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7�摘　要：利用ＡＦＬＰ分子标记对云南紫稻细胞质无花粉水稻三系及杂种Ｆ 7�１ 7�进行了指纹图谱的构建与比较分析。从１４
对引物中筛选出８对具有明显多态性的引物。天香０１８（天香Ａ×珞恢０１８）材料组（不育系、保持系、恢复系及杂种Ｆ 7�１ 7�）共扩

增出１７９条带，其中有５２条多态性谱带，占总带数的２９．０５％，平均每对引物可以扩增出６．５０条多态性谱带；天香８０６（天香
Ａ×珞恢８０６）材料组（不育系、保持系、恢复系及杂种Ｆ 7�１ 7�）共扩增出１７７条带，其中有５０条差异带，占总带数的２８．２５％，平均

7�每对引物可以扩增出６．２５条多态性谱带。特别明显的是在引物对Ｅ-ＡＴＧ／Ｍ-ＣＡＣ的扩增中，在ＡＦＬＰ指纹图谱中出现两
条特征带（ａ带和ｂ带），为保持系所特有，能够明显区别于不育系、恢复系和Ｆ 7�１ 7�。在另外一些引物对中也观察到不育系与保

持系之间的差异带。
7�关键词：细胞质雄性不育系；细胞质无花粉型雄性不育；紫稻；扩增片段长度多态性；指纹图谱；杂交水稻
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7�　　雄性不育是植物杂种优势利用中重要的一环。

几十年来我国培育的不同细胞质源的水稻雄性不育

类型达６０多种，但在生产上应用的主要有野败型

（ＷＡ）、红莲型（ＨＬ）、滇型（ＤＴ）、Ｋ-型、包台型

（ＢＴ）、印尼水田谷型（ＩＤ）、矮败型（ＤＡ）、Ｄ-型、冈-

型（Ｇ）以及马协型（ＭＡ）等不同胞质不育系类型。

其中杂交籼稻以野败型和印尼水田谷型为主，红莲

型少有应用，杂交粳稻以ＢＴ型为主 7�［１］ 7�。显然，我国

7�杂交水稻细胞质比较单一，组合类型少，这样长期下

去会造成品质偏劣、抗性减退、优势变弱，具有暴发

病害的潜在危险 7�［２］ 7�。发掘、创新和开拓利用新的不

育种质资源，既是克服杂交水稻胞质单一性和种质

片面化的关键所在，也是增加水稻胞质遗传多样性

以适应我国水稻生产的迫切需要。

7�经过近１０年的努力，我们获得了云南紫稻细胞

质无花粉雄性不育细胞质，在已育成新组合的基础

上，进一步开展广泛配组和生产应用。利用云南紫

稻细胞质无花粉不育系的细胞质转育出具该细胞质

无花粉特性的、优良的系列不育系，并与超级稻恢复

系等配组，筛选出适用于生产的实用性强的优

7�收稿日期：２００６-１２-０５；修改稿收到日期：２００７-０３-２３。
7�基金项目：国家自然科学基金资助项目（３０５７１１４３）；湖北省科

技攻关项目（２００６ＡＡ２０１Ｃ０４）。
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（１９８５－），女，本科生。
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7�势杂交稻优良组合。为了保持不育系的纯度和组合

