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究院引导资金项目(ＮＡＵＳＹ－ＭＳ３３)ꎻ贵州省山地农业关键核心技术攻关项目(ＧＺＮＹＧＪＨＸ－２０２３０１３)
作者简介:谭国飞ꎬ副研究员ꎬ研究方向为伞形科蔬菜育种及分子生物学ꎬＥ￣ｍａｉｌ:ｔｇｆｅｉ＠ ｆｏｘｍａｉｌ.ｃｏｎꎮ ∗通信作者:张健ꎬ教授ꎬ研究方向为植
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谭国飞ꎬ罗庆ꎬ钟秀来ꎬ等. ‘溧阳白芹’雄性不育材料的选育及线粒体候选基因的鉴定[Ｊ] . 南京农业大学学报ꎬ２０２６ꎬ４９(４):７５９－７６７.
Ｔａｎ Ｇ ＦꎬＬｕｏ ＱꎬＺｈｏｎｇ Ｘ Ｌꎬｅｔ ａｌ. Ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ｍａｌｅ ｓｔｅｒｉｌｅ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅ ｉｎ ‘Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎ’[Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ
ｏｆ Ｎａｎｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ２０２６ꎬ４９(４):７５９－７６７.

‘溧阳白芹’雄性不育材料的选育及线粒体候选基因的鉴定
谭国飞１ꎬ２ꎬ罗庆２ꎬ３ꎬ钟秀来１ꎬ２ꎬ朱顺华１ꎬ２ꎬ张健４∗ꎬ熊爱生３∗

(１.贵州省农业科学院园艺研究所 /贵州省园艺工程技术研究中心ꎬ贵州 贵阳 ５５０００６ꎻ２. 农业农村部喀斯特山区作物基因

资源与种质创新重点实验室ꎬ贵州 贵阳 ５５０００６ꎻ３.南京农业大学园艺学院 /作物遗传与种质创新利用全国重点

实验室 /农业农村部华东地区园艺作物生物学与种质创制重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１１８００ꎻ
４.吉林农业大学农学院ꎬ吉林 长春 １３０１１８)

摘要:[目的]本文旨在创制和选育‘溧阳白芹’雄性不育材料ꎬ打破‘溧阳白芹’杂交品种的培育限制ꎬ以培育‘溧阳白芹’新材

料ꎮ [方法]用甲基磺酸乙酯(ＥＭＳ)诱变‘溧阳白芹’的种子ꎬ通过筛选、形态鉴定、育性研究、线粒体基因组测序、基因克隆等

方法对‘溧阳白芹’雄性不育材料进行分析ꎮ [结果]以‘溧阳白芹’种子为诱变材料ꎬ从 ０.６ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＥＭＳ、浸泡 ２ ｈ 的组合中ꎬ
筛选出 １ 株花丝花药萎缩ꎬ花药中未有花粉粒的雄性不育材料(命名为 ＬＹＳＱＢＵ００１)ꎮ 线粒体基因组测序结果表明ꎬ
ＬＹＳＱＢＵ００１ 线粒体基因组为单环结构(ＮＣＢＩ:ＰＱ７９０６２８)ꎬ长度为 ３８４ ０７８ ｂｐꎬＧＣ 含量为 ４５.０３ ％ꎬ含 ３５ 个 ｕｎｉｑｕｅ 蛋白质编码

基因ꎬ２２ 个 ｔＲＮＡ 基因ꎬ３ 个 ｒＲＮＡ 基因ꎻ有 ７９ 个 ＳＳＲꎬ其中四聚体数量最高(３２ 个ꎬ４０.５％)ꎻ含有 ２０ 个串联复制和 ４３７ 对重复

序列ꎻ丙氨酸(Ａｌａ)对密码子 ＧＣＵ 有较高的使用ꎬ而对密码子 ＧＣＧ 使用最低ꎮ 对比其他伞形科植物ꎬＬＹＳＱＢＵ００１ 线粒体 ａｔｐ６
基因在 ５′端发生缺失ꎬ克隆测序表明 ＬＹＳＱＢＵ００１ 与可育的‘溧阳白芹’ (ＬＹＳＱＫＵ００１)在 ５′端缺失 ４６２ ｂｐ 片段ꎬ导致

ＬＹＳＱＢＵ００１ 仅为 ７４４ ｂｐ(ＬＹＳＱＫＵ００１ 中长度为 １ ２０６ ｂｐ)ꎬ缺失片段为跨膜结构ꎮ 进化分析表明ꎬＬＹＳＱＢＵ００１ 中 ａｔｐ６ 蛋白序

