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SRAP标记与形态学标记在西瓜DUS测试中的比较

刘丽娟1”，舒烈波1”，罗利军1”，陈海荣1
(1上海市农业生物基因中心，上海201106；2华中农业大学植物科学学院／作物遗传改良国家重点实验室．武汉430070)

摘要：以28个西瓜品种为研究对象，分别采用2l对SRAP引物标记和54个用于DUS测试的形态学标记对其进行遗传多

样性分析，其中SRAP引物在不同品种阅的多态信息含量(mc)在52．5％一89．2％之间，平均值为72．O％，计算得到的各材料

问相似系数在o．92至o．99之间，而形态学标记统计得到各材料间相关系数在O．50到o．85之间。采用UPGMA法对所有材

料进行聚类分析，SRAP分子标记聚类划分成4类，形态学标记将其划分为5类。对两种标记所得的结果进行相关性分析得出

两者的相关系数为0．218，表明形态学标记和SRAP标记在这些材料上表现的相关性不是很高，但在品种鉴定和区别上SRAP

标记表现出一定的优势，可以作为DUS测试的一种有益补充。
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Comparison of Morphological and SRAP Markers in

Watermelon(C／tru／／us lanatus)DUS Test
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(1 Shanghai Agrobiological Gene Center，Shanghai 201106；2 National Key Laboratory of Crop Genetic
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Abstract：The tests of distinctiveness，uniformity，and stability(DUS)are necessary steps for indentification

and authorizatian of new varieties．Twenty—one SRAP markers and 54 morphological traits for DUS tests were used

for diversity analysis of 28 watermelon(CitruUus lanatus)varieties．Average polymorphism information content

(P，C)of the SRAP markers was 0．72，ranging from 52．5％to 89．2％and the correlation coefficients of varieties

ranged from 0．92 to 0．99．The correlation coefficients ranged from 0．50．to 0．85 in the morphological traits test．

Cluster analysis of the banding patterns using UPGMA analysis separated the varieties into four(SRAP markers)

and five(morphological)groups．The correlation coefficient between two markers was 0．218．showing no signifi—

cance correlation．But the SRAP markers showed some advantages in varieties identification，which indicates to be

appropriate supplement for DUS test．
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西瓜(Citrullus lanatus)是我国重要的果品，其

果实汁多味甜、营养丰富，为盛夏季节消暑、解渴的

佳品⋯。近年来由于西瓜育种的进步，种质资源日

益丰富，为西瓜的品种创新奠定了坚实的基础，但同

时也对西瓜的遗传多样性鉴定和新品种测试与保护

工作提出了新的挑战。

要对西瓜新品种进行测试与保护就必须制定

DUS测试标准。DUS测试指的是特异性(Distinct—

ness)、一致性(Uniformity)和稳定性(Stability)。植

物新品种DUS测试是保证植物新品种授权客观、公

正和准确的基础，是检测授权品种有效的技术保障，

是查处植物品种假冒侵权案件的技术手段¨1。建

立和完善DUS测试技术体系，对于植物新品种知识

产权保护的健康和持续发展有着重要作用和现实意
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义。1999年，中国成为UPOV第39个成员国，植物

