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Article 

Genome‐Wide Association Analysis for Yield‐
Related Traits and Candidate Genes in Vegetable 
Soybean 
Hongtao Gao 1, Guanji Wu 1, Feifei Wu 1, Xunjun Zhou 1, Yonggang Zhou 1, Keheng Xu 1,   
Yaxin Li 1, Wenping Zhang 1, Kuan Zhao 2,Yan Jing 1, Chen Feng 1 , NanWang 2,* and HaiyanLi 1,* 
1  School of Breeding and Multiplication (Sanya Institute of Breeding and Multiplication), Hainan University, 

572025, China. 
2  Changchun Academy of Agricultural Science, Changchun 130118, China 
*  Correspondence: hyli@hainanu.edu.cn (H.L.); 759774740@qq.com (N.W.) 

Abstract: Owing to the rising demand for vegetable soybean products, there is an increasing need for high‐
yield soybean varieties to raise the output. However, complex correlation patterns among quantitative traits 
with genetic interactions bring a challenge for vegetable soybean breeding. Here, a genome‐wide association 
study (GWAS) was applied for six yield‐related traits with 188 vegetable soybean accessions. A total of 81 SNPs 
were identified for plant height, pod length, pods number, pod thickness, pod width, and fresh pod weight by 
Blink model. Among these significant SNPs, 79 were novel SNPs, while 2 overlapped with previously reported 
SNPs. A total of 220 genes were found  in 100 kb upstream and downstream regions of significant SNPs, of 
which  17  genes  were  functional  proteins.  Among  these  function  proteins,  four  candidate  genes, 
Glyma.13G109100, Glyma.03G183200, Glyma.09G102200,  and Glyma.09G102300 were  analyzed  as  significant 
haplotype variations, which encode MYB‐related transcription factor, auxin‐responsive family protein, F‐box 
protein and CYP450, respectively. In addition, the relative expression with four candidate genes in the V030 
and V071 (Among them, the plant height, pod number and fresh pod weight of V030 were lower than V071 
strains) vegetable soybean were significantly different and these genes could be involved in plant growth and 
development via various pathways. Therefore, we proposed four genes from vegetable soybean germplasm 
that could be  the key candidate genes  for pod yield and plant height and  these studies will accelerate  the 
process of high‐yield vegetable soybean breeding. 

Keywords: Vegetable soybean; plant height; agronomic trait; fresh pods height; GWAS 
 

1. Introduction 

Soybean (Glycine max(L.) Merr.) is widely grown oil crop in the world. It is also an important 
source of edible oil and high‐quality vegetable protein [1]. According to the different harvesting time 
and use of soybeans, it can be divided into two crops: food and vegetables. Vegetable soybeans are 
harvested at the R6 stage, when the pods are green and the seeds are full[2]. Research has reported 
that the pods size, including large pods and grains, is an important visual quality unique to vegetable 
soybeans[3,4]. Therefore, the size of vegetable soybean pods has been considered  to be one of the 
most important traits in accelerating the breeding process of vegetable soybean. In addition, the yield 
of vegetable soybean was also affected by plant height, pod number, pod width, pod thickness, pod 
length and fresh pod weight per plant. With the development of economy and the growth of world 
population, the demand  for vegetable soybean has  increased dramatically [7], but there are fewer 
reports on the vegetable soybean yield‐related trait at present. Therefore, it is necessary to analysis 
the genetic basis of soybean yield in R6 (maturity stage of vegetable soybean market) and improve 
the vegetable soybean yield. 

Understanding the genetic variations related to yield traits was a necessary basis for breeding[8]. 
Planting structure always been a key factor affecting the planting density and seed yield of soybeans 
in the field. The ideal soybean plant structure not only optimizes the structure of canopy, prevents 
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lodging, improves photosynthetic efficiency, also achieves the higher yield [7,8]. As a kind of special 
soybean,  the yield trait of vegetable soybean was accordance as cultivated soybean,  including the 
soybean yield per plant (YP), pod number (PN), pod length (PL), pod width (PW), pod thick (PT), 
plant height (PH) and branch number (BN). Therefore, dissecting the important SNP loci associated 
for yield traits has become an essential topic in the vegetable soybean breeding[9–12].   

