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摘 要

比较 了栽培
、

半野生
、

野生大豆 4种同工晦的表现
,

初 步认为
: 1

.

3个大豆种的

过氧化物酶同工晦登加晦带共有 25 条
,

其 中 7条为共有的墓本晦 带
,

其余晦带的

出现频率和活性
,

因种不 同而存在差异
。

2
.

有 7条过氧化物酶同工晦晦带在野生

大豆 中不 出现
,

而 在另两个 种以 一定的预率 出现
,

尤其是其中 4条晦带的 出现预

率
,

随进化程度的提 高而呈递增趋势
。

3
,

A T P 酶
、

苹果酸晦及过 氧化氮晦同工晦

都呈现种问差异
。

尤其是 A T P 晦
,

不仅晦带清晰
、

带次分明
,

而且种问易于区别
。

因此
,

除 了过 氧化物酶 同二晦外
,

.

还可 在幼苗期 用根
、

幼 茎和子叶作材料
,

以 3条
A T声酶 同

甲

二酶晦带 A P 一 1 1
、

A P 一 , 2及 A P一 , 3来反映进化程度 不 同的 3个大豆

种之问的差异
。

关键词 栽培大豆
;
半野生大豆

;野生大 豆 ; 同工酶
。

前 言

运用 同工酶技术探讨物种间的亲缘关系及进化程度
,

已不乏其例
。

就大豆而言
,

也有

部分学者 ( G 6r m an
,

19 84 ;
虞京藏等

,

19 8 3 ; 都恩虎等
,

1 9 8 6 )在此方面做过一些研究
。

在此

基础上
,

笔者对过氧化物酶
、

A T P 酶
、

苹果酸酶及过氧化氢酶等 4种同工酶在大豆种间的

表现差异做一 比较分析
,

并将生化研究与数理分析结合起来
,

通过聚类方法对过氧化物酶

同工酶研究结果进行整理分析
,

以进一步探讨同工酶与大豆进化程度的关系
。

材 料 与方 法

供试材料分别 由中国农科院品资所
,

油料所及黑龙江等 21 个省 (市
、

自治区 )农科院

`
本文于 1 9 91 年 9月 2 0日收到

。

T h i s 甲沐 r w a s r ec e i v e d o n eS P
,

2 0
,
1 9 9 1

.
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(所 ) 提供
。

其中栽培大 豆 82 份
、

半野生大豆 g份
、

野生大豆 2 4份 (见表 1 )
。

将2 5份栽培大豆

(分别来自黑龙江
、

吉林
、

湖北及广西
、

福建 5省 )
、

9份半野生大豆
、

2 4份野生大豆用于幼苗

期不同器官的各种同工酶比较
;
幼苗期根部的过氧化物酶同工酶分析则采用全部 1 1 5份供

试材料
。

试验重复 1次
。

制样 在初生叶刚展开时
,

挖出幼苗
,

洗净
,

擦干
,

剪取根
、

幼茎
、

子叶
,

初生叶等部分
,

以 1 : 2
.

5 ( w / v )加入预冷的 rT is一甘氨酸电极缓冲液 ( pH S
.

3)
,

于冰浴中分别研磨成匀浆
。

10 00 0转 /分下离心 5一 l o m in
,

取上清液
。

另外
,

分别于始花期
、

盛花期
、

终花期
、

结荚期
、

鼓

粒期剪取植株顶数第 3节位已充分长成的叶片
,

制样方法同上
。

表 l 供试材料未源及数量 (份 )

T a b le l T h e S心u r e es a n d n u m be r o f m a 化 r i a ls

地 区 半野生大豆 野生大豆

D i s t r ie tS

栽培大豆

C
.

栩口: G
.

厂 a e 社i J a
.

so 户

黑龙江 H e i ,on ` j ia,n g 8 2 2

吉林 J i一i n 7 J

辽宁 Li a o n sn g 谧 1 3

ilJ 西 Sha n x i 2 5

山东 Sh a n d on 名 3

甘肃 G a n s u 4 ]

陕西 Sh a n x i 4 1 2

河北 H。比 1 8 2

北京 氏 i j百n名 4 2

河南 H e n a n 2 1

四川 S化 h ` :。 n 3 1

西藏 T̀反 : l

湖北 H u忱 5 6

安徽 ^ n h u i 2 1

湖南 H u n a o s

江苏 Ji a n , h u 5 2 1

贵州 G u i z h o u
Z

浙江 Z h e j io n g l

江西 J ia n ` x i 4 1

福建 F
u
j o n 2 2

广西 G u a n ` x返 2

合计 oT
t a里 8 2 9 2 4

电泳 采用聚丙烯酞胺垂直平板不连续凝胶系统
。

浓缩胶浓度为 2
.

