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小麦
一

多枝赖草单体异附加材料减数分裂期外源

染色体的行为研究
肠
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北京市农林科学院北京农业生物技术研究中心
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摘要 通过细胞学观察和基因组原位杂交技术分析了小麦
一

多枝赖草单体异附加

材料减数分裂期外源染色体的遗传行为
.

研究结果表明
:
在减数分裂中期

,

附加的多

枝赖草染色体在一定程度上千扰小麦同源染色体的正常配对
,

出现 了未配对的小麦

染色体 ;在减数分裂后期
,

50
.

2% 一 35
.

6% 的外源染色体随机走向一极
,

19
.

5% -

20
.

9 % 的外源染色体提早分裂
,

多枝赖草染色体落后和断裂的频率分别为 19
.

8% -

21
.

1%和 7
.

9 % 一 or
.

5%
,

同时有少量小麦染色体也发生了不规则分裂现象
,

表明附

加的多枝赖草染色体也影响了小麦染色体后期的正常分离
,

这为小麦与多枝赖草染

色体间产生易位提供了条件
.

关键词 小麦 多枝赖草 单体异附加 减数分裂 基因组原位杂交

近年来
,

在小麦栽培品种的更新推广过程中
,

出现种内的遗传基础变窄
,

多样性较差
,

对生

物和非生物危害因素的耐性降低
,

从而影 响小麦品种进一步改 良
.

而小麦 的野生近缘种属含

有许多与丰产
、

优质
、

抗逆等有关的优 良基因
.

利用这些近缘种有利基因的有效途径是创制携

带具有 目标性状的易位系〔`〕
.

目前
,

国内外 已通过各种途径创制出多种材料的易位系 z[]
.

在

前人研究的基础上
,

赵茂林于 199 4 年提出并实施
“

单体异附加材料花药培养创制易位系
”

的方

法 s[]
,

目的是把单体异附加系雄配子染色体发生 的易位
,

经花药培养纯合加倍
,

在后代中迅

速选育出稳定的易位系
.

在单体异附加材料中
,

附加的外源染色体在减数分裂期的遗传行为

如何? 它是怎样诱导异源易位的产生呢 ? 本研究通过基因组原位杂交技术和细胞学分析
,

研

究小麦
一

多枝赖草单体异附加材料减数分裂期外源染色体的遗传行为
,

为揭示外源染色体与小

麦染色体间发生易位的规律提供依据
.

1 材料和方法

1
.

1 实验材料
iL n e

24 是一个抗黄矮病的小麦
一

多枝赖草二体异附加系 ( Z
n 二
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,

由北京农业生物
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二
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1 2且 )
,

分别 由中国农业科学院作物品种资源研究所和北京农林科学院作物所提供
.

1
.

2 实验方法
1

.

2
.

1 单体异附加材料的制备 莱州 9 53 或京 41 1 为母本与 iL n e2 4 杂交
,

所获杂种即为单体异

附加材料 ( Z
n = 4 3 = 2 1 11 + 2 1 )

.

1
.

2
.

2 染色体减数分裂细胞学分析 花粉母细胞 (MP )C 减数分裂前
、

中和后期染色体制片的

取材和方法见文献【4〕
,

对减数分裂中期染色体构型和后期不规则分裂行为 (落后染色体
、

提早

分裂和不对等分离现象 )进行统计囚
.

1
.

2
.

3 染色体基因组原位杂交 参照 hz an g 等的实验程序困
,

以地高辛标记多枝赖草总基因

组 DN A 为探针
,

以普通小麦中国春基 因组 为封组 DN A
,

与分散清晰的单体异 附加材料花粉母

细胞减数分裂前期
、

中期和后期 的染色体进行原位杂交
,

并以二体异附加系 iL en 24 和小麦亲

本京 41 1 为对照
.

2
。

1

结果与分析

小麦
。

多枝赖草单体异附加材料减数分裂期的细胞学观察

2
.

1
.

1 附加外源单价染色体在减数分裂中期的行为 由 h n e
24 分别和小麦京 4 1 1

、

莱州 9 53

杂交
,

所获 F l
代杂种分别为 94 1 和 934

,

其染色体数为 43
,

是小麦
一

多枝赖草单体异附加材料
.

