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摘 　要 : 测定了红山茶组 30个物种的 ITS序列 , 利用茶作为外类群 , 应用 PAUP 410程序中的最大简

约法构建了该组植物的系统发育关系。结果表明 , 大部分红山茶组植物构成一个单系群 , 这一单系群又分

为两个分支。其中一个分支包括了分布在我国中南地区的大花红山茶、多齿红山茶以及分布在华东南地区

的浙江红山茶、山茶等 , 其自展支持率为 79% (Clade Ⅰ) ; 另一个分支主要包括分布在我国西南地区的西

南红山茶、金沙江红山茶、滇山茶等 , 自展支持率为 92% (Clade Ⅱ)。根据 ITS系统树并结合物种的形态

特征及地理分布探讨了红山茶组植物的种间关系及其系统进化。
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Abstract: Internal transcribed spacer ( ITS) sequences of nuclear ribosomal DNA from 30 taxa of Sec2
tion Cam ellia were sequenced and analyzed. Taking C. sinensis as an outgroup, phylogenetic analysis of ITS

sequences was conducted by using PAUP 410. The results indicated that the most p lant in Section Cam ellia

formed a monophyletic group. This group could be divided into two main clades (Clade Ⅰ and Clade Ⅱ).

The Clade Ⅰ included the species distributed in central south and southeast of China, supported by bootstrap

value of 79%. The species distributed in southwest China formed another clade with bootstrap value of 92%.

The taxonom ic and evolutional relationship s in Section Cam ellia were discussed based on the phylogenetic

analysis of ITS sequences, morphological characters and geographical distribution.
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红山茶组 ( Sect. Cam ellia) 植物隶属山茶科山茶属 ( Cam ellia ) , 是山茶属中种类最多的类群 ,

集中分布于我国长江以南的亚热带地区。该组植物多数为园艺观赏花木及木本油料树种 , 具有重要的

观赏价值和经济价值。Sealy (1958) 提出红山茶组包括 8个物种 , 张宏达 (1981)、张宏达和任善湘

( 1998) 在中国植物志中列出了红山茶组植物 55种 , 而闵天禄 (1998, 2000) 将该组合并为 12种 6

变种。因此利用分子标记技术对该组植物的系统学进行研究 , 为其科学分类提供进一步的佐证是十分

必要的。

核糖体 DNA 的内转录间隔区 ( ITS) 序列在研究属内种间和较近的族间、属间关系时都表现出

较高的趋异率和信息位点百分率 , 已作为重要的分子性状用于种间的系统学研究 , 为类群内部的系统
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重建提供了较好的支持 ( Stanford et al. , 2000)。本研究中对红山茶组 30个物种及外类群茶的 ITS进

行了序列测定 , 重建了红山茶组植物的 ITS系统发育树 , 试图为红山茶组植物的分类学和系统学研究

提供新的分子水平的依据。

1　材料与方法

试材 (图 1) 均采自金华国际山茶物种园。该物种园中的山茶物种均采用中国植物志中的分类系

统 , 因此本试验中在采样及聚类分析时也采用这一系统。2006年 4月中旬采集当年新生的幼嫩叶片 ,

DNA提取、聚合酶链式反应 ( PCR) 在中国林业科学研究院亚热带林业研究所分子生物学实验室进

行。

用改良的 CTAB 法提取新鲜叶片总 DNA。 ITS2PCR 反应体系总体积为 20 μL, 其中包括 015

μmol·L
- 1引物、210 mmol·L

- 1
MgCl2、012 mmol·L

- 1
dNTP、112 U Taq polymerase、50 ng模板

DNA。引物序列为 P1 ( 5′2AACAAGGTTTCCGTAGGTGA23′) 和 P2 ( 5′2TATGCTTAAAYTCAGCGGGT2
3′)。PCR扩增反应在 PTC2100型 PCR仪上进行。 PCR反应程序为 : 94 ℃预变性 5 m in; 94 ℃变性

