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摘要：UV性别决定系统在一些低等生物生活史的单倍体阶段展现出特定的进化和遗传
特性。实验构建了一个海带雌配子体基因组的细菌人工染色体 (BAC)文库，结果显示，
该文库包含 31 872个克隆，插入片段平均长为 115 kb，覆盖 6.57倍的海带基因组。利用
海带雌配子体特异性的标记 FRML-1488的序列为探针筛选 BAC文库，获得 4个阳性
BAC克隆。随机挑选一个克隆 (638-C12)，通过 Roche454第二代测序平台进行测序，并
经过间隔序列的扩增、克隆和测序，了解到该 BAC克隆的插入片段长为 86 996 bp。该
序列位于海带基因组的 Scaffold285上，占后者序列总长的 22.4%。序列分析结果显示，
在雌配子体特异性标记 FRML-1488的上游存在大量的微卫星以及 Copia 逆转录转座子等
重复序列。推测 BAC克隆 638-C12的插入片段可能与海带 U染色体的性别决定区相关。
本研究是 BAC文库在海带性别相关序列图位克隆的首次应用报道，将有助于海带性别
染色体结构的揭示及性别决定机制的解析。

关键词: 海带；雌配子体；细菌人工染色体 (BAC)文库；分子标记；图位克隆
中图分类号: S 917.3 文献标志码: A

 
 

一些藻类和苔藓植物在其生活史的单倍体

阶段表现出雌、雄性别特征 [1]，这种现象显然不

同于高等植物或动物在二倍体个体中所呈现的

XY或 ZW性别决定系统。Bachtrog等 [2] 认为单

倍体的雌雄性别分别由 U和 V染色体决定，因

而称其为 UV性别决定系统。近期，在水云

(Ectocarpus sp.)的 UV性别决定系统及演化等研

究中取得较大的突破。Ahmed等 [3] 利用比较基因

组 学 ， 初 步 界 定 了 水 云 的 性 别 决 定 区 (sex-
determining region, SDR)及性别相关基因，它的

雌、雄性别决定区大小相似 (约为 1 Mbp)，且只

占性染色体长度的五分之一，其余五分之四对

应于可发生重组的拟常染色体区 (pseudoauto-
somal region, PAR)，致使从形态上难以分辨 U和

V染色体，这可能也是其雌、雄配子体之间表

现出低水平性二型性 (sexual dimorphism)的主要

原因[4]。

海带 (Saccharina  japonica)是褐藻门 (Phaeo-
phyta)海带目 (Laminariales)最重要的经济物种，

它具有典型的异形世代交替的生活史 [5] 及与水云

一样的 UV性别决定系统 [6]。海带的雄配子体通

常由十几至几十个细胞构成，细胞直径较小 (5~
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8 μm)，呈分支丝状体发育；而雌配子体多为

1个或多个细胞的藻体，大多为球形或梨形，无

或少分支，细胞直径较大 (11~22 μm)[7]；从而表

现出典型的性二型性。对海带 UV性别决定区域

和性别决定基因的研究，显然有助于了解性二

型性形成的遗传基础。目前为止，在海带的基

因组 [8]、转录组 [9-10] 等数据基础上，筛选到一些

与海带配子体性别相关的分子标记 [6,11-14]，但对

海带性别决定机制以及性别染色体进化等问题

的解决仍显不足。Gu等 [13] 利用简单重复序列间

(inter-simple sequence repeat,  ISSR)的扩增技术自

海带雌配子体中筛选到一个分子标记 FRML-
1488，并利用荧光原位杂交 (fluorescence  in situ
hybridization, FISH)技术，将其定位于海带雌配

