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摘要：田间调查了６９份烤烟品种形态学性状，并进行各品种间的遗传距离分析；对６９份烤烟种质资源进行ＳＳＲ分
析，估算遗传相似系数；结合这２种方法对６９份烤烟资源进行遗传多样性研究．结果表明，６９份烤烟种质材料间的
遗传距离在０３２～７８３之间，平均为２８０，其遗传相似系数在０３０～０９６之间，平均为０７０．聚类分析结果为，供
试品种大致分为国外优质种质及其衍生的后代、国内外地方品种、早花类型品种、晚花类型品种等几个类群．结合
形态学标记和分子标记对烤烟种质资源进行遗传多样性评价，揭示了烤烟种间的遗传多样性与亲缘关系．

关键词：烤烟；种质资源；形态学标记；ＳＳＲ标记；遗传多样性；聚类分析
中图分类号：Ｓ５０２　　　　　　文献标志码：Ａ　　　　　文章编号：１００１４１１Ｘ（２０１３）０４０４５００８

ＴｈｅＧｅｎｅｔｉｃＤｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＦｌｕｅＣｕｒｅｄＴｏｂａｃｃｏＧｅｒｍｐｌａｓｍＲｅｓｏｕｒｃｅｓＳｔｕｄｉｅｄ
ｂｙＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌＭａｒｋｅｒｓａｎｄＳＳＲＭａｒｋｅｒｓ

ＣＨＥＮＪｉｅ１，２，ＹＡＮＧＪｉｎｇ１，ＣＨＥＮＪｉａｎｊｕｎ１，ＺＨＡＯＷｅｉｃａｉ３，ＣＡＩＹｉｘｉａ１，ＤＥＮＧＳｈｉｙｕａｎ１，ＷＡＮＧＷｅｉ１

（１ＣｏｌｌｅｇｅｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ，ＳｏｕｔｈＣｈｉｎａＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ５１０６４２，Ｃｈｉｎａ；
２ＱｉａｎｄｏｎｇｎａｎＴｏｂａｃｃｏＣｏｍｐａｎｙｉｎＧｕｉｚｈｏｕＰｒｏｖｉｎｃｅ，Ｋａｉｌｉ５５６０００，Ｃｈｉｎａ；
３ＮａｎｘｉｏｎｇＧｕａｎｇｄｏｎｇＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＴｏｂａｃｃｏＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｎａｎｘｉｏｎｇ５１２４００，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｔｈｅｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｏｆｓｉｘｔｙｎｉｎｅｆｌｕｅｃｕｒｅｄｔｏｂａｃｃｏｇｅｒｍｐｌａｓｍｒｅｓｏｕｒｃｅｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙ
ｔｈｅｆｉｅｌｄｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｃｈａｒａｃｔｅｒｓａｎｄＳＳＲｍａｒｋｅｒｓ．Ｔｈｅｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅｗａｓ０３２－７８３ａｍｏｎｇ６９ｆｌｕｅ
ｃｕｒｅｄｔｏｂａｃｃｏｇｅｒｍｐｌａｓｍｖａｒｉｅｔｉｅｓ，ｗｉｔｈａｎａｖｅｒａｇｅｏｆ２８０．Ｔｈｅｇｅｎｅｔｉｃｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｉｎｄｅｘｗａｓ０３０－
０９６ａｍｏｎｇ６９ｆｌｕｅｃｕｒｅｄｔｏｂａｃｃｏｖａｒｉｅｔｉｅｓ，ｗｉｔｈａｎａｖｅｒａｇｅｏｆ０７０．Ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｍａ
ｔｒｉｘｏｆｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｓｉｍｉｌａｒｉｔｙｉｎｄｅｘ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄ．Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｔｅｓｔｅｄｔｏｂａｃｃｏｖａｒｉｅｔｉｅｓｃｏｕｌｄｂｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｆｏｒｅｉｇｎｖａｒｉｅｔｉｅｓ，ｄｏｍｅｓｔｉｃｖａｒｉｅｔｉｅｓ，ｅａｒｌｙ
ｆｌｏｗｅｒｉｎｇｔｙｐｅ，ｌａｔｅｆｌｏｗｅｒｉｎｇｔｙｐｅｅｔｃ．．Ｔｈｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｍａｒｋｅｒｓａｎｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋ
ｅｒｓｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆｆｌｕｅｃｕｒｅｄｔｏｂａｃｃｏｇｅｒｍｐｌａｓｍｒｅｓｏｕｒｃｅｓｍａｙｒｅｖｅａｌｔｈｅｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｇｅｎｅｔｉｃｄｉｖｅｒｓｉｔｙａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｏｆｔｏｂａｃｃｏ，ｐｒｏｖｉｄｉｎｇｔｈｅｔｈｅｏｒｙｂａｓｉｓｆｏｒｐａｒｅｎｔａｌｓｅｌｅｃｔｉｏｎｉｎ
ｃｒｏｓｓｂｒｅｅｄｉｎｇｏｆｔｏｂａｃｃｏｇｅｎｅｔｉｃｂｒｅｅｄｉｎｇ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｆｌｕｅｃｕｒｅｄｔｏｂａｃｃｏ；ｇｅｒｍｐｌａｓｍｒｅｓｏｕｒｃｅ；ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｍａｒｋｅｒ；ＳＳＲｍａｒｋｅｒｓ；ｇｅｎｅｔｉｃｄｉ
ｖｅｒｓｉｔｙ；ｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓ

