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福建省戴云山区马尾松天然群体

同工酶遗传变异的研究
’

荣文深 周志春
(中国林业科学研 究院亚热带林业 研究所 )

关镇词 马尾松 , 天然群体 , 同工酶多 遗传结构

天然群体包含大量数量和质量性状变异
,

前者易受环境条件影响
,

后者则几乎完全受遗

传因素控制
。

长期以来
,

人们 主要利用表型性状借助数量遗传理论来研究群体的遗传变异
,

直到近十多年才开始借生物化学技术作林木遗传学分析
。

本研究以福建省15 个马尾松垂直和

水平分布的天然群体为对象
,

利用同工酶位点探讨马尾松群体的遗传结构
,

了解马尾松垂直

和水平群体在各种酶类多态位点上的变异幅度和趋势
。

一
、

材料和方法

(一 ) 材料收橄
1 9 8 2年在福建省戴云山德化地区马尾松天然林中采 种

。

从 海 拔4 00 m 至 1 2 00 m
,

每隔

1 00 m 沿等高线隔30 一50 m 选取 4 株同龄级优势木单株采种
,

(N o 4 一 12 )
。

水平方向则从戴

云 山脉向北向西每隔50 k m 左右采种
,

组成水平群体组
,

分别为崇安 ( I )
、

建阳(卫 )
、

建甄

( 111 )
、

尤溪 ( V )
、

武平(W
。, )和漳平 (W

。‘
)
。

(二 ) 样品提取和电泳染色

对 15 个采种群体 (见表 2 )
,

每群体测定 4 个单株
,

每单株分析 7 粒种子
。

种子浸 泡24 h

后低温层积
、

室温催芽
,

侯胚根露白即剥取胚乳和胚磨样
,

加 T B E (0
.

1 M T r is + 。
.

01 M

硼酸 + 0
.

0 1 M E D T A 浸提液0
.

2 m l
,

离心 2 0 m in (转速1 5 0 00转/ m in )
。

使用聚丙烯酞胺凝胶垂直板状电泳
,

不连续缓冲系统
,

低温 电泳并染色
。

分析酶类为谷氨酸草酞乙酸转氨酶(G O T )
、

乳酸脱氢酶 (L D H )和苹果酸脱氢酶(M D H )
。

由于针叶树胚乳为单倍体
,

可直接分析同工酶遗传是否符合孟德尔分离规律
,

从而确定同工

酶谱带所代表的位点和等位基因
。

每个单株分析 7 粒种子时
,

假定杂合单株的两个等位基因

符合川分离
,

则漏掉一个等位墓因(即错将杂合体定为纯合体 )的概率仅为(要丫
= 。
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(三 ) 统计参数

l
。

期 望杂合率(he) he 。 = 1 一 习P

第 i 个位点上第

合率 (H 。) : H e =

i 个等位基因的频率
。

青乃
‘!‘”

。

* , 忍,

式中加
;
为第 i 个位点上的期 望 杂 合 率 , 尸

‘, 为

所有测定位点(n )上期望杂合率的均值为平 均 期望杂

2
.

多态位点率 (P ) 即经同工酶测定为多态的位点占总位点的比例
。

3
·

每位点等位基因均数(A)
‘ ·

告补
‘,

式中 必 为第 ‘个位点上的等位基因数
。

4
.

墓因分化 系数 (G sT ) 将总的基因多样性(场)分解为群体内(H s )和群体 间 (刀s : )两

部分
,

从而估算其相对比率
: H : = H : + D : : ,

G s : 二刀 : :

扭
: I“I。

5
.

遗传距离(D ) 是度量群体分化的常用指标
,

表示两特定群体间的遗传差异
。

D =

L
·

‘“

可
/“

·

,
,

式中 ,一专甲军
x ‘, “,

,一告甲军
; ‘, 2 ,

,一青军军
X ‘,

·

; ‘, , x ‘八 ; ‘, 分

别为 x
、

刀两群体第 i 个位点上第 i个等位基因的频率 t’、

6
.

