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摘要!建立
RRX'=CX

反应体系对
(*

份菜豆种质资源进

行遗传多样性分析#并利用
U=ZSO

法进行聚类分析及

类群划分%

#$

对
RRX

标记共检测获得等位变异位点

??

个#变幅
!

#

?

个#平均每对检测到标记
%7!@

个'

#$

对

引物的多态性位点数
#$

个#多态性百分含量
#""Q

%根

据聚类分析结果&材料间遗传相似性系数!

ZR

"变异范围

"7%*!

#

"7*(%

#平均值为
"7(?*

'在遗传相似系数
"7($

水平

上将
(*

份菜豆种子材料分为
@

个类群#说明普通菜豆种

质遗传多样性丰富%

关键词!普通菜豆'

RRX

标记'遗传多样性
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普通菜豆又名芸豆)四季豆%属豆科蝶形花亚科菜豆

族菜豆属菜豆种%是菜豆属重要的栽培种之一*

#

+

&中国

普通菜豆的主产区主要分布在黑龙江)内蒙古)吉林)云

南)贵州)山西)陕西等地&普通菜豆适应性强在世界范

围内均有种植%是最受消费者欢迎的食用豆类作物之

一*

!

+

%成熟普通菜豆经过加工后可以制成豆沙或者糕点

等%未达到成熟时期的可作为蔬菜食用&普通菜豆籽粒

中蛋白质含量为
#$Q

#

!%Q

%脂肪含量为
#7%Q

#

!7(Q

%

碳水化合物含量为
?(Q

#

(#Q

*

%

+

%还含有矿物质以及多

种维生素%在欠发达国家和地区%菜豆可供人们直接食

用%并且是人们膳食结构中重要的组成部分*

@T?

+

&

目前中国对菜豆种质资源研究包括对现有的资源进

行系统的形态鉴定$对部分菜豆种质资源进行抗病虫)抗

逆性试验鉴定%首先筛选出一部分优质种质资源%对菜豆

特殊功能成分进行提取及分析*

(

+

&

DF/

等*

$

+对
!%%

份菜

豆进行形态多样性鉴定%并筛选出
#+%

份优异种质&

_0./E

等*

+

+和栾非时等*

*

+分别对
%!%

份芸豆和
("

份芸豆

基于形态性状进行聚类分析%分别划出
!

个类群与
%

个

类群&遗传多样性是指在群体内个体间基因组成的差

异%这是一个种群和一个物种中的遗传基础%一个种群的

遗传多样性越丰富%种质资源对生存环境的适应力越强%

更容易扩展分布的范围和开拓新环境*
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&分子标记是

&BO

水平遗传变异的直接反映%新的
&BO

标记技术如

简单重复序列!

RRX

#)随机扩增多态性
&BO

!

XO=&

#)表

达序列标签!

,RJ

#扩增片段多态性!

OVD=

#)简单重复序

列标记!

>RRX

#)单核苷酸多态性!

RB=

#等分子标记技术

不断涌现应用%已成为现代作物育种领域的研究内容与

技术手段&

RRX

标记与
XO=&

)

XVD=

等分子标记相比%

"#"

V<<&WSOC;>B,XY

第
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卷第
#"

期 总第
!#(

期
"

!"#*

年
#"

月
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RRX

具有共显性)丰富的多态性)高度的稳定性%简便的

操作性等优点*

##

+

&为了更好地利用菜豆的种质资源%利

用
RRX

分子标记对菜豆进行遗传多样性分析%得到相关

数据从而判断其遗传关系%有助于菜豆优势基因的挖掘

和种质材料的利用&目前
RRX

分子标记技术已被广泛应

用于水稻*

#!

+

)小麦*

#%

+

)玉米*

#@

+等大田作物&张赤红等*

#?

+

基于
RRX

标记技术对
%$$

份菜豆进行了遗传多样性评价

并予以分类&试验拟利用分子标记技术对普通菜豆种质

资源进行遗传多样性研究%探讨
&BO

水平上的遗传差异

和遗传结构%分析普通菜豆种质资源的遗传多样性丰富程

度%为保护菜豆种质资源保护和研究利用提供理论依据&

#

!

材料与方法
#7#

!

供试材料

供试菜豆!见表
#

#"国家杂粮技术中心种质资源库&

#7!

!

普通菜豆基因组
&BO

提取和检测

普通菜豆种子在室温下种植%取生长至
%

周叶龄叶

片采用
CJO_

法提取基因组
&BO

%利用核酸蛋白定量检

测仪和
#7"Q

的琼脂糖凝胶电泳检测总
&BO

的质量和浓

度&浓度稀释至
#""G

4

(

%

D

%

T!"\

备用&

#7%

!

引物设计和筛选

%!

对试验引物参照文献*

#?T#(

+设计%以参试材料

基因组
&BO

为模板进行
=CX

扩增%以条带清晰)多态性

好)方便统计)稳定性好的
RRX

引物作为核心引物&
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扩增
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反应体系"
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上)下游引物!
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c

_LIIFE

%用超纯

水将体积补齐至
!"