新品种保护条例正式在中国实施¨o。

传统的DUS测试技术体系以形态特征测试为

基础，包括标准统一的形态学特征或农艺性状的选

择、测试技术规程，以及基于这些性状的数据库。然

而形态学特征具有稳定性差、受环境影响大、耗费时

间长等缺点H1，基于基因组的DNA指纹图谱技术具

有简单、准确、多态性丰富等优点，可以区别表型上

难以区分的品种p1，目前已经有多种DNA标记技

术，比如随机序列扩增多态性(RAPD)[6-Tj、限制性

片段扩增多态性(AFLP)"引、微卫星标记

(SSR)¨m111等在品种鉴定、遗传多样性评价等方面

获得了广泛的应用，但很少有系统地将两者组合进

行对比分析。进行形态学和DNA分子标记的综合

分析有利于克服形态学标记的缺点，完善DUS测试

体系，可以保证植物新品种授权的客观、公正和快

速、准确，对于植物新品种知识产权保护的健康和持

续发展有着重要作用和现实意义¨。”1。

本文以DUS形态学特征测试技术为基础，结合

序列相关扩增多态性(SRAP)标记¨“，对28个不同

类型的西瓜品种的遗传关系进行比较分析，旨在为西

瓜种质资源鉴定和创新、分子标记辅助育种等提供科

学依据，为进一步完善DUS测试技术提供必要参考。

1材料与方法

1．1材料与试剂 供试的28个西瓜品种为中国农

业科学院蔬菜花卉研究所提供用于DUS测试用的标

准品种和测试品种，具体名称列于表1。其中，108B、

表1材料列表

Table 1 MateriaIs list

序号 品种名称 序号 品种名称

No． Variety No． Variety

1 都一号 15 黑蜜四倍体

2 蜜宅97·106 16 黑蜜2号

3 无权早31-1 17 卡红

4 信白91·2 18 An—ScarLet

5 早花26—2 19 108B

6 中育lO号 20 春红玉

7 郑州2000—1357 2l 早春红玉

8 郑杂5号 22 145A

9 黄皮带黄线 23 145B

lO 红一号 24 146A

1I 黄皮京欣一号 25 146B

12 sugar—lee 26 142A

13 Tomato—Seed 27 黑美人先系

14 长灰短蔓 28 日本短蔓

145A、145B、146A、146B和142A为测试品种，其余

为标准品种。

SRAP标记引物由上海生工生物工程技术公司

合成；dNTPs、Tag酶、MgCl2、10×Reaction Buffer购

于上海申能博彩生物技术有限公司。

1．2 SRAP测试

将供试材料的种子消毒后，置于培养皿中，先在

4℃冰箱放置2—3d，之后转入25。C培养箱中培养。

待幼苗长到3叶期时，剪取叶片，采用改良的CTAB

法提取DNA¨“。

引物设计参考Li等¨41的方法，引物序列如表2

所示。按照如下步骤进行PCR扩增，即在20p。l反应

体系中，模板DNA为50ng，Mg“浓度为2．0mmol／L，

dNTPs浓度为0．2mmol／L，引物浓度为1．0izmol／L，

Tag酶用量为1U。扩增程序为先94。C预变性5rain，

接着的5个循环按94℃变性lmin、35℃复性1min、

72。C延伸Imin的程序进行；之后的30个循环将复

性温度提高到51℃，其他的条件保持不变，最后

72。C延伸7min。扩增结束后将PCR产物940C变性

处理5min后在6％聚丙烯酰胺凝胶(含7mol／L尿

素)中以60W的恒定电功率电泳30—40min至指示

剂到达胶板底端，取出凝胶进行银染显色¨⋯。

表2实验所用SRAP引物组合

Table 2 Primer sequences used for SRAP analysis

!号 正向引物 Fomard primers 反向引物 Reverse primers
Nn —

l 5’TGAGTCCA从CCGGAAT-3’
2 5’TGA(玎℃CAAACCGGAAT一3’

3 5叮IGAGTCCAAACCGGACC．3
7

4 5’TGAGlrcCA从CCGG从G一3’

5 5’TGAG代CAAACCGGATG一3’

6 5’TTCAGGGTGGCCGGATG．3’

7 5’GGrGAACGCTCCGGAAG一3’

8 51℃AGTCCAAACCGGTAA．3’

9 5’7I'GAclrCCA从CCGGTCC一3
lO 5’TGAGTCCAAACCGGl℃C一3

l l 51’GAGTCCAAACCGGTGC一3

12 5’TGGGGACAACCCGGCTT一3

13 5 7TGACTCCAAACCCGATA．3

14 5’TGAGTCC从ACCGGAGC．3’

15 5“I℃AGTCCAAACCGGATG-3
7

16 5GGTGAACGCTcCGGAAG'-3’

17 51℃AI吕TCCAAACCGGGCT一3’

18 5’TIX；GGACA^CCCGGCrr一3’

19 5”rGAGlrcCA从CCGGK圯一3
20 51BAGlrcCA从CCGG^TG一3’

2l 51．GACTCCAAACCGGATG·3’

5’GACTGCGTACGAATrrGC．3
7

5’GACTGCGTACGAATrA7rG一3’

5，GACr(七G瓢CGAATI’I-GC一3 7

5’GACrc圯GTACGAA7rrATT-3’

5’GACrGCGTACGAATr从T-3’

5’GACTGOGTACG从TTAlrr一3’
5’GACTGCGTACGAATrATT·3’

5’GACrGCG7rACGA盯r从T一3’
5’GACTGCGTACG^ATr‘：GA一3

5’GACTGCGTACGAATrATT-3’

5’GACTGCImCGA^T兀℃C-3’
51℃TGGTCCGCAAATrrAG-3

7

51'CTGCTCCGC^^^1Tr^G一3’

5’GACTGCGrACGAATrATT-3’

57GACTGCGTACGAATTAAT·3’

5’GACTGCCTACG从TrCAA一3’
5’GACTGCGTACGAATrCGA-3’

