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  摘要}疣粒野生稻是优异的稻种资源∀目前用常规方法及分子标记技术利用其有利基因还非常困难o体细胞杂交

技术是一条比较可行的途径o但疣粒野生稻是一种典型的难培养植物o体细胞杂交的前期研究非常重要∀ 本研究以疣

粒野生稻的成熟种子为外植体o采用不同的培养基诱导愈伤组织o并对愈伤组织的状态进行改造o结果表明o��u 培养

基最适宜于诱导愈伤o添加 sqth °� 及 squ°ª ��× 有利于愈伤状态的改造~愈伤分化时采用 ���u 培养基效果好o

绿苗分化率高~采用 � u 及 ��u 液体培养基振荡培养o获得了理想的疣粒野生稻胚性细胞悬浮系∀
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  疣粒野生稻k Ορψζα μ εψεριανα l主要集中在我

国的云南省及海南省∀ 前人对云南疣粒野生稻进行

多抗性鉴定o发现其对白叶枯病接近免疫o高抗细菌

性条斑病和褐稻虱≈t o在水稻抗性育种上具有重要

的发掘潜力∀疣粒野生稻属非 � � 染色体组≈u o与栽

培稻k� � 染色体组l存在有性杂交障碍o采用常规

方法利用疣粒野生稻的有利基因非常困难∀ 而利用

体细胞杂交技术将疣粒野生稻有利基因导入栽培品

种并以栽培稻作轮回亲本进行回交o结合分子标记

技术提高选择效率是一条利用有利基因的可行途

径∀疣粒野生稻的细胞培养比较困难≈v o培养技术体

系尚不成熟∀笔者对疣粒野生稻胚性愈伤组织诱导!

