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桃花粉育性与花药颜色的关系及其 SSR分子标记

曹　珂 ,王思倩 ,朱更瑞 ,方伟超 ,陈昌文 ,王力荣
(中国农业科学院郑州果树研究所 ,郑州 450009)

　　摘要 :以李属桃亚属的 637份桃品种种质和栽培种瑞光 19 ×Summergrand杂交的 138株 F1群体为试材 ,对桃花粉育性与

花药颜色的关系及其 SSR分子标记进行研究。结果表明 :在所有品种中 ,橘红花药最多 ,占总份数的 9112% ,其中绝大部分花

粉可育 ;橘黄和黄色花药的种质数量次之 ;白色和浅褐花药的种质最少 ,且均表现为花粉不稔 ;整体表现为红色和黄色花药与

花粉可育具有较强的正相关性。本试验从 122对 SSR引物中筛选出 2对与花粉育性性状连锁的标记 CPDCT013和 CP2
SCT012,根据这 2个标记参考整合参考图谱的位置 ,将控制花粉育性的基因定位在桃第 6条染色体上端。对已经报道的 2个

桃花粉育性标记 CPPCT004和 NNJ2I以及第 6条连锁群的其他 SSR位点在花粉育性不同的 24个品种上验证 ,结果表明只有

UDP96 - 001 (125bp)可以用于桃花粉育性的分子标记辅助育种。
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Study on Relationship Between Pollen Fertility and Anther Color and Its
SSR Marker Screen ing in Peach
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( Zhengzhou Fru it R esearch Institu te, Chinese A cadem y of A griculture Sciences, Zhengzhou 450009 )

　　Abstract: 637 peach cultivars and 138 F1 hybrid seedlings derived from the cross of Ruiguang 19 and Sum2

mergrand ( Prunus persica (L. ) Batsch. ) were used to investigate the relationship between anther color and pollen

fertility, and screen the SSR markers linked to the pollen fertility. 9112% of all cultivars were jacinth anthor, and the

most of them had fertile pollen; the number of cultivars with orange and yellow anther took the second p lace, culti2
vars with white and sandy beige anthor with sterile pollen were the fewest. Positive correlation was found between

red and yellow anther color and pollen fertility. 122 SSR s located at Prunus reference genetic map were screened u2
sing bulked segregant analysis(BSA) , and two SSR markers, CPDCT013 and CPSCT012, were found to be linked to

fertile / sterile character. Pollen fertility gene was located on the group 6 ( chromosome 6) according to the location of

two marker in the reference map. CPPCT004 and NNJ2I, the pollen fertility markers in peach which reported in other

papers together with whole SSR s in group 6, were also screened in 24 cultivars with different pollen fertility. The re2
sults showed that UDP96 - 001 had a higher accuracy when be used for selecting fertile pollen cultivar.
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　　桃花粉育性由一对单基因 Ps/p s控制 ,可育

( Ps)对不育 (p s)为完全显性 [ 1 ]。花粉不稔 ,一般需

配置授粉品种才能结实 ,因此选择花粉可育的品种

是保证果实产量的一个重要指标。利用植物学性状

的相关性可以对种质进行鉴定 ,马瑞娟等 [ 2 ]对南

京桃资源圃保存的 507份种质的花粉育性进行

调查 , 8714 %的品种花粉可育 ,同时对花粉育性

和果实类型、花型和雌蕊高度的性状的关系进行

了分析。D irlewanger等 [ 3 ]认为花粉育性与花药

颜色具有一定的相关性 ,橙色的花药是可育的 ,
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而无色的花药则是不稔的。随着分子生物学的

