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摘要# 长末端重复序列%

789

&反转录转座子广泛存在于植物基因组中! 本质是一段可移动的脱氧核糖核酸%

:;<

&序

列' 大多数
789

反转录转座子在外界环境变化下能够被激活转录! 对环境变化做出响应' 为研究毛竹基因组中的

789

反转录转座子的转录活性及在非生物环境胁迫下表达量的具体变化! 克隆和鉴定了
,

个毛竹
>*6''"45&8*64

+9#'-4

反转录转座子
>;?=&

' 该转座子全长为
4 "&/ =>

! 属于
8?,!@)>*A

家族中的
8)BC

分支!
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序列相似性为
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! 插入时间为
,!4-$!/

万
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前' 对毛竹实生苗分别进行辐照"

/6

!

%6

!

&6 E?

&! 甲基化抑制剂"
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#等
%

种不同胁迫处理! 通过定量荧光聚合酶链式

反应%

IJ9

#检测!

>;?=&

在
K;8

!

98

和
9L

等
/

个结构域中的表达量仅在辐照及
"-!M"-/ F)G

)

7

",高盐处理下随处理

强度的上升而下降! 其余所有处理%甲基化抑制剂* 高温* 低温* 高盐
"-,M"-! F)G

)

7

",

#的表达量都随处理强度呈上

升趋势' 这些结果表明$

>;?=&

转座子是一个具有转录活性的
789

反转录转座子! 且外界非生物环境胁迫对其表

达模式有较大影响! 表明
>;?=&

转座子能够响应外界环境变化' 图
&

表
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毛竹
!%&''()*+,%&) -./'0)

为禾本科
O1)6.*()(

刚竹属
!%&''()*+,%&)

下的一个种$ 在中国竹产业中有

十分重要的地位' 转座子是真核生物中一类重要的转座元件$ 在毛竹基因组中有广泛分布' 转座子又可

称跳跃因子$ 其实质是基因组染色体上能自主复制和位移的一段脱氧核糖核酸!

P@Q

"序列$ 可以直接从

基因组内的一个位点移到另一个位点 %

I

&

$ 其转座的发生会导致自身碱基位置的改变和!或"拷贝数的增

加' 转座子根据转座方式不同可分为
P@Q

转座子!

P@Q &1)*-4/-/*

"和核糖核酸!
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"反转录转座子

!

1(&1/&1)*-4/-/*

"'

P@Q

转座子是以
P@Q

为中间媒介$ 通过 (剪切)粘贴* 的方式移动$ 最早在玉米

1-+ 2+&)

中发现%

!

&

'

:@Q

反转录转座子是以
:@Q

为中间媒介$ 依赖于反转录酶$ 反转录成
P@Q

后$ 通

过 (复制)粘贴* 的方式移动$ 于
I$RN

年在玉米中首先被发现%

L

&

'

:@Q

反转录转座子又在酵母和动物

基因组中被发现$ 后被证实在植物基因组中广泛存在%

N

&

' 例如在小麦
340*0,/2 +-)*05/2

基因组中转座子

高达
S%T

%

U

&

$ 玉米基因组中转座子比例高达
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%
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'
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反转录转座子根据其结构又可以分为长末端重

复序列!
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"和非长末端重复序列!
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' 其中含有长末端重复序列的
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反转录转座子是目前研究较多的一类反转录转座子$ 几乎在所有高等植物基因组中都有分布%

R

&

$ 对植

物基因组的结构+ 功能和进化有重要的作用' 一个结构完整的
K;:

反转录转座子长度通常为
!VIR W>

$

两端各有
I

个长度为
I%%VU %%% >4

序列同源的长末端重复序列
K;:-

'

K;:

末端为反向重复序列$ 结构

通常为
U#!;O!L#

和
U#!EQ!L#

$ 在
U#

和
L#

末端两侧通常具有
NVS >4

的末端靶位点重复序列!
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反转录转座子除两端的反向重复的长末端重复序列外$ 其结构组成还包括引

物结合位点!

41.6(1 >.*5.*9 -.&(

$

DYX

"$ 多嘌呤序列!

4/+,481.*(&1)7&

$

DD;

"$ 还有与转座机制有关的

OQO

!

9)9 41/&(.*

"开放阅读框和
DZK

!

4/+,6(1)-(

"开放阅读框' 目前$ 已在多种植物中发现具有转录活性

的
K;:

反转录转座子$ 根据对活性的
K;:

转座子序列+ 进化关系和结构特征的分析$ 发现活性
K;:

反

转录转座子在结构上具有相似性%

I%

&

, 均含有
!

