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!

要$根据水稻全基因组和特定位点的
6

B

1

岛序列设计引物!采用
C<D46

酶酶切
EFG

!以东乡野生稻耐冷渐渗

系"

HI$%%$

和
HI$&!%

#及其双亲为试材!研究其基因组和特定位点的
EFG

甲基化水平和模式变化特征!探讨甲基

化变异对野生优异基因渐渗的影响'结果显示$"

#

#在覆盖全基因组的
3%

个
6

B

1

岛中!

HI$%%$

和
HI$&!%

的基因

组甲基化频率分别为
&','J

和
$%,3J

!低于受体亲本协青早
4

的
'!,'J

&大部分"

*$,(J

"

3",*J

#受体亲本的甲

基化模式在两耐冷渐渗中能稳定遗传!另外一些位点发生了甲基化模式的改变!主要表现为脱甲基化"

#%,%J

"

#3,#J

#和过甲基化"

&,&J

"

',"J

#'"

!

#在耐冷
KLI/

区间!两耐冷渐渗系的甲基化水平为
#%,%J

"

!',*J

!远

低于受体亲本的
'#,&J

&它们在该区域的甲基化模式变异主要为脱甲基化"

%%,%J

"

&","J

#!高于全基因组的平

均变异率'"

%

#分析逆转座子
!"#$%

和
&'(#&

区域的
$#

个
6

B
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岛发现!耐冷渐渗系在该区域具有较高频率的甲

基化修饰和较低的甲基化模式变异'研究表明!种间杂交渐渗诱发了受体亲本广泛的甲基化水平和模式变异!为

野生优异基因的有效利用提供了新的机遇和挑战'
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EFG

甲基化"

EFG 8VTZ

Y

:9T.=0

#是真核生物

EFG

中一种可逆且能遗传的表观遗传修饰!广泛存

在于细菌和动植物基因组中(

#

)

'

EFG

甲基化通常

被认为是基因组
EFG

的一种防御型机制(

!

)

'但事

实上!在植物的生长发育过程中
EFG

甲基化修饰

起着非常重要的作用!它能关闭或启动某些基因的

转录表达程序!参与基因的表达调控*组蛋白修饰*

染色体印记*着丝粒和端粒结构的维持等生命活

动(

%

)

'因此!

EFG

甲基化的遗传与可塑性对生物体

维持正常的生命活动至关重要'

研究表明!外界因素可诱发植物基因组甲基化

变异!如远缘杂交*转基因*离体培养*环境胁迫

等(

&+$

)

'前人对拟南芥*棉花*大米草*玉米等种间杂

交后代的研究发现!外源物种
EFG

的导入可诱发

受体物种基因组广泛的
EFG

甲基化水平和模式的

变化!引发相关基因的表达或沉默!进而引起种间杂

交后代的基因表达的表型与其双亲具有显著差

异(

'+*

)

'因此!

EFG

甲基化水平和模式的改变一方

面为种间杂交创造新的遗传变异提供了新的育种途

径和思路!但同时对野生优异基因的有效利用提出

了新的挑战'为此!阐明种间杂交后代中甲基化模

式的变异的遗传与分子机制具有重要的理论和实践

意义'

东乡野生稻是一种全球分布最北的普通野生稻

"

&(

)

*%(#

.

,

/

"

0

"11D.AA,

#!蕴藏大量栽培稻品种改

良所没有的优异基因!如高产*强耐冷*抗旱等(

3

)

'

利用东乡野生稻创制水稻"

&2'%+,-%I,

#新种质已

成为改良栽培稻重要农艺性状和拓宽水稻遗传基础

的重要课题'此前本课题组通过种间杂交和多次回

交*自交获得了一些携带野生稻优异基因的抗旱*耐

冷*耐低磷渐渗系(

3+(

)

'随后的研究发现!这些高世

代渐渗系中伴随一些非孟德尔式的表观遗传变异!

