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离子束诱变水稻多胚苗突变株的筛选及其多胚来源*

代西梅,黄群策,胡秀明,秦广雍
(郑州大学离子束生物工程省重点实验室,河南 郑州450052)

摘暋要:以低能氮离子束为诱变源,通过对同源四倍体水稻品系“IR36灢4X暠进行离子注入后在其第

2代群体内筛选得到了1株具有多胚苗性状特征的突变株(IR36灢双),对该突变株后代的多胚苗形

态特征及其多胚来源进行了研究。结果表明,多胚苗突变株系“IR36灢双暠在双胚苗性状的表现形态

上有其特异性,在同一纯合株系的群体内双胚苗的苗位有非完全双苗和完全双苗两种类型。非完全

双苗包括单胚轴单胚根双苗和单胚根异胚轴双苗这两种类型;完全双苗也可以进一步划分为正常

双苗和异常双苗两种类型。在多胚苗材料中,单胚根单胚轴双苗所占的比例相对较大。其多胚(额
外胚)的来源主要有4种可能性,即双套胚囊形成多胚、多卵卵器形成多胚、反足细胞团发育形成

不定胚及胚乳细胞形成不定胚(胚乳细胞胚状体)。由此可见,“IR36灢双暠植株表现双胚苗性状有其

胚胎学根源。
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1暋引言

水稻是世界上最重要的粮食作物之一,在世界

粮食生产与消费中占有极其重要的地位。水稻育种

是提高水稻产量的有效途径。目前,我国水稻育种

面临着两大难题有待攻关,即怎样通过有效的方法

和途径在现有的产量水平上更有效地挖掘水稻的杂

种优势效应和固定水稻的杂种优势效应。固定杂种

优势的途径可能有多种,其中以培育无融合生殖系

最有前途[1]。而通过筛选多胚苗来寻找无融合生殖

材料是一种较为有效的途径。20世纪80年代中期

发展起来的离子束生物技术具有独特的技术原理和

简单的操作程序,在作物育种中其实用性已经被越

来越多的研究结果所证实,也引起了越来越多研究

者的关注和重视[2]。离子束作为新的诱变源具有质

量、能量和电荷三位一体的功效,在损伤比较轻的

诱变状态中,可以获得比较高的诱变率和比较宽的

诱变谱[3]。有研究表明,同源四倍体水稻比二倍体

水稻对低能氮离子束注入处理更敏感[4]。本文利用

低能氮离子束注入同源四倍体水稻,在其 M2代植

株中发现1株具有多胚苗特性的突变株,对其多胚

苗形态特征和多胚起源的细胞学机制做了研究。

2暋材料与方法

2.1暋实验材料

IR36同源四倍体水稻(IR36灢4X):由本实验室

利用秋水仙碱处理IR36灢2X,使其染色体成功加倍

且稳定的同源四倍体水稻体系。
2001—2003年离子注入后的种子和对照种子

(未注入)及其后代在温箱中催芽,然后单株播种于

合肥中国科学院等离子体物理研究所的水稻实验

田。2004—2005年将实验材料种植于河南新乡市农

业科学研究院水稻研究所的实验田,采用常规管

理。

2.2暋实验方法

2.2.1暋低能N+注入

暋暋将水稻种子去壳后胚朝上置于铺有花泥的培养

皿中,采用间隔为50s的脉冲注入,在靶室中经能

量25keV的不同剂量 N+ 注入,注入剂量范围是
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2.0暳1016—10.0暳1016ions/cm2,每个处理组间隔