子体的染色体上，而雄配子体的染色体上无此

杂交信号，说明 FRML-1488是海带雌配子体染

色体的特异分子标记。由此推测，该标记及其

周围的基因可能与海带雌性性别的分化与形成

有关。

但在利用该标记序列搜索海带的基因组数

据库 [8] 时，未获得相应的结果。于是，本研究构

建了海带雌配子体的细菌人工染色体 (bacterial
artificial  chromosome,  BAC)基 因 组 文 库 ， 以

FRML-1488为探针，筛选到携带有 FRML-1488
标记序列的 BAC克隆，并对其进行序列分析。

结果表明所构建的海带雌配子体 BAC文库可用

于物理图谱的构建及目的基因的图位克隆，为

后续的海带性别决定机制以及性别染色体分化

等研究奠定基础。 

1    材料与方法
 

1.1    实验材料

本实验所用的海带雌配子体无性繁殖系，

按已报道的方法 [15] 分离和保藏。在温度 (17±
1) °C、光周期 12L∶12D(光/暗)、光照强度 30 μmol
photons/(m2·s)条件下，于 PES培养基 [16] 中培养，

每 2周换 1次培养基。 

1.2    BAC文库构建和质量检测

收集在黑暗条件下进行黄化培养 1周的海

带雌配子体 25 g，送至 BIO S & T Inc. (Montreal,
Canada)构建基因组 BAC文库。首先使用十六烷

基三甲基溴化铵 (CTAB)法提取海带雌配子体基

因组总 DNA[17]；之后使用 HindⅢ部分酶切基因

组 DNA并完全酶切载体 pIndioBAC-5 (Epicentre,
USA)，用 T4 连接酶 (Invitrogen, USA)将酶切后的

目的产物与载体连接；取 1 μL连接产物，加入

20 μL大肠杆菌 (Escherichia coli) DH10B感受态细

胞 (Invitrogen，USA)，冰上预冷 30 min，用 Bio-
Rad电击仪进行电击转化。

在转化后的感受态细胞中，立即加入 1 mL
LB培养基，于 37 °C复苏培养 2 h。将复苏培养

后的菌液涂于含 12.5  μg/mL氯霉素、 50 μg/mL
的 5-溴-4-氯-3-吲哚半乳糖苷 (X-Gal)和 25 μg/mL
异丙基-β-D-硫代半乳糖苷 (IPTG)的 LB固体培养

基上，37 °C培养 16~18 h。对 LB平板上的菌落

进行蓝白斑统计，计算空载率。随机挑选 10个

BAC阳性克隆，分别接种于 LB液体培养基 (含
12.5  μg/mL氯霉素 )中， 37 °C培养过夜，提取

BAC质粒后使用 NotⅠ限制酶完全酶切，利用脉

冲场电泳 (PFGE)检测插入片段长度，据此计算

BAC文库的容量及基因组覆盖度。

挑取白色单克隆菌落于含有 60 μL冰冻 LB
培养基的 384微孔培养板中，编号、盖上盖子，

置于 37 °C培养 16~18 h，于−80 °C超低温冰箱中

保存构建完成的海带雌配子体 BAC文库。 

1.3    含目的基因的 BAC克隆筛选与测序

根据已报道的海带雌配子体特异性标记

FRML-1488的序列 (GenBank登录号：JX556866)[13]

设 计 PCR引 物 1488-F1和 1488-R1(表 1)， 筛 选

BAC文库。将 384微孔板的一半 (即 192个微孔)
克隆等量混合构建 BAC一级池库，培养 12 h后

进行菌液 PCR以筛选文库。25 μL反应体系包含

12.5  μL天根 2×Taq PCR MasterMix [0.1  U/μL Taq
Polymerase、 500  μmol/L  dNTP、 20  mmol/L  Tris-
HCl (pH 8.3)、100 mmol/L KCl、3 mmol/L MgCl2]，
10 μmol/L的上、下游引物各 0.5 μL，1 μL菌液

