
太魯閣國家公園兩棲爬蟲類基因條碼建立及多樣性分析太魯閣國家公園兩棲爬蟲類基因條碼建立及多樣性分析太魯閣國家公園兩棲爬蟲類基因條碼建立及多樣性分析太魯閣國家公園兩棲爬蟲類基因條碼建立及多樣性分析

DNA barcode and Genetic diversity analysis of Amphibians and reptiles in Taroko National Park
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摘 要目前國家公園動物保育研究多以物種名錄建立目前國家公園動物保育研究多以物種名錄建立目前國家公園動物保育研究多以物種名錄建立目前國家公園動物保育研究多以物種名錄建立、、、、族群分佈與變遷族群分佈與變遷族群分佈與變遷族群分佈與變遷、、、、棲息地評估等作為經營管理之依據棲息地評估等作為經營管理之依據棲息地評估等作為經營管理之依據棲息地評估等作為經營管理之依據。。。。生物保育的三個層次包括生態多生物保育的三個層次包括生態多生物保育的三個層次包括生態多生物保育的三個層次包括生態多樣性樣性樣性樣性、、、、物種多樣性與基因多樣性物種多樣性與基因多樣性物種多樣性與基因多樣性物種多樣性與基因多樣性，，，，國家公園對保育研究多著重於前兩項國家公園對保育研究多著重於前兩項國家公園對保育研究多著重於前兩項國家公園對保育研究多著重於前兩項，，，，但對基因多樣性卻少有探討但對基因多樣性卻少有探討但對基因多樣性卻少有探討但對基因多樣性卻少有探討。。。。多樣性的基因是物種適應與演化的重多樣性的基因是物種適應與演化的重多樣性的基因是物種適應與演化的重多樣性的基因是物種適應與演化的重要基礎要基礎要基礎要基礎，，，，基因的多樣性為地理上或生態上的區隔所造成之結果基因的多樣性為地理上或生態上的區隔所造成之結果基因的多樣性為地理上或生態上的區隔所造成之結果基因的多樣性為地理上或生態上的區隔所造成之結果。。。。將現有生態多樣性與物種多樣性之研究成果將現有生態多樣性與物種多樣性之研究成果將現有生態多樣性與物種多樣性之研究成果將現有生態多樣性與物種多樣性之研究成果，，，，融入基因多樣性之中融入基因多樣性之中融入基因多樣性之中融入基因多樣性之中，，，，以期建以期建以期建以期建立完整生態系研究及探討其可能變遷之因素立完整生態系研究及探討其可能變遷之因素立完整生態系研究及探討其可能變遷之因素立完整生態系研究及探討其可能變遷之因素。。。。可為國家公園之經營管理提供更有利之基礎可為國家公園之經營管理提供更有利之基礎可為國家公園之經營管理提供更有利之基礎可為國家公園之經營管理提供更有利之基礎。。。。太太太太魯魯魯魯閣國家公園座面積達九萬二千公頃閣國家公園座面積達九萬二千公頃閣國家公園座面積達九萬二千公頃閣國家公園座面積達九萬二千公頃。。。。海拔高海拔高海拔高海拔高度度度度從從從從60606060公尺到公尺到公尺到公尺到3740374037403740公尺的南湖大山公尺的南湖大山公尺的南湖大山公尺的南湖大山。。。。在複雜的地在複雜的地在複雜的地在複雜的地理理理理氣候條件下氣候條件下氣候條件下氣候條件下，，，，遂孕育出多樣性的生態遂孕育出多樣性的生態遂孕育出多樣性的生態遂孕育出多樣性的生態環境與生物物種環境與生物物種環境與生物物種環境與生物物種。。。。