从两者花粉母细胞减数分裂中期 工染色体构型来看
,

二价体出现频率比预期值有所下降 (表

1 )
,

其中 934 的二价体出现频率仅为 20
.

36
,

低于预期值 21 ;而单价体的出现频率为 2
.

28
,

高于

预期值 1
.

在个别细胞 中
,

可观察到 5 个单价体
,

这表明附加的外源单价体在一定程度上可以

干扰小麦染色体正常配对
.

从表 1 可以看出
,

二体附加 系 h ne 24
、

小麦亲本京 4 n 及单体异附

加系 94 1
、

934 减数分裂 中期相中几乎未观察到多价体的出现
,

表明小麦染色体遗传背景 中未

发生染色体间的易位
.

表 1 单体异附加材料及亲本减数分裂中期 工染色体构型

材料 染色体数 染色体组成 观察细胞数 a)
染色体构型 b)

Z n 二 2 1 11

Z n = 2 1 11 + Z L

京 4 11 x U n e 24 Z n = 2 1 11 + I L

莱州 95 3 x U n e 24 4 3 2。 二 2 1 11 + I L

单价体

0
.

以

(0
一 2 )

0
.

05

( 0 ~ 2 )

1
.

2 8

( 1
一 3 )

2
.

2 8

( l 一 5 )

二价体 三价体 四价体

20
.

9 8

( 2()
一 2 1 )

2 1
.

9 8

( 2 1 一 22 )

20
.

86

( 20
一 2 1 )

20
.

36

( 19 一 2 1 )

a) 表中 lL 示 一条多枝赖草染色体 ; Z L示一对多枝赖草染色体
.

b) 数字表示相应价体在不同细胞内的分布平均个数
,

括号内数字为个数范围
,

一未观察到

2
.

1
.

2 附加外源单价染色体在减数分裂后期的行为 在减数分裂后期
,

二体附加系 U n e 2 4 中

附加的一对外源染色体在 95
.

9 % 的 PM C 中分离正常
,

即配对的 2 条外源染色体分别走 向两极

(表 2)
.

由京 4 1 1
、

莱州 953 分别与 iL n e 24 杂交 获得 的单体异附加材料中
,

分别有 37
.

9 % 和

54
.

5% 的 MP C 中单条外源染色体随机走 向一极
,

形成 21 / 22 的分离情形
.

在这 2 份材料中
,

分
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别有 31
.

8% 和 1 2
.

0% 的细胞含有落后染色体
,

一般为 1 一 3 条 (图版 I ( a) )
.

同时分别有 12
.

1%和 12
.

7% 的细胞中单价体在中期 I形成姐妹染色单体
,

有的细胞出现 2 个姐妹染色单体
,

有的则出现 4 个姐妹染色单体 (图版 I ( b) )
.

另外
,

还观察到 7
,

3 % 一 9
.

1% 的细胞中有染色体

断片
,

表明附加的单条外源染色体不仅干扰小麦染色体的正常配对
,

还影响小麦染色体后期的

正常分离
.

在减数分裂后期 11
,

一些细胞中出现提早分裂的染色体 (图版 工 (
。
) )

,

有的断裂或

落后
,

在末期 fl 微核出现比例较高 (76
.

3% 一 81
.

2% )
.

但在这些细胞中哪些染色体是外源的
,

哪些是小麦染色体发生的不规则分裂现象仍不清楚
.

表 2 单体异附加材料减数分裂后期 工染色体分裂情况及末期 n微核比例 (% )

后期工
材料

后期工
微核率

21 / 22或 22 / 22 提早分裂 落后 断裂 其他

7

:3
.37681

口口1且ù、曰

…
110
`

43

:8
22131q

ù
Qùō、ù953754U ” 曰4

京 4 1 1 x U n e川

莱州 9 53 x L泊e 24

12
.

1

12
.

7

9
.

1

7
.

3

2
.

2 小麦
一

多枝赖草单体异附加材料减数分裂期的基因组原位杂交

2
.

2
.

