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摘 　要 : 利用反向序列标签重复技术 ( inverse sequence2tagged repeat, ISTR ) , 对柿属 7个种 , 包括柿

(D iospyros kak i Thunb. )、君迁子 ( D. lotus L. )、浙江柿 (D. g laucifolia Metc. )、油柿 ( D. oleifera

Cheng. )、金枣柿 (D. sp. )、老鸦柿 (D. rhom bifolia Hem sl. ) 和美洲柿 (D. virg in iana L. ) 共 32个基因

型进行了种质鉴定和亲缘关系研究。结果表明 : ISTR可区分供试柿属植物中的 30份 ; ISTR能够很好地适

用于柿属植物亲缘关系分析 ; 供试的中国与日本原产柿种质分别聚类 ; 新发现的中国甜柿变异类型与日本

甜柿的亲缘关系较远且存在较丰富的遗传变异 , 可能是潜在的育种资源。 ISTR标记可在柿属植物种质资源

鉴定和亲缘关系分析中更广泛地应用。
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Abstract: Inverse sequence2tagged repeat ( ISTR) molecular marker was emp loyed to investigate genetic

relationship s of 32 genotypes rep resentative of 7 species including D iospyros kaki Thunb. , D. lotus L. , D.

g laucifolia Metc. , D. oleifera Cheng. , J inzaoshi (D. sp. ) , D. rhom bifolia Hem sl. and D. virg in iana L.

ISTR showed good discrim inatory power between genotypes, with excep tion of one bud mutation and its original

variety. The clustering results derived from ISTR molecular data was in good agreement with the p revious stud2
ies or known genetic relationship s of some genotypes, indicating that ISTR could be app lied for the genus of

D iospyros. Both unweighted pair2group method with arithmetic averages (UPGMA ) and p rincipal coordinated

analysis ( PCOA) results separated Japanese persimmon into different group s, indicating their different genetic

background. The new found several Chinese native PCNA varieties showed abundant genetic diversity based on

ISTR analysis, aswell aswith Japanese native PCNA types, suggesting that they may be potential and p recious

breeding materials. In summary, ISTR would be a potential efficient tool for further germp lasm differentiation,

genetic diversity assessment and phylogenetic analysis in D iospyros.

Key words: D iospyros L. ; phylogenetic relationship; inverse sequence2tagged repeat; retrotransposon

molecular marker

反向序列标签重复技术 ( inverse sequence2tagged repeat, ISTR) 是一种基于逆转座子的分子标记。

ISTR标记较 AFLP等常规分子标记灵敏 (Demey et al. , 2004) , 因使用的是通用引物 , 故与其它以物
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种特异性引物为前提的逆转座子分子标记类型相比 , 可以免去前期逆转座子引物开发步骤 , 降低试验

成本和提高效率。目前已在椰子、松树、黑麦、小麦、油棕、甜菜、马铃薯、番茄 (Rohde, 1996;

Castiglioni et al. , 1998; Herrán et al. , 2000)、葡萄 ( Sensi et al. , 1996) 和柑橘 ( Tao et al. , 2006)

等植物的指纹分析、遗传连锁图谱构建和系统进化分析等研究中得到应用。

本试验中拟探讨该标记在柿属植物种质鉴定和亲缘关系分析中应用的可行性 , 以期为今后开展种

质鉴定、遗传多样性评价和亲缘关系分析等研究提供新的研究手段 ; 此外 , 还对中国原产完全甜柿和

日本原产完全甜柿之间遗传关系进行研究 , 可望为完全甜柿育种实践提供理论指导。

1　材料与方法

试验于 2008年在华中农业大学园艺植物生物学教育部重点实验室进行。试材如表 1所示。

表 1　本试验所用材料及编号

Table 1　The 32 genotypes used in th is exper im en t

编号 Code 学名 Scientific name 试材 Genotype 倍性 Polidy level 脱涩类型 A stringent type 原产地 O rigin

