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基于 ＩＳＳＲ 数据探讨卷叶凤尾藓(Ｆｉｓｓｉｄｅｎｓ ｄｕｂｉｕｓ
Ｐ. Ｂｅａｕｖ.)遗传多样性

魏青永ꎬ 郭水良ꎬ 曹 同ꎬ 于 晶∗

(上海师范大学生命与环境科学学院ꎬ 上海 ２００２３４)

摘　 要: 卷叶凤尾藓(Ｆｉｓｓｉｄｅｎｓ ｄｕｂｉｕｓ Ｐ. Ｂｅａｕｖ.)是凤尾藓科凤尾藓属植物ꎬ 该种分布广泛ꎬ 形态变异强烈ꎮ
为了解其遗传多样性及种群遗传结构特点ꎬ 本研究利用 ＩＳＳＲ 分子标记对采集于浙江、 福建、 广西、 四川、 辽宁

５ 个省区的卷叶凤尾藓 １４ 个自然种群的遗传多样性进行了评价ꎮ 结果显示: 筛选出的 １２ 对引物共扩增出 ２５９
条清晰、 重复性高的条带ꎬ 其中多态性位点有 ２４８ 个ꎬ 多态位点百分率为 ９５􀆰７５％ꎻ 种群总的 Ｎｅｉ􀆳ｓ 基因多样性

指数为 ０􀆰２３２７ꎬ Ｓｈａｎｎｏｎ􀆳ｓ 信息指数为 ０􀆰３７０１ꎬ 说明卷叶凤尾藓遗传多样性水平较高ꎻ １４ 个种群的遗传分化系

数(Ｇｓｔ)为 ０􀆰７０７８ꎬ 种群间的基因流(Ｎｍ)为 ０􀆰１８６４ꎬ 表明大部分遗传变异(７２􀆰０１％ )存在于种群间ꎬ ２７􀆰９９％
的遗传变异存在于种群内ꎬ 即卷叶凤尾藓种群间遗传分化明显ꎮ 基于 ＩＳＳＲ 数据的聚类分析表明ꎬ 在遗传距离

５０ 为分组阈值处ꎬ １４ 个种群可被分为 ６ 组(Ｇ１ ~ Ｇ６): Ｇ１ 为来自于浙江省不同采集地点的 ８ 个种群(ＪＨＢＳ 除

外)ꎻ Ｇ２ 由浙江金华北山种群(ＪＨＢＳ)组成ꎻ Ｇ３ 包括福建武夷山(ＷＹＳ)和天宝岩种群(ＴＢＹ)ꎻ Ｇ４、 Ｇ５、 Ｇ６ 分

别由广西龙胜县花坪种群(ＧＸ)、 四川龙池种群(ＬＣ)、 辽宁白石砬子保护区种群(ＢＳＬＺ)组成ꎬ 表明卷叶凤尾藓

种群间的遗传分化主要由地理距离造成ꎬ 种群内的遗传分化可能与其生境的异质性有关ꎮ
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　 　 目前ꎬ 在分子水平上对苔藓植物进行遗传研究

一般 采 用 分 子 标 记 技 术ꎬ 如 ＲＡＰＤ ( Ｒａｎｄｏｍ
Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ＤＮＡ)、 ＩＳＳＲ( Ｉｎｔｅｒ￣Ｓｉｍｐｌｅ
Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｒｅｐｅａｔꎬ 简单序列重复区间扩增多态

性)、 ＡＦＬＰ(Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ Ｆｒａｇｍｅｎｔ Ｌｅｎｇｔｈ Ｐｏｌｙｍｏｒ￣
ｐｈｉｓｍ )、 ＳＲＡＰ ( Ｓｅｑｕｅｎｃｅ￣Ｒｅｌａｔｅｄ Ａｍｐｌｉｆｉｅｄ
Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ)等[１]ꎮ 其中ꎬ 由加拿大 Ｚｉｅｔｋｉｅｗｉｃｚ
等提出的 ＩＳＳＲ 是以锚定微卫星为引物扩增间隔不

是很大的 ２ 个 ＳＳＲ 间的序列ꎬ 再通过凝胶电泳条

带分析样本 ＤＮＡ 多态性的一种分子标记ꎮ 其优点

是: 无需预知样本基因组的任何信息ꎻ 可以在植

物生长周期的任何阶段进行检测ꎻ 引物设计容

易ꎻ 实验成本低ꎻ 样本 ＤＮＡ 用量少[３] ꎮ 因此ꎬ
ＩＳＳＲ 被认为是一种非常理想的分子标记方法ꎬ 并

已被广泛应用于许多被子植物[４－６]的遗传多样性分

析中ꎬ 但在苔藓植物研究中常使用的是 ＲＡＰＤꎮ 例

如: Ｓｋｏｔｎｉｃｋｉ 等[７] 对 黄 瓜 丝 藓 ( Ｐｏｈｌｉａ ｎｕｔａｎｓ

(Ｈｅｄｗ.) Ｌｉｎｄｂ.)、 刘丽等[８]对鼠尾藓(Ｍｙｕｒｏｃｌａｄａ

ｍａｘｉｍｏｗｉｃｚｉｉ (Ｇ. Ｇ. Ｂｏｒｓｈｃｈ.) Ｓｔｅｅｒｅ ＆ Ｗ. Ｂ.
Ｓｃｈｏｆｉｅｌｄ)、 郭水良等[９]对中华蓑藓(Ｍａｃｒｏｍｉｔｒｉｕｍ

