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烟草种间体细胞杂交育成新品系
’

工
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中国烟草总公司青州烟草研究所

摘 要

198 0年通过原生质体融合获得普通烟草与黄花烟草 (N
.

tab ac
u 。 + N

.

;
二 t ic

a)
,

普通烟草和

粉蓝烟草 (N
.

t ab ac um 十爪g al cu e) 种间体细胞杂种植株
,

对其后代连续 9 年进行遗传性状观察

和选育
。

结果表明 : 杂种一代呈典型的双亲中间型
,

杂种三代和回交二代开始分离
,

也有一直

不分离的稳定株系和雄性不育株系
,

杂种后代育性差
,

回交能转育并逐步累积轮回亲本性状
,

染色体数 目逐渐减少 ; 在杂种后代选育中
,

获得了抗黑胫病
、

耐 C M V 并且具有天然优质香味

的新品系和一些具有特殊利用价值的稳定株系
。

近年来
,

国内外植物体细胞杂交的研究已获得约 80 多个组合的种内
、

种间
、

属间杂

种植株
。

然而有关体细胞杂种后代的遗传性状观察和选育方面报道不 多
。

198 1年以来
,

我们对普通烟草与黄花烟草 (z[J 简称 T R )
,

普通烟草与粉蓝烟草 ls(] 简称 T G )两组合的体细

胞杂种自交和回交后代进行遗传性状观察和选育
,

初步选育出有一定应用价值的烟草新品

系
,

把体细胞杂交工作向生产应用推进 了一大步
。

材料和方法

L l 材料

普通烟草 (N
.

r a b a e u m
.

五
.

) : 革新一号 S p e i g h t G 一 14 0

黄花烟草 (.N
r us ict a) :

黑老虎

野生烟
:
粉蓝烟草 (爪 g al cu a)

1
.

2 原生质体融合技术

1
.

2
.

1 原生质体制备 供试验用的烟草种子
,

播种和移栽于温室内
,

当烟苗进人旺长期

前后
,

取上部功能最强的全展叶片
。

经洗涤和置培养室内稍萎蔫后
,

用 70 % 酒精消毒 巧

分钟
,

迅速撕去下表皮
,

漂浮在混合酶液上降解原生质体
,

酶液组分为
: 2% (W / V)

o n o z u k a R 一 10 : 0
.

5% (w / v ) M a e r y r o z y m
e R 一 10 : 0

.

2% (w / v ) 葡聚糖硫酸钾 :

sm M C a e l 2
.

ZH ZO : o
.

7M 甘露醇 : p H S
.

8
。

通过 0
.

4# m 的微孔过滤器
,

抽滤灭菌
。

将含

有叶肉的酶液放置在 28 ℃ 培养箱
,

静置培 养 4一 6 小时后
,

便可释放许多园形的
、

绿色

的
、

单个分离的原生质体
,

用赛氏过滤器 (内附孔径 2 4 0 目的不锈钢网 )
,

滤去残渣
,

将

两种原生质体按 l : l 的比例混合后
,

再低速离心洗涤
,

洗涤 3 次
,

获得纯化悬浮的烟草

原生质体
,

制备 5% 的原生质体悬浮液大约 5 只 10 5 / m l 原牢质体
,

洗液组分为
: 0

.

7M 甘

①本文作者还有姚绍满
、

张历历
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露醇
: sm M C a C I : ·

ZH ZO ; l m M K H Zp O 4 ; p H S
.

8
。

1
.

2. 2 诱导融合 将洗涤好的原生质体混合液用吸管移在直径 c6 m 的表面皿上
,

进行融

合处理 ; 每皿滴入 6一 10 滴原生质体混合液
,

让其 自然沉降 5 分钟
,

在其周围缓慢加入等

量的 50 % (w / v ) 聚乙二醇 (P E G )
,

处理 巧 分钟 ; 再加入等量的高钙
、

高 p H 溶液处

理 10 分钟
,

高钙
、

高 p H 液组分 为
: 5 5m M C a e l:

·

ZH Zo ; 0
.