1 D iospyros kaki Thunb. 富有 Fuyu 2n = 6x = 90 PCNA 日本 Japan
2 松本早生 Matsumoto2wase 2n = 6x = 90 PCNA 日本 Japan
3 上西早生 Uenishi2wase 2n = 6x = 90 PCNA 日本 Japan

4 西村早生 N ishimura2wase 2n = 6x = 90 PVNA 日本 Japan
5 赤柿 Akagaki 2n = 6x = 90 PVNA 日本 Japan

6 前川次郎 Maekawa2J irou 2n = 6x = 90 PCNA 日本 Japan
7 次郎 J irou 2n = 6x = 90 PCNA 日本 Japan
8 阳丰 Youhou 2n = 6x = 90 PCNA 日本 Japan

9 花御所 Hana2gosho 2n = 6x = 90 PCNA 日本 Japan
10 骏河 Suruga 2n = 6x = 90 PCNA 日本 Japan
11 晚御所 Oku2gosho 2n = 6x = 90 PCNA 日本 Japan
12 新秋 Shinsyuu 2n = 6x = 90 PCNA 日本 Japan

13 禅寺丸 Zenjimaru 2n = 6x = 90 PVNA 日本 Japan
14 平核无 H iratanenashi 2n = 9x = 135 PVA 日本 Japan
15 华柿 1号 Huashi 1 2n = 6x = 90 PVA 日本 Japan

16 雄株 9号 Male Type 9 2n = 6x = 90 - 中国 China
17 鄂柿 1号 Eshi 1 2n = 6x = 90 PCNA 中国 China
18 宝盖甜柿 Baogai2tianshi 2n = 6x = 90 PCNA 中国 China
19 小宝盖甜柿 Xiaobaogai2tianshi 2n = 6x = 90 PCNA 中国 China
20 四方甜柿 Sifang2tianshi 2n = 6x = 90 PCNA 中国 China

21 小果甜柿 Xiaoguo2tianshi 2n = 6x = 90 PCNA 中国 China
22 罗田甜柿 Luotian2tianshi 2n = 6x = 90 PCNA 中国 China
23 磨盘柿 Mopanshi 2n = 6x = 90 PCA 中国 China

24 铜盆柿 Tongpenshi 2n = 6x = 90 PCA 中国 China
25 台湾正柿 Taiwan2zhengshi 2n = 6x = 90 PCA 中国 China
26 沙谷 1号 Sagoksi 1 2n = 6x = 90 PCA 韩国 Korea
27 D. glaucifolia Metc. 浙江柿 Chekiang Persimmon 2n = 2x = 30 - 中国 China
28 D. lotus L. 君迁子 Date Plum 2n = 2x = 30 - 中国 China
29 D. rhom bifolia Hem sl. 老鸦柿 D iamond Leaf Persimmon 2n = 4x = 60 - 中国 China

30 D. oleifera Cheng. 油柿 O ily Persimmon 2n = 2x = 30 - 中国 China
31 D. virg in iana L. 美洲柿 Common Persimmon 2n = 4x = 60 - 美国 USA
32 D. sp. 金枣柿 J inzaoshi 2n = 2x = 30 - 中国 China

　　注 : PCNA: 完全甜柿 ; PCA: 完全涩柿 ; PVNA: 不完全甜柿 ; PVA: 不完全涩柿。
Note: PCNA: Pollination2constant nonastringent; PCA: Pollination2constant astringent; PVNA: Pollination2variant nonastringent; PVA:

Pollination2variant astringent.

