行政院農業委員會林務局委託研究計畫系列98-00-5-24
森林特產物─土肉桂種苗品系鑑定

與GAP栽培技術建立

Special Forest Products ─ Genetic

Authentication of Races and GAP Cultivation Technique in Cinnamomum osmophlouem

委託機關：行政院農業委員會林務局
 


  中國文化大學森林暨自然保育學系
執行機關： 大葉大學生物產業科技學系








     國立嘉義大學森林暨自然資源學系

中華民國 98年12月

行政院農業委員會林務局委託研究計畫

計畫名稱：森林特產物─土肉桂種苗品系鑑定與GAP栽培技術建立
計畫編號：tfbr-98-00-5-24

一、期中報告審查意見回覆表

	審查意見
	意見回覆

	(一)審查通過。
	(一)      。

	(二)本計畫符合期中審查標準。利用DNA鑑定技術，提高檢測敏感度及準確性，是非常值得開發。建議未來應再增加更多土肉桂之品系，開發對不同品性專一性之鑑定技術平台。

	(二)遵照辦理。

	(三)cinnamyl acetate為桂皮乙酸酯，其化學式為C6H5CH=CHCH2OCOCH3，並非為酸，本報告中，cinnamyl acetate type在專業領域中是否常慣稱桂皮酸型，請斟酌。


	(三)本報告中並無此中文術語出現。

	(四)附圖1，品系之基原鑑定與親源遠近關係圖，如能將其係依何種成分予以分成幾群，以文字做較詳細之說明，則更加理想。


	(四)其樹狀圖即可一目了然。

	(五)扦插苗之培育僅有平均高度之資料，建議將高度分佈，成活率(預定進度表中，扦插苗培育之查核項目有存活鑑定一項)，枝葉生長狀態等予以調查。
	(五)文大部分：苗高變域為85～110公分，成活率為70％。

    嘉大部分：苗高變域為60～82公分，成活率為75％。

	(六)GAP經營作業首重種植地之環境，諸如土壤，水質，鄰近一定範圍內之空氣品質狀況等，報告中僅述及每處面積1ha左右土壤，水質，空氣品質均符合GAP栽培之要件條件，以及附圖二之一張照片，並無法瞭解實際經營管理情形，是否有進一步較詳盡之資料，請加以敘明。


	(六)有關GAP栽培條件細節請參閱「劉新裕，2007，農業生技產業季刊第十一期」。

	(七)已完成社口林場之「土肉桂種源及營養系綜合園」33營養系之基因多樣性資料庫。


	(七)      。

	(八)已完成文化大學部分80株，高度平均100cm、嘉義大學部分1,000株，高度平均70cm之扦插苗培育，另亦運用組織培養技術來誘導癒合組織之生成，亦有良好結果。


	(八)      。

	(九)已選定嘉義大學設口林場與台東池上原住民造林勞動合作社所屬土地作示範栽培區，每處面積各約1公頃，其土壤，水質，空氣品質均符合GAP栽培之要求條件。


	(九)      。

	(十)本計畫雖篩選的品系為厚桂皮醛型及桂皮醛-桂皮乙酸型，而DNA鑑定技術則採用核醣體DNA內轉錄間隔區技術，簡稱ITS技術。


	(十)      。


二、期末報告審查意見回覆表

	審查意見
	意見回覆

	(一) 符合期末審查標準。
	(一)      。

	(二)本計畫已成功定序文化大學華林林場(68株)及蓮華池研究中心(42株)共計110株的土肉桂植株樣本，並建立其ITS2序列資料庫。所建立的序列資料庫可以搭配其他的分子標誌，俾應用於特定品系的分子鑑別之用。
	(二)即為本報告結論第1點。

