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花粉管通道法在玉米自交系改良中的应用
＊

祁永红

(黑龙江省农科院玉米研究所 , 哈尔滨 150086)

摘要:就几年来花粉管通道法在玉米自交系改良中的应用情况加以概括 ,提出了导入方法的适宜

细则 ,对后代变异情况加以论述 ,并对今后该项工作的开展提出几点建议。
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the Application of the Pollen Tube Pathway Method

in Maize Inbred Inprovement
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Abstract:The application of the pol len tube pathw ay me thod in improving maize inbred lines w as

summaried in this paper.The method of increasing the int roduction eff iciency w as also discussed ,

the variant t rai t s o f the progenies f rom this method w ere described , and several proposals for fu-

ture study w ere mentioned.
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　　目前 ,我国玉米自交系的主要来源为单交种组

合(二环系)占 42.3%,综合种或群体占 13.4%,地

方品种占 12.6%,回交占 10.6%。我国玉米杂交种

的亲本种类较少 ,种质遗传基础较为狭窄 ,玉米杂交

种的产量提高水平进展缓慢 ,因此 ,拓宽种质基础是

玉米育种长期的重要任务 。随着生物技术的发展 ,

农业分子育种已从梦想走向探索研究阶段 ,并将成

为现实 ,但由于目前对植物遗传背景了解有限 ,目的

基因的分离和转移有很大困难;同时 ,为了避免研究

与应用的脱节 ,从现行遗传育种的应用角度考虑 ,我

们采用了周光宇先生首创的外源 DNA 直接导入技

术即花粉管通道法[ 1] 探讨玉米自交系的改良 ,通过

对外源种质的引入达到拓宽玉米种质基础的目的 。

1　根据玉米的花器结构探讨导入方法
1.1　导入所需设备及操作要点

1.1.1　导入工具　一把医用手术刀 、一个微量滴管

和 DN A的存放及灭菌等辅助设备。

1.1.2　操作要点　由于玉米的花柱比较长 ,在外源

DNA 导入前必须对果穗进行整理 ,用手术刀割去大

约距穗轴顶端 1 ～ 2 cm 的花丝和苞叶 ,为使滴入的

外源 DNA 不流出来 ,要去掉苞叶里面的花丝 ,使其

低于苞叶 ,注意不要伤着果穗;因为玉米的花丝比较

多 ,为使其充分接收 DNA 溶液 ,滴入的 DNA 溶液

量一定要充分 ,一般每穗 0.5 ～ 1.0 mL ,在不同时间

段分别滴入等量的 DNA ,以提高转化效率和试验准

确性;在进行外源 DNA 导入操作步骤中要严格控

制外来花粉的侵入 ,以免影响试验的可靠性。

1.2　导入时间的选择

由于花粉管通道法利用的是花粉萌发后形成的

花粉管通道 ,何时花粉萌发 ,何时形成管道以及何时

管道关闭等对外源 DNA 的进入 、转化都有影响。

因此 ,我们从玉米的花器结构及授粉 、受精等特点进

＊ 收稿日期:2006-04-03

　基金项目:哈尔滨学科后备带头人基金项目(2002AFXYJ040)
　作者简介:祁永红(1963-),女 ,黑龙江省尚志市人 ,副研 ,从事玉米育种研究。 Tel:0451-86673117;E-mai l:qiyong h on g@126.com。



行探讨。玉米是单性花 ,所以可以人为控制授粉的

时间 ,玉米的花粉落到柱头上几分钟就可萌发 ,再经

过十几个小时就可授精 , 2 ～ 3 d后花丝就萎蔫 。在

借鉴前人经验的同时[ 2 , 3] ,我们设计了授粉后 12 ～

26 h的不同时间段来进行导入的方案 ,考虑到 DNA

溶液高温容易蒸发的问题 ,所以把导入时间放在晚

上或早晨。经几年摸索 ,可看出年季间气候影响导

入效果;能够产生变异的时间为授粉后 12 ～ 24 h。

导入时期在上午 8∶30之前 ,22∶00以后都可产生

变异 ,导入次数 1 ～ 2次都有变异发生(见表 1)。

表 1　不同年份导入时间及变异情况

项目 1993年 1994年 1995年 1996年 1997年 2002年 合计 百分率(%)