　　烟草 Ｎｉｃｏｔｉａｎａｔａｂａｃｕｍ属茄科 Ｓｏｌａｎａｃｅａｅ烟草
属 Ｎｉｃｏｔｉａｎａ，是我国乃至全世界最重要的经济作物
之一．烟草品种是烟叶生产的基础，通过改良品种提
高烟叶质量，以满足卷烟工业的要求，是一条投资

少、收益高的最佳途径［１］．近年来，在烟草育种中过
度使用主体亲本，尤其是我国烟草育种以 ＮＣ８９、
Ｇ２８、Ｋ３２６等优质品种作为中心品种进行烟草育种，
育种目标单一，使得育成品种遗传背景相似、品种单



一化现象严重［２３］．育种中心品种的选择范围较狭
窄，育成的品种往往具有比较相同的优缺点，对病害

的抗感性也基本一致，一旦病害大面积发生，对烟叶

生产会造成不利影响．大多数烟区品种单一化问题
较为突出，急需新品种，但现在可供选择的品种较

少，无法满足生产的要求［４］．因此，烟叶生产迫切要
求育种工作者更多、更快、更好地推出新品种．遗传
多样性是生物多样性研究的核心，它反映出物种的

遗传背景、育种潜力和利用价值，对烟草种质遗传多

样性及不同烟草类型间的遗传关系进行研究，对充分

发掘利用现有种质、合理选配亲本、拓宽育成品种遗传

基础和保护优质种质具有十分的重要意义［５］．近年
来，利用ＤＮＡ分子标记技术对烟草种质资源遗传多样
性开展了大量的研究［６１６］，并由单一的分子标记技术

发展到多种分子标记技术对同一供试材料进行亲缘

关系的研究［１７２０］，均得出烟草种间遗传多样性较丰

富、普通烟草栽培种内亲缘关系较近的结论．利用形态
学标记和分子标记２种标记结合的方法对种质材料进
行多态性分析并不多见［２１２２］，在烟草种质遗传多样性

的分析中鲜见相关报道．
烟草作为重要的经济作物，叶片是其收获器官，

现蕾期的形态学性状作为衡量烟草产量和品质的一

个重要参考依据，现蕾天数影响到着生叶片数，而叶片

数直接控制着产量的高低．田间杂交育种对亲本的选
择不仅要看其亲缘关系的远近更要看其在当地气候

条件下的表型特征及抗逆性，并于现蕾期选择生长健

壮、性状优良的烟株进行留种，待开花进行杂交．因此
烟草现蕾期形态学性状的考察对杂交育种工作的顺

利开展具有十分重要的意义．本文以烤烟现蕾期的形
态指标作为形态学标记，结合ＳＳＲ分子标记技术对６９
份烤烟种质材料进行遗传多态性分析，试图为烤烟田

间育种中优良品种、品系的选育，尤其是烤烟早花育种

中对抗早花育种材料的直观选择提供依据，最大限度

地挖掘利用现有种质资源．

１　材料与方法
１．１　材料

参试烤烟种质６９份，由广东省烟草南雄科学研
究所提供．材料名称及来源见表１．
　　ＳＳＲ引物信息来自 Ｂｉｎｄｌｅｒ等［２３］公开发表的烟

草ＳＳＲ连续图谱及其引物序列，在各条染色体上均
匀选取２～３对（共４２对）ＳＳＲ引物用于遗传多样性
检测．序列由生工生物工程（上海）有限公司合成；
ＴａｑＤＮＡＰｏｌｙｍｅｒａｓｅ和ｄＮＴＰｓ均购自新标科信生物
科技（北京）有限公司．

１．２　方法
１．２．１　形态学性状调查　烟草成苗移栽，各个材料
种植３个小区，每小区１０株，株距为０６ｍ，行距为
１２ｍ．记录移栽至现蕾天数，调查农艺性状包括着
生叶片数、株高、最大叶长和最大叶宽，按《烟草种质

