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低能氮离子注入对同源四倍体
水稻双胚苗特性的影响
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摘要:利用低能离子注入技术对同源四倍体水稻进行注入处理 ,在其后代群体内筛选到具有双胚

苗特征的突变单株。在突变单株的纯化过程中对其多胚苗性状的表现进行了观察鉴定 。随后 ,在

突变体后代的主要农艺性状趋于稳定时对两个株系在不同温度条件下的多胚苗频率进行了鉴定。

结果表明 ,利用离子注入技术可以对同源四倍体水稻进行有效地改良 ,由此可以获得具有遗传变异

特点的新种质 ,其双胚苗特性随着自交世代的推进而得到保持 。同源四倍体双胚苗材料在其性状

表达特征 、性状表达频率和性状表达条件等方面均显现出一定的特异性 。在试验材料的群体内多

胚苗发生频率因材料种类不同或发芽温度不同而表现出一定的差异性 。种子经过去颖壳处理后可

以使其双苗频率提高 32.4 %～ 36.0 %。在同源四倍体双胚苗材料中 ,其苗位特征表现出明显的

多样性。
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Abstract :The of f-springs of autote traploid rice w ere t reated by low-ene rg y N + io n beam , then

the mutant seedling s wi th tw in-embryo character w as elected.When the main agronomic charac-

ters of the twin-embryo seedling plants trends to be stable , tw o lines w ere selected to study the

f requencies of tw in-embryo seedlings in dif ferent temperatures.The results show ed that auto te

t raploid rice m ight be effectively improved by ion beam bio-technique , f rom which the new germ-

plasm w ith heredi table tw in-embryo seedling could be selected.The tw in-embryo seedling plants

show ed obviously the specif icity in the expressing feature , frequency and condi tion of goal t rai ts.

The frequencies of twin-embryo seedling s w ere via rious in dif ferent experimental material and

different g erminating temperatures.T he frequency of twin-embryo seedling s could be increased

by 32.4%-36.0% by husking the seed hull.The morpho logical characte ristics of twin-embryo

seedling plants presented apparent multiplici ty.

Key words:A utotet raploid;Tw in-embryo seedling rice;Morphological characterist ics;Stability
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　　根据杂交水稻育种的战略设想[ 1 , 2] ,在我国超

