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莴苣叶裂性状的遗传定位 
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（华中农业大学园艺植物生物学教育部重点实验室，武汉 430070） 

摘  要：以叶片全缘（entire）莴苣 PI491070 和叶裂（lobed）莴苣 PI536760 为亲本构建 F2 代分离群

体，F2 代性状分离调查结果显示叶裂性状为单基因显性性状。利用 BSR-seq 方法对莴苣叶裂性状进行快

速遗传定位，将控制叶裂性状的基因定位在 3 号染色体的 60 ~ 140 Mb 之间。通过 1 159 株 F2 群体的隐性

单株进行分析最终将目的基因定位在 116.24 ~ 118.15 Mb 之间，物理距离大约为 1.91 Mb。该区域包括 24

个候选基因，其中基因 LG3316063 编码锌指蛋白，在两亲本中有 1 个碱基的差异并导致了氨基酸的改变。

从莴苣资源库中随机挑选 5 种叶裂植株检测该基因差异 SNP 位点都为 G，7 种无叶裂植株该基因 SNP 都

为 T，推测该基因可能是控制叶裂形成的候选基因。 
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Genetic Analysis and Mapping of Genes Controlling Lettuce Lobed Leaf   
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Abstract：An F2 population derived from a cross between lettuce PI491070（entire leaf）and PI536760

（lobed leaf）was used to study the gene controlling leaf shape. The segregating ratio of lobed to non-lobed 

leaf showed that lobed leaf was controlled by a single dominant gene. Using the BSR-seq method，the gene 

controlling lobed leaf was mapped on Chr3，in the interval of 60–140 Mb. A large F2 population with 

1 159 recessive individuals was used to fine map the causal gene to the interval of Chr3：116.24–118.15 

Mb. Twenty-four genes were predicted in this region. One gene LG3316063 encoding a zinc finger 

protein，has one base pair difference，leading to amino acid change between two parents. Five genotypes 

with lobed leaves randomly chosen from lettuce germplasm all have “G”at this SNP，while 7 genotypes 

with non-lobed leaves have nucleotide “T”. Therefore，the gene LG3316063 is predicted to be the 

candidate gene controlling the lettuce lobed leaf.  

Keywords：Lactuca sativa；lobed leaf；BSR-seq；gene mapping  

 

莴苣（Lactuca sativa）的叶形是构成其感观品质的重要因素。虽然莴苣不同栽培类型间具有丰

富的叶形态多样性，但是叶裂性状只存在于栽培类型的散叶莴苣（Looseleaf）和野生莴苣中，其他 
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栽培形态类型（morphotype），如罗马（Romaine）、奶油（Butter head）、结球莴苣（Crisp head or 

iceberg）、莴笋（Stem）（de Vries，1997；Mou，2011）中并无叶裂类型。因此，通过克隆散叶莴

苣中叶裂基因及阐明叶裂形成机制可为培育叶形多样性的莴苣提供理论基础。 

叶片的形成机制较为复杂。在叶发育过程中，叶缘区域会产生各种各样的类型：平滑（smooth）、

锯齿（serrate）、波浪（undulate）及不同程度的缺刻（incision）等。在拟南芥（Arabidopsis thaliana）

和金鱼草（Antirrhinum majus）等模式植株中对叶片发育及叶边缘形成有大量的研究（Nath et al.，

2003；Hay et al.，2006；Koyama et al.，2010；Bar & Ori，2014；Das Gupta et al.，2014）。叶缘性状

受到很多基因的调控，其中关键基因包括拟南芥中的生长素极性运输的 PIN1 基因和转录因子 NAC

家族成员中的 CUC2 基因（Kawamura et al.，2010；Bilsborough et al.，2011；Das Gupta et al.，2014）。

