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　 　 摘要:采用代表最大限度西瓜遗传多样性的 ＳＳＲ 核心引物组合ꎬ分析了西瓜 ＤＵＳ 测试指南中 ２４ 份西瓜标准品种的遗传

多样性与核酸指纹ꎮ 以基于重测序获得的 ＳＮＰ 标记构建的 １７ 份西瓜材料的系统发育树为参照ꎬ对 ２４ 份标准品种进行了遗

传多样性分析ꎬ在遗传相似系数 ０ ８０ 处将 ２４ 份标准品种分为 ３ 大类群ꎬ结果表明核酸指纹分类比传统形态学分类更为准确ꎮ
采用二维(ＱＲ)编码构建了西瓜 ２４ 份标准品种的 ＳＳＲ 指纹图谱ꎬ并利用本技术以保护品种京欣 ２ 号与对照品种京欣 １ 号为

例ꎬ进行了 ＤＵＳ 分子鉴定测试ꎬ共扩增 ３２ 个 ＳＳＲ 位点ꎬ京欣 １ 号和京欣 ２ 号之间有 ４ 个位点存在差异ꎬ品种间遗传相似系数

为 ０ ８９ꎬ比形态学鉴定的差异位点更多ꎮ 本研究建立的西瓜 ＤＵＳ 标准品种 ＳＳＲ 指纹图谱与分子检测技术ꎬ可以应用到西瓜品

种 ＤＵＳ 分子检测实践ꎬ同时也为西瓜品种纯度与真实性鉴定及遗传背景分析提供了技术依据ꎮ
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　 ５ 期 范建光等:西瓜 ＤＵＳ 测试标准品种 ＳＳＲ 指纹图谱构建及应用

西瓜作为重要的经济作物ꎬ在我国种植业结构调

整和促进农民致富增收中发挥着重要作用[１]ꎮ 然而ꎬ
西瓜品种多、乱、杂的状况严重影响了育种者的权益和

西瓜种业的健康发展ꎬ知识产权保护问题日益严峻ꎮ
作为新品种保护的技术基础和授权的科学依据ꎬＤＵＳ
测试工作ꎬ即特异性(ｄｉｓｔｉｎｃｔｎｅｓｓ)、一致性(ｕｎｉｆｏｒｍｉ￣
ｔｙ)和稳定性(ｓｔａｂｉｌｉｔｙ)测试ꎬ愈来愈受到重视[２]ꎮ

