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山核桃甲基化敏感扩增多态体系的建立与甲基化初步分析
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摘要! 山核桃
7&$6& 8&5*&6+%4-4

为浙江省重要的经济树种% 近年来细胞生物学及分子标记的研究发现! 山核桃中存

在无融合生殖! 天然群体的多态性不佳! 存在印迹数量性状位点"

-7893

&%

-7893

与
:;<

甲基化有关! 而
:;<

甲基

化对生物表观遗传调控起着重要的作用! 是可遗传的生物现象% 甲基化敏感扩增多态'

=><?

&是基于
?@A

扩增多态

性的
:;<

甲基化检测方法% 在建立山核桃
=><?

标记体系的基础上对来自
%

个天然居群的山核桃单株样品进行了

分析% 结果表明$ 山核桃存在甲基化! 非甲基化相对水平大于总甲基化相对水平! 且两者间差异极显著"

B-CD,E,4

AF4G >HI

检验
9＜5055J

&! 内侧胞嘧啶甲基化相对水平远大于半甲基化相对水平! 且两者间差异极显著"分子方差

分析及邓肯多重比较!

9＜5055J

&( 天然居群山核桃内侧胞嘧啶甲基化相对水平高! 则半甲基化相对水平和非甲基

化相对水平则相对较低! 反之亦然( 居群间存在明显的表观遗传分化! 主要变异存在于居群内% 此外! 山核桃的

=><?

体系可用于薄壳山核桃
7&$6& -''-%"+%4-4

!

!

个物种在位点及位点数上存在差异% 图
&

表
6

参
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关键词! 林木育种学( 山核桃( 甲基化( 甲基化敏感扩增多态性( 表观遗传

中图分类号!
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MPFM IOMPQCFM-,4 dF3 KLORFCO4M -4 P-DG,LQ d-MP MPO 4,4!IOMPQCFM-,4 COROC 3-U4-N-DF4MCQ P-UPOL
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山核桃
!"#$" %"&'"$()*+*

属胡桃科
78-23,*36&3&

山核桃属
!"#$"

乔木树种! 是浙江区域优势明显的

特色经济干果! 其坚果种仁具有较高的营养价值和经济效益"

9

#

$ 近年来向贵州石漠化地区推广山核桃种

植! 生长良好! 并已陆续挂果"

:

#

$ 尽管生产上已解决了无性嫁接繁殖的问题"

!

#

! 但山核桃长期处于野生%

半野生状态"

;

#

! 种下无品种! 以实生繁殖$ 与山核桃同属的薄壳山核桃
!"#$" +,,+)-()*+*

则品种极其繁

多!

:

个物种均含油率高! 且具互补的优势$ 如山核桃种子小! 壳硬! 风味独特! 而薄壳山核桃则种子

大! 壳薄! 也有其独特的风味$ 因此! 自
:<

世纪
"<

年代开始!

:

个物种的杂交试验发现& 山核桃与薄

壳山核桃正反交均可育! 杂种后代在生长性状上具有杂种优势! 但不管正交还是反交! 其子代在表型上

均与母本相似"

=#"

#

$ 尽管山核桃为二倍体物种"

>#?

#

! 但近年的研究发现& 山核桃存在起源于珠心细胞且属

于不定胚生殖范畴的无融合生殖现象及假配合现象"

@

#

$ 随机扩增多态
ABC

'

%3,*$/ 3/52+#+&* 5$21/$%50+6

ABC'

!

DCEA

(! 扩增片段长度多态'

3/52+#+&* #%3-/&,( 2&,-(0 5$21/$%50+'/

!

CFGE

(! 简单序列重复间隔

区 '

+,(&%"'+/52& '&H8&,6& %&5&3(

!

IJJD

( ! 序列相关扩增多态 '

'&H8&,6&"%&23(&* 3/52+#+&* 5$21/$%50+'/

!

JDCE

(! 简单序列重复'

'+/52& '&H8&,6& %&5&3(

!

JJD

(等分子标记的分析发现& 山核桃多态性不佳! 尽管

存在一些多态的位点! 但比例较低 "

9<#9:

#

! 且利用有限的标记在山核桃中发现存在印迹数量性状位点

'

+/5%+,(&* H83,(+(3(+4& (%3+( 2$6+K +LMG'

(

"

9!

