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表６　不同生长激素对红果萝芙木不定根诱导的影响

培养基
激素与浓度配比

０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ ０．５ｍｇ／ＬＩＢＡ ０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋０．２ｍｇ／ＬＩＢＡ

ＭＳ 根少，为２～３条，但比较粗大，出根时间
为１５～２０ｄ

根数为１～２条，细长状，长度２～３ｃｍ，平
均出根时间为２０ｄ左右

根数约为３条，１～２条较粗，平均长度为
２ｃｍ，出根时间为１５ｄ

１／２ＭＳ 根数为３～５条，较粗大，平均出根时间为
１２～１５ｄ

根数目平均为 ３～４条，细长，长度 ２～
３ｃｍ，平均出根时间为１５ｄ左右

根数约为４～６条，平均长度２～３ｃｍ，出
根时间１０ｄ左右

胞分裂素、生长素配比可诱导芽增殖并获得健壮组培苗，根诱

导效果良好、再生时间短，可在较短时间内获得大量种苗进行

工厂化育苗。
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ｉ。随后构建９３１１ｋ／９３１１／／日本晴三交群体对亲

和基因进行定位，将该基因定位于第７染色体ＲＭ１８－ＲＭ１３３５区间内，为一个新的雌不育位点，命名为Ｓ３６（ｔ）。
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　　籼（ｉｎｄｉｃａ）粳（ｊａｐｏｎｉｃａ）是水稻在漫长的进化中形成的２
个亚种［１］，彼此之间存在生殖隔离，其杂交种 Ｆ１的结实率不
育或半不育。尽管籼粳交杂交种有强大的杂种优势，但结实

率低是杂优利用的瓶颈。在自然界中存在一类特殊的基因，

它们与籼亚种或粳亚种杂交，其杂种的结实率均正常，称为广

亲和品种（ｗｉｄｅｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｖａｒｉｅｔｉｅｓ，简称 ＷＣＶ）。Ｓ５ｎ是目
前发现的效应最大的广亲和基因，被定位于第 ６号染色体
上［２］，籼稻Ｓ５ｉ、粳稻 Ｓ５ｊ和广亲和 Ｓ５ｎ这３个等位基因决定
杂交种结实率高低，Ｓ５ｉＳ５ｊ基因型不育，Ｓ５ｉＳ５ｉ、Ｓ５ｊＳ５ｊ、Ｓ５ｉＳ５ｎ

和Ｓ５ｊＳ５ｎ基因型结实正常［３］。除 Ｓ５ｎ以外，不同的材料中发
现了许多籼粳交不育位点，例如：Ｓ７、Ｓ８、Ｓ９、Ｓ３１、Ｓ３２、Ｓ３５
等［４－８］，更多亚种间亲和基因的发掘有利于突破亚种间结实

率低的问题。本试验在３２４份籼稻育种材料中筛选到１份
Ｓ５位点为Ｓ５ｉ，但具有籼粳杂交亲和表型的材料９３１１Ｋ，对该
粳亲和基因遗传定位显示该位点为一个新位点。

１　材料与方法

１．１　材料种植、杂交与ＤＮＡ提取
３２４份育种材料来源于杂交水稻国家重点实验室（武汉）

收集与创制，２０１２年种植于湖北武汉，杂交采用温烫去雄方
法，籼稻４２℃ ，粳稻４５℃ ，温烫５ｍｉｎ，剪颖去雄后授粉套
袋。Ｆ１２０１２年冬种植于海南陵水，９３１１Ｋ／９３１１／／日本晴三交
群体分别在２０１３年夏季湖北武汉和冬季海南陵水构建。主
茎穗成熟后统计结实率。３叶期取幼嫩叶片 ＣＴＡＢ法［８］提取

