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小麦．簇毛麦属问染色体易位系的高效诱导

曹亚萍1’2，别同德3，陈佩度2，范绍强1，周元成1，张姝敏1

(1山西省农业科学院小麦研究所。I临汾041000；2南京农业大学／作物遗传与种质创新国家重点实验室，南京210095：

3江苏省里下河地区农业科学研究所，扬州225007)

摘要：利用”Co．y射线以不同剂量照射硬粒小麦·簇毛麦双二倍体即将成熟的花粉，将其授于母本中国春，创造出一批包含

小麦一簇毛麦易住染色体的材料，对这些材料用中国春进行连续回交或自交，可有效保留簇毛麦染色体片段。实现外源基因的

转移。研究结果表明，”Co'／射线照射花粉后产生易位染色体的频率因荆量不同而有显著差异，12 Gy和8 Gy剂量照射后杂交

的M。群体中，产生小麦一簇毛麦易位染色体的单株分别占调查总数的76．7％和50．0％，均显著高于用其他方法创造易住的频

率，并且12 Gy较8 Gy产生了更优的易住类型；创制的易位染色体有67．6％可以从M。传递到BC。，BC。的易位染色体有

96．4％可传递到BC2；在回交后代中，加以人为选择，整条簇毛麦染色体很快丢失，至BC：F：即有纯合易位株出现。
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Abstract：A set of materials with Triticttm aestivum。Haynaldia villosa translocation chromosomes were created

using CV．‘Chinese Spring’(CS)as female and Triticum durum·Haynaldia villosa amphiploid as male whose pollen

was treated with∞Co．1．ray in different dose．Then the set of materials were backcrossed with CS or self-crossed，日．

villosa chromosome segments were reserved in M l or BC I SO that alien genes were transferred into wheat．The results

showed that frequency of induced translocation chromosomes were significant different using different irradiation do—

ses of”Co-7一ray．The plants with Z aestivum一鼠villosa translocations i，lduced by 12 Gy and 8 Gy hold 76．7％

and 50．0％in MI generation，respectively，and better translocations types were induced by”Co一1一ray with 12 Gy

dose．67．6％of these translocations were passed from M1 to BCl'and 96．4％from BCl to BC2．Alien whole ehro—

mosomes were rapidly lost，some pure translocations were obtained in BC2 F2．
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Pure translocations

簇毛麦(Dasypyrum villosum，2n=14，VV)是小

麦的一个野生近缘种。原产于地中海沿岸和高加索

地区，为一年生二倍体异花授粉草本植物，它不但抗

小麦白粉病、锈病、全蚀病、眼斑病及梭条花叶病毒

病等m21，而且还具有分蘖力强、抗寒耐旱、密穗多

花、子粒蛋白质含量高等特点‘3正3。自20世纪70

年代起，许多科学家采用多种途径致力于将簇毛麦

优良基因向小麦转移的研究，目前已创造出涉及2V

(3DS·2VL、2VS·7DL、6BS·6BL一2VS)、4V(4VS·

4DL、3AS·4VL、4VS·4VL．4AL)、6V(6VS·6AL、
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6VS·6DL)的几个易位系，其中携有抗向粉病基因

Pr021的6VS·6AL易位系已在生产上得到应用，但

这些易位系与簇毛麦丰富的基因资源相比还是太

少，并且多为整臂易位类型。由于簇毛麦V基因组

与小麦的A、B、D染色体组亲缘关系较远，它们之间

很难发生染色体配对、交换和基因重组一41，这在一

定程度上限制了簇毛麦优良基因的转移。为了充分

利用簇毛麦的遗传基因源，本研究将硬粒小麦一簇毛

麦双二倍体作为桥梁亲本，采用60C01射线照射花

粉的方法，试图提高簇毛麦与小麦染色体间易位的

诱导效率，并使易位染色体在小麦背景中有效传递，

以创造涉及各条簇毛麦染色体不同部位、不同大小

片段的易位系，为外源基因的精细定位和高效导入

创造新的遗传材料奠定基础。

1材料与方法

1．1试验材料

母本为普通小麦中国春(Chinese spring，CS，

AABBDD)；父本为硬粒小麦．簇毛麦双二倍体¨0]

