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甜瓜属种问杂交线粒体DNA的遗传分析

魏跃1”，赵桂华1，杨鹤同1，陈劲枫2
(‘江苏农林职业技术学院，镇江212400；2南京农业大学／南方蔬菜遗传改良重点开放实验室，南京210095)

摘要：为探讨甜瓜属种间杂交线粒体DNA的遗传规律，对甜瓜属人工杂交合成的异源四倍体S，代新种(Cucumis hytivus

Chen and Kirkbride．)及其杂交母本甜瓜属野生种(Cucumis hystrix Chakr．)和父本黄瓜栽培种北京截头(Cucumis sativus L．)的

线粒体中apocytochrome b(cob)，NADH dehydrogenase subunit l(had 1)，NADH dehydrogenase subunit 7(had 7)基因序列片断进

行了测序与分析。结果显示3个种长度为909 bp cob、943 bp had l和880 bp nad 7基因片断序列中分别存在着相应的l、7和

17个多态性核苷酸位点。其中新种与父本北京截头相同而与母本野生种不同的多态性碱基位点分别有1、6和14个，nnd 1和

had 7中分别只有1和3个多态性住点与双亲不相同。结果表明，甜瓜属hystrix与sativus种间杂交后代线粒体DNA的多态性

碱基位点主要来源于父本而不是母本，线粒体DNA主要表现为父系遗传。
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Inheritance Analysis of Mitochondrial(mt)DNA

in the Interspecific Crossing of Genus Cucumis
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Abstract：To investigate the inheritance of the mitochondrial(mt)DNA in the interspecific crossing of Genus

Cucumis，fragments of the cob，nad 1，nad 7 mt gene were amplified and sequenced from S5 progenies of allotetra—

ploid species(Cucumis hytivus Chen and Kirkbride．)，cultivated cucumber‘BeijingJietou’(C．sativus L．)the pa—

ternal parents and the wild Cucumis species(C．hystrix Chakr．)the maternal parents，respectively．One，seven and

seventeen polymorphic loci’s in the corresponding 909 bp cob．943 bp nad 1 and 880 bp nad 7 gene among three

Cucumis species were detected，respectively．Among them，one，six and fourteen polymorphic loci’S in the mt gene

of allotetraploid were revealed to be identical as the cultivated cucumber，the paternal parents，but different from the

wild species，the maternal parents；the rest one and three polymorphie loci’s were found to be different from both

parents．This result demonstrated that polymorphic loci’s in the mt DNA of S5 allotetraploid，the hybrid progeny，

were dominantly transmitted from paternal parents but not maternal parents in the hystrix x sativus interspeeific

crossing，and the mt DNA was dominantly paternal transmission．

Key words：Genus Cucumis；Interspecific crossing；Mitoehondrion；Polymorphic locus；Paternal inheritance

线粒体是真核细胞内的重要细胞器，与细胞的能

量生成、脂肪酸及某些活性蛋白质的合成有密切的关

系。相关研究还表明，植物细胞线粒体的遗传也与细

胞质雄性不育、远缘杂交中的不亲和性、抗病性基因

等⋯性状遗传有关，此外在基因转移、物种亲缘关系

分析、系统进化和生物分类等研究中线粒体也常常作

为重要的分子标记‘2引。开展线粒体遗传规律研究，

无论在基础理论或是生产应用上均具有重要意义。
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葫芦科(Cucurbita)是世界重要的食用植物科之

一，其包括了许多重要的蔬菜作物如黄瓜、甜瓜、南瓜

和西瓜等H1。关于葫芦科中不同属植物线粒体的遗

传方式已有一些研究报道，如Matsuura”1和Havey【6】

分别采用RFLP技术证实了甜瓜属中的黄瓜(Cucu．

mis sativus L．)线粒体表现为父系遗传，Havey等。刊也

研究证实甜瓜属中的甜瓜(c．melo L．)线粒体表现为

父系遗传，而南瓜属中的西葫芦(Cucurbita pepo L．)