ｃａｖａｌｅｒｉｅｉ Ｃａｒｄｏｔ ＆ Ｔｈéｒ.)、 李倩影[１０]对小羽藓属

(Ｈａｐｌｏｃｌａｄｉｕｍ Ｍüｌｌ. Ｈａｌ.)遗传多样性的研究ꎮ 国

内仅见汪琛颖等[３ꎬ １１]、 王莹莹[１２] 利用 ＩＳＳＲ 对狭

边大叶藓(Ｒｈｏｄｏｂｒｙｕｍ ｏｎｔｒａｉｅｎｓｅ (Ｋｉｎｄｂ.) Ｐａｒ￣
ｉｓ)和真藓科(Ｂｒｙａｃｅａｅ)以及浙江千岛湖大灰藓

(Ｈｙｐｎｕｍ ｐｌｕｍａｅｆｏｒｍｅ Ｗｉｌｓｏｎ)和东亚小金发藓

(Ｐｏｇｏｎａｔｕｍ ｉｎｆｌｅｘｕｍ (Ｌｉｎｄｂ.) Ｓａｎｄｅ Ｌａｃ)遗传

多样性的研究ꎮ
卷叶凤尾藓(Ｆｉｓｓｉｄｅｎｓ ｄｕｂｉｕｓ Ｐ. Ｂｅａｕｖ.)为

真藓亚纲凤尾藓科(Ｆｉｓｓｉｄｅｎｔａｃｅａｅ)植物ꎬ 除中国

河南、 山西、 海南等少数省份没有分布报道外ꎬ 其

余省份均有该种分布[１５－１８]ꎮ 卷叶凤尾藓植物体形

态、 大小、 分枝以及不同部位叶片特征变化很大ꎬ
叶片细胞大小、 叶边分化边缘宽度、 叶尖形态、 鞘

部对称程度、 叶边牙齿等也发生了强烈变异ꎮ 贾渝

和何思[１６]在对中国苔藓植物进行修订时ꎬ 列出了

该种的 ４ 个异名(Ｆ. ｃｒｉｓｔａｔｕｓ Ｗｉｌｓｏｎ ｅｘ Ｍｉｔｔ.、 Ｆ.
ｄｅｃｉｐｉｅｎｓ Ｄｅ Ｎｏｔ.、 Ｆ. ｍｉｃｒｏ￣ｊａｐｏｎｉｃｕｓ Ｐａｒｉｓ、 Ｆ.
ｏｂｓｏｌｅｔｅ￣ｍａｒｇｉｎａｔｕｓ Ｍüｌｌ.)ꎻ Ｂｅｓｃｈｅｒｅｌｌｅ 曾将该

种列为厥叶凤尾藓的一个变种 ( Ｆ. ａｄｉａｎｔｈｏｉｄｅｓ

ｖａｒ. ｓａｖａｔｉｅｒｉ Ｂｅｓｃｈ.) [２１]ꎻ Ｇｒｏｕｔ 也曾将该种列为

Ｆ. ａｄｉａｎｔｈｏｉｄｅｓ ｖａｒ. ｓｅｍｉｃｒｉｓｔａｔｕｓ Ｇｒｏｕｔ[２２]ꎻ 由

密苏里植物园主办的 Ｔｒｏｐｉｃｓ 网站 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｔｒｏｐｉｃｏｓ.ｏｒｇ / )收录的该种异名达 １１ 个ꎬ 说明该种

形态特征变异强烈ꎮ 为了探讨卷叶凤尾藓的形态变

异是否具有遗传特征以及遗传变异的可能原因ꎬ 本

研究采集了该种来自浙江、 福建、 四川、 广西和辽

宁 ５ 个省区的 １４ 个种群ꎬ 并利用 ＩＳＳＲ 标记开展

了该种遗传多样性及其分化特点的研究ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

卷叶凤尾藓 １４ 个种群分别采自浙江、 福建、
广西、 四川和辽宁 ５ 个省区ꎬ 其具体采集地点信

息及种群样本数量详见表 １ꎮ 为确保采集的样品

是不同克隆植株ꎬ 每个种群样品间的取样距离

≥５ ｍ[１２]ꎮ 采集卷叶凤尾藓的植株并置于纸制标

本袋中ꎬ 自然风干后冷冻、 备用ꎮ 卷叶凤尾藓不同

采集地点的凭证标本保存于上海师范大学生命与环

境科学学院标本馆(ＳＨＮＵ)ꎻ Ｍｉｘ 和水由康为公司
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提供ꎻ ５６ 条引物由上海生物工程有限公司合成ꎮ
１􀆰 ２　 ＤＮＡ提取及 ＰＣＲ 扩增

