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摘 要
:
应用分子标记辅助选择的方法

,

将黄籽性状导人 到波里 马恢复 系中
,

利 用杂种 优势
,

将是提高油菜产量的

理想途径
。

分析了分子标记辅助选择甘蓝型黄籽油菜的前景和背景选择的效果
,

结果表明
,

在背景选择中
,

7 种 不同

RA PD 引物数 目组合方式 的选择结果基本一致 ;应用少数连锁群上 的标记可 以获得与全基 因组相 似的选择结果
。

在

前景选择中
,

随着世代的增加
,

每一个标记的选择准确率在降低 ;双侧标记的选择准确率比单侧 的标记高
,

此外
,

多个

单侧标记未能提高选择准确率
。

据此
,

提 出了作物前景和背景选择过程中的一些改进策略
。
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甘蓝型黄籽油菜具有种皮薄
、

含油量和蛋 白质 部分显性 )
,

利用潜力大
,

特别是在将其与杂种优势

含量高等一系列优点“
,

2了
,

因此
,

选 育甘蓝型黄籽油 利用结合起来将更具特色团
。

传统育种方法通过表

菜成为提高种子含油量的一个重要途径
,

成 了当前 现型间接对基因型进行选择
,

受到许多条件限制
,

如

油菜育种的主要 目标之一
。

以前黄籽油菜育种进展 基因表达的时空性
、

环境条件影响
、

其他非 目标基因

缓慢
,

除了因为黄籽遗传复杂
、

多基因遗传模式
、

多 的互作等
,

使得选育甘蓝型黄籽品种费时
、

费力
、

耗

为隐性遗传
、

表达受环境影响较大外
,

另外一个重要 钱
,

易受到环境影响
,

效率较低
。

而分子标记辅助选

原 因 是 缺 少 优 良 和 稳 定 的 甘 蓝 型 黄 籽 资 源
。

择 (MA S) 可在任何生长期进行
,

不受环境条件影响
,

No
.

21 27
一

17 是一个优良黄籽基因资源(单基因控制
,

可排除非等位基因相互作用而造成的干扰
,

具有快
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速
、

经济
、

效率高
、

准确性强等优点
,

它包括对 目标基

因的跟踪即前景选择和对遗传背景的选择
。

背景选

择可加快遗传背景恢复速度
,

缩短育种年 限和减轻

连锁累赘的作用
。

MAS 在水稻
,

玉米
,

小麦
、

棉 花等

作物中均有成 功报道 〔4
一 ‘。〕

,

但在 油菜 中应用 并不

多 [川
。

此前我们筛选到了大量甘蓝型黄籽油菜多态性

标记
,

鉴定和发展了一批与黄籽油菜 N o
.

21 27
一

17 的

黄籽基因连锁的 Pc R 标记闭
,

因此
,

可以 以其 为基

因供体进行黄籽 M AS 选育
,

将黄籽基 因回交转到波

里马恢复系中
。

本研究主要分析了甘蓝型黄籽油菜

MA S 的效果
,

据 此提 出一 些 改进对 策
,

以 期 降低

MA S 的应用成本
。

1 材料和方法

1
.

1 材料

供体亲本为人工合成甘蓝型黄籽品系 N。
.

2 127
-

17
,

由陈宝元教 授提供
。

轮 回亲本是黑 子 品种恢

5 148
一

2
,

为华中农业大学油菜研究室选育的优 良波

里马恢复系
。

恢 5 14 8
一

2 x N o
.

2 127
一

1 7 经小抱子培养

而来的 D H 系
,

以及用恢 51 4 8
一

2 回交的 2 个回交和 1

个 自交群体
。

1
.

2 D N A 抽提

苗期提取亲本恢 5 14 8
一

2
,

N o
.

Z12 7
一

17 及 D H 系的

总 D NA
,

提取及纯化参照李佳 等〔
’2〕的大量 sD s 法

,

并略作修改
,

总 D NA 质量用 0
.

