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　 　 辣椒（Ｃａｐｓｉｃｕｍ ｓｐｐ．）属于茄科 （Ｓｏｌａｎａｃｅａｅ） 辣 椒属 （Ｃａｐｓｉｃｕｍ） 作物，作为一种重要的蔬菜作物和

调味品，广泛栽培于南北美、亚洲、欧洲和大洋洲等

世界各地。 随着消费者需求的多样性，利用传统方

法在辣椒的遗传改良上取得了很大进展，但是分子

标记［１］和第二代测序技术［２］ 的出现为辣椒的遗传

改良提供了更大的机遇［３］。 目前辣椒分子标记的

开发和应用主要集中于利用公用数据或者基因组文

库开发 ＳＳＲ 标记［４⁃８］。 随着高通量测序技术的发展

和辣椒基因组数据的发布，使得辣椒分子标记的开

发和应用进入了一个新的阶段［９⁃１０］，第三代分子标
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记 ＳＮＰ 标记和 ＩｎＤｅｌ 标记的开发和应用在辣椒中逐

渐广泛［１１⁃１４］。
插入 ／缺失多态性（ Ｉｎｓｅｒｔｉｏｎ ／ ｄｅｌｅｔｉｏｎ， ＩｎＤｅｌ）标

记是由于等位基因位点处的 ＤＮＡ 序列在不同个体

间发生了核苷酸片段的插入 ／缺失而产生的长度多

态性变异［１５］。 根据目标位点两侧的序列设计特异

引物进行 ＰＣＲ 扩增，扩增片段的长度多态性即是

ＩｎＤｅｌ 标记。 在整个基因组中，ＩｎＤｅｌ 标记的多态性

频率仅次于 ＳＮＰ 标记，远高于 ＳＳＲ 标记。 ＩｎＤｅｌ 标
记多态性可通过聚合酶链式反应（ＰＣＲ）和琼脂糖

凝胶电泳或非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳等简单的步

骤达到基因分型的目的［１６⁃１７］，相对于 ＳＮＰ 标记，其
标记的设计和检测更为简易，应用也更为方便［１８］。
此外，ＩｎＤｅｌ 标记的另一优点是不可能在同 １ 个基因

组位点上发生同样长度的 ２ 个 ＩｎＤｅｌ 位点突变，所
以具有共同 ＩｎＤｅｌ 突变位点的 ２ 个物种间代表其具

有血缘一致性（ Ｉｄｅｎｔｉｔｙ⁃ｂｙ⁃ｄｅｓｃｅｎｔ） ［１９］。 综上所述，
ＩｎＤｅｌ 标记为共显性标记，具有较好的稳定性和较为

丰富的多态性，是高分辨率图谱构建，关联分析和基

因定位等方面最佳的候选标记［２０］。 但是，辣椒中已

开发和应用的 ＩｎＤｅｌ 标记数量非常少，本研究的目

的在于基于辣椒基因组重测序数据开发 ＩｎＤｅｌ 标
记，利用不同遗传背景的辣椒种质对开发出的 ＩｎＤｅｌ
标记进行验证，筛选获得有效的 ＩｎＤｅｌ 标记，进一步

探讨 ＩｎＤｅｌ 标记在种质鉴定中的应用。

１　 材料与方法

１．１　 ＩｎＤｅｌ 位点的挖掘

本研究利用重测序数据与参考基因组进行比对

查找 ＩｎＤｅｌ 位点。 参考基因组版本为 ｐｅｐｐｅｒ． Ｖ．１．
５５，下载网址：ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐｅｐｐｅｒｇｅｎｏｍｅ． ｓｎｕ． ａｃ． ｋｒ ／ ｄｏｗｎ⁃
ｌｏａｄ．ｐｈｐ。 采用 ｉｌｌｕｍｉｎａ ＨｉＳｅｑＴＭ２５００ 测序平台对