Genome‐wide  association  study  (GWAS)  is  highly  effective method  to  dissect  the  natural 
variation of quantitative traits based on linkage disequilibrium, which can provide a theoretical basis 
for analyzing the genetic structure and molecular improvement of soybean complex traits[13–15]. For 
instance,  there  are  125  candidate  selection  regions  and  five  potential  candidate  genes  about 
agronomic traits were predicted using the GWAS [16]. Zhang et al. identified 22 loci of minor effect 
and  predicted  3  important  candidate  genes  on  chromosome  19  using  genome‐wide  association 
studies [17]. A total of 58 SNPS significantly correlated with seed weight (SW), internode number (IN) 
and plant height (PH) were identified by GWAS, which 28    candidate genes about yield trait were 
predicted  [18].  In  addition,  27  quantitative  trait  nucleotides  (QTNs)  associated  with  seed  size 
correlations were identified using GWAS [19,20]. Although plant architecture and yield‐traits about 
soybean have been verified, the mining of yield traits related genes in vegetable soybean (maturity 
stage of vegetable soybean market) was rarely reported. 

Therefore, in this study, we collected and evaluated 188 diverse vegetable soybean genotypes 
for six yield‐related traits, including number of pods, plant height,fresh pod weight, pod width, pod 
thick and pod length. Furthermore, GWAS was used to identify the genetic loci and candidate genes 
for yield traits, which provide a theoretical support for improving the yield of vegetable soybean. 

Results 

2.1. Phenotype Variations of Yield‐Related Traits in Vegetable Soybean 

To  identify  important yield‐related genes  from vegetable  soybean germplasm  resources, we 
conducted whole‐genome re‐sequencing and GWAS of a panel of 188 vegetable soybean accessions 
which  include  115  and  58  genotypes  originating  from  South  and  North  in  the  China,  and  14 
genotypes  for  American,  India,  Brazil,  Thailand,  etc  (Table  S1).  In  this  vegetable  soybean,  44 
accessions were landrace, and 144 were improved cultivars. Six important yield‐related traits were 
investigated in R6 stage,  including the plant height, fresh pod weight per plant,    pod length, pod 
number per plant, pod width  and pod  thickness of vegetable  soybean. These vegetable  soybean 
germplasms were plant and conducted at Yazhou of Sanya, China, in 2023. Taking the average value 
of yield related traits of vegetable soybeans during the R6 period as phenotypic data, including the 
fresh pod weight, plant height,    pod width, pod length and pod thickness, which present a normal 
distribution pattern(Fig.1). Besides, these yield‐related traits were closely positive correlation to each 
other, except for the size of pod and pod number. The fresh pod weight was positively correlated 
with pod length, pod width, pod thick, plant height and pod number.   
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Figure 1. Correlation analysis of 188 vegetable soybean accessions between traits. 

Plant height, pods number, fresh pods weight, pod width, pod thick, pod length were used for 
morphological analyses. One‐way ANOVA was used to generate the P values. (*, **, ***indicate P < 
0.05,0.01, 0.001 respectively).   

In addition, it can be seen that the variation coefficients of pod length, pod width, pod thickness 
and  stem  diameter were  small  (12.75%‐14.65%),  the  variation  coefficients  of  pod  number,  plant 
height, and fresh pod weight per plant were moderate (19.41%‐40.91%), indicating that the variation 
potential of these yield related traits was large. It provides a rich genetic background for the selection 
of breeding materials (Table 1). 

Table  1.  Statistics  and  difference  analysis  of  yield‐related  traits  in  the  188‐vegetable  soybean 
accessions. 