列与不育的胡萝卜、茴香同属于一个分支ꎬ而 ＬＹＳＱＫＵ００１ 中 ａｔｐ６ 蛋白序列与可育的胡萝卜和茴香属于同一个分支ꎮ [结论]
线粒体 ａｔｐ６ 基因突变是‘溧阳白芹’ＬＹＳＱＢＵ００１ 雄性不育产生的原因ꎬ可用于‘溧阳白芹’新品种培育ꎮ
关键词:溧阳白芹ꎻ雄性不育ꎻａｔｐ６ꎻ线粒体ꎻ选育
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[Ｍｅｔｈｏｄｓ] Ｕｓｉｎｇ ‘ Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎ’ ｓｅｅｄｓ ａｓ ｍｕｔａｇｅｎｉｃ ｍａｔｅｒｉａｌｓꎬ ｅｔｈｙｌ ｍｅｔｈａｎｅｓｕｌｆｏｎａｔｅ ( ＥＭＳ ) ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｍｕｔａｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ
‘Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎ’ ｓｅｅｄｓꎬａｎｄ ｔｈｅ ｍａｌｅ ｓｔｅｒｉｌｅ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｏｆ ‘Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎ’ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇꎬｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ
ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ ｒｅｓｅａｒｃｈꎬ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇꎬ ｇｅｎｅ ｃｌｏｎｉｎｇꎬ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｍｅｔｈｏｄｓ. [ Ｒｅｓｕｌｔｓ] Ｏｎｅ ｍａｌｅ ｓｔｅｒｉｌｅ ｍａｔｅｒｉａｌ ｏｆ
‘Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎ’ ( ｎａｍｅｄ: ＬＹＳＱＢＵ００１) ｗｉｔｈｏｕｔ ｐｏｌｌｅｎ ｇｒａｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｎｔｈｅｒｓ ｗａｓ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＥＭＳ ｗｉｔｈ ａ
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ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ０.６ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ａｎｄ ｓｏａｋｉｎｇ ｆｏｒ ２ ｈ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ＬＹＳＱＢＵ００１ ｗａｓ ａ ｓｉｎｇｌｅ ｌｏｏｐ
ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ(ＮＣＢＩ:ＰＱ７９０６２８)ꎬｗｉｔｈ ａ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ３８４ ０７８ ｂｐ ａｎｄ ｔｈｅ ＧＣ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ４５.０３％. Ｉｔ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ３５ ｕｎｉｑｕｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃｏｄｉｎｇ ｇｅｎｅｓꎬ
２２ ｔＲＮＡ ｇｅｎｅｓꎬａｎｄ ３ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅｓ. Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ７９ ＳＳＲꎬａｎｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｎｕｍｂｅｒ ｗａｓ ｔｈｅ ｔｅｔｒａｍｅｒｓ(３２ꎬ４０.５％) . Ｉｔ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ２０ ｔａｎｄｅｍ
ｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ ａｎｄ ４３７ ｐａｉｒｓ ｏｆ ｒｅｐｅｔｉｔｉｖｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ. Ａｌａｎｉｎｅ(Ａｌａ)ｈａｄ ａ ｈｉｇｈｅｒ ｕｓａｇｅ ｏｆ ｃｏｄｏｎ ＧＣＵꎬｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ ｕｓａｇｅ ｏｆ ｃｏｄｏｎ ＧＣＧ.
Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ Ａｐｉａｃｅａｅ ｐｌａｎｔｓꎬ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｔｐ６ ｇｅｎｅ ｈａｄ ａ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｍｉｓｓｉｎｇ ａｔ ｔｈｅ ５′ ｅｎｄ. Ｃｌｏｎｉｎｇ ａｎｄ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ａ ４６２ ｂｐ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｗａｓ ｍｉｓｓｉｎｇ ａｔ ｔｈｅ ５′ ｅｎｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｆｅｒｔｉｌｅ ‘Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎ’(ＬＹＳＱＫＵ００１)ꎬｒｅｓｕｌｔｉｎｇ ｉｎ ｔｈｅ ｌｅｎｇｔｈ
ｏｆ ＬＹＳＱＢＵ００１ ｂｅｉｎｇ ｏｎｌｙ ７４４ ｂｐ ( ＬＹＳＱＫＵ００１ ｗａｓ １ ２０６ ｂｐ)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｍｉｓｓｉｎｇ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｗａｓ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｍｅｍｂｒａｎｅ ｓｅｇｍｅｎｔ.
Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｔｐ６ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎ ＬＹＳＱＢＵ００１ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｒａｎｃｈ ｗｉｔｈ ｓｔｅｒｉｌｅ ｃａｒｒｏｔｓ ａｎｄ
ｆｅｎｎｅｌꎬｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ａｔｐ６ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎ ＬＹＳＱＫＵ００１ ｂｅｌｏｎｇｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｒａｎｃｈ ｗｉｔｈ ｆｅｒｔｉｌｅ ｃａｒｒｏｔｓ ａｎｄ ｆｅｎｎｅｌ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ]Ｔｈｅ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ａｔｐ６ ｇｅｎｅ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｗａｓ ｔｈｅ ｃａｕｓｅ ｏｆ ｍａｌｅ ｉｎｆｅｒｔｉｌｉｔｙ ｉｎ ‘Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎ’ ＬＹＳＱＢＵ００１ꎬａｎｄ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎ
ｏｆ ｎｅｗ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ｏｆ ‘Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎ’ .
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ:Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎꎻｍａｌｅ ｓｔｅｒｉｌｅꎻａｔｐ６ꎻｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎꎻｂｒｅｅｄｉｎｇ

‘溧阳白芹’[Ｏｅｎａｎｔｈｅ ｊａｖａｎｉｃａ(Ｂｌｕｍｅ)ＤＣ]为伞形科(Ａｐｉａｃｅａｅ)水芹属多年生水生蔬菜ꎬ是江苏省溧

阳地区优异的水芹种质资源材料ꎬ因其品质优良、口感好ꎬ入选全国农作物种质资源普查优异种质资

源[１]ꎮ 长期以来ꎬ‘溧阳白芹’种苗大部分是从野生资源中搜集而来ꎬ无性繁殖扩繁种植ꎬ导致品种逐渐退

化ꎮ 水芹植物为两性花ꎬ花小、花序中花发育不一致、去雄难度大、杂交后种子难发芽ꎬ严重制约了水芹杂

交种的选育[２]ꎮ
目前ꎬ已有 ４ 例水芹雄性不育材料的报道ꎬ分别为 ２ 例多裂叶水芹种[３－４]、１ 例水芹种[５]和 １ 例线叶水

芹[６]ꎮ 同为伞形科蔬菜作物的胡萝卜[７－８]、芹菜[９－１０]、茴香[１１]等ꎬ雄性不育材料的培育和利用是实现杂交

育种和制种的关键ꎮ 同时ꎬ针对伞形科植物的雄性不育ꎬ研究人员已从遗传、分子等方面进行了研究ꎬ明确

了这些雄性不育材料的遗传机制和候选基因ꎮ 胡萝卜中已报道的不育候选基因较多ꎬ如 ａｔｐ６、ａｔｐ８、ａｔｐ９、
Ｃｏｘ １、Ｃｏｘ ２、ｎａｄ３ 和 ｃｏｂ 等[１２]ꎻ芹菜中ꎬ报道的 ２ 例不育材料均由线粒体 Ｃｏｘ １ 突变导致[９－１０]ꎻ茴香中ꎬ已
报道线粒体 ａｔｐ６ 基因 ５′端缺失是其不育原因[１１]ꎻ水芹中仅报道了线粒体 ｃｃｍＦＮ 基因突变ꎬ导致多裂叶水

芹产生不育[４]ꎬ但‘溧阳白芹’雄性不育未有报道ꎮ
‘溧阳白芹’在江苏溧阳地区栽培面积大、价格高ꎬ产业潜在价值好ꎬ已成为当地增加农户收入的重要

支柱产业之一ꎮ 因此ꎬ本研究以前期获得的‘溧阳白芹’雄性不育材料为试材ꎬ分析其线粒体基因组ꎬ鉴定

其与不育相关的候选基因ꎬ为‘溧阳白芹’雄性不育系用于杂交种选育提供理论依据ꎬ同时也为其产业发

展奠定科学基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料来源及鉴定

‘溧阳白芹’材料搜集于江苏省溧阳市河沟中ꎬ经南京农业大学园艺学院伞形科蔬菜课题组鉴定后确

认ꎬ并发表了相关研究论文[１３]ꎮ ２０１７ 年 ７—９ 月ꎬ该材料于花期自交ꎬ并收集种子ꎮ 将种子一分为二(双
悬果)ꎬ直接浸泡在不同浓度的化学诱变剂甲基磺酸乙酯(ＥＭＳ)中ꎬ经不同时间浸泡后ꎬ清洗干净ꎬ播种于

