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摘要:采用 ISSR分子标记技术对茶花品种群中有代表性的 20个国内外茶花品种进行了品种间遗传关系的分析。

从 60对随机扩增引物中筛选出了 21对扩增带型清晰及重复性好的引物序列,共扩增出 153条带, 其中 146条呈现

多态性,多态性条带比例为 95. 4% ; Ne ips基因多样性指数介于 0. 40~ 0. 48, Shannon信息指数在 0. 57~ 0. 67,基因分

化系数介于 0. 5~ 0. 7, 基因流值介于 0. 2~ 0. 5,遗传相似系数介于 0. 50~ 0. 74, 平均为 0. 63。参试的 20个茶花栽

培品种间遗传差异相对比较窄;结合花型形态学特征与 UPGMA聚类分析结果, 可将 20个茶花品种分为 2个大类

群。此外,结果显示: ISSR分子标记适用于分析山茶品种间遗传多样性和亲缘关系。
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In tra2sp ecific G enetic R ela tionsh ip am ong 20 Cu ltiva rs from

Camellia japon ica Based on ISSR M olecu lar M arkers
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Abstra ct: Camellia japonica has various ecologica,l horticultural and econom ical uses. An approach was established

using ISSR ( Inter2simple sequence repeat) molecu lar makers to c lassify and analyze the intra2specific genetic

relat ionship among twenty cultivars represented from C. japonica, collected in Ch ina and abroad. Twenty2one

coup les of primer sequences which cou ld amplify c learly and reproducible e lectrophoresis bandswere screened from

sixty couples of primers. U sing these primers, 153 discern ib le DNA fragm ent were generated w ith 146 ( 95. 4% )

being polymorphic, ind icating pronounced genetic variation at the cu lt ivars leve;l the band in fingerprintingwere

converted into / 00 or / 10, where / 10 and / 00 ind icated the presence and absence of a band, respectively. Ne ips

d iversity ind ices (H ) ranged from 0. 40 to 0. 48 and Shannon. s information index ( I) ranged from 0. 57 to 0. 67.

The gene differentiat ion coeffic ien ts ranged from 0. 5 to 0. 7 andNm ranged from 0. 2 to 0. 5. The genetic sim ilarity

coefficients (H s) among the tested cu lt ivars ranged from 0. 50 to 0. 74, averaging 0. 63. The resu lts showed that the

genetic differences among the twenty cultivars were relat ively little. Comb ing the results of flowermorphology and

UPGMA cluster analysis, we cou ld divide the twenty cultivars into two b ig groups. Therewere four cu ltivars in group

Ñ, which all grows in Zhejiang Province and has red flowers. There were sixteen cu lt ivars in groupÒ, intra2

spec ific genetic relationsh ip comp lexity. In add it ion, the results also showed that ISSRmolecu larmakerwas suitable
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to ana lyze the intra2specific genetic diversities and genetic relat ionships ofC. japonica.

K ey words: Camellia japonica; ISSR molecu larmaker; intra2specific genet ic re lationships; c luster analysis

