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摘 要：当培养条件、胚龄、胚发育期间的积温一致时，培养基就成为胚萌发和成苗的关键性影响因素。选用4种培养基（B5、B5 + 0.1 mg L-1 BAP + 0.1 mg L-1 NAA、 1/2MS、1/2MS + 0.1 mg L-1 BAP + 0.1 mg L-1 NAA）培养3个小麦杂交组合F2与玉米杂交获得的单倍体胚，以比较不同培养基对单倍体胚的萌发和成苗的影响。结果显示不同培养基单倍体胚的平均萌发率和平均成苗率存在极显著差异，胚萌发率表现为1/2MS（75.24%）＞1/2MS + 0.1 mg L-1 BAP + 0.1 mg L-1 NAA（68.68%）＞B5 + 0.1 mg L-1 BAP + 0.1 mg L-1 NAA（67.00%）＞B5（66.67%）；胚成苗率表现为： 1/2MS（63.11）＞B5（50.67%）＞B5 + 0.1 mg L-1 BAP + 0.1 mg L-1 NAA（4.00%）＞1/2MS + 0.1 mg L-1 BAP + 0.1 mg L-1 NAA（3.30%）。无激素的1/2MS上单倍体胚的平均萌发率(75.24%)和平均成苗率(63.11%)都最高，能稳定地一次成苗。不同杂交组合后代的单倍体胚的平均萌发率和平均成苗率也存在极显著差异。表明小麦基因型是影响单倍体胚萌发和成苗的重要因素，无激素的1/2MS最适合于小麦单倍体胚的萌发和一次成苗。
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Abstract: When the culture conditions, the embryo age and the accumulated temperature during embryogenesis are consistent, components of the medium and genotype become the critical influencing factors for embryo germination and plantlet regeneration.To determine the effect of medium and genotype on haploid embryo germination and plantlet regeneration in cross of wheat × maize, four kinds of culture medium (B5, B5 + 0.1 mg L-1 BAP + 0.1 mg L-1 NAA,  1/2MS, 1/2 MS + 0.1 mg L-1 BAP + 0.1 mg L-1  NAA) were used to culture haploid embryos obtained from three wheat F1 cross with maize. The result indicated that there were significant difference in both embryo germination and plantlet regeneration among the four media. Which could be demonstrated in the following way: the perform of media for germination frequencies: 1/2MS(75.24%) > 1/2MS + 0.1 mg L-1 BAP + 0.1 mg L-1 NAA(68.68%) > B5 + 0.1 mg L-1 BAP + 0.1 mg L-1 NAA(67.00%) > B5(66.67%);  for plant regeneration: 1/2MS(63.11) > B5(50.67%) > B5 + 0.1 mg L-1 BAP + 0.1 mg L-1 NAA(4.00%) > 1/2MS + 0.1 mg L-1 BAP + 0.1 mg L-1 NAA(3.30%). The 1/2MS medium without hormone had the highest germination rate(75.24%)and plantlet regeneration rate (63.11%), meanwhile, it could produce plantlets directly through one-step. Either frequency of germination or regeneration of haploid embryos was significant difference among wheat crosses. These results suggested that wheat genotype is very important factor affecting the embryo germination and plantlet regeneration; 1/2MS medium without hormone proved to be best for one-step germination and regeneration of haploid embryos.  
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利用小麦与玉米杂交染色体消失法辅以激素处理诱导产生小麦单倍体，已被越来越多的应用于小麦育种实践中。产生的小麦单倍体胚在植株上生长2-3周后，会因缺少胚乳营养而逐渐退化死亡。因此必须及时进行胚培养,促进其萌发成苗。影响单倍体胚萌发成苗的因素很多，比如胚龄及胚的大小和分化状况[1-7]、胚发育期间的积温[8-12]、培养基的成分[13-30]、培养时的环境条件[1,3,8,12,13,15,19,24,26,29]等，每一个影响因素都关系到成苗率的高低。当培养条件、胚龄、胚发育期间的积温一致时，培养基的成分成为胚萌发和成苗的关键性影响因素。不同学者[1,3,13-16,18,24,25,28,30,31]分别用MS、1/2MS、TL、B5，改良B5等基本培养基添加适量蔗糖、琼脂、激素或其他营养成分，培养不同基因型的小麦单倍体胚，都获得了小麦单倍体植株，但报道的植株获得率（植株数/接种胚数）很不稳定，最高的达96.5%[24]，最低的仅16.1%[30]。因此，实际育种应用中为了提高胚培养效率,除了选择适宜积温下适宜分化状态的胚培养外，基本培养基的选择和培养基中激素添加与否就成为胚萌发和成苗的关键。本实验进行了不同基本培养基以及激素添加量对影响小麦×玉米单倍体胚萌发的研究，以期提高胚培养植株获得率。

