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　 　 摘要:应用基于 ＳＳＲ 分子标记的人工绘制植物品种鉴别图法(ＭＣＩＤꎬｍａｎｕａｌ ｃｕｌｔｉｖａｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｄｉａｇｒａｍ)对来源于中国各

地的 ７２ 个柿地方品种进行了鉴定ꎮ 结果表明ꎬ利用筛选出的 ６ 对引物进行 ＰＣＲ 扩增、再统计凝胶电泳特征性谱带ꎬ最后人工

绘制出品种树形鉴别图ꎬ可将 ７２ 个柿地方品种在分子水平上进行快速区分ꎮ 同时利用 ＮＴＳＹＳ￣２ １０ｅ 软件进行聚类分析ꎬ通
过聚类分析树状图直观了解各品种间的遗传关系ꎬ在遗传相似系数为 ０ ６２ 左右时ꎬ可以分为 ３ 个类群ꎮ 所得的 ＭＣＩＤ 图比聚

类树更具直观性与实用性ꎬ通过查阅 ＭＣＩＤ 图可以快速获得鉴别这些地方品种所需要的引物以及依据的多态性谱带ꎮ 这对柿

种质资源的鉴定及促进柿产业的持续发展具有积极的意义ꎮ
关键词:柿ꎻ地方品种ꎻＳＳＲꎻ人工绘制植物品种鉴别图法(ＭＣＩＤ)ꎻ品种鉴定
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柿属于柿科(Ｅｂｅｎａｃｅａｅ)柿属(Ｄｉｏｓｐｙｒｏｓ Ｌ. )ꎬ
是柿属植物中作为果树利用的代表种[１]ꎮ 我国是

柿属植物的分布和起源中心之一ꎬ据历史记载早在

２０００ 多年之前ꎬ我们的祖先就开始了柿的种植栽

培ꎮ 柿分布范围很广ꎬ我国除黑龙江、青海、新疆等

个别省份外ꎬ各地都有栽培[２]ꎮ 柿种质资源丰富ꎬ
遗传多样性程度高ꎬ很容易产生芽变ꎮ 随着对柿种

质资源的调查以及柿新品种培育工作的不断深入ꎬ

越来越多的柿新品种需要被鉴定和保存ꎮ
在柿种质资源调查过程中ꎬ绝大多数地方品种

都是自然实生的ꎬ或是在选择性状固定后再通过嫁

接无性繁殖保留下来的ꎬ同时在长期引种、栽培过程

中ꎬ发生混乱ꎬ各地果农对于同一个品种可能有不同

的命名ꎬ或用地名或用果实形状等对柿进行命名ꎬ导
致同名异物和同物异名现象非常严重ꎬ各品种之间

亲缘关系不清[３]ꎮ 这给柿育种亲本的选配和优良



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １９ 卷

品种的推广工作造成了很大的影响ꎮ 因此ꎬ建立有

效的柿品种快速可靠的鉴定技术体系对于柿种质资

源评价、苗木早期鉴定以及生产中对于柿品种的区

别与命名等工作具有极其重要的意义ꎮ
ＤＮＡ 分子标记是一种建立在分子水平上的遗

传标记形式ꎬ与传统的生化标记和形态标记相比较ꎬ
具有不受外界环境的干扰、作物的组织类别或发育

阶段等因素影响的优点ꎬ同时鉴定结果有可靠性高、
重复性好、鉴别力强的特点[４]ꎮ 因此 ＤＮＡ 分子标记

技术在品种鉴定研究中被广泛应用ꎮ 在众多分子标

记技术中ꎬＳＳＲ(Ｓｉｍｐｌｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｒｅｐｅａｔꎬ简单重复序

列)分子标记是目前应用最广泛的分子标记技术之

一ꎬ其长度大多 １００ ~ ２００ ｂｐꎬ具有含量丰富、多态性

高、共显性等优点[５￣６]ꎮ ＳＳＲ 虽然多态性高ꎬ但序列

两端往往是相对保守和专一的ꎬ利用这一特点ꎬ可设

计 １ 对特异性引物ꎬ通过 ＰＣＲ 技术扩增 ＳＳＲꎬ再利

用聚丙烯酰胺电泳获得其长度多态性[７]ꎮ 本研究

采取的方法就是利用 ＳＳＲ 分子标记技术ꎬ根据同一

种引物下不同柿品种 ＤＮＡ 序列长度的多态性人工

绘制植物品种鉴别图(ＭＣＩＤ) [８￣１１]ꎬ通过查找图上的

内容来鉴定品种ꎮ 本研究利用筛选出的 ６ 对 ＳＳＲ
引物ꎬ对待鉴别的柿地方品种的 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 扩

