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封面图说: 巴西热带雨林———美丽的巴西北部玛瑙斯热带雨林景观。 位于南美洲的亚马逊河是世界上流域最广、流量最大的

河流,孕育了世界面积最大的热带雨林,雨林中蕴藏着极丰富的生物资源。
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云南不同土壤铅背景值下大叶茶种群对

铅的吸收积累特征及其遗传分化

刘声传1,3,段昌群1,*,李振华1,梁名志2,罗显扬3

(1. 云南大学环境科学与生态修复研究所暨云南生物资源保护与利用国家重点实验室培育基地,昆明摇 650091;

2. 云南省农业科学院茶叶研究所,勐海摇 666201;3. 贵州省农业科学院茶叶研究所,贵阳摇 550006)

摘要:在具有不同土壤铅(Pb)背景值的云南大叶茶主产区,分析了 11 个大叶茶种群所在地的土壤 Pb 含量,相应各种群的老、

嫩叶 Pb 含量和富集系数,并利用 ISSR 分子标记研究了这些种群的遗传特征,以期认识不同大叶茶种群在不同 Pb 背景值下对

Pb 的吸收积累特征及其遗传分化状况。 结果表明:(1)在本研究区域内,大叶茶种群间土壤 Pb 含量、老叶和嫩叶 Pb 含量、富集

系数差异显著,土壤有效 Pb、嫩叶 Pb 含量分别在 0. 78—15. 20mg / kg 和 2. 03—7. 02 mg / kg 之间,嫩叶 Pb 富集系数变化范围为

0. 001—0. 24;种群内差异小,例如 P6 种群内嫩叶 Pb 含量在 2. 82—2. 84 mg / kg 之间,嫩叶 Pb 富集系数变幅为 0. 09—0. 10。

(2)筛选的 10 个 ISSR 引物扩增出 81 条带,平均多态位点百分率(PPB)为 75. 25% ;Shannon忆s 指数( I)估算出种群间的变异为

34. 28% ,利用 POPGENE 软件计算出种群间遗传分化系数 GST为 0. 3116,分子方差分析(AMOVA)也显示种群间变异占 35. 37%
(P<0. 001),表明不同种群的大叶茶出现了遗传分化。 (3)UPGMA 聚类分析发现,11 个种群可分为 5 个类群,对 Pb 吸收累积

能力高的与能力低的种群在聚类分析中存在明显分异;相关性分析表明,土壤有效 Pb 含量与 PPB、I、Nei忆s 基因多样性指数(H)

的 Pearson 相关系数 r 分别为-0. 633,-0. 786,-0. 581(P<0. 05),土壤有效 Pb 含量与大叶茶种群遗传多样性水平程度不同呈负

相关。 讨论分析认为,在土壤 Pb 高背景值条件下,部分大叶茶种群遗传多样性水平降低,不同种群对 Pb 的吸收累积能力存在

明显差异,种群间出现了显著的遗传分化。 对低铅富集的遗传分化现象的深入研究将可能为遴选拒吸收污染物的洁净种质、在

污染条件下进行无公害生产提供新途径。

关键词:云南大叶茶;铅;吸收累积;ISSR;遗传多样性;遗传分化

Genetic differentiation and the characteristics of uptake and accumulation of
lead among Camellia sinensis populations under different background lead
concentrations of soils in Yunnan,China
LIU Shengchuan1,3, DUAN Changqun1,*, LI Zhenhua1, LIANG Mingzhi2, LUO Xianyang3
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Abstract: The elucidation of ecological characteristics of plants growing in the soils with high background concentration of
lead (HBCL) is important for the breed selection of low Pd鄄accumulating cultivar. However, relatively little attention has
been paid to the population differentiation of lead uptake and accumulation among cultivated plants growing in the HBCL
soils. There are abundant broad鄄leaved tea plantations that are developed in HBCL area in southwest Yunnan, China. In
order to investigate genetic differentiation and characteristics of lead ( Pb) uptake and accumulation among different
populations of Yunnan broad鄄leaved tea (Camellia sinensis) growing in the soils with different HBCL soils, we sampled 11
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Camellia sinensis populations from different sites, and analyzed Pb concentrations, Pb accumulation coefficients in old and
young leaves, and Pb contents in the soils where the Camellia sinensis population samples were obtained. In addition, the
inter鄄simple sequence repeat (ISSR) markers was used to reveal genetic characteristics of the different populations. The
results showed that: (1) Pb concentrations in soils, Pb concentrations and accumulation coefficients of old and young
leaves were significantly different among the Camellia sinensis populations. Available Pb concentrations ranged from 0. 78 to
15. 20mg / kg in soils, and Pb concentrations in young leaves varied from 2. 03 mg / kg to 7. 02 mg / kg. Pb accumulation
coefficients of young leaves were in a range of 0. 001 0. 24. However, few differences were observed from intra鄄
population. For example, in P6 population, Pb concentrations in young leaves were from 2. 82 to 2. 84 mg / kg, and Pb
accumulation coefficients of young leaves ranged from 0. 09 to 0. 10. (2) From 11 Camellia sinensis populations 81 bands
were amplified with 10 selected ISSR primers, and average polymorphism bands (PPB) were 75. 25% . According to the
analysis of Shannon忆s information index ( I), 34. 28% of genetic variation was presented among populations. The genetic
differentiation coefficient (GST) calculated by POPGENE software was 0. 3116. The result was accord with estimation of
genetic variation by the analysis of molecular variance (AMOVA), which showed 35. 37% of the total genetic diversity
(P<0. 001) among populations. These data demonstrated that a high proportion of the total genetic differentiation was
partitioned among Camellia sinensis populations. (3) By means of unweighted pair group method using arithmetic averages
(UPGMA), the 11 populations were clustered into 5 groups. The populations with different abilities of Pb uptake and
accumulation could be classified into different groups. The Pearson correlation coefficient between available soil Pb
concentrations and PPB, I, and Nei忆s genetic diversity index (H) were -0. 633, -0. 786 and -0. 581, respectively,
which indicated available Pb concentrations in soils were moderately or highly negatively correlated with genetic diversity. It
was concluded that the genetic diversity in some Camellia sinensis populations growing in soils with HBCL decreased. The
ability of Pb uptake and accumulation was significantly different in the different populations of Camellia sinensis. Significant
genetic differentiation could be detected among the Camellia sinensis populations. The reduction of Pb uptake in plants
caused by genetic differentiation may provide a promising pathway for safe food production when farming lands are polluted
and have to be cultivated for food.

