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摘要:遗传基因的分离需要供、受体亲本间较大的遗传差异.该文利用均匀分布于水稻12条染色体的429个SSR
标记,分析了日本晴与5个自育优良恢复系之间的多态性标记及分布密度,进而评价它们间的遗传差异性.结果显

示,日本晴与西恢18号、缙恢35、R225、R232和R250之间的多态性标记数分别为263,253,253,255和240个;

多态率分别为61.31%,58.97%,58.97%,59.44%和55.94%;每 个 标 记 间 的 平 均 物 理 距 离 分 别 为1.59,1.61,

1.62,1.62和1.72Mb.每个SSR位点可检测到的等位基因数目为2~5个,平均每对SSR引物检测到2.35个等位

基因.各亲本之间的遗传距离在0.1217~0.8967之间,日本晴与5个恢复系间的平均遗传距离为0.8576.聚类分

析也将日本晴与5个恢复系分为两大亚类,表明它们之间存在极大的遗传差异.这些材料和结果对水稻遗传基因的

分离具有重要意义.
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水稻是世界上最主要的粮食作物之一,全球种植面积超过1.5×108hm2,总产量接近6.0×108t[1].水
稻以其较小的基因组、成熟的遗传转化体系、高密度的遗传连锁图谱、全基因组已经测序完成等优势,已

成为单子叶植物遗传研究的模式植物[2].水稻许多重要的农艺性状,如产量、抗性、品质等都是由微效多基

因控制的数量性状,QTL的定位和克隆促进了人们对这些复杂性状的理解与应用[3-5].
然而,利用传统作图群体进行QTL定位和克隆费时费力,次级作图群体更有利于QTL作图和图位克

隆[6],尤其是定位结果可直接应用于育种实践,大大加强了遗传学家与育种学家间的联系[7-8].用于次级作

图群体构建的受体亲本和供体亲本的选择至关重要,首先二者的遗传差异要足够大.SSR标记具有多态性

高、稳定性好、操作简单、快捷、DNA需求量少等优点,适合遗传资源间的遗传多样性分析、分子定位及

辅助选择等领域[9-14].许凤等[9]利用SSR标记将云南39份蔷薇野生种分为10个组.姚启伦等[10]利用SSR
标记将15个玉米地方品种划分成3类.陈英等[11]以SSR标记分析了三系杂交稻亲本间的遗传多样性.王
志敏等[12]以RAPD和ISSR标记分析了生姜二倍体和四倍体的遗传差异.可见,SSR标记用于遗传差异分

析、品种鉴定和资源分类很有效.
本研究利用SSR标记分析了日本晴与5个优良恢复系之间的多态性及遗传差异,为水稻次级作图群体

的构建提供重要的理论基础.
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1 材料与方法

1.1 试验材料

日本晴和优良恢复系西恢18号、缙恢35、R225、R232、R250.5个恢复系均由西南大学水稻研究所选育.
1.2 试验方法

1.2.1 田间种植方法

2013年,在重庆种植日本晴、西恢18号、缙恢35、R225、R232、R250.每个材料种植3行,每行栽10
株,行、株距分别为26.4cm和16.5cm.常规管理,栽秧后2周,每个材料取2片叶.
1.2.2 DNA提取方法

DNA提取采用CTAB法进行[15],略加改进.
1.2.3 PCR反应及电泳

选取均匀覆盖水稻全基因组的429对SSR引物对日本晴和供体亲本恢复系进行多态性分析.PCR反应总

体积为12.5μL,包括1.25μL的10×PCRbuffer,0.65μL的25mmol/LMgC12,0.5μL的2.5mmol/L
dNTPs,8.0μL的ddH2O,1.0μL的10μmol/L引物,1.0μL的模板DNA和0.1μL的5U/μLTaqDNA聚

合酶.PCR反应程序为94℃预变性3min后,94℃20s,56℃20s,72℃40s,35个循环,最后72℃延

伸7min.对PCR产物经10%非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳和快速银染后进行观察[16].
1.2.4 数据统计与分析

首先对电泳条带进行多态性分析,将日本晴带型标记为“1”,与之相同记为“1”,如不同标记为“2”,与

“2”不同,则依次标记为“3”、“4”、“5”.凡不同的带型表示二者间存在多态性.
选取亲本间多态性好的271对分子标记,每一对分子标记引物检测一个位点,每一条多态性带视为一

个等位基因列出二元数据矩阵.每两份材料之间的遗传差异按NEI[17]的方法计算材料间的遗传距离(D).
D=1-2Mxy/(Mx +My)

其中Mx 和My 分别为两材料的总DNA片段数,Mxy为两材料的公共片段数.根据所得的遗传距离,利用

DPS7.05软件中聚类分析的UPGMA法(Unweighedpairgroupmethodwitharithmeticmean,算术平均非

加权配组法)进行遗传相似性聚类分析.