的真实性，有必要建立各组合的特征性的ＤＮＡ分

子指纹图谱，以区别真伪。ＡＦＬＰ 技术结合了

ＲＦＬＰ和ＲＡＰＤ两项技术的优点，多态性高、重复

性好、结果可靠 7�［３］ 7�。鉴于ＡＦＬＰ技术以上的特点，

可以将它应用于对云南紫稻细胞质无花粉水稻雄性

不育系、保持系、恢复系以及杂种Ｆ 7�１ 7�分析，建立起

相应的ＡＦＬＰ指纹图谱，以利于杂交水稻的生产实

践。特别是在不育系和保持系中指纹图谱之间的差

异带，对雄性不育的机理探讨也具有重要的作用。

因此，利用ＡＦＬＰ分子标记区别不育系和保持系及

其杂种，具有一定的理论和实践意义。以下是我们

对云南紫稻细胞质无花粉型三系及杂种 Ｆ 7�１ 7�的

ＡＦＬＰ指纹图谱的构建与分析的初步报道。

7�１　材料与方法

7�１．１　水稻材料

7�供试水稻材料为云南紫稻细胞质型，包括杂种

Ｆ 7�１ 7�天香０１８（天香Ａ×珞恢０１８）和天香８０６（天香Ａ

7�×珞恢８０６），不育系天香Ａ，保持系天香Ｂ，恢复系

珞恢０１８和珞恢８０６（编号见表１）。以上所有供试

材料和组合均由本实验小组选配育成。不育系天香

Ａ细胞质来源于云南紫稻无花粉细胞质质源。

１９９９年春季在海南用“保持系×保持系”的方法，即

用马协Ｂ／绵香Ｂ，从Ｆ 7�２ 7�起用系谱法选择抗性、品

质、粒型等综合性状符合育种目标的单株，与云南紫

稻无花粉细胞质不育系紫稻Ａ成对测交，经４年１０

7�代连续择株回交，于２００３年育成育性稳定、农艺性

状一致的云南紫稻无花粉细胞质雄性不育系天香Ａ

7�（原名天香２Ａ），并于２００５年通过湖北省科学技术

厅组织的科学技术成果鉴定。目前利用天香Ａ配

组选育的一批组合，已经开始应用于生产或正在参

加区域试验。杂交晚稻天香１７已通过２００５年、

２００６年湖南省晚稻区域试验；天香０１８于２００６年

参加了重庆市区域试验，在国外参加了孟加拉国和

越南的国家区域试验。天香８０６已申报２００７年广

西区域试验。

7�１．２　基因组ＤＮＡ的提取

7�基因组ＤＮＡ的提取参照楼巧君等的简化方

法 7�［４］ 7�。

7�１．３　ＡＦＬＰ分析

7�１．３．１　基因组双酶切及与接头相连接

7�所用酶组合为 ＥｃｏＲⅠ／ＭｓｅⅠ（购自 ＮＥＢ公

司），双酶切，在３７℃下温育混合物３ｈ，然后６５℃

下温育３ｈ。所用接头和引物见表２（引物和接头序

7�列均由上海申能博彩公司合成）。

7�表１　实验材料的编号及组合类型

7�Ｔａｂｌｅ１．Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｉｎｇａｎｄｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｔｙｐｅｓｏｆｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｍａｔｅｒｉａｌｓｉｎｔｈｅｓｔｕｄｙ．

7�编号

7�Ｎｕｍｂｅｒ

7�材料名称

7�Ｍａｔｅｒｉａｌｎａｍｅ

7�特性

7�Ｔｒａｉｔ

7�１

7�２

7�３

7�４

7�５

7�６ �`

7�天香０１８（天香Ａ×珞恢０１８）Ｔｉａｎｘｉａｎｇ０１８（ＴｉａｎｘｉａｎｇＡ×Ｌｕｏｈｕｉ０１８）

7�天香８０６（天香Ａ×珞恢８０６）Ｔｉａｎｘｉａｎｇ８０６（ＴｉａｎｘｉａｎｇＡ×Ｌｕｏｈｕｉ８０６）

7�天香ＡＴｉａｎｘｉａｎｇＡ

7�天香ＢＴｉａｎｘｉａｎｇＢ

7�珞恢０１８Ｌｕｏｈｕｉ０１８

7�珞恢８０６Ｌｕｏｈｕｉ８０６

7�Ｆ 7�１

7�Ｆ 7�１

7�不育系Ｓｔｅｒｉｌｅｌｉｎｅ

7�保持系Ｍａｉｎｔａｉｎｅｒｌｉｎｅ

7�天香０１８的恢复系ＲｅｓｔｏｒｅｒｌｉｎｅｏｆＴｉａｎｘｉａｎｇ０１８

7�天香８０６的恢复系ＲｅｓｔｏｒｅｒｌｉｎｅｏｆＴｉａｎｘｉａｎｇ８０６

7�表２　接头序列和引物序列

7�Ｔａｂｌｅ２．Ａｄａｐｔｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅｓｔｕｄｙ．

7�接头序列 Ａｄａｐｔｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ 7�ＥｃｏＲⅠ： 7�ＭｓｅⅠ：

7�５′-ＣＴＣＧＴＡＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣ-３′ 7�５′-ＧＡＣＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧ-３′

7�３′-ＣＡＴＣＴＧＡＣＧＣＡＴＧＧＴＴＡＡ-５′ 7�３′-ＴＡＣＴＣＡＧＧＡＣＴＣＡＴ-５′

7�引物序列Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ 7�ＥｃｏＲⅠ-ｐｒｉｍｅｒ＋１ ��7�５′-ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡ-３′

7�ＥｃｏＲⅠ-ｐｒｉｍｅｒｓ＋３ ��7�５′-ＧＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＡＡＴＴＣＡＮＮ-３′

7�ＭｓｅⅠ-ｐｒｉｍｅｒ＋１ ��7�５′-ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣ-３′

7�ＭｓｅⅠ-ｐｒｉｍｅｒｓ＋３ ��7�５′-ＧＡＴＧＡＧＴＣＣＴＧＡＧＴＡＡＣＮＮ-３′

7�　　注：“＋１”为加１个选择性碱基；“＋３”为加３个选择性碱基。

7�Ｎｏｔｅ：“＋１”，Ａｄｄｏｎｅｓｅｌｅｃｔｉｖｅｂａｓｅ；“＋３”，Ａｄｄｔｈｒｅｅｓｅｌｅｃｔｉｖｅｂａｓｅｓ．
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7�　　在２０℃下连接过夜（连接酶为 Ｔ 7�４ 7�ＤＮＡ连接

