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摘要! 以野生型坛紫菜纯系"

&

#和红色型坛紫菜纯系"

%

#作为杂交亲本!结合四分子分析法

及单个体细胞克隆的丝状体途径!创建了由 &=? 个株系组成的坛紫菜>2作图群体!并用经过

筛选的 $" 对1+-A引物和 &< 对11+引物对父母本及作图群体各株系进行双标记分析!获得

了 $$" 个多态性标记!其中 &=? 个标记符合孟德尔分离规律$ 根据标记间的连锁规律!首次构

建了坛紫菜的分子遗传连锁图谱!所构建的遗传图谱由包含 &$" 个标记"含 1+-A标记 &%"

个!11+标记 $% 个#的 = 个连锁群组成!总长度为 B?#8$ NR!平均标记间隔为 ?8%# NR!各个连

锁群长度为 &!"8$ $̂&!8< NR!包含标记 &B !̂& 个$ 最后采用 ! 种不同方法计算得到坛紫菜

的估计基因组长度平均为 #==8! NR!由此得到坛紫菜遗传连锁图谱的基因组覆盖率为

#$8%i$

关键词! 坛紫菜% 遗传连锁图谱% 相关序列扩增多态性% 简单重复序列% >2作图群体

中图分类号! 1#&?'''''''文献标识码'-

''坛紫菜"C'0&,104 ,4%94.5.*%*#是我国紫菜人

工养殖的两个主要种类之一!为我国特有的暖温带

种类!其产量约占全国紫菜总产量的 ?=i左右!是

南方沿海传统大宗的养殖对象!经济效益可观(&)

*

但由于坛紫菜养殖业中品种的提纯'复壮'种质改

良等研究工作相对滞后!缺乏经过人工选育的具有

优良性状的新品种!生产多以野生体为亲本进行苗

种繁殖!无法保证苗种的质量!且多年自养'自留'

自用!导致坛紫菜种质退化!生产效益受到了极大

影响!严重影响沿海渔民的经济收入和坛紫菜养殖

业的健康发展($)

* 因此!对坛紫菜进行种质改良!

以培育优质'高产'抗逆的新品种!来保证坛紫菜养

殖业的健康持续发展势在必行*

植物基因组学的发展为植物育种提供了许多

新的工具!分子遗传连锁图谱就是其中最为重要

的一个!它是基因定位'基因克隆'比较基因组研

究以及分子标记辅助育种的基础(!)

* 自从 &#B?

年第一张+/.A分子遗传连锁图谱发表以来!各

种生物的分子遗传图谱相继出现!特别是在陆生

经济作物方面!据不完全统计!已有近 !% 种农作

物的分子遗传连锁图谱发表(")

* 而水生生物方

面!虽然起步较晚!但是出于%蓝色农业&发展的

需要!目前也取得了很大进展* 美国农业部在

&##? 年就启动了为期 = 年!以构建水产经济动物

分子遗传连锁图为首要任务的基因组研究计

划(=)

* 随后!挪威'法国'丹麦'英国和日本等也

相继开展了类似的基因组计划!并发表了多张水

产养殖动物的分子遗传图谱(<)

* 我国虽然至今

没有设立国家级的水产养殖生物基因组研究计

划!但也相继开展了鱼'虾'贝等的遗传图谱构建

工作!并已取得很大进展(<)

* 在大型经济海藻方

面!遗传连锁图谱的构建工作进行得很少!目前只

见.G等(?)根据%双向拟侧交&策略!利用-/.A标

记构建了两种海带的中等密度遗传连锁图谱* 紫

菜一直被认为是大型藻类分子生物学研究的理想

模式生物(B)

!但迄今为止未见遗传图谱构建的相

关报道*

因此!本研究以野生型坛紫菜纯系"

&

#和经



# 期 徐'燕!等$坛紫菜遗传连锁图谱的构建 ''

过人工诱变选育的红色型坛紫菜纯系"

%

#作为

杂交亲本!结合四分子分析法及单个体细胞克隆

的丝状体途径创建坛紫菜的 >2永久作图群体!

并采用简单重复序列 "KGE:79K9hM9IN9U9:9F[!

