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　 　 摘要:以 Ｇ１１７ 为父本、ＲＧ１３ 为母本ꎬ杂交获得 Ｆ１群体ꎮ 系谱法常规选择过程中ꎬ在 Ｆ３株系内发现黄绿自然隐性突变株ꎮ
该突变体的叶色在旺长期前呈现正常绿色ꎬ进入旺长期后ꎬ叶色逐渐发黄ꎬ叶脉呈乳白色ꎬ与正常烟株差别明显ꎮ 遗传分析表

明该突变体性状受 １ 对隐性基因控制ꎮ 从来源于一个连续自交单株的分离群体中分别选取 １０ 份隐性纯合烟株和 １０ 份显性

烟株ꎬ利用 ４３０Ｋ 烟草高密度 ＳＮＰ 芯片进行基因型分析ꎬ快速确定了与目标性状相关联的标记ꎮ 进而利用该分离群体验证相

关分子标记ꎬ将该基因定位在烟草第 ５ 号染色体 Ｍ７ 和 Ｍ１８ 之间ꎬ并与 Ｍ７ 标记共分离ꎮ 相关研究为进一步克隆该基因奠定

了基础ꎬ同时也为烟草其他重要性状的定位提供了一种有效、快速的方法ꎮ
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　 　 在植物界中ꎬ叶色突变现象普遍存在ꎮ 研究

者已经在拟南芥[１] 、水稻[２] 、玉米[３] 、大麦[４] 、番
茄[５]和茶树[６]等多种植物中发掘和鉴定出了叶色

突变基因ꎮ 而引起植物叶色变化的原因有很多ꎬ

但是作用机制基本相同ꎬ都是由叶绿素缺失或者

叶绿体发育受阻造成的ꎮ 叶色突变体不仅是研究

植物光合作用、叶绿素合成、叶绿体遗传分化及

发育等的重要材料ꎬ也可作为标记性状应用于杂
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种优势利用中 [７] ꎮ 史琳等 [８] 研究表明ꎬ白化基因

在烟草中表达后ꎬ烟草叶片在外观上呈现白色ꎬ
同时烟草叶片中胺类物质的含量也相对增加ꎮ
烟草叶片呈现的白色性状ꎬ可以作为品种选育的

标记ꎻ而使用胺类物质含量高的烟草叶片制成的

香烟会有特别的风味ꎮ 因此ꎬ发掘和鉴定烟草叶

色突变基因ꎬ对烟草品种培育及烟叶生产具有重

要的意义ꎮ
单核苷酸多态性 ( ＳＮＰꎬ ｓｉｎｇｌｅ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｌｙ￣

ｍｏｒｐｈｉｓｍ)开启了新的分子标记时代ꎬ是继以简单重

复序列(ＳＳＲꎬｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔｓ)、限制性片段

长度多态性(ＲＦＬＰꎬ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙ￣
ｍｏｒｐｈｉｓｍ)为代表的第二代分子标记技术基础上发

展起来的第三代分子标记技术[９￣１０]ꎮ ＳＮＰ 标记在基

因组中数量多、分布广且可高通量检测ꎬ使其在质量

和数量性状位点(ＱＴＬꎬｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｔｒａｉｔ ｌｏｃｕｓ)定位

和全基因组关联分析(ＧＷＡＳꎬｇｅｎｏｍｅ￣ｗｉｄｅ ａｓｓｏｃｉａ￣
ｔｉｏｎ ｓｔｕｄｙ)中具有广阔的应用潜力[１１]ꎮ 近年来ꎬ烟
草研究人员通过 ＳＳＲ 等二代分子标记对烟草的多

个重要性状连锁基因进行定位ꎬ如:烟草化学指

标[１２￣１３]、重要农艺性状[１４￣１６] 以及烟草抗病性[１７￣１８]

等ꎮ 但是利用全基因组 ＳＮＰ 芯片技术进行基因定

位在烟草中尚未见报道ꎮ
本研究在田间种植烟草过程中ꎬ发现一株黄绿

叶色突变体ꎮ 该突变体的叶色在旺长期前呈现正常

绿色ꎬ进入旺长期后ꎬ叶色逐渐发黄ꎬ叶脉呈乳白色ꎬ
与正常烟株差别明显ꎮ 本研究拟对该突变体进行遗

传分析ꎬ进而利用 ４３０Ｋ 烟草高密度 ＳＮＰ 芯片结合

选择群体定位策略ꎬ快速确定与目标性状相关联的

标记ꎬ实现目标基因的快速定位ꎬ为克隆相关基因奠

定基础ꎬ同时对烟草中其他重要性状的定位研究提

供理论和方法上的借鉴ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

烟草品种 Ｇ１１７ 和 ＲＧ１３ 的种子均由中国农业

科学院烟草研究所种质资源库提供ꎮ 亲本 Ｇ１１７ 和

ＲＧ１３ 均由中国农业科学院烟草研究所引自美国ꎬ
都属于典型的烤烟类型ꎮ ２００９ 年 ７ 月ꎬ项目组配置

了 Ｇ１１７ / ＲＧ１３ 的杂交组合 Ｆ１ꎬ进而进行常规系谱

选择育种ꎮ 自 Ｆ３开始ꎬ在株系内发现黄绿自然隐性

突变株ꎬ随后每个世代ꎬ选择 ４ ~ ５ 株正常单株混合

收种ꎮ 从 Ｆ５开始ꎬ通过自交株系分离情况ꎬ确定一

株目标区段杂合的单株ꎬ自交收获种子ꎮ ２０１４ 年ꎬ

种植来源于该单株的 ３００ 株分离群体ꎬ分别收获单

株种子ꎮ ２０１５ 年ꎬ通过自交确定目标区段显性纯

合、隐性纯合以及杂合的单株ꎬ分别收获不同类型单

株自交种子ꎮ ２０１６ 年ꎬ山东省青岛市即墨试验基地

大田环境条件下分别种植 １０ 份隐性纯合株系、７ 份

显性纯合株系和 ３ 份杂合株系ꎬ获得 Ｆ７ 分离群体ꎮ
其中ꎬ两个分离群体 Ｌ￣４６ 和 Ｌ￣４８ 分别种植 ３０３ 株

和 ２９１ 株ꎬ其余每个株系种植 ４０ 株ꎮ 开花期调查不

同株系内突变株和正常株数目ꎬ通过卡方检测进行

其遗传适合性检测ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 烟草植株 ＤＮＡ 提取　 分别提取 １０ 份隐性

纯合烟株、７ 份显性纯合烟株和 ３ 份杂合烟株的基

因组 ＤＮＡꎬ构建正常和突变两个群体ꎬ用于烟草高

密度 ＳＮＰ 芯片扫描ꎻ提取 Ｌ￣４８ 株系(Ｆ７)中分离群

体烟草植株的基因组 ＤＮＡꎬ群体大小为 ２１６ꎬ用于

目标性状定位的进一步验证和分析ꎮ ＤＮＡ 提取均

采用天根试剂盒ꎬ实验方法参照该试剂盒内的说

明书ꎮ
１ ２ ２　 ＳＮＰ 芯片扫描及数据分析　 依托国家烟草

总公司郑州烟草研究院烟草研究平台ꎬ应用烟草

４３０Ｋ ＳＮＰ 芯片(Ｇｅｎｅ Ｔｉａｎ 芯片ꎬ美国ꎬＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘ 公

