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大粒裸燕麦(Ａｖｅｎａ ｎｕｄａ Ｌ. )遗传连锁图谱的构建
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　 　 摘要:以元莜麦和 ５５５ 杂交得到的 ２８１ 个 Ｆ２单株为作图群体ꎬ利用 ２０ 对 ＡＦＬＰ 引物、３ 对 ＳＳＲ 引物和 １ 个穗型性状构建了

一张大粒裸燕麦遗传连锁图ꎮ 该图谱全长 １５４４􀆰 ８ ｃＭꎬ包含 １９ 个连锁群ꎬ其上分布有 ９２ 个 ＡＦＬＰ 标记、３ 个 ＳＳＲ 标记和 １ 个穗

型形态标记ꎬ不同连锁群标记数为 ２ ~ １４ 个ꎬ长度在 ２３􀆰 ７ ~ ２７６􀆰 ３ ｃＭ 之间ꎬ平均长度为 ８１􀆰 ３ ｃＭꎬ标记间平均距离为 ２０􀆰 １ ｃＭꎮ
穗型标记分离比符合 ３∶ １ꎬ１１ 个 ＡＦＬＰ 标记表现为偏分离ꎬ偏分离比为 １１􀆰 ５％ ꎮ 该图谱符合遗传连锁框架图的要求ꎬ为今后大

粒裸燕麦的 ＱＴＬ 定位、分子标记辅助育种和比较基因组学等研究奠定基础ꎮ
　 　 关键词:大粒裸燕麦ꎻ遗传连锁图谱ꎻＡＦＬＰꎻＳＳＲ

Ａ Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｌｉｎｋａｇｅ Ｍａｐ ｆｏｒ Ｎａｋｅｄ Ｏａｔ (Ａｖｅｎａ ｎｕｄａ Ｌ. )
ＸＵ Ｗｅｉ１ꎬ２ꎬＺＨＡＮＧ Ｚｏｎｇ￣ｗｅｎ１ꎬ３ꎬＺＨＡＮＧ Ｅｎ￣ｌａｉ１ꎬ４ꎬＷＵ Ｂｉｎ１

( １ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｃｒｏｐ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００８１ꎻ２Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｃｈｅｍｉｃａｌ
ＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇꎬＪｉａｘｉｎｇ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＪｉａｘｉｎｇ ３１４００１ꎻ３Ｂｉｏｖｅｒｓｉｔｙ Ｏｆｆｉｃｅ ｆｏｒ Ｅａｓｔ ＡｓｉａꎬＢｅｉｊｉｎｇ １０００８１ꎻ４Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ａｎｄ

Ｇｅｒｍｐｌａｓｍ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ＩｎｓｔｉｔｕｔｅꎻＹｕｎｎａｎ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ ＳｃｉｅｎｃｅｓꎬＫｕｎｍｉｎｇ ６５０２２３)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｂａｓｅｄ ｏｎ ２８１ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｐｌａｎｔｓ ｏｆ Ｆ２ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ａ ｃｒｏｓｓ “Ｙｕａｎ Ｎａｋｅｄ Ｏａｔ”ｘ“５５５”ꎬａ ｇｅ￣
ｎｅｔｉｃ ｌｉｎｋａｇｅ ｍａｐ ｆｏｒ ｎａｋｅｄ ｏａｔ (Ａｖｅｎａ ｎｕｄａ Ｌ. ) ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ２０ ＡＦＬＰ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓꎬ３ ＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓꎬａｎｄ
１ ｐａｎｉｃｌｅ ｔｙｐｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒ. Ｔｈｅ ｍａｐ ｗａｓ １５４４􀆰 ８ ｃＭ ｉｎ ｔｏｔａｌ ｌｅｎｇｔｈ ｗｉｔｈ ２０􀆰 １ ｃＭ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｄｉｓｔａｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｎｅｉｇｈｂｏｒｉｎｇ ｍａｒｋｅｒｓ. ９２ ＡＦＬＰ ｍａｒｋｅｒｓꎬ３ ＳＳＲ ｍａｒｋｅｒｓꎬａｎｄ １ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｔｒａｉｔ ｗｅｒｅ ｍａｐｐｅｄ ｏｎ １９ ｌｉｎｋａｇｅ ｇｒｏｕｐｓꎬ
ｗｈｉｃｈ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ２￣１４ ｍａｒｋｅｒｓ ａｎｄ ｖａｒｉｅｄ ｉｎ ｓｉｚｅ ｆｒｏｍ ２３􀆰 ７ ｃＭ ｔｏ ２７６􀆰 ３ ｃＭ ｗｉｔｈ ａｎ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ８１􀆰 ３ ｃＭ. Ｔｈｅ ｓｅｇｒｅｇａ￣
ｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｐａｎｉｃｌｅ ｔｙｐｅ ｆｉｔｔｅｄ ｔｏ ３∶ １ꎬａｎｄ １１ ＡＦＬＰ ｍａｒｋｅｒｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｄｉｓｔｏｒｔｅｄ ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ
１１􀆰 ５％ . Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａ ｆｒａｍｅｗｏｒｋ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ ｌｉｎｋａｇｅ ｍａｐ ｆｏｒ ｎａｋｅｄ ｏａｔ (Ａｖｅｎａ ｎｕｄａ Ｌ. )ꎬｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｔｈｅ ｔｈｅｏ￣
ｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ＱＴＬ ｍａｐｐｉｎｇꎬｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｒｅｅｄｉｎｇꎬａｎｄ ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ｇｅｎｏｍｉｃｓ ｉｎ ｎａｋｅｄ ｏａｔ ｒｅｓｅａｒｃｈ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:Ａｖｅｎａ ｎｕｄａꎻｇｅｎｅｔｉｃ ｌｉｎｋａｇｅ ｍａｐꎻＡＦＬＰꎻＳＳＲ

