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摘要! 表达序列标签
#

简单重复序列%

678#7790

&存在于表达序列标签中! 是一种最常用的新型微卫星标记' 它可以

被嵌入到功能基因序列中! 有效并高效地提供更多的相关信息' 通过对已公开的
3 43&

条菠萝
/%&%&3 6"7"3#3

的表

达序列标签"

6780

&进行电子筛选! 获得了
45"

条含有简单重复序列"

779

&的菠萝
678

' 平均
",$& :; 678

序列中含

有
!

个
779

! 其中二核苷酸! 三核苷酸和六核苷酸是
779

的主要重复类型! 分别占
779

总数的
<2,4!=

!

#&,#3=

和

#+,5$=

' 所有重复类型中重复次数最少的是四核苷酸序列"

$,<4=

&'

>?.8@

是二核苷酸中的优势单元' 根据搜索出

的
678

序列! 共设计出
$+

对物! 其中
2"

对引物扩增产物具有多态性' 本次实验中开发的
678#779

标记是迄今为

止有关于菠萝的第
!

次大规模
779

标记开发' 研究结果为利用
678#779

分子标记进行菠萝连锁图谱构建! 数量基

因定位! 种质资源遗传多样性! 亲缘关系研究和指纹图谱构建奠定了基础' 图
2

表
<

参
2<

关键词! 分子生物学( 菠萝( 表达序列标签( 简单重复序列

中图分类号!

744<,!

(

A"-!

文献标志码!

>

文章编号!
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5
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5
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5
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5
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%

5, 8TC RNKHNK)1M 7HJH)(1 I(K HTC 7HJHC ]CL VJ;(KJH(KL (I 7N;HK(F)OJE 7)ED)ONEHNKCU ZTC/)J1M > ^ _ W1)DCK0)HLU V)1

'

J1

$55$++U ZTC/)J1MU @T)1J` 2, @(EECMC (I >MK)ONEHNKCU a)1/)J1M >MK)ONEHNKJE W1)DCK0)HLU WKNGP) -$++32U a)1/)J1MU @T)1J

&

!"#$%&'$( 6bFKC00C' 0CPNC1OC HJM0

!

6780

&

JKC N0C' I(K G)OK(0JHCEE)HC 'CDCE(FGC1H, 678 'CK)DC' IK(G 0)GFEC

0CPNC1OC KCFCJH0

!

678#7790

&

U (1C (I HTC G(0H O(GG(1 1Cc G)OK(0JHCEE)HC GJK:CK0U JKC G(KC E):CEL H( ;C CG#

;C''C' )1 IN1OH)(1JE MC1C 0CPNC1OC0U H( ;C EC00 O(0HEL J1' H)GC CIICOH)DCU J1' GJL FK(D)'C G(KC )1I(KGJH)(1, Y1

HTC FKC0C1H 0HN'LU J1JEL0)0 (I 3 43& FN;E)OEL JDJ)EJ;EC CbFKC00C' 0CPNC1OC HJM0 (I F)1CJFFEC

!

/%&%&3 6"7"3#3

&

cJ0 O(1'NOHC' c)HT HTC dC;0HJH (1E)1C FK(MKJG, 9C0NEH0 (I 4$4

!

7790

&

U )'C1H)I)C' CECOHK(1)OJEEL )1 45" 6780U

0T(cC' HTJH HTC JDCKJMC 'C10)HL cJ0 (1C 779 FCK ",$& :; (I 6780 0OKCC1C', B)1NOEC(H)'C

!

<2,45=

&

U HK)1N#

OEC(H)'C

!

2&,23=

&

U J1' TCbJ1NOEC(H)'C

!

2+,5$=

&

KCFCJH0 cCKC HTC '(G)1J1H HLFC0 JG(1M HTC (;HJ)1C' G(H)I0,

8TC ECJ0H IKCPNC1H cJ0 HCHKJ1NOEC(H)'C KCFCJH0

!

