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兰花蕉的遗传多样性研究 

李 荣，唐源江，廖景平 
(中国科学院华南植物园，广州 510650) 

摘要：采用简单重复序列区间 (ISSR，Inter-Simple Sequence Repeat)分子标记技术，对采自广东省的濒危植物兰花蕉 

(Orchidantha chinensis T．L．wu)的7个居群 137个个体进行遗传变异分析。用 1O个 ISSR引物共扩增出清晰谱带 

101条，其中58条具有多态性，总多态位点百分率为57．43％。居群水平相对较低，多态位点百分率在 6．93％-35．64％之 

间，平均为 18．24％。经POPGENE1-31数据处理，结果表明：在物种水平上Nei基因多样性为0．1254~0．1686；Shannon 

信息指数为0．2000~0．2429；Nei基因分化系数为0．5481，表明54．81％的遗传变异分布在居群间，45．19％的遗传变异分 

布在居群内。物种居群间的遗传一致度在 0．8855—0．9511之间。我们认为红花潭是其最适合生境，建议在此建立自然保 

护区：鉴于兰花蕉居群间出现了一定程度的分化，为最大限度地保护兰花蕉的遗传多样性，建议在自然居群间进行相 

互移栽，以提高群体间的基因交流。 
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Study on Genetic Diversity of Orchidantha chinensis(Lowiaceae) 

LI Rong， TANG Yuan—j iang， LIA0 J ing—Ping’ 

(South China Botanical Garden,the Chinese Academy ofSciences，Guangzhou 510650，China) 

Abstract：Inter-simple sequence repeats 0SSR)marker was used to analyze the genetic diversity and differentiation 

of 1 37 individuals within and among 7 populations of Orchidantha chinensis，an endangered species，in Guangdong 

Province．Ten ISSR primers generated 101 bands，ofwhich 58(57-43％)were polymorphic．ISSR diversity within 

the population was lower than that among the populations(at species level：P 57．43％，H 0．1254，I=0．2000；at 

population level：P=I 8．24％，H=0．057，I=0．0876)．Based on Nei’S G value calculated by POPGENE1．3 1，gene 

diversity within populations was 0．1 254±0．1 686．Shannon information index was 0．2000±0．2429．Variation 

coefficient among populations was O．5481．and that within population was O．4519．The ranger ofgentic identity 

among populations was from 0．8855 to 0．95 1 1．Based on the gene diversity inform ation available for Orchidantha, 

two management strategies are proposed．A conservation area is suggested to be established in Honghuatan(HHT) 

where is considered to be an optimal habitat for 0．chinensis growth．And because ofthe differentiation among the 

populations，cross transplantation is suggested in order to enhance the gene flow among the populations． By this 

means，the genetic diversity resources of the species could be preserved to the greatest extent． 
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兰花蕉 (Orchidantha chinensis T．L．wu)隶属 

于兰花蕉科 (Lowiaceae)兰花蕉属 (Orchidantha N． 

E．Brown)，全球有 16种，1变种[1-91。兰花蕉是热带 

东南亚特有类群，为单属科。主要分布在加里曼岛、 

马来西亚、中印半岛及我国南部。在我国兰花蕉科 

有 2种 1变种 ，即兰花蕉(D．chinensis)及其变种 

长萼兰花蕉(D．chinensis Var．1ongisepala)、海南兰花 

蕉(D．insularis T．L．Wu)，均是我国特有种。兰花蕉 
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现已列为国家三级保护植物【 】。然而，迄今为止对兰 

