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人工合成冬性六倍体小麦的研究

闫贵云ꎬ孙　 玉ꎬ左静静ꎬ牛瑜琦ꎬ冯瑞云ꎬ霍利光ꎬ刘少翔
(山西省农业科学院作物科学研究所ꎬ太原 ０３００３１)

　 　 摘要:以冬性四倍体硬粒小麦(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ｄｕｒｕｍꎬ２ｎ ＝ ２８ꎬＡＡＢＢ)为母本与粗山羊草(Ａｅｇｉｌｏｐｓ ｔａｕｓｃｈｉｉꎬ２ｎ ＝ １４ꎬＤＤ)杂交ꎬ得
到的单倍体幼胚(ｎ ＝ ２１ꎬＡＢＤ)经组织培养拯救ꎬ获得的幼苗经染色体加倍而成为合成小麦(ＡＡＢＢＤＤ)ꎮ 从中鉴定、筛选出冬

性的合成小麦ꎮ 幼胚仅在 １ / ２ ＭＳ 培养基上培养ꎬ成苗率为 ７５ ８１％ ꎻ根据幼胚的发育状态ꎬ将发育较完善的幼胚直接接种在

１ / ２ ＭＳ 培养基上ꎬ将发育不良的幼胚先接种于 １ / ２ ＭＳ ＋ ２ ｍｇ / Ｌ ２ꎬ４￣Ｄ 培养基上进一步养育幼胚ꎬ之后视幼胚发育状况再将其

转入 １ / ２ ＭＳ 培养基中培养成苗ꎬ此方法的成苗率为 ９２ ４４％ ꎬ较前者的成苗率提高了 １６ ６３％ ꎮ 染色体加倍在冬季塑膜拱棚

内用 ０ ０５％秋水仙素进行半根法处理ꎬ较容易获得健壮苗ꎬ并且分蘖多ꎮ
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粗山羊草(Ａｅｇｉｌｏｐｓ ｔａｕｓｃｈｉｉ Ｃｏｓｓ. )与普通小麦

(Ｔｒｉｔｉｃｕｍ ａｅｓｔｉｖｕｍ Ｌ. )的 Ｄ 染色体组完全同源[１]ꎬ
并含有丰富的抗病[２￣４]、抗虫、优质亚基[５]、耐旱、耐
寒[６]及耐盐等优异基因[７￣８]ꎬ其遗传多样性远比小

麦的 Ｄ 染色体组丰富ꎮ 因此ꎬ粗山羊草是改良普通

小麦的宝贵遗传资源ꎮ 国内外研究表明ꎬ粗山羊草

与普通小麦直接杂交难度大、杂种自交不育及后代

稳定慢[９￣１０]ꎬ通过四倍体小麦￣粗山羊草的合成小麦

与普通小麦杂交不但克服了这些困难ꎬ还可积累四

倍体小麦的优异基因ꎮ
迄今ꎬ在我国育种应用中ꎬ使用的硬粒小麦(Ｔ.

ｄｕｒｕｍ Ｄｅｓｆ. )￣粗山羊草合成小麦多来自 ＣＩＭＭＹＴꎬ
而这些合成小麦大多是春性的ꎬ并不适宜我国冬麦

区育种使用ꎮ 因此ꎬ使用在北方适应性表现比较好
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的冬性硬粒小麦同粗山羊草进行合成小麦的研究ꎬ
是北方麦区小麦育种中迫切需要进行的工作ꎮ 本项

目研究旨在合成在冬麦区表现优良的硬粒小麦￣粗
山羊草双二倍体ꎬ建成一套适于北方冬麦区和黄淮

海冬麦区使用的将粗山羊草中优异基因向小麦转导

的适宜的桥梁体系ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 供试材料

配置杂交组合所用母本为四倍体硬粒小麦

ＤＲ１１６、ＣＲＤＷ２４、ＭｖＴＤ１４￣００、ＭｖＴＤ２８￣０４ 和 ＤＴ９４￣
１ꎬ 父本粗山羊草分别为 ＲＭ０１９２、 Ｙ２２３、 Ｙ２０７、
Ｙ２０４、Ｍｏ５０３４ 和 Ｙ１６８ꎬ其中 ＤＴ９４￣１ 来自山西省农

