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西瓜叶片后绿基因连锁位点及CAPS标记

(57)摘要

本发明公开了西瓜叶片后绿基因连锁位点，

其为与西瓜叶片后绿性状紧密连锁的SNP位点，

在西瓜基因组3号染色体17896014bp位置，碱基

变化为T→C，所述西瓜叶片后绿基因连锁位点由

引物对dg‑F、dg‑R进行PCR扩增确定。本发明采用

叶片后绿和叶片正常绿西瓜植株配制F2群体，通

过BSA‑seq对西瓜叶片后绿基因进行初步定位，

之后将与西瓜叶片后绿性状连锁的候选SNP位点

结合分离群体验证分析及自然群体验证分析，获

取与目的性状紧密连锁的CAPS标记。本发明可应

用于西瓜品种改良分子辅助育种，为西瓜分子育

种提供技术支持，同时大大缩短了传统基因定位

的时间。
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1.一种西瓜叶片后绿基因CAPS标记，其特征在于，所述CAPS标记采用引物对dg‑F和dg‑

R进行扩增，且扩增片段经BstBI酶切，西瓜叶片后绿纯合子得到755bp的条带，西瓜叶片正

常绿纯合子酶切成609p和146bp的两条带，西瓜叶片正常绿杂合子则显示出146bp、609bp和

755bp的三条带；

引物dg‑F的核苷酸碱基序列为5’‑GAAGGATGGCACACTTCGAT‑3’；

引物dg‑R的核苷酸碱基序列为5’‑CAAACTCCACTCCAGGGGTA‑3’。

2.根据权利要求1所述的CAPS标记，其特征在于，用于扩增所述CAPS标记的反应程序

为：

阶段1：94℃预变性5min；阶段2：94℃20s，60℃20s，72℃30s，共循环34次；阶段3：72℃

延伸5min；阶段4：4℃保持。

3.根据权利要求1所述的CAPS标记，其特征在于，用于扩增所述CAPS标记的反应体系以

20μL计，包括10μL  2×TaqPCRMasterMix，2μL模板DNA，正、反向引物各1μL和6μL  ddH2O。

4.根据权利要求1所述的CAPS标记，其特征在于，所述酶切反应体系以15μL计，包括0.3

μL  BstBI限制酶、1.5μL  buffer、3.2μL  ddH2O和10μL  PCR产物，37℃酶切过夜。

5.检测权利要求1所述西瓜叶片后绿基因CAPS标记的试剂在西瓜叶片后绿性状分子育

种中的应用。
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西瓜叶片后绿基因连锁位点及CAPS标记

技术领域

[0001] 本发明属于生物技术领域，涉及性状连锁SNP位点的确定，以及基于该SNP位点的

CAPS标记设计开发，具体涉及与西瓜叶片后绿性状紧密连锁的SNP位点及CAPS标记。

背景技术

[0002] 作为一种重要的葫芦科作物，西瓜(Citrullus  lanatus)是人们夏季消暑解渴的

重要水果，在世界园艺作物中占有非常重要的地位。中国作为世界上西瓜生产和消费第一

大国，目前，我国西瓜产业普遍存在品种更新滞后、结构单一的缺点，某些品种在一些地区

已种植多年，难以满足市场多样性的需求。因此，培育多样化的品种，并加快育种进程成为

西瓜育种家的重要目标。随着西瓜基因组时代的到来，明确西瓜重要农艺性状基因功能，并

寻找控制这些性状的关键基因，将分子标记应用于育种是目前西瓜育种工作的一项重要内

容。

[0003] 在传统的选择育种中，因为难以确定后代的基因型，选择的依据通常是植物的表

现型而不是基因型，选择时间较长，且表现型易受环境因素的影响，导致选择的不准确和效

率较低。分子标记辅助育种以与目标形状紧密连锁分子标记为工具对目标性状进行筛选，

通过分子标记以基因型进行种质资源的筛选，具有准确、快速、不受环境条件干扰的优点，

避免了传统育种过程中性状选择的盲目性，提高了育种效率。CAPS标记是对扩增产物进行

酶切分析的一种分子标记，具有高通量、简单、稳定、灵敏度高等特定，是目前分子标记辅助

育种工作中极具发展前景的分子标记。

[0004] 西瓜叶片后绿性状是目前发现的苗期鉴定西瓜杂交种子纯度最理想的标记性状。

西瓜叶片后绿性状具有新生叶由浅黄—浅黄绿—正常绿的渐变过程，而正常绿植株叶片抽

生即变绿，没有这个渐变的过程。因此，后绿与一般正常绿幼苗或植株有明显的区别，最早

鉴别期在子叶出土到幼苗1片真叶期间，时间在播种后7‑10d。通过鉴定后绿基因，开发其紧

密连锁的分子标记进行品种初期筛选，达到分子辅助育种的目的，可大大缩短育种的周期

提高育种效率。

[0005] 西瓜叶片后绿性状在苗期即能准确鉴定杂种，具有准确、直观、简便、快速、低耗等

优点。但该性状是隐性的，杂交一代不表现，给选育工作带来了很大难度。叶色是西瓜重要

的农艺性状，与西瓜植株的光合作用能力息息相关，因此急需深入开展西瓜叶色研究，开发

可用于西瓜育种的分子标记，以缩短育种进程提高育种效率。

发明内容

[0006] 本发明的技术主旨在于对西瓜叶片后绿性状材料进行快速筛选，大大缩短育种周

期，达到分子标记辅助育种的目的。基于西瓜叶片性状分子水平研究，本发明给出与西瓜叶

片后绿性状紧密连锁的SNP位点，并针对所述SNP位点设计开发CAPS标记。具体地，本发明提

供如下的技术方案。

[0007] 西瓜叶片后绿基因(Delayed  green，dg)连锁位点，其为与西瓜叶片后绿性状紧密
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连锁的SNP位点，在西瓜基因组3号染色体17896014bp位置，碱基变化为T→C。

