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( 广西亚热带作物研究所ꎬ 南宁 ５３０００１ )

摘　 要: 为了明确广西野生茶树种质资源的遗传背景ꎬ该研究从广西的宁明县、金秀县、苍梧县收集到 １４ 份

地方野生茶树种质资源ꎬ以 １７ 个国家级茶树良种作为参照ꎬ采用 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 分子标记技术ꎬ探讨了广西这三

个地方野生茶树与国家级茶树良种间的亲缘关系以及广西地方茶树自身的遗传多样性ꎮ 结果表明:１５ 对

ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物共检测到 ６８ 个等位基因ꎬ平均每个引物可扩增出 ４.５３ 个ꎬ其中多态性位点为 ６０ 个ꎬ多态性比

率达 ８８.２％ꎮ 平均观测杂合度、平均期望杂合度、平均 Ｓｈａｎｎｏｎ 信息指数分别为 ０.４２、０.５５ 和 ０.９７ꎮ ＰＩＣ 值

在 ０.２３~ ０.７４ 之间ꎬ平均为 ０.５２ꎬ多态性较好ꎮ 遗传相似系数在 ０.５３~ ０.９ 之间ꎬ平均值为 ０.７１ꎬ３１ 份供试材

料在遗传相似系数为 ０.７１ 分为 ５ 组群ꎬ７６％参照品种聚在 Ａ 组群ꎬ而广西本地的野生茶树资源则主要分布

在 Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ 组群ꎮ 利用该研究中的 ４ 对核心引物即可将 ３１ 份供试材料全部区分开ꎬ挑选其中 １０ 个多态性

较好的等位位点进行编码ꎬ构建 ３１ 份供试种质的 ＤＮＡ 分子指纹图谱ꎮ 这表明广西野生茶树资源与国家级

茶树良种间遗传差异较大、亲缘关系较远、遗传基础宽、多样性非常丰富ꎬ可作为茶树育种的亲本或开展茶

树功能基因研究的材料ꎮ
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　 　 茶树种质资源是开展茶树种质创新、新品种

选育、功能基因挖掘等研究的的物质基础和基本

条件ꎬ种质资源丰富与否与新品种选育成功率有

着紧密的联系(周萌等ꎬ２０１３)ꎮ 研究表明ꎬ茶树起

源于我国云南、四川、贵州交界地区 (虞富莲ꎬ
１９８６)ꎬ而广西与贵州、云南、四川接壤ꎬ是茶树次

生起源地(覃秀菊等ꎬ２００６)ꎬ常年水热资源丰富ꎬ
自然条件优越ꎬ孕育着丰富的野生、半野生茶树种

质资源ꎮ 经过长期自然选择和自身进化ꎬ广西各

地野生茶树资源在表型、农艺性状、内含物含量上

具有丰富的差异性(覃秀菊等ꎬ２００６ꎻ彭靖茹等ꎬ
２０１９)ꎮ 但对于广西野生茶树种质资源的研究多

数仅限于调查、收集和简单分布地理位置和形态

的描述ꎬ对于其遗传特性的研究鲜见报道ꎮ
用于茶树种质资源遗传分析与评价的方法主

要有形态学标记法、生化标记法和 ＤＮＡ 分子标记

法三种ꎬ由于形态学标记法过多依赖鉴定者的经

验ꎬ且鉴定结果易受生产方式和环境影响(刘本

英ꎬ２００９)ꎬ故其鉴定的可靠程度不高ꎮ 生化标记

法由于受限于蛋白质种类偏少ꎬ因此其检测位点

较少ꎬ多态性不够丰富ꎬ不能有效区分亲缘关系非

常密切的茶树资源(乔婷婷ꎬ２０１０)ꎮ ＤＮＡ 分子标

记直接反映基因组 ＤＮＡ 水平遗传变异ꎬ多态性丰

富、准确性高、重复性好ꎬ且不随发育时期而变化ꎬ

不受环境影响ꎬ鉴于此ꎬＤＮＡ 分了标记技术已被广

泛应用在包括茶树在内的各类作物种质资源遗传

分析和鉴定上(姚明哲ꎬ２００９)ꎮ 目前ꎬ应用于茶树

遗传分析的分子标记主要有 ＲＡＰＤ、ＡＦＬＰ、ＩＳＳＲ 和

ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记 (王丽鸳等ꎬ２００４ꎻ姚明哲和陈亮ꎬ
２００３ꎻ粱慧玲和梁月荣ꎬ２００３)ꎬ其中 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 相对

其他标记具有等位点多、共显性、重复性好、多态

性高、数量丰富等优势(Ｐｏｗｅｌｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９６)ꎬ且可

直接从 ＥＳＴ 数据库中筛选获得 ＳＳＲꎬ开发成本相

对较低(Ｖａｒｓｈｎｅｙ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５)ꎬ另外 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 序

列为基因组的表达序列ꎬ其差异性直接反映出基

因 表 达 的 差 异 ( Ｓａｈａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５ꎻ Ｇａｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００４)ꎮ ＥＳＴ￣ＳＳＲ 应用于茶树遗传分析屡见报道:
如金基强等(２００７)首次基于 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物对浙

江、福建等地的优良茶树品种资源进行了分析ꎬ结
果充分说明 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记可有效分析茶树种质资

