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昌化江河谷隔离对海南岛特有植物盾
叶苣苔遗传多样性的影响

李　 歌１ꎬ 凌少军１ꎬ 陈伟芳１ꎬ 任明迅１ꎬ 唐　 亮１ꎬ２∗

( １. 海南大学 热带农林学院ꎬ 环南海陆域生物多样性研究中心ꎬ 海口 ５７０２２８ꎻ ２. 海南大学 热带雨林国家公园研究院ꎬ 海口 ５７０２２８ )

摘　 要: 为评估盾叶苣苔的遗传多样性与遗传分化格局ꎬ探索影响盾叶苣苔遗传变异地理分布的因素ꎬ该
研究采集盾叶苣苔(Ｍｅｔａｐｅｔｒｏｃｏｓｍｅａ ｐｅｌｔａｔａ)１１ 个种群 １７２ 份材料ꎬ通过 ＰＣＲ 扩增和测序分析核糖体转录间

隔区( ＩＴＳ) 序列的变异式样ꎮ 结果表明:( １) 盾叶苣苔物种水平的遗传多样性很高 (ＨＴ ＝ ０. ９９８ꎬ π ＝

０.０２３ ５)ꎬ种群间基因流很弱(Ｎｍ ＝ ０.０４)且存在强烈的遗传分化(ＧＳＴ ＝ ０.３７５)ꎮ (２)单倍型分析显示ꎬ盾叶

苣苔的单倍型大多是种群特异的ꎬ仅白马岭与南茂岭种群有共享单倍型ꎮ (３)Ｍａｎｔｅｌ ｔｅｓｔ 表明ꎬ遗传距离和

地理距离存在一定相关性(相关系数 ｒ＝ ０.３２２ꎬＰ＝ ０.０１０)ꎮ (４)Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 聚类分析将盾叶苣苔划分为 ６ 种遗

传成分ꎬ其地理分布与昌化江河谷导致的隔离样式基本一致ꎬ基于 Ｎｅｉ 遗传距离的种群聚类分析支持这一

结果ꎬ显示盾叶苣苔遗传多样性的分布受到昌化江河谷的隔离作用ꎮ (５)ＡＭＯＶＡ 分析确定 ６７％的变异来

自地区间ꎬ表明地理隔离是盾叶苣苔种群分化的重要因素ꎮ 这表明昌化江及其支流所引起的海南岛山地内

部隔离是盾叶苣苔种群发生强烈遗传分化的重要原因ꎬ从而导致盾叶苣苔在物种水平具有较高的遗传多样

性ꎮ 上述研究结果为海南特有苦苣苔资源盾叶苣苔的保护和可持续利用提供了理论指导ꎬ将有助于理解海

南岛特有植物和其他海岛植物遗传变异的地理分布及其影响因素ꎮ
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　 　 岛屿物种的分布区通常比较狭小ꎬ种群规模