作为模板 DNA以及 10.5 μL超纯 H2O。扩增程序

包括 94 °C预变性 3 min，紧接着按照 94 °C变性

45 s，57或 61 °C退火 45 s，72 °C延伸 1.5 min的

程序进行 30个循环，72 °C延伸 10 min。扩增结

果在 1.0%的琼脂糖凝胶上进行电泳，凝胶成像

进行观察与拍照。

若 PCR产物的电泳检测有目的产物条带，

将该一级池库所在克隆按行、列分别构建二级

池库，培养后使用同样的引物再进行菌液 PCR。
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表 1    本研究所使用的引物及其序列

Tab. 1    Nucleotide sequence of primers employed in the present study

引物

primer
序列(从5′到3′)　　　　

nucleotide sequence from 5′ to 3′　　　　

退火温度/°C
annealing temperature

产物大小/bp
size of amplified product

BAC克隆筛选    screening of BAC clones

1488-F1 TATGGTATCAGACTTGTCGCTTCA 60.8    974 

1488-R1 AGGGGGGAGGGTGTTGAA

BAC克隆的鉴定    PCR amplification for BAC identification

1488-F AGAGAGAGAGAGAGAGGATGCCTGCTTGTTGT 61.0 1 488 

1488-R AGAGAGAGAGAGAGAGGGCGCCATTTCCT

Contig间隔序列的克隆    cloning of gaps between Contigs

Contig4-10F AGCCCAACGGACTACGATGT 55.1    177 

Contig4-10R TGGAGGTACTGGATAGAGAGAC

Contig8-1F TGGGACTTGCCTCATTCT 61.5    361 

Contig8-1R GTGGTAGGGTTGCTGGAT

Contig10-6F GCCAATAGCCTTCGTGAGA 63.0 2 246 

Contig10-6R CTGAGACGCCCTGAACCA

Contig6-8F AGTAGGTGTCCTGCTTGCGCT 58.9    273 

Contig6-8R TCAACGAACATGGCGACCTCA

Contig1-2F ACGAAAGTTGACCCTTTACTGGCTGT 55       195 

Contig1-2R TCGGAGAAGGAGATCGTAGATAGTTC

Contig2-5F CGAGGGACGGTGGTAAGA 55       214 

Contig2-5R AAACGTGCGAAATTGCTG

Contig5-7F ACTTTCCTCCTTACTTCTTGC 54.9    315 

Contig5-7R GATTCGGTGGTGGGTGAT

Contig7-3F AAGCGTGGATGAAAGGAC 55       875 

Contig7-3R GTGACTTGACCACCTTGC

Contig3-9F ACGCAGCATACCTGTTATACTCGAC 55       114 

Contig3-9R TCGTTGCATGCGTCACCTACACTAC

Contig6序列的验证    PCR amplification for Contig6 calibration

12F AATAGACAGCCACGCCAGAG 59       555 

12R TCGCAGCCACCAAGGAAA

23F GCACGGGTCTACCAAGCA 58       887 

23R CGATTCATCAACGGTCAGC

34F CCCTCCCGAATCTCATCAC 59       706 

34R GCCGCCGACTAAATCCCT
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二级池库的 PCR产物中同时具有目的条带所对

应的微孔即为筛选到的克隆。

将筛选到含有海带 FRML-1488序列的 BAC
阳性克隆送上海南方基因科技有限公司，使用

通用引物 (T7 Promoter Primer：5′-TAATACGACT
CACTATAGGG-3′和 pIndigoBAC-5 RP-2 Primers：
5′-TACGCCAAGCTATTTAGGTGAGA-3′)通过

ABI的 3730XL测序仪进行末端测序以验证，然

后利用第二代测序仪 Roche 454 Genome Sequen-
cer FLX进行测序。 

1.4     Contig间隔 (gap)序列的克隆及 BAC克

隆序列分析

使用 Newbler软件对测序读数进行拼接后，

获得 BAC克隆 638-C12的 10条 Contig序列。根

据其在基因组中的位置设计引物进行 PCR扩增

反应 (反应体系及程序如 BAC克隆的筛选，引物

见表 1)，将 PCR产物送至上海生工生物工程有

限公司测序以获得间隔序列，并手工拼接。利

用NCBI的Vec Screen (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
tools/vecscreen/)去除载体序列。根据海带基因组

