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摘要

美丽桐属(暇办f功有两种，分布范围较小。我国仅一种，分布于云南中部及

南部，生长于海拔2500米以下的林中或田边。历史上，对美丽桐属的归科问题始

终没有定论，它与来江藤属(召阳Mb砌)、泡桐属(忍z以Dw玎神一起在广义玄参科

(scrophuI撕ace∞s．1．)和紫葳科(Bignoniace勰)之间移动，从形态学方面已无法确

定美丽桐属的归科问题。以往的分子系统学研究从未对美丽桐属进行取样，因而该

属在唇形目(APG lII)的分子系统树上的位置亦未能确定。为研究美丽桐属在唇形

目内的系统位置，本文从分子系统学角度出发，采用叶绿体基因组而cL、砌F、

卵16、f聊L．F序列和核基因组ITS序列共5个片段，运用最大似然法(maximum

likeIihood method，ML)对美丽桐属在唇形目内的系统位置进行研究。

在对美丽桐属与唇形目中近缘科的系统发育关系研究中，采用而cL和砌F两
个片段，对唇形目内18个科进行了系统发育分析(其中9属15片段为本研究完成)。

系统分析结果显示美丽桐属明显不属于木犀科(oleaceae)、香茜草科

(Carlemanniace∞)、密穗草科(stilbaceae)和狭义玄参科(Scrophulariace∞s．s．)，而

与广义列当科(orobanchaceae s．1．)、透骨草科(Ph叫maceae)和泡桐属亲缘关系较

近。形态上认为美丽桐属与紫葳科或玄参科接近，但是分子证据并不支持这种观点。

在确定美丽桐属系统地位的研究中，采用聊16、棚L．F和ITS三个片段，对

美丽桐属及其近缘科广义列当科，泡桐科(Paulowniace∞)，透骨草科等共48个属

进行了系统树的构建(其中11属26片段为本研究完成)。结果显示：(1)美丽桐属

处于广义列当科分支中(支持率93％)，并与黑草属佃材c而刀P阳)和独脚金属(&r函口)

以100％支持率聚成一支，认为美丽桐属极有可能属于广义列当科；来江藤属与美

丽桐属形态上的相似性并没有得到叶绿体基因的分子证据支持；方茎草属

㈣砌口6如s)、翅茎草属 妒纪叼曙招蚴、芯芭属 (o榭6甜砌)、鹿茸草属

ⅢD"Dc砌册l口)、阴行草属(．跏№矗曙神五个半寄生属与广义列当科其他属聚成
单系支，表明这五属属于广义列当科，其中方茎草属和翅茎草属为首次取样；自养

属钟萼草属∞f础柏e馏神依旧聚在广义列当科分支外围，表明寄生性为单系起

源；(2)美丽桐属与透骨草亚科(PhUmoide∞)关系相对较近而与泡桐科关系较远。

叶绿体片段单独和联合构建的系统树中，美丽桐属与透骨草亚科聚成一支，虽支持





率偏低，但仍表明两者关系相对较近；而泡桐属与美丽桐属在所有的系统树中均没

有聚成单系支，表明美丽桐属与泡桐属(科)关系相对较远，两者可能有不同的祖

先；(3)唇形目内各科关系需要进一步分析。在以往的研究中，处于唇形目分支基

部的类群有相对较为明晰的系统进化关系，但是对于核心科的进化关系一直没有足

够的证据支持。本文在探究美丽桐属的系统地位时也出现系统树分辨率较差和不同

基因树结果矛盾的问题，或需要新的基因或分析方法来确定各科系统进化关系。

关键词：美丽桐属；唇形目；核基因；叶绿体基因；系统发育
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Abs仃act

There are t、Ⅳo species in矽P功fi口and one of which in China．The djstribution of this

genus is concentrated in a small range．In China it only distributes in the central—south of

Yunnan Province and is found in forests of VaIIeys or in flelds at eleVation of 2500m

beIow．HistoricaHy，seVe豫l gene鸭including职砂f砌，户口“肠w刀砌锄d 8阳谢fs砌，haVe

been taxonolnically p1．0blematic， and haVe been臼ansfe盯ed repeatedly between

Bignolliace∞鲫d scrophulariace∞．ne lack of molecular Study of睨咖f砌blurred its

position in L鲫niales(APG llI)，粕d couldn’t clari黟the family which it belongs t0．

Mainly f吣m the View of molecukr systematics，this paper cho∞d，6cL，刀砌F，，p，1 6，

扫研L-F genes of chloropl硒t genome锄d ITS sequences of nuclear genome，adopted

ma)【imum likelihood method， 锄d designed t0 resolVe the systematic prQblems of

Wighnn．

F0r tIle咖dy of the phylogeny of嘲f砌related famiIies，而d，锄d行砌F were

selected锄d l 8 families in L锄iales were perf．0册ed，ofwhich，1 5 sequences of 9 genera

were obtained in this Study．The results show that≯酸咖f肠obViously did not belong to

oleace∞、Carlem觚niace∞、stilbace∞or Scrophulariace北s．s．．1t probably has close

rclati011ships with Omb锄chace∞s．1．，PaulowniaCe跹踟d Ph叫mace神，柚d located 0n

t’le more eVolutional position in Lamiales．Mo巾hologically嘲f砌may be cIose t0

scrophul撕ace∞0r BignoniaCe∞，but this haS not been supponed by molecular粕alyes．

For the咖dy of the phylogenetic position of≯瞻知fi口，，Z坫16，f聊L-F and ITS were

selected褫d phylogenetic锄alysis 0n 48 genera of豫办f缸allied families such筋

0rob踟chace∞s．1．，Paul0、vniace毵锄d Ph拶mace嬲were perf0舯ed(including 26

∞quences of 11 genefa obtained in this咖dy)．The results show that：(1)形泓面is
likely t0 beIong to Orob锄cIIace∞s．I．．阿．，l_g衄妇fonncd a monophyletic clade with all the

l(no、vn genera of Orob卸chace∞s．1．(b00tst嘲，=93％)，鳓d conSlituted a smaIler clade

with B”刀砌一P，口柚d跏而弦(bolots仃ap=1 00％)．The genus跏瑚b砌，mo巾hologica¨y
Ve巧 cloSeIy related to∥动砌， h勰nm be髑 鲫pporled by molecular anaIyses．

Phyloge眦tic仃ees alS0 s’lowed that∞mipar勰itic ge脯豫三E∥D砌讹禺尸fP砂∥P耽，

劬6c矿砌，^幻，加c忍傩坍口锄d&圳溉《e∥口beIonged t0(hDbanchace勰s．1．．Herebly，t}心

m





first two ge∞豫 we佗fir或sampIed in L舯iales researclles． N0npa随sitic genuS

上f，娩刀6P—多砌sli¨f．0嗍ed the firSt b嘲油of oI∞眦hace解s．1．，which indica瞳ed that

p甜勰itism shared a single 0rig酗．(2)嘞砌has relatiVe砂closc rekItionship with

Ph叫moide勰(Ph眄mace∞)but f-arther with，'口“如w刀肠(Paulowniace∞)．The resuIts 0f

chloroplaS；t genes showcd tha；t助窜妇f切硒rnled a clade with Ph叫moide粒but boots仃ap

w邪low．Genus尸．磁勋w刀砌nevcr formed a cIaIde with≯y塘厅f砌．This result indicates tha；l

尸口“如w刀砌(f组ulowni∞e∞)was distinct行om the genus翮咖胁to some deg陀es，they

might have d调c；erent扑ceS乏orS．(3)TIhere had been li砌e progreSS a．bout relationShips

锄ong cofe families of L锄iaIes；nearly a¨of the phylogenetic trees l∽ked enough

b00tstrap support．The similar problem als0 exists in this Smdy．1t means that we might

need more genes鲫d methods for underst锄ding the relationships踟ong co陀families in

1．amiales．

Keywords：翮劝f胁；LamiaIes；Nuclear ge眦；ChloroplaSt gene；Phylogeny
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卑东坪范土学硕士论文 刖昌

刖吾

美丽桐属(恸勋Wall．)由Wa}liSh在1831年建立，为了纪念英国植物学家
Roben Wight而命名。该属共有形态特征十分相似的两种：形置矽c加心砌口(D．D0n)

Meflr．和形6D聊PP煅括Hook．f．，分布范围为中国西南部、印度、缅甸、尼泊尔。我

国仅有美丽桐形册c汹汹砌口1种，产于云南省中南部。

历史上对美丽桐属植物的研究大都集中在形态学和孢粉学上。对美丽桐属形态

上最详细的描述是v锄Sleenis(1949)对美丽桐属植物标本及采集地进行的研究，他

总结前人对美丽桐属的研究认为该属植物有2种及1亚种：形胖c伽汹fm口(D．Don)

Me仃．， 矽6D，．珊P凇括Hook．f．及形6D聊PP船括Hook．￡subsp．D肋切2斑一(K00rd．)

steen．。

从形态上看，美丽桐属由于种子无胚乳和叶腋有腺穴而归入紫葳科，但是如果

忽略这些和紫葳科相近的特征，美丽桐属应属于玄参科。对于美丽桐属的近缘属，

Benth踟(1876)认为美丽桐属与来江藤属、泡桐属有较近的亲缘关系。

孢粉学研究上，韦仲新(1989)的研究表明，美丽桐属和来江藤属、毛地黄属、

泡桐属、玄参属的花粉无论从形状、大小等级和萌发沟数目上都与传统的玄参科一

致。

数量分类研究上，梁作楠(1995)对泡桐属和美丽桐属等相关属的形态特征进

行的数量关系研究表明美丽桐属与来江藤属植物聚在一起属于玄参科。

近年来随着分子系统学的发展，植物学家也开始借助于分子手段来解决形态上

难以确定的分类问题。1998年APG系统的建立，整个被子植物基于分子资料建立

起来的系统相比传统分类系统有了很大的变化。广义玄参科(形态分类)被拆分，

许多类群归在不同的科内(dePamphilis，1995；deP踟philis Pf耐．，1997；Nickrent Pf以，

l 998；Wo恼&deP姗philis，1 998；Y0ung&dcPamphilis，2000，2005；0lmstead甜口7．，

2001；WoIfe Pf以，2005；Be彻etI&Mathews，2006；Park Pf口f．，2008；Albanch Pf以，

2009；xia鲥以，2009)。原本认为与玄参科有密切关联的美丽桐属的地位变得更加不

清楚，与传统分类上认为的近缘属(来江藤属和泡桐属)的关系也变得不确定。至

今美丽桐属的地位仍然悬而未决，而与其相关的分子研究均未涉及该属。

在此背景下，对美丽桐属及其它相关科(属)进行全面的分子系统学研究，探

讨美丽桐属的系统位置，了解其近缘类群，对于完善整个唇形目的构建及加深对相
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关属的亲缘关系的了解有重要的意义。

为此，本研究设计采用叶绿体编码基因而乩和力砌F、叶绿体非编码基因f埘L-F

基因间区和，芦16内含子、核基因组核糖体内转录基因间区ITS共5个片段分别及

合并对美丽桐属在唇形目内的系统位置及其与近缘科属的系统发育关系进行研究。

2
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第一章文献综述

1．1唇形目分子系统学研究进展

1．1．1唇形目简介(APGIⅡ)

