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　 　 萱草属(Ｈｅｍｅｒｏｃａｌｌｉｓ ｓｐｐ.)植物是世界著名的宿

根花卉之一ꎬＬｉ 等[１]将 １５５ 个萱草属植物品种分为黄

花菜(Ｈｅｍｅｒｏｃａｌｌｉｓ ｃｉｔｒｉｎａ)等夜间开花类群和萱草

(Ｈｅｍｅｒｏｃａｌｌｉｓ ｆｕｌｖａ)等白天开花类群ꎮ 黄花菜花蕾营

养价值丰富ꎬ又名“金针菜”ꎬ是一种重要的药食兼用

型功能蔬菜[２￣４]ꎬ产量、品质和营养成分含量是其重要

的育种目标ꎬ黄花菜中富含多种次生代谢物ꎬ这些物

质在现代医学及生物学研究中发挥着重要作用[５]ꎮ
黄花菜新鲜花蕾中含有次生代谢物秋水仙碱[６￣７]ꎬ有
报道显示鲜食黄花菜可能产生中毒现象ꎬ导致腹泻等

不良反应[８]ꎮ 萱草花色、花型丰富ꎬ耐干旱瘠薄ꎬ是重

要的园林绿化材料ꎬ其育种主要围绕改良观赏性状、
提升观赏价值来进行[９]ꎬ萱草的观赏性主要体现在花

器官ꎬ而萱草属植物花器官存在明显的昼夜节律现

象ꎬ该现象成为影响其观赏性的重要因素ꎮ 综上ꎬ在
黄花菜与萱草育种过程中ꎬ次生代谢物含量和花器官

昼夜节律现象是 ２ 个值得重点关注和研究的性状ꎮ
由于萱草属植物为宿根植物ꎬ新品种多通过自然发现

新优性状种质后无性扩繁获得ꎬ育种存在盲目性和随

机性ꎮ 分子标记辅助选择育种是开展多年生植物新

品种选育的有效手段ꎬ性状选择有针对性ꎬ育种年限

可大幅缩短ꎮ 其中ꎬ高密度遗传图谱是开展重要农艺

性状分子标记辅助育种的重要基础ꎮ
萱草属植物遗传背景较为复杂[１０]ꎬ童期较长ꎬ

制作高代自交系难度较大ꎬ截至目前仅发表了 ２ 张

本属植物的遗传图谱ꎮ 侯非凡[１１]于 ２０１７ 年基于大

同黄花(Ｈｅｍｅｒｏｃａｌｌｉｓ ｃｉｔｒｉｎａ ｃｖ. ＤａｔｏｎｇＨｕａｎｇｈｕａ)转

录组数据ꎬ利用“拟测交”策略构建了 １ 张包含 １９９
个 ＥＳＴ￣ＳＳＲ(表达序列标签微卫星)分子标记、１１ 个

连锁群的黄花菜种内遗传图谱ꎬ总图距为２ ５２２.３４
ｃＭꎬ标记间平均图距为 １２􀆰 ６８ ｃＭꎻ同时构建了 １ 张

黄花菜与萱草种间遗传图谱ꎬ包含 ２２２ 个 ＥＳＴ￣ＳＳＲ
分子标记、１１ 个连锁群ꎬ总图距为２ ４８５.５９ ｃＭꎬ标记

间平均图距为 １１􀆰 ２０ ｃＭꎮ ２ 张图谱标记数量有限ꎬ
标记开发缺乏一定的针对性ꎮ

本研究基于课题组前期已获得的大同黄花全基

因组数据及转录组数据ꎬ使用秋水仙碱及昼夜节律所

涉及的代谢通路上的候选 Ｕｎｉｇｅｎｅ 与基因组数据进

行比对ꎬ开发与这 ２ 个性状相关的基因组 ｇＳＳＲ(基因

组 ＳＳＲ)标记ꎬ对侯非凡[１１]构建的黄花菜与萱草种间

遗传图谱进行加密ꎬ旨在获得 １ 张密度更高的黄花菜

与萱草种间遗传图谱ꎬ为黄花菜和萱草的关键性状基

因定位和 ＱＴＬ(数量性状座位)分析奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 ｇＳＳＲ 标记开发

１.１.１　 基于转录组数据的候选 Ｕｎｉｇｅｎｅ 筛选　 结合

课题组已有的转录组数据库[１] (ＮＣＢＩ 项目编号为

ＰＲＪＮＡ６２８１４７ꎻ登录号为 ＳＲＲ１１６１０９４１、ＳＲＲ１１６１０９４２
和 ＳＲＲ１１６１０９４３)ꎬ根据测序数据所得 Ｕｎｉｇｅｎｅ 在

ＫＥＧＧ 数据库中的功能注释结果ꎬ筛选功能注释于秋

水仙碱(编号:ｋｏ００９５０)和昼夜节律(编号:ｋｏ０４７１２)２
条代谢通路中的 Ｕｎｉｇｅｎｅ 作为候选基因ꎮ
１.１.２　 基于基因组的候选 Ｓｃａｆｆｏｌｄ 序列获取　 结合

课题组大同黄花全基因组 Ｄｅ Ｎｏｖｏ 测序结果(基因

组序列未发布)ꎬ使用 Ｂｌａｓｔｎ ２.２.３１ 软件将候选 Ｕｎｉ￣
ｇｅｎｅ 与基因组序列进行比对ꎬ设软件中 Ｅ￣ｖａｌｕｅ 等

参数为默认值ꎬ筛选其中最佳的 Ｓｃａｆｆｏｌｄ 序列ꎮ 根

据筛选结果ꎬ使用 ｆａＳｏｍｅＲｅｃｏｒｄｓ 脚本 ( ｈｔｔｐ: / / ｈｇ￣
ｄｏｗｎｌｏａｄ.ｃｓｅ. ｕｃｓｃ. ｅｄｕ / ａｄｍｉｎ / ｅｘｅ / ｌｉｎｕｘ. ｘ８６＿６４ / )提

取基因组中目标 Ｓｃａｆｆｏｌｄ 序列ꎬ统计各候选 Ｕｎｉｇｅｎｅ
比对到基因组 Ｓｃａｆｆｏｌｄ 上的区间位置信息ꎬ将每个

比对位点上游、下游各扩展 ３ ｋｂ 序列ꎬ使用 ＢｉｏＥｄｉｔ
软件将此区间序列导出ꎮ
１.１. ３ 　 ＳＳＲ 识别及引物设计 　 本研究采用 ＳＳ￣
ＲＨｕｎｔｅｒ１.３ 软件识别候选 Ｓｃａｆｆｏｌｄ 序列中的 ＳＳＲ 位

点[１２]ꎮ 设置构成重复元件的核苷酸数最多为 ６ 个ꎬ
重复次数最少为 ５ 次ꎬ进行 ＳＳＲ 位点识别ꎮ ＳＳＲ 基

序分析参考 Ｚｈａｎｇ 等[１３]的方法ꎮ 使用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍ￣
ｉｅｒ ５ 进行引物设计ꎬ主要参数:引物长度为２０~ ２６
ｂｐꎬ退火温度 ( Ｔｍ ) 为 ５８~ ６２ ℃ꎬ ( Ｇ ＋ Ｃ) 含量为