$,<4=

&

, 8@.>? cJ0 G(0H J;N1'J1H )1 HTC ')1NOEC(H)'C G(H)I,

[I HTC $+ IN1OH)(1JE FJ)K0U 2" FK)GCK FJ)K0 0T(cC' F(ELG(KFT)0G0 ;L F(ELGCKJ0C OTJ)1 KCJOH)(1

!

e@9

&

JGFE)#

I)OJH)(10, 8TN0U HTC 678#7790 'CDCE(FC' TCKC c)HT HTC I)K0H EJKMC#0OJEC 'CDCE(FGC1H (I 779 GJK:CK0 )1 F)1CJF#

FEC TJDC HTC F(HC1H)JE H( ;C N0C' I(K 'CDCE(FGC1H (I MC1CH)O J1' FTL0)OJE GJF0U PNJ1H)HJH)DC HKJ)H E(O) GJFF)1MU

MC1CH)O ')DCK0)HL 0HN')C0U J00(O)JH)(1 GJFF)1MU J1' I)1MCK FK)1H)1M ONEH)DJK0,

(

@TU 2 I)M, < KCI, 2< KCI,

)

)*+ ,-%.#( G(ECONEJK ;)(E(ML

#
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菠萝
/%&%&3 6"7"3#3
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世纪时传入中国" 有
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多个品种" 岭
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*
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第
!"

卷第
#

期

南四大名果之一! 菠萝含有大量的果糖" 葡萄糖" 维生素
$

" 维生素
%

" 维生素
&

" 磷" 柠檬酸和蛋白

酶等营养物质! 其果味甘性温" 具有解暑止渴# 消食止泻之功" 为夏令医食兼优的时令佳果! 另外" 菠

萝皮中富含菠萝酶" 有丰富的药用价值" 长期食用菠萝皮" 心脑血管" 糖尿病发病率显著降低" 并有一

定的抗癌效果! 近年来分子生物学的发展以及各种分子标记技术不断出现" 使得植物遗传分析研究得以

迅速发展" 其中以简单重复序列$

'()*+, ',-.,/0, 1,*,23

"

445

%标记在植物遗传研究上应用最为广泛! 随

着测序技术成本的降低"

6,/%2/7

中大量的植物表达序列标签$

,8*1,'',9 ',-.,/0, 32:

"

;4<

%数据为
445

分子标记的开发提供了新的途径!

;4<!445

除具一般
445

分子标记特点外" 还有信息量大" 通用性好"

开发简单# 快捷# 成本低等&

=

'的特殊优势! 目前" 许多作物&

#>?

'已开发大量的
;4<!445

" 并应用于遗传作

图# 遗传多样性等&

@

'研究上" 但在菠萝栽培种上至今尚未见从
;4<

中开发
445

的相关报道! 本研究对现

有菠萝
;4<

中
445

信息进行全面分析" 以明确菠萝
;4<!445

发生频率和特点" 为进一步建立
;4<!445

标记并探索其在菠萝研究中的遗传作图# 育种材料评价# 品种鉴定等的应用奠定基础!

=

材料与方法

!"!

材料

采集菠萝品种 (巴厘)

!"#"$% &'('%)%

(

&A)3, 9, B21('

) 的幼嫩叶片于
"#C #

保存!

!"#

菠萝
$%&

的获得及
$%&!%%'

序列查找

从美国生物技术中心$

D&%E

%的植物基因组数据库 $

F33*GHHIIIJ/0K(J/+)J/(FJ:ALH:,/A),'HBM$D<4H

B+2/3M('3JF3)+

%共搜索到
? @?N

条菠萝的
;4<

序列! 应用
O,K'23

$

F33*GHHI')213(/'J/,3HI,K'23H

%在线程序搜

索
;4<!445

! 搜索的标准为* 二核苷酸# 三核苷酸# 四核苷酸# 五核苷酸和六核苷酸重复序列的重复次

数分别大于或等于
N

"

@

"

?

"

"

和
!

!

