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摘要:为减少铵肥的大量施用以及酸雨频降引发的耕地酸化,
 

从 而 影 响 作 物 的 生 长,
 

利 用 综 合 评 价 方 法 通 过

幼苗期根系表型筛选耐铝种质.
 

以甘蓝型油菜重组自交系(RIL)亲本10D130和中双11为 材 料 筛 选 苗 期 适 宜

的 铝胁迫浓度,
 

使用该浓度处理RIL内138个品种(系)幼苗,
 

对其根长、
 

根表面积、
 

根平均直径、
 

根体积、
 

根

交叉数、
 

根尖数和根干质量7个根系指标的铝毒单项耐性系数进行变异系数分析、
 

相关性分析、
 

主成分分析、
 

系统聚类分析和逐步回归分析,
 

并采用隶属函数法综 合 评 价 不 同 油 菜 品 种(系)根 系 的 耐 铝 特 性.
 

结 果 表 明:
 

138份油菜品种(系)间各 项 根 系 指 标 差 异 有 统 计 学 意 义(p<0.05);
 

筛 选 出 甘 蓝 型 油 菜 幼 苗 期 耐 铝 毒 品 种

(系)27034,
 

27036和27007等.
 

根据灰色关联度及 逐 步 回 归 分 析 结 果,
 

认 为 根 据 根 长、
 

根 表 面 积、
 

根 体 积、
 

根交叉数等7个关键指标,
 

可以初步判断甘蓝型油菜种质幼苗期的耐铝毒特性.
 

通 过 这 些 方 法 综 合 评 价 油 菜

对铝的耐受性,
 

可以避免单一指标的片面性和不稳定性,
 

结果更为可靠.
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Abstract:
 

In
 

order
 

to
 

reduce
 

the
 

acidification
 

of
 

farmland
 

caused
 

by
 

excessive
 

application
 

of
 

ammonium
 

fer-

tilizer
 

and
 

frequent
 

acid
 

rain,
 

which
 

affects
 

crop
 

growth,
 

a
 

comprehensive
 

evaluation
 

method
 

was
 

used
 

to
 

screen
 

aluminum
 

tolerant
 

germplasm
 

through
 

root
 

phenotype
 

during
 

the
 

seedling
 

stage.
 

The
 

parents
 

10D130
 

and
 

Zhongshuang
 

11
 

of
 

the
 

recombinant
 

inbred
 

lines
 

(RIL)
 

of
 

Brassica
 

napus
 

were
 

used
 

as
 

materi-

als
 

to
 

screen
 

the
 

suitable
 

aluminum
 

stress
 

concentrations
 

during
 

the
 

seedling
 

stage.
 

138
 

seedlings
 

of
 

Bras-

sica
 

napus
 

RIL
 

population
 

were
 

treated
 

with
 

this
 

concentration
 

of
 

aluminum
 

solution.
 

The
 

coefficient
 

of
 

variation
 

analysis,
 

correlation
 

analysis,
 

principal
 

component
 

analysis,
 

systematic
 

cluster
 

analysis
 

and
 

step-

wise
 

regression
 

analysis
 

were
 

carried
 

out
 

for
 

analyzing
 

the
 

single
 

tolerance
 

coefficients
 

of
 

aluminum
 

toxicity
 

of
 

7
 

root
 

parameters,
 

including
 

root
 

length,
 

surface
 

area,
 

average
 

diameter,
 

root
 

volume,
 

root
 

crossings,
 

root
 

tips
 

and
 

dry
 

weight.
 

The
 

aluminum
 

tolerance
 

characteristics
 

of
 

roots
 

in
 

different
 

rape
 

lines
 

were
 

com-

prehensively
 

evaluated
 

by
 

using
 

the
 

membership
 

function
 

method.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

there
 

were
 

sig-

nificant
 

differences
 

in
 

root
 

indexes
 

among
 

138
 

rape
 

lines
 

(p<0.05).
 

The
 

aluminum-tolerant
 

lines
 

27034,
 

27036
 

and
 

27007
 

at
 

seedling
 

stage
 

were
 

screened
 

out.
 

According
 

to
 

the
 

results
 

of
 

grey
 

correlation
 

degree
 

and
 

stepwise
 

regression
 

analysis,
 

it
 

was
 

considered
 

that
 

seven
 

key
 

indicators
 

such
 

as
 

root
 

length,
 

surface
 

area,
 

root
 

volume,
 

root
 

crossings,
 

etc.,
 

could
 

preliminarily
 

determine
 

the
 

aluminum
 

tolerance
 

of
 

Brassica
 

napus
 

germplasm
 

at
 

seedling
 

stage.
 

The
 

comprehensive
 

evaluation
 

of
 

the
 

tolerance
 

rape
 

to
 

aluminum
 

by
 

these
 

methods
 

can
 

avoid
 

the
 

one-sidedness
 

and
 

instability
 

of
 

a
 

single
 

index,
 

and
 

the
 

results
 

are
 

more
 

reliable.
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铝(Al)是地壳中含量第三丰富且分布广泛的金属元素[1].
 

铝的毒性取决于土壤的酸度,
 

在pH值小于

5.0的土壤中,
 

铝溶解为有毒性的Al3+形式,
 

它能够在微摩尔水平下抑制根系的生长[2].
 