增ꎬ以期将 ７２ 个柿品种在分子水平准确地区分ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料

在 ２０１７ 年 ３￣４ 月份于全国各地对柿地方品种

的样品进行采集ꎬ选取的材料为不同柿地方品种的

新梢幼叶ꎬ装入冰盒之中带回实验室ꎬ之后先用蒸馏

水洗干净叶片ꎬ去除叶片叶脉并用吸水纸吸干ꎬ用液

氮速冻然后置于￣８０ ℃冰箱暂时保存ꎮ
７２ 个柿地方品种见表 １ꎮ 这些地方品种之中ꎬ

有些品种同名ꎬ以品种名加数字进行区分ꎬ有些则是

名称不可知ꎬ以柿某种加数字来进行编号ꎮ

表 １　 试验中使用的柿品种

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｅｒｓｉｍｍｏｎ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

编号

Ｃｏｄｅ
品种名

Ｖａｒｉｅｔｙ ｎａｍｅ
编号

Ｃｏｄｅ
品种名

Ｖａｒｉｅｔｙ ｎａｍｅ
编号

Ｃｏｄｅ
品种名

Ｖａｒｉｅｔｙ ｎａｍｅ

１ 柿某种 １ 号 ２５ 莲花盘柿 ４９ 竹竹柿

２ 柿某种 ４ 号 ２６ 火罐柿 ５０ 昭宗次郎甜柿

３ 成县水柿 １ 号 ２７ 皮匠娄柿 ５１ 鸡鸣柿

４ 襄垣柿 ２ 号 ２８ 汾阳牛心柿 ５２ 苏家柿

５ 水柿 １ 号 ２９ 珠柿 ５３ 野水葫芦柿

６ 大门钉柿 ３０ 小云柿 ５４ 水柿 ２ 号

７ 线坠柿 ３１ 君迁子 ５５ 南城 ４ 号

８ 镜面柿 ３２ 成县水柿 ２ 号 ５６ 郭庄柿

９ 面柿 ３３ 柿某种 ６ 号 ５７ 苗苗柿

１０ 面蛋柿 ３４ 甜柿 ５８ 大方柿

１１ 柿某种 ５ 号 ３５ 丰年牛心柿 ５９ 火柿 １ 号

１２ 更名柿 ３６ 柿某种 ３ 号 ６０ 半截缸柿

１３ 雪花柿 ３７ 刘沟柿 ２ 号 ６１ 峪里牛心柿

１４ 灰柿 ３８ 丹汾柿 １ 号 ６２ 方柿

１５ 胡挛头柿 ３９ 刘沟柿 １ 号 ６３ 南城柿 １ 号

１６ 升柿 ４０ 丹汾柿 ２ 号 ６４ 牛心柿 ２ 号

１７ 合柿 ４１ 冻柿 ６５ 磨盘柿

１８ 斤柿 ４２ 小柿 ６６ 襄垣柿 １ 号

１９ 高庄柿 ４３ 月神柿 ６７ 八月黄

２０ 小红柿 ４４ 赣县牛心柿 ６８ 雁过红柿

２１ 锥把柿 ４５ 鞍山柿 ６９ 火柿 ２ 号

２２ 重台柿 ４６ 水盘盘柿 ７０ 满堂红柿

２３ 牛心柿 １ 号 ４７ 四盘柿 ７１ 鸡心黄柿

２４ 鬼脸青柿 ４８ 马奶子柿 ７２ 柿某种 ２ 号

６９８
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１. ２　 方法

１. ２. １　 ＤＮＡ 提取　 采用 ＣＴＡＢ 法提取柿样品的基

因组 ＤＮＡ[１２]ꎬ使用核酸蛋白测定仪(Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司

产品)测定 ＤＮＡ 样品浓度ꎬ用 １. ２％ 琼脂糖凝胶电

泳检测 ＤＮＡ 样品质量ꎮ
１. ２. ２　 引物筛选　 引物构建参考 Ｔｓｕｊｉｍｏｔｏ 等[１３]、

孟清照等[１４]的方法ꎬ构建好的引物送由通用生物公

司合成ꎮ 再选择 ３ 个遗传差异较大的柿 ＤＮＡ 样品

对 ２６ 对引物进行筛选(表 ２)ꎬ经过 ＰＣＲ 和聚丙烯

酰胺凝胶电泳ꎬ从中选取扩增条带清晰稳定、多态性

好的引物用于所有 ＤＮＡ 样品的扩增ꎮ

表 ２　 ＳＳＲ 引物和退火温度

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物序号

Ｐｒｉｍｅｒ Ｎｏ.
基因库登记号

ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.
重复单元

Ｒｅｐｅａｔ ｍｏｔｉｆ
引物序列(５′￣ ３′)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′￣ ３′)
退火温度(℃)