茶花 (Camellia japonica L. )为山茶科 ( Theace2

ae)山茶属 (Camellia )常绿灌木或小乔木的统称, 是

我国十大名花之一
[ 1]
。茶花植株叶片浓绿, 厚实而

有光泽;花为红、白、粉红等多种颜色, 花型繁多, 单

瓣或重瓣,重瓣中又有菊花型、松球型、芙蓉型、蔷薇

型等类型,具有很高的视觉观赏和景观生态价值,在

盆栽和园林绿化中广泛应用,国内茶花年产值已超

过 3. 0亿元
[ 2]
。在我国 1000多年的栽培和应用历

史过程中,培育了近千个色彩丰富、姿态各异的栽培

品种。目前,在园林上应用较多的茶花主要有茶花

品种群、云南山茶 (Camellia reticu la te Lind.l )及其杂

种品种群、茶梅 ( Camellia sa sanqua Thunb. )品种

群等
[ 3]
。

在长期的栽培实践中,经过人工选择和自然杂

交导致茶花产生了多种性状变异,形成了大量具有

市场价值的品种,但在产业发展过程中,由于品种混

杂、谱系不明、亲缘关系不清等原因, 给名优茶花品

种种苗真伪鉴别和杂交育种亲本选配带来很大困

难,导致目前育成品种遗传背景趋于一致,品种间遗

传差异小,育种效率低, 品种创新不足, 从而严重制

约了这一产业的进一步发展
[ 4 ]
。茶花的主要观赏性

状大多为数量性状, 而数量性状又很难摆脱环境改

变的影响,使得仅依据形态学水平上的差异来研究

品种遗传变异受到很大局限,迫切需要应用新的技

术手段来查明目前已有品种间的遗传背景与遗传

差异。

认识到生物个体之间 DNA序列差异并以此作

为标记的分子技术研究始于 1980年, 之后随着分子

生物学的发展, DNA分子标记技术也得到迅速发

展, 目前应用于植物种内遗传多样性研究的 DNA分

子标记主要有 RAPD、AFLP、SSR和 ISSR标记等几

种
[ 5]
, 其中 ISSR标记与其它分子标记相比, 具有最

高的多态性信息量
[ 6 - 7 ]

, 已在多种植物的遗传作

图
[ 8- 9]
、种质鉴定

[ 10- 12]
、基因定位

[ 13]
、遗传多样

性
[ 14- 15]