育苗基质中ꎮ 待幼苗长至 ４ 叶期时ꎬ单株栽于营养钵(直径 ９５ ｍｍꎬ高 ８０ ｍｍ)中ꎮ 于 ２０１８ 年 ７—９ 月花期

时进行筛选ꎬ最终从 ０.６ ｍｏｌ􀅰Ｌ－１ ＥＭＳ、浸泡 ２ ｈ 的组合中ꎬ获得 １ 株花发育异常植株(ＬＹＳＱＢＵ００１)ꎬ将其

单独种植于花盆中培养ꎮ
同时ꎬ从可育的原始‘溧阳白芹’植株(ＬＹＳＱＫＵ００１)中ꎬ采集花粉授粉给 ＬＹＳＱＢＵ００１ꎬ收获种子ꎮ 将

种子播种于营养土中ꎬ待幼苗长至 ４ 叶期后单株移栽于营养钵中ꎬ并于 ２０１９—２０２３ 年连续观察后代育性

情况ꎬ共有 ８５ 株ꎻ２０２０—２０２１ 年ꎬ将 ＬＹＳＱＫＵ００１ 花粉授粉给 ２０２０ 年出现不育后代的植株ꎬ收获种子进行

播种ꎬ观察后代育性情况ꎬ共有 ３１５ 株ꎮ 在花期时ꎬ利用碘－碘化钾法( Ｉ２￣ＫＩ)对 ＬＹＳＱＫＵ００１、ＬＹＳＱＢＵ００１
和杂交后代植株的花药进行染色ꎬ在显微镜下观察花药中花粉粒情况并拍照ꎮ
１.２　 线粒体基因组提取

分别取幼嫩的 ＬＹＳＱＫＵ００１ 和 ＬＹＳＱＢＵ００１ 叶片ꎬ按照芹菜线粒体提取的方法[８]ꎬ使用植物线粒体提

取试剂盒(北京雷根生物技术有限公司)分别提取 ２ 个水芹线粒体基因组 ＤＮＡꎮ 使用微量分光光度计

Ｎａｎｏｄｒｏｐ ＮＤ－１００(Ｎａｎｏｄｒｏｐ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ Ｉｎｃ.ꎬＤＥꎬＵＳＡ)检测提取线粒体 ＤＮＡ 的浓度和纯度ꎬ并将其保存

０６７
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于－２０ ℃冰箱中ꎬ用于线粒体基因组测序和基因克隆ꎮ ＬＹＳＱＢＵ００１ 线粒体基因组测序委托武汉贝纳科技

有限公司ꎮ
１.３　 线粒体基因组测序、组装和注释

采用 ＩＩＩｕｍｉｎａ 公司提供的二代测序 ＢＧＩ 和 Ｎａｎｏｐｏｒｅ 提供的三代测序平台的标准试验步骤ꎬ具体参考

多裂叶水芹线粒体组装和注释的步骤和方法ꎬ包括样品质量检测、文库构建及检查和测序等[４]ꎮ 其中组

装使用 Ｆｌｙｅ 软件和 ｂｗａ 软件ꎬ获得混合线粒体基因组数据ꎻ使用 Ｕｎｉｃｙｃｌｅｒ 软件在默认的参数下对混合数

据进行组装ꎬ得到组装数据ꎻ使用 Ｂａｎｄａｇｅ(ｖ０.８.１)软件对组装数据进行可视化操作ꎮ
以拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａꎬＮＣ＿０３７３０４)和北美鹅掌楸(Ｌｉｒｉｏｄｅｎｄｒｏｎ ｔｕｌｉｐｉｆｅｒａꎬＮＣ＿０２１１５２.１)线粒

体基因组为参考ꎬ使用 ＰＭＧＡ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.１ ｋｍｐｇ.ｃｎ / ｉｐｍｇａ / )进行 ＬＹＳＱＢＵ００１ 线粒体基因组注释ꎮ 其

中ꎬ线粒体基因组的 ｒＲＮＡ 使用 ＢＬＡＳＴｎ 软件(ｖ２.１３.０)注释ꎬｔＲＮＡ 使用 ｔＲＮＡｓｃａｎ￣ＳＥ 软件(ｖ２.０.１１)注释ꎬ
使用 Ａｐｏｌｌｏ 软件(ｖ１.１１.８)对错误的注释进行手动校对修改ꎬ最后使用 ＯＧＤＲＡＷ 软件进行可视化线粒体

基因组图谱ꎮ 同时ꎬ 利用伞形科胡萝卜 ( Ｄａｕｃｕｓ ｃａｒｏｔａꎬ ＮＣ ＿ ０１７８５５. １ )、 芹 菜 ( Ａｐｉｕｍ ｇｒａｖｅｏｌｅｎｓꎬ
ＭＺ３２８７２２.１)、水芹(Ｏｅｎａｎｔｈｅ ｊａｖａｎｉｃａꎬＯＲ２０９１６９)等蔬菜的线粒体基因组ꎬ对获得的溧阳白芹线粒体基因

组进行校对ꎮ
１.４　 密码子偏好性(ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅꎬＲＳＣＵ)分析

使用 Ｐｈｙｌｏｓｕｉｔｅ ｖ１.１.１６ 软件提取基因组的蛋白编码序列ꎬ然后使用 ＭＥＧＡ ｖ７.０ 软件对蛋白编码的基

因进行密码子偏好性分析ꎬ并计算 ＲＳＣＵ 值ꎮ
１.５　 线粒体基因组重复序列分析

分别使用 ＭＩＳＡ ｖ２.１(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｅｂｂｌａｓｔ. ｉｐｋ￣ｇａｔｅｒｓｌｅｂｅｎ.ｄｅ / ｍｉｓａ / )、ＴＲＦ ｖ４.０９(ｈｔｔｐｓ: / / ｔａｎｄｅｍ.ｂｕ. ｅｄｕ /
ｔｒｆ / ｔｒｆ.ｕｎｉｘ.ｈｅｌｐ.ｈｔｍｌ)和 ＲＥＰｕｔｅｒ 网络服务器(ｈｔｔｐｓ: / / ｂｉｂｉｓｅｒｖ.ｃｅｂｉｔｅｃ.ｕｎｉ￣ｂｉｅｌｅｆｅｌｄ.ｄｅ / ｒｅｐｕｔｅｒ / )对微卫星序

列重复、串联重复和散在重复的重复序列进行识别ꎮ 使用 Ｅｘｃｅｌ ２０２１ 软件和 Ｃｉｒｃｏｓ 包(ｖ０.６９.９)对结果进

行可视化分析ꎮ
１.６　 不育候选基因的鉴定及克隆

结合注释信息ꎬ以及茴香和胡萝卜不育与可育研究论文及对应的线粒体基因信息ꎬ对 ＬＹＳＱＢＵ００１ 中的

不育候选基因进行筛选ꎮ 同时ꎬ结合课题组转录组测序的可育材料 ＬＹＳＱＫＵ００１ 数据ꎬ设计 ａｔｐ６ 差异引物

进行克隆ꎬ其中 ａｔｐ６￣Ｆ１(５′￣ＡＴＧＣＣＴＡＣＴＡＧＡＴＴＴＣＡＡＣＧＣＡＴＣ￣３′)和 ａｔｐ６￣Ｆ２(５′￣ＡＴＧＡＡＴＡＴＡＧＧＡＣＡＣＴＴ
ＧＴＡＴＴＴＣ￣３′)为正向引物ꎬａｔｐ６￣Ｒ(５′￣ＴＣＡＡＴＴＡＴＡＡＡＴＡＡＣＣＡＣＴＴＣＡＣＴ￣３′)为反向引物ꎬａｔｐ６￣Ｆ１ 和 ａｔｐ６￣Ｒ
引物能够克隆 ａｔｐ６ 长度为 １ ２０６ ｂｐꎬ而 ａｔｐ６￣Ｆ２ 和 ａｔｐ６￣Ｒ 克隆长度为 ７４４ ｂｐꎮ
１.７　 三维结构和进化分析

