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农业大学

本科毕业论文任务书
学    院：    农学院             

教师：     桂茹            

职    称：       教授          
   年      月       日

	专业名称
	农学院，农学专业

	论文

题目
	小麦花药培养创建DH群体

	题目

来源
	通过前人在实验室利用花药培养的研究成果

	目的意义：
单倍体植物在作物育种、遗传分析、基因克隆等领域已得到广泛应用，创建单倍体植物的方法有很多种，而用花药培养技术是创建小麦单倍体行之有效的方法。小麦是我国主要粮食作物之一，花药培养技术对小麦育种具有突出优点，纯合速度快，后代稳定性好，从而缩短育种年限，提高选择的准确性与可靠性，花药培养的单倍体群体通过加倍得到的纯合体植株群体即为DH群体（doubled haploid）。DH 群体为永久性群体, 不仅可获得常规育种难以或无法得到的新类型，更广泛用于基因图谱构建、分子标记等遗传学研究， 在构建遗传连锁图与QTL分析上有着突出优势,因为群体中每个个体在遗传上都是纯合的,非常适于连续性资料积累。同时，通过选择综合性状优良的品系还可培育出小麦新品种。本研究意在用花药培养技术创建小麦DH群体。

可行性分析：

试验查阅了大量的参考文献，实验设计合理，预期结果明确，所在课题组现已搜集了大量的种质资源，并进行了基础研究。所在作物遗传育种实验室具备良好的实验室条件和试验所需的仪器设备条件如低温培养箱，恒温培养箱等实验仪器，能确保本试验有序进行。



	预期结果：

（1）  能通过小麦花药培养创建DH群体

可能存在的问题：

（1） 由于培养环境和基因型差异，花培过程中白化现象可能严重。


	（2） 单倍体植株自然加倍可能丢失部分优良单株。

	进度安排：
2012年2月-3月：选题，查阅文献资料;

       3月-4月：确定方案;

2012年5月：收集实验资料，在农业大学实验室接种花药；

6月-9月：花药的脱分化，再分化，壮苗；

10月-11月：分批移栽；

2013年1月-4月：幼苗自然加倍

5月-6月：撰写论文，准备答辩。



	专家意见：

该实验拟对小麦花药培养创建DH群体，实验设计合理，技术路线可行，预期结果明确，进度安排合理，同意按计划执行。

专家签字：

年    月    日

	学院意见: 

同意立题

院长：

     年    月    日


            农学         学院            农学         专业

      王冬旭       学生： 

现把  2012-2013  学年，第  二   学期的毕业论文安排下达给你，你本学期承担的毕业论文任务如下：

1、依据本任务书中论文题目、目的意义、可行性分析的容完成开题报告。

2、按照开题报告的要求按期完成毕业论文各项工作的实施。

3、完成毕业论文的撰写。

4、完成毕业论文的答辩。

请按相关要求完成毕业论文任务。

教师签字：

    年    月    日

农业大学

本科毕业论文开题报告

题   目：      小麦花药培养创建DH群体                        
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学生：        王冬旭          
专    业：         农学           
班级学号：   12                 

指导教师：    桂茹            

指导教师职称：     教授           

                    年     月     日

	学生
	王冬旭
	专业班级
	农学0902
	学    号
	12

	指导教师
	桂茹
	职    称
	教授
	所在学院
	农学院

	论文名称
	小麦花药培养创建DH群体

	选题依据：
单倍体植物在作物育种、遗传分析、基因克隆等领域已得到广泛应用，创建单倍体植物的方法有很多种，而用花药培养技术是创建小麦单倍体行之有效的方法。小麦是我国主要粮食作物之一，花药培养技术对小麦育种具有突出优点，纯合速度快，后代稳定性好，从而缩短育种年限，提高选择的准确性与可靠性，花药培养的单倍体群体通过加倍得到的纯合体植株群体即为DH群体（doubled haploid）。DH 群体为永久性群体, 不仅可获得常规育种难以或无法得到的新类型，更广泛用于基因图谱构建、分子标记等遗传学研究[3]， 在构建遗传连锁图与QTL分析上有着突出优势,因为群体中每个个体在遗传上都是纯合的,非常适于连续性资料积累。同时，通过选择综合性状优良的品系还可培育出小麦新品种。本研究意在用花药培养技术创建小麦DH群体。



