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河北省绿子叶黑豆种质资源表现型和
ISSR标记遗传多样性分析

耿立格1，王丽娜1，张磊1，张京慧1，宋彦峰2

(1河北省农林科学院粮油作物研究所／河北省作物遗传育种实验室。石家庄050031 2河北农业大学农学院，保定071001)

摘要：为了揭示河北省绿子叶黑豆种质资源的遗传多样性，为其研究利用提供理论根据，以46份原产河北省的绿子叶黑豆

种质资源为试验材料，对其基于袁型性状及ISSR标记鉴定结果进行了聚类分析，结果表明：7个ISSR引物共检测出60个等位变

异，平均每个位点有8．6个等位变异，变幅为5一”个；ISSR引物的多态性信息量P／C变幅为0．721—0．927。平均0．820；利用表

型性状和ISSR标记数据进行品种间遗传多样性分析，遗传相似系数变化范围分别为O．07一O．53和O．43一1．00。平均为0．284和

0．704，遗传相似性变幅较大，河北省不同绿子叶黑豆品种同存在着丰富的遗传多样性。聚类结果显示。类群与品种来源地有关。
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Abstract：The genetic diversity of green-cotyledon black soybean eultivars native to Hebei province was evalu·

ated based on ISSR and agronomic characters．The results indicated that 60 alleles of 7 ISSR markers were detected

among 46 cultivars with an average of 8．57 alleles per ISSR marker，and the number of alleles per primer ranged

from 5 to 1 7．The value of allelic polymorphism information content(P，C)ranged from 0．72 1 to 0．927，on the av-

erage of 0．82 per primer．The value of genetic similarity(GS)indices of 46 cuhivars based on the 14 agronomic

traits and ISSR data varied from 0．067 to 0．533 and 0．43 to 1．0 respectively，with an average of 0．284 and

0．704，indicated that the genetic diversity among green—cot)，ledon black soybean cuhivars from Hebei was abun—

dant．The clustering results showed that the groups could reflect the origin of the cuhivars．

Key words：Green—cotyledon black soybean；Germplasm；Agronomic character；ISSR；Genetic diversity

黑豆为豆科植物大豆[Glycine max(L．)Mer—

rill]的黑色种子，又名乌豆、黑豆。黑豆具有高蛋

白、低热量的特性，其蛋白质含量高达36％一40％，

富含18种氨基酸，特别是人体必须的8种氨基酸含

量比美国FDA规定的高蛋白质标准还高。黑豆还

含有19种油脂，不饱和脂肪酸含量达80％，吸收率

高达95％以上，除能满足人体对脂肪的需要外，还

有降低血液中胆固醇的作用，尤其绿子叶黑大豆药

效更显著⋯。

ISSR(inter—simple sequence repeat)标记方法是

近年来发展起来的一种新型分子标记技术心引，能

揭示出比RFLP、RAPD、SSR更多的多态性H】。它不
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仅可以快速、高效和灵敏地检测出基因组DNA的多

