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提要    利用RAPD 和AFIJP标记，以一回交家系[(M iyagi×Hiroshima)×Miyagi]为作图群体，

构建了太平洋牡蛎的遗传连锁图谱。用经过筛选的33 个 RAPD 引物和 11个 AFLP 引物组合，

对父母本和80 个子代个体进行了遗传分析。共得到母本分离标记 193 个，其中 144 个符合

1：1孟德尔分离规律。父本分离标记 156 个，其中 111个符合 1：l孟德尔分离规律。雌性框架

图包括 99 个遗传标记，定位在 12 个连锁群中，覆盖 985．2cM ，标记间平均间隔 11 3cM 。另外

有 3 个三联体，7 个连锁对，图谱共覆盖 1165，7cM 。雄性框架图包括 72个遗传标记，分布在 8

个连锁群，覆盖 81lcM ，标记间平均间隔 12．7cM 。另外有 4 个三联体，3 个连锁对，图谱共覆盖

93 1 8cM 。
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    近年来 ，生物遗传连锁图谱的构建是遗传学热点研究领域，很多动植物包括水产动物

的基因连锁图谱 已经建立。斑马鱼 (Postlethwait et al，1994；G ates et al，1999；K elly et al，

2000)、虹鳟 (Sakam oto et al，2000)、罗非鱼 (K ocher et al，1998 ；A gresti et al，2000 )、鲤鱼 (孙

效文等，2000 )、对虾(M oore et al，1999；W ilson et al，2002 )、鲶鱼(W aldbieser et al，200 1)、美

洲牡蛎(Yu et al，2003)" 等均有遗传连锁图谱的报道。遗传图谱的建立，为基因定位，特

别是一些重要经济性状和数量性状基因(QTL )定位 ，以至最终克隆这些基因提供了基础 ，

这将最终推动生物的标记辅助选育(M AS)和遗传改良。另外，遗传图谱还是研究基因组

结构 ，生物进化的重要工具。

    基因连锁图谱的建立需要大量遗传标记，而近些年来多种分子标记特别是以 PCR 为

基础的分子标记得到了很好的发展，这些标记符合孟德尔遗传，多态性丰富，较易检测，为

各种生物遗传连锁图谱的快速建立提供了可能。最近几年应用比较广泛的作图标记有

RA PD s(W illiam s et al，1990 ；张国范等，2002；李红蕾等 ，2002 )，A FLPs(V os et al，1995 )和微
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卫星标记(Litt et al，1989；徐鹏等 ，2001)。