Trait  Max  Min  Mean  SD  CV(%) 
Pod length  69.33  33.30  50.90  6.73  13.22% 
Pod width  24.04  9.19  12.97  1.90  14.65% 
Pod thick  11.80  5.87  8.84  1.13  12.75% 

Plant height  55.45  10.10  26.18  8.40  32.08% 
Pods number  15.00  4.50  8.57  1.66  19.41% 

Fresh pod weight  215.67  29.30  70.34  28.78  40.91% 
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2.2. Population Structure Analysis of Vegetable Soybean 

Further genetic differentiation analysis was conducted  for samples  from North and South  in 
China  as well  as  other  aboard  countries.  Ten  subgroups were  analyzed  for  the  188  genotypes 
vegetable  soybean  in  the  Admixture  analysis  (Fig.2A‐B).  The  trait  association  mapping  was 
performed at k = 10. According  to  the phylogenetic  tree,  there are  ten main clusters; every group 
corresponded to a major subgroup of the admixture analysis, which divides the population into ten 
major  groups  (Fig.  2C).  In  addition,  188  vegetable  soybean  accessions were  assessed  for  linkage 
disequilibrium (LD) using a subset of high‐quality markers. At a threshold of R2 = 0.317, the average 
decay distance of LD was  150.00kb  for  all  188 vegetable  soybean  accessions  (Fig.2D). The  above 
results  indicate  that GWAS  can  be  used  to  identify  significant marker  trait  associations  in  188 
vegetable soybeans. 

 
Figure 2. Population structure and linkage disequilibrium (LD) analysis of 188 vegetable    soybeans. 
(A)  Cross  validation  error  rate  for  188  samples  based  on  clustering.    (B)  Bar  plot  divides  the 
population  into  10  cluster  in  this  188‐vegetable  soybean.  (C)  Phylogenetic  tree  of    188  soybean 
germplasm. (D) LD analysis for the 188 germplasm vegetable soybean. 

2.3. Yield‐Related SNPs were Identified in Vegetable Soybean via GWAS 

In this paper, Blink model was used to analyze yield traits of 188 vegetable soybean strains. A 
total of 81 significantly yield related SNPs were identified and p values were less than 0.00001 (Table 
2). Of these 81 SNPs, 79 were novel, 2 SNPs overlapped with previously reported SNPs. Most of these 
SNPS have a positive effect on the vegetable soybean yield traits. Among these significantly SNPs, 11 
SNPs of plant height were identified and located on chromosomes 1, 5, 7, 8, 10,12,13,14,17,19 and 20, 
for  the  fresh weight  of  pods,  21  SNPs were  detected  and  located  on  chromosomes  2,  5,  6,  7, 
9,10,11,14,15,16,18,19  and  20;  for  the  pod  of  number,  19  SNPs  were  located  on  chromosomes 
3,7,10,12,17and 20; 9 SNPs of pod width were identified and located on chromosomes 4, 8,9,10,11 and 
20; 10 SNPs of pod thick were detected, which were located on chromosomes1,3,6,8,11,13,18 and 20; 
11 SNPs of pod length were detected and located on chromosomes 4, 14, 17 and 20.   
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Figure 3. Genome‐wide association analysis Manhattan plots and QQ plots of 188 vegetable soybean 
accession for fresh pod weight (A), pod length (B), pod number (C), pod thick (D), plant height (E), 
and pod width (F). 

2.4. Candidate Genes Analysis Involved Ofyield Related Traits in Vegetable Soybean 

In  total,  81  significant SNPs were detected using Blink model  and  further used  to analyzed 
candidate genes about vegetable soybean yield‐trait. The candidate genes associated with vegetable 
soybean  yield  traits  in  the  SNP  regions was  analyzed  using  the Glycine max  reference  genome 
database. Meanwhile, through the expression patterns and functional annotations of these genes by 
the website of phytozome and Dicots Plaza 5.0, a total of 17 genes were able to initially forecast and 
functional annotations are listed in Table 2. 

