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摘要：以5株云南倚邦古茶山大茶树单株为研究对象，进行植物学特征和叶片解剖结构的观察和测定，对种质资源的产量指标、抗逆性和适制性等进行了间接鉴定。结果表明：供试茶树资源的植物学特征、产量特性、抗逆性、适制性均表现出多样性。2号单株为特大叶种，1号单株和4号单株与云南大叶种同为大叶种，3号单株和5号单株为中叶种。综合茶树叶形、叶尖形态、叶面和边缘等性状，1号单株、2号单株和4号单株为较原始类型，3号单株和5号单株为较进化。生产力指数在1414.89～2120.64范围内，产量属中等或偏低水平，5株大茶树单株的抗寒性表现为较低水平，4号单株表现较强的抗旱能力。4号单株和5号单株表现出较强的抗病虫能力，1号单株处于中等水平，2号单株和3号单株抗病虫害能力相对较弱。4号单株的叶片内部结构在抗旱性和抗病虫性特征较强。1号单株和4号单株适制红茶或红、绿茶兼制，2号单株、3号单株和5号单株较适制绿茶。
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前言 
虞富莲根据对云南茶树资源的考察结果和物种起源说，从云南茶种的数量、新种的发现、茶种的水平和垂直带分布规律、茶种形态结构的特点等论证了云南是茶树的原产地[1]。云南茶树资源物种丰富，古茶园内的茶树多为地方品种，未经过选育，未受耕作制度的影响，大面积古茶园的存在保存了云南丰富的茶树种质资源。倚邦古茶山是云南六大茶山之一，地处北纬21°59′~22°19′、东经101°08′~101°26′，古茶园总面积约200 hm2，海拔600~1950 m，年日均气温17~19℃，年降雨量1700 mm，属南亚热带气候区，土壤为赤红壤，植被生态系统保持较好，古茶园高海拔处生长着椿树、樟树、榕树、漆树等高大的乔木。古茶园内茶树品种多样，有云南大叶种、绿芽茶、红花大树茶、柳叶茶、细叶茶、长叶茶等，主要以中小叶种为主，其中红花大树茶、柳叶茶、细叶茶等是倚邦著名的中小叶种茶树[2]。茶树叶片不仅是收获的主要对象，而且还是茶树进行光合作用、呼吸作用和蒸腾作用等生理活动的基础，其外部形态特征、内部结构特征与茶树的产量、品质、抗逆性、茶类适制性等有密切的关系，因此，叶片解剖结构鉴定常作为评价茶树生理活性、抗逆性、茶叶产量和品质等性状优劣的重要手段[3]。
目前，对于云南倚邦古茶山大茶树种质资源的叶片植物学形态特征和解剖结构与性状关系的研究报道比较鲜见，因此，调查倚邦古茶山大茶树单株叶片的植物学形态特征和研究其叶片解剖结构，利用相关理论对倚邦茶树种质资源的生产力、抗性等特性特征进行分析，将对倚邦古茶山大茶树种质资源的开发和利用具有重要的意义。
1 材料与方法
1.1 试验时间、地点
2016年3月，采样地点为云南省西双版纳傣族自治州倚邦古茶山。
1.2 试验材料
以倚邦古茶园中的5株大茶树单株为研究对象，每株单株取新梢的芽下第4叶位的成叶10片，所取叶片均为无病、虫、冻害的健康叶。
1.3 试验方法
1.3.1 植物学特征观察测定方法
项目观察测定方法参照《茶树种质资源描述规范和数据标准》[4]。
1.3.2 叶片解剖结构测定
   材料处理方法参照李正理[5]的《植物制片技术》，叶横切实验材料各选取叶片中部沿叶脉两侧切成4 mm×4 mm左右小块，将样品放入FAA液中固定3天以上。石蜡切片法制作永久切片，酒精梯度脱水、二甲苯透明、石蜡包埋、切片机切片，切片厚度8～12μm，番红-固绿染色、加拿大树胶封片。树胶干燥后于电子光学显微镜（ZEISS Axio Scope.A1）下观察、拍照（摄像头型号ZEISS AxioCam ERc5s），并测量（Axio Vision Rel4.8测量软件）角质层、上表皮、小表皮、栅栏组织、海绵组织、叶全厚和观察400μm长度内第1层栅栏组织细胞数、栅栏组织细胞层数8项指标。对叶片石蜡切片的描述本文参考严学成[6]和束际林[3]的概念。按以下公式计算光和产量、抗寒性指数、SR和CTR值。
  光合产量：生产力指数（N）=剖面上400μm第一层栅栏细胞数*栅栏组织厚度（μm）
  抗寒性指数（Y）=5.47X－1.78（X代表栅栏组织厚度同海绵组织厚度的比值）[7]
  SR%（疏松组织结构的指数）=海绵组织厚度/叶片厚度×100%[8]
  CTR%（组织结构紧密度）=栅栏组织厚度/叶片厚度×100%
2 结构与分析
2.1 不同茶树单株叶片植物学特征比较
通过对5株大茶树单株的叶片包括叶长、叶宽、叶面积、叶形指数、叶齿、叶尖等12个植物学特征进行观察（表1），结果表明：5株大茶树单株的叶长范围为7.78±0.11～14.03 ±0.31 cm,叶宽范围为3.06±0.11～6.16±0.13 cm，叶面积范围为17.28±0.12～60.57±0.38 cm2。不同单株成熟叶片的叶长、叶宽、叶面积、叶形指数等均有一定差异。
根据叶面积的平均值按下列标准确定叶片大小：小叶（叶面积<14 cm2）；中叶（14 cm2<叶面积<28 cm2）；大叶（28 cm2<叶面积<50 cm2）；特大叶（叶面积>50 cm2）。按照这个标准，调查结果则为2号单株为特大叶种，1号单株和4号单株与云南大叶种同为大叶种，3号单株和5号单株为中叶种。叶形大为茶树原始型，因此，1号、2号和4号单株应较原始，3号和5号单株较进化。5株大茶树单株的叶形指数范围为2.28±0.03～2.89±0.01，根据叶形指数判断，1号单株、3号单株和4号单株为长椭圆形，2号单株和5号单株为椭圆形。1号单株、2号单株和4号单株叶面为隆起，3号和5号单株叶面为光滑。5株大茶树单株的叶脉对数范围为8.67±0.58～11.00±0.00。叶质除3号单株外，其余均表现为较厚软。叶尖1号、3号和5号单株为渐尖，2号和4号为急尖。
据陈兴琰[9]等研究，从大叶茶与小叶茶的叶片形态看，大叶茶的叶片大而柔软，叶尖较锐长，小叶茶的叶片小而硬，叶尖较钝。这些变化是原产于热带和南亚热带的大叶茶，经过长期逐渐步向中亚热带以至北亚热带夏秋高温干旱，冬季低温冻害的特殊环境条件所带来的结果，也是茶树本身具有一定有限度的适应性和带基因型的表现。因此，综合茶树叶形和叶尖形态，1号、2号和4号单株具备较原始性状，3号和5号单株较进化。
  所研究的5株大茶树单株，茶树叶片边缘较平展。1号、4号和5号单株叶面平滑，2号和3号微隆起。根据亚热带森林湿热多雨的特点，叶形大而平滑，叶尖延长，适于雨水下泻的叶子，应是茶树的原始型，而叶子缩小，叶尖浑圆或凹头，叶面隆起或波缘，是茶树的次生结构[10]。因此，综合考虑茶树叶片的叶面和边缘等性状，1号、4号单株为较原始类型。