根系不仅是养分

及水分的吸收器官,
 

还可以感受土壤的养分状况所产生的化学信号,
 

并将这些信号传递到地上部,
 

从而控

制地上部器官的生理活动,
 

最终导致作物减产[3-4].
 

酸性土壤约占世界可耕地面积的30%,
 

占潜在可耕地面

积的50%[5].
 

近年来,
 

铵肥大量施用以及酸雨频降引发耕地酸化愈发严重.
 

铝毒胁迫成为了酸性土壤中影

响作物生长的主要限制因素之一,
 

因此,
 

研究作物对铝毒胁迫的适应性是非常必要的.
 

有研究表明,
 

铝毒

胁迫抑制了小麦[6]、
 

大豆[7]、
 

水稻[8]、
 

油菜[9]、
 

扁豆[10]等作物的形态和生理活性,
 

但由于作物类型不同、
 

同

一作物品种的基因型不同,
 

对铝毒的耐受性也会存在差异.
 

过去,
 

主要通过改良酸性土壤来缓解铝毒对作

物的伤害[11],
 

但从生态角度来看,
 

选育耐铝毒品种才是最经济、
 

环保和有效的措施.

重组自交系(recombinant
 

inbred
 

lines,
 

RIL)是指将两个不相关的高度近交品种(系)杂交产生F2 代后,
 

由F2 个体经多代自交而产生的一系列自交系组合群体.
 

它在很大程度上消除了遗传背景的干扰,
 

从而准

确反映出不同性状之间的关系[12].
 

近年来,
 

随着作物抗逆性研究的深入,
 

利用RIL材料进行综合评价,
 

已

初步应用于高粱[13]、
 

水稻[14]、
 

棉花[15]等作物的抗逆性鉴定中,
 

但使用RIL群体作为耐铝性筛选材料的研

究还很少,
 

且根系变化是评价作物耐铝性的重要指标之一.
 

Paul[16]以耐铝毒平均隶属函数值、
 

根干质量比、
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总根长比和总根表面积比等作为指标,
 

比较了大豆RIL群体的耐铝性.
 

Butare等[17]使用菜豆RIL群体,
 

通

过地上部和根系生长反应的表型鉴定铝的抗性.
油菜(Brassica

 

napus
 

L.)是世界第二大油料作物,
 

具有为人类提供食用油、
 

蔬菜、
 

饲料、
 

观赏花、
 

蜂蜜

和肥料等多种用途[18].
 

目前,
 

我国油菜种植面积已超过720万km2,
 

主要分布在长江中下游地区[19].
 

但近

年来,
 

该地区遭受到酸性土壤的严重迫害[20],
 

油菜对土壤酸度非常敏感,
 

因而研究铝毒对油菜生长的影响

及耐铝毒种质资源的筛选鉴定引起了广泛关注.
 

王瑞莉等[21]、
 

吴家怡等[22]以甘蓝型油菜RIL群体为材料

分别对铝毒胁迫下萌发期相关性状、
 

幼苗期光合相关性状进行了QTL定位.
 

壮苗是获得更多的生物学产

量(牧草)和经济产量(籽粒)的基础,
 

壮苗要先壮根,
 

建立发达的根系才能保证地上部茎、
 

叶及果实的正常

发育,
 

因此,
 

利用综合评价的方法通过幼苗期根系表型筛选耐铝种质对新品种培育和耐铝机制研究具有重

要意义.
 

本研究以甘蓝型油菜RIL亲本10D130和中双11为材料筛选苗期适宜的铝胁迫浓度,
 

并以该浓度

处理RIL里138个品系的幼苗,
 

统计各品系根系性状,
 

采用主成分分析、
 

系统聚类分析和逐步回归分析等

不同评价方法,
 

对苗期铝胁迫下的油菜根系耐铝性进行综合评价,
 

以期为酸性土壤地区耐铝油菜品种(系)

的筛选提供理论依据.

1 材料与方法

1.1 供试材料与试剂

用于幼苗期铝毒胁迫处理浓度筛选的材料为10D130和中双11
 

(Zhongshuang
 

11,
 

ZS11);
 

用于资源筛

选鉴定和综合评价体系构建的试验材料是由10D130为母本和ZS11为父本,
 

采用单粒传法连续自交8代获

得的包含138份品种(系)的RIL群体,
 

所有品种(系)均由西南大学油菜工程技术研究中心提供.
 

用于铝毒

处理的试剂为97%的A1Cl3·6H2O.

1.2 适宜铝胁迫浓度筛选

将ZS11和10D130两个品种各选择颗粒饱满、
 

大小均匀的90粒种子用75%无水乙醇消毒1min后,
 

用

无菌水进行洗涤数次.
 

将种子播种于装有2/3湿润蛭石的方形塑料盆中,
 

每个方形盆播5粒.
 

待油菜幼苗

长出第2片真叶时,
 

进行间苗,
 

每个方形盆中留两株幼苗,
 

并施加1/2霍格兰营养液.
 

待幼苗第4片真叶长

出时开始用处理液进行铝胁迫处理,
 

处理方式参考吴家怡等[22]的方法,
 

处理液分别为添加有0
 

(CK),
 

800,
 

1
 

600,
 

2
 

400,
 

3
 

200和4
 

000
 

μmol/L
 

A1Cl3·6H2O的1/2霍格兰营养液.
 