3 7 5 0,0 ( W / v ) G L Y ;

9
.

1% (w / V) 甘露醇
,

p H 10
.

5
。

紧接着用洗液 冲洗 3 次
,

再用 N T 一 6 培养基冲洗 2

次
,

最后加入 0
.

s m lT 一6 培养基
,

即可进行培养
。

1..2 3 融合体培养和分化 融合体培养
,

根据 N ag at a
和 T a k e b e ( 197 1) 的培养基稍加

修改后 的 N T一 6 培 养 基 I, ]提 高 e a C 12 ·

Z H Zo 到 l 0 0 0m g / I ; 降 低 M g s O 、 ·

7 H ZO 为

74 Om g八 ; 提高 V B , 到 10 m g l/
,

并添加甘氨酸
,

V B 6
椰乳

,

三碘苯甲酸
、

玉米素
。

融合体培养 15 天
,

加人等量的 N T 一 7 培养基以保持相对稳定的 p H 的充足的养分
,

促进小细胞团迅速生长
。

N T 一 7 与 N T 一6 基本培养基相同
,

只将蔗糖的浓度由 1% 提高到

2%
,

不加甘露醇
。

再培养 15 一20 天后
,

肉眼可见细胞团
,

长成小米粒或高梁粒大 小时
,

转移到固体培养基 N T 一 10
,

进行芽分化培养
。

N T 一 10 培养基是以 N T 一6 为基础
,

无机盐

类不变
,

有机物质主要改动激动素和维生素的浓度
,

将 I A A 改为 0
.

s m g / l
,

V B I
、

v B 6

分别降为 2 和 o
.

s m g / l
,

去掉椰乳和三碘苯甲酸
,

外加水解乳蛋白 2 50m g 八
,

碳原用蔗

糖 2% ; 琼脂 住 8%
。

经过芽分化培养出绿色的
,

簇生的芽
,

普遍没有根
,

从试管直接转

人 土 壤
,

成 活 率 很 低
,

必 须 进 行 根 分 化 培 养
,

将 茅 从 基 部 切 下
,

转移 到 附 加

o
.

Zm g / 1 IA A 的 N it sc h 一T 培养基 ! 3J 诱导根
,

小苗生根后转移到土壤
。

1
.

3 遗传性状观察和选育

以杂种植株的 自交株系和用 普通烟草回交的株系为材料
,

以普通烟草 S pe 谁ht G 一 140

(北方烟区
、

区试对照品种 ) 为对照
。

单行区
,

每行 24 一30 株
,

观察选育出优 良单株
,

对

连续两年以 L遗传性状稳定的株系进行产量
、

品质和抗性测定
。

2 试验结果

2
.

1 体细胞杂种后代遗传性状观察

2
.

1
.