收稿日期:２０１２￣１０￣２０　 　 修回日期:２０１２￣１１￣１６　 　 网络出版日期:２０１３￣０６￣０７
ＵＲＬ:ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｃｎｋｉ. ｎｅｔ / ｋｃｍｓ / ｄｅｔａｉｌ / １１. ４９９６. Ｓ. ２０１３０６０７. １７４０. ０１８. ｈｔｍｌ
基金项目:国家科技支撑计划项目(２００６ＢＡＤ０２Ｂ０５￣１１)ꎻ国家燕麦产业技术体系(ｎｙｃｙｔｘ￣１４)
第一作者 Ｅ￣ｍａｉｌ:ｘｕｗｅｉ＠ ｍａｉｌ. ｚｊｘｕ. ｅｄｕ. ｃｎ
通信作者:张宗文ꎬ博士ꎬ研究员ꎬ研究方向为燕麦种质资源的保护与利用ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｚｏｎｇｗｅｎｚ＠ １６３. ｃｏｍ

燕麦(Ａｖｅｎａ Ｌ. )是世界上主要粮食作物之一ꎬ
当前全球基因库保存的燕麦种质资源达 １３０６５３ 份ꎬ
在主要作物中居第 ８ 位[１]ꎮ 世界上其他国家主要种

植皮燕麦(Ａ. ｓａｔｉｖａ Ｌ. )ꎬ而我国主要种植大粒裸燕

麦(Ａ. ｎｕｄａ Ｌ. ) [２]ꎮ 中国国家种质库长期库中的燕

麦资源有 ３４０８ 份[３]ꎬ大多数是大粒裸燕麦ꎬ其子粒

作食用ꎬ有降低血脂、控制血糖、减肥和美容的功

能[４]ꎮ Ｌ. Ｓ. Ｏ′Ｄｏｎｏｕｇｈｕｅ 等[５] 和 Ｐ. Ｊ. Ｒａｙａｐａｔｉ 等[６]

分别于 １９９２ 年和 １９９４ 年采用 ＲＦＬＰ 标记构建了二

倍体燕麦遗传图谱ꎬ为六倍体燕麦分子图谱的构建

奠定基础ꎮ １９９５ 年以 Ｌ. Ｓ. Ｏ′Ｄｏｎｏｕｇｈｕｅ 为首的研

究小组首次完成了六倍体皮燕麦的分子连锁图谱ꎬ
标记数量至少覆盖了其基因组的 ５０％ [７]ꎮ 分子标

记技术的迅速发展有力地推动了燕麦遗传图谱的研

究ꎬ国外学者陆续将 ＲＡＰＤ、ＳＴＳ、ＡＦＬＰ、ＳＳＲ、ＳＣＡＲ
和 ＥＳＴ 等多种标记运用到皮燕麦遗传图谱的构建
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中[８￣１１]ꎮ Ｓ. Ｇｒｏｈ 等[１２] 将 ２ 张包含 ＡＦＬＰ 标记的

“ＫＯ” 图和 “ ＫＭ” 图进行比较研究ꎬ通过共同的

ＡＦＬＰ 标记确定了同源连锁群ꎮ Ｓ. Ｃ. Ｋ. Ｍｉｌａｃｈ
等[１３] 借助 ＲＦＬＰ 标记定位了皮燕麦的矮化基因ꎮ
此外ꎬ皮燕麦的许多数量性状ꎬ如冠锈病抗性[１４￣１５]、
β￣葡聚糖含量[１６]、子粒油脂含量[１７]、出粉率[１８]等在