2 结果与分析

2.1 日本晴与5个水稻恢复系之间的SSR标记多态性分析

2.1.1 日本晴与5个恢复系之间的SSR标记及在染色体上的分布

使用了均匀分布于水稻12条染色体的429个SSR标记,分析了日本晴和供体恢复系间的多态性.筛
选出日本晴与西恢18号、缙恢35、R225、R232和R250之间的多态性标记数分别为263,253,253,255和

240.多态率分别为61.31%,58.97%,58.97%,59.44%和55.94%(表1).
同一恢复系的多态性标记在12条染色体上分布不同.多态性标记分布较多的染色体为第1,2,3,5和

10染色体,分布较少的为第11,4,6,8和第9染色体.
从表1还可看出,在同一染色体上,日本晴与不同恢复系之间的多态性标记数也各不相同.如在

第1染色体上,日本晴与西恢18号、缙恢35、R225、R232和R250之间的多态性标记数分别为40,
33,35,36和36.
2.1.2 在每条染色体上日本晴与5个水稻恢复系的多态标记分布密度

从表2可知,日本晴与西恢18号、缙恢35、R225、R232和R250的多态性标记间平均物理距离相差不

大,分别为1.59,1.61,1.62,1.62和1.72Mb/标记.然而,同一供体亲本与日本晴在12条染色体上的标记

分布密度存在明显差异.日本晴与西恢18号之间在第10,2,5和1染色体上的多态标记分布密度较大,每

标记间的平均物理距离分别为0.88,0.91,1.07和1.08Mb;而在第11,4,6和8染色体上多态标记分布密

度较小,分别为2.87,2.52,2.31和2.00Mb.日本晴与缙恢35之间在第10,2,5和12染色体上多态标记

分布密度较大,每标记间的平均物理距离分别为0.88,0.94,1.21,1.27Mb;而在第11,4,6和8染色体上

多态标记分布密度较少,分别为3.23,2.21和1.88和1.86Mb.日本晴与恢复系R225之间在第10,2,12
和9染色体分布较密,每标记间的平均物理距离分别为0.92,0.99,1.16和1.19Mb;而在第11,4,6和8
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染色体上多态标记分布密度较低,分别为3.23,2.36,2.00和2.00Mb.日本晴与恢复系R232之间在第2,
10,1染色体上多态标记的分布密度较大,每标记间的平均物理距离分别为0.91,0.92和1.19Mb;而在第

11,8,4和6染色体上多态标记分布密度较低,分别为3.23,2.15,2.08和2.00Mb.日本晴与R250之间在

第2,10,1和9染色体上多态标记分布密度较大,每标记间的平均物理距离分别为0.96,1.09,1.19和1.19
Mb;而在第11,6,4和8染色体上多态标记分布密度较低,分别为3.23,2.73,2.21和2.00Mb.可见,所

有供体亲本与日本晴的多态性标记在12条染色体上的分布有一共性,都在第10,2,1,5染色体分布密度较

大,而在第11,4,6和8染色体上多态标记分布密度较低.
从表2还可看出,在同一染色体上,不同恢复系与日本晴之间的多态性标记分布密度也存在差异.如

在第1染色体上,日本晴与西恢18、缙恢35、R225、R232和R250多态标记的平均距离分别为1.08,1.30,
1.23,1.19和1.19Mb,而在第11染色体的分布密度除西恢18号较小外,其他3个供体亲本间相同,平均

距离均为3.23Mb.
表1 日本晴与各水稻恢复系间的总标记数和多态性标记及在各染色体上的分布

染色体 标记数 西恢18号 缙恢35 R225 R232 R250

Chr1 58 40 33 35 36 36
Chr2 56 38 37 35 38 36
Chr3 49 24 27 27 28 26
Chr4 25 14 16 15 17 16
Chr5 42 26 23 23 23 21
Chr6 24 13 16 15 15 11
Chr7 27 17 16 15 15 17
Chr8 27 14 15 14 13 14
Chr9 29 19 15 18 15 18
Chr10 44 26 26 25 25 21
Chr11 16 9 8 8 8 8
Chr12 32 23 21 23 22 16
合计 429 263 253 253 255 240

