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)目的*对高丹草低氢氰酸含量及产量等重要性状进行
Y\X

定位'构建其
57XT

分子遗传连锁图谱'

为分子标记辅助育种等研究奠定基础()方法*以散穗高粱
d

红壳苏丹草杂种
7

%

代
E$"

个分离单株为作图群体'利

用
57XT

分子标记技术先从供试
57XT

引物中筛选适宜引物对'再用这些引物对对其供测群体进行
TVR

扩增,根据

扩增原始数据'利用
'(9+],

J

E<$

作图软件进行高丹草分子遗传连锁图谱构建()结果*从
##E

对
57XT

引物组合中

筛选出了
%"

对多态性丰富+重复性好+条带清晰的适宜引物'对高丹草
7

%

分离群体
E$"

个单株的基因组
F/5

扩增'

得到
!!!

个
57XT

分子标记位点'据此构建的高丹草遗传图谱包含
#$

个连锁群'覆盖的基因组总长度为
#!LD<#%

>]

'各连锁群的长度变幅为
##!<%!

&

#DM<E!>]

'标记间平均图距为
E<ED>]

()结论*成功构建了一张密度较高的

高丹草分子遗传连锁图谱(
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高丹草是高粱!

$0;

3

8C5H-+010;

'

%.l%Bl%$

"

与苏丹草!

$0;

3

8C5=C6*.2=2

'

%.l%Bl%$

"的种间

杂种'其结合了高粱产草量高+抗逆性和适应性强以

及苏丹草分蘖多+叶量大+营养价值高的优点%

#CE

&

'杂

种优势明显%

!

&

(高丹草的不足是分蘖期鲜草氢氰酸

含量偏高%

"

&

'若家畜采食过量容易引发中毒'因此亟

待选育超低氢氰酸含量!即株高约
#$$>K

时茎叶鲜

草氢氰酸含量
$

#"K

P

$

I

P

"的高丹草新品种(近几

年来'本课题组为培育超低氢氰酸高丹草新品种及

构建其高密度分子遗传连锁图谱'以散穗高粱为母

本'红壳苏丹草为父本'进行种间远缘杂交'成功获

得杂种
7

#

代'并套袋自交得到其
7

%

分离群体
E$"

个单株'这
E$"

个单株的鲜草氢氰酸含量差异较大'

变幅为
#<"L

&

#"E<&%K

P

$

I

P

%

L

&

'这为进一步开展超

低氢氰酸含量高丹草新品种的选育及其遗传作图和

Y\X

定位研究奠定了基础(

分子遗传连锁图谱是作物产量+品质+抗性等重

要性状的基因定位+图位克隆及分子标记辅助育种

研究的基础'国内外学者已构建了玉米%

&

&

+水稻%

D

&

+

小麦%

M

&

+棉花%

#$

&等作物的高密度遗传图谱!图谱标

记间平均距离
#

">]

"'但在牧草上遗传作图研究

相对滞后'已报道的仅有紫花苜蓿%

##

&

+鸭茅%

#%

&

+黑麦

草%

#E

&

+苇状羊茅%

#!

&等'且均为框架图谱'高密度遗传

连锁图谱研究报道甚少(在高丹草遗传作图研究方

面'逯晓萍%

#"

&以雄性不育系高粱
E#!5 d

棕壳苏丹

草
%!D

个杂种
7

%

#

E

家系为作图群体'构建了一张含

#LL

个分子标记+

#$

个连锁群的遗传图谱'其图谱覆

盖基因组长度
DEL>]

'标记间平均距离
"<$E>]

,

卢杰等%

#L

&以皖草
%

号!

\bL%E5d=&%%

"

7

%

代
#D$

个分离单株为作图群体'构建了包括
!

个连锁群+

EE

个
==R

标记的高丹草遗传图谱'图谱长度
!"D<"

>]

'标记平均距离
#E<D>]

(

目前'尚未见有关高丹草高密度分子连锁图谱

构建的研究报道'为此本试验拟以前期获得的散穗

高粱
d

红壳苏丹草杂种
7

%

代
E$"

个单株为作图群

体%

#&

&

'利用多态性丰富+重复性好的
57XT

分子标

记技术%

#D

&

'构建高丹草高密度分子遗传连锁图谱'

以期为深入开展高丹草低氢氰酸含量及产量等重要

性状的
Y\X

定位和分子标记辅助育种研究奠定基

础(

#

!

材料与方法

#<#

!