基因组 DNA提取和质量检测参考 Doyle和 Doyle ( 1987 ) 的文献。DNA 质量及浓度检测使用

Cary250紫外分光光度计 (美国 Varian公司 ) , 终浓度稀释至 10 ng·μL
- 1

, 4 ℃保存备用。

ISTR扩增及其产物检测参考 Rohde (1996) 的方法并作优化。引物序列参考 Aga和 B ryngelsson
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(2006) 的文献 (表 2) , 由上海生工生物工程技术服务有限公司合成。 PCR扩增体系 (20μL ) : 模

板 DNA 40 ng, Buffer 1 ×, Mg2 + 210 mmol·L - 1 , dNTP 0125 mmol·L - 1 , Taq酶 1 U , 引物 0150

μmol·L - 1 ; 扩增程序 : 94 ℃ 5 m in; 94 ℃ 1 m in; 50 ℃ 1 m in; 72 ℃ 115 m in, 循环 33次 ; 72 ℃延

伸 8 m in; 扩增产物于 210%琼脂糖 (西班牙 B iowest) 凝胶电泳检测 , 8 V ·cm - 1电压电泳 3 h。

SYNGENE凝胶成像系统观察和记录谱带。本试验 PCR试剂均购自上海桑尼生物科技有限公司。

表 2　 ISTR引物名称及其序列

Table 2　Pr im ers used in ISTR2PCR reaction

正向引物 F2p rimer 序列 Sequences 5′- 3′ 反向引物 R2p rimer 序列 Sequences 5′- 3′

F2 AAAATGTAGTCTCTC B3 ATTCCCATCTGCACCAAT

F3 GTCGACATGCCATCTTTC B5 CTTCTGTGAAAGTCCTAG

F5 ATATATGGACTTAAGCAAGC B6 ATATATGGACTTAAGCAAGCA

F8 TTGGACAACCATATTTTGACT B7 GGAATATCATTCCCAATAAG

F9 ATATGGACTTAAGCAAGCCA B8 CCTCCTTATTGGGAATGATAT

F10 GATCAAAAAGTTTGGTTTCAT B10 GACCCTTTTGAAAACACATG

　　注 : 引物序列参考 Aga和 B ryngelsson (2006) 的文献。
Note: The sequences of p rimers referred to Aga & B ryngelsson (2006) .

　　电泳条带按 1 /0形式进行数据转换 , 只统计清晰、再现性强的条带。扩增产物按同一位点条带有

或无分别赋值 , 有带记为 “1”, 无带记为 “0”; 采用 NTSYS2pc version 211 (Rohlf, 2000) 软件计算

SM相似指数 , UPGMA ( unweighted pair group method arithmetic averages) 法进行聚类 , 同时进行主坐

标分析和 Mantel检验聚类结果和相似指数矩阵之间的相关性。

2　结果与分析

211　 ISTR多态性分析

共筛选 36对引物 , 其中 9对引物的扩增谱带

清晰且重复性好。由表 3可见 , 9对引物的扩增总

带数为 63条 , 54条 (占 85171% ) 具多态性 ; 扩

增片段长度 100～1 500 bp; 单引物对可扩增出 3～

12条谱带 , 平均为 7条 , 多态位点百分率 6215%～

100%; 不同引物组合的种质鉴定能力差异较大 ,

但均未能区分 ‘富有 ’和其芽变品种 ‘松本早

生’, 其它 30份种质由 9对引物共同作用可以得到

很好区分。图 1为 F8 /B6引物组合扩增电泳图谱。

表 3　选用 9对引物产生的谱带信息

Table 3　The informa tion on bands genera ted by 9 pr im er pa irs

引物组合
Primer pair

总带数
Total bands

多态性带数
Number of
polymorphic bands

多态性百分率 /%
Percentage of
polymorphic bands

F3 /B5 10 10 100

F3 /B3 8 8 100

F5 /B7 3 2 66167

F10 /B8 6 6 100

F9 /B5 4 4 100

F9 /B6 7 3 42186

F2 /B3 5 4 80

F10 /B3 8 5 62150

F8 /B6 12 12 100

图 1　F8 /B6引物组合对供试 32份柿属植物基因型的 ISTR扩增谱带

编号对应的基因型见表 1。

F ig. 1　The prof ile of ISTR am plif ica tion using F8 / B6 pr im er com b ina tion in the 32 D iospyros spp.