ＤＮＡ，稀释至２０ｎｇ／μＬ备用。
１．２　Ｓ５功能位点标记引物及测序引物设计

Ｓ５ｎ的功能标记参照杨杰等设计的序列［９］，ＰＣＲ扩增后
含Ｓ５ｎ比非 Ｓ５ｎ的产物短１３６ｂｐ。根据 Ｃｈｅｎ等公布的籼粳
稻Ｓ５位点序列［１０］，在２个有差异的 ＳＮＰ位点分别设计引物
（表１）进行ＰＣＲ扩增，产物交由测序公司测序。
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表１　测序引物序列及扩增产物长度

引物名称 引物序列Ｆ（５′→３′） 扩增产物长度（ｂｐ）
Ｓ５－１ Ｆ：ＴＧＡＴＡＴＧＡＣＣＡＧＣＡＴＣＴＴＣＧＡＴＣＧ；Ｒ：ＴＧＡＣＧＧＣＣＡＴＴＡＡＴＣＣＧＡＴＣＧ １１６５
Ｓ５－２ Ｆ：ＡＧＧＴＴＧＡＣＧＡＡＣＣＡＴＧＣＡＧＡＴＧＡＴＣ；Ｒ：ＴＣＡＧＣＧＧＡＧＧＴＡＣＡＣＡＡＴＣＧＡＴＴＧ １０８５

１．３　ＳＳＲ引物、ＢＡＳ池构建、ＰＣＲ扩增及电泳
　　参照文献［１１－１４］序列，共合成均匀分布染色体的 ＳＳＲ
引物７４６条。选择高结实率和低结实率的单株各１５份，等量
混合ＤＮＡ构建ＢＳＡ高低池。ＰＣＲ扩增程序为：预变性９５℃
５ｍｉｎ；扩增３５个循环，９４℃３０ｓ，５５℃ ４０ｓ，７２℃ ５０ｓ。扩
增体系为１０μＬ，分别为：Ｔａｑ酶 ０．２μＬ（２．５Ｕ／ｍｌ），ｄＮＴＰ
０１５μＬ（１０ｍＭ），ＤＮＡ１μＬ（２０ｎｇ／μＬ），引物 ０．４μＬ
（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）。采用５％的琼脂糖凝胶进行电泳，电泳时间
９０ｍｉｎ。
１．４　ＱＴＬ定位与分析

ＢＳＡ池中筛选的多态性引物在三交群体中进行 ＰＣＲ扩
增、电泳和读带。标记带型与９３１１Ｋ／日本晴 Ｆ１一致的记为
Ａ，与９３１１／日本晴Ｆ１一致的记为Ｂ，按要求录入三交群体的
标记带型数据，利用 Ｍａｐｍａｋｅｒ３．０［１５］进行标记连锁作图，
Ｇｒｏｕｐ命令分组，Ｋｏｓａｍｂｉ方法计算遗传距离。采用 ＱＴＬＭａｐ
ｐｅｒＶ２．０［１６］扫描 ＱＴＬ，以ＬＯＤ值２．５作为ＱＴＬ存在阈值。连
锁遗传图采用刘仁虎等绘图方法［１７］在 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ２０１０
中完成。

２　结果与分析

２．１　粳亲和材料筛选与检测

３２４份籼稻材料与日本晴杂交的 Ｆ１中，除 １份材料
９３１１Ｋ的 Ｆ１结实率达到 ７０％以上外，其余的结实率均在
１０％～５０％，表现为不育或半不育。将９３１１、９３１１Ｋ分别和日
本晴杂交，２个杂交 Ｆ１的花粉经碘—碘化钾染色后均为正
常。统计主茎穗结实率，结果见表２、图１－Ａ，表明９３１１Ｋ中
含有粳亲和的雌不育位点。

