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火龙果组培苗 DNA 甲基化变化及应答赤霉素效应

刘鹏飞　乔　光　文晓鹏

贵州大学农业生物工程研究院/山地植物资源保护与种质创新省部共建教育部重点实验室,贵阳５５００２５

摘要　以火龙果优良品种‘紫红龙’组培苗为试材,利用 MSAP分子标记,探讨了棱数变异现象与 DNA 甲

基化可能存在的联系,分析了培养时间及继代次数对组培苗 DNA 甲基化的影响;通过在培养基中添加０(对
照)、１．５、３．０、４．５及６．０mg/LGA,处理５d后,检测 DNA甲基化变化,阐述赤霉素对 DNA甲基化变化的影响.

结果显示:棱数变异与 DNA甲基化水平变化并不存在相关性,而与少数位点的甲基化状态有关;随培养时间的

延长和继代次数的增加,组培苗 DNA甲基化水平呈现出升高的趋势;随 GA质量浓度的增加,外胞嘧啶半甲基

化水平呈先升高后降低的趋势,与内源 GA含量变化趋势一致,而内胞嘧啶全甲基化水平呈先降低后升高的趋

势;外源 GA影响了内源 GA的积累,与对照相比,DNA 甲基化变异率分别提高３．６％、４．５％、３．１％和２．７％,表
明火龙果组培苗 DNA甲基化对低浓度 GA敏感,而对高浓度 GA敏感性降低.
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　　DNA甲基化作为最重要的表观遗传现象之一,
在调控真核细胞基因表达、维持基因组稳定等方面

发挥重要作用.高等植物的细胞核 DNA 中大约有

４．６％~３０％的胞嘧啶存在着甲基化修饰,且主要集

中在CpG和CpNpG对称序列上[１],DNA甲基化分

析已在很多研究领域得到应用,如变异检测、种质资

源评估、基因表达调控机理的阐明等[２].通过检测

植物基因组甲基化水平变化,可以为植物生长、发
育、代谢调控机制的解析提供新信息.

火龙果(Hylocereusundatus)作为一种营养丰

富的亚热带水果,已在我国贵州等地广泛种植,具有

较高的经济价值[３].目前,在火龙果抗寒[４]、抗旱[５]

等方面已有较深入研究,在遗传多样性检测[６Ｇ８]等方

面也做了大量工作;前期工作表明,GA 与火龙果矮

化突变体的产生存在一定联系(未发表).本研究以

火龙果组培苗为材料,利用 MSAP技术,探讨棱数

变异与DNA甲基化变化的关系,分析培养时间、继
代次数、外源 GA对DNA甲基化的影响,旨在为揭

示火龙果基因表达提供新信息,为火龙果种质资源

改良提供新的途径和理论思路.

1　材料与方法

1.1　材　料

选取长势一致的火龙果‘紫红龙’(Hylocereus
undatus‘Zihonglong’)组培苗为材料,检测不同棱

数(三棱、四棱、五棱)幼茎的 DNA 甲基化水平以及

培养时间和继代次数对 DNA 甲基化的影响.选取

长势一致的组培苗,外源添加质量浓度分别为０(对
照)、１．５、３．０、４．５、６．０ mg/L 的 GA (上海生工,

Cat．＃GB０７３８)溶液,处理５d后,每个梯度取３株

做DNA甲基化检测.
1.2　基因组 DNA 提取

利用PlantGenomicDNAKit(DP３０５Ｇ０３,天根

生化科技有限公司)提取基因组 DNA,核酸蛋白测

定仪(Kaiao,K５５００)分别测定基因组 DNA 在２６０
nm 和２８０nm 处的 OD值,用于计算 DNA 纯度和

浓度;０．８％的琼脂糖凝胶电泳检测提取的火龙果基

因组 DNA 质 量 (１２０ V,３０ min),DNA 保 存 于

－２０℃备用.
1.3　MSAP 分析

基因组 DNA 双酶切(MspⅠ＋EcoRⅠ、EcoRⅠ＋
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HpaⅡ )并 加 接 头,以 优 化 的 适 用 于 火 龙 果 的

