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摘 要}以幼穗和成熟胚为外植体经组织培养成功建立了体细胞无性系&结合愈伤组织多代培养和化学物质诱导&获得
了高达 ’(%以上的体细胞无性系变异&并从中选育出遗传稳定的株 #@矮秆突变体 @8&-@8#(和 @8#’.鉴定结果表明矮秆
突变体 @8#’是矮化了的光温敏核不育系&具有优良的光温敏不育特性&配合力强&杂种优势明显&较对照可以增产 #(%以
上&具有较大的推广价值.
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在两系杂交稻育种中&所用不育系为光温敏型
核不育系.其育性受光照和温度双重控制&尤其是受
温度变化影响更明显.目前湖南推广的不育系品系
的临界温度多为 $1"&4以上.但在湖南由于夏季温
度的不确定性&温度低于 $1"&4的情况时有发生&
从而引起自交结实&降低杂交种子纯度.
不育系5株 #@6由湖南亚华种业科学研究院新

近选育而成&其临界温度为 $$"34&具有配合力强-
生育期短-丰产性好-米质优等特性&在湖南省广为
推广7#8.但因其株型偏高&约为)(=A&制种授粉时需
要人工辅助&杂种后代偏高易倒伏&给生产带来不
便.众多研究证实体细胞无性系变异与诱变可以成
功选育突变体7#9&8.为此&本实验采用离体细胞组织
培养筛选体细胞无性系突变体的方法&通过 $年多
的研究&成功获得了株 #@矮化突变体&除提高了其
配合力外&其他性状基本不变&从而大大提高了该不
育系的推广价值.

# 材料与方法

!"! 材料
以不育系水稻株 #@的幼穗和成熟胚为外植体

进行组织培养&以体细胞无性系试管苗为材料进行
突变体的大田筛选.实验材料均为课题组选育提供.
!": 方法

#"$"# 体细胞无性系的建立与诱变
按以往的方法&在花粉母细胞开始形成期采取

水稻的幼穗&在低温 ’4下处理 #9$/备用.成熟胚
和幼穗经消毒灭菌&在无菌条件下切成小块或小段
接种到培养基上进行愈伤组织诱导培养7&9#(8.然后
结合诱变进行继代-增殖和分化培养.培养条件为}
每天光照 #$;&光照强度为 $(((B#&培养室温度为

收稿日期}$((#D##D(&*修改稿收到日期}$(($D(’D(3.
第一作者简介}刘选明%#031;+&男&教授&博士研究生导师.
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!"#$"%&’以 ()为基本培养基’
*+"+" 试管苗移栽和矮秆突变体筛选
将生根后的试管苗于栽种前 ",-移出培养室.

揭去试管盖.往试管中加入少量水.炼苗 *周后移栽
至大田’实验地选在亚华种业科学研究院的海南省
陵水县基地和湖南省长沙市大托铺基地’实验采用
分株系小区栽种.并根据目的性状进行考种和分析.
人工筛选矮秆突变体’实验还将/"代矮秆突变体分
别与 0/,"12*"341/543*12,"166#等恢复系杂交制
种.测定矮秆突变体不育系的配合力和 7*代的杂种
优势’

" 结果与分析

8+9 体细胞无性系的建立和诱变

"+*+* 愈伤组织的诱导和增殖
将幼穗1胚外植体接种于 :6!".63:6;<=>%1

:"!".63:";<=>%1:"?,@"!".63:";<=>.53?A
,@";<=>%1:"?,@B!".63:";<=>.53?A,@B;<=
>%1:*!".63:*;<=>%等培养基上培养诱导愈伤组
织’4,-后统计愈伤组织诱导率及观察愈伤组织生
长状态.分析结果发现.以幼穗和胚为外植体.培养
基 :"对愈伤组织诱导较为合适.且幼穗外植体用于
建立水稻体细胞无性系较为理想’
以不同浓度的 ".63:和 53?A组合.观察继代

愈伤组织的生长和分化.筛选愈伤组织的继代增殖
培养基’结果表明.:"?,@"培养基可以保持水稻愈伤
组织旺盛增殖能力和分化能力.适宜愈伤组织的继
代培养’
继代时间对愈伤组织分化有显著影响’新诱导

的愈伤组织分化率不高.经培养 "B-后分化能力最
强.然后开始下降.培养至第 B代即 *"B-达最低.
以后略有回升.至第 2代.即 "4,-左右丧失分化能
力’
"+*+" 矮化突变体诱导与分化
将愈伤组织在 :"?,@"培养基继代培养 "B-后.

