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以种子贮藏蛋 白多样性辅助筛选首蓓育种亲本的研究
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摘要 : 对田间表现较好的 42 份首楷种质材料 (品种 )进行了种子贮藏蛋白水平的遗传多样性分析
,

并以此为辅助依据

筛选到特异首楷育种材料 2 份
,

可在首措综合品种培育研究中作为优选亲本利用
,

为我国首楷种质资源的收集
、

保

存
、

亲缘关系分析以及首楷品种鉴定等提供了重要依据
.
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首楷作为
“

牧草之王
” ,

是全世界公认的最重要

的豆科牧草
.

由于分布范围广
,

种类多
,

生态环境复

杂
,

在其植物种间
、

种群间及品种间产生 了很大的生

态变异
.

世界发达国家 已经在大量首楷种质资源收

集和评价研究的基础上
,

培育出系列首楷 品种营销

世界各地
,

获到了经济效益
.

中国随着农业种植结构

和产业结构的调整
、

国家西部开发退耕还草
、

生态治

理工程的启动
,

以及草产业 的发展
,

市场对优良首楷

品种 的需求十分迫切
.

我 国首楷育种经过半个多世

纪的努力
,

已经培育并审定登记了一批品种
,

在我 国

首楷生产中发挥了重要作用
.

但是
,

随着首楷在我国

大面积的生产应用
,

国内首楷品种普遍暴露 出产量

低
、

再生能力差
、

品种之 间差异小
、

品种特性 不够突

出等缺点 ;进 口 首楷品种 以其产量高
、

再生力强等特

点很快占领 了国内市场
.

而生产应用表明
,

进 口 首楷

品种不仅种 子价格昂贵
,

大部分品种抗逆性也不如

国内品种
.

卢欣石 〔’ 〕
、

李拥军图等对我国审定登记首

楷品种遗传多样性 的研究表 明
,

中国首楷品种间缺

少各自独立的遗传特性
,

具狭窄的遗传背景
,

这是阻

碍中国品种表 现特有 的专 一性优 良特性 的主要原

因
.

改 良我国审定登记首楷品种存在的问题
,

急需拓

宽我国首蓓育种材料所包含 的基因源
,

而要实现这

一 目标
,

除从世界各国广泛收集 和引进 国外首楷种

质外
,

国内野生状态下首楷种质资源的发掘和利用

亦十分重要
.

新疆是中国首楷种类最多的省区
,

有 8

个种
、

2 个变种和 6 个变型
,

占我国首蓓种质资源总

量的 76
.

7 % s[, 4〕
.

卢欣石 〔̀ 〕
、

毕玉芬囚等通过等位酶

研究一致认为
,

新疆地区以相对较小的地域面积却

蕴育着相对丰富的遗传变异
.
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持
,

广泛收集了国内外及我国新疆首楷种质资源
.

并

用传统育种方法结合分子标记辅助鉴定进行了首蓓

种质资源评价
、

优 良育种材料筛选及育种研究
.

目

前
,

分子标记辅助鉴定育种材料的技术已发展 到分

子水平
,

如凡密D
、

A H尸
、

1朋 R 和 骆R 技术等
.

但各种

技术在实际育种应用 中都有其优点和局限性
.

种子

贮藏蛋白 (欢d s协闷罗帅加云场
,

简称 邓P )电泳是近年

来应用较广泛的一种生化标记
.

除极少数例外
,

双子

叶植物的贮藏蛋白主要为球蛋 白
,

而单子叶植物胚

乳 中主要为谷蛋白和醇溶 蛋白
.

有关首稽种子贮藏

蛋 白
,

国外科学家已对其成分
、

提取方法及电泳方法

进行了探讨 e[]
.

我国这方面的研究报道较少
.

有关

我国野生种群或逸生 类型首楷的种 子贮藏蛋 白研

究
,

仅见于林清等 v[] 在黄花首稽上的报道
.

与同功酶

相 比
,

种子贮藏蛋白取样方便
,

不受生长季节和环境

条件的影响
,

多态性也相对较高
,

电泳结果稳定
,

不

受环境
、

贮藏年限的影响
.

因而避免了同功酶活性受

时空影响的局 限性
,

这些优越性使种子贮藏蛋 白电

泳技术在遗传多样性检测 的研究 中得到了广泛的应

用 8j[
.

应用种子贮藏蛋白多样性辅助筛选首楷育种

亲本的研究尚鲜见报道
.