!"( $%&!%%'

引物设计

利用
B1(),1 B1,)(,1 !JP

在线程序对包含有
445

的
;4<

设计引物" 引物设计的原则为
;4<

序列长度

大于
=PP K*

"

445

序列的开始和结束位置分别距
?$

和
!$

端不少于
#P K*

! 引物设计的主要参数为* 引物

长
=QR#S K*

" 最适为
## K*

+ 引物退火温度
*

)

值
?SR@P #

" 上游与下游引物的
*

)

值相差
%= #

+

B&5

预期产物长
=PPR"PP K*

+ 尽量避免引物二聚体" 发夹结构和错配等! 按重复类型的比例挑选
!P

对引物

由上海生物工程技术服务有限公司合成!

!") $%&

数据冗余分析

利用
T,0401,,/

$

F33*GHHIIIJ/0K(J/+)J/(FJ:ALHT,0401,,/

%及
5,*,23U2'7,1

$

F33*GHHIIIJ1,*,23)2'7,1JA1:

%去

除载体污染和重复序列" 对于那些能设计出引物的
;4<

序列" 最后通过
*

)

值和引物序列比对进一步删

除冗余序列!

!"* +,-

提取

采用改良十六烷基三甲基溴化铵法$

&<$%

%

&

S

'提取菠萝的基因组
VD$

!

!". /0'

扩增! 电泳检测

B&5

反应体系$

#? !M

%*

=P&

缓冲液
#J? !M

" 镁离子 $

U:

#W

%$

#?JP ))A+

,

M

"=

%

=J? !M

"

9D<B

$

=PJP

))A+

,

M

"=

%

PJ? !M

" 引物$

=PPJP !)A+

,

M

"=

%

=JP !M

"

*$+

酶$

?JP&=@J@S /723

%

PJ# !M

" 模板
VD$

$

#PJP ):

,

M

"=

%

!JP !M

!

反应程序为*

N" #

预变性
? )(/

"

N" #

变性
!P '

"

?= #

退火
"P '

"

S# #

延伸
?P '

"

!Q

个循环"

S#

#

终延伸
S )(/

"

Q #

保存!

B&5

产物用质量分数为
@X

非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳进行分离检测"

=#P T

电压电泳
=Y? F

后" 采

用银染法染色"

%EZ!5$V 6,+ VA0#PPP

凝胶成像系统中成像!

!"1 %%'

位点的功能分析

对筛选出的
445

提取其所在的基因序列" 翻译成蛋白质序列后" 利用
%+2'3*

比对" 提取相似性最

高的序列注释信息" 作为
445

靶向基因的功能注释" 并对
445

位点的注释信息进行分类!

陈俊浩等* 菠萝
;4<

资源的
445

信息分析与开发
!!!
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结果与分析

!"#

菠萝
$%&!%%'

的频率和分布密度

在
' (')

条
*+,

序列中! 经过筛选共发现
++-

序列
(.(

个! 占整个
*+,

数据库的
##/!%0

! 表明菠

萝中的
*+,!++-

十分丰富" 经计算去除冗余后的菠萝
*+,

序列总长约为
%/$"#&

(

12

! 菠萝
++-

分布密度

为平均
$/.) 31 *+,

就存在
4

条
++-

#表
4

$! 并且不同重复类型的平均距离有明显差异!

*+,!++-

出现频

率越高其平均距离则越小% 菠萝
*+,!++-

中含有二核苷酸& 三核苷酸& 四核苷酸& 五核苷酸& 六核苷

酸重复的序列分别占
*+,

数据库中发现
++-

序列总数的
%!/(40

'

!$45(.(

$!

!)/!'0

'

#6(5(.(

$!

./%(0

'

!!5(.(

$!

%/'(0

'

!)5(.(

$!