%

D

&

!

!

#

=CX

扩增程序"

*@ \

预变性
!-/G

$

*@ \

变性

%"1

%依据各引物退火温度复性
%"1

%延伸温度
$!\

延伸

@"1

%设置
%"

个循环$最终
$!\

延伸
$-/G

&

#7%7!

!

扩增产物检测
!

采用聚丙烯酰胺凝胶电泳技术检

测%电泳结束后对凝胶结果进行快速银染检测&

!!

!

#

#灌胶"用
+Q

的变性聚丙烯酰胺灌胶%防止出现

气泡%轻轻插入梳子%使其聚合
#7?K

左右&

!!

!

!

#电泳"清除气泡及残胶%插入样品梳子%接通电源%

#$"P

恒功率电泳%预电泳
#"-/G

&每一个加样孔点入

?

%

D

样品&电泳
!K

%电泳结束后小心分开两块玻璃板&

!!

!

%

#固定"

?"Q

无水乙醇
m!Q

冰醋酸%轻轻晃动

%-/G

&

!

@

#漂洗"蒸馏水快速漂洗
#

次%不超过
#?1

&

!

?

#显影"

#7(Q B.<;m"7@Q

甲醛显影%轻轻晃动

至条带出现!胶背景为蛋黄色#&

#7@

!

数据记录和统计分析

采用手动读带法%统计清晰稳定)有差异的条带%有

带记为
#

%无带记为
"

&用
=9

:

ZFGF%!N#7%!

软件计算各

RRX

引物的等位基因数)多态性信息含量值!

=>C

#)

RK.G'

G9G

2

1

多样性指数&用
BJ'RYR

计算品种间的相似系数%

按类平均法!

U=ZSO

#进行聚类分析%绘制品种间的亲缘

关系聚类树状图&

!

!

结果与分析
!7#

!

RRX

标记多态性引物的筛选

利用
(*

份普通菜豆种质资源材料对
%!

对
RRX

引物

进行多态性筛选%最终获得
#$

对条带清晰)多态性好)方

便统计)稳定性好的
RRX

引物用于对
(*

份普通菜豆种质

资源进行遗传多样性分析&引物
_S#$"

的
=OZ,

电泳

效果图如图
#

&

表
#

!

(*

份供试材料

J.M0F#

!

(*89--9GMF.G13F13-.3FE/.01

编号 名称 编号 名称 编号 名称 编号 名称

#

红腰饭豆
#* Y#"Y#@ %$ #?)Y'"%% ??

红皮芸豆

! Cb$!'# !"

垦芸
%

号
Y%" %+

英国红芸豆
Y+" ?(

紫花芸豆
Y(%

%

绿黑豆
Y#!@ !#

北国红
%*

小黑芸豆
Y*+ ?$

奶花芸豆

@

垦芸
%

号
!!

肾豆
@"

翻眼芸豆
?+

紫园

?

秋豆角
!%

黑豆
Y#%? @#

黑芸豆
Y*@ ?* Z;X#%"!

(

垦鉴北国白
!@

紫沙
@!

加拿大白芸豆
("

农家品种
Y*(

$

矮生油豆
!?

黑禾花
@% Z;X#%"! (#

有机红小豆

+

黑芸豆
Y#!" !(

花脸豆
@@

麻雀蛋
V#$($ (!

小浅黄条纹芸豆

*

依安红芸豆
!$

九三一窝蜂
@?

红花脸
(% Z̀ UR"#

#"

奶圆粒
!+

红茬芸豆
@(

红色岛屿
(@

白菜豆

## Cb?" !*

点滴褐
@$

白豆
%%?@ (?

紫沙

#!

有机斑豆
%"

内蒙古红花芸豆
@+

白帽豆
((

垦农
%"

#%

脸谱
%#

有机红小豆
@*

旧花点
Y#%+ ($

假红芸
#

号

#@

白小豆
%!

浅花芸豆
?"

龙芸
#"

号
(+

小红芸豆

#?

龙江小黑芸豆
%%

龙芸
#"

号
?#

黑豆
Y#%? (*

龙
!+

#( &i"# %@

吉引黑芸豆
?!

蒙古圆

#$

山东枣花
%?

双管
Y?! ?%

脚印

#+

白花芸豆
%(

紫粉豆
?@

神木鸡腰白

##"

"

[907%?

"

B97#"
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普通菜豆种质间的遗传多样性分析

利用
=9

:

ZFGF%!N#7%!

软件对
(*

份普通菜豆种质资

源进行遗传多样性分析见表
!

&经多态性分析结果显示"

#$

对
RRX

标记共检测获得等位变异位点
??

个%变幅
!

#

?

个%平均每对检测到标记
%7!@

个&其中标记
_S#@%

)

_S#@#

检测到的变异位点数最高为
?

个位点%标记

_S#+%

)

&;!

检测到的变异位点数最少为
!

个位点%其余

标记皆检测到
%

#

@

个变异位点&

#$

对引物的多态性位

点数
#$

个%多态性百分含量
#""Q

$

#$

对
RRX

标记有效

等位基因数!

