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摘要：近缘属物种种质资源的利用是拓宽小麦遗传基础的重要手段。通过利用普通六倍体小麦（Triticum aestivum L.,2n=42, AABBDD）与秦岭黑麦（Secale cereale L. cv.Qinling,2n=14, RR）进行杂交，成功获得了小麦-黑麦杂种F1，部分能正常自交结实。本研究对小麦-黑麦杂种自交后代F4单株、F5株系进行基因组原位杂交、染色体配对行为和田间农学性状统计分析。结果表明，已鉴定F4单株黑麦染色体为0-4条，体细胞染色体总数变异范围在42-46之间。根据田间观察，选择了10个综合农学性状较优的F4单株，GISH鉴定发现8个不含有大片段黑麦染色体，一个为2R/?染色体代换，一个为2RS-？染色体易位。次年，对其衍生株系田间调查发现，株系间存在丰富的遗传多样性，较其普通小麦亲本农学性状优良，差异明显。因此，小麦-黑麦杂种衍生高代材料准确鉴定与筛选是黑麦种质向小麦中成功转移的关键。
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Abstract: Wild relatives are valuable genetic resources to broaden the genetic base of wheat. Hybridized with common hexaploid wheat (Triticum aestivum L., 2n = 42, AABBDD) and Qinling rye (Secale cereale L. cv.Qinling, 2n = 14, RR) ,successfully obtained F1 hybrids, Part of them are fertile. In this study, by using GISH and meiotic analysis of wheat-rye hybrids offspring selfing plant F4, F5 lines,statistical analysis of F5 agronomic traits. The results showed that F4 plant’s total chromosome number of somatic cell approximately between 42-46,contain 0-4 pieces of rye chromosomes. According to excellent agronomic traits,we selected ten F4 plants. It was indicated that the eight lines had no rye genetic material by GISH analysis. Two lines had rye genetic materials, one is 2R/? monosomic substitution line and another is 2RS-? translocation line by FISH analysis. The second year, Statistical analysis of the ten neat lines revealed that their agronomic traits excellent than their common wheat parent, there are significant variations.Therefore, Wheat-rye hybrids identification and screening is the key to transfer rye germplasm to wheat.
Key words: wheat; rye; Derivative lines; Cytogenetic; Identification.
0 引言
长期的人工驯化和自然进化，使普通栽培小麦遗传基础变得日益狭窄。通过远缘杂交转移近缘属物种的野生基因资源是拓宽小麦遗传基础的重要手段[1]。黑麦属（Secale L.,2n=14,RR）是普通小麦三级基因源的重要组成部分，对环境和气候的适应范围广[2]，不仅具有多个对小麦病虫害的抗性基因，还具有耐瘠薄、耐干旱、耐盐碱、分蘖力强等优良基因[3,4]，是突破小麦“遗传瓶颈”的宝贵基因资源。1RS/1BL染色体易位系是转移黑麦种质资源的成功范例之一，因1RS携带有抗病（条锈病、秆锈病、叶锈病、白粉病）、丰产基因，使得1RS/1BL易位系在小麦改良育种上得到了广泛应用。我国在上世纪80年代后培育成的小麦新品种，约38%为1RS/1BL易位系[5]。近年来，育种家通过工程技术手段，培育出了一大批转入黑麦优异基因的新种质[6,7,8]，并成功应用于小麦生产。由此可见，黑麦在小麦遗传育种上具有重要潜力，准确鉴定小麦-黑麦杂种衍生后代的遗传组成是黑麦种质资源向小麦中转移并成功应用的关键。

 本研究对普通小麦与秦岭黑麦杂种衍生后代进行细胞遗传学鉴定，并结合对杂种后代材料进行农学性状考察，发掘优异种质材料，为小麦改良育种提供新的种质资源。
1 材料与方法
1.1 试验材料
本研究的试验材料为由人工合成小麦SHW-L1[9]和川麦32杂交获得的重组自交系RIL-X (Triticum aestivum L.,2n=42,AABBDD)和秦岭黑麦AS156（Secale cereale L.cv.Qinling,2n=14,RR）杂种自交后代F4单株及衍生F5株系。
1.2 研究方法
1.2.1 基因组原位杂交（GISH）
种子腹沟朝下，整齐排列在垫有湿滤纸的培养皿中，在黑暗恒温（20℃）培养箱中培养生根。剪取幼嫩根尖（1-1.5cm）用冰水混合物处理20-24h，然后转入卡诺氏固定液Ⅰ（95%乙醇：冰醋酸=3:1）固定过夜，将根尖转移到70%乙醇溶液中，4℃保存。45%醋酸解离，45%醋酸压片，相差显微镜（Olympus BH-2）观察后，选取分裂相和分散程度良好的样本片液氮冷冻揭去盖玻片，晾干后于4℃保存备用于原位杂交。

