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开发与亲本间遗传距离的估计与比较
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摘要! 遗传连锁图谱的构建是实现分子标记辅助育种与数量性状定位的必要手段!为构建龙

须菜%9#"+%/"#%,)$%$/27"*2%>,#7%$&遗传连锁图谱提供多态性分子标记!本实验共采用 933 对

**$引物和 01 对 $*&6引物对组合!对龙须菜两个 (

1

代配子体作图群体的亲本进行了多态

性标记筛选!并对 9 个亲本间的遗传距离进行了评估" 得到的 **$多态性标记在 H'7(/5H'7

S: 间为 14 个!H'7(75H'7S0 间为 : 个#多态性 $*&6标记在 H'7(/5H'7S: 间为 :: 个#H'7

(75H'7S0 间为 0/ 个" 分析了基于 **$'$*&6技术的两对亲本间的遗传距离!**$结果显示

H'7(/5H'7S: 间遗传距离为 31381 2!H'7(75H'7S0 间的遗传距离为 3139/ 7#$*&6结果显

示 H'7(/5H'7S: 间遗传距离为 3122: 9!H'7(75H'7S0 间的遗传距离为 3124/ 8" 结果表

明!在引物组合平均覆盖的位点和引物组合平均产生的多态性方面!$*&6均远高于 **$!在

H'7(/5H'7S: 间 $*&6分别是 **$的 919: 与 1211/ 倍!在 H'7(75H'7S0 间 $*&6分别是

**$的 41:1 与 2414 倍!$*&6标记更适合应用于龙须菜的遗传距离估计和资源的遗传多样

性研究" 本研究揭示出作图群体亲本间遗传多样性特征!**$与 $*&6分子标记的开发为龙

须菜遗传连锁图谱的构建奠定了基础"

关键词! 龙须菜# **$# $*&6# 亲本# 多态性

中图分类号! A/97# *0181/55555555 文献标志码$&

55龙须菜#9#"+%/"#%,)$%$/27"*2%>,#7%$$是一种重

要的海洋大型红藻"具有重要的经济价值及理论研

究价值"其栽培规模逐年扩大"并实现了产业化
&1'

(

龙须菜育种的主要方式是人工选择育种"但这种育

种耗费时间长且工作量大"其分子育种体系相对落

后( 要实现分子辅助育种与数量性状定位"高精度

的遗传连锁图谱是至关重要的环节"而多态性分子

标记的筛选又是构建遗传连锁图谱至关重要的环

节( 关于龙须菜分子标记的相关研究已有较多报

道"如&('6"$&64"**$"*-&$"$*&6等
&2 64'

"以往

研究表明龙须菜遗传多态性偏低( 构建遗传连锁图

谱需要大量的多态性标记"依靠传统方法难以获得

足够数量的可靠标记"但是龙须菜基因组 :=BC>F 测

序的完成使得大量**$位点的开发成为可能(

简单序列重复#:98O0>:>W=>3@>B>O>2G:"**$$

在整个基因组中均匀分布"为共显性标记"同一位

点存在多等位基因"信息含量丰富"稳定性好"是

构建遗传连锁图谱的理想标记之一
&7 68'

( 限制性

位点 扩 增 多 态 性 # B>:GB9@G9/3 :9G>28O09D9@2G9/3

O/0F8/BO<9:8"$*&6$是一种新型 4%&标记技

术
&:'

"通过一个 6-$反应便可检测基因组中酶切

位点的变异"并且其操作简便"结果稳定"已在辣

椒#!")$%+&7"**&&7$)紫菜#1,#)5(#"$和龙须菜

的相关研究之中得到验证
&4"0 613'

(

本研究选取了两个 (

1

代配子体分离群体龙

须菜的 9 个亲本"采用 **$和 $*&6两种分子标

记对其进行多态性标记的开发"同时也对 9 个亲

本间的遗传距离进行了估计研究"旨在评估亲本
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在这两种标记系统下的遗传差异"为龙须菜遗传

连锁图谱构建奠定基础(

15材料与方法

$%$&实验材料

实验材料在含 6B/ 培养基
&11'

的灭菌海水中

培养"光照 94

#

8/05#8

2

-:$)光周期 12'@124)