5’GACTGCGTACGAA下I℃GA-3’

5’CAC眦GTACG^^T几’GC·3’
5’GACrc￡GTACGAArrr“T一3’

51℃TGGl℃CGCAAArrrAG-3’
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1．3形态学测试

将28份试验材料种植在上海市农业生物基因

中心试验基地。试验采用随机区组设计，重复3次，

表3 DUS测试性状调查表

株距为50cm，按照UPOV的西瓜DUS测试要求对

54个性状进行了测试(表3)。

Table 3 Morphological traits of watermelon varieties evaluated for DUS test

序号 性状 序号 性状 序号 性状

No．Trait No．Trait No．n“t

1 种子形状 19 真叶颜色 37 果实形状

； 种皮底色 20 真叶是否后绿 38 果实大小

3 种皮复色类型 2l 真叶斑点 39 果实脐部形状

4 种皮色斑分布 22 真叶缺刻程度 40 果脐大小

5 种子表面光滑度 23 真叶边缘波状 4l 果实蒂部形状

6 种脐斑 24 真叶叶柄长度 42 果蒂大小

7 子叶大小 25 第一雄花开放节位 43 果实表面霜

8 子叶绿色程度 26 雌花花蕾顶部形状 “ 果实表面平滑度

9 子叶是否后绿 27 第一雌花开放节位 45 果皮复色

lO 子叶是否斑点 28 ． 雌花花瓣大小(宽) 46 果皮复色花条

11 子叶脉凹陷 29 两性花 47 果实复色深浅

12 下胚轴高低(长度) 30 子房形状 48 果皮硬度

13 植株形态 3l 子房大小 49 果皮厚度

14 植株蔓上分枝 32 子房茸毛 50 果肉颜色

15 植株主蔓粗度 33 果实外皮颜色 5l 果肉硬度

16 植株长度 34 果实花纹 52 果肉纤维

17 真叶形状 35 果柄长度 53 果肉可溶性固形物

18 真叶大小(宽度) 36 果柄粗度 54 果肉酸味

1．4数据收集和分析方法

对于SRAP标记的条带数据，按扩增条带的有

无进行记录，有赋值为1，无赋值为O，得到原始数据

矩阵，对所有条带数据进行统计分析并按照如下公

式计算其多态信息含量(PIC)¨71：

PICi=1一∑巧巧

其中，P；，指的是标记i的第_『个带型出现的

频率。

同时为了能将形态学数据和SRAP标记数据进

行比较分析，将形态学数据划分为质量性状和数量

性状两大类，对于质量性状，按照性状的有无分别赋

值，有记为1，无记为0；对于数量性状而言，按照

UPOV的划分标准，参照Giancola等¨引的方法，转换

成二元数据矩阵。

采用NTSYS-PC 2．02软件，按Nei等[1州的方法

计算材料间遗传相似系数(Gs)。根据GS值按非加

权配对算术平均法(UPGMA)建立遗传相似系数聚

类图，并分别对两种标记计算出的遗传聚类结果进

行比较，获得其间遗传距离相关散点图并计算二者

的相似系数。

2结果与分析

2．1 SRAP扩增结果

图1为引物组合3对28个不同西瓜材料进行

PCR扩增所产生的基因组DNA指纹图谱。

采用2l对引物在所有28个供试材料中共获

得了474条清晰的条带，平均每个引物扩增的

DNA带数达到23条，在扩增出的条带中多态性条

带有413条，平均每条引物扩增出20条多态性条

带，不同引物扩增的多态比率分布于76％一92％

之间，平均多态性比例为87％(表4)。这些结果

表明，28个西瓜基因型之间遗传多态较高。扩增

中共检测到229个等位变异，引物等位位点数在

6一18之间，平均每个位点出现11个等位变异。

引物组合2l的等位位点数最多。检测到的引物

等位位点多态性信息含量P／C变幅为0．525—

0．892，平均P／C为0．720(表4)。说明该SRAP

标记多态性较丰富，鉴别品种的能力较强，可作为

一种辅助手段，用于西瓜的DUS测试中，进行西瓜

新品种鉴定与保护。
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图l 引物组合3的扩增结果

Fig．1 Amplification results of printer 3 in 28 watermelon cuitivars

箭头标示出部分多态性条带Arrows show polymorphic bands

表4引物扩增多态性统计

Table 4 Description for SRAP markers examined in the 28

watermelon cultiVial'S

2．2 SRAP扩增聚类分析

遗传相似系数大小表明了两个品种关系的亲

疏。本试验所用的21对SRAP引物可以将所有28

份西瓜材料中的26份都区分开来(材料Tomato—

Seed和sugarlee在所使用所有21对引物的扩增结