    贝类的基因组研究相对滞后，太平洋牡蛎(Crassostrea gigas)属于我国自然分布的种

类，也是世界上重要的经济水产动物。Hedgecock 等(2002)利用 100 个微 卫星标记构建太

平洋牡蛎的遗传图谱，但是详细的图谱还没有正式发表。作者利用 RA PD 和 A FLP 标记，

初步构建了太平洋牡蛎的遗传连锁图谱。这是构建高密度的太平洋牡蛎遗传连锁图谱，

定位重要的经济性状基因和最终实现太平洋牡蛎的标记辅助选育和遗传改良的第一步。

1 材料与方法

1．1 动物材料

    实验所用的太平洋牡蛎(Crassostrea gigas)为一品系问回交群体[(M iyagi×Hiroshim a)×

M iyagi]。Miyagi×Hiroshima F1杂交于1993年，一雌性 F1个体与来自于Miyagi品系的另一雄

性个体回交于 1994 年，80 个一龄的牡蛎取样后冰冻保存于一80％。

1．2 试剂、引物及仪器

    R A PD 随机引物购 自Operon 公司，A FLP 引物购于 M W G 公司，限制性内切酶 EcoR I、

M se I 和 T4 连接酶购于 New England BioLabs 公 司，PCR 反应体 系和 DN A Ladder 购于

Prom ega公司，其他未作说明试剂均购 自 PE 公司。PCR 反应在 PE 公司生产的 9700 PCR

仪上进行。

1．3 D N A 的提取

    D NA 的提取参照 Grewe等(1993)的方法。取牡蛎闭壳肌组织约 15m g，置于 700pl 2 ×

CTAB缓冲液(50mmol／L Tris—HCl，pH = 8．0，0．7mol／L NaCl，10mmol／L EDTA ，1％ CTAB，

0．I％ 2-巯基乙醇)，以最终浓度为 150pg／ml的蛋白酶 K 于 65℃消化 1h，酚．仿抽提，用一

倍体积的异丙醇沉淀，70％酒精清洗 2 遍，灭菌双蒸水中溶解，一20℃保存备用。

1．4 R A P D 分析

    R A PD 反应条件参照 W illiam s等(1990)的方法。为了减少实验过程中假带的出现，作

者采用了两个步骤来筛选引物：(1)利用亲本和 5 个子代个体筛选能够在双亲中扩增出呈

现多态，而在子代中呈分离的谱带的引物；(2)利用步骤(1)选出的引物扩增双亲和 15 只

子代，选择重复性好，信号强 ，至少有一条片段在 15 个子代中符合 1：1分离规律的引物。

经步骤(1)、(2)选出引物后完成剩余 60 只子代个体的扩增。PCR 反应分为单引物和双引

物体系，单引物体系只有一个随机引物，引物浓度为 25pm ol，双引物体系引物为单个引物

的随机两两组合，其 中单个引物浓度分别为 10pm d 。两体系均为 Taq D N A 聚合酶 1u ，

0．2m m ol／L 每种 dNTP ，1．5m m ol／L M gCh 。PCR 反应共有 45 个循环，每个循环包括 94℃

lm in、36℃ lm in、72℃ 2m in。开始循环前 94℃预变性 5m in，最后 72℃延伸 lOm in。每次反

应都设不含模板 DNA 的空白对照。PCR 产物用 1．5％的琼脂糖凝胶于 120V 电压下电泳，

然后在 EB 染液 中染色，数码相机在紫外灯下拍照。RA PD 标记的鉴定是根据与 lOObp

DNA ladder标准谱带的相对位置，估计 RA PD 标记的分子量大小，用引物名称加扩增片段

大小，中间加“f”(fragm ent)来命名 RA PD 标记，例如 Y lOf300 表示用引物 Y IO 扩增出约

300bp 的片段 。

1．5 A F L P 分 析

    A FLP 分析参照 Vos等(1995)和 PE 公司“AFLP 植物作图手册”，并作一定的改动。
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1．5．1  总 DNA 限制性酶切反应以及人工接头的连接    11阻的反应体系含有 1．1m  10 ×q'4

