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摇 摇 摘要:冰草是小麦遗传改良的重要野生近缘植物之一,有目标的导入冰草外源优异基因是拓宽小麦遗传基础的有效途径。
前期研究表明:小麦鄄冰草衍生系 II鄄23(2n =38W +6P)由 19 对小麦染色体(缺少 4B 和 7A)和 3 对冰草染色体(2P、4P 和 7P)组

成。 本研究报道从 II鄄23 的回交后代中分离鉴定出 1 个自发易位系 7鄄20。 基因组原位杂交(GISH)鉴定表明 7鄄20 是一个整臂易

位系;经非变性荧光原位杂交(ND鄄FISH)检测发现,小麦的 7A 染色体发生易位;进一步利用小麦 7A 染色体特异 SSR 标记以及

冰草 7P 染色体特异 STS 标记对 7鄄20 易位系中的外源易位片段大小以及易位染色体的组成进行鉴定,确定 7鄄20 为 T7PL·7AL
罗伯逊易位系(Robertsonian translocation line)。 对该易位系与小麦品种 Fukuhokomugi 构建的 BC1F2和 BC2F1世代分离群体进行田

间农艺性状考察,发现该易位系阳性株系和阴性株系在有效分蘖数和千粒重性状上无显著差异,在株高上表现为阳性材料显著低于

阴性材料,但同时出现穗粒数下降的现象。 总之,本研究表明易位系 7鄄20 为 T7PL·7AL 罗伯逊易位,该创新材料不仅为后续利用断

裂—融合机制创制出更多的补偿易位材料提供了理论依据,而且也为今后向小麦中转移冰草优异基因提供了重要的中间桥梁材料。
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Abstract:Agropyron cristatum(L. )Gaertn,as one of important wheat wild relatives,provides gene resources for
wheat genetic improvement. Introducing alien genes from A. cristatum(L. )Gaertn into wheat can broaden the genet鄄
ic basis of wheat. A series of wheat鄄A. cristatum(L. )Gaertn introgression lines were produced in our previous stud鄄
ies,including line II鄄23 that was proved to be an addition and substitution lines with 19 pairs of wheat chromosomes
(absence of chromosome 4B and 7A)and three pairs of A. cristatum(L. )Gaertn chromosomes(2P,4P and 7P). In
this study,a spontaneous translocation line 7鄄20 was identified in the backcrossing progenies of II鄄23. By genome in
situ hybridization(GISH)and non鄄denaturing FISH(ND鄄FISH)technologies,line 7鄄20 was shown to be a whole arm
translocation line,and the translocation occurred on short arm of chromosome 7A. By applying ten pairs of SSR
markers that are targeted to the short arm of wheat chromosome 7A,three pairs of SSR markers presented polymor鄄
phism among the homozygous translocation line 7鄄20,A. cristatum(L. )Gaertn and wheat. As indicated by marker a鄄
nalysis,the short arm of wheat chromosome 7AS was substituted by the alien chromosome segment. To confirm the
size of alien chromosome segment from A. cristatum(L. ) Gaertn,EST鄄STS markers specific for A. cristatum(L. )
Gaertn chromosome 7P in wheat genetic background were used. We found that all of the markers located on the long
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arm of A. cristatum(L. )Gaertn chromosome 7P were amplified in line 7鄄20,whereas other markers located on the
short arm of A. cristatum(L. )Gaertn chromosome 7P failed to amplify PCR products. As a result,the translocation
line 7鄄20 was identified as a T7PL·7AL Robertsonian translocation line. Furthermore,we generated the segregation
populations by crossing the translocation line 7鄄20 and recurrent wheat parent Fukuhokomugi,in order to decipher if
the desirable agronomic traits are present in the alien chromosome segment. The plant height and the kernel number
per spike of the translocation line T7PL·7AL were significantly reduced than those of non鄄translocation plants,
while the fertile tillers and grain weight have no obvious changes. Taken together,this study confirmed that line 7鄄20
was a T7PL·7AL Robertsonian translocation line,which provided the possibility for utilizing alien genes from chro鄄
mosome 7P of A. cristatum(L. )Gaertn in wheat improvement.