表２　９３１１、９３１１Ｋ自交及与日本晴杂交的结实率

材料 结实率（％）
９３１１ ８６．２５±４．６５

９３１１／日本晴 ２８．１６±５．８６
９３１１Ｋ／日本晴 ７１．２３±８．７３
日本晴 ９０．３２±３．２４

２．２　９３１１Ｋ的Ｓ５位点检测
为了确定９３１１Ｋ中的 Ｓ５位点是籼型 Ｓ５ｉ还是粳型 Ｓ５ｊ，

利用Ｓ５的功能标记对０２４２８（含有广亲和基因 Ｓ５ｎ）、日本晴
（含Ｓ５ｊ）、９３１１（含有籼稻Ｓ５ｉ）、９３１１Ｋ、日本晴（Ｎ）和９３１１的
Ｆ１（含Ｓ５

ｉ和Ｓ５ｊ）、ＹＴＡ和ＹＴＢ（含广亲和基因Ｓ５ｎ）进行扩增
（图１－Ｂ），９３１１Ｋ与９３１１的带型一致，与含有广亲和基因
０２４２８等带型不符。为了进一步确认９３１１Ｋ中 Ｓ５位点的来
源，将Ｓ５的序列进行测序，９３１１Ｋ和９３１１的Ｓ５序列一样，为
籼型Ｓ５ｉ（图１－Ｃ）。

２．３　定位群体构建
２０１３年夏，将９３１１与９３１１Ｋ杂交，２０１３年春，将９３１１／

９３１１Ｋ的 Ｆ１与日本晴进行杂交，获得９３１１Ｋ／９３１１／／日本晴
的三交群体共３１４个单株，用于亲和基因的遗传定位。
２．４　ＢＳＡ池引物筛选及ＱＴＬ定位

ＢＳＡ高低池的ＤＮＡ作为模板，利用７４６对ＳＳＲ标记进行
ＰＣＲ扩增，在高低池中共筛选到６个有差异的标记。将这６
个差异标记在整个三交群体的３１４个单株中扩增，将带型数
据和对应的结实率数据录入 Ｍａｐｍａｋｅｒ中进行连锁分析，获
得连锁图，随后在ＱＴＬＭａｐｐｅｒ中扫描ＱＴＬ位点，结果仅发现１
个ＱＴＬ位点，位于第７号染色体 ＲＭ１８－ＲＭ１３３５区间内（图
２），ＬＯＤ值为５．４，能解释２３．１５％的表型变异。

３　结论与讨论

３．１　粳亲和基因位点不断发掘，为克服籼粳杂交不育提供
基础

籼粳交有强大的杂种优势，由于生殖障碍，结实率低，在

生产上一直没有很好的利用。籼粳交育性位点的发掘和定

位，为克服籼粳交结实率低的问题奠定了基础。Ｃｈｅｎ等利用
已定位的 Ｓ５、Ｓ７、Ｓ８、Ｓ９等位点，将粳稻中的育性位点替换成
相应的籼稻位点，成功选育出能够在生产上利用的亲籼粳稻

不育系５０９Ｓ［１８］，大大推进了亚种间杂优利用的进程。越来越
多的籼粳亚种间育性控制位点的发掘，对水稻亚种间杂优利

用将有较大的促进作用。
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３．２　籼粳交雌不育控制位点复杂，定位位点还需进一步构建
精细定位群体

籼粳的分化和生殖隔离是在漫长的进化历程中逐步形成

的，涉及的基因位点和机制很复杂，分为雌配子不育、雄配子

不育、花粉不散、花粉不萌发等原因。目前已报道的籼粳交中

导致雌、雄配子不育的位点各有２０多个，几乎分布于水稻各
条染色体［１９］。雌配子中 Ｓ５位点被克隆，其他基因由于种种
原因至今还没有精细定位。本研究定位的 ＱＴＬ在第７染色
体长臂上，与已报道的水稻籼粳交雌不育位点不同，是一个新

的控制位点。为消除环境和遗传背景的干扰，需要进一步构

建近等基因系用于精细定位。此外，琼脂糖凝胶的电泳分辨

率有限，进一步定位工作需要利用分辨率更高的聚丙烯酰胺

凝胶。

从３２４份籼稻育种材料中筛选到１份亲粳的９３１１Ｋ，构
建三交定位群体，获得 １个新的亲粳籼稻雌不育位点
Ｓ３６（ｔ），定位在水稻第７号染色体 ＲＭ１８－ＲＭ１３３５区间，能
够解释２３．１５％的遗传变异。
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１９９５，４５：１６１－１７０．