D NA 连接酶缓冲液，1．1m  0．5m ol／L 的 NaCl，o．55r阻 lm g／m l BSA ，1U M se I 内切酶，5U EcoR I

内切酶，50pm ol M se 1人工接头和 5pm ol 眈oR 1人工接头。加入 200ng 基因组 DNA ，室温下过

夜，然后用 150ul的 TE0 1(20m m ol／L Tris—H Cl，0．1m m ol／L ED TA ，pH = 8．0)稀释。

1．5．2 预扩增    反应总体系为20／t1，其 中有 2扯1 10 ×Taq 酶缓 冲液 (50m m ol／L K CI，

20mmoV L M gCl2，0．1％ Triton X．100，10mmol／L Tris．HCl pH = 9．0 at 25℃)、dNTP 各

0．2m m ol／L，0．5U Taq 酶，M se I和 EcoR I引物各 5pm ol，4m 稀释的酶切连接产物。扩增反

应条件为 ：72℃ 2ra in，随后是 25 个循环 ，每个循环包括 94 oC 25s、56℃ 30s、72℃ 2ra in。25

个循环之后 60℃延伸 30ra in。

1．5．3 选择性扩增    选择性扩增引物是在预扩增引物的基础上随机增j1113个选择性碱

基，而且 ＆嘏 I引物 5．末端被荧光物质 FA M 或 JOE 标记。选择性扩增反应除 EcoR I和

M se I选择性扩增引物浓度分别为 lpm ol和 5pm ol，模板为 3肚l稀释 10 倍的预扩增产物之

外，反应体系和预扩增反应相同。PCR 反应条件为：94℃变性 2m in，紧接着 11个退火温度

依次降低 1℃的循环 ，这 11 个循环的第一个循环为：94℃ 20s、66℃ 30s、72℃ 2m in，之后

60。C延伸 30m in。

1．5．4 选择性扩增产物的检测    选择性扩增产物是在 ABI PR ISM TM  310 D N A 测序仪

上进行检测的。上样前，0．5tzl的选择性扩增产物，0．5iLl的 GeneScan 500 TA M RA TM 标准

分子量连同 12弘l的去离子甲酰胺，95℃变性 3—5m in，立即置于冰浴中。上样后利用数据

收集软件和分析软件 ，自动检测出 AFLP 片段的大小。AFLP 标记的命名根据EcoR I和 M se

I选择性扩增引物的选择性碱基加扩增片段的大小。例如 ACA CTA 98 表示所用的 EcoR I和

M se I选择性扩增引物的选择性碱基分别为 ACA 和 CTA ，而扩增片段的大小为 98bp。

1．6 分子标记的鉴定

    多态片段是指只在一个亲本中出现，而在另一个亲本中缺失的片段。多态片段在两

亲本中互称多态分子标记或简称分子标记。RAPD 和 AFLP 标记的表型分为扩增片段的

有(1)和无(O)两种 ，相应的基因型为 AA 、A a(有扩增片段)和 aa(没有扩增片段)。AA 、A a

都表现为呈现扩增片段，它们的谱带强度基本不能区分，所以 RAPD 和 AFLP 标记皆作为

显性标记进行筛选。

    利用卡方(P > 0．05)检验，鉴定多态标记在子代的分离比是否符合 1：1孟德尔分离规

律。这些在一个亲本中出现，而且在子代中呈 1：1 分离的标记用来构建太平洋牡蛎的遗

传连锁图谱。

1．7 连锁分析

    作者采用 Kosam bi函数计算图距(Kosam bi，1944)，单位为“厘摩”(cM ，centiM organ)(Pa．

terson，1996)。而遗传图谱的绘制应用软件 M apchaa (Voonps，2001)。

    用 A 代替 0，H 代替 1，将母本和父本 1：1 分离标记分别转化成 M APM A KER／EX E

(3．o) (Lander et al，1987)的数据格式，利用 GRO UP 命令(LO D ≥3．0，标记之间的两两最大

距离为 30cM )，对现有标记进行 了分组。大于9 个标记的连锁群 ，用 TH REE PO IN T 命令或

利用比分组更为严谨的条件将连锁群分为几个亚群，对每个亚群分别进行排序后，再确定

亚群之问的顺序。小于或等于 9 个遗传标记的连锁群 ，采用 COM PAR E 命令进行排序。
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当连锁群中的标记排好序之后，利用 M AP 命令计算标记间距离。对于应用以上命令还未