酶，购自ＮＥＢ公司）。

7�１．３．２　预扩增

7�预扩增条件为：９４℃下２ｍｉｎ；然后９４℃下３０

ｓ，５６℃下６０ｓ，７２℃下６０ｓ，共２４个循环；最后７２℃

7�下延伸５ｍｉｎ。

7�１．３．３　选择性扩增

7�选择性扩增条件为：９４℃下２ｍｉｎ；接着９４℃下

３０ｓ，６５℃下３０ｓ，每个循环递减０．７℃，７２℃下６０

ｓ，共１３个循环；９４℃下３０ｓ，５６℃下６０ｓ，７２℃下６０

7�ｓ，共２３个循环；最后７２℃下５ｍｉｎ。

7�１．３．４　凝胶电泳与银染

7�采用６％聚丙烯酰胺变性凝胶电泳，恒功率６５

Ｗ，电泳３ｈ。电泳结束后，固定，水洗，用１％硝酸

银银染。

7�１．４　ＡＦＬＰ数据分析

7�从１４对ＡＦＬＰ引物中筛选出８对具有多态性

的引物组合，对云南紫稻细胞质无花粉水稻雄性不

育系、保持系、恢复系以及杂种Ｆ 7�１ 7�进行了ＡＦＬＰ分

析。银染显色后，有带记为１，无带记为０。根据银

染电泳图谱的比较来判断各供试材料的特征带型。

实验重复３次。

7�２　结果与分析

7�２．１　ＡＦＬＰ分析的结果

7�从所用的１４个引物组合（Ｅ-ＡＡＣ／Ｍ-ＣＡＣ、Ｅ-

ＡＡＣ／Ｍ-ＣＧＡ、Ｅ-ＡＡＣ／Ｍ-ＣＡＴ、Ｅ-ＡＴＧ／Ｍ-ＣＡＣ、

7�Ｅ-ＡＴＧ／Ｍ-ＣＧＡ、Ｅ-ＡＴＧ／Ｍ-ＣＡＴ、 Ｅ-ＡＧＡ／Ｍ-

ＣＡＣ、Ｅ-ＡＣＡ／Ｍ-ＣＡＣ、Ｅ-ＡＣＡ／Ｍ-ＣＡＧ、Ｅ-ＡＣＡ／

Ｍ-ＣＡＴ、Ｅ-ＡＣＡ／Ｍ-ＣＴＧ、Ｅ-ＡＧＡ／Ｍ-ＣＡＧ、Ｅ-

ＡＧＡ／Ｍ-ＣＡＴ、Ｅ-ＡＧＡ／Ｍ-ＣＴＧ）中，筛选谱带清

晰、多态性较丰富的８个引物组合（表３），进行数据

分析。将供试材料分成两个组合：组合１为杂种Ｆ 7�１

7�天香０１８、恢复系珞恢０１８、不育系天香Ａ和保持系

天香Ｂ；组合２为杂种Ｆ 7�１ 7�天香８０６、珞恢８０６、天香

Ａ和天香Ｂ。

7�从表３可知８对引物对两组材料进行多态性扩

增的情况。在两组材料中，第１组共扩增出１７９条

带，其中有５２条多态性谱带即差异带，占总带数的

２９．０５％，平均每对引物可以扩增出６．５０条多态性

带；第２组共扩增出１７７条带，其中有５０条差异带，

占总带数的２８．２５％，平均每对引物可以扩增出

６．２５条多态性带。８对引物综合起来比较可见，两

组材料的三系及杂种Ｆ 7�１ 7�的带型虽各不相同，但这

两个组合的ＡＦＬＰ多态性百分率相差不大。说明

所筛选出的８对引物对供试材料进行ＡＦＬＰ分析，

能够将供试材料三系和杂种Ｆ 7�１ 7�有效地区别开来，

而且该方法用于三系及杂种Ｆ 7�１ 7�的鉴别是有效而稳

定的。可见ＡＦＬＰ技术对于鉴定三系杂交水稻是

行之有效的分子标记技术之一。

7�２．２　云南紫稻细胞质无花粉水稻雄性不育系天香

Ａ和保持系天香Ｂ的特征带

7�如图１-Ａ 所示，用引物对Ｅ-ＡＴＧ／Ｍ-ＣＡＣ对

天香Ｂ进行扩增，出现两条特征电泳带，第１条大

7�表３　８对引物扩增所得到的组合１和组合２的多态性

7�Ｔａｂｌｅ３．Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓｏｆｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ１ａｎｄｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ２ｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｔｈｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｗｉｔｈｅｉｇｈｔｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓ．

7�引物对

7�Ｐｒｉｍｅｒｐａｉｒ

7�总扩增谱带数

7�Ｎｏ．ｏｆｔｏｔａｌｂａｎｄｓ

7�组合１

7�Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ１

7�组合２

7�Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ２

7�多态性谱带数

7�Ｎｏ．ｏｆｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｂａｎｄｓ

7�组合１

7�Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ１

7�组合２

7�Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ２

7�共同谱带数

7�Ｎｏ．ｏｆｓｈａｒｅｄｂａｎｄｓ

7�组合１

7�Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ１

7�组合２

7�Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ２

7�多态性百分率

7�Ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ／％

7�组合１

7�Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ１

7�组合２

7�Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ２
7�Ｅ-ＡＡＣ／Ｍ-ＣＡＣ 7�１９ �W7�１８ �W7�５ �X7�４ �m7�１４ ��7�１４  �7�２６ "�．３２ 7�２２ $�．２２
7�Ｅ-ＡＡＣ／Ｍ-ＣＧＡ 7�１６ �W7�１６ �W7�５ �X7�５ �m7�１１ ��7�１１  �7�３１ "�．２５ 7�３１ $�．２５
7�Ｅ-ＡＴＧ／Ｍ-ＣＡＣ 7�２４ �W7�２３ �W7�９ �X7�５ �m7�１５ ��7�１８  �7�３７ "�．５０ 7�２１ $�．７４
7�Ｅ-ＡＴＧ／Ｍ-ＣＡＴ 7�３０ �W7�３０ �W7�７ �X7�６ �m7�２３ ��7�２４  �7�２３ "�．３３ 7�２０ $�．００
7�Ｅ-ＡＣＡ／Ｍ-ＣＡＣ 7�２４ �W7�２５ �W7�４ �X7�７ �m7�２０ ��7�１８  �7�１６ "�．７０ 7�２８ $�．００