Ｔｍ

ＦＲ１ ＤＣ５８８３４１ (ＧＡＧ)５ 　 Ｆ:ＴＣＡＧＴＡＡＡＧＣＴＧＣＧＧＧＣＡＴＣ
　 Ｒ:ＡＣＧＧＴＴＣＴＣＣＴＧＡＴＣＣＴＣＡＣＧ

５６

ＦＲ２ ＤＣ５８６５３７ (ＣＡＴ)６ 　 Ｆ:ＣＡＣＣＧＣＡＴＣＣＴＣＴＴＣＧＡＣＡＴＣＣ
　 Ｒ:ＡＣＧＣＡＴＣＣＧＴＣＡＡＡＴＣＡＣＡＡＣＡ

５６

ＦＲ３ ＤＣ５８５０８４ (ＧＡＧ)９ 　 Ｆ:ＴＧＡＣＴＣＴＧＣＴＣＣＡＣＡＧＧＣＡＣＴＴＣ
　 Ｒ:ＣＴＣＧＴＣＴＧＧＣＡＡＴＴＣＴＧＣＴＴＣＧ

５６

ＦＲ４ ＤＣ５８５７１０ (ＧＴＡＧＴＧ)３ 　 Ｆ:ＣＣＡＧＴＴＧＡＴＧＧＣＡＡＴＧＧＧＡＧＧＣ
　 Ｒ:ＧＧＴＧＣＧＡＴＧＴＴＧＧＡＧＧＧＡＡＧＡＧ

５６

ＦＲ５ ＤＣ５８５７３７ (ＣＴＴ)７ 　 Ｆ:ＡＣＡＣＴＣＣＡＣＴＣＴＡＣＣＣＡＡＡＴＡＣＣ
　 Ｒ:ＧＡＣＡＴＣＡＴＡＡＧＴＣＡＡＡＧＣＡＣＧＡＡ

５５

ＦＲ６ ＤＣ５９２７９０ (ＴＡ)９ 　 Ｆ:ＴＧＡＣＣＡＡＣＣＣＣＡＡＡＧＴＧＴＧＧＧＡＧ
　 Ｒ:ＡＧＧＴＣＣＣＴＣＴＧＧＴＧＡＧＣＡＣＡＴＧＣ

６０

ＦＲ７ ＤＣ５９２４０１ (ＧＧＣ)４ 　 Ｆ:ＴＴＡＴＣＣＣＡＴＣＡＡＡＧＣＡＡＣＣＣＡＣ
　 Ｒ:ＣＴＧＣＣＡＡＣＴＴＣＴＴＣＴＣＣＡＴＣＴＣＣ

５５

ＦＲ８ ＤＣ５９１５９１ (ＡＴ)１０ 　 Ｆ:ＡＣＡＣＧＴＴＣＡＧＴＡＣＣＡＧＧＡＧＧＧＡ
　 Ｒ:ＡＧＴＡＣＣＡＣＡＡＡＣＣＡＣＣＡＧＴＧＧ

５５

ＦＲ９ ＤＣ５９１２９７ (ＧＣＡＧＧＡ)３ 　 Ｆ:ＧＣＣＡＣＡＡＡＣＴＴＣＡＣＡＧＡＧＧＡＣＣ
　 Ｒ:ＡＧＧＣＧＡＧＴＧＣＧＡＧＴＡＡＧＡＣＧＡＡ

５５

ＦＲ１０ ＤＣ５８５４３５ (ＡＧＧ)７ 　 Ｆ:ＴＣＧＧＣＴＴＣＡＣＣＴＡＴＧＴＴＧ
　 Ｒ:ＣＧＡＴＴＣＣＴＴＧＧＡＣＣＴＴＴＧ

５２

ＦＲ１１ ＤＣ５９２７１３ (ＡＧ)７ 　 Ｆ:ＣＧＧＡＡＧＡＧＧＧＡＧＡＡＡＴＣＧ
　 Ｒ:ＧＡＡＴＣＧＧＧＡＡＡＧＣＡＡＧＴＴ

５５

ＦＲ１２ ＥＦ５６７４１０ (ＧＡ)２１ 　 Ｆ:ＣＣＡＡＡＴＣＡＴＴＣＧＡＡＧＣＣＡＡＴ
　 Ｒ:ＣＣＴＴＣＡＣＣＧＡＴＧＴＣＣＴＴＴＧＴ

５２

ＦＲ１３ ＤＱ０９７４７９ (ＧＡ)１６ 　 Ｆ:ＡＴＧＴＴＴＣＡＧＧＧＧＴＴＣＣＡＴＴＧ
　 Ｒ:ＴＣＡＣＴＣＧＴＣＴＴＴＧＣＣＴＴＴＣＣ

５３

ＦＲ１４ ＤＱ０９７４８２ (ＡＧ)１６ 　 Ｆ:ＧＴＧＡＡＧＧＡＡＣＣＣＣＡＴＡＧＡＡ
　 Ｒ:ＣＣＡＴＣＡＴＣＡＧＧＴＡＧＧＡＧＡＧＡ

５２

ＦＲ１５ ＤＱ０９７４８４ (ＧＡ)１２ 　 Ｆ:ＡＣＴＡＣＡＡＣＧＧＣＧＧＴＧＡＧＡＡＣ
　 Ｒ:ＧＴＣＣＴＴＣＡＣＴＴＣＣＣＧＣＡＴＴ

５５

ＦＲ１６ ＤＱ０９７４９７ (ＣＣＴＴＴ)８ 　 Ｆ:ＡＴＣＡＴＧＡＧＡＴＣＡＧＡＧＣＣＧＴＣ
