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普通小麦与硬粒小麦 一 簇毛麦双二倍体

杂种体细胞无性系的建立

李洪杰 石云素 史占良 张艳敏 郭北海 王子宁 温之雨

(河北省农林科学院粮油作物研究所河北省作物遗传育种实验室
,

石家庄 0 5 0 0 31 )

摘 要 普通小麦比较容易与硬粒小麦 一簇毛麦双二倍体 T H I 和 T H IW 杂交
,

所选的 9 个普通小

麦品种或品系与 T H I 和 T H l w 的 19 个杂交组合
,

平均结实率为 4 6
.

7 %
,

共计获得 19 个杂交组合

23 16 粒杂种种子
。

正反交结果表明
,

以普通小麦为母本的杂交结实率高于反交结实率
,

但是在杂

种幼胚愈伤组织诱导率受正反交的影响小于杂交结实率
。

在继代培养过程中
,

杂种幼胚愈伤组织

生长迅速
,

甚至直接诱导出绿苗
,

共获得不同杂交组合 2 005 株再生植株
,

移栽成活率达到 95 % 以

上
。

观察还发现有少量再生植株发生形态变异
,

但是组织培养对提高普通小麦 x 硬粒小麦 一簇毛

麦双二倍体杂种育性没有明显的作用
。
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簇毛麦 (肠琴穴厂砚m vi losl
u m L

.

Ca nd
a gr y

,

或称物, Za dl ai vi l l
o as cs h盯

. ,

Z n 二 14
,

V V )以

其分萦力强
、

抗旱耐寒
、

品质优良
,

特别是抗病性突出
。

簇毛麦 的抗白粉病基因对来自世界各

地的很多小麦白粉病生理小种都表现高抗甚至免疫
,

因此受到广泛的关注 〔’ 〕
。

用普通小麦与

双二倍体材料杂交是创造代换系
、

附加系和易位系
,

达到转移簇毛麦有益基因 目的的有效途

径
,

已经转移 到普通 小麦 的簇毛麦基 因如 抗 白粉病
、

眼斑病基 因都是 通过 这种 途径实现

的〔2一 “ 〕
。

在远缘杂交过程中
,

如何获得大量的杂种植株是转移外源基因的一个前提
,

通过杂

种组织培养不仅能够在短时间内获得大量的再生植株
,

而且组织培养过程中还能产生各种染

色体数 目和结构变异比
一 “ 〕。

本研究对普通小麦与硬粒小麦 一 簇毛麦双二倍体杂种进行幼胚

培养
,

获得数千株杂种再生植株
,

本文拇道有关研究结果
。

1 材料和方法

1
.

1 硬粒小麦 一簇毛麦双二倍体

硬粒小麦 一簇毛麦双二倍体 T H I 和 T HI W 是中国农业科学院作物育种栽培研究所用硬

粒小麦 ( Tr iti uc m d u ur m 块sf
.

) 81 086 A 与引 自前苏联 的簇毛麦 ( 压划仍
丫“ m Vi “ os u m L

.

Ca nd ga y )合成的
,

Z n 二 42
,

染色体组为 A A B B V V
o

T H I
W 和 T H ;

表现型的区别是前者颖壳具

蜡质
,

后者不具蜡质 3[]
。

试验用种 由辛志勇研究员和陈孝研究员惠赠
。

用作杂交亲本的普通小麦 ( Tr it ci u m a es ti v u m
,

Z n 二 42
,

染色体组为 AA B BD D )品种或品

1 9 99 一 0 1 一 0 7 收稿
。
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。
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系有 中国春
、

冀麦 4 2号
、

唐麦 4 号
、

遗 4 01 7
、

84 加

9 7
一

1
一

l
一

5
一

1
一

5
、

鲁 资 3 57
、

N F P P
、

冀 麦 8 3号
、

9 1 2 E 7
、

Sy nth e ti e
,

均 由河

北省作物遗传育种实验室

提供
。

1
.

2 普通小麦与硬粒小

麦 一 簇毛麦双二倍体的杂交

表 1 杂种幼胚培养的培养基成份 L

用 途 成 份

愈伤组织诱导培养基 MS
十 巧 o mg 天冬素

+ 2 mg Z
,

4
一

D + 5% 蔗糖

愈伤组织继代培养基 MS 无机盐 + 巧 o mg 天冬素
+ 0

.