Lanes correspond to the accessions listed in Table 1.
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212　基于 ISTR数据的相似指数及亲缘关系分析

由图 2可见 , 32份基因型的相似指数在 0141～1100之间 , 平均值 0175。日本甜柿间的相似指数

变化范围从 0184 ( ‘花御所 ’和 ‘晚御所 ’) 到 1100 ( ‘富有 ’和 ‘松本早生 ’) , 中国甜柿间的相

似指数变化范围为 0165 (‘鄂柿 1号 ’和 ‘小果甜柿 ’) 到 0189 (‘四方甜柿’和 ‘小果甜柿’)。由

此看出中国甜柿间的差异较日本甜柿间大。

图 2　试验材料的 ISTR分析的 UPGM A聚类图

F ig. 2　D endrogram of 32 genotypes from the UPGM A cluster ana lysis ba sed on ISTR da ta

以 L = 0162为界可将供试 32份基因型分为两组 , 柿属近缘种单独成组 (Cluster 4) , 所有供试栽

培柿 (D. kak i Thunb. ) 聚为一组。

柿组内若以 L = 0176为界可细分为两个亚组 , ‘台湾正柿 ’、‘沙谷 1号 ’、‘宝盖甜柿 ’、‘磨盘

柿 ’和 ‘鄂柿 1号 ’聚为 Cluster 3, 其它柿种质聚为另一亚组。

以 L = 0188为界 , 栽培柿组的 26份基因型则可分为 3组 : 日本原产柿种质 (Cluster 1)、中国原

产柿种质 (Cluster 2和 Cluster 3) ; 在 Cluster 1中 , ‘富有 ’、‘松本早生 ’ (‘富有 ’芽变 ) 和 ‘上西

早生 ’ (‘松本早生 ’芽变 ) 较先相聚 , 表明它们较近的亲缘关系 , 其中 ‘富有 ’和 ‘松本早生 ’未

被区分 , ‘上西早生 ’与其芽变母本 ‘松本早生 ’表现相对较大的遗传差异 ; ‘阳丰 ’ (富有 ×次郎 )

与其父本 ‘次郎 ’相聚 , ‘骏河 ’ (花御所 ×晚御所 ) 与其母本 ‘花御所 ’相聚 ; ‘平核无 ’为稀有

的 9倍体柿品种 , 果大且无核 , 聚类图上显示其与其它日本柿种质的遗传背景差异较大 ; ‘宝盖甜

柿’、‘小宝盖甜柿’和 ‘磨盘柿’具相似的果实外观 , Cluster 2和 Cluster 3中 , ‘磨盘柿’和 ‘宝盖甜

柿’聚在一起 , 与 ‘小宝盖甜柿’相距较远 , 表明 ‘宝盖甜柿’与 ‘小宝盖甜柿’间遗传差异较大。

将 UPGMA聚类结果转换为协表征矩阵 , 对协表征矩阵和相似系数矩阵的相关性进行 Mantel检验。

结果表明 , 两种矩阵极显著相关 , 相关系数 r = 01946, 说明聚类结果较好地体现了种质之间的遗传关

系。

213　基于 ISTR数据的主坐标分析

图 3为不同基因型主坐标分布图 , 反映的试材间分组及遗传关系与图 2结果相似。由图 3可见 ,

供试材料分为 3组 , Group 1为柿近缘种 , Group 2为中国原产柿种质 , Group 3为日本原产柿种质。

第一和第二主坐标贡献率分别为 34%和 12%。
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图 3　 ISTR主坐标分析散点图

F ig. 3　D iagram show ing the rela tion sh ips am ong 32 genotypes ba sed on pr inc ipa l coord ina tes ana lysis by ISTR

3　讨论

本研究的目的之一是探讨基于椰子 Ty12cop ia逆转座子序列开发的 ISTR分子标记 (Rohde, 1996;