小ꎬ基因流受岛屿复杂地形的影响而减弱或阻断ꎬ
是研究种群遗传分化的理想材料 (王中生等ꎬ
２００４)ꎮ 岛屿的气候、地形等因素会影响种群的大

小与分布ꎬ进而影响其遗传多样性与遗传结构

(Ｓｔｕｅｓｓｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ 海南岛具有明显的地形特

征ꎬ五指山和鹦哥岭为海南最高峰ꎬ以其为中心向

外围海拔逐渐降低(邢福武ꎬ ２０１２)ꎮ 昌化江为海

南第二大河ꎬ它发源于琼中空禾岭ꎬ横贯海南岛的

中西部ꎬ自东北向西南流经琼中五指山ꎬ在乐东县

转向西北ꎬ经东方市和昌江县向西汇入北部湾(周
祖光ꎬ ２０１５)ꎮ 昌化江支流众多ꎬ将海南岛中南部

山地分割为不连续的地理区域ꎬ这种地形特点对

海南特有植物遗传多样性和遗传分化的影响目前

并没有得到深入研究ꎮ
苦苣苔科(Ｇｅｓｎｅｒｉａｃｅａｅ)植物大多具有独特的

花形与花色和良好的耐荫性ꎬ观赏价值极高ꎬ因而

受到广泛关注 (温放ꎬ ２００８ꎻ 代正福和罗冠勇ꎬ
２００９ꎻ 史佑海等ꎬ ２０１１)ꎮ 中国苦苣苔科植物均属

于苦苣苔亚科ꎬ海南岛及其附近地区是苦苣苔亚

科的多样性热点地区之一 (李振宇和王印政ꎬ
２００５ꎻ 韦毅刚等ꎬ ２０１０ꎻ 许为斌等ꎬ ２０１７)ꎮ 海南

岛共有 ２４ 种苦苣苔亚科植物ꎬ包括 ２ 个特有属和

８ 个特有种(含 １ 变种)(韦毅刚等ꎬ ２０１０ꎻ 邢福武ꎬ
２０１２)ꎮ 昌化江及其支流是导致海南岛中南部山地

彼此隔离的重要因素ꎬ海南苦苣苔科植物的起源与

进化很可能受到昌化江河谷以及岛屿地质历史的

影响(王策等ꎬ ２０１５ꎻ 凌少军等ꎬ ２０１７)ꎮ
盾叶苣苔 (Ｍｅｔａｐｅｔｒｏｃｏｓｍｅａ ｐｅｌｔａｔａ) 隶属于苦

苣苔科盾叶苣苔属ꎬ为单种属ꎬ是海南特有种ꎬ通
常生长在海拔 ４００ ~ ８００ ｍ 的湿润岩壁上或石壁夹

缝中ꎬ种群呈斑块分布ꎬ对生境要求严格ꎮ 近年

来ꎬ由于气候变化、局部地区干旱加剧、溪流干涸ꎬ
导致盾叶苣苔部分种群缩减甚至灭绝ꎬ现已被列

入易危物种名单(韦毅刚等ꎬ ２０１０)ꎮ 盾叶苣苔现

存种群的遗传变异是否充足ꎬ昌化江引起的海南

岛中南部山地隔离是否影响了盾叶苣苔遗传变异

的地理分布ꎬ如何有效地保护盾叶苣苔的遗传多

样性ꎬ这些问题尚未得到解答ꎮ 核糖体转录间隔

区( ＩＴＳ)替换速率快、测序难度小ꎬ常用于近缘类

６０５１ 广　 西　 植　 物 ４０ 卷



群的系统发育与种群遗传学研究 (段义忠等ꎬ
２０１０ꎻ 王晓雄等ꎬ ２０１１)ꎮ 本研究选用 ＩＴＳ 标记分

析海南特有种盾叶苣苔的种群遗传多样性与遗传

结构ꎬ探究海南岛地理格局对盾叶苣苔种群遗传

变异水平与空间分布的影响ꎬ为海南特有种的起

源、进化和保育提供理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

本研究采集了盾叶苣苔 １１ 个种群共 １７２ 份样

本ꎬ采样点覆盖该种在海南岛的主要分布地点(韦
毅刚ꎬ ２０１０)ꎮ 野外采集生长良好、无病斑的幼

叶ꎬ用硅胶快速干燥后带回实验室ꎬ每种群采集

１１ ~ ２１ 个体(表 １)ꎮ 昌化江及其支流将这 １１ 个

种群分割在 ３ 块不连续的区域中ꎬ其中猕猴岭

(ＪＸ)、鹦哥岭(ＹＧ)、霸王岭( ＢＷ)、南高岭(ＮＧ)
与黎母山( ＬＭ) 种群位于昌化江以北侧ꎬ尖峰岭

(ＪＦ)与仙安石林(ＸＡ)种群大体位于昌化江的西

南ꎬ其余种群分布在昌化江的东南ꎮ 同侧种群被

沟谷与河流进一步分割(图 １)ꎮ
１.２ ＤＮＡ 提取和 ＰＣＲ 扩增、测序

采用改良的 ＣＴＡＢ 法 (Ｄｏｙｌｅꎬ １９９０)ꎬ从硅胶

干燥的叶片中提取总 ＤＮＡꎮ 由通用引物 ＩＴＳ４
(５′ ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ ３′) 和 ＩＴＳ ５ＨＰ
(５′ ＧＧＡＡＧＧＡＧＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ ３′) ( Ｗｈｉｔｅ
ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９０)扩增盾叶苣苔的 ＩＴＳ 片段ꎮ

ＰＣＲ 扩增体系为 ２５ μＬꎬ包括 １７ μＬ 去离子

水ꎬ２. ５ μＬ １０ × 缓冲液ꎬ ０. ５ μＬ １０ ｍＭ ｄＮＴｐｓꎬ
５ μｍｏｌＬ￣１引物各 ０.５ μＬꎬ１ μＬ ＤＮＡ 模板和 ０.５
μＬ ５ ＵμＬ￣１ Ｔａｑ 酶ꎮ ＩＴＳ 片段扩增程序:９４ ℃预

变性 ４ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 １ ｍｉｎꎬ５５ ℃退火 ４０ ｓꎬ７２ ℃
延伸 １ ｍｉｎꎬ循环 ３６ 次ꎬ最后 ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎꎮ
ＰＣＲ 产物经琼脂糖凝胶电泳检测后送广州天一辉

