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牡丹遗传作图最适 F1 分离群体的选择
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摘要:以 3 株‘凤丹爷植株 M24、M49、M68 为母本,分别以中原牡丹‘红乔爷、日本牡丹‘花王爷和‘黑龙锦爷为父本,采
用控制授粉杂交方式,制备了 3 个规模较大的 F1杂交分离群体(个体数量分别为 366、233、197)。 采用简单重复序

列(SSR)标记技术,对这 3 个分离群体亲本进行多态性检测,结果表明,‘凤丹爷M24 伊 ‘红乔爷分离群体亲本间的多

态性水平最高,19 对 SSR 引物共检测到 27 个多态性位点,亲本间遗传距离为 0郾 707 0;因此,选取了该分离群体作

为构建牡丹遗传图谱的作图群体。 在此基础上,利用 SSR 标记技术对作图群体中随机抽取的 195 株子代个体进行

了基因型检测,结果显示 19 对 SSR 引物在作图群体中有 15 对具有多态性,其中 13 对引物在 P < 0郾 01 水平上符合

孟德尔期望分离比,占多态性标记总数的 86郾 7% ;测量分析了这 195 株子代个体的苗高、地径、当年生枝长、复叶

长、复叶宽和叶柄长等 6 个表型性状,结果显示这 6 个表型性状在作图群体中变异明显,表型值的变异系数均超过

15% 。 综上所述,‘凤丹爷M24 伊 ‘红乔爷F1分离群体适合作为构建牡丹遗传连锁图谱的作图群体。
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We established three large F1 segregation populations of tree peony (Paeonia Sect. Moutan) through
controlled hybridization, using three seeding individuals of P. ostti ‘Fengdan爷 as female parents, labeled
as M24, M49 and M68, and using P. 伊 suffruticosa Zhongyuan Group ‘Hongqiao爷, P. 伊 suffruticosa
Japan Group ‘Huawang爷 and ‘Hei Longjin爷 as male parents, correspondingly. The number of progeny
of the three populations is 366, 233 and 197, respectively. We detected the levels of polymorphism
between parents of the three segregation populations by employing 19 pairs of simple sequence repeat
(SSR) primers. The results showed that, 19 pairs of SSR primers could produce the most informative
polymorphism loci of 27 between the ‘ Fengdan爷 M24 and ‘Hongqiao爷 among the parents of three
segregation populations. The genetic distance between ‘Fengdan爷 M24 and ‘Hongqiao爷 was 0郾 707 0,
the farthest among the parents of three segregation populations. Therefore, the segregation population of
‘Fengdan爷 M24 伊 ‘Hongqiao爷 was selected for the construction of genetic linkage map in tree peony.
On this basis, segregations of genotype in randomly selected 195 progeny from mapping population were
investigated using SSR marker. Of 19 pairs of SSR primers, 15 pairs showed the polymorphisms in
mapping population, and 13 pairs (86郾 7% ) of them segregated in an expected Mendelian ratio (P <
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0郾 01). Furthermore, hereditary variations in plant height, ground diameter, current year branch length,
compound leaf length, compound leaf width, and petiole length of those 195 progeny were measured and
analyzed. The results indicated that the differences of the 6 phenotypic traits of mapping population were
significant, and their variation coefficients were all greater than 15% . All above lead to the conclusion
that segregation population of ‘Fengdan爷 M24 伊 ‘Hongqiao爷 was optimal for the construction of genetic
linkage map in tree peony.
Key words摇 Paeonia Sect. Moutan; SSR; mapping population; genetic linkage map