MSAPＧPCR体系进行两轮扩增.接头及引物序列

见表１.
1.4　电泳与银染检测

凝胶电泳,向２０μL 选择性扩增产物中加入

４μL溴酚蓝上样缓冲液,充分混匀后 ９４ ℃ 变性

８min,立即取出置冰上预冷,备用.取３μL变性产

物进行 ６％ 聚丙烯酰胺凝胶电泳,９０ V 预 电 泳

１０min,之后以１５０V电泳至溴酚蓝条带抵达胶板

底部为止.将凝胶取下,放入托盘中,用ddH２O 冲

洗２次.加入５００mL０．１％的硝酸银染液,避光银

染１５min.用ddH２O冲洗２次,每次不超过５s,加
入５００mL２％ NaOH 溶液显色(使用前先 加 入

３mL甲醛溶液,并于－２０℃预冷１０min),显色至

表１　MSAP接头及引物序列

Table１　AdaptersandprimersofMSAPanalysis

引物名称

Nameofprimers
编号

CodeNo．
引物序列(５′Ｇ３′)
Sequence(５′Ｇ３′)

EcoRⅠ 接头 EＧI CTCGTAGACTGCGTACC
EcoRⅠadapters EＧII AATTGGTACGCAGTC
HapⅡ/MspⅠ接头 H/MＧI GACGATGAGTCCTGAG
Hap Ⅱ/MspⅠadapters H/MＧII CGCTCAGGACTCAT
预扩增引物 E＋A GTAGACTGCGTACCAATTCA
PreＧamplificationprimers H/M＋T GAGTCCTGAGCGGT
选择性扩增引物 E＋AAG GTAGACTGCGTACCAATTCAAG
Selectiveamplificationprimers E＋ACG GTAGACTGCGTACCAATTCACG

E＋ACA GTAGACTGCGTACCAATTCACA
E＋ACT GTAGACTGCGTACCAATTCACT
E＋AAC GTAGACTGCGTACCAATTCAAC
E＋AGA GTAGACTGCGTACCAATTCAGA

H/M＋TCT GAGTCCTGAGCGGTCT
H/M＋TAC GAGTCCTGAGCGGTAC
H/M＋TAG GAGTCCTGAGCGGTAG
H/M＋TTA GAGTCCTGAGCGGTTA
H/M＋TCC GAGTCCTGAGCGGTCC
H/M＋TGT GAGTCCTGAGCGGTGT
H/M＋TGG GAGTCCTGAGCGGTGG

条带清晰可见后,用数码相机拍照记录.
1.5　条带统计与分析

对聚丙烯酰胺凝胶图像进行人工读图后,将条

带转化为Excel表格上的０,１二维矩阵进行数据分

析.每个 样 品 扩 增 会 有 ２ 条 泳 道,分 别 记 为

H(HpaⅡ＋EcoRⅠ酶切)和 M(Msp Ⅰ＋EcoRⅠ
酶切).同一位点,有条带记为１,没有条带记为

０,只对清晰、重复性好、能明显分辨的条带进行

统计.
依据同裂酶 HpaⅡ和 MspⅠ对CCGG位点甲

基化敏感性的差异,共得到３种条带类型:TypeⅠ
(１,０)H 中有带而 M 中没有带,表示该位点为外部

C半甲基化;TypeⅡ(０,１)H 中没有带而 M 中有

带,表示该位点为内部C全甲基化;TypeⅢ(１,１)H
和 M 中都出现条带,表示该位点为未甲基化或内部

C半甲基化.位点甲基化形式的变化主要有３类:

A．重新甲基化,表示未甲基化的CCGG位点重新出

现外胞嘧啶半甲基化或内胞嘧啶全甲基化或其他甲

基化形式;B．去甲基化,表示原先甲基化的位点发生

了甲基化的消除;C．甲基化形式的改变,CCGG位点

的甲基化形式在不同类型之间变化.

