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花药组织培养和小麦×玉米杂交技术应用于
产生小麦单倍体的比较研究

李新华
(山东省农业科学院原子能农业应用研究所 ,山东 济南　250100)

摘　要 :两个春小麦品种意塔和帕旺的花药组织培养和小麦×玉米杂交技术产生单倍体的效果

不同。不同基因型花药诱导愈伤组织的诱导率从 914 %到 1917 %不等 , 不同基因型所产生的

再生株数量亦不同 ,两个小麦品种都有绿苗和白化苗产生 , 绿苗诱导率自 113 %到 510 %。分

别利用小麦×玉米杂交技术能有效诱导两个春小麦品种单倍体 ,杂交结实率为 8012 %～

9511 % ,但只有 1019 %～1416 %的籽粒含有幼胚 ,其中 95 %以上的幼胚可发育成绿苗。每 100

个杂交小花中平均可生成 1015个到 1410个绿苗 ,不产生白化苗 ,染色体亦不自然加倍。
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PRODUCTION OF WHEAT HAPLOIDS USING ANTHER CULTURE AND

WHEAT×MAIZE HYBRIDIZATION TECHNIQUE
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Abstract :Two spring wheat varieties ,“Eta”and“Pavon”, differed significantly in their response to anther culture

and wheat × maize hybridization techniques for the production of haploids1 Depending on the genotype , the

frequency of embryo induction from cultured anthers ranged from 914 to 1917 per 100 anthers. Plant regeneration

from cultured embryos also varied with the genotype. Two spring wheat varieties produced both green and albino

plantlets. The frequency of green plants produced per 100 cultured anthers ranged from 113 to 510. The wheat ×

maize hybridization technique was highly effective in producing haploids in two spring wheat varieties , although the

frequency varied with genotype. The percentage of seed set ranged from 8012 to 9511 , but only 1019 % and 1416 %

of seeds contained embryos. About 95 % of the cultured embryos developed into green plants. About 100 florets

pollinated produced 1015 and 1410 plants separately. There was no evidence of albinism or spontaneous chromosome

doubling.
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随着诱导单倍体方法的不断完善 ,单倍体在作为遗传分析工具或直接进行育种方面的应用越来越

多。在谷类作物中 ,花药 (小孢子)诱导和远缘杂交是产生单倍体的两个主要技术。尽管花药培养育出

了许多品种[1 ,2 ]
,在小麦中利用花药诱导单倍体时 ,常常遇到单倍体诱导率低、幼胚发育差和大量白化苗

等问题。

1970年 Kasha 和高国楠[3 ] 首先报道了利用栽培大麦和球茎大麦杂交得到单倍体幼苗。

Subrahmayam
[4 ]和 Ho 、Kasha

[5 ]分别于 1973、1975年通过遗传学和细胞遗传学方法证明球茎大麦的染色
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体在细胞分裂过程中消失。由于单倍体幼胚缺少胚乳 ,单倍体幼胚必须在培养基上进行胚抢救 , 迄今