个
K;:

区域+

9)9

基因区+

4/+

基因区!
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$

07*

$

4*

$

4%
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K;:

区具有
I

个或多个顺式调控元件- 各个结构域均具有相应的关键保守氨基酸' 根据转座子的长度+

K;:

的长度和物种分布$ 植物中的
;,IGE/4.)

类转座子可分为
N

种类型$ 分别为
;/1W

$

:(&1/0.&

$

Z1,7/

和
X.1(

-

;,LGO,4-,

类转座子可分为
S

种类型$ 分别为
;)&

$

Q&'.+)

$

E:[

$

:(.*)

$

P(+

和
O)+)51.(+

%

II

&

'

K;:

反转录转座子是宿主染色体结构变异和基因组进化的重要调控因子%

I!

&

$ 与植物性状稳定表达有关'

在正常的生长环境条件下$ 多数
K;:

反转录转座子不表达$ 呈静止状态存在$ 在受到逆境胁迫或
P@Q

甲基化水平波动剧烈的情况下会被激活转座$ 调节植物抗逆基因的表达$ 从而发挥遗传可塑性来适应不

同环境条件' 例如$ 云南地方水稻
84&9+ )+*05+

品种 .月亮谷/ .

\8(+.)*998

/ !传统品种$

Q787'(

"的幼

苗在高盐处理后$ 检测
L

个反转录转座子相关基因的表达水平$ 发现在高盐胁迫下$

L

个基因都被诱导

快速转录$ 表达量均明显增加%

$

&

- 陆地棉
:())&60/2 %04)/*/2

品系 .棕彩选
I

号/ .

]/*97).38)* @/H I

/

在低温胁迫下$ 抵御低温起关键作用的
;I%

和
;IR

转座子在低温胁迫后均呈上调表达%

IL

&

$ 禾本科单子叶

植物高羊茅
;-)*/,+ +4/7.07+,-+

在干旱胁迫下$ 它们的甲基化程度增加$ 干旱诱导
;I%

和
;IR

转座子甲

基化'

P@Q

甲基化会抑制转座子的活性 %

IN

&

' 所以当植物受到非生物环境胁迫时$ 例如在高温+ 低温+

高盐+ 辐照等逆境条件下$

K;:

反转录转座子会被激活并插入到目的基因中进行转座$ 影响周边基因的

$IR
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表达模式和表达量!
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# 帮助植物适应不同的逆境胁迫$ 毛竹全基因组序列分析表明%

&'(

反转录转座子

在毛竹基因组含量最丰富# 占整个基因组的
)*+,-

&

!".!#$%&'
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./+,-
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!",!("%)"
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$ 为探究毛

竹
&'(

反转录转座子在毛竹生长受到逆境胁迫时的响应模式# 本研究在毛竹基因组数据库中# 选取
.

条具有完整结构的
&'(

反转录转座子# 命名为
*+,-*

# 对
*+,-*

转座子进行克隆与鉴定# 系统分析了

*+,-*

在胁迫下的表达模式$ 本研究结果将为系统阐明
&'(

反转录转座子非生物胁迫下的响应机制及

揭示毛竹对环境适应的分子机制奠定基础$

.

材料与方法

!"!

实验材料

植物材料% 毛竹幼叶) 竹笋) 竹根取自浙江农林大学省部共建亚热带森林培育国家重点实验室的翠

竹园# 样竹长势良好$ 毛竹实生苗均由同一株毛竹种子培育而来$ 毛竹种子均取自广西省灵川同一株开

花毛竹# 为大小基本一致的饱满种子$

实验试剂% 用于提取
(12

的
(12 '34567

试剂# 克隆
*+,-*

反转录转座子的
89:.;!'

克隆载体#

&2 .'/

酶等聚合酶链式反应&

<=(

(试剂及
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的反转录所需的
<34>? @A348B
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(' 9CDB?3 94E

和
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<3?>4E HE .'/ !
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'74 (1CD?I <7JD
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实验材料处理

从同株毛竹上采集饱满且大小基本一致的优质种子# 分别进行辐照) 甲基化抑制剂) 高温) 低温)

高盐等
%

种不同的处理# 并留空白对照$

空白对照组种子处理% 先用无菌水清洗种子# 后用体积分数为
*K-

乙醇浸泡消毒
!K D

# 再用无菌水

冲洗
!

