
植物遗传资源学报2010，1l(6)：671-677
Journal of Plant Genetic Resources

小麦花药培养后代和杂交后代中高分子量
麦谷蛋白亚基变异分析
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摘要：通过对Alondra、Orofen等5个小麦品种进行花药培养，同时以新春9号、京771、CB037等9个高分子量麦谷蛋白亚

基组成不同的小麦品种相互间配制24个正、反交组合，分析小麦加倍单倍体无性系和品种间杂交后代中高分子量麦谷蛋白亚

基变异。探讨利用花药培养和杂交手段改良HMW．GS组成的可能性。SDS-PAGE电泳分析发现，小麦加倍单倍体无性系中

HMW-GS发生了频繁变异，Alondra加倍单倍体中变异率最高(61．8％)，Verry加倍单倍体次之(16．7％)，均出现了原始材料

中所不具备的亚基类型；HMW．GS在部分F。杂种中呈现不完全共显性、亚基表达沉默和正、反交亚基表达不一致现象，宁春4

号／CB037、京771／宁春4号2个组合中出现了双亲所不舍有的亚基；通过连续自交和对新出现亚基的跟踪选择，获得了表达

新亚基的高代株系。研究结果对于改良小麦加工品质，加深了解小麦HMW—GS编码基因的遗传特性、结构特性等具有一定理

论意义和实践价值。
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Abstract：High molecular weight glutenin subunits(HMW-GS)in the doubling haploids from five stable culti—

vars and in the twenty—four crossing hybrids between nine different varieties in common wheat were analyzed by

SDS—PAGE to explore the possibility of improving the subunit compositions by anther culture and commercial cross—

ing．The results showed that frequent variation of HMW-GS happened in the doubled haploids with a rate up to 61．

8％in the genotypes tested．and several subunits might be new ones which are not present in the corresponding wild

types，but need to be identified further．In most Fl hybrids，the expression of all HMW·GS appeared to be codomi-

nant，but the expression of one or two HMW—GSs was found to be suppressed in a few FI crosses．Cytoplasm of fe-

male parents was feund to have some effect on the expression of very few subunit in a few crosses．At the same time，

2-3 possible new subunits that did not exist in the parents were observed in the two crosses，Ningchun4／CB037 and

Jin9771／Ningchun4．By continuous self-crossing and tracing of the new subunits，stable lines expressing the putative
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new subunits were obtained from the two crosses mentioned above．The present study is theoretical and practical val—

uable for the improvement of wheat quality and the further understanding of the genetic and structural features of

HMW-GS encoding genes。

Key words：Triticum aestivum；High molecular weight glutenin subunits；Anther culture；Somatic variation；