#

$ 基因组印迹与
ABC

甲基化有关"

9;

#

! 而
ABC

甲基化与染色质

结构修饰% 小分子
DBC

调控及核小体重塑"

9=

#

% 组蛋白共价修饰% 基因沉默和
DBC

编辑等一起在生物体

内进行表观遗传调控基因的表达! 其中
ABC

甲基化是研究最为透彻的表观遗传现象之一"

9"

#

$ 甲基化敏

感扩增多态'

/&(0123(+$, '&,'+(+4& 3/52+#+63(+$, 5$21/$%50+'/K NJCE

(标记是在
CFGE

技术基础上衍生的基

于
EOD

扩增的
ABC

甲基化检测方法! 它将
CFGE

中
.*( !

替换成
:

个对甲基化位点敏感程度存在差异

的同裂酶
/0" "

和
.*0 !

! 可检测全基因组范围内
OOPP

位点的甲基化状况! 同时不仅可以获得非甲

基化的遗传位点'

9K 9

(! 还可以获得包括半甲基化位点'

9K <

(! 内部甲基化位点'

<K 9

(! 超甲基化或突变

位点'

<K <

(在内的共
;

类标记位点$

NJCE

在不同生物中具有通用性! 被广泛应用于动植物资源鉴定%

生物发育调控研究% 杂种优势分子机理研究 "

9>

#等! 并已应用于巴西橡胶树
1(2(" 3#"*+,+()*+*

"

9?

#

! 杉木

!4))+)5'"6+" ,")%(-,"&"

"

9@

#

! 叶籽银杏
7+)85- 3+,-3" 43%Q (0+0'$,,"

"

:<

#

! 地中海柏木
!40#(**4* *(60(#2+#()*

"

:9

#

!

落叶松
9"#+:

"

::

#和毛白杨
;-04,4* &-6()&-*"

"

:!

#等林木的研究中$ 为了从标记方面对山核桃开展深入研究!

本研究借鉴其他物种的
NJCE

体系! 建立适用于山核桃的
NJCE

析体系! 并将其应用于天然群体的山核

桃! 旨在为山核桃的遗传学研究提供依据$

9

材料与方法

*+*

材料

从浙江省杭州市临安区太湖源镇指南村'

>

株!

!<$:9%B

!

99@$!;%R

(! 临安区清凉锋镇林竹村'

9>

株!

!<$<"%B

!

99?$=?%R

(! 安徽省宁国市仙霞镇潘张村'

"

株!

!<$:;%B

!

99@$9>%R

(

!

个山核桃天然居群

中分别采集盛果期成年单株的叶片! 用于
ABC

的提取$ 采样单株彼此间相距至少
=< /

$

薄壳山核桃叶片样品采自浙江省杭州市余杭区长乐林场中国林业科学研究院亚热带林业研究所种质

资源收集圃盛果期成年单株的叶片'

;

株!

!<$9?%B

!

99@$=9%R

($

*+,

方法

9Q:Q9

基因组
ABC

的提取 采用郭金剑"

:;

#改良的十六烷基三甲基溴化铵'

OMCS

(法提取山核桃和薄壳山

核桃基因组
ABC

! 用核酸蛋白质分析仪'

BA"9<<<

!

B3,$A%$5

! 美国(测定波长
:"<

和
:?< ,/

时的光密

度值"

<

'

:"<

(!

<

'

:?<

(#及反映基因组
ABC

质量的
<

'

:"<

(

T<

'

:?<

(与
ABC

浓度) 用质量分数为
9U

的琼

脂糖凝胶电泳检测
ABC

的优劣$

9Q:Q:

山核桃
NJCE

体系的建立 基于洪舟等"

9@

#用于杉木的
NJCE

分析体系! 在山核桃中就酶切连接时

间% 预扩增产物稀释倍数% 选择性扩增的模板
ABC

用量及
EOD

退火温度'第
9

轮(与扩增循环数'第
:

轮(进行优化! 建立适用于山核桃
NJCE

分析体系$

ABC

限制性酶切与接头连接采用
9

步法$ 在此基础

陈文充等& 山核桃甲基化敏感扩增多态体系的建立与甲基化初步分析
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上对酶切连接时间!

&

"

'

和
( )

#进行实验$ 因为预扩增与选择性扩增的目的与程序有差异" 所以有必要

就具体的物种或研究对象" 对实验进行一定的优化%

!*

&

$ 在预扩增阶段" 参考已有的杉木
+,-.

分子标记

体系%

#$

&以及苹果
!"#$% &$'(#"

%

!'

