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摘 要:小麦野生近缘物种小伞山羊草(Aegilopsumbellulata,2n=2x=14,UU)是普通小麦的三级基

因源。为准确鉴定小麦背景中的小伞山羊草染色体或染色体片段,本研究在利用二代测序获得小伞山羊草

U基因组序列信息的基础上,根据其中鉴定出的17条可能的特异卫星重复序列设计了13个寡核苷酸探针。

Oligo-FISH结果表明,其中10个探针可在小伞山羊草染色体上产生明显的杂交信号。对探针进行特异性分

析发现,5个探针在小伞山羊草染色体上存在特异的杂交信号,在小麦染色体上则无信号,可作为识别小麦背

景下U基因组 染 色 体 的 特 异 性 探 针。本 研 究 选 择 在 小 伞 山 羊 草 上 能 产 生 丰 富 信 号 的 两 个 探 针 Oligo-

pAu153、Oligo-pAu263与小 伞 山 羊 草 特 异 探 针 Oligo-pAu133结 合 Oligo-pSc119.2构 成 探 针 套 ONPS#
AU1,用其构建了小伞山羊草染色体的Oligo-FISH核型。该FISH核型可以准确识别小伞山羊草各条染色

体,对加快挖掘、转移和利用小伞山羊草优异基因具有重要意义。
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Abstract:Ae.umbellulata(Aegilopsumbellulata,2n=2x=14,UU)isatertiarygeneresourcefor
wheatimprovement.InordertoaccuratelyidentifythechromosomesofAe.umbellulataUgenome
orthechromosomesegmentstransferredintowheat,basedonthenext-generationsequencinginfor-
mationofAe.umbellulataUgenome,13oligonucleotideprobesweredesignedforOligo-FISHanaly-
sisaccordingtothe17possiblespecificsatelliterepeatsidentified.TheOligo-FISHresultsshowed
that10oftheprobesexhibitedobvioushybridizationsignalsonthechromosomesofAe.umbellulata.
Theprobespecificityanalysisrevealedthatthefiveprobesgeneratedhybridizationsignalsonthechro-
mosomesofAe.umbellulata,buttherewasnoobvioushybridizationsignalonthechromosomesin
wheat,whichcanbeusedasthespecificprobestoidentifythechromosomesofUgenomeinwheat
background.TwoprobesOligo-pAu153andOligo-pAu263,generatingrichandstrongsignalsonAe.
umbellulatachromosome,andoneprobeOligo-pAu133specificforAe.umbellulatachromosome
combiningwithOligo-pSc119.2wereusedasaprobemultiplexONPS#AU1.TheOligo-FISHkary-
otypeofAe.umbellulatawasconstructed,whichcanaccuratelyidentifyeachchromosomeoftheU



genome.Itwillacceleratethestepformining,transferringandutilizingtheexcellentgenesofAe.
umbellulata.
Keywords:Aegilopsumbellulata;Next-generationsequencing;Satelliterepeats;Oligonucleotide
probe;Fluorescenceinsituhybridization