发展 ,利用分子标记技术筛选与桃花粉育性紧密

连锁的分子标记 ,从而对品种或实生单株的花粉

育性进行早期判定是加快育种进程、保证果实产

量的重要手段。

王成等 [ 4 ]利用重阳红 (花粉不育 ) ×大久保

(花粉可育 )的 52株 F1群体为试材 ,用 RA PD

( Random Amp lified Po lymorphic DNA )方法 ,获得

了一个与桃花粉可育 /不育连锁距离为 518 cM的

RA PD标记 ,并将它转换为 SCAR ( Sequence Char2
acterized Amp lified Region)标记。俞明亮等 [ 5 ]根

据拟南芥雄性不育序列标记设计引物 ,扩增出两

个片段 NNJ2I ( 600 bp )和 NNJ2I ( 900 bp ) ,其与

桃的花粉不育性状之间的遗传距离为 0 cM。D ir2
lewanger等 [ 3 ]采用 SSR ( Simp le Sequence Repeat)

和 A FLP ( Amp lified Fragm ent Length Polymor2
phism )标记将花粉育性标记定位在第 6条染色

体的顶端 ,连锁距离最近的 SSR 标记为 CP2
PCT004 ,连锁距离为 917 cM。

虽然目前国内外对花粉育性的鉴定方法和分子

标记有了一定的研究 ,但对这些鉴定方法和分子标

记的应用报道较少。本研究首先利用国家桃资源圃

(郑州 )中保存的李属桃亚属内 5个种 (即光核桃

( P runus m ira)、甘肃桃 ( P. kansunesis)、山桃 ( P. da2
vid iana)、新疆桃 ( P. ferganensis)和普通桃 ( P. persi2
ca)等 ) 637份种质的花粉育性和花药颜色的关系进

行了分析 ;同时以瑞光 19 [ P runus persica ( L. )

Batsch. Ruiguang19 ] ×Summergrand [ P runus persica

(L. ) Batsch. Summergrand ]杂交的 138株 F1为试

材 ,用 SSR分析 ,筛选花粉育性标记并定位花粉育

性基因 ,同时对其他文献中报道的花粉育性标记进

行了验证。本研究可为花粉可育桃品种的早期辅助

选择提供理论基础。

1　材料与方法

111　试验材料

637份桃种质取自中国农业科学院郑州果树研

究所国家果树种质桃圃 ,用于分析花药颜色和花粉

育性的关系。利用 138株瑞光 19 (花粉可育 ) ×

Summergrand (花粉可育 )的后代个体构建了 F1分离

群体 ,供筛选分子标记。验证分子标记准确性的品

种名和性状列表如下 :

表 1　验证分子标记所用的桃品种

Table 1　The cultivars used to test exactitude of SSR marker

序号

No.

品种名

Variety

花药颜色

Anther color

花粉育性

Pollen fertility

序号

No.

品种名

Variety

花药颜色

Anther color

花粉育性

Pollen fertility

1 西野 白 不稔 13 仓方早生 橘红 不稔

2 霞晖 1号 白 不稔 14 安农水蜜 橘红 不稔

3 橙艳 白 不稔 15 GF677 黄 可育

4 深州水蜜 浅褐 不稔 16 洒红桃 黄 可育

5 五月鲜 浅褐 不稔 17 双丰 橘黄 可育

6 六月白 浅褐 不稔 18 礼泉 54 橘黄 可育

7 青毛子白花 黄 不稔 19 阳桃 橘黄 可育

8 金花露 黄 不稔 20 白凤 橘红 可育

9 郑黄 2号 黄 不稔 21 大久保 橘红 可育

10 川中岛白桃 橘黄 不稔 22 天津水蜜 橘红 可育

11 冈山白 橘黄 不稔 23 瑞光 19 橘红 可育

12 上海水蜜 橘黄 不稔 24 Summergrand 橘红 可育

112　花粉育性和花药颜色调查

2008、2009年春当资源圃内各品种和杂交群体

单株处于盛花期时 ,采花药置于试验室内稳定光源

下拍照 ,判定花药颜色 ,本试验中将花药颜色分为

白、浅褐、黄、橘黄和橘红 5类。花粉育性判定参照

王力荣等 [ 6 ]的方法 ,采用手指捻并辅助花粉萌发试

验进行。

113　SSR分子标记筛选

2009年春 ,采用 CTAB方法从幼嫩叶片组织中

提取总 DNA。所用的 122对 SSR引物序列引自 Ge2
nome database for rosaceae公布的李属遗传整合参考

图谱 ( http: / /www. rosaceae. org / cgi2bin /gdr/ cmap /

818
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map_set_info) ,由上海捷瑞生物工程有限公司合成。