如高世代"
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#

5
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#强耐冷渐渗系
HI$!&%

和
HI$%%$

在株型*株高以及谷粒颜色等形态学性状还存在一

定变异或分离!其逆转录酶的序列结构和荧光定量

的相对表达量与供体亲本有很大的差异(

#"

)

!减数分

裂也存在落后染色体及双核仁等不稳定现象(

3

)

'为

了更全面地了解野生稻优异基因在向栽培稻渐渗过

程中发生的遗传与表观遗传变异特征!本研究基于

水稻全基因组序列信息!对水稻全基因组的
6

B

1

岛

进行分析!利用
6

B

1

两侧的序列设计甲基化特异性

[6\

扩增引物!分析东乡野生稻耐冷渐渗系的在种

间杂交渐渗过程中所发生甲基化水平和模式变化特

征'在此基础上!基于我们此前鉴定的东乡野生稻

耐冷基因粗定位
KLI/

结果(

##

)和耐冷渐渗系中已

发生逆转录酶活性变化的转座子结果(

#"

)

!对渐渗系

基因组的特定区域的
6

B

1

岛甲基化水平和模式变

化特征作进一步分析!探讨
EFG

甲基化水平和模

式变化对外源优异基因渐渗的影响!为东乡野生稻

耐冷基因在实际育种中的充分利用提供有益信息'

#

!

材料和方法

@,@

!

材
!

料

本课题组此前以东乡野生稻"

&2(#

.

,

/

"

0

"1

1D.AA,

#为供体亲本!以栽培稻+协青早
4

,"

&2'%+,-%

I,<X,N.V

;

.0

O

_9=4

#为受体亲本杂交获得种间杂种

5

#

'种间杂种
5

#

随后与受体亲本进行回交得

46

#

5

#

!经单粒传连续自交得
46

#

5

(

代群体!该渐渗

群体经耐冷鉴定筛选!获得强耐冷渐渗系
HI$%%$

和

HI$!&%

(

3

)

'本文以东乡野生稻耐冷渐渗系"

HI$%%$

和
HI$&!%

#及其双亲为试材!研究其基因组和特定

位点
EFG

甲基化水平和模式变化特征'

@<A

!

3

B

;

岛甲基化特异扩增引物设计

利用
\.<V1V0=8VG00=T9T.=0[D=

-

V<T

"

ZTT

B

$%%

D.<V,

B

:90T̂.=:=

OY

,8/@,V?@

%#中水稻基因组信息!

均匀地选择分布在
#!

条染色体上不同
4G6

中的

EFG

序列!结合我们对耐冷基因粗定位结果(

##

)

!利

用程序
CVTZ

Y

:[D.8VD7>

B

DV//X#,"

在这些序列中

$('

&

期
!!!!!!!!!!

温秀芳!等$东乡野生稻耐冷渐渗系
EFG

甲基化水平和模式变化研究



寻找
6

B

1

岛!针对这些富含
61

序列的
EFG

利用

[D.8VD/%H0

B

@T

"

XVD/.=0&,"

#设计了
(3

对甲基化

特异性
[6\

扩增引物!其中
#$

对为耐冷基因
KLI

定位区间的引物!其余
3%

条为覆盖全基因组的甲基

化特异性扩增引物'耐冷粗定位区间为第
#

号染色

体上的
\C!&'+\C#"($

!

&

号染色体上的
W&*C+

W&#"C

!

#!

号染色体上的
\C$#(+\C!*"

(

##

)

'另

外!我们此前发现耐冷渐渗系中逆转座子
!"#$%

和

&'(#$

已发生逆转录酶活性变化(

#"

)

!为此根据各染

色体上
!"#$%

和
&'(#$

转座区域的
EFG

序列!设

计特异引物
$#

对'引物序列交于上海英俊公司

合成'

@,C

!

甲基化引物扩增分析

采用
6LG4

法提取水稻基因组
EFG

'

EFG

检测合格后用
C<D46

酶于
%* `

酶切"约
#'Z

以

上#!随后
'$`

温育
#Z

使酶灭活终止酶切!