1 998年12月，由Bremer等29位植物学家组成的被子植物系统发育小组(APG)提

出“一个被子植物目的分类系统”，从l 998年开始，根据近年来研究者所作的工作几

经修改，到2009年已有两次修改。与传统的被子植物分类系统不同点在于，APG系统

是基于分子资料建立起来的新分类系统。该系统在目以上没有采取传统的分类方式，

例如门和纲，而是采用“分支”。对于分类不明确的属或科可以独立成一分支。与传

统分类的“目”不同，APG系统认为“目”是单系类群。划分“目”的界限首先是考

虑单系原贝lJ，其次还要依据其他方面的证据(例如解剖、生化及发育性状等)。该系统

最初建立时有462个科和40个假定的单系的“目”，还有些非正式的单系族。2003年

将其修订为45个目和457个科(APGlI，2003)。2009年进一步修订为个59个目和413个

科(APGIlI，2009)，并在此基础上又发表了两篇关联文章，其中一篇文章中作者接受

Lewis和McCoun在2004年的观点，将有胚植物作为Equisitopsida纲，被子植物作为

Magnoliidae亚纲，被子植物亚纲下分成16个超目(suporder)、59个目(Chase&Reveal，

2009)。该系统到目前为止大的框架已基本形成，仍缺一些详细的工作来细化这个分

类系统。

传统的分类系统中(Cronquist system)唇形目的范围仅局限于唇形(L锄iaceae)

紫草科(BoraginaCe∞)、马鞭草科(Verben∞eae)及Lennoace∞4科，而基于分子系

统学研究的APG系统中，唇形目的范围要比传统的分类系统更为广泛，包括爵床科

(Ac彻thace∞)、紫蒇科(Bignoniaceae)、苦苣苔科(Gesneriaceae)、唇形科(L枷iacea．

e)、狸藻科(LentibuIariace∞)、木犀科(oleace∞)、列当科(orobanchace∞)、胡麻

科(Pedaliace∞)、泡桐科(Paulowniace∞)、透骨草科俨h拶mace∞)、车前科(Pl粕tag．

inace∞)、玄参科(Scrophul撕ace∽)、母草科(Lindemiace∞)、nom锄derSi∞e雒等23

个类群(APG lIl，2009)。唇形目所包含类群扩大范围的同时，许多相关科特别是玄

参科的范围也有大幅度的调整。

1．1．2广义玄参科拆分及相关科的重组

在CronquiS；l被子植物分类系统中，玄参科约含200属，3000多种，全球广布。

3
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该科特征通常为草本，具花冠，常为二唇形，子房2室、胚珠多数，但是玄参科中

也存在与其他科共有的特征，例如泡桐属为木本、毛蕊花属具5枚花冠裂片且近辐

射对称。相对于玄参科，其他科则均能找到各自独特的特征，例如紫葳科属内全为

无胚乳具翅种子、列当科为失去光合作用的全寄生植物、唇形科和马鞭草科的胚珠

明显减少、车前科植物为风媒植物(olmStead Pf谢．，1995；T锄k Pf耐．，2006)。Ju绷等

(2000)利用果实和种子的性状对产于西班牙的广义玄参科l 9属(分属8个族)进行

了研究，结果表明scrophulariace∞s．1．在亚科及族水平上存在明显分化，为多系起

源类群。olmstead和Reeves(1 995)利用叶绿体基因，．6乩和刀砌F对广义玄参科进

行研究表明该科并非单系起源，与此同时deP啪philis等(1997)利用叶绿体基因

伊s2研究半寄生和全寄生植物的系统发育关系发现，原本属于玄参科的具半寄生特

性的属与狭义列当科(Orob卸chace∞s．S．)聚在一起。这两个独立的研究打破了传

统玄参科的界限，从分子角度阐明了玄参科是多系起源的可能性(1．ank甜讲．，

20061。

Olmstead和Reeves(1995)利用叶绿体基因而cL和”砌F对广义唇形目

(L锄iales s．1．)中包括外类群在内的32个种进行研究发现，广义玄参科

(Scrophul耐aceae s．1．)被分为两大支，一支为’Scmph I’，包括殆柏∞c“m、＆括砌、

&缸gD、&心叻“切．口、占甜谢姊口和M∞出朋砌。第二支包括么刀ff砌f”孔聊、D彬f耐括、

跆朋fc口、Veronicace∞、Callitrichace雒和Hippuridaceae。随后对第二支所包含的类

群进行更大范围的取样，运用核基因ITS、叶绿体基因f聊L．F，邵16、所口fK．拥K

内含子研究，结果发现DigitaIeae代表类群和PIant；ago聚在一起，并与Antin．hine∞、

G豫tiole神、 Cheloneae、 Angelonie∞、 AngeIonieae 四个族及Globul撕ace∞、

Callitrichaceae和Hippuridace∞三个小科聚在一起，组成新的Veronicace∞(Albach甜

以，2005)。&触，l妒胁和P口甜如w以胁则没有足够的证据属于哪个科(OlmStead&

l沁eves，1995)，后续的研究表明这两个属不属于紫葳科(Spangler&OlmStead，1999)

而是各自成为独立的科(Beardsley&Olmstead，2002；Olmstead甜口7．，2009；

Sch冱f．erhoff纠甜．，2010)。

DePamphilis等(1997)利用叶绿体编码基因，芦2，Wolfe和dePamphilis(1998)

利用叶绿体基因而cL，Y0ung等(1999)应用叶绿体基因聊口fK和啦s2，Bennett

和MathewS(2006)应用核基因phyA对寄生和半寄生植物研究表明：狭义列当科

4
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(oI．ob鲫ch∞e毵．s．s．)与广义玄参科(scrophuI篇iace∞s．1．)中半寄生植物构成一个

单系类群，形成了除olmStead和Reeves(1995)的两大分支以外的第三分支，建

议第三分支称为广义列当科(ol—妇nchace∞s．1．)(Y0ung P，以，1999)。列当科的范

围也从仅包括全寄生植物扩大到包括广义玄参科中半寄生类群、列当科

(∞Db锄ch∞e∞s．s．)和自养属钟萼草属 ∞f砒，，6P厂g话)(deP锄philiS，l 995；

dePamphilis ef以，l 997； Nickrcnt ef口Z．，1 998；Wolfe＆dePamphilis，l 998；Y0ung＆

deP锄pllilis，2000，2005；olmstead刃以，2001；Wolfe鲥以，2005；Bennett&

Mathews，2006；Park“以，2008；Alb锄ch刀口，．，2009；Xia P，以，2009)。而最近关于地

黄属和崖白菜属的系统学研究认为，地黄属和崖白菜属构成独立的一支，与广义

列当科构成姊妹群关系，并认为地黄属和崖白菜属可归于列当科或者独立成科

(AIbanch Pf以，2009；Xia町以，2009)。从种子形态方面来看，列当科与地黄属和崖

白菜属都有蜂窝状种皮()(ia鲥口f．，2009)，也进一步印证了它们之间的亲缘关系。

oImstead等(2001)应用叶绿体基因而cL、刀砌F和ms2三个基因对广义玄参

科中24个族和唇形目其他15个科进行系统关系研究。相比起olmStead和Reeves

(1995)，这次的取样范围更广，将广义玄参科划分为至少五个单系群，Olmstead等

(2001)认为的Scrophul盯iace神s．s．和Veroniace勰分支与olmStead和Reeves(1 995)

中的两个分支对应。Globulariace∞中的selagine∞和Myoporace勰属于

scrophulari∞e∞s．s．分支，Globulariace∞其余类群包括在Veronicaceae里。第三分

支为广义的列当科，包括全寄生和半寄生植物以及一个自养属钟萼草属。第四分支

为Calceolariace∞，olmstead等(2001)认为砌’，Pzf口撇和c口肠PD切函是不同于玄参

科的一支谱系，应从玄参科中分离出来，提升为CalceoIariace∞，并提议将尸D加成群胁

作为Calceolariace勰的一个属，但是随后的研究(AndersS0n，2006)证明尸ID，D彩盯砌

是嵌套在C讲cPD妇硒中的。oxelm锄等(2005)将s：tiIb∞e∞各属纳入研究，支持

砌刀Pr砌和stiIb∞e弛s．s组成新的乳i敞岵e∞，将其扩展为11个属。而施聊“j姗却

与唇形科、泡桐属和列当科聚在一起，不属于上述任何分支。

Beardsley和OImsteahd(2002)运用叶绿体基因f聊L．F和核基因ITS、ETS将

Mimule麓和跟其有密切关系的科进行研究，结果表明澳大利亚属G}Ds如，f枷船和

脚，I西材所与尸励朋口聚在一起，称为透骨草亚科；朋如搬和上履加e口两个属聚成一支
成为通泉草亚科。这两个亚科一起作为透骨草科，但聚在一起的支持率并不高，
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Jjl衙m甜，础在内的透骨草科作为第六支。Alb醐ch等(2009)和Xia等(2009)分别独

立对亚洲属地黄属和崖白菜属及相关属的系统关系研究，其中也涉及到通泉革属

(^舰)和肉果草属∞册卯力，认为这两个属不应该包括在透骨草科内，而应该与
透骨草亚科并列，并有作者建议将其提升到科的等级。这种处理是否合理还需要更

详细的取样研究才能够确定。而对于透骨草科整个科内属的划分和它与唇形目各科

的关系依旧不清晰，需要更多的证据支持(Schaferho行鲥讲．，2010)。

Beardsley和Olmstead(2002)研究中表明Lindemieae不属于新的Veronicauce∞

(olmstead&Reevs，l 995)，应该从Gratiole∞移出。Rahm肌zadeh等(2005)扩大

取样范围将属于广义玄参科的Lindemie∞族的类群提升为科等级，为母草科

(Lindemiace∞)，成第七分支(R丑hm龇髓deh P，口f．，2005；Sch冱ferhoffPf以，2010)。在

Rahm锄zadeh Pf以(2005)的研究中认为GratioIe∞是与Veronicaceae不同的分支，

将其提升为科的等级为Gratiolaceae，而在Olmstead等(2001)的研究中是将

Gratiole∞归到Veronicaceae里。随后更详尽的研究(Albach甜口，．，2005；Oxelman甜

以，2005；Schaf．erhoffPf以，201 0)仍支持Gratiole∞归到Veronicace∞里。

至此，玄参科类群的重新定位基本完成，除部分类群仍在玄参科内，其余类群

则被分散在车前科、列当科里：而有些属则独立成科，例如泡桐科，母草科，蒲包

花科等。

1．1．3唇形目其他科的变动

Wortley等(2007)研究砌Dm口础坶蛔的标本并比较DNA序列发现该属与

Schlegeliace∞成姊妹群，形成明显不属于爵床科的分支。他认为传统上将该属分到

爵床科并不恰当，应作为Tllom鲫dersiace∞从爵床科中分离出来，但仍处于唇形目。

Albach(2001)利用18S rDNA，，6cL，砌F和口矽B基因研究菊分支(Asterids)
内各科关系，结果显示I类真菊分支包括L锄iales，Boraginace∞，Sol卸ales，和