Key Words: Camellia sinensis; lead; uptake and accumulation; ISSR; genetic diversity; genetic differentiation

铅(Pb)作为一种有毒有害元素,在包括茶叶在内的植物产品中的含量及其对人群健康的影响长期以来

广受关注[1],我国部分茶区中的茶叶 Pb 超标已经对茶叶质量安全和出口贸易产生了不良影响[2鄄3]。 如何减

少茶叶中 Pb 等重金属残留越来越成为茶叶无公害生产的关键问题[4]。 茶树具有高的遗传多样性,在不同生

境下,尤其是长期生长在重金属高背景值条件下,可能会发生变异,在吸收积累有害元素的能力方面将会产生

分化。 因此,研究不同土壤重金属背景值条件下茶叶重金属含量、富集系数的变化及其与茶树遗传多样性和

遗传分化的相关性,对挖掘茶树种质资源、选育具有低吸收积累重金属的洁净种质提供基础资料,具有重要

意义。
已有研究表明,不同植物及农作物吸收积累重金属的能力在种间有很大的差异[5鄄6],而且,在同一作物的

不同品种间也可能有较大差异。 如大白菜[7]、番茄[8]、水稻[9]、大麦[10]等作物的重金属积累量在种间和品种

间具有明显差异。 植物对重金属吸收累积差异可能是由于在不同环境条件下由外因引起的差异,也可能是由

于长期应对重金属胁迫经过遗传变异和适应选择,从而形成了吸收积累重金属特性不同的基因型而导致

的[11]。 虽然国内外不少学者研究了茶树对 Pb 的吸收累积特性[12鄄14],但在不同土壤 Pb 背景值下,不同茶树种

群对 Pb 的吸收累积差异性研究还少见报道;结合不同茶树种群土壤 Pb 背景值、茶树对 Pb 的富集系数和遗传

分化进行分析,探讨茶树对 Pb 胁迫的遗传变异也少见研究。 分子标记已经成为揭示和分析植物种群遗传变

异的重要手段,ISSR 已成为在茶树上可以利用的一种较理想的分子标记方法[15鄄17]。 为此,本文通过野外调
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查、样品分析及应用 ISSR 分子标记技术,研究了云南不同土壤 Pb 背景值下大叶茶(Camellia sinensis)种群对

Pb 的吸收累积差异特征,揭示其遗传多样性和遗传分化,为进一步认识大叶茶应对 Pb 污染的生态遗传特征

和科学利用茶树资源提供参考。
1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

本研究以云南大叶茶为研究材料。 云南大叶茶系原产于云南南部和西南部、树高叶大、多酚类物质含量

高的一类茶树的统称,因适制普洱茶和红碎茶在云南具有很长的种植传统。 野生种质和栽培种质都十分丰

富。 同时,云南还是我国“有色金属王国冶,元素高背景值区域面积大,范围广,部分大叶茶的茶园就分布在这

些 Pb 高背景值异常区中[18]。
本研究选择云南不同土壤 Pb 背景值环境中的大叶茶种群为研究对象,11 个大叶茶种群的实验材料分别

采自云南大叶茶连片分布的 11 个大叶茶茶园中,在每个茶园中心区域设一个采样点,各种群取样点分别编号

为 P1,P2, …, P11。 鉴于 P1 和 P6 茶园面积较大,从而取样时按种群内的特点各布设了 3 个(P1鄄a、P1鄄b、P1鄄
c)和 2 个(P6鄄a、 P6鄄b)取样点。 2008 年 4 月利用全球定位系统(GPS)布点采样,采样点基本情况见表 1。

