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海带单倍体遗传育种的实验

方宗熙 欧毓麟 崔竞进 戴继勋 陈登勤
( 山东海洋学院生物系)

摘 要

通过一系列的实验
,

包括对海带雌雄配子体的分离培养
,

促进其细胞分裂和单

性生殖以及对由此长成的抱子体的海上培养
,

取得 了三方面的成果
:

( l) 探索出用海

带单个配子体进行单倍体育种的一套方法
,

可以加快育种的进度 ; ( 2 )首次获得了海

带雌性抱子体
,

由此推知海带抱子体的雌雄性各有遗传基础
,

而且可以分开
,

这为杂

种优势的利用提供了条件 ; ( 3 )首次培育出若干雌雄配子体的无性生殖系
,

把短命的

配子体转化为长寿的配子体
,

使利用海带配子体进行遗传育种和生理生态的研究
,

摆

脱了季节性的限制
,

开辟了海带基础研究的新途径
.

近几年来
,

在我国海带养殖事业蓬勃发展
{ 11
和海带遗传育种研究 2[] 的基础上

,

我们开展了

海带单倍体的遗传育种实验工作
.

目的在通过一些有关的基础研究
,

来寻找一些多快好省的

方法
,

以培养海带优 良品种
,

为生产服务
.

农作物如烟草
、

水稻
、

小麦等的单倍体育种在国内外都已取得了成绩 f31
.

这对我们的海藻

遗传育种工作启发很大
.

海藻单倍体的生长发育
,

在国际上只有在配子体时期进行过一些观

察 4[]
.

利用单倍体的单个配子体进行育种工作在海藻 中则还未见有报道
.

我们于 1 9 7 3 年开

始了海带单倍体的一些探索工作
,

获得了海带孤雌生殖的材料 5[]
.

从 1 9 7 , 年起到现在
,

我们

又进行了比较系统的工作
,

进一步取得了一些有意义的结果
.

一
、

材料
、

方法和观察

1
.

材料

我们选择海带抱子体作为种海带的主要指标是
:

( l) 抱子体的经济性状良好
,

如叶片中

带部较宽
、

较厚
,

藻体健壮 ; ( 2 ) 成熟度较好
,

抱子囊面积较大 ; ( 3 ) 具有高度的杂种性
.

我国目前养殖的海带大部分都不是遗传性比较纯一的品种
,

杂种性较高
,

它所产生的抱子

在遗传性上是彼此有所差异的
.

这种遗传的多样性是单倍体育种的良好材料
.

2
.

方法和观察

海带单倍体育种是一项新工作
,

过去没有人做过
.

我们需要进行一些基础研究
,

在方法上

进行一些探索
.

1
.

抱子的采集和培养 将成熟的种海带阴干刺激几小时
,

即可采集抱子
.

这是通常所

本文 19 7 7年 8 月 11 日收到
.
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用的海带采抱子的方法
.

抱子采集在玻片上
.

要注意所采集的抱子密度应适宜
,

便于以后分

离配子体
.

采集的抱子在实验室里培养
,

培养温度一般为 8。

一12 ℃
,

光强大约为 1 5 0 0 烛光
,

光照时

间每夭 10 小时
.

培养液采用消毒海水加人适量的营养盐 (即 N

—
4 PP m

,

P

—
0

.

4 PP m )
.

n
.

配子体的分离 抱子附着在玻片后
,

经过 7一 10 天的培养
,

即长成雌雄可以明显区

分的配子体
.

雌配子体细胞较大
,

并大都是单细胞的
,

色素较深
.

雄配子体则长成多细胞
,

细

胞较小
,

色素较淡
.

这时对雌雄配子体进行分离是比较方便的
.

分离工作在显微镜下进行
.

用

微细吸管吸取配子体稀释液
,

滴一滴在小玻片上
,

置显微镜下检查
,

里面如果只含有一个配子

体
,

又无杂藻
,

即分离成功
.

这时
,

立即在玻片上加一滴培养液
,

将玻片平放在培养皿中
,

加人少

量消毒海水
,

使玻片底部浸在水里
,

然后加上培养皿的盖子
,

以保持一定的湿度
,

让配子体重新

附着
.

经过 3一 4 天的培养
,

配子体会重新附着于玻片上
.

然后移人正常的培养液中培养
.

以

后每两星期更换培养液
.

培养期间
,

定期检查其生长发育的情况
.

n l
.

促进细胞分裂 在低温正常条件下
,

雌雄混合培养的雌配子体
,

一般在单细胞状态

下就能达到成熟
,

形成卵囊
,

进行排卵
.

分离培养的海带配子体一般会推迟成熟
.

就雌配子体讲
,

经过分离培养
,

有一部分能在一

个或几个细胞的情况下成熟排卵
,

进行孤雌生殖
.

