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砚关

七种犁头尖属归 冷〕 植物和两个近缘属等位酶的研究
’

卞福花 王仲朗 管开云

中科院昆明植物研究所
,

昆明

摘 要 用凝胶电泳法分析了七种犁头尖属植物和两个近缘属三个种的 种酶系统
,

检测 了

个等位酶位点
,

利用软件 一 进行遗传相似性的聚类分析
,

绘出树状分支图
,

将七种犁头

尖属植物分为三个组
,

同时澄清了犁头尖属
、

斑龙芋属和半夏属之间的近缘性
,

即犁头尖属与斑

龙芋属比与半夏属有较近的亲缘关系
。

关键词 等位酶 遗传相似性

只日 叭汪以

一 一 恤 一

, ,

以

械 乃

场 即 脚
一 乃

脚 物
,

尹

罗

犁头尖属 乃 , “ 是天南星科中

一较大并较为进化的属
,

国外多数学者主要从形

态学方面加 以研究
,

且 多是研究 当地原产种

类 ￡
‘ 一 ’〕,

国内有关文献甚少 〔
一 ’ 〕。 玩 ’〕等

查阅了世界各大标本馆本属植物的大多数标本
,

并作了一番整理
,

但基本上仍局限于形态方面
,

有

人主张将犁头尖 属 与斑龙芋属

合并 川
,

本文带着几个疑问对犁头尖属的

个种和两个近缘属的三个种作了等位酶分析
,

以期获得理想结果
。

该文检测了 余种酶系统
,

得到 种分离较

好的酶谱来分析犁头尖属 个种的亲缘关系以及

该属和斑龙芋属
、

半夏属 的近缘

性
。

实验材料

等位酶实验材料取自野外采集后种植于昆明

植物园东园的 种犁头尖属植物—独角莲 介、

鞭檐犁头尖 刀卿
如 肠

、

单籽犁头尖 花

。 、

昆明犁头尖
、

马蹄犁头尖
、

西南犁头尖
、

金

平犁头尖 尸姆 二。
, ·

·

第一作者简介 卞福花 一
,

女
,

硕士
,

主要从事植物的引种驯化与分类学研究
。

收稿日期 一 一
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和三个对照类群—虎掌后 和高黎贡山斑龙芋
周。 从恤 及斑龙芋

