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小麦品种面粉色泽相关胛D基因的多态性分析
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摘要：以261个小麦品种(系)组成原始群体，利用其多态性务子标记信息，通过模拟核心种质抽提的方法精选了100个

品种(系)，对入选种质进行了群体遗传结构分析，并对属于3个孟群100个品种(系)的PPO基因的等往变异进行了检测，分

析发现100个小麦品种(系)中Ppo-Ala、唧。一Alb、Pm—Dla和枷．Dlb的基因频率分别为43％、57％、72％、28％，为小麦PPO
活性的分子标记辅助选择(MAS)提供了基础资料。
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Abstract：To obtain desirable hybrid parents for improving the quality of wheat flour color．26 1 wheat cuhivar

lines from our country’s gene pool were selected as a original population and their genetic polymorphism were ana．

1yzed based Oil molecular markers in wheat genome．A proposed core germplasm group of wheat lines was construc．

ted which included 1 00 cultivar lines，the proposed core germplasm group was divided into three sub—groups by pop-

ulation genetic structure analysis．The allele diversity at two PPo gene loci were checked in 1 00 lines of the pro．

posed core gemplasm group，the results showed that the frequencies of Ppo—Ala、Ppo—Alb、Ppo—Dla and Ppo—Dlb

were 43％、57％、72％、and 28％in the 100 cuhivars lines respectively．The data has supplied a basic information

for improvement of wheat PPO activity in the marker—assisted selection．
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色泽是面制食品特别是中国传统面制食品面

条、馒头和水饺加工品质的一个重要指标；在很大程

度上反映了面粉的质量和制粉精度，因此也是面粉

分级的重要指标。面粉色泽(白度)属于数量性状，

由多个基因控制，具有很高的遗传力，同时也受不良

子粒(虫害、霉变、穗发芽、未充分成熟)含量、面粉

颗粒度、破损淀粉含量、面粉中的色素、氧化酶类、面

粉水分含量、出粉率及制粉工艺水平等诸多因素的

影响。

在面制食品的加工制作和储藏过程中经常会出

现颜色加深的现象即褐变。小麦中的多酚氧化酶

(PPO)是导致酶促褐变的主要原因，但关于PPO的

具体生理功能问题，至今尚未有一个十分明确的

认识。

植物多酚氧化酶是一类多基因家族表达的产

物，是含Cu元素的膜结合蛋白，具有基团专一性。
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主要与植物色素的生成及其产品的色变有关。多酚