  小伞山羊草(Ae.umbellulata,UU,2x=14)
为禾本科山羊草属一年生物种,主要分布在土耳

其、伊朗等地[1],是山羊草属中唯一含有 U基因

组的二倍体物种,也是含有U基因组多倍体山羊

草物种的U基因组二倍体供体种,例如四倍体物

种卵穗山羊草(Ae.geniculata,UgUgMgMg)、粘
果山羊草(Ae.kotschyi,UvUvSvSv)和六倍体牡

山羊草(Ae.juvenalis,DDMMUU)等,属于普通

小麦的三级基因源[2]。
小伞山羊草具有抗小麦白粉病、条锈病、叶锈

病、小麦瘿蚊病、小麦蚜虫以及耐盐、耐旱、耐锌毒

害等优良性状[3-4],是小麦遗传改良的重要基因资

源。目前,通过远缘杂交和染色体工程手段已将

小伞山羊草所携的抗白粉病基因PmY399、抗叶

锈病基因Lr9和Lr76、抗条锈病基因Yr70转移到

普通小麦中。Zhu等[5]在四倍体小麦-小伞山羊

草双二倍体与普通小麦杂交、回交后代中筛选到

携带抗白粉病基因PmY399的普通小麦-小伞山

羊草2B(2U)代换系。Sears[6]通过远缘杂交和辐

射诱变的方法,首次创制了携带Lr9的普通小麦-
小伞山羊草6U易位系。Bansal等[7-8]研究发现,
小麦-小伞山羊草渐渗系既抗小麦条锈病,又抗叶

锈病,通过对小伞山羊草5U染色体进行分拣和

测序,将5U染色体上完全连锁的抗叶锈病基因

Lr76和抗条锈病基因Yr70定位到小麦5DS染色

体末端9.47Mb的遗传区间,该易位系所携的抗

病基因已经被转移到印度小麦品种PBW343和

PBW550中,这两个品种可用于普通小麦的抗叶

锈病和条锈病的遗传改良。此外,小伞山羊草也是

普通小麦品质改良的重要基因来源,具有丰富的高

分子量谷蛋白亚基(high-molecular-weight-glutenin
subunit,HMW-GS)等位变异,目前已经克隆和

测序的小伞山羊草 HMW-GS基因有1Uy1.9、
1Ux3.5和1Ux3[9]。

在利用染色体工程手段转移野生近缘物种优

异基因时,高效、精准地鉴定外源染色质是种质创

新的关键环节。随着植物基因组学的快速发展,
已经发展出基因组原位杂交(genomicinsituhy-
bridization,GISH)、荧光原位杂交(fluorescence

insituhybridization,FISH)等分子遗传学技术

和基于简单重复序列、表达序列标签、单核苷酸多

态性等相关分子标记的外源染色质鉴定技术。例

如,彭泽等[10]发现,寡核苷酸探针Oligo-pSc119.
2与重复序列探针(GAA)7 相结合可以准确地辨

别小伞山羊草的每对染色体,建立了小伞山羊草

的FISH核型,可为识别小麦-小伞山羊草新种质

中外源染色体提供参考。宋中平[11]利用 Oligo-
pSc119.2、Oligo-pTa71、Oligo-pTa713、(AAC)5、
(ACT)7、(CTT)12 等多种探针对多份小伞山羊

草材料进行FISH 核型和遗传多样性分析,发现

每条染色体有2~6种变异;并在四倍体小麦-小
伞山羊草杂种F1 自交后代中鉴定出小麦与小伞

山羊草间相互易位材料,这些材料可作为利用小

伞山羊草优异性状的基因源。目前,在小伞山羊

草染色体鉴定研究中,利用的重复序列探针,例如

Oligo-pSc119.2、Oligo-pTa71、Oligo-pTa713都

来源于其他物种,对小伞山羊草染色体无特异性,
而且基于重复序列开发的FISH探针只在染色体

的特定区域如长短臂的端部或着丝粒区域产生较

为局限的点状信号,不能覆盖整条染色体,难以鉴

定涉及染色体小片段结构易位或重排等。因此,
迫切需要基于小伞山羊草基因组信息,开发小伞

山羊草特异oligo探针,提高小伞山羊草染色质

的鉴定精度、特异性和效率。
本研究利用TAREAN软件对小伞山羊草的

二代测序数据进行分析,鉴定特异重复序列,根据

重复序列基序开发寡核苷酸探针,通过 Oligo-
FISH筛选小伞山羊草特异oligo探针;利用筛选

出的特异oligo探针结合前人开发的寡核苷酸探

针Oligo-pSc119.2构建小伞山羊草 U基因组染

色体的FISH核型,以完善小伞山羊草染色体鉴

定体系,为挖掘和利用小伞山羊草的优异基因提

供有效的技术手段。

1 材料与方法

1.1 植物材料

4份小伞山羊草(Ae.umbellulata,基因组

UU,2n=14),引种号分别是PI276994、PI487219、

PI298906、2018In-647;顶芒山羊草(Ae.comosa,
基因组 MM,2n=14),引种号是PI551063;尾状
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山羊草(Ae.markgrafii,基因组CC,2n=14),
引种号为PI551120;单芒山羊草(Ae.uniarista-
ta,基因组NN,2n=14),引种号为PI554418;拟
斯卑尔脱山羊草(Ae.speltoides,基因组SS,2n
=14),引种号为 PI542272;节节麦(Ae.taus-
chii,基因组DD,2n=14),引种号为PI486275;黑
麦(Secalecereal,基因组RR,2n=14),引种号为

