交[16],大叶醉鱼草为异交[26]。本研究

中无柄醉鱼草所有居群的近交系数均大于零,表明每

个居群都存在自交或近交现象;而大叶醉鱼草所有居

群的近交系数均小于零,表明异交程度较高,符合两

个物种的交配系统特征。交配系统由异交向自交的

转变会降低物种的遗传多样性水平[38],交配系统上

的差异也可能是造成无柄醉鱼草遗传多样性水平低

于大叶醉鱼草的原因之一。

3.2 无柄醉鱼草与大叶醉鱼草的遗传结构

  物种的遗传结构是遗传变异在群体内、群体间的

分布以及在时间上的变化。本研究通过UPGMA聚

类、PCoA和Structure分析对无柄醉鱼草和大叶醉

鱼草进行遗传结构解析,3种方法得到的结果基本

一致。

  遗传分化指数(FST)通常用于评价群体间的遗

传分化程度,当FST
 ≥0.25时,群体遗传分化程度极

高;当0.15≤FST<0.25时,遗传分化程度高;当

0.05≤FST<0.15时,遗传分化程度中等;当0<
FST<0.05时,遗传分化程度低[39]。本研究中,无柄

醉鱼草遗传分化指数为0.043,大叶醉鱼草为0.024,
表明两个物种居群间遗传分化程度均较低。造成该

现象的原因可能与两个物种的多倍体属性有关:遗传

分化的主要因素———遗传突变和基因迁移在多倍体

中的影响更弱,基因迁移会携带更多的基因拷贝数

量,导致居群间的同质化程度更高,从而降低多倍体

的FST 值,使遗传分化程度低于二倍体[26,40]。本研

究还发现狭域种无柄醉鱼草相对广布种大叶醉鱼草

具有较高的分化程度。物种的遗传结构受到基因流、
突变、选择和遗传漂变等多种因素的共同影响,其中

基因流起重要作用[41],植物居群内和居群间的基因

流主要依靠花粉扩散和种子传播,无柄醉鱼草交配系

统为以异交为主的兼性自交,大叶醉鱼草交配系统为

异交。自交在一定程度上限制了种群间的花粉流动,
导致自交物种的遗传分化大于异交物种[20,23]。此

外,无柄醉鱼草由于分布区狭窄,生境破碎化以及分

布区高海拔多雨的气候条件造成了传粉者限制,其主

要传粉昆虫白背熊峰(Bombus
 

festivus)的访问多发

生于同株异花之间(占比98%)[16],跨居群间基因流

较弱;大叶醉鱼草的传粉者更为丰富,多为鳞翅目

(Lepidoptera)且能长距离飞行的蝶类[42,43],居群间

基因交流相对更强。同时,无柄醉鱼草存在种子取食

者,果实被蛾类幼虫寄生严重,被寄生的果实种子减

产近一半,寄生还改变了果实裂开的拓扑结构,影响

残存种子的传播[16];大叶醉鱼草单株花序量大,果实

众多,种子结实量巨大,尘埃型种子借助风和水流传

播,种子具长翅,更易于远距离传播,且具有强适应

性[42]。综上,无柄醉鱼草花粉流和种子流受到多重

限制,这可能是导致无柄醉鱼草居群间遗传分化程度

高于大叶醉鱼草的原因之一。
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3.3 无柄醉鱼草保护建议

  本研究结果表明濒危物种无柄醉鱼草野外居群

数量稀少,遗传多样性水平低于广布种大叶醉鱼草,
居群间分化程度较低。无柄醉鱼草5个居群中,居群

D、M、S遗传多样性较高且是现存植株数量较多的居

群,拥有丰富的特有等位基因,遗传结构分析中居群

M和D被分为一组,且距居群S较近,这3个居群遗

传差异较小,可作为一个遗传单元,建议将居群D、

M、S划分为保护单元1;由于居群F和 K地理距离

相隔较远,建议各自划分为一个保护单元,即保护单

元2、3。保护单元1中,居群 M 在缅甸境内,居群S
较大且受干扰程度低,而居群D近年来因修路遭严

重破坏,植株数量大幅下降,建议重点保护;保护单元

2中居群K也因修路受到严重破坏,残余植株极少,
建议重点保护。由于无柄醉鱼草遗传多样性水平相

对较高,遗传变异主要存在于居群内部,并且该物种

对生境要求较为严苛,对活体植株直接进行迁地保护

存在较大困难,因此建议对该物种优先实施就地保

护,加强对现有居群的保护。

  无柄醉鱼草分布于我国的居群均位于自然保护

区内,建议与保护区合作,划定保护范围,减少在划定

范围内的人为活动干扰。对于居群中潜在可能受塌

方、泥石流等自然灾害影响的植株,在现有分布点附

近选择较为安全的相似生境建立近地保护点,尽快将

植株移栽至安全区域。同时应加强宣传教育,提高当

地居民对该物种的保护意识和关注度。该物种的迁

地保护建议以种质资源(种子、花粉)收集和保存为

主,考虑到无柄醉鱼草居群内个体间的遗传变异较

高,收集应尽可能覆盖所有居群,对居群内的每个个

体进行收集,保证最大程度地保存该物种居群间的遗

传变异,选择遗传多样性高的居群(如居群D、M、S)
收集种子,开展种子萌发、育苗组织培养以及扦插等

人工扩繁相关技术研究,培育后代于原居群内开展回

归,扩大现有居群的数量和规模。

4 结论

  本研究对无柄醉鱼草5个野外居群遗传多样性

进行研究,与同倍性的近缘广布种大叶醉鱼草相比,
无柄醉鱼草遗传多样性较低,且其生活史多个环节存

在障碍,限制了其花粉流和种子流,进而导致无柄醉

鱼草遗传分化程度高于大叶醉鱼草。而人为干扰和

自然灾害导致无柄醉鱼草植株数量持续下降,可能会

进一步引发遗传多样性丧失,从而加剧其灭绝风险,

无柄醉鱼草的抢救性保护刻不容缓。建议将无柄醉

鱼草5个居群划分为3个保护单元,重点对丹珠和独

龙江隧道口居群开展就地保护等工作。考虑到无柄

醉鱼草繁殖过程存在一定的限制,在今后的研究中应

考虑如何通过遗传拯救重建该种的传粉网络,进而打

破花粉流限制。另外,无柄醉鱼草遗传多样性水平接

近广布种平均水平,不符合传统的狭窄分布的小种群

物种遗传变异水平低的假设,鉴于多倍体植物遗传多

样性水平普遍较高,而多数遗传多样性研究主要针对

二倍体植物,因此今后在研究多倍体遗传多样性水平

时建议与同倍性的物种进行比较。
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Abstract:Buddleja
 

sessilifolia
 

is
 

a
 

narrowly
 

distributed
 

Plant
 

Species
 

with
 

Extremely
 

Small
 

Populations
 

(PSESP),whereas
 

B.davidii
 

a
 

widely
 

distributed
 

species,are
 

closely
 

related
 

with
 

B.sessilifolia,and
 

both
 

are
 

tetraploids.
 

By
 

comparing
 

the
 

genetic
 

diversity
 

of
 

an
 

endangered
 

species
 

with
 

