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小麦花药培养中的密度效应研究
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　　[摘　要 ]　采用不同培养容器和接种密度进行小麦花药培养, 研究了小麦花约培养中的密度效应。结果表明,

小麦花药培养中的愈伤组织诱导效率与培养容器大小无关, 与花药接种密度显著相关; 当花药密度达到一定范围

之后, 能够显著提高小麦花药培养中愈伤组织的诱导频率。在密度为 4. 8 和 6. 4 枚ömL 时, 小麦花药组织反应率、

愈伤组织诱导率和A CRC 值均比在 0. 8～ 3. 2 枚ömL 下显著提高。
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　　花药培养作为诱导作物单倍体的一种主要手

段, 自 1964 年印度学者 Guha 和M aheshw ari 建立

以来, 一直受到遗传育种界的关注, 随着广泛的研究

及技术改进, 一些主要作物如小麦、大麦、水稻、烟草

等材料的花培效率已达到了应用水平[1 ] , 但受基因

型的影响, 一些材料的花药培养效率仍然很低。因

此, 寻求作物花药培养的最佳外界条件, 进一步提高

作物花培效率, 是目前乃至今后作物花药培养的一

个主要研究内容。花药培养的密度效应在烟草、水

稻、大麦花药培养中已有一些研究[2, 3 ]; 陈耀锋等[4 ]

对小麦花药培养中接种密度效应问题进行了初步研

究; D unw ell[5 ]研究了培养皿内气体体积不同所造成

的影响, 从而引起人们注意在花药培养中培养器皿

的类型、大小、培养基的体积。小麦是主要的粮食作

物, 通过花药培养进行小麦单倍体育种已成为一种

新的辅助育种手段, 但目前还未见到花药密度与培

养容器对小麦花培效率影响的系统报道。本研究采

用两种基因型的小麦材料, 研究了同一培养条件下,

培养容器和接种密度对小麦花药愈伤组织诱导效率

的影响, 旨在进一步改善小麦花药培养条件, 提高小

麦花药培养效率。

1　材料与方法

材　料　供试材料为西北农林科技大学细胞工

程室大田种植的普通小麦杂种 1 代苏麦 3 号×

C86- 113和复交 1 代[苏麦 3 号×丰a- 2 ]×抗盐O 3。

方　法　小麦花药培养的诱导培养基为W 14+

2, 42D 2 m göL + KT 0. 5 m göL + Su 9% + M a 1% +

A g 0. 7%。试验在 50 mL (25 mL 培养基)和100 mL

(50 mL 培养基) 三角瓶中进行, 设置 0. 8, 1. 6, 2. 4,

3. 2, 4. 8, 6. 4 枚ömL 6 种花药接种密度, 以比较 2

种基因型材料在 2 种培养容器和 6 种花药密度下花

药愈伤组织的诱导效率。所有处理均在接种后置散

光下培养, 出愈伤组织后, 统计分析不同处理小麦花

药组织反应率 (产生愈伤组织的花药数ö接种花药数

×100% ) , 愈伤组织诱导率 (产生愈伤组织数ö接种

花药数×100% ) 及A CRC 值 (每瓶平均诱导愈伤组

织数ö每瓶平均反应花药数)。

2　结果与分析

2. 1　接种密度对花药愈伤组织诱导效率的影响

　　在含 25 mL 培养基的 50 mL 的三角瓶中, 研究

了两种基因型材料在 4 种密度条件下的小麦花药愈

伤组织诱导率。结果 (图 1) 表明, 虽然两个 F 1 代材

料在诱导小麦花药反应率, 愈伤诱导率方面不同, 但

它 们 有 一 个 共 同 的 趋 势, 即 在 平 均 1. 6 和

3. 2 枚ömL 下, 小麦花药培养效率和A CRC 值差异

不明显; 在平均密度为 4. 8 和 6. 4 枚ömL 下的花培

效率也相近, 而后两种密度比前两种密度的花药培

养愈伤组织诱导效率有显著地提高。表明花药密度

对小麦花药愈伤组织的诱导效率有显著地影响, 并

有一定的阈值, 超过这个阈值, 将能显著地提高小麦

花药愈伤组织的诱导效率。
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图 1　接种密度对小麦花药培养效率及A CRC 值的影响