表 1摇 研究材料取样及采集概况

Table 1摇 The description of sampling sites and studied Camellia sinensis populations

种群编号
Population code

采集地点
Sampling sites

北纬
/ N

东经
/ E

海拔
Altitude / m

ISSR 分析个体数
Individuals of samples

for ISSR study

P1 西双版纳易武 22毅00忆08义 101毅28忆38义 1441 18

P2 西双版纳大渡岗 22毅22忆39义 100毅57忆31义 1380 15

P3 西双版纳南糯山 21毅56忆27义 100毅36忆44义 1633 14

P4 西双版纳布郎 21毅35忆07义 100毅24忆51义 1630 16

P5 西双版纳勐海 21毅59忆34义 100毅25忆19义 1177 14

P6 普洱景迈 22毅12忆47义 100毅01忆36义 1569 16

P7 普洱竹塘 24毅44忆08义 99毅47忆13义 1725 15

P8 临沧云县 24毅19忆27义 100毅06忆05义 1809 13

P9 临沧凤庆 24毅33忆56义 99毅55忆09义 1687 16

P10 保山昌宁 24毅52忆51义 99毅36忆53义 2028 16

P11 保山施甸 24毅33忆51义 99毅10忆33义 2088 17

在茶园中以 S 型布设 6—8 个土壤采样点,在茶树根际周围 60cm 土层中取混合土样。 同时,在每个土壤

采样点临近采集大叶茶老叶、新梢(主要一芽两叶)和生产枝(茎),分析 Pb 元素的含量。 用于 ISSR 分析的

170 个个体分别取自这 11 个大叶茶种群,每个种群随机选择 13—18 个个体,每个个体取 10—15 个 1 芽 2 叶,
用硅胶干燥,置于 4益保存直至提取 DNA。
1. 2摇 方法

1. 2. 1摇 茶树各器官样品制备

采取的茶树老叶、新梢和生产枝样品用自来水、蒸馏水和去离子水各洗涤 2 次。 清洗干净的茶叶样品在

室温下风干后在微波炉中杀青,并在 80益的烘箱中烘干,粉碎后过 0. 8 mm 孔径筛,保存在磨口瓶中备用。
1. 2. 2摇 土壤样品制备

土壤样品风干后,经磨碎后分别过 2mm 和 0. 15mm 孔径筛,自封带标记、密封保存备用。
1. 2. 3摇 样品 Pb 含量测定

土壤全 Pb 用 HNO3 鄄HClO4 鄄HF 消煮法 AAS(原子吸收分光光度法)测定[19];土壤有效 Pb 用 0. 1 mol / L

HCl 浸提法 AAS 测定[19];茎叶 Pb 含量采用干灰化法 AAS 测定[19]。 为保证处理和测定数据的准确性,测定

时采用国家一级标准物质茶叶标准样 GBW07605(GSV24)及土壤标准参考样(GBW207405)作为质控标准。
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测定都做 3 次重复。
1. 2. 4摇 总 DNA 提取

取茶树嫩叶约 0. 3g,加液氮研磨,采用改进的 CTAB[20]法提取 DNA,风干后溶于 50滋L TE 缓冲液中,RNA
酶 A 消化,紫外分光光度计测定 260nm 和 280nm 下的光密度值,稀释 DNA 浓度到 20ng / 滋L,贮存于-20益冰

箱中备用。
1. 2. 5摇 ISSR 反应体系和反应参数

扩增反应在 PTC鄄 200 thermal cycler(MJ Research Waltham, Massachusetts, USA)上进行。 参照姚明哲

等[21鄄22]的方法,经比较优化,反应系统为:50ng / 滋L DNA 模板,10伊PCR buffer,2. 5 mol / L MgCl2,0. 1 mmol / L
dNTPs,250nmol / Lprimer 和 1 U Taq polymerase,每个引物均设一个空白对照。 扩增程序为:94益预变性 5min;
94益,30s,52益,30s,72益,90s,35 个循环;最后 72益 延伸 15 min。 PCR 扩增产物在含有 EB ( Ethidium
Bromide, 0. 1 滋g / mL)的 1. 8%琼脂糖凝胶上电泳,0. 5伊TAE 电泳缓冲液,GM335 作为分子量标准,最后用紫