此外，拟南芥中同源盒基因 RCO，黄瓜（Cucumis sativus）中 GATA3-type 转录因子的 HAN，苜蓿

（Medicago truncatula）中 AGO7 和锌指转录因子的 PALM1 等基因参与叶裂的形成（Zhou et al.，2013；

Sicard et al.，2014；Ding et al.，2015）。一些 microRNA 也会参与叶缘形成途径，如拟南芥 miR319、

miR164A 和 miR396 等超量表达会导致叶缘出现锯齿甚至是叶裂现象（Palatnik et al.，2003；Nikovics 

et al.，2006；Mecchia et al.，2013）。由此可以看出，不同植物中调控叶片发育及叶裂形成的分子机

理复杂，不同类型的基因和小 RNA 都有可能参与叶片形成。转录因子类基因可能在不同植物叶片

发育及叶缘形成中起着重要作用，如 MYB 相关基因家族的 PHAN 和 AS1 基因主要参与叶片形状和

极性形成，而锌指转录因子类的 PALM1 则调控苜蓿多裂叶的形成，当 PALM1 基因失去功能时，苜

蓿的复叶从 3 小叶变成 5 小叶，该基因主要通过降低小叶起始基因 SGL1 的表达，从而影响多裂叶

的形成（Waites et al.，1998；Byrne et al.，2000；Hay et al.，2006）。虽然叶缘形成的许多基因已经

被克隆，但是关于莴苣叶形与叶缘调控的基因仍不清楚，莴苣遗传变异丰富，不同类型莴苣中可能

存在着与上述不同叶发育的调控基因。 

目前，对于控制莴苣叶裂的基因及调控机理都不明确。本实验室以莴苣 PI536760 和 PI491070

为亲本构建 F2 分离群体，对莴苣叶裂性状的遗传规律进行分析，利用 BSR-seq（Bulk segregant 

RNA-Seq）方法，实现对叶裂性状基因的快速初定位，并经进一步扩大群体后进行精细定位，为克

隆莴苣中叶裂基因和培育多种叶形的品种奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料和性状调查 

用于构建F2代群体的试验材料为来源于美国种质资源库（https：//npgsweb.ars-grin.gov/gringlobal/ 

search.aspx）的叶片全缘散叶莴苣 PI491070 和叶片深裂的散叶莴苣 PI536760（图 1）。 

2013 年 5 月种植于华中农业大学国家蔬菜改良中心华中分中心蔬菜大棚内。以 PI491070 为母

本，PI536760 为父本，杂交获得 F1 代种子。2013 年 12 月种植 F1 代杂交种及两亲本，由于母本为

全缘叶片，F1 代植株中叶片出现叶裂性状（父本性状）的植株为真杂种，收取真杂种的种子即为 F2

代。2014 年 7 月将 F2 代种子约 400 粒在玻璃培养皿中发芽，1 周后移栽到 6 cm × 6 cm × 6 cm 的方

形钵中，约 2 个月后调查记录每一植株的叶表型。2015 年 9 月将 F2 代种子约 4 000 粒在多个玻璃培

养皿中发芽，1 周后将发芽的苗子种植于 72 孔穴盘，1 月后去除叶裂植株，留下无叶裂植株继续生

长。 

 



Yuan Huanran，Pan Jiangpeng，Chen Jiongjiong. 
Genetic analysis and mapping of genes controlling lettuce lobed leaf. 

1498                                                                     Acta Horticulturae Sinica，2017，44 (8)：1496–1504. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
图 1  父本 PI536760（左）和母本 PI491070（右）叶形表型 

Fig. 1  The leaf phenotype of male parent PI536760（left）and female parent PI491070（right） 

 