源ꎬ能真实反映不同品种间的遗传差异ꎻ刘振等

(２００８)利用 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记对 ６０ 份中国西南茶区

的茶树资源进行了遗传多样性和亲缘关系分析ꎬ
研究结果表明 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记非常适用于茶树遗传

多样性和亲缘关系的研究ꎬ同时结果也显示我国

西南茶区的茶树种质资源多样性非常丰富ꎬ值得

深入开发研究ꎮ 姚明哲等(２００９)通过 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标

记对 ４５ 份江北茶区的茶树初级核心种质的遗传
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多样性和遗传结构分析ꎬ提出可进一步对初级核

心种质进行筛选ꎬ选择更有遗传代表性的资源ꎬ构
建江北茶区的核心种质ꎬ从而提高江北茶区优异

资源发掘和利用的效率ꎮ 陈熙等(２０１６)基于 ＥＳＴ￣
ＳＳＲ 分子标记对陕西茶树资源遗传多样性进行分

析ꎬ指出陕西茶树种质资源遗传多样性处于较高

水平ꎬ从群体种选育良种是可行的ꎮ
利用 ＤＮＡ 分子标记技术开展广西野生茶树资

源的遗传多样性和亲缘关系分析ꎬ可充分认识广

西野生茶树种质资源的遗传特性ꎬ对广西茶树资

源的分子鉴定、品种遗传改良、种质保护、核心种

质的构建、重要农艺性状基因定位以及分子标记

辅助育种都具有重要的参考价值和理论指导意

义ꎮ 该研究利用 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 技术对广西部分野生茶

树资源进行遗传特性研究ꎬ旨在揭示广西野生茶

树种质资源的遗传基础ꎬ为今后核心种质资源收

集利用提供理论支撑ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

供试的 ３１ 份茶树种质资源(表 １)ꎬ１４ 份取自

分布在广西金秀、宁明、六堡镇的野生茶ꎬ另外 １７
份为国家级优良品种ꎮ 于 ２０１８ 年春季采摘一芽

二叶新梢ꎬ液氮迅速冷冻ꎬ然后置于－７０ ℃冰箱中

保存备用ꎮ
１.２ ＤＮＡ 提取

采用改进的 ＣＴＡＢ 法(陈盛相ꎬ２００９)提取茶

叶 ＤＮＡꎬ使用分光光度计和 １％琼脂糖凝胶电泳检

测 ＤＮＡ 的质量和浓度ꎮ 然后稀释 ＤＮＡ 原液至 ５０
ｎｇ􀅰μＬ￣１ꎬ于－２０ ℃保存备用ꎮ
１.３ ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记

参照姚明哲(２００９)报道的 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记ꎬ经
过材料筛选ꎬ选出 １５ 对多态性高、带型清晰的引

物ꎬ引物信息如表 ２ 所示ꎬ委托华大基因科技有限

公司合成ꎮ
１.４ ＰＣＲ 扩增及产物检测

按(表 ３)配制 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 反应体系ꎬ进行 ＰＣＲ
扩增ꎮ ＰＣＲ 扩增各个循环参数:先 ９４ ℃预变性 ５
ｍｉｎꎬ９４ ℃变性 １ ｍｉｎꎬ对应温度退火 ３０ ｓ(各引物

退火温度见表 ２)ꎬ７２ ℃延伸 ２ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ然
后 ７２ ℃ 延 伸 ５ ｍｉｎꎬ ４ ℃ 保 存ꎮ 参 照 黄 寿 辉

