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大铃棉中棉所48主要经济性状的QTL定位分析

潘兆娥，贾银华，孙君灵，周忠丽，何守朴，王立如，庞保印，杜雄明
(中国农业科学院棉花研究所／农业部棉花遗传改良重点实验室。河南安阳455000)

摘要：利用4961对SSR引物对中棉所48的2个亲本进行多态性筛选，结果筛选到7l对务带清晰、稳定性好的多态性引

物，利用这些引物对261个F，群体进行扩增构建连锁图，获得了包含有49个标记位点的14个连锁群，共覆盖498．7eM，约占

棉花总基因组10．O％的遗传图谱。采用WinQTL Cartographer 2．5的复合区间作图法(CIM)，对F2群体的铃重、衣分及纤维品

质进行分析，共检测到“个稳定的QTLs，其中铃重2个、表分4个、纤维整齐度2个、纤维细度2个、纤维伸长率1个。这些稳

定表迭的QTLs能解释较大的表型变异，可用于纤维品质及产量性状的标记辅助选择，也可为大铃、优质棉的分子标记辅助选

择，改良、提高大铃基因的选择效率，提供理论依据。
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QTLs Location of Economic Traits for CCRI 48 with Big Bolls
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Abstract：496 1 pairs of different sources SSR primers were used to screen polymorphism between two parents．

7 1 pairs of them with stable amplification and clear bands were used to amplify among the 26 1 F2 and resulted into

7 1 polymorphism loci．Using the Joinmap 3．0 software with LOD of 3．0，49 loci was grouped into 14 linkage groups

and covered 498．7cM．approximately 10．0％of the total recombinational lenIgth of the cotton genome．13 groups

had been anchored to the chromosomes．A total of 1 1 stable QTLs，2 for boll weight，4 for lint percentage and 5 for

fiber quality including 2 for fiber uniform，2 for mieronaire and 1 for fiber elongation，were detected in F2 population

of CCRl48 by Complex Interval Mapping(CIM)method with the software of Win QTL Cartographer 2．5．These sta—

ble QTLs with greater phenotypic variations could be used for maker assisted selection for yield and fiber quality and

be used as molecular marker assisted breeding．
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20世纪80年代以来，随着分子生物学特别是

DNA分子标记技术的快速发展，构建以饱和遗传图

谱为基础的数量性状基因座(QTLs)方面的研究得

到快速发展。越来越多的QTLs被定位到染色体或

连锁群上，为标记辅助选择及图位克隆奠定基础。

利用与目标性状QTLs紧密连锁的遗传标记，对目

标性状进行跟踪选择，可缩小育种群体规模，减少

育种过程中选择的盲目性，提高效率，对快速同步改

良作物的产量和品质具有重要意义。关于棉花遗传

图谱构建和QTL定位研究工作目前已取得了显著

成果¨4-，但由于亲本不同，双亲间分子标记的多态

差异很大，可利用的分子标记的数目较少，该t作尚

处初级阶段。本研究进一步利用陆地棉不同组合进

行产量及其品质等经济性状的QTLs分子标记筛选，

为揭示棉花产量及其品质等性状的遗传规律和分子

标记辅助选择奠定基础。中棉所48是由中国农业科
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学院棉花研究所以丰产性能较好的971300为母本，

