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大赖草总 D N A 转化小麦的 R A PD 分析
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提要
:

用 160 个随机引物对不同性状转基因小麦
、

受体
‘

春麦 76 1
’

和大赖草等进行随机扩增多态性 D N A (R A PD) 分析
,

筛选 出 5 个重复性好和多态性高的引物
。

转基因小麦的扩增图谱中出现供体大赖草的特异性条带
,

简单遗传相似系数和聚

类的分析结果均表明
,

大赖草基因片段已整合到转化的小麦基因组中
。
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大赖草是新疆和中亚地区特有的禾本科小麦

亚族赖草属植物
,

是培育小麦新品种的优 良亲

本
。

由于远源杂交困难
,

上世纪 9 0 年代
,

我们

用大赖草总 D N A 通过花粉管通道法转化栽培品种
‘

春麦 7 6 1
’

并获得大穗
、

高蛋白和抗病的变异

植株
,

以后经多年 自交
,

其遗传性已趋于稳定
,

统计学分析变异极显著护 < 0
.

0 1)
。

外源 D N A 导入受体植物后可 以引起后代的大

量变异
,

这在农业分子育种的实践中已经得到证

明(C he a h 和 S o n 2 0 0 6 )
,

我们实验室采用 D N A 杂

交手段
,

在转基因小麦中发现受体
‘

春麦 7 6 1
’

中所没有的条带(缪军等 2 0 0 0)
。

近年来
,

随机扩

增多态性D N A (R A PD )技术在遗传育种中逐渐得到

应用(T eM e w o ld 和 B e c k e : 2 0 0 6)
,

用 R A PD 检测技

术寻找受体和变异体的差异条带
,

已成为证实外

源基因导入受体的有效手段 (A tie n z ar 和 Jha 2 0 0 6)
。

本文对不同性状转基因小麦及其受体进行了R A PD

分析
,

进一步证实大赖草基因片段已整合到转化

小麦基因组 中
。

材料与方法

小麦(Tr itic u m a e stiv u m L
.

)的不同转基因株系

由我们实验室保存
。

其中大穗和高蛋白株系为转

化后 自交稳定后的株系
,

冬性大穗为转基因大穗

冬性化之后的株系
,

小穗株系为转基 因大穗与受

体
‘

春麦 7 6 1
’

杂交后筛选出的株系
。

受体
‘

春

麦 7 6 1
’ 、

供体大赖草 [I. e夕m u s r a e e m o s u s (L a m
.

)

T z v el
.

]和小麦
‘

新春 6 号
’

由新疆农业科学院提

供
。

采用 S D S 法 (王关林和方宏笃 20 0 1) 提取各种

植株幼苗叶片的总 D N A
。

选用 O p er o n 公司生产

的 A
、

D
、

E
、

F
、

G
、

M
、

S
、

T 组的 1 6 0 个

随机引物进行 D N A 的 PC R 扩增
,

筛选清晰
、

多

态性 明显的引物作为扩增引物
。

PC R 反应体系总
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p e R

反应程厂犷为
:

9 4 OC 预变性 10 m in ; 9 4
O

C 1 m in
,

3 7 oC 1 m in
,

7 2 ℃ 1
.

5 m in
,

4 5 个循环
;
最后

7 2
’

C 延仲 10 m in
。

扩增反应结束后
,

用 3 % 聚内烯酞胺凝胶
,

以 15 V
,

e m
一

’
的电)1夏梯度进行电泳

,

待 D N A 片
1

段

在凝胶上按分子量大小分离后用银氨染色法(李宏

业等 1 9 9 9) 染色
。

统计各株系转基 因小麦
、

受体
‘

春麦 7 6 1
’

和供体大赖草的扩增条带
,

按照公

式
:

相似系数 = Zx M
、 y/(M

、 + M y)it
·

算它们之 l、,JI
’

l{J简

单遗传相似系数
。

式中
,

M
、

表示 x 物种条带总

平11
,

M ,
表示 y物利

,

条带总不11
,

M
、,
农示 x 不11y 物

种共有谱带总和
。

根据 R A PD
一

PC R 扩增条带的有无
,

以 1 和 O

记数
,

统计稳定
、

清晰出现的条带
,

采用 N T sy s -

Pc 软件包中的 u P G M A 分析法进行聚类分析

(o a lv应n 等 2 0 0 6 )
,

并建立进化树图
。

实验结果

1 引物的扩增和筛选

)11 160 个不1司的引物扩增不同植株总 D N A 的

结果表明
,

O PA 1 1
、

O PD 2 0
、

O PE 0 2
、

O P G 10
、

O PM 1 3 (表 l) 等 5 个引物扩增条带差异显著
,

经

3 次服父能够得到稳定的谱带
。

图 1 为 5 个引物的

扩增图谱
,

其中转基因高蛋自株系
、

冬性大穗株

系和转基 因 大穗株 系出现 了数条受体
‘

春麦

表 l 多态性较好的 5 个随机引物

T a b le 1 Fiv e ra n d o m Pr im e rs w ith h ig h Po lym o rp h ism

编 、J 总 条带数 多态性 条带数
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l l
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图 1 5 个小 1可引物的 R APD 勿增图 i普

Fig
.
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l
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’

: 2
:

转 从 囚
.
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: 3
:

冬性 人穗
: 4

:

转 华囚 人穗
: 5

:

人赖 草
; 6

:

转 基因小穗
: 7

: ‘

新春

6 号
’ 。

箭头处为齐株 系转 从囚小 麦
‘

卜的特 片条带

7 6 1
’

中没有 的条带
,

并且这些条带叶
,
有大赖学

也扩增出的特异条带
。

2 相似系数的计算

根据大穗小麦
、 ‘

春麦 7 6 1
’

和 大赖 草的扩

增条带计算它们之间的简单
.