	文献综述：

花药培养技术

王冬旭

指导老师：桂茹

（农业大学农学院农学0902班  071000）

小麦是世界围广泛种植的主要粮食作物之一，全球35%-40%的人口以它为主食，具有分布广、面积大、总产高、贸易额多、营养价值高等特点，在世界食品安全、战略贮备和农产品贸易中占有极其重要的地位[1]
小麦不仅经济价值高，而且营养丰富，小麦籽粒中含有人类所必需的大量的营养物质，其中碳水化合物含量占60％-80％，蛋白质含量占8％-15％，脂肪含量占1.5％-2.0％，矿物质含量占1.5％-2.0％，以与各种维生素等。而且小麦特有的化学组成、独特的面筋蛋白和丰富的营养成份，使其具有良好的黏弹性、胀发性和延伸性，可用于制作各种面食；另外，麦麸是优良的精饲料，麦秆常常用于编织和造纸[2]。除被用作上述各种主食和副产品等的加工原料外，小麦还被用作储备和贸易粮种。中国既是小麦生产大国，也是小麦消费和贸易大国。由于大国效应，中国小麦的产量直接影响着世界小麦的生产发展、市场波动与国际贸易格局。2009年中国小麦的种植面积约为2421万公顷，产量约为11495万吨，平均单产为4746kg/ha[3]。据有关部门测算，2015年我国小麦的人均需求量将达到9.68kg，总需求量将达到14051万吨；占粮食总需求的24.1%[4]，目前的生产量尚不能满足消费的需求。可见，在今后的几十年中，我国对小麦的消费需求将有增无减，小麦生产的压力会越来越大。
围绕如何提高小麦的产量，世界很多国家在小麦品质育种技术研究方面取得了很大成就，培育并推广了许多农艺性状好的优质高产的小麦品种，其中花药培养育种技术在培育新品种中有不错的成效。
1、植物花药培养研究进展
花药培养育种就是利用组织培养的方式将得到的单倍体植株经自然或人工加倍得到纯合二倍体的育种方法。通过这种方式可得到遗传稳定、排除杂合体中基因显隐性隐蔽、纯合的二倍体植株, 这样缩短育种时间, 提高选择的准确性与可靠性。中国自20 世纪70 年代开始进行花药培养育种研究, 已取得重大成就, 以水稻和小麦为代表的作物花培育种研究与应用处于世界领先地位, 并成功与常规杂交育种、远缘杂交育种与转基因技术相结合, 发展形成了一套较完整的育种技术体系[6]。
2、植物幼穗发育时期与诱导率
花药培养中愈伤组织的诱导受多种生理与环境因子的影响。首先, 花粉在接种时所处的发育时期可能比较重要, 不同物种最适接种时期各异( 多数为单核期或双核期) 。小麦根据从挑旗到抽穗期间幼穗的大小, 从外观形态上分为5个时期:小胞期，中胞期，大包期，破肚期，抽穗期；以中包期和大包期幼穗花药的愈伤诱导率最高。前人研究表明, 单核中、晚期是花药培养的最适接种时期[7]。在小麦穗分化过程中, 不同穗位小花发育不同步, 所以幼穗的最适接种期弹性较大, 但已抽穗的幼穗一般不宜再用做花药培养, 以免影响愈伤诱导率。此外, 供试植株的生理状态对愈伤组织的产生也有影响, 一般情况下幼年植株的花药对诱导的反应能力较强。其次, 接种前的预处理对愈伤组织产生也有明显影响, 尤其在诱发小孢子脱分化方面作用明显。例如: 低温( 4℃ ) 预处理( 24~ 48 h) 可促进草莓、羽衣甘蓝和石刁柏花药培养时产生更多愈伤组织[ 8- 9]。申书兴等[10]研究认为小孢子培养开始时, 热激处理( 33 ℃ , 24 h) 后25 ℃下培养能促进四倍体大白菜小孢子进行对称分裂, 有利于愈伤组织的产生与获得大量胚状体。乔奇等[9]试验发现, 消毒方法对花药愈伤组织的形成也有影响, 但这可能与材料的生境有关。
另外, 组织学研究证实, 花药壁在花粉产生愈伤组织和形成花粉胚过程中对其有一定影响作用,只有贴靠在花药壁附近的花粉才能顺利实现脱分化。这说明绒毡层起源的某些重要物质的梯度变化对愈伤诱导有重要影响[11]。花药的长度与体积对其形成愈伤组织的能力也有影响。