远生物科技有限公司测序ꎮ
１.３ 数据统计分析

先用 ＣｏｎｔｉｇＥｘｐｒｅｓｓ ２０１４ 对测序结果手工校

正ꎬ然后通过 ＭＥＧＡ ６.０ (Ｋｕｍａｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)程序

构建序列比对ꎮ 用 ＤｎａＳＰ ５.１ ( Ｌｉｂｒａｄｏ ＆ Ｒｏｚａｓꎬ
２００９)确定单倍型ꎬ并计算单倍型多样性(Ｈｄ)、核

苷酸多样性(π)、种群间平均基因流(Ｎｍ)和居群

间遗传分化系数(ＦＳＴ)ꎮ 采用 ＰＥＲＭＵＴ ( Ｐｏｎｓ ＆
Ｐｅｔｉｔꎬ １９９６) 软件计算种群内平均遗传多样性

(ＨＳ)、物种水平总遗传变异(ＨＴ)ꎬ以及遗传分化

系数(ＧＳＴ和 ＮＳＴ)ꎮ ＧＳＴ只考虑单倍型的频率ꎬＮＳＴ考

虑了 单 倍 型 的 频 率 和 序 列 差 异 ( Ｒａｙｍｏｎｄ ＆
Ｒｏｕｓｓｅｔꎬ １９９５)ꎮ ＮＳＴ大于 ＧＳＴ通常表明种群存在谱

系地理结构ꎬ其显著性通过１ ０００次置换进行检验ꎮ
使用 ＧｅｎＡｌＥｘ ６.５ (Ｐｅａｋａｌｌ ＆ Ｓｍｏｕｓｅꎬ ２０１２)进行

ＡＭＯＶＡ (Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｖａｒｉａｎｃｅ) 分析ꎬ将
总遗传变异在种群内、种群间与地区间三个层次

上进行剖分ꎮ 用 Ｍａｎｔｅｌ 检验(Ｍａｎｔｅｌꎬ １９６７)比较

盾叶苣苔种群遗传距离与地理距离之间的相关

性ꎬ通过１０ ０００次随机重复检验显著性ꎮ 采用 Ｎｅｔ￣
ｗｏｒｋ ５.０ (Ｂａｎｄｅｌｔꎬ １９９９)的中点连接法(Ｍｅｄｉａｎ￣
ｊｏｉｎｉｎｇ Ｎｅｔｗｏｒｋｓ)对盾叶苣苔 １１ 个种群构建单倍

型网络图ꎮ 种群遗传结构用 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ２.３.４ 分析ꎬ
ＭＣＭＣ 链起始的 １０５世代不计入似然值计算ꎬ随后

重复抽样 １０６世代ꎮ Ｋ 代表遗传成分的种数ꎬ其取

值范围设置为 １ ~ １１ꎬ对于每个 Ｋ 重复 １０ 次聚类

分析ꎬ将 １０ 次运算的平均似然值作为每个 Ｋ 的似

然值ꎮ 聚类模型假定种群可以混合ꎬ且等位基因

频率 是 相 关 的 ( Ｐｒｉｔｃｈａｒｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００ )ꎮ 使 用

Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ｈａｒｖｅｓｔｅｒ 进行 ＤｅｌｔａＫ 作图分析ꎬ以确定

最优 Ｋ 值ꎬ即最可能的遗传成分的数目(Ｅｖａｎｎｏ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００５ )ꎮ 将 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 输 出 结 果 上 传 至

ＣＬＵＭＰＡＫ ｓｅｒｖｅｒ 绘制遗传结构图 ( Ｊａｋｏｂｓｓｏｎ ＆
Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇꎬ ２００７)ꎮ 基于 Ｎｅｉ 遗传距离使用 ＭＥＧＡ
６.０ 中的邻接法构建盾叶苣苔地理种群的聚类关

系图(Ｔａｍｕｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 序列变异

经比对ꎬＩＴＳ 序列的长度为 ６４７ ｂｐꎬ一共检测

到 ６４ 个变异位点ꎬ包括 ７ 个碱基插入缺失突变ꎮ
种群 ＢＭ 和 ＱＸ 的变异位点比例最高ꎬ为 ０.９２％ꎻ
种群 ＮＧ 的 ＩＴＳ 序列没有变异ꎻ其余种群的变异位

点比例在 ０.１５％ ~０.７７％之间(表 １)ꎮ
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２.２ 单倍型多样性与地理分布

