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180份玉米自交系亲缘关系的分子评价

乔治军，刘龙龙，南晓洁，赵秀娟，王海岗

(山西省农业科学院农作物品种资源研究所，太原030031)

摘要：利用覆盖玉米全基因组的22对SSR引物，对180份玉米自交系的亲缘关系进行分子评价。结果显示：22时SSR引

物共检测到129个等位基因，每一位点平均等位基因数5．9，变幅2～13：平均基因多样性指数和平均多态性信息含量分别为

0．583和0．528。基于模型的群体结构分析将所有材料分为5个类群，与国内自交系划分的杂种优势群体相一致。AMOVA分

析表明，5个类群的遗传变异主要存在于群体内，群体间的遗传变异仅占总变异的3．38％，且达到板显著水平。不同群体间的

遗传分化在O．021—0．079之间。
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Molecular Evaluation of 180 Maize Inbred Lines by SSR Markers

QIAO Zhi-jun，LIU Long—long，NAN Xiao-jie，ZHAO Xiu-juan，WANG Hai—gang

(Institute of Crop Germplasm Resources，Shanxi Academy of Agricultural Sciences，Taiyuan 030031)

Abstract：22 SSRs covered the entire maize genome were selected to fingerprint a set of 180 maize inbred lines

preserved．Totally，129 alleles were detected by these 22 SSRs，averaged 5．9 per locus，ranging from 2 to 13．The

average gene diversity was 0．583，and the overall PIC across all these SSRs was 0．528．Model-based clustering a—

nalysis indicated that all these 1 80 inbreds could be seperated into 5 distinct groups，agreed well with the heterotic

groups of Chinese maize inbreds．Results from the F-statistics and the analysis of molecular variance(AMOVA)

showed that the genetic differentiation coefficient among model—based groups varied from 0．02 1 to 0．079，and the

total genetic variation among these groups only accounted for 3．38％，the rest(96．62％)WaS observed existing

within these groups．
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玉米自交系作为玉米人工进化的重要产物，在

遗传学研究和育种工作中有重要的价值。当前，为

了实现育种目标，育种家从各种不同类型的种质资

源中进行了自交系的选育。这些新选育的自交系，

仅少数具有系统的系谱记载，而大部分没有明确的

类群属性信息，因而在利用这些自交系时带有很大

的盲目性，降低了利用效率。因此，对玉米自交系的

亲缘关系的掌握及优势类群的划分，历来都是研究

的热点‘¨1。

早期的研究由于受技术的限制，大多通过表型

(如一般配合力与特殊配合力等)或同工酶标记等

对自交系进行优势类群划分，尽管在一定程度上揭

示自交系之间的遗传关系，但分析的样本都不大。

基于DNA序列的分子标记，特别是SSR标记技术

的发展与广泛应用川，有力地推动了此类研究的

发展。

袁力行等[81和肖木辑等【91采用SSR标记技术

对部分玉米自交多样性进行了分析。段运平等¨叫

对部分热带和温带玉米自交进行遗传多样性分析和

杂种优势群体和模型的研究。刘宗华等⋯1对河南

主要玉米自交系进行了研究。但这些研究主要集中

在杂种优势群的划分上，所选材料多为典型自交系
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品种。本试验采用SSR标记技术对180份玉米自

