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摘　要 : 以大白菜 ‘汴早 - 26’和 ‘光 90E16’的 F1代进行游离小孢子培养所获得的含有 59个株系

的 DH群体为试材 , 利用 AFLP技术通过 63对引物筛选共获得 346个 AFLP多态性标记 , 运用 JoinMap 310

软件构建大白菜遗传连锁图谱。该图谱主要包括 10个连锁群 , 总图距为 708 cM , 平均图距为 210 cM。
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Abstract: A genetic linkage map of B rassica rapa was constructed using AFLP markers, based on a F1 2
derived doubled2hap loid (DH) population with 59 lines. The map consists of 10 main linkage group s, inclu2
ding 346 AFLP markers generated by 63 p rimer combinations, and covers 708 cM with an average genetic dis2
tance of 210 cM.
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大白菜 〔B rassica rapa L. ssp. pek inesis (Lour. ) O lsson〕起源于中国 , 是中国栽培和食用面积最

大的蔬菜作物。白菜类的遗传作图研究始于 20世纪 90年代 , Song等〔1〕以大白菜 (M ichihili) 及其变

种 ( Sp ring broccoli) 杂交的 F2代群体为试材 , 构建了第 1张白菜类作物 RFLP图谱 ; Matsumoto等〔2〕

以大白菜的 DH群体为材料 , 构建了含有 63个 RFLP标记、覆盖基因组长度 735cM的遗传图谱 ; 张

鲁刚等〔3〕以芜菁和大白菜杂交的 F2群体为材料通过 RAPD技术构建了国内第 1张连锁图谱 ; 于拴仓

等〔4〕以大白菜重组自交系为作图群体 , 构建了含 265个 AFLP标记和 87个 RAPD标记的连锁图谱 ,

王美等〔5〕利用大白菜 DH群体构建的遗传图谱包括 346个标记 , 连锁群总长为 80911cM , 平均图距为

212 cM。这些遗传图谱利用的有 F2群体、DH群体及重组自交系 , 采用 RFLP、RAPD及 AFLP等标

记。本研究以大白菜不同品种杂交后代进行游离小孢子培养所获得的 DH群体为试材 , 运用 AFLP标

记技术构建了中国大白菜较高密度遗传图谱 , 为大白菜分子育种及重要农艺性状的定位奠定基础。

1　材料与方法

111　作图群体

以大白菜 ‘汴早 - 26’和 ‘光 90E16’的杂交后代游离小孢子培养获得的 DH群体为试材。‘汴
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早 - 26’自交亲和指数低 , 早熟 , 叶面有毛 (毛叶 ) , 抽薹性一般 , 叶色较浅 , 不耐热 , 抗病 , 包球

类型为叠抱 , 球稍高。‘光 90E16’自交亲和 , 抗软腐病 , 叠抱 , 球略扁圆 (类似甘蓝 )。DH群体为

59个株系 , 由河南省农业科学院生物技术研究所提供。

112　基因组总 D NA的提取

取大白菜鲜嫩幼叶 90～100 mg, 采用 Retch磨样机磨样 , DNA的提取采用改良的 CTAB法。

113　AFL P分析

AFLP的分析参照 Vos等〔6〕的方法。本研究采用远红外荧光标记的 E + 3和非荧光标记的 M + 3引

物组合进行选择性扩增 , 选择性扩增反应体系为 10μL, 包括 5μL预扩增产物 30倍稀释液、015 U

Taqase、1μL 10 ×PCR buffer、15 mmol/L MgCl2、2 mmol/L dNTPs、15 ng M seⅠ引物和 015μL 110

mmol/L IRD荧光标记引物。选择性扩增产物加等量 10 ×loading buffer, 于 94℃变性 5 m in, 在冰上迅

速冷却。运用 L ICOR公司的 NEN Global Edition IR
2

DNA Analyzer (Model 5200 L I2COR B iosciences,

L incoln, NE) 检测 DNA多态性。在 6%变性聚丙烯酰胺胶上电泳 215 h, 荧光扫描获得 DNA多态性

图片。

114　数据统计与分析

分离后代中条带与母本相同的记为 “a”, 与父本相同的记为 “b”, 带型不清或缺失者记为

“n”。运用 JoinMap 310构建遗传图谱 , 先用 “New Project”命令创建一个新的文件夹 , “Load data”

