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甘蓝型油菜种胚叶绿素含量的QTL定位

黄杰恒1，徐新福1，曲存民1，闫星颖1．付福友印，谌 利1，李加纳1
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摘要：种胚叶绿素含量是影响菜子油加工和销售的重要指标。关于种胚叶绿素的遗传特性还缺乏研究。本文以重庆市

油菜工程中心构建的甘蓝型黄子与黑子油菜重组自交系群体为材料．2007年分别在重庆市j匕碚区和万州区两个实验基地种

植，利用本实验室已构建的遗传连锁图谱为基础，采用复合区间作图法(CIM)分析种胚叶绿素的QTL。结果共检测到lO个

QTL，分别位于第1、2、5、8、21和25连锁群．单个QTL解释表型变异的4．04％一8．50％。研究结果表明胚中叶绿素表现为多

基因控制的数量性状，基因表达受环境影响较大。
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Abstract：Embryonic chlorophyll content affects processing and marketing quality of rapeseed oil，but its genet-

ic features are still unknown．The objective of this study was to identify QTL controlling embryonic chlorophyll con-

tent in Brassica napus．A recombinant inbred line(RIL)population with different seed color was grown at Beibei

and Wanzhou in Chongqing in 2007，the QTLs for embryonic chlorophyll content were identified using the composite

interval mapping(CIM)method and the genetic map constructed．A total of 1 0 QTLs were detected on six linkage

groups，respectively，accounting for 4．04％一8．50％of chlorophyll variation．These results suggest that the embry—

onic chlorophyll content is controlled by many minor—effect genes，with a pattern of quantitative trait inheritance，and

the expression of the QTLs is affected by environmental factors．Analysis and localization of QTLs for embryonic

chlorophyll content provide a reference for rape breeding and molecular marker assisted selection for the targer

traits．

Keywords：Brassica napus L．；Embryo；Chlorophyll；Quantitative trait locus(QTLs)；Recombinant inbred

lines(RILs)

油菜是世界上重要的油料作物之一，我国油菜

种植面积和总产量均占世界的30％左右，菜子油占

我国国产植物油近50％⋯。而与世界油菜生产不

同的是，由于我国油菜子品质较差，生产成本较高，

在进口油料冲击下，销售市场十分低迷，对农民收益

和种植积极性造成严重影响旧1。

菜子油中叶绿素含量是评定菜子油品质的重

要因素之一。日本、加拿大等国己将油菜子中叶

绿素的含量作为油菜子划分等级的重要技术依

据，加拿大菜子出口时，一级菜子叶绿素含量小于

30mg／kg、叶绿素含量大于30mg／kg则为二、三级。

其原因是，菜子叶绿素含量高，高温高湿加工时形

成脱镁叶绿素，会使菜子油色泽加深，呈墨绿色，

影响菜子油外观品质，加工过程中脱色脱嗅工艺
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复杂，加工成本增加；另一方面它是一种光敏剂。

能够引发自由基反应，促进油脂氧化反应，导致油

脂劣败，稳定性大为降低，极大缩短了产品货架

期一1。为此国际上制定了相关标准IS0105 19

(1997)和AOCSCc 13i一96(1997)等用于控制菜子

油中的叶绿素含量，以利于后期加工利用‘41。因

此降低菜子油中叶绿素含量为育种家及菜子油加

工者所重视。

随着分子生物学的发展，研究人员利用构建的

分子遗传连锁图谱，定位了油菜中一些与芥酸、含油

量一。⋯、蛋白质含量。1¨等子粒品质性状相关的

QTL。对于油菜子的研究大多数集中在种皮色泽及

色素上【124“，有研究表明成熟时黑子油菜种皮的叶

绿素含量比黄子种皮显著少Ⅲ1。然而，胚作为油菜

种子存储油分和蛋白质的主要器官，是菜子中叶绿

素储存的主要部位，但至今对于油菜种胚叶绿素还

未见相关报道。本文利用甘蓝型油菜黑子、黄子亲

本杂交形成的重组自交系群体，定位了油菜种胚中

叶绿素含量的数量性状座位(QTL)，研究种胚叶绿

素在北碚和万州两个环境条件下的分布差异。旨在

为今后油菜品质分子标记辅助选择育种提供一定的

科学依据和理论指导。

1材料与方法

1．1试验材料

黄子母本GH06来源于甘蓝型黄子油菜自交

后代，具有显性黄子主效基因，黄子度达到90％，

黄子性状表现稳定。黑子父本为中油821定向自

交选择后代。两亲本杂交F：通过“一粒传法”连续

自交7代，建成重组自交系群体，该群体由219个

株系组成。2007年分别在重庆市北碚区歇马镇

(海拔260m)和万州区响水镇(海拔1000m左右)

