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大豆分子标记研究进展
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.

大豆的 R F L P研究

陈绍江
”

(东北农业大学大豆所 )

提 要

本文 详细介 绍 了近 年来有关大豆 R F L P研 究的最新进展
,

对大 豆 R F L P 的

研究方法及其在遗 传育种中的应用进 行了评述
。

关键词 大豆 ; R F L P ; D N A ;遗传育种

大豆是 人类最重要的植物蛋 白来源
。

多年来
.

,

尽管 人们从形态
、

生理生化
,

细胞遗传等

方面对其进行了大量研究
,

但与其它作物如玉米
、

水稻等相 比
,

其遗传研究进展十分缓慢
。

据 P al m e r ( 19 9 0) 统计
,

经典遗传学构建的大豆遗传图谱只有 17 个连锁 群
,

覆盖 5 3 c0 M
。

而 玉米在 19 35 年时的遗传图谱即涉及全部连锁群
,

覆盖 7 0 c0 M
。

显然依靠经典方法是难

以在短时间内对大豆遗传进行全面深入了解的
。

近 20 多年来兴起的分子生物学技术
,

尤其是 80 年代初产生的 R F L P 技术给各种生
,

特别是象大豆这样难 以 用传统方法探入进行遗传研究的作物带来了极大的方便
。

在不

` 0年的时卿里已使大豆遗传研究有了质的飞跃
。

目前 R F “ ” 方法已成为大豆遗传学研

物到

究中最重要的一种分子生物学方法
, R F L P 标记也就成了大豆的十分理想的分子标记

.

国

内虽己开始这方面的研究工作
,

但尚鲜见报导
。

本文 旨在综述大豆 R F L P 研究的最新发展

及其方法
,

为国内更好地开展这方面的研究提供参考
。 -

,
、

R F L P 原理概要
R F L p ( R e s t r i C t io n F r a s m , n t L e n g c h p o l孙

o r ph is m )是 B o s t e in ( 19 8 0 )首先提出的一种

分子遗传标记
。

它是指 D N A 经限制性内切酶消化后
,

通过与探针进行杂交而检测到的

D N A 片段 长度多态性
。

这种多 态性与限制性内切酶在 D N A 上识别切点 的分 布有关
,

D N A 来源不同
,

其切点分布亦不同
,

酶切后检测到的多态性也就不一样
。

据此就可对所测

本文于 19 9 5 年 3 月 2 7 日收到
。 T h` p a ep , w 韶 r e e e

vlc d o : 1 M a r比 2 7
,

一9 9 5
.

“ 现在北京农业大学作物遗传育种系博士后流动站
。
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生物材料遗传
_

卜的差异作 出判断
。

研究表明
,

D N A 的这种限制性片段多态性普遍存在
,

但

其丰富性有很大差异
,

王米
、

果蝇等均存在着丰富的 R F L P 变异
,

而大豆等的 R F L P 则相

对贫乏
。

R F L P 反映了 D N A 水平 卜的变异
,

任何 D N A 序列的改变如扦入
、

重排
、

缺失等都会

改变原有酶切位点所在位量
,

从 l (lj 使两酶切点间的 D N A 片段长度发生变化
,

这种变化经

酶切
,

杂交及放射 自显影就会使 R F L P 带的特征有所改变
,

山此即可对生物的变异进行分

析
。

由于不同的限制性内切酶具有不同的识别切点
,

它们所反映的变异也不相同
,

众多限

制性内切酶的应用
,

可以探 明 D N A
_

卜所存在的大多数变异
。

其分析原理如 卜图 (箭头所

指为酶切位点 )

A 、

4 冬
二

a 。

善 冬公
. )
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叭
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日
A · ’ A A ` A a

R F L P 标记在遗传上是共显性的
,

按孟德尔规律传递 (见上图 )
。

这一特点使得它可以

在没有任何形态
、

生化等标记的情况下
,

通过直接识别 D N A
_

卜的变异构建遗传图谱
。

并

可由此对一些农艺
_

_

匕较为重要性状的基因进行定位
。

这种方法显然对大豆这样遗传背景

知之甚少的作物尤为合适
。

这种方法的优点在于 R F L P 的多少取决于探针 沐酶的组合数
。

限制性内切酶 已知有 2 00 多种
,

而探针数 目几乎不可限量
。

因而既便大豆 R F L P 相对贫

乏
,

通过调节酶与探针就可得到足够的 R F L P 标记
。

另外 R F L P 不受环境影响
,

同一个体

内不同组织的 D N A R F L P 是一致的
,

这就保证了结果的稳定可靠性
。

同时其对 D N A 非

编码区的变异也可进行检测
,

这就突破了传统方法依表型性状研究变异的局限
。

二
、

大豆 R F L P 研究现状

自 8 0年代初提出 R F L P 可以用作分子标记之后
,

R F L P 便被成功地 用于许多生物的

分子生物学研究
。

大豆起步较晚
,

至 19 88 年才有 A p u g a 等系统地报导了大豆 R F L P 研究

结果
。

指出 G
.