2　结果与分析

2.1　棱变异的 DNA 甲基化变化

为探究火龙果组培苗棱变异现象是否与基因组

DNA甲基化变化有联系,以１３对引物对４个单株

的１２个样本进行 MSAP检测,分别统计各条带类

型及比率(表２).不同棱数(图１)间,基因组CCGG
位点半甲基化比率分别为３．６％、３．６％和３．４％,全
甲基化比率分别为２７．０％、２７．３％和２７．２％,总甲基

化比率分别为３０．６％、３０．９％和３０．５％,应用SPSS
１６．０软件对统计结果进行显著性差异分析发现,在
不同棱数间 DNA 甲基化各类型无显著差异(数据

未列出).说明火龙果组培苗棱数变化与各类型

(typeⅠ、typeⅡ、typeⅢ)条带的比率及基因组DNA
总甲基化比率不存在相关性.

９１
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表２　棱变异组培苗DNA甲基化条带数及比率

Table２　DNAmethylationbandsandratiofrominvitroshootsofdifferentarris

棱数

Arris
单株

Individuals
条带类型 Bandtype(Ratio)

TypeⅠ TypeⅡ TypeⅢ
总条带数

Totalbands
总甲基化比率/％

Totalmethylationratio

三棱

Threearris

La １８ １０２ ２６０ ３８０
Lb １４ １０５ ２７０ ３８９
Lb′ １１ １０６ ２７０ ３８７
Lc １４ １０４ ２６６ ３８４

均值 Mean １４(３．６％) １０４(２７．０％) ２６７ ３８５ ３０．６

四棱

Fourarris

La ２０ １０２ ２６０ ３８２
Lb １０ １０７ ２６８ ３８５
Lb′ ９ １０７ ２７２ ３８８
Lc １６ １０３ ２６４ ３８３

均值 Mean １４(３．６％) １０５(２７．３％) ２６６ ３８５ ３０．９

五棱

Fivearris

La １６ １００ ２６８ ３８４
Lb １０ １０６ ２６６ ３８２
Lb′ １１ １０６ ２７０ ３８７
Lc １４ １０４ ２６２ ３８０

均值 Mean １３(３．４％) １０４(２７．２％) ２６７ ３８３ ３０．５
　注:a,b,c分别代表不同的单株,Lb和Lb′表示它们来自同一单株;总条带数＝typeⅠ＋typeⅡ＋typeⅢ.总甲基化比率＝(typeⅠ＋

typeⅡ)/(typeⅠ＋typeⅡ＋typeⅢ);下同 .Note:a,b,crepresenteddifferentshoots;LbandLb′representedthatfromthe

sameshoot;Totalbands＝typeⅠ＋typeⅡ＋typeⅢ;Totalmethylationratio＝ (typeⅠ＋typeⅡ)/(typeⅠ＋typeⅡ＋typeⅢ);