每个处理3个重复,
 

每隔4
 

d更

换1次相同的处理液.
铝胁迫处理15

 

d后,
 

取各材料根系,
 

利用根系扫描仪(Perfection
 

V850
 

Pro,
 

Epson
 

Crop,
 

Beijing,
 

China)进行根系扫描,
 

得到根系原位图并存入计算机转换为数字化根系图像后,
 

采用根系图像分析软件

WinRHIZO
 

Pro
 

32-bit
 

2020a(Regent
 

Instruments,
 

Quebec,
 

Canada)分别计算根长(cm)、
 

根表面积(cm2)、
 

根平均直径(mm)、
 

根体积(cm3)、
 

根交叉数(个)和根尖数(个).

1.3 幼苗期油菜RIL群体根系耐铝性测定

从138份甘蓝型油菜RIL群体材料中挑选饱满均匀的种子分别播种在蛭石培养基中萌发,
 

直至长

至2~3片真叶时移栽到泡沫育苗盘(60
 

cm×34
 

cm×3
 

cm),
 

置于蓝色塑胶箱(67
 

cm×41
 

cm×15
 

cm)

中,
 

并加入1/2霍格兰营养液漂浮培养,
 

每箱加入营养液
 

6
 

L.
 

设对照组(CK)和铝胁迫组(筛选出的最

适宜铝处理浓度,
 

调pH值为4.0~4.5)2
 

个处理.
 

每隔4
 

d更换1次相同的处理液.
 

铝胁迫处理15
 

d后

进行根系扫描,
 

并在105
 

℃下杀青10
 

min,
 

75
 

℃烘干24
 

h后测其干质量.
 

各性状的缩写如下:
 

根长

(Root
 

Length,
 

RL)、
 

根表面积(Surface
 

Area,
 

SA)、
 

根平均直径(Average
 

Diameter,
 

AD)、
 

根体积(Root
 

Volume,
 

RV)、
 

根交叉数(Root
 

Crossings,
 

RC)、
 

根尖数(Root
 

Tips,
 

RT)、
 

根干质量(Dry
 

Weight,
 

DW).
 

以上试验均设置3个重复.
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1.4 数据处理与分析

使用 Microsoft
 

Excel
 

2019对原始数据进行统计、
 

处理并制作相关图表,
 

采用IBM
 

SPSS
 

22.0[23]和

DPS
 

V9.50[24]对处理后的数据进行变异系数分析、
 

相关性分析、
 

主成分分析、
 

灰色关联度分析、
 

系统聚类

分析及逐步回归分析等.
 

采用隶属函数和标准差系数赋予权重法进行耐铝性的综合评价.
 

各指标平均隶属

函数(average
 

sub-ordinative
 

function
 

value,
 

ASF)、
 

铝毒胁迫耐性综合评价(aluminum
 

toxicity
 

tolerance
 

value,
 

A)、
 

铝毒加权耐性系数(weight
 

aluminum
 

toxicity
 

tolerance
 

coefficient,
 

WAC)的计算方法及公式参

照文献[25-27].
以各品种(系)7个根系性状测定值作为基础数据,

 

进行变异系数分析,
 

按公式(1)计算单项指标铝毒耐

性系数(aluminum
 

toxicity
 

tolerance
 

coefficient,
 

AC).
 

针对各指标AC 值,
 

进行频数分布统计分析、
 

相关

性分析和主成分分析.

ACij =Xij/CKij   i=1,2,3,…,m;
 

j=1,2,3,…,n (1)

式中Xij,
 

CKij 分别表示第i个指标下第j个品种(系)铝毒胁迫和对照处理的指标测定值.
按公式(2)和公式(3)计算各品种(系)各指标的隶属函数[R(ACij)]和平均隶属函数(ASF):

R(ACij)=(ACij -ACij,
 

min)/(ACij,
 

max-ACij,
 

min)   i=1,2,3,…,m;
 

j=1,2,3,…,n (2)

ASF=
1
n∑

n

i=1
Ri   i=1,2,3,…,m (3)

式中ACij,
 

ACij,
 

min,
 

ACij,
 

max 分别表示第i个指标下第j个品种的AC 值及第i个指标下的最小值和

最大值.
按公式(4)和公式(5)计算取各品种(系)各指标的权重(w)和铝毒耐性综合评价(A)值:

ωi=Pi/∑
k

i=1
Pi   i=1,2,3,…,k (4)

Ai=∑
n

i=1

[R(Xi)×ωi]    i=1,2,3,…,k (5)

式中,
 

Pi 为第i
 

个综合指标贡献率,
 

表示第i个指标在所有指标中的重要程度;
 

k为选取的主成分个数;
 

R(Xi)为各主成分得分值.
按公式(6)和公式(7)计算关联系数(ξi)及等权关联度(γi):

ξi=(minΔij +pmaxΔij)/(Δij +pmaxΔij)   i=1,2,3,…,m;
 

j=1,2,3,…,n (6)

γi=
1
m∑

m

i=1
ξi   i=1,2,3,…,m (7)

式中,
 

Δij 为品种(系)最优性状与第j 个品种(系)第i个性状的绝对差值.
 

minΔij 为最小二级绝对差值,
 

maxΔij 为最大二级绝对差值,
 

p 为分辨系数(取0.5).
按公式(8)和公式(9)计算各指标权重系数(ωi)和铝毒加权耐性系数(WAC):

ωi=(γ)=γi/∑
m

i=1
γi   i=1,2,3,…,m (8)

WACj =∑
m

i=1
ωi(γ)×ACij   i=1,2,3,…,m;

 

j=1,2,3,…,n (9)

  以各指标AC 值为比较序列,
 

并以A 值为参考序列进行灰色关联度分析,
 

获得各指标AC 值与A 值间

的关联度(γi);
 

最后基于供试甘蓝型油菜种质A 值,
 

采用离差平方和法(Sum
 

of
 

Squares
 

of
 

Deviations)和

欧氏距离进行系统聚类分析,
 

划分铝毒耐性等级,
 

使用R语言ggtree函数绘制圆形聚类图[28].
 