采用CTAB法[10]提取秦岭黑麦AS156和普通小麦中国春基因组DNA。秦岭黑麦基因组DNA采用缺口平移法，用地高辛（digoxigenin-11-dUTP）进行标记作为探针，高压打断的中国春基因组DNA作为封阻。克隆重复序列pSc119.2用生物素标记为FISH探针。原位杂交操作流程参照Hao[11]。
1.2.2 染色体配对观察

在田间选取合适时期（剑叶与旗叶间距大概为7-8cm）的幼穗，用卡诺氏固定液Ⅱ（95%乙醇：氯仿：冰醋酸=6:3:1）固定1-2d，转入70%乙醇中保存在4℃冰箱。选取含有减数分裂Ⅰ中期分裂相的花药，用改良苯酚品红染色压片。

基因组原位杂交和改良苯酚品红染色制好的片子均用Olympus BX-51显微镜照相。
1.2.3 F5株系农艺性状考察

选取10个综合农艺性状较好的F4单株自交结实种子（F5）和亲本RIL-66种植于四川农业大学温江校区农场。每个株系设置3次重复，每个重复种植3行，行长2米，行距30厘米，窝距10厘米。在成熟期，10个株系3次重复各随机选取10个单株，考察株高、分蘖数、主穗小穗数、主穗长四项农学性状。差异分析采用DPS V7.05软件，最小显著差数（LSD）法。
2 结果与分析
2.1 F4分子细胞遗传学鉴定
2.1.1 RIL-X/AS156杂种F4染色体组成
通过基因组原位杂交技术，能够清楚地鉴定出杂种后代的染色体组成。我们一共分析了6个杂交组合的22个单株的染色体组成情况，结果见表1。所有鉴定材料染色体总数变异范围在42-46之间，其中小麦染色体在37-42条之间，黑麦染色体在0-5条之间。含有黑麦染色体的植株19个（86.4%）。其中，染色体代换系和易位系分别为10个（45.5%）、4个（18.2%）；出现黑麦染色体片段单株2个（9.1%）；丢失所有黑麦染色体且染色体总数为42的单株3个（13.6%），表明其可能恢复成普通小麦染色体组成。
表1.重组自交系RIL-X和黑麦杂种自交后代F4外源染色体鉴定结果
Tab.1 Alien chromosome identification of derivative lines from crosses between RIL-X and rye.
	编号
Lines
	染色体组成
Genome constitution
	染色体总数
2n
	编号
Lines
	染色体组成
Genome constitution
	染色体总数
2n

	
	A+B+D
	R
	
	
	A+B+D
	R
	

	RIL-22-1
	38
	3+1T
	42
	RIL-181-4
	42
	4
	46

	RIL-22-2
	39
	2+1T
	42
	RIL-183-1
	42
	0
	42

	RIL-22-3
	-
	2
	-
	RIL-183-2
	41
	1
	42

	RIL-22-4
	41
	1
	42
	RIL-183-3
	42
	0
	42

	RIL-52-1
	-
	2
	-
	RIL-183-4
	42
	0
	42

	RIL-66-1
	42
	4
	46
	RIL-216-1
	41
	1
	42

	RIL-66-2
	-
	3
	-
	RIL-216-2
	41
	1SRF
	42

	RIL-66-3
	-
	1
	-
	RIL-216-3
	37
	4+1SRF
	42

	RIL-181-1
	41
	1T
	42
	RIL-216-4
	41
	1
	42

	RIL-181-2
	40
	2T
	42
	RIL-216-5
	41
	1
	42

	RIL-181-3
	-
	3
	-
	RIL-216-6
	41
	1
	42


注：T:Translocation，指小麦黑麦染色体易位，SRF:Small Fragment of rye chromosome小片段黑麦染色体。
2.2 F5分子细胞遗传学鉴定
2.2.1 F5染色体数目鉴定及外源染色体检测

在重组自交系RIL-66和秦岭黑麦AS156杂种自交后代F4，利用形态学标准选择了10个综合农学性状较好的单株。与其普通小麦亲本RIL-66相比，株高略低、分蘖数增加、早熟，二者差异明显。从10个单株自交结实种子（F5）中各随机选取5粒暗室恒温培养生根，45%醋酸制片。以秦岭黑麦全基因组DNA用地高辛标记为探针，中国春全基因组DNA高压打断为封阻进行GISH鉴定，对检测到有R染色体的进一步用FISH识别，结果见图1。
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图1.10个F4单株自交结实种子GISH鉴定结果
Fig.1 GISH Identification result of ten F4 plant’ seed.
a.L66-1,2n=42w;  b.L66-2,2n=42w;  c.L66-3,2n=42w;  d.L66-4,2n=42w;  e.L66-5,2n=42w;

f.L66-6,2n=41w+1R;  g.L66-7,2N=42w;  h.L66-8,2n=42w;  i.L66-9,2n=41w+1T;  j.L66-10,2n=42w
2.2.2 减数分裂花母细胞染色体配对观察

孕穗期用卡诺氏固定液Ⅱ每个株系各随机选取固定5个单株穗子，碱性品红染色压片进行显微观察。结果显示，4个株系能够完好配对为21个二价体，所占比例为40%，其余株系都含有少量单价体或多价体（表2）。 

表2. 10个F5株系减数分裂Ⅰ中期花母细胞染色体配对观察

Tab.2  Chromosome pairing of pollen mother cells at metaphase Ⅰ during meiosis.