表1 不同大茶树单株叶片植物学特征比较
	测量指标
	1号单株
	2号单株
	3号单株
	4号单株
	5号单株
	云南大叶种[11]

	叶长/cm
叶宽/cm
叶形指数
叶形
叶面积/cm2
叶片大小
叶缘
叶面
叶脉/对
叶齿
叶质
叶尖
	11.18±0.12
3.86±0.11
2.89±0.01
长椭圆形
30.22±0.13
大叶
微波较平
光滑
10.00±0.00
浅钝稀
较厚软
渐尖
	14.03±0.31
6.16±0.13
2.28±0.03
椭圆形
60.57±0.38
特大叶
平展
微隆起
11.00±0.00
浅钝稀
较厚软
急尖
	8.18±0.22
3.06±0.11
2.67±0.01
长椭圆形
17.51±0.12
中叶
平展
微隆起
9.66±0.58
浅钝稀
较厚硬
渐尖
	10.55±0.41
3.95±0.02
2.67±0.02
长椭圆形
29.20±0.10
大叶
微波较平
光滑
8.67±0.58
深中密
较厚软
急尖
	7.78±0.11
3.17±0.02
2.46±0.01
椭圆形
17.28±0.12
中叶
平展
光滑
9.00±1.00
浅中密
较厚软
渐尖
	12.30±2.50
5.42±0.58
2.27±0.14
椭圆形
46.67±12.96
大叶
微波
隆起
9.17±1.83
——
较柔软
渐尖


