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除虫菊 (乃叱忿知飞爪

一
如“姗 )

,

又称白花除虫菊
,

是众所周知的著名杀虫植物
,

也

是目前世界上唯一集约化栽培的天然杀虫剂原料
,

至今仍为肯尼亚
、

厄瓜多尔等一些国家的

支柱产业
。

除虫 菊的头状 花序中含有 6 种 0 .4 % 一 2 % 的杀 虫成分
,

即除虫菊醋I
,

n

(p”re thri
n 一 I

,

11 )
,

瓜菊醋I
,

11 (
ein eri n 一 I

,

n ) 和茉莉菊醋I
,

fl (JaS 阴lin 一 I
,

11 )
,

6 个成分

组成的复合植物杀虫剂
,

对家蝇的杀虫活性 LD , 为 巧 一 加闪犷g
,

对大白鼠的毒性 LD , 为

21 拼
一拼16 呵

k g
, ,

对温血动物毒性更低
。

面对呼唤绿色产业的 21 世纪
,

除虫菊的产业开发

又成为天然农药开发的一个热点
。

我们在进行除虫菊产业化开发研究时
,

注意到该资源植物

的分子生物学研究未见报道
,

而进行了除虫菊的 rD NA 间隔序列片段 (r巧1
,

n万2 ) 碱基序

列的分析
。

除虫菊属于小黄菊属 (乃喇人~ )
,

另一种重要的经济作物
,

在我国南方各省栽

培作蔬菜食用的筒篙 (以哪以凶盯朋饥 照卯￡uzn ) 则是菊属较有代表性 的植物
,

也尚未有分子

生物学研究的报道
。

核糖体 DN A 间隔序列片段 (nS I和 n S Z) 位于
rD NA 的 185 rD NA 和 26

5 rD NA 之间
,

r1S I和 r巧2 间还有一段保守的 5
.

8 5 rD NA
.

r1S 区段是一段高度重复的序列片段
,

且其侧翼片

段均为保守的片段
,

所以广泛应用于植物分子生物学研究
。

我们用 D NA 序列分析技术测定

除虫菊和筒篙的 刃NA 的 r1s 区间的碱基序列
,

并与菊科其它属的研究结果比较
,

以期获得

它们特征的遗传信息
,

更好地开发利用这两种经济植物
。

本文报道了这些研究结果
。
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:
除虫菊和筒篙核糖体 DN A TIS 区的序列

材料和方法

除虫菊的新鲜叶片由云南沪西森菊公司除虫菊种植基地提供
,

筒篙新鲜叶片为昆明茨坝

集市上购得
。

按照 C毯B (Ce tyl tri me thyl

~
uln b

~ ds ) 法提取总 D NA (d滋
,

1卯8)
。

代R 扩增的目的片段为 山NA 的 ns 区段
,

包括 flS I
,

5
.

8 5 rD NA 和 rISZ
,

共 61 0 bp 左右
。

扩增引物为
: F S

’ 一

从(工汀了陀CG {以O 刃七AAC 一 3
’ ,

R S
’ 一 卫印以万卫U 俄C代决CC G( 芜

一 3
’

(C
elb ak 等

,

l卯8 )
。

每个 PC R 反应总体积为 , 沙
,

咒R 条件为 95 ℃预变性 5 而n ,

再以 男℃变性 50 5 ,

57 ℃

退火 1 而 n ,

72 ℃延伸 1
’

刀
户

秒进行 40 个循环
,

最后 72 ℃保温 5 而 n 。

扩增得到的 PCR 反应产

物经 2. 0 % 的低熔点琼脂糖凝胶 (美国 FMC 公 司) 电泳
,

切下所需 的带
,

用 DNA 回收柱

(上海华舜生物工程公司) 进行回收
,

检测后用于测序
。

D NA 测序用美国 胡I公司的 3刀 型

全 自动序列分析仪
。

巧
e 一 te rr ni nat or cyc le se 印l

enc ing (几人in 一 E城r) ‘t 对每个个体进行正反

两条链测序
。

根据正反两条序列获得完整的基因序列
,

应用软件为 Me gal ign
.

(DNAs tar Inc
.

1燮双, )
.

排列如图 l
。

GC AA一AGC AT AA CG ACCCGT GAA CAC(; TAA AAA CAA C咙A GCG T喘AG TG G八TT从叱AC 竹
一
GCr rGAT C口叮CGA

一
T

T二 T
. .

⋯
,

⋯ C二
, .

⋯
G⋯ ⋯ GT 二 T

.

T
,

.

⋯ ⋯
,

⋯ GC

以丫竹GTCG人亿TGC ^们叮八 口汀GT{ 竹C T 门丫“^CAc 喘化^̂ 双犯G 花A竹以习笑 从TMCMCC CC C弱CAc 从

A

⋯
C

.

A⋯ C

⋯ ⋯ G
.

CT T
.

⋯ G二 T
.

