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水稻 限制性片段长度多态性的初步研究
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提 要 应用 个不同的探针 限制性内切酶组合
,

测定 个不同基因型水稻间的

限制性片段长度多态性
。

结果表明 在水稻中普遍存在
,

同一亚种内的 较

少
,

而在不同亚种间则较大 栽培稻与野生稻间的 较多
,

而以粳稻和野生稻之间

最 多
,

达 一
。

用 计算机分析 了这些基因型之间的遗传距离
,

粳稻和釉稻可明

显地分成二组
,

野生稻与袖稻的亲缘大于与粳稻的亲缘
。

具有广亲和能力的爪哇型品种

偏向和妇型
。

关键词 水稻 分子标记 亲缘关系

限制性片段长度多态性
,

是一种新类型的遗传标记
,

它首先是

在人类基因组的研究中发展起来的 川
,

现

已广泛应 用 于基 因定位
、

产 前诊断等领

域 〔 〕
。

高等植物中 的研究
,

开始于经

典遗传学研究比较详细的一些种
,

如玉米和

番茄
,

研究表明这些植物基因组 中的

相当丰富
,

用 标记构建 了较

为详细的连锁图
,

并用 标记研究某

些数量性状的遗传 〔‘ 〕
。

近来
,

在一些重要

作物
,

如水稻
、

笃首
、

马铃薯等 〔 ,
,

, 。 ,

都有 遗传图谱的报道
。

的研

究正引起国内外植物遗传学家和育种家们的

重视
。

在国内
,

有关植物 研究的报道

还不 多
。

本文对水稻 个不同基因型之间的

进行了初步研究和分析
,

讨论了它们

之 间的相互关 系
,

为进一步研究和应用

打下基础
。

年 月 日收到
。 ,

本研究得到美国洛克菲勒基金会及浙江省 自然科

学基金 资助
。
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材 料 和 方 法

选 用 一些具 有代表性 的 材料 表

和美洲野生稻 即 印 的

种 子由本所品种资源系提供
,

其他品种的种

子由本所遗传育种系提供
。

采用盆栽幼苗或

网室植株为分离 的材料
,

新鲜使用或

贮放在一 ℃冰箱内待用
。

月 提取 根据曾以 申的方法加以

修改 〔”
。

材料剪细
,

加入液氮研磨
,

磨碎后迅速转入离心管
,

加人 缓冲液
一 一

, ,

并加入胰蛋白酶
,

置 ℃水浴保温半小时
。

再加入

水溶液
,

使最终浓度为
,

在 ℃保温 分钟
。

离心

分钟
,

取上清液
,

加入等体积氯仿 异

戌醇 体积比
,

萃取 一 次
,

取水相

加入 体积 醋酸钠
,

再加人二

倍体积预冷的乙醇
,

缓缓混匀
,

出现絮状沉

淀
,

可以直接将沉淀挑出
,

或者在冻室内静

置约 小时
。

然后
,

在 离心

分钟
,

加入
,

,

在 溶解
,

加核糖核

酸酶 最终浓度为
,

℃保温

表 试验材料及特性

分钟
,

再经一次氛仿萃取
,

加醋酸钠及预冷

的乙醇
,

沉淀
,

经 洲 ,

乙醇洗涤
,

真

空抽干
,

加 溶解 测定 。和
,值

。

月 的 酶解 应用 种限制性内切

酶
、 、

川和
,

它们均以 个碱基对为识别位点
,

分别

用厂
‘

商推荐的缓冲液
,

梅微克 加 个

单位的酶
,

酶解在 ℃下进行 小时
。

琼 脂 糖凝胶 电泳 根据 等

的方法进行 〔’‘》,
。

凝胶的琼脂糖浓度
,

以澳酸蓝为指示剂
,

为缓冲

液
,

又 经 汀酶解为分子量标记
。

上样量为 拜
,

电泳电压
。

凝胶

板加人嗅化乙锭溶液染色
,

在紫外光下观

察
。

印 迹 转 移 也 是 根 据

等 的方法 仁’ ,
。

凝胶板首先

在 中处 理 分钟
,

在

和
,

中处

理 小时
,

使 变性
,

再在

和 中中和 小

时
。

以 义 溶液为缓冲液
,

经过 小

时以
,

将 转移至硝酸纤维素滤膜或

尼 龙 膜 上
,

在 火

基基因型型 类型型 基因组组 产地地 特性性
一

中中 一 一 釉釉 浙江江 密穗
,

高产产

农农虎 号 一 九 玉 ,

高 产 抗倒伏伏
矮矮仔占 一 一 粳粳 浙江江 半矮生性基因

口 〕 , , ’ 一

亲和和
公 阴 釉釉 广西西 多年生

,

大粒
、

有芒
、

黑壳壳

原原丰早 一 一
,

辐照育成品种
,

感稻瘟病病

旱旱谷 一 爪哇哇 印尼尼 陆稻
,

卜 三基因控制的新矮源源
“ 口刀 ““ 一 高科二

,

高抗稻瘟病病
里里里子生稻稻稻 美洲洲洲

釉釉釉釉釉 浙江江江

人
,

粳粳粳粳粳 石南南南
卢 刀“

、

矛

釉釉釉釉釉 越南南南
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中漂洗 分钟
,

℃下真空 ,燥 小时
。

杂 交 探针由康乃尔大学

实验室提供
,

试验中用 个探针
、

、 、 、 、

、 、

和
。

根据

随机 六 聚体 法 制备 标 记 的 探

针 〔 〕
。

在低强度条件下 先进行预

杂交至少 小时
,

然后加入放射性探针
,

在

℃培养过夜
。

杂交滤膜在中等强度条件

下 洗涤
,

然后进行放射自显影
。

遗传距 离的 计算和遗传距 离树状 图的构

建 根据各样本与每一标记探针杂交的限