5%
,
p H 6

.

7
。

分离

胶 PH S
.

9
,

浓度却因不同的同工酶而有所不同
:

过氧化物酶 (P o D )及过氧化氢酶 ( C A T )采

用 7肠 ;
苹果酸酶 (M E )

、

为 8
.

4% ; A T P 酶为 9
.

1%
。

溟酚兰为前沿指示剂
。

每样品加量 9 0闰
。

采甲
1
一

理 Y 一 l 型 电泳仪 (北京六一仪器厂 )稳压电泳约 5小时
。

染色 在比较了黄 寿松等 ( 19 8 0 )及胡能书等 ( 19 8 5) 所介绍的 P o D 同工酶七种染色

方法之后
,

采用其中一种并略加修改
,

即
: 1 0ml 醋酸联苯胺溶液 (2 g 联苯胺十 1 8ml 冰乙酸
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+了2 时 蒸馏水) 加 15 2 l m蒸馏水
,

摇匀
。

放入凝胶板
,

再加 1 ~ 2 m 1 3 %过氧化氢
.

AT
P 酶同

工酶
,

参照胡能书等 ( 19 85 )的方法
。
C A I

、 、

M E 同工酶则依郑德森 ( 19 8 9) 的方法进行
。
C A

i

r

同工酶染色至带型清晰后应立即拍照
,

否则褪色极快
。

记录
、

分析 根据 R f 值
,

酶带着色深浅及宽窄绘酶谱模式图
,

拍照 (见图版 )
。

并对所

有 1 15 份材料的幼苗期根部 oP p 同工酶酶谱资料进行统计分析
。

酶带按。一无带
, 1一有带

加以编码
,

得原始数据矩阵后
,

依此求出欧氏距离并以离差平方和法聚类
。

有关运算均在

微机 P c 386 又 B / 1 6上完成
。

结 果 与 分 析

一
、

大豆种间 oP
D 同工酶酶谱差异

不论哪一个大豆种的 oP D 同工酶均是根部最丰富 (钟珍萍
,

19 9 1 )
,

因此选取幼苗期

R丈 P x 一
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根部的酶带作为 比较的依据
。

由于材料间存在着差异
,

故列成频率分布图 (图 1 )
,

以便比

较
。

由图 1看出
,

3个种的 P
oD 同工酶酶带叠加后共有筋条

,

其中 7条为种间共有的基本酶

带
,

即 xP 一 2
、

P x 一 歇 xP 一 11
、
P x 一 12

、

xP 一 15
、

P 、 一 16
、

XP 一 20
,

表明栽培
、

半野生
、

野生大

豆之间存在着相似性
.

但有了条酶带在野生大豆的各材料中全都不出现
,

如 xP 一 8 、

xP 一

1 0
、

xP 一 13
、

P ` 一 毛歇 P ` 一 2 3
、

P ` 一 2 4
、

xP 一 2 5
,

而在半野生大豆和栽培大豆中则有一些材

料出现
,

尤其是 xP 一 3
、

P、 一 1 8
、

xP 一 2 3
、

P 、 一 2湘勺出现频率
,

有随进化程度提高而呈递增

的趋势
,

这揭示了种之间的相异性
。

根据王金陵 ( 19 47
、

13 62) 的观点
,

野生大豆与栽培大豆

之间存在着许多过渡类型
,

两个种之间不存在隔绝性的差别
。

本试验的 Po D 同工酶分析

结果支持了这种看法
。

野生大豆经过人们的长期驯化而演化成今夭的栽培大豆
,

在栽培种

中包含着很多不同进化程度的类型 (或晶种 )
,

尤其在地方品种中
,

更有许多进化程度较低

的类型
。

本试验所用的栽培大豆均是当地的农家品种
,

因此
,

就野生种不具有的了条酶带而

言
,

有的品种与野生种相似
,

不具有这些酶带
,

有些品种则具有这些酶带
。

由此可见
,

进化

程度不同的大豆材料之间
,

其 P o D
一

同工酶表现有所不同
,

尤其反映在上述 xP 一歇 P x 一

卫0
、

P x 一 ! 3
、

P ` 一 】8
、

P ` 一 2 3
、

P 、 一 24 及 P 、 一 2 5
一

七条酶带
。

至于能否因此将这 7条酶带作为

区分大豆进化程度高低的依据
,

还有待于进一步的试验研究
。

二
、

大豆种间 阳 D 同工酶酶谱的聚类分析

表 2
.

