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R F L P 分析在作物育种上的应用

蜚秀文 楼寒庭 于恩大

(哈尔滨市农业科学研 究所 )

在农业发展历史中
,

培育产量高
、

品质好的作物品种构成了高度发展
、

高产量的农业的经

济基础
。

在作物育种工作中
,

许多农艺性状涉及基因较多
,

特别是重要农艺性状如产量
、

品质等

是多个基因联合作用的结果
,

遗传力低
,

性状表现受环境条件的影响
,

等位基因隐性或其产物

不易检测等
,

在分离世代群体 中难以准确追踪选择
,

于是利用某些形态
、

生理或生化标记方法

与目标性状相关连来进行间接选择
,

以提高选择效果
,

但各种标记方法通用性差
,

标记的数量

有限
,

且易受环境条件影响
,

依靠大量的杂交组 合群体进行研究
,

工作量大
。

所以期望能够进行

遗传分析的遗传标记是能够稳定遗传且遗传方式简单
,

可反映 出生物个体或群体的特征
。

近年来在分子生物技术的基础上出现 了一枝独秀一 R F L P 检测技术
,

在作物遗 传育种中

具有广泛的前景
,

R F L p 全称为限制性片断长度多态性 ( R e s t r i e t i。 : 1 F r a g m e n t L e n g t h p o l y
-

m or hP is m )
,

可作为一种新 型 D N A 分 子标记检测技术
,

人 们正 在构建许多主要经济作物 的

R F L P 连锁图谱
,

为选择 目标基因提供了更为直接的方法
,

在作物育种中有广泛的应用前景
。

1 R F L P 分析的原理

各种限制性核酸内切酶在 D N A 分子上都有其特异性识别顺序和固定切点
。

在同一物种

不同材料的 D N A 基因组内往往会出现各种变异
,

例如个体间 D N A 的核昔酸顺序因碱基对置

换
、

突变或某一片段的插入
、

倒位
、

缺失等都会产生变化
,

意味着各 自 D N A 限制性内切酶 的特

异性切点分布不同
,

从而产生的限制性片段大小的不同
,

在限制图谱上的分布也就会有差异
,

这种片段大小的差异就称为限制性片段长度多态性 ( R F L )P
,

对 D N A 进行 R F L P 分析
,

酶解

后产生的片段量多而复杂
,

在凝胶电泳谱上连续分布成片而不能分辨
,

因此
,

需要先制备一系

列单拷贝或低拷贝的 D N A 探针
,

将探针与 D N A 片段杂交
.

并利用放射 自显影在感光底 片上

成像
,

可以显示出不同材料对该探针杂交结合的 R F L P 情况
。

2 R F L P 标记的优点
2

.

1 标记数 目可以是无限的 R F L P 揭示的是 D N A 水平 自然变异
,

其数目几乎是无限的
。

2
.

2 大部分标记为其显性 表现 R F L P 的位点一般是单 一序 列
,

每个位点通常有两个等位

基因 (其显性 )
,

遵循孟德尔式遗传
,

因而 R F L P 标记图也可用传流的基因标图方法来构建
。

2
.

3 任何生育期都可检测
,

不受环境影响 D N A 分子水平标记没有发育阶段或器官 的特异

性
,

不受环境条件及基因互作的影响
。

2
.

4 高度变异性 每一植株都会有大量的多态性
,

通常 只要有 一 次有性杂交
,

一个作图群体

就能构建一个较丰富的 R F L P 图谱
。

3 R F L P 分析在作物育种 中应用
3

.

1 分子水平上选择 目的性状

R F L P 图本身对植物育种并没有直接的用处
,

只有 当它 与经典标记即原已定位的基 因结

合起来才有用
,

当确定哪一个 R F L P 标记与 目的性 状表 现协同分离
,

即 目的基因与 R F L P 的
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连锁
,

使得对期望基因重组型的选择容易进行
,

在分子水平上选择 目的性状
,

不受环境条件遗

传背景的影响
,

R F L P 连锁图谱为育种者们提供了一种高效选择手段
,

在马铃薯
、

玉米
、

辣椒
、

棉花
、

大豆
、

生菜
、

甘薯
、

番茄
、

麦类作物上 已相继出现 R F L P 作图的有关报道
。

育种者们只要

选择 了与目的基因紧密连锁的一个或多个 R F L P 标记
,

也就选择了 目的基 因
,

因为与 目的基

因连锁的 R F L P 标记是易于检测的
。

这种间接对那些直接选择有困难或过于费时
、

费力的性

状以及在分离群体中隐性性状的选择特别有效
。

在番茄中已鉴定的与 R F L P 标记连锁的基因

有番茄花叶病毒
、

镰刀菌
、

细菌斑和根结线虫的抗性基因及控制植株生长 习性 ( S P ) 和果实成

熟特 性的主效基 因
,

另外玉米 中矮杆花 叶病毒 抗性基 因
、

葛芭霜霉病抗性基因也都建立 了

R F L P 标记
。

3
.