	(三)所保存的土肉桂樣株之基因圖有觀察到單一核甘酸變異(SNP)，此現象是否與土肉桂產地有關，請補充說明。


	(三)請見本報告第4頁第一節倒數第1～2行(及最後一句文字)。

	(四)扦插苗之培育，只有平均高度資料，宜將高度之分佈及枝葉生長狀態加以說明。


	(四)期末報告圖6所示者為本年度第二批扦插苗，高度變域為30～35公分。

	(五)本計畫擬藉生技產品之素材，均要求品質來源純正，故此品系複雜的土肉桂應先經由分子層次的DNA鑑定技術來加以篩選，在培育方面更要依循GAP經營管理方式執行。


	(五)請見本報告第1 頁前言之最後一節。

	(六)作為分子層次的DNA鑑定的標的物為何？請加以說明。


	(六)標的物是土肉桂之個別品系。


林務局98年度委託研究計畫
期末報告
計畫編號：tfbr-980524
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執行機關：中國文化大學森林暨自然保育學系
大葉大學生物產業科技學系
國立嘉義大學森林暨自然資源學系
計畫主持人：楊政川（文大）
李世傑（大葉）
何坤益（嘉大）
摘要：應用聚合酶反應技術（Polymerase Chain Reaction, PCR），觀測土肉桂品系之ITS片段序列，作為各品系遺傳差異之參據，同時分析各品系活性成分之化學型，作為後續相關生技產品之基礎。本（98）年度獲得成果有三：（一）成功定序華林林場68株及蓮華池研究中心42株樣本，建立其ITS序列資料庫；（二）上述兩地樣株之基因均有單一核甘酸變異（SNP）之現象；（三）蓮華池研究中心的土肉桂樣株之基因多樣性（genetic diversity）較高，頗值保存利用價值。為後續推廣輔導栽培，已培育扦插苗2,000株，預定兩處示範栽培區（約1公頃／處），除了嘉大社口林場之綜合園外，另一處選定在台東，目前仍在整地並劃設試區。
一、前言
台灣產之肉桂類大致可分成四個分類群，惟仍有一些爭議存在，而土肉桂即為其中一類群（潘，1992）。依過去多位學者之研究，土肉桂常因生育地地理環境而致有不同品系之區隔，甚至因精油主要活性成分不同，而歸類成8種化學型（尹，1991；尹、陳、呂，2007），可謂相當複雜。然土肉桂不僅是中藥材，更是今後食用及保健生技產品之重要材料，用途潛力頗值看好，換言之，勘稱為價值甚高的非木質林產物（Non-timber forest product）或稱森林特產物（Special forest product）（楊，2007），非木質林產物之經營發展在國際上亦甚受重視（FAO, 1991; McLain & Jones, 2005; Marles, et. al., 2000; Kusters & Belcher, 2004; Sunderland & Ndoye, 2004）。在天然林禁砍及降低伐木量（人工林）之現行政策下，台灣如朝向「生態旅遊」及「森林特產物」相互搭配發展之途，也許可產生有利誘因，俾益台灣林業經營之轉型，也讓在地社區及原住民成為良好之夥伴關係（partnership）（Can. For. Serv.,1999）。
由於生技產品之素材均要求品質來源純正，因此品系複雜的土肉桂應先經由分子層次的DNA鑑定技術來加以篩選，並在栽種培育方面，更要依循GAP經營管理方式執行(劉，2007)。
二、材料與方法
(一)材料
本(98)年度所用之試材計：
1. 文化華林林場經過重新編號的土肉桂植株，除生長過於高大或是因為生長位置的關係而於無法採到葉片外，共採集到了有68個植株。其編號與在林場的位置圖如圖所示(因檔案太大-省略未放入)。
2. 蓮華池所保存的土肉桂植株，根據所採的地域性分佈，共有具代表性的土肉桂植株42株進行了測試與分析如圖所示(因檔案太大-省略未放入)。
(二)方法
工作項目計有三項：
1. 品系之鑑定——作業程序如次所述：
(1) 樣品均質化 :以剪刀裁剪植物葉12小片(面積約0.25cm2)，將其置入eppendorf中，以均質機(Tissuelyser) 將樣品擊碎均質化。
(2) 基因體核酸(Genomic DNA)萃取:依照植物DNA自動萃取試劑(MeDiPro Plant DNA Mag Kit)標流程並搭配核酸萃取儀(Super-Pure System 32)進行基因體核酸萃取。 