司ꎬ４３２３６２ 个 ＳＮＰ)对突变体群体和野生型群体各

１０ 份材料进行 ＳＮＰ 分型ꎬＳＮＰ 检测步骤参考张剑锋

等[１９]的报道ꎬ略有调整ꎮ 在获得 ＳＮＰ 芯片分析数据

后ꎬ选择 Ｐｏｌｙ Ｈｉｇｈ Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ 类型的高质量 ＳＮＰ 标

记进行后续分析ꎮ 利用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２００７ 软件处

理不同选择群体分析数据ꎬ通过比对两个群体间

ＳＮＰ 位点不同基因型的分离比来确定与目标性状显

著关联的 ＳＮＰ 位点ꎬ当某一个位点的 ΔＳＮＰ≥０ ９
时ꎬ认为该位点与性状显著关联ꎮ ΔＳＮＰ 计算公式

如下:
ΔＳＮＰ ＝ ( ＳＮＰ１＿ｉｎｄｅｘ ￣ ＳＮＰ２＿ｉｎｄｅｘ )
其中ꎬＳＮＰ１＿ｉｎｄｅｘ 是指在突变体群体中在相应

ＳＮＰ 位点上ꎬ分别来源于不同亲本基因型频率的差

值ꎮ ＳＮＰ２＿ｉｎｄｅｘ 指在正常群体中在相应 ＳＮＰ 位点

上ꎬ分别来源于不同亲本基因型频率差值ꎮ
１ ２ ３　 烟草黄绿突变体的基因定位 　 基于 ４３０Ｋ
ＳＮＰ 芯片平台和两个选择群体ꎬ快速鉴定与目标性

状紧密关联的 ＳＮＰ 标记ꎮ 然后选择在群体中检测

到的显著相关的 ＳＮＰ 标记对 Ｌ￣４８ 随机分离群体进

行基因型鉴定ꎮ 首先ꎬ根据公布的烟草参考基因组

序列[２０]ꎬ 用 ＢＬＡＳＴ 工具 ( ｈｔｔｐ: / / ２１８ ２８ １４０ １７ /
ｔｏｏｌｓ / ｂｌａｓｔ / ｂｌａｓｔ. ｐｈｐ)对显著性位点所在染色体位

３４９
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置进行序列比对ꎬ利用 Ｐｒｉｍｅｒ￣Ｂｌａｓｔ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.
ｎｃｂｉ ｎｌｍ ｎｉｈ ｇｏｖ / ｔｏｏｌｓ / ｐｒｉｍｅｒ￣ｂｌａｓｔ / ) 设 计 引 物

(Ｍ４Ｆ: ＴＡＧＣＣＴＴＧＡＣＡＴＣＧＧＧＴＴＴꎬ Ｍ４Ｒ: ＴＴＧＣＣＡ￣
ＣＡＧＡＧＧＡＣＴＧＴＴＡＧＴꎻ Ｍ７Ｆ: ＧＣＡＡＧＧＴＧＣＣＴＧＴＧ￣
ＧＡＴꎬ Ｍ７Ｒ: ＣＧＡＣＡＡＣＣＧＡＧＣＣＣＧＴＡꎻ Ｍ１８Ｆ: ＧＡＴ￣
ＡＧＡＧＧＧＡＣＣＴＧＡＡＧＣꎬ Ｍ１８Ｒ: ＣＡＡＡＧＧＡＣＣＧＡＡ￣
ＣＡＡＣＣ)ꎬ在随机分离群体中进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ ５０ μＬ
的 ＰＣＲ 反应体系包括:１０ μｍｏｌ / Ｌ 引物( Ｆ 和 Ｒ 各

１ μＬ)ꎬ１００ ｎｇ / μＬ 模板 ＤＮＡ(２ μＬ)ꎬ２ × Ｔａｑ Ｐｌｕｓ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ＩＩ(２３ μＬ)ꎬｄｄＨ２Ｏ(２３ μＬ)ꎬ引物由睿

博兴科生物技术有限公司合成ꎮ 反应条件为:９４ ℃
预变性 ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ２５ ｓꎬ５５ ℃复性 ２５ ｓꎬ７２ ℃
延伸 ２５ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃再延伸 ８ ｍｉｎꎮ 相关产

物直接送测序公司进行一代 Ｓａｎｇｅｒ 测序ꎬ进而通

过序列比对的方法直接获得随机分离群体的基因

型ꎮ 利用 Ｊｏｉｎｍａｐ ４ ０ 软件 [２１] 计算基因与标记间

的重组率ꎬ选用 Ｋｏｓａｍｂｉ 函数将重组率转化为遗

传距离ꎮ 采用 Ｍａｐｃｈａｒｔ ２ ２ 软件 [２２] 绘制遗传

图谱ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 突变体材料表型观察及遗传规律分析

突变体苗期长势正常ꎬ和野生型相比叶色没有

明显差异ꎮ 但是随着烟株生长ꎬ突变体(ＮＴｎｍ￣１)
与野生型(ｙｓ)的叶色差异越来越明显ꎮ 在开花期ꎬ
突变体自上而下叶片颜色正常植株都偏黄绿色ꎬ叶
脉呈乳白色ꎬ且越往下的叶片性状差异越明显

(图 １)ꎮ

Ａ:ｙｓ 和 ＮＴｎｍ￣１ 在生育期的表型对比ꎻＢ:ｙｓ 和 ＮＴｎｍ￣１ 的下二棚叶在始花期的表型对比

Ａ:Ｔｈｅ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓ ｏｆ ｙｓ ａｎｄ ＮＴｎｍ￣１ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｐｅｒｉｏｄꎬＢ:Ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｙｓ ａｎｄ ＮＴｎｍ￣１ａｔ ｔｈｅ ｂｅｇｉｎｎｉｎｇ ｏｆ ｆｌｏｗｉｎｇ ｔｉｍｅ

图 １　 野生型(ｙｓ)和突变体(ＮＴｎｍ￣１)的表型对比

Ｆｉｇ. １　 Ｔｈｅ ｙｅｌｌｏｗ￣ｇｒｅｅｎ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｏｆ ｔｈｅ ＮＴｎｍ￣１ ｍｕｔａｎｔ

