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高静水压处理水稻诱导稳定
遗传变异系的DNA分析
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  摘要:用高压手段诱变水稻品种“毕粳38”,产生了两个稳定的可遗传的变异:变异1,植株

分蘖减少,成熟期较原种提早20d;变异2,植株变高,分蘖增加,籽粒变长,类似于籼稻。对原

种及两个变异进行了ISSR及RAPD分析,结果显示原种及两个变异在ISSR和RAPD的检

测中多态性明显,分别为28.57%和45.98%。变异2的变异大于变异1;ISSR检测中原种与

变异1的平均绝对距离系数为0.0303,与变异2的平均绝对距离系数为0.2613。RAPD检

测中原种与变异1的平均绝对距离系数0.0845,与变异2的平均绝对距离系数为0.4167。研

究结果表明:高静水压可以对高等植物的种子进行诱变,产生在表型上及DNA分子水平上均

可稳定遗传的变异。研究结果首次从DNA分子水平上证明高静水压处理可以产生变异。继

各种化学制剂、各种射线诱变等方法之后,高压不失为一种行之有效的新诱变方法。
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1 引 言

  自从19世纪末人们发现了深海生物起,就开始注意到高静水压对生物体的影响,但直到近20年这

一领域才引起了物理学及生物学界的广泛关注。随着高压理论和技术的发展,高压生物学的研究已经

深入到生物学的多个领域[1],如高压对核酸、蛋白等多种生物大分子结构的影响,高压对微生物代谢的

影响,高压对细胞凋亡的影响,高压技术在食品工业的应用以及深海生物对高压的适应等[2~7]。最早用

高压处理植物种子可追溯到20世纪20年代[8],但当时只是注意到高压对种子发芽的影响。至今为止,
通过高压诱变种子植物的种子并产生可遗传的变异却未见国外报道。

1999年、2001年,徐世平等[9,10]首次连续报道了通过高压对水稻品种粤香占进行诱变,在形态上产

生了明显的可遗传的稳定变异。此外,实验还对水稻的其它品种(如毕粳38)及其它作物(如小麦、大麦

等)的种子进行诱变,都出现了形态上可遗传的稳定变异,但这些变异均缺少分子水平上的证据。为进

一步从DNA 分子水平揭示这种变异的存在,首次同时以 RAPD (Random AmplifiedPolymorphic
DNA)和ISSR(InterSimpleSequenceRepeat)两种手段对毕粳38的两个变异进行了DNA水平变异

的鉴别,发现RAPD和ISSR的多态性是十分明显的。
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自从1990年 Williams建立RAPD及1994年Zietkiewicz建立ISSR方法以来,以RAPD和ISSR
的多态性鉴别种子植物的种及变种就被广泛应用,成为两种最为简便易行、结果可信的常规方法[11]。
同样,在水稻中应用ISSR、RAPD对各地区的野生及栽培品种进行鉴别也是行之有效的[12~14]。

2 材料与方法

2.1 原种

  原种采用毕粳38,贵州省毕节地区农业科学研究所育成并提供,优质杂交粳稻,株高85cm左右,
株型直立,叶色深绿,分蘖较差,平均穗长17cm左右,谷粒饱满,近椭球形,千粒重28.0g,具芒。

变异1:由原种种子约600粒经100MPa压力(保压24h)处理,获30株,1株变异。变异性状:分
蘖减少,熟期提前20d左右。

变异2:由原种种子约600粒经300MPa高压(保压20min)处理,成活16株,1株变异。变异性

状:直立,株高105cm,叶宽、色浓绿,分蘖较多,平均穗长23cm,最长达30cm,粒型类似与籼稻,籽粒

无芒。

2.2 高压设备及条件

  高压设备及条件见文献[9,10]。

2.3 栽培及田间管理

  高压处理后的水稻种子用常规方法催芽、育秧,当秧苗长至4~5叶时插秧。在整个生长期详细跟

踪并记录生长过程中水稻生理和性状变化,主要统计株高、分蘖数、成穗数、穗长、千粒重和产量。对于

变异单株,主要调查变异频率、株型、株高、分蘖数、成穗数、穗长、千粒重和产量,并将种子连续多代种

植,考察变异的遗传性和稳定性。种植过程中适时按常规施用复合化肥与农药。在秧苗初期特别注意

剔除杂苗,收获时单株收割。

2.4 DNA提取

  约20cm苗单株剪取,毕粳38、变异1、变异2各三株,采用上海生工生物工程技术服务有限公司的

SK1252基因组DNA抽提试剂盒单株提取DNA。

2.5 ISSR引物及扩增

  引物的筛选参考文献[12~14],最终选取16个,见表1。ISSR引物由北京赛百盛基因技术有限公

司合成。PCR扩增体系及条件参考文献[12,13]的方法 。PCR扩增体系:每20μL反应体系中含10×
buffer2μL,25mmol/LMgCl22.5μL,2.5mmol/LdNTP2.5μL,ISSRprimer20μM,1UTag,tem-
plateDNA20ng,甲酰胺0.2μL。PCR扩增条件:94℃5min,94℃45s,55℃45s,72℃1.5min,
从第二步循环45次,72℃7min,4℃结束。2%的琼脂糖,TAE缓冲液中电泳。