2.0暳1016ions/cm2。对照组同样放置在靶室中,但

不经离子注入。离子注入实验2001年在中国科学

院等离子体物理研究所进行。

2.2.2暋多胚苗突变株多胚来源的观察

用核荧光染色和子房整体透明技术对水稻双受

精过程和胚胎发育过程进行观察。具体方法是,分

别取开花后0.5,1,2,3,4,5,6和12h以及1,

2,3,5和7d的颖花用FAA固定液固定,并保存

于FAA固定液中。每个时期约取颖花50个。观察

前用70%的酒精冲洗一下,然后在解剖镜下分离出

子房,保存于70%酒精中备用。染色前,各个时期

的水稻子房经50%,30%和15%乙醇直至蒸馏水

进行复水处理,每次20min。用pH8.2磷酸盐缓

冲液预处理2h,然后用0.005%水溶性苯胺蓝溶液

染色2h。蒸馏水冲洗2—3次,再用1毺g/ml的

DAPI溶液染色12h。用蒸馏水冲洗2—3次,乙醇

梯度(15%,30%,50%,70%,85%和95%)脱水,
每级20min,随后将子房放入无水乙醇中脱水两

次,每次脱水时间为2h,接着,再转入无水乙醇中

过夜。第2天将已经脱水的材料在无水乙醇和水杨

酸甲酯组成的混合液(1暶1)中过渡1h,然后再用

水杨酸甲酯透明处理3次。在前两次透明处理时,
每次2h,最后一次处理的时间为15h。试验材料

经过水杨酸甲酯透明处理后可以在水杨酸甲酯中保

存备用。观察前,用镊子轻轻将处理好的子房夹出,
置于凹玻片上,用丁香油封片(注意加盖玻片时不

要挤压,防止子房变形或破裂)。将制备好的载玻片

倒置于 LeicaSP2激光共聚焦扫描显微镜上,用

488nm 波长的激光激发,扫描获得双受精及胚胎

发育过程的各个时期的清晰图片,并用 Leica相关

软件对系列扫描图片进行3D重建。对于受精后子

房较大的材料,可直接放在和激光扫描共聚焦显微

镜相配套的小培养皿中,用同样的方法进行激光扫

描共聚焦显微镜观察。

3暋结果与分析

3.1暋多胚苗突变株的筛选及其株系的建立

IR36灢4X经各种剂量的低能 N+ 注入处理后,
成苗率除在剂量为2.0暳1016ions/cm2时稍有增加

外,经其它剂量 N+ 注入处理后,成苗率均比对照

组有所下降,其中以剂量为10.0暳1016ions/cm2成

苗率最低,仅有20%左右。在当代没有发现明显的

变异现象。收取所有的 M1 代种子,并于第 2 年

(2002年)种植 M2代。
在剂量为4.0暳1016ions/cm2的低能 N+ 注入

处理IR36灢4X的 M2代植株中,发现了一株多胚苗

突变株(命名为“IR36灢双暠),即在1粒水稻种子中

萌发出了两个稻苗。该突变株形成的两个苗为均势

双苗。即形成的两个苗在长势上大小相当,没有强

弱之分。该双胚苗突变株经根尖染色体鉴定,两个

单苗染色体数目均为48条(见图1(a)),比我们观

察的二倍体水稻IR36灢2X 的染色体数目(见图 1
(b))增加了1倍。保持了其原始亲本IR36灢4X的染

色体数目,因此应为同源四倍体双胚苗水稻。值得

特别提出的是,我们在对其对照IR36灢4X的观察过

程中,没有发现任何双胚苗或多胚苗植株。这说明

我们筛选到的“IR36灢双暠双胚苗植株是经低能氮离

子束处理后的突变植株。

图1 (a)“IR36灢双暠染色体;(b)IR36灢2X染色体

当年成熟后单株收获该双胚苗突变株,共收取

576粒种子。于第3年(2003)种成 M3代株系,并对

该多胚苗突变株系的苗位进行了跟踪调查。

3.2暋“IR36灢双暠双苗苗位的观察

邓鸿德等[5]根据对多胚水稻胚位与苗位的观察

研究,将多胚水稻双苗分为非完全双苗和完全双苗

两类。非完全双苗又可进一步分为单胚轴单胚根双

苗、单胚轴异胚根双苗和单胚根异胚轴双苗;完全

双苗又可分为正常双苗和异常双苗(大小苗)。
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根据对“IR36灢双暠双苗苗位的观察,发现其双

苗苗位也有非完全双苗和完全双苗两种情况。非完

全双苗中主要有单胚轴单胚根双苗(见图2(a))和
单胚根异胚轴双苗(见图2(b),(c),(d))两种;完

图2 (a)单胚轴单胚根双苗;(b)—(d)单胚根异胚轴双苗;(e)正常双苗;(f)异常双苗

全双苗中有正常双苗(见图2(e))和异常双苗(大小

苗)(见图2(f))。在“IR36灢双暠双苗中,单胚根单胚

轴双苗所占比例相对较大。

3.3暋“IR36灢双暠多胚苗中多胚的可能来源

根据对“IR36灢双暠双受精过程和胚胎的发育过

程的观察,认为“IR36灢双暠多胚苗的多胚主要有以

下几个来源。第一,卵器中的卵细胞与类卵细胞分

别受精形成多胚。在“IR36灢双暠成熟胚囊中以及开

花后的胚囊中都存在一定频率的多卵卵器,多卵

卵器中的卵细胞和类卵细胞可以分别受精而形成多

图3 “IR36灢双暠双胚的来源

(a),(b)在胚囊的珠孔端有两个大小均等的胚,可能是两个卵细胞分别受精形成的;(c)双套胚囊;(d)在开花后3d的胚囊内,反足细

胞团发育成类似于合子胚状的球型胚(如箭头所示);(e)在开花后5d的胚囊内,胚乳细胞形成1个胚乳胚状体(如箭头所示)。

胚(见图3(a),(b))。第二,来源于双套胚囊形成的

假多胚。在对“IR36灢双暠成熟胚囊的观察过程中,发

现有一定频率的双套胚囊的存在,双套胚囊中各有

一套卵器,可以分别受精而发育成假多胚(见图3
(c))。第三,反足细胞发育形成多胚。在对“IR36灢

双暠胚胎发育过程的观察中发现,有一定频率的胚

囊内的反足细胞在开花后3d左右并不解体消失,
反而逐渐发育成胚(见图3(d)),这也可能是“IR36灢
双暠形成多胚的来源之一。第四,胚乳细胞发育成胚

乳胚状体。在对“IR36灢双暠胚胎发育过程的观察中
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发现,胚乳细胞可以发育成胚乳胚状体,胚乳胚状