定其相对分子质量
,

遗传参数计算方法
:
对电泳带谱进行统计时

,

把

某一位点出现带者记为 1
,

未出现带者记为 0
,

根据 1

出现的次数计算各条带出现 的频率
.

根据各单体出

现的频率
,

按 Ne i 方法计算相关遗传参数
.

遗传距离的计算和聚类分析
: 根据各单体出现

的频率
,

计算各材料 (品种 )间的欧 氏遗传距离
,

在此

基础上进行聚类分析
.

遗传距离和聚类分析均利用

S只治统计软件进行统计分析
.

1 材料与方法

1
.

1 材料

以来自国外及我国新疆的 152 份首蓓种质资源

中田间评价表现较好的 42 份首糟种质 材料 (品种 )

为研究材料
.

实验在中国农业科学院草原研究所资

源育种室进行
.

1
.

2 方法

1
.

2
,

1 首着种子贮藏蛋白的提取 取单粒种子放入

1
.

s rnL 离心管 中
,

用玻璃棒碾碎
,

加 50 泌 样品提取

液混匀后
,

静置 30 而 n ,

10 0义) 口m in 离心 10 而n ,

吸

取上清液置 4 ℃冰箱备用
.

1
.

2
.

2 电泳 采用 S DS 聚丙烯酞胺凝胶电泳 ( SDS
-

PA GE )方法
.

电极缓冲液为 irT
s 一
甘氨酸

, p H 8
.

3
.

浓缩胶 3
.

4 %
,

分离胶 12 %
.

1% 的考马斯亮蓝染色 4

h 以上
,

甲醇
一 乙酸脱色

,

直到带谱清楚为止
.

脱色

后输人 C DS 一 8X( X) 凝胶成像分析仪成像并进行统计
.

每份供试材料 (品种 )分析 18 粒单粒种子
,

42 份首稽

材料共分析 75 6 个样品
.

1
.

2
.

3 数据统计分析方法 蛋白单体相对分子质量

的计算
:根据已知相对分子质量的标准蛋白 ( m aJ士er )

在相同电泳条件下的迁移率
,

作出分子质量和迁移

率的标准曲线
,

然后测定待测蛋 白单体迁移率以确

2 结果与分析

2
.

1 材料 (品种 )种子贮藏蛋白单体组成及相对分

子质 t

本研究提取供试首楷材料 (品种 )种 子贮藏蛋

白
,

在变性条件下进行 电泳
,

可检测到 30 一
40 个单

体
.

对其中表现稳定
、

分辨率高的 33 个单体进行 了

出现频率的统计和相对分子质量的计算
.

单体分子

在 21 800
一 93 3 00 之间

.

不 同材料 (品种 )之间或同

一材料 (品种 )内不同单粒种子的蛋 白单体均有一定

的多态性
,

不同材料 (品种 )间的差别是通过各材料

内 18 个单粒种子贮藏蛋 白单体出现的频率来体现
.

2
.

2 不同材料 l品种 )各单体出现频率

对每份材料 (品种 ) 18 粒种子贮藏蛋白电泳结果

进行统计
,

在 33 个被统计的单体中
,

单体 1
、

2
、

5
、

13
、

14
、

15
、

3 1
、

3 2
、

3 3 在所有材料 (品种 )中出现频率为 l
,

表明 编 码 这 些 蛋 白单体 的 基 因 位点 是 单 态 的

( m on omO
印 hi c

)
,

其余 24 个单体在材料 (品种 )之内和

之间出现频率不同
,

表 明编码这些单体的基 因位点

是多态的 ( po l , 的甲坛 c
)

.

有的单体在一些材料 (品种 )

中呈单态
,

而在其他材料 (品种 ) 中表现为多态
,

如单

体 6
,

在 105 号材料中表现为单态
,

在 101 号材料 中

表现为多态
.

2
.

3 材料 (品种 )间种子贮藏蛋白的遗传参数分析

根据各供试材料种子贮藏蛋 白单体出现频率
,

计算各材料的遗传参数 (表 1 )
.

从表 1 可以看 出来

自北疆奇台的 22 号紫花首猎材料多态位点 比例最

高 (66 % )
,

来 自北疆福海的 25 号紫花首箱材料多态

位点比例最低 (34 % )
.

从基因多样性来看
,

北疆奇台

22 号材料基因多样性最高 ( 0
.