[0008] 再者，根据确定的与西瓜叶片后绿性状紧密连锁的SNP位点，本发明给出一种基于

所述的SNP位点开发的西瓜叶片后绿基因CAPS标记。

[0009] 如本发明说明书的实施例记载，所述CAPS标记采用引物对dg‑F和dg‑R进行扩增。

[0010] 所述引物dg‑F的核苷酸碱基序列为5’‑GAAGGATGGCACACTTCGAT‑3’。

[0011] 所述引物dg‑R的核苷酸碱基序列为5’‑CAAACTCCACTCCAGGGGTA‑3’。

[0012] 进一步地，本发明给出了所述CAPS标记的开发方法为：

[0013] 采用叶片后绿西瓜材料和叶片正常绿西瓜材料配制F2群体材料；

[0014] 通过BSA‑seq将西瓜叶片后绿基因进行初步定位；

[0015] 利用测序信息，对F2群体材料初步定位目标基因区间的候选SNP位点进行与叶片

后绿性状的连锁分析；

[0016] 结合分离群体验证分析及自然群体验证分析，获得与西瓜叶片后绿性状紧密连锁

的CAPS标记。

[0017] 进一步优选地，所述CAPS标记的开发方法为：

[0018] 选取供试西瓜材料，所述供试西瓜材料包括父本、母本、F1代、F2群体、BC1群体、自

然群体；

[0019] 确定所述供试西瓜材料中的叶片后绿植株；

[0020] 将所述F2群体中的叶片正常绿和叶片后绿的植株构建极端混池，进行测序，初步

定位目标基因区间，获得候选SNP位点；

[0021] 在所述父本、母本、F1代、F2群体和BC1群体中验证所述候选SNP位点，获得与西瓜

叶片后绿基因连锁的CAPS标记。

[0022] 作为本发明具体实施方式的优选，对所述西瓜叶片后绿基因CAPS标记的设计开

发，分别对所述父本、母本、F1代、F2群体的基因组DNA进行PCR扩增，得到各供试西瓜材料的

PCR扩增产物。

[0023] 所述PCR扩增所用引物包括引物对dg‑F、dg‑R。

[0024] 所述引物dg‑F的核苷酸碱基序列为5’‑GAAGGATGGCACACTTCGAT‑3’。

[0025] 所述引物dg‑R的核苷酸碱基序列为5’‑CAAACTCCACTCCAGGGGTA‑3’。

[0026] 作为本发明具体实施方式的优选，对所述西瓜叶片后绿基因CAPS标记的设计开

发，所述父本为叶片正常绿西瓜材料Charleston  gray；所述母本为叶片后绿西瓜材料；所

述F1代为所述父本和所述母本杂交获取的西瓜材料；所述F2群体为所述F1自交获得的西瓜

材料；所述BC1群体为所述F1与所述母本获得的西瓜材料；所述自然群体为随机挑选的西瓜

材料。

[0027] 作为本发明具体实施方式的优选，对所述西瓜叶片后绿基因CAPS标记的设计开

发，采用直接观察法确定所述供试西瓜材料中的叶片后绿植株。

[0028] 还有，本发明提供了所述西瓜叶片后绿基因连锁位点在西瓜分子育种中的应用。

[0029] 还有，本发明提供了所述西瓜叶片后绿基因CAPS标记在西瓜分子育种中的应用。

[0030] 与现有技术相比，本发明所述西瓜叶片后绿基因连锁位点及CAPS标记，具有下述

的有益效果或优点。

[0031] 本发明通过西瓜叶片后绿植株和西瓜叶片正常绿植株配制F2群体，通过BSA‑seq