Gentj和a|es。第一次提出紫草科与唇形目为姊妹群，但支持率不高，因此原本在传

统分类系统(Cronquist分类系统)中属于唇形目的紫草科暂时没有证据能否归入唇

形目，但作为唇形目的姊妹群归在入Limiids里(Albach，2001；APG III，2009)。

1．1．4唇形目系统发育研究常用分子标记

从以上的研究我们可以看出，对唇形目及目内各科的研究集中在利用叶绿体基

因而cL，刀砌F，啊s2，，黟16，砷m，f聊K，册口fK，fr儿-F和核基因phyA，ITS，

6



牟东坪范大学硕士论文 第一章文献综述

ETS，1 8S rDNA进行单个或合并基因数据集进行系统发育研究。

目前对于植物系统发育关系研究，应用基因片段主要集中在叶绿体基因、核基

因，线粒体基因由于其进化比较缓慢，应用较少。植物叶绿体基因主要由单拷贝序

列构成，为单亲遗传(一般为母系遗传)，与核基因组相比，该基因组没有基因重组

问题(Gamer Pf口，．，1998)、不易受网状进化的影响、构建分子系统树相对容易，且

叶绿体DNA容易提取、扩增引物通用等优点，使其在系统发育研究中得到广泛应

用。

叶绿体基因含系统发育价值的很多，，6cL基因是常用解决科级及远缘属系统关

系的叶绿体基因，其中最重要的文章是基于1993年ChaSe利用而cL基因序列对整

个种子植物进行的系统发育重建，它是种子植物系统发育研究的一个里程碑(Cha辩

甜脚．，1993；汪小全和洪德元，1997)。而乩还广泛应用于许多分类群的系统发育研究

中，从科内(eg：Xi舳g P，讲．，1993；Olstead&R-eeveS，1995；Fay&Chase，1996；

Morton Pf口，．，1 997；Richardson甜耐．，2000；schwa亿bach&RicklefS，2000)到显花植

物主要谱系间(oImstead P，口f．，1992)及整个蕨类(Hasebe甜以，1995)都有涉及。

除了而乩基因外，更多的叶绿体基因(如臃口fK，砌F)等被运用于不同的科、
目甚至整个被子植物的系统发育研究中。M，K基因进化速率大约是，6cL的2．3倍，

砌F基因核苷酸替换速率约而比的2倍，在某些类群里可以更好地解决系统发育

关系(石开明等，2002；田欣和李德铢，2002)。Kim和Jansen(1995)研究菊科内，砌F

基因的进化且利用砌F基因构建菊科的主要分支，研究表明在菊科内比起，6cL．
砌F更有利于解决菊科的系统关系。在唇形目的研究中也较常用到砌F基因，

olmstead和Reeves(1995)利用叶绿体基因砌L和蒯卯对广义玄参科进行研究解

决了玄参科多系起源的问题。

叶绿体中非编码区基因由于不受进化压力的影响，进化速率较快，可以解决科

内属间的亲缘关系。较常运用的是棚L．F、掣16内含子。Richardon等(2000)对

Rhamn∞e∞内族的分类研究中，选取科内及近缘科代表属进行系统发育研究发现：

相比加L基因，卿，L．F非编码区能更好地解决问题。Downie等(199研运用掣16

内含子对南美A咖ide勰中13个内类群及两个外类群进行系统发育研究，较好地解

决了各亚族范围界定和相互问系统关系。walI硼der和Albert(2000)利用f聊L．F和

硼16内含子将木犀科25个属76个种进行研究，很好地解决了木犀科属间关系。

7
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oxelm卸等(2005)利用砌F、加儿．F和哪16大范围取样更好地证实了玄参科的
多系起源问题。

核基因ITS用来检测属内和关系较近的属间关系十分有价值。在众多的分子片

段中lTS也是常用的分子标记之一(Baldwin，1995；AIvarez&Wendl，2003)。由于关

系密切的物种间ITS长度接近，而序列有一定程度的变异，因此，该片段特别适合

于属、组级的系统发育和分类研究。Samuel等(1 998)和Manos(1 999)分别对栎属

用核糖体rDNA的ITS序列为标记，进行系统进化关系研究，发现利用各自获得的

ITS基因构建的系统树结果并不相同，Mayol和Rossello(2001)对两个研究所获得

的ITS基因长度、GC含量、应用MFoLD软件构建的l州A的二级结构的热动力学

稳定性进行分析，发现ITS存在假基因，如果得到的基因是含假基因的序列即没有

功能的平行进化的同源基因片段，那么得出的系统关系有时候并不准确(马长乐和

周浙昆2006)。假基因的存在使得相应的系统进化分析就会因同一物种中多样化的

序列类型而无法构建出可靠的进化树∞口坳甜以，2003)。随着分子系统学研究的

发展，研究者将自己研究所获得的分子片段提交到genbanl(中可以供其他研究者参

考，从而有效的避免这种情况的发生。

最初对于唇形目的研究选取的片段主要集中在较为保守的序列(eg：olmstead

Pf口7．，1995；olmStead，2000；Olmstead Pf口，．，2001)，随着研究的深入发现利用进化速

率较快的叶绿体内含子有更好的效果。对于内含子的研究证实，内含子除了解决较

低分类阶元对于解决远缘科间关系也表现出很有价值的系统发育信息(eg：Borsch，

2003；Worbe略Pf口f．，2003；Muller ef甜．，2006)。oxelman等(2005)利用而cL、砌F

和唧1 6研究广义玄参科系统发育关系，比olmStead和Reeves(1 995)利用而也和

刀砌F有更好的分辨率。闫坤(2008)利用柏cL、M肺和邵16单独和联合基因片段

研究地黄属和崖白菜属的系统关系发现联合进化速率较快的基因内含子(删16)

能更好地解决两属与相关属乃至相关科的系统发育关系。最近Sch蓉f．erho行等(20lO)

利用叶绿体内含子加um口fK，f朋L．F和秽16对唇形目各科进行系统发育研究，不

仅第一次解决了唇形科和马鞭草科之间的系统关系，而且较好地解决了唇形目内各

科系统关系。他认为之前的研究利用叶绿体基因，．6cL和砌F基因解决科内或者唇

形目内各科的关系的分辨率不高，比起进化比较保守的叶绿体基因，叶绿体中进化

速率较快的内含子基因能更好得解决唇形目系统发育关系，尽管支持率偏低，但是

8
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也为解决唇形目关系的研究提供了更有利的基因片段和手段。

1．2美丽桐属研究综述

1．2．1美丽桐属简介

美丽桐属(暇办f砌WaII．)由wallish建立于1830年，是为了纪念东印度植物

图谱作者Roben wight(1796—1872)来命名的(Maheshwari，1961)。该属植物可长成

乔木，或为半附生的假藤本，或为寄生的灌木，小枝有髓。叶对生，革质，全缘，

多少有星毛，有时下面脉腋中有杯状腺体。花集合为侧生的聚伞圆锥花序或总状花

序，每一小聚伞花序有花3．9朵；花萼钟形，质厚，不规则3-4裂或几近截头；花

冠具向前弯曲的花冠管，花冠呈二唇形，上唇直立，2裂，下唇3裂，伸展；雄蕊

二强，着生于近花冠管基部，有毛，上部伸出花冠之外，花药基着，矩圆状戟形，

基部2裂，药室并行，顶端多少汇合；无退化雄蕊；花柱伸长，项端内曲，柱头不

明显，子房2室，各具多数胚珠，具盾形的胎座。蒴果卵圆形至披针形，2裂，裂

瓣边缘强裂内卷，自生有胎座的中轴脱离；种子多数，条形，外种皮薄而透明，膨

大为环绕无缺的狭翅(钟补求，1979>，种子无胚乳(v柏Steenis，1949)。

该属植物分布范围为我国西南部、印度、缅甸、尼泊尔。可作庭园观赏树及行

道树(钟补求，1979)。

我国仅分布一种，为美丽桐(形焉卵c面s船砌口(D．Don)Merr．)，别名崖梧桐、

石牡丹，分布于云南中部及南部，生长于海拔2500米以下的林中或田边(尹文清和

陶定德，19嗍。本属植物可作观赏花木，根可作药用，味微辛，治跌打骨折、风湿

关节炎、胃痛、月经不调、体虚(中华本草编委会，1999)。

1．2．2美丽桐属研究历史

1．2．2．1美丽桐属内种类

美丽桐属植物由于叶形、被毛情况、花萼花冠比例变化较大，甚至同一标本也

不尽相同，因此对于属内有几种，历史上对其的研究也是存有争议(v锄Slcenis，

1949)。DolI(1825)将美丽桐作为GmP，扫搬戈矽c勋s船f刀l口D．Don发表，WatIich于1821

年在尼泊尔采集到美丽桐属标本，并于1830年将其命名为嘞勋鲥触口wall．
(wallich，1830)。 随后还陆续出现了多个名称，如形幻，．聊阴s括(H00ker，1883)、

彤硼泐砌砘’，fⅨo鲫de嗡1912)、形q∥砌西，形胁P，(C潲，1913)和形P口垂砸c口

9
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(Me币ll，1938)等。v锄steenis(1949)利用美丽桐属标本和实地考察，对其花、果

实、叶片形态及被毛情况、植株生态型、地理分布五个方面进行详细研究后，将前

人对美丽桐属植物6个名称进行合并和剔除，认为美丽桐属有仅2个种，分别为

形印ecI∞协f聊a(D．Don)Mellr．， 形6D，．舶P珊括Hook．f．和1个亚种形6D聊PP脚括

H00k．f．subsp．D肋肠础，．f(Koord．)steen．；其它名称GmP，打破置矽c矗嬲泌i聊口、形

gig佣ten、w．印linii、W．tncei及w．elliplicn均为美丽搦W．speciosissimQ钓异笔。

中国植物志亦认为该属仅2个种(钟补求，1 979)。

1．2．2．2美丽桐属生态型

据中国植物志记载，美丽桐属生态型有乔木，灌木，附生藤本，表明美丽桐属

植物能适应不同的生活环境。v锄Steenis(1949)对美丽桐属植物标本采集地的研究

发现，美丽桐属的生态型似乎随着环境的变化有所不同：在阴暗的森林里是附生植

物，到贫瘠的环境中变成陆生灌木，中间过渡类型为半附生植物，半附生的美丽桐

属植物长出粗的类似于茎的根，像假藤本；在阳光充足、潮湿且空旷的地方可以长

成高大的乔木。

在热带雨林中，美丽桐属植物一旦有机会也会成为先锋植物，如自然的或人为

因素使植被遭到破坏。在贫瘠的环境美丽桐属会提前开花、产生大量发芽力强的种

子，以抵御不良环境。这些情况表明，美丽桐属植物在其它热带雨林植物面前并无

优势，但是它却可以抗衡不良的环境(v锄Steenis，1949)。

在研究美丽桐属生活型的同时，植物学家在美丽桐标本上发现有蚂蚁存在。起

初认为是属于“与蚁共生”，但是随后发现蚂蚁穴的位置不固定，且会破坏美丽桐

的新芽，这与共生的特点不相符。这个现象表明并非与蚁共生，蚂蚁存在可能只是

受美丽桐叶片腺体的吸引所致(v锄Steenis，1949)。

1．2．2．3美丽桐属归科问题

美丽桐属植物最早的标本采集于l 802．1 819年间，存于HorSfleId标本馆“锄

ste阴is，1949)。该属由Wallich建立于l 830年并被置于紫葳科Bignoniaceae，但是

他认为美丽桐属除部分特征与紫蒇科相似外，其他特征均与紫葳科明显不同。

日enth啪和H00ker(1880)将其放进玄参科金鱼草族Chelone龃里，后来许多植物学

家也认同这种处理。1920年Penne¨认为应该将泡桐属上升为泡桐族，包括泡桐属

和美丽桐属，将其放在金鱼草亚科里，这种处理方式得到v卸Steenis，Gle弱∞，

lO
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WiIlis，Hu的认可，但是也受到C锄pben，“和L枞他nce的反对(MahsIlw计i，1961)。

