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摘要：水稻耐低磷RILs群体培育可为磷高效育种和基因定位提供材料。该试验利用强耐低磷杂交组合合系41×大白稻产生的永久性重组自交系(RILs)群体，设低磷（有效磷6.26 mg·kg-1）胁迫和非低磷（有效磷40 mg·kg-1）胁迫两种处理，全生育期测定了相关的耐低磷形态性状，利用相关分析和多元逐步回归分析等方法探索RILs群体耐低磷筛选指标以筛选优良株系。结果表明：（1）12个主要农艺性状均呈连续性变异, 耐低磷性状发生了明显的重组和分离，说明利用重组近交系可以筛选并培育出强耐低磷的水稻品系。重组近交系是水稻耐低磷特性进行遗传研究的良好材料；（2）6个相对性状：株穗产量、地上干物质量、实粒数、有效穗、剑叶长、穗长，综合评价RIL 群体各株系的耐低磷强弱；（3）在RILs群体选出综合性状表现优良的5个大穗、大粒的耐低磷株系，具有良好的推广前景。
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土壤有效磷缺乏是限制作物产量的关键因子之一。施磷增产显著却导致多样性丧失、磷源枯竭、环境污染、人类维营养危机、农业成本增加等系列问题[1-3]；40多年来大规模的化肥施用使我国土壤成为蕴藏1亿t无效磷库，鉴于作物的“遗传学缺磷”，挖掘作物活化利用无效磷的磷高效特性培育水稻品系对于解决上述问题意义重大。迄今，国内的多数水稻耐低磷研究仍停留在对大量种质低磷筛选鉴定的初步阶段[4]，而利用耐低磷种质进行创新利用以及利用磷高效重组近交系(recombinant inbred lines，RILs)筛选、鉴定和培育磷高效水稻品系的研究罕有报道。
云南是中国稻种最大的遗传、生态多样性中心和优异种质富集地区[5]，云南稻种资源蕴藏着丰富的有利基因，如磷高效、矿质元素含量高、苗穗期耐冷、广亲和、抗白叶枯病等[6-9]，在水稻育种中具有长期潜力。548份云南地方稻核心种质中挖掘出大白稻（Oryza sativa）大穗、大粒，耐低磷特性极强，但其植株高大，株型披散极难推广应用。为此，以高产、耐寒、抗稻瘟病，云南历史上栽培面积最大的粳稻合系41[10]（Oryza sativa）为母本，云南稻种核心种质大白稻为优良磷高效基因供体，培育合系41×大白稻重组自交系群体，并在严重缺乏有效磷的酸性红壤开展耐低磷鉴定性究，探索RILs耐低磷筛选指标，筛选出综合表现较好的耐低磷优良株系，为云南缺磷红壤区磷高效品种选育及推广提供参考。
1  材料与方法

2000年夏季在昆明以合系41为母本，大白稻为父本配制杂交F1，自交得F2群体。2003—2006年在昆明省农科院试验田（18 m×3.5 m水泥池，土培介质0.8 m，海拔1916 m），种植Ｐ1、Ｐ2和Ｆ1、Ｆ3、Ｆ4、Ｆ5、Ｆ6群体，Ｆ3-F6均与F2群体的对应株行种植，按重组自交系培育规程进行。以昆明阿子营20多年未施化肥的酸性红壤20 cm表层土为土培介质，土壤经云南省农业科学院土壤肥料研究所测定: 有效磷和总磷含量分别为6.26 mg·kg-1和1050 mg·kg-1，水解氮和总氮含量分别为146.99和1820 mg·kg-1，有效钾和总钾含量分别为207.15和1232 mg·kg-1，pH值为5.49。两种有效磷处理种植群体进行耐低磷鉴定(不施磷有效磷含量6.26 mg·kg-1，施磷肥有效磷达4 0 mg·kg-1)，不再施用其他化肥，常规管理。株行距为10 cm×15 cm, 2次重复。成熟时每株系取样10株，观察及考种项目：分蘖、株高、有效穗、穗颈长、穗下节长、剑叶长、剑叶宽、穗长、实粒数、秕粒数、地上干物质量、总粒数、株穗质量（单株籽粒质量）等性状。Ｆ5、Ｆ6各性状基本稳定，可视为耐低磷RILs。计算亲本及320个重组自交系农艺性状的的平均值、峰度、偏度及相关性分析（数据为Ｆ5、Ｆ6 RILs两代平均值），SPSS软件和EXCELL软件进行统计分析。
表1  亲本及RILs群体农艺性状表现
Table 1  Perfomance of agronomic characters of RILs populations and parents
	农艺性状
	w(有效磷)/(mg·kg-1)
处理
	亲本
	