&

" 脐橙
)(*+$% %(,-,%(%

%

!/

&等其他经济物种的
+,-.

反应体系" 测试
0

种不

同的预扩增产物稀释倍数'

#%

"

!%

和
&%

倍(" 同时试验选择性扩增的模板
12-

用量)

!

和
& !3

($ 借鉴

三叶木通
./-0(" *+(12#("*"

的
+,-.

反应体系%

!(

&

" 对选择性扩增程序!

$& "

变性
! 456

* 第
7

轮
.89 $& "

0" :; '* " 0% :

" 每个循环递减
%</ "

"

/! " 7 456

" 共
70

个循环+ 第
!

轮
.89 $& " 0% :

"

*' " 0% :

"

/! " 7 456

+ 最后
/! "

延伸
7% 456

(中第
!

轮
.89

的循环数 )

!%

"

!*

和
0%

次(及第
7

轮
.89

中退火温

度的递减幅度)每循环分别降低
%</

"

7<%

和
7<0 "

(进行优化, 以上试验内容按序进行" 待前
7

个参数优

化后便固定下来进行后
7

个参数的优化$ 选扩产物用质量分数为
7=

琼脂糖凝胶电泳检测$ 选扩产物电

泳检测有扩增产物" 且条带清晰" 则进行
$'

对引物组合)表
7

(的筛选" 用体积分数为
'=

变性聚丙烯酰

胺凝胶电泳分离" 并对胶进行常规银染$

表
! "#$%

分析选择性扩增引物序列

>?@AB 7 ,BCDB6EB: FG HI54BI: GFI :BABEJ5KB ?4HA5G5E?J5F6 56 +,-.

3425"

)

L

(引物 序列)

*#!0#

(

6&"#M!%&"

)

N+

(引物 序列)

*#!0#

(

L# O-8>O8O>-88-->>88O> N+$# O->O-O>8>-O--8OO>-O

L! O-8>O8O>-88-->>88-8 N+$! O->O-O>8>-O--8OO>-8

L0 O-8>O8O>-88-->>8--8 N+$0 O->O-O>8>-O--8OO>>O

L& O-8>O8O>-88-->>8-O- N+$& O->O-O>8>-O--8OO>>8

L* O-8>O8O>-88-->>8--- N+$* O->O-O>8>-O--8OO>O>

L' O-8>O8O>-88-->>8--> N+$' O->O-O>8>-O--8OO>O8

L/ O-8>O8O>-88-->>8-O8 N+$/ O->O-O>8>-O--8OO>8>

L( O-8>O8O>-88-->>88>O N+$( O->O-O>8>-O--8OO>8O

L$ O-8>O8O>-88-->>88-8

L#% O-8>O8O>-88-->>88>O

L## O-8>O8O>-88-->>88->

L#! O-8>O8O>-88-->>8-8O

#<!<0

天然居群山核桃的分析 用建立的适用于山核桃的
+,-.

分析体系对天然居群山核桃样品进行分

析时"

6&"$M!%&%

选择性扩增引物在序列末端加荧光
*#$P-+

)羟基荧光素(标记)北京睿博兴科生物科

技有限公司($ 选择性扩增产物送北京睿博兴科生物科技有限公司进行毛细管电泳检测)

-QR 0/0%S3

($

#<!<&

山核桃
+,-.

分析体系对薄壳山核桃的适用性 建立山核桃
+,-.

分析体系对薄壳山核桃
12-

进行分析" 了解山核桃的
+,-.

分析体系是否适用于薄壳山核桃$

#<!<*

山核桃
+,-.

标记与其他分子标记的比较 在山核桃
+,-.

分析结果中提取非甲基化遗传位点信

息" 并将其与
9-.1

"

-P3.

"

R,,9

"

,9-.

"

,,9

分子标记的结果进行比较$

#<!<'

数据处理 毛细管电泳检测选扩产物后" 甲基化与非甲基化位点由
OB6B+?ITBI U!<%<%

软件产生$

软件默认去除小于
/% @H

的位点" 各位点上有扩增产物时记为 -

#

." 无扩增产物时记为 -

%

., 使用
LV$

EBA

" 将
+,-.

分析
!

组酶
3425"M6&"$

和
3425"M!%&"

酶切产物的
.89 "

或
7

的结果转换成
+,-.

分

析结果!

"

"

"

(" !

7

"

"

(" !

"

"

7

(和!

