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　 　 摘要:为加强晒黄烟资源的收集保存与利用ꎬ本研究对来源于国家烟草中期库的 ６ 份晒黄烟和新收集的 ２６ 份晒黄烟进

行了 ＳＳＲ 分子标记研究ꎬ根据来源不同将 ３２ 份种质分成 Ｚ(资源库)、Ｇ(广西贺州)以及 Ｍ(广西百色)３ 个群体ꎮ 结果表

明ꎬ(１)１０６ 对 ＳＳＲ 引物共检测到 １１０ 个位点ꎬ其中 ８５ 个为多态性位点ꎬ多态性比率为 ７７. ２７％ ꎬ种质间的遗传相似系数变

异范围为 ０. ４９ ~ ０. ９５ꎬ表明种质间遗传基础比较狭窄ꎮ (２)３ 个群体内遗传差异由大到小分别为:Ｚ > Ｍ > Ｇꎮ Ｚ 与 Ｍ 的遗

传相似系数为 ０. ７７６２ꎬ遗传距离相对较远ꎬＧ 与 Ｍ 遗传相似系数为 ０. ８９６３ꎬ遗传距离较近ꎮ (３)在相似系数 ０. ４９ 处可将 ３２
份种质分成 ２ 类ꎬ第 １ 类包括寸三皮和大宁旱烟籽ꎬ第 ２ 类包括 ３ 个亚类ꎬ其中来源于 Ｚ 群体的公会晒烟与新收集晒黄烟品

种(系)归为一类ꎬＺ 群体的其他种质与新收集种质遗传距离较远ꎮ (４)来自不同地点的同名种质大宁烟遗传距离相对较

远ꎬ相似系数为 ０. ７８８ꎮ 不同名称的公会包盖烟和凤凰黄烟遗传相似性最高ꎬ相似系数为 ０. ９３９ꎮ
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　 ２ 期 刘艳华等:晒黄烟种质资源遗传多样性分析与评价

