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摘 要 【目的】赖草属植物是麦类作物遗传改良和育种的重要基因资源,但作为异源多倍体植物,其基因组来源

仍存在较大争议。通过比较赖草、大赖草及新麦草基因组中重复序列分布,探索赖草属物种基因组来源以及种间

基因组多样性的形成特性。【方法】通过构建赖草属物种赖草的Cot-1
 

DNA文库获得大量重复序列,利用荧光原位

杂交技术和重复序列对赖草以及近缘物种大赖草和祖先供体物种新麦草进行染色体荧光原位杂交涂染。【结果】
(1)根据序列及基因组分布特性,赖草Cot-1

 

DNA可归为串联重复序列、散布重复序列、散布加串联混合重复序列

以及未能鉴定类型,4种类型占比分别为32.4%、45.7%、12.4%和9.5%。(2)串联重复序列TaiI-family、Lt1-6、

pTa-535和pSc250在不同物种及同一物种不同材料间信号数量存在较大变异,分别为7~20,1~14,17~26,0~24
个。(3)10个反转座子序列在所有物种染色体的分布呈现3种方式:在所有染色体上杂交信号集中分布在着丝粒、

近着丝粒及间质区;在所有染色体的所有区域都有分布;在大部分染色体上的分布方式与第1种相同,但是部分染

色体端部也有分布。2个LTR/Copia序列仅在赖草染色体上有分布,其他序列在不同物种以及不同材料间均有分

布,但在信号强度以及部分染色体上的分布方式存在多态性。【结论】赖草属物种中的一些重复序列具有快速进化

的特性,支持赖草属物种多倍化过程,并存在散在重复序列向整个核基因组的快速同质化扩散。

关键词 赖草属;重复序列;染色体荧光原位杂交;多倍化
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Abstract [Objective]
 

Leymus
 

Hochst.
 

stands
 

as
 

a
 

crucial
 

genetic
 

resource
 

for
 

the
 

genetic
 

improvement
 

and
 

breeding
 

of
 

cereal
 

crops.
 

However,
 

as
 

allopolyploid
 

plants,
 

their
 

genome
 

origin
 

remains
 

unclear.
 

This
 

study
 

aims
 

to
 

explore
 

the
 

genomic
 

origin
 

of
 

the
 

species
 

in
 

Leymus
 

secalinus
 

and
 

the
 

characteristics
 

of
 

inter-
species

 

genomic
 

diversity
 

by
 

comparing
 

the
 

distribution
 

of
 

the
 

repetitive
 

sequences
 

in
 

the
 

genomes
 

of
 

L.
 



secalinus,
 

L.
 

racemosus,
 

and
 

Psathyrostachys
 

juncea.
 

[Methods]
 

Genomic
 

Cot-1DNA
 

library
 

of
 

L.
 

seca-
linus

 

was
 

constructed,
 

and
 

clones
 

were
 

sequenced
 

and
 

analyzed.
 

The
 

repetitive
 

sequences
 

were
 

mapped
 

to
 

the
 

chromosome
 

of
 

L.
 

secalinus,
 

L.
 

racemosus,
 

and
 

P.
 

juncea
 

by
 

fluorescence
 

in
 

situ
 

hybridization
 

(FISH).
 

[Results]
 

(1)
 

The
 

repetitive
 

sequences
 

of
 

the
 

Cot-1
 

DNA
 

of
 

L.
 

secalinus
 

were
 

classified
 

into
 

4
 

types
 

based
 

on
 

their
 

expected
 

genomic
 

distribution
 

patterns:
 

Tandem
 

repeats,
 

dispersed
 

repeats,
 

tandem
 

mixed
 

dispersed
 

repeats,
 

and
 

uncharacterized
 

repeats,
 

representing
 

32.4%,
 

45.7%,
 

12.4%,
 

and
 

9.5%,
 

re-
spectively.

 

(2)
 

The
 

number
 

of
 

the
 

hybridization
 

sites
 

of
 

the
 

tandem
 

repeats
 

TaiI-family,
 

Lt1-6,
 

pTa-535,
 

and
 

pSc250
 

were
 

highly
 

varied
 

from
 

7-20,
 

1-14,
 

17-26,
 

and
 

0-24,
 

respectively,
 

across
 

different
 

spe-
cies

 

and
 

accessions.
 

(3)
 

Ten
 

LTR
 

repeats
 

hybridized
 

the
 

tested
 

species
 

chromosomes
 

mainly
 

by
 

3
 

patterns.
 

Hybridizations
 

were
 

distributed
 

in
 

centromere,
 

pericentromere,
 

and
 

intercalary
 

regions
 

in
 

all
 

chromo-
somes.