花蕉的研究，主要集中在孢粉 “】、胚胎 】、解剖 

学【 3，-4l、分类学[4,151、细胞学t16,171~H生殖生物学【 】等方 

面，有关遗传多样性方面的研究未见报道。 

物种的遗传多样性是长期进化的产物，也是其 

生存和发展的前提，对稀有濒危植物遗传多样性和 

遗传结构进行研究，是探讨其适应性、生存力的基 

础，也是分析导致其濒危机理的基础【l81。遗传多样性 

的研究方法主要有蛋白质 (酶)电泳、限制性内切酶 

酶切片段长度多态性分子标记技术 (RFLP)、基于 

PCR技术的分子标记 (如RAPD和 ISSR)及DNA 

序列分析等。简单重复序列区间 (Inter—Simple 

Sequence Repeat，ISSR)扩增，是目前较常用的方法 

之一。ISSR分子标记技术具有 DNA样品用量少、 

操作简单、实验成本低、重复性好等优点，能为我们 

提供有关基因组的丰富信息，现已广泛用于品种鉴 

定、遗传作图、基因定位、遗传多样性、进化及分子 

生态学研究中。本研究采用 ISSR分子标记技术研 

究兰花蕉的遗传变异，以阐明其遗传多样性水平和 

遗传结构，探讨种群遗传多样性水平与环境因子之 

间的相关性，为兰花蕉的遗传多样性保护提供科学 

依据。 

1材料和方法 

1．1实验材料 

材料采自6个野生居群和 1个栽培居群，野生 

居群分别来自广东信宜和阳春，其中采自信宜的有 

花楼顶居群、采自阳春的有码头湾、红花潭、八甲、 

圭冈、勾髻岭居群，栽培居群来自华南植物园姜园。 

居群中每个体材料都取自不同的植株，并且对破坏 

严重、个体较少的居群 (如信宜居群)采取了完全 

采样策略。采样时采摘兰花蕉的嫩叶，置于变色硅 

胶中干燥保存。材料来源和采样数见表 l。 

1．2 基因组 DNA提取与 PCR扩增 

采用改良的CTAB法 [191提取兰花蕉叶片基因 

组 DNA。ISSR扩增反应条件经过比较和优化确定 

为 20 l的PCR反应液，内含：20 ng模板 DNA， 

l0 mmol／L Tris—HCL (pH=9．0)，1．5 U Taq 酶 ， 

2．0 mmol／L MgCI，，0．1 mmol／L dNTPs，200 nmol／L 

引物，2％甲酰胺。 

PCR反应在PTC一200(M Research)PCR仪上 

进行，ISSR—PCR反应程序为：94*C预变性 5 min后， 

94℃ 变性 45 S，51．5℃复性 45 S，72℃延伸 1．5 min， 

35个循环，72℃延伸 7 min。 

PCR扩增产物在 1．5％的琼脂糖凝胶上电泳分 

离，以北京天为时代有限公司的 100 bp DNA ladder 

(100一l 500 bp)为分子标记，溴化乙锭 (EB)染色。 

DNA片段通过计算机凝胶成像系统(Labworks 

Software Version 3．0：UVP，Upland，CA91786，USA) 

观察、记录。 

1．3实验设计 

用加拿大哥伦比亚大学 (UBC)提供序列，上 

海生工公司合成的ISSR引物，7个居群中各选取 2 

个模板DNA，在20 LLl反应体系中进行扩增筛选。 

从 100个引物中筛选出 l0个扩增条带较多、信号 

强、背景清晰的引物，用于全部 7个居群 DNA样品 

的扩增。 

1．4 数据统计与分析 

电泳图谱 中每一条带视为一个分子标记 

(marker)，并代表一个引物的结构位点。按凝胶同 
一

位置上 DNA带的有无进行统计，有带的记为 

“l”，无带的记为“0”。形成0／l矩阵图输入计算 

机，采用POPGENE Version 1．31软件[201计算出兰花 

蕉各个居群的多态位点百分率 (P)、Nei基因多样 

性指数 (H)、Shannon信息指数 (I)、基因分化系数 

表 1 材料来源和采样数 

Table 1 Localities and number of samples of O，chinensis 
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2．1兰花蕉的遗传多样性 
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表 3 兰花蕉居群内基困多样性 

Table Gene dix．ersi wilhin，J，Dill J1， pupulaIiHns 
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裹4兰花蕉居群问Nei遗传一致度(右上角)和遗传距离(左下角) 

Table 4 Nei’S genetic identity(above diagona1)and genetic distance(below diagona1)among n chinensis population 