传统的 ＤＵＳ 测试主要以形态特征为基础ꎬ受环

境影响大、稳定性差、测试周期长ꎬ其标准统一的品

种描述和测试技术规程在实际操作过程中较难执

行ꎬ严重影响 ＤＵＳ 测试的有效性和权威性[３]ꎮ 分子

标记因具有多态性高、测试周期短、不受环境影响等

显著优势ꎬ成为新品种测试审查和品种鉴定的发展

方向[４]ꎮ 目前ꎬＳＳＲ(ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔｓ)技术被

认为是植物新品种测试中较理想的标记技术ꎬ已经

成功应用于油菜[５]、水稻[６]、小麦[７]、玉米[８] 和番

茄[９]等多种农作物的 ＤＵＳ 测试ꎬ但开展科学、规范

的西瓜 ＤＵＳ 分子测试研究尚未见报道ꎮ 确定最大

限度反映西瓜品种遗传多样性的核心引物是开展

ＤＵＳ 测试的一个核心问题ꎬ随着西瓜全基因组测序

计划的完成[１０]ꎬ为确定最大限度反映西瓜品种遗传

多样性的核心引物提供了技术基础ꎮ 本研究在此基

础上ꎬ首先依据覆盖整个基因组的 ３８８９０８０ 个 ＳＮＰ
位点对 １７ 份重测序材料进行全景检测分析并绘制

系统发育树ꎬ以此系统发育树为模版ꎬ利用不同 ＳＳＲ
引物组合对上述测序品种材料进行遗传多样性分析ꎬ
并比较分析二者的研究结果ꎬ选取与系统发育树结果

一致的引物组合作为检测遗传多样性的引物组合ꎬ迅
速获得了最大限度准确反映遗传多样性关系的核心

引物组合[１１]ꎮ 本研究工作重点是将这套核心引物组

合应用于 ＤＵＳ 品种的分子测试ꎮ 构建品种数量多、
类型齐全、数据准确的指纹数据库是开展西瓜品种

ＤＵＳ 特异性检测的必备数据基础[１２]ꎬ但在参试材料

较多的情况下ꎬ很难保证年度之间及不同电泳胶图之

间鉴定结果的可比性和记录带型的准确性ꎬ采用核心

引物组合构建的标准品种指纹代码将如同一把标尺ꎬ
为准确读取测试品种的图谱数据起到示例和校验作

用ꎮ 因此ꎬ标准统一、数据准确的标准品种指纹图谱

是进一步大规模构建西瓜品种指纹数据库的基石ꎮ
本研究拟首先采用基于西瓜基因组序列开发的

核心引物组合ꎬ对 ＤＵＳ 测试指南中规定的 ２４ 份西瓜

标准品种和 １７ 份重测序材料进行遗传多样性分析ꎬ
并采用 ＱＲ 编码构建标准品种指纹图谱ꎬ然后基于该

指纹图谱数据库ꎬ以已获得保护权的西瓜品种京欣 ２
号(品种权号:２００２００８２ ８)及其对照品种京欣 １ 号为

例ꎬ开展分子检测与形态学检测的比较ꎬ为进一步规

范和完善西瓜 ＤＵＳ 分子测试提供技术支持ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

供试材料共 ４３ 份ꎬ其中西瓜重测序的材料 １７ 份ꎬ
参加 ＤＵＳ 分子测试的材料 ２ 份ꎬ均由北京农林科学院

蔬菜研究中心提供ꎻ西瓜 ＤＵＳ 测试的标准品种 ２４ 份ꎬ
由新疆农科院农作物品种资源研究所提供(表 １)ꎮ

表 １　 供试西瓜材料

Ｔａｂｌｅ １　 Ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

编号

Ｃｏｄｅ
品种名称

Ｖａｒｉｅｔｙ
编号

Ｃｏｄｅ
品种名称

Ｖａｒｉｅｔｙ
编号

Ｃｏｄｅ
品种名称

Ｖａｒｉｅｔｙ
编号

Ｃｏｄｅ
品种名称

Ｖａｒｉｅｔｙ
编号

Ｃｏｄｅ
品种名称

Ｖａｒｉｅｔｙ
１ ９７１０３ １０ Ｂｌａｃｋ￣ｄｉａｍｏｎｄ １９ 都 １ 号 ２８ 黑美人选系 ３７ Ｋ７

２ ＲＺ￣９０１ １１ Ｓｙ￣９０４３０４ ２０ 早花 ２９ 三白 ３８ Ｔｏｍａｔｏ￣ｓｅｅｄ

３ ＪＸ￣２ １２ ＰＩ２９６３４１￣ＦＲ ２１ 黑崩筋 ３０ ２０００￣Ｓ５２ ３９ ＡＵ￣ＳｗｅｅｔＳｃａｒｌｅｔ

４ ＪＬＭ １３ ＰＩ３８６０１９ ２２ 蜜宝 ３１ 长灰 ４０ Ｓｕｇａｒｌｅｅ￣Ｄ

５ ＪＸＦ １４ ＰＩ４８２３０３ ２３ 日本短蔓 ３２ Ｃａｌｈｏｕｎ￣Ｇｒｅｙ￣Ｄ ４１ ＰＩ２９６３４１￣ＦＲ￣Ｄ

６ ＸＨＢＦＧＭ １５ ＰＩ４８２２７６ ２４ 信白 ９１￣２ ３３ 克仑生 ４２ 京欣 １ 号

７ ＲＺ￣９００ １６ ＰＩ４８２２７１ ２５ 桂引 ６ 号 ３４ 郑州 ９６Ｂ９０ ４３ 京欣 ２ 号

８ Ｓｕｇａｒｌｅｅ １７ ＰＩ５９５２０３ ２６ 乙女 ３５ 中育 １０ 号

９ Ｃａｌｈｏｕｎ￣Ｇｒｅｙ １８ 红 １ 号 ２７ ２０００￣２０３ ３６ 无杈早

１ ~ １７:重测序材料ꎻ １８ ~ ４１:西瓜 ＤＵＳ 测试标准品种ꎻ ４２ ~ ４３:ＤＵＳ 测试品种及对照品种

１￣１７: Ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｒｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｌｉｎｅꎬ１８￣４１: Ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｅｘａｍｐｌｅ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｉｎ ＤＵＳ ｔｅｓｔꎬ４２￣４３: ＤＵＳ ｔｅｓｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ａｎｄ ｉｔｓ ｃｏｎｔｒｏｌ

１ ２　 ＳＳＲ 测试

将上述材料每份取 １０ 粒种子ꎬ播种后于 ２ 叶 １
心(西瓜为双子叶植物)时摘取幼嫩叶片混合取样ꎮ

采用 ＣＴＡＢ 法提取基因组 ＤＮＡ[１３]ꎮ
本研究所选用的 ２３ 对引物是基于西瓜全基因

组序列开发的能最大限度代表遗传多样性的 ＳＳＲ

３９８



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １４ 卷

引物[１１]ꎬ引物信息见表 ２ꎮ 引物合成由上海生工生

物工程技术服务有限公司完成ꎮ ＰＣＲ 反应体系

(１２ ５ μＬ):１ ２５ μＬ １０ × ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒꎻ１ μＬ ｄＮＴＰｓ
(２ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎻ２ μＬ 上下游混合引物(２ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ
０ ２ μＬ Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶 (５ Ｕ / μＬ)ꎬ２ μＬ 模板 ＤＮＡ
(２０ ｎｇ / μＬ)ꎻ超纯水 ６ ０５ μＬꎮ 反应程序:９４ ℃ 预

变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎻ５５ ℃退火 １５ ｓꎻ７２ ℃延

伸 １５ ｓꎻ３４ 个循环ꎻ７２ ℃ 延伸 ４ ｍｉｎꎻ１０ ℃ 保存ꎮ
ＰＣＲ 产物经 ８％ 非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳分离

后ꎬ采用快速银染法显色并照相记录ꎮ
１ ３　 形态学测试

参考刘丽娟等[１４]方法ꎬ将 ２４ 份 ＤＵＳ 测试西瓜

标准品种在北京农林科学院蔬菜中心试验基地种

植ꎮ 按照国际植物新品种保护联盟(ＵＰＯＶꎬｉｎｔｅｒｎａ￣
ｔｉｏｎａｌ ｕｎｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｗ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ
ｐｌａｎｔｓ)的西瓜 ＤＵＳ 测试要求ꎬ采用西瓜 ＤＵＳ 测试指

