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　　　茎癒er呈もa難ce　aRd蓋Rkage　rela乞io嚢s鐵ps◎f　p晦王准◎rphic童sozy澱es類ゐ乞9izem　go7zg3veoresm

were　de搬◎醸麟ed．　E夏eve簸e嚢z脚e　sys艶麓s　were　st謝y　resoived　by　sもarc難ge詞曲魔◎ph◎resis．

Five　of　them　exhibited　poiymorphisms，　and　eight　loci　with　20　alleles　were　determined　by

segregatioxx　patterns　of　offspring　obtamed　from　six　artificia1　cros＄es　with　horti，cultural　cultivars

and　w慧d　s宅r畿類s．　Co鍛宅iR題ency　c短一square　ana｝yses（）f類depe鍛（3eftt　assorもme飛も罫or　64　pairs◎£

loci　indicated　two　｝inked　pairs，　．Aut－2／6Pgd－9　（recorabinatioR　fraction，　R＝e．34±　e．07）　aBd

Fest－2／6Pgd－Z　（R＝O．29±O．08）．　Resolved　enzyme　systefus　and　allozymes　could　be　very

efficient　for　estimating　genetic　diversity　among　natural　populations　in　L．　longtfloTztm．

INTRODUCTION
　　　Ligizem　gongz＞ZorLem　Thunb．　is　a　bulbous　species　naturally　distributing　in　subtropica｝

islands　in　an　arc－arrayed　archi．pelago　running　approximately　1300km　distance　from

Ryukyu　to　Taiwan　CWilson，　1925；　Shimizu，　1987）．　Despite　of　such　local　endemism，　the

species　enj　oys　great　popularity　in　the　world　as　an　ornameRtal　resource，　particularly　for

religious　usage　as　indicated　by　its　English　name　‘Easter　｝ily’　（Miller，　1993；　Jefferson一一

Brown　and　Howiand，　1995），

　　　In　the　light　of　conservation　biology，　is｝and　enderRics　are　more　highly　susceptible　to

extinction　than　eontinental　ones　（Frankham，　1996；　Riesberg　and　Swensen，　1996）．　Thus，

attentions　for　such　factors　affecting　extinction　as　ecological，　demographic　characteristics

and　genetic　diversity　are　essential　for　sustainable　use　of　the　insular　biological　resources．

However，　very　few　studies　on　natural　populations　of　L．　tongzLfZoram　have　been　conducted

to　date　（e．g．，　Shti，　1983；　Wen　aRd　Hsiao，　i　999）．

　　　Allozymes　are　very　powerful　too｝s　not　only　for　fields　of　plant　breeding　（Weeden，

1989）　but　a｝so　for　estimation　of　geRetic　dlversity　（Brown　and　Weir，　1983）　and　mating

systeirRs　（Ritlaud，　1983），　altd　for　evolutioRary　interpretation　in　Ratura｝　plar｛t　populations

（Crawiiord，　1989，　1990），　even　in　recent　years，　when　severa｝　．new　types　of　genetic　markers

such　as　RFLP，　RAPD，　AFLP　and　so　forth　have　been　deve｝oped．　ln　the　present　study，　we

c｝ari£ied　genet’i　c　nature＄　for　stably－resolved　enzyme　systems　iR　L．　gongzfZoTzLm，　in

advaAce　to　estimate　geRetic　diversity　and　eve｝｛itioRary　treftds　of　t｝ke　spe¢ies　iR　o“r　fgture
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MATERIALS　AND　METHODS

　　　Six　progeny　groups　were　generated　by　control　crosses　for　this　study　using　four

horticu｝tural　eu｝tivars，　‘Gelria’，　‘Georgia’，　‘Hinemoto’，　‘Snow　Queeft’，　aRd　twe　aRd　oRe

individuals　from　natural　populatiOns　of　Kume　Shima　（KU9808，　KU9809）　and　Tokuno

Shirna　（TO950i）　isiands，　respectively，　in　the　Ryiikyii　Archipelago　（Table　1）．

ERzymes　were　extracted　frora　wmature　leaves　of　each　parent　and　feur一　to　six－raonth

old　seedimgs　of　the　progenies．　Approxirnately　200mg　samples　of　immature　leaf　were

homggenized　iR　cee｝ed　mortals　with　a　pestle　with　2　nd　of　the　Tris－HCI　grikding　buffer