11+#和相关序列扩增多态性 "K9hM9IN9DU97F[9O

FE:7G\G9O :67VE6U:JGKE!1+-A#双标记技术进行

基因型分析!构建坛紫菜的永久高密度分子遗传

连锁图谱!以为坛紫菜的分子标记辅助育种提供

技术平台!加快坛紫菜的育种进程*

&'材料与方法

!"!#坛紫菜*G作图群体的构建

采用集美大学坛紫菜种质改良与应用实验室

保存的坛紫菜野生型纯系 Y1

'

"

&

#和经过人工

诱变选育的红色型坛紫菜纯系 +QAR"

%

#作为

杂交亲本构建了由 &=? 个株系组成的坛紫菜 >2

作图群体* 亲本及作图群体各株系丝状体的培养

条件为 " $% g& #a!光照强度 =% ^<%

#

E67

:J6[6IK@"E

$

2K#!光周期为 &$.t&$>*

>2作图群体的构建过程如下$

"&# $%%? 年 ! 月分别促使两亲本纯系丝状

体放散壳孢子!收集壳孢子于培养瓶中培养以获

得亲本叶状体+

"$# 培养叶状体 $ 个月后!选择健康的红色

型坛紫菜雄性叶状体和野生型雌性叶状体作为亲

本!进行杂交实验+

"!# 以 &t& 的比例进行雌雄叶状体的混合培

养!$ 周后去掉雄性叶状体!保留雌性叶状体进行

单棵培养!直至果孢子放出为止+

""# 将收集到的果孢子单个培养于试管中!

使其萌发成杂合丝状体!当丝状体藻落生长到一

定大小时!用粉碎机将其打碎!继续培养!培养方

法及条件同其他丝状体的培养方法+

"=# 用充气加速水流刺激法促使成熟的杂合

丝状体释放壳孢子!收集到的壳孢子经筛绢网

"网孔 =%

#

E#过滤后!置于培养皿中培养!以获

得/

&

代叶状体+

"<# /

&

代叶状体培养 ! 周后!挑出叶状体!于

解剖镜下仔细观察!采用四分子分析法!用剪刀剪

下各个色快进行体细胞酶解!然后通过单个体细

胞克隆的丝状体途径(#)促使直接发育形成二倍

体的丝状体!即获得了杂交的双单倍体群体">2

群体#*

!"$#基因组*'(的提取及检测

收集培养液中培养的>2群体各株系的自由

丝状体用滤纸吸干后!取 %8= Z 置于微型匀浆机

"*7[UFD[MUUFS QB!0W-#中进行高速匀浆!然后采

用传统的4Q-C法(&%)稍作改良后进行>,-的提

取和纯化!在 &8%i的琼脂糖凝胶电泳中检查所

提取>,-的完整性!并在C9NcEFI >*D<%% 核酸

蛋白紫外分析仪上测定>,-浓度*

!"%#L&(4和LL&标记分析

1+-A标记分析采用.G

(&&)设计的成套 1+-A

引物!分别选取正向和反向引物 &% 条随机组合进

行引物筛选!11+标记分析则采用 _G9等(&$)和

nM6等(&!)设计的共 !# 对坛紫菜11+引物进行筛

选!A4+扩增的反应体系和程序以本实验室经正

交实验优化过的反应体系和扩增程序进行(&$!&")

*

!"+#数据统计

>2作图群体的基因型均为纯和基因型 --

或者 FF!在进行 1+-A和 11+标记分析时!其表

型分为片段的有"对应基因型--#和无"对应基

因型 FF#两种!因此在记录标记分析结果时!找

出只一个亲本中出现!而在后代中呈分离状态

的清晰'稳定条带进行记录!每一标记位点中!

与父本相同纯和带型记为%&&!与母本相同纯和

带型记为%%&!缺失或模糊不清记为%,&* 各遗

传标记采用%引物代号,扩增片段分子量&的形

式命名!如位点 3&R?D$#% 是指由 1+-A引物

3R& 和 R3? 组合扩增出的分子量为 $#% 的扩

增片段!位点 AJ9K%#,$&% 是指由 11+引物对

AJ9K%# 扩增出的分子量为 $&% 的扩增片段* 最

后应用卡方"

%

$

#检验各分离的标记位点是否符

合 &t& 的分离规律!找出符合孟德尔分离比的遗

传标记"C

)

%8%=#用于遗传连锁图谱的构建!