命令导入标记数据 , 再用命令 “ Individual genot. freq. ”排除缺失数据过多的单株 , 用 “Locus genot.

freq. ”命令分析标记的偏分离情况 , 然后用 Group命令进行分组 , 最后用 Map命令构建连锁图谱 , 采

用 Kosambi函数计算图距。

2　结果与分析

211　引物筛选

采用 ( E + 3 ) / (M + 3) 引物组合 (其中 E + 3为荧光标记引物 ) 进行 AFLP分析。首先利用双亲

对 16个荧光标记引物和 16个非荧光标记引物产生的 256对引物组合进行筛选 , 共筛选出 83对多态

性较好的引物组合 , 多态性标记共有 482个 , 平均每个引物组合产生多态性标记 518个。本研究运用

其中的 63对引物组合进行 AFLP分析 , 共产生多态性标记 426个 , 平均每对引物组合产生多态性标

记 618个。

212　AFL P标记的分离

对获得的 426个 AFLP标记进行分析 , 其中有 165个标记来自母本 ‘汴早 - 26’, 150个标记来自

父本 ‘光 90E16’。该 DH群体中 , 5019 % ( P < 0105% ) 的标记表现为 1∶1的分离比率 , 符合孟德

尔分离比例。在偏分离的 210个标记中 , 127个标记位点来自 ‘汴早 - 26’, 83个位点来自 ‘光

90E16’。

213　分子连锁图谱的构建

利用 JoinMap 310软件对该群体进行连锁分析 , 获得包含 10个连锁群 , 长度为 708 cM , 平均图距

为 210 cM的连锁图谱 (图 1, 表 1)。10个连锁群长度在 3910～10510 cM之间 , 其中 LG5最长 105

cM , LG9最短 39 cM。各连锁群平均图距集中在 1118～4133 cM之间 , LG1平均图距仅为 1118 cM ,

LG9平均图距 4133 cM。连锁群上分子标记数平均 3416个 , LG1上分子标记数最多 , 为 87个 , LG9

分子标记数分布最少 , 只有 9个。AFLP分子标记在连锁群上的分布不均匀 , 在 LG1、LG6和 LG7、

LG9及 LG10上分别出现了 15、14和 10 cM的空隙 , 而在 LG2、LG3, 同时在 LG1和 LG10出现了不

同程度的分子标记密集区。其中在 LG1的 14 ～83 cM区段 , 分布有 1个标记密集区 , 包括 81个标

记 , 平均图距为 0185 cM , 同时在 LG1有 1个 14 cM的空隙 ; 在 LG2有两个标记密集区 , 1个在 18～

25 cM区段 , 分布有 17个标记 , 平均图距 0141cM ,另一个在 29～38 cM区段 ,包括 9个标记 , 平均图
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图 1　大白菜 AFL P遗传连锁图谱

左侧为绝对图距 ( cM) , 右侧为分子标记 (用引物组合名称加该标记在电泳图中的排序表示 )。

F ig. 1　L inkage map of Ch inese cabbage ba sed on AFL P markers

Genetic distances in centiMorgans are indicated on the left side of the linkage group s and locus names are on the right side.

距 110 cM, LG2上未出现较大的空隙 , 最大空隙为

8 cM; 在 LG3的 29～43 cM区段 , 出现 1个标记密

集区 , 含 24个标记 , 平均图距 0158 cM, 出现的最

大空隙为 9 cM, LG3的其它区域标记分布比较均

匀 ; LG4只有 1个标记密集区 , 在 65～70 cM之

间 , 分布有 10个标记 , 平均图距 0150 cM, 最大空

隙为 9 cM, 在 LG4的其它区域标记分布较均匀。

在 426个 AFLP标记中 , 有 80个标记未进入

连锁群 , 未连锁标记比率为 18178%。连锁并进

入遗传图谱的偏分离标记集中分布在几个连锁群

上 , 其中在 LG1上聚集了 61个偏分离标记 , LG2

和 LG5上分别有 18个和 12个偏分离标记 , 在其

他的连锁群上也有零星分布。

表 1　大白菜分子遗传图谱的基本特征

Table 1　M a in character istic of genetic linkage

map of Ch inese cabbage

连锁群
L inkage
group

长度
Length
( cM)