一年生辣椒（Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ） “Ｇ２９”和灌木状辣

椒（Ｃａｐｓｉｃｕｍ． ｆｒｕｔｅｓｃｅｎｔｓ）“Ｇ１０８”进行测序。 将测序

得到的原始 Ｒｅａｄｓ 进行质量评估并过滤得到 Ｃｌｅａｎ
Ｒｅａｄｓ。 利用 ｂｗａ 软件比对定位 Ｃｌｅａｎ Ｒｅａｄｓ 在参考

基因组上的位置。 ＩｎＤｅｌ 的检测主要使用 ＧＡＴＫ 软

件工具包实现。 根据 Ｃｌｅａｎ Ｒｅａｄｓ 在参考基因组的

定位结果，使用 Ｓａｍｔｏｏｌｓ 进行去重复（Ｍａｒｋ ｄｕｐｌｉ⁃
ｃａｔｅｓ），使用 ＧＡＴＫ 软件进行局部比对 （ Ｌｏｃａｌ ｒｅ⁃
ａｌｉｇｎｍｅｎｔ）和碱基质量值校正（Ｂａｓｅ ｒｅｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ）等

预处理，以保证检测结果的准确性，再使用 ＧＡＴＫ 软

件进行变异检测和校准， 选取可靠的 ＩｎＤｅｌ 位

点［２１⁃２２］。 利用 ＳｎｐＥｆｆ 软件根据 ＩｎＤｅｌ 位点在参考基

因组上的位置信息，对比参考基因组的基因、ＣＤＳ
位置等信息对其进行注释和预测其影响。
１．２　 ＩｎＤｅｌ 引物设计和分析

根据重测序数据中预测到 ＩｎＤｅｌ 位点，筛选出

插入 ／缺失碱基数为 ５～ １０ 个碱基的位点。 基于辣

椒基因组序列，将筛选出的位点定位在基因组上，取
ＩｎＤｅｌ 位点两翼各 ２００ ｂｐ 碱基长度，共 ４０１ ｂｐ 长度

进行引物设计。 采用 Ｐｒｉｍｅｒ ３．０ 进行引物设计，上
游引物设计范围在 １～１９５ ｂｐ，下游引物设计范围为

２０５～４０１ ｂｐ，产物大小为 １５０～ ２５０ ｂｐ，退火温度为

５２～６０ ℃。
优化后的扩增反应采用 １０ μｌ 反应体系，包括

２０ ｎｇ 模板 ＤＮＡ、５ μｌ ２×Ｍｉｘ 混合液（含 Ｍｇ２＋的１０×
ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ、２􀆰 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 的 ｄＮＴＰｓ、０􀆰 ５ Ｕ Ｔａｑ ＤＮＡ
聚合酶）、每个引物终浓度为 ０􀆰 ２ μｍｏｌ ／ Ｌ。 反应程

序为 ９４ ℃预变性 ４ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ３０ ｓ，５５ ℃复性

３０ ｓ，７２ ℃延伸 ４０ ｓ，循环 ３０ 次；７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎ，置
于 ４ ℃下保存。 扩增产物用 １０％非变性聚丙烯酰

胺凝胶电泳，银染显色，统计分析条带类型。
１．３　 供试辣椒种质及其 ＤＮＡ 提取

用于检测标记有效性的辣椒材料来源于国外和

国内多个科研单位，其中包括一年生辣椒（Ｃａｐｓｉｃｕｍ
ａｎｎｕｕｍ ）２１ 份、灌木状辣椒（Ｃａｐｓｉｃｕｍ ｆｒｕｔｅｓｃｅｎｔｓ）２
份，下垂辣椒（Ｃａｐｓｉｃｕｍ ｂａｃｃａｔｕｍ）１ 份。 除 １１ 份辣

椒品种外，其余 １３ 份以 Ｇ 开头的材料为项目组引

进的国外种质资源（表 １）。 采用改良 ＣＴＡＢ 法提取

叶片的基因组 ＤＮＡ［２３］，经琼脂糖凝胶电泳和微量

分光光度计检测，ＤＮＡ 浓度调至 ５０ ｎｇ ／ μｌ备用。

２　 结果与分析

２．１　 辣椒 ＩｎＤｅｌ 标记的鉴定

通过与参考基因组序列比对，一年生辣椒品种

Ｇ２９ 和灌木状辣椒品种 Ｇ１０８ 的全基因组范围内共

检测到的 ＩｎＤｅｌ 数量分别为５３３ ５２３个和１ ６６４ ７７０
个，其中编码区的 ＩｎＤｅｌ 数量分别为１ ０１９个和２ ５１５
个，具体结果见表 ２。 通过进一步比较分析， Ｇ２９ 和

