
第
!"

卷
!

第
#

期

$%&'

年
#

月

西北农林科技大学学报!自然科学版"

()*+,-.)/0)+1234516789,:;4+5:1

<

!

0-1=>?:=@A=

"

B).=!" 0)=#

(*,=$%&'

网络出版时间#

$%&'C%"C&%

!

&D

#

DM EFG

#

&%=&D$%'

$

H

=?,I:=

H

,3-/*=$%&'=%#=%$!

网络出版地址#

211

J

#$$

I,5=?,I:=,41

$

I?K5

$

A41-:.

$

#&=&DL%=>=$%&'%"&%=&DDM=%!M=21K.
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*目的+获得番茄雄性不育基因的候选基因(提高番茄雄性不育基因定位的准确性(为该雄性不育基

因的克隆及功能机制研究提供理论基础)*方法+以一个与苗期绿茎基因紧密连锁的花粉败育型材料为母本(以一个

苗期紫茎可育系为父本(通过集群分离!

d>6

"法分别建立
D%

个
8

$

单株的不育和可育
E06

池(基于简化基因组测序

!

>T68C>4

^

"技术检测足够量的简化基因组扩增片段(通过关联分析(获得目标雄性不育基因的候选区域(并利用
ZF

数据库对关联区域内的基因进行功能注释)*结果+通过
>T68

测序共获得
$%=$'R\

的序列量'共获得
&%D$"%

个

>T68

标签(标签整体平均深度达
&#%=DL

倍'完成了
$

个混合池间
>T68

标签标记的多态性分析(共获得多态性标记

#ML$

个'利用
$

个混合池进行关联分析(共得到
M

个与目标雄性不育基因相关的候选区域(区域平均大小为
%=$L

R\

(区域内共有
$'

个差异标记(

&!#

个候选基因)*结论+利用
>T68

测序技术对番茄雄性不育基因进行了初步定

位)
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花粉发育是作物整个生命周期中非常重要的环

节%

&

&

(作物只有通过花粉(才能将自己的遗传信息传

递给下一代%

$

&

(但花粉的发育要经历细胞分化及多

个基因的精准调节才能完成%

&

(

DC!

&

)前人对拟南芥

!

(4,J*/#

=

9*961,$*,),

"和水稻!

?4

2

K,9,6*8,

"的花

粉囊及花粉发育已做了大量的研究)在拟南芥中(

随着花器官的出现(花药细胞开始分化继而形成对

称的四分体结构'孢子细胞在每个四分体中可产生

"

个特异的细胞层!从外到里依次是#表皮层,皮层,

中间层,绒毡层和孢源细胞"

%

&

(

"

&

)水稻花粉发育与

拟南芥基本相似(在减数分裂期(造孢细胞经减数分

裂后从绒毡层分离产生性母细胞(而绒毡层细胞产

生空泡继而启动死亡降解程序%

&

&

)番茄!

-#$,)5+

$

2

.#

=

%49*.5+

"的花粉发育与拟南芥和水稻十分相

似%

&

(

#C'

&

(其雄蕊原基由孢子细胞在花粉囊发育初期

分化形成(造孢细胞和壁细胞由孢原细胞分化形成(

经历减数分裂后分别形成了小孢子四分体和绒毡

层(最终小孢子成熟形成花粉粒%

#

(

M

&

)在番茄中(目

前已有
"%

多种雄性不育突变体被报道(按各自发育

的缺陷可将其划分为功能不育型,结构不育型和花

粉败育型
D

种类型%

L

&

)其中(花粉败育型根据花粉

败育时期不同(又可划分为减数分裂前期败育,减数

分裂期败育,四分体期败育,小孢子期败育和尚未确

定时期的败育
"

种类型)其中(减数分裂前期的花

粉败育型如
+9;D

和
+9;&"

是在减数分裂前期花粉

母细胞就发生溶解或停止发育'而减数分裂期的花

粉败育型如
+9;"

和
+9;&%

(其绒毡层组织发育就表

现出不正常%

LC&%

&

)

简化基因组测序 !