C<D46

酶酶切体系
$"

#

I

!包含
#"aF47 @̂AAVD$

#

I

!

#""

a4WG",$

#

I

!

1L[

"

#""88=:

%

I

#

",$

#

I

!

C<D46

酶"

#"S

%

#

I

#

#

#

I

!

EFG#

#

I

!灭菌
??Q

!

R&!

#

I

'

酶切产物用
??Q

!

R

稀释
#"

倍备用!并用阳性和阴

性引物检测酶切是否完全'阳性引物是针对
3"'#*

基因设计的 "正向引物$

16LG6661LL6LL1+

1G6LGL

&反向引物$

6L1GGGL611G16G6L+

1G6G

#&阴性引物是针对不易发生甲基化的激酶位

点设计的"正向引物$

61G6LGGG66G6L66GG+

L6GL6

&反向引物$

66GGL6GGGG6LL6L66L+

1LGG

#'酶 切 时 设 空 白 对 照!即 酶 切 体 系 中

C<D46

酶用
??Q

!

R

代替!其他体系相同(

#!

)

'

C<D46

酶切完全
EFG

样品用于甲基化引物扩

增!扩增反应总体积为
#$

#

I

!包含
#"a @̂AAVD#,$

#
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C
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I
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#

I

!甲基化引物"
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%

I
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酶切后的模板

EFG

"

!$0

O

%

#

I

#

!

#

I

!灭菌水
*,!

#

I

'

[6\

扩增

条件为
('`

预变性
$8.0

!

('`

变性
%"/

!

$3`

退

火
%"/

!

*!`

延伸
&$/

!

%$

个循环后!

*!`

延伸
#"

8.0

!最后
&`

保存
$8.0

'

[6\

产物用
#,"J

的琼

脂糖凝胶检测!并利用凝胶成像分析系统进行拍照!

每对引物对所有材料的扩增重复
%

次'对照组实验

中未扩增出来的材料同样也进行
%

次重复扩增

实验'

@,D

!

数据统计分析

没有扩增条带的记为-

"

.!表示该
EFG

片段具

有甲基化位点&扩增出目的条带的记为-

#

.!表示该

EFG

片段无甲基化位点'

6

B

1

甲基化模式变化分

为
G

*

4

*

6

三类!其中
G

类表示受体亲本+协青早

4

,的甲基化模式在渐渗后代中被稳定遗传!包括

G

#

*

G

!

两个亚类&受体亲本+协青早
4

,中无甲基化

的位点在渐渗后代变为甲基化位点的情况定为
4

类!即发生了过甲基化变异&

6

类表示+协青早
4

,为

甲基化位点!而渐渗后代中变无甲基化位点!即发生

了脱甲基化变异'

!

!

结果与分析

A<@

!

基因组
$%&

酶切效果检测

为了确定
C<D46

酶对参试材料的基因组
EFG

酶切是否完全!本研究分别采用阳性和阴性引物对

酶切产物进行扩增检测'阳性引物可扩增基因组最

易发生甲基化且被切开的
3"'#*

基因!如果酶切不

完全!材料可扩增出
#

条
*""^

B

左右的条带&阴性

引物是针对不易发生甲基化的激酶位点设计的!可

扩增出约
!""^

B

左右的片段'本研究的
C<D46

酶

切产物检测结果表明"图
#

!

G

#!渐渗系及其双亲的

酶切产物的阳性引物扩增均无
*""^

B

的扩增产物!

用阴性引物扩增时出现
#

条
!""^

B

的条带!表明渐

渗系及其双亲的
C<D46

酶切产物可用于进一步甲

基化检测'

A,A

!

耐冷渐渗系基因组甲基化水平和模式变化

特点

本研究利用覆盖全基因组
#!