注：“——”表示没有观察到的相关性状。

2.2 不同大茶树单株叶片解剖结构性状分析
2.2.1 与产量相关叶片解剖结构特性分析
  叶绿体中含有的叶绿素具有吸收光能并将光能转化为化学能的功能。叶绿体主要分布在栅栏细胞中，栅栏细胞是叶片进行光合作用制造有机物的主要场所。栅栏组织发达程度通常是指栅栏组织厚度、单位长度内细胞个数以及层次，这些都与光合强度直接相关[3]。叶片解剖结构与茶叶产量高度相关的理论就是根据单位长度内栅栏细胞个数及栅栏组织厚度与光合强度的密切关系提出来的。根据叶片解剖结构特征间接鉴定光合产量指标，通常是用生产力指数（N）来表示。

表2 不同大茶树单株叶片解剖结构性状、抗性指标
	测量指标
	1号单株
	2号单株
	3号单株
	4号单株
	5号单株
	云南大叶种[11]

	角质层厚度/μm
上表皮厚度/μm
下表皮厚度/μm
栅栏组织厚度/μm
海绵组织厚度/μm
叶全厚/μm
栅栏组织细胞数/个
栅栏组织细胞层数
栅/海
栅/叶厚
上表皮/海
海/栅
SR%
CTR%
生产力指数N
抗寒性得分Y
	2.62±0.16
22.39±0.23
18.46±0.17
54.68±2.33
169.10±0.24
245.3. ±0.22
32±0
1
0.32
0.22
0.13
3.09
68.94
22.29
17419.65
-0.01
	2.41±0.19
18.55±0.13
12.09±0.04
66.27±0.14
139.45±0.16
226.25±0.25
32±1
1
0.48
0.29
0.13
2.10
61.64
29.29
2120.64
0.82
	1.99±0.09
19.61±0.05
15.83±0.13
62.14±0.33
151.06±0.90
242.43±0.92
29±1
1
0.41
0.26
0.13
2.43
62.31
25.63
1801.96
0.47
	3.21±0.02
20.26±0.08
19.49±0.19
51.55±0.33
223.77±0.91
303.33±0.36
33±0
1
0.23
0.17
0.09
4.34
73.77
16.99
1701.15
-0.52
	3.02±0.13
17.01±0.02
18.22±0.21
52.40±0.32
141.04±0.62
238.35±0.26
27±0.50
1
0.37
0.22
0.12
2.69
59.17
21.99
1414.89
0.25
	——
21
15
75
151
261
——
1
0.50
0.29
0.14
2.01
57.85
28.74
——
0.96


注：“——”表示没有观察到的相关性状。

所调查研究的5株大茶树单株生产力指数在1414.89～2120.64之间。经比较后发现，2号单株（2120.64）的生产力指数在2000以上，产量性状相对最高，属中等水平，5号单株（1414.89）相对最低，两者相差705.75。5株大茶树单株生产力指数按高低顺序排列为：2号单株>3号单株>1号单株>4号单株>5号单株。在这些种质资源中，可根据生产力指数预测其产量，选择高产优质品种进行推广。
2.2.2 与抗性相关的叶片解剖结构特征分析
2.2.2.1 抗寒性比较
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A. 1号单株叶片解剖结构图               B. 2号单株叶片解剖结构图  
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C. 3号单株叶片解剖结构图                 D. 4号单株叶片解剖结构图  
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                         E. 5号单株叶片解剖结构图  
图1  云南倚邦古茶山大茶树单株种质资源叶片解剖结构图