3 88 1 )
,

北疆伊犁巩乃

斯的 65 号材料
,

基 因多样性最低 ( 0
.

22 1 5 )
,

说明 65

号材料内基因一致性最高 ( 0
.

77 8 5 )
.

对 42 份供试首蓓材料按新疆南疆
、

北疆及 国外

3 个不同来源统计遗传参数
,

结果见表 2
.

从总基因

多样性来看
,

42 份供试材料中的南疆首蓓材料 总基
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表 1供试 2 4份首摘材料 (品种 )的遗传参数 (朋 P标记 )

T 曲
.

10 吻峭 c钾斑口犯扭 .成 傲加 2 4习加肠 多犷口砂 .出 加曰目 .朋 P功曰改曰临

代号

5

15

20

22

2 5

2 6

刀

38

3 9

4 7

6 l

2 6

6 3

6 5

8 7

79

2 8

4 8

8 6

8 7

88

9 l

98

卯

10 1

10 5

1a7

10 8

11 1

2 1 1

4 1 1

117

8 1 1

10 3

1 3 3

14 3

1 35

16 3

1 39

1料

14 5

14 6

平均值

材料 全部位点数 多态位点比例 / %基因多样性

紫花首蓓

杂花首蓓

紫花首蓓

紫花首楷

紫花首楷

紫花首楷

紫花首楷

紫花首楷

紫花首糟

杂花首楷

紫花首拾

紫花首楷

杂花首稽

紫花首蓓

紫花首楷

紫花首楷

紫花首楷

紫花首楷

紫花首楷

紫花首猎

紫花首藉

紫花首楷

紫花首楷

紫花首楷

紫花首糟

杂花首楷

杂花首糟

杂花首楷

紫花首楷

紫花首楷

紫花首猎

紫花首楷

紫花首摺

紫花首楷

紫花首糟

紫花首楷

紫花首箱

紫花首楷

紫花首蓓

N o, , r n和 n

V e
m al

肋呼
r

0
.

328 2

0
.

2 75 3

0
.

朋 5 7

0
.

388 1

0
.

刀 8 8

0
.

254 6

0
.

263 7

0
,

3田 9

0
.

刀 2 3

0
.

2 4 2 4

0
,

刀9 3

0
.

2别 7

0
.

23 7 3

0
.

22 1 5

0
.

肠3 8

0
.

驯石 4

0
.

322 4

0
.

邓3 4

0
.

3以 7

0
.

3的 3

0
.

30 7 7

0
.

邓7 5

0
.

35 0 0

0
.

2翻 5

0
.

32 1 3

0
.

276 4

0
.

2 80 6

0
.

25 2 2

0
.

3刀 5

0
.

334 4

0
.

3 18 7

0
.

3翻 9

0
.

279 3

0
,

274 6

0
.

肠3 5

0
.

努2 7

0
.

2肠 9

0
.

2 68 6

0
.

29 1 5

0
.

3 1 9 9

0
.

333 3

0
.

3伪 4

0
.

四 3 7

554345肠抖48485255424852393645555548554852485542454552424845485252424255394542525233 3948333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333333
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表 2新扭南
、

北班及国外不同来源供试首落材料的遗传参数比较《咫 P标记 )

1抽七
.

2Q .帅 d歇甩 成罗此血 户必四此触比成奴 42a l加七 .了山吸比以 成灿 , 以 ,

材料来源 平均位点数
平均多态位点

比例 / %

材料 (品种 )内基因

多样性平均值 (sH )

总基因一致性

( tJ )

总基因多样性

( H t
)

基因分化

系数 ( stG )

北疆材料

南疆材料

国外材料

总材料

0
.

邓 2 7

0
.

3价 l

0
.

2 95 0

0
.

2 93 7

0
.

7X() 9

0
.

68() 9

0
.

693 2

0
.

的 1 6

0
.

2卯 1

0
.

3 19 1

0
.

3肠 8

0
,

308 4

0
.

05 4 8

0
.

0 37 6

0
.

03 8 5

0
.

以7 7

400门I4748464833333333

因多样性 ( tH
= 0

.

3 19 1) 略高于北疆材料 总基因多样

性 ( tH
= 0

.

2 99 1 )
,

但二者均与地理来源较大的国外

材料 ( tH
= 0

.

3肠 8 )接近
,

反映出新疆南
、

北疆首楷种

质材料均存在高度的遗传多样性
.