　 Ｒ:ＣＡＣＧＴＴＡＡＣＧＴＴＡＣＧＧＡＡＣＡ

５３

７９８
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表 ２(续)

引物序号

Ｐｒｉｍｅｒ Ｎｏ.
基因库登记号

ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.
重复单元

Ｒｅｐｅａｔ ｍｏｔｉｆ
引物序列(５′￣ ３′)

Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ(５′￣ ３′)
退火温度(℃)

Ｔｍ

ＦＲ１７ ＤＱ０９７４９９ (ＣＴ)１５ 　 Ｆ:ＡＧＴＴＣＴＴＧＣＧＡＴＧＧＧＡＴＴＴＧ
　 Ｒ:ＧＡＴＧＡＧＡＴＧＧＧＣＴＧＡＴＴＧＣＴ

６０

ＦＲ１８ ＤＱ２０４６０６ (ＧＣＣＡ)１０ 　 Ｆ:ＧＧＧＴＡＴＣＣＴＴＧＣＣＴＧＣＴＣ
　 Ｒ:ＣＧＡＡＣＴＧＧＴＴＧＧＴＧＡＣＧＧ

５６

ＦＲ１９ ＤＱ２０４６０６ (ＴＣＣＧ)５ 　 Ｆ:ＧＧＧＴＡＡＴＣＴＴＧＣＣＴＧＣＴＣ
　 Ｒ:ＣＴＴＧＣＴＧＡＣＴＣＴＴＧＧＧＴＧＴ

５６

ＦＲ２０ ＤＱ２０４６１８ (ＡＧ)１５ 　 Ｆ:ＣＴＡＡＡＴＣＣＣＣＣＴＴＴＣＴＴＣＡＴ
　 Ｒ:ＴＡＧＴＣＧＣＣＴＴＣＧＴＣＴＣＣＡＣＣ

５６

ＦＲ２１ ＤＱ２０４６１８ (ＡＧ)７ 　 Ｆ:ＡＧＡＧＡＧＡＣＧＡＣＣＡＡＣＧＡＣＡＡ
　 Ｒ:ＣＴＣＡＣＣＴＴＴＣＣＴＧＡＣＣＧＣＴＡ

５５

ＦＲ２２ ＤＱ２２２４８０ (ＧＡ)１４. . . (ＡＧ)５. . . (ＧＡ)９
(ＡＧ)９

　 Ｆ:ＧＴＴＡＣＣＧＣＡＴＴＡＣＴＣＣＡＧ
　 Ｒ:ＡＴＣＴＣＣＧＡＣＡＴＣＣＡＡＡＧＣ

５２

ＦＲ２３ ＤＱ２２２４８１ (ＡＧ)９ 　 Ｆ:ＡＣＧＣＣＡＧＧＡＡＣＡＴＴＧＡＡＧ
　 Ｒ:ＴＴＡＣＣＧＣＡＴＴＡＧＧＡＣＣＡＧ

５６

ＦＲ２４ ＤＱ０９７４８２ (ＡＧ)１６ 　 Ｆ:ＧＴＧＡＡＧＧＡＡＣＣＣＣＡＴＡＧＡＡ
　 Ｒ:ＣＣＡＴＣＡＴＣＡＧＧＴＡＧＧＡＧＡＧＡ

５６

ＦＲ２５ ＡＢ０７３００８ (ＧＡ)７ 　 Ｆ:ＣＡＴＣＴＡＣＴＧＣＧＴＧＣＴＴＧＴＧＴ
　 Ｒ:ＴＧＧＧＡＡＡＣＴＣＴＧＧＡＴＴＧＣＴＣ

５５

ＦＲ２６ ＡＢ０７３００６ (ＡＧＡ)４ 　 Ｆ:ＡＴＣＧＴＴＧＧＴＴＧＣＴＡＴＣＴＴＧＧ
　 Ｒ:ＡＴＧＧＴＧＡＡＴＣＣＴＡＣＧＧＧＧＴＣ

５２

１. ２. ３　 ＰＣＲ 扩增与检测 　 反应总体系为 ２０ μＬꎬ
２ μＬ ＤＮＡ 模板ꎬ上下游引物各 １ μＬꎬ１０ μＬ 的 ＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ( ＴＡＫＡＲＡ 公司生产) 和 ６ μＬ 的 双