的框架结构，利用 IBS 1.0[18] 和 MapChart 2.32[19]

软件对 BAC克隆 638-C12的插入片段序列进行物

理图谱的绘制。使用 RepeatMasker  (http://www.
repeatmasker.org/)在线软件对 BAC克隆的插入片

段序列进行重复序列分析。使用Blastn (https://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)在线软件进行序列相似

性比对分析。 

2    结果
 

2.1    海带雌配子体 BAC文库的构建和质量检测

从黄化培养的海带雌配子体中提取高质量

核基因组 DNA，经 HindⅢ部分酶切并连接至载

体 pIndioBAC-5 (大小约 7 kb)上，电击转换至大

肠杆菌后获得 43 450个克隆，铺平板后发现蓝

斑率小于 5%。

从构建的海带雌配子体的 BAC文库中，共

获得阳性 BAC克隆 31 872个 (384×83块板，编

号为 601~683)。为了检测 BAC文库插入片段的

大小和重组克隆的百分比，随机挑取 10个 BAC
克隆，提取质粒 DNA并经 NotⅠ酶切后，利用

PFGE检测，结果显示，该 BAC文库插入片段的

平均长度为 115 kb，空载率不大于 10% (图 1)。鉴于

海带配子体的基因组大小约为 545 Mb (Ye等 [8])，
由此计算出该 BAC文库的容量可以覆盖 6.57倍

的海带基因组。依据经验公式：N=Ln(1−p)/Ln(1−
f)[20-21]，计算可知，自该文库中筛选到任一个基

因的概率为 99.86%；该公式中，N 为基因组文

库所含克隆数，p 为任一基因被克隆的概率， f
为克隆片段的平均大小/生物基因组的大小。 

2.2    以海带 FRML-1488序列为探针筛选 BAC
文库

Gu等 [13] 利用 ISSR-PCR的方法获得了海带

雌配子体特异标记 FRML-1488，并利用 FISH技

术将其定位于海带雌配子体的 1条染色体上。为

了更好地了解染色体上该标记及其附近的基因

信息，实验基于图位克隆的原理，根据 FRML-
1488的序列设计引物 1488-F1和 1488-R1(表 1)，筛

选 BAC文库 (图 2)。经重新设计引物 1488-F和

1488-R(表 1)，对筛选到的克隆进行扩增反应以

鉴定，结果显示，从 4个 BAC克隆中均能扩增

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M11

−

−

−
−

−

−

−

145.5

97.0

48.5

23.3

9.42

6.55

4.36

kb

 
图 1    海带雌配子体 BAC克隆插入片段大小的

脉冲场电泳检测

泳道 1~10. 随机挑选的 10个 BAC克隆的 DNA经 NotⅠ酶切后的

脉冲场凝胶电泳；泳道 11. 空白对照；泳道 M. λ Ladder PFG分

子量标准 (New England Biolabs)

Fig. 1    Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) of
selected BAC clones from the constructed BAC library of

the S. japonica female gametophytes
Lanes  1-10.  NotⅠ-digested  DNA  of  BAC  clones  randomly  selected
from the BAC library of S. japonica female gametophytes; lanes 11. con-
trol with H2O instead of BAC clone DNA; lane M. λ Ladder PFG marker
(New England Biolabs)
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到目的序列大小的条带 (图 3)，这些 BAC克隆分