条染色体上的
3%

对特异性甲基化引物!对
C<D46

酶酶切后的双亲和

东乡野生稻耐冷渐渗系"

HI$%%$

和
HI$&!%

#进行特

异扩增!分析其甲基化水平和模式变化特点'结果

表明!受体亲本+协青早
4

,*供体亲本东乡野生稻和

两耐冷渐渗系都具有较高频率的
EFG

甲基化

"

&$,&J

"

'!,'J

#'其中!受体亲本+协青早
4

,的

甲基化修饰程度要远高出供体亲本东乡野生稻!分

别为
'!,'J

和
&$,&J

"表
#

和图
#

!

4

#&耐冷渐渗系

"

HI$%%$

和
HI$!&%

#的甲基化水平介于双亲之间!且

与受体亲本存 在明 显差 异!分别为
&','J

和

$%,3J

'

HI$%%$

的甲基化水平与东乡野生稻比较

接近!两者无显著性差异'表明种间杂交渐渗诱发

了受体亲本的甲基化水平发生了显著变化!而且在

不同的渐渗系中甲基化水平变异也存在明显差异'

进一步分析这
3%

个
6

B

1

岛甲基化模式的遗传

和变异特征发现!渐渗系的
6

B

1

岛甲基化模式变异

主要分为
G

*

4

*

6

三类"表
!

#!其中
G

类表示受体亲

本+协青早
4

,的甲基化模式在渐渗中能稳定遗传!
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分为
G

#

*

G

!

两个亚类'

G

#

和
G

!

分别表示未甲基

化位点的遗传和甲基化位点的遗传模式'

4

类和
6

类分别表示耐冷渐渗系中发生了过甲基化变异和脱

甲基化变异'统计分析表明!大部分受体亲本+协青

图
#

!

参试材料
C<D46

酶切效果检测"

G

#与
EFG

甲基化分析部分电泳图"

4

#

C,C9DUVD

&

[

*

F

对应的泳道分别表示阳性和阴性引物对参试材料的扩增&

9

"

?

对应泳道的材料分别为

栽培稻+协青早
4

,*东乡野生稻*

HI$%%$

和
HI$!&%

&

"

对应的泳道表示无扩增条带!表示该位点
EFG

含有甲基化!

#

对应的泳道表示扩增出目的条带!表示该位点无
EFG

甲基化

5.

O

,#

!

EVTV<T.0

O

DV/@:T/=A89TVD.9:].TZC<D46V0_

Y

8V

"

G

#

90?

B

9DT/=A

V:V<TD=

B

Z=DV/./

B

9TTVD0=AEFG8VTZ

Y

:9T.=0909:

Y

/./

"

4

#

C,C9DUVD

&

[

!

FDV

B

DV/V0T[6\

B

D=?@<T98

B

:.A.V?^

YB

=/.T.XV90?0V

O

9T.XV

B

D.8VD/A=D.0TD=

O

DV//.=0:.0V/90?

TZV.D

B

9DV0T/,9

"

?]9/&(

)

*%'%+,-%I,<X,N.V

;

.0

O

_9=4

!

E=0

O

>.90

O

].:?D.<V

!

HI$%%$90?HI$!&%,"8V90/

0= 9̂0?/98

B

:.A.V?]Z.<ZDV

B

DV/V0T/TZ9T.T

,

/8VTZ

Y

:9T.=0:=<@/

&

#8V90/ 9̂0?/98

B

:.A.V?

]Z.<ZDV

B

DV/V0T/TZ9T/V

;

@V0<V/]VDV0=TEFG8VTZ

Y

:9T.=0.0TZV:=<@/

表
@

!

耐冷渐渗系及其双亲基因组
$%&

甲基化水平特征

L9̂:V#

!