南(国家标准试用版 ２０１０)中规定的 ５６ 个性状对 ２４
个西瓜 ＤＵＳ 标准品种进行形态测试ꎮ
１ ４　 统计分析

对于 ＳＳＲ 测试的电泳结果ꎬ规定在凝胶相同迁

移率位置上ꎬ有条带的记为 １ꎬ无条带的记为 ０ꎬ构成

“０ꎬ１”矩阵ꎮ 按照 Ｍ. Ｎｅｉ 等[１５]的方法计算品种(系)
间的相似系数ꎮ ＧＳｉｊ ＝２Ｎｉｊ / (Ｎｉ ＋ Ｎｊ)ꎬ式中 Ｎｉｊ为两品

种(系)间相同带型的 ＤＮＡ 位点数目ꎬＮｉ、Ｎｊ分别为 ｉ

和 ｊ 两品种(系)相比对的 ＤＮＡ 位点总数ꎮ 将形态学

数据划分为质量性状和数量性状两大类ꎬ对于质量性

状ꎬ按照性状的有无分别赋值ꎬ有记为 １ꎬ无记为 ０ꎻ对
于数量性状而言ꎬ按照西瓜 ＤＵＳ 测试指南规定ꎬ按照

等级的有无分别赋值ꎬ有记为 １ꎬ无记为 ０ꎮ 采用 ＮＴ￣
ＳＹＳ￣ＰＣ ２ ０２ 软件ꎬ采用非加权配对算术平均法(ＵＰ￣
ＧＭＡꎬ ｕｎｗｅｉｇｈｔｅｄ ｐａｉｒ￣ｇｒｏｕｐ ｍｅｔｈｏｄ ｗｉｔｈ ａｒｉｔｈｍｅｔｉｃ
ｍｅａｎｓ)建立遗传相似系数聚类图ꎬ并分别对形态标

记、分子标记计算出的遗传聚类结果进行比较ꎬ获得

其遗传相似系数相关散点图并计算二者的相似系数ꎮ
１ ５　 指纹图谱构建

首先进行指纹代码构建ꎬ采用英文字母和数字

组合对每个核心引物多态性位点赋值(表 ２ 中的

ＱＲ 编码)ꎬ记录每个品种经不同的核心引物扩增获

得的多态性位点ꎬ形成由字母和阿拉伯数字组成的

该品种 ＳＳＲ 指纹代码[１６]ꎮ 例如:红 １ 号的部分 ＳＳＲ
指 纹 代 码 为 ＢＦ２ＣＧ２ＤＧ４ꎬ 表 示 该 品 种 经

ＢＶＷＳ０２０４８ 引物扩增出 ＢＶＷＳ０２０４８＿２ 的多态性位

点ꎬ经 ＢＶＷＳ０００４８ 引物扩增出 ＢＶＷＳ０００４８＿２ 的多

态性位点ꎬＢＶＷＳ００１０６ 引物扩增出 ＢＶＷＳ００１０６ ＿４
的多态性位点ꎮ 然后采用仙居朝歌软件有限公司出

品的 ＱＲＣｏｄｅ 转化工具 ＱＲ 精灵 ２ １２ 进行二维编

码ꎬ将各个品种的名称、指纹图谱代码一起录入该软

件ꎬ形成指纹图谱 ＱＲ 编码ꎮ

表 ２　 代表最大限度西瓜遗传多样性的 ＳＳＲ 核心引物信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ２３ ｃｏｒｅ ｓｅｔ ｏｆ ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ ｗｈｉｃｈ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｍａｘｉｍｉｚｅ ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｍａｒｋｅｒｓ

引物

ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒ
上游引物序列

Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
下游引物序列

Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
多态性位点

Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｓｉｔｅｓ
ＱＲ 编码

ＱＲ ｃｏｄｅ
ＢＶＷＳ０２０４８ ＴＣＴＧＴＧＴＧＧＡＴＧＣＡＡＡＴＧＧＴ ＧＣＴＡＡＴＣＧＡＧＣＣＣＡＧＴＴＡＣＧ ＢＶＷＳ０２０４８＿１ ＢＦ１

ＢＶＷＳ０２０４８＿２ ＢＦ２
ＢＶＷＳ０２０４８＿３ ＢＦ３

ＢＶＷＳ０００４８ ＴＣＡＡＡＡＧＧＴＴＴＧＣＣＣＴＡＡＡＴＧＡＡＡ ＴＧＣＴＧＡＴＣＴＣＣＣＡＴＴＣＴＴＡＡＣＣＴＣ ＢＶＷＳ０００４８＿１ ＣＧ１
ＢＶＷＳ０００４８＿２ ＣＧ２

ＢＶＷＳ００１０６ ＴＧＧＣＣＴＡＧＡＡＧＡＴＴＡＴＴＧＡＧＣＴＧＣ ＣＡＴＴＡＴＣＡＣＡＴＧＧＣＡＧＡＴＡＡＴＧＧＡＡＡ ＢＶＷＳ００１０６＿１ ＤＧ１
ＢＶＷＳ００１０６＿２ ＤＧ２
ＢＶＷＳ００１０６＿３ ＤＧ３
ＢＶＷＳ００１０６＿４ ＤＧ４

ＢＶＷＳ００２０８ ＧＣＡＡＡＧＡＴＴＧＴＣＴＡＴＧＡＡＧＣＡＧＣＡ ＧＣＴＣＡＴＴＧＧＣＴＴＣＴＴＧＡＡＴＣＴＧＴＴ ＢＶＷＳ００２０８＿１ ＦＧ１
ＢＶＷＳ００２０８＿２ ＦＧ２

ＢＶＷＳ００２０９ ＴＧＣＴＴＣＡＡＡＡＴＣＴＡＴＴＣＡＣＡＡＴＴＴＧＣ ＴＴＣＴＴＧＧＴＴＴＣＧＧＧＴＴＴＣＴＴＴＡＣＡ ＢＶＷＳ００２０９＿１ ＧＧ１
ＢＶＷＳ００２０９＿２ ＧＧ２
ＢＶＷＳ００２０９＿３ ＧＧ３
ＢＶＷＳ００２０９＿４ ＧＧ４
ＢＶＷＳ００２０９＿５ ＧＧ５