7

"

7

(

&

种位点数据" 用基于
9

语言的
4:?H

软件%

0"

&分析数据" 包括甲

基化敏感位点!

4BJ)WA?J5F6 :B6:5J5KB AFED:

"

+,3

(与非甲基化敏感位点!

6F6$4BJ)WA?J5F6 AFED:

"

2+3

(" 即

遗传位点的判断" 并分析总位点数/

+,3

数/

2+3

数/ 多态的
+,3

数及其比例" 多态的
2+3

数及其比

例"

+,3

及
2+3

各自的香农信息指数)

,)?66F6 X5KBI:5JW 56XBV

"

7

#$ 基于
Y5AEFVF6 9?6T ,D4

检验的遗

传多样性与表观遗传多样性的差异显著性" 获得各居群)

"

"

"

#" )

7

"

"

#" )

"

"

7

#和)

7

"

7

#

&

种位点各自的

比例" 并分别对
+,3

和
2+3

进行分子方差分析)

-+ZU-

#" 最后基于主坐标分析)

.I56E5H?A EFFIX56?JB:

?6?AW:5:

"

.8F-

#来评估
+,3

和
2+3

的分化$

&/"
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图
#

不同条件下
$%&

的选择性扩增反应效果

'()*+, # -,.*/0 12 .,/,30(4, 567/(2(350(18 *89,+ 9(22,+,80 3189(0(18.

#

结果与分析

!"#

山核桃
$%&'

分析体系的建立

提取的基因组
$%&

经琼脂糖电泳检测! 结果条带明亮" 清晰! 质量较好# 核酸蛋白质分析仪测定

结果表明$ 基因组
$%& !

%

#":

&

;!

%

#<:

&为
=><:?#>=:

! 纯度较高! 可用于后续的
@A&B

标记分析'

实验发现$

C:: 8)

基因组
$%&

在
!D "

的水浴锅中双酶切
#

连接反应
E

!

"

和
< F

! 其中!

" F

效果最

佳! 没有大分子
$%&

%图
=&

&' 将酶切完全且带接头的
$%&

产物进行预扩! 琼脂糖电泳检测预扩产物在

=::?= ::: G7

呈弥散状%图
=H

&! 说明效果较好! 可用作下一步选择性扩增的模板'

图
=

山核桃
$%&

双酶切
#

连接结果!

&

"和山核桃不同样品预扩增
$%&

检测!

H

"

'()*+, = -,.*/0. 12 91*G/, ,8IJ6, 9(),.0,9 $%&. (8 F(3K1+J

%

&

&

589 9(22,+,80 7+,#567/(2(,9 $%& .567/,.

%

H

&

& H

在预扩增基础上! 预扩产物模板
!

种不同稀释倍数的试验发现! 预扩产物稀释
E:

倍时! 选择性扩

增结果最佳%图
#&

&' 此外! 发现预扩增产物用量为
# !L

时! 选择性扩增结果最佳%图
#H

&' 而选择性

扩增第
#

个
BM-

循环数为
#C

时选扩反应效果最佳%图
#M

&' 当第
#

个
BM-

循环递减温度为
$:>D %

时!

选择性扩增条带数较少( 当温度变化梯度为
&=>: %

时! 清晰条带数量偏少( 而每循环降低
=>! %

为最佳

温度变化梯度%图
#$

&'

实验结果最佳的山核桃
@A&B

分析体系如下$

C:: 8) $%&

在
!D %

水浴锅中酶切连接
" F

( 酶切连

陈文充等$ 山核桃甲基化敏感扩增多态体系的建立与甲基化初步分析
ED=
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接反应产物稀释
&%

倍进行预扩增! 选择性扩增反应体系为
&%"'()

缓冲液
!*% !+

"

,-.'/

#

&" 0012

$

+

#&

"

生工生物工程%上海&股份有限公司&

%*3 !+

"

!3 0012

$

+

$&氯化镁
&*3 !+

" 稀释
4%

倍的预扩增产物
!*%

!+

" 选择性扩增引物各
&*3 !+

"

!"#

酶%

3%&5*56 0789

$

+

$#

" 上海申能博彩生物科技有限公司&

%*3 !+

" 补

水至
!%*% !+

! 选择性扩增的
'()

程序为
$4 &

预变性
! 0:;

'

$4 &

变性
<% /

"

53 &

退火复性
<% /

"

6!

