
收稿日期: 1999- 12- 09

作者简介:张凤兰( 1964- ) ,女,研究员,博士,主要从事十字花科蔬菜遗传育种研究工作。

甘蓝型油菜小孢子培养胚发生

能力的遗传分析

张凤兰
1
,高田义人

2

( 1北京蔬菜研究中心,北京  100089; 2日本国立岩手大学 农学部,盛冈,  020- 8550)

摘要:用 4 @ 4 完全双列杂交研究了甘蓝型油菜小孢子培养胚状体发生能力的遗传规律。结果表

明:多数 F 1的胚产量与具高胚发生能力的亲本相近, 部分 F1 的胚产量与双亲中亲值接近。胚状

体发生能力主要由基因的加性效应控制。高胚发生能力由显性核基因控制。广义和狭义遗传力

分别为 9712%和 8111%。由 L isandra(高胚发生能) @ Kamikita(低胚发生能)的 F2 群体胚发生数

的分离结果得出小孢子胚状体发生能力由具加性效应特点的两个基因位点控制。

关键词:甘蓝型油菜( Brassica nap us L. ) ; 小孢子培养;胚状体发生能力; 遗传

中图分类号: S6341 3  文献标识码: A   文章编号: 1000- 7091( 2001) 01- 0027- 06

通过雄配子的离体培养(游离小孢子培养)获得单倍体株, 经染色体加倍而获得纯合的双

单倍体株, 是加快育种材料稳定的有效方法。芸苔属作物中,自从 Lichter[ 1]报道甘蓝型油菜

小孢子培养获得成功以来,对完善和应用这项技术的研究很多, 包括对影响胚状体发生因素

的研究
[ 2]
、胚状体发生过程细胞学特点的研究

[ 3]
及小孢子培养技术在育种上的应用研究

[ 4]

等。然而,和其他组织培养技术一样, 甘蓝型油菜小孢子培养的胚状体发生受基因型的影响

很大[ 5, 6] , 但对控制胚状体发生能力的遗传机制尚缺乏研究。

本研究用 4 @ 4完全双列杂交方法, 探讨了甘蓝型油菜小孢子培养的胚状体发生能力的

遗传规律, 为通过遗传改良方法使小孢子培养能在范围较广的基因型中获得小孢子胚, 缩小

基因型间的胚发生能力差异提供理论指导。

1  材料和方法

111  材料

/ Topas0和/ Lisandra0为早熟西洋甘蓝型油菜品种, 具有高的小孢子培养胚发生率[ 6] ,

/ Kizakino0和 / Kamikita0为晚熟的日本甘蓝型油菜品种, / Kizakino0胚发生能力极低,

/ Kamikita0无胚发生能力。1996年春采用以上 4个材料为亲本进行了 4 @ 4完全双列杂交,

人工套袋蕾期去雄授粉获得自交和 12个 F1 种子。另外通过自交获得/ Lisandra0 @ / Kamik-i

ta0的F 2种子。所有材料于 1997年10月种于无控温的玻璃温室中,抽苔后每周浇1次 5- 10
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- 5 Hyponex 营养液。

112  小孢子培养方法

参照 Takahata[ 4]的方法进行。取长 3~ 4 mm 的花蕾,用含有效 Cl- 2%的 NaClO溶液消

毒 15 min,无菌蒸馏水洗3次将消毒液洗净。无菌条件下在含蔗糖 13% pH 610的B5- 13液

体培养基中用研棒将花蕾捣碎, 用无菌微孔布( 45 Lm)过滤, 将小孢子收集在离心管中, 在

1 000 r/ min下离心 3 m in,上清液去掉,加入新的 B5- 13培养基,将小孢子悬浮后再次离心,

3次重复。用血球计数盘在显微镜下进行小孢子计数, 并用 1/ 2NLN- 10 [ 4]培养基调整小孢

子浓度为 5 @ 104 个/ mL。将小孢子悬浮液分注于 60 mm @ 15 mm 的培养皿中, 每皿 2 mL。

在 3215 e 恒温箱中培养 4 d后,转移到 25 e 的培养室中在黑暗条件下培养 3周。

113  试验设计和数据分析

每个亲本和 F 1取 3株用于小孢子培养, 每株培养 4个培养皿。培养 3周后调查各处理

产生的总胚状体数。数据经平方根转化后,进行统计分析。双列杂交分析用U kai[ 7]编的计算

机程序(参照的 Hayman 1954a, b 方法
[ 8, 9]