7�Ｅ-ＡＣＡ／Ｍ-ＣＡＴ 7�２４ �W7�２４ �W7�６ �X7�８ �m7�１８ ��7�１６  �7�２５ "�．００ 7�３３ $�．３３
7�Ｅ-ＡＣＡ／Ｍ-ＣＴＧ 7�２１ �W7�２０ �W7�１１ �X7�９ �m7�１０ ��7�１１  �7�５２ "�．３８ 7�４５ $�．００
7�Ｅ-ＡＧＡ／Ｍ-ＣＴＧ 7�２１ �W7�２１ �W7�５ �X7�６ �m7�１６ ��7�１５  �7�２３ "�．８１ 7�２８ $�．５７
7�总体Ｔｏｔａｌ 7�１７９ �W7�１７７ �W7�５２ �X7�５０ �m7�１２７ ��7�１２７  �
7�平均Ａｖｅｒａｇｅ 7�２３ �W．３８ 7�２２ �W．１３ 7�６ �X．５０ 7�６ �m．２５ 7�１５ ��．８８ 7�１５  �．８８ 7�２９ "�．０５ 7�２８ $�．２５

7�　　注：组合１为天香０１８杂种Ｆ 7�１ 7�、恢复系珞恢０１８、不育系天香Ａ和保持系天香Ｂ；组合２为天香８０６杂种Ｆ 7�１ 7�、恢复系珞恢８０６、不育系天香

Ａ和保持系天香Ｂ。

7�Ｎｏｔｅ：Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ１ｉｎｃｌｕｄｅｓＦ 7�１ 7�（ＴｉａｎｘｉａｎｇＡ×Ｌｕｏｈｕｉ０１８），ｒｅｓｔｏｒｅｒｌｉｎｅＬｕｏｈｕｉ０１８，ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｍａｌｅｓｔｅｒｉｌｅｌｉｎｅＴｉａｎｘｉａｎｇＡａｎｄ

ｍａｎｉｎｔａｉｎｅｒｌｉｎｅＴｉａｎｘｉａｎｇＢ；Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ２ｉｎｃｌｕｄｅｓＦ 7�１ 7�（ＴｉａｎｘｉａｎｇＡ×Ｌｕｏｈｕｉ８０６），ｒｅｓｔｏｒｅｒｌｉｎｅＬｕｏｈｕｉ８０６，ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｍａｌｅｓｔｅｒｉｌｅｌｉｎｅ

ＴｉａｎｘｉａｎｇＡａｎｄｍａｉｎｔａｉｎｅｒｌｉｎｅＴｉａｎｘｉａｎｇＢ．

7�７４３ 7�胡　侃等：云南紫稻细胞质无花粉型三系及杂种Ｆ 7�１ 7�的ＡＦＬＰ指纹图谱的构建与分析
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7�图１　引物对Ｅ-ＡＴＧ／Ｍ-ＣＡＣ（Ａ）和Ｅ-ＡＡＣ／Ｍ-ＣＡＣ（Ｂ）的部分ＡＦＬＰ结果