氧化酶最早发现于1895年，1937年Kubowitz在

Warhurg实验室中第一次分离出多酚氧化酶¨1。多

酚氧化酶是一种由核基因编码的质体酶，普遍存在

予植物、真菌、昆虫的质体中，即主要存在于叶绿体、

黄色体和白色体等的内膜上。植物多酚氧化酶广泛

存在于植物体的各种器官和组织中。各种器官和组

织中PPO分布是不均匀的，具有时间和空间特异

性，幼嫩部位的PPO活性较高，成熟或衰老部位活

性较低忙41。另外，环境胁迫、化学药品也能诱导

PPO的表达，植株组织受到机械损伤或病虫害的侵

染，该部位的PPO活性也将上升”41。虽然几乎所

有的质体中都包含PPO，但在某些组织中很难检测

到PPO的活性，如c。植物的维管束鞘细胞和保卫细

胞的质体¨’。20世纪60年代以来，研究者们曾从

不同的植物中分离出PPO，其中以茶叶、葡萄、荔枝

及番茄等中的PPO含量较为丰富，而小麦等禾谷类

作物中PPO不是太丰富。对于小麦，早在1907年

Bertrand等就从小麦麸皮中发现多酚氧化酶⋯(酪

氨酸酶，Tyrosinase)的存在。且从植株幼苗到成熟

子粒都含有PPO，但是其活性和种类有差异，子粒中

的PPO主要存在于麸皮中。

小麦品种间PPO活性差异很大，主要受PPO基

因的等位变异影响哺-，分子标记技术的发展为准确

快速鉴定PPO基因提供了可能，了解现有品种和骨

干亲本的PPO基因分布类型有助于小麦PPO活性

的遗传改良。

PPO活性主要受基因型影响归1，虽然小麦第3、

第5同源群及6B、7D等染色体上存在一些PPO微效

基因¨“12J，但控制PPO活性的主效基因位于第2同

源群染色体上。Raman等¨副研究表明控制PPO活性

的第一主效基因位于2AL染色体上，能解释82％的

表型变异。张立平等¨4o研究发现控制PPO活性的主

效基因位于2AL和2DL染色体上，分别解释37．2％

一50．1％和25．1％一29．1％的表型变异。2BL染色

体上也存在PPO活性基因，但该基因受环境效应影

响较大¨“。近年许多学者发现了一些与PPO主效基

因紧密连锁的标记u孓”3，并证明了这些标记在品种

PPO活性检测中的可行性¨“，但这些标记多为RFLP

或SSR标记，与PPO基因间有一定距离，影响标记选

择的准确性，且操作程序复杂，成本高，较难应用于分

子辅助选择育种。Sun等Ⅲo根据小麦PPO基因序列

设计了位于2AL染色体上的功能标记PP018，能检测

控制高、低PPO活性的两个等位基因Ppo．Ala和

Ppo-Alb。He等¨引利用小麦PPO基因序列开发了位

于2DL染色体上等位基因epo—Dla和Ppo—Dlb的互

补显性标记PP016和PP029。利用PPOl8、PP016和

PP029标记准确检测2A和2D染色体上2个PPO基

因位点的等位变异，为深入了解中国小麦品种中epo—

Ala、PpD4J6、Ppo-Dla和Ppo—Dlb等位基因的分布提

供了可能。

本试验以来自全国各麦区表现较好的小麦种质

资源261个品种(系)组成的供试材料原始群体及

其基于基因组多态性标记信息来精选的代表性种质

为拟入选群体，并以该人选种质为目标群体，对其进

行群体结构评估，以小麦多酚氧化酶活性的主效

QTL所在2A／2D连锁群上的功能STS标记

(PP033、PP029)分析拟人选种质群体PPO基因型

多态性，预测群体种质的白度品质，为在育种中选配

亲本积累资料。

1材料与方法

1．1供试材料

本试验选用来自全国各地区的261份(VLl一

VL261)小麦品种(系)作为供试材料(中国农科院

原品资所、江苏省农科院徐淮地区淮阴农科所部分

提供及本实验室收藏，含小麦雌性不育系

XNDl26)。2006—2007生长季，种植于淮阴师范学

院生物科技园。随机区组试验，常规田间管理。

1．2 DNA提取

每个品种(系)选取有代表性的3个植株，每株

取其倒3叶，根据Lagudah等¨"方法分别提取其叶

片DNA。

1．3 SSR分析

基因组多态性检测的SSR标记引物来源：参考

小麦资源网(http：／／wheat．pw．usda。gov)及RSder

等Ⅲ1实验室发表的SSR标记(表1)引物序列，上海

生工合成。

PCR反应在10斗l的体系中进行，其中包含

lOmmol／L Tris—HCl，pH8．3；50mmol／L KCI；

2．0mmoL／L MgCl2；2001山mol／L dNTPs；50ng引物；

50rig模板DNA和1U Taq酶。

PCR扩增程序为：94℃预变性4min；然后94℃

变性1rain，50—60℃退火(因不同引物而异)1rain，

720C延伸2min，45个循环；72℃延伸10min；4℃

保温。

1．4 STS检测

PP033是位于小麦2A染色体上昂D_AJ基因的
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共显性标记。PP033引物上游序列5’一CCAGATA-