以A 值为

因变量,
 

各指标的AC 值为自变量进行逐步回归分析,
 

获得回归方程.
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2 结果与分析

2.1 适宜铝胁迫浓度的筛选

本研究以根长作为苗期筛选耐铝胁迫的最适宜浓度指标.
 

由表1可以看出,
 

铝胁迫浓度为800
 

μmol/L
时,

 

ZS11的根长显著高于对照组(p<0.05),
 

而10D130的根长与对照组相比差异无统计学意义(p>
0.05).

 

随着铝处理浓度增加,
 

两亲本的相对根长均呈下降趋势,
 

但两亲本的下降幅度不同.
 

总体来说,
 

ZS11对铝胁迫的耐受能力明显比10D130强,
 

亲本间根系的抑制情况明显不同,
 

可很好地区分耐铝性差

异.
 

当铝胁迫浓度为1
 

600
 

μmol/L时,
 

两亲本的相对根长均显著下降(p<0.05).
 

在0~1
 

600
 

μmol/L
的铝处理浓度下,

 

两亲本总根长均大于100
 

cm,
 

在2
 

400~4
 

000
 

μmol/L的铝处理浓度下,
 

总根长低于

100
 

cm,
 

显著低于对照组(p<0.05),
 

故选择2
 

400
 

μmol/L铝胁迫浓度作为油菜幼苗期耐铝毒种质资源

筛选的适宜浓度.
表1 不同铝浓度胁迫对幼苗期油菜亲本根长的影响

铝浓度/

(μmol·L
-1)

品种

ZS11 10D130
均值

较对照变化/

%
0 182.83±14.792b 173.38±14.806a 178.11 0

800 209.61±13.456a 167.91±17.647a 188.76 6.01

1
 

600 168.72±20.221b 104.37±7.939b 136.55 -23.31

2
 

400 91.51±8.847c 64.01±8.436c 77.76 -56.33

3
 

200 89.31±17.420c 80.04±7.931c 84.68 -52.44
4

 

000 62.58±3.499d 25.75±4.593d 44.17 -75.20

  注:
 

小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义.

2.2 油菜RIL群体幼苗期根系指标分析

由表2可知,
 

在对照和铝处理2种条件下,
 

RIL群体品种(系)间7个根系性状差异均达到统计学意义

(p<0.05).
 

对照组中各性状变异系数范围为14.34%~59.25%,
 

变异系数从小到大依次为根平均直径、
 

根长、
 

根表面积、
 

根交叉数、
 

根体积、
 

根尖数和根干质量;
 

处理组中各性状变异系数范围为18.36%~
49.63%,

 

变异系数从小到大依次为根平均直径、
 

根表面积、
 

根长、
 

根体积、
 

根交叉数、
 

根尖数和根干质量.
 

对照和处理2种条件下变异系数均大于14%,
 

表明138份RIL群体材料间具有较广泛的遗传变异.
 

铝毒胁

迫下,
 

根长、
 

根表面积、
 

根体积、
 

根交叉数及根尖数均值较对照分别下降53.35%,
 

50.00%,
 

42.76%,
 

57.25%和50.19%,
 

而根平均直径、
 

根干质量则分别较对照增加12.94%,
 

2.30%.
表2 铝毒胁迫下RIL群体各指标的变化

参数 根长 根表面积 根平均直径 根体积 根交叉数 根尖数 根干质量

对照 最大值 1
 

143.84 141.60 0.43 1.40 4
 

412 20
 

108 0.380
最小值 140.24 11.54 0.18 0.09 338 859 0.010
均值 530.53** 47.19** 0.28** 0.34** 1

 

395** 4
 

583** 0.050**

标准差 165.13 16.23 0.04 0.15 589 2
 

428 0.030
变异系数/% 31.13 34.40 14.34 42.87 42.24 52.98 59.25

处理 最大值 627.99 55.20 0.57 0.54 1
 

466 8
 

129 0.172
最小值 68.90 7.70 0.17 0.04 106 559 0.004
均值 247.47** 23.60** 0.31** 0.19** 597** 2

 

283** 0.051**

标准差 88.48 7.06 0.06 0.07 254 1
 

104 0.025
变异系数/% 35.75 29.91 18.36 38.33 42.58 48.34 49.63

较对照变化/% 均值 -53.35 -50.00 12.94 -42.76 -57.25 -50.19 2.30
变异系数 -46.42 -56.51 44.53 -48.94 -56.90 -54.54-14.31

 

  注:
 

**表示p<0.01,
 

差异有统计学意义.
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2.3 单项指标铝毒耐性系数(AC)分析

按照公式(1)计算138份RIL群体材料的单项指标铝毒耐性系数,
 

统计该群体各AC 的频次分布(图1).

