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　　[摘　要 ]　为了建立 T. S p elta 1B s染色体育性基因 R f3 和 rfk1 的分子标记辅助选育技术体系,提高选育效

率,对 T. S p elta 1B s染色体上育性基因R f3 和 rfk1进行A FL P 分子标记研究。结果表明,利用A FL P 技术对小麦进

行分子标记研究可获得 50～ 100 条清晰、稳定的带纹, 多态性较高, 重复性好。根据 T 型细胞质的育性, 对

T SP3314ö绵阳 26的 F 2 群体采用集群分类的方法构建等基因池,利用A FL P 技术筛选 16个 P stÉ öT aqÉ 引物组

合,然后对 F 2 群体进行A FL P 分析,获得 2个引物组合 P32T 2, P42T 3,其与 T. S p elta 1B s染色体有关育性片段R f3

基因和 rfk1 基因连锁。然后结合 T SP3314ö绵阳 26的 F 2群体在 T 型细胞质下的育性结果,和可育株与 K3315A 测

交后代的育性分离所得的 K 型细胞质下的育性结果,运用M apm aker软件进行分析,找到了与 T. S p elta 1B s染色

体育性基因R f3 和 rfk1连锁的分子标记。
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　　近年来,DNA 分子标记技术的研究和发展十分

迅速[1～ 4 ] ,以此为基础的分子标记辅助选育技术也

在不断完善,为杂交小麦研究及生产应用提供了新

的活力。何蓓如等[5～ 7 ]设计了以 T 型细胞质为背景,

R f3 基因作为 T. S p ela ta 1B s染色体有关育性片段

的选择标记,通过染色体转移方法将其转移到栽培

品种中选育非 1B ö1R 类型 K 型小麦雄性不育保持

系。利用这一方法能将任意适于作杂交小麦亲本的

品种 (品系)改良为 K 型保持系,进而转育成 K 型小

麦雄性不育系。但是该方法在转育过程中会发生染

色体片段的交换,产生一定频率的在 T 型细胞质背

景下育性恢复但不含 rfk1 基因的材料,不便于前期

选择[7 ]。本研究对 T. S p elta 1B s染色体上育性基因

R f3 和 rfk1 基因进行分子标记, 以期建立分子标记

辅助选育技术体系,有利于前期的准确选择,提高选

育效率。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　用于分子标记的材料为具 T. S p elta 1B s 染色

体有关育性片段 R f3 和 rfk1 基因的 T SP 材料

T SP3314 (T 型细胞质) ,非 1B ö1R 类型的 K 型恢复

系绵阳 26, T SP3314 去雄做母本与绵阳 26 杂交的

F 2 群体, 及其 F 2 群体中可育株做父本与 K3315A

(K 型细胞质、雄性不育)测交的后代群体。

1. 2　方　法

从 T SP3314×绵阳 26 的 F 2 群体中,随机选取

60 株, 每株取 2～ 3 g 新鲜叶片提取 DNA 进行

A FL P 分析,结合其在 T 型细胞质下的育性表现和

在 K 型细胞质下的育性分离情况进行归类分析,确

定与其连锁的A FL P 的分子标记,同时用M apm ak2
er 3. 0 [8 ]遗传分析软件分析其连锁值。

植物 DNA 的提取采用剑桥实验室提出的

CTAB 法进行[9, 10 ]。

A FL P 程序参照文献[ 11～ 13 ]的方法并有所改

进: 用 P st É 和 T aq É 内切酶组合消化基因组

DNA ,分别连上各自的接头 (表 1) ,其接头用量适当

过量,以此为引物进行第 1次 PCR 预扩增 (94 ℃ 2

m in; 94 ℃ 30 s; 56 ℃ 30 s; 72 ℃ 60 s, 30 个循环;

72 ℃ 5 m in)。然后,在接头的基础上分别随机加上
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3个碱基得到引物, P st É 和 T aq É 各有 4条引物,

