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陆地棉极短纤维突变体基因 的遗传与定位
刘逢举袁梁文化袁郭旺珍袁张天真 *
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摘要院Li2突变体是在纤维伸长发育阶段纤维极端缩短类型的突变体袁 其控制极短纤维表型的基因被命名为
遥 本文以(Li2伊海 7124)F2及(Li2伊sub18)F2作为标记群体袁结合本实验室最新的海陆种间分子遗传图谱上染色

体 18的标记信息,对陆地棉纤维突变体 Li2的极短纤维性状进行基因定位遥 在(Li2伊海 7124)F2分离群体中,纤

维性状分离比符合孟德尔 3∶ 1的分离袁证明 Li2突变体的极短纤维性状是由一对完全显性单基因控制遥 而在
(Li2伊sub18)F2分离群体中,纤维性状分离比出现异常袁不符合 3∶ 1的分离比袁这可能与 Li2突变体的温敏特性

有关遥 利用 JoinMap 3.0连锁分析软件,使用含 623个单株的(Li2伊海 7124)F2群体将 基因定位在 18染色体

的端部,与最近标记 Z08的遗传距离为 6.051 cM曰使用含 651个单株的(Li2伊sub18)F2群体将 基因也定位在

了 18染色体的端部,与最近标记 Z08的遗传距离为 9.266 cM遥研究结果为进一步精细定位与图位克隆该基因
提供了基础遥
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Li2 is a short fiber mutant found in the fiber elongation procedure, and the gene that controls short fiber mutant pheno-

type is named . Hai7124, developed in China, is a commercial -resistant variety in . Sub 18 is a sub-

stitution line with accession渊acc.冤TM-1 genetic background except that the 18th chromosome (Chr 18) is replaced

by the corresponding homozygous chromosome of acc 3-79. In cotton, gene has been assigned to chr 18 using

aneuploid stocks in 2002. The objective of this research was to screen SSR markers tightly linked with gene by using two F2

segregating populations derived from Li2 mutant and the backbone genetic linkage map from 伊 BC1

newly updated in our laboratory. Genetic analysis suggested that the segregation ratio of short fiber plants in the (Li2 伊 Hai7124)

F2 fit Mendelian 3∶ 1 inheritance, confirming that the short fiber trait in Li2 mutant was controlled by an complete dominance

gene. However, the segregation ratio of short fiber plants in the (Li2 伊 sub18)F2 did not fit Mendelian 3∶ 1 inheritance, and this

may be related to the temperature-sensitive characteristic of Li2 mutant. Genetic mapping of Li2 was conducted using two F2 pop-

ulations mentioned above and JoinMap v3.0 software. In the (Li2 伊 Hai7124)F2, gene was located on the end of chr 18, and

the nearest marker Z08 had a genetic distance of 6.051 cM from . In the (Li2 伊 sub18)F2 , was also located on the end of

chr 18, but the nearest marker Z08 was 9.266 cM from . The present mapping of Li2 mutant provides a starting point for

fine-scale mapping and positional cloning.
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陆地棉纤维极端缩短类型突变体 Li2袁是一类
棉纤维伸长发育受阻的突变体遥 对于这类棉纤维

极端缩短类型突变体从基因型到表型的分子机

制的研究袁将有助于深入了解棉纤维发育机理这
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一棉花学界共同关注的课题遥 其巨大的经济效益
和社会效益不言而喻遥 近年来袁随着分子生物学
的迅速发展袁 极短纤维突变体 Li2的分子遗传学

研究已经取得了一些重大进展遥自 Narbuth等[1]证

明了 Li2突变体是单基因显性遗传后袁Kohel等[2]

首次利用非整倍体测验法把 基因定位到 18
染色体上遥 Rong等[3-4]在 2004年所建立的高密度
遗传图谱的基础上袁将基因 定位在了 18染色
体渊D13冤末端遥
基于 DNA分子标记的遗传图谱为植物遗传