n s份材料 P O D 同工酶酶谱聚类地理分布表

1邀饥亡 2 6
e心寒。 p娜份 l d诫 ir bU it丽 。 f l l 5 , y卜地 n 口c o .岛沁愁 on ht e

ser lut

of P O D Z扣”
呢 r a n诈 cl su沈 ir n g

类 T ,畔 类内听含材料`命种 )的产地及类型 T阮 or 娜 n s 翻 d yt 体 ` of est t时 m a
姗 ials in 。比 yt 详

黑龙江尽份
、

吉林 7 l’a
、

辽宁、份
、

河北 8份
、

山东 g份
、

j晾 3份
、

山西 2份
、

陈西 4份
、

甘甭月份
、

四批忍份
、

湖北 3份
、

河南 2份
、

树南 1份
、

江苏 5份、安徽 2份
、

贵州 1份
、

江西 1份
、

黑龙江 1份
’ 、

江宁 1份
’

北京 l份
、

湖北久份
、

汪西 3份
、

广西 2份
、

福建 2份
、

四川 1份
、

贵州 1份
、

黑龙江 l份
邵

湖南 4份
、

江苏 2份 ’ 、

河南 i 份
’ 、

映西上份
’ 、

安潇 1份
` 、

江西 1份
’ 、

黑龙江 J份
了 、

山西 i份 .

黑龙江玉份
’

、

吉林 1份
. 、

辽宁 3份
l 、

北京 2份
, `
河北 2份

, 、

山西 4份气侠西 2份
1 、

四川 i份
: 、

江苏 1份
’ 、

甘南

l份
J 、

浙江 1份
’

、

福建 2份
1 、

西藏 l份
百

注
:
I ~ 半野生种

;
皿~ 野生种 ;未标号为栽培仲

。

I ” G
.

夕, “ `曲 J :
l , 口

.

叔 U口, C
·

初` 了 h” n成 m鱿 k乳

经过几种聚类指标的比较
,

我们认为欧氏距离作为聚类指标较合理
。

依聚类结果绘制

树状图 (略 )
,

井按 。 , ” 20 。分类
,

可分为 `类 (表 2 ) : 第 I 类以栽培大豆为主
,

且绝大多数是

长江以北省份 (包括东北三省 )的品种
;

第 l 类也是栽培大豆为主
,

且多数是长江以南诸省

份的品种 ;第 班类是栽培
、

半野生及野生大豆均有的一类 ,第 份类则以野生大豆为主
。

由此

可以推断
,

第 I 类的进化程度较高
,

第 l 类其次
,

第扮类最低
,

即表现野生性状
。
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三
、

大豆种间其它同工酶酶谱差异比较

1
.

A TP 酶同工酶

A T p 酶同工酶在大豆种间不同器官分布如图 2
。

由图 2可知
,

在幼苗期的根
、

幼茎和子

叶上
,

栽培大豆和半野生大豆的酶谱完全一样
,

而野生大豆较栽培和半野生大豆多了 1~ 3

条酶带
;
而在初生叶中

,

半野生大豆则有些特殊
,

比栽培和野生大豆多了3条酶带
。

因此
,

除

了 oP D 同工酶外
,

还可在幼苗期用根
、

幼茎和子叶作材料
,

以 A P 一 1 1
、

A P一 12 及 A P 一 13

来研究进化程度不同的 3个大豆种之间的同工酶表现差异
。
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图 2 大豆种间 ATP 酶同工酶在不同器官的分布比较

F i`
.

2 A d e n os i n。 。 i Pho Ph a at s。 ( ^ T P )始。 2丫m e c o m皿
r治 o n a

mo 叱
,侧沈 j韶 i n d i f f e比 n t t iss sue

2
.