和西瓜属中的西瓜(Citrullus lanatus[Thunb]Matsam

and Nakai．)线粒体则和绝大多数被子植物一样表现

为母系遗传哺41。葫芦科甜瓜属植物线粒体DNA表

现为父系遗传方式，这在被子植物中是少有的，目前

只有少数植物如山羊草‘10】、油菜‘¨1、黄瓜阻引、甜

瓜¨1报道为父系遗传，而有关甜瓜属不同种间杂交

线粒体的遗传规律，至今尚无研究报道。陈劲枫

等¨。”1以甜瓜属野生种(Cucumis hystrix Chakr．，2n

=24)为母本，以黄瓜栽培品种‘北京截头’(Cucu—

mis sativus L．，2n=14)为父本进行种间远缘杂交，

再通过胚拯救和体细胞无性系变异染色体加倍，获

得了人工合成的甜瓜属异源四倍体新种(Cucumis

hytivus Chen and Kirkbride．，2n=38)。该新种的合

成对将野生种的优良基因导入栽培黄瓜中具有重要

的意义，同时也为研究甜瓜属种间杂交线粒体DNA

遗传方式提供了良好材料。本研究参考前人研究方

法¨’”‘1“，通过测序、比较分析异缘四倍体新种及其

杂交父本黄瓜栽培种北京截头和母本野生种线粒体

基因序列片段中的多态性位点，以探明甜瓜属^筘．

trix×sativus种间杂交线粒体DNA的遗传方式。该

项研究有助于更深入了解甜瓜属植物独特的线粒体

遗传机制，并对甜瓜属种间杂交育种实践中正确选

择父母本提供理论参考依据。

1材料与方法

1．1材料

以南京农业大学黄瓜课题组提供的栽培黄瓜品

种北京截头(Cucumis sativus L．，2n=14，CC)、甜瓜

属野生种(Cucumis hystrix Chakr．，2n=24，HH)和它

们的杂交后代异源四倍体新种(Cucumis hytwus

Chen and Kirkbride．，2n=38，HHCC)为试验材料，

其中异源四倍体新种为S。经过5代连续自交形成

的S，，S。为以甜瓜属野生种为母本、‘北京截头’为

父本进行远缘杂交，再通过胚拯救和体细胞无性系

变异染色体加倍而形成¨2d31。种子经浸种消毒后

播种于灭菌基质，幼苗4—5片真叶时3个种均分别

随机取5株幼苗的嫩叶进行DNA提取。PMDl9一T

载体、Taq酶均为TaKaRa公司产品，大肠杆菌TOPm

为本实验室保存。’

1．2 方法

甜瓜属3个种基因组DNA提取均采用CTAB

法Ⅲ1。根据NCBI公布的黄瓜栽培品种‘Calypso’

线粒体NADH dehydrogenase subunu 1(nad 1)基因

(GenBank登陆号：FJ007641)序列设计一对上下游

引物，上游引物NadlS：5’．’I-I'cTrATTGTGCGCcTT—

GTGA-3’，下游引物N“lA：5’一GGGGCTATCC’IYI'G—

TACTAAGT-3 7，分别以上述3个种DNA为模板，

PCR扩增反应条件为：94。C 3rain；94℃30s。55．4。C

30s，72℃1．5min，35个循环；72℃lOmin，40C保存。

同样根据NCBI公布的线粒体apocytochrome b(cob)

基因(GenBank登陆号：AF288044)序列设计一对上

下游引物，上游引物cobS：5 7一GATTCTCTCTTCTTA—

AACAA-3’，下游引物cobA：5’一CCAAGAGACATATA．

AAAACTG-3’，PCR扩增反应中的退火温度设为

51℃，其余同上。根据线粒体NADH dehydrogenase

subunit 7(nad 7)(GenBank登陆号：FJ007643)序列

设计一对上下游引物，上游引物Nad7S：5’一AT．

GAATGATcGAGGA’I-I'cAAG．3’，下游弓I物Nad7A：

5’-GCAGATCTTGTGCCACTCCA一3’，退火温度设为

52℃，其余同上。

回收的目的片段连接到PMDl9一T载体上，连接

产物转化感受态大肠杆菌TOP⋯进行蓝白斑筛选，

挑取白斑接种于1ml LB(含lOOmg／L氨苄青霉素)

液体培养基中，温度37℃振荡频率150r／rain培养过

夜。在相同条件下进行PCR扩增，琼脂糖凝胶电泳

检测插入片段的大小。序列测定由上海英骏生物技

术有限公司完成，DNAMAN软件进行多序列比对及

同源性分析。

2结果与分析

以北京截头、野生种、异源四倍体新种的全基因

组DNA为模板，分别以上述3对引物进行PCR扩

增都得到相应长度的片段，将片段测序结果在NCBI

网站进行Blast分析，都与GenBank中黄瓜相对应的

线粒体基因序列相似程度最高，均达到99％，因此

可以确定获得的片段均为目的片段。利用DNA-

MAN软件对3个种nadl的碱基序列进行比对(图

1)，对其中的多态性位点(3个种同一位点上的碱基

类型不完全相同)及其碱基类型进行统计分析，结

果如图1和表1所示。
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根据图l和表1所示结果，甜瓜属3个种的nad