Thesameasfollows．

图１　不同棱数的火龙果组培苗茎

Fig．１　Pitayainvitroshootsofdifferentarris

　　不同棱数间,位点甲基化形式表现出一定的变

化(图２).进一步对不同棱数间带型变化的统计结

果分析(表３)发现,在３种类型的变化中,位点间甲

基化形式的改变均占有较大比例;与三棱相比,四棱

和五棱的去甲基化位点均高于重新甲基化位点

(２２．２％＞５．６％,２７．８％＞２２．２％);与四棱相比,五
棱的去甲基化位点也同样高于重新甲基化的位点

(４２．１％＞ ２１．１％).因此,随着棱数的增加,DNA
去甲基化位点始终高于重新甲基化位点,即这些位

点的甲基化状态与棱数变化有关.
2.2　培养时间和继代次数对组培苗 DNA 甲基化的

影响

　　组培苗培养２、３、４、５个月后,以８对引物扩增

得到６５１~６６８条带(表４),随着培养时间的延长,外
胞嘧啶半甲基化比率(４．３％→４．５％)和内胞嘧啶全甲

基化比率(１９．８％→２０．４％)均有一定变化,而基因组

总甲基化水平表现出升高的趋势(２４．１％→２４．９％).
组培苗继代４、５、６、７次后,以８对引物扩增得

到６５２~６６５ 条带 (表 ５),与继代时间对基因组

DNA 甲基化水平的影响相似,随着继代次数的增

加,外胞嘧啶半甲基化比率(４．３％→４．１％)和内胞

嘧啶全甲基化比率(１９．８％→２０．９％)有一定变化,
而基因组总甲基化水平同样表现出升高的趋势

(２４．１％→２５．０％).
综上,火龙果组培苗 DNA 甲基化水平,随培养

时间的延长和继代次数的增加均呈现出升高的

趋势.
2.3　赤霉素对组培苗 DNA 甲基化水平的影响

以４对引物对不同质量浓度 GA处理的火龙果

组培苗进行 MSAP检测,总共得到２２０~２２８条带

(表６),随着处理质量浓度的增加,外胞嘧啶半甲基

化(typeⅠ)比率呈现先升高后降低的趋势,而内胞

嘧啶全甲基化(typeⅡ)比率呈先降低后升高的趋

势,DNA总甲基化水平表现出一定的波动.说明这

２种形式的甲基化可以相互调节,从而维持DNA总

甲基化水平的相对稳定.经过检测,随外源 GA 处

理质量浓度的增加,内源 GA 含量也表现出先升高

后降低的趋势(４０６．７、４２４．３、４４０．６、３９８．６、４０９．１
pg/mL),表现出与DNA甲基化变化的相关性.

０２
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　３L、４L、５L分别代表三棱、四棱和五棱,下同.３L,４L,５Lrepresented３arris,４arris,５arris,respectively,thesameasthefollowing．

图２　棱变异甲基化检测电泳图谱

Fig．２　ElectrophoresisprofilesofMASPamplificationfrominvitroshootsofdifferentarris

表３　棱变异组培苗DNA甲基化模式变化

Table１　DNAmethylationpatternsfrominvitroshootsofdifferentarris

类型

Type

带型变化 Patternchange

H M → H M

位点数(比率/％)Numberofsites(Ratio)

３L→４L ３L→５L ４L→５L

重新甲基化

ReＧmethylation

A１ １ １ １ ０ １ １
A２ １ １ ０ １ １ １
A３ １ １ ０ ０ ２ ３

小计 Subtotal １(５．６) ４(２２．２) ４(２１．１)

去甲基化

Demethylation

B１ １ ０ １ １ ３ ５
B２ ０ １ １ １ ２ ２
B３ ０ ０ １ １ １ ３ １

小计 Subtotal ４(２２．２) ５(２７．８) ８(４２．１)

甲基化形式的改变

Changeinmethylation
pattern

C１ ０ １ １ ０ ３
C２ ０ ０ １ ０ １ １ １
C３ ０ ０ ０ １ ３
C４ １ ０ ０ ０ ６ ５ １
C５ ０ １ ０ ０ ３ ５

小计 Subtotal １３(７２．２) ９(５０．０) ７(３６．８)

总变异位点数
(变异率/％)

Totalvariationsites(Ratio)
１８(１．２) １８(１．２) １９(１．２)

　注:H 代表EcoRⅠ/HpaⅡ 酶切组合,M 代表EcoRⅠ/MspⅠ 酶切组合,１表示图谱上出现条带,０表示图谱上没有条带.A１ＧA３,

B１ＧB３,C１ＧC５代表具体的条带变化形式.变异率＝总变异位点数/总条带数×１００％,下同.Note:HrepresentedtheEcoRⅠ/

HpaⅡdigestioncombination．MrepresentedtheEcoRⅠ/MspⅠ digestioncombination．１and０indicatedpresenceorabsenceof

theband,respectively,inthegel．A１ＧA３,B１ＧB３,C１ＧC５representedthedetailedchangeofmethylationpattern．Variationratio＝