两个试验基地种植，9月28日播种育苗，10月24

日移栽至大田，无重复，随机排列，每小区3行，每

行15株。按常规生产方式进行田问管理，种子收

获后自然风干。

1．2种胚获取

称约0．49种子(100—150粒)，放人培养皿，用

蒸馏水浸泡12h，剥离种皮和胚，胚在105℃下烘干

至恒重，随机选取lO一15粒(约0．059)胚用于叶绿

素测定，重复3次。

1．3种胚叶绿素含量测定

称取约0．059研磨过的种胚放入离心管中，加

乙醇+石油醚提取液(V：V=1：2)2ml，震荡后置于

暗处常温静置5h(提取过程中适当补充挥发的溶

剂)，以波长705、665和625nm测定溶液的吸光

度。3]。叶绿素含量计算公式：

k×A校正×V

埘2—‘忑T一

其中 A校正：A酯，一生乓垒
埘：叶绿素含量，每kg种胚中含有叶绿素的mg数

(mg／kg)

k：常数，以叶绿素a计算等于13

Z：光程，石英杯厚度(cm)

m：试样质量(g)

V：加入的提取试剂的体积(m1)

1．4遗传连锁图谱的构建及QTL分析

选用西南大学重庆市油菜工程技术研究中

心付福友等¨¨于2007年构建的连锁遗传图谱。

该图谱包含26个连锁群，共有420个多态性标

记(65个SSR标记，65个RAPD和290个

SRAP)，图谱总长1744cM，相邻标记问平均距离

为4．15cM。

采用QTL分析软件Windows QTL Cartographer

2．5¨川及复合区间作图(composite interval mapping，

CIM)法，进行甘蓝型油菜品质相关性状的QTL定位

和效应检测㈣]。进行CIM分析时，选用lcM的步

长(walking speed)，按照假定检测10和Zmapqtl模

型3，选取参数1000次回归，显著水平0．01。遵照

McCoueh等心川的方法命名QTL；斜写的小写字母

“q”加上性状的名字和地点，后面跟一个数字表示

连锁群的序号，最后一个数字表示QTL的序号。如

qCCBB-2-3表示在北碚地区叶绿素在第2连锁群上

的第3个QTL。

2结果与分析

2．1种胚叶绿素含量分析

试验所选用的黄子亲本GH06和黑子亲本中油

821种胚叶绿素含量存在显著差异，黄子亲本在北

碚、万州两个地区间表达呈显著差异，而黑子亲本差

异不明显(表1)。方差分析结果表明，该群体材料

的种胚叶绿素含量在两个地点均有极显著差异(表

2)。统计分析表明，性状值表现为连续正态分布

(图1)，表明其后代分离不是由单个基因控制，而是

由多基因控制的数量性状，符合QTL作图要求。
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表l 2007年亲本和RILs(GH06／Zhongyou 821 F，)群体

性状数据统计分析

Table 1 Phenotypic vacation of all traits in RILs l GH06／

Zhongyou 821 F7)and parent in 2007

“表示极艟著差异
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叶绿素含量(mg／k91

Chlorophyll content

表2北碚、万州两个地区油菜种胚叶绿素含量方差分析

Table 2 Variance analysis for chlorophyll contents in em．

bryo of RIL in Beibei and Wanzhou

1．_
嚣 g 磊 g ! 罱 ；
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叶绿素含量(mg／kg)
Chlorophyll content

图1 GH06／中油821 F：：，重组自交系胚中叶绿素的频率分布

Fig·1 Frequency distribution of chlorophyll contents in embryo of RIL in 2007 RIL from GH06／Zhong you 821 F2：，