Cf%8%= 的分离位点记为偏分离位点!不作为构

图位点*

!",#坛紫菜分子遗传连锁图谱的构建

将所有符合孟德尔分离比的 11+和 1+-A

标记位点用 R-AR-W3+@3_A!8% 软件进行连

锁分析!首先按软件要求对原始的%&&%%&数据进

行转换!位点连锁采用多点连锁分析!并采用

%TU6M:&".)>

)

!8%!标记间最大图距为 =% NR#

命令对所有分离位点进行分群!对少于 B 个标记

的连锁群直接用%46E:FU9&命令进行标记排序!

对多于 B 个标记的连锁群采用%QJU99:6GI[&命令

&&#"
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将连锁群分为几个亚群!对每个亚群分别进行排

序后!再确定亚群之间的顺序* 当连锁群中的标

记序列排好之后!用%RF:&命令进行图距运算!标

记间图距以实际图距"NR#记录* 对于应用以上

命令还未能定位的标记!采用%QUV&命令进行定

位!用%+G::79&命令来检验排序的可靠性* 最后

将连锁标记名称及对应标记间图距输入到

RF:OUFH软件(&=)中进行遗传连锁图谱绘制*

!"-#基因组预期长度及图谱覆盖率的计算

首先计算标记平均间隔""#!其值为图谱总

长度除以间隔总数"标记总数减去连锁群数#*

采用 ! 种方法来计算基因组预期长度$"&# <

9&

$

参考文献(&<)的方法* 每个连锁群的长度加上

标记平均间隔的两倍!来补偿连锁群最末端的标

记和端粒距离* "$# <

9$

$参考文献(&?)的方法*

每个连锁群的长度乘以系数"6s&#L"6;&#!6

为每个连锁群所包含标记的数目* "!# <

9!

$参考

文献(&? ;&B)的方法* 每个连锁群的长度乘以

系数E"E;&#GLV!E为每个连锁群所包含标记

的数目!G为各个连锁群中的最大标记间隔!V为

.)>

)

!8% 的连锁标记对数* 将 ! 种方法的平均

值作为坛紫菜基因组预期长度<

9

*

遗传图谱的实际长度分两个方面!一为框架

图谱的长度<

6\

!二为所有连锁群的总长度!即包

括三联体及连锁对在内的所有连锁群的总长度

<

6F

(&B)

* 相应的框架图覆盖率为 =

6\

l<

6\

@<

9

!总

的图谱覆盖率=

6F

l<

6F

@<

9

*

$'结果与分析

$"!#L&(4和LL&标记分析

用 &%% 对1+-A引物组合对亲本及 = 个子代

株系进行了引物筛选!结果有 $" 对引物组合扩增

出了只一个亲本中出现!且在子代中呈分离状态

的清晰'稳定条带* 将筛选出来的 $" 对1+-A引

物对>2作图群体中的 &=? 个株系进行了遗传分

析!共扩增出 B?$ 个位点!其中 &#% 个位点在亲本

中表现为多态性!并在子代中产生了分离"表 &#!

即平均每对引物组合扩增出了 !<8!! 个位点!其

中有 ?8#$ 个位点为多态性位点!多态位点百分率

为 $&8Bi*

表 !#L&(4和LL&标记分析结果

123"!#&89:>H9=<L&(42?;LL&2?2>C[8;6?;250/60'-'+/+*GB=B:>2H6=?

标记类型

EFUc9U[V:9

引物组合

:UGE9UN6EPGIF[G6I

总位点数

I686\[6[F776NG

多态位点数

I686\:67VE6U:JGN76NG

多态位点百分率"i#

:9UN9I[FZ96\:67VE6U:JGN76NG

1+-A

R3&@3R= !" B $!8=

R3&@3R? !? ? &B8#

R3&@3R# $# # !&8%

R3$@3R& "& B &#8=

R3$@3R= !? &% $?8%

R3$@3R? "= && $"8"

R3$@3R# !% # !%8%

R3!@3R? !B &$ !&8<

R3!@3R# "$ ? &<8?

