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光敏核不育水稻花培变异性及其选育技术路线
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提　要　本研究以培矮 64S /8902S F2代中选出的 11个典型的光敏核不育单株进行花培 , 获得了 22个

花培单个愈伤分化苗 (指由单个愈伤组织分化的一丛苗 , 以下简称愈伤苗系 )为本研究的试验材料。通

过远安 , 海南不同生态条件考察来源于同一愈伤苗系的育性变化。结果表明 , 同一 F2单株来源的不同

愈伤苗系之间、 以及同一愈伤苗系的不同单株间 , 结实率变异范围和变异系数较大。同一愈伤苗系不

同单株结实均值均以海南高于远安 , 说明多数光敏核不育单株 , 具有长日条件下育性稳定和短日条件

下育性易转换特性。分子标记分析未能检测到不同于双亲的结构变异位点 , 并证实来源于同一愈伤苗

系的不同单株变异 , 是由于花培过程中多个花粉粒同时诱导、 分化而来的结果。本文还讨论了籼型光

敏核不育水稻的选育技术路线。
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Variability of Anther Culture and the Technology Strategies for

Developing Practical Photoperiod Sensitive Male Sterile Rice

HE Yu-Qing　 CHEN Liang　 XU Cai-Guo

( Th e Nat ional Key Lab of Crop Genet ic Improvement , Huazhong A gricultural Univer city)

Abstract　　 The materials o f this study w ere 11 typical PSGM S plants selected f rom F2

generation of Peiai64S /8902S, and 22 cal lus reg enerated plants ( CRP) w ere obtained from

anther culture. The ferti li ty o f these plants w ere investig ated under the dif ferent eco logy

conditions of Yuan′an and Hainan. The majo r results are as follow s Wider va ria tion range

and La rg er v ariation coef ficient of seedset ting rate w ere found bo th among di fferent callus

lines f rom the same F2 plant and among dif ferent plants from the same callus line. The

seedset ting rate of the same plant was higher in Hainan than that in Yuan′an. It show s that

most PSGM S plants have the characteristic o f ferti li ty stabi li ty under long day condition and

fertili ty rev ersibi li ty under sho rt day condi tion. RFLP analy sis have no t detected the genetic

va ria tion among the DH plants. It shows the CRP va ria tion that come from same callus

might be induced and dif ferentiated by multiple po llens ef fects simullaneoasly.

Key words　 　 Anther culture; Callus reg enerated plants; Molecular marker; The

photoperiod sensi tiv e ma le steri le rice

光敏核不育水稻是极其珍贵的遗传资源
[ 1]
。光敏核不育水稻的发现拓宽了杂种优势的应

用范围 , 使亚种间杂种优势的利用成为可能 [ 2]。目前 , 在育种上选育了一大批籼型光敏核不
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育系 , 其中一类光敏核不育系表现长日条件下 , 育性不稳定而短日条件下育性易转换如