基于 ＩＴＳ 序列共发现 ４２ 个单倍型ꎬ盾叶苣苔

种群的单倍型个数从 １ ~ ７ 不等(表 １)ꎮ 大部分种

群拥有独特的单倍型ꎬ只有地理距离较近的种群

ＢＭ 和 ＮＭ 共享了单倍型 Ｈ２８、Ｈ３０ 和 Ｈ３１ꎮ 盾叶

苣苔种群的单倍型多样性较高ꎬ除种群 ＮＧ 仅有 １
种单倍型外ꎬ其余种群均有 ２ 种以上的单倍型ꎬ单
倍型多样性在０.３８１ ０ ~ ０.９０９ １之间ꎮ

盾叶苣苔的单倍型网络具有清晰的地理结构ꎮ
不同种群的单倍型在网络图上处于相对独立的位

置ꎬ地理距离近的种群其单倍型的遗传距离也较近

(图 ２)ꎮ 根据单倍型网络可以大致将盾叶苣苔的

１１ 个采样种群划分为 ６ 组:Ⅰ: ＹＧꎻⅡ: ＪＸꎻⅢ: ＮＧ
与 ＢＷꎻⅣ: ＬＭꎻⅤ: ＪＦ 与 ＸＡꎻⅥ: ＢＭ、ＮＭ、ＱＸ 与

ＷＺ(图 ２)ꎮ 组内单倍型的遗传距离(０.００４±０.００３)
远小于组间单倍型的遗传距离(０.０２６±０.００６)ꎮ

表 １　 盾叶苣苔种群的采样地点、变异位点数、单倍型、单倍型多样性和核苷酸多样性
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｌｏｃａｔｉｏｎꎬ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｓｉｔｅｓꎬ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓꎬ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ

ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｆｏｒ ｅａｃｈ Ｍｅｔａｐｅｔｒｏｃｏｓｍｅａ ｐｅｌｔａｔａ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

采样地点
Ｓａｍｐｌｉｎｇ
ｌｏｃａｔｉｏｎ

种群编号
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

ｃｏｄｅ

样本数量
Ｓａｍｐｌｅ
ｎｕｍｂｅｒ

经度和纬度
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ ａｎｄ

ｌａｔｉｔｕｄｅ

海拔
Ａｌｔｉｔｕｄｅ
(ｍ)

变异位点
个数及比例
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｓｉｔｅｓ
ａｎｄ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

(％)

单倍型及数量
Ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ

单倍型
多样性

Ｈｄ

核苷酸多样性
π

黎母山
Ｍｔ. Ｌｉｍｕ

ＬＭ １１ １０９°４４′ Ｅꎬ １９°１０′ Ｎ ９００ ４(０.６２) Ｈ１(５)ꎬ Ｈ２(５)ꎬ Ｈ３(１) ０.６３６ ３ ０.００１ ５

霸王岭
Ｍｔ. Ｂａｗａｎｇ

ＢＷ １４ １０９°０９′ Ｅꎬ １９°０７′ Ｎ １ ０１３ ２(０.３１) Ｈ４(４)ꎬ Ｈ５(７)ꎬ
Ｈ６(２)ꎬ Ｈ７(１)

０.６９２ ３ ０.００１ ４

南高岭
Ｍｔ. Ｎａｎｇａｏ

ＮＧ ２１ １０９°１９′ Ｅꎬ １９°１０′ Ｎ ６００~ ７５０ ０(０.００) Ｈ８(２１) ０.０００ ０ ０.０００ ０

猴猕岭
Ｍｔ. Ｈｏｕｍｉ

ＪＸ １４ １０９°０８′ Ｅꎬ １８°５３′ Ｎ ７００~ ８００ ２(０.３１) Ｈ９(９)ꎬ Ｈ１０(２)ꎬ Ｈ１１(３) ０.５６０ ４ ０.００１ ３

鹦哥岭
Ｍｔ. Ｙｉｎｇｇｅ

ＹＧ ２１ １０９°３３′ Ｅꎬ １９°０３′ Ｎ ７００~ １ ０００ １(０.１５) Ｈ１２(１６)ꎬ Ｈ１３(５) ０.３８１ ０ ０.０００ ６

尖峰岭
Ｍｔ. Ｊｉａｎｆｅｎｇ

ＪＦ ２０ １０８°５２′ Ｅꎬ １８°４６′ Ｎ ９００~ １ １００ ４(０.６２) Ｈ１４(１０)ꎬ Ｈ１５(３)ꎬ Ｈ１６(１)ꎬ
Ｈ１７(５)ꎬ Ｈ１８(１)

