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摘要 以 冀 Μ 三交 ƒ 分离群体的极端不育株和极端可育株分别建立保持池和恢复池

利用 对 ≥≥ 引物对两池间的多态性进行了研究 ∀分析表明 对 ≥≥ 引物在两池间扩增出了稳定的多态性差异

在分离群体上验证结果表明 的育性恢复基因与 个 ≥≥ 引物的扩增位点 Ξγ ω μ 11 !Ξγ ω μ 18 !Ξγ ω μ 264α和

Ξγ ω μ 273 有连锁关系 该育性恢复基因与 Ξγ ω μ 11 !Ξγ ω μ 18 和 Ξγ ω μ 273 的遗传距离为 ? 与 Ξγ2

ω μ 264α的遗传距离为 ? 这 个引物可应用于 型小麦细胞质雄性不育系育性恢复基因的标记辅助选

择 ∀利用中国春缺体四体系和双端体系进一步将 Ξγ ωμ11 !Ξγ ωμ18 !Ξγ ωμ264α和 Ξγ ω μ273 定位于 ≥ 说明

的育性恢复基因位于 ≥ 但它在 ≥上的相对位置与 Ρφϖ1 有所不同 它们的等位性关系有待于进一步研究 ∀
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  型小麦细胞质雄性不育系 2≤ ≥ 是有应

