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摘要: 以条斑紫菜(Pyropia yezoensis)野生型品系(Py-WT, 特性: 颜色好, 生长慢, 藻体厚, 主要光合色素含量低, 耐高温性差)的叶状体作为父本, 红色突变型品系(Py-HT, 特性: 颜色较红, 生长快, 藻体薄, 主要光合色素含量高, 具一定的耐高温性)的叶状体作为母本进行种内杂交, 从杂交丝状体的子一代叶状体中分离出1个耐高温的重组优良品系(HW-4)。在24℃下培养13 d, 父本Py-WT和母本Py-HT品系的壳孢子存活率分别为18.3%和65.2%, 而HW-4品系的壳孢子存活率为77.5%。在25℃下培养13 d, 3个品系(Py-WT、Py-HT和HW-4)的壳孢子存活率分别为16.9%、47.1%和67.3%。在高温(24℃和25℃)下培养的HW-4品系的壳孢子存活率分别是Py-WT品系的4.2倍和4.0倍, 是Py-HT品系的1.2倍和1.4倍。常温(19℃)培养50 d的壳孢子萌发体, 在24℃再继续培养25 d, Py-WT、Py-HT和HW-4品系的叶状体平均体长分别增加了0.6、0.6和2.3倍, HW-4品系的平均体长分别是Py-WT和Py-HT品系的5.9倍和2.6倍; 在25℃再培养25 d, Py-WT、Py-HT和HW-4品系的平均体长分别增加了0.3、0.4和1.5倍, HW-4品系的平均体长分别是Py-WT和Py-HT品系的5.3倍和2.1倍。另外, 两个亲本品系的叶状体在高温(24℃和25℃)下培养10~15 d会卷曲和腐烂, 培养至25 d时藻体严重卷曲且大面积腐烂; 而HW-4叶状体在高温下培养25 d时藻体仅轻度卷曲, 35 d后仍未见腐烂现象。常温(19℃)培养的HW-4叶状体分别在常温(19℃)和高温(24℃和25℃)继续培养15 d, 总藻胆蛋白含量分别为76.0、111.1和132.3 mg/g, 分别是Py-WT品系的3.1、2.2和2.0倍, 是Py-HT品系的1.2、1.1和1.1倍, 均显著高于双亲品系(P<0.05)。3个品系的壳孢子放散量之间无显著性差异(P>0.05)。上述结果表明, 与亲本品系相比, HW-4品系的壳孢子和叶状体的耐高温性均明显提高, 叶状体的生长速度和色素含量也大幅度提高, 是一个生产适用性好的优良品系。
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条斑紫菜(Pyropia yezoensis)[1]是中国最重要的冷温性经济红藻, 其产值占我国紫菜总产值的一半左右[2], 至今已栽培数十年, 但其品种选育的工作开展较少。紫菜色素突变体的发现和人工色素突变体的分离为育种提供了大量的材料[3–11], 促进了条斑紫菜的杂交研究[12–16], 为中国开展紫菜遗传育种打下了基础。Miura等[17]首次通过种内杂交, 获得两个高产优质的条斑紫菜重组品系ZRGW和ZGRW(‘Gyoko’), 通过对后者的特性分析, 发现该品种具有游离氨基酸含量高、产量高、光合色素含量高等特征[18–20]。 

近年来, 随着全球气候变暖, 条斑紫菜壳孢子采苗期间或者采苗后1个月左右, 气温经常突然大幅回升[21], 导致壳孢子萌发受阻或幼苗大规模溃烂和脱苗, 严重影响我国条斑紫菜栽培业的发展。为减少高温对条斑紫菜的影响, 同时也为了促进其南移栽培[22], 生产上亟需条斑紫菜耐高温新品种(系)。国内学者通过人工诱变和逆境胁迫等方法选育出多个优良品系[21, 23–24], 其中的条斑紫菜‘苏通1号’已于2014年被国家认定为适宜推广的水产新品种[25]。诱变育种虽然能够在短时间内获得大量的突变体, 但是存在相当大的随机性, 诱变方向和性质不能控制, 较难实现有目的的调控[26], 相比之下, 杂交育种能有目的地将双亲的优良性状集中到杂交子代中。