摇 摇 牡 丹 ( Paeonia Sect. Moutan ) 是 芍 药 科

(Paeoniaceae)芍药属(Paeonia)植物,其花大色艳,
奇丽无比,被誉为“花中之王冶 “国色天香冶,是原产

中国的世界著名花卉之一。 牡丹栽培历史悠久,其
育种经历了引种驯化、实生苗选育以及有性杂交选

育等不同的发展阶段,形成了至少由 17 个品种群构

成的复杂系统[1]。 然而,目前国内外牡丹育种仍然

以传统杂交育种为主,存在育种目标不明确、周期

长、效率低等问题,已无法满足牡丹产业化快速发展

的需 求。 分 子 标 记 辅 助 选 择 ( Marker鄄assistant
selection, MAS)技术,可有效提高育种工作的定向

性和育种中间材料的筛选效率,有助于缩短育种周

期,有针对性地选育新品种,是解决牡丹传统育种中

存在问题的有效途径。
制备合适的作图群体是构建高效遗传图谱的关

键,是开展数量性状位点 ( Quantitative trait loci,
QTL)定位研究的前提,是实施 MAS 的基础。 理想

的作图群体,要求群体亲本多态性高,规模较大,表
型、抗性和分子水平上均发生最大分离[2]。 牡丹是

多年生的木本植物,具有基因组高度杂合、自交不亲

和、童期长[3]等特点,与大多数的一年生作物相比,
制备一个理想的作图群体难度更大。 目前,牡丹的

杂交育种研究,多以创制杂交新品种为目的,而在作

图群体制备、遗传图谱构建等方面的研究仍未见报

道;因此,制备一个合适的遗传作图群体,对牡丹的

遗传育种研究具有重要意义。
本研究的主要目的就是建立一个适合构建牡丹

遗传连锁图谱的作图群体。 基于本课题组长期、大
量的牡丹杂交育种工作[4鄄鄄6],研究中选择了牡丹品

种‘凤丹爷作为杂交母本,中原牡丹品种‘红乔爷、日
本牡丹品种‘花王爷和‘黑龙锦爷作为杂交父本,采用

控制授粉杂交方式,制备了 3 个品种间杂交的 F1分

离群体。 在此基础上,利用 SSR 分子标记技术,对
所制备的 3 个杂交组合的亲本进行多态性检测,选
出一个亲本 DNA 多态性较高,表型、抗性差异较大

的分离群体,作为构建牡丹遗传连锁图谱的作图群

体,并对该作图群体进行了基因型检测和表型变异

分析。 该作图群体的制备,将为进一步构建牡丹遗

传连锁图谱,获得控制牡丹重要园艺性状的数量性

状位点,开展牡丹分子标记辅助选择奠定基础。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 试验材料

杂交 母 本 为 凤 丹 品 种 群 ( P. ostti Fengdan
Group)中 3 株表型相似的‘凤丹爷植株,分别编号为

‘凤丹爷M24、‘凤丹爷M49、‘凤丹爷M68;杂交父本分

别为中原牡丹品种群 (P. 伊 suffruticosa Zhongyuan
Group)的‘红乔爷、日本牡丹品种群(P. 伊 suffruticosa
Japan Group)的‘花王爷和‘黑龙锦爷(表 1)。 所有试

验材料均来自于洛阳国家牡丹园。

表 1摇 牡丹杂交亲本的选择及其主要表型性状

Tab. 1摇 Main phenotypic traits of the selected peony hybrid parents

亲本 Parent 名称 Name 表型性状 Phenotypic trait

母本

Female parent

‘凤丹爷M24、‘凤丹爷M49、‘凤丹爷M68
‘ Fengdan 爷 M24, ‘ Fengdan 爷 M49,
‘Fengdan爷 M68

植株高大,生长势强,单瓣白色花,花期早

Big plant, strong growth vigor, single white flowers, early blooming

‘红乔爷
‘Hongqiao爷

株高中等,生长势中等、菊花型桃红色花,花期中

Medium plant, medium growth vigor, chrysanthemum鄄shaped pink
flowers, medium flowering

父本

Male parent
‘花王爷
‘Huawang爷

株高中等,生长势强,蔷薇型红色花,花期晚

Medium plant, strong growth vigor, rose鄄shaped red flowers, late blooming

‘黑龙锦爷
‘Hei Longjin爷

植株矮小,生长势中等,荷花型墨紫色花,花期中

Small plant, medium growth vigor, lotus鄄shaped ink purple flowers,
medium flowering
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表 2摇 19 对牡丹 SSR 引物序列及其在 6 个杂交亲本组合中的多态性信息

Tab. 2摇 Primer sequences of 19 peony爷s SSR markers and polymorphism information of each marker in the six
selected combinations of peony hybrid parents

引物
名称
Primer
name

正向引物序列(5忆鄄3忆)
Forward primer(5忆鄄3忆)

反向引物序列(5忆鄄3忆)
Reverse primer(5忆鄄3忆)