有一部分则能不断地进行细胞分裂
,

长成多

细胞的丝状体或分枝体 (图 1 )
,

甚至是簇生丝状体 (簇生丝状体是细胞非常多的分枝体 )
.

女口

果用一些适宜的理化条件处理雌配子体
,

它们更能长期地进行细胞分裂
,

长成复杂的分枝体

或簇生丝状体
.

有若干理化条件可以促进海带雌配子体的细胞分裂
,

延长其营养生长
,

使长

成含有更多细胞的配子体
.

维生素 c 对促进细胞分裂是一个有效的化学因子
〔日

.

连续光照和

较高温度 ( 1 8 。

一 22 ℃ ) 等物理条件也很有效
〔” .

根据我们目前的观察
,

低温下的连续光照这种

条件
,

既有较大效应
,

也便于进行
.

图 ] 海带三个雌配子体经过分离培养的生长情况

(不 同个体生长速度不一致 )

vI
.

促进抱子体的形成 有些雌配子体在分离条件下经过两三星期或较长 时 间的塔

养
,

即能发育成熟
,

大量形成卵囊
,

进行孤雌生殖
,

长出抱子体 (照片 1)
.

有一部分雌配子体则

长成复杂的分枝体
,

特别在较高温度和低温的连续光照下
,

能比较长期地进行营养生长
.

要使 已经长期进行营养生长的雌配子体较快地成熟
,

形成卵囊
,

进行孤雌生殖
,

一般需要
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改变培养条件
.

例如
,

我们从多次的实验知道
,

在低温连续光照下的雌配子体
,

要促使其成熟
,

需要缩短光照时间
,

它才更容易形成卵囊
,

进行孤雌生殖
.

在较高温度下的雌配子体
,

需要降

低温度
,

例如降到 16 ℃ 以下
,

它才容易形成卵囊
,

进行孤雌生殖
.

长期进行营养生长的雄配子体也能在上述适于成熟的条件下长出抱子体
.

但其过程另有

特点
:

( l) 多数是雄配子体的顶端细胞膨大
,

由此经过细胞分裂
,

长成抱子体 ;少数是非顶端细

胞膨大
,

长成抱子体 ; ( 2 )雄配子体不经过配子阶段
,

由膨大细胞直接长成抱子体
,

这是无配子

生殖 ; ( 3 )雄配子体要进行无配子生殖
,

长出抱子体
,

所需要的时间要长得多
,

据目前观察
,

至

少推迟一个月以上
.

V
.

染色体加倍 海带细胞学材料用卡诺固定液固定
,

用醋酸洋红或地衣红染色
,

即可观

察
.

从细胞学观察知道
,

海带染色体很小
.

其单倍体大约是
n
~ 22

,

二倍体大约是 2n ~ 44
.

这跟 A be 8[] 的观察一致 (照片 2一 3 )
.

为了促使单倍体细胞转化成二倍体
,

我们曾用千分之一的秋水仙素 处 理 雌 配 子 体 3一斗

天
,

这对染色体加倍有显著效果 (表 1 )
.

表 1 海带雌配子体经过千分之一秋水仙素处理 3 ee 月夭
,

染色休加倍情况

—
!
一
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从表 1可以看出
,

雌配子体在细胞分裂中有少数 ( 1
.

, 界 ) 能自然加倍
.

由孤雌生殖所产生的抱子体
,

成熟后所产生的雌配子体如果由孤雌生殖长成幼抱子体
,

其

自然加倍的情况如何呢? 我们初步观察发现这种幼抱子体 (其细胞数目不超过十个 )的染色体

启然加倍 (照片 4 )数量很大 (表 2 )
,

可以达到 45 多
.

表 2 海带由孤雌生殖所产生的幼抱子体染色体自然加倍的比率

厄厄厄
习习习

幸…件1亩…) 二

臀津尹礴
】}

’ 3 厂 l

图 2 海带由孤雌生殖所长成的幼抱子体

(l 一 2 正常
,
3一 , 畸形

,
3 有多核的细胞

,
4 有不规则的假根

,
5 不长出假根 )
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V l
.

抱子体在海上的生长发育 由上述单倍体育种方法所长成的抱子体
,

在形 态 上 变

异很大
.

就孤雌生殖的材料讲
,

抱子体大部分是畸形的
,

约占 70 多 以上
.

例如叶片卷 曲
,

假根

不发达
,

甚至不长出假根等
.

但有一部分抱子体形态正常 (图 2 )
.

抱子体畸形很多
,

这可能跟

单倍体和嵌合体有关 (表 2 )
.

1 9 7 6 年 n 月 2 日把上述生长正常的抱子体移至海上培养
,

它们大多生长正常 (照片 5 )
.