能加入的标记，采用 ．IR Y 命令进行定位。

1．8 遗传图谱的平均间隔、实际长度、预期长度和覆盖率的计算

    遗传图谱的标记平均间隔为图谱长度除以总间隔数，而总间隔数为图谱上标记总数

减去连锁群数。每个连锁群的标记平均间隔为连锁群长度除以连锁群上的间隔数，连锁

群上的问隔数为连锁群上的标记数减去 1。遗传图谱实际长度分为两个方面：一为框架

图长度(G甜)，二为包括三联体和连锁对在内的所有连锁标记的长度(G。)。计算遗传图

谱的预期长度(G。)参照 Chakravarti等(1991)的方法 ，每个连锁群的估计长度为实际长度

乘以系数(m + 1)／(m 一1)，m 为每个连锁群的遗传标记数。而相应的框架图覆盖率

C。f= G 0f／G。，总的图谱覆盖率 C。。= G。。／G。。

2  结果

2．1 R A PD 和 A FL P 分析

    120 个 RA PD 单引物和 20 对引物组合用于分析亲本和 5 个子代个体，而最终用于所

有子代个体的有 27 个单引物和 6 对引物组合。这些引物，共产生 338 条片段，大部分片

段大小在 300-- 1500bp 之间。有 102(30．2％)条片段在两亲本间呈现多态，平均每个引物

扩增出 10．2 个片段，其中有 3．1 个为多态标记，有 94 个遗传标记在子代中产生 了分离。

母本分离标记有 55 个，父本分离标记有 39 个。母本有符合孟德尔遗传的分离标记 45

个，父本有孟德尔遗传分离标记 29 个。其他引物或者没有多态片段，或者产生的多态片

段可重复性和清晰度欠佳。

    A FLP 产物在 A BI PRISM TM 310 DNA 测序仪上以峰带的形式被检出。利用亲本和5 个

子代，从 40 个 AFLP 引物组合中选择出 11对扩增产物质量好，多态标记多的引物组合，对

所有子代个体进行了AFLP 分析。11个引物组合共扩增出 883 条片段，平均每个引物组

合扩增出 80．3 个片段。其 中有 279 个标记在父母 本 中呈 现多态，占总扩增 片段 的

31．6％，平均每个引物组合产生 25．4 个多态标记。母本分离标记 138 个 ，有 99(71．7％)个

符合 1：1孟德尔分离规律；父本有 117 个分离标记，其中有 82(70．1％)个符合 1：1孟德尔

分离规律。

    RA PD 和 AFLP 共产生 144 个母本 1：1分离标记，111 个父本 I：1分离标记。94 个偏

分离标记有 72 个 (76．6％)标记为纯合子缺乏，22 个 (23．4％)标记杂合子缺乏。所有

R A PD 和 A FLP 引物扩增结果见表 1。

裹 1 33 个 R APD 引物和 11个 A FLP 引物组合在一太平洋牡蛎家系中的扩增结果

Tab．1  Sum m m'y of 33 RA PD and 1 1 AFLP prim ers com bination detected in a Pacific oyster

    Crassostrea g￡gas backeross fam ily

注：括号内数字为百分比
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    图 1  太平洋牡蛎雌性遗传连锁图谱

    Fig．1 The fem ale genetic linkage m ap for the Pacific oyster Crassostrea gigas

连锁群右侧为遗传标记名称，左侧为相邻两个标记间的距离，单位为 eM  Kosambi
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    图2 太平洋牡蛎雄性遗传连锁图谱

Fig．2 The male genetic linkage map for the Pacific oyster C g／gas
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2．2 遗传连锁图谱

    分别对 144个母本分离标记和111个父本分离标记进行了连锁分析，得到了雌、雄两

个遗传连锁图谱。雌性图谱共有 99 个标记构成了 12 个连锁群(4 个或4 个以上标记)。



5 期    李 莉等：利用 R APD 和 AFLP 标记初步构建太平洋牡蛎的遗传连锁图谱

连锁群长度在 15．7—155．3cM 之间(图 1)，框架图总长度(G。，)为 985．2cM 。各连锁群的标

记平均间隔在 3．9—19．4cM 之间，所有标记平均间隔为 11．3cM 。另外有 3 个 三联体 ，7 个

连锁对。15 个标记和其他标记没有连锁关系。连锁图谱总长度(G。。)为 1165．7cM 。有 7

个标记和连锁群上的标记有连锁关系，但是没有呈现很好的线性关系，它们的加入会拉长

遗传图谱，所 以未将这些标记定 位到连锁 图谱 中。经计算雌性 图谱 的预期 长度为

1256．2cM ，相应的框架图谱的覆盖率 C。f为 78．4％，图谱总长度覆盖率 C。。为 92．8％。

    在雄性连锁图谱中，有 72 个标记定位在 8 个连锁群(4 个或 4 个以上标记)(图 2)，连

锁群长度在 24．3—174．1cM 之间共覆盖 811cM 。各连锁群标记平均间隔在 4．7—21．8cM

之间。图谱总标记平均间隔为 12．7cM 。另外有 4 个三联体、3 个连锁对、17 个未连锁标记

和 4 个连锁但未定位的标记。所有连锁标记的长度为 931．8cM 。雄性图谱的预期长度为

1004．7cM ，相应的框架图谱的覆盖率 c。f为 80．7％，图谱总长度覆盖率 C。。为 92．7％。遗

传连锁图谱的框架图的总结列表于 2。

表 2 太平洋牡蛎雌性和雄性连锁图谱总结

Tab．2 Sum m ary of the fem ale and m ale linkage m ap for the Pacific oyster Crassostrea 泓

注：图距单位为 cYl Kosam bi
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3 讨论与结论

