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普通小麦一簇毛麦6V代换系45S rDNA和
5S rDNA位点的FISH分析
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摘要：采用顺序基因组原位杂交和双色荧光原位杂交技术，对普通小麦一簇毛麦6V代换系K0736的45S rDNA和5S rDNA

基因位点进行了分析。结果表明，该代换系2n=42，有1对簇毛麦6V染色体，为6V／6A代换系，45S rDNA位点有8对，位于7

对染色体上。5S rDNA位点有6对，分别位于6时染色体上。在lAS、lBS、5DS的端部同时存在45S rDNA和5S rDNA位点，并

在物理位置上紧密相邻。同时讨论了rDNA位点的数目和分布位置存在变异的可能因素。
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Abstract：Sequential genomie in situ hybridization(GISH)and double color fluorescence in situ hybridization

(FISH)techniques were used to map physically 45S rDNA and 5S rDNA gene loci in a wheat一日．viUosa 6V／6A sub—

stitution line．The results indicated that eight pairs of 45 S rDNA loci were detected on seven pairs of wheat chromo．

somes，and six pairs of 5S rDNA lOCi were detected on six pairs of wheat chromosomes。respectively．Both 45S and

5 S rDNA signals were collocated closely on the terminal region of the short arm of chromosomes 1 A．1 B and 5 D．At

the same time，we discussed the possible factors of variation about the two types of rDNA in locus number and Iota—

tion in wheat．H．viUosa 6V／6A substitution line．

Key words：Wheat—H．villosa 6V substitution line；rDNA；Sequential GISH and FISH

普通小麦异代换系是利用染色体工程技术，把

携带外源优良基因的染色体转进小麦遗传背景，替

换小麦中1条、1对或多条染色体所形成的品系或

中间种质材料⋯。由于异代换系中外源染色体对

被代换的小麦染色体在功能上具有良好的补偿作

用，而且还带有普通小麦所没有的优良基因，因此异

代换系在小麦遗传改良中具有重要的利用价值。簇

毛麦属禾本科，小麦族，小麦亚族，具有抗白粉病、锈

病、梭条花叶病，抗寒耐旱和高蛋白质含量等优良性

状，是小麦育种中重要的优良基因供体材料。通过

小麦与簇毛麦属间杂交、回交，已选育出硬粒小麦、

普通小麦与簇毛麦的附加系、代换系和易位系，将簇

毛麦的许多有益基因转移到小麦中心。5-。

核糖体RNA基因(ribosomal DNAs。rDNA)是具

有重要功能的保守重复序列，成簇分布于1对或多

对染色体上。通过荧光原位杂交技术将rDNA在染

色体上进行物理定位，不仅可以为核型分析提供一

个稳定有效的细胞学标记，而且可以研究植物种属
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间的进化关系，分析染色体的结构变异等重要的遗