业科学院高寒区作物研究所ꎬ其他材料均来自中国

农业科学院作物科学研究所ꎬ粗山羊草分 ３ 次播种ꎬ
每次间隔为 ７ ｄꎬ以保证二者花期相遇ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 杂交授粉 　 杂交按常规方法适时去雄、套
袋ꎮ 大约去雄后 ２ ｄ 柱头成熟时用新采集的粗山羊

草花粉授粉ꎬ之后套袋ꎮ
１ ２ ２　 幼胚培养 　 授粉后 １２ ~ １４ ｄ 将授粉穗采

回ꎬ小心取出颖果ꎮ 用 ７５％ 酒精灭菌 ５ ｍｉｎꎬ再用

０ １％的升汞灭菌 ５ ｍｉｎꎬ经无菌水冲洗后ꎬ在超净工

作台上完整地取出幼胚培养在备好的固体培养基

上ꎮ 幼胚培养的方法有 ２ 种:①将发育较差的幼胚

培养于添加 ２ ｍｇ / Ｌ ２ꎬ４￣Ｄ 的 １ / ２ ＭＳ 培养基上ꎬ发
育良好的幼胚培养于不添加 ２ꎬ４￣Ｄ 的 １ / ２ ＭＳ 培养

基上ꎮ ２ 种培养基均添加 ２％ 的蔗糖ꎬｐＨ 值 ５ ８ꎮ
②将幼胚只接种于无激素的 １ / ２ ＭＳ 培养基上ꎻ培养

温度为 ２３ ± １ ℃ꎬ光强 １５００ ｌｘꎬ每天光照 １２ ｈꎮ
１ ２ ３　 转换培养　 出苗后ꎬ每天光培养 １２ ｈꎬ温度

２３ ± １ ℃ꎬ光照强度 ３０００ ~ ５０００ ｌｘꎬ暗培养温度为

４ ~ ８ ℃ꎮ 按照上述(１)方法培养的幼胚ꎬ培养 ３ ｄ
后ꎬ在含 ２ ｍｇ / Ｌ ２ꎬ４￣Ｄ 的 １ / ２ ＭＳ 培养基上萌动的

幼胚及时转入无激素 １ / ２ ＭＳ 培养基上ꎻ在无激素

１ / ２ ＭＳ 培养基上不能萌动的幼胚要及时转入含

２ ｍｇ / Ｌ ２ꎬ４￣Ｄ 的 １ / ２ ＭＳ 培养基中ꎬ待萌动后再转

入无激素的 １ / ２ ＭＳ 培养基上进行培养ꎮ
１ ２ ４　 染色体加倍　 试验借鉴摩擦禾或玉米花粉

刺激小麦单倍体幼胚的苗加倍经验[９]ꎬ用半根法加

倍ꎮ 具体做法:于晚秋将培养基中的无菌苗栽到靠

墙的阳畦ꎬ当气温低于 ０ ℃时ꎬ要搭塑膜小拱棚ꎬ白
天气温高于 １５ ℃时将塑膜揭开ꎮ 待苗壮并具分蘖

时ꎬ用半根法将根浸入 ０ ０５％ 秋水仙素中加倍ꎬ加

倍时间为 ８ ｈꎮ
１ ２ ５　 数据计算　 成胚率(％) ＝幼胚数 /杂交花数

×１００％ꎻ成苗率(％) ＝成苗数 /接种胚数 ×１００％ꎮ
１ ２ ６　 数据分析　 采用Ｅｘｃｅｌ ２００７ 和 ＳＰＳＳ １８ ０ 进行

统计分析ꎬ采用 ＬＳＤ方法进行分析ꎬ显著性概率是０ ０５ꎮ
１ ２ ７　 染色体数目鉴定　 合成小麦染色体 Ｆ１数目

鉴定制片观察采用醋酸洋红染色法[１０]ꎮ 将种子消

毒后在室温条件下用水浸泡 ２４ ｈ 左右(种子露白)ꎬ
均匀置于铺有吸水纸的培养皿中ꎬ腹沟向下ꎬ在
１８ ~ ２２ ℃下培养 １２ ｈꎬ转移至 １ ~ ４ ℃冰箱中处理