温度 24 Y"每周更换海水( 提取4%&前"在灭菌

海水中用消毒毛刷刷除表面杂藻"用蒸馏水冲洗

一次( 龙须菜优良品系 H'四分孢子体放散得到

9 株雌雄配子体#表 1$(

表 $&实验材料具体信息

789%$&7=3-150?>82-0105>823?-8<

材料名称

82G>B920:328>

性别

:>N=209GF

材料特征

D>2G=B>:

H'7(/ 雌配子体
藻体鲜红"主支长"分支少"生

长快速

H'7S: 雄配子体
藻体深红"主支短且细"分支

多"生长快速

H'7(7 雌配子体
藻体鲜红细长"分支少"生长

快速

H'7S0 雄配子体
藻体深红"主支较短"分支多"

生长缓慢

$%'&龙须菜基因组 !"#的提取

采用天根植物基因组 4%& 提取试剂盒

#Q)&%H,%M)"Q,-+"北京$提取龙须菜基因组

4%&%用 1L的琼脂糖凝胶电泳检测 4%&分子的完

整性%利用核酸蛋白仪 #QH>8 *O>@GB/O</G/8>G>B"

Q)&%H,%$对所提取的基因组 4%&进行定量测定"

同时检测4%&的纯度(

$%(&OOM分析

根据龙须菜基因组 :=BC>F 测序数据
&12'

"共合

成 933 对 **$引物"分别由上海生工#采用 +&6

纯化"/33 对"编号为 *17*/33$和深圳华大#采用

6&H,纯化"133 对"编号为 +17+133$两家公司

合成( 利用 933 对引物对 9 个龙须菜样品 4%&

进行 6-$扩增( 23

#

'6-$反应体系中各反应

物含量!213

#

'13 A6-$M=DD>B"23 3T 基因组

4%&"114 88/05'ST-0

2

"312 88/05'?%Q6:"

314

#

8/05'OB98>B"1 # ?"@ 4%&聚合酶 #?"@

4%&6/0F8>B2:>"Q<>B8/ (9:<>B*@9>3G9D9@$( 6-$

程序进行扩增反应!09 Y预变性 4 893%09 Y

/3 :"74 Y 73 :"82 Y /3 :"/3 个循环%82 Y 4

893%反应结束后将产物置于 9 Y保存( 扩增产物

通过 7L聚丙烯酰胺凝胶电泳"银染"进行分析(

$%)&MO#L分析

根据 $*&6引物设计原则
&:'

"借鉴紫菜及龙

须菜中已用的 $*&6引物
&4"13'

"共设计 19 条

$*&6引物#表 2$(

表 '&本实验采用的 MO#L引物

789%'&L?->3?405MO#LB43A-12=-442BA6

引物名称

OB98>B328>

引物序列#4Z7/Z$

:>W=>3@>/DOB98>B:

引物名称

OB98>B328>

引物序列#4Z7/Z$

:>W=>3@>/DOB98>B:

*1 H&-QH-HQ&-&QH&&QQ- ,2 -HQ&&&H&&HQ&HH&Q--

*2 Q&Q-QHHQH&HHH&Q&Q- ,/ H&HHQ-QHHQQ&Q-Q&H&

*/ QQHHH&Q&Q-HH&&H-QQ ,9 Q-QQHQ-HH&H&Q-Q&H&

*9 H&-Q--&QQ&HH&&H-QQ ,4 -QH-QH&-Q&-HH&QQ&&

*4 &H-Q&--&QH-&H&&QQ- ,7 --QQQ&H--QHQH&Q&Q-

*7 HQH-&Q-H&Q-QHHQQ&& ,8 H&HQ--&QH-QH&&H-QQ

,1 &Q&QH&Q-&-&-HH&Q-- ,: -Q&HHQ-&Q-&HQ-QQ&&

55根据杜晓华等
&:'

的 $*&676-$反应体系以

及王津果等
&4'

对龙须菜 $*&6扩增条件的优化"

本实验扩增的 23

#

'6-$反应体系中各反应物含

量!213

#

'13 A6-$M=DD>B"/3 3T 基因组 4%&"