PI542176,均 引 自 美 国 国 家 植 物 种 质 资 源 库

(NPGSUSA)。簇毛麦(Haynaldiavillosa,基因

组VV,2n=14),引种号为91C43,引自英国剑桥

植物园。普通小麦品种中国春(CS)和硬粒小麦

品种中引1286由南京农业大学细胞遗传研究所

(CINAU)保存。

1.2 小伞山羊草的基因组测序和oligo探针开发

采用CTAB法提取小伞山羊草PI276994三

叶期叶片基因组DNA。通过DNA片段化、末端

修复、连接和PCR扩增构建 DNA 文库。利用

Agilent2100对DNA文库进行质量控制,最终合

格的文库由中国深圳BGI公司用双末端测序法

进行BGISEQ-500测序。去除原始序列中低质

量、低复杂度、短于35bp的Reads,得到高质量

测序数据用于进一步分析。
参考史培瑶等[12]开发寡核苷酸探针的方法,

从小伞山羊草的测序数据中,随机选择800000
条Reads,经质检和筛选获得650778条Reads,
利用TAREAN[13]进行聚类分析,鉴定卫星重复

序列。对鉴定出的卫星重复序列基序(包括高置

信度重复序列和低置信度重复序列)在 NCBI上

进行比对后,用Primer5.0软件搜索长度为50~
59bp的特异重复序列基序作为oligo探针的候选

序列,对于非特异重复序列基序,随机截取50~59
bp作为oligo探针的候选序列(保证合适的退火

温度)。每个卫星重复序列开发1个oligo探针。
卫星重复序列和探针命名:用p代表探针

probe,A代表山羊草属AegilopsL.,u代表小伞

山羊草umbellulata,加序列聚类簇的编号,例如

来自于 U基因组的cluster67被命名为pAu67,
以其开发的oligo探针命名为 Oligo-pAu67。本

研究所有的oligo探针由南京擎科生物有限公司

合成,探针的5'端由FAM(绿色荧光)或TAMRA
(红色荧光)修饰。

1.3 有丝分裂中期染色体制片

根尖细胞有丝分裂中期同步化及染色体制片

参照程梦豪等[14]的方法。

1.4 寡核苷酸探针的荧光原位杂交(Oligo-FISH)

Oligo-FISH技术在Lei等[15]的基础上稍作

修改。选取分裂相好的染色体制片放于含0.15
mol·L-1NaOH的70%酒精中,变性5min,随
后依次放入70%、90%和100%的酒精中梯度脱

水5min,晾干备用。每张已变性的制片上加15
�L的杂交液,杂交液组成(7.5μL甲酰胺,1.5

μL缓冲液(20×SSC),0.5μL鲑鱼精DNA,10
pmololigo探针,ddH2O补足至15μL)。盖上盖

玻片,置于湿盒,37℃杂交6h以上;取出制片,
轻轻敲除盖玻片,放入装有ddH2O的脱水缸中

洗10min(42℃水浴),每张制片在气干后滴加7
�L含DAPI的 H1200(VECTA)防荧光淬灭剂,
盖上盖玻片,于 OlympusBX53型荧光显微镜下