Ｇ１０８ 之 间 的 全 基 因 组 范 围 内 ＩｎＤｅｌ 数 量 为

１ ５８６ ４２７个。
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表 １　 ２４ 份供试辣椒种质基本信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ２４ ｔｅｓｔｅｄ ｐｅｐｐｅｒ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ

序号 材料名称 种质来源 种属 果形 序号 品种名称 种质来源 种属 果形

１ 海丰 １０ 号 北京海淀区植物
组织培养实验室

Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍ 灯笼形甜椒 １３ Ｇ４８ 亚洲蔬菜
研究中心

Ｃ． ｂａｃｃａｔｕｍ 细长小果辣椒

２ 厚皮茄门 山西太谷县
中裕种苗中心

Ｃ． ａｎｎｕｕｍ 灯笼形甜椒 １４ Ｇ２２ 亚洲蔬菜
研究中心

Ｃ． ｆｒｕｔｅｓｃｅｎｓ 椭圆小果辣椒

３ 富贵大椒 郑州金龙翔
种子有限公司

Ｃ． ａｎｎｕｕｍ 牛角形辣椒 １５ Ｇ１０８ 亚洲蔬菜
研究中心

Ｃ． ｆｒｕｔｅｓｃｅｎｓ 椭圆小果辣椒

４ 雅迪 荷兰安沙
种子集团公司

Ｃ． ａｎｎｕｕｍ 灯笼形甜椒 １６ Ｇ２９ 德国 Ｃ． ａｎｎｕｕｍ 灯笼形甜椒

５ 冀研 ６ 号 河北冀蔬
科技有限公司

Ｃ． ａｎｎｕｕｍ 灯笼形甜椒 １７ Ｇ０５ 德国 Ｃ． ａｎｎｕｕｍ 灯笼形甜椒

６ 茄门 中国农业科学院
蔬菜花卉研究所

Ｃ． ａｎｎｕｕｍ 灯笼形甜椒 １８ Ｇ２３ 意大利 Ｃ． ａｎｎｕｕｍ 灯笼形甜椒

７ 苏椒 ５ 号
博士王

江苏省农业
科学院蔬菜所

Ｃ． ａｎｎｕｕｍ 长灯笼辣椒 １９ Ｇ４１ 亚洲蔬菜
研究中心

Ｃ． ａｎｎｕｕｍ 细长小果辣椒

８ 苏椒 １４ 号 江苏省农业
科学院蔬菜所

Ｃ． ａｎｎｕｕｍ 牛角形辣椒 ２０ Ｇ５４ 亚洲蔬菜
研究中心

Ｃ． ａｎｎｕｕｍ 羊角形辣椒

９ 苏椒 １５ 号 江苏省农业
科学院蔬菜所

Ｃ． ａｎｎｕｕｍ 牛角形辣椒 ２１ Ｇ６８ 亚洲蔬菜
研究中心

Ｃ． ａｎｎｕｕｍ 羊角形辣椒

１０ 苏椒 １６ 号 江苏省农业
科学院蔬菜所

Ｃ． ａｎｎｕｕｍ 长灯笼辣椒 ２２ Ｇ７１ 亚洲蔬菜
研究中心

Ｃ． ａｎｎｕｕｍ 羊角形辣椒

１１ 苏椒 １７ 号 江苏省农业
科学院蔬菜所

Ｃ． ａｎｎｕｕｍ 长灯笼辣椒 ２３ Ｇ８８ 亚洲蔬菜
研究中心

Ｃ． ａｎｎｕｕｍ 细羊角辣椒

１２ Ｇ１１５ 亚洲蔬菜
研究中心

Ｃ． ａｎｎｕｕｍ 圆锥形辣椒 ２４ Ｇ９７ 亚洲蔬菜
研究中心

Ｃ． ａｎｎｕｕｍ 羊角形辣椒

表 ２　 全基因组和编码区 ＩｎＤｅｌ 位点信息

Ｔａｂｌｅ ２ 　 Ｔｈｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ＩｎＤｅｌ ｌｏｃｉ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｗｈｏｌｅ ｇｅｎｏｍｅ