１２ ｈꎬ再转移到培养箱中ꎮ 如此反复直至根长达到

１ ５ ~ ２ ０ ｃｍꎮ 上午 ９ ~ １１ 时剪下根ꎬ并放于 ０ ~
４ ℃冰水混合物中预处理 ２４ ｈꎬ然后用卡诺固定液

固定 ２４ ｈꎬ用 １ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＨＣｌ 在 ６０ ℃的恒温下水解

８ ｍｉｎꎮ 用清水清洗后在洋红染液中染色 ２４ ｈꎬ再用

４５％ 的冰醋酸压片ꎬ在 ＯＬＹＭＰＵＳ ＩＸ５１￣Ａ１２ＰＨ 观

察、记录各材料染色体数目及其随体的数目并拍照ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 高成胚率的获得

以硬粒小麦与粗山羊草杂交ꎬ授粉后 １３ ｄ 统计

杂交穗的结实率ꎬ１０ 个杂交组合中以 ＤＲ１１６ × Ｙ２０４
成胚率最高为 ２９ １７％ ꎬＣＲＤＷ２４ × Ｙ２０７ 成胚率最

低为 １０ ２０％ ꎬ １０ 个杂交组合的成胚率均超过

１０ ０％ (表 １)ꎮ

表 １　 硬粒小麦与粗山羊草杂交成胚率

Ｔａｂｌｅ １　 Ｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ ｂｙ ｃｒｏｓｓｉｎｇ ｄｕｒｕｍ ｗｈｅａｔ
ｗｉｔｈ Ａｅｇｉｌｏｐｓ ｔａｕｓｃｈｉｉ

杂交组合

Ｃｒｏｓｓ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

杂交花数

Ｎｏ. ｏｆ ｆｌｏｒｅｔｓ
ｐｏｌｌｉｎａｔｅｄ

成胚数

Ｎｏ. ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ
ｏｂｔａｉｎｅｄ

成胚率(％ )
Ｒａｔｅ ｏｆ
ｅｍｂｒｙｏｓ

ＣＲＤＷ２４ × Ｙ２０７ ８８０ ９０ １０ ２０
ＤＲ１１６ × Ｍｏ５０３４ ６００ ６４ １０ ６７
ＤＲ１１６ × ＲＭ０１９２ ２２０ ４０ １８ １８
ＤＲ１１６ × Ｙ２０４ １２０ ３５ ２９ １７
ＤＲ１１６ × Ｙ２２３ ５００ ６０ １２ ００
ＤＴ９４￣１ × Ｙ２０７ ６００ ９０ １５ ００
Ｍｖ ＴＤ１４￣００ × Ｙ２０４ ３６０ ４８ １３ ３３
Ｍｖ ＴＤ１４￣００ × Ｙ２０７ ７２０ ７５ １０ ４２
Ｍｖ ＴＤ２８￣０４ × Ｙ１６８ １０４ １１ １０ ５８
Ｍｖ ＴＤ２８￣０４ × Ｙ２０７ ５４０ ７０ １２ ９６

２ ２　 胚培养的成苗率

对幼胚进行动态调整培养和只在无激素的 １ / ２
ＭＳ 培养基上培养的成苗率进行比较分析(表 ２)ꎬ１０
个杂交组合的幼胚只在无激素的 １ / ２ ＭＳ 培养基上培
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养ꎬ成苗率为 ７２ ５５％ꎻ根据幼胚具体发育状态用无激

素的 １ / ２ ＭＳ 培养基和含 ２ ｍｇ / Ｌ ２ꎬ４￣Ｄ 的 １ / ２ＭＳ 培

养基调整培养ꎬ成苗率则为 ９１ ４３％ꎬ后者比前者提高

了 １８ ８８％ꎮ 且获得的幼苗根系发达、生长健壮ꎮ

表 ２　 两种不同培养条件下幼胚的成苗比较

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｐｌａｎｔｌｅｔｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