(3) PCR條件:

a. Forward primers, BEL-1: 5-GGDGCGGAKAHTGGCCYCCCGTGC-3, where D represents A, G or T and K represents G or T, H represents A, C or T and Y represents T or C; BEL-2: 5’-GATGCGGAGATTGGCCCCCCGTGC-3’; Reverse primers, BEL-3: 5’-GACGCTTC -TCCAGACTACAAT-3。引子所夾擴增的片段與其在核醣體基因的位置如圖1。
b. 適當稀釋樣本，以ITS-1F和ITS-3R配對為引子對並以PCR黏合溫度為55℃進行測試。
	Super-therm gold buffer
	2.5

	dNTP(2.5mM)
	2

	Forward Primer(BEL-1F)(10μM)
	0.5

	Reverse Primer(BEL-3R)(10μM)
	0.5

	Super-therm gold Taq DNA polymerase(5U/μl)
	0.15

	Genomic DNA
	2

	Add ddH2O up to
	25μl


c. PCR程序設計: 96℃(12分鐘); [95℃(30秒); 55oC(30秒); 72℃(1.5分鐘)]×36循環；72℃(10分鐘); 15℃(8分鐘)

2. 扦插苗之培育
3. 示範栽培區之設置並實施以GAP經營作業
三、結果與討論
(一)品系之DNA鑑定
土肉桂葉片之DNA萃取及ITS2片段之PCR反應擴增：圖2是文化華林林場採集的土肉桂葉片所萃取的DNA經過PCR反應擴增所得到的片段，這些片段的長度約330bp，包括了位在ITS2 5’端開始之BEL1引子區域約200bp的ITS2片段，還有包括26S區域約130bp片段；其中所有土肉桂擴增得到片段經裁切後含部分核醣體內轉錄第二區間(部分ITS2)及26S開始的特徵序列GACC CCAGGT則被搜集建立台灣原生土肉桂的ITS2資料庫，而其序列也被用來與蓮華池所保存的土肉桂做比較與分析，已進一步了解親緣及土肉桂分佈的多樣性。華林林場土肉桂葉片萃取之DNA以BEL1/BEL3引子經PCR擴增反應後，利用1.6%瓊膠電泳分析結果。M: Marker DNA，Lane上方編號為土肉桂代號；以上述條件進行PCR後，1.6%瓊膠電泳分析結果可PCR產物為非單一產物，將 330 bp 位置產物切膠回收再進行定序。PCR產物為非單一產物，將 330 bp 位置產物切膠回收再進行定序。
定序：依據BigDye V3.1標準操作程序，以BEL-3R作為引子(Primer)進行ITS-2序列定序。 結果共完成華林林場共68株土肉桂植株以及蓮華池18個採集地點的土肉桂植株之ITS2序列的定序。本次實驗從華林林場與蓮華池分場土肉桂保存區內的土肉桂所採取的樣本是目前兩個地區土肉桂的全部可採集樣本了，因此本實驗所建立的這86個土肉桂植株的ITS2資料庫樣本來源相當具有代表性與完整性。這些序列資料也將於計畫結案後登錄於Gene資料庫如NCBI以公開給大眾使用。
ITS2序列之DNA核甘酸組成：不同品種土肉桂ITS2序列之DNA核甘酸組成(Nucleotide Composition)分佈請參考表1。華林林場所採集的土肉桂其DNA核甘酸組成為A(15.02%)、C(36.05%)、G(38.79%)、T(10.14%)、G+C(74.84%)與A+T(25.16%)；而聯華池所採集的土肉桂其DNA核甘酸組成與華林林場所採集的土肉桂的分析結果不同，有可能是蓮華池的樣本在原先蒐集的時候即規畫以台灣全島各地區的土肉桂做完整採集，而華林林場則針對肉桂醛含量較多的土肉桂為主要採集保存對像之故。各地區不同品種包括中國肉桂、越南清化桂、錫蘭肉桂與陰香的DNA核甘酸組成均有不同，由於DNA核甘酸組成有所不同，因此也提供了未來利用DNA來進行不同品種分子鑑定的可行性。特別值得注意的是陰香的DNA組成與華林林場的土肉桂之組成相近且界於華林與土肉桂保存之土肉桂兩者之間，因此有必要找到陰香的專屬序列以便分子鑑定可以據此分辨出兩者。