214 88/05'ST-0

2

" 3114 88/05' ?%Q6:" 319

#

8/05'OB98>B"2 #?"@ 4%&聚合酶 #?"@ 4%&

6/0F8>B2:>"Q<>B8/ (9:<>B*@9>3G9D9@$( 6-$反应

程序为 09 Y预变性 4 893%前 4 个循环为 09 Y

1 893"/4 Y 1 893"82 Y 1 893%后 /3 个循环为

09 Y 1 893"97 Y 1 893"82 Y 1 893%最后 82 Y

延伸 4 893"产物于 9 Y保存( 扩增产物通过 7L

聚丙烯酰胺凝胶电泳"银染"进行分析(

$%N&数据统计与分析

扫描凝胶图像"人工观察电泳条带"将 6&H,

胶板上同一位点上清晰稳定的可见条带记为 1"

模糊不清或空带记为 3"构建 3 >1 矩阵"利用

6"6H,%,软件计算遗传距离
&1/ 619'

"比较 9 个亲

本之间的遗传多样性(

42
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25结果

'%$&亲本间分子标记的多态性检测

**$分析55在检测的 933 对 **$引物中"

H'7(/ 与 H'7S: 间共得到 14 对多态性引物"在

H'7(7 和 H'7S0 内共得到 : 对多态性引物 #表

/$共获得 23 种多态性 **$碱基基序#表 9$(

表 (&多态性 OOM引物比例分布

789%(&,?3TB31/6 05@0<6>0?@=-/OOM@?->3?4

基序碱基数

3=8I>B/D

I2:>:>W=>3@>

合成引物

数5对

3=8I>B/D

OB98>B:

H'7(/)H'7S: 间多态性引物

O/0F8/BO<9@OB98>B:I>GE>>3 H'7(/ 23? H'7S:

多态性引物

数5对

3=8I>B/D

O/0F8/BO<9@

OB98>B:

在多态性引物

总数中的比例5L

OB/O/BG9/3 93

O/0F8/BO<9@

OB98>B:

在自身引物

总数中的比例5L

OB/O/BG9/3 93

3=8I>B/D

OB98>B:

H'7(7)H'7S0 间多态性引物

O/0F8/BO<9@OB98>B:I>GE>>3 H'7(7 23? H'7S0

多态性引物

数5对

3=8I>B/D

O/0F8/BO<9@

OB98>B:

在多态性引物

总数中的比例5L

OB/O/BG9/3 93

O/0F8/BO<9@

OB98>B:

在自身引物

总数中的比例5L

OB/O/BG9/3 93

3=8I>B/D

OB98>B:

/ 183 13 77178 41:: 7 84133 /14/

9 90 3 3133 3133 3 3133 3133

4 44 / 23133 4194 3 3133 3133

7 127 2 1/1// 1140 2 24133 1140

总计 G/G20 933 14 133133 /184 : 133133 2133

表 )&多态性 OOM碱基基序类型

789%)&76@3405984343TB31/305@0<6>0?@=-/OOM

基序碱基数

3=8I>B/DI2:>:>W=>3@>

基序类型

GFO>:/DI2:>:>W=>3@>

/

-&H#/

"

9$ -&H#/

"

4$ -&H#/

"

7$ H-&#/

"

8$ H--#/

"

9$

H-H#/

"

9$ H-H#/

"

4$ H-Q#/

"

9$ HQQ#/

"

0$ Q-Q#/

"

9$

Q-Q#/

"

7$ QHQ#/

"

9$ QQ-#/

"

9$ QQ-#/

"

4$

4 -QQ--#4

"

9$ H-HH-#4

"

9$ QQQQH#4

"

12$

7 H--Q--#7

"

8$ H-HHH&#7

"

:$ QQQ-HH#7

"

:$

注!

"

表示基序碱基重复

%/G>:!

"

9:3=8I>B/DI2:>:>W=>3@>B>O>2G

55H'7(/ 与 H'7S: 间的 14 对多态性引物为

+3/4)+347)+372)*318)*310)*329)*3//)*371)

*372)*37:)*3:/)+3:9)+3:7)+300 和 +133( 多

态性引物占引物总数的 /184L"其中 /)9)4 和 7

碱基基序类型分别占到了 77178L) 3133L)

23133L和 1/1//L%而这四种基序类型在其自身

合成数量中的比例分别为 41::L) 3133L)

4194L和 1140L( 由此可见在 H'7(/ 与 H'7S:

间的多态性引物中"/ 碱基基序类型的 **$所占

比例最多( 通过实验获得 H'7(/ 与 H'7S: 间部

分样品 **$聚丙烯酰胺凝胶凝胶电泳图#图 1$(

H'7(7 与 H'7S0 间的 : 对多态性引物为

+379)*321)*328)*2:3)*2:2)*207)+300 和 *100(

多态性引物占引物总数的 2L"其中 /)9)4 与 7 碱

基基序类型分别占 84133L)3133L)3133L和

24133L%而这四种基序类型在其自身合成数量中

的比例分别为 /14/L)3133L)3133L和1140L(

由此可见在H'7(7 与H'7S0 间的多态性引物中"/

碱基基序类型的 **$所占比例最多(

$*&6分析55在 H'7(/ 与 H'7S: 间"01

对引物组合一共扩增出了清晰条带 929 个"其中

多态性条带为 :: 个#占 231:L$( 每对引物组合

平均产生 9177 个条带"各个引物对组合产生的多

态性条带数目为 3 >: 个不等"多态性条带数平均

为 3108 个( 引物组合 ,47,7 产生的多态性条带

最多"达 : 个" 占其扩增总条带数 # 0 个 $ 的

::10L%虽然引物组合 *17*7)*27*4 和 *97,4 产

生的条带数最多 #均为 11 个$"但多态性条带并

不多"分别为 4)4)9 个"表明条带产生的总数与多

态性数目并不成正比关系( 通过凝胶成像获得

H'7(/ 与 H'7S: 在 4 对引物对组合下扩增产生

的部分条带结果#图 2$(

72
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图 $&*U+,( 与 *U+:Q 间部分样品 OOM

聚丙烯酰胺凝胶凝胶电泳结果

+:17*13 为引物名称"每对引物下的两个泳道分别为母本和

父本"-为母本"J为父本( 最左侧泳道为 S2BR>B4*2333"

243 IO 和 133 IO

,-.%$&L8?2-8<4-<G3?428-13AOOM8>@<-5-/82-01

@?05-<3932C331*U+,( 81A*U+:Q

+:17*13 2B>OB98>B:328>"GE/ 023>:=3?>B>2@< O29B/DOB98>B

2B>O2B>3G"-9:D>820>O2B>3G23? J9:820>O2B>3G1Q<>0>DG023>

:</E:S2BR>B4*2333"243 IO 23? 133 IO

图 '&部分样品 MO#L聚丙烯酰胺凝胶凝胶电泳结果

相邻泳道为一对 $*&6引物组合"奇数泳道为母本"偶数泳道

为父本"如 1 为母本"2 为父本"1 和 2 为同一对 $*&6引物组

合扩增产生%其中黑箭头所示为多态性条带

,-.%'&L8?2-8<4-<G3?428-13AMO#L8>@<-5-/82-01@?05-<3

&$*&6OB98>B@/8I932G9/3:93 2O29B/D2?;2@>3G023>:" /??

023>:2:D>820>O2B>3G23? >C>3 2:820>O2B>3G11"2 OB/?=@>? IF

G<>:28> O29B/DOB98>B@/8I932G9/3:% I02@R 2BB/E :</E:

O/0F8/BO<9@I23?:1

55在 H'7(7 与 H'7S0 间"01 对引物组合共扩

增出清晰条带 493 个"其中多态性条带为 0/ 个

#占 1812L$( 每对引物组合平均产生 410/ 个条

带"各个引物对组合产生的多态性条带数目为

3 >7 个不等"多态性条带数平均为 1132 个( 引

物组合 *27,2 通过 6-$产生的多态性条带最多"