LZV<Z9D9<TVD./T.</=A

O

V0=8.<EFG8VTZ

Y

:9T.=0:VXV:.0<=:?T=:VD90<V.0TD=

O

DV//.=0:.0V/90?TZV.D

B

9DV0T/

材料

C9TVD.9:

被检测位点数

F=,=A:=<@/

甲基化位点数

F=,=AEFG

8VTZ

Y

:9T.=0:=<@/

甲基化频率

5DV

;

@V0<

Y

=AEFG

8VTZ

Y

:9T.=0:=<@/

%

J

无甲基化点数

F=,=A0=0+EFG

8VTZ

Y

:9T.=0:=<@/

无甲基化位点频率

5DV

;

@V0<

Y

=A0=0+EFG

8VTZ

Y

:9T.=0:=<@/

%

J

N4 3% $! '!,'9 %# %*,&<

EM\ 3% %*,* &$,&< &$,% $&,$9

HI$%%$ 3% %3,* &','< &&,% $%,&9

HI$!&% 3% &&,* $%,3̂ %3,% &',!̂

CV90 3% &%,% $!,! %(,* &*,3

!!

注$

N4,

协青早
4

&

EM\,

东乡野生稻&

CV90

为平均值&同列不同字母表示
","$

水平显著性差异&下同'

F=TV

$

N4,&(

)

*%'%+,-%I,<X,N.V

;

.0

O

_9=4

&

EM\,E=0

O

>.90

O

].:?D.<V,CV90

$

9XVD9

O

VX9:@V/=ATZV?.AAVDV0T89TVD.9:,LZV?.AAVDV0T0=D89:

:VTTVD].TZ.0TZV/98V<=:@80DV

B

DV/V0T//.

O

0.A.<90T?.AAVDV0<V9T","$:VXV:,LZV/98V9/ V̂:=],

表
A

!

耐冷渐渗系基因组
$%&

甲基化模式的遗传与变异特点

L9̂:V!

!

LZV.0ZVD.T90<V90?X9D.9T.=0<Z9D9<TVD./T.</=A

O

V0=8.<EFG

8VTZ

Y

:9T.=0

B

9TTVD0/.0<=:?T=:VD90<V.0TD=

O

DV//.=0:.0V/

材料

C9TVD.9:

被检测
位点数

F=,=A:=<@/

甲基化遗传模式的位点数及频率

F=,90?ADV

;

@V0<

Y

=A.0ZVD.TV?

B

9TTVD0/EFG8VTZ

Y

:9T.=0

总位点数及频率

L=T9::=<@/90?

ADV

;

@V0<

Y

G

#

N4

"

)

#

HI/

"

)

#

G

!

N4

"

b

#

HI/

"

b

#

甲基化变异模式的位点数及频率

F=,90?ADV

;

@V0<

Y

=AEFG8VTZ

Y

:9T.=0X9D.9T.=0

过甲基化"

4

#

Q

YB

VD8VTZ

Y

:9T.=0

N4

"

b

#

HI/

"

)

#

脱甲基化"

6

#

EV8VTZ

Y

:9T.=0

N4

"

)

#

HI/

"

b

#

HI$%%$ 3% '%

"

*$,(J

#

9 %&,%

"

&#,&J

#

^ !3,*

"

%&,$J

#

9 %,*

"

&,&J

#

9 #',%

"

#(,*J

#

9

HI$!&% 3% '*

"

3",*J

#

9 %(

"

&*J

#

9 !3

"

%%,*J

#

9 $

"

'J

#

9 ##

"

#%,%J

#

^

CV90 3% '$

"

*3,%J

#

%',*

"

&&,#J

#

!3,&

"

%&,!J

#

&,&

"

$,!J

#

#%,'

"

#',&J

#

!!

注$

N4

"

)

#和
HI/

"

)

#分别表示在
N4

和
HI/

中未扩增出目的条带!表示在相应的位点中发生了
EFG

甲基化&

N4

"

b

#和
HI/

"

b

#分别表示在
N4

和
HI/

中能

扩增出目的条带!表示在相应的位点未发生
EFG

甲基化&每列括号前的数据表示位点数!括号内表示其频率&下同'

F=TV

$

N4

"

)

#

90?HI/

"

)

#

DV

B

DV/V0T0= 9̂0?Z9? V̂V098

B

:.A.V?.0N490?HI/

!

DV/

B

V<T.XV:

Y

!

]Z.<Z8V90/TZ9T.T

,

/EFG8VTZ

Y

:9T.=0/.TV

&

N4

"

b

#

90?HI/

"

b

#

DV

B

DV/V0T 9̂0?/<=@:? V̂98

B

:.A.V?.0N490?HI/

!