2 R F L P 遗传标记与作物数里性状基因定位

在农作物中有许多经济性状都是 由单个基因效应微小的多基因控制且易受环境影响的数

量性状
,

多年来对这 类性状的遗 传研究主要采用数量遗传学的方法
,

通过适当的试验设计和统

计模型估算出平均数
、

方差
、

协方差
、

遗传力
、

配 合力等遗传参数
,

用这些参数描述群体的遗传

特征
,

对育种研 究起了一定的指 导作用
.

但对控制数量性 状的基因数 目
、

数量性状 基因座位

( Q
u a nt i t a it v e T r a 让 L o c i 简称 Q T L )在染色体上的位量

,

Q T L 各基因座位对数量性状 的贡献

大小及其基因间关系等问题则需 R F L P 检测技术来研究
。

目前用高密度 R F L P 图谱上的分子

标记进作作物重要数量性状如产量
、

株高
、

果实及种子成分含量等 Q T L 作图
,

可望推 出控制

数量性状的多基 因数 目
,

确定 Q T L 在染色体上的位置
,

测定单个基因的作用效应
。

应用分子

标记定位 Q T L 的过程是首先检测
、

筛选亲本并构建遗传群体
,

构建分子标记连锁图
,

然后根

据统计模型及方法与 Q T L 的连锁关系及 Q T L 在染色体上的区域等
,

达到定位 Q T L 之 目的
。

近年来
,

应用 R F L P 标记在番茄
、

玉米
、

水稻等作物中的 Q T L 定位研究取得了可喜的成果
,

如

水稻稻瘟病抗性多基 因定位
,

番 茄果重
、

可溶性 固体含量
、

p H 值 Q T L 定位研究
,

控制玉米成

熟性的 Q T L 分析等
。

3
.

3 进行品种或品系遗传纯度的测定

对整个基因组中许 多连锁位 点上 R F L P 图谱的了解
,

则可对某一品种或纯 系进行基因型

图解
,

以代表这一 品系具有 品种特 异性
,

因此基因组中一些微小变异可以从 R F L P 图谱的改

变监测出来
,

所以 R F L P 图谱技术还可用于种子专利登记中
,

解决侵权纠纷
,

在欧洲 已为一些

商业育种者用来保护 自己的品种权益
。

3
.

4 改良回交育种技术

有性杂交育种就是将具 目的性状 品种与待改 良的品种进行杂交
,

其分离后代的染色体 由

双亲的染色体片段镶嵌而成
,

即带有所需的亲本性状
,

也带有不希望出现的亲本性状
。

回交育

种技术是引入供体 基因后用以恢复亲本原有优 良基因型的方法
.

通过多次回交
,

选择或回交
、

自交选择 ( 目的基因为隐性 )
,

就能得到遗传上与受体亲本相似
,

但加入了目的基因的植株
。

回

交育种局限性在 于时间长
,

目的基因为主效
、

易检测
,

R F L P 技术的出现可望克服 回交育种的

局限
,

如欲转移的基因与 R F L P 标记紧密连锁
,

则在幼苗期
,

即性状 尚未表达之前
,

就可检测

目的基因是否存在
,

并且利用 R F L P 技术
,

回交育种也可针对于数量性状基因进行
。

3
.

5 建立不相容 的作物间的遗 传关系
.