尸 检脸 用 X
Z

分析检验基因型比率实测值与理论值的相符程度以及群体之间 等 位

基因频率差异的显著程度
,

公式 (G u r ie s 等
,

1 9 5 1 )为
: X

Z == Z N习 a , ‘“

/户
‘,

式中 口, , “

为 第 f

个位点上等位基因频率的方差
,
户

;

为第 f个位点上等位基因频率的加权平均值
,

N = 群体中

的个体总数
。

二
、

结果与分析

(一 ) 醉谱分析

对分析酶类各研究其中一个位点
: G O T 一C

、

L D H 一B 和 M D H 一B (酶谱如 图 1 所示 )
。

其它位点变化单调一致
,

不适于作遗传分析
。

醉醉醉 胚
、

乳乳 胚胚

OOOOOOO

三二 一 石石OOOOOOOOO
日日日日日

‘‘

尸尸尸

三二 三=
一蕊蕊日日日日日

{{{荟荟 = 一 _ 一一 = 一 三 杯杯,,

了了了了

图 1 马尾松种子胚乳
、

胚 的 G O T
、

L D H
、

M D H 同工醉醉谱

G OT-- C具有 4 个不同的等位基因
,

表达为 1 一 3 条酶带
,

由 C ; 、

几
、

Ca
、

c. 4 个等位

基因控制
,

其中 c. 为无效等位基因(, 。)控制
。

L D H 一B 由 5 个等位基因控制
。

M D H 一B 由 4

个不同的等位基因控制
,

酶带分别为 1 或 2 条
。

(二) 群休的变异水平

注
.

等位基因须率 据同工酶谱带统计
,

各群体各位点上的等位基因频率见表 l
。

对 于一
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等位基因频串实洲值与理论值的x
Z

检验

货护1毛点位 点 { 群

NNNG O T 一C

_ 竺理王竺贵
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⋯

休 一同工酶表现型 的频率分布 X l 值

G O T 一C C x :
C :

—
10 :

I G

C i :

C :

—
1 7

: 3

C i :

C Z

—
了

:
2

1
.

38

9
.

80 .

2
.

7 8

NNNLD H一B B I :

B :

—
1

:
7

B : :

B Z

—
1 0 : 9

4
.

50 .

0
。

05

B , :

B :

—
6 :

4 { 0
.

40

个位点只有两 个等位基因的酶类
,

假设减数分裂时随机分配
,

则单株的种样中同工酶表现型

分配符合孟德尔分离比率 1 , l
。

这方面已有若干例证
,

如 She n 等 (1 9 8 0 )对欧洲赤松标号无性

系的 G O T 一A 位点分析中发现
,

39 9粒属 A
: ,

42 2粒属 月
: , 1 , l分离的 X

“

值为2
.

1 0
。

但 本试

验中多数位点具有两个等位基因的单株种子中同工酶表现型分配与1 : l比例差异较大
。

这 可

能有两方面的原 因
,

一是试验样本较小
,

可能产生较大的抽样误差
,

二是大抱子母细胞的不

等分离
。

但若 以同一海拔群体为单位来衡量
,

则发现部分与孟德尔分离比率有较好的拟合性

(表 1
,

表中 * 示 P > 0
.

05
,

与l : 1比率有显著偏离 )o

2
.

墓因变异的若干参数 据等位基因频率估计值
,

求得各位点杂合率和平均杂合率 (表

2 )
。

分析表明
,

马尾松群体在测定位点上有84
.

4 %为多态位点
,

平均等位基因数 为1
。

88
,

期

望杂合率为35
.

6 %
,

在垂直群体内高达 42
.

1 %
。

表 2 马甩松 1 5个夭然群体 的杂合率分析

各 位 点 杂 合 率 (h e)
、一

竺 G O T 一C L D H 一B M D H一 B

平均杂合率

(H
e )

多态位点 率

(P )

各位点等位墓因

(A )

0
.

