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摘要:为探讨柑橘天然四倍体来源,以5SrDNA作为探针,运用荧光原位杂交技术比较柑橘属3个生物型的天然

四倍体及其相应的二倍体的5SrDNA位点.结果表明,红江橙二倍体和化州橙二倍体的5SrDNA位点为2个,其

天然四倍体均有4个位点;资阳香橙二倍体有1个5SrDNA位点,其天然四倍体有2个位点.供试天然四倍体柑橘

的5SrDNA位点数目为二倍体的加倍,而在染色体上的位置与相应二倍体处于相同序号染色体的相同位置,只是

信号亮度存在差异.5SrDNA位点数目和倍性有密切联系,随着倍性的增加有成倍增加的趋势,推测这些天然四倍

体基因组的形成极有可能由二倍体直接加倍而来.
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柑橘是世界上最具有经济价值的水果之一.多倍化是柑橘进化过程中常见的自然现象,这些天然多倍

体在柑橘遗传育种上具有重要作用,例如可以在培育无核三倍体[1]和抗病抗逆性砧木[2]方面发挥作用.但

由于其天然形成,其遗传来源并不十分清楚.而柑橘染色体很小,长度仅在1~4μm,且同源染色体间差异

不明显,形态特征十分相似,缺乏鉴别标记,传统的核型分析很难提供准确的染色体组来源信息.随着荧光

原位杂交技术(fluorescenceinsituhybridization,FISH)的发展,染色体相关研究的准确性得以提高,在物

种起源与演化分析、染色体结构分析、多倍体起源等方面应用越来越广泛[3].

5SrDNA编码细胞质中5SrRNA,是真核生物中一类高度保守的串联重复序列,其编码区的碱基序列

则相当保守,长度约为120bp.5SrDNA作为研究比较物种进化和起源的理想的分子标记[4]已在玉米[4]、

山茶[5]、柑橘[6]、砂梨[7]等多种植物广泛应用,主要体现在:序列能够提供足够多的具有系统发育信息的

核苷酸位点,且该序列易于排序,在植物分类、系统发育等方面应用前景广阔[8].利用荧光原位杂交技术将

DNA序列在染色体进行定位,可以为染色体核型分析提供稳定有效的标记,成为染色体小而且形态相似

的物种进行核型研究的很重要的工具[9],也可用来研究植物种属间的进化关系[10].利用FISH技术,Mi-

randa等[11]对长寿金柑rDNA进行定位,在中期染色体观察到4个位点.而在亲缘关系鉴定方面,通过5S
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rDNA和SSR/ARLP标记结合,Sisco等[12]在遗传图谱上将欧洲板栗与美洲板栗和中国板栗相关联,进一

步明确了其遗传背景.本研究选取红江橙、化州橙和资阳香橙及其相应的天然四倍体作为研究对象,运用

荧光原位杂交技术,比较天然四倍体柑橘与二倍体5SrDNA位点信息的差异,研究5SrDNA位点在不同

倍性柑橘材料的多态性,为探究柑橘多倍体起源与进化提供一定的依据.

1 材料与方法

1.1 试验材料

植物材料共6种,即柑橘属的红江橙(C.sinensisOsbeckcv.Hongjiangcheng)、化州橙(C.sinensis
Osbeckcv.Huazhoucheng)和资阳香橙(C.junosSiebexTanaka)(ziyangxiangcheng)的二倍体材料(2n=

2x=18)及其相应的天然四倍体(2n=4x=36).二倍体来自重庆柑橘种质资源圃,天然四倍体从相应材料的

天然种子萌发的实生苗中筛选获得.

1.2 方 法

1.2.1 染色体标本制备

参考陈瑞阳等[13]的去壁低渗火焰干燥法略作修改:用8 羟基喹啉(0.002mol/L)预处理2~4h,卡诺

氏固定液(甲醇∶冰乙酸=3∶1)固定2h,三级水清洗30min,37℃酶解2~3h,后低渗10min,加入固

定液.用吸管吸出酶解好的根尖,滴在干净载玻片上,滴加几滴固定液,倾斜载玻片,小范围内用镊子均匀

敲打材料,之后再滴加固定液让刚敲出的类似细胞悬浮液扩散,自然晾干.5%Giemsa染液染色10~

15min,冲洗自然晾干,镜检.如不能及时进行后续FISH试验,染色体标本可保存于-20℃.
1.2.2 5SrDNA探针设计与标记

供试探针是从5SrDNA中挑选的一段长为20bp的保守序列,由上海生工生物工程公司合成,并直接

在5’端用TAMRA(四甲基罗丹明)(图1A)或6-FAM(羧基荧光素)(图1B-F)标记成为探针.
1.2.3 荧光原位杂交(FISH)流程

荧光原位杂交及其检测参考JiangJ&GillBS[14]的方法略加修改进行.采取染色体与探针分别变性.
探针于PCR仪中97℃10min变性,然后立即冰浴10min以免复性.原位杂交仪中杂交4h,杂交液含

50%去离子甲酰胺,2×SSC,0.1%SDS,10%硫酸葡聚糖,5ng/μL探针5SrDNA.漂洗完成后加20μL
含有DAPI(4ng/μL)的抗荧光衰减剂封片.OlympusBX53荧光显微镜观察杂交信号.OlympusDP71装置

捕获图像,利用CellsensStandard和Photoshop软件进行图像处理.