晒黄烟是我国一种特有的烟叶类型ꎬ种植历史

悠久ꎬ是我国“中式卷烟”的特色原料之一[１]ꎮ 有研

究表明ꎬ在烤烟型卷烟和混合型卷烟中加入晒黄烟ꎬ
能丰富卷烟香吃味、提高卷烟劲头以及降低卷烟焦

油含量ꎬ在中式卷烟降焦减害方面具有不可替代的

作用ꎮ 长期以来晒黄烟品种(系)都是由农户自留

自种[２]ꎬ品种数量不断增加ꎬ种植分散ꎬ进而形成了

诸多各具地区特色的品种群ꎮ 在长期引种和选育过

程中ꎬ不同地域间品种交流频繁ꎬ导致同名异物或同

物异名现象十分普遍ꎬ因此ꎬ开展晒黄烟种质资源遗

传多样性评价ꎬ对晒黄烟种质资源的收集、保护和高

效利用具有重要意义ꎮ
目前ꎬ用于遗传多样性研究的方法很多ꎬ主要包

括形态标记、染色体标记、生化标记和分子标记等ꎮ
其中分子标记是 ＤＮＡ 水平遗传变异的直接反映ꎬ具
有不受生育期、环境和基因表达与否的影响ꎬ且有多

态性高、遗传稳定等特点ꎮ 近年来ꎬ国内外已有很多

有关利用 ＲＡＰＤ、ＲＦＬＰ、ＳＳＲ、ＳＲＡＰ、ＴＲＡＰ、ＳＮＰ 等分

子标记进行植物遗传多样性的研究报道[３￣１０]ꎮ 简单

序列重复(ＳＳＲꎬｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ)由于具有多

态性高、稳定性好和操作简单等优点ꎬ广泛应用于植

物品种的鉴定、系谱分析以及遗传图谱的构建等研

究[１１￣１２]ꎮ Ｇ. Ｙ. Ｓｏｎｇ 等[１３] 利用小麦的 ＳＳＲ 引物构

建了六倍体裸燕麦 ２２ 个连锁群ꎬ总长 ２０７０. ５０ ｃＭ
的遗传图谱ꎮ Ｋ. Ｆ. Ｍ. Ｓａｌｅｍ 等[１４] 利用 ＳＳＲ 分子标

记研究评价了埃及六倍体小麦的遗传多样性ꎮ 王惠

梅等[１５]利用筛选出的 １９ 对 ＳＳＲ 多态性引物ꎬ分析

了 ３０ 个野生菰居群的遗传多样性与遗传结构ꎮ 盖

树鹏等[１６] 运用 ＳＳＲ 和 ＳＲＡＰ 两种分子标记在玉米

品种鉴定中进行了比较ꎬ结果表明ꎬＳＳＲ 检测的遗

传距离变幅更大ꎬ更适于品种在亲缘关系方面的

分析ꎮ 以往对晒黄烟的研究主要集中在品种提纯

复壮、栽培与管理[１７] 、外观质量[１８] 以及调制过程

中化学物质变化等方面[１９] ꎬ而对晒黄烟种质遗传

多样性研究较少ꎮ 本研究利用 ＳＳＲ 分子标记对地

方名优晒黄烟种质资源进行遗传多样性研究ꎬ可
为生产上晒黄烟品种(系)的鉴定、杂交亲本选配

以及晒黄烟资源的高效利用提供理论基础和物质

支持ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 试验材料

供试材料为 ３２ 份晒黄烟种质资源ꎬ包括来源于

国家烟草中期库的 ６ 份晒黄烟资源ꎬ编号为 Ｚꎬ来源

于广西贺州的 １３ 份地方品种(系)ꎬ编号为 Ｇꎬ来源于

广西百色的 １３ 份地方品种(系)ꎬ编号为 Ｍꎬ见表 １ꎮ

表 １　 ３２ 份晒黄烟种质资源的名称

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｎａｍｅ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ３２ ｓｕｎ￣ｃｕｒｅｄ ｔｏｂａｃｃｏ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ

编号

Ｃｏｄｅ
名称

Ｖａｒｉｅｔｙ
编号

Ｃｏｄｅ
名称

Ｖａｒｉｅｔｙ
编号

Ｃｏｄｅ
名称

Ｖａｒｉｅｔｙ
编号

Ｃｏｄｅ
名称

Ｖａｒｉｅｔｙ
编号

Ｃｏｄｅ
名称

Ｖａｒｉｅｔｙ

Ｚ１ 大宁旱烟籽 Ｇ１ 黄姚南雄烟 Ｇ８ 莲塘小叶烟 Ｍ１ 大宁烟 Ｍ８ 南雄烟

Ｚ２ 塘蓬 Ｇ２ 樟木林高产烟 Ｇ９ 公会包盖烟 Ｍ２ 包盖烟 Ｍ９ 南雄烟

Ｚ３ 武鸣牛利 Ｇ３ 黄姚黄烟 Ｇ１０ 凤凰南雄烟 Ｍ３ 包盖烟 Ｍ１０ 南雄烟

Ｚ４ 小花青 Ｇ４ 沙田黄烟 Ｇ１１ 公会高产烟 Ｍ４ 黄烟 Ｍ１１ 高产烟

Ｚ５ 公会晒烟 Ｇ５ 公会南雄烟 Ｇ１２ 大宁烟 Ｍ５ 黄烟 Ｍ１２ 高产烟

Ｚ６ 寸三皮 Ｇ６ 樟村小烟 Ｇ１３ 凤凰黄烟 Ｍ６ 黄烟 Ｍ１３ 高产烟

Ｇ７ 公会黄烟 Ｍ７ 南雄烟

１. ２　 试验方法

１. ２. １　 ＤＮＡ 提取与 ＰＣＲ 扩增 　 以烟草嫩叶为试

验材料ꎬ采用改进的 ＣＴＡＢ 法ꎬ多株混合法提取总

ＤＮＡꎬ并利用 １. ２％琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 完整

性ꎮ 试验所用 ＳＳＲ 引物来自 ２０１１ 年 Ｇ􀆰 Ｂｉｎｄｌｅｒ
等[２０] 发表于 Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ａｎｄ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｇｅｎｅｔｉｃｓ 上的