 

Hybridizations
 

were
 

distributed
 

in
 

all
 

the
 

chromosomes.
 

Hybridizations
 

were
 

distributed
 

the
 

same
 

as
 

the
 

pattern
 

1
 

except
 

some
 

chromosomes
 

were
 

carrying
 

telomeric
 

hybridizations.
 

Two
 

LTR/copia
 

se-
quences

 

were
 

detected
 

only
 

in
 

L.
 

secalinus,
 

while
 

the
 

others
 

were
 

detected
 

in
 

all
 

species
 

and
 

accessions
 

tested
 

but
 

with
 

polymorphisms
 

in
 

hybridization
 

intensities
 

or
 

hybridization
 

patterns
 

in
 

partial
 

chromo-
somes.

 

[Conclusion]
 

Some
 

of
 

the
 

repetitive
 

sequences
 

in
 

Leymus
 

species
 

may
 

have
 

the
 

characteristics
 

of
 

rapid
 

evolution,
 

which
 

supports
 

the
 

rapid
 

homogenization
 

spread
 

of
 

scattered
 

repetitive
 

sequences
 

to
 

the
 

entire
 

nuclear
 

genome
 

during
 

the
 

polyploidy
 

of
 

Leymus
 

species.
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  赖草属(Leymus
 

Hochst.)是禾本科(Poaceae)
小麦族(Triticeae)1个重要多年生属,包含有30~
60个物种,主要分布于欧亚大陆和北美的温带地

区。赖草属植物生境非常广泛,适应性环境多样,包
括适应于盐碱、干旱、高寒等极端环境[1-2]。赖草属

中多个物种为优良牧草,同时又是麦类作物改良的

重要基因资源[3]。细胞遗传学研究资料表明其染色

体倍性从四倍体(2n=4x=28)到十二倍体(2n=
12x=84)变化不等,但以四倍体居多。赖草属物种

为异源多倍体起源,包含有2个基本的基因组 Ns
和Xm[3]。形态学、细胞学、DNA分子杂交及DNA
序列证据表明Ns来自于新麦草属(Psathyrostach-
ys)植物[1,4],但是Xm基因组的来源存在争议。通

过单拷贝核基因ACC1 序列分析,Fan等认为Xm
基因组可能来自于冰草属(Agropyron)或旱麦草属

(Eremopyrum
 

triticeum)[5];利 用 单 拷 贝 核 基 因

DMC1 分析提示Xm基因组可能为多起源[6]。用3
个叶绿体基因区段和3个核基因(Acc1、Pgk1 和

GBSSI)进行系统学分析,母体基因和Acc1 基因系

统学提示Xm与冰草属亲缘关系较近,而Pgk1 和

GBSSI系统学揭示Xm没有和任何二倍体物种聚

到一起,但是靠近新麦草物种分支,认为不完全系谱

分选、轮回杂交以及物种灭绝等因素复杂化了赖草

属Xm基因组的起源研究[7]。
植物基因组中重复序列占比70%以上[8]。按

照在染色体的分布方式,重复序列可分为串联重复

序列和散布重复序列,串联重复序列常为一些卫星

序列,而 散 布 重 复 序 列 大 部 分 为 转 座 因 子 序 列

(transposable
 

elements,TEs),包括反转录转座子

和DNA转座子[9-10],而反转座子为种类最多、分布

最广的转座因子。重复序列进化速度快,可以用来

鉴定近缘物种基因组间的遗传分化[11-12]。细胞遗

传学研究揭示一些串联重复序列在赖草属不同物种

染色体分布呈现很大的变异特性[13-15]。用不同标

记对大赖草(L.
 

racemosus)和滨麦(L.
 

mollis)基
因组DNA分别进行标记,对他们的F1 杂种进行

FISH杂交时,来自2个亲本的染色体可以被涂染

成显著不同的颜色,但是来自不同亲本物种的减数

分裂配对却正常[13],这表明2个赖草物种重复序列

具有显著分化,但是减数分裂配对分析依然支持它

们享有相同的基因组合。
用NS基因组特异性散布重复序列探针pL-

mIs44,对赖草(L.
 

arenarius)物种和小麦的杂交后

代进行FISH鉴定时,在小麦的染色体上鉴定到有

pLmIs44的杂交信号,作者认为赖草属物种的一些

特异转座因子序列在很短时间内能够从一个基因组

快速扩散到另一基因组,并认为这有可能是从细胞

学上很难检测到 Xm 基因组的一个重要原因[16]。
从以上研究结果可以看出,赖草属物种重复序列在

不同物种间分布具有很高的多样性,不同物种间重

复序列呈现显著分化,赖草属物种重复序列在进化

速度或模式上可能具有区别于小麦族其他物种的

特性。
赖草[L.