（Soltis　et　ctg．，　1983），　aRd　a　sprinkle　of　polyvinylpolypyrrolidone　and　sea　sand．　Crude

enzyme　extracts　were　soaked　up　by　fllter　paper　wicks　（Whatman　No．　3，　11×3mm），　and

immediately　llsed　for　horizonta｝　starch　gel　electrophoreses　described　by　WeRdel　aRd

Weeden　（1989）．　Two　combinations　of　gel　and　electrode　buffers　in　the　procedures　by

WeRde｝　aRd　WeedeR　（1989）　were　ijised　te　reselve　i　i　eRzymes．　Aspartate　araiRetraxs－

ferase　（AAT），　catarase　（CAT），　diaphorase　（DIA），　glucose－6－glutamate　dehydrogenase

（GDH），　phesphate　isoraerase　（GPb，　aRd　raalic　eiizyme　（ME）　were　reso｝ved　gsing　Systeyft

6，　aRd　fiueresceRt　esterase　（FEST），　isoeitrate　dehydrcgeRase　（IDH），　ma｝ate　ctehydrgge－

nase　（MDH），，phosphogluconate　dehydrogenase　（6PGD），　and　phosphoglucomutase

（：PGM）were　deter】噸ed慧s鎗g　Sysもe艶2。　Sもa㎞g　proも◎co三s　were　also　carried◎嚢t　acc◎rd－

ing　to　the　method　of　Wendel　and　Weeden　（1989），　except　for　a　modification　for　FE　ST　by

d簸uti◎nつfもhe　substraもe　wiもh　1／2◎th　vo王㎜e◎f　acet◎ne．

　　　InheritaRce　of　enzyme　leci　was　postulated　oR　the　basis　of　ob＄erved　segregations．　For

single－loeus　segregations　chi－square　va｝ues　were　calculated　to　test　goodRess－of－fu　to

expected　ratigs．　NouraRdom　j　eikt　segregatiens　betweek　loci　were　tested　by　chi－sq“are

tests　of　independenee．　ln　ease　where　evidence　of　lmkage　was　detected，　recombination

fractioRs　and漁eir就andard　errors　were　estimated　by　m3xiraum－likelihood　form慧1as
（Allard，　1956）．

RESULTS　AND　II）ISCUSSION

　　　Sgrae　regieris　ef　electrepheretic　bandiRg　pattems　ME，　DIA，　FEST　and　MDH　were

poorly　resolved　and　theR　omitted　from　data　ana｝ysis　（Figs．　1，　2）．　The　other　regions　for　all
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Fig．　1．　Schematic　represeRtatieR　of　baiiding　patterns　for　four　enzyme

　　　　　　　systems　in　which　variation　was　Rot　observed　among　parents
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Fig．　2．　Representative　illustration　of　allozyme　variation　among　parents　used　for　artificial

　　　　　　　crosses　in　LitizLm　longzXoram．　Zones　correspond　to　eight　postulated　loci　and

　　　　　　　location　of　alleles　are　shown　in　right　of　each　enzyme　system．　Hatehed　bands　rep－

　　　　　　　resent　areas　of　poor　resolution．
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eRzymes　were　eonsister1t｝y　resolved．　No　pe｝ymorphisms　were　detected　for　four　of　l　l

enzymes，　i．e．，　CAT，　GDH，　IDH，　and　ME，　in　all　parents　used　for　control　crosses　（Fig．　1）．

The　reraa韮r麟g　seve難e簸zy搬es　sh◎wed　pdymorph重slrrls．　We　pGs撫laもed　e嬉hも1◎ci　fr◎搬seg－

regated　enzyme　phenotypes　obseived　for　parents　and　progeny　groups．　Proposed　regions

supposed　to　be　govemed　by　a　single　locus　and　allelic　band　locations　of　the　each　locus

within　starch　ge｝s　are　illustrated　iR　Fig．　2．

Aspartate　amixetraRsferase　（AAT）
　　　Two　active　zones　appeared　from　30　to　39　mm　and　in　80　mm　migration　distance　（Fig．