Key words:common wheat;Agropyron cristatum;distant hybridization;Robertsonian translocation;ND鄄FISH

小麦是重要的粮食作物之一,在世界范围内被广

泛作为主要食物,为人类提供了接近 20%的热量[1]。
近年来出现的不稳定气候条件对小麦的生产造成了

严重影响。 面对各种生物和非生物逆境,狭窄的遗传

基础成为限制小麦遗传改良主要障碍,并成为了遗传

学家和育种家面临的最大挑战[2]。 为了满足人类对

粮食不断增加的需求,利用小麦野生近缘种中的优异

基因进行小麦的遗传改良成为全世界科学家的共识

和研究热点[3]。 小麦野生近缘植物蕴含了许多现有

栽培品种所不具有的高产、抗病、抗逆等多样性基因

资源,而远缘杂交是将小麦近缘种优异基因转移到小

麦中的有效途径。 实践表明在生产上广泛应用的

T1BL·1RS 易位系是将黑麦 1R 短臂上的抗病、高产

性状转入到了小麦中[4]。 已经报道的位于簇毛麦 6V
染色体短臂的 Pm21 基因是小麦白粉病的重要抗源,
含有该基因的易位系 T6VS·6AL 已在生产上得到应

用[5鄄6]。 此外,通过染色体工程手段已经将山羊草、中
间偃麦草以及新麦草等小麦近缘植物上的优异基因

转移进小麦,不仅拓宽了小麦遗传基础,也为小麦的

育种实践提供了丰富的基础材料[7鄄10]。
冰草主要分布于瘠薄的生境中,具有多花多

粒[11]、耐寒抗旱等优异性状,是小麦的重要近缘种

之一[12鄄13]。 冰草中携带有许多现有栽培小麦不具

有或者已经丧失的优异基因,是小麦遗传改良的重

要资源,因此利用远缘杂交的手段将冰草中的优异

基因转移到小麦中,对小麦的遗传改良具有重要意

义[14鄄15]。 在本实验室前期研究中,已经将冰草 2P、
6P 以及 7P 染色体片段转入小麦,并获得遗传稳定

的易位系材料,这些易位系具有大穗多粒、高抗白粉

病、叶锈病和条锈病等优良特性[12,16鄄20]。
本研究在小麦—冰草衍生系 II鄄23 的回交后代

中获得 1 株小麦—冰草自发易位材料,利用原位杂

交技术(GISH 和 ND鄄FISH)以及染色体特异分子标

记(小麦 SSR 标记和冰草 EST鄄STS 标记)对该易位

系的易位片段来源、易位类型以及易位染色体组成

进行了准确鉴定,并利用不同世代的分离群体对该

易位系进行性状考察和遗传分析,不仅为 7P 染色体

上的优异基因挖掘奠定了基础,同时也为向小麦中

转移冰草优异基因提供了重要的中间桥梁材料。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料

根据本实验室前期研究,II鄄23 是普通小麦品种

Fukuhokomugi(2n = 6x = 42,AABBDD)与四倍体冰

草 Z559(2n = 4x = 28,PPPP)的杂交后代[21]。 Chen
等[22]利用基因组原位杂交技术以及分子标记对 II鄄
23 进行鉴定,结果表明小麦鄄冰草衍生材料 II鄄23 含

有 44 条染色体,其中含 3 对冰草染色体,分别为

2P、4P、7P,并且缺少小麦的 4B 和 7A 两对染色体,
其染色体组成为 2n = 38W + 6P。 普通小麦品种

Fukuhokomugi 是小麦鄄冰草远缘杂交的受体品种,在
本研究中作为轮回亲本与 II鄄23 回交获得 BC1 F2 和

BC2F1分离群体,上述群体被用于易位系 7鄄20 的主要

农艺性状分析。 小麦鄄冰草二体附加系 II鄄5鄄1 和中国

春缺四体(CS N7AT7D,CS N7BT7D,CS N7DT7A)被
用于小麦 SSR 标记的染色体定位。
1郾 2摇 细胞学制片以及原位杂交

小麦根尖细胞中期染色体制片参照 Han 等[23]