 

secalinus
 

(Georgi)
 

Tzvel.]为四倍体
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赖草属物种(2n=28),广泛分布于中亚和东亚地

区,生境范围较广,在青海地区全省各地都有分布。
大赖草[L.

 

racemosus
 

(Lam.)
 

Tzvel.](2n=28),
分布于东欧和中亚干旱及海岸地区。它具有植株高

大、穗子巨大的特性,区别于赖草属的其他物种。新

麦草[Psathyrostachys
 

juncea
 

(Fisch.)
 

Nevski]为
新麦草属二倍体物种(2n=14),广泛分布于亚洲北

部及北美地区,被认为是与赖草属Ns基因组亲缘关

系最为接近的新麦草属物种[5,7]。植物Cot-1
 

DNA
富集了基因组中高度和重度重复序列成分[17-18],通
过Cot-1

 

DNA克隆文库测序分析可以发现基因组

中大量重复序列,并通过染色体荧光原位杂交技术

(fluorescence
 

in
 

situ
 

hybridization,FISH),可以鉴

定重复序列在染色体的物理分布[19]。本研究通过

构建赖草基因组Cot-1
 

DNA文库,克隆序列分析鉴

定,赖草基因组重复序列成分组成解析及染色体荧

光原位杂交揭示这些重复序列在赖草、大赖草及新

麦草基因组中的分布,以探索赖草属物种基因组来

源及种间基因组多样性形成特性。

1 材料和方法

1.1 材 料

研究材料包括2个赖草属物种和1个新麦草属

物种。赖草种子采集于青海西宁,大赖草2个材料

由美国国家植物种质资源库提供。供试材料名称、
基因组组成、倍性、编号和来源见表1。

表1 供试材料

Table
 

1 Materials
 

used
 

in
 

this
 

study

种名
Species

基因组组成
Genome

倍性
Ploidy

编号
Number

来源
Origin

赖草
 

L.
 

secalinus
 

(Georgi)
 

Tzvel. NsXm 4× 无
 

None 青海西宁
 

Xining,
 

Qinghai

大赖草
 

L.
 

racemosus
 

(Lam.)
 

Tzvel. NsXm 4× PI
 

531811 阿塞拜疆
 

Azerbaijan

大赖草
 

L.
 

racemosus
 

(Lam.)
 

Tzvel. NsXm 4× PI
 

531812 美国
 

America

新麦草
 

P.
 

juncea
 

(Fisch.)
 

Nevski Ns 2× PI
 

476299 美国
 

America

1.2 方 法

1.2.1 Cot-1
 

DNA制备

Cot-1
 

DNA制备主要按照Zwick等[20]的方法。
基因组DNA用5

 

mol/L
 

NaCl溶液和dd
 

H2O稀释

至300
 

ng/μL,NaCl终浓度为0.3
 

mol/L。高压灭

菌打断在100~1
 

000
 

bp之间,沸水浴变性10
 

min,
立即置冰上2

 

min,65
 

℃水浴复性,按照Cot-1
 

DNA
动力公式计算时间复性。用S1核酸酶37

 

℃下水浴

消化8
 

min,消化纯化后制得Cot-1
 

DNA。

1.2.2 Cot-1
 

DNA文库构建

用T4
 

DNA 连接酶将末端加“A”后的 Cot-1
 

DNA连接到pGEM-T
 

Easy载体,将连接产物转化

入Escherichia
 

coli
 

DH5α,在添加X-gal、IPTG、氨
苄西林(ampicillin)的LB培养基上筛选阳性克隆。

1.2.3 探针制备

阳性克隆通过菌落PCR获得目标序列DNA,
序列产物经过纯化,通过随机引物法,用 Tetram-
ethyl-rhodamine-5-dUTP

 

(Roche
 

Diagnostics)进行

标记。

1.2.4 染色体制片和原位杂交

染色体制片和荧光原位杂交程序主要参照刘博

等[21]的方法进行,在荧光显微镜(Olympus
 

BX63)

下对染色体进行观察拍照,图片用 Adobe
 

photo-
shop

 

2020进行处理。

2 结果与分析

2.1 赖草重复序列组成分析

随机挑选赖草的120个Cot-1
 

DNA克隆中105
个成功测序,插入片段的大小为32~265

 

bp,片段

大小主要集中在30~90
 

bp之间。根据DNAMAN
 

8.0(https://www.lynnon.com/dnaman.html)组
装及与 NCBI的 GenBank数据库(https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)和REPBASE数据库