卷叶凤尾藓新鲜配子体用无菌水冲洗干净并干

燥后ꎬ 采用植物 ＤＮＡ 提取试剂盒 (天根: Ｃａｔ.
ＤＰ３０５￣２)提取其基因组 ＤＮＡꎮ 基于加拿大哥伦比

亚大学(ＵＢＣ)公布的 １００ 条 ＩＳＳＲ 常用引物ꎬ 选取

其中退火温度在 ５０ ~ ５５℃之间的 ５６ 条引物进行

多态性筛选ꎬ 共筛选出条带清晰、 重复性好、 稳定

性好的 １２ 对引物(表 ２)ꎮ ＰＣＲ 反应体系采用康为

公司提供的 Ｍｉｘ ５０ μＬꎻ ＰＣＲ 扩增程序参考汪琛

颖[３]的方法ꎻ ＰＣＲ 扩增产物经含 ＥＢ 核酸染料的

２％琼脂糖凝胶电泳(电压为 ８０ Ｖ)检测后ꎬ 应用全

自动数码凝胶成像分析系统(Ｔａｎｏｎ ２５００)进行观

察、 拍照ꎮ
１􀆰 ３　 数据记录与分析

将凝胶电泳图中的每一条条带均视为一个分

子标记ꎬ 按照电泳图谱处于同一位置 ＤＮＡ 条带

的有无进行统计ꎬ 有带记为 １ꎬ 无带记为 ０ꎬ 建立

一个 ０ / １ 二元数据矩阵ꎮ 采用 Ｐｏｐｇｅｎｅ １􀆰３２ 软件

对卷叶凤尾藓 １４ 个种群进行遗传多样性参数分

析ꎬ 并分别计算多态位点百分率(ＰＰＢ)、 Ｎｅｉ􀆳ｓ 基

因多样性(Ｈ)、 Ｓｈａｎｎｏｎ􀆳ｓ 信息指数( Ｉ)以及各种

群间的遗传分化系数(Ｇｓｔ)和基因流(Ｎｍ)等ꎻ 采

用 Ｐｏｐｇｅｎｅ １􀆰３２ 软件分别构建 １４ 个种群的遗传

表 １　 卷叶凤尾藓 １４ 个种群的采集信息
Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ １４ Ｆｉｓｓｉｄｅｎｓ ｄｕｂｉｕｓ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

种群编号
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
ｎｕｍｂｅｒ

种群采集地点
Ｌｏｃａｌｉｔｙ

经纬度
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ ａｎｄ ｌａｔｉｔｕｄｅ

海拔(ｍ)
Ａｌｔｉｔｕｄｅ

采集数量
Ｓａｍｐｌｅ
ｎｕｍｂｅｒ

１. ＷＹＬ 浙江乌岩岭保护区 Ｗｕｙａｎｌｉｎｇ Ｒｅｓｅｒｖｅꎬ Ｚｈｅｊｉａｎｇ ２７°２１′１５.５８″ Ｎꎬ １１９°４５′５９.７７″ Ｅ ５９５.４４ １４
２. ＤＳＸＪ 浙江大神仙居保护区 Ｄａｓｈｅｎｘｉａｎｊｕ Ｒｅｓｅｒｖｅꎬ Ｚｈｅｊｉａｎｇ ２８°４２′２９.７８″ Ｎꎬ １２０°３６′２１.９９″ Ｅ ２７２.３６ １１

３. ＬＷＴ 浙江龙湾潭国家森林公园 Ｌｏｎｇｗａｎｔａｎ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｆｏｒｅｓｔ Ｐａｒｋꎬ
　 Ｚｈｅｊｉａｎｇ ２８°２０′４２.４１″ Ｎꎬ １２０°５１′３７.７５″ Ｅ ２３９.５５ １３

４. ＬＴＳ 浙江龙塘山保护区 Ｌｏｎｇｔａｎｇｓｈａｎ Ｒｅｓｅｒｖｅꎬ Ｚｈｅｊｉａｎｇ ３０°０５′４８.７５″ Ｎꎬ １１８°５３′２８.７５″ Ｅ ８９２.５４ ５
５. ＳＸＷ 浙江顺溪坞保护区 Ｓｈｕｎｘｉｗｕ Ｒｅｓｅｒｖｅꎬ Ｚｈｅｊｉａｎｇ ３０°０２′４６.２３″ Ｎꎬ １１８°５６′１８.１６″ Ｅ ４３７.７８ ５
６. ＬＹ 浙江凉源保护区 Ｌｉａｎｇｙｕａｎ Ｒｅｓｅｒｖｅꎬ Ｚｈｅｊｉａｎｇ ３０°１０′５９.５５″ Ｎꎬ １１９°１２′３９.７６″ Ｅ ３６３.００ １１
７. ＱＬＦ 浙江清凉峰保护区 Ｑｉｎｇｌｉａｎｇｆｅｎｇ Ｒｅｓｅｒｖｅꎬ Ｚｈｅｊｉａｎｇ ３０°０６′３０.３４″ Ｎꎬ １１８°５４′２９.６４″ Ｅ ５６２.８９ ５
８. ＧＸ 广西花坪保护区 Ｈｕａｐｉｎｇ Ｒｅｓｅｒｖｅꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ ２５°３７′５８.７６″ Ｎꎬ １０９°５４′３３.８６″ Ｅ ７４７.６３ ６
９. ＹＤＳ 浙江雁荡山保护区 Ｙａｎｄａｎｇｓｈａｎ Ｒｅｓｅｒｖｅꎬ Ｚｈｅｊｉａｎｇ ２８°２１′５４.３８″ Ｎꎬ １２０°３３′１９.１６″ Ｅ ２５７.２７ ６
１０. ＴＢＹ 福建天宝岩保护区 Ｔｉａｎｂａｏｙａｎ Ｒｅｓｅｒｖｅꎬ Ｆｕｊｉａｎ ２５°５３′４７.６０″ Ｎꎬ １１７°２９′４２.７３″ Ｅ ５７８.２４ ５
１１. ＪＨＢＳ 浙江金华北山保护区 Ｊｉｎｈｕａｂｅｉｓｈａｎ Ｒｅｓｅｒｖｅꎬ Ｚｈｅｊｉａｎｇ ２９°１２′２０.９６″ Ｎꎬ １１９°３７′１４.２９″ Ｅ ６５３.７６ ５
１２. ＷＹＳ 福建武夷山保护区 Ｗｕｙｉｓｈａｎ Ｒｅｓｅｒｖｅꎬ Ｆｕｊｉａｎ ２７°４５′２２.７４″ Ｎꎬ １１７°３９′４５.１６″ Ｅ ４２１.３２ ５
１３. ＬＣ 四川龙池国家森林公园 Ｌｏｎｇｃｈｉ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｆｏｒｅｓｔ Ｐａｒｋꎬ Ｓｉｃｈｕａｎ ３１°０６′４４.７５″ Ｎꎬ １０３°３３′４４.１５″ Ｅ ２１８０.１２ ５
１４. ＢＳＬＺ 辽宁省白石砬子保护区 Ｂａｉｓｈｉｌａｚｉ Ｒｅｓｅｒｖｅꎬ Ｌｉａｏｎｉｎｇ ４０°５５′２８.７０″ Ｎꎬ １２４°５１′２８.１４″ Ｅ ５６４.３４ ５