	重组自交系

	
	
	合系41
	大白稻
	平均值
	变异范围
	偏度
	峰度

	株高
	6.26 
	81.2
	138
	105.2
	78~161
	0.5
	0.1

	
	40 
	85
	152.3
	109.9
	75~222
	0.23
	12.3

	有效穗
	6.26
	2.3
	1.3
	1.7
	1~3.3
	2.5
	16.1

	
	40
	3
	1.5
	2.3
	1~3.7
	0.99
	0.2

	穗颈长
	6.26
	1.87
	14.8
	5.4
	0~16.6
	0.5
	0.9

	
	40
	1.7
	17.3
	6.7
	0~19.8
	0.6
	0.9

	穗下节长
	6.26
	27.2
	58.8
	33.2
	16~58.2
	0.6
	3.2

	
	40
	24.2
	55
	34.7
	17~55.2
	1.1
	7.6

	剑叶长
	6.26
	32.6
	39.9
	26.3
	12~54.5
	0.5
	0.6

	
	40
	29.6
	38.3
	26
	12~55.5
	1
	1.6

	剑叶宽
	6.26
	1.3
	2.3
	1.3
	0.8~2.1
	1.1
	-0.8

	
	40
	1.2
	2.1
	1.2
	0.7~2.2
	3.9
	29.5

	穗长
	6.26
	17.8
	29.4
	20.3
	13~27.8
	0.3
	0.1

	
	40 
	19.2
	31.3
	22.2
	12.5~31.8
	0.2
	12.3

	实粒数
	6.26
	63
	158
	125
	35~224
	1.8
	9.4

	
	40
	93
	145
	120
	42~235
	0.6
	0.3

	秕粒数
	6.26
	19
	46
	16
	0~92.7
	1.8
	3.7

	
	40
	17
	35
	10
	0~65.7
	2.5
	8

	总粒数
	6.26
	82
	204
	141
	49~264
	1.9
	9.1

	
	40 
	110
	180
	130
	41~257
	0.6
	0.2

	地上干物质量
	6.26
	6.4
	15.3
	14.9
	2.3~29.5
	3.1
	29.3

	
	40
	12.4
	18.9
	17.1
	2.1~23.2
	2.2
	8.4

	株穗质量
	6.26
	2.5
	6.5
	3.1
	0.8~8.5
	1.2
	6.2

	
	40
	6.5
	8.6
	7.4
	0.6~9.5
	2.8
	11.5


2  结果与分析
2.1  亲本及RILs主要农艺性状的表现
6.26 mg·kg-1有效磷和40 mg·kg-1有效磷土壤环境下，两亲本和320个RILs群体12个主要农艺性状表现见表1。双亲之间除有效穗其余11个性状均达到极显著差异水平。6.26 mg·kg-1有效磷，大白稻株高（138.0 cm）明显高于合系41（81.2 cm），RILs平均株高为105.2 cm，变异范围为78～161 cm，双向超亲优势明显。大白稻是典型的大穗大粒型材料，与合系41穗长相差11.6 cm，RILs穗长介于双亲之间(20.3 cm)，变异范围13.0～27.8 cm。大白稻的总粒数、实粒数和秕粒数均比合系41多，RILs平均值介于双亲之间。合系41和大白稻地上干物质量差异明显，分别为6.4 g和15.3 g，RILs平均为14.9 g，变异较大，变异范围在2.3～29.5 g。大白稻株穗质量（6.5 g）明显高于合系41（2.5 cm），相差约4 g之多，RILs平均3.1 g，变异范围0.8～8.5 g。40 mg·kg-1有效磷，大白稻株高（152.3 cm）明显高于合系41（85 cm），RILs为109.9 cm，变异范围为75～222 cm。合系41和大白稻穗长分别为19.2 cm和31.3 cm，RILs平均穗长为22.2 cm，变异范围为12.5～31.8 cm。合系41实粒数、秕粒数和总粒数为93、17、110，大白稻为145、35、180，RILs平均为120、10、130。合系41和大白稻地上干物质量分别为12.4 g和18.9 g，RILs平均为17.9 g，群体变异大，变幅在2.1～23.2 g。合系41和大白稻的株穗质量分别为6.5 cm和8.6 cm，RILs平均为7.4 cm，变异范围为0.6～9.5 g。
RILs农艺性状在有效磷含量6.26 mg·kg-1和40 mg·kg-1分布频率见图1。（1）12个性状呈连续性变异，符合正态分布或偏态分布，呈典型的数量性状特征。充分说明水稻耐低磷特性是多个数量性状基因控制，考查多个性状，综合筛选出若干耐低磷指标对于磷高效育种是必要的。（2）株高、实粒数、地上干物质量和株穗质量等性状在群体存在明显的双向超亲分离现象，说明RILs耐低磷特性发生了明显的重组和分离，通过定向选择有望培育出大穗、大粒型的磷高效品系。
2.2  RILs农艺性状间的相关性

