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摘　要 : 利用二倍体马铃薯亲本 08675221与 09901201及其 125份杂交一代无性系进行 AFLP分析 , 按

亲本来源构建与 24条染色体对应的 AFLP分子连锁图谱 , 母本图谱含有 75个标记 , 覆盖基因组全长 512

cM , 平均图距为 6183 cM; 父本图谱含有 95个标记 , 覆盖基因组全长 578 cM , 平均图距为 6108 cM。
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Abstract: Based on amp lified fragment length polymorphism (AFLP) markers, a molecular linkage

map of potato was initially developed by using F1 segregating population from the cross between the dip loid po2
tato parents of 08675221 and 09901201. The genetic map included 24 main linkage group s, and the female2
map s covered 512 cM with an average distance of 6183 cM between adjacentmarkerswhile the male2map s cov2
ered 578 cM with an average distance of 6108 cM between adjacent markers.
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20世纪 80年代末以来 , 许多重要农作物的分子遗传图谱已被成功构建。由于马铃薯在遗传上的

复杂性和特殊性 , 多采用二倍体种的杂种后代群体进行遗传作图分析。自 1988年第一张马铃薯 RFLP

遗传图谱公开发表以来 (Bonierbale et al. , 1988) , 世界上已有多张马铃薯分子图谱问世。其中比较

典型的有 : Gebhardt等 (1991) 利用 2个回交群体构建的包括 340个 RFLP标记和 1个形态标记 (块

茎皮色 ) 的分子连锁图谱 ; Tanksley等 (1992) 构建的高密度马铃薯 RFLP遗传连锁图谱 ; Chen等

(2001) 利用 69个已知序列基因构建的马铃薯功能图谱 ; Menendez等 (2002) 用 RFLP和 AFLP标记

相结合构建的两张遗传图谱和荷兰瓦赫宁根大学完善的马铃薯 “超密图谱” ( van O s et al. , 2006)。

作者以二倍体马铃薯为材料 , 利用 AFLP技术构建分子连锁图谱 , 为今后马铃薯重要农艺性状的

QTL定位、基因克隆和分子标记辅助育种提供依据。

1　材料与方法

111　材料

作图群体 02018为二倍体马铃薯群体 , 父母本均为经遗传改良的二倍体无性系 , 母本 08675221

含有 Merrimack、Chippewa等多个四倍体品种和原始栽培种 S. gon ioca lyx的血缘 , 父本 09901201含有
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品种 Katahdin和 S. phureja的血缘 , 父母本间许多农艺性状和加工品质性状差异显著。02018群体及

父母本由加拿大农业和食品部弗雷德里克顿马铃薯研究中心 H. De Jong博士提供。杂种实生种子于

2002年秋保湿催芽后温室育苗 , 移栽至大棚收获实生薯 ( F1分离群体 ) , 2003年播种实生薯繁殖成

无性系 , 每个无性系为群体中的不同基因型 , 2004年秋用不同基因型的新鲜叶片提取 DNA用于试验

研究。共有 125个基因型用于作图分析。

112　方法

DNA提取采用 CTAB小量提取法 ( Stacey & Isaac, 1994)。用 Rnase处理后 , 以λDNA作对照 ,

112%的琼脂糖凝胶检测 DNA浓度和纯度。

AFLP分析参照 Vos等 (1995) 的方法 , 并对反应体系进行了优化。对预扩增产物进行稀释倍数

筛选后 , 选择最佳浓度的稀释产物为模板进行选择性扩增。扩增产物用 515%的变性聚丙烯酰胺凝胶

进行电泳 , 银染法检测。限制性内切酶为 NEB公司的 M seⅠ和 EcoRⅠ。AFLP连接和扩增所用接头、

引物均由上海生工生物工程技术服务有限公司合成 , 引物的核心序列为 M seⅠ: 5′2GATGAGTCCT2
GAGTAA2NNN23′; EcoRⅠ: 5′2GACTGCGTACCAATTC2NNN23′(N为选择性碱基 )。

用 MS2Excel 2003和 JoinMap 310软件进行数据分析及连锁图谱构建 , 图谱按 CP群体遗传模型构

建 , JoinMap 310中的 CP群体即指通过两个异源杂合或纯合的二倍体亲本杂交得到的一个二倍体群

体。

2　结果与分析

211　亲本多态性分析

利用 256对引物组合对双亲及 8个随机单株进行 AFLP多态性分析 , 根据扩增多态性条带的数

目、清晰度及重复性共选择 10对引物组合对群体进行选择性扩增 , 共获得 231条多态性条带 , 平均

每对引物组合产生 2311条多态性条带 , 其中引物组合 E38 /M50产生多态性带最多 , 为 34条。图 1

示出了引物组合 E38 /M50在 F1群体的部分基因型的扩增结果。

212　群体中分子标记的分离

所获得 231条多态性条带中 , 来自母本的 59条 , 来自父本的 78条 , 来自双亲的 94条。来自双

亲的位点数基本符合 1∶1比例 , 表明双亲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。来自单亲的标记在 F1群体中应表现 1∶1的遗传比例 , 来自双亲的应表现 3 (2∶