次# 然后在无菌水中浸泡
/L M

以恢复种子活力$ 取无菌培养皿# 放入无菌滤纸后用无菌水润湿#

再用镊子轻夹出毛竹种子# 置于滤纸上静待萌发$ 待长至
!NL

片叶后&

/N)

周(将其转移至
0

&珍珠岩(

#0

&蛭石(

#0

&泥炭土(

$.%.#.

的基质中生长$

辐照处理% 挑选优质野生型毛竹种子
L%K

粒#

.%K

粒*组&.

# 分别接受
)K

#

%K

和
*K OP

等
)

个梯度

的 .)*

=D!"

射线辐照# 辐照地点为浙江省农业科学院作物与核技术利用研究所辐照中心# 做好不同梯度

的标记# 后续与不做任何处理的空白对照组在相同条件下培育到长出
%

片叶!

.*

"

$

甲基化抑制剂处理% 毛竹种子分别用
%K+K

#

.%K+K

和
/%K+K #>67

*

&

&.的
%!

氮杂胞苷浸种
/L M

# 种子

数量同辐照处理一致# 即每梯度
.%K

粒# 但在
%!

氮杂胞苷处理前需用体积分数为
*K-

乙醇消毒
)K D

#

无菌水冲洗
)

次进行消毒处理$ 随后与空白对照组在相同条件下培育$

高温和低温处理% 前面阶段与对照组的培育方法相同# 待毛竹实生苗长出
)NL

片叶后# 分别在培养

箱进行高温
L/ '

处理
L M

和低温
L (

处理
." M

# 每处理选取生长状况良好毛竹幼苗
.K

株# 后续处理与

空白对照组相同$

高盐处理% 前面阶段与对照组的培育方法相同# 待毛竹实生苗长出
)NL

片叶后# 分别用
K+.

#

K+/

和

K+) >67

*

&

&.氯化钠溶液
.KK >&

浇灌
) Q

!

.;R.S

"

# 每处理选取生长状况良好毛竹幼苗
.K

株# 后续处理与空

白对照组相同$

采集空白对照组及
%

种胁迫处理下的毛竹实生苗的叶片# 每处理重复
,

株# 用液氮速冻# 于
&;K (

保存备用$

!"$

方法

.+,+. *+,-*

反转录转座子克隆 采用十六烷基三甲基溴化铵&

='2G

(法从毛竹嫩叶中提取毛竹基因组

:12

!

)*

"

# 根据
*+,-*

的侧翼序列设计
.

对克隆引物&

*+,-*!T

和
*+,-*!(

# 具体序列见表
.

($ 以毛竹

提取
:12

作为克隆模板# 运用以上设计的克隆引物进行
<=(

扩增$ 具体扩增反应体系设计为%

&2 .1/

酶
K+% #&

#

*+,-*!T

和
*+,-*!(

各
K+; #&

#

/+O=

缓冲液&

UJVV?3

(

/%+K #&

# 三磷酸碱基脱氧核苷酸混

合液&

Q1'< >4E

(

0+K #&

#

:12 .KK WX

# 加无菌水补齐
%K+K #&

$ 具体反应条件设计为% 预变性
S% ( %

>4W

' 变性
S0 ( )K D

# 退火
00 ( )K D

# 延伸
*/ ( % >4W

#

)%

个循环' 终延伸
*/ ( .K >4W

#

0 (

保存$

将
<=(

产物在质量分数为
.-

琼脂糖电泳中分离#

<=(

产物连接到
89:/K!'

克隆载体上# 胶回收目的

片段并送生物公司测序$

蒋政勤等% 毛竹
*2"33$)4'52") 6783&) 9649$491:)%$)$: *

&

*+,-*

(转座子的克隆与鉴定 S.S
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表
!

引物序列

&'()* + ,-./*-0 0*12*34*

引物名称 引物序列!

5!!6!

"

!"#$7"8 9&&&9&:&&&&9&;9:;::&999

!"#$7"< &;99:9;:9::&&;;&;;::;&

!%&'()!"+"8 9;&:9;9:;&99&;&&9&&;9:;

!%&'*)!"+"< &&9&;:9&::;:&99:;&;9;99

!"#$7"<&"8 9:9:;:&&:&:&::&:9&:

!"#$7"<&"< 9;;:&:;::9::9&&9&::

!"#$7"<="8 9;:;:9;9:;;9;9:;::;

!"#$7"<="< ::;:;9;9::&9;9&;9;;9:

!"#$7">?&"8 99&9;::&:&9&99::::9&;;

!"#$7">?&"< &::9&9:9&;99;:::9;;9:

+@6@! !"#$7

反转录转座子编码域的相对表达量分析 分别

提取毛竹未经处理叶片以及甲基化抑制剂# 辐照# 高温# 低

温# 高盐等
5

种胁迫处理后实生苗叶片的
<?;

$ 在反转录酶

的催化作用下反转录成
4A?;

模板$ 具体方法参照
&-.BC)

法%

#$

&

'

在
<&

$

>?&

$

<=

序列
6

个可编码蛋白结构域内分别设计特异

性引物 !表
+

" $ 对
!"#$7

的表达水平进行荧光定量
,:<

!