&

延伸
# 0:;

" 共
#<

个循环" 每个循环退火温度递减
#*< &

'

$4 &

变性
<% /

"

35 &

退火复性
<% /

"

6!

&

延伸
# 0:;

" 共
!3

次循环'

6! &

延伸
#% 0:;

"

4 &

保持! 从
$5

对选择性扩增引物组合中筛选出了能

扩增清晰条带" 重复性好" 且适用于山核桃
=>?'

分析的引物
3

对" 分别为
@='!AB4

"

@='<CB!

"

@='

<CB&&

"

@='3CBD

"

@='DCBD

!

!"!

天然居群山核桃的分析

!*!*&

山核桃
=>?'

分析 利用
$%&'"C()"#

和
$%&*"C+,)"

不同的酶切位点"

=>?'

分析得到
4

种

3('((EE

位点信息! 非甲基化遗传位点%

&

"

&

&

()"$

和
+,)%!

种酶均能进行酶切" 毛细管电泳时出现

@

%

-%&*"C()"$

酶切产生&与
=

%

$%&*"C+,)"

酶切产生&双峰' 半甲基化位点%

&

"

%

&仅
()"$

能进行酶

切' 内部胞嘧啶甲基化位点%

%

"

&

&则相反" 仅
+,)"

能进行酶切' 而超甲基化位点%

%

"

%

&

!

种酶均不能

酶切" 电泳图上没有峰" 只能通过样品间的对比来推断
<%

个山核桃样品
3

对选择性扩增引物共产生

<D$

个位点" 且
<D6

个位点为多态位点" 多态性水平为
$$*4DF

" 其中引物组合
@='<AB!

扩增的位点数

%

&$&

&最多" 引物组合
@='<AB&&

扩增的多态性位点%

&D

&最少'

=>+ &4%

个" 多态位点
53

个" 甲基化敏

感多态位点比例为
45G4!F

'

-=+ !4$

个" 多态位点
!<<

个" 非甲基化遗传多态位点比例为
$<H36F

!

=>+

和
-=+

的香农信息指数%

.

&平均分别为
%*334

和
%*&6<

!

!*!*!

山核桃
=>?'

标记与其他标记分析结果的比较 由于
-=+

是遗传位点(

!$

)

" 在与山核桃其他分子

标记%

)?'I

"

J>>)

"

>)?'

"

?K+'

"

>>)

&分析结果相比较时" 采用
-=+

的数据! 结果表明*

=>?'

分子

标记的多态性水平%

$<*36F

&最高" 其他每对引物的扩增位点数+ 多态引物比例+ 多态位点比例+ 每对引

物扩增得到的多态位点数等各项指标也高于其他分子标记%表
!

&!

表
!

山核桃各种分子标记扩增结果的比较

.8L2M ! ? N10O8P:/1; 801;Q 9RM 80O2:S:N89:1; PM/T29/ 1S U8P:1T/ 012MNT28P 08P7MP/ :; R:N71PV

标记名称
使用引物

C

对

%个&

获得多态的

引物
C

对%个&

扩增总位

点数
C

个

每对%个&引物

扩增位点数

扩增多态性

位点总数
C

个

多态引物比

例
CW

多态位点

比例
CF

每对%个&引物扩

增多态位点数

=>?' 3 3 !4$ 4$HD" !<< &""H"" $<H36 45H5"

)?'I &5 &! &!& 6H35 !3 63H"" !"H55 &H35

J>>) &6 $ &4< DH4& !" 3!H$4 &<H$$ &H&D

>)?' &3 $ &6< &&H3< !6 5"H"" &3H5& &HD"

?K+' && D <! 6!H6! !H$&

>>) <" " <" &H"" " "H"" " "

!H!H<

甲基化
C

非甲基化相对水平分析 由于
=>?'

技术中所用的
!

种同裂酶
()"$

和
+,)"

均不能有效

地识别非
3)'((EE

位点的胞嘧啶甲基化和内外侧胞嘧啶都甲基化的
3*'((EE

位点(

&$

)

" 且%

"

"

"

&位点在

实验上是没有扩增产物的位点" 也不排除位点缺失所致(

!$

)

" 因此
=>?'

检测到的甲基化位点数比实际的

偏低! 定义半甲基化类型与内侧胞嘧啶甲基化类型位点数之和为总甲基化位点数" 并将一个村的样品视

作来自一个居群! 基于
=>?'