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将西瓜叶片后绿基因进行初步定位；利用测序信息，对F2群体材料初步定位基因区间全部

SNP位点进行与叶片后绿性状的连锁分析，获取与叶片后绿性状连锁的SNP位点。

[0032] 本发明将与叶片后绿性状连锁的候选SNP位点结合分离群体验证分析及自然群体

验证分析，获取与目的性状紧密连锁的CAPS标记，可应用于西瓜品种改良分子辅助育种，为

西瓜分子育种提供技术支持，同时大大缩短了传统基因定位的时间。

[0033] 本发明对F2群体、BC1分离群体及自然群体进行叶片后绿鉴定，并利用CAPS标记分

子检测所述SNP位点与目的性状的连锁情况；利用本发明设计的特异CAPS标记，可以用来对

品种进行初期筛选，达到分子标记辅助育种的目的，大大缩短育种周期，具有重要的理论及

实践意义。

附图说明

[0034] 图1为本发明所述实施例中西瓜叶片后绿基因dg初步定位结果及SNP位点图。

[0035] 图2为本发明所述实施例中引物对dg‑F和dg‑R对西瓜叶片后绿和西瓜叶片正常绿

亲本、F1代的PCR扩增反应条带，及该PCR扩增产物利用BstBI酶切后的结果电泳图。

[0036] 图3为本发明所述实施例中引物对dg‑F和dg‑R对西瓜自然群体的PCR扩增反应条

带，及该PCR扩增产物利用BstBI酶切后的结果电泳图。

具体实施方式

[0037] 下面结合实施例对本发明提供的西瓜叶片后绿基因连锁位点及CAPS标记进行详

细的说明。

[0038] 实施例1

[0039] 西瓜叶片后绿基因连锁位点，经测定，其为与西瓜叶片后绿性状紧密连锁的SNP位

点，在西瓜基因组3号染色体17896014bp位置，碱基变化为T→C。基于本实施例确定的SNP位

点，利用该SNP位点设计一种CAPS标记。本实施例给出了一种CAPS标记的开发方法，包括：

[0040] 采用叶片后绿西瓜材料和叶片正常绿西瓜材料配制F2群体材料；通过BSA‑seq将

西瓜叶片后绿基因进行初步定位；利用测序信息，对F2群体材料初步定位目标基因区间的

候选SNP位点进行与叶片后绿性状的连锁分析；结合分离群体验证分析及自然群体验证分

析，获得与西瓜叶片后绿性状紧密连锁的CAPS标记。

[0041] 实施例2

[0042] 在实施例1的基础上，本实施例进一步给出一种优选的所述CAPS标记的开发方法，

包括：

[0043] 1)选取供试西瓜材料，所述供试西瓜材料包括父本、母本、F1代、F2群体、BC1群体、

自然群体。所述父本为叶片正常绿西瓜材料Charleston  gray；所述母本为叶片后绿西瓜材

料；所述F1代为所述父本和所述母本杂交获取的西瓜材料；所述F2群体为所述F1自交获得

的西瓜材料；所述BC1群体为所述F1与所述母本获得的西瓜材料；所述自然群体为资源库中

随机挑选的西瓜材料，包括叶片后绿西瓜材料和叶片正常绿西瓜材料(详见表1)。上述各个

供试材料均为中国农业科学院郑州果树研究所瓜类种质改良研究中心保存的种质资源材

料。

[0044] 表1西瓜种质材料及表型
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[0045] 实验材料 表型 实验材料 表型 实验材料 表型