2 结果与分析

6种材料的5SrDNA杂交结果及核型图见图1.红江橙和化州橙同为柑橘属植物的甜橙类品种,其二

倍体体细胞中期染色体均有2个5SrDNA位点,且位于一对同源染色体短臂的端部.不同的是,红江橙的

5SrDNA位点位于第8对染色体(图1A),化州橙的位点位于第9对染色体(图1C).而资阳香橙二倍体体

细胞中期染色体只有1个5SrDNA位点,位于第9对同源染色体其中一条染色体短臂的端部(图1E).
红江橙和化州橙天然四倍体体细胞中期染色体都有4个5SrDNA位点,且均位于一组同源染色体短

臂的端部.与相应的二倍体品种一样,天然四倍体红江橙的5SrDNA位点位于第8号同源染色体(图1B),

天然四倍体化州橙的位点则位于第9号同源染色体(图1D).天然四倍体资阳香橙体细胞中期染色体上有2
个5SrDNA位点,位于第9号同源染色体其中两条染色体短臂的端部(图1F).

观察红江橙、化州橙和资阳香橙与其相应天然四倍体的5SrDNA位点信号的亮度发现,红江橙天

然四倍体与二倍体信号亮度接近,化州橙和资阳香橙与其相应天然四倍体亮度有差异,化州橙二倍体信

号亮度高于其天然四倍体,但资阳香橙天然四倍体亮度高于二倍体.这可能是不同材料的5SrDNA拷贝

数差异造成的.
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比较红江橙、化州橙和资阳香橙与其相应天然四倍体的5SrDNA位点数目及位置,天然四倍体的位点

数目为二倍体的加倍,在染色体的位置则与相应二倍体处于相同序号染色体的相同位置.由此推测,这些

天然四倍体基因组的形成极有可能是二倍体的直接加倍.因为红江橙、化州橙和资阳香橙3种材料其种子

均为多胚,这些多胚种子一般由珠心细胞发育而来,那么这些天然四倍体胚很可能来自染色体加倍的珠心

细胞,因此与母本具有极高的遗传相似性,5SrDNA位点数目和倍性有密切联系,位点数目随着倍性增加

有增加趋势,同时可以为多倍体来源途径提供信息.而天然四倍体与二倍体5SrDNA信号亮度存在的差异

则显示二者可能5SrDNA拷贝数并不相同.

图1 天然四倍体柑橘与二倍体5SrDNA荧光原位杂交

3 讨 论

3.1 柑橘天然四倍体来源

多倍化是植物进化过程中的自然现象,大部分植物种类都具有多倍体,借此与传统核型特征相结合,

rDNA位点数目与位置成为判断多倍体来源的参考依据之一[15].Longley(1925)第一个报道了自然发生的

四倍体金豆,之后在柑橘、枳、金柑属实生树中都有四倍体发现.尽管彭祝春等[16]报道单胚清见与多胚椪

柑杂交产生高比例多胚种子,这些多胚种子形成实生苗的叶片形态和SSR分析表明,多胚苗可能由同一合

子胚分裂而来,也可能来源于多卵受精形成的不同合子胚,因此形成了有性多胚.梁武军等[17-18]利用SSR

3第11期      赵 倩,等:天然四倍体柑橘与二倍体5SrDNA荧光原位杂交分析



对柑橘多倍体的遗传背景进行研究也发现,早金甜橙、日辉橘、Ortanique橘橙、默科特橘橙、Flame葡萄

柚、华农本地早橘、朱红橘和卡特夏橙等8种材料从饱满种籽获得的四倍体均为同源四倍体;枳、早实枳、

枳橙和香橙4种材料的四倍体与其二倍体亲本的带型完全相同,也认定是由珠心组织发育而来的同源四倍

体.向素琼等[19]应用FISH技术在不同倍性沙田柚染色体上进行45SrDNA定位研究也发现,45SrDNA
位点数目大多随倍性成倍增加,同时也体现出明显的多态性和杂合性.本研究对红江橙、化州橙和资阳香

橙的天然四倍体与二倍体的5SrDNA位点的FISH分析也证实5SrDNA位点会随倍性成倍增加,并且在

染色体上的分布位置基本相同,只是信号亮度有所差异,推测这些天然四倍体基因组的形成极有可能是二

倍体的直接加倍,即来源于珠心胚形成过程中细胞染色体加倍产生的同源四倍体.