学的研究袁 诸如 QTL作图尧 基因精细定位渊fine
mapping冤与图位克隆渊position mapping冤等袁提供
了很重要的工具遥 而随着分子标记遗传图谱饱和
度的增加袁一些高密度的遗传图谱已经被用来定
位棉花上一些重要的质量性状基因或数量性状

基因座渊QTLs冤[5-9]遥
本研究以 Li2突变体分别构建了 2 个 F2群

体袁通过分子标记技术袁结合本实验室郭旺珍等[10]

构建的一张高密度遗传图谱袁 对 基因进行了

遗传定位遥

材料和方法

试验材料

本实验所用到的亲本材料为院海 7124尧Li2突

变体及 sub18遥其中 Li2突变体尧sub18置换系均引
自美国农业部南方平原农业研究中心[11]遥 异源四
倍体棉花栽培品种海岛棉海 7124袁是南京农业大
学棉花研究所抗黄萎病遗传研究的一个单株选

择后代袁具有黄色花冠尧花瓣基部有红心尧黄色花

药和典型的鸡脚叶遥 sub18置换系是利用陆地棉
遗传标准系 TM-1遗传背景的单体作母本与海岛
棉遗传标准系 3-79进行杂交袁从杂交后代中选择
单体作父本袁与相应的单体回交袁连续回交多代
直到获得理想的纯度遥 一般经 6尧7代甚至更多代
回交后袁选单体棉株进行自交袁分离出的双体植
株即为培育的置换系遥 sub18置换系有 25对染色
体属于 TM-1袁第 18染色体则来自 3-79遥 所有材
料均自交繁殖保纯遥

群体构建及性状调查

2006年尧2007年分别在南京农业大学江浦
实验站配置杂交组合(Li2伊海 7124)F1尧(Li2伊sub18)
F1袁同年在海南岛基地种植袁收获 F2代种子曰次年
在南京农业大学江浦实验站种植亲本尧F1尧F2代群

体,并考察记载吐絮期单株的纤维表型性状袁归
类与统计遥

Li2突变体构建的 2个 F2群体中袁在吐絮期袁
逐株调查 2个 F2群体的每个单株的棉纤维形态袁
发现 F2群体中表现为 3种性状分离院①植株各部
位铃吐絮均不正常袁均表现为极短纤维遥 ②植株
某些部位铃吐絮不正常袁表现为极短纤维曰其余
则表现正常遥 ③植株各部位铃吐絮均正常袁均表
现为正常纤维遥但在 Li2突变体亲本行中袁作者却
发现①和②这 2种情况都存在遥 鉴于 Li2突变体

亲本的表现袁作者认为院只要植株上有极短纤维
的袁不管正常吐絮的棉桃存在与否袁均划为突变
体袁记为 1曰全部正常吐絮的才能划为正常株袁记
为 2遥 正常株海 7124尧置换系 sub18及突变体 Li2

的棉纤维及其种子的形态见图 1遥

DNA 提取及图谱的构建
2007尧2008年,分别提取亲本尧F1及 F2群体

的单株幼嫩叶片的基因组 DNA袁DNA提取参考

Paterson等人方法[12]遥
SSR 分析及遗传图谱构建
实验中所用 SSR 引物全部为本实验室的

注院A.海 7124曰B. sub18曰C. Li2突变体遥
图 1 三个亲本材料的棉纤维及其种子形态

Fig. 1 Cotton fiber and seeds morphology of three parent lines
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NAU编号引物, 引物信息可从 (http:// www. cot-
tonmarker.org) 网站下载遥 PCR扩增在美国 MJ
Research公司的 PTC-225热循环仪上完成遥 扩增
产物的电泳检测参照 Zhang等人的报道[13-14]遥 对
所选引物在亲本尧F1及 F2作图群体中的分离情况

进行调查遥 带型与 Li2突变体一致的记为 1,与海
7124或 Sub18一致的记为 2,与 F1一致的记为 3,
缺失的记为野-冶遥 用 字2检测形态性状标记及 SSR
分子标记在 F2分离群体中是否符合孟德尔 3∶1
(完全显性)的分离比率遥 用 JoinMap 3.0[15]来构建

