
� 南京农业大学学报 � 2011, 34( 1): 20- 24

� Journal of Nanj ing Agricultural Univer sity http: / /nauxb. n jau. edu. cn

收稿日期: 2009- 11- 04

基金项目:国家自然科学基金项目 ( 30671419, 30700541) ; 国家自然科学基金重点项目 ( 30830079) ; 国家高技术研究发展计划专项经费

( 2008AA10Z150, 2006AA10Z1A8, 2006AA100108) ;作物遗传与种质创新国家重点实验室开放基金项目 ( ZW 2007010)

作者简介:史建磊,硕士研究生。* 通讯作者:陈劲枫,教授,博导,从事蔬菜遗传育种与生物技术研究, E-m ai:l jfchen@ n jau. edu. cn。

史建磊,娄群峰,钱春桃,等.黄瓜染色体片段导入系的构建与遗传评价 [ J] .南京农业大学学报, 2011, 34( 1) : 20- 24

黄瓜染色体片段导入系的构建与遗传评价
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摘要: 以综合性状优良的栽培黄瓜 (Cucum is sativus L. , 2n = 14)北京截头为受体亲本,以携带有多种抗性性状的黄瓜珍稀野

生种酸黄瓜 (Cucum is hy str ix Chakr. , 2n= 24)为供体亲本, 在本实验室前期获得种间杂交异源四倍体的基础上, 通过多代回

交和自交, 结合 SSR标记辅助选择构建了以北京截头为遗传背景的黄瓜野生种染色体片段导入系, 并对其导入片段的数

目、分布、大小和覆盖率等进行了评价。结果表明: 该导入系群体携带的 38个供体片段不均匀地分布于黄瓜 7条染色体

上, 其长度介于 1. 1~ 14. 9 cM,平均长度为 5. 3 cM,总长度为 201. 9 cM,在黄瓜基因组上的覆盖率为 23. 5%。
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Construction and genetic evaluation of chromosome segment

introgression lines in cucumber
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Abstrac t: The cu ltiva ted cucumber(Cucum is sativus L. , 2n= 14) Beijing jietou w ith com prehensive good tra its and prec ious rare w ild

sour cucum be r(Cucum is hy strix Chakr. , 2n= 24) carry ing a var ie ty o f resistance tra its w ere used as receptor parent and dono r pa rent

respectively in the present study. Chrom osom e segm ent introg ression lines( CS IL s) we re deve loped on the basis of interspecific a llote-t

raplo id by mu ltiple generational backcro ssing and selfing, comb ined w ith SSR m arker- assisted se lection ( MAS) , w ith the gene tic

background of Be ijing jietou. By evalua ting of the num ber, d istribution, segm ent s ize and coverage rate, it show ed that the 38 donor

segm en ts of CSIL s ex isted unevenly in the seven chromosom es. The ir leng ths w ere between 1. 1- 14. 9 cM, the ave rage leng th was 5.

3 cM, the to ta l length was 201. 9 cM and the coverage rate in the cucumber genome w as 23. 5% .

K ey words: cucum ber; SSR m arkers; chromosom e segment introgress ion lines( CS IL s); eva luation

作物的抗性、产量和品质等重要育种目标性状多数为多基因控制的数量性状, 遗传方式复杂, 数量性

状位点 ( quantitative tra it loc,i QTL)鉴定难度较大, 因此, 准确鉴定和定位 QTL一直是农业领域的研究热

点。利用传统定位群体进行 QTL定位时,由于大量基因位点同时分离, 会造成遗传背景效应或 �遗传噪

声 �,难以检测出低效应值的位点,限制了对 QTL的精确定位
[ 1]
。染色体片段导入系 ( chromosome segment

introg ression lines, CSILs),又称代换系或渐渗系, 是指通过连续多代回交、自交并结合分子标记辅助选择

(m arker-assisted selection, MAS) ,在受体亲本基因组中导入供体片段的永久性群体,其与受体亲本间只有

导入片段的差异。与传统定位群体相比, 它具有遗传背景清楚、群体遗传稳定、QTL定位及遗传效应分析

准确等优点。目前, 染色体片段导入系在水稻、番茄、玉米、小麦等多种作物上得到了广泛研究和

应用
[ 2- 5]
。

黄瓜是我国及世界上重要的蔬菜作物。由于其遗传基础狭窄, 栽培种间多态性低
[ 6 ]
, QTL定位研究

相对落后。目前,仅有少数 QTL定位
[ 7 - 9]

