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  摘要 :为了探讨苹果自交亲和的发生机理, 根据保守氨基酸序列/ FTQQYQ0和/ ant-i 1/ WÑPNV0设计了苹果花柱 S 基

因的通用引物: P1: 5-'TTTACGCAGCAATATCAG-3'; P2: 5-' ACGTTCGGCCAAATA / CATT-3', 根据 GeneBank 登陆的花粉 SLF1

( DQ422810)、SLF9 ( AB270792)基因设计了花粉 S 基因的引物分别为: P SLF1(上游 5-' 3': CTGGTGGTGTTCTTTCCTGTGTAT ; 下

游5-'3 ': ACTTAACTCTTCCCTCAACTCA ) 和 P SLF9 (上游 5-'3 'CAGGTGCGTGAAAGTGAAA; 下游 5-' 3': TGAGCCAAGCATAA-

GAACCT ) ,以自交亲和的苹果品种早红香为试验材料,利用 PCR-RFLP、克隆、测序等方法研究早红香苹果发生自交亲和

的分子性状。结果表明:自交亲和的早红香苹果 2 条花柱 S 基因没有发生变异。经 BLAST比较, 由花粉 S 基因引物 P

SLF1 和P SLF9 扩增得到的花粉S 基因的DNA序列,与 MdSLF2 和MdSLF9 基因DNA序列的相似性分别为94%和96%,推导

氨基酸序列相似性分别为94%和 97%。由 P SLF1扩增得到的花粉 S 基因 SLF1? 与 MdSLF1 的 DNA序列相似性仅为 83% ,

且二者不一致的碱基分布于整个DNA序列中,自交亲和苹果品种早红香花粉 SLF1 ? 基因可能变异为了 MdSLF2。
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Abstract: In order to discuss the mechanism of apple sel-f compatibility, the primer P1: 5-'TTTACGCAGC

AATATCAG-3'and P2: 5-'ACGTTCGGCCAAATA/ CATT-3'of apple style S gene were designed according to the conser-

vat ive amino acid sequence, the primer P SLF1( upriver 5-' 3': CTGGTGGTGTTCTTTCCTGTGTAT; backward position 5-'3':

ACTTAACTCTTCCCTCAACTCA) and P SLF9 ( upriver 5-'3 'CAGGTGCGTGAAAGTGAAA; backward position 5-' 3 ':

TGAGCCAAGCATAAGAACCT) of apple pollen S gene were designed according to the SLF1 ( DQ422810) and SLF9

(AB270792) in GeneBank, the molecular character of sel-f compatible apple Zaohongxiang was studied in the method of

PCR-RFLP, clone and sequence.The result showed that: tow style S gene of self- compatible apple Zaohongxiang did not

variation. DNA sequence of pollen S gene which was amplified through pollen S gene primer P SLF1 and P SLF9 com-

pared with the sequence of MdSLF2 and MdSLF9 had a high similarity, which arrived at 94% and 96% , amino acid sim-

ilarity was 94% and 97%. The similarity of Pollen S gene SLF1? which was amplified through P SLF1 and DNA se-

quence of MdSLF1 was 83% , and the differ bases were distributed in the whole DNA sequence, so that pollen S gene

SLF? could changed into MdSLF2 .
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  自交不亲和性( Sel-f incompatibility)是植物防止近

亲繁殖和保持物种连续性的一种重要机制, 在植物界

普遍存在。苹果(Malus domestica Borkh. )属于配子体

自交不亲和类型,是由一个基因座上的复等位基因- S

基因控制的,包括至少一个花柱特异性表达的 S-决

定子基因和一个花粉特异性表达的S 决定子基因[ 1] ,
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且大多数为自交不亲和品种。河北省廊坊市当地培