４５％~５５％ꎬＰＣＲ 扩增产物大小为１５０~ ３００ ｂｐꎬ引物

均由南京钟鼎生物技术有限公司合成ꎮ
１.２　 萱草属植物种间遗传图谱的加密

１.２.１　 作图亲本及作图群体 　 作图群体引自课题

组前期以黄花菜地方品种大同黄花作为杂交母本ꎬ
萱草园艺品种摇篮曲(Ｈｅｍｅｒｏｃａｌｌｉｓ ｆｕｌｖａ Ｌｕｌｌａｂｙ Ｂａ￣
ｂｙ)作为杂交父本(图 １)构建的 ５５ 株 Ｆ１代群体[１１]ꎬ
亲本材料在开花时间、花色与花型上具有较大差别ꎬ
且在所有的种间杂交组合中ꎬ大同黄花×摇篮曲组

合的坐果率与萌发率较高ꎬ收获了最多的 Ｆ１杂交子

代ꎬ因此使用大同黄花、摇篮曲作为构建黄花菜和萱

草种间遗传图谱的亲本ꎬ亲本及杂交 Ｆ１代群体现保

存于山西农业大学萱草种质资源圃内ꎮ
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左侧为母本大同黄花ꎬ右侧为父本摇篮曲ꎮ
图 １　 杂交亲本花部照片

Ｆｉｇ.１　 Ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈ ｏｆ ｐａｒｅｎｔｓ ｆｏｒ ｃｒｏｓｓｂｒｅｅｄｉｎｇ

１.２.２　 ＤＮＡ 提取　 采取改良 ＣＴＡＢ(十六烷基三甲

基溴化铵)法[１１] 提取亲本及 ５５ 个 Ｆ１子代 ＤＮＡꎬ通
过 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ 完整度ꎬ使用 Ｎａｎ￣
ｏＤｒｏｐ Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ 检测 ＤＮＡ 浓度与纯度ꎬ合格样品

于－２０ ℃冰箱存放备用ꎮ
１.２.３　 ＳＳＲ 引物筛选及扩增 　 本试验中所有 ｇＳＳＲ
引物均来自 １.１.３ 中 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５ 的设计结果ꎬ
标记名称延续冀芳芳[１４] 的命名方式ꎬ以 ｓａｕ 开头ꎬ
顺次编号为 ｓａｕ０１１６９、ｓａｕ０１１７０ 等ꎮ 利用母本大同

黄花和父本摇篮曲及从 Ｆ１代中随机选取的 ４ 个子

代共 ６ 个样品来筛选多态性 ＳＳＲ 引物ꎮ ＰＣＲ 扩增、
ＰＣＲ 扩增产物凝胶电泳检测、ＳＳＲ 标记分离检测、读
带数据处理等参照侯非凡[１１]的方法ꎮ

１.２.４　 图谱加密　 利用 Ｊｏｉｎｍａｐ ４.１ 软件对新开发

的 ｇＳＳＲ 标记及原始图谱构建时所使用的标记进行

分析和作图ꎬ从而加密原始种间遗传图谱ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 候选 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的筛选

秋水仙碱属于异喹啉类生物碱ꎬ共有 ２０ 个

Ｕｎｉｇｅｎｅ 注释到秋水仙碱生物合成所在的异喹啉类

生物碱代谢通路中ꎬ其在 ＫＥＧＧ 数据库中的通路编

号为 ｋｏ００９５０ꎮ 结合转录组数据中基因功能注释结

果ꎬ２０ 个 Ｕｎｉｇｅｎｅ 所注释到的酶均为秋水仙碱合成

通路中所涉及的关键酶(表 １)ꎮ
基于植物昼夜节律代谢通路图(ＫＥＧＧ 数据库

编号为 ｋｏ０４７１２)ꎬ其中心振荡环上共有 ６ 个基因ꎬ
分别为 ＣＣＡ１、ＬＨＹ、ＴＯＣ１、ＡＰＲＲ１、ＺＴＬ、ＧＩꎮ 结合转

录组数据中基因功能注释结果ꎬ共 １８ 个 Ｕｎｉｇｅｎｅ 注

释为这 ６ 个基因ꎮ 由于本试验基于拟南芥 ＬＨＹ 基

因的 ＣＤＳ(编码序列)对 Ｕｎｉｇｅｎｅ 库进行 ＢＬＡＳＴ 分

析ꎬ未直接注释到 ＬＨＹ 基因的 ｃ５６４４０.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ 与拟

南芥中的 ＬＨＹ 基因序列相似度较高ꎬ所以将此 Ｕｎｉ￣
ｇｅｎｅ 也加入到候选 Ｕｎｉｇｅｎｅ 范围(表 １)ꎮ

综上ꎬ共有 ３９ 个 Ｕｎｉｇｅｎｅ 成为本试验候选 Ｕｎｉ￣
ｇｅｎｅꎮ

表 １　 注释到秋水仙碱合成和昼夜节律通路上的 Ｕｎｉｇｅｎｅ
Ｔａｂｌｅ １　 Ｕｎｉｇｅｎｅｓ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ ｃｏｌｃｈｉｃｉｎｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ

Ｕｎｉｇｅｎｅ 编号　 　 代谢通路名称 代谢通路编号 节点编号 功能注释　 　 　 　 　 　 　

ｃ５７７１４.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｏ００９５０ Ｋ００２７６ Ｃｏｐｐｅｒ ａｍｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ
ｃ８６９８８.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｏ００９５０ Ｋ００２７６ Ｃｏｐｐｅｒ ａｍｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ
ｃ９６０９６.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｏ００９５０ Ｋ００２７６ Ｃｏｐｐｅｒ ａｍｉｎｅ ｏｘｉｄａｓｅ
ｃ１００８４６.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｏ００９５０ Ｋ００８１３ Ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
ｃ１４６７８.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｏ００９５０ Ｋ００８１３ Ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
ｃ５０５０６.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｏ００９５０ Ｋ００８１３ Ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
ｃ５６２９５.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｏ００９５０ Ｋ００８１３ Ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
ｃ９０００４.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｏ００９５０ Ｋ００８１３ Ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
ｃ９０６２１.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｏ００９５０ Ｋ００８１３ Ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
ｃ９８４９１.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｏ００９５０ Ｋ００８１３ Ａｓｐａｒｔａｔｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
ｃ１３５８５.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｏ００９５０ Ｋ００８１５ Ｔｙｒｏｓｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
ｃ１７５１.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｏ００９５０ Ｋ００８１５ Ｔｙｒｏｓｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
ｃ３３６００.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｏ００９５０ Ｋ００８１５ Ｎｉｃｏｔｉａｎａｍｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
ｃ５４４４９.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｏ００９５０ Ｋ００８１５ Ｎｉｃｏｔｉａｎａｍｉｎｅ ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
ｃ６５３６４.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｏ００９５０ Ｋ００８１５ Ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ＴＡＴ２
ｃ８４５０７.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｏ００９５０ Ｋ００８１５ Ａｍｉｎｏｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ ＴＡＴ２ ｉｓｏｆｏｒｍ Ｘ１
ｃ４１７２６.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｏ００９５０ Ｋ０１５９２ Ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ
ｃ６５３８９.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｏ００９５０ Ｋ０１５９２ Ｄｏｐａ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ

１４１高　 阳等:基于候选基因开发 ｇＳＳＲ 标记加密黄花菜和萱草种间遗传图谱



续表１　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ１

Ｕｎｉｇｅｎｅ 编号　 　 代谢通路名称 代谢通路编号 节点编号 功能注释　 　 　 　 　 　 　

ｃ８９２２７.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｏ００９５０ Ｋ０１５９２ Ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ

ｃ２７３０５.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ａｌｋａｌｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｋｏ００９５０ Ｋ０１５９３ Ｔｙｒｏｓｉｎｅ ｄｅｃａｒｂｏｘｙｌａｓｅ

ｃ３４６７０.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ ￣ ｐｌａｎｔ ｋｏ０４７１２ Ｋ１２１３４ Ｃｉｒｃａｄｉａｎ Ｃｌｏｃｋ Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ １

ｃ３８０１９.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ ￣ ｐｌａｎｔ ｋｏ０４７１２ Ｋ１２１３４ Ｃｉｒｃａｄｉａｎ Ｃｌｏｃｋ Ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ １

ｃ３４８５５.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ ￣ ｐｌａｎｔ ｋｏ０４７１２ Ｋ１２１３３ Ｌａｔｅ Ｅｌｏｎｇａｔｅｄ Ｈｙｐｏｃｏｔｙ ｌ

ｃ１４１３７.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ ￣ ｐｌａｎｔ ｋｏ０４７１２ Ｋ１２１３３ Ｌａｔｅ Ｅｌｏｎｇａｔｅｄ Ｈｙｐｏｃｏｔｙ ｌ

ｃ６９４４７.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ ￣ ｐｌａｎｔ ｋｏ０４７１２ Ｋ１２１３３ Ｌａｔｅ Ｅｌｏｎｇａｔｅｄ Ｈｙｐｏｃｏｔｙ ｌ

ｃ３３１８５.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ ￣ ｐｌａｎｔ ｋｏ０４７１２ Ｋ１２１３３ Ｌａｔｅ Ｅｌｏｎｇａｔｅｄ Ｈｙｐｏｃｏｔｙ ｌ

ｃ３３４６４.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ ￣ ｐｌａｎｔ ｋｏ０４７１２ Ｋ１２１３３ Ｌａｔｅ Ｅｌｏｎｇａｔｅｄ Ｈｙｐｏｃｏｔｙ ｌ

ｃ５６４４０.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｌａｔｅ Ｅｌｏｎｇａｔｅｄ Ｈｙｐｏｃｏｔｙ ｌ￣ｌｉｋｅ

ｃ５６４０３.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ ￣ ｐｌａｎｔ ｋｏ０４７１２ Ｋ１２１２７ Ｔｉｍｉｎｇ Ｏｆ Ｃａｂ Ｅｘｐｅｒｓｓｉｏｎ １

ｃ６３８４７.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ ￣ ｐｌａｎｔ ｋｏ０４７１２ Ｋ１２１２７ Ｔｉｍｉｎｇ Ｏｆ Ｃａｂ Ｅｘｐｅｒｓｓｉｏｎ １

ｃ５９２３９.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ ￣ ｐｌａｎｔ ｋｏ０４７１２ Ｋ１２１２７ Ｔｉｍｉｎｇ Ｏｆ Ｃａｂ Ｅｘｐｅｒｓｓｉｏｎ １

ｃ６５５３７.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ ￣ ｐｌａｎｔ ｋｏ０４７１２ Ｋ１２１２７ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ Ｐｓｅｕｄｏ￣Ｒｅｓｐｏｎｓｅ Ｒｅｇｕｌａｔｏｒ １

ｃ５４０１.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ ￣ ｐｌａｎｔ ｋｏ０４７１２ Ｋ１２１２７ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ Ｐｓｅｕｄｏ￣Ｒｅｓｐｏｎｓｅ Ｒｅｇｕｌａｔｏｒ １

ｃ８２８７４.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ ￣ ｐｌａｎｔ ｋｏ０４７１２ Ｋ１２１１５ Ｚｅｉｔｌｕｐｅ

ｃ５６９３２.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ ￣ ｐｌａｎｔ ｋｏ０４７１２ Ｋ１２１１５ Ｚｅｉｔｌｕｐｅ

ｃ１０２９９４.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ ￣ ｐｌａｎｔ ｋｏ０４７１２ Ｋ１２１２４ Ｇｉｇａｎｔｅａ

ｃ９５９７２.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ ￣ ｐｌａｎｔ ｋｏ０４７１２ Ｋ１２１２４ Ｇｉｇａｎｔｅａ

ｃ９３７４５.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ ￣ ｐｌａｎｔ ｋｏ０４７１２ Ｋ１２１２４ Ｇｉｇａｎｔｅａ

ｃ５８２２３.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｃｉｒｃａｄｉａｎ ｒｈｙｔｈｍ ￣ ｐｌａｎｔ ｋｏ０４７１２ Ｋ１２１２４ Ｇｉｇａｎｔｅａ

２.２　 候选 Ｓｃａｆｆｏｌｄ 序列比对结果

３９ 条候选 Ｕｎｉｇｅｎｅ 的 ＢＬＡＳＴ 报告筛选结果表

明ꎬ与秋水仙碱合成通路相关的 ２０ 条 Ｕｎｉｇｅｎｅ 中共

有 ９ 条比对到了基因组序列上ꎬ涉及 １６ 条 Ｓｃａｆｆｏｌｄ
序列ꎻ与植物昼夜节律代谢通路的中心振荡环相关

的 １９ 条 Ｕｎｉｇｅｎｅ 中共有 １１ 条 Ｕｎｉｇｅｎｅ 比对到了基

因组序列上ꎬ涉及 ３５ 条 Ｓｃａｆｆｏｌｄ 序列(表 ２)ꎮ 综上ꎬ
共得到 ５１ 条候选 Ｓｃａｆｆｏｌｄ 序列ꎮ 其中与昼夜节律相

关的 ｃ５８２２３.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ 比对到的 Ｓｃａｆｆｏｌｄ 序列最多ꎬ
为 ８ 条ꎮ ｃ５６９３２.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ 和 ｍｅｒｇｅＳｃａｆ２６６３ 序列相

似性最高ꎬ比对分数为 ３ ７８１ 分ꎬｃ５６４０３.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ 的

比对分数最低ꎮ
根据各候选 Ｕｎｉｇｅｎｅ 比对到基因组 Ｓｃａｆｆｏｌｄ 上

的区间位置信息ꎬ将每个位点上下游各扩展 ３ ｋｂ 序

列ꎬ即区间共扩展 ６ ｋｂ 序列ꎬ候选序列在各 Ｓｃａｆｆｏｌｄ
自 ５′端到 ３′端的位置信息如表 ２ 所示ꎮ

表 ２　 基因组数据 ＢＬＡＳＴ 比对结果及相应序列位置信息

Ｔａｂｌｅ ２　 ＢＬＡＳＴ ａｌｉｇｎｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

Ｕｎｉｇｅｎｅ 编号　 Ｓｃａｆｆｏｌｄ 编号　 　 ＢＬＡＳＴ 分值 Ｅ 值
Ｕｎｉｇｅｎｅ 长度

(ｂｐ)
Ｓｃａｆｆｏｌｄ 长度

(ｂｐ)
候选 Ｓｃａｆｆｏｌｄ ５′端
起始位点(ｂｐ)