1<&",:<

"分析$ 内参基因为毛竹
!%&+*)!

%

%%

&

( 荧光定量反应

体系设计为
+"@" !D

)

5@" !D EFG<

&

,-*/.H IH ),-

&J

"

$

%@K

!D 4A?;

$

%@! !D

底物
"5

!

L-./*-"5

"$

%@! !D L-./*-"6

$

K@! !D

无菌水 %

%'

&

( 反应条件如下)

$5 ( 7 /.3

* 预扩增
$5 ( +% 0

$

5M ( +% 0

$

7! ( +5 0

$ 共
6%

个循环( 每个样品重复
6

次$ 按

照
!

N#$O 的方法计算出不同胁迫处理条件下
!"#$7

的相对表

达量(

+@6@6 !"#$7

反转录转座子结构和拷贝数分析 下载毛竹基因组数据$ 通过
D&<P'-Q*0O

软件%

%)

&

!

POOLRSS

TTT@B(P@23."P'/(2-U@V*SWC-04P23USU*3C/.3WC-/'O.XS0CWOT'-*S)O-P'-Q*0O@PO/)

"对
D&<

转座子的长度 + 序列等

进行分析$ 鉴定毛竹基因组
D&<

反转录转座子$ 再利用
D&<V.U*0O.C3

软件%

%*

&

!

POOLRSSTTT@B(P@23."P'/(2-U@

V*SWC-04P23USU*3C/.3WC-/'O.XS0CWOT'-*S)O-V.U*0O@PO/)

"$ 解析毛竹
D&<

反转录转座子结构并完成自动标注$

通过
4V"P.O

软件%

%+

&构建序列相似的非冗余基因集$ 分析各序列的相似程度$ 确定毛竹
D&<

反转录转座子

的拷贝数( 根据毛竹
D&<

反转录转座子拷贝以及转座子结构$ 选取
+

个结构完整的
D&<

反转录转座子

作为研究对象$ 将其命名为
!"#$7

(

!"#$7

各个结构域由
D&<V.U*0O.C3

软件鉴定$ 由编码区序列翻译

的氨基酸序列提交到非冗余蛋白质数据库!

?:G>

"$ 通过
()'0OL

进行比对确认$ 并由此建立
!"#$7

的结

构图(

+@6@K !"#$7

反转录转座子插入时间分析 将
!"#$7

的
D&<

序列输入
JI9;7

软件%

%,

&

$ 通过
J204)*

方

法比对
!"#$7

转座子两端
D&<

序列的同源性$ 计算得分化度
.

( 根据公式
/-.S!0

%

%.

&

!

/

为插入时间$

0

为

D&<

序列的平均替换率$

+@6/+%

0M

(L

,

'

0+

%

%1

&

"$ 计算得
!"#$7

插入时间(

+@6@5 !"#$7

反转录转座子
D&<

序列分析 通过克隆结果测序与该序列比对$ 确定序列完全一致性$

明确开放性阅读框中的各蛋白编码区!

,<

$

>?&

$

<&

$

<=

等"的位置(

D&<

反转录转座子的
52

端
D&<

的

Y6

区域都有丰富的顺式调控元件( 为了分析鉴定转座子
D&<

区域中顺式调控元件的种类和分布情况$

将
D&<

区域编码序列放入
,)'3O:;<I

在线软件!

POOLRSS(.C.3WC-/'O.40@L0(@2U*3O@(*ST*(OCC)0SL)'3O4'-*SPO/)S

"

%

'3

&

中$ 直接分析得出该区域内的各个顺式作用元件并作出标记(

+@6@Z !"#$7

反转录转座子进化地位分析 利用
9[L0[ A'O'('0* !@%

!

POOLRSSTTT@U[V(@C-US.3V*H@ LPLS

J'.3\,'U*

"查找并下载
&[+"4CL.'