SDS．PAGE

麦谷蛋白(Glutenin)是小麦储藏蛋白的主要组

成成分，包括高分子量麦谷蛋白亚基(high molecular

weight glutenin subunits，HMW-GS)和低分子量麦谷

蛋白亚基(10w molecular weight glutenin subunits，

LMW—GS)2类，约占子粒蛋白的35％一45％¨。。。

高分子量麦谷蛋白亚基由Glu-A1、Glu．B1、Glu．D1

3个位点编码，分别位于1 AL、l BL、I DL染色体

上H。7 o；低分子量麦谷蛋白亚基由Glu．A3、Glu—B3、

Glu—D3 3个位点编码，分别位于lAS、1BS、1DS染

色体上M。81。高分子量麦谷蛋白亚基等位基因变异

主要影响面筋强度，后者关系到面包和面条的加工

品质及商业价值∽J引。研究表明。HMW．GS由复等

位基因控制，每个染色体上的2个基因紧密连锁，如

同一个孟德尔遗传单位H’”。。常规杂交能使HMW-

GS编码基因聚合在同一基因组中，HMW．GS基因

在F．代表达存在剂量效应，即双亲的全部亚基呈共

显性遗传，在F：代的遗传符合孟德尔独立分配及自

由组合规律，并带有母性遗传现象¨孓161。并且，Glu-

』位点的复等位基因在F。代子粒中两两共同存在

时，无正反交区别，也无显隐性可言Ⅲ1。

组织培养过程中由于培养基中化学成分的作

用，可诱发培养物中激活子、解离子的活性，从而

产生基因变异，以及染色体结构变异¨“。胡含

等¨引发现小麦花粉植株在形态上及染色体数目上

存在变异，初步解释了小麦花粉无性系变异具有

普遍性的原因。本课题组20世纪90年代利用花

药培养技术对几个定型品种进行了无性系诱导，

发现了加倍单倍体在株高、穗长、粒重等农艺性状

上存在变异¨⋯。

目前，还没有在小麦杂交后代中发现超越双亲

HMW—GS亚基组成及正、反杂交组合中HMW—GS亚

基组成不同的现象，也没有关于花药培养后代中

HMW—GS亚基组成发生变异的报道。为此，本研究

对Alondra、Orofen、Vent等小麦品种进行花药培养，

培育出足够数量的加倍单倍体，采用SDS．PAGE对

加倍单倍体进行电泳分析；利用新春9号、京771、

CB037、中国春、宁春4号、Bobwhite、扬麦12号、京

冬8号等HMW，GS亚基组成不同的小麦品种相互

间配制正交和反交组合，利用SDS—PAGE对杂交当

代子粒及后代子粒HMW—GS亚基组成进行电泳分

析；发现HMW—GS亚基组成在加倍单倍体后代和自

交后代中均存在变异，而且在一些正、反杂交组合中

存在差异，这对于小麦品质性状的基础理论研究和

育种实践具有一定意义。

1材料与方法

1．1小麦材料

小麦材料Verry、Alondra、Orofen和百农3217

(BN3217)由国家农作物种质资源保存中心提供，京

771(J771)、中国春(CS)、中优9507(ZY9507)、新春

9号(XC9)、CB037、宁春4号(NC4)、Bobwhite、扬麦

12(YMl2)、WMl51A、石4185($4185)和京冬8号

(JD8)由本课题组收集保存。其中，Verry、Alondra、

Orofen、新春9号和百农3217用于花药培养，获得加

倍单倍体群体；京771、CS、新春9号，CB037、宁春4

号、Bobwhite、扬麦12、京冬8号和石4185用于配制

杂交组合，相互间共制了24个正、反交组合；京

771、CS和中优9507作为高分子量麦谷蛋白亚基分

析的标准对照品种。

1．2花药培养

孕穗期取小孢子发育处于单核靠边期的小麦幼

穗，置于4℃冰箱中处理3d旧“，接种前用75％乙醇表

面擦拭消毒，无菌条件下取出花药接种在W14附加

2．0mg／L 2，4-D、10％蔗糖和89／L琼脂(pH6．0)同体

培养基上，28℃、黑暗条件下培养30～40d诱导愈伤

组织。将直径1mm左右的愈伤组织转移到1／2MS附

加1．Oms／LKT、0．5mg／L NAA、2％蔗糖、89／L琼脂培

养基(pH6．0)上，25'E、63斗mol／m2·s光照件下培养

20～30d分化植株。将再生芽进一步转移到1／2 MS

附加0．5mg／L IAA、1．0mg／L多效唑、2％蔗糖、89／L

琼脂培养基(pH6．0)上壮苗和生根。移栽前用清水

将根系上的培养基清洗干净，将根系健壮的绿苗移入

温室Ⅲ1 o

1．3麦谷蛋白提取

单粒风干种子在一80℃液态氮中充分研碎，加

入1ml 70％乙醇，涡旋振荡30rain，12000rpm离心
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10min，弃上清液后干燥；加入1ml 55％异丙醇。混匀

并涡旋，65。C水浴30min，12000rpm离心lOmin，充

分干燥；加入120斗1溶液B(50％异丙醇+0．2M

Tris-HCI pH8．0，新鲜加入二硫苏糖醇DTT达1％)，

混匀涡旋，放入65℃水浴30min；加入100斗1溶液B

(50％异丙醇+0．2M Tris-Hcl，pH8．0，加入4一乙烯

吡啶达1．4％，涡旋混匀；65℃水浴30min，12000rpm

离心10min；上清液转入新离心管，12000rpm离心

10min，吸取100斗1上清液转入新离心管，加入等体

积的Glu．buffer(20％SDS，0．02％溴酚兰，0．08M

Tris-HCl pH8．0，40％甘油)，65℃水浴30min，

12000rpm离心10min¨“。

1．4 SDS．PAGE

先配制12％的分离胶，凝聚1h后灌入10％的

浓缩胶，插入梳子后再凝聚l h以上用做电泳。上样

量为6—10斗1／孔，稳流15mA／gel 20min后，稳流20

mA／gel。电泳2．5～4h后将胶放入SDS染色液

(0．1％考马斯亮蓝R．250，45％乙醇，10％冰乙酸)