表1对角线下在6.26 mg·kg-1有效磷和40 mg·kg-1有效磷下320个RILs的12个相对农艺性状间的相关系数：60对相关系数有39对性状间达极显著相关，6对性状间达显著相关；有4个性状与株穗质量的相关系数高于0.2（0.203**～0.495**），地上干物质量>实粒数>总粒数>穗长；其余7个性状与株穗质量相关系数为0.159**～-0.01。对角线下为RILs在6.26 mg·kg-1有效磷12个农艺性状间的相关系数：有53对
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图1  RILs群体主要农艺性状分布频率
Fig. 1  Distribution of agronomic characters of  RILs populations
性状间达极显著相关，4对性状间达显著相关；有5个性状与株穗质量的相关系数高于0.2（0.824**～0.364**）：地上干物质量>有效穗>总粒数>实粒数>穗长；其余7个性状与株穗质量相关系数为（0.192**～-0.006）。
低磷对水稻最终影响还是产量性状，产量高低应该作为耐低磷的最终衡量标准。相关分析发现，无论是群体的相对农艺性状间或农艺性状间，株穗质量与地上干物质量、总粒数、实粒数、穗长呈极显著的相关性，且相关系数较高。表明这些性状之间具有复杂的相关关系。
2.3  RILs群体株穗质量与主要农艺性状的逐步回归分析
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地上干物质量 Dry weight up ground/g                                      株穗质量 Grain yield per panicl/g
续图1

表2  RILs农艺性状间的相关性
Table 2  Correlation of Agronomic characters of  RILs populations
	