纤维品质优异的951188为父本配制的大铃、优质杂

交棉品种，2004年通过安徽省农作物品种审定委员

会审定。因其铃大、结铃性强、单株优势特明显、品质

优异、高产等特点，深受农民的喜爱。中棉所48在长

江流域的成功试种示范和推广应用，开创了我国大铃

型杂交棉发展的新局面，在其影响和带动下，近些年，

我国推广了一批大铃品种，减少了收摘花成本，提高

了劳动效率。为此，本研究针对中棉所48的大铃、衣

分、纤维品质等经济性状进行了分子标记和QTL定

位分析，对大铃、优质棉的分子标记辅助选择改良，提

高大铃基因的选择效率具有重要意义。

1材料与方法

1．1材料

供试材料为杂交棉品种中棉所48(F。)及其母

本971300(P。)、父本951188(P2)。2005年7—8月

复配971300×951188杂交组合，2005年10月至

2006年3月海南种植获得中棉所48(F．)，单株自交

产生F，种子，2006年在河南安阳中国农业科学院棉

花研究所实验地种植中棉所48(F。)及2个亲本，随

机抽取261个F：单株构建作图群体。

1．2试验方法

1．2．1农艺性状田间调查和分析方法分别随机

调查P。、P：、F，10株，随机选取F。群体的261个单株，

进行农艺性状调查，并提取R群体单株总DNA，农艺

性状调查参照国家棉花区域试验方法进行，调查和检

测了铃重、衣分和纤维品质的纤维长度、纤维强度、纤

维整齐度、马克隆值和纤维伸长率5项主要指标。

采用SAS 8．0软件对中棉所48、F：群体及2亲

本的铃重、衣分、纤维品质数据进行统计分析。

1．2．2 SSR引物的筛选及标记分析DNA提取采

用Paterson等¨’的方法，并稍做改进。选用来自

Cotton Microsatellite Database公共数据库公布的其

中4961对SSR引物对2个亲本及其F．进行多态性

检测，亲本间有差异的引物再分别对该群体的261

个F：单株所对应的DNA进行扩增检测。SSR微卫

星的PCR扩增与PAGE／银染分析等有关程序参见

张军等哺-的分析方法。

1．2．3 连锁图谱的构建和QTL命名方法 利用

JoinMap 3．0确定分子标记连锁关系，设置LOD值为

3．0，最大遗传距离为50cM。用QTL作图软件Win-

dows QTL Cartographer 2．5，采用复合区间作图法定位

与连锁群标记连锁的QTL。QTL的命名方法参照水

稻一1的命名方法，按照QTL+性状+该性状在不同染

色体(连锁群)上出现个数+QTL个数，其中QTL以q

开始，性状以英文缩写表示，如衣分以LP表示，如果

同一染色体(连锁群)上存在多个不同位点的QTL则

在染色体后面补加阿拉伯数字以示区别。

1．2．4染色体的定位 染色体定位参照已公布的

含有SSR标记的分子连锁图谱¨仉140及岱字棉公司

开发的DPL引物的染色体信息，通过比较图谱中共

有的桥梁标记与染色体建立联系，将构建的连锁图

定位到具体的染色体上。

2结果与分析

2．1 SSR标记筛选和群体检测

选用Cotton Microsatellite Database公共数据库

(http：／／www．eottonssr．org)公布的4961对SSR引

物对2亲本进行多态性筛选，由于2亲本性状差异

较小，结果仅筛选出71对条带清晰、易于统计的多

态性引物，多态性比例为1．43％。71对SSR引物在

F：群体中扩增，获得71个多态性位点。其中显性标

记有7个，共显性标记64个。

表1亲本及F。铃重、衣分及其纤维品质特征

Table l Boll weight，lint percentage and fiber qulity of parents and FI

2．2连锁图谱的构建

利用Joinmap 3．0作图软件对检测到的71个多

态性标记进行分析，初步构建了1个包括49个位

点、14个连锁群的分子标记连锁图。连锁的最低

LOD值为3．0，最大遗传距离为50cM。总长度

498．7cM，约占棉花总基因组的10．O％。最大的连
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锁群有9个标记，最小的只有2个标记，每个连锁群