蒸水[１５]ꎮ
ＰＣＲ 反应程序:９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性

３０ ｓꎬ退火 ３０ ｓ(退火温度见表 ２)ꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ
共 ３２ 个循环ꎬ最后在 ７２ ℃条件下延伸 １０ ｍｉｎꎬ结束

后 ４ ℃保存ꎮ
１. ２. ４　 ＰＣＲ 产物电泳检测　 ＳＳＲ￣ＰＣＲ 产物用 ８％
的聚丙烯酰胺凝胶(ＰＡＧＥ)电泳检测ꎬ电泳结束后

用去离子水清洗ꎬ之后用 ０. ２％ 硝酸银液震荡染色

２ ｍｉｎꎬ用 １. ５％ ＮａＯＨ ３００ ｍｌ 和 ３７％甲醛 １ ｍｌ 混匀

作为显色液ꎬ直到条带清晰ꎬ在灯光下观察条带ꎬ并
用数码相机拍照后保存图像[１６]ꎮ
１. ２. ５　 数据统计与分析　 ＳＳＲ 扩增分离结果采用

的是 ０ꎬ１ 统计方法ꎬ先在电泳图上选取一个长度ꎬ将
在同一分子量上ꎬ有特征条带的记为 １ꎬ没有条带的

记为 ０ꎬ数据缺失记为 ９ꎬ以此得到数据库ꎮ 利用

ＮＴＳＹＳ￣ｐｃ ２. １０ｅ 软件中 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ 选项下的 Ｑｕａｌｉｔａ￣

ｔｉｖｅ ｄａｔａ 模块得到遗传相似系数矩阵ꎬ由遗传相似系

数矩阵在 Ｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ 选项中的 Ｓｈａｎ 模块ꎬ进行 ＵＰＧ￣
ＭＡ 聚类分析ꎬ通过 Ｔｒｅｅ ｐｌｏｔ 程序得到聚类图ꎮ
１. ２. ６　 人工绘制植物品种鉴别图法　 选取 ＰＣＲ 扩

增产物清晰的引物进行聚丙烯酰胺凝胶电泳ꎬ对
７２ 个柿地方品种进行鉴定ꎮ 首先任意选择其中一

个引物的电泳图ꎬ统计在相同分子量片段处的多

态性ꎬ并将在该处有扩增谱带的品种归类为一类ꎬ
没有谱带的品种归类为另一类ꎮ 分成几组之后ꎬ
每个亚组中继续采用更多的引物逐级进行分类ꎬ
直到所有待鉴别的品种被单独分开ꎮ 最后ꎬ根据

分组的情况ꎬ人工绘制植物品种鉴别图ꎬ将每一步

用到的引物及多态性谱带大小标注到树形鉴别图

的相应位置上[８￣１１] ꎮ 人工绘制的植物品种鉴别图

是基于 ＰＣＲ 扩增后的谱带形态统计出的结果ꎬ以
引物作为节点ꎬ以特征谱带的有无作为分类的依

据ꎬ在每个节点后是该引物对不同品种的区分结

果ꎬ包括区分出的类别或者是直接区分出来的单

个品种ꎮ

８９８



　 ５ 期 戚建锋等:利用基于 ＳＳＲ 标记的 ＭＣＩＤ 法鉴定 ７２ 个柿地方品种

２　 结果与分析

２. １　 ＤＮＡ 的提取结果

将已提取的 ７２ 个柿地方品种叶片的 ＤＮＡꎬ用

１. ２％的琼脂糖凝胶电泳进行检测ꎬ紫外灯下观察到

ＤＮＡ 条带清晰(图 １)ꎬ提取的 ＤＮＡ 样品适于扩增、
鉴定等后续工作ꎮ

１ ~ ７２:柿地方品种编号

１￣７２:Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｅｒｓｉｍｍｏｎ ｌａｎｄｒａｃｅｓ

图 １　 ７２ 个柿地方品种 ＤＮＡ 电泳示意图

Ｆｉｇ １　 ＤＮＡ ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｆ ７２ ｐｅｒｓｉｍｍｏｎ ｌａｎｄｒａｃｅｓ

２. ２　 引物筛选结果

初步选择 １０ 对扩增条带清晰且多态性好的引

物(ＦＲ１、２、３、４、５、１１、１２、１３、１６、１７)ꎬ通过统计ꎬ从
中筛选出 ６ 对引物进行ＭＣＩＤ 的制作(ＦＲ１、２、４、１２、

１６、１７)ꎮ 图 ２ 是引物组合 ＦＲ２ 对 ７２ 个品种的扩增

电泳图ꎬ分析可见ꎬ这些引物均能在供试样品中扩增

出清晰、稳定、重复性和多态性较高的条带ꎮ 说明对

应编号的引物都可为 ＳＳＲ 引物筛选提供参考ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒꎻ１ ~ ７２ 分别对应 ７２ 个柿地方品种

