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摘　要 : 以‘大久保’与‘兴津油桃’杂交的 F2代 109株群体为试材 , 采用 AFL P、RAPD、SSR分子

标记进行遗传分析。筛选扩增稳定、多态性丰富的 36对 AFL P引物、3对 SSR引物、2对 RAPD引物进行

群体分离分析 , 获得分离标记 136个 , 卡方检验 27个标记偏离孟德尔分离比例。应用 Mapmaker分析软件

将符合孟德尔遗传分离比例的标记构建了包含 11个连锁群的连锁图谱 , 每个连锁群包含 3～21个标记 , 平

均为 8173个标记。该图谱覆盖基因组 106118 cM , 11个连锁群的平均长度为 9615 cM , 标记间平均图距为

1110 cM , 与果实毛/油桃 ( G/ g)、白/黄肉 ( Y/ y) 连锁的 RAPD标记、非酸/酸 (D/ d) 性状连锁的 AFL P

标记分别定位在第 3、7、9连锁群上。
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Abstract : A linkage map of peach was constructed with AFL P , SSR and RAPD markers in 109 F2

population derived from the cross of‘Okubo’and‘Xingjin’nectarine. The selected primers including 36
AFL P , 3 SSR and 2 RAPD with rich polymorphism and steady bands were tested in progeny. 136 markers
were scored , of which 27 markers were skewed segregation by X2 test . Mapmaker were used to assigned
the expected segregation markers to 11 linkage groups , the number of loci mapped in the 11 linkage group
was 3 - 21 and there was 8173 (average value) loci per group . Whole length of linkage map was 106118
cM , The average length of 11 groups was 9615 cM , and average interval between markers was 1110 cM.
RAPD markers linked to G/ g , Y/ y and AFL P markers linked to D/ d gene were located in group 3、group
7 and group 9 respectively.
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关于桃的遗传连锁图国外已有多篇报道〔1～4〕, 但就目前发表的图谱来看群体数目都比较小 , 许

多标记不能定位在连锁图上。作者利用‘大久保’和‘兴津油桃’杂交的 F2 代 109 株群体 , 构建由

AFL P (扩增片段长度多态性 , Amplified Fragment Length Polymorphism) 、RAPD (随机扩增长度多态

性 , Random Amplified Polymorphic DNA)、SSR (简单序列重复 , Simple Sequence Repeat) 标记组成的遗传

图谱 , 旨在丰富分子标记资料 , 构建较高密度的分子遗传图 , 为重要性状基因定位奠定基础。

1　材料与方法

以‘大久保’〔Prunus persica (L . ) Batsch‘ Okubo’〕与‘兴津油桃’〔P. persica (L . ) Batsch
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var. nectari na Maxim‘ Xingjin’〕杂交获得 F1代植株京玉 , 京玉自交得到 F2代群体 350 株 , 随机选

取 109株作为构图群体。取春梢或秋梢幼嫩叶片 , 采用 CTAB法〔5〕提取基因组 DNA。采用本实验室

建立的桃 AFL P分析体系〔6〕, 扩增产物用 6 %变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 , 银染法检测。AFL P扩增引

物由上海生工生物工程有限公司合成 , 核心序列为 Mse Ⅰ: 5πGA TGA GTCCTGA GTAA2NNN3π;

EcoRⅠ: 5πGACTGCGTACCAA TTC2NN3π或 5πGACTGCGTACCAA TTC2NNN3π (N为选择性碱基) 。

RAPD反应随机引物购自上海生工。扩增反应体系为 15μL , 包括 115μL dN TP (215 mmol·

L - 1) , 115μL 10 ×PCR buffer , 112μL MgCl2 (25 mmol·L - 1) , 115μL 随机引物 (715 ng·μL - 1) ,