０.６９４ ７ ０.００１ ７

仙安石林
Ｍｔ. Ｘｉａｎ’ａｎ

ＸＡ １２ １０９°２６′ Ｅꎬ １８°３５′ Ｎ ６７９ ５(０.７７) Ｈ１９(３)ꎬ Ｈ２０(１)ꎬ Ｈ２１(４)ꎬ
Ｈ２２(２)ꎬ Ｈ２３(１) ꎬＨ２４(１)

０.８４８ ５ ０.００３ １

白马岭
Ｍｔ. Ｂａｉｍａ

ＢＭ １１ １１０°１２′ Ｅꎬ １９°０４′ Ｎ ４５０~ ７００ ６(０.９２) Ｈ２５(３)ꎬ Ｈ２６(１)ꎬ Ｈ２７(１)ꎬ Ｈ２８(２)ꎬ
Ｈ２９(１)ꎬ Ｈ３０(１)ꎬ Ｈ３１(２)

０.９０９ １ ０.００４ ６

南茂岭
Ｍｔ. Ｎａｎｍａｏ

ＮＭ １７ １１０°０６′ Ｅꎬ １９°０１′ Ｎ ６００~ ８７０ ５(０.７７) Ｈ２６(１)ꎬ Ｈ３０(７)ꎬ Ｈ３１(４)ꎬ
Ｈ３２(４)ꎬ Ｈ３３(１)

０.７５７ ４ ０.００２ ３

七仙岭
Ｍｔ. Ｑｉｘｉａｎ

ＱＸ １７ １０９°４１′ Ｅꎬ １８°４２′ Ｎ ４１７~ ５９０ ６(０.９２) Ｈ３４(６)ꎬ Ｈ３５(３)ꎬ Ｈ３６(２)ꎬ
Ｈ３７(１)ꎬ Ｈ３８(５)

０.７８６ ８ ０.００４ ２

五指山
Ｍｔ. Ｗｕｚｈｉ

ＷＺ １４ １０９°４１′ Ｅꎬ １８°５３′ Ｎ ８００~ １ ５３０ ３(０.４６) Ｈ３９(９)ꎬ Ｈ４０(１)ꎬ
Ｈ４１(２)ꎬ Ｈ４２(２)

０.５８２ ４ ０.００１ ５

总计 Ｔｏｔａｌ — １７２ — — ６４(９.８９) — ０.９５８ ０ ０.０２３ ５

２.３ 种群遗传结构与遗传分化

ＤｅｌｔａＫ 作图分析发现 Ｋ ＝ ６ 时 ＤｅｌｔａＫ 取得最大

值(图 ３:Ａ)ꎮ 盾叶苣苔 ６ 种遗传成分的地理分布与

基于单倍型网络划分的 ６ 组种群完全对应(图 ３:
Ｂ)ꎮ 位于昌化江以北的 ５ 个种群ꎬ除 ＢＷ 与 ＮＧ 共

享同一成分(Ⅲ)ꎬ其余种群均由独特遗传成分构

成ꎮ 位于昌化江西侧及南侧的 ＪＦ 与 ＸＡ 由成分 Ｖ
构成ꎬ位于昌化江东南的 ４ 个种群(ＱＸ、ＷＺ、ＮＭ 与

ＢＭ)由成分 ＶＩ 构成(图 ３:Ｂ)ꎮ 这 ６ 种遗传成分的

地理分布与海南岛中南部山地的隔离样式基本吻

合(图 １)ꎮ 盾叶苣苔种群聚类分析结果与单倍型网

络图和 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 分析结果一致ꎮ 相同遗传成分的

种群首先聚为单系进化支ꎮ 昌化江东南侧 ４ 个种群

构成的进化支与其余种群的遗传距离较远ꎬ分布在

昌化江北侧和西南的种群则构成另一进化支(图
４)ꎮ 种群 ＹＧ 和西南部的 ＪＦ、ＸＡ 聚在一起ꎬ而位于
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图 １　 盾叶苣苔种群单倍型的组成与地理分布
Ｆｉｇ. １　 Ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｈａｐｌｏｔｙｐｅｓ ｏｆ Ｍｅｔａｐｅｔｒｏｃｏｓｍｅａ ｐｅｌｔａｔａ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