Ｍ:ＤＮＡ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍａｒｋｅｒｓꎬＮｏ. １ ｔｏ Ｎｏ. ７２ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄ ｔｏ ７２ ｐｅｒｓｉｍｍｏｎ ｌａｎｄｒａｃｅｓ

图 ２　 引物组合 ＦＲ２ 扩增 ７２ 个柿地方品种

Ｆｉｇ ２　 Ｐｒｉｍｅｒ ＦＲ２ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ７２ ｐｅｒｓｉｍｍｏｎ ｌａｎｄｒａｃｅｓ

２. ３　 柿地方品种鉴定

利用 ＳＳＲ 建立柿地方品种的 ＭＣＩＤꎬ结合筛选

的 ６ 对引物的聚丙烯酰胺凝胶电泳图ꎬ运用 ＭＣＩＤ
法将 ７２ 个地方柿品种逐一单独区分鉴别出来ꎮ 为了

观图简洁方便ꎬ将每种柿的编号用对应的数字表示ꎬ
引物组合用 ＦＲ 表示ꎮ 首先根据引物 ＦＲ６ 扩增的电

泳图上大小为１４０ ｂｐ、１２５ ｂｐ 和１１０ ｂｐ 的３ 条特征性

谱带的有无将 ７２ 个品种分成 ６ 组ꎬ将有特征性谱带

的用( ＋ )表示ꎬ没有特征性谱带的表示为( － )ꎮ 第 １
组是 １４０ ｂｐ( － )、１２５ ｂｐ( － )和 １１０ ｂｐ( － )ꎬ共包括

１９ 个柿地方品种ꎻ第 ２ 组包括 １３ 个拥有 １２５ ｂｐ 和

１１０ ｂｐ ２ 条谱带ꎬ没有 １４０ ｂｐ 谱带的品种ꎻ第 ３ 组为

１４０ ｂｐ( － )、１２５ ｂｐ( － )和 １１０ ｂｐ( ＋ )ꎬ共包括 ２０
个柿地方品种ꎻ第 ４ 组为 １４０ ｂｐ( ＋ )、１２５ ｂｐ( － )
和 １１０ ｂｐ( ＋ )ꎬ包括编号为 １５、１６、１７、２１、４６、５４、５５、
５９、６６、７０、７１ 的 １１ 个品种ꎻ第 ５ 组为含有 ３ 条特征性

谱带 １４０ ｂｐ、１２５ ｂｐ 和 １１０ ｂｐ 的 ８ 个品种ꎬ编号为

３７、３８、３９、４１、５３、５６、５８、６２ꎻ第 ６ 组 ６１ 号峪里牛心柿

没有特征性谱带 １４０ ｂｐꎬ因此被单独鉴定出来ꎮ
大体将 ７２ 个品种分为 ６ 类之后ꎬ再利用更多的

引物鉴定以上 ５ 个组的所有品种ꎮ 其中第 ４ 组的

１１ 个品种先利用引物 ＦＲ１ 扩增的大小为 ２２０ ｂｐ 的

９９８
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１ 条多态性谱带分成两组ꎬ其中有 ２２０ ｂｐ 特征谱带

品种有 １５、１６、１７、２１、４６、７０ꎬ称之为 ４￣１ 组ꎬ没有

２２０ ｂｐ 特征谱带的是 ５４、５５、５９、６６、７１ 号品种ꎬ称之

为 ４￣２ 组ꎮ 再利用引物 ＦＲ４ 扩增的大小为 ４８０ ｂｐ
和 ２２０ ｂｐ 的条带对 ＦＲ４ 分的两组进行再分组ꎬ根据

４８０ ｂｐ 特征谱带有无ꎬ４￣１ 组可分为含有 ４８０ ｂｐ 谱

带的 １５、１６、４６、７０ 号品种ꎬ称之为 ４￣１￣１ 组ꎬ不含

４８０ ｂｐ 的为 ４￣１￣２ 组ꎬ有 １７、２１ 号 ２ 个品种ꎮ 之后

再利用引物 ＦＲ１７ 的特征谱带 １９０ ｂｐ 和 １８０ ｂｐ 对

上一级的两组进行分组ꎬ１９０ ｂｐ( － )、１８０ ｂｐ( ＋ )将
１６ 号品种鉴定出来ꎬ１９０ ｂｐ( ＋ )、１８０ ｂｐ( ＋ )将 ４６
号品种鉴定出来ꎬ同时 １９０ ｂｐ( ＋ )、１８０ ｂｐ( － )将