(２０１３)方法进行 ＰＣＲ 产物聚丙烯酰胺凝胶检测、
银染显色和拍照记录ꎮ
１.５ 数据统计与分析

每对 ＳＳＲ 引物检测一个位点ꎬ每条多态性条

带视为一个等位变异ꎬ采用人工读带方法ꎬ将电泳

图上清晰的条带记为“１”ꎬ同一位置无带或不易分

辨的弱带计为“０”ꎬ建立“０－１”原始数据矩阵ꎮ 使

用软件 Ｐｏｐｇｅｎｅ３２(Ｙｅｈ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９９)统计每个引

物在 ３１ 份材料中扩增的等位基因数(Ｎａ)ꎬ观测杂

合度(Ｈｏ)、期望杂合度(Ｈｅ)ꎬＳｈａｎｎｏｎ 信息指数

( Ｉ)ꎮ 根据公式 ＰＩＣ ＝ １－∑(Ｐｉ)２ 计算每个引物的

多态性信息量(ＰＩＣ)ꎬ其中 Ｐｉ 是带有第 ｉ 个等位基

因群体的比例ꎮ 根据公式 ＤＩＣＥ ＝ ２ａ / (２ａ＋ｂ＋ｃ)计
算品种间的 ＤＩＣＥ 遗传相似性系数ꎬ其中 ａ 为品种

ｉ 与品种 ｊ 共有带型数目ꎬｂ 为品种 ｉ 特有带型数

目ꎬｃ 为品种 ｊ 特有带型数目ꎮ 用 ＮＴＳＹＳ￣ｐｃ２. １
(Ｒｏｈｌｆꎬ２０００)软件进行品种间多态性和相似系数

分析ꎬ通过非加权配对算术平均法(ＵＰＵＭＡ)进行

聚类分析ꎬ建立亲缘关系树状图ꎮ 结合供试材料

的形态学特征ꎬ对聚类分析结果进行分析讨论ꎮ

２　 结果与分析

２.１ ＥＳＴ￣ＳＳＲ 扩增结果及多态性分析

利用 １５ 对 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物对 ３１ 份实验材料进

行多态性检测ꎬ部分引物扩增结果见图 １ꎮ 如表 ４
所示ꎬ共检测到 ６８ 个等位位点ꎮ 扩出等位位点数

最多的引物为 Ｔ３９５ 和 Ｔ５８８ꎬ分别可以扩出 ６ 个等

位位点ꎬ其次是 Ｔ６、Ｔ８、Ｔ１８５、Ｔ６８５、Ｔ８０２、Ｔ１１１０ꎬ
均可扩出 ５ 个ꎬＴ１２、Ｔ２１、Ｔ２２８、Ｔ６４１、Ｔ６８７ 可扩出

４ 个ꎬＴ６６３、Ｔ１１３ 为 ３ 个ꎬＴ１３ 扩出的等位位点最

少ꎬ为 ２ 个ꎬ平均每个引物可扩出的等位位点数为

４.４７ 个ꎮ 在扩增到的 ６８ 个等位基因中有 １４ 个特

异等位基因ꎬ主要分布在宁明 ２ 号、宁明 ４ 号、六
堡 １ 号和金秀 ５ 号中ꎬ表明这几个种质在某些位点

与其他种质有着很大差异ꎬ是研究等位基因功能差

异的良好材料ꎮ 对于整个群体而言ꎬ群体的观测杂

合度(Ｈｏ)变化范围为 ０.１８(Ｔ１１３) ~０.６３(Ｔ１１１０)ꎬ
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表 １　 供试材料的名称及原产地
Ｔａｂｌｅ １　 Ｎａｍｅ ａｎｄ ｏｒｉｇｉｎ ｏｆ ｔｅａ ａｃｃｅｓｓｉｏｎｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