配成 16对引物组合 (表 1) ,将第 1次预扩增产物稀

释 20倍作为模板,进行第 2次 PCR 选择性扩增 (94

℃ 2 m in; 94 ℃ 30 s, 65 ℃ 30 s, 每个循环降低 1

℃, 72 ℃ 60 s, 9 个循环; 然后 94 ℃ 30 s, 56 ℃ 30

s, 72 ℃ 60 s, 23个循环,最后 72 ℃ 5 m in) ,扩增产

物与等量的上样缓冲液 (体积分数 98%去离子甲酰

胺, 0. 05 göL 二甲苯氰和 0. 05 göL 溴酚兰)混合后

变性, 质量分数 6%的 PA GE 变性序列胶 70 W 恒

功率下电泳 3 h。电泳完后进行银染,干燥后用数码

照相机照相。

表 1　A FL P 分析所用的接头和引物

T able 1　A dap ters and p rim ers used in A FL P

接头ö引物
A dap terö

P rim er

P st É序列
Sequence

接头ö引物
A dap terö

P rim er

T aq É序列
Sequence

接头
A dap ter

5′CTCGTA GA CT GCGTA CA T GCA 3′

5′T GTA CGCA GTCTA C3′

引物
P rim er

P1 5′GA CT GCGTA CA T GCA G2A T G3′

P2 5′GA CT GCGTA CA T GCA G2A CG3′

P3 5′GA CT GCGTA CA T GCA G2A CC3′

P4 5′GA CT GCGTA CA T GCA G2CT G3′

接头
A dap ter

5′GA CGA T GA CTCCT GA G3′

5′CGCTCA GGA CTCA T 3′

引物
P rim er

T 1 5′GA T GA GTCCT GA GCGA 2A CC3′

T 2 5′GA T GA GTCCT GA GCGA 2A CT 3′

T 3 5′GA T GA GTCCT GA GCGA 2A CA 3′

T 4 5′GA T GA GTCCT GA GCGA 2A T G3′

2　结果与分析

2. 1　亲本间的多态性

　　采用 16 对引物对亲本材料 T. S p elta 1B s,

T SP3314,绵阳 26间的多态性进行分析。结果表明,

A FL P 扩增带纹非常稳定、清晰, 16 对引物共扩增

出 758条带,平均每个引物扩增 47. 5条带, 45条表

现为多态性,多态性频率为 5. 94% ,表明A FL P 技

术可以用于本研究。

2. 2　构建等基因池筛选引物

对 T SP3314ö绵阳 26的 F 2 群体在 T 型细胞质

下的可育株和不育株, 随机分别各取 5 株的等量

DNA 构建等基因池,然后用该等基因池和亲本共同

进行A FL P 分析, 16个引物均发现数目不等的多态

性差异。然后用多态性较多、等基因池和亲本间多态

性差异一致的引物对该等基因池和隐性个体进行

A FL P 分析,寻找与R f3 连锁的引物及标记,结果发

现 10 号 (P32T 2)和 15 号 (P42T 3)两个引物组合有

与 R f3 连锁的多态性差异带, 据此确定 P32P2, P42

P3两个引物组合可以用于 F 2 群体A FL P 标记的分

析。

2. 3　F 2 群体A FL P 标记

2. 3. 1　与R f3 基因连锁的A FL P 标记　用 P32T 2,

P42T 3 两个引物组合对 F 2 群体的个体进行A FL P

分析,结合其在 T 型细胞质下的育性表现, 发现多

态性差异确实存在。

用 P32T 2 组合的引物对 T SP3314ö绵阳 26 的

F 2 群体的个体分别进行A FL P 分析,发现与R f3 基

因连锁的A FL P 标记有 4 个, 分别记为B 1021, B 1022,

B 1023,B 1024,用M apm aker 3. 0进行分析,这些多态性

差异与 R f3 的连锁距离在 T SP3314ö绵阳 26 的 F 2

群体分别为 4. 8, 15. 1, 4. 0, 12. 1 cM ,表明B 1021,B 1023

和R f3 基因连锁。

用 P42T 3 组合的引物对 T SP3314ö绵阳 26 的

F 2 群体的个体分别进行A FL P 分析,发现与R f3 基

因连锁的A FL P 标记有 4 个, 分别记为B 1521, B 1522,

B 1523,B 1524,用M apm aker 3. 0进行分析,这些多态性

差异与 R f3 的连锁距离在 T SP3314ö绵阳 26 的 F 2

群体分别为 7. 2, 0. 0, 3. 6, 7. 2 cM ,表明B 1522和B 1523

与R f3 基因连锁。

2. 3. 2　与 rfk1 基因连锁的A FL P 标记　同样, 可

根据 T SP3314ö绵阳 26的 F 2 群体可育株与 K 型不

育系测交后代的育性分离确定与 rfk1 连锁的A FL P

标记。通过对 T SP3314ö绵阳 26 的 F 2 分离群体的

P32T 2, P42T 3引物组合扩增结果,与其在 K 型细胞

质下的育性结果用M apm aker 软件进行分析,得到

与 rfk1 基因连锁的A FL P 标记: P32T 2引物组合时

与B 1021和B 1023两个特征带连锁, P42T 3 引物组合时

与B 1523和B 1524两个特征带连锁。

2. 3. 3　R f3 与 rfk 1 的连锁关系分析　对 T SP3314ö

绵阳 26 的 F 2 分离群体的 P32T 2, P42T 3 引物组合

扩增结果,结合其在两种细胞质下的育性结果,利用

M apm aker 软件进行分析, 分别得出R f3 和 rfk1 及

各特异扩增带间的连锁关系,结果表明, R f3 与 rfk1
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的连锁距离为 24和 29. 9 cM (图 1)。这一结果与田