表 ２　 ＩＳＳＲ引物序列及其对卷叶凤尾藓种群的 ＰＣＲ扩增结果
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＩＳＳＲ ａｎｄ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｆｉｓｓｉｄｅｎｓ ｄｕｂｉｕｓ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

引物
Ｐｒｉｍｅｒｓ

引物序列(５􀆳￣３􀆳)
Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

扩增位点数
Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｌｏｃｉ

多态性位点数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｌｏｃｉ

多态位点百分率(％)
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｌｏｃｉ

ＵＢＣ８０７ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＴ ２３ ２２ ９２.８６
ＵＢＣ８１１ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＣ ２７ ２７ １００.００
ＵＢＣ８２６ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＣ ２２ ２１ ９５.４５
ＵＢＣ８２７ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＧ ２３ ２２ ９５.６５
ＵＢＣ８３４ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＹＴ ２２ ２１ ９５.４５
ＵＢＣ８３５ ＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＹＣ ２４ ２３ ９５.８３
ＵＢＣ８４２ ＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡＧＡｇＡＧＡＹＧ ２６ ２６ １００.００
ＵＢＣ８５５ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＹＴ ２１ ２０ ９５.２４
ＵＢＣ８５６ ＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＹＡ ２１ ２０ ９５.２４
ＵＢＣ８８０ ＧＧＡＧＡＧＧＡＧＡＧＧＡＧＡ ２２ ２１ ９５.４５
ＵＢＣ８８９ ＤＢＤＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣＡＣ １５ １３ ８６.６７
ＵＢＣ８９１ ＨＶＨＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧＴＧ １３ １２ ９２.３１

平均值 Ａｖｅｒａｇｅ － ２１.５８ ２０.６７ －
总和 Ｔｏｔａｌ － ２５９ ２４８ ９５.７５
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距离矩阵和地理距离矩阵后ꎬ 运用 ＰＣＯＲＤ ４􀆰０ 软

件分析各种群间遗传变异与地理距离的相关性ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 卷叶凤尾藓 ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ 扩增结果

利用筛选出的扩增条带清晰、 重复性好的 １２
对引物ꎬ 对卷叶凤尾藓 １４ 个种群 １０１ 个样品进行

ＰＣＲ 扩增 ( 图 １)ꎬ 其扩增条带大小为 １００ ~
２８００ ｂｐꎮ 由表 ２ 可见ꎬ 电泳后共检测到 ２５９ 个扩

增位点ꎬ 其中多态性位点 ２４８ 个ꎬ 多态位点百分

率(ＰＰＢ)为 ９５􀆰７５％ꎬ 表明卷叶凤尾藓在分子水平

上具有丰富的多态性ꎬ 遗传基础较广ꎻ 平均每对引

物扩增位点数为 ２１􀆰５８ 个ꎬ 多态性位点数为 ２０􀆰６７
个ꎬ 其中引物 ＵＢＣ８１１ 的扩增位点最多(２７ 个)ꎬ
ＵＢＣ８４２ 次之(２６ 个)ꎬ ＵＢＣ８９１ 最少(１３ 个)ꎻ 引

