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摘要：複合種群的網狀演化在蕨類植物中一直是個受到關注的題目，以 DNA 序

列重建物種的親緣關係，已然成為近代釐清網狀演化的主要方法。具有雙親遺傳

及演化快速特性的低複份核基因，特別適合做為探討網狀演化的分子標記，然而

在蕨類植物中卻僅有非常少數的片段被發表。本研究利用 SSCP 針對骨碎補科植

物設計低複份核基因 LEAFY 之 PCR 引子，以探討陰石蕨複合種群之網狀演化。

親緣關係樹支持引子所增幅片段之同源性，而陰石蕨複合種群內高度的遺傳變異

則暗示可能有隱蔽種的存在。本研究結果顯示具有高度變異的 LEAFY 基因可做為

探討低階分類群問題之分子標記 。 

 
 

前   言 

生物細胞內含有兩套以上染色體組之個體稱之為多倍體(polyploidy)，而雜交(hybrid)

指的是不同演化譜系之間產生橫向的基因交流。長久以來多倍體化與雜交事件被認為在基

因多樣性的維持與物種演化上扮演重要的角色(Stebbins, 1950; Ohno, 1970; Rieseberg, 

1997)。然而當多倍體化與雜交事件發生於同一個譜系之中時，演化經常呈現複雜的網狀

結構而非常見的二叉分支，稱之為網狀演化(reticulate evolution)。 
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Grant(1971)在其著作《Plant speciation》中將複合種群(species complex)定義為：一群

種內形態變異大，造成彼此間界線模糊的物種。涉及多倍體化與雜交事件之網狀演化則是

複合種群所形成的主要原因。陰石蕨(Humata repens (L.f.) Diels)為骨碎補科常綠多年生附

生植物，是本科植物中分布最廣的分類群之一。Nooteboom(1994)曾在其骨碎補科專論中

提到，陰石蕨屬中有許多分類群在形態上呈現連續性變異，且彼此之間存在中間型，因此

將本屬超過 80％具有二至四回羽狀複葉的分類群歸併至陰石蕨下。由於形態上的連續性

變異，本研究將其定義為一複合種群。 

早期研究網狀演化的方法包括了比較形態上的特徵、計算染色體數目及觀察染色體減

數分裂時期的配對情形等(Warren and Wagner, 1954; Tryon, 1957; Gillespie, 1962; Hauke, 

1963)。由於涉及多倍體化與雜交事件增加了問題的複雜度，僅利用早期的方法通常無法

有效釐清各分類群間之關係。隨著分子生物學的快速發展，近年來許多研究分別利用質體

DNA 與核 DNA 兩種不同遺傳特性的分子標誌重建親緣關係，再從分別重建的兩種親緣關

係樹所產生的不一致性來確認多倍體起源與雜交事件，這樣的方法釐清了許多複合種群的

問題(Ebihara et al., 2005; Popp and Oxelman, 2007; Lihova et al., 2008; Rousseau-Gueutin et 

al., 2009; Grusz et al., 2009)。 

蕨類植物中已有許多質體 DNA(主要為葉綠體)的引子序列被發表，相對而言核 DNA

僅有少數的片段可供選擇。直至目前為止，大多數的核 DNA 序列來自於核糖體。雖然核

糖體基因具有遺傳自雙方親本的特性，能夠反映出網狀演化的歷史，然而許多研究指出一

致性演化(concerted evolution)的現象普遍存在於核糖體基因中，因而導致無法得到真實的

演化樹。細胞核內基因(nuclear genes)擁有大量的獨立基因座且遺傳自雙方親本，相較於質

體基因片段擁有更快的演化速率，對於低階的分類階層有較高的解析力，因此特別適合作

為釐清網狀演化的分子工具。近年來在開花植物中有越來越多的研究成功的建立低複份核

基因(low-copy nuclear genes)分子標誌，顯示其重建網狀演化歷史的可行性(Lihova et al., 

2008; Rousseau-Gueutin et al., 2009)。然而在蕨類植物中卻只有 LEAFY、PgiC 與 gapCp 等

少數片段曾經被提出(Ishikawa et al., 2002; Ebihara et al., 2005; Shepherd et al., 2008; 