本研究的目的是通过较耐高温且生长期长的条斑紫菜红色突变品系与野生型品系之间的种内杂交育种, 获得颜色好、生长期长且耐高温的重组优良品系, 并逐渐将其培育成生产适用性好的新品种。
1  材料与方法
1.1  实验材料
本研究所用的材料为条斑紫菜野生型品系(Py-WT)[27], 以及通过诱变育种获得的一个红色突变品系(Py-HT)[28], 均以自由丝状体的形式保存于实验室中, 保存方法同Kato等[29]。杂交所用材料为双亲品系的叶状体, 其培养方法同Yan等[7]。Py-WT品系的叶状体特点: 颜色为野生色, 生长较慢, 主要光合色素含量低, 藻体较厚, 耐高温性差等; Py-HT品系的叶状体特点: 颜色较红, 生长快, 主要光合色素含量高, 藻体薄, 具一定的耐高温性等[28]。
1.2  实验方法
1.2.1  条斑紫菜叶状体的杂交  选择刚成熟的Py-WT品系的叶状体(日龄80 d)作为杂交父本, 刚成熟的Py-HT品系的叶状体(日龄120 d)作为杂交母本, 按1︰1的比例混合培养并进行杂交, 培养1周左右, 从Py-HT叶状体放散的果孢子中分离出颜色偏野生色的单个果孢子, 并将其培养成丝状体, 收集丝状体放散的壳孢子, 培养得到F1叶状体(或称壳孢子苗)后进行杂交鉴定, 方法同严兴洪等[14]。随机挑选杂合丝状体的F1叶状体(日龄20 d), 用倒置生物显微镜(TS100, Nikon Japan)观察F1叶状体的嵌合类型。
1.2.2  目标性状的筛选  将杂合丝状体培养成熟并收集其放散的壳孢子, 在常温(19℃)培养50 d, 挑选生长较快、颜色较好且叶片平整的嵌合F1叶状体, 继续培养20 d, 用单面刀片从上述嵌合叶状体上切下生长较快、颜色较好的色块, 用打孔器(=5 mm)从各色块叶状体上取10个圆盘体, 分别置于500 mL充气瓶中培养, 培养条件: 温度(19±1)℃, 光量子通量密度40~50 μmol(photons)/ (m2·s), 光周期10L: 14D。每5 d更换1/2培养液, 观察并记录圆盘体的生长情况, 培养30 d后从这些色块中进一步挑选生长较快的色块叶状体。利用条斑紫菜叶状体雌雄同体的特性, 通过自体受精获得各色块叶状体的纯系丝状体并建立选育品系[28]。通过比较选育品系和亲本品系的壳孢子耐高温性, 叶状体的颜色、生长速率、高温耐受性和主要光合色素含量等, 分离重组优势最明显的品系。
1.2.3  选育品系的特性分析  
(1) 壳孢子的耐高温性 常温(19℃)收集各品系放散的壳孢子, 平均分成3份并分别置于3个培养皿(=9 cm)中, 壳孢子的密度为10~20个/视野(10×)。静置24 h后将每个品系的培养皿分别置于19、24和25℃下继续培养(常温为19℃, 高温为24℃和25℃)。每7 d更换1/2培养液, 每3 d统计壳孢子的存活情况, 培养7 d后统计壳孢子萌发体的发育情况。各温度组设3个平行, 取平均值计入结果, 利用独立样本t检验进行显著性分析。
(2) 壳孢子苗的耐高温性 随机挑选常温培养50 d的各品系F1叶状体30棵, 平均分为3组并分别置于3个体积为1 L的充气培养瓶中, 分别放在19、24和25℃继续培养, 每5 d更换1/2培养液, 并测量叶状体的长度和鲜重等。培养至65 d时, 分别测定叶状体活体吸收光谱和主要光合色素含量。叶状体活体吸收光谱和叶绿素a (chlorophyll a, Chl. a)的测定方法同Yan等[7]; 藻红蛋白(phycoerythrin, PE)和藻蓝蛋白(phycoc​yanin, PC)的测定方法同高洪峰[30]。

