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多倍体小麦物种形成可诱发稳定遗传的

胞喀咤甲基化变异
关

刘 宝 胡 波 董玉柱 刘振兰 何孟元
(东北师范大学遗传与细胞研究所

,

长春 13X() 24 )

摘要 多倍体小麦及其二倍体祖先物种的基 因组 D N A 经一对同位酶 (饰
。 n / M护

I )消化后
,

与 21 个不同类型的低拷贝 D N A 序列进行 阮
t l ht em 杂交

.

结果发现
,

多倍

体小麦实现物种形成后产生 了广泛的胞啥咤 甲基化变异
.

用 同样的 21 种 D NA 序列

为探针与 1 个人工合成的六倍体小麦及其亲本的 oS u ht e m 杂交结果表明
,

甲基化变

异 已存在于该人工小麦的较早期自交世代 (乓
,

凡 和 7S )
.

而且
,

在 3 个自交世代每代

随机选取 的 3 个单株之间的限制性酶切片段长度多态 ( R F L p )谱带均表现为高度一

致 ;这暗示甲基化变异可能发生得更早
,

或者
,

甲基化变异具有非随机性
.

变化后的

R F L P 谱带在 3 个自交世代间表现为稳定遗传
.

甲基化变异虽在整个基因组范围内

发生
,

但可能具有序列特异性
.

对这种迅速发生的甲基化变异与异源多倍体基因组

进化的两个重要属性即遗传二倍化和基因分化之间的可能关系进行了讨论
.

关键词 小麦 异源多倍体物种形成 基因组进化 后生遗传变异 胞啥咤甲基化

D N A 甲基化特别是胞嗜吮甲基化在真核生物基因组中十分普遍
.

虽然其确切功能 尚不

十分清楚
,

最新的观点认为胞嚓吮甲基化至少在调控基因表达和基因组 防御两个方面具有重

要作用【’
, 2〕

.

目前已知许多因素可诱发胞 嗜吮甲基化的变异
,

如转基因可导致其本身及其宿

主中同源序列的甲基化而发生基因沉默图
.

植物离体培养也能够诱发 甲基化变异
,

后者成为

产生体细胞克隆变异的主要原 因之一 [’]
.

最近研究还发现
,

哺乳动物的种间杂交和常规的水

稻品系间杂交均产生 了大量的胞啼陡甲基化变异 s[,
“ 〕

.

虽然异源多倍体是许多高等植物包括多种重要作物 的物种形成方式
,

但人们对伴随异源

多倍体形成过程中基因组变异的性质和作用知之甚少
.

近年来在油莱
、

小麦和棉花等作物上

的研究发现
,

在异源多倍体形成 的早期世代即发生了大量 的 DNA 水平上 的变异 [7 一 川
.

这些

变异常被认为是核昔酸序列上的改变
,

亦即属于基本上不可逆的遗传变异
.

为研究异源多倍

体物种形成是否也可诱发另外一种变异即后生遗传变异 ( eP ige en it C C h an ge s
)

,

我们 以普通小麦

为材料进行了本文的研究工作
.

结果表明
,

异源多倍体物种形成也诱发了后生遗传变异
,

即可

稳定遗传的胞嚓陡甲基化变异
.

l奥旧
一

or
一

抖 收稿
,

1哭刃
一

12
一

10 收修改稿
*

国家 自然科学基金资助项 目(批准号
: 398 7叫 25



第 8期 刘 宝等
:
多倍体小麦物种形成可诱发稳定遗传的胞嘀吮甲基化变异

1 材料和方法

1
.

1 植物材料

具有代表性 的多倍体小麦
:
普通小麦 中国春 ( T

.

sae
t

~
L

.

em Th
e ll

,

二
.

aes
t

~
,

C )S
,

四倍体栽培小麦 ( T
.

t u烤记`m L
.

v ar 动

~
,

Ibn a 厂 r r R 04 )
,

四倍体野 生小麦 ( T
.

t u瑙记nU l L
.

v ar
.

d

~ 瀚
,

T lu 刃 )和四倍体提莫非维小麦 ( T
.

t i确叩触娜11 L
.

var
.

aar att ic !un
,

叨叭 0 1 )
.

二

倍体祖先种
: T

.

~
u

hT
n l an iam ex G a n d il yam var

.