narrow
 

distribution
 

to
 

their
 

widely
 

distributed
 

relatives
 

can
 

lay
 

a
 

theoretical
 

basis
 

for
 

conservation
 

strategies.Genetic
 

data
 

can
 

uncover
 

crucial
 

insights
 

into
 

the
 

evolutionary
 

history
 

of
 

the
 

threatened
 

species.In
 

this
 

study,we
 

analyzed
 

the
 

genetic
 

diversity
 

and
 

genetic
 

structure
 

of
 

5
 

populations
 

(126
 

individuals)
 

of
 

B.sessilifolia
 

and
 

14
 

populations
 

(206
 

individuals)
 

of
 

B.davidii
 

using
 

Simple
 

Sequence
 

Repeats
 

(SSR)
 

molecular
 

markers,and
 

provide
 

recommen-
dations

 

for
 

the
 

conservation
 

management
 

of
 

B.sessilifolia.Our
 

results
 

demonstrated
 

that:the
 

expected
 

het-
erozygosity

 

(He)
 

of
 

B.sessilifolia
 

and
 

B.davidii
 

average
 

value
 

were
 

0.606
 

and
 

0.775,respectively,and
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Shannon's
 

diversity
 

index
 

(I)
 

for
 

B.sessilifolia
 

and
 

B.davidii
 

average
 

value
 

were
 

1.162
 

and
 

1.729,respec-
tively.The

 

high
 

genetic
 

diversity
 

seen
 

in
 

both
 

B.sessilifolia
 

and
 

B.davidii,but
 

the
 

genetic
 

diversity
 

of
 

the
 

widely
 

distributed
 

B.davidii
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

narrowly
 

distributed
 

B.sessilifolia.In
 

both
 

B.ses-
silifolia

 

and
 

B.davidii,
 

low
 

levels
 

of
 

genetic
 

differentiation
 

were
 

found
 

between
 

their
 

populations,with
 

ge-
netic

 

differentiation
 

coefficients
 

(FST)
 

of
 

0.043
 

and
 

0.024,respectively.Genetic
 

structure
 

analysis
 

revealed
 

that
 

the
 

5
 

populations
 

of
 

B.sessilifolia
 

fell
 

into
 

two
 

clusters.Moreover,there
 

was
 

no
 

correlation
 

between
 

ge-
ographical

 

and
 

genetic
 

distance
 

among
 

the
 

populations.The
 

14
 

populations
 

of
 

B.davidii
 

fell
 

into
 

three
 

clus-
ters,and

 

there
 

was
 

a
 

correlation
 

between
 

geographical
 

distance
 

and
 

genetic
 

distance
 

among
 

the
 

populations.
Based

 

on
 

the
 

current
 

situation
 

of
 

the
 

populations
 

in
 

the
 

field,we
 

recommend
 

that
 

populations
 

of
 

B.sessilifo-
lia

 

should
 

be
 

divided
 

into
 

conservation
 

units,with
 

emphasis
 

on
 

the
 

in
 

situ
 

conservation
 

of
 

the
 

Gongshan,

Danzhu
 

and
 

Gongshan,Dulongjiang
 

Crossing
 

populations.In
 

addition,germplasm
 

collection,artificial
 

breed-
ing,and

 

other
 

conservation
 

efforts
 

should
 

be
 

carried
 

out
 

to
 

protect
 

this
 

endangered
 

species.
Key

 

words:genetic
 

diversity;genetic
 

structure;Plant
 

Species
 

with
 

Extremely
 

Small
 

Populations
 

(PSESP);en-
dangered

 

species;Buddleja
 

sessilifolia;Buddleja
 

davidii;conservation
 

recommendations
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