全區之全區之全區之全區之兩兩兩兩棲棲棲棲類類類類物種物種物種物種，，，，計有計有計有計有6 6 6 6 科科科科15 15 15 15 種種種種，，，，約佔全臺灣已知約佔全臺灣已知約佔全臺灣已知約佔全臺灣已知兩兩兩兩棲棲棲棲類類類類物種之物種之物種之物種之43%43%43%43%。。。。其中超過半數為臺灣特有種或珍貴稀有之保育其中超過半數為臺灣特有種或珍貴稀有之保育其中超過半數為臺灣特有種或珍貴稀有之保育其中超過半數為臺灣特有種或珍貴稀有之保育類類類類物種物種物種物種。。。。本計畫擇定之研究物種考量物種族群海拔分佈之廣度本計畫擇定之研究物種考量物種族群海拔分佈之廣度本計畫擇定之研究物種考量物種族群海拔分佈之廣度本計畫擇定之研究物種考量物種族群海拔分佈之廣度，，，，以期發現不同族群是否有基因差異者以期發現不同族群是否有基因差異者以期發現不同族群是否有基因差異者以期發現不同族群是否有基因差異者、、、、保育類或珍稀物種且允許優先採樣者保育類或珍稀物種且允許優先採樣者保育類或珍稀物種且允許優先採樣者保育類或珍稀物種且允許優先採樣者、、、、具具具具有其它基因條碼研究可供比對者有其它基因條碼研究可供比對者有其它基因條碼研究可供比對者有其它基因條碼研究可供比對者、、、、可供國家公園管理處建立基因多樣性指標之物種可供國家公園管理處建立基因多樣性指標之物種可供國家公園管理處建立基因多樣性指標之物種可供國家公園管理處建立基因多樣性指標之物種、、、、管理處其它研究計畫所需基因資料者管理處其它研究計畫所需基因資料者管理處其它研究計畫所需基因資料者管理處其它研究計畫所需基因資料者。。。。就擇定之兩棲爬就擇定之兩棲爬就擇定之兩棲爬就擇定之兩棲爬蟲類物種完成分子標記蟲類物種完成分子標記蟲類物種完成分子標記蟲類物種完成分子標記，，，，建立微動物地理分區與園區物種之分子標記親緣關係架構建立微動物地理分區與園區物種之分子標記親緣關係架構建立微動物地理分區與園區物種之分子標記親緣關係架構建立微動物地理分區與園區物種之分子標記親緣關係架構，，，，國家公園生態保育之基因多樣性研究國家公園生態保育之基因多樣性研究國家公園生態保育之基因多樣性研究國家公園生態保育之基因多樣性研究。。。。作為國家公園是作為國家公園是作為國家公園是作為國家公園是否受環境影響之指標及管理之參考否受環境影響之指標及管理之參考否受環境影響之指標及管理之參考否受環境影響之指標及管理之參考，，，，作為國家公園特有生物保育及復育之依據作為國家公園特有生物保育及復育之依據作為國家公園特有生物保育及復育之依據作為國家公園特有生物保育及復育之依據。。。。關鍵字關鍵字關鍵字關鍵字：：：：基因多樣性基因多樣性基因多樣性基因多樣性、、、、遺傳變異遺傳變異遺傳變異遺傳變異、、、、基因條碼基因條碼基因條碼基因條碼、、、、功能性基因功能性基因功能性基因功能性基因、、、、性別決定基因性別決定基因性別決定基因性別決定基因

基因多樣性分析結果與建議本研究以中橫沿線不同海拔高度做為採集地點本研究以中橫沿線不同海拔高度做為採集地點本研究以中橫沿線不同海拔高度做為採集地點本研究以中橫沿線不同海拔高度做為採集地點。。。。其中梭德氏赤蛙分佈的地點主要在中高海拔地區其中梭德氏赤蛙分佈的地點主要在中高海拔地區其中梭德氏赤蛙分佈的地點主要在中高海拔地區其中梭德氏赤蛙分佈的地點主要在中高海拔地區，，，，約約約約1500150015001500～～～～3000300030003000公尺公尺公尺公尺，，，，如雪訓中心如雪訓中心如雪訓中心如雪訓中心((((海拔海拔海拔海拔3000300030003000公尺公尺公尺公尺))))等等等等。。。。