ａｎｄ ＣＤＳ

区域 ＩｎＤｅｌ 类型
ＩｎＤｅｌ 数量

Ｇ２９ Ｇ１０８

编码区 插入 ５３５ １ １６６

缺失 ４８４ １ ３４９

杂合 ９０３ １ ６１２

纯合 １１６ ９０３

总量 １ ０１９ ２ ５１５

全基因组 插入 ２７７ ０２３ ８０３ ７２３

缺失 ２５６ ５００ ８６１ ０４７

杂合 ４９５ ９０８ １ ０６４ ０７９

纯合 ３７ ６１５ ６００ ６９１

总量 ５３３ ５２３ １ ６６４ ７７０

２．２　 ＩｎＤｅｌ 标记有效性验证

根据预测的 ＩｎＤｅｌ 位点，在 ２ 号染色体上随机选

择了 ４０ 个 ＩｎＤｅｌ 位点设计引物，引物信息见表 ３。 以

２４ 份不同来源的辣椒材料验证标记的有效性。 经过

ＰＣＲ 和产物检测发现，４０ 对引物在 ２４ 份辣椒材料中

均能扩增出条带，扩增条带的大小与预测产物大小基

本相同。 如图 １ 为引物 ＩｎＤｅｌ⁃２⁃３ 对 ２４ 份辣椒种质

ＰＣＲ 扩增结果。 经统计，在 ２４ 份材料中共扩增出 ７０
个清晰可辨的位点，其中 ３５ 个标记表现出多态性，５
个无多态性，多态率达到 ８７􀆰 ５％。
２．３　 ＩｎＤｅｌ 标记在品种和种质资源鉴定中的应用

　 　 利用 Ｐｏｐｇｅｎｅ３２ 软件对 ４０ 对引物在 ２４ 份辣椒

材料中的扩增结果进行分析发现，每对引物反映的

基因多样性指数范围为 ０．０８～０􀆰 ５０，其均值为 ０􀆰 ２０；
Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ 多样性信息指数分布在 ０􀆰 １７ 至 ０􀆰 ８０ 之

间，其均值为 ０􀆰 ３４（表 ３）。
　 　 利用 ＮＴＳＹＳｐｃ ２．１０ｅ 中的 ＵＰＧＭＡ 方法对 ２４ 份

材料进行聚类分析，由聚类结果（图 ２）可以看出，在
遗传相似系数 ０􀆰 ４２ 处，２４ 份辣椒种质 分为 ２ 个大

类，一类为 ２１ 份一年生辣椒，另一大类为 ２ 份灌木状

辣椒（Ｃ．ｆｒｕｔｅｓｃｅｎｓ）和 １ 份下垂辣椒（Ｃ．ｂａｃｃａｔｕｍ）。 ２１
份一年生辣椒中可以聚类为羊角形辣椒、牛角形（长
灯笼形）辣椒和甜椒三大类别。 同时，聚类结果显示
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表 ３　 本研究开发的辣椒 ＩｎＤｅｌ 标记信息

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｈｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｐｐｅｒ ＩｎＤｅｌ ｍａｒｋｅｒｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ

ＩｎＤｅｌ 标记 　 上游引物序列 （５′→３′） 　 下游引物序列 （５′→３′） 产物大小
（ｂｐ）

Ｓｈａｎｎｏｎ′ｓ
信息指数

Ｎｅｉ′ｓ 基因
多样性

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃１ ＴＣＴＴＴＣＴＣＣＣＧＴＣＴＣＴＣＴＧＴＧ ＡＡＡＴＴＣＡＡＡＴＧＴＣＡＣＴＣＧＣＡＴＣＴ ２０４ ０．１７ ０．０８

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃２ ＴＧＣＴＣＴＡＧＡＧＡＴＴＣＡＡＡＣＡＣＧＡＣ ＧＡＡＡＧＴＣＡＴＣＧＴＡＣＡＡＧＧＧＣＴ ２０１ ０．１７ ０．０８

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃３ ＴＴＴＣＣＣＴＧＧＴＧＡＡＧＣＡＡＡＧＣ ＡＧＣＧＧＡＧＴＧＴＴＴＧＡＣＡＡＴＴＴＣＴ ２３３ ０．６６ ０．４７

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃４ ＴＧＧＴＡＧＧＧＡＡＧＴＡＧＴＴＧＧＣＡＴＡＴ ＴＡＴＧＣＧＴＧＴＡＣＡＣＣＧＴＡＧＣＡ ２１３ ０．２９ ０．１５

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃５ ＧＡＧＧＡＣＡＡＧＴＴＣＧＧＧＧＡＧＧ ＴＴＡＴＴＧＧＴＣＣＴＡＡＧＣＣＧＧＧＧ ２４９ ０．３９ ０．２３

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃６ ＴＧＣＡＴＴＡＧＧＧＧＣＴＧＡＴＴＣＣＡ ＣＧＣＣＡＣＴＧＡＴＣＴＴＴＣＴＣＧＡＡ ２５０ ０．３９ ０．２３

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃７ ＧＣＡＡＡＣＴＧＴＣＡＡＴＣＣＡＡＴＣＣＧ ＴＧＴＡＴＧＧＧＧＴＴＡＧＧＧＴＣＴＣＡ ２３６ ０．８０ ０．４２

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃８ ＡＧＴＣＴＣＣＧＴＧＡＴＧＣＡＡＣＴＧＡ ＴＴＣＧＡＣＴＣＡＣＣＡＣＡＧＡＣＴＣＣ ２０３ ０．３０ ０．１６

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃９ ＴＣＧＣＣＡＴＣＡＴＣＡＡＡＣＣＡＣＡＣ ＣＴＣＡＡＴＡＧＣＧＡＡＴＧＴＧＧＧＣＣ ２１２ ０．１８ ０．０８

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃１０ ＣＧＴＡＧＡＴＧＡＡＴＧＡＡＧＣＧＡＧＴＡＧＴ ＣＡＣＡＣＡＡＧＣＣＡＡＧＧＡＡＣＣＴＧ １５６ ０ ０

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃１１ ＴＧＣＧＧＡＴＣＴＴＡＧＡＧＧＴＴＧＧＴ ＧＴＡＣＧＴＴＧＴＣＡＧＴＧＴＧＧＡＴＣＧ ２３２ ０．１７ ０．０８

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃１２ ＴＧＡＡＡＡＴＧＡＡＡＧＴＧＡＣＣＣＧＧＡ ＴＧＴＴＧＡＴＡＴＴＴＧＣＴＡＡＧＣＴＧＴＧＣ １８９ ０．６９ ０．５０

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃１３ ＧＴＣＣＡＡＡＡＴＴＡＡＣＣＴＧＣＧＴＡＴＣＴ ＴＣＴＣＴＣＴＣＧＴＴＴＴＧＧＴＧＧＧＧ ２１１ ０．２９ ０．１５

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃１４ ＴＣＧＡＧＧＧＣＡＡＴＡＴＡＣＡＧＧＡＧＡ ＴＴＧＡＴＡＡＣＧＧＴＧＧＴＧＧＣＴＧＡ １５６ ０．６２ ０．３４

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃１５ ＧＴＧＧＣＡＴＧＣＴＴＧＧＴＧＧＡＡ ＧＧＡＣＣＡＴＧＣＣＡＣＣＴＡＣＧＴＡＡ ２１７ ０．３９ ０．１６

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃１６ ＧＡＣＴＣＡＡＣＣＣＧＣＡＡＣＡＧＡＡＧ ＣＡＧＴＣＡＡＡＧＡＧＡＧＧＣＡＣＡＡＡＣＡ ２２９ ０．６８ ０．４９