HaHier认为美丽桐属与泡桐属为关系比较密切的属，应该同属于相同的科，这样的

话那么对于种予是否有胚乳就不是一个关键的特征；但是如果将两者均放入紫葳科

的话，由于泡桐属和美丽桐属的蒴果开裂方式不同，美丽桐属被划到Bignonie∞而

泡桐属放进Tecome跹，这两个属就会属于不同的族。近年来许多分子研究也证实

泡桐属不属于紫葳科(Sp鲫gkcr&olmstead，1999；olmStead，2009)。许多人认为依

据经典植物分类原则(1Benth锄&H00ker的植物属志，Engler&P啪tl的Die

natu订ichen pfl柚zen钿nilien)应该将美丽桐属移入玄参科(H00ker，1883，1884；

Gamble，l 896；P随in，1 906；B瑁ndis，1 907；Craib，1 91 3；Ridley，1923；Cowqn&Cow锄，

1929；MerfiH，1934，1938；Kan；ilal，1939；B0r，1953；Willis，1955)，但是由于美丽桐属

的乔木或假藤本习性、叶表面存在蜜腺、种子有翅和无胚乳等特征又适于划入紫葳

科。但是无论美丽桐属归入玄参科还是紫葳科，美丽桐属都处于孤立的地位，因此

目前从形态上去定义美丽桐属植物的归科问题仍是悬而不决的。 j

国内的研究者对美丽桐属的归科问题也有不同的观点：在中国植物志中，美丽

桐属是放在玄参科内，而在云南植物志中则放在紫葳科中。云南植物志最主要的观

点是认为美丽桐属叶背近脉腋处密生腺穴，习性为乔木，蒴果室间开裂，与胎座轴

分离，种子周围具翅，应将其移入紫葳科中。

由于不同植物分类学家对于不同科的同一性状重视程度不同，对分科的标准也 ·

是五花八门，加上美丽桐属存在许多祖征，使得美丽桐属连同泡桐属、来江藤属一

直属于有问题的属，在玄参科和紫蒇科之间移动。

1．2．3美丽桐属和假定近缘属的分类关系和存在问题

从形态分类和地理分布区域来看，美丽桐属由于其大型叶、乔木及分布区域特

点与泡桐属关系非常密切(v朋Steenis’1949)，而其半附生的特性又与来江藤属等玄

参科中的半寄生植物联系起来。

韦仲新(1989)年对美丽桐属及相关花粉形态研究表明美丽桐属和来江藤属、

毛地黄属、泡桐属、玄参属的花粉无论从形状、大小等级和萌发沟数目上都支持它

们归入传统的玄参科。梁作楠(1995)年对泡桐属和美丽桐属等相关属的29个形态

特征进行数量关系研究表明美丽桐属与来江藤属植物聚在一起属于玄参科。随着广

义玄参科的拆分，毛地黄属已归为车前科(饼mstead Pf口Z．，1995；olln啦ad e，aZ．，
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2001；Albach Pf口7．，2005；Albach P，以，2009；xia引耐．，2009)；泡桐属则从玄参科分

离独立成属或为泡桐科(Spangler&olmStead，1999；OlmStead P，以，200l；Bremer P，

缸，2002；oxelm鲫P，以，2005；Albach鲥以，2009；Xia P，以，2009)。Rebemig等(2007)

对广义玄参科种子基座(seed pedestal)类型的研究，认为泡桐属存在独特的种子基

座类型，支持将泡桐属提升为泡桐科的观点。而对于来江藤属研究表明，来江藤属

处于列当科所在分支里(oxelm卸P，耐．，2005；Benntt&Mathews，2006；闫坤，2008；

Albach Pf脚．，2009)。Bentham(1 876)认为来江藤属与泡桐属和美丽桐属有较近的亲

缘关系，但是分子证据并不支持来江藤属与泡桐属近缘这一结论，而美丽桐属尚无

分子取样研究。

由于形态解剖学特性在不同科内交叉呈现的事实，只是依据传统的形态分类标

准来确定美藤桐属的地位，变得越来越不现实。我们需要结合分子方面的证据来确

定美丽桐属的系统位置。美丽桐属与泡桐属和来江藤属有何关联，属于紫蒇科还是

玄参科，或者是否属于泡桐科，还是属于广义列当科，抑或是跟钟萼草属、地黄属

和崖白菜属一起作为列当科的姊妹群，抑或与唇形目(APG 111)其它科有更近的亲

缘关系，需要分子证据来检测。
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第二章美丽桐属的近缘科检测

2．1实验材料和实验方法

2．1．1实验材料

2．1．1．1美丽桐属科级系统位置分析内类群选择

本文研究内类群的选择均为唇形目(APGm，2009)科属，主要依据下列原则

进行选择：(1)尽量选取与美丽桐属有密切关系的科，例如：紫葳科

(BignofIiace∞)，玄参科(sc呷hulariace毵)，列当科(orobanchaceae)等；(2)在

genbaftl(中搜索选定属，砌F和而乩的序列信息，如无则选取近缘属序列信息较

齐的属代替；(3)如所选属较重要，则采取实验材料进行测序补充，实验材料标

本信息见表2．1，其余取自genb绷k的物种信息列于附表l。

表2．1材料来源及相关信息

Table 2-1 lnfb册ation Of experimental material

2．1．1．2美丽桐属科级系统位置分析外类群选择

依据外类群选择原则，选取与唇形目亲缘关系较近且在处于较原始位置的类

群。美丽桐属近缘科检测的外类选择是在唇形目(APGIll，2009)内选择，

olmStcad等(2000)和Bremer等(2002)对ASteridS的系统发育分析表明，

Gefllianales(龙胆目)与唇形目亲缘关系最近且符合外类群选取原则。因此本文

外类群选取均在龙胆目中，其中夹竹桃科选取长春花属(所聊口)和茜草科选取咖

啡属(C够圳和．$咖ip枷r口。
2．1．2实验方法

2．1．2．1材料总DNA的提取

13
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实验材料为所选植物的嫩叶或用硅胶干燥的叶片，DINA提取法为改进的尿素

法，步骤如下：

(1) 取0．05克硅胶干燥材料叶片或0．5克新鲜植物叶片放入研钵中，加入适

量PVP和石英砂，研磨成粉末状。

(2) 然后加入400 pl Lysis Bu仃cr快速研磨后装入2 m1离心管内，再用400

斗l Bu毹r冲洗研钵，一并转入离心管内。

(3)加入600 pl酚．氯仿(1：1)混合液，充分摇匀30 sec，使蛋白质变性。

12000 rpm离心10 min，取上清液。

(4)重复步骤3。

(5)加入上述步骤上清液体积2倍的无水乙醇和1／2体积的5 mol／L的NaCl，

混匀后4℃冰箱沉淀l h。

(6) 12000 rpm离心lO min，将上清液去除，沉淀溶于200”l TE加入600 pl

异丙醇上下颠倒混匀(确保沉淀完全溶解)，加入50 pl 3 mol几的

NaAC，放入4℃冰箱沉淀0．5 h(新鲜植物可省略沉淀时间)。

(7) 12000印m离心5 min，去除上清液，沉淀溶于400 pl TE，加入1 m1

无水乙醇和40¨1 3 moI／L的NaAC，混匀放入4℃冰箱沉淀0．5 h后12000

rpm离心5 min(新鲜植物可省略沉淀时间)。

(8) 去上清，用800“1 70％乙醇洗涤1．2次DNA沉淀，离心，去上清。

(9)室温干燥，沉淀溶于50无菌水中，．20℃保存备用。

(10)1％琼脂糖电泳检测DNA质量。

2．1．2．2所选基因片段扩增测序

叶绿体基因砌F长度约为2300bp，而cL片段为1400bp。为了扩增需要，
将ndhF基因分为四段扩增，而比分为两段，每段分别加以扩增测序，各基因扩

增及测序引物见表2．2

以上基因的扩增体系为：2．5 pl MgCl2(终浓度2．5 mM)，2．5 p110×Bu行er，

2雎l dNTP(终浓度0．2 mM)，O．5 pl Taq酶(以上药品均购自天根生物科技有限公

司北京)，上下引物各1．5 pl(终浓度0．3 mM)，1 pl模板，最后用三蒸水补足到

25 pl。

PCR扩增程序为：94℃预变性5 min，94℃变性1 min，45℃～50℃退火45∞c，

14
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72℃延伸l mill，共30个循环，最后72℃延伸7 min。

PCR反应在TP600 PCR仪(宝生物工程有限公司大连)上进行。

PCR产物在1％的琼脂糖凝胶上电泳O．5 b(1×TAE)分离后割胶回收，使用

DNA树脂回收试剂盒(天根生物科技有限公司北京)纯化后，由英骏

(1nvitrogen)生物公司用ABl 3730或377自动测序仪(Applied Biosy妣ms美国)

测序。

表2．2扩增及澳I序引物序列名称、序列和参考文献

Table 2—2 The names，sequences卸d ref音rences of p—mers used in锄plification锄d sequencing

基因片段 引物名称 方向 引物及测序序列 参考文献

疗砌F2

，l砌F3

ndhF4

刀砌F一(-47)
力d师．40’

，l砌F．925R

脚-4F(590)
，，dbF．1 350R

疗砌F。1200

ndhF．2065R

，I砌F．1811

，姗F一(+606R)

柏．cL．5’F

，6cL．Z895R

+一1 AGGTAAGATCCGGTGAATCGGAAAC

⋯1’『℃CACll℃CAGTTCCTATGTTA ATA
竺’!ard GG· Komhall甜耐．200l
反I司

CCTCTCTTA A TGTCr几邢AGCAAG

焉ard耵GGATAACGGGG们肌姒Am Bremer甜以2002器删GTA从TAGATCcG从AcATAT从从淼焉监1彦《I叫 巾，、
舯mna儿拼驯·zuul

正向 AGGTACACT丌CTC下兀GCGGTAll℃

反向 CCAACYCCAlTYGTAAmCATCAA Kon]Illall甜4正2001

；二刹 CAGTCAG似rAGc丌AmAGGAAT
Ko兀lllall刃以200l

器刹ACCAAG玳AATG订AGCGAGA丌AG：竺l：耋麓夏及l司 巾九
K0mnaIl甜刎·zuuI

正向 ATGTCACCACAAACAGAAACTAAAG

F■捌c Breme『掰口j．2002
反向 ACCAl’GArrCTTCTGCCTATCAAl’AA

乖向
，．6cL．z674F ：～ ．rrrATAAATcAc从GccGAAAcTGG

抛2 竺ard TG AAATC 胁mer鲋越2002
，6cL．3’R 二二⋯ cTllTAGTAAAAGAl'T’GGGccGAG

Reverse

2．1．3序列编辑及比对

测序序列用DNAStar软件中的seqm锄软件进行比对后确定各序列碱基。从

genb锄k中下载的序列和测序序列利用MEGA 3．1进行比对，由于测序5’端和

3’端信号较差，测序结果不可靠，而且从gef妇nk中下载的不同物种同一基因
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片段序列长度不一致，首尾有～50bp碱基不能比对，将其舍弃后部分序列仍有缺

