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玉米花药培养及再生植株倍性鉴定

李春红 孟样启 蒋有绎

(北京市植物细胞工程实验室
.

北京 1 0 0 0 8 1)

摘 要 对影响王米花药培养的几个因素及再生植株的倍性鉴定的结果表明
,

基因型是影响玉 米花培效果

的重要因素
,

杂交种的花培效果好于不稳定系
.

不稳定系又好于自交系
.

N .

与正
, 。

两种培养基都适

于花药培养
.

但正
、 ;

培养基优于 N .

培养基
.

特别是液体培养荃效果更好
.

花药接种的适宜时期为单

核中期和后期
.

单核后期又稍好于单核中期
.

单核早期的花药不能诱导愈伤组织
。

单倍体与二倍体

花粉植株之间叶片气孔保卫细胞长度差异极显著
,

长度小于 2知m 的为单倍体
.

大于 2邹 m 的为二

倍体或多倍体
,

鉴定的准确性可达到 95 %
.

因此
一

可利用测量气孔保卫细胞长度的方法鉴定花粉植

株的倍性
。

关键词 玉米 花药培养 再生植株 倍性 气孔保卫细胞

花药培养单倍体育种 已在小麦
、

水稻中获得成功
,

目前不少育成的新品种在农业生产 上

得到了广泛应 用〔 ’ · ’ 〕 。

玉米是异花授粉作物
,

通过常规育种选育一个自交系至少要 5
、

6年的时

间
,

有时还不能保证其纯合性
;
单倍体育种不仅能缩短育种年限

,

而且能提高纯度
,

扩大选择

范围
,

因此也适用于玉米
,

具有极大的应用价值
。

70 年代末至 80 年代初
,

不少学者对玉米花

药培养中培养基成分及激素配比
,

试管苗移栽及加倍方法等进行 了研究 .3[
`〕 ,

取得较好效果
。

但是由于玉米花药培养对基因型的依赖性很大
,

大多数基因型不能诱导愈伤组织和分化绿

苗
,

花培效果较好的几个基因型诱导和分化频率也较低
,

从而限制了玉米花药单倍体育种这

一技术在实践中的应用
。

目前通过单倍体育种途径育成的玉米品种很少
。

本文总结了几年来

我们对玉米花药培养研究的情况
,

旨在为玉米花药培养单倍体育种的广泛应用奠定基础
。

1 材料和力
一

法

卜 飞 试验材料

本试验窟肝 95 份不同基因型的玉米材料
,

其中包括尖端齐
、

四自四等自交系 5 份 ; B 丹 、

8 1 12 一 l
、

双 s c 一 l / B 混一 1 等不稳定系 24 份
;
京早 9 号

、

B( 丹 x 许 C )等杂交种 “ 份
。

试验

材料由北京市农林科学院作物所玉米育种室及河北省唐山市农科所玉米育种组提供
。

.1 2 试验方法

1
.

2
.

! 花药培养 玉米分期播种在大 田上
,

当植株长至大喇叭 口期
,

从田间连 同叶
一

片拔 川

雄穗
,

带至室内镜检花粉粒发育状况
,

符合要求的材料用 0
.

1另升汞消毒 1Om ni
,

无菌水冲洗

3一 4 次后接种
。

诱导愈伤组织培养基为 N 。
或正

, ;

阁
,

附加 2
,

4 一D Zm g L/
,

K
’

r lm g L/
,

蔗糖

x , 3忿 0 4 2堪收稿
。
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1 5%
、

活性 炭 0
.

5%
。

分化绿苗培养基为 N 6

或正
、 4 ,

附加 K T Zm g / L
、

IB A 0
.

s m g / L
、

蔗搪

5沁
、

活性炭 0
.

5写
。

1
.

2
.