的方法完成,将种子萌发后根尖长至 1 ~ 2cm 时剪

下,置于 N2O 中处理,利用 90%的醋酸固定根尖,将
清洗后的根尖用纤维素酶和果胶酶进行酶解,酶解

后将根尖捣碎、晾干,加入醋酸进行溶解,滴片观察。
原位杂交技术流程参照 Liu 等[24] 的方法,利用缺口

平移的方法对冰草基因组 DNA 标记探针,以小麦品

种 Fukuhokomugi 基因组 DNA 作封阻,对小麦背景

下的冰草外源染色体片段进行检测。 非变性原位杂
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交(ND鄄FISH)技术参照 Fu 等[25] 和 Tang 等[26] 的方

法。 利 用 人 工 合 成 探 针 Oligo鄄pTa535、 Oligo鄄
pSc119郾 2 对小麦染色体进行识别。 利用全自动

Zeiss Axio Imager. Z2 正置荧光显微镜 ( Carl Zeiss
Ltd,Oberkochen,Germany)进行分裂相的自动查找,
根尖染色体的 GISH 和 FISH 图像均采集于 MetaSys鄄
tems Coolcube 1m CCD 相机,利用 ISIS( Image pro鄄
cessing)分析软件(Metasystems GmbH,Altlussheim,
Germany)进行图像的处理。
1郾 3摇 分子标记筛选

本研究所用的 18 对小麦 7A 染色体 SSR 引物

序列均来自 Graingene 网站(http: / / www. wheat. pw.
usda. gov / GG2 / index / shtml),所用的 55 对冰草 7P
特异 EST鄄STS 引物的区段位置信息、引物序列和

PCR 扩增程序参照 Zhang 等[27] 的方法。 扩增后的

产物利用 8%的非变性聚丙烯酰胺凝胶进行检测。
1郾 4摇 田间试验与农艺性状调查

普通小麦品种 Fukuhokomugi 与 II鄄23 回交获得

BC1F2和 BC2 F1 分离群体均于 2016鄄2017 年度种植

于中国农业科学院新乡试验基地,行长 2 m,行距

30 cm,株距 10 cm,采用单粒播种的方式,分离群体

分别由 222 个和 121 个单株组成。 植株性状考察参

照《小麦种质资源描述规范和数据标准》 [28]。 利用

SAS 9郾 2 软件(SAS Institute Inc. ,Cary,NC,USA)对
调查数据进行方差分析。

2摇 结果与分析

2郾 1摇 小麦—冰草衍生系 II鄄23 回交后代中自发易

位系的细胞学鉴定

在本研究中,利用冰草基因组 DNA 作探针对

II鄄23 的回交后代植株进行鉴定,在检测材料中获得

1 株小麦—冰草自发易位系,并命名为 7鄄20。 通过

对该材料的不同根尖细胞染色体数目进行统计,确
定该易位系含有 42 条染色体,是一个杂合状态的整

臂易位(图 1B)。 通过对该杂合易位系的自交后代

进行细胞学鉴定,在 98 株 BC1F4代的材料中鉴定获

得 1 个纯合易位系株系(图 1A),由此发现该易位系

中外源染色体的传递并不符合孟德尔遗传规律。

A:纯合 7鄄20 易位系的 GISH 鉴定图;B:杂合 7鄄20 易位系的 GISH 鉴定图;
C:该杂合 7鄄20 易位系的 ND鄄FISH 鉴定图;箭头所指为冰草 7P 染色体片段;蓝色背景为 DAPI 染色信号

A:The identification of homozygous 7鄄20 translocation line by GISH,B:The identification of heterozygous 7鄄20 translocation line by GISH,
C:The identification of the heterozygous 7鄄20 translocation line by ND鄄FISH. The arrows indicate the A. cristatum(L. )Gaertn. 7P chromosomal fragments.