引物序列ꎬ筛选出均匀分布在 ２４ 条连锁群上的 ７４０
对引物ꎬ由上海生物工程有限公司合成ꎮ

ＰＣＲ 总反应体系为 １５ μＬꎬ其中含模板 ＤＮＡ

１􀆰 ５ μＬꎬ２ × Ｄｒｅａｍ Ｔａｑ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(购自

Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司)７. ５ μＬꎬ引物浓度为 ０. ６ μｍｏｌ / Ｌꎮ
扩增反应在 ＡＢＩ􀅰ＰＣＲ 扩增仪上进行ꎬ扩增程序为:
９４℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４℃ 变性 ３０ ｓꎬ５４℃ 退火 ３０ ｓꎬ
７２℃延伸 ４５ ｓꎬ共 ３８ 个循环ꎻ７２℃延伸 ５ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ
反应结束后ꎬ取 ３ μＬ ＰＣＲ 产物在 １０％ 非变性聚丙

烯酰胺凝胶上恒电压 １５０ Ｖ 电泳 １. ５ ｈꎮ 用改进的

ＮａＯＨ 银染方法对电泳后的聚丙烯酰胺凝胶进行染

色显影ꎮ

３５２
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１. ２. ２　 数据统计　 将电泳图谱清晰且可重复的条

带赋值为 １ꎬ同一位置上弱带且不重复或未出现带

的赋值为 ０ꎬ形成 １、０ 数据矩阵ꎮ 根据 Ｃ. Ｓｈａｎｎｏｎ
等[２１]的方法ꎬ以 ＰｏｐＧｅｎｅ３２[２２]软件在假定哈丁温伯

格平衡条件下计算遗传多样性和 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数的估

计值ꎬ同时计算群体内遗传差异和群体间相似系数ꎮ
用 ＮＴＳＹＳ２. １０ 软件以 ＵＰＧＭＡ 法进行聚类分析ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 ＳＳＲ 多态性引物的筛选

从 ７４０ 对引物中筛选出 １０６ 对条带清晰、多态

性较好的引物ꎮ 利用这 １０６ 对 ＳＳＲ 引物对 ３２ 份晒

黄烟资源进行多态性扩增ꎬ共检测到 １１０ 个位点ꎬ其
中 ８５ 个为多态性位点ꎬ多态性比率为 ７７. ２７％ ꎬ多
态性比例较高(图 １)ꎮ

图 １　 引物 ＰＴ５０４５７ 对 ３２ 份晒黄烟扩增结果

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ３２ ｙｅｌｌｏｗ ｓｕｎ￣ｃｕｒｅｄ
ｔｏｂａｃｃｏ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ ＰＴ５０４５７