家族其他成员!

]-[4C

$

E.-*

$

<*O-CW.O

$

&C-X

"的代表性反转录转座子
<&

氨基酸序列$ 与
!"#$7

转座子的
<&

氨基酸序列比对$ 利用
JI9;7

软件中的
J204)*

方法进行同源比

对 %

'$

&

$ 找出最佳模型$ 并通过该软件中的最大似然法!

/'H./2/ ).X*).PCCV

$

JD

"构建进化树 %

'%

&

$ 分析

!"#$7

所在的
&[+"4CL.'

家族亚家族位置(

!

结果与分析

"#! !"#$$

的克隆

以毛竹
A?;

作为模板$ 通过
,:<

扩增
!"#$7

转座子$

,:<

扩增产物在质量分数为
+^

琼脂糖凝胶

电泳后$ 割胶回收目的片段$ 送生物工程公司测序( 电泳检测结果显示
!"#$7

转座子与预测的大小

!

Z %76 (L

"基本一致!图
+

"(

"#"

基因的序列分析

!@!@+ !"#$7

结构特征
!"#$7

转座子全长为
Z %76 (L

$ 测序结果与预测一致(

!"#$7

转座子组成为

54

端和
6!

端的长末端重复序列和含
5

种酶的连续开放阅读框!

]<8

"$ 结构顺序依次为
5!"D"D&<"9;9",<"

>?&"<&"<="D&<"<"6!

!图
!

"( 各结构长度具体如下) 左端
D&<

!

D"D&<

"长度为
$5$ (L

$ 右端
D&<

!

D&<"

$!%
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#
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图
$

全长
!"#$%

转座子
&'(

扩增电泳图

)*+,-. $ &'( -./,01 23 3,00!0.4+15 !"#$%

6

! 标记"

$7!

! 同一毛竹基因组扩增结果

(

#为
!"

端
89(

的反向重复序列$ 长度也为
:;: <=

$ 相似

性为
:">%?

% 计算得插入时间约为
$@">:@

万
A

前% 开放阅

读框核苷酸编码区总长度为
$ ;@B <=

& 共编码氨基酸
;C%

个&

DED

核心区位置在
$ CFC7$ %GB <=

& 主要与反转录转

座子
(HE

的成熟和包装有关"

&(

核心区为是水解酶的编

码区& 位置在
$ :%I7@ @@B <=

& 与反转录后多聚蛋白前体

切割为功能性多肽有关"

JH9

核心区是整合酶的编码区&

位置在
@ F";7F CCG <=

& 用于催化反转录转座子插入宿主

基因组的整个过程 '

#$

(

"

(9

核心区是反转录酶的编码区$

位置在
F ;IC7G F$@ <=

$ 用于催化单链
(HE

或
KHE

合成

KHE

的过程$ 是转座子转座的必不可少的酶"

(L

核心区

位置在
G "@G7; C@C <=

$ 用于编码核糖核酸酶
L

% 核糖核

酸酶
L

是水解酶的一种$ 负责原始
(HE

模板的水解% 根据编码区结构顺序
DED!&(!JH9!(9!(L

$ 可确

定
!"#$%

反转录转座子是
9M$!+M=/M

家族成员% 通过
NO!5*1

软件'

@"

(对比毛竹基因组中的转座子$ 鉴定出

!"#$%

相似的序列$ 即其拷贝% 结果显示!

!"#$%

存在相似的其他
$C

个拷贝$ 根据拷贝位置不同$ 分

别把
$C

个拷贝命名)表
@

*为
!"#$%!$

&

!"#$%!@

&

!"#$%!F

&

!"#$%!B

&

!"#$%!;

&

!"#$%!"

&

!"#$%!

%

&

!"#$%!I

&

!"#$%!:

和
!"#$%!$C

&

$C

个拷贝的结构也相对完整)图
@

*+

@>@>@ !"#$%

转座子
89(

序列分析 在
89(

序列中& 顺式作用元件含量丰富% 经分析得& 核心启动元

件有
9E9E!<2P

&

'EE9!<2P

&

''EE9!<2P

& 其中
9E9E!<2P

有
"

个&

'EE9!<2P

有
@$

个&

''EE9!<2P

有
@

个& 除启动子元件外还有
@

个光响应元件,

BN0!'6E@<

和
N5/!'6E@<

#&

@

个与脱落酸相关的调控元件

,

EQ(R

#&

F

个压力响应元件,

SJ(R

#&

$

个参与蛋白代谢调节的顺式作用元件,

T@!/*1.