进行作物间基因组同源性的测定

在分类学上
,

一些性不相容的作物有一定的亲缘关系
,

如甘兰
、

萝 卜
、

白菜都属芸苔属
,

玉

米
、

高粱都属禾本科
,

马铃薯
、

番茄
、

辣椒等属茄科
,

但对它们基因染色体组的同源性所知甚少
,

如果染色体成分和基因顺序在亲缘种间是高度保守的
,

则有可能通过体细胞杂交或外源 D N A
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导入等手段
,

替换单个染色体或染色体片段
,

将作物的优 良性状及那些在一个种的正常杂交范

围内无法得到的基因组合到一起
。

利用同一套探针进行 R F L P 作图已测定了番茄
、

马铃薯和

辣椒的染色体组成和基因顺序的保守程度
,

建立三者之间的比较连锁图谱
,

通过 比较番茄和马

铃薯间高度连锁保守
,

染色体有部分同源性
,

有可能进行染色体或片段交换
,

而辣椒同源性差
。

4 问题与展望
R F L P 技术 结合到常规育种 程序中

,

使人们能快速精确地获得
、

转移和组合基 因
。

由于

R F L P 对育种方法学的直接影响
,

R F L P 探计的应用将可能作为最先列入商业或政府育种计

划的生物技术之一
,

也将成为对农业 生产影响的第一批生物技术
,

但 R F L P 图谱的可利用程

度依赖于其饱合水平
,

即片段数 目和这些片段在染色体组分布水平
,

和表现出的多态性水平
,

并且还要求某一多态性特征与某一期望的表现型相连锁
。

R F L P 作图计划的 目标之一是建立
“

饱和图
” ,

所有染色体每隔 10 一 20 个交换单位 ( c
M )就有 R F L P 标记

,

一个饱合图要包含 1 50

个左右间隔均匀的标记
,

即必须用数 以百计的探计作图才有可能达饱和水平
,

故而这项技术费

用晶贵
,

及放射性同位素标记存在问题
,

是 目前 R F I
一

P 技术普遍应用的局限性
,

但将来发展简

便方法
,

用生物素或酶标记的 D N A 探计
,

费用将会降低
。

(参考文献略 )
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怎样制造一个较好的稻子烘干设备

一个简单的
,

主要是 由竹杆和塑料薄膜制成的太阳能稻子烘干设备帮助农 民防止雨季收

获所带来的损害
。

这种烘牛设备对玉米
、

大豆
、

香焦
、

橡胶和鱼等仍然有效
。

在雨季里农民的收成损失高达 50 %
,

农民通常在脱粒前后晒干他们的稻子
,

但是
,

晒干需

要 3一 4 天
。

并且 鼠
、

鸟散落和沾污的损失相当大
,

所以
,

利用这烘干设备效果是明显
。

烘干设备是由三个部分
:

项棚
、

稻床和太阳能加热物组成的
。

明亮的塑料顶棚使稻子受到

太阳的照射
,

同时使稻子免受雨淋
,

早期的烘干设备使用聚氯乙烯做顶棚
,

但是不多用
。

现在建

议使用聚乙烯膜做顶棚
。

烘干设备的一个重要特色是
,

它使用燃烧过的稻草或者黑色的塑料薄

膜代替贵重的黑金属板作为太阳能的加热物
。

烘干设备 4 米长
,

3
.

7 米宽
,

2
.

9 米高
。

明亮的聚

乙烯薄膜 10 0 微米厚
,

42
.

5 平方米
。

黑色的聚乙烯薄膜 14 0 微米厚
,

18 平方米
。

框架是竹杠和

木杠
,

要 以涂上化学的防腐料
。

在棚顶上有通气 口
,

通气 口上有防雨挡板
。

棚顶的主要部分是

四边形
,

横断面是不规则 四边形
。

稻床是一个木头的架 子
,

看上去像一个倒放的桌子
.

桌子上面有五个矩形盒状柜架
,

间隔

一米
。

桌面做为整个盒子 的底部覆盖着细的金属网络
,

或者其它的带网眼的材料
,

上面放稻谷
.

空气容易通过
。

上面盒子的侧面高 20 厘米
,

由明亮的塑料薄膜和 4 毫米厚的胶合板制成
。

倾

斜的框架上覆盖着黑色的塑料薄膜
,

能使太阳加热的热空气通过稻床
。

在后面有四个拉门
,

装

卸稻谷用
。

明亮的聚 乙烯薄膜钉在太阳能烘干设备上部和下部倾斜部分
。

下部倾斜部分有两

个框架
,

上面的框架钉着 白色透明聚 乙烯薄膜
,

底下的框架上面覆盖着黑色塑料薄膜
。

总之
,

这三个部分
,

顶棚和稻床要适 合
。

太阳能空气加热部分要适合前面的稻床
,

朝南
。

要

经常检查塑料薄膜是否完好
,

门关好以后有没有空气泄漏
,

然后烘干设备就可以使用了
。

(马竟俭 摘译 自
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