大葱雄性不育系的育性及光温敏感性鉴定研究
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   摘要：将不同败育程度的雄性不育系及正常可育材料20余份，采用花药形态学观察、碘-碘化钾染色进行花粉细胞学鉴定、套袋自交测试结实率三种方法相结合进行育性鉴定，通过方法之间的相互印证，确定几种方法对大葱雄性不育鉴定的有效性。同时，对12个不育系的光温敏感性进行了鉴定，所筛选出的3个不育系，育性不受光温影响，基本能够稳定遗传，具有进一步利用价值。
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自A.Jones等1937年从洋葱品种中发现雄性不育以来，葱属的雄性不育研究陆续得以开展。张启沛等[1,2]对我国章丘大葱及日本大葱等大量品种及雄性不育进行了深入研究，佟成富等[3]育种者利用不育系育成了“辽葱二号”等大葱新品种，其它大葱不育机理等研究也正得以深入开展。但是近年我国蔬菜品种国产率走低，每年仅大葱种子进口就在30吨左右。为了培育替代品种，促进大葱种子国产化，我们开展了大葱雄性不育系的鉴定研究，旨在获得简捷实用、在育种实践中可以有效应用的一套方法，并获得可以稳定遗传不受光温变化影响的大葱雄性不育系。
1. 试验材料与方法

对20余份不同雄性不育程度及正常可育的大葱品种品系，分别在温室与大田中种植，对不同光温条件、同株第一、二朵花苞，采用花药形态学观察、碘-碘化钾染色法进行花粉细胞学鉴定、套袋自交测试结实率三种方法相结合，进行大葱雄性不育系的育性鉴定及雄性不育系的光温敏感性鉴定。
2. 结果与分析
2.1花药形态学观察
张启沛等[1]将不育花药形态分为常药型、瘦药型、短雄蕊型，提出根据花药的颜色与透光性初步判断品种的可育或不育，但是在实践中对个人经验依赖性强。淡黄色瘦药型、常药型、短雄蕊型与可育型品种（植株）间在开花前分辨困难，褐色瘦药型在开花前所有花药也不一定全部褐变。因此依靠形态学观察，开花前不能确认是否败育及败育的彻底程度。
开花散粉后，多次调查，以散粉最多的一次为记载标准。根据花粉散粉量，把品种分为正常散粉的可育型、微量散粉的微可育型与完全不散粉的不育型三种。在20份参试材料中，可育型8份，占40%；微可育型9份，占45%；不育型3份，占15%。
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图1 常药型（左1-2）、正常可育型（左3-7）与瘦药型（右1-3）花药形态学比较
2.2花粉细胞学鉴定

取大葱不同时期小花摘取花药经碘-碘化钾染色进行花粉细胞学鉴定，可育品种通常在花粉形成早期染色较深，以后逐渐变浅，至成熟散粉着色最浅（图2左、中）。败育花粉早期染色较淡，以后逐渐加深，至散粉时二者染色相近，但是在形态上有较明显的差别（图2右、图3中）。因此，采用碘-碘化钾染色法进行花粉细胞学鉴定、确定品种育性的最好时期是花粉早期；这时花苞近开放，小花长度约3-4mm，花药长度约1mm，可育花粉粒饱满、着色深，不育花粉粒形态凹陷，不易着色，二者差别显著。
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图2  败育与可育花粉碘-碘化钾染色结果（左花粉早期可育，中散粉前可育，右花粉早期败育）
微可育品种花粉细胞学鉴定发现，其花粉分为3种情况：一是大量花粉表现典型败育特征；二是有能着色、但是体积大于正常花粉的“大花粉”；三是有少量近似正常的花粉。通过镜头随机统计，典型败育花粉占78.4%、大花粉占12.3%、近正常花粉占9.3%。大花粉在花粉早期表现染色浓，比正常花粉染色更深、染色颗粒密度更大，多数大花粉到散粉前仍然保持着这个染色状态，少数表现如正常可育花粉般着色（图3）。这种“大花粉” 发生机理、特殊着色机制及生活力还有待进一步厘清。
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图3 微可育品种花粉染色结果（左为花粉早期，中、右为散粉前）

