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摘要 }应用 � �°⁄标记对原产于云南等地的 uw份野生茶树资源进行分子鉴定研究 ∀结果表明 o� �°⁄标记在

鉴定茶树种质资源方面非常有效 ∀有 v种独立的方法可以用于茶树种质资源的分子鉴定 }特殊的标记 ~特异的谱

带类型 ~不同引物提供谱带类型的组合 ∀ty个特异标记的存在和 v 个特异标记的缺失可以鉴定 tw 份资源 ~�°�2

tv扩增的 tv种谱带类型可以鉴定 ts份资源 ∀利用最少数量引物获得最大鉴定能力 o对种质资源的分子鉴定尤为

重要 ∀ �°�2tv !�°�2t{ !�°�2tu和 �°�2tv等 w个引物带型的组合则可以鉴定所有 uw份资源 o包括形态和生化成

分上几乎没有差异的 u株毗邻野生茶树 ∀
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  茶树是我国主要木本经济作物之一 o在山区 !半

山区农村经济中有重要地位和价值 o尤其在我国西

部大开发中有不可替代的经济 !社会和生态意义 ∀

中国是茶树的原产地 o云南是世界上茶树资源最丰

富的地区 o野生大茶树主要分布于云南 ∀建立在中

国农业科学院茶叶研究所的国家种质杭州茶树圃和

云南省农业科学院茶叶研究所的国家种质勐海茶树

分圃作为茶树资源的迁地保存基地 o共保存了 u yxs

份各类资源 o其中杭州茶树圃 t {xs份 o勐海茶树分

圃 {ss 份 ∀由于形态性状的连续性 o给茶树资源鉴
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定带来了许多困难和不便 o而生化成分 !同工酶等又

比较容易受发育阶段 !生长环境和栽培措施影响 ∀

⁄��分子标记具有不受季节 !环境条件影响 o数量

多 !显性或共显性 o容易标准化操作等优点≈t  o在茶

树遗传多样性≈u ov  !亲本鉴定≈w ox 和遗传作图≈y 等方

面发挥了很好的作用 ∀本文应用 � �°⁄标记 o对野

生茶树资源进行分子标记鉴定研究 o为充分评价 !积

极创新和合理利用奠定基础 ∀

1  材料与方法

1 q1  材料

试验材料为国家种质杭州茶树圃和勐海茶树分

圃比较著名和有代表性的 uw份野生茶树资源 o其原

产地见表 t ∀采其新梢作为基因组 ⁄�� 提取原料 ∀

1 q2  方法

1 q2 q1  基因组 ⁄�� 提取  按照陈亮等≈z 的方法 ∀

1 q2 q2  � �°⁄扩增  从 �³̈µ²± × ¦̈«±²̄²ª¬̈¶�±¦q

k� ¤̄° §̈¤o≤ � o �≥�l生产的 � !� !� 等 v 个 ®¬·共

yt个引物中 o依据谱带多态性和重现性筛选出 tx

个用于 � �°⁄扩增 o为验证 � �°⁄的可重复性和一

致性 o对经筛选出的随机引物用同样的反应体系和

程序重复 u ∗ v次 o只取重现性好的谱带用于下面的

分析 ∀反应程序同陈亮等≈z 的方法 ∀

1 q2 q3  � �°⁄产物电泳和观察  按照陈亮等≈z 的

方法 ∀ Κ2Εχο× tw ⁄�� ¤̄§§̈µ为 ×¤®¤µ¤≥«∏½² ≤²qo

�·§qk×²®¼²o�¤³¤±l的产品 ∀ � �°⁄标记以引物后

加谱带编号来表示 o如 �°�2tv ktl表示引物 �°�2

tv的第 t个标记 ∀

2  结果与分析

ty个引物在 uw份野生茶树中获得了丰富的多

态性 ∀在 tsz 条可重现的谱带中 o有 tsu 条是多态

的 o为 |x qv h ∀ � �°⁄标记不仅揭示了丰富的多态

性 o而且在鉴定野生茶树资源方面非常有效 ∀有 v

种方法 o即特殊的标记 !特异的谱带类型和不同引物

提供的谱带类型组合 o可以有效地鉴定茶树资源 ∀

2 q1  特殊的标记

表 u提供了通过特殊的 � �°⁄标记可以鉴定

的资源 ∀ �°�2tv等 tu 个引物扩增的 �°�2tv ktl

等 ty个特异标记的存在和 �°�2sv kvl等 v个特异

标记的缺失 o可以鉴定茶房迟生茶 !花拉厂茶 !大坝

大树茶 !胜村野茶 !浪堤茶 !羊岔街野茶 !青龙树茶 !

竹叶青茶 t !丫口小茶 !毛肋茶 !凤凰大茶树 !猪街软

茶 !小南坪茶和大寺丛茶等 tw份资源 ∀

2 q2  特异的谱带类型

°≤ � 扩增后 o引物 �°�2tv !�°�2t{ !�°�2tu

和 �°�2tv产生了丰富的谱带类型 o可以用来鉴定

种质资源k表 t !图 t !图 ul ∀如用 �°�2tv 的 tv 种

谱带类型中的 ts 种特异带型可以鉴定其中茶房迟

生茶 !箐口大茶树 !高良野茶 !勐稳野茶 !花拉厂茶 !