遗传图谱的基础上也有所研究ꎮ 大粒裸燕麦是燕麦

属的 ５ 个栽培种之一ꎬ作为我国特有的类型ꎬ在全国

燕麦种质资源目录内占 ８６􀆰 ９％ [２]ꎬ利用价值和开发

潜力巨大ꎬ然而目前对其遗传图谱的相关研究却几

乎是一项空白ꎮ 本研究拟通过杂交 Ｆ２ 群体ꎬ利用

ＡＦＬＰ 和 ＳＳＲ 标记构建一张大粒裸燕麦遗传连锁图

谱ꎬ为今后大粒裸燕麦的分子标记辅助育种、ＱＴＬ 定

位、优异基因挖掘、基因克隆等工作奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 试验材料

以元莜麦为母本、５５５ 为父本ꎬ二者均取自中国

农业科学院国家农作物种质库ꎮ 其中元莜麦穗型为

周散ꎬ５５５ 穗型为周紧ꎮ ２００６ 年在温室种植父母本ꎬ
杂交收获 Ｆ１种子ꎮ ２００７ 年在北京延庆县试验田种植

Ｆ１ꎬ自交获得 Ｆ２ꎬ最终选择２８１ 个 Ｆ２植株为作图群体ꎮ
１􀆰 ２　 试验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 基因组 ＤＮＡ 的提取　 采用改良的 ＣＴＡＢ 法

提取 ＤＮＡ[１９]ꎬ提取液中加入 １％ β￣巯基乙醇和水溶

性的 ＰＶＰꎬ以防止植物组织中酚类的氧化ꎻ氯仿 －异

戊醇抽提 ２ 次ꎻ沉淀 ＤＮＡ 用无水乙醇代替异丙醇ꎬ
并同时加入 １ / １０ 体积的 ３ ｍｏｌ / Ｌ醋酸钠ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＡＦＬＰ 分析　 采用分步法对模板 ＤＮＡ 进行

酶切和连接ꎮ 用限制性内切酶 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｍｓｅ Ｉ 对基

因组 ＤＮＡ 双酶切ꎮ 酶切体系２０ μＬꎬ包括ＤＮＡ ２ μＬꎬ
ＥｃｏＲ Ｉ(２０ Ｕ / μＬ)０􀆰 ３ μＬꎬＭｓｅ Ｉ(１０ Ｕ / μＬ)０􀆰 ５ μＬꎬ
１０ × ＥｃｏＲ Ｉ ｂｕｆｆｅｒ ２􀆰 ０ μＬꎬ１００ × ＢＳＡ ０􀆰 ２ μＬꎬｄｄＨ２ Ｏ
１５􀆰 ０ μＬꎬ混匀 ３７ ℃水浴 ７ ｈꎮ 连接体系 ３０ μＬꎬ包括

酶切产物 ５ μＬꎬ１０ × Ｔ４连接酶 ｂｕｆｆｅｒ ３􀆰 ０ μＬꎬＥｃｏＲ Ｉ
接头(５０ ｐｍｏｌ / μＬ)１􀆰 ０ μＬꎬＭｓｅ Ｉ 接头(５０ ｐｍｏｌ / μＬ)
１􀆰 ０ μＬꎬ Ｔ４ 连 接 酶 ( ４００ Ｕ / μＬ) ０􀆰 ２ μＬꎬ ｄｄＨ２ Ｏ
１９􀆰 ８ μＬꎬ混匀后１６ ℃水浴过夜ꎬ６５ ℃灭活２０ ｍｉｎꎬ －
２０ ℃保存ꎮ

预扩增采用 Ｅ ＋ ０ / Ｍ ＋ ０ 引物组合ꎬ体系 ２０ μＬꎬ
包括 ＤＮＡ 模板 ３􀆰 ０ μＬꎬ１０ × ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ (含 Ｍｇ２ ＋

１５ ｍｍｏｌ / Ｌ)２􀆰 ０ μＬꎬｄＮＴＰ(各１０ ｍｍｏｌ / Ｌ)０􀆰 ４ μＬꎬＥ００
引物(１０ ｐｍｏｌ / μＬ)１􀆰 ０ μＬꎬＭ００ 引物(１０ ｐｍｏｌ / μＬ)
１􀆰 ０ μＬꎬＴａｑ 酶(５ Ｕ / μＬ)０􀆰 ２ μＬꎬｄｄＨ２ Ｏ １２􀆰 ４ μＬꎮ

混匀离心后用以下程序扩增:９４ ℃ 预变性 ４ ｍｉｎꎻ
９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５６ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ(３０
个循环)ꎻ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎꎻ４ ℃保存ꎮ 预扩增产物

稀释 ２０ 倍后于 － ２０ ℃保存ꎮ
选择性扩增选用 Ｅ ＋３ / Ｍ ＋３ 引物组合ꎮ 选扩体

系 ２０ μＬꎬ包括稀释的预扩增产物 ３􀆰 ０ μＬꎬ１０ × ＰＣＲ
ｂｕｆｆｅｒ(含Ｍｇ２ ＋ １５ ｍｍｏｌ / Ｌ)２􀆰 ０ μＬꎬＭｇ２ ＋ (１０ ｍｍｏｌ / Ｌ)
１􀆰 ０ μＬꎬ ｄＮＴＰ (各 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ) ０􀆰 ４ μＬꎬ Ｅ００ 引 物