1 体细胞杂种及杂种后代生物学性状观察
,

通过对融合杂种分析
,

杂种植株可分三

大类
。

( l ) 对称杂种类
:
在两个组合 ( T R

、

T G ) 各发现 l 株
,

如 T R 4
和 T G 3: 杂种苗期叶

片畸型
,

叶脉不规则
,

叶色浓淡不匀
,

毛 长而密 ; 成株后
,

植物的形态
、

营养器官和生殖

器官都呈双亲 中间型
,

雌雄蕊齐全
,

有相当的育性
,

正常花粉粒 占 32 %
,

染色体是双亲

之和
,

分别是 % 和 72
,

对其后代观察至第十代
,

形态特征仍保持双亲的中间型
,

稳定而

不发生分离
。

(2 ) 胞质杂种类
: 在 T G 组合 中

,

得到 l 株 T G S ,

其形态近似 于普通烟草 (花红

色
、

叶大而无柄 ) 染色体数 2n 一 48
,

雄性器官退化
、

无花药或花药 中无花粉粒
,

或者柱

头花丝不等长
、

自交不实
,

用普通烟草或粉蓝烟草的花粉与之授粉都能结果
,

用普通烟草

回交后代不发生分离
。

(3 ) 非对称杂种
:
这类植株出现的 比率较大

,

在植株形态上及营养器官或生殖器官有

的象典型中间类型的杂种
,

也有的偏向某一亲本的形态
,

根尖染色体数
,

T G 组合大 多数
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在 4 6一4 6
,

T R 在 60 一 90
,

这类杂种异常不稳定
,

育性很低
。

对杂种自交与普通烟草回

交各五个世代的连续观察
,

其数量性状变异结果列于表 l
,

性状分离情况主要表现如下
。

表 1 体细胞杂种各世代与回交各世代变异系数 (C v % )

项 目
杂种代数

S H
T R

7
T G o Z

T 回交代数 T R 火 T T G x T

l
气̀飞J

J

4ù、
7227457404a丘.41310

J̀砚JC,一、一
4441.

…
伟、àó、奋,̀
4

, .孟,J
1.盈,.且n7只0

门、n,Ùr,O少12..

…
0
,、é麦UZ只l

气̀2,úl
勺一,、ù4屯J6

株高

7 9 3

2 2
.

83

1 2
.

69

1 5
.

18

8
.

72

8 0 2

10
.

1 4

13
.

1 6

8
.

8 6

7
.

19

6
.

2 2

8
.

14 16
.

1 6

17340199民11.5反70102753
气乙O八1.五1..1

2
,、

叶数
5

.

7
.

753269二74
门了亡、ù一/ó勺ù、JÙO了n6()n,,乙,

.几

7
气、à

:
`

:
4
护

6Q八,ùOl
,、à
l
,l,

.

4046
n,,、ù6Q

`

ōzC,,、é气ù气j4
.

.
ù

l
勺̀,J,乙2勺一,J

4气
à
6

l勺ù
, ,一

叶长

7
.

5 7

1 4乃 l

6
.

9 0

2 3
.

47

2 1
.

7 8

9
.

1 5

15
.

15

12
.

2 3

16
.

16

8
.

3 1

1 1
.

3 3

4
.

3 5

1
.

6 1

8
.

30

6 4 1

4
,

6 7

1 5
.

90

10
,

78

7
.

1 6

2
.

3 3

7
.

1 9

14
.

6 3

4 2 6

7
.

49

6
.

1 8

l,
一,、月咔气

.2207420716巧吞王111177.03497178
&2214从12

乙曰ē袄à勺勺一O了J̀气、à只,
了ù、

,.
呻

:
01-
OCō、J111

气工,̀勺̀,、

4气
了0

叶宽

9
.

4 0

17
.

20

13
.

0 9

1 0
.

34

1 6
.

6 1

1 1
.

6 0

7
.

67

8
,

4 7

5
.

12

9
.

0 3

仍643429172117146二00007ō204
、JQ曰O八,一只4

,二l勺二2
,J,、

1
气工,、4只
召

16
`

4 1

11
.

16

10
.

7 7

22
.

18

2 8
.