反应体系及产物电泳参照曹珂等 [ 7 ]的方法。采用

BSA法 ,选取 F1群体中花粉可育和花粉不稔各 5株

的花粉构建花粉可育和不稔基因池。首先用 122对

引物对亲本及混合基因池进行筛选 ,得到亲本无差

异、但混合池有差异的引物 ;然后再用该引物对所有

138个单株和亲本扩增检测。

114　分子标记的连锁分析

根据 SSR标记在后代群体中的分离规律 ,将有

带的亲本及有带的后代在该位点为杂合 ,记为 1;无

带的亲本及无带的后代在该位点为隐性纯合 ,记为

0。模糊不清或缺失的记为 - 。花粉可育的记为 1,

花粉不稔的记为 0。进行标记连锁分析时 ,根据

Mapmaker要求选用 F2自交分析模型构建连锁群 ,

LOD值最小为 310,最大遗传距离为 30cM (Centimo2
rgan) ;根据 Kosambi函数 ,将重组率转换成图距单

位 ;最后 ,将各标记间的遗传距离输入 Mapchart

210,绘制连锁图谱 [ 7 ]。

115　其他花粉育性分子标记的验证

利用本试验获得的花粉育性分子标记和其他报

道标记对 24个桃品种进行扩增 ,当用与目标性状紧

密连锁的分子标记对品种进行电泳时 ,其谱带的有

无应与性状表现一致 ,即在本试验中 ,受显性基因控

制的花粉可育品种应该有扩增条带 ,而花粉不稔品

种无扩增条带。

2　结果与分析

211　桃花粉育性的遗传规律

亲本瑞光 19和 Summergrand均为花粉可育 ,

138株 F1中花粉可育和花粉不稔呈现分离 ,其中花

粉可育株 105,花粉不稔 33株 ,卡方测验 X02 =

01087 < X0 10 52 ,符合 3∶1,表明 Ps基因为独立遗传 ,

可育对不稔呈显性。

212　桃花粉育性与花药颜色的关系

对资源圃中保存的 637份种质的花药颜色和花

粉育性进行分类描述和统计 ,其中 ,花药橘红的最

多 ,共 581份 ,占总份数的 9112% ,其次为橘黄花药

21份 ,黄色花药 18份 ,白色花药 9份 ,最少为浅褐

花药 ,占总份数的 113% (表 2)。

在 581份橘红色花药的种质中 , 557份种质表

现为花粉可育 , 24份不稔 ,即花粉不稔率为 411% ;

橘黄花药种质中 ,可育 5份 ,不稔 16份 ,即 7612%

的花粉不稔 ;黄色花药中 7212%的花粉可育 ,

2718%的花粉不稔 ;而 17份浅褐花药和白色花药的

种质花粉全部不稔 (表 2)。因此在 598份橘红色、

浅褐和白色花药种质中 ,符合红色花药的花粉可育

而无色 (或浅褐 )花药的花粉不稔的种质有 574份 ,

即根据花药颜色判断花粉育性的正确率可达

9610% ,而对于花药颜色为黄色和橘黄的品种需要

通过花粉发芽试验来判定其花粉育性。
表 2　637份桃种质的花粉育性和花药颜色统计

Table 2　Sta tistics of pollen fertility and an ther color in 637 peach cultivars

花药颜色

Anther color

品种数量

No. of variety

该类型占总数量

的百分比 ( % )