失则用n补齐。比对结果进行手工调整，避免出现比对错位。序列保存为掌meg

格式后转换为毒nex格式，可用于后续的系统分析检测和系统发育树构建。

2．1．4数据特征分析

数据在进行系统发育之前要先进行检测，来确定是否具有系统发育信息常用

的分析方法包括以下四个方面：

2．1．4．1序列特征分析

首先是利用MEGA 3．O来计算碱基含量、变异位点和信息位点。

2．1．4．2 91值检验

gl值(Hillis&Huelsenbech，1992)检验目的是为了检测数据是否含有较强的

系统发育信息。如果91<O，表明数据集含有较强的对系统发育分析有价值的信

息，即树长的分布检验成非正态分布。91值一般为随机抽取10000棵树进行运

算。

2．1．4．3 PTP检验

PTP检验(Faith町讲．，1991)是序列随机突变排列概率检验，一般需要进行

l000次重复，通过构建简约树比较随机数据与原始数据的简约树的树长，从而

确定原始数据中是否存在有价值系统发育信息。

2．1．4．4同质性检验

系统发育分析中除了单片段分析之外，还可以联合各片段进行分析。合并分

析是否可行，需经过同质性检测方法来检验不同数据集所含的系统发育信息是否

冲突。通常以P<0．05作为差异显著的标准，如果P>O．05时说明两数据集差异不

显著，可以合并处理处理。

Sunivan(1996)对不同数据集合并研究时认为以0．05作为差异显著的标准

过于严格。随后Cunningh砌(1997)在合并分析过程中发现当P>0．01时，不同

数据集合并分析会提高(至少不会降低)系统发育分析的准确性，但当P<0．001

时，合并分析会影响分析的准确性(栾云霞，2004)。

2．1．5系统发育分析方法

本研究应用PAuP 4．0b8 (Swofford， 2001)， Garli 软件包

(http：，^椭例．z0．ute)璐．edu／fkuhy／鲫tisenSe／garIi／Garli．htrIll)，软件选用最大似然法

16
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(m觚imum l汰eIillI∞d，ML)对各数据集构建系统发育树。首先用Model毫eSl 3．06

(P0豫da&C瑚daIl，1998)软件进行似然率检验(Iike胁ood rali0 test)。利用软件

MrMTgui将数据集和程序提供的56种核苷酸替代模型拟和，根据Hie瑚℃hical

Like}ih00d R撕o TeStS(hLRTs)选出最佳模型和参数。根据选出的最佳模型，利

用最大似然法构建系统树。B00lstrap检验重复1000次以确定拓扑结构的可靠性。

用于系统发育分析的核苷酸位点均做等权(equalIy weighted)对待，并做无序特

征(unordc陀d cha僦．ter)处理，比对后产生的空位(gaps)处理为缺失(missiflg

咖1。

2．2结果和分析

2．2．1测序结果

用表2．2中所列的各片段的扩增引物，结合改进的PCR条件，获得了9个

种的咖L、砌F共15条基因序列。咖L序列有美丽桐、翅茎草、方茎草、蒙

古芯芭、绵毛鹿茸草、腺毛阴行草、岭南来江藤、松蒿和兰考泡桐；刀Jlz亦序列

有美丽桐、翅茎草、松蒿、蒙古芯芭、绵毛鹿茸草和腺毛阴行草(除美丽桐外其

余物种仅获得删衍基因部分序列)。相关序列的genbank序列号暂缺。

2．2．2序列白孽特点

152个样本的而叱序列比对后长度为1486bp，其中变异位点600个，包含

信息位点353个，占总位点数的23．8％。113个样本的瑚船序列比对后长度为

2198bp，包含变异位点1236个，信息位点837个，占比对总位点数的38．1％。

92个样本的咖L和砌F的结合序列比对后长度为3524bp，其中变异位点1607
个，信息位点1025个，占总位点数的29．1％(表2．3)。

表2．3各数据集的序列特征

Talble 2-3 T11e characteristics ofthe seqlle帕c骼iII e毵h da惚set
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通过比较，在这三个数据集中，两个基因片段的联合序列所包含的信息位点

数目最多，力砌F的单个片段数据集的信息位点百分率最高(38．1％)，远大于如L

单序列数据集的信息位点数，表明在用单个基因片段进行系统发育分析时，，砌F

要比而吐更有利。

2．2．3数据分析

对而也单序列数据集的统计分析结果为：91：-O．599950<0，1 000棵随机树

的树长分布频率图示为非正态分布，PTP=O．01<0．05。

对砌F单序列数据集的统计分析结果为：91=．0。566157<O，1000棵随机树
的树长分布频率图示为非正态分布，PTP=0．01<O．05。

对而cL+力砌F联合序列数据集的统计结果显示：g忙．O．615627<O，1000棵

随机树的树长分布频率图示为非正态分布，PTP=0．01<o．05。同质性检验P=0．001，

可以进行合并分析。一

2．2．4系统发育结果分析

2．2．4．1基于咖L序列数据集构建的ML树

而cL数据集的最佳核苷酸替代模型为SYM+l+G(．1nL=14240．5176)。

从图2—1，2．1a ML树示意图和2．1b渐动f蛔所在分支图可以看出基于而乩

单序列数据集构建的ML树存在较多的梳状结构，拓扑结构分支状况不是很好，

但是可以看出研劝f砌明显位于包括唇形科、紫葳科、玄参科、列当科、透骨草

科、车前科、苦苣苔科、爵床科、Man)，niace扯和蒲包花科等类群内，并有80％

的支持率，其中红色方框为耽砌f砌所在的位置。从图2．1a ML树示意图及2．1b

嘲f砌所在分支图来看，而乩的系统分析结果表明美丽桐属属于唇形目，其中
木犀科和Canem觚niaceae与美丽桐所在分支以59％的支持率分开，进一步的分

支则不是很理想，没有清晰的拓扑结构，各类群的系统发育关系不明。这也表明

而cL单基因进化相对较慢，没有提供足够的发育信息，不能说明美丽桐属的系

统地位，也未能解决唇形目内各科系统关系。
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支

图2．1a而正数据集构建的ML树示意图(数字表示靴带支持率，<50末显示)
Fig．2-la SiIllplicati彻of nle ML廿傥咖tIle r6cL dat勰et．NumberS曲oVe the b豫nclles iIldicgte bootSn印

perc％切ges．111e b啪ch籼ut晚珈加is indic砒edby△

(接下页图)
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I Irobanch8嘲e

PedaIiac朗e

Mazoideae

PhyrmO沁eae

VerOnicaceae

I schIegeliac明e

scmphuhriac船e

卜r。phuIariaceae
蛳lbac翰e

Thomand℃rsiaceae

l Verkn叠ce_e

C_IceoI-ri●c¨e

oroI啪ch■ce■e

图2一lb哪砌所在分支截图(续上页)(数字表示靴带支持率，<50未显示)
Fig．2一lb 7nIe br醐ch aboulⅣ堙加砌of the ML tr∞based∞tIle咖L da：taset．Nt姗瞳圮r a融e戗陀呐ncIles
ifl幽cate b漩yts灯ap percenlages(兰50'
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2．2．4．2基于矗砌F序列数据集构建的ML树

砌F数据集的最佳核苷酸代替模型为GTR+l斗G(．1nL=3 1 487．5449)。

基于砌F单序列数据集构建的ML较而乩拓扑结构较清晰，各类群拓扑结

构比较清晰，且支持率较高(图2—2)。A支为助劝砌所在的分支，∥劬f砌与列

当科、透骨草亚科、泡桐科构成姊妹群，支持率为62％。列当科所在分支为78％

支持率构成单系分支，泡桐科位于列当科所在的分支外围，支持率为59％。B支

中A支与2个类群构成姊妹群，支持率为53％(图2．2a)，其中唇形科所在的分

支为100％的支持率；通泉草亚科与美丽桐属构成姊妹群，但是支持率不超过

50％。C支(图2．2b)中有8个类群与B支形成姊妹群，其中4个类群有较高的

支持率，分别是Ac锄thaceae(85％)、Bignoniaceae(90％)、Pedaliaceae(1 00％)和

SchIegeliaceae(98％)；而Verbenaceae所在的分支支持率较低为53％，MartyniaCe神

和nom粕dersiaceae代表类群的支持率均未超过50％。D支(2-2c)中有两个类

群与C支形成姊妹群，支持率为68％。这两个分支是Scrophulariaceae(89％)和

Stilbaceae(94％)。E支(2．2d)中有4个类群与D支成姊妹群，支持率为100％。

4个类群所属科为Veronicaceae、Calceolariaceae、Gesneriace∞和户P力口门砌P阳，

其中Calceolariace∞与Gesneriace∞和尸P，幻甩砌P阳聚在一起，支持率为90％；

Veronicaceae类群则没有聚成一支，B口cDp口、CD刀I船砌与其他Veronicace∞类群

呈姊妹群关系。F支中仅有一支，与E支构成稳定的姊妹群。这支为木犀科和

Carlem柚niace∞以loo％支持率构成一支；木犀科类群以88％支持率聚成一单系

支。
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G甜li．豫剪lF—Ga糯T1000

BignOni_c蚺e

卜
oI∞ce■e

图2—2基于砌F合并数据集构建的ML树(数字表示靴带支持率，<50未显示)
Fig．2—2 The ML tree ba∞d oll tlle胧蝴?dataset．N啪berS aboVe tIle b啪ches indicate bootStl印

pcrcentages(至50)
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Lamiaceae

orobanchaceae

PaulOwniaceae

Phyrmom鼯e

l Mazoideae

图2．2a A支和B支(数字表示靴带支持率，<50未显示)

Fig．2—2a Branch A and branch B ofthe ML tree based on the砌F d粕et．Number
aboVe the branches indicate bootstrap percentages(乏50)．
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I Ac枷h∞e∞
I Bi割IolliaCe神

Bignoniaceae

lVerbenace∞
l Pedaliaceae

lschlegeliaceae

图2．2b C支(△代表B分支类群，数字表示靴带支持率，<50未显示)

Fig．2—2b B胁ch C of the ML tree based 0n the，硼疹dataSct．B瑚ch B is indicated by△

Numbefs aboVe the bIj觚Iches indica毫c b()0tslraIp percentage(童50)
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图2．2c D支(△代表c分支类群，数字代表靴带支持率，<50未显示)

Fig．2．2c B啪ch Dofthe ML tree baSed on me玎砌F da协set．Branch C is indicatcdby△．

NumberS above the br锄ches indicate bootStr印percentage(乏50)
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4

I．Veronicaceae
-Gesneriaceae

-Calceolariaceae
●

l Veronicaceae

oleaceae

l Carlemanniaceae

lsolanaceae

图2-2d E支和F支(触表D分支类群，数字代表靴带支持率，<50未显示)
Fig．2—2d Branch E锄d B1．翩ch F of the ML n．ce ba∞d on the”cf≯扩dataset．B嘻?anch D is

indic砒ed by△．Numbers破'0ve tl犯br习mches indicate boolst均：p percentage(乏50'
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2．2．4．3基于咖L和刀砌F联合数据集构建的ML树