(3) 叶状体的厚度 常温培养各品系壳孢子苗50 d后, 分别置于19、24和25℃继续培养15 d, 进行厚度测定。将叶状体平铺于塑料板上, 用双面刀片(飞鹰, 上海吉利)对叶状体中部进行徒手切片, 在光学显微镜(Eclipse 90i, Nikon Japan)下测量10个横切面的厚度, 取其平均值, 即为该品系叶状体的厚度。
(4) 壳孢子的放散量 常温19℃测得, 统计方法同付春辉等[23], 并将连续计数的天数增加到20 d。
1.2.4  数据处理  采用Excel 2010软件对实验数据进行处理, 描述性统计值使用平均值±标准差(
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±SD)表示; 用SPSS 18.0的独立样本t检验检验组间差异, 以0.05作为差异显著性水平。
2  结果与分析
2.1  杂交结果鉴定
收集并培养杂合丝状体的F1壳孢子, 随机选取1 096棵壳孢子苗, 观察到6种单色叶状体和63种色块嵌合叶状体(91.9%, 图版I-1), 其中含两色块的嵌合体所占的比例最大, 为68.5%, 表明Py-WT(♂)与Py-HT(♀)的杂交是成功的。
2.2  目标性状的筛选
从F1嵌合叶状体群体中, 挑选出100棵生长较好的叶状体, 通过圆盘试验分离到11个生长较快、颜色较好的色块。利用条斑紫菜叶状体雌雄同体的特性, 通过自体受精获得各色块的纯合丝状体, 建立选育品系。通过选育品系与双亲品系的F1壳孢子和叶状体的耐高温性、生长等性状的比较, 最终筛选出具有明显耐高温性的品系, 命名为HW-4品系。
2.3  选育品系壳孢子的耐高温特性
如表1所示, HW-4品系的壳孢子在常温(19℃)培养13 d, 其存活率为93.0%, 与Py-WT品系(87.7%)呈极显著差异(P<0.01), 与Py-HT品系(92.0%)无显著性差异(P>0.05); 在24℃下, 其壳孢子存活率为77.5%, 分别是Py-WT和Py-HT品系的4.2倍和1.2倍; 在25℃下, 其壳孢子存活率为67.3%, 分别是Py-WT和Py-HT品系的4.0倍和1.4倍。HW-4品系在高温下的壳孢子存活率均明显高于双亲, 且存在极显著差异(P<0.01)。
表1  条斑紫菜亲本品系(Py-WT和Py-HT)和选育品系(HW-4)的壳孢子在不同温度下培养13 d的存活率
Tab. 1  Conchospore survival rates of the parental strains (Py-WT and Py-HT) and the breeding strain (HW-4) of Pyr​opia yezoensis cultured at different temperatures for 13 days
 n=3;
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±SD; %
	温度/℃
temperature
	Py-WT
	Py-HT
	HW-4

	19
	87.7±0.6**
	92.0±1.0ns
	93.0±1.3 

	24
	18.3±1.2**
	65.2±1.3**
	77.5±1.2 

	25
	16.9±0.2**
	47.1±1.2**
	67.3±0.8 


注: **表示与HW-4差异极显著(P<0.01); ns表示与HW-4无显著性差异(P>0.05).
Note: **denotes highly significant difference with HW-4 (P<0.01, t-test); ns denotes no significant difference with HW-4 (P>0.05, t-test).

如表2所示, 不同温度下的各品系存活壳孢子的分裂和发育情况亦不同。常温(19℃)培养7 d, 各品系壳孢子分裂至含6~10个细胞的萌发体所占比例最大, 其次是2~5个细胞和10个细胞以上的萌发体, 未分裂的所占比例最少。HW-4品系未分裂的壳孢子比例和Py-WT品系差异不大, 是Py-HT品系的41.1%; 含2~10个细胞的萌发体比例基本高于双亲品系且存在差异; 含10个以上细胞的壳孢子萌发体所占比例是Py-WT品系的1.2倍, 二者呈极显著差异(P<0.01)。高温(24℃和25℃)培养的HW-4品系的壳孢子发育良好, 分裂至10个细胞以上的壳孢子萌发体所占比例为44.4% (24℃)和32.3%(25℃), 分别是Py-WT和Py-HT品系的17.1倍和2.7倍(24℃)以及16.2倍和15.4倍(25℃)。在24℃下, HW-4品系未分裂的壳孢子所占比例为2.6%, 分别是Py-WT和Py-HT品系的25.5%和46.4%; 在25℃下, HW-4品系未分裂的壳孢子所占比例为9.5%, 是Py-WT品系的66.4%, 与Py-HT品系(9.3%)无显著性差异(P>0.05)。结果表明双亲壳孢子在高温下的分裂速度大幅减慢, 且有大量壳孢子分裂受阻, 而HW-4品系受影响较小。
表2  条斑紫菜亲本品系(Py-WT和Py-HT)和选育品系(HW-4)壳孢子在不同温度下培养7 d的壳孢子萌发体比例
Tab.2  Percentage of conchospore germlings of the parental strains (Py-WT and Py-HT) and the breeding strain (HW-4) of Pyropia yezoensis cultured at different temperatures for 7 days
n=3;
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±SD; %
	温度/℃ 
temperature
	品系
strain
	细胞数目  cell number