5

J
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>T68C>4

^

"最早应用于人类

>0c

图谱工程%

&&C&$

&

(而现在在众多的物种中都已经

有了广泛的应用'

d-:+A

等%

&D

&通过简化基因组测序(

确定了一个棘鱼
8

$

群体的基因型'也有人在野生大

豆%

&!

&

,甜瓜%

&"

&等物种上通过简化基因组测序发掘了

大量的
>0c

标记并定位了一系列的功能基因)在

番茄基因定位和突变体研究中(利用传统的遗传标

记定位目标基因(工作量非常大(且周期长(难以精

确定位%

&#C&'

&

)简化基因组测序则为从番茄基因组水

平开发单核苷酸多态性!

>0c

"分子标记提供了全新

的技术条件%

&MC&L

&

)利用基于简化基因组测序的

>0c

识别,验证和基因型分析与传统分子标记相结

合的方法(能快速挖掘导致番茄表型突变的候选基

因及
>0c

位点%

$%C$&

&

)本研究以一个带苗期标记性

状的核雄性不育系与一个普通的可育系杂交产生的

8

$

代分离群体为试材(通过集群分离!

\*.I4A54

O

C

+4

O

-,1-,-.

<

5:5

(

d>6

"法选择雄性不育单株和雄性

可育单株(构建不育,可育
E06

池'再用简化基因

组测序技术分别对两混池的特异
E06

片段进行测

序(通过检测两混池内特异
E06

片段上的突变位

点(筛选切实可用的雄性不育基因分子标记(以期提

高选择的准确性和科学性(并为此雄性不育基因的

克隆奠定基础)

&

!

材料与方法

&=&

!

试验材料

供试材料为番茄的一个花粉败育型的核雄性不

育系(该雄性不育基因与一个苗期绿茎基因紧密连

锁)利用早期标记性状(能够有效地帮助育种者鉴

定不育株与可育株(具有较高的利用价值)本研究

以此材料为母本(以一个苗期紫茎可育的加工型番

茄自交系
U]C$

为父本进行试验)

利用苗期紫茎可育的自交系!父本"与苗期绿茎

的雄性不育系!母本"杂交产生
8

&

代(

8

&

代再自交

产生
8

$

分离群体(通过混合
d>6

法(从中分别随机

选择
D%

株绿茎不育株和
D%

株紫茎可育株作为构建

混合
E06

池的样品)

&=$

!

不育和可育
E06

池的构建

分别提取每个分离单株幼嫩叶片的基因组

E06

(检测每个
E06

样品的纯度及浓度(按照等量

原则将
D%

个不育单株和
D%

个可育单株的
E06

分

别混合在一起(构建成不育和可育
E06

混池)同

时 提取父母本的基因组
E06

(建立父母本基因

池)

提取
E06

时(在
b]6d

原有配方基础上(添加

体积分数
&=%Q

的
&

C

巯基乙醇(防止一些酚类化合

物的氧化(保证所获得的
E06

质量)

43;
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样本制备及测序

利用酶切位点预测软件对番茄的参考基因组

!

211

J

#$$

5).

O

4,)K:?5=,41

$"进行系统分析(根据基

因组大小,

Zb

含量,重复序列比例和基因结构特点

等信息(设计候选酶切方案(保证分子标记在全基因

组范围内开发的密度及均匀性)本试验采用
C9,

$

内切酶(酶切片段长度为
!&!

"

!#!\

J

)

将
&=$

节处理好的样品进行精确定量(根据内

切酶酶切末端自动添加与引物匹配的接头(然后在

芯片表面进行
cb̀

(程序与一般
cb̀

相同(

E06

片

段扩增为单分子簇)单分子
E06

簇完成后将芯片

转入高通量测序中(开始测序)

&=!

!

>T68

标记的开发

样品基因组经酶切处理后打断为多个小片段(

每个片段相当于
&

个标记位点(同一位点测定的序

列通过相似性聚类(形成一个组)一个组中一般存

在
&

"

!