(１０ ｐｍｏｌ / μＬ)１􀆰 ２ μＬꎬＭ００ 引物(１０ ｐｍｏｌ / μＬ)１􀆰 ２ μＬꎬ
Ｔａｑ 酶(５Ｕ/ μＬ)０􀆰 ２ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ １１􀆰 ０ μＬꎮ 混匀离心后

用以下程序扩增:９４ ℃预变性 ４ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性３０ ｓꎬ
６５ ℃退火３０ ｓꎬ７２ ℃延伸１ ｍｉｎ(每循环降低０􀆰 ７ ℃ꎬ１２
个循环)ꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５６ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸

１ ｍｉｎ(２５ 个循环)ꎻ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎꎻ４ ℃保存ꎮ
选择扩增后的样品中加入 ５ μＬ ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ

(９８％ 甲酰胺ꎻ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡꎬｐＨ ８􀆰 １ꎻ０􀆰 ２５％ 二

甲苯青)ꎬ９５ ℃变性 ５ ~ ８ ｍｉｎꎬ然后迅速放入冰浴中

冷却ꎬ在 ８０ Ｗ 下用 ５％ 的聚丙烯酰胺凝胶电泳

９０ ｍｉｎ 左右ꎬ至二甲苯青指示线距板底部约 １ / ３ 处ꎮ
银染检测扩增产物ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＳＳＲ 分析　 对基因组 ＤＮＡ 直接扩增ꎬ反应

体系 ２０ μＬꎬ包括 ＤＮＡ ５􀆰 ０ μＬꎬ引物(１０ ｐｍｏｌ / μＬ)
２􀆰 ０ μＬꎬ １０ × ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ ( 含 Ｍｇ２ ＋ １５ ｍｍｏｌ / Ｌ )
２􀆰 ０ μＬꎬｄＮＴＰ (１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｅａｃｈ) ０􀆰 ２ μＬꎬ Ｔａｑ 酶

(２􀆰 ５ Ｕ / μＬ) ０􀆰 ５ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ １０􀆰 ３ μＬꎮ 混匀离心后

用以下程序扩增:９４ ℃预变性 ４ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ
５５ ℃(退火温度依据具体引物而定)退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃
延伸 ３０ ｓ(３０ 个循环)ꎻ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎꎻ４ ℃保存ꎮ
聚丙烯酰胺凝胶电泳和银染检测同 ＡＦＬＰ 检测ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 遗传图谱的构建　 形态标记数据转化:田间

调查单株穗型ꎬ与母本相同(周散)记为 Ｄꎬ与父本

相同(周紧)记为 Ｂꎮ
分子标记数据转化:对于显性标记ꎬ若两亲本属

于无带(母本) × 有带(父本)时ꎬ则用 Ａ 表示无带ꎬ
Ｃ 表示有带ꎻ若两亲本属于有带(母本) × 无带(父
本)时ꎬ则用 Ｂ 表示无带ꎬＤ 表示有带ꎮ 对于共显性

标记ꎬ与母本相同的带型记为 Ａꎬ与父本相同的带型

记为 Ｂꎬ杂合型记为 Ｈꎮ 缺失的带型记为 － － ꎮ
遗传图谱构建:用 Ｍａｐｍａｋｅｒ / ｅｘｐ Ｖ ３􀆰 ０ 软件进

行图谱构建ꎮ 首先按照 Ｍａｐｍａｋｅｒ 要求的格式将

Ｅｘｃｅｌ 中的数据转换为文本文件ꎮ 用 Ｐｒｅｐａｒｅ ｄａｔａ 命

令载入数据文件ꎬ用 Ｐｈｏｔｏ 命令保存运行命令ꎮ 运

行 Ｇｒｏｕｐ 命令进行标记间的连锁分析(ＬＯＤ ＝ ３􀆰 ０ꎬ
Ｍａｘ ｄｉｓｔａｎｃｅ ＝ ５０)ꎮ 当连锁标记数小于或等于 ６
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个时ꎬ用 Ｃｏｍｐａｒｅ 命令进行排序ꎻ当标记数多于 ６ 个

时ꎬ使用 Ｒｉｐｐｌｅ 命令进行排序ꎮ 运行 Ｍａｐ 命令确定

标记间的图距(ｃＭ)ꎮ 图距转换采用 Ｋｏｓａｍｂｉ 函数ꎮ
采用 ＭａｐＤｒａｗ 软件绘制连锁图谱ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 Ｆ２群体穗型分离结果