体的发育进度比合子胚要快。胚乳胚状体已经开始

分化,而合子胚还处在球型胚阶段(见图3(e))。

4暋讨论

水稻育种的历史经验已经充分地说明,育种新

材料的发现、育种新方法的建立、育种新思路的提

出都有可能使水稻育种水平得到明显提高。离子束

生物工程是20世纪80年代在我国兴起的新的研究

领域,其原理是利用低能离子束注入生物体,由于

加速后的离子注入生物体后会产生质量沉积、能量

沉积和电荷交换,由此会导致生物材料产生一定的

生物学效应。这为农作物的遗传改良开拓了新途

径。因此离子束生物技术发展起来以后,在农作物

育种和遗传改良中得以广泛应用。关于利用低能离

子束生物技术对二倍体水稻及四倍体水稻进行遗传

改良的研究已有一些报道[6—8]。本文通过利用低能

N+ 对同源四倍体水稻IR36灢4X 进行注入处理,在

其 M2代筛选出了一株多胚苗突变株(“IR36灢双暠)。
通过对“IR36灢双暠双受精过程及胚胎的发育过程的

观察,推测“IR36灢双暠多胚可能由以下几个来源:
(1)来源于双套胚囊形成的假多胚;(2)多卵卵器中

的卵细胞与类卵细胞分别受精形成多胚;(3)反足

细胞发育形成不定胚;(4)胚乳细胞发育成胚乳胚

状体。“IR36灢双暠多胚突变体的形成很可能是由于

低能离子束的诱变作用引起控制雌配子体发育基因

的突变引起的。雌配子体在植物生殖发育过程起着

非常重要的作用,它参与诱导花粉管的定向生长、
双受精过程及胚和胚乳的发育过程等[9]。植物基因

组中包含大量雌配子体表达基因,在雌配子体各个

发育时期进行表达。任何一个基因的突变都会引起

雌配子体发育的异常或败育。注入离子与生物体内

靶分子、原子碰撞、级联碰撞和反冲,不仅发生能

量沉积过程,而且发生质量沉积过程和电荷交换过

程。大量研究证明,离子在生物体内的能量沉积、
质量沉积和电荷交换可以引起染色体的破坏和基因

的突变[10—13],从而导致一系列遗传变异现象的发

生。本项研究在一定程度上证实了离子注入技术在

创造多倍体水稻新种质中的实用性,这将为水稻无

融合生殖种质材料的寻找提供一条新途径。
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ScreenofPolyembryonicMutantRiceInducedbyIonBeam
ImplantationandInitiationofItsAdditionalEmbryo*

DAIXi灢mei1),HUANGQun灢ce,HUXiu灢ming,QINGuang灢yong
(HenanProvincialKeyLaboratoryofIonBeamBio灢engineering,

ZhengzhouUniversity,Zhengzhou450052,China)

Abstract:Inthepresentstudy,theautotetraploidriceIR36灢4Xwastreatedwithionimplantationtech灢
niquebynitrogenionbeamsandapolyembryonicseedlingmutant(namedastheIR36灢Shuang)wasidenti灢
fiedinM2generation.Themutantlinewassystematicallyinvestigatedaboutthelocationofseedlingin
polyembryonicseedling,andthecytologicalinitiationoftheadditionalembryointheIR36灢Shuangwasob灢
servedanddetermined.Theresultsareasfollows:Thelocationofseedlinginthepolyembryonicrice
IR36灢Shuangcouldbedifferentiatedinto2types:theuncompletetwinseedlingsandthecompletetwin
seedlings.Therewere2typesintheuncompletetwinseedlings,i.e.thetwinseedlingswithsingleplu灢
muleaxisandsingleradicleandthetwinseedlingswithsingleradicleandtwinplumuleaxis.Thecomplete
twinseedlingsalsoincluded2types,i.e.thenormaltwinseedlingsandtheabnormaltwinseedlings.The
double灢embryowasobservedduringdifferentembryodevelopmentstageoftheIR36灢Shuang.Theaddi灢
tionalembryointheIR36灢Shuangmightarisefromthedoublesetofembryosacsinsingleovary,multi灢
egg灢celleggapparatus,antipodalcellsorendospermcells.Theresultsrevealedthepracticabilityofion
beamimplantationtechniqueincreatingnewpolyploidyidioplasm,whichcouldprovideanewapproachfor
searchingthematerialwithapomixis.

Keywords:ionbeamimplantation;autotetraploidrice;polyembryonicseedlingmutant
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