CACAAcTCCTGGC-3’和下游序5’一TGATCTTGAG—

GTTCTCGTCG-3 7。

PP029是小麦2D染色体上Ppo—D1基因的显

性标记。PP029的引物上游序列为5’一TGAAGCT．

GCCGGTcATCTAc一3 7和下游序列为5 7一AAGTI'GC．

CCATGTCCTCGCC一3’，上海生工合成。

PCR反应在lOIzL的体系中进行，其中包含
lOmmoL／L Tris—HCl，pH8．3；50mmoL／L KCI；2．OmmoW

L MgCl2；2001山mol／L dNTPs；50ng引物；50ng模板

DNA和1U Taq酶。

PCR扩增程序为：以94℃预变性4min；然后

94℃变性1rain，PP033 66℃退火lmin，PP029 68℃

退火1min，72。C延伸2min进行45个循环；之后

72℃延伸10rain；4℃保温。

以上PCR反应均在Model My Gradient上进行。

均采用8％(W／V)的聚丙烯酰胺凝胶(Acr：Bis=39：

1)电泳和银染法显色检测DNA条带的多态性【2¨。

1．5标记带型统计

统计SSR标记和功能标记在261个普通小麦

之间的带型差异。由于本实验室将以选育实用型小

麦雌性不育系做为杂交制种时的授粉者为育种目

袭1小麦基因组中用于多态性分析的42个SSR标记

标，故以其雌性不育系XNDl26为杂交育种时的基

因供体，以其标记带型为参照带型，赋值为“0”；其

余种质每出现一种多态性带型分别赋值为“1”、赋

值为“2”、赋值为“3”，以此类推，当出现第M种带

型和第N种带型时，记为M／N。缺失数据用符号

“?”代替，形成等位变异矩阵。

将已有等位变异矩阵进行拆分，如果某一SSR

标记所在位点为纯合形式，则转换成MM；如果某一

SSR标记所在位点为杂合形式，则转换成MN，由此

以形成每一品种(系)为双行的等位变异矩阵。缺

失数据用一9代替，第一列为品种(系)编号，第一行

为SSR标记名称。将Excel表格转换成文本文档，

以备群体结构评估使用。

1．6精选种质群体的构建

使用徐海明博士开发的MCORE软件，采用遍

布于全基因组中多态性较高、分布较均匀的42个

(均匀分布在21条连锁群上)SSR标记(表1)，对

261个小麦品种(系)组成的原始群体进行不加权类

平均法的系统聚类分析。抽样方法为优先取样多次

聚类随机取样法Nei and Li相似系数，共构建4个

核心子集，各核心库的样品数分别为160、140、120

和100。

Table 1 42 SSR markersfor polymorphism analysis in wheat Genome

编号No． 引物Primers 连锁群Linkage groups 编号No． 引物Primers 连锁群Linkage groups

I Xbarc263 lA 22 Xwmc540 3B 7B

2 舶arcl58 lA 23 Xwmc418 3B 3D

3 XwmcSl6 4A 24 XwmcS06 7D

4 Jbarc212 2A 25 Xgwm44 4A 7D

5 Xwmc532 3A 26 Xgwm3 2D 3D

6 Xgwml69 6A 27 石wmcl77 2A

7 Xwmcl28 1B 28 Xcfdll 2B 2D

8 Xbarc81 lB 29 Xcfd65 1A 1B 1D 2D

9 Xgwm376 3B 30 Xefd88 4A

10 Xbare4 5B 31 Xgwm497 1A 2A 3A 3D 5B

1l Xcfd36 2A 2D" 32 Xwmc415 5A 5B

12 Xefd57 5D 33 Xgwm260 7A

13 X,fd8 5D 34 Xwmc657 4B

14 |；|fbard96 6A 35 xq§勰4 4D

15 Xbarcl67 2B 36 Xgwral55 3A

16 XgwmSl8 6B 37 Xwme326 3A 3B 5B

17 Xbarcl49 1D 38 Xgwm570 6A

18 XwmcSll 4B 39 Xgwm282 7A

19 Xgu,m46 7B 40 Xgwml56 1A

20 Xwmc4" 2A 2D 41 Xgwm608 5B 6B 1D 2D 4D