2 倍性鉴定 剪取花粉植株的根尖
,

oo c 冰浴 24 h
,

卡诺固定液固定 24 h
,

常规压片
,

卡

宝品红染色
,

镜检记录染色体数 目
; 同时在同一植株上剪取一片叶

,

撕下一小块下表皮
,

直接

装片
,

镜检随机测量 30 个气孔保卫细胞长度
,

取其平均值作为样本值
,

用生物统计方法对试

验数据进行处理
。

2 试验结采

2门 不同基因型玉米对花培效果的反应

本试验共接种 95 个基因型
,

能诱导 出愈伤组织的基因型有 50 个
,

占 52
.

6% ; 能分化出

绿苗的基因型有 19 个
,

占 20
.

0% ; 仅有 l月
.

7%的基因型愈伤组织诱导率大于 l肠 ; 9
.

5% 的

基因型绿苗诱导率大于 0
.

1%
。

愈伤组织诱导率最高者 ( B 丹 x 许 c ) 为 10
.

16 %
,

最低者 (三

团 四 只 ( 8 7 0 01 一 l x 混粉 )) 为 0
.

02 % ; 绿苗诱导率最高者 (B 丹 x 许 c )为 0
.

4肠
,

最低者 (八

张又 8 日 2
、

D B 丹父81 1 2 ) 为 0
.

02 %
。

可见不同基因型之间诱导愈伤组织和分化绿苗的能力有

很大差别 (表 1 )
,

说明基因型是影响玉米花培效果的一个重要因素
。

从表 1 还可以看 出自交系
、

不稳定系和杂交种这三种类型的材料花培效果的反应很不一

样
。

杂交种的效果明显好干不稳定系和自交系
,

很可能杂种优势也直接对花药培养产生明显

的影响
。

表 1 杂交种
、

不稳定系和自交系玉米花培效果比较

计总 个9

基 因 型

出愈伤组织基因型的个 数

出愈伤组织墓因型的%

出绿苗基因型的个数

出绿苗荃因型的 %

出愈率大于 1 %基因型的个数

出愈率大于 l %基因型的 %

绿苗诱导率大干 0
.

] %基因型的个数

绿苗诱导率大干 0
.

1%基因型的%

最高出愈率 %

最高绿苗诱导率 %

杂交种
6 6 个

不稳定 系
2 4 个

自交 系
5 个

42 7 1 5 0

6 3
.

6 4 2 9
.

1 6 2 0
.

0 0 5 2
.

6 3

16 3 0 1 9

2 4 2心 1 2
.

5 0 0 2 0
.

0 0

12 2 0 1 4

1 8
.

} 8 8
.

3 3 0 1 4
.

7 4

7 2 0 9

10
.

6 1 8
.

3 3 0 9
.

4 7

10
.

16 3 0 3 0
.

6 3 1 0
.

1 6

0
.

4 0 0
.

27 0 0
.

4 0

特别令人感兴趣的是 自交 系尖端齐这一材料对幼胚培养反应很好 (关于幼胚培养结果

将另文报道 ) ,
但花药培养反应很差

,

不产生愈伤组织和绿苗
,

可见同一基因型在其花药培养

和幼胚培养的反应之间并不存在相关性
。

2
.

Z N `

与正
1.

两种培养基的比较

本实验比较了 N 。

与正
、 。

两种基本培养基的固体型
、

液体型的效果
。

接种 7 个基因型
,

每

个基因型在这 月种类型培养基上愈伤组织诱导频率表现很不一致 (表 2)
,

( SM C C X 81 12 )对

这 4 种培养基均无反应
,

未能产生愈伤组织
; (D 总 x 许 C )在 N 。

固体培养基上反应较好
; (中

黄 6月丫综 s c )
、

(中黄 05 x 许 c )两个基因型在 N
。
液体培养基上反应较好

; 总的趋势是液体
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型优干固体型
,

正
, ;

培养基优于 N `

培养基
。

表 2 不同基因型在不同培养基上出愈率比较

荃 因 型
培 岸 基 出 愈 率 《 鱿 ,

N 。 液体型 N :

砚体型 正
、 ; 液体型 正

,

固体酷

。

好 8 3 7 4 0

e

U 3 3

1
.