1  材料与方法

1.1  供试材料

试验用作母本的普通小麦为3个F2代材料2FC13001（13397/内2938）、2FC13003（绵阳20001-13/襄麦56）、2FC13053（B05-7411/扬麦158），用作父本的玉米为甜玉米广甜1号、广甜2号和糯玉米超甜黄香糯3个品种。
1.2  杂交和接种
2014年3/31 - 4/24（月/日）期间，分5批对选用的的3个小麦F2代材料采用常规方法去雄，每个组合共去雄120穗，去雄的次日用新鲜玉米混合花粉授粉，授粉的次日和第三日用喷雾法对授粉麦穗进行激素处理，处理浓度为100 mg L-1 2,4-D + 30 mL L-1 DMSO。授粉15 d后，取回授粉穗逐穗剥取籽粒，在超净工作台进行灭菌处理，同一小麦材料的籽粒合并消毒（70%医用酒精消毒30 s，再用0.1%氯化汞消毒10 min，无菌水冲洗4-5次），随后在体式镜下无菌剥胚，并接种到既定培养基上，4℃暗处理2-3 d后转入22-24℃培养室，12 h d-1光照培养至出苗。
1.3  培养基

试验使用四种培养基处理：（1）B5；（2）B5 + 0.1 mg L-1 BAP + 0.1 mg L-1 NAA；（3）1/2MS；（4）1/2MS + 0.1 mg L-1 BAP + 0.1 mg L-1 NAA；各处理统一添加蔗糖20 g L-1，琼脂6.5 mg L-1，调节pH值到5.8。
1.4  统计方法

接种时注意选取大小一致的胚分别同时接种到不同培养基中，以减少胚发育状况对试验结果的干扰，并保证每个处理至少接种30个以上的胚。接种25-28 d后统计萌发苗数和生根成苗数。统计时萌发苗数时只统计明显有1-2叶、2-3 cm高以上的苗，统计生根成苗数时统计明显有1-2叶、2-3 cm高以上且同时具有根和叶的萌发苗数。然后比较不同培养基上来自不同杂交组合的单倍体胚的萌发率和成苗率。

萌发率（%）=萌发苗数/接种胚数×100 ； 成苗率（%）=生根成苗数/接种胚数×100。

2  结果与分析
2.1  不同培养基胚培养萌发与生根成苗
4种培养基上不同小麦杂交组合的单倍体胚的萌发率、成苗率如表1所示，试验共接
表1  不同培养基上胚的萌发和成苗
	培养基
	小麦F2代号
	接种胚数
	萌发苗数  
	生根成苗数
	萌发率%
	成苗率%