20 ng模板 DNA , ddH2O 补足体积。反应扩增条件为 : 94℃40 s , 36℃90 s , 72℃2 min , 39 个循

环 , 扩增产物用 115 %琼脂糖凝胶检测分析。

根据已发表的桃 SSR引物序列合成引物 (在上海生工完成) 。扩增反应体系为 20μL , 包括 116

μL dN TP (215 mmol·L - 1) , 210μL 10×PCR buffer , 112μL MgCl2 (25 mmol·L - 1) , 正负链引物各

715μL (10 mmol·L - 1) , 20 ng模板 DNA , ddH2O 1215μL。94℃30 s , 55℃60 s , 72℃60 s , 35个

循环 , 扩增产物先用 4 %琼脂糖凝胶检测 , 如检测不到多态性则用 6 %变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测。

根据软件 Mapmaker/ Exp 310的要求 , 将各标记的分析结果转换为符号形式。F2单株带型按亲本

类型归类 , 用‘A’代表来源于父本 ( P2) 的隐性纯合标记 ,‘C’代表相应的显性纯合标记和杂合标

记 ,‘B’代表来源于母本 ( P1) 的隐性纯合标记 ,‘D’代表相应的显性纯合标记和杂合标记 ,‘H’

代表杂合标记 , 带型不清或数据缺失者记为‘ - ’。调用转换的数据文件。设定 LOD≥310 , 重组率

≤014 , 使用 group 命令推测可能的连锁群 , 然后利用三点和多点分析构建连锁群 , 采用 compare 和

t ry命令对连锁群的标记排序 , map 命令作图。作图后 , error detection命令用以检测误差 , 错误检测

水平设为 1 %。使用函数 Kosambi〔7〕, 将重组率转成遗传距离 (cM) 。

2　结果与分析

211　亲本的多态性分析

采用 128对 AFL P引物在两亲本间扩增 , 所

有引物均可扩增出清晰可辨的带型 , 扩增条带总

数为 9867 , 平均每对引物产生 77 条扩增条带。

其中 94 对引物在两亲本间表现多态 , 比率为

7314 % , 获得多态性标记 273 个 , 包括与果实非

酸/酸性状连锁的 2个 AFL P标记〔6〕, 每对引物平

均多态检出率为 2190 条。85 个 RAPD引物中 10

个引物在亲本中产生多态性 , 其中包括与果实白/

黄肉以及毛/油桃连锁的两个 RAPD 标记引物 ;

每个引物一般只有 1 条多态性带 , 多态性引物的

比率为 1118 %。16 对 SSR引物中有 6 对在亲本

中产生多态性 , 其中 3对引物在 4 %的琼脂糖凝胶

上检测出差异 , 且表现为共显性。本研究中选用扩

增带型清晰、多态性丰富的 36对AFLP引物、3对

SSR引物 (琼脂糖电泳检测)、两个 RAPD引物用

于遗传图谱的构建。图 1、2、3分别显示了 AFLP、

SSR、RAPD标记在后代群体中的分离。

图 1　AFLP引物 E2AAG/ M2CAC在 F2群体中的扩增图谱

M. Marker (pUC19 DNA/ Msp I) ; 1～66. 不同个体。

Fig. 1　DNA band patterns amplif ied by primers combination

E2AAG/ M2CAC in F2 population

M. Marker (pUC19 DNA/ Msp I) ; 1 - 66 different individuals.
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　　选用的 36对 AFLP引物多态性选择性碱基组合如下 : M2CAC/ E2AAG (或 E2ACA、E2ACT、E2TG) ,

