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利用若干单株混合提取 方法

进行玉米群体 的分析
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摘要 以金皇后玉米群体 个单株 和 个自交系 为供试材料
,

利用 对 引物
,

比较了同一群体

种 样品处理 单株 样品
、

个单株混合 样品
、

个单株混合 样晶
、

个单株混合 样品

的 遗传多态性
。

结果表明
,

利用单株 样品能获得等位基因数
、

基因频率
、

基因型杂合度等较全面的遗传信

息
,

适宜进行单个或少量群体的遗传结构研究
,

但试验工作量大 利用混合 样品所能获得的遗传信息有所减少
,

比较 种 样品处理的检测结果发现
,

巧 个单株混合样品的检测结果误差较大
,

而采用 一 个单株 混合

的样品基本可以反映出一个群体的等位基因数目和 带型的差异
,

由于试验工作量大大减少
,

可 以应用于较多玉

米群体间遗传差异的比较
。

关健词 二 玉米 群体 遗传多样性
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国内外许多学者利用 对玉米 自交系的遗

传变异和杂优模式进行了大量研究
。

但迄今国内尚

未见到利用 研究玉米群体遗传变异的报道
。

用群体作为研究对象
,

有一个样本容量问题
。

玉米
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自交系个体间是同质的纯合基因型
,

可以用一个样

本代表一个 自交系
,

这个样本可 以是单株
,

也

可以是多个单株混合提取的
,

而玉米群体内个

体间是高度异质的杂合基因型
,

必须要用一定数量

的样本才能代表一个群体
,

这势必在利用 研究

玉米群体遗传变异时大大增加了工作量
。

等曾用 个单株样品代表一个群体
,

研究 了 个

玉米群体的遗传多样性
,

这相当于 个

玉米自交系的工作量
。

因此
,

工作量大是利用

研究和比较多个玉米群体遗传变异的重要限制因

素
。

本试验的 目的在于
,

通过对群体不同 样

本容量的比较
,

探索利用若干单株混合提取

的方法
,

对玉米群体进行 遗传多态性研究的可

行性
,

以期为 在玉米群体研究上得到广泛应用

提供依据
。

材料和方法

试验材料

试验材料为
“

金皇后综合种
”