中，过夜染色。倒掉染色液，加入SDS脱色液(10％

乙醇，10％冰乙酸)，在摇床上脱色2—3次，在胶片

观察灯上看到清晰的蛋白条带时用凝胶扫胶仪(清

华紫光e100)扫描保存。23。。

1．5主要农艺性状调查

加倍单倍体和对照品种于2009年2月种植在

宁夏农林科学院农作物研究所试验基地，生育期间

调查出苗期、抽穗期和成熟期，收获前每个材料随即

取10株调查株高、穗粒数，脱粒后测定千粒重、粒色

等主要农艺性状。

2结果与分析

2．1加倍单倍体植株获得

以5个小麦基因型Verry、Alondra、Orofen、新春

9号、百农3217为材料进行花药培养，其中，接种

Verry花药3882枚，诱导出愈伤组织1054块，获得

可育株42株，出愈率为27．2％，加倍率28．4％；接

种Alondra花药924枚，诱导出愈伤组织317块，获

得可育株40株，出愈率34．3％，加倍率为35．1％；

接种Orofen花药1860枚，诱导出愈伤组织234块，

获得可育株29株，出愈率为12．6％，加倍率为

29．6％；接种新春9号花药数2540枚，诱导出愈伤

组织435块，获得可育株21株，出愈率17．1％，加倍

率29．6％；接种百农3217花药数1108l枚，诱导出

愈伤组织43块，获得可育株2株，出愈率0．4％，加

倍率40．O％(表1)。

表1 不同小麦基因型花药培养获得加倍单倍体情况

Table 1 Callus induction and plantlet induction directly

from wheat anthers in different media

⋯蒜罴茹品嚣。紧花药
愈伤组织诱导

不育 町育 加倍率

基因型 数(枚)织数(块)． 株(株)株(株) (％)

inoculated No． P¨j plants plants frequency

2．2 加倍单倍体高分子量麦谷蛋白亚基变异分析

对Alondra花药培养获得的40个株系进行

SDS．PAGE分析结果表明，在其中的21个株系中高

分子量麦谷蛋白亚基组成出现了变异(图1)，变异

率为52．5％。进一步以对照品种中优9507(HMW

亚基组成为：l，7+9，5+10)、京77l(HMW亚基组

成为：1，17+18，5+10)和中国春(HMW亚基组成

为：Null，7+8，2+12)为参照，分析Alondra加倍单

倍体高分子量麦谷蛋白亚基组成，发现其变异主要

分为2类，第1类与中优9507类似，亚基组成可能

为(1，7+9，5+10)；第2类与中国春类似，亚基组

成可能为(Null，7+8，2+12)。这2类变异中也町

能有新亚基，需要进一步鉴定。

图1 Alondra加倍单倍体高分子量麦谷蛋白亚基组成分析

Fig．1 HMW·GS composition analysis of

the doubling haploids derived from Alondra

I-4。6—10，Il，13—20，2I一24，26—30：

Alondra加倍单倍体；5，12，25：Alondra
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对Verry花药培养获得的42个株系的SDS-

PAGE分析结果表明，在其中的7个株系中高分子

量麦谷蛋白亚基组成出现了变异(图2)，变异率为

16．7％。以标准品种中优9507(1，7+9，5+10)、京

771(1，17+18，5+10)和中国春(Null，7+8，2+12)