物 ＵＢＣ８１１ 和 ＵＢＣ８４２ 的多态位点百分率最高(达
１００％)ꎬ ＵＢＣ８８９ 的多态位点百分率虽最低ꎬ 但也

达 ８６􀆰６７％ꎬ 说明本研究筛选出的 １２ 对引物均适

于卷叶凤尾藓遗传多样性的研究ꎮ １２ 条 ＩＳＳＲ 引物

序列中ꎬ 碱基 Ａ 含量都非常丰富ꎻ 其中有 ５ 条富

含碱基 Ｃꎬ 有 ８ 条富含碱基 Ｇꎮ
２􀆰 ２　 卷叶凤尾藓遗传多样性分析

多样性指数通常用来表示种群内和种群间的遗

传变异程度[１０]ꎮ 卷叶凤尾藓 １４ 个种群的多态位点

百分率(ＰＰＢ)变化范围为 ２４􀆰２５％ ~ ７３􀆰７９％(表
３)ꎬ 其中 ＰＰＢ 最高的是浙江清凉峰自然保护区凉

源种群(ＬＹ)ꎬ 最低的是福建天宝岩保护区种群

(ＴＢＹ)ꎬ 仅为 ２４􀆰２５％ꎻ 各种群内平均多态位点百

分率为 ４６􀆰７９％ꎬ 而在物种水平上其种群总的多态

位点百分率为 ９５􀆰７５％ꎮ
Ｓｈａｎｎｏｎ􀆳ｓ 信 息 指 数 ( Ｉ) 的 变 化 范 围 为

０􀆰０４７５ ~ ０􀆰２０６１(表 ３)ꎬ 说明不同地理来源的卷

叶凤尾藓种群内的遗传多样性存在差异ꎮ 其中:
Ｓｈａｎｎｏｎ􀆳ｓ 信息指数最高的是浙江清凉峰的凉源种

群(ＬＹ)ꎬ 最低的是福建天宝岩保护区种群(ＴＢＹ)ꎻ
各个种群内平均 Ｓｈａｎｎｏｎ􀆳ｓ 信息指数为 ０􀆰１０３６ꎬ
而在物种水平上其种群总的多样性指数为 ０􀆰３７０１ꎮ

卷叶凤尾藓种群的 Ｎｅｉ􀆳ｓ 基因多样性(Ｈ) 为

０􀆰０３１５ ~ ０􀆰１３３５(表 ３)ꎬ 其中 Ｎｅｉ􀆳ｓ 基因多样性

最高的是浙江清凉峰的凉源种群(ＬＹ)ꎬ 最低的是

福建天宝岩保护区种群(ＴＢＹ)ꎻ 各个种群内平均

Ｎｅｉ􀆳ｓ 基因多样性为 ０􀆰０６８０ꎬ 而在物种水平上其种

群总的 Ｎｅｉ􀆳ｓ 基因多样性为 ０􀆰２３２７ꎮ
由表 ３ 可见ꎬ 卷叶凤尾藓 １４ 个种群的多态位

点百分率(ＰＰＢ)、 Ｓｈａｎｎｏｎ􀆳ｓ 信息指数( Ｉ)和 Ｎｅｉ􀆳ｓ
基因多样性(Ｈ)比较一致ꎬ 仅龙湾潭(ＬＷＴ)和大

神仙居(ＤＳＸＪ)种群的 Ｓｈａｎｎｏｎ􀆳ｓ 信息指数和 Ｎｅｉ􀆳ｓ
基因多样性高于广西花坪(ＧＸ)和四川龙池(ＬＣ)种
群ꎬ 而其多态位点百分率则相反ꎮ
２􀆰 ３　 种群的遗传分化分析

Ｎｅｉ􀆳ｓ 基因多样性指数为总的遗传变异中种群

间变异所占的比例ꎬ 是衡量种群遗传分化的最常用

指标[９]ꎮ 由 Ｓｈａｎｎｏｎ􀆳ｓ 信息指数对卷叶凤尾藓 １４
个种群估算的遗传分化分析中ꎬ 种群内遗传多样性

(Ｈｐｏｐ)为 ０􀆰１０３６ꎬ 种群总的遗传多样性(Ｈｓｐ)为
０􀆰３７０１ꎬ 其中 ７２􀆰０１％的遗传变异存在于种群间ꎬ
２７􀆰９９％的遗传变异存在于种群内ꎮ 由 Ｎｅｉ􀆳ｓ 基因