间试验所得的交换值相比, 较为接近, 但有些偏

大[14 ] ,其原因是分子标记所用群体较小。

图 1　R f3, rfk1 与A FL P 引物组合 P32T 2和

P42T 3分析的特异标记的连锁图

F ig. 1　L inkage m ap of rfk1 and R f3 w ith

A FL P m arkers derived from p rim er com bination

of P32T 2 and P42T 3

3　结论与讨论

3. 1　A FL P 标记

　　A FL P 标记是近年来由V o s 等发展起来的分

子标记,是选择性扩增酶解的DNA 片段的一种分

子标记技术[11, 12, 15 ]。由于A FL P 技术具有高度的多

态性,所需DNA 量少, 重复性强, 因而被广泛用于

基因作图、基因定位、亲缘关系鉴定等方面[15～ 18 ]。从

本研究结果看,A FL P 技术确实具有多态性多、稳定

性好、可重复性强,一次扩增可产生 50～ 100条带,

因而可以较好地用于分子标记。

对 T SP3314ö绵阳 26的 F 2 群体根据 T 型细胞

质下的育性,采用集群分类的方法构建等基因池,利

用A FL P 技术筛选 16 个 P st É öT aq É 引物组合,

然后用 F 2 群体进行A FL P 分析,获得 2个引物组合

P32T 2, P42T 3,其与 T. S p elta 1B s染色体有关育性

片段R f3 基因和 rfk1 基因有关。然后结合T SP3314ö
绵阳 26的 F 2 群体在 T 型细胞质下的育性,和可育

株与 K3315A 测交后代的育性分离所得的 K 型育

性基因的结果, 运用M apm aker 软件进行分析, 结

果表明, P32T 2öB 1021和 P32T 2öB 1023与R f3 基因连锁,

P32T 2öB 1021和 P32T 2öB 1023与 rfk1 基因连锁; P42T 3ö

B 1522和 P42T 3öB 1523与 R f3 基因连锁, P42T 3öB 1523和

P42T 3öB 1524则与 rfk1 基因连锁。

3. 2　分子标记应用于辅助选择

利用分子标记辅助选育是一个热门的领域,给

传统的育种工作带来重大变化,但是由于条件所限

或者现有分子标记技术的问题,分子标记辅助选育

还很落后,利用分子标记辅助选育要求分子标记与

目的基因是紧密连锁的,这样选择的可靠性会更大。

目前分子标记辅助选育主要用于有利基因转移。在

育种工作中,为了改良品种的某一性状,通常是以该

品种作轮回亲本,以具有目的性状的另一品种或材

料为供体进行杂交,再经多次回交选育而获得。回交

育种存在的主要问题是目的性状的丢失和不利性状

基因的连锁,因而工作量较大且不易获得性状改良

的优株优系,而利用分子标记辅助选育可保证所选

个体目的基因的存在,便于早代选择,促进有利基因

尽早纯和,避免不利基因连锁的影响。

从目前应用情况来看,便于应用辅助选择的分

子标记主要有 R FL P, A FL P, RA PD , SCA R 等, 而

且从生产实用角度来考虑,主要是针对一些在育种

中不便于把握的性状,特别是有利基因为隐性基因

时,如小麦的抗白粉病基因[18 ]。
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M o lecu la r m arkers of the fert ility genes R f3 and rfk 1

in the 1B S ch rom o som e of T. S p elta

HU Y in -gang1,M A L ing- j ian 1, SONG X i-yue1, FANG Peng1, HE Pe i-ru1, ZHANGW en - jun2

(1 N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 PCCE L ab, Institu te of Genetics, Ch inese A cad emy of S ciences,B eij ing 100101, Ch ina)

Abstract: To b reed non 1B ö1R K type m ale sterile w heat lines, H e Peiru designed a ch romo som e tran s2
fer m ethod to tran sfer the fert ility fragm en ts in the 1B s of T. S p elta (w h ich including R f3 and rfk1 genes) to

common w heat, du ring th is p rocess, R f3 gene w as u sed as the m arker of the p resen t of rfk1 gene under the

backgroud of T. tim op hvee cytop lasm. How ever, exchanges of the ch romo som e fragm en ts w ere ob served

du ring the tran sfo rm at ion p rogress, som e m ateria ls w ere fert ile m ale under the T. tim op hvee cytop lasm bu t

d id no t carry the rfk1 gene w ith them , it is necessary to study the mo lecu lar m arker fo r the fert ility frag2
m en ts in the 1B s of T. S p elta , w h ich cou ld be u sed in m arker2assisted b reeding of the non 1B ö1R K type

m ale sterile w heat lines. A FL P w as u sed in the m aker analysis of the fert ility genes R f3 and rfk1,w h ich are

located in the 1B s ch romo som e of T. S p elta , the resu lts show ed that tw o p rim er com b inat ion s P32T 2 and

P42T 3 cou ld give 4 very good po lymo rph ism bands respect ively to the R f3 and rfk1 genes based on the fert il2
ity of the F 2 ind ividuals under bo th of the T. tim op hvee and A eg ilop s kotschy i cytop lasm.

Key words: w heat mo lecu lar m arker; A FL P; R f3 and rfk1 gene; T. S p elta 1B s ch romo som e
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