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摘 要 从咬 一 。 基因编码的转录因子在植物花器官发育过程中起着重要作用
。

采用
一

技术
,

从绿

竹 四 石 中分离到一个 蒯
一 基因

,

命名为 例“ 血 登记 号
。

编码区 全长 如 编码区共编码 个氨基酸
,

具有典型的植物 一 基因结构
,

其编码肤链包含了 区
、

区
、

区和 末端
。

序列分析结果表明
,

讨 编码的蛋白与其它植物的
一 蛋白有着较高的一致性

,

其中与石刁柏 昭哪 历 耐 高达
。

系统进化树

分析表明 用 基因属于 类功能基因
。

关健词 绿竹
,

荆讨
一

基因
,

系统进化树分析
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司比
,
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泪伪 一 基因是发育过程的主要调控因子
,

研

究表明 川伪 一 基因家族并不只在花器官的发育

中起调控作用
,

荆讨 一 。基因在控制开花时间
、

决

定分裂组织的分化 州
, 、

控制胚胎发育

’叮
, 、

促进根的形成
一

,

。。以及调控种子和果实的发育
,

,

等方面都起着重要 的作用
。

例悦 一 基因对生殖生长的调控是近年来的研究

重点
,

了解植物由营养生长向生殖生长转变的调节

过程
,

对于控制有花植物的生长发育有着重要意义
。

竹类植物由于特殊的生物学习性
,

普遍存在开

花不 良和 自然结实率较低等现象 金玲等
, ,

基金项 目 国家林业局 项 目 一 一 、

国家林业局重点林业科学技术研究项 目 一
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用
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助必。 械