Z e

n Z: 1

几l

{ :{
它5

1 )约

嗽每

只
十今汀,
苦

O几澳ōh任U八U

八U八U只妇3GUn11ó湘乃月性只ù

井

;

7卜肠6
,J卜卜

SM C C 沐 8 1 12

D 总X 许 C

中黄 64 只综 S C

B 辽 X B 丹

中黄 05 入 许 C

C E E X 4 7 8

许 e 厂e 7 1 7 沐 7 9 2 2

2
.

3 花粉粒不同发育时期对花培效果的影响

以正
, 月

液体培养基为基本培养基
,

A :

和京早 9 号两个基因型为试材
,

将花粉粒发育时期

分为早期 ( 四 分体分离以后到单核早期 )
、

中期 (单核中期
,

核基本位 于中央
,

有小液泡 )和晚

期 (单核靠边期
,

核己 在一边
,

中央 为大液泡 )
。

分别对花粉粒处干这三个不同发育时期的花

药进行接种
,

比较 其愈伤组织诱导频率和绿苗诱导频率
,

结果见表 3
。
八 :

和京早 9 号这诚 个

基因型的实验结果相同
,

早期花药未能诱导出愈伤组织和绿苗
,

中期和晚期花药均有愈伤组

织和绿苗产生
,

而晚期花药的接种效果更好
。

丧 3 花粉较不同发育时期的接种效果

荃因型 发育时期 接种且 (个 ) 愈伤组织 (块 ) 出愈率汗幻 绿苗 《株 ) 绿苗诱 导率 %
-

入 “
早 一0 R0 0 0 0 。

中 3 0 6 0 13呈 落 2片 上D 0 3 J

晚 之2 8 Q 主7
·

轰 7 只 3 分 。 3分

京早 , 号 早 6的 。 。 。 。

中 9〔今 ! , 1
.

艺肠 4 0
.

魂2

晚 7仓0 1 5 夕 0 8 5 0 6 9

2
.

4 花粉植株染色体倍性的鉴定

对通过花药培荞再 生出的 8 7 株绿 苗进行根尖 伞色体数 目观察
,

结果是单倍体 ( ; , 二 }小

阴 株
, :片 7( )

.

; 环 ; 二倍体 ( Z n = ·

2 0 ) 2 3 株
,

占 26
,

4 % ; 三倍体 ( 3n
: 二 3 0 ) 3 株

,

占 3
.

5%
。

同畔对

6 1 株单倍体植株叶片气孔保卫细胞长度进行测量
,

余下的 26 株也逐株进行了测 量 (表
一

幻 结

果表明
,

61 株单倍体气孔保卫细胞长度分布范围为 19
.

68 ~ 29
.

5 2 o m
,

平均长度 为 2 4
.

82 介

!
.

96 o m
,

变异系数为 7
.

91 %
,

其次数的分布属于正态分布
;
23 株二倍体气孔保卫细胞 长度分

布范围为 3 0
.

9 P2 一 41
.

2 7 o m
,

平均长度为 35
.

66 士 3
.

0 6o m
,

变异系数为 8
.

59 %
,

其次数的分布

基本属于正态分布
。

t 检验分析
,
t ~ 1 9

.

18 > t 。
.

。;
一 2

.

9 3 8
,

说明单倍体与二倍体植株之间气孔

保卫 细胞长度差异极显著
。

统计结果置信度 为 9 5 ;石时
,

单倍体 的置信区间为 20
.

90 一 2 8
.

.7l o m
,

二倍体的置信区间为 29
.

54 ~ 41
.

78 o m
。

因此 可利用叶片气孔保卫细胞长度这一指标

来鉴定再生植株的倍性
,

当长度小于 2印 m 时
,

可鉴定为单倍体
,

大干 2如 m 则为二倍体
。
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表 4 单倍体与二倍体植株气孔保卫细胞长度的分布

6 7

另外
,

3 株三倍体植株气孔保

倍 性

单倍体

( .
二 1 0 )

组 距坏。 ) 分布次教 留 率 ( % )

1 8
,

9 8 ~ 2 0
.