以加 n烤 n 逮刀飞
(MT u 36

,

MT u4 1 )
,

通绍`娜
3

聊 l
-

ot
瀚 介

u s e h v ar
.

钾 ica (
,

1性0 1
,

” 19 )和 A娜 lop
s ta哪 c h i i Co s s v ar

.

钾 ica ( T卿 1厂 I切 8 和玲 2 0 ) ;

它们分别为多倍体小麦 A
,

B 和 D 基因组 的供体〔’ 2〕
.

1个人工合成的六倍体小麦 T
.

aes ivt um
v ar

,

aes ivt um (基 因组 注注刀刀刀刀
,

XX 3O4 )及其亲本 T
.

t u咭记nU i , ar
.

以比配 c 。

油 (基 因组 从B B
,

T r l x旧)和 eA
.

at 璐c h ii v ar
.

恻ca (基因组 D D
,

T0Q 1)
.

所有植物材料均取 自以色列 we i

~nI s t i ut t e of cS i e cn e 的种质库
.

1
.

2 D N A 序列

共选用了 21 个低拷贝 D N A 序列
,

包括 13 个部分同源群专化
C D N A 序列 (分别 源 自大麦

、

燕麦或小麦的
。 D NA 文库 ) ;4 个部分同源群专化的基 因组 D N A 序列 (源 自一个小麦基 因组

D N A 文库 )和 4 个普通小麦 B
一

基因组染色体专化 DNA 序列 (源 自一个小麦基 因组 D N A 文库或

源 自一个显微切割的染色体臂 ( S B )L 亚基因组文库 )
.

部分同源群专化序列代表普通小麦 A
,

B

和 D 基 因组中 14 个部分同源染色体臂群中的 or 个 ;4 个 B
一

基 因组染色体专化序列则分别定

位于 B
一

基因组 7 条染色体的 5 条上
.

以上 DNA 序列分别来 自 J
o h n e l~

5
eC ent

r 的 M
.

D
.

G a l e

实验室
、

oC me n u in ve o iyt 的 M
.

阮叮 e ll s
实验室和 We i

~
haI it utt

e of cS le cn e 的 M
.

eF ld l l即 1
实

验室
.

1
.

3 限制性酶切片段长度多态性 ( R l l尸 )分析和数据分析

选择生育期一致的单株叶片按 c工妞 法提取基因组 DNA 【’ 31
,

并用 1 对同位酶即伽 且或

卫匆工消化
.

为保证酶切完全
,

酶量增至常量的 3 倍
,

且进行两次连续酶切
: 即第一次酶切后

,

用乙醇沉淀 D N A
,

经酚 /氯仿抽提后溶解于无菌水中
,

然后加人新酶液进行二轮酶切
.

阮 u ht e m

印迹
,

探针标记
、

分子杂交
、

杂交后洗脱及放射自显影均同前述〔’ 3〕
.

数据分析根据 N ie 和 u 提

出的模型〔’ 4]
,

计算出所有成对组合的相似性数值
,

并由此计算出遗传距离
.

2 结果

2
.

1 天然多倍体小麦中富含胞咄咤甲基化变异

场兑 n 和 月夕护 I 识别相同的酶切位点 C C“ (真核生物中主要 的甲基化位点 )
,

但对甲基化

敏感程度不 同
.

你
。 n 对 内

、

外侧胞嗜 咤甲基化 均敏感
,

即不能消化含
m c c GG

,

c m c GG 或
m C m C GG 的位点 ;而 乃夕冰

〕工只对外侧胞嗜咤甲基化敏感
,

即仅不能消化含
m C C GG 或

m Cm C GG 的

位点 [ `5〕
.

此外
,

由于绝大多数甲基化发生在内侧胞嗜吮
,

因此
,

场砚 n 比 sMr l 对甲基化敏感
.

对于一个特定的物种 /序列组合
,

RF I尹谱带在两种酶切之间的差异 即由特定位置胞啥吮甲基

化变异所致
.

