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大豆化学诱变突变体的胚芽过氧化物酶
同工酶等电聚焦电泳分析

于秀普 杜连恩 魏玉昌 可福存

( 中国科学院石家庄农业现代化研究所
,

石家庄 050 0 2 1)

沈银柱 黄占景 刘植义

(河北师范大学生物系
,

石家庄 05 0 0 1 6 )

提 要

米用等电聚焦电泳方法
,

对大豆化学诱变 突变体的胚芽过氧化物晦 同工酶

进行浏定分析
。

结果表明
,

突变休与亲本之 间以及 突变休之间晦带数 目
、

畴活性

存在着很大差异
,

说明突变体是基因 突变产生的
,

且基因 突变位点不 同
。

关键词 化学诱变
;过载化物晦同工晦

;
等电聚焦 ,大豆

我们利用化学诱变剂处理大豆种子诱发其突变
,

通过选择
、

鉴定
,

培育了一批优质
、

高

产的突变系
。

对部分突变体用等电聚焦 电泳分析其过氧化物酶同工酶
,

比较它们之间的酶

带差异
,

为化学诱变育种提供依据
。

材料与方法

本试验所用材料为大豆突变体 3 1 3 一 1 4 ( G l 一 ,
)

、

3 2 7一 8 ( G Z一飞 )
、

3弓
一

2 ( e 3 _ 1
)

、
D Z 1 3

,

本项研究得到河北省科学技术委员会资助
。

本文于 1 99 4年 1月 13 日收到
。

T h妇 阵 P e r w as r e倪 i v e d o n J an
。
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( D卜 , )
、

D 2 1。 ( n 卜
1
)

。

其中 3 1 3 一 l 峨 ( e ,一 1
)

、

3 2 7一 8 ( e 卜
1
)

、

3 4 1一 2 ( 3一 l )是用 0
.

峨%及

0
.

6% 甲基磺酸乙酷 ( E M s )处理冀豆 硕号湿种子获得的突变体
; D z , 3 ( n

,一 、
)

、

D Z , 。 ( D卜
,
)是

用 0
.

2 %硫酸二乙醋 d( E s) 处理 D ” 大豆 品种湿种子获得的突变体
。

连同两个亲本计 7 个

材料
。

1
.

样品制备
:

每个供试材料取 30 粒种子
,

分别播种于搪瓷盘内蜓石中
,

浇水后置于

25 一 2 7℃培养箱中避光培养
。

待对生真叶长出时
,

取其子叶以上 (生长点及其对生真叶 )部

分制样
,

按每 1 00 m g 样品 加 0
.

3 lln 提取液
,

三经 甲基氮基 甲烷 一 柠檬酸缓冲液 (T isr 一

e

诉 i ca
e id b u r et r p H S

.

2
,

0
.

o l M
e i fr ic a e i a 2

.

19八; 0
.

6 6 5M T r ` 7
.

8 9川冰浴研磨
, 1 8 0 0 0

r
.

p
.

m冰冻离心 20 分钟
,

取其上清液
,

在 0
『

C冰箱保存备用
。

2
.

等电聚焦电泳
:

采用 L K B 公司提供的 F玩 t B e d A p p a r a t u : F B E 3 0 0 0 进行
。

凝胶浓

度 5 %
,

交联度 3 %参照何忠效等 人的方法制胶川
,

胶版厚 0
.

sn lm
,

采用恒功率 30 w
,

额定

电压 50 Ov 电 泳 2
.

s hr
。

电泳开 始后首先聚 焦 10 分钟
,

然后加样各 2如 l
,

30 分钟后去加样

滤纸
,

继续电泳到结束
。

电泳过程中循环水冷却
,

保持在 10 ℃以下
。

电泳结束后
,

取出胶版
,

参照沈银柱等 人的方法 z3[ 染色
,

用 H 2 0 : 原液代替 l % H Zo : ,

在联苯胺溶液 ( 18 联苯胺
,

用 9n
飞 l冰醋酸溶解 ) 中加 36 ml 蒸馏水

,

再加 l 滴 H Z o :
原液

,

然

后拍照
。

按 L aas
t

.

T 等人的方法图测定等电点
,

进行分析
。

结果与讨论

(一 ) 3 1 3 一 14
、

3 2 7一 8
、

3 4 1一 2 三个突变体及其亲本冀豆 4 号大豆品种
,

D川
、

D Z , 。
两个

突变体及其亲本 D 动大豆品种
,

其胚芽过氧化物酶同工酶 (见图 l )
,

它们之间酶谱比较 (见

表 1 )结果表 明
,

供试材料均具有 P i a
.