遗传相似系数 (农 2)
。

通过统 计分析
,叮以看 出

,

大穗小麦转化株
‘、新姗

人赖 草之间的遗传相似系数比
‘

春麦 7 6 1
’

与新

疆 人赖草高出 0
.

0 14 (l
.

4 % )
,

这从侧面反映出供

体新疆大赖草基 因组中的部分 成分 已进 入受体
‘

存 麦 7 6 1
’

从而 形成大穗转化株
。

3 聚类分析

应用 N Ts ys
一

Pc 软件包中的 u PG MA 聚类法构
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表 2 大赖草
、 ‘

春麦 7 6 1
’

和转基因

大穗小麦之间的相似系数

T ab le 2 G en e tie 5 1而lari ty eoe ffi c ie n t a rn o n g L ra c

emo
s u s ,

‘s
Pri

n g w he at 76 1
’

an d
tran

sg e n ie lo n g
一ear w he a ts

品种 引物数 从 峡 Mx
,
相似系数

大穗
x ‘

春麦 7 6 1
’

1 3 3 1 2 7 5 1 2 7 5 1 1 5 6 0
.

9 0 7

大穗
x
大赖草 4 4 5 2 8 5 2 9 1 9 5 0

.

3 6 9

大赖草
x ‘

春麦 7 6 1
’

4 4 5 1 3 5 2 9 1 8 5 0
.

3 5 5

建
‘

春麦 7 6 1
’ 、

大赖草和各株系转基因小麦的

分子系统关系的结果(图 2) 表明
,

大赖草与各种小

麦株系之间遗传距离很远
,

这与它们分属不同属

的分类学地位是相应的
。 ‘

春麦 7 6 1
’

和
‘

新春

6 号
’

归为同一类群
,

这两个品种均为新疆农业

科学院经杂交育种培育的优 良小麦品系
, ‘

新春

6 号
’

为
‘

春麦 7 6 1
’

的改进型
,

目前在新疆

地区广泛种植
。

4 种不同株系的转基因小麦归属

‘

春麦 7 6 1
,

‘

新春 6 号
’

转荃因高蛋白

冬性大称

转基因大称

转基因小移

大赖草

0
.

2 3

Fig
.

2

遗传距离

图 2 大赖草及各种株系小麦的 R APD 聚类树状图

D e n dr o g r a m s o fL
.

ra c e m o su s an d diffe re n t ki n d s o f w h e a t b y R A PD a n a lysis

同一个类群
,

与它们的受体
‘

春麦 7 6 1
’

已有较

大的遗传距离
,

由此可见
,

由于大赖草 D N A 的

导入
,

转基因小麦与受体之间产生了一定的基因

型的差别
,

这种差别远大于传统的杂交育种
。

讨 论

上世纪 90 年代
,

由于农杆菌侵染的方法对小

麦等禾本科植物的转化并不理想
,

在转基因小麦

的研究中
,

花粉管通道法得到广泛应用(王秀玲等

2 0 03 )
。

我们实验室采用与小麦同亚族的
、

且具

有多种小麦不具有的优 良性状的大赖草总 D N A 对

小麦进行转化
,

获得了一系列的转基因新株系
。

本文中遗传相似系数和聚类分析的结果表明
,

转

基因小麦中确实已经含有大赖草的基因组片段
;

同时R A PD 扩增图谱中发现了数条转基因小麦和大

赖草中的特异条带
,

这些条带的克隆和 SC A R 分

析正在进行中
。

传统的 R A PD 分析一般用琼脂糖凝胶电泳检

测(黄亚红等 2 0 0 2 :
曹天旭等 2 0 0 7)

,

本文采用改

进的聚丙烯酞胺电泳并配合银染法
,

大大增加了

PC R 产物分析的灵敏度和分辨率
,

在原来无差异

的产物中发现新的差别
,

有的甚至是单拷贝的差

别
。

通过花粉管通道导入法获得的转基因小麦株

系具有一系列的优 良性状
,

但由于大赖草自身具

有分孽多
、

无法密植
、

单穗结实少等缺点
,

我

们所获得的转基因小麦也有这些性状
,

以致这些

转基因新株系的实际种植价值不大
。

分离大穗小

麦中转入的大赖草基 因片段
,

并克隆其中与大穗

性状相关的基因
,

对于研究小麦穗形性状的分子

机制以及在生产实践中的应用都有意义
。
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