［５］ＹａｎａｇｉｈａｒａＳ，ＫａｔｏＨ，ＩｋｅｈａｓｈｉＨ．Ａｎｅｗｌｏｃｕｓｆｏｒｍｕｌｔｉｐｌｅａｌｌｅｌｅｓ
ｃａｕｓｉｎｇｈｙｂｒｉｄｓｔｅｒｉｌｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎａｎａｕｓｖａｒｉｅｔｙａｎｄｊａｖａｎｉｃａｖａｒｉｅｔｉｅｓ
ｉｎｒｉｃｅ（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）［Ｊ］．ＪｐｎＪＢｒｅｅｄ，１９９２，４２：７９３－８０１．

［６］ＬｉＤＴ，ＣｈｅｎＬＭ，ＪｉａｎｇＬ，ｅｔａｌ．ＦｉｎｅｍａｐｐｉｎｇｏｆＳ３２（ｔ），ａｎｅｗ
ｇｅｎｅｃａｕｓｉｎｇｈｙｂｒｉｄｅｍｂｒｙｏｓａｃｓｔｅｒｉｌｉｔｙｉｎａＣｈｉｎｅｓｅｌａｎｄｒａｃｅｒｉｃｅ
（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）［Ｊ］．ＴｈｅｏｒｅｔｉｃａｌａｎｄＡｐｐｌｉｅｄＧｅｎｅｔｉｃｓ，２００７，１１４
（３）：５１５－５２４．

［７］ＫｕｂｏＴ，ＹｏｓｈｍｕｒａＡ．ＬｉｎｋａｇｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆａｎＦ１ｓｔｅｒｉｌｉｔｙｇｅｎｅｉｎ
ｊａｐｏｎｉｃａ／ｉｎｄｉｃａｃｒｏｓｓｏｆｒｉｃｅ［Ｊ］．ＲｉｃｅＧｅｎｅｔＮｅｗｓｌｅｔｔ，２００１，１８：
５２－５３．　

［８］ＣｈｅｎＭＪ，ＺｈａｏＺＧ，ＪｉａｎｇＬ，ｅｔａｌ．Ａｎｅｗｇｅｎｅｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇｈｙｂｒｉｄ
ｓｔｅｒｉｌｉｔｙｉｎｒｉｃｅ（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）［Ｊ］．Ｅｕｐｈｙｔｉｃａ，２０１２，１８４（１）：
１５－２２．　

［９］杨　杰，王　军，曹　卿，等．水稻广亲和基因Ｓ５－ｎ的功能标记
开发及其应用［Ｊ］．作物学报，２００９，３５（１１）：２０００－２００７．

［１０］ＣｈｅｎＪＪ，ＤｉｎｇＪＨ，ＯｕｙａｎｇＹＤ，ｅｔａｌ．ＡｔｒｉａｌｌｅｌｉｃｓｙｓｔｅｍｏｆＳ５ｉｓａ
ｍａｊｏｒｒｅｇｕｌａｔｏｒｏｆｔｈｅｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｂａｒｒｉｅｒａｎｄｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｏｆ
ｉｎｄｉｃａ－ｊａｐｏｎｉｃａｈｙｂｒｉｄｓｉｎｒｉｃｅ［Ｊ］．ＰｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓｏｆｔｈｅＮａｔｉｏｎａｌ
ＡｃａｄｅｍｙｏｆＳｃｉｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓｏｆＡｍｅｒｉｃａ，２００８，１０５
（３２）：１１４３６－１１４４１．

［１１］ＭｃｃｏｕｃｈＳＲ，ＫｏｃｈｅｒｔＧ，ＹｕＺＨ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｐｐｉｎｇｏｆｒｉｃｅ
ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｓ［Ｊ］．ＴｈｅｏｒｅｔｉｃａｌａｎｄＡｐｐｌｉｅｄＧｅｎｅｔｉｃｓ，１９８８，７６（６）：
８１５－８２９．

