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摘   要

1982-1988年期间,用 麦类作物的 80个种间、属间杂种幼胚进行离体培养,杂种幼胚的

平均成苗率达到 82-lO0%,远高于相应组合的平均杂交结实率(0· 8-42.9%)。 离体培养是

剥取授粉后 12-18天 的杂种幼胚在适宜于直接成苗的固体培养基上进行,成 苗率高的培养基

为:whnc,NAA。 。5mg/L,】 AA O.5mg/L,Kt O.5mg/L,CH 30°ng/L嫌糖 5%。
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植物远缘杂交的不亲和性,除了受精障碍外,在不少情况下则是由于受精后胚的早期

退化而造成。 胚乳发育不良或胚与胚乳间不亲和性导致胚的早期败育 (Edwar,c.Y·

等,1978;裘文达,1984)。 离休培养杂种幼胚成苗,是克服远缘杂交不亲和性的途径之一
(周之杭等,1979;双志福等,1984;陈孝等,1984;李浚明等,1984〉。为了研究这一方法在

几种麦类作物远缘杂交中的应用效果并进而完善它,我们在 1982-1983年和 1988年开

展了此项研究,取得了一定的效果。

材料 和 方 法

供试材料共 80余个组合, 其中 1982-1983年为:普通小麦 (r”“c“
`召

cf|j″“谛 L.)× 瓦维洛

夫黑麦 (sFFc`饣 ″‘〃″ovji Crossh.),=棱 大麦 (″ c/′“印
'订

JiF`:σ″L.)x瓦维洛夫黑麦等。 1988

年为:密利提奈小麦 (r.`″ jⅡ”cu zhuk.et Migusch)× 普通小麦,云南小麦 (T· cr“ j'“仍 subsp.

Yunnanense King)× 普通小麦,普通小麦 ×斯卑尔托小麦 (T· spe切 L.),普通小麦 ×圆锥小麦
(r· ‘“,g:'“仿 L.),栽培二粒小麦 (T·

'forc“
助schuebl)× 大赖草 (De,″“‘留jfc′ ::●“J VBhi.),硬 粒

小麦 (T· d″
`“
m`河 .)× 大赖草,普通小麦×大赖草,普通小麦×埃及小麦 (r.。汕杨piF,‘”J8kubz)

等。

田间或温室选取的材料均以单穗计,母本抽穗后套袋、杂交,授扮后 12-18天胚龄的胚作为外植
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休。接种前将幼穗用 70%酒精消毒 2次 ,在 无菌条件下剥出未成熟的种子,将种子依次经饱和漂白粉

液
'-8分

钟和升汞液 1-3分钟灭菌,无菌水冲洗 2-4次 ,从种子中剥离出幼胚接种于培养基。

接种材料在湿度 60-80%、 2只 40瓦 日光灯每日光照 s— lO小时、温度 25℃ ±2℃ 的恒温条件下

培养。

当幼胚植抹进人花粉母细胞分裂期取幼称固定 (卡诺氏液),3-24小 时后换人 70%酒精中备用.