遗传连锁图, LOD逸3遥 图谱的绘制用Mapchart[16]

完成遥

结果与分析

极短纤维性状的遗传分析

2007年 9－10月田间调查 (Li2伊海 7124) F2

群体的吐絮情况遥结果发现袁在由 Li2突变体配制

的 940株 F2分离群体中袁其中 317株未结铃遥 在
吐絮的 623株中袁极短纤维株数∶正常纤维株数 =
459∶164袁字2

c= 0.5142 ＜字2
0.05= 3.84袁符合 3∶1的

分离比遥 这进一步证明 Li2突变体中的极短纤维

性状是由一对完全显性基因所控制的遥 2008年
9－10月田间调查 (Li2伊sub18) F2群体的吐絮情

况遥 结果发现袁在 685株 F2分离群体中袁共有 651
株已吐絮袁极短纤维株数与正常纤维株数之比为
415∶236袁字2

c= 43.3594＞字2
0.05=3.84袁 不符合 3∶1

的分离比遥 这可能与 Li2突变体极短纤维性状对

温度敏感有关遥 根据 2008年海南南繁的调查结
果袁发现有 2株在(Li2伊sub18)F2群体中表现为正

常纤维的植株袁在(Li2伊sub18)F2:3株系中却出现了

极短纤维株与正常纤维株的分离渊数据未列出冤遥
鉴于 2次纤维调查时的温度不同袁 作者认为 Li2

突变体在秋季温度较低时可能长出长纤维袁因而
再表现为正常纤维遥 而这势必也将影响到 (Li2伊
sub18) F2群体中极短纤维株与正常纤维株的实

际比例遥
基因定位

2008－2009两年袁本实验室分别用组合(Li2伊
海 7124)F2尧 (Li2伊sub18)F2对 基因进行了定位遥

2008年袁从(Li2伊海 7124) F2群体中随机取 40
个单株组成 基因的初级定位群体遥 参照本实

验室海陆种间遗传连锁图谱 Chr 18上的 SSR标
记信息袁首先进行 Li2突变体和海 7124亲本多态
性筛选曰 发现各 SSR引物在两亲本间都有差异遥
然后每隔 5~10 cM挑选多态标记对 40个 F2单株

的 DNA进行 PCR扩增,鉴定每个个体的标记基
因型遥 通过 Joinmap作图分析袁初步将 基因定

位在 NAU 4861 与 NAU 2886 之间遥 距 NAU
2886约 4.667 cM袁距 NAU 4861约 13.299 cM遥随
后袁 进一步在 Chr 18 上挑选标记 NAU 2886尧
NAU 4861附近上尧 下相距 10 cM内的多态性标
记袁 继续对所有 F2单株进行标记基因型的鉴定遥
最后袁 利用 JoinMap做图软件将 基因定位于

18 染色体端部袁 距 Li2 最近的标记为 Z08袁约
6.051 cM渊图 2冤遥

2009年袁 从 (Li2伊sub18)F2群体中随机取 28
个单株组成 基因的初级定位群体遥用 Li2突变

体尧sub18 2个亲本对本实验室第 18条染色体上
的所有 SSR标记进行多态性筛选袁 发现各 SSR
标记在 2亲本间都有差异遥 然后在第 18条染色
体上平均选取了 23个 SSR标记对 28个 F2单株

的 DNA进行 PCR扩增,鉴定每个个体的标记基
因型遥 通过 Joinmap作图分析袁初步将 基因定

位于 18染色体端部袁 在 NAU 3161与 NAU 662
之间曰距 NAU 3161约 2.565 cM袁距 NAU 662约

图 2 用渊Li2伊海 7124冤F2群体定位 基因

Fig. 2 Linkage map of with渊Li2伊Hai7124冤F2
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9.272 cM遥 随后袁 进一步挑选标记 NAU 3161尧
NAU 662附近上尧 下相距 10 cM内的多态性标
记袁继续对所有(Li2伊sub18)F2单株进行标记基因