　 　 突变体亲本 Ｇ１１７ 与 ＲＧ１３ 均为典型烤烟品种ꎬ
均无黄绿表型ꎮ 同时在两个亲本材料组合 Ｆ１和 Ｆ２

并没有发现黄绿突变株ꎬ在后代系谱选择中ꎬ正常单

株收获后种植为株系ꎬ部分株系内会分离出黄绿突

变株ꎬ这表明该黄绿突变株是来自于自然条件下的

隐性突变ꎮ
将入选的单株分别自交收种后ꎬ再种植成为群

体ꎬ分别调查各群体内野生型和突变型烟株的数量ꎬ
如表 １ 所示ꎮ 结果表明ꎬ１０ 个黄绿突变单株(Ｆ６)自
交株系(Ｆ７)内单株均表现为黄绿突变不分离ꎻ１０ 个

正常单株(Ｆ６)自交株系(Ｆ７ )ꎬ有 ３ 个株系内有分

离ꎮ 其中ꎬ株系 Ｌ￣４６ 自交 Ｆ７株系共包含 ３０３ 株ꎬ正
常单株 ２２６ 株ꎬ黄绿突变株 ７７ 株ꎻ株系 Ｌ￣４８ 自交 Ｆ７

株系共包含 ２９１ 株ꎬ正常单株 ２２３ 株ꎬ黄绿突变株

６８ 株ꎻ卡方分析表明ꎬ正常单株与突变单株比例符

合 ３∶ １ꎮ 所以ꎬ该突变体表型受 １ 对隐性单基因控

制ꎬ命名为 ＮＴｎｍ￣１ꎮ
２ ２　 ＳＮＰ 芯片检测结果分析

利用 ４３０ Ｋ 烟草 ＳＮＰ 芯片对两个选择群体进

行分析ꎬ不同个体间共获得 ３７１６ 个多态性 ＳＮＰ 标

记ꎮ 进而通过计算不同 ＳＮＰ 标记位点在极端群体

中的基因型分布频率ꎬ获得了 ４４ 个显著性 ＳＮＰ 标

记(表 ２)ꎮ 通过与公布的烟草参考基因组比对ꎬ有
３８ 个标记可以明确物理距离ꎮ 在 ３８ 个与性状显著

关联的 ＳＮＰ 标记中ꎬ有 ２６ 个标记被定位在 ５ 号染

色体上ꎮ 因此ꎬ初步将控制该黄绿性状的隐性基因

定位在烟草 ５ 号染色体ꎮ
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表 １　 入选单株自交后代群体遗传分离比与卡方检测结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｏｆｆｓｐｒｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｎｅｓ ｔｈａｔ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＢＳＡ ａｎａｌｙｓｉｓ

株系

Ｌｉｎｅ
世代

Ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ
群体植株数量

Ｎｏ. ｏｆ ｐｌａｎｔｓ
野生型株数

Ｎｏ. ｏｆ ｗｉｌｄ ｔｙｐｅ
突变型株数

Ｎｏ. ｏｆ ｍｕｔａｎｔ ｔｙｐｅ
χ２(３∶ １) Ｐ 值

Ｐ ｖａｌｕｅ

Ｌ￣１ Ｆ７ ４０ ０ ４０ / /

Ｌ￣２ Ｆ７ ４０ ０ ４０ / /

Ｌ￣４ Ｆ７ ４０ ０ ４０ / /

Ｌ￣５ Ｆ７ ４０ ０ ４０ / /

Ｌ￣６ Ｆ７ ４０ ０ ４０ / /

Ｌ￣７ Ｆ７ ４０ ０ ４０ / /

Ｌ￣８ Ｆ７ ４０ ０ ４０ / /

Ｌ￣９ Ｆ７ ４０ ０ ４０ / /

Ｌ￣１０ Ｆ７ ４０ ０ ４０ / /

Ｌ￣１３ Ｆ７ ４０ ０ ４０ / /

Ｌ￣４３ Ｆ７ ４０ ４０ ０ / /

Ｌ￣４４ Ｆ７ ４０ ４０ ０ / /

Ｌ￣４５ Ｆ７ ４０ ６０ ０ / /

Ｌ￣４６ Ｆ７ ３０３ ２２６ ７７ ０ ００９ ０ ９２６

Ｌ￣４７ Ｆ７ ４０ ４０ ０ / /

Ｌ￣４８ Ｆ７ ２９１ ２２３ ６８ ０ ２３４ ０ ６２９

Ｌ￣４９ Ｆ７ ４０ ４０ ０ / /

Ｌ￣５０ Ｆ７ ４０ ４０ ０ / /

Ｌ￣５１ Ｆ７ ４０ ４０ ０ / /

Ｌ￣５３ Ｆ７ ４０ ３１ ９ ０ ０６９　 ０ ７９３

表 ２　 基于高密度 ＳＮＰ 芯片检测到的与突变性状显著关联的 ＳＮＰ 标记信息

Ｔａｂｌｅ ２　 ＳＮＰ ｍａｒｋｅｒｓ ｔｈａｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｙｅｌｌｏｗ￣ｇｒｅｅｎ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ

名称

Ｎａｍｅ
ＳＮＰ 染色体１

Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
ＳＮＰ 所在位置２(ｂｐ)