用酷酸洋红染色,涂抹压片观察其染色体。

二、结 果 与 分 析

(-)成苗率

幼胚离体培养有 2种成苗方式,1是先诱导愈伤组织 ,然后分化成苗,2是直接诱导幼

胚成苗。采用第 1种成苗方式 ,可使难得的少量杂种胚获得大量的再生植株 ,还 能利用愈

伤组织较长期地保存杂种种质。但是 ,在愈伤组织形成尤其是在继代培养中,培养物易发

生核型变异和突变(李浚明等 ,1985;徐 智宏,1985;付 杰等,1987;章 力建,1987),远缘杂交

的变异与离体培养中发生的变异相混淆,会给杂种后代的遗传分析带来困难。采用第 2

种成苗方式 ,虽然不能一个幼胚得数苗 ,但可避免上述变异相混的弊端。为此,我们采用

了直接诱导幼胚成苗的方式。

各远缘杂交组合杂种幼胚离体培养的成苗率尽管不同,但与人工杂交的结实率相比 ,

杂种幼胚离体培养明显地提高了远缘杂交的成功率 (表 1)。

各种远缘杂交组合的杂交结实率为 0.8-42.9%,而杂种幼胚离体培养的得苗率可达
82-100%,由 此可见 ,离体培养杂种幼胚是克服远缘杂交不亲和性的一种有效方法。人
工杂交时,亲缘关系较近的杂交组合的结实率高,如云南小麦×普通小麦平均结实率为
42.9%,密 利提奈小麦×普通小麦为 33.3%,普通小麦×斯卑尔托小麦为 29.7%;亲缘关
系较远组合的杂交结实率较低,栽培二粒小麦×大赖草为 6%,普通小 麦 ×大赖草 为
2.5%。 但用相同组合授粉后 12-18天的幼胚离体培养,杂种胚的得苗率均 在 80%以
上。一些难杂交的属间杂交组合 ,如普通小麦与大赖草的杂交,先后用 44个普通小麦品
种与大赖草杂交仅有 5个组合得几粒瘦秕种子,下 种后陆续夭亡。用离体培养的方法目前
已得苗 8株。

(二)杂种幼胚的接种时间

对于胚乳发育不良或因胚与胚乳间不亲和的材料进行离体胚培养,幼胚应在未退化
前剥取接种。几年的试验均在授粉后 12-18天采样,过早或过晚,均不易成苗。陈朱希
昭等(1984)在栽培大麦与普通小麦的杂交中,观察到大约在授粉后 10天内胚乳完全退化
而消失,原胚还可继续有所发育,大约在授粉后 12-15天杂种原胚发育达到高烽,剥取此
时的原胚离体培养最适合。无论是第 1种成苗方式,还是第 2种成苗方式,无论是以小麦

.幼胚为外植体还是以杂种幼胚为外植体,多数试验结果均以开花或授粉后 15天左右为适
宜取样期(李浚明等,1984;双志福等,1984;梁竹青等,1986;朱 德水,1986;付杰等,1986)。

在我们的试验中,小黑麦、小大麦和小赖草等杂种幼胚,在搜粉后 12-18天接种,一般在
接种后 3-4天胚在培养基上萌动,7-lO天分化出芽进而生根,15-20天长成全苗,1
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月左右即可移植。

表 1 不同组合的获交绮实车和幼还话导成苗宰

T·able I  Percentage of secd set and frcqucnoy of green plantlet of ii:1】 :laturc embryos

culture in different romate cfoss Conlbination

杂  交
Cross

幼胚培齐
InlmatufC hyb0d cmbryos culture

年份
Yeaf

组  合
Cioss colmbinatlo:l 授粉花数

No. of
po11in8ted
florets of sced set

(%)

结实率
ercentBgc

接种幼胚数
No. of

inbryos
inoculated

6!

95

】0

50

94 98.9

80.o

lOo

lOo

成苗率
P ercentag e

of grccn
PIant1ct(%)