型的鉴定遥 最后袁利用 JoinMap做图软件袁将
基因定位于 18染色体端部,距 最近的标记为

Z08袁约 9.266 cM渊图 3冤遥

讨论
基因的精细定位需要在同质的遗传背景下

进行遥 因此,通常采用近等基因系尧 剩余杂合体
(RHL)等群体进行目标基因的精细定位[17-18]遥 在
渊Li2伊sub18冤F2群体中袁所用的 2个亲本 Sub18及
Li2突变体均是以陆地棉遗传标准系 TM-1为背
景培育而来的,二者仅在 18染色体上存在差异袁
属于同质的遗传背景遥 这既保证了目标基因所属
染色体的海岛棉尧 陆地棉种间的差异性,可充分
利用海尧陆种间的遗传图谱信息袁又保证了目标
基因所属染色体以外的其它遗传背景的相似性,
可提高实验的准确性遥

另一方面,本实验室 Guo等在前人的基础上
构建了一张包含功能标记最多的高密度遗传图

谱[10]袁此一标准遗传图谱所用的作图群体为 TM-1
与海 7124 杂交的一个海陆群体遥 该图谱包含
2247个位点袁 覆盖了 3540.4 cM的遗传距离袁标
记间的平均遗传距离为 1.58 cM袁 全部分布于 26

个连锁群上遥 本研究中所用的 Li2突变体具有陆

地棉 TM-1背景, sub18置换系的第 18染色体来
自海岛棉 3-79[11]遥 因此袁渊Li2伊海 7124冤F2和渊Li2伊
sub18冤F2群体均表现出了海陆杂交的特性遥 这
样袁在进行标记筛选的过程中袁就可直接参考标
准图谱的标记进行筛选遥 加之根据前人的结论袁
已经知道 基因位于第 18染色体上[2]袁因而只
需筛选标准图谱第 18染色体上的标记即可遥 这
就大大减少了寻找与基因连锁的标记的筛选进

程袁 也省去了利用 NILs法构建等基因系和利用
BSA法构建 DNA池的繁琐性遥 进一步显示了遗
传图谱在实际应用中的优越性遥 本研究中 2个大
群体最终定位的结果相似袁 均将 基因定位在

了第 18染色体的端部遥这一结果与国外 Rong等
用 158株 渊Li2伊Pima S-7冤F2对 基因进行定位

的结果相似[4]遥本研究中所用的 2个 F2群体更大袁
所得结果更为可靠袁 可反映出 基因与标记间

相对准确的遗传距离遥 这为 基因进一步精细

定位打下了基础袁 也为基于图谱的 基因的图

位克隆提供了较为可靠的标记信息遥
如果有少量分离群体个体的表型鉴定出现

错误袁将严重影响到目的基因定位的精确度遥 本
研究在 2009 年进行性状调查时发现 袁 渊Li2伊
sub18冤F1中的表现较为复杂遥 F1表现为 3种性状
分离院①植株各部位铃吐絮均不正常袁均表现为
极短纤维曰②植株某些部位铃吐絮不正常袁表现
为极短纤维袁其余表现正常曰③与 sub18的纤维表
现相同袁植株各部位铃吐絮正常袁均表现为正常
纤维遥 根据以前的遗传分析袁Li2突变体是显性单

基因遗传[1]袁因此袁渊Li2伊sub18冤F1的纤维表型理应

与 Li2突变体的相似袁即纤维表现为①或②遥第三
种表型的出现可能与部分 Li2突变体对温度敏感

有关遥本文(Li2伊sub18)F2:3株系中纤维的调查结果

已经证明了这一现象遥 这种情形极大地干扰了笔
者对 渊Li2伊sub18冤F2群体中各单株的棉纤维性状

的判断袁继而将影响到(Li2伊sub18)F2定位的结果遥
此外袁An等[19]发现袁Li2突变体在美国也有同样的

表现遥
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