外凝胶成像系统照相,保存图像。 取清晰且重复性好的条带用来分析。
1. 2. 6摇 数据处理和分析

(1)富集系数

富集系数=地上部中植物元素含量 /土壤中元素含量

数据用 SPSS15. 0 进行方差、Pearson 相关性及多重比较 LSD 分析[23]。 其中:0. 7< | r | <1 表示高度相关;
0. 4< | r | <0. 7 表示中度相关;0. 05< | r | <0. 4 表示低度相关; | r | <0. 05 表示不相关( r 表示 Pearson 相关系数)。

(2) ISSR 分析

ISSR 产物按条带的有无分别赋值,有带记为 1,无带记为 0。 把得到的 0、1 矩阵输入 POPGENE version
1郾 32[24]分析多态位点百分率(PPB)、Nei忆s 基因多样性指数(H)、Shannon 多样性指数( I)、遗传分化系数

(Gst)、基因流(Nm)。 其中:
Gst =(HT-Hpop) / HT

式中,HT为总种群的平均多样度,Hpop为各种群多样度的平均值。
Nm =0. 5(1-Gst) / Gst

利用 WINAMOVA version 1. 55 软件分析遗传变异在种群间和种群内的分布[25],利用 MEGA version 4. 0
软件进行 UPGMA 聚类分析[26]。
2摇 结果与分析

2. 1摇 土壤、茶树茎、叶 Pb 含量

大叶茶种群及其所在地土壤中 Pb 元素含量分布情况见表 2。 从表中可以看出,11 个大叶茶种群立地环

境中的土壤全 Pb 含量、有效 Pb 含量分别在 21. 64—1497. 10 mg / kg 和 0. 78—15. 20mg / kg 之间,不同种群所

在的立地环境中土壤 Pb 含量差异显著。 大叶茶种群间茎、老嫩叶 Pb 累积量也存在显著差异:茎 Pb 含量、老
叶 Pb 含量分别在 9. 45—27. 99 mg / kg 和 2. 89—9. 03 mg / kg 之间;嫩叶 Pb 含量变化范围为 2. 03—7. 02 mg /
kg。 在部分种群间,土壤有效 Pb 含量接近的种群,它们之间的茎、老叶及嫩叶 3 类器官 Pb 含量出现明显差

异,如 P1鄄c 种群土壤有效 Pb 含量为 4. 45 mg / kg,与 P10 种群土壤有效 Pb 含量(4. 21 mg / kg)很接近,但是 P1鄄
c 种群嫩叶 Pb 含量(2. 03 mg / kg)比 P10 种群嫩叶 Pb 含量(4. 01 mg / kg)少了近一半。

LSD 多重比较结果表明,云南大叶茶 Pb 含量在种群内差异小,在种群间差异大,部分种群间对 Pb 的积累

能力差异显著。 例如,在 P1(P1鄄a、P1鄄b 和 P1鄄c)种群内嫩叶 Pb 含量在 2. 03—2. 61 mg / kg 之间,P6(P6鄄a 和

P6鄄b)种群内变幅为 2. 82—2. 84 mg / kg。
2. 2摇 大叶茶种群间老、嫩叶 Pb 富集系数

富集系数是衡量植物对重金属积累能力大小的一个重要指标,富集系数越大,说明植物对重金属吸收转

移能力越强[27]。 11 个大叶茶种群 Pb 富集系数见表 3。 表中分析结果表明,种群间老叶 Pb 富集系数、嫩叶 Pb
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富集系数分别在 0. 002—0. 31 和 0. 001—0. 24 之间。 在种群内,P1(P1鄄a、P1鄄b 和 P1鄄c)种群内个体的嫩叶 Pb
富集系数变化范围为 0. 05—0. 07;P6(P6鄄a 和 P6鄄b)种群内个体的嫩叶 Pb 富集系数变幅为 0. 09—0. 10;种群

内老叶 Pb 富集系数变幅类似。 结合 LSD 多重比较进一步表明:部分大叶茶种群间 Pb 富集系数差异显著,如
嫩叶 Pb 富集系数达到 7 个等级(a—g),而种群内 Pb 富集系数无显著差异。