DV/

B

V<T.XV:

Y

!

]Z.<Z8V90/TZ9T.T

,

/0=0+8VTZ

Y

:9T.=0/.TV,LZV?9T9 V̂A=DV D̂9<UVT/]9/TZV0@8̂VD=A:=<@/

!

90?.0

TZV D̂9<UVT/]9/.T/ADV

;

@V0<

Y

&

LZV/98V9/ V̂:=],

*('

&

期
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甲基化水平和模式变化研究



早
4

,甲基化模式在两耐冷渐渗系
HI$%%$

和
HI$!&%

中能稳定遗传!遗传率分别为
*$,(J

和
3",*J

'两

耐冷渐渗系与受体亲本相比!分别有
!"

和
#'

个

6

B

1

岛位点发生了甲基化模式变异!并主要表现为

脱甲基化变异"

6

类#和过甲基化变异"

4

类#'其中

HI$%%$

和
HI$!&%

脱甲基化频率分别为
#3,#J

和

#%,%J

&过甲基化变化"

4

类#分别为
&,&J

和
'J

'

表明种间杂交渐渗诱发了受体亲本的甲基化模式发

生了显著变异'

A<C

!

耐冷粗定位区间
$%&

甲基化变化特点

基于我们前期东乡野生稻耐冷
KLI/

的粗定

位结果!对渐渗系的耐冷粗定位区间的
6

B

1

进行甲

基化水平和模式特征分析'结果发现!受体亲本+协

青早
4

,在耐冷粗定位区间的甲基化水平达
$%,%J

!

与全基因组
6

B

1

岛甲基化水平"

'#,&J

#无显著性

差异'东乡野生稻和两耐冷渐渗系"

HI$%%$

和

HI$!&%

#在该区间的甲基化水平分别为
!","J

*

#%,%J

和
!',*J

!低于其全基因组
6

B

1

岛甲基化

的平均水平"表
#

和表
%

#'受体亲本+协青早
4

,的

甲基化模式"

G

#

和
G

!

#大部分在两耐冷渐渗系中能

得到较稳定的遗传!分别为
*","J

和
'","J

'与受

体亲本相比!

HI$%%$

和
HI$!&%

耐冷渐渗系中也发

现一定比例的甲基化遗传模式变异!并主要表现为

脱甲基化"

6

类#!分别为
&"J

和
%%,%J

!高于全基

因甲基化模式的变异的平均水平"表
#

和表
%

#'

A<D

!

逆转座子区域
$%&

甲基化变化特点

基于我们此前的研究结果!针对耐冷渐渗系

"

HI$%%$

和
HI$!&%

#中已发生逆转录酶活性变化的

逆转座子
!"#$%

和
&'(#$

区域设计了
$#

对甲基化

引物!进一步研究双亲及耐冷渐渗系在特定相关区

域的甲基化水平和模式变化特征'研究发现!在

!"#$%

和
&'(#$

逆转座子区域!+协青早
4

,*东乡野

生稻*

HI$%%$

和
HI$!&%

的甲基化水平 分别为

'!,*J

*

$',(J

*

'',*J

和
&(,"J

!均高于全基因组

EFG

甲基化的平均水平"表
#

和表
&

#'在
!"#$%

和
&'(#$

区域!+协青早
4

,*

HI$%%$

和
HI$!&%

之间

的甲基化水平无显著差异!但均与东乡野生稻之间

存在显著差异'

HI$%%$

和
HI$!&%

甲基化模式大部

分继承"

3','J

#大部分与受体亲本,协青早
4

,一

致!并主要表现为
G

#

类型的遗传模式'在转座子

表
C

!

耐冷渐渗系在耐冷区间
$%&

甲基化水平和模式的遗传与变异特点

L9̂:V%

!

LZV<Z9D9<TVD./T.</=AEFG8VTZ

Y

:9T.=0:VXV:90?