为参照辨别高分子量麦谷蛋白亚基组成。结果表

明，Verry花培无性系高分子量麦谷蛋白亚基组成发

生了稳定性变异，主要分为2类，第l类与中优

9507类似，第2类属于一种新类型，亚基组成可能

为(Null，7+18，5+10)。也可能出现了新亚基，有

待进一步分析。

图2 Verry加倍单倍体高分子量麦谷蛋白亚基组成分析

Fig．2 HMW-GS composition analysis of the doubling haploids derived from Verry

1，11：中优9507；2：京771；3，12：Verry；4—10，13—15：Verry加倍单倍体；16：中国春

对百农3217花药培养获得的2个株系的

SDS-PAGE分析结果表明，在这2个株系中高分子量

麦谷蛋白亚基组成比百农3217多了一条带(图3)，

与1号亚基类似，推测其亚基组成为(1，7+8，2+

12)，可能有新亚基出现。由于获得的加倍单倍体

较少，变异情况有待进一步研究。

图3 百农3217加倍单倍体鬲分子■

麦谷蛋白亚基变异分析

Fig．3 HMW-GS composition analysis of the

doubling haploids derived from Beinong 3217

1：中优9507；2：京771；3：Alondra；

4：百农3217；5-6：百农3217加倍单倍体

同样，对新春9号21个加倍单倍体株系和Oro．

fen 29个加倍单倍体株系子粒中的麦谷蛋白进行

SDS．PAGE分析。结果表明，这50个加倍单倍体分

别与对照品种新春9号和Orofen相比，高分子量麦

谷蛋白亚基组成没有发生变异。

2．3典型HMW-GS组成变异加倍单倍体主要农

艺性状

加倍单倍体主要农艺性状调查结果显示，

HMW—GS组成发生变异的加倍单倍体在株高、生育

期、子粒颜色等主要性状上与对照品种一致(表2)，

穗粒数比相应对照略有减少，千粒重比相应对照略

有提高。表明典型HMW—GS变异加倍单倍体的主

要植物学性状与对照基本一致，在有关品质性状的

HMW组成上发生了变异。

表2 部分HMW-GS组成变异加倍单倍体农艺性状

Table 2 Main agronomic characteristics of some haploids

with vacation in HMW-GS composition

2．4不同杂交组合中高分子量麦谷蛋白亚基表达和

变异

分别用京771、CS、新春9号、CB037、宁春4号、

Bobwhite、扬麦12、京冬8号和WMl5lA等品种配制

正、反杂交组合，对F，杂种子粒中的高分子量麦谷

蛋白进行SDS-PAGE分析(图4)。结果表明，新春9

号／Bobwhite组合和Bobwhite／新春9号组合中含有

双亲所有亚基(1+2’，7+9，5+10)，表现为共显性

表达，正、反杂交组合中亚基相同。宁春4号／京冬

8号组合中含有双亲的所有9个亚基(1，7+9+17

+18，2+12+5+10)，表现为共表达。宁春4号／

WMl5lA组合中含有双亲宁春4号和WMl51A中
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全部7个亚基(1，7+9，17+18，5+10)，所有亚基

表现为共表达。宁春4号／新春9号组合中含有双

亲的7个亚基(1，7+9+17+18，5+10)，表现为共

表达。京771／CS组合中含有双亲的8个亚基(1，

7+8+17+18，2+5+10)，CS最小亚基(12)被抑

制，其他亚基表现为共表达。京771／新春9号组合

和新春9号／京771组合中只含有京771的5个亚

基(1，17+18，5+10)，新春9号中的2个亚基(7+

9)被抑制，正、反杂交组合中亚基表现相同。CS／宁

春4号组合和宁春4号／CS组合含有双亲的8个亚

基(1，7+8+17+18，2+12+5+10)，CS最小亚基

(12)被抑制，其他亚基表现为共表达，正、反杂交组

合中亚基表达相同。CS／新春9号组合和新春9号／

CS组合中含有双亲的7个亚基(1，7+8+19，

2+5+10)，CS最小亚基(12)被抑制，其他亚基表

现为共表达，正、反杂交组合中亚基表达相同。

图4 部分F．杂种及亲本高分子■麦谷蛋白亚基sDs．PAGE分析

Fig．4 HMW-GS composition analysis of some Fl crossing hybrids and their parents

1，16，38：CS；2：J771／CS；3，20，29：,1771；4：J771／XC9；5：XC9／J771；6，19：XC9；7：XC9／Bobwhite；8：Bobwhite／XC9；

9，41：Bobwhite；10：JD8；11：Nc4／JD8；12：NC4／XC9；13，26，32，44：NC4；14：CS／NC4；15：NC4／CS；17：CS／XC9；