条高深度片段(其余均为低深度片段)本试

验将高深度片段视为潜在的基因型(低深度片段则

可能是由于测序错误导致(因此通过纠错策略将低

深度片段的测序深度加到高深度片段上)

由于
>T68

为同一位点的酶切片段(可根据

>T68

酶切片段的深度确保
>T68

的准确度(而随

着测序的延伸(测定序列末端的质量值会降低(所以

测序时(只使用序列的前
M%\

J

)

&="

!

多态性分析

对测序获得的
>T68

标签(依据等位基因数和

基因型序列之间的差异性进行多态性分析)当基因

型数高于物种等位基因数时(判断该标签为重复序

列!

4̀

J

4-1

"'当基因型数为
&

或样品间基因型无差

异时(则认为该
>T68

标签无多态性'基因型序列间

存在差异的标签为多态性标记(有
>0c

,

@c0>c

和

G0E@TD

类(统称为
R-+I4+

(其中
>0c

为单核苷酸

突变(

@c0>c

为酶切位点突变(

G0E@T

为插入缺

失'未知类型标记!

9,I,)3,

"可能为定位错误导

致)

&=#

!

关联性分析

关联分析的目的是检测与性状关联的分子标

记(关联分析的基础是连锁遗传(在发生连锁的前提

下(与性状相关联的分子标记的分离情况与基因的

分离比相关)若想得到多态性标记(首先需要根据

亲本的性状及杂合类型选择相应的标记(其次由于

两个混池中的子代为性状极端分离的群体(因此在

每一个混池中都会出现与父母本基因型频率不一致

的个体(由此获得与性状关联的分子标记)

根据番茄的参考基因组(通过差异标记确定性

状相关的候选区域(若某一区域内出现多个!

$

个以

上"连续的差异标记(则说明此区域可能与控制性状

的基因相关联(即将此区域定义为性状关联的候选

区域)

&='

!

关联区域内基因的功能注释

由于
ZF

数据库适用于各个物种(能对基因,蛋

白质进行限定和描述(所以对关联区域内的基因进

行
ZF

功能注释(并以所有基因为背景进行功能富

集分析)

$

!

结果与分析

$=&

!

番茄基因组
E06

的提取

通过
&=%Q

琼脂糖凝胶电泳检测所提取
E06

的浓度及纯度发现(所提取的
E06

浓度较高(无蛋

白质,

0̀6

等污染(其浓度和纯度都满足试验对

E06

质量的要求!图
&

")

图
&

!

番茄基因组
E06

的琼脂糖凝胶电泳检测

8:

O

=&

!

6

O

-+)54

O

4.4.4?1+)

J

2)+45:5)/1)K-1)E06

$=$

!

番茄基因组测序结果的评估

测序质量值可用来评估碱基的测序错误率(碱

基质量值越高(对应的碱基测序错误率越低(同时测

序错误率还受测序仪本身,测序试剂,样品等多个因

素的共同影响)通常测序序列
"j

端前几个碱基的错

误率相对较高(随着序列的延伸(

Dj

端的碱基错误率

也会不断升高(这是由高通量测序的技术特点决定

的)另外(

>T68

所测序列为基因组酶切后的
E06

片段(由于酶切位点在基因组上的分布近似均匀(同

时(

Z

$

b

,

6

$

]

含量也近似均匀)因此(根据大数定

<3;
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理(在每个测序循环上(

Z

$

b

,

6

$

]

含量应当分别相

等(且等于基因组的
Z

$

b

,

6

$

]

含量)但是(受

>T68C>4

^

技术特点的影响(测定序列的前两个碱

基都是酶切位点序列(因此在碱基分布中会出现前

端波动较大的现象)

通过测序(从
!

种番茄
E06

池中共获得
$!=$'

R\

的测定序列)对各样品的测序数据进行评估(

评估指标包括测定序列的长度,数量,总数据量,

U$%

和
Z

$

b

含量(结果见表
&

)

表
&

!