21 Xgwm644 1B 3B 6B 7B 42 Xgwm294 2A
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1．7 STS标记检测精选种质群体基因型

PP033标记在印D4Ja基因型和PpooJb基因

型材料分别扩增出290bp和48lbp两种多态性片

段。PP029标记在epo．Dlb基因型的材料中扩增

490bp片段，在epo．Dla基因型的材料中无PCR产

物．精选种质群体为100个品种(系)。

Ppo-Ala：多酚氧化酶高活性

epo．Alb：多酚氧化酶低活性

印。一Dla：多酚氧化酶低活性

PpD?Dlb：多酚氧化酶高活性

2结果与分析

2．1精选种质的抽取

根据该试验中的育种规模，为了在减少工作量

的同时，能够保证亲本材料的多态性，更有效地选择

杂交亲本，从原始种质群体中抽取代表性的种质。

表2显示用MCORE软件对基因组中42个SSR分

子标记出现的158个等位变异系统聚类分析得到的

原始群体与4个核心子集的各项数据。

表2原始种质群体MCORE软件的分析结果

Table 2 The clustering results of the original population analysis by software MCORE

根据分析结果多样性指数均值的数据(0．3527

一D．3611)，当入选种质多样性指数均值最大即精

选种质为100时较合适(Core一100品种(系)及编号

详见表3)，因此我们使用Core一100作为精选种质。

2．2群体结构分析

利用STRUCTURE旧1软件和全基因组中多态性

较高、分布较均匀的42个SSR标记(表1)对精选种

质组成的群体进行群体评估，获得材料相应的Q值
(第i材料其基因组变异源于第K亚群的概率)。分

析的大致原理是，首先假定样本存在K个等位变异频

率特征类型数(即服从HaZy．Weinberger平衡的亚

群，这里K可以是未知的)，每一类群SSR标记由一

套等位变异频率表征，将样本中各材料归到(或然率

用Bayesian方法估计)第K个亚群，使得该亚群群内

位点频率都遵循同一个HaZy．Weinberg平衡。具体

分析过程是，先设定群体数目(K)为2—7，并假定位

点都是独立的，进行群体结构分析，并参照TAS．

SEL拉副软件进化(cladogram)分析结果，选取一个合

适的K值，依Q—matrix大小将精选种质分为3个亚

群，其中亚群1为16个品种(系)，亚群2为32个品

种(系)，亚群3为52个品种(群)(图1，表3)。

2．3 PPO活性基因多态性检测

3个亚群种质STS检测结果为：PP033标记扩

增出290bp片段记为a(Peo-Ala基因型)，扩增出

481bp片段记为b(Ppo—Alb基因型)。43份种质扩

增出290bp，基因型为a，57份扩增出481bp，基因

型为b，其中为杂合子即扩增,q-i,290bp片段和481bp

片段两片段的有14份，基因型为ab。

PP029标记扩增出490bp的片段记为+(epo—

Dlb基因型)，无产物的记为一(唧。一Dla基因型)。

28份扩增出产物，72份无产物。

a／+基因型频率为13％。a／一基因型频率为

30％，b／+基因型频率为8％，b／一基因型频率为

35％，a，b／+基因型频率为6％，a，b／一基因型频率

为8％(表3)。

3 讨论

PPO基因的多态性标记的研究，为亲本选配及

杂交后代的标记辅助选择奠定了基础。子粒PPO

活性是影响鲜面条贮存中色泽稳定性重要因素。

PPO基因的功能标记PP029和PP033的检测方法

简单、结果可靠，能准确地鉴定Pp04』和epo—D1的

等位基因变异，有效地反映PPO活性值，在品质育

种中可直接利用此标记进行标记辅助选择。Ppo-

AJ基因对PPO活性影响最大，为第一主效基

因¨34引。Sun等Ⅲ1研究发现等位基因Ppo．A1b第一

内含子区存在191bp序列的插入，可能导致其前体

mRNA非正常剪切，Ppo以J6基因非正常表达，而产生
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续表