２. ２　 聚类分析

聚类分析结果(图 ２)表明ꎬ种质间遗传相似系

数变异范围为 ０. ４９ ~ ０. ９５ꎬ遗传基础比较狭窄ꎮ 在

相似系数为 ０. ４９ 时ꎬ可以将 ３２ 份晒黄烟种质分成

２ 大类群ꎬ第Ⅰ大类包括寸三皮和大宁旱烟籽ꎬ说明

来自于烟草资源库的 ６ 份资源ꎬ寸三皮和大宁旱烟

籽遗传距离最近ꎮ 第Ⅱ大类包括 ３ 个亚类ꎬ第 １ 亚

类中包括 Ｚ２、Ｚ３、Ｚ４ 等 ３ 份种质ꎻ第 ２ 亚类包括 Ｇ６、
Ｇ１２、Ｍ１ꎬＭ１ 与 Ｇ１２ 遗传距离小于 Ｇ６ 与 Ｇ１２ 的遗

传距离ꎻ第 ３ 亚类包括来自于烟草种质资源中期库

的公会晒烟以及其他新收集种质ꎬ来自不同产区

的品种(系)分别聚为不同的类群ꎬ表明各产区经

过多年的自然和人工选择均形成了具有地方特色

的种质群体ꎬ且大部分种质与公会晒烟的遗传距

离都较近ꎮ
２. ３　 群体内遗传多样性

来源于烟草中期库的 Ｚ 群体包括 Ｚ１ ~ Ｚ６ 等 ６
份种质ꎬ来源于广西贺州的 Ｇ 群体包括 Ｇ１ ~ Ｇ１３ 等

１３ 份种质ꎬ来源于广西百色的 Ｍ 群体包括 Ｍ１ ~
Ｍ１３ 等 １３ 份种质ꎮ 群体内遗传多样性分析(表 ２)
表明ꎬ来源于烟草种质资源库的 Ｚ 群体遗传多样性

指数是 ０􀆰 ７２９５ꎬ其遗传多样性最高ꎬ其次是来源于

广西贺州 Ｇ 群体遗传多样性指数为 ０. ６０３１ꎬ来源于

广西百色的 Ｍ 群体遗传多样性最小为 ０. ５９０９ꎮ 说

明目前生产上利用的晒黄烟种质资源的遗传基础比

较狭窄ꎮ

图 ２　 ３２ 份晒黄烟基于 ＳＳＲ 标记的 ＵＰＧＭＡ 聚类图

Ｆｉｇ. ２　 ＵＰＧＭＡ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ３２ ｙｅｌｌｏｗ ｓｕｎ￣ｃｕｒｅｄ ｔｏｂａｃｃｏ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｂａｓｅｄ ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒ

２. ４　 群体间遗传多样性

利用 ＰｏｐＧｅｎｅ３２ 软件对 ３ 个群体的遗传相似性

进行计算ꎮ 群体 Ｇ 和群体 Ｍ 的遗传相似系数最高ꎬ
为 ０. ８９６３ꎬ群体 Ｇ 与群体 Ｚ 遗传相似系数次之ꎬ为
０. ８１７６ꎬ群体 Ｍ 与 群体 Ｚ 遗传相似系数最小ꎬ为

０􀆰 ７７６２ꎬ表明来源于广西不同产区的晒黄烟资源遗

传一致度非常高ꎬ在相近的环境条件下ꎬ形成了具有

地方特色的品种(系)群ꎬ今后要拓宽生产上晒黄烟

品种(系)的遗传基础ꎬ需充分利用烟草种质资源中

期库的名优晒黄烟资源ꎮ

４５２
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表 ２　 群体内遗传多样性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｗｉｔｈｉｎ ３ ｇｒｏｕｐｓ

类型

Ｔｙｐｅ
份数

Ｃｏｐｉｅｓ

等位基因数

Ｎａ

有效等位基因数

Ｎｅ

香农指数

Ｉ
多态性位点数

Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｌｏｃｉ
比例(％ )