1 间期
一

中期 I 的染色体基因组原位杂交 对 2 份单体异附加材料花粉母细胞减数分裂

间期制片进行基因组原位杂交分析
,

发现高度丝状的染色质成团
,

红色的小麦染色质背景下可

以清晰地观察到黄色多枝赖草染色质
,

并用小麦
一

多枝赖草二体附加系作对照 (图版 工 ( d ) )
.

随着时期的后移
,

染色质收缩成染色体
,

到终变期能分清二价体和单价体 (图版 I (
e
) )

.

中期

的染色体形态较好
,

个别细胞中出现 3条单价染色体
,

包括小麦染色体未配对的单价体和 1条

外源染色体 ;大部分细胞 中含有 21 对呈红色的小麦二价体
,

和 1条呈黄色的多枝赖草单价体

(图版 I ( f ) )
.

2
.

2
.

2 后期 I 一
末期 I 的染色体墓因组原位杂交 通过基因组原位杂交技术

,

可以明确哪些

不规则分裂现象是外源染色体
,

哪些是多枝赖草干扰小麦染色体而形成的
.

研究结果表明 (表

3)
,

30
.

2% 一 35
.

6% MP C 中的外源染色体随机走向一极
,

通常是 22 条染色体一极含有黄色多

枝赖草单价体 (图 1 ( g ) )
.

在所观察的细胞中
,

多枝赖草姐妹染色体提早分裂的频率为 19
.

5 %

一
20

.

7 % (图版 工( h)
,

工( i ) )
,

这些提早 分裂的姐妹染色单体有 的分别走 向两极
,

有的在末期

公满后
.

多枝赖草染色体落后 和断裂的频率分别为 19
.

8% 一 2 1
.

1% 和 7
.

9% 一 10
.

5%
.

在 2

表 3 单体异附加材料花粉母细胞减数分裂后期工的基因组原位杂交结果 a)

材料 观察细胞数 不对等分离 提早分裂 落后 断裂 不能确定
. . , 目目 , . . . . . . . . . .

一

一
目 . . . . . , ~ . . . . , .

1
.

1气 6 L
:
2 0

.

7 L
:
19

.

S L
:
7

.

9

京 4 1 1 x l j l l日 4 10 1 W :

L场 :
竺

,

L W

L : 2 1
.

1

W : 2
.

0

L从I : 2
.

0

L : 10
.

5

”间195:WWL:L

莱州 95 3 减 U n e 24 86

a) L
,

W 和 LW 分别代表多枝赖草染色体

同类型不规则分裂现象的频率 (% )

W : 2
,

3 W : 1
.

2 W : 2
.

3 3
.

5

`
.

_
.

_
.

_
.

巡已 乙
_

.

_ 卿 ; 1 巨-

一卫巡丝卫一一一一一一一一
、

小麦染色体和同时具有多枝赖草和小麦染色体
,

其后 的数字表示它们出现不
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份单体异附加材料 中有少量小麦染色体也发生 了提早分裂
、

落后及断裂等不规则现象
.

多枝

赖草和小麦姐妹染色体同时提早分裂 的频 率为 1
.

2% 一 4
.

0%
,

两者同时断裂的频率为 2
.

0 %

一 4
.

7%
,

这可能为其产生易位提供了条件
.

2
.

.2 3 后期 l 一
末期 亚及四分体期的染色体基 因组原位杂交 经第 1 次减数分裂后随机走

向一极的多枝赖草染色体
,

在后期 11 约 or % 细胞 中的外源染色体进行 了第 2 次正常减数分

裂
,

进一步证明单体异附加材料通过 自交选择是可以保持的
.

提早分裂的多枝赖草姐妹染色

单体分别走向两极
,

在后期 n 约 3% 细胞 中的外源染色体发生断裂
,

在约 5 % 细胞中未观察到

外源染色体信号
,

表明这部分细胞中的外源染色体可能已丢失
.

在四分体时期可 以观察到许多微核
,

原位杂交结果表明
,

86
.

1% 一 95
.

6 % 的微核是由多枝

赖草染色体造成 的
,

而约 4
.

4% 一
13

.

9 % 的微核来自小麦染色体
.