不同品種土肉桂之ITS2序列相似分析：利用BioEdit的軟體將不同土肉桂品種裁切過的部分ITS2序列進行序列相似度(Sequence Identity Matrix)的分析，其結果如圖3所示。方格內的數字為序列相似度的大小，數字1表示兩序列完全相同，數字為0表示兩序列完全不同。本圖僅列出兩兩序列有完全相同者，未列出序列相似資料之樣本則代表完全不與本次試驗的任依序列有完全相同的情形。完整的圖詳請見附件PDF圖檔。所有的土肉桂的平均相似度值為0.872，不過華林林場土肉桂的相似度較高，其序列的平均相似度值為0.968，而其中又以編號14與編號23的樣株差異最大，其序列的平均相似度值僅為0.885；蓮華池的土肉桂樣本之差異程度相當大，其序列的平均相似度值僅0.657；全體土肉桂樣本以採自蓮華池編號K樣株與採自華林林場編號90的樣株間的序列相似度僅0.342為最低。本次採集樣本共110個樣株(分別是採自華林林場的68株與採自蓮華池的42個樣株)，其中有39個樣株其ITS2的序列與其它樣株完全不同，因此可以以此序列做為分子鑑定的依據。不過其它46株的土肉桂樣株，由於其分析的ITS2序列與其它至少有一株的樣株之序列是相同的，因此，有必要進一步找出其它分子標誌，如葉綠體DNA的序列等標誌，以正確的分辨出不同品系的土肉桂。
土肉桂樣本ITS2序列之多片段排比：不同地點採集的土肉桂樣本定序所得到的ITS2序列利用BioEdit的軟體進一步的利用ClustalW的工具進行多片段序列的排比、分析，其部分結果如圖4所示。華林林場的土肉桂其ITS2序列經過多片段排比以後共有185個位點，其中共有155個位置的序列是保守、相同的；由於蓮華池的土肉桂樣本序列之歧異度較大，因此若將其與採自華林林場的土肉桂一起進行多片段排比後，計得188個位點，其中僅有33個位置的序列是保守。由於這些土肉桂都是經過專家採集後才種植保存在林場或是苗圃裏面期能長久的保存以供未來研究或推廣使用，因此，這些土肉桂應為正確的機原。而由於品系之間的序列有差異，這個現象不僅提供了分子鑑別的可能性，同時也可以利用此種單一核苷酸變異(single nucleotide polymorphism, SNP)的特性來探討土肉桂基因型與化學型之間的關連性。由於蓮華池的樣品之取樣有根據其採集地而加以選取，因此，亦或可以據此進一步探討生長地域的阻隔所可能造成新種形成的可能性。
不同品種土肉桂的親緣譜系研究：採自華林林場的68株與採自蓮華池的42株土肉桂樣株經過定序之後，連同來自中國大陸、越南以及錫蘭肉桂以及陰香，以ITS2的序列利用MEGA軟體所提供的UPGMA方法，進一步的進行6種不同品種土肉桂的親緣譜系研究，其結果如圖5所示。由演化的譜系圖上可以觀察到在演化的距離為0.15的距離時，這些肉桂分為5個群團，其中四個採自蓮華池土肉桂的品系(包括L、C1、D6及K)與一個來自越南的品系(CL2)及同樣來自蓮華池的S2與Z2各自代表一個演化的分節(node)；而其它的肉桂則形成一個群團。由於這四個群團的肉桂除了一個是來自於越南的肉桂外(CL2)，其它6個肉桂都是採自蓮華池的樣本。在演化約0.6的距離下，第五個節(node)的肉桂可以進一步的系分為四個小節(node)，其中包含了採自蓮華池的兩群樣本，包括SE3、P2、T3、M9、D8一群及SP1、Z、LL的另一群。由此結果可以看出蓮華池所保存的土肉桂其基因的歧異度甚高，基於生物多樣性，此苗圃確有其長久保存的重要性。錫蘭肉桂的ITS2序列與大陸肉桂、華林林場採集的台灣土肉桂及陰香都不相同；陰香與土肉桂種原甚為接近，而本實驗結果顯示華林林場所保存的許多土肉桂是與中國大陸的肉桂的親緣相當接近的。同樣的序列資料經過不同的演化分析方法，包括Neighbor-joining以及Minimum Evolution兩種演化的方法計算後也得到了類似UPGMA的結果(結果未列入)。
(二)扦插苗之培育
繼續蒐集、篩選土肉桂高桂皮醛型苗木2000株(圖六)，苗高為30～35公分，其中1000株已完成換袋，後續送到中華造林事業協會台東分會進行持續管理，預定於99年度出栽在一新預訂示範區。
(三)示範栽培區設置並施以GAP經營作業
依GAP管理制度針對嘉義大學社口實驗林場所設置之土肉桂種原暨營養系綜合園進行經營作業，按時完成人工砍除雜草、蔓藤等相關輔育措施。預期可生產無汙染，無殘毒之優質枝葉材料，已應綠色產品及保健產品之需求。
四、結論:

1. 本實驗已經成功的定序出文化大學華林林場(68株)以及蓮華池研究中心(42株)共計110株的土肉桂植株樣本，並建立其ITS2序列資料庫。所建立的序列資料庫可以搭配其它分子標誌，俾益應用於特定品系的分子鑑別之用。
2. 華林林場與蓮華池所保存的土肉桂樣株之基因圖都觀察到有單一核甘酸變異(SNP)的現像，可以進一步探討其與特定化學型的關連性。
3. 華林林場所保存的土肉桂較接近中國大陸的肉桂；蓮華池所保存土肉桂的基因多樣性較大，基於生物多樣性保育原則有永久保存的需要與價值。
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圖1、引子擴增示意圖
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圖2、華林林場土肉桂葉片萃取之DNA以BEL1/BEL3引子經PCR擴增反應後，利用1.6%瓊膠電泳分析結果。M: Marker DNA，Lane上方編號為土肉桂代號。
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圖3、不同品種土肉桂ITS2之序列相似圖(Sequence Identity Matrix)。
註: 方格內的數字為序列相似度的大小，數字1表示兩序列完全相同，數字為0表示兩序列完全不同。本圖僅列出兩兩序列有完全相同者，未列出序列相似資料之樣本則代表完全不與本次試驗的任依序列有完全相同的情形。
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COo-42 CGACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCARATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC G

CO-45 GACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC G

Cco-47 GACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC G

COo-48 GACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC GCCCGCAGCC

CO-50 GACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC GCCCGCAGCC

CO-51 GACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC G

CO-52 GACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC G

CO-53 GACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC G

CO-55 GACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC G

COo-58 GACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC G

CO-60 GACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC GCCCGCAGCC

CO-61 CGACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC GCCCGCAGCC

CO-62 CGACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCARATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC G

COo-67 CGACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCARATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC G

CO-69 CGACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCARATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC G