Table 2. List of significant SNPs associated with vegetable soybean yield‐related traits and candidate 
gene. 

Trait  SNP  ‐
log10(P) 

Candidate  Gene annotation 

Plant height  Chr7:8350061  4.49E‐08  Glyma.07G089000  Vernalization‐insensitive protein3 

Plant height  Chr13:22150035  3.17E‐08  Glyma.13G107400  Myosin‐11‐RELATED 

Plant height  Chr13:22150035  3.17E‐08  Glyma.13G109100  MYB‐related transcription factors 

Plant height  Chr14:44580744  1.29E‐12  Glyma.14G182400  Hydroxyproline‐rich  glycoprotein 

family protein 

Plant height  Chr14:14120295  5.18E‐10  Glyma.14G116600  TPX2 protein family 

Pod width  Chr03:24477441  1.8E‐10  Glyma.03G211200  CW‐type zinc‐finger protein 
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Pod width  Chr04:45822312  2.28E‐9  Glyma.04G187000  Histone deacetylase 2   

Pod length  Chr14:8677626  9.71E‐08  Glyma.14g093600  Myc down regulated‐like protein 

Pod number  Chr03:39469452  1.94E‐15  Glyma.03G182100  Small auxin‐up RNA 

Pod number  Chr03:39469452  1.94E‐15  Glyma.03G183200  Auxin‐responsive family protein 

Pod number  Chr07:17801936  3.83E‐11  Glyma.07G148100  Terminal domain phosphatase like 2 

Fresh  pod 

weight 
Chr09:18491673  3.00E‐05  Glyma.09G102300  F‐box protein 

Fresh  pod 

weight 
Chr09:18491673  3.00E‐05  Glyma.09G101100  WAT1‐related protein 

Fresh  pod 

weight 
Chr09:18491673  3.00E‐05  Glyma.09G101200  Transcriptional regulator SNIP1 

Fresh  pod 

weight 
Chr09:18491673  3.00E‐05  Glyma.09G101300  Solute carrier  family 35, member C2 

(SLC35C2) 

Fresh  pod 

weight 
Chr09:18491673  3.00E‐05  Glyma.09G102200  CYP72A154 

The  SNP  for  plant  height‐22150035,  pod  number‐39469452,  fresh  pod weight‐18491673 was 
significant loci with close genetic relationship. During haplotype analysis, four candidate genes were 
identified with two or three different haplotypes(Fig.4). The SNP for plant height (22150035) on the 
chromosome 13, the candidate gene Glyma.13g109100 has three haplotypes, 22.34% of landraces and 
34.5% of improved cultivars possessed Hap1(TA), which had greater plant height than Hap3(AA). 
The SNP for pod number (39469452) on the chromosome 3, the candidate gene Glyma.03g138200 has 
three haplotypes, 8% of landraces and 26% of improved cultivars possessed Hap1(GTTCAG), which 
had greater pod numbers  than Hap3(CATCCA). At  the same  time,  the SNP  for  fresh pod weight 
(18491673) on  the  chromosome  9,  the  two  candidate genes were  identified with  two haplotypes. 
Among these two genes, Glyma.09g102200 was identified three haplotypes, 13% of landraces and 34% 
of improved cultivars possessed Hap1(TCC), which had greater fresh pod weight than Hap3(TCT); 
Glyma.09g102300 was identified two haplotypes, 22.8% of landraces and 50% of improved cultivars 
possessed Hap1(CT), which had greater fresh pod weight than Hap3(AA). 
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Figure 4. Haplotype analysis of candidate genes for yield‐related traits in 188 vegetable soybean. A‐
E: Analysis  for  the haplotype analysis of plant height candidate genes Glyma.13g109100  in  the 188 
vegetable  soybean  (p<0.05);  B‐F:  Analysis  for  the  haplotype  of  pod  number  candidate  genes 
Glyma.03g183200 in the 188 vegetable soybean (p<0.05); C‐G: Analysis for the haplotype of fresh pod 
weight candidate genes Glyma.09g102200 in the 188 vegetable soybean (p<0.05); D‐H: Analysis for the 
haplotype  of  fresh  pod  weight  candidate  genes  Glyma.09g102300  in  the  188  vegetable  soybean 
(p<0.05). 

