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水稻光温敏核不育基因与同工酶

基因的遗传关系及连锁测定

胡学应 万邦惠
(农学来)

摘要 本试验以光沮敏核不育系农垦585
,

双` s2
,
N . 为材料

,

以花粉育性为指标
,

研

究了不同自然条件
,

不同光照长度及不同沮度处理下同工醉变化与育性交化的相关性
,

并测定了同工酶基因与光退敏核不育荃因的连钱关系
。

试验结果表明
:

刘 h
一
1和 印

一
3与

育性有密切关系
,

不育时
,

这两位点都表现有效等位墓因 ; 可育时
,

这两位点都表现无

效等位墓因
。

控制光沮敏核不育的两对基因中
,

一对与 人山
.

1紧密连锁 (重组率为 0) ; 另

一对与 ca 卜 1连镇 (重组率为 29 % )
。
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水稻光温敏核不育性的发现
,

为杂交水稻的发展展现了广阔的前景
,

是实现
“

两

系
”

法的希望所在
。

因此近年来已引起了水稻遗传育种工作者的广泛兴趣和研究
.

关于

这一性状的遗传性质
,

据初步研究认为是由两对独立的隐性基因控制体
“ 〕。

要对水稻光温敏核不育基因的性质
,

调节和表达机理等有较透彻的了解
,

首先要

确定这些基因在染色体上的位置
。

但是不育性易受多方面因素影响
,

利用常规的三体分

析或以形态标记的连锁测定都会遇到遗传测验种本身不育性与光温敏不育性相互干扰

的麻烦
,

而应用内部标记可以避免这方面的影响
。

在栽培稻中
,

已鉴定并进行了染色体

定位的同工酶位点共有 19 个
,

分布于 8对染色体上 lz[ 〕 。

由于同工酶基因的分离本身对育

性表现没有不 良影响
,

它是测定光温敏不育基因的较理想的标记
。

本文报告了这方面的

研究结果
。

1 材料与方法

实验材料
:

所用光温敏核不育系包括农垦 585
、

双 8
一

s2 和 N gss
。

前面两个都来自湖

北
,

属粳稻型
。

后者为本校选育的具有光温敏不育特性的偏釉型不育系
。

用于基因连锁

测定的组合为农垦 5 85/ 0 2 4 2 8 凡群体
。

02 4 2 8来自江苏
,

为一梗型品种
。

同工酶分析方法
:

采用水平式淀粉凝胶电泳方法进行
。

将植株幼嫩的非绿色组织加

少许蒸馏水研磨
,

用小块滤纸吸取粗提液
,

插入 已准备好的淀粉凝胶板中
,

在 4℃下电

泳 s h
。

缓冲液系统 i (凝胶缓冲液 T r is 0
.

0 0 9 m o 一/ L 一组氨酸 0
.

0 0 5 m o l / L
,

pH S
.

6
,

淀粉

含量为 l 刁写
;
电极缓冲液为 T r i s 0

.

搜0 m o 一/ L一柠檬酸 0
.

1 0 5 m o l / L
,

p H S
.

0 ) 用于分离九

个酶
:

莽草酸脱氢酶 ( S D H ) ; 异柠檬酸脱氢酶 ( cI D ) ; 乙醇脱氢酶 ( A D H ) ; 亮氨酸
、

丙氨酸和精氨酸氨肤酶 ( AM LP ) ; 醋酶 ( E s l
,

) ; 过氧化氢酶 ( C A T )
;
磷酸葡萄糖异构

加
山

1 9 9 0年 9 月 1 0 日收稿
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酶 ( P G I )
。

缓冲液系统 【 (凝胶缓冲液 飞
’

r is 0
.

0 7 6 mo l / L一柠檬酸 0
.

0 0 6 m o 一/ L
,

p H S
.

8
,

淀粉含量 13 %
;
电极缓冲液纳一硼酸 0

.

3 m ol / L
,

p H S
.