该数据集的最佳核苷酸替代模型为T、仆付l+G(．1nL=37487．3984)。

合并数据比单序列的属相对减少，由，．抛L和砌F基因合并数据集构建ML树拓

扑结构更加清晰，支持率也明显增高(图2．3)。拓扑结构基本与图2．2大致相同，

唇形目所在分支拓扑结构明显分为两大支，均为100％的支持率。A支为木犀科

和Carlem卸niaceae所在的分支，木犀科类群为86％支持率。B支为包括列当科

(orobanchace勰s．1．)、泡桐科、紫葳科、爵床科、玄参科、唇形科、透骨草亚科、

通泉草亚科、马鞭草科、车前科、schlegeliace∞、Stilbace∞、Calceolariace∞、

Gesneriace∞和尸PZ细砌P，口。各分支具有很高的分辨率。美丽桐属在C分支内，

支持率较低为64％。C分支(图2．3a)进一步分支，该分支上所包含的类群有列

当科、泡桐科、紫葳科、透骨草亚科、通泉草亚科、唇形科、马鞭草科、爵床科、

Martyniaceae、Thomandersiace∞、胡麻科和schlegeliaceae。C分支(图2—3a)上

有四个支持率较高的分支，分别命名为D支、E支、F支和G支，列当科(D支)

所属的分支以88％支持率聚在一起，泡桐科则以62％的支持率与列当科所在的

分支呈姊妹群。E支为紫葳科类群(除妇c伽玎出外)构成一支，支持率为98％。
F支为爵床科类群，支持率为88％。№和k玎贸臼聚成一支支持率为100％。
G支为唇形科类群，支持率为100％。透骨草亚科类群聚成一支，支持率为99％。

马鞭草科、Thom粕dersiaceae、胡麻科类群的支持率则不高，不到50％。与C支

并列的还有6个分支，包括玄参科(77％)、Stilb∞e跹(92％)、Calceol撕ace∞、

Gesneriace∞、PP砌fJk加和车前科类群。CaIccol撕aCeae和Ge蜘eriace犹聚呈一
支与尸P蛔刀f抛阳以87％支持率聚在～起。车前科类群以姊妹群的形式并列，支

持率偏低，不足50％。



rbCL．r曲'F．G甜-·№·gTl∞0

．C盯l锄锄【lli∞e勰

Big舯nia∞ae

l
l I舢iaceac
I

Scrophul撕钺，eae

图2．3基于而cL+砌F合并数据集构建的ML树(数字表示靴带支持率，<50未显

Fig．2．3m ML讹e b嘲d 0ll龇柏吐+砌F c鲫她鹏d曲tas既．Numbcrs aboVe蠊e

br柚ches indic融e胁s：Irap percenlages(娄50)

solallaceae

out黟oup

不)



卑东师范大学硕士论文 第二章美丽桐属的近缘科检测

Orob锄chaceae

PauIOwniaceae

i鲫oni∞e∞

lAc锄廿lace∞

L锄iaceae

IM锄idc裙
IPh姗。idc辩
Vbrl瑚a∞ae

JⅥa—yni∞eae

l schlegeli峨∞
Pedali黜∞
Verb％aceae

Th咖andersiaceae

图2—3a暇力砌所在分支(数字表示靴带支持率，<50未显示)

Fig．2-3a T№b锄ch inclouded碾g办砌of The ML讹e baScd 0n the而cL+砌F
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Vb瑚icaceae

Calceolariaceae

Gesneriaceae

st订baceae

图2—3b B分支，△代表c分支类群(数字表示靴带支持率，<50的未显示。)

Fig．2-3b 1’tle M乙讹e ba∞d 0n协e旃cL+砌F combiIled d如sel．B啪ch C撇

indicated by△．Numbers above the b豫nC-Ies indicate boo娜percemages(耋50)
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2．3结论和讨论

2．3．1美丽桐属不属于oI％c船e、Carlemanniaceae、S埘bace神和scmphulari8c朗e

叶绿体保守基因而cL和砌F对于构建远缘科及非单系科的系统关系有一
定的价值，Olmstead&Reeves(1995)利用而吐和蒯虾基因，超过3500bp基因

构建系统发育树表明玄参科属于多系起源，且玄参科(ScmphuIariace∞s．1．)科内

类群可能是属于不同的科。

ole∞eae和Carlem锄niace∞以1 OO％支持率处于唇形目基部，与美丽桐属距

离较远，为该目中最原始的类群，与Brcmer等(2002)的研究结果一致。其次

分化形成Calceolariace∞、Gesneri∞eae、Veronicace∞、Stilbace∽、Scrophularia-

ce∞。联合基因树并没有显示出这五个科的进化顺序，这表明对于唇形目各科系

统关系的研究仅靠保守基因而cL和"砌F基因分析还不够。由于所选部分属中

刀砌F基因扩增测序较为困难，因此未与更多的基因进行联合分析。

在而cL和竹砌F基因构建的ML树中，C口f卯Dj口，．砌(Calceolariace勰)与

N口脚讲口刀加淞(Gesneriace∞)始终以较高的支持率聚成一支，与广义玄参科中已被

分割出的其他分支分开(olmstcad P，以，200l；Rahmanzadch鲥以，2005)。玄参科

(scrophulariace∞s．s．)和StiIbace∞各自所选类群以较高的支持率聚在一起，与

美丽桐属不在同一分支上。

不管是砌F单基因还是而cL和刀砌F联合得到的结果，与美丽桐属始终未

与木犀科、Carlemanniace∞、Stilbaceae或ScrophuIariaceae在内的任一类群在同

一分支上。因此美丽桐属不可能属于Scrophulariaceae和stilbaceae，更不可能属

于木犀科和Carlem锄niaceae，而是处于更为进化的地位。

2．3．2美丽桐属与orobanchaceae、Paulowniaceae、Ph呵moideae等亲缘关系相
对较近

从砌F和，6比单独和联合基因结果表明：美丽桐属与列当科、透骨草亚科、
通泉草亚科、泡桐科、紫蒇科、马鞭草科、唇形科、胡麻科、爵床科、SchIegeliace∞、

rnlom锄dersiace∞、Manyniace∞类群聚在一起。

其中唇形科、schlegeliace∞、和爵床科类群各自均以较高的支持率聚在一起。

而紫蒇科除觑绷”幽外为单系类群，各属均聚在一起，支持率高达90％。这与

olmstead等(2009)研究的结果一致，认为觑伽玎c口位于紫蒇科基部位置。这
表明美丽桐属与这几个科关系较远。美丽桐属处于同一分支的还有马鞭草科、胡
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麻科、Th∞瑚ldersi∞e∞、Manyn硫e淝，但支持率低，不超过50％。根据sch狁rho仃

等(20l o)研究结果认为与美丽桐属有关联的科分为两大支见图2-4，基本可以

捧除美丽桐属与紫葳科、爵床科、马鞭草科、胡麻科、schIegeli∞e∞、

nomandersiace∞、Manyniace勰的近缘关系，但是图中ML树的靴带支持率不

高，因此在进一步的研究还是尽量选取这些科的类群，但不作为主要考虑的范围。

自dePampIliIis等(1 997)、WoI凳和dePamphilis(1 998)、Blennett和MatheWs

(2006)对列当科进行研究，确定狭义列当科和广义玄参科中半寄生类群和自养

属钟萼草属构成一支，为广义列当科，后续研究结果(eg：Albach Pf以，2009；Xia

鲥以，2009)大致与此相似。

T锄k等(2006)研究表明，透骨草科与泡桐科、列当科呈姊妹群的关系。而

Albach等(2009)的研究结果也显示这三者间存在最为接近的亲缘关系(图

2．5)，本文中刀砌F基因构建的ML树中，美丽桐属与广义列当科和泡桐科分支，

透骨草亚科分支成姊妹群关系，可以推断美丽桐属与透骨草亚科和泡桐科也有较

近的亲缘关系。

因此可以初步推测，美丽桐属属于以广义列当科为主，泡桐科和透骨草亚科

所在的分支附近。形态学上认为美丽桐属属于玄参科或者紫蒇科的说法并没有得

到分子系统学的支持。

由于较为保守的基因不能很好的解决这个问题，具体的系统定位需要进化速

率更快的基因片段来解决。
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图2-4根据Schaf-erhoff等(20l 0)研究结果所绘简图，分支上方数字为贝叶斯后验概

率，下方数字为ML靴带支持率

Fig．2-4 Summa巧of the phylogenetic relationship within clade containing Higher core

Lamiles based 0n results by sch萏f-erhofr Pf耐．(20 l 0)．Bayesi彻posterior probabilbs are

above the branches；bootstrap perCemage are blew the branches

Ceae

图2．5根据闰坤(2008)和Alb∞h等(2009)研究综合所绘简化图

F嘻2-5 Summa巧of phylogenetic relationsh晒based on the resuhs by Y卸(2008)

andAlbach Pf以(2009)
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第三章美丽桐属的系统学地位分析

在第二章中，采用叶绿体编码基因，硼崾、，6吐独立及联合对美丽桐属在唇形

目近缘科的检测中发现，美丽桐属与列当科、泡桐科、透骨草科有较近的亲缘关系。

为了进一步分析美丽桐属与近缘科属的系统发育关系，在本章中采用适合于较低分

类阶元系统发育分析的基因，叶绿体基因咖L．F基因间区、删16及核基因组ITS

序列对美丽桐属的系统发育关系进行分析。

3-l实验材料与实验方法

3．1．1实验材料

3．1．1．1美丽桐属与近缘属系统发育分析中内类群的选择

本研究选取内类群主要集中在唇形目列当科(orob粕chaceae s．1．)、泡桐科和透骨

草科内。首先是从genb锄k中搜集这三个科中全部属的1TS、咖L．F、邵16三个基

因片段序列信息，尽量选取三个片段均齐全的属。或者尽量选取含秽16和加儿．F

的属，对于重要属或信息缺少的属则收集材料测序。属内物种尽量选取代表物种，

如代表物种信息缺乏又暂时无法取得材料的则用属内其他物种的序列信息。所选用

的内类群共计46属，相关信息见附录Il。依据第二章的分子结果及genbank中相关

类群三个片段(1TS、棚L·F、，邵16)搜集结果，补充实验材料信息见表3．1．
表3-1实验材料来源及相关信息

Table 3·l lnfo肿ation of experimen协】material
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3．1．1．2美丽桐属与近缘属系统分析外类群的选择

在第二章中构建的唇形目中各类群间系统发育树中显示D喀f脚括和C白缸PD切砌

是唇形目中较为原始的类群，且两者在genb锄k中的序列信息较全，所以本研究选

用D喀f细凰和C讲cPD胁细作为联合外类群。D彬刎括和C口觇D砌恸各片段的genbank

序列号及凭证标本信息见附录Il。

3．1．2实验方法

3．1．2．1总DNA的提取

同第二章

3．1．2．2选取基因片段的扩增及测序

PCR扩增反应程序如下：94℃预变性5 min，94℃变性1 min，45℃～50℃退

火45 sec，72℃延伸l min，共30个循环，最后72℃延伸7 min。扩增引物见表

3．2

表3．2扩增及测序引物的名称、序列和参考文献

Table 3-2 ne n锄es，sequ锄ces锄d refer∞ces of primers used in锄pli行cation卸d sequencing

ITS序列PCR扩增的反应体系为：1．5 pl MgCl2，2．5 pll0×bu毹r，0．5 pl dNTP，

O．5 pl Taq酶(以上药品均购白天根生物科技有限公司，北京)，上下游引物各0．5 pl，

1”l模板(约5 ng)，最后用三蒸水补足到25 pl。采用引物ITSl(5’．CGTAACAAGGT

11℃C GTAGG-3‘)和lTS4(5’一TCCTCCGCTrATTGATAT C·3‘)(White Pf口疋，1 990)，

按程序(94℃5 min；94℃1 min，50℃45S，72℃1 min，30次循环；72℃5 min)