ＢＶＷＳ００２３３ ＡＡＡＣＣＡＴＧＡＴＴＴＴＡＣＡＧＧＧＧＡＴＣＡ ＴＴＴＣＴＧＴＣＴＴＣＴＴＴＴＧＡＣＣＡＡＴＧＣ ＢＶＷＳ００２３３＿１ ＨＧ１
ＢＶＷＳ００２３３＿２ ＨＧ２
ＢＶＷＳ００２３３＿３ ＨＧ３
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表 ２(续)

引物

ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒ
上游引物序列

Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
下游引物序列

Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
多态性位点

Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｓｉｔｅｓ
ＱＲ 编码

ＱＲ ｃｏｄｅ
ＢＶＷＳ００３１４ ＧＡＧＧＡＧＡＡＴＣＧＧＴＴＣＴＴＧＧＡＣＡＴＡ ＴＴＧＡＧＣＡＴＣＣＴＴＧＧＧＡＣＴＡＴＣＡＴＴ ＢＶＷＳ００３１４＿１ ＩＷ１

ＢＶＷＳ００３１４＿２ ＩＷ２
ＢＶＷＳ００３１４＿３ ＩＷ３

ＢＶＷＳ００３６９ ＴＧＡＧＡＡＡＡＴＧＧＡＡＧＡＴＧＣＡＡＡＴＧＡ ＴＴＣＴＴＣＴＣＡＣＴＣＴＣＴＣＣＴＡＡＧＡＴＴＴＴＧＣ ＢＶＷＳ００３６９＿１ ＫＷ１
ＢＶＷＳ００３６９＿２ ＫＷ２

ＢＶＷＳ００４３３ ＴＣＴＴＴＴＡＡＧＴＴＴＴＧＡＧＧＧＡＧＡＧＣ ＴＴＣＣＣＡＡＧＣＴＡＧＣＣＴＴＴＴＣＡ ＢＶＷＳ００４３３＿１ ＬＷ１
ＢＶＷＳ００４３３＿２ ＬＷ２
ＢＶＷＳ００４３３＿３ ＬＷ３
ＢＶＷＳ００４３３＿４ ＬＷ４
ＢＶＷＳ００４３３＿５ ＬＷ５

ＢＶＷＳ００４４１ ＴＧＧＴＴＧＡＡＡＴＣＡＡＴＡＡＡＡＡＧＴＧＡＡ ＴＧＧＡＴＧＴＴＴＴＴＧＧＣＡＴＴＴＧＡ ＢＶＷＳ００４４１＿１ ＷＭ１
ＢＶＷＳ００４４１＿２ ＷＭ２
ＢＶＷＳ００４４１＿３ ＷＭ３

ＢＶＷＳ００６５８ ＴＴＡＧＣＣＴＡＡＧＣＡＡＧＧＧＴＴＴＴＴ ＡＡＧＴＡＣＡＣＡＴＴＴＴＡＡＡＣＡＡＴＣＡＡＴＣＣＡ ＢＶＷＳ００６５８＿１ ＷＮ１
ＢＶＷＳ００６５８＿２ ＷＮ２
ＢＶＷＳ００６５８＿３ ＷＮ３

ＢＶＷＳ００９４８ ＴＣＡＡＡＣＣＧＡＣＴＧＣＣＡＴＡＴＣＡ ＡＧＣＴＴＧＴＣＴＴＣＣＴＧＧＣＣＴＴＴ ＢＶＷＳ００９４８＿１ ＧＭ１
ＢＶＷＳ００９４８＿２ ＧＭ２
ＢＶＷＳ００９４８＿３ ＧＭ３

ＢＶＷＳ０１７３４ ＡＡＡＡＴＴＡＣＡＴＣＴＴＡＡＡＴＧＣＧＣＣ ＧＧＡＡＣＡＴＴＧＡＣＴＴＣＡＡＴＣＡＧＣＡ ＢＶＷＳ０１７３４＿１ ＱＷ１
ＢＶＷＳ０１７３４＿２ ＱＷ２

ＢＶＷＳ０１８９７ ＴＴＣＴＴＧＡＡＡＣＴＣＡＡＣＣＣＴＣＡＡＡ ＡＡＡＧＣＧＴＧＴＣＧＡＧＴＧＴＧＡＧＡ ＢＶＷＳ０１８９７＿１ ＲＷ１
ＢＶＷＳ０１８９７＿２ ＲＷ２
ＢＶＷＳ０１８９７＿３ ＲＷ３

ＢＶＷＳ００１５５ ＴＧＧＡＴＣＡＴＴＴＧＡＣＡＧＡＴＴＴＡＧＣＧＡ ＣＡＴＣＡＣＡＧＴＴＡＡＣＧＡＴＣＡＣＡＡＧＧＣ ＢＶＷＳ００１５５＿１ ＲＣ１
ＢＶＷＳ００１５５＿２ ＲＣ２

ＢＶＷＳ００２２８ ＧＧＡＡＧＡＧＴＧＡＧＧＴＧＡＴＡＡＡＴＣＡＡＴＡＴＧＴ ＡＡＴＴＧＧＣＣＣＡＡＡＴＡＴＣＣＡＴＡＴＧＡＣ ＢＶＷＳ００２２８＿１ ＲＤ１
ＢＶＷＳ００２２８＿２ ＲＤ２
ＢＶＷＳ００２２８＿３ ＲＤ３
ＢＶＷＳ００２２８＿４ ＲＤ４