    用于候选基因关联分析的试验材料为 12 种莴苣，包括野生莴苣、栽培莴苣和中间型莴苣

（intermediate，即介于典型的栽培类型和野生莴苣之间）。2016 年 3 月，选取约 2 月龄的 12 种莴苣，

进行有无叶裂性状的调查。被调查有无叶裂性状的栽培莴苣包括散叶、奶油、罗马、油用（oilseed）。

其中野生莴苣 W12 来源于贵阳，野生莴苣 W23（CGN10902）来源于瓦格宁根大学的 CGN 资源库

（https：//cgngenis.wur.nl/）。奶油莴苣 B23（PI583360）、罗马莴苣 R13（PI583360）、油用莴苣 W07

（PI251246）、中间型莴苣 X13（PI49104）和中间型莴苣 X14（PI358015）来源于美国种质资源库

（https：//npgsweb.ars-grin.gov/gringlobal/search.aspx）。散叶莴苣 L17、L31 和 L35，奶油莴苣 B24，

中间型莴苣 X04 为商品种。 

1.2  叶裂性状 BSR-seq 

挑选 F2 代分离群体中长势相同的叶裂植株 30 株，在叶片叶裂边缘处每株取等量组织，混合成

叶裂池（lobed pool）；在 F2 代分离群体中挑选 30 株无叶裂的植株，在叶缘边缘处取样，混合成无

叶裂池（non-lobed pool）。提取两个混合池的 RNA（Trizol 法），送北京诺禾致源公司完成 Illumina

测序。 

将去除低质量的数据和接头后得到的 RNA-seq 数据利用 Hisat2 软件（Kim et al.，2015）回贴到

莴苣参考基因组上（Reyes-Chin-Wo et al.，2017）。利用 SAMtools 软件（Li et al.，2009）获得两个

池中的单核苷酸多态性（single nucleotide polymorphism，SNP）位点。分别计算两个池等位基因的

SNP 频率，然后用无叶裂池的 SNP 频率减去叶裂池的 SNP 频率，获得每个等位基因 SNP 位点的频

率差异，即 delta（SNP-index）（Takagi et al.，2013）。利用滑动窗口算法计算这些 delta，得到平均

delta 值（3 Mb 为窗口大小，1 Mb 为步长）。以染色体位置为横坐标，平均 delta 值为纵坐标作散点

图，鉴定 delta 值明显升高的区域，即可能为目标位点所在的区域。 

1.3  两亲本 PI536760 和 PI491070 基因组重测序 

提取双亲叶片基因组 DNA，送北京诺禾致源公司完成 Illumina 测序。即采用构建基因组重测序

的双末端（Paired-end，PE） DNA 文库，利用 IlluminaHiSeq 2500 进行 PE 测序，测序 reads 读长为

125 bp。去除低质量和带有接头的 reads 外，亲本 PI491070 和 PI536760 测序分别产生 314 182 940

和 314 237 096 个 clean reads，分别约为 39 Gb 数据，平均覆盖基因组约 13 倍（莴苣基因组约为 3 Gb

（Reyes-Chin-Wo et al.，2017），约为 85%的 clean reads 可以回贴到莴苣基因组上。 
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1.4  叶裂群体的遗传定位与分析 