不育候选基因对应的氨基酸序列ꎬ利用 ＳＷＩＳＳ ＭＯＤＥＬ 在线网站(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｗｉｓｓｍｏｄｅｌ. ｅｘｐａｓｙ. ｏｒｇ / )对
三维结构进行预测和建模ꎬ并输出模型图片ꎮ

利用 ＭＥＧＡ ５ 软件中 ＭＰ(ｍａｘｉｍｕｍ ｐａｒｓｉｍｏｎｙ)算法ꎬ将可育和不育‘溧阳白芹’ａｔｐ６ 基因对应的氨基

酸序列ꎬ同可育和不育胡萝卜和茴香等线粒体 ａｔｐ６ 氨基酸序列一起ꎬ构建同源进化树ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ‘溧阳白芹’ ＬＹＳＱＫＵ００１ 和 ＬＹＳＱＢＵ００１ 其花期比较及遗传特点

在花期时ꎬ对‘溧阳白芹’可育 ＬＹＳＱＫＹ００１ 与不育 ＬＹＳＱＢＵ００１ 进行比较ꎬ结果表明可育 ＬＹＳＱＫＹ００１
花中花丝和花药外露(图 １－Ａ)ꎬ花药中有大量具有活力的花粉粒(图 １－Ｂ)ꎻ不育 ＬＹＳＱＢＵ００１ 花中没有明

显花丝和花药外露ꎬ但其花柱明显比可育 ＬＹＳＱＫＹ００１ 长(图 １－Ｃ)ꎬ其花药萎缩ꎬ没有花粉粒(图 １－Ｄ)ꎮ
对 ＬＹＳＱＫＹ００１ 授粉给 ＬＹＳＱＢＵ００１ 所获得的 ８５ 株后代进行花期观察ꎬ发现其均表现出类似

ＬＹＳＱＢＵ００１ 的不育特征ꎻ后代不育植株接受 ＬＹＳＱＫＹ００１ 花粉后ꎬ收获的种子继续种植ꎬ３１５ 个植株均表

现为不育特征ꎮ 表明 ＬＹＳＱＢＵ００１ 不育性状可能为胞质遗传ꎬ推测可能由线粒体基因发生突变导致ꎮ
２.２　 ＬＹＳＱＢＵ００１ 线粒体特征

线粒体基因组测序表明ꎬＬＹＳＱＢＵ００１ 线粒体基因组长度为 ３８４ ０７８ ｂｐꎬＧＣ 含量为 ４５.０３ ％(图 ２)ꎮ
对 ＬＹＳＱＢＵ００１ 线粒体基因组进行注释ꎬ共注释到 ３５ 个 ｕｎｉｑｕｅ 蛋白质编码基因(ｎａｄ６ 和 ｎａｄ７ 为 ２ 个拷

贝)ꎬ其中 ２４ 个独特的线粒体核心基因和 １１ 个非核心基因ꎬ２２ 个 ｔＲＮＡ 基因(其中 ｔｒｎＧ￣ＧＣＣ、ｔｒｎＫ￣ＵＵＵ、

１６７
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图 １　 ‘溧阳白芹’可育 ＬＹＳＱＫＵ００１(Ａ、Ｂ)与不育 ＬＹＳＱＢＵ００１(Ｃ、Ｄ)比较

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｅｒｔｉｌｅ ＬＹＳＱＫＵ００１(ＡꎬＢ)ａｎｄ ｓｔｅｒｉｌｅ ＬＹＳＱＢＵ００１(ＣꎬＤ)ｏｆ ‘Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎ’
　 　 Ａ. ＬＹＳＱＫＵ００１ 花ꎻＢ. ＬＹＳＱＫＵ００１ 花药显微观察ꎻＣ. ＬＹＳＱＢＵ００１ 花ꎻＤ. ＬＹＳＱＢＵ００１ 花药显微观察ꎮ

Ａ. Ｔｈｅ ｆｌｏｗｅｒ ｏｆ ＬＹＳＱＫＵ００１ꎻＢ. ＬＹＳＱＫＵ００１ ａｎｔｈｅｒ ｕｎｄｅｒ ｄｉｓｓｅｃｔｉｎｇ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎻＣ. Ｔｈｅ ｆｌｏｗｅｒ ｏｆ ＬＹＳＱＢＵ００１ꎻＤ. ＬＹＳＱＢＵ００１ ａｎｔｈｅｒ
ｕｎｄｅｒ ｄｉｓｓｅｃｔｉｎｇ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ.

ｔｒｎＭ￣ＣＡＵ、ｔｒｎＰ￣ＵＧＧ、ｔｒｎＱ￣ＵＵＧ 和 ｔｒｎＷ￣ＣＣＡ 为 ２ 个拷贝)ꎬ３ 个 ｒＲＮＡ 基因ꎮ 核心基因中包括 ５ 个 ＡＴＰ 合

酶基因(ａｔｐ１、ａｔｐ４、ａｔｐ６、ａｔｐ８ 和 ａｔｐ９)ꎬ１１ 个 ＮＡＤＨ 脱氢酶基因[ｎａｄ１、ｎａｄ２、ｎａｄ３、ｎａｄ４、ｎａｄ４Ｌ、ｎａｄ５、ｎａｄ６
(２ 个拷贝)、ｎａｄ７(２ 个拷贝)和 ｎａｄ９]ꎬ４ 个细胞色素 Ｃ 生物发生基因(ｃｃｍＢ、ｃｃｍＣ、ｃｃｍＦＣ 和 ｃｃｍＦＮ)ꎬ３ 个

细胞色素 Ｃ 氧化酶基因(ｃｏｘ１、ｃｏｘ２ 和 ｃｏｘ３)ꎬ１ 个膜运输蛋白基因(ｍｔｔＢ)ꎬ１ 个成熟酶基因(ｍａｔＲ)和 １ 个

泛醇－细胞色素 Ｃ 还原酶基因( ｃｏｂ)ꎮ 非核心基因包括 ３ 个核糖体大亚基基因( ｒｐｌ５、ｒｐｌ１０ 和 ｒｐｌ１６)ꎬ７ 个

核糖体小亚基基因( ｒｐｓ１、ｒｐｓ３、ｒｐｓ４、ｒｐｓ７、ｒｐｓ１０、ｒｐｓ１２ 和 ｒｐｓ１３)和 １ 个琥珀酸脱氢酶基因( ｓｄｈ４)ꎮ

图 ２　 ＬＹＳＱＢＵ００１ 线粒体图谱(ＮＣＢＩ:ＰＱ７９０６２８)
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅ ｍａｐ ｏｆ ＬＹＳＱＢＵ００１(ＮＣＢＩ:ＰＱ７９０６２８)