Ｒａｔｅ

Ｚ
Ｍ
Ｇ

　 ６
１３
１３

２. ４４
２. ３１
２. ３８

２. ００
１. ７１
１. ７１

０. ７２９５
０. ５９０９
０. ６０３１

７７
６８
６６

９０. ５９
８０. ００
７７. ６５

２. ５　 种质间遗传相似性

由 ３２ 份晒黄烟资源间的遗传相似系数可知ꎬ来
源于 Ｍ 群体的同名(包盖烟)种质 Ｍ２ 和 Ｍ３ 的遗传

相似系数为 ０. ８３ꎮ 黄烟种质 Ｍ４、Ｍ５ 遗传相似系数

为 ０. ８ꎬＭ４、Ｍ６ 遗传相似系数为 ０. ６９ꎬＭ５、Ｍ６ 遗传

相似系数为 ０. ８１ꎮ 南雄烟 Ｍ７、Ｍ８ 遗传相似系数为

０. ６６ꎬＭ７、Ｍ９ 遗传相似系数为 ０. ７８ꎬＭ７、Ｍ１０ 遗传

相似系数为 ０. ７２ꎬＭ８、Ｍ９ 遗传相似系数为 ０. ７５ꎬ
Ｍ８、Ｍ１０ 遗传相似系数为 ０. ７８ꎬＭ９、Ｍ１０ 遗传相似

系数为 ０. ８７ꎮ 高产烟 Ｍ１１、Ｍ１２ 遗传相似系数为

０􀆰 ７３ꎬＭ１１、Ｍ１３ 遗传相似系数为 ０. ７０ꎬＭ１２、Ｍ１３ 遗

传相似系数为 ０. ６４ꎬ因此来源于 Ｍ 群体的同名种质

间遗传差异比较显著ꎬ可视为不同的种质ꎮ 另外ꎬ来
源于 Ｍ 群体的 Ｍ１(大宁烟)与 Ｇ１２(大宁烟)遗传相

似系数为 ０. ７９ꎬ也属于同名异种ꎮ 而来源于 Ｇ 群体

的不同名种质 Ｇ９(公会包盖烟)和 Ｇ１３(凤凰黄烟)
的遗传距离最近ꎬ遗传相似系数为 ０. ９３９ꎬ在遗传上

的差异甚小ꎬ但可利用从 ７４０ 对 ＳＳＲ 引物中筛选的

ＰＴ５３７７０、 ＰＴ５０４３４、 ＰＴ５４４４４、 ＰＴ５５０３０、 ＰＴ５１９７６ 以

及 ＰＴ６０４０４ 等 ６ 对特异引物将它们分开(表 ３)ꎮ

表 ３　 引物名称与序列

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｎａｍｅ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒ ｎａｍｅ
前引物序列　 　 　 　 　 　