, 且主要基于初级定位群体, 定位精度较低,而染色体片段导入

系的相关研究还未见报道。鉴于此, 本研究利用黄瓜唯一种间远缘杂交新种
[ 10]
经多代回交和自交, 结合

SSR标记辅助选择构建以栽培黄瓜为遗传背景的野生种染色体片段导入系,对黄瓜重要农艺性状的 QTL

定位, 转移利用野生优异基因进行品种改良、拓宽栽培黄瓜遗传基础,以及促进其分子育种进程具有重要意义。
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1� 材料与方法

1. 1� 试验材料

供体亲本酸黄瓜 ( Cucum is hystrix Chakr. , 2n = 24)是甜瓜属珍稀野生种,携带有多种优良性状,采集于

云南西双版纳
[ 11]
。受体亲本为栽培黄瓜 (Cucum is sativus L. , 2n = 14)北京截头,其综合性状优良, 是华北

型黄瓜新品种选育中的骨干亲本,由中国农业科学院蔬菜花卉研究所戚章春研究员提供, 经本实验室多代

自交保存。供、受体亲本经远缘杂交及染色体加倍获得异源四倍体
[ 10 ]
后,再以受体黄瓜为轮回亲本进行

2代回交和 3~ 5代自交, 获得黄瓜染色体片段导入系 (表 1,图 1)。
表 1� 试验材料

Tab le 1� Germplasm s used in the study

代号

Code

品种 (系 )

Cu ltivars or l ines

类型

Type

染色体数目

Ch rom osom e number

S1 酸黄瓜 Cucum is hy strix 近缘野生种 W ild sp ecies 2n= 2x = 24

CC 3 北京截头 C. sa tivus �B eijingj ietou� 华北型 N orthern Ch ina 2n= 2x = 14

1~ 17 不同导入系 Differen t in trogression l ines 遗传改良型 Genet ical ly-enhanced cu cum ber 2n= 2x = 14

图 1� 黄瓜染色体片段导入系的构建

Fig�1� The construction of CSILs in cucumber

1. 2� 基因组 DNA提取

植株新叶刚展开时单株取样, 采用 CTAB法
[ 12]

提取黄瓜总基因组 DNA。加入 RNase A (终浓度为

100 �g�mL
- 1
, 37 � 温育 20 m in)去除 RNA, 利用

1�0%琼脂糖凝胶电泳和溴化乙锭显色进行 DNA浓

度的定量。 - 20 � 保存备用。

1. 3� SSR分析

SSR标记引物由生工生物工程 (上海 )有限公司

合成。 PCR扩增程序按照 K atzir等
[ 13]
的方法进行

优化。总反应体积 20 �L, 其中 10 � Buffer 2. 0 �L,

M g
2 +
1. 5mmol� L- 1

, dNTP 150 �mo l� L- 1
,正反向引

物各 0�5 �mo l� L- 1
,模板 DNA 40 ng, Taq DNA聚合

酶 1. 0 U。扩增程序为: 94 � 5 m in; 94 � 30 s, 55

� 30 s, 72 � 80 s, 35个循环; 72 � 延伸 7m in, 4 �

保存。整个 PCR反应在 PTC- 100
TM
PCR仪 (M JR e-

search Inc. , USA )上完成。PCR产物在 7. 2%聚丙烯酰胺凝胶上电泳分离,采用 Charters等
[ 14]
的银染方法

检测。

1. 4� 导入片段的筛选鉴定

根据 Ren等
[ 15 ]
构建的黄瓜分子遗传图谱,平均每 5. 0 cM选取 1个 SSR标记, 共 121个。在筛选获得

供体、受体亲本间引物多态性的基础上,对黄瓜种间杂种多代回交、自交群体进行标记辅助选择,鉴定染色

体片段导入系。进一步利用相应的分子标记遗传图谱对黄瓜染色体片段导入系进行评价, 研究导入片段

的长度、在染色体或每个连锁群上的分布特征及在基因组中的覆盖率。

利用 Young等
[ 16]
的方法计算导入片段的长度,不考虑两个相邻标记间发生的双交换事件。当相邻标

记的基因型相同时,认为它们之间的区段由相同的标记基因型组成; 当相邻标记基因型不同时,认为这两

个标记基因型分别组成这个区间的一半
[ 17 ]
。基于分子标记的遗传背景回复率计算方法采用公式 G (g ) =

[L +X (g ) ] / ( 2L ), 理论分析的遗传背景回复率计算采用公式 E [ G ( g ) ] = 1- (1 /2)
g + 1
。其中: g指回交

世代数; X ( g )指在回交 g代表现为受体亲本带型的分子标记数量; L指所参与分析的分子标记数
[ 18- 19]

