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葛根资源遗传多样性和性状关联分析
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　 　 摘要:通过研究葛根资源的遗传多样性和葛根表型性状与分子标记的关联分析ꎬ为葛根的分子育种和指纹图谱构建提供

理论依据ꎮ 鉴定分析了 １２７ 份不同来源葛根资源的 １０ 个表型性状ꎬ并用 ＩＳＳＲ 标记研究 １２７ 份葛根资源的遗传多样性ꎬ对

ＩＳＳＲ 标记与表型性状进行关联分析ꎮ 表型性状鉴定结果显示葛根资源的 １０ 个性状变异大、多样性较好ꎮ 利用 ＩＳＳＲ 标记获

得多态性条带 １０９ 条ꎬ平均每个引物扩增 ５ ７３ 条、平均 Ｎｅｉ′ｓ 基因多样性 ０ ２０８５、平均 Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ 指数 ０ ３３７８ꎬ最远遗传距离

为 ０ ４６ꎮ ＩＳＳＲ 分子标记聚类分析将 １２７ 份资源聚为两大类ꎬ群体结构分析和 ＰＣｏＡ 分析结果类似将 １２７ 份资源分为 ２ 个亚

群ꎮ ＧＬＭ 分析发现 ３ 个与茸毛性状关联标记ꎬＭＬＭ 分析未发现与表型性状关联的标记ꎮ 本研究收集的资源遗传多样性较

好ꎬ葛根分子标记聚类结果与地域关系不大ꎬ综合 ＧＬＭ 和 ＭＬＭ 关联分析结果ꎬ本试验未发现与表型关联位点ꎮ
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葛根(Ｐｕｅｒａｒｉａ ｌｏｂａｔａ(ｗｉｌｌｄ. ) Ｏｈｗｉ)为豆科葛属

(Ｐｕｅｒａｒｉａ ＤＣ. )多年生植物ꎬ以其干燥的根入药[１]ꎮ 葛

根含有葛根素、葛根素木糖甙、黄酮、多糖等多种药用

成分ꎬ具有解肌、透疹、止泻、除烦、降脂、降糖、解酒、美
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容丰胸等功效[２￣４]ꎮ 我国在 ２０００ 年前就将葛根入药治

病和食疗保健[５￣６]ꎮ 此外葛根还具有生长迅速、生物产

量高、适应性好、抗逆性强ꎬ可种植在贫瘠山坡上作为

优质饲草[７￣１０]ꎮ 因此葛根种植具有很好的市场前景ꎮ
我国是葛根的起源分布中心ꎬ但长期以来葛根

主要靠采收野生资源供药用ꎬ品种选育没有得到足

够重视ꎬ因过度的采挖ꎬ以及资源保护、品种提纯复

壮和品种选育研究滞后ꎬ一些优良的葛根资源正在

减少和消失[９]ꎬ因此对葛根资源进行收集、评价与

利用ꎬ对推动葛根产业健康发展具有重要意义ꎮ 近

年来ꎬ葛根资源收集和遗传多样性研究逐渐得到重

视ꎬ一些研究者利用表型性状和分子标记对葛根进

行遗传多样性研究ꎮ 郝建平等[１１] 利用表型特征对

山西葛根种质资源进行了研究ꎻ景戌等[１２] 利用

ＲＡＰＤ 标记对 １２ 份重庆葛根进行了遗传多样性分

析ꎬ周精华等[１３]也利用 ＲＡＰＤ 标记对湖南的葛种质

资源进行研究ꎬ郭艳艳等[１４]利用 ＩＳＳＲ 标记对 １１ 份

葛根资源多样性进行评价ꎬ陈大霞等[１５] 利用 ＳＲＡＰ
标记对 ２１ 份葛根资源进行遗传多样性研究ꎮ 但上

述研究样本较少ꎬ且只利用分子标记或者表型数据ꎬ
未将分子标记和表型性状结合来深入研究分析我国

葛根资源的多样性ꎮ 本研究于 ２０１２￣２０１３ 年广泛收

集了四川、江西、湖南、湖北、重庆、安徽、陕西等 ９ 省

市的葛根资源 １２７ 份ꎬ并通过表型性状鉴定和 ＩＳＳＲ
分子标记相结合的方法ꎬ研究了这些葛根资源遗传

多样性和表型性状与分子标记的关联分析ꎬ以期为

葛根资源遗传育种利用、品种指纹图谱的构建、葛根

品种 ＤＵＳ(ＤｉｓｔｉｎｃｔｎｅｓｓꎬＵｎｉｆｏｒｍｉｔｙꎬＳｔａｂｉｌｉｔｙ)测定提

供指导和参考ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 试验材料

试验材料为课题组 ２０１２￣２０１３ 年从江西、四川、
湖北、安徽、浙江、山东、陕西、湖南、重庆等 ９ 省市收

集的 １２７ 份葛根资源(表 １)ꎮ 于 ２０１４ 年在四川省

农业科学院经济作物育种栽培研究所青白江基地统

一育苗移栽ꎬ田间采用顺序排列ꎬ重复 ３ 次ꎬ每小区

种植 ２０ 株ꎬ田间管理按照葛根栽培常规管理ꎮ

表 １　 １２７ 份葛根资源材料来源及编号

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｄｅｔａｉｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｄｅ ｏｆ １２７ Ｐｕｅｒａｒｉａ ｌｏｂａｔａ(ｗｉｌｌｄ. )Ｏｈｗｉ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ

编号

Ｎｕｍｂｅｒ
来源

Ｏｒｉｇｉｎ
类型

Ｔｙｐｅ
编号

Ｎｕｍｂｅｒ
来源

Ｏｒｉｇｉｎ
类型

Ｔｙｐｅ
编号

Ｎｕｍｂｅｒ
来源

Ｏｒｉｇｉｎ
类型

Ｔｙｐｅ
编号

Ｎｕｍｂｅｒ
来源

Ｏｒｉｇｉｎ
类型

Ｔｙｐｅ

Ｇ１ 江西德兴 栽培葛根

Ｇ２ 江西德兴 栽培葛根

Ｇ３ 江西德兴 栽培葛根

Ｇ４ 江西德兴 栽培葛根

Ｇ５ 江西德兴 栽培葛根

Ｇ６ 江西德兴 栽培葛根

Ｇ７ 江西德兴 栽培葛根

Ｇ８ 江西德兴 栽培葛根

Ｇ９ 江西德兴 栽培葛根

Ｇ１０ 江西德兴 栽培葛根

Ｇ１１ 江西上饶 栽培葛根

Ｇ１２ 江西横丰 栽培葛根

Ｇ１３ 江西横丰 栽培葛根

Ｇ１４ 江西横丰 栽培葛根

Ｇ１５ 江西横丰 栽培葛根

Ｇ１６ 江西横丰 栽培小叶葛

Ｇ１７ 江西横丰 栽培小叶葛

Ｇ１８ 江西上饶 野生葛根

Ｇ１９ 江西上饶 野生葛根

Ｇ２０ 江西上饶 野生葛根

Ｇ２１ 江西上饶 野生葛根

Ｇ２２ 江西上饶 野生葛根

Ｇ２３ 江西上饶 野生葛根

Ｇ２４ 江西上饶 野生葛根

Ｇ２５ 江西上饶 野生葛根

Ｇ２６ 江西上饶 野生葛根

Ｇ２７ 江西上饶 野生葛根

Ｇ２８ 江西横丰 野生葛根

Ｇ２９ 江西横丰 野生葛根

Ｇ３０ 江西横丰 野生葛根

Ｇ３１ 江西横丰 野生葛根

Ｇ３２ 江西横丰 野生葛根

Ｇ３３ 江西横丰 野生葛根

Ｇ３４ 江西横丰 野生葛根

Ｇ３５ 江西横丰 野生葛根

Ｇ３６ 江西横丰 野生葛根

Ｇ３７ 江西横丰 野生葛根

Ｇ３８ 江西横丰 野生葛根

Ｇ３９ 江西横丰 野生葛根

Ｇ４０ 四川阆中 栽培葛根

Ｇ４１ 四川阆中 栽培葛根

Ｇ４２ 四川阆中 栽培葛根

Ｇ４３ 山东泰山 野生葛根

Ｇ４４ 四川巴中 栽培葛根

Ｇ４５ 四川巴中 栽培葛根

Ｇ４６ 四川巴中 栽培葛根

Ｇ４７ 四川巴中 栽培葛根

Ｇ４８ 四川西昌 野生葛根

Ｇ４９ 四川西昌 野生葛根

Ｇ５０ 四川西昌 野生葛根

Ｇ５２ 四川金堂 栽培葛根

Ｇ５５ 江西赣州 野生葛根

Ｇ５６ 江西赣州 野生葛根

Ｇ５８ 四川金堂 栽培葛根

Ｇ６０ 湖南岳阳 野生葛根

Ｇ６１ 湖南岳阳 野生葛根

Ｇ６３ 湖南岳阳 野生葛根

Ｇ６６ 四川西昌 野生葛根

Ｇ６７ 四川荣经 野生葛根

Ｇ６８ 四川荣经 野生葛根

Ｇ６９ 四川荣经 野生葛根

Ｇ７０ 四川荣经 野生葛根

Ｇ７１ 四川荣经 野生葛根

Ｇ７２ 四川荣经 野生葛根

Ｇ７３ 四川荣经 野生葛根

Ｇ７４ 四川荣经 野生葛根

Ｇ７６ 重庆万州 野生葛根

Ｇ７７ 重庆万州 野生葛根

Ｇ７８ 重庆万州 野生葛根

Ｇ７９ 重庆万州 野生葛根

Ｇ８０ 重庆万州 野生葛根

Ｇ８１ 重庆万州 野生葛根

Ｇ８２ 重庆万州 野生葛根

Ｇ８３ 重庆万州 野生葛根

Ｇ８４ 重庆万州 野生葛根

Ｇ８５ 重庆万州 野生葛根

４３２
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表 １(续)