种质名称
Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｎａｍｅ

原产地
Ｏｒｉｇｉｎ

种质名称
Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｎａｍｅ

原产地
Ｏｒｉｇｉｎ

宁明 １ 号
Ｎｉｎｇｍｉｎｇ １

广西宁明县
Ｎｉｎｇｍｉｎｇꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

桂香 １８ 号
Ｇｕｉｘｉａｎｇ １８

广西桂林
Ｇｕｉｌｉｎꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

宁明 ２ 号
Ｎｉｎｇｍｉｎｇ ２

广西宁明县
Ｎｉｎｇｍｉｎｇꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

云南大叶种
Ｙｕｎｎａｎｄａｙｅｚｈｏｎｇ

云南勐库
Ｍｅｎｇｋｕꎬ Ｙｕｎｎａｎ

宁明 ３ 号
Ｎｉｎｇｍｉｎｇ ３

广西宁明县
Ｎｉｎｇｍｉｎｇꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

碧香早
Ｂｉｘｉａｎｇｚａｏ

湖南长沙
Ｃｈａｎｇｓｈａꎬ Ｈｕｎａｎ

宁明 ４ 号
Ｎｉｎｇｍｉｎｇ ４

广西宁明县
Ｎｉｎｇｍｉｎｇꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

福鼎大毫
Ｆｕｄｉｎｇｄａｈａｏ

福建福鼎
Ｆｕｄｉｎｇꎬ Ｆｕｊｉａｎ

宁明 ５ 号
Ｎｉｎｇｍｉｎｇ ５

广西宁明县
Ｎｉｎｇｍｉｎｇꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

尧山秀丽
Ｙａｏｓｈａｎｘｉｕｌｉ

广西桂林
Ｇｕｉｌｉｎꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

金秀 １ 号
Ｊｉｎｘｉｕ １

广西金秀县
Ｊｉｎｘｉｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

金牡丹
Ｊｉｎｍｕｄａｎ

福建福州
Ｆｕｚｈｏｕꎬ Ｆｕｊｉａｎ

金秀 ２ 号
Ｊｉｎｘｉｕ ２

广西金秀县
Ｊｉｎｘｉｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

白玉 １ 号
Ｂａｉｙｕ １

福建安吉
Ａｎｊｉꎬ Ｆｕｊｉａｎ

金秀 ３ 号
Ｊｉｎｘｉｕ ３

广西金秀县
Ｊｉｎｘｉｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

梅占
Ｍｅｉｚｈａｎ

福建安溪
Ａｎｘｉꎬ Ｆｕｊｉａｎ

金秀 ４ 号
Ｊｉｎｘｉｕ ４

广西金秀县
Ｊｉｎｘｉｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

金观音
Ｊｉｎｇｕａｎｙｉｎ

福建福州
Ｆｕｚｈｏｕꎬ Ｆｕｊｉａｎ

金秀 ５ 号
Ｊｉｎｘｉｕ ５

广西金秀县
Ｊｉｎｘｉｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

黄观音
Ｈｕａｎｇｇｕａｎｙｉｎ

福建福州
Ｆｕｚｈｏｕꎬ Ｆｕｊｉａｎ

六堡 １ 号
Ｌｉｕｂａｏ １

广西六堡镇
Ｌｉｕｂａｏꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

黄玫瑰
Ｈｕａｎｇｍｅｉｇｕｉ

福建福州
Ｆｕｚｈｏｕꎬ Ｆｕｊｉａｎ

六堡 ２ 号
Ｌｉｕｂａｏ ２

广西六堡镇
Ｌｉｕｂａｏꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

黄金芽
Ｈｕａｎｇｊｉｎｙａ

浙江安吉
Ａｎｊｉꎬ Ｚｈｅｊｉａｎｇ

六堡 ３ 号
Ｌｉｕｂａｏ ３

广西六堡镇
Ｌｉｕｂａｏꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

黄金叶
Ｈｕａｎｇｊｉｎｙｅ

浙江安吉
Ａｎｊｉꎬ Ｚｈｅｊｉａｎｇ

六堡 ４ 号
Ｌｉｕｂａｏ ４

广西六堡镇
Ｌｉｕｂａｏꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

湘波绿
Ｘｉａｎｇｂｏｌü

湖南长沙
Ｃｈａｎｇｓｈａꎬ Ｈｕｎａｎ

桂绿 １ 号
Ｇｕｉｌü １

广西桂林
Ｇｕｉｌｉｎꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

玉麒麟
Ｙｕｑｉｌｉｎ

福建武夷山
Ｗｕｙｉｓｈａｎꎬ Ｆｕｊｉａｎ

紫鹃
Ｚｉｊｕａｎ

云南勐海
Ｍｅｎｇｈａｉꎬ Ｙｕｎｎａｎ

平均为 ０.４２ꎻ期望杂合度(Ｈｅ)的变化范围为 ０.２３
(Ｔ１１３) ~ ０.７４(Ｔ５８８)ꎬ平均为 ０.５５ꎮ Ｓｈａｎｎｏｎ 信息

指数( Ｉ)变幅在 ０.３５ ~ １.５３ 之间ꎬ平均 ０.９７ꎮ 多态

性信息含量(ＰＩＣ 值)是衡量引物扩增位点多态性

的重要指标ꎮ 当 ＰＩＣ>０.５ 时ꎬ表明扩增位点具高

度多态性ꎬ０.２５<ＰＩＣ<０.５ 时ꎬ为中度多态性ꎬＰＩＣ<
０.２５ 时为低度多态性( Ｂｏｔｓｔｅｉｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９８０)ꎮ 该

研究选用的 １５ 个引物的 ＰＩＣ 值在 ０􀆰 ２３ ~ ０.７４ 之

间ꎬ平均为 ０.５２ꎬ标记 Ｔ１３(ＰＩＣ ＝ ０.２３)为低度多态

位点ꎬ４ 个标记 Ｔ６８７ ( ＰＩＣ ＝ ０􀆰 ４３)、 Ｔ６６３ ( ＰＩＣ ＝
０.２８)、Ｔ２１(ＰＩＣ ＝ ０.２１)、Ｔ６４１(ＰＩＣ ＝ ０.２６)为中度

多态位点ꎬ其它 １０ 个为高度多态位点ꎬＰＩＣ 值变化

范围为 ０.５１ ~ ０.７４ꎬ表明所选用 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物在茶

树上具有较高水平的扩增位点多态性ꎬ不同 ＥＳＴ￣
ＳＳＲ 位点的多态性有明显差异ꎬ同时也说明广西

野生茶树与国家级茶树良种间遗传差异大ꎬ具有

较高的遗传多样性ꎮ
２.２ ３１ 份供试种质的亲缘关系

根据 ３１ 份供试茶树种质资源扩出的 ６８ 个

ＥＳＴ￣ＳＳＲ 位点的谱带数据组成原始矩阵ꎬ计算所有

种质之间的遗传相似性系数ꎬ绘制亲缘关系聚类

图(图 ２)ꎮ 图 ２ 结果表明ꎬ供试种质间的遗传相似

系数为 ０.５３ ~ ０.９０ꎬ平均为 ０.７１ꎬ当遗传相似系数

等于 ０.８２ 时ꎬ７０％种质已经完全分开ꎬ其中金秀 １
号和金秀 ３ 号的遗传相似系数最高ꎬ达到 ０.９０ꎬ宁
明 ２ 号与湘波绿最低ꎬ仅为 ０.３８ꎬ 表明广西野生茶
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表 ２　 １５ 对 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物的序列信息
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｉｆｔｅｅｎ ＥＳＴ￣ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

引物序列 (５′→３′) Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′→３′)

正向
Ｆｏｒｗａｒｄ

反向
Ｒｅｖｅｒｓｅ

退火温度
Ａｎｎｅａｌｉｎｇ
ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

(℃ )

片段大小
Ｓｉｚｅ ｏｆ ｐｒｏｄｕｃｔ

(ｂｐ)