多样性对卷叶凤尾藓 １４ 个种群估算的遗传分化分

析中ꎬ 种群内基因多样性(Ｈｓ)为 ０􀆰０６８０ꎬ 种群总

的基因多样性 ( Ｈｔ) 为 ０􀆰２３２７ꎬ 遗传分化系数

(Ｇｓｔ)为 ０􀆰７０７８ꎬ 表明 ７０􀆰７８％的遗传变异存在于

种群间ꎬ ２９􀆰２２％的遗传变异存在于种群内ꎮ 由

Ｓｈａｎｎｏｎ􀆳ｓ 信息指数和 Ｎｅｉ􀆳ｓ 基因多样性估算的遗

传分化结果一致ꎬ 即卷叶凤尾藓的遗传变异主要存

在于 种 群 间ꎮ 同 时ꎬ 种 群 的 基 因 流 ( Ｎｍ ＝
０􀆰１８６４)较小ꎬ 说明种群间的基因流动水平低、 基

因交流较少ꎬ 种群之间的遗传隔离明显ꎬ 不同的种

群通过种群内遗传变异对不同环境产生适应ꎮ
２􀆰 ４　 种群间的遗传距离及聚类分析

由表 ４ 可见ꎬ 卷叶凤尾藓 １４ 个种群间的遗传

一致度在 ０􀆰６８４６ ~ ０􀆰９５２２ 之间变化ꎬ 平均值为

０􀆰８０５０ꎬ 小于中华蓑藓种群间的遗传一致度[９]ꎬ
说明卷叶凤尾藓 １４ 个种群间的遗传相似程度较

小ꎬ 种群间的遗传分化明显ꎮ 其中: 浙江大神仙居

(ＤＳＸＪ)和龙湾潭(ＬＷＴ)种群的遗传相似性最高ꎬ
为 ０􀆰９５２２ꎻ 其次是浙江乌岩岭(ＷＹＬ)和大神仙居

种群(ＤＳＸＪ)ꎬ 遗传相似系数为 ０􀆰９３６３ꎻ 四川龙池

种群(ＬＣ)和浙江金华北山种群(ＪＨＢＳ)的遗传相

似性较小ꎬ 为 ０􀆰６８４６ꎮ 卷叶凤尾藓 １４ 个种群间的

遗传距离在 ０􀆰０４９０ ~ ０􀆰３７８９ 之间变化ꎬ 平均值为

０􀆰２２０２ꎮ
利用 Ｐｏｐｇｅｎｅ １􀆰３２ 和 ＰＣＯＲＤ ４􀆰０ 软件根据

卷叶凤尾藓种群间的遗传距离构建的遗传关系聚类

树状图(图 ２)显示ꎬ 以遗传距离 ５０ 为分组阈值可
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图 １　 引物 ＵＢＣ８３５ 对卷叶凤尾藓部分样品的 ＩＳＳＲ￣ＰＣＲ扩增
Ｆｉｇ􀆰 １　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｏｆ Ｆｉｓｓｉｄｅｎｓ ｄｕｂｉｕｓ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｉｔｈ ＩＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒ ＵＢＣ８３５

表 ３　 基于 ＩＳＳＲ标记的卷叶凤尾藓遗传多样性
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｆｉｓｓｉｄｅｎｓ ｄｕｂｉｕｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＩＳＳＲ

种群编号
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
ｃｏｄｅｓ

样品数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｓａｍｐｌｅｓ

多态性位点数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｌｏｃｉ

多态位点百分率(％)
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｌｏｃｉ (ＰＰＢ)

Ｎｅｉ􀆳ｓ 基因多样性
Ｎｅｉ􀆳ｓ ｇｅｎｅ

ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ (Ｈ)

Ｓｈａｎｎｏｎ􀆳ｓ 信息指数
Ｓｈａｎｎｏｎ􀆳ｓ

ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ ( Ｉ)

１. 乌岩岭(ＷＹＬ) １４ ９５ ６４.１９ ０.０９５３ ０.１５０８
２. 大神仙居(ＤＳＸＪ) １１ ５４ ４４.６３ ０.０６１１ ０.０９６７
３. 龙湾潭(ＬＷＴ) １３ ５４ ４４.６３ ０.０６７６ ０.１０３９
４. 龙塘山(ＬＴＳ) ５ ５１ ４５.５４ ０.０７６１ ０.１１４５
５. 顺溪坞(ＳＸＷ) ５ ５３ ４６.９０ ０.０７７５ ０.１１５９
６. 凉源(ＬＹ) １１ １０７ ７３.７９ ０.１３３５ ０.２０６１
７. 清凉峰(ＱＬＦ) ５ ４８ ４８.００ ０.０７１９ ０.１０７１
８. 广西花坪(ＧＸＨＰ) ６ ５１ ５９.３０ ０.０６０７ ０.０９３７
９. 雁荡山(ＹＤＳ) ６ ５１ ４７.２２ ０.０７３５ ０.１１０６
１０. 天宝岩(ＴＢＹ) ５ ２４ ２４.２５ ０.０３１５ ０.０４７５
１１. 金华北山(ＪＨＢＳ) ５ ３０ ３２.２６ ０.０４５４ ０.０６５８
１２. 四川龙池(ＬＣ) ５ ４５ ４６.３９ ０.０５９０ ０.０８９９
１３. 武夷山(ＷＹＳ) ５ ３６ ３８.７１ ０.０４７２ ０.０７１７
１４. 白石砬子(ＢＳＬＺ) ５ ３５ ３９.３３ ０.０５１９ ０.０７６５
平均值 Ａｖｅｒａｇｅ － ５２.４３ ４６.７９ ０.０６８０ ０.１０３６

表 ４　 基于 ＩＳＳＲ标记的卷叶凤尾藓 １４ 个种群间的遗传相似系数和遗传距离
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｎｅｉ􀆳ｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ １４ Ｆｉｓｓｉｄｅｎｓ ｄｕｂｉｕｓ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

种群
Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ １. ＷＹＬ ２. ＤＳＸＪ ３. ＬＷＴ ４. ＬＴＳ ５. ＳＸＷ ６. ＬＹ ７. ＱＬＦ ８. ＧＸ ９. ＹＤＳ １０. ＴＢＹ １１. ＪＨＢＳ １２. ＷＹＳ １３. ＬＣ １４. ＢＳＬＺ