3、小麦花培的影响因素
3.1培养基对小麦花培能力的影响
培养基是花药培养的关键, 国外许多研究探讨了培养基对小麦花培能力的影响。1986 年王培等[12]研究指出C17 培养基是适合小麦花药培养的培养基, C17 培养基的花药愈伤组织诱导率均显著高于MS、N6、C1、D、W、麦II 和马铃薯简化培养基, 而且历年诱导提高的幅度非常稳定, 同时指出, 该培养基还不完善, 需要进一步调整微量元素和有机物的种类和配比。国很多单位采用该培养基, 并在C17培养基的基础上进行了改进。王培等[13]利用C17 的浸润培养基进行花药培养, 发现花药愈伤组织诱导率从固体培养基的13. 94% 提高到29. 95% , 愈伤组织的绿苗分化率也明显提高。荣敏等[14]选取3 个冬小麦杂交组合为材料, 以C17 培养基为基本培养基, 分别添加不同浓度的ABA, 结果表明随着ABA浓度的增加对出愈率影响不大, 但分化率和绿苗率均表现先升后降的趋势, 在添加0. 1 mg/ L 浓度的ABA 时, 分化率和绿苗率最高
3.2　培养条件对小麦花培能力的影响
在一样培养基情况下, 不同的培养条件对花培能力的影响也很大。温度是影响花药培养的重要因素, 王培等[15, 16]采用5 个温度进行花药诱导率试验, 结果表明诱导花药培养的温度在28～30℃时诱导效率最高。梁辉等[17]采用33℃和36℃的高温培养不同时间, 再转到28℃培养, 结果表明24 h 的高温培养可以较大幅度的提高小麦绿苗分化率, 而对愈伤组织诱导率则有明显降低的趋势。宣朴等[18]研究了转愈初期短期低温处理对小麦愈伤组织绿苗分化率的影响。结果表明, 在转愈伤组织初期, 采用了4℃和6℃低温培养1～3 d 能大幅度提高小麦花培愈伤组织绿苗分化率, 提高育种效率。在花培期间不同的光暗培养对花药培养能力也有影响, Ekiz H 等[19]研究了光照对春小麦花药培养愈伤组织诱导和分化的影响, 结果表明在诱导愈伤培养过程中暗培养愈伤诱导率最高, 而在分化阶段采用15 d 暗培养加7 dgro-lux 光培养, 绿苗分化率最高。愈伤组织的培养时间也影响幼苗的分化率, 国惠等[20]研究了愈伤组织向分化培养基上转移时间对绿苗分化的影响, 结果表明, 随着花药接种时间的延长, 愈伤组织分化绿苗的能力下降, 花粉愈伤组织向分化培养基上转移的时间以在接种30～50 d , 选择颜色淡黄, 结构臻密, 直径在2 mm 左右的愈伤组织, 分2～3 批转移为宜, 这样可以避免愈伤组织绿苗分化潜力的降低。
3.3 生长调节物质对愈伤组织诱导的影响
在花药培养过程中, 大部分小孢子退化, 只有少部分小孢子发生分裂形成多核花粉粒, 并进一步产生愈伤组织而撑破花药壁, 这也是产生单倍体植株( 或胚状体) 的前提。培养过程中小孢子的去向主要有4 种: 萎缩、发芽、肥大和产生愈伤组织( 或形成胚) 。大量试验结果证实, 花药离体培养过程中, 生长调节物质配比与含量对愈伤组织的诱导具有重要作用, 显著影响出愈率, 对愈伤的起源有重要调控作用[21-23]
3. 4  其他培养基成分对愈伤组织诱导的影响
基本培养基种类与各无机成分配比的变化对花药离体培养中愈伤组织的产生有决定性的影响。黄莺等[ 24]证实, 提高培养基中微量元素倍数或降低大量元素的倍数有利于烟草花培出愈。培养基中的有机成分对愈伤组织的诱导同样具有重要作用。碳源不但提供能源, 还是渗透调节物质, 对培养效果影响明显。
4、 小麦花药培养试管苗的移栽与管理
4.1 炼苗
把将要移栽的小麦单倍体试管苗的试管，不要打开瓶塞放在移栽环境下，练苗5-7天；
4.2 移栽土壤
移栽前与时整地，翻耕土地，浇足底墒水；
4.3移栽方法
经过炼苗的小麦单倍体植株用镊子从试管中取出, 用清水洗净植株基部的培养基并栽人田间, 栽后将根的四周用手指压实, 栽满一个畦后与时浇水,