(http://www.girinst.org/censor/index.php)的核

酸序列同源比对结果,以及重复序列在染色体上分

布方式预测,可将105个克隆序列分为串联重复序

列、散布重复序列、串联重复序列加散布重复序列以

及未能鉴定序列4种类型。在这4个类型中,散布

重复序列在所测克隆中占比最大,为45.7%(48个

克隆);其次为串联重复序列,占比为32.4%(34个

克隆);未能鉴定序列类型占12.4%(13个克隆);散
布重复序列加串联重复序列类型占比为9.5%(10
个克隆)。

串联重复序列可进一步鉴定为TaiI-family、pTa-

57218期          
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535、Lt1-6、以及pSc250等4种类型。根据克隆占

比估计,这4种类型中所占重复序列中的比例不尽

相同,其中占比最大为 TaiI-family类型(15个克

隆),所占比例为14.3%;pTa-535类型(5个克隆)
占比为4.8%;Lt1-6类型(3个克隆)和pSc250类型

(2个克隆)的序列占比分别为2.9%和1.9%(表2)。
进一步根据数据库中序列相似性分析,散布重

复序列鉴定为反转座子序列(LTR、LTR/Gypsy、

LTR/Copia)和转座子2类重复序列。在含长末端

重复序列LTR的所有类型中,LTR/Gypsy(32个

克隆)占的比例最大,占比为30.5%;LTR(9个克

隆)和LTR/Copia(6个克隆)占比分别为8.6%和

5.7%;转座子类型(1个克隆)占1.0%。串联重复

序列加散布重复序列,可鉴定为 N8-family和LZ-
NBS-LRR

 

2种类型,占测序克隆的8%(9个克隆),
其中 N8-family为LTR/copia散布重复序列,LZ-
NBS-LRR为抗病相关串联重复序列。Afa-family
和LTR类型,克隆占比为1.0%(1个克隆),其中

Afa-family为串联重复序列类型,LTR为散布重复

序列类型。

2.2 串联重复序列在赖草及近缘物种染色体分布

选用克隆pLs-38、pLs-40、pLs-10以及pLs104
分别代表TaiI-family、pTa-535、Lt1-6以及pSc250
重复序列类型,对上述载体序列进行荧光探针标记,
利用中期染色体荧光原位杂交技术,对这些序列在

染色体上的分布特征进行检测。结果(表3)表明,
探针pLs-38、pLs-40以及pLs104基本都在赖草染

色体端部呈现强烈的杂交信号,TaiI-family、Lt1-6
以及pSc250序列类型在小麦族其他物种中染色体

分布呈现高度一致性;探针pLs-40在赖草染色体端

部、近着丝粒区以及间质区均有不等分布,分布特征

相似于pTa-535序列在小麦染色体上的分布。
将以上4个克隆探针对赖草近缘物种大赖草

和新麦草染色体进行检测。结果(图1)表明,4种序

列染色体特征相似,但是在杂交信号分布强度以及

信号数目、在不同物种以及同一物种不同材料间呈

现不同程度的差异性,串联重复序列 TaiI-family、

Lt1-6、pTa-535和pSc250在4个材料上的信号数

量变异分别为7~20,1~14,17~26,0~24个

(表4)。

表2 赖草中串联重复序列组成特征

Table
 

2 Characterization
 

of
 

the
 

tandem
 

repeats

序列类型
Sequence

 

type

重复序列占比
Propotion/%

序列长度
Sequence

 

length/bp

NCBI数据库序列比对信息
 

Information
 

by
 

blast
 

against
 

NCBI
 

bank

物种名称
Species

序列名称
Sequence

 

name
登录号

Accession
 

ID
相似度

Similarity/%

TaiI-family 14.3 220 大赖草
 

L.
 

racemosus pLrTaiI-4 AB016970.1 85

pTa-535 4.8 129 小麦
 

T.
 

aestivum pTa-535-551 KC290899.1 91

Lt1-6 2.9 121 无芒赖草
 

L.
 