75

202337

川404228

ù、ē“̀Jn7亡、ù,4()7t
尹尹, ,

.
1

…
7nUQ曰l
气乙

,.lr、à月212,、

,、ù
4
ù、了白

翼宽狈

体细胞杂种二代和回交一代
:
株系间植株形态基本整齐

,

其变异系数大 多数近似于亲

本品种
,

没有分离现象
,

通过回交
,

累加回交亲本的数量性状
,

如同普通烟草回交
,

则侧

翼加宽
,

叶片增大
,

花冠颜色变红
,

花冠筒增长
。

体细胞杂种 自交三代和回交二代
: T R 和 T G 两组合出现分离现象

,

从有分离的 T G

组合的花器官特征看大致可分近普通烟草的宽翼型和近粉蓝烟草的窄翼型
。

由表 l 的几个

数量性状的变异系数可以看出
,

侧翼的宽窄变异幅度最大
,

其次为株高
、

叶数等
。

体细胞杂种四代和回交三代
:
继续分离

,

分离现象变得更加复杂
,

如 T R 组合的花器

官分离为红花和黄花两种类型
。

从红花中选的单株其后代又分离出红
、

黄两种类型
。

叶型
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的分离也有两种以上的类型
,

混播的株系分离类型更多
。

几个数量性状的变异系数变化和

上代一样
。

体细胞杂种五代和回交四代
: 两组合的分离现象同上代一样

,

继续分离
,

其分离的类

型和复杂程度以及几个数量性状的变异系数除与上代相似外
,

从这一代开始
,

各株系生 长

整齐度出现不同情况
,

分离株系进人高度分离时期
,

分离类型 多而复杂
,

没有发现生长整

齐的的株系
,

而回交四代大多数仍然分离外
,

少数株系生长整齐
,

生长整齐的株系从大田

长相看
,

同普通烟草几乎相差不大
,

两组合的株系中都有整齐类型出现
。

体细胞杂种六代和回交五代
:
在杂种三代出现分离的株系至第六代仍为高度分离时

期
,

这在有性杂交中尚属 少见
,

回交株系中回交五代比回交四代有更 多株系趋向稳定
,

但

仍有较多株系继续分离
。

2
.

1
.

2 体细胞杂种后代的 育性 杂种后代的育性很低
,

但不 同株系间稍有差异
。

各 自交

或回交后代结实性
、

各年度间表现不一
,

有提高也有下降
,

连续 3 年调查结果列于表 2
。

表 2 杂种后代的结实性

单 株 产 果 数
杂种和亲本

单 株 产 果 数

单果种子数 千粒重 (m g)
19 8 1 19 82 19 8 3

,
J

l口é526
伪乙11ù
尸“

I
月呼

,、é

T R
4

T R
z ,

T R 13 又 T

T R 2 3 x T

T G 7

T G 1 3

T G 3 2

T G Z x T

P
.

T

R

G

10 5
.

0

10 8
.

0

极 少

极少

10
.

3

2 8
.

7

2 5
.

7

15 1 0

10
.

7

4
.

5

7 5
.

6 7

4 5
.

3 3

1 8
.

3 0

3 1
.

6 0

18
.

1 0

2 7
.

6

13
.

30

1 3 1

2 1 1

186
.

3

150
.

6

70
.

6

8 3
.

6

4 0
.

0

7 0
.

6

867.7乃从003

10 7
.

1 16 12

6 3
.

0 4 4 7

29
.

0 73 2

70
.

9

2 18
.

3

56
.

3

由表 2 可以看出
,

两个组合体细胞杂种植株的座果率有一定的差异
,

T R 组合座果较

多
,

T G 座果较少
,

不论哪一个组合
,

葫果小而瘪
,

种子量少
,

一般在 20 0 粒左右
,

只相

当于普通烟草的 1 / 10
。

用普通烟草初次回交座果率低
,

回交 2一 3 次
,

有的座果率已接近轮回亲本
,

种子量

亦与轮回亲本相 当
。

烟草种间体细胞杂种植株育性低的主要原因
,

根据我们观察是雄性器官发育不正常
,

花粉母细 胞不能进行正常 减数分裂
,

往往不能形成正常花粉粒
,

绝大 多数是败育的花粉

粒 ` ’ ) 。

2 1
.

3 体 细胞杂种后代的 染色体数 目变化普通烟草和黄花烟草的体细包染色体数都是

2n 二 48
,

而体细胞杂种植株的染色体数是 60 一 90 多条
,

多数为非整倍体不是双亲染色体

数之和
,

粉蓝烟草染色体数是 Z n = 24
,

T G 杂种植株的染色体数 多数是 3 6一 72 条
,

其中
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以 4 2一64 条之间者 多
,

也 多属非整倍体
。

自交世代保持非整倍性
,

各世代间有所波动 ;