达 7 个"占其扩增总条带数#: 个$的 84L%虽引物

组合 *47,8"产生的条带数最多 #11 个$"但多态

性条带仅为 / 个"占其扩增总条带数的 2/L( 多

态性条带占其扩增总条带数最多的引物对组合

*77,4"其多态性条带#9 个$占其扩增总条带数#4

个$的 :3L(

'%'&龙须菜亲本间的遗传距离

基于**$标记的遗传距离559 个亲本间的

**$遗传距离为 31321 7 >31309 9#表 4$"H'7(/ 与

H'7(7 **$遗传距离最小"为 31321 7%H'7S: 与

H'7S0 **$遗传距离最大"为 31309 9%H'7(/ 与

H'7S:**$遗传距离为 31381 2"高于 H'7(7 与 H'7

S0 间的 3139/ 7( 结果表明"在 **$标记中"H'7(/

与H'7S: 遗传距离差异较 H'7(7 与 H'7S0 大"但

H'7(/ 与H'7S: 之间的差异仍然较小(

基于 $*&6标记的遗传距离55H'7(/ 与

H'7S: $*&6遗传距离为 3122: 9#表 4$"H'7(7

与 H'7S0 $*&6遗传距离为 3124/ 8"$*&6结果

分析表明"H'7(7 与 H'7S0 之间的遗传距离差异

要大于 H'7(/ 与 H'7S:(

表 N&基于 MO#L"对角线以下#和 OOM"对角线以上#的

) 个亲本基因型的遗传距离矩阵

789%N&*3132-/A-4281/3>82?-S 9843A01MO#L

"93<0CA-8.018<#81AOOM"890G3A-8.018<#

8>01. 2=3) .31026@34

亲本

O2B>3G:

H'7(/ H'7S: H'7(7 H'7S0

H'7(/

""""

31381 2 31321 7 31347 3

H'7S: 3122: 9

""""

3139: 7 31309 9

H'7(7

"""" """" """"

3139/ 7

H'7S0

"""" """"

3124/ 8

""""

注!

""""

表示空缺

%/G>:!

""""

8>23:>8OGF

'%(&MO#L标记与 OOM标记的比较

在两对杂交亲本组合中"$*&6在引物组合平

均覆盖的位点和引物组合平均产生的多态性方面

均远高于 **$标记"在 H'7(/ 与 H'7S: 间 $*&6

引物组合平均覆盖的位点和引物组合平均产生的

多态性分别是 **$的 919: 倍与 1211/ 倍#表 7$%

在 H'7(7 与 H'7S0 间 $*&6分别是 **$的 41:1

倍与 24143 倍#表 8$( 由此可见"$*&6每次检测

#每对引物组合扩增$获得的信息量更高(
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表 P&*U+,( 与 *U+:Q 间 OOM与 MO#L标记

系统产生信息情况的比较

789%P&;0>@8?-40105-150?>82-010928-13A96 2=3

OOM81AMO#L>8?H3?46423>4932C331

*U+,( 81A*U+:Q

标记

类型

82BR>B

GFO>:

引物组

合数

3=8I>B

/D

OB98>B

:>G:

引物组合

平均覆盖

的位点数

3=8I>B/D

0/@9O>B

OB98>B:>G

引物组合

平均产生

的多态性

3=8I>B/D

O/0F8/BO<9@

0/@9O>B

OB98>B:>G

遗传

距离

T>3>G9@

?9:G23@>

**$ 933 1139 313: 31381 2

$*&6 01 9177 3108 3122: 9

表 V&*U+,P 与 *U+:J 间 OOM与 MO#L标记

系统产生信息情况的比较

789%V&;0>@8?-40105-150?>82-010928-13A96 2=3

OOM81AMO#L>8?H3?46423>4932C331

*U+,P 81A*U+:J

标记

类型

82BR>B

GFO>:

引物组

合数

3=8I>B

/D

OB98>B

:>G:

引物组合

平均覆盖

的位点数

3=8I>B/D

0/@9O>B

OB98>B:>G

引物组合

平均产生

的多态性

3=8I>B/D

O/0F8/BO<9@

0/@9O>B

OB98>B:>G

遗传

距离

T>3>G9@

?9:G23@>

**$ 933 1132 3139 3139/ 7

$*&6 01 410/ 1132 3124/ 8

/5讨论

龙须菜 野 生 群 体 基 因 组 遗 传 多 样 性 较

低
&2 64"14'

"本研究中选用的 9 个亲本样品均由一

株四分孢子体放散"遗传背景相对较为相似"因

此"选用合适的分子标记对其基因组差异开展研

究十分重要( 从分子标记分析的稳定性和操作简

便性考虑"本研究选用了 **$和 $*&6这两种分

子标记系统( 龙须菜基因组 :=BC>F 测序的完成"

提供了大量的 **$位点信息
&12'

%而 $*&6标记简

便易行"分析成本较低( 在两对杂交亲本组合中"