)进行,广义和狭义遗传力用 Mather and Jinks
[ 10]
的

方法计算。

114  F2 群体的分离分析

对/ Lisandra0 @ / Kamikita0的 F 2群体的 80个单株进行小孢子培养, 分析其胚状体发生能

力的分离规律。

2  结果与分析

211  亲本及其 F1 的胚状体发生能力分析

21111  亲本的小孢子胚产量比较  4个亲本的小孢子培养的平均胚产量和方差分析结果列

于表 1。可见, / Topas0和/ Lisandra0的胚状体发生能力极显著的高于/ Kizakino0和/ Kamik-i

ta0,但 2个高胚发生率的亲本/ Topas0和/ Lisandra0间及 2个低胚发生率的亲本/ Kizakino0和

/ Kamikita0间差异不显著。说明亲本的小孢子胚状体发生能力存在真实稳定的差异,故可作

为遗传变异规律研究的试材。

表 1  亲本的胚产量比较

亲本 平均胚产量 ¹
新复极差测验

5% 1%

Topas 924 a A
L isandra 720 a A
Kizakino 8 b B
Kamikita 0 b B

  注: ¹ 1@ 105 个小孢子所产生的不定胚。

21112  F1 的胚产量比较  12个 F 1的小孢子培养平均胚产量结果列于表 2。由表 2可见, 所

有的 F 1 都有胚发生, 说明高胚发生能力为显性, 但 F 1 的胚产量差异很大, 表现最低的为

/ Kam ikita0 @ / Kizakino0, 平均每培养皿的不定胚数只有 41 个, 表现最高的为/ Lisandra0 @

/ Topas0,平均每培养皿的不定胚数为 2 537个。对表 2进行分析,可以得出以下的结论: 2个

高胚发生率的亲本间的 F1 的胚产量仍表现高, 高和低胚发生率亲本间的 F1 除/ Topas0和
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/ Kamikita0的正反交组合外,均高于中亲值; 2个低和无胚发生率的亲本间的 F 1 均有胚产生,

但胚产量仍表现较低。

表 2  双列杂交 F1 的胚产量比较

组合 ¹  平均胚产量º 新复极差测验

5% 1%

中亲值

( MP)
 F1- MP

L@ T 2 537 a A 822 1 715

T @ L 1 800 b B 822 978

Ki@ T 1 048 c C 465 583

L@ Ki 1 031 c C 364 667

Ki@ L 712 cd CD 364 348

T @ Ki 626 cde CDE 465 161

L@ Ka 494 cde CDE 360 134

Ka@ L 490 cde CDE 360 130

T @ Ka 375 def DEF 462 - 87

Ka@ T 198 ef EF 462 - 264

Ki@ Ka 80 ef EF  4 76

Ka@ Ki 41 f F  4 37

  注: ¹ T : Topas; L: L isandra; Ki: Kizakino; Ka: Kamikita; º为 1@ 105个小孢子所产生的不定胚。

21113  正反交的胚产量比较  将高 @低胚发生率的组合作正交,低 @ 高胚发生率的组合作

反交, 进行两组成对数据平均数的测验, 其 t值为 2123 < t 0105= 31812,正反交无显著差异, 说
明甘蓝型油菜小孢子培养胚状体发生能力不受细胞质基因的影响,主要由核基因控制。

212  甘蓝型油菜小孢子培养胚状体发生能力的双列杂交遗传分析

21211  配合力的方差分析  双列杂交 F1 及亲本的小孢子培养胚产量的平均值和方差分析

结果列于表 3和表 4。由表 4 可见, 组合间小孢子胚产量差异极显著, 可以进行配合力分

析
[ 11, 12]

。

表 3  双列杂交亲本及 F1 的小孢子培养胚产量

a   
`

Topas L isandra K izakino Kamikita T i

Topas 924 1 800 626 375 3 725  
Lisandra 2 537 720 1 031 494 4 782  

Kizakino 1 048 712 7 80 1 847  
Kamikita 198 490 41 0 729  
T j 4 707 3 722 1 705 949 11 083  

表 4  双列杂交亲本及 F1 的小孢子培养胚产量的方差分析结果

变异来源 DF SS   MS F值

重复 2 187 172 93 583 11 479

基因型 15 21 312 250 1 420 816   221 458* *

误差 30 1 897 980 63 266

总和 47 23 397 400

  采用/ DIALL0双列杂交分析程序[ 7] , 对表 3数据进行了配合力方差分析, 结果见表 5 和
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表6。控制甘蓝型油菜小孢子培养胚状体发生能力的基因的加性效应和显性效应的 F 值都表

现显著,正反交效应的 F 值不显著(表 5) , 一般配合力的 F 值为 36184,其差异达极显著水平,
而特殊配合力的 F 值只有 0171,差异不显著(表 6) ,说明甘蓝型油菜小孢子胚发生力由基因