Aga & B ryngelsson, 2006) 在柿属植物中的适用性及其进一步用于研究该属植物种间及种下亲缘关系

的可行性。试验结果表明 UPGMA聚类和主坐标分析均将供试种质分为 3个大的类群 , 近缘种与栽培

柿聚在不同的组 , 栽培柿组内中国原产柿和日本原产柿完全分开 , 与其地理起源相符 , 同罗正荣等

(1999)、Guo和 Luo (2006)、Guo等 (2006)、Hu和 Luo ( 2006) 等的研究结果一致 ; 中国原产的

‘罗田甜柿’、‘磨盘柿 ’和日本柿聚为不同的组 , 并与之亲缘关系较远 , 同 Kanzaki等 ( 2000) 的

AFLP分析结果一致 ; 几个已知亲缘关系的芽变和杂交品种都能各自很好地聚在一起 , 与实际吻合 ;

Choi等 (2003)、Guo等 ( 2006) 的研究结果表明栽培柿和君迁子的亲缘关系较近 , Nakamura 等

(1994) 、Yonemori等 (1998) 的研究表明老鸦柿和美洲柿是与栽培柿亲缘关系最远的种 , Nakatsuka

等 (2002) 通过 Ty12cop ia逆转座子 Southern杂交结果认为美洲柿与柿遗传上差异显著 , 本研究结果

佐证了上述结果。因此 , 从本试验对部分已知亲缘关系试材间遗传关系的分析结果与已知亲缘关系对

比 , 以及同前人已有研究相互印证情况来看 , ISTR能够很好地应用于柿属种质的遗传关系研究。

本试验 ISTR揭示的种质间多态带百分率为 85171% , 与柿属植物中已发表的其它标记相比 , 其

多态性水平低于线粒体非编码区扩增 ( 92144% , Hu & Luo, 2006 ) , 近似于 IRAP 和 REMAP

(86132% , Guo et al. , 2006) , 强于 SRAP (80188% , Guo & Luo, 2006)。此外 , 因使用通用引物 ,

故较以物种特异性引物开发为前提的 IRAP和 REMAP等 ( Kalendar et al. , 1999) 逆转座子标记的引

物成本低 , 因此 ISTR可能为今后开展柿属植物种质资源研究较经济和便捷的标记类型。

ISTR产物可使用高浓度的琼脂糖凝胶和 PAGE凝胶两种电泳方式进行检测 , 目前报道多采用后

者。本研究应用琼脂糖凝胶电泳检测手段获得较好结果 , 甚至可区分芽变 , 表明琼脂糖凝胶电泳检测

ISTR产物可行 , 利于简化 ISTR操作流程 , 提高试验效率。PAGE胶电泳检测手段繁琐 , 但具分辨率

高等优点。因此 , 今后对 ISTR产物检测方式的选择还需依具体试验目的、分离片段大小、所具备的

试验条件和试材遗传背景而定。

‘宝盖甜柿 ’、‘小宝盖甜柿 ’和 ‘鄂柿 1号 ’果实个大 , 种子数少 , 色泽和口感均优 ; ‘四方甜

柿 ’和 ‘小果甜柿 ’抗性极强 , 这些试材均属继 ‘罗田甜柿 ’后新发现的稀有的中国原产完全甜柿
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新类型 , 但目前尚未用于育种实践。前人以 ‘罗田甜柿 ’为试材研究表明中国完全甜柿与日本完全

甜柿可能具有不同的甜涩性状遗传规律 , 日本完全甜柿间杂交选育新品种目前已面临严重的近交退化

问题 , 而以 ‘罗田甜柿 ’作杂交亲本有望提高完全甜柿品种选育效率和增强杂种优势 ( Kanzaki et

al. , 2000; Ikegam i et al. , 2004)。本试验中从 DNA水平检测到中国原产甜柿间相似指数的变化范围

及平均相似指数均大于日本原产完全甜柿 , 表明中国甜柿可能更具丰富的遗传多样性 , 新发现的这些

中国完全甜柿新类型系具有潜在完全甜柿育种价值的甜柿资源。
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