镜检,用OlympicsDP80型CCD相机拍摄图像。
使用AdobePhotoshop软件优化处理图像。

2 结果与分析

2.1 小伞山羊草特异重复序列筛选

利用TAREAN软件对小伞山羊草所有串联

重复序列的Reads进行聚类分析和拼接,共获得

17条U基因组卫星重复序列(8条高置信度,9条

低置信度)。CL21基序最长,为1533bp,占 U
基因组0.850%;CL172基序最短,为44bp,占U
基因组0.016%;其余15条序列的基序长度为

46~775bp,占 U基因组0.028%~0.240%。
在NCBI数据库BLASTN(PercentIdentity

≥80%,QueryCoverage≥80%)中对上述17条

序列的基序进行比对,4条(CL52、CL131、CL141
和CL157)与已知重复序列相同,对其不再进一步

分析;剩余的13条序列的具体信息见表1,其中

10条序列(CL21、CL114、CL136、CL197、CL263、

CL132、CL146、CL153、CL133和CL172)存在同

源序列;其余3条序列(CL67、CL163、CL177)未
比对到已知同源序列。

2.2 Oligo探针开发和基因组特异性分析

基于上述13条卫星重复序列,开发了13个

oligo探针,分别命名为Oligo-pAu21、Oligo-pAu67、

Oligo-pAu114、Oligo-pAc132、Oligo-pAu133、Ol-
igo-pAu136、Oligo-pAu146、Oligo-pAu153、Oli-
go-pAu163、Oligo-pAu172、Oligo-pAu177、Oligo-
pAu197和 Oligo-pAu263,探针长度介于42~59
bp(表1)。
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表1 开发的13个oligo探针的序列信息

Table1 Sequenceinformationof13oligonucleotideprobesdevelopedinthisstudy
序列名称
Sequence
name

基序长度
Sequence
length/bp

比对信息
Sequencecomparison

探针名称
Probe
name

探针长度
Probe

length/bp

探针序列(5'→3')
Probesequence(5'→3')

CL21 1533

小麦醇溶蛋白相关、3BBAC文库
Triticum aestivum prolaminand
chromosome3B-specificBACli-
brary

Oligo-pAu21 59
TGTCGGGGACGAATCCACGAACAC-
CTATGGGACCGGTGGATCGGCCCCTTTT-
GGTTCGG

CL67 775 无 None Oligo-pAu67 59
GACACCCGCCGTCGTGGT-
CACTTTTTCGCCATTTTCGGCGG-
GAAAATCTCGCCGTCGTG

CL114 504
小麦3BBAC文库
Triticum aestivum chromosome
3B-specificBAClibrary

Oligo-pAu114 54 5'ACGAAAGTTTGGACACACACCCCTCA-
CAAACCGGAGCAACTCACTAGAAGGCTC

CL132 118
大麦亚种 MorexRfm1基因
Hordeumvulgaresubsp.vulgare
cultivarMorexRfm1gene

Oligo-pAu132 56
ATGCTATTACCCACTAATTTTGGGTC-
CCGGGGCGATCCGAACGTTCGAGGAAC-
CCC

CL133 553
肥山羊草CL261卫星序列
AegilopscrassacloneCL261sat-
ellitesequence

Oligo-pAu133 50 CCCGTAACCCACTCTCGGGCTTCGACAA-
CATTTCGGAGGCAAGATCCGGC

CL136 312 小麦醇溶蛋白相关
Triticumaestivumprolamin Oligo-pAu136 58

TGGAGGTGGTCGAAAAAATGAACGCAT-
TCCGGAGGGACCATTTGGTCTAACTTA-
AGCC

CL146 46 小麦TaAP2-D基因
TriticumaestivumTaAP2-Dgene Oligo-pAu146 42 GACGCGCGGGGCGGCCGAGTGGTGAT-

GAGGTGACCAACCGAG

CL153 505

斯卑尔特小麦18S和26S核糖体
RNA基因
Triticumspelta26SribosomalRNA
and18SribosomalRNAgenes

Oligo-pAu153 59
TCGTGGACGGAACGTGACGCGCGCCATG-
GAAAACTGGGCAAAACCACGTACGAG-
GCACA

CL163 210 无 None Oligo-pAu163 58
TTCAACGTGAGGCTCCGGCCCATG-
GAAAACGCACACTCACTTCAGTCGGT-
GAGGTTGG

CL172 44
百萨偃麦草CL199卫星序列
Thinopyrum bessarabicum clone
CL199satellitesequence

Oligo-pAu172 43 AACTCTAGTGTAAAATTATTTGAAC-
TAGCTTATAGAGCTAGTT

CL177 118 无 None Oligo-pAu177 54
ACACTGTTTTGGGGTC-
CGGGCACGATTTCGATGGCCCGTGAC-
CCCCGGTACACA

CL197 653

小麦醇溶蛋白相关3BBAC文库
Triticum aestivum prolaminand
chromosome3B-specificBACli-
brary

Oligo-pAu197 58
AAAAGCATGCATTTCCGACCCTCGTAGC-
TACTCCCGGCAATTCAGACCACCTTCG-
GCC

CL263 118

小麦BAC1J9Tmemb-185A结构
域蛋白
TriticumaestivumcloneBAC1J9
Tmemb-185A domain-containing
protein