平均3．4个标记，标记间最小遗传距离为1．4cM，最

大遗传距离为38．2cM，平均距离10．18cM。

2．3连锁群的染色体定位

对所得连锁群参照以下5张含有SSR标记的

分子连锁图谱¨m141及岱字棉公司开发的DPL引物

的染色体信息，将本试验构建的14个连锁群中的

13个与染色体建立联系，只有LGl3连锁群未被定

位在染色体上。

2．4 主要经济性状的QTL定位分析

2．4．1衣分和铃重的QTL定位应用复合区间作

图法共检测到6个与衣分、铃重相关的稳定QTLs。

其中铃重有2个，分别位于14号和23号染色体上，

其中位于14号染色体上的一个铃重QTL与

BNL3502紧密连锁，仅仅相距2．0 cM，解释的表型

变异为8．1％，其加性效应为一0．3699，显性效应为

一0．2244，增效基因源自父本951188。qBW2—1位

于23号染色体上，解释的表型变异为6．9％，其加

性效应为0．3906，显性效应为一0．1717，增效基因

源自母本971300，说明铃重遗传受加性和显性控

制。与衣分相关的QTL有4个，分别位于9、10和

15号染色体上，15号染色体上的qLPl—1与标记

DPL215零距离连锁，其加性效应为一0．7422，显

性效应为0．9829，增效基因源自父本951188；10

号染色体上的qLP3—1与标记BNL2960紧密连锁，

仅仅相距2cM，解释的表型变异为14．6％，其加性

效应为一0．0382，显性效应为0．0519，增效基因同

样源自父本951 188。总之，控制衣分的4个QTL，

分别与标记DPL215、NAU3903、BNLl669、

BNLl669紧密连锁，其遗传距离都在5．0 cM以

内，每个衣分QTL‘的加性效应和显性效应都有较

大差别，而且，其效应的正向和负向方向也差别

大。说明这些标记可以用于大铃棉、高衣分品种

的分子标记辅助育种(表2)。

表2铃重、衣分及纤维品质性状的QTLs定位结果

Table 2 QTL location of boll weight，lint percentage and fiber quality

2．4．2 纤维品质性状的QTL定位利用复合区间

作图法(CIM)，对纤维长度、纤维强度、纤维整齐度、

马克隆值和纤维伸长率5个纤维品质性状进行QTL

分析作图，共检测到5个纤维品质性状的QTLs(表

2)。其中纤维整齐度有2个QTLs，分别位于15号

和9号染色体上，qLUl．1位于15号染色体上，与

BNL4082紧密连锁，仅仅相距0．3cM，解释的表型变

异为7．7％，其加性效应为一0．5860，显性效应为

一0．1143，增效基因源自父本951188。表现纤维细

度的马克隆值也有2个QTLs，但与相应的标记具有

较大的遗传距离，分别位于9号和23号染色体上，

qMICl—1位于9号染色体上，解释的表型变异为

22．7％，其遗传效应为正向加性效应和负向显性效

应，但较小。纤维伸长率有1个QTL，位于15号染

色体上，与NAU3903距离较近，相距8．8eM，解释的

表型变异为12．8％，其加性效应和显性效应都为正

向效应，但较小。纤维长度和强度未发现QTL。

3 讨论 ．、

3．1中棉所48群体及其亲本类型对连锁图谱和

QTL定位的影响

亲本的选择直接影响到构建连锁图谱的难易程
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度及所构建图谱的适用范围。理论上讲构建图谱应

