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　　摘要 :利用 SSR分子标记技术以及软件Mapmaker3. 0 ,Mapdraw2. 0和 QTLMaper1. 6对齐 319和掖 478及其 F2∶3家系

进行了初步的遗传分析 ,构建了分子遗传连锁图谱。该连锁图总长度 1 63817 cM ,包含 114个标记 ,平均两个标记间

的距离为 14137 cM。在所做标记的附近得到 5 个 QTLs ,分别位于第 2 ,3 ,5 ,6 ,9 条染色体上 ,能解释表型变异的

36121 % ,2116 % ,39141 % ,20167 % ,30154 % ,而且均检测出加性效应。另外 ,还发现 QTLs之间表现出上位性互作。
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Abstract :In this study ,SSR molecular marker technology and software Mapmaker3. 0 ,Mapdraw2. 0 and alignment

QTLMaper1. 6 were applied for preliminary genetic analysis of Ye 478 ,Qi319 and population of F2 :3 lines ,and molecular

genetic linkage map was constructed. The total length of the linkage map was 1 638. 7 cM ,containing 114 markers ,and

the average distance between two markers was 14. 37 cM. Five QTLs were found near the SSR markers set ,which were lo2
calized on chromosome 2 ,3 ,5 ,6 ,9 ,which could explain 36121 % ,2116 % ,39141 % ,20167 % ,30154 % of the phenotyp2
ic variation. They all demonstrated additive effects. Digenic epistasis interactions existed between some detected QTLs re2
lated to resistance to Curvularia lunata.
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　　玉米弯孢菌叶斑病 ( Curvularia lunata ( Wakker)

Boed. )原主要发生在热带及亚热带地区 ,但自 1956

年 Nelson报道该病害在印度发生以来 ,目前全世界

主要玉米产区多数都已发生[1 - 3 ]。近几年 ,在我国

一些玉米产区相继较大面积地发生玉米弯孢菌叶斑

病。该病害发展蔓延快 ,已在相当一部分地区和省

份造成严重危害[4 - 12 ]。因此研究弯孢菌叶斑病的

遗传机制 ,确定抗病 QTL 位点 ,发展分子标记辅助

选择育种具有重要意义。

本研究在利用 SSR 标记构建玉米连锁图谱的

基础上 ,对玉米抗弯孢菌叶斑病进行 QTL 初步分

析 ,以明确抗病基因数目、位置及效应 ,深入了解玉

米抗弯孢菌叶斑病的遗传机制 ,为抗病育种提供理

论依据 ,从而推动抗弯孢菌叶斑病育种的发展。

1　材料和方法

1. 1　试验材料

齐 319和掖 478均为高配合力的玉米自交系 ,其

中 ,齐 319对玉米弯孢菌叶斑病表现抗性 ,掖 478感

病[13]。用齐 319×掖 478获得 F2 :3家系 (78个) ;本试验
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菌种( C. lunata)由青岛农业大学植物保护学院提供。