5一 3 mg Z
,

4
一

D + 2 %蔗糖

愈伤组织分化培养基 l龙MS 大量元素 十

Ms 其它成份 十 1
.

Omg K T 十 o
.

s mg
NA A + 5%蔗糖

再生植株壮苗培养基 M S + O s mg K T + O
.

s n l g NAA 十 3 mg 多效哇
十 8% 蔗糖

1 99 6 年和 1 99 7 年
,

杂交在河北省农林科学 院粮油作物研究所 (石家庄 )试验地进行
。

选

取母本植株主穗去雄套袋
,

第 2 天授粉
,

每穗保留中部数个小穗 的基部两朵小花
。

授粉后 14

d
,

取下一部分杂交穗
,

统计结实率 (结实粒数 /授 粉小花数 )杂种幼胚接种在愈伤组织诱导培

养基上进行幼胚培养
。

另一部分杂交穗保留至种子成熟
,

收获杂种种子并统计结实率
,

两 次

统计结果的平均数作为该杂交组合的杂交结实率
。

表 2 普通小麦与 1 ” 1
和 T H l

w 的杂交结实率

杂交组合
授粉

花数

结实

粒数

结实率

(% )

92
.

3

12
.

5

55
.

4

20
.

3

8 5
.

9

34
.

1

2 3
.

2

1
.

1

5 3
.

9

45
.

8

1
.

4

1
.

5

34
.

0

15
.

6

57
.

7

77
.

4

75
.

5

91
.

7

4 1
.

5
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3 杂种幼胚培养和再生植株管理

授粉后 14 一 16 d
,

取杂交穗剥出颖果
,

用 7 0 % 乙醇表面消毒 1 m ni
,

0
.

1% 氯化汞

消毒 10 m ni
,

无菌水冲洗 4 次
,

在无菌条件

下剥出幼胚 接种在愈伤组 织诱导 培养 基

上
,

黑暗培养 3 d
,

然后 14 h d/ 光照培养
,

Z O d 后记载 出愈胚数
,

计算 出愈率 (出愈

胚数 /接种胚数 )
。

接 种 30 d 后把诱导 出

的愈伤组织转到继代培养基上
,

每隔 20 一

3 0 d 继 代培养一次
。

生长状 态 良好 的胚

性愈伤组织陆续转移到分化培养基上诱导

植株再生
。

继代培养过程 中直接诱导的小

植株
,

也转移到分化培养基上培养一段时

间
。

所有的再生植株转移到壮苗培养基上

壮苗生根
,

每个试管转人 1 丛小植株
,

待再

生植株生长出新根后
,

将试管苗置 于 4℃

冰箱 中越夏
。

各种培养基成份如表 1
,

琼

脂浓度均为 0
.

75 %
,

p H S
.

8
。

移栽前 巧 一 ZO d
,

从冰箱 中取 出试管

苗放在室外背 阴处
,

使试管苗逐渐适应室

外的环境
。

11 月下旬
,

日均气温降至 7℃

左右 (石家庄 )时将试管苗移栽到 田间
,

每

个分桑栽一穴
,

搭起塑料棚保持温度和湿

度
。

次年春
,

日均气温回升至 10 ℃ 时去掉

中国春 又 T H ,

W
`

T H lw X 中国春

9 1E2 7 X T H I 爹

T玉12 火 9 1E2 7
关

9 l E2 7 X T l l
l

W

T H I
W

X 91E2 7
釜

冀麦 3 8 号 X l
,

H z
W

T H lw 火 冀麦 38 号

8 4 加 79 11 5 15 义 T 州 Iw

T H 一W 又 84 加 7 9 1 15 15

T H ,

W X 遗 4 07 1

T H
I 只 中国春

T H I X 84 加 79 1 15 15
’

T H
l x 唐麦 4 号

鲁资 35 7 只 T H I

W
`

鲁资 3 57 火 T H

N P F
,

P X T H I

N P F P 火 T H I
W

S ” t h e t ie 火 T H IW

普通小麦 X T H I 和 T H
I

W

T H 飞和 T H I

W
X 普通小麦

总 计

29 20

204 1

190 7

40 9

6 5
.

3

20
.

0

49 61 23 16 46
.

