单倍体育种技术在玉米育种中的研究与应用进展
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摘要: 综述了单倍体育种技术在玉米育种中的研究与应用进展，包括玉米单倍体的获得途径和二倍体加倍方法的研究现状、单双倍体鉴定方法,并就单倍体育种技术在玉米育种中应用价值和发展前景提出自己的见解。
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玉米（Zea mays L.）是最早应用杂种优势的作物之一，而适应性强的自交系是开展此项工作的前提。目前自交系选育的主要方法有：常规选育法和单倍体育种法。常规选育法存在着育种周期长、选择效率低、至少需要4-6年的周期[1]。单倍体育种技术直接利用配子体进行选择，只需2-3年即可育成稳定的纯系，大大缩短了选育自交系的时间、减少成本。本文通过对玉米单倍体的单倍体的获得途径、单倍体加倍技术及单双倍体植株的鉴定进行概述，并对单倍体育种技术在玉米育种中应用价值和发展前景提出自己的见解。
1 玉米单倍体获得的途径

玉米单倍体育种是利用自然发生或人工诱导产生单倍体植株，加倍获得纯合的二倍体植株，再从中选育自交系，主要有诱导系品种间杂交法、组织离体培养、化学诱导等途径。
1.1 诱导系品种间杂交途径

诱导系品种间杂交指用该系作亲本，与选系用的基础材料进行杂交，杂交后在当代杂交果穗上就可以产生一定比例的单倍体籽粒。Stock6是最早在玉米单倍体技术中应用的诱导系，杂交后代中能够产生2.29％的孤雌生殖单倍体[2]。Stock6存在植株生长矮小、雄花散粉较小、结实性较差，标记基因弱等缺点，玉米育种工作者结合各个特定区域环境，不断选育更加优良的诱导系，培育出了农大高油高诱l号、高诱5号、吉高诱系3号、MHI、RWS等诱导频率较高的诱导系[3]，并在育种工作中应用。段民孝[4]用美国的高频诱导系ED11，授粉于受体M35/F35的F1代果穗，获得一批纯合双单倍，并对其进行配合力实验，结果表明：DH系的配合力差异较大，部分DH系的配合力比亲本增加，说明采用单倍体育种可以选育到高配合力的优良玉米自交系。季洪强[5]以自选的诱导系TYl为父本，对玉米5个当地主栽品种在不同种植地点进行诱导，其中海南的诱导率最高，与甘肃和郑州的诱导率相比达到了显著水平。随着科研工作者对单倍体诱导系的不断改良和选育及对诱导体系的不断优化，该技术越趋于成熟，给当前玉米种质资源创新开辟新的道路。
1.2  组织离体培养途径
组织离体培养指将只有体细胞染色体的数量一半的组织进过离体培养，获得愈伤组织或再生植株，经加倍得到双倍体植株，花粉是最常使用的外植体材料。杭玲[6]通过玉米花培技术，首次得到自交系，通过杂交育成桂花1号，并对其推广。李春红[7]等对选用的95份不同基因型的玉米材料进行花培鉴定时，能诱导出愈伤组织的基因型占52.6％,能诱导出绿苗的基因型仅占20.0％。王子霞[8]研究了新玉9号等10个玉米材料在5种培养基中的诱导情况，其中的4个材料共接种了16900枚花药，但未出现一块愈伤。可见：玉米组织培养受基因型、培养条件差异较大，具有可诱导性的材料较少，玉米花粉愈伤组织的诱导频率较低，花粉植株再生率低；玉米单倍体植株染色体加倍的成功率极低，难度更大。耗时耗费效率低等问题均制约了花药培养在玉米中的应用。
1.3  化学方法诱导玉米孤雌生殖

化学方法诱导产生玉米孤雌生殖：直接利用化学诱导物质或其他的方法（辐射等）刺激或诱导结实得到纯合的二倍体种子，通过鉴定和选择育成玉米自交系的方法，是无性生殖的一种形式。母秋华[9]通过此方法己获得V花91B，502GS等一批优良纯系，并配制了v花91B／M017等抗逆、高产、早熟的杂交组合。郭乐群[10]用药物MH 40mg/L + DMSO 2％+PEG 600mg/L对回交一代群体进行诱导，共经过4年，选育优良系540，并组配遗单6号。文柯培[11]培用MH 40mg/L +DMSO 4%+MS培养液注射玉米杂交种川单15号的花丝诱导孤雌生殖，经过多代选育，育成新自K363，并组配杂交种正红211。孤雌生殖方法具有操作较简单，并且逾越了单倍体加倍困难，但此方法的诱导效率受基因型、诱导剂种类、处理方法、处理时期，环境因素等多重因素的影响，如进一步提高诱导率和纯系频率，将大大提高其在育种中的应用价值。
2 单倍体加倍技术的研究现状    

2.1 自然加倍
    自然加倍是指作物在自然环境下单倍体各部分组织的染色体自然加倍的现象，在一般情况下，玉米单倍体植株表现为雌雄不调，单倍体自交结实率基本与单倍体雄穗的加倍率成正相关[12]，因此作物在自然环境下单倍体自然加倍频率为10%左右[13]，而许多材料的单倍体自然加倍率低于5%，并且有些材料在自然情况下不发生加倍[14]。笔者分析主要是由于单倍体获得的基础材料、实验环境（积温、水肥等）不同所导致的实验结果偏差，因此，获得大量的单倍体后，其自然加倍与诱导基础材料、种植地点、播期、栽培环境等有极大的关系，目前寻找合理的单倍体自然加倍的优化条件是开展单倍体诱导技术安全应用的前提。
2.2 人工加倍