Cco-70 GACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC G

Cco-71 GACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC G

Co-73 GACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC GCCCGCAGCC

Co-75 CGACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC GCCCGCAGCC

Cco-78 CGACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCRATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC G

Cco-83 CGACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCRATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC G

CcOo-84 CGACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCRATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC G

C0o-90 GACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC G

C0-92 GACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC G

CO-96 GACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC GCCCGCAGCC

C0o-97 GACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC GCCCGCAGCC

Cco-98 CGACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCRATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC G

C0o-99 CGACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCRATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC G

CO0-102 GAGTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC G

CO-105 GCAGTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCARATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC G

C0o-107 GCGACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC G

CcOo-117 GCGACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC GCCCGCAGCC

CO-120 GCGACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCARATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC GCCCGCAGCC

CO-122 AGGCAGTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCRATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC GCCCGCAGCC

Co-123 AGGCAGTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCRATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC GCCCGCAGCC

CO-124 CGACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCARATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC

CO-125 CGACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCARATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC

CO-126 GACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC

Co-127 GCGACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCARATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC GCCCGCAGCC

CO0-128(C3) CGACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC GCCCGCAGCC

CO-128(E07 GCAGTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC GCCCGCAGCC

COo-129 CGACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC GCCCGCAGCC

CO-130 CGACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCRATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC G GCAGCC

CO-B2 GGCGACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCARATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC G GCAGCC

Cco-C1 CCCCTTTCGT CGTAGACCG- GCATCGTGTT TGC--CTCGT TGATCGCT-- CGAGCTGTAC GA--ACCCTT GTGTGTTGCA

CO-D2 GGCGACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC GCCCGCAGCC

CO-D5 GGCGACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC GCCCGCAGCC

CO-D6 CCCATTTCGT CGTAGACCG- GCATCGTGTT TGC--CTCGT TGATCGCT-- CGAGCTGTAC AA--ACCCTT GTGTGTTGCA

CO-D7 GGCGACTCGT CGCCGATCGT ACGTCGCGCC CGCAATCCGC CGCGCGGTGC C-ACCCGTGG GACCATACCC GCCCGCAGCC

COo-D8 GGCGATCCGG CACTGATCGT ACGTCGTCCC GCCG——--——-— CGCACGGCGT C-ACCCGTGG GACCGAACTA ACCCTCAGCC

CO-K(D09) CCCCTTTTGT CGTAGACCG- GCATCGTGTT TGC--CTCGT TGATCGCT-- CGAGCTGTAC AA--ACCCTT GTGTGTTGCA

CO-L CCCCTTTCGT CGTAGACCG- GCATCGTGTT TGC--CTCGT TGATCGCT-- CGAGCTGTAC GA--ACCCTT GTGTGTTGCA
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圖4、不同土肉桂樣本ITS2序列之多片段排比分析
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圖5、不同品種土肉桂的親緣譜系研究(UPGMA法)
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圖6、土肉桂優良品系扦插苗之培育
表、1: 不同品種土肉桂ITS2序列之DNA核甘酸組成(Nucleotide Composition)分佈。
	
	土肉桂-華林
	土肉桂-蓮華池
	陰香
	中國肉桂
	越南清化桂
	錫蘭肉桂

	Nucleotide
	Mol%
	Mol%
	Mol%
	Mol%
	Mol%
	Mol%

	    A
	15.02
	18.56
	15
	14.86
	17.68
	16

	    C
	36.05
	32.5
	36.67
	36.54
	34.3
	32

	    G
	38.79
	32.28
	38.33
	39.11
	34.83
	38

	    T
	10.14
	16.66
	10
	9.5
	13.19
	14

	G+C 
	74.84
	64.78
	75
	75.64
	69.13
	70

	A+T
	25.16%
	35.22
	25
	24.36
	30.87
	30
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