编号

Ｎｕｍｂｅｒ
来源

Ｏｒｉｇｉｎ
类型

Ｔｙｐｅ
编号

Ｎｕｍｂｅｒ
来源

Ｏｒｉｇｉｎ
类型

Ｔｙｐｅ
编号

Ｎｕｍｂｅｒ
来源

Ｏｒｉｇｉｎ
类型

Ｔｙｐｅ
编号

Ｎｕｍｂｅｒ
来源

Ｏｒｉｇｉｎ
类型

Ｔｙｐｅ

Ｇ８８ 四川雅安 野生葛根

Ｇ８９ 四川雅安 野生葛根

Ｇ９０ 四川雅安 野生葛根

Ｇ９１ 四川平昌 栽培葛根

Ｇ９２ 四川平昌 栽培葛根

Ｇ９３ 四川平昌 栽培葛根

Ｇ９４ 四川平昌 栽培葛根

Ｇ９５ 江西横丰 野生葛根

Ｇ９６ 江西横丰 野生葛根

Ｇ９７ 江西横丰 野生葛根

Ｇ９８ 江西横丰 野生葛根

Ｇ９９ 江西横丰 野生葛根

Ｇ１００ 江西横丰 栽培葛根

Ｇ１０１ 江西德兴 栽培葛根

Ｇ１０２ 江西德兴 野生葛根

Ｇ１０３ 江西德兴 野生葛根

Ｇ１０４ 江西德兴 栽培葛根

Ｇ１０５ 江西德兴 栽培葛根

Ｇ１０６ 江西德兴 栽培葛根

Ｇ１０７ 江西德兴 栽培葛根

Ｇ１０８ 江西德兴 栽培葛根

Ｇ１０９ 江西德兴 栽培葛根

Ｇ１１０ 四川安县 野生葛根

Ｇ１１１ 四川安县 野生葛根

Ｇ１１２ 四川安县 野生葛根

Ｇ１１３ 四川安县 野生葛根

Ｇ１１４ 四川安县 野生葛根

Ｇ１１５ 四川安县 野生葛根

Ｇ１１６ 浙江临安 野生葛根

Ｇ１１７ 陕西安康 野生葛根

Ｇ１１８ 湖北兴山 野生葛根

Ｇ１１９ 安徽宣城 野生葛根

Ｇ１２０ 安徽宣城 野生葛根

Ｇ１２１ 安徽宣城 野生葛根

Ｇ１２２ 安徽宣城 野生葛根

Ｇ１２３ 安徽宣城 野生葛根

Ｇ１２４ 安徽宣城 野生葛根

Ｇ１２５ 安徽宣城 野生葛根

Ｇ１２６ 安徽宣城 野生葛根

Ｇ１２７ 安徽宣城 野生葛根

Ｇ１２８ 安徽宣城 野生葛根

Ｇ１２９ 陕西杨凌 栽培葛根

Ｇ１３０ 陕西杨凌 栽培葛根

Ｇ１３１ 陕西杨凌 栽培葛根

Ｇ１３２ 陕西杨凌 野生葛根

Ｇ１３３ 陕西杨凌 野生葛根

Ｇ１３４ 陕西杨凌 野生葛根

Ｇ１３５ 陕西杨凌 野生葛根

Ｇ１３６ 四川梓潼 野生葛根

Ｇ１３７ 四川梓潼 野生葛根

Ｇ１３８ 四川梓潼 野生葛根

Ｇ１:宋氏一代ꎻＧ１１:葛博士 １ 号ꎻＧ１２:横葛 １ 号ꎻＧ１３:横葛 ２ 号ꎻＧ１４:赣葛 ５ 号ꎻＧ１００:宋氏二代

Ｇ１:ＳｏｎｇｓｈｉｙｉｄａｉꎬＧ１１:Ｇｅｂｏｓｈｉ￣１ꎬＧ１２:Ｈｅｎｇｇｅ￣１ꎬＧ１３:Ｈｅｎｇｇｅ￣２ꎬＧ１４:Ｇａｎｇｅ￣５ꎬＧ１００:Ｓｏｎｇｓｈｉｅｒｄａｉ

１ ２　 方法

１ ２ １　 表型性状的鉴定　 对 １２７ 份试验材料的 １０
个表型性状进行鉴定ꎬ其中茎节间长度和叶柄长度

两个性状采用定量测定ꎬ为减少取样误差ꎬ统一测定

基部起第 ８ ~ １０ 节的 ３ 个节间长度和叶柄长度ꎬ每
重复测量 １０ 株ꎬ取平均值ꎮ 叶片颜色、叶片大小、茎
秆茸毛、叶片茸毛、叶柄茸毛、叶片花纹、茎秆粗细、
叶缺深浅等 ８ 个性状也统一鉴定第 ８ ~ １０ 节的茎和

叶ꎬ采取赋值法(代码值)进行定性鉴定ꎮ
１ ２ ２　 ＩＳＳＲ 分子标记检测　 采用改良 ＣＴＡＢ 法提

取 ＤＮＡꎬ紫外分光光度计测定其浓度ꎬ将样品稀释

至 ５０ ｍｇ / Ｌꎮ ＰＣＲ 反应体系为 ２０ μＬꎬＤＮＡ ２ μＬ、
Ｔａｑ 酶(５ Ｕ / μＬ)０ ２ μＬ、引物(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ) ２ μＬ、
ｄＮＴＰ(２ ５ ｍｍｏｌ / Ｌ) ２ μＬ、１０ × Ｂｕｆｆｅｒ (２５ ｍｍｏｌ / Ｌ)
２ μＬ、ｄｄＨ２ Ｏ １１ ８ μＬꎮ ＰＣＲ 反应程序采用 ＩＳＳＲ￣
Ｔｏｕｃｈｄｏｗｎ[１６]ꎬ具体为 ９４ ℃变性 ３ ｍｉｎꎻ９４ ℃ 变性