态性，而且有很好的重复性，操作简单、成本较低，

在植物遗传多样性研究中迅速得到应用[5-11]。就大

豆而言，已经利用ISSR技术开展了资源品种的分类

以及遗传多样性研究¨244|，但在黑豆特别是绿子叶

黑豆研究上，国内却未见报道。本文以河北省作物

种质资源库保存的46份绿子叶黑豆资源为试验材

料，试图通过对表型性状和ISSR数据分析，鉴定不

表I材料资料及序号

Table I List of the tested accessions

同品种的遗传相似性和差异，揭示其遗传多样性水

平，为绿子叶黑豆资源收集保存和合理利用提供理

论依据。

1材料与方法

1．I供试材料

选取河北省作物种质资源库中保存的46份绿

子叶黑豆品种作为研究材料(表I)。

序号 库编号 名称 来源 序号 库编号 名称 来源
No． Code Name Source No． Code Name Source

1 IIBl0201 药黑豆 石家庄市 24 IIBl0599 铁荚青 沧州黄骅

2 IIBl0235 小扁黑 张家口涿鹿 25 libl0600 铁扫帚 沧州黄骅

3 IIBl0387 铁皮青 沧州沧县 26 IIBl060I 小粒黑豆 沧州南大港

4 IlBl0422 青裹黑豆 石家庄平山 27 IIBl0602 夏播黑豆 沧州河闻

5 IIBl0580 白露忙 沧州沧县 28 IIBl0603 平地黄 沧州青县

6 IIBl0581 前进二号 沧州沧县 29 IIBl0604 平顶黄 沧州青县

7 IIBl0582 殿子小黑豆 沧州河问 30 liBl0605 小黄荚 沧州任邱

8 IIBl0583 平地黑 沧州任邱 3l libl0606 平顶黄 沧州河间

9 lIBl0584 芦位黑豆 沧州河间 32 IIBl0607 小黑豆 沧州东光

10 IIBl0585 南皮小黑豆 沧州南皮 33 IIBl0608 平顶黄 沧州任邱

ll lIBl0586 竹竿青 沧州南皮 34 IIBl0609 平顶黄 沧州青县

12 IIBl0587 当年陈 沧州青县 35 IIBl0610 平顶黄 沧州青县

13 IIBl0588 铁皮青 沧州沧县 36 IIBl061l 快黑豆 沧州献县

14 IIBl0589 群选一号 沧州沧县 37 IIBl0612 平顶黄 沧州任邱

15 IIBl0590 大黑豆 沧州南大港 38 IIBl0613 盂村黑豆 沧州孟村

16 IIBl0591 大粒黑豆 沧州任邱 39 IIBl0614 黑丝黑豆 沧州沧县

17 lIBl0592 快黑豆 沧州献县 40 IIBl0615 霸县小黑豆 廊坊霸县

18 IIBl0593 大黄荚 沧州任邱 41 IIBl0616 8012混一l 沧州农科所

19 IIBl0594 连地生 沧州青县 42 IIBl0617 大黄荚 沧州青县

20 IIBl0595 连地生 沧州青县 43 IIBl0707 榆树林镇黑皮大豆 承德平泉

21 IIBl0596 连壁生 沧州沧县 44 IIBl071l 黑豆 唐山迁安

22 IIBl0597 连步生 沧州青县 45 IIBl0716 乌豆 保定安国

23 IIBl0598 皮猴爪子 沧州沧县 46 IIBl0721 大粒黑 沧州孟村

1．2试验方法

1．2．1 田间试验设计 田间试验于2008年6月在

河北农林科学院试验站进行，采用随机区组设计，2

次重复，双行区，每行50粒，2粒／穴，行长7m。田

间管理按常规进行。

I．2．2表型性状数据采集及测定 考察的表型性

状主要包括茸毛色、花色、叶形、生长习性、结荚习性、

粒形、株高、主茎节数、分枝数、单株荚数、百粒重、生

育期、粗蛋白含量和粗脂肪含量，其中粗蛋白含量和

粗脂肪含量利用傅立叶变换近红外光谱仪测定。

1．2．3 ISSR反应体系与程序 基因组DNA的提

取参考Doyle等[1副的方法。本试验参照加拿大哥

伦比亚大学UBC公司2006年公布的ISSR引物序

列和Kantety等¨刮研究所利用的ISSR引物序列，由

上海生工生物工程有限公司合成引物。ISSR的

PCR反应总体积为20¨l，其中模板DNA(100ng／斗1)

1．5肛l，引物(101山moL／L)2．0pl，10 X PCR缓冲液

2斗l，dNTP(2．5 mmol／L)2斗l，Taq酶(5U／pJ)

0．3p．1，ddH：O 12．29l。10×PCR缓冲液、Taq酶、

dNTP均购自大连宝生物工程有限公司。ISSR反应

程序为：94。C预变性5rain；94℃变性lrain；退火

1rain，退火温度据引物而定；72℃延伸2rain；2—4步

骤循环45次；72℃延伸5rain；40C下保存。PCR扩

增产物用测序胶(6％聚丙烯酰胺凝胶)分离，采用
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银染技术检测。