1. 2　田间试验及抗病性鉴定

分别于 2006和 2007年将 F2和 F2 :3家系种植于

青岛农业大学试验田。选取地势平坦、肥力均匀的

田块播种 ,小区面积 3. 0 m ×0. 7 m ,每小区 15穴 ,3

次重复 ,随机排列 ,8叶左右接种。用手持喷雾器喷

雾接种 ,接种后捆扎保湿 48 h ,以后逐日观察记载潜

育期 ,待病情稳定后 ,逐株记载病斑反应型、病斑数、

病斑大小和严重度。严重度的鉴定 :待田间病情稳

定后 ,取果穗叶以上 3叶逐株调查严重度。分级标

准参照王宏等[14 ]的方法。

1. 3　玉米基因组 DNA的提取

采用 CTAB (Cetyl triethylammonium bromide)法提

取玉米总 DNA ,参考 Saghai - Maroof[15 ]的方法。待

DNA完全干燥后 ,加入 100μL 灭菌 TE ,溶解 DNA。

每管加入 1μL RNA 酶 (10 mg/ mL) , 37℃保温 30

min ,降解其中的 RNA。0. 8 %琼脂糖凝胶电泳检验

DNA质量 , - 20℃保存 ,以备后用。

1. 4　SSR分析

按下列组成进行 PCR 反应 (总反应体积

20μL)∶ddH2O 8μL , Primer F ( 10μmol/ L ) 0. 5μL ,

Primer R(10μmol/ L) 0. 5μL ,2×Taq Supermix 10μL ,

50 ng DNA。用 PCR(PTC200) 扩增仪进行扩增 ,扩增

条件如下 :95℃5 min ,65℃40 s ,72℃40 s ,一个循

环 ;然后 95℃30 s ,55℃40 s ,72℃40 s ,共 20个循

环 ;95℃30 s ,15个循环 ;72℃6 min。样品取出后放

在 4 ℃下备用 ,或马上在扩增样品中加入点样缓冲

液 ,1∶1混合 ,95℃下变性 5 min后立即转移到冰浴

中冷却待用。制备 8 % PA 胶 ,加入 10μL 样品 ,恒

压 350 V电泳 3 h。用银染法显带 ,记录下亲本及各

家系的带型情况。

1. 5　数据处理及 QTL分析软件

试验结果记录 :与齐 319相同的位点记为 1 ,与

掖 478相同的位点记为 2 ,杂合的位点记为 3 ,二者

皆无的记为 0。利用 Mapmaker3. 0软件进行分子标

记连锁分析 ,利用遗传连锁图绘制软件MapDraw2. 0

绘制玉米分子遗传连锁图。利用 QTLMaper1. 6软件

进行 QTL分析。

2　结果与分析

2. 1　SSR标记遗传连锁图谱的构建

选取 45对 SSR引物 ,在亲本齐 319和掖 478间

进行多态性筛选 ,共选出 17对带型清晰、重复性好

的多态性引物用于连锁图谱的构建。用 MAPMAK2
ER/ EXP 3. 0软件进行分子标记连锁分析 ,共 114个

标记纳入了该连锁图中。根据标记间的距离和标记

顺序 ,用软件 Mapdraw2. 0 作图 ,结果如图 1 所示。

该连锁图总长度 1 638. 7 cM ,平均两个标记间的距

离为 14. 37 cM。

2. 2　严重度正态分布检验

F2 :3家系植株发病的严重度分布如图 2所示 ,其

中 ,没有严重度为 0 ,4 ,5级材料 ,严重度为 015 ,1 ,2

和 3级的材料分别有 6 ,5 ,24 ,43个 ,分别占群体的

717 % ,614 % ,3018 % ,5511 %。可见在其 F2 :3家系中

中感的材料占了大多数 ,但出现了超出其亲本抗性

的材料。对其进行正态分布检验 ,结果表明 :变异系

数达 36174 % ,标准差为 0184 ,偏度为 - 0186 ,概率

P = 01001 55 ,峰度为 - 0136 ,概率 P = 01504 15 ,基

本呈正态分布 ,抗病性状表现出数量性状遗传的特

点 ,符合 QTL定位要求。

2. 3　抗病 QTL分析

根据遗传连锁图谱 ,利用 QTLMaper1. 6 软件对

玉米弯孢菌叶斑病抗性进行 QTL 分析 ,结果如表 1

和表 2所示。
表 1　根据显著性水平检测到的 QTLs

Tab. 1　QTLs detected through the significanc level

染色体
Chrom

标记区间
Interval

距左边界距离/ M
Site1

距左标记距离/ M
Site2

似然比
LR

LOD值
LOD

加性
效应 A

概率值
Prob
贡献率/ %
/ H2 (Ai)

2 bnlg121 - hrg1 0. 020 0. 020 16. 04 3. 48 - 0. 508 5 0. 000 1 36. 21
3 BE639846 - umc2266 0. 754 0. 000 13. 78 2. 99 0. 392 7 0. 000 2 21. 60
5 bnlg1306 - ucsd106e 0. 224 0. 060 13. 37 2. 90 - 0. 530 5 0. 000 2 39. 41
6 bnlg2151 - end1 0. 191 0. 060 22. 40 4. 86 - 0. 382 3 0. 000 0 20. 67
9 gpm604b - sus1 0. 229 0. 000 32. 26 7. 00 - 0. 464 7 0. 000 0 30. 54

　　通过分析 (表 1) ,找到了 5 个 QTLs : bnlg121 -

hrg1 , BE639846 - umc2266 , bnlg1306 - ucsd106e ,

bnlg2151 - end1 ,gpm604b - sus1 ,分别位于第 2 ,3 ,5 ,

6 ,9 条染色体上 ,能解释表型变异的 36121 % ,

2116 % , 39141 % , 20167 % , 30154 %。而且有 4 个

QTLs的基因效应表现为负向的加性效应 ,1个表现为

正向的加性效应(表 1) ,也就是说在抗病和感病亲本中

都可能含有抗病基因。这 5 个QTLs 虽未包含本试验

所做的 17 个标记 ,但是却距所做标记很近 ,bnlg121 -

hrg1与所做标记 bnlg161 紧密连锁 ,距离为 917 cM;

BE639846 - umc2266与所做标记 bnlg1063连锁 ,距离为

2217 cM;bnlg1306 - ucsd106e 与所做标记 bnlg1346连锁 ,
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图 1　根据 SSR标记产生的连锁图谱
Fig. 1　Linkage map according to the SSR markers

图 2　F2∶3群体感病严重度的分布

Fig. 2　Distribution of disease severity in F2 :3 population

距离为 815 cM ; bnlg2151 - end1 与所做标记 bnlg107

紧密连锁 ,距离为 215 cM ;gpm604b - sus1 与所做标

记phi065紧密连锁 ,距离为 913 cM(如图 1 ,加框标记为

QTLs ,带下划线标记为所做标记)。另外 ,在不同的

QTLs之间出现了上位性互作 ,本试验检测到 3对QTLs

发生上位性互作 (表 2) ,其中 umc1566 - bnl5162a 对 C2

- umc52a 和 bnlg1446 - bnlg1176a 对 gpm79a - umc1033

表现出增强抗性的效应 ,bnlg1306 - ucsd106e对 bnlg2181

- bnlg162表现出减弱抗性的效应。
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表 2　不同的 QTLs之间的上位性效应