调查 ２８１ 个 Ｆ２单株的穗型ꎬ结果发现ꎬ有 ２００ 个

单株的穗型为周散ꎬ８１ 个单株的穗型为周紧ꎮ 经卡

方测验ꎬ该穗型标记未显著偏分离(Ｐ ＝ ０􀆰 ０５)ꎬ分离

比符合 ３∶ １ꎮ
２􀆰 ２　 亲本间引物筛选及多态性

从 ２００ 对 ＡＦＬＰ 引物组合中筛选出条带清晰、
多态性好的 ２０ 对引物组合用于图谱构建ꎮ 利用该

２０ 对引物组合对 Ｆ２群体扩增ꎬ共得到 ９９ 条多态性

条带ꎬ每对引物扩增出 ３ ~ ７ 条差异带(表 １)ꎮ 从 ２０
对 ＳＳＲ 引物中筛选到 ３ 对引物有多态性ꎬ对 Ｆ２群体

扩增均得到 １ 个多态性位点ꎮ
２􀆰 ３　 遗传连锁图谱的构建

用 Ｍａｐｍａｒｋｅｒ ３􀆰 ０ 软件绘制遗传连锁图ꎬ１０３ 个

标记(９９ 个 ＡＦＬＰ 标记、３ 个 ＳＳＲ 标记和 １ 个形态标

记)中有 ７ 个 ＡＦＬＰ 标记没连锁上ꎬ其余 ９６ 个标记

构成 １９ 个连锁群ꎮ ２ 号连锁群标记最多ꎬ共 １４ 个ꎻ
１９ 号连锁群标记最少ꎬ只有 ２ 个ꎮ 每条连锁群长度

在 ２３􀆰 ７ ~ ２７６􀆰 ３ ｃＭ 之间ꎬ平均为 ８１􀆰 ３ ｃＭꎮ 该图谱

全长 １５４４􀆰 ８ ｃＭꎬ标记间平均距离为 ２０􀆰 １ ｃＭꎮ 表示

穗型的形态标记(ＰＴ)被定位在 ３ 号连锁群(图 １)ꎮ

表 １　 ２０ 对 ＡＦＬＰ 引物组合对 Ｆ２代的扩增结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｔｏ Ｆ２ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｂｙ ２０ ＡＦＬＰ
ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ

引物组合

Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉ￣
ｎａｔｉｏｎ

多态性位点数

Ｎｏ. ｏｆ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｌｏｃｉ

引物组合

Ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉ￣
ｎａｔｉｏｎ

多态性位点数

Ｎｏ. ｏｆ
ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃ ｌｏｃｉ

Ｅ３３Ｍ４９ ４ Ｅ４５Ｍ５８ ６
Ｅ３５Ｍ４８ ５ Ｅ４７Ｍ５５ ４
Ｅ３５Ｍ６１ ５ Ｅ４９Ｍ５５ ６
Ｅ３７Ｍ５０ ６ Ｅ４９Ｍ６４ ４
Ｅ３７Ｍ６１ ６ Ｅ４９Ｍ６５ ５
Ｅ３８Ｍ５０ ６ Ｅ６４Ｍ５４ ７
Ｅ３９Ｍ５６ ６ Ｅ７６Ｍ５８ ５
Ｅ４０Ｍ４８ ４ Ｅ７６Ｍ６５ ５
Ｅ４０Ｍ４９ ４ Ｅ７８Ｍ３７ ４
Ｅ４５Ｍ５６ ４ Ｅ８２Ｍ５６ ３
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植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １４ 卷

图 １　 大粒裸燕麦遗传连锁图谱

Ｆｉｇ. １　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｌｉｎｋａｇｅ ｍａｐ ｏｆ Ａｖｅｎａ ｎｕｄａ

２􀆰 ４　 标记的偏分离

定位在 １９ 个连锁群上的 ９６ 个标记中ꎬ８１ 个

ＡＦＬＰ 标记、３ 个 ＳＳＲ 标记及 １ 个形态标记均符合孟

德尔分离比ꎻ１１ 个 ＡＦＬＰ 标记表现为显著偏分离

(Ｐ ＝ ０􀆰 ０５)ꎬ偏分离比例为 １１􀆰 ５％ ꎬ２ 个偏分离标记

在 ３ 号连锁群ꎬ其余 ９ 个在 ５、６、９、１０、１１、１４、１６、１７、
１９ 号连锁群各分布 １ 个(表 ２)ꎮ

表 ２　 偏分离标记在连锁群上的分布

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｓｔｏｒｔｅｄ ｓｅｇｒｅｇａｔｉｏｎ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｎ
ｌｉｎｋａｇｅ ｇｒｏｕｐｓ