昌化江以北的种群 ＪＸ、ＢＷ、ＮＧ 与 ＬＭ 构成一单系ꎬ
其单倍型彼此遗传距离较小(图 ２)ꎮ

将上述 ６ 种遗传成分所在种群的地理分布区

作为地区层次进行 ＡＭＯＶＡ 分析ꎮ 表 ２ 结果显示ꎬ
地区间、种群间与种群内的遗传变异分别占总变

异量的 ６７％、２７％和 ６％ꎬ揭示盾叶苣苔的遗传变

异主要来源于不同地区种群的遗传差异ꎮ ＤｎａＳＰ
估计种群间的平均基因流 Ｎｍ ＝ ０.０４ꎬ种群间遗传

分化系数 ＦＳＴ ＝ ０.８ꎮ Ｍａｎｔｅｌ ｔｅｓｔ 显示地理距离和遗

传距离存在一定相关性(相关性系数 ｒ＝ ０.３２２ꎬＰ ＝
０.０１０)ꎮ 基于单倍型计算的盾叶苣苔总遗传多样

性 ＨＴ ＝ ０.９９８ ( ±０.０１２ １)ꎬ种群内平均遗传多样性

ＨＳ ＝ ０.６２４ ( ±０.０７６ ８)ꎬ而基于 ＤＮＡ 序列计算的

盾叶苣苔物种水平核苷酸多样性 π ＝ ０.０２３ ５ꎬ单
种群核苷酸多样性在 ０ ~ ０.００４ ６之间ꎬ远低于物种

水平的遗传多样性ꎮ 度量种群遗传分化的指数

ＧＳＴ和 ＮＳＴ分别为 ０.３７５±０.０７８ １和０.９３３±０.０１５ ２ꎬ
ＮＳＴ显著大于 ＧＳＴ(Ｐ<０.００１)ꎮ

３　 讨论与结论

３.１ 海南岛地理隔离对盾叶苣苔遗传变异空间分

布的影响

本研究中ꎬ昌化江河谷将海南岛中南部山地
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图 ２　 基于 ＩＴＳ 序列构建的盾叶苣苔单倍型网络图
Ｆｉｇ. ２　 Ｍｅｔａｐｅｔｒｏｃｏｓｍｅａ ｐｅｌｔａｔａ ｈａｐｌｏｔｙｐｅ ｎｅｔｗｏｒｋ

ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

分割ꎬ形成山地内部彼此隔离的地理格局ꎮ 隔离

将减弱甚至阻断基因交流ꎬ是种群遗传分化的主

要原 因 ( Ｓｌａｔｋｉｎꎬ １９８７ꎻ Ｏｕｂｏｒｇꎬ １９９９ꎻ Ｍａｎｅｌ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２００３)ꎮ 通常 ＧＳＴ> ０.２５ꎬ表明种群间有很强的

遗传分化(Ｂｕｓｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９８)ꎮ 盾叶苣苔的 ＧＳＴ ＝
０.３７５ꎬ显示不同地理种群存在强烈的遗传分化ꎮ
基因流可以降低种群分化ꎬ如果基因流较弱(Ｎｍ<
１)ꎬ就不能抵挡由隔离引起的种群趋异( Ｓｌａｔｋｉｎꎬ
１９８５)ꎮ 盾叶苣苔生长在林下、溪边及石缝中ꎬ植
株矮小ꎬ其花粉和种子传播的距离很有限ꎮ 加之

昌化江河谷的隔离作用ꎬ不同地理种群发生基因

流的可能性较小ꎮ 本研究估计盾叶苣苔的基因流

Ｎｍ ＝ ０.０４ꎬ远小于 １ꎬ显示种群间基因交流很有限ꎬ
这与盾叶苣苔种群存在强烈遗传分化的结果一

致ꎮ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 分析确定了 ６ 种遗传成分ꎬ其中 ４ 种

图 ３　 不同 Ｋ 值的 ＤｅｌｔａＫ 变化图(Ａ)和
Ｋ＝ ６ 对应的 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 结果图(Ｂ)

Ｆｉｇ. ３　 ＤｅｌｔａＫ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍ (Ａ) ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
Ｋ ｖａｌｕｅｓ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｒｅｓｕｌｔ ｄｉａｇｒａｍ ｗｈｅｎ Ｋ＝６ (Ｂ)

图 ４　 基于 Ｎｅｉ 遗传距离构建的 １１ 个
盾叶苣苔种群聚类关系图

Ｆｉｇ. ４　 Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｔｒｅｅ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ａｍｏｎｇ １１ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ
ｏｆ Ｍｅｔａｐｅｔｒｏｃｏｓｍｅａ ｐｅｌｔａｔａ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｎｅｉ’ｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ

(Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ)分布在昌化江以北ꎬ成分Ⅴ和Ⅵ分

布在昌化江的西南与东南ꎬ同侧种群因山谷与昌

化江支流的隔离作用而进一步分化为不同的遗传

成分ꎮ 单倍型网络和种群聚类分析揭示ꎬ分布在

昌化江东南的盾叶苣苔与其余种群有较大的遗传

分化ꎮ 昌化江河谷阻断了东南种群与北部种群的

基因交流ꎬ而五指山与仙安石林间的山谷导致东

南与西南两地种群隔离ꎬ形成昌化江以北、东南和

西南三地彼此隔离的地理格局ꎮ 盾叶苣苔 ６ 种遗

传成分的地理分布ꎬ 以及地理种群的聚类关系与
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表 ２　 盾叶苣苔 ＡＭＯＶＡ 分析结果
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｎａｌｙｓｅｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｖａｒｉａｎｃｅ (ＡＭＯＶＡ) ｆｏｒ Ｍｅｔａｐｅｔｒｏｃｏｓｍｅａ ｐｅｌｔａｔａ

变异来源
Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

自由度
ｄｆ

平方和
ＳＳ

均方
ＭＳ

估测变异
Ｅｓｔｉｍａｔｅｄ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

百分比
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ (％)

Ｐ 值
Ｐ ｖａｌｕｅ

地区间∗
Ａｍｏｎｇ ｒｅｇｉｏｎｓ

５ １ １２９.１７８ ２２５.８３６ ６.７５８ ６７ ０.００１

种群间
Ａｍｏｎｇ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

５ ２０９.９９３ ４１.９９９ ２.７３９ ２７ ０.００１

种群内
Ｗｉｔｈｉｎ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

１６１ ９０.８９９ ０.５６５ ０.５６５ ６ ０.００１

总计
Ｔｏｔａｌ

１７１ １ ４３０.０７０ － １０.０６２ １００

　 注: ∗表示以 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ 分析确定的 ６ 种遗传成分所在地区作为地区层次进行 ＡＭＯＶＡ 分析ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: ∗ ｍｅａｎｓ ＡＭＯＶＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ａｔ ｔｈｅ ｒｅｇｉｏｎａｌ ｌｅｖｅｌ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｉｘ ｇｅｎｅｔｉｃ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎａｌｙｓｉｓ.

海南岛中南部山地的隔离样式大致吻合ꎬ进一步

证实海南岛昌化江河谷造成的地理隔离是导致盾

叶苣苔遗传分化的重要原因ꎮ 邢婀娜等(２０１８)利
用 ＩＴＳ 序列变异研究海南特有种毛花马铃苣苔

(Ｏｒｅｏｃｈａｒｉｓ ｄａｓｙａｎｔｈａ)遗传变异的水平与地理分

布ꎬ结果发现毛花马铃苣苔在昌化江河谷两侧有

较明显的分化ꎬ推测隔离是河谷两侧种群遗传趋

异的主要原因ꎮ 苦苣苔科植物受到地理隔离的影

响容易发生明显的遗传分化ꎬ如报春苣苔属中国

特有种牛耳朵(Ｐｒｉｍｕｌｉｎａ ｅｂｕｒｎｅａ)生长在中国西南

部的石灰岩地区ꎬ有东西两个主要分布区ꎬ间隔距

离大约 ２００ ｋｍꎮ Ｇａｏ ｅｔ ａｌ. (２０１５)发现西部与东

部的牛耳朵种群存在明显分化(ＦＳＴ ＝ ０.６６５)ꎬ认为

地理隔离是导致东西两地种群出现遗传分化的重

要因素ꎮ 综上所述ꎬ本研究揭示盾叶苣苔遗传变

异的地理分布与海南山地的隔离样式基本一致ꎬ
表明地理隔离是促使盾叶苣苔遗传分化格局形成

的重要因素ꎮ
３.２ 盾叶苣苔的遗传多样性

一般认为特有种、狭域种或濒危种的遗传多

样性 较 低 ( Ｅｌｌｓｔｒａｎｄ ＆ Ｅｌａｍꎬ １９９３ꎻ Ｈａｍｒｉｃｋ ＆
Ｇｏｄｔꎬ １９９６)ꎬ也有研究显示这些物种仍能维持较

高水平的遗传变异ꎮ 这可能是由于种群间发生了

剧烈遗传分化ꎬ虽然单个种群的多样性不高ꎬ但整

个物种却具有较高水平的遗传变异( Ｄｉｘｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００９)ꎮ 例如ꎬ青藏高原濒危植物唐古特大黄