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ＳＮＰ

ＳＮＰ 序列信息

ＳＮＰ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

Ｍ１ Ｃ / Ｔ １ ７２ꎬ９０６９０９ ＣＣＡＴＣＧＴＡＡＴＧＧＣＣＡＧＡＡＣＴＴＣＣＡＡＧＡＣＧＧＴＴＣＣＴ[Ｃ / Ｔ]
ＧＧＣＧＡＡＡＣＧＡＡＧＴＣＧＴＣＴＣＴＴＣＡＴＣＴＣＧＧＣＣＧＴＣＴ

Ｍ２ Ａ / Ｃ ４ ９１ꎬ５７４９００ ＴＣＡＣＴＧＴＡＴＴＧＧＧＡＡＴＧＡＴＧＡＣＴＡＧＧＡＴＧＣＡＧＡＡＧ[Ａ / Ｃ]
ＧＡＧＡＧＴＴＡＡＣＡＴＣＴＴＣＣＡＣＴＡＴＡＴＴＡＡＡＡＴＴＣＴＣＣ

Ｍ３ Ａ / Ｃ ５ ３１ꎬ９２５６７５ ＴＧＣＡＧＡＴＧＧＧＣＣＣＧＡＣＴＴＧＧＴＴＣＧＡＣＧＴＴＧＡＧＴＴＡ[Ａ / Ｃ]
ＡＡＡＴＡＴＴＡＧＡＣＡＴＡＴＣＴＧＣＴＧＣＡＴＡＣＡＡＴＣＴＴＣＴＡ

Ｍ４ Ａ / Ｇ ５ ３７ꎬ４１７５９６ ＴＡＡＧＴＧＧＡＡＧＡＡＧＡＧＧＧＡＡＣＡＧＡＣＡＡＴＧＧＡＡＴＧＧＴ[Ａ / Ｇ]
ＡＴＧＧＡＴＧＧＣＣＴＧＧＡＴＧＡＡＧＧＡＧＧＧＧＧＴＡＴＧＧＡＡＧＣ

Ｍ５ Ｃ / Ｇ ５ ３９ꎬ８３５５４４ ＴＴＴＣＧＡＴＴＡＡＴＡＧＧＧＣＴＴＴＧＧＣＡＡＴＴＡＣＡＡＣＡＡＧＴ[Ｃ / Ｇ]
ＡＡＡＣＧＡＧＣＣＡＡＣＴＧＡＡＴＡＡＡＴＣＣＧＣＡＡＣＡＧＡＡＧＡＴ

Ｍ６ Ａ / Ｇ ５ ４１ꎬ３０９２７５ ＴＴＴＴＴＧＣＴＧＡＴＧＧＣＡＴＧＣＴＧＧＡＴＴＴＣＡＣＣＡＴＴＡＣＡ[Ａ / Ｇ]
ＣＴＣＣＴＧＴＴＴＴＧＣＣＣＡＧＴＣＴＡＴＴＧＴＴＡＡＴＡＴＣＡＡＴＧ

Ｍ７ Ａ / Ｃ ５ ４２ꎬ１１９２５５ ＴＧＧＴＴＣＴＣＡＡＣＴＣＣＣＧＡＡＣＧＣＡＡＴＣＣＣＧＡＣＴＴＡＡＴ[Ａ / Ｃ]
ＣＣＴＴＡＧＧＣＴＴＡＣＡＴＡＧＡＣＴＴＣＡＡＡＧＡＴＣＣＡＡＡＴＡＧ

Ｍ８ Ａ / Ｇ ５ ４３ꎬ４０８３４１ ＣＴＧＧＣＣＴＡＡＧＴＴＡＡＡＴＡＴＣＡＴＴＧＣＡＡＡＴＴＧＣＴＧＡＡ[Ａ / Ｇ]
ＡＴＣＴＴＣＡＧＣＴＧＧＴＡＡＴＧＴＴＣＡＴＴＴＴＴＣＡＡＴＡＴＧＴＴ

Ｍ９ Ａ / Ｔ ５ ４３ꎬ４５７９６５ ＴＡＧＴＴＣＡＡＡＡＡＴＴＣＣＴＡＡＴＴＴＡＣＴＣＡＡＧＴＣＡＡＧＧＴ[Ａ / Ｔ]
ＡＧＡＴＣＣＡＡＴＡＣＴＴＡＴＣＴＡＡＣＴＣＣＧＣＡＡＴＣＡＡＡＴＣＡ
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表 ２(续)

名称

Ｎａｍｅ
ＳＮＰ 染色体１

Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
ＳＮＰ 所在位置２(ｂｐ)