图1 RIL群体不同指标耐性系数的频次分布

结果表明,
 

各指标的AC 值呈连续性变异分布,
 

具有典型的数量性状特点,
 

直接通过AC 值来区分品种

(系)铝毒耐受性较为片面.
 

由表3可知,
 

根长、
 

根表面积、
 

根体积、
 

根交叉数和根尖数AC 均值小于1.00,
 

而

根平均直径和根干质量AC 均值大于1.00.
 

7个单项指标铝毒耐性系数在品种(系)间差异较大,
 

均达到统计学

意义(p<0.01),
 

说明这些性状在铝毒胁迫下不同品种(系)间变化不同.
 

7个指标的变异系数为12.534%~
46.374%,

 

由小到大依次为根平均直径、
 

根表面积、
 

根体积、
 

根长、
 

根干质量、
 

根交叉数、
 

根尖数.
由表4可以看出,

 

各指标铝毒耐性系数之间存在一定程度的相关性.
 

铝胁迫下,
 

根长与根表面积、
 

根
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体积、
 

根交叉数、
 

根尖数、
 

根干质量间呈极显著正相关(p<0.01),
 

与根平均直径呈显著负相关(p<0.05).
 

根表面积与根体积、
 

根交叉数、
 

根尖数、
 

根干质量间呈极显著正相关(p<0.01).
 

根平均直径与根体积、
 

根

干质量间呈极显著正相关(p<0.01);
 

与根交叉数、
 

根尖数间呈极显著负相关(p<0.01).
 

根体积与根交叉

数、
 

根尖数、
 

根干质量呈极显著正相关(p<0.01).
 

根交叉数与根尖数、
 

根干质量间呈极显著正相关(p<
0.01).

 

可见,
 

各性状的铝毒耐性系数所提供的信息重叠,
 

在油菜耐铝毒胁迫中所起的作用不完全相同,
 

直

接利用这些性状指标的AC 值来评价油菜幼苗期耐铝毒性不太准确.
表3 RIL群体各指标铝毒耐性系数(AC)

参数 根长 根表面积 根平均直径 根体积 根交叉数 根尖数 根干质量

最大值 0.943 0.906 1.731 1.046 1.002 1.841 2.505

最小值 0.230 0.232 0.734 0.193 0.166 0.123 0.504

均值 0.481** 0.514** 1.135** 0.591** 0.455** 0.553** 1.092**

标准差 0.128 0.13 0.142 0.152 0.161 0.256 0.386

变异系数/% 26.561 25.307 12.534 25.795 35.430 46.374 35.398

  注:
 

**表示p<0.01,
 

差异有统计学意义.
表4 RIL群体各指标铝毒耐性系数的相关性分析

测定指标 根长 根表面积 根平均直径 根体积 根交叉数 根尖数 根干质量

根长 1

根表面积 0.834** 1

根平均直径 -0.209* -0.031 1

根体积 0.503** 0.730** 0.365** 1

根交叉数 0.771** 0.628** -0.290** 0.358** 1

根尖数 0.624** 0.482** -0.286** 0.317** 0.617** 1

根干质量 0.342** 0.494** 0.320** 0.607** 0.238** 0.164 1

  注:
 

*表示p<0.05,
 

**表示p<0.01,
 

差异有统计学意义.

2.4 油菜RIL群体铝毒胁迫条件下幼苗期根系耐铝性的综合评价

2.4.1 单项指标铝毒耐性系数(AC)的主成分分析

由表5可知,
 

第1、
 

第2、
 

第3、
 

第4主成分的贡献率分别为52.082%,
 

24.672%,
 

7.118%,
 

6.606%,
 

累计贡献率达到90.478%.
 

提取前4个主成分因子,
 

基本涵盖了被测指标的大部分遗传信息,
 

将7个单项

指标转化为4个新的独立综合指标,
 

作为铝毒胁迫影响油菜种质幼苗期的主要筛选指标(表6).
 

在第1主

成分中,
 

根尖数、
 

根长、
 

根交叉数正向贡献率较高;
 

在第2主成分中,
 

根干质量、
 

根长、
 

根尖数、
 

根表面积

正向贡献率较高;
 

在第3主成分中,
 

贡献率较高的是根表面积、
 

根平均直径、
 

根交叉数、
 

根尖数;
 

在第4主

成分中,
 

贡献率较高的是根表面积、
 

根长、
 

根平均直径、
 

根体积.
 

综合可知,
 

主成分1,
 

2,
 

3,
 

4基本包含了

幼苗期测定的所有根系指标性状,
 

其贡献率达到90%以上,
 

所以前4个主成分可反映138份甘蓝型油菜品

系幼苗期的耐铝毒性.
表5 各综合指标的特征值、

 

贡献率

主成分 特征值 贡献率/% 累计贡献率/%

1 3.646 52.082 52.082

2 1.727 24.672 76.754

3 0.498 7.118 83.872

4 0.462 6.606 90.478
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表6 各因子载荷矩阵

耐铝指标
主成分

1 2 3 4
根长 0.474 0.478 -0.042 0.385

根表面积 -0.155 0.074 0.665 0.406

根平均直径 -0.047 -0.159 0.554 0.152

根体积 -0.265 -0.368 -0.104 -0.173

根交叉数 0.122 -0.267 0.410 -0.442

根尖数 0.550 0.234 0.245 -0.566

根干质量 -0.601 0.692 0.105 -0.345

2.4.2 基于平均隶属函数值、
 

铝毒耐性综合评价值和铝毒加权耐性系数的综合评价

根据公式(3),
 

对138份供试种质的平均隶属函数(ASF)进行计算和排序(表7).
表7 铝毒胁迫下RIL群体的ASF 值、

 