2．2胚叶绿素的QTL定位

表3表明，2007年从两个试验基地共检测到lO

个油菜种胚叶绿素相关的QTL(北碚6个，万州4

个)，分别位于第1、2、5、8、2l和25连锁群，单个

QTL解释性状表型变异的变幅在4．04％一8．50％

之间，两地分别解释39．58％和22．3l％的表型变

异。这些QTL分属7个连锁群，其中第1连锁群较

多(图2)，有4个叶绿素含量相关的QTL。等位基

因的增效作用既有来自母本的，亦有源自父本的

(即高值或低值亲本都可以存在对性状增效的等位

基凶)。

其中北碚有qCCBB—J 48、qCCBB．5．9和qC—

CBB·21—9为来自父本的等位基因，起增效作用；

万州仅有J个QrL qCCWZ-5—9为来自父本的等

位基因，起增效作用，解释表型变异的4．88％。

而不同环境问没有检测到重复出现的QTL。

2．3 不同环境QTL的比较

影响胚叶绿素含量的QTL在不同的环境中具

有不同的效应值，在北碚环境中提高其含量的等位

基因的增效作用既有来自母本的，亦有源自父本的，

在万州环境中提高其含量的等位基因只有1个来自

黑子亲本中油821，其余均来自黄子亲本GH06。另

外，北碚环境和万州环境中在第l连锁群上共检测

到了4个影响种胚叶绿素含量的QTL，其余则分布

在5个不同的连锁群上，且效应值相对较小。说明

甘蓝型油菜胚色素表现为多基因控制的数量性状，

基因表达受到环境的影响，由于至今尚未见油菜种

胚叶绿素的相关研究报道，所以这些结果还需要进

一步研究验证。
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3 讨论

汪雪芳等"1对长江中下游连续3年90多份材

料的叶绿素分析后发现，在不同年份中叶绿素含量

变化不大，均在5rag／kg以下。加拿大谷物委员会

报道的加拿大油菜子叶绿素11年来测定平均值为

14mg／kg。研究还表明在不同种皮颜色的材料中黑

子油菜叶绿素含量较低，黄子相对于黑子叶绿素含

量明显偏高，与本研究结果相符。本实验结果中种

子胚中叶绿素含量从0．04mg／kg到5．41mg／kg不

等，平均值为1．02rag／kg，与前人的结果对比可得知

叶绿素在成熟种子的胚中所积累的量相对较小，推

测叶绿素在种子成熟后种皮中积累的量要明显高于

种胚。从已有的研究看，黄子油菜种皮为半透明灰

褐色，黄子油菜种子所显现的黄色或褐黄色主要是

胚的颜色。本试验考虑在今后普遍应用黄子油菜品

种后，胚会作为色素的主要储存器官，而胚中叶绿素

等色素会影响油的品质，所以以种胚作为研究的出

发点。至于胚叶绿素含量的遗传特性还需要进一步

试验研究。

在水稻方面，有关叶绿素的组成、合成代谢途径、

在细胞中所处的位置及其功能等已有相关研究报道。

在水稻叶片中有关叶绿素的分子遗传机理也已有相

关报道。沈波等旧引通过QTL分析对水稻叶片叶绿素

含量检测到8个QTL，单个QTL的表型变异贡献率为

1．96％一9．77％，其中2个QTL与环境之间存在显著

互作。崔克辉等【2列利用重组自交系分析，定位了2

个控制水稻幼苗剑叶叶绿素含量的QTL，贡献率为

4．66％～6．67％。汪斌等Ⅲ1在水稻第l、4和11染色

体上检测到6个控制叶绿素a和b的QTL，贡献率为

0．17％～10．71％。在Ishimaru等旧副构建的含有主要

农艺性状和生理性状QTL的水稻功能图谱中，有6

个影响叶绿素含量的QTL，分布于第1、3、5、8和12

染色体上。贡献率为7．8％一10．8％。而阎星颖等m1

利用甘蓝型黄子油菜重组自交系群体对角果皮叶绿

素含量进行QTL分析，结果共检测到9个QTL，单位

点贡献率在5．75％～10．82％之间，其中在第7连锁

群有QTL重叠的区域。

前人在探讨甘蓝型黄子油菜种皮中各种色素

的遗传机理方面做了大量的工作，并取得了很大

的进展，各国育种家也先后育出了一批甘蓝型黄

子材料并进行了一系列遗传研究。随着甘蓝型黄

子育种的进展，油菜种皮中色素大幅度减少，种胚

色素对黄子菜子油和饼粕质量的影响上升为主要

因素，因此，研究甘蓝型油菜种胚色素的遗传机理

就显得尤为重要。目前，国内外对油菜种胚中色

素的遗传研究还不多见。曲存民等旧¨利用复合

区间作图法，在甘蓝型油菜重组自交系中定位了

花色素、类黄酮、总酚和黑色素共31个QTL。研究

结果表明胚色素表现为多基因控制的数量性状，

基因表达受环境影响较大，且胚色素与种皮色素

的QTL吻合度不高。

通过前人的研究发现¨2。虬2¨引，控制影响叶绿

素含量相关QTL的贡献率相对较小，解释表型变异

均在10％以下，是由微效多基因所控制数量性状。

本试验中在第1、2、5、8、21和25等6个连锁群上共

定位了10个影响种胚叶绿素的QTL，其贡献率都小

于10％，最大解释表型变异的8．5％，还有QTL效
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应值较大的为8．41％和8．25％，其余则相对较小，

表现为多基因控制的数量性状，其性状与环境呈极

显著差异，与前人在种皮上的研究结果一致。进一

步证明了油菜种胚中叶绿素含量为多基因控制的数

量性状，表达受环境影响较大。

至今未发现与甘蓝型油菜种皮叶绿素有关QTL

的报道，甘蓝型油菜种皮和种胚的遗传机制是否相

同、有无关联仍需进一步验证。

图2复合区间作图检测到的胚叶绿素的QTL

Fig．2 QTL for embryochlorophyll contents with CIM in RIL
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