分析结果可以看出* 山核桃甲基化相对水平变异系数在
!"F

左右" 总甲基

化相对水平和非甲基化相对水平分别为
!3H$$F+!H4!F

和
<<H<DF+<H55F

" 非甲基化相对水平大于总甲基

化相对水平" 且两者间差异极显著%

/＜"H""&

&' 总甲基化中半甲基化相对水平和内侧胞嘧啶甲基化相对

水平分别为
6HD$F+&H3<F

和
&DH&"F+<H$4F

" 内侧胞嘧啶甲基化相对水平远大于半甲基化相对水平" 且

两者间差异极显著%

/＜"H""&

&%表
<

&! 对
<

个居群山核桃之间的甲基化状态进行比较" 其中林竹村总甲

基化相对水平%

!DH""F

&和内部胞嘧啶甲基化相对水平%

!&H<<F

&最高" 而其半甲基化相对水平%

5H55F

&和

非甲基化相对水平%

!$H&5F

&最低' 潘张村的半甲基化相对水平%

$H5"F

&和非甲基化水平%

<3H5&F

&最高"

其总甲基化相对水平%

!<H<&F

&和内侧胞嘧啶甲基化相对水平%

&<H6&F

&最低' 指南村各项相对水平居中!

此研究中山核桃总甲基化相对水平和内侧胞嘧啶甲基化相对水平高" 则半甲基化相对水平和非甲基化

46!
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表
!

天然群体山核桃基因组
"#$

甲基化相对水平

#$%&' ! ('&$)*+' ,')-.&$)*/0 &'+'&1 *0 -*23/4.

甲基化类型 均值
"

标准差
56

变异系数
56

最大值
56

最小值
56

非甲基化!

787

"

!!9!: " !9"" 7;9<" !=9"7 ><97"

半甲基化!

78;

"

?9:< " 79=! 7<9!> <9"; "9""

内侧胞嘧啶甲基化!

;87

"

7:97; " !9<@ >79?" >79!! 7!9?7

总甲基化!

78;

"!

;87

"

>=9<< " >9@> <9>< >:9;; >!9!7

全甲基化或位点缺失!

;8;

"

@;9<" " >9<= ?97< @!9:@ !?9<"

相对水平则相对较低# 反之亦然!表
!

"$

>9>9@

山核桃遗传和表观遗传多样性分析 由表
@

可见% 指南村山核桃遗传多样性!

;97?"";9;=!

"和表观

遗传多样性!

;9=<7";9;<<

"都最丰富# 其次为潘张村的山核桃!

;97"!";9;?;

和
;9=::";9;:<

"# 林竹村山核

桃遗传多样性!

;97@=";9;!=

"和表观遗传多样性!

;9=@7";97!;

"最低$ 变异系数遗传多样性在
>@97"6A

@>9:76

# 表观遗传多样性为
7=97>6A>@9;?6

# 表明遗传多样性高的居群# 表观遗传多样性也相对较高#

说明表观变异与遗传变异可能存在一定的关联# 但又不完全依赖于经典遗传$

!

个居群的整体表观遗传

多样性!

;9=?@";9;77

"远大于整体的遗传多样性!

;97">";9;=>

"# 经
B*&2/C/0

秩和检验分析!

!D7" "="9=

#

"＜;9;;; 7

"表明# 两者具有极显著差异$

表
%

山核桃天然群体表观遗传及遗传多样性

#$%&' @ E'0')*2

!

FGH

"

$0I 'J*K'0')*2

!

GLH

"

I*+'41*)*'1 $11'11'I %. L-$00/0 I*+'41*). *0I'C *0 )-4'' 0$)M4$& J/JM&$)*/01

居群
甲基化位点 非甲基化位点

香农信息指数 变异系数
56

香农信息指数 变异系数
56

潘张村
;9=:: " ;9;:< 7=97> ;97"! " ;9;?; @>9:7

指南村
;9=<7 " ;9;<< 7"9?: ;97?" " ;9;=! !;97=

林竹村
;9=@7 " ;97!; >@9;? ;97@= " ;9;!= >@97"

均值
;9=?@ " ;9;77 7:9?! ;97"> " ;9;=> !>9!<

>9>9=

山核桃遗传与表观遗传分化及结构分析 非甲基化位点!

FGH

"的
NGOPN

分析表明% 山核桃天然

居群几乎所有的遗传变异存在于居群内!

<:9?"6

"# 只
79>@6

存在于居群间# 居群间分化不显著!分化系

数
!