	株高
	有效穗
	穗颈长
	穗下节长
	剑叶长
	剑叶宽
	穗长
	实粒数
	秕粒数
	总粒数
	地上干物质量
	株穗质量

	
	A
	B
	C
	D
	E
	F
	G
	H
	I
	J
	K
	L

	A
	1
	-0.105
	0.394**
	0.465**
	0.285**
	0.084
	0.356
	0.347**
	0.219**
	0.402**
	0.308**
	0.192**

	B
	-0.06
	1
	-0.251**
	-0.271**
	-0.265**
	-0.026
	-0.105
	-0.202**
	0.016
	-0.168**
	0.43**
	0.461**

	C
	0.232**
	-0.145*
	1
	0.729**
	0.273**
	0.074
	0.394**
	0.197**
	0.063
	0.2**
	0.032
	-0.006

	D
	0.522**
	-0.118*
	0.493**
	1
	0.511**
	0.034
	0.465**
	0.354**
	0.284**
	0.438**
	0.145*
	-0.032

	E
	0.031
	-0.231**
	0.147*
	0.219**
	1
	0.177**
	0.285**
	0.374**
	0.267**
	0.447**
	0.126*
	-0.019

	F
	0.187**
	-0.127*
	0.187**
	0.199**
	0.238**
	1
	0.083
	0.221**
	0.117*
	0.245**
	0.156**
	0.121*

	G
	0.342**
	-0.076
	0.002
	0.125*
	0.044
	0.104
	1
	0.347**
	0.219**
	0.402**
	0.308**
	0.192**

	H
	0.437**
	-0.181**
	0.161**
	0.313**
	0.156**
	0.244**
	0.269**
	1
	0.046
	0.889**
	0.275**
	0.364**

	I
	0.041
	0.074
	-0.141**
	0.036
	0.218**
	0.139*
	0.207**
	-0.008
	1
	0.499**
	0.259**
	0.131*

	J
	0.432**
	-0.196**
	0.04
	0.303**
	0.297**
	0.303**
	0.331**
	0.802**
	0.360**
	1
	0.358**
	0.376**

	K
	0.157**
	0.185**
	-0.054
	0.042
	-0.023
	0.093
	0.244**
	0.166**
	0.111
	0.224**
	1
	0.824**

	L
	0.159**
	0.159**
	-0.01
	0.023
	-0.04
	0.110
	0.203**
	0.374**
	-0.004
	0.337**
	0.495**
	1


注：对角线上为6.26 mg/kg有效磷下农艺性状间的相关系数；对角线下为6.26 mg/kg有效磷与40 mg/kg相对农艺性状间的相关系数
R0.01=0.148（**），R0.05=0.113（*），n=327
RILs的相对株穗质量与相对株高、相对有效穗等11个性状进行多元逐步回归分析,求得回归方程：Y=0.904+0.218X1-0.019X2-0.009X3+0.016X4+0.333X5，X1为穗长，X2为剑叶长，X3为有效穗，X4为实粒数, X5为地上干物质量。该方程可以解释相对株穗产量的86.8%表型变异，地上干物质量、实粒数、穗长、剑叶长、有效穗,分别解释74.4%、29.0%、11.7、-14.1%%和-13.2%的株穗质量的变异。相对地上干物质量、实粒数和穗长三性状对相对株穗质量的形成具有正面主导作用。而有效穗和剑叶长对株穗质量具负作用, 与相关分析的正效应相反。在相关分析中剑叶长与株穗质量之间不存在极显著相关性，多元逐步回归找到了它们之间的关系。
水稻耐低磷特性是多基因控制的数量性状[11]，不仅与基因型、表型性状有关，且与环境因子(低磷胁迫发生的强度、时期等) 密切相关。相对株穗质量作为筛选指标具不可替代性，但为防止单一指标筛选的偏差，多指标是必要的。因此, 综合衡量入选的6个相对耐低磷指标性状：株穗质量、地上干物质量、实粒数、穗长、剑叶长、有效穗,来鉴定和评价RIL 群体各株系的耐低磷强弱。

2.4  RILs群体优良耐低磷株系的选育

构建群体同时, 也是不断选育耐低磷新品系的过程。6.26 mg·kg-1有效磷下，综合考虑田间表现及6个耐低磷筛选指标选出5个优良株系（表格略）：株高为75. 2～92.0 cm，；株穗质量为5.1～6.2 g；地上干物质量为10.8～13.4g，实粒数为120～131粒/穗；有效穗为1.7～2.1穗/株；剑叶长为26.6. 8～32 cm；穗长为22.8～26.1 cm。所选株系株高明显比大白稻(138 cm)降低；有效穗比母本合系41(2.3穗/株)略有降低；实粒数明显超过合系41（82粒），结实率好，克服了亲本大白稻秕粒数（46粒）多的缺陷；穗长比合系41（17.8 cm）显著增加。所有株系表现出大穗、大粒，耐低磷优势明显。
3  讨论

3.1  重组自交系是研究水稻耐低磷特性的优良材料
重组自交系为杂种连续自交不施加选择直到纯合所产生的一系列群体。通常是从F2代开始，采用单粒传和连续自交的方法建立，群体内每个系的个体都是纯合一致的, 是一种可长期使用的永久性分离群体，RILs的获得虽然费时费工，但与F2分离群体相比有诸多优点，且非常适合于抗性分析和数量性状的分析。本试验中合系41/大白稻的320个重组自交系的耐低磷特性存在显著差异，在6.26 mg/kg低磷胁迫下和有效磷40 mg/kg条件下12个主要农艺性状均呈连续性变异, 耐低磷特性发生了明显的重组和分离现象。充分证明这套重组自交系是对水稻耐低磷特性进行遗传研究的良好材料。从RILs选出优良株系大穗、大粒表现出较强的耐低磷特性，叶片较窄而直立，且株型紧凑、清秀整齐一致，大白稻株型高大叶片披散的缺点得到改良；综合农艺性状表现好，具有良好的推广前景。

3.2  大穗、大粒性状在耐低磷胁迫下的优势
云南大穗(每穗总粒数>150粒)、大粒(千粒质量>31.5 g) 地方品种米质较好是水稻高产育种的宝贵材料[6]，广泛分布于景洪、勐海、墨江、永德和耿马等39个县，其中腾冲和勐海县是云南地方稻种大穗大粒优异资源的分布中心，大穗型大粒型和大穗大粒型三类品种分别有164、537和26个。大白稻是云南核心种质中挖掘的的代表性大穗、大粒地方品种，特点是有效穗低、千粒重重、穗子大。水稻在低磷环境下减产的主要原因是低磷抑制分蘖芽发生，从而影响了有效穗的发生和穗的正常生长发育，导致其产量下降[4]。相对产量的下降很大程度上也是相对分蘖数的下降所致。而大穗、重穗型品种因其穗形特点有效穗偏低，相比穗数型品种（穗长小，有效穗多）在低磷下有效穗变化不大。本试验结果表明在低磷环境下，合系41×大白稻RILs磷高效株系常表现为穗长增长，穗粒数、单穗重提高，有效穗数略微降低对株穗质量影响不大，因此更能保持产量优势而适应低磷环境体现出磷高效特性。从RILs选出5个优良株系均为大穗、大粒型，表现出较强的耐低磷特性，可见大穗、大粒性状对于低磷环境下产量的保持起了致关重要的作用。