。

2� 结果与分析

2. 1� 黄瓜染色体片段导入系的构建

利用 121个 SSR标记在供体亲本野生酸黄瓜和受体亲本栽培黄瓜北京截头间进行筛选,获得 84对亲
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本间多态性引物,多态率为 69. 4%。用这些标记进一步分析片段导入系群体,其中有 32对引物 ( 26. 4% )

在 17个导入系中获得供体酸黄瓜特异条带。借助图谱分析, 共得到 129个导入片段, 平均每个导入系

7~ 8个片段。不同导入系的片段数目存在较大差异, 最多的 3号导入系有 18个, 而 5号、10号、17号较

少,为 1~ 2个;片段均长相差不大,约 5. 0 cM;染色体覆盖率为 0. 8% ~ 19. 1%, 平均为 6. 6% (表 2)。另

外,多达 91个 ( 70. 5% )导入片段是存在于不同导入系间的相同片段, 剩余的 38个不同片段用作导入系

群体的评价分析。

表 2� 不同导入系供体片段的导入情况

Tab le 2� The in trogression of donor segm en ts in d ifferen t in trogression lines

导入系

In trogression

lines

片段数目

N o. of

segments

片段均长 / cM

A verage

length o f

segmen ts

片段总长 / cM

To ta l

leng th o f

segments

覆盖率 /%

Coverage rate

导入系

Introgression

lines

片段数目

N o. of

segments

片段均长 / cM

A verage

length o f

segments

片段总长 / cM

To ta l

leng th o f

segments

覆盖率 /%

Coverage rate

1 12 5. 4 65. 0 11. 3

2 5 4. 3 21. 4 3. 7

3 18 6. 1 109. 7 19. 1

4 16 6. 0 95. 2 16. 6

5 2 3. 9 7. 9 1. 4

6 5 4. 0 19. 9 3. 5

7 3 4. 2 12. 5 2. 2

8 13 5. 9 76. 7 13. 4

9 8 4. 7 37. 9 6. 6

10 1 4. 7 4. 7 0. 8

11 14 4. 5 62. 3 10. 9

12 4 4. 4 17. 5 3. 1

13 4 3. 9 15. 5 2. 7

14 10 4. 1 40. 6 7. 1

15 6 4. 4 26. 4 4. 6

16 6 4. 1 24. 5 4. 3

17 2 3. 9 7. 9 1. 4

平均 Ave rage 7. 6 5. 0 38. 0 6. 6

2. 2� 导入系的遗传背景回复率

在片段导入系构建过程中随着回交世代的增加,背景回复率不断提高。利用基于分子标记的遗传背

景回复率公式计算得到 BC2F3~ 5群体 17个导入系的背景回复率为 50. 0% ~ 76. 4%, 平均为 61. 9%, 低于

理论遗传背景回复率的 87. 5%。

2. 3� 导入片段的遗传评价
黄瓜基因组导入的 38个供体片段总长度为 201. 9 cM,平均长度为 5. 3 cM。其中, 5号染色体导入片

段的总长最小,为 10. 4 cM; 1号染色体导入片段的总长最大,为 81. 6 cM (表 3)。大多数导入片段的长度

为 3. 0~ 6. 0 cM, 片段 m22862长度最小,为 1. 1 cM,在 4号染色体上;片段 m190- m160长度最大, 为 14. 9

cM,在 1号染色体上 (图 2)。

这 38个供体片段在黄瓜基因组 7条染色体上呈不均匀分布 (图 2) ,各染色体平均导入 5~ 6个片段。

其中, 1号染色体导入 13个,数目最多; 其次是 6号染色体,为 8个; 5号染色体导入片段数目最少, 为 2

个,其他各染色体导入的片段数目为 3~ 5个 (表 3)。

导入片段在黄瓜基因组 7条染色体上覆盖了 134. 4 cM的距离,覆盖率为 23. 5%。各染色体覆盖率

不同, 但均未超过 50%, 其中 1号染色体覆盖率最高, 为 41. 4% ;其次是 4号染色体,覆盖率为 33. 5%; 2

号和 3号染色体覆盖率最低,分别为 13. 4%和 13. 8% (表 3)。全部导入片段在黄瓜基因组中的覆盖长度

( 134. 4 cM )小于其总长度 ( 201. 9 cM ), 其原因是有些片段相互重叠。重叠区全长 54. 3 cM,占导入片段总

长度的 26. 9%, 其中 2、3和 5号染色体无重叠区; 1号染色体的重叠区最长,为 32. 3 cM,占重叠区全长的

59�5% (图 2)。

表 3� 黄瓜染色体片段导入系的遗传评价