!"/4.0

'

4!65(.(

$'表
4

$! 说明菠萝
*+,!++-

的优势重复单元为二核苷酸&

三核苷酸和六核苷酸! 三者共占
*+,!++-

总数的
)4/))0

" 其中二核苷酸重复的出现频率'

%!/(40

$明显

高于其他类型! 三核苷酸'

!)/!'0

$和六核苷酸'

!"/4.0

$重复的出现频率也相对较高" 重复类型为四核

苷酸& 五核苷酸的重复所占的比例比较小! 只占总
++-

的
6/"!0

"

表
(

菠萝中
$%&!%%'

的数量! 比例! 出现频率与平均距离

,7189 4 :;<19=> ?=@2@=AB@C> D=9E;9CFG 7CH <97C HBIA7CF9 @D *+,!++- BC 2BC972289

重复类型
++-

数量 所占总
++-

比例
50

出现频率
50

分布密度
531

二核苷酸
!$4 %!/(4 %/$) 4$/.%

三核苷酸
46( !)/!' ./!) !'/!$

四核苷酸
!! ./%( &/.) !4./(%

五核苷酸
!) %/'( &/'4 4(!/&$

六核苷酸
4!6 !&/4. !/!( .(/$!

总计
(.( 4&& 44/!% $/.)

!"!

菠萝
$%&!%%'

的重复类型特点

全部菠萝的
*+,!++-

中共搜索出
4$%

种重复基元! 其中二核苷酸重复基元有
4&

种! 三核苷酸重复

基元有
%6

种! 四核苷酸重复基元有
4'

种! 五核苷酸重复基元有
!4

种! 六核苷酸重复基元有
6&

种'表

!

$" 在二核苷酸重复基元中
JK5,L

和
KJ5L,

出现频率最高! 在总的
++-

中所占比例为
!./!$0

'

4%65

(.(

$和
4'/660

'

4&45(.(

$" 而三核苷酸的重复基元中
JKJ5,L,

!

JKL5,LK

!

LJK5K,L

!

L,L5KJK

!

L,K5

表
!

菠萝
$%&!%%'

的重复基元

,7189 ! -9297A <@ABD @D *+,!++-I BC 2BC972289

重复类型 基元数 重复基元

二核苷酸
4& JL

!

JK

!

J,

!

LJ

!

L,

!

KJ

!

K,

!

,J

!

,L

!

,K

三核苷酸
%6

JJL

!

JJK

!

JJ,

!

JLJ

!

JLK

!

JKJ

!

JKL

!

JKK

!

J,L

!

J,K

!

J,,

!

LJJ

!

LJL

!

LJK

!

LLJ

!

LLK

!

LL,

!

LKJ

!

LKL

&

LK,

!

L,J

!

L,L

!

L,K

!

L,,

!

KJJ

!

KJL

!

KJK

!

KJ,

!

KLJ

!

KLK

!

KL,

!

KKJ

!

KKL

!

K,J

!

KML

!

,JJ

!

,JL

!

,J,

!

,LJ

!

,LL

!

,LK

!

,L,

!

,KL

!

,KK

!

,K,

!

,,J

!

,,L

!

,,K

四核苷酸
4'

JJJL

!

JJ,L

!

JKJJ

!

LJ,K

!

LLJ,

!

LKK,

!

L,,,

!

KJL,

!

KLKJ

!

KL,L

!

,JKJ

!

,J,,

!

,LKJ

!

,L,,

!

,,,J

五核苷酸
!4

JJJJ,

!

JJJKJ

!

JJJ,J

!

JJKJJ

!

JJKLJ

!

JJ,JJ

!

JLLJ,

!

JKJJK

!

JKJ,,

!

JKL,,

!

J,JJJ

!

J,KJK

!

J,KK,

!

LJLJJ

!

LLJLK

!

L,LKK

!

KJ,,J

!

,L,,,

!

,,J,,

!

,,,,J

!

,,,,L

六核苷酸
6&

JJJJKJ

!

JJJKJJ

!

JJLLL,

!

JJKJJJ

!

JJKJJL

!

JJKLLK

!

JJKKJK

!

JLLJLJ

!

JLKLJL

!

JKJJJJ

!

JKJJKL

!

JKJKKJ

!

JKLJL,

!

JKLJKJ

!

JKLLL,

!

JKKJJK

!

JKKJKJ

!

JKKJ,K

!

J,,JK,

!

LJKL,L

!