最适退火温度
Optimum
annealing

temperature /
益

片段
长度

Product
size /
bp

重复基序
SSR motif

GenBank
登录号
GenBank
accession
number

SSR 多态性信息
SSR polymorphism

information

等位位点数
Number of
alleles

PIC 值
PIC
value

SSR1 掖ROX业TTGGTTGGTGAAGGTGTT CTTCGATAACCGCAGGAGGAT 50郾 0 324 (TC)9,(TC)5 FJ024294 5 0郾 62

SSR2 掖FAM业AGTGGTGGAAGATTGGAC AAATACTCCGTCTTAGTGTGAA 55郾 0 211 (AG)24 EU678295 3 0郾 48

SSR3 掖HEX业CATTTCCCACTTCCAACTCT GGCAACACGCTTATGACACA 55郾 5 372 (AG)8 AY016265郾 1 2 0郾 24

SSR4 掖ROX业CAATCCGAGTCGTAAGC CACCTCCTAGACCCAGAG 56郾 0 162 (TGG)5 JX855803 3 0郾 55

SSR5 掖HEX业TGCTGTGGACATAGGGTAA CAGGTCGAGGTAGAAGAGTG 55郾 5 334 (GGT)5 JX855799 1 0郾 00

SSR6 掖ROX业GCCACAAGAAAACAAAAACC CCTTCACCACTACTTCCCCAT 54郾 0 267 (CT)17 FJ024291 4 0郾 56

SSR7 掖FAM业GTAGGAGATAGACCGATTGATA GAACTGCTGAGGGCACA 56郾 0 291 (CAC)6 JX855796 3 0郾 55

SSR8 掖FAM业GCTGCATAATCTACTATTCCA ACATACTGAGGGCGTTGT 54郾 0 129 (TCA)3 KC121550 2 0郾 38

SSR9 掖HEX业GACCGATTTGACCCTCTA CTCCCATGTGATGTTGTG 52郾 5 219 (GA)11 JX855800 4 0郾 56

SSR10 掖FAM业GACTATTTTGCCCCAGACAT AAGATACAAGCAGTTCACGC 54郾 0 357 (ATTT)7 AY016279郾 1 7 0郾 69

SSR11 掖ROX业TCACTTCCTAGACCCAGAGC TGCAAGCATCCCACCAT 57郾 0 334 (CAC)5 JX855802 1 0郾 00

SSR12 掖ROX业CGGAAGTTTTCTTTGAC ATCCTTTTGTAACTCCTGATT 48郾 0 151 (AG)5 JX855804 1 0郾 00

SSR13 掖ROX业GTTATAGAACCACTGACAT TGAGAGACAAATAATCGTG 48郾 0 323
(TC)5,(TC)5,

(CA)8
FJ024288 5 0郾 64

SSR14 掖ROX业CAAACTACCTGAATGTTCGGCTC CATCAAATTACCAAAGAAATCCT 50郾 0 323 (TC)20,(TATC)5 FJ024296 2 0郾 14

SSR15* 掖TAMRA业GACCACGGTGAGCTTATT ATCAAACCCGACATTCCT 50郾 2 356 (ACCCAT)3 GBGY01000335 2 0郾 14

SSR16* 掖ROX业TAATCACCCAATGAGCCA CGTCGTCGCCGAATACTT 50郾 2 395 (TTCATT)3 GBGY01000334 3 0郾 46

SSR17* 掖HEX业GCAAAGACAACAGCCTCG CTCACCATCCAATCCCAC 57郾 2 289 (CAG)6 GBGY01000120 3 0郾 48

SSR18* 掖'HEX业ATCTAACACCCTTCCTCC CAAGAATTTGACTTCCCAG 54郾 0 261 (CATCTC)3 GBGY01000299 2 0郾 38

SSR19* 掖HEX业ATTCAAATAGTCTTCGTGC TATGGTCGTAGTTGGAGC 55郾 0 316 (AAAT)4 GBGY01000207 3 0郾 45

注: *是作者所在课题组利用牡丹转录组信息开发的 5 个 EST鄄SSR 标记;PIC: 多态性信息量。 Notes: * refer 5 EST鄄SSR which were developed from tree peony
transcriptome by authors; PIC: Polymorphism information content.

1郾 2摇 杂交群体的建立

杂交试验于 2008 年 4 月在洛阳国家牡丹园进

行,采用控制授粉杂交方式,共建立了 3 个杂交组

合:‘凤丹爷M24 伊 ‘红乔爷、‘凤丹爷M49 伊 ‘花王爷和
‘凤丹爷M68 伊 ‘黑龙锦爷。 当年 8 月上旬,杂交果实

成熟,当果皮变为蟹黄色、果实刚开始开裂时,按杂

交组合分别将杂交果实采收并置于阴凉处晾干。 待

果皮完全开裂、种子颜色开始变黑时,将种子剥离,
并立即用湿沙进行种子沙藏。 9 月初开始播种,播
种基质为 V(草炭) 颐 V(蛭石) 颐 V(珍珠岩) = 1颐 1颐 1,
播种容器为穴盘[7]。 2009 年 10 月,统计 3 个杂交

组合的种子出苗率,并将杂种幼苗从穴盘中移栽至

大田,移栽株行距为 10 cm 伊 50 cm。 2010 年 7 月,
分别统计 3 个杂交组合杂种苗的移栽成活率。
1郾 3摇 杂交亲本的 SSR 多态性检测

1郾 3郾 1摇 基因组 DNA 提取

取上述杂交亲本植株的嫩叶,放入硅胶中干燥

保存,采用 TIANGEN 新型植物基因组提取试剂盒

(北京天根生物科技公司)提取基因组 DNA。 利用

1%琼脂糖凝胶电泳的方法[8],对提取的 DNA 样品

进行质量检测,并将合格的样品置于 - 20 益冰箱中

保存备用。
1郾 3郾 2摇 牡丹 SSR 标记检测

利用 19 对牡丹 SSR 引物,对杂交试验中的 6 个

亲本进行检测,分析杂交亲本之间的多态性。 19 对

SSR 引物中,有 14 对为已经公开的引物[9鄄鄄12],另外 5
对为作者所在课题组利用牡丹转录组信息开发的引

物(表 2)。 所有引物由上海生工生物工程技术服务

有限公司合成。
聚合酶链式反应 ( Polymerase chain reaction,

PCR)的反应体系和反应程序参照 Yu 等[12]的方法。
采用 10 滋L 的 PCR 反应体系,以 25 ng 牡丹 DNA 为

模板,加入 5 滋L 的 1 伊 Power Taq PCR MasterMIX(百

141
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泰客公司),0郾 5 滋L 浓度为 100 滋mol / L 的正反向引