表 2摇 11 个大叶茶种群 Pb 元素含量情况*

Table 2摇 Pb concentrations in 11 Camellia sinensis populations

采样点
Sampling sites

Pb 含量 Pb concentration / (mg / kg)
土壤全 Pb 含量

Total Pb concentration
in soils

土壤有效 Pb 含量
Available Pb

concentration in soils

茎 Pb 含量
Pb concentration

in stems

老叶 Pb 含量
Pb concentration
in old leaves

嫩叶 Pb 含量
Pb concentration
in young leaves

P1鄄a 38. 66d 依 2. 25 3. 65cd 依 0. 07 10. 71e 3. 06ef 2. 54df
P1鄄b 39. 67d 依 2. 08 2. 17e 依 0. 04 13. 69c 3. 51e 2. 61d
P1鄄c 40. 36d 依 1. 35 4. 45bc 依 0. 08 11. 56de 2. 89f 2. 03f
P2 28. 87e 依 1. 99 1. 43ef 依 0. 06 27. 99a 9. 03a 7. 02a
P3 39. 33d 依 1. 24 2. 68de 依 0. 03 12. 60cd 3. 50e 2. 91cd
P4 21. 64e 依 2. 89 0. 78g 依 0. 01 12. 32d 4. 25d 3. 01cd
P5 26. 20e 依 1. 62 2. 10e 依 0. 03 12. 96cd 4. 05de 3. 03cd
P6鄄a 27. 40e 依 1. 12 1. 38f 依 0. 02 9. 45f 3. 35ef 2. 82d
P6鄄b 30. 76de 依 1. 56 1. 41f 依 0. 03 10. 01ef 3. 41ef 2. 84d
P7 1497. 10a 依 30. 66 15. 20a 依 0. 97 20. 36b 7. 12b 3. 78bc
P8 65. 49b 依 4. 12 7. 94b 依 0. 72 21. 94b 7. 03 b 3. 51bc
P9 51. 47bc 依 2. 34 6. 94b 依 0. 08 20. 29b 7. 02b 3. 12c
P10 40. 26d 依 3. 44 4. 21c 依 0. 04 14. 05c 6. 11c 4. 01b
P11 49. 57c 依 3. 65 6. 30b 依 0. 08 21. 07b 6. 02c 3. 51bc

摇 摇 *表中字母为差异水平,P<0. 05,字母相同为无差异

表 3摇 11 个大叶茶种群 Pb 富集系数

Table 3摇 Pb accumulation coefficients in 11 Camellia sinensis populations

采样点
Sampling sites

老叶 Pb 富集系数
Pb accumulation
coefficient of
old leaves

嫩叶 Pb 富集系数
Pb accumulation
coefficient of
young leaves

采样点
Sampling sites

老叶 Pb 富集系数
Pb accumulation

coefficient of old leaves

嫩叶 Pb 富集系数
Pb accumulation
coefficient of
young leaves

P1鄄a 0. 08d 0. 07e P1鄄b 0. 09de 0. 07e
P1鄄c 0. 07d 0. 05f P2 0. 31a 0. 24a
P3 0. 09de 0. 07e P4 0. 20b 0. 14b
P5 0. 15c 0. 12bc P6鄄a 0. 12cd 0. 10cd
P6鄄b 0. 11de 0. 09d P7 0. 002e 0. 001g
P8 0. 11de 0. 05f P9 0. 14c 0. 06ef
P10 0. 15c 0. 10cd P11 0. 12cd 0. 07e

2. 3摇 大叶茶种群 ISSR 分析

2. 3. 1摇 ISSR 引物筛选结果

本实验对所获取的 DNA 进行电泳检测,所提取的茶叶 DNA 分子量约为 21Kb。 根据引物筛选的原则,从
16 个 ISSR 引物中筛选出扩增效果好的引物共 10 个(表 4)。 用这 10 个引物对所有个体和空白对照进行 PCR
扩增并进行统计分析。
2. 3. 2摇 大叶茶种群的遗传多样性

筛选的 10 个 ISSR 引物共扩增出可重复的 81 条带,平均每个引物扩增 8. 1 条带,长度在 200—1500 bp 之

间(其中用两对引物的扩增结果如图 1 所示),其中 66 条带为多态性条带(表 4),总多态条带百分率(PPB)为
81. 48% 。 进一步统计分析结果见表 5, 从表中可以看出,11 个种群的平均多态条带百分率 (PPB) 为

75郾 25% ,最高的是 P2 种群(PPB=81. 61% ),最低的是 P7 种群(PPB = 69. 62% )。 11 个大叶茶种群中,土壤
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及茶叶 Pb 含量较高的 P7、P8、P9、P10 和 P11 种群的遗传多样性比其他土壤和茶叶 Pb 含量低的种群低。 Pb
矿附近的 P7 种群 Nei忆s 基因多样性指数(H)、Shannon忆s 信息指数( I)和多态条带百分率(PPB)最低,分别为

0郾 1808、0. 2863 和 69. 62% ,说明 Pb 对大叶茶种群具有明显的选择作用。

表 4摇 11 个大叶茶种群 ISSR 分析中使用的 10 个引物

Table 4摇 Attributes of 10 ISSR primers used to generate ISSR markers in 11 Camellia sinensis populations

引物
Primer

序列(5忆 to 3忆)
Sequence 5忆to 3忆

扩增条带总数
Total amount of bands

多态条带数
Polymorphic bands

多态条带百分率
Percentage of polymorphic bands / %

807 (AG)8T 7 6 85. 71
808 (AG)8C 9 8 88. 89
815 (CT)8G 7 5 71. 43
835 (AG)8YC 9 7 77. 78
840 (GA)7G 10 9 90. 00
842 (GA)8YG 9 7 77. 78
844 (CT)8RC 9 8 88. 89
845 (CT)8RG 9 6 66. 67
857 (AC)8YG 7 6 85. 71
880 (GGAGA)3 5 4 80. 00