转移到含有高浓度的 ".63:和添加化学诱变剂的
培养基上继续培养 "B-.再将其转入 :"?,@"培养基
培养’分别将继代 "B1B,1CB1DD1""B-后的愈伤
组织转移到添加 ";<=>53?A的 ()培养基进行
分化培养获得试管苗.发现经处理的愈伤组织部分
褐化甚至死亡.仍有生活力的愈伤组织分化的试管
苗出现了明显的变异.变异率达到 CB@4E.其中高
矮性状的变异率为 6*@CE’根据高矮性状对试管苗
进行初步筛选.将其分为三类F一类为侏儒株.株高

约 *G"H;.不随继代时间延长而长高I二类为正常
株.株高无明显变异I三类为矮化株.株高介于侏儒
株与正常株之间’分别将侏儒株1矮化株及正常株试
管苗从茎基部切割后再生.再生苗仍呈现出一样的
高矮变化趋势’
"+*+4 水稻试管苗的生根
经诱变获得的各批试管苗.在移栽至大田前 4,

-用 ()1JAA,@B!JAA ,@B;<=>%1KAA,@B!KAA
,@B;<=>%1JAA,@"BKAA,@"B!JAA,@"B;<=>.KAA
,@"B;<=>%1JAA,@BKAA,@B!JAA,@B;<=>.KAA
,@B;<=>%等几种培养基诱导生根.均能诱导生根.
但以 KAA,@"BJAA,@"B或 JAA,@BKAA,@B培养基生根效
果最好’选择有代表性的 "6个试管植株分株系移栽
大田进行大田的进一步筛选鉴定’
8+8 矮秆突变体的筛选与鉴定

"+"+* 变异无性系 /"性状表现
移栽大田的 "6个试管植株系.抽穗时分株套袋

繁种.当代单株采种 *6个’然后于海南陵水和湖南
长沙基地分株行种植 /"代.抽穗时观察.发现株高
及主要农艺性状整齐一致的株行有 C个.占 B,E’
对该 C个株行的 /"代进行考种和育性检查.结果分
别见表 *1表 "’
从表 *可知.无性系变异株系按株高形态可分

为三类F第一类比亲本株 *)矮 "BH;左右.如)LB1
)L*,1)L*6I第二类比亲本矮 *BH;左右.如 )L*1
)L"1)L51)LCI第三类比亲本矮 BH; 左右.如

)L41)L*4’其中.经平均数比较统计分析.无性系
变异株系株高与亲本株 *)的差异达极显著水平!M
N6@46O M,@,*P4@*C%’从茎节数比较.株 *)有 B个
明显伸长节.而无性系变异株系的第 B节间不明显.
只有 6个伸长节.且每个节均较亲本缩短’
无性系变异株系中有的类型完全稳定.单株间

株高一致.但也有株高差异较大1性状分离明显的株
系’研究发现变异株系的育性与株 *)完全同步.起
始温度比株 *)略低!表 "%’敏感期用 ",&冷水灌
溉处理 *,-.其育性即可得到恢复.可育期花药肥
大.开花撒粉正常.一般自交结实率在 4BE以上’

",,,G",,*年在亚华种业科学研究院进行分
期播种试验.在 BG2月出现连续 4-以上日平均气
温低于 "4@B&的时段及对应低温时段开始日后推

*,-至低温时段结束日后推 ",-内开花的花粉染
色率1套袋自交结实率结果列于表 4’表 4表明.在
夏季长日照条件下.遇连续 2-以上日平均气温低
于 ""@B&天气.育性恢复I遇连续 4-日平均气温均
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表 ! 体细胞无性系材料"#$%的株高