利用上述 21 个 DNA 序列为探针
,

对经 场地 n / 例助 工消化的各种天然多倍体小

麦及其二倍体祖先物种 D N A 的 oS u ht e m 杂交结果表明
,

对 于多数所研究 的序列
,

某一多倍体

小麦与其任何一个二倍体祖先物种之间 摘叩 n 酶切 比 乃帅 工酶切都具有明显高的多态性 (如
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图 1所示 )这说明 多倍体小 麦形成后 产生了 大量的胞 啥吮甲基 化变异我们计 算了各种 多倍体小 麦与其 每种可能 的二倍体 祖先之 间的遗传 距离并列 于表1 中不难 看出在 任何一 个多倍体 /二倍体 组合中 摘叩n酶切 所产生 的遗传距 离总是高 于相应 的

匆冲 I酶切 进一步证 实天然多 倍体小 麦富含胞 啥咤甲基 化变异表1基于 1对同位酶 (劲知n朋 场工)酶 切和21个 DNA序列 所计算的每 种多倍体

小 麦与其每个 可能的二 倍体祖先 的遗传距离 a)T 翔月 Ae州勿山 A 四刁花var以 如城护如 var切刀 var 勺甲切

伽n 咖 工枷 n 肠再1 1加ll M护IT汕Inz 切 06219 033 8707 436 0呜叹】7 0肠86 04519T月哪娜咖 var凌刃胡 06361 031 0307 印7 04417 07087 04568

T月哪间呱 var幽众 功记场 0妇58 031 190昭 10 0.中岌)5 0肠86 0.4750T如甲肠 俪̀v9I 添如 05752 031 630砚 0 04170 07211 04417a)数据为 每个二倍体 物种2或3个 种群所计 算的平均值

~ 11 。 2.2 胞喀咤 甲基化变 异随异源 多倍体 形成而迅 速月尸 M sP 州. 0山, 丫丫脚 R 二抽Ill尸一 一下万 一一, 一一了三 丁-一一 产生 并在自交 世代中 稳定遗传

声昌霎胃乌 葵奥哭是 声昂穿套 毛鑫霓美 氛 上述结果 表明天 然多倍 体小麦中 富含胞嗜 咤巴 诊详母聋母 姆留日日 乙匕口月户 聋价留日 日kb_ 万二二 万二 厂兰二: 兰厂苏止 二二下二 二蔚 淤赫赫赫 麟分份油 分汾十击六 份片 筋甲基 化变异 然而由 于这些 天然物种 已具有数 千

眠 瓣嘿价 麟点熙 洲粼攫 哪黝姗 拜至数 万年历史 因而难 以区分 异源多倍 体形成后 所略激覆 械兔哪热黝泌 甲呼黔异瓣 ~撇豁 砚麟翩!~ 明35一 二一 一~ ~ 一鹭 黔麟黝珊麟 翅崔酗 盆嘱粼嘿翼孵 踞骂撇 翩二叹产生 的后生遗 传变异 和二倍体 祖先物种 中包括 后椰墨 ~

一
耀绷日翩截 缨澄撇腿 130一 ~一~ ~” 一” 一~ ”~ 一幽 巡监立巡 兰皿醚 逃皿夔竺 翌丝业卿 25生遗 传变异的 基因组 分化也 不能确定 多倍体基 因

i仑组中 这些变异 产生的 速率人 工多倍 体为这些 问又}题的 研究提供 了一个 理想的实 验体系 利用这 21

30个 DNA序列 对1个人 工六倍体 小麦的 冬凡和 乌330 _玉云个连 续自交世 代的分 析表明 广泛的胞 嗜吮甲基 化变异 已存于这 个5一 7代的人 工小麦中 说明甲 基

图1天然 多倍体小 麦的胞啼咤 甲基化变 异化变 异是一个 迅速发 生的过程 在所分 析的21 个任 何一个多倍 体小麦与其 任何一个 可能的二倍 体祖由二 币协 入由、 。。八 网 从廿扮 胡仙 夕 汁氏,” 一 伴坦序列 中除1 个序列( CD(科26 图2(b) )夕卜其它 的先 物种之间的 伽n酶切 上表现出的 Rll尹多态性 都高 ~~一 ~̀ 一 一一 ~̀“

事 箱益蔚命 赢滋蔽 流添 舔画施̀ 奚甭20 个序列在 3炸交 世代每代 所随机 选取的3 个基 化变异(a) 和(b)分别 为以序列BC 〕目2和C以 又47干休 ,伍又 山“ 址旧甲 山小班详 苏瓦分 怂为 探针对同一 张膜的杂交 结果 种早 期自交世 代的随 机选取的 单株间 在变化后 的