將其粒線體將其粒線體將其粒線體將其粒線體DNADNADNADNA中中中中12S12S12S12S與與與與16S16S16S16S基因選殖定序後基因選殖定序後基因選殖定序後基因選殖定序後，，，，分別得到其親緣關係如圖一分別得到其親緣關係如圖一分別得到其親緣關係如圖一分別得到其親緣關係如圖一(12S)(12S)(12S)(12S)、、、、圖二圖二圖二圖二(16S)(16S)(16S)(16S)，，，，調查調查調查調查樣區樣區樣區樣區內內內內之梭德氏赤蛙可分為之梭德氏赤蛙可分為之梭德氏赤蛙可分為之梭德氏赤蛙可分為兩基因兩基因兩基因兩基因型型型型，，，，一種為廣一種為廣一種為廣一種為廣泛泛泛泛分佈分佈分佈分佈型型型型((((ClusterClusterClusterCluster    IIII))))，，，，一為在一為在一為在一為在調查調查調查調查樣區樣區樣區樣區內內內內為為為為侷限侷限侷限侷限性分佈性分佈性分佈性分佈((((ClusterClusterClusterCluster    IIIIIIII) ) ) ) 。。。。梭德氏赤蛙之分佈梭德氏赤蛙之分佈梭德氏赤蛙之分佈梭德氏赤蛙之分佈型型型型態態態態呈呈呈呈現現現現間斷間斷間斷間斷分佈的分佈的分佈的分佈的型型型型態態態態，，，，此此此此一分佈一分佈一分佈一分佈型型型型態態態態、、、、可能可能可能可能導致導致導致導致物種在基因物種在基因物種在基因物種在基因交流交流交流交流上上上上會較低會較低會較低會較低，，，，不不不不若盤古蟾蜍若盤古蟾蜍若盤古蟾蜍若盤古蟾蜍等等等等連連連連續續續續的分佈的分佈的分佈的分佈型型型型態兩棲類態兩棲類態兩棲類態兩棲類。。。。而而而而在本研究之基因多樣性在本研究之基因多樣性在本研究之基因多樣性在本研究之基因多樣性判判判判定的結果中定的結果中定的結果中定的結果中((((表表表表一一一一))))，，，，顯示顯示顯示顯示梭德氏赤蛙在不同樣點之梭德氏赤蛙在不同樣點之梭德氏赤蛙在不同樣點之梭德氏赤蛙在不同樣點之間間間間的基因的基因的基因的基因交流程交流程交流程交流程度度度度偏低偏低偏低偏低，，，，此此此此一結果一結果一結果一結果顯示顯示顯示顯示梭德氏赤蛙梭德氏赤蛙梭德氏赤蛙梭德氏赤蛙僅僅僅僅分佈分佈分佈分佈情況情況情況情況不但是不但是不但是不但是呈呈呈呈現現現現間斷間斷間斷間斷分佈分佈分佈分佈，，，，其基因其基因其基因其基因交流亦交流亦交流亦交流亦有可能因有可能因有可能因有可能因地地地地形阻形阻形阻形阻隔隔隔隔而而而而受到受到受到受到限制限制限制限制，，，，進進進進一一一一步步步步分分分分析析析析樣點之樣點之樣點之樣點之核核核核苷苷苷苷酸歧酸歧酸歧酸歧異度更發現異度更發現異度更發現異度更發現，，，，有有有有些些些些地點之族群地點之族群地點之族群地點之族群正正正正面面面面臨臨臨臨possiblepossiblepossiblepossible    balancingbalancingbalancingbalancing    selectionselectionselectionselection或族群或族群或族群或族群正正正正在分化在分化在分化在分化((((populationpopulationpopulationpopulation    subdivisionsubdivisionsubdivisionsubdivision))))。。。。