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西瓜全雌基因连锁的 SRAP分子标记
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摘要:采用 SRAP 技术探寻与西瓜全雌基因连锁的分子标记 。以全雌母本和弱雌父本为双亲杂交

获得 F 1 ,自交获得 F2群体 ,用分离群体分组分析法(bulked seg regant analy sis , BSA)构建全雌和

弱雌 2个基因池 ,筛选 957对引物 。结果发现 ,只有引物 me16-em20能在两池之间扩增得到 2条

特异带。经 F2代单株验证 ,结果表明该特异带能稳定出现。以 MAPMA KER (Ver sion 3.0)软件

分析 , 2个标记与全雌性位点的连锁距离分别为 18.4cM 和 11.4 cM 。
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Abstract:In this paper ,SRA P technique w as used to study the mo lecular markers related to gyno-

ecious gene of w atermelon.Gynoecious w atermelon and monoecious w ate rmelon w ere used as par-

ents to get F 1 and F2 was obtained by self-pollinat ion of F1 .2 DNA poo ls o f Gynoecious and mo-
noecious w ere built by Bulked Seg regant Analysis(BSA)and 957 pairs of primers we re screened.

The results show ed that 2 characteristic bands w ere obtained only by primer me16-em20.By the

test of w hich primer w as used to amplify the individual DNAs of the F2 population , the result in-
dicated that this marker could appear steadi ly .Linkage analy sis by the sof tw are o f MA PMA KER

(Version 3.0)indicated that thei r g enetic distance to the gynoecious loci w as 18.4cM and 11.4 cM

respectively.
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　　西瓜(Citrullus lanatus(Thunb.)M ansfeld)属

葫芦科(Cucurbitaceae)、西瓜属(Citrul lus), 为 1a

生蔓生草本植物。西瓜的杂种优势明显 ,生产上大

都采用杂种一代品种 。应用与目的基因相连锁的分

子标记进行辅助育种能提高准确率 , 从而提高育种

效率 。另外 ,在大规模的制种中采用人工授粉 ,西瓜

雌性系育种材料的应用能够有效降低成本 ,因此 ,在

生产上具有重要意义 。目前 , 与植物性别决定基因

连锁的分子标记研究主要集中在雌雄异株植物中 ,

如大麻(Cannibis sat ivas L.)、石刁柏(Asparagus

o f f icinalis L.)、银杏(Ginkgo bi loba L.)等
[ 1]
。

Jiang 等报道 ,西瓜全雌性是来自于强雌性系的突变

类型 ,其性状遗传受全雌性基因 gy 的控制[ 2] 。张

秦英等对强雌性性状进行了遗传分析 ,并找到了 1

个与强雌性性状相关的 RAPD 标记
[ 3]
。S RA P 作

为一种新型的分子标记 ,具有简便 、稳定 、中等产率 、
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在基因组中分布均匀 、测序方便 、引物利用率高 、成

本较低等优点[ 4] 。故而近年来在植物遗传多样性分

析[ 5] 、遗传连锁图的构建[ 6] 、种质鉴定[ 7] 、基因连锁

标记与基因定位
[ 4]
、比较基因组学研究

[ 8]
、杂种优势

预测[ 9] 等方面得到广泛应用。鉴此 ,研究与西瓜性

别基因连锁的标记 ,旨在获得与其连锁的 SRAP 标

记 ,为全雌性状在西瓜育种和制种中的应用 ,以及西

瓜遗传图谱的构建 、基因定位和克隆奠定基础 。

1　材料和方法

1.1　材料

父本 QC ,青皮长圆形 ,普通花型 。母本 HC ,黑

皮长圆形 ,纯合全雌型。父母本杂交后代 F1群体 ,

共 6株 ,自交得到 F 2群体 ,共 114株 。田间调查统

计时 ,以 25节以内全部为雌花的记为全雌 ,雌花占

总花数 50%以上的记为强雌 ,雌花占总花数 50%以

下的记为弱雌。

1.2　SRAP 研究方法

1.2.1　基因组 DNA的提取和 DNA池的构建　基因

组 DNA提取采用 CTAB 法
[ 10]
。用紫外分光光度计

分别在波长 260 nm 和 280 nm 处测所提取基因组

DNA 的 OD值 ,检测其纯度及浓度。用 TE 缓冲液

稀释 DNA 样品至约 50ng/μL ,备用 。F2群体中单

株 DNA 提取后 ,利用 BSA法
[ 11]
各取 5个全雌和弱

雌单株 DNA 等量混合 ,构建成全雌和弱雌 DNA 池

用于 SRAP 引物的多态性筛选 。

1.2.2 　PCR 反应体系　PCR反应体系含:10×

PCR buf fer 2μL 、M g
2 +
(25 mmol/ L)3μL 、 Taq

DNA 聚合酶(5 U/μL)1.0 U 、dNT Ps(10 mmol/ L)

0.2μL 、正反向引物 (17pmo l/L)各 0.3μL 、DNA

模板 80 ng , ddH2O 补足 20μL 。PCR扩增程序为:

94℃预变性 5 min;94℃变性 1 min ,33℃退火 1 min ,

72℃延伸 1min。5个循环;94℃变性 1 min , 50℃退

火 1 min , 72℃延伸 1min , 30 个循环;72℃延伸

5 min ,扩增产物于 4℃保存。扩增反应在 Biometro

RS232 PCR仪上进行 。所用预扩增和选择性扩增

引物序列见表 1。

表 1　扩增和选择性扩增引物序列

名称 正向引物 名称 反向引物

me1 TGAGTC CAA ACC GG ATA em1 GAC TGC GT A CGA AT T TGC

me2 TGAG TC C AA ACC GG AGC em2 GAC TGC GTA CGA A TT GCA

me3 TGAGTC CAA ACC GG ACC em3 GAC TGC GTA CGA A TT AGC

me4 TGAGT C CAA ACC GG T AG em4 GAC TGC G TA CGA AT T T AG

me5 T GAG TC C AA ACC GG TG T em5 GAC TGC GTA CGA A TT GGT

me6 TGAGTC CAA ACC GG TAA em6 GAC TGC GT A CGA AT T C TG

me7 TGAGTC CAA ACC GG TCC em7 GAC TGC GTA CGA A TT CGA

me8 TGAGTC CAA ACC GG TGC em8 GAC TGC GT A CGA AT T CC A

me9 TGAGTC CAA ACC GG GCT em9 GAC TGC G TA CGA AT T AAT

me10 TGA G TC CAA ACC GG A TG em10 GAC TGC GTA CGA A TT AAC

me11 TGA GTC CAA ACC GG ACA em11 GAC TGC G TA CGA AT T AT T

me12 TGA G TC C AA ACC GG AAG em12 GAC TGC G TA CGA AT T ATG

me13 TGA G TC CAA ACC GG GAT em13 GAC TGC GTA CGA A TT GAC

me14 TGA GTC CAA ACC GG GC T em14 GAC TGC G TA CGA AT T TGA

me15 TGA GTC CT T TC C GG TAA em15 GAC TGC GTA CGA A TT CAA

me16 TGA GTC CT T TCC GG TCC em16 GAC TGC GTA CGA A TT CAG

me17 TGA G TC CT T TCC GG TGC em17 GAC TGC G TA CGA AT T GAT

me18 TGA GTC CAA ACC GG C AT em18 GAC TGC G TA CGA AT T CCT

me19 TGA GTC CAA ACC GG TC T em19 CCAAAACC TAAA ACC AGG A

me20 TGA GTC GT A TCC GG TC T em20 GCG AGG ATG CTA CT G GT T

me21 TGA G TC G TA TCC GG AGT em21 G TT AG TATC AAGGT TAGAGT T

me22 TGA G TC G TA TCC GG T AG em22 GAC TGC GTA CGA A TT CA T

me23 T AAAC A A TG GCT AC TCAA G em23 CGC AAG ACC CAC C AC AA

me24 C TG G TG AA T GCC GCT CT em24 T TACC TTGGTC ATACAAC ATT

me25 TGA GTC CAA ACC GG AAA em25 AT A AGA ATC AGC AGA CGC AT

me26 TGA GTC CAA ACC GG AAC em26 ACG AGT TGC GGA AGT GG

me27 TGA G TC CAA ACC GG A TT em27 TT G AAC TGG C AG AAA GGG T

me28 TGA GTC CAA ACC GG ATC em28 GGC T TG AAC GAG TGA C TG A

me29 TGA GTC CAA ACC GG AC T em29 GT T ATG GGA AAT T AG GTG AG

me30 TGA GTC CAA ACC GG ACG

me31 TGA G TC C AA ACC GG AGA

me32 TGA G TC CAA ACC GG AGT

me33 TGA G TC C AA ACC GG AGG
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1.3　PCR扩增产物的聚丙烯酰胺凝胶电泳

