基于冷等离子体种子处理技术的苜蓿表观遗传研究
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摘要：天然植物群体中存在着大量的遗传变异，包括遗传物质改变和表观遗传变异，它们是物种赖以生存和进化的源泉。表观遗传变异不涉及植物遗传物质DNA排列书序的改变的变化，这种改变通过有丝分裂和（或）减数分裂分方式来实现植物世代间的稳定遗传。文章介绍了表观遗传学的概念、研究了研究范畴及相关进展，主要从表观遗传变异的重要来源——冷等离子体种子处理技术，总结了基于冷等离子体种子处理技术的表观遗传在苜蓿改良中的应用，阐述了它的具体实施方法，并且提出了展望。
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表观遗传学是研究在遗传物质DNA排列顺序没有发生改变的情况下，通过细胞内DNA某个或者多个节点基因表达发生改变，由此植物的基因功能出现可逆的、可遗传的变异的遗传学分支领域[
]。通过大量的实践证明，这些不能用经典遗传学理论解释的表观遗传变异中蕴含着许多在育种上有重要有益价值的可遗传的变异，这些变异可能与冷等离子体种子处理等非生物胁迫有着十分紧密的关系，对表观遗传的产生机理和遗传规律的进行深入解析，将会有助于表观遗传在作物品种改良和种质资源创新中的有效利用。
1 表观遗传学的概念和研究范畴
表观遗传学(Epigenetics)的概念最初由著名生物学家Conrad H．Waddington在1942提出[
]。表观遗传是指在遗传物质DNA排列顺序不发生改变的情况下，细胞内DNA某个或者多个节点基因表达却发生了可遗传的改变，这种改变不是细胞内遗传信息发生的改变，而是传统意义上遗传信息以外的其它可遗传物质发生的改变，并且这种可遗传的改变可以在细胞发育和细胞增殖过程中能够稳定地传递。表观遗传研究主要集中在DNA甲基化、基因沉默、组蛋白密码、染色质重塑DNA编辑(RNA ed-iting)、核仁显性、基因组印记(genomic mi printing)、休眠转座子激活和非编码RNA调控等方面[
]。表观遗传变异的后果是基因表达发生了大规模的改变，这种改变是可以遗传的，并由此可以产生新的种质资源或者新物种[
]。实现表观遗传变异的一个重要因素是自然环境中的各种生物和非生物胁迫，非生物的环境胁迫主要是冷害、干旱、盐碱胁迫与辐射等。这些可遗传的变异中，蕴含许多在育种上有重要价值的变异，并可能与基于冷等离子体种子处理等物理胁迫因素密切相关，深入解析它的产生机理和遗传规律，将有助于表观遗传技术在作物改良中的有效利用。
2. 冷等离子体种子播前处理技术的概念和应用
2.1冷等离子体种子播前处理技术的概念

等离子体是物质存在的第四种状态，即物质第四态，是一种能量更高的物质聚集态，属于物理学科的范畴。冷等离子体种子播前处理技术是现代物理工程技术在农业生产中的最新有效应用，运用冷等离子体进行农作物种子处理，可以激活种子的内源活性物质，使生物大分子由基态跃迁到激发态，分子能量大大增加，生命力得到激活，种子的发芽势、发芽率得到较大幅度提高，抗逆性增强，使农作物种子得到复壮促生，激活某些基因节点，从而改善品质，提高作物产量。经冷等离子体种子播前处理技术处理过的农作物种子，其产量增加，品质改善，能够实现种子提纯复壮、提高产量[
]。

2.2冷等离子体种子处理在种子育种上的应用
多年来，对于冷等离子体种子播前处理技术在农作物上的育种上的应用，山东省种子有限公司和中国农业大学等有关单位已经开始了尝试，通过使用一定功率的冷等离子体对种子或其他生物体进行处理，不仅可以诱发植物当代性状变化，并且在二代乃至三代依然保持形状改变，并且具有一致性规律。通过反复试验，运用冷等离子体种子处理技术，结合分子标记技术和同工酶鉴定技术进行辅助育种，以及利用杂交优势手段，已经利用该技术培育出了目标性状的农作物新品种。该技术突破了传统育种低水平重复、同质化严重和转基因育种潜在危险，以及太空育种经济投入巨大的缺点，可以缩短育种周期，在育种方法和手段上具有先进性[
]。冷等离子体处理功率人为可控，通过反复试验可以找到某种苜蓿种子某一特定性状的处理功率，能更好地满足选育苜蓿优良品种的需求，克服了传统的育种手段时间长、目标盲目性、育种质量低、育种成本高的弊端，在育种手段上具有创新性。
2.2.1种子对等离子体激活性状的记忆性和活力延续表达性
通过对样机处理过的农作物种子进行实验室和田间育种试验，经过几年的探索，通过蛋白质电泳分析、DNA指纹测定和发芽试验等，初步验证了DNA序列不发生改变的情况下，其生命活力得到激活，并且经过处理的种子对冷等离子体激活性状具有记忆性和活力延续表达性。