8902S, 另一类表现为长日条件下育性较稳定而短日条件下育性难转换的缺点如培矮 64S。诸

多学者认为引起光敏核不育水稻在长日条件下育性不稳定性 , 而短日条件下育性转换困难的

主要原因是由于遗传背景的影响即微效基因的作用和光敏核不育水稻的异质性所引起

的
[3～ 5 ]
。 He等研究认为 , 培矮 64S和 8902S的不育主效基因等位 , 而影响光敏核不育水稻的

育性不稳定性和育性可转换性分别由微效基因作用 , 并分别定位了 7个和 6个 Q TLs影响光

敏核不育水稻的育性不稳定性和育性可转换性 , 并证实光敏核不育水稻的育性不稳定性和育

性可转换性同时受基因互作的影响 , 表明光敏核不育水稻育性表达的复杂性和选育的难度。

花药培养技术最突出的优点在于加快育种进程 , 在较短的时间内获得稳定纯合的个体。近年

来 , 花培育种对于选育光敏核不育系已初见成效 [6、 7 ]。本研究利用具有长日条件下的育性稳

定 , 且短日条件下育性易转换的 F2单株进行花药培养 , 结合分子标记研究花培愈伤苗系的变

异性 , 探讨了选育实用性光敏核不育系的技术路线。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

从培矮 64S /8902S F2代中选用 11个典型的光敏核不育单株 ,即生长箱在长日低温

(> 14. 5h, 24℃ )条件下育性较稳定 , 而在短日高温条件 ( 10h, 28℃ )下 , 育性易转换进行花

培 , 获得了 22个花培愈伤苗系作为本研究的试验材料。

1. 2　试验设计与方法

1. 2. 1　花药培养　　花药培养的材料以取田间合适稻穗 (单核靠边期 ) , 置 8～ 10℃低温预处

理 8～ 10天接种。诱导培养基以 N6基本培养基 , 附加水解酪蛋白 400 mg /L, 激素配比为 ( 2,

4-D 2. 0 mg /L+ N AA 3. 0 mg /L+ K T 1. 0 mg /L ) , 蔗糖浓度为 6%。分化培养基以 MS为基

本培养基 , 激素配比为 K T 2 mg /L+ N AA 0. 2mg /L, 附加水解酪蛋白 400 mg /L ,谷氨酰胺

和天冬酰胺各 200 mg /L, 20 mg /kg PG络合锗 ( PG络合锗由陈葆棠博士惠赠 )。所有培养基

用 0. 7% 的琼脂固化 , 灭菌前用 1N NaOH或 1N HCl调 pH至 5. 8～ 6. 0, 1. 1 kg /cm
2

( 121℃ )高压灭菌 15～ 20分钟。培养条件以诱导花药愈伤组织在黑暗条件下进行 , 愈伤组织

分化在光照下进行 , 每天光照 10～ 12h, 培养室温度控制 28± 2℃。

1. 2. 2　花培无性苗的繁殖及移栽　　对于来自同一愈伤组织分化的一丛绿苗 , 小心分开 ,

并置 1 /2 M S培养基培养一周 , 待绿苗长出粗壮的根后并炼苗 , 直接移栽大田。

1. 2. 3　不同自然光温处理

1. 2. 3. 1　不同自然光温生态处理　　育性不稳定性鉴定: 对 DH群体的 H1代和 H2代 , 选

取自然长日条件下 , 湖北省远安县苟家垭镇窑河村 (湖北农业科学院远安育种基地与武汉纬

度基本相同 , 海拨 540 m ) , 以 8月 25日前抽穗的自然结实率作为 DH群体光敏核不育水稻

的育性不稳定性指标。

育性可转换性鉴定: 对 DH群体的 H1代 , 选取自然短日条件下 , 华中农业大学海南试验

育种基地 (海南陵水县光坡镇 ) , 以 4月 5日以后抽穗的结实率 , 作为鉴定 DH群体光敏核不

育水稻的育性可转换性指标。

1. 2. 3. 2　生长箱人控光温处理　　对 DH群体的 H1代在海南自然生态条件下育性转换较好

的单株 , 收种后种植于华中农业大学试验农场为 H2株系每株系选 3株进行人控光温处理 ,
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光温条件采用长日低温 (> 14. 5h, 23. 5℃ )和短日高温 ( 10h, 28℃ )两种光温处理 , 以鉴定其

实用性。育性指标采用花粉可染率和结实率两种标准。

1. 2. 4　分子标记 RFLP分析　　 RFLP分析方法参照 Zhang等 [ 8]。

表 1　　不同 F2单株花药培养能力

Table 1　　 The anther cul ture capaci ty

for different F2 plants

来源

Source

愈伤诱导率 (% )

Cal lus ind uce

f requ ence

绿苗分化率 (% )