2.6 RAPD引物及扩增

  引物的筛选参考文献[14],最终选取16个,见表1。RAPD引物由北京赛百盛基因技术有限公司

合成。PCR扩增体系及条件参考文献[12,14]的方法 。PCR扩增体系:每25μL反应体系中含10×
buffer2.5μL,25mmol/LMgCl22.5μL,2.5mmol/LdNTP2.5μL,RAPDprimer20μM,1UTag,
templateDNA20ng。94℃5min,94℃1min,36℃1min,72℃2min,从第二步循环44次,72℃
7min,4℃结束。1.5%的琼脂糖,TAE缓冲液中电泳。

3 结果与分析

  (1)毕粳38经高压产生了两个明显的形态变异(见表2):变异1,见图1(a),与原种同盆栽种的变

异1已抽穗;及变异2,见图1(b)。
在形态上,变异1最明显的变异是分蘖减少,熟期提早20d以上,变异2最明显的变异是植株变

高,分蘖增加,籽粒变长(见图2),类似于籼稻。
(2)ISSR的16个引物中有12个出现了变异的特征带(见图3中3个ISSR的引物),共扩增出112

条带,共有带为80条,以此计算出多态性为(112-80)/112=28.57%。原种与变异1的平均绝对距离

系数(Meanabsolutedistancecoefficient)为0.0303。原种与变异2的平均绝对距离系数为0.2613。
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表1 ISSR、RAPD引物

Table1 PrimerISSR,RAPD

ISSR Sequence RAPD Sequence

ISSR-4 BDB(CA)6 A05 5’---AGGGGTCTTG---3’
ISSR-5 HVH(GT)7 A09 5’---GGGTAACGCC---3’
ISSR-6 DBD(GA)7 A11 5’---CAATCGCCGT---3’
ISSR-7 (CT)8RG A15 5’---TTCCGAACCC---3’
ISSR-9 (CT)8RC A17 5’---GACCGCTTGT---3’
ISSR-15 CCC(GT)6 RA62 5’---GAAGGCCGTG---3’
ISSR-16 GSG(GT)6 RA63 5’---GGGGTACCGT---3’
ISSR-17 CSC(GA)6 RA68 5’---CACCTTCGTT---3’
ISSR-18 GCW(GA)6G RA69 5’---GTCAGGGGAC---3’
ISSR-20 CCAG(TGG)3TG RA70 5’---GGCGCGACTT---3’
ISSR-21 GCGA(CA)6 RA71 5’---GAACCACCCC---3’
ISSR-22 SSWN(GACA)3 D4 5’---CGTTGGCCCG---3’
ISSR-31 (AG)8T D5 5’---CCAAGGGGGC---3’
ISSR-32 (AG)8C D6 5’---TAGGGGCCCC---3’
ISSR-33 (GA)8T D9 5’---TGGCCCCGGT---3’
ISSR-34 (GA)8C D10 5’---AGCCGGCCTT---3’

    Notes:B=C/G/T,D=A/G/T,H=A/C/T,V=A/C/G,R=A/G,S=G/C,W=A/T,N=A/T/G/C

表2 毕粳38、变异1、变异2性状比较

Table2 MorphologicaltraitsofBijing38andMutants1,Mutants2

Rice
Plantheight
/(cm)

Number
oftillers

Lengthof

panicles
/(cm)

Growthperiod
/(d)

Weight/
(1000kernels)

Seedmorphology
Length
/(cm)

Width
/(cm)

Length/

Width
Bijing38 85 12 17.0 130 28.0 0.70 0.41 1.71
Mutants1 76 10 20.5 110 25.0 0.72 0.42 1.71
Mutants2 105 17 23.0 130 19.9 0.85 0.28 3.04

图1 亲本与两个稳定变异的植株(a:变异1;b:变异2)

Fig.1 PlantmorphologyofricecultivarBijing38andthetwostablemutantsobtained(a:Mutant1;b:Mutant2)
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  (3)RAPD的16个引物中有13