M E 同工酶和 CA T 同工酶

幼苗期大豆种间 M E 和 C A T 同工酶在月个器官的差异如表 3所示
。

M E 同工酶仅在初

生叶中呈现 出种问的差异
,

而其余器官均不存在差异
,

因此
,

在幼苗期
,

M E 同工酶较难作

为分类的依据
。

c A T 同工酶酶谱在栽培
、

半野 生
、

野生大豆之间差异较大
,

尤其是栽培种

与另二个种之间
;栽培大豆幼苗期各器官的 c AT 同工酶酶带普遍较少

,

活性较弱
,

尤其是

根部仅隐约可见 4条活性极弱的酶带 ;三个种都有自已的特有酶带
,

但也有的酶带为三者

共有
,

有的酶带 为半野生与野生大豆共有
,

如 C’T 一 4
、

C T 一 8等
;
也有的酶带尽管为两个种

共有
,

但表现器官却因种而异
,

如 rC 一 l
、

c T 一 2
,

只在栽培大豆的初生叶中出现
,

而在半

野生大豆中
,

却表现于根和幼茎
。

所有这些
,

既反映了大豆种间的相异性
,

也说明了它们之

间的亲缘关系和进化程度
。
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表 3 大豆不同器官同工酶在种何的主要差异

Ta 比 3 T h 。咖如 d让加 I e

袱 成 物夕卜,
n 妇。玛

r

m的 a

伽咚
,脚 d韶 in d江 fer en t t细。 . .

同工醉

知叮 m 。 ,

讲 带 根 R以 幼茎 叭二 子叶 。 “ , I司 o n
初生叶 P r亩伽

ry 耘 a迁

加 目 d , C V SW W C V S甲 CV SW V甘 C V S W V甲

M〔一 1

侧呢一 3

什+十朴++C r一 l

C r 一 2

《牛一 3

( T一 4

C T
,

一 5

C r 一肠

+什

讲什杆

料拼

什姗杆份

十十

C T 一 7

`咒 一 8

C T 一 牙

C T 一 1 1

C T 一 1 2

CT 一 1 3

l音十 1什

升

十

料

十弱带 (、 。 r ) ; 十牛中带 ( m i朗 l好 。
一

干十 + 强带 ( s 珍“ 堪 )
.

小 结

三 个大豆种 日 5份材料的 P
oD 同工酶酶带共有 2 5条

,

其中 7条为3个种共有的基本酶

带
,

其它 18 条的出现频率和 活性变化
,

种何和材料何有较大的不同
,

入一 8
、

入一 10
、

xP 一

1 3
、

xP 一 18
、
P 、 一 2饥xP 一 2 4

、

xP 一 2 5等7条酶带仅存在于半野生种和栽培种的有些材料
,

而野生种中不出现
,

特别是伴一 8
、

xP 一 18
、

入一会瑜 入一 25四条酶带的出现频率随进化

程度提高而呈递增趋势
.

通过对 PO D 同工酶酶谱聚类
,

可将野生种及绝大多数栽培品种

单独分开
,

而一些进化程度较低的
_

栽培品种则与半野生种并为一类
。

对 人 T p 酶
、

ME 及

C入T 同工酶的分析结果
,

同祥说明了同工酶的表现与大豆的进化程度有关
,

有必要进一

步深入研究
。
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t h e ba n d s o f A T P a s e ì 。 z y n 飞e w e er n o t o n ly d i s tl n e r a n d d i st in g u ihs a bl e
加 r a lso 亡 a s y t o 比

d if fe r e n t ia t ed a m o n g s
ep

e i e s
.

5 0 w e 。叫 ld et s t A T P a姗 15 0 之y咖
o f 了o ost

, s et 哪
a n d c o t y l目on s i n

sc 比 li n s sat 即
, a n d u仍 A卜 1 1

, A P
·

12
, A 卜 13 t o in d i e a t e

.

t加 v
ar i胡

e e a m on g 3 s oy be a n s Pt e ieS
,

吮 s id es P O D j3 o z y m e .

K e y w o r d s 口l训i o e
.

ma
劣 ; 口

.

妙
a

减派
, , 口 J 。扣 ;

OIS
z y m亡 ( i

soen 邸me )