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ＳＮＰ

ＳＮＰ 序列信息

ＳＮＰ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

Ｍ１０ Ｇ / Ｔ ５ ４３ꎬ４６９８１０ ＴＡＴＡＴＡＴＴＴＣＴＴＡＡＴＴＣＴＴＣＴＣＣＴＣＴＡＡＴＡＡＴＡＣＴ[Ｇ / Ｔ]
ＣＣＴＣＡＡＡＴＣＴＴＡＡＴＡＣＡＴＣＴＴＧＧＣＡＧＣＡＣＣＣＧＧＡＴ

Ｍ１１ Ａ / Ｇ ５ ４３ꎬ４７９９２０ ＣＡＣＴＡＴＡＴＧＧＴＧＣＡＣＴＧＣＴＧＧＴＴＴＴＡＡＴＣＴＣＴＣＡＣ[Ａ / Ｇ]
ＧＡＴＣＡＴＴＴＴＧＧＡＡＡＴＧＣＡＣＴＴＡＴＡＡＡＴＧＡＣＡＴＴＡＣ

Ｍ１２ Ｃ / Ｇ ５ ４３ꎬ８２５１７５ ＴＧＴＴＧＡＧＴＴＧＡＴＡＴＣＴＴＡＴＣＴＴＴＧＴＴＧＡＧＴＴＧＡＴＧ[Ｃ / Ｇ]
ＴＡＴＴＧＣＡＴＣＴＣＧＴＴＡＴＡＴＣＣＴＴＧＴＴＧＣＧＡＧＴＴＡＴＴ

Ｍ１３ Ａ / Ｃ ５ ４３ꎬ８８０５６４ ＧＣＣＴＴＣＣＡＴＴＧＣＴＧＴＣＡＡＡＡＴＣＡＧＡＡＧＡＡＧＧＴＧＧＧ[Ａ / Ｃ]
ＡＡＧＴＧＴＴＡＧＴＴＴＡＣＣＴＡＧＣＧＧＴＣＴＣＧＡＡＡＧＴＡＧＴＧ

Ｍ１４ Ｃ / Ｔ ５ ４７ꎬ１８１３７８ ＡＧＡＡＴＣＣＣＣＡＣＣＡＧＣＣＴＣＣＡＣＡＡＡＡＴＴＴＣＣＡＡＧＴＡ[Ｃ / Ｔ]
ＣＣＴＡＴＡＡＣＣＣＡＴＡＴＴＣＡＡＧＴＣＡＡＡＧＧＴＧＴＡＴＡＡＧＧ

Ｍ１５ Ｃ / Ｔ ５ ５３ꎬ１７９７４１ ＡＴＡＴＡＣＣＡＧＡＧＴＴＣＡＴＧＴＣＴＴＧＧＴＧＴＣＣＴＴＡＡＧＴＧ[Ｃ / Ｔ]
ＡＧＴＣＡＡＣＴＣＣＴＡＣＴＧＣＡＴＡＧＣＡＴＣＡＡＧＣＣＡＴＴＴＧＧ

Ｍ１６ Ｇ / Ｔ ５ ５５ꎬ１１３８９４ ＧＧＡＡＧＡＧＡＴＣＣＡＴＡＡＴＧＣＴＴＡＣＴＧＴＡＴＣＧＡＡＧＣＣＣ[Ｇ / Ｔ]
ＡＧＡＡＧＡＴＧＡＧＧＡＴＧＡＣＣＴＣＡＡＣＡＧＡＣＣＡＡＣＣＣＡＴＴ

Ｍ１７ Ａ / Ｇ ５ ５６ꎬ０９２３１１ ＣＴＴＧＡＴＡＴＡＣＴＡＣＡＣＡＴＴＡＧＴＡＴＴＣＣＡＴＧＡＴＴＡＡＣ[Ａ / Ｇ]
ＴＡＧＴＡＴＡＣＡＡＡＡＴＴＡＴＡＧＧＡＴＴＡＴＣＧＡＴＴＴＡＡＣＴＧ

Ｍ１８ Ａ / Ｇ ５ ５６ꎬ３９２４８１ ＡＡＣＡＡＣＡＴＧＡＣＡＴＧＴＴＧＴＴＧＡＴＧＴＴＡＴＧＴＣＴＴＡＴＧ[Ａ / Ｇ]
ＡＴＴＴＣＣＡＧＣＴＣＡＡＴＣＡＧＡＧＴＣＡＧＡＡＴＡＡＧＣＡＡＧＴＡ

Ｍ１９ Ｃ / Ｔ ５ ６０ꎬ２０５６２５ ＡＴＣＡＡＴＣＧＧＴＧＡＧＡＡＡＧＴＴＣＡＡＧＡＡＴＣＡＧＡＧＡＡＴＧ[Ｃ / Ｔ]
ＧＧＴＴＧＣＴＴＧＧＡＴＣＴＧＡＴＧＣＡＡＣＧＡＧＡＴＧＡＧＡＧＡＡＡ

Ｍ２０ Ｃ / Ｔ ５ ７１ꎬ３０１７９１ ＡＧＧＣＧＡＣＴＡＴＧＡＧＡＡＴＴＡＡＧＡＣＣＡＡＣＴＴＡＴＣＡＡＧＧ[Ｃ / Ｔ]
ＧＣＧＧＡＴＡＡＣＡＡＧＴＣＴＣＴＧＣＴＣＣＴＣＡＣＡＴＡＡＣＡＴＣＡ

Ｍ２１ Ａ / Ｇ ５ ７８ꎬ４３４１１３ ＴＴＴＴＣＡＣＧＧＴＴＣＴＧＡＴＡＧＣＴＴＣＧＴＡＴＧＧＴＧＡＴＴＴＴ[Ａ / Ｇ]
ＧＡＣＡＴＡＴＧＡＧＡＡＣＧＴＴＣＧＴＡＴＡＴＴＧＡＴＴＴＧＡＡＴＡＴ

Ｍ２２ Ａ / Ｇ ５ ８０ꎬ３５０２４２ ＡＧＣＴＣＴＴＧＡＴＴＴＧＧＡＴＴＧＧＴＴＣＴＴＡＧＡＣＴＴＴＣＣＡＣ[Ａ / Ｇ]
ＡＧＣＴＴＣＧＧＡＴＡＴＡＣＣＡＴＡＡＴＴＧＣＴＣＧＡＡＣＣＣＴＴＴＴ

Ｍ２３ Ａ / Ｇ ５ ８７ꎬ７６４４８１ ＴＣＡＴＧＴＧＣＣＡＣＡＡＡＡＧＡＣＧＴＡＣＣＡＴＡＡＧＣＴＴＴＴＣＣ[Ａ / Ｇ]
ＴＡＡＴＧＴＡＣＴＡＡＴＣＴＡＣＴＧＡＴＴＧＡＴＣＴＣＡＴＴＡＡＧＴＣ

Ｍ２４ Ａ / Ｔ ５ ９１ꎬ４３１４２８ ＣＡＣＡＴＧＡＡＡＣＡＣＴＴＴＴＡＡＴＣＴＧＡＴＡＡＣＡＡＡＴＡＴＴＴ[Ａ / Ｔ]
ＣＡＡＡＡＧＧＡＧＡＡＴＣＣＡＡＴＧＣＣＡＣＴＴＧＡＡＧＡＡＡＣＡＡＡ

Ｍ２５ Ａ / Ｇ ５ ９１ꎬ６２５０８８ ＡＧＣＴＡＡＧＧＣＡＧＧＧＡＡＧＣＡＴＴＧＡＴＧＣＴＣＡＡＧＴＴＧＴＣ[Ａ / Ｇ]
ＣＣＡＴＧＧＧＧＡＴＴＡＴＧＡＧＧＧＡＴＣＧＴＧＴＡＧＴＴＡＣＡＧＣＴ

Ｍ２６ Ｃ / Ｔ ５ ９１ꎬ６８２４３７ ＴＴＣＴＧＣＡＡＡＡＡＧＡＧＴＧＡＡＧＣＡＴＧＡＧＡＧＴＡＴＧＴＣＴＧ[Ｃ / Ｔ]
ＴＡＧＧＧＡＡＣＧＡＴＴＧＡＧＧＴＧＣＣＡＡＡＡＧＧＴＡＣＣＧＴＧＧＧ

Ｍ２７ Ｃ / Ｔ ５ ９１ꎬ７４６０２６ ＣＴＴＴＧＴＴＴＴＣＴＣＴＴＣＧＡＡＴＴＡＣＣＣＴＴＡＧＧＴＣＡＡＣＡ[Ｃ / Ｔ]
ＴＣＴＴＡＣＴＴＧＡＣＡＴＡＣＡＣＣＡＧＴＡＡＴＧＴＴＡＣＣＣＡＡＡＧ

Ｍ２８ Ｃ / Ｔ ５ １０４ꎬ３５３０８５ ＡＴＴＧＡＧＧＴＴＧＡＧＡＡＴＡＴＴＡＴＧＧＡＡＡＣＣＴＴＴＣＣＡＡＡ[Ｃ / Ｔ]
ＴＡＧＣＡＡＣＴＧＣＴＴＧＣＴＡＣＴＡＧＴＣＧＴＧＡＧＧＡＡＧＴＧＣＣ

Ｍ２９ Ａ / Ｇ ７ ５６ꎬ５４４２４５ ＡＴＡＴＣＣＡＴＧＴＧＴＣＣＴＧＧＡＡＡＴＧＡＡＴＣＴＧＴＴＡＡＣＴＴ[Ａ / Ｇ]
ＧＧＣＴＧＧＡＴＧＣＣＡＴＡＴＴＴＧＧＧＧＣＣＴＴＧＴＧＣＣＧＡＡＣＴ

Ｍ３０ Ａ / Ｇ ８ ５５ꎬ７１９０８７ ＡＧＧＡＧＧＴＧＡＡＴＴＴＡＡＴＣＧＡＧＡＴＧＡＣＡＴＣＡＧＡＣＧＡＴ[Ａ / Ｇ]
ＧＴＡＧＴＧＣＴＴＧＧＡＡＡＡＴＧＴＴＣＴＴＣＧＡＴＧＧＡＧＣＴＧＴＧ

Ｍ３１ Ｃ / Ｔ １０ ７３ꎬ２９２１７８ ＴＴＴＴＧＣＴＣＣＴＴＡＣＣＡＣＴＧＣＣＣＴＴＴＣＴＴＧＣＴＴＴＣＡＡ[Ｃ / Ｔ]
ＴＴＧＴＴＴＡＧＣＣＴＴＴＧＴＡＴＣＡＡＣＴＧＡＴＴＴＣＣＡＧＴＧＡＴ
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表 ２(续)

名称

Ｎａｍｅ
ＳＮＰ 染色体１

Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ
ＳＮＰ 所在位置２(ｂｐ)

Ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ＳＮＰ

ＳＮＰ 序列信息

ＳＮＰ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

Ｍ３２ Ａ / Ｔ １０ ８１ꎬ９８３１１５ ＴＡＴＧＧＴＣＡＣＡＡＧＡＴＡＧＧＴＧＡＡＴＴＴＣＴＴＡＧＣＡＧＡＴＴ[Ａ / Ｔ]
ＴＴＡＣＡＡＧＡＡＣＡＡＴＧＡＧＡＡＣＴＣＡＣＴＧＴＴＴＴＣＡＧＴＣＡ

Ｍ３３ Ａ / Ｇ １１ ６１ꎬ１８８１９７ ＴＣＧＡＴＴＣＣＡＧＣＧＧＡＣＡＣＡＧＧＡＴＣＧＣＡＡＧＡＣＧＣＡＣＡ[Ａ / Ｇ]
ＣＡＧＧＴＴＧＡＴＧＡＡＡＣＣＴＣＡＣＡＴＧＴＣＴＡＣＡＡＧＡＧＣＡＴ

Ｍ３４ Ｃ / Ｔ １１ ７２ꎬ６７４２７８ ＴＣＣＣＣＡＴＴＡＧＡＧＧＡＣＴＴＧＴＣＣＡＣＡＡＧＧＴＧＡＴＧＧＡＣ[Ｃ / Ｔ]
ＧＧＴＡＡＧＧＡＡＡＡＧＡＴＣＴＣＴＴＣＣＣＴＣＡＣＧＡＴＣＡＴＡＴＣ

Ｍ３５ Ｃ / Ｔ １５ ３８ꎬ３６２２８１ ＣＡＴＴＧＡＧＡＡＴＴＣＡＧＧＡＧＡＴＴＧＡＡＴＡＴＡＴＧＡＧＣＡＡＴ[Ｃ / Ｔ]
ＡＴＣＴＴＴＡＡＡＡＧＡＴＴＴＡＣＡＡＣＴＴＧＧＴＴＣＣＡＣＴＴＧＴＴ

Ｍ３６ Ａ / Ｇ １７ １５ꎬ６５８８３２ ＴＣＡＧＣＧＡＣＴＴＡＴＡＡＧＣＣＴＴＡＧＧＡＣＧＧＴＧＴＧＧＴＡＣＴ[Ａ / Ｇ]
ＴＧＣＴＡＡＣＧＴＴＣＧＴＡＧＧＧＣＡＡＧＴＴＴＴＧＧＴＴＡＡＧＧＡＴ

Ｍ３７ Ｃ / Ｇ １７ １７３ꎬ４４９８２１ ＣＡＡＴＴＧＴＴＣＴＧＧＴＡＴＣＣＣＧＴＣＧＡＴＡＧＡＣＣＴＣＡＴＴＴ[Ｃ / Ｇ]
ＡＴＣＴＧＧＧＣＴＡＡＣＣＴＣＡＡＴＣＣＣＴＴＧＣＴＧＴＧＡＴＡＣＣＡ

Ｍ３８ Ｃ / Ｔ ２４ ６３ꎬ２１５６２２ ＴＣＡＣＴＧＧＴＧＣＡＧＣＣＣＣＴＴＣＡＣＡＡＣＡＴＧＡＡＡＡＴＧＣＴ[Ｃ / Ｔ]
ＴＧＡＧＴＣＡＣＣＴＣＴＣＡＣＡＡＴＣＣＴＣＡＣＴＣＧＡＧＴＣＴＴＡＧ

Ｍ３９ Ａ / Ｇ / / ＴＣＧＡＧＧＣＣＡＡＧＡＡＧＣＴＡＡＣＴＧＡＴＴＣＣＧＡＡＧＧＣＴＣＣ[Ａ / Ｇ]
ＡＧＧＧＣＴＣＴＡＡＡＧＡＡＴＣＴＧＡＡＧＧＣＣＣＴＧＡＡＴＡＴＧＡＴ

Ｍ４０ Ａ / Ｃ / / ＴＡＡＣＴＡＡＴＴＡＡＡＴＴＧＧＴＡＣＧＴＧＣＡＧＡＧＧＧＡＣＣＴＣＣ[Ａ / Ｃ]
ＡＣＴＧＴＣＡＴＴＴＡＣＴＡＡＧＴＡＣＴＧＣＣＣＡＧＧＣＧＡＣＣＧＴＣ

Ｍ４１ Ｃ / Ｔ / / ＴＧＣＴＣＣＧＧＴＡＧＡＡＧＴＡＴＣＧＧＣＴＧＣＴＧＴＡＧＡＧＧＧＡＴ[Ｃ / Ｔ]
ＧＡＣＡＡＣＴＡＡＣＣＣＡＧＴＧＴＣＣＡＣＴＡＣＣＴＧＧＴＡＡＣＡＡＣ

Ｍ４２ Ｃ / Ｔ / / ＴＴＡＧＧＴＡＡＧＧＣＴＣＧＧＧＣＣＴＴＴＡＣＡＡＡＡＧＡＡＣＴＧＡＣ[Ｃ / Ｔ]
ＧＡＧＧＣＡＴＣＡＣＡＧＡＣＣＧＣＡＧＡＣＡＡＧＧＣＣＣＴＣＡＡＴＴＴ

Ｍ４３ Ｇ / Ｔ / / ＧＡＴＧＣＧＣＴＧＧＧＴＴＴＡＴＴＴＴＧＧＧＣＣＣＧＧＡＣＡＴＴＴＴＴ[Ｇ / Ｔ]
ＣＴＡＧＧＡＧＧＣＧＣＣＧＴＡＡＧＴＣＣＴＣＴＴＧＴＡＴＡＡＧＴＣＡＧ

Ｍ４４ Ｃ / Ｔ / / ＡＡＴＡＡＴＡＧＣＣＡＴＡＴＡＴＡＣＡＣＡＣＣＡＴＡＡＡＴＴＡＧＴＣＴ[Ｃ / Ｔ]
ＴＴＧＴＡＧＡＡＡＴＧＣＡＡＧＧＴＡＡＧＡＴＴＧＴＧＴＡＴＡＡＴＡＧＡ

１染色体信息来源于公布的烟草参考基因组(ｈｔｔｐｓ: / / ｓｏｌｇｅｎｏｍｉｃｓ. ｎｅｔ / ｏｒｇａｎｉｓｍ / Ｎｉｃｏｔｉａｎａ＿ｔａｂａｃｕｍ)ꎻ２代表染色体位置未知
１Ｔｈｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ ｉｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｇｅｎｏｍｅ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ( ｈｔｔｐｓ: / / ｓｏｌｇｅｎｏｍｉｃｓ. ｎｅｔ / ｏｒｇａｎｉｓｍ / Ｎｉｃｏｔｉａｎａ＿ｔａｂａｃｕｍ)ꎬ
２ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｉｓ ｎｏｔ ｃｌｅａｒ