多态率/% - 61.31 58.97 58.97 59.44 55.94
表2 日本晴与5个水稻恢复系在每条染色体上多态标记的分布密度

染色体
物理距离/

Mb

平均物理距离/Mb
日本晴与

西恢18号

日本晴与

缙恢35

日本晴与

R225

日本晴与

R232

日本晴与

R250

平均距离/

Mb

Chr1 43.01 1.08 1.30 1.23 1.19 1.19 1.20
Chr2 34.67 0.91 0.94 0.99 0.91 0.96 0.94
Chr3 35.12 1.46 1.30 1.30 1.25 1.35 1.33
Chr4 35.33 2.52 2.21 2.36 2.08 2.21 2.27
Chr5 27.79 1.07 1.21 1.21 1.21 1.32 1.20
Chr6 30.01 2.31 1.88 2.00 2.00 2.73 2.18
Chr7 28.59 1.68 1.79 1.91 1.91 1.68 1.79
Chr8 27.93 2.00 1.86 2.00 2.15 2.00 2.00
Chr9 21.41 1.13 1.43 1.19 1.43 1.19 1.27
Chr10 22.96 0.88 0.88 0.92 0.92 1.09 0.94
Chr11 25.85 2.87 3.23 3.23 3.23 3.23 3.16
Chr12 26.6 1.16 1.27 1.16 1.21 1.66 1.29
平均 28.27 1.59 1.61 1.62 1.62 1.72 1.63

2.2 日本晴与5个恢复系之间的遗传差异分析

2.2.1 多态性标记、染色体位置及等位基因数目

通过对271对多态性较好的标记扩增结果进行统计分析,在6份水稻材料中,共检测到648对等位基

因.每个SSR位点可检测到的等位基因数目为2~5个不等,在试验中未出现零等位现象,平均每对SSR
引物检测到2.35个等位基因(表3).其中第1~12染色体分别有89,65,66,51,70,42,45,30,45,64,22和

59个等位基因.分布的等位基因数与标记数呈极显著线性相关(r=0.97).
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表3 多态性标记、染色体及等位基因数目

分子

标记
染色体

等位

基因数

分子

标记
染色体

等位

基因数

分子

标记
染色体

等位

基因数

分子

标记
染色体

等位

基因数

分子

标记
染色体

等位

基因数

分子

标记
染色体

等位

基因数

RM6464 1 2 RM6141 1 5 RM12177 1 2 RM1358 2 2 RM14327 3 2 RM1155 4 3

RM3426 1 2 RM3362 1 2 RM300 2 3 RM207 2 4 RM14340 3 2 RM119 4 3

RM151 1 2 RM6840 1 2 RM5707 2 4 RM7388 2 2 RM14341 3 2 RM3524 4 2

RM8111 1 2 RM6831 1 2 RM8254 2 3 RM14133 2 2 RM14350 3 3 RM5611 4 2

RM1201 1 2 A68 1 2 RM262 2 2 RM4108 3 2 RM14351 3 2 RM241 4 2
RM259 1 3 RM10605 1 2 RM6843 2 4 RM132 3 2 RM14356 3 2 RM7187 4 2

RM8094 1 2 RM11694 1 2 RM3688 2 2 RM175 3 3 RM14412 3 2 RM317 4 3

RM5638 1 2 RM1216 1 2 RM3874 2 2 RM3766 3 3 RM14396 3 4 RM3474 4 4

RM8260 1 2 RM6648 1 3 RM5804 2 3 RM5928 3 2 RM6849 3 2 RM1100 4 2
RM3475 1 2 RM11722 1 2 RM1920 2 4 RM2917 3 3 RM197 3 2 RM1153 4 3

RM7202 1 2 RM6387 1 3 RM1385 2 2 RM2835 3 2 RM15191 3 3 RM6303 4 2

RM3143 1 2 RM11728 1 2 RM221 2 2 RM1940 3 2 RM15303 3 4 RM2010 5 2

RM433 1 2 RM11762 1 2 RM1342 2 2 RM5864 3 2 RM537 4 3 RM3345 5 3

RM1268 1 2 RM11787 1 2 RM5472 2 2 RM6266 3 2 RM8212 4 3 RM405 5 2

RM6950 1 2 RM5501 1 3 RM112 2 2 RM135 3 3 RM6487 4 2 RM5874 5 2
RM6696 1 4 RM3825 1 3 RM1092 2 3 RM5813 3 2 RM3471 4 3 RM3322 5 3