1) ∶1的遗传比例。卡方检验结果有 56条带呈现不同程度的偏分离 , 偏分离比例达到 24124% ( P <

0101)。

213　遗传图谱的构建

将 231个标记数据用 MS2Excel 2003和 MS2Word 2003整理转换成 LOC格式文件 , 用 JoinMap 310

按 CP群体遗传模型进行分析 , 按亲本来源构建与 24条染色体对应的连锁图谱。

母本图谱含有 75个标记 , 覆盖基因组全长 512 cM , 最大图距为 33 cM , 最小图距为 0 cM , 平均

图距为 6183 cM。

父本图谱含有 95个标记 , 覆盖基因组全长 578 cM , 最大图距为 40 cM , 最小图距为 0 cM , 平均

图距为 6108 cM。

最长的连锁群 LGMa1覆盖基因组 116 cM , 含有 19个标记 , 最短的连锁群 LGMa4为 7 cM , 标记

最少的连锁群仅 3个标记。

标记在图谱中分布基本均匀 , 有个别密集区 , 图谱质量较好 (图 2)。
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图 1　引物组合 E38 /M 50在双亲及 F1 ( 02018) 群体部分基因型的扩增结果

F. 母本 ; M. 父本 ; 其它泳道均为 F1分离群体单株系。

F ig. 1　The segrega tion of E38 /M 50 pr im er com b ina tion in 02018 popula tion and paren ts

F. Female; M. Male; The rest lanes are from F1 segregating clones.
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3　讨论

等位基因的偏分离是生物界普遍存在的现象 , 被认为是生物进化的动力之一 (王晓武 等 ,

2005)。主要有两种观点解释偏分离产生的原因。一些研究者用自交不亲和来阐述该现象 : 在许多作

物的遗传图谱中偏分离的标记多集中在 1个或少数几个连锁群上 , 说明这些区域可能存在自交不亲和

位点。另一种解释是所谓的遗传搭车效应 ( hitchhiking) , 即分子标记偏分离程度与影响等位基因频

率的遗传因子连锁有关。在一些连锁群中存在着控制配子生活力和竞争力的座位 , 其结果是影响配子

选择产生偏分离。

标记在连锁图中偏分离的比例一般在 30%以内 , 但有的也远远高出这一比例 , 这与所用标记类

型及选用作物及群体相关。本研究中偏分离比例达到 24124% ( P < 0101) , 而且多集中在连锁群

LGMa1、LGMa2、LGMa3、LGFe6和 LGFe10上。在偏分离标记中 , 不存在偏向单一亲本的情况 , 但

在来自单亲的偏分离标记中 90%的标记都偏向有带的亲本 , 这一现象可能由配子体或孢子体选择造

成 , 也可能与马铃薯作物本身的遗传高度杂合性有关。

对一般作物而言 , 作图群体分为临时性分离群体 ( F2、衍生家系 F3、F4及回交群体等 ) 和永久

性分离群体 (重组近交系 R IL s、双单倍体群体 DH、回交近交系 B IL s及近等基因系 N IL s)。但对于马

铃薯而言 , 由于其高度杂合 , F1实生果中的每颗种子都是完全不同的基因型 , 所以无法得到一般作物

的常规作图群体。

作图群体的大小直接影响图谱的饱和度 , 作图群体越大 , 可以检测重组的最小图距越小 , 可以辨

别的最大图距越大。因此 , F1群体成了马铃薯遗传图谱构建的常用群体。国外发表的多张马铃薯图

谱 , 作图群体个体数多在 90～256之间 (Mahmood et al. , 2003; Costanzo et al. , 2005; Frary et al. ,

2005)。本研究所用作图群体有 125个单株系 , 基本满足构建框架图谱的要求。由于所用群体的亲本

系谱中有许多共同亲本 , 亲缘关系较近 , 另外只利用了 EcoR I和 M se I AFLP标记 , EcoR I和 M se I

AFLP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 , 因此所得 231条多态性条带

只有 140条被定位到图谱上 , 导致图谱覆盖基因组面积较小 , 平均图距较大。

目前 , 我们正在利用 SSR、CAPS和 SCARS等共显性遗传标记对图谱进行加密 , 整合已发表的马

铃薯遗传图谱。同时 , 对作图群体一些重要农艺性状及加工品质性状进行统计调查 , 进而定位克隆主

效 QTL或目标基因 , 最终通过辅助育种或基因工程途径加快马铃薯育种进程。
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