目前已對太魯閣國家公園園區目前已對太魯閣國家公園園區目前已對太魯閣國家公園園區目前已對太魯閣國家公園園區內內內內之兩棲爬蟲類之兩棲爬蟲類之兩棲爬蟲類之兩棲爬蟲類共十共十共十共十種種種種，，，，包括目前數量包括目前數量包括目前數量包括目前數量相當相當相當相當稀少稀少稀少稀少、、、、具有重要保育具有重要保育具有重要保育具有重要保育價價價價物種物種物種物種，，，，如如如如楚楚楚楚南氏山南氏山南氏山南氏山椒魚椒魚椒魚椒魚，，，，呂呂呂呂氏氏氏氏攀蜥攀蜥攀蜥攀蜥及中國及中國及中國及中國樹蟾樹蟾樹蟾樹蟾等等等等，，，，完成可做為基因條碼序完成可做為基因條碼序完成可做為基因條碼序完成可做為基因條碼序列列列列之之之之COCOCOCO1111基因基因基因基因部部部部分序分序分序分序列解列解列解列解碼碼碼碼，，，，並並並並將將將將陸續陸續陸續陸續上傳上傳上傳上傳至至至至NNNNCBICBICBICBI    BarcodesBarcodesBarcodesBarcodes    databasedatabasedatabasedatabase。。。。本研究所採本研究所採本研究所採本研究所採用用用用之之之之實驗平台實驗平台實驗平台實驗平台，，，，未來未來未來未來可可可可繼續運用繼續運用繼續運用繼續運用於園區於園區於園區於園區內內內內其其其其他他他他物物物物調查調查調查調查，，，，進進進進一一一一步步步步建立國家公園建立國家公園建立國家公園建立國家公園內內內內之資料之資料之資料之資料庫庫庫庫。。。。立即可行之建議
•進行進行進行進行擇定物種之分子標記的比擇定物種之分子標記的比擇定物種之分子標記的比擇定物種之分子標記的比較較較較，，，，尋找尋找尋找尋找其其其其間間間間是否有基因變異是否有基因變異是否有基因變異是否有基因變異，，，，確確確確定基因定基因定基因定基因流流流流動動動動範圍範圍範圍範圍，，，，嘗試嘗試嘗試嘗試建立微動物地理分區建立微動物地理分區建立微動物地理分區建立微動物地理分區。。。。
•架構國家公園生態保育之基因多樣性研究架構國家公園生態保育之基因多樣性研究架構國家公園生態保育之基因多樣性研究架構國家公園生態保育之基因多樣性研究。。。。針針針針對對對對此此此此擇定物種之特擇定物種之特擇定物種之特擇定物種之特殊殊殊殊基因或基因或基因或基因或COCOCOCO 1 1 1 1////    MtMtMtMt DNA DNA DNA DNA建立基因條碼建立基因條碼建立基因條碼建立基因條碼，，，，上傳上傳上傳上傳至至至至NNNNCBICBICBICBI基因基因基因基因銀行銀行銀行銀行（（（（GenebankGenebankGenebankGenebank））））或建立國家公園資料或建立國家公園資料或建立國家公園資料或建立國家公園資料庫庫庫庫。。。。中長期性建議
•可可可可針針針針對不同海拔高度對不同海拔高度對不同海拔高度對不同海拔高度設設設設立立立立長長長長期期期期監測監測監測監測樣區樣區樣區樣區，，，，長長長長期期期期監測監測監測監測不同不同不同不同人人人人為為為為開開開開發發發發壓力壓力壓力壓力下所造成的兩棲類族群的差異下所造成的兩棲類族群的差異下所造成的兩棲類族群的差異下所造成的兩棲類族群的差異。。。。