1基因片断序列长度都为951 bp，有7个多态性位

点占碱基总数比率为0．74％，全部分布在内含子

中，且都为碱基替代类型。7个多态性位点中有6

个位点碱基新种与父本北京截头相同而与母本野生

种不同，占多态位点总数的85．7％；另1个第772

位多态性位点c碱基与双亲的T都不同，占多态位

点总数14．3％。

3个种的cob基因片断序列长度都为909 bp，其

中只有第353位1个多态性位点存在，占碱基总数

比率为0．11％，该位点新种与父本北京截头碱基都

为A，不同于母本野生种的C(图2、表1)。

3个种的nad 7基因片断序列长度为879—880

bp，其中北京截头和甜瓜属野生种均为880 bp，新种

为879 bp，有17个多态性位点存在，占碱基总数比

率为1．93％，且都分布在内含子中。其中新种有14

个多态性位点与父本相同而与母本不同，占多态位

点总数的82．4％；余下3个多态性位点与双亲都不

同，占多态位点总数的17．6％，其中第210位点为

碱基缺失类型，而第203、330位点为碱基替换类型

(图3、表1)。

新种与父本黄瓜栽培种北京截头相同而与母本

甜瓜属野生种不同的多态性位点，占线粒体nad 1、

nad 7和cob多态性位点总数比率分别为85．7％、

82．4％、100％，没有与母本野生种相同的多态性位

点，表明新种的多态性位点主要来自父本黄瓜栽培

种北京截头而不是母本野生甜瓜，甜瓜属C．sativus

×C．hystrix种间杂交线粒体DNA主要表现为父系

遗传。其次，由表1可见，新种含有与双亲均不相同

的多态性位点碱基，这可能是由于新种S。无性系变

异和经过5代连续自交积累的DNA发生随机突变

而产生。

3个基因的多态性位点数目相差较大，而且多

态性位点主要集中在内含子，表明线粒体nad l、nad

7和cob基因保守性相差很大和内含子相对于外显

子具有进化选择压力小、进化速率较快和多态性程

度高的特点。

3 讨论

对于动植物细胞器基因的遗传方式，前人的研

究方法主要采用超微结构观察和DAPI荧光分

析¨n圳及酶切限制性片段长度多态性

(RFI．P)口以2¨。随着生物技术的发展，通过分析比

较亲代与子代间线粒体基因碱基序列的差异以探明

线粒体DNA遗传方式是一种十分简洁而有效的方

法，避免了之前研究方法中诸多缺点与不足。如在

动物研究中，Guo等”21通过分析比较线粒体A弘

Pase8和ATPase6基因序列推断出人工杂交多倍体

异源四倍体鲫鲤的线粒体遵循母系遗传；徐晖等拉副

以线粒体16S rRNA基因部分片段序列比较分析，

推断鱼类中褐牙鲆与夏鲆杂交线粒体DNA遵循母

系遗传规律。植物也有类似研究，Ferris等Ⅲ’基于

禾本科植物米草属Spartina叶绿体为严格母系遗

传，通过比较tRNA山1内含子片断中碱基序列差异，

判断Spartina alterniflora为S．anglica的杂交母本；

袁长春等Ⅲ1通过对自然杂交种Meconopsis×cookei

及其亲本红花绿绒蒿和五脉绿绒蒿的叶绿体DNA

trnL—trnF区域进行序列测定和差异比较，根据叶绿

体为严格母系遗传，推测红花绿绒蒿为该杂交种的

母本、五脉绿绒蒿为其父本。

本研究借鉴上述研究方法，通过对3个种的线

粒体cob、nad 1和nad 7基因片断序列的分析比较，

推断甜瓜属C．sativus×C．hystrix种间杂交线粒体

DNA表现为父系遗传，这与前人报道的甜瓜属黄瓜
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图2甜瓜属3个种线粒体基因cob序列比较

Fig．2 Comparison of cob gene DNA sequences from three Cucumis species
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a a a

图3 甜瓜属3个种线粒体基因had 7序列比较

Fig．3 Comparison of nad 7 gene DNA sequences from three Cucumis species
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种[5-71和甜瓜属甜瓜种"1线粒体DNA遗传方式一

致，而与葫芦科南瓜属和西瓜属⋯不同，再次证明

甜瓜属线粒体的遗传方式十分独特，有关形成机制

尚有待进一步研究。在种间远缘杂交中人们通常习

惯选用优良性状较多的栽培种作为母本，因为绝大

多数被子植物细胞器DNA表现为母系遗传¨41，由

其控制的优良性状能够通过母本传递给后代。本研

究结果显示，甜瓜属作物不同种进行杂交时，用优良

性状较多如栽培种作父本对杂交后代选育可能会更

加有利，尤其当一些重要性状由线粒体基因控制，此

外还可以避免有害的质核互作引起的稔性降

低怕’2引。这在C．sativus x C．hystrix杂交实践中也得

到了验证，在陈劲枫等旧¨的正反交试验中当以栽培

种黄瓜作为母本，甜瓜属野生种为父本时，杂交后代

F．植株几乎不能形成花粉，加倍后形成的双二倍体

植株也只能形成少量花粉但可染率极低且含有结晶

体，植株坐果率极低而无法继续繁衍得到后代；而当

以野生种为母本、栽培种为父本时，获得的双二倍体

新种植株的花粉平均可染率达到25．4％，自然坐果

率高，且可获得较多具有育性的种子，后代可以正常

繁衍。

新种测序结果中出现少部分碱基序列与双亲均

不同的现象，且多发生在线粒体基因的内含子中，在

袁长春等¨副的研究中也有相似的报道，究其原因可

能是新种随着繁衍世代的增加，后代细胞器基因出

现了一定数目碱基随机突变，这也表明线粒体基因

中的内含子相对于外显子具有进化选择压力小和突

变频率高的特点。
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