番茄基因组测序数据的评估统计

]-\.4&

!

>1-1:51:?5)/5-K

J

.454

^

*4,?:,

O

A-1-)/

O

4,)K4:,1)K-1)

样品编号

GE

4̀-A

长度$
\

J

4̀-A.4,

O

12

样品测定序列数

4̀-A,*K\4+

样品碱基数

])1-.,*?.4)1:A45

Z

$

b

含量$
Q

Z

$

b?),14,1

U$%

含量$
Q

U$%?),14,1

-- &%&k&%& '"%%%&$ &"&"%%$!$! D'=$% M'="L

-\ &%&k&%& ''$MMDL &"#&$$"!'M D#=#& ML=#&

R &%&k&%& !#$L$#M LD"&&$&D# D'=$& MM=M$

c &%&k&%& !!&%'!L ML%L'&$LM D#=&% L%="#

!!

注#/

--

0为可育
E06

混池'/

-\

0为不育
E06

混池'/

R

0为母本
E06

'/

c

0为父本
E06

)

0)14

#/

--

0

:5E06

J

)).)/K-.4C514+:.4

'/

-\

0

:5E06

J

)).)/K-.4C/4+1:.:1

<

'/

R

0

:5E06)/K-14+,-..:,4

'/

c

0

:5E06)/

J

-14+,-..:,4=

$=D

!

番茄基因组
>T68

标记的开发

由于番茄有参考基因组(因此首先使用
>)-

J

软

件将测定序列的前
M%\

J

比对到参考基因组上(并

定位到同一个位置的序列(组成一个组(对组进行纠

错(最终获得
>T68

标记
&%D$"%

个(整体平均深度

达
&#%=DL

倍)

根据
>T68

标记的基因组定位结果(统计

>T68

标记在各染色体上的数量(结果见表
$

)由表

$

可见(

>T68

标记在基因组各染色体上分布较均

匀(说明基因组简化测序成功)

表
$

!

>T68

标签在番茄基因组各染色体上的数量

]-\.4$

!

0*K\4+)/>T68R-+I4+5),4-?2?2+)K)5)K4)/

O

4,)K4:,1)K-1)

染色体编号

b2+=GE

>T68

标签数

>T68,*K\4+

染色体编号

b2+=GE

>T68

标签数

>T68,*K\4+

>T$=!%?2%% $!%M >T$=!%?2%' MML#

>T$=!%?2%& &$$MD >T$=!%?2%M MMD"

>T$=!%?2%$ #"!L >T$=!%?2%L MD$&

>T$=!%?2%D M!"L >T$=!%?2&% M#%#

>T$=!%?2%! M""M >T$=!%?2&& #'$'

>T$=!%?2%" M#&# >T$=!%?2&$ MM#&

>T$=!%?2%# #&D&

合计
])1-. &%D$"%

$=!

!

番茄基因组
>T68

标记的多态性分析

对从番茄基因组各染色体上得到的
&%D$"%

个

>T68

标记(根据等位基因数和基因序列之间的差

异进行多态性分析(结果共得到
!

种
>T68

标记(分

别为
>0c

,无多态性,未知及重复类型)其中
>0c

为开发得到的多态性标记(称之为
R-+I4+

)通过分

析检测共获得
#ML$

个
R-+I4+

)各类型
>T68

标

记结果如表
D

所示)

表
D

!

番茄基因组中各类型
>T68

标记的统计结果

]-\.4D

!

>1-1:51:?-.)/>T68R-+I4+5)/

O

4,)K4:,1)K-1)

类型

]

<J

4

数量

6K)*,1

比例$
Q

c4+?4,1

单核苷酸突变

>0c

#ML$ #=#'

无多态性

0)

J

).

<

K)+

J

2:5K

LD$LL L%=D#

未知类型

9,I,)3,

$#M# $=#%

重复
4̀

J

4-1 D'D %=D#

总计
])1-. &%D$"% &%%

!!

!!

根据定位结果(统计
R-+I4+

在各染色体上的

数量(结果 !表
!