45 s, 53 ℃退火 50 s, 72 ℃延伸 115 m in, 40个循环 ; 72 ℃延伸 8 m in。 PCR产物经纯化试剂盒

( Promega公司 ) 纯化后直接作为测序模板。测序反应在上海生工生物工程技术服务有限公司 AB I377

自动测序仪上进行。测序引物为 P1和 P2, 为保证序列的准确性 , 进行了双向测序 , 所得序列在 Gen2
Bank中的登录号见图 1。

用 Clustal X软件对所得的 ITS序列进行对位排列 , 然后手工校正。以茶组植物茶作为外类群 , 用

PAUP 410软件进行系统发育分析 ( Swofford, 2000)。所有的空位 ( gap) 作缺失 (m issing) 处理。采

用最大简约法进行分析 , 用完全启发式 (Heuristic) 搜索获取简约树。为进一步检验简约树中各分支

的支持度 , 进行 1 000次自展 ( bootstrap) 计算。

2　结果与分析

211　 ITS序列分析

红山茶组植物的 ITS区 (含 518S) 序列长度变异范围为 634～669 bp, 存在插入与缺失。 ITS1区

的长度为 239～260 bp, 平均为 25111 bp, ITS2的长度在 211～249 bp之间 , 平均为 23819 bp。518S

序列长度均为 164 bp, 在所有红山茶组植物中不存在缺失。整个 ITS区的平均 GC含量为 68118% ,

其中 ITS2的 GC含量为 75176% , 比 ITS1 (70100% ) 的高。

当空位作缺失处理时 , ITS区全序列排序后的长度为 695位点 , 其中有 94个变异位点 , 占总位点

数的 13153%。在变异位点中有 71个为简约信息位点 , 占总位点数的 10122%。对红山茶组植物的

ITS各个区域进行独立分析后发现 , ITS1区域有 39个简约信息位点 , ITS2区域有 29个 , 因此 ITS1

比 ITS2有更多的信息量。另外有 3个信息位点存在于 518S区段中。

212　系统发育分析

从系统图 (图 1) 上看出 , 在供试的植物材料中除了短蕊红山茶、息烽红山茶、大果红山茶和莽

山红山茶外 , 其它大部分物种形成两个类群。

其中一个类群主要包括分布在我国中南及华东南地区的物种 , 其自展支持率为 79% (Clade Ⅰ) ;

另一个类群包括分布于我国西南地区的金沙江红山茶、滇山茶等 , 自展支持率为 92% (Clade Ⅱ)。

这表明 , 红山茶组植物之间的亲缘关系同其地理分布存在一定的相关性 , 同一地理区域内的物种具有

较近的亲缘关系。
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图 1　红山茶组植物基于 ITS序列的最大简约树

步长为 127, 一致性指数 (CI) 为 01795, 维持性指数 (R I) 为 01938。

F ig. 1　The max im um parsim ony tree of the Section Cam ellia ba sed on ITS sequences

Length = 127, CI = 01795, R I = 01938.