再生以及胚性细胞悬浮系建立等进行了研究o以期

为疣粒野生稻与栽培稻的细胞融合!利用该优良基

因库奠定基础∀

t 材料与方法

研究所用疣粒野生稻采集于云南省景洪县∀ 以

成熟种子作外植体诱导愈伤组织o种子去颖壳后o用

zsh 乙醇表面消毒 t°¬±o然后用 s1th 的升汞k� ª2



≤ ūl消毒 ts∗ tx°¬±o经无菌水清洗后接种于培养

基o诱导愈伤组织后进行分化o待再生植株生长旺盛

后移栽温室∀

建立胚性细胞悬浮系时o挑取生长旺盛!颜色淡

黄!结构致密!结合松散的颗粒状胚性愈伤组织转入

液体培养基o在 uxε !{sµ°¬±黑暗的条件下振荡培

养ov∗ w§继代一次o吸出原培养基 t vo再加入等量

的新鲜培养基∀待悬浮细胞系建成后o吸取颗粒状悬

浮细胞转到分化培养基上o测试其再生能力∀

实验所用培养基分别为}愈伤组织诱导培养基}

��o�y 大量元素n �x 微量元素和有机成分≈w o

� ≥ 培养基ouow2⁄ 的浓度为 u °ª �或 w °ª �~

愈伤组织继代培养基} ��un s1th °�k°� 为本

室陈葆棠博士研制的一种植物细胞抗衰老剂≈x lo

��u n s1th °� n s1u °ª � �× ~分化培养基}

���uo� ≥�u~液体培养基}��un xss °ª �脯氨酸

n vss °ª �水解酪蛋白~� � u
≈y n xss °ª �脯氨

酸n vss °ª �水解酪蛋白~繁苗培养基}� ≥n t

°ª �y2�� ~上述培养基均含 vh 的蔗糖!s1yh 的

琼脂o³� 为 x1{∀ 愈伤组织诱导培养基及继代培养

基中的下标数字指 uow2⁄ 的浓度~分化培养基中的

下标数字指�× 的浓度o单位为 °ª �∀

u 结果与分析

u1t 愈伤组织的诱导

以成熟种子诱导愈伤组织的实验分别在 t||z

年冬季和 t||{年夏季进行o主要试验结果见表 t∀

表 t 冬夏季不同培养基诱导疣粒野生稻愈伤组织

× ¤¥̄¨t ≤ ¤̄ ¬̄¬±§∏¦̈§²± §¬©©̈ µ̈±·° §̈¬∏° ¬± º¬±·̈µ¤±§¶∏°° µ̈

季节

≥ ¤̈¶²±

培养基

� §̈¬∏°

接种种子数

�²1²©¶̈ §̈¶

初始出愈时间

⁄¤¼¶²©¦¤̄ ¬̄¬±§∏¦̈§k§l

出愈率tl

� ¤·¬² ²©¦¤̄ ¬̄¬±§∏¦̈§kh l

冬季 ��u wt vs us

• ¬±·̈µ ��w vw ys ts

夏季 � ≥u uz { tw

≥∏°° µ̈ ��u wy { xz

tl出愈率� k诱导愈伤数 接种种子数l≅ tssh   � ¤·¬² ²©¦¤̄ ¬̄¬±§∏¦̈§� k�²1 ²©¦¤̄ ¬̄ �²1²©¶̈ §̈¶l≅ tssh

  冬季试验时 ��u 培养基上 vs§诱导出愈伤组

织o��w 培养基上 u个月才出现愈伤组织~夏季试验

在 ��u!� ≥u 培养基上接种后 {§首次出现愈伤组

织∀ 冬季试验o在两种 uow2⁄ 浓度的培养基上o种子

初始出愈时间和出愈率不一样o可能是 w °ª �的

浓度对诱导疣粒野生稻愈伤有抑制作用∀ 夏季试验

在接种后 {§就出现了愈伤o比冬季大大提前o可能

是夏季易于打破疣粒野生稻较强的种子休眠性o更

容易诱导出愈伤∀诱导出的愈伤组织质地各不相同o

有些呈金黄色颗粒状o有些呈果胨状∀几种培养基以

��u 诱导愈伤的效果最好∀

当愈伤呈小米粒状时o切除种子胚乳部分o转至

继代培养基 上o愈伤组织生长旺盛o很快增殖至

t¦° 大小o呈黄色颗粒状!易分散o初步表明已成功

地诱导出疣粒野生稻的胚性愈伤组织∀继代几次后o

愈伤开始发粘o用愈伤继代培养基 ! 分别培养o

继代培养基 上的愈伤质地变硬!颜色微黄o表明植

物抗衰老剂 °� 可能有阻止愈伤组织褐化的作用o

低浓度的 �× 可能有阻止愈伤发粘的作用o°� 与

�× 同时使用有助于改善愈伤质地∀

u1u 胚性愈伤组织分化成苗研究

在分化培养基���u 中o愈伤增殖较快o几天后

愈伤组织外部严重褐化o但内部未褐化的少数细胞

迅速增殖o新愈伤组织呈白色!质地致密oxs§后分

化出绿苗∀ 新长出的愈伤组织生长快o有的呈大块

状o直径达 t¦° 之多∀ 这些新生愈伤组织不断增殖

并分化出绿苗∀一块愈伤组织最多可分化出 tx株绿

苗o愈伤组织分化成苗结果如表 u所示∀同时将愈伤

组织转到分化培养基 � ≥�u 上o约 u个月后也分化

出相当数量的绿苗和极少数的白化苗o说明疣粒野

生稻愈伤分化成苗对培养基的选择性不强∀

由愈伤组织分化出的绿苗根系生长良好o将小

苗直接转到繁苗培养基上壮苗o多数小植株发生分

蘖o可进行分蔸繁殖∀ 经统计o由一粒疣粒野生稻种

子诱导的愈伤组织o在 ts个月后可以分化出近 uss

株的绿苗∀

u1v 胚性悬浮系的建立

悬浮培养初期o悬浮细胞内液泡较大o细胞内容

物稀少o细胞形状不规则o呈钩状!镰刀状k图 t!ul∀

两个月后o悬浮细胞生长明显加快o其密实体积每周
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表 u 愈伤组织分化成苗

× ¤¥̄¨u ° ¤̄±·̄̈ ·¶§¬©©̈ µ̈±·¬¤·̈§©µ²° ¦¤̄ ¬̄

培养基

� §̈¬∏°

最初分化出苗时间

⁄¤¼¶²©µ̈ª̈ ± µ̈¤·¬²±k§l

分化绿苗数

�²1²©ªµ̈ ±̈ ³̄¤±·̈·¶

分化白苗数

�²1 ²©¤̄¥¬± ¶̈

绿苗率tl

� ¤·¬² ²©ªµ̈ ±̈ ³̄¤±·̄̈ ·

���u xs tvw u |{1xh

� ≥�u x| yv v |x1wh

tl绿苗率� k分化绿苗数 分化总苗数l≅ tssh ~ � ¤·¬² ²©ªµ̈ ±̈ ³̄¤±·̄̈ ·� k�²1²©ªµ̈ ±̈ ³̄¤±·̈·¶ × ²·¤̄ �²1²©³̄¤±·̄̈ ·¶l≅ tssh