标记名称

Ｍａｒｋｅｒ

定位连锁群

Ｎｏ. ｏｆ
ｌｉｎｋａｇｅ ｇｒｏｕｐ

基因型比例

Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ｒａｔｉｏ
χ２

Ｃｈｉ￣ｓｑｕａｒｅ

Ｅ３５Ｍ６１＿２ ３ Ｂ∶ Ｄ ＝ ５１∶ ２２６ ６􀆰 ４１３
Ｅ３８Ｍ５０＿６ ３ Ａ∶ Ｃ ＝ ５３∶ ２１９ ４􀆰 ４１２
Ｅ４５Ｍ５８＿３ ５ Ａ∶ Ｃ ＝ ５５∶ ２２５ ４􀆰 ２８６
Ｅ４５Ｍ５６＿２ ６ Ｂ∶ Ｄ ＝ ５５∶ ２２２ ３􀆰 ９１０
Ｅ３７Ｍ６１＿３ ９ Ａ∶ Ｃ ＝ ５５∶ ２２６ ４􀆰 ４１４
Ｅ３５Ｍ６１＿３ １０ Ｂ∶ Ｄ ＝ ５５∶ ２２３ ４􀆰 ０３４
Ｅ４９Ｍ５５＿４ １１ Ｂ∶ Ｄ ＝ ５５∶ ２２５ ４􀆰 ２８６
Ｅ４５Ｍ５８＿１ １４ Ｂ∶ Ｄ ＝ ５５∶ ２２６ ４􀆰 ４１４
Ｅ７８Ｍ３７＿４ １６ Ａ∶ Ｃ ＝ ５２∶ ２２９ ６􀆰 ３２２
Ｅ３８Ｍ５０＿４ １７ Ａ∶ Ｃ ＝ ５２∶ ２１７ ４􀆰 ６１１
Ｅ７６Ｍ６５＿３ １９ Ｂ∶ Ｄ ＝ ５４∶ ２２４ ４􀆰 ６１０

３　 讨论

３􀆰 １　 遗传连锁图谱的构建

通常一个基本的连锁框架图要求标记间平均距

离在 ２０ ｃＭ 左右ꎻ若要进行基因定位ꎬ则要求标记的

平均间隔在 １０ ~ ２０ ｃＭ 或更小ꎻ若要用于 ＱＴＬ 定

位ꎬ其平均距离须在 １０ ｃＭ 以下ꎮ 本研究利用 Ｆ２群

体构建了一张包含 ９６ 个标记的大粒裸燕麦遗传连

锁图谱ꎬ标记间平均距离为 ２０􀆰 １ ｃＭꎬ因此构建的图

谱符合基本框架图的要求ꎮ 然而ꎬ大粒裸燕麦属异

源六倍体ꎬ单倍体的染色体数目为 ｎ ＝ ３Ｘ ＝ ２１ꎬ相对

于其庞大的基因组ꎬ本研究使用的标记种类和数量

还不够丰富ꎬ１９ 个连锁群未能覆盖到其每条染色

体ꎬ许多连锁群的长度有限ꎬ一些标记间仍存在较大

间隙ꎬ因此在今后的研究工作中还需要增加标记的

种类和数量ꎬ以构建较丰满的大粒裸燕麦遗传连锁

图ꎬ为基因及数量性状定位奠定基础ꎮ
３􀆰 ２　 作图群体对图谱精度的影响

分离群体包括暂时性分离群体(如 Ｆ２、Ｆ３、Ｆ４、
ＢＣ 和三交群体)和永久性分离群体(如 ＲＩ 和 ＤＨ)ꎮ

６７６
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本研究选用 Ｆ２为作图群体ꎬ因其建立难度小ꎬ且周