物,最后加入适量的双蒸水至 10 滋L。 PCR 反应程

序为:94 益预变性 3 min;94 益变性 30 s,最适退火温

度(表 2)退火 30 s,72 益延伸 1 min,共 30 个循环;
最后 72 益延伸 10 min。 PCR 产物使用 DNA 自动测

序仪(ABI3730)进行多态性分析。
1郾 4摇 作图群体遗传结构分析

从作图群体(‘凤丹爷M24 伊 ‘红乔爷)中随机抽

取 195 个子代,利用上述 19 对 SSR 引物(表 2)进行

基因型检测,分析作图群体的遗传结构。 牡丹基因

组 DNA 提取和 SSR 标记检测的方法如 1郾 3 所述。
1郾 5摇 作图群体表型性状调查

2012 年 9 月,调查记录作图群体中随机选出的

195 个子代的表型性状,包括苗高、地径、当年生枝

长、复叶长、复叶宽和叶柄长等 6 个性状。 牡丹表型

性状的测定标准和测定方法,参照庞利铮等[8] 的

研究。
1郾 6摇 数据分析

用 GeneMarker V1郾 75 软件对 PCR 产物的荧光

检测结果进行判读和数据收集。 利用 PowerMarker
ver郾 3郾 23 计 算 SSR 标 记 的 多 态 信 息 含 量

(Polymorphism information content, PIC)、等位基因

数、等位基因频率及杂交亲本之间的遗传距离[13]。
用 JoinMap4郾 0 软件分析亲本及子代基因型的分离

类型,并进行孟德尔分离的卡方检验[14]。 应用

SPSS18郾 0 软件对作图群体的表型数据进行统计,分

析群体表型性状的遗传变异情况。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 杂交群体的建立

3 个杂交组合共获得 1 384 粒种子,其中有 955
粒种子出苗,平均出苗率为 69郾 0% 。 不同杂交组合

的出苗率略有差别,其中‘凤丹爷M24 伊 ‘红乔爷杂交

组合的出苗率最高,为 71郾 7% ,比‘凤丹爷M49 伊 ‘花
王爷杂交组合和‘凤丹爷M68 伊 ‘黑龙锦爷杂交组合

分别高出 2郾 9% 、7郾 5% (表 3)。 由此可见,‘凤丹爷
与中原牡丹和日本牡丹的杂交亲和性都比较高,属
于近缘杂交,而且中原牡丹‘红乔爷比日本牡丹‘花
王爷和‘黑龙锦爷表现出更高的杂交亲和性。

对比不同杂交组合的移栽成活率显示,‘凤丹爷
M68 伊 ‘黑龙锦爷杂交组合的移栽成活率(91郾 6% )
明显高于‘凤丹爷 M24 伊 ‘红乔爷和‘凤丹爷 M49 伊
‘花王爷杂交组合(分别为 80郾 3%和 82郾 0% )。 通过

田间观察发现,3 个杂交组合幼苗移栽的地点不同,
其中‘凤丹爷M24 伊 ‘红乔爷和‘凤丹爷M49 伊 ‘花王爷
杂交组合的幼苗种植在同一地块,‘凤丹爷 M68 伊
‘黑龙锦爷杂交组合的幼苗种植在另一地块。 两地

块间的土壤立地条件和水肥管理差异较大,这可能

是造成杂交幼苗移栽成活率显著差异的原因。 总

之,3 个杂交组合的幼苗,移栽后共有 796 株成活,
平均移栽成活率为 83郾 4% ,最终获得了 3 个子代数

量分别为 366、233、197 的牡丹 F1杂交分离群体。

表 3摇 牡丹不同杂交组合的育苗结果

Tab. 3摇 Results of breeding in different cross combinations of peonies

杂交组合

Hybrid combination

杂交种子数

Hybrid seed
number / grain

出苗株数

Emergence
number

出苗率

Emergence
rate / %

移栽成活株数

Transplanting
survival number

移栽成活率

Transplanting
survival rate / %

‘凤丹爷M24 伊 ‘红乔爷‘Fengdan爷 M24 伊 ‘Hongqiao爷 636 456 71郾 7 366 80郾 3

‘凤丹爷M49 伊 ‘花王爷‘Fengdan爷 M49 伊 ‘Huawang爷 413 284 68郾 8 233 82郾 0

‘凤丹爷M68 伊 ‘黑龙锦爷‘Fengdan爷 M68 伊 ‘Hei Longjin爷 335 215 64郾 2 197 91郾 6

总计 Total 1 384 955 69郾 0 796 83郾 4(Average)