	
	
	1
	2–5
	6–10
	>10

	19
	Py-WT
	3.3±0.4ns
	40.4±0.6*
	48.5±0.3ns
	7.9±0.5**

	
	Py-HT
	7.3±0.3**
	34.4±0.7**
	46.8±0.7**
	11.5±0.1**

	
	HW-4
	3.0±0.4
	39.4±0.4
	48.5±0.4
	9.2±0.1

	24
	Py-WT
	10.2±0.2**
	71.5±1.8**
	15.7±1.5**
	2.6±0.3**

	
	Py-HT
	5.6±0.3**
	30.4±0.9**
	47.4±0.5**
	16.5±0.4**

	
	HW-4
	2.6±0.3
	18.3±3.0
	34.6±3.2
	44.4±2.8

	25
	Py-WT
	14.3±0.7*
	64.3±2.7**
	20.4±2.4**
	2.0±0.3**

	
	Py-HT
	9.3±0.2ns
	56.8±1.2**
	31.8±0.9ns
	2.1±0.3**

	
	HW-4
	9.5±0.3
	26.6±0.9
	31.6±0.7
	32.3±1.5


注: **表示与HW-4差异极显著(P< 0.01); *表示与HW-4差异显著(P<0.05); ns表示与HW-4无显著性差异(P>0.05).
Notes: **denote highly significant difference with HW-4 (P<0.01, t-test); *denote significant difference with HW-4 (P<0.05, t-test); ns denotes no significant difference with HW-4 (P>0.05, t-test).
2.4  选育品系F1叶状体的耐高温性
图1和表3所示为常温(19℃)培养50 d的各品系叶状体再分别置于19、24和25℃继续培养35 d的生长状况和生长率变化。常温下3个品系叶状体绝对生长率的变化和它们的特定生长率的变化基本一致, 表现为先增加后降低, 表明50~85 d间存在快速生长期, 其中HW-4品系的值均明显高于Py-WT品系, 但略低于Py-HT品系, 表明HW-4品系的生长速度与母本接近, 但快于父本。高温下, HW-4品系的值基本上均高于双亲, 表明高温下的生长快于双亲。高温24℃下继续培养25 d, Py-WT、Py-HT和HW-4品系叶状体的平均体长分别增加了0.6、0.6和2.3倍, HW-4品系的平均体长分别是Py-WT和Py-HT品系的5.9倍和2.6倍; 高温25℃下继续培养25 d, Py-WT、Py-HT和HW-4品系的平均体长分别增加了0.3、0.4和1.5倍, HW-4品系的平均体长分别是Py-WT和Py-HT品系的5.3倍和2.1倍。HW-4品系在高温(24℃和25℃)下的生长速率虽比常温下有所下降, 但仍能继续生长; 而双亲品系(Py-WT和Py-HT)叶状体在高温下培养10~15 d后生长几乎停滞, 藻体卷曲收缩并开始腐烂; 培养25 d后, 叶状体严重卷曲并出现负增长, 腐烂直至解体(图版I-3, 4, 6, 7), 故无法测得其准确的生长数据。然而, 与其不同的是, HW-4品系叶状体的生长虽然受到高温的影响, 也发生卷曲和颜色加深(图版I-9, 10), 但培养至第31~35 d时其绝对生长率仍有0.65 cm/d(24℃)和0.2 cm/d(25℃), 至35 d仍不发生腐烂, 叶状体的平均体长为(37.8±0.7) cm(24℃)和(26.3±0.7) cm(25℃), 分别是初始长度的3.9倍(24℃)和2.8倍(25℃)。
如图2所示, 在常温(19℃)下, 50~70 d时各品系叶状体的鲜重处于缓慢增长的状态, 70 d之后迅速增加, HW-4品系单棵叶状体平均鲜重的增加大于Py-WT品系但低于Py-HT品系。高温下继续培养25 d(日龄为75 d), HW-4品系在24℃下单棵叶状体的平均鲜重为(0.56±0.06) g, 分别是Py-WT和Py-HT品系的28.0倍和11.2倍; 在25℃下为(0.26±0.03) g, 分别是Py-WT和Py-HT品系的13.0倍和3.7倍。高温下, HW-4品系的单棵叶状体鲜重均远超过两个亲本。