Wheat chromosomes are blue stained by DAPI

图 1摇 罗伯逊易位系 7鄄20 的 GISH 和 ND鄄FISH 鉴定

Fig郾 1摇 The identification of the Robertsonian translocation line 7鄄20 by GISH and ND鄄FISH

2郾 2摇 自发易位系 7鄄20 中易位片段大小以及染色体

结构的确定

为了准确鉴定发生易位的小麦染色体,明晰该

易位系的染色体组成,本研究首先利用 ND鄄FISH 技

术对易位染色体进行了鉴定(图 1C),结果表明该易

位系所包含的 42 条染色体为一套完整的小麦染色

体,其中发生易位的小麦染色体为 7A。 为准确鉴定

该易位染色体的结构组成,选取 18 对小麦 7A 染色

体特异 SSR 标记,其中长臂上分布 10 对,短臂上 8

对,对冰草 Z559、7鄄20 纯合易位系、杂合易位系、小
麦回交亲本 Fukuhokomugi 以及分离后代中不含外

源染色体片段的正常株系进行 SSR 标记的多态性

检测, 结果显示在 7AS 染 色 体 上 有 3 对 引 物

(cfa2049、wmc471、wmc168)对易位系、Fukuhokomu鄄
gi 和中国春缺四体的扩增存在多态性,并且这 3 对

引物对纯合易位系扩增均无特异条带,而在 7鄄20 杂

合易位系和小麦中均能正常扩增(图 2)。 由上述实

验表明在该易位系中缺少小麦 7A 染色体短臂。
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M:DNA ladder;1:冰草 Z559;2:轮回亲本小麦品种 Fukuhokomugi;3:纯合 7鄄20 易位系;4:杂合 7鄄20 易位系;
5:分离后代中不含冰草易位片段的株系;6 ~ 8:中国春缺四体 CSN7AT7D、CSN7BT7D、CSN7DT7A

M:DNA ladder,1:A. cristatum(L. )Gaertn,2:recurrent parent wheat cv. Fukuhokomugi,3:homozygous translocation line 7鄄20,
4:heterozygous translocation line 7鄄20,5:the plant without A. cristatum(L. )Gaertn chromosome fragments in segregation population,

6鄄8:Chinese spring null鄄tetrasomics CS N7AT7D,CS N7BT7D and CS N7DT7A

图 2摇 小麦 7A 染色体 SSR 标记对 7鄄20 易位系的鉴定结果

Fig郾 2摇 The identification of translocation line 7鄄20 by SSR molecular markers on wheat chromosome 7A

为了确定冰草外源易位片段的同源群归属,利
用已开发的冰草染色体特异 EST鄄STS 标记对易位片

段的来源进行鉴定,结果表明该易位片段来源于冰

草的 7P 染色体。 利用 Lu 等[12] 筛选出的 55 对 7P

特异标记结合冰草 7P 分子标记图谱对该易位系的

外源易位片段大小进行鉴定,结果显示只有 7P 长臂

标记扩增正常,表明该外源片段为冰草的 7P 长臂整

臂,染色体区段为 7PL1鄄7PL8(图 3)。

M:DL2000 Marker;1:冰草 Z559;2:轮回亲本小麦品种 Fukuhokomugi;3:纯合易位系 7鄄20;4:杂合易位系 7鄄20;
5:小麦鄄冰草 7P 附加系 II鄄5鄄1;6:小麦鄄冰草衍生系 II鄄23;A:冰草 7P 染色体长臂特异引物对 7鄄20 的扩增结果;

B:冰草 7P 染色体短臂特异引物对 7鄄20 的扩增结果;C:7鄄20 中易位染色体的模式图以及相关引物的位置;红色片段代表 7鄄20 中

易位的冰草 7P 染色体长臂以及对应的 EST鄄STS 标记;蓝色片段代表发生易位的小麦 7A 染色体长臂以及对应的 SSR 标记

M:DL2000 Marker,1:A. cristatum(L. )Gaertn,2:recurrent parent wheat cv. Fukuhokomugi,3:homozygous translocation line 7鄄20,
4:heterozygous translocation line 7鄄20,5:wheat鄄A. cristastum disomic addition line II鄄5鄄1,6:wheat鄄A. cristatum(L. )Gaertn derivative line II鄄23.
A:PCR amplification of EST鄄STS special for A. cristatum(L. )Gaertn 7P chromosomal long arm,B:PCR amplification of EST鄄STS special for A.