特别是经过秋水仙素处理的抱子体较为正常 (照片 6 )
,

有少数个体比对照组海带长得大些
、

长

些
.

到 1 9 7 7 年 6 月大部分抱子体都按时成熟
.

对成熟的抱子体分别采了抱子
.

抱子的生活

力大都正常
,

能按时萌发长成配子体
.

二
、

结 果 和 讨 论

1
.

探索出海带单倍体育种的基本方法

上述关于海带单倍体遗传育种实验
,

大部分已重复多次
,

实验结果一致
,

表明单倍体育种

方法已经基本过关
,

在海带养殖中可以应用
.

根据我们的实验观察
,

为了保证海带单倍体育种

成功
,

要注意以下几个环节
.

第一
,

要注意分离出来的配子体是单个的
,

而且不要混有杂藻
.

第二
,

要根据配子体生长的具体情况
,

提供条件
,

促进营养生长
,

使长成多细胞的个体
,

增加孤

雌生殖的机率
,

这样就可以得到较多的抱子体
.

第三
,

要根据实际的生长情形及时改变培养

条件
,

以促进尽可能多的配子体细胞长出抱子体
.

2
.

获得了海带雌性抱子体

海带雌配子体由孤雌生殖所长成的抱子体成熟时
,

它所产生的抱子
,

全部萌发成雌配子

体
,

没有发现一个雄配子体
.

这表明由孤雌生殖所长成的抱子体是雌性的
.

这种雌性抱子体

产生的抱子所长成的雌配子体在生长发育中表现以下特点
.

第一
,

这种雌配子体成熟比较慢
.

比方说
,

一般雌雄混合的雌配子体在低温培养条件下
,

大约经过两星期即大都成熟
,

进行排卵

和发育成抱子体
.

而这种雌配子体经过 20 天的培养却还大部分不成熟
.

第二
,

它们的成熟虽

然推迟了
,

但仍能成熟
,

形成卵囊
,

排出卵子
,

进行孤雌生殖
.

第三
,

它们在低温正常条件下
,

大

部分长成多细胞丝状体
.

值得指出
,

海带雌配子体由孤雌生殖所长成的抱子体全部是雌性的
,

这是科学上的新发

现
.

过去
,

我们所知道的海带抱子体是无性的
,

也可以说是一种雌雄同体
,

它所产生的抱子大

约有一半长成雄配子体
,

有一半长成雌配子体

(表 3 )
.

我们现在获得了雌性抱子体
,

有理由推

侧由雄配子体所长成的抱子体将是雄性的
,

它

可能只产生雄配子体
.

这里有一个学术问题值得讨论
.

在小麦和

表 3 海带雌雄配子体的比例

个 体 数

雌配子体

雄配子体

3 2 ”

}
5 1

·

,

水稻等作物的单倍体花粉育种中
,

所产生的抱子体能够产生雌蕊和雄蕊
.

从遗传学 研 究 知

道
,

它们没有性染色体
.

至于雌雄异体的生物大都有性染色体
.

例如女人的性染色体是 X X
,

男人的性染色体是 x y
.

海藻学者 E v 叨 s 9[] 曾看到欧洲产的几种海带雌配子体有一个较大的

染色体
,

并推测这是性染色体
,

可是他并没有作过遗传实验
,

未能解决这个问题
.

现在我们从

梅带遗传育种的系统实验中发现了海带抱子体的性别可以分开
,

因此有理由推测海带可能有

性染色体或性别基因的存在
.

但我们的细胞学观察尚未发现性染色体
.

这可能由于性染色体
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在形态上不一定有明显差异
.

3
.

培育出海带配子体的无性生殖系

无性生殖系或无性繁殖系也叫克隆 (dn o e)
,

这是由一个亲本通过无性生殖方式所 产 生 的

遗传性一致的群体
.

目前栽培的地瓜和土豆各品种都属于无性生殖系
.

产生抗菌素的青霉
、

链霉各品系也是无性生殖系
.

我们是由于偶然的发现而培育出海带无性生殖系的
.

我们在分离培养单个海带配子体的

过程中
,

由于延长了配子体的营养生长
,

得到了含有成千上万个细胞的复杂分枝体或簇生丝状

体
.

我们猜想它会继续进行营养生长
.

于是我们把每一个复杂的分枝体或簇状体在显微镜下

撕开
,

分成数以千计的丝状体或分枝体
,

进行培养
.

在培养中注意促进其营养生长
.

低温下的

连续光照是促进其营养生长的一种有效条件
,

可以在一定程度上抑制其发育
.

这样
,

每一个分

开的丝状体或分枝体就又可能长成复杂的分枝体或簇生丝状体 (照片 7 )
.