进行PCR扩增。

f聊L—F序列PCR扩增的反应体系为：2．5 pl MgCl2，2．5 pl 10×bu仃er，2 pl
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dNTP，O．5 pl Taq酶(以上药品均购自天根生物科技有限公司，北京)，上下游引物

各1．5 pl，1¨l模板(约5ng)，最后用三蒸水补足到25 pI。采用通用引物c(5。．CG

AAATCGGTGACGCTACG．3。) 和引物 f(5’．A下TTGAACTGGTGACACGAG．3。)

(TaberIet订耐．，1991)，按程序(94℃5 min：94℃45S，55℃1 min，72℃90S，30

次循环；72℃7 min)进行PCR扩增。

，邵16序列PCR扩增的反应体系为：2．5}Il MgCl2，2．5 pllO×bu仟cr，2 pl dNllP，

O．5 pI Taq酶(以上药品均购白天根生物科技有限公司北京)，上下游引物各1．5 pl，

1一模板(约5 n酚，最后用三蒸水补足到25山。

PCR反应在TP600 PCR仪(宝生物工程有限公司大连)上进行。

PCR产物在1％的琼脂糖凝胶上电泳(1×TAE)分离后割胶回收，使用DNA

树脂同收试剂盒(天根生物科技有限公司北京)纯化后，由英骏生物公司用ABl

3730或377自动测序仪(Applied Biosystems美国)测序，测序引物和PCR扩增引

物相同。所有样品均经过双向测序，有疑问的序列经过重复测定，以确保碱基序列

的准确性。

以上各基因片段的正反测序结果经人工核对后，利用DNAs协r软件依据双向测

序结果最终得到各片段准确的正向序列。

3．1．2．3序列编辑及比对

有关序列比对、数据统计及系统发育分析方法同第二章。

3．2结果和分析

3．2．1测序结果

用表3．2中所列的各片段的扩增引物，结合改进的PCR条件，获得了个l 1种

共计26条基因序列。详见表3—1，相关序列的geneb锄k序列号暂缺。

3．2．2序列特点

48个物种的ITS序列比对后长度为738bp，其中变异位点514bp，信息位点399

个，占总比对长度的54．1％。48个物种的f聊L．F序列比对后的长度为1132bp，含

变异位点579个，其中信息位点328个，占总位点数目的29．0％(表3．3)。

48个物种的卿16序列比对后长度为ll 10bp，含变异位点593个，其中信息位

点323个，占总位点数目的29．1％。48个样本的，芦16、f眺．F和lTS三个序列结
合后比对长度为2980bp，具1686个变异位点，信息位点为1050个，占总比对长度

的35．2％(表3．3)。
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ITS 738 514(69．6) 399(54．1) 62

f聊L·F 1132 579(51．1) 328(29．0) 34．1

渺16 11 10 593(53．4) 323(29．1) 34．4

打wL—F+哗玷16 2268 1214(53．5) 650(28．7) 34．9

‘psl6+护m。一F+ITS 2980 1686(56．6) 1050(35．2) 46．5

在四个数据集中，由于lTS是进化速度最快的序列，其所包含的信息位点丰富，

占总比对长度百分比最大，为54．1％。加L．F序列与之相比，进化速率稍慢，所提

供信息位点较少，占总比对位点百分比也较低，为29．1％。而秽16跟棚L．F的相

关参数变化不大。对于结合序列而言，虽然信息位点占总比对位点比例比降低，但

所含的总信息位点的数目最多。

3．2．3数据分析

对ITS单序列数据集的统计分析结果为：91=．0．476277<O，1000棵随机树的树

长分布频率图示为非正态分布，PTP=吣．01<0．05。．

对f聊L．F单序列数据集的统计结果显示：91=-0．446993<0，1 ooO棵随机树的树

长分布频率图示为非正态分布，PTP=0．01<0．05。

对邵16单序列数据集的统计结果显示：91-一0．443640<0，1000棵随机树的树长

分布频率图示为非正态分布，P11P=O．01<O．05。．

对f埘L-F+，筇1 6合并数据集的统计分析结果显示：gl=-O．5 l 7693<o，1000棵随机

树的树长分布频率图示为非正态分布，PTP=o．0l<0．05。同质性检验后得P=0．00l，

说明三个片段差异不显著，可以合并处理。 ．

对渺16+棚L—F+ITS合并数据集的统计分析结果显示：91-一0．471737<0，10000

棵随机树的树长分布频率图示为非正态分布。PTP检验后得P=O．01<0．05。同质性

检验后得P=吣．001，说明三个片段差异不显著，可以合并处理。

3．2．4系统发育分析

3．2．4．1基于ITS单序列数据集的系统发育分析 ．

对ITS单序列数据集用最大似然法构建ML树(见图3．1)。
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最大似然法中该数据集的最佳核苷酸替代模型为GTR+l斗G(．InL=13238．8311)

基于ITS构建的ML树中，拓扑结构较为清晰，分辨率较高。列当科

(omb锄ch∞e∞&1．)所在的分支(分支A)获得了81％的靴带支持率，美丽桐属处在

该分支内部，显然与列当科构成了一个单系。

在该分支中，还包含了。榭溉、施加c毓、跏厅D，螂昭砌，这3属在列当
科分支内部，属于广义列当科。

上印IfD砌曲如、肌馏把砌两属均为首次取样，与列当科聚在同一支，也属于广

义列当科范畴。

Sti}bace∞、scrophuIariace∞、PedaIiace∞、Mazoide∞、Ph拶moide∞、Bignoniaceae

类群构成并列姊妹群，并没有更进一步的分支，其中stilbace∞、scrophulariace神

和Ph删moide∞三个(亚)科的类群各自没有聚成一支，分辨率较差。

三口mf甜所(Lamiace∞)和&口c砂f口矽加细(Ve，benace∞)聚成一支，支持率为94％。

来江藤属在形态学上与美丽桐属关系较近，但是由于来江藤属的ITS取得较为

困难，未列入。
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VvIgf怕一rrsMLG硎1000酷

S毫ilbace∞

orobanchaceae

Scrophul撕ace∞

L锄iaceae
Verbenace戤

Bi鲫0ni∞e∽

PedIaliaceae

Mazoideae

PhDrIIloide神

Scrophulari锄ce神

stilbace扯

Pllrymoide∞

Oul粤．oup

图3．1基于lTS数据集构建的ML树(数字表示靴带支持率，<50未显示)

F嘻3-1 Tlle ML仃ee based 0n the ITS dataset．NumberS ab0Ve the B啪ches indicate

b00tstrap percentage(耋50)．
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3．2．4．2基于，，，，L．F单序列数据集的系统发育分析

对加也．F单序列数据集用最大似然法构建ML树(如图3．2)。

最大似然法中该数据集的最佳核苷酸替代模型为TVM州+G(．InL=8603．02“)。

基于加L．F基因构建的ML树，拓扑结构较ITS树形结构较为清晰，但支持率

稍低。

美丽桐属与透骨草亚科聚在一起，支持率偏低，为62％。

广义列当科一支仍聚在一起，支持率为83％。其中小米草属和山罗花属以100％

支持率聚成一支与三i础柚P穆晒与剩余列当科类群成为并列姊妹群。半寄生属与自

养属工j，砘"沈曙蛔间的亲缘关系依旧不够清晰。地黄属和崖白菜属并没有与广义列

当科聚成一支，而是与其他类群并列成为列当科所在分支的姊妹群。

stilbace勰类群以94％的支持率聚在一起，Scrophulariace敞类群以55％支持率

聚成一支，但支持率相对较低；B追noniaceae、Pedaliaceae和Mazoideae各类群则以

loo％的支持率各自聚成一支，各科之间依然没有进一步的分支，各科系统进化关

系不明。

跟ITS拓扑结构不同，上，口坍f“聊(L姗iace∞)和跏相卿加细(Verbenace∞)并
没聚成一支，而是并列成姊妹群。
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锕'L．F-MLGa州1∞OBS

I嘶‰饿

Bi印∞iace神

Pe(1ali钏ceae

L锄iaceae

lⅥazoide∞

Pt岬oide∞

I Paulownia∞ae

I V翻ibenace∞

Scrophul撕ace∞

l。哪印

图3．2基于砌L．F数据集构建的ML树(数字表示靴带支持率，<50未显示)

Fig．3-2 TIle眦，tree based on the咖L—F dataset．Numbcrs aboVe the b啪ches indicate

boots脚percntages(乏50)．
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3．2．4．3基于叼孵16序列所构建的系统树

秽1 6片段所构建的ML树中，除外类群位于基部外，美丽桐位于所有近缘科

所在的分支。各科之间为并列的分支，与近缘科的关系没有很好的拓扑结构，各类

群系统进化关系不明，因此本文中未予列出。

3．2．4．4基于f，，，L．F+叼孵16联合序列数据集的系统发育分析

对咖L．F+，筘16单序列数据集用最大似然法构建ML树(见图3．3)。

最大似然法中该数据集的最佳核苷酸替代模型为TvM+l+G(．1nL=18219．3379)

基于f聊L—F+懈16基因构建的ML树，拓扑结构比砌L．F片段的拓扑结构更为

清晰。

美丽桐属与透骨草(亚)科聚在一起，支持率仅为54％，其中透骨草亚科所选

类群以1 oo％支持率聚在一起。它们所在分支与列当科所在分支及泡桐科所在分支

并列。

广义列当科一支以99％支持率聚在一起，半寄生属Q册6秽胁、^如加c加册煅、

跏加s矗喀砌、Z印幻砌动如s、P据馏话砌与全寄生属聚成单系支。三f拧幽刀施憎砌为
寄生及半寄生类群所构成的分支的姊妹群。地黄属和崖白菜属以100％聚成一支，

与列当科聚在一起的支持率为61％。

slilbace∞类群以54％的支持率聚在一起，Scrophulariace∞类群以84％支持率

聚成一支；BigIloni∞e∞、Pedali∞e∞和Mazoide∞各类群则以100％的支持率各自聚

成一支，与广义列当科及美丽桐属、地黄属等所构成分支成姊妹群关系。

43



卑东师范大学硕士论文 第三章美丽桐属的系统学地位分析

tmL．F+巾S16G甜¨BSl000

st订baceae

l孙一ide扯

IBi印伽i∞e∽
IPedaliacc职
L锄iaceae

IMa删de扯
VeTlxmaOeae

图3．3基于加儿。F+，p1 6合并数据集构建的ML树(数字表示靴带支持率，<50未显示)

Fig．3·3 The ML讹e based 011 f聊L—F+，邵1 6 combined(1砒毽et．NumberS aboVe the B啪ches indicate

bc蛾strap percentages(至50)
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3．2．4．5基于ITS+咖L．F+叼皓16联合序列数据集的系统发育分析