	编 号
Lines
	染色体数
2n
	染色体构型

	
	
	单价体

Univalents
	二价体
	三价体

Trivalents

	
	
	
	环 状

Ring Bivalents
	棒 状

Rod Bivalents
	共计

Total
	

	L66-1
	42
	0.3（0-2）
	19  （12-20）
	1.8（1-9）
	20.8
	0

	L66-2
	42
	1.5（0-2）
	19  （18-20）
	1.3（0-2）
	20.3
	0

	L66-3
	42
	2  （1-3）
	18  （15-20）
	2  （0-3）
	20.0
	0

	L66-4
	42
	1 （0-4）
	18.8（17-21）
	1.4（1-4）
	20.2
	0.2（0-2）

	L66-5
	42
	0 （0-0）
	20  （19-21）
	1  （0-2）
	21.0
	0

	L66-6a
	42
	1.8（0-4）
	18.5（17-20）
	1.6（1-3）
	20.1
	0

	L66-7
	42
	0 （0-0）
	20.7（20-21）
	0.3（0-1）
	21.0
	0

	L66-8
	42
	1 （0-4）
	17.9（14-20）
	2.6（1-6）
	20.5
	0

	L66-9b
	42
	0 （0-0）
	20.3（19-21）
	0.7（0-1）
	21.0
	0

	L66-10
	42
	0 （0-0）
	18  （16-20）
	3  （1-5）
	21.0
	0


注: a,2R染色体代换;b,2RS-？染色体易位。

2.2.3 F5株系田间农学性状调查

在小麦成熟期，对10个F5株系3次重复各随机选取10个单株对主要农学性状（株高、分蘖数、主穗小穗数、主穗长）进行考察，利用LSD法在5%水平上进行显著性检验分析。结果表明，株系之间差异显著、多样性丰富，与其普通小麦亲本RIL-66（株高：103厘米，分蘖数：5个，主穗小穗数：18个，主穗长：4厘米）相比，差异明显（图2）。
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图2.  10个F5株系与亲本RIL-66四项农学性状统计图
Fig.2  Agronomic traits of ten F5 neat lines and their parent RIL-66.

3 讨论
小麦-黑麦远缘杂交是细胞遗传学研究和拓宽小麦遗传基础的重要方法。本研究对含有人工合成小麦血缘的重组自交系和黑麦杂种自交F4单株及F5株系进行细胞遗传学鉴定并结合农学性状考察，对于优质种质材料的筛选具有一定价值。

已有研究表明，在小麦与近缘物种远缘杂交合成双二倍体或远缘杂种后代某一染色体组染色体发生优先丢失的现象比较普遍。Kang等发现，在小麦-华山新麦草-中间偃麦草杂种中发生了华山新麦草Ns染色体组优先丢失，R染色体组自动加倍的现象[12]。Xie等发现，在六倍体小麦-黑麦-华山新麦草的三属杂种中发生了D、Ns染色体组优先丢失,R染色体组自动加倍的现象[13]。Hao等对人工合成小麦-秦岭黑麦杂种后代的研究中，发现D染色体组优先丢失，形成了六倍体小黑麦[14]；同时，在小麦-黑麦杂种后代发现了R染色体组自动加倍形成八倍体小黑麦[15]。本研究发现，小麦-黑麦杂种衍生高代F4、F5中R染色体组严重丢失，恢复为由A、B、D三个染色体组组成的异源六倍体普通小麦。

已有研究报道，小麦远缘杂种后代会发生染色体组变异和基因渗透等现象。张连全等在小麦黑麦杂种衍生后代获得了一个早代稳定材料99L2，通过生化及分子生物学手段检测到了黑麦遗传物质[16]。Fu等报道了小麦-黑麦杂种衍生后代黑麦染色体单体附加系导致小麦染色体发生变异的现象[17]；Tang等发现，小麦黑麦杂种衍生后代小麦染色体产生了很多新型的结构变异，并指出这些变异可能在小麦育种上具有一定的潜在利用价值[18]。本研究中，小麦-黑麦杂种部分衍生后代已不含黑麦染色体，而农学性状却较其普通小麦亲本优良，有可能发生了黑麦遗传物质向小麦基因组中渗透。目前，小麦-黑麦杂种后代基因组变异的机制报道尚少，在小麦-黑麦杂种后代是否存在变异热点现象还需进一步证实。

4 结论
在本研究中，小麦-黑麦杂种衍生后代部分材料黑麦染色体完全丢失，染色体组恢复为普通小麦染色体组组成，减数分裂I中期染色体也能够正常配对，但其田间农学性状较其普通小麦亲本有明显区别。因此，小麦-黑麦杂种衍生高代材料可以作为中间资源，在小麦改良育种上加以应用。
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