2郾 2摇 杂交亲本的 SSR 多态性检测

利用 19 对 SSR 引物,对已建立的 3 个 F1 杂交

群体的亲本进行检测。 结果表明:1)19 对 SSR 引物

的多态性各不相同(表 2)。 每对 SSR 引物可检测到

的等位位点数为 1 ~ 7 个,平均 2郾 9 个;每对 SSR 引

物的 PIC 值为 0郾 00 ~ 0郾 69,平均值为 0郾 39。 2)‘凤
丹爷M24 伊 ‘红乔爷杂交组合亲本间的多态性最高,19
对 SSR 引物共检测到 27 个多态性位点,平均 1郾 4
个;而相同的 19 对引物,在其他两个杂交组合‘凤
丹爷M49 伊 ‘花王爷和‘凤丹爷M64 伊 ‘黑龙锦爷都只能

检测到 22 个多态性位点,平均 1郾 2 个(表 4),均低

于‘凤丹爷M24 伊 ‘红乔爷杂交组合亲本间的多态性。
利用 PowerMarker ver郾 3郾 23 计算了 3 个杂交组

合亲本间的遗传距离(表 5),结果显示:‘凤丹爷M24 伊
‘红乔爷杂交组合亲本间的遗传距离为 0郾 707 0,大
于其他两个杂交组合‘凤丹爷 M49 伊 ‘花王爷和‘凤
丹爷M68 伊 ‘黑龙锦爷 亲本间的遗传距离 (分别为

0郾 616 1 和 0郾 587 1)。 由此可见,‘凤丹爷M24 伊 ‘红
乔爷杂交组合亲本间的多态性最高、遗传距离最远,
故选择该杂交组合的F1杂交分离群体作为构建牡丹
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表 4摇 19 对 SSR 引物在 3 组杂交亲本中的多态性检测

Tab. 4摇 Investigation of polymorphism in three hybrid parents using 19 SSR markers