	B5
	2FC13003
	72
	54
	46
	75.00 
	63.89 

	
	2FC13001
	81
	54
	39
	66.67 
	48.15 

	
	2FC13053
	72
	42
	29
	58.33 
	40.28 

	
	小计
	225
	150
	114
	66.67 
	50.67 

	B5 + 0.1 mg L-1BAP + 0.1 mg L-1 NAA
	2FC13003
	62
	47
	5
	75.81 
	8.06 

	
	2FC13001
	73
	49
	2
	67.12 
	2.74 

	
	2FC13053
	65
	38
	1
	58.46 
	1.54 

	
	小计
	200
	134
	8
	67.00 
	4.00 

	1/2MS
	2FC13003
	70
	58
	51
	82.86 
	72.86 

	
	2FC13001
	77
	58
	48
	75.32 
	62.34 

	
	2FC13053
	59
	39
	31
	66.10 
	52.54 

	
	小计
	206
	155
	130
	75.24 
	63.11 

	1/2MS+0.1 mg L-1 BAP+ 0.1 mg L-1 NAA
	2FC13003
	60
	46
	3
	76.67 
	5.00 

	
	2FC13001
	62
	43
	2
	69.35 
	3.23 

	
	2FC13053
	60
	36
	1
	60.00 
	1.67 

	
	小计
	182
	125
	6
	68.68 
	3.30 

	合计
	
	813
	564
	258
	69.37 
	31.73 


种单倍体胚813个，萌发苗564株，平均萌发率69.37%，生根成苗258株，平均成苗率31.73%。四种培养基上单倍体胚的平均萌发率和平均成苗率均呈现出显著差异。胚萌发率表现为：
1/2MS（75.24%）＞1/2MS + 0.1 mg L-1 BAP + 0.1 mg L-1 NAA（68.68%）＞B5 + 0.1 mg L-1 BAP + 0.1 mg L-1 NAA（67.00%）＞B5（66.67%）；胚成苗率表现为： 1/2MS（63.11）＞B5（50.67%）＞B5 + 0.1 mg L-1 BAP + 0.1 mg L-1 NAA（4.00%）＞1/2MS + 0.1 mg L-1 BAP + 0.1 mg L-1 NAA（3.30%）。无激素的1/2MS上单倍体胚的平均萌发率(75.24%)和平均成苗率(63.11%)都最高，能稳定地一次成苗。B5添加0.1 mg L-1 BAP + 0.1 mg L-1 NAA后单倍体胚萌发率无明显变化，成苗率却极显著降低；1/2MS添加0.1 mg L-1 BAP + 0.1 mg L-1 NAA后单倍体胚萌发率略有降低,成苗率也极显著显著降低。因此认为添加激素对单倍体胚的成苗率影响不大，但却极显著降低了单倍体胚的成苗率；无激素的1/2MS培养基更适合于小麦单倍体胚的萌发和一次成苗。
对不同培养基上的萌发苗的生根情况观察发现，胚培养5-14 d 内，不加激素的B5和1/2MS培养基上的胚萌发快，根(1-3条)伸长生长迅速，一次成苗后有的能长出次生根，并以无激素的1/2MS培养基上萌发最快，且萌发后主根数量也较B5多，萌发的苗多数能生根形成小植株；在添加激素的培养基上胚萌发速度减慢（一般8-28 d后），一般展叶后迅速长高，同时萌发形成多数(4-5条)粗短主根，根伸长至0.2-0.5cm 后就不再伸长，长时间见光后这些粗短根逐渐由多毛的白根转变为紫红色至绿色，有的展叶后就不再生根，但及时转移到无激素的B5或无激素的1/2MS上根又都能较快地进行伸长生长。
试验中还观察到，在无激素的B5培养基上的生长健壮的单倍体苗在越夏过程中会发生少量的死苗现象，无激素的1/2MS培养基上则无此现象，反倒越长越壮。1/2MS + 0.1 mg L-1 BAP + 0.1 mg L-1 NAA上有时会产生丛生苗，但丛生苗产生后难以生根；即使转移到无激素培养基上也难以再生根。有的小麦基因型得到的单倍体胚明显偏小或偏大，极少数的小麦颖果中有胚乳而无胚，有的有双胚、三胚、多胚现象产生，接种后的小胚、双胚、三胚、多胚都能部分萌发成苗，还有单胚多苗的情况产生，部分大胚却不能萌发成苗。
2.2  不同杂交组合F2胚的萌发和成苗