2.5. Different Expression Pattern of Candidate Genes were Observed in Pods and Stem 

The agronomic characters of 188 vegetable soybeans were analyzed statistically, we found that 
the  plant  height,  pod  number  and  fresh  pod weight  of V030 were weaker  than  those  of V071. 
Therefore, to further confirm that the candidate genes regulate the plant height, fresh pods weight 
and  pods  numbers  of  vegetable  soybean,  the  expression  patterns  of  the  candidate  genes 
Glyma.09g102300, Glyma.09g102200, Glyma.13g109100 and Glyma.03g138200 were tested via qRT‐PCR 
in the pods and stem between V30 and V71 at R5, R6 and R7stage. Relative expression of the potential 
candidate genes associated with fresh pod weight, Glyma.09g102200 and Glyma.09g102300 showed 
significant differences between V071 and V030 at the R5, R6 and R7 stages (P ≤ 0.05) (Fig. 5). The plant 
height candidate genes Glyma.13g109100  showed  significant different expression pattern between 
V071 and V030  in stem at  the R6 stages  (P ≤ 0.05). The  relative expression  for candidate genes of 
Glyma.03g138200 showed significant differences between V071 and V030 at the R5, R6 and R7 stages 
(P  ≤ 0.05).  Therefore, we  assumed  that Glyma.13g109100, Glyma.03g183200, Glyma.09g102300  and 
Glyma.09g10220000 may be the regulatory genes for vegetable soybean yield traits.   
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Figure  5.  Expression  analysis  of  potential  candidate  genes  in  V030  and  V071  at  three  growth 
developmental stages. A‐C: Analysis for the expression levels of vegetable soybean pod number and 
fresh pod weight candidate gene Glyma.03g183200, Glyma09g102200 and Glyma09g102300 in the pods 
between V30 and V071 strains at the stage of R5, R6, R7.; D: Analysis for the expression levels of plant 
height candidate genes Glyma.13g109100 in the stem between V030 and V071 strains at the stage of 
R5, R6, R7. 

3. Discussion 

Vegetable soybeans are a very important type of legume vegetable, especially in Asian countries 
such as Japan and China. Due to its superior nutrition, appearance, and taste, the global demand for 
plant‐based soybeans continues to grow. Since the 1990s, the demand for plant‐based soybeans in the 
United States has been increasing, reaching 10000 tons in 2000 [22,23]. However, due to the lack of 
good varieties, the demand for vegetable soybeans cannot be met. China is the country with origin 
of  soybeans  and has  the  largest  soybean genetic  resources  in  the world. Based on  the  abundant 
soybean resources in China, the yield genetic structure of vegetable soybean was analyzed by GWAS 
to provide beneficial genes, functional markers and specific materials for molecular breeding.   

At present, GWAS method has  been used  to  analyze  and  calculate  the  association  between 
genotype and phenotype variation, and dissecting the genetic basis of important traits [24–26]. In the 
study conducted by Zeng et al[27], phenotype variation of the association panel of grain yield in plant 
(GYP) and tassel branch number (TBN) was 42.37% and 49.79%; respectively; the CV of grain width 
(GW)  and  100  kernel weight  (HKW) were  11%,  19%. Meanwhile,  some  study  shown  that  the 
phenotype variation of GYP is 40%; the CV of HKW is 17%; the CV of kernel number per row (KNR) 
was 28%, thus, significant phenotype variation in the population will be beneficial for analyzing the 
genetic structure of yield traits[27]. Therefore, the plant structure, especially the number of nodes and 
branches,  largely  determines  the  pods  number  and  yield  of  soybeans.  Other  plant  structural, 
including the pods of number and the size of pods is another major component that affects the overall 
structure of the plant and grain yield. It is great significance to explore the yield related trait candidate 
genes of vegetable soybean for the evaluation of vegetable soybean yield and genetic breeding. 