7

注 : `
号者为 1 9 9 6 年 和 1 9 9 7 年两年杂交结果的平均值

。
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塑料棚
。

少量再生植株按相同的方法移栽到中国科学院遗传研究所温室中
。

2结果与讨论

2
.

1普通小麦与
尸

r HI 和 ” l lw的杂交

普通小麦与 T HI 和 T HI
W 杂交 比较容易成功

,

用中国春
、

91 E 2 7
、

冀麦 38 号
、

唐麦 4 号
、

84

加 7 9 1 15 15
、

鲁资 3 5 7
、

遗 4 0 7 1
、

N p F I
〕 、

勿
n t h e t ie 等 9 个普通小麦品种或品系与 T H I 和 T H I

W

配制 19 个杂交组合
,

共计授粉 4 9 61 朵小花
,

得到杂种种子 2 316 粒
,

平均结实率为 46
.

7 %
,

但

是有一些杂种种子瘪 瘦
,

播 种后没有 出苗
。

以普通 小麦为母本 的杂交 结实率 高于 T H I 和

T HI W 为母本的杂交结实率
。

从表 2 可见
,

普通小麦 X T H I 和 T H IW 杂交结实率在 23
.

2 % 一 9 2
.

3% 之 间
,

平均结实率

为 6 5
.

3 %
,

以 T H I 和 T H l
w 为母本的杂交组合平均结实率只有 20

.

0 % ( 1
.

1% 一 45
.

8 % )
。

同

一品种正反交结实率表现很大差异
,

中国春 X 了
,

H I
W 正反交结实率相差达到 79

.

8 %
。

硬粒小

麦 一簇毛麦双二倍体 T HI W 和 T HI 是从同一个杂交组合 8 10 8 6A X 簇 毛麦 中选育 出来 的
,

从

表现型上两者的差别只是颖壳有无蜡质
,

不过脂酶 同工酶谱也表现很大差异
。

从杂交结实率

来看
,

T H l
w 与普通小麦杂交结实率 比 T H I 要高一些

,

是否是两者遗传上的差异所致
,

需要在

更加严格的控制条件下加 以验证
。

虽然杂交结实率受基因型
,

环境条件
、

年份等很多因素的影

响
,

但是从表 2 可以看 出一个共同的趋势

是
,

以普通小麦为母本与硬粒小麦 一 簇毛

双二倍体杂交更容易获得杂种种子
。

2
.

2 普通小麦与 T H I 和 n l lw 杂种的幼

胚培养和植株再生

取授粉 14 一 16 d 的杂种种子
,

在无菌

条件下剥出幼胚接种在愈伤组织诱导培养

基上
,

观察可见
,

发育 良好的幼胚在黑暗中

培养大约 3 d 后开始膨大
,

1周后陆续形成

可见的愈伤组织
。

发育不良的种子从中间

切断
,

将胚的一端接种在培养基上
,

这样接

种的外植体在培养过程中观察不到胚的膨

大
,

少数种子在胚一端也出现愈伤组织
,

大

多数不能诱导出愈伤组织的杂种幼胚多是

来 自这些发育不 良的种子
。

19 9 6 年 19 9 7

年
,

对 14 个普通小麦与 T H I 和 T H I
W 的

杂交组合进行幼胚培养
,

共接种了 1 060 个

幼胚
,

92 0 个幼胚诱导出愈伤组织
,

平均出

愈率为 86
.

8 % (表 3 )
。

以普通小麦为母本

的各个 杂 交组 合平 均 出愈 率为 87
.

9 %

表 3 普通小麦与 T H
I
和 I H

I

W 的杂种幼胚培养结果

ù斋.938........937962860818667974817756957..868854.833杂交组合
接种

胚数

出愈

胚数

n,
J

且00

…
, 产,乙/OOC0000

224巧1033522263836592512633164巧750170245 92016126452363263939441463819218853207061中国春 X T H l

w
关

T H
I

W
X 中国春

9 1E2 7 只 T H I 苦

T 州 l 火 9 l E 2 7
关

9 1E 27 X JH
一
W

T H I
W

X g l E 27
苦

84 加 79 11 5 15 X T H I

W

T H
,

W x 8 4 加 79 1 15 15

T H I 只 84 加 7 9 115 15
关

冀麦 3 8 号 X T H
,

w

鲁资 3 57 X T H I
W

并

鲁资 35 7 又川
I

N P F P x T H z 苦

N P F P X T H I

W

小麦 只 T H I 和 T H I
W

T 卜l, 和 T H 一W X 小麦

总 计

注 : ` 号者为 19 9 6 年和 1 9 9 7 年两年接种结果 的平均值
。
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( 8 1
.