3．1 遗传连锁图谱

    利用 RA PD 和 A FLP 标记 ，初步构建了太平洋牡蛎雌性和雄性遗传连锁图谱。与其他

种如虹鳟(Y oung et al，1998)、罗非鱼(A gresti et al，2000 )和一些植物(Castiglioni et al，1999；

H aanstra et al，1999 )A FLP 标记在连锁图上成簇分布相比较 ，太平洋牡蛎图谱 的遗传标记

分布较为均匀。这可能是种问的差异，也可能是因为本文中所报道的遗传图谱密度较低

造成的。另外雌性图中有 7 对标记，雄性图中有 5 对标记在子代基因型完全相同，在图谱

中处于同一个位点，这可能由于两个标记紧密连锁 ，有限的作图群体不足以检测到两标记

之间的重组交换。细胞学观察显示 ，太平洋牡蛎一个染色体平均有 1．1—1．3 个交叉(Chi．

asm ata)(未发表数据)，理论上对应的遗传图谱长度应为 550-- 650cM ，然而此文报道的两

个图谱的长度都远远大于这一数值。造成这一现象可能有以下几个原因：(1) 子代基因

型分析过程中有错误发生(Collins et al，1996)；(2) M A PM A K ER 这个作图软件本身能够使

得遗传连锁图谱的长度加大(Sybenga，1996)；(3) 遗传图谱的长度会因为图谱密度过低而

加大。一般来说，当遗传图谱的覆盖率非常低时，其长度会随着遗传标记的增加而增大，

而当覆盖率达到了一定数值后，遗传图谱标记的平均问隔和遗传图谱的总长度会降低。

以家蚕为例 ，1018 个 RA PD 标记产生 的图谱长度为 2000cM (Y asukochi，1998 )，而 356 个

A FLP 标记产生的遗传连锁图谱有 6512cM (Tan et al，2001)。显然 ，还需要大量的标记来增

加这两个太平洋牡蛎连锁图的标记密度和图谱覆盖率。理论上一个完整的连锁图谱连锁

群数 目应该和其单倍体的染色体数 目相等。太平洋牡蛎基因组有 10 条染色体，完整的连

锁图谱应有 10 个连锁群，而本文中的雌性连锁图谱有 12 个连锁群，说明雌性遗传连锁图

谱中至少存在着 2 个大的间隙，还需要更多的标记使得这 12 个连锁群的 2 个连锁群和其

他连锁群合并。而雄性框架图谱只有 8 个连锁群，还需要更多的标记定位到至少两个染

色体所对应的连锁群上。不同染色体之问的重组值有所差异会造成连锁群之问长度不

同，但是本图谱中连锁群长度的差异很可能是由于遗传图谱的不完整造成的。另外，雌性

和雄性两个图谱都有相对较多的三联体 ，连锁对以及未连锁标记(见结果 2．3)，都反映了

图谱的不完整性 ，尚需更多的标记来增加图谱的覆盖率和密度。

3．2 作 图标记

    Pejic 等(1998)证明 A FLP 的检测指数 (A ssay Efficiency Index)为 R A PD 的 10．7 倍。本

文中每个 AFLP 引物组合产生的多态标记(平均 25．4)远远大于 RAPD (平均 3．1)的事实也

证明了这一点。显然 A FLP 是一种比 RA PD 更高效的作图标记。较高比例的偏分离是太

平洋牡蛎的一个重要特征 ，M cGoldrick 等利用同工酶报道了 3l％的偏分离 (M cG oldrick et

al，1997)，作者利用 RA PD 和 A FLP 标记分别检测 出了 21．2％和 29．0％的偏分离。RA PD

偏分离标记比例低于 AFLP 标记 ，可能是因为在筛选 RAPD 引物时有 目的的剔除掉只扩增

出偏分离而没有 1：1分离标记的引物造成的。关于太平洋牡蛎较高的偏分离，Launey 等

(2001)解释为太平洋牡蛎含有很高的遗传负荷(Genetic Load)，当分子标记和这些致死基

因相连锁时，就表现为较高比例的偏分离。本文中所报道的 94 个偏分离标记有 23．4％为

杂合子缺乏，76．6％为纯合子缺乏也证明 了这一点。基于此原因，为 了降低偏分离，利用

幼虫作为作图群体是一很好的策略(H edgecock et oz，2002)。当然作图群体数量的有限性
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也可能是出现较高偏分离的原因。