３０ ｓ、５８ ℃退火 ３０ ｓ、７２ ℃延伸 １ ５ ｍｉｎꎬ１０ 个循环ꎬ
每循环退火温度降低 ０ ５ ℃ꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓ、５６ ℃
退火 ３０ ｓ、７２ ℃延伸 １ ５ ｍｉｎꎬ３０ 个循环ꎻ７２ ℃延伸

１０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物采用 ３ ０％琼脂糖凝胶电泳ꎬ电压

稳定在 １１０ ~ １３０ Ｖ 电泳 １ ~ ２ ｈꎬ采用 Ｇｏｌｄｖｉｅｗ 染

色ꎬ用凝胶成像系统成像并保存记录ꎮ
１ ２ ３　 ＩＳＳＲ 扩增条带读数　 ＩＳＳＲ 按有无读数ꎬ同
一大小位置有条带赋值 １ꎬ无条带则赋值为 ０ꎮ

１ ２ ４　 数据的分析与处理 　 用软件 Ｐｏｐｇｅｎｅ 进行

遗传多样性分析ꎬ分别计算 Ｎｅｉ′ｓ 指数、Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ 指

数、平均有效位点数ꎻ用软件 ＮＴＳＹＳ 和 ＤＰＳ 进行聚

类分析ꎬ按非加权配对法(ＵＰＧＭＡ)进行聚类分析ꎬ
并计算 ＧＳ 值ꎻ采用软件 ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ 的 Ｂａｙｅｓｉａｎ
Ｍａｒｋｏｖ Ｃｈａｉｎ Ｍｏｎｔｅ Ｃａｒｌｏ 模型(ＭＣＭＣ)计算群体结

构ꎬＫ 取值范围 １ ~ ２０ꎬ８ 次独立运算重复ꎬ根据 Ｇ.
Ｅｖａｎｎｏ 等[１７]的算法计算 ΔＫꎻＰＣｏＡ 分析用软件 ＮＴ￣
ＳＹＳꎻ用 ＳＰＡＧｅＤｉ 软件进行亲缘关系 ｋｉｎｓｈｉｐ 分析ꎻ
用 ＴＡＳＳＥＬ[１８]软件一般线性模型(ＧＬＭꎬｇｅｎｅｒａｌ ｌｉｎｅ￣
ａｒ ｍｏｄｅｌ)和混合线性模型(ＭＬＭꎬｍｉｘｅｄ ｌｉｎｅａｒ ｍｏｄ￣
ｅｌ)进行表型和标记的关联分析ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 表型性状鉴定结果 　 试验鉴定了 １２７ 份葛根

资源的 １０ 个表型性状ꎬ其中叶色、叶花纹、叶片茸毛、
茎秆茸毛、叶缺、叶柄茸毛、茎秆粗细、叶片大小 ８ 个

生物学性状采用定性方法进行鉴定ꎮ 叶色分为深、
中、浅 ３ 个等级ꎬ分别占 １５ ７％、２９ １％、５５ １％ꎮ 叶

花纹分为大、中、小、无 ４ 个等级ꎬ分别占 ４９ ６％、
１４ ２％、１６ ５％、１０ ２％、９ ４％ꎮ 叶片茸毛分为无、稀
少、少、 中、 多 ５ 个 等 级ꎬ 分 别 占 ５５ １％、 ７ １％、
２４ ４％、４ ７％、８ ７％ꎮ 茎秆茸毛分为无、少、中偏少、
中、较多、多 ６ 个等级ꎬ分别占 １ ６％、２３ ６％、３ １％、

５３２
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３９ ２％、７ １％、２５ ２％ꎮ 叶缺分为无、浅、有、深 ４ 个等

级ꎬ分别占 ６３ ８％、１９. ７％、１４. ２％、２. ４％ꎮ 叶柄茸毛

分为无、少、中偏少、中、中偏多、多 ６ 个等级ꎬ分别占

７ ９％、３. ２％、６２ ２％、７ １％、８ ７％、３ １％ꎮ 茎秆粗细

分为细、中细、中、中粗、粗 ５ 个等级ꎬ分别占 ８１ １％、
４ ７％、１０ ２％、２ ４％、１ ６％ꎮ 叶片大小分为小、略小、
中、中偏大、大 ５ 个等级ꎬ分别占 ７３ ２％、３ １％、

１１ ０％、２. ４％、１０ ２％ꎮ １２７ 份葛根资源的茎节间长

度、叶柄长度两个性状定量鉴定结果显示(表 ２)ꎬ不
同资源材料之间的叶柄长度和茎节间长度差异较大ꎬ
其中叶柄长度变幅４ ３ ~２４ ３ ｃｍꎬ变异系数为０ ３ꎬ茎
节间长度变幅 ３ ２ ~ ２８ ７ ｃｍꎬ变异系数为 ０ ４ꎮ 表型