"发现(定位在
>T$=!%?2%"

和

>T$=!%?2&&

染色体上的
R-+I4+

最多(分别为
$"D!

个和
&ML!

个'定位在
>T$=!%?2%$

和
>T$=!%?2%#

染色体上的
R-+I4+

最少(均为
&%!

个)

表
!

!

番茄基因组各染色体上的
R-+I4+

数量

]-\.4!

!

>1-1:51:?-.)/R-+I4+5),4-?2

?2+)K)5)K4:,1)K-1)

染色体编号

b2+GE

标记数量

R-+I4+,*K\4+

染色体编号

b2+GE

标记数量

R-+I4+,*K\4+

>T$=!%?2%% $&# >T$=!%?2%' $!%

>T$=!%?2%& $#! >T$=!%?2%M &#%

>T$=!%?2%$ &%! >T$=!%?2%L $"&

>T$=!%?2%D $'& >T$=!%?2&% DML

>T$=!%?2%! D"% >T$=!%?2&& &ML!

>T$=!%?2%" $"D! >T$=!%?2&$ &&"

>T$=!%?2%# &%!

合计
])1-. #ML$

!

$="

!

番茄基因组与雄性不育性状的关联性分析

对得到的
#ML$

个番茄基因组
R-+I4+

(采用

:4;
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>0cC:,A4a

%

&"

&关联方法进行检验分析)由于番茄为

二倍体(所以每个
R-+I4+

中有
$

个基因型序列(设

--

群体为可育群体(

-\

群体为不育群体(且不育为

隐性性状)以
--&

表示第
&

个基因型序列中
--

样

品的深度(

--$

表示第
$

个基因型序列中
--

样品的

深度'同理以
-\&

表示第
&

个基因型序列中
-\

样品

的深度(

-\$

表示第
$

个基因型序列中
-\

样品的深

度(具体
>0cC:,A4a

计算公式及方法参考
>*,

等%

&M

&

的方法)

对得到的
R-+I4+

分别计算两个混池的分值

!

:,A4a

"(进而得到样品间的
>0c

分值!

0

-I!

:,A4a

"

和最大分值%

K-a

!

,J

:,A4a

"&(并对
>0c

分值和最大分

值进行拟合)根据拟合后的值进行阈值的筛选发

现(

LLQ

的
R-+I4+

最大分值拟合值小于
%=MLL#&M

(

并且
L%Q

的
R-+I4+ >0c

分 值 拟 合 值 小 于

%=D#!!'

(筛选拟合值同时在
$

个阈值以上的标记

为差异标记%

&M

&

(如此共得到
D'

个差异标记)这
D'

个标记分布在
>T$=!%?2%&

,

>T$=!%?2%$

,

>T$=!%?2%D

,

>T$=!%?2%"

,

>T$=!%?2&&

号染色体上(数量分别为
M

(

&!

(

&$

(

$

(

&

个!图
$

")

黑色散点表示计算得到的
0

-I!

:,A4a

值'蓝色曲线表示
K-a

!

,J

:,A4a

"拟合值'

红色线表示
LLQ K-a

!

,J

:,A4a

"拟合值的阈值线'紫色曲线表示
0

-I!

:,A4a

拟合值'绿色线表示
L%Q

0

-I!

:,A4a

拟合值的阈值线

d.-?I5?-114++4

J

+454,15124;-.*4)/

0

-I!

:,A4a

'

\.*4?*+;4.:,4+4

J

+454,15124;-.*4)/K-a

!

,J

:,A4a

"'

+4A.:,4+4

J

+454,1512412+452).A)/LLQ

)/K-a

!

,J

:,A4a

"'

J

*+

J

.4?*+;4.:,4+4

J

+454,15124;-.*4)/

0

-I!

:,A4a

(

-,A

O

+44,.:,4+4

J

+454,1512412+452).A)/L%Q)/

0

-I!

:,A4a

图
$

!

番茄基因组与雄性不育性状的各染色体拟合值分布图

8:

O

=$

!

