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利用 ����技术探讨大豆属植物的亲缘关系

王 玉 民
，

姜 显
，

康吟生
，

赵桂 兰
�

�吉林省农业科学院生物技术研究中心
，

长春 �������

摘 要 �
对大豆属 ‘���诚 亚属 �� 份多年生野生大豆

、

阿
口
亚属 �份野生大豆和 �份栽培大豆进行了

����分析
。

结果表明
��

�

在阿
� 亚属中野生大豆和栽培大豆的指纹图谱很相近

，

相似性系数高达 ����
，

但在

野生大豆和栽培大豆之间存在特异谱带
。
�

�

‘���‘�� 亚属二倍体材料中
，

染色体组型为 �类的 ��嘶盯�巴� 、

��

�

�������� 和 ‘
�

�
如诚

�“�� 很好地聚为一类 �‘
� 。 。 吻 和 ‘

�

�尹勿切�� 的染色体组型同为 �类
，

其指纹图谱的

相似程度也较高��类染色体组型 ‘
�

如扣如 和 ‘
�

泌��������期�的亲缘关系亦较近
，

同为 �类染色体组型的

‘
�

耐����，�坛却与染色体组型为 �组的 ‘
�

�。 吻 和 ‘
�

�

帅如�� 的指纹图谱比较接近
。
�

、 ‘������ 亚属多倍体

材料中在 ‘
�

����心�� 和 ‘
�

肠����� 种内的多倍体材料的亲缘关系较近
，

尽管其地理来源不同�染色体组型

为 ��的 ‘
�

�确枷��
�二
���和染色体组型为 ��的 ‘

�

��。 康如�������与其它多倍体种的亲缘关系较远
。
��

�可
“
亚属和 ‘������ 亚属的相似性系数很低

，

亲缘关系较远
，

很早就发生了分化
。

关健词�大豆属 �多年生野生大豆 �����

中圈分类号
���� 文献标识码

��

大豆属植物属于豆科大豆亚族
，

据 ���� 年最新结果��’，大豆属现在由 �� 个种组成
，

包括 ‘������

和���
�两个亚属

，

主要是一年生和多年生种
。

大豆属种间亲缘关系的研究不仅是研究大豆起源
、

进化

和分类的重要手段
，

对大豆基因组学的研究和遗传育种也有着重要意义
。

���������卜�����
� �
������

� ��������是采用一个简单重复序列为引物
，

通过聚合酶链式反应来扩增

两个相邻的方向相反的微卫星之间的区域‘�，。 它结合了����和 ���两项技术的优点
，

简单易操作
、

费用低
、

多态性高
、

稳定性好
。

该技术可以用于任何含有大量简单重复序列的物种
，

而且不需要知道

基因组的序列
。

用作 ����分析的引物可以是基于任何 ���重复序列
，

可以是二碱基
、

三碱基
、

四碱基

或是五碱基等
。
���� 的引物设计比 ��� 简单

，

不需知道 ��� 序列即可用引物进行扩增
，

目前 ����

分析已广泛用于遗传多样性评价
、

品种鉴定等领域
。

周延清等��《�巧����利用 ����分析河南大豆的遗传

多样性 �谢甫娣等���������利用 ����分子标记进行不同来源大豆品种的分类 �金燕���������利用 ����

标记研究野生大豆居群内遗传变异
。

但是
，

还没有用于大豆属植物亲缘关系方面研究的报道
。

本文采用 ���� 标记技术
，

对大豆属植物 �� 份材料进行了遗传关系分析
，

旨在探讨大豆属植物的

亲缘关系和分类地位
。

� 材料与方法

�
�

� 材料

本实验所用试材均来自吉林省农业科学院生物技术研究中
』
心

，

包括多年生野生大豆 �� 个种 ��

份材料
，

一年生野生大豆 �份
，

栽培大豆 �份�表 ��
。

�
�

� ���提取

���提取采用试剂盒进行
。

取叶片 ��� �液氮研磨
，
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�期 王玉民等
�

利用 ����技术探讨大豆属植物的亲缘关系

而
� �加人 ��� 林��� �����

，

混匀
，
��侃旧甲� 离心 �而

� �取上清加 ��卜�玻璃乳
，

混匀后室温放置 ��

而
� �� 巧 《��〕 ��� 离心 �而� ，

弃上清�加人 ��� 林�������
�，

混匀
，

�� 仪刃 甲� 离心 �分钟
，

弃上清 �

加人 ��� 林����乙醇洗二次
，

吸干上清
，

室温晾干约 �� ���� 加 ��� 卜���
，

混匀
，

��
一
��℃ �一 �

���
。
� ��。以〕 甲� 离心 ��一

��
� ，

取上清
，

即为 ���
。

裹 � 实验用的植物材料

二一��������

加一����������������������

����﹄
·

����︸

���������������������������������

染色体组型

����

��

����

����

��

��
����

��

����

产地

澳大利亚

澳大利亚

澳大利亚