期短ꎬ但 Ｆ２群体不易长期保存ꎬ有性繁殖 １ 代后ꎬ群
体的遗传结构就会发生变化ꎬ很难对其进行连续性

研究ꎮ 此外ꎬＦ２群体由单株组成ꎬ存在杂合基因型ꎬ
而本研究中广泛使用的 ＡＦＬＰ 标记是显性ꎬ无法分

辨出显性纯合基因型和杂合基因型ꎬ因此作图的精

度可能会受到影响ꎮ 作图群体的大小通常根据研究

目标确定ꎬ构建骨架连锁图可基于大群体中的一个

随机小群体(如 １５０ 个单株或家系)ꎮ 本研究的作

图群体较大ꎬ包含了 ２８１ 个 Ｆ２单株ꎬ一方面是由于

Ｆ２群体的作图效率比 ＲＩ、ＢＣ１ 和 ＤＨ 群体都低ꎬ为了

达到彼此相当的作图精度ꎬ需适当扩大群体ꎻ另一方

面ꎬ大群体也可以适当弥补显性标记对作图精度的

影响ꎮ
３􀆰 ３　 穗型连锁遗传特点

本研究构建的图谱包含 １ 个穗型形态形状标

记ꎬ经卡方测验ꎬ未显著偏分离(Ｐ ＝ ０􀆰 ０５)ꎬ周散和

周紧的性状分离比符合 ３ ∶ １ꎮ 由此结果初步推断ꎬ
裸燕麦的散紧穗型性状可能由 １ 对显隐性基因控

制ꎬ周散穗型由显性基因控制ꎬ周紧穗型由隐性基因

控制ꎬ属于典型的孟德尔遗传ꎮ 连锁图谱显示ꎬ表示

穗型的形态标记 ( ＰＴ) 被定位在 ３ 号连锁群ꎬ与

Ｅ３８Ｍ５０＿６ 这一 ＡＦＬＰ 标记距离 ２１􀆰 ４ ｃＭꎬ在今后的

研究工作中ꎬ可进一步分析 Ｅ３８Ｍ５０ 这对引物组合

与穗型标记的连锁关系ꎮ 此外ꎬ由于 Ｅ３８Ｍ５０＿６ 与

ＰＴ 标记仍距离较远ꎬ因此有必要继续筛选能够定位

在 ３ 号连锁群上的引物ꎬ以饱和连锁群ꎬ填补 ＰＴ 与

Ｅ３８Ｍ５０＿６ 之间的空隙ꎬ找到与裸燕麦穗型性状紧

密连锁的分子标记ꎮ
３􀆰 ４　 标记的偏分离

偏分离普遍存在于作图群体中ꎬ其原因主要由

配子体和孢子体选择引起[２０]ꎬ另外可能的原因还有

遗传搭车效应、染色体丢失、非同源重组、转座子、基
因转换等ꎬ作图群体亲本少数位点的不完全纯合也

是重要因素之一ꎮ Ｖ. Ａ. Ｐｏｒｔｙａｎｋｏ 等[８] 利用 １３６ 个

ＲＩＬ 群体构建皮燕麦的遗传连锁图谱ꎬ发现有 １３％
的标记偏分离ꎻＳ. Ｚｈｕ 等[９]在构建燕麦“ＯＭ”遗传连

锁图时ꎬ观察到 ９％ 的偏分离标记ꎮ 本研究中定位

的 ９６ 个标记中共有 １１ 个表现为显著偏分离(Ｐ ＝
０􀆰 ０５)ꎬ比例为 １１􀆰 ５％ ꎬ与 Ｖ. Ａ. Ｐｏｒｔｙａｎｃｏ 等[８] 及 Ｓ.
Ｚｈｕ 等[９] 的研究结果近似ꎮ 此外ꎬ偏分离还受群体

类型的影响ꎬ通常在远缘杂交组合的分离群体及

ＤＨ 和 ＲＩ 群体中表现更为明显ꎮ Ｐ. Ｔａｎｈｕａｎｐａａ
等[２１]构建了第 １ 张 ＤＨ 群体的皮燕麦遗传图谱ꎬ发

现偏分离标记超过 ５０％ ꎬ显著高于其他群体ꎮ 一些

研究表明ꎬ偏分离标记并非随机分布ꎬ而是成簇地分

布于染色体的某些区域ꎬ这些热点区域很可能存在

与偏分离有关的基因ꎮ 本研究中的 １１ 个偏分离标

记分别被定位在 １０ 个连锁群上ꎬ分布分散ꎬ并未形

成所谓“热点区”ꎮ 这可能与定位标记数量少ꎬ间隙

大ꎬ分布不均匀等因素有关ꎮ
３􀆰 ５　 标记种类对遗传连锁图谱的影响

ＲＦＬＰ 标记被最早用于作物的遗传图谱构建ꎬ
但操作复杂ꎬ成本高ꎬ使用有一定局限性ꎮ 随着分子

标记的飞速发展ꎬ更多类型的标记被整合到连锁图

上ꎬ不同种类的标记结合使用ꎬ往往能够取长补短ꎬ
对图谱的完善起到重要作用ꎮ ＡＦＬＰ 标记多态性信

息含量高ꎬ被认为是快速饱和框架遗传图谱的手段

之一ꎮ Ｓ. Ｚｈｕ 等[９] 将包含多种标记的“ＯＭ”燕麦遗

传连锁图与 Ｌ. Ｓ. Ｏ′Ｄｏｎｏｕｇｈｕｅ[７] 的“ＫＯ”图进行同

源比较ꎬ发现 ＡＦＬＰ 标记的加入使许多连锁群的长

度得到扩展ꎬ个别连锁群的长度甚至增加了 １ 倍ꎮ
然而ꎬ由于其标记片段的染色体位置不能预知ꎬ因此

若单独使用 ＡＦＬＰ 标记构图ꎬ则无法确认标记连锁

群所属的染色体ꎮ ＳＳＲ 标记的出现提供了可行的解

决方法ꎮ 以染色体位置预知的 ＳＳＲ 标记为标杆ꎬ可
将与之连锁的 ＡＦＬＰ 标记固定到某一确定的染色体

上ꎬ因此将二者相结合可以快速有效地构建相对理

想的遗传图谱[２２]ꎮ 本研究只使用了 ３ 对 ＳＳＲ 引物ꎬ
主要原因在于目前世界上开发出的燕麦 ＳＳＲ 标记

数量太少ꎬ远远不能满足构建饱和连锁图的要求ꎬ加
之燕麦基因组本身较大ꎬ因此不仅仅是构建覆盖整

个基因组的图谱有难度ꎬ将连锁群与 ２１ 条染色体对

应起来也依然很困难[２３]ꎮ 这一问题的解决还有待

于大量燕麦 ＳＳＲ 标记的开发[２４]ꎮ
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[１４] 　 Ｂｉｎｄｌｅｒ ＧꎬＶａｎ ｄｅｒ Ｈｏｅｖｅｎ ＲꎬＧｕｎｄｕｚ Ｉꎬｅｔ ａｌ. Ａ ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ
ｍａｒｋｅｒ ｂａｓｅｄ ｌｉｎｋａｇｅ ｍａｐ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ [ Ｊ] . Ｔｈｅｏｒ Ａｐｐｌ Ｇｅｎｅｔꎬ
２００７ꎬ１１４:３４１￣３４９

