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利用显性分子标记和 群体进行林木遗传连锁图谱的构建
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构建遗传图谱是 当前生物学研究领域中的一个热点
,

进行图谱构建
,

林木与作物既有

共性
,

又有各 自的特点
。

因为进行 图谱构建一是要有合适的分离群体
,

二是要有能揭示亲

本多态性的遗传标记
。

两者可利用的遗传标记是一样的
,

但在进行作 图群休构建时却存

在
,

一定差异
,

林木的遗传组成高度杂合
,

大多数林木为长期异交 的树种
,

一般都有 自交 不

亲合和近交衰退现象
,

象作物那样利用近交 来或其它的高世代群休进行遗传 图谱构建是

不太可能的
。

由 于研究方法的不 同
,

以前的林木育种工作者很少留意建立和保存谱 来清

楚的 凡 和 群体
,

由 于林木生命周期很长
,

建立这样一些高世代的群体也雷要很长的

时间
,

而且除 了杨树
、

柳树等一些可在温室内水培杂交的物种
,

大多数林木的控制授粉杂

交操作也是很困难的
。

因此研究过程中
,

等待材料的问题成为 目前林末遗传 图谱构建的

主要限制 因子之一
。

如何利用现成的材料和低世代群休
,

对林木遗传图谱构建工作的广

泛开展具有重要意义
。

下 面就这一 问题作一些理论上的探讨和分析
。

理论分析

标记在群体中的分离

由于林木的高度杂合性
,

许多基因位点在

即发生分离
,

所以 , 群体能够满足成为作

图群体的条件
,

这样的群体一般是现成的或者

可以在短时间内建成
,

而通过 反应获得

标记
,

由于不需要印迹
、

杂交和显影等一

系列繁琐步骤
,

显示出简便高效的特点
,

使我们

有可能在短时间内获得大量的基因组信息
,

而

且 标记本身为一种显性标记
,

在遗传行

为上存在显隐性现象
,

即带的有无 十 一
,

虽

然对比于共显性的 标记
,

标记会

丢失部分信息
,

但其显隐性遗传方式却给我们

带来了分析上的简化
,

因为我们可以通过合适

的交配进行
“

假
”

测交
,

使杂合的位点在后代的

分离中产生 的分离比
,

假设图式如下

或
,

不分离

或 或 或 或

或
, “ 分离

几

或 或 或 或

或

其中 代表显性位点
,

代表与 对应的隐性
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位点
, 。代表相应的零等位基因位点