Totalvariationsites/Totalbands×１００％,thesameasthefollowing．

１２
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表４　不同培养时间下组培苗DNA甲基化水平变化

Table４　DNAmethylationlevelsofinvitroshootswithdifferentcultureduration

条带类型

MSAPbandtypes

培养时间 Culturetime

２个月２months ３个月３months ４个月４months ５个月５months

TypeⅠ ２８ ３０ ３２ ３０

TypeⅡ １３０ １２７ １３９ １３６

TypeⅢ ４９８ ４９４ ５０６ ５０１

总条带 Totalbands ６５６ ６５１ ６６８ ６６７

外胞嘧啶半甲基化比率/％
HemiＧmethylationratio

４．３ ４．６ ４．８ ４．５

内胞嘧啶全甲基化比率/％
Internalfullmethylationratio

１９．８ １９．５ １９．５ ２０．４

总甲基化比率/％
Totalmethylationratio

２４．１ ２４．１ ２４．３ ２４．９

表５　不同继代次数下组培苗DNA甲基化水平变化

Table５　DNAmethylationlevelsofinvitroshootswithdifferentsubculturecycles

条带类型

MSAPbandtypes

继代次数Subculturecycles

４代４cycles ５代５cycles ６代６cycles ７代７cycles

TypeⅠ ２８ ２８ ２５ ２７

TypeⅡ １３０ １２９ １４０ １３９

TypeⅢ ４９８ ４９５ ４９４ ４９９

总条带 Totalbands ６５６ ６５２ ６５９ ６６５

外胞嘧啶半甲基化比率/％
HemiＧmethylationratio

４．３ ４．３ ３．８ ４．１

内胞嘧啶全甲基化比率/％
Internalfullmethylationratio

１９．８ １９．８ ２１．２ ２０．９

总甲基化比率/％
Totalmethylationratio

２４．１ ２４．１ ２５．０ ２５．０

表６　GA处理对火龙果组培苗DNA甲基化水平的影响

Table６　EffectsofGAtreatmentonDNAmethylationlevelofpitayainvitroshoots

条带类型

MSAPbandtypes

对照 Control

０．０

GA质量浓度/(mg/L)GAconcentration

１．５ ３．０ ４．５ ６．０

TypeⅠ ５ ９ ７ ６ ４

TypeⅡ ５７ ５４ ５７ ５６ ５８

TypeⅢ １６２ １６５ １６０ １６２ １５８

总条带 Totalbands ２２４ ２２８ ２２４ ２２４ ２２０

外胞嘧啶半甲基化比率/％
HemiＧmethylationratio

２．２ ３．９ ３．１ ２．７ １．８

内胞嘧啶全甲基化比率/％
Internalfullmethylationratio

２５．４ ２３．７ ２５．４ ２５．０ ２６．４

总甲基化比率/％
Totalmethylationratio

２７．７ ２７．６ ２８．６ ２７．７ ２８．２

　　进一步对各处理带型变化进行统计分析,发现

不同处理下均存在多个 DNA 位点甲基化形式的调

整,图３显示出部分甲基化形式之间的变化.由表

７可见,DNA甲基化的调整均以不同甲基化形式之

间的转变为主.对总变异位点的统计发现,随着

GA处理质量浓度的增加,变异位点数有所减少,变
异率有降低趋势(３．６％ →４．５％ →３．１％ →２．７％).
表明火龙果组培苗对低质量浓度的 GA敏感而对高
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表７　GA处理对火龙果组培苗DNA甲基化模式的影响

Table７　EffectsofGAtreatmentonDNAmethylationpatternofpitayainvitroshoots

类型

Type

带型变化 Patternchange
对照

Control

H M →

处理

Treatment
H M

位点数 (比率/％)Numberofsites(Ratio)