、 。 二
种内遗传多态性较贫乏

,

但有些酶及探针可揭示一些多态性
。

之后

K e in 、
等 (一9 9 3 ) 以 一7 个 R F L P 标记对 5 8 个大豆材料进行了分析

,

证明 G
.

, “ 。 :

种内 R F L P

较低
,

平均多态性只有 16 %
,

但个别品种如 x 25̂
;

与吉林 3
一

号具有较高的多态性
。

而口
.

, , ` 。 x

与 `
.

` J
。

两种问遗传多态性较高
,

平均为 35 %
。

以上结果表明
,

大豆特别是栽培大豆的遗

传基础是十分狭窄的
。

尽管大豆的遗传多态性较差
,

但通过对亲本的选择以及使 用足够多的探针标记可以

大大克服这一困难
。

! ” o 年 K e in 、
等以 G

.

。 ` 。 , x G
.

o J。 种问杂交后代构建第一 个大豆

R F L P 图谱时用了 150 个 R FI
J

P 标记
。

结果构建了一个涉及 26 个连锁群
,

覆盖 120 0c M 的

遗传图谱
。

这显然比经典的图谱更进了一步
,

从 11时巴大豆遗传研究推到了更高水平
。

19 , 3

年 L a r k 等又以 一个具有较高遗传多态性的栽培大豆组合 N io : 只 M isn uy 为材料构建了一

个更具利用价值的遗传图谱
。

该图包括 ! 32 个 R F L P 标记
,

15 5 c0 M
,

3 } 个连锁群
。

其中 7

个与 K
e in 、
等构建的一致

,

而其余则有一定差异
。

这种差异表明一个给定的探针 在不同组
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合中所鉴别的片段有一定差异
。

目前大豆 R F L P 遗传图谱构建工作正在世界范围内展开
,

我国也已开始这项研究
,

预期不久将会有更详细更准确的 R F L P 图谱问世
。

表 ! 用 R F L P 定位的农艺性状基因

T a b le 1 G e n cs o f A g r o n o m ie T r a i t s L幽 il 不e d b y R F L P

性状 T r` t s R F L P 标记 R F L P M a r k e ,
连锁群 L山 k a g。 g r o u p
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.
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氛
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大豆 R F L P图谱的构建为一些重要的农艺性状
,

特别是数量性状的遗传研究开辟了

一条全新的途径
。

目前 已经定位的性状遍及形态
、

发育
、

生殖以 及品质等方面
。

如茎粗
、

叶

宽 已分别定位于 R 组与 E 组 卜(K
e in 、 e : al

.

! 9叻 )
.

含油量被定位于第 3 连锁群
_

卜(L ar k
,

l , , 2 )
。

对质量性状的基因定位研究亦有多篇报导
。

Y u 等 ( 19洲 )对大豆抗花叶病毒基因

的研 究表 明
,

抗 s M v 基 因 R s v

与两 个 R F L P 位点 ( p A 18 6
,

p K 6州 a ) 相 连锁
,

D ie r s 等

( r , , 2 )用 曰 l 个 R F L P 标记将几个抗疫腐病害 ( P h y t o p h t h u r a )的基因 R s p ,
、

R s p : 、

R
s p 3

分

别定位于 K
、

L
、

E 组之中
,

另外其它一些质量性状的基因也 已定位 (P 。 ilz n e t al
,

l” 4)
。

表

l 列出了到 目前为止经由 R F L P 标记定位的数量性状与质量性状基因
。

K
e

iln 等 ( ! 99 们还应用卫 F L P 标记 对大豆育种程序的有效性进行了研究
。

他们以优 系

沐优系和优系 只 劣系两类组合后代群体各 26 1 个株 系为材料
,

用 1 00 个 R F L P 探针对一

粒传法 (s s D )和多粒传 ( M s D )法进行 了分析
。

结果表明
,

不论哪种群体
,

哪种方法单一亲

本对后代群体的影响均不超过 75 %
,

s s D 法所得 各系遗传 卜各有特点
,

而 M s D 法所得各

系有 18 % 为遗传
_

卜重复的选系
。

显然单粒传法更准确些
。

这二研究为 R F L P 在大豆育种

中开展更高层次的探索提供了借鉴
。

.

在对大豆核 D N A R F L P 进行大量研究的同时
,

一些学者还对大豆胞质 D N A R F L P

多态性进行了分析
。

据 cl us e 等 ( I , 8 , )对美国大豆叶绿体 D N A ( c t D N A )的 R F L P 研究
,

ct D N A 具 有一定的多态性
,

据此他们将美国大豆胞质来源分为 6 组
。

G r ab au 等 ( l , 8 9) 首

先对大豆线粒体 D N A ( n 、
tD N A , R F L P 的多态性进行了研究

,

之后对美国 138 个栽培大豆

的
n 、 t D N A 进行了更详细的分析

。

结果表明
,

这些品种的胞质来源分为 刁组
,

其 中 iL
j l

cu in

型 2 7 个
,

A r k s o y 型 2
:1’ B e d加 r d 型 7 2 个

,

*
, , `: 一 fo r a g e

(饲用 )型 7 个
。

由此可见美国大豆

胞质来源也是相 当单一的
,

多集中在 B ed fo dr 和 iL lle
。
拓 两型之内

。

另外 ct D N A 的分类与

m t D N A 的分类结果有一定差异
,

其原因尚不清楚
。

`

三
、

天豆 R F L P 研究方法

虽然各生物的 R F L P 原理是相同的
,

但要有效地对大豆 R F L P 开展研究则需要注意

它的特殊性
。

其一
,

由于大豆遗传基础狭窄
,

多态性贫乏
,

因此在进行遗传作图时
,

就要首

先筛选多态性足够的亲本
。

在利用栽培品种时更是如此
。

目前美国在 R F L P 研究中应用

最多的种 I’llJ 杂交为 `
.