候选 Ｓｃａｆｆｏｌｄ ３′端
终止位点(ｂｐ)

ｃ２７３０５.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１３８８２ ８１９ ０ ４７８ ４４６ ８３７ ７０ ３１３ ７６ ７９８
ｃ３３６００.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ｍｅｒｇｅＳｃａｆ６５４７ ７５４ ０ ５１６ ３０４ ３５０ ６２ ３０１ ６８ ７１１

ｍｅｒｇｅＳｃａｆ２２８４ ７５４ ０ ５１６ ２１３ ７６８ ６４ ６２９ ７１ ０３９
ｃ４１７２６.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１９５４２ ８０８ ０ ２ １３９ ４０８ ６３６ １５９ ０６６ １６５ ５０２
ｃ５０５０６.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ｍｅｒｇｅＳｃａｆ６８２０ ８２６ ０ １ ８３４ ２８９ ６３９ ５７ ６２１ ６４ ０７６
ｃ５４４４９.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１４２４４ ７１７ ０ １ ６４０ ４５９ ２１９ ３２４ １４７ ３３０ ５５３

Ｓｃａｆ３２８６２ ７１２ ０ １ ６４０ １９９ ８５９ １４３ ２６２ １４９ ６６８
ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１４１５ ６８６ ０ １ ６４０ ３２７ ５４０ １８６ ５８５ １９２ ９８７

ｃ５６２９５.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ｍｅｒｇｅＳｃａｆ３９０１ ７４５ ０ １ ７６９ ５４８ ３０１ ２３２ １１６ ２３８ ５２７
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续表２　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ２

Ｕｎｉｇｅｎｅ 编号　 Ｓｃａｆｆｏｌｄ 编号　 　 ＢＬＡＳＴ 分值 Ｅ 值
Ｕｎｉｇｅｎｅ 长度

(ｂｐ)
Ｓｃａｆｆｏｌｄ 长度

(ｂｐ)
候选 Ｓｃａｆｆｏｌｄ ５′端
起始位点(ｂｐ)

候选 Ｓｃａｆｆｏｌｄ ３′端
终止位点(ｂｐ)

ｍｅｒｇｅＳｃａｆ３０６ ７４５ ０ １ ７６９ ４７３ ８２８ １５４ １１５ １６０ ５２６

ｃ５７７１４.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１２５６ １ １２５ ０ ３ ０３６ ４８３ ８８１ ４７１ ５５９ ４７８ １７３

ｍｅｒｇｅＳｃａｆ４２６１ １ ０８５ ０ ３ ０３６ ２５９ ０３０ １４０ ２９４ １４６ ９０７

ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１８１２５ ７７６ ０ ３ ０３６ ３５１ ３８５ １４９ ７８５ １５６ ２２２

ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１４１４１ ７６５ ０ ３ ０３６ ２９５ ４１８ １９９ ５９６ ２０６ ０３３

ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１４６４０ ６８９ ０ ３ ０３６ ３６５ ０４９ ２７０ ７６３ ２７７ １７５

ｃ６５３８９.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１３８８２ ５１８ ２×１０－１４４ ２８６ ４４６ ８３７ ６８ ４１２ ７５ ９７４

ｃ８９２２７.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１７６８３ ４７２ １×１０－１３０ ２５８ ２０９ １４９ ９５ ２２７ １０１ ４８４

ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１３８８２ ４７２ １×１０－１３０ ２５８ ４４６ ８３７ ６８ ７４８ ７６ ２８２

ｃ３３１８５.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ Ｓｃａｆｆｏｌｄ４０９９１ ２ ４４０ ０ ２ ５６１ １９９ ３０２ １８１ ８１０ １９０ ００１

ｃ３３４６４.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１９８０２ ２ １４８ ０ ２ ９８３ ３２７ ７０１ ２３０ ７９９ ２３９ ７１０

ｍｅｒｇｅＳｃａｆ２０２１６ ７５０ ０ ２ ９８３ ３０９ ４６８ ２８２ ５１９ ２８９ ２７６

ｍｅｒｇｅＳｃａｆ４４２７ ７０８ ０ ２ ９８３ ３２３ ２１４ １８４ ９６０ １９１ ８６８

ｃ３４６７０.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１３６２ ５５３ ６×１０－１５５ ３３０ ３２３ ６７０ ２５７ ５３９ ２６３ ８３７

ｃ３８０１９.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１７７８０ １ １４２ ０ １ ４７３ ５３５ ２９４ ２３ ０６１ ３０ １８７

ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１７７５４ １ ０９０ ０ １ ４７３ ４２８ ３９８ ２６２ ８５７ ２６９ ４９４

ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１４８３９ １ ０８５ ０ １ ４７３ ３５３ ６２７ １５０ ４５０ １５７ ０８７

ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１９７８ １ ０８５ ０ １ ４７３ ３７１ ６６４ １７４ ８６６ １８１ ５０３

ｃ５４０１.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ｍｅｒｇｅＳｃａｆ９１８７ ７０２ ０ ４４２ ４３８ １６６ ４３３ ７８８ ４４０ ６１９

ｍｅｒｇｅＳｃａｆ２８９３ ７０２ ０ ４４２ ３０３ ９２４ ５８ ５１０ ６５ ３４１

ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１５６６ ７０２ ０ ４４２ ２００ ６８９ ４６ ５３１ ５３ ３６２

ｃ５６４０３.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１５４９１ ３１５ ４×１０－８２ ４ ０６９ ５９２ ０６４ ５２３ ７４１ ５３０ ００５

ｃ５６４４０.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ｍｅｒｇｅＳｃａｆ６６４ １ ０１８ ０ ９３６ ５７１ ４３７ ４９ ０４０ ５７ ４３８

ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１７０７２ ６４７ ０ ９３６ ２７９ ５１７ ３１ ６６０ ３７ ９４５

ｍｅｒｇｅＳｃａｆ７７１１ ６４７ ０ ９３６ ３１２ ３２８ ４０ ８８４ ４７ ２４４

ｃ５６９３２.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ｍｅｒｇｅＳｃａｆ２６６３ ３ ７８１ ０ ２ ５５７ ２４７ ７１７ ９１ １８６ ９９ ２９５

ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１７４４９ １ ４０８ ０ ２ ５５７ ４３７ ５３１ ２９０ ２４６ ３０５ ３１８

ｍｅｒｇｅＳｃａｆ５８２ １ ３９１ ０ ２ ５５７ ４０４ ５４１ ６４ ７３５ ７２ ３３３

ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１９４４９ １ ３８０ ０ ２ ５５７ １４３ ５０１ １１１ ３１２ １１８ ９１０

ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１９２７１ １ １２７ ０ ２ ５５７ ２６０ ６４２ ２５６ ２６８ ２６３ ６４２