GA质量浓度/(mg/L)GAconcentration

０→１．５ ０→３．０ ０→４．５ ０→６．０

重新甲基化

ReＧmethylation

A１ １ １ 　１ ０ １ １ １

A２ １ １ 　０ ０ ２ １ ２

小计 Subtotal １(１２．５) ３(３０．０) ２(２８．６) ２(３３．３)

去甲基化

Demethylation

B１ ０ １ 　１ １ ２ ２ １ １

B２ ０ ０ 　１ １ １

小计 Subtotal ２(２５．０) ３(３０．０) １(１４．３) １(１６．７)

甲基化形式的改变

Changeinmethylation
pattern

C１ ０ １ 　１ ０ １ ２ １

C２ ０ ０ 　１ ０ ２ １ １

C３ ０ ０ 　０ １ １ １ １ １

C４ １ ０ 　０ ０ １ １ １

C５ １ ０ 　０ １ １

小计 Subtotal ５(６２．５) ４(４０．０) ４(５７．１) ３(５０．０)

总变异位点数(变异率/％)
Totalvariationsites(Ratio) ８(３．６) １０(４．５) ７(３．１) ６(２．７)

０~６．０表示不同处理的 GA质量浓度,mg/L０~６．０indicatedifferentGAconcentrations,mg/L．

图３　不同GA质量浓度甲基化检测电泳图

Fig．３　ElectrophoresisprofileofMASPamplificationfrominvitroshootsofdifferentGAtreatment

质量浓度 GA敏感性降低.

3　讨　论

3.1　棱变异现象的分析

在离体培养中,畸变或非正常形态植株的出现

是较为普遍的现象,这些变化导致农艺学性状的改

变,对农业生产造成不利影响;另一方面,畸变形态

的出现也为作物育种与改良提供了新的材料[９].在

火龙果组培苗中,变异现象频繁发生,本研究探讨了

火龙果组培苗棱变异现象同 DNA 甲基化变化之间

的关系,结果显示,不同棱数的茎之间,总体 DNA
甲基化水平无差异,CCGG 位点半甲基化和全甲基

化水平也不存在差异,说明火龙果组培苗棱数变化

与基因组DNA甲基化水平不存在相关性.对条带
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图谱的进一步比对发现,不同棱数之间均存在着条

带变化,但由于变化的条带仅占很小比例,所以并没

有引起总体 DNA 甲基化水平的明显变化.实际

上,火龙果组培苗幼茎的棱数变化是非常不稳定的,
不论外植体棱数如何,在增殖后,均可以得到其他棱

数的茎,这很容易让人想到表观遗传,尤其是 DNA
甲基化.稳定的DNA甲基化变异可以在亲子代间

遗传[１０],而不稳定的 DNA 甲基化变异可能表现环

境依赖性,不能在亲子代间传递.很多时候,一些个

体间的DNA甲基化差异位点可能是随机发生的,
也会随机消失[１１],表现出细胞间的甲基化多样性,
而对个体遗传性状并没有实质性影响[１２].