#,图
F

#% 对毛竹基

图
@

毛竹基因组中
!"#$%

及其
$C

个拷贝的结构分析示意图

)*+,-. @ S1-,N1,-. 23 15. !"#$% A4O *1/ N2=*./ *4 !%&&'()*+%,( -./&0( +.42U.

表
! !"#$"

及其拷贝在毛竹基因组的命名及位置

9A<0. @ HAU./ A4O 02NA1*24/ 23 !"#$% A4O *1/ N2=M *4 15. !%,&&'()*+%,( -./&0( +.42U.

名称 序列位置 碱基位置 名称 序列位置 碱基位置

!"#$% &LC$CCC"C: @;" ;I;7@"@ ";% !"#$%!" &LC$CC$@:; B%; I@B7BI$ I%I

!"#$%!$ &LC$CCC$IB @@%7; BBB !"#$%!% &LC$CC$%B@ F" C$C7B$ FIB

!"#$%!@ &LC$CCC%B% %" ;;@7I@ ;%F !"#$%!I &LC$CCFC@@ ;@ :;%7;I $%"

!"#$%!F &LC$CCCI;$ FFI C@C7FBF "@$ !"#$%!: &LC$CCB@BF $"$ ";"7$"% ;BI

!"#$%!B &LC$CCCI"C "@ $"I7"% %BB !"#$%!$C &LC$CC:$F; F"@ $FB7F"% F:B

!"#$%!; &LC$CC$C;F $@ $BC7$% ICC

蒋政勤等! 毛竹
!%,&&'()*+%,( -./&0( 1-)1')1*2(3'('2 %

,

!"#$%

#转座子的克隆与鉴定 :@$
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因组中
&'(

反转录转座子
!"#$)

及其
#%

个拷贝的插入时间进行分析! 结果显示"

!"#$)

的插入时间

为
#!*+$!

万
,

前!

!"#$)!#

拷贝插入时间为
!!-+%.

万
,

前!

!"#$)!!

拷贝插入时间为
/0"+""

万
,

前!

!"#$)!-

插入时间为
/1!+-/

万
,

前!

!"#$)!1

插入时间为
!*/+01

万
,

前!

!"#$)!0

插入时间为
/!*+$!

万
,

前!

!"#$)!*

插入时间为
1"-+.0

万
,

前!

!"#$)!)

插入时间为
11!+-/

万
,

前!

!"#$)!.

插入时间

为
!-.+1*

万
,

前!

!"#$)!$

插入时间为
!/$+!-

万
,

前!

!"#$)!/"

插入时间为
-")+*$

万
,

前# 经计算

可知" 在这
//

个序列中!

!"#$)

与
!"#$)!0

的插入时间相同! 为
/!*+$!

万
,

前! 在
//

个序列中插入

时间最晚! 说明
!"#$)

是其中结构完整且最为年轻的反转录转座子$图
1

%&

!+!+- !"#$)

转座子进化分析 为了探究
!"#$)

反转录转座子和植物中其他
&'(

反转录转座子的进化

关系! 利用保守性最高
('

区域编码序列构建了
!"#$)

和其他植物典型的反转录转座子系统进化树'

-1

(

&

根据进化树$图
0

%可知"

!"#$)

属于
'2/!3456,

家族中
1

个分支$

78234

!

968:

!

(:;84<6;

!

'48=

%的
'48=

分支&

!"# !"#$$

在不同处理中的表达模式分析

为分析
!"#$)

的组织表达模式! 在
!"#$)

转座子
*

个结构域中选择
>?'

!

('

!

(@

等
-

个结构域

图
- !"#$)

反转录转座子
&'(

序列顺式元件分析

A6BC8: - DE,F2G6G 4< ;H: 36G!8:BCF,;482 I4;6<G 6E !"#$)

$!!
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图
$ !"#$%

反转录转座子及各个拷贝的插入时间

&'()*+ $ ,-.+*/'0- /'1+ 02 !"#$% 3-4 '/. 506'+.

图
7 !"#$%

反转录转座子系统发育树

&'()*+ 7 89:;0(+-+/'5 /*++ 02 !"#$% 3-4 0/9+* 6;3-/

*+/*0/*3-.60.0-.

进行表达量分析!

!"#$%

反转录转座子
<=

"

<>

"

,?=

等
!

个结构

域在毛竹竹根# 竹叶# 竹笋等
!

个不同部位中均有表达" 且在叶中

相对表达量最大" 在竹笋和根相对表达丰度依次降低$图
"

%!