Green plan tlet

di ff eren tial

f requence

分化愈伤数

Number of

callus

dif f erentiat ion

HP2 5. 86 5. 0 2

HP5 10. 40 6. 0 3

HP8 9. 12 5. 3 3

HP34 5. 15 13. 3 4+ 1*

HP43 5. 25 2. 0 1

HP56 6. 12 1. 67 1

HP70 8. 27 8. 9 3

HP80 6. 18 7. 5 3

HP101 8. 61 10. 4 2+ 1*

HP117 4. 67 0 0

HP215 3. 50 0 0

　　* 指分化白苗的愈伤数。

　　* The callus num ber of w hite plan tlet

2　结果与分析

2. 1　培矮 64S /8902S的不同 F2单株在花

药培养能力上的差异

培矮 64S /8902S F2单株花药培养的愈

伤组织诱导率和绿苗分化率 (表 1)表明: 所

有 11个 F2单株均能诱导出愈伤组织 , 仅 2

个单株的愈伤组织未能分化成绿苗 , 不同

单株的愈伤组织诱导率和绿苗分化率差别

较大 ,其变幅分别为 3. 50%～ 10. 4% 和

0～ 13. 3% 之间 ,均 值分别为 6. 65% 和

5. 46% , 说明籼型光敏核不育系能够诱导

愈伤并分化成苗 , 但愈伤诱导率和分化率

均较低。共有 23块愈伤组织分化成苗 , 其

中 21块分化绿苗 , 2块分化白苗 , 白苗分

化率相对较低 , 可能是由于 PG络和锗作

表 2　　同一愈伤无性系的不同倍性植株

Table 2　　 The different ploid plant from

the same cal lus clonic l ine

来源

Source

单倍体

Haploid

二倍体

Diploid

多倍体

Polyploid

HP2-1 3

HP2-2 10

HP5-1 19 2

HP5-2 22 73

HP8 2

HP8-1 19 11

HP8-2 8

HP34-1 5 5

HP34-2 32 14

HP34-3 6 4

HP34-4 4

HP43-1 7 9

HP56 15 23

HP70-1 2

HP70-2 10

HP70-3 53 20

HP80 6

HP80-1 40 1

HP80-2 2 24 2

HP101-1 2

HP101-2 24 2

用的结果 [ 8]。

　　对 21块愈伤组织分化的 21丛绿苗 , 小心将每一丛的

每一株绿苗分别分开移栽于大田表明 (表 2) , 通过田间植

株形态目测 , 植株形态分化有单倍体、 二倍体和多倍体 ,

共分化有单倍体 173株、二倍体 261株和多倍体 47株 , 其

中有 4块愈伤组织只分化成单倍体 , 4块愈伤仅分化成二

倍体 , 1块仅分化成多倍体 , 其余各愈伤组织块均同时分

化为单倍体和二倍体 , 二倍体和多倍体或单倍体、二倍体

与多倍体并成。花药培养过程中二倍体和多倍体来源可能

是由于单倍体自然诱发加倍的结果。

2. 2　花培愈伤苗系的变异检测

2. 2. 1　不同生态条件下花培 H1代的变异　　对来源于 5

个 F2单株的 8个愈伤组织获得的 80个 H1单株 , 通过海

南、 远安不同生态条件的结实率考察 (表 3)表明: 在海南

低纬度短日照条件下不同 F2单株来源的不同愈伤苗系之

间 , 同一 F2单株来源的不同愈伤苗系之间 ,以及来源于同

一愈伤组织的不同单株之间 , 结实率育性变异相当大。如

HP5-2, 26株结实率均值达 40. 9% , 而结实率变异范围为

0～ 87. 4% , 变异系数表现较大 , 如 HP8-1, 变异系数为

193. 84% 。而远安高海拔长日条件下育性鉴定同样表现
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出 , 不同 F2单株来源的和同一 F2单株来源的不同愈伤苗系之间 , 以及同一愈伤苗系之内的

不同单株之间 , 结实率育性也有一定变异。且变异系数较大 ,处于 37. 26% ～ 99. 22%之间 ,

变异系数较大的原因可能是由于来源于同一愈伤组织苗系的不同单株具有不同来源。 但与海

南育性相比 ,同一愈伤苗系不同单株结实率均值基本上均以海南高于远安 ,且海南比远安结实

率变异范围宽 ,表明大部分花培单株在长日条件下育性相对稳定 ,而短日条件下育性易转换。

表 3　　 H1在不同条件下的结实率表现 (% )

Table 3　　 The ferti lity perf ormance of H1 under different ecological conditions(% )

来源

Source

植株数

Plan t

远安 ( 96)　 Yuan′an( 96)

均值

Mean

　

变异范围

Variation

rang e

变异系数

Variation

coef fi cient

海南 ( 96)　 Hainan( 96)

均值

Mean

　

变异范围

Variation

range

变异系数

Variation

coef fi cient

HP5-2 26 3. 97 0- 7. 69 54. 09 40. 97 0- 87. 4 64. 64

HP8-1 8 2. 78 0- 5. 84 77. 10 4. 00 0- 22. 53 193. 84

HP8-2 7 4. 22 2. 46- 5. 60 37. 26 2. 19 0- 8. 16 133. 2

HP34-1 3 11. 73 7. 11- 18. 60 51. 72 38. 55 24. 86- 46. 7 30. 94

HP80-1 6 4. 68 2. 71- 9. 71 52. 07 35. 19 7. 90- 58. 24 60. 70

HP80-2 4 2. 10 0. 52- 5. 00 99. 22 14. 09 3. 80- 21. 92 55. 07

HP80-3 5 6. 29 2. 70- 10. 57 52. 56 15. 65 0- 59. 90 161. 91

HP101-2 23 9. 54 0- 19. 85 64. 57 20. 24 0- 43. 70 57. 16

进一步分析了 H1花培单株在海南与远安育性相关 (表 4)表明: 远安长日条件下结实率

与花粉可染率达极显著相关 , 而它们与海南条件下的结实率相关均不显著。何予卿等 ( 1998)