A 值、
 

WAC 值排序(节选)

品种(系) ASF 值 排序 A 值 排序 WAC 值 排序

27004 0.61 6 2.30 6 0.99 5

27007 0.81 1 3.69 1 1.18 1

27020 0.19 133 -1.45 129 0.50 129

27021 0.56 12 1.89 8 0.93 9

27028 0.17 136 -1.62 135 0.47 137

27034 0.71 2 3.04 2 1.05 4

27036 0.65 5 2.64 4 1.05 3

27040 0.18 135 -1.60 134 0.50 132

27042 0.66 4 2.47 5 0.94 8

27053 0.12 138 -2.04 138 0.45 138

27061 0.58 10 1.84 11 0.88 13

27067 0.18 134 -1.49 131 0.49 134

27083 0.59 9 2.18 7 0.98 6

27103 0.60 7 1.87 10 0.91 10

27140 0.19 131 -1.50 132 0.50 130

27143 0.19 132 -1.70 137 0.48 135

27164 0.60 8 1.88 9 0.95 7

18D290 0.16 137 -1.66 136 0.47 136

18D306 0.67 3 2.90 3 1.05 2

18D318 0.20 130 -1.48 130 0.50 133

18D327 0.21 127 -1.58 133 0.50 131

18D334 0.20 129 -1.44 128 0.51 127

  结果表明,
 

平均隶属函数值为0.12~0.81,
 

由大到小进行排序后的前10名依次为27007,
 

27034,
 

18D306,
 

27042,
 

27036,
 

27004,
 

27103,
 

27164,
 

27083和27061,
 

从小到大后10名依次为27053,
 

18D290,
 

27028,
 

27040,
 

27067,
 

27020,
 

27143,
 

27140,
 

18D318和18D334.
 

供试种质铝毒耐性综合评价(A)值是衡

量各品种(系)的主成分得分和主成分权重的累加值,
 

其值大小反映了各品种(系)铝毒耐受性的强弱.
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138份油菜种质A 值为-2.04~3.69,
 

根据 A 值大小对供试种质进行排序(表7),
 

耐铝性最强的前

10个品种(系)依次为27007,
 

27034,
 

18D306,
 

27036,
 

27042,
 

27004,
 

27083,
 

27021,
 

27164和27103,
 

耐铝性最弱的品种(系)依次为27053,
 

27143,
 

18D290,
 

27028,
 

27040,
 

18D327,
 

27140,
 

27067,
 

18D318
和27020.

 

138份油菜种质的铝毒加权耐性系数(WAC)值为0.45~1.18.
 

根据WAC 值对供试种质的耐

铝性进行排序(表7),
 

对铝毒耐性强的品种(系)有27007,
 

18D306,
 

27036,
 

27034,
 

27004,
 

27083,
 

27164,
 

27042,
 

27021和27103,
 

对铝毒敏感性的品种(系)有27053,
 

27028,
 

18D290,
 

27143,
 

27067,
 

18D318,
 

27040,
 

18D327,
 

27140和27020.
 

在3种综合评价体系中,
 

138份品种(系)在不同评价体系中

排名略有不同,
 

但排名顺序差异不大,
 

铝毒耐受性和铝毒敏感性品种(系)的筛选结果基本一致.

2.4.3 基于各品种(系)铝毒耐性综合评价(A)值的系统聚类分析

采用离差平方和法进行系统聚类,
 

将138份供试种质按欧氏距离D=11.99可分为4类(图2):
 

第Ⅰ类是耐

铝毒的品种(系),
 

包括27007,
 

27036和27034等13份,
 

占9.42%;
 

第Ⅱ类是较耐铝毒的品种(系),
 

包括

18D323,
 

27132和27092等37份,
 

占26.82%;
 

第Ⅲ类属于铝毒较敏感的品种(系),
 

包括27173,
 

27049和

18D314等44份,
 

占31.88%;
 

第Ⅳ类属于铝毒敏感的品种(系),
 

包括27053,
 

27143和27040等44份,
 

占

31.88%.
 

对4种类型的单项铝毒耐性系数(AC)、
 

平均隶属函数(ASF)、
 

铝毒耐性综合评价(A)、
 

铝毒加权耐

性系数(WAC)的统计结果表明(表8),
 

各单项指标AC 值以及综合评价体系中的ASF 值、
 

WAC 值和A 值均

随铝毒耐性级别降低而减小.

Ⅰ为耐铝毒品种(系),
 

Ⅱ为较耐铝毒品种(系),
 

Ⅲ为铝毒较敏感品种(系),
 

Ⅳ为铝毒敏感品种(系).