级稻育种已经取得突破性进展并且在生产上也产生

了巨大经济效益的大环境中 ,研究者目前有必要注

重水稻遗传改良中仍然遗留下来的难点问题 ———固

定水稻杂种优势效应和简化水稻杂种优势利用的技

术程序。如何利用现代生物技术创造水稻新种质 ,

进而从生殖生物学角度寻找具有特殊生殖发育特性

的新材料或新的基因资源则是值得进一步探索的研

究方向。20世纪 80 年代中期 ,在我国被发现和挖

掘的重离子束生物技术 ,在创造生物体遗传性变异

群体方面虽具有新颖性 ,但荷能离子被注入生物体

后所表现的生物学效应具有局部性 、双重性和不易

修复性。在具体的试验操作过程中荷能离子束的注

入射程具有可控性 、集束性和方向性 ,在损伤程度比

较轻的情况下可以获得比较高的突变率和比较宽的

突变谱。经过 20多年的研究和探索 ,重离子生物工

程作为一门新兴的交叉学科已经显现出其应有的技

术特色 ,其技术的实用性和对生物体遗传改良效果

的普遍性已经被大量的试验结果所证实[ 3] 。本项研

究立足于以氮离子束为诱变源 ,对同源四倍体水稻

进行遗传改良 ,由此获得了同源四倍体双胚苗水稻 。

在此基础上 ,对双胚苗的形态特征及其性状稳定性

进行了研究 ,旨在更好地认识同源四倍体双胚苗水

稻的外观特征 ,进而为更深入地开展多倍体水稻的

生殖生物学研究积累新的资料 。

1　材料和方法

1.1　离子注入及材料筛选

以同源四倍体水稻品系 99-01(4)和相应的二

倍体水稻品种 99-01(2)为材料 ,前者是以后者为材

料通过种芽诱导法所筛选到的性状稳定的同源四倍

体水稻品系
[ 4]
。

在试验中以能量为 25keV 的低能氮离子束为

诱变源 ,离子注入剂量为 4.0×1016 N +/cm 2 ,在真

空靶室内对试验材料的种胚进行离子注入处理。在

离子注入处理中所采用的仪器设备为中国科学院等

离子体物理研究所自制的 LCD-1000多功能离子

注入机。在试验中首先将每份水稻种子去壳 ,将其

插入并固定在盛有花泥的培养皿中 。种子的胚部露

在花泥的外面(即种胚朝上露出),以便能直接受到

低能氮离子束的照射 。在静真空度和工作真空度均

为 10-6 Pa 的条件下进行离子辐照处理。随后 ,按

照常规水稻的浸种催芽方法 ,在 30℃条件下进行浸

种和催芽 ,再将已经成苗的材料寄栽到实验盆内 。

当材料具有 5 ～ 6片真叶时按照 30 cm ×25 cm 行

株距将其移栽至大田让其在自然条件下生长发育。

成熟期 ,分别筛选一些比较特殊的变异单株 ,在隔离

条件下让其自交繁殖 ,按单株留种 ,由此形成第二代

群体 ,对其变异性状的稳定性进行观察研究和进一

步筛选 。

1.2　多胚苗形态特征和表达频率的观察鉴定

从 M 3 到 M5 以群体内的单株为单位对其多胚

苗发生情况进行观察鉴定。在观察鉴定试验中 ,首

先按照试验设计将各份试验材料的种子放入温度恒

定在 30℃的清水中浸泡 2 d。随后 ,将其放入铺有

湿润滤纸的培养皿中催芽和培养 , 10 d后分别统计

其群体内双胚苗 、三胚苗和四胚苗的数目 ,由此计算

多胚苗的发生频率 。(多胚苗发生频率=双胚苗数/

发芽总数×100%;三胚苗频率=三胚苗数/发芽总

数总数×100%;四胚苗频率=四胚苗数/发芽总数

×100%;多胚苗频率=双胚苗频率+三胚苗频率+

四胚苗频率)。此外 ,在多胚苗中各种类型的相对频

率采用另外的计算公式统计 ,即双胚苗频率=双胚

苗数/多胚苗总数×100%;三胚苗频率=三胚苗数/

多胚苗总数×100%;四胚苗频率=四胚苗数/多胚

苗总数×100%。

对于同源四倍体水稻群体内所出现的双胚苗突

变材料 ,按照单株筛选法对其进行 2 个世代的筛选

和纯化 ,待其主要农艺性状稳定后按照试验设计对

其双胚苗的形态特征及其性状稳定性进行了研究。

以同源四倍体双胚苗株系 ASDOR05-01 和 AS-

DOR05-02 、同源四倍体水稻 99-01(4)和相应的二

倍体水稻 99-01(2)为研究材料 。4 次重复 ,在每一

重复中每份材料的 4 000粒种子分为留壳和去壳两

种处理 ,在 25℃条件下浸种 ,在 30℃条件下催芽 ,对

试验材料的特征特性进行观察鉴定 ,统计其双胚苗

的发生频率 。同时 ,对双胚苗的形态特征进行观察

鉴定。

2　结果与分析

2.1　离子注入后代群体的筛选结果

经过低能氮离子束注入后 ,在试验材料的当代

群体内出现了一些突变体 ,其突变体的类型和变异

频率因材料种类不同和离子注入剂量不同而异
[ 5]
。

对于各种突变体材料按照不同材料类型单株收种。

随后 ,在经过低能 N +注入剂量为 4.0 ×1016N +/

cm
2
的处理中 ,在同源四倍体水稻 99-01(4)的 M2

代群体内发现了 1株具有多胚苗特征的突变株(命
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名为“99-01(4)-双”)。观察结果表明 ,该突变株所