ｍｅｒｇｅＳｃａｆ２０１２３ ６６４ ０ ２ ５５７ ４１４ ６３３ ３５９ ９９６ ３６６ ４３５

ｃ５８２２３.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ｍｅｒｇｅＳｃａｆ３１５４ ２ ７６３ ０ ４ ６４４ ２８５ ９１２ ６８ ０５８ ７９ ８１２

ｍｅｒｇｅＳｃａｆ８０８３ ２ １２１ ０ ４ ６４４ ２３０ ０６７ ２８ ６０５ ３５ ７７３
ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１９４３ １ ９８０ ０ ４ ６４４ ３６８ ７７２ １１０ ４９２ １２８ ３２３
ｍｅｒｇｅＳｃａｆ３２４６ １ ７００ ０ ４ ６４４ ３９８ ４５３ ２５０ ４５６ ２５７ ８８２
ｍｅｒｇｅＳｃａｆ２５８８ ９６５ ０ ４ ６４４ １６３ ５０７ １２６ ３５７ １４１ １１４
ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１１１４５ ７８９ ０ ４ ６４４ ４６０ ４６２ ４３ ７８８ ５２ ４９０
ｍｅｒｇｅＳｃａｆ９８５３ ７０１ ０ ４ ６４４ ３４０ ８６０ １０ ４３０ １６ ８０８
ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１２７１３ ６７３ ０ ４ ６４４ ４３４ ２５７ ２５３ １３４ ２５９ ５２１

ｃ６３８４７.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１７８８２ ８８９ ０ ４８４ ２２７ ６８５ ６５ ２２８ ７１ ７１１
ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１６０５３ ８８９ ０ ４８４ ３２５ ３１５ ８８ ８４８ ９５ ３３１
ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１０４４２ ８８９ ０ ４８４ ７０２ ４２２ ２８９ ３５８ ２９５ ８４１

ｃ６５５３７.ｇｒａｐｈ＿ｃ０ ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１３０１７ ５７１ ２×１０－１６０ ３１５ ５０３ ０２６ ４４４ ４５３ ４５０ ７６７
ｍｅｒｇｅＳｃａｆ９１９７ ５７１ ２×１０－１６０ ３１５ ３６２ ７２７ １０５ １８２ １１１ ４９６

３４１高　 阳等:基于候选基因开发 ｇＳＳＲ 标记加密黄花菜和萱草种间遗传图谱



２.３　 候选 Ｓｃａｆｆｏｌｄ 序列中 ＳＳＲ 基序的鉴定

ＳＳＲＨｕｎｔｅｒ １.３ 检测结果表明ꎬ有 ３６ 条 Ｓｃａｆｆｏｌｄ
检测到了 ＳＳＲ 位点ꎬ其中与秋水仙碱相关的 Ｓｃａｆｆｏｌｄ
为 １１ 条ꎬ与昼夜节律相关的 Ｓｃａｆｆｏｌｄ 为 ２５ 条ꎮ 在上

述 ３６ 条 Ｓｃａｆｆｏｌｄ 序列中共有 ９５ 个 ｇＳＳＲ 位点ꎬ其中

ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１７４４９ 包含最多的 ｇＳＳＲ(１２ 个)ꎬ其次是

ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１９４３(８ 个)ꎬ有 ９ 条 Ｓｃａｆｆｏｌｄ 只能检测到 １
个 ｇＳＳＲ 位点(图 ２)ꎮ

ａ:ｍｅｒｇｅＳｃａｆ３０６ꎻｂ:ｍｅｒｇｅＳｃａｆ５８２ꎻｃ:ｍｅｒｇｅＳｃａｆ６６４ꎻｄ:ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１２５６ꎻｅ:ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１３６２ꎻｆ:ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１４１５ꎻｇ:ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１５６６ꎻｈ:ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１９４３ꎻｉ:
ｍｅｒｇｅＳｃａｆ２２８４ꎻｊ:ｍｅｒｇｅＳｃａｆ２６６３ꎻｋ:ｍｅｒｇｅＳｃａｆ２８９３ꎻｌ:ｍｅｒｇｅＳｃａｆ３１５４ꎻｍ:ｍｅｒｇｅＳｃａｆ３９０１ꎻｎ:ｍｅｒｇｅＳｃａｆ４２６１ꎻｏ:ｍｅｒｇｅＳｃａｆ４４２７ꎻｐ:ｍｅｒｇｅＳｃａｆ６５４７ꎻｑ:
ｍｅｒｇｅＳｃａｆ７７１１ꎻ ｒ: ｍｅｒｇｅＳｃａｆ８０８３ꎻ ｓ: ｍｅｒｇｅＳｃａｆ９１８７ꎻ ｔ: ｍｅｒｇｅＳｃａｆ９１９７ꎻ ｕ: ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１１１４５ꎻ ｖ: ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１２７１３ꎻ ｗ: ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１３０１７ꎻ ｘ: ｍｅｒｇｅＳ￣
ｃａｆ１３８８２ꎻｙ:ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１４６４０ꎻ ｚ:ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１４８３９ꎻ ａ１:ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１５４９１ꎻ ｂ１:ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１７４４９ꎻ ｃ１:ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１７７５４ꎻ ｄ１:ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１８１２５ꎻ ｅ１:ｍｅｒｇｅＳ￣

ｃａｆ１９２７１ꎻｆ１:ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１９４４９ꎻｇ１:ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１９５４２ꎻｈ１:ｍｅｒｇｅＳｃａｆ１９８０２ꎻｉ１:ｍｅｒｇｅＳｃａｆ２０２１６ꎻｊ１:Ｓｃａｆｆｏｌｄ４０９９１ꎮ

图 ２　 ３６ 条 Ｓｃａｆｆｏｌｄ 中 ＳＳＲ 基序的数量

Ｆｉｇ.２　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔｓ(ＳＳＲ) ｍｏｔｉｆｓ ｉｎ ３６ ｓｃａｆｆｏｌｄｓ

　 　 此外ꎬ在检测到的 ９５ 个 ｇＳＳＲ 位点中ꎬ基序类型

为二核苷酸重复(Ｄｉ)的有 ６７ 个ꎬ占 ｇＳＳＲ 位点总数

的 ７０􀆰 ５３％ꎻ基序类型为三核苷酸重复(Ｔｒｉ)的共有

２５ 个ꎬ占比 ２６􀆰 ３２％(图 ３Ａ)ꎻ基序类型为四核苷酸

重复(Ｔｅｔｒａ)、五核苷酸重复(Ｐｅｎｔａ)、六核苷酸重复

(Ｈｅｘａ)的 ｇＳＳＲ 位点数很少ꎮ 在 ３６ 条 Ｓｃａｆｆｏｌｄ 中统

计了每种 ＳＳＲ 基序重复元件数量的分布ꎬ在二核苷

酸重复类型中ꎬ含有 ＡＴ ＆ ＴＡ、ＡＧ ＆ ＧＡ 单元的二

核苷酸 ＳＳＲ 数量要明显多于其他类型的二核苷酸

重复ꎻ在其余核苷酸重复类型中ꎬ并未出现以 ＴＧ、
ＣＧ 或 ＧＣ 作为重复单元的基序(图 ３Ｂ)ꎮ

Ｍｏｎｏ:单核苷酸重复ꎻＤｉ:二核苷酸重复ꎻＴｒｉ:三核苷酸重复ꎻＴｅｔｒａ:四核苷酸重复ꎻＰｅｎｔａ:五核苷酸重复ꎻＨｅｘａ:六核苷酸重复ꎮ
图 ３　 每种简单重复序列(ＳＳＲ)基序的数量(Ａ)及各二核苷酸重复元件的数量(Ｂ)
Ｆｉｇ.３　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｅａｃｈ ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔｓ(ＳＳＲ) ｍｏｔｉｆ (Ａ) ａｎｄ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｒｅｐｅａｔ ｅｌｅｍｅｎｔ(Ｂ)