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃１７ ＴＧＴＴＴＴＡＴＧＣＧＧＴＧＣＣＡＴＧＣ ＡＡＡＧＴＧＧＡＣＴＧＴＡＧＧＧＣＧＴＡ ２２５ ０．４６ ０．２３

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃１８ ＴＧＣＴＴＣＡＧＴＴＧＡＧＴＴＧＴＣＣＡ ＴＡＡＡＴＣＣＣＣＴＴＧＴＧＧＴＧＧＣＴ ２１１ ０．１８ ０．０９

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃１９ ＧＧＴＴＧＧＴＴＡＧＣＡＴＧＧＧＴＧＴＧ ＣＧＡＡＡＣＣＧＡＡＣＣＧＴＴＡＡＡＧＡＣ １６８ ０．３８ ０．２２

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃２０ ＡＣＣＣＡＣＧＡＣＴＴＡＡＡＣＴＣＡＡＡＡＣＴ ＴＣＡＡＧＡＧＡＧＡＡＡＴＡＧＴＧＡＴＧＣＣＡ １０７ ０．１７ ０．０８

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃２１ ＧＧＣＴＧＡＴＣＧＧＡＡＴＴＣＡＡＧＣＡ ＴＣＡＣＣＣＴＡＡＴＡＴＣＡＡＣＴＧＣＣＴＣＡ ２１９ ０．１７ ０．０８

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃２２ ＡＣＡＧＡＡＡＣＡＡＡＧＴＡＣＣＧＣＴＧＴ ＧＧＧＣＴＣＧＴＴＴＣＡＴＴＴＣＴＣＣＣ １５５ ０．４５ ０．２８

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃２３ ＡＣＣＡＧＡＣＴＡＧＡＡＡＧＣＣＡＣＣＴ ＡＧＧＡＡＧＴＧＡＡＴＣＡＧＡＧＡＣＡＧＡＧＡ １７８ ０ ０

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃２４ ＴＣＴＡＣＣＡＴＧＡＧＣＡＣＡＣＡＡＡＴＣＣ ＡＧＡＡＧＧＴＣＡＧＴＣＡＧＴＣＡＣＧＡ １８０ ０．４８ ０．３０

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃２５ ＣＣＡＴＣＡＧＣＡＣＣＡＧＴＣＣＡＴＣＴ ＡＣＴＴＴＡＡＣＣＴＴＧＴＴＴＣＣＡＣＣＡＧＧ ２２４ ０．１７ ０．０８

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃２６ ＴＣＣＡＣＡＴＧＣＣＴＡＡＧＴＴＣＣＣＡ ＴＧＴＧＣＴＧＡＡＴＣＣＧＴＧＧＧＴＣ ２３３ ０．３３ ０．１６

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃２７ ＧＧＧＣＡＡＡＡＴＧＧＴＣＣＣＡＡＴＡＡＧＴ ＡＡＡＣＡＡＣＴＴＡＣＴＧＣＣＡＡＣＴＴＴＧＴ １７０ ０．２９ ０．１５

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃２８ ＡＣＣＡＡＣＡＡＡＧＴＣＴＣＡＡＡＣＡＧＣＴ ＣＧＣＣＴＴＣＡＡＴＧＧＴＧＣＴＴＴＧＴ １７１ ０ ０

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃２９ ＡＣＡＴＡＡＣＴＧＧＧＴＣＴＧＡＡＡＣＡＴＧＡ ＣＣＣＧＡＧＣＴＴＴＣＡＴＧＴＣＣＴＧＡ １９７ ０ ０

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃３０ ＡＧＧＣＡＧＡＡＴＧＧＴＣＡＡＧＧＧＡＴ ＴＴＴＣＴＴＴＴＡＧＧＣＣＧＣＧＴＴＴＧ ２２２ ０．３４ ０．１９

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃３１ ＴＣＧＧＣＡＡＡＣＣＴＴＧＧＴＴＣＡＡＡＴ ＧＣＣＡＴＴＧＡＴＣＡＧＣＡＴＣＣＴＴＴＧＴ １７６ ０．１７ ０．０８

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃３２ ＡＴＴＡＣＡＧＣＧＣＴＣＡＣＡＧＧＣＴＡ ＴＧＡＣＣＴＴＧＡＡＧＴＴＧＡＣＣＧＴＴＴＣ ２２０ ０．６９ ０．５０