杂交组合

Ｃｒｏｓｓ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ

调整培养 Ａｄｊｕｓｔ ｍｅｄｉｕｍ １ / ２ＭＳ 培养基 １ / ２ＭＳ ｍｅｄｉｕｍ
接种胚数

Ｎｏ. ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ
ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ

成苗数

Ｎｏ. ｏｆ ｐｌａｎｔｌｅｔｓ

成苗率(％ )
Ｒａｔｅ ｏｆ
ｐｌａｎｔｌｅｔｓ

接种胚数

Ｎｏ. ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｓ
ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ

成苗数

Ｎｏ. ｏｆ ｐｌａｎｔｌｅｔｓ

成苗率(％ )
Ｒａｔｅ ｏｆ
ｐｌａｎｔｌｅｔｓ

ＤＲ１１６ × Ｍｏ５０３４ ２５ ２３ ９２ ００ ３７ ３０ ８１ ０８
ＣＲＤＷ２４ × Ｙ２０７ ４２ ４０ ９５ ２４ ４０ ３２ ８０ ００
ＤＲ１１６ × Ｙ２２３ ２２ ２０ ９０ ０９ ２５ ２１ ８４ ００
ＤＲ１１６ × Ｙ２０４ ２５ ２３ ９２ ００ ３０ ２０ ６６ ６７
ＤＲ１１６ × ＲＭ０１９２ ３５ ３２ ９１ ４３ ４０ ２４ ６０ ００
ＤＴ９４￣１ × Ｙ２０７ ４１ ４０ ９７ ５６ ３８ ２５ ６５ ７９
Ｍｖ ＴＤ１４￣００ × Ｙ２０４ １５ １３ ８６ ６７ １８ １１ ６１ １１
Ｍｖ ＴＤ１４￣００ × Ｙ２０７ ２０ １７ ８５ ００ ３０ ２１ ７０ ００
Ｍｖ ＴＤ２８￣０４ × Ｙ２０７ ２７ ２３ ８５ １９ ２８ ２２ ７８ ５７
Ｍｖ ＴＤ２８￣０４ × Ｙ１６８ ２８ ２５ ８９ ２９ ２０ １６ ８０ ００
合计 Ｔｏｔａｌ ２８０ ２５６ ９１ ４３ ３０６ ２２２ ７２ ５５

２ ３　 合成小麦的农艺性状及抗冻性

为了有效利用杂交组合ꎬ在田间每个材料随机调

查１５ 株ꎬ对其有效分蘖数、株高、穗长、穗粒数等性状进

行方差分析ꎬ并将 ＬＳＤ 方法测验结果列入表 ３ꎮ 结果

显示ꎬ不同杂交组合之间的各项农艺性状均存在极显

著的差异ꎮ 从有效分蘖数来看ꎬ杂交组合 ＤＴ９４￣１ ×
Ｙ２０７ 单株有效分蘖数最高ꎬ为 １６ ７ꎬＭｖ ＴＤ２８￣０４ ×
Ｙ１６８ 有效分蘖数最低ꎬ为 ８ ０ꎻ从株高来看ꎬＤＴ９４￣１ ×

Ｙ２０７ 株高最高ꎬ为 １１４ ０ ｃｍꎬＭｖ ＴＤ１４￣００ × Ｙ２０４ 株

高最低ꎬ为 ８３ ０ ｃｍꎻ从穗长来看ꎬＤＴ９４￣１ × Ｙ２０７ 穗长

最长ꎬ为 １３ ７ ｃｍꎬＭｖ ＴＤ２８￣０４ × Ｙ１６８ 穗长最短ꎬ为
１０ ７ｃｍꎻ从穗粒数来看ꎬＤＴ９４￣１ × Ｙ２０７ 穗粒数最多ꎬ
单穗结实为 ４６ ３ 粒ꎬＭｖ ＴＤ２８￣０４ × Ｙ１６８ 穗粒数最