1.3.1　聚丙烯酰胺凝胶电泳　SRAP-PCR扩增产

物电泳分析检测在北京君意东方电泳设备有限公司

生产的 JY600C电泳仪上进行。使用聚丙烯酰胺凝胶

电泳(40%PAGE 4 mL 、蒸馏水 14mL、10%TBE 2 mL 、

TEMED 20μL 、20%APS 200μL)分离 ,电泳缓冲液为

0.5×TBE。于 200 W功率下电泳 120min左右 ,使二

甲苯氰移动到胶板底部停止电泳。

1.3.2　银染检测　固定(10%乙醇溶液 , 0.5%乙酸

溶液)12 min ,蒸馏水漂洗 1min ,染色(0.133 3%Ag-

NO 3溶液)12min , 蒸馏水漂洗 5 s 左右 , 显色(1%

NaOH 溶液 ,0.5%甲醛溶液),至谱带清晰时停止显

色 ,蒸馏水漂洗 1 min ,固影(10%的乙醇溶液 ,0.5%

乙酸溶液)3 min ,在成像系统内拍照。

1.3.3　连锁性分析　利用 M APMAKER (Version

3.0)软件对 F2代分离群体单株的标记和性型表现数

据进行连锁分析[ 13] 。

2　结果与分析

2.1　西瓜叶片 DNA抽提结果

对以改良的 CTAB法提取的西瓜叶片 DNA 紫

外检测发现 ,大部分样品的 OD260/280值在 1.85 ～

2.0 ,质量浓度为 400ng/μL 左右 ,表明纯度和产量

较高 。从图 1可以看出 ,没有杂带和弥散 ,条带清晰

整齐 ,完全达到用于分析的要求。

泳道 1-7:不同单株基因组DNA;M:2000bp marker

图 1　西瓜基因组 DNA琼脂糖凝胶电泳结果

2.2　利用分离群体进行西瓜全雌性遗传规律分析

以全雌性母本 HC 和弱雌性父本 QC 杂交获得

F1代 。观察F 1代单株 ,均表现弱雌性 ,说明西瓜全雌

性对弱雌性为隐性。对 F2代共 114个单株进行性型

统计 ,统计时将全雌株和强雌株合并作为雌性株 ,统

计结果为雌性株 30 株 、弱雌性株 84 株。经 χ2 测

验 , F 2代雌性株与弱雌株分离比例完全符合 1∶3的

比例(P 值=0.104),以上结果可以说明 ,西瓜全雌

性状是由单隐性基因控制的质量性状。

2.3　SRAP 引物在亲本间的多态性

用 33条正向和 29条反向随机引物逐一组合成

的 957对引物对父母本进行 SRAP 扩增 , 957对引

物共扩增出 20 655条带 ,平均每对引物扩增出 21.6

条带 。筛选出在父本和母本间表现多态的标记共

36个。

2.4　SRAP 引物在全雌和弱雌 DNA 池间的多态性

用在父母本之间表现出多态性的 36 对引物组

合分别对由 5株 F2单株构建的全雌和弱雌基因池进

行 SRAP 扩增 ,筛选结果表明 ,在全雌和弱雌 DNA

池间表现多态的标记共 8个。

2.5　多态性标记在 F2代单株中的检测及连锁距离

的确定

利用上述具有多态性条带的 8对引物组合对 F 2

代单株进行 PCR验证 。结果发现 , 其中只有引物

me16-em20 与西瓜全雌性表型存在连锁关系 ,绝大

多数全雌株上扩增出一条约为 160 bp的特异条带 ,

在弱雌株上未出现 ,在弱雌株上扩增出一条约为 205

bp的特异条带 ,在全雌株上未出现 (图 2)。用 F 2代

单株对这对引物进行检测 ,共有全雌株 30 株 , 弱雌

株 84株。对于全雌株上出现的标记 ,检测表明全部

全雌单株中有 24株出现该标记 , 6株未见该标记。

弱雌株中 , 有 15 株出现该标记 , 69 株未出现该标

记。利用 M apmaker (Version 3.0)计算出标记与

全雌性位点的连锁距离为 18.4cM 。对于弱雌株上出

1-13:全雌性单株;14-26;弱雌性单株;M :500bp ladder。箭头指示特异带

图 2　me16-em20 引物组合扩增的聚丙烯酰胺凝胶电泳结果
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现的标记 ,检测表明全部全雌单株中有 3株出现该

标记 ,27株未见该标记 。弱雌株中 ,有 74株出现该

标记 ,10 株未出现该标记。利用 Mapmaker(Ver-

sion 3.0)计算出标记与全雌性位点的连锁距离为

11.4 cM , 连锁较为紧密 。

3　讨论

对植物性别的研究在国内外一直受到很大的关

注 ,但对西瓜全雌性状的研究相关报道较少。本研

究通过对西瓜全雌性状进行的遗传分析表明西瓜全

雌性状受一对隐性基因控制。此结论与 Jiang 等
[ 2]

报道的西瓜全雌性状受一对隐性核基因gy控制相

一致 。本研究中采用了 BSA 法进行分子标记筛选 ,

在引物筛选时 ,考虑到由于 F2代单株存在着姐妹染

色体的交换 ,同时在田间调查时可能出现人为误差 ,

选择 F2单株构建基因池时可能使基因池之间的目

标性状混杂 ,从而不能找出可以标记目标性状的引

物对 。先在父母本之间筛选 ,选择能表现父母本之

间多态性的引物进行下一步的 F2基因池筛选 ,这样

有效地提高了试验效率。本研究共利用 957对引物

进行筛选 ,结果只有 1对引物 me16-em20在西瓜全

雌株上扩增出特异条带。这是目前国内首次报道的

与西瓜全雌基因紧密连锁的分子标记 ,对全雌性状

在西瓜育种和制种中的应用 ,以及西瓜遗传图谱的

构建 、基因定位和克隆具有重要意义。

本试验的后续工作即将进行 ,通过进一步克隆

与测序 ,有望设计一个表现性别特异性的 PCR 引

物 ,从而建立一个操作简便 、表现稳定的 SCAR 标

记 ,为西瓜遗传图谱的构建以及基因定位和克隆奠

定基础。
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