(AABBVV)，简称硬簇麦，由南京农业大学细胞遗

传所用硬粒小麦(Triticum durum，2n=28，AABB)和

簇毛麦(Dasypyrum villosum，2n=14，VV)合成。

1．2研究方法

在硬簇麦花粉即将成熟时，选择发育一致、中部

小穗花药微黄的穗子，带茎剪取后插入盛水的三角

瓶中(牛皮纸包裹以便茎部遮阴)，用”c07射线8

Gy和12 Gy 2个剂量照射(剂量率100 rad／min)。

采集照射后的新鲜花粉授于已去雄的中国春适龄柱

头上，收获杂交种M。；同时将未经照射的硬簇麦花

粉授于已去雄的中国春，收获对照F。种子。

对M，和F．群体用基因组原位杂交方法检测有

丝分裂中期染色体，统计含有小麦-簇毛麦易位染色

体植株的频率。选择含有小麦-簇毛麦易位染色体

的部分单株用中国春的花粉进行重点回交，观察其

易位染色体在BC。能否重现；对含有易位染色体的

BC，单株用中国春连续回交，研究易位染色体的传

递频率。在回交后代中，重点对仅具单条外源易位

染色体的单株进行自交，以尽快获得纯合易位系。

1．3根尖染色体制片

种子在垫有湿滤纸的培养皿中发芽，待根长

1—2cm时，剪取2条种子根，放入盛冰水的指形管

中，0℃预处理22～24h；处理过的根尖经滤纸吸去

多余水份，用卡诺氏固定液(3份95％乙醇：1份

冰醋酸)固定2—7d；取出根尖，用45％醋酸解离2

—3min后压片，相差显微镜下预检，选择染色体分

散良好的制片放入一70。C冰箱冷冻30min以上；揭

片后用无水酒精脱水6min，气干后用于基因组原

位杂交(GISH)。剪取根尖后的幼苗移至大田继续

生长。

1．4基因组原位杂交

簇毛麦总基因组DNA提取采用CTAB法，探针

标记采用缺刻平移法，荧光原位杂交参照陈佩度

等⋯’、Jiang¨引的程序。杂交制片洗涤后用碘化丙

锭套染，在Olympus BX60型荧光显微镜下用450—

490nm激发光波长检测，簇毛麦染色体旱绿色(图l

呈浅色)，普通小麦染色体呈红色(深色)，用SPOT

CCD(charge coupled device)摄像系统获取图像。

2结果与分析

2．1 花粉辐射高效诱致小麦-簇毛麦染色体易位

用GISH方法检测经”c07射线照射的硬簇麦

花粉杂交得到的2个M．杂种群体和对照F，群体，统

计各群体中每个单株的易位染色体数目。从表1可

以看出，在2个辐射剂量(8 Gy和12 Gy)处理得到

的M．群体中，含有易位染色体植株的频率分别达到

50．0％和76．7％，而在对照群体中未检测到易位染

色体，说明60C01射线处理硬簇麦花粉是一种高效

诱致小麦．簇毛麦染色体易位的方法。表1数据同

时表明，辐射剂量对易位染色体的产生具有显著效

应，从易位株频率和单株平均易位染色体数这两个

指标来看，12 Gy剂量的辐射效应比8 Gy产生了更

高的变异，分别为76．7％和1．76个。

表l 不同辐射剂量对小麦与簇毛麦染色体易位的诱导效应

Table l Effects induced by different radiate doses for L aestivum-日．villosa translocation chromosomes
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根据簇毛麦染色体片段长度及易位断点所处位

置．将易f靛染色体划分为5类。即外源整臂易位染色

体(Hv·w)、外源大片段易位染色体(Hv·Hv—w)、

外源小片段易佗染色体(Hv．W·w)、外源巾间插入

易位染色体(w．Hv．w)和外源两端易位染色体(Hv．

W-Hv)。从农2叮以看}}j，与8(；y相比，12 Gy剂量

照射产生了更多的外源两端易位(大、小片段易位)

和插入易位类型。这些易位在通常情况F较外源整臂

易位更难获得，对于育种研究和基因定位也更有利用

表2不同易位类型产生频率

价值；而8 Gy则产生了相对较高的外源整臂易位类

型(27．88％)。

2．2小麦·簇毛麦易位染色体的传递

为探明辐射得到的小麦．簇毛麦易位染色体是

否能稳定地传递给后代，在M．选择15个含有易位

染色体的单株，涉及37条易位染色体，对其作重点

回交，在BC．用GISH共检测到其中的25条，表明辐

射处理得到的易位染色体有67．6％可传递给后代

(表3)。

Table 2 Frequency produced with different translocation chromosome types (％)