资源描述规范和数据标准》［２４］调查数据．
１．２．２　ＤＮＡ提取　按上海植物生理研究所的 ＴＰＳ
抽提法稍加修改进行．具体过程如下：剪取新鲜叶片
１ｇ左右，放入２ｍＬ离心管中，加入液氮，迅速捣碎，
加入８００μＬ预热的ＴＰＳ抽提液［１００ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＣｌ
（ｐＨ８０），１０ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ（ｐＨ８０），１０ｍｏｌ／Ｌ
ＫＣｌ］，７５℃水浴３０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，
取上清液，加入２／３体积的苯酚／三氯甲烷／异戊醇
（体积比２５∶２４∶１）溶液，摇动数分钟，１２０００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ，取上清液，加入２倍体积的无水乙醇，－
２０℃放置３０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，倒掉上
清液，用 φ（乙醇）为７０％的溶液洗２次，风干，溶于
２００μＬ０５×ＴＥ溶液中，－４℃保存备用．
１．２．３　ＳＳＲＰＣＲ反应条件　ＰＣＲ反应总体积为２０
μＬ，反应体系中含１×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ，ｄＮＴＰｓ０２ｍｍｏｌ·Ｌ－１，
１５ＵＴａｑ酶，０２μｍｏｌ·Ｌ－１引物，２０ｎｇ模板ＤＮＡ．ＰＣＲ
扩增在Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆｍａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒｇｒａｄｉｅｎｔ２２３３１ｈａｍｂｕｒｇ
上进行，先在９４℃下预变性３ｍｉｎ；再进行３５个循
环的变性（９４℃ ５０ｓ）、退火（５５℃ ４５ｓ）、延伸（７２
℃１ｍｉｎ）步骤；然后在７２℃下继续延伸５ｍｉｎ；最后
慢慢冷却至１０℃保持．
１．２．４　电泳及检测　ＰＣＲ扩增产物加１／６体积的
上样缓冲液，取３μＬ利用质量分数为６％聚丙烯酰
胺（ＰＡＧＥ）凝胶电泳分离，５Ｖ／ｃｍ恒压进行电泳，电
泳后，拆下胶板，蒸馏水中漂洗２次，显影，待条带出
现，拍照记录．
１．２．５　表型数据分析　利用 ＤＰＳ６５５（Ｄａｔａｐｒｏ
ｃｅｓｓｉｎｇｓｙｓｔｅｍ）软件对形态学数据进行基本分析，计
算广义遗传率，进行主成分分析．对农艺性状进行 Ｑ
型聚类分析，采用效果较好的类平均法（Ｕｎｗｅｉｇｔｅｄ
ｐａｉｒｇｒｏｕｐｍｅｔｈｏｄｕｓｉｎｇａｒｉｔｈｍｅｔｉｃａｖｅｒａｇｅｓ，ＵＰＧＭＡ）
进行聚类，绘出聚类树形图．根据聚类结果，以类群
结合的水平为纵坐标，结合次数为横坐标，将全部聚

合过程画成一条阶梯式的折线图（聚合结合线），用

于确定一条分类等级的划分界限．
１．２．６　基因型数据分析　扩增产物按同一迁移位
置的条带在各材料中有（记为１）或无（记为０）进行
统计．利用ＮＴＳＹＳｐｃＶｅｒｓｉｏｎ２１０ｅ软件包计算遗传
相似系数，并按照 ＵＰＧＭＡ法进行聚类分析，构建聚
类图［２５］．
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表１　６９份供试烤烟品种编号及来源
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒａｎｄｏｒｉｇｉｎｏｆ６９ｆｌｕｅｃｕｒｅｄｔｏｂａｃｃｏｖａｒｉｅｔｉｅｓｓｔｕｄｉｅｄｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

　编号１） 名称 系谱 　编号１） 名称 系谱

１ Ｋ３９９ （Ｃｏｋｅｒ１３９×Ｃｏｋｅｒ３１９）×ＮＣ９５
２ ＮＣ８２ ６１２９×Ｃｏｋｅｒ３１９
３ Ｃｏｋｅｒ３１９ Ｃｏｋｅｒ１３９×Ｈｉｃｋｓ
４ ＭｃＮａｉｒ９４４ ＳｐｅｉｇｈｔＧ１０×ＭｃＮａｉｒ３０
５ Ｃｏｋｅｒ２０６ （Ｃｏｋｅｒ１３９×５９８４２Ｆ）×７４４７２
６ ＮＣ８９ ６８５５２×６７２
７ Ｃｏｋｅｒ３１６ Ｃｏｋｅｒ１３９×Ｈｉｃｋｓ
８ 大白筋５９９ 大白筋系选

９ 湖口烟 地方

１０ 云烟８５ 云烟２号×Ｋ３２６
１１ ＭｃＮａｉｒ１３３ Ｃｏｋｅｒ３１６×ＭｃＮｉａｒ１２
１２ Ｃｏｋｅｒ１７６ （Ｃｏｋｅｒ１３９×Ｃｏｋｅｒ２５６）×Ｃｏｋｅｒ３１９
１３ ＮＣ７２９ Ｋ３２６×Ｋ３９９
１４ Ｋ３５８ ＭｃＮａｉｒ９２６×８０２４１
１５ ＳｐｅｉｇｈｔＧ７０ （Ｃｏｋｅｒ２５８×Ｖａ１１５）×ＳｐｅｉｇｈｔＧ１０
１６ ＳｐｅｉｇｈｔＧ１４０ ＳｐｅｉｇｈｔＧ７×ＳｐｅｉｇｈｔＧ３
１７ 云烟９７ ＳｐｅｉｇｈｔＧ７×ＮＣ８９
１８ 丰字６号 Ｋ３２６×Ｓｐｅｉａｌ１４０１
１９ 红花大金元 大金元系选