为止世界上利用该方法育成了 50余个大麦品种[6 ]。1986年Laurie
[7～9 ]等利用小麦×玉米成功诱导出小

麦单倍体植株 ,并通过细胞学观察证实了小麦×玉米得到的幼胚是单倍体幼胚 ,小麦×玉米杂交得胚率

显著高于小麦×球茎大麦。用小麦×玉米诱导单倍体不受小麦基因型的限制 ,任何基因型小麦都可以

得到单倍体植株[10～13 ]。

1　材料与方法

111　材料

春小麦品种 :意塔和帕旺 ;玉米品种 :提塔。小麦和玉米品种均来自波兰栽培的品种。

112　方法

11211　植株生长条件　在同一个温室中种植玉米和春小麦 ,种植玉米和小麦植株比例为 1∶10。为了使

玉米开花期与小麦开花期相遇 ,保证杂交工作的顺利完成 ,第 1批玉米在小麦播种前的 1个月播种 ,然

后每隔 3～4d播种 1次玉米 ,小麦则在第 1批播种后 ,每隔 2周播种 1次 ,及时浇水、施肥、灭虫 ,保证小

麦和玉米的健壮生长。白天与夜间的温度分别为 22 ℃和 17 ℃,光周期是 16h。

11212　花药培养　取小孢子发育期处在单核期的麦穗 ,将麦穗基部浸泡盛有 N6盐烧杯中 ,放到 4 ℃的

冰箱中贮存 6d 。冷藏处理过的麦穗经消毒灭菌 ,剥中部小穗的花药 ,分别置入的 Potato22、W14 和 19022

的固体诱导培养基中。每 3ml的培养基大约置入 100个花药 ,在 28 ℃～30 ℃,黑暗条件下培养。取诱

导培养 30d后的愈伤组织 (直径 2mm左右)分别置入 Potato22、W14 和 19022分化培养基中 ,在 22 ℃低光

条件下培养。2～3周后发育正常的幼苗分别转移到不含有激素的 Potato22、W14 和 19022培养基中。

11213　胚抢救　通过小麦×玉米得到的单倍体幼胚 ,发育到 14～18d时在改良的B5 培养基上进行幼胚

的抢救。取 011gΠL浓度的 2 ,42D使用后 14～18d的麦穗 ,无菌条件下对小麦籽粒的表面进行消毒灭菌

(小麦籽粒浸泡在含有 20 %次氯酸钠的漂白溶液中 7min ,然后用无菌蒸馏水冲洗 3次) 。取出籽粒置于

无菌培养皿中 ,用解剖针打开籽粒 ,用环状针取出单倍体幼胚 ,置入装有改良的 B5 培养基的试管内。幼

胚在 20 ℃黑暗中培养 ,当胚芽鞘长度为 1～2cm时 ,将试管转移到 22℃、光照 16h、光强 5000lx条件下的

生长室生长。

2　结果与分析

211　花药培养中不同基因型的效果

本实验利用 1237个意塔小麦的花药和 1526个帕旺小麦的花药 ,分别置于 Potato22、W14和 19022 3

种培养基上 ,实验结果证明 (表 1) :意塔小麦产生愈伤组织的花药数为 101个 ,占接种花药的 812 % ; 帕

旺小麦产生愈伤组织的花药数为 165个 ,占接种花药的 1018 %。意塔小麦获得 116块愈伤组织 ,占接种

花药的 914 % ,而帕旺小麦获得 300块愈伤组织 ,占接种花药的 1917 % ;意塔和帕旺花药培养后分别获得

16个和 77个的绿苗 ,绿苗诱导率分别达到 113 %和 510 %。通过花药培养帕旺小麦较意塔小麦易获得

较多的愈伤组织和绿苗 ,说明帕旺和意塔基因型间存在差异。

表 1　不同基因型的小麦花药培养效果

Table 1　Effect of different genotype on haploid production in anther culture

品种
variety

接种花药数
No1 of plated

anthers

产生愈伤组织的花药
percent of responding

anthers( %)

愈伤组织诱导率
percent of
calli ( %)

绿苗率
percent of

green plants( %)

白化苗率
percent of

albino plants( %)

意塔 Eta 1237 812 914 113 213

帕旺 Pavon 1526 1018 1917 510 519
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212　花药培养中不同培养基的效果

本实验分别使用 Potato22、W14和 19022 3种培养基进行花药组织培养、诱导愈伤组织和产生单倍体

绿苗。实验结果表明 (表 2) :在产生愈伤组织的花药数和愈伤组织数中 ,3种诱导培养基的效果依次为

19022 > Potato22 > W14 ,但帕旺小麦在 Potato22诱导培养基上能得到 2712 %的愈伤组织 ,在本实验中最

高。在获得绿苗的效果中 ,3种诱导培养基的效果依次为 Potato22 > 19022 > W14 ,而白化苗的诱导频率

则依次为 19022 > Potato22 > W14。从本研究结果可以看到 ,19022比 Potato22和W14可获得较多的愈伤

组织 ,但 Potato22培养基可以得到较多的绿苗和较少的白化苗。在愈伤组织的培养过程中 ,可能由于温

度高等原因导致白化苗较多。

表 2　小麦花药培养中不同诱导培养基的效果

Table 2　Effect of different induction medium on haploid production in anther culture

培养基

medium

品种

varieties

接种花药数

No1 of

plated anthers

产生愈伤组织的花药

percent of

responding anthers( %)

愈伤组织诱导率

percent of

calli ( %)

绿苗率

percent of

green plants( %)

白化苗率

percent of

albino plants( %)

Potato22 意塔 Eta 119 412 510 117 215

帕旺 Pavon 599 811 2712 913 518

W14 意塔 Eta 430 315 317 112 019

帕旺 Pavon 434 515 617 112 215

19022 意塔 Eta 688 1118 1317 113 312

帕旺 Pavon 493 1817 2415 312 819

213　小麦花药培养小孢子不同发育时期的诱导效果

为了准确判断小麦花粉发育的时期 ,在光学显微镜下对每 1个麦穗进行镜检。根据细胞核的大小

和位置及大液泡有无及形状大小变化 ,判断花粉所处的发育时期。本实验只选择处于单核早期、中期和

晚期的麦穗进行培养。通过实验结果 (表 3)可以看到 ,产生愈伤组织的花药数约为 410 %～2416 % ,以

小孢子发育早期产生愈伤组织的花药数多。出愈率范围是 610 %～8511 % ,小孢子发育早期出愈率高于

中期和晚期。绿苗诱导率 015 %～2712 % ,小孢子发育早期绿苗诱导率高于中期和晚期。白化苗诱导率

为 116 %～2010 %。从本实验结果证明 ,处于早期发育的小孢子有利于产生愈伤组织和绿苗。

表 3　小麦不同小孢子发育时期的花药培养效果

Table 3　Effect of different stage of microspores on haploid production in anther culture