    RA PD 和 AFLP 作为显性标记有两个弱点：其一是不能区分纯合子和杂合子，造成本

实验雌性和雄性图谱之问没有相同的分子标记，从而不能对两个图谱进行比较和整合；其

二是在不同的家系间兼容性较差。可以将 R APD 和 AFLP 标记转化成共显性标记来克服

此弱点。Beem an 等(1999)对 18 个 RAPD 片段进行测序，最终鉴定出4 个共显性 STS 多态

位点。RA PD 标记因其片段大小一般在 500-- 1500bp 之间，所 以很容易转化成 SCA Rs(se．

quence C haracterized A m plified R egion )或 CA PSs(Cleaved A m plified Polym orphic Sequence )等共

显性标记(Barret et al，1998)。M eksen 等(2001)将 10 个和黄豆抗性基因相连锁的 AFLP 标

记成功的转化成 了’6 个 STS 标记。Negi等(2000 )将一个和决定豆粒颜色基因相连锁的

A FLP 标记转化成为 SCA R 标记。另外 ，由于 RAPD 尤其是 A FLP 标记可以在某个家系中

相对快速建立 ，所以使得两种标记在不同家系中的转移不是必需的。

    除 RA PD 和 AFLP 标记，微卫星标记也是一种应用比较多的作图标记。微卫星标记同

一基因座位有很多等位基因，呈共显性分离，决定 了微卫星标记可以在不同的家系之间转

移 ，这都是 A FLP 和 RA PD 等显性标记所不能企及的，所 以是一种非常理想的作图标记。

但是要发展一定数量的微卫星标记需要建立相应的文库和进行大量的测序，使其大规模

发展受到一定限制。RAPD 因其快速，方便，经济；AFLP 因其高效，可靠性高，分辨率强等

优点使其成为构建遗传连锁图谱不可缺少的遗传标记。

参  考  文  献

孙效文，梁利群，2000 鲤鱼的遗传连锁图谱(初报) 中国水产科学，7(1)：1～5

李红蕾，宋林生，刘保忠等，2002 栉孔扇贝不同种群的遗传结构及杂种优势 海洋与湖沼，33(2)：188—195

张国范，王继红，赵洪恩等，2002．皱纹盘鲍中国群体和日本群体的自交与杂交F，的RA PD 标记 海洋与湖沼，33(5)：

    4 84— 4 9 1

徐 鹏，周岭华，相建海，2001 中国对虾微卫星DNA 的筛选 海洋与湖沼，32(3)：255-- 259

Agrem  J J，Seki S，Cnaaam A et al，2000．Breedm g new strains offilapia：development of an artificial center of origin and linkage m ap

  based on AFLP an d rm crosatellite loci．Aquaculture．185：43—56

Barret P，Delourme R ，Fmsset N et al，1998．Developm ent of a SCAR (sequence characterized amphfied regm n) m arkerfor molecular

  taggang of the dwarf BREIZH (Bzh) gene in Brazstca napus L．Theor Appi Genet，97：960一967

Beeman R W ，Brown S J，1999．RA PD-based genehc linkag e m aps of Tnbohum castaneum Genetics，153：333-- 338

Castlglian l P，Ajmone-M arza n P，W ijk R V et al，1999．AFLP markers in a m olecular  linkage map of m aize：eodom inant scoring and

  linkage group distribuuon．Theor Appl Genet，99：425--431

Chakravarti A ，Lasher L K ，Reefer J E ，1991 A maxim um  hkelihood for estimatin g genome length using genetic linkage data．Genetics，

    128 ：175— 182

Colhns A，Teague J，Keats B J B et al，1996．L nk ag e map integration．Genomics，36：157—162