triticoides Lt1-6 EU629352.1 87

pSc250 1.9 166 黑麦
 

Secale
 

cereale pSc250 JF893454.1 75

表3 染色体荧光原位杂交所用重复序列探针

Table
 

3 Repetitive
 

DNA
 

probes
 

used
 

in
 

the
 

study

探针
Probe

序列类型
Sequence

 

type

占比
Proportion
/%

序列长度
Length
/bp

探针
Probe

序列类型
Sequence

 

type

占比
Proportion
/%

序列长度
Length
/bp

pLs-38 TaiI-family 14.3 220 pLs-35 LTR/Gypsy
 

LATIDU2
 

TM
 

I 19.0 156

pLs-40 pTa-535 4.8 129 pLs-23 LTR/Gypsy
 

LATIDU2
 

TM 4.8 183

pLs-10 Lt1-6 2.9 121 pLs-20 LTR/Gypsy-1
 

LTR
 

TA 2.9 38

pLs-104 pSc250 1.9 166 pLs-60 LTR/SABRINA
 

TM 1.0 119

pLs-1 LTR/Copia-3
 

TA-LTR 1.0 195 pLs-66 LTR/SABRINA3
 

TMI 1.0 84

pLs-15 LTR/Copia-10
 

BD-I 1.0 78 pLs-27 LTR/SABRINA_SC_I 1.0 117

pLs-30 LTR/Copia-66
 

Tae-LTR 1.0 251 pLs-39 (LTR/SABRINA
 

TM)+Afa-family 1.0 151

pLs-19 LTR/Copia-62
 

GM-1 1.0 63 pLs-64 (N8-family)+LZ-NBS-LRR 8.0 219

pLs-32 LTR/Gypsy
 

JoDY
 

HC
 

LTR 19.0 97
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A.赖草;B.大赖草(PI
 

531812);C.大赖草(PI
 

531811);D.新麦草。1.
 

pLs-10(Lt1-6);2.
 

pLs-1(LTR/Copia-3);

3.
 

pLs-15(LTR/Copia-10);4.
 

pLs-35(LTR/Gypsy-LATIDU2
 

TM
 

I);5.
 

pLs-20(LTR/Gypsy-1-LTR
 

TA);

6.
 

pLs-39(LTR+Afa-family)。标尺=10
 

μm。

图1 赖草重复序列染色体荧光原位杂交

A.
 

L.
 

secalinus.
 

B.
 

L.
 

racemosus
 

accessions
 

PI
 

531812.
 

C.
 

L.
 

racemosus
 

accessions
 

PI
 

531811.
 

D.
 

P.
 

juncea.
 

1,
 

pLs-10
 

(Lt1-6).
 

2,
 

pLs-1
 

(LTR/Copia-3).
 

3,
 

pLs-15
 

(LTR/Copia-10).
 

4,
 

pLs-35(LTR/Gypsy-LATIDU2
 

TM
 

I).
 

5,
 

pLs-20
 

(LTR/Gypsy-1-LTR
 

TA).
 

6,
 

pLs-39
 

(LTR+Afa-family).
 

Bar=10
 

μm.

Fig.1 FISH
 

analysis
 

of
 

the
 

repetitive
 

sequences

77218期          
 

  陈 洁,等:赖草基因组重复序列组成及染色体分布特性



表4 串联重复序列在不同物种染色体的信号分布特征

Table
 

4 Chromosomal
 

distribution
 

patterns
 

of
 

the
 

tandem
 

repeats

探针
Probe

物种名称
Species

有信号的
染色体个数
Positive

 

chromosome

点状信号个数
 

Signal
 

site

端部区
Telomeric

着丝粒区及近着丝粒区
Centromeric

间质区
Interclary

散布信号
Dispersed

 

signal

pLs-38
TaiI-family

赖草
 

L.
 

secalinus 16 16 0 0 —

大赖草
 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531812) 12 16 0 2 —

大赖草
 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531811) 5 5 0 2 —

新麦草
 

P.
 

juncea 14 12 0 8 —

pLs-40
pTa-535

赖草
 

L.
 

secalinus 24 12 5 9 +

大赖草
 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531812) 11 12 3 2 +

大赖草
 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531811) 22 7 3 16 +

新麦草
 

P.
 

juncea 11 10 6 4 +

pLs-10
Lt1-6

赖草
 

L.
 

secalinus 14 12 0 2 —

大赖草
 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531812) 3 3 0 0 —

大赖草
 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531811) 2 2 0 0 —

新麦草
 

P.
 

juncea 1 0 0 1 —

pLs-104
pSc250

赖草
 

L.
 

secalinus 18 24 0 0 —

大赖草
 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531812) 0 0 0 0 +

大赖草
 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531811) 0 0 0 0 —

新麦草
 

P.
 

juncea 14 10 0 7 —

注:“+”代表有信号分布;“—”代表无信号分布。

Note:
 

“+”
 

indicates
 

that
 

there
 

is
 

a
 

signal
 

distribution,
 

and
 

“—”
 

indicates
 

that
 

there
 

is
 

no
 

signal
 

distribution.