编号 亚群体3 基因型 编号 亚群体3 基因型 编号 亚群体3 基因型

No． SubgrouIp3 Genotype No． Subgroup3 Genotype No． SIIbgroup3 Genotype

VLll5 淮90150 a／4- VLll8 PH69Il a／4- VL236 53I一548 b／一

VLl68 B950784 a．b／+ VLl74 F—10系 a／一 VLl85 烟103 ∥+

VLl29 鲁农954072 a，b／一 VLl96 郑州982 a／一 VL207 中优16 b／+

VLl76 新麦9号162 a／一 VL46 亚农1163—20 b／一 VL232 冬早3 b／一

VLl59 丰优5号 a／+ VL48 山农1023 b／一 VLl22 CN8084 b／一

VLi79 温优l号 a／+ VL57 山农60182 b／一 VLl92 莱州0254—3 b／一

VLl78 山农229 b／一 VLl32 陕451 a／+ VLl33 泰安1741 8／一
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低PPO活性。Ppo．D1的两个等位变异Ppo—Dla和

l"po—Dlb的基因序列差异较大，可能受小麦进化过

程中D基因组来源不同的影响，基因表达蛋白的构

型差异，而引起PPO活性差异¨“。

Udall[1¨和Demeke等¨21认为除了2A和2D染

色体上PPO活性基因之外，第三、第五同源染色体

组和2B、6B、7D等染色体也存在一些微效基因。葛

秀秀等"1认为PPO活性的主基因遗传力为88．8％，

环境对PPO活性的影响为11．2％。除此之外，穗发

芽、机械损伤、子粒大小、子粒完熟程度都影响PPO

活性‘“搿1。

本研究通过STS分子标记检测表明，100种小

麦品种(系)中的基因频率与肖永贵等阻卅研究的

3ll份中国冬小麦品种中多酚氧化酶活性基因等位

变异／'po—Ala／Ppo—Dla、ppo—A1b／Ppo—Dla、epo—A10／

Ppo—Dlb和epo—Alb／t"po—Dlb两个基因组合类型

的分布频率较为近似。两个低PPO活性等位基因

(epo—Alb和epo—Dla)的组合更能有效地降低PPO

活性，其比例为35％。所以认为：该基因型(组合)

多态性的检测，不仅为为亲本选配提供了参照，也为

杂交后代的标记辅助选择提供了依据。

种质资源是育种工作的基础。郝晨阳等悼川通

过表型和基因型结合的方法，构建了中国小麦各级

核心种质，为研究小麦重要育种性状的遗传多样性

及基因分布提供了基础依据。本研究从实验室收集

的部分来自全国各麦区的代表性品种，通过小麦基

因组中多态性标记的分析抽提了一个“精选种质”，

并对该“精选种质”的PPO基因的多态性频率进行

了分析，获得了与肖永贵等¨叫较为一致的结果，再

次说明了中国小麦PPO活性剂面粉品质的改良具

有广泛的种质资源基础。

种质群体遗传结构的分析，可以获得一些有用

的生物学信息。有研究表明，玉米自交系组成的种

质群体，以遍布其基因组的SSR(sNr,)标记，对种质

群体的遗传结构进行了分析，发现通过标记分群的

结果与通过系谱法所分的杂种优势群有很高的一致

性旧3。。本试验中所获得的小麦精选种质的群体结

构(种质分群)信息，为探讨小麦杂种优势的大小与

种质的亲缘关系提供了基本资料。

致谢：夏先春博士在分析PPO基因多态性方面

提供了帮助，徐海明博士在数据分析方面提供了帮

助。特此致谢!
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