用潜力的理想不育类型 ∀ 恢复系的选育是利用

≤ ≥系统配制杂交种的前提之一 而选育恢复系比

常规育种具有更多的困难 主要表现在恢复基因的

有无只能在测交后代中鉴定 加上分离世代不可能

逐株测交 造成农艺性状优良的品系常常不含有恢

复基因 且恢复力稳定较慢 ∀利用 ⁄ 分子标记

能在幼苗期对分离世代的植株进行鉴定 通过筛选

与育性恢复基因连锁的 ⁄ 分子标记 可对恢复

基因进行精确定位 并为最终克隆育性恢复基因打

下基础 ∀ ≤ ≥ 恢复基因分子标记的筛选工作在水

稻 !玉米 !油菜 !黑麦 !甜菜 !向日葵等作物上都取得

了较大的进展 而对小麦 ≤ ≥ 育性恢复基因的分

子标记研究局限于 ×2≤ ≥≈ ∗ 对 2≤ ≥ 恢复基

因的分子标记工作尚未见报道 ∀鉴于 2≤ ≥ 的良

好应用潜力和分子标记对恢复系选育的重要应用价

值 有必要开展 2≤ ≥ 恢复基因的分子标记研究

工作 ∀ ≥≥ 是近来发展起来的一类理想的 ⁄ 分

子标记 ∀本试验采用以 °≤ 技术为基础的 ≥≥ 分

子标记来寻找 2≤ ≥ 恢复系 的恢复基因

并对此恢复基因进行染色体定位 ∀

1  材料与方法

1 1  育性分离群体的构建和连锁分析

冀 为我们转育的粘果山羊草细胞质

的小麦雄性不育系 已回交 代以上 是通

过轮回选择选育出的一个品系 对 型不育系有保

持能力 是从山东省认定品种龙口 中筛

选出的一个白粒材料 对 型不育系具有较高的恢

复力 其恢复度稳定在 左右 ∀

年配制 ƒ 年以

冀 为母本 ƒ 为父本进行

测交 年对测交单株进行编号 提取单株苗期

叶片 ⁄ 成熟时按国内法考查各株的套袋自交结

实率 ∀结实率高于 的极端类型含有主效育性

恢复基因为可育株 结实率为 的完全不育株不含

有主效育性恢复基因 ∀选取自交结实率为 的

个单株 每株取等量 ⁄ 混合构建保持池 选取自

交结实率高于 的 个单株 每株取等量 ⁄

混合构建恢复池 ∀

用 ≥≥ 标记在两个池中筛选多态性差异 筛选

到稳定差异的标记对测交单株进行扩增 用最大似

然法计算标记与恢复基因的连锁值 按

方法转换为遗传距离 ∀

1 2  恢复基因的染色体和染色体臂定位

用 套中国春缺体2四体系对与恢复基因连锁

的分子标记进行检测 确定标记所在的染色体 之后

用该染色体的 对双端体系确定标记所在染色体

臂 ∀

1 3  °≤ 扩增及扩增产物的检测

部分微卫星引物由 ⁄ ⁄

≤ 惠赠 其它根据 ≈ 等报道

的序列合成 ∀

°≤ 扩增反应在 ° 2∞ × 2 2

上进行 反应体系为 Λ 模板 ⁄ ∗

× 2 ≤ ≤ ∗

≤ ∗ Λ ×°

° × ⁄ 聚合酶 ∀ °≤ 扩增条件

为 ε 预变性 ε 变性 ε ! ε 或

ε 退火 退火温度依引物不同而变化 ε

延伸 共进行 个循环 ε 延伸 ∀

≥≥ 扩增产物采用 变性聚丙烯酰胺凝胶恒

功率 • 电泳约 银染检测 ∀聚丙烯酰胺

凝胶银染程序 醋酸 固定 去离

子水漂洗 次 每次 ∗ 硝酸银

加入 的甲醛 染色 去离子水漂洗 ∗

碳酸钠溶液 预冷至 ε 以下 临用

前加入 甲醛 Λ 硫代硫酸钠 显

影至 ⁄ 带型清晰 加入 醋酸终止反应 ∀

2  结果与分析

2 1  783 恢复基因的遗传特点

考查了 个 冀 Μ

测交 ƒ 单株的自交结实率 其结实率呈连续分布

图 对 型不育系的育性恢复受主效基

因和众多微效基因控制 代表不育株的峰较明显 而

其它单株的结实率几乎平均分布于 ∗ 之

间 ∀由于育性受环境条件影响较大 而环境误差又

不易剔除 故试验只用分离的两极端类型 结实率为

的不育株和结实率高于 的可育株 进行连锁

分析 ∀

2 2  保持池和恢复池间 ≥≥ 标记多态性及多态性

位点与 783 恢复基因的连锁分析

以保持池和恢复池的 ⁄ 为模板 用 对小

麦 ≥≥ 引物进行 °≤ 扩增 ∀有 对引物没有扩增

产物 占总数的 有扩增产物的引物中只有

对有稳定的多态性差异 ∀但进一步在分离群体上
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图 1  冀 5418 Μ911289 783 三交 ƒ1 结实率分布

ƒ  ƒ ∏ ∏ Μ

ƒ ∏ × √ ∏ ¬2 ¬2

验证的结果表明 多态性引物 • ! • !

• 和 • 的扩增位点 Ξγ ωμ11 ! Ξγ2

ωμ18 !Ξγ ωμ264 和 Ξγ ω μ 273 与恢复基因有连锁

关系 其它差异与恢复基因不存在连锁关系 ∀

• ! • ! • 和 • 在

上的扩增片段大小分别为 ! ! !

左右 ∀ 个引物在 和冀 上均无

扩增目标带 ∀

2 2 1  引物 • ! • 和 • 扩增多

态性片段与恢复基因的连锁分析  在 ≈ 建立

的微卫星遗传图谱上 由于群体较小而将 Ξγ ω μ2
11 !Ξγ ω μ 18 和 Ξγ ω μ 273 定位于同一区间 它们在

着丝点附近 ∀本试验所用群体 个单株 虽然有

所增加 个标记仍表现为共分离而定位于同一区

间 ∀在 株完全不育株中 株有 • !

• 和 • 的扩增目标带 属于交换类

型 在 株可育株中 株没有 • ! •

和 • 的扩增目标带 属于交换类型 即在

株极端类型中共有 个交换单株 重组率为

? 遗传距离为 ? ∀图 展

示了 • 在不育系 !保持系 !恢复系 !保持池 !恢

复池及部分测交后代的扩增结果 ∀

分子量标准 ⁄ ⁄ 不育系 ≥ 保持系 恢复系 保

持池 ° 恢复池 ° ∗ 分离群体中的不育株 ≥ ∏ ∗ 分离群

体中的可育株 ƒ ∏

图 2  • 18 在不育系 !保持系 !恢复系 !保持池 !恢复池及其部分测交后代单株的扩增结果

ƒ  ∏ •

√ ∏ Μ ƒ ∏

2 2 2  引物 • 扩增多态性片段与恢复基因

的连锁分析  在 株不育株中 株有 •

的目标带 属于交换类型 在 株可育株中 株没

有 • 的目标带 属于交换类型 即在 株

极端类型中共有 个交换单株 重组率为 ?

遗传距离为 ? ∀在 个测交

单株中有 个单株发生了 Ξγ ω μ 264 与 Ξγ ω μ 11 !

Ξγ ω μ 18 和 Ξγ ω μ 273 之间的交换 重组率为

? 遗传距离为 ? 个连锁标

记与恢复基因的相对位置示于图 ∀

2 3  恢复基因的染色体和染色体臂定位

首先用引物 • ! • ! • 和

• 扩增 个中国春的缺体四体系 缺少

× ! × ⁄! ⁄× 以确定扩增目标带所
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图 3  4 个 ≥≥ 标记与 783 恢复基因的相对位置

ƒ  √ ∏ ≥≥ Ρφ

在的染色体 ∀结果表明 中国春和其它的 个系有

• ! • ! • 和 • 的扩增目

标带 只有 × 和 × ⁄没有扩增目标带

说明 • ! • ! • 和 • 位

于 染色体上 ∀随后对 的双端体系进行扩增

⁄⁄ ≥仍有 • ! • ! • 和 • 2

的扩增目标带 而 ⁄⁄ 没有 • !