水稻的穗型特征主要决定于遗传基础[12]，穗长、粒重及穗长等性状主要受主效基因控制,并有微效基因的控制，并受环境的影响[13]。选育大穗、穗重型品种是粳稻超高产育种的重要方向[14]。直立穗型水稻品种可以改善群体生长环境，因其穗茎较粗，大、小维管束数量较多，具有形成大穗的潜力[15]。有关穗型QTL研究很多，韩龙植[16]在5种生态环境下对穗粒数检测到12个QTL，分布于第1、3、4、6、8、11和12染色体上，贡献率为5．8％～33．5％；对穗长共检测到18个QTL，位于第1、2、3、5、6、7和12染色体上，贡献率为4.9％～27.7％，表现为超显性。郭咏梅[15]以陆稻品种IRAT109和水稻品种越富构建的DH群体为材料，在水、旱栽培条件下检测到粒重的5个QTL，贡献率为4.1%～14.8%。我们下一步计划就利用合系41/大白稻磷高效RILs通过QTL基因定位方法找到大穗、大粒型磷高效基因紧密连锁的主效基因，并采用分子标记辅助选择的方法来提高育种效果。
4  结论

（1）合系41×大白稻重组近交系12个主要农艺性状均呈连续性变异, 耐低磷性状发生了明显的重组和分离。

（2）利用重组近交系可以筛选并培育出强耐低磷的水稻品系，是水稻耐低磷特性进行遗传研究的良好材料。

（3）株穗产量、地上干物质量、实粒数、有效穗、剑叶长、穗长等6个相对性状可以作为综合评价RIL 群体各株系的耐低磷强弱的指标。

（4）筛选出表现出较强的耐低磷特性的5个大穗、大粒型优良株系，具有良好的推广前景。
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Screening and identification of high-phosphorus 
efficiency RILs of Yunnan rice

Du Juan1, Zeng Yawen1*, Yang Shuming1, Pu Xiaoying1,
Yang Tao2, Du Wei1, Wang Yuchen1, Zhao Dawei1
1. Biotechnology and Genetic Resources Institute,Yunnan Academy of Agricultural Sciences, Kunming 650205, China;
2. Institute of Chinese Medical Materials of YAU//Yunnan Provincial Center for Chinese Medicinal Materials, GAP Technology, Kunming 650201, China

Abstract: Rice recombinant inbred lines (RILs) Cultivating for tolerance to low phosphorous can provide useful materials for high-phosphorus efficiency breeding and gene location. In this experiment, the low-P tolerance low-P tolerance of a set of “Hexi41×Dabaidao” RILs planted respectively in low phosphorous of soil (6.26 mg/kg) and high level (40 mg/kg) were investigated. At last, the Agronomic traits and index including some lines of low-P tolerance generations are analysis by by correlation analysis, stepwise regression analysis. The results showed: (1) 
12 Agronomic traits of low-P tolerance traits took on a series of variation which showed that the obvious recombination and separation of low-P tolerance took place among RILs. The RILs of the better tolerant could be used as the materials to improve heat tolerance and breeding low-P tolerance variety. They were screened out and identified as important materials of gene location and High-phosphorus efficiency breeding. (2)Six relative Agronomic traits, including weights of relative grain yield per panicle, dry weight up ground, filled grains per panicle, Leaf length, effective panicles number, Panicle length, could be used as general screening index to identify tolerance to low phosphorous (3) Five super high-phosphorus efficiency RILs of heavy spike and big grain selected from RILs generations has good future on rice production application.

Key words: recombinant inbred lines; high-phosphorus efficiency; screening index; heavy spike and big grain 
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		1		0		0

		2		58		54

		3		190		184

		4		57		62

		5		2		6

		6		0		0

		7		0		0

		8		0		0

		9		0		1

		10		0		1

		实粒		有效磷40mg/kg		有效磷6.26mg/kg

		48		8		12

		64		57		50

		80		109		115

		96		82		88

		112		30		28

		128		15		10

		144		6		3

		160		0		1

		瘪粒		有效磷40mg/kg		有效磷6.26mg/kg

		10		217		138

		20		68		79

		30		16		44

		40		7		20

		50		3		8

		60		4		9

		70		1		3

		80		0		5
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		162		6		9

		180		0		2

		株穗重		有效磷40mg/kg		有效磷6.26mg/kg
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