8 5
、

8
.

6 5
、

8
.

刁5
、

6
.

8 5
、

5
.

a s
、

`
.

5 5
、

6 条 同工酶带
,

说

明这些酶带可能是大豆所共有
,

反应了它 们之间相同的遗传背景
。

(二 )诱变对过氧化物酶同工酶的影响

自表 l 可看 出
,

o 卜
,

比 e ` 增 加了 P x s一 0
、

7
.

朽
、

6
.

7 0
、

6
.

5 0
、

月
.

5 0 五条酶带
,

减少 T

p i 3
.

月8 一条酶带
; e 卜

1

比 G ct 增 加了 P i s
.

10
、

7
.

4 5
、

6
.

7 0
、

6
.

5 0 四 条酶带
,

减少了 P x 3
.

5 5
、

3
.

5 0
、

3
.

召8 三条酶带
,

而且 P x s
.

8 5
、

8
.

6 5
、

8
.

月5 三条酶带比 。 ` 着色浅 ; G 卜
,

比 e ` 增加了

P x 7
.

月5
、

6
.

7 0
、

6
.

5 0 三条酶带
,

减少 T P x 3
.

4 8 一条酶带
,

而 且 P x s
.

6 5
、

8
.

d s 二条酶带着色

浅
。

n s。
大豆品种的突变后代 。 卜 、 比 n ` 缺少了 P x s

.

10
、

7
.

峨5
、

3
.

5 0
、

3
.

5 5 四条酶带 n 卜
l

减

少了 IP .S 1 0
、

7
.

d s
、

6
.

70 三条酶带
,

而且着色浅
。

从酶带差异分析
,

可能是诱变后代某些基

因发生了 突变
,

后代之 间基因突变位点不 同
,

通过诱变原有基因的表达受到了抑制
,

一些

基因的活性减弱造成的
。

(三 ) 同一亲本后代之 间一些酶带变化相同 (见表 ! )
,

如 G
l一 , 、

G卜 ,
、

G 3 _ 1

比亲本 G `
都

增 加 T P I 7
.

刁5
、

6
.

7 0
、

6
.

5 0 三条酶带
,

减少了 P i 3
.

绝8 一条酶带
;而 D ,一 , 、

n 卜
1

都比 D `
减少

了 P 18
.

1 0
、

7
.

4 5 两条酶带
,

说明这些酶带的基因对诱变剂比较敏感
,

容易发生突变或容易

被关闭
。

( 四 ) 田 间调查及考种结果与酶带变化相 比较看出
,

冀豆 弓号后代 3 13 一 1 4 ( G
l一 :

)
、
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23 7一 8 ( G Z一 1 )
、

3牡 一 2 ( G卜
,
)三个突变体

,

茎秆粗壮
,

百粒重比亲本提高 粗 左右
, 3 27 一 8

( G 卜
,
)籽粒蛋 白质含量高达 4 5

.

0`% 比亲本提高 2
.

5 1%
,

3 1 3一 l 月( e
,一、

)
、

3 14 一 2 ( G卜
1

)

比亲本早熟两天
。

而 D ,一 1 、

D Z一 1比亲本分枝多
、

早熟
。

说明化学诱变剂不仅诱发了过氧化物

酶同工酶的变化
,

而且发生了有益性状的突变
,

可见化学诱变是育种的一种好途径
。

表 1 突变体及其亲本过氧化物酶同功醉 IE F 电泳酶谱比较

T a b贻 1 T h e
co m Par i s 6 n of Per

o x 幻
娜加

匀间
e a n d IE F e 加刃 t r O)I h o r e t 玩

s P e t r u 们n s b e t w ee
n m u at n 妞 . n d t h d r P a r . t

等电点
G o G i一 I G之一 i G卜 I D肠 D -一 2D

一 1

b 。 日宜水 因 in
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4 8
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5 0

C
à
O++十+++十3
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nà+十00什00什4
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5 0

4
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5 5

5
。

8 5

十+

++6
.

5 0

6
。

7 0

什++什十柑6
。

8 5

00+7
。

45

8
.

10

8
。

4 5

抖份份十8
.

6 5

8
。

8 5

注
: L +

、

什
、

姗示着色由浅~ 深

2
.

0 示缺少

3
.

仅表示有差异部分

0 ` 为冀豆 月号
,

0 1 一 1
为 3 1 3一 x4

,

e 卜 ,
为 3 2 7一 8

G卜 ,

为 3 4 1一 2 突变体
;

比为 D s。
大豆

,

o : 一 1
为 。川

,

o 卜 ,
为 0 2, `

突变体
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