别为 638-C12、641-K8、653-B1和 653-1-B3。随

机挑选 BAC克隆 638-C12，培养后经 PCR验证

确认存在目的基因，送国家基因组南方中心测序。 

2.3      含 有 海 带 特 异 性 标 记 FRML-1488的
BAC克隆序列分析

利用 Roche 454第二代测序平台对 BAC克

隆 638-C12进行序列分析，获得 13 889个读数

(read)，每个读数平均长 477 bp。使用 Newbler软
件对这些读数进行拼接，去除载体后得到 10条

Contig序列，它们的平均长度为 8.6 kb；最长的

Contig是 Contig1，为 20.4  kb(图 4)。经 Blastn比

对，发现海带雌配子体特异性标记 FRML-1488
的序列部分位于Contig7的 3′端，部分位于Contig3
的 5′端，预示着 Contig3应处于 Contig7的下游；

并通过末端测序了解 Contig4和 Contig9应位于插
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图 2    含有海带雌配子体特异标记 FRML-1488序列 BAC克隆的筛选

泳道 M. D2000的 DNA分子标准；泳道 1. 空白对照；泳道 2. 引物 1488-F1和 1488-R1在海带雌配子体基因组扩增的阳性对照；泳道

3~10. 引物 1488-F1和 1488-R1在 384微孔板横向二级池库筛选；泳道 23~43. 引物 1488-F1和 1488-R1在 384微孔板纵向二级池库筛选

Fig. 2    Screening of BAC clones containing the female-related marker FRML-1488 from
the constructed BAC library of S. japonica

Lane  M.  D2000  Ladder  marker;  lane  1:  control  with  H2O;  lane  2.  positive  control  with  genome  of S.  japonica  gametophytes;  lanes  3-10.  landscape
screening of secondary pools with primer set 1488-F1/1488-R1; lanes 23-43. portrait screening of secondary pools with primer set 1488-F1/1488-R1
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图 3    含有目的序列 BAC克隆的 PCR产物电泳图

泳道 M. D2000标准分子量；泳道 1. 空白对照；泳道 2~5. 基于

FRML-1488基因序列筛选到的 BAC克隆

Fig. 3    Electrophorosis of amplified products of
the screened BAC clones containing the target sequence

from the constructed BAC library of S. japonica
Lane M. D2000 DNA marker; lane 1. control with H2O as templet; lanes
2-5. screened BAC clones based on FRML-1488 sequence
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入片段的两端。通过本地 Blast比对，发现该 BAC
克隆的 10条 Contig序列集中分布于海带基因组[8]

Scaffold285的第 75  245~161  125  bp的碱基之间

(图 5-a)，这些 Contig的顺序为 4、10、6、8、1、
2、5、7、3和 9。

比照海带基因组 Scaffold285的序列，发

现这 10条 Contig间存在 9个间隔 (gap)；同时，在

Scaffold285中 未 搜 索 到 Contig6中 237~490  bp、
847~1 321 bp及 1 707~2 023 bp所对应的序列。为

了进一步完善该 BAC克隆的插入片段序列，根

据 Contig所在海带基因组框架中的位置 (图 5-a)
以及它们的序列设计相应的引物 (表 1)进行 PCR
扩增反应 (图 5-b)。扩增产物经测序后，获得了

114~2 246 bp的目的产物序列，说明了此 Contig
排序的正确性及海带基因组 Scaffold285组装的准
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图 4    BAC克隆 638-C12测序数据经拼接后 Contig的

长度与读数统计图

Fig. 4    Distribution of the length and reads of the
assembled Contigs from the sequenced BAC clone 638-C12
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图 5    BAC克隆 638-C12各 Contig在海带基因组框架 285中的位置示意图 (a)和