Ｔ６ ＧＴＣＡＡＧＡＡＡＧＣＴＣＡＡＧＧＣ ＡＡＧＡＣＣＣＡＴＡＣＡＡＡＡＧＡＴＡＣＴ ５２ １５０~ １７０

Ｔ８ ＴＣＮＮＮＴＣＡＣＧＧＴＴＮＮＧＴ ＡＡＡＴＧＣＮＮＮＮＧＧＴＴＣＴ ５６ １５０~ ２００

Ｔ１２ ＡＴＣＣＡＣＣＧＴＡＴＧＡＴＧＣＴ ＴＧＴＣＴＴＧＴＧＡＣＣＡＡＡＴＴＧＡＣ ４９ １５０~ １６０

Ｔ１３ ＡＴＧＡＮＮＡＧＣＡＡＮＮＧＡＡＣＧ ＧＧＡＣＴＮＮＮＡＡＣＴＣＧＮＮＣＴ ５８ ２００~ ２３０

Ｔ２１ ＣＣＡＣＣＧＴＴＧＡＴＴＣＴＡＣＴＴＴ ＧＡＴＧＧＧＣＴＴＧＴＣＴＴＣＧＴＣ ５３ １１０~ １７０

Ｔ１８５ ＡＴＣＮＮＣＡＧＡＴＮＮＴＧＧＣ ＧＧＮＮＴＴＧＴＧＧＴＣＮＮＧＧＴ ５８ ２１０~ ２５０

Ｔ２２８ ＧＡＡＴＣＡＧＴＧＡＡＴＡＡＡＧＣＧＴＧＴＡ ＴＧＡＡＧＴＧＧＣＧＧＣＧＧＡＡＧＡ ５１ １６０~ １８０

Ｔ３９５ ＴＴＣＡＧＧＣＡＣＣＴＣＡＣＡＡ ＡＡＧＴＡＡＣＣＣＧＡＡＡＣＡＴ ５２ ２３０~ ２５０

Ｔ５８８ ＴＧＡＣＡＧＣＡＧＡＡＣＡＡＣＡＴ ＡＣＴＧＡＡＣＣＣＡＡＣＡＣＣＡＣＡ ５３ １００~ １６０

Ｔ６４１ ＣＡＡＧＣＡＡＴＡＣＡＴＡＣＡＣＡＣＡ ＡＡＣＡＧＡＧＣＡＴＡＣＣＣＡＧＡＡＧ ５０ １８０~ ２１０

Ｔ６６３ ＣＴＣＴＴＧＡＴＴＧＧＴＧＣＣＴＴＴＡ ＴＴＧＧＴＡＧＣＣＴＣＴＴＣＴＴＴＴＧ ４３ ２３０~ ２６０

Ｔ６８５ ＴＡＧＧＧＴＴＴＴＡＧＴＴＴＣＡＧ ＡＡＣＡＴＣＣＴＴＧＣＣＴＣＧＴＣ ５８ １００~ １１５

Ｔ６８７ ＧＡＧＧＣＧＴＴＴＴＣＡＡＧＧＴＴ ＧＴＡＧＧＴＧＴＧＴＣＧＴＣＣＡＧ ５２ １７０~ ２１０

Ｔ８０２ ＧＣＡＧＡＡＡＡＣＣＣＴＧＴＣＡＡＴ ＡＴＣＡＣＣＡＣＣＣＣＡＣＣＡＴＡＣ ５３ １３０~ １６０

Ｔ１１１０ ＣＡＴＴＧＣＣＴＴＧＡＴＧＣＴＧＡ ＧＡＴＧＡＣＧＡＴＧＧＡＧＴＧＧＧ ５３ １１０~ １９０

表 ３　 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记检测的 ＰＣＲ 反应体系
Ｔａｂｌｅ ３　 ＰＣＲ ｃｏｃｋｔａｉｌ ｆｏｒ ＥＳＴ￣ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒ ｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎ

成分
Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ

体积
Ｖｏｌｕｍｅ (μＬ)

ＤＮＡ (２５ ｎｇ􀅰μＬ ￣１) ２

Ｐｒｉｍｅｒ (５０ μｍ􀅰ｍｏｌ￣１) ０.５

ｄＮＴＰｓ (１０ ｍｍ􀅰ｍｏｌ￣１) ０.２

Ｍｇ２＋(２５ ｍｍ􀅰ｍｏｌ￣１) ０.８

Ｔａｑ (５ Ｕ􀅰μＬ) ０.１

Ｂｕｆｆｅｒ (１０×) １
ｄｄＨ２Ｏ ５.４

总计 Ｔｏｔａｌ １０

树种质资源间经长期的自然选择后ꎬ与当前推广

的国家级良种间存在较大的遗传差异ꎬ而广西野

生资源之间既表现一定的遗传相似性ꎬ也存在着

丰富的遗传差异ꎮ 从系统树发现ꎬ３１ 份供试材料

分类比较零散ꎬ没有很明显的大群组ꎬ在相似系数

为 ０.７１ 左右分为 ５ 组群:Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 和 Ｅꎬ其中 Ａ
组群包含 １９ 份材料ꎬ占到所有供试的 ６１％ꎬ分别

是黄金芽、黄金叶、玉麒麟、六堡 ２ 号、梅占、金观

音、黄观音、福鼎大毫、黄玫瑰、桂香 １８ 号、六堡 ３

号、六堡 ４ 号、尧山秀丽、桂绿 １ 号、云南大叶种、
金秀 １ 号、金秀 ３ 号、金秀 ５ 号ꎻＢ 组群有金秀 ２
号、金秀 ４ 号、碧香早、湘波绿ꎻＣ 组群也有 ６ 个材