重复序列分析(图 ３)表明ꎬＬＹＳＱＢＵ００１ 线粒体基因组共发现 ７９ 个 ＳＳＲꎬ其中四聚体数量最高(３２ 个ꎬ
占 ４０.５％)ꎬ依次为二聚体(１７ 个ꎬ占 ２１.５％)、单聚体(１５ 个ꎬ占 １９.０％)、五聚体(８ 个ꎬ占 １０.１％)和三聚体

(７ 个ꎬ占 ８.９％)ꎬ未发现六聚体ꎮ ＬＹＳＱＢＵ００１ 中共有 ２０ 个匹配度大于 ８５％且长度为 ９ ~ ７１ ｂｐ 的串联复

制ꎻ重复序列中ꎬ共发现长度大于或等于 ３０ ｂｐ 的重复序列 ４３７ 对ꎬ其中正向重复最高(２３２ 个ꎬ占 ５３.１％)ꎬ
其次为回文重复(２０４ 个ꎬ占 ４６.７％)和反向重复(１ 个ꎬ占 ０.２％)ꎬ未发现互补重复ꎮ

对蛋白质编码的序列进行偏好性(ＲＳＣＵ)分析ꎬ其中 ＲＳＣＵ 值大于 １ 被认为是氨基酸密码子偏好性使

用ꎮ 结果(表 １)表明ꎬ３５ 个 ｕｎｉｑｕｅ 蛋白质编码基因ꎬ除起始密码子 ＡＵＧ 和色氨酸 ＵＧＧ 的 ＲＳＣＵ 值均为 １
外ꎬ丙氨酸(Ａｌａ)对密码子 ＧＣＵ 有较高的使用ꎬ而对密码子 ＧＣＧ 使用最低ꎬＲＳＣＵ 值分别为 １.６２ 和 ０.４５ꎮ
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图 ３　 ＬＹＳＱＢＵ００１ ＳＳＲ 分析(Ａ)和重复序列分析(Ｂ)
Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＳＳＲ ａｎａｌｙｓｉｓ(Ａ)ａｎｄ ｒｅｐｅａｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ(Ｂ)ｏｆ ＬＹＳＱＢＵ００１

表 １　 ＬＹＳＱＢＵ００１ 线粒体密码子使用偏好性

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ ｉｎ ＬＹＳＱＢＵ００１ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅ

氨基酸
Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ

密码子 １
Ｃｏｄｏｎ １
(ＲＳＣＵ)

密码子 ２
Ｃｏｄｏｎ ２
(ＲＳＣＵ)

密码子 ３
Ｃｏｄｏｎ ３
(ＲＳＣＵ)

密码子 ４
Ｃｏｄｏｎ ４
(ＲＳＣＵ)

密码子 ５
Ｃｏｄｏｎ ５
(ＲＳＣＵ)

密码子 ６
Ｃｏｄｏｎ ６
(ＲＳＣＵ)

　 丙氨酸 Ａｌａ ＧＣＵ(１.６２) ＧＣＡ(１.０２) ＧＣＣ(０.９０) ＧＣＧ(０.４５)
　 精氨酸 Ａｒｇ ＡＧＡ(１.４０) ＣＧＡ(１.３０) ＣＧＵ(１.２３) ＣＧＧ(０.７２) ＣＧＣ(０.６９) ＡＧＧ(０.６６)
　 天冬酰胺 Ａｓｎ ＡＡＵ(１.３５) ＡＡＣ(０.６５)
　 天冬氨酸 Ａｓｐ ＧＡＵ(１.３３) ＧＡＣ(０.６７)
　 半胱氨酸 Ｃｙｓ ＵＧＵ(１.２４) ＵＧＣ(０.７６)
　 终止密码子 Ｅｎｄ ＵＡＡ(１.５９) ＵＧＡ(０.８４) ＵＡＧ(０.５６)
　 谷氨酰胺 Ｇｌｎ ＣＡＡ(１.５３) ＣＡＧ(０.４７)
　 谷氨酸 Ｇｌｕ ＧＡＡ(１.３６) ＧＡＧ(０.６４)
　 甘氨酸 Ｇｌｙ ＧＧＡ(１.４４) ＧＧＵ(１.２７) ＧＧＧ(０.７４) ＧＧＣ(０.５５)
　 组氨酸 Ｈｉｓ ＣＡＵ(１.５６) ＣＡＣ(０.４４)
　 异亮氨酸 Ｉｌｅ ＡＵＵ(１.３０) ＡＵＡ(０.８７) ＡＵＣ(０.８３)
　 亮氨酸 Ｌｅｕ ＵＵＡ(１.４９) ＣＵＵ(１.２５) ＵＵＧ(１.２１) ＣＵＡ(０.９０) ＣＵＣ(０.６２) ＣＵＧ(０.５３)
　 赖氨酸 Ｌｙｓ ＡＡＡ(１.２４) ＡＡＧ(０.７６)
　 蛋氨酸 Ｍｅｔ ＡＵＧ(１.００)
　 苯丙氨酸 Ｐｈｅ ＵＵＵ(１.１５) ＵＵＣ(０.８５)
　 脯氨酸 Ｐｒｏ ＣＣＵ(１.３９) ＣＣＡ(１.１４) ＣＣＣ(０.７７) ＣＣＧ(０.７０)
　 丝氨酸 Ｓｅｒ ＵＣＵ(１.４１) ＵＣＡ(１.２０) ＡＧＵ(１.０８) ＵＣＣ(０.８９) ＵＣＧ(０.７９) ＡＧＣ(０.６３)
　 苏氨酸 Ｔｈｒ ＡＣＵ(１.３６) ＡＣＡ(１.０４) ＡＣＣ(１.０３) ＡＣＧ(０.５７)
　 色氨酸 Ｔｒｐ ＵＧＧ(１.００)
　 酪氨酸 Ｔｙｒ ＵＡＵ(１.５２) ＵＡＣ(０.４８)
　 缬氨酸 Ｖａｌ ＧＵＵ(１.２２) ＧＵＡ(１.１６) ＧＵＧ(０.８９) ＧＵＣ(０.７４)

　 　 注:ＲＳＣＵ:密码子偏好性 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｙｎｏｎｙｍｏｕｓ ｃｏｄｏｎ ｕｓａｇｅ.