对火龙果不同棱数茎之间的差异位点统计分析

发现,这种差异可能是由于单株间的甲基化多样性

引起的;进一步对位点的变化分析发现,位点间的变

化表现出一定规律,即这些差异位点与棱数变化相

关.本研究中随着茎棱数的增加,DNA去甲基化位

点数在增多,由于去甲基化被认为与基因活化有

关[１３],这些位点的基因可能更活跃一些,推测可能

茎的棱数越多,生理代谢更旺盛.此外,在组培过程

中,也观察到当培养基较硬或培养基开始干涸而营

养成分变少时,组培苗也趋向于形成较少的棱数,当
培养基较软或含水较多时,组培苗则趋向于形成更

多的棱数,甚至玻璃化[１４].在实际栽培中,火龙果

植株几乎全为三棱,但幼芽同样呈现出棱数的变化,
显然,幼芽的生命活动相对旺盛,芽顶端分生组织也

会分泌较多的植物激素而调节植株的生长.
从目前对离体培养畸变材料的研究来看,大多

数畸变出现在具有相对稳定变异的材料,这些变异

可能是永久性的,也可能会持续几个世代,例如马蹄

莲和非洲菊的丛生现象、油棕榈花的畸变等[１２],这
些变异现象被认为与表观遗传相关.其共同点体现

在都可以相对稳定遗传多个世代,而且发现,这种变

异的出现因不同基因型的组培材料而表现不同,即
基因型敏感性;其次,植物激素可以诱导这些现象产

生.与火龙果组培苗棱数变异现象最相近的一个例

子是,在秋海棠的组培中,叶变异形态的出现,即叶

长和宽的变化也是一种不稳定的现象,由畸变叶产

生的子代,叶片又趋于正常水平,这被认为与表观遗

传有关,而且２,４ＧD 可诱导此现象[１２].可见,激素

对这些现象的出现有着不可忽视的影响,结合火龙

果组培及栽培条件下的一些现象,可以认为,棱数变

异这一不稳定性现象的出现,主要是由于营养条件

导致的,其生理生化的变化可能涉及到激素的调节.
3.2　组培苗继代对 DNA 甲基化的影响

作为一种‘trueＧtoＧtype’的遗传方式,离体培养

可以在短期内大量扩增繁殖具有遗传均一性的材

料,为农业生产及科学研究奠定良好的基础;另一方

面,受多种内外因素的影响,变异又是一种普遍存在

的现象.过去的研究已表明,遗传和表观遗传变异

可能会随着时间的延长而积累[１５],而 DNA 甲基化

变异可能会进一步导致遗传变异[１２],如在长期培养

的拟南芥细胞悬浮液中,芽分化能力丧失,检测表

明,细胞常染色质发生了超甲基化[１６].在研究工作

中,由于对材料的需求量大,对材料的继代增殖与离

体保存成为研究工作的基本操作.所以,有必要对

这些材料进行遗传稳定性检测,以确定材料是否发

生了变异.对超低温保存的五叶草莓的遗传稳定性

分析发现,超低温保存的五叶草莓基因组 DNA 没

有发生多态性变化,但DNA甲基化水平降低[１７],对
培养长达２４a的豌豆通过 AFLP和 MSAP检测发

现,变异率分别达到１１％和１８％[１２],而对菊花继代

培养过程中的 DNA 甲基化变化分析发现,亲子代

之间、不同继代次数间均存在不同程度的 DNA 甲

基化变异[１８].可见,培养时间和继代次数对组培材

料的遗传稳定性具有不可忽视的影响,而且由于

DNA甲基化的更加易变性,DNA 甲基化层面的变

异更容易被检测到.
本研究利用 MSAP技术对火龙果组培苗进行

了培养时间和继代次数下的 DNA 甲基化检测,结
果表明,组培苗基因组 DNA 总甲基化水平均呈现

随培养时间延长和继代次数增加而增高的趋势.这

与前人的研究结果一致,例如对不同生理年龄毛竹

研究发现,其基因组 DNA 甲基化水平随着年龄的

增长而增加[１９];而在辐射松胚培养过程中,经过几

次继代培养之后,DNA 甲基化水平明显增加,认为

DNA 甲基化水平增加导致胚发生能力的丧失[２０].
3.3　赤霉素对 DNA 甲基化的影响

赤霉素(GA)属于生物体内的一类四环二萜类

化合物,GA作为植物六大类激素之一,在促进植物

种子萌发、茎的伸长、叶片发育以及花和果实的形

成等方面具有重要作用[２１].在离体培养中,不同种

类的激素和浓度配比都会对培养材料的生长发育产

生影响,进而导致表型的差异[２２].虽然对激素的研

究已取得了深入的进展,但多集中于合成、生理、信
号转导等方面,在表观遗传方面了解的还不多,激素

４２
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与表观调控的关系并不十分明朗[２３].
在植物离体培养过程中,无论是在外植体脱分