供试材料及处理

供试材料为高丹草!散穗高粱
d

红壳苏丹草"

7

%

代
E$"

个分离单株及其双亲(

%$#"C$!C%L

将各供试

材料种植在呼和浩特市赛罕区内蒙古农业大学农

场'单粒播种'行距
"$>K

'株距
E$>K

'播深
%>K

'

播后镇压(

#<%

!

试验方法

#<%<#

!

基因组
F/5

的提取
!

在供试材料株高约

#$$>K

时'分别剪取高丹草
7

%

代
E$"

个单株及亲

本各
#$

个单株的嫩叶'装入自封袋中'带回实验室(

每材料取
#

P

叶片剪碎置研钵中'加少量液氮研磨

成浆后 用天 根公司的
F/5

提 取 试 剂 盒 提 取

F/5

%

#M

&

(

#<%f

琼脂糖凝胶电泳检测
F/5

纯度

后'稀释至
#$$+

P

$

$

X

'置
O!$c

冰箱中保存备用(

#<%<%

!

57XT

引物及来源
!

用
)=,

'

和
G=2

'

%

种

限制性内切酶对高丹草基因组
F/5

进行双酶切'

\!

连接酶连接'酶切和连接采用一步法完成%

#D

&

(

预扩增引物
T$$

和
]$$

的序列分别为
"eCS5V\C

SVS\5V5\SV5SCEe

和
"eCS5\S5S\VV\S5SC

\55CEe

(选择性扩增引物是在预扩增引物的
Ee

端

随机添加
%

个或
E

个碱基所得'分别为
T$$k%

$

E

和

]$$k%

$

E

'选用其中的
##E

对用于试验(限制性内

切酶和
\!

连接酶购自
/?W

公司'其他试验药品购

自全式金公司'供试引物及接头序列均由上海生工

有限公司合成(

#<%<E

!

57XTCTVR

反应
!

!

#

"酶切
C

连接反应(反

应体系为#

#$d/?WW)..3*%<$

$

X

'

#$K

P

$

KXW=5

$<%

$

X

'

#$ KK(-

$

X 5\T$<!

$

X

'

"$

$

K(-

$

X

G=2

'

,@,

J

03*$<!

$

X

'

"

$

K(-

$

X)=,

'

,@,

J

03*

$<!

$

X

'

#$8

$

$

XG=2

'

$<"

$

X

'

%$8

$

$

X)=,

'

$<%"

$

X

'

!$$8

$

$

X\!-9

P

,43$<!

$

X

'

#$$+

P

$

$

X

F/5

模板
%<"

$

X

'加
@@U

%

B

至
%$

$

X

(

E&c

温浴

#L1

后'置于
O!$c

冰箱中备用(

!

%

"预扩增反应(反应体系为#

#$d/?WW)..3*

%<!

$

X

'

%KK(-

$

X@/\T%<$

$

X

'

"$KK(-

$

X]

P

C

=B

!

$<%

$

X

'

"$

$

K(-

$

X

引物
]$$

和
T$$

各
#<$

$

X

'

"8

$

$

X7*

I

C

J

(-

;

K3*,43$<#"

$

X

'酶切
C

连接产

物
!<$

$

X

'加
@@U

%

B

至
%$

$

X

(预扩增反应程序#

M!c

预变性
EK9+

,

M!c

变性
#K9+

'

"Lc

退火
E$

4

'

&%c

延伸
#K9+

'

%D

个循环,

&%c

延伸
#$K9+

(

!

E

"选择性扩增反应(反应体系为#

#$d/?W

W)..3*

!含
]

P

%k

"

%<$

$

X

'

%KK(-

$

X@/\T%<!

$

X

'

"$+

P

$

$

X ]$$k%

$

E

和
T$$k%

$

E

各
#<$

$

X

'

"

8

$

$

X7*

I

C

J

(-

;

K3*,43$<%

$

X

'

%"

倍稀释的预扩增

产物模板
%<$

$

X

'加
@@U

%

B

至
%$

$

X

(选择性扩增

反应程序#

M!c

预变性
"K9+

,

M!c

变性
E$4

'

L"c
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退火
E$4

'

&%c

延伸
#K9+

'

#%

个循环,

M!c

变性
E$

4

'

"Lc

退火
E$4

'

&%c

延伸
#K9+

'

%L

个循环,

&%c

延伸
#$K9+

(

#<%<!

!

凝胶电泳检测
!