２０ Ｃｏｋｅｒ４１１ ［（Ｃｏｋｅｒ１３９×（Ｈｉｃｋｓ×Ｃｏｋｅｒ１３９）］×Ｃｏｋｅｒ２１３
２１ ＳｐｅｉｇｈｔＧ２８ （Ｃｏｋｅｒ１３９×Ｏｘｆｏｒｄ１１８１）Ｆ４×ＮＣ９５
２２ 单育３号 （ＳｐｅｉｇｈｔＧ２８×革新５号）Ｆ１花粉离体培养
２３ ＣＦ２０ ＳｐｅｉｇｈｔＧ２８×净叶黄

２４ 许金１号
十里庙×（黄苗榆９７、牛津２号、抵字１０１、富字３０、
富字４７混合花粉）

２５ Ｋ３９４ ＳｐｅｉｇｈｔＧ２８×ＭｃＮａｉｒ
２６ Ｖｉｒｇｉｎｉａ１１６ ＮＣ８２×Ｃｏｋｅｒ１３９
２７ ＲＧ１１ ＮＣ５０×Ｋ３９９
２８ Ｋ３２６ ＭｃＮａｉｒ３０×ＮＣ９５
２９ 岩烟９７ ４０１２×Ｇ２８
３０ ＮＣ２７ＮＦ （Ｃｏｋｅｒ３１９×ＮＣＴＧ２１）×Ｃｏｋｅｒ３１９
３１ 中烟９０ （单育２号×Ｇ２８）Ｆ６×（Ｇ２８×净叶黄）
３２ Ｋ３４６ Ｋ３２６×８０６４１
３３ Ｃｏｋｅｒ２６ Ｃｏｋｅｒ１３９×Ｈｉｃｋｓ
３４ 雄革１号 ３０３８×（青梗、螺丝头、许金１号混合花粉）

３５ Ｃｏｋｅｒ３７１ ［（Ｇ２８×３５４）×（ＣＢ１３９×Ｆ１０５）×（Ｇ２８×３５４）］×ＮＣ８２
３６ ＣＶ０８８ 不详

３７ ＮＣ６２８ ２００３８×２００４８
３８ ＳｐｅｉｇｈｔＧ３３ 不详

３９ ＮＣ７２ 不详

４０ Ｃｏｋｅｒ３４７ Ｃｏｋｅｒ３１９×Ｃｏｋｅｒ２５８
４１ Ｂｅｌｌ９３ Ｂｅｌｌ１５×Ｃｏｋｅｒ１８７
４２ ＮＣ６０ ＭｃＮａｉｒ×ＳｐｅｉｇｈｔＧ２８
４３ ＴＩ２４５ 南美地方品种

４４ ＮＣ２５１４ 不详

４５ Ｃｏｋｅｒ４８ （Ｃｏｋｅｒ２５８×Ｃｏｋｅｒ３１９）×Ｃｏｋｅｒ３１９
４６ ＲＧ２２ ＭｃＮａｉｒ３７３×Ｃｏｋｅｒ５１
４７ Ｃｏｋｅｒ８６ Ｃｏｋｅｒ２５８×１７５Ｌ
４８ Ｃｏｋｅｒ２５８ ＮＣ９５×Ｃｏｋｅｒ３１９
４９ ＳＣ５８ ＹｅｌｌｏｗＳｐｅｃｉａｌ×（Ｆｌｏｒｄ３０１×Ｗａｒｎｅ）×（４００×ＴＩ４４８Ａ）
５０ Ｓ１６４０ 地方

５１ ＲＧ８ Ｋ３２６×Ｋ３９９
５２ Ｖｉｒｇｉｎｉａ１１５ Ｈｉｃｋｓ×Ｃｏｋｅｒ１３９
５３ ＮＣ２３２６ ９１０２×Ｈｉｃｋｓ
５４ Ｃｏｋｅｒ１８７ Ｃｏｋｅｒ１８７×Ｃｏｋｅｒ１５６
５５ ＳｐｅｉｇｈｔＧ２３ 不详

５６ Ｃｏｋｅｒ２１３ （Ｃｏｋｅｒ３１９×Ｃｏｋｅｒ１３９）×Ｃｏｋｅｒ３１９
５７ ＫｕｔｓａｇａＥ１ Ｋｕｏｆａｎ×Ｈｉｃｋｓ
５８ ＳｐｅｉｇｈｔＧ５２ ＳｐｅｉｇｈｔＧ２８×ＳｐｅｉｇｈｔＧ１４１
５９ ＲＧ１２ 不详

６０ 索马里５号 不详

６１ 春雷３号 金星６００７×抵字１０１
６２ 曼光 地方

６３ 日本４号 不详

６４ ＲＧ１７ Ｋ３２６×Ｋ３９９
６５ 云８７ 云烟２号×Ｋ３２６
６６ 云烟１００ 云烟８７×ＫＸ１４
６７ 云烟２０２ ＭＳＫＸ１３×ＫＸ１４
６８ ＮＣ９５ （Ｃｏｋｅｒ１３９×Ｂｅｌｌ４３０）×（Ｃｏｋｅｒ１３９×Ｈｉｃｋｓ）
６９ Ｇ８０ Ｇ２８×Ｇ４５