lOo

lOo

lOo

绿苗数
No. of
grec∶ l

p18ntlets

1982

1983

】988

普通小麦 ×瓦维洛夫黑麦.. 0‘
‘:j″ “″,× soC召 Jc vcvjJovj|

普通小麦 ×瓦维洛夫黑麦
r~t1,‘

`Jv“
,” ×.sr‘

``●
″J:`j′ oVji

368

679

!9.5

】3.3
二楼大麦×瓦维洛夫黑麦

rf. `jf`J饣 乃c″ × sec。 ′e t`‘ v``o vj;
158

密利提奈×普通小麦
.”,″ j“″“ ×.r.″“

`″

“扔
84

7o

64

33.3

42.9

29.7

云南小麦 ×普通小麦
CC‘ :jV“″ y″”ヵ

'×
.7.ceoJ″″仍

普通小麦×斯卑尔托
.c“″″″仿 × r.spc`:c

普通小麦×圆锥小麦
. c●“氵″“仍 × T, :〃

`gi`“
谛

88

栽培二粒小麦×大赖草
.dioFc“仍 × zc夕 仍·‘rg|gc” :‘″‘

1331

】5.⒐

19

14

4

19

14

6.o

2,5

4

普通小麦×大赖草
CC0jV″ ″×.Lcy彷“‘ 召ig召 ″:‘“‘

硬粒小袤 ×大赖草
.'“

`“
印 × Le,″″‘gigcn:r″‘

3638

365

4 100

0.8 3 lOo

普通小麦 ×野生二粒
。c‘ :|:,″ ″ × r.`ic。 “。|z“

120 ⒐.2

24.7

20 19 95.o

88.1普通小麦 ×埃及小麦
r.ce,,;v〃昭.×.T.cc:乃 jopir,‘ ″

198 42 37

在高原夏季气温偏低的条件下 ,授粉后若遇连阴雨天,幼 胚发育缓慢 ,授粉后 15天的

幼胚很小,难于剥离;若遇晴天,既使在 15天之前 ,也易剥取幼胚。因此,取样的具体时

间,应视天气情况,可在授粉后 15天前后 3天、幼胚长 0.5-2毫米范围内变动。

(三)适宜的培齐基

几年来,我们采用了 Whitc、 N6、 Ms和 Nitsh等 4种基本培养基,其中 Whitc为

最好,N6次之。在离体条件下 ,人工模拟胚乳营养成分供给幼胚,才 能保证幼胚进一步正

常发育。因此,在培养基中,除大量、微量元素和糖外 ,还需供应有机氮和生长调节物质。

2.4-D作为主要的愈伤组织诱导物 ,在直接培养幼胚成苗的培养基中不加外 ,添加生长素

NAA和 IAA、 细胞分裂素 KT或 BA与有机氮源 cH(水解酪蛋白),对保持外植体

· 153·

82.o

l

|  】7· 4

|

|  :

3

|

|

|

|



新鲜,维持其较长的分化时间,促进幼胚分化,提高成苗率起了重要作用。在基本培养基

中添加不同补加物的 12种固体培养基和 5种液体培养基上的筛选试验表明 ,由于幼胚易

沉于液体培养基中而丧失分化能力 ,固体培养基更适于幼胚培养;在 12种固体培养基中

有 7种诱 导 效 果 较 好 (表 2),其中 White+NAA 0.5mg/L十 IAA 0.5mg/L十 KT O.5

mg/L+cH 300mg/L+sucrose 5%最佳,1983年的平均成苗率为 8⒍4%,1988年为

94.5%。

表 2 不同坫齐击对记苗申的效应       (单 位:毫克/开 Unit::llg/L)

T8ble 2  EFfect 。f different I】ledia on p18ot rcgcneratioil of i】 n.:ilature eilbryo culturc

年份
Year

处  理
treatment

W.hitc+NAAO.5+IAAO.s+KTO.5
cn 3oo+s.s%

Whitc+NAA】 +I^^!△ K̄T 1+C
300+s.9%

White+NAA O.5+IAA O.5十 KT
o.5十 CF】 300十 s.5%

W· hitc+N^Λ 0.5+IAAO.9+KT
o.5十 Cn 300十 s.7%

N‘ +NA^0.5十 【AAO.5△ K̄TO.,+C
300十 s.’ %

接 种幼胚 数
No.of

eⅡlbryos
inoculated

苗 数
No. of
grccn
plantlets

成苗率
Percentage
of green
p1:auct(%)

1988

206

lOo

95

!78

16

3‘

86.4

48.o

94.5

84.2

81.6

19

39

White+NA^0.5十 IA AO.5+KTO.5+
CH300+s.5%

Ms十 NA^0~5+IAAO.9+KTO.55十
CH300+s.5%

4

14

66.7

50.o

White

33

lo

(四)再生植林的表现

杂种幼胚再生植株表现了远缘杂交杂种后代的一般特征,其株型、穗型为倾向于母本

的中间型,但有明显的变异发生。如普通小麦与瓦维洛夫黑麦杂种幼胚的再生植株,其幼

苗芽鞘或芽鞘同第 1片真叶的叶鞘呈紫色(瓦维洛夫黑麦的特征),穗型比小麦的长,部分

不育。花粉母细胞减数分裂中期 1有 28个染色体(图版 I:l,图版在第 230页 ),有的细

胞中还可见到二价体、多价体(图版 I:2),具微核细胞数占观察细胞数的 98.03%(作 为对

照的普通小麦品种阿勃幼胚离体培养的为 8.47%),通 过第 2次减数分裂形成五、六分体
(图版 I:3)数 占总细胞数的 10,3%。  二棱大麦与瓦维洛夫黑麦杂种幼胚再生植株的幼