R3"@3R< $? < $$8$

R3=@3R" !! ? $&8$

R3=@3R< !< B $$8$

R3=@3R? "% # $$8=

R3<@3R? !" = &"8?

R3<@3R# !$ ? $&8#

3R&@R3&% "! ? &<8!

3R!@R3&% !< ? &#8"

3R=@R3B "? && $!8"

3R$@R3! $" & "8$

3R=@R3? "& &! !&8?

3R!@R3< !? ? &B8#

3R&@R3$ !& # $#8%

3R=@R3&% !B = &!8$

3R!@R3! "% ? &?8=

合计[6[F7 B?$ &#% $&8B

'&#"
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''"续表 &"

标记类型

EFUc9U[V:9

引物组合

:UGE9UN6EPGIF[G6I

总位点数

I686\[6[F776NG

多态位点数

I686\:67VE6U:JGN76NG

多态位点百分率"i#

:9UN9I[FZ96\:67VE6U:JGN76NG

11+

AJ9K%$ = & $%8%

AJ9K%! " & $=8%

AJ9K%< && " !<8"

AJ9K%? = $ "%8%

AJ9K%# # ! !!8!

AJ9K&& B ! !?8=

AJ9K&$ # $ $$8$

AJ9K&" ? & &"8!

AJ9K&= &! ! $!8&

AJ9K&? B & &$8=

AJ9K$% # $ $$8$

AJ9K$" &% ! !%8%

AJ9K$B ? $ $B8<

A2&" " & $=8%

A2"? B ! !?8=

A2"# = $ "%8%

合计 [6[F7 &$$ !" $?8#

''!# 对11+引物对亲本及 = 个子代株系进行

了引物筛选!结果有 &< 对引物扩增出了只一个亲

本中出现!且在子代中呈分离状态的清晰'稳定条

带* 将筛选出来的 &< 对 11+引物对 >2作图群

体中的 &=? 个株系进行了遗传分析!共扩增出

&$$ 个位点!其中 !" 个位点在亲本中表现为多态

性!并在子代中产生了分离"表 &#!即平均每对引

物组合扩增出了 ?8<! 个位点!其中有 $8&! 个位

点为多态性位点!多态位点百分率为 $?8#i*

$"$#遗传连锁图谱构建

按%一个位点为一个标记&假设!$$" 个标记

"包括1+-A标记 &#% 个!11+标记 !" 个#经过卡

方检验!有 <?个标记"包括1+-A标记 =B 个!11+

标记 #个#偏离孟德尔分离规律"Cf%8%=#!偏分

离比例为 $#8#i!这些偏分离标记不作为遗传图谱

构建的标记"表 $#* 符合孟德尔分离规律的 &!$

个1+-A标记和 $= 个 11+标记经 RF:EFc9U!8%

的标记连锁分析!共有 &%" 个1+-A标记和 $% 个

11+标记构成了 = 个连锁群!$ 个 1+-A标记和 &

个11+标记构成了一个三联体!?个1+-A标记和

&个11+标记构成了 "个连锁对!剩下 &#个1+-A

标记和 !个11+标记未连锁"表 $#*

表 $#分子标记连锁分析结果

123"$#&89:>H9=<725F859>6?F2@82?2>C[8;

分子标记类型

E679NM7FU

EFUc9U[V:9

多态性标记数

I686\

:67VE6U:JGN

EFUc9UK

偏分离标记数

I686\

OGK[6U[9O

EFUc9UK

标记偏分离比

UF[96\OGK[6U[9O

EFUc9UK

形成连锁群"超过

! 个标记#标记数

I686\7GIc9O

EFUc9UK

三联体标记数

I686\MI7GIc9O

EFUc9UK

GI [UG:79[K

连锁对标记数

I686\MI7GIc9O

EFUc9UKGI

O6MP79[K

未连锁标记数

I686\

MI7GIc9O

KGIZ79K

1+-A &#% =B !%8=i &%" $ ? &#

11+ !" # $<8=i $% & & !