1)

D;9;7>

#

"D;9>!=

#

"＞;9;=

# 表
=

"$ 甲基化敏感位点!

GLH

"的
NGOPN

分析表明% 山核桃天然居群

?"9?;6

的表观遗传变异存在于居群内# 而
>!9!;6

表观遗传变异存在于居群间# 且居群间分化差异极显

著!

!

1)

D;9>!!

#

"＜;9;;; 7

# 表
=

"$ 通过主坐标分析% 各居群间的个体可以大致汇聚在一起# 说明居群

间存在明显的表观遗传分化# 其中林竹村居群分别与指南村居群和潘张村居群之间存在少部分交集# 而

指南村居群与潘张村居群间相互独立!图
!

"$ 居群间的表观遗传分化系数!

;9>!!

"远大于居群间的遗传分

化系数!

;9;7>

"# 这说明山核桃天然居群间表观遗传分化程度要高于遗传分化程度$

G$0)'&

检验!相关系

数
#D;97>=

#

"＞;9;=

"发现# 遗传背景对表观遗传变异的影响不显著$

&'(

山核桃
)*+,

分析体系在薄壳山核桃上的应用

从山核桃中筛选的引物组合!

QG#!5R>

#

QG#!5R77

#

QG#=5R:

#

QG#:5R:

"对
@

个薄壳山核桃个体进

行
GLNS

分析发现% 只有
7

对引物组合
QG#=5R:

有扩增产物# 且其位点及位点数量与山核桃存在差异

表
-

山核桃天然群体非甲基化位点!

#).

"与甲基化位点!

)*.

"的
+)/0$

分析

#$%&' = N0$&.1*1 /T ,/&'2M&$4 +$4*$02'

!

NGOPN

"

T/4 %/)- 0/0#,')-.&$)'I

!

FGH

"

$0I ,')-.&$)'I &/2*

!

GLH

"

*0 )-4'' 0$)M4$& J/JM&$)*/01

位点 变异来源 自由度 平方和 均方 方差 方差分量百分率
56

非甲基化遗传位点 居群间
> >>9<@ 779@? ;97>< @ 79>@

居群内
>? >?<9;; 7;9!! 7;9!!; ; <:9?"

甲基化位点 居群间
> ?:9<! !<9@? !9>?! ; >!9!;

居群内
>? ><;9:; 7;9?? 7;9??; ; ?"9?;

总计
>< !"<9:; 7>9?=

总计
>< !;>9;; 7;9@7

陈文充等% 山核桃甲基化敏感扩增多态体系的建立与甲基化初步分析
@?!
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图
& &

个山核桃天然居群表观遗传

!

'()

"结构主坐标!

*+,-

"分析

./0123 & *2/45/678 5,,29/47:3 7478;</<

!

*+,-

"

=,2

36/0343:/5

!

'()

"

9/==3234:/7:/,4 7>,40

:?233 47:1278 6,6187:/,4<

图
@

山核桃与薄壳山核桃
'(-*

分析产物的荧光毛细管电泳图

./0123 @ .81,23<53453 576/8872; 3835:2,6?,23</< ,= *+A 62,915:< =2,> '(-* 7478;</< /4 B,:? ?/5C,2; 749 63574

!图
@

"# 其他
&

对引物均没有扩增产物# 说明山核桃
'(-*

体系也适用于薄壳山核桃# 但由于不同物种

之间的差异性# 薄壳山核桃适用的
'(-*

引物还需进一步筛选$

&

讨论

本研究的
'(-*

分析表明% 山核桃中确实存在甲基化#

且与山核桃中其他的分子标记比较发现#

'(-*

分析每对引

物获取的遗传位点数& 每对引物扩增的多态位点数& 多态引

物的比例& 多态位点的比例都最高' 如果不用
'(-*

分析#

则不可能获得这些遗传位点的信息# 说明甲基化对山核桃遗

传位点的发现与获取有影响$ 常规分子标记在山核桃中多态

性不佳# 影响了山核桃的遗传分析$ 位点甲基化后使得染色

质变得异常紧凑(

&%

)

# 且影响
DE-

的正常酶切# 因而使通常可

获得较多多态标记的
-.)*

分析在山核桃中的适用性也不佳$

内部胞嘧啶甲基化相对水平远大于半甲基化相对水平# 说明

山核桃以内部胞嘧啶甲基化为主# 尽管山核桃中超甲基化或

突变位点的比例不低$ 对于超甲基化或突变位点# 不同的人

有不同的看法# 有些研究人员将其看作是超甲基化位点(

&#"&!