4.4 移栽时间
移栽时间早晚对移栽成活率影响很大。把握在11月20 日左右, 此时气温虽然已降为6 ℃，但小麦单倍体植株生长在塑料棚, 温度仍能保持在10.3℃。小麦分蘖和次生根大量发生最适宜的温度为14 ℃，这个温度有利于小麦单倍体试管苗的分蘖和次生根的生长, 并能与时从土壤里吸收营养,同时由于移栽温度低也控制了各种病害的浸染。翌年春天气温升至2 ~ 3 ℃时揭开塑料棚, 移栽的小麦单倍体植株95% 以上都能成活
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	研究方法、容：
1 材料和方法
1.1  试验材料
试验材料为农业大学小麦育种组配制的5个小麦组合，分别为：12（233），12（238），12（620），12（664）和12（667）。 
1.2  方法

1.2.1  小麦单倍体的创建
1.2.1.1 接种花药，培养愈伤组织 
4月29日～5月2日取花粉处于单核靠边期的5个组合小麦的植株幼穗，在无菌操作室，用0.1%的升汞对幼穗进行表面消毒8分钟，蒸馏水洗去残留升汞。在超净工作台上取小麦花药，接种在培养基表面，置于无菌培养室避光培养进行脱分化诱导，培养温度为28～30℃。所用脱分化培养基为C17培养基，约20天后陆续长出愈伤组织。

1.2.1.2 分化幼苗 

花药脱分化培养30天后，待愈伤组织长到直径约1.0～1.5mm时，将其转入分化培养基中，10天左右可诱导出绿苗。分化培养基用C17+KT 0.5mg/L+NAA 0.2mg/L ，30g/L蔗糖。培养温度在25℃，光照长度12h/ d，光照强度10000LX。
1.2.1.3 生根培养
花粉绿苗长到4～5cm高时，在超净工作台上将其转入生根培养基中培养，7～15天后促进根系发达。生根培养基采用MS+KT 0.2mg/L+NAA 0.5mg/L， 80g/L蔗糖，培养温度在25℃，光照长度12h/ d，光照强度10000LX。
1.2.1.4 壮苗培养和移栽

根系发达的小麦苗同转生根培养基方法一样再转入壮苗培养基中。壮苗培养基用1/2MS+KT 0.2mg/L+NAA 0.5mg/L+0.5mg/L矮壮素，80mg/L蔗糖，培养温度在25℃，光照长度14h/ d，光照强度10000LX。在培养箱中培养2～3天苗见长后移入春化培养箱，温度8℃，进行春化培养35天。10月下旬移栽到田间。幼苗移栽时, 需提前3～5天打开培养瓶的盖子, 置于室温下炼苗, 移栽时需洗去培养基，覆盖塑料膜保温、保湿。

1.2.1.5 白化苗培养

在C17培养基的基础上，附加0.5mg/L活性炭对小麦白化苗培养，以培养基中不添加活性炭的为对照，观察白化苗变化。

1.2.2 小麦单倍体加倍

    把移栽的单倍体幼苗置于温棚中进行自然加倍；

1.2.3 统计方法

主要指标计算方法如下：

花粉愈伤组织诱导率（简称出愈率）（%）=花粉愈伤组织总数/接种花药总数×100；

绿（或白）苗分化率（%）=分化绿（或白）苗数/花粉愈伤组织数×100；

绿苗诱导率（%）=分化绿苗数/接种花药数×100。

这里出愈率代表花粉脱分化能力，分化率代表愈伤组织的分化能力，绿苗诱导率代表花粉绿苗的产量。另外，在分化绿苗的愈伤组织中，愈伤组织分化出的白、绿嵌合苗，这一部分愈伤组织计算到分化绿苗的愈伤组织数里。
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小麦花药培养创建DH群体

农学专业0902班：王冬旭

指导老师：桂茹
摘要：本文对亲本性状差异较大、来源不同的5个小麦组合的F1代植株进行花药培养，创建DH群体，该群体在遗传学、形态发生学和分子生物学等基础研究提供了丰富的背景和遗传稳定的材料, 而且对于单倍体的育种实践也有重要意义。试验共获得小麦单倍体植株893株，DH植株343，平均出愈率14.58%，绿苗分化率平均为15.74%，平均加倍率为35.5%。研究还表明，在培养基中添加活性炭等改善培养条件，可使白化苗转绿，提高绿苗分化率。 