3 讨论

诱导异源易位有多种方法 z[,
7〕

.

se 。 首先建立 了远缘杂交
一

(双二倍体 )
一

附加系
一

单体杂

交
一

代换系
一

辐射
一

易位系的程序阁
,

但实际操作十分费时费力 ; iR ley 等则使用部分同源染色体

配对的 S B 控制系统诱导易位
,

却因必须 以小麦的 S B 缺体或 hP 突变基 因为基础而受限
.

之

后
,

诱导易位开始脱离小麦特殊遗传材料的限制
.

1刀 k as ~ sk i 等刚和胡含等川分别在六倍体

小黑麦与普通小麦 的杂交后 代和花药培养后代中发现 了高频率小麦
一

黑麦染色体臂间的
R o be rt so n

易位 ;任正隆等比
’ ”

,

川则在八倍体小黑麦与普通小麦的杂交后代中发现了大量的小

麦
一

黑麦染色体臂间的 R o be rts on 易位
、

黑麦染色体间的易位和黑麦染色体小片段的转移 ;辛志

勇等 [ `2 3在小僵麦单体异附加系幼胚组织培养后代中选出了小片段易位系 ;我们在此基础上于

19 94 年提出了
“

单体异附加材料花药培养法
”

选育小麦新品种的细胞工程新途径
,

目的是把单

体异附加系雄配子染色体发生的易位
,

经花药培养纯合加倍
,

在后代中迅速选育出稳定的易

位系 31[
.

结果同时在小麦
一

多枝赖草
、

小麦
一

中间堰麦草
、

小麦
一

簇毛麦和小麦
一

黑麦单体附加系

的花培后代中
,

都得到了形态上表现相应外源种 的抗黄矮病或抗 白粉病特性的易位系
.

由此

可见
,

在单体异附加系的后代中容易选到小麦与外源种间染色体易位系的结论
,

具有一定的普

遍性
.

这些易位系究竟是怎样发生的呢 ? se 。 阁 和 uL k as z
ew sk i 等叫认为是减数分裂过程中

“

着丝粒的断裂
一

融合
”

形成 l切比 n s o n
易位

,

任正隆等比
“̀ , ” 〕认为是减数分裂时外源染色体的

“

单体附加
一

破碎
一

整合
”

形成小片段易位
,

进而阐述了单体附加系做工具系统诱导易位系的方

法和理论
.

他们都是根据后代植株的根尖有丝分裂 中期染色体的构型推断出这样 的结论
,

并

没有直接的减数分裂期的证据
.

本研究通过基因组原位杂交技术和细胞学分析
,

直接研究小麦
一

多枝赖草单体异附加材料

减数分裂期外源染色体的遗传行为
,

发现附加的多枝赖草单价染色体在 中期干扰 了小麦染色

体正常配对
,

同时在减数分裂后期出现提早分裂
、

断裂和落后等不规则现象
,

少量小麦染色体

也发生了类似现象
.

尽管在小麦
一

多枝赖草单体异附加材料中未观察到重组易位现象
,

但我们

在其他小麦与近缘种的单体异附加材料减数分裂后期明确地观察到了这一现象 (另文报道 )
.

李义文等阎通过荧光原位杂交技术分析了小麦
一

簇毛麦 (从
z尹汉乙ld 记 : i lle

、。
)单代换材料减数分裂

行为
,

在后期也直接观察到 0
.

7 % 一 1
.

72 % 小麦与簇毛麦染色体重组易位的产生
.

这些正好

与上述学者的结论相吻合
,

是对
“

单体附加诱导易位
”

理论的有力支持
.

可见
,

单体附加在小麦
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中的外源染色体
,

与二体附加不同
,

不仅本身具有遗传不稳定性
,

在世代交替过程中高频率地

断裂
、

破碎以至丢失
,

而且还诱导小麦染色体发生遗传不稳定性
,

引起小麦染色体的断裂
、

破

碎和丢失
,

从而导致外源染色体和小麦染色体间的重组易位频率提高
.

因此
,

利用单体异附加

诱导异源易位的方法
,

可以促进小麦以至其他作物育种工作 中对于优良外源种质资源的高效

利用
,

拓宽品种遗传基础 ;同时对于相关遗传理论研究和外源基 因鉴定
、

分离和克隆以至开展

基因工程育种也将产生影响
.
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