7�Ｆｉｇ．１．ＰａｒｔｏｆＡＦＬＰｒｅｓｕｌｔｓｂｙｐｒｉｍｅｒｐａｉｒｓＥ-ＡＴＧ／Ｍ-ＣＡＣ（Ａ）ａｎｄＥ-ＡＡＣ／Ｍ-ＣＡＣ（Ｂ）．

7�Ｍ－Ｍａｒｋｅｒ；１－天香０１８；２－天香８０６；３－天香Ａ；４－天香Ｂ；５－珞恢０１８；６－珞恢８０６。

7�Ｍ，Ｍａｒｋｅｒ；１，Ｔｉａｎｘｉａｎｇ０１８；２，Ｔｉａｎｘｉａｎｇ８０６；３，ＴｉａｎｘｉａｎｇＡ；４，ＴｉａｎｘｉａｎｇＢ；５，Ｌｕｏｈｕｉ０１８；６，Ｌｕｏｈｕｉ８０６．

7�约在２７０ｂｐ处出现，将它称为ａ带；第２条大约在

１８５ｂｐ处出现，称为ｂ带。这两条带在天香 Ａ、珞

恢１０８和珞恢８０６及杂种Ｆ 7�１ 7�中均缺乏，这可能是云

7�南紫稻细胞质型的保持系区别不育系、恢复系及其

杂种Ｆ 7�１ 7�的一个重要标记。在大约２４０ｂｐ处的ｃ

带，是保持系和两个恢复系区别于不育系和杂种Ｆ 7�１

7�的差异带。同时这３处的条带也是保持系与不育系

的差异带，在对保持系和不育系的研究中，能够较容

易地进行鉴别。

7�利用引物对Ｅ-ＡＡＣ／Ｍ-ＣＡＣ对两个组合６个

材料进行扩增，出现大小约２３０ｂｐ的特征带型ｄ（图

7�１-Ｂ）。该带在天香Ｂ和恢复系珞恢０１８、珞恢８０６

中存在，而在天香Ａ和天香０１８、天香８０６中不存

在，可能与育性相关。前面提到的ｃ带与ｄ带情况

类似，只是ｃ带在不育系和杂种Ｆ 7�１ 7�中也有非常模糊

7�的对应带。

7�３　讨论

7�云南紫稻细胞质无花粉水稻雄性不育系的细胞

质是一种新型的细胞质类型 7�［５］ 7�，对由它选配得到的

两个组合材料进行了ＡＦＬＰ分析，证明利用ＡＦＬＰ

分子标记来鉴别它们是十分稳定而有效的。在利用

引物Ｅ-ＡＴＧ／Ｍ-ＣＡＣ对两种组合６种供试材料的

扩增中发现了ａ带和ｂ带，它们是云南紫稻的保持

系所特有的。鉴于水稻细胞质雄性不育系是核质互

作的产物，而保持系就是在选育不育系时作为多次

回交父本的水稻品种，一般认为，经过多次回交，

不育系和保持系已具有了相同的核基因组，它们遗

传背景上的差异在于具有不同的细胞质基因组 7�［６］ 7�。

根据目前广为接受的二型学说中的核质互作雄性不

育，与育性相关的基因中，保持系的细胞质基因型应

为可育的 Ｎ，与恢复系相同，而其核基因型应为纯

合隐型ｒｆｒｆ，与不育系核基因相同。本实验中ａ、ｂ

两条带在保持系中出现而在不育系中缺乏，说明ａ、

ｂ两条带很可能与细胞质基因组相关，又由于ａ、ｂ

带在恢复系中也缺乏，推测它们应该跟育性基因无

关，因为保持系、恢复系细胞质中与育性相关的基因

相同。即使是ａ、ｂ带出现在核基因中，那么它们也

与恢复基因无关，因为核基因中，保持系和不育系同

为ｒｆｒｆ。ｄ带出现在保持系和两个恢复系中，而在

不育系和两个杂种Ｆ 7�１ 7�中均未出现，根据保持系的

细胞质基因型与恢复系相同为可育的 Ｎ，而不育系

的细胞质基因型与杂种Ｆ 7�１ 7�相同为不育的Ｓ，并且

保持系与不育系的核基因型相同而细胞质基因型不

同，这条带正好符合以上特点。因此，ｄ带有可能是

在细胞质中与育性基因密切相关的带。而如果ｄ带

7�是在核基因中，由于恢复系与其对应的Ｆ 7�１ 7�杂种亲

缘关系极近，表现出这种带型的几率非常小。因此

利用ＡＦＬＰ标记可以有效地将保持系和恢复系及

其Ｆ 7�１ 7�杂种区别开，而且通过对两个组合甚至更多

组合的分析，利用ＡＦＬＰ标记寻找细胞质中雄性不

育相关基因的可能性就大大提高。这样就能相对简
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便地预测不育系和保持系中的差异带是否跟雄性不