分析等研究方面得到了应用。在茶花分子

标记研究方面, X iao等
[ 16]
利用 RAPD标记对山茶属

部分物种进行了分子分析, 邓白罗等
[ 17]
用 RAPD标

记对山茶属红山茶组植物进行了分类研究, 申屠文

月等
[ 18]
也利用 RAPD标记对 3个山茶花变异品种

进行了形态鉴定, 宾晓芸等
[ 19 ]
利用 ISSR标记分析

了金花茶 (C. nitid issima Chi)遗传多样性, 而利用

ISSR标记分析茶花品种间的遗传差异和亲缘关系

的研究尚未见报道。本文采用 ISSR分子标记的方

法,分析了目前广泛应用的 20个茶花品种的遗传多

样性以及它们之间的亲缘关系, 以期为茶花品种分

子鉴别及育种工作提供参考依据。

1 材料与方法

1. 1 试验材料

项目研究小组收集到的供试茶花种质资源材料

的品种、主要地理分布、品种起源、花色、花型数据见

表 1。实验中选取茶花叶片作为 DNA提取材料。

1. 2 实验方法

1. 2. 1 基因组 DNA提取及测定  采用 CTAB法提

取基因组总 DNA
[ 20]
。通过 1%琼脂糖凝胶电泳和

SH IMADZU(岛津 ) UV2550紫外分光光度计检测

DNA浓度和纯度。DNA浓度均调至 50~ 100 Lg#

LL
- 1
, 于 - 20 e 冰箱内保存备用。

1. 2. 2 ISSR引物设计  根据预实验结果从上海生

物工程技术服务有限公司合成的 60条 (编号 IR I01

~ IRI60) ISSR引物中筛选出 21条扩增带型清晰重

复性好的引物序列作进一步研究, 21条引物序列见

表 2。

1. 2. 3 ISSR反应条件  实验采用的 ISSR扩增反应

条件为:模板 DNA10 ng, 1. 5mmol# L
- 1
引物 10 LL,

150 Lmol# L
- 1
MgC l210 mL, 0. 5 U dNTPs10 LL和

2U# LL
- 1
Tap DNA聚合酶 10 LL, MgC l2和 Buffer

均由北京鼎国生物技术有限公司提供。

扩增反应在 PTC2200型 PCR仪 (M J Research,

Inc. , Wa ltham, MA, USA )上进行。 94 e , 预变性,

7m in; 1个循环; 94 e , 变性, 1m in;特定温度下退火

30 s(不同引物退火温度略有不同 ); 72 e , 延伸,

2m in; 39个循环; 72 e ,延伸, 7 m in;终止反应, 4 e

保存。

整个程序需要时间与引物的退火温度相关, 退

火温度高的则所需要的时间相对短。

ISSR2PCR产物在 6% 聚丙烯酰胺凝胶上电泳

90m in,电泳设定为 120V。银染显色, Bio2Rad凝胶

成像仪拍照记录。引物 IR59产生的 ISSR茶花品种

间指纹图谱见图 1。
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表 1 参试茶花品种

序号 品种   地理分布  品种起源 花色     花型   

1 小红莲 华东 C. japon ica L. 红色 武瓣型

2 大红宝塔 浙江温州、杭州 C. japon ica L. 大红 半文瓣型

3 紫金冠 重庆万州 C. japon ica L. 紫红 武瓣型

4 赤丹 江苏、浙江 C. japon ica L. 深红色 全文瓣型

5 十八学士 江苏、浙江 C. japon ica L. 红色 全文瓣型

6 革命旗 四川 C. japon ica L. 红紫 全文瓣型

7 洒金光 华东 C. japon ica L. 白底洒淡紫红条纹或斑块斑点 单瓣型

8 花鹤翎 浙江温州 C. japon ica L. 深桃红色上洒白色斑块 全文瓣型

9 粉红美人茶 江苏 C. japon ica L. 粉红色 单瓣型

10 鱼尾椿 华东 C. japon ica L. 白色 单瓣型

11 红露珍 福建 C. japon ica L. 红色 托桂型

12 十景牡丹 江苏连云港 C. japon ica L. 白色间大红条纹或半红半白 全文瓣型

13 金奖牡丹 浙江 C. japon ica L. 大红色 半文瓣型

14 玉美人 四川 C. japon ica L. 白色 全文瓣型

15 白衣皇后 美国 C. japon ica L. 白底花瓣边缘有深粉红色花边 半重瓣型

16 朱砂红 华东 C. japon ica L. 红色 托桂型

17 金盘荔枝 浙江、四川 C. japon ica L. 大红色 托桂型

18 雪塔 江苏、浙江 C. japon ica L. 白色 全文瓣型

19 紫鹤翎 浙江金华 C. japon ica L. 紫红 全文瓣型

20 福建花槟榔 福建 C. japon ica L. 红色洒白色块斑 全文瓣型

表 2 ISSR引物表

引物名称 序列   引物名称 序列   

IR6 (AG ) 8C IR36 G( AC) 8

IR7 (GA ) 8T IR40 ( GT) 8C

IR12 ( CT ) 8G IR41 ( GT) T

IR16 (AC)8T IR43 ( GA) 8CT

IR17 (AC)8G IR44 ( AC) 8TG

IR18 (AC)8C IR46 ( GT) 8GG

IR22 ( CTC) 6 IR51 ( CAG) 8T

IR23 (GAA)
6 IR53 ( CAA)

8
G

IR27 ( CAA )
6 IR59 ( GGAGA )

3

IR29 (GACA ) 4 IR10 ( CT) 8T

IR21 ( CA )8������������ A

1. 3 谱带分析

不同茶花品种 DNA样品用 21种筛选引物分别

进行 ISSR分析, 采用人工读带的方法观察不同样品

在扩增带上的差异情况。对同一引物某样本电泳图

谱上不同 Rf位置区出现条带记为 / 10, 无带记为

/ 00,强带和弱带,均记为 / 10,建立原始矩阵。

采用 POPGEN32软件分析数据, 分别获得茶花

品种间的 Neips基因多样性指数 (H )、遗传相似系数

(H s)、Shannon信息指数 ( I )、多态性位点数、多态性

位点率 (PPL )、基因分化系数 (Gst )和基因流值

(Nm )。利用 POPGEN32软件分析获得遗传相似系

数矩阵,采用 Phylip3. 66进化树分析软件, 配合 Nj2

ploWt in95软件, 按类平均法 (Unwe ighted pair group

m ethod using arithmetic averages, UPGMA)进行聚类

分析,绘制品种间亲缘关系树状图。

1~ 20:分别为表 1中相应编号的茶花品种

图 1 引物 IR59扩增的 20个茶花品种 ISSR指纹图谱
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2 结果与分析