图2 基于A 值的供试种质耐性系统聚类图
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表8 供试油菜种质耐性评价指标的分级

指标
类群

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

AC 值 根长 0.700 0.552 0.466 0.372

根表面积 0.763 0.594 0.488 0.399

根平均直径 1.181 1.155 1.135 1.104

根体积 0.842 0.678 0.577 0.456

根交叉数 0.687 0.543 0.423 0.346

根尖数 0.969 0.615 0.494 0.436

根干质量 1.732 1.230 1.021 0.857

ASF 值 0.627 0.440 0.339 0.239

WAC 值 2.298 0.671 -0.186 -1.057

A 值 0.976 0.760 0.654 0.553

2.4.4 幼苗期耐铝毒性指标的筛选和回归方程构建

从各单项指标AC 值与A 值的灰色关联度、
 

权重和排序(表9)可以看出,
 

关联度和权重从大到小依次

为根表面积、
 

根体积、
 

根长、
 

根干质量、
 

根交叉数、
 

根尖数和根平均直径.
 

虽然各关联度和权重系数差值较

小,
 

但根表面积和根体积排序靠前,
 

结果与之前各指标对铝毒胁迫的敏感性基本吻合.
为了进一步分析幼苗期各单项指标耐铝毒系数与耐铝毒特性之间的关系,

 

筛选出耐铝毒鉴定指标,
 

建

立耐铝毒评价的数学模型,
 

进行耐铝毒性预测.
 

以7个单项指标耐铝毒系数为自变量、
 

铝毒耐性综合评价

(A)为因变量,
 

进行逐步回归分析,
 

构建最优回归方程:

A=-5.986
 

184
 

91+1.590
 

104
 

356
 

7
 

RL+1.801
 

802
 

944
 

3
 

SA+
1.44

 

118
 

484
 

83
 

AD+1.67
 

047
 

851
 

59
 

RV+1.041
 

584
 

434
 

9
 

RC+

0.759
 

826
 

763
 

3
 

RT+0.713
 

076
 

175
 

6
 

DW   F=225
 

042.050
 

9**,
 

R2=1

  这7项指标可为油菜幼苗期耐铝毒特性筛选提供参考,
 

因此,
 

在油菜幼苗期测定其根长、
 

根表面积、
 

根平均直径、
 

根体积、
 

根交叉数、
 

根尖数和根干质量,
 

并通过回归方程估算其A 值,
 

可以初步判断种质的

耐铝毒特性.
 

根据这7个指标的灰色关联度权重和偏回归系数,
 

筛选到根长、
 

根表面积、
 

根体积、
 

根交叉数

4个油菜苗期根系耐铝性评价的关键指标.
表9 供试油菜种质各指标AC 值与A 值的灰色关联度

指标 关联度 权重 排序

根表面积 0.883 0.153 1

根体积 0.866 0.150 2

根长 0.844 0.146 3

根干质量 0.825 0.143 4

根交叉数 0.811 0.140 5

根尖数 0.799 0.138 6

根平均直径 0.745 0.129 7

3 讨论

3.1 筛选油菜耐铝种质资源的方法

幼苗期是油菜耐铝筛选指标的关键时期[29-30],
 

幼苗期不仅能快速、
 

准确地鉴定和筛选耐铝品种(系),
 

还

可以显著减少田间筛选的工作量和成本[31-32].
 

水培试验方法对作物根系伤害小,
 

营养液成分及pH值容易控
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制,
 

且作物受到铝毒害的主要症状是根系生长发育受到抑制,
 

因此普遍认为水培试验方法更适用于筛选耐铝

作物品种(系)[33-34].
 

本试验采用水培法对RIL群体中138份品种(系)进行了苗期耐铝性筛选,
 

发现铝胁迫下

大多数品种(系)根系发育受到抑制,
 

而少数品种(系)的根系性状呈增长趋势,
 

说明铝胁迫对不同品系油菜苗

期的单项指标有不同程度的影响,
 

由此可以看出通过单一根系性状进行耐铝性评价存在一定的局限性.
3.2 铝胁迫浓度对油菜苗期耐铝根系相关性状的影响

铝毒胁迫处理对油菜生长发育有明显的抑制作用,
 

特别是对于根系,
 

且随着浓度的不断增加,
 

抑制作用

越来越明显[35].
 

郜欢欢等[25]研究发现,
 

在萌发期低的铝毒浓度胁迫下,
 

部分种质资源的根长较对照相比没有

统计学意义(p>0.05);
 

王瑞莉等[21]也发现,
 

在20
 

μg/mL,
 

40
 

μg/mL,
 

60
 

μg/mL铝毒浓度胁迫下,
 

ZS11和

10D130在萌发期的相对根长下降幅度相近,
 

无统计学意义(p>0.05).
 

铝在低浓度(25~100
 

μmol/L)下对油

菜幼苗根系生长有促进作用,
 

但随着铝浓度的增加(800~1
 

600
 

μmol/L),
 

Al3+严重抑制了根系伸长和鲜质

量[36].
 

韩德鹏等[37]利用6种不同的铝浓度对2个耐铝毒差异显著的油菜品种进行了根系形态指标的测定,
 

发现铝浓度对许多苗期形态指标有显著影响,
 

且随着铝浓度的增加,
 

根尖数呈先升高后降低的趋势,
 

根长、
 

根表面积等根系指标则呈逐渐减少的趋势.
 

本研究在最适宜铝胁迫浓度筛选试验中发现,
 

在800
 

μmol/L
铝胁迫下,

 

耐铝种质(ZS11)的根长值高于CK,
 

差异有统计学意义(p<0.05);
 

铝敏感种质(10D130)在该铝

浓度胁迫下根长较CK有所下降,
 

但也未达到统计学意义(p>0.05).
 