杂交组合

Hybrid combination

等位位点数

Number of
alleles

多态性等位

位点数

Polymorphism
alleles number

多态性比例

Percentage of
polymorphism / %

平均每对引物产生的多态

性等位位点数

Mean polymorphism alleles
number per marker

‘凤丹爷M24 伊 ‘红乔爷‘Fengdan爷 M24 伊 ‘Hongqiao爷 43 27 62郾 8 1郾 4

‘凤丹爷M49 伊 ‘花王爷‘Fengdan爷 M49 伊 ‘Huawang爷 38 22 57郾 9 1郾 2

‘凤丹爷M68 伊 ‘黑龙锦爷‘Fengdan爷 M68 伊 ‘Hei Longjin爷 39 22 56郾 4 1郾 2

表 5摇 杂交亲本之间的遗传距离

Tab. 5摇 Genetic distance between parents of three hybrid populations

杂交亲本

Hybrid parent
‘凤丹爷M24

‘Fengdan爷 M24
‘凤丹爷M49

‘Fengdan爷 M49
‘凤丹爷M68

‘Fengdan爷 M68
‘红乔爷

‘Hongqiao爷
‘花王爷

‘Huawang爷

‘凤丹爷M49 ‘Fengdan爷 M49 0郾 040 0

‘凤丹爷M68 ‘Fengdan爷 M68 0郾 080 0 0郾 040 0

‘红乔爷 ‘Hongqiao爷 0郾 707 0 0郾 667 0 0郾 707 0

‘花王爷 ‘Huawang爷 0郾 587 1 0郾 616 1 0郾 656 1 0郾 338 6

‘黑龙锦爷 ‘Hei Longjin爷 0郾 587 1 0郾 547 1 0郾 587 1 0郾 438 7 0郾 287 7

遗传图谱的作图群体。
2郾 3摇 作图群体的遗传结构

利用 19 对 SSR 引物检测了作图群体(‘凤丹爷

M24 伊 ‘红乔爷)中随机抽取的 195 个单株及亲本的

基因型(表 6)。 由表可知,19 对 SSR 引物在作图群

体的亲本和195个F1子代中都能进行有效扩增,其

表 6摇 19 个 SSR 标记在作图群体中的分离情况

Tab. 6摇 Segregation of 19 SSR markers in mapping population

引物名称

Primer name

亲本基因型 Parent genotype

母本(意) Female 父本(裔) Male

F1子代基因型

F1 progeny genotype
分离比例

Separation ratio

卡方值

字2 value

自由度

df

SSR1 aa bb ab 不分离 nondisjunction

SSR5 aa aa aa 不分离 nondisjunction

SSR11 aa aa aa 不分离 nondisjunction

SSR12 aa aa aa 不分离 nondisjunction

SSR2 a0 cd ac颐 ad颐 0c颐 0d 26颐 78颐 28颐 63 41郾 16** 3

SSR6 a0 cd ac颐 ad颐 0c颐 0d 46颐 52颐 49颐 48 0郾 38 3

SSR3 aa b0 a0颐 ab 90颐 105 1郾 15 1

SSR9 ab cc ac颐 bc 96颐 99 0郾 05 1

SSR10 aa bc ab颐 ac 89颐 106 1郾 48 1

SSR13 aa bc ab颐 ac 86颐 109 2郾 71 1

SSR4 ef eg ee颐 ef颐 eg颐 fg 52颐 57颐 32颐 54 7郾 93 3

SSR7 ef eg ee颐 ef颐 eg颐 fg 39颐 74颐 36颐 46 18郾 52** 3

SSR18 ef eg ee颐 ef颐 eg颐 fg 59颐 44颐 47颐 45 2郾 97 3

SSR8 hk hk hh颐 hk颐 kk 52颐 93颐 50 0郾 46 2

SSR18 hk hk hh颐 hk颐 kk 47颐 108颐 40 2郾 76 2

SSR19 lm ll ll颐 lm 91颐 104 0郾 87 1

SSR14 nn np nn颐 np 101颐 94 0郾 25 1

SSR15 nn np nn颐 np 105颐 95 0郾 13 1

SSR16 nn np nn颐 np 83颐 112 4郾 31 1

注:当 P < 0郾 01 时,df = 1,字2 = 6郾 64;df = 2,字2 = 9郾 21;df = 3,字2 = 11郾 35;**表示卡方值大于卡方检验临界值。 Notes: P < 0郾 01; df = 1, 字2 =

6郾 64; df = 2, 字2 = 9郾 21; df = 3, 字2 = 11郾 35; ** indicated 字2 value greater than Chi鄄square threshold.
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中有 15 对引物在作图群体中具有多态性,F1 子

代的基因型产生分离。 这 15 对 SSR 引物,按分

离类型可分为 8 种类型( a0 伊 cd、aa 伊 b0、ab 伊 cc、
aa 伊 bc、ef 伊 eg、hk 伊 hk、 lm 伊 ll、nn 伊 np) ,其中有

3 对引物,SSR2、SSR3 和 SSR6,出现了哑等位位

点( null allele)现象。 对这些有多态性的 SSR 标

记进行分离比例卡方检验 ( P < 0郾 01 ) ,其中有

13 个标记的分离比例符合孟德尔期望分离比,占
分离标记总数的 86郾 7% 。 以上分析表明,作图群

体基因型的分离类型较丰富,在 86郾 7% 的水平上

符合孟德尔期望分离比,适合用于构建牡丹遗传

连锁图谱。
2郾 4摇 作图群体表型性状的变异

对比作图群体亲本的表型性状,结果显示:母本

‘凤丹爷M24 的地径、株高和当年生枝长分别比父本

‘红乔爷高出 104郾 3% 、63郾 3% 、59郾 0% ;母本的复叶

长、复叶宽和叶柄长分别比父本低了 18郾 6% 、
10郾 0% 、30郾 1% (表 7)。 由此可见,作图群体亲本间

的表型差异明显,其中株型的差异较大,而叶部性状

的差异相对较小。

表 7摇 作图群体 6 个表型性状的统计分析

Tab. 7摇 Statistical analysis of 6 phenotypic traits in mapping population

表型性状

Phenotypic trait

杂交亲本 Hybrid parent F1子代 F1 progeny

母本

Female
父本

Male
平均值

Mean
最大值

Maximum
最小值

Minimum
平均值

Mean

标准差

Standard
deviation

变异系数

Variable
coefficient / %

F 值

F鄄value

地径 Ground diameter 4郾 70 2郾 30 3郾 50 1郾 77 0郾 46 0郾 89 0郾 19 20郾 89

株高 Plant height 147郾 00 90郾 00 118郾 50 44郾 50 5郾 00 23郾 52 6郾 62 28郾 16

当年生枝长 Annual shoot length 8郾 22 5郾 17 6郾 69 42郾 00 3郾 00 14郾 70 5郾 63 38郾 28 2郾 899**

复叶长 Compound leaf length 26郾 95 33郾 10 30郾 03 31郾 71 8郾 94 22郾 47 3郾 60 16郾 04 6郾 601**

复叶宽 Compound leaf width 16郾 60 18郾 45 17郾 53 26郾 63 8郾 67 18郾 60 2郾 87 15郾 43 4郾 769**

叶柄长 Petiole length 10郾 53 15郾 07 12郾 80 13郾 57 4郾 02 8郾 12 1郾 82 22郾 43 5郾 787**

注:各表型性状最大值、最小值、平均值和标准差的单位为 cm;**表示在 0郾 01 水平差异显著。 Notes: Unit of maximum, minimum, mean, and

standard deviation for each phenotypic trait is centimeter; ** indicated significant difference at 0郾 01 level.