传学问题。在小麦族植物中。45S rDNA和5S rDNA

在普通小麦(r aestivum L．)、黑麦(Secale cereale

L．)、簇毛麦(厦viUosum L．)、中间偃麦草(Thinopy．

rum intermedium(Host)Barkworth&D．R．Dewey)、

波兰小麦(r pofonwum L．)、矮兰麦(z turgidum CV．

Ailanmai)、大麦(Hordeum vulgare L．)等中的定位已

有少量报道一。1“，这些rDNA位点不仅可以用于导

入外源染色体的鉴定，也可用于小麦族植物系统演

化关系的分析。

本研究以45S rDNA和5S rDNA为探针，利用顺

序基因组原位杂交和双色荧光原位杂交技术，对1个

普通小麦一簇毛麦6V代换系的45S rDNA和5S rDNA

基因位点进行分析，检测这2个基因位点在普通小

麦．簇毛麦6V代换系中的位点数目和分布情况。

1材料与方法

1．1 材料

普通小麦一簇毛麦6V代换系K0736是1对簇毛

麦6V染色体代换了l对普通小麦染色体，在6V染

色体短臂上含有小麦白粉病免疫的抗性基因

Pm2I，该代换系由南京农业大学细胞遗传研究所育

成，经过c一分带、染色体配对分析和GISH

鉴定‘3，引。

1．2方法

1．2．1 根尖细胞有丝分裂染色体制片 在22℃的

培养箱中，小麦种子在垫有滤纸的培养皿中用蒸馏

水浸泡24h，露白后转移到4℃冰箱中处理22—

24h，然后转移到22。C培养箱中至根长1—2cm，剪

取根尖置于冰水中处理24h后，用卡诺氏固定液

(无水乙醇：冰醋酸=3：1)固定。制片时，将固定的

根尖用45％醋酸解离15rain，然后切取少许根尖生

长点组织置于载玻片上，加45％醋酸，盖上盖玻片

敲匀后直接压片，相差显微镜下预检。取染色体分

散良好的制片用液氮处理，揭去盖玻片后用70％、

90％和100％乙醇梯度脱水，空气中干燥后用于原

位杂交。

1．2．2探针标记所用pTa71和pTa794克隆分别

含有小麦18S·26S和5S核糖体RNA基因的编码

序列¨}191。pScll9．2是一个来源于黑麦、含有

120bp的高度重复序列，可以鉴别普通小麦B组和

4A、5A染色体瑚】。pAsl是来源于山羊草、含有

1000bp的高度重复序列，可以鉴别普通小麦D组染

色体∽11。通过缺口平移法，pTa71、pScl 19．2和

pTa794、pAsl分别以digoxigenin一11一dUTP和biotin-

12．dUTP标记。簇毛麦基因组DNA按CTAB方法

提取，用digoxigenin．1 1．dUTP对进行标记。标记探

针经0．8％Agarose电泳检测，以明确标记探针片

段的大小。

1．2．3原位杂交与信号检测 荧光原位杂交按

Cheng等¨21的方法，略做修改。每张染色体制片加

70％甲酰胺1001山1，在85℃烘箱中变性3rain后，立

即浸入一20℃70％、90％和100％乙醇梯度脱水，室

温气干。原位杂交混合液(1—2ng／山标记探针，

2×SSC，10％硫酸葡聚糖，50％去离子甲酰胺)于沸

水中变性7rain，立即置于冰上5min以上。每张变

性后的染色体制片加20pA变性杂交液，盖上盖玻

片，37℃保湿杂交过夜。

杂交后，在室温条件下，染色体制片分别置于

2×SSC洗涤1次，1×PBS中洗涤2次，每次5min。

每张染色体制片加1001上1含anti—dig—Rhodamine和

anti．biotin Fluorescein(单色荧光原位杂交加对应的

一种抗体)的l×TNB(0．5moVL Tris—HCI pH 7．5，

0．75mol／L NaCl，2．5％Blocking reagent)，盖上盖玻

片，37℃黑暗条件下，保湿培养60rain。然后在1×

PBS中洗涤3次，每次5min。空气中干燥后，加

15斗l含l斗g／ml DAPI的抗褪色剂，盖上盖玻片。在

Olympus BX61荧光显微镜下，用不同滤光片分别观

察染色体和杂交信号，用CCD(charge coupled de·

vice)摄像机将图像输入到计算机中，用IPLab4．0软

件调节对比度和亮度。

1．2．4顺序原位杂交染色体制片在第1次原位

杂交后，揭去盖玻片，用70％、90％和100％乙醇梯

度脱水，在空气中干燥后进行重复原位杂交，原位杂

交和信号检测同上述实验流程。

2结果与分析

2．1 普通小麦-簇毛麦6V代换系外源染色体的

检测

以簇毛麦基因组DNA为探针，进行有丝分裂中

期染色体GISH，图l—a显示，该代换系的染色体数

目2n=42，有1对6V染色体代换了普通小麦1对

染色体。以pScll9．2和pAsl为探针，进行同一染

色体制片双色原位杂交(图l-c)，结果表明该代换

系为6V／6A代换系。
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Wichita、Cheyenne，普通小麦．黑麦IBL／IRS易位系