Oligo-pAu263 59
TAAGTTAGCATATTAGAGCCAACTTAG-
GTAAAATGAAGCTAACATATGT-
CATTTTGGAA

  利用13个探针对小伞山羊草根尖有丝分裂中

期的染色体进行 Oligo-FISH,发现探针 Oligo-
pAu21、Oligo-pAu114和 Oligo-pAu146对小伞

山羊草没有明显杂交信号,其他10个探针均产生

明显信号。Oligo-pAu177、Oligo-pAu263和 Oli-
go-pAu153分别在小伞山羊草的12条、10条和6
条 染 色 体 上 产 生 信 号,Oligo-pAu67、Oligo-
pAc132、Oligo-pAu136、Oligo-pAu172和 Oligo-
pAu197均在小伞山羊草的4条染色体上产生信

号,Oligo-pAu133和 Oligo-pAu163均在小伞山

羊草的2条染色体上有信号。
利用上述可产生明显信号的10个探针对中

国春根 尖 有 丝 分 裂 中 期 的 染 色 体 进 行 Oligo-
FISH 分 析,发 现 Oligo-pAu67、Oligo-pAu133、

Oligo-pAu136、Oligo-pAu163 和 Oligo-pAu197
只在小伞山羊草染色体上产生明显信号,在中国

春染色体上没有信号,推测这5个探针可用于识

别小麦背景下的U基因组染色体(图1)。
探针Oligo-pAu132、Oligo-pAu172、Oligo-pAu177、

Oligo-pAu153和Oligo-pAu263在小伞山羊草和中国

春根尖有丝分裂中期的染色体上均产生信号(图2)。
利用能特异识别小麦染色体的寡核苷酸探针Oligo-
pSc119.2和Oligo-pTa535对产生信号的中国春染色

体进行识别,发现探针Oligo-pAu132只在4B染色体

上产生信号;Oligo-pAu263只在4A染色体上有信

号;Oligo-pAu172在3A、5A、7A和5D染色体上产生

信号;Oligo-pAu153在1A、4A、1B、6B和7B染色体

上有信号;Oligo-pAu177在4A、5A、7A、2D、3D和所有
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  A1和A2:探针Oligo-pAu67;B1和B2:探针Oligo-pAu133;C1和C2:探针Oligo-pAu136;D1和D2:探针Oligo-pAu163;E1和E2:
探针Oligo-pAu197。所有探针5'端为FAM修饰(绿色);染色体用DAPI套染(蓝色);标尺=10μm。

A1andA2:ProbeOligo-pAu67;B1andB2:ProbeOligo-pAu133;C1andC2:ProbeOligo-pAu136;D1andD2:Probeoligo-
pAu163;E1andE2:ProbeOligo-pAu197.Allprobesweremodifiedwith5'FAM(green);ChromosomeswerecounterstainedwithDA-
PI(blue);Bars=10μm.

图1 5个可鉴定U基因组的Oligo探针对小伞山羊草和中国春的Oligo-FISH图

Fig.1 PicturesofOligo-FISHoffiveOligoprobesidentifyingUgenomeonAe.umbellulataandChineseSpring

  A1~A3:探针Oligo-pAu132;B1~B3:探针Oligo-pAu172;C1~C3:探针Oligo-pAu177;D1~D3:探针Oligo-pAu153;E1~E3:探针Oligo-
pAu263;A3~E3探针Oligo-pSc119.2和Oligo-pTa535。Oligo-pAu67、Oligo-pAu133、Oligo-pAu136、Oligo-pAu163和Oligo-pAu197探针用5'
FAM修饰(绿色),Oligo-pSc119.2和Oligo-pTa535探针用5'TAMRA修饰(红色);染色体用DAPI套染(蓝色);标尺=10μm。