性状鉴定结果表明不同葛根资源的这 １０ 个表型性状

变异大ꎬ可作为葛根品种 ＤＵＳ 测定的参考指标ꎮ

表 ２　 叶柄长度和茎节长度统计分析结果

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｓｔｉｐｅ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｎｏｄｅ

性状

Ｔｒａｉｔｓ
极大值

Ｍａｘ.
极小值

Ｍｉｎ.
极差

Ｒａｎｇｅ
平均数

Ｍｅａｎ
变异系数

ＣＶ
标准差

ＳＤ

叶柄长度(ｃｍ)Ｓｔｉｐｅ ｌｅｎｇｔｈ ２４ ３ ４ ３ ２０ ０ １５ ０ ０ ３ ４ ５

茎节间长度(ｃｍ)Ｉｎｔｅｒｎｏｄｅ ｌｅｎｇｔｈ ２８ ７ ３ ２ ２５ ５ １３ ８ ０ ４ ５ ４

２ ２　 ＩＳＳＲ 标记检测和遗传多样性分析 　 用 １００
条 ＩＳＳＲ 引物在 １２７ 份葛根资源中进行扩增ꎬ筛选到

扩增谱带清晰的多态性引物 １９ 条(表 ３)ꎮ １９ 条多

态性引物共扩增得到多态性条带 １０９ 条ꎬ平均每个

引物扩增 ５ ７３ 条ꎬ１９ 条引物中 ＵＢＣ８８９ 扩增条带最

多(１０ 个) ꎬＵＢＣ８２０ 扩增条带最少(１ 个) ꎮ 利用

表 ３　 多态性 ＩＳＳＲ 引物序列

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ＩＳＳＲ ｐｒｉｍｅｒｓ

引物

Ｐｒｉｍｅｒ
核苷酸序列

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ
备注

Ｎｏｔｅ

ＵＢＣ８０８ ＡＧＡ ＧＡＧ ＡＧＡ ＧＡＧ ＡＧＡ ＧＣ

ＵＢＣ８１６ ＣＡＣ ＡＣＡ ＣＡＣ ＡＣＡ ＣＡＣ ＡＴ

ＵＢＣ８１７ ＣＡＣ ＡＣＡ ＣＡＣ ＡＣＡ ＣＡＣ ＡＡ

ＵＢＣ８１８ ＣＡＣ ＡＣＡ ＣＡＣ ＡＣＡ ＣＡＣ ＡＧ

ＵＢＣ８２０ ＧＴＧ ＴＧＴ ＧＴＧ ＴＧＴ ＧＴＧ ＴＣ

ＵＢＣ８２６ ＡＣＡ ＣＡＣ ＡＣＡ ＣＡＣ ＡＣＡ ＣＣ

ＵＢＣ８４０ ＧＡＧ ＡＧＡ ＧＡＧ ＡＧＡ ＧＡＧ ＡＹＴ Ｙ ＝ Ｃ / Ｔ

ＵＢＣ８４６ ＣＡＣ ＡＣＡ ＣＡＣ ＡＣＡ ＣＡＣ ＡＲＴ Ｒ ＝ Ａ / Ｇ

ＵＢＣ８４８ ＣＡＣ ＡＣＡ ＣＡＣ ＡＣＡ ＣＡＣ ＡＲＧ Ｒ ＝ Ａ / Ｇ

ＵＢＣ８５０ ＧＴＧ ＴＧＴ ＧＴＧ ＴＧＴ ＧＴＧ ＴＹＣ Ｙ ＝ Ｃ / Ｔ

ＵＢＣ８５１ ＧＴＧ ＴＧＴ ＧＴＧ ＴＧＴ ＧＴＧ ＴＹＧ Ｙ ＝ Ｃ / Ｔ

ＵＢＣ８５５ ＡＣＡ ＣＡＣ ＡＣＡ ＣＡＣ ＡＣＡ ＣＹＴ Ｙ ＝ Ｃ / Ｔ

ＵＢＣ８５６ ＡＣＡ ＣＡＣ ＡＣＡ ＣＡＣ ＡＣＡ ＣＹＡ Ｙ ＝ Ｃ / Ｔ

ＵＢＣ８６０ ＴＧＴ ＧＴＧ ＴＧＴ ＧＴＧ ＴＧＴ ＧＲＡ Ｒ ＝ Ａ / Ｇ

ＵＢＣ８６６ ＣＴＣ ＣＴＣ ＣＴＣ ＣＴＣ ＣＴＣ ＣＴＣ

ＵＢＣ８７３ ＧＡＣ ＡＧＡ ＣＡＧ ＡＣＡ ＧＡＣ Ａ

ＵＢＣ８８０ ＧＧＡ ＧＡＧ ＧＡＧ ＡＧＧ ＡＧＡ

ＵＢＣ８８９ ＤＢＤ ＡＣＡ ＣＡＣ ＡＣＡ ＣＡＣ ＡＣ Ｄ ＝ Ａ / Ｇ / Ｔ Ｂ ＝ Ｃ / Ｇ / Ｔ

ＵＢＣ８９０ ＶＨＶ ＧＴＧ ＴＧＴ ＧＴＧ ＴＧＴ ＧＴ Ｖ ＝ Ａ / Ｃ / Ｇ Ｈ ＝ Ａ / Ｃ / Ｔ

Ｐｏｐｇｅｎｅ 软件计算各位点遗传多样性指数(表 ４)ꎬＮｅｉ′ｓ
多样性指数在 ０ ００７９ ~ ０ ５ 之间ꎬ平均 Ｎｅｉ′ｓ 指数

０ ２０８５ꎬＳｈａｎｎｏｎ′ｓ 指数在 ０ ０２５８ ~ ０ ６９３１ 之间ꎬ平均

Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ 指数 ０ ３３７８ꎬ平均有效位点数 １ ３２０６ꎬ结果

表明 １２７ 份葛根资源具有较高的遗传多样性ꎮ

表 ４　 １２７ 份资源遗传多样性分析结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ １２７ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ

多样性指数

Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ

极大值

(位点)
Ｍａｘ.