7%一 9 7
.

4 % )
,

反交组合的愈伤组织诱导率 82
.

1% (66
.

3 % 一 93
.

8 % )
。

虽然 同一普通小

麦品种正反交组合愈伤组织诱导率多以正交组合 (普通小麦 火 T H ; 和 T H I
W )为高

,

但是
,

两者

的差值大大小于杂交结实率的差值
,

表明亲本对愈伤组织诱导率的影响远不如对杂交结实率

的影响大
。

诱导出的愈伤组织培养 20 一 30 d 后
,

转至愈伤组织继代培养基继代培养
。

在培养的最初

阶段
,

杂种愈伤组织在继代培养基上生长非常迅速
。

有些愈伤组织在继代培养过程中不断出

现绿色芽点结构
,

这种愈伤组织即使不经分化培养也可 以在继代培养基上 直接发育成绿苗
。

除此之外
,

生长状态良好的愈伤组织在分化培养基上也容易实现植株再生
,

经过长时间培养的

愈伤组织仍然保持旺盛的增殖和分化能力
。

经过不断继代培养和分化培养
,

共获得普通小麦

与硬粒小麦 一簇毛麦双二倍体 T H I 和 T H I
W 杂种幼胚再生植株 2 005 株

。

2
.

3 普通小麦与 m
l 和 n l lw 杂种再生植株的管理和移栽

2
.

3
.

1 再生植株的管理 再生植株的生长状态直接影响到移栽 的存活率
。

虽然生长状态 良

好的杂种愈伤组织 比较容易分化
,

但是
,

分化后大多数再生植株生长柔弱
,

茎
、

叶窄细
,

叶色浅

绿
,

呈丛状生长
,

在一个三角瓶里
,

几块愈伤组织分化出的绿苗根系相互缠绕在一起
,

影响了每

一个再生植株的生长发育
。

采取壮苗措施
,

把分化出的绿苗转人含多效哩的壮苗培养基上
,

利

用多效哇对植株生长的抑制作用
,

延缓再生植株 的生长
,

使植株在整个夏季不致于过分地生

长
。

绿苗转人壮苗培养基之前
,

剪云丛生的叶片和老根
,

然后
,

每丛苗转入一个试管中
,

使植株

有 比较充分的生长空间
。

经过一段时间的培养
,

再生植株开始陆续生出白色新根
,

叶色转为浓

绿色
,

有的植株还有新的分孽 出现
,

试管中的再生植株茁壮生长
。

待再生植株生 出 3一 5 条 以

上的新根 以后
,

放人 4℃ 冰箱中越夏
。

2
.

3
.