8 % 的琼脂糖凝胶电

泳检测
,

总 D NA 浓度用紫外分光光度计 (Ph ~ ac ia

B iot e e h
,

ce
n e

Qu an t ll )测量
。

将各样品的 D NA 浓度

用灭菌双蒸水 (dd 玩O) 调整到 25 n盯拼L
, 一 20 ℃保存

备用
。

回交和 自交世代中的各单株 D NA 用小量法提

取
,

具体的过程是
: 在苗期取 0

.

1 一 0
.

2 9 油菜幼嫩干

净叶 片 于 1
.

5 m L 离 心 管 中
,

加 0
.

5 m L E xt ra e tio n

b u
ffe

r ,

捣成匀浆
,

再用 0
.

5 m L E x t
rac

tio n b tl月泛r 冲洗

并混匀 ; 55 一
60 ℃水浴 45 而 n ,

并不时轻轻摇动 ; 冷

却至室温
,

13 00 0 r/ 而 n 离心 10 而n ,

取上清液
,

加 3

一 5 拌L 10 n g/ 拌L R Nas e ,

37 ℃水浴 3 一 s h ; 加等体积

苯酚 :
氯仿

:

异戊 醇 (25 :
24

: l) 充 分混 匀
,

13 0 00

r/ 而 n离心 10 而。
取上清液

,

重复此步骤 1 次 ;转移

上清液
,

用约 2 倍体积无水乙醇 (或异丙醇 )
, 一

20 ℃

过夜析 出 D NA; 用枪头轻轻挑起或 10 oo o r/ 而n离心

3 而n
沉淀 D NA

,

70 % 乙醇 (含 5 m n lo l/ L N氏 AC) 浸泡

s h ; 除去乙 醇
,

彻底干燥 D NA
,

加 3 0 0 拜L d d玩O / 住

hi l丑七r 溶解 D N A
, 一

20 ℃保存备用
。

PC R 扩增时
,

取

1 一 1
.

5 拌L 直接用作 D N A 模板
。

1
.

3 R A PD 分析

反应体系如下
: 1 x PCR b uffe

r ,

1
.

3 5

nuno
l/ L M g

-

C12
,

0
.

0 5

mmo
l/ L d NTp s ,

l
.

o tJ Ta q pOl ym e

ras
e (四者均

为 M B I Fe rm
e n ta , ,

u th uan ia
,

下 同 )
,

0
.

45 拌mo l/ L 10
-

m e r

RA PD Pri me
r (上海 生物 工程有 限公 司 )

,

50 ng

D NA 模板
,

加 dd 玩。 至终体积 20 拌L
。

热循环参数

为 : 94 ℃ 3 而n ; 9 4 ℃ 3 0 5 ,

4 0 ℃ 4 5 5 ,

7 2 ℃ 6()
s ,

38

eye le s ; 7 2 ℃ 10 rni n ,

4 ℃保存
。

反应于 Pr C
一

22 5 扩增

仪 (MJ R e se a re h
,

U SA )上进行
。

扩增产物在 1 x

TA E

缓冲液
、

1
.

2 % 琼脂糖凝胶 (含 EB) 上电泳分离
,

电泳

完毕
,

于凝胶成像系统(U V P) 拍照保存
,

记录多态性

结果
。

1
.

4 SC A R 和 CA PS 分析

SCA R- PCR 反 应 体 系
: l 火 PCR b u fl毛r ,

2
.

3 5

m mo l/ L MgCI:
,

0
.

0 8
rnm

o l/ L d N作
s ,

1
.

0 U T a q po ly
-

me ra s e ,

5 0 n g D NA
,

0
.