Table 3� Gene tic evaluation on CSILs in cucum ber

染色体

Chromosomes

片段均长 / cM

A verage

length o f

segments

片段总长 / cM

To ta l

leng th o f

segmen ts

片段数目

N o. o f

segments

覆盖率 /%

Coverage rate

染色体

Chromosom es

片段均长 / cM

A verage

leng th o f

segm ents

片段总长 /cM

T ota l

length of

segments

片段数目

No. o f

segments

覆盖率 /%

Coverage rate

1 6. 3 81. 6 13 41. 4

2 4. 4 13. 4 3 13. 4

3 5. 2 15. 5 3 13. 8

4 3. 2 16. 1 5 33. 5

5 5. 2 10. 4 2 17. 4

6 5. 0 40. 3 8 26. 3

7 6. 2 24. 7 4 24. 6

合计 To ta l/平均 M ean 5. 3 201. 9 38 23. 5
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图 2� 导入片段在黄瓜基因组中的分布

Fig�2� The d istribution of in trogressed segm ents in cucumber genom e

竖线代表染色体,粗线区段代表供体片段;竖线左侧数据代表片段长度,下方数据代表染色体长度。

Vertical lin es ind icate chromosom es, sol id b lack regions ind icate donor segm ents; the dates on th e left and dow n ind icate segm en t length and

ch rom osom e length respectively.

3� 讨论

染色体片段导入系尤其是单片段导入系较传统 F2、BC1、R ILs等定位群体有诸多优势,如 QTL定位准

确,可研究杂交优势、QTL互作效应、环境效应及利用图位克隆获得基因等。同时,其育性较远缘杂交其他

群体 (如 F2、BC1群体等 )有较大提高, 可直接应用于育种, 甚至是基因聚合育种。本研究供体亲本抗耐各

种病虫害和逆境伤害,受体亲本综合性状优良,但抗耐性差, 两者形成优势互补, 用其构建的黄瓜首个种间

染色体片段导入系群体由 17个导入系组成, 覆盖黄瓜全基因组的 23. 5% , 各导入系的基因组覆盖率为

0�8% ~ 19. 1%。

在分子标记辅助选择下,回交可以明显减少供体片段数量, 减小片段长度
[ 20]
。本研究所得黄瓜导入

系多数含有多个片段 (平均 7. 6个 ),回交世代较少是一个重要原因。另外,导入片段长度均较小 (约 5. 0

cM ),可能与亲本间遗传差异及用以确定片段大小的参考图谱有关
[ 1]
, 本研究双亲染色体基数不同、亲缘

关系较远且参考图谱仅 572. 9 cM;同时,较小的片段长度也证明本研究多代自交同回交一样, 能明显降低

导入片段的长度
[ 21]
。覆盖同一染色体区域或有一定片段重叠的不同导入系可大大提高 QTL鉴定的可靠

性;但若同一导入系含多个片段,由于互作效应反而不利于 QTL的精确定位。如果导入的片段过长, QTL

定位范围较大,定位就不够准确,因此适度的小片段是必要的。

本研究构建的片段导入系含 54. 3 cM的片段重叠区, 有助于 QTL定位
[ 22]
。借助分子标记计算得到的

遗传背景回复率明显低于理论值,这可能和回交世代较少引起的重组交换不充分有关,也可能是栽培黄瓜

与野生酸黄瓜远缘杂交重组整合过程中发生的序列消除所致
[ 23]
。 38个导入片段覆盖黄瓜基因组仅为

23. 5%, 还有许多未被覆盖的空白区段。一方面可能是远缘杂交过程中, 染色体异质性导致供体片段丢
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失;另一方面与参考图谱 SSR标记在黄瓜基因组常染色质非重复区的集中分布和某些区域多态性标记的

漏检有关;同时检测群体较小也是重要原因之一。

本研究首次构建了以栽培黄瓜为遗传背景的野生种染色体片段导入系,并对其进行了遗传评价,为研

究黄瓜重要农艺性状的 QTL奠定了基础。尽管该导入系还不是覆盖黄瓜全基因组的单片段导入系, 但本

实验室正在对其继续回交,并且扩大植株选择范围,以获得外源片段数尽可能少的导入系, 同时衔接式导

入系已着手构建,即借助分子标记跟踪目标片段, 在回交中进行前景和背景筛选,直到选出目标导入系。

这些工作的进行有望对黄瓜 QTL精细定位、克隆和功能分析及新品种选育发挥积极作用。
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