18：XC9／CS；21：J77l／CB037；22：CB037／J77l；23：CB037；24：NC4／CB037；25：C肋37／NC4；27：NC／WMl5lA；

28：WMl51A；30：J77l／NC4；3l：NC4／J77l；33：NCA／YMl2；34：YMl2／NC4；35：YMl2；36：Verry；37：$4185；

39：CS／Bobwhite；40 Bobwhite／CS；42：Bobwhite／NCA；43：NC4／Bobwhite

CS／Bobwhite正交组合中表达了双亲的6个亚

基(7+8，2+12+5+10)，亚基2‘被抑制，Bob．

white／CS反交组合中表达了双亲的6个亚基(2‘，

7+8，12+5+10)，2亚基被抑制。Bobwhite／宁春4

号正交组合中表达了双亲的7个亚基(1+2’，7+

17+18，5+lO)，而宁春4号／Bobwhite反交组合中

表达了双亲的5个亚基(1+2’，7，5+10)，来源于

宁春4号的亚基(17+18)被抑制。京771／CB037

正交组合中含有双亲的5个亚基(1，17+18，5+

10)，来源于CB037的(2+12)亚基被抑制，其他亚

基表现为共表达，CB037／京77l反交组合中含有双

亲的6个亚基(1，17+18，2+5+10)，来源于CB037

的2亚基被抑制，其他亚基表现为共表达，说明京

771细胞质对12亚基的表达有影响。

宁春4号／CB037正交组合中含有双亲的6个

亚基(1，17+18，2+5+lO)，来源于CB037的12亚

基被抑制，CB037／宁春4号反交组合中含有双亲的

6个亚基(1，17+18，2+5+10)，来源于CB037的

12亚基同样被抑制，但出现了1个与7亚基大小相

似的新带，其他亚基表现为共表达。京771和宁春

4号高分子量麦谷蛋白亚基组成完全相同，京771／

宁春4号正交组合中表达了双亲的5个亚基(1，

17+18，5+10)，而宁春4号／京771反交组合中除

了表达双亲的5个亚基(1，17+18，5+10)外，出现

了2个新带，一条带的大小与7亚基类似，另一条带

的大小与8亚基类似。宁春4号／扬麦12正交组合

中表达了双亲的7个亚基(1，8+i8，2+12+5+

10)，亚基(7+17)被抑制，扬麦12／宁春4号反交

组合中表达了双亲的8个亚基(1，7+8+17+18，2

+5+12)，10亚基被抑制。

2．5典型杂交组合后代中HMW-GS新亚基跟踪

选择和纯合

利用SDS-PAGE从宁春4号／CB037组合、京

771／宁春4号组合的F：子粒中选择含有HMW—GS

新亚基的单株进行自交，F，代继续选择含有新亚基

的单株自交，发现目标选择亚基在F．子粒中已基本
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纯合(图5)。宁春4号／CB037组合的纯合株系中