进一步对线粒体注释到的各类型基因长度进行统计分析ꎬ结果(表 ２)表明 ＬＹＳＱＢＵ００１ 中线粒体基因

ａｔｐ６ 长度仅为 ７４４ ｂｐꎬ而在可育与不育胡萝卜中该基因长度分别为 ９５４ 和 ８１９ ｂｐꎬ可育与不育茴香中该基

因分别为 １ １６７ 和 ８６４ ｂｐꎻ同时ꎬ同属于伞形科植物的芹菜线粒体中ꎬａｔｐ６ 基因长度均为 １ １７３ ｂｐꎬ表明

ａｔｐ６ 可能为 ＬＹＳＱＢＵ００１ 不育候选基因ꎮ
２.３　 不育候选基因的鉴定及进化分析

将 ＬＹＳＱＢＵ００１ 线粒体 ａｔｐ６ 基因ꎬ比对 ＬＹＳＱＫＵ００１ 转录组数据ꎬ表明转录组中 ａｔｐ６ 基因长度为 １ ２０６
ｂｐꎮ 利用差异引物 ａｔｐ６￣Ｆ１ 和 ａｔｐ６￣Ｒ 能够从 ＬＹＳＱＫＵ００１ 线粒体中克隆出长度为 １ ２０６ ｂｐ 的 ａｔｐ６ 基因ꎬ而
ＬＹＳＱＢＵ００１ 只能利用引物 ａｔｐ６￣Ｆ２ 和 ａｔｐ６￣Ｒ 克隆出 ７４４ ｂｐ 长度的 ａｔｐ６ 基因(图 ４)ꎮ 将 ＬＹＳＱＫＵ００１ 与

ＬＹＳＱＢＵ００１ 克隆的 ａｔｐ６ 基因序列ꎬ同胡萝卜和茴香不育与可育中 ａｔｐ６ 基因进行比对ꎬ表明 ＬＹＳＱＢＵ００１
线粒体 ａｔｐ６ 基因同不育的胡萝卜和茴香 ａｔｐ６ 基因序列一样ꎬ均为 ５′端缺失ꎬ３′端基本一致(图 ４)ꎮ 其中ꎬ
不育胡萝卜和茴香中 ａｔｐ６ 基因在 ５′端缺失长度分别为 １３５ 和 ３０３ ｂｐꎬ而在不育 ＬＹＳＱＢＵ００１ 中ꎬａｔｐ６ 基因

在 ５′端缺失更明显ꎬ为 ４６２ ｂｐꎮ
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表 ２　 ＬＹＳＱＢＵ００１ 线粒体基因组信息

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＬＹＳＱＢＵ００１ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｇｅｎｏｍｅ

序号
Ｎｏ.

名称
Ｎａｍｅ

长度 / ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ

序号
Ｎｏ.

名称
Ｎａｍｅ

长度 / ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ

序号
Ｎｏ.

名称
Ｎａｍｅ

长度 / ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ

序号
Ｎｏ.

名称
Ｎａｍｅ

长度 / ｂｐ
Ｌｅｎｇｔｈ

１ ａｔｐ１ １ ５４２ １８ ｎａｄ３ ３５７ ３５ ｒｐｓ１２ ３７８ ５２ ｔｒｎＫ￣ＵＵＵ ７４
２ ａｔｐ４ ５８２ １９ ｎａｄ４ １ ４８８ ３６ ｒｐｓ１３ ３５１ ５３ ｔｒｎＫ￣ＵＵＵ￣２ ７３
３ ａｔｐ６ ７４４ ２０ ｎａｄ４Ｌ ３０３ ３７ ｓｄｈ４ ２９４ ５４ ｔｒｎＭ￣ＣＡＵ ７３
４ ａｔｐ８ ５０７ ２１ ｎａｄ５ ２ ０１３ ３８ ｒｒｎ５ １１８ ５５ ｔｒｎＭ￣ＣＡＵ￣２ ７３
５ ａｔｐ９ ２２５ ２２ ｎａｄ６ ６１８ ３９ ｒｒｎ１８ １ ９３１ ５６ ｔｒｎＮ￣ＧＵＵ ７２
６ ｃｃｍＢ ６２１ ２３ ｎａｄ６￣２ ６１８ ４０ ｒｒｎ２６ ３ ２５５ ５７ ｔｒｎＰ￣ＣＧＧ ９３
７ ｃｃｍＣ ７５３ ２４ ｎａｄ７ １ １８５ ４１ ｔｒｎＡ￣ＵＧＣ ７３ ５８ ｔｒｎＰ￣ＵＧＧ ７５
８ ｃｃｍＦＣ １ ３１７ ２５ ｎａｄ７￣２ １ １８５ ４２ ｔｒｎＣ￣ＧＣＡ ７１ ５９ ｔｒｎＰ￣ＵＣＣ￣２ ７４
９ ｃｃｍＦＮ １ ７４０ ２６ ｎａｄ９ ５７３ ４３ ｔｒｎＤ￣ＧＵＣ ７４ ６０ ｔｒｎＱ￣ＵＵＧ ７２
１０ ｃｏｘ１ １ ５８４ ２７ ｒｐｌ５ ５５８ ４４ ｔｒｎＥ￣ＵＵＣ ７２ ６１ ｔｒｎＱ￣ＵＵＧ￣２ ７２
１１ ｃｏｘ２ ７８６ ２８ ｒｐｌ１０ ４９５ ４５ ｔｒｎＦ￣ＧＡＡ ７４ ６２ ｔｒｎＳ￣ＧＣＵ ８８
１２ ｃｏｘ３ ７９８ ２９ ｒｐｌ１６ ４３５ ４６ ｔｒｎｆＭ￣ＣＡＵ ７３ ６３ ｔｒｎＳ￣ＧＧＡ ８７
１３ ｃｙｔｂ １ １７３ ３０ ｒｐｓ１ ３７８ ４７ ｔｒｎＧ￣ＧＣＣ ７２ ６４ ｔｒｎＳ￣ＵＧＡ ８７
１４ ｍａｔＲ １ ９６８ ３１ ｒｐｓ３ １ ６９２ ４８ ｔｒｎＧ￣ＧＣＣ￣２ ７２ ６５ ｔｒｎＶ￣ＧＡＣ ７２
１５ ｍａｔｔＢ ７８９ ３２ ｒｐｓ４ ９３０ ４９ ｔｒｎＨ￣ＧＵＧ ７４ ６６ ｔｒｎＷ￣ＣＣＡ ７４
１６ ｎａｄ１ ９７８ ３３ ｒｐｓ７ ４４７ ５０ ｔｒｎＩ￣ＣＡＵ ７７ ６７ ｔｒｎＷ￣ＣＣＡ￣２ ７７
１７ ｎａｄ２ １ ４６７ ３４ ｒｐｓ１０ ４１１ ５１ ｔｒｎＩ￣ＧＡＵ ７２ ６８ ｔｒｎＹ￣ＧＵＡ ８３