4 5 拌m o l/ L 正反 向引物 (F
o r -

w a rd
,

R e v e rs e )
,

d d玩 o 补充至终体积 2 0 拼L
。

热循环

参数为
:
94 ℃ 3 而n; 94 ℃ 30

5 ,

64 ℃ 45 5 ,

72 ℃ 60

s ,

3 8 c yele , ; 7 2 ℃ 10 而n ,

1 。ye le ; 4 ℃保存
,

反应在

PTC
一

22 5 PCR 仪上完成
。

CAPS 酶切分 析体 系为
: 10 拌L SCAR

一

PCR prod
-

u e ts
,

1
.

5 拼L 10 x d ig e s te d b u皿三r ,

1
.

5 U R e st ri e t e n -

叮me (M B I F e
rm

e nt a , ,

u 山 uan ia )
,

d d从 。 补充至终体

积 15 拌L
,

3 7 ℃酶切 3 一 6 h
。

SCAR 和 CAPS 的电泳

分析同 R APD 分析
。

1
.

5 数据统计和分析

每个单株根据带型有无分别赋值为 1 和 。
。

按

Ne 主和 u 〔” 1的方法计算各材料与恢 5 148
一

2 的相似系

数和遗传距离
: 遗传相似 系 GS

二 Z N ij/( N ‘ +
玛)

,

其

中 N ‘、

凡分别为材料 i与材料j中扩增片段数 目
,

N ij

是为材料 i 和材料j共有扩增片段数 目
。

遗传距离

e D = 一 In (e s )
。

相似性分析采用 u PG M A (unwe
igh t -

e d p a i: 脚
u p 衍th 硕thm e t五。 av e

哪
,

算术平均数非加

权类平均法 )方法进行聚类分析
。

2 结果与分析

2
.

1 背景选择分析

2
.

1
.

1 全部 R APD 引物的选择结果 油菜成熟后
,

收获各 D H 系
,

室内进行种皮颜色分析
,

结合品质分

析
,

从 中选出 12 个黄色级别在 1 级
、

种子饱满
、

粒

大
、

品质较好的 D H 系
,

进行遗传背景与恢 5 14 8
一

2 的
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相似性分析
。

本试验设计为定位和育种 同步进行
,

背景选择

中的分子标记筛选与此前黄籽基因定位同时进行
。

在 2 4 0 条 R APD 多态性引物 中
,

选用多态性最好 的

142 条
,

对双亲和上述 12 个 D H 系进行 PCR 分析
,

结

果显示
,

共扩增出 8 30 条带
,

多态性 带 3 14 条
,

平均

每引物扩增 2
.

2 条多态带 (图 l )
。

以 这 31 4 条多态

带为数据计算遗传距离
,

进行聚类分析
,

筛选 出 2 个

与恢 5 148
一

2 遗传距离最小的 D H 系 D甩 1 和 D H 146

(表 1 )
,

田间观察发现这 2 个 D H 系表现与恢 5 14 8
一

2

最相似
,

与背景选择结果相一致
。

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 1 1 1 2 1 3 14
. . . . . . . . . . . . .日. .

泳道 1 为黑籽亲本恢 51 48 一2 , 2 为黄籽

亲本 N o
.

2 127
一

17
,

其余为不同的 D H 系

】助
e 1 15 th

e
bl ac k pare

n t

Hu isl4 8
一

2
,

2 15 th e yel lo w

pare
n t N

o
.

2 12 7
一

17 , th
e o thers are diffe 阳1】t禅朋ts

图 1

F ig
.

1

引物 58 6 在 D H 群体中的背景选择效 果

T he r esu 】ts of 5 8 6 scr
ee n in g 恤 比e D H lin e s

2
.

1
.

2 不同引物 数 目和组合方式 的选择效果分析

对这 142 条引物进行不 同方式的组合
,

分别设置

方法 1
,

2
,

3
,

4
,

5 :

全部 142 条引物
、

14 2 条中随机选择

30
,

6 0
,

9 0
,

12 0 条引物
。

刘雪平等【’4 〕以 N。
.