2.5  选育品系F1叶状体的活体吸收光谱与主要光合色素含量
如图3所示, 各品系的壳孢子苗(日龄50 d)在常温(19℃)和高温(24℃和25℃)继续培养15 d, 其活体吸收光谱在350~750 nm间均存在5个明显的吸收高峰, 并且随着培养温度的升高, 各吸收峰峰值均明显升高。 
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图1  条斑紫菜亲本品系(Py-WT, a和Py-HT, b)和选育品系(HW-4,c)的F1叶状体(日龄50 d)
分别在不同温度下再继续培养35 d的平均体长
Fig. 1  Mean length of the 50-day-old F1 gametophytic blades of the parental strains (Py-WT, a and Py-HT, b) and the breeding strain (HW-4, c) of Pyropia yezoensis cultured at different temperatures for another 35 days

表3  条斑紫菜亲本品系(Py-WT和Py-HT)和选育品系(HW-4)的F1叶状体(日龄50 d)
再在不同温度下培养35 d的长度生长率
Tab. 3  Length growth rates of the 50-day-old F1 gametophytic blades of the parental strains (Py-WT and Py-HT) and the breeding strain (HW-4) cultured at different temperatures for another 35 days

	生长率
growth rate
	培养时间/d

culture days
	品系  strain

	
	
	Py-WT
	Py-HT
	HW-4
	
	Py-WT
	Py-HT
	HW-4
	
	Py-WT
	Py-HT
	HW-4

	
	
	19℃
	
	24℃
	
	25℃

	特定生长率/(%·d−1)

specific growth rate
	51–55
	9.11
	11.59
	13.77
	
	4.81
	5.68
	6.67
	
	3.91
	5.68
	5.74

	
	56–60
	7.42
	11.35
	8.29
	
	3.35
	5.92
	6.52
	
	1.55
	5.92
	4.65

	
	61–65
	10.02
	10.48
	10.53
	
	1.33
	3.93
	2.81
	
	0.19
	3.93
	1.87

	
	66–70
	8.87
	7.24
	8.89
	
	0.12
	0.50
	3.60
	
	0.00
	0.00
	3.04

	
	71–75
	8.41
	9.51
	9.25
	
	−0.25
	0.00
	4.06
	
	−0.02
	0.00
	3.01

	
	76–80
	2.88
	5.47
	3.80
	
	−
	−
	1.69
	
	−
	−
	1.28

	
	81–85
	1.25
	3.63
	2.18
	
	−
	−
	1.79
	
	−
	−
	0.80

	绝对生长率/(cm·d−1)

absolute growth rate
	51–55
	0.39
	1.24
	1.92
	
	0.18
	0.52
	0.77
	
	0.15
	0.42
	0.63

	
	56–60
	0.47
	2.16
	1.98
	
	0.16
	0.73
	1.05
	
	0.07
	0.36
	0.66

	
	61–65
	0.99
	3.43
	3.10
	
	0.07
	0.62
	0.57
	
	0.01
	0.27
	0.31

	
	66–70
	1.41
	3.67
	3.68
	
	0.01
	0.09
	0.85
	
	0.00
	0.00
	0.57

	
	71–75
	2.05
	7.35
	3.79
	
	−0.02
	−0.01
	1.17
	
	−0.03
	−0.02
	0.66

	
	76–80
	0.93
	6.11
	3.43
	
	−
	−
	0.56
	
	−
	−
	0.31

	
	81–85
	0.45
	6.07
	2.28
	
	−
	−
	0.65
	
	−
	−
	0.20


注: “−”表示叶状体腐烂, 数据无法测得.
Notes: “−” means the data could not be achieved because the blades decayed.
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图2  条斑紫菜亲本品系(Py-WT, a和Py-HT, b)和选育品系(HW-4, c)的F1叶状体(日龄50 d)
分别在不同温度下继续培养35 d的单棵叶状体平均鲜重
Fig. 2  Mean fresh weight of single 50-day-old F1 gametophytic blades of the parental strains (Py-WT, a and Py-HT, b) and the breeding strain (HW-4, c) of Pyropia yezoensis cultured at different temperatures for another 35 days
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图3  条斑紫菜亲本品系(Py-WT,a和Py-HT,b)和选育品系(HW-4,c)的F1叶状体(日龄50 d)
分别在不同温度下继续培养15 d后的活体吸收光谱
Fig. 3  In vivo absorption spectra of the 50-day-old F1 gametophytic blades of the parental strains (Py-WT, a and Py-HT, b) and the breeding strain (HW-4, c) of Pyropia yezoensis after cultured at different temperatures for another 15 days 