大坝大树茶 !胜村野茶 !青龙树茶 !丫口小茶和大寺

丛茶等 ts份资源k表 tl ∀

2 q3  不同引物谱带类型的组合

利用最少数量引物获得最大鉴定能力 o对种质

资源分子鉴定尤为重要 ∀ �°�2tv 和 �°�2t{ 或

�°�2tu等 u个引物带型组合均可以鉴定 tx份资源

k表 tl ~�°�2tv !�°�2t{ 和 �°�2tu 等 v 个引物的

带型组合 o可以鉴定除竹叶青茶 u !阿伟茶和蚂蚁茶

外的 ut 份资源k表 tl ∀ �°�2tv !�°�2tu !�°�2t{

和 �°�2tv 等 w 个引物带型组合 o则可以鉴定所有

uw份茶树资源k表 t !图 t !图 ul ∀

2 q4  野生茶树的 ⁄��指纹图谱

用 �°�2tv !�°�2tu !�°�2t{ 和 �°�2tv 等 w

个引物扩增的 uu 条可重现的 � �°⁄谱带k图 t2�o

⁄~图 u2ƒ o �l o可以获得 uw 份野生茶树资源的

⁄�� 指纹图谱k图 vl ∀每份资源都有惟一的指纹

图谱 o可以比较容易地相互区分鉴别开来 ∀

3  讨论

� �°⁄标记用来鉴定种质资源有许多成功的例

子 ∀ �∏等≈{ 仅用 w 个 ts 碱基的引物就区分开了

tw个绿菜花和 tu 个花椰菜品种 ∀ ≠¤±ª等≈| 用

� �°⁄标记成功地对芹菜品种进行了鉴定和分类 ∀

�̈ ¤̄­等≈ts 用 w个引物的带型组合就区分出资源圃

中 xt份橄榄种质资源 ∀ ≤²±±̈ µ等≈tt 用 � �°⁄鉴

定 wv份美洲山核桃资源 ∀郭旺珍等≈tu 利用 t个引

物可以区分 |个陆地棉主栽品种 ∀

本文结果同样显示 o� �°⁄标记可以有几种独

立的 !不同方式来鉴定茶树种质资源 ∀通过特殊的

标记 o可以鉴定其中 tw 份资源 ~用 �°�2tv 特异的

谱带类型可以鉴定 ts份资源 ~而通过 w个引物的带

型组合 o或者用其 uu条 � �°⁄谱带建立的 ⁄�� 指

纹图谱k图 vl o可以鉴定所有的 uw 份野生茶树资

源 ∀其中竹叶青茶 t和竹叶青茶 u是原产于云南潞

西勐嘎三角岩的 u 株毗邻野生大茶树 o其植物学形

态特征如植株形态 !叶片 !花果等和主要生化成分几

乎没有差别 o用常规方法是难以鉴定的 o通过 �°�2

tvr �°�2t{r �°�2tur �°�2tv谱带类型的组合就
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表 2  可用特殊标记鉴定的茶树资源