2 0 4

0
.

2 2 5

0
。

Cl l

0
.

6 3 0

0
.

e 91

0
.

5 7 1

0
.

5 7 8

0
.

56 8

0
.

49 7

0
.

4 86

0
.

5 9 9

0
.

48 8

�U��匕,二内nO�O曰曰‘八U
�‘兮月恤.舀月怡

.

⋯
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‘�U

勺翻心自O曰比.口J2OJQ‘
亡幼,O月,‘,

.

⋯
n��UnU0.

N 。-

N 0 5

N 0 6

N 。 ,

N 。。

N 0 .

N I 。

N 、:

N l ,

I

l

I

V

W 0 1

W
e -

0

0
.

36 2

0
.

2 5 2

0
.

3 9 0

0 5 0 0

0
.

4 0 0

0
。

5 1 5

0

0
.

4 4 魂

幻
.

42 0

0

0

0
.

0 9 5

0
,

1 8 5

0
.

4 4 4

0
。

2 7 8

0
.

12 5

0

0

O
。

4 8 0

0
。

5 8 2

0

0
.

4 80

0
.

2 5 8

0
.

3 8 8

0
.

4 7 7

0
.

5 0 6

0
.

5 5 9

0
.

5 1 0

0
.

4 4 2

0
.

3 2 6

0
.

3 2 5

0
。

3 3 8

0
.

4 8 2

0
.

2 5 3

0
.

2 3 6

0
.

0 3 2

0
.

2 2 2

0
.

6 6 7

1
,

0 0 0

1
.

0 0 0

1
.

0 0 0

1
.

0 0 0

1
.

心0 幻

1
.

0 0 0

0
.

6 6 7

1
.

Q0 0

1
.

心0 0

1
.

OQO

0
.

66 7

0
。

毛6 7

0
。

3 33

O
。

6 67

1 8 8

1
.

8 8

1
.

6 3

2
.

3 8

2
.

1 3

2
.

3 8

2
.

0 0

1
.

6 3

2
.

2 0

2
.

0 0

1
.

6 3

1
.

3 8

1
。

8 8

1
.

5 0

1
.

6 3

据每个位点在15 个群体中的 h e 求得平均期望杂合率 (H
,

)
,

按 大 小排列 如下
: G OT- C

( 0
.

2 5 5 ) < L D H 一B ( 0
.

3 6 0 ) < M D H 一B ( 0
.

4 5 6 )
,

在垂直和水平群体 组的 H : 值亦完全符合这

一变化趋势 (见表 4 )
。

H
.

在位点间的变化幅度较大
,

与其它 树 种的研究结果相接近 〔2 1
。

这

说明在进行群体变异研究时
,

酶系统的选取是很重要的
,

理想的方法是尽量随机地选取大量
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的酶系统及位点
。

(三 ) 群休的分化
1

。

等位基因频率的差异 采用 X “
分析检验各位点上等位基因频率在15 个群体间的差异

性(表 3 )
。

可见各位点等位基因频率的差异
,

垂直群体比水平群体要小得多
。

表 3

奋了进

各位点等位基因频率及X Z
检验
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·
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·

一 }
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0
.
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·

7 6 9}0
。
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.
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.

遗传距 离 为进一步分析15 个群体的相似程度
,

计算垂直和水平两群体组内 各群体

的遗传距离
,

结果见表 4
。

海拔群体组的遗传距离平均值为。
.

27 4 士 0
.

029
,

水平 群 体 组 为

。
.

42 6 士 0
.

0 7 4
,

后者的数值与变异均为前者的两倍左右
。

此外
,

水平群体组内存在遗传距离

随地理跨度变远而递增的变化趋势
。

群体 工与其余群体的地理跨度最远
,

其遗传距离平均值

也最大 (0
.