(Ｒｈｅｕｍ ｔａｎｇｕｔｉｃｕｍ)的种群稀少ꎬ但总遗传多样性

较高(ＨＴ ＝ ０.６３２) (王爱兰和李维卫ꎬ ２０１７)ꎮ 唐

古特大黄经历了漫长的种群分化ꎬ不同地理种群

的遗传分歧很大ꎬ导致物种水平的遗传多样性较

高ꎬ同时唐古特大黄异交的繁育系统也使得遗传

变异能长期维持在种群中ꎮ 使用 ＩＴＳ 序列估计盾

叶苣苔物种水平的遗传多样性 (ＨＴ ＝ ０. ９９８ꎬπ ＝
０.０２３ ５)远高于单个种群的变异(种群内平均遗

传变异 ＨＳ ＝ ０.６２４ꎬπ ＝ ０ ~ ０.００４ ６)ꎮ 海南岛中南

部山地被昌化江河谷及山谷分割ꎬ导致盾叶苣苔

种群显著分化ꎬ在物种水平上具有较丰富的遗传

变异ꎮ Ｓｏｎｇ ＆ Ｔｈｏｍａｓ (２００７)研究多年生草本植

物 Ｂｏｅｃｈｅｒａ ｆｅｃｕｎｄａ 发现ꎬ该种遗传结构受地理隔

离影响ꎬ基因流被阻断ꎬ种群显著分 化 ( ＦＳＴ ＝
０.５７)ꎬ导致物种整体维持较高水平的遗传变异

(ＨＴ ＝ ０.４６)ꎮ 与盾叶苣苔地理分布和繁育系统类

似的 Ｅｌｙｍｕｓ ｇｌａｕｃｕｓꎬ岛屿特有多年生草本植物

Ｌｉｔｈｏｐｈｒａｇｍａ ｍａｘｉｍｕｍꎬ以及海南岛特有植物毛花

马铃苣苔ꎬ均因地理隔离引起种群强烈分化ꎬ使得

物种的遗传多态性水平较高(Ｆｕｒｃｈｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８ꎻ
Ｈｕｆｆｏｒｄ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ 邢婀娜等ꎬ ２０１８)ꎮ 物种维持

高水平遗传变异的另一原因是祖先多态性没有发

生显著丧失(Ｆｒａｎｋｈａｍ ＆ Ｂｒｉｓｃｏｅꎬ ２００５)ꎮ 苦苣苔

科报春苣苔(Ｐｒｉｍｕｌｉｎａ ｔａｂａｃｕｍ)是我国华南石灰

岩地区的特有种ꎬ仅分布在湖南和广东交界的狭

窄地区ꎬ但物种水平的遗传多样性较高 ( ＰＰＢ ＝
８５.６％ꎬＨＥ ＝ ０. ３３９ꎬ Ｉ ＝ ０. ４９５) ( Ｎｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６)ꎮ
Ｎｉ ｅｔ ａｌ. (２００６)认为报春苣苔在冰期通过避难所
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保留了大部分祖先多态性ꎬ该种目前的遗传变异

仍然比较丰富ꎮ 盾叶苣苔分布在低纬度热带地

区ꎬ第四纪冰期的扰动对其影响甚微ꎬ遗传变异能

够稳定的维持在种群中(颜家安ꎬ ２００６ꎻ 陈冬梅

等ꎬ ２０１１)ꎮ 因此ꎬ其盾叶苣苔种群间遗传分化和

祖先多态性维持ꎬ可能是其物种水平具有较高遗

传多样性的主要原因ꎮ
３.３ 盾叶苣苔的保护措施

一般岛屿特有种的种群规模小ꎬ其生境脆弱且

分布范围狭窄ꎬ比大陆种群或物种更易濒危或灭绝

(Ｏｒｔｅｇａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０００)ꎮ 盾叶苣苔为海南特有种ꎬ对
生境要求严格ꎬ只生长在湿润崖壁上或石壁夹缝

中ꎬ目前因生境退化种群持续缩减 (韦毅刚等ꎬ
２０１０)ꎮ 本研究揭示盾叶苣苔 ６７％的遗传变异存在

于地区间ꎬ需要尽可能多地保护不同地理种群ꎬ以
维持盾叶苣苔物种水平的遗传多样性ꎮ １１ 个种群

中ꎬＮＧ(π ＝ ０.０００ ０ꎬ Ｈｄ ＝ ０.０００ ０)在 ＩＴＳ 序列上无

变异ꎬＹＧ (π＝ ０.０００ ６ꎬ Ｈｄ ＝ ０.３８１ ０)的变异水平很

低ꎬ应作为重点种群优先保护ꎬ同时引入不同基因

型个体以增加 ＮＧ 与 ＹＧ 的遗传变异ꎮ 考虑到盾叶

苣苔具有 ６ 种遗传成分ꎬ因此每种成分都应予以保

护ꎻ昌化江以北的 ＹＧ (Ｉ)、ＪＸ (Ⅱ)与 ＬＭ (ＩＶ)各自

具有独特遗传成分且只存在于单个种群ꎬ因此这些

种群也应优先保护ꎮ
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