B

9TTVD0/=A

<=:?T=:VD90<V.0TD=

O

DV//.=0:.0V/9TTZVDV:9T.XVKLI/

材料

C9TVD.9:

被检测
位点数

F=,=A:=<@/

甲基化遗传模式的位点数及频率

F=,90?ADV

;

@V0<

Y

=A.0ZVD.TV?

B

9TTVD0/EFG8VTZ

Y

:9T.=0

总位点数及频率

L=T9::=<@/90?

ADV

;

@V0<

Y

G

#

N4

"

)

#

HI/

"

)

#

G

!

N4

"

b

#

HI/

"

b

#

甲基化变异模式的位点数及频率

F=,90?ADV

;

@V0<

Y

=AEFG8VTZ

Y

:9T.=0X9D.9T.=0

过甲基化"

4

#

Q

YB

VD8VTZ

Y

:9T.=0

N4

"

b

#

HI/

"

)

#

脱甲基化"

6

#

EV8VTZ

Y

:9T.=0

N4

"

)

#

HI/

"

b

#

N4 #$ 3

"

$%,%J

#

9 3 * ) )

EM\ #$ %

"

!"J

#

^ % #! ) )

HI$%%$ #$ !

"

#%,%J

#

^ !

"

#%,%J

#

*

"

&',*J

#

" '

"

&"J

#

HI$!&% #$ &

"

!',*J

#

^ %

"

!"J

#

'

"

&"J

#

#

"

',*J

#

$

"

%%,%J

#

表
D

!

耐冷渐渗系在逆转座子区域
$%&

甲基化水平和模式的遗传与变异特点

L9̂:V&

!

LZV<Z9D9<TVD./T.</=AEFG8VTZ

Y

:9T.=0:VXV:90?

B

9TTVD0/=A<=:?T=:VD90<V

.0TD=

O

DV//.=0:.0V/9TTZVDVTD=TD90/

B

=/=0/DV

O

.=0

材料

C9TVD.9:

被检测
位点数

F=,=A:=<@/

甲基化遗传模式的位点数及频率

F=,90?ADV

;

@V0<

Y

=A.0ZVD.TV?

B

9TTVD0/EFG8VTZ

Y

:9T.=0

总位点数及频率

L=T9::=<@/90?

ADV

;

@V0<

Y

G

#

N4

"

)

#

HI/

"

)

#

G

!

N4

"

b

#

HI/

"

b

#

甲基化变异模式的位点数及频率

F=,90?ADV

;

@V0<

Y

=AEFG8VTZ

Y

:9T.=0X9D.9T.=0

过甲基化"

4

#

Q

YB

VD8VTZ

Y

:9T.=0

N4

"

b

#

HI/

"

)

#

脱甲基化"

6

#

EV8VTZ

Y

:9T.=0

N4

"

)

#

HI/

"

b

#

N4 $# %!

"

'!,*J

#

9 %! #( ) )

EM\ $# !(

"

$',(J

#

^ !( !! ) )

HI$%%$ $# %%

"

'&,*J

#

9 %"

"

$3,(J

#

#%

"

!$,$J

#

%

"

$,(J

#

$

"

(,3J

#

HI$!&% $# %&

"

'',*J

#

9 %#

"

'",3J

#

#$

"

!(,&J

#

%

"

$,(J

#

!

"

%,(J

#
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区域!

HI$%%$

和
HI$!&%

的甲基化模式总变异率"包

括过甲基化和脱甲基化#分别为
#$,*J

和
(,3J

!均

低于其他区域甲基化模式的变异率'表明耐冷渐渗

系在
!"#$%

和
&'(#&

转座子区域具有较高频率的

甲基化修饰和较低的甲基化模式变异率!这利于转

座子和基因组结构的稳定!为渐渗系优异性状的转

移和性状稳定奠定基础'

%

!

讨
!

论

外源
EFG

渐渗会给受体基因组带来一种强烈

的-冲击."