导入时期(授粉后时间 h) 22-26 18-23 20-22 18-20 20-22 12-20 - -

变异时间(h) 22-24 18-23 - - - 12 - -

变异时期 8∶30 7∶30 、8∶30 - - - 22∶00 - -

导入次数 1 2 - - - 1 - -

导入组合数 4 10 3 3 19 7 46 -

变异组合数 1 5 0 0 0 1 7 15.2

2　导入后代的变异情况
2.1　对变异率的影响

导入后代的变异多发生在 D1 、D 2 代 ,因此统计

到 D3 代如表 1所示:年季间转化效率不同 ,这也许

表 2　不同变异组合的变异率

变异组合 变异率

2691×丰收 11(22h) 9.19×10-3

2691×丰收 11(24h) 6.53×10-4

746×M017(23h) 1.1×10-3

抗甸 11×紫玉米(18-19h) 3×10-3

M 017×抗甸 11(23h) 5.5×10-3

抗甸 11×高粱(18-19h) 6.4×10-3

M017×大豆兴隆 93-95(12h) 8.47×10-3

与气候条件有关 ,由于近几年的温室效应 ,使得授粉

期温度过高 ,DNA 溶液易蒸发 ,6年的导入组合只有

15.2%的变异产生 ,而每一变异组合的变异率也有

所不同(见表 2)。从表 2 看出 ,只要产生变异 ,其变

异率除在 24时是 10-4 ,其余都在 10-3 左右 。

2.2　对变异性状的影响

外源 DNA 的导入变异后代 ,不论从形态特征 ,

生化指标还是细胞结构都发生了变化 ,如大豆丰收

11 DNA 导入辐 2691的变异后代中 ,形态特征如叶

型 、株型 、株高和子粒等都有不同程度的变化 ,对其

后代进行生化指标分析粗蛋白含量 ,除一个品系下

降外 ,普遍提高(见表 3)。最高可提高 2.71个百分

点 ,为玉米品质育种提供了良好的途径。而形态特

征表现明显差异的如紫玉米 DNA 导入抗甸 11的两

个变异后代明显像供体 ,但果穗类型保留受体的特

性 ,对其亲本及后代细胞结构进行电镜观察发现 ,供

体 、受体及后代间存在明显变化(见表 4)。

表 3　大豆丰收 11 DNA 导入辐 2691变异株系生理指标

样品 CK 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

粗蛋白含量(%) 10.96 12.40 11.26 9.88 11.77 11.29 12.10 12.27 11.07 12.57 13.67

表 4　亲本及后代间细胞结构的异同

结构 供体 受体 变异系 1 变异系 2 结构 供体 受体 变异系 1 变异系 2

表皮细胞物质 丰富Δ 液泡化Ο 丰富 Δ 丰富 Δ 上表皮细胞大小 小 Δ 大Ο 小 Δ 小 Δ

表皮细胞外侧壁 加厚Δ 未加厚Ο 加厚 Δ 未加厚Ο 上表皮细胞一致性 一致 Δ 一致Ο 一致 ΔΟ 一致 ΔΟ

叶肉细胞排列 紧密Δ 疏松Ο 紧密 Δ 紧密 Δ 下表皮细胞大小 小 Δ 大Ο 大Ο 大小 ΔΟ

维管束排列 紧密Δ 疏松Ο 紧密 Δ 紧密 Δ 下表皮细胞一致性 一致 Δ 一致Ο 一致 ΔΟ 不一致

　　从表 4 看出 ,两个变异新品系从结构上多数与

供体相似 ,对其它变异组合的后代变异情况没有进

行更深入的探讨 ,但从田间的形态特征表现看都或

多或少的具有双亲的特点 ,而同时又有自己的特异性。

3　导入后代的处理
3.1　导入后代的种植群体数量及取舍世代

由于目前受生物技术水平和各种条件的限制 ,

转化效率比较低 ,这样导入后代的种植必须保证一
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定的群体数量 ,双株或分批种植 ,以防止导入材料丢

失 ,且每株都必须严格自交授粉 ,在整个生育期观察

后代变异情况。

从几年的试验观察 ,导入外源 DNA 产生的变异

多发生在 D1 、D2 代 , D3 代性状充分分离 ,从遗传学

的角度解释 ,若整合的为显性基因则 D1 代即表现出

来 ,若整合的有隐性基因 ,则需自交纯合后 ,方能表

现出来 ,若整合的为 DNA 片段 ,则部分性状发生变

化。因此低世代材料尽量不要舍去 , 到 D4 代大量

淘汰 。

3.2　导入后代的筛选

基因是以 DNA 片段形式存在 ,不像有性杂交那

样产生杂种优势 ,只产生某些性状优势变异 。因此 ,

对于特别高大的植株有可能操作不严 ,应视具体情

况进行取舍 ,要区分开变异株系和后代分离株系 ,以

便准确的统计变异率 。虽然利用花粉管通道技术打

破了物种间的界限 ,将优良外源基因导入玉米自交

系中 ,但产生变异后代的类型特别丰富 ,各种变异性

状都有理论研究的价值 ,但侧重应用研究的育种工

作者须利用常规育种技术进行种质资源鉴定评价 ,

筛选优良性状 ,为杂交组合的组配提供良好的基础

材料 。

4　讨论和建议
4.1　花粉管通道法已成为目前转基因的有效技术

手段之一
[ 5 ～ 7]

,特别是从育种家角度考虑 ,既简便又

实用。通过导入外源总 DNA 确实可以产生变异 ,虽

变异目的性不强 ,但可以从中筛选很多有利用价值

的变异类型 ,在目前条件下可以利用。

4.2　不同种间的遗传物质的交换 ,通过花粉管道法

可以实现 ,如玉米的蛋白质含量只有 8%～ 10%,而

通过导入大豆的 DNA ,可以产生高蛋白的类型 ,拓

宽了玉米基础材料种质资源。

4.3　利用花粉管通道法转移外源 DNA 的具体细

则 ,例如何时导入效果最佳有待进一步探讨。根据

经验 ,晚上因气温较低 ,DNA 中溶液不易蒸发 ,把导

入时间改在傍晚效果较好 。若前一天 20∶00 ～ 21∶

00左右授粉 ,第二天 16 ∶00 ～ 18 ∶00 导入外源

DNA ,导入时间为授粉后 19∶00 ～ 22∶00 ,此时的

花粉未开 ,需要把花粉保存在冰箱里 ,以获得较好的

变异结果 。

4.4　今后做此项工作时应记录环境条件 ,以便探讨

外界环境对转化效果的影响。
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