R=(A,G); Y=(C,T)

图 1摇 2 对 ISSR 引物对 11 个大叶茶种群个体基因组 DNA 的扩增结果

Fig. 1摇 Amplification results of 11 individuals from Camellia sinensis populations isolated by 2 ISSR primer pairs

图 2摇 11 个大叶茶种群的 UPGMA 聚类图

摇 Fig. 2摇 UPGMA dendrogram among 11 Camellia sinensis

populations摇

2. 3. 3摇 大叶茶种群的遗传分化

根据表 4、表 5 所呈现的种群内和种群间的遗传分化特征参数可以看出,种群间的 Shannon忆s 信息指数

( I)平均值是 0. 3428,说明有 65. 72%的遗传变异存在于种群内,34. 28% 的遗传变异存在于种群间。 种群间

的遗传分化系数 GST为 0. 3116,表明在总的遗传变异

中,31. 16%的遗传分化位于种群间,11 个种群间的基

因流 Nm为 1. 1046。
AMOVA 分 析 结 果 见 表 6, 从 表 中 可 以 看 出,

35郾 37%的遗传变异发生在种群间,64. 63%的遗传变异

位于种群内(P <0. 001)。 以上 3 种分析结果表明长期

在 Pb 胁迫下大叶茶种群间发生了较高的遗传分化。
为了进一步分析大叶茶种群间的遗传分化关系,应

用 MEGA version 4. 0 软件,基于种群间的 Nei忆s 遗传距

离,利用 UPGMA 聚类法对 11 个大叶茶种群进行聚类

分析(图 2)。
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表 5摇 11 个大叶茶种群的遗传多样性分析

Table 5摇 Analysis of genetic diversity of 11 Camellia sinensis populations using ISSR

种群
Population

多态条带百分率
Polymorphism bands / %

观测等位基因数
Observed number
of alleles / Na

有效等位基因数
Effective number
of alleles / Ne

Nei忆s 基因多样性指数
Nei忆s genetic diversity

index (H)

Shannon忆s 信息指数
Shannon忆s information

index ( I)

P1 80. 08 1. 8608依0. 3484 1. 4236依0. 3741 0. 2495依0. 1860 0. 3839依0. 2453

P2 81. 61 1. 8861依0. 3197 1. 4306依0. 3700 0. 2549依0. 1815 0. 3933依0. 2370

P3 75. 01 1. 8101依0. 3947 1. 3256依0. 3499 0. 1983依0. 1832 0. 3123依0. 2498

P4 77. 54 1. 8354依0. 3731 1. 3893依0. 3491 0. 2356依0. 1819 0. 3642依0. 2477

P5 77. 54 1. 8354依0. 3731 1. 3856依0. 3730 0. 2346依0. 1861 0. 3635依0. 2472

P6 78. 81 1. 8481依0. 3612 1. 4152依0. 3412 0. 2519依0. 1767 0. 3877依0. 2402

P7 69. 62 1. 6962依0. 4628 1. 2888依0. 3240 0. 1808依0. 1763 0. 2863依0. 2481

P8 71. 15 1. 7215依0. 4511 1. 3930依0. 3664 0. 2340依0. 1885 0. 3560依0. 2640

P9 70. 01 1. 8101依0. 3947 1. 3435依0. 3783 0. 2289依0. 1887 0. 3027依0. 2548

P10 72. 68 1. 7215依0. 4511 1. 3260依0. 3699 0. 1949依0. 1874 0. 3031依0. 2598

P11 73. 75 1. 7975依0. 4045 1. 3203依0. 3380 0. 1991依0. 1736 0. 3173依0. 2361

平均值 Mean 75. 25 1. 8021依0. 626 1. 3674依0. 048 0. 2238依0. 0260 0. 3428依0. 039

总值 Total 81. 48 2. 6228依0. 3843 2. 5674依0. 3202 0. 3251依0. 1640 0. 4442依0. 2258

表 6摇 大叶茶种群间和种群内的遗传变异

Table 6摇 Analysis of molecular variance (AMOVA) respectively from Camellia sinensis intra鄄 and inter鄄populations

变异来源
Source of
variation

自由度
Degree of
freedom / Df

方差总和
Sum of squared
defferences / SSD

平均平方差
Mean squared
deviations / MSD

变异组分
Variance
component

变异百分率
Percentage of total

variance / %
P

种群间 Inter鄄populations 10 1590. 55 122. 35 6. 23 35. 37 <0. 001

种群内 Intra鄄populations 160 2242. 85 11. 38 11. 38 64. 63 <0. 001

根据树状聚类图,当以遗传距离为 0. 105 左右时,11 个种群可以分为 5 个类群,5 个类群是彼此相异的类

元,其中 2 个独立组,3 个复合组,在复合组中又汇集了彼此相似的小群。 土壤、茶叶 Pb 含量较低的 P4、P5 两

个种群聚为一组,P3、P6 两个种群独自一组;土壤、茶叶 Pb 含量较高的 P7、P8 两个种群聚为一组,P9、P10 两

个种群聚为一组;但出现土壤 Pb 含量接近、茶叶中 Pb 含量差异很大的 P1、P2 两个种群聚为一组。
2. 4摇 土壤 Pb、茶叶 Pb、富集系数与大叶茶种群遗传多样性的相关性分析