通过叶片解剖结构（图1）分析比较发现，不同茶树品种内部结构存在差异性，其抗寒能力也有所不同。茶树叶表皮细胞角质化程度较高，角质层属脂肪性，对细胞的受冻和解冻都有很好的缓冲作用，因此，较厚的角质层也是抗寒性强的标志之一[12]。叶片上下表皮细胞直接与角质层相连，位于叶的表面，直接构成了叶片的保护层，保护层的厚度与机体抗寒性有一定的关系，上表皮层的作用比下表皮层更为明显，因此，常用上表皮细胞厚/海绵组织厚的值来衡量抗寒性的强弱。通常, 把栅栏组织层数、上表皮细胞厚度、栅栏组织厚/海绵组织厚的值、上表皮细胞厚/海绵组织厚的值以及剖面上400μm 范围内栅栏细胞数作为茶树抗寒性的叶片解剖结构鉴定指标。束际林试验和观察结果表明, 栅栏组织2层以上, 上表皮细胞厚20 μm以上, 栅栏组织厚/海绵组织厚0.6以上, 上表皮细胞厚/海绵组织厚0.18以上, 剖面上40 0μm 范围内栅栏细胞数达52以上为抗寒性强的标志[3]。
供试材料中的5株大茶树单株的栅栏组织层数均为1层，上表皮细胞厚度在20μm以上的有1号和4号单株，栅栏组织厚/海绵组织厚均小于0.6，上表皮细胞厚/海绵组织厚均在0.18以下，剖面上400μm范围内栅栏细胞数均未达到52，叶片上表皮角质层厚度在1.99～3.21之间。总体上来说，所有供试材料的抗寒性均较弱。
根据抗寒性得分公式，2号单株最高，4号单株最低，按照抗寒性得分高低依次排序为：云南大叶种>2号单株>3号单株>5号单株>1号单株>4号单株。
2.2.2.2 抗旱性比较
  （1）角质层。角质层中的蜡质透水性弱，可以减少细胞体内的水分蒸腾，防止植物体内水分的散失，其硬度对叶片还有机械支持的作用，在细胞水分不足时，不至于立即萎蔫[3]。李正理研究表明，角质层的厚度越大，抗旱能力越强[13]。对5株大茶树单株角质层的测定结果见表2，厚度在1.99～3.21之间，按照由高到低依次排序为：4号单株>5号单株>1号单株>2号单株>3号单株。
（2）栅栏组织。发达的栅栏组织中含有丰富的叶绿体，其分布常因光照强度而有适应性变化，既可避免强烈光照对叶片的灼伤，又可利用散射光进行光合作用，对茶树的抗旱性有重要作用。栅栏组织厚度越大，抗旱性越强[14]。5株大茶树单株资源栅栏组织厚度的测定结果由表2可知：2号单株（66.27μm）最厚，最薄为4号单株（51.55μm）。按照由高到低依次排列为：2号单株>3号单株>1号单株>5号单株>4号单株。栅栏组织的发达程度也可用栅栏组织与叶片厚度的比值表示[11]。由表2可知，5株大茶树单株的栅/叶厚在0.17～0.29之间。排序由高到低依次为：云南大叶种=2号单株>3号单株>1号单株=5号单株>4号单株。
（3）叶全厚。植物叶片厚度也常作为植物抗性的一个指标，厚度越大，储水能力越强，抗旱能力也越强[15]。由表2可知，供试材料的叶全厚在226.25～303.33μm之间。4号单株（303.33μm）最厚，2号单株（226.25μm）最薄。按照由高到低依次排序为：4号单株>云南大叶种>1号单株>3号单株>5号单株>2号单株。
2.2.2.3 抗病虫性比较
  茶树的病虫害主要发生在茶树植株的叶片和根部，叶片作为主要的收获对象，其抗病虫害的强弱尤为重要。经相关研究认为角质层厚度、栅栏组织厚度、叶全厚、下表皮厚度可作为茶树抗病虫害的鉴定指标[16]。
角质层位于叶片表面，由角质和蜡质构成，角质的主要化学成分为不饱和脂肪酸，蜡质的主要化学成分为由高碳脂肪酸和高碳脂肪醇构成的酯，水不易被叶表吸附，当病菌孢子或昆虫卵落到叶面时，得不到萌发或孵化所需的水分，另外，角质层也是病虫侵入叶片内的屏障，因此，角质层厚是抗虫性强的标志[3]。角质层厚度达到2.0μm以上是抗病虫性强的标志[17]。所测单株中叶片上表皮角质层厚度未达到2.0μm以上的只有3号单株，其余单株均高于这项标准。