用
Lf

的变性聚丙烯酰氨

凝胶电泳检测
TVR

产物'加入
$<"d\W?

缓冲液'

预电泳
E$K9+

'恒定功率
&$Z

'上样量
"

$

X

'电泳

至胶板的
%

$

E

处时结束'用
E

P

$

X

的硝酸银溶液染

色并观察结果(

#<E

!

数据统计与分析

#<E<#

!

多态性位点标记统计
!

按点样顺序记录

57XT

多态性位点条带数'有条带的记录为-

#

.'无

条带的记录为-

$

.'缺失或条带不清楚的记录为

-

O

.'生成-

$

.和-

#

.组合的原始矩阵(

多态性位点百分率!

)

"的计算公式为#

)l

!

J

$

:

"

d#$$f

'其中
J

为多态性位点数'

:

为所测位

点总数%

%$

&

(

#<E<%

!

标记偏分离统计
!

根据孟德尔分离定律'

7

%

群体的基因型理论分离比为
Em#

'在
)

$

$<$"

水平

上'利用卡方检验
57XT

多态性位点标记是否符合

Em#

的分离比例'明确是否存在偏分离现象'统计

偏分离标记数%

%#

&

(

#<!

!

图谱构建

利用
'(9+],

J

E<$

作图软件'构建高丹草高密

度分子遗传连锁图谱(将
$

'

#

原始矩阵转换成所要

求的数据格式
,

+

>

后'新建
#

个文件'用
X(,@F,03

导入数据文件,用
G+@9:9@),-

P

3+(0<.*3

^

命令排除

缺失数据'并确定作图群体,用
XBF

P

*()

J

9+

P

4

!

0*33

"选择连锁群数!

KL%

值
%

E

"'打开
V*3,03

S*()

J

4.(*K,

JJ

9+

P

命令即可得到高丹草分子遗传

连锁图谱(

%

!

结果与分析

%<#

!

高丹草
57XT

引物筛选及多态性标记位点分析

将父母本和高丹草
7

%

部分单株的基因组
F/5

经酶切
C

连接反应及预扩增'以得到的产物作模板'

进行
57XT

适宜引物的筛选'结果从
##E

对引物组

合中筛选出多态性丰富+重复性好+条带清晰的适宜

引物
%"

对!表
#

+图
#

+图
%

+图
E

"(

表
#

!

高丹草供试株
57XT

适宜引物组合的碱基序列及多态性标记位点

\,[-3#
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利用这
%"

对
57XT

引物对高丹草
7

%

代
E$"

个

单株
F/5

进行
TVR

扩增'共得到
"#L

个位点'其中

多态性标记位点
!!!

个'占总位点数的
DL<$f

,

%"

对
57XT

引物中平均每对引物可扩增出
#&<&L

个多

态性标记位点'表明该
7

%

群体的遗传多态性比较丰

富(

%<%

!

高丹草
57XT

标记的偏分离分析

卡方检验表明'在检测到的
!!!

个高丹草
57XT

多态性分子标记位点中'符合孟德尔
Em#

分离比例

的有
EL%

个'说明在
)

$
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水平时'有
D%

个标记发

生偏分离'占总标记数的
#D<!&f

!表
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"'符合植物遗

传作图中偏分离标记比率
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的要求%
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高丹草
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作图标记的偏分离分析
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高丹草分子遗传图谱的构建
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作图软件'构建高丹草
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分子遗传连锁图谱'结果见图
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量等重要性状的
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讨
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论

分子遗传连锁图谱是进行作物重要性状
Y\X

定位+基因图位克隆+功能分析及分子标记辅助育种

研究的基础'图谱的质量取决于标记间的密度和标

记分布的均匀度'标记间密度越高+标记分布越均匀

的图谱'其质量就越好'应用价值也越大%
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(与逯

晓萍%
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+卢杰等%
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&所报道的高丹草分子遗传图谱相

比'本试验构建的遗传连锁图谱所用的
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分子

标记数量较多!
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个"'密度较高!标记间平均距离
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+环境因素的不同'以及基因转化和转座
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本试验构建的高丹草分子遗传连锁图谱中偏分

离标记比率为
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分离比

例的正常标记作图'再将偏离标记插到图谱中'如此

则不影响高丹草遗传连锁图谱的准确性(
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结
!

论

从
##E

对
57XT
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分离群体
E$"

个单株的基因组
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据此构建了一张密度较高的高丹草分子遗传连锁图

谱'该图谱含
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个连锁群'覆盖的基因组总长度为
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