　１）８～１０、１９、２２～２４、２９、３１、３４、３６、６１、６２、６５～６７来自中国，４３来自南美，５７来自津巴布韦，６０来自索马里，其他均来自美国．

２　结果与分析
２．１　形态学性状分析

对烤烟农艺性状指标分析（表２）可知，参试品
种的各个指标都具有广泛的变异，各个指标的变异

系数都达到了１３％以上，其中以现蕾天数的变异系
数最小，为 １３１％，变异范围为 ６５３１～８７２０ｄ．
株高的变异系数最大，达到了３６１％，变异范围为
６０２２～１１５３０ｃｍ．各个指标的广义遗传率较高，

都达到了 ７０％以上，其中以现蕾天数最高，为
８７５９％，说明对各个指标早期进行选择效果较好．
对现蕾期各个指标进行主成分分析，分别计算出各

个指标的贡献率，其中以现蕾天数的贡献率最高，

为７５４８％，其对应的变异系数为各指标中最低，
在各个指标中最为稳定，是反映品种特性、影响现

蕾期的最主要指标．着生叶片数的贡献率在所有指
标中居第 ２位，为 １３４０％，是影响现蕾期的次要
指标．
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表２　烤烟种质形态性状分析
Ｔａｂ．２　Ｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｆｌｕｅｃｕｒｅｄ

ｔｏｂａｃｃｏｇｅｒｍｐｌａｓｍ

形态学

性状

平均值±
标准差

变异

范围

变异

系数／％
广义遗传

率／％
贡献

率／％
现蕾天数／ｄ ６５．３１±８．５６ ６５．３１～８７．２ １３．１ ８７．５９ ７５．４８
着生叶片数／片 ２１．８０±４．３８ ２１．８０～３４．３３ ２０．１ ８５．２９ １３．４０
株高／ｃｍ ６０．２２±２１．７６ ６０．２２～１１５．３ ３６．１ ８０．７０ ５．０７
最大叶长／ｃｍ ５２．３０±７．３２ ５２．３０～－７３．０ １４．０ ７７．０４ ３．５３
最大叶宽／ｃｍ ２４．１５±４．６４ ２４．１５～３７．２ １９．２ ７２．８６ ２．５２

２．２　ＳＳＲ标记的遗传多态性分析
选择遗传差异大的６份烟草种质（编号分别为

４、２４、３１、４３、５７和６２）对４２对ＳＳＲ引物进行筛选，
初步筛选出１５对多态性好、重复性好的引物用于

烟草种质的 ＳＳＲ分析，结果有６对引物在所有材料
中能扩增出清晰且稳定的多态性带，其余９对引物
因扩增带模糊或多态性带较弱而无法统计．６对
ＳＳＲ引物共扩增出７６条稳定的条带，其中多态性
条带６６条，平均每个引物扩增１１条多态性条带，
引物的平均多态性比率为８６．８％（表３）．在所用的
ＳＳＲ引物中，以引物 ＰＴ２０４８５区分 ６９个品种的效
果最为明显，每个品种都有其各自独特的指纹图谱

（图１）．即使是亲缘关系很近的品种，也可根据指
纹将其分开，如１号Ｋ３９９、２８号Ｋ３２６和５１号ＲＧ８
（ＲＧ８由 Ｋ３２６和 Ｋ３９９杂交选育而成）．这说明
ＳＳＲ标记在烤烟遗传资源中具有丰富的遗传多态
性，可以很好地揭示供试材料间的遗传差异和亲缘

关系．

表３　筛选出的６对ＳＳＲ引物名称、序列及其扩增结果
Ｔａｂ．３　ＴｈｅｓｉｘｓｃｒｅｅｎｅｄｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓａｐｐｌｉｅｄｔｏＳＳＲａｎａｌｙｓｉｓ