［１２］ＴｅｍｎｙｋｈＳ，ＰａｒｋＷＤ，ＡｙｒｅｓＮ，ｅｔａｌ．Ｍａｐｐｉｎｇａｎｄｇｅｎｏｍｅｏｒｇａｎｉ
ｚａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｒｉｃｅ（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）［Ｊ］．
ＴｈｅｏｒｅｔｉｃａｌａｎｄＡｐｐｌｉｅｄＧｅｎｅｔｉｃｓ，２０００，１００（５）：６９７－７１２．

［１３］ＭｃｃｏｕｃｈＳＲ，ＴｅｙｔｅｌｍａｎＬ，ＸｕＹＢ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄ
ｍａｐｐｉｎｇｏｆ２２４０ｎｅｗＳＳＲｍａｒｋｅｒｓｆｏｒｒｉｃｅ（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）［Ｊ］．
ＤＮＡＲｅｓｅａｒｃｈ，２００２，９（６）：１９９－２０７．

［１４］ＣｈｅｎＸ，ＴｅｍｎｙｋｈＳ，ＸｕＹ，ｅｔａｌ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ
ｆｒａｍｅｗｏｒｋｍａｐｐｒｏｖｉｄｉｎｇｇｅｎｏｍｅ－ｗｉｄｅｃｏｖｅｒａｇｅｉｎｒｉｃｅ（Ｏｒｙｚａｓａｔｉ
ｖａＬ．）［Ｊ］．ＴｈｅｏｒｅｔｉｃａｌａｎｄＡｐｐｌｉｅｄＧｅｎｅｔｉｃｓ，１９９７，９５（４）：５５３－
５６７．　

［１５］ＧａｏＹＭ，ＺｈｕＪ．ＭａｐｐｉｎｇＱＴＬｓｗｉｔｈｄｉｇｅｎｉｃｅｐｉｓｔａｓｉｓｕｎｄｅｒｍｕｌｔｉ
ｐｌｅｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｓａｎｄｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇｈｅｔｅｒｏｓｉｓｂａｓｅｄｏｎＱＴＬｅｆｆｅｃｔｓ［Ｊ］．
ＴｈｅｏｒｅｔｉｃａｌａｎｄＡｐｐｌｉｅｄＧｅｎｅｔｉｃｓ，２００７，１１５（３）：３２５－３３３．　

［１６］ＬａｎｄｅｒＥＳ，ＧｒｅｅｎＰ，ＡｂｒａｈａｍｓｏｎＪ，ｅｔａｌ．ＭＡＰＭＡＫＥＲ：ａｎｉｎｔｅｒａｃ
ｔｉｖｅｃｏｍｐｕｔｅｒｐａｃｋａｇｅｆｏｒｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｎｇｐｒｉｍａｒｙｇｅｎｅｔｉｃｌｉｎｋａｇｅｍａｐｓ
ｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｎｄｎａｔｕｒａｌｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，１９８７，１（２）：
１７４－１８１．

［１７］刘仁虎，孟金陵．ＭａｐＤｒａｗ，在 Ｅｘｃｅｌ中绘制遗传连锁图的宏
［Ｊ］．遗传，２００３，２５（３）：３１７－３２１．

［１８］ＣｈｅｎＬＭ，ＺｈａｏＺＧ，ＬｉｕＸ，ｅｔａｌ．Ｍａｒｋｅｒ－ａｓｓｉｓｔｅｄｂｒｅｅｄｉｎｇｏｆａ
ｐｈｏｔｏｐｅｒｉｏｄ－ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｍａｌｅｓｔｅｒｉｌｅｊａｐｏｎｉｃａｒｉｃｅｗｉｔｈｈｉｇｈｃｒｏｓｓ－
ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙｗｉｔｈｉｎｄｉｃａｒｉｃｅ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｒｅｅｄｉｎｇ，２０１１，２７（２）：
２４７－２５８．

［１９］李万昌，王永飞，马三梅，等．水稻籼粳亚种间杂种广亲和基因
与不育基因［Ｊ］．安徽农业科学，２００８，３６（３）：９３０－９３２．

—８４— 江苏农业科学　２０１５年第４３卷第６期