澳大利亚

澳大利亚

澳大利亚

澳大利亚

澳大利亚

澳大利亚

澳大利亚

中国

中国台湾

编号 材料名称

����抖�

����抖�

��佣��

�������

��加��
����拓石

���】拓�
�������

英德中青
��������

开山白

种名
勿厅记�翻止如

勿即沈瓜�滋
句，记川已

��
协” 址瓜�

��
勿川址川已

��
勿而记川吧

而
‘。 厅比心�

���

染色体组型

��

��

����

����

产地

澳大利亚

澳大利亚

澳大利亚

澳大利亚

澳大利亚

中国

中国台湾

中国

中国

中国

中国

��������������������������

以如

筑︸﹄淤黔薰������������﹃﹄﹄﹃﹃﹄薰﹄﹄﹃﹄
鹅
���������������

�
�

� ����分析

参照加拿大哥伦比亚大学 ���公司 �仪巧年公布的 ���� 引物序列
，

由鼎国公司合成
。
���反应

体系为 ��卜�� 其中包括 �����
������

�一��������
�

��
，
�

�

����
����邪�

�，���
�

比 ���
，
�种 ��” 各

��� 卜��

比
，

引物 ���
���巩

，
��������聚合酶

，

�������
。
���反应程序为

���℃预变性 ����
，

然后

��℃ ��� ，
��℃ ���，

��℃ ����
，
��个循环

，

��℃ ��而� ，
�℃保存

。
�

�

��琼脂糖凝胶电泳
，

胶中加人适量

澳化乙锭
，

采用 ���一��� ����仪犯凝胶成像系统记录电泳结果
。

�
�

� 数据处理

����扩增结果稳定
，

电泳图谱中一个谱带均可看作一个位点
。

根据各条带的迁移率及其有无统

计得所有位点的二元数据
。

有带记为
“
�
” ，

无带记为
“
�

” 。

用 ������
� ����

�

�� 计算供试材料的 ��� 氏遗

传相似系数矩阵
，

按类平均法�
�������喇 ���� �旧�������� �����丽���

���� ��
�

卿
�，
������进行聚类

分析
，

绘制亲缘关系树状图
。

� 结果与分析

�
�

� 引物筛选

我们共合成了�� 条 ����引物
，

首先用 �

份材料 ���为模板
，

对引物进行筛选
，

选出了 裹�

�� 条扩增条带清晰
、

重复性好的引物对所有 一
材料进行分析�表 ��

。

��� 指纹图谱分析

利用筛选出的 �� 个引物建立了 �� 份材

料的指纹图谱�图 ��
。

从这些材料的指纹图谱

中可以看出
，

在
�
��� 亚属中野生大豆和栽培大

豆的指纹图谱非常相似
。

引物 ������扩增的

结果中发现有一条带为野生大豆所特有
，

引物

����引物序列及其扩增的进带数目

引物 序列 �
， ‘ �，

谱带数
������

������

������

������

������

������

������

������

������

������

�����������������

��������������� 《��

�����������������

���������������
�

�
�

��

�����������������

�����������������

�����������������

�����������������

�����������������

�����������������

�

��

������的扩增结果中发现 �条带为栽培大豆所特有
，

它们可能为区分野生大豆和栽培大豆的特异谱

带
。 ‘

�

嘶盯���和 ‘
� 。

��������的指纹图谱很接近
，

而且与‘
�

����旋����� 的图谱比较接近 �‘
� 。 “ 二以�和��

�

州����
�
的指纹图谱比较接近

，

并与‘
�

���������坛的指纹图谱有许多共同的谱带
�‘

�

����������种内的

多倍体种������
，

���的指纹图谱比较相似
， ‘

�

确��俪种内的多倍体种的指纹图谱也比较相似
，

而��

勿����������
�二��

，

���
、 ‘

�

励二�����
�二���与其相对应的多倍体种的指纹图谱差异较大

。

��� 亲缘关系分析
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�
、

�分别为引物 ������
、

������ 的扩增结果
，

从左到右
�

第一泳道为 ������
，

第二泳道开始为材料
，

顺序与材料编号相同
。

从图 �可以看出
，

野生大豆和栽培大豆之

间的相似程度很高
，

高达 �
�

���
，

这说明野生大

豆和栽培大豆基因组相似程度很高
，

亲缘关系

较近
。 ‘

�

嘶盯阳� 和 ‘
� 。
�������� 的相似性系数

为 �����
，

它们与 ‘