含有与7亚基大小相似的新带，京771／宁春4号组

合的纯合株系中含有与7亚基大小相似新带的同

时，17亚基被抑制。

圈5宁春4号／CB037组合、京771／宁春4号

组合的纯合株系HMw-GS组成鉴定

Fig．5 Identification of HMW-GS constitution in the

stable lines from the crosses of Ningch咖4／CB037

and Jin977l／Ningchun4

1：CB037；2：宁春4号；3-5：宁春4号／CB037组合F。

代纯合株系；6：宁春4号；7：京771；8—10：京77l／宁

春4号组合F。代纯合株系

3 讨论

3．1 组织培养与性状变异

研究表明，在组织培养过程中多倍体物种比低

倍性物种具有更高的变异性Ⅲ3。黑麦草的组织培

养过程中已发现许多表型及染色体结构变化旧“。

而引起组织培养过程中这些变化的主要原因有点突

变、染色体重排及重组、DNA甲基化、基因拷贝数的

变化及转座子元件的插入等Ⅲ1。Phillips等旧钊认为

由于组织培养过程能够打破正常的细胞分裂，从而

导致染色体断裂进而引起一系列染色体结构异常，

如缺失、重复、倒位及易位忙川。此外，组织培养过程

能够活化一些转座子，如水稻转座子Tosl7，随着组

织培养时间的延长，转座子的拷贝数也增加至5—

30个，进而诱发染色体结构变异‘28|。Banks等旧引

利用中间偃麦草与小麦杂交，并结合组织培养将中

间偃麦草抗黄矮病基因转入小麦，在1200个后代群

体中发现8株稳定抗病。

离体花药由于染色体和基因组的单倍行，培养

过程中可能更容易发生染色体断裂和重融，导致

DNA序列的重组或丢失¨⋯。本研究在Alondra、

Orofen、Verry、新春9号和百农3217的134个花药

培养加倍单倍体群体中，30个加倍单倍体的高分子

量麦谷蛋白亚基组成发生了变异，变异率为

22．4％。Alondra和百农3217加倍单倍体高分子量

麦谷蛋白亚基发生了频繁变异，Alondra加倍单倍体

中HMW-GS变异率达61．8％。Verry加倍单倍体次

之，Orofen和新春9号加倍单倍体中没有发现变异。

小麦花药无性系中高分子量麦谷蛋白亚基发生变异

可能起因于有丝分裂异常，产生了染色体结构变异

或HMW—GS编码基因DNA序列的丢失。认为花药

培养非常容易诱发HMW—GS组成变异，可以用来改

良优良小麦品质。

3．2 HMw亚基组成和表达在杂交组合中的变异

以前的研究认为，HMW—GS在F．杂种中呈共显

性表达，细胞质对HMW-GS表达几乎不影响‘14。“。

本研究结果表明，HMW．GS的确在大多数F，杂种中

共表达。但在宁春4号／扬麦12正交F，中表达了双

亲中的7个亚基，(7+17)亚基没有表达，在扬麦

12／宁春4号反交F，中表达了双亲中的8个亚基，lO

亚基被抑制；在京771／CB037正交F．中表达了双亲

中的5个亚基，来源于CB037的(2+12)亚基被抑

制，在CB037／京771反交F、中表达了双亲CB037

和京771中的6个亚基，来源于CB037的2亚基被

抑制，表明高分子量麦谷蛋白亚基并非在所有F．组

合中呈共显性，细胞质可能对HMW．GS表达有影

响。在CB037／宁春4号和宁春4号／京77l组合中

分别出现了1个双亲所没有的新亚基。这种杂交后

代中HMW．GS表达被抑制和出现新亚基现象，可能

是减数分裂过程中现了HMW．GS编码基因部分

DNA序列的丢失和基因内部重组，也可能是基因结

构的变异。

HMW—GS编码基因是一个多基因家族，存在较

多等位基因和复等位基因，相互间序列保守，含有较

多DNA重复序列，在结构上非常容易发生变异，如

黑麦基因组异染色质区域的重复序列增强黑麦组织

培养过程中染色体的不稳定性i3¨。此外，在编码区

氨基酸的突变和缺失会导致新的HMW．GS存

在一引。Zhang等"引报道在利用从小麦中克隆的

HMW．GS基因构建表达载体的过程中，HMW．GS基

因也会发生序列丢失现象。Yan等134。借助普通

SDS．PAGE、A-PAGE及CE相结合技术对198个粗

山羊草(Aegilops tauschii)品种HMW-GS研究表明许

多等位变异的存在，其中包括一些新的x．及y．型亚

基以及许多新的亚基组合。而这些新出现的高分子

量亚基被认为可能是由普通六倍体小麦内几种

HMW．GS编码基凶之间稀有的不均等交换产生【3“。

本研究发现，在小麦品种间杂交后代中HMW—GS的

遗传和表达并不一定呈完全共显性，在一些组合中

个别亚基的表达被抑制，甚至出现双亲所没有的新

亚基。HMW．GS表达在一些正、反交组合中结果不

完全一致，也存在细胞质效应。品种间杂交后代中
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应加强对HMW．GS组成的鉴定和选择，定向培育优

质小麦新品种。

小麦花药培养和杂交重组诱发了HMW．GS组

成变异，其原冈有待探讨，新亚基有待进一步鉴定。

花药培养和品种间杂交诱发HMW．GS组成变异现

象可以用来获得新亚基编码基因，在改良小麦

HMW—GS亚基组成方面具有一定潜力。
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