极大地限制 了其杂交育种
。

绿竹为 。

我国原产的优 良笋材两用丛生竹种
,

是最受

竹农欢迎的竹种之一
,

人们一直在寻求通过杂交育

种的方法来进一步提高绿竹的品质
,

因此对绿竹开

花的研究一直备受人们的关注
。

本研究通过克隆对

生殖生长起调控作用的 泪讨 一 。基因
,

为从分子

水平揭示竹子的开花机理奠定基础
,

以期为今后人

为调控竹子的花期和杂交育种提供理论依据
。

材料与方法

植物材料和菌株

取 自浙江省温州的绿竹扦插苗 本实验室室 内

盆栽 菌株大肠杆菌 。 。 由国家林

业局竹藤科学与技术重点开放实验室保存
。

总 提取与 合成

采用 公司的 提取绿竹

幼嫩新鲜叶片的
, ,

用

公司的反转录试剂盒合成
。

墓因的克隆与测序

根据植物的 乃仅 基因 同源序列设计 引

物
,

由上海生工生物工程技术服务有限公司合成
。

引

物
,一 一 ’。

引物
,一朋

一 。

以绿竹 为模板
,

进行梯度
。

为保证扩

增 片段的准确性
,

在反应体系种应用宝生物工

程有限公司的 卿 聚合酶
, 林 反应体

系 林 免 扩
、 林

梦 聚 合酶
、

泌
, ,

仰
, 。比

、

林 引物 川几
、

林 引物 司几
、

泌 模板和 泌 超纯

水
。

反应条件为 ℃预变性 ℃

, 一 ,

,
,

个 循 环
℃延伸

。

产物电泳分析后用上海申能博彩生物科技

有限公司试剂盒将 片段回收并加
。

加 反

应体系 卜 林 月免 广
、

林

聚合酶
、 林 和 林 回收 片段

。

反应条件为 ℃
。

按照 的
一

载体快速连接试剂盒操作流程
,

将加 后 的

片段连到载体上
,

转化大肠杆菌
,

经蓝 白斑筛

选
,

提取阳性克隆质粒并酶切 图谱分析后
,

再将单克

隆送北京三博远志科技有限公司测序
。

序列的生物信息学分析

利用
、

丑 和 等生物软

件分析 序列及其编码蛋白质的结构特点
,

并与

国际核酸和蛋白质数据库联网进行 比较分析
。

结果与分析

基因克隆与结构分析

以反转录合成的绿竹 作为模板
,

用引物

和引物 进行扩增反应
,

产物在 的琼脂糖

凝胶中电泳
,

染色结果如图 所示
,

引物 和引

物 的产物在 左右有一条亮带
,

与预测的基

因片段基本相符
,

初步确定为目的基因片段
。

回收与
一

载体连接
,

转化后将单克隆送公司测

序
。

测序结果表明
,

插入片段为
。

通过序列分

析表明
,

插入片段为含有一个完整的开放阅读框
,

妞 登记号为
。

经过 丑 软件和 洲认周切以

留 面选相对 的序列进

行分析
,

结果显示包含一个完整的编码 个氨基

酸 的开放读码框
,

具有典型的植物 一

基因的结构
。

其编码肤链具有两个保守结构域
,

即

区 一 位 和 玲 区 第 今 位
,

区和 区之间为 个氨基酸的间区 区
,

而 一 端

区域是含有鸟昔酸结合蛋白 蛋白 个氮基

酸
,

属于 江 型 崔永兰等
, 。

其中包含了双向

细胞核定位信号 个 第 一 位
、 一 位

、

酪氨

酸激酶 磷酸化位点 个 第 一 位
、

第 小
位

、

第 弘 位
、

第 一 位
、

第 一 位
、

第

以 位和第 以 位
、

肉豆范酞化位点 个

第 位
、

第 一 位
、

第 位
、

第

位
、

第 一 位和第 位
、

蛋白激

酶 的磷酸化位点 个 一 位
、

第 一 位
、

第 位
、

第 位和第 一 位
。

该基

图 梯度 产物电泳结果

注 ℃ , , ℃ 分子量标记
” 加 勿脚

℃
·
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图 晚 编码区核酸序列及其推导出的氨基酸序列

万

因命名为 别悦 伽竹 一
,

以动咖“
。

此外
,

通过 软件预测
,

用 编码 的蛋 白质等 电点和 分子量分别 为

和
。

撅基酸序列比较与系统进化树分析

通过 在线 软件
,

将 基因

编码的蛋白与数据库中己知的序列进行 比较分析
,

结果显示 泪悦 与石刁柏 马卯 雌 以

的
、

藏红花 。。 。 动。
、

藏 红 花
、

百 子 莲 押 。 尸 的

和风信子 场忧 心

等有着较高的一致性
,

都在 以上
。

其中与石刁柏的 一致性最高
,

达
。

图

是 了翔 编码的蛋白质与一致性靠前的 个不

同物种蛋白质序列的 比较分析结果
,

可以

看出氨基酸序列的
,

端的 区高度保守
,

区

位 比较保守
,

而 区的下游部分 末端

的保守性则比较差
。

在模式植物拟南芥的花发育 模型中
,

类基因控制曹片和花瓣的发育
,

类基因控制花瓣

和雄蕊的发育
,

类基因控制雄蕊和雌蕊的形成
,

类基因控制胚珠的发育
,

类基因则是与 三类

共同对特定的花器官的发育进行调控
。

选取拟南芥

中的一些典型的功能基因作对照
,

对 基

因进行系统进化树分析 图
,

结果表明 用

与拟南芥 故明 , 的 亲缘关系最近
,

因此

百口用伪 基因应属于 类功能基因
。

讨论

从基因功能方面来说
,

与模式植物拟南芥的

材滩 一 基因家族的蛋白相比
,

与拟南

芥的 伽 一致性最高
,

为
,

主要在花中表达
,

未成熟的果英中表达有所减弱
,

在

茎 中也有微弱表达 伽
, 。

本研究使用
一

方法从绿竹叶片中分离到 用 基因
,

因此推测 俐 基因为 类功能基因
,

但其具

体的功能有待于进一步鉴定
。

研究发现砌讨 一 基因在植物由营养生长向

生殖 生长 的过程 中具有调控功能
,

,

劲吐山
,

,

并己经被证明在植物的花
、

叶
、

种子及果实的
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一

冷
一

画砧 她协丽

图 编码的氨基酸序列与其他物种 七 蛋白的序列比较

叮 一

发育中均发挥着重要的作用
。

本研究从绿竹叶片中

分离到了可能对植物 由营养生长 向生殖生长过渡起

调控作用的 例讨刀 一 基因
,

对于竹子这样非草非

木
、

不易开花
,

且开花后会大面积死亡的植物来说
,
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了解其由营养生长 向生殖生长过渡的调控机制
,

研

究竹子 荆讨 一 基因的表达调控有着积极的意义

和应用价值
。
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