料ꎬ分别是白玉 １ 号、紫鹃、六堡 １ 号、六堡 ５ 号、宁
明 １ 号、宁明 ３ 号ꎻＤ 和 Ｅ 组群分别都只有 １ 份材

料ꎬ分别是宁明 ４ 号和宁明 ２ 号ꎮ 以相似系数

０.７８ 为阈值ꎬＡ 组群又可分为 ７ 个亚群ꎬＢ 组群细

分为 ３ 个亚群ꎬＣ 组群则分为 ４ 个亚群ꎮ 从整个亲

缘关系看ꎬ大部分资源按照相同地域来源聚在一

起ꎬ如 Ａ３ 亚组群中来自浙江安吉的黄金叶和黄金

芽ꎬ来自广西桂林的 Ａ４ 亚组群桂绿 １ 号和尧山秀

丽ꎬ来自湖南长沙的 Ｂ３ 亚组群碧香早和湘波绿ꎬ
还有 Ａ６ 亚组群金秀 １ 号和金秀 ３ 号ꎬＣ３ 亚组群宁

明 １ 号和宁明 ３ 号ꎬ两份材料彼此间的遗传相关系

数相对较小ꎬ说明较近的地理关系表现出较近的

亲缘关系ꎻＡ１ 组群中ꎬ金牡丹、金观音、黄观音均

由铁观音与黄金桂杂交而得ꎬ而黄玫瑰又是由黄金

桂与黄观音回交一个世代获得ꎬ显然他们之间的遗

传相似系数相对要高ꎬ聚到一起也是情理之中ꎻ
另外Ｃ２ 亚组群中的紫鹃和六堡 １ 号ꎬ两者虽然不是
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表 ４　 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物扩增结果及多态性信息
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物
Ｐｒｉｍｅｒ

等位位点数
Ａｌｌｅｌｅ

观测杂合度
Ｈｏ

期望杂合度
Ｈｅ

多态性信息含量
ＰＩＣ

Ｓｈａｎｎｏｎ 信息指数
Ｉ

Ｔ３９５ ６ ０.４３ ０.６７ ０.７４ １.３７

Ｔ６８７ ４ ０.３４ ０.５２ ０.４３ ０.９８

Ｔ１８５ ５ ０.２５ ０.４７ ０.５７ ０.９３

Ｔ５８８ ６ ０.４８ ０.７４ ０.６４ １.５３

Ｔ６６３ ３ ０.２８ ０.４１ ０.２８ ０.７１

Ｔ１１１０ ５ ０.６３ ０.６７ ０.５９ １.２７

Ｔ２２８ ４ ０.５３ ０.６１ ０.５３ ０.７３

Ｔ６８５ ５ ０.４７ ０.６７ ０.６０ １.１５

Ｔ１３ ２ ０.１８ ０.２３ ０.２３ ０.３５

Ｔ８ ５ ０.３４ ０.４６ ０.５９ ０.６９

Ｔ２１ ４ ０.４７ ０.５４ ０.４１ ０.８８

Ｔ１２ ４ ０.２８ ０.４９ ０.５１ ０.８９

Ｔ６ ５ ０.４９ ０.５９ ０.６４ １.１１

Ｔ６４１ ４ ０.４４ ０.５０ ０.４６ ０.９１

Ｔ８０２ ５ ０.４２ ０.６３ ０.６５ １.０９

平均 Ｍｅａｎ ４.４７ ０.４０ ０.５５ ０.５２ ０.９７

注: 第一个泳道为 Ｍａｋｅｒꎬ 其余泳道为不同样品 １－３１ 号ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｌａｎｅ ｉｓ ｔｈｅ Ｍａｒｋｅｒꎬ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒｓ ａｒｅ ｍａｔｅｒｉａｌｓ Ｎｏ. １－３１.

图 １　 引物 Ｔ８ 对 ３１ 份茶树种质材料的 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 扩增电泳图
Ｆｉｇ. １　 ＥＳＴ￣ＳＳＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ３１ ｔｅａ ｔｒｅｅ ｇｅｒｍｐｌａｓｍｓ ｂｙ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ Ｔ８

来自同一地区ꎬ但两份材料均为紫芽材料ꎬ也聚到

了同一个分支上ꎬ较相近的形态学特征也表现出较

近的亲缘关系ꎬ说明该研究所选用的引物可对供试

材料的遗传差异性进行比较客观科学的分析ꎮ
２.３ 供试种质的 ＤＮＡ 指纹图谱

使用 １５ 对 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物ꎬ其中的 Ｔ８、 Ｔ２１、

Ｔ５８８、Ｔ１１１０ 共 ４ 对引物即可鉴定供试的 ３１ 份种

质ꎬ基于这 ４ 对引物对每份茶树资源的等位基因

带型ꎬ挑选其中 １０ 个位点进行组合编码ꎬ构建了

３１ 份供试种质的 ＤＮＡ 分子指纹图谱(图 ３)ꎬ并获

得 １０ 位数 ＤＮＡ 分子身份证编码(表 ５)ꎮ 表 ５ 结

果表明每份材料都对应唯一的身份证编码ꎬ这 ４
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图 ２　 基于 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记的 ３１ 份供试材料的 ＵＰＧＡＭ 聚类图
Ｆｉｇ. ２　 Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ＵＰＧＭＡ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＥＳＴ￣ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒ ｆｏｒ ３１ ｔｅａ ｇｅｒｍｐｌａｓｍｓ