该选择纯度高、亲本间差异较大、DNA多态性高的

品系或材料作为分离群体的亲本¨“。F2群体是常

用的作图群体，比较容易配制，只需经2代后即可获

得。本试验选用大铃优质突变体951188($9108)作

父本，和971300($9708)作母本杂交配制组合，$9108

特点是铃比较大，纤维优质，平均铃重达8．09左右。

$9708是一个丰产的品系，铃重中等，衣分较高。由

于这2个亲本都是陆地棉，而且性状差别不大，亲缘

关系较近，所以在筛选引物时，2亲本之间的多态性

比率较小，4961对嘲R引物中仅筛选出7l对条带清

晰、易于统计的多态性引物，多态性比率仅为1．43％。

由于筛选的标记少，所以尽管作图群体有261个，但

构建的连锁群只有14个，定位的QTLs也仅仅11个。

而且纤维长度和纤维强度这2个重要的纤维性状上

未发现QTL，可能与标记少有关系，或者说在中棉所

48的F，中，纤维长度和强度本身就很难找到QTL。

但从QTL定位情况来看，找到的2个铃重QTLs，1个

基因来自父本，1个源自母本，来自父本的铃重QTL

与BNL3502紧密连锁，仅相距2．0 cM，解释的表型变

异为8．1％，可用于分子标记的辅助育种。4个衣分

QTLs中，1个基因源白母本，3个源自父本。由于两

亲本都是陆地棉，亲缘关系近，许多特点相似，所找到

的QTL很可能就是两亲本问目标性状的QTL。

尽管中棉所48群体和一般的F：群体一样，每

个基因型仅有1个个体，无法满足有重复或多环境

试验的要求，无法对其试验数据的可靠性进行评判，

但由于两亲本的F，(中棉所48)为大铃优质的推广

品种，故其F’群体仍具有研究铃重遗传的价值。

3．2分子标记辅助选择应用探讨

随着育种目标的多样性，为选育出集高产、优

质、抗病虫等优良性状于一身的作物新品种，单独依

靠传统育种方法和技术在现有基础上很难有大的突

破。因为传统的育种是通过表现型间接对基因型进

行选择，一般是在生物个体水平上进行。这种方法

对质量性状一般是有效的，但对数量性状而言则效

率不高，因为数量性状的表现型和基因型之间缺乏

明确的对应关系¨5。。分子标记使研究者能直接对

目标性状的基因型进行选择，大大提高了选择的效

率和准确性，快速获得集多个目标农艺性状于一身

的作物新品种。近些年分子标记辅助选择育种已开

始在育种中应用。Guo等¨钊以泗棉3号为轮回亲

本，山西94224和7235品系分别为抗虫基因和优质

供体亲本，进行分子标记辅助的优质QTL系统选择

和外源Bt基冈的表型及分子选择，利用分子标记辅

助选择聚合育种方法，培育出了优质、高产的抗虫棉

新品系南农85188。王心宇等¨71利用分子标记辅助

选择鉴定出分别聚合两个抗性基因的植株；柳李旺

等¨副利用分子标记辅助选择，培育出聚合有Rfl和

Bt基因抗虫棉恢复系，这些都是分子标记辅助育种

的典范。但是由于目前QTL定位的结果均是利用

分离群体，且定位的位置差异较大，精度不高，使得

对基因型选择的效率降低。在多数研究中，只是为

了目标基因的定位，大多选择差异较大的遗传材料，

而没有与育种材料相结合，使得QTL定位和育种脱

节。本研究采用推广的中棉所48的F，群体，既可

当作遗传研究群体也可作育种群体，因此可缩短基

因定位研究和育种应用的距离。通过对群体的铃

重、衣分及纤维品质的QTL检测，得到了4个衣分

QTLs，联合贡献率37．2％，2个铃重QTLs贡献率

15％，2个纤维整齐度的QTLs贡献率18．8％以及2

个纤维马克隆值的QTLs，贡献率达37．7％等，这些

有效的QTLs均可用于分子标记辅助育种。15号染

色体上的一个衣分QTL(qLPl-2)和lO号染色体上

的另一个衣分QTL(qLP3-1)，与NAU3903和

BNL2960标记的距离分别为3 cM和2cM；1个铃重

QTL(qBWl．1)位于14号染色体上，与标记

BNL3502紧密连锁，仅相距2．0cM；15号染色体上

的1个整齐度QTL，qLUl—1与标记BNL4082紧密连

锁，仅相距0．3cM，这些标记与QTL紧密连锁，利用

这些标记进行辅助选择，可大大加快育种的进程。
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型中挑选了愈伤诱导率和分化率都较好的吉丰lO、

吉丰32和秋光作为遗传转化的受体。获得旺盛的

胚性细胞是提高转化效率的重要保障，而这依靠培

养条件的优化，其中培养基的成分起着关键作用。

本试验以N6、MS为基本培养基，采用附加其他物质

如水解酪蛋白、脯氨酸、甘露醇、各种激素配比来调

整愈伤组织培养基【1川1，可使愈伤组织生长至良

好、适于转化的生理状态。

3．2农杆菌转化过程中各种参数的优化

影响农杆菌转化的因素很多，除基因型的选择、

受体组织状态外，适宜的菌体浓度、浸泡时间和共培

养的时间也是提高转化率的关键M’14d5。。若侵染时

所用农杆菌浓度过大、浸泡时间过长、共培养时间过

长都会对愈伤组织造成不同程度的伤害，同时还会

造成农杆菌过度生长，给后续的脱菌工作带来困难。

反之，如果菌液浓度过低、浸泡时间过短，农杆菌就

不能很好地吸附到细胞表面，若共培养时间不够，

T—DNA转移过程则不能完成。本试验选择侵染能

力强的根癌农杆菌EHAl01，以抗性愈伤率作为依

据，结果发现预培养4d，侵染时间5一lOmin，农杆菌

菌液浓度OD柏。值为0．7—1．0，共培养时间2d对转

化最为有利。以上条件的优化为本研究获得转化植

株打下了很好的基础。

3．3转基因植株的检测方法

本研究在DNA水平提供了转基因植株分子检测

的证据。将LycB基因导入水稻，最终目的是研究稻

米中B．胡萝卜素含量是否提高，稻米的品质是否得到

了改善。由于外源基因在转化后代中表达的不确定性

和基因沉默等现象的存在，对于转化的LycB基因能否

在水稻中稳定遗传和高效表达以及转z舢基因水稻
的B-胡萝卜素含量的变化还有待进一步研究。
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