T R 4 (2 n 一 % )T 3G
2 (2 n 二 72 )均为双亲之和

,

属双二倍体型的对称杂种
,

染色体数随 自交世

代的增加也不发生变化
。

杂种植株的回交世代
,

随着回交世代的增加
,

最后趋向轮回亲本

的染色体数 Z n 一 48
。

.2 3 体细胞杂种后代改良和新品系选育

几年来
,

通过对烟草种间体细胞杂种后代观察
,

杂种后代变异类型比较丰富
,

有的变

异性状属于育种研究所希望的有利变异如粉蓝烟草高抗黑胫病和叶斑病能力
,

黄花烟草高

尼古丁含量和粉蓝烟草低尼古丁含量
,

可在杂种植株 中表现
,

但有些不良性状在杂种 中也

得到 了表现
,

烟叶难变黄
,

烟叶烤后颜色暗
,

呈青褐色
,

缺乏油性 ; 烟叶化学成分不协

调
,

总糖
、

还原糖偏低
,

蛋 白质含量偏高 (表 3)
。

所以杂种植株不能直接利用
,

必须改

进
。

表 3 烟草体细胞杂种植株后代化学成份分析

材料 还原糖% 总糖% 尼古丁% 总氮% 蛋白质 % 施木克值

T R 5 4 1 2
.

18 16
.

9 6 2
.

5 2 3
.

0 1 1 6
.

0 8

T G 7 8
.

12 9
.

32 0 4 1 1 7
.

89 0
.

5 4

T G 1 3 5
.

4 6 0
.

3 7 2 4 0 1 4
.

5 8 0
.

3 7

大白筋 59 9

革新
一

号

1 2
.

18 1 6
.

96 2
.

0 9 1 1
.

14 1
.

5 2

1 5
.

32 2 3
.

1 7 0
.

7 2 2
.

4 5 1 3
.

0 4

2
.

3
.

1 回交改 良选育出烟草新品系 通过用综合性状表现较好的烤 烟品种作轮回亲本回

交的方法
,

逐步累积烤烟的优良性状
,

对烟叶品质进行改 良
,

并提高其育性
,

能选育出一

些遗传性状稳定
、

育性正常的株系
。

如对杂种 T R , : 用优质烤烟品种进行回交改良
,

获得

了具有黄花烟草高尼古丁含量
,

高抗黑胫病
,

赤星病
,

花叶
一

病轻
,

香气质好的烤烟香型新

品系
。

2
.

3
.

2 新品系特性 新品系具有广泛的抗
J

险
,

如黑胫病连续三年鉴定试验都表现较高的

抗性 (表 4)
,

新品系对烟草黄瓜花叶病病毒 ( C M V ) 表现有耐病能力
,

19 89 年山东烟区

由于干旱的影响
,

烟田普遍感黄瓜花叶病
,

据田间调查
,

新品系发病均较轻
,

说明新品系

还对黄瓜花叶病有一定抗性
,

在南方烟区调查
,

新品系对烟草叶斑病有一定抗性
,

抗蛙眼

病能力很强
。

表 4 黑胫病抗性测定

材 料
19 8 7

2 6
.

6 7

病情指数 %

1 9 88

8 8一4

革新 3 号 (抗病 C K )

小黄金 10 2 5 (感病 C K ) 0
.

0 82

12 0 0

7 2 9 0

! 9 8 9

3 3
.

5

3 8
.

5 0

9 7
.

9 0

新品系经过连续两年产量
、

品质测定如表 产量
、

级指和产值均高于生产上推广对
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。

照品种 s p i eg ht G一1 4 0
,

每亩产量高 4
.

5%
,

级指高 18
.

2 %
,

产值高 23
.

6 % ; 19 89 年在广

西小面积示范
,

产量
、

品质
、

产值增高于当地对照品种 (G 一2 8)
。

表 5 产量
、

品质测定

材 料 产 量 kg 级 指 % 产 值

8 8一 4

Spe ig h t G 14 0 (C K )

124 2 (+ 4
.

5% )

1 18
.