2.3套袋自交结实
对所有品种均取10个饱满的花苞套袋，开花期多次轻轻敲打套袋，促进授粉，种子成熟后，单袋收获，调查自交结实情况，同时取同品种开放授粉葱头10个，测算品种套袋与开放授粉结实相对值。通过品种间结实相对值比较，表明表现正常散粉的品种间自交结实能力存在差异，结实相对值最高可达56.7%，最低仅21.3%。结实相对值虽低但结实较多，子代正常可育，可育特征明显。品种间相对结实率差异可能反映品种自交亲和程度不同。微可育品种套袋结实率品种间存在差异，有的品种基本不结实，有的品种少量结实，结实相对率为0~0.7%，而且子代仍然不育或微可育，没有可育分离。在花粉形态学鉴定为不育的品种套袋自交，全部未获得有效结实。

2.4大葱雄性不育系的光温敏感性鉴定
将大田种植的大葱，在12月初移栽至温室，至次年2月中下旬后开始开花。通过形态学观察，大葱正常可育品种总体上随着温度升高，光照渐强渐长，散粉量增大；到3月中下旬达到最佳状态；至5月中下旬后，温度过高会导致花蕾发霉，散粉量减少。育性综合鉴定结果表明，11份材料育性在大田与温室表现一致，或可育或不可育。9份材料随环境光温渐强而散粉趋势增强，这些品种（品系）在温室与大田早期表现高度不育特征（不散粉），随着光温提升，散粉趋势增强，最后套袋结实率亦有增高趋势，但是其中有1份材料最终没有形成有效结实。通过综合鉴定，从中鉴定出3份雄性不育材料，对光温不敏感，始终不散粉、不结实，不育性表现稳定，为进一步育种应用奠定了基础。
2.5同株次第开放两朵花的育性一致性鉴定
通过对分品种分株调查，育性表现稳定的占73.5%，主要是经典可育与经典不育品种表现较稳定；第一朵不散粉、第二朵表现少量散粉的植株占25.3%，主要是微可育品种；个别植株出现了第一朵可育、第二朵不育的情况，可能有一定的偶然性，占调查植株的1.2%。同株次第开放的两朵花之间的散粉差异，与在温室与大田不同光温条件下的育性鉴定结果有一定的耦合，说明大葱的育性表现主要受遗传控制。
3结语与讨论                                                                                             
3.1大葱雄性不育鉴定方法中，形态学方法最简捷实用，套袋可以最终确定品种育性，花粉细胞学鉴定可以提前判断，三者相互印证。在育种实践中形态观察结合套袋，便可准确鉴定不育系或不育株。
通过大葱育性综合鉴定研究，结果表明形态学方法最简捷实用，适合大量材料的初检，对于可育、微可育与不育可以明确判断分类，但是准确判断须在开花后，具有滞后性。花粉细胞学鉴定方法中，分类判断与形态学观察一致，并可在开花前提早判断。但是对微可育品种最终结实情况，还需要套袋自交测试，才能准确判断最终育性。有的微可育品种最终无有效结实，可以归为雄性高不育品种；有的微可育品种则有一定结实率，不育系利用价值降低。

3.2微可育品种中存在的 “大花粉”，结合其他研究成果推测可能是染色体不均衡分配到小孢子，使小孢子中染色体数呈倍性或不完整倍性增加所致。

胡彦[4]在紫苏多倍体中发现花粉体积变大，吴兰荣等[5]在花生属种间杂种F1的雄配子发生与发育特点研究中，发现种间杂种F1存在少量6个萌发孔的“大花粉”，经秋水仙素加倍的6倍体中“大花粉”普遍存在，表明染色体倍性增加或非整倍性增加，会导致花粉体积增大。同时这些大花粉育性较低。与本鉴定研究结果一致。这些体积大于正常花粉的“大花粉”在本研究中首次描述并提出，在以往未见报道，是对大葱花粉形态学的一个补充。
3.3通过光温敏感性遴选鉴定可以获得不受光温影响、遗传稳定的雄性不育系。

通过对所有参试材料鉴定结果表明，在12份雄性不育材料中9份具有光温敏感性，占75%，说明大葱雄性不育材料具有光温敏感性的材料居多，其作用机理尚不明确。本研究中获得3份不受光温影响的不育系和1份虽具有光温敏感性、但不结实的高不育系，表明通过广泛遴选鉴定可以获得不受光温影响、遗传稳定的雄性不育系。
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