Rate

花粉育性

Pollen

fertility

品种数量

No. of

variety

品种

Variety

白 9 114 不稔 9 传十郎、西野、龙华水蜜、晚白蜜、丰白、银花露、黄肉 6号、橙艳、霞晖 1号

浅褐 8 113 不稔 8 接土白、酸桃、深州水蜜、五月鲜、六月白、鸡嘴白、云南观赏桃、肉蟠桃

黄 18 218 不稔 5 秋香、金花露、青毛子白花、郑黄 2号、江村 5号

可育 13 白单瓣、寿白、鸳鸯垂枝、白离胡、白核桃、白重瓣垂枝、卡洛红、白花山

桃、GF677、碧桃、洒红桃、西康扁桃、白单瓣垂枝

橘黄 21 313 不稔 16 大团蜜露、S9、川中岛白桃、新白花、砂子早生、北农 2号、长岭早玉露、

浅间白桃、冈山白、上海水蜜、白花、临城桃、晚蟠桃、49 - 32、玛拉

米、8903

可育 5 礼泉 54号、寿粉、阳桃、双丰、D2R32T158

橘红 581 9112 不稔 24 宣城甜桃、宝露、西尾 Gold、阿布白桃、早凤王、沙红桃、东云水蜜、光义

五月桃、冈山早生、实生 3号、安农水蜜、源东白桃、未央 2号、松森、朝

晖、冈山 3号、割谷、贵州水蜜、二接白、郑黄 4号、新疆蟠桃 (无花粉 )、

仓方早生、冈山 11号、红玫 2号

可育 557 白凤、天津水蜜、大久保、丰黄、早露蟠桃、曙光、满天红、红花山桃、帚形

山桃、陕甘山桃、红根甘肃桃等 557份

918
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　　将 5种花药颜色中的白、浅褐和橘红看做红色

逐渐加深 ,而将橘红、橘黄和黄看做红色逐渐减

弱、黄色逐渐加深 ,进而分析花药颜色与花粉育性

的关系 ,推论如下 :当花药中的颜色由白、浅褐加

深至橘红时 ,可育花粉种质的比例迅速增加 ;而当

花药中红色减弱时 ,即由橘红到橘黄时 ,可育花粉种

质的比例又呈下降趋势 ,即花药的红色与花粉育性

呈正相关。而当花药中黄色增加时 ,即花药颜色由

橘黄到黄色 ,虽然红色仍在减弱 ,但可育花粉种质的

比例又重新增加 (图 1)。

图 1　花粉育性和花药颜色的关系

F ig11　Rela tion sh ip between percen t of var ieties w ith fertile pollen and an ther color

213　桃花粉可育 /不育性状的 SSR标记筛选

通过植物学特性的相关进行花粉育性的判定虽

然准确度较高 ,但对树龄仍有一定的要求。随着分

子标记的出现 ,使在幼苗期开展花粉育性的早期筛

选成为可能。

研究选用 122对 SSR引物 ,首先对亲本和混

合池 进 行 筛 选 , 有 2 对 引 物 ( CPDCT013 和

CPSCT012)在父、母本间扩增无差异 ,而在混合池

间扩增有差异 ,即花粉可育池有带 ,花粉不稔池无

带。继而利用 CPDCT013和 CPSCT012对 138株

后代进行扩增 ,如图 2, CPDCT013表现为显性标

记 ,在群体中扩增 94个单株有带 , 44个单株无带 ,

卡方测验 X02 = 31487 < X0 10 52 = 3184,即分离比例

符合 3∶1;而 CPSCT012表现为共显性标记 ,在群

体中扩增 , 29个单株扩增出 1条长片段带 , 82个

单株扩增出双带 , 27个单株扩增出 1条短片段带 ,

卡方测验 X02 = 41956 < X0 10 52 = 5199,即 3种带型

分离符合 1∶2∶1。

图 2　CPDCT013( A)和 CPSCT012( B)对亲本及 20株后代的扩增电泳图

F ig12　Electrophoresis results of am plif ica tion products from pr im er CPDCT013( A)