LJ,L,,

!

LLJ,JL

!

LLL,LL

!

LLL,L,

!

LLKLL,

!

LLKLK,

!

LL,LLK

!

LL,L,,

!

LKLJK,

!

LKKLJK

!

LKKLKJ

!

LK,LLK

!

LK,KJ,

!

LK,,,L

!

L,LLKL

!

L,KL,,

!

L,,LJ,

!

L,,LLK

!

L,,LL,

!

L,,L,L

!

L,,,KJ

!

L,,,,,

!

KJJKJK

!

KJJKLJ

!

KJJKL,

!

KJLJKK

!

KJKJJL

!

KJKJJK

!

KJKKJJ

!

KJ,LLL

!

KLJKJJ

!

KLJKKJ

!

KLLK,L

!

KLL,J,

!

KLL,K,

!
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#

期

图
#

菠萝
!$

对
%&'!&&(

引物扩增结果

)*+,-. # /012*3*456*78 -.9,269 :; !$ %&'!&&( 1-*0.-9 73 1*8.5112.

</=

!

=''><//

的出现次数在
?$

以上! 并且其中重复次数最大的
/<=>'=<

也仅为总
&&(

的
"@$AB

"

#C>

C!C

#"表
!

$% 统计显示三核苷酸的基元种类相对来说较多! 比较分散% 六核苷酸的
&&(

在总的
%&'

中有

?#D

条! 但六核苷酸的重复基元种类有
D$

种! 其中
C$

种重复基元出现
?

次! 其余
#$

种重复基元出现

次数在
?

次以上! 在六核苷酸重复基元中
=='==<

出现
E

次! 发生频率仅占总
&&(

的
?@?$B

% 总体而

言六核苷酸重复基元总数虽然多! 但每种基元类型出现的频率却不高% 而四核苷酸和五核苷酸的重复基

元不仅在数量上很少! 而且基元分布较平均! 未出现优势基元%

菠萝的
%&'!&&(

基元长度分布情况见图
?

%

由于搜索标准严格! 将一些兀余序列剔除"特别是

一些本身序列较短或者是数据库重复登录的序

列$% 因此!

%&'!&&(

的分布不是连续的% 菠萝的

%&'!&&(

基元长度分布主要集中在
?DF!C :1

! 其

中
?D :1

在总的分布中尤为突出! 共有
?A"

条!

占总数的
!$@G$B

% 从整体趋势来看!

%&'!&&(

的

数量是随着基元长度的增长而减少的%

'%HIJKL

等&

D

'研究发现!

&&(

基元长度在
?# :1

以下时为低

多态性! 长度在
?#"#$ :1

的
&&(

为中等多态性!

长度大于或等于
#$ :1

时为高多态性% 依据以上

标准!

"?@CEB

菠萝的
%&'!&&(

为中等多态性!

GD@!!B

菠萝的
%&'!&&(

则为高多态性%

表
!

菠萝
"#$!##%

三核苷酸不同重复基元的重复数量

'5:2. ! I,0:.- 73 &&( 274* *8 6-*8,42.76*M. -.1.569 54-799 6N. .86*-. 1*8.5112. %&'9

重复类型 重复频率
>B

重复类型 重复频率
>B

重复类型 重复频率
>B

//=>''< !@$C /'<>'/= ?@$E =<=><=< ?@G!

//<>''= "@A$ /''>'// #@EC =<'><=/ "@A$

//'>''/ #@EC =// $@C? ='/></' !@!E

/=/>'<' #@EC =/= ?@$E ='=></< G@G?

/=<>'<= !@!E =/<><'= E@$" ='<></= C@"!

/</>'=' E@AC ==/ $@C? =''><// E@AC

/<=>'=< ?!@ED ==<><<= ?@G! <'/ $@C?

/<<>'== !@!E =='><</ "@A$ '=/ #@EC

/'= $@C? =</><=' !@!E '<< $@C?