1．2．4统计分析将材料的茸毛色、花色、叶形、生

长习性、结荚习性、粒形、株高、主茎节数、分枝数、单

株荚数、百粒重、生育期、粗蛋白、粗脂肪等14个表

型性状进行统计分析，利用NTSYS 2．10软件进行

材料间相似系数的计算。

利用每个引物对全部材料进行ISSR扩增，在聚

丙烯酰胺凝胶上表现为谱带，按有无分别赋值为1和

0，利用NTSYS 2．10软件进行材料间相似系数的

计算。

各引物多态性信息量PIC(polymorphism infor—

mation content)按照公式P，c‘：1一五p#2计算，式中

p。表示标记i的第_『个带型出现的频率，标记i的总

带型从1到n【l 71。

2结果与分析

2．1表型性状多样性

表型性状鉴定结果见表2。由表2可知，各性

状在不同品种之间存在较大差异，表现出不同程度

的遗传分化。在考查的8项数量性状中，百粒重的

变异系数最大，为36．27％；其次为单株荚数、分枝

数、株高分别为27．41％、25．69％和24．48％；变异

系数最小的是粗蛋白含量，为5．15％。

表2 绿子叶黑豆数量性状基本统计分析

Table 2 Statistical analysis of quantitative traits for green-

cot3，ledon black soybean

生育期(d) 90

百粒重(g) 6．3

株高(cm) 54．6

粗蛋白含量(％) 35．3

粗脂肪含量(％) 14．2

分枝数(个) 1．5

主茎节数(个) 13．7

单株荚数(荚) 39．8

101．83

12．82

90．74

41．08

17．14

4．02

18．65

75．93

5．41

4．65

22．22

2．12

1．56

1．03

2．33

20．8l

5．3l

36．27

24．48

5．15

9．1l

25．69

12．49

27．41

2．2基于表型性状的聚类分析

利用14个表型性状数据计算材料间的遗传相似

系数，46个品种间的遗传相似系数变化范围为

0．07-0．53，平均为0．284，遗传相似系数较低，说明

材料间遗传变异较大。利用NTSYS2．10软件进行聚

类分析，构建了各供试品种的亲缘关系图(图1)。在

遗传相似系数为0．31处可将46个品种分为6大类

群。药黑豆和小扁黑为第1类群；第Ⅱ类群包括殿子小

黑豆、南皮小黑豆等23个品种。第Ⅲ类群有白露忙、

平地黑等lO个品种。第Ⅳ类群包括芦位黑豆、大黄

荚(IIBl0593)、大粒黑豆和快黑豆(IIBl0592)4个品

种。第V类群包括铁皮青(IIBl0387)、青瓢黑豆2个

品种，第VI类群包括铁皮青(IIBl0588)、榆树林镇黑

皮大豆、黑豆、乌豆和大粒黑5个品种。其中石家庄、

张家口、保定、唐山、承德市的6份材料聚集在第1、V、

VI类群，沧州材料大部分聚集在第1I、III、Ⅳ类群，廊

坊的1份材料聚在第1II类群。

佬
Ⅱ 厂—一--1．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．——

，_(二二

厂_
Ⅲ ■

1．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．．一

IV

V J____^●-_________________●_^___一

VI

—L————．[二二
19 O．28 0_36 0．45 O．5

1药黑豆
2小扁黑
7殿了．小黑豆
10南皮小黑豆
12’’年陈

；：袭篓詈豆
25铁扫帚
27夏播黑豆
28平地黄
29平顶黄
37’F顶黄
36快黑丘
38孟村黑豆
30小黄莫
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鬈墨噩
46大粒黑