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃３３ ＡＣＴＧＧＡＴＣＡＴＴＧＣＴＧＧＧＡＣＣ ＣＧＣＴＡＧＡＡＡＣＴＧＣＡＡＣＴＣＧＡ １７８ ０．７９ ０．５０

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃３４ ＴＧＡＴＴＧＧＡＧＡＡＧＡＧＡＴＧＧＴＣＡＡＡ ＧＧＧＴＴＧＧＡＡＣＴＴＧＣＡＡＡＡＣＣ １７１ ０ ０

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃３５ ＴＣＧＡＴＣＡＴＧＡＴＧＴＧＣＡＣＣＡＡ ＡＣＣＴＣＧＧＡＣＡＧＴＧＴＴＴＡＧＣＴ ２００ ０．３８ ０．２２

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃３６ ＡＣＡＡＡＴＡＴＣＧＧＴＧＣＣＴＧＣＡＴＡＡ ＧＡＧＴＴＧＣＧＡＴＧＧＴＧＴＧＧＡＡＡ ２０８ ０．１７ ０．０８

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃３７ ＣＧＴＧＴＡＴＴＣＣＴＴＧＡＡＡＧＣＧＧＡ ＡＧＴＣＣＡＣＣＴＧＣＡＡＧＴＣＴＣＡＡ ２０４ ０．３８ ０．２２

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃３８ ＴＧＣＧＧＡＣＴＴＴＴＡＧＡＴＧＧＡＴＧＧ ＴＧＴＴＧＡＡＣＡＡＴＧＴＣＧＡＴＧＴＧＴＡＡ １９７ ０．３８ ０．２２

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃３９ ＡＡＧＡＡＧＣＴＣＡＧＴＴＧＧＧＣＡＧＴ ＣＴＣＡＡＣＧＧＣＴＴＣＡＣＡＣＴＴＧＡ １６０ ０．３８ ０．２２

ＩｎＤｅｌ⁃２⁃４０ ＧＣＡＴＣＡＴＧＣＧＣＡＣＡＡＣＡＴＴＧ ＣＧＡＣＴＣＴＧＣＴＴＣＡＴＣＣＧＴＴＣ ２０３ ０．４５ ０．２９

３０４１郭广君等：基于辣椒基因组重测序的 ＩｎＤｅｌ 标记开发及应用



Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１～２４：２４ 份供试辣椒种质的序号，材料名称见表 １。
图 １　 引物 ＩｎＤｅｌ⁃２⁃３对 ２４ 份辣椒种质的扩增结果

Ｆｉｇ．１　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ２４ ｐｅｐｐｅｒ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ＤＮＡ ｗｉｔｈ ｍａｒｋｅｒ ＩｎＤｅｌ⁃２⁃３

图 ２　 基于 Ｎｅｉ′ｓ遗传距离的 ２４ 份辣椒种质的 ＵＰＭＧＡ 聚类图

Ｆｉｇ．２　 ＵＰＧＭＡ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｏｆ ２４ ｐｅｐｐｅｒ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ Ｎｅｉ′ｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ

牛角形（长灯笼形）辣椒和甜椒相似度更高，同一单

位品种间相似度高于不同单位间相似度。

３　 讨 论

ＩｎＤｅｌ 标记为共显性标记，具有较好的稳定性和

较为丰富的多态性。 虽然在整个基因组中，其多态

性频率次于 ＳＮＰ 标记［２４］，但是，相对于 ＳＮＰ 标记，
ＩｎＤｅｌ 标记在引物设计、多态性检测等方面更为简

易，应用也更为方便［１６⁃１７， ２５］。 但是，目前辣椒中

ＩｎＤｅｌ 标记的开发数量较少，应用较为有限，这一现

状急待改善［１１］。
本研究基于全基因组重测序数据，通过与参考

基因组序列比对，在一年生辣椒品种 Ｇ２９ 和灌木状

辣椒品种 Ｇ１０８ 的全基因组范围内检测到的 ＩｎＤｅｌ
数量分别为５３３ ５２３个和１ ６６４ ７７０个。 以上结果说

明利用全基因组重测序技术可以在辣椒中更好地挖

掘 ＩｎＤｅｌ 位点，为全基因组范围内的 ＩｎＤｅｌ 设计提供

了更优选择。 这一观点已经在包括辣椒在内的多个
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物种中得以验证［１２，２６⁃２７］。
利用 ２４ 份辣椒材料对 ２ 号染色体上的 ４０ 个标