后绿 叶片后绿 陕西红籽 正常绿 梨皮 正常绿

PI595203 正常绿 核桃纹 正常绿 宁县西瓜 正常绿

PI164248 正常绿 尉氏西瓜 正常绿 钢皮 正常绿

PI457916 正常绿 冻瓜 正常绿 小红籽 正常绿

PI532722 正常绿 喇嘛瓜 正常绿 阜阳1号 正常绿

黑皮 正常绿 青抱筋 正常绿 鸡头黑 正常绿

偃师一号 正常绿 ‑‑ ‑‑ ‑‑ ‑‑

[0046] 2)供试材料叶片后绿性状的确定，本实施例优先采用直接观察法确定所述供试西

瓜材料中的叶片后绿植株。

[0047] 3)候选SNP位点的获取，将所述F2群体中的叶片正常绿和叶片后绿的植株构建极

端混池，进行测序，初步定位目标基因区间，获得候选SNP位点。

[0048] 4)针对所述的候选SNP位点设计所述CAPS标记，在所述父本、母本、F1代、F2群体和

BC1群体中验证所述候选SNP位点，获得与西瓜叶片后绿基因连锁的CAPS标记。

[0049] 对所述西瓜叶片后绿基因CAPS标记的设计开发，分别对所述父本、母本、F1代、F2

群体的基因组DNA进行PCR扩增，得到各供试西瓜材料的PCR扩增产物。所述PCR扩增所用引

物包括引物对dg‑F、dg‑R，所述引物dg‑F的核苷酸碱基序列为5’‑GAAGGATGGCACACTTCGAT‑

3’，所述引物dg‑R的核苷酸碱基序列为5’‑CAAACTCCACTCCAGGGGTA‑3’。

[0050] 实施例3

[0051] 在实施例1和2的基础上，本实施例对所述CAPS标记的开发方法做详细的描述。

[0052] 所述CAPS标记的开发方法，具体包括以下步骤：

[0053] A、供试材料选取

[0054] 所述供试材料包括父本、母本、F1代、F2群体、BC1群体、自然群体。其中，

[0055] 所述的父本为：Charleston  gray，为正常绿色叶片西瓜材料。

[0056] 所述的母本为：叶片后绿西瓜材料，该材料具有新生叶由浅黄—浅黄绿—正常绿

的渐变过程，即本发明所述的叶片后绿。

[0057] 所述的F1代为：以上述为亲本进行杂交获取的西瓜材料。

[0058] 所述的F2群体为：该F1代自交获得的F2群体。

[0059] 所述的BC1群体为：该F1代与母本材料回交得到的西瓜材料。

[0060] 所述的自然群体材料为资源库中随机挑选的西瓜材料，包括叶片后绿西瓜材料和

叶片正常绿西瓜材料(详见表1)。

[0061] 上述各个供试材料均为中国农业科学院郑州果树研究所瓜类种质改良研究中心

保存的种质资源材料。

[0062] B、供试材料叶片后绿性状的确定

[0063] 采用直接观察法确定叶片后绿西瓜植株。西瓜叶片后绿性状具有新生叶由浅黄—

浅黄绿—正常绿的渐变过程，而正常绿植株叶片抽生即变绿，没有这个渐变的过程。因此，

叶片后绿与一般正常绿幼苗和植株有明显的区别，在苗期和伸蔓期各进行一次鉴定，以确

保试验结果的准确性。

[0064] 对正常绿亲本Charleston  gray(父本)、后绿亲本(母本)、F1群体的单株、634个F2
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分离群体单株和70个BC1分离群体进行叶片后绿性状鉴定。结果表明：Charleston  gray、后