对 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物可作为鉴别茶树品种参考引物ꎮ

３　 讨论与结论

３.１ ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记的多态性丰富ꎬ能对供试材料的

遗传多样性进行客观分析

随着分子生物学、生物信息学、基因组学的快

速发展ꎬ可供用于植物遗传研究的分子标记种类

越来越丰富ꎬ除了传统的 ＲＡＰＤ、ＡＦＬＰ、ＩＳＳＲ、ＥＳＴ￣
ＳＳＲꎬ近年来又出现了 ＳＴＳ、ＳＮＰ 等分子标记ꎬ但茶

树作为异花授粉的多倍体木本植物ꎬ基因组相对

比较复杂ꎬＤＮＡ 分子标记在茶树遗传研究起步较

晚ꎬ目前多数标记在茶树上的研究基本处在初步

阶段ꎮ 本研究用 １５ 对 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引物对 １４ 份广西

野生茶树资源和 １７ 份国内优良茶树品种进行了

遗传多样性和亲缘关系的分析ꎮ １５ 对 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 引

物各项数据均处于理想的范围ꎬ说明所筛选获得

的标记多态性较好ꎮ 聚类图中ꎬ相同来源、相同亲

本、相同形态特性的材料均聚到了一起ꎬ说明选用

的引物能对材料的等位位点进行有效扩增ꎬ真实

客观反映出供试材料的遗传多样性ꎮ 白玉 １ 号、
紫鹃和六堡 １ 号表现出按叶色优先聚类的趋势ꎬ
说明叶色的多样性是分子标记遗传多样性表现形

式的一个方面ꎬ但这些 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记是否与茶树

叶色相关联还需要进一步研究ꎮ 该研究中用四个

引物即可将供试 ３１ 种质全部分开ꎬ经过计算机处

理ꎬ形成了每个种质唯一的分子身份证编码ꎬ说明

所用引物等位位点非常丰富ꎬ具有很强的茶树品

种鉴别能力ꎬ这套引物可用于构建茶树品种分子

指纹图谱或作为茶树品种鉴定的参考引物ꎮ
３.２ 广西野生茶树资源遗传多样性丰富

本研究在聚类结果中ꎬ大部分资源能够按照

相同的地理来源或相似的形态学特性聚在同一类

群ꎬ但也有部分材料例外ꎬ体现了茶树复杂的亲缘

关系ꎮ 在亲缘关系图中ꎬ供试的 １７ 份国家级良种

中有 １３ 份都聚在 Ａ 组群ꎬ占到总数的 ７６％ꎻ而广

西本地的野生茶树资源则分布在 Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ 组群ꎬ
说明广西野生茶树资源与国家级茶树良种遗传差
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注: 黑色表示等位基因存在ꎬ 白色表示缺失ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｂｌａｃｋ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ａｌｌｅｌｅꎬ ｗｈｉｔｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ａｂｓｅｎｃｅ.

图 ３　 ３１ 份供试茶树种质的 ＤＮＡ 分子指纹图谱
Ｆｉｇ. ３　 ＤＮＡ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ ｏｆ ３１ ｔｅｓｔ ｔｅａ ｔｒｅｅ ｇｅｒｍｐｌａｓｍｓ

异较大ꎮ 另外ꎬ广西本地的野生茶树中ꎬ来自同一

地区的材料间或者来自不同地区的材料间ꎬ除了

金秀 １ 号和金秀 ３ 号遗传相似系数达到 ０.９ 外ꎬ其
他两两之间的遗传相似系数均小于 ０.８１ꎬ宁明 ２
号和宁明 ４ 号甚至在相似系数为 ０.５３ 和 ０.６４ 时

便单独聚成一类ꎮ 可见ꎬ广西野生茶树资源的遗

传多样性非常丰富ꎮ 这主要得益于广西作为茶树

亚起源中心ꎬ自北向南分为中亚热带、南亚热带、
北热带 ３ 个气候带ꎬ多样的气候环境也就孕育了

多样性十分丰富的野生茶树资源ꎬ又由于广西多

山地ꎬ阻隔了各茶区之间的基因自然交流ꎬ这就使

各个茶区形成了一个个相对独立的资源库ꎮ
３.３ 广西野生茶树种质资源遗传多样性的利用和保护

广西野生茶树种质资源丰富ꎬ以往限于人力

和技术ꎬ很多资源并未得到很好的挖掘ꎬ基于广西

本地茶树资源选育出的茶树良种少之又少ꎬ随着

人们对种质资源认识的不断深入和研究分析手段

的不断丰富ꎬ广西野生茶树资源正逐步引起重视

并被加以研究利用ꎮ 利用分子标记技术对广西野

生茶树资源进行遗传多样性分析ꎬ揭示育种材料

之间的亲缘关系ꎮ 在农艺性状优良的前提下ꎬ将
亲缘关系远的材料进行杂交ꎬ可望获得遗传基础

丰富、变异类型多甚至超亲的杂交后代ꎮ 从本研

究结果来看ꎬ材料宁明 ２ 号和宁明 ４ 号在遗传相似

系数分别等于 ０.５３ 和 ０.６３ 时单独聚类ꎬ说明它们

与其他供试材料间的遗传差异较大ꎬ分别选择宁明

２ 号或者宁明 ４ 号与国家级良种进行杂交育种ꎬ如:
金牡丹(宁明 ２ 号与金牡丹遗传相似系数为 ０.５７)、

８２８ 广　 西　 植　 物 ３９ 卷



表 ５　 ３１ 份供试茶树种质的 ＤＮＡ 分子指纹图谱编码
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｃｏｄｅ ｏｆ ＤＮＡ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ ｆｏｒ ３１ ｔｅｓｔ ｔｅａ ｔｒｅｅ ｇｅｒｍｐｌａｓｍｓ