ＢＶＷＳ００２３６ ＣＴＴＧＡＧＣＡＴＴＴＧＧＣＴＴＣＣＴＡＧＴＧＴ ＧＴＣＡＡＡＡＴＧＴＣＣＴＴＴＧＡＴＴＣＣＣＡＡ ＢＶＷＳ００２３６＿１ ＲＥ１
ＢＶＷＳ００２３６＿２ ＲＥ２
ＢＶＷＳ００２３６＿３ ＲＥ３

ＢＶＷＳ００２９７ ＡＣＡＡＣＴＴＴＧＡＴＴＧＡＴＴＧＣＡＣＧＡＴＧ ＡＡＧＴＧＡＡＡＧＡＣＣＣＴＴＴＴＣＣＣＡＡＡＣ ＢＶＷＳ００２９７＿１ ＲＦ１
ＢＶＷＳ００２９７＿２ ＲＦ２
ＢＶＷＳ００２９７＿３ ＲＦ３

ＢＶＷＳ００３３３ ＴＧＴＴＧＡＧＡＴＴＣＴＴＴＧＡＴＴＴＣＡＡＣＴＧＴ ＴＧＧＧＴＣＡＡＡＧＴＡＴＴＴＴＴＧＣＴＴＴＴＴ ＢＶＷＳ００３３３＿１ ＲＧ１
ＢＶＷＳ００３３３＿２ ＲＧ２
ＢＶＷＳ００３３３＿３ ＲＧ３

ＢＶＷＳ００８２６ ＡＴＧＧＴＴＣＡＴＴＴＴＣＡＣＧＴＴＣＧ ＡＡＡＡＡＴＣＡＡＧＣＡＡＡＧＡＡＣＡＡＣＡＴ ＢＶＷＳ００８２６＿１ ＳＡ１
ＢＶＷＳ００８２６＿２ ＳＡ２
ＢＶＷＳ００８２６＿３ ＳＡ３

ＢＶＷＳ００８３９ ＴＴＣＣＡＣＡＣＣＡＡＧＧＡＧＧＴＡＧＧ ＣＡＴＧＴＣＡＴＴＣＧＡＴＡＡＡＧＣＡＧＡＡＡ ＢＶＷＳ００８３９＿１ ＳＣ１
ＢＶＷＳ００８３９＿２ ＳＣ２
ＢＶＷＳ００８３９＿３ ＳＣ３

ＢＶＷＳ０１８４３ ＣＣＣＣＣＧＣＣＡＡＡＡＴＴＡＡＡＡ ＣＡＣＣＣＧＴＧＴＡＡＡＧＧＴＧＧＴＡＡＡ ＢＶＷＳ０１８４３＿１ ＳＤ１
ＢＶＷＳ０１８４３＿２ ＳＤ２

ＢＶＷＩ００１７０ ＡＡＣＧＣＡＣＧＡＴＡＧＴＴＡＧＡＡＧＧ ＴＧＡＣＴＡＡＴＴＡＡＡＣＴＡＣＡＣＴＣＡＧＡＣＴ ＢＶＷＩ００１７０＿１ ＳＦ１
ＢＶＷＩ００１７０＿２ ＳＦ２
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２　 结果与分析

２ １　 基于 ＳＳＲ 标记西瓜 ＤＵＳ 标准品种遗传多样

性分析

众多学者研究表明ꎬ系统进化树能从基因组水

平真实反映重测序材料之间的遗传亲缘关系ꎬ是开

展植物遗传多样性研究的 ＤＮＡ 序列证据[１７￣１８]ꎮ 本

研究采用能最大限度反映西瓜品种遗传多样性的

２３ 对核心 ＳＳＲ 引物[１１]ꎬ对 １７ 份西瓜重测序材料、
２４ 份 ＤＵＳ 测试西瓜标准品种及保护品种京欣 ２ 号

(２００２００８２ ８)、对照品种京欣 １ 号进行了遗传多样

性分析ꎬ并以基于重测序获得的 ＳＮＰ 标记构建的 １７
份西瓜材料的系统进化树为参照 [１１] ꎬ分析发现

１７ 份重测序材料聚类结果与之一致ꎮ 同时将 ２４
份西瓜 ＤＵＳ 测试标准品种在相似系数 ０ ８ 处划

分为 ３ 类:第 １ 类包括红 １ 号、都 １ 号、早花等 １３
份材料ꎬ与 ６ 份测序材料 ９７１０３、ＪＸ￣２、ＪＬＭ 等被

聚为一类ꎬ这 １３ 份 ＤＵＳ 标准品种属于 Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ
ｌａｎａｔｕｓ ｓｕｂｓｐ. ｖｕｌｇａｒｉｓ 的东亚生态型ꎻ第 ２ 类包

括 ＡＵ￣ＳｗｅｅｔＳｃａｒｌｅｔ、长灰、中育 １０ 号等 １０ 份材

料ꎬ与 ５ 份测序材料 Ｂｌａｃｋ￣ｄｉａｍｏｎｄ、Ｃａｌｈｏｕｎ￣Ｇｒａｙ
等被聚为一类ꎬ这 １０ 份 ＤＵＳ 标准品种属于 Ｃｉｔ￣
ｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａｔｕｓ ｓｕｂｓｐ. ｖｕｌｇａｒｉｓ 的美洲生态型ꎻ第 ３
类包括 ＰＩ２９６３４１￣ＦＲꎬ与同为 Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａｔｕｓ ｓｕｂ￣
ｓｐ . ｌａｎａｔｕｓ ｖａｒ. ｌａｎａｔｕｓ 的 ３ 份测序材料聚为一类

(图 １) ꎮ

图 １　 ４３ 份供试材料 ＳＳＲ 分析聚类结果

Ｆｉｇ. １　 Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ４３ ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓ

２ ２　 ＳＳＲ 标记与形态学标记聚类比较

将形态学标记数据形成的“０ꎬ１”矩阵ꎬ采用 ＵＰ￣
ＧＭＡ 法聚类分析(图 ２)ꎬ发现在相似系数为 ０ ６６
处可以将 ２４ 份 ＤＵＳ 测试西瓜标准品种分为 ２ 类:
第 １ 类包括红 １ 号、Ｋ７、长灰、ＰＩ２９６３４１￣ＦＲ￣Ｄ 等 １９
份材料ꎬ第 ２ 类包括 Ｃａｌｈｏｕｎ￣Ｇｒｅｙ￣Ｄ、克仑生等 ５ 份

材料ꎮ 与 ＳＳＲ 分类结果相比ꎬ形态学聚类结果比较

混乱ꎬ如 ＰＩ２９６３４１￣ＦＲ￣Ｄ 是属于 Ｃｉｔｒｕｌｌｕｓ ｌａｎａｔｕｓ ｓｕｂ￣
ｓｐ. ｌａｎａｔｕｓ ｖａｒ. ｌａｎａｔｕｓ 的野生西瓜材料ꎬ却与信白

９１￣２ 等栽培材料聚在一起ꎻ长灰来源于美国ꎬ是典

型的美洲类型材料ꎬ但被聚集在东亚类型材料中ꎬ说
明形态学聚类分析不能准确反映品种间的亲缘关

系ꎮ 由于形态学检测手段容易受环境、栽培措施等

外界条件的影响ꎬ同时所选用的有限形态学标记数

量也不可能完全反映品种间形态上的所有差异ꎬ因
此形态学聚类分析结果存在很大的局限ꎮ 本研究进

一步分析发现各品种间的形态相似系数和分子遗传

相似系数二者之间的相关系数仅为 ０ １８６ꎬ差异无

统计学意义(图 ３)ꎮ 如 Ｋ７ 和红 １ 号形态相似系数

为 ０ ９１ꎬ但分子遗传相似系数只有 ０ ８０ꎻ而日本短

蔓和 ２０００￣Ｓ５２ 形态相似系数只有 ０ ６８ꎬ而二者的分

子遗传相似系数却为 ０ ９３ꎮ
本研究结果表明ꎬ形态学检测手段的准确性低

于 ＳＳＲ 检测手段ꎬ利用形态学标记手段进行 ＤＵＳ 检

测可能不能准确地反映品种之间的差异和品种本身

的特异性ꎮ
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　 ５ 期 范建光等:西瓜 ＤＵＳ 测试标准品种 ＳＳＲ 指纹图谱构建及应用

图 ２　 ２４ 份西瓜 ＤＵＳ 标准品种形态分析聚类结果

Ｆｉｇ. ２　 Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ２４ ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｅｘａｍｐｌｅ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｒａｉｔｓ ｏｆ ＤＵＳ ｔｅｓｔ

图 ３　 ＳＳＲ 标记与形态学标记相似系数散点图

Ｆｉｇ. ３　 Ｓｃａｔｔｅｒｐｌｏｔ ｏｆ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＳＳＲ
ｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｒａｉｔｓ

２ ３　 西瓜 ＤＵＳ 测试标准品种指纹图谱构建

２ ３ １　 ２４ 份西瓜 ＤＵＳ 标准品种指纹代码 　 以 ２３
个核心引物标记建立了 ２４ 个西瓜 ＤＵＳ 标准品种的

指纹代码(表 ３)ꎮ 由于每一条字符串都具有唯一

性ꎬ可标识 １ 个品种ꎬ由此建立了 ２４ 个标准品种的

分子身份证ꎮ 以此进行 ＤＵＳ 测试时ꎬ发现这些标准

品种的指纹代码如同一把标尺ꎬ可以准确读取各测

试品种的图谱数据ꎮ
２ ３ ２　 指纹图谱 ＱＲ 编码　 本研究利用仙居朝歌

软件有限公司出品的 ＱＲＣｏｄｅ 转化工具 ＱＲ 精灵

２ １２ 对所有标准品种指纹代码进行二维编码ꎬ将
各个品种的名称和指纹代码等信息一起录入该

软件ꎬ最终建成 ２４ 份标准品种指纹图谱 ＱＲ 二维

编码数据库ꎮ 例如图 ４ 中品种 Ｋ７ 的指纹图谱

ＱＲ 编码包含以下信息:名称￣Ｋ７ꎻ指纹代码信息￣

ＢＦ１ＣＧ２ＤＧ４ＦＧ１ＧＧ５ＨＧ２ＩＷ２ＫＷ２ＬＷ４ＷＭ３ＷＮ１ＧＭ
１ＱＷ１ＲＷ１ＲＣ１ＲＤ３ＲＥ１ＲＦ１ＲＧ２ＳＡ２ＳＣ１ＳＤ２ＳＦ２ꎮ
２ ４　 采用 ＳＳＲ 指纹图谱技术开展西瓜保护品种分