极小值

(位点)
Ｍｉｎ.

平均数

Ｍｅａｎ
标准差

ＳＤ

有效位点数 ２
(ＵＢＣ８５６￣３)

１ ００７９
(ＵＢＣ８８０￣５)

１ ３２０６ ０ ２９４４

Ｎｅｉ′ｓ 多样性

指数

０ ５
(ＵＢＣ８５６￣３)

０ ００７９
(ＵＢＣ８８０￣１)

０ ２０８５ ０ １５７３

Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ 指数 ０ ６９３１
(ＵＢＣ８５６￣３)

０ ０２５８
(ＵＢＣ８８９￣３)

０ ３３７８ ０ ２１１８

２ ３　 聚类分析、群体结构分析和 ＰＣｏＡ 分析　 利用

ＤＰＳ 和 ＮＴＳＹＳ 软件进行聚类分析ꎬ根据 ＵＰＧＭＡ 法

构建的遗传关系聚类图显示(图 １)ꎬ１２７ 份材料平

均遗传相似系数为 ０ ８１ꎬ最大的为 １(有两对材料不

能区分)ꎬ最小的为 ０ ６３ꎬ对应的最大遗传距离为

０ ４６ꎬ最小的为 ０ꎮ 聚类分析表明ꎬ当遗传相似系数

为 ０ ６５ 时将 １２７ 份材料划分为两个大类ꎬ第Ⅰ类以

农家栽培葛根为主ꎬ第Ⅱ类以野生葛根为主ꎬ其中第

Ⅰ类、第Ⅱ类又各自分为两小类(Ⅰ￣１、Ⅰ￣２、Ⅱ￣１、
Ⅱ￣２)ꎬ目前栽培较大面积的 Ｇ１(宋氏一代)和 Ｇ１００
(宋氏二代)分别被分在第Ⅰ大类的两个亚类中ꎮ
Ｇ３５、Ｇ３６ 和 Ｇ４７、Ｇ４８ 两对材料不能通过这 １９ 条引

物进行区分ꎮ 聚类结果显示这 １９ 对 ＩＳＳＲ 引物能很

好地鉴别区分其中的 １２３ 份资源ꎮ
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图 １　 １２７ 份葛根资源 ＩＳＳＲ 标记聚类图

Ｆｉｇ. １　 Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ １２７ Ｐｕｅｒａｒｉａ ｌｏｂａｔａ(ｗｉｌｌｄ. )Ｏｈｗｉ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｂｙ ＩＳＳＲ ｍａｒｋｅｒ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ

江西上饶、德兴、横丰是我国葛根的主产地ꎬ在
这 ３ 个地区收集的葛根资源 ５４ 份ꎬ其中上饶 １１ 份、
德兴 １９ 份、横丰 ２４ 份ꎬ约占本试验资源的 １ / ２ꎮ 为

进一步分析主产区葛根资源的多样性ꎬ为生产提供

参考ꎬ利用 ＮＴＳＹＳ、Ｐｏｐｇｅｎｅ 软件对江西 ５４ 份葛根资

源进行聚类和遗传多样性分析ꎮ 在遗传相似系数为

０ ６５ 时ꎬ５４ 份资源被聚为两大类ꎬＧ１(宋氏一代)和
Ｇ１００(宋氏二代)被聚到第Ⅰ类ꎬ上饶资源全都被聚

到第Ⅰ类ꎬ横丰、德兴的材料两大类中都有(图 ２)ꎮ
根据 Ｐｏｐｇｅｎｅ 分析结果来看ꎬ上饶葛根的遗传多性

样较德兴和横丰更加丰富(表 ５)ꎮ
利用 ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ Ｂａｙｅｓｉａｎ 模型计算群体结

构ꎬ在 Ｋ ＝ １ 时得到最小 ＬｎＰ(Ｋ) ＝ － １２１９０ ９ꎬ在

Ｋ ＝１２ 时得到最大 ＬｎＰ ( Ｋ) ＝ － ７６３５ ３８７５ꎮ 用

Ｇ. Ｅｖａｎｎｏ 等[１７]的算法寻找最优 Ｋ 值ꎬ在 Ｋ ＝２ 时得

到 ΔＫ 的最大值 ３００ ２ꎬ随后 ΔＫ 取值逐渐变小(图
３)ꎬ根据分析结果在 Ｋ ＝ ２ 得到合理群体结构(图
４)ꎬ将 １２７ 份资源划分为两个亚群ꎬ第一亚群包括