A1-A3:ProbeOligo-pAu132;B1-B3:ProbeOligo-pAu172;C1-C3:ProbeOligo-pAu177;D1-D3:ProbeOligo-pAu153;E1
-E3:ProbeOligo-pAu263;A3-E3:ProbeOligo-pSc119.2andOligo-pTa535.ProbesOligo-pAu132,Oligo-pAu172,Oligo-pAu177,

Oligo-pAu153,andOligo-pAu263weremodifiedwith5'FAM(green);Oligo-pSc119.2andOligo-pTa535weremodifiedwith5'TAMRA
(red).ChromosomeswerecounterstainedwithDAPI(blue).Bars=10μm.

图2 在小伞山羊草和中国春中均有信号的5个oligo探针Oligo-FISH鉴定图

Fig.2 PicturesofOligo-FISHoffiveoligoprobesproducingsignalsonAe.umbellulataandChineseSpring

B基因组染色体上有明显信号。说明这5个探针

可以作为配套探针鉴别部分小麦染色体。
利用探针 Oligo-pAu67、Oligo-pAu133、Oli-

go-pAu136、Oligo-pAu163和Oligo-pAu197分别

对其他7个 二 倍 体 小 麦 近 缘 物 种 进 行 Oligo-
FISH(图3),结果发现,Oligo-pAu197可用于 U
基因组鉴定,在其他7个二倍体近缘物种上均未

产生信号;Oligo-pAu163只在单芒山羊草N基因
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组有 信 号,在 其 他 基 因 组 上 没 有 信 号;Oligo-
pAu67在单芒山羊草N基因组的8条染色体、顶
芒山羊草 M基因组的2条染色体和簇毛麦V基

因组的12条染色体上产生信号;Oligo-pAu133
在单芒山羊草N基因组的8条染色体、尾状山羊

草C基因组的14条染色体和顶芒山羊草M基因

组的4条染色体上产生信号;Oligo-pAu136在单

芒山羊草N基因组的4条染色体、尾状山羊草C
基因组的8条染色体和节节麦D基因组的4条

染色体上有信号(图3)。Oligo-pAu163+Oligo-
pAu197可用于单芒山羊草N基因鉴定;其余3个

oligo探针需与能识别单芒山羊草、尾状山羊草、顶
芒山羊草、节节麦和簇毛麦染色体的探针结合使

用,明确这些oligo探针能够特异识别哪些染色体。

2.3 小伞山羊草的Oligo-FISH核型构建及应用

寡核苷酸探针 Oligo-pSc119.2信号主要分

布于染色体两端,信号相似度高,不能精准识别U
基因组的各条染色体。本研究选取了在小伞山羊

草上能产生丰富信号的两个探针 Oligo-pAu153
和Oligo-pAu263与探针Oligo-pAu133结合Oli-

go-pSc119.2构成探针套ONPS#AU1进行Oli-
go-FISH,构建 了 小 伞 山 羊 草 染 色 体 的 Oligo-
FISH核型。结果(图4)表明,该探针套可以在U
基因组的各条染色体上产生清晰可辨的FISH信

号特征,可用于区分 U 基因组的各条染色体。

1U染色体短臂末端随体区域有非常强的FISH
信号,长臂末端有一对点状的FISH 信号;2U染

色体长臂末端和短臂末端分别有一对点状FISH
信号;3U染色体短臂末端、长臂末端以及长臂近

着丝粒区域各有一对点状FISH 信号,其中长臂

近着丝粒区域FISH 信号更强;4U染色体短臂

末端和长臂末端各有一对较弱的点状FISH信

号,着丝粒区域和短臂近着丝粒区域各有一对

较强的点状FISH信号;5U染色体短臂末端随体

区域有非常强的FISH 信号,在短臂末端和长臂

末端各有一对较弱的点状FISH信号;6U染色体

的长臂顶端有一对较强的FISH 信号,着丝粒区

域和长臂近着丝粒区域各有一对较弱的FISH信

号;7U染色体的短臂末端有一对点状的FISH信

号,长臂末端有两对并排的点状FISH信号。

  A1~G1:探针Oligo-pAu67;A2~G2:探针Oligo-pAu133;A3~G3:探针Oligo-pAu136;A4~G4:探针Oligo-pAu163;A5~G5:探