and CPSCT012( B) on paren ts and seedlings

P1: Summergrand; P2: Ruiguang19; arrow showed the diffenent band

214　桃花粉育性连锁 SSR标记的遗传距离及定位

将调查所得的花粉育性数据与 CPSCT012、CP2
DCT013扩增结果一起输入 Mapmaker310分析软

件 ,进行花粉育性基因与该 SSR标记的连锁分析 ,

结果表明 :控制花粉育性的基因位点与标记 CP2
DCT013的连锁距离为 1819cM , CPSCT012与花粉育

性位点的连锁距离为 3918cM (图 3 )。根据 CP2
DCT013和 CSCT012位于李属整合参考图谱的第 6

条连锁群上 ,且由于目前分子图谱和染色体已经对

应 ,因此本试验将花粉育性的基因定位在第 6条染

色体上端。

215　桃花粉育性分子标记的验证

如图 3所示 ,在整合参考图谱第 6条连锁群上 ,

与花粉育性标记较近的 SSR引物为 PS7a2 ( 710)、

CPPCT008 (817)和 UDP962001 ( 1715) ,虽然它们在

瑞光 19 ×summergrand群体中无扩增条带或扩增

028
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图 3　SSR标记在瑞光 19 ×summ ergrand( R×

S)第 6连锁群顶端上的位置与李属整合参考

图谱及 Ferja lou Ja lousia ×Fan ta sia( J×F)

图谱的同线性分析

F ig13　A lignm en t of the hom ologous fragm en ts a t the

top of linkage group 6 from the Ru iguang 19 ×

summ ergrand and the Prunus b in maps

条带无差异 ,但其是否可用来判定其他品种花粉育

性 ,尚不可知。因此 ,利用这些 SSR引物和本试验

获得的标记 CPDCT013以及其他文献报道的连锁标

记如 CPPCT004[ 3 ]对花粉育性不同的 24个桃品种进

行扩增 ,以验证其判定花粉育性效率的准确性 ,扩增

结果见表 3。

扩增结果表明 , PS7a2在 24个桃品种间均无扩

增条带 ,可能与其来源于樱桃基因组有关 ( http: / /

www. bioinfo. wsu. edu /cgi2bin /gdr/gdr _marker. cgi?

MName_Result = PS7a2)。NNJ2I和 CPPCT008虽然

表 3　不同 SSR引物对桃花粉育性不同品种的验证

Table 3　The test of exactitude used SSR marker

所用引物来源

Primer origin

引物名称

Primer name

扩增结果

Amp lification

result

参考文献

Reference

其他研究中报道的花

粉育性标记

CPPCT004

NNJ2I

有差异

无差异

[ 3 ]

[ 5 ]

本试验获得的标记 CPDCT013

PS7a2

有差异

无扩增条带

—

[ 7 ]

整合参考图谱上第 6

条连锁群花粉育性基

因近旁的位点

CPPCT008

UDP962001

无差异

有差异

[ 7 ]

[ 7 ]

有扩增条带 ,但条带间无差异。CPPCT004、CP2
DCT013和 UDP962001的电泳谱带如图 4,其中 CP2
PCT004为显性带型 ,在品种 1～14 (花粉不稔 )中有

8个扩增出条带 ,而品种 15～24 (花粉可育 )中有 7

个无扩增条带 ,扩增带的有无与性状的误差率为

6215%。CPDCT013为共显性扩增带型 ,在花粉不

稔品种中有 12个有扩增条带 ,而在花粉可育品种中

有 4个无扩增条带 ,扩增带的有无与性状的误差率

为 6617%。UDP962001在不同品种间扩增存在着

多个等位位点 ,范围在 105～140bp之间。其中瑞光

19有 2条扩增条带 , 135bp条带在所有品种均有扩

增 , 125bp条带虽然在本试验中所用的杂交 F1群体

的亲本间无差异 ,且在后代中也无差异 ,但在 14个

花粉不稔品种中的 4个上有扩增 ,而在 10个花粉可

育品种中只有 2个无扩增 ,即用该扩增带鉴定品种

花粉育性的准确率高达 75%。

图 4　CPPCT004、CPDCT013和 UD P96 - 001对 24个桃品种的扩增电泳图

F ig14　Electrophoresis results of 24 peach cultivars am plif ied by pr im er CPPCT004、CPDCT013 and UD P962001

