玉米自交系盐溶蛋白聚类分析
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摘要：利用SDS-聚丙烯酰胺凝胶对87份玉米自交系种子的盐溶蛋白进行电泳，将多态性条带作了聚类分析。研究表明，材料间蛋白谱带差异明显，具有良好的遗传多样性。聚类结果显示，87个玉米自交系总体上可划分为两大类群：Reid/非Reid，其中Reid群中又可分为两个亚群。各类群代表自交系的聚类结果与前人研究基本相符，而自选材料的类群划分，为今后进行群间杂交组配，提供了初步依据。
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目前，杂种优势利用仍是玉米新品种选育的主要手段。在进行亲本选配之前，明确自交系之间的亲缘关系，根据所属类群建立相应的杂交优势利用模式，将极大减少组合的盲目性，提高育种效率。刘新芝等研究认为，聚类分析结果与自交系血缘有紧密联系，亲缘关系不同的自交系归入不同类群，同一类群中遗传差异较小，类群间遗传差异大，在实践中，可有目的选择亲缘不同，来自不同类群的自交系杂交，获得强优势组合[1-4]。
当前玉米自交系类群划分的技术手段主要有：农艺性状聚类、配合力测定、同工酶技术、生化指纹图谱分析、分子标记技术、蛋白质电泳等。有些学者认为，以农艺性状进行聚类分析对自交系类群划分有很大的局限性[5,6]；配合力测定结果虽然可以准确划分自交系类群，但受气候环境影响较大，耗时较长；同工酶技术、生化指纹分析和分子标记技术要求较高的设备条件和较多的试验费用。而蛋白电泳效率高、花费少，能够反映自交系之间在分子水平上的差异，基本可以满足分类研究的需要[7]。牛应泽等根据醇溶蛋白和盐溶蛋白区分不同玉米品种，认为在玉米品种鉴定中盐溶蛋白比醇溶蛋白有优势[8]。虽然玉米种子盐溶蛋白含量较少，但其分子多态性和品种的异质性是较大的，不同种之间的谱带存在明显差异且清晰稳定。本试验运用改进的SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳对87个玉米自交系种子进行聚类分析，旨在划分本单位玉米自交系所属类群，期望以此提高玉米育种工作的效率。
1  材料与方法
1.1  供试材料

供试材料为87个自交系，其中包括12个常规系和75个自选系。常规系的亲缘关系较为明确，自选系多为二环系，需要确认其所属类群。
1.2试验方法
1.2.1 盐溶蛋白电泳
1.2.1.1 蛋白质提取
随机抽取完整玉米颗粒。将单粒玉米干种子磨碎后，移入1.5ml离心管，按体积比1:1加入提取液（含0.58%NaCl、20%蔗糖和0.015%甲基绿），混匀，室温下每隔5min摇晃一次，放置1h，10 000×g离心15min，取上清液进行电泳。 
1.2.1.2电泳
在室温下，采用220V电压，用溴酚兰作指示剂，待溴酚兰跑至底部0.5cm处停止。浓缩胶浓度4.9%，分离胶浓度13.8%。
1.2.1.3 染色
电泳后，凝胶在考马斯蓝染色液中染色2h，用清水漂洗至背景无色。用数码相机拍照得到图1。
1.2.1.4  条带统计

电泳重复3次，以确保条带稳定。选择清晰可辨、重复性好的照片进行谱带统计。在相同迁移位置有带的记为“1”无带的记为“0”。
1.2.2 聚类分析
用NTSYSpc2.1软件进行聚类分析。
2 结果与分析
2.1盐溶蛋白图谱分析
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图1 玉米自交系盐溶蛋白电泳图
对87份玉米自交系种子盐溶蛋白进行电泳，部分结果见图1。从图中可以看出，电泳条带比较清晰稳定，数量较多，材料间差别明显，具有较好的多态性。为控制统计误差，选取了图谱丰富，深色带多、分布范围广，无电泳生物型变异的72号自交系的带型作为标志带。
2.2  聚类分析
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图2  87份玉米自交系聚类图谱
聚类分析图谱见图2，87个玉米自交系被分成两大类，第I类为Reid群，包括K22、掖478、PH6WC、郑58、铁7922及26个自选系，第II类为非Reid群，包括Lancaster群的代表Mo17、自330、PH4CV和34个自选系，另外还包括了四个常规系H21、502、吉853、昌7-2和15个自选系。将类群划分结果整理如下（表1）。
表1  87个玉米自交系类群划分结果
	类群