针Oligo-pAu197。染色体用DAPI套染(蓝色);5个oligo探针用5'FAM修饰(绿色);标尺=10μm。

A1-G1:ProbeOligo-pAu67;A2-G2:ProbeOligo-pAu133;A3-G3:ProbeOligo-pAu136;A4-G4:ProbeOligo-pAu163;A5
-G5:ProbeOligo-pAu197.ChromosomeswerecounterstainedwithDAPI(blue);Fiveoligoprobesweremodifiedwith5'FAM
(green).Bars=10μm.

图3 5个可鉴定U基因组的Oligo探针在7个二倍体的小麦近缘物种中的Oligo-FISH分析

Fig.3 Oligo-FISHoffiveOligoprobesidentifyingUgenomeinsevendiploidwheatrelativespecies
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  FISH探针:Oligo-pAu133和Oligo-pSc119.2用5'FAM修饰(绿色);Oligo-pAu153和 Oligo-pAu263用5'TAMRA修饰(红色);

染色体用DAPI套染(蓝色);标尺=10μm。

FISHprobesOligo-pAu133andOligo-pSc119.2weremodifiedwith5'FAM(green);Oligo-pAu153andOligo-pAu263weremodified

with5'TAMRA(red).ChromosomeswerecounterstainedwithDAPI(blue).Bars=10μm.

图4 小伞山羊草的Oligo-FISH核型

Fig.4 KaryotypeofAe.umbellulatabasedonOligo-FISH

2.4 小伞山羊草探针套ONPS#AU1的适用潜力

利用探针套 ONPS#AU1对3份不同小伞

山羊草品系进行了Oligo-FISH分析,结果(图5)
发现,这3份材料的FISH 核型与上述构建核型

的小伞山羊草PI276994的核型高度一致,表明该

探针套可用于鉴别U基因组各条染色体。

oligo探针Oligo-pAu67、Oligo-pAu133、Ol-
igo-pAu136、Oligo-pAu163和 Oligo-pAu197能

特异识别小麦背景中的小伞山羊草染色体。为了

明确这5个探针与小伞山羊草染色体的对应关

系,将探针套ONPS#AU1分别与上述5个oligo
探针组合,进行Oligo-FISH。结果(图6)发现,探
针Oligo-pAu67在4U染色体着丝粒区域有较弱

信号,在5U染色体长臂顶端有较强信号;Oligo-
pAu133在4U染色体着丝粒区域有两对较强的

信号,可特异识别4U 染色体;Oligo-pAu136在

3U短臂顶端和5U长臂中部均产生较弱信号,在

4U 染 色 体 长 臂 顶 端 产 生 的 信 号 较 强;Oligo-
pAu163仅在7U染色体长臂区域产生较弱信号,
可用于特异识别7U 染色体;Oligo-pAu197在

6U染色体长臂区域产生较弱信号,在7U染色体

长臂区域产生较强信号。

3 讨论

近年来,基于基因组序列信息开发物种专化

寡核苷酸探针的FISH(Oligo-FISH)技术已经成

为研究染色体的重要手段[16]。Oligo-FISH 技术

不仅在探针开发和制备方面减少了繁琐的步骤,
降低了成本,同时简化了原位杂交的程序。目前,
小麦中已开发许多串联序列重复(SSR)寡核苷酸

  A:小伞山羊草PI298906;B:小伞山羊草2018In-647;C:小伞山羊草PI487219;标尺=10μm。

A:Ae.umbellulataPI298906;B:Ae.umbellulata2018In-647;C:Ae.umbellulataPI487219;Bars=10μm.