GF

#介于
#7@#$

与
%7+"?

之间%平均
!7%@$

$观

测等位基因数!

G.

#介于
!

与
?

之间$

RK.GG9G

!

0

#指数变异

范围为
"7?((

#

#7%("

%平均
"7*#!

$基因流!

B-

#介于
"7"%"

与
#7"*+

之间%平均
"7!??

&表明普通菜豆种质资源间变

异范围较大%亲缘关系较远%具有丰富的遗传多样性&

!7%

!

(*

份普通菜豆种质资源的聚类分析

!7%7#

!

普通菜豆种质资源的
ZR

聚类分析
!

ZR

聚类结果

从左至右依次为
#

#

(*

号材料

图
#

!

引物
_S#$"

对
(*

份普通菜豆材料
&BO

扩增结果

V/

4

LEF#

!

&BO .-

:

0/I/8.3/9GEF1L0319I(*89--9G

A/HGF

6

MF.G-.3FE/.01M

6:

E/-FE1_S#$"

显示!图
!

#

(*

份菜豆种质材料间存在着不同程度的遗传

差异性&材料间遗传相似性系数 !

ZR

#变异范围为

"7%*!

#

"7*(%

%平均值为
"7(?*

$其中编号
?

的秋豆角和编

号
("

的农家品种
Y*(

间遗产相似性系数最大为
"7*(%

%

说明两份材料间亲缘关系最近$其次编号为
##

和
!+

的

材料
Cb?"

)红茬芸豆及编号为
#(

和
#+

的材料
&i"#

和

白花芸豆间关系相对较近%遗传相似性系数为
"7*("

%说

表
!

!

基于
RRX

标记的
(*

份菜豆种质材料遗传多样性分析
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根据
RRX

构建的
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份普通菜豆种质的聚类分析
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明以上材料在菜豆杂交育种中应尽量避免作为亲本选配

组合&其中编号
@

的垦芸
%

号和编号
@%

的
Z;X#%"!

间

遗传相似性系数最小为
"7%*!

%说明这些材料间亲缘关系

最远$其次编号
+

的黑芸豆
Y#!"

和编号
@?

的红花脸间

的遗传相似性系数为
"7%*%

%两者亲缘关系也相对较远$

以上这些亲缘关系较远的材料可用作亲本选配杂交组合

材料&以
(*

份菜豆核心种质材料间的遗传相似性系数

按
U=ZSO

法进行聚类分析!图
!

#&

RRX

标记能很好地

区分
(*

份菜豆种质材料%在遗传相似系数
"7("

水平上将

(*

份菜豆种子材料分为两个组群"第一组群包含编号为

#

)

$

)

#*

等
!$

份菜豆$在遗传相似系数
"7($

水平上分为

>

)

>>

两个亚组群"第
>

亚组群包括编号为
#*

)

!(

)

?%

的

Y#"Y#@

)花脸豆和脚印$第
>>

亚组群包含编号为
#

的红

腰饭豆等
!@

份菜豆材料&第二组群包含编号为
!

)

%

)

(

等

在内的
@!

份材料$在遗传相似性系数
"7($

水平上又分为

>

)

>>

两亚组群$第
>

亚组群包括编号
@%

)

?!

的
Z;X#%"!

)

蒙古圆两份材料$第
>>

亚组群包含编号为
@"

)

(+

)

(@

的翻

眼芸豆)小红芸豆)白菜豆等
@"

份菜豆材料%表明普通菜

豆种质遗传多样性丰富&

!7%7!

!

RRX

标记主坐标聚类分析
!

通过主坐标分析法对

获取的
(*

份材料
RRX

标记数据进行聚类分析%可将
(*

份

菜豆分为两大类%此分类同
ZR

聚类中的聚类结果基本一

致%见图
%

&

%

!

结论
试验利用筛选

#$

对
RRX

标记引物对
(*

份普通菜豆

种质资源进行遗传多样性分析%经多态性分析结果显示"

#$

对
RRX

的多态性位点数和平均等位变异位点分别为

#$7""

%

%7!@

个%多态性百分含量
#""Q

$有效等位基因数

图
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RRX

主坐标分析聚类图
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!

0

#指数的平均值

分别为
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%

"7*#!

%

"7!??

%表明引物具有较高的多态性%

可用于普通菜豆品种的区分$
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份菜豆种质材料间遗传

%#"

"

[907%?

"

B97#"

夏春阳等!基于
RRX

分子标记的普通菜豆种质遗传多样性分析



相似性系数!

ZR

#变异范围为
"7%*!

#

"7*(%

%平均值为

"7(?*

%在遗传相似系数
"7("

水平上将
(*

份菜豆种子材

料分为两大组群%在遗传相似系数
"7($

处两个组群还共

分为
@

个亚组群%表明普通菜豆种质遗传多样性丰富&

后续将进行构建普通菜豆品种分子身份证%从而利用普

通菜豆分子身份证构建和遗传多样性分析为优质亲本选

配)品种鉴定和菜豆品质的监督与管理提供帮助&
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