2）。Two　phe蓑。砂pes　were　observe（i青嵐e　slower一露gr＆も鎗g　z（）簑e　fbr　pare蕪s，　co員sisも泌9

0f　two　or　three　bands．　Three　bands　located　in　an　approximately　equal　distance，　and　the

Mtermediate　band　of　the　three　was　raore　deeply　stained．　Suppose　that　the　faster－migrat－

iRg　baRd　of　the　double－bar｛ded　phenotype　is　aR　invariar｛t　product　by　a　differeRt　siRg｝e

｝ocus，　the　segregation　of　the　phenotype　observed　in　progeny　No．　5　fitted　the　expected　1：1

ratie　（Table　2）．　’1’hus，　it　is　highly　likely　that　the　polymorphic　zoRe　observed　is　cofttrolled

at　least　by　two　loci，　invariant　and　variant　one　（Aat－2），　the　latter　which　produces　a

dimeric　GRzyme．

Diaphorase　（DLA）

　　　Two　zones　appeared　though　resolution　of　the　slower－migrating　zone　frem　27　to

33　mm　was　very　poor　（Fig．　2）．　Within　the　stab｝y－reselved，　faster－r￥rtigratiRg　zoRe　from　52

to　60　rnm，　a　singie一　or　a　double－banded　phenotype　was　observed　in　parents，　and　segregat－

ing　phenotypes　for　three　and　two　progeny　groups，　respectively，　fitted　the　expected　1：2：1

an（圭1：1　rat重。（Table　2）．　This童ndicates　thaもzene　D王A－2重s　governed　by　a　s㎞g玉eめ。疑s◎f　a

monomerlc　enzyme．

Fluorescent　esterase　（FEST）

　　　Arelative｝y　wide　z◎簸e　fr◎艶35も◎75　r縦難i譲m韮graもi◎簑disもa農ce　was　coRslstept｝y

resolved，　eontaining　each　two　types　of　single一　and　triple－banded　phenotypes　within

parents，　while　the　more　anodal　zoRe　from　103　to　113mrn　was　too　poorly　resolved　to

detect　phenotypes　（Fig．　2）．　SegregatioR　patterns　of　the　resolved　regieR　Rarr｛ed　FEST－2

were　consistent　with　a　single　locus　governing　a　dimeric　raolecule　（Table　2）　and

segregating　foiir　a“eles　（Fig．　2）．

G霊穫coso－6－phos茎｝hate　iso澱erase（GP互）

　　　One　single一　and　one　triple－banded　phenotype　were　detected　from　33　to　40　mm

raigratien　distance　for　parents　（Fig．　2）．　SegregatioR　data　for　five　progeRy　groups　eoR－

formed　to　1：1　or　1：2：1　expectatiolls　for　a　single　locus　（Table　2）．　These　results　indicate

撫aもthe　e熟zyme　of　th重s　reg三〇R，　GPI－2，　is　dimeric　wiもh　a　mode　of　Mende韮an㎞heriもa捻ce．

Malate　dehydrogenase　（MDH）
　　　Banding　pattems　for　MDH　were　rather　cemplex，　with　feur　or　six　deep｝y　stained　bands

together　with　some　faint　bands　of　low　resolution　in　the　zone　migrated　more　slowly　（Fig．

2）．　Additional　two　bands　of　the　six－baRded　pheRotype　appeayed　in　the　most　aRodal　and

an　intermediate　position　within　the　deeply　staining　region．　Banding　phenotypes　and
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Table　2．　GQQ（㎞ess－ofL貸ももesもs　f◎r　s童ng｝e　locus　s奪gregat孟on　patも¢r餓s　at　elght　loci．