[１５]　 Ｍｏｏｎ Ｈ ＳꎬＮｉｃｈｏｌｓｏｎ Ｊ ＳꎬＬｅｗｉｓ Ｒ Ｓ. Ｕｓｅ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｒａｂｌｅ Ｎｉｃｏｔｉ￣
ａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌ. ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｎｇ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉ￣
ｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎ ｔｈｅ ｇｅｎｕｓ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ [Ｊ] . Ｇｅｎｏｍｅꎬ２００８ꎬ５１:５４７￣５５９

[１６]　 Ｍｏｏｎ Ｈ ＳꎬＮｉｃｈｏｌｓｏｎ Ｊ ＳꎬＨｅｉｎｅｍａｎ Ａꎬｅｔ ａｌ. Ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｇｅｎｅｔｉｃｓ

ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｕ. Ｓ. ｆｌｕｅ￣ｃｕｒｅｄ ｔｏｂａｃｃｏ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｏｖｅｒ ｓｅｖｅｎ ｄｅｃ￣
ａｄｅｓ ｏｆ ｃｕｌｔｉｖａｒ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ [Ｊ] . Ｃｒｏｐ Ｓｃｉꎬ２００９ꎬ４９:４９８￣５０６

[１７] 　 Ｍｏｏｎ Ｈ ＳꎬＮｉｆｏｎｇ Ｊ ＭꎬＮｉｃｈｏｌｓｏｎ Ｊ Ｓꎬｅｔ ａｌ. Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ￣ｂａｓｅｄ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ ( Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌ. ) ｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ
[Ｊ] . Ｃｒｏｐ Ｓｃｉꎬ２００９ꎬ４９:２１４９￣２１５９

[１８] 　 Ｔｏｎｇ Ｚ ＪꎬＪｉａｏ Ｔ ＬꎬＷａｎｇ Ｆ Ｑꎬｅｔ ａｌ. Ｍａｐｐｉｎｇ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｔｒａｉｔ
ｌｏｃｉ ｃｏｎｆｅｒｒｉｎｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｂｒｏｗｎ ｓｐｏｔ ｉｎ ｆｌｕｅ￣ｃｕｒｅｄ ｔｏｂａｃｃｏ
(Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ Ｌ. )[Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｂｒｅｅｄｉｎｇꎬ２０１２ꎬ１３１:３３５￣３３９

[１９] 　 Ｔｏｎｇ Ｚ ＪꎬＹａｎｇ Ｚ ＭꎬＣｈｅｎ Ｘ Ｊꎬｅｔ ａｌ. Ｌａｒｇｅ￣ｓｃａｌｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ
ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ Ｎｉｃｏｔｉａｎａ ｔａｂａｃｕｍ ａｎｄ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ａ
ｇｅｎｅｔｉｃ ｍａｐ ｏｆ ｆｌｕｅ￣ｃｕｒｅｄ ｔｏｂａｃｃｏ [ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｂｒｅｅｄｉｎｇꎬ２０１２ꎬ
１３１:６７４￣６８０

[２０] 　 Ｄｅ Ｒｉｅｋ Ｊ ＥꎬＣａｌｓｙｎ ＩꎬＥｖｅｒａｅｒｔ Ｅꎬｅｔ ａｌ. ＡＦＬＰ ｂａｓｅｄ ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｓ
ｆｏｒ ｔｈｅ ａｓｓｅｓｓｍｅｎｔ ｏｆ ｄｉｓｔｉｎｃｔｎｅｓｓꎬｕｎｉｆｏｒｍｉｔｙ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｕｇａｒ
ｂｅｅｔ ｖａｒｉｅｔｉｅｓ[Ｊ] . Ｔｈｅｏｒ Ａｐｐｌ Ｇｅｎｅｔꎬ２００１ꎬ１０３:１２５４￣１２６５

[２１] 　 许绍斌ꎬ陶玉芬ꎬ杨昭庆ꎬ等. 简单快速的 ＤＮＡ 银染和胶保存

方法[Ｊ] . 农业生物技术学报ꎬ２００７(１２):１８３￣１８７
[２２] 　 Ｎｅｉ ＭꎬＬｉ Ｗ Ｈ. Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃａｌ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｇｅｎｅｔｉｃ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｄｏｎｕｅｌｅａｓｅｓ [ Ｊ ] . ＰＮＡＳꎬ １９７９ꎬ ７６:
５２６９￣５２７３

[２３] 　 Ｒｏｈｌｆ Ｆ Ｊ. ＮＴＳＹＳｐｃ ｎｕｍｅｒｉｃａｌ ｔａｘｏｎｏｍｙ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ ａｎａｌｙｓｉｓ
ｓｙｓｔｅｍ ( Ｖｅｒｓｉｏｎ２􀆰 ０ ) [ Ｍ ]. Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ: Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ
Ｉｎｃꎬ１９９８

８７６
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