化形成愈伤组织,还是愈伤组织经过器官发生途径

或胚状体途径形成再生植株,都是激素协同起作用

的结果.在研究胡萝卜体细胞胚发生过程中发现,

２,４ＧD与细胞DNA的甲基化有关:当胡萝卜悬浮培

细胞在含高浓度的２,４ＧD培养条件下,DNA甲基化

从１６％增加到４５％,DNA甲基化增加,表明对基因

表达的抑制作用增大;当除去２,４ＧD并降低细胞密

度时,DNA 便处于低甲基化状态,可以激活相应的

基因表达[２４].６ＧBA和 GA等激素在植物离体培养

中也广泛使用,同样会引起 DNA 甲基化变化[２５].
本研究中DNA甲基化随外源 GA 的施加表现出一

定规律的变化,不同质量浓度 GA 处理下内源 GA
质量浓度呈现先升高后降低的趋势,表明,施加外源

GA会影响火龙果组培苗 DNA 甲基化状态及内源

GA含量,DNA甲基化则参与了这一调控过程.其

次,不同DNA甲基化形式之间可以互相调节,进而

维持DNA总甲基化水平的相对稳定.随外源 GA
处理浓度增加,DNA 甲基化位点的变异率降低,表
明火龙果组培苗对低浓度的 GA 敏感,而对高浓度

的 GA敏感性降低.
虽然 DNA 甲基化形式表现出一定的变化,但

具体涉及到哪些位点并不清楚,有待后续的进一步

研究.随着对激素调控机制的深入研究,DNA甲基

化参与这一过程的调控作用必将被阐明,可为作物

抗性品种的培育和新种质资源的开发、利用提供新

的思路.
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DNAmethylationvariationofinvitropitaya
shootsanditsresponsetoexogenousGAapplication

LIUPengfei　QIAOGuang　WENXiaopeng

KeyLaboratoryofPlantResourcesConservationandGermplasmInnovationinMountainousRegion,

GuizhouUniversity/MinistryofEducation,InstituteofAgroＧbioengineering,

GuizhouUniversity,Guiyang５５００２５,China

Abstract　BasedonMSAPsystem,weinvestigatedthepotentialrelationshipbetweengenomicDNA
methylationvariationandarrisvariationofinvitropitaya(Hylocereusundatus ‘Zihonglong’)shoots．
DNA methylationlevelsandpatternsweredetectedunderdifferentsubculturedurationandcyclesusing
MSAPmarker．Also,therelationshipbetweenexogenousGAconcentration (０,１．５,３．０,４．５,and６．０
mg/L),endogenousGAcontentandDNAmethylationvariationwereillustrated．Theresultsshowedthat
nosignificantcorrelationwasobservedbetweenarrisandDNA methylationvariation．DNA methylation
levelsofinvitroshootsincreasedalongwiththeelongationofculturetimeandsubculturecycles．TheraＧ
tioofsemiＧmethylationinexternalcytosinewerefirstlyreduced,followedbyanincrease,whichwas
somewhatconsistentwithvariationofendogousGAcontents (４０６．７,４２４．３,４４０．６,３９８．６and４０９．１
pg/mL)．RatiooffullmethylationininternalcytosineofCCGGsitesdemonstratedanegativecorrelation
withthechangeofratioinexternalcytosine,indicatingthat,exogenousGAmightconsiderablyinfluence
theaccumulationofendogenousGA．Furthermore,differentformsofmethylationpatternsmightbeconＧ
vertedtoeachother,andthusremainedthestabilityoftotalDNA methylationlevel．AlongwiththeinＧ
creaseoftheexogenousGAconcentrations,themutationrateofDNA methylationdecreased(３．６％→
４．５％→３．１％→２．７％),whichrevealedthat,DNA methylationvariationofpitayawasmoresensitiveto
lowGAconcentration．

Keywords　pitaya;invitroshoots;DNA methylation;GA;MSAP
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