Locus

Progeny

group　Prospected
　No．z　genotypes IProgeRy　genotypes　（Ny）

Expected
　　ratio X　L） P

擁磁一2

醒ta－f

Fes＃一2

Gpt－2

Mdh－i

6Pgci－1

6Pgd－2

Ngm－！

油
油
油
油
画
曲
麗
油
蝉
痴
b
b
b
d
撮
油
油
舶
曲
㎞
肋
謡
曲
二
二
加
㏄
㏄
㎞
㏄
曲
加
㏄
餓
油
㏄

×
×
×
×
×
×
×
x
×
×
×
×
×
×
×
×
×
×
×
×
×
×
×
×
×
×
×
×
×
×
×
×
×
×

肋
的
曲
曲
a
a
隙
油
油
加
国
M
㏄
曲
お
的
紛
a
・
素
謡
痴
痴
油
法
悦
漉
魏
㏄
㏄
認
訟
餓
麗
㏄
㏄

　　　　　　ab（20）：bb（30）

　　　aa（17）：ab（36）：bb（22）

　　　aa（9）：ab（27）：bb（14）

　　　aa（17）：ab（44）：bb（14）

　　　　　　aa（55）：ab（45）

　　　　　　an（23）：ab（27）

ab（．16）：ad（ll）：bb（26）：bd（22）

　　　aa（11）：ab（2喋）：b妻）（王5）

　　　　　　ab（43）：bb（32）

ab（34）二ad（26）：bb（23）：bd（16）

　　　　　bb（23）：bd（271）

　　　　　　bc（22）：cd（26）

　　　　　aa（36）：　ab（39）

　　　aa（15）：ab（27）：bb（8）

　　　aa（19）：ab（38）：bb（18）

　　　　　　aa（43）：ab（57）

　　　　　　aa（25）：ab（2S．））

　　　　　ab（34）：bb（41）

　　　　　ab（23）：bb（27）

　　　　　ab（4．9．）：bb（33）

　　　an（25）：ab（46）：bb（29）

　　　　　ab（27）：bb（23）

　　　　　ab（19）：bb（31）

　　　bb（24）：bc（36）：ec（15）

　　　　　bc（3e）：cc（20）

　　　　　bc（36）：ec（39）

　　　　　bc（47）：cc（53）

　　　　　ac（20）：cc（30）

　　　　　aa（26）：ab（49）

　　　　　aa（25）：ab（25）

　　　　　aa（38）：ae（37）

　　　　　aa（5．9，）：　ac（48）．

aa（i3）：ab（iO）：ae（1，5）：bc（12）

　　　aa（12）：ac（31）：ce（7）

2◎

O
O
O
O
O
O
◎
0
0
0
0
0
◎
◎
0
0
1
0
◎
◎
◎
0
0
0
◎
◎
◎
O
O
l
l
α
α
α

ZSee　Table　1．

yNumber　of　seedlings　observed．

chi－g．　quare　analysis　to　expected　1：，1　or　1：2：1　segregation　for　six　progenies　from　different

crosses　proved　that　the　fastest一　and　the　slowest・……一migrating　bands　within　the　variant

region，　MDH－1，　are　controlled　by　two　alleles　under　a　simple　Mendelian　manner　of　a

di搬erま。¢鍛z｝澱e　systera．（Tab玉e　2）．

Phosphogluconate　dehydrogenase　（6PGD）
　　　　Gel，s　stained　for　61’GD　had　two　zones　of　activit：　（Fig．　2）．　One　or　three　band（s）　was

observed　for　each　zone，　which　was　ciesignated　a＄　6PGD－1　and　6PGD－2．　This　indicates
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もhaもe識zyme　pr◎ducts◎f　the　r曙io鷺s　a艶dimerlc　m◎1ec滅¢s．　Tesもs◎f　g◎od難ess－of讃もも0

1：1　or　1：2：1　ratio　for　five　and　two　progeny　groups　for　6PGD－1　and　6PGD－2，　respectively，

indica’te　that　the　regien　is　centrolled　by　a　si，ngle　｝ocu＄　uRder　a　rRode　of　Mendelian

inheritance，　though　the　segregation　for　6Pgd一一2　in　one　progeny　group　（No．　3）　was

exもr¢me圭y　dev孟ated　fどα獲もhe　expecもed臨i◎1：1（Table　2）．

Phespheglecemutase　（PGM）
　　　A　single　region　activity　was　observed　for　PGM　（Fig．　2）．　A　deeply　stained　band　was

always　acco拠pan董ed　by　an　add三もi◎nal　weakly　s鰍ined　b撮d　ir韮ad韮sもa鍛。¢（）f　l　l　m獄もo

anodal　directj，on　and　a　pair　of　the　bands　inherited　together　into　progenies．　The　same　type

ef　PGM　bariding　pheftotypes　was　reported　in　eggplaRt　（ls＄hiki　et　al．，　1994）　and　asparagus