２.４　 ｇＳＳＲ 引物筛选及多态性分析

对检测到的 ９５个 ｇＳＳＲ 位点设计相应的引物并进
行多态性筛选ꎬ部分结果如图４所示ꎮ 结果表明ꎬ共有６９
对 ｇＳＳＲ引物能够扩增出清晰稳定的条带ꎬ占引物总数

的 ７２􀆰 ６３％ꎻ共有 ４６对 ｇＳＳＲ引物在亲本及子代间具有多

态性ꎬ多态性 ｇＳＳＲ引物占引物总数的 ４８􀆰 ４２％ꎮ

　 　 使用多态性引物在群体中进行扩增ꎬ共有 ２９ 对

ｇＳＳＲ 引物扩增产物条带可以判读ꎬ经过卡方(χ２)测
验检测这 ２９ 对多态性 ＳＳＲ 引物扩增产物在子代中

的分离情况ꎬ其中 ２２ 对引物所得产物在子代中分离

情况符合孟德尔分离比例(１ ∶ １ꎬ１ ∶ ２ ∶ １ꎬ１ ∶ １ ∶
１ ∶ １)ꎬ７ 对引物所得产物存在不同程度偏分离现象
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(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ偏分离标记占多态性引物的比例为 ２４􀆰 １３％ꎮ ２９ 对引物具体分离情况见表 ３ꎮ

Ｍ 为 ６００ ｂｐ 标准 ｍａｒｋｅｒꎬｓａｕ０１１９３、ｓａｕ０１１９４、ｓａｕ０１１９６、ｓａｕ０１１９７、ｓａｕ０１１９８、ｓａｕ０１１９９ 为部分 ｇＳＳＲ 标记ꎮ
图 ４　 ６ 对 ｇＳＳＲ 引物在亲本及 ４ 个 Ｆ１子代中多态性位点的聚丙烯酰胺凝胶电泳结果

Ｆｉｇ.４　 Ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｌｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｌｏｃｉ ｉｎ ｐａｒｅｎｔａｌ ｌｉｎｅｓ ａｎｄ ｆｏｕｒ Ｆ１ ｐｒｏｇｅｎｉｅｓ ｕｓｉｎｇ ｓｉｘ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｇＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

表 ３　 ２９ 个 ｇＳＳＲ 标记在 Ｆ１代中的分离情况

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｏｆ ２９ ｇＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ Ｆ１ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ

引物 分离类型 分离比例
卡方值
(χ２)

自由度
(Ｄｆ)

ｓａｕ０１１７０ ｎｎｘｎｐ ２６ ∶ １６ ２.３８ １
ｓａｕ０１１７２ ｎｎｘｎｐ １８ ∶ ２４ ０.８６ １
ｓａｕ０１１７３ ｎｎｘｎｐ ３２ ∶ １８ ３.９２ １
ｓａｕ０１１７４ ｎｎｘｎｐ ３０ ∶ ２３ ０.９２ １
ｓａｕ０１１７９ ａｂｘｃｄ １７ ∶ ７ ∶ ９ ∶ １３ ５.１３ ３
ｓａｕ０１１８２ ｅｆｘｅｇ ９ ∶ ２２ ∶ ９ ∶ １２ ８.７７ ３
ｓａｕ０１１８３ ｎｎｘｎｐ ２４ ∶ １９ ０.５８ １
ｓａｕ０１１８６ ｌｍｘｌｌ ２９ ∶ ２６ ０.１６ １
ｓａｕ０１１９５ ｎｎｘｎｐ ３０ ∶ ２４ ０.６７ １
ｓａｕ０１１９６ ｅｆｘｅｇ ８ ∶ １２ ∶ １４ ∶ １７ ３.３５ ３
ｓａｕ０１１９７ ｎｎｘｎｐ ２９ ∶ ２４ ０.４７ １
ｓａｕ０１２０１ ａｂｘｃｄ １５ ∶ １４ ∶ １０ ∶ １４ １.１１ ３
ｓａｕ０１２０２ ｎｎｘｎｐ ２５ ∶ ３０ ０.４５ １
ｓａｕ０１２０３ ｎｎｘｎｐ ２８ ∶ ２７ ０.０２ １
ｓａｕ０１２０９ ｌｍｘｌｌ ２３ ∶ ２７ ０.３２ １
ｓａｕ０１２１４ ｎｎｘｎｐ ２０ ∶ ２３ ０.２１ １
ｓａｕ０１２１７ ｎｎｘｎｐ ２４ ∶ ２８ ０.３１ １
ｓａｕ０１２１８ ｌｍｘｌｌ ２９ ∶ ２５ ０.３０ １
ｓａｕ０１２２０ ｌｍｘｌｌ ２３ ∶ ２６ ０.１８ １
ｓａｕ０１２２１ ｎｎｘｎｐ ２２ ∶ ２７ ０.５１ １
ｓａｕ０１２２２ ｎｎｘｎｐ ３５ ∶ １７ ６.２３ １
ｓａｕ０１２２５ ｎｎｘｎｐ ３３ ∶ ２２ ２.２０ １
ｓａｕ０１２２６ ｎｎｘｎｐ ２０ ∶ ３３ ３.１９ １
ｓａｕ０１２２８ ｎｎｘｎｐ ３２ ∶ ２１ ２.２８ １
ｓａｕ０１２２９ ｎｎｘｎｐ ３２ ∶ １６ ５.３３ １
ｓａｕ０１２３３ ａｂｘｃｄ ３ ∶ ２ ∶ １８ ∶ ３０ ４０.３６ ３
ｓａｕ０１２５４ ｎｎｘｎｐ ２６ ∶ ２８ ０.０７ １
ｓａｕ０１２６０ ｅｆｘｅｇ ６ ∶ １９ ∶ １３ ∶ １６ ６.８９ ３
ｓａｕ０１２６３ ｎｎｘｎｐ ２６ ∶ ２９ ０.１６ １