摇 摇 统计分析作图群体 195 个 F1子代的表型性状,
结果显示:F1子代当年生枝长的平均值为 14郾 70 cm,
比亲本的平均值高出 119郾 73% ;而且性状的分离程

度大,最大值为 42郾 00 cm,最小值为 3郾 00 cm,高于

或低于双亲;变异系数达到 38郾 28% 。 F1 子代叶柄

长的平均值为 8郾 12 cm,较亲本均值的 12郾 80 cm 降

低了 36郾 56% ;最大值为 13郾 57 cm,最小值为 4郾 02
cm,介于或低于双亲;变异系数为 22郾 43% 。 F1子代

复叶长的平均值为 22郾 47 cm,比亲本的平均值低了

25郾 17% ;但是分离较广,最大值为 31郾 71 cm,最小值

为 8郾 94 cm, 介 于 或 小 于 双 亲 值; 变 异 系 数 为

16郾 04% 。 F1子代复叶宽的平均值为 18郾 60 cm,较亲

本均值高出 6郾 10% ;最大值为 26郾 63 cm,最小值为

8郾 67 cm,高于或低于双亲;变异系数为 15郾 43% 。 F1

子代群体的地径和株高平均值分别为 0郾 89 cm 和

23郾 52 cm,明显低于亲本的平均值,这是由于牡丹是

多年生木本植物,地径和株高都会随着株龄的增长

而逐渐增加,因此多年生的杂交亲本,其地径和株高

明显高于幼龄期的子代个体;地径和株高在作图群

体中的分离程度较广,变幅分别为 0郾 46 ~ 1郾 77 cm
和 5郾 00 ~ 44郾 50 cm,变异系数分别达到 20郾 89% 和

28郾 16% 。 F1子代表型性状的方差分析表明:当年生

枝长、复叶长、复叶宽和叶柄长 4 个性状在作图群体

内均达到极显著差异(地径和株高 2 个性状因无重

复,无法进行方差分析)。 综上所述,作图群体 6 个

表型性状均出现超亲分离,表型值的变异系数均超

过 15% ,其中 4 个性状在个体间的差异极显著。 由

此可见,作图群体的表型性状分离程度较高、变异明

显、个体之间差异显著,适合用于构建遗传连锁

图谱。

3摇 讨摇 摇 论

作图群体亲本间的遗传多态性程度,决定了图

谱构建的效率[15]。 理论上应选择亲缘关系远的品

种或种作为分离群体的亲本,但是如果亲本之间的

遗传差异太大,杂种的染色体配对和重组就会受到

抑制,导致连锁位点间的重组率偏低,从而影响图谱

的可信度和适用范围[16],甚至导致不育,影响分离

群体的建立;因此,分离群体亲本选择时,不仅要考

虑亲本间的遗传多态性,还要兼顾杂交后代的可育

性。 牡丹栽培历史悠久,具有起源复杂、遗传变异丰

富、高度杂合等特性[17],杂种的结实率及可育性与
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杂交 母 本 的 育 性、 杂 交 亲 本 的 亲 和 性 密 切 相

关[4鄄鄄5,18]。 本研究以结籽率高、抗逆性强、花期早、
白色花的‘凤丹爷3 株实生单株为母本,分别以‘红
乔爷‘花王爷和‘黑龙锦爷为父本,构建了 3 个规模较

大的牡丹 F1 杂交群体(个体数量分别为 366、233、
197)。 3 个杂交组合的杂种平均出苗率达 69郾 0% ,
说明‘凤丹爷与中原牡丹和日本牡丹之间亲和性较