&'! "#$!##%

引物筛选

根据所统计的
&&(

位点的
%&'

序列信息! 共设计了
C!C

对引物! 从中根据二( 三( 四( 五( 六核

苷酸在总
&&(

中所占比例选取
!$

对引物! 其中包含
!

条重叠的
&&(

所对应的引物! 对菠萝的基因组

OI/

进行
P=(

扩增% 其中筛选出
#E

对引物能扩增出清晰的! 大小与预期片段相近的
#FE

条带! 占扩增

引物的
A$B

! 引物筛选结果见图
#

% 筛选出的
#E

对引物的详细信息见表
"

% 该实验说明利用菠萝
%&'

序列开发
%&'!&&(

标记是高效且可行的%

图
?

菠萝
%&'!&&(

基元长度分布

)*+,-. ? 'N. M*96-*:,6. 73 076*3 2.8+6N 73 1*8.5112. %&'!&&(

基
元
数
量
>

个

陈俊浩等) 菠萝
%&'

资源的
&&(

信息分析与开发
!!G
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表
!

菠萝
"#$!##%

引物筛选信息

'()*+ % ,-./01(23/- /. 43-+(55*+ 67'!778 5031+0 9:0++-3-;

778

位置 登录号
产物长

度
<)5

重复基元
!<"

上游引物!

=#!>#

" 下游引物!

=#!>#

" 基因功能
扩增

带数

?@778A B'>>C>%%D# >E&

!

F@'

"

$<

!

'FF

"

$

=EDC

@F''@??F''?F@?!

F??F@'F?

@?F???@?@''@@?!

@??@@???

水 分 胁 迫 诱

导蛋白
$

?@778! B'>>E"$EDA !E"

!

@@'@''

"

><

!

@''@@F

"

>

G"D!

?!

F?'@FFF''@''@?@'@'

'@?

?F?@??F!

F''@''@'''@F@?@

甲酰转移酶
%

?@778% B'>>E===DA >EE

!

F?

"

AG G"DA

??F@@???F@?F?!

@????F??F

'?F??@?@@@??@'F!

F''@???

未知蛋白
$

?@778G B'>>$%$$DA >CC

!

@'

"

A$ G"D"

@?F@?F?'''@F@?FF'!

F'

@''FF@F@'!

F''F?'??'F'?F

未知蛋白
!

?@778$ @H$>!!>!DA >E>

!

?F

"

AG G"D%

??F?F@??F?F?FF?F!

'?FFFF

F?F????''?@?FF'!

F''FF@F

未知蛋白
%

?@778C B'>>=CG!DA >E%

!

'?

"

E G"D"

'@??F'''FF'FF@''@!

@'??'

''F'F''FF@''?'!

F'@F'''@

未 发 现 的 序

列
=

?@778E B'>>=E"!DA >E$

!

@'

"

!A =EDA

FFF?'F@'@@?F'''@'!

F?'

?'''?'F?'FF@F?@!

@''@''@

衰 老 相 关 蛋

白
G

?@778A" @H$>A"%ADA >EG

!

?'

"

A! =EDE

F'?@F@FF'@''@'?@'!

F@@

F?@'@@?'F''@?@?@!

F?@??'

假 定 的 脱 水

反 应 蛋 白 质

8B!!

前体

G

?@778AA B'>>$%%$DA >EC

!

F?

"

AA G"D>

''??@'@@!

@?'@''@F''''FF

@'?F?F?F?@@?'?!

@?'@@@F@

未 发 现 的 序

列
A

?@778A! B'>>C%GADA >E=

!

'@

"

A" G"D"

'''@?F?F@'''?F?F!

F?'FF@

FFF'?'@'''FF@'?!

@?'@F?@

未知蛋白
>

?@778A> B'>>C>!$DA >$E

!

?F

"

A= G"D$

FFFF??F??F?@F??!

F??F??F

??F@'?'F@F??F'?!

F?@?FF@

未知蛋白
>

?@778A% B'>>CG$!DA >E%

!

@'

"

A= G"D!

FF'!

F'@'@?FF'@?FF'?F!

F?F

@F??F'''F@!