2.3 散布重复序列在赖草及近缘物种染色体分布

根据测序克隆序列与数据库中序列相似性以及

克隆序列之间的相似性比较,选择11个克隆序列分

别代表不同反转座子亚家族成员进行探针标记,包
括4个LTR/Copia、4个LTR/Gypsy和3个LTR
序列(表3),并在赖草、大赖草以及新麦草染色体上

进行涂染分析。结果表明4个 LTR/Copia探针

(pLs-1、pLs-15、pLs-30及pLs-19)在赖草染色体杂

交信号分布方式可分为3种方式:集中分布在着丝

粒、近着丝粒以及间质区(pLs-19);分布在染色体所

有区域(pLs-15);大部分的染色体信号分布在着丝

粒、近着丝粒以及间质区,但是部分染色体端部也有

信号分布(pLs-1和pLs-30),见图1、表5。
比较在其他2个物种中的分布,不同序列在不

同物种中的分布方式也存在不同形式差异,pLs-19
在大赖草2个材料中均无信号检出,在新麦草中呈

现与赖草相似性分布;pLs-15在大赖草和新麦草中

均无散布分布信号检出;pLs-1和pLs-30在大赖草

和新麦草染色体上分布与赖草中相似,但是pLs-1
在大赖草(PI

 

531812)中无端部信号染色体检出,

pLs-30在新麦草染色体着丝粒处没有信号分布

(表5)。
用4个 LTR/Gypsy克隆探针(pLs-32、pLs-

35、pLs-23、pLs-20)对赖草染色体进行杂交检测,结
果表明4个探针信号分布与 LTR/Gypsy分布相

似,也可分为3种类型:集中分布在着丝粒、近着丝

粒以及间质区(pLs-23);分布在染色体所有区域

(pLS-32);大部分染色体的信号分布在着丝粒、近
着丝粒以及间质区,但是部分染色体端部也有信号

分布(pLs-35、pLs-20),见图1、表5。对比在其他3
个材料中4个探针的染色体分布方式,不同物种不

同材料间呈现变异(表5)。
用3个LTR克隆探针(pLs-60、pLs-66和pLs-

27)对赖草染色体进行涂染检测,pLs-60和pLs-66
大部分染色体的信号分布在着丝粒、近着丝粒以及

间质区,但是部分染色体端部也有信号分布,而

pLs-27在大部分染色体所有区域都有信号分布(图

1、表5)。进一步将大赖草和新麦草染色体分布特

征进行比较,不同探针散布分布方式具有相似性,但
又呈现显著性差异(表5)。
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表5 散布重复序列在不同物种染色体上的信号分布

Table
 

5 Chromosomal
 

distribution
 

of
 

the
 

dispersed
 

repeats

探针
Probe

物种名称
Species

散布信号
染色体数
Positive

 

chromosome

散布信号分布特征染色体数
Chromosome

 

with
 

dispersed
 

repeats
端部区
Telomeric

着丝粒区或近着丝粒区
Centric

 

and
 

around
间质区

Intercalary

点状信号的
染色体个数
Chromosome

 

with
 

dotted
 

signal

pLs-1
(LTR/Copia)

赖草
 

L.
 

secalinus 18 4 15 18 —
大赖草

 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531812) 28 0 2 28 —
大赖草

 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531811) 28 2 26 28 —
新麦草

 

P.
 

juncea 14 4 14 14 —

pLs-15
(LTR/Copia)

赖草
 

L.
 

secalinus 28 28 28 28 —
大赖草

 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531812) 0 0 0 0 0
大赖草

 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531811) 0 0 0 0 0
新麦草

 

P.
 

juncea 0 0 0 0 0

pLs-30
(LTR/Copia)

赖草
 

L.
 

secalinus 28 14 18 28 —
大赖草

 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531812) 28 10 15 28 —
大赖草

 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531811) 28 10 8 28 —
新麦草

 

P.
 

juncea 14 10 0 14 —

pLs-19
(LTR/Copia)

赖草
 

L.
 

secalinus 28 0 4 28 —
大赖草

 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531812) 0 0 0 0 —
大赖草

 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531811) 0 0 0 0 —
新麦草

 

P.
 

juncea 14 0 0 14 —

pLs-35
(LTR/Gypsy)

赖草
 

L.
 

secalinus 28 2 28 28 —
大赖草

 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531812) 28 2 28 28 —
大赖草

 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531811) 25 0 25 25 —
新麦草

 

P.
 

juncea 14 13 14 14 —

pLs-32
(LTR/Gypsy)

赖草
 

L.
 

secalinus 28 24 28 28 —
大赖草

 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531812) 28 0 28 28 —
大赖草

 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531811) 28 2 28 28 —
新麦草

 