3　讨论与结论

基于 ITS序列构建的红山茶组植物的系统发育树表明 , 分布于我国中南、华东南地区的浙江红山

茶、山茶、南山茶、多齿红山茶、大花红山茶及其它一些物种形成一个单系群 ( Clade Ⅰ)。其中 ,

除了多齿红山茶外 , 其它物种都具有共同的形态特征 , 即苞、萼花后宿存。苞、萼花后多少宿存或与

花瓣同时脱落是山茶组植物种间形态分化的主要表现 (闵天禄 , 1998)。它们的子房被毛或无毛。在

染色体倍性上 , 这些植物大多数是二倍体 , 多倍体类型较少 (张文驹和闵天禄 , 1998)。

在这一类群中 , 浙江红山茶、闪光红山茶、厚叶红山茶、离蕊红山茶构成一单系分支 , 其自展支持

率高达 99% , ITS序列测序结果相同。它们的子房均无毛 , 只在苞、萼数及花丝合生程度上稍有不同。

在张宏达 (1981) 系统中它们均属于光果红山茶亚组 ( Subsection Lucid issim a) , 而闵天禄 (2000) 对其

进行了归并。浙江红山茶主要分布于浙江、江西、湖南东部、福建北部等地区 , 其他 3种主要分布于江

西省内 , 四者 ITS序列证据、地理分布及形态特征基本一致 , 显示了密切的亲缘关系。

长毛红山茶与多齿红山茶在系统树上的自展支持率为 99% , 表明二者极具亲缘关系 , 这与形态

性状的分类一致 , 张宏达 (1981) 系统中二者同属毛蕊系 , 而闵天禄 ( 2000) 对二者进行了归并 ;

这也与 RAPD分子标记的结果 (邓白罗 等 , 2006) 一致。另外 , 卵果红山茶与多齿红山茶在形态上

相近 , 但多齿红山茶的花丝管有毛 , 蒴果近木质 (张宏达和任善湘 , 1998) , 二者的 ITS序列存在 5

个位点的差异。在系统树中 , 这 3个物种与大花红山茶、扁果红山茶、秀丽红山茶及龙胜红山茶构成

一个单系分支并获得强的支持率 (100% ) , 说明它们在遗传上高度同源。
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栓壳红山茶与白花南山茶的 ITS序列存在一个位点的差异 , 白花南山茶与南山茶有 5个位点的差

异 , 系统树支持了它们之间的亲缘关系。莽山红山茶和大果红山茶的形态相近 , 区别在于前者的果实

较小 , 种子有毛 (张宏达和任善湘 , 1998; 高继银 , 2005) , 测序分析表明二者具有相同的 ITS序列 ,

但与南山茶的序列相差较远。在系统树中 , 二者与红山茶组的其它大多数物种构成姐妹群关系 , 因此

它们的分类地位值得进一步研究。

分布于云贵高原及四川西南部金沙江流域的滇山茶、西南红山茶、金沙江红山茶等在系统树中构

成了另一个单系群 (Clade Ⅱ) , 与分布于中南、华东南的类群形成了姐妹群关系。这一类群在形态

上具有共同的特征 , 即苞、萼与花瓣同时脱落 , 子房均被绒毛。在张宏达系统中 , 它们均属于滇山茶

亚组 ( Subsection R eticu la ta)。同时 , 这些物种表现出较复杂的染色体倍性变化 , 除了二倍体外 , 还

有多倍体类型 (3x、4x、6x) , 如滇山茶的种内多倍体广泛存在。

在这一地理区域内 , 自然环境复杂 , 不同的物种在分布上常常交叉、重叠 , 形态变异多样。人为

因素如杂交等对物种的多样性也有重要影响 , 这些物种存在着普遍的种内多倍性 (闵天禄 , 1998)。

闵天禄 (1998) 认为西南山茶作为广布种分布于贵州及其周边地区 , 隐脉红山茶、龙胜红山茶等均

是西南山茶种内变异的片段 , 并将金沙江流域和云南的红山茶组植物的绝大部分种类归并到滇山茶

中。在分子系统树中 , 隐脉红山茶、寡脉红山茶、短轴红山茶、窄叶西南红山茶、西南红山茶和东安

红山茶的 ITS序列相同并聚成一小支 , 其自展支持率为 92% , 显示了密切的亲缘关系 ; 金沙江山茶、

滇山茶、滇北山茶和薄壳红山茶的 ITS序列完全相同并聚在一起 , 与西南红山茶等形成一个姐妹群关

系 , 二分支的亲缘关系得到中度支持 ( 74% ) , 而且这些种基本上是平行支关系 , 不存在种下的分

化。通过对这两个分支的序列比对分析发现它们的 ITS序列具有一定程度的杂合性 , 这可能与杂交、

基因流等有关。总之 , 鉴于我国西南地区自然条件的复杂性及物种形态的多样性 , 有必要从居群出

发 , 采集更多的样品进一步阐明红山茶组植物的种间关系和系统发育。
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