５５ 份材料、第二亚群包括 ７２ 份材料ꎬ宋氏一代和宋

氏二代分属于不同亚群ꎮ 通过 ＰＣｏＡ 分析(图 ５)发
现除了一份材料与 ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ 分析后的结果偏

离ꎬ剩下的材料所在位置和 ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ 分析结果

类似ꎬ主成分分析仍然将 １２７ 份资源分为两个亚

群ꎮ ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ 分析和 ＰＣｏＡ 分析结果一致性较

高ꎬ与 ＮＴＳＹＳ 分析结果类似ꎬ１２７ 份葛根资源分为

两个亚群ꎮ 　
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图 ２　 ５４ 份葛根资源 ＩＳＳＲ 标记聚类图

Ｆｉｇ. ２　 Ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ５４ Ｐｕｅｒａｒｉａ ｌｏｂａｔａ(ｗｉｌｌｄ. )Ｏｈｗｉ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｂｙ ＩＳＳＲ ｍａｒｋｅｒ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ

表 ５　 江西葛根资源遗传多样性

Ｔａｂｌｅ ５　 Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｐｕｅｒａｒｉａ ｌｏｂａｔａ(ｗｉｌｌｄ. )Ｏｈｗｉ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｆｒｏｍ Ｊｉａｎｇｘｉ

材料来源(份数)
Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ ｍａｔｅｒｉａｌｓ

Ｎｅｉ′ｓ 指数

Ｎｅｉ′ｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ 指数

Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎｄｅｘ
ＰＩＣ 值

ＰＩＣ ｖａｌｕｅ

江西(５４) ０ ２００８ ０ ３２３２ ０ ２０３６

德兴(１９) ０ １７３５ ０ ２８２１ ０ １７６９

横丰(２４) ０ １９８８ ０ ３１５５ ０ ２０１２

上饶(１１) ０ ２１１１ ０ ３１８７ ０ ２１３０

２ ４　 ＩＳＳＲ 标记与生物学性状的关联分析 　 利用

ＴＡＳＳＥＬ 软件对 ＩＳＳＲ 条带与所调查性状采用回归

分析方法进行关联分析ꎬ通过对标记条带进行过滤ꎬ
将 １０９ 个 ＩＳＳＲ 位点与 １０ 个表型性状通过 ＧＬＭ 算

法(以 Ｑ 作为协变量) 进行关联分析ꎬ 结果当

－ ｌｏｇ １０(ｐ) ＝ ３ 时ꎬ得到条带 ＵＢＣ８８９￣５、ＵＢＣ８５５￣
６、ＵＢＣ８１７￣３ 与叶片茸毛性状关联ꎬ分别解释表型

变异 １０ ２％ 、８ ８％ 、９ ８％ (表 ６)ꎮ 但通过 ＭＬＭ 算

法(以 Ｑ ＋ Ｋ 作为协变量)作标记与性状的关联分析

时ꎬ没有发现与表型性状显著关联(图 ６)ꎮ
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图 ３　 ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ 分析 ΔＫ 值

Ｆｉｇ. ３　 ΔＫ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ ａｎａｌｙｓｉｓ

　 　

图 ４　 １２７ 份资源群体结构分析结果

Ｆｉｇ. ４　 Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ １２７ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ

Ａ:圆圈表示 ＳＴＵＣＴＵＲＥ 分析的第一亚群ꎻＢ:圆圈表示 ＮＴＳＹＳ 分析的第一类

Ａ:Ｃｉｒｃｌｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｓｕｂｇｒｏｕｐ ｏｆ ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ ａｎａｌｙｓｉｓꎬＢ:Ｃｉｒｃｌｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ｓｕｂｇｒｏｕｐ ｏｆ ＮＴＳＹＳ ａｎａｌｙｓｉｓ

图 ５　 ＰＣｏＡ 分析结果

Ｆｉｇ. ５　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＰＣｏＡ ａｎａｌｙｓｉｓ

表 ６　 ＩＳＳＲ 标记与叶片茸毛关联分析结果

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｅａｆ ｐｕｂｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｙ ＩＳＳＲ ｍａｒｋｅｒ