2. 1 茶花品种 DNA扩增结果

所选用的 60个引物中有 21条产生了清晰有

效、重复性好的条带。利用 21个 ISSR引物对 20个

茶花品种样本进行 PCR扩增, 分别得到不同引物的

扩增结果图,如图 1为引物 IR59扩增的 ISSR图谱。

针对扩增谱带的分析结果表明: ISSR引物扩增

后电泳产物谱带非常清晰,适合进行遗传分析。 ISSR

扩增谱带数随引物不同而有所差异, 不同引物在全部

茶花材料样本中产生不同分子量的扩增带 2~ 12条

不等,平均每条引物可扩增 7. 2条, 扩增产物大小介

于 150~ 1 500 bp之间。21个引物共扩增出 153条

带,其中多态性最为丰富的引物为 IR21和 IR22,分别

扩增出 11条多态性条带。 IR46仅扩增出 2条带。在

21个引物中有 13个可以扩增所有品种,而一些引物

不能扩增部分品种,如 IR6号引物不能扩增革命旗、

满金光、小红莲、紫金冠、花鹤翎 5份材料样本。多数

引物在所有供试材料样本中没有获得共同谱带,只有

IR29号引物产生 2条共同谱带, IR40、IR43、IR44、

IR51、IR59分别产生 1条共同谱带。引物 IR29和

IR51的多态性最低, 为 83. 3%;有 15个引物达到

100%。在所有 153条谱带中,只有 7条是共有的, 146

条是多态的,多态性程度达 95. 4%。21个引物扩增

产物多态性水平情况见表 3。

表 3 ISSR反应中 21个引物扩增出的条带数

引物编号 扩增的谱带数 /条 多态性谱带数 /多样性 /%

IR6 6 6 /100

IR7 5 5 /100

IR10 10 10 /100

IR12 7 7 /100

IR16 4 4 /100

IR17 6 6 /100

IR18 9 9 /100

IR21 11 11 /100

IR22 11 11 /100

IR23 4 4 /100

IR27 7 7 /100

IR29 12 10 /83. 3

IR36 8 8 /100

IR40 10 9 /90

IR41 5 5 /100

IR43 7 6 /85. 7

IR44 8 7 /87. 5

IR46 2 2 /100

IR51 6 5 /83. 3

IR53 5 5 /100

IR59 10 9 /88. 9

合计 153 146 /95. 4

2. 2 品种间遗传多样性水平分析

用 POPGEN32软件进行品种间多样性分析, 结

果显示: 20个茶花品种间的遗传多样性有所差异,

多态性位点比率变化范围为 22% ~ 43%, Ne ips基因

多样性指数 (H )介于 0. 40~ 0. 48, Shannon信息指数

( I )在 0. 57~ 0. 67, 基因分化系数 (Gst)介于 0. 5 ~

0. 7,基因流值 (Nm )介于 0. 2~ 0. 5。

供试品种间的遗传相似系数 (H s)介于 0. 50 ~

0. 74, 平均为 0. 63(表 4)。白衣皇后和金盘荔枝 2

个品种之间的遗传相似系数最大 ( 0. 739 4), 显示它

们具有较近的遗传距离。小红莲和紫鹤翎之间的遗

传相似系数最小 ( 0. 519 5),它们彼此存在较大的遗

传差异。

图 2 基于 ISSR数据的构建 UPGMA茶花品种分子系统树

2. 3 品种间聚类分析结果

按 UPGMA聚类法进行品种间遗传距离矩阵

分析,形成 20个供试茶花品种的亲缘关系树状图

(图 2)。从图 2可以看出: 20个品种可划分为 2大

类群。洒金光、十八学士、金奖牡丹和大红宝塔 4个

品种聚成类群Ñ,其余 16个品种聚成 1个大类群Ò。

大类群Ò下又聚成 2个较大的亚类群。亚类群Ñ包括

5个品种,其中小红莲和紫金冠聚为小类 ( 1), 红露

珍和粉红美人茶聚为小类 ( 2), 而朱砂红与它们的

亲缘关系较远, 以独立个类形式存在,为小类 ( 3)。
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亚群类Ò包括 11个品种, 其中白衣皇后, 雪塔和花