Gates M  A ，Kim  L，Egan E S et a／，1999 A genetm  linkage m ap fo r zebraflsh com parative analysls and local ization of genes and ex-

    pressed sequences．Genom e Res，9：334-- 347

Grewe P M ，Krueger C C ，Aquadro  C F et al，1993 M itochondnal  D NA variation am ong lake trout (Salvehnus nⅡm o删 ^ ) strai ns

  stocked into Lake Ontari．Can J Fish Aqua Sci，50：2397-- 2403

Haanstra J，W ye C ，Verbakel H et al，1999．An Integrated high-density RFLP-AFLP map of tomato based on two Lycoperswon esculen-

  turlt ×L．pennelht Fz popul atm ns Theor Appl Genet，99：254～271

Hedgecock D ，Hubert S，b G et al，2002．A genetic linkage map of 100 rmcro satellite m ar kel．s for the Pacific oyster Crassostrea gzgas J



5 5 0 海  洋  与  湖  沼 34 卷

    Shellfish R es，21(1)：381

Kelly P D ，Chu F，W oods L G et al，2000 Genetic hnkage mapping of zebrafish genes and ESTs Genom e Res，10：558—567

Kocher T D，Lee W ，Sobolewska H et al，1998．A genetic hnkage map of a eichhd fish，the tflapla (Oreochromu ttrlottcus) Genetics，

    14 8 ：12 25——1232

K osambl D D ，1944．The estim ation of m ap distances from  recombination values．Ann Eugen，12：172—175

Lander E S，Green P，Abm ham son J et ul，1987 MAPM AKER ，an interactive com puter package for constructing primary genetic linkage

  m ap of expemm ental  and natura]populations．Genom ics．1：174—180

Launey S，Hedgecock D ，2001 High genetic load in the Pam fic oyster Crassostrea gtgas Genehes，159：155—165

Litt M ，Luty J，1989 A hypervanable rm crosatellite revealed by Ln vttro amplification of a dm neleotlde repeat withm  the cardiac m uscle

    acting gene．A m  J H um  G enet，44 ：39I 401

M cGe ldrick D J，Hedgecoc k D ，1997 Fixation，segregation and hnkage of allozyme loci in inbred fannlles of the Pacific oyster Cras-

  sostrea grgas (Thunberg)：im plications for th e causes of inb reeding depressm n．Genetics，146：321—334

M eksen K ，Ruben E，Hyten D et al，2001 Conversion of An P  bands into hxgh-throughput DNA m arkers ．Mol Genet Genom lcs，265：

    207— 2 14

M oore S S，W han V ，Davis G P et al，1999．n e developm ent and application of genetic m arkers for the Kuruma prawn Penaeus japom -

  cⅢ．A quaculture，173：19—32

Negi M  S，Devie M ，Delseny M  et al，2000．Identification ofAFLP fragm entsliked to seed coat colourin Brasstca．1uncea and conversa-

    tion to a SCA R m arker for rapid selection．Theor Appl Genet，101：146—152

Paterson A H ，1996．Genom e M apping in Plants．New York：R．G．Landes Com pany，l一32

Pejic I，Ajmoue—M arsan P，M organte M et al，1998 Com parative anal ysis of genetm sim ilarity sm ong mm ze inb red hnes detected by

    R FLPs，RA PDs，SSRs，and AFLPs Theor A ppl Genet，97：1248-- 1255

Postlethwait J H ，Johnson S L，M ldse n C N et al，1994 A Genetm hnkage map fo r the zebrafish．Science，264：699—703

Sakamoto T，Danzm an n R G ，Gharbl K et al，2000 A rm cm satellite hnkage m ap of rtunbow trout(Onc∞rhynchus mykus) characterized

    by lar ge sex-specific differences in reeom blnaBon rates．Ge netics，155：1331-- 1345

Sybenga J，1996．Recombination and chmsmata：a few m trguing dlscrepancles．Genom e，39：473—484

Tan Y ，W an C，Zhu Y et al，2001 An am phfied fragm ent leⅡgth pe lym orphism map of the sdkwonn．Genetics，157：1277—1284

Voofips R E，2001 M apchart Version 2．0：W m dows Software fo r the Graphm al Prese ntation of th e L kage M aps and QTLs Plan t Re‘

    search International ，W ageningen，Th e N etherlands，1—15

Vos P，Hogers R ，Bleeker M  et al，1995 AFLP：a new technique fo r DNA fingerpnnting Nucleic Acids Res，23：4407-- 4414