的加性和显性效应控制, 以加性效应为主,不受细胞质因素的影响。

表 5  用 Hayman方法[ 8, 9]计算的双列表的方差分析结果

来   源 DF SS MS F值

加性效应 3 2 2951 42 765114 117199* *

显性效应 6 4881 73 81145 12156* *

母性效应 3 431 23 14141 2122
正反交效应 3 491 91 16163 2157

误差 30 6149

注:胚产量经平方根转化后进行计算。

表 6  甘蓝型油菜小孢子培养胚发生力的配合力分析结果

来源     DF     SS    MS     F 值

GCA 3 1 7121 86 570195 361 84* *

SCA 2 301 99 15150 21 39* *

正反交 6 931 14 15152 21 39
误差 22 7129

注:胚产量经平方根转化后进行计算。

21212  遗传参数分析  遗传参数的结果列于表 7。可见,甘蓝型油菜小孢子培养胚发生力的

遗传力极高,受环境条件影响小,其广义遗传力为 9712% ,狭义遗传力为 8111%。
表 7  遗传参数表

项  目    估计值

平均显性度 01 808
显性基因比例 01 306

基因数 11 932
广义遗传力 01 972

狭义遗传力 01 811

注:胚产量经平方根转化后进行计算。

表 8 F2 群体胚产量的分离分析

胚产量
植  株  数

观察数 理论值 ¹
V 2 P

> 700 4 5 11 683 01 70< P< 01 80

100~ 700 16 20

15~ 100 31 30

1~ 15 23 20

0 6 5

总和 80 80

 ¹ 理论比例为 1B4B6B4B1,即对 2 个具加性效应的基因位点,

含显性基因位点分别为 0, 1, 2, 3, 4个的基因型比例。

213  小孢子胚发生能力的分离规律

对/ Lisandra0 @ / Kamikita0的 F 2群体的 80个单株进行小孢子培养, 观察其胚产量的分离

情况, 结果见图 1和表 8。F 2群体胚产量的变异范围为 0~ 1 378, 根据胚产量可以将 F2 植株

分为 5组, 胚产量为 0的植株有 6株,在 1~ 15之间的有 23株, 15~ 100之间有 31 株, 100~

700之间有 16株,高于 700的有 4株, F2 群体的胚产量呈连续正态分布(图 1)。V2 测验表明,

F 2群体的不定胚产量符合 1B4B6B4B1的理论分离比例(表 8) , 说明小孢子胚发生能力由具加

性效应的 2个基因位点控制。
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胚产量 110; 211~ 15; 3115~ 100;

41100~ 700; 51> 700

图 1  / Lisandra0 @ / Kamikita0F2 群

体小孢子培养胚产量分布图

3  讨论

小孢子胚发生能力的基因型差异在白菜[ 13, 14]和甘

蓝型油菜[ 5, 6]上有较多报道, 本研究进一步证实了胚发

生能力由遗传因子控制, 并首次对甘蓝型油菜小孢子胚

发生能力进行了数量遗传及 F2 的分离分析。研究结果

表明: ¹甘蓝型油菜小孢子胚发生能力由基因的加性和

显性效应控制, 以加性效应为主; º正反交的胚发生能
力无显著差异, 小孢子胚发生能力不受细胞质因子的影

响; »高胚发生力由显性核基因控制; ¼ 广义和狭义遗

传力很高; ½小孢子胚发生能力受具加性效应的 2个基

因位点控制。

一般认为, 与植物花药培养相比, 游离小孢子培养在理论和实践上有许多优点。游离小

孢子培养消除了小孢子和花药壁、绒毡层细胞之间可能存在的营养竞争现象,可以更高的频

率诱导小孢子胚胎发生, 因此加拿大和欧洲一些国家成功地应用游离小孢子培养技术于甘蓝

型油菜的遗传改良中。但由于基因型间存在胚发生能力差异, 有很多的基因型仍无法诱导出

小孢子胚,大大限制了该技术在更大的基因型范围内应用。作者认为可以通过将无胚发生能

力的品种与高胚发生能力的品种杂交的手段,将控制高胚发生能力的遗传因子导入到无胚发

生能力的基因型中, 通过遗传改良的方法扩大能诱导出小孢子胚胎发生的基因型范围。
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Inheritance of Microspore Embryogenic Ability

in Brassica napus L.
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Abstract: Inheritance of microspore embryogenic ability in B . napus was examined by 4 @ 4 dia-l

lel crosses using 2 high responsive cultivars (-Topas. and -Lisandra. ) and 2 low and no respon-

sive ones ( -Kizakino. and -Kamikita. ) . M ost of F1 hybrids show ed that embryo yields similar to

the high responsive parent and some show ed embryo y ields similar to the mid-parent value. Diallel

analyses showed that both addit ive and dominant effects were significant at 1% level in the ge-

net ic control of m icrospore embryogenic ability. Addit ive g ene effects were predom inant. H igh

embryogenic ability w as controlled by dominant nuclear genes. The broad- and narrow- sense

heritabilities w ere 9712% and 8111%, respect ively. From the results of segregation of embryo

yields in F2 populat ion of-Lisandra. @ -Kamikita. , it is concluded that the m icrospore embryo-

genic ability w as controlled by tw o loci w ith additive effects.

Key words: Brassica napus L. ; M icrospore culture; Embryogenic ability; Inheritance; Diallel ana-l

ysis

32 华  北  农  学  报                   16卷