图 ４　 不同植物育性 ａｔｐ６ 基因比对

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｔｐ６ ｇｅｎｅｓ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ ｐｌａｎｔｓ
　 　 ＬＹＳＱＫＹ００１ 和 ＬＹＳＱＢＹ００１ 分别为可育和不育的‘溧阳白芹’ ａｔｐ６ 基因ꎻＦｖａｔｐ６＋ 和 Ｆｖａｔｐ６￣分别为可育和不育茴香 ａｔｐ６
基因(ＮＣＢＩ:ＭＴ１９９３２３.１ 和 ＭＴ１９９３２４.１)ꎻＷｕｙｅ￣Ｌ 和 Ｗｕｙｅ￣ＢＹ 分别为可育和不育野生胡萝卜 ａｔｐ６ 基因ꎮ

ＬＹＳＱＫＹ００１ ａｎｄ ＬＹＳＱＢＹ００１ ａｒｅ ｔｈｅ ａｔｐ６ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｆｅｒｔｉｌｅ ａｎｄ ｓｔｅｒｉｌｅ ‘Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎ’ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻＦｖａｔｐ６＋ ａｎｄ Ｆｖａｔｐ６￣ ａｒｅ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｔｈｅ ｆｅｒｔｉｌｅ ａｎｄ ｓｔｅｒｉｌｅ ａｔｐ６ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｆｅｎｎｅｌ(ＮＣＢＩ:ＭＴ１９９３２３.１ ａｎｄ ＭＴ１９９３２４.１)ꎻＷｕｙｅ￣Ｌ ａｎｄ Ｗｕｙｅ￣ＢＹ ａｒｅ ｔｈｅ ａｔｐ６
ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｆｅｒｔｉｌｅ ａｎｄ ｓｔｅｒｉｌｅ ｗｉｌｄ ｃａｒｒｏｔｓꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

　 　 为探索线粒体 ａｔｐ６ 基因 ５′端序列中的具体功能ꎬ利用 ＳＷＩＳＳ ＭＯＤＥＬ 在线网站对 ＬＹＳＱＫＵ００１ 和

ＬＹＳＱＢＵ００１ꎬ以及可育、不育的胡萝卜和茴香 ａｔｐ６ 基因对应的氨基酸序列建立三维模型ꎮ 结果(图 ５)表
明ꎬ‘溧阳白芹’、胡萝卜及茴香不育和可育的 ａｔｐ６ 氨基酸三维结构大部分均由 α－螺旋和 β－折叠构成ꎬ但
可育的‘溧阳白芹’ＬＹＳＱＫＵ００１、胡萝卜和茴香中 ａｔｐ６ 氨基酸序列 ５′端存在明显的跨膜段(图 ５－Ａ、Ｃ、Ｅ)ꎮ
跨膜结构是线粒体基因与核基因交流的关键区域ꎬ但三者不育材料中该跨膜段不明显(图 ５－Ｂ、Ｄ、Ｆ)ꎬ推
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测 ａｔｐ６ 基因 ５′端的缺失ꎬ使伞形科蔬菜‘溧阳白芹’、胡萝卜和茴香中氨基酸序列无法形成完整的跨膜区

域ꎬ从而无法与核基因进行交流ꎬ导致其不育ꎮ

图 ５　 不同育性伞形科蔬菜的 ａｔｐ６ 氨基酸三维模型

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｔｈｒｅｅ ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ａｔｐ６ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎ Ａｐｉａｃｅａｅ ｖｅｇｅｔａｂｌｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ
　 　 Ａ. ＬＹＳＱＫＹ００１ꎻＢ. ＬＹＳＱＢＹ００１ꎻＣ. Ｗｕｙｅ￣ＫＹ(可育 Ｆｅｒｔｉｌｅ)ꎻＤ. Ｗｕｙｅ￣ＢＹ(不育 Ｓｔｅｒｉｌｅ)ꎻＥ. 茴香(ＮＣＢＩ:ＱＩＺ３１５２７.１ꎬ可育)
Ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄ ｆｅｎｎｅｌ(ＮＣＢＩ:ＱＩＺ３１５２７.１ꎬｆｅｒｔｉｌｅ)ꎻＦ.不育茴香(ＮＣＢＩ:ＱＩＺ３１５２８.１ꎬ不育)Ｓｔｅｒｉｌｅ ｆｅｎｎｅｌ(ＮＣＢＩ:ＱＩＺ３１５２８.１ꎬｓｔｅｒｉｌｅ) .

将 ＬＹＳＱＫＵ００１、ＬＹＳＱＢＵ００１ 以及可育、不育胡萝卜和茴香 ａｔｐ６ 基因对应的氨基酸序列一起构建进化

树ꎮ 结果(图 ６)表明ꎬ可育与不育 ａｔｐ６ 蛋白能够分成 ２ 个分支ꎬ其中可育的 ＬＹＳＱＫＵ００１ 与可育的茴香和

胡萝卜聚在一个分支中ꎬ而不育的 ＬＹＳＱＢＵ００１ 与不育的茴香和胡萝卜处在同一分支中ꎮ

图 ６　 不同植物育性 ａｔｐ６ 氨基酸进化分析

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｔｐ６ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｌａｎｔ ｆｅｒｔｉｌｉｔｙ ｌｅｖｅｌｓ
　 　 ＬＹＳＱＫＹ００１ 和 ＬＹＳＱＢＹ００１ 分别为可育和不育的‘溧阳白芹’ ａｔｐ６ꎻＦｖａｔｐ６＋ 和 Ｆｖａｔｐ６￣分别为可育和不育的茴香(ＮＣＢＩ:ＱＩＺ３１５２７.１ 和

ＱＩＺ３１５２８.１)ａｔｐ６ꎻＷｕｙｅ￣Ｌ 和 Ｗｕｙｅ￣ＢＹ 分别为可育和不育的野生胡萝卜 ａｔｐ６ꎮ
ＬＹＳＱＫＹ００１ ａｎｄ ＬＹＳＱＢＹ００１ ａｒｅ ｔｈｅ ａｔｐ６ ｏｆ ｆｅｒｔｉｌｅ ａｎｄ ｓｔｅｒｉｌｅ ‘Ｌｉｙａｎｇｂａｉｑｉｎ’ꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎻＦｖａｔｐ６＋ ａｎｄ Ｆｖａｔｐ６￣ ａｒｅ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｔｈｅ ｆｅｒｔｉｌｅ ａｎｄ

ｓｔｅｒｉｌｅ ａｔｐ６ ｉｎ ｆｅｎｎｅｌ(ＮＣＢＩ:ＱＩＺ３１５２７.１ ａｎｄ ＱＩＺ３１５２８.１)ꎻＷｕｙｅ￣Ｌ ａｎｄ Ｗｕｙｅ￣ＢＹ ａｒｅ ｔｈｅ ａｔｐ６ ｏｆ ｆｅｒｔｉｌｅ ａｎｄ ｓｔｅｒｉｌｅ ｗｉｌｄ ｃａｒｒｏｔｓꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

