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苹果是我国第二大水果，它的品质与产量会严重受
到干旱的影响。而苹果叶片蜡质在干旱胁迫下可以降低
叶片的蒸腾速率，减少水分散失，进而提高苹果抗旱性。

目前，在很多植物中发现了与蜡质相关的基因，但
是与苹果抗旱性相关的蜡质合成基因还需要进一步探索
和挖掘。本项目旨在筛选出与苹果叶片蜡质有关的候选
基因，并开发苹果叶片蜡质分子标记方法，为苹果辅助
育种提供便利。

技术路线

2.对自然变异进行单倍型分析

基于123个苹果种质叶片蜡质的GWAS分析进行
单倍型分析，并利用Sangar测序法对单倍型分析结果
进行进一步确认，最终结果表明T/T单倍型的叶片蜡
质含量更高。

下一阶段计划

1.目前，我们还未成功得到转基因植物，后面将继
续进行转基因工作。
2.获得该转基因植物后，测定其叶片的蜡质含量与

失水速率，完成全基因组关联分析到的蜡质候选基
因功能验证工作。
3.对苹果叶片蜡质候选基因启动子进行表达分析，
验证启动子活性。

项目创新点

分子标记是以个体间遗传物质内核苷酸序列
变异为基础的遗传标记，是DNA水平遗传多态性的
直接的反映。随着分子生物学技术的发展，DNA分
子标记技术已有数十种，广泛应用于遗传育种、基
因组作图、基因定位、物种亲缘关系鉴别、基因库
构建、基因克隆等方面。现有的分子标记技术包括
PFLP技术、VNTR技术、RAPD技术、DAF技术、
SCAR技术等。本研究将在此基础上对分子标记技

术进行创新，以便达到实验操作方便，操作速度快
且标记更准确等效果，从而进行准确的鉴定。

1 筛选与苹果叶片蜡质有关的候选
基因

阶段性成果

1.筛选与苹果叶片蜡质有关的候选基因

通过全基因组关联分析筛选到了与苹果叶片蜡质有
关的候选基因，发现自然变异位于第10号染色体的上游
启动子上，并且在该位点造成多态性的碱基是C与T。

3.酶切扩增多态性序列(CAPS)对SNP位点进行验证

采用相应的限制性内切酶对该PCR扩增产物进
行酶切，产生了不同的电泳图谱。由此确定了SNP位
点的碱基类型为C、T，对SNP位点进行了验证。

4.经酶切扩增多态性序列验证后的单倍型分析

经酶切扩增多态性序列对SNP位点验证后，再一
次进行单倍型分析，发现T/T单倍型的蜡质含量高于
C/C单倍型与C/T单倍型的蜡质含量。另外，对T/T单
倍型与C/C单倍型进行MYB-like的基因表达量进行分
析发现T/ T单倍型的候选基因相对表达量高于C/C单
倍型，进一步验证了全基因组关联分析得到的候选
基因对苹果叶片蜡质有调控作用。

5.对筛选到的苹果叶片蜡质候选基因进行功能验证

基于全基因组关联分析得到的苹果叶片蜡质候
选基因，将相应的苹果基因序列进行克隆，并通过
Gateway法构建转基因过表达载体。在此基础上，
利用叶盘侵染法进行转基因。
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图 1  叶片蜡质含量全基因组关联分析曼哈顿图和分位数-分位数图（QQ图）

图 2  全基因组关联分析中自然变异的SNP注释信息图

图 3  123个苹果种质叶片单倍型分析及测序结果图

图 4  酶切扩增多态性序列(CAPS)对SNP位点进行验证的电泳图谱

图 5  经CAPS验证后的单倍型分析及不同单倍型中MYB-like的基因表达量结果图

图 6  转基因侵染苹果叶片结果图
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