Ｐ<０.０５ꎻ检验标准:ｄｆ＝ １ꎬχ２ ＝ ３.８４ꎻｄｆ＝ ３ꎬχ２ ＝ ７.８１ꎮ

２.５　 种间遗传图谱加密

利用 Ｊｏｉｎｍａｐ ４.１ 软件加密黄花菜种间遗传图

谱ꎬ共有 ２９１ 个 ＳＳＲ 标记参与运算ꎬ其中包括课题

组前期开发的 ２６２ 个 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记以及 ２９ 个新开

发的 ｇＳＳＲ 标记ꎮ 在 ＬＯＤ 值为 ３􀆰 ０ 时划分为 ９ 个连

锁群ꎮ 制图过程中有 １３ 个标记(１２ 个 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标

记和 １ 个 ｇＳＳＲ 标记)由于对连锁群结构和标记分

布均匀性产生较大影响而舍去ꎬ有 ２３ 个标记(１７ 个

ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标记和 ６ 个 ｇＳＳＲ 标记)由于形成单标记或

者双标记连锁群而未能进入最终的图谱ꎮ 连锁图谱

总图距为３ １４２􀆰 ６４ ｃＭꎬ图谱长度较原始种间图谱增

加了 ６５７􀆰 ０５ ｃＭꎬ连锁群(ＬＧ)长度为２８􀆰 ２６~ ８７９􀆰 ５０
ｃＭ(表 ４)ꎮ

表 ４　 加密后黄花菜与萱草种间遗传图谱各连锁群信息

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｌｉｎｋａｇｅ ｇｒａｃｐｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍａｐ

ｆｏｒ Ｈｅｍｅｒｏｃａｌｌｉｓ ｃｉｔｒｉｎａ ａｎｄ Ｈ. ｆｕｌｖａ ａｆｔｅｒ ｄｅｎｓｉｔｙ ｅｎ￣

ｈａｎｃｅｍｅｎｔ

连锁群
标记数量

(个)
长度
(ｃＭ)

平均间距
(ｃＭ)

最大间距
(ｃＭ)

ＬＧ１ ５８ ８７９.５０ １５.１６ １１７.８４

ＬＧ２ ５４ ６７１.６４ １２.４４ １５０.２８

ＬＧ３ ４３ ６３２.４６ １４.７１ １０１.８９

ＬＧ４ ２９ ２５３.８３ ８.７５ ５８.５２

ＬＧ５ ２６ １４９.１１ ５.７４ ３１.８８

ＬＧ６ １８ ２０８.００ １１.５６ ７３.３２

ＬＧ７ １３ ７６.１９ ５.８６ １６.６４

ＬＧ８ ９ ２４３.６５ ２７.０７ １２７.６７

ＬＧ９ ５ ２８.２６ ５.６５ １４.６９
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　 　 图谱共有 ２５５ 个标记ꎬ包括 ２３３ 个 ＥＳＴ￣ＳＳＲ
标记以及 ２２ 个 ｇＳＳＲ 标记ꎮ 相邻标记中最大间

距大于 ８０ ｃＭ 的间距共有 ４ 个ꎬ分别位于 ＬＧ１、
ＬＧ２、ＬＧ３ 和 ＬＧ８ꎬ最大的间距为 １５０􀆰 ２８ ｃＭꎬ这
个间距位于 ＬＧ２ 的 ｓａｕ５５５、 ｓａｕ４８１ 和 ｓａｕ８２５ 之

间(图 ５) ꎮ 图谱平均图距为 １１􀆰 ８８ ｃＭꎮ 加密后

的黄花菜与萱草种间遗传图谱中 ＳＳＲ 标记在 ９
个连锁群上的分布是不均匀的ꎬ各连锁群标记数

量为５ ~ ５８ 个ꎬ标记数量最多的连锁群为 ＬＧ１ꎬ共
有 ５８ 个标记ꎻＬＧ９ 的标记数量最少ꎬ为 ５ 个(表

４) ꎮ 共有 ２２ 个 ｇＳＳＲ 标记被加密到种间遗传图

谱上ꎬ其中 ７ 个 ｇＳＳＲ 标记来源于秋水仙碱代谢

通路相关候选 Ｓｃａｆｆｏｌｄꎬ１５ 个标记来源于昼夜节

律代谢通路候选 Ｓｃａｆｆｏｌｄꎬ这些标记位于 ＬＧ１、
ＬＧ２、ＬＧ３、 ＬＧ４ 和 ＬＧ７ 上 ( 图 ５ ) ꎮ 其 中ꎬ 位 于

ＬＧ１ 的 ｓａｕ０１２２８ 和 ｓａｕ０１１８２ 在遗传图谱上位于

同一遗传距离ꎬ２ 个标记是由不同性状的候选基

因开发而来的ꎬ其对应的 Ｓｃａｆｆｏｌｄ 序列是不同的ꎬ
２ 个 标 记 在 群 体 中 的 基 因 分 型 也 是 不 同 的ꎬ
ｓａｕ０１２２８ 为 ｎｎ × ｎｐ 分型ꎬ ｓａｕ０１１８２ 为 ｅｆ × ｅｇ 分

型ꎬ是不一样的 ２ 个标记ꎮ 类似的情况也出现在

ＬＧ３ 上的 ｓａｕ０１２６３、 ｓａｕ０１２６０ 和 ｓａｕ０１２５４ 这 ３
个标记ꎬ它们位于不同的 Ｓｃａｆｆｏｌｄꎬ其在群体中的

基因分型也是不同的ꎬ ｓａｕ０１２６３ 为ｎｎ× ｎｐ 分型ꎬ
ｓａｕ０１２６０ 为 ｅｆ × ｅｇ 分 型ꎬ ｓａｕ０１２５４ 为 ｎｎ× ｎｐ 分

型ꎮ
２.６　 加密后图谱的优化整合

将加密后的图谱与课题组前期构建的框架种

间遗传图谱[１１] 进行比较ꎬ结果表明ꎬ加密前黄花菜

与萱草种间遗传图谱具有 １１ 个连锁群(ＨＦＬＧ１ ~
ＨＦＬＧ１１)ꎬ新标记具有明显的连锁群整合效果ꎬ加密

后为 ９ 个连锁群(ＬＧ１ ~ ＬＧ９)ꎬ其中ꎬＬＧ１ 上由于标

记 ｓａｕ０１２２９ 与 ｓａｕ０１１８３ 的加入使得之前的 ＨＦＬＧ２
与 ＨＦＬＧ１０ 这 ２ 个连锁群整合到了一起ꎬＨＦＬＧ１０ 整

体插入到了 ＨＦＬＧ２ 的 ｓａｕ７２２ 与 ｓａｕ９２０ 之间ꎬ
ｓａｕ０１１７９、ｓａｕ０１２２８、ｓａｕ０１１８２、ｓａｕ０１２０３ 和 ｓａｕ０１２１４
这 ５ 个标记也均匀地插入到了 ＬＧ１ 上ꎬ并且由于这

些标记的加入使得之前没有上图的单标记 ｓａｕ２７５
与 ３ 标记 ｓａｕ６７７、ｓａｕ２１５、ｓａｕ９７９ 也加入到了 ＬＧ１ 顶

端ꎬ遗传距离由 ＨＦＬＧ２ 的 ４０１􀆰 ８ ｃＭ 和 ＨＦＬＧ１０ 的

４４􀆰 ４ ｃＭ 合并增加到了 ８７９􀆰 ５ ｃＭ(图 ６)ꎮ ＬＧ２ 中共

增加 了 ６ 个 标 记ꎬ 分 别 为 ｓａｕ０１１７４、 ｓａｕ０１２２１、

ｓａｕ０１１７３、 ｓａｕ０１１７２、 ｓａｕ０１２０１、 ｓａｕ０１２０２ꎬ这些标记

都加入到了 ＬＧ２ 的偏底端位置ꎬ原 ＨＦＬＧ１ 上的

ｓａｕ２７２ 因加密后致使 ＬＧ２ 长度发生较大变化而舍

弃ꎮ ＬＧ３ 上 新 加 入 了 ｓａｕ０１２６３、 ｓａｕ０１２６０、
ｓａｕ０１２５４、 ｓａｕ０１２１８、 ｓａｕ０１２２６、 ｓａｕ０１２２５ 这 ６ 个标