　 　 根据 ５ 号染色体上所有显著性位点在两个群体

中的基因型(表 ３)ꎬ绘制图谱ꎬ如图 ２ 所示ꎮ 标记

Ｍ７ 位于 ５ 号染色体 ４２１１９２５５ ｂｐ 处ꎬ在突变群体中为

Ａꎬ而在正常群体中有 ７ 个单株为 Ｃꎬ在单株 Ｌ￣４６、

Ｌ￣４８ 和 Ｌ￣５３ 中为杂合 Ａ / Ｃꎬ基因型与表型共分离ꎮ
因此ꎬ利用高密度 ＳＮＰ 芯片平台和两个群体ꎬ将控

制烟草黄绿突变性状的隐性基因快速定位在 ５ 号染

色体 ４２Ｍ 附近ꎮ

表 ３　 ５ 号染色体上所有显著性位点在两个极端池中的基因型

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｄａｔａｓｅｔ ｏｆ ａｌｌ ｌｉｎｋｅｄ ｍａｒｋｅｒｓｉｎ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｌｉｎｅｓ ｆｏｒ ＢＡＳ ａｎａｌｙｓｉｓ

标记

Ｍａｒｋｅｒ１
突变单株 Ｓｉｎｇｌｅ ｍｕｔａｎｔ 野生单株 Ｗｉｌｄ ｓｉｎｇｌｅ ｐｌａｎｔ

Ｌ￣１ Ｌ￣２ Ｌ￣４ Ｌ￣５ Ｌ￣６ Ｌ￣７ Ｌ￣８ Ｌ￣９ Ｌ￣１０ Ｌ￣１３ Ｌ￣４３ Ｌ￣４４ Ｌ￣４５ Ｌ￣４６ Ｌ￣４７ Ｌ￣４８ Ｌ￣４９ Ｌ￣５０ Ｌ￣５１ Ｌ￣５３

Ｍ３ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＡ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＢ

Ｍ４ / ＢＢ ＢＢ ＢＢ / ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ

Ｍ５ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＢ ＢＢ ＡＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＢ

Ｍ６ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＢ ＢＢ ＡＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＢ

Ｍ７ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＢ ＡＡ ＡＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＢ

Ｍ８ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＢ ＢＢ ＢＢ ＡＡ / ＡＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＢ

７４９
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表 ３(续)

标记

Ｍａｒｋｅｒ１
突变单株 Ｓｉｎｇｌｅ ｍｕｔａｎｔ 野生单株 Ｗｉｌｄ ｓｉｎｇｌｅ ｐｌａｎｔ

Ｌ￣１ Ｌ￣２ Ｌ￣４ Ｌ￣５ Ｌ￣６ Ｌ￣７ Ｌ￣８ Ｌ￣９ Ｌ￣１０ Ｌ￣１３ Ｌ￣４３ Ｌ￣４４ Ｌ￣４５ Ｌ￣４６ Ｌ￣４７ Ｌ￣４８ Ｌ￣４９ Ｌ￣５０ Ｌ￣５１ Ｌ￣５３

Ｍ９ ＡＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＢＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ

Ｍ１０ ＡＢ ＢＢ / ＢＢ ＡＢ ＢＢ ＡＢ ＢＢ ＢＢ ＡＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＢＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ

Ｍ１１ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＢ ＢＢ ＢＢ ＡＡ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＢ

Ｍ１２ ＡＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ / ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ / ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＢＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ

Ｍ１３ / ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＢＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ

Ｍ１４ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＢ ＢＢ ＡＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＢ

Ｍ１５ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ

Ｍ１６ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＢ ＢＢ ＡＢ ＢＢ ＢＢ ＡＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＢＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ

Ｍ１７ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＡ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ

Ｍ１８ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＢ ＢＢ ＡＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＢ

Ｍ１９ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＢ ＢＢ ＡＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＢ

Ｍ２０ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＢ ＢＢ ＢＢ ＡＢ ＢＢ ＡＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＢ

Ｍ２１ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ / ＡＡ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ

Ｍ２２ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ

Ｍ２３ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＡ ＢＢ / ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＢ

Ｍ２４ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ / ＡＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＢＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ

Ｍ２５ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＢＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ

Ｍ２６ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＢＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ

Ｍ２７ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＢＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ

Ｍ２８ ＡＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＢ ＢＢ ＡＢ ＢＢ ＢＢ ＢＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＢＢ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ ＡＡ
１ ＡＡꎬＢＢ 和 ＡＢ 分别代表两种纯合亲本基因型(ＡＡ 和 ＢＢ)和杂合基因型(ＡＢ)
１ＡＡꎬＢＢ ａｎｄ ＡＢ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｗｏ ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓ ｐａｒｅｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ(ＡＡ ａｎｄ ＢＢ)ａｎｄ ｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｕｓ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ(ＡＢ)ꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图 ２　 入选单株在 ５ 号染色体显著性 ＳＮＰ 位点上的基因型分布情况

Ｆｉｇ. ２　 Ｇｅｎｏｔｙｐｉｃ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｐｌａｎｔｓ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ５

２ ３　 烟草黄绿突变体的基因定位验证

根据 ＳＮＰ 芯片检测结果ꎬ在标记 Ｍ７、Ｍ４ 和

Ｍ１８ 等 ３ 个 ＳＮＰ 位点设计引物ꎬ鉴定 Ｌ￣４８ 随机分

离群体基因型(群体大小 ２１６)ꎬ进而构建烟草遗传

图谱ꎮ 如图 ３ 所示ꎬ相关定位结果与 ＳＮＰ 芯片分析

结果一致ꎬ突变基因与 Ｍ７ 标记位点共分离ꎬ距离

Ｍ４ 标记 １ ４ ｃＭꎬ距离 Ｍ１８ 标记 ０ １ ｃＭꎮ 因此ꎬ控
制该黄绿自然突变性状的基因位于烟草 ５ 号染色体

４２１１９２５５ ｂｐ 附近ꎮ
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Ａ:显著性位点对应的物理距离(Ｍｂ)ꎻ
Ｂ:控制黄绿基因所在遗传距离(ｃＭ)

Ａ:Ｐｈｙｓｉｃａｌ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｔｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｍａｒｋｅｒｓ(Ｍｂ)ꎬ
Ｂ:Ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ＮＴｎｍ￣１(ｃＭ)

图 ３　 烟草黄绿突变体的基因定位

Ｆｉｇ. ３　 Ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｃａｌ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ｌｏｃｕｓｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ ｙｅｌｌｏｗ￣ｇｒｅｅｎ ｌｅａｆ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ

３　 讨论

随着分子技术的高速发展ꎬ利用分子标记技术

定位和克隆控制重要性状基因ꎬ进而开展分子标记

辅助育种已经在水稻[２３]、玉米[２４]、油菜[１１] 等作物

上广泛开展ꎮ 但是与其他重要作物相比ꎬ烟草上的

重要农艺性状位点定位和克隆研究相对落后ꎬ主要

原因在于:第一ꎬ普通烟草属于典型的异源四倍体ꎬ
是由两个野生二倍体林烟草和绒毛状烟草杂交后又

经历加倍而形成的ꎬ这大大增加了烟草基因组的复

杂性ꎮ 第二ꎬ由于利用历史时间短、育种目标单一等

原因ꎬ烟草品种间的遗传背景狭窄ꎬ存在着明显的遗

传瓶颈ꎮ 因此ꎬ经典的二代分子标记(ＳＳＲ)由于扩

增效率差、遗传多态性低等问题不能很好地在烟草

性状定位中利用ꎬ这限制了烟草重要性状定位和克

隆的研究ꎮ 例如ꎬ童治军等[１４] 在定位赤星病位点

时ꎬ总共筛选了 １０００５ 个 ＳＳＲ 标记ꎬ有多态性的标记

只有 ５９０ 个ꎬ多态率只有 ５ ９％ ꎮ 如此低的多态性

导致可用 ＳＳＲ 标记过少ꎬ很难实现烟草全基因组扫

描ꎮ 分子标记 ＳＮＰ 标记作为第三代分子标记的代

表ꎬ具有数目多、密度高、遗传稳定性高和易于利用

仪器进行高通量检测等优点ꎬ在动植物遗传图谱构

建、重要性状定位和克隆以及遗传多样性分析等领

域越来越多的利用[２５]ꎮ 在本研究中ꎬ利用 ４３０Ｋ
ＳＮＰ 芯片对正常和突变两个选择群体进行位点扫

描ꎬ将烟草黄绿突变体相关基因快速定位在相应染

色体位置上ꎮ 据我们所知ꎬ这是在烟草上第一次利

用 ＳＮＰ 芯片开展性状定位ꎬ具有一定创新性ꎮ 相关

结果证明了 ＳＮＰ 标记及芯片平台在烟草这种基因

组复杂的异源四倍体中利用是完全可行的、有效的ꎮ
另外ꎬ对于叶色等受单个或几个基因控制的突

变体ꎬ传统的研究方法往往首先利用突变体和一个

遗传差异远的材料做杂交ꎬ利用 Ｆ２群体进行遗传分

析和定位[３]ꎬ可以获得尽可能多的可用标记ꎮ 这种

研究思路在拟南芥、水稻等基因组相对简单且研究

基础较好的植物中是十分可行的ꎮ 但是ꎬ对于烟草

这种异源四倍体ꎬ开展突变性状定位时ꎬ研究者往往

面临这样的问题:如果选择突变体和遗传差异大的

材料重新配置组合ꎬ会增加基因组的复杂性ꎬ不同个

体间存在巨大的遗传背景差异ꎬ影响定位结果ꎮ 在

本研究中ꎬ黄绿突变体是在常规育种中发现的自然

突变株ꎬ来源于一个单株的自交 Ｆ７ 的分离群体内ꎬ
理论上每一个体的其他背景基本上纯合一致ꎬ只是

在目标区间内是杂合的ꎬ这有效地消除了遗传背景

对定位的干扰ꎮ 在此材料基础上ꎬ本研究构建正常

和突变两个选择群体ꎬ利用高密度 ＳＮＰ 芯片对其进

行基因组扫描ꎬ快速确定与目标性状紧密连锁的分

子标记ꎬ然后利用随机分离群体验证相关分子标记ꎬ
快速将目标基因定位在确定的染色体位置上ꎮ 总的

来说ꎬ本研究中采用的选择群体结合 ＳＮＰ 芯片检测

的定位策略是一种快速的、有效的目标性状基因定

位策略ꎬ在烟草基因定位方面具有广泛的应用潜力ꎮ
普通烟草按调制方式分类ꎬ可分为烤烟、白肋

烟、晒红烟、晒黄烟、香料烟和雪茄烟等类型ꎬ其中白

肋烟是普通烟草的缺绿突变体ꎬ在烟草生产中具有

特殊用途[１４]ꎮ 经典遗传学研究表明ꎬ白肋烟的缺绿

突变遗传受 ２ 对重叠隐性基因 Ｙｂ１ ￣ｙｂ１和 Ｙｂ２ ￣ｙｂ２控

制ꎮ 只有 ２ 个位点都为隐性纯合时才表现出白肋烟

表型[２６]ꎮ Ｗｕ 等[７] 利用 ＥＭＳ 诱变突变体材料和白

肋烟材料ꎬ定位了 ２ 个控制叶色的隐性位点ꎬ分别位

于 ５ 号连锁群和 ２４ 号连锁群ꎮ 其结果表明ꎬ控制

９４９
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ＥＭＳ 诱导突变体和白肋烟表型都是由 ５ 号和 ２４ 号

连锁群上的 ２ 个隐性位点控制ꎮ 在本研究中ꎬ黄绿

突变体是自然变异株ꎬ受 １ 对隐性基因控制ꎬ与 ＳＮＰ
标记 Ｍ７(Ｃｈｒ０５:４２１１９２５５ｂｐ)共分离ꎮ 这与之前报

道的黄绿突变体遗传规律不一致ꎬ说明可能是一个

新的控制黄绿突变表型的基因ꎮ 但是ꎬ通过同源比

对也发现ꎬ本研究中定位到的隐性基因位置与 Ｗｕ
等[７]报道的其中一个位点所在染色体位置相近ꎮ
同时ꎬ最新研究结果表明ꎬＥｄｗａｒｄｓ 等[２７]克隆了控制

白肋烟表型的两个基因ꎬ分别命名为 ＮｔＥＧＹ１ 和 Ｎｔ￣
ＥＧＹ２ꎮ 其中ꎬＮｔＥＧＹ１ 基因所在染色体位置与本研

究定位到的控制烟草黄绿叶基因位置相似ꎬ所以也

存在这样的可能:在 Ｇ１１７ 或 ＲＧ１３ 中本身就携带 １
个隐性纯合位点ꎬ当另一个隐性位点发生自然突变

时ꎬ后代个体中就可能出现突变表型ꎮ 因此ꎬ在接下

来的研究工作中ꎬ首要是对本研究发现的突变体进

行 ＮｔＥＧＹ１ 和 ＮｔＥＧＹ２ 基因的扩增、比对ꎬ已确定该

隐性基因是否与 ＮｔＥＧＹ１ 为等位基因ꎮ 如果是等位

基因ꎬ则进一步研究和比较自然突变体和白肋烟种

质在该基因位点上的异同ꎻ如果为非等位基因ꎬ则在

本研究基础上进一步扩大群体ꎬ精细定位和克隆相

关的基因ꎮ

４　 结论

明确了烟草黄绿自然突变体的遗传规律ꎬ并
利用极端群体和 ４３０ Ｋ 烟草高密度 ＳＮＰ 芯片对烟

草黄绿突变基因进行了定位ꎬ发掘了与之共分离

的 ＳＮＰ 分子标记 Ｍ７ꎮ 相关研究结果为进一步精

细定位和克隆相关基因奠定了良好基础ꎮ 同时ꎬ
本研究采取的极端群体结合芯片检测的策略为烟

草开展其他重要性状的定位和标记开发提供了
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