M2CAG/ E2ACA (或 E2ACG、E2AGG、E2AG、E2TA) , M2CTA/ E2ACA (或 E2ACC、E2AC、E2AA、E2AT) ,

M2CTG/ E2ACC (或 E2TA、E2TT、E2AC) , M2CTC/ E2ACC (或 E2ACG、E2AGG、E2AC、E2AT、E2TA) ,

M2CA T/ E2ACC (或 E2AC、E2TT、E2TG、E2ACT、E2A GC) , M2CAA/ E2ACT (或 E2TA) , M2CTT/

E2ACT (或 E2AC、E2A T、E2TG) ; 与果实非酸/酸性状连锁的两个 AFL P标记引物组合为 E2TA/ M2
CTC和 E2A T/ M2CTA。3 对 SSR 引物序列为 UDP962008 , 正链 5πTTGTACACACCTCA GCCTG3π,

负链 5πTGCTGA GGTTCA GGTGA GTG3π; UDP962018 , 正链 5πTTCTAA TCTGGGCTA TGGCG3π, 负

链 5πGAA GT2TCACA TTTACGACA GGG 3π; UDP962005 , 正链 5πGTAACGCTCGCTACCACAAA3π,

负链 5πCCTGCA TA2TCACCACCCA G3π。白/黄肉 RAPD标记引物OPU203序列为 CTACGCCGAC , 毛

/油桃 RAPD标记引物 OPP220序列为 GACCCTA GTC。

212　群体中分子标记的分离

36对 AFL P引物共获得标记 131个 , AFL P标记为显性标记 , 在 F2代群体中应表现 3∶1的遗传比

例 , 卡方检验结果有 26个标记位点分离比率不符合孟德尔遗传分离比例 , 占标记总数的 1918 %。统

计 131个 AFL P标记的表现型分布 , 来自兴津油桃的位点占标记总数的 4311 % , 来自大久保的位点

占标记总数的 5619 % , 符合 1∶1的分离比。表明两亲本在该杂交组合后代中占同等重要的比重 , 也说

明该杂交组合中后代基因的均衡性。果实的毛/油桃和白/黄肉 RAPD标记为显性标记 , 统计结果表

明符合 3∶1的分离比率。两个 SSR标记为共显性 , 在 F2代群体中符合 1∶2∶1的遗传规律。因此 , 在获得

的 136个标记中 , 109个符合遗传分离比率 , 有效位点率为 8011 %。

213　遗传连锁图的构建

将符合遗传规律的 105 个 AFL P标记、两个 RAPD 标记和两个 SSR标记 , 使用 Mapmaker/ Exp

310 , 执行作图命令 , 推测可能的连锁群。109 个有效位点中 96 个标记构成 11 个连锁群 (如图 4) ,

有 13个标记未能在连锁群上定位 , 作图位点率为 8811 %。在 11个连锁群中 , 标记最多的连锁群含

有 21个标记 , 标记数最少的连锁群只有 3个标记 , 平均每个连锁群标记数为 8173个 ; 最长的连锁群

长度为 19814 cM , 最短的连锁群长度为 2917 cM。平均间距最大的为第 8连锁群 , 间距达 1814 cM ;

平均间距最小的为第 2连锁群 , 间距只有 518 cM。96个连锁标记覆盖基因组总长为 106118 cM , 大

约覆盖了基因组范围的 8815 %。连锁群的平均长度为 9615 cM , 标记间平均图距为 1110 cM。与果实

非酸/酸性状连锁的两个AFL P标记定位在第 9连锁群上 ; 与果实毛/油桃性状连锁的 RAPD标记定位

在第 3连锁群上 , 而白/黄肉 RAPD标记定位在第 7连锁群上。
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图 4　桃分子遗传图谱

Fig. 4　Molecular genetic map of peach

3　讨论

本试验群体是从 350株杂交后代中随机选择的 109株个体 , 多态性分析表明 , 来自两亲本的位点

符合 1∶1比例 , 总体上未出现严重的偏分离。从验证的多态性片段结果来看大多数符合孟德尔遗传规
律 , 表明群体的大小符合构建连锁图的要求。
本试验中 RAPD标记在两亲本间表现出低水平的多态性 , 这与 Chaparro〔8〕等对桃的多态性研究