W aldbm se r G C ，Bosworth B G ，Nonneman D J st al，2001 A nuerosatallite-based genetic linkage m ap for Channel catfish，Ictalurus

  punctatus Genetics，158：727—734

W ilhams J G K ，Kubelik A R ，lavak K J 甜a／，1990．DNA polym orphisms am phfied by arbitrary primers a∞useful as genetic mark‘

    er$．N uclem  A m ds R es．18：6531— 6535

W ilson K ，Ia Y ，W han V et al，2002．Ge netic m apping of the black tiger shnm p Penaeus monodon wl血amphfled fragm ent length poly。

    m orphlsm ．Aquaculture，204 ：297-- 309

Y asukoehl Y ，1998 A dense genetm map of the silkworm I Bombyx lnoFt，coving all chromosom e based on 1018 m olec ular

    m ar kers ．G enetm s，150 ：1513— 1525

Young W  P，W heeler P A ，Coryell V H et al，1998 A detmled hnkage map of rain bow trout produced using doubled

    haploids．G enetics，148：1— 13



5期    李 莉等：利用 RAPD 和 AFLP 标记初步构建太平洋牡蛎的遗传连锁图谱    551
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    T H E  P A C ⅡPIC  o Y S T E R  U SIN G  R A P D  A N D  A F L P  M A R K E R S

    LI Li，G U O  X i—M ing+

(Expertmental M anne Btology Laboratory，Institute of Oceanology，

    The Chin ese Academy of Sctences，Qzngdno ，266071；

Graduate School，The Chin ese Academy of  Sciences，B曲z“g，100039)

’(Expenmental M anne Bwlogy La boratory ，Im tttute of Oceanology，

    The Chm ese Acade my of Sciences，Qm gdao，266071；

    R utgers Unwerstty ，Port N om s。N j 08349，U sA )

A bstract    RAPD and AFLP m arkel％were used to construct the prim ary linkage m ap in a backcross population

[(M iyagi×Hiroshima) ×Miyagi] for the Pacific oyster Crassostrea g泓 Thirty-three RAPD primers and 1 1 AFLP

prim er com binations were selected from 120 R APD and 40 AFLP prim er com binations．The prim ers produced 338 RA PD

an d 883 A肿 fragm ents in the parents and 80 progeny of th e m apping fam ily．Among the 1221 fragm ents．381 were poly—

m orphie between the par ents．One hundred and ninety—three in the fem ale and 156 in the m al e were segregating m arkers ，

am ong which 144 fem ale and 1 1 1 m al e m arkers were in agreem ent with  th e M endelian 1：1 ratio，and 94 segregating

m ar kers were  distorted m ar kers．Twenty-two (23．4％) distorted m akers were heteru zygote—deficiency，an d 72(76．6％)

were hom ozygote—defiem ncy．Two genetic linkage m aps were constructed based on the fem ale and m al e 1：1 segxegating

m arkers Th e fem ale fram ework m ap was com posed of 99 segr egating m ar kers which were linked in 12 linkage groups(with

orm ore th an 4 m arkers )，covering a total of985．2eM  with th e average interval ofll．3cM ．W ith 3 triplets and 7 doublets，

the total  length of the fem ale m ap was 1 165．7cM ．Additionally，15 m ar kers were unlinked and 7 m ar kers  were linked but

unm apped in the fem al e m ap．For the m al e m ap，the fram ework m ap contained 72 m ar kers which were linked in 8 lar ge

lin kage groups (with or m ore than  4 m ar kers)，spanning 81 1 eM  with th e average m arker density of 12．7cM ．Th e other

linked m ar kers  were resolved into 4 triplets an d 3 doublets．The total m ale m ap covered 931．8eM ．The unlinked and un—

m apped m ar kers in the m al e m ap were  17 and 4，respectively The estim ated genom e length of th e Pacffi c oyster was

1256．2eM  for the fem al e an d 1004．7cM  fo r th e m ale．and th e observed coverag e was 78．4％ fo r the fem ale and 80．7％

for m ale m ap．The evaluation of the m ap，th e reas on for the high percentage of distorted m arkers an d the features of RAPD

an d AF凹 as  m apping m ar kers were also discussed in th e paper

K ey words Pacific Oyster Crassostrea gigas，RAPD ，An 上，M ar ker，Genetic m apping，Genom e DNA