交系的遗传多样性和遗传结构进行了系统分析，从

分子水平上揭示自交系的亲缘关系，为玉米育种工

作提供一定的理论参考。

1材料与方法

1．1材料

180份玉米自交系主要来自国内育种上应用较

广的材料和近年山西省农科院农作物品种资源研究

所搜集引进的自交系。包括我国玉米杂种优势群的

标准测验种：黄早四(塘四平头群)、M017(兰卡斯特

群)、丹340(旅大红骨群)、齐319(PN群)、掖478

(PN群)和B73(瑞德群)。所有材料均由山西省农

科院农作物品种资源研究所提供。

1．2 方法

2008年在山西省太原市小店区农场将180份

玉米自交系种植成2行小区，在抽雄前选择株型一

致的自交系lo株，取新叶2～3cm置于离心管，保

存于液氮罐中。

1．2．1 DNA提取采用CTAB法提取玉米基因组

DNA，用Beckman DU．800型分光光度计检测DNA

质量和浓度。

1．2．2 PCR扩增及检测22个SSR标记分布于

玉米的10条染色体，其中除第7染色体有4个标记

外，其余每条染色体均有2个标记(表1)。这些

SSR标记的引物序列均来自玉米基因组数据库

(Maize Genome Database)网站(http：／／www．maizeG-

DB．org)，由上海生工生物工程有限公司合成。PCR

反应在Biometra．T1 PCR仪上进行，10“l反应体系

中含有10 X PCR Buffer(20mmol／L Mg“)1斗L，

1mmol／L正、反SSR引物各1 p．1，dNTPs(25 mmol／L)

0．2p,l，Taq DNA聚合酶0．4p,l，ddH2 0 5．54 p,l。

PCR反应程序为：95℃预变性5rain；95℃1 min，

55～65℃l min，70℃1．5 min，30个循环；72℃延伸

10 min。扩增产物在6％非变性聚丙烯酰胺凝胶上

恒压电泳，银染后用NaOH溶液显色，记录。

表l SSR位点等位基因数、基因多样性指数、多态性信息含量和遗传分化系数

Table l Summary information of the 22 SSR loci in the chromosome bin，allele numbers。gene diversity-PIC and Fst among

180 inbred lines

l

2

3

4

bnl9439 1．03

phiIl22 1．06一1．07

phi083 2．04

phil27 2．08

5

4

4

7

5 phi374118 3．02 4

6 phi053 3．05 7

7 phi079 4．05 7

8 phi076 4．11 7

9 phiIl3 5．03—5．04 6

10 umcll53 5．09 5

11 phil26 6．00 13

12 phil23 6．07 4

13 phi057 7．Ol 3

14 phill2 7．0l 9

15 phD28175 7．04 10

16 phill6 7．06 9

17 phill5 8．03 5

18 phi080 8．09 8

19 umel279 9．oo 2

20 umcl277 9．08 3

21 umcll52 lO．Ol 3

0．7113

0．5852

O．619l

0．4872

O．4487

0．675l

0．4172

0．65ll

0．7404

0．4365

0．8215

0．5471

O．5342

0．5477

0．788l

0．6635

0．5613

0．6844

O．4672

0．4926

0．2427

0．6576

0．5282

0．5495

0．4513

0．4145

0．6173

0．3894

O．5905

0．6932

0

O

0

O

4085

7996

4456

4776

0．4806

0．7545

0．5973

0．4983

0．6450

0．3581

0．3762

0．2192

O．00337

0．02988

0．05069

0．08714

0．01802

0．00919

O．02085

0．01871

O．07662

O．01595

O．03634

0．∞358

O．15150

O．08128

0．07977

O．00467

O．01023

0．01790

0．10914

0．24419

0．04083

22 umcll96 10．07 5 0．7129 0．6652 0．01119

平均Average 5．9 0．5834 0．5280 0．0510
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1．2．3数据处理 以50bpDNA ladder为分子量标