Schuettpelz et al., 2008)。 

由於核基因片段可能含有長度相近的數個等位基因或複份基因，即使 PCR 產物在

agarose gel 上呈現單一條帶，還是無法利用直接定序的方式來檢測 PCR 產物的變異。傳

統上利用 cloning 技術來分離單一產物(Small et al., 2004)，然而這樣的方法不但經常會得

到許多重複的序列，造成時間與金錢上的浪費，且過程中造成的 PCR error 也難以避免。

為了更有效率的檢測 PCR 產物之多型性，本研究利用單股結構多型性(single strain 

conformation polymorphism, SSCP)，以骨碎補科植物為材料，針對低複份核基因 LEAFY 之

intron1 區域，重新設計骨碎補科專一性引子，檢測 PCR 產物之多型性及所得到序列之同

源性。並且以 SSCP 分析方法進一步探討該科內陰石蕨複合種群的親緣關係。 
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材 料 方 法 

一、引子設計 

比較基因庫(NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)中已發表的陰地蕨(Botrychium)及莢

果蕨(Matteuccia)LEAFY 序列(GenBank accession AF230077, AF105109; Frohlich and Parker, 

2000)，尋找 LEAFY 基因序列上適合設計引子的區域。首先針對 intron 1 區域設計通用性

的引子 POLFY fMEMG 及 POLFY rGEDG，將骨碎補科植物各屬代表性材料基因片段增

幅，接著再由所得到的序列設計骨碎補科專一性引子 LFY F1 及 LFY R1，最後為了配合

SSCP 的操作，設計骨碎補科植物專一性引子 LFY F2 及 LFY R2 以增幅較短的片段。詳細

的引子序列列於表 1，本研究所有的引子皆設計在轉譯區域(coding region)的表現子(exon)

上，引子相對位置如圖 1。 

 

表 1. 本研究所設計之引子序列 

Table 1. Primers sequence designed in this study. 

引子 序列 5` to 3` 類別 

POLFY fMEMG ATGGARATGGGYTTCACTGT 通用 

POLFY rGEDG TCATCMCCRTCCTCACCAG 通用 

LFY F1 AACATGATGGAGCAAGARATAGATGATGT 專一性 

LFY R1 TCATCCCCSTCCTCACCAG 專一性 

LFY F2 CAGATGATAGTGGCATGGTTG C SSCP 

LFY R2 GAGTTCAAATTCAAGGGACCATTGTG SSCP 

 

 

 
圖 1. 本研究中所使用的 LEAFY 序列片段及引子位置。表現子及內含子之編號依據莢果蕨

之 LEAFY 基因(GenBank accession AF105109; Frohlich and Parker, 2000)。 

Fig. 1. Portion of the LEAFY gene used in this study, with priming sites indicated. Exon and 

intron numbers follow those given for the Matteuccia LEAFY gene (GenBank accession 

AF105109; Frohlich and Parker, 2000).  
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二、 植物材料 

為了設計專一性引子及檢測所增幅序列之同源性，於骨碎補科植物中的各屬取樣兩種

以上材料做為代表，所有取樣均為二倍體以簡化實驗結果，骨碎補科屬級分類系統依照

Kato and Tsutsumi(2008)。陰石蕨複合種群材料主要採集自台灣各地區，包含觀察到的不

同形態變異與不同倍體數，部分材料採集於國外地區。另外以蓧蕨屬植物 Oleandra 

wallichii 做為外群，詳細材料資訊列於表 2。 

 

表 2. 本研究樣本之採集資訊及倍體性 

Table 2. Collecting information and ploidy of materials used in this study. 