在BC．再次选择19个含有易位染色体的单株

(涉及28条易位染色体，图1)，用巾同存j1：常花粉

与其M交，研究易化染色体传递给B(：：的几率。结

果在检测的28条易位染色体中，有27条能稳定地

传递给后代，只有1条整臂易位染色体(T19)在后

代中未能检测到，各种类型的易位染色体从BC。至

BC，的重现牢达到了96．4％。上述结果表明易位染

色体在世代问有较高的传递率，并且随着回交世代

的增加而提高，证明用花粉辐射创制的小麦一簇毛麦

易位染色体·旦产生，就可以在回交后代中较好地

传递。

本研究还观察到不同易位染色体的传递率有很

大差异，在BC：检测到的27条小麦．簇毛麦易位染

色体中，外源整臂易位染色体T21的传递频率最高，

达80．o％．外源大片段易位染色体T16传递频率最

低。只有29．2％。

2．3纯合易位系选育

在杂种M．，每个单株都是完全不育的，并且回

交结实率很低，一般在6％左右。易位株的基因型

基本上包含了完整的V组染色体，以整条外源染

色体所占比例较大，如图2(左图)所示的1株M，

根尖有丝分裂中期，包含5条完整的簇毛麦染色

体、1条外源小片段易位染色体、1条外源大片段

易位染色体以及1条外源中间插入易位染色体。

随着回交世代的增加，加上人为定向选择，整条

外源染色体较快丢失，育性逐渐恢复，如果BC．种子

量较多(15粒以上)，可从中筛选到包含少数外源染

色体或片段的单株，如图2右图(1株BC．根尖有丝

分裂中期)中仅包含1条完整的簇毛麦染色体、1条

外源小片段易位染色体和l条外源大片段易位染色

体；对其再继续回交并保证较大的BC，群体(20株

以上)，又可筛选到普通小麦背景中只包含1条小

麦一簇毛麦易位染色体的单株；将这些单株自交，如

果育性正常，可在BC：F：检测到小麦一簇毛麦易位染

色体纯合的单株，图3即是本研究得到的两个纯合

易位株根尖有丝分裂中期的GISH照片。
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杰等¨引对普通小麦与硬粒小麦。簇毛麦双二倍体的

杂种幼胚愈伤组织进行辐射处理，易位诱导频率也

仅达7．4％，并且所得到的外源易位多为整臂易位

类型；Wang等‘驯以小滨麦代换系和小麦．中间偃麦

草附加系为供体，分别利用杀配子染色体和低剂{妻

(10 Gy)1射线辐射花粉诱导小麦异源易位系，外源

染色体发生结构变异的频率分别为5．08％和

8．47％；Zhou等。2卜22 o用1射线照射继代1年的簇毛

麦愈伤组织，以其为供体在PEG诱导下与济南177

原生质体进行^r融合，最高诱变频率也只有25．0％。

本文利用”CoT射线8 Gy和12 Gy 2个剂量照射硬簇

麦未成熟花粉，授于母本中国春，M．中易位染色体的

诱导频率分别高达50．0％和76．7％，与前人创造外

源易位染色体的效应相比有显著提高。

本研究采用花粉辐射诱导的易位染色体，多为

非补偿性易位，外源染色体不能完全补偿小麦染色

体，因而含易位染色体的配子生活力降低，直接影响

受精能力，易位染色体的传递率必然低于理论值。

M。的基本组成是AABBDV，D、V染色体组的染色体

和新形成的易位染色体大多以单价体形式存在，在

形成配子时表现为除了有部分单价体移向某一极，

包含在形成的雌配子中外，还出现单价体在后期I

落后，滞留于赤道板上形成微核，最终未能包含在配

子核中而丢失；或落后的单价体在着丝粒处断裂而

形成端体、微核，或与另一断裂染色体融合产牛新的

易位染色体。因此，在M．检测到的易位染色体，只

有遗传补偿性相对较好的能够传递至BC，，重现率

相对较低(67．6％)；而在Bc㈨遗传研究中，因保留

的易位染色体具有可传递性，重现率大幅度提高

(96．4％)，经分子标记鉴定，这些易位染色体涉及

到簇毛麦染色体1 V～7V不同部位、不同大小片段。

选择小麦背景中仅含单条易位染色体的材料，在其

自交后代中即可检测到纯合易位系。

在本研究中，采用较高辐射剂量(12 Gy)促使

簇毛麦与小麦染色体问易位频率增加，通过分子原

位杂交(GISH)快速准确检测外源易位染色体，运用

连续定向回交加速易位染色体的传递和纯合，大大

提高了属间染色体易位的创造效率。高频率创制异

源易位染色体是种质创新的基础，易位染色体的可

传递性是种质创新的关键，纯合易位系选育是种质

创新的目标，本研究将这三方面丁作有机结合，构建

成一个利用辐射种属问双二倍体花粉高效诱导种属

间染色体易位的技术体系。
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