在所有铝浓度胁迫下,
 

耐铝种质的根

长均高于铝敏感种质.
 

在2
 

400~4
 

000
 

μmol/L铝浓度处理后,
 

两个品种的根长均表现为随着铝胁迫浓度

的增加而不断降低的趋势.
 

结果表明铝毒胁迫对RIL群体的两亲本根系均有一定的抑制作用,
 

而ZS11对

铝毒胁迫的耐受能力明显高于10D130.
3.3 油菜RIL群体苗期耐铝性鉴定指标的选择

耐铝种质资源的筛选与鉴定是油菜耐铝育种的核心任务之一,
 

油菜育种家常采用形态学指标和生理指

标相结合的评价方法,
 

即采用发芽势、
 

发芽率、
 

根长、
 

芽长、
 

鲜质量、
 

干质量等指标评价油菜萌发期的耐铝

性.
 

党甲军[36]利用根长、
 

鲜质量、
 

干质量进行模糊评价,
 

对10个油菜品种的耐铝性进行了排序,
 

这3个指

标已广泛应用于油菜种质资源苗期耐铝性的评价中.
 

熊洁等[29-30]则将株高、
 

根长、
 

根茎粗、
 

地下部干质量、
 

地上部干质量、
 

叶和根中可溶性糖含量、
 

叶和根中脯氨酸含量、
 

叶绿素相对含量、
 

总根长、
 

总根表面积、
 

总

根体积、
 

根茎粗、
 

绿叶数等作为衡量不同基因型油菜耐铝性的指标,
 

并对其进行了耐铝性综合评价.
 

本研

究测定了油菜RIL群体的根长、
 

根表面积、
 

根平均直径、
 

根体积等反映铝毒胁迫对根系生长发育影响的7
个单项指标,

 

并通过平均隶属函数法对其耐铝性进行比较.
 

通过对铝毒耐性综合评价值与7个单项指标的

逐步线性回归分析,
 

得到了1个最优回归方程.
 

结合方程中自变量指标的偏回归系数,
 

筛选到根长、
 

根表

面积、
 

根体积、
 

根交叉数等7个关键指标,
 

满足大量种质资源苗期耐铝性鉴定对评价指标简单易行、
 

准确

有效的要求.
 

因而本研究选择的评价指标较为合理,
 

得出的评价结果也较为可靠.
 

此外,
 

本研究筛选出的

耐铝种质可用于培育耐铝毒胁迫的油菜新品种,
 

也可作为研究油菜耐铝毒胁迫机制的材料.
3.4 油菜RIL群体苗期根系耐铝性的多元统计学分析

油菜耐铝性是一个受多种因素影响的复杂数量性状[38],
 

容易受外界环境条件和自身基因型的影响,
 

仅用单一指标难以准确评价油菜苗期的耐铝性[30].
 

多元统计分析方法可以量化几个耐铝性相关指标,
 

建立与耐铝性的定量关系,
 

有效识别油菜的耐铝性.
 

近年来,
 

多元统计学分析方法已广泛应用于大

豆[39]、
 

花生[40]、
 

豌豆[27]、
 

玉米[41]、
 

番茄[42]等作物种质资源耐铝性的筛选与鉴定.
 

本研究选取7个油菜

苗期耐铝根系指标,
 

采用多元统计分析对油菜RIL群体苗期根系耐铝性进行综合评价.
 

通过主成分分

析,
 

得到了4个彼此独立的新指标,
 

并结合隶属函数及权重获得了能客观反映各品种(系)铝毒耐性综合

评价值,
 

利用该指标将138份甘蓝型油菜RIL群体材料划分为耐铝毒、
 

较耐铝毒、
 

铝毒较敏感、
 

铝毒敏

感4种类型.
 

采用逐步回归分析构建了1个较为可靠的油菜苗期根系耐铝性评价模型.
 

对于未来新选育

或新引进的油菜品系,
 

只需利用最优回归方程中的7个指标,
 

即可计算出铝毒耐性综合评价值.
 

由此判

断出该品种(系)在苗期的耐铝性强弱以及该品种(系)是否适合在酸性土壤地区种植,
 

并为油菜耐铝育

种及资源鉴定提供了一定的理论依据.
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4 结论

通过对138份甘蓝型油菜RIL群体材料7个根系性状的单项指标铝毒耐性系数(AC)进行主成分分

析,
 

将原有的相关单项指标转化为4个独立的综合指标,
 

累计贡献率达到90.478%.
 

采用隶属函数法计

算各品种(系)的铝毒耐性综合评价值,
 

并用系统聚类分析法对该值进行分析.
 

138份RIL群体材料被分

为4种类型,
 

包括13种耐铝毒品种(系)、
 

37种较耐铝毒品种(系)、
 

44种铝毒较敏感品种(系)和44种铝毒

敏感品种(系).
 

通过逐步回归分析,
 

筛选出根长、
 

根表面积、
 

根平均直径、
 

根体积、
 

根交叉数等7个鉴定耐

铝性的指标,
 

并建立了最优回归方程,
 

使油菜种质资源的耐铝性预测更容易、
 

快捷.
 

通过主成分分析、
 

系统

聚类分析和逐步回归分析,
 

对油菜种质资源的耐铝性进行综合评价回归分析更为可靠,
 

既避免了单一指标

的片面性和不稳定性,
 

又揭示了油菜根系相关性状与耐铝性的关系.
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