7) 用于分离谷氨酸一草酞乙酸转

氨酶 ( G oT ) ; 磷酸葡萄糖脱氢酶 ( PG O ) 和酸性磷酸酶 ( A c )P
。

染色程序和配方参照

se
e o n d 仁

, “ 1
,

T an k s一e y 和 R i。 k仁“ ’ 3
,

o t t 和 s e a n d a l i时
9」,

e l韶: m a n [ , ]等方法进行
。

本文用作遗传标记的同工酶基因以及它们在染色体上的位置列于表 l
。

连锁分析方法
:

在分雍初期
,

对农垦 5 85 / 0 2刁2 8 F
:

群体单株嫩茎进行同工酶测定
。

在农垦 585 不育期
,

对该群体作育性分离调查
,

然后割株
,

取再生分萦幼 穗分化期

( , 一 v 期 ) 的剑叶鞘 (指内层非绿色部分
,

下同 ) 再次作同工酶测定
。

幼穗发育期划

分按丁颖仁’ J的标准进行
。

重组率计算依 lA l ar d川最大似然性公式和表格进行
。

本试验中

凡以幼穗分化期各器官为材料的单株
,

于此后 30 d 左右观察育性
。

表 l 用于测定光泥敏核不育性的同工曲鑫因及其染色体位盆 〔’ 2 ]

基因位点 染色体位置

ùù困óó酬s16Eùùóced̂~ĉ-al1C
乙醉脱氢醉

莽草酸脱氢酶

异柠檬酸脱氢酶

醋 醉

未知

谷氨酸一 草酞乙酸转氨酶

.

呀
`

6

神
38823二酸性磷酸酶

过氧化氢醉

亮氨酸氮肤醉

丙氮酸氮肤醉

精氮酸 氨肤酶

磷酸荀萄糖月兑氢酶

人m卜 1

A m卜 3

A m卜 2

A m卜 4

飞 d
一
1
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2 结果与分析

2
.

1 光温敏不育系和其它亲本同工酶基因型

表2列出了以胚芽鞘为材料
,

3个光温敏核不育系以及粳稻品种 0 2月2 8在 17 个同工酶

位点的等位基因组成
。

从表中可以看出农垦 58 5 ,

双 8
一

2s 在 sE t
一

2
,

ca
t一 l

,

dS h一 1和 cA p
一

4

位点上都携带有粳稻所特有的等位基因川
。

而 N 。as 在 stE
一

2上携带有釉稻所特有 的等位

基因
,

但在其它 3个位点上都携带有釉梗杂合等位基因
,

说明 N gas 是一个釉梗中间偏釉

型光温敏核不育 系
。

N 。。 是以梗型光温敏核不育系农垦 585 与釉稻品种 IR 8 6 0 3一次杂交

选育而成的
。

表2 水稻光温敏核不育系和其它亲本品种同工酶位点上的等位基因组成

暑种
(系 , 农垦 58s 双 8

一

ZS N馏
02 4 2 8

位点

已卜 l

ES t一 2

奋 sE t一 3

sE t一 5

〔污 t一 8

人m卜 1

人 n l卜 2

Am卜 3

八刀 1卜 4

S」h
一
1

对

A d h
一
1

C a卜 1

.

人下,

P g d
一
l

人 c
卜】

A c卜 4

G o t一 1

注
: 阿拉伯数 字代表等位基因
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-
遥,“

0 2 4 2 8在 D Z和 A m p
一

3位点上具有广亲和品种的等位基因
匕̀ 」

,

而在 ca
t
一

l
,

dS h
一

l和

cA p
一

魂位点上摸
,

} 有粳稻所特有的等位基因
,

证明其是一个具有广亲和性的粳稻品种
。

2
.

2 不同光照条件下不育系同工酶的表现

! 9 8 8年在不同光照 长度时期
,

以幼穗分化期的剑叶鞘为材料
.