cristatum(L. )Gaertn 7P chromosomal short arm,C:mode pattern of 7鄄20 translocated chromosom,red fragment represents A. cristatum(L. )Gaertn 7P
chromosomal long arm and EST鄄STS markers special for the chromosomal fragment,blue fragment represents wheat

7A chromosomal long arm and SSR markers on 7A chromosomal long arm

图 3摇 冰草 7P 染色体 EST鄄STS 标记对 7鄄20 易位系的鉴定结果

Fig郾 3摇 Identification of translocation line 7鄄20 by EST鄄STS markers specific for A. cristatum(L. )Gaertn chromosome 7P
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综上所述,易位系 7鄄20 是由冰草 7P 染色体与

小麦 7A 染色体发生断裂—融合形成的整臂易位,
其中外源染色体片段来源于冰草 7P 长臂,该外源片

段与小麦 7A 染色体长臂发生融合形成易位染色

体,因此易位系 7鄄20 为小麦—冰草 T7PL·7AL 罗

伯逊易位。
2郾 3摇 自发易位系 7鄄20 的田间农艺性状考察

易位系 7鄄20 是从小麦—冰草衍生系 II鄄23 的回

交后代中分离鉴定得到的易位单株,分离当代田间

表现出株高较低、分蘖多等特点。 本研究利用该易

位系与最初完成远缘杂交的受体小麦品种 Fuku鄄
hokomugi 构建了 BC1 F2 和 BC2 F1 世代分离群体,通
过对分离群体的田间农艺性状进行调查与分析,发
现含有冰草易位片段的株系与不含该片段的株系相

比,在千粒重和有效分蘖上两者无显著差异;在株高

与穗粒数性状上,阳性植株的平均值均显著低于阴

性植株(表 1)。

表 1摇 2016鄄2017 年度易位系 7鄄20 的 BC2F1和 BC1F2分离群体农艺性状比较分析

Table 1摇 Agronomic traits analysis of translocation line 7鄄20 based on segregating populations in 2016鄄2017 growing season

群体

Population
基因型

Genotype
株高(cm)

PH
有效分蘖

FT
穗长(cm)

SL
千粒重(g)

TGW
小穗数

SNS
小穗粒数

KNS
穗粒数

GNS
群体大小

Sample size

BC2F1 ( - ) 100郾 19 依5郾 00** 19郾 59 依 4郾 61 10郾 19 依 0郾 74** 37郾 32 依 4郾 17 19郾 53 依 1郾 27** 3郾 87 依 0郾 49** 54郾 01 依7郾 14** 80

( + ) 92郾 13 依 6郾 10 19郾 18 依 4郾 65 8郾 77 依 0郾 74 37郾 94 依 4郾 67 18郾 91 依 1郾 65 3郾 34 依 0郾 53 43郾 56 依 7郾 34 41

BC1F2 ( - ) 101郾 59 依6郾 33** 19郾 38 依 郾 61 10郾 19 依 0郾 93** 41郾 66 依 5郾 87 19郾 87 依 1郾 50** 3郾 93 依 0郾 50** 54郾 54 依8郾 90** 114

( + ) 94郾 93 依 5郾 68 18郾 95 依 5郾 44 9郾 07 依 0郾 93 40郾 04 依 5郾 50 18郾 78 依 1郾 42 3郾 54 依 0郾 55 47郾 00 依 8郾 24 108

利用 SAS 9郾 2 对分离群体的农艺性状数据进行方差分析

Agronomic traits data of segregation populations were analyzed by ANOVA of SAS 9郾 2,Asterisks indicate significance determined by ANOVA for each seg鄄
regating populations,ns,nonsignificant,*:P < 0郾 05,**:P < 0郾 01,PH:plant height,FT:fertile tiller number,SL:spike length,TGW:thousand鄄grain
weight,SNS:spikelet number per spike,KNS:kernel number per spike,GNS:grain number per spike