育相关，也就是将三系与杂种Ｆ 7�１ 7�作为一个组合同

时做ＡＦＬＰ分析，得到的保持系与不育系的差异带

如果符合保持系中有的带在恢复系中也有而在不育

系和杂种Ｆ 7�１ 7�中没有，或者不育系中有的带在杂种

中也有而在保持系和恢复系中没有的条件，那么这

条带则很可能涉及到育性，而且做的组合数增多也

将能增加筛选的精确性。当然，这还仅仅是一种推

测，要证实这一点还需作进一步的研究。

7�在本实验中，用８对引物扩增得到不育系与保

持系的差异带共１８条，其中有７条符合上述情况。

按照上述带的判断标准，差异带可能与育性相关的

仅占１／３多，还有接近２／３的差异带很可能与育性

不相关。这些差异带可能涉及到线粒体ＤＮＡ，目前

已有很多研究表明线粒体基因组分子重排导致植物

雄性不育。在水稻中最具代表性的是 Ｋａｄｏｗａｋｉ

等 7�［７］ 7�对ＢＴ型的研究发现不育系相对于保持系的线

7�粒体中ａｔｐ６基因发生了重排，而利用分子标记来寻

找与育性相关的差异带目前还在进行中。Ｉｃｈｉｉ

等 7�［８］ 7�利用ＲＡＰＤ技术在水稻几组不育系和保持系

中同时找到了一条１６００ｂｐ的差异带就很可能与育

性相关。另外差异带甚至可能涉及到叶绿体ＤＮＡ，

因为与育性相关的叶绿体 ＤＮＡ的差异带也有报

道，何光华等 7�［９］ 7�利用ＡＦＬＰ发现不育系与保持系中

叶绿体ＤＮＡ的差异带，发现是ｌｅｕ-ｔＲＮＡ基因转录

起始点前一段６ｂｐ序列。利用分子标记进行不育

相关基因的定位也有报道，Ｌｉｕ等 7�［１０］ 7�和 Ｈｕａｎｇ

等 7�［１１］ 7�用ＲＡＰＤ技术为两个红莲型恢复基因位点做

了较为精确的定位，并且还用ＲＦＬＰ分析了目前生

产上应用的９种细胞质型的雄性不育，发现不育系

与保持系主要在ａｔｐ６和ｃｏｂ基因上发生 ＤＮＡ重

排，进一步证实了雄性不育与线粒体内基因重排有

密切联系。因此，利用分子标记的方法来研究雄性

不育机理仍有较为广阔的前景。

7�一种新的细胞质类型的发现不仅增添了育种资

源的选择性和多样性，因为生产上要求有尽量多的

细胞质类型，有时单一细胞质类型对于杂交育种甚

至是高风险性的 7�［１２］ 7�，而且新的细胞质类型对于雄性

7�不育方面的研究工作也有很多贡献，很可能导致新

的发现。Ｎａｈｍ等 7�［１３］ 7�在萝卜中发现了一种新型的

细胞质雄性不育ＮＷＢＣＭＳ，通过大量实验发现与

以往的雄性不育类型如ｏｇｒｕａＣＭＳ等有很大区别，

而且ＮＷＢＣＭＳ在不育性方面表现出很高效率，研

究结果反过来也可以对育种实践有很大的指导作

用。因此，我们还将进一步对云南紫稻细胞质无花

粉水稻雄性不育系的细胞质开展深入的研究和分

析，搞清其不育的分子机制，为其开发和利用奠定基

础。
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