2 127
一

17

为亲 本之 一的 D H 群 体构 建 了一张 包含 有 97 个

RA
PD 标记的 19 个连锁群 的遗传图谱

,

每一连锁群

上有 1 一 16 个 R APD 标记 (LGl l 除外 )
,

有 5 个主连

锁群
,

与本试验相 同的引物共有 43 条
,

并分别分布

在 18 个连锁群上
,

据此结果我们又分别设置方法

6
,

7 :

18 个连锁群上
,

每一连锁群选择 1 一 2 条引物共

30 条引物 ;5 个 主连锁群上
,

所有共有 的 22 条引物

组合在一起
。

7 种方法 分别扩增 3一4
,

69
,

l一5
,

2 0 0
,

2 54
,

6 6
,

4 3

条多态性带
,

以上述 7 组数据进行聚类分析
,

计算遗

传距离
。

从表 1 结果可 以看 出
,

7 种不同引物数 目

的组合方式 的选择 结果基本一 致
,

处 在前 列 (前 5

位 )材料基本上每种方法均准确选 出
,

只是排列顺序

略有不同 ;方法 6 和 7 的结果表 明
,

少数连锁群 (5

个 )上的标记可以获得与全基因组相似的选择结果
。

这给我们一个启示
: 背景选择 的准确性并不取决于

标记的多少
,

少的标记 同样也可 以获得较好 的选择

结果
,

而且没有必要追求均匀分布于整个基 因组的

标记进行背景选择
,

这样可以采用逐步选择法
,

即随

机选取部分引物对初始群体进行初选
,

淘汰与轮 回

亲本距离较远的部分材料
,

再增加不同引物
,

对剩下

材料进一步分析
,

选 出最佳单株
,

这样可大大减少工

作量
,

节约成本
。

表 1 不 同的引物组合选择方法的结果 比较

Tab
.

1 C o m Pa r

iso n Of the s el呱io n re su】ts b y d i月陇re吐 Prim e r e

om b i”a tio ns

排列顺序

o rd e r

方法 l

M e tho d l

方法 2

M e th o d Z

方法 3 方法 4

M e th o d 4

方法 5

M e tho d 3 M e tho d s

ID G D

方法 6

M e th o d 6

方法 7

M e th o d 7

G D

0
.

3 4 8 3

0
.

44 6 3

0
.

4 9() 6

0
.

504 6

0
.

5 2 6 1

0
.

5 3 0 6

0
.

6 7 2 1

0
.

7 15 6

0
.

7 340
0

.

7 802
0

.

8 2 10

0
.

8 5 4 4

1
.

1 89 6

ID一21ID G D ID G D ID G D ID G D

1469510411814424137451608590706

0
.

4 5 3 3

0
.

5 0 0 8

0
.

5 0 2 1

0
.

5 7 0 5
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2 前景选择分析比较 发展而来
,

5 112 9
,

5 1 130 和 SCS l l3 0 与 SCA I 分别处

本试验所用的前景选择 (黄籽基因的跟踪 )分子 于黄籽基因的两侧
,

遗传图距列于表 2
。

标记分 别 为 RA PD 标 记 51 129
,

51 130
,

SC A R 标 记 根据田间表型的鉴定结果
,

4 个标记在不 同世

SCSl l3 o
,

CAp S 标记 S CA I
,

其 中 se s l l3o 是 由 5 11 30 代中的选择结果 (图 2 和表 2 )表明
,

随着世代 的增
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玉加
,

每一个标记 的选择准确率在降低
。

以 SCAI 为

例
,

在 3 个世代中的错选率分别为 5
.

10 %
,

5
.

83 % 和

6
.

12 %
。

在 2 个回交世代 中
,

同侧标记 5 112 9
,

5 1 13 0

和 SCS I130 的同时应用并未提高选择 的正确率
,

并

且以遗传图距最小 的 SCS n 30 的准确率最高
,

错选

率分别为 4
.

25 % 和 5
.