根据 RNA-seq 数据分析确定与候选基因高度连锁的区域，在该区域内设计开发了 8 对 CAPS 标

记和 4 对 SNP 标记（表 1）。利用上述标记对约 4 000 株 PI536760（叶裂）× PI491070（无叶裂）F2

大群体进行遗传分析和叶裂基因的精细定位。根据莴苣的参考基因组，对定位区段的候选基因进行

预测与分析。为了缩小目的基因区域，2016 年 8 月 25 日进一步种植 2 200 株 F2:3群体（在 F2代分

子标记筛选且均为杂合植株，收获其自交种子），再进行遗传分析和叶裂基因的精细定位。 

莴苣基因组 DNA 的提取方法为 CTAB 法。PCR 体系 10 μL：DNA 模板 50 ng，2× EsTaqMasterMix

（Dye）5 μL，正反向引物各 0.5 μmol，补 ddH2O 至 10 μL。PCR 程序：94 ℃预变性 3 min；94 ℃

变性 30 s，根据引物退火温度（Tm）± 2 ℃退火 30 s；72 ℃延伸 1 min，35 个循环；72 ℃延伸 5 min。

PCR 产物酶切体系 10 μL：PCR 产物 5 μL，10× 缓冲液 1 μL，限制性核酸内切酶 3 U，补 ddH2O

至10 μL。酶切体系置于37 ℃的培养箱内保存12 h。酶切产物用1.0% ~ 1.5%的琼脂糖凝胶5 V · cm-1，

电泳 25 min，统计结果。 
 

表 1  叶裂基因定位所用引物 

Table 1  Primers for mapping lobed leaf gene 

引物名称 
Primer name 

上游引物（5′–3′） 
Forward primer 

下游引物（5′–3′） 
Reverse primer 

限制性内切酶 
Restriction enzyme 

LG3_65.07 GGGCGATAAAACTCACGTGT CTTTGGCGAAAACTGCTGGT XhoⅠ 
LG3_95.80 TGCGCTTCATGAATCAGTGA AGGGTAAATTCGGGTAGCTACA XhoⅠ 
LG3_100.69 TCCATTCCAGTTCTGCCCAT TGGACCAAAACTGCAATCCA TaqⅠ 
LG3_108.57 GGACACAACAGTAAAGTTACAT ATGCATCCTCCCTGAAGCTT HindⅢ 
LG3_116.24 TTTGTACGTTTCATCCCTACCATAC TGTAAGGTTTTGTAGCTTGGACG BsuRⅠ 
LG3_116.90 TTCACTACGTCATCCACCCC AAGGCGGGACTCTTGATTGT — 
LG3_117.30 ACATTGATTTCGGTCCTCCCC GTCCCAGCGGCCATCATATA — 
LG3_117.706 CGCCATTGTGAGTTCAGTCG GGCGGGACTGTACATACACA — 
LG3_118.15 TAGCACTAAGGAGCACATGTCTATC CATCAAGTTAGATCTCAAGGGGTC — 
LG3_119.36 ATTCGAGTGAGTGTTAGCAACTAGC ACCTCCCTTATCGATACTCTTGAG XhoⅠ 
LG3_123.31 AGGGTGCTTGAACAATCCAAAG GTCAACAGTTCCTGGTCCAAAG XbaⅠ 
LG3_132.44 GCTTCGCCACAAAACCCTAA TCTCAAACCCTTTCAAACCCT TaqⅠ 

2  结果与分析 

2.1  莴苣叶裂性状的遗传分析 

对 376 株 F2 群体进行表型调查，发现 F2 群体中叶裂性状单株为 284 株，无叶裂单株为 92 株。

经卡方检验，叶裂︰无叶裂 ≈ 3︰1（χ2  = 0.007，P > 0.05），该比例符合孟德尔遗传定律，说明叶裂

性状的有、无符合单基因显性遗传模式，叶裂性状为显性性状。 

2.2  利用 BSR-seq 方法快速定位控制叶裂位点 

    由于莴苣基因组较大（近 3 G），为了快速定位控制叶裂性状的位点，利用 BSR-seq 方法进行基

因的快速定位。首先，分别提取叶裂池和无叶裂池 RNA 进行 RNA-seq 测序，每个池大约获得了 6 G

的数据。其次，将测序得到的 clean data 回贴到莴苣参考基因组上，获得 57 011 个多态性 SNP，并

计算它们在两个混合池中的频率差异 delta（SNP-index）。通过分析平均 delta 值在不同染色体上的

分布图，鉴定等位基因在两个池中测序频率显著差异的 SNP 位点密集区域，推测这些位点可能与候

选基因（控制叶裂基因）高度连锁。由此确定控制叶裂的基因定位在 3 号染色体于 60 ~140 Mb 之间

（图 2），将莴苣叶裂基因命名为 Lslobed。 
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图 2  莴苣叶裂与无叶裂基因池的平均 delta（SNP-index）值在 9 条染色体上分布 