8

0
.

3 76 +̀ 18
.

29 % )

0
.

3 1 8

1 30
.

17 6 (+ 2 3
.

6% )

10 5
.

8

不 烤后原烟色泽金黄或桔黄
,

油分足
,

组织细致
,

结构疏松
,

吃味醇和
,

香气量足
,

香
叮

气质好
,

燃烧性好
,

内在成分 比较协调
,

糖碱 比 5
.

6
,

达到了美国和加拿大等优质烤烟生

产所公认的最佳 比值范围
,

且有较高的尼古丁含量 (表 6)
。

表 6 烟叶化学成分

材料

88一 4

还原糖% 总糖%

1 7
.

12

2 4
.

6 8

尼古丁% 总氮% 蛋自质% 施木克值 糖 / 碱

13
.

3 5 3
.

0 7 2 27

2
.

10

1 1
.

9 5

G 一 14 0 (C K ) 2 0 1 1
.

0 7

1 4 3

2
.

23 1 2 90

3 讨论

(l ) 体细胞杂种与有性杂种之间的遗传差异 ; 体细胞杂种与有性杂种比较
,

由于杂种

形成时核内的遗传物质前者是以偶倍体
、

后者是以单倍体为单位参与结合的 ; 胞质内的遗

传物质
,

前者 多为合二为一
,

而后者则以母性为主
,

因此体细胞杂种蕴有 比有性杂交更丰

富的遗传背景
。

有性杂种在 F , 代遗 传表现一致
,

F : 代分离
,

F : 代后性状逐渐趋于稳定 ; 但体细胞杂

种在杂种一代即有不同类型的表现
,

杂种二代的性状基本整齐一致
,

杂种三代开始分离
,

杂种六代以后
,

分离仍然继续
。

杂种后代的分离类型较有性杂种要多
,

分离的幅度呈
“

疯

狂
”

型
。

值得指出的是
,

在体细胞杂种后代中还有始终不发生分离的株系
,

这可能是体细胞融

合时形成的异源基因组偶倍性的对称杂种
,

这种类型在 T G
、

T R 组合 中均有出现
,

可称

为新的生物类型阵
了}

。

在 T G 杂种组合中
,

还有雄性不育的株系
,

保持 于一代
,

雄性不育性的遗传仍然稳

定
。

由体细胞杂种后代的遗传行为和细胞学鉴定看出
,

体细胞杂种后代有遗传性相对稳定

的偶倍性异源基组的 多倍体
,

有遗传性不稳定的非整倍体的多倍体类型
,

也有异体质核代

换形成的新质核关系类型
。

从而造成体细胞杂种的分离和变异范围超越了有性杂种
。

(2 ) 通过两个不 同物种的原生质体融合
,

获得体细胞杂种
,

克服远缘杂种间的不新和

性
,

扩大遗传重组的范围
,

增加变异
,

创造新的种质资源 le]
,

例如烟草属的不少野生种
,

具有显性 单基因支配的抗病性
,

而且许多是免疫的
。

将野 生烟草的抗性转移到栽培烟草

(栽培烟草缺乏其抗性 ) 可以解决常规有性杂交 由于种间
、

属间杂交的不新和性而难得到
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杂种
。

实践证明
:利用野生烟草与普通烟草

、

黄花烟草与普通烟草原生质体融合
,

能把野

生烟草的抗性性状和黄花烟草高尼古丁含量转移给栽培烟草
。

从文献报道和我们研究结果看
,

体细胞杂交虽然也存在着杂种育性低的问题
,

但通过

回交可使杂种逐渐恢复育性
,

回交也能改 良某些 不利性状阵
’ l

,

现已选育出几个稳定株

系
,

经过 2 年以 卜产量
、

品质和抗病性测定
,

筛选出具有抗黑胫病
、

耐 C M V
,

并有天然

优质香味的新品系
,

有很大的应用前景
,

这一成果
,

属于我国首次采用原生质体融合技术

改 良农作物品种
。
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