RF J谱带上 的高度一 致性暗 示甲基化 变异可能 发生 得更早或 者甲基 化变异具 有非随 机性与 其亲本比 较人工 六倍体小 麦在所分 析的17 个

部 分同源群 专化序列 (包括D NA和基 因组DN A)中8 个序列表 现出胞 啥吮甲基 化变异 其中 5个序列 表现为 甲基化增加 (h刀姆助 thylation )3个序 列表现为 甲基化 减少(h卿 mthylti )如 图2(a)) 在这变 异的8个 序列中 7个只表 现在枷 11酶切 中说明 甲基化变 异只发生 在

这 7个序列 之中或其 紧密相连 的两翼 序列的内 侧胞啥吮 上只有 1个序 列(C以又2 6)在伽 n和 从护工2 种酶切中 发生了非 同步变异 (~onc O]dant 面歇ion) 说明该 序列中或 其两翼相 邻
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后生遗传变异
,

即胞嚓吮甲基化变异
.

变异的 D N A 序列包括定位于不同的部分同源群的不同

类型序列 (即
。 DNA 和基因组 D N A )

,

说明甲基化变异可能会影响到许多编码 区和调节 区
.

然

而
,

有些基因组区域如主要载有低拷贝
、

非编码的染色体专化序列的区域可能没有发生 甲基化

变异
.

根据两种胞哦吮甲基化变异即增加和减少均被观察到的结果
,

我们推测甲基化变异可能

与多倍体的一些重要属性有关
.

长期的细胞遗传学和近年来的分子遗传学研究结果表明多倍

体小麦的构成基因组之间仍保持高度 同源性
.

因此
,

当几个基因组综合到一个核中
,

会发生超

量表达的浪费现象
.

为减少这种过量的基因表达
,

多倍体小麦 中许多结构基因都发生了遗传

二倍化 ( ge en ict id lon iid
z
iat on )

,

即多倍体中基 因的表达水平被减少到与其二倍体祖先相近或相

同〔’ 7〕
.

这种遗传二倍化是通过两种途径之一来实现的
,

即基 因沉默或基因剂量补偿
.

这两种

途径通常均被认为源 自遗传上的变异
,

而且是在长期进化过程中完成的〔`7〕
.

根据本文的研究

结果
,

我们认为迅速发生的可遗传胞嗜咤甲基化增加变异可能是遗传二倍化的一种有效途径
.

这是因为
,

对于某特定功能序列
,

编码区或调节区 甲基化程度的提高会降低该基因的表达水平

甚至使其完全失活
.

而且
,

这种影响可能还会扩及其相邻基因〔15]
.

因此
,

至少部分基 因的遗

传二倍化有可能是一个基于后生遗传变异实现的迅速过程
.

支持这种推测的一个间接证据是

新近形成的人工多倍体小麦与天然多倍体小麦之间在 甲基化变异上具有一致性
.

最近
,

iR ese
-

块嗯等人发现
,

二倍体杂种物种形成时相伴产生的基因组变异在物种形成的早期世代即被固

定下来
,

之后稳定地遗传给后代 [ ’ 9, 洲
.

本文所发现的在小麦异源多倍体形成早期世代所产生

的后生遗传变异
,

也可能因其具有适应价值而在进化过程中通过 自然选择被保持下来
.

异源多倍体物种另外一个重要 的特性是基因分化 ( ge en id
~

i ifc at ion )
,

即基因在剂量上的

重复使得部分复等位基因可以分化成具有不 同功能的新基 因〔’ 2 〕
.

多倍体的这一属性也通 常

被认为是在漫长的进化过程中实现的
.

本文所研究的胞嗜咙甲基化变异可能促进这一过程的

实现
.

如 甲基化减少变异有可能使正常情况下 由于启动子区甲基化而保持沉默的转座子 (反

转座子 )激活
,

进而可诱发新的遗传变异仁̀
8〕

.

而 甲基化增加变异则可能诱发点突变
,

即由于甲

基化的胞啥吮易于通过脱氨基化在错配修饰后产生 C一 T 或 G
-

争 A 的碱基转换
.

显然
,

开始时

产生的可逆 的甲基化变异可导致不可逆的遗传变异
.

这些伴随异源多倍体物种形成所迅速产

生的遗传和后生遗传变异无疑可作为 自然选择及适应性进化的原材料
,

进而有助 于异源多倍

体物种在进化上的成功
.
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