强,与刘改秀等[7]、韩欣等[19] 的研究结果一致。 在

此基础上,利用 SSR 分子标记技术分析了 3 个杂交

组合亲本间的多态性,结果显示,‘凤丹爷M24 伊 ‘红
乔爷杂交组合亲本间的多态性最高,19 对 SSR 引物

共检测到 27 个多态性位点;因此,选择‘凤丹爷M24 伊
‘红乔爷杂交组合的 F1分离群体作为构建牡丹遗传

图谱的作图群体。
有效的分子标记是快速构建高密度遗传连锁图

谱的另一关键因素。 SSR 分子标记具有多态性丰

富、共显性等优点,是构建高密度分子遗传图谱的有

效工具[20]。 近年来,许多观赏植物如月季 (Rosa
chinensis) [21]、 梅 花 ( Prunus mume ) [22]、 康 乃 馨

(Dianthus caryophyllus) [23鄄鄄24] 等构建了基于 SSR 标

记的遗传图谱。 牡丹至今尚未构建遗传连锁图谱,
其中一个重要原因是牡丹有效的 SSR 标记数量有

限。 随着第二代测序技术的发展,SSR 标记开发变

得越来越高效、经济、可行,牡丹 SSR 标记的开发也

显现出快速发展的趋势。 Gai 等[25]利用牡丹转录组

挖掘了大量的标记,并成功开发了 121 对扩增稳定

的 SSR 引物。 Zhang 等[26] 也利用牡丹转录组成功

开发了 19 个 SSR 标记。 本课题组,目前也正利用

自己测序的一个牡丹转录组数据库,进行大量的

SSR 标记开发,为进一步构建牡丹遗传图谱作准备。
本研究从现有的牡丹 SSR 标记中,筛选了 14 个扩

增稳定的标记,并利用新开发了 5 个 EST鄄SSR,共 19
个标记,检测了牡丹作图群体的遗传结构。 研究结

果表明,有 15 个有多态性的 SSR 标记出现等位位

点分离,共有 8 种分离类型,86郾 7%的基因型符合孟

德尔期望分离比(P < 0郾 01)。 张德强等[27鄄鄄28] 构建

的毛白杨(Populus tomentosa)遗传图谱,其作图群体

的基因型在 80郾 2%水平上符合孟德尔期望分离比,
而月季、菊花(Dendranthema morifolium)、梅花、紫薇

(Lagerstroemia indica)等观赏植物的作图群体,符合

孟德尔期望分离比的基因型则在 77% ~ 92% 之间

不等[22,29鄄鄄32]。 由此可见,本研究筛选出的牡丹 F1杂

交分离群体,符合孟德尔期望分离的比率较高,适合

用于遗传图谱构建。
表型性状遗传变异是基因变异在形态上的呈

现,表型遗传变异的研究是植物种质资源开发应用

的基础,对杂交育种、品种选育以及 QTL 分析具有

重要意义。 目前牡丹表型性状的研究,主要在牡丹

自然 群 体 中 开 展。 王 晓 琴[33] 调 查 了 滇 牡 丹

(Paeonia delavayi)群体的茎、叶和花部性状,发现这

些性状的变异都较大,变异系数都在 15% 以上,茎
部性状变异程度大于叶部性状。 李宗艳等[34] 研究

了黄牡丹(Paeonia lutea)群体的表型变异,其中花

部性状变异在 20% 以上,但是叶部性状变异较小,
变异系数在 10% ~ 12% 之间。 庞利铮等[8] 研究了

紫斑牡丹(Paeonia rockii)群体的表型,群体数量性

状的变异系数范围为 10% ~ 30% 。 本研究构建的

‘凤丹爷M24 伊 ‘红乔爷F1作图群体,由于大部分个体

仍处于童期,花部性状尚未完全表现出来,因此只调

查了群体的 6 个主要生长性状,包括苗高、地径、当
年生枝长、复叶长、复叶宽和叶柄长。 结果显示,这
6 个性状的变异系数在 15郾 43% ~ 38郾 28% 之间,其
中叶部性状变异程度比滇牡丹、黄牡丹和紫斑牡丹

自然群体的变异更大。 这可能是‘凤丹爷与‘红乔爷
杂交后代,由于亲本基因型间杂合产生新的非加性

效应或互作效应,导致变异系数与变异幅度更大,表
现出丰富的表型性状多样性。 此外,在许多植物作

图群体表型分析中,普遍认为若变异系数超过

10% ,则表明群体的性状变异明显[35鄄鄄36]。 ‘凤丹爷
M24 伊 ‘红乔爷作图群体的 6 个表型性状变异系数均

超过 15% 。 由此可见,该作图群体,表型性状分离

广泛、变异显著,适合用于牡丹遗传图谱构建和 QTL
分析。

4摇 结摇 摇 论

1)本文以 3 株‘凤丹爷植株为母本,分别以‘红
乔爷‘花王爷和‘黑龙锦爷为父本,通过控制授粉杂交

方式,制备了用于构建牡丹遗传连锁图谱的 3 个品

种间杂交分离群体。 3 个群体的个体株数分别为

366、233、197,这些大规模的分离群体为牡丹遗传连

锁图谱构建及品种内和品种间比较基因组学研究提

供了宝贵的材料。
2)对 3 个分离群体的亲本进行 SSR 标记多态

性检测,选取了在 DNA 水平差异最大的杂交组合

‘凤丹爷M24 伊 ‘红乔爷得到的 F1分离群体,作为构建

牡丹遗传连锁图谱的作图群体。
3)从已选取作图群体中随机抽取 195 个单株,

进行基因型检测和表型分析。 作图群体基因型分离

类型丰富,在 P < 0郾 01 水平上有 86郾 7%符合孟德尔

期望分离比。 作图群体的表型性状差异明显,6 个

表型值的变异系数均超过 15% 。 由此可见,所选的

‘凤丹爷M24 伊 ‘红乔爷 F1 分离群体适合用于构建牡
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丹遗传连锁图谱。
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