（Ozaki　et　ae．，　2000），　in　which　the　additional　bands　were　neglected　for　analysis．　Suppose

thaもeach◎f畿deeply　sも＆鉛ed　ba難d　is．a　pri獄ary　pr◎d嚢ct　by　a　single　a澄eleきPGM　pheR（｝一

types　for　parents　were　interpreted　as　a　single一　or　double一・banded　phenotype．　The　region

PGM一一1　was¢or戯r獄edも。　be　i癩eriもed類asi照Ple　MeRdeliaR　rr｛al｝Rer　ar韮d　t（）show撫e

same　mode　of　inheritance　as　monomeric　enzymes　by．　chi－square　analysis　for　progenies

from　four　controlled　crosses　（Table　2）．

Li簸kage　a盤a叢yses

　　　The　results　of　contingeney　chi－square　analyses　of　independent　assort，ment　for　all

pairs　of　joiRtly　segregatifig　allozyme　loci　are　presekted　in　Tab｝e　3．　Based　o／R　signifieaRt

（P＝O．05）　deviation　from　expected　joint　segregation　ratios，　evidence　for　linkage　was

detee’ted　in　three　of　64　pairs　of　loci　tested，　Aat－2／6Pgd－2　for　progeny　group　No．　5　and

Fest－2／6Pgd－！　for　Nos．　2　and　3，　with　recombination　fractions　of　O，34±O．07，　O．26±O．09，

e．32：÷HO．08，　respective｝y．　The　hnkage　test　cf　Aat－2／6Pgd－2　was　performed　in　oniy　single

progexy　group，　No．　5，　cwad　the　remairtiRg　two　of　four　progexy　groups　tested　ror　｝oc£ts　pair

I7est－2／6Pgct－X　did　not　exhibited　significant　evidence　of　linkage．

Concl”sion
　　　Stab｝y－resolved　11，　enzyme　systems　including　eight　loci　in　a　si，mple　MeRdelian　mode

gf　inheritaRce　wil｝　be　available　as　a　too｝　for　estirnating　genetic　diversity　of　L．　gongz：floram，

we　a聡cari塗9　for．

　　　　Table　3．　Chi－square　analysis　of　independent　assortment　for　jointly　segregating　isozyrTie　loci．”

Aag－2　Pia一？ Fesg－2 Gpt－e　Mdh，一？　6Pgd・一2　6Pgd－2　Pgm－2

Aat－2

D滅一？

Fest－2

の乞一2

ルノ〔洗一1

6Pgd－1

6Pgd－S
Pg？n－i

F
D
一
ダ
◎

戸
0
5

N

1，2，3，4

1，2，3，4，5

1，2，3，4

1，2，3，4

3，Jr

3，5

餓
N

i234　，　　，　，

　ひ　　コ　ひ　　コ

1，2，3，4

4，5，6

1，2，3，4，5，6　1，2，3，4
　　コ　　リ

1，2，3，4

3，δ

3，5

餓
N
N

1．2．3．4
2’一’V’

4，5，6 6

照
N
N
R
N 3，5

R
Nm
N
瞼
聡

zN　indicares　thatthere　was　no　evidenctt　of　linkage；　R　designates　possib．le　linkage　pairs；

na　denotes　pairs　of　loei　for　which　no　appropriat，ely　segregating　progeny　group　was

avai董ab玉¢；『rhe撒撚ber　be玉◎w．the　diag◎撒Undi餓糠sもhe　pr◎geRy　group穎Tab玉e　l　with

gene　pair　genotypes　allowing　for　analysi，s　of　linkage．
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