小孢子发育期

development stage

品种

varieties

接种的花药数

No1 of

plated anthers

产生愈伤组织的花药

percent of

responding anthers( %)

愈伤组织诱导率

percent of

calli ( %)

绿苗率

percent of

green plants( %)

白化苗率

percent of

albino plants( %)

早期 early 意塔 Eta 108 1210 1310 416 218

帕旺 Pavon 195 2416 8511 2712 2010

中期 middle 意塔 Eta 497 1217 1219 116 312

帕旺 Pavon 706 812 1019 117 210

晚期 late 意塔 Eta 632 410 610 015 116

帕旺 Pavon 625 914 1112 119 519

214　利用小麦×玉米产生小麦单倍体幼胚

通过试验观察到 (表 4) :意塔和帕旺 2个小麦品种经玉米花粉授粉后分别得到结实籽粒 995粒和

390粒 (分别占授粉小花数的 8012 %和 9511 %) 。用解剖针打开发育健壮的籽粒 ,用环状针分别取出 135

个意塔单倍体幼胚和 60个帕旺单倍体幼胚 (分别占授粉小花数的 1019 %和 1416 %) ;该幼胚在改良的

B5培养基上培养 ,分别得到 130株和 58株单倍体幼苗 ,分别占授粉小花数的 1015 %和 1411 %。小麦×

玉米产生小麦单倍体幼苗 (1015 %～1411 %)大于小麦花药组织培养 (112 %～913 %) ,该技术能得到较多

的单倍体幼苗 ,同时克服了小麦花药组织培养中出现大量白化苗的缺点。在小麦×玉米杂交技术诱导

单倍体幼苗中 ,任何基因型小麦都可以得到幼苗 ,比花药组织培养诱导小麦单倍体更有效。
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表 4　利用小麦×玉米产生小麦单倍体幼胚

Table 4　Production of haploid embryos using wheat ×maize hybridization

品种
variety

授粉小花数
No1of florets

pollinated

结实种子数
No1 of seeds

结实率
percent of
seeds( %)

单倍体幼胚率
percent of

embryos( %)

单倍体绿苗率
percent of

green plants( %)

意塔 Eta 1240 995 8012 1019 1015

帕旺 Pavon 410 390 9511 1416 1411

3　讨论

本实验使用的 Potato22、W14 和 19022 3种固体培养基 ,是欧洲大部分实验室在小麦花药培养中经常

使用的培养基 ,在文献中可以查到该培养基的配方 ,故在此不再列出。不同基因型小麦在花药组织培养

中 ,所产生的愈伤组织及绿苗、白化苗是不同的 ,基因型间存在差异。但在培养过程中 ,可能由于温度高

的缘故 ,导致白化苗多于绿苗。如果在培养过程中降低温度 ,可能分化出更多的绿苗。19022培养基无

论在意塔还是帕旺小麦组织培养中 ,都能得到较多的愈伤组织 ,为进一步培育幼苗打下了基础。

在实验过程中 ,分别利用了栽培到高温条件下生长的玉米花粉和常温条件下生长的玉米花粉 ,只有

常温条件下的玉米花粉 ,具有受精能力 ,高温条件下生长的玉米花粉不能使小麦受精 ,可能在高温条件

下玉米花粉发育不正常 ,导致玉米花粉败育。试验中两个小麦品种是春小麦品种 ,无须经过低温春化阶

段即能拔节成穗。如果使用的小麦是冬小麦或半冬性小麦品种 ,必须经过低温处理度过春化阶段才能

移置到温室。为避免小麦与玉米开花期不一致 ,造成杂交困难。通过错期播种小麦和玉米 ,使小麦与玉

米的花期相遇 ,完成小麦与玉米的杂交。

小麦通过花药培养得到单倍体时 ,不同的基因型愈伤组织诱导率差异极大 ,有的基因型得不到愈伤

组织。小麦×玉米杂交技术克服了小麦基因型的限制 ,任何基因型小麦都可以得到单倍体幼苗 ,然后再

进行染色体加倍 ,可以得到双倍体的植株。小麦×玉米杂交技术生产小麦单倍体是一种新的小麦育种

技术 ,可以缩短小麦育种年限 ,加快育种进程 ,相信利用该育种技术在我国可以育成新的小麦品种。
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