6 9 1 )
,

以下依次渐降
,

群体 兀为0
.

539
,

群体 l 为。
.

29 7 ,

群体 V 为O
。

2 7 3
。

这表明

地理距离对基因交流确有明显的隔离作用
。

表 4 成对群休间的遗传距离值
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基 因分化 系数 为了确定同工酶位点上的变异总量在群体间和群体内的分布情况
,

对

群体变异作基因多样度的等级分析
。

据表 3 的等位基因频率资料
,

计算出总群体和群体内的

基因多样度 (H : 、

H : )和基因分化系数 (G : : )
,

结果见表 5
。

表中各参 数在位点间变动幅度

较大
,

说明不同位点对基因多样度的贡献各异
,

其中以M D H-- B 位点表现出相当大的基因杂

合性
,

其 H :
和 H :

值分别超过 G O冬C 和 LD玲B 位点的两倍
。

G s :
值在垂直

、

水平群体组

分别为0
.

1 97 和 0
.

49 3
,

说明垂直分布群体间变异平均占总变 异量的20 写
,

大多数变异存在于

群体内
,

水平分布则群体间和群体内的遗传变异分量大致相等
。
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表 S 群体内和群体间等位基因杂合率分布

位 点
D s r G s r ⋯

一

、 水 平

{ 万 :

} D s r G s r

体一
l
一

⋯
垂一
|
一

⋯G O T
一

C

L D H
一

B

MD H
一

B

X

0
.

36 5

0
.

5 9 9

0
.

6 5 8

0
.

5 4 1

士 0
.

0 8 9

0
.

3 0 2

0
.

4 6 6

0
.

5 2 9

0
.

4 3 2

士 0
.

0 6 8

0
。

0 6 3

0
.

1 3 3

0
.

1 2 9

0
.

1 0 8

士 0
.

0 2 3

0 1 7 3

0
.

2 2 2

0
.

1 9 6

0
.

1 9 7

士 0
.

0 1 4

0
.

6 0 5

0
.

3 0 0

0
.

6 5 5

0
.

5 2 0

士0
.

1 1 1

0
.

1 91

0
.

16 9

0
.

42 0

0
.

2 60

士 0
.

0 80

0
.

4 1 4

0
.

1 3 1

0
.

2 3 5

0
.

2 6 0

士 0
.

0 8 3

0
.

6 8 4

0
.

4 3 7

0
.

3 5 9

0
.

4 9 3

士 0
.

0 9 8

综合 以上分析
,

可以得出初步结论
:

15 个马尾松群体间存在相当大的遗传变异
,

水平分

布群体分化比垂直分布群体更为明显
。

W r ig ht 认为
,

选择会造成 高低海拔间树木的不同
,

但是在同一山上不同海拔之间
,

比平地上相距数百英里的种群间基因交换频繁得多
。

这种连

续的基因交换有阻止高低海拔的种群产生遗传上差异的趋势 [“ ]
。

本 试 验 的 结论与此完全相

符
。

三
、

问题与讨论

(一 ) 等位签因杂合率的海拔变化

等位基因杂合率在垂直分布群体中的变化趋势极为明显
,

由低海拔向中海拔递增
,

然后

向高海拔递减
,

呈抛物线型变化
。

等位基因杂合率(H
,

)与海拔高(E )的二次回归式为
: H

. 二

一 0
.

4了9 5 0 5 6 3 + o
.

o o 2 5 z o 3 7 E 一 1
.

5 6 7 ;3 1 6 :o Z x 一。
一。 E

,

式中 E取值为4 0 0 ~ 1 2 0 0 m
。

回归 F

值 = 28
.