二 “ ,

详见表
,

凭证标本保存

于昆明植物研究所标本馆
。

每个种随机

取样 一 个个体
,

分别取植株上幼嫩叶片研

磨
。

方法

酶液提取

取植株上幼嫩叶片约 克左右
,

加 一 滴

提取缓冲液于研钵中研磨
。

匀浆
,

常温下

而 离心 巧
,

上清液贮于 一 ℃冰箱中备用
。

通过选用几种提取缓冲液进行对比试验并根

据结果作适当的修饰调整
,

得出采用以下提取缓

表

冲液提取的酶液活性较高
,

染多种酶的效果都较

好
。

提取缓冲液配方为
了 磷酸缓冲液

似 少 四硼酸钠 扣

, 亦 偏亚硫酸氢钠

聚乙烯基毗咯烷酮 一

抗坏血酸钠
,

二 乙基二硫代氨基 甲酸钠

调整 至
,

最后加人琉基乙醇
。

材料来源

卜 。

种名 户沈 产地城 海拔 凭证标本号 。

独角莲物 爪 沼“

溯溯绷鞭檐犁头尖 户呵 召诉 ,

北京药用植物研究所 栽培
欧 司 找月

云南金平县 即
,

二

卞福花 肠

卞福花
、

李嵘

单籽犁头尖 司凉 云南西畴县法斗
,

卞福花
、

李嵘 肠

昆明犁头尖 川川 ,召曰”亡

马蹄犁头尖 肠加 ￡爪

云南昆明
,

云南西双版纳热带植物园

沙 ” 仰司 公 耐
,

四川朴劝具岩口 乡

卞福花

西南犁头尖 王仲朗
、

卞福花 一

金平犁头尖 云南金平县 鸣
,

卞福花
、

李嵘 加

虎掌 尸认吧“沁 那面公即协

高黎贡山斑龙芋

交切 山四 召助掩叫召

斑龙芋 ,吧翻”姗

云南

云南保山
,

加

‘

云南昆明 耐
,

李恒

电泳

采用水平切片淀粉凝胶电泳法
。

凝胶配方 混合淀粉 马铃薯淀粉 可溶

性淀粉
,

琼脂糖
,

蔗糖
。

凝胶缓冲液系统 吗啡琳 一柠檬酸缓冲液
。

电泳缓冲液 柠檬酸
,

心
吗啡琳

。

凝胶缓冲液 以 的电泳缓冲液 蒸馏水

比例稀释而成
。

在 ℃冰箱中电泳 一 小时
。

特异性染色

电泳完成后
,

淀粉凝胶通过水平切片法切成

块薄片
,

每片通过特异性染色检测不同的酶系

统
。

显色参考王中仁
’
所述方法

,

略加修改而

成
。

显色后
,

手工和照像纪录
。
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结果分析

酶位点的分析

共分析了 种酶系统
,

有 种酶系统表现出

等位酶带
,

即 一 莽草酸脱氢酶
、 一 苹果

酸脱氢酶
、 一 异柠檬酸脱氢酶

、 一 磷酸葡

萄糖异构酶
、 一 磷酸葡萄糖酸脱氢酶

、

磷酸葡萄糖变位酶
。

综合多次实验结果
,

最后确

定 种酶系统共 个等位基因酶位点
,

电泳酶谱

见图
。

单体酶
,

在种子

植物中通常为 一 个基因位点编码
,

存在于细胞

液和质体中
。

本研究的犁头尖属植物中
,

从酶谱

看
,

是由一个基因位点上的多个等位基因编码的

单体酶
。

二聚体酶 存在于细

胞液中
,

受 一 个基因位点编码的
。

从酶谱看有

犁头尖属植物有两个位点编码
,

但其中一个位点
一 在某些种中缺少等位基因

,

不能称之为

等位酶
,

因此本研究只采用和分析有等位基因的

位点 一 。

由 一 个基因位点编码的二聚体

酶
,

存在于细胞液
、

线粒体
、

微粒体中
。

从谱带上

看
,

除鞭檐犁头尖表现出 条带之外 三倍体
,

其余均表现为杂合体的三条带
,

是由一个位点的

两个不同等位基因编码
。

种间表现出较大的差

异
。

由 个基因位点编码的单体酶
,

存

在于细胞液和质体中
。

犁头尖属中
,

其中一个基

因位点有某些种中未检测到等位基因
,

另一个位

点种间差异也较大
。

常见由 个基因位点编码的二聚体

酶
,

存在于细胞液和质体中
,

谱带分析表明该酶由

两个不同的位点来编码
,

其中一个位点在某些种

中未检测到等位基因
。

常见由 个基因位点编码的二聚体

酶
,

存在于细胞液和质体中
,

从酶谱来看
,

犁头尖

属植物中很明显是由一个基因位点多个等位基因

编码的二聚体酶
。

图 六种酶系统的等位酶电泳图谱

脚
聚类分析 近 一 ,

这里 是两个亲本种遗传一致度的平均

对多倍体的遗传学计算目前尚未见有成熟的 值 ”
。

独角莲
、

单籽犁头尖
、

昆明犁头尖虽为四

方法
,

但从理论上推断
,

在多倍体中表现出杂合位 倍体〔
’“ 」,

但从酶谱上似乎看不出到底是同源四倍

点的比率取决于其两个亲本亲缘关系的远近
。

就 体还是异源四倍体
,

然而均表现出杂合二倍体的

四倍体而论
,

若为
“

同源 四倍体
”

通常认为来自 酶型
,

所以此分析按二倍体进行处理
。

种内杂交
,

同工酶的表现型将没有可见的多倍 根据等位酶的表型写出其基因型
,

采用
“

不

化的效果
,

杂合位点的比率将会接近祖先二倍体 加权对儿平均聚类分析法
” ,

居群的平均预期杂合度
,

若为
“

异源四倍体
”