A. (苏麦 3 号×丰 Α22)×抗盐O 3; B. 苏麦 3 号×C86- 113; 1. 花药反应率; 2. 愈伤组织诱导率; 3. ACRC 值

F ig. 1　Effect of culturing densities on A CRC and w heat an ther culture frequency

A. (Sum aiNo. 3×Feng Α22)×Kangyan O 3; B. Sum aiNo. 3×C86- 113; 1. Responding frequency of w heat anthers;

2. Induction frequency of w heat anther callus; 3. V alue of ACRC

2. 2　不同培养容器对小麦花药培养的效应

将小麦杂种苏麦 3 号×C86- 113F 1 代花药按不同

密度接种在含 25 mL 培养基的 50 mL 体积的三角

瓶和含 50 mL 培养基的 100 mL 体积的三角瓶中,

研究了培养容器及花药密度双重效应。结果表明 (表

1) , 0. 8～ 3. 2 枚ömL 的小麦花药组织反应率和愈伤

组织诱导率相近, 4. 8～ 6. 4 枚ömL 的小麦花药组织

反应率和愈伤组织诱导率相近。但两组之间的花药

反应率和愈伤组织诱导率差异显著。

表 1　不同培养容器和接种密度对小麦花药培养愈伤组织诱导效率的影响

Table 1　Effect of con tainers and densities on the induction frequency of callus of w heat an ther culture

组合
Crosses

容器
Container

接种密度
Cultivating density

枚ömL
No. per mL

枚ö瓶
No. per bo ttle

接种总花药数
No. of anthers

p lated

花药反应率ö%
Responding

anther

愈伤组织诱导率ö%
Induction frequency

of po llen callus

苏麦 3 号×C86- 113

Sum ai No. 3×
C86- 113

25 mL
培养基

M edium

1. 6 40 40 2. 5 2. 5

3. 2 80 80 2. 5 2. 5
50 mL
体　积

Container

4. 8 120 120 5. 0 6. 7

6. 4 160 160 5. 0 7. 3

50 mL
培养基

M edium

0. 8 40 200 2. 0 2. 0

1. 6 80 400 1. 8 2. 0

2. 4 120 600 1. 5 1. 8

100 mL
体　积

Container

3. 2 160 480 1. 7 2. 1

4. 8 240 960 4. 9 7. 1

6. 4 320 1 280 4. 7 6. 8

表 2　不同密度下的花药愈伤组织诱导率 SSR 测验结果

Table 2　The result of SSR experim ent of the induction frequency and responding anthers of callus of culture at diverse densities

接种密度ö
(枚·mL - 1)
Cultivating

density

(平均)愈伤诱
导率ö%

(A verage) induction
frequency of po llen callus

差异显著性
L evel of difference

0. 05 0. 01

接种密度ö
(枚·mL - 1)
Cultivating

density

(平均)花药反应率ö%
(A verage)
responding

anthers

差异显著性
L evel of difference

0. 05 0. 01

4. 8 6. 90 a A 4. 8 4. 95 a A

6. 4 6. 55 a A 6. 4 4. 85 a A

3. 2 2. 30 b B 1. 6 2. 15 b B

1. 6 2. 25 b B 3. 2 2. 10 b B

　　对苏麦 3 号×C86- 113在两种容器 4 种密度下的 花药愈伤组织诱导率和花药反应率分别做两向分组
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资料的单一观察值方差分析, F 测验结果表明, 对于