分類群 代號 採集號 地點 倍體性 

Oleandra wallichii H169 Wade s.n. 台灣 - 

Davallodes hirsuta H184 Wade 869 菲律賓 二倍體 

Davallodes hymenophylloides H164 Wade 1099 印尼 二倍體 

Wibelia denticulata H185 Wade 872 印尼 二倍體 

Wibelia divaricata H153 K 013731 台灣 二倍體 

Araiostegiella clarkie H175 Wade 977 台灣 二倍體 

Davallia solida H215 Wade 1124 台灣 二倍體 

Davallia pentaphylla H154 Wade 1093 印尼 二倍體 

Davallia tyermanii H216 Wade s.n. 台灣 二倍體 

Davallia trichomanoides H203 Wade 1112 印尼 二倍體 

Humata sessilifolia H182 Wade 1115 印尼 二倍體 

Humata vestita H195 Wade 1125 印尼 二倍體 

Humata pectinata H187 Wade 758 台灣 二倍體 

Humata repens complex H051 Wade 726 台灣 三倍體 

Humata repens complex H210 Wade 398 台灣 三倍體 

Humata repens complex H206 Wade 951 台灣 四倍體 

Humata repens complex H191 Wade 873 菲律賓 二倍體 

備註：-表示未知。 

Note: - indicated unknown. 

 

三、 DNA 萃取、PCR、單股結構多型性分析及定序 

以新鮮或乾燥幼葉為材料，使用 Geneaid Plant Genomic DNA Mini Kit 萃取 DNA，最

後將 DNA 溶於 100μl 之無菌水。利用電泳及分光光度計確認產物濃度後，稀釋至適當濃

度存放於-20℃冰箱進行 PCR 用，原液保存於-80℃。 
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PCR 反應的總體積為 15μl，其中包含 1.5μl 稀釋十倍的 DNA 聚合酶緩衝液，1.2μl 的

dNTP，各 1.5μl 的雙方引子(10mM)、0.1μl 的 DNA 聚合酶、2μl 的 DNA 與 7.2μl 之無菌水。

反應先以 94℃處理 5 分鐘，使雙股 DNA 呈現單股狀態，再以 94℃處理 1 分鐘、60-65℃

處理 1.5 分鐘、72℃處理 0.5-1 分鐘(溫度及時間隨不同引子而異)，進行 35 次循環，最後

保持 72℃處理 10 分鐘，保存 PCR 產物於 4℃下。 

單股結構多型性(SSCP)分析原理如圖 2。實驗方法大致依照 Watano et al.(2004)，由於

SSCP 分析具有序列長度的限制，所有進行分析之 PCR 產物皆利用引子 LFY F2 配合 LFY 

R2 增幅而來。首先將 PCR 產物於 formamide(含 loading dye)中加熱至 98℃進行變性

(denatured)，接著以 polyacrylamide Gel(7ml Acryamide/Bis = 29:1, 2ml glycerol, 1ml 10X 

TBE buffer, 8μl TEMED, 240μl APS)在 350 V 電壓下進行電泳 24 小時，最後利用銀染（silver 

staining）觀察 PCR產物之條帶數量。將所有條帶自膠體上切下，使用Geneaid Gel/PCR DNA 

Fragments Extraction Kit 將膠體內之單股 PCR 產物純化回收，依照原 PCR 條件再進行一

次反應後，委託基隆米克斯公司進行定序。 

 

 
圖 2. PCR-based SSCP 分析原理(Small et al., 2004)。一個點突變的發生(以 DNA 上的黑點

表示)導致產生不同的 DNA 單股結構，進而影響 DNA 單股在非變性膠體上的移動

性。 

Fig. 2. The principle of PCR-based SSCP analysis(after Small et al., 2004). A point mutation 

(represented by a dot on a DNA strand) leads to the formation of different single-strand 

conformations of the mutant DNA (M) compared with the nonmutant molecule (N), 

resulting in differential mobilities in a non-denaturing gel matrix. 
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四、序列排序及親緣關係分析 

將所得到的序列送至 NCBI 基因庫進行比對確認產物後，利用軟體 BioEdit 將序列進

行排序，並且以人工校正。所得到的序列矩陣資料使用 Garli(Zwickl, 2006)軟體，以最大

概率法(maximum likelihood，ML)方式重建親緣關係樹。並且使用靴帶分析(bootstrap 

analysis)以獲得各個支序的統計支持度。最後使用軟體 Tree view 及 FigTree 檢視親緣關係

樹並標上 bootstrap 數值後將圖形輸出。 

 