鹤翎聚为小类 ( 4),独立于其余 8个品种;这 8个品

种又以玉美人、金盘荔枝和革命旗聚为小类 ( 5), 十

景牡丹、福建花槟榔、紫鹤翎、赤丹 4个品种聚为小

类 ( 6),鱼尾椿则独立聚类为小类 ( 7)。

3 结论与讨论

3. 1 ISSR适用于茶花品种间遗传分析

ISSR标记技术是以 SSR为引物扩增微卫星之

间的区域。SSR或微卫星是 1~ 6 bp的 DNA串联重

复, 具有不同的重复数。 SSR序列的进化率比大多

数其它类型的 DNA都高, 容易出现高度变异, 因此

ISSR标记可检测出基因组多位点的差异性而表现

出较高的多态性, 但 ISSR作为一种显性标记 (部分

共显性 ), 对一个位点扩增的 DNA片段区别能力不

强, 且不同物种 SSR不同,造成引物在筛选上具有相

对的不随机性;同时对于循环扩增退火温度的掌握

要求严格,这样分析群体或个体间的遗传差异不如

共显性标记,如 SSR等。作者通过优化反应体系、筛

选引物获得清晰及重复性好的谱带、较高的退火温

度等方面进行了改进, 增加了扩增结果的重演性。

实验结果表明: ISSR标记在茶花品种上同样表现出

较高的多态性,且 ISSR在茶花品种间的扩增位点多

态性主要由品种间的差异引起,可有效地反映品种

间的亲缘关系状况, 可作为亲缘关系较近的茶花品

种间的有效分析手段, 也适用于分析茶花品种间的

遗传多样性。

3. 2 参试茶花品种间的亲缘关系

茶花栽培历史悠久, 品种资源丰富,群体内的变

异较多。由于地缘相近,存在着普遍的种质资源交

流, ISSR分析的结果也说明了这一点。根据 UPG2

MA聚类分析的结果可看出,第Ñ大类群的 4个品种

均分布于浙江,花色基本上为红色, 花型为文瓣;第

Ò大类群中玉美人、金盘荔枝和革命旗主要分布于

四川,花型基本上为文瓣,说明四川和浙江茶花种质

资源在基因交流频繁的大背景下仍然保持因隔离所

带来的基因差异;而十景牡丹、福建花槟榔、紫鹤翎

和赤丹 4个品种都是江浙品种,且花型均为文瓣,江

苏与浙江山茶品种因地理隔离程度较低, 品种间基

因交流较为频繁,因而茶花品种间的遗传差异较小;

白衣皇后、雪塔和花鹤翎花色基本上为白色聚为一

小类,独立于其余 8个品种,这表明白色基调型品种

容易聚类,花色在品种分类中具有十分重要的意义;

鱼尾椿独立为一小类, 与白花单瓣型华东山茶亲缘

关系较近, 应是其芽变品种。

基于 ISSR分子标记扩增结果进行的聚类分析

还显示地理分布相同的茶花品种往往聚为一类, 显

示出较近的亲缘关系。花色和花型相近的山茶品种

也显示出一定的亲缘关系。本研究仅发现分子标记

可能与茶花品种地理分布的性状相连锁, 未能发现

一些与茶花瓣型、花色等相关的特异的扩增片段,无

特征谱带, 因此还需开发更多的引物应用于茶花品

种遗传背景分析。研究结果还表明, 茶花品种基因

型高度杂合,品种与品种之间多型性基因位点较多,

很难建立基因位点与主要表型性状如花色、花型之

间的联系。

本研究结果显示:利用 ISSR分子标记技术可以

进行茶花品种间遗传关系的分析。 ISSR分子标记

扩增结果的聚类分析研究认为, 供试茶花品种间有

较近的亲缘关系,遗传基础相对单一, 这一结论与茶

花形态学和地理分布研究的结果较为一致。研究还

提示今后茶花产业发展中要注重地方品种资源收

集、保存和保护,防止遗传多样性和优良种质基因的

进一步丢失;同时需加强种质创新工作,充分利用我

国丰富的山茶种质资源特别是野生种或野生近缘

种,通过杂交聚合有利基因,尽量扩大育种材料的遗

传基础,为培育名优茶花品种提供优质基因。
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