如表4所示, 19℃、24℃和25℃下培养的HW-4品系叶状体的叶绿素a和PE含量显著高于父本Py-WT品系(P<0.05), 但与母本Py-HT品系含量相似(P>0.05); PC含量分别为21.4 mg/g、33.5 mg/g和40.6 mg/g, 分别是Py-WT品系的3.1、1.9和1.6倍, 是Py-HT品系的3.5、3.1和2.9倍, 均显著高于双亲(P<0.05), 并随温度升高而增多。HW-4品系在各温度下培养的叶状体的总藻胆蛋白含量分别为76.0 mg/g、111.1 mg/g和132.3 mg/g, 分别是Py-WT品系的3.1、2.2和2.0倍, 是Py-HT品系的1.2、1.1和1.1倍, 均显著高于双亲(P<0.05)。
2.6  选育品系F1叶状体的厚度
如表5所示, HW-4品系叶状体的厚度随着培养温度的升高而变厚。各温度下培养的HW-4品系与亲本品系叶状体的厚度均呈极显著差异(P<0.01), HW-4品系比Py-WT品系的厚度分别减少了24.1%、8.7%和6.0%, 比Py-HT品系的厚度分别增加了4.8%、20.1%和23.9%。
2.7  选育品系贝壳丝状体的壳孢子放散量
连续观察20 d, 发现各品系的壳孢子均为持续放散, 并且在放散开始后的3~5 d和12~16 d时出现放散高峰, 每个贝壳丝状体的壳孢子日放散
表4  条斑紫菜亲本品系(Py-WT和Py-HT)和选育品系(HW-4)的F1叶状体(日龄50 d)
分别在不同温度下继续培养15 d后的主要光合色素含量
Tab. 4  Contents of major photosynthetic pigments in the 50-day-old F1 gametophytic blades of the parental strains (Py-WT and Py-HT) and the breeding strain (HW-4) of Pyropia yezoensis after cultured at different temperatures for another 15 days
n=3;
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±SD; mg·g–1 DW
	温度/℃ temperature
	品系strain
	叶绿素a Chl. a
	藻红蛋白phycoerythrin, PE
	藻蓝蛋白phycocyanin, PC
	总藻胆蛋白PE+PC

	19
	Py-WT
	5.9±0.2**
	17.8±1.0**
	6.8±0.2**
	24.6**

	
	Py-HT
	9.5±0.1ns
	58.2±0.1**
	6.1±0.4**
	64.3**

	
	HW-4
	9.5±0.1
	54.7±0.5
	21.4±1.0
	76.0

	24
	Py-WT
	10.3±0.1**
	32.0±1.0**
	17.4±0.6**
	49.4**

	
	Py-HT
	13.2±0.1ns
	92.6±1.1**
	10.7±0.8**
	103.3**

	
	HW-4
	12.8±0.3
	77.6±1.1
	33.5±0.6
	111.1

	25
	Py-WT
	11.3±0.1**
	42.6±1.1**
	24.9±1.0**
	67.5**

	
	Py-HT
	13.4±0.2ns
	105.7±0.2**
	13.9±1.0**
	119.6**

	
	HW-4
	14.0±0.1
	91.7±0.3
	40.6±0.4
	132.3


注: **表示与HW-4差异极显著(P<0.01); ns表示与HW-4无显著性差异(P>0.05)

Notes: ** highly significant difference with HW-4 (P<0.01, t-test); ns no significant difference with HW-4 (P>0.05, t-test)

量最多可达120万以上。HW-4品系单个贝壳丝状体连续20 d的平均放散总量为786.5万, 与Py-WT和Py-HT品系均无显著性差异(P>0.05, 图4)。
表5  条斑紫菜亲本品系(Py-WT和Py-HT)和选育品系(HW-4)的F1叶状体(日龄50 d)在不同温度下继续培养
15 d的厚度
Tab. 5  Thickness of the 50-day-old F1 gametophytic blades of the parental strains (Py-WT and Py-HT) and the bree​ding strain (HW-4) of Pyropia yezoensis after cultured at
different temperatures for another 15 days
 n=3;
[image: image8.wmf]x

±SD; μm

	温度/℃
temperature
	Py-WT
	Py-HT
	HW-4

	19
	34.4±0.7**
	24.9±0.9**
	26.1±0.9

	24
	36.6±1.0**
	27.8±0.5**
	33.4±1.1

	25
	38.1±1.5**
	28.9±0.9**
	35.8±0.7


注: **表示与HW-4差异极显著(P<0.01).
Notes: ** highly significant difference with HW-4(P<0.01, t-test).
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图4  条斑紫菜亲本品系(Py-WT和Py-HT)和选育品系(HW-4)平均每个贝壳丝状体在常温19℃连续放散20 d的壳孢子放散总量
相同字母表示各品系间t-检验无显著性差异(P>0.05).
Fig. 4  Total numbers of the released conchospores of one conc​h​o​celis of the parental strains (Py-WT and Py-HT) and the breed​ing strain (HW-4) of Pyropia yezoensis at 19℃ within 20 days