少ꎬ为 ３９ ０ 粒ꎮ 综合各农艺性状来看ꎬＤＴ９４￣１ × Ｙ２０７
在穗长和穗粒数方面较好(图 １)ꎻ而 Ｍｖ ＴＤ２８￣０４ ×
Ｙ１６８ 株高虽较低ꎬ但其他农艺性状较差ꎮ

表 ３　 合成小麦主要农艺性状

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ ｗｈｅａｔ
杂交组合

Ｃｒｏｓｓ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
分蘖数

Ｎｏ. ｏｆ ｔｉｌｌｅｒｓ
株高(ｃｍ)
Ｐｌａｎｔ ｈｅｉｇｈｔ

穗长(ｃｍ)
Ｓｐｉｋｅ ｌｅｎｇｔｈ

穗粒数

Ｓｅｅｄｓ ｐｅｒ ｓｐｉｋｅ
ＣＲＤＷ２４ × Ｙ２０７ １３ ０ ± ０ ６ｂｃ ９８ ９ ± ０ ９ｃ １２ ７ ± ０ ３ｂ ４４ ７ ± ０ ３ａ
ＤＲ１１６ × Ｍｏ５０３４ １４ ０ ± ０ ６ａｂ ９３ ３ ± ０ ９ｄ １１ ７ ± ０ ３ｃｄ ４１ ０ ± ０ ６ｂｃｄ
ＤＲ１１６ × ＲＭ０１９２ １５ ０ ± ０ ６ａ １０５ ７ ± ３ ５ｂ １１ ８ ± ０ ２ｂｃ ４０ ０ ± ０ ６ｃｄｅ
ＤＲ１１６ × Ｙ２３３ １３ ７ ± ０ ３ａｂ ９４ ０ ± ０ ６ｄ １１ ７ ± ０ ３ｂｃ ４１ ７ ± ０ ８ｂｃ
ＤＲ１１６ × Ｙ２０４ １２ ０ ± ０ ６ｃ １０３ ７ ± ０ ９ｂ １２ ２ ± ０ ２ｂｃ ４２ ３ ± ０ ９ｂ
ＤＴ９４￣１ × Ｙ２０７ １６ ７ ± ０ ３ｃ １１４ ０ ± ０ ６ａ １３ ７ ± ０ ３ａ ４６ ３ ± ０ ７ａ
Ｍｖ ＴＤ１４￣００ × Ｙ２０４ １３ ０ ± ０ ７ｂｃ ８３ ０ ± １ ５ｅ １１ ７ ± ０ ３ｃｄ ４１ ０ ± ０ ６ｂｃｄ
Ｍｖ ＴＤ１４￣００ × Ｙ２０７ １０ ０ ± ０ ６ｄ ９３ ０ ± １ ７ｄ １０ ８ ± ０ ４ｄｅ ３９ ３ ± ０ ３ｄｅ
Ｍｖ ＴＤ２８￣０４ × Ｙ１６８ ８ ０ ± ０ ６ｅ ８９ ７ ± １ ５ｄ １０ ７ ± ０ ３ｅ ３９ ０ ± ０ ６ｅ
Ｍｖ ＴＤ２８￣０４ × Ｙ２０７ １３ ０ ± ０ ６ｂｃ ９１ ３ ± １ ５ｄ １１ ７ ± ０ ３ｃｄ ４２ ０ ± ０ ６ｂ