Tab. 2　Digenic epistasis interactions existed between different QTLs

染色体
Ch - Ini

标记区间
Int. Namei

染色体
Ch - Inj

标记区间
Int. Namej

似然比
LR

LOD值
LOD

上位性
互作 AAij

概率值
Probij

1 - 7 umc1566 - bnl5. 62a 2 - 4 C2 - umc52a 22. 93 4. 98 0. 189 7 0. 000 0

5 - 7 bnlg1306 - ucsd106e 6 - 4 bnlg2181 - bnlg162 14. 83 3. 22 - 0. 152 0 0. 000 2

8 - 4 bnlg1446 - bnlg1176a 7 - 1 gpm79a - umc1033 36. 88 8. 00 0. 215 9 0. 000 0

3　讨论

本研究得到了 5 个 QTLs ,分别位于第 2 ,3 ,5 ,6 ,

9 条染色体上 ,黎裕等[16 ]也连续 2年在第 6条染色

体检测到了 QTL。检测到的 5个 QTLs ,其加性效应

相对大小也不同 ,这与黎裕和赵君得到的结果也相

似。说明在第 6 条染色体上很可能存在着抗病基

因 ,而且加性效应是其遗传的主效应。另外 ,在分析

中还发现 QTLs之间存在上位性互作 ,黎裕和赵君同

样也检测到了控制玉米弯孢菌叶斑病抗性的 QTLs

之间存在上位性互作[16 ,17 ]。这说明上位性互作也

是影响该病抗性的遗传基础。所以要把分子标记用

在针对该病的抗病育种中必须做更深入更全面的考

虑 ,因为上位性效应会影响育种中基因型的选择。

由于在生产上 ,玉米弯孢菌叶斑病主要在成株

期发生 ,因此在幼苗期或反季节条件下用分子标记

辅助选择来进行抗病育种非常有意义。近年来 ,由

于 PCR标记的广泛使用 ,基因型鉴定的成本大幅度

降低 ,使分子标记辅助选择在实际应用中成为可能。

黎裕提出辅助选择方案 ,我们可以借鉴 ,在考虑到杂

种优势群的情况下把期望的基因组区域聚合起来 ,

培育出优良的自交系[18 ]。从本试验以及前人的工

作来看 ,QTL检测效率取决于以下因素 : ①QTL分析

的数学方法 ;②作图群体的类型 ; ③标记密度 ; ④群

体大小 ;⑤目标性状的遗传力[19 ]。

本试验所用的软件是基于混合线性模型的复合

区间作图软件 QTLMaper1. 6 ,该方法把群体均值、

QTL的各项遗传主效应 (包括加性效应、显性效应和

上位性效应)作为固定效应 ,而把环境效应、QTL 与

环境互作、分子标记效应及其与环境互作效应作为

随机效应 ,将效应估计与定位分析结合起来 ,进行多

环境下的联合 QTL定位分析 ,提高了作图的精度和

效率[20 ]。与基于多元回归的复合区间作图法相比 ,

用混合线性模型方法进行 QTL 定位可避免所选标

记对 QTL效应分析的影响 ,还能无偏地分析 QTL与

环境的互作效应 ,把标记效应作为随机效应 ,克服了

把标记效应作为固定效应时用回归方法进行标记筛

选可能出现的问题 ,而且大大缩短了分析的时间。

用模拟数据进行的研究发现 ,DH 群体和 RIL 群体

是 QTL分析最好的群体[21 ]。姜丽丽等[22 ]利用 RIL6

群体对干旱和灌溉两种处理条件下玉米株高、产量

进行了 QTL 分析。但对玉米而言 ,DH 群体的构建

相当困难 ,而 RIL 群体的构建耗时长 ,在我国目前

QTL分析起步时间较短的情况下 ,用 F3群体来进行

QTL作图是可以接受的。但李玉玲等[23 ]利用相同

来源的 F2 :3家系群体和 BC2S1 家系群体进行玉米生

育期的 QTL分析 ,结果证明两类群体检测出 QTL的

数目、位置、效应和贡献率均存在较大差异 ,认为主

要原因在于 BC2S1群体抽样选择所引起的群体结构

差异 ,F2 :3群体显示出较高的 QTL 检测能力 ,但回交

育种过程中应慎重依据 F2 :3群体 QTL 定位结果进行

标记辅助选择 (MAS) 。随着时间的推移 , RIL 群体

和测交群体成熟的条件下 ,可以用更好的群体来进

行更准确的 QTL定位。同时 ,还需要扩大群体内样

本数量 ,增加标记数目 ,以提高 QTL分析的准确性。
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