１. ＷＹＬ ∗∗∗∗ ０.９３６３ ０.９２２６ ０.８８０７ ０.８８１２ ０.８８６６ ０.８７１５ ０.８２３７ ０.８７２１ ０.８０１５ ０.８１１１ ０.７４０５ ０.８１０７ ０.７５３８
２. ＤＳＸＪ ０.０６５８ ∗∗∗∗ ０.９５２２ ０.８６２８ ０.８７４４ ０.８６１７ ０.８４１５ ０.７８４７ ０.８５５９ ０.８０１ ０.７９７９ ０.６９８６ ０.８１１４ ０.７３３６
３. ＬＷＴ ０.０８０６ ０.０４９ ∗∗∗∗ ０.８７５１ ０.８６８ ０.８５０６ ０.８３８ ０.７７０２ ０.８４４１ ０.７８６７ ０.７６４３ ０.６８７３ ０.７９３４ ０.７２５１
４. ＬＴＳ ０.１２７ ０.１４７６ ０.１３３４ ∗∗∗∗ ０.９２０６ ０.８８６４ ０.８６９９ ０.８０４３ ０.８６６ ０.８０１５ ０.７６７６ ０.７０７１ ０.８１９９ ０.７３２３
５. ＳＸＷ ０.１２６４ ０.１３４２ ０.１４１５ ０.０８２７ ∗∗∗∗ ０.９０９６ ０.８７２７ ０.８０３９ ０.８８０６ ０.８０２５ ０.７７６９ ０.７１１２ ０.８２４３ ０.７３３３
６. ＬＹ ０.１２０４ ０.１４８９ ０.１６１８ ０.１２０６ ０.０９４７ ∗∗∗∗ ０.９０３６ ０.８７１４ ０.８９７７ ０.８１２４ ０.８０８８ ０.７７８５ ０.８１３７ ０.７７１
７. ＱＬＦ ０.１３７６ ０.１７２６ ０.１７６８ ０.１３９３ ０.１３６１ ０.１０１３ ∗∗∗∗ ０.８２５６ ０.８８６４ ０.７９５ ０.７９１３ ０.７３３ ０.８１４１ ０.７３２９
８. ＧＸ ０.１９４ ０.２４２４ ０.２６１２ ０.２１７８ ０.２１８３ ０.１３７６ ０.１９１７ ∗∗∗∗ ０.８１２４ ０.７４５３ ０.７６０７ ０.８０７６ ０.７５７２ ０.７９３６
９. ＹＤＳ ０.１３６８ ０.１５５６ ０.１６９４ ０.１４３９ ０.１２７１ ０.１０７９ ０.１２０６ ０.２０７７ ∗∗∗∗ ０.８０２５ ０.７８４３ ０.７１５５ ０.８５４４ ０.７２８６
１０. ＴＢＹ ０.２２１３ ０.２２１９ ０.２３９９ ０.２２１３ ０.２２ ０.２０７８ ０.２２９４ ０.２９４ ０.２２０１ ∗∗∗∗ ０.７２４４ ０.７０７３ ０.８０４８ ０.７００８
１１. ＪＨＢＳ ０.２０９４ ０.２２５７ ０.２６８８ ０.２６４５ ０.２５２４ ０.２１２２ ０.２３４１ ０.２７３５ ０.２４３ ０.３２２４ ∗∗∗∗ ０.６８４６ ０.７５７４ ０.６８７６
１２. ＷＹＳ ０.３００４ ０.３５８６ ０.３７５ ０.３４６６ ０.３４０８ ０.２５０４ ０.３１０６ ０.２１３６ ０.３３４７ ０.３４６３ ０.３７８９ ∗∗∗∗ ０.７０４８ ０.７９５１
１３. ＬＣ ０.２０９８ ０.２０９ ０.２３１４ ０.１９８６ ０.１９３２ ０.２０６１ ０.２０５６ ０.２７８２ ０.１５７４ ０.２１７２ ０.２７７９ ０.３４９８ ∗∗∗∗ ０.７２５６
１４. ＢＳＬＺ ０.２８２６ ０.３０９８ ０.３２１４ ０.３１１５ ０.３１０２ ０.２６０１ ０.３１０７ ０.２３１２ ０.３１６７ ０.３５５５ ０.３７４５ ０.２２９３ ０.３２０８ ∗∗∗∗

　 　 注: 对角线右上方为遗传相似系数ꎬ 左下方为遗传距离ꎮ 居群编号同表 １.
Ｎｏｔｅ: Ｔｏｐ ｒｉｇｈｔ ｏｆ ｄｉａｇｏｎａｌ ｉｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓꎬ ａｎｄ ｌｏｗｅｒ ｌｅｆｔ ｉｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅｓ. Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｃｏｄｅｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ

ｔｈｏｓｅ ｉｎ Ｔａｂｌｅ １.
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Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｃｏｄｅｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｔｈｏｓｅ ｉｎ Ｔａｂｌｅ １.

图 ２　 卷叶凤尾藓 １４ 个种群的遗传距离聚类图
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ １４ Ｆｉｓｓｉｄｅｎｓ ｄｕｂｉｕｓ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅｓ

以将 １４ 个种群分为 ６ 组(Ｇ１ ~ Ｇ６)ꎮ 其中: Ｇ１
为来自于浙江省不同采集地点的 ８ 个种群(不包括

ＪＨＢＳ 种群)ꎻ Ｇ２ 由浙江金华北山种群(ＪＨＢＳ)组
成ꎻ Ｇ３ 包括福建武夷山 (ＷＹＳ) 和天宝岩种群

(ＴＢＹ)ꎻ Ｇ４、 Ｇ５、 Ｇ６ 分别由广西龙胜县花坪种

群(ＧＸ)、 四川龙池种群(ＬＣ)、 辽宁白石砬子保护

区种群(ＢＳＬＺ)组成ꎮ 聚类树状图不仅形象直观地

展示了不同种群间的遗传差异ꎬ 还显示出卷叶凤尾

藓种群间的遗传距离与地理距离间呈现出一定的相

关性ꎬ 即种群间地理距离越近其遗传距离越小ꎬ 地

理距离越远其遗传距离越大ꎮ
由于 ＩＳＳＲ 的数据为 ０ / １ 二元结构ꎬ 适合应用

Ｊａｃｃａｒｄ 系数比较两者之间的距离关系ꎬ 并用

Ｂｒａｙ￣ｃｕｒｔｉｓ 系数衡量对象间的关系[２３]ꎮ 为分析基

于 ＩＳＳＲ 数据的种群间遗传分化与地理来源间的相

关关系ꎬ 我们采用 Ｐｏｐｇｅｎ １􀆰３２ 软件计算出卷叶

凤尾藓 １４ 个种群间的遗传距离矩阵和地理距离矩

阵ꎬ 然后应用 Ｒ 语言程序计算两个距离矩阵之间

的相关性ꎮ 结果显示(图 ３)ꎬ 两者间的相关系数为

０􀆰７０３(Ｐ< ０􀆰０１)ꎬ 反映出种群间遗传分化与其地

理距离之间呈极显著正相关ꎮ

３　 讨论

苔藓植物的遗传结构主要与繁育方式有关ꎮ 郭

水良等[９]基于 ＲＡＰＤ 数据探讨了中华蓑藓 ４ 个种

群形态变异的遗传基础ꎬ 发现该种在物种水平上的

R = 0.703
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图 ３　 １４ 个种群的地理距离矩阵和遗传距离
相关性 Ｓｈｅｐａｒｄ图

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｓｈｅｐａｒｄ ｄｉａｇｒａｍ ｒｅｖｅａｌｉｎｇ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌ ｄｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｍａｔｒｉｘ ｏｆ

１４ Ｆｉｓｓｉｄｅｎｓ ｄｕｂｉｕｓ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

Ｓｈａｎｎｏｎ􀆳ｓ 信息指数为 ０􀆰５１２６ꎬ 种群的平均信息

指数为 ０􀆰４０５５ꎬ 总的 Ｎｅｉ􀆳ｓ 基因多样性指数为

０􀆰３３０７ꎬ 平均 Ｎｅｉ􀆳ｓ 基因多样性指数为 ０􀆰２７５５ꎻ 刘

丽等[８]也应用 ＲＡＰＤ 分子标记对鼠尾藓 ８ 个种群

的遗传多样性进行了评估ꎬ 发现该种 Ｓｈａｎｎｏｎ􀆳ｓ 信

息 指 数 为 ０􀆰４８７７ꎬ Ｎｅｉ􀆳ｓ 基 因 多 样 性 指 数 为

０􀆰３３２６ꎬ 种群内平均 Ｎｅｉ􀆳ｓ 基因多样性指数为

０􀆰２２２８ꎻ 汪琛颖和赵建成[３] 发现狭边大叶藓种群

的 Ｎｅｉ􀆳ｓ 基因多样性指数为 ０􀆰１５３０ꎬ Ｓｈａｎｎｏｎ􀆳ｓ 信

息指数为 ０􀆰２２２８ꎬ 遗传分化指数(Ｇｓｔ)为 ０􀆰２９９７ꎬ
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并认为该种的种群遗传距离和地理距离之间没有相

关性ꎻ 本研究中卷叶凤尾藓种群的 Ｓｈａｎｎｏｎ􀆳ｓ 信息

指数为 ０􀆰３７０１ꎬ 种群内平均 Ｓｈａｎｎｏｎ􀆳ｓ 信息指数

为 ０􀆰１０３６ꎬ Ｎｅｉ􀆳ｓ 基因多样性指数为 ０􀆰２９２２ꎬ 种群

内平均遗传多样性指数为 ０􀆰０６８０ꎮ 说明卷叶凤尾

藓的遗传多样性与鼠尾藓相近ꎬ 高于狭边大叶藓但

低于中华蓑藓ꎮ 卷叶凤尾藓种群间的变异程度远远

大于种群内ꎬ 因在野外很少发现卷叶凤尾藓孢子

体ꎬ 说明该种有性繁殖能力弱ꎬ 配子体主要通过营

养繁殖扩展种群ꎬ 这种繁殖方式使其种群内遗传多

样性较低ꎮ
郭水良等[９]、 汪琛颖和赵建成[３] 分别对中华

蓑藓和狭边大叶藓的遗传多样性进行研究ꎬ 认为种

群的遗传距离与地理距离之间无相关性ꎬ 这可能与

其取样过少、 种群的地理来源范围过窄有关ꎮ 刘丽

等[８]在分析鼠尾藓 ８ 个种群的遗传多样性时ꎬ 发

现不同种群间的遗传距离与其空间距离在一定范围

内存在相关性ꎮ 本文研究结果也表明ꎬ 卷叶凤尾藓

种群间的遗传分化与地理距离之间存在极显著的相

关性ꎮ
Ｗｒｉｇｈｔ[２０]认为ꎬ 种群间基因流 Ｎｍ > １ 时ꎬ 则

能发挥其均质化作用ꎻ Ｎｍ < １ 时ꎬ 则表明基因流

成为遗传分化的主要因素ꎮ 不同的基因型在不同的

微生境上的适合度不同ꎬ 导致具有相同基因型的个

体聚集在相似的微生境上ꎬ 从而产生种群间的遗传

分化ꎮ 本研究中卷叶凤尾藓种群的基因流为

０􀆰１８６４ꎬ 遗传分化系数(Ｇｓｔ)为 ０􀆰７０７８ꎬ 说明卷

叶凤尾藓种群间虽然有一定的基因流动ꎬ 但流动水

平较低且主要存在于生境相近的种群间ꎮ
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