!"#$%!

个结构域$

,?=

"

<=

"

<>

%在竹根# 竹叶# 竹笋不同部

位的表达量上有差异" 竹叶中的表达量均为最高! 为了探讨不同非

生物环境胁迫条件对
!"#$%

反转录转座子表达的影响" 研究通过

定量荧光
8@<

对经过不同处理$辐照# 甲基化抑制剂# 高
A

低温# 高

盐%的毛竹实生苗叶片中
!"#$%

转座子的
B

个结构域$

,?=

"

<=

"

<>

%表达进行了定量检测和分析!

在
CDE

"

CDF

"

GDH 10;

&

I

!E 高盐处理后" 高盐胁迫下
!"#$%

的

<=

"

<>

和
,?=

等
!

个结构域表达量呈现先上升再下降的趋势" 在

CDEJCDF 10;

&

I

!E时呈上升趋势"

CDF 10;

&

I

!E 左右各结构域达到表达

量最高值"

CDFJCDH 10;

&

I

!E表达量逐渐下降!

H

个结构域中
,?=

结

构域表达量变化幅度较大"

<=

和
<>

结构域表达量相对较接近"

且变化幅度相对较小$图
%K

%!

经
7CDC

"

ECCDC

"

E7CDC !10;

&

I

!E浓度甲基化抑制剂处理" 各结

构域的相对表达量随甲基化抑制剂浓度的增大逐渐升高 !

7CDC

!10;

&

I

!E处理组相对空白对照组表达量显著提升"

ECCDC !10;

&

I

!E与
E7CDC !10;

&

I

!E分别与前一甲基化

抑制剂浓度处理组相比" 表达量也均有上升!

H

个结构域中
,?=

表达量最高"

<=

结构域表达量升高幅

度比
,?=

小$图
%L

%!

不同强度的辐照胁迫下"

,?=

"

<=

"

<>

等
H

个结构域表达量均高于对照组! 在
HC M:

辐照强度下"

各结构域表达量达最大值" 后随着辐照强度的增加" 各结构域表达量呈下降趋势!

,?=

结构域中
HC M:

辐照处理后的表达量与
7C M:

辐照处理后的表达量比值接近于
F

"

<>

和
<=

结构域在
7C M:

或
%C M:

辐

照强度处理下表达量均相近"

,?=

结构域相对表达量与
<>

和
<=

结构域相比下降幅度最大$图
%@

%!

$ "

低温和
$F "

高温胁迫处理后"

!"#$%

反转录转座子的
,?=

"

<=

"

<>

等
H

个结构域的表达量均

有提高" 且高温处理对表达量影响更大" 上升更为显著" 表达量约为低温处理的
ED7

倍!

<=

和
,?=

结

构域表达量上升幅度高于
<>

$图
%N

%!

H

讨论

!"#$%

是
E

条结构完整的反转录转座子" 按照结构域排列顺序鉴定属于
=:E#506'3

分支" 具备转座

图
" !"#$%

反转录转座子
,?=

!

<=

!

<>

等
H

个结构域在

毛竹竹笋" 竹根" 竹叶中的

表达量

&'()*+ " OP6*+..'0- ;+Q+;. 02 ,?=R <= 3-4

<> 4013'-. 02 !"#$% '- *00/R

.900/ 3-4 ;+32 02 !%&''()*+,%&)

-./'0)

蒋政勤等' 毛竹
!%&''()*+,%&) -./'0) 1-*1(*1+2)3()(2 %

$

!"#$%

%转座子的克隆与鉴定 SFH
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图
&

不同处理条件下
!"#$&

反转录转座子
'()

!

*)

!

*+

等
,

个结构域的表达量

-./0123 & 4561377.89 :3;3:7 8< 2=3 '()> *) ?9@ *+ @8A?.97 8< !"#$& 09@31 @.<<31392 213?2A3927

所需的所有酶和相似度极高的长末端重复序列!

$BC&D

"#

!"#$&

的
E)*

中含有丰富的顺式作用元件$ 在

外界的非生物环境的胁迫下可能会诱导转座子激活进行转座#

!"#$&

反转录转座子的插入时间为

F!BC$!

万
?

前$ 在植物基因中$ 很多五六百万年前插入的转座子仍存在活性$ 例如水稻愈伤组织中的

%&'#&

反转录转座子插入时间约在
&%%

万
?