为了验证本试验中加倍植株的可靠性ꎬ对加倍

获得成功 １０ 个杂交组合植株 Ｆ１种子根尖细胞染色

体数目进行了鉴定ꎬ结果为 ２ｎ ＝ ４２ꎬ图 ２ 显示的是

ＤＴ９４￣１ × Ｙ２０７ 根尖染色体数目ꎮ 这些合成小麦在

２０１３ 年 １０ 月 １ 日播种于山西省晋中市东阳试验

地ꎬ在 ２０１４ 年 １ 月 ２０ 日最低温度为 － ２０ ℃的情况

下ꎬ该 １０ 个杂交组合都能够安全越冬ꎮ

３　 讨论

为了提高单倍体幼胚成苗率ꎬ很多研究都是在不

同培养基上添加一定浓度的生长素与细胞分裂

素[１１￣１２]ꎮ 本研究利用无激素 １ / ２ ＭＳ 培养基ꎬ对发育

良好的幼胚进行培养ꎬ获得良好的结果ꎮ 但是ꎬ表面

看起来完美的幼胚ꎬ也可能发育不良ꎮ 发育好的胚在

１ / ２ ＭＳ 培养基培养 ４８ ｈ 便开始萌动ꎮ 在该培养基上

３ ~４ ｄ 后仍然不能萌动的胚ꎬ如继续培养下去将会死

亡ꎬ及时将其转入含 ２ ｍｇ / Ｌ ２ꎬ４￣Ｄ 的 １ / ２ ＭＳ 培养基

中ꎬ会促使幼胚的萌发ꎮ 以前研究有添加 ６￣ＢＡ 和

ＩＡＡ 等激素[１３]ꎬ而本研究使用 ２ꎬ４￣Ｄ 对促进愈伤组
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织向胚状体发育是有利的ꎮ 该研究将发育不完善的

胚ꎬ及时转入含 ２ ｍｇ / Ｌ ２ꎬ４￣Ｄ 的 １ / ２ ＭＳ 培养基中ꎬ
２ꎬ４￣Ｄ 可促进幼胚进一步发育完善ꎮ 但是培养时间

不能太长ꎬ否则会诱导出愈伤组织ꎬ导致幼胚不能形

成植株ꎮ 对于肉眼感觉发育不良的幼胚可直接接种

于含 ２ꎬ４￣Ｄ 的培养基中ꎬ培养 ３ ~ ４ ｄꎬ在其未诱导出

愈伤组织之前及时转入无激素 １ / ２ＭＳ 培养基中ꎬ在
２ꎬ４￣Ｄ 的作用下得到进一步发育的幼胚会正常出苗ꎮ

图 １　 ＤＴ９４￣１ × Ｙ２０７ 单株大田长势

Ｆｉｇ. １　 Ｓｉｎｇｌｅ ｐｌａｎｔ ｗｉｔｈ ＤＴ９４￣１ × Ｙ２０７

图 ２　 ＤＴ９４￣１ × Ｙ２０７ 根尖染色体数目(２ｎ ＝４２)
Ｆｉｇ. ２　 Ｓｏｍａｔｉｃ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔ
ｔｉｐ ｃｅｌｌ ｏｆ ｔｈｅ ｃｒｏｓｓ ＤＲ９４￣１ × Ｙ２０７(２ｎ ＝４２)

人工合成体小麦具有丰富的遗传多样性ꎬ对白粉

病不同菌株的抗性反应不同于已知抗病基因ꎬ可能含

有未知或新的抗病基因[１４]ꎬ对禾谷孢囊线虫、纹枯

病、条锈病和叶锈病的也有很好抗性[１５]ꎮ 粗山羊草

是禾谷孢囊线虫的一个抗源[１６]ꎬ粗山羊草 ２Ｄ 染色体

携带 Ｃｒｅ３ 和 Ｃｒｅ４ ２ 个抗禾谷孢囊线虫基因[１７]ꎮ Ｒ.
Ｆ. Ｅａｓｔｗｏｏｄ 等[１８]报道一个人工合成小麦品系也携带

Ｃｒｅ３ 基因ꎮ Ｃｒｅ３ 基因与位于 ２Ｄ 染色体长臂端部的

ＮＢＳ￣ＬＲＲ 家族 Ｒ 基因成员有关[１９]ꎮ 该基因对某些

Ｈ. ａｖｅｎａｅ 致病性具有很好的抗性ꎬ能够有效地降低土

壤中的线虫孢囊数量[２０]ꎮ 对新获得的人工合成小麦

进行鉴定ꎬ可能发掘出新的小麦抗源ꎮ
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