3 7 * * ,

达极显著
。

中海拔(8。。m 处)群体平均杂合率最高
,

原因可能是由于其林相条

件和环境条件使自由授粉较为一致
,

也可能是处于基因交流频繁地区所致
。

据报道 (C u p ta 等
, 1 9了7 , Sc h w a rz 等

, 1 9 6 9 )
,

杂 种 优 势与同工酶活性相关
,

因此选

择杂合率较高的林分作母树林
、

杂合性高的单株作优树具有一定意义
。

本试验也发现垂直群

体子代测定中苗木和幼林生长均呈与其一致的随海拔梯度的抛物线型变化趋势
。

(二 ) 遗传位异的保持

遗传学上常难以确定
,

引起自然群体内蛋 白质变异的原因
,

究竟是由平衡的 选 择 所 保

持
,

还是代表中性突变的漂移多态性
。

中性突变假设下的平衡群体的遗传变异水平
,

取决于

有效群体含量 (N 。)和突变率 ( u )
。

S te w ar t ( 1 97 6) 据每位点杂合度理论 值 推 导 式 H = M /

( i 一 M ) (式中 M = 4 : N 。,

K im u r a 等
, 1 9 6 4 ) 推导出单个位点杂合性方差理论值为

:
V (H ) =

2万/ (1 + M )“
.

(2 + M ) (3 + M )
,

式中M值可由H 的实测值估得
,

V (。一的理论值即可求得
。

比

较 V( H) 的理论值和实测值即可检验中性突变假设
。

表 6 给出本试验分析位点上 H
、

M 及 玖川 的理论 值
,

据 厕 = 。
.

1 76 得 出 V( 川 二 。
.

0 7 60

突变率一般为 10 一 ‘一 1 0 ““ ,

有效群体含量 为1 05
,

则 M 二 4 x lo
“ “,

两者从数量级看是极其吻

合的
。

这说明可用中性突变假设来解释马尾松群体的杂合性变异
。
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表 6 各群体分析位点杂合性方差理论值

N 0 5 N 0 6 N 0 7 { N o s N ‘ , N 1 0 N 之1 N 1 2 I V

九曰�几

0
。

3 62

0
。

2 66

0
。

0 45

0
.

2 52

0
。

2 01

0
。

0 4 0

0
.

3 9 0

0
。

2 8 1

0
.

0 4 6

0
。

5 0 0

0
。

3 3 3

0
。

0 4 8

0
.

4 00

0
.

2 8 6

0
.

04 6

0
.

5 1 5

0
。

3 4 0

0
.

04 8

0
.

4 4 4

0
。

3 0 7

0
。

0 4 7

0
.

4 2 0

0
.

2 9 6

0
.

0 4 7

0
。

2 2 5

0
。

1 84

0 0 38

心
.

6 1 1

0
。

3 7 9

Q
。

0 50

0
。

6 3 0

0
。

3 8 7

0
。

0 5 0

0
.

6 9 1

0
。

4 0 9

0
。

0 5 0

0
.

5 3 2

0
.

34 7

0
.

0连9

0
.

3 2 2

0
。

2 4 3

0
。

0 4 3

0
.

4 9 9

0
.

3 3 3

0
.

0 4 8

0
。

4 80

0
。

32 4

0
。

0 4 8

0
.

4 4 4

0
.

3 0 7

心
。

勺4 7

0
。

2 7 8

0
。

2 18

0
。

0 4 1

0
。

12 5

0
.

1 1 1

0
。

0 2 7

N0’一
。。。

一���

0
。

4 97

3 32

0 48

0
。

4 8

0
。

32

0
。

04

0
.

5 9 9

0
.

3 75

0
.

04 9

0
。

4 8 8

0
。

3 2 3

0
。

0 4 8

0
。

4 95

0
。

3 3 1

0
。

0 4 8

0
.

5 7 1

O
。

3 6 3

0
.

0 4 9

0
。

4 0 8

0
.

2 9 0

0
.

0 4 6

‘8”

{
0

·

5 82

32 4

{
。

·

“6 “

0 4 8
{
”

·

0 4 日

000
.

0 5 999

000
.

0 8 777

000
.

0 2 333

00000
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