苗的叶鞘也呈紫色,株型倾向于大麦 ,部分可育,但有分枝穗、双穗、茎分枝和茎卷曲等现

象。栽培二粒小麦和大赖草的再生植株的林高明显低于双亲,高度不育,穗变长,小穗密度

变稀,颖壳窄长,出现穗分枝。栽培二粒小麦与大赖草的减数分裂中期 I、 后期 I,普通小

麦×大赖草的后期 I也出现大量游离或落后染色体(图版 I:4)。

︱
I
,
口

· 154 ·

48

/



讨  论

本研究的技术要点是 ,在补加生长素 NAA、 1AA与细胞分裂素 KT和有机氮 cH

的 White固 体培养基上,培养授粉后 15天左右的杂种幼胚,可诱导麦类作物的多种种

间、属间杂种幼胚成苗。此种离体培养幼胚的方法的成茵率较高 ,不但是一种克服远缘杂

交不亲和性的有效方法 ,而且有如下特点:一是培养物不经过愈伤组织阶段 ,可避免远缘

杂交的变异与离体培养中产生的变异相混 ;二是从原胚直接诱导成苗 ,体细胞分化成由的

可能性很小。当然,这还需要在今后的工作中9对杂种胚胎发育过程的观察和离体培养过

程中产生变异的原因和方式进行专门研究 ,来进一步证实上述论点。
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APPLICATION OF IMMATuRE EMIBRYO CULTURE OF INTEˉ
RSPECIFIC(0R INTERGENERIC lHYBRIDs IN TRITICEAE

zhao iX·ulail,   Chcn Jixian,   Gao Cuoqiang,   Fcng Haishcng  and  sun Linan

(Ⅳ o`访 ″ 贺 :P′
'`c。

貂 ′力‘:氵

`“ `‘

o`a,o′ 。g,,‘ 乃eC乃 |ヵ e‘ε

'cB`F勿 'oy sri'ヵ

c召‘,Xj`.jヵ o

Thc iinrnaturc hybrid cmbryos from cighty intcrspecific or intcrgcncric hybridizt'd corn-

binations 、vcrc in vitro culture.  It is one of tbc mcthods ovcrcorni:∶ lg  thc incolllpatibility

of thc rclllotc hybridizations to cuIturc laybrid cnabryos.   In thc salllc cross Combinations, `hc

avcragc pcrccntage of sct sced.s by nornlally crossi【lg was O.8-42.9%, but thc rcgcncratioIl ralc

of thc grccn plantlcts by iInmaturc cInbryo cuIturc proccdurcs was 82-100%. Thc opti】 num
siagc of the irnInaturc cnlbryos uscd as cxplant is rangcd fron1 12 to 18 days aftcr p。 11ination.

TIle mcdiunl for thc iininature hybrid cmbryo culturc、 vith high rcgcncratioil ratc of lhc grcen

plantlcts was Ⅵ⒎hitc+NAA o.5 mg/L+IAA 0.5 mg/L+Kinetin 0.5 mg/L+Cascin 300 mg/L
+sucrosc 5%.

Key words:Triticcac;IInmature cmbrvo cukurc;Explant∶ Rcgcncratcd plant
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赵绪兰等: 幼胚高体培养在麦类作物远缘杂交中的应用 图版 l
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J| 1. With 28 chrom.osom.e at Metaphase I, 2. Onc ring

bivalcn.t and one fing trivalent at Metaphase I. 3. Hexa(l
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|″‘I`,:×.Ley朗·“,gigc`,`c:`‘ , 4. Lagging chton1osom.e.
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