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苦瓜种质遗传多样性的RAPD和ISSR分析

高 山1’2，林碧英1，许端祥‘，傅睿清1，林 峰1，林义章2，潘东明2

(1福建省福州市蔬菜科学研究所，福州350012；2福建农林大学园艺学院，福州350002)

摘要：采用RAPD和ISSR分子标记技术对38份苦瓜种质进行遗传多样性分析。结果表明：10个RAPD和10个ISSR引

物分别扩增出93条和8l条带，多态性比率分别为50．54％和61．29％；RAPD和ISSR标记检测供试材料的遗传相似性系数

(GS)范围，分别为0．287—1和0．221一l，ISSR(平均GS值0．672)检测多态性效果高于RAPD(平均GS值0．694)。RAPD标

记聚类分析将供试种质分为3个类群6组，分类结果与苦瓜瓜瘤的表型分类比较相似；ISSR标记聚类分析将供试种质分为3

个类群7组，ISSR标记划分类群与形态上以颜色分类比较接近。RAPD和ISSR标记的遗传相似性系数呈显著相关(r=

0．550)。两个标记整合后聚类分析可检测到更大的遗传变异，结果与苦瓜的农艺性状分类和地理分布有一定的相关性。
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Genetic Diversity of Bitter Gourd(Momordica charantia L．)
based on RAPD and ISSR

GAO Shanl’2，LIN Bi—yin91，XU Duan．xian91，FU Rui—qin91，LIN Fen91，LIN Yi．zhan92，PAN Dong．ming

(1 Fuzhou Institute of Vegetable Crops，Fuzhou 350012；
2

College of Horticulture，Fujian Agriculture and Forestry Unive舟i@，Fuzhou 350002)

Abstract：Random amplified polymorphic DNA(RAPD)and inter-simple sequence repeat(ISSR)molecular

markers were used to detect the genetic diversity among 38 bitter gourd(Momordica charantia L．)．The results

showed that 93 and 8 1 bands were obtained by RAPD and ISSR markers amplified through 10 selected primers re-

spectively．The PPB(percentage of polymorphic bands)in ISSR detection(61．29％)was higher than that in RAPD

(50．54％)．The similarity coefficient ranging from 0．287 to 1 and from 0．22 1 to 1 respectively，and the ISSR

(mean value of GS was 0．672)was more efficient than RAPD(mean value of GS was 0．694)．The germplasms were

divided into three main cluster groups and six inferior groups by RAPD，which was similarly with the phenotype

classification of bitter gourd protuberance，and it also could be divided into three main cluster groups and seven infe-

rior groups by ISSR，which was consistent with the color classification of bitter gourd．The significant correlation be-

tween RAPD and ISSR markers was observed(r=0．550)．Combining with two methods would more suitable for the

analysis of genetic diversity，and the result was related to the phenotype classification and geographical distribution．

Key words：Bitter gourd(Momordica charantia L．)；Germplasm；Genetic diversity；RAPD；ISSR

苦瓜属于葫芦科苦瓜属一年生攀缘草本植物，

原产于亚洲热带地区，广泛分布于热带、亚热带及温

带地区，在我国、印度、日本、东南亚都有悠久的栽培

历史⋯。近几年来，随着人们对苦瓜的营养价值和

诸多食疗功效的重新认识，我国苦瓜生产发展迅速，

栽培面积逐年扩大，从而推动了我国苦瓜育种研究

工作的深入开展。对苦瓜种质进行深入系统的研

究，拓宽育成品种的遗传基础，使育种水平再上新台
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阶，是当前苦瓜遗传育种研究的重要任务之一【21。

目前，关于我国苦瓜品种的RAPD分析"一J、印

度苦瓜遗传多样性的RAPD和ISSR分析”1已有少量

报道，国内外RAPD及ISSR分子标记已在青麻∞J、冬

瓜"J、青花菜{引、萝卜p1和芥菜m3等作物上广泛应

用，为利用分子标记对我国苦瓜种质资源的遗传多样

性进行研究提供了科学依据。一般认为，植物种群间

的遗传变异与该物种的地理分布及生态特征有关，张

长远等p‘和温庆放等”1研究表明，苦瓜传人我国后经

过多种生态环境条件驯化和定向选择。已产生了丰富

的变异。本研究利用RAPD和ISSR标记技术，对38

表l 供试材料的名称、来源及主要特征特性

Table 1 Source and names of materials investigated

份苦瓜种质资源的遗传多样性和亲缘关系进行分析，

并比较这两种标记在苦瓜种质资源多样性检测中的

有效性，为苦瓜遗传资源的鉴定、优良品质资源的发

掘、品种改良以及杂种优势利用上的应用提供参考。

1材料与方法

1．1材料

选取的38份苦瓜(Momordwa charantia L．)均

为本所采用单株选择法选育的F6自交系，来源及主

要特征见表1。主要特征的描述参考《苦瓜种质资源

描述规范和数据标准》¨¨略作修改。100条RAPD
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引物、50条UBC—ISSR引物、Taq酶和dNTP购自上