Pearson 相关性分析结果见表 7。 结果表明大叶茶种群遗传多样性分别与土壤全 Pb 含量中度负相关,土
壤有效 Pb 含量中度或高度负相关,嫩叶 Pb 含量中度或高度负相关,嫩叶 Pb 富集系数中度正相关,老叶 Pb 含

量中度或高度负相关,老叶 Pb 富集系数中度或低度正相关。 因 P2 种群紧邻公路、居民区,在分析富集系数、

表 7摇 土壤 Pb 含量、茶叶 Pb 含量、富集系数与大叶茶种群遗传多样性的相关性分析

Table 7摇 Correlatation analysis of total and available Pb concentrations in soil, Pb contents and accumulation coefficients of young and old

leaves and genetic diversity in Camellia sinensis populations

变量
Variables

多态条带百分率
Polymorphism
bands / %

Nei忆s 基因多样性指数
Nei忆s genetic diversity

index (H)

Shannon忆s 信息指数
Shannon忆s information

index ( I)

土壤全 Pb 含量 Total Pb concentrations in soil -0. 486 -0. 564* -0. 496

土壤有效 Pb 含量 Available Pb concentrations in soil -0. 633* -0. 581* -0. 786*

嫩叶 Pb 含量 Pb concentrations in young leaves -0. 694* -0. 736** -0. 756*

嫩叶 Pb 富集系数 Accumulation coefficients of young leaves 0. 544 0. 485 0. 662*

老叶 Pb 含量 Pb concentrations in old leaves -0. 668** -0. 487 -0. 930**

老叶 Pb 富集系数 Accumulation coefficients of old leaves 0. 337 0. 428 0. 317

摇 摇 * 表示显著相关(P<0. 05),** 表示极显著相关(P<0. 01)
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嫩叶 Pb 含量与大叶茶种群遗传多样相关性时,没有包括 P2 种群。 相对于富集系数与大叶茶种群遗传多样的

相关性,老嫩叶 Pb 含量、土壤 Pb 含量与大叶茶种群遗传多样的相关性更大。 而不少研究表明茶叶铅含量与

土壤铅含量正相关[2,12],表明土壤 Pb 含量对大叶茶遗传多样性的影响更为显著。
3摇 讨论

3. 1摇 不同云南大叶茶种群对 Pb 的吸收累积性能存在差异性

本研究表明,大叶茶对 Pb 的吸收累积能力在种群间差异显著,在种群内差异较小。 这些变化除了与土壤

全 Pb、有效 Pb 和土壤理化性质等相关外,更重要的是,长期生长在土壤 Pb 高背景值区的大叶茶种群,在选择

作用下对 Pb 的吸收积累作用出现了分化,有的吸收积累 Pb 的能力增强,有的则相反,出现了拒吸收或少吸收

Pb 的现象。 这种分化,主要发生在种群间,从而使不同大叶茶种群间对 Pb 的吸收累积能力发生显著性差异。
以往研究人员研究了不同生物对镍(Ni)、镉(Cd)、砷(As)和 Pb 的吸收积累特性[11,28],发现了种间的差

异性,但对物种内吸收积累有害元素的性能存在的分化的报道还不多见。 其实,出现这种现象的主要原因可

能与植物个体间 Pb 等重金属转运基因的变异有关。 植物对 Pb 的富集能力取决于根系对 Pb 的吸收、Pb 从根

系向地上部运输、Pb 在地上部的再分配这一系列过程中的多个环节,在这个过程中 Pb 转运基因起关键作用。
长期适应不同 Pb 环境胁迫的植物,Pb 转运基因发生了变异[29],分化出具有不同 Pb 转运能力的基因型。 如

叶芽拟南芥(Arabidopsis halleri)具有多版本 Pb 转运基因 HMA4(Heavy metal ATPases 4),并且能够随着这些

基因的调控元件发生改变,以适应 Pb 等重金属胁迫[30]。 笔者曾对这 11 个大叶茶种群个体的 HMA4 基因片

段测序分析,发现有 1%—2%的差异性[31]。 在本研究中部分大叶茶种群间,土壤有效 Pb 含量接近的种群,它
们之间的茎、老叶及嫩叶 3 类器官 Pb 累积量、富集系数出现明显差异,表明这种功能基因的差异可能不仅存