2．3遗传距离和聚类分析 

为了进一步分析群体间的遗传分化程度，计算 

了Nei遗传一致度和遗传距离【21]。兰花蕉各群体间 

遗传一致度和遗传距离见表 4。遗传一致度为 

0．8855—0．951 1，遗传距离为0．0502—0．1216，花楼顶 

(}玎LD)和栽培居群(CP)间的遗传一致度最高，勾 

髻岭 (GJL)和栽培居群 (CP)间的遗传一致度最 

低，说明兰花蕉居群间存在一定的遗传变异。根据 

Nei遗传距离将所有居群进行UPGMA聚类，所构 

建的群体遗传关系聚类图见图2。 

遗传距离 Nei’s genetic distance 

图2兰花蕉居群间Nei’S遗传距离的UPGMA聚类 

Fig．2 UPGMA den drogram ofseven populations ofO．chinensis 

based on Nei’S genetic distance 

3讨论 

尽管目前兰花蕉分布范围和个体数目有限，但 

是从实验结果来看，在 7个居群间的多态位点百分 

率 P=57．43％，Nei遗传多样性 H=12．54％，Shannon 

信息指数 1=20％，比居群内的都要高(P=18．24％， 

H=5．7％，1=8．76％1。这些显示出居群间相对较高的 

遗传多样性水平，而居群内遗传多样性水平相对较 

低，可能是ISSR分子标记技术较等位酶、RFLP、 

RAPD技术可检测到更多的基因位点，发现更加丰 

富的遗传信息[22-251。采用 ISSR分子标记技术，Jian 

等[2o3研究银叶树(Heritiera littoralis)总的遗传多样 

性为 0．2327，多态位点百分率为 83．19％；葛永奇 

等[271研究银杏 (Ginkgo biloba)总的遗传多样性为 

0．2408，多态位点百分率为70．45％：Ge等 研究果 

角木(Ceriops taga1)总的遗传多样性为0．016，多态 

位点百分率为8．96％。而兰花蕉总的遗传多样性为 

0．1254，多态位点百分率为 57．43％。可见，从兰花蕉 

的遗传多样性来看，在种的水平上，遗传多样性保 

持着中度水平。 

遗传结构是通过物种居群内和居群间的遗传 

分化来体现的，基因流的大小也可以反映居群遗传 

结构的大小，一般来说，基因流大的物种，种群间遗 

传分化小，大的基因流可以阻止居群间的遗传分 

化【捌；反之，居群间的遗传分化大∞。自然界的居群 

往往不是处于理想状态，其居群遗传结构受到多种 

生物学、生态学过程的影响，如繁育系统、分布范 

围、种子传播机制等【3l】。兰花蕉为多年生草本植物， 

能正常开花，但是成熟种子很少，种子常常在幼年 

时期就已经脱落了【32]，主要通过根状茎进行营养繁 

殖。因而造成了兰花蕉居群间较低的基因流动，这 

可能是导致兰花蕉居群分化的因素之一。再则， 

Slatkin[ 】认为Nm<l，表明居群间差异显著，基因流 

不足以抵制居群内因遗传漂变而引起的居群分化， 

本研究中兰花蕉N 0．4123，说明基因流不足可能 

是兰花蕉居群间遗传结构分化的主要原因之一。此 

外，遗传漂变可使小居群内遗传多样性降低，小种 

群间遗传分化增大【 ，这与我们在野外调查中所观 

察到的兰花蕉居群空间分布格局呈聚集型，种群规 

模小的事实相吻合，因此，遗传漂变也是影响兰花 

蕉遗传分化的重要因素。 

Harmrick~t】认为异交传粉植物的遗传分化系数 

平均为0．20，而自交物种为0．5 1。Kumar和Rogstaol~ 

研究了p rc gambelii及其同属其他植物，认为 

异交植物居群基因流大，种群间的遗传分化小。 

Bussell[ 5】用RAPD方法分析 35种植物的遗传分化 

5  

∞肌酣一哪舯 。肿 一 t●_l ●■-l ～ 
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系数，发现29个异交物种的平均遗传分化系数为 

0．193，另外6个自交物种为0．625。本研究中，兰花 

蕉在物种水平上遗传分化系数Gsr=0．5481，与自交 

植物的平均值非常接近。 

采自华南植物园的栽培居群 (CP)遗传多样性 

为0．0583，多态位点百分率为 17．82％，相对兰花蕉 

总遗传多样性(0．1254)和多态位点百分率(57．43％) 

而言，遗传多样性显著较低，这说明华南植物园栽 

培居群的来源较为单一，同时也提示我们在建立保 

护区时，应尽量扩大不同居群的来源，以最大限度 

地增加其遗传多样性。 

遗传多样性信息是保护濒危植物的先决条件， 

它有助于制定合理的保护策略，采取高效的保护措 

施。保护濒危物种的关键是保护其现有居群，进行 

就地保护时应选择群体遗传多样性程度较高、适宜 

居群生长和更新的集中分布区建立自然保护区。就 

兰花蕉而言，红花潭居群具有最高的遗传变异，应 

作为优先考虑的重点保护单元。在没有远交衰退的 

情况下，鉴于兰花蕉不同居群问出现了一定程度的 

遗传分化，为最大限度地保护其遗传多样性，建议 

对不同自然居群内的个体进行相互移栽和采种育 

苗移栽，以提高居群间的基因交流。此外，根据该物 

种居群内遗传多样性较低，而居群间遗传多样性较 

高的特点，如果进行易地保护，则应考虑对同一居 

群内的取样可以相应减少，而把重点放在对尽可能 

多的居群的取样上。 
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