形成的两株苗为均势双苗 ,即形成的两株苗在生长

势上大小相当 ,没有表现出强弱之分。以该双胚苗

突变株的根尖为材料进行染色体鉴定的结果表明 ,

这两株苗的细胞内所携带的染色体数目均为 48条 。

通过将双胚苗植株中的两个单株分别进行标记后 ,

获得了两个单株分别产生的 M3 群体 。在 M 3 群体

内各个单株在主要农艺性状上仍然表现出明显的分

离现象。发芽试验的统计结果表明 ,在 M3 群体内

除了双胚苗之外 ,还出现了三胚苗和四胚苗 ,多胚苗

频率为 2.26%。在全部多胚苗材料中 ,双胚苗 、三

胚苗和四胚苗出现的相对频率分别为81.95%,

9.72%和 8.33%。然而 ,在随后的世代中没有发现

三胚苗材料和四胚苗材料 。

以突变株所产生的低世代材料为基础对其双胚

苗频率进行了观察鉴定。通过将双胚苗植株中的两

个单株分别进行标记后 ,获得了由两个单株分别产

生的 M 4 群体 。对 M 4 群体的两个株系进一步的鉴

定结果表明 ,在一个群体(定名为 A 群体)内双胚苗

出现的频率为 2.35%,在另一个群体(定名为 B 群

体)内双胚苗出现的频率为 2.16%,两者没有明显

的差异。随后 ,在由两个群体产生的 M4 后代内分

别随机地收取种子 ,对其双胚苗发生频率进行鉴定 。

结果表明 , 在 A 群体内双胚苗出现的频率为

2.08%,在 B 群体内双胚苗出现的频率为 2.11%,

两者也没有明显的差异。由此可见 ,在同源四倍体

水稻 99-01(4)中所筛选到的双胚苗单株 ,随着分离

世代的不断推进和个体特征特性的不断分化其双胚

苗特性表现出一定的可遗传性 ,但其双胚苗频率较

低 ,这有待于进行深入研究 。

2.2　稳定群体内双胚苗性状的特异性

在试验中以具有双胚苗特性的 A 群体和 B 群

体为基础分别进行 2个世代的株系选择 ,随后获得

了农艺性状相对稳定的两个株系(ASDOR05-01

和 ASDOR05-02),再以这两个稳定株系为材料对

其多胚苗发生频率进行鉴定。结果表明 ,作为对照

的同源四倍体水稻 99-01(4)和相应的二倍体水稻

99-01(2)在 4种温度条件下进行发芽试验 ,在群体

内均没有发现多胚苗个体 ,这说明它们不具有多胚

苗特性 。在两份多胚苗株系中均出现了多胚苗个

体 ,但在群体内多胚苗发生频率因材料种类不同而

异 ,或发芽的温度条件不同会促使其频率表现出一

定的差异(表 1)。从双苗性状发生频率的总体平均

值来看 ,ASDOR05-01的双苗频率(4.3 %)要高于

ASDOR05-02的双苗频率(1.3 %)。在发芽温度

为30℃的条件下 , ASDOR05-01和ASDOR05-02

表 1　在不同温度条件下试验材料的发芽率和双苗率 (%)

温度(℃)
ASDOR05-01

发芽率 双苗率

ASDOR05-02

发芽率 双苗率

99-01(4)

发芽率 双苗率

99-01(2)

发芽率 双苗率

20 82.6 2.5 80.5 0.5 86.5 0 76.5 0

25 84.0 4.5 85.0 0.5 89.0 0 80.0 0

30 86.0 6.8 88.5 2.5 90.5 0 82.0 0

35 83.5 3.3 87.1 1.6 87.5 0 83.0 0

平均值 84.0 4.3 85.3 1.3 88.4 0 80.4 0

　注:表内试验数据为 4次重复的平均数

的双苗频率均为最高值 ,分别为 6.8%和 2.5%。

　　根据前人的研究结果 ,种子颖壳的有无对双苗

频率和发芽率有一定的影响
[ 6]
。在本试验中 ,试验

材料在 25℃条件下浸种 ,在 30℃条件下进行催芽 ,

对于试验材料颖壳的有无所导致的效应进行了研

究。结果表明 ,对于所有的试验材料而言 ,种子去壳

有利于提高其发芽率 ,发芽率提高的幅度大约为

3%左右。在两份对照材料[ 99-01(4)和 99-01(2)]