材料 (品种 )内平

均基因多样性
,

也表现出相似的规律
,

充分肯定 了在

新疆南
、

北疆首蓓材料 (品种 )中蕴藏着与地理来源

较远的国外首稽种质相近的遗传多样性
.

从 42 份供

试材料总体分析
,

总基因多样性为 0
.

3 08 4
,

材料 (品

种 )内基因多样 性平均值 珑
= 0

.

29 3 7
,

表明供试首

楷材料 (品种 )内总的遗传多样性较高
.

从基 因分化

参数 sG t 可 知
,

北疆 18 份 首楷材料基 因分 化 系数

( sG t = 0刀 54 8) 高于 14 份南疆材料 ( sG t 二 0
.

03 7 6 )
,

表明新疆北疆首楷材料之间的遗传差异较大
.

北疆

首藉材料表现 比较特殊
,

其遗传变异 5
.

48 % 存在于

材料 (品种 )之间
,

94
.

52 % 存在于材料 (品种 )内
.

而

南疆材料遗传变异 3
.

76 % 存在于材料 (品种 )之间
,

%
.

24 % 存在于材料 (品种 )内
.

10 份来自国外材料的

遗传变异 3
.

85 %存在于材料 (品种 )之 间
,

%
.

巧% 存

在于材料内
.

42 份材料 (品种 )总基因分化系数 ( C s t )

为 0
.

以7 7
,

表明首箱的遗传变异主要存在于材料 (品

种 )内 ( 95
.

23 % )
,

材料 (品种 )间的遗传变异只占其总

遗传变异的 4
.

77 %
.

2
.

4 材料 (品种 )间的遗传距离和聚类分析

种子贮藏蛋白多态性反映了首蓓基 因组 中编码

这些蛋白质的基 因的变异情况
.

因此
,

根据首楷种子

贮藏蛋白电泳数据来计算材料 (品种 )间的遗传距

离
.

可以比较准确地评价各材料 (品种 )的遗传变异

情况
,

从而揭示它们的亲缘关系
.

根据 42 份首楷种子贮藏蛋 白电泳带谱统计数

据
,

计算出欧氏遗传距离
,

来 自伊朗的 139 号紫花首

箱材料与来 自北疆奇台的 22 号紫花首楷材料遗传

距离最大 ( 13
.

麟 8 )
,

其次是南疆民丰 91 号材料与北

疆奇台 22 号紫花首楷材料 ( 13
.

5 69 )
.

北疆奇台 22 号

紫花首楷材料表现出与其他所有材料遗传距离均较

大的特点
,

是一份较特殊的材料
,

来 自俄罗斯的 136

号材料与北疆巩乃斯 63 号杂花首楷材料遗传距离

最小 ( 2
.

8 18 )
,

其次是北疆巩乃斯 63 号杂花首楷材料

与来自北疆巩乃斯的 65 号紫花首楷材料 ( 2
.

91 4 )
.

42 份首猎材料 (品种 )在欧氏遗传距离的基础上

进行聚类分析
,

42 份首楷材料可分成 9 组
.

第 l 组有

11 份材料
,

以北疆材料为主
.

有趣 的是大部分杂花

首蓓聚到了同一组
,

表现出了与形态特征和农艺性

状聚类相似的结果
.

第 2 组有 巧 份材料
,

也是 以北

疆材料为主
,

在种子储藏蛋 白水平 上反映出的种质

遗传特性与美国对照品种 N o

~
an 相近

.

第 3 组有

8份材料
,

以南疆材料为主
,

表 明来 自南疆民丰
、

墨

玉
、

库尔勒
、

疏付的材料亲缘关系较近
.

阿尔泰杂花

首蓓 巧 号表现 出与其他大多数杂花 首楷不 同的种

质特性
.

新 源 5 号 和策勒 98 号 2 份材料 聚为第 4

组
,

表明它们的亲缘关系较近
.

来自伊朗的 139 号材

料
,

来自奇台的 22 号材料 以及来 自南疆民丰的 86

号
、

91 号材料
,

分别独自聚类
,

表明它们之间有较大

的遗传差异
.

来自和布的 82 号紫花首楷材料与来自

美国的品种 R an 邵 r 聚为一类
,

反映出它们较一致的

种质遗传特性
.

3 讨论

3
.

1 首摘材料【品种 )遗传变异水平和遗传结构

首稽是典型的异交植物
.