子测试的验证

以已获得品种保护权的西瓜品种京欣 ２ 号

(２００２００８２ ８)及其对照品种京欣 １ 号为例ꎬ利用构建

标准品种指纹图谱的技术对 ２ 个品种进行分子特异

性测试ꎮ 利用 ２３ 对核心引物ꎬ在 ２ 个品种上共扩增

３２ 个 ＳＳＲ 位点ꎬ其中 ４ 个位点存在差异ꎬ品种间遗传

相似系数(ＧＳ)为 ０ ８９ꎮ 参考王立新等[７] 研究结果ꎬ
遗传相似系数小于 ０ ９０ 的品种间差异显著互为特异

品种ꎬ因此可以认为京欣 １ 号和京欣 ２ 号为特异的 ２
个品种ꎬ且区别于 ２４ 个 ＤＵＳ 标准品种(图 １)ꎮ 但按

照传统形态学 ＤＵＳ 测试报告ꎬ２ 个品种只存在 １ 个性

状的形态学差异ꎬ即京欣 ２ 号的种子为黑子ꎬ而京欣 １
号的种子为麻子ꎮ 结果表明 ＳＳＲ 标记比形态学鉴定

能更多且更准确地反映出品种内在的遗传学差异ꎮ

３　 讨论

目前国际上通用的 ＤＵＳ 测试主要是以植物的

表观形态特征作为指标ꎬ测试结果容易受环境因素

的影响ꎬ且周期较长ꎮ 随着育种材料遗传基础的日

益狭窄及选育品种数目的日益增多ꎬ品种间的差异

越来越小ꎬ单纯的依靠传统植物学性状已经难以准

确鉴别ꎬ基于 ＤＮＡ 多态性的分子标记正在成为新品

种 ＤＵＳ 测试的发展方向[２０]ꎬ已有学者先后采用

ＲＡＰＤ、ＩＳＳＲ、ＡＦＬＰ 和 ＳＲＡＰ 等标记技术进行新品
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表 ３　 ２４ 份西瓜 ＤＵＳ 标准品种 ＳＳＲ 指纹图谱代码

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ＳＳＲ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ ｃｏｄｅｓ ｏｆ ２４ ｗａｔｅｒｍｅｌｏｎ ｅｘａｍｐｌｅ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ
品种

Ｖａｒｉｅｔｉｅｓ
ＳＳＲ 指纹代码

ＳＳＲ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｉｎｇ ｃｏｄｅ
红 １ 号 ＢＦ２ＣＧ２ＤＧ４ＦＧ１ＧＧ４ＨＧ２ＩＷ２ＫＷ２ＬＷ２ＷＭ３ＷＮ２ＧＭ２ＱＷ２ＲＷ２ＲＣ２ＲＤ２ＲＥ２ＲＦ１ＲＧ１ＳＡ３ＳＣ２ＳＤ２ＳＦ２