The same letter meant no significant difference between the three strains (P>0.05, t-test).
3  讨论
本研究以条斑紫菜野生型品系的叶状体为父本, 红色突变型品系的叶状体为母本进行种内杂交, 筛选到一个耐高温的重组优良品系(HW-4)。其中, 壳孢子的存活率和萌发速率、壳孢子苗的耐高温性、藻红蛋白和叶绿素a的含量等性状与母本品系相似, 且均明显优于父本品系; 另外, 藻蓝蛋白的含量在父本品系的基础上进一步提高, 且与双亲品系均呈显著性差异; 藻体的厚度则介于双亲品系之间。HW-4品系的生长速度快于父本Py-WT品系, 生长期也比父本Py-WT品系长10~15 d左右。HW-4品系的壳孢子在高温(24℃和25℃)下的存活率分别是父本品系(Py-WT)的4.2倍和4.0倍, 是母本品系(Py-HT)的1.2倍和1.4倍; 高温下萌发到含10个细胞以上的壳孢子萌发体所占比例也显著高于亲本品系。另外, HW-4品系的壳孢子苗在25℃培养35 d不腐烂, 而亲本品系在10~15 d之后便开始腐烂。该结果证实条斑紫菜选育品系(HW-4)具有较好的耐高温性, 也表明通过杂交育种可获得目的性状具优势的品系。
多项研究表明, 植物在高温胁迫下能够启动自身的热激转录因子和热激蛋白基因的转录, 进而维持细胞和叶绿体的稳定性[31–32], 但是, 长时间或较高温度的热胁迫会破坏叶绿体的类囊体膜结构, 影响酶的活性, 改变细胞骨架系统等[33–35]。本研究发现日龄50 d的亲本品系叶状体在高温下培养10~15 d后生长几乎停滞并开始腐烂, 培养25 d后严重溃烂并死亡。杂交重组优良品系HW-4的叶状体在高温下没有腐烂并能继续生长, 仅发生轻微卷曲, 且主要光合色素在高温下增加的量明显高于双亲品系, 这有可能是HW-4品系的耐高温性优于双亲品系的原因之一。HW-4品系的总藻胆蛋白含量在24℃时分别是父本和母本品系的2.2倍和1.1倍, 在25℃时分别是父本和母本品系的2.0倍和1.1倍, 其中叶绿素a的含量显著高于父本品系, 但与母本品系无显著差异, 表明24℃和25℃的高温对HW-4品系的影响不大, 其耐高温机理可能与光合色素含量的增加有关, 仍有待进一步研究。如果HW-4品系应用到生产上, 即使遇到“小阳春”, 也能保证生产正常进行[36]。
此外, 作为一个要在生产上应用的优良品系, 其藻体厚度和壳孢子放散量也是至关重要的。条斑紫菜叶状体的厚度影响其加工产品的品质, 如果太厚, 则口感和品相较差[37]。本研究选育的HW-4品系的叶状体厚度比Py-WT品系薄且呈极显著差异, 有利于提高其成菜的品质。另外, 壳孢子日放散量越大, 采苗就越快, 当达到百万以上的日放散量时, 只要几到十几分钟就可实现集中放散, 达到网帘的附苗密度要求[38]。本研究获得条斑紫菜优良品系HW-4, 其最大放散量可在百万以上, 连续20 d的总放散量为786.5万, 其中有3天为大量放散[39], 因此, 其壳孢子放散量能满足育苗生产的要求。
综上所述, 本研究通过杂交育种获得的耐高温优良品系HW-4, 其壳孢子和叶状体均能耐受较高水温及长时间的温度回升, 另外, HW-4品系在主要光合色素含量和叶状体厚度等方面与野生型品系相比, 均有明显的优势, 应用到生产上后将有望被培育成耐高温的条斑紫菜新品种。
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Isolation and characterization of the improved strain HW-4 by intraspecific hybridization in Pyropia yezoensis
LIU Meijun1, HUANG Linbin1, 2, YAN Xinghong1, 2
1. College of Fisheries and Life Sciences, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China;