准，每个样品泳道参照标准DNA分子大小，选择扩增

清晰的条带统计数据。每l对SSR引物检测1个位

点，每1条多态性条带视为1个等位基因。应用Pow．

erMarker Version3．25计算平均等位基因(A)、基因多

样性指数(胁)和多态性信息含量指数(P／C)¨2|；群

体遗传结构的分析使用Structure Version2．3软件¨“；

用PowerMarker软件计算所有自交系的Roger’S遗传

距离，基于Roger’S遗传距离，采用Neighbor．Joining

方法对180份自交系进行聚类，用MEGA4．0软件构

建聚类图’“1。类群间遗传分化系数几f采用Arle—

quin Version3．11中的AMOVA(analysis of molecular

variance)程序计算’15 3。

2结果与分析

2．1 SSR多样性

22对SSR标记在180份自交系中共检测到129

个等位基因，平均每个位点5．9个，变化范围在2一

13。其中，umcl279检测到的等位基因最少，仅2

个，而phil26位点检测到的位基因最多，为13个

(表1，图1)。稀有类型等位基因(基因频率低于

5％)54个，占全部等位基因数的41．9％。平均基因

多样性指数为0．5834，变幅在0．2427—0．8215；平

均多态性信息含量为0．528，变幅在0．2192—

0．7996(表1)。

图1 引物phil26扩增结果

Fig．1 Amplified fragments of phil26 among inbred lines

在利用SSR标记对180份自交系的遗传多样

性检测中发现，等位基因数相同的不同SSR位点，

基因多样性指数和多态性信息含量并不相同。

phil 12与phill6在180份自交系中检测到的等位

基因均为9个，但phil 12的基因多样性指数与多态

性信息含量分别为0．5477与0．4806，明显低于

phil 16(表1)。对两个位点在全部白交系中发现的

等位基冈进行统计，发现这两个标记所检测到等位

基冈频率分布很不均匀，其中phill2—145bp基因

频率很高(图2)，这可能与某些重要性状紧密连锁，

因而在自交系选育过程中被保留下来。

锝
葵
医
醐

1 2 3 4 5 6 7 8 9

等位基因
AIlele

圈2 phill2与phill6所检测等位基因的频率

Fig．2 Frequency of alleles detected by phil 12 and phil 16

2．2 自交系的群体结构

基于遗传距离的聚类结果将180分玉米自

交系分为三大类群。类群l为国内种质群，类群

2为美国种质群，类群3为PN种质群。6个标准

测验种都被划分到这3个相应的类群，其中，丹

340(1108)和黄早四(1154)被划分到类群1的两

个不同的分支／亚群中(图3)；B73(1158)和

Mol7(1136)被划分到类群2的两个不同分支／亚

群中；而齐3 19(1109)和掖478(1l 17)则被划分

到类群3的两个不同分支／亚群中(图3)。从各

测验种所属亚群的亲缘关系来看，其遗传距离均

较远。

STRUCTURE分析群体数(K)为2—10，每个参

数运行5次。Burn．in time和MCMC的重复次数都

设置为80000。当K=5时，LnP(D)值达到最大

(图4)，表明180个自交系可以划分为5个不同的

类群(PopI、Pop II、Pop III、Pop IV与Pop V)。B73、

M017、丹340和黄早四被划分到PopⅢ、Pop II、Pop

V、PopIV中，齐319和掖478划分到Pop I中，这与

目前我国玉米杂种优势群划分相吻合。

^oIIQj口占。面II《
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图3 180份自交系基于Roger’S遗传距离的聚类圈

Fig．3 Dendrogram of 180 inbred lines based on Roger’s genetic distances

2 3 4 5 6 7 8 9 10

K值Kvalue

图4 180份自交系基于模型的群体结构分析

Fig．4 Population structure of 180 inbred lnes revealed by a model-based analysis with 22 SSRs