不同小麦杂交组合F2的平均萌发率和平均成苗率见表2。不同杂交组合F2单倍体胚的平均萌发率和平均成苗率差异显著。以2FC13003的单倍体胚的萌发率和成苗率最高，达77.65%和39.77%；而2FC13053 的单倍体胚萌发率和成苗率最低，只有60.55%和24.22%；2FC13001的萌发率和成苗率介于二者之间，它们差异达极显著水平。杂交组合F2与培养基之间存在互作（表1），以2FC13003在1/2MS无激素的培养基上的萌发率和成苗率最高，分别达82.86%和72.86%；而2FC13053在无激素B5培养基的单倍体胚萌发率最低，为58.33%,在B5培养基添加0.1 mg/L 的BAP和NAA时单倍体胚成苗率最低，为1.54%。表明培养基和小麦基因型都极显著影响胚萌发和胚成苗，小麦基因型是单倍体萌发和成苗过程中的主导因子。
表2  不同小麦杂交组合单倍体胚的萌发和成苗差异  
	小麦F2代号
	接种胚数
	萌发苗数
	生根苗数
	平均萌发率%
	平均成苗率%

	2FC13003
	264
	205
	105
	77.65
	39.77

	2FC13001
	293
	204
	91
	69.62
	31.06

	2FC13053
	256
	155
	62
	60.55
	24.22


3  讨论

比较参加试验的4种培养基的培养结果，发现添加激素对单倍体胚的成苗率影响不大，但却极显著降低了单倍体胚的成苗率，4个试验处理中以无激素的1/2MS培养基最适合于小麦单倍体胚的一步培养成苗，这与蔡东明[32,33]的研究结果部分类似。蔡东明等以1/2MS为基本培养基，添加不同浓度的IAA和BAP，做了8种培养基对比试验，结果：无激素的1/2 MS上苗生长缓慢，无根系，与本次试验结果不同，这可能是胚的发育状况不同所致；1/2 MS添加0.1 mg L-1 BAP 和0.1 mg L-1 IAA时，生长缓慢，根系不发达，与本次试验结果类似；1/2MS 添加 0.2 mg L-1 BAP和 0.2 mg L-1 IAA时成苗率最高，根芽分化好，根细长而多，他们认为最适合于小麦单倍体幼胚培养，但激素种类和用量均不同于本次试验，可能不同激素组合处理时适宜的浓度也不同，有待进一步研究。
试验各处理的平均成苗率都偏低，这可能与只统计明显有1-2叶、2-3 cm高，以上的的有根苗有一定关系，但与小麦基因型关系更大。小麦杂交组合F2：2FC13003在无激素的1/2MS虽然是本次试验处理中萌发率（82.86%）和成苗率（72.86%）最高的，但同一个处理中杂交组合F2：2FC13053的萌发率（66.10%）和成苗率（52.54%）相对偏低，还有提升空间。因此，继续对培养基进行研究很有必要。
胚培养时的低温预处理时间长短、培养室温度、光照时间与强度、光质等也都影响到胚的萌发和成苗。但最直观的影响却来自于培养基的成分。不同研究者使用相同培养基却得到了不同的适宜培养基结论更加证明了胚的成苗与培养前的发育、培养时的技术处理、培养基成分都有关，培养基中适宜的激素浓度能促成一些未发育良好胚的发育，但却抑制发育成型胚的发芽和生长。我们的实验中观察到了根的多毛、变紫、变绿现象，推测可能是植株对毒素的积累反应，培养基中的某些成分可能危害到了胚的生长成苗。不同的田间环境条件和激素处理累加效应影响了胚的生长和分化，导致了适宜培养的胚龄的区别，从而影响到胚的萌发和出苗。所以无论是适宜的积温还是适宜的胚龄，最终适宜培养的胚应是处于生长和分化状态中的0.5~1.0 mm大小的幼胚。试验中不同组合的单倍体胚萌发率和成苗率存在显著差异，可能是因为不同小麦基因型的遗传背景差异导致单倍体胚的适宜的发育条件和时机不同，最终导致了分化程度的差异性。
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