E:51+:\*1:),)/>0cC:,A4a),4-?2?2+)K)5)K4

!!

同理(利用两个阈值筛选与该番茄雄性不育性状 相关的区域(将连续
$

个及
$

个以上的差异标记确定

;4;
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为该番茄雄性不育性状的相关侯选区域(最终共获得

与该雄性不育性状相关的差异标记
$'

个(候选基因

&!#

个(信息统计结果见表
"

)

表
"

!

番茄基因组与雄性不育性状的关联区域信息

]-\.4"

!

G,/)+K-1:),)/-55)?:-14A?-,A:A-14+4

O

:),5\41344,124

O

4,)K4-,AK-.4514+:.4:,1)K-1)

染色体编号

b2+GE

起始位置

>1-+1

终止位置

@,A

区域大小$
R\

>:_4

差异标记数量

E://4+4,?4:,K-+I4+,*K\4+

基因数量

Z4,4,*K\4+

>T$=!%?2%& MDLMD"" M'"%L#" %=D" $ M

>T$=!%?2%& #D'&D&&# #D'$""#$ %=%& $ $

>T$=!%?2%$ DLML$%D' DLL%"'&" %=%& $ !

>T$=!%?2%$ !&"D''#D !$&$$&"% %="M && M$

>T$=!%?2%D $DM"D"D& $!%""''# %=$% D D

>T$=!%?2%D D'$&L%'# D'$"MM!# %=%! $ %

>T$=!%?2%D !&!#$MD$ !$!!$''& %=LM D $'

>T$=!%?2%" "L'D''! #&D%!D' %=&# $ $%

!

$=#

!

番茄雄性不育性状关联区域内的基因注释

通过
ZF

分析按照细胞组成!

b4..*.-+?)K

J

)C

,4,1

",分子功能!

R).4?*.-+8*,?1:),

",生化过程!

d:)C

.)

O

:?-.

J

+)?455

"对番茄雄性不育性状关联基因进行分

类(关联区域内基因
ZF

分类统计结果见表
#

)由表

#

可见(定位区内复杂大分子,细胞核,传感活性分子,

接受体活性分子,发育进程,信号,生长,生物钟进程,

细胞增殖等类型基因聚集频率均高于番茄基因组内

相关基因的平均值)其中(复杂大分子,细胞核,传感

类活性分子,接受体活性分子和细胞增殖这类物质分

子(一般直接或间接调控糖类等大分子代谢,细胞核

形成,信号的传导接收以及细胞的增殖发育'而这类

物质的合成代谢均与核雄性不育有一定的关联%

#CM

&

)

表
#

!

番茄雄性不育性状关联区域内基因的
ZF

注释

]-\.4#

!

]24ZF?.-55:/:?-1:),)/

O

4,45:,-55)?:-14A+4

O

:),5)/K-.4514+:.4

J

24,)1

<J

4:,1)K-1)

基因类别

Z4,4?.-55:/:?-1:),

基因功能

Z4,4/*,?1:),

基因比例$
Q

c4+?4,1)/

O

4,45

总比例

6..

O

4,4

关联比例

4̀

O

:),

O

4,4

基因数量

0*K\4+)/

O

4,45

总数

6..

O

4,4

关联数

4̀

O

:),

O

4,4

细胞组成

b4..*.-+?)K

J

),4,1

细胞部分
b4..

J

-+1 L!="& L&=$# $!&$% L!

复杂大分子

R-?+)K).4?*.-+?)K

J

.4a

$&='" $'=&M """% $M

膜包围内腔

R4K\+-,4C4,?.)54A.*K4,

"="M D=MM &!$" !