 
結   果 

一、單股結構多型性分析 

本研究於骨碎補科中各屬選取至少兩個二倍體材料進行分析。以專一性引子 FLY F2

配合 FLY R2 於適當溫度(Tm = 65℃)下增幅 LEAFY intron 1 片段，所有個體之 PCR 產物在

agarose 膠體上均為單一條帶，且長度與預期的片段相符。然而直接定序後，發現多數材

料非單一產物，因此將 PCR 產物材料進行 SSCP 分析。 

二倍體個體於 polyacrylamide 膠體上呈現 2 至 3 個條帶。定序後發現在具有 2 個條帶

個體的情形中，所得到的 2 條序列完全相同。而在具有 3 個條帶個體的情形中，定序結果

顯示其中 2 條序列完全相同，另 1 條則與其他 2 條序列具有 1 至 16 個鹼基的差異。多倍

體個體於 polyacrylamide 膠體上呈現 3 個以上的條帶，比較同一個個體的所有序列之間具

有 1 至 18 個鹼基的差異。 

二、序列資訊 

利用 SSCP 技術分離核基因片段 LEAFY intron 1 之 PCR 產物，包含 intron 1 之全長及

少部分之 exon 1 與 exon 2。共獲得 37 條序列，序列長度變化從 280bp 至 428bp。排序後

資料矩陣全長為 473bp，以此資料矩陣進行親緣關係分析。具有變異的特徵佔 22.8％

(108bp)，具簡約意義之特徵佔 21.3％(101bp)。24 個長度 1 至 120 個鹼基對之插入或缺失

事件，造成不同的分類群在序列長度上有很大的不同。 

三、親緣關係分析 

將 LEAFY 片段資料矩陣以 Maximum Likelihood 方法進行分析，所得到的最可能親緣

關係樹(ln=-2305.77)如圖 3。所有二倍體個體僅具一至兩個等位基因，且每個個體的所有

序列皆形成高度支持的支序，基因樹與種間關係相符，證實本研究利用引子 LFY F2 與 LFY 

R2 所增幅的 LEAFY intron 1 序列之同源性。除陰石蕨屬與骨碎補屬的骨碎補節(D. solida

與 D. pentaphylla)形成一個高度支持的支序(BS=96％)外，其餘各屬均形成高度支持的支

序，然而屬間關係呈現多叉狀無法解析。 

親緣關係樹顯示陰石蕨複合種群與熱帶陰石蕨(H. vestita)及馬來陰石蕨(H. pectinata)

共同形成一個高度支持的支序(BS=97％)。陰石蕨複合種群中，三倍體個體 H051 的三個
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等 位基因形 成一個獨 立的支序 ，僅有一 個鹼基的 差異。 H210(2n=120=3x) 及

H206(2n=160=4x)均具有三個等位基因，且彼此間具有 13 至 21 個鹼基的差距。二倍體個

體 H191 之兩個等位基因，與 H210 及 H206 的各一個等位基因形成一個獨立的支序，且

序列上僅有一個鹼基的差異。 

 

 
圖 3. 以 Maximum Likelihood 分析核基因片段 LEAFY 所得到的骨碎補科植物親緣關係樹。

陰石蕨複合種群個體均以代號表示，其後數字為等位基因編號並註記倍體性。僅顯

示支持度高於 80％之值。 

Fig. 3. Nuclear phylogeny of Davalliaceae based on LEAFY. All the individuals of H. repens 

complex shown in number following with allele number and ploidy level. Bootstrap 

value under 80％ was not shown. 
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討   論 