人工加倍是通过化学试剂处理植物的生长器官实现染色体加倍。目前主要用的化学试剂有：秋水仙素和除草剂类。P.Gayen[15]用不同浓度的秋水仙素，在18℃、25℃两个温度下分别对单倍体的种子和幼苗处理不同时间，结果表明：在（18±1）℃的温度下，用0.06%的秋水仙素处理12h，单倍体加倍率为18.05%，秋水仙素浓度过高、处理时间过长都会加重植株的药害。秋水仙素的加倍率虽然较为理想，但考虑秋水仙素是环境性致癌物，对人体毒性很大而且易对植物造成死苗、畸形等伤害，只有摸索出合理的处理方案，才能将对人、环境、植株的负面影响减到最小。除草剂类中甲基胺草磷是一种有效干扰细胞有丝分裂，并可能引起加倍的试剂，氟乐灵也有一定的加倍效果[16]。Beaumont[17]的研究表明炔苯酰草胺能提高玉米花粉诱导愈伤组织的加倍率。惠国强[18]用甲基胺草磷、炔苯酰草胺和氟乐灵三种除草剂对玉米单倍体进行加倍，三种除草剂均可以提高玉米单倍体的加倍率，其中80 g·mol·L-1甲基胺草磷的效果最好。因此目前化学试剂的选择主要偏向于毒性低、安全性较高的物质，如除草剂类、N2O等，其中，除草剂处理植株的方法和秋水仙素相似，且对环境的污染比秋水仙素小，表现为低毒、低残留、易降解。

3 玉米单倍体的鉴定方法
对玉米单双倍体植株的有效鉴定是该技术的重要环节，目前主要利用形态学鉴定法和遗传标记法。

3.1 形态学鉴定法
玉米单倍体有一组染色体（n=10）。若通过染色体数目来确定其倍性精确但复杂，不适合大群体样本，因此将单倍体种入大田结合其形态特点鉴定较适合大群体使用。单倍体植株在拔节期时多数表现生活力较弱，出苗顶土力较差，植株较矮，叶片较狭窄直立和颜色浅等特点；开花期：植株雄穗分枝少、花药小、比它的标准类型要小得多，雄穗不育或育性很低；玉米单倍体植株的株高、茎粗、叶长等相当于二倍体植株的70%，而雄穗分指数、节间数、苞叶数、穗行数等相当二倍体的90%[19]。因此，在单倍体田间鉴定时，需谨慎，认真做好调查笔记，结合每个时期的表现，挑选单倍体对其进行加倍，若通过自然加倍，则在开花期时，需每天进行田间跟踪，观察雄性育性的恢复情况，需找一种较为通用的加倍方法。
3.2 遗传标记法

利用单倍体诱导系材料自身携带遗传标记基因引起的性状特点筛选单倍体，可减少根据形态上差异筛选时常有的误差，是较可靠有效的单倍体鉴定方法。陈绍江等[19]用stock 6和高油群体进行杂交通过多年的选育出农大高诱1、3、5号等，采用高油分的花粉直感效应鉴别玉米单倍体，杂交当代可使母本籽粒的胚面增大，标记较为清晰，由单倍体诱导系诱导出的籽粒分三种类型：胚乳糊粉层呈现紫色或紫红色，胚芽部位也呈现紫色或紫红色；胚乳糊粉层呈现紫色或紫红色标记，胚芽部位无色；胚乳糊粉层和胚芽部位均不显色无标记。遗传标记性状结合田间性状调查，大大提高单倍体植株的选择率，为后续的加倍工作奠定了较好的基础。
4 展望
随着我国玉米种植面积的稳步上升及需求量的扩大，既是玉米产业链的机遇，又是挑战。玉米单倍体育种技术快速获得纯和的自交系，加快育种进程。其中利用单倍体诱导系诱导玉米单倍体的发生是该技术的主要部分，随着科研工作者对诱导系的不断改良，对单倍体诱导的频率提高做出了很大的贡献。单倍体二倍体化也是该项技术的核心部分，随着深入对自然加倍和人工加倍的研究，秋水仙素加倍法将被自然加倍和除草剂加倍法取代。将此技术与种质扩增和育种材料的改良有机的结合起来，先对目标诱导材料进行有效的重组改良，累积足够的有利基因位点，然后再用单倍体技术获得纯系，将会极大地发挥单倍体育种的优势。通过单倍体技术获得纯和自交系后，可通过人为的压力选择（高密度、逆境）对其进行适应当地环境生存的选择，并将其用于玉米杂交组配中，选育优良品种来面临挑战。部分科研院所展开了对抗微管的除草剂类的研究，除草剂对环境的污染比秋水仙素小，表现为低毒、低残留、易降解。若能寻找适合单倍体加倍的安全性试剂及方法，那么单倍体技术在玉米育种中将具有较多优越性和美好的前景。
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