果都没有表现出明显多态性，不能被区别开)，各材

料间的遗传相似系数在0．92到0．99之间。根据遗

传相似系数构建的聚类图(图2)可以将所有材料大

致分为A、B、C和D 4组，A和D均只有2个材料，C

有3份材料，B组的材料最多，有21份。从图上我

们可以看出2对形态学上非常相似的DUS测试品

种145A、145B和146A、146B很好地被区分开来，同

时亦可将标准品种春红玉和早春红玉从分子水平上

区分开。

2．3形态学聚类分析

根据UPOV的标准将形态学聚类标准化后采用

NTSYS-PC 2．02计算不同材料间的遗传距离，发现

28份西瓜材料之间的遗传相似系数在0．50到0．85

之间，材料间的遗传差异比较显著，但有4份材料不

能通过表型区分开来，分别是春红玉、早春红玉以及

146B和142A。另外还有2对材料勉强被区分开，分

别是145A和145B以及146A和146B。

采用UPGMA法产生的聚类图(图3)清晰表

明，根据遗传距离的远近可以将所有材料大致分为

5组，与SRAP标记的结果略有不同，其中C、D和E

3组都仅有2份材料组成。A组材料稍多，有7份

(都一号、郑州2000．1357、信白91—2、早花26—2、中

育10号、郑杂5号和卡红)，最多的是B组，包含了

15份材料。
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1．00 0．98 0．96 0．94 0．92

Coefficient

图2 28个西瓜品种的SRAP分子标记遗传聚类图

Fig．2 Dendrogram depicting the classification of the 28 watermelon varieties constructed using

UPGMA based on SRAP markers

Coe伍cicnt

图3嬲个西瓜品种的54个DUS测试性状形态数据聚类图

Fig．3 Dendrogram of 28 watermelon cultivars based on 54 morphological traits of DUS test

2．4分子标记与形态学标记的相关性

比较形态学和SRAP聚类结果，发现两种标记

计算各品种间的遗传相似系数差别比较大(形态学

标记：0．50～0．85，SRAP标记：0．92—0．99)，并且

在聚类情况上也存在较大差异，如表型非常接近的

145A和145B在SRAP标记聚类中被聚到了不同的

小组里，但也存在着少数聚类结果比较接近的情况，

如早春红玉和春红玉以及黑蜜四倍体和黑蜜2号在

两种标记的聚类结果里面都被聚在了一个非常小的

范围内。将SRAP标记计算所得的28个品种间的

遗传相似系数与形态学标记计算所得的结果进行相

关性分析，计算所得两种标记结果的相关系数为

0．218(图4)，说明两种标记所表现的相关性不是很

显著。

3 讨论 ．

SRAP标记用于遗传多样性分析和品种鉴定方

面已有很多成功的例子Ⅲ．2l】。SRAP标记作为一种

比较新的分子标记类型，结合了RAPD标记和AFLP

标记的优点，具有操作简单、试验成本低、安全无毒、
万方数据
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Fig·4 Scatterplot of similarity coefficients between SRAP

markers and morphological traits

多态性丰富等特点，更适于生产实践中应用，对品种

的真伪及纯度鉴定效果较好¨4’2引。这些特点都在

本试验中得到了验证，并且可以将一些靠形态学观

察不能区分开来的品种很好地区别开来，而这些特

点正是进行植物DUS测试的一个基本要求，从这个

角度来说，SRAP标记具备作为DUS测试的补充手

段和技术的前提条件。

另外，本试验中形态学标记和SRAP分子聚类

结果差别很大，这说明不同的标记方法在遗传多样

性研究中存在差异。有可能是因为不同分子标记反

映的是基因组不同区域的遗传变异，而且每种标记

所分析的位点数目也不尽相同，所能鉴定出标记的

数量不同，导致材料间遗传距离发生变化，所以不同

标记方法的聚类结果有差别是可能的。在大豆、玉

米、大麦等作物的研究中形态学标记和分子标记甚

至不同分子标记也发现有结果不一致的情况口””1。

容易受环境影响是形态学性状的一个最大缺

点，加之杂交等育种手段的使用，并不能完全准确地

反映品种间关系，而SRAP分子标记是对基因组进

行扩增，消除了外界干扰因素，具有更高的稳定性和

可信性，二者结合起来更利于对植物新品种进行正

确鉴别和与标准品种进行对照分类，缩短DUS测试

工作的时间。
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