一、單股結構多型性分析 

SSCP 是一個快速且能夠檢測大量序列多型性的方法，已被大量的應用於生物醫學方

面的研究，然而僅有少數演化生物學研究應用此方法(Lessa and Applebaum, 1993; Potts, 

1996; Ebihara et al., 2005)。單一複份基因的情形下，同源(homozygote)二倍體與異源

(heterozygote)二倍體於 SSCP 膠體上應該分別具有 2 個及 4 個條帶(圖 2)。本研究結果發現

多數二倍體個體的確僅有 2 個條帶，經定序後確認為相同產物，顯示其為同源二倍體；但

部份材料於膠體上可見 3 個明顯條帶，推測這些材料為異源二倍體。由於四個單股 DNA

其中兩股之結構類似，無法於膠體上解析開來，因此出現 3 個條帶。經定序後確認其中一

個條帶具有序列多形性，差異介於 1 至 16 個鹼基。研究結果亦發現多倍體個體具有 3 個

以上的條帶，序列之間具有 1 至 18 個鹼基的差異，顯示為異源多倍體。前人研究以 SSCP

技術分離長度約 300bp 之 PCR 產物時，能夠檢測出單一鹼基的差異(Gasser et al., 2006)，

本研究所分析的序列長度約為 500bp，序列過長可能是造成膠體解析力無法解析至單一鹼

基差異的原因之一。 

本研究以 SSCP 技術分離核基因片段 LEAFY 之 PCR 產物，共獲得 37 條序列，雖然

SSCP 膠體尚無法解析至單一鹼基差異，但大多數個體內發現之等位基因少於或等於其倍

體性，能夠有效避免 cloning 過程中產生的 PCR error 干擾親緣關係樹之結構，因此獲得較

佳品質之序列資料。PCR-SSCP之解析力會受到PCR產物之GC content及序列長度(Li et al., 

2003)、引子濃度(Cai and Touitou, 1993)、電泳時溫度(Chen et al., 1995)、緩衝液成分(Kukita 

et al., 1997)與膠體成分及濃度(Savov et al., 1992)等因子所影響，未來可嘗試利用提高膠體

濃度及縮短序列長度等方式增加膠體之解析力。 

二、陰石蕨複合種群之網狀演化 

雜交事件在蕨類植物中經常被報導，許多研究利用外部形態特徵及高比例的不孕性孢

子推測其雜交起源(Barrington, 1986; Kuo, 1988; Taylor, 2002; Park and Kato, 2003; Moran 

and Watkins, 2004; Willis and Nester-Hucson, 2006; Aguiar et al., 2007; Chao et al., 2010)。近

年來仰賴分子資料的加入，許多研究得以更進一步確認雜交事件中父母系親本的來源

(Hildebrand et al., 2002; Perrie et al., 2003; Ebihara et al., 2005; Terada and Takamiya, 2006; 

Chang et al., 2009; Grusz et al., 2009)。由於形態上的連續性變異，曾有學者推測雜交事件

可能參與陰石蕨複合種群之演化歷史(Nootboom, 1994)。 

研究結果顯示陰石蕨複合種群與熱帶陰石蕨及馬來陰石蕨具有非常近的親緣關係，在

親緣關係樹上共同形成一個高度支持的支序。複合種群內之遺傳距離反而大於與此兩個分

類群之距離，顯示本複合種群為多系群，推測含有一個以上的隱蔽種存在。H206 及 H210

均具有三個等位基因，且彼此間具有較大的遺傳差異(13 至 21 個鹼基)，可能為複合種群

內不同隱蔽種間之雜交起源類群。H051 之所有等位基因形成一個單系群，僅有一個鹼基
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對之差異，顯示其基因組成較為單純。此三倍體在形態上相對穩定，單純的基因組成可能

是主要原因。採集自菲律賓呂宋的二倍體個體(H191)與 H206 及 H210 僅有 1 鹼基對的差

異；而採集自印尼爪哇的熱帶陰石蕨與 H051 僅有 4 個鹼基對的差異。序列上的高度相似，

顯示此兩個二倍體可能皆為參與陰石蕨複合種群網狀演化的祖先種之一。 
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Summary 

The reticulate evolution of species complex has long been an interesting topic. By the 

progress of molecular biology, the application of DNA-sequence data to decipher reticulate 

evolution is now frequently implemented currently. With the advantages of bi-parental 

inheritance and high rate of evolution, low-copy nuclear genes can provide valuable information 

for resolving reticulate evolution. However, only a few nuclear markers have been developed 

specifically for ferns. In this study, we present new primer sequences for the amplification of a 

portion of the nuclear LEAFY gene in Davalliaceae using SSCP then test in Humata repens 

complex. Phylogenetic analysis shows othology of the sequences amplified. The high 

divergence of the sequences suggests that there are several cryptic species within the H. repens 

complex. Our results also indicate that LEAFY holds considerable potential for addressing low 

taxonomy level questions. 
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