A. 每个点代表两个池平均 delta 值（3 Mb 为窗口大小，1 Mb 为步长）。  

B. 控制叶裂性状基因初定位在第 3 条染色体区域的 60 ~ 140 Mb。 

Fig. 2  The average delta（SNP-index）value from lobed and non-lobed pools plotted along the 9 chromosomes of lettuce 

A. Each dot represents average delta value from two pools by RNA-Seq using a window 3 Mb with a step size of 1 Mb. 

B. The lobed trait was primarily mapped in the interval of chr3：60–140 Mb. 

 

2.3  叶裂基因的精细定位 

根据 BSR-seq 分析的叶裂基因 Lslobed 初定位结果，首先在 3 号染色体的 60 和 140 Mb 附近开

发了两个多态性 CAPS 分子标记 LG3_65.07 和 LG3_132.44（标记名称代表该标记在染色体上的物理

位置 Mb，下同），从 376 株 F2 群体中挑选 92 株隐性单株和 26 株显性单株进行性状与基因型分析，

发现标记 LG3_65.07 有 14 株发生交换，标记 LG3_132.44 只有 4 株发生交换，验证了 BSR-seq 方法

快速定位控制叶裂位点的正确性。由于在标记 LG3_65.07 和 LG3_132.44 分别还存在交换单株，进

一步设计多态性标记，其中左侧 CAPS 标记 LG3_65.07、LG3_95.80、LG3_100.69 和 LG3_108.57 检

测到的重组单株数分别为 14、7、4 和 2 株。右侧 CAPS 标记 LG3_132.44、LG3_123.31 和 LG3_119.36

检测到的重组单株数分别为 4、3 和 2 株。而 CAPS 标记 LG3_116.24 则与表型共分离。所以，基因

初步定位在 LG3_108.57 和 LG3_119.36 之间，即基因位于 3 号染色体 108.57 ~ 119.36 Mb 区域，物

理距离大约为 11 Mb。 

为了精细定位叶裂基因，对重新种植约 4 000 株 F2 大群体进行遗传分析。为了更有效地获得重

组单株信息，利用隐性单株（无叶裂）进行精细定位。从 4 000 株植株中，鉴定了 1 159 株无叶裂隐

性植株，并提取基因组 DNA。利用基因两个侧翼标记 LG3_108.57 和 LG3_119.36 进行筛选，共筛

选出 82 株重组单株，其中标记 LG3_116.24 将左侧的 37 株重组单株缩小到 5 株。因 RNA-seq 数据

在标记 LG3_116.2 和 LG3_119.36 之间两个池中无 SNP 差异，对两个亲本进行基因组重测序，开发

了 3 个 SNP 标记。SNP 标记 LG3_118.15 则使右侧 45 株重组单株减少到 4 株。标记 LG3_117.30 和

LG3_117.706 与性状共分离（图 3，A、B），因此叶裂基因定位在 LG3_116.24、LG3_118.15 两标记

之间，即 3 号染色体 116.24 ~ 118.15 Mb 之间，物理距离大约为 1.91 Mb。 

对再次种植的约 2 200 株 F2：3 群体分析，在 LG3_116.24 和 LG3_118.15 标记分别存在 18 株重

组单株和 2 株重组单株。但在标记 LG3_116.90、LG3_117.30 和 LG3_117.706 则与表型共分离，最

终将叶裂基因区段定位在 116.24 ~ 118.15 Mb 之间。 
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图 3  莴苣叶裂基因 Lslobed 定位 

A. 在 118 株莴苣单株中叶裂基因 Lslobed 定位；B. 莴苣 1 159 株 F2 分离群体和 2 200 株 F2︰3 群体叶裂基因 Lslobed 的精细定位。 
Fig. 3  Map-based cloning of the Lslobed gene in lettuce 

A. Using 118 segregating individuals to map the Lslobed gene； 

B. Fine mapping the Lslobed gene using 1 159 F2 and 2 200 F2︰3 segregating individuals. 

 