2.2.1.1 冷等离子体种子激活处理的特性

（1）非基因改变性：等离子体激活作用是提高了种子的生理活性，激发了种子抗逆基因，如抗旱、抗低温、抗病等基因的表达，这些抗逆性是种子遗传基因里固有的，等离子体激活处理没有遗传基因的改变，只是激发了潜在基因的活力，使得某些基因节点得以充分表达。

（2）时效性：经过冷等离子体处理，种子的能量跃迁之后处于的激发态是一种不稳定状态，有回归到原位的趋势，因此冷等离子体种子处理有一定的时效性。不同作物、不同处理剂量有所差异，一般来说从处理到播种1-3月内有效，再长时间便失去了效应（低温储藏可以延长时效性）。
（3）记忆性和活力延续表达性：通过大量的当代与二代种子的试验表明，被激活的潜在基因通过一个生长季的充分表达后，会产生一定的记忆性，刻在种子里，在下代种植之后，仍然积极表达，具有延续活力。这种对下一代作物的生长产生的积极影响，可以叫做延续活力或者延续表达。这种记忆性和延续表达对于制种业有重大意义，应用该技术，不仅种子当代生产产量高，而且种子质量大幅度提高，潜在基因已经激活并记忆，种子生产性能好，可以广泛应用于植物育种上来。 

（4）可控性：作为一种物理作用，冷等离子体处理种子在不加选择和不加控制情况下，可以产生的效应是多方面的，有正效应、负效应，也可能无效应。在一定时间、一定强度条件下，冷等离子体作用产生有益的正效应，不同作物，不同品种最佳正效应的处理剂量不尽相同，需要在生产上一一研究确定。这种最佳处理条件是可以通过试验研究找到，处理工艺可以严格控制和重复，所以使得等离子体种子处理具备成为一种可控的向有益方向发展的实用技术。

2.2.1.2  冷等离子体激活和诱变的区别
冷等离子体在生物上既用于激活，也可以用于诱变。清华大学邢新会等发明了“一种等离子体对微生物进行诱变育种的方法的发明专利，用等离子体射流辐照待诱变微生物，得到了突变的微生物，这种育种方法在工业微生物诱变育种领域中发挥了极大的作用[
]。冷等离子体在微生物菌种育种上已经得到证实，并得到广泛应用。
冷等离子体激活和诱变的区别在于以下几个方面：
（1）诱变处理在处理时间、处理强度剂量上等方面要大于激活处理，对生物体产生伤害，达到50%的致死率，不能有效地实现量变到质变的过程。

（2）诱变处理剂量不但高，而且范围较宽，剂量掌握不严格。激活处理有严格的适宜剂量和最佳剂量，不同作物，不同品种有所不同，需要通过试验确定和严格掌握。 

（3）激活处理的性状表达是有目标、有方向的，可以出现正效应和最大正效应等有益形状表达，而且处理后的性状表达是整齐一致的，可以通过严格的剂量控制来实现。诱变处理是受伤性的，无法控制变异方向，诱变性状是各种各样多变的，不良变异多于优良变异，在培育过程中再筛选，育成优良品种的几率较低，大约在2%-5%之间。

2.3基于冷等离子体种子处理技术的表观遗传育种的特点
 (1)冷等离子体处理功率人为可控，通过反复试验可以找到某一特定目标性状的某种农作物种子的处理功率，能更好地满足选育农作物优良品种的需求，可以克服传统育种手段时间长、目标盲目、育种质量低、育种成本高的弊端，在育种手段上具有创新性。

(2)利用冷等离子种子处理工艺技术处理亲本种子，能够激发种子的内在活力，实现种子促长、抗逆效果，育成的农作物种子能够提高发芽势、发芽率，增强抗逆性，增加产量，改善品质，可以填补非电离幅射技术在农业科学领域育种应用上的空白。