In  this paper, 188 vegetable soybean accessions were divided  into 9 categories by population 
structure analysis, which indicating that there was some variation within the population. In addition, 
these results were similar to phylogeny analyses and it could help prevent false positives from the 
result of GWAS[28]. Besides, in the process of population analysis, the acceptable distance between 
candidate genes and markers   were determined by LD, the variation of LD was varies with different 
populations[29]. And  the LD decay distance of 188 vegetable  soybean varieties  in  this study was 
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150.00 kb  (r2= 0.375), within  the previously  reported  range  (90 kb  to 574 kb)[30–32]. Therefore,  it  is 
sufficient for a valid GWAS analysis. 

In  the  previously  reported,  the  QTL  region  related  to  plant  height  was  located  in 
Chr13:21,937,082‐23,937,081  [31,32].  In  this  paper,  a  SNP  (Chr13:22150035)  identified  from  plant 
height trait, is also located in this interval, and Glyma.13G109100 is located at 154.23kb away from 
chr13:22150035. Besides, Glyma.13G109100 showed a higher expression level in long‐stalked variety 
compared to short‐stalked variety in our study (Fig. 5), indicates that it may deferentially regulate. 
This gene encodes MYB‐related transcription factors, a very conserved transcription factor family in 
eukaryotes, which involved in many developmental processes, such as root hair development, pollen 
formation, seed germination, flower stem strength, yield, etc. It also plays a role in abiotic stresses 
such as drought, ultraviolet light, cold stress, high temperature stress and salt stress [33,34]. MYB‐
related  transcription  factors  also  could  reduction  the  cell  size  regulate  plant  structure  such  as 
internode length, petiole length, leaf area, and plant height via brassin steroid (BR) pathway[33]. The 
studies also shown that OsMYB110 not only changes the plant height, but also endows rice yield by 
increasing  the  number  of  grains  per  panic  and  grain  size[35].  Therefore,  Glyma.13G109100  was 
predicted to be the candidate gene to regulate the vegetable soybean height. 

  In the recently report, there are 294 seed‐weight related SNPs were identified on the soybean 
chromosomes  (http://www.soybase.org/)  [36]. Besides,  some SNPS have been  identified  that were 
correlated with yield traits, such as seed size, maturity, flowering time and plant height. For the seed 
weight, Chr09:18491673 overlaps with a known reported SNP locus that controls seed weight [38]. 
Combine  with  annotation  information  analysis,  Glyma.09G102300  and  Glyma.09G102200  were 
identified  as  a  candidate  gene  for  controlling  seed  yield  in  vegetable  soybean.  Among  them, 
Glyma.09G102300 mainly encodes F‐box related protein and F‐box proteins are a family of proteins 
that exist widely in eukaryotes and contain the F‐box domain. It plays an important role in cell cycle 
regulation,  transcription  regulation,  apoptosis,  cell  signal  transduction, growth and development 
[39,40].  In addition, studies have shown  that F‐box proteins OsFBX206, OsFBK12 can regulate  the 
synthesis of ethylene and boisterousness for improving the grain size and yield in rice[41–43].Besides, 
we found that NADH dehydrogenase1 alpha sub‐complex was predicted to be an interacting protein 
of the fresh pod weight candidate gene Glyma.09G102300. The stability of NADH dehydrogenase1 
has been demonstrated that play an important role to regulate seed germination, yield and growth 
retardation in Arabidopsis and maize [44,45].In addition, As a candidate gene related to seed yield 
of vegetable soybean, Glyma.09G102200 encodes cytochrome P450, which  is a  large  family of self‐
oxidizing heme proteins. As a member of  this  family, CYP78A has been shown  to  regulate grain 
morphology and yield per plant in Arabidopsis [46], soybean [47], rice [48], and wheat [49]. Therefore, 
Glyma.09g102300  and  Glyma.09g102200 were  predicted  to  be  the  candidate  gene  to  regulate  the 
vegetable soybean pod weight.   