海生工生物工程公司。

1．2方法

1．2．1 DNA提取苦瓜总DNA的提取以幼苗为

材料，采用改良的CTAB法¨2|，用紫外分光光度计

在260nm和280nm下测定OD值，检测DNA的质量

和浓度，并稀释到30ng／txl。

1．2．2扩增 RAPD-PCR反应体系为25斗l，其中包

括：1 xPCR buffer，2．5mmoL／L MgCl2，100IJLmoL／L

dNTP，0．2斗mol／L引物，1UTaq酶，30ng模板DNA。

扩增程序为：94℃预变性5min；940C 15s，37℃90s，

720C 120s，40个循环；720C 7rain；40C保存。

ISSR—PCR反应体系优化为25汕l¨引，其中含1×

PCR buffer，2．5mmoL／L MgCI，，2001上mol／L dNTP，

0．5斗mol／L引物，30ng模板DNA，0．75U Taq酶。扩

增程序为：94℃预变性5min；92。C 60s，53—62℃(不

同的ISSR引物有其特异退火温度)70s，72℃120s，

40个循环；720C 7min；4℃保存。

1．2．3 扩增产物检测扩增反应在PCR仪(Ep—

pendorf Mastercycler gradient)上进行。反应结束后，

RAPD和ISSR扩增产物分别在1．5％、2．0％琼脂糖

凝胶中以5V／cm的电压电泳分离。用捷达凝胶成

像系统进行拍照分析。

1．2．4 数据统计与分析将电泳图谱清晰且可重

复的条带赋值为1，同一位置上的弱带且不重复或

未出现带的赋值为0，形成1、0数据矩阵，计算单位

引物扩增的条带、多态性条带及多态性条带百分

率‘14]。根据Nei．Li相似系数法¨副求遗传相似系

数，用NTSYS-pc 2．10e软件进行数据分析¨“，分别

求RAPD、ISSR和RAPD+ISSR的相似系数(Gs)矩

阵。用UPGMA方法进行聚类分析，生成聚类图。

用GraMatric comp对3个遗传相似性系数矩阵进行

相关性分析。

2 结果与分析

2．1 扩增产物的多态性

从100条RAPD引物和50条ISSR引物中筛选

出扩增条带清晰、重复性高的引物各10条(表2)。

RAPD扩增的条带在200—3000bp之间，图1为S19

扩增结果；10条引物共扩增出93条带，多态性条带

为47条，多态性比率为50．54％。ISSR扩增条带在

200—2000bp之间，图2为ISSR引物UCB835的扩

增图；10条ISSR引物扩增出81条带，多态性条带

为54条，多态性比率为66．67％。

表2 10条RAPD引物和10条ISSR引物在38个苦瓜材料上的扩增情况

Table 2 The statistical data of 10 RAPD and 10 ISSR primers in 38 accessions bitter gourd
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图I S19对38份苦瓜材料的RAPD·PCR扩增电泳图

F嘻1 The RAPD-PCR amplification patterns by primer S19 on 38 bitter gourd accessions

图2 ISSR引物UCB835对38个苦瓜材料的ISSR·PCR扩增电泳图

Fig．2 The ISSR-PCR amplification patterns by primer UCB 835 on 38 bitter gourd accessions

2．2 聚类分析

2．2．1 38份苦瓜种质遗传多样性的RAPD分析

38份苦瓜种质的傩值在0．287—1之间，在平均数

0．694处分为3类(图3)。第1类包括3组，第1组

包括碧绿、正大1号、4号等4份皮色为绿色、瓜皮

粒条相间的材料；第2组为先锋、热研l号、热研2

号等6份皮色绿色、瓜皮粗条瘤的材料和3号、13

号等6份绿色、粗条瘤与少许粒瘤相问的材料，另外

2份是墨绿色圆刺瘤的材料以及1份来自台湾的瓜

瘤为大圆粒的月华苦瓜；第3组为玉娇、53号等2

份短粗条瘤与少许粒瘤的材料。第Ⅱ类是瓜绿色、

长棒状，粒瘤与细条瘤相间，棱瘤中密的材料，分别

为春晓3号和绿丰苦瓜。第Ⅲ类包括2组，第1组

包括508、台美、2号、美玉等11份浅绿色刺瘤的材

料与1份来自台湾的绿皮、圆锥形、粒瘤与短条瘤相

间的材料，其中508与台美的GS值为1；第2组包

括春秋王、赣优和玉银等3份粒瘤或圆突刺瘤的

材料。

2．2．2 38份苦瓜种质遗传多样性的ISSR分析

38份苦瓜种质的Gs值在0．221—1之间，从图4可

以看出，在平均数0．672处分为3类。第1类分成

O．60 O．70 0．80 0．90 1．00

相似系数Coefficient

图3 38份苦瓜材料的RAPD标记聚类图

Fig．3 Dendrogram for 38 bitter gourd accessions

based on RAPD markers by UPGMA method
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4个组，第1组包括碧绿、7号，为皮色亮绿，长棒状、