RM3602 1 3 RM2770 2 3 RM213 2 3 RM3867 3 2 RM3536 4 3 RM5541 5 2

RM6292 1 2 RM3732 2 3 RM3248 2 2 RM1230 3 2 RM3317 4 3 RM3328 5 3

RM5362 1 2 RM8086 1 2 RM6378 2 2 RM3346 3 2 RM5688 4 4 RM5994 5 2

RM5410 1 2 RM529 1 2 RM5699 2 2 RM3585 3 2 RM6314 4 2 RM7293 5 2
RM289 5 3 RM7434 6 3 RM1132 7 3 RM1553 9 3 RM7300 10 2 SWU11-33 11 2

RM169 5 4 RM5957 6 3 RM8261 7 2 RM242 9 2 RM4477 10 3 RM4504 11 2

RM1237 5 3 RM5371 6 2 RM2715 7 3 RM201 9 3 RM4771 10 2 RM5568 12 2

RM459 5 2 RM6458 6 2 RM172 7 3 RM2144 9 2 RM6673 10 2 RM6288 12 3
RM305 5 2 RM2744 6 2 RM337 8 2 RM205 9 2 RM147 10 2 RM247 12 2
RM5642 5 4 RM7412 6 2 RM152 8 2 RM24537 9 2 RM474 10 2 RM7119 12 2
RM178 5 2 RM439 6 2 RM1235 8 2 RM4405 9 2 RM3590 10 2 RM1337 12 4
RM3321 5 3 RM412 6 2 RM3231 8 2 RM7048 9 2 RM5271 10 3 RM1261 12 3
RM3170 5 4 RM103 6 2 RM4085 8 2 RM1553 9 3 RM6404 10 2 RM1246 12 2
RM18115 5 2 RM494 6 3 RM310 8 2 ind1 9 2 RM3882 10 2 RM935 12 2
RM18119 5 2 RM6574 7 2 RM8019 8 2 ind2 9 2 RM7402 10 2 RM3331 12 2
RM18120 5 2 RM6081 7 2 RM8243 8 2 ind3 9 2 RM7217 10 3 RM1103 12 2
nSSR501 5 2 RM5672 7 3 RM7027 8 2 ind4 9 2 RM6271 10 3 RM5609 12 2
nSSR502 5 4 RM3583 7 2 RM6382 8 2 ind5 9 2 RM2504 10 3 RM3739 12 2
nSSR503 5 3 RM1186 7 3 RM223 8 2 ind6 9 2 RM216 10 2 RM17 12 3
nSSR504 5 3 RM6449 7 2 RM3262 8 2 RM5095 10 2 RM311 10 2 RM1226 12 2
nSSR505 5 2 RM5481 7 2 RM6976 8 2 RM2125 10 2 RM25151 10 2 RM1986 12 4
RM1985 6 2 RM1135 7 3 RM6845 8 2 RM8207 10 5 RM3717 11 3 RM6869 12 3
RM2126 6 2 RM445 7 2 RM477 8 2 RM3311 10 3 RM1124 11 3 RM7018 12 2
RM3370 6 3 RM320 7 3 RM8206 9 2 RM8201 10 2 RM3701 11 2 RM7376 12 2
RM5531 6 2 RM2966 7 2 RM7390 9 2 RM5373 10 2 RM4862 11 2 RM3226 12 5
RM3330 6 3 RM3826 7 2 RM5657 9 2 RM171 10 2 RM457 11 2 RM27819 12 2
RM3183 6 2 RM1279 7 2 RM3700 9 2 RM1146 10 3 RM4601 11 2 RM27891 12 4
RM7193 6 3 RM455 7 2 RM1189 9 2 RM591 10 2 SWU11-31 11 2 RM27941 12 2
RM3827 6 2 RM7564 7 2 RM7048 9 2 RM7020 10 2 SWU11-32 11 2 RM519 12 2
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2.2.2 日本晴与5个恢复系之间的遗传距离聚类分析

根据271对SSR引物在6个水稻亲本扩增的多态性位点,计算出不同个体之间的扩增片段遗传距

离(D),采用标准遗传距离进行分析.结果表明,各亲本之间的遗传距离在0.1217~0.8967之间,

R232与缙恢35之间遗传距离最小为0.1217,日本晴与西恢18号之间的遗传距离最大为0.8967.6个

亲本之间的平均遗传距离为0.5326.日本晴与5个供体恢复系间的平均遗传距离为0.8576(图1),表

明5个恢复系与日本晴间存在极大的遗传差异.
进一步利用遗传距离对6份亲本材料进行聚类分析,将所有材料分为两大亚类(图1).受体亲本日本晴

为一亚类,5个恢复系供体为另一亚类.在恢复系一亚类中,西恢18号与其他4个恢复系遗传差异较大,

可再分为一亚类,差异最小的为R232与缙恢35.