分子标记数
Number of
markers

平均图距
Average
distance ( cM)

偏分离标记数
Number of
distorted markers

LG1 103 87 1118 61

LG2 95 46 2107 18
LG3 61 43 1142 　6
LG4 85 43 1198 　8

LG5 105 41 2156 12
LG6 60 20 3100 　1
LG7 47 16 2194 　9

LG8 41 11 3173 　2
LG9 39 　9 4133 　2
LG10 72 31 2132 　3
总计 Total 708 346 2100 122

3　讨论

本研究虽然使用了较少的 DH系 , 但获得了一个覆盖率和标记密度较高的遗传图谱。原因在于充

分考虑了遗传标记数目和图谱精度之间的合理平衡 , 保证了在一定精度的条件下获得高密度的遗传图

谱。理论上 , 在一个 59个株系的群体中发生 1个交换 , 检测到的图距约为 117 cM , 本研究建立的遗

传图谱平均图距为 210 cM , 与该预期值接近。作为骨架图 , 该遗传密度已能满足大多数研究的需求。

本研究获得的遗传图谱覆盖基因组长度 708 cM , 与 A jisaka等〔7〕用白菜品种间的组合 (覆盖基因

组长度 860 cM , 115个 RAPD标记和 2个同工酶标记 )、Matsumoto等〔2〕以大白菜 DH群体为作图群体
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所构建的连锁图谱 (735 cM , 63个 RFLP标记 ) 和王美等〔5〕利用大白菜 DH群体构建的图谱 (80911

cM , 263个 AFLP标记、150个 RAPD标记和 17个 SSR标记 ) 相近 , 而与 Song等〔1〕以大白菜 (1 850

cM , 360个标记 , )、张鲁刚等〔3〕以芜菁和大白菜杂交的 F2群体 (1 63214 cM , 99个 RAPD标记 ) 及

于拴仓等〔4〕利用大白菜重组自交系所构建的连锁图 (2 66517cM , 224个 AFLP标记和 79个 RAPD标

记 ) 相差较大。这主要是因为以往所构建的图谱实际上大都是利用 Haldane函数计算图距 , 而本研究

采用 Kosambi函数来计算遗传图谱的图距。

AFLP标记在该遗传连锁图上的分布不太均匀 , 在 LG1、LG6、LG7、LG9和 LG10上分别出现了

大于 10 cM的空隙 , 可以选择在空隙区域上有差异的双亲来建立作图群体 , 构建遗传图谱以相互补

充。而在 LG1、LG2、LG3、LG4、LG5和 LG10上则出现了不同程度的标记聚集区。本研究采用的是

EcoR I2M se IAFLP标记 , 这种标记检测的位点多聚集在着丝粒两侧甲基化程度较高的重复序列区域。

在以往的研究中也出现了这种现象 , 在大白菜〔4, 5〕、马铃薯〔8〕、大麦〔9〕、大豆〔10〕上均发现了 EcoR I2
M se IAFLP标记簇。聚集的原因尚不太清楚 , 可能与异染色质区重组率低有关 , 也有观点认为由于