这就是海带配子体

的无性生殖系
.

海带配子体无性生殖系也是科学上的新鲜事物
.

我们已建立了若干雌配子体和雄配子体

的无性生殖系 (照片 8 )
.

海带配子体无性生殖系有这样的特点
: ( l) 每一个无性生殖系都起源于一个细胞

,

即一

个配子体
,

同一无性生殖系的遗传性是一致的
,

而且其主要遗传基础是单倍体 ; ( 2 ) 它们能长

期进行营养生长
,

这就把短命的配子体转化成长寿的配子体
.

这样
,

利用配子体所进行的科学

研究
,

就摆脱了季节性的限制
,

海带遗传育种的科学实验可以随时进行 ; ( 3 ) 无性生殖系保留

了原来的性别
,

这便于杂种优势的研究和利用 ; ( 4 ) 它们都是未分化的细胞
,

而且细胞数量很

大
,

可以应用微生物学方法进行研究
.

这种无性生殖系有广阔的利用前途
.

比方说
,

( l) 可以利用它进行单倍体育种
.

这方面

的工作我们已经进行
,

并取得了初步成果
.

现在已有二棵由雌性无性生殖系通过孤雌生殖所

长成的抱子体在海上生长
,

按时成熟
,

产生出正常的抱子
,

( 2 )可以利用它进行诱变育种
,

如辐

射育种和激光育种等
.

由于这类材料是单倍体
,

诱变育种较易收效
.

我们已在这方面开始做

些探索性工作
.

( 3 ) 可以利用它进行其他遗传实验和生理生态实验
.

这里有一个问题值得讨论
:
为什么不是所有的配子体都能形成无性生殖系? 我们的实验

结果表明
,

就雌配子体讲
,

只有一部分雌配子体在我们的实验条件下 (例如
,

低温的连续光照或

维生素 c 处理 )
,

能比较容易形成无性生殖系
,

其他雌配子体则较易成熟
.

这暗示不同的配子

体其遗传性是有差异的
,

因此对外界条件的反应也有所不同
,

就是说
,

能否比较容易地形成无

性生殖系跟遗传有关
,

这种情况是容易理解的
.

因为 “
外因是变化的条件

,

内因是变化的根据
,

外因通过内因而起作用
” .

因此
,

在培育无性生殖系的工作中
,

既要注意做好筛选工作
,

由此得

到具有适宜遗传性的配子体
,

又要控制培养条件
,

使遗传可能性转化成现实
.

三
、

展 望

这里仅从两方面对本实验结果可能导致的前景
,

进行讨论
.

1
.

国外有人指出
,

象厚叶翅藻 41[
、

海带
〔川等由孤雌生殖或由无配子生殖所长成的抱子体基

本上都是畸形的
,

不久即死亡
,

这意味着单倍体育种在海带育种中没有前途
.

我们的实验结果

推翻了这个论点
.

上面指出
,

海带单倍体抱子体虽然大部分是畸形的
,

但有一部分是正常的
.
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只要进行较大量的单倍体育种工作
,

仍然可以得到数量可观的正常的抱子体
,

这是第一 第

二
、

只要注意提 供适宜的条件
,

延长配子体的营养生长时期
,

可以大量长出抱子体
.

第三
,

海带

由孤雌生殖所长成的抱子体
,

染色体 自然加倍的比率较高
.

海带单倍体育种方法的过关
,

抱子体性别可以人工分开和配子体无性生殖系的培育成功
,

为海带杂种优势的利用开辟了广阔的前途
.

现代育种学有两方面的基本任务叫
:
一是选育出

优良品种
,

一是选育出适宜的 自交系以产生杂种优势
.

在海带育种中
,

过去我们只能用常规育

种方法
,

这主要是通过自交
,

在后代中选择优良个体的办法
,

进行育种
.

对于杂种优势的研究

和利用未能开展工作
.

现在情况不同了
,

我们已经得到了
“

纯种
”
的雌性抱子体

,

有了它
,

杂种

优势的研究和利用可以开始了
.

其次
,

有理 由相信我们可能得到
“
纯种

” 的雄性抱子体
,

如果这

样
,

这对海带杂种优势的研究和利用就更加方便了
,

这方面的工作我们已着手进行
.

2
.

海带配子体无性生殖系的出现
,

可能为育苗工作提供技术革新的良好条件
.

现在存在

的间题是雄性无性生殖系较难成熟并排出精子
.

这可能是促进精子成熟的基因受到 了抑 制
.

如果能解除这种抑制
,

促使它们同步成熟
,

排出大量精子
,

那末育苗工作可能简化得多
.

同时

优良品种的保种工作也方便得多
.

但这需要进行一系列的科学研究
.
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