记的有效性进行验证，发现 ２４ 份材料在 ４０ 个标记

中共扩增出 ７０ 个清晰可辨的位点，其中 ３５ 个标记

表现出多态性，多态率达到 ８７．５％。 这一结果很好

地验证了本研究开发出的 ＩｎＤｅｌ 标记的有效性和较

高的多态性。 目前辣椒分子标记的开发和应用主要

集中于利用公用数据或者基因组文库开发 ＳＳＲ 标

记，但是大部分研究结果表明 ＳＳＲ 标记的多态性及

其应用率远低于 ＩｎＤｅｌ 标记。 如 Ｈｕａｎｇ 等人基于数

据库中的辣椒序列开发出 １２ 个 ＳＳＲ 标记，其中多

态性标记为 ５ 个，多态率为 ４１􀆰 ７％［５］； Ｌｅｅ 等构建辣

椒分子遗传连锁图谱时开发出 ７６ 个 ＳＳＲ 标记，其
中具有多态性的标记为 ４６ 个，多态率为 ６０􀆰 ５％［４］；
Ｙｉ 等开发出１ ２０１个 ＥＳＴ⁃ＳＳＲ 标记，其多态性标记

只有 １５０ 个，多态率仅为 ２９􀆰 ２％［６］； Ｈｕａｎｇ 等依据

ＥＳＴ 序列开发出 ＳＳＲ 标记 ７５５ 个，利用 ８ 份辣椒栽

培种对其中的 ２１０ 个进行验证，其多态性标记为

１２７ 个，多态率为 ６０􀆰 ５％［８］；Ｓｈｉｒａｓａｗａ 等基于辣椒

ＥＳＴ 序列设计了 ５ ７５１ 个 ＳＳＲ 标记，利用辣椒材料

对其中 ７７ 个进行验证，其中 ６０ 个表现出多态性，多
态率为 ７７􀆰 ９％［７］。 但是，也有少数研究结果显示，
ＩｎＤｅｌ 标记与 ＳＳＲ 标记的多态率并无明显差异。 Ｌｉ
等利用 ＩｎＤｅｌ 标记构建辣椒种内遗传图谱时显示，
１ ０００个 ＩｎＤｅｌ 标记中 ２５１ 个标记可以成功应用于图

谱构建，其多态率为 ２５􀆰 １％［１１］。 随后，该团队（２０１５
年）基于 ＳＳＲ 和 ＩｎＤｅｌ 标记构建辣椒种间遗传图谱

时，分别筛选了１ ０３８个 ＩｎＤｅｌ 标记和 ６７４ 个 ＳＳＲ 标

记，其中多态性标记分别为 １４０ 个和 １０２ 个，多态率

分别为 １３􀆰 ５％和 １５􀆰 １％［１２］。
利用 ＮＴＳＹＳｐｃ ２􀆰 １０ｅ 中的 ＵＰＧＭＡ 方法对 ２４

份材料进行聚类分析，结果表明 ３５ 个 ＩｎＤｅｌ 标记不

仅可以有效区分出 ２１ 份一年生辣椒、２ 份灌木状辣

椒和 １ 份下垂辣椒，而且 ２１ 份材料中又可以聚类为

不同种类，其聚类结果与表型特征非常吻合。 这一

结果表明 ＩｎＤｅｌ 标记在种质资源的遗传分析、品种

鉴定和品种保护方面具有极大的应用价值。 但同一

单位育成品种的相似度很高，说明可利用的辣椒种

质的遗传背景较窄，对于品种改良极为不利，需要开

发和应用新的种质进行品种的选育和改良。
总的来说，基于全基因组重测序数据开发 ＩｎＤｅｌ

标记可以有效地应用于辣椒种质鉴定，遗传图谱的

构建，关联分析和基因定位等方面，是辣椒种质资源

开发利用和分子标记辅助育种的高效工具。
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