•針針針針對對對對兩兩兩兩棲棲棲棲類類類類進進進進行行行行焦焦焦焦點點點點物物物物種種種種的的的的評評評評選選選選工工工工作作作作，，，，選選選選取取取取具具具具有有有有指指指指標標標標性性性性物物物物種種種種、、、、護護護護傘傘傘傘種種種種功功功功能能能能的的的的兩兩兩兩棲棲棲棲類類類類為為為為焦焦焦焦點點點點物物物物種種種種，，，，優優優優先先先先列列列列入入入入長長長長期期期期監監監監測測測測及及及及保保保保育育育育的的的的對對對對象象象象，，，，維維維維持持持持、、、、保保保保育育育育園園園園區區區區內內內內的的的的生生生生物物物物棲棲棲棲地地地地與與與與生生生生物物物物多多多多樣樣樣樣性性性性。。。。

基因條碼建立DNADNADNADNA條碼條碼條碼條碼（（（（DNA barcodeDNA barcodeDNA barcodeDNA barcode））））一種創一種創一種創一種創新新新新、、、、簡便簡便簡便簡便、、、、迅速的鑑識系統迅速的鑑識系統迅速的鑑識系統迅速的鑑識系統：：：：以粒線體以粒線體以粒線體以粒線體基因的片段來標示物種基因的片段來標示物種基因的片段來標示物種基因的片段來標示物種。。。。提供類似圖書提供類似圖書提供類似圖書提供類似圖書出版的出版的出版的出版的ISBNISBNISBNISBN全球通用碼全球通用碼全球通用碼全球通用碼，，，，讓世界上每個讓世界上每個讓世界上每個讓世界上每個物種都有獨特的身份證物種都有獨特的身份證物種都有獨特的身份證物種都有獨特的身份證。。。。目前已針對太魯閣國家公園樣區內目前已針對太魯閣國家公園樣區內目前已針對太魯閣國家公園樣區內目前已針對太魯閣國家公園樣區內兩棲爬蟲類之目標物種兩棲爬蟲類之目標物種兩棲爬蟲類之目標物種兩棲爬蟲類之目標物種，，，，完成完成完成完成CO1CO1CO1CO1基因基因基因基因的部份基因序列解碼如下列所示的部份基因序列解碼如下列所示的部份基因序列解碼如下列所示的部份基因序列解碼如下列所示：：：： 楚楚楚楚南氏山椒魚南氏山椒魚南氏山椒魚南氏山椒魚、、、、盤古蟾蜍盤古蟾蜍盤古蟾蜍盤古蟾蜍、、、、中國樹蟾中國樹蟾中國樹蟾中國樹蟾、、、、斯斯斯斯文豪氏赤蛙文豪氏赤蛙文豪氏赤蛙文豪氏赤蛙、、、、梭德氏赤蛙梭德氏赤蛙梭德氏赤蛙梭德氏赤蛙、、、、日本樹蛙日本樹蛙日本樹蛙日本樹蛙、、、、褐樹蛙褐樹蛙褐樹蛙褐樹蛙、、、、青蛇青蛇青蛇青蛇、、、、雪山草蜥雪山草蜥雪山草蜥雪山草蜥、、、、呂氏攀蜥呂氏攀蜥呂氏攀蜥呂氏攀蜥。。。。
設計萬用引子 標本採集抽取DNA，PCR放大 DNA 定序、比對分析析析析

表表表表 一一一一、、、、 梭德氏赤蛙梭德氏赤蛙梭德氏赤蛙梭德氏赤蛙12S12S12S12S與與與與16S16S16S16S之之之之Tajima's Method Tajima's Method Tajima's Method Tajima's Method 中性假說檢定結果中性假說檢定結果中性假說檢定結果中性假說檢定結果



本試驗以太魯閣國家公園內不同海拔採集到之梭德氏赤蛙為研究對象(表3-2)，將粒線體DNA中12S與16S基因選殖定序後，分別得到其親緣關係如圖3-11(12S)、圖 3-12(16S)。以mt DNA 12S序列所得之親緣關係樹狀圖可知：調查樣區內之梭德氏赤蛙可分為兩基因型，一種為廣泛分佈型(Cluster I)，一為在調查樣區內為侷限性分佈(Cluster II)，其12S之序列與廣泛分佈型之間約有10%的差異(圖 3-13)。若以mt DNA 16S序列所得之親緣關係分析，亦可得到兩種基因型的呈現，其分佈的情形與mt DNA 12S所得相符，