的玉米群体
,

以下

简称金皇后群体
,

它是我国一个优良的地方种质
,

另

选用 个 自交系
、 、

掖
、

黄早
、

丹
、

许 作对照
,

分别代表 目前国内玉米育种上常用

自交系的主要杂优类群
。

年春田间种植上述

材料
,

玉米 一 片叶时
,

从金皇后群体中随机选取

巧 个单株作为样本
,

从 个 自交系各取 个单株

作为样本
,

采摘其幼嫩叶片置于 一 ℃冰箱 内保

存
。

金皇后群体按单株叶片
,

自交系按 个单株叶

片混合
,

采用 法提取
,

用琼脂糖凝胶电泳

和上海 公司的 一 型紫外分光光度

计检测 的质量和浓度
,

根据检测结果从金皇

后综合种样本中选出 个单株 和 个 自交系

样品
,

用去离子水统一调整至 乍
,

置于

℃冰箱备用
。

的处理

设置 种 样品处理 用金皇后群体 个

单株 样品作为处理 取每一个单株 的

一部分
,

按取样时编号顺序
,

每 个单株 混合

配成 合 的混合样
,

为处理
,

共 个样品 每

个单株 混合配成 合 的混合样
,

为处理
,

共 个样品 每 巧 个单株 混合配成 巧 合 的

混合样为处理
,

共 个样品
。

受电泳时梳子孔数

的限制
,

所有试验样品不能同时操作
,

将其分为

组
,

第 组 一 个单株样品
,

加上 个 自交系 第

组
,

一 个单株样品
,

加上 个 自交系 第 组

个混合样品
,

加上 个 自交系
。

·

引物筛选

从 按均匀分布在玉米 条染色体

上的原则
,

随机查到 对 引物序列
,

由上海生

工合成
。

用金皇后群体的 个单株样品和 自交系

为材料
,

按同一条件扩增电泳 对引
‘

物
,

从

中筛选出带型好
,

多态性高的 巧 对引物 表 用于

试验
。

表 引物序列

编号 引物名称
司 石

图谱位置 碱 基 序 列

巧

, 叼 、

以二八

刀
,

心

〕,
、 , ,

〔消

,

丁

奋 门
,

,

〔石

二,且,且,二,‘,,、︸,、︺伟︸、口‘,八

反应体系的优化

反应所需试剂均购自上海生工
,

反应

体系总体积为 拜 。

针对每一引物
,

参照筛选引

物时的电泳结果
,

结合上海生工提供的资料
,

调整

反应体系中各种成份比例和退火温度
,

找到该

引物的最优体系和最佳退火温度
,

按 和有

关文献中的片段大小
,

找到每一引物的特异带
,

使其

最清晰
。
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电泳检测

电泳检测用 的变性聚丙烯酞胺凝胶电泳
,

恒功率
,

电泳 左右
,

电泳时加上标记
,

当 次电泳 个 自交系带型完全一致时
,

统计结果
。

数据处理

基因频率 、 某一等位基因数左 是样本

容量

观察杂合度 场 二 观察杂合单株数八
按

一

平衡 比例估计期望杂合度
一 名 、是第 等位基因的频率

结果与分析

单株样品的扩增结果

对 引物对金皇后群体的

处理 检测到的等位基因数
、

基因频率
、

观察杂合

度和期望杂合度列人表
。

对 引物对所有

材料共检测到 个等位基因
,

其中
,

在 个 自交系

中共检测到 个等位基 因
,

平均 等位基 因数为
。

李新海等用 对引物在 个 自交系中共检

测到 个等位基因
,

平均等位基因数为
,

二

者基本一致
,

说明 个 自交系间存在着丰富的变异
,

对 目前主要玉米自交系的杂优类群具有一定的代表

性
。

对引物在金皇后群体中共检测到 个等位

基因
,

平均等位基因数为
。

不同引物检测的等

位基因数为 一 个不等
,

其中
,

引物
、

引物 可检

测到 个
,

引物 可检测到 个
,

其余引物在 一

个
。

个单株样品

表 单株样品的扩增结果

心 别

编号
〔记

等位基因数 基 因 频 率
月 悦 叫

自交系 群体
坛

观察杂合度
口

期望杂合度

书”孟峥,
口、︸‘孟月峪尸、︺,产,产夕了‘了八曰八︸八﹄八”︵八,

,

,

,月,妇︸、︺︸了,二、︶通呀弓‘

,

,‘凡‘︸一摊︺︸右口︸、︸内,了,‘门于
,

,三八曰内、︸工
自

⋯
曰﹄︸”八“﹄八

“︸门产﹃‘,﹄,
口﹃、曰八二络月了,‘‘、曰,扫‘﹃︸,︸曰八内,︸︺月峥

⋯⋯
,

八曰八曰︸八曰八八︸

几月呼,尹︺,立二︸八托︸﹄吕︸城、,‘任
‘止月呼‘几八尸,‘﹁﹄,白,‘,,,矛,‘月孟,乙八

‘内月︸月八件‘‘

⋯⋯
今

八﹁﹁﹄﹄︸︸八“︸八“︸八
“肘
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图中的
, , 。表示第