定株对 3个不育系的

j 3个位点控制的同工酶测定
,

结果表明
:

除了 A d h
一

l和 公 t
一

3外
,

其它 11 个均表现稳定
。

在 5月 6日 (未转不育时 ) 测定到农垦 5 85 的 A d b
一

1和 公 t
一

3位点均表达无效等位基因 (图

版 l )
,

但到 6月 27 日 (转不育时 ) 再次测定
,

这 2个位点均表达有效等位基 因
,

酶谱同

其它品种一样清晰 (图版 2 )
。

在 8月 17 日我们又对再生禾苗进行了测定
,

发现农垦 58 5 在

dA h
一

l位点表现无效等位基因
、

已 t
一

3位点的基田 也处于静止状态
,

但此时农垦 58 5 与粕

稻品种杂交 F Z

群体中不育株仍有 sE t
一

3编码的酶带出现
,

且此时观察到的 由 sE t
一

3编码

的酶谱与往常的也有差异
。

正常情况下仅有一条酶带
,

但此时出现 2条酶带
,

并伴随有

次级酶带的表现 (图版 3 )
。

花粉镜检表明 8月 17 日农垦 5 85
,

双 8
一

2 5
,

执。 3个不育系均

表现可育
,

而上述 F Z

群体中不育株还未发生育性转化
,

呈不可育状态
。

19 9 0年
,

同样以上 述 3个不育系重复测定
。

各材料分别测定幼穗分化期 ( 班一 v

期 ) 的茎
.

幼穗和剑叶鞘
。

结果 .3个不育系茎
,

幼穗在各光照长度时期
,

13 个同工酶位

点都保持稳定
,

而剑叶鞘在 A d h
一

1和 sE t
一

3位点与 19 8 8年测定结果一样
,

出现差异
。

刁月

20 日 (未转不育 ) 3个不育 系 A d h
一

l和 sE t
一

3均表达无效等位基因
,

但到 6月 17 日 (转不

育时 ) 3个不育系这 2个位点又都表达有效等位基因 (图版 4
、

图版 5 )
。

2
.

3 不同光照长度处理下不育系同工酶的表现
19 88 年 7月

.

对 自然长光和人工短光 12 h下发育 的幼穗同工酶的比较观察表明两者

之间没有明显差异
,

3个不育系均表现 A d h
一

l ’

和 sE t
一

3 `

等位基因
。

l叨 0年 6月中旬 再次对 2种光长下的茎
,

幼穗
,

剑叶鞘的同工酶进行 比较
。

结果茎
·

幼穗 2种处理之间仍无 明显差异
,

而剑 叶鞘却有变 化
.

表现为短光处理 ( 可育 ) A d h
一

l

和 sE t
一

3均表达无效等位基因
; 自然长光 (不育 ) 下两位点均表达有效等位基因 (图版

5 )
。

2
.

今 不同温度处理下 不育系同工酶表现

以 N gas 为材料
.

在人工气候箱 内设置 3个不同温度处理
,

即长光高温 ( 13 h 30 m i fl/

, 8
.

s r )
,

长光中温 ( 13 h 3 o m fn / 2 6
.

5 ,C )
,

长光低温 ( 13 h 3 o m i n / 2 4
·

5 ℃ )
·

在幼 穗分

化期 ( . 一 v 期 ) 分别取茎
.

幼穗
,

剑叶鞘进行同工酶测定
,

重复 2次
。

结果茎
,

幼 穗

在所测的同工酶位点上 3种处理均无明显差异
,

而剑叶鞘除 A hd l外
.

其它位点也都保

持稳定
。

长光中温和 长光低温处理
,

剑叶鞘的 A d h
一

l表达无效等位基因
,

但长光高温处

理 A d h
一

l则表达有效等位基因 (图版 6 )
。

花粉镜检表明
:

长光中温和长光低温
.

各单株

正常花粉率都在 15 % 以上
,

而长光高温处理
,

正常花粉率都为 0
。

不同自然条件
,

不 同光照长度和不同温度处理 所得结果一致
,

即可育时
,

剑叶鞘

A d h
一

1
.

sE t
一

3为无效等位基因
;

不育时
.

这 2位点均表达有效 等位基因
。

农垦 58 5
,

双 8
一

2S
,

N ` 都 是 以光为主光温 协同诱导育性转换的光温型核不育系
。

自然光长
,

)
、

工短光处

理都是光 长温度同时变 化
,

而不同温度处理 却是温度变化而光长恒定
.