其遗传多样性的高低

和遗传结构受繁育体系的影响很大
.

本研究所用 的

首蓓材料以我 国新疆野生 (逸生 )状态下的首稽材料

为主
,

也包括部分国外材料和少数国内外品种
,

由于

材料分布地域广
,

表现出了较高的遗传多样性
.

供试

4 2 份首楷材料 (品种 )总遗传多样性 ( tH
二 0

.

3 08 4 )
,

平均多态位点比例 (47
.

7 % )和品种内的基 因多样性

(价
= O

,

2 9 3 7) 均高于植物 的平均值
,

也高于我 国首

楷地方品种
,

说 明我 国新疆首蓓种质资源 的遗传潜

力较大
,

材料内的遗传变异幅度较大
,

材料 的杂合性

较高
.

从遗传结构来看
,

供试首楷种质均为多年生
,

材料 (品种 )总的遗传变异主要存在于材料 (品种 )内

(材料内 95
.

23 %
,

材料间 4
.

77 %
,

sG t = 0
.

倒7 7 )
,

大

多数材料间差异较小
.

南
、

北疆首蓓材料不同的基因
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分化系数 ( Gst 分别为 3
.

6 7 %和 5
.

4 8 % )表明北疆首

着材料之间的遗传差异较大
.

卢欣石 〔`〕利用 等位酶

电泳技术对我 国审定登记的 2 3个首楷 品种遗传多

样性 的研究表 明
,

首楷的遗传变异主要 来 自品种 内

的变异
,

品种间有较高的一致性 (相似性 )
,

品种 内具

较高的杂合性
.

本研究对首楷遗传变异及其遗传结

构的分析
,

获得了与前人一致 的结论
.

3
.

2 不同首楷材料【品种 )的亲缘关系

利用种子贮藏蛋白研究供试首稽材料 (品种 )获

得了与形态特征 和农艺性状大体一致 的结果
,

如几

份杂花种质总是一起聚类 ;南
、

北疆地理来源接近的

材料
,

亲缘关系较近
,

有分别聚类倾向
.

但也有与形

态特征和农艺性状聚类不同的结果
,

有 些形态特征

和农艺性状相近的材料
,

在种子储藏蛋 白水平上聚

类较远
,

表现 出了形 态特征和农艺性状评价难以检

测到的变异
.

3
.

3 种子贮藏蛋 白多样性检测结果辅助筛选首楷

综合品种培育适宜亲本的探讨

由于多年生首猎全部为异花授粉
.

紫花首楷天

然异交率在 25 % 一 75 % 之 间
,

强制隔离 自交结实率

仅为 2
.

2 % 一 巧%
.

综合品种的培育辅之以适当的轮

回选择一直是首楷杂种优势利用的主要途径
,

可大

幅提高饲草和种子产量以及抗逆性
.

因此
,

在田间筛

选的基础上
,

通过遗传多样性深人鉴定
,

选择农艺性

状突出且遗传多样性丰富和遗传差异大的材料作为

亲本
,

进行综合品种培育
,

理论上更有可能创造好的

杂种优势和培育出好的首稽 品种
,

具体育种效果有

待进一步的研究
.

当然
,

首蓓为异交植物
,

必需取一

定样本大小的单粒种子
,

单株电泳
,

然后借助一定的

数学方法统计分析
,

才能反映出各种质材料较为科

学的遗传变异和遗传结构
.

另外
,

电泳槽的选择也很

重要
,

垂直板 的竖长槽
,

电泳时间可以较长
,

带谱分

离效果较好
,

检测到的单体位点较多 ;垂直板的横长

槽
,

由于电泳迁移距离有限
,

电泳时间较短
,

样品的

带谱往往不易分开
,

因此
,

在 电泳结果中
,

谱带显示

的单体位点较少
,

自然会影响种质遗传多样性 的评

价结果
.

本研究表明
:
来 自北疆奇台的 22 号紫花首

蓓材料与其他所有材料的遗传距离均较远
,

其多态

位点比例和基因多样性在所有材料中都最高
,

是一

份特殊的紫花首稽材料
,

由于其田间农艺性状亦 比

较突出
,

可以在首楷育种研究 中作 为综合亲本之一

优先利用
,

来 自阿尔泰的 巧 号杂花首稽材料表现出

与其他杂花首蓓材料较远的亲缘关系
,

而且其 田间

农艺性状在供试材料中最优
,

亦可作 为优选亲本之
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