3摇 讨论

3郾 1摇 本研究为小麦鄄冰草罗伯逊易位系的创制提供

了有价值的证据

远缘杂交是将近缘植物中的优异基因转移到普

通小麦中的一种有效途径,而诱导产生的小麦与其

近缘植物异源易位系是进行小麦遗传改良的必经步

骤。 根据目前的研究报道,常用诱导产生易位的方

法主要有电离辐照、杀配子体诱导以及中国春 Ph1b
突变体诱导等[29]。 Sears 等[30] 在 1956 年利用辐照

的方式获得含有山羊草抗病性状的易位系;Endo
等[31]于 1988 年报道山羊草的杀配子染色体具有诱

导易位的作用,并利用该方法创制了小麦—黑麦易

位系。 电离辐照、杀配子体诱导法具有随机性,诱导

产生的多为非同源易位,在小麦遗传改良中不易被

利用。 中国春 Ph1b 突变体在小麦中可以诱导部分

同源染色体发生配对,因此利用该方法可以诱导外

源染色体与小麦染色体产生同源补偿易位[32]。 由

于其使用过程中会引入中国春背景,对于非中国春

背景材料需要经过多代的回交才能消除背景干

扰[29,33]。 在自然条件下,植物在减数分裂过程中染

色体会出现断裂—融合现象,形成易位染色体[34]。
Liu 等[35]利用染色体的断裂—融合机制在小麦—山

羊草单体代换系的自交后代中鉴定得到一系列罗伯

逊易位材料。 Ardalani 等[36] 利用同样的途径在小

麦—偃麦草 6Eb (6D)单体代换的自交后代中获得

了一个 T6EbS·6DL 罗伯逊易位,而 Rahmatov 等[37]

也通过断裂—融合机制在 2R(2D)的代换系后代中

鉴定得到了 T2DS·2RL 罗伯逊易位系。 Jiang 等[29]

和 Friebe 等[33]的研究显示,利用不同的手段创制出

了各种小麦—近缘种的易位材料,其中通过断裂—
融合机制产生的易位一般都具有较好的补偿性,易
于在育种中得到应用,如小麦育种中被广泛使用的

T1RS·1BL 易位系[4,38]。 本研究揭示在小麦—冰

草衍生系的回交后代会出现外源染色体与另一条小

麦同源染色体间的染色体断裂—融合现象,为今后

利用不同的小麦—冰草衍生材料有针对性的创制具

有良好补偿性的罗伯逊易位材料提供了理论依据。
3郾 2摇 易位系 7鄄20 可作为桥梁材料向小麦中转移冰

草优异基因

通过对易位系 7鄄20 的分离群体进行观察比较,
发现不同世代的材料生长正常,农艺性状稳定,表明

自发易位对小麦的遗传平衡影响较小。 田间表型数

据分析表明在不同世代的分离群体中,含有冰草易

位片段的材料与群体中的正常植株相比,表现为株

高显著降低,并且在千粒重和分蘖上并无显著变化,
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推测在冰草 7PL 上可能存在着降低株高的基因,同
时在这两个群体中发现含有冰草片段的材料均表现

为穗粒数降低现象。 有关小麦近缘植物第 7 同源群

上的优异性状已有相关报道,王秀娟等[39] 在小麦—
华山新麦草 7Ns 异附加系中发现华山新麦草的 7Ns
染色体具有显著降低植株株高的效应;Sarma 等[40]

在创制的 T7DL·7Ag 易位系中发现其携带的叶锈

病抗性基因来源于长穗偃麦草 7EL;Placido 等[41]通

过对 T7DL·7Ag 的易位系进行生理指标测定,发现

7EL 上存在适应水分胁迫的相关基因;另有研究表

明在 7Ee的长臂上还存在赤霉病抗性位点[42鄄44]。 上

述相关报道对冰草 7P 长臂上优异基因的挖掘具有

重要参考价值。 在后续的研究中还需要对该易位系

的高世代材料进行相关表型性状的考察与鉴定。 本

研究报道的 7鄄20 易位系可以作为深入利用冰草 7P
染色体长臂优异基因的一个中间桥梁材料,在未来

的研究中可以采用 Ph1b 突变体策略创制补偿性好

的小片段的易位系,应用于小麦育种。
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