这证 明温度 一

A曲
一

}一 育性 3者之间存在密切关 系
,

而光长一 巳卜 3 一 育性 3者之间也有密切关 系
。

衣
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2
.

5 以同工酶基因为标记
,

光温敏核不育基因的染色体定位

2
.

5
.

1 杂交亲本的同工酶基 因型 经 广泛测 定
,

我们选择 了由不育系农垦 5 85 与

024 2 8配成的组合农垦 58 s/ 0 24 2 8 F
: ,

作为不育基因定位的材料
。

这 2亲本所测器官及该

器官上同工酶基因型列于表 3
。

可见农垦 58 5 与 0 2峨2 8育性可育期间茎基 aC t
一

飞位点的基

因型和不育期间剑叶鞘 A d h
一

]位点的基因型都不相同
,

从而 F Z

群体将会出现同工酶基

因分离
,

可用作不育基因定位的标记
。

表 3 杂交亲本同工酶基因型

位 点

测 定 时 期 器 官 品 种

—
C a t

一
1 A d 全1

一
1

分萦初期
,

农垦 5 85 C a 卜 1 11 A d h
一
1
1 1

嫩 茎
农垦 585 可育 0 2 4 2 8 e

纽t一 1
2 2

A d h
一
l : 任

幼穗分化期 ( I 一 v 期 )

农垦 585 不育

农垦 585 (治 t一 1
1 2 A d h

一
1 11

剑叶鞘
0 2 4 2 8 C a t

一
1 12 A d h

一
1
0 0

2
.

5
.

2 光温敏核不育基 因与同工酶基因的连锁测定 根据上述亲本同工酶基因型差

异
,

于农垦 5 85 可育期间测定 了分桑初期农垦 58 5 / 0 2刁2 8 F
Z

群体中单株嫩茎的 c A T
,

而

在不育期间幼穗分化期测定该群体单株剑叶鞘的 A D H
。

图版 7和图版 8是这两同工酶位

点基因的分离情况
。

表 4列出了同工酶基因 ca t
一

l ’
,

dA h
一

l ’与光温敏核不育基因的重组

率
。

由表月可见
,

一个光温敏不育基 因与 ca
t
一

1 ’的重组率和另一个光温敏 不育基因与

dA h
一

] ’的重组率都在 50 %以下
,

说明它们两两连锁
。

由表 l可知 ca t
一

l位于第 3染色体上
,

而 A dh
一

】位于第 1 1染色体上
,

故此推测两个光温敏不育基因中一个位于第 3染色体上
,

另一个位于第 11 染色体上
,

即这两个不育基因是独立的
,

进一步证实了遗传分析的结

果
。

表 4中
,

一个光温敏不育基因与 A d卜 1’紧密连锁
,

这与不同自然条件下
,

不同光照

长度和不同温度处理下同工酶的分析结果是一致的
,

进一步表 明 A d h
一

!位点与其中某

个不育基因位点密切相关
。

`
日梦ó

甘
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表4 农垦 5 8 5 0 , 28 F
2

中 C d卜 1
.

钊卜 l与光温故核不育荃因的分离情况

同工酶基因型 杯育株数 可育株数 重组率 ( % )

Q j t一 l 2 9士 4
.

0

臼卜 l

山卜 1

A」h
一
l

O士 16
.

4

A d h
一】 {}

人 d h
一
1

3 讨 论

水稻光温敏雄性 仁育山细胞核基因控制
,

与细胞质无关
,

由光长和温度协同诱导

产生
,

因此这类材料是研究基因表达
、

调控的重要材料
。

本试验发现 乙醇脱氢酶活性 与育性有密 切关系
,

故此推测长光高温通过影响剑叶

鞘中乙醇脱氢酶活性
.

导致乙醇累积
,

从而抑制 A T P 酶活性二
’ 〕 ,

使非绿色剑叶鞘中高

分子物质合成受阻
,

进而导致代谢紊乱
。

当然导致雄性不育的生化过程是复杂的
,

要彻

底弄清长光高温诱导雄性败育的真实面目
.

还有待于包括生理生化
,

遗传及分子生物

学在内的多学科的综 合研究

致谢 吴坤生老师参加前期 部份试验工 作
。
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