中晚熟的材料；第2组包括农乐、53号、先锋等14

份，为皮色绿、粗长纵瘤或与圆突的相间材料；第3

组13号为皮色深油绿色的材料。第4组为春晓3

号和绿丰等4份皮色翠绿的材料；第Ⅱ类是65号和

新秀油绿2份来源不同地区的瓜皮墨绿色、刺瘤的

材料。第Ⅲ类分为2个组，第1个组包括508、台美、

美玉、59号等8份浅绿色、圆突刺瘤、中熟或早中熟的

材料，其中508与台美的∞值为1；第2组为春秋王、

月华等7份绿白色或白色、刺瘤或粒瘤的材料。

0．60 o．70 o．80 o．90 1．oo

相似系数Coefficient

图4 38份苦瓜材料的ISSR标记聚类图

Fig．4 Dendrogram for 38 bitter gourd accessions

based on ISSR markers by UPGMA method

2．2．3 整合RAPD与ISSR对38份苦瓜种质进行

聚类分析将RAPD与ISSR的0、1矩阵结合进行

聚类分析，Gs值在0．299～1之间。由图5可见，

在平均值0．703处将供试的苦瓜种质分为4类。

第1类又可分为3个组，第1组包括碧绿、7号，为

皮色亮绿，长棒状、中晚熟的材料；第2组包括玉

娇、正大3号等4份，为绿皮材料、短粗条与粒瘤

相间的中晚熟或晚熟材料；第3组包括农乐、热研

2号、先锋等皮色绿、粗条瘤或条瘤与圆突的相间

的13份材料。第Ⅱ类为墨绿色的65号和新秀油

绿苦瓜。第Ⅲ类包括春晓3号和绿丰苦瓜，为绿

色、长棒状、粒瘤与细条瘤相间的材料。第Ⅳ类可

分为2个组，第1组为台美、508、美玉等10份浅

绿、刺瘤的材料，第2组是春秋王、月华等5份主

要为白绿或白色的材料。

O．58 0．69 o．79 O．90 1．OO

相似系数Coefficient

圈5弼份苦瓜材料的RAPD+ISSR标记聚类图

Fig．5 Dendrogram for 38 bitter gourd accessions

based Oil RAPD and ISSR markers by UPGMA method

2．2．4 RAPD、ISSR与RPAD+ISSR聚类分析相

关分析 对RAPD、ISSR和RAPD+ISSR标记的相

似性系数矩阵进行相关性分析。结果表明，RAPD

和ISSR标记的相关系数为0．550，呈显著相关。

RAPD+ISSR标记与ISSR标记的相关系数为

0．890，与RAPD标记的相关系数为0．873。

3 讨论

本研究供试的苦瓜种质中，采用RAPD和ISSR

技术都能扩增出各自的多态性谱带，反映了苦瓜种

质丰富的遗传多样性，但2种标记的多态性和检测

水平各不相同。ISSR标记的平均多态性条带数和

比率均高于RAPD标记，而平均GS值小于RAPD标

记，GS值变幅大于RAPD标记。说明苦瓜种质的

ISSR标记比RAPD标记可检测遗传多样性的能力

●¨，修”m他好弘””拐勰”弭”拍砣M他弘埒凹：扒，，HM笛如，加40勰0毖

●¨，m”坦b汐拍””M弛弘"粥拍""””婚”2殂，H坫，巧如49砣加6勰0
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更高。

印度学者研究表明ⅢJ，苦瓜在瓜型、大小和瓜

色上存在很大的差异，RAPD标记的聚类结果与苦

瓜的14个农艺性状的聚类结果不一样。在本试

验中，RAPD与ISSR标记聚类分析结果表明，苦瓜

种质的瓜色、瓜瘤的表型农艺性状与分子标记聚

类结果存在相关性。RAPD标记对供试的苦瓜种

质划分的3个类群6组，与苦瓜瓜瘤的类型分类相

似。本研究结果与张长远等旧-对苦瓜亲缘关系的

RAPD分析结论基本一致。ISSR标记划分类群与

形态上以颜色分类比较接近，将来源不同地区的

墨绿色材料、绿色材料和浅绿或自绿色材料各自

聚为3个类群。同时，2种标记结果还显示供试种

质问存在一定的地域差异。浅绿色或绿白色、粒

或刺瘤苦瓜主要分在长江流域。台湾和广东地区

对苦瓜种质开发利用率高，种质以绿色、条瘤的材

料为主，同时其他类型也比较丰富。瓜皮颜色、瓜

瘤2个性状结合是与我国育种者长期定向选择的

结果。

RAPD与ISSR标记的相似系数矩阵间显著相

关，但相关系数较小，产生差异的主要原因一方面

与这两种标记所检测的基因座位不同有关一·，另

一方面由于不同的引物检测得到的多态性不一

样，随着引物数量的增加必然引起遗传距离的变

化。RAPD和ISSR两种标记获得的聚类树相似但

不完全相同。RAPD与ISSR标记整合后的聚类结

果既能与瓜色性状相关，又能反映瓜瘤性状的差异，

优于RAPD或ISSR标记的分析。由此可见，不同的

分子标记之间并不是相互排斥和相互取代，不同标

记间结合利用可相互补充，能更好地揭示种质之间

的遗传多样性。
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