�

�叨成����� 的相似性系数

为 ������ ‘
� 。 。 吻 和 ‘

� 。
州

。肠如 的相似性系

数为 �����
，

与 ‘
�

诚�������� 的相似性系数为
�

�

��� �‘
�

����瓜���� 种内的多倍体种������
，
���

的相似性系数也较高
，

为 �
�

���
， ‘

�

���二��� 种

内的多倍体种的相似性系数为 �
�

���
，

而 ‘
�

���

������滋��
�二��

，

如�
、

�
�

�砧�������
�二���与其相对

应的多倍体种的相似性系数均较低
。

� 讨 论
图� 大豆属植物 ��份材料亲缘关系树状圈

惠东威�������’�采用随机扩增多态性 ���������对大豆属植物系统学进行了研究
，

发现不论染色

体组型和原产地如何 ‘
�

����瓜����种内和 ‘
�

��������种内材料的亲缘关系较近
。

同时还发现 ‘
�

��������

与 ‘
�

���������
� 和 ‘

�

���如��� 的指纹图谱有很多共同带
，

说明其亲缘关系较近
。

惠东威���������又利用

����技术重建大豆属的亲缘关系
，

发现 ‘
�

勿���瓜��坛种内存在 �种不同的进化类型
，

其分化距离已

大于某些种种间的分化距离
，

它们可能是被形态遮蔽的 �个种
。

顾京等���������
、

惠东威���������对大豆

属 �� 个种的第一转录间隔区��仆 ��进行了序列分析
。

重建的树状图表明以往分类的种内�如 ‘
�

�。 �

��晓��’ ‘
� 。

�������� 和 ‘
�

���二����存在歧化现象
，

它们可能是被形态分析所掩盖的种
。

本研究结果表明多年生野生大豆和一年生大豆的相似性系数很低
，

为 �����
。

说明多年生野生大

豆和一年生大豆很早就发生了分化
。

这与前人利用其它方法研究的结果相符合
。

在 ‘������ 亚属中
，

很

多种内的歧化现象也比较普遍
。

在 ‘
�

�����
������种内

，

由于染色体数目和染色体组型的不同
，

其分化的

早晚也有明显的差异
。

在 ‘
�

�������� 种内也是如此
。

综合惠东威等以前的研究结果
，

用不同方法对多

年生野生大豆的系统发生或亲缘关系进行研究
，

到目前为止还不能得出一致的结论
。

���
�
亚属的分化

较晚
，

鉴于栽培大豆和野生大豆杂交可育
，

不存在生殖隔离
，

应该属于植物学上的同一个种
。

但野生

大豆和栽培大豆之间在分子水平上还存在一定的遗传分化
，

我们发现引物 ������ 扩增的结果中发

现有一条带为野生大豆所特有
，

引物 ������ 的扩增结果中发现 �条带为栽培大豆所特有
。

这与赵洪

馄等 ‘���川 对野生大豆和栽培大豆所进行的 ���及 ���� 分析的结果相一致
。

而与惠东威等 ��� 利用

����对大豆属植物进行研究的结果有所不同
。
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都不耐贮存
，

难以进人商品市场
。

因此
，

微生物肥料的发展必然要在剂型上有革新
，

而剂型的革新又

要求菌种更新换代
。

这样才能提高菌种的抗逆性和生物肥料的保质期
。

③根据不同土壤和不同作物研制不同的配方 。

针对吉林省各个地区不同的气候条件
、

土壤类型和

不同作物研制不同的生物有机肥料
，

使其具有较强的针对性和专一性
，

这样效果可能会更好
。

如针对

我省东部地区的白浆土
、

棕壤等主要土类和气候特点
，

应主要接种抗病性强的优势菌种
。

西部地区气

候较干早
，

应选择抗逆性强的芽抱杆菌
。

而且西部地区土壤清薄
，

土著大豆根瘤菌类型较简单
，

以快

生为主
，

固氮活性低
，

那么就可在大豆上选育接种慢生型固氮活性高的大豆根瘤菌
。

但大豆根瘤菌与

寄主之间具有很强的专一性
，

因此
，

菌种的筛选要比豆种的选育超前或同步
，

达到菌种和豆种的最佳

组合
。

中部地区土壤肥沃
，

气候条件较好
，

土著菌种类复杂
，

又很活跃
，

可选育营养
、

抗病和促生的优

势菌群
，

发挥菌株间的协同作用
，

有效促进作物生长
。

如中部地区玉米茎腐病较严重
，

那么就可选育

抗生菌
、

木霉等有效菌群
，

防止玉米茎腐病的发生
，

并增加作物产量和改善品质
。

总之
，

以科学理论为指导进行生物有机肥的研制与开发
，

以增产增效和无公害为目标
，

在有效微

生物菌种的选育和联合菌群的应用
、

工业发酵工艺和产品质量方面有所突破
，

使生物有机肥料取得令

人信服的效果
，

必将为农业可持续发展作出应有的贡献
。

从发展趋势看
，

生物有机肥的产业化必将给

吉林省经济带来巨大的影响力
，

也是把吉林省建设成为生态示范省的一个重要条件
。
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