兀TG T以芜从 GG 扣ULACr 从 ^口TM GAA G 一口引叮Cl丫r CG化Tr 刊义芜 CC‘了沈以义石 祀别义万CA几 GG ^a; T喘CT

一
TC门叮AT八人T C八C从八{ CA CT G花“CAA CGG ATA TCTC G侧万CAC‘CA I℃GA化MCA 八CG T人GCAAA ATG戊ATACT

比Ĝ 们T 竹G一T叱兀化从T 欣汇AG从T戊 戊兀从CĈ T M优CAA G竹 以刀侧工CACC 以万T IT 阴戊 G冉GGG 以比T

⋯ ⋯
,

^
.

CT GC CT 喘GC GTCACGC ^祀 优‘化义以芜 CMC从一一一一 一 一一一 一 一一一一 一
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一
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二 T
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.
. . .

. . .
. . .

. .
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比竹C门叮“ 节口佑TG( 万几
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一门U 笑从C G心咙从C佑T TC习以T从CC 戊AA 祀化TT G钊刀阿八GG AT G ĉ GC 了陀G一

T
.

T
. , .

代GT 代二 下二 T
.
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A下⋯ ^⋯

图 (l) 两种菊科植物的 TIS 序列
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结果与讨论

通过比较这两条序列
,

可以看出
:
除虫菊和筒篙的同源百分率为价

.

4 %
,

多态性百分
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率为 7. 4 %
。

其中 flS I 为 玛如
,

翎饰
,

ITSZ 为 人刀bp
,

脱bP
,

nS I 比 n E Z 分别长 45 坤
,

46 饰
。

而在 Cuc 的i

~
,

阮州户己而
~

,

Vi

~
中

,

n s Z 比璐 1 稍长
,

在茄科中两者差

不多长
,

在豆科
、

禾本科和蔷薇科中则不一定
。

在研究过的被子植物中
,

5
.

8 5 rD NA 的长度

几乎是不变的
,

为 1。饰或 1“bp (Bru
c e
等

,

1哪)
,

菊科植物中也如此
,

且它很保守
,

只在

5
’

端和 3
’

端有变异
。

这两种植物的 115 1 和 n E Z 的 G + C%大约相当
,

这种现象符合 GC 平衡 (G + C c o n t
ent

回anc e)
,

如筒 篙中 115 1 和 n S Z 分别为 48
.

8%
,

印 .0 %
,

除虫菊中 r1S I和 n E Z 为 47
.

8 %
,

功
.

5 %
。

GC 平衡在被子植物中普遍存在
,

如葫芦科 中二lon r1S I 和 r1SZ 的 G + C% 为 56 %
,

印% (肠
van agh 等

,

1988 )
,

赫呷 加叨 为 印%
,

59 % (阮hi ebe l等
,

1989 )
,

服扣城 0
为 68 %

,

71 % (愉ss 等
,

1988 )
。

GC 平衡现在还未解释清楚
,

可能的原因为
:
1) r1S I和 n S Z 和核糖体

R NA 的成熟有关
,

本身会形成茎环状二级结构
。

特殊有序的结构有利于 r1S I和 rn论的切除
,

GC 平衡反映了一种选择压力 (R 明阳
n
等

,

1塑关)) ; 2 ) 和环境因素有关
,

尤其是温度 (欣叨肛
-

di 等
,

19 88 )
。

生长在温和地 区 的被子植物 的 G + C% 要 比生活在干旱地区的被子植物高

(细i
nas 等

,

198 8)
。

因为富含 GC 有利于保证在 D NA
,

R NA 的热稳定性
。

结合前人的研究结果
,

我们从基因库 (http
:
刀~

.

nc bi
.

汕n
.

ni h
.

即v / En t舰 ) 中录

取 了 几 种 菊 科 植 物 ( 召女绝邢 户耐dol ta U6 7 1璐
,

肠 3
枷

收魁功 3山堵砚ne us 灯 165 847
,

及而勿

义叩华阳功衣龙5

AF 165 84 5
,

凡咒触之如脚血 AF n s鱿玛
,

凡功以么 sP C刀刊夕巧9 灯n s货抖
,

及服阮园爪那心

邵咖肠之i, 灯 n 623 9 ) 的璐 区和这两种植物进行比较
,

发现除虫菊和筒篙的 rlsZ 要 比其他

菊科植物的短些
,

分别为 入刃bp
,

202 饰
。

主要原因是在邢 区的 4 37饰处有一段 17 饰 的缺失

(或插人 )
,

而在 ris l 中没有大片段的插人或缺失现象
,

只有 1 一 4饰 的插人或缺失
。

在邢 1

中有 65
.

2 % 的变异位点
,

在 n S Z 中有 53
.

7 % 的变异位点
。

在除虫菊和筒篙的点突变位点的

比较中可以看到 TC 间的转换要高于 AG 间的转换
。

分析原因
,

r1s 区是一段高度甲基化的基

因
,

甲基化的 C发生脱氨基反应生成 T
。

C 一 T 的转变在 TIS 的进化中起着重要的作用
。

本文只是对除虫菊和筒篙等植物的 nS 区序列的初步探讨
,

更多有关遗传信息的分子生

物学问题还需作进一步研究
。

致谢 实验过程中得到了昆明动物所分子遗传学开放实验室全体人员的帮助
。
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