&’()*!+,)’-./*01/.23425’6)2-*40-#$1*-*7’.02-+

品系

89:;
统计项

<=>=9?=9@9=;A

株高

BC>:=D;9ED=
F@A

节间长 8;:E=DGH9:=;I:GJ;F@A

K L M N O

单株穗数

PG+GHQ>:9@C;?
Q;IQC>:=

每穗颖花数

PG+GH?Q9R;C;=?
Q;IQ>:9@C;

株 S< TUVW XY+ZVY+Y[ Y+[XV[+\Z SZ+]V[+Ẑ S[+_VS+XY +̂ZVY+[X [+\V[+̂[ \+[V[+X‘ S[_+[V‘+YX
aDbS<"cd% 变异系数 efFg ‘+Z +̂S ‘+̂ S_+‘ _̂+‘ X̂+Z ]+Y ‘+S
<h‘ TUVW _\+ZVS+]S S]+̂V[+Ẑ SY+‘V[+_Y SY+[V[+̂S _+XV[+Ŷ S[+[V[+XS S[‘+ZV‘+S\

变异系数 efFg Y+\ Y+\ Z+S ‘+̂ ‘+Z X+S ‘+S
<h_ TUVW _‘+_VS+XZ S\+]VS+̂Z S‘+‘VS+[Z ]+\V[+\X Y+‘V[+SY \+ZV[+_̂ SŜ+_VY+\_

变异系数 efFg Y+_ X+X X+] \+] Z+Y X+Z Y+Z
<hS TUVW _[+‘VS+XZ SX+SVS+‘X SS+_V[+̂[ ]+‘V[+_Y Z+ZV[+̂S S[+ZV[+\S \]+XVY+_Z

变异系数 efFg Y+] \+[ ‘+Z _+X X+̂ X+X ‘+[
<hY TUVW ZZ+]VS+̂\ S_+[VS+̂X S[+\V[+_Y _+ZVS+[\ S+X\V[+YS ]+ZV[+]Y S[[+\V‘+Y\

变异系数 efFg Y+X ]+Y Z+\ S_+_ SS+_ ]+X ‘+‘
<hS[ TUVW ]̂+‘VS+ZS SZ+ZVY+_\ ]+‘‘VS+YZ +̂\‘V[+̂X S+‘‘V[+̂X S[+ZV[+\‘ \‘+\VY+ZS

变异系数 efFg ‘+S SX+‘ S‘+̂ ]+\ ‘Z+S X+] ‘+[
<hŜ TUVW _̂+‘VS+̂Y SZ+ZVY+_\ ]+‘‘VS+YZ +̂\‘V[+̂X S+‘‘V[+̂X S[+ZV[+\‘ \‘+\VY+ZS

变异系数 efFg ‘+S S[+Z S[+Y X+_ [+‘_ \+\ ‘+̂
<hZ TUVW ‘̂+ZV[+\Y Ŝ+SV[+\_ \+[VS+S‘ Y+\V[+Z[ [+_V[+[\ ]+[V[+XZ \X+\VS+]Z

变异系数 efFg Y+[ _+S Ŝ+[ SX+X S‘+_ \+‘ Y+Y

表 $ ij!k的育性表现

&’()*$+l*7.0)0.mn*73275’-6*23ij!k+

年份

o;>I

不育系

<=;I9C;C9:;

不育起止期"月p日%

<=;I9C;Q;I9GJ"qG:=Dpr>s%

历期

<=;I9C;JbI>=9G:FJ

自交结实率

<;CH9:E?;;J?;==9:EI>=;Fg
Y[[[ <hŜ [_pY]t[]pSX ]̂ ‘Z+Z

株 S<aDbS<"cd% [_pY]t[]pS_ ]‘ Ŷ+Z
Y[[S <hŜ [_pS]tS[p[‘ S[_ Ẑ+_

株 S<aDbS<"cd% [_pY[tS[p[̂ S[X Ẑ+S

表 u 低温与育性表现对应分析

&’()*u+v277*4n2-w0-1’-’)m404(*.x**-)2x.*5n*7’.y7*’-w3*7.0)0.mn*73275’-6*+

年份

o;>I

不育系

<=;I9C;C9:;