4. Method   

4.1. Plant Material and Field Experiments 

The vegetable soybean in this study consisted of 188 different genotypes, 173 of them from 25 
provinces in China and 15 genotypes from the Japan, Brazil, United States, etc and these vegetable 
soybean were preserved in our laboratory. The seeds were sown in 3.0 m row and 0.5 m row spacing. 
As previously described that soybean germplasm planting follows normal agronomic practices [50]. 

4.2. Vegetable Soybean Yield‐Related Trait Data Analysis   

Vegetable soybean yield traits measured in this study included plant height, pod number, fresh 
pod weight, pod width,  pod  thick  and pod  length  at  the R6  stage. The  standard deviation  and 
coefficient of variation of vegetable soybean yield trait were calculated by SPSS16 software. Among 
them, the coefficient of variation = SD (Standard Deviation)/Mean. 
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4.3. Population Analysis 

The 188 accessions of soybean were re‐sequenced approximately 10Gb raw data were collected 
each genome. TRIMMOMATIC (v.0.36) were used to filter the adaptors and low‐quality bases of raw 
data [51], and then BOWTIE 2 (v.2.4.1) were used to map clean data to Williams82.v2.1 genome with 
the default parameters [52]. The sentieon software (https://www.sentieon.com/) were used for global 
realignment of reads and produce VCF files. VCF tools were further employ to filter the raw VCF file 
with parameters ( minDP 4, min‐alleles 2, max‐alleles 2, minQ 30, maxDP 60, max missing 0.9, maf 
0.05), nucleotide diversity (p) (with 500 kb window no overlap), and Tajima’s D(with 500 kb window 
no  overlap)  [53].  Population  structure  analysis  was  performed  using  the  admixture  [54,55].  A 
phylogenetic  tree was constructed using  the neighbor‐joining method  implemented  in  iTOL  [56]. 
PopLDdecay was used to analysis population [57]. 

4.4. Candidate Gene Analysis and Gene‐Based Association Mapping 

All of the potential candidate genes were extracted within 100 kb with the detected SNP sites. 
Gene  expression  and  annotation  analysis  was  obtained  from  the  soybean  database 
(https://www.soybase.org/), which related to the vegetable soybean yield‐related trait. At the same 
time,  the  haplotypes  analysis was  also  conducted  to  identify  the  important  genes  that  regulate 
vegetable soybean yield‐related traits. 

4.5. Real‐Time Quantitative Reverse Transcription PCR Analysis for the Yield‐Related Candidate Genes of 
Vegetable Soybean 

According to the yield data of vegetable soybean, we selected vegetable soybean V071 and V031 
with large differences in plant height, pod number and fresh pod weight. To analyze the expression 
patterns of candidate genes in V070 and V031 materials, the pod and main stem at R5, R6 and R7 
periods was extracted and expression levels of yield related candidate genes in R5, R6 and R7 growth 
stages of vegetable soybean were analyzed. The quantitative primers are shown in Table 3. 

5 Conclusions 

In this paper, we genotyped 188 vegetable soybean and identified 11, 19, 21 SNP associated with 
plant height, pod number and fresh pod weight by GWAS, respectively. Based on gene annotation 
and  expression  analysis, we proposed Glyma.09G102300, Glyma.09G102200, Glyma.03g183200  and 
Glyma.13G109100  as  candidate genes  for plant height, pod number  and  fresh pod weight. These 
results provide new supply for marker‐assisted breeding to improve the yield of vegetable soybean. 
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