花药愈伤组织诱导率容器间差异不显著, 不同密度

处理差异极显著 (F > F 0. 01)。对于花药反应率容器

间差异在 0. 05 水平上显著 (F > F 0. 05) , 不同密度处

理差异极显著 (F > F 0. 01)。对不同密度处理下的花

药愈伤组织诱导率和花药反应率的平均值做 SSR

比较 (表 2) , 在 4. 8, 6. 4 枚ömL 接种密度下, 花药愈

伤组织诱导率无显著差异, 3. 2, 1. 6 枚ömL 接种密

度下, 花药愈伤组织诱导率无显著差异, 但两组之间

存在着极显著的差异。

3　讨　论

花药培养中的接种密度在过去很少受到人们注

意, 忽视花药培养密度的原因在很大程度上与花药

培养技术本身的发展有关。花药培养技术大部分来

自于茄科植物的研究, 其中对培养反应最好的一些

植物的花药均比较大; Fouletier 和M ichelloh 最早在

水稻和 P runus. spp 的花药培养中观察到密度效应,

许智宏和N. Sunderland [2 ]采用液体小体积培养法对

大麦花药培养的密度效应进行了系统研究, 表明在

大麦花药漂浮培养中, 为获得大量的花粉愈伤组织,

用已经低温处理的单核中期花药, 接种密度至少需

要 60 枚ömL。小麦与大麦的花药都比较小, 因而研

究小麦花药培养的密度效应, 就显得十分重要。本试

验采用两种基因型的小麦材料, 分别进行了接种密

度效应研究, 虽由于基因型的不同造成两者的培养

效率有差异, 但接种密度试验有一致的结果, 表明在

1. 6, 3. 2, 4. 8, 6. 4 枚ömL 4 种接种密度下, 用较高

的接种密度能够显著的提高小麦花粉愈伤组织诱导

率和花药反应率。作者认为, 在高密度条件下, 培养

花药本身足以使所用的培养基条件化, 即在短时间

内释放出足够量的条件因子, 促进花粉细胞的发育

并形成花粉愈伤组织。

以前很少有人注意到花药培养中培养器皿的类

型、大小或培养基的体积与诱导率的关系,

D unw ell[5 ]首先注意到培养器皿内气体体积不同所

造成的影响, 他在琼脂培养基上培养烟草花药, 发现

器皿大小、培养基的体积和花药的数目之间存在着

一种明显的相互关系。本试验用两种类型的器皿研

究了同一小麦品种的接种密度效应, 结果表明, 小麦

花药培养愈伤组织诱导效率在接种密度相同的情况

下与容器大小没有显著相关性, 小麦花药反应率在

容器间差异无极显著相关性, 而花药密度是影响小

麦花药愈伤组织诱导效率和花药反应率的主要因

素, 这和D unw ell[5 ]在烟草上的结论不同。作者认为,

这是由于花药体积较小且较难培养的小麦花药与花

药体积较大易培养的烟草花药相比, 高密度小麦花

药组织在培养过程中引起的培养基的条件化比容器

间效应更为重要。
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Study on the effect of density of w heat an ther culture

WANG Fu-x in , CHEN Yao-feng,WANG Hui-p ing, REN Hui- l i, HAN D e- jun ,L I Chun- l ian
(College of A g ronom y , N orthw est S cience and T echnology U niversity of A g ricu lture and Forestry , Y ang ling , S haanx i 712100, China)

Abstract: T he effect of density of w heat an ther culture w as studied w ith diverse con tainers and cultivating

densities. T he result show ed that the induction frequency of po llen callus w as irrelevan t to the vo lum e of culture

con tainers, and h igh ly related to the density of po llens. T he frequency of po llen callus induction could be
obviously imp roved in the condition of an ther density over certain ex ten t. R esponding an thers, induction

frequency of po llen callus and data of A CRC of 4. 8 and 6. 4 an ther density per mL w ere h igher than that of 0.

8- 3. 2 an ther density per mL.

Key words: an ther culture; the effect of density induction; po llen callus; induction frequency; w heat
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