图1蓑型性状聚类图

Fig．1 The dendrogram of accessions

using agronomic characters

对聚类各类群性状数据进行分析，结果见表3。

结果表明：第1类群的主茎节数、单株荚数高于其他

类群；第Ⅱ类群生育期最短，属于早熟品种；第Ⅲ类

群株高高于其他类群；第Ⅳ类群百粒重最高，属于矮

秆晚熟品种。根据育种学理论，不同类群间组配杂

交组合有可能产生可供育种利用的遗传变异。

5

4

6

l

3

2

l¨毖躬拈∞，竹∞
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2．3 ISSR标记的多态性

利用10个ISSR引物进行PCR扩增，其中7个

引物扩增效果较好。用这7个ISSR引物对46份绿

子叶黑豆材料进行分析，共检测到60个等位变异。

等位变异数在5—17个之间，平均每个位点出现

8．6个等位变异，以引物M02最多，M01最少。引物

多态性信息含量PIC变幅为0．721—0．927，平均

0．820(表4)。位点多态性信息含量与等位变异数

基本一致。

表4 引物序列及多态性比较

Table 4 Sequences of primers used and comparisons of

polymorphism

Y：嘧啶Pyrimidine；R：嘌呤Pudne

2．4基于ISSR标记的聚类分析

根据ISSR多态性计算材料间遗传相似系数，46

个品种间的遗传相似系数变化范围为0．43—1．00，

平均为0．704，遗传相似性变化较大。利用ISSR数

据进行聚类分析，构建了各供试品种的亲缘关系图

(图2)。在遗传相似系数0．59—1．00范围内的聚

类结果显示：46个品种可分为6大类群。第1类群

可分为2个亚群共39个品种；药黑豆、铁皮青

(IIBl0588)、白露忙分别单独聚为第Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ类群；

大黄荚(IIBl0617)和榆树林镇黑皮大豆聚为第V

类群；小扁黑、青瓢黑豆聚为第VI类群。从上述结

果来看，聚类情况与材料来源地有关。来自沧州市

的39份材料中37份聚在第1类群，1份单独为第

Ⅱ类群，1份聚在第V类群；来自石家庄、承德、张家

口地区的4份材料分别聚在第Ⅱ、V、VI类群，来自

廊坊、保定、唐山地区的3份材料与沧州材料聚在第

1类群。
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圈2 ISSR数据聚类图

rig．2 The dendrogram of accessions using ISSR data
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3 讨论

3．1 表型性状与ISSR标记聚类结果的比较

根据聚类结果可以看出，通过表型性状、分子标

记数据基本能将不同来源的材料区分开。但表型性

状作为材料鉴别分析的方法，更为直观，更能突出作

物的地域特征。而分子标记技术不受外界环境的影

响，可以弥补农艺性状数据有限的缺陷，更为精确、

稳定的鉴定材料之间的同异性。本研究在对表型性

状分析时，当年陈与小粒黑豆，铁荚青、铁扫帚与夏

播黑豆，平地黄与平顶黄(IIBl0604)，平地黑与平顶

黄(IIBl0609)未被区别开，利用ISSR分子标记技

术，它们之间数据差别明显。因此，利用表型性状和

分子标记相结合，有利于对不同材料的来源、特性进

行更准确的鉴定。

3．2绿子叶黑豆资源保存和收集问题

在作物种质保存和收集过程中，材料是否重复，

是各个国家都面临且有待解决的一个难题，解决好

这一问题不仅能大量节省材料在保存、繁种中的耗

费，同时也为材料的研究、利用提供了方便。在本研

究中，黑豆与乌豆利用表型性状数据能够区分开，但

利用ISSR数据进行分析，却不能区别开来，对于这

2份材料需要进一步分析，如确定为同一材料，应去

掉冗余，减少保存工作的压力。同时通过对同名的

铁皮青、平顶黄、快黑豆、大黄荚、连地生品种的ISSR

标记分析的聚类结果来看，不同来源的同名品种均

存在不同的差异，同一县内不同地点的品种间也不

相同，该结果与上述的农艺性状所得到的结论相一

致，因而对这些不同来源的同名品种进行入库保存、

数据整理是有价值的。另外通过对保存材料的遗传

多样性研究，为资源收集提供了理论依据，可以排除

资源不必要的重复收集。

3．3 黑豆资源的研究利用问题

随着科学技术的发展和生活节奏的加快，人们

开始逐渐重视营养平衡，食用黑豆已经成为一种时

尚。黑豆的营养价值及其特有的保健功能正越来越

受到人们的重视，特别是药用价值更高的绿子叶黑

豆更加受到人们青睐。黑豆起源于我国，资源极其

丰富，但是我国黑豆的育种工作大部分还处在农家

品种筛选及选育阶段，只进行了少量的杂交育种工

作¨弘191。本试验通过开展绿子叶黑豆资源遗传多

样性研究，明确了各材料间亲缘关系的远近。在育

种工作中，可针对育种目标选用具有目标农艺性状，

且聚类分析中不同类群间遗传相似性较小的材料作

为亲本，直接聚合目标农艺性状，减少研究材料的数

量，从而提高育种效率。特别是独立成群的少部分

品种如铁皮青(IIBl0588)、青瓢黑豆、榆林镇黑皮大

豆等，与其他材料间表现出较大的遗传差异，具有很

大的利用潜力，可重点进行保存利用研究。
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