• ! • 和 • 的目标带 表明 Ξγ2

ωμ11 ! Ξγ ωμ18 ! Ξγ ω μ 264 和 Ξγ ω μ 273 位于

短臂上 这与 的结果一致 ∀但 所建的

遗传图谱上 • 扩增片段的大小为 左

右 与本试验扩增多态性带的 差异较大 且

Ξγ ω μ 264 在 ≥ 上与 Ξγ ω μ 11 ! Ξγ ω μ 18 和 Ξγ2

ω μ 273 的遗传距离较远 大约为 本试验结果

表明它与 Ξγ ω μ 11 !Ξγ ω μ 18 和 Ξγ ω μ 273 的遗传

距离为 ? ∀ ° ≈ 在筛选条锈抗病基

因 ΨρΗ52 的分子标记时筛选出 • 的另一

个位点 Ξγ ω μ 264α ° 论文中未标明此扩增片段

的大小 它与 Ξγ ω μ 18 的遗传距离为 ∀推

测本试验所找到的多态性位点与 ° 试验中的

Ξγ ω μ 264α相一致 由此证明与这 个标记连锁的

恢复基因位于 ≥上 ∀

3  讨论

恢复基因的遗传研究是恢复系选育的理论基

础 目前已有文献报道了对 2≤ ≥ 的恢复基因的

遗传分析结果 它们主要集中于育性指标的划分 !恢

复基因的数目 !恢复基因的效应等遗传研究 ∀由于

不同研究者采用了不同的育性指标 加上育性本身

受环境条件影响较大 导致研究结果差异甚

大≈ ∗ ∀本试验发现 的育性恢复基因与位

于着丝点附近的 Ξγ ω μ 11 等分子标记有较紧密的

连锁关系 由于没有对 的育性恢复基因和

Ρφϖ1 的等位性进行测验 我们认为造成差异的原

因可能有 种 所携带的育性恢复基因

与 Ρφϖ1 不等位 它是位于 ≥ 上的另一个 型不

育系的恢复基因 这可通过等位性测验得以证实 ∀
≈ 在 年就发现了 染色体上这种遗

传图谱和物理图谱不一致的现象 并指出相对于

中部来说 长臂的 和短臂的 的两个末

端是重组热点区 ∀由于 Ξγ ω μ 11 等 个标记位于

非重组热点区 而 Ρφϖ1 位于重组热点区和非重组

热点区的交界处 所以二者的物理距离虽然较远但

表现为遗传距离较近 ∀加上 是 易位

系 ≥和 ≥虽然同源性较高 但 ≥ 和 ≥ 的

联会频率低于 ≥ 本身的联会频率 从而造成交换

减少 标记之间的遗传距离较近 ∀由于在不育细胞

质背景下 染色体的遗传传递率较 的遗传

传递率低≈ 从而造成偏分离现象 ∀本试验表现

为来源于 染色体的 个 ≥≥ 标记不符合 ¬
的比例 也会造成遗传距离的估计存在偏差 ∀

≈ 在对 Ρφ3 定位时发现 ≥ 上的 ƒ ° 标

记 Ξβχδ98 位于物理图谱的端部 但定位于遗传图

谱的中部 推测缺失系发生了染色体重排 ∀

或中国春缺失系是否发生了染色体重排造成的不一

致有待进一步研究 ∀

不同细胞质雄性不育类型的育性恢复基因很可

能有类似的起源 明确不同育性恢复基因的关系更

有利于理解细胞质雄性不育及其育性恢复基因的产

生方式≈ ∀筛选出 2≤ ≥ 育性恢复基因的分

子标记也有利于对这种争论作出正确的结论 ∀

≈  ±

∏ ≤ ≥

≈  ± 2
Αεγιλοπσ υ μ βελλατα ∏

Τριτιχυ μ αεστιϖυ μ

≈  × 2 ∏ ƒ °

( Ρφ3) Τριτιχυ μ τι μ οπηεεϖι 2
≥

≥

≈  ÷∏ ≠ ≥ ∏ °⁄ ≥≤

( Ρφ) • )

≤ ƒ × ° 2
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≈  ≥

≈  ° 2 ∏ 2
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∏ ∏ ≥ ≤

张改生 等 几类异质小麦雄性不育系育性稳定性与育性恢

复性的研究 中国农业科学
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