3 8

2 0
。

39 ~ 2 1
.

7 8

2 1 7 9
, ~

2 3 18

2 3
.

1 9~ 2 4 5 8

2 4
.

5 9~ 2 5
.

亏8

2 5
.

99 ~ 2 7
.

3 8

2 7
.

39 ~ 2 8
.

7牙

2 8
.

7 9~ 3 0
.

18

艺

2

2

10

1 O

1 8

] 5

3

l

弓 l

卫细胞长度分另11为 3 2
.

5月
、

3 7
.

c 3

和 5 .7 7 8 o m
。

其中 2 株的长度与

二倍 体相当
,

! 株的长度 较长
,

与

二倍体的差别较大
,

因此用这 一

方 法不能把二倍体和三倍体 植株

区分开
。

二倍体

( 2 入 一 2 0 )

2 9 88
,
3 1

,

9 5

3 1
.

9 6 ~ 3 4
.

02

34
.

0 3 ~ 3 6 39

36
.

1 0 ~ 3 8
.

! 6

38
.

1 7 ~ 4 0
.

2 3

40
.

2 4
一 4 2

.

3 0

艺)
,

2 3
J . . J

熟 28

3
.

2 8

J 6
.

3 9

1 6
`

3 9

29
.

5 1

24
.

5 9

4
.

9 2

1 6 4

10 0

8
.

7 0

2 1 宁4

3 0 4忿

13
.

0 4

17
.

3 9

8
.

7 0

10 0

3 讨论

S门 玉米花药培养

玉米花药培养的研究曾一度

出现过高 潮
,

但受到 基因型限制

的影 响
,

未能使这一新 技术 得到

广泛的应用
。

通过对有关文献的

分析压
` 〕

,

以及我们近儿年来的研

究实践发现在试验材料中具有农家品种八趟白
、

白马牙亲缘的基因型易产生愈伤组织和再生

成苗
,

其原因尚不清楚
。

联系到上述杂交种的花培反应优于自交 系
,

如果能把这些问题一一

加以研究
,

有可能对基因型的限制起到突破的影响
。

关干接种花药的花粉粒发育时期
,

有 人认为最佳时期为单核中期侧
,

有的认为单核中
、

晚

期都适宜
〔, ’ 。

本试验结 果表明单核中
、

晚期都适于花药培养
,

但最佳时期是单核晚期
。

我们认

为花粉粒发育是一 个连续过程
,

在一个雄穗的不同部位花药中花粉粒发育进程也不一致
。

在

接种花药时
,

其花粉粒不可能完全处于同一发育时期
,

所以在接种中期花药时
,

不可避免地

要接入早期花药
。

早期花药难以诱导出愈伤组织
,

从而降低了诱导频率
; 在接种晚期花药时

,

混入部分中期花药
,

不会影响诱导频率
,

因此最好是接花粉粒处于单核晚期的花药
。

3
.

2 用气孔保卫细胞长度鉴定花粉植株的倍性

在许多植物中都发现叶片气孔保卫细胞长度与植株染色体倍性有关
,

二倍体的细胞较

长
.

单倍体的较短
。

现 已将测量气孔保卫细 饱长度这一方法成功地应用于鉴定小麦花粉植株

的倍性 .8[
,

气

本试验采用根尖染色体压片法和气孔
山

保
_

11细抱长度测量法平行鉴定
。

找出了玉 米
一

单倍

体植株 的鉴定标准是气孔保卫细胞长度不超过 2 9、 m
,

其鉴定的精度可达到 9 5%
。

采用这一

方法不伤害植株根 系
,

简单
、

快速
、

可靠
,

可以 为秋水仙素进行染色体加倍提供依据
。

至于 为什么在再生植株中出现部分二倍体和三倍汰的植株
,

是在分化过程中 自然加倍

的结果抑或是其他的原因
,

有待于进一步研究
。
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