合计[6[F7 $$" <? $#8#i &$" ! B $$

''由 &%" 个1+-A标记和 $% 个 11+标记构成

的 = 个连锁群总长度为 B?#8$ NR!各个连锁群长

度为 &!"8$ $̂&!8< NR!包含标记 &B !̂& 个"表

!!图 &#* 所获得的遗传连锁图谱平均标记间隔

为 ?8%# NR!最大标记间隔为 !!8! NR!最小标记

间隔为 %8" NR"表 !!图 &#*

$"%#基因组长度及图谱覆盖率

所构建的坛紫菜遗传连锁图谱观察基因组

长度为 B?#8$ NR"表 "#!如果加上三联体和连

锁对的长度!则观察基因组长度为 #"?8= NR!而

采用 ! 种不同方法计算得到的坛紫菜估计基因

组长度平均为 #==8! NR!由此获得坛紫菜遗传

(&#"
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连锁图谱的基因组覆盖率为 #$8%i"只计算 =

个连锁群#或 ##8$i"包括 = 个连锁群!& 个三

联体及 " 个连锁对#*

图 !#坛紫菜遗传连锁图谱

括号中斜线左侧为连锁群长度"NR#!右侧为标记数目* 连锁群左侧为相邻标记间遗传距离!右侧为标记名称*

J6@"!#D8?8H6)>6?F2@872B9=<;250/60'-'+/+

1G]96\[J97GIcFZ9ZU6M:"P9\6U9K7FKJ9K#FIO [J9EFUc9UIMEP9U"F\[9UK7FKJ9K#6\9FNJ ZU6M: FU9F[[J9[6:!GI :FU9I[J9KGK8RFUc9UIFE9K

FU9KJ6HI 6I [J9UGZJ[6\9FNJ ZU6M: FIO [J9FOeFN9I[EFUc9UK:FNGIZ GKOGK:7FV9O 6I [J979\[GI NRW6KFEPG8

)&#"
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表 %#坛紫菜遗传连锁图谱各连锁群特征

123"%#L:7725C =<HI8@8?8H6)>6?F2@872B<=5;250/60'-'+/+

连锁群

7GIcFZ9ZU6M:

长度"NR#

79IZ[J 6\ZU6M:

标记数

I686\EFUc9UK

平均标记间隔"NR#

Fb9UFZ9EFUc9UK:FNGIZ

最大标记间隔"NR#

EFSGEMEEFUc9UK:FNGIZ

最小标记间隔"NR#

EGIGEMEEFUc9UK:FNGIZ

& $&!8< !& <8B# $<8# %8"

$ &#&8? $" ?8## !!8! %8?

! &?<8< $< <8?# &#8$ %8?

" &<!8& $= <8=$ $&8? &8$

= &!"8$ &B ?8"< &=8$ &8"

合计[6[F7 B?#8$ &$" ?8%# !!8! %8"

表 +#坛紫菜基因组长度及遗传图谱覆盖率

123"+#D8?=78>8?@HI2?;)=M852@8=<@8?8H6)>6?F2@872B9=<;250/60'-'+/+

观察基因组长度"NR#

6PK9Ub9O Z9I6E979IZ[J

<

6\

<

6F

估计基因组长度"NR#

9K[GEF[9O Z9I6E979IZ[J

<

9&

<

9$

<

9!

<

9

基因组覆盖率"i#

Z9I6E9N6b9UFZ9

=

6\

=

6F

数值 bF7M9 B?#8$ #"?8= #=%8= #=!8< #<&8B #==8! #$8%i ##8$i

注$<

6\

指遗传图谱实际长度+<

6F

指遗传图谱加上三联体及连锁对长度+<

9

指 <

9&

!<

9$

和 <

9!

三种方法估计基因组长度的平均值+=

6\

和

=

6F

分别指<

6\

和<

6F

的基因组覆盖率*

,6[9K$<

6\

!6PK9Ub9O [6[F779IZ[J 6\[J9\UFE9H6Uc EF:+ <

6F

![J9EF: 79IZ[J PFK9O 6I \UFE9H6Uc EF: :7MK[UG:79KFIO O6MP79[K+ <

9

GK[J9

Fb9UFZ96\[J99K[GEF[9O Z9I6E979IZ[J <

9&

!<

9$

FIO <

9!