１５、７０ 号分为一组ꎬ再经过引物 ＦＲ２ꎬ最终将 １５ 和

７０ 号品种区分开来ꎮ 同理ꎬ４￣１￣２ 小组的 １７ 和 ２１
号品种也可由引物 ＦＲ１７ 的 １８０ ｂｐ 特征谱带鉴定出

来ꎮ ４￣２ 组中同样依次按照引物 ＦＲ４、ＦＲ１７、ＦＲ２ 将

５４、５５、５９、６６、７１ 分别鉴定ꎮ
另外 ３ 组按照此方法依次鉴定ꎬ直到将所有品

种都区分开来ꎮ 最后ꎬ根据所有引物及相应谱带信

息绘制 ７２ 个柿地方品种的鉴定图ꎬ即柿地方品种

ＭＣＩＤ(图 ３)ꎮ
利用 ＭＣＩＤ 可以将任何品种简洁快速的加以分

辨ꎬ具体是首先在 ＭＣＩＤ 找到待鉴别品种进行区分

所需要的引物和多态性谱带ꎬ然后利用引物进行

ＰＣＲ 扩增ꎬ最后通过 ＰＣＲ 扩增的多态性条带将待鉴

定品种区分出来ꎮ 例如:区分牛心柿 １ 号(２３)和牛

心柿 ２ 号(６４)２ 个柿地方品种ꎬ在 ＭＣＩＤ 中分别找

到品种对应数字 ２３ 和 ６４ꎬ我们发现ꎬ用引物组合

ＦＲ１６ 即可区分 ２ 个品种ꎬ利用该引物对ꎬ牛心柿 １
号在 １２５ ｂｐ 处有特异性条带ꎬ而牛心柿 ２ 号则没

有ꎬ简单快速达到区分品种的目的ꎮ 同样ꎬ如果区分

柿某种 １ 号(１)ꎬ柿某种 ４ 号(２)和成县水柿 １ 号

(３)３ 个品种时ꎬ首先在 ＭＣＩＤ 上可以得到 ３ 个品种

最先分支的引物为 ＦＲ２ꎬ多态性条带为 １９０ ｂｐ 和

２００ ｂｐꎬ通过该引物可将 ３ 个品种分为柿某种 １ 号

(１)、柿某种 ４ 号(２)与成县水柿 １ 号(３)两组ꎬ之后

再利用 ＦＲ１４ 引物和 １４０ ｂｐ 条带将柿某种 ４ 号与成

县水柿 １ 号区分ꎬ这样 ３ 个品种就能完全区分ꎮ
２. ４　 遗传多样性分析

以从 ２６ 对引物组合中筛选的扩增条带清晰且

有明显多态性片段的 １０ 对引物的 ＳＳＲ 扩增产物为

基础ꎬ通过 ＮＴＳＹＳ￣ｐｃ ２. １０ｅ 软件得到 ７２ 个柿地方

品种的聚类图(图 ４)ꎮ
由图分析得到以下结论ꎬ所用标记几乎可以有

效的将 ７２ 份柿地方资源品种区分开ꎮ 在遗传相似

系数为 ０. ６２ 左右时ꎬ可以分为 ３ 个类群ꎬ其中ꎬ类群

Ⅰ包含 ３１ 个品种ꎬ类群Ⅱ包含 ２７ 个品种ꎬ类群Ⅲ中

包含了 １４ 个品种ꎬ表明大多数材料之间存在着显

著的遗传差异ꎮ 其中ꎬ柿某种 ４ 号(２)和成县水柿

１ 号(３)ꎬ珠柿 (２９) 和赣县牛心柿 (４４)ꎬ刘沟柿

１ 号(３９)和郭庄柿(５６)ꎬ鬼脸青柿(２４)和苗苗柿

(５７)ꎬ甜柿(３４)和鞍山柿(４５)不能被有效区分

开ꎬ表明这些材料对之间遗传关系较近ꎬ遗传差异

不大ꎮ 另外ꎬ不能被区分开也有可能与标记数目

较少、覆盖精度不够有关ꎬ需要更多的引物以及更

多的特征性谱带ꎮ 想要深入研究柿地方品种资源

遗传变异ꎬ揭示更多的遗传信息就需要开发高通

量的分子标记ꎮ

３　 讨论

在柿产业体系中ꎬ尤其是在柿种质资源的保护

以及新品种的繁育工作中ꎬ都要求能够准确鉴定出

不同品种ꎬ因此找到一种兼具准确性和实用性的植

物品种鉴定方法成为亟待解决的重要问题ꎮ 传统的

品种鉴定方法在操作时存在各种缺陷ꎬ结果往往不

够准确ꎬ而 ＤＮＡ 分子标记技术正好弥补了这些问

题ꎬ结果准确的同时ꎬ也具有方便快捷的优点ꎮ 一些

ＤＮＡ 标记技术例如 ＳＳＲ 、ＩＳＳＲ、ＡＦＬＰ、ＳＲＡＰ 等因其

各自的优势特点ꎬ已经被广泛应用于各类作物品种

鉴定工作中ꎮ 张安世等[１７] 通过 ＩＳＳＲ 分子标记技

术ꎬ筛选出 ４ 对引物ꎬ用扩增得到的 １５ 个多态性位

点构建指纹图谱ꎬ完成了 ３２ 个猕猴桃品种的鉴定工

作ꎮ 李丽等[１８] 将 ＡＦＬＰ 分子标记应用于白菜品种

的鉴定ꎮ 王茂芊等[１９] 使用 １２ 对 ＳＲＡＰ 引物组合对

２５ 份国内外甜菜褐斑病抗病品种进行聚类分析ꎬ将
这些品种分为了 ３ 个类群ꎮ 张妤艳等[２０] 利用 ＳＳＲ
标记技术对 ５６ 个梨品种进行区分ꎮ ＤＮＡ 指纹图谱