引物名称 引物序列（５′—３′） 多态性条带数 扩增条带数 多态性比例／％

ＰＴ２０１８９ ＡＡＡＧＧＴＴＣＧＧＴＡＴＣＣＣＡＧ
ＡＴＴＧＧＡＣＧＡＴＧＡＧＡＡＣＧＡ

１１ １２ ９１．７

ＰＴ２０２８７ ＣＧＣＣＡＣＡＡＣＡＡＣＴＣＡＣＣＴＴＡ
ＴＣＡＴＧＣＡＴＧＴＴＴＣＴＣＣＴＣＣＴＴ

１０ １３ ７６．９

ＰＴ２０３７２ ＣＣＴＴＴＡＣＣＴＣＣＧＡＣＡＡＴＴＴＣＡ
ＴＡＧＧＣＴＧＧＡＴＡＧＧＴＧＣＣＴＣＡ

８ ９ ８８．９

ＰＴ２０４８５ ＴＣＣＡＧＧＴＣＡＡＣＡＡＡＡＴＣＡＡＧＣ
ＧＡＴＧＴＣＡＴＴＧＴＧＣＴＧＴＣＡＣＧ

１３ １３ １００．０

ＰＴ３０１６４ ＧＡＣＧＡＧＡＧＡＧＧＧＡＧＧＧＡＡＡＧ
ＧＡＧＡＡＣＴＧＴＧＧＡＡＧＴＴＧＣＣＧ

１２ １５ ８０．０

ＰＴ２０２４２ ＴＣＣＡＡＡＧＴＴＧＧＡＣＣＡＧＡＡ
ＧＴＣＣＴＡＣＡＴＧＧＧＧＣＴＣＴＴ

１２ １４ ８５．７

平均 １１ １２．７ ８６．８

合计 ６６ ７６

２．３　烤烟种质资源的遗传相似性与差异性分析
由形态学性状数据估算出烤烟种质材料间的遗

传距离，６９份烤烟种质材料间的遗传距离在０３２～
７８３之间，平均为２８０．其中，来自美国的烤烟品种
Ｃｏｋｅｒ３１６（Ｃｏｋｅｒ１３９×Ｈｉｃｋｓ回交多次）与美国品种
ＳｐｅｉｇｈｔＧ５２（ＳｐｅｉｇｈｔＧ２８×ＳｐｅｉｇｈｔＧ１４１）的遗传距
离最小，为０３２，相似度最高；品种 Ｃｏｋｅｒ３１６与其他
各个品种的遗传距离也较小，平均值最小，仅为

１９９；南美收集的地方品种 ＴＩ２４５与品种 Ｃｏｋｅｒ８６
（Ｃｏｋｅｒ２５８×１７５Ｌ）的遗传距离最远，为７８３，与其他
各个品种的遗传距离的平均值较高，为４９９；中国烤
烟品种春雷３号（金星６００７×抵字１０１）与其他各个
品种的遗传距离的平均值最大，达到了５２０．

由 ＳＳＲ标记数据估计烤烟种质材料间的遗传
相似性系数，结果表明６９份材料的遗传相似系数
在０３０～０９６之间，平均为０７０．其中来自日本的
烤烟品种日本４号与 Ｋ３２６的遗传相似系数最低，
为０３０；同是来自美国的烤烟品种 Ｖｉｒｇｉｎｉａ１１５
（Ｈｉｃｋｓ×Ｃｏｋｅｒ１３９）与 ＮＣ２３２６（９１０２×Ｈｉｃｋｓ与
Ｈｉｃｋｓ回交３次）之间的遗传相似系数最高，达到了
０９６，２个品种与其他品种的遗传相似系数也较
大，平均值都较高；来自中国河南的地方品种曼光

与其他各个品种的遗传相似系数的平均值最小，为

０５４；同样来自中国的烤烟品种 ＣＶ０８８（来源不
详）与其他各个品种的遗传相似系数的平均值最

大，为０７６．
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图１　引物 ＰＴ２０４８５对６９份烤烟品种扩增产物的聚丙烯酰
胺电泳图

Ｆｉｇ．１　ＰｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐｒｏｆｉｌｅｏｆＳＳＲｆｒａｇ
ｍｅｎｔｓｆｒｏｍ６９ｆｌｕｅｃｕｒｅｄｔｏｂａｃｃｏｖａｒｉｅｔｉｅｓａｍｐｌｉｆｉｅｄｗｉｔｈ
ｔｈｅｐｒｉｍｅｒＰＴ２０４８５

２．４　烤烟种质资源的聚类分析
反映聚合过程的 Ｑ型聚类结合线（Ｃｌｕｓｔｅｒｃｏｍ

ｂｉｎｅｄｌｉｎｅ）如图２所示．从图２可以看出，品种类群
的聚合在纵轴上的分布是不均匀的，类群结合水平

先后出现过几次飞跃，这些飞跃便将类群的结合区

分为不同等级，从而形成系统分类的等级性．选择适
当的飞跃，取其跳跃位置的中点作结合线Ｌ１和Ｌ２：
Ｌ１＝（４３７７３－３１４４１）／２＋３１４４１＝３７６０７，
Ｌ２＝（３１４４１－２８９１１）／２＋２８９１１＝３０１７６．

图２　Ｑ型聚类结合线
Ｆｉｇ．２　Ｑｔｙｐｅｃｌｕｓｔｅｒｊｏｉｎｔｌｉｎｅ

　　将Ｌ１和Ｌ２分别标在聚类结果图（图３）上．从图３
可以看出，Ｌ１将各个品种明细地划分为２大类群：Ａ
大类包括１号、１６号、２６号、４１号等５２个品种；Ｂ大
类包括３号、１２号、３１号、４７号等１７个品种．Ａ类群
的各项性状指标均比 Ｂ类群要小，Ａ类群各个品种
的平均现蕾天数为６１６２ｄ，着生叶片数２００７片，
植株高度４９９３ｃｍ，最大叶长 ４８９９ｃｍ，最大叶宽
２２３７ｃｍ；Ｂ类群各个品种的平均现蕾天数为７６６０
ｄ，着生叶片数２７１０片，植株高度９１７３ｃｍ，最大叶
长６２４１ｃｍ，最大叶宽２９５９ｃｍ．Ｂ大类各项农艺性
状指标比Ａ大类分别高２４３１％、３５０２％、８３７３％、
２７３８％和３２２９％．

图３　基于形态学性状确定的遗传距离的品种聚类图
Ｆｉｇ．３　Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｏｆｆｌｕｅｃｕｒｅｄｔｏｂａｃｃｏｃｕｌｔｉｖａｒｓｂａｓｅｄｏｎｔｈｅ

ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｓ
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　　Ｌ２将６９个品种划分为３类：第１类为 Ａ大类，
包括５２个品种；第２、３大类同属于 Ｂ大类，这２类
的划分主要依据为着生叶片数，第２类包括３号、３０
号、３４号、４７号、６０号５个品种，各个品种的着生叶
片数都达到了３０片以上；第３类包括５号、１２号、２４
号、４２号、６７号等在内的１２个品种，各个品种的着
生叶片数都没有超过３０片，平均值为２４５９片．结合
表２分析的各个农艺性状指标的贡献率来看，现蕾天
数贡献率最高，为品种类群划分的主要依据，着生叶片

数的贡献率第２，为其划分类群的次要依据，根据着生
叶片数的不同将Ｂ类群又划分为２大类群．

根据 ＳＳＲ分子标记估算的各品种的 Ｊａｃｃａｒｄ相
似系数（图 ４）可知，第 １等级按 Ｊａｃｃａｒｄ相似系数
（ＪＳ１）＝０６３可将６９份材料分为２大类：第１大类
包括１号、３号、１０号、３８号等６６个品种，这些品种
大多具有ＮＣ８２、ＮＣ８９、Ｇ２８、Ｇ８０、Ｋ３２６、Ｋ３４６等品质
优良且作为育种核心种质资源的品种的血缘关系；

第２大类包括４３号、６２号、６３号３个品种，这３个品
种分别为来自南美、中国、日本的地方烤烟品种，来

源不详，与其他种资的遗传相似系数较小．
第２等级按Ｊａｃｃａｒｄ相似系数（ＪＳ２）＝０６７将所

有种质资源划分为４大类．第１等级划分中的第１大
类被细分为２大类：１）ａ小类，大多为利用品质优良
的品种通过各种育种手段改良的后代，如１３号品种
ＮＣ７２９为Ｋ３２６与 Ｋ３９９的杂交后代，１７号品种云烟
９７为ＳｐｅｉｇｈｔＧ７×ＮＣ８９的后代；２）ｂ小类，大多是
利用地方品种与品质优良品种杂交选育的后代，如

３１号品种中烟９０是（单育２号 ×Ｇ２８）Ｆ６×（Ｇ２８×
净叶黄）的后代选育而成，４９号品种 ＳＣ５８由 Ｙｅｌｌｏｗ
Ｓｐｅｃｉａｌ×（Ｆｌｏｒｄ３０１×Ｗａｒｎｅ）×（４００×ＴＩ４４８Ａ）选育
而成．第１级划分中的第２大类被细分为２大类，其
中来自南美的地方品种ＴＩ２４５单独划分为一类，来自
中国和日本的地方品种划分为一类，这可能与烟草

传入我国路线之一是由日本传入我国东北有关［２６］．

图４　基于ＳＳＲ分子标记确定的６９份烤烟品种遗传相似系数的品种聚类图
Ｆｉｇ．４　Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍｏｆ６９ｆｌｕｅｃｕｒｅｄｔｏｂａｃｃｏｃｕｌｔｉｖａｒｓｂａｓｅｄｏｎｔｈｅＳＳＲｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒｓ

３　讨论与结论
３．１　烤烟ＳＳＲ标记的遗传多态性

ＳＳＲ引物在烟草上的研究应用相对较晚，２００７

年，Ｂｉｎｄｌｅｒ等［２３］报道了烟草的微卫星标记遗传图

谱，２０１１年 Ｂｉｎｄｌｅｒ等［２７］在前期工作的基础上筛选

出２３１７个多态性和重复性好、条带清晰的 ＳＳＲ标
记，构建了包括２３１７个ＳＳＲ标记、２３６３个位点在内
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的２４个连锁群，遗传图谱总遗传长度为３２６７ｃＭ、
标记间的平均距离小于１５ｃＭ．这是目前世界上包
含标记位点最广、标记密度最大、平均图距最小的烟

草分子连锁图谱．近年来 ＳＳＲ分子标记技术在烟草
遗传育种上的应用越来越深入、广泛［２８３１］．Ｃｏｓｓｉｒ
ａｔ［３２］用１６０个 ＲＡＰＤ引物对３２个烟草品种进行遗
传多样性分析，其中只有９个（占５６％）引物能够扩
增出２９条稳定、清晰的多态性条带．郭金平等［３３］等

利用１５０个ＲＡＰＤ随机引物对２２份烤烟种质进行遗
传多样性分析，筛选出的７个引物（占４６７％）共扩
增出条带清晰、稳定的３８个谱带，平均每个引物扩增
出５４条带，多态性条带比例为８６８％．聂琼等［３０］从