$*&6平均每次检测#每个引物组合对扩增$的条

带数和多态性带数均远高于 **$标记"显示了较

高的分析效力( $*&6为随机引物"只要基因组

中出现了对应酶切位点的变异"便会出现结果的

差异"而基因组中往往存在丰富的酶切位点(

**$所采用的为特异引物"每次只检测一个位点"

但结果稳定"可检测大量的等位基因( 从本实验

结果看出 $*&6标记更适用于龙须菜的遗传距离

估算和资源遗传多样性的研究(

**$为共显性标记"本文的研究对象为单倍

的配子体"理论上本研究 **$标记扩增出的条带

应均为单一条带"但结果显示部分引物对的产物

却出现了多个条带"如 +:1)+09 及 *4 等"可能为

非特异性扩增"但是根据 *=BC>F 结果"可以明确

获知目的片段大小"从而找到目的片段"非特异性

扩增并不对结果造成影响(

本研究获得的多态性 **$引物较少"原因主

要有以下两点!一方面实验材料本身遗传相似度

高"且个体较少"只有两对亲本"这可能是检测到

多态性较少最为重要的原因%另一方面"所选择的

**$位点自身相对保守"极少发生变异"鲜见多态

性( 本实验在合成 **$引物时"对各 **$基序类

型及重复次数所占比例进行了筛选"引物基序重

复次数主要集中于 9 >: 次"最多重复 12 次( 有

研究结果表明"人类基因组中 **$多态性与其长

度存在正比关系"重复次数较少可能是这些位点

未检测到多态性的另一个原因
&17'

( **$多态性

筛选结果显示"两个作图群体亲本之间多态性引

物中 / 碱基基序类型的 **$所占比例最多"并且

其出现的概率也最大( 而胡依依
&18'

采用 **$对

龙须菜三个野生群体进行多态性分析"结果表明

9 碱基基序类型的 **$产生多态性的概率最大(

由此可见龙须菜 **$多态性具有其独特特征"碱

基基序数较少反而多态性较高(

本实验通过两种不同的标记分别计算两对亲

本间的遗传距离"得到的结果却不尽相同( **$

分析结果显示"H'7(/ 与 H'7S: 之间的遗传差异

大于 H'7(7 与 H'7S0"而 $*&6分析结果却恰恰

相反"这可能与选择两种标记之间的数量比例有

关( 标记的取样误差和数目是遗传距离误差的主

要来源"尽量选用已定位在染色体上且均匀分布

的共显性标记可以减少取样误差"提高分析的准

确性
&1:'

( 本实验利用 933 对 **$标记和 01 对

$*&6引物组合进行遗传分析"分子标记数目较

多"使分析的准确性得到了一定程度的提高( 不

同分子标记技术产生遗传多样性的不一致性"其

原因还有待进一步阐明(

本实验对同一四分孢子体所放散的配子体

$*&6分析所得遗传距离高于王津果等
&4'

采用

$*&6对湛山野生)0:1 和 38 62 三种龙须菜群体

进行多样性分析所得遗传距离"究其原因如下!本

:2
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1 期 郭伟华"等!基于 **$和 $*&6的龙须菜作图群体多态性标记开发与亲本间遗传距离的估计与比较 55

实验所用引物组合数为 01 对远高于王津果等
&4'

的 14 对组合"检测位点较多"多态性位点增多%所

用四分孢子体源于龙须菜优良品系 H'"自身具有

许多优良性状"其自身杂合度较高"所产生的配子

体之间差异较大%王津果等
&4'

采用的实验材料为

二倍体"而本实验采用的为单倍体( 丁弘叶等
&2'

采用 &('6技术的研究表明二倍体群体内的总基

因多样性 +G#31180 0$要明显高于单倍体群体内

的总基因多样性 +G#3134: 1$"二倍体群体间的

遗传变异要高于单倍体群体(

龙须菜是重要的大型经济红藻"筛选培育具

有优良性状的新品种是育种工作者的主要任务(

由于龙须菜自身遗传多样性较低"难以像农业作

物那样通过杂交"改善性状"实验室内杂交所需周

期长"延长了育种进程( 因此在龙须菜育种时可

考虑运用物理或化学手段诱变使其基因发生突

变"采用细胞工程手段与近缘物种实现细胞融合

或运用基因工程手段导入外源基因
&10 621'

"从根本

上增加龙须菜的遗传多态性"推动其育种研究

发展(
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