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摘要 利用辐舒与离体培养相结合的方法
,

在 37 份材料土进行 了离体筛选
。

研

究 了辐升对 离体培养的影响和毒素的筛选效果
,

初 步建立 了诱发 突变和离体筛选体

系
。

获得 了三个杭根腐病的 小麦 突变 来
。

根腐病是小麦的主要病害之一
,

危害 日

益严重
,

一般引起减产 10 一 15 %
,

有时高 达

30 写
,

迄今尚无有效的防治方法
.

抗病育种被

认为是一种有效的防治途径
.

电离辐射可以引起生物的广泛变异
,

国

内外利用辐射以及辐射与其它因子结合的方

法选出了许多新品种
,

在生产
.

上发挥了重大

作用
;
选出的突变体丰富了种质资探

。

离体培

养扩大了变异来源
,

增加了选择机遇
,

为作物

育种开辟了更广阔的发展前景
。

利用离体培

养和筛选技术
,

可以在人为控制的精密条件
一『对较大的群体进行不同水平的抗性选择

,

大大提高了育种水平和效率
。

在各种抗性的

离体筛选中
,

抗病性筛选尤为重要
。

aC
r lso

l l

( 1 9 7 3 )首次利用烟草野 火病 ( P韶u do m on as

s y r in ge vP
·

。止眼 e i )致病毒素的类似物做为选
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,
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我国从

八十年代初开始了抗病性的离体筛选研究
,

在水稻抗稻瘟病和玉米抗小斑病上取得了初

步成果
。

利用离体培养技术筛选小麦抗根腐

病的研究国 内外均有报导
,

但尚未获得实际

的育种效果
。

我们自 1 9 8 6 ~ 1 9 9 0 年间利用辐

射诱变与 生物技术相结合进行了抗根腐病小

麦突变体的诱发和离体筛选体系 的研究
,

获

得了初步结果
。

材 料 与 方 法

.1 供试材料
2 2 份小麦纯系材料和 15 份杂交低代材

2
.

外植体的辐射处理

( l) 幼穗二棱期 开始用
“ ”

co 一丫 射线照
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射植株
,

连 续照射 5 天
,

每 天 20 0R ad
,

总剂量 1 o o o R么 d
。

( 2) 花药 A
.

用 `“
。 一丫 射线照射减数分

裂期的植株
,

剂量 5 00 一 7 0 0 R a d
。

B
.

照射离

体培养后两天的花药
,

剂量 60 0~ 8 00 R ad
。

( 3) 幼胚 A
.

开花后 Z J 小时照射植株
,

连续 5 天
,

每天 2 0 0血d
,

总剂量 1 0 0 0R及d
。

B
.

剥取 适龄 幼胚 用 x 射线 照射
,

剂量为

1 0 0 0 R刁 d
、

3 0 0 0R a d
、

5 0 0血
a d 和 7 0 0 0R ad

。

( 峨)成熟胚 A
.

用 1 o o o R时 和 1 s o o R a d

的 丫射线照射干种子
。

B
.

剥胚接种后用 5 00

一 2 5 0 0凡记 Y 射线照射
。

3
.

接种方法

( l )幼穗取护颖分化期的幼穗用 0
.

1%

升汞浸泡 10 分钟
,

无菌水冲洗
,

在无菌条件

下接种
。

(2 )花药取单核靠边期的麦穗
,

在冰箱中

(3 ~ 5℃ )保存 2一 3 天
,

次氯酸钠溶液消毒
,

无菌水冲洗
,

在无菌条件下取中部小穗的花

药接种
。

( 3) 幼胚取开花后 13 一 16 天的麦穗
,

用

0
.

1沁升汞浸泡 10 分钟
,

无菌水冲洗
。

在无菌

条件下取中部小穗的颖果
,

剥出胚接种
。

(幻成熟胚精选的干种子在蒸馏水中浸

泡 4 小时
,

用 0
.

1线升汞浸泡 10 分钟
,

无菌

水冲洗
,

在无菌条件下剥胚接种
。

4
.

愈伤组织诱导

诱导培养基为 M S 十 2
、

4 一 D Z m s L/
,

蔗

糖 3 09 / L
、

琼脂 s s/ L
、

PH S
.

8
。

在黑暗条件下培

养 20 ~ 30 天
,

室温 26 士 1℃
。

统计诱导频率
,

并对愈伤组织进行细胞学观察
。

5
.

愈伤组织继代

培养基同诱导培养基
。

愈伤组织在黑暗

中生长 20 一 25 天后
,

挑取正常的愈伤组织
,

接在新的培养基中继续在黑暗中培养
。

6
.

植株分化

分化培养基为 M s + 0
.

s m g k T / L ,

蔗糖

3 09 邝
、

琼脂 s s/ L
,

衅 5
.

8
。

每天光照 16 小时
,

光照强度约 1 S OOL x
,

室温 26 士 1℃
。

统计分

化频率
。

·

2
·

7
.

幼苗移栽

待幼苗长到 5一 10 厘米时
,

将三角瓶放

到 室温下炼苗 3 天左右
,

然后移入小塑料盒

中
,

在光照恒温箱内保湿培养 10 一 巧 天
,

再

移入大花盆中
,

精心管理
,

直至成熟
。

8
.

根腐病菌毒素提取与活性测定

( 1) 根腐病菌毒素提取 从黑龙江省产

的小麦黑胚病粒上分离 出根腐病菌 压 , 扮括

肠、 肠。 、
,

经斜面培养后
,

接在 F r i eS 培养液

中搅拌
,

恒温培养 3 周
,

将培养菌液过滤
、

脱

色和浓缩
,

得粗毒素
,

贮存在冰箱中备用
。

(2 ) 活性测定 将粗毒素高压灭菌后
,

取
5 毫升放入培养皿中

,

用感病品种新曙光一

号种子做发芽试验
。

26 ℃下培养 72 小时后
,

检查发芽情况
,

根据发芽率
、

胚芽和根的长度

确定粗毒素活性
。

9
.

无性系植株抗根腐病鉴定

( 1) 成株鉴定 将无性系后代植株种在

病圃内
,

常规管理
。

孕穗期和开花期用根腐病

菌抱子悬浮液接种 ( 10 x l o ,

抱子数不低于

2 0)
,

注意保湿
.

灌浆期按 5 级标准调查旗叶

发病情况
,

计算病情指数和反应指数
。

( 2) 苗期鉴定 将无性系后代种在 温室

内
,

三叶期用根腐病菌抱子悬浮液接种
,

注意

保湿
。

调查叶片的发病情况
,

计算发病率和反

应指数
。

试 验 结 果

1
.

辐射处理对幼林离体培并的影响

由试验结果表明
,

不同基因型在辐射作

用下有不同的诱导分化效果
。

一般来说
,

低剂

量照射 (1 00 0R ad 以下 )
,

可提高诱导频率和

分化频率
。

高剂量