３　 讨论

不同于伞形科蔬菜作物胡萝卜、芹菜、芫荽和茴香等主要以种子进行有性繁殖和生产[１４－１７]ꎬ水芹可使

用扦插、分株等方式进行无性繁殖ꎬ但长期的无性繁殖会导致其病害积累和品种退化[１８－１９]ꎮ 然而ꎬ水芹杂

交后代获得稳定的优良单株后ꎬ便可进行无性繁殖扩繁ꎬ满足生产需求ꎬ避免长期无性繁殖对水芹产业造

成影响[２０－２１]ꎮ 为此ꎬ水芹雄性不育材料的获得ꎬ并利用其培育优良的杂交 Ｆ１ 代ꎬ可用于水芹种植生产ꎮ
本研究中ꎬ所获得的‘溧阳白芹’雄性不育材料ꎬ由于花药中无花粉粒形成ꎬ方便了杂交育种ꎬ可用于‘溧阳

水芹’产业可持续发展实践中ꎮ
本研究遗传分析表明ꎬ‘溧阳白芹’不育材料 ＬＹＳＱＢＵ００１ 与其可育材料 ＬＹＳＱＫＵ００１ 杂交ꎬ其后代均
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为不育性状ꎮ 线粒体基因组、基因克隆及进化分析结果表明ꎬａｔｐ６ 基因 ５′端缺失是其不育的质体基因

(Ｓ)ꎮ 然而ꎬ利用 ＬＹＳＱＢＵ００１ 与可育的中华水芹(Ｏｅｎａｎｔｈｅ ｓｉｎｅｎｓｉｓ)杂交ꎬ其后代出现一定数量的可育植

株(数据未列出)ꎻ在之前水芹线粒体研究中ꎬ多裂叶水芹(Ｏｅｎａｎｔｈｅ ｔｈｏｍｓｏｎｉｉ)可育与不育材料中ꎬ其 ａｔｐ６
基因长度均为 ７２０ ｂｐꎬ其 ５′端均严重缺失ꎬ但影响其不育线粒体基因为 ｃｃｍＦＮ 基因突变导致[４]ꎻ在水芹种

(Ｏｅｎａｎｔｈｅ ｊａｖａｎｉｃａ)可育线粒体中ꎬａｔｐ６ 基因预测长度为 ７４４ ｂｐꎬ５′端也存在缺失[２２]ꎬ暗示着中华水芹、多
裂叶水芹和水芹中的核基因可能含有 ａｔｐ６ 育性恢复基因(Ｒｆ)ꎬ需要进一步研究ꎮ 为此ꎬ推测‘溧阳白芹’
雄性不育 ＬＹＳＱＢＵ００１ 育性类型可能为 Ｓ( ｒｒ)ꎬ可育材料 ＬＹＳＱＫＵ００１ 育性类型为 Ｎ( ｒｒ)ꎮ

研究表明ꎬａｔｐ６ 基因不仅能够导致伞形科植物胡萝卜[８]、茴香[１１]、芹菜[２３]、水芹[６] 等产生不育ꎬ而且

在水稻[２４－２５]、玉米[２６－２７]、油菜[２８]等作物中也有类似的报道ꎮ 但到目前为止ꎬ伞形科植物 ａｔｐ６ 基因的核恢

复基因尚未有研究报道ꎮ 在水稻 ａｔｐ６ 引起的雄性不育中ꎬ核恢复基因 ＲＦ１Ａ 和 ＲＦ１Ｂ 都能靶向线粒体ꎬ通
过内切核裂解(ＲＦ１Ａ)或降解(ＲＦ１Ｂ)二异序体 Ｂ￣ａｔｐ６ / ＯＲＦ７９ ｍＲＮＡ 来阻断 ＯＲＦ７９ 的产生ꎬ从而恢复水

稻育性[２５]ꎻ人工合成基因 Ｍｔ￣ＧＲＰ１６２ 也能恢复红莲水稻 ａｔｐ６ 突变导致的不育[２９]ꎬ水稻 ＲＦ６ 基因也能恢

复 ａｔｐ６ 突变后的育性[３０]ꎮ 玉米研究中ꎬ也表明了 Ｒｆ 为其恢复基因[２６]ꎮ 油菜中 Ｒｆｐ 是其恢复基因[２８]ꎮ 在

伞形科植物中是否含有能使 ａｔｐ６ 突变育性恢复的基因ꎬ以及恢复基因与 ａｔｐ６ 之间功能互作关系如何ꎬ需
要进一步深入研究ꎮ

在伞形科不育性状稳定性的研究中ꎬ胡萝卜稳定性高的雄性不育材料为花药和花丝退化ꎬ形成萼片或者

花瓣的“瓣化型”雄性不育ꎬ而不是花药褐化雄性不育[７－８ꎬ１２]ꎮ 在芹菜中报道的稳定雄性不育材料为花药

花丝肉质化类型[９－１０]ꎬ而不是花药后期发育异常ꎬ无法形成有活力的花粉粒[３１]ꎮ 籽粒茴香和球茎茴香雄

性不育中ꎬ均是由花药无法形成花粉粒所致ꎬ不育性状稳定性强[３２]ꎮ 在水芹中ꎬ已报道了多裂叶水芹花丝

花药肉质化类型材料 ＯｔＢＹ００２ꎬ不育性状稳定性相对高[４]ꎻ而另外一个多裂叶水芹雄性不育 ＯｔＢＹ００１ꎬ其
花粉粒发育异常无法形成有活力花粉粒[３]ꎬ其不育稳定性可能受到温度影响ꎻ水芹种雄性不育 ＯＪＢＹ００１ꎬ
其花药无法形成花粉粒[５]ꎬ不育性状稳定性相对较高ꎻ线叶水芹雄性不育 ＯＤＤＢＹ００１ 也表现出花丝萎缩ꎬ
花药较少或无花粉粒ꎬ不育类型为 Ｓ( ｒｒ) [６]ꎮ 本研究中ꎬＬＹＳＱＢＵ００１ 花药也无法形成花粉粒ꎬ与 ＯＪＢＹ００１
类似ꎬ不育性状稳定性也相对较高ꎮ 以上研究暗示伞形科蔬菜不育表现类型多样ꎬ稳定性高的雄性不育应

为花药花丝肉质化、瓣化或者无法形成花粉粒ꎬ而不是后期花药中花粉粒发育异常或者褐化ꎮ 本研究获得

的‘溧阳白芹’雄性不育ꎬ属于花药中无花粉粒类型雄性不育ꎬ不育稳定性相对较高ꎮ 下一步ꎬ针对伞形科

蔬菜ꎬ如芫荽、欧芹、孜然等ꎬ在筛选和培育雄性不育材料过程中ꎬ应培育花药花丝肉质化、瓣化或者花药无

法形成花粉粒的稳定类型ꎮ
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