@''''F'''F?@

拟
>" 9

核 糖

体蛋白
7E

=

?@778A= B'>>C="GDA >EC

!

@'?

"

A! G"D$

F??'@@!

@@?F@?'?F'''@@''

?'FF@@''''@!

@'@'@'@'@'@

未 发 现 的 序

列
>

?@778AG B'>>$=GGDA >EG

!

'@'

"

C =EDC

@'@''@!

@'@''@''@F'@''@F

@?@'F??F'''@'@!

@'@?F@??

核 糖 体
IAA

相似蛋白
G

?@778A$ B'>>GE"CDA >E>

!

@?F

"

E G"D"

@''F'@@?''?F@?@@?!

@????

@@'@@'@@'@@'@@'@'!

F''?'

未知蛋白
=

?@778AC B'>>C%=EDA >C$

!

F??

"

G G"D=

@?F?'@F?FF?@@?!

F?'F???'

F@?@@!

@???''@''''F'??F@

未知蛋白
>

?@778AE B'>>GE!EDA >C>

!

@?F

"

C G"D"

?FF''?'@@?@@F!

@???@'@'?

F@'F''@''FF'@@'!

F@''?''

未 发 现 的 序

列
>

&'! "#$!##%

靶向基因的功能分析

值得关注的是#

67'!778

使无功能的分子标记开始逐步向可以揭示有基因功能的分子标记发展$

E

%

#

筛选出来的菠萝
!$

对引物所对应的
67'

# 概念性翻译后经
JI?7'5

分析# 其中有
AA

条为未知蛋白的

18K?

序列#

$

条为还未发现的序列# 其余
E

条
67'

的功能注释中有水分胁迫诱导蛋白# 甲酰转移酶#

衰老相关蛋白# 脱水
!

应答蛋白
4B!!

前体#

>"7

核糖体蛋白质
7E

# 核糖体蛋白
IAA

类似物# 新生多肽相

关复杂
!

链# 质膜
L

M

!?'4

酶#

5/5>

肽# 抑制蛋白以及菠萝成熟果实
:BK?

# 新生多肽相关复合物
!

链&

>>G
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#

期

$$%

位置 登录号
产物长

度
&'(

重复基元
!&!

上游引物!

)"!!"

" 下游引物!

)"!!"

" 基因功能
扩增

带数

*+$$%#, +-.!/0.12/ !.1

!

3*+

"

4 4,2/

+335**+535**5535#

3+*33*

*3555333+5+553***

*+*5+

拟新生多肽
!

链
!

*+$$%#/ 65!!.4!.2/ !1!

!

5+5

"

// )020

**33+**+35*3*3*3#

353**3

***++*+*+**333*#

3****3*

细 胞 质 膜 质

子泵
4

*+$$%## 65!!.#//2/ !)/

!

***+

"

4 4,2!

*53**+++55++#

+55+5++55*

+5++55+++*+****5#

+****+

未 发 现 的 序

列
"

*+$$%#! +-.!/4002/ !"/

!

3+3*

"

) 4/2/

33*3335+5+*5#

+**333*5*+

3*+***5+5+3*5+5+#

+*++5+

(7(!

肽
"

*+$$%#" 65!!4)402/ !0#

!

***3*

"

) )021

3*5+5+553+5+#

+**+533555

*5+55+3*5535#

3****+533+

抑制蛋白
8

菠

萝
9

!

*+$$%#) +-.!,1!,2/ !0/

!

3*55*

"

" )020

355+5++*553+55+5+#

3*5+5

*333+*5*+5*++*5#

+**+*33

菠 萝 绿 色 成

熟果实
:6;*

库的菠萝
:6#

;*

克隆

"

*+$$%#4 65!!4//)2/ !0.

!

++5+55

"

! )024

**3*5+33355+*5#

+*+5+55+

*++****+*3+*5+#

5*5+53++

未知蛋白
"

*+$$%#. 6</0,.")2/ !0)

!

*3**3+

"

! )020

53+**55+535#

3*355+55+35

3***+*+53+5++#

+5535+5+5

未 发 现 的 序

列
"

*+$$%#0 65!!./002/ !0/

!