通 一 计算

常认为来 自种间杂交
,

其杂合位点的比率将接 遗传一致度
,

通过 一 软件进行遗传相似
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性的聚类分析
。

绘出各种之间

的遗传相似性分支图
,

遗传相似性系数见表
,

分

支图见图
。

表 遗传相似性系数表

而 硕

姗

以】

。

峨洲 】

砚洲洲

姗

翎

,‘内,内

内工砂﹃胜

十 一一十 一书一一 一 一
十十一 一

十一一书一
一

一嘴一一书一

⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯⋯

—
十 ·一一 一计今

十一一 一 一 一
图 各种之间遗传相似性图

爬卿口 而

独角莲 朴即加州‘ 窟活 单籽犁头尖 伪山众 昆明犁头尖 加秘涵喀 西南犁头尖

马蹄犁头尖 沉如‘“顺 金平犁头尖 户即巩卯川 口 高黎贡山斑龙芋 豁州 州团山困 召 企

堵 拜召玛心 斑龙芋 。 虎掌 乃反拄必产公山吻

讨论

犁头尖属的种间亲缘关系

通过等位酶资料进行遗传学计算
,

可以对类

群之间的亲缘关系的远近给出一个数量上的表

示
,

常用的就是遗传一致度
。

记 ‘, 等人从已有的等位酶资料的大量类群

的统计结果表明 种子植物属内种间的遗传一致

度约为
,

种内居群间为
。

参考这个标准
,

从图 可 以看出
,

所研究的 个种可分为三组

马蹄犁头尖 里 沉 和金平

犁头尖 即 刀召℃。。 为一组 单籽犁头尖

和高黎贡山斑龙芋 助

君己哪。 为一组 其余 种 独角莲 邵邵
,

昆明犁头尖 林 川。
,

西南犁头尖

、。
,

斑龙芋 ,
,

虎掌 尸 ,

为一组
。

昆明犁头尖和西南犁头尖较接

近
,

遗传一致度大于
,

属于种内居群间的差

异
,

其余各种的遗传一致度都小于
,

被认为是

分化较好的
“

种
” 。

等位酶分析结果与 刃 的形态学分

析〔
’ 和叶绿体 的限制性片段分析〔

’
结果基

本相符
。

据犁头尖属内的分组而言
,

力 。 ,

利用形态学性状进行表征分析
,

得出树状分支图
,
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进而将犁头尖属分成 个组 以。
、 。

如
、 , 、 、

粉
。

按其分组法
,

独角莲属
,

马蹄犁头尖属 物
,

〔五

将单籽犁头尖归并为 一

商
」属

。

本研究等位

酶分析结果与此结果一致
,

很明显单籽犁头尖
、

独

角莲
、

马蹄犁头尖分别归属于三个不同的组
。

犁头尖属与斑龙芋属和半夏属的亲缘关系

等位酶分析推测犁头尖属与斑龙芋属 比

与半夏属有较近的亲缘关系

两个近缘关系越近的种类
,

在所有位点上的

所有等位基因频率越相近
,

遗传相似性系数越接

近 反之
,

两个近缘关系越远的种类
,

在所有位

点上的所有等位基因频率差别越大
,

遗传相似性

系数越接近 。〔”〕
。

由遗传相似性系数和树状图

可看出
,

六种犁头尖属植物与高黎贡山斑龙芋
、

斑

龙芋的遗传相似性系数比与虎掌的平均遗传相似

性系数大
,

由此可推断犁头尖属与斑龙芋属 比与

半夏属有较近的亲缘关系
。

犁头尖属内种间的差异比三属间的差异

还大些

从等位酶的研究结果还可看出
,

犁头间属内

种间的酶谱遗传差异比属间差异还要大些
,

这是

与以往的分类学结果差异较大的
、

甚至是相悖的
。

可能的原因我们认为

这三个属可能在遗传上比较接近
,

应该

归并为同一个属
,

而且在形态和细胞学上
,

这三个

属也有较近的亲缘关系〔”
, ’ 。

如果是同一个属

内
,

这种种间的酶谱遗传差异是在合理的范围之

内
。

等位酶技术上的缺陷或者是试验的材料

和检测的酶不够量而得到误差较大的结果
。

为确

证最后结果
,

还需从分子等水平上进一步加以研

究
。
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李恒 中国植物志 北京 科学出版社
,
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,
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