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摘要 应用 聚丙烯酞胺凝胶电泳技术
,

以种子胚乳为材料
,

对水杉原产地 3个小群体的 6种 同工

酶的遗传方式进行了研究
,

确定了由 16 个基因座位编码的 65 个等位基因
.

C C日
, 、

侧D H
、

P G I 和璐T

分别受 3个多态座位控制
, “ 一 AM Y

、

M E分别受 2个多态座位控制
,

所有座位均为多态座位
。

各种

同工酶的遗传表达基本稳定
.
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近年来
,

同工酶技术被广泛应用于树木遗传育种研究的各个方面
,

其中最有效的是用以

检测 树木 群体遗传变异 ( B or wn
et al

,

19 8 3 ; M itt
o n

,

19 83 )
。

由于针 叶树 种子 的胚乳为单倍

体
,

故只要分析其 同工酶谱带便可确定树木的遗传方式和连锁关系
,

而不需进行控制杂交和

子代分析 (葛颂等
,

19 8 7 ; dA
a

ms
,

19 8 3: M it ot n
,

19 8 3 )
.

水杉 (M
e ta s e q u o ia 9 1夕夕r o s

伽 b o id es H u e t C h en g ) 原产 我 国 湖北
,

湖南
、

四 川 三省 交

界处
,

珍贵子遗树种之一
。

本研究首次采用聚丙烯酞胺凝胶电泳技术对水杉 自然群体 6 种

同工酶的遗传多态性进行研究
,

为进一步 了解水杉群体的遗传结构提供依据
.

1 材料与方法

L l 采样和样品处理

从原产地水杉 3个小群体
,

共计 49 个单株上分株采集球果并编号
,

球果净种后
,

种子置冰

箱中保存待 用
。

各单株种子经浸泡催芽
,

胚根微露 时分 离 胚 和胚 乳
.

胚乳 用 .0 1noI l压

T ir s 一 H。 缓冲液 ( p H S
.

0) 匀浆提取
,

在 0℃ 下离心 ( 12 oo o r
rr/ jnI )巧 ~

,

取上清液置于 一 20 ℃

冰箱 中保存备用
.

L Z 电泳和染色

采用不连续双垂直板聚丙烯酞胺凝胶电泳
。

检测了以下 6 种 同工酶
:
谷氨酸草酞乙 酸

转氨酶 ( G l u at am et o ax fo a ce at et atr ans
a

~
e ; C O T ;E

.

C
.

2
.

6
.

1
.

1)
, : 一淀粉酶 (二 一 A l n y眺;e “ 一

AM ;Y E
.

C
.

3
.

2
.

1
.

1)
,

苹果酸酶 ( M ial
c e几酬me ; M E ; E

.

C
.

1
.

1
.

1
.

40 )
,

苹果酸脱氢酶 (

M a h 把 dhe y d or g

~
e ; M D H ; E

.

C
.

1
.

1
.

1
.

27 )
,

6 一 磷酸葡萄糖异构酶 ( P ho sP h o gl cuo
se

is o IT le n is e ; P G I ; E
.

C
.

5
.

3
.

1
.

9 )
,

酉旨酶 ( sE t e ar s e

ES T ; E
.

C
.

3
.

1
.

1
.

2 )
。

C O T
、

M E
、

PGI
、 二 一 AM Y 均为 7% 分离胶

,

其中
: 一AM Y在凝胶中加人 0

.

5% 的淀粉
,

ES T
、

M D H 为 10 %

分离胶
。

浓缩胶均为 .2 5%
。

电极 缓 冲 液为 .0 00 5 mo l压 T比 一 0 .0 38 noI l压 甘 氨酸 ( p H .S 3)
。

进样量 25 一 50 拜L
。

稳流电泳
,

待指示剂移至距起点 10 cln 时
,

停止电泳
,

剥胶染色
。

染色方法依据 V幻
e ll o s

( 1 9 83) 和 S ld五a加 & Sha w ( 19 80) 的方法
,

略作修改
。

1卯 3一田 一 0 1收稿
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1 .3 酶谱遗传分析

同工酶座位和等位基因命名参照 A卫即d e rf & U t te r (1 9 79) 的方法
,

酶的缩写字母代表

酶系统
,

缩写加连字号和数字代表不同座位
。

各座位上等位基因依据迁移率 fR 值不同分别

用小写英文字母 a ,b ,.c
. .

… 等表示
,

不表达等位基因 ( N illt all ele )用 。
表示

.

根据胚乳的酶谱判断母树基因型时
,

若每株分析 N 粒胚乳
,

则正确判断母树基因型的概率为

1一 ( 12)/
N 一 ’

(A d a
lns

,

19 83 )
。

本实验中每株树每种酶分析 7 一 巧 粒胚乳
,

等位基因分离与理论

期望 比例 ( :1 1) 的适合度用经过矫正的 矛 分析检验 (葛颂等
,

19 87)
.

2 结果与分析
电泳分析证明

,

6个酶系统共由 16 个基 因座位编码
,

所有座位均为多态座位
,

每座位至

少有 2 个等位基因
,

共计有 65 个结构基因
。

现将 6 种同工酶分述如下 :

.2 1 G O T 同工酶 ( E
.

C
.

2
.

6
.

1
.

1 )

G O T 有 3 个多态座位
。

G O t 一 1具有 4 个等位基因
,

表现为 3 个不 同迁 移率 的单带表

现型和 1个无带表现型
.