前$ 现仍能够进行转座%

!G

&

# 相比而言
!"#$&

较为年轻$ 故推

测其是仍具有转录活性的反转录转座子#

!"#$&

反转录转座子各结构域完整$ 该转座子其他拷贝存在不同结构域间的缺失# 转座致使宿主

基因组出现断裂和重排的现象$ 还会影响宿主基因表达$ 导致宿主基因组处于不稳定的状态# 以上现象

会激活宿主对
E)*

转座子活性抑制机制$ 导致
E)*

转座子在进化发展过程中$ 各结构域间出现基因片

段丢失现象$ 控制该转座子的自主转座# 所以$

!"#$&

反转录转座子及其
#%

条拷贝可能是由共同祖先

演化变异而来$ 而
!"#$&

反转录转座子在宿主基因调节机制下依然保持其完整的结构#

!"#$&

在毛竹各部位的表达存在差异性# 在毛竹竹笋' 竹根和竹叶等
,

个不同部位表达量对比中$

!"#$&

在竹叶中的表达量相对较高# 有研究证明( 活性
E)*

反转录转座子在不同部位间的表达具有选

择性和特异性$ 可能与
E)*

反转录转座子长末端重复序列中的顺式作用元件和其他元件的存在有关$

各类元件与调控物质的作用不同$ 对
E)*

转座子的表达量也存在一定影响#

毛竹实生苗在甲基化抑制剂' 辐照' 高盐' 高温和低温等
G

个不同处理后$

,

个结构域表达量均比

对照高$ 表明
!"#$&

是
#

个具有转录活性的转座子$ 转录活性受外界环境变化的影响#

E)*

反转录转座子的转座活性与其甲基化程度有较大程度的关联# 通常情况下
H(I

甲基化可以作

为基因沉默的一种表观遗传标记%

!B

&

# 在毛竹基因组中$ 编码区占比较小$ 非编码
H(I

序列%

!&

&大量存在#

为保证基因表达的准确性$ 植物体要尽可能减少非编码区基因对转录过程的干扰$ 因此在正常条件下$

非编码区
H(I

较少或基本不表达# 而在甲基化抑制剂作用下$ 许多存在于非编码区的转座子会通过去

甲基化作用解除限制使非编码
H(I

得以激活表达%

!J

&

$ 因此发生甲基化抑制剂作用下各结构域表达量显

著上调现象$ 且甲基化抑制剂的浓度越高$ 表达量越高$ 呈正相关#

逆境胁迫致使毛竹体内的激素水平' 离子水平和甲基化水平等都发生一定程度的变化$ 从而影响转

座子的转座活性%

,$

&

$ 引起表达量的变化$ 这也是
E)*

反转录转座子对逆境做出的一种适应%

"%

&

# 辐射能

引起植物变异# 本研究结果显示( 辐照条件下$

!"#$&

转座子表达量比空白对照组要高$ 但是随辐照

强度的增强表达量发生下调$ 其可能原因是高辐射对毛竹实生苗造成不可恢复的伤害$ 致使毛竹的自身

调节功能不足以抵御外界辐照的伤害$ 各结构域表达量随辐照强度的增强而下降#

在高盐胁迫下$ 植物体内含水量会下降$ 水分过低会引起植物代谢和光合作用异常%

"#

&

#

!"#$&

的

E)*

序列中存在光响应元件!

KL:#MNI!O

和
L=7#MNI!O

"$ 表明
!"#$&

转座子转录可能受光合作用调节#

在高盐作用下$

!"#$&

表达量随盐浓度的升高呈现先上升后下降趋势# 其可能原因是盐浓度提升致使

毛竹实生苗光合作用异常%

"!

&

$ 转座子得以激活表达$

!"#$&

结构域表达量升高#

$!K



第
!"

卷第
#

期

!"#$$

在
% !

低温和
&' !

高温处理下! 表达量较对照组均有上调! 且
&' !

较
& !

更为显著" 温度

胁迫是植物中常发生的胁迫类型! 温度对催化各类植物生理活动的酶活性有显著影响! 但极端温度胁迫

会造成基因组甲基化水平下降" 在此效应下!

!"#$$

结构域的表达量呈上调变化"

本研究对毛竹反转录转座子
!"#$$

的序列# 结构以及在典型非生物环境胁迫下的表达量进行了系

统的研究! 发现
!"#$$

的表达量会在环境影响下有所变化! 能对外界环境胁迫做出响应! 是具有转录

活性的
()*

反转录转座子! 但具体的响应机制尚未清楚! 仍需进一步的研究"

%
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