最大似然法中该数据集的最佳核昔酸替代模型为GTR+l+G(．1nL=

31 741．39651。

相比与其他片段所构建的树，ITS+加九．F+，琊16联合序列构建的ML树拓扑结

构很清晰。除玄参科类群没有完全聚成一支外，其他各科均聚成一支。

美丽桐属聚在列当科内部，与黑草属∞“馏即口)、独脚金属(脚)以100％
的支持率聚在一起，与lTS片段单独构建的系统树一致。

自养属工f，硒P”6P僧砌与。榭蚰州a、^勿加c枷m口、S枷砧加s嘲砌、上印lfD砌6如s、

肌馏妇如半寄生属的系统关系得到较高的支持，上f，础挖施馏胁仍为剩余列当科类

群一支的姊妹群，比砌L．F+，筇1 6支持率稍低，为93％。

地黄属和崖白菜属与广义列当科成姊妹群关系，支持率为100％。

slilbace神类群以98％的支持率聚在一起，scrophulariace∞部分类群以83％支

持率聚成一支，k“c9p而叫“朋和A钞印r“m聚成一支，支持率为100％，与除外类群

外的剩余分支分开，但剩余分支聚成一支的支持率较低，仅为54％。Bignoniace∞、

Ph拶moide∞、Pedali∞e∞和Mazoideae各类群则以100％的支持率各自聚成一支，

与广义列当科及美丽桐属、地黄属等所构成分支成并列姊妹群。
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mmmL-F+巾S'6 GaIrli甘T1000

I stiIba∞弛

l

S啪phul撕a∞配

l Bi阴∞溉∞

IPedal妇扯

l M锄ide勰

l Ph肿。m∞
P叭lownk比}eae

Sc∞phuIariaceae

Outgroup

图3．4基于ITS+唧16+棚L-F合并数据集构建的ML树(数字表示靴带支持率，<50未显示)

Fig．3—4 11le ML tree based 0n the ITS+，矽1 6+fML—F combilled dataset．NumberS aboVe the

b啪ches indicate b00tsm节percentages(童50)．
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3．3结论与讨论

33．1美丽桐属极可能属于ombanchaceae s．1．

尽管f聊L．F和f眺．F+，筇16合并数据集构建的ML树中，美丽桐属与透骨草亚

科聚成一支(靴带支持率分别为62％和54％)，未与列当科聚成一支，但仍位于列

当科附近。利用lTS和ITS+，邬16+咖L．F分别的构建的ML树中，美丽桐则均处于

广义列当科内部，与丑砧c概M和跏咖以较高的支持率(均为100％)聚成一支，
它们与列当科剩余类群共同构成单系支，支持率分别为81％和93％。显然，美丽桐

属极有可能属于广义列当科。

美丽桐属与来江藤属在形态上比较接近，虽然来自叶绿体的分子证据并未显示

两者之间有很近的亲缘关系(如图2．3a，3．3)，但是根据以往研究(eg：oxelm锄刃

讲．，2005；Bennen&Mathews，2006)及本研究结果认为来江藤属属于列当科无疑。

至于两者在科内关系如何，由于我们尚未得到可靠的来江藤属的lTS序列，因此对

于两者的亲缘关系还需要进一步研究。

本研究中，将原属于玄参科的半寄生属如pfD砌6加、尸纪馏把肋、Cy朋6甜砌、

^知加c砌册玑跏加加s确}肠进行研究表明，这5个属均属于广义列当科，与Bennen

&Mathews(2006)利用核基因phyA研究结果一致，其中L印fo砌口6如s和尸fe能∥P砌

为本研究首次取样研究。即使增加了更多的半寄生属，自养属工f力出甩6P馏蛔仍单独

处于列当科分支外围，成为列当科其他所选类群的姊妹群，表明寄生性是单系起源，

同Y0ung等(1㈣年研究结果一致。
3．3．2美丽桐属与Phrymoideae亲缘关系较近

在ITS和ITS+，粥}6+棚L．F分别的构建的系统树中，美丽桐属所属的广义列当

科与透骨草科(Ph眄mace∞>、泡桐科(P踟l洲miace∞)成姊妹群关系。但在f聊L-F

和砌L．F+，筘16所构建的ML树(图3．2和3．3)显示，美丽桐属与透骨草亚科

(Phwmoide∞>聚成一支，虽然靴带支持率较低(分别为62％和54％)，也表明美丽

桐属与透骨草亚科亲缘关系相对较近。

通泉草亚科和泡桐科显示为列当科的并列姊妹群，这表明美丽桐属与通泉草亚

科和泡桐科的亲缘关系较远。B℃ardsley和oImStead(2002)基于来自分子数据的证

据和科内类群间存在的一些诸如花萼管状带齿、蒴果室背开裂和柱头两片状等共源

性状，将Ph叫moidc∞和Mazoide∞两个亚科归入到Ph巧mace∞中，但是两者间的
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姐妹群关系在后续更多的基于cpDNA序列及更广泛取样的研究中并未得到支持

(oxelm粕ef以，2005)。闰坤(2008)也认为应将朋沈螂和L彻cP口从Phrymace∞中

分离出来。本研究中，透骨草亚科与通泉草亚科依旧并列，仍与列当科、泡桐科成

为姊妹群，支持将朋如淞和工口"cPa从Ph拶mace裙中移出。

在形态学和地理分布范围上，泡桐属与美丽桐属有较大的相似性(v锄SteeniS，

1949)，但是这种相似并没有得到分子数据的支持。本研究的各基因构建的系统树

中，美丽桐属与泡桐属均不构成单系，说明与泡桐科相对较远，二者可能具有各自

不同的祖先。

3．3．3唇形目部分科间的系统发育关系尚待进一步分析

唇形目(APGlll)有23个类群超过2300个种，成为被子植物最大的目之一，

遍布全世界(Sch苴f．erho行鲥以，2010)。随着研究的不断深入，研究办法不断变化从单

基因分析到联合基因分析。目前研究者开始选择进化速率较快的基因片段进行分子

系统学研究，但是有些结果与传统的分类系统大相径庭(eg：Marx Pf口Z．，2010)，各

科间分子进化关系始终没有足够的支持证实系统进化关系(eg：olmstead gr刎．，

1 993；olmstead Pf以，2000；Brelner P，口，．，2002)。

以泡桐科(泡桐属)与唇形目各科系统关系研究为例，以往的研究所涉及到泡

桐属(科)，它与各科的关系都不清晰。olmstcad和Reeves(1995)研究结果表明

尸d“fDw拧细不属于玄参科也不属于紫葳科。Bremer等(2002)研究显示泡桐属(科)

与尸办哆物口(Ph巧moide∞)、orob锄chaceae聚成一支，支持率为90％。而同年Beardsley

和Olmstead(2002)在研究透骨草科时也选取了Pd“如w玎妇，结果显示尸删肠w”胁在

透骨草科外围，系统地位依旧不清晰。Xia等(2009)研究中涉及到泡桐属(科)显示

n砌w刀硒在由核基因ITS构建的系统树中与透骨草亚科成姊妹群，而在叶绿体基

因构建的系统树中与地黄属崖白菜属、列当科成姊妹群。本研究中泡桐属也始终没

有显示出与其他科更迸一步的亲缘关系，仍处于不确定的系统地位。

就分子进化本身而言，除处于唇形目分支基部的科有较好的分支外，核心部

分科的系统关系仍为并系姊妹群。sch冱f-erhofr等(20lO)利用叶绿体中进化速率较

快的内含子片段将唇形目核心科分成两大支(如图2．4)，虽然贝叶斯后验概率均为

1．00，但是ML支持率仅为48％和62％，不足以证实这两大支的关系。本研究在寻

求美丽桐属的科级地位时亦遇到系统树的分支分辨率低、不同基因片段所得系统树
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差异较大等问题。

目前用于研究唇形目各科系统关系所用的基因不能很好地解决科间的系统进

化关系，因此期待更多的基因联合分析、发掘新的基因、或新的分析手段来解决唇

形目各科间的系统关系。
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全文小结

本文从分子系统学视角出发，采用叶绿体编码基因咖L和一砌F、叶绿体非编

码基因f聊L．F基因问区和邵16内含子、核基因组核糖体内转录基因间区ITS共5

个片段，分别及合并应用最大似然法对美丽桐属在唇形目内的系统位置及其与近缘

科属的系统发育关系进行了研究，得到以下结论：

1、美丽桐属极有可能属于广义列当科，与透骨草亚科相对较近而与泡桐科关

系较远。系统发育树结果显示美丽桐属处于广义列当科内部，以较高的支持率

(100％)与B批c向船，口和跏而驴聚成一支。而叶绿体片段单独和联合分析结果显示美丽

桐属与透骨草亚科聚成一支，虽支持率偏低(62％和54％)，但显然与美丽桐属亲缘

关系相对较近。泡桐科与美丽桐属始终未处于同一分支内，与美丽桐属关系较远，

因此泡桐科与美丽桐属可能有不同的祖先。形态学上认为来江藤属与美丽桐属关系

较近，由于未获得该属的ITS序列，在本研究中并没有足够的证据验证它们的关系，

还需要进一步的研究。

2、唇形目部分科间系统进化关系需要进一步分析。唇形目内各科的系统进化

关系始终未有足够的分子证据支持。无论是核基因和叶绿体基因的联合研究还是单

纯的叶绿体基因联合研究，唇形目各科的系统进化关系都不甚明了。同时唇形目中

有些科内的亲缘关系也存在问题，可能需要更大范围的取样或选用其他基因和手段

来解决这个棘手的问题。
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时光飞逝，转眼闷我在华东师范大学的硕士学习生活即将划上句号．回顾这

三年来的点点滴滴，老师们耐心的指导与教诲、朋友与亲人们的理解与真诚帮助

给予了我莫大的鼓舞与动力，在此表达我个人最诚挚的感谢．
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料的采集、实验设计到论文的写作，每个环节都包含着他的汗水．李老师严谨的

治学态度、对学生亲切和蔼、言传身教等，无一不给我留下了深刻的印象，令人

钦佩。每次李老师都热情耐心的与我讨论有关学术等方面的问题，正是在这些交

流中，我学会了用科学的态度去主动思考和解决问题，同时也明白了许多做人的

道理，使我受益匪浅．

感谢帮我采集材料的王幼芳老师、王莹莹、葛斌杰、熊申展、王双、辰山植

物园王正伟，为我论文工作的开展提供重要的帮助，感谢昆明植物所刘杰和董丽

娜提供实验材料．

感谢王幼芳老师、田怀珍老师、瞿伟菁老师、李小方老师、孙越老师、朱瑞

良老师、许玲老师、程夏芳老师、王健老师给予我的生活上和实验过程中的帮助。

感谢昆明植物所刘成，中国科学院博士张彩飞、李瑞成协助查阅文献．

还要感谢给我莫犬帮助的师姐、师兄、师弟师妹们。师兄昊冬师姐黄姝博在

我最初入校的时候给予我生活上和学术上莫大的帮助；师姐闫坤和黄妹博耐心地

将她所掌握的实验技能与技巧教授给我。感谢叶文师姐、左勤师姐和刘倩师姐教

会了我很多实验技能和数据处理的各种方法，并为我提供较为便利的实验条件，

也感谢资环学院的李媛媛老师和陈艳师姐耐心指导；感谢师弟王双、师妹陈纪云、

董全英、桂萍、胡超、熊申展的支持，特别感谢熊申展师妹同我去山西采集标本，

感谢当地给予我热情帮助的刘郁艳和段长虹老师．
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感谢B1116所有成员在我生活和实验工作中给予的便利。

感谢亲人在生活中给我关爱与帮助，没有你们的关心和支持就不会有我一点
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最后，我要向所有帮助我、支持我的人衷心的说一声：谢谢!
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