Ｆ￣ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ　 　 　 　 　 　
后引物序列　 　 　 　

Ｒ￣ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ　 　 　 　
连锁群

Ｌｉｎｋａｇｅ ｇｒｏｕｐ

ＰＴ５３７７０ ＣＡＧＡＡＴＴＴＣＣＣＴＴＣＣＡＣＡＧＡＡ ＣＡＴＣＧＴＡＡＧＣＧＴＣＡＧＴＣＴＧＣ １９

ＰＴ５０４３４ ＧＣＣＧＴＣＡＧＣＡＡＴＡＡＧＡＣＴＣＣ ＧＴＴＣＧＧＡＴＣＣＧＴＧＡＣＣＴＡＡＡ ６

ＰＴ５４４４４ ＧＴＧＣＣＣＡＴＡＣＣＡＧＡＴＴＧＴＧＡ ＡＴＴＣＴＴＣＣＡＡＣＡＴＴＣＧＣＡＣＣ ６

ＰＴ５５０３０ ＧＧＴＴＣＡＣＡＧＴＴＣＡＧＡＡＴＴＴＡＣＧＣ ＧＡＣＡＧＡＡＡＧＡＡＡＧＡＣＴＣＣＧＡＡＡ １２

ＰＴ５１９７６ ＣＡＧＡＧＧＧＴＡＧＴＧＡＡＧＴＡＴＴＣＡＡＴＴＴ ＧＴＴＡＴＣＡＡＴＧＣＣＣＴＧＣＣＣＴ ２２

ＰＴ６０４０４ ＴＧＴＧＧＡＴＧＴＣＡＴＧＧＧＴＴＣＴＧ ＡＴＴＡＡＧＣＴＧＧＣＡＴＧＴＣＴＧＧＣ １９

３　 讨论

３. １　 基于 ＳＳＲ 分子标记的聚类评价

多样性评价和遗传背景的研究是种质资源利用

的前提[２３]ꎬ而 ＳＳＲ 标记由于其多态性高、稳定性好

等特点ꎬ已成为分子遗传和资源分类研究应用中最

为广泛的分子标记[２４]ꎮ 高亭亭等[２５]利用 ＳＳＲ 分子

标记对 Ｂｅｉｈａｒｔ１０００￣１ 的抗赤星病基因进行了 ＱＴＬ
定位研究ꎮ 潘应花等[２６] 利用 ＳＳＲ 分子标记研究了

烟草种质不同群体量的遗传完整性ꎮ 陈夏晔等[２７]

利用 ＳＳＲ 分子标记研究了烟草抗黑胫病种质的遗

传多样性ꎮ 本文通过筛选来源于 Ｇ. Ｂｉｎｄｌｅｒ 等[２０]发

表的 １０６ 对 ＳＳＲ 引物ꎬ共获得 １１０ 个标记位点ꎬ对
３２ 份晒黄烟种质资源进行遗传多样性评价ꎬ来自烟

草种质资源中期库的只有 ６ 份种质ꎬ在数量上是新

收集种质的四分之一ꎬ其遗传多样性显著高于新收

集种质ꎬ因此ꎬ要拓宽生产晒黄烟品种(系)的遗传

基础ꎬ应加强对种质库晒黄烟资源优异基因的挖掘

与利用ꎮ
３. ２　 群体间遗传多样性评价

采用 Ｐｏｐｇｅｎｅ Ｖｅｒｓｉｏｎ １. ３２ 对来源不同的 ３ 个

群体间的遗传距离和相似系数进行分析ꎬ结果表明ꎬ
来源地区相近的种质材料 Ｇ 和 Ｍ 群体遗传关系也

较近ꎬ与来源于烟草种质资源中期库的名优晒黄烟

资源遗传差异较大ꎮ 只有来源于烟草种质资源中期

库的公会晒烟与新收集的大部分种质聚为一类ꎬ说
明从广西收集的 Ｇ 和 Ｍ 群体的种质可能最早来源

于种质库的公会晒烟ꎬ但在其进化传播过程中ꎬ在某

一生态环境条件下ꎬ经过长期的人工选择和改良ꎬ在
遗传结构上发生变异ꎬ形成各具地区特色的 Ｇ 和 Ｍ

５５２
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群体ꎬ造成目前所利用的品种(系)的遗传基础狭

窄ꎮ 另外ꎬ尽管广西贺州和广西百色生态环境存在

差异ꎬ但仍有部分种质 Ｍ１ 和 Ｇ１２、Ｇ８ 和 Ｍ１３ 亲缘

关系较近ꎬ这可能是由于不同地域间品种(系)的频

繁引进或交流造成的ꎮ
３. ３　 新收集种质资源评价

同一来源地的同名种质包盖烟 Ｍ２、Ｍ３ꎬ黄烟

Ｍ４、Ｍ５、Ｍ６ꎬ南雄烟 Ｍ７、Ｍ８、Ｍ９、Ｍ１０ꎬ以及高产烟

Ｍ１１、Ｍ１２、Ｍ１３ 遗传差异显著ꎬ另外ꎬ不同来源地的

同名种质 Ｍ１、Ｇ１２ 遗传差异也较大ꎬ因此ꎬ对新收集

的同名种质可以作为不同的种质资源单独保存ꎮ 来

源于广西贺州的 Ｇ９(公会包盖烟)和 Ｇ１３(凤凰黄

烟)虽然其遗传差异甚小ꎬ但也可作为不同的种质

分别保存ꎬ可利用本研究筛选的 ６ 对引物进行区分ꎮ
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