图5 不同小伞山羊草品系的Oligo-FISH核型

Fig.5 KaryotypeofthreedifferentaccessionsofAe.umbellulatabasedonOligo-FISH
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  A:探针Oligo-pAu67;B:探针Oligo-pAu133;C:探针Oligo-pAu136;D:探针Oligo-pAu163;E:探针Oligo-pAu197;F:5个oligo探针

对应的小伞山羊草染色体;5个oligo探针用5'FAM修饰(绿色);染色体用DAPI套染(蓝色);标尺=10μm。

A:ProbeOligo-pAu67;B:ProbeOligo-pAu133;C:ProbeOligo-pAu136;D:ProbeOligo-pAu163;E:ProbeOligo-pAu197;F:

FiveoligoprobeswereusedtoidentifythechromosomeofAe.umbellulata;fiveoligoprobesweremodifiedwith5'FAM(green).Chro-
mosomeswerecounterstainedwithDAPI(blue).Bars=10μm.

图6 5个可鉴定U基因组的Oligo探针与探针套ONPS#AU1结合对小伞山羊草(PI276994)的Oligo-FISH
Fig.6 Oligo-FISHonAe.umbellulata(PI276994)usingcombiningprobesidentifying

UgenomeincludingfiveOligoprobesandONPS#AU1

探针,例如 Oligo-pSc119.2、Oligo-pAs1、Oligo-
pTa535、Oligo-713和(GAA)n等常用探针,用于

FISH 核型构建和识别小麦染色体[17-20]。在小麦

中常 用 的 重 复 序 列 探 针,如 Oligo-pSc119.2、
(AAC)5、(CTT)12、(GAA)n、Oligo-pTa713和

Oligo-pTa71等,虽已被用于二倍体小伞山羊草

物种以及小麦-小伞山羊草双二倍体的FISH 核

型分析[10,21],但这些探针在小伞山羊草中的信号

丰富度多变,其中(AAC)5、Oligo-pTa713和Oli-
go-pTa71均只在小伞山羊草的某些染色体上产

生信号,不能明确区分不同小伞山羊草染色体。
随着基因组测序技术快速发展,许多近缘物种的

全基因组序列被发布[22-25],使得通过生物信息学

方法筛选物种特异重复序列、开发物种或基因组

特异FISH探针成为可能。本研究利用TARE-
AN从小伞山羊草的测序数据中鉴定出卫星重复

序列并开发成oligo探针,通过与小麦参考基因

组的序列比对结合Oligo-FISH,成功开发了小伞

山羊草特异探针;利用开发的特异oligo探针结

合前人开发的寡核苷酸探针 Oligo-pSc119.2组

成ONPS#AU1探针套对小伞山羊草进行FISH
分析,构建其Oligo-FISH核型,有效地提高了小

伞山羊草染色体识别的精度和效率。
特异重复序列探针除了可鉴别小麦染色体中

外源染色体的归属外,也用来研究小麦野生近缘

物种间亲缘关系的重要工具。Badaeva等[26]利用

重复序列探针pSc119.2和pAs1对包括顶芒山

羊草、单芒山羊草和西尔斯山羊草等在内的12个

二倍体山羊草属物种进行FISH分析,结果发现,

D基 因 组 与 M 基 因 组 的 关 系 较 为 密 切。Shi
等[27]利用小麦D亚基因组各染色体的特异寡核

苷酸探针对部分山羊草属物种进行分析,发现节

节麦D基因组与普通小麦D亚基因的亲缘关系

最近;其次为小伞山羊草U基因组和尾状山羊草

C基因组,单芒山羊草N基因组与普通小麦D亚

基因组的亲缘较远。本研究利用开发的5个小伞

山羊草特异重复序列探针对7个二倍体小麦近缘

物种进行 Oligo-FISH 分析,发现4个探针(Oli-
go-pAu67、Oligo-pAu133、Oligo-pAu163和 Oli-
go-pAu136)在单芒山羊草N基因组有信号,2个
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探针在尾状山羊草C基因组和顶芒山羊草 M 基

因组有信号,1个探针在节节麦D基因组有信号,据
此我们推测小伞山羊草U基因组与单芒山羊草N
基因组亲缘关系较近。以上结果为后续研究不同小

麦近缘种属基因组间的亲缘关系提供了新思路。
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