。

上图中有带出现的可能基因型为显性纯合

或显隐性杂合
,

无带的情形为隐性纯合或无相

应的等位基因 即零等位
。

通过杂交后
,

显性

纯合位点不发生分离
,

而杂合位点则发生上述

分离
,

且期望分离比为
,

这一分离模式与花

培双单倍体或回交群体的分离模式以及可采用

的作图模型是相似的
。

而且可以同时对双亲进

行作图
。

在引物的筛选上我们只要通过适当利

用一部分 个体
,

就能鉴别可利用的引物
,

即

将在双亲中能检测到多态性的引物对 进行

检测
,

如果 个体间存在多态性
,

则这一引物

就可用于图谱的构建
。

但检测多少个 个体

合适呢 如果所用 个体太多必然增加工作

量和作图成本
,

根据期望概率
,

由下式确定所选

个体数 , 一
“ ,

其 中 刀为信息损失

量
,

为所用个体数
。

如果所用 , 个体数为
,

则在 , 中检测不到多态性的概率为
,

即

可能有 的信息损失量
。

所以我们认为利用

个以上的 个体进行多态性检测就可保证

有 以上的概率使合适的引物得 以入选
。

这一方法集中了三交与测交的特点
,

利用现成

的杂合度较高的个体作亲本
,

与另一亲缘关系

相对较远的个体进行交配
,

产生多数测交分离

位点
,

但双亲的亲缘关系也不易太远
,

否则即使

杂交亲合
,

子代中可能非整倍体现象严重
,

对作

图造成干扰
。

华盛顿州立大学在建立毛果杨

美洲黑杨的 凡 群体过程中
,

利用 尹 分析和

流式细胞计对 个 的分析表明
,

其中有

个个体是三倍体或非整倍体
。

因此杂交要考虑

到避免多倍体或非整倍体的出现
。

连锁检验与重组频率

下面简要说明一下利用显性标记和这类群

体进行标记间连锁检验和重组率计算的数学模

型与方法
。

由于隐性位点与零等位的情形在实验结果

上表现是一致的
,

均为无带出现
,

所以统一计为
。

对于两位点
, ,

假设它们在双亲中的重组

率相等 几
,

则这两个位点在子代中的

分离情形如表 和表
。

表 器 器配子频率分布

一 一
。 了 了

。〕 配子数

一

一

口

一
一

一
, 如 目 ‘

完全连锁

自由组合

表 ,

豁
、

器配子频率分布

。 业宁孕螃旦 普 子
配子数

一

一

一一

一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一

完全连锁

自由组合

为配子频率

为配子类型

表中
,

如果
、

完全连锁
,

则双亲
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表型在 子代中各占
,

如果 自由分离
,

则出现四种表型 两个双亲型
,

两个重

组型
,

其频率各为
。

所以重组率可以通

过与完全连锁和独立分配情形带型的差异进行

计算
。

利用 检验
,

可以检验表型 带型 分离

是否严重偏离独立分配的期望分离比
。

如果我

们同时考虑两个要检验的基因位点
,

就可以将

分离比的检验与连锁检验合并起来进行
。

这是

实际分析过程中常用的方法
。

我们所讨论的连

锁形式为 一 类型
。

可以进行如下的

检验

导 护 十 矛 矛 一

又 一 一

孟 一 一

一 一 。

导 总的卡方值
,

它可以分解成为三个部分

冬 测验 基因座位的分离比例是否异常

孟 测验 基因座位的分离比例是否异常

毛 测验
、

基因座之间是否存在连锁
。

如果 与 相连锁
,

则重组频率可以通过

解下面的极大似然方程进行估算

重组频率 的估计质量可由下式计算
一

曝
旦 一不青器

’

这里 为样本量 作图群体的个体数
,

重

组率 的方差为
, 、

吸尸 二 不 ,

其标准差为

“ 卜漪
极大似然估计值为重组频率 的最小方

差无偏估计值
。

其中表 中的期望频率 砚是通过特定表

型的配子频率的乘积加和得到的
。

如
,

一 一
、 ,

一
、

一
, 、

一二二 二二二 份
一

二二二 二二二一 一 、 、 产 “ “ 产

假定 二 几
,

由于其它各项均为 已的

导数
,

将上述各项带入方程
,

则方程 变为

一忿 一 , 二 十 二丁 十 二丁 十 一

—
对 求解得到

一

各

占
艺 工昼卫
占

这里 为期望频率
,

为观察到 的表型

数
,

式中各项的计算如表

表 式 中各项的计算值

由式
、

得到

一

乙 配子类型 马 器 上竖
占 六

‘器, ’