, n 。 厂只 G
.

,
.

沁即同一亚属内的两个种
。

应用最多的栽培品种组合为

N u i r l 沐 M i r飞 s u y
。

其二
,

进行大豆 R F L P 研究还需选择适当的群体
。

目前各作物用于 R F L P 研究的群体

有回交群体
,

分离世代群体
,

近等基因系 ( N IL )
.

重组近交系 ( R IL )双单倍体群体 ( D H )等
。

对大豆而言
,

由于其 杂交与组培 卜的困难影响了一些群体的利用
。

已用于大豆 R F L P 研究

的群体有重组近交系 ( R x L ) ( M a n s u : e t a 一
,

1 , 9 3 a )
,

F
: 、

F 3

分离群体 ( L a r k e t a 一
,

一9 , 3 )近

等基因系 ( N x L ) ( M u C h r b a u e r ,

19 9 2 ; 。 ie r s e t a l
. ,

一, , 2 ; P o l z in e t a 一
,

19 9 4 )或高代近 交系如

F S

代 ( M a ns u r ,

199 3b)
。

这些群体各有优缺点
,

一般分离 世代群体和 R IL 用于 R F L P 图谱

构建较合适
,

N IL 则有利于 个别基因的定位
。

另外分离群体不能重复利用
,

而 R IL 和 N IL

则可重复利用
。

其三
,

由于 以往对大豆遗传的了解不深
,

因 l盯在构建 R F L p 图谱或基因定位时
,

难以

将分子水平的 R F L P 标记与具体的形态或品质等性状完整地联 系起来
,

目前所定位的只
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是个别性状
,

而且结果也不完全统一
,

这就影响了 获F L P 研究与当代育种的结合
.

故研究

中要使用是有可 比性的方法
、

材料如醉
、

探针等
,

以建立一个有通用性的遗传图谱
。

四
、

大豆 R F L P 研究的发 . 位势

尽管大豆 R F L P 研究有许多困难
,

影响了这项工作的进展
,

但与以前经典遗传学研究

相 比已大大前进了一步
。

预计今后大豆 R F L P 研究将进一步深化并与实践逐步结合
。

具

体可分为以 下几方面
。

(一 )构建饱和的 R F L P 图谱与基因定位

目前所构建的 R F L P 图谱密度还远远不够
.

因而今后这项工作仍会继续进行
,

最终达

到构建饱和 R F L P 图谱的 目的
.

因为只有这样
,

才能使两 R F L P 标记间距离足够小
,

使一

些农艺性状基因得以借助于高密度的标记进行准确定位
,

从而有可能克隆这些基因或在

育种 中对其进行跟踪选择
。

(二 )对大豆种质资源进行评价

大豆 R F L P 的特征是区别不同大豆材料的有效手段
,

由之可以从遗传上对各大 豆种

质进行分析
,

评价它们的利用价值
,

确定各种间的进化关系
,

同时也可对栽培大豆品种的

鉴别与利用提供有意义的结果
.

(三 )指导育种研究

在杂交育种工作中
,

恰当地选配亲本以及应用合适的选择方法是育种成功的关键
。

首

先选配亲本的原则之一就是遗传差异大的优良材料
.

过去衡量遗传差异的大小除据系谱

外
,

还要观察后代的优势表现
.

这种表型上评价与选择亲本的方法因受环境等因素的影响

而无法准确地对遗传差异进行评价
.

而用 R F L P 则可直观地从遗传上反映其差异程度
,

继

而预测后代优势
,

这样在组配前即可对一些差异小的材料进行淘汰
,

提高选配亲本的效

率
.

所以今后有关 R F L P 差异与后代优势问关系的研究将会加强
.

其次
,

在后代选择时
,

现在对材料的决选多依表型优劣为准
.

由于受个 人经验与环境

的影响
,

使这种选择具有较大的偶然性
,

而借助于 R F L P 标记不仅可以了解材料 间的差

异
,

而且还可以追溯后代遗传物质来像
,

因此
,

用这些标记
,

特别是那些与重要农艺性状基

因连锁的 R F L p 标记对选择过程进行追踪
.

淘汰一些优良性状少的材料
,

提高选种准确

率
.

另外也可对一些育种方法的效果进行分析
.

K e
im 等 ( 19 9们对 s s D 和 M s D 法的研究

就给这方面的研究提供了启迪
,

显然这是今后值得重视的研究方向
。
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