制性片段中共有片段的百分比
,

可以将这些

样本分组
。

用 自行设计的 计算机程序
,

在

机上进行计算和聚类分组
。

将实

验结果输入计算机
,

计算机即可打印出样本

间遗传距离矩阵和聚类给果
。

结 果 和 分 析

本 实验 中 抽提 的 得 率一般在
拜 鲜重左右

,

在

左右
,

电泳结果表明提取的总 为大分

子
,

酶解后 降解基本完全
。

本实验 中一共应用 个不同的探针

酶的组合
,

测定供试材料的
,

杂交结

果多数表现为清楚的能区别的带 图
,

说

明选用的探针为单拷贝顺序
。

由 于原丰早的

较 少
,

只用 厂 个探针 酶的组合
,

因此在部分结果分析时
,

不包括在内
。

有

个探针 酶至少测定到一对基因型之间

的差异
。

结果表明 袖稻材料之间的

仅为 一 二粳稻之间为 釉粳

之间为 一 二 稻和野生稻之间为

一 粳 稻 和 野 生 稻 之 间 为

门 一 爪哇型材料与釉
、

粳
、

野

生型之间的 分别为 一
、

一 和 表
。

在为构建连

锁图 寻找 群体的亲本时
,

丰富的

是 一个先决 条件
。

等 应用

一个釉稻 与爪哇稻的组合 预试验中双亲的

为
,

成功地构建了第一张水

稻的分子遗传图谱
。

本实验中尽管采用了识

探针 酶

、

玩

材料

中 一 一

农虎 号 眼一 ,

矮仔占 一 一 ,

口 , 枷
‘加 勿 ,

原丰早 一 眼一
,

早谷 一

图 了 水稻 的 尸
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表 基因型间的
幻

基基因型型 中 一 矮仔占占 往 农虎 号号 旱谷

用 印 一 一一 一一 一一

一

艺 川

只只 ,

】

中中 一 一

矮矮仔占 一 一 冰冰 】 】

丫丫

农农虎 号 一 义义

旱旱谷 一

表 基因型间的遗传距离

基基因型型 中 一 农虎 号号 矮仔占占
,

旱谷 原丰早早
一一 一 卜卜 一一 一一

一 乙 一

中中 一 一 石
,

农农虎 号 一 万

矮矮仔占 一 一 石 名 名
一

公 “

旱旱谷 一
,

原原丰早 一 一

表 个水稻基因型遗传距离聚类结果

类类别别 基因型或类别别 遗传距离离

原丰早 一 一 ,

中 一 一

, 一

,

矮仔占 一 一

,

旱谷 一
,

农虎 号 一

,

尽 叩
,

别位点为 个碱基对的内切酶
,

但

还不够多野生稻与粳稻间的差别较大
,

但

野生稻与栽培稻杂交后代的育性可能不高
,

很难得到一个理想的 群体
。

因此
,

如果

希望用本试验中的材料作亲本构图
,

或建立

与性状的联系
,

还应筛选更多的探针

酶的组合
。

个供试材料的遗传距离矩阵和聚类分

组结果如表
、

表
,

由此构建的遗传距离

树状图如图 所示
。

釉稻和粳稻各自聚为一

类
,

能很好区分
。

本研究中所用的野生稻与

袖稻的亲缘比与粳稻的亲缘近
。

值得一提的

是
,

这是一个具有广亲和能

力的爪哇型品种
,

根据本实验结果
,

它与釉

稻聚为一类
,

但义与常规意义上的釉稻有明

显的区别
,

这与杂交结果是一致的
。

程式华

未 发 表 资 料 在 年 测 定 了
、

农虎 号 粳
、

粳 和竹云

糯 釉 的结实率
,

分别为
、 、

和 而 与农虎 号
、

和竹云糯杂交一代的结实率分别为
、

和
,

与釉稻杂交后代的结

实率明显高于与粳稻的杂交后代
。

中 一

是 中国水稻研究所从 原丰早 刀竹科

号复交组合中选出的新品种
,

就本研究所

用 的 探针 一酶组 合 来 说
,

中 一 与原
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胜卜弓己。

酬

乃

遗传距离 心
石 石 石

注
’

基因型序号同图
。

罗 讲 一

图 个水稻基 因 型之 间 的遗传距 离
一 一

丰早之 ’无差异 遗传距离为
,

说明两者
· 刃 , “ ,‘

亲缘关系非常相近
。

中 一 和原丰早及
, , , ‘, ”“ ,” ‘ 加 “ , “‘

·

洲
·

亲缘关系都非常相近
,

这也可能是由 ’爪、 一

于对原丰早只用了 个探针一酶组合进行检 ‘
、 ,

‘ ,

测
,

没有能发现原丰早与中 一 和
, 】 , ‘ ‘

之间更多的差异
。

罗 , ‘ ,

本实验所用探针
,

分布在
, , , ‘ , ‘ ‘ ‘ ‘

·

厂
·

, ,

六个连锁群上 〔 , ,

在进行 注 , ‘ , 一

分析和遗传距离测定时受到限制
,

尽管如
, ·

‘ ‘

此
,

实验结果已经清楚地表明了 在
,、 。〕

、

。一 , ,

水稻中存在的普遍性及其在遗传学研究和育 加。
·

。‘ 卜

种工作中的应用潜力
。 、

一
,

, 一
,

一 一

,

,‘ 、 一

一‘ , ,

一

一

, , ,

一
一
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】
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谢辞 余志宏同志对本工作帮助颇多 程

式华
、

赵式英
、

林鸿宣同志提供种子
,
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