图1 6个水稻材料的遗传距离树状图

3 讨论与结论

利用次级作图群体已成为21世纪鉴定和分离QTL及研究QTL互作的主要手段[18].作图群体的构

建首要在于受体亲本和供体亲本的选择.二者间遗传差异大、多态性标记多更利于QTL定位和克隆.张

晨昕等[19]在珍汕97B和野生稻(0.rufipogon)亲本间共检测到325个SSR标记,筛选到多态性引物204
对,多态性比例为62.8%,标记间的平均距离为8.2cM.何风华等[20]研究结果表明,华粳籼74与6个

供体亲本(苏御糯、IR64、IRAT261、成龙水晶米、Lemont和IAPAR9)的多态标记之间的平均图距都小

于或等于10.0cM.徐华山等[21]在9311和日本晴之间共获得有多态性的标记125对,多态性为41.7
%,平均图距为14.0cM.曾瑞珍等[22]发现12个供体亲本与受体亲本华粳籼74的平均多态率为50%.
其中南洋占与华粳籼74之间的多态率高达70%,而中4188,IR58025B和赣香糯较低,均小于40%.可

见,作图群体受、供体亲本间的多态率高低与图距大小有直接关系,如果分子标记多态率高,遗传图谱

的平均图距则小,检出QTL的准确率就较高.因此,受、供体间的遗传差异大小直接影响到所构建的作

图群体能检出QTL的能力,进而决定其在育种中的应用价值.因此,用于群体构建的遗传资源多样性的

评价具有非常重要的意义.
本文采用429对SSR标记评价了日本晴和5个恢复系之间的多态性和遗传差异.结果筛选出日本晴与

西恢18号、缙恢35、R225、R232和R250之间的多态性标记数分别为263,253,253,255,240.多态率分别

为61.31%,58.97%,58.97%,59.44%和55.94%.每个多态性标记间的平均物理距离为1.63Mb.各材料

之间的遗传距离在0.1217~0.8967之间,日本晴与5个供体恢复系间的平均遗传距离为0.8576.聚类分

析也将日本晴与5个恢复系分为两大类,表明受体亲本日本晴与5个供体恢复系间存在极大的遗传差异,

利于构建密度较均匀的次级作图群体.
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PolymorphicSSRMarkersScreeningandGeneticDifference
AnalysisBetweenNipponbareandFiveExcellentRestorerLines

ZHAOFang-ming, GUO Chao, WEI Xia, YANGZheng-lin,

LINGYing-hua, SANGXian-chun, WANG Nan,

ZHANGChang-wei, LIYun-feng, HEGuang-hua
RiceResearchInstitute,SouthwestUniversity/KeyLaboratoryofCropGeneticImprovementand

BreedingofSouthwesternChina,MinistryofAgriculture,Chongqing400715,China

Abstract:Dissectionofgenesneedslargegeneticdifferencesbetweenrecipientanddonorparents.Inthis

paper,SSRmarkerswereusedtoanalyzepolymorphismandgeneticdifferencebetweentheNipponbare

and5excellentricerestorersbredbyourowninstitute.Theresultsshowedasfollows:Thenumberof

polymorphicmarkersofNipponbareandXihui18,Jinhui35,R225,R232,R250were263,253,253,255,

240,respectively.Theirpolymorphismrateswere61.31%,58.97%,58.97%,59.44%and55.94%,re-

spectively.Theiraveragephysicaldistancesofpermarkerwere1.59,1.61,1.62,1.62and1.72Mbfor

Xihui18,Jinhui35,R225,R232,andR250.TwotofiveallelesweredetectedforeachSSRmarkerandav-

erage2.35allelesweredetectedforeachSSR.Geneticdistancesamongallparentsrangedfrom0.1217-

0.8967.TheaveragegeneticdistancebetweenNipponbareand5ricerestorerswas0.8576.Moreover,

Nipponbareand5ricerestorerswerealsodividedintotwotypesbyclusteranalysis,indicatingthatthege-

neticdifferenceswerealllargerbetweenthem.Thesematerialsandresultswillbeimportantfordissection

ofgeneticgenesinrice.

Keywords:SSRmarker;polymorphism;Nipponbare;Restorer;geneticdefferences
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