性状 Ｔｒａｉｔｓ 标记 Ｍａｒｋｅｒｓ ｄｆ＿ｍａｒｋｅｒ Ｆ＿ｍａｒｋｅｒ ｐ＿ｍａｒｋｅｒ ｄｆ＿ｍｏｄｅｌ ｄｆ＿ｅｒｒｏｒ ｍａｒｋｅｒ＿ｒ２

叶片茸毛

Ｌｅａｆ
ｐｕｂｅｓｃｅｎｃｅｓ

ＵＢＣ８８９￣５ １ １４ ２６０ ２ ４５Ｅ￣０４ １ １２５ ０ １０２

ＵＢＣ８５５￣６ １ １２ ０６７ ７ ０６Ｅ￣０４ １ １２５ ０ ０８８

ＵＢＣ８１７￣３ １ １３ ６２０ ３ ３３Ｅ￣０４ １ １２５ ０ ０９８

３　 讨论

３ １　 表型性状遗传多样性分析　 国内目前报道的

葛根遗传多样性分析文献多用分子标记进行遗传

多样性评价ꎬ只有景戌等 [１２] 对 １２ 份资源进行了

葛根素含量的测试ꎮ 本研究通过学习和改进

Ｓ. Ｂｕｎｍａｎｏｐａ 等[１６]对泰国葛根遗传多样性研究方

法ꎬ鉴定了葛根的 １０ 个植物学表型性状ꎮ 通过分

析发现叶片颜色、叶片大小、茎秆茸毛、叶片茸

毛、叶柄茸毛、叶片花纹、茎秆粗细、叶缺深浅等 ８
个表型性状在资源中分布不均ꎬ变异范围较大ꎮ
茎节间长度和叶柄长度 ２ 个定量鉴定性状的变

异系数分别为 ０ ３、０ ４ꎮ 本研究表型性状鉴定结

果显示ꎬ不同来源葛根资源的 １０ 个表型性状变

异较大ꎬ可作为葛根品种 ＤＵＳ 测试的主要表型鉴

定指标ꎮ
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Ａ:ＧＬＭ 分析 Ｍａｎｈａｔｔａｎ 图ꎻＢ:ＧＬＭ 分析 ＱＱ 图ꎻＣ:ＭＬＭ 分析 Ｍａｎｈａｔｔａｎ 图ꎻＤ:ＭＬＭ 分析 ＱＱ 图

Ａ:Ｍａｎｈａｔｔａｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＧＬＭ ａｎａｌｙｓｉｓꎬＢ:ＱＱ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＧＬＭ ａｎａｌｙｓｉｓꎬＣ:Ｍａｎｈａｔｔａｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＭＬＭ ａｎａｌｙｓｉｓꎬＤ:ＱＱ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ＭＬＭ ａｎａｌｙｓｉｓ

图 ６　 叶片茸毛的关联分析

Ｆｉｇ. ６　 Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｌｅａｆ ｐｕｂｅｓｃｅｎｃｅ

３ ２　 ＩＳＳＲ 标记遗传多样性分析 　 本试验用 １９ 条

具有多态性的 ＩＳＳＲ 引物ꎬ在 １２７ 份资源中扩增得到

１０９ 条清晰的多态性条带ꎬ检测到的多态性较高ꎬ与
前人在其他作物上用 ＩＳＳＲ 进行遗传多样性研究结果

类似[１９￣２１]ꎬ这 １９ 条 ＩＳＳＲ 引物也能有效地将其中 １２３
份资源区分开ꎬ因此这 １９ 条 ＩＳＳＲ 引物可作为葛根资

源和品种鉴定的核心引物ꎮ 有两对材料不能进行有效

地区分ꎬ推测可能是这两对资源引种于相同地方其亲

缘关系太近ꎮ 分子标记和表型数据结果显示本研究收

集的 １２７ 份葛根资源表型差异大ꎬ遗传多样性好ꎬ该结

果为后续这些材料进行杂交育种利用奠定了基础ꎮ
利用 ＮＴＳＹＳ 进行聚类分析发现 １２７ 份葛根可

分为两大类ꎬ 其中宋氏一代 ( Ｇ１ ) 和宋氏二代

(Ｇ１００)被聚到第Ⅰ大类的两个亚类中ꎬ这与两个品

种的选育来源结果一致ꎮ 聚类结果分析发现葛根分

子标记聚类与地域关系不大ꎬ这与郭艳艳等[１４]、陈
大霞等[１５]的聚类结果一致ꎬ可能是由于相互引种造

成的ꎮ 聚类图显示葛根栽培种与野生资源聚类相互

交叉ꎬ出现这种情况可能与现有葛根品种大都从野

外收集的优良单株系谱选育而成有关ꎬ也与葛根本

身的选育驯化育种历史较短、栽培所用品种缺乏提

纯复壮有关ꎮ ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ 软件将 １２７ 份资源分为

两个亚群ꎬＰＣｏＡ 分析结果与 ＳＴＲＵＣＴＵＲＥ 分析结果

一致性极高ꎬ两个类群差异不大ꎬ群体间未出现明显

分层现象ꎮ
３ ３　 表型与分子标记的关联分析　 截至目前对葛

根的表型和标记的关联分析尚未见报道ꎬ本试验利

用 ｔａｓｓｅｌ 软件对调查的表型性状和标记进行关联分

析ꎮ 利用 ＧＬＭ 分析发现 ３ 个位点与叶片茸毛性状

显著关联ꎮ 前人研究发现有些茸毛能够通过分泌生

物碱和萜类化合物来毒杀昆虫ꎬ而且茸毛还能加强

抵御极端气候ꎮ 拟南芥[２２]、水稻[２３]、小麦[２４] 等作

物中有许多控制茸毛生长的基因被定位和克隆ꎬ在
与葛根同科的大豆中邢光南等[２５]研究发现叶片茸毛

与抗虫性相关性极强ꎮ 但本研究随后利用 ＭＬＭ 分析

没有发现与表型性状关联的分子标记ꎮ 通过比对

ＭＬＭ 和 ＧＬＭ 分析的 ＱＱ 图和 Ｍａｎｈａｔｔａｎ 图ꎬ认为本

试验发现的与叶片茸毛关联标记ꎬ可能是由于 ＧＬＭ
算法出现的假阳性ꎬ因此其准确性需进一步验证ꎮ
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