记ꎬ连锁群长度增加了 ５９􀆰 ８ ｃＭꎬ另外由于新标记的

加入使得 ＬＧ３ 上部 ｓａｕ７７９ ~ ｓａｕ１０１７ 片段发生了

倒位ꎬ原本处于 ＨＦＬＧ３ 底端的 ｓａｕ９３７ 移动到了

ＬＧ３ 顶端ꎮ ＬＧ４ 由于单标记 ｓａｕ０１２３３ 的加入使之

前 ＨＦＬＧ５ 和 ＨＦＬＧ８ 合并为 １ 个连锁群ꎬ长度由

ＨＦＬＧ５ 的 １４１􀆰 １ ｃＭ 和 ＨＦＬＧ８ 的 ９５􀆰 ４ ｃＭ 增加为

２５３􀆰 ８ ｃＭꎮ 对 ＬＧ５ 对应的 ＨＦＬＧ４ 上的原标记进

行优化调整后ꎬ之前未上图的 ｓａｕ３１１、 ｓａｕ３１０、
ｓａｕ４８、ｓａｕ８６３、ｓａｕ９８７、ｓａｕ４３３、ｓａｕ５６２、ｓａｕ３３８ 这 ８
个标记也加入到了 ＬＧ５ 上ꎮ ＬＧ７ 加入了 ２ 个新标

记 ｓａｕ０１１８６ 以及 ｓａｕ０１１９６ꎮ 其余连锁群均与之前

保持一致ꎬ并未发生改变(图 ６)ꎮ

３　 讨 论

简单重复序列(ＳＳＲ)由于重复性高、特异性强

等特点已经成为基因定位和遗传多样性研究的首选

标记[１５]ꎬＳＳＲ 标记广泛应用于品种鉴定[１]、图位克

隆[１６]、系统发育关系研究[１３]、遗传多样性研究[１７]、遗
传图谱构建[１８] 等ꎮ 目前ꎬＳＳＲ 标记的类型可以大致

分为 ２ 种ꎬ一种是通过 ＲＮＡ￣ｓｅｑ 开发的 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 标

记ꎬＥＳＴ 是基因表达序列ꎬ通过这种方式开发的标记

主要对编码区进行扩增ꎬ所以在物种间具有很好的通

用性ꎬ并且使用这些标记构建遗传图谱相当于定位功

能已知的基因[１９]ꎮ 结合关联分析ꎬ如果某性状与图

谱上的 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 关联ꎬ那么这个标记有极大的可能与

控制该性状的基因有关[２０]ꎮ 另外一种是通过基因组

开发的 ｇＳＳＲ 标记ꎬ该标记是较为理想的构建图谱的

标记ꎬ大多数存在于基因组的非编码区[２１]ꎮ
　 　 基于此思路ꎬ本研究从秋水仙碱和昼夜节律相

关代谢通路( ｋｏ００９５０、ｋｏ０４７１２)上的候选 Ｕｎｉｇｅｎｅ
入手ꎬ以期在候选 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 附近开发 ｇＳＳＲ 标记来

加密该区段ꎮ 值得一提的是ꎬ在筛选昼夜节律相关

Ｕｎｉｇｅｎｅ 时ꎬ ｃ５６４４０. ｇｒａｐｈ ＿ ｃ０ 表现出与拟南芥中

ＬＨＹ 基因极高的序列相似性ꎬ基于序列决定生物学

功能的考虑ꎬ认为该 Ｕｎｉｇｅｎｅ 极可能在本物种中存

在 ＬＨＹ 相关基因功能ꎬ故亦纳入候选 Ｕｎｉｇｅｎｅ 筛选

范畴ꎮ
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图 ５　 加密后黄花菜与萱草种间遗传图谱

Ｆｉｇ.５　 Ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍａｐ ｆｏｒ Ｈｅｍｅｒｏｃａｌｌｉｓ ｃｉｔｒｉｎａ ａｎｄ Ｈ.ｆｕｌｖａ ａｆｔｅｒ ｄｅｎｓｉｔｙ ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ

　 　 有学者的研究结果表明ꎬ使用单一类型标记构

图会导致标记分布不均匀ꎬ标记类型的不同会影响

标记在连锁群上的分布[２１￣２２]ꎮ 因此ꎬ本研究综合使

用新开发的 ｇＳＳＲ 和前期的 ＥＳＴ￣ＳＳＲ ２ 种标记来进

行图谱构建ꎮ 从结果来看ꎬ标记仍然是分布不均匀

的ꎬ可能原因与标记数量不足以及标记自身的非随

机分布有关ꎬ此次图谱加密过程仅使用了部分基因

组序列来开发 ｇＳＳＲ 标记ꎬ在之后的研究中ꎬ基于全

基因组 ＳＳＲ 标记开发进行图谱加密应该是一个有

效的解决方案ꎮ 此外ꎬ由于 ＥＳＴ￣ＳＳＲ 来自比较保守

的编码区ꎬ很多研究结果表明 ｇＳＳＲ 的多态性要高

于 ＥＳＴ￣ＳＳＲ[１５ꎬ２３]ꎬ本研究中新开发的 ｇＳＳＲ 标记多

态性比例为 ４８. ４２％ꎬ高于侯非凡[１１] 使用的 ＥＳＴ￣
ＳＳＲ 标记(２２.４９％)ꎮ

理论上ꎬ分子连锁群的数目应该与染色体数目

相等[２４]ꎬ加密后其连锁群数目由 １１ 个整合为 ９ 个ꎬ
这可能是由于萱草属植物具有较为庞大的基因组

(３􀆰 ６１ Ｇｂ)ꎬ而图 ５ 中标记只有 ２５５ 个ꎬ难以覆盖整

个基因组ꎬ在此基础上开发新标记、扩大作图群体ꎬ
是填补图谱 Ｇａｐ 的有效方法ꎬ这也是本研究接下来

的努力方向ꎬ以期为黄花菜和萱草分子标记辅助育

种、关键性状基因定位及数量性状座位(ＱＴＬ)分析

７４１高　 阳等:基于候选基因开发 ｇＳＳＲ 标记加密黄花菜和萱草种间遗传图谱



连锁群间连线表示图谱加密前后的同源关系ꎬ其中相同标记使用粗斜体表示ꎮ
图 ６　 黄花菜与萱草种间遗传图谱加密前后比较

Ｆｉｇ.６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｕｐｄａｔｅｄ ａｎｄ ｐｒｅｖｉｏｕｓ ｉｎｔｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｅｎｅｔｉｃ ｍａｐ ｆｏｒ Ｈｅｍｅｒｏｃａｌｌｉｓ ｃｉｔｒｉｎａ ａｎｄ Ｈ.ｆｕｌｖａ
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