, ,

组试验材料的结果
, , ,

图 引物 的扩增结果

陇
将 巧 对引物在自交系和群体中检测到的 个 的基因有 个

,

大部分的基因频率位于 一

等位基因 表 进行比较可 以发现
,

有 个等位基
。

个位点的平均观察杂合度
,

低于平均

因为 个 自交系和金皇后群体所共有
,

个基因为 期望杂合度
,

在这 巧 个位点中
,

引物 的位

个 自交系所特有
,

个基因为金皇后群体所特有
,

点的观察杂合度 略高期望杂合度
,

但

这表明代表国内主要种质类型的 个 自交系具有自 未达到显著水平
,

有 个位点的观察杂合度与期望

己的特有基因
,

金皇后群体具有 自己更多的特有基 杂合度基本一致
,

说明这些位点的基因处于

因
,

因此金皇后群体有着更丰富的遗传变异
。

平衡状态
,

有 个位点的观察杂合度低子

在所有检测到的基因中
,

引物 的基因频率最 期望杂合度
,

说明这 个位点的基因偏离了平衡状

高
,

为 图
,

引物 和 的基因频率最低
,

态
,

金皇后群体是一个轮回选择群体
,

受选择和掺人

为
,

频率小于 的基因有 个
,

频率大于 种质的影响
,

本身应该是一个非遗传平衡群体
。

表 单株样品和混合样品的比较

编号
等位基因数

自交系 处理 处理 处理 处理 总计

退火温度 片段大小

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

一

总计
平均
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混合样品和单株样品结果比较

对 引物在金皇后综合种的 个处理中

的检测结果列于表
。

混合样品和单株样品的检测

结果相比获得的遗传信息有所减少
,

在混合样品的

检测结果中无法分析样本的基因型杂合度
、

基因频

率等遗传参数
,

只能研究样本的等位基因数 目和带

型的差异
。

巧 对引物在 个单株样品即处理 中

检测到 个等位基因
,

平均每位点的等位基因数为
,

在 个处理中
,

其等位基因数和平均等位基因

数均最高
,

而且能检测到整个试验中基因频率最低

的基因
。

处理 中检测到的等位基因数为
,

每位点平均等位基因数为
,

与处理 相 比

有两个基因没有被检测到
,

占单株样品检测到的所

有基因的
,

未检测的基因频率分别为
,

见表 和图
, 。

处理 中检测到的等位

基因数为
,

每位点平均等位基因数为
,

与处

理
、

处理 相 比分别有 个和 个基因没有被检

测到
,

处理 未检测的基因占单株样品检测到的所

有基因的
,

未检测到的 个基因频率分别为
, , , , , 。

处理

中检测到的等位基因数为
,

每位点平均等位基因

数为
,

与处理 相 比
,

有两个基 因没有被检测

到
,

它们的基 因频率分别为
, ,

引物

的频率为 的基因在处理 中没有检测到
,

但

在处理 中却检测到了
。

处理 未检测的基因占单

株样品检测到的所有基因的
,

未检测到的

个基 因频率分别 为
, , , ,

, , 。

上述结果表明
,

与单株样品相比
,

利用混合样品

可以检测到群体内大多数等位基因的变异
,

基本可

以反映群体的遗传变异性
,

但随着混合单株数的增

加
,

检测到的低频率基因数和每位点平均等位基因

数均略有下降
。

讨论

利用单株样品 进行 玉米群体遗传

变异分析具有一定优越性

本研究结果显示
,

利用单株样 品 进行

分析玉米群体遗传变异具有优越性
,

一是可以

反映玉米群体中等位基因数
、

基因频率
、

基因型杂合

度等遗传结构
,

有利于对群体进行 比较全面的遗传

分析 二是可以检测到群体内频率极低的杂合的稀

有基因
。

根据
一

定理
,

平衡群体中有

一种极限形式
,

若一隐性基因频率很低
,

而且 可

以忽略
,

则平衡比例应为 一 , , ,

即 隐性基

因将几乎全部以杂合形式存在于群体中
。

在本研究

中
,

图 中引物 的基因频率仅有
,

而且全部

以杂合状态出现
,

同时观察杂合度 与期望杂

合度 一致
,

显示该基因处于平衡状态存在于

群体中
,

说明利用单株样品
,

可 以检测到群体

内处于杂合状态频率极低的隐性基因
。

利用单株样品
,

进行 分析玉米群体

遗传多样性虽然具有一定优越性
,

但若研究对象为

多个群体时
,

每个群体所需的单株 样本必须

达到一定数量才能代表群体的遗传变异
,

若单株

样本增大势必就会大大增加研究的工作量
,

这

可能是 目前国内外利用 研究玉米群体遗传变

异的一个重要限制因素
。

根据 等估算样本

容量与基因频率关系的公式 】。 〔 一 ‘ 〕

一 一 。 这里 表示样本容量
,

为

检测到低频率基因的概率
,

为位点数
,

为每位

点的平均等位基因数
, 。表示低频率基因的频率

,

若用 个单株 作为样本
,

检测概率为 情

况下
,

可 以检测 到群 体 内频率为 的基 因
。

等曾采用 个单株 作为群体的样本

进行了多个玉米群体遗传多样性的研究
,

个单株

样本的研究就相当于 个 自交系所需的工作

量
,

在用多个群体多个引物研究时工作量显然会增

加很多
。

根据 等的公式
,

若用 个单株的

样本
,

检测概率仍为 情况下
,

但检测到的低频

率基因的频率提高为
。

徐立安等曾用 研

究了异花授粉植物的 个拷树群体的遗传结构
,

各

个群体所用的样本数分别为
, , , ,

虽然已

相当于 个 自交系的工作量
,

但显然对群体遗传结

构的研究具有一定的局限性
。

因此
,

如何才既减少

工作量
,

又提高检测群体遗传变异的准确性
,

是一个

值得研究的问题
。

混合样品 在利用 研究玉米群体遗

传变异的可行性

研究表明
,

与单株样品相比
,

利用混合样本虽然

所获得的遗传信息有所减少
,

但仍可 以检测到群体

内大多数等位基因的变异
,

基本可以反映群体的遗

传变异性
。

随着混合单株数的增加
,

检测到的低频

率基因数和每位点平均等位基因数均略有下降
。

个单株混合的混合样品与单株样品的检测结果相

比
,

在等位基因数 目上有 的差异
,

未达到统
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计上 的显著水平
,

且 个单株混合的混合样品

中未检测到的两个基因的频率为
, ,

都

是频率非常低的稀有基因
,

因此若只分析等位基因

数目的变异和群体间等位基因带型的差异时
,

采用

个单株混合的混合样品是可行的
。

个单株混合的混合样品与单株样品的检测

结果相比
,

在等位基因数 目上有 的差异 了相

差的 个基因当中除 个频率为 外
,

其余的

频率均低于
,

因此若对研究的结果要求不是十

分精确时
,

采用 个单株混合的混合样品也是可行

的
。

个单株的混合样品与单株样品的检测结果

相比
,

在等位基因数 目上有 的差异
,

且未被

检测到的 个基因的频率高于
,

因此 巧 个单

株以上的混合样品与单株样品的检测结果有较大误

差
,

是不可行的
。

总之
,

在利用 研究玉米群体的遗传变异

时
,

若对研究结果要求非常精确时我们可以采用单

株 样品 若对研究结果要求不是十分精确时
,

为了既能减少工作量
,

又能提高检测群体遗传变异

的相对准确性
,

采用 一 个单株的混合样品是可

行的
,

这就为大规模的进行群体间遗传变异研究提

供了可能
,

这一限制因素的突破对利用 研究其

他异花授粉作物及动物
、

人类都具有一定的借鉴意

义
。
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