关键词：小麦；花药培养；单倍体，DH群体

Creating DH population with anther culture in wheat
Abstract:The parental traits among 5 wheat combination greatly, different sources of F1 generation plants in anther culture, create DH group, the population based studies and molecular biology provides the background and rich genetic stability of the material in genetics, morphology, and have an important significance in the practice of haploid breeding. Test of 893 strains of wheat haploid plants were obtained, DH plants are 343, average rate of 14.58%, the green plantlet differentiation rate averaged 15.74%,The average doubling rate was 35.5%. Research also shows that, in the culture improvement of adding active carbon in the medium conditions, can make the albino turned green, increase the frequency of green plantlet differentiation
Key words: wheat, anther culture, haploid，DH population
单倍体植物在作物育种、遗传分析、基因克隆等领域已得到广泛应用，创建单倍体植物的方法有很多种，而用花药培养技术是创建小麦单倍体行之有效的方法[1]。小麦是我国主要粮食作物之一，花药培养技术对小麦育种具有突出优点，纯合速度快，后代稳定性好，从而缩短育种年限，提高选择的准确性与可靠性[2]。花药培养的单倍体群体通过加倍得到的纯合体植株群体即为DH群体（doubled haploid），DH 群体为永久性群体, 不仅可获得常规育种难以或无法得到的新类型，更广泛用于基因图谱构建、分子标记等遗传学研究[3]， 在构建遗传连锁图与QTL分析上有着突出优势,因为群体中每个个体在遗传上都是纯合的,非常适于连续性资料积累[4，5]。本研究意在用花药培养技术创建小麦DH群体。
1 材料和方法

1.1  试验材料

试验材料为农业大学小麦育种组配制的5个小麦组合，分别为：12（233），12（238），12（620），12（664）和12（667）。 

1.2  方法

1.2.1  小麦单倍体的创建 

1.2.1.1 接种花药，培养愈伤组织 

4月29日～5月2日取花粉处于单核靠边期的5个组合小麦的植株幼穗，在无菌操作室，用0.1%的升汞对幼穗进行表面消毒8分钟，蒸馏水洗去残留升汞。在超净工作台上取小麦花药，接种在培养基表面，置于无菌培养室避光培养进行脱分化诱导，培养温度为28～30℃[6]。所用脱分化培养基为C17培养基，约20天后陆续长出愈伤组织。

1.2.1.2 分化幼苗 

花药脱分化培养30天后，待愈伤组织长到直径约1.0～1.5mm时，将其转入分化培养基中，10天左右可诱导出绿苗。分化培养基用C17+KT 0.5mg/L+NAA 0.2mg/L ，30g/L蔗糖。培养温度在25℃，光照长度12h/ d，光照强度10000LX。

1.2.1.3 生根培养 

花粉绿苗长到4～5cm高时，在超净工作台上将其转入生根培养基中培养，7～15天后促进根系发达。生根培养基采用MS+KT 0.2mg/L+NAA 0.5mg/L， 80g/L蔗糖，培养温度在25℃，光照长度12h/ d，光照强度10000LX。

1.2.1.4 壮苗培养和移栽

根系发达的小麦苗同转生根培养基方法一样再转入壮苗培养基中。壮苗培养基用1/2MS+KT 0.2mg/L+NAA 0.5mg/L+0.5mg/L矮壮素，80mg/L蔗糖，培养温度在25℃，光照长度14h/ d，光照强度10000LX。在培养箱中培养2～3天苗见长后移入春化培养箱，温度8℃，进行春化培养35天。10月下旬移栽到田间。幼苗移栽时, 需提前3～5天打开培养瓶的盖子, 置于室温下炼苗, 移栽时需洗去培养基，覆盖塑料膜保温、保湿[7]。

1.2.1.5 白化苗培养

在C17培养基的基础上，附加0.5mg/L活性炭对小麦白化苗培养，以培养基中不添加活性炭的为对照，观察白化苗变化。

1.2.2 小麦单倍体加倍

    把移栽的单倍体幼苗置于温棚中进行自然加倍；

1.2.3 统计方法

主要指标计算方法如下：

花粉愈伤组织诱导率（简称出愈率）（%）=花粉愈伤组织总数/接种花药总数×100；

绿（或白）苗分化率（%）=分化绿（或白）苗数/花粉愈伤组织数×100；

绿苗诱导率（%）=分化绿苗数/接种花药数×100。

这里出愈率代表花粉脱分化能力，分化率代表愈伤组织的分化能力，绿苗诱导率代表花粉绿苗的产量[8]。另外，在分化绿苗的愈伤组织中，愈伤组织分化出的白、绿嵌合苗，这一部分愈伤组织计算到分化绿苗的愈伤组织数里。