Contig6部分序列及 Contig间隔序列的 PCR扩增产物电泳图 (b)
泳道M. D2000的 DNA分子标准；泳道 1和 2. 引物 Contig4-10F/R的 PCR结果；泳道 3和 4. 引物 Contig10-6F/R的 PCR结果；泳道 5和 6.
引物 Contig6-8F/R的 PCR结果；泳道 7和 8. 引物 Contig8-1F/R的 PCR结果；泳道 10和 11. 引物 Contig1-2F/R的 PCR结果；泳道 12和 13. 引
物 Contig2-5F/R的 PCR结果；泳道 14和 15. 引物 Contig5-7F/R的 PCR结果；泳道 16和 17. 引物 Contig7-3F/R的 PCR结果；泳道 18和
19. 引物 Contig3-9F/R的 PCR结果；泳道 21~23. 分别为引物 Contig12F/R、Contig23F/R和 Contig34F/R的 PCR结果；泳道 9和 20. 空白对照

Fig. 5    Schematic location of Contigs assembled from the sequenced BAC clone 638-C12 in
the Scaffold 285 of S. japonica (a), and electrophoresis of amplified products to complete the sequences of

Contig6 and the gaps between Contigs (b)
Lane M. D2000 Ladder marker; lanes 1 and 2. PCR detection of primer set Contig4-10F/R; lanes 3 and 4. PCR detection of primer set Contig10-6F/R;
lanes 5 and 6. PCR detection of primer set Contig6-8F/R; lanes 7 and 8. PCR detection of primer set Contig8-1F/R; lanes 10 and 11. PCR detection of
primer set Contig1-2F/R; lanes 12 and 13. PCR detection of primer set Contig2-5F/R; lanes 14 and 15. PCR detection of primer set Contig5-7F/R; lanes
16 and 17. PCR detection of primer set Contig7-3F/R; lanes 18 and 19. PCR detection of primer set Contig3-9F/R; lanes 21-23. PCR products with the
primer sets, Contig12F/R, Contig23F/R and Contig34F/R, respectively; lanes 9 and 20. control with H2O
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确性。序列分析结果明确了海带基因组的 Scaffold-
285中缺少 Contig6中  237~490  bp、847~1 321 bp
及  1 707~2 023 bp 所对应的序列；将 10个 Contig

与所获得的间隔序列进行组装，得到 BAC克隆

638-C12长为 86 998 bp的完整 DNA序列  (图 6)，
它占 Scaffold285序列总长度的 22.4%。

使用 RepeatMasker对 BAC克隆 638-C12的

DNA序列进行在线分析，结果显示，Contig6
中存在 Copia 逆转录转座子 (retrotransposon)，如

Copia-6_ES、 Copia-7_ES等 (图 6)；除此之外，

该 BAC克隆的 DNA序列还分布着很多单碱基、

二碱基、三碱基、四碱基等简单重复序列(图 6)。
利用 Blastn对该 BAC克隆的 DNA序列进行相似

性分析，结果显示该 BAC克隆的 DNA序列还分

布着海带微卫星基因序列 SSR253 (GenBank登录

号：JN703785.1)、卫星基因序列 Hd135 (GenBank
登录号：JF957359.1)以及一个海带 hsp70蛋白基

因 (EMBL登录号：Y17349)序列，这些基因序

列分别位于 Contig4、5和 10中 (图 6)。 

3    讨论

BAC基因组文库具有 DNA插入片段大、遗

传稳定性高、操作简便等优点，已广泛应用于

动植物 [22-24] 以及藻类的全基因组测序 [25]、物理图

谱构建[26] 和图位克隆[27-28] 等研究中，也是基因资

源永久保存的最优材料和方法之一 [29]。迄今已

在 Ostreococcus tauri[25]、Cyanidioschyzon merolae[26]、
莱茵衣藻 (Chlamydomonas reinhardtii)[27]、绿色杜

氏藻 (Dunaliella  viridis)[28]、盘藻 (Gonium pector-
ale)[29] 和 Alexandrium ostenfeldii[30] 等微藻以及条