2. Key Laboratory of Exploration and Utilization of Aquatic Genetic Resources, Ministry of Education, Shanghai Ocean University, Shanghai 201306, China

Abstract: Following intraspecific hybridization of the wild-type strain(Py-WT, ♂) and the red-type pigmentation mutant(Py-HT, ♀) in Pyropia yezoensis, a high-temperature resistant strain HW-4 was isolated from the recombinants. The gametophytic blades of the Py-WT strain have slow growth, thick blades, low major photosynthetic pigment content, and poor heat-resistance characters, while the gametophytic blades of Py-HT have fast growth, thin blades, high major photosynthetic pigment content, and partial high-temperature resistance. After the conchospores of Py-WT and Py-HT strains were cultured at high temperature (24℃) for 13 days, the survival rates of the conchospores were 18.3% and 65.2%, respectively; however, the survival rate of HW-4 conchospores at 24℃ was 77.5%. Furthermore, after the conchospores were cultured at high temperature (25℃, 13 days), the survival rates of the Py-WT, Py-HT and HW-4 conchospores were 16.9%, 47.1% and 67.3%, respectively. The survival rate of the HW-4 conchospores at 24℃ was 4.2 times that of Py-WT and 1.2 times that of Py-HT; additionally, at 25℃ it was 4.0 times that of Py-WT and 1.4 times that of Py-HT. After the conchospore germlings from Py-WT, Py-HT and HW-4 strains (50-day-old, 19℃) were cultured at 24℃ for another 25 days, the mean blade length increased by 1.6, 1.6 and 3.3 times compared with the original lengths, respectively. The mean blade length of the HW-4 strain was 5.9 times that of Py-WT and 2.6 times that of Py-HT. After the 50-day-old conchospore germlings were cultured at 25℃ for another 25 days, the mean length of the blades for Py-WT, Py-HT and HW-4 increased 1.3, 1.4 and 2.5 times, respectively, and the mean length of the blades of the HW-4 strain was 5.3 times that of Py-WT and 2.1 times that of Py-HT. In addition, the gametophytic blades of the parental strains began to curl and rot after 10–15 days in culture at high temperatures(24℃ and 25℃), and rotten seriously after 25 days. However, the HW-4 gametophytic blades curled a little after 25 days in culture at high temperatures, but did not rot even after 35 days. After the blades were cultured for another 15 days at 19℃, 24℃ and 25℃, the total phycobiliprotein content of the HW-4 blades was 76.0 mg/g, 111.1 mg/g and 132.3 mg/g, respectively, which was 3.1, 2.2 and 2.0 times that of Py-WT, and was 1.2, 1.1 and 1.1 times that of Py-HT, respectively. The total phycobiliprotein content in the HW-4 blades was significantly higher than that of the parental blades. The numbers of conchospores released did not significantly differ among Py-WT, Py-HT and HW-4 strains. The above results show the following: (1) high-temperature resistance in HW-4 conchospores and F1 gametophytic blades, and (2) improved growth rate and pigment content in HW-4 blades compared with the parental strains. Therefore, the improved strain (HW-4) is expected to be used for cultivation of Pyropia yezoensis.
Key words: Pyropia yezoensis; intraspecific hybridization; chimera; high-temperature resistance; selection; characterization
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图版I  条斑紫菜杂合丝状体的F1叶状体及亲本品系(Py-WT和Py-HT)和优良品系(HW-4)先在19℃培养50 d, 再分别置于不同温度(19, 24和25℃)下继续培养25 d的叶状体

1. 杂合丝状体后代之四色块嵌合的F1叶状体; 2-4. 父本Py-WT品系在19℃、24℃和25℃下培养的叶状体; 5-7. 母本Py-HT品系在19℃、24℃和25℃下培养的叶状体; 8-10. 重组品系HW-4在19℃、24℃和25℃下培养的叶状体. 

Plate I  F1 blade of the heterozygous conchocelis of Pyropia yezoensis and blades of the parental strains (Py-WT and Py-HT) and the improved strain (HW-4) (50-day at 19℃ first) cultured at different temperatures (19℃, 24℃ and 25℃) for another 25 days

1. F1 blade linearly sectored with 4 color sectors from the heterozygous conchocelis; 2–4. Blades of Py-WT strain cultured at 19℃, 24℃ and

 25℃; 5–7. Blades of Py-HT strain cultured at 19℃, 24℃ and 25℃; 8–10. Blades of HW-4 strain cultured at 19℃, 24℃ and 25℃.
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