绿亲本和F1的叶片后绿性状分别为正常绿、后绿和正常绿。该F1植株自交后获得F2群体，叶

片后绿性状鉴定结果表明：634个单株中有480个叶片正常绿单株和154个植株表现为叶片

后绿，卡平方检验x2＝0.17，P＝0.68，差异不显著，符合3:1的理论分离比例。通过BC1群体

后绿性状进行鉴定，结果发现：70个单株中有32个叶片正常绿单株和38个植株表现为叶片

后绿，卡平方检验x2＝0.51，P＝0.47，差异不显著，符合1:1的理论分离比例。综合上述双

亲、F1、634个F2分离群体和70个BC1分离群体单株后绿性状鉴定结果，得出西瓜叶片后绿基

因为单基因控制的隐性性状。对所述自然群体的单株叶片后绿性状鉴定结果如表1所示。

[0065] C、候选SNP的获得

[0066] 将所述F2群体中的叶片正常绿和叶片后绿的植株构建极端混池，进行基因组测

序，通过对等位基因频率的差异进行分析，初步定位目标基因区间和并获得候选SNP位点；

将目标区间定位在西瓜基因组3号染色体的12131185bp至19615207bp的一段7.48Mb区间

内。本实施例中西瓜叶片后绿基因dg初步定位结果及SNP位点图，如图1所示。所述的SNP位

点为西瓜基因组3号染色体碱基位置为17896014bp处，碱基变化为T→C。

[0067] D、CAPS标记的获得

[0068] 利用http://cucurbitgenomics .org/公布的西瓜基因组数据，针对所述的候选

SNP位点设计所述的CAPS标记，在所述的父本、母本、F1代、F2群体中验证所述的候选SNP位

点，获得与西瓜叶片后绿基因dg连锁的CAPS标记。

[0069] 对所述父本、母本、F1代、F2群体各自的基因组DNA进行PCR扩增反应，得到各自的

PCR扩增产物；再对上述各自的PCR扩增产物进行酶切反应，得到各自的酶切产物。

[0070] 在所述的PCR扩增反应中，上、下游引物为以下核苷酸碱基序列：

[0071] dg‑F，即上游引物：5’‑GAAGGATGGCACACTTCGAT‑3’；

[0072] dg‑R，即下游引物：5’‑CAAACTCCACTCCAGGGGTA‑3’。

[0073] 在所述的PCR扩增反应中，反应程序为：阶段1：94℃预变性5min；阶段2：94℃20s，

60℃20s，72℃30s，共循环34次；阶段3：72℃延伸5min；阶段4：4℃保持。

[0074] 在所述的PCR扩增反应中，PCR扩增反应体系以20μL计，包括10μL  2×Taq  PCR 

MasterMix，2μL模板DNA，正、反向引物各1μL和6μL  ddH2O。

[0075] 在所述的PCR扩增反应中，酶切反应体系以15μL计，包括0 .3μL限制酶、1 .5μL 

buffer、3.2μL  ddH2O和10μL  PCR产物，之后再37℃酶切过夜。

[0076] 用1％琼脂糖凝胶电泳进行多态性检测，在凝胶成像系统中拍照。图2为本实施例

中引物对dg‑F和dg‑R对西瓜叶片后绿和西瓜叶片正常绿亲本、F1代的PCR扩增反应条带，及

该PCR扩增产物利用BstBI酶切后的结果电泳图。根据所述酶切产物的带型判断西瓜叶片后

绿性状的等位基因型，如图2所示，扩增片段经BstBI酶切，西瓜叶片后绿纯合子得到755bp

的条带，西瓜叶片正常绿纯合子酶切成609p和146bp的两条带，西瓜叶片正常绿杂合子则显

示出146bp、609bp和755bp的三条带。

[0077] 图3为本实施例中引物对dg‑F和dg‑R对西瓜自然群体的PCR扩增反应条带，及该

PCR扩增产物利用BstBI酶切后的结果电泳图。图3中，泳道1为分子量Marker，其他泳道为F2

分离群体部分株系PCR产物及CAPS酶切产物，结果显示叶片后绿鉴定结果与标记检测结果

呈现出共分离。
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[0078] F、利用所述CAPS标记对所述自然群体进行验证

[0079] 利用所述的自然群体进一步验证所述的CAPS标记与西瓜叶片后绿基因dg的连锁

关系。以所述自然群体的基因组DNA为模板进行PCR扩增反应，得到自然群体的PCR特异片

段；再将所述PCR特异片段进行酶切反应，得到自然群体酶切产物。

[0080] 具体的操作同E中所述。经过引物对dg‑F和dg‑R扩增后，利用BstBI限制酶酶切，结

果显示18份自然群体材料的标记检测均与叶片后绿鉴定相符，统计该CAPS标记对资源鉴定

符合率为100％。进一步证实了所设计的CAPS标记与西瓜叶片后绿基因dg紧密连锁；说明该

SNP位点以及利用该SNP位点所设计的CAPS标记在鉴别西瓜叶片后绿性状上有非常高的利

用价值，可以有效地运用于西瓜分子辅助育种。

[0081] 以上所述仅为本发明的较佳实施例，并不用于限制本发明，凡在本发明的技术启

示和原则之内，所作的任何修改、等同替换、改进等，均应包含在本发明的保护范围之内。
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图1

图2
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