)

$

如地中海柏木
!"#$%&&"& &%'(%$)*$+,&

(

!#

)

# 有些研究人员将其

视为无信息位点(

&&

)

$ 与其他遗传标记相比# 这些超甲基化或

突变位点在实验上是无扩增产物的位点# 排除在扩增位点之

外$ 这些位点至少不可能都是超甲基化或突变位点# 有待于

进一步研究$ 山核桃整体及各居群内的表观遗传多样性均大于遗传多样性# 与很多其他植物种群的表观

遗传研究结果一致# 如
-./01 234/$0+,&.&

(

&@

)

# 日本的一种入侵植物(

&F

)等$ 类似的研究结果同样出现在一些

动物种群的表观变异研究中(

&G

)

$

&

个居群非甲基化相对水平排序与遗传多相性排序间无对应关系# 但遗传多样性高的居群# 表观遗

@H@
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传多样性也相对较高! 说明表观变异与遗传变异可能存在一定的关联! 须进一步进行研究" 此外! 甲基

化变异主要存在于居群内! 且居群间差异显著! 说明山核桃甲基化变异具有居群特异性" 研究表明# 甲

基化在植物对环境的刺激反应中发挥着作用$

!#

%

! 也即环境变化会影响
$%&

甲基化! 但
$%&

甲基化又在

基因组印迹& 发育基因调节及基因表达水平的自然变异中发挥作用$

!'

%

" 山核桃幼胚甲基化比例就随着幼

胚的发育逐渐升高! 且不同发育时期在基因组
$%&

甲基化水平上存在较大差异$

!(

%

" 但越来越多的证据

表明# 不改变
$%&

序列的表观遗传信息可以在世代间遗传$

)*

%

" 从受精卵到成熟的生物体!

$%&

甲基化

模式通过连续的细胞分裂将这些信息传递给子细胞! 维持细胞特有的功能$

+,

%

! 而生物选择许多表观遗传

过程是为了确保发育过程的保真度$

)-

%

" 盐胁迫处理
-

个基因型水稻
!"#$% &%'()%

的研究发现# 有一定比

例的
$%&

甲基化位点是基因型特有的! 与其类似的遗传背景相一致' 并在耐盐及盐敏感基因型中发现

了几个具有稳定甲基化变化的位点! 可作为基因型特有的表观遗传标记$

+!

%

" 在大花蕙兰
*#+,(-(.+ /#!

,"(-(.+

$

++

%和水稻$

+.

%中发现了
-

类甲基化位点! 其中一类甲基化状态保持不变! 而另一类为不同发育阶段

或品种间有变化的甲基化位点" 也就是说! 一定比例的甲基化位点是可遗传的" 因此! 从
/0&1

标记中

获取的遗传位点信息! 不仅可用于山核桃遗传分析! 也可和遗传位点信息一起用于遗传图谱的构建$

)"

%

!

对解析
012

基因对表型的作用具有一定的意义"

$%&

甲基化使物种的遗传研究趋于复杂化! 增加了研

究的难度"

有性植物研究中越来越多支撑材料表明# 无整合生殖是有性生殖的脱分化$

)#

%

! 是可逆地叠加在有性

途径上的一种生殖方式$

)'

%

" 表观遗传调控无融合生殖是一个很吸引人的假设! 将是继续研究天然无融合

生殖的关键焦点$

)'

%

! 表观遗传机制是区分有性与无融合生殖控制事件的关键$

)(".*

%

! 表观途径的突变导致

无融合生殖样的表型$

)'

%

" 无融合生殖遗传上常出现大规模的分离畸变$

.,

%

! 山柳菊属
3(4"%5(.+

物种连锁

图谱有无标记或 (连锁的) 大片段$

.-

%

! 而许多无融合生殖位点交换受到抑制$

)'

%

! 且转录保守等位基因与

无融合种子形成之间有很强的关联 $

.2

%

" 甲基化使得
$%&

结构上更加紧凑$

2*

%

! 难以酶切产生交换" 同时

杉木中树高& 胸径和材积性状的杂种优势$

,(

%及地中海柏木全同胞子代高和直径生长$

-,

%均与甲基化有关"

甲基化既与无融合生殖有关! 又与杂种优势有关" 因此! 山核桃甲基化的初步分析为该物种的后续深入

研究打下了基础"

)
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