无杈早 ＢＦ１ＣＧ２ＤＧ４ＦＧ１ＧＧ３ＨＧ１ＩＷ２ＫＷ２ＬＷ２ＷＭ２ＷＮ１ＧＭ１ＱＷ２ＲＷ１ＲＣ１ＲＤ３ＲＥ１ＲＦ１ＲＧ２ＳＡ２ＳＣ２ＳＤ２ＳＦ２

早花 ＢＦ２ＣＧ２ＤＧ４ＦＧ１ＦＧ２ＧＧ３ＨＧ２ＩＷ２ＫＷ２ＬＷ２ＷＭ２ＷＮ２ＧＭ１ＱＷ１ＲＷ２ＲＣ１ＲＤ２ＲＥ２ＲＦ１ＲＧ２ＳＡ３ＳＣ２ＳＤ３ＳＦ１

Ｋ７ ＢＦ１ＣＧ２ＤＧ４ＦＧ１ＧＧ５ＨＧ２ＩＷ２ＫＷ２ＬＷ４ＷＭ３ＷＮ１ＧＭ１ＱＷ１ＲＷ１ＲＣ１ＲＤ３ＲＥ１ＲＦ１ＲＧ２ＳＡ２ＳＣ１ＳＤ２ＳＦ２

三白 ＢＦ２ＣＧ１ＤＧ４ＦＧ１ＧＧ３ＨＧ２ＩＷ２ＫＷ１ＬＷ２ＷＭ２ＷＮ２ＧＭ２ＱＷ２ＲＷ１ＲＣ１ＲＤ３ＲＥ２ＲＦ２ＲＧ２ＳＡ３ＳＣ２ＳＤ３ＳＦ１

信白 ９１￣２ ＢＦ２ＣＧ１ＤＧ１ＦＧ１ＧＧ３ＨＧ２ＩＷ２ＫＷ２ＬＷ３ＷＭ３ＷＮ１ＧＭ１ＱＷ２ＲＷ２ＲＣ１ＲＤ３ＲＥ２ＲＦ１ＲＧ２ＳＡ３ＳＣ２ＳＤ２ＳＦ１

黑崩筋 ＢＦ２ＣＧ１ＤＧ２ＦＧ１ＧＧ３ＨＧ２ＩＷ２ＫＷ２ＬＷ２ＷＭ２ＷＮ２ＧＭ１ＱＷ２ＲＷ２ＲＣ１ＲＤ３ＲＥ２ＲＦ２ＲＧ２ＳＡ３ＳＣ２ＳＤ２ＳＦ１

都 １ 号 ＢＦ２ＣＧ２ＤＧ４ＦＧ１ＦＧ２ＧＧ２ＨＧ１ＩＷ２ＫＷ２ＬＷ１ＷＭ２ＷＮ２ＧＭ２ＱＷ２ＲＷ１ＲＣ１ＲＤ２ＲＥ２ＲＦ２ＲＧ１ＳＡ３ＳＣ２ＳＤ３ＳＦ２

桂引 ６ 号 ＢＦ２ＣＧ２ＤＧ１ＦＧ１ＧＧ５ＨＧ２ＩＷ２ＫＷ２ＬＷ２ＷＭ３ＷＮ１ＧＭ２ＱＷ１ＲＷ１ＲＣ１ＲＤ２ＲＥ２ＲＦ１ＲＦ２ＲＧ１ＲＧ２ＳＡ２ＳＣ２ＳＤ２ＳＦ１

乙女 ＢＦ２ＣＧ２ＤＧ１ＦＧ１ＧＧ３ＨＧ２ＩＷ２ＫＷ２ＬＷ２ＷＭ３ＷＮ１ＧＭ２ＱＷ１ＲＷ１ＲＣ１ＲＤ２ＲＥ２ＲＦ２ＲＧ２ＳＡ３ＳＣ２ＳＤ２ＳＦ１

长灰 ＢＦ２ＣＧ２ＤＧ４ＦＧ１ＧＧ５ＨＧ２ＩＷ２ＫＷ１ＬＷ４ＷＭ３ＷＮ１ＧＭ１ＱＷ１ＲＷ１ＲＣ１ＲＤ３ＲＥ１ＲＦ１ＲＧ１ＳＡ３ＳＣ２ＳＤ２ＳＦ１

Ｃａｌｈｏｕｎ￣Ｇｒｅｙ￣Ｄ ＢＦ１ＣＧ２ＤＧ４ＦＧ１ＧＧ５ＨＧ１ＩＷ１ＫＷ１ＬＷ４ＷＭ２ＷＮ１ＧＭ２ＱＷ２ＲＷ１ＲＣ１ＲＤ３ＲＥ１ＲＦ２ＲＧ２ＳＡ３ＳＣ１ＳＤ２ＳＦ１

克仑生 ＢＦ１ＣＧ２ＤＧ４ＦＧ１ＧＧ５ＨＧ１ＩＷ２ＫＷ１ＬＷ４ＷＭ３ＷＮ１ＧＭ１ＱＷ１ＲＷ１ＲＣ１ＲＤ３ＲＥ１ＲＦ２ＲＧ１ＳＡ２ＳＣ１ＳＤ２ＳＦ１

ＰＩ２９６３４１￣ＦＲ￣Ｄ ＢＦ３ＣＧ１ＤＧ３ＦＧ２ＧＧ１ＨＧ３ＩＷ３ＫＷ２ＬＷ５ＷＭ１ＷＮ１ＧＭ３ＱＷ２ＲＷ２ＲＣ２ＲＤ４ＲＥ３ＲＦ３ＲＧ３ＳＡ１ＳＣ２ＳＤ１ＳＦ１

郑州 ９６Ｂ９０ ＢＦ２ＣＧ２ＤＧ４ＦＧ１ＧＧ４ＨＧ２ＩＷ２ＫＷ１ＬＷ４ＷＭ２ＷＮ２ＧＭ２ＱＷ１ＲＷ１ＲＣ１ＲＤ２ＲＥ１ＲＦ２ＲＧ１ＳＡ２ＳＣ２ＳＤ２ＳＦ１

Ｓｕｇａｒｌｅｅ￣Ｄ ＢＦ１ＣＧ２ＤＧ４ＦＧ１ＦＧ２ＧＧ５ＨＧ１ＩＷ２ＫＷ１ＬＷ４ＷＭ３ＷＮ２ＧＭ１ＱＷ２ＲＷ１ＲＣ１ＲＤ２ＲＥ１ＲＦ１ＲＧ１ＳＡ２ＳＣ２ＳＤ２ＳＦ１

中育 １０ 号 ＢＦ１ＣＧ２ＤＧ１ＦＧ１ＧＧ３ＨＧ１ＩＷ２ＫＷ２ＬＷ４ＷＭ２ＷＮ２ＧＭ１ＱＷ１ＲＷ１ＲＣ１ＲＤ２ＲＥ１ＲＦ２ＲＧ１ＳＡ２ＳＣ２ＳＤ２ＳＦ１
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种鉴定ꎬ而这些标记均是采用无基因组序列信息的

标记技术ꎬ尽管有一定的实用性ꎬ但标记随机性强、
稳定差ꎮ ＳＳＲ 技术具有共显性、重复性好等优点ꎬ是
目前进行 ＤＵＳ 检测中的首选标记[２１]ꎮ 为提高 ＳＳＲ
技术的检测效率ꎬ玉米、小麦等大田作物采用核心引

物进行相关研究[２２￣２３]ꎮ 核心引物指均匀覆盖染色体

全基因组ꎬ多态性、稳定性、重复性等综合特性好ꎬ可
作为初步研究优先选用的一套引物ꎮ 由于核心引物

相对固定ꎬ不同实验室均可使用该套引物进行相关研

究ꎮ 但并非所有 ＳＳＲ 引物都具有同等检测结果和检

测效率ꎬ不同引物组合的检测能力差异极大ꎬ无法准

确判断引物组合是否正确地反映参试品种的特异性

和遗传多样性ꎮ 理论上ꎬ只有进行每个品种全基因组

序列的比较才能正确反映不同品种的特异性[２４]ꎮ 西

瓜全基因组测序与重测序的完成[１０]为快速获得最大

限度反映西瓜品种遗传多样性的核心引物提供了可

能ꎬ本研究所采用的核心引物就是基于这个前提获

得ꎬ利用该套核心引物可以准确反映标准品种的遗传

亲缘关系ꎬ适用于迅速构建品种的指纹数据库ꎮ
采用基于全基因组序列开发的核心引物ꎬ本研

究构建了 ＤＵＳ 测试标准品种的指纹图谱ꎬ并成功地

对保护品种京欣 ２ 号的特异性测试验证ꎬ说明本研

究建立的 ＤＵＳ 测试技术体系适用于西瓜 ＤＵＳ 测

试ꎮ 利用核酸指纹库进行 ＤＵＳ 测试品种的特异性

检测将是未来 ＤＵＳ 测试的核心ꎬ而核酸指纹库的首

要要求是建库材料品种数量足够多ꎬ其次作为建库

材料品种的指纹图谱是唯一的ꎻ如果建库数量有限ꎬ
指纹图谱不唯一ꎬ必然极大地限制核酸指纹库的有

效性和可行性ꎮ 今后可以利用本研究所选用的核心

引物组合建立包含育种材料、审定品种、ＤＵＳ 测试

品种等众多材料的核酸指纹图谱ꎬ将核酸指纹转化

成 ＱＲ 二维编码数据库ꎬ最终获得数量多、品种全的

核酸指纹数据库ꎬ以便准确迅速地进行后续品种资

源的鉴定管理ꎮ
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