(3)采用冷等离子体种子处理工艺技术处理农作物育种材料，由于是非电离辐射，不会使基因组DNA序列发生变化，仅通过基因表达发生的改变诱发农作物当代性状发生变化，克服了传统育种同质化严重和转基因作物潜在的危险，在生产上具有极大的发展空间。

(4)采用冷等离子体处理农作物亲本材料，可以根据需求分别获得高产、抗病、抗虫、高品质、抗旱、抗涝等种质资源，属于种质资源的创新，可以丰富农作物种质资源库
。

3. 苜蓿的生物学特性及育种特点和难点
苜蓿是苜蓿属（Medicago）植物的通称，俗称“三叶草”，是一年生或多年生草本植物，稀灌木，无香草气味。有种子1至多数。种子小，通常平滑，多少呈肾形，无种阜。自建国以来到现在，我国只育成苜蓿新品种17个，育成品种数量少，不能满足我国苜蓿生产多方面的需求，因此需要大量进口苜蓿种子。相对于我国而言，美国在1993和1994年两年期间就新育成苜蓿品种多达221个，可以满足全美国50%以上苜蓿品种的要求。近年来，我国育成了抗寒、耐盐、抗霜霉病等优良品种，但真正在牧草生产上推广应用的品种数量少，缺乏高抗病行、高抗逆性、适应集约化栽培的高产苜蓿优良品种[
]。
4. 基于冷等离子体处理技术的表观遗传研究在苜蓿育种中的应用分析

4.1 基于冷等离子体处理技术的苜蓿表观遗传的具体实施方法

利用冷等离子体种子播前处理技术应用于苜蓿种子表观遗传的具体方法是，按选育目标确定的现有苜蓿亲本材料置于冷等离子体处理机内，使用最佳处理功率对苜蓿的繁殖材料进行冷等离子体处理，将处理的繁殖材料在低温干燥条件下保存，以待适时播种。将得到的育种材料进行繁殖加代和田间筛选，逐代选取目标变异。种植时，将处理的单株第1代和未经处理的单株第1代种子同时分区播种，进行对比试验，实时观测植株的农艺性状和变异系数，同时采用分子标记、同工酶鉴定和杂交优势等手段进行辅助育种，进行单株选择，选出优良变异。从第2代开始进行单株选择，实施自交选育。从第3代开始以及以后各代，可以根据株系的稳定度，采用单株选择、集团选择以及混合选择方法，直至育成优良稳定的苜蓿自交系。利用DNA分子标记技术和同工酶鉴定进行行辅助育种。将得到的苜蓿自交系配制杂交组合，根据性状表现以及配合力情况选出杂种优势强、符合选育目标的组合亲本材料作为重点选育材料，再进行自交提纯复壮。提纯复壮是为了为较好的保持苜蓿品种的纯度和优良种性，使其能较长时间地应用于生产，苜蓿常规品种的提纯复壮，主要采用荚行提纯法（又称改良混合选择法），该法简单易行，见效快。这样经过4代左右的选育，可以得到到稳定的自交系，然后进行品比试验和区域试验、生产示范和品质检测等环节，再进行品种技术鉴定，到此，新品种选育工作完成。
通过以上步骤得到产量高，品质好，营养丰富，适口性好，具有抗寒、耐旱、耐盐碱，抗逆性强，根系发达、再生力强，适应性广泛等性状特点的苜蓿新品种，符合预期标准。
4.2 展望
调查和研究结果证明，通过运用基于冷等离子体种子播前处理技术的苜蓿表观遗传技术，可以得到产量高，品质好，营养丰富，适口性好，具有抗寒、耐旱、耐盐碱，抗逆性强，根系发达、再生力强，适应性广泛等性状特点的苜蓿新品种，符合预期标准。由于是非电离辐射，不会使物质分子产生电离，因而不会使种子的基因产生易位，具有生态环保，绿色无污染的优势。
利用冷等离子体处理苜蓿目标亲本,会出现双亲都不具有的新性状，这些新性状的分子基础很可能是基于冷等离子体种子播前处理技术处理的表观遗传变异。进一步深入研究并阐明冷等离子体处理的表观遗传变异和表观遗传调控产生的原因、机制和规律性,对于深入理解冷等离子体处理与进化的关系、冷等离子体处理导致新种形成的机制、新物种驯化途径等问题都具有指导意义[
]。 
总之，要想在苜蓿育种方面有更高的成就，就一定要依靠现代科学技术。冷等离子体种子播前处理技术是一种既能突破传统生物育种低水平重复操作，又不改变基因性状、安全环保的育种手段，将会有大的发展空间[
]。
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