斑紫菜 (Porphyra yezoensis)[31] 等少数海藻中得到

应用。本研究的结果表明，从海带雌配子体基

因组中所构建的 BAC文库可用于性别相关标记

的图位克隆。这也是 BAC文库在海带等大型经

济褐藻中的首次应用报道。

在 BAC文库构建中，基因组的覆盖度是评

价 BAC文库质量的重要指标，Ammiraju等 [32] 认

为，一个 BAC文库至少覆盖基因组 5~10倍，才
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图 6    BAC克隆 638-C12插入片段序列的物理图谱

Fig. 6    Physical map of the sequence of inserted fragment in BAC clone 638-C12
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更有利于后续的各项研究，例如大麦 (Hordeum
vulgare)、小麦 (Triticum aestivum)和玉米 (Zea mays)
等物种 BAC文库的基因组覆盖度分别为 6.6倍[33]、

9.05倍 [34] 和 6.0倍 [35]，有利于图位克隆以及末端

测序。本研究所构建的海带雌配子体 BAC文库

包含 31 872个克隆，平均插入片段长度为 115 kb，
覆盖海带基因组的 6.57倍，达到了玉米和大麦

的覆盖度。

有研究表明，重复序列的积累是性染色体

的一个最常见特征 [36-40]。伴随着重复序列在基因

组上的积累，染色体发生重排及非重组区域内

的基因退化，使基因重组难以发生，进而导致

性染色体的起源 [41]。本研究筛选到的 BAC克隆

638-C12，其插入片段的序列中含有海带雌配子体

特异性标记 FRML-1488(图 6)，该标记经 Southern
杂交分析是单拷贝，并经 FISH作图证实只位于

雌配子体的染色体上 [13]；结合 BAC克隆 638-
C12的插入片段序列分布着逆转录转座子 Copia-
6_ES、Copia-7_ES以及卫星序列 (图 6)等性别决

定区域的特征重复序列 [42] 的特征，推测 BAC克

隆 638-C12的插入片段可能是海带雌配子体性别

染色体上性别决定区的部分序列，具体还需要

通过性别连锁标记等实验来证明。
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Abstract: UV sex-chromosome system exhibits unique evolution and genetic features during the haploid stage of
the life cycle in some algae and bryophytes. In this study, a bacterial artificial chromosome (BAC) library was con-
structed  from  the  female  gametophytes  of  Saccharina  japonica.  The  library,  contained  a  total  of  31  872  BAC
clones with an average insert size of 115 kb as revealed by pulsed-field gel electrophoresis. It covered 6.57-fold of
the estimated haploid genome equivalents. To evaluate the quality of this library, one pair of primers was designed
on the basis a female-specific marker FRML-1488 to screen positive BAC clones harboring this specific marker by
PCR amplification.  Four  positive  clones  were  obtained,  demonstrating  that  the  possibility  of  selecting  any  gene
from  the  library  was  99.86%.  A  randomly  selected  BAC  clone  (638-C12)  was  sequenced  by  Roche454
pyrosequencing method. Total 10 contigs were assembled and the gaps were further filled by PCR amplification.
Finally, a full-length fragment was assembled with the length of 86 996 bp. It was located in Scaffold285 of the
kelp genome by blast, and it accounted for 22.4% of this scaffold in length. This well-matching result pointed out
that the insert in BAC clone 638-C12 was from the kelp genome. Sequence analysis showed that a large number of
repetitive sequences including microsatellites, satellites and retrotransposons (Copia) were found upstream of the
female-specific  marker  FRML-1488.  Since sex-determining region (SDR) is  characterized by high proportion of
repetitive sequences associated with non-combination, the insert of BAC clone 638-C12 might be involved in the
SDR of S. japonica U chromosome. This study is the first report on the application of BAC library in map-based
cloning of sex-related sequences in S. japonica, which contributes to comprehensive understanding of sex chromo-
some structure and the sex determination mechanism of this kelp.

Key words: Saccharina japonica; female gametophyte; bacterial artificial chromosome (BAC) library; molecular
marker; map-based cloning
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