中没有发现双胚苗个体 ,而在 ASDOR05-01 和

ASDOR05-02 群体内均出现了双胚苗个体 。在

ASDOR05-01群体内 ,种子去颖壳处理后使其双

苗频率提高至 9.0%,这比同样条件下种子不去颖

壳的处理结果(6.8%)提高了 32.4%。在 AS-

DOR05-02群体内 ,种子去颖壳处理后使其双苗频

率提高至 3.4%,这比同样条件下种子不去颖壳的

处理结果(2.5%)提高了 36.0%。由此可见 ,在水

稻双胚苗频率的鉴定试验中种子颖壳的有无在一定

程度上影响着其双胚苗性状的表达频率。

根据对双苗材料的苗位进行观察的结果表明 ,

其双苗苗位存在着两种类型 ,即非完全双苗和完全

双苗。在非完全双苗中主要有单胚轴单胚根双苗和

单胚根异胚轴双苗两种类型 。在完全双苗中有正常
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双苗(即双苗的生长势比较均匀 ,没有明显的大小苗

之分)和异常双苗(即双苗的生长势很不均匀 ,存在

着明显的大小苗之分)。由此可见 ,在同源四倍体双

胚苗材料中 ,其苗位特征表现出明显的多样性和差

异性 。

3　讨论

水稻遗传改良的难题之一就是在确保水稻产量

潜力的前提下如何简化利用水稻杂种优势的技术程

序 ,即固定水稻的杂种优势。前人的研究结果表明 ,

固定水稻杂种优势的最好途径是有效地利用无融合

生殖基因 ,进而建立挖掘水稻无融合生殖潜力的技

术程序
[ 1]
。从目前的研究现状来看 ,其他国家已经

将选育具有无融合生殖特性的农作物品种作为又一

次绿色革命的突破口而受到高度重视 ,正加紧在高

粱 、玉米 、小麦 、珍珠粟和水稻等农作物中开展无融

合生殖的研究。我国水稻无融合生殖的研究主要集

中在筛选和鉴定多胚苗水稻 ,对于多胚苗水稻的形

态学 、胚胎学和遗传学的研究已经获得了一些有价

值的资料
[ 6 ～ 10]

。然而 ,前人关于多胚苗水稻的研究

主要在二倍体水平展开探索 ,而关于同源四倍体多

胚苗水稻的研究目前尚未见报道。根据禾本科植物

中无融合生殖物种的特异性 ,在多倍体水平寻找水

稻无融合生殖种质成功的可能性比较大
[ 11]

。本研

究结果表明 ,通过离子束注入处理后在同源四倍体

水稻群体内所获得的具有双胚苗特性的突变材料 ,

在其自交后代株系内仍然按照一定的频率保持着双

胚苗特性 ,其变异特征属于遗传性变异。随着自交

世代的推进 ,在主要农艺性状趋于稳定的同时其双

胚苗特性的表达频率发生了一定的变化 。在高世代

的两份多胚苗株系中均出现了双胚苗个体 ,但群体

内双胚苗发生频率因材料种类不同或发芽温度条件

不同而表现出一定的差异性。从双苗性状发生频率

的总体平均值来看 , ASDOR05 -01 的双苗频率

(4.3%)要高 于 ASDOR05 -02 的 双苗 频 率

(1.3%)。在发芽温度为 30℃的条件下 ,ASDOR05

-01 和 ASDOR05-02的双苗频率均为最高 ,分别

为 6.8%和 2.5%。在双胚苗频率的鉴定试验中种

子颖壳的有无在一定程度上影响着其双胚苗性状的

表达频率。在 ASDOR05-01群体内 ,种子去颖壳

处理后使其双苗频率提高至 9.0%,这比同样条件

下种子不去颖壳的处理结果(6.8%)提高了 32.

4%。在 ASDOR05-02群体内 ,种子去颖壳处理后

使其双苗频率提高至 3.4%,这比在同样条件下种

子不去颖壳的处理结果(2.5%)提高了 36.0%。在

同源四倍体双胚苗材料中 ,其苗位特征表现出明显

的多样性。由此可见 ,利用离子注入技术对同源四

倍体水稻进行改良则可以获得一些具有遗传性变异

特点的新种质 ,同源四倍体双胚苗材料在其性状表

达特征 、性状表达频率和性状表达的条件等方面均

显现出一定的特异性 。然而 ,关于 ASDOR05-01

和 ASDOR05-02的特征特性还有许多问题值得进

一步研究。
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