2.4  叶裂候选基因确定 

根据已经发表的莴苣基因组信息中预测、注释的基因模型，在叶裂基因定位区段共有 24 个基

因（表 2）。 

 
表 2  叶裂性状定位区段内的基因及功能注释 

Table 2  Genes in the lobed leaf locus and their functional annotation 

基因编号 
Gene ID 

同源基因 
Homologous gene 

功能注释 
Functional annotation 

LG3312608  — 

LG3315107 葡萄 Vitis vinifera  LOC10024840 
U4/U6 小型细胞核核糖核蛋白 PRP3 
U4/U6 small nuclear ribonucleoprotein PRP3 

LG3315115 水稻 Oryza sativa  LOC4340344 丝氨酸羧肽酶Ⅱ-2  Serine carboxypeptidaseⅡ-2 
LG3315125  — 
LG3313740  — 
LG3285417  — 
LG3285421  — 
LG3294978 拟南芥 Arabidopsis thaliana  AT1G66370 MYB113 转录因子 MYB113 transcription factor  

LG3294995  
WD40 重复单元 B1 同源体 
WD40 repeat-containing subunit B1 homology 

LG3295005  — 
LG3296214  MADS-box 转录因子 MADS-box transcription factor 
LG3296210 拟南芥 Arabidopsis thaliana  AT2G14210 — 
LG3296206  — 
LG3296202  — 
LG3296192  — 
LG3316067  — 
LG3316063  锌指蛋白 4  Zinc finger protein 4 
LG3316059  — 
LG3316053  未知蛋白  Uncharacterized protein 
LG3316049  — 
LG3316012 葡萄 Vitis vinifera  LOC100262252 转运蛋白  Protein transport protein SEC23 
LG3257497 葡萄 Vitis vinifera  LOC100248403 U4/U6 小型细胞核核糖核蛋白 PRP3   

U4/U6 small nuclear ribonucleoprotein PRP3 
LG3257489 高粱 

Sorghum bicolor SORBIDRAFT_03g001920 
假定蛋白  Hypothetical protein 

LG3257481   — 
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有功能注释的基因共 10 个，包括 2 个 U4/U6 小型细胞核核糖核蛋白 PRP3、2 个未知蛋白、1