低温时段

8Gz=;AQ;I>=bI;

Q;I9GJ"qG:=Dpr>s%

低温天数

8Gz=;AQ;I>=bI;

=9A;FJ

日均温均值

q;>:GHJ>9Cs

>{;I>E;=;AQ;I>=bI;F|

正常花粉率

PGIA>CQGCC;:

Q;I@;:=>E;Fg

自交结实率

<;CH9:E?;;J

?;==9:EI>=;Fg

Y[[[ <hŜ [_p[̂t[_pSY ] YY+‘‘ \+‘ Z+Y
[]p[_t[]pS_ SS S\+]X S]+_ S[+_

株 S< [_p[̂t[_pSY ] YY+‘‘ SY+] X+\
aDbS<"cd% []p[_t[]pS_ SS S\+]X YZ+[ S_+X

Y[[S <hŜ [ZpY_t[_p[̂ S[ YS+S[ ‘Z+\ ‘[+Z
[\pSSt[\pS‘ ‘ YY+][ [+[ [+[

株 S< [ZpY_t[_p[̂ S[ YS+S[ Y[+̂ SX+]
aDbS<"cd% [\pSSt[\pS‘ ‘ YY+][ [+[ [+[

值 YY}]|时~<hŜ 保持稳定不育~没有发生育性波
动!可见~其育性转换起点温度在 YY}Z|左右!
Y+Y+Y "‘代性状表现
在 "Y代中进一步选出 ‘个好的株系 <ĥ #

<hS[#<hŜ 繁殖种子种植于海南基地~对 "‘代抽
穗后进行考种"表 %̂!从表 发̂现各株系中株高和
其他植株农艺性状整齐一致~第 S节到第 节̂节间
长比亲本明显变短~穗颈下恢复出现第N节间~但株

高较对照仍矮 Y[tY_@A!利用平均值比较法对

<hZ#<hS[#<hŜ 的 "Y和 "‘代的考种结果进行比
较~$<hŜ % S}]S~$<hS[ %S}̂_~$<hZ %S}‘X~均小
于 $[}[S %‘}SX!结果表明~‘个体细胞无性系的矮
秆突变体 "Y代与 "‘代平均数间无明显的差异~其
株高已完全稳定遗传!
Y+Y+‘ 矮秆突变体的配合力分析
将矮秆突变体 <hŜ 分别与早稻恢复系 a"[Y#

‘Y‘刘明选等&利用体细胞无性系变异筛选水稻株 S<矮秆突变体



表 ! 体细胞变异系"#$%的株高

&’()*!+,)’-./*01/.23425’6)2-*40-#$1*-*7’.02-+

品系

89:;
统计项

<=>=9?=9@9=;A

株高

BC>:=D;9ED=
F@A

节间长 8;:E=DGH9:=;I:GJ;F@A

K L M N O

穗长

B>:9@C;
C;:E=DF@A

株 P<QDRP<"ST% UVWX YZ+[W\+]P PZ+̂W]+P̂ P\+[WP+]] PP+̂WP+[_ +̂_WP+Z_ ‘+\̂W‘+̂] PY+a‘WP+P[
变异系数 bcFd Y+P PP+‘ a+̂ PP+Z [\+Y PP̂+Y Y+_

<eP‘ UVWX \_+[W]+P̂ P]+_WP+Y] Z+‘W‘+Y] +̂YW‘+_] ]+\W‘+aP ‘+\aW‘+\Y P̂+ẐWP+__
变异系数 bcFd \+̂ P]+_ Y+Z P]+Z [[+̂ Z\+̂ PP+P

<eP\ UVWX \\+aWP+ZY PP+ZW]+]\ Z+‘W‘+Y_ +̂ZWP‘+̂ ]+PW‘+Z] ‘+[̂W‘+]\ P̂+̂PWP+_P
变异系数 bcFd \+\ Pa+a _+\ P_+a \P+\ _‘+] P]+‘