和聚类分析可以进行不同品种之间的遗传多样性分

析ꎬ但是除了品种之间遗传差异的探究ꎬ聚类分析无

法有效直观地鉴定区分品种ꎬ而且绘制聚类分析图

需要大量引物组合做支撑ꎬ工作量较大ꎮ 而 ＭＣＩＤ
法很好地解决了品种鉴定的问题ꎬ在利用于柿品种

鉴定之前ꎬＭＣＩＤ 法已经被用于多个品种的鉴定ꎬ如
利用基于 ＲＡＰＤ 标记的 ＭＣＩＤ 法鉴定枇杷[８]、萝
卜[２１]、葡萄品种[９￣１０] 等ꎬ和基于 ＳＳＲ 标记的 ＭＣＩＤ
法鉴定花梅品种[２２]等ꎬ这些研究都表明了 ＭＣＩＤ 法

在鉴定品种上的可行性ꎮ

００９
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图 ３　 ６ 对引物鉴别区分 ７２ 个柿地方品种的 ＭＣＩＤ 示意图

Ｆｉｇ ３　 ＭＣＩＤ ｏｆ ７２ ｐｅｒｓｉｍｍｏｎ ｌａｎｄｒａｃｅｓ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ｓｉｘ ｐａｉｒｓ ｏｆ ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ
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图 ４　 ７２ 个柿地方品种基于 ＳＳＲ 分析的聚类图

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ＵＰＧＭＡ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ７２ ｐｅｒｓｉｍｍｏｎ ｌａｎｄｒａｃｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ ｏｆ ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ

本研究利用 ＮＴＳＹＳ￣２. １０ｅ 软件进行了聚类分

析ꎬ把 ７２ 个柿地方品种在遗传相似系数为 ０. ６２ 左

右时分为 ３ 个类群ꎬ可以简单区分个别遗传关系较

远的品种ꎬ但对于同一类群ꎬ遗传关系相近的无法进

行有效区分ꎬ说明这种方法在品种鉴定上还有一定

的不足ꎮ
本研究利用基于 ＤＮＡ 标记的 ＭＣＩＤ 方法ꎬ用

ＳＳＲ 标记快速、准确地鉴别出 ７２ 个柿地方品种ꎬ且
只用了 ６ 对引物ꎮ 这种方法可以在利用尽可能少的

引物进行 ＰＣＲ 扩增的前提下ꎬ将 ＤＮＡ 指纹信息转

化为能有效鉴定大量品种资源的高效信息ꎬ其操作

简便、实用性和目的性强ꎬ适用于对大量品种进行快

速鉴定ꎮ 在柿品种一定的情况下ꎬ可以简单明了地

从 ＭＣＩＤ 图中找到特定的引物以及特异性谱带的长

度ꎬ经过 １ 次操作就能达到区分品种的目的ꎮ 随着

种质资源调查的深入ꎬ会有越来越多新的品种被发

现或者培育出来ꎬ一般无须引入新的引物ꎬ只要利用

现有引物进行多次 ＰＣＲ 扩增和聚丙烯酰胺凝胶电
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泳得到跑胶条带ꎬ即可将新品种纳入原有的 ＭＣＩＤ
图中ꎮ

地方品种资源是对现有柿种质资源的有效补

充ꎮ 本研究采用分子标记技术对柿地方品种资源进

行了遗传多样性分析ꎬ研究表明柿地方品种资源有

较高的利用价值ꎬ在柿新品种选育及遗传研究上有

很多可以利用的种质资源ꎮ 利用 ＭＣＩＤ 成功地将成

县水柿、襄垣柿、水柿、火柿、丹汾柿、刘沟柿、南城

柿、牛心柿这几个有重名的地方柿品种进行了鉴定

区分ꎬ较好地解决了品种鉴定中各品种间亲缘关系

不清ꎬ同名异物和同物异名ꎬ品种繁杂无法区分的问

题ꎬ使得科研工作者能够在明确品种后进行资源保

护ꎬ以及利用地方品种进行新品种的培育工作ꎬ这对

于柿产业持续健康发展有着积极的意义ꎮ
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