1V0=8V/Z=<U

#!这种冲击不仅表现在渐

渗系后代中会产生各种基于基因组序列变化的遗传

学变异!同时还可能发生许多表观遗传学变异(

#%

)

'

远缘杂交育种实践告诉我们!表观遗传学变异在许

多作物新品种改良创造了很多新的抗性和新表型!

为作物遗传育种提供了新途径!因而对这些变异发

生的分子机制深入研究将有助于作物品种改

良(

'

!

#&

)

'作为表观遗传修饰的重要内容!

EFG

甲基

化可在阻断遗传信息传递而不改变
EFG

序列的情

况下引起生物体形态性状的变化'阐明远缘杂交渐

渗过程中基因组的甲基化水平和模式变异特征及分

子机制可为物种的多样性维持机制和分子进化机制

提供理论基础!同时也对新品种的培育提供有益信

息!相关研究已成为表观遗传学研究的热点(

#$+#'

)

'

C<D46

是一种甲基化内切酶!可特异切割含有

甲基化胞嘧啶的
EFG

单链或双链!但不作用于非

甲基化的
EFG

'结合
[6\

技术!此方法不仅可以

检测绝大部分甲基化的胞嘧啶"如
$+

甲基胞嘧啶!

$+

羟甲基胞嘧啶或
F&+

甲基胞嘧啶#!还可针对特异位

点设计引物!研究特定染色体区域的甲基化特征!是

检测胞嘧啶甲基化的有利工具(

#*

)

'本研究利用该

技术分析耐冷渐渗系全基因组
3%

个
6

B

1

岛和
''

个特定区域
6

B

1

岛"

#$

耐冷区间和
$#

转座子区

间#发现!两耐冷渐渗后代稳定遗传了回交亲本的大

部分甲基化水平和模式!但也有一部分位点发生了

EFG

甲基化模式的变异!包括过甲基化和脱甲基

化!但不同区域
6

B

1

位点甲基化水平和变异模式有

明显差异!这与水稻(

#&+#$

)

*拟南芥(

#3

)

*大米草(

#(

)以

及玉米(

!"

)等植物杂交后代的甲基化研究相似'与

其他
EFG

甲基化检测方法"如甲基化敏感多态性!

CWG[

#相比!

C<D46

酶切法检测得到的
EFG

甲基

化频率略低一些(

&

!

!#

)

!但该技术技术稳定*重复性

好!能精确研究特定位点*特定基因的甲基化水平和

模式变异特征!是研究
EFG

甲基化水平和模式变

化对外源优异基因渐渗影响的有效手段'

通常认为基因处于甲基化修饰状态时表达抑

制!而处于非甲基化状态时表达活跃!但无论基因处

于何种状态!都可能使渐渗后代产生相关有利性状

的增强或者产生亲本没有的有利新表型!这取决于

特异位点的甲基化增强或降低对这些性状的影

响(

'+*

)

'本研究结果表明!两耐冷渐渗系与受体亲本

+协青早
4

,相比!渐渗后代甲基化变异包括脱甲基

化和过甲基化两种方式!并以脱甲基化为主!东乡野

生稻和两耐冷渐渗后代
HI$%%$

和
HI$!&%

在耐冷

KLI/

粗定位区间的甲基化水平明显低于普通区间

的
6

B

1

岛甲基化水平"分别为
!","J

*

#%,%J

和

!',*J

#!并且发生甲基化模式变化的位点中有

$%,3J

是在该区域!推测优异渐渗系在其形成过程

中发生了更为广泛的
EFG

甲基化模式变化!但耐

冷
KLI/

区间的优异基因在杂交渐渗过程中的

EFG

甲基化变异特征和分子机制还需进一步深入

的研究'另外!我们此前发现渐渗系中
!"#$%

和

&'(#&

转座子的活性较高!而本研究的结果表明!各

参试材料在
!"#$%

和
&'(#&

转座子区域的甲基化

水平较其他区域要略高!这是否与
EFG

甲基化沉

默转座子的活性*促进渐渗系性状稳定有关也还有

待于进一步研究'
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