图2 亲本与两个稳定变异系的种子

Fig.2 KernelmorphologyofBijing38andthetwostablemutants

个出现了变异的特征带(见图3中3
个 RAPD 的引物),共扩增出87条

带,共有带为47条,以此计算出多态

性为(87-47)/87=45.98%。原种与

变 异 1 的 平 均 绝 对 距 离 系 数 为

0.0845。原种与变异2的平均绝对

距离系数为0.4167。同时,还发现变

异1的三棵植株中有一棵4次出现个

体特异带,变异2的三棵植株中有一

棵12次出现个体特异带。

图3 高压诱导的两个稳定变异系的ISSR和RAPD的分析

(泳道1、2、3分别为从亲本和2个变异系随机选取的3个单株;

ISSR和RAPD引物在胶的底部标出;

m 为100bpDNA分子量标记(MBIFermentas))

Fig.3 ISSRandRAPDmolecularanalysisofthetwogeneticallystablericelines
(Lane1,2and3arerespectivelyBijing38,Mutant1andMutant2;

Theprimersusedarespecifiedonthebottomofthegel;

misthe100bpDNAsizemarker(MBIFermentas)
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4 讨 论

  一般而言,生物表型发生可遗传的变异可能是DNA分子序列改变引起的,也可能是由于基因组的

表观遗传修饰,如染色体改构和DNA甲基化等所引起的[15]。同样,DNA分子序列的改变,也未必都在

生物表型上引起变异,如发生在非转录序列,内含子序列及不引起氨基酸顺序改变的序列。
本实验结果无论从形态上还是从DNA分子水平上看,都确切地证明高压可以引起种子植物的可

遗传变异,且这种变异是多元的。因为我们既发现了多种表型上的变异,并证明了这些表型上的变异同

时发生在DNA分子序列上,又发现了表型上同样变异的植株中DNA分子间在ISSR、RAPD的检测上

的不同。
高压诱变微生物已见报道[3],但未见有关变异机理的详尽阐述。目前认为DNA分子的双螺旋结

构在高压下比蛋白质分子更具有稳定性,共价键在1200MPa压力以下也是稳定的[5],因此,我们认为

在本实验采用的压力下,DNA分子因压力断裂而重排的可能性不大。但吸涨萌动的种子,胚芽细胞处

于分裂前的准备时期,细胞处在DNA复制及RNA转录的状态下,此时压力的增加改变DNA分子复

制的正常环境,很可能导致碱基配对发生错误或在该条件下,修复酶系统的精确性受到影响而引起

DNA分子序列改变;同时DNA分子的空间结构可能在压力的作用下发生改变,导致不同的RNA转录

变化,种子受压后产生一些滞后的生理生化改变,这些都是能够引起DNA分子发生序列变异的因素。
有关变异序列的测序及进一步对变异机理的研究工作正在进行中。
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MolecularAnalysisofStableMutagenesisRiceCultivar
InducedbyHighHydrostaticPressure
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Abstract:Byusinghighhydrostaticpressuretreatment,twogeneticallystablericelineswereobtained
fromthejaponicaricecultivarBijing38.Mutant1ischaracterizedbyitslowersegregationfrequency
and20dlessofmaturationperiodthantheoriginalcultivar.Mutant2ischaracterizedbyitssignifi-
cantlyincreasedheight,increasedtilleringefficiencyandelongatedkernelswhichissimilartowhathas
beenseenforindicarice.ISSRandRAPDanalysesofthesetwomutantsandtheoriginalcultivarre-
vealedthatthereexistssignificantgeneticvariationbetweenthetwomutantsandtheoriginalcultivar,

eachwith28.57%and45.98%polymorphicbandsrespectively.ThegeneticdiversityinMutant2is
significantlyhigherthaninMutant1.ISSRanalysisindicatedthatthemeanabsolutedistancecoeffi-
cientbetweentheoriginalcultivarandtheMutant1is0.0303,whilethatbetweentheoriginalcultivar
andtheMutant2is0.2613.RAPDanalysisdemonstratedthatthemeanabsolutedistancecoefficient
betweentheoriginalcultivarandtheMutant1is0.0845,whilethatbetweentheoriginalcultivarand
theMutant2is0.4167.Thesestudieshaveprovidedstrongevidencethathighhydrostaticpressure
couldinducemutagenesisduringseedgerminationandthephenotypes,andgenetictraitscanbestably
passedontotheprogeny.Thisisthefirsttimewehaveshownatmolecularlevelthattreatmentby
highhydrostaticpressurecaninducegeneticallystablemutationsinhigherplants.Inadditiontoavari-
etyofchemicalandX-raymutagenicmethods,highhydrostaticpressuremightaswellbeprovenas
anotherefficientmethodformutagenesis.
Keywords:highhydrostaticpressure;mutation;rice;ISSR;RAPD
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