细胞外区域成分

@a1+-?4..*.-++4

O

:),

J

-+1

#=L' %=%% &'M %

细胞核
0*?.4):A %=D% %=L' '' &

分子功能

Z4,45 )/ K).4?*.-+

/*,?1:),

结合分子
d:,A:,

O

M%=!L 'M=#! $%"!& M&

转运活性分子

]+-,5

J

)+14+-?1:;:1

<

M=#" #=M% $$%' '

传感活性分子

R).4?*.41+-,5A*?4+-?1:;:1

<

D=LD #=M% &%%D '

调节酶活性分子

@,_

<

K4+4

O

*.-1)+-?1:;:1

<

D=$$ %=%% M$$ %

接受体活性分子

4̀?4

J

1)+-?1:;:1

<

$=#L #=M% #M' '

生化过程

d:).)

O

:?-.

J

+)?455

细胞加工
b4..

J

+)?455 L$=&M L%=$L $D"$" LD

发育进程

E4;4.)

J

K4,1

J

+)?455

'%=&& 'M=#! &'ML& M&

信号
>:

O

,-.:,

O

DD="% !&='" M""% !D

生长
Z+)312 &%=M$ D!=L" $'#$ D#

生物钟进程
2̀

<

12K:?

J

+)?455 $='% !=M" #MM "

细胞增殖
b4..

J

+).:/4+-1:), $=D' #=M% #%" '

注释基因总数

])1-.)/

O

4,4-,,)1-1:),

$""$% &%D

!

D

!

讨
!

论

本研究所选择的番茄不育母本是由栽培种突变

而来的(所以其遗传背景与栽培种父本基本相同)这

导致在试验过程中进行
>T68

标记筛选时其多态性

效率较低(因此在
&%D$"%

条
>T68

标记中(仅有

.4;
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#ML$

条为多态性标记(比率为
#=#'Q

)这与王柏柯

等%

$$

&

,郭艳萍等%

$D

&关于雄性不育基因定位的研究结

果一致)但多态性比率低的优点在于#由于不育母本

与可育父本均为栽培种(其十分相似的遗传背景(对

研究单位点的功能基因非常有效(可高效地避免假阳

性位点)通过这种方法筛选出的多态性标记(一般均

可用于候选基因的关联分析(其目标基因的候选区域

也较窄(本研究最终分析的
M

个候选区域中(有
"

个

候选区域的物理长度都在
%=$%R\

内(其中
!

个候选

区域内只有
!

个以下的候选基因)另外(从形态学角

度分析(此番茄雄性不育性状与苗期绿茎性状紧密连

锁(有利于此类雄性不育基因在制种生产中的应用)

基于简化基因组测序技术的候选基因定位(是集

d>6

技术,生物信息学和高通量测序技术为一体的一

种简单高效的基因定位方法)应用这种方法(首先要

构建足够多个体的
E06

混合池(进行高密度基因组

范围的扫描测序(以获得高覆盖的大量基因组序列信

息(进而完成基因定位)目前(利用此类方法已定位

的基因有甜瓜含糖量和酸度性状的候选基因%

$&

&

,小

麦高蛋白含量基因%

$!

&和水稻真菌稻瘟病候选基

因%

$&

&

)本研究利用简化基因组测序技术(通过番茄

雄性不育系和雄性可育系的
8

$

分离群体(构建分离

群体的
E06

混合池)经过扫描测序(开发出了足够

量的具有多态性的
>T68

标记(通过不育表型与多态

性
>T68

标记的关联分析(最终将番茄雄性不育基因

定位在
M

个候选区域内)

近年来关联分析方法在作物基因定位中的作用

越来越重要%

$"

&

(且越来越多高效实用的群体结构统

计方法被发掘应用(其中一个最重要的参数就是整个

基因组连锁不平衡的强度)连锁不平衡就是等位基

因的非随机关联(其非随机关联的强度决定了关联定

位的可信度%

$#

&

)本试验利用简化基因组测序获得的

多态性
>T68

标记(通过关联分析定位番茄雄性不育

基因(将不育目标基因定位在番茄第
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个候选区域)其中最小候选区域为
%=%&

R\
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(候选区域最少只含
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个候选基因!排除不含候选基因的
&

个候选区域"(最

多含
M$

个候选基因)利用这些不育候选基因(可以

通过进一步精细定位和反向遗传学验证(确定及克隆

不育目标基因)
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