<ê UVWX \]+ZW‘+ZY P]+‘WP+PZ a+]W‘+â +̂̂W‘+̂Z ]+_W‘+ZZ ‘+_‘W‘+̂] P[+a‘W‘+a_
变异系数 bcFd ]+] Z+Z P‘+\ P‘+a [Y+P _[+Y Y+[

表 f 体细胞无性系变异系与恢复系所配组合考种结果

&’()*f+&7’0.423gh23425’6)2-’)i’70’-.)0-*jkh!j’-l7*4.27*7)0-*4+

组合

SGAm9:>=9G:

有效穗

nHH;@=9o;
p>:9@C;?
p;IpC>:=

每穗总数

qG=>C
?p9r;C;=?
p;Ip>:9@C;

每穗实粒

s9CC;JEI>9:?
p;I
p>:9@C;

结实率

<;;J
?;==9:E
I>=;Fd

千粒重

P‘‘‘tEI>9:
u;9ED=
FE

单株产量

v9;CJp;I
pC>:=
FE

株高

BC>:=
D;9ED=
F@A

节间长度

8;:E=DGH9:=;I:GJ;F@A

K L M N O

穗长

B>:9@C;
C;:E=D
F@A

株 P<FQw‘]QDRP<FQw‘] P̂+̂ P\Z+a PPa+Y _Z+P ]_+\̂ ‘̂+\Y a_+\ P+] \+P PP+P P_+\ []+\ ]P+]‘
<eP\FQw‘] PY+‘ P\̂+Y PPa+Y aP+] ]Z+Pa ^̂+][ a‘+Z P+P [+P a+_ P̂+Z [P+P ]P+‘‘
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ZP]t[及晚稻恢复系 wY[tP{Z‘]{\\a等杂交|将 sP
代种子于 PP月下旬种于海南陵水基地|与对照一起
按常规方式进行栽培管理{考种|结果如表 }̂从表

^可以看出|矮秆突变体 <eP\与 ^个父本配组的

sP组合平均株高为 aP~P_@A|比对照株 P<配组的

sP组合平均矮 Y~Y@A|矮化效果显著"!"]~Y#

!‘~‘P"]~P[%}就其他经济性状而言|矮秆突变体

<eP\与 个̂父本配组的组合 sP的结实率{穗粒数
略有降低|但千粒重{有效穗增加明显|其中有效穗
平均增幅达 PY~ad}因此|总的产量与对照相比|最
高增产可达 P[~̂d|平均增幅达 Z~Zd}结果表明|
矮秆突变体 <eP\配合力强|配组的杂种 sP优势显
著|具有较大的生产推广价值}

[ 讨论

禾谷类植物经过体细胞培养后|容易引起后代

的各种性状变异|而且无性系变异经常出现一个或
少数基因的突变|特别有利在不改变品种的基本特
征的情况下|改进个别特性|如降低株高{提高抗病
性等}这些优点是杂交育种|甚至诱变育种不具备

的$]|[%}据报道|体细胞无性系变异频率一般为 P‘d
&]‘d|甚至更低$]|\%}由本实验的结果发现通过改
变培养条件及处理措施|其诱变频率可以达到 \‘d
以上|快速获得了一批其他农艺性状基本没有改变
的株 P<的矮秆变异材料|并从中选育出遗传稳定的
矮秆突变体 <ê {<eP‘和 <eP\|特别是 <eP\经过
试验发现有重要的生产推广价值}充分说明利用体
细胞无性系变异筛选有用突变体|改良水稻材料的
技术路线是十分可行的}
矮秆突变体 <ê {<eP‘和 <eP\在大田实验的

遗传学统计中发现符合孟德尔的 [’P遗传学规律|
表明所获得的矮秆突变体受一对等位基因所控制|
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这为下一步开展矮秆基因的定位!克隆与分析提供
了良好的研究材料和奠定了扎实的研究基础"同时#
$%&’比对照株 &$(湖南省审定的不育系#目前应用
广泛)配合力强#配组的 *&组合千粒重!有效穗增加
明显#尽管结实率!穗粒数略有降低#但杂种 *&的增
产幅度大#表明该不育系具有良好的应用前景#深入
的研究正在进行中"
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