在个体间,还可能在不同组织器官间存在差异。
3. 2摇 土壤 Pb、茶叶 Pb、富集系数与云南大叶茶种群遗传多样性和遗传分化的关系

本研究表明,云南大叶茶种群的遗传多样性比较高。 11 个种群的多态位点百分率(PPB)的变化范围在

69. 62%—81. 61% ,平均为 75. 25% ,高于常规植物的种群遗传多样性水平。 一般认为,物种的进化潜力和抵

抗外界不良环境的能力在很大程度上取决于遗传多样性水平的高低。 对于一个物种来说,其种群的遗传多样

性越丰富,对环境变化的适应能力就越强[32]。 也因为云南大叶茶种群具有较高遗传多样性,从而使该茶树类

型成为云南分布最广的茶叶品系。
在本研究中,土壤、茶叶 Pb 含量与大叶茶种群遗传多样性呈一定的负相关性。 一般来看,土壤、茶叶 Pb

含量高的种群,遗传多样性往往小于土壤及茶叶 Pb 含量低的种群,其中,土壤 Pb 含量对大叶茶遗传多样性的

影响更为突出。 例如,生长在土壤 Pb 高背景值异常区的 P7 种群,相比于本研究的另外 10 个大叶茶种群,其
老嫩叶 Pb 含量高,种群的遗传多样性最低(PPB 为 69. 62% )。 从种群生态学的角度来看,植物应对污染或不

利环境是一个群体行为,其中总有一些敏感的个体难以适应而被淘汰,伴随这些个体的消失,其蕴涵的、具有

特质性的遗传基因也将消失,从而整个种群的遗传多样性水平可能降低。 类似的研究如,李钧敏等研究发现

受重金属污染的芒萁(Dicranopteris pedat)种群的遗传多样性略低于没有被污染的对照种群[33],田胜尼等对白

茅( Imperata cylindrica)研究也得出类似结果[34]。 虽然污染会增加少数耐污物种及其种群的遗传多样性,但
大多数情况下污染的选择作用会对一般物种及其种群产生选择作用,从而降低遗传多样性,有时形成的小种

群还因为遗传漂变更进一步导致遗传多样性减少[35]。 本研究中土壤 Pb 含量高的云南大叶茶种群遗传多样

性较低与此密切关联。
本研究的 11 个大叶茶种群间遗传分化系数 GST达到 0. 3116,表明这些大叶茶种群在 Pb 高背景值条件下

发生了一定程度的分化,这种遗传分化还与茶树吸收积累 Pb 的性能具有一定的关联度。 在 11 个大叶茶种群

中,P1 种群和 P3 种群较其他 9 个种群对 Pb 的吸收累积量和富集系数小,而这两个大叶茶种群与土壤有效 Pb
含量相近、但茶叶 Pb 累积量多的种群在遗传距离上存在显著差异。 如 P1鄄c 种群与 P10 种群的土壤有效 Pb
非常接近,约为 4. 45mg / kg,但两个种群嫩叶 Pb 含量相差却很大,P10 种群嫩叶 Pb 含量(4. 01 mg / kg)约为
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P1鄄c 种群(2. 03 mg / kg)的 2 倍,两个种群存在一定遗传距离,没有聚为一类。 此前的相关研究表明,在重金

属胁迫环境选择下,植物种群可能发生分化与微进化[33鄄34,36]。 如前文所述,长期在 Pb 胁迫的环境中,植物种

群内将出现不同的适应方式,有的吸收累积 Pb 能力增强成为耐受型,有的减少吸收而成为回避型。 在自然种

群中,完全的耐受型或回避型可能都不多见,大多数是介入二者之间,可能只是程度不同,在性状特征上可能

是数量性状。
如果把不同大叶茶种群对 Pb 的吸收累积特性和遗传分化状况进行综合比较分析,发现 P1、P3 种群在吸收

积累 Pb 的能力方面显著低于其他种群,具有低积累 Pb 潜力,且两者遗传多样性高,与其他种群的遗传距离大,
尤其是 P3 种群的分化水平更高。 这种现象将为未来筛选拒吸收或少吸收 Pb 的洁净种质显示了很好的前景。

在土壤高背景值 Pb 环境的选择作用下,有的大叶茶种群表现出拒吸收或少吸收 Pb 的遗传分化,这对未

来茶叶的无公害生产具有积极意义。 土壤 Pb 污染一旦发生是难以去除的,而选用不吸收或少吸收 Pb 的清洁

种质可以在即使受 Pb 污染的环境中仍然还能生产出符合食品安全标准的茶叶来,这样将给茶叶及相关农业

发展带来新途径。 但目前有关茶树对 Pb 转运的分子机制还不清楚,对拒吸收或少吸收 Pb 的性状特点及其相

关基因的了解还很少,要遴选或培育出拒吸收、少积累 Pb 等重金属的洁净种质还有很长的路要走。
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