下表皮分布着大量的气孔，其厚度可以影响茶树水分和气体间的交换，厚度大，气体与水分交换畅通，适应环境能力越强[18]，且下表皮能够对害虫针刺吸食起到一定的阻碍作用[19]。由图1可知，下表皮均由一层排列紧密的细胞组成。由表2可知，供试单株下表皮厚度在12.09～19.49之间，按照由高到低依次排序为：4号单株>1号单株>5号单株>3号单株>云南大叶种>2号单株。
综合以上标准，对5株大茶树单株资源初步分析，认为4号单株和5号单株表现出较强的抗病虫能力，1号单株处于中等水平，2号单株和3号单株抗病虫害能力相对较弱。
2.2.3 与适制性相关的解剖结构特性分析
  海绵组织是由长度和宽度相差不大，排列疏松，细胞间隙大而可以充分进行气体交换的薄壁构成。液泡内贮藏着丰富的内含物质，其中包括淀粉、脂肪、蛋白质、咖啡碱、多酚类物质、有机酸，还有酶、纤维素、植物激素等能调节生理活动的生理活性物质。液泡内的主要内含物质是茶多酚，可以根据海绵组织的发达程度初步鉴定品种的适制性，通常认为，海绵组织发达的品种适制红茶[3]。研究表明，海绵组织厚度大于145μm，叶肉厚度大于245μm，海绵组织厚/栅栏组织厚大于2.5的品种适制红茶或红、绿茶兼制。栅栏组织内的叶绿体贮藏着胡萝卜素、叶黄素，分解后可产生β-紫罗酮和茶螺烯酮等香气物质。栅栏组织层次多、栅海比值高的品种制出的茶叶香气高，适制绿茶和乌龙茶[20]。所以，栅栏组织发达不仅抗性好，丰产性高，制出的成茶品质也非常优异。
  对5株大茶树单株资源相关指标的测定和分析（表2）后发现，海绵组织厚度在139.45～223.77μm之间，海绵组织厚大于145μm的有1号单株、3号单株和4号单株。叶全厚在226.25～303.33μm之间，大于245μm的有1号单株和4号单株。海绵组织厚/栅栏组织厚在2.10～4.34之间，其中大于2.5的有1号单株、4号单株和5号单株。多数单株的栅栏组织层数为1层，栅海比值在0.23～ 0.48之间。因此，通过以上指标可以初步判断，1号单株和4号单株适制红茶或红绿茶兼制，2号单株、3号单株和5号单株较适制绿茶。
3 结论与讨论
  同一生态环境下，对5株大茶树单株茶树资源的植物形态学观察和叶片解剖结构分析发现，供试茶树资源的植物学特征、产量特性、抗逆性、适制性均表现多样性。
  根据对5株大茶树单株的植物学特征的调查研究，2号单株为特大叶种，1号单株和4号单株与云南大叶种同为大叶种，3号单株和5号单株为中叶种。综合茶树叶形、叶尖形态、叶面和边缘等性状，1号单株、2号单株和4号单株为较原始类型，3号单株和5号单株为较进化。本研究对5株大茶树单株资源生产力指数进行了分析，生产力指数在1414.89～2120.64范围内，产量属中等或偏低水平。
本研究在前人研究的基础上，根据对茶树叶片表皮组织的比较，栅栏组织与海绵组织的比较以及抗寒性指数公式对5株大茶树单株资源的抗寒性进行了分析，发现5株大茶树单株的抗寒性表现为较低水平，与其生长在中国云南西南部较温暖的气候环境中有关，与实际相符。因此，可以看出，利用茶树叶片解剖结构是初步预测茶树资源的抗寒性能力强弱的有效手段之一。
  本研究通过角质层、表皮细胞、栅栏组织和叶片厚度分析了5株大茶树单株的抗旱性和抗病虫性，4号单株表现较强的抗旱能力。综合上表皮角质层厚度和下表皮厚度等指标，对5株大茶树单株资源初步分析，认为4号单株和5号单株表现出较强的抗病虫能力，1号单株处于中等水平，2号单株和3号单株抗病虫害能力相对较弱。4号单株的叶片内部结构在抗旱性和抗病虫性特征较强。抗寒性强，环境适应能力强，有利于优质茶树的引种推广。茶树的抗病虫能力还与内部复杂的成分和生理活动有关，需待进一步的深入研究。
 本研究根据海绵组织和栅栏组织预测大茶树单株的适制性，认为1号单株和4号单株适制红茶或红绿茶兼制，2号单株、3号单株和5号单株较适制绿茶。
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