2.结果与分析

2.1 小麦花药出愈率

试验共接种38313枚花药，培养出愈伤组织5462块，平均出愈率14.58%，5个组合出愈情况见表1。其中以12（620）组合出愈率最高为15.73%，12（238）组合最低为13.12%。

表1  5个组合小麦花药出愈率

Table 1   5 combinations of Wheat Anther Callus Induction
	组合名称
Group name
	接种花药数
Number of inoculated anthers
	愈伤组织块数Numbers of callus
	出愈率Increasing the rate of

	12（233）
	5436
	817
	15.03%

	12（238）
	15282
	2005
	13.12%

	12（620）
	6923
	1089
	15.73%

	12（664）
	5198
	705
	13.56%

	12（667）
	5474
	846
	15.45%


2.2 小麦花药愈伤组织幼苗分化率和幼苗诱导率
表2  5个组合小麦花药培养绿苗分化率和绿苗诱导率
Table 2   5 combinations of green plantlet differentiation rate of wheat anther culture and Plantlet induction frequency

	组合名称
Group name
	分化绿苗数
Green seedling differentiation
	绿苗分化率
Green plantlet differentiation rate
	绿苗诱导率
Green plantlet induction rate

	12（233）
	69
	8.45%
	1.27%

	12（238）
	324
	16.16%
	2.12%

	12（620）
	272
	24.98%
	3.93%

	12（664）
	92
	13.05%
	1.77%

	12（667）
	136
	16.08%
	2.48%


试验共获得893株绿苗，绿苗分化率和绿苗诱导率平均为15.74%和2.31%，（表2），以12（620）组合花药愈伤组织幼苗分化率和绿苗诱导率最高，分别为24.98%和3.93%，12（233）组合最低，分别为8.45%和1.27%。不同组合花药愈伤组织幼苗分化率差异明显。

2.3 小麦DH获得量与加倍率

表3  5个组合小麦DH获得量与加倍率
Table 3   5 combinations of wheat DH and the double rate
	组合名称
Group name
	分化绿苗数
Green seedling differentiation
	DH数
Number of DH
	加倍率
The double rate

	12（233）
	69
	28
	40.6%

	12（238）
	324
	169
	52.2%

	12（620）
	272
	86
	31.6%

	12（664）
	92
	25
	27.2%

	12（667）
	136
	35
	25.7%


试验共获得DH量为343株，5个组合的平均加倍率为35.5%，其中以12（238）加倍率最高为52.5%，12（667）最低为25.7%。

2.4 活性碳对小麦花药培养白化苗的影响

在C17培养基的基础上附加0.5mg/L活性炭对小麦白化苗培养，共培养白化苗75株，以培养基中不添加活性炭的为对照，培养25天后，添加活性炭的有3株转为绿苗，转化绿苗率为4%。不添加活性炭的无白苗转绿。

3 讨论

3.1 试验共获得893株绿苗，12（238）组合绿苗最多，324株，12（233）组合绿苗最少，69株,平均出愈率14.58%，绿苗分化率和绿苗诱导率平均为15.74%和2.31%，与宋运贤等[9]研究相比，出愈率、绿苗诱导率分别提高11.91%、0.83%，与叶兴国等[10]研究相比，绿苗分化率提高2.54%。

 3.2 叶兴国等研究认为，一些小麦基因型花药具有较高的愈伤组织诱导率。本研究结果也显示，12（620）无论是出愈率、绿苗分化率和绿苗诱导率均较高，分别为15.73%、24.98%和3.93%，是花药培养的优良组合，而12（233）组合出愈率比较高，但幼苗分化率低，不是花药培养优良的组合。

3.3景琦等认为，小麦花粉植株的白化现象是不逆的[11]，本实验通过在培养基中添加活性炭，改善培养条件，使部分白化苗转为绿苗，因此，白化苗不可逆值得商榷，添加活性炭的适宜时期和适宜的添加量与作用机理等有待进一步探讨。

3.4 单倍体植株的加倍问题，仍然是花培中需要继续探讨和有待进一步解决的问题。采用秋水仙素加倍固然高一些，但是操作过程导致死苗伤苗现象难以避免。所以在花粉培养中单倍体植株的自然加倍，仍然是很多组培工作者尚在采用的方法。然而自然加倍率只有40%~50%[12]，其中肯定有相当数量的优良单倍体植株不能得到利用。本试验单倍体植株的平均自然加倍率为35.5%，受材料和环境因素个别材料自然加倍率低。
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