79-3435中均检测到5AL和1BL上的45S rDNA位

点，在普通小麦Wichita的3DS上还检测到1个新的

位点。Dvo÷fik等¨副将普通小麦中的5S rDNA定位

在lBS、1DS、5AS、5BS和5DS上，Mukai等¨叫利用原

位杂交技术将普通小麦5S rDNA定位在第1和第5

连锁群染色体的短臂上，在1AS上检测到5S rDNA位

点。簇毛麦中45S rDNA和5S rDNA均只有1个位

点，分别位于簇毛麦染色体1VS和5VS的端部¨孓14】。

本研究表明，在普通小麦．簇毛麦6V／6A代换

系K0736中，3对具有较强杂交信号的45S rDNA位

点分别位于6BS、1BS、5DS，其中6BS、1BS上的位点

处于次缢痕区域，在1AS、7DL、1BL上也检测到45S

rDNA位点，这与前人的研究结果相同。在5AL上

没有检测到45S rDNA位点，但在3DS、2BL上检测

到杂交信号，其中2BL上检测到的45S rDNA位点

在小麦rDNA物理定位的研究中尚未见报道。该代

换系的第1连锁群各染色体短臂上均有1个5S rD．

NA位点，第5连锁群的5BS和5DS上检测到5S

rDNA位点，在5AS上没有检测到该位点，但在3BS

上检测到5S rDNA位点，这个位点在小麦中亦未见

报道。

3．2 45S rDNA和5S rDNA的变异原因

在小麦族植物中，45S rDNA和5S rDNA基因位

点在种间、种内存在着较大变异。Dubcovsky等心”

研究表明，在小麦属植物中次要的45S rDNA位点

在染色体上的位置存在着较明显的变化，并且核仁

组织区(nueleolar organizer region，NOR)也发生了位

置的变换，但是没有发生染色体结构的重组。徐川

梅等¨叫认为异源多倍体物种在由二倍体物种通过

杂交和加倍并经过长期进化形成的过程中。在多倍

体背景下具有强势45S rDNA基因的物种的染色体

组，可能会对较为弱势的物种的45S rDNA基因的

表达起到抑制作用，导致非随体染色体45S rDNA

拷贝数减少，或者直接通过染色体结构变异如缺失、

易位等行为将原始物种染色体随体丢失掉，从而成

为端NOR染色体。Scoles等B引通过对小麦属中几

个种的研究，认为5S rDNA结构的变化可以由转录

间隔区的重复和缺失来解释。Hanson等口叫认为

rRNA基因位点的增加是由于rRNA基因从有rRNA

基因位点的染色体易位到了没有rRNA基因位点的

染色体上。Badaeva等[27 3认为可移动的遗传元素

可能促使了rDNA位点的跳跃而产生新的rDNA位

点。Jiang等"1利用原位杂交技术在普通小麦

Wichita的3DS上检测到1个新的45S rDNA位点，

这个位点可能来自于其他染色体，通过对Wichita

系谱各品系的原位杂交分析，可以提供关于该位点

来源的更多信息。本研究中，在普通小麦．簇毛麦

6V代换系K0736染色体3DS上也检测到45S rDNA

位点，这与Jiang等在普通小麦Wichita的3DS上检

测到的位点类似，同时在2BL上检测到1个新的位

点；在第5连锁群的5AS上没有检测到5S rDNA位

点，但在3BS上检测到5S rDNA位点，3BS上5S rD．

NA位点在已往的研究中未见报道。综合以上研究

结果，可以推断检测到新的rRNA基因位点或产生

rRNA基因位点变异的因素，可能有以下几个方面：

(1)物种或品种的特异性所决定的；(2)FISH方法

及检测灵敏度的差异；(3)物种或品种之间发生染

色体结构变异，如易位、缺失等；(4)多倍体物种形

成过程中，一些染色体上的rRNA基因低拷贝化；

(5)遗传元素促使rRNA位点的移动。
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