83 %
,

表明标记与 目标基 因的

遗传 图距越小
,

其选择的准确率越高
。

当在 B C IF , ,

BCZ FI中使用双侧标记 SCS一13 0 和 SCA z 时
,

分别仅

有 2 和 1 株错 选
,

错 选 率 分 别 降 到 了 0
.

57 % 和

0
.

45 %
,

表明双侧标记 的选择准确率明显高于单侧

标 记
。

由 RA PD 标 记 发 展 而 来 的 SC A R 标 记

SCS ll30 的准确率高于原标记 5 1 13 0
,

表明 SCA R 标

记的选择效果 会更好
。

此外
,

共显性的 SC AI 标记

能较好的区分各个世代的后代纯合与否 (图 2 )
。

P
:
P Z

P
了

为 N。
.

2 127
一

17
,

几 为恢 51 48
一

2
,

其余为不同的单株
,
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表 2 各标记对各世代的选择准确性 比较
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3 讨论

利用 MAS
,

将分子标 记技术 与 回 交育种 相结

合
,

可以快速地将与分子标记连锁基因转移到另一

个品种中
,

改良某个特定性状
,

提高育种效率和缩短

年限
。

MA S 中前景选择的准确性主要取决于标 记

与 目标基因的连锁强度
,

标记与基因连锁得愈紧密
,

依据标记进行选择的可靠性就愈高
。

因此在实际应

用中
,

优先考虑选择 2 个位于基 因两侧最近分子标

记
,

这样不仅可以提高准确率
,

而且可以增加中选个

体与受体亲本遗传背景同质性
,

即使标记遗传 图距

较大也会比单侧选择有效
。

在没有双侧标记时
,

用

一个最近的标记即可
,

多个标记使用对提高准确性

并没有 起作用
,

反 而增 加成 本
。

本研究 和潘海军

等 [‘, 〕结果清楚地表明这一点
。

背景选择的对象是作物 的整个基 因组
,

因此应

有一张完整的分子标记连锁 图
,

知道每条染色体 的

组成及标记在染色体上的分布和覆盖程度
。

在油菜

中
,

尚未有覆盖整个基 因组并与染色体对应的遗传

图谱
,

很难做到像水稻那样
,

在每一条染色体上选取

均匀分布的少数标记进行 背景选择
。

段红梅 等〔
‘6 ]

对大豆 M AS 效果分析表明
,

不同组合方式 的 加 条

SS R 引物与全部 51 条引物选出各株系的遗传背景

回复率数值不同
,

排序有差别
,

但是选择到相同株系

比例较高
,

同时发现随着引物增加
,

遗传背景回复率

的相关程度也在增加
,

用 40 条引物几 乎可得到 51

条相同选择效果
。

夏军红等 [e] 对玉米研究表明
,

绝

大多数染色体与基因组遗传背景回复率的偏相关达
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显著水平
,

对有限数 目染色体 (一条或多条 )进行背

景选择可以达到对整个基因组选择类似结果
,

并 比

较 AF廿 和 SS R 两种标记背景选择 的相关性
,

发现

达显著水平
,

结果具有 同一性
。

因此背景选择时
,

尽

可能地优先选用均匀分布在连锁群或者染色体上的

标记
,

每一轮采用逐步选择法
,

用少数引物淘汰部分

初始群体中不符合的材料
,

再对遗传背景 回复率较

高剩余材料增加标记进一步精确分析
,

下一个世代

对已恢复为轮回亲本的位点可不再选择
,

最终仍可

选到最佳株系
,

大大减少工作量
,

提高选择效率
,

节

约成本
。

此外
,

对不同世代的背景选择只需选用一

种标记类型进行即可
。

在甘蓝型黄籽油菜 MA s 中
,

B C , F ,
仅 随 机 选 用 RA

PD 标 记
,

在 BC ZFI 则 换 成

AFLP
,

取得了较好育种结果
,

也证明了上述的结论
。
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