结果一致 , 与桃同工酶的低水平多态性也相符合。与 RAPD标记相比 , AFL P标记在亲本及后代群体
中则表现较高水平的多态性 , 但两种标记的多态性检出率均低于　果、苹果、杏等树种 , 这种低水平
的多态性主要是因为桃栽培品种中高度的近交所引起的。
在已发表的桃遗传连锁图上 , Dirlewanger 等〔1〕将控制果实毛/油桃 ( G/ g) 、非酸/酸 (D/ d) 性
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状基因定位在第 5连锁群上 , 而本图谱中将与 G位点连锁的 RAPD标记、D位点连锁的 AFL P标记
分别定位在第 3、9连锁群上 , 推测这两个连锁群共同对应于 Dirlewanger等构建的第 5连锁群。War2
burton等〔2〕曾将黄/白肉 ( Y/ y) 基因位点定位在其构建的第 3连锁群上 , 本研究中将该位点的 RAPD

标记定位在第 7连锁群上 , 这两个连锁群检测的可能是同一基因组区域。本研究中建立的连锁框架图
覆盖基因组 106118 cM , 与国外发表的桃连锁图相比 , 长度仅次于 Lu等〔3〕发表的一张全长 1297 cM

的 AFL P连锁图 , 这进一步体现了 AFL P标记具有扩大图谱基因组覆盖范围的优越性。但是 AFL P标
记一般为显性标记 , 不利于来自不同群体的图谱间交换 , 所以图谱的整合还依赖于共显性标记。
标记的偏分离在作图过程中是普遍存在的〔9 ,10〕。Foolad〔4〕等报道的利用桃×扁桃的杂交后代构图
时偏分离比例达到 37 %。本试验得到的 136个标记中有 27个在后代中的分离不符合孟德尔遗传 , 占
标记总数的 1919 % , 偏分离比例属于正常范围 , 并且低于种间杂交群体的偏分离比例。目前对于偏
分离的遗传机制尚不清楚 , 有研究者认为 , 与影响偏分离的遗传因子紧密连锁的分子标记则表现有严
重的偏分离〔11〕。另外 , 各种原因造成的带型缺失或模糊不清的数据、作图群体数量较小、染色体的

转位、某一位点的扩增片段代表几个基因位点、酶切不彻底、DNA本身存在大量的断裂片段等也会

引起标记的偏分离。本研究中分子标记的偏分离是否是由上述原因引起 , 尚需进一步研究。

桃完整的基因组应包括 8个连锁群 , 本研究得到了 11个连锁群 , 这表明至少有 3条染色体中存

在频繁交换或标记空缺区段。与已构建的桃遗传连锁图比较 , 本试验获得的连锁群跨度较大 , 多处存

在着较大空隙 ( > 25 cM) , 部分连锁群出现了标记密集区如第 1、3、10连锁群。本研究建立的图谱

主要来自 EcoRⅠ- MseⅠ酶切产生的 AFL P标记 , 这种标记检测的位点多聚集在着丝粒两侧甲基化

较高的重复序列区域。利用其它内切酶产生的标记可以对其进行完善补充 , 例如 Pst Ⅰ- Mse Ⅰ内切

酶组合。与 EcoRⅠ相比 , Pst Ⅰ可以在非甲基化的常染色质区识别酶切位点 , 产生的 AFL P标记表现

出较高的随机分布比例 , 但是多态性检出率有所降低 , 因此使用不同酶切的互补作用 , 有利于构建覆

盖全基因组的饱和连锁图。另外 , 分子标记分布的不均匀也可能是因为所用亲本之间在某些染色体区

段缺乏多态性 , 某些染色体结构发生大的变异 , 导致这一段染色体上分子标记不能用连锁规律定位。

因此 , 发展来源于不同杂交组合的作图群体 , 以及发展新型分子标记是填补图谱中的空缺、构建饱和

图谱的有效手段 , 这也是本研究进一步努力的方向。
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