可增加 t v∗ t uo开始有一小部分细胞团形成~处

于细胞团中心的细胞o其细胞质逐渐变浓o而边缘的

细胞细胞质仍很稀薄k图 vl∀v∗ w个月后o处于悬浮

培养后期的细胞基本变成椭圆形o细胞质浓o细胞膜

光滑o内含物丰富k图 wlo密实体积每周增加一倍o

表明理想的细胞悬浮系已建成o可用于进一步的原

生质体培养研究∀

将两种液体悬浮培养基建立的细胞悬浮系分别

转到 ���u 培养基上进行分化o悬浮细胞在分化培

养基上生长迅速o靠近培养基的一层直接分化出绿

点及小苗o表明这两种培养基建立的疣粒野生稻悬

浮系都保持一定的胚性o具有分化成苗的能力∀

图 t 开始浮悬细胞

ƒ¬ªqt ≥∏¶³̈ ±¶¬²± ¦̈¯̄¶¤·¬±¬·¬¤̄ ¶·¤ª̈

图 u 早期悬浮细胞

ƒ¬ªqu ≥∏¶³̈ ±¶¬²± ¦̈¯̄¶¤·̈ ¤µ̄¼ ¶·¤ª̈

图 v 中期悬浮细胞

ƒ¬ªqv ≥∏¶³̈ ±¶¬²± ¦̈¯̄¶¤·°¬§§̄¨¶·¤ª̈

图 w 后期悬浮细胞

ƒ¬ªqw ≥∏¶³̈ ±¶¬²± ¦̈¯̄¶¤·̄¤·̈µ¶·¤ª̈

v 讨论

克服疣粒野生稻组织培养困难的关键是获得理

想的胚性愈伤组织∀ 何光存等≈v 认为o成熟种子!幼

穗都可用作外植体∀本研究表明o在继代培养基中添

加 °� 及 �× o可从成熟种子得到高质量的胚性愈

伤∀建立悬浮细胞系时o愈伤组织从固体培养基向液

体培养基的过渡阶段非常关键o在悬浮培养的初期o

细胞团生长缓慢o继代时每次只吸出少量的原始培

养基kt v左右lo有利于悬浮细胞快速生长o充实细

胞内容物∀若每次吸出的原培养基过多o将导致悬浮

细胞生长缓慢o细胞内容物难以充实o以致不能建成
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理想的细胞悬浮系∀
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欢迎订购5中国农业科学6usst年增刊

usst年第四届北京高新技术产业国际周首次把现代农业科技专家论坛正式列入国际周

内容o表明新世纪伊始o国家对农业与农业高新技术的重视达到了一个新的高度∀ 这次论坛以

现代生物技术!信息技术!设施农业!农业工程!ut世纪中国农业等为主题进行了讲演与交流∀

来自农业界!农业经济学界!农业科学技术与工程领域的专家!学者o站在世界农业科技!经济

发展的前沿o探讨了中国农业和农业科技发展面临的机遇与挑战o分析了我国的自身优势与不

足o发表了对中国农业发展和农业科技具有启迪意义的认识和看法o提出了我国农业和农业科

技发展战略∀

为纪念这次具有历史意义和现实意义的盛会o为使应邀在论坛上发表演讲的专家!学者的

真知灼见更加广泛地传播o我们将此次论坛的论文进行了编辑加工o现以5中国农业科学6usst

年增刊的形式正式出版∀

本期增刊收录了 vt位国内外知名专家!学者的论文o分六个专题编辑成册o面向社会发

行∀ 六个专题分别为}ut世纪的中国农业!加入 • × � 与中国农业!现代生物技术与中国农业!

信息技术与中国农业!农业工厂化发展前景!农业工程现状与发展前景∀ 期望通过本刊将这次

论坛上汇集的学术思想和研究成果广泛传播∀

编辑部现有少量现刊o定价 tx元 册o需要者请直接汇款与编辑部联系邮购∀

地址}tsss{t 北京中关村南大街 tu号 5中国农业科学6编辑部

电话}sts2y{|t|{s{oy{|zyuww 传真}sts2y{|zyuww
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vyxx期             秦发兰等}疣粒野生稻胚性愈伤组织诱导及分化成苗研究             