Group
	自交系数目

Number of inbred
	自交系名称或编号

Name or code of inbred

	Ⅰ：Reid
	31
	K22、掖478、PH6WC、郑58、铁7922、1、2、12、13、5、24、6、16、17、68、4、31、80、11、8、14、15、10、26、28、29、30、34、21、22、25

	Ⅱ：非Reid
	Lancaster
	37
	PH4CV、Mo17、自330、9、20、56、63、64、65、19、61、62、67、66、68、72、78、74、76、81、79、82、83、84、57、58、70、71、73、75、77、87、39、44、60、59、86

	
	其他
	19
	H21、502、吉853、昌7-2、27、41、45、52、32、43、47、48、69、54、55、38、42、37、40


在第I类群中，掖478和郑58（478优选而来）是公认的Reid改良系的代表，被广泛用作配合力测定的测验种。K22和铁7922在中国农科院的研究结果中，被分别划分在PA和BSSS类群（均属于Reid群）。

第II类群的血缘比较复杂，其中Mo17被认为是Lancaster群的代表，自330常被划分在旅大红骨类群，K12、H21、502是唐四平头的标志自交系。K12是以玉米自交系黄早四和西南亚热带种质为基础材料，运用“品系内群体轮回选择与自交系谱法选择”选育而成的优良自交系。H21是超黄早4为主要目标的早熟粒型玉米自交系选育研究结果。502是丹340×黄早4的二环系，含有黄早4的血缘。吉853是利用Lancaster群改良四平头，得到的优良自交系。路明等发现吉853和黄早四之间的遗传相似性最大(GS=0.71)，与自330有较大的遗传差异(GS=0.55) [9]。昌7-2来源于黄早四的改良系。第二类群中63、64与65；61与62；75与77属于同一种不同表现型。盐溶蛋白聚类分析之后，他们被归为一类也符合遗传理论。
在育种实践中，普遍运用Reid/非Reid杂种优势群进行杂交组配，并选出了如郑单958（郑58×昌7-2）、先玉335（PH6WC×PH4CV）等影响力巨大的玉米品种，而类群划分的结果也显示它们的亲本分别位于不同的类群。
3  讨论
我国杂优模式复杂，一方面由于一些育种单位材料来源有限，育种模式只能集中在局部种质，另一面由于PA、PB本身，甚至Lancaster都含有来源于对立面的种质。如PB含有少量Reid，PA中含有少量Lancaster，来源的混杂导致了品种来源纯度下降，进而影响到聚类分析的结果。随着跨国交流的日益频繁，近几年我国玉米育种的模式，正在走向国际通用的A/B模式，或者说是Reid/非Reid模式。
本研究聚类分析的结果在一定程度上反映了自交系间的血缘关系，但并不是绝对的，需要进一步的杂交组配来验证。孙世孟等[10]、池书敏等[11]、袁立行等[12]的研究中也出现了类似结果。这些结果的出现可能有以下几方面：1.试验方法的局限性。因蛋白质水平上的差异相对较小，标记又具有随机性，并不一定能均匀地分布于整个基因组上。2.育种专家在选育自交系过程中，受各种主客观条件的影响，容易出现外来基因的侵入或自身某些位点基因漂移，使遗传基础发生变化。3.早代选择群体小，选株数目太少，不同人对目标性状的典型单株选择标准不一致，往往使选出的自交系偏向于某一亲本或者某一专一的性状，出现“同名异种”或者“异名同种”。4.衍生系引入各个地区后经过多次改良，地方特异性种质的导入，使其遗传基础发生了很大变化。因此，自交系血缘关系的混杂，导致了自交系外观性状表现出现差异，且使得杂种优势的划分以及构建杂种优势模式出现与前人研究不一致的现象。
判断一种划分玉米杂种优势类群的方法是否可行，关键是看它能否预测玉米杂种优势，能否指导育种实践。聚类结果与实际不符现象的产生，也从侧面反映出我所种质复杂，外引种质的遗传基础在引入本地后已发生变化，或者是在引入之前已经过多次改良，因而有必要对现有所利用的种质重新进行类群的划分，以便对现有的种质资源进行合理的利用。
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