研究认为 , 影响光敏核不育水稻的育性稳定性和育性可转换性均表现为微效基因的作用 , 且

它们分别有独立的作用系统。这一结果进一步证实了这两个独立的作用系统的微效基因可以

通过重组交换聚合于同一优良的光敏核不育系中 [ 3]。

表 4　　花培单株 H1在不同生态

条件下的育性相关分析

Table 4　　 The correlation of H1

under dif ferent ecological condition

HN 96 YA96PF

YA96PF 0. 12

YA96SS 0. 17 0. 42* *

　 Note:　 HN96: Hainan 96 seed set

YA96PF: Yuanan 96 pollen

fert ili ty

YA96SS: Yuanan 96 seed set

2. 2. 2　 H2单株的育性表现　　对 79个 H1单株在海南分

别套袋收种繁殖 H2表明: H2单株在株叶形态上表现非常

一致 , 未发现同一 H1来源的 H2的各单株之间有株叶形态

分离现象 , 说明各单株均来源于花粉单倍体。

选取在海南结实较高来源于 3个愈伤苗系的 43个 H2

单株 (每个 H2各 3株 )进行长日低温 (> 14. 5h , 23℃ )和短

日高温 ( 10h , 28℃ )两种不同光温 HP34-1的各单株表现

两种光温处理结实率均较高以外 , 而 HP5-3和 HP101-2

两愈伤苗系的不同 H2单株均表现长日低温条件下 , 花粉

可染率和结实率低 , 而短日高温条件下花粉可染率和结实

率均高 , 即表现出极显著的实用型光敏核不育特性 , 并鉴

定两个优良的光敏核不育系 DH6、 DH7如表 6。

2. 3　花培单株的分子标记检测

选用定位于培矮 64S /8902S F2遗传连锁图上分布于水稻 12条染色体上 ( He等 , 1998) ,

且双亲具有多态型探针 /酶组合 60个 ,共计 71个 RFLP位点 ,分析了来自于 17个愈伤苗系的

116个单株的基因型。结果表明 , 所有花培单株的 RFLP位点均来自于双亲之一的纯合位点 ,

且没有发现来自于双亲的共显性杂合位点 ,或者不同于双亲的结构变异位点。同一探针在不
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表 5　　花培单株 H2在不同光温条件下的育性变异

Table 5　　 The fertili ty variation of H2 under different photo-thermo condition

来源

Source

类别

Type

植株数

Plan t

长日低温 (> 14. 5h , 23. 5℃ )

Long-day low temperature

均数

Mean

(% )

变异范围

Variation

rang e

变异系数 (% )

Variation

coef fi cient

短日高温 ( 10h , 28℃ )

Sh ort-day high temperature

均数

Mean

(% )

变异范围

Variation

range

变异系数 (% )

Variation

coef fi cient

HP5-2 PF 23 9. 21 0～ 42. 86 133. 63 40. 56 18. 33～ 81. 53 39. 23

SS 23 1. 43 0～ 13. 04 215. 27 26. 06 0～ 79. 71 101. 47

HP34-1 PF 3 36. 15 19. 57～ 60. 00 42. 59 77. 53 75. 0～ 81. 13 35. 21

SS 3 36. 02 16. 05～ 55. 22 54. 38 35. 21 28. 15～ 40. 00 4. 13

HP101-2 PF 17 4. 02 0～ 12. 50 128. 70 45. 97 11. 31～ 82. 32 62. 59

SS 17 1. 96 0～ 6. 44 113. 75 39. 79 5. 97～ 76. 56 62. 13

　　 PF: Pollen Fert ili ty　　 SS: Seedset ting Rate

表 6　　花培单株的育性表现 (% )

Table 6　　 The fertil ity performance for the plants of anther culture

株号

Plant No.