育的苹果品种早红香与大多数品种不同,为自交亲和

品种,笔者通过 2007年和 2008年连续 2年的授粉试

验表明,其自交授粉坐果率均达 80%以上。为此, 以

该苹果品种为试验材料,利用PCR-RFLP 分析、S 基因

克隆、测序等方法对苹果自交亲和发生机制进行了研

究,以期为培育自交亲和的苹果新品种、阐明苹果自

交亲和的机理提供理论依据。

1  材料和方法

1. 1  试验材料

供试材料为自交亲和的苹果品种 ) 早红香,栽
植于廊坊永清县前店村, 2008年 4月 20日采集新梢

顶端第一片尚未完全展开的幼叶放入冰壶, 带回实

验室后于- 70 e 保存备用。

1. 2  基因组 DNA提取及 S-allele、SLF的 PCR扩增

参照 Doyle等
[ 2]
的 CTAB(十六烷基三甲基溴化

铵)法,略有改动:将 0. 5 cm
2
的材料放到 1. 5 mL 的

离心管中,加入 350 LL 65 e 预热的 CTAB 提取液和

2% B-巯基乙醇, 用与离心管底部吻合的研棒将材

料研碎后再加入 350 LL 65 e 预热的 CTAB提取液,

其他步骤同常规方法。

根据苹果花柱 S 等位基因 C1区的保守氨基酸

序 列
[ 3] / FTQQYQ 0 和 HV 区 下 游 的 / anti

- 1/MIWPNV0, 分别设计正向引物 P1 ( 5-'TTTACGCA

GCAATATCAG-3 ') 和反向引物 P2 ( 5-'ACGTTCGGC-

CAAATA/ CATT-3')。

根据 GeneBank 登陆的花粉 SLF1 ( DQ422810)、

SLF9 ( AB270792)基因用 DNAStar 软件设计两对引物

分别为: P SLF1 (上游 5-'3': CTGGTGGTGTTCTTTCCT-

GTGTAT;下游 5-' 3': ACTTAACTCTTCCCTCAACTCA)和

P SLF9(上游 5-'3'CAGGTGCGTGAAAGTGAAA;下游 5-'

3': TGAGCCAAGCATAAGAACCT)。

以上引物由上海生物工程有限公司合成。

PCR反应体系为: 5 U/LL TaqDNA 聚合酶 1 U,

25 mmol/ L dNTPs 2 LL, 10 Lmol/L 引物 2 LL, 25

mmol/L Mg2+ 2 LL,模板 DNA 40 ng, 10 @ PCR Buffer 2

LL,补充 ddH2O至 20 LL。花柱 S 基因 PCR扩增程

序为: 94 e 预变性 2 min 后进入扩增循环, 94 e 变性

15 s, 48 e 退火30 s, 68 e 延伸 1 min, 10个循环; 94 e
变性 15 s, 48 e 退火 30 s, 68 e 延伸 90 s, 25个循环,

68 e 延伸 5 min; 最后在 4 e 下保温; 花粉 S 基因的

扩增退火温度为 52 e ,其他与花柱 S 基因扩增程序

相同。反应结束后, 在 1. 2% 的琼脂糖凝胶(含有

015%Goldview 染料) 上电泳 1 h, 紫外分析仪检测

PCR产物及酶切情况。

1. 3  酶切、克隆及测序
花柱 S 基因根据 PCR产物片段大小分别用Afa

Ñ ( Rsa Ñ )、EcoR Ñ限制性内切酶进行酶切。酶切

反应体系各成分用量分别为: 1 ng/ LL PCR 产物 6

LL, 10 @ Buffer 2 LL, 5 U/LL Enzyme 1 LL, ddH2O 11

LL,在 37 e 恒温条件下进行酶切反应 16 h。

TIANgel Midi Purif ication Kit 试剂盒回收目的片

段, pGM-T 载体连接后转化大肠杆菌 TOP10,蓝白斑

筛选后,挑取一个单克隆的一部分用 pGM-T 重组菌

落 PCR鉴定试剂盒鉴定重组子,并将剩余部分的单

克隆摇菌后送天根生化科技(北京)有限公司测序。

花粉 S 基因经 PCR扩增后直接回收、测序(双

向)。

2  结果与分析

2. 1  花柱 S 基因 PCR扩增

用花柱 S 基因引物对早红香苹果基因组 DNA

进行 PCR扩增, 上样量为 4 LL 的电泳结果如图 1。

由图 1可见, 该苹果品种花柱 S 基因各有一条 340

bp左右和 530 bp左右的片段。

图 1 早红香雌蕊 S 基因的 PCR扩增结果

Fig. 1 PCR amplification result of

apple S-allele in Zaohongxiang

M.Marker(DL2000) .

图 2 AfaÑ 和 EcoRÑ 酶切图谱

Fig. 2 Restriction pattern of EcoRÑ

2. 2  花柱 S 等位基因的酶切鉴定

用限制性内切酶 EcoR Ö和 Afa Ñ ( Rsa Ñ )分别

对早红香苹果 PCR扩增的 2条片段进行酶切, 酶切

结果如图 2所示。由图 2 可以看出, 早红香花柱 S

基因 340 bp的片段分别能被限制性内切酶 EcoR Ö

切割成 210 bp和130 bp左右的片段, 530 bp左右的
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片段分别能被限制性内切酶 Afa Ñ ( Rsa Ñ )切割成