比较两种聚类结果，基于模型的聚类更能直

观、快速地反映具体某一自交系所属的类群及其

血缘组成。而基于遗传距离的聚类分析能够将两

个自交系之间的亲缘关系表示出来，这对于玉米

杂种优势育种有一定的指导意义。通过对每一自

交系血缘组成的掌握和不同自交系间遗传距离的

判断，再结合田间农艺性状可以迅速做出杂交配

组的方案。

姗鲫瑚啪啪咖啪瑚
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2．3遗传分化

AMOVA分析表明，SSR遗传变异绝大部分存

在于群体内，尽管群体间的遗传变异仅占总变异的

3．38％，但仍然存在极显著差异(P<0．001)(表

2)。分析每一位点的遗传分化(表1)，在22个多态

性位点中，15个位点(占68．2％)遗传分化不显著，

仅7个位点遗传分化达到1％的显著水平，其中，

umcl277遗传分化最为明显，高达24。4％。

表2 5个玉米自交系类群的AMOVA分析

Table 2 AMOVA of the five model-based groups

比较5个群体间的遗传分化(表3)，发现Pop]]／

Ⅲ的遗传分化最大(Fst=0．079，P<0．001)。各群体

间遗传分化Fst值变化范围在0．021～0．079之间。

除PopV／lll(旅大红骨类群／瑞德类群)和PopV／Ⅳ

(旅大红骨类群／塘四平头类群)之间分化未达显著

水平外，其他群体间的分化都达到显著水平。

表3各群体间遗传分化系数及显著性水平

Table 3 Fst values between populations and significance

level above the diagonal

_·+：P<0．00001；。：P<0．05；NS：not significant

3讨论

3．1玉米自交系遗传多样性分析

目前，国内学者对玉米自交系遗传多样性有不少

的研究，但是，试验材料都比较有限。本研究所选自

交系大都来自于生产中应用较广的自交系，且选择的

引物比较均匀。本试验22个SSR标记所检测到的平

均等位基因为5．9个，平均多态性信息量(PIC)为

0．528，高于Xie等¨钊所报道的70个SSR标记在187

自交系中检测到的平均等位基因数(4．14)和平均

mc(o．615)，这可能与试验材料和所选引物有关。肖

木辑等一1采用70对SSR引物在37份辽宁省主要玉

米自交系中检测到260个等位基因，平均3．7个，低

于本试验；平均PIC为0．564，与本试验结果相近。

phill2和phill6两个位点所检测到的等位基因

均为9个，但phill6位点各等位基因在频率分布上比

phil 12位点要均匀。PIC和胁均与等位基因的频率

有关，在等位基因数相同的情况下，如果各等位基因

的频率相当，则PIC与醌会较高；而这些等位基因中

某一个或两个的频率显著偏高于其他等位基因，则会

直接导致纠C与胁降低。此外，phill2是玉米高赖

氨酸基因opaque2内部的一个标记，与赖氨酸含量直

接相关Ⅲ1。而这个标记发现的phil 12—145bp等位基

因(图2中的第4个等位基因)频率最高，说明控制赖

氨酸含量的基因可能与某一农艺性状基因紧密连锁，

在育种家选育自交系过程中被保留下来，因而直接导

致控制该性状的基因频率升高。

3．2群体结构的划分

传统玉米自交系类群的划分主要依赖于系谱和

杂交组合F，的产量来划分杂种优势群体。本试验采

用SSR标记技术，主要从分子水平来评价玉米自交系

间的亲缘关系。由于玉米自交系有一个复杂的历史，

自交系间一直进行多重开放授粉和杂交。因此，把自

交系划分到真实的群体中是非常困难的。基于模型

的群体结构分析结果显示，180个自交系可以划分为

5个类群，并且每个类群都包含有6个测验种中相应

的标准自交系，其群体结构与我国玉米杂种优势群体

基本一致。并且，本文对基于模型所划分的5个遗传

结构群体进行了AMOVA分析，结果显示群体内的遗

传变异在总变异中占主导地位(96．62％)。尽管群体

间遗传变异仅占3．38％，但已达到了极显著水平。

基于22个SSR标记的群体结构分析，180个自

交系被划分为5个不同的类群，分别对应我国广泛

应用的塘四平头、兰卡斯特、瑞德、PN与旅大红骨等

5个杂种优势群。该结果不仅揭示了180个自交系

的血缘构成，同时也为这些自交系之间的杂交组配

提供了理论参考。
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3．3单个分离世代与不分离世代联合分析方法的

应用

基于表型差异，人们通常将植物性状分为质量

性状和数量性状。数量性状通常表现为数量化、连

续性的特征。研究证实，大量数量性状的遗传属于

主基因和多基因的混合遗传模式，即由一对或若干

对主基因控制，同时受微效多基因修饰。从分子水

平看，不同性状量的差异应理解为不同基因在结构

和功能上表现的量的差异。

利用单个分离世代与不分离世代共同分析具有

以下两个优点：能检测数量性状的多基因体系是否

存在以提高一阶参数的估计精度。联合方法有两种

处理方法，一是仅用亲本和F．等不分离世代估计环

境变异，从而分解出多基因变异；二是将单个分离世

代及亲本和F，纳入统一的似然函数，从而综合地估

计遗传参数¨]。本文采用了第二种分析方法，结果

表明，在2个组合的8个检测指标分析中，除RH6

组合目测肉色分级外，其他指标均为主基因+多基

因混合遗传模型，即影响黄瓜果肉色的遗传作用中

存在着明显的多基因修饰作用。
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