一 昌 一

匕 了 丽

二犷 游 一

合计
一

对于表 的情形
,

由于重组频率不大 于
,

所以我们容易识别重组子
。

上面分析是两位点情形
,

我们实际可检测

到的这种位点是很多的
,

通过多点分析和基因

的直线排序
,

利用 函数完成重组率与

图距间的转换
,

就可以完成图谱构建
。

等人对花旗松和 白云杉的双列杂

交子代进行了 标记分离研究
,

证实大量

测交位点的存在
,

对于花旗松
,

所利用的 个

引物有 个检测到了在 显著水平上符合

分离的位点
。

等通过假测交的策略
,

利用 标记进行 巨按 尾 叶按的图谱构

建
。

建成的图谱中
,

巨按具有 个标记
,

分属
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个连锁群
,

覆 盖 的基 因组 长度 约 为
,

尾叶按图谱具有 个标记
,

分属 个连

锁群 按树具 对染色体
,

覆盖的基因组长度

约为
。

两个图谱上的标记对基因组的

覆盖率都达到了 以上
。

最近又发表了长

叶松 湿地松利用 , 群体和 标记建成

的图谱
。

讨论

已发表的林木作图群体有以下几种 ①几

群体
,

如杨树
、

火炬松等 ②回交群体
,

如美洲

栗 ③ 群体
,

如长叶松
、

湿地松 ④利用大配

子体进行针叶树单株作图
,

如火炬松
、

湿地松
、

花旗松
、

欧洲赤松
、

糖松等
。

上述群体中
,

群体适用于杂合度低的树

种
。

其特点是 群体具有永久性质
,

利于引物及

探针筛选及数量性状的系统研究
。

可同时利用

共分离分析及分离个体混合分析进行基因定

位
。

不足之处是 建群时间长
,

有些树种由于近

交不亲合或近交衰退现象
,

难以建群
。

同时非

整倍体出现机率增加
。

回交群体与 群体相似
,

群体具有永久性

质
。

尤适用于利用显性标记作图
,

分析简单
。

但与 凡 群体相比
,

降低了可检测的位点数
。

同

时也受近交衰退的影响
。

, 群体适合于杂合度较高的树种
。

其优

点为具有永久性质
,

可同时利用共分离分析和

分离个体混合分析法进行基因定位
,

能避免近

交衰退的影响
,

建群时间短
。

缺点是 增加筛选

引物和探针的工作量
。

利用大配子体作图是大多数针叶树可以采

用的群体
。

因为大配子体是纯合单倍体
,

而且

分析简便
,

不需专门建群
。

但是暂时性群体
,

作

图与定位不能同时进行
,

应用有一定局限性
。

综合来看
, , 群体对林木而言是一个 比较

理想的作图群体
,

本文介绍的方法为这种群体

在林木 中的应用提供了一种更有效的交配设

计
。

文中的方法利用显性标记
,

结合三交与回

交特点
,

通过零等位增加测交分离位点数
,

这样

就会获得足够的位点构建较为饱和的遗传图

谱
,

这种群体可以利用现成的杂合度较高的个

体与相应的较远亲缘关系的个体通过 代杂交

得到
。

这样的群体对许多树种都有现成的材料

或可以在短期内建成
。

因此针对林木的特点这

是一 种简单有效 的作 图 群体构 建方法
。

但

这样一种分子标记不能使所有的分离位

点都能得以利用
,

从而影响图谱的饱和度
,

而且

这一方法增加了引物筛选的工作量
,

因为它需

要通过一定数量的 个体对引物进行筛选
。

我们实际可利用的信息还包括双亲中都为杂合

的位点
,

其分离 比为
,

所以用显性的分子标

记作图时
,

我们全部可利用的信息包括如下几

种分离与连锁检验模型 一

一 一 。

但双亲中均为杂合的

位点在亲本中检测不到多态位点
,

其在 , 中能

够检测 出多态性 的效率 , 一 一
“ ,

当 时
,

只有 的检出率
,

工作量

增加相对校大
,

而且分析较为复杂
。

在图谱的

饱和度要求不太高的情况下
,

可以不考虑这类

情况
。

所以在图谱的快速构建过程中
,

尤其是

对框架图的构建
,

这是一种极为有效的方法
。

而且我们可以通过合适的选配和增加所用引物

的数量
,

使图谱达到较高的饱合度
。

这一方法

还存在一个标记本身的缺点
,

由于我们还不完

全了解 反应的机理
,

在实验过程中我们

一定要注意严格控制实验条件
,

保证结果的稳

定性
。

相对的不稳定性成为其最主要的

限制因子
。

但这些不稳定因素都是可以通过控

制实验条件而加以避免的
,

而且 标记的

简单与快速是其它标记所不能比拟的
。

在基因

位点研究方面
,

群体不适合于通过选型交配

研究 目的基因
,

因为所选的具有极端表现的性

状在子 一代 中
,

一般不发生分离
。

在

究时可通过共分离分

析 与混合个体分离分

析 结合进行
。
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