个丝氨酸羧肽酶、1 个转运蛋白和 4 个不同类型的转录因子，包括 MYB、WD40、MADS-box 和锌

指蛋白。其中基因 LG3316063 编码锌指蛋白，最有可能参与叶裂形成的调控，锌指蛋白在苜蓿中参

与苜蓿多裂叶片的形成（Chen et al.，2010）。分析 LG3316063 基因结构，发现该基因只有一个外显

子，已经测序的野生型莴苣基因组（叶裂）与栽培型基因组（无叶裂）之间存在一个碱基（G/T）

的差异，导致第 67 个编码氨基酸的改变，从野生型的甘氨酸变成栽培型的缬氨酸。 

在该基因的两侧设计 PCR引物LG3_117.5（F：TGCAACAAGTGACACCCTC/R：TTGCCATTGAT 

TATCCTACACG），扩增该基因全长序列，发现在亲本 PI536760 和 PI491070 中同样存在碱基（G/T）

的差异。为了进一步确定该 SNP 位点与表型变化是否相关，对 12 种莴苣中进行 SNP 位点分析。其

中，叶裂表型植株 5 株，无叶裂表型植株 7 株。测序结果显示该 SNP 位点与叶裂性状相关联，即在

5 株叶裂植株中，该 SNP 位点为 G，与叶裂亲本 PI536760 一致，在 7 株无叶裂植株中碱基为 T，与

亲本 PI491070 一致（表 3）。因此，推测基因 LG3316063 可能为控制莴苣叶裂的候选基因。 
 

表 3  叶裂与无叶裂莴苣中 LG3316063 基因的碱基差异 

Table 3  The SNP of LG3316063 in lobed and non-lobed lettuces 

编号 
Name 

莴苣类型 
Lettuce type 

有无叶裂 
Lobed or non-lobed 

碱基差异位点 
SNP 

PI536760 散叶 Looseleaf 有叶裂 Lobed G 
W12 野生 Wild 有叶裂 Lobed G 
W23 野生 Wild 有叶裂 Lobed G 
X04 中间 Intermediate 有叶裂 Lobed G 
L31 散叶 Looseleaf 有叶裂 Lobed G 
L35 散叶 Looseleaf 有叶裂 Lobed G 
PI491070 散叶 Looseleaf 无叶裂 Non-lobed T 
R13 罗马 Romaine 无叶裂 Non-lobed T 
B23 奶油 Butterhead 无叶裂 Non-lobed T 
B24 奶油 Butterhead 无叶裂 Non-lobed T 
L17 散叶 Looseleaf 无叶裂 Non-lobed T 
W07 油用 Oilseed 无叶裂 Non-lobed T 
X13 中间 Intermediate 无叶裂 Non-lobed T 
X14 中间 Intermediate 无叶裂 Non-lobed T 

3  讨论 

随着测序技术的发展，第二代测序技术可以用来快速高效地鉴定不同基因型之间的 SNP，开发

高通量分子标记（Davey et al.，2011）。结合 barcode 标记，可以对分离群体的不同个体进行区分，

得到不同个体的序列信息，从而快速构建高密度遗传图谱（Baird et al.，2008），快速确定目的性状

的候选基因位点（Catchen et al.，2013）。然而，建立全基因组的遗传图谱对某一性状的基因研究意

义不大。混合池分析法（BSA）可以高效完成对某一性状定位，并大大减少工作量和所需费用

（Michelmore et al.，1991）。BSA 方法与二代测序相结合，对两个混合池进行测序（Hill et al.， 2013），

比较每个 SNP 位点的等位基因在两个混合池中的频率变化。如果某一 SNP 位点的等位基因在两个

池中频率存在显著差异，则认为该 SNP 位点与控制这一性状的一个基因连锁（Ramirez-Gonzalez et 

al.，2015；Huo et al.，2016；Pulido-Tamayo et al.，2016）。由于莴苣基因组（约 3G）较大，若采用

分离群体个体的基因组 DNA 二代测序，则大大增加研究成本。对两个性状的极端混池采用 RNA-seq，

获得的数据不仅可以用于 SNP 差异分析，同时也能获得两个池中的差异表达基因。二代测序获得高
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密度的 SNP 标记，并把部分 SNP 标记转化成 CAPS 标记，方便了后续定位工作，减少了标记开发

的工作量和费用。本研究中采用 BSR-seq 方法快速将目的基因初步定位在 3 号染色体的 60 ~ 140 Mb

之间，之后仅用 400 株左右的群体缩小目的基因区间为 11 Mb，大大节省图位克隆的时间。 

本研究中种植了约 7 000 株分离群体用于叶裂基因的定位，但是在候选基因所在的至少 800 kb

区域（从 116.90 Mb 到 117.70 Mb）范围内无重组单株，可能该区段存在重组抑制现象。为了确定定

位区段内可能的候选基因，分析两个池中差异表达基因，并未在候选基因所在区段找到差异表达基

因。进一步对叶片发育过程中同一片叶片的叶裂和叶缘无叶裂处取样，进行 RNA-seq，也未在候选

基因区段找到差异表达基因。因此推测，控制叶裂形成基因表达量较低，难以通过表达量分析获得

候选基因。虽然叶裂基因的定位区段存在重组抑制及基因低表达，但是该区段内已知功能候选基因

较少，通过功能预测及基因序列差异来确定候选基因。本研究中发现 LG3316063 基因在功能上最有

可能参与叶裂的形成，在基因编码区有一个 SNP 变化，从而改变了氨基酸的编码。利用候选基因中

SNP 差异关联分析，发现在 GWAS 群体中该 SNP 也与叶型连锁。本文中首次报道莴苣中叶裂性状

的遗传分析，为进一步揭示叶裂形成的分子机理提供研究基础。 
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