×¤¥̄¨u  �±¬́∏̈ °¤µ®̈ µ¶¦¤± ¥̈ ∏¶̈§©²µ§¬¶¦µ¬°¬±¤·¬²± ²©·̈¤ ª̈µ°³̄¤¶°¶

特殊标记
�±¬́∏̈ °¤µ®̈ µ

鉴定标准
≤µ¬·̈µ¬¤

能鉴定的资源
�§̈ ±·¬©¬̈§ª̈µ°³̄¤¶°¶

�°�2tv ktl o�°�2tv ktl 存在 °µ̈¶̈±¦̈ 茶房迟生茶 ≤«¤©¤±ª¦«¬¶«̈ ±ª¦«¤

�°�2tw ktl 存在 °µ̈¶̈±¦̈ 花拉厂茶 �∏¤̄¤¦«¤±ª¦«¤

�°�2sz ktl 存在 °µ̈¶̈±¦̈ 大坝大树茶 ⁄¤¥¤§¤¶«∏¦«¤

�°�2t{ ktl 存在 °µ̈¶̈±¦̈ 胜村野茶 ≥«̈ ±ª¦∏±¼ ¦̈«¤

�°�2sv kvl 缺失 �¥¶̈±¦̈ 浪堤茶 �¤±ª§¬¦«¤

�°�2t{ kxl 存在 °µ̈¶̈±¦̈ 羊岔街野茶 ≠¤±ª¦«¤­¬̈¼ ¦̈«¤

�°�2t| kxl 存在 °µ̈¶̈±¦̈ 青龙树茶 ±¬±ª̄²±ª¶«∏¦«¤

�°�2tx ktl 存在 °µ̈¶̈±¦̈ 竹叶青茶 t �«∏¼΅¬±ª¦«¤t

�°�2tu kwl 缺失 �¥¶̈±¦̈

�°�2ty ktsl 存在 °µ̈¶̈±¦̈ 丫口小茶 ≠¤®²∏¬¬¤²¦«¤

� × � ° ukzl o�°�2tw ktsl 存在 °µ̈¶̈±¦̈ 毛肋茶 �¤²̄ ¬̈¦«¤

�°�2tw kyl 存在 °µ̈¶̈±¦̈ 凤凰大茶树 ƒ ±̈ª«∏¤±ª§¤¦«¤¶«∏

� × � ° ukyl 存在 °µ̈¶̈±¦̈ 猪街软茶 �«∏­¬̈µ∏¤±¦«¤

�°�2tx kul 缺失 �¥¶̈±¦̈

�°�2tu kul o�°�2t| ktl 存在 °µ̈¶̈±¦̈ 小南坪茶 ÷¬¤²±¤±³¬±ª¦«¤

�°�2ty kttl 存在 °µ̈¶̈±¦̈ 大寺丛茶 ⁄¤¶¬¦²±ª¦«¤

底部的字母代表带型 o� 为 Κ2 Εχο× tw ⁄�� 分子量

× «̈ ¯̈··̈µ¶¤··«̈ ¥²··²° ¦²µµ̈¶³²±§·²·«̈ ¥¤±§³¤··̈µ±¶q×«̈ ¯̈ ©·©¬µ¶·

¤̄±̈ ¬¶Κ2 Εχο× tw ⁄�� °¤µ®̈ µ

图 1  引物 �°�213k� 和 �l !�°�212k≤ 和 ⁄l的 � �°⁄扩增

产物和带型

ƒ¬ªqt  � �°⁄ ³µ²§∏¦·¶¤±§¶¦«̈ °¤·¬¦²©·«̈ ¥¤±§ ³¤··̈µ±¶

º¬·« �°�2tv k� ¤±§�l o �°�2tuk≤ ¤±§ ⁄l

图 2  引物 �°�218k∞和 ƒl !�°�213k�和 �l的 � �°⁄扩增

产物和带型

ƒ¬ªqu  � �°⁄ ³µ²§∏¦·¶¤±§¶¦«̈ °¤·¬¦²©·«̈ ¥¤±§ ³¤··̈µ±¶

º¬·« �°�2t{ k∞ ¤±§ƒl ¤±§ �°�2tv k� ¤±§ �l

可以把它们鉴定开来 ∀因此 o充分利用 � �°⁄标记

为茶树种质资源的鉴定提供了一个实用 !有效的手

段和途径 ∀
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资源名称详见表 t ∀黑方框代表谱带的存在

� µ̈°³̄¤¶°¶¶̈¨ ×¤¥̄¨t ¬± §̈·¤¬̄q≥«¤§̈ §¥̄²¦®¶µ̈³µ̈¶̈±··«̈ ³µ̈¶̈±¦̈ ²© ⁄�� ¥¤±§¶

图 3  基于 � �°⁄的 24 份野生茶树资源 ⁄��指纹图谱
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≈ t    �¬¤�� q � ²̄ ¦̈∏̄¤µª̈µ°³̄¤¶° §¬¤ª±²¶·¬¦¶¤±§ °²̄ ¦̈∏̄¤µ°¤µ®̈ µ2

¤¶¶¬¶·̈§¥µ̈ §̈¬±ªq Σχιεντια Αγριχυλτυρα Σινιχα ot||y ou|kwl }t

p ts qk¬± ≤«¬±̈ ¶̈l

贾继增 q分子标记种质资源鉴定和分子标记育种 q中国农业

科学 ot||y ou|kwl }t p ts q

≈ u    • ¤¦«¬µ¤ƒ �o • ¤∏ª« � o �¤¦®̈ ··≤ � o°²º¨̄¯ • q ⁄̈ ·̈¦·¬²± ²©

ª̈ ±̈ ·¬¦§¬√ µ̈¶¬·¼¬± ·̈¤k Χαμελλια σινενσισl ∏¶¬±ª � �°⁄ °¤µ®2

µ̈¶q Γενομε ot||x ov{ }ust p uts q

≈ v    ≤«̈ ± �o≠¤±ª ≠ �o ≠∏ƒ �o�¤² ± �o≤«̈ ± ⁄ � q� ±̈̈ ·¬¦§¬2

√ µ̈¶¬·¼ ²© tx ·̈¤ ≈ Χαμελλια σινενσισ k�ql � q�∏±·½̈   ¦∏̄·¬√¤µ¶

∏¶¬±ª � �°⁄ °¤µ®̈ µ¶q ϑ . Τεα Σχι qt||{ ot{ktl }ux p vv q

≈ w    ×¤±¤®¤�o≠¤°¤ª∏¦«¬�o�¤®¤°∏µ¤ ≠ q°²̄¯̈ ± ³¤µ̈±·²©·̈¤¦∏̄2

·¬√¤µ≥¤¼¤°¤®¤²µ¬º¬·«¬±¶̈¦·¤±§¦²̄§µ̈¶¬¶·¤±¦̈ °¤¼ ±²· ¬̈¬¶·q

Βρεεδινγ Ρεσεαρχη ousst ov }wv p w{ qk¬± �¤³¤±̈ ¶̈l
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