2 再生植株的移栽 由于长期不见光
,

从冰箱中取出的试管苗黄化
,

生长较弱
,

所以移栽

前要经过一段时间的练苗处理
。

方法是移栽前 15 一 20 d
,

将试管苗从冰箱中取出
,

放在室外背

阴处
,

使试管苗逐渐适应室外 的环境
。

观察发现
,

如果从冰箱中取出的试管苗直接受到阳光的

曝晒
,

那么试管里的小植株会逐渐失绿
,

以致死亡
。

考虑到一丛再生植株移栽到一穴中
,

有可能造成植株的分粟过多
,

影响植株的进一步分孽

和健康发育
。

更重要的是
,

一丛苗的各个分粟往往不是由一个细胞分化 的
,

在培养过程中可能

产生各种染色体变异
,

不同的细胞染色体组成或许是不一样的
,

即使在分化时形成一丛再生植

株
,

不同分桑的遗传基础也可能不一致
,

这样
,

会产生嵌合体
,

从而对后续世代的选择和稳定造

成困难
。

移栽时可 以将一丛苗的每一个分孽分开
,

这样每一个分孽即可成为一个独立的植株
,

这个植株反映了愈伤组织一个细胞的遗传基础
。

由于多个细胞再生出一个植株的情况很少出

现
,

所以
,

再生植株单粟移栽基本可以避免不同分粟之间的相互干扰
,

减少嵌合体发生的可能

性
,

有利于加速后代材料的稳定
。

在塑料棚中
,

经过一冬一春的生长
,

一个植株一般可以生出

3一 5 个分孽
,

多的可以形成超过 10 个以上的分孽
,

这些分孽大多可以成穗
,

从而扩大了杂种

的群体
。

移栽时间早晚
,

对存活率有较大的影响
。

移栽过早
,

由于气温和塑料棚 内的温度相对较

高
,

移栽后再生植株冬前生长过快
,

不利于安全越冬
,

移栽存活率不高
。

一般每年的 11 月中下

旬 (石家庄 )移栽植株的存活率最高
。

移栽的地点以背风向阳的田 间为好
,

移栽到温室中的植

株生长状态明显不如移栽到田间塑料棚中的植株
。

由于 目前的温室无法准确地控制温度
,

加
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上光照不足
,

所以温室 中的移栽存活率较低
。

并且
,

温室 中的再生植株前期生长较快
,

苗细弱
,

新生分粟很少
。

后期因无法有效地降温
,

使植株生长不能得到适 当的控制
。

移栽到田 间的再

生植株
,

塑料棚可 以保持幼苗生长在一定 的温度和湿度下
,

不致 于使再生植株死于冬天的低

温
。

第二年初春
,

将塑料棚逐渐掀开
,

使植株慢慢适应 自然环境条件
,

不会因棚内温度过高而

生长过旺
,

也不会 因早春的低温而遭受冻害
。

采用这种方法移栽成活率可以达到 90 % 以上
。

19 9 6 和 1 9 9 7 年移栽到 田间塑料棚 中的普通小麦与 T H I 和 T H l
w 的 14 个杂交组合的再生植

株 1 41 0 株
,

第二年返青后调查存活 1 3 4 3 株
,

移栽成活率达 9 5
.

2%
。

1 996 年
,

移栽到温室的

3 个杂交组合 的 72 株再生植株
,

存活 47 株
,

存活率 65
.

3 %
。

2
.

4 普通小麦与 T H I 和 T l l lw 杂种再生植株的育性和形态变异

通常
,

远缘杂种 自交结实很少
,

并且受遗传背景
、

环境等各种因素的影响
。

另外
,

由于 T HI

和 T H IW 具有簇毛麦的穗轴易断性
,

它们与普通小麦 的杂种也有 同样的表现
,

给准确调查杂

种 自交育性造成很大的困难
。

尽管如此
,

但大量 的观察统计 (数据略 )表明
,

不管是再生植株还

是实生苗
,

都有相 当一部分穗子 自交结实
,

多者一穗可有 11 粒种子
。

1 9 9 7 年观察 田间生长的

各杂种 Fl 共 33 9 16 朵小花
,

得到 自交种子 1 13 2 粒
。

检查再生植株 43 552 朵小花
,

获得 6 95

粒种子
。

一些研究指出
,

组织培养对于改善远缘杂种育性有一定的作用 〔7一 101
。

在普通小麦 x

T H , 和 T H ,
W 中

,

组织培养的这个作用不是很明显
,

与未经愈伤组织培养 阶段的再 生植株相

比
,

虽然一些杂交组合的再生植株育性有所提高
,

但是相差不是很大
。

实际上
,

杂种育性受环

境 的影响更大
,

在温室生长的 4 7 株再生植株共 88 个穗子
,

只有两个穗子各结了 1 粒种子
。

对照各个杂种 Fl 实生苗
,

再生植株在穗部形态上变异不是很大
,

个别穗子出现芒性的变

异
,

例如从短芒变异出长芒
。

再生植株株高的变异很大
,

但是 由于再生植株移栽前的生长状况

不一致
,

很难说明这种变异是由于遗传因素引起 的
。

另外
,

还有个别植株穗下节表现扭曲
,

这

在实生苗中是没有的
。

在愈伤组织和再生植株中发现广泛的染色体数 目和结构变异 (有关结

果另文报道 )
,

但是
,

观察结果表明
,

没有发现再生植株 的形态变异 与染色体变异有直接的关

系
,

在形态表现上
,

发生染色体数 目和结构变异的植株与其它未发生染色体变异的植株以及实

生苗没有明显可见的形态差异
。
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