EcoR I2M se I限制性酶切位点在异染色质区分布不均匀 , 还有观点认为是由于高度重复序列在着丝粒及

端粒附近区域的分布导致 AFLP标记的聚集〔11～13〕。可以采用其它的内切酶组合如 PstI2M se I或利用其

它特性互补的分子标记如 SSR分子标记构建图谱以相互补充。

在 426个 AFLP标记中 , 有 210个标记表现为偏分离 , 占总标记数的 4913%。高于 Song等〔1〕的

310%、Chyi等〔14〕的 2410%、 Teutonico等〔15〕的 2310%、Matsumoto等〔2〕的 1910%及于拴仓等〔4〕的

1319% , 与王美等〔5〕的 4215%相差不大。这可能与所用作图群体为 DH群体有关。DH群体的获得受

遗传因素影响较大 , 小孢子胚状体的发生会对基因型产生选择效应 , 从而破坏 DH群体完整的遗传结

构 , 造成偏分离现象。在本研究中 , 偏分离标记聚集出现 , 主要分布在 LG1、LG2和 LG5上。

白菜类蔬菜的遗传图谱到目前为止已构建了 10余个 , 但饱和度均不高 , 对于 QTL分析等不具备

实际的应用价值 , 而且大部分是在不同的实验室利用 F2等不同的作图群体构建的 , 相互之间难以参

考利用。遗传图谱的整合能大大增加标记位点的数量和有效作图群体的大小 , 特别是分子遗传图谱与

经典遗传图谱的整合 , 对于重要经济性状的准确定位和图位克隆目的基因等都是十分必要的。本项研

究以大白菜 DH永久性群体为作图群体 , 采用的 ( E + 3 ) / (M + 3) 引物组合及 AFLP分析技术均为

大家所公用 , 同时所构建的分子连锁图谱的平均图距为 210cM , 饱和度较高 , 这些都为本研究所建分

子连锁图应用于遗传图谱的整合及基因定位奠定了良好的基础。
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　　天然杀虫植物具有分解快、残留低、污染少、毒性小等特点 , 因此将其利用在南方根结线虫 (M eloidogyne incog2
n ita) 综合防治中具有广阔发展前景。

选用番茄品种 : 强力米寿 (易感品种 )、¯ � �桃太郎 (耐抗品种 ) ; 黄瓜品种 : つばさ做为试验材料。15种杀

虫植物为夹竹桃 (N ericum ind ium M ill)、橙 ( C itrus unshiu)、茶 ( Thea sinensis L. )、樱 ( Prunus donarium sieb. var.

spon tanea Makino)、洋葱 (A llium fistu losum L. )、枫 (A cer pa lm atum var. m atsum urae Matiuo)、松 ( Pinus densif lora)、

银杏 (Ginkgo biloba L. )、蒜 (薹 ) (A llium sa tivum L. )、万寿菊 ( Tagetes patula)、茄子 (Solam um m elongena L iNN. )、

莴苣 (Lactuca sativa L iNN. var. capita ta L iNN )、桑 (M orus alba L. )、日本杉 ( C ryptom eria japonica D. DON )、柿
(D iospyros kak i Thunb. )。将 15种植物叶片粉碎后冷藏。番茄、黄瓜直播育苗。本试验设计 16个处理 , 不加任何植物

叶片的处理设为对照 , 3次重复 , 随机排列。接种时将育苗基质与线虫土 (500个 / g土 ) 按 4∶1比例充分翻动 ; 再把

粉碎的植物叶片按与其 (线虫土 +基质 ) 1∶9比例混匀 , 放置 3 d。幼苗长到 2～3片真叶 , 定植于该混合基质中。南

方根结线虫防治效果于定植后 36 d调查病情指数。病情分级标准 : 1级无根瘤 ; 2级根系上有 1～2个根瘤 ; 3级根系

上有 3～30个根瘤 ; 4级根系上有 31～100个根瘤 ; 5级根瘤数 > 100个。不同杀虫植物对蔬菜生长影响于定植后 36 d

调查植物生长高度 ; 并进行差异显著性分析。

结果表明 : 15种杀虫植物叶片对南方根结线虫的防治效果程度不同。其中日本杉叶片对南方根结线虫有显著防

治效果 , 该处理 3种蔬菜品种病情指数与对照相比分别下降 1617%、2510%、1617% , 其它处理与对照差异不显著。

从 3种蔬菜品种植株生长高度调查结果 , 观察不同处理对其生长的影响。蒜 (薹 )、洋葱、莴苣叶片对蔬菜生长

有一定促进作用 ; 但茶、日本杉叶片对蔬菜生长有显著抑制效果。

不同蔬菜品种对南方根结线虫的抵抗力不同。本试验中 つばさ、强力米寿、¯ � �桃太郎的病情指数分别为

4910、4719、4312。由此得出番茄抵抗性 >黄瓜。
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