G O t 一 2 具有 2 个等位基因
,

表现为 1个单带表现型和 l 个无带表

现型
.

C o t 一 3 靠近负极
,

具有 2 个等位基因
,

表现为 2个三带表现型变异 (图 1)
。

所检验测单株 中
,

约 24 株至少在 1个

座位上有基因分离现象
,

25 株在 3个座位上

均无分离
.

.2 2 二 一 AM Y 同工酶 ( E
.

C
.

3
.

2
.

1
.

1 )

由 2 个多态座位控制
, “ 一 A m y 一 1有 2

个等位基 因
,

表现为 1个双带表现型和 1个

无带表现型
。 : 一 A m y 一 2 靠近负极

,

有 5 个

等位基因
,

表现为 2 个单带表 现型和 3 个

双带表现型
。

此座位上各单株均纯合
,

差异

只存在于个体间 (图 2)
。

有 8 个单株在
: 一

1_
。

t一 ,

…
一二

1 .

—
b

〕
—

OG
t一 2

}
-万一

}一 …、 手 …
Amy 一 1上杂合

,

41 株纯合 ;所有单株在
: 一

A rr 以一 2 上纯合
。

图 1 oG
t 座位上等位基因的分离模式

1 3 M E 同工酶 ( .E C
.

1
.

1
.

1
.

4 0)

有 3个染色 区
,

染色区 1酶谱不清晰
,

不做分析
。

染色区 2 由多态座位 M e 一 1控制
,

有 2

个等位基因
,

表现为 1个单带表现型和 1个无带表现型
。

染色 区 3 由 M e 一 2 控制
,

具 5 个

等位基因
,

表现为 3个单带表现型
,

1个双带表现型和 1 个无带表现 型 (图 3)
。

M
e 一 1在所

有单株中纯合
,

M
e 一 2 在 25 株 中纯合

,

22 株 中杂合
。

2
.

4 M D H 同工酶 ( E
.

C
.

1
.

1
.

1
.

3 7 )

由 3 个座位控制
.

M d h 一 1 由 3 个等位基因组成
,

表现为 l 个单带表现型
、

l 个双带表现

现型和 1个无带表 现型
。

M d h 一 2 有 2 个等位基 因
,

分别表现为三带 表现型 和 四 带表 现

型
,

前者在群体中所 占比例很大
,

后者只在 3 个单株 中出现
。

M d h 一 3 具有 2 个等位基因
,

表现为 2 个单带表现型 (图 4)
。
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前者在群体中所 占比例很大
,

后者只在 3 个单株 中出现
。

M d h 一 3 具有 2 个等位基因
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。
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P g i 一 l

C ,

O
.
~ 叫

X

P g i 一 2

一一
一一一一l一一二

左 4 0
。

…
一 {〕一一

图 5 P G I 座位上等位基因的分离模式

.2 6 R 汀 同工酶 (E
.

C
.

3
.

1
.

1
.

2)

有 4 个染色区
。

染色 区 1 由具有 2 个等位基因的 B t 一 1控制
,

表现 为 1个单带表现型

和 1个无带表现型
。

染色 区 2 由具有 9 个等位基因的 sE t 一 2 控制
,

表现为 3个单带变异
,

3

个双带变异
,

2 个三带变异和 1个无带变异
.

染色区 3 酶带不清晰
,

不作分析
.

染色 区 4 由

具有 8 个等位基因的 sE t 一 3 控制
,

表现为 4个单带变异
,

3 个双带变异和 l 个无带变异 (图 6)
.

一ù一一
+ 70

]

—
E , `一 l

( Z o n 。 一 1 )

006r,

_
E S t 一 2

( oZ
n e 一 2 )0J,

001

0自J
ó国

二

川 ]—
到 ]一

( Z o n e 一 3 )

E S t一 3

( Z o n e 一 4 )

一
·

图 6 ESI ,各座位上等位基 因的分离模式

为了解以上各酶座位谱带分离情况
,

对 49 个单株在 12 个多态座位 上的杂合情况进行统

计
,

共有 10 8 次 /株杂合单株
,

统计等位基因观察值并计算理论值 :(l 1) 进行 x Z

检验
,

经检验
,

x Z

值均未达统计显著
,

说明各座位上杂合单株二等位基因的分离与理论期望 比例相符
,

不存在

致死等位基 因
.

3 讨论
水杉中 C O T

, “ 一 A M Y
,

M E
,

M D H
,

PGI 和 SE T 的同工酶在 16 个基因座位上由 65 个

结构基因编码
,

这 16 个多态座位的同工酶谱带均符合分离和 自由组合规律
,

所 以这 6 种同

工酶都是属于 同一座位上不同等位基 因所表达的同工酶
,

即等位酶 ( A卫O yZ l〕 器 )
.

应用同工酶可进行座位 间的连锁分析 (葛颂等
,

19 8 7 ; dA
a

此
,

19 83)
。

水杉种子胚乳极
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小
,

一个胚乳提取的酶液最多只能分析两种酶
,

无法进行连锁分 析
。

建议采用淀粉凝胶 电

泳
,

可减少酶液用量及电泳次数
,

并可检验位点间的连锁 关系
。
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小
,

一个胚乳提取的酶液最多只能分析两种酶
,

无法进行连锁分 析
。

建议采用淀粉凝胶 电

泳
,

可减少酶液用量及电泳次数
,

并可检验位点间的连锁 关系
。
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