２２对ＳＳＲ引物中筛选到多态性、重复性、稳定性都较
好的８对引物，８对引物共检测到７２条谱带，６０条遗
传多态性带，多态比例８３３３％．徐军等［３１］利用Ｂｉｎｄ
ｌｅｒ等［２３］公布的２８６对ＳＳＲ引物中筛选出的８对反应
稳定、扩增条带清晰、多态性强的引物对８０份普通烟
草种质的指纹图谱进行分析，共扩增出８５个多态性位
点，平均每对引物１０６个．本研究通过对４２个ＳＳＲ引
物的ＰＣＲ分析，有６个引物（占１４３％）能够在６９个
烤烟品种中共扩增出清晰、重复性好的条带７６条，平
均每个引物扩增１２７条，多态性比率为８６８％．由此
表明，ＳＳＲ分子标记比ＲＡＰＤ更适于烟草种质遗传多
态性研究；同时，ＳＳＲ分子标记技术具有对ＤＮＡ模版
质量要求不高、电泳结果清晰、重复性好等优点，使得

ＳＳＲ分子标记技术容易掌握，对种质的多样性研究的
结果准确度高，能很好的揭示其亲缘关系．
３．２　烤烟品种间的遗传多样性和亲缘关系

种质遗传多样性及遗传关系的研究对作物的杂

交育种亲本的合理选择、利用具有十分重要的意

义［５］．本研究中６９份烤烟种质资源间的遗传距离变
化范围在０３２～７８３之间，平均值为２８０，遗传变
化范围较大，总体遗传距离较近．遗传相似系数及聚
类分析表明，遗传相似系数的范围较宽，品种间相似

性较高，遗传相似系数在０３０～０９６之间，平均为
０７０．可见，６９份烤烟种质材料的遗传多样性较低，
亲缘关系较近．这与前人［３２，３４３８］对烤烟种质资源多

态性研究的结果基本一致．长期以来，烟草育种的主
体亲本主要集中在从古老的 Ｏｒｉｎｏｃｏ衍生出来的
Ｈｉｃｋｓ、Ｃｏｋｅｒ１３９及其衍生的 Ｋ３２６、Ｋ３４６、ＮＣ８２、
ＮＣ８９、Ｇ２８等少数优质种质［３９］，加之定向选择，使得

育成品种遗传基础狭窄、品种单一化现象极为严重．
目前，我国大面积种植的烤烟品种Ｋ３２６、云烟８７（云
烟２号 ×Ｋ３２６）、云烟８５（云烟２号 ×Ｋ３２６）等品种

亲缘关系十分相似．近年来，我国各个烟草产区，根
据自身的气候生态条件及其对不同风格香型的烟草

产品的要求，育成一批品种遗传性状稳定、品质优良、

抗性较强的烤烟新品种，如粤烟９７（ＭＳ２０７×粤烟９６，
粤烟９６为Ｋ３２６优良变异系）、中烟１００（９２０１×ＮＣ８９
多次回交）、豫烟６号（ＭＳＫ３２６×自育的农大２０２）、
湘烟 ３号（ＭＳＹ２２０６９×８２１１７，ＭＳＹ２２０６９具有
ＭＳＫ３２６的血缘，８２１１７由 Ｋ３４９与云烟８７杂交而
成）等品种，这些品种在选育过程中所用的亲本范围

比较狭窄，育种目标基本一致，造成了某些基因的定

向选择，导致许多非育种目标的多样化性状丢失．这
可能是导致烤烟种质遗传多样性较低的主要原因．
３．３　形态标记和分子标记

形态标记是遗传标记的一种，是人们最早利用

的遗传标记．由于其操作简单、直观、便于观察，长期
以来，物种的分类及鉴定都是以形态标记为主要或

初步的指标．但形态学标记的缺点是遗传表达不太
稳定，易受环境及基因影响．分子标记是继形态标
记、细胞标记和生化标记之后发展起来的一种最为

可靠的遗传标记技术．分子标记技术不受环境、季节
的影响，与形态标记相比，更适用于植物分类和遗传

多样性研究．本试验利用形态学标记，根据现蕾期农
艺性状指标将６９个品种划分为早花类型品种和晚
花类型品种．利用 ＳＳＲ分子标记遗传相似系数的聚
类结果，从系谱血缘关系及地理远缘关系２个方面
较好地揭示了烤烟资源种内的遗传差异，将６９份种
质划分为从古老的 Ｏｒｉｎｏｃｏ衍生出来的优质种质及
具有其血缘的后代、国内外地方品种．本研究中２种
方法在类群内划分表现出的差异性较大，亲缘关系

较近的品种在利用形态学标记分析中并没有将其划

分为一类．如品种Ｃｏｋｅｒ３１９（３号）和Ｃｏｋｅｒ３１６（７号）
都是从Ｃｏｋｅｒ１３９与Ｈｉｃｋｓ的杂交后代中选育出的品
种，利用ＳＳＲ标记分析将２个品种划分为一类，而形
态学标记将２个品种划分为完全不同的２个类群，２
个品种的遗传距离为 ４１４，远大于平均遗传距离
２８０．烤烟品种农艺性状特征受环境影响较大，同时
由于烤烟品种基本是通过常规杂交选育而成，受育

种目标的影响，使育成品种之间类别的划分已不能

完全依赖于品种系谱．本研究表明，分子标记技术为
确定品种间的遗传差异提供了可靠的检测方法，但

在烤烟育种中进行亲本选择时不能仅从亲缘关系上

进行考虑，根据育种目标的不同也要把品种在当地

气候条件下的农艺性状特征作为选择依据，全面挖

掘烤烟材料的育种价值．
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