+55++3

"

" 4,2/

3*5+33355+55+*+555

5+*3

++53#

+*+555+55553+55+55

未知蛋白
!

*+$$%!, 65!!14112/ !1.

!

*3+5+5

"

! )021

5*+*++*++*++5555+#

+5555

+55355+5+5+++5+5+#

+5++5

未 发 现 的 序

列
"

表
!

!续"

5='>? " +7@AB@C?D

!

讨论

利用扩增片段长度多态性!

*EFG

"# 限制性片段长度多态性!

%EFG

"# 随机扩增多态性
6;*

标记

!

%*G6

"和简单重复间序列!

H$$%

"分子标记技术研究菠萝遗传多样性已有文献报道 $

/,$/"

%

& 在菠萝栽培种

上至今尚未见从
I$5

中开发
$$%

的相关报道& 随着近年来
;+JH

中
I$5

数据库的完善#

I$5#$$%

作为新

一代分子标记展现了广阔的前景& 本实验通过对菠萝
) 4)0

条
I$5

进行
$$%

筛选# 共发现
4!4

个
$$%

#

分布于
4/.

条
I$5

中#

$$%

占整个
I$5

的
//2#"K

# 高于水稻
"#$%& '&()*&

!

"2.,K

"

$

/)

%

# 甘蔗
+&,,-&#./

!

#20,K

"

$

)

%

# 普通小麦
!#)(),./ &0'()*./

!

)2",K

"

$

/4

%

# 辣椒
1&2'),./ &33../

!

#20.K

"

$

/.

%

# 白桦
40(.5& 25&($!

2-$55&

!

/,2#,K

"

$

/1

%

# 亚麻
6)3./ .')(&()'')/./

!

#2.!K

"

$

/0

%

# 花生
7#&,-)' -$289&0&

!

.21,K

"

$

#,

%

# 香蕉
:.'&

3&3&

!

)2!,K

"

$

#/

%

# 西瓜
1)(#.55.' *.59&#)'

!

4210K

"

$

#

%

# 甜瓜
1.,./)' /058

!

12!4K

"

$

##

%

# 香菇
603()3.' 0;8;0'

!

#204K

"

$

"

%

# 略低于橡胶
<0*0& =#&')5)03')'

!

//2"#K

"

$

/

%

# 核桃
>.95&3' #09)&

!

/,2.)K

"

$

#!

%

# 猕猴桃
7,()3);)&

!

/"2,1K

"

$

#"

%

& 上述差异的原因# 一是
I$5

数据库中不同物种间基因的差异导致
$$%

分布的差异' 二是

$$%

检索的软件和标准不同导致最终筛选结果的差异& 本研究所得菠萝的
I$5

中# 二( 三( 六核苷酸是

主导类型# 分别占
$$%

总数的
"#24/K

#

#02#)K

#

#,2/!K

& 菠萝二核苷酸重复中
*3&5+

是比较常见的优

势基元类型# 在亚麻$

/0

%

( 甜瓜$

##

%

( 苹果$

!

%

( 花生$

#,

%中也都存在这一规律' 而三核苷酸的重复基元比较分

散# 优势基元
*3+&5+3

仅占三核苷酸重复类型的
/!201K

# 六核苷酸
$$%

在总的
I$5

中有
/#1

条# 而

六核苷酸的重复基元有
1,

种# 种类虽丰富# 数量却不多&

本研究共设计了
4!4

对菠萝
I$5#$$%

引物# 合成的
!,

对引物中有
#.

对引物有良好的扩增结果#

可以预见对剩余引物的筛选有较高成功率地保证& 菠萝
I$5#$$%

出现频率高# 而且类型丰富# 可为今

后凤梨科
JL7M?>B=:?=?

植物分类( 遗传作图( 遗传多样性分析( 功能基因定位等方面研究奠定良好

基础&

陈俊浩等) 菠萝
I$5

资源的
$$%

信息分析与开发
!!.
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