"K9966RF[9UGF7KFIO R9[J6OK00#+ =

6\

FIO =

6F

FU9[J9Z9I6E9N6b9UFZ96\<

6\

FIO

<

6F

!U9K:9N[Gb97V8

!'讨论

%"!#紫菜遗传连锁图谱的构建

细胞减数分裂过程发生的各种标记的重组交

换是分子遗传图谱构建的基础* 但由于紫菜的细

胞小!细胞核的细微结构很难区分!染色体长度只

有 %8= !̂8=

#

E!在光学显微镜下很难观察到紫

菜染色体的减数分裂过程!因此长期以来!紫菜减

数分裂发生的时间与位置一直是藻类学家关注和

争论的问题(&# ;$&)

!同时也成为紫菜遗传图谱构建

的最大障碍* 紫菜叶状体色素突变体的发现及用

颜色作为遗传标记的研究为通过遗传分析推导紫

菜减数分裂发生的确切位置提供了条件($$)

!

)JE9等($!)首先通过色素突变体与野生型进行杂

交试验!阐明了条斑紫菜减数分裂的确切发生位

置是在壳孢子萌发时第一和第二次细胞分裂时

期!这一结论符合细胞学观察的实际($")

!也能解

释紫菜配子体嵌合色素细胞变异的四分子遗传分

析的结果($=)

!因此得到了大多数藻类学家的认

同!但由于条斑紫菜属于雌雄同体!很容易发生自

交!且具无性生殖!难以确切追溯子代的来源!故

至今未见其遗传图谱构建的相关报道* 最近!严

兴洪等($< ;$?)通过坛紫菜的人工色素突变体与野

生型进行的杂交实验推导及细胞学实验观察认为

坛紫菜的减数分裂发生的位置与条斑紫菜一致!

也是在壳孢子萌发时第一和第二次细胞分裂时

期!而且坛紫菜大部分为雌雄异体!很容易发生品

系间杂交!不具无性生殖!在人工调控下!也能发

育为雌雄同体进行自交而培育出纯系!这些特点

为坛紫菜遗传连锁图谱的构建创造了条件*

紫菜遗传图谱构建时存在的另外一个困难就

是杂交子代嵌合体的遗传分析问题!因为坛紫菜

减数分裂发生在壳孢子萌发时的最初两次分裂!

减数分裂完成后壳孢子产生的 " 个子细胞继续分

裂!最终发育成为 $ "̂ 块遗传组成不同的镶嵌叶

状体!在缺乏明显标记的情况下!是无法区分同一

叶状体上的各块嵌合体的!因此也就无法对其进

行遗传分析* 同样的!色素突变体的应用也就使

得该问题迎刃而解($$)

!可以采用不同的颜色特征

作为遗传标记!来区分同一叶状体上的不同嵌合

块!即可对各个嵌合块进行遗传分析*

因此本研究就采用坛紫菜红色型突变体同野

生型杂交!并使杂交子代各嵌合块通过单个体细

胞克隆的丝状体途径(#)直接发育为二倍体的丝

状体的方法构建了坛紫菜的 >2作图群体!并通

过1+-A和11+双标记分析首次构建了包含 = 个

连锁群的坛紫菜分子遗传连锁图谱* 尽管 = 个连

锁群与坛紫菜体细胞的 = 条染色体数目相同!但

*&#"
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由于缺少细胞学标记!这些连锁群是否与 = 条染

色体一一对应以及如何对应!尚无法判断!还有待

于进一步的研究*

%"$#遗传图谱构建中分子标记方法的选择

分子标记方法的选择是遗传连锁图谱构建的

关键!尽管许多分子标记方法"如$+/.A!+-A>!

-/.A!11+!1+-A等#都已在各种动植物的遗传

图谱构建中得到了广泛应用!但不同的标记方法

在遗传图谱构建中仍然存在着各自的优缺点$

+/.A标记具有重复性好'标记为共显性等优点!