种质名称
Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｎａｍｅ

ＤＮＡ 分子指纹图谱编码
Ｃｏｄｅ ｏｆ ＤＮＡ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ

种质名称
Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｎａｍｅ

ＤＮＡ 分子指纹图谱编码
Ｃｏｄｅ ｏｆ ＤＮＡ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔ

宁明 １ 号 Ｎｉｎｇｍｉｎｇ １ ００１１０１０１００ 桂香 １８ 号 Ｇｕｉｘｉａｎｇ １８ ００００００１１００

宁明 ２ 号 Ｎｉｎｇｍｉｎｇ ２ １０１１１１０００１ 云南大叶种 Ｙｕｎｎａｎｄａｙｅｚｈｏｎｇ １００１１１１１００

宁明 ３ 号 Ｎｉｎｇｍｉｎｇ ３ ００００１１００００ 碧香早 Ｂｉｘｉａｎｇｚａｏ １１００００１０１１

宁明 ４ 号 Ｎｉｎｇｍｉｎｇ ４ １０１０１１１０００ 福鼎大毫 Ｆｕｄｉｎｇｄａｈａｏ ００１１０１１０１０

宁明 ５ 号 Ｎｉｎｇｍｉｎｇ ５ ００１０００１０００ 尧山秀丽 Ｙａｏｓｈａｎｘｉｕｌｉ １００１００１００１

金秀 １ 号 Ｊｉｎｘｉｕ １ １１１００１００１１ 金牡丹 Ｊｉｎｍｕｄａｎ ００１１０１１０００

金秀 ２ 号 Ｊｉｎｘｉｕ ２ １０１１１１１０１０ 白玉 １ 号 Ｂａｉｙｕ １ ００１１０１００００

金秀 ３ 号 Ｊｉｎｘｉｕ ３ ０１１００１１０１１ 梅占 Ｍｅｉｚｈａｎ １００１００１０００

金秀 ４ 号 Ｊｉｎｘｉｕ ４ ０００１０１０１１１ 金观音 Ｊｉｎｇｕａｎｙｉｎ ００００１０１０１０

金秀 ５ 号 Ｊｉｎｘｉｕ ５ １０１１１００００１ 黄观音 Ｈｕａｎｇｇｕａｎｙｉｎ １０１１０１１００１

六堡 １ 号 Ｌｉｕｂａｏ １ １０００１００００１ 黄玫瑰 Ｈｕａｎｇｍｅｉｇｕｉ ０１０１１００００１

六堡 ２ 号 Ｌｉｕｂａｏ２ １１０００１００００ 黄金芽 Ｈｕａｎｇｊｉｎｙａ ０１１００１０１００

六堡 ３ 号 Ｌｉｕｂａｏ３ １０１０００１００１ 黄金叶 Ｈｕａｎｇｊｉｎｙｅ ０１０１１００１００

六堡 ４ 号 Ｌｉｕｂａｏ４ １１０００１０１０１ 湘波绿 Ｘｉａｎｇｂｏｌü １１０００００００１

桂绿 １ 号 Ｇｕｉｌü １ ０００１００１１０１ 玉麒麟 Ｙｕｑｉｌｉｎ ００１１１１１０００

紫鹃 Ｚｉｊｕａｎ ００１１１０１０００

湘波绿 (宁明 ２ 号与湘波绿遗传 相 似 系 数 为

０.５８)、碧香早(宁明 ２ 号与碧香早遗传相似系数

为 ０.５５)ꎬ都有望获得具有优良性状的杂交后代ꎮ
可见ꎬ遗传多样性分析可以为亲本配置提供依据ꎬ
使所做的育种工作更加有针对性ꎬ提高优良品系

选育的效率ꎮ 遗传多样性分析在种质保护中同样

具有重要价值ꎬ在开展收集种质资源工作时ꎬ人们

往往通过肉眼观察ꎬ根据形态学特性、农艺性状来

筛选种质ꎬ但对于一些形态特性相似种质会难以

做出选择ꎬ从而会错过一些携带优异基因的种质

材料ꎬ另外仅从形态学往往会过高估计(Ｂｕｓｈａｋｒａ
ｅｔ ａｌ.ꎬ１９９９)ꎬ收集到重复材料ꎬ在实际收集工作中

造成人力、物力、财力的浪费ꎮ 收集前先对野生材

料进行系统的遗传多样性分析ꎬ然后根据分析结

果筛选收集种质ꎬ从而以最少数量的遗传资源最

大限度地保存整个资源群体的遗传多样性ꎬ起到

事半功倍的效果ꎮ
随着茶树基因组测序工作完成ꎬ茶树分子标

记数量和种类将有大幅度增加ꎬ结合广西野生茶

树资源丰富的优势ꎬ今后重点对我区野生茶树资

源的遗传特性进行分析、鉴定ꎬ挖掘茶树功能基因

并进行 ＱＴＬ 定位ꎬ开展茶树遗传图谱绘制等ꎬ在为

我区乃全国茶树育种工作不断提供新的种质材料

的同时ꎬ可极大促进茶树分子标记辅助育种的进

一步发展ꎮ
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