P.
 

juncea 14 4 28 28 —

pLs-23
(LTR/Gypsy)

赖草
 

L.
 

secalinus 28 0 28 28 —
大赖草

 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531812) 28 10 28 28 —
大赖草

 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531811) 28 2 28 28 —
新麦草

 

P.
 

juncea 14 10 14 14 —

pLs-20
(LTR/Gypsy)

赖草
 

L.
 

secalinus 28 8 14 28 —
大赖草

 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531812) 28 12 15 28 —
大赖草

 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531811) 28 11 28 28 —
新麦草

 

P.
 

juncea 14 0 0 0 —

pLs-60
(LTR)

赖草
 

L.
 

secalinus 28 2 21 28 —
大赖草

 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531812) 28 0 28 28 —
大赖草

 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531811) 28 2 28 28 —
新麦草

 

P.
 

juncea 14 10 4 28 —

pLs-66
(LTR)

赖草
 

L.
 

secalinus 27 6 14 27 —
大赖草

 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531812) 28 5 28 28 —
大赖草

 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531811) 28 13 28 28 —
新麦草

 

P.
 

juncea 0 0 0 0 —

pLs-27
(LTR)

赖草
 

L.
 

secalinus 28 21 26 28 —
大赖草

 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531812) 0 56 28 56 14
大赖草

 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531811) 28 12 24 28 —
新麦草

 

P.
 

juncea 5 2 3 5 —

pLs-64
(N8-family/
LZ-NBS-LRR)

赖草
 

L.
 

secalinus 28 14 24 28 —
大赖草

 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531812) 28 15 18 28 —
大赖草

 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531811) 28 16 28 28 —
新麦草

 

P.
 

juncea 14 2 12 14 —

pLs-39
(LTR+
Afa-family)

赖草
 

L.
 

secalinus 28 22 20 28 14
大赖草

 

L.racemosus
 

(PI
 

531812) 28 4 11 28 4
大赖草

 

L.
 

racemosus
 

(PI
 

531811) 26 7 6 26 2
新麦草

 

P.
 

juncea 14 13 8 14 2
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2.4 散布加串联重复序列在赖草及近缘物种染色

体分布

  用2种类型的散布加串联重复序列克隆探针

pLs-64(LZ-NBS-LRR+N8-family)和pLs-39(LTR
+Afa-family)对赖草、大赖草及新麦草染色体进行

杂交涂染,结果表明pLs-64在3个物种所有染色体

上均具有强烈的散布杂交信号,杂交信号主要分布

于着丝粒、近着丝粒区、间质区,在赖草和大赖草半

数左右染色体端部具有信号,而新麦草个别染色体

具有端部信号(表5)。pLs-39在3个物种中杂交信

号主要呈现散布状分布,主要分布在间质区以及部

分染色体着丝粒、近着丝粒及端部区,在个别染色体

具有显著的点状信号分布,其中在赖草中点状信号

较丰富,而在大赖草和新麦草中只有2~4个信号

(图1、表5)。

3 讨 论

本研究在赖草基因组Cot-1
 

DNA中共鉴定到

TaiI-family[22]、Lt1-6、pTa-535[23]和pSc250[24]家族序

列4种串联重复序列,这些序列为小麦族中古老的家

族序列,存在于小麦族多个物种基因组中[15,22,24-25]。

Anamthawat-Jónsson等从赖草(L.
 

triticoides)物种

中得到的Lt1-6重复序列被认为是L.
 