但操作复杂!需要大量高质量的 >,-++-A>标

记操作简单!但重复性差+-/.A标记是遗传图谱

构建中应用最为广泛的分子标记方法!但操作仍

较为繁杂+11+标记具有操作简单!多态信息丰

富!标记为共显性等优点!但昂贵的引物开发费用

及在基因组内分布的不均匀在很大程度上限制了

其在遗传图谱构建中的应用+1+-A标记是一种

兼有以上分子标记优点!同时克服了它们一些缺

点的新型分子标记!其不足之处在于标记主要分

布于编码区!对于基因分布相对较少的着丝粒及

端粒附近区域检测到的机会较低!可能造成所构

建的遗传图谱缩短或出现连锁群断开的现象(&&)

*

因此许多学者认为采用 1+-A和 11+两种标记

联合进行遗传连锁图谱构建是比较理想的方法!

这样所构建的遗传连锁图谱可以覆盖基因组的大

部分区域!且分布较为均匀($B ;!%)

* 这一点也得到

了本实验结果的证实!采用 1+-A和 11+双标记

构建的坛紫菜的遗传连锁图谱对基因组的覆盖率

达到了 #$i!且标记在遗传图谱上分布均匀!平

均标记间隔为 ?8%# NR!没用出现明显的聚集和

连锁群断开的现象*

%"%#作图群体及标记偏分离

作图群体的类型对于遗传图谱的构建具有重

要的作用!目前用于构建遗传连锁图谱的分离群

体主要有 /

$

代群体'回交一代群体"C4&#'重组

自交系群体"+0.#'加倍单倍体群体">2#'单粒

传系群体"11>#和近等基因系群体等* 由于 +0

群体和>2群体中每个株系都是纯合的!自交不

分离!是一种永久性的分离群体!可以长期使用!

便于不同实验室合作不断增加遗传连锁图的标记

密度!而且特别适合于 jQ.位点的定位研究!目

前已成为国际上遗传连锁图构建的主流* 但由于

+0.群体的构建需经过多轮自然选择和人工抽

样!作图群体的构建较为麻烦!因此本研究采用

>2群体作为坛紫菜遗传连锁图谱构建的分离群

体!其遗传结构直接反应了 /

&

配子中基因的分离

和重组!作图效率高!而且作为永久群体!>2群

体可以在不同的环境中生长!便于重复实验!既能

提高jQ.定位的准确性!也能揭示 jQ.与环境

的相互作用(!&)

*

标记偏分离现象在各种作图群体的遗传图谱

构建中普遍存在!在远缘杂交组合的分离群体

>2中尤为明显(!)

* 导致偏分离现象的原因很

多!主要有$"&# 由配子体或孢子体不同发育阶段

基因型的选择所造成+"$# 由小孢子培养和植株

再生过程的选择压造成+"!# 由于遗传搭车效应!

与影响偏分离的遗传因子紧密连锁的分子标记表

现为严重的偏分离+""# 与/

$

群体相比!>2群体

中隐性有害基因的选择压增大!很可能导致偏分

离的发生(!$)

* 此外!非生物因素如取样误差也会

引起偏分离的发生* 在本研究中!1+-A和 11+

的标记偏分离比率分别为 !%8=i和 $<8=i!明显

高于其它研究中的标记偏分离比例!首先这与坛

紫菜>2作图群体本身有害基因纯和造成的选择

压力增大有关* 其次取样误差也是造成本研究偏

分离比例明显偏高的一个重要原因!由于杂合丝

状体放散的壳孢子发育而来的 /

&

代叶状体数量

很多!在研究中不可能对所有的叶状体进行镜检!

并对所有嵌合块进行酶解培养成双单倍体的丝状

体!只能随机抽样* 还有镜检嵌合体时!有可能相

同颜色的嵌合块靠在一起!造成无法区分!这些过

程都可能产生取样误差* 第三!在对嵌合块进行

酶解并培养为双单倍体的丝状体过程中!一部分

酶解细胞无法完成整个发育过程!导致无法获得

相应的丝状体!也是造成偏分离的一个原因* 由

于在遗传连锁图谱构建时!标记偏分离不但会影

响相邻标记遗传距离的估计!甚至还会影响连锁

群中标记的排列顺序(!$)

!在本研究中由于造成偏

分离的原因很多!为避免偏分离标记对遗传图谱

构建的影响!因此不把这些偏分离标记作为坛紫

菜遗传图谱构建的标记*
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