3　讨论
311　花粉育性与花药颜色的关系

　　本试验研究表明花药颜色与花粉育性具有一定

的相关性 ,因此在判定白色、浅褐和橘红花药的花粉

育性正确率为 9610% ,这高于利用一个与花粉育性

连锁距离大于 2cM的分子标记进行品种花粉育性

鉴定的准确率 ;但在根据花药颜色判定橘黄和黄色
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花药种质的花粉育性时 ,准确率较低。

花药颜色不仅可以作为花粉育性的一个判定指

标 ,同时对于揭示花粉发育生理具有一定意义。对

于花粉不稔的原因 ,一些研究认为花粉育性与

Ca
2 + [ 8 ]和脯氨酸含量 [ 9211 ]关系密切 ,由于脯氨酸是

一种重要的渗透调节物质 ,而使花药显色的花色素

苷、类胡萝卜素等类黄酮物质是否也做为一种渗透

调节物影响花粉育性或受其影响 ,有待研究。

312　花粉育性的分子标记

本试验利用 122对 SSR引物对不同花粉育性

混合池进行筛选 ,获得与花粉育性最近的分子标记

为 CPDCT013,连锁距离 1819cM ,大于质量性状分子

标记辅助育种要求的低于 5cM的标准。其原因可

能如下 : (1)一些已经报道的标记在本群体中没有

获得结果。如 D irlewanger等 [ 3 ]将花粉育性的基因

定位在 J ×F图谱的第 6连锁群上 ,与之最近的标记

为 CPPCT004 ( 917cM ) ,然而在本试验中 CPPCT004

在混合池间扩增却没有差异。通过检索李属整合参

考图谱发现 , CPPCT004位于第 1和 5连锁群上 ,可

能在 D irlewanger等 [ 3 ]的研究中该位点发生了交换

才导致其位于第 6连锁群。因此 ,在本试验中 , CP2
PCT004与位于第 6连锁群上的花粉育性位点不连

锁 ,这与参考图谱的结论是一致的。 ( 2)第 6连锁

群 SSR位点少。分析李属整合参考图谱的所有 8

条连锁群上的 SSR位点可以看出 ,第 2条连锁上定

位的 SSR位点最密 ,位点间距 316cM;而第 6条连锁

群上定位的 SSR位点最少 ,位点间距 710cM ,这可能

是本试验难以获得与花粉育性基因连锁距离较近的

SSR标记的原因。

因此 ,在今后的研究中 ,可以采用其他多态性高

的标记方法如 AFLP、SRAP ( Sequence Related Amp li2
fied Polymorphism)等以降低标记的连锁距离 ,提高

应用价值。

313　花粉育性分子标记在品种上的验证

由于试验获得的花粉育性分子标记与控制花粉

育性的基因位点距离较远 ,试验对其他的花粉育性

标记 CPPCT004和 NNJ2I进行了验证。然而 ,这两

个标记均不能准确的对试验中采用的桃品种进行花

粉育性的判定。试验同时对位于参考图谱上花粉育

性位点附近的 SSR位点进行了反复筛选 ,虽然

UDP962001 (125bp)在群体中进行扩增时没有差异 ,

但在判定不同品种的花粉育性时准确性较高 ,其他

标记准确性差。因此 ,要筛选一个实用的分子标记 ,

并不能仅仅利用杂交群体来筛选 ,在不同品种上对

标记进行验证也是至关重要的。
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