320 bp和210 bp左右的片段,符合花柱 S1和S9等位

基因被切割的情况, 初步确定早红香苹果的花柱 S

基因型为 S1S9。

2. 3  花柱 S 等位基因序列分析

对PCR 产物回收、克隆后测序, 结果经 BLAST

比较表明, 该品种花柱 S 基因 530 bp左右的片段与

富士苹果( GeneBank 中登号为 EU427454) S1 基因

DNA序列完全一致,没有发现变异基因位点。花柱

S 基因340 bp左右片断的 DNA序列经 BLAST 同源

比较, 与其他花柱 S 基因相似性均在 80%以上,和

S9基因( GeneBank 中登号为 AB270297) DNA序列一

致性达到 99%, 并且这一区域包括了自交不亲和基

因变异最高的高变区和内含子区, 和 MdSFB9 基因

序列同源性达 100%, 说明该基因与花粉 S 基因是

紧密连锁的。为此可以确定自交亲和苹果早红香花

柱 S 基因没有发生变异。

2. 4  花粉 S 基因 PCR扩增

用花粉特异性引物P SLF1、P SLF9对早红香苹果

花粉 S 基因进行PCR扩增,上样量为 4 LL 的电泳结

果如图 3所示。由图3可知,早红香苹果的两条花粉

S 基因经扩增后得到 1 100 bp左右的片断,与根据花

粉 SLF1 和 SLF9 基因设计的花粉S 基因引物之间

DNA片段长度一致。

图 3 早红香花粉 S 基因的 PCR扩增结果

Fig. 3 PCR amplification result of

pollen SLF in Zaohongxiang apple

2. 5  花粉 SLF基因序列分析

早红香苹果两条花粉 S 基因经双向测序后拼

接测序结果, 经 BLAST 比较表明, 由 P SLF1 和 P

SLF9扩增得到的花粉 S 基因 (以下称: SLF1 ? 和

SLF9 ?)与 MdSLF2 和 MdSLF9 DNA 序列相似性最

高, 分别为94%和 96%。推导氨基酸序列相似性分

别为 94%和 97% ,表现出高的等位基因多态性。并

且两个花粉等位基因氨基酸序列 N-端均有 F-box 蛋

白保守的 F-box mot if结构域, C-端分别有可变区 A

和可变区 B(图 4) , 因此, 这两个基因应为花粉等位

基因。在两个花粉 S 等位基因中, SLF1? 推导的氨

基酸序列与 SLF2 相比除两个高变区外还有 19个位

点发生变异, 而 SLF9 ? 只有 8处发生变异,而由

图 4  苹果花粉 S基因氨基酸序列比较

Fig. 4 Amino acid compare in S gene of apple pollen
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图5  苹果花粉 SLF1 ? ( Query)与 SLF1( Subject)基因 DNA 序列 BLAST比较

Fig. 5 DNA sequence compare between SLF1 ? (Query)and SLF1 ( Subject) gene of apple pollen

PSLF1 扩增得到的花粉S 基因SLF1 ? 经 BLAST 比

较与 MdSLF1 的 DNA序列相似性仅为 83% ,且二者

不一致的碱基分布于整个 DNA序列中(图 5) , 因此

自交亲和苹果品种早红香花粉 SLF1 ? 基因向 Md-

SLF2 变异的可能性较大。

3  讨论

蔷薇科果树发现自交亲和性突变的在梨中较

多,自交亲和的日本梨品种奥嘎二十世纪发生变异

的原因是花柱 S 等位基因之一突变或缺失使之在

花柱中不表达, 但并不影响在花粉中的表达
[ 4]
。李

晓芳等[ 5]研究闫庄梨后代 S-RNase 基因时发现 S21

等位基因及其编码产物突变可能是导致其自交亲和

性的原因, 吴华清等[ 6]证实自交亲和的金坠梨在花

柱方面和鸭梨并无差异,可能是花粉 S 基因发生突

变表现出自花授粉能够结实。朱墨等[ 7]在研究甜樱

桃 SFB4 基因时发现, 自交亲和的斯坦拉 SFB4 基

因比自交不亲和雷尼和佳红SFB4 基因缺失了 4个

碱基 TAAA。本研究对自交亲和苹果早红香总 DNA

扩增了花柱和花粉 S 基因并测序,发现花柱的两个

S 基因S1和 S9 基因(富士苹果 ) 自交不亲和) DNA

序列一致,推导氨基酸没有改变,而两个花粉 S 基

因与S2、S9 DNA序列相似性分别为 94%和 96%, 但

未发现类似于甜樱桃花粉 S 基因 DNA序列中发生

连续碱基缺失的情况。因此, 可以证明早红香苹果

花柱 S 基因没有发生改变, 导致其亲和的原因有可

能是花粉 S 基因的变异。关于导致早红香苹果自

交亲和的花粉 S 基因是如何发挥作用以及是否存
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在其他原因还有待于进一步研究。
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