长日 , 23. 5℃
1 LD> 14. 5h , 23. 5℃

花粉育性

Pollen

fertili t y

结实率

Seed

set

远安 96

Yuan′an 96

花粉育性

Pollen

ferti li ty

结实率

Seed

set

短日 , 28℃
2 SD= 10h , 28℃

花粉育性

Pol len

fertili t y

结实率

Seed

set

海南 96

Hainan 96

结实率

Seed

set

DH6 0. 1 0 0 0 78. 64 52. 56 75. 09

DH7 10 1. 14 0 0 81. 53 79. 71 87. 04

DH52 60 55. 22 65. 01 55. 30 81. 13 76. 47 60. 00

　　Note:　 1 LD: long day　 2 SD: shor t day

同来源的愈伤苗系间 ,

以及同一愈伤苗系内

的不同单株之间 , 可

能表现出双亲之一的

不同带型 , 说明在组

织培养过程中 , 突变、

染色体结构变异可能

不是造成无性系变异

的主要原因。

图 1　　来源于同一双单倍体 HP101-2愈伤无性系的聚类

Fig. 1　　 Th e cluster analysis of cal lus clones

fo r double haploid line HP101- 2

　　对 116个单株通过遗传聚类分析

表明 , 116个单株按最小遗传距离可

分为 42类 (数据未列出 )。进一步对

来源于同一愈伤组织 HP101-2的 23

个无性繁殖单株聚类分析表明 , 按最

小遗传距离可分为 6类 , 其中 14个单

株完全聚为一类 , 遗传距离为 0(如图

1)。 说明来源于同一花药愈伤苗系的

单株 , 可能是由于一个花粉粒诱导分

化而来的 , 也可能是由多个花粉粒共

同诱导分化的结果 , 后者可能是造成

同一愈伤苗系在不同性状上表现变异

的主要原因 , 因而 , 在同一愈伤苗系内是可以进行选择的。

3　讨论

3. 1　花药培养无性系的变异性

花药培养由于小孢子通过离体培养 , 经过脱分化、 再分化和形态发生等一系列诱导过程

中 , 容易发生基因突变以及染色体结构变异等已有一些报道。李平等 ( 1995)通过 RFLP对籼

稻圭 630和粳稻 02428及其 F1花培的 81个 DH系分析表明 , 81个 DH系不同程度地发生
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DNA缺失以及 DNA序列的扩增 , 且籼稻的变异频率大于粳稻。但另一个花培的 DH群体中

(窄叶青 8号 /京系 17) , 很少发现 DNA变异
[9 ]。陈英等 ( 1996)对 7个籼稻品种花培获得的

161个花粉无性系农艺形状 , 同工酶变化和 RFLP标记检测发现 , 农艺性状和分子标记所检

测的变异较小 [10 ]。本研究通过 116个花培单株 , 利用分布于水稻 12条染色体的 60个多态型

RFLP探针的 71个位点分析 , 未发现不同于双亲的结构变异位点 , 表明利用花药培养产生的

遗传变异较小 , 遗传稳定性较高 , 利于光敏核不育水稻的选育和提纯。同时 , 由于花药培养

所得的愈伤组织是由于多个花粉粒共同诱导、 分化而来 , 同一愈伤苗系内选择是有效的。

3. 2　实用光敏不育系选育技术路线的探讨

花培育种应用于水稻常规育种已取得了很大成果。 1988年蔡得田首先证明了农垦 58S

的不育花粉具有再生植株的潜能 , 花培便很快应用于光敏核不育系的遗传和育种研究中 [6, 7 ]。

凌定厚等 ( 1992)认为 , 以培育光敏核不育系为目的的花药培养与一般常规育种的花培采用 F1

为供体亲本不同 , 不仅应对 F2代在长日条件下进行不育株的选择 , 还应在短日条件下 , 考察

育性转换特性 , 这种选个体作为花药培养的供体亲本可以大大提高选择效率
[ 7]
。

何予卿等 ( 1998)、 He等 ( 1999)研究认为 , 光敏核不育主要受不育主效基因作用 , 同时还

受一组光、 温敏感的 Q TL影响 , 这些微效的 QT L是影响光敏核不育基因的育性稳定性和育

性可转换性的制约因子 , 正是由于这些 Q TL的作用 , 使得光敏核不育水稻的遗传和育种显

得特别复杂 , 要求我们在选育光敏核不育系时 , 不仅要选择主效基因 , 更重要在于如何聚合

这些影响光敏核不育基因表达的优良的 Q TL
[3, 5 ]
。因此 , 作者认为 , 通过不同光温条件和不

同生态条件下 ,反复考察 F2群体中光敏核不育单株的育性稳定性和育性可转换性 ,使在不同

环境条件下 , 影响光敏核不育基因育性表达的 Q TL得以充分表达 , 然后在 F2选育不育性既

稳定 , 且容易转换的单株进入 F3或通过花药培养 , 可培育实用型的光敏核不育系。因为这样

鉴定 , 一部分效应较大的有益的 QT L已经纯合 , 并已聚合于选育的光敏核不育单株中 ,一部

分 Q TL呈杂合状态 , 通过花培还有一次 1∶ 1分离重组的选择机会 , 或进入 F3代可继续纯

合 , 可能还有极少数不利的 Q TL, 效应相当小 , 对光敏不育主效基因影响也较小 , 这样的选

择不仅可用于光敏核不育系之间的改造 , 还可用于光敏核不育系与正常品种杂交选育之中。
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