3.2 rDNA荧光原位杂交定位在柑橘上的应用

rDNA即核糖体DNA,是编码rRNA的基因,分为45S和5S两种,都是真核生物中中度重复的串

联重复序列.45SrDNA主要定位于核仁组织区,参与核仁形成,一般在染色体的次缢痕部位与随体相

连,因此45SrDNA的杂交位点数目一般即为随体染色体的数目[15].而5SrDNA与其他核糖体DNA在

染色体上是彼此独立的,与核仁形成无关.很多研究显示,45SrDNA无论是位点数目和在染色体上的位

置,还是拷贝数都具有多样性[20-21].而5SrDNA位点信息相对于45SrDNA来说,无论是染色体上的分

布位置还是拷贝数都更为保守.在已报道的各种植物的rDNA位点研究中,绝大部分的45SrDNA位点

数目都要多于5SrDNA[22].在柑橘上,Roose等[23]通过FISH技术,对枳、甜橙、枳橙的rDNA位点数目

进行分析,得出45SrDNA位点枳有7个、甜橙有5个、不同的枳橙杂种中含有5~6个45SrDNA位点,

但这些材料的5SrDNA位点都为4个,证实了不同材料rDNA的变异,同时在这几种材料中观察到染色

体的高度杂合性.而Pedrosa等[24]定位的甜橙rDNA位点数目与前者不同,为3个45SrDNA和2个5S

rDNA位点.陈春丽[25]对rDNA染色体定位发现,枳存在6个45SrDNA位点和2个5SrDNA位点.Ol-

litrault等[26]检测到的45SrDNA位点为柚和柠檬有2个,甜橙和酸橙为3个,日本金柑为4个,枳为6
个.Carvalho 等[27] 利 用 CMA+/DAPI 带 型 模 式 以 及 5S 和 45SrDNA 定 位 研 究 了 来 檬

(C.aurantifolia)、柠檬(C.limon)、枸橼(C.medica)的亲缘关系,认为枸橼的rDNA位点完全同源,是

一个真正的种,来檬与柠檬的位点杂合,应为杂种.Moraes等[28]以45SrDNA和24个BAC克隆为探

针,结合CMA带型,成功识别枳的全部9对染色体.Mendes等[29]通过CMA带型以及将来自枳属基因

组文库的25个BAC克隆和5SrDNA作为探针,在枸橼染色体上定位,成功识别枸橼的全部9对染色

体.Silva等[30]用来自枳属的BACs以及45SrDNA在宽皮柑橘Cravo的染色体上进行定位,结合CMA
带型,构建细胞遗传图谱,与之前已构建的枳属细胞遗传图谱进行比较,研究枳属和柑橘属染色体的同

源性及亲缘关系.由此看来,rDNA尤其是5SrDNA在染色体上的数目十分有限,如要作为染色体的标

记准确识别染色体只能起到一定作用,还需要结合其他特异探针,如SSR标记、BAC克隆等,才可以在

染色体识别或染色体来源分析上发挥更好作用.
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ChromosomeLocalizationof5SrDNAofNaturalTetraploids
andTheirCorrespondingDiploidsinCitrusby

FluorescenceinSituHybridization

ZHAO Qian1, CHEN Zhi1,2, YANY Xing1, DANGJiang-bo1,
WANGWei-xing1, SUNHai-yan1, LIANGGuo-lu1, XIANGSu-qiong1

1.CollegeofHorticultureandLandscape,SouthwestUniversity,Chongqing400716,China;

2.CollegeofInformationScience&Technology,ChengduUniversityofTechnology,Chengdu610059,China

Abstract:InordertostudytheoriginofthenaturaltetraploidsinCitrus,the5SrDNAwasusedasaprobe
andwecomparedthe5SrDNAsitesamong3naturaltetraploidsbelongingtoCitrusL.andtheircorre-
spondingdiploidsbythetechniqueoffluorescenceinsituhybridization(FISH).Theresultsshowedthat2
siteswerefoundindiploidofC.sinensis(Hongjiangcheng)andC.sinensis(Huazhoucheng)while4sites
intheirstetraploids.Moreover,1sitewasdetectedinthediploidofC.junosSieb.exTanakawhile2sites
initstetraploids.Thenumberofthenaturaltetraploidcitrusweretwiceastheircorrespondingdiploidsand

thelocationofthenaturaltetraploidcitrusinthechromosomewerethesameastheircorrespondingdip-

loidsthoughtheirsignalintensityweredifferent.Those5SrDNAsitesimplythatthenaturaltetraploidsin

thisstudyarelikelytobedoubleddirectlyfromtheircorrespondingdiploids.

Keywords:fluorescenceinsituhybridization(FISH);citrus;polyploidy;chromosome;5SrDNA

责任编辑 欧 宾    

6 西南大学学报(自然科学版)     http://xbbjb.swu.edu.cn     第38卷



7第11期      赵 倩,等:天然四倍体柑橘与二倍体5SrDNA荧光原位杂交分析