triticoides
物种专化重复,在近缘物种大赖草中没有该序列的

分布[15]。而在本研究中从赖草中克隆得到的Lt1-6
序列不仅在赖草染色体,而且在大赖草和新麦草染

色体均有信号检测到,但是在赖草染色体信号分布

数量(14个)远远高于大赖草(2~3个)和新麦草(1
个)。本研究中所用大赖草材料不同于 Anamtha-

wat-Jónsson等[15]研究中所用的材料,这表明Lt1-6
序列在不同物种不同来源材料中的分布丰度具有高

度变异特性。重复序列pLrTaiI和pLrPstI与Lt1-
6具有相似性,表现为在赖草属不同物种及同一物

种不同材料间丰度具有高度变异特性,在 Wang
等[14]所用赖草材料中检测到pLrTaiI及pLrPst杂

交信号位点分别为2~9个和24~27个,而在本研

究材料中却具有pLrTaiI位点16个,并且在本研究

中,所用的赖草材料Cot-1
 

DNA中没有克隆到pL-
rPst,表明该序列在此材料中分布丰度可能很低或

缺乏该序列。由于串联重复序列具有快速进化特

性[12],赖草属物种中串联重复序列可能呈现快速物

种分化以及适应性变异特点。

散布重复序列为赖草Cot-1
 

DNA主要组成成

分,约为45.7%,均为转座因子序列,其中反转座子

LTR/Gypsy占 比 为30.5%,LTR/Copia占 比 为

5.7%,其他LTR为8.6%。对赖草属物种羊草(L.
chinensis)全基因组测序结果表明,该物种转座因子

序列占全基因组的87.76%,其中70.65%为反转座

LTR序列,而在LTR序列中Gypsy占比为44.19%,

Copia占比为15.70%,其他 LTR为10.76%[26]。

Cot-1
 

DNA主要包含基因组的中高度重复序列[18],

从整个基因组占比估计,赖草基因组中转座因子重

复序列占比可能低于羊草,而其中Copia序列占比

显著低于羊草,但是其他LTR占比可能高于羊草。

另外,在羊草基因组中LTR/Gypsy中占比最高的

为Tekay亚家族成员,在LTR/Copia中占比最高

的为Angela亚家族成员[27],但是在本研究中赖草

基因组中鉴定到LTR/Gypsy
 

JoDY
 

HC以及LTR/

Gypsy
 

LATIDU2
 

TM
 

I占比最高。赖草基因组中

反转座子成分组成显著不同于羊草基因组。利用基

因组DNA标记的探针在大赖草和滨麦F1 杂种能

对2个亲本的染色体进行显著区分[13],表明在大赖

草和滨麦基因组中存在高度分化的散布重复序列。

另外,在本研究中揭示了不同反转座子序列在赖草

属不同物种中的分布也表现一定变异,部分散布重

复序列在信号强度以及部分染色体分布方式等,在
不同物种以及同一物种不同材料间存在多态性。对

以上研究结果比较分析表明,虽然赖草属不同物种

由相同的NsXm基因组组成,但是不同物种间散布

重复序列存在高度遗传分化,推测在赖草属物种基

因组中散布重复序列变化在物种多样性形成及适应

性分化中起重要作用。

利用形态学、细胞学、DNA分子杂交以及单拷

贝基因确定新麦草为赖草属物种Ns基因组最为可

能的供体物种,或者是距供体物种亲缘关系最近的

物种[1,5,7]。前人利用重复序列作为探针进行染色

体原位杂交和基因组DNA杂交支持赖草属物种基

因组为Ns1Ns2
[16],而用单拷贝基因支持赖草属基因

组组成为Ns和另外一个未能确定的基因组Xm[5,7,26]。

基于细胞遗传学研究结果提议,在赖草属植物 Ns
和Xm基因组物种形成异源多倍体初期,可能存在

Ns特异性散布重复序列向整个基因组快速扩散并
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成主导成分,使得整个核基因组同质化[16]。Zhou
等[26]通过比较羊草基因组中不同反转座子LTR家

族成员在2个亚基因组 NS 和Xm中的分布,揭示

每个LTR家族成员在2个亚基因组中呈现相似的

分布模式,并认为NS 和Xm具有相近的亲缘关系[26],

但是笔者认为这也有可能是散布重复序列同质化快

速扩张的结果。本研究中大多数散布重复序列在多

数赖草属物种染色体呈现同质化分布,同时发现赖

草基因组中存在一定比例的反转座子序列和串联重

复序列混合序列,提示反转座子序列的一种快速扩

张过程,本研究结果在一定程度上支持赖草属物种

基因组异源多倍化起源并伴随散布重复序列的快速

同质化扩张。

4 结 论

(1)通过对赖草基因组Cot-1
 

DNA克隆文库测

序分析,并对赖草基因组重复序列进行初步表征,揭
示反转座 LTR序列和4种串联重复序列(TaiI-
family、pTa-535、Lt1-6及pSc250)在基因组占比较

高,分别占Cot-1
 

DNA克隆序列的45.7%和32.4%。

赖草LTR重复序列成分组成显著不同于羊草基因

组重复序列组成。
(2)利用赖草重复序列组成分析中得到的串联

重复序列和部分散布重复序列,对赖草、大赖草不同

物种进行染色体原位杂交涂染比较表明,重复序列

在不同物种及同一物种不同材料间呈现高度变异特

性。重复序列快速进化可能在赖草属物种基因组多

样性形成及适应性分化中起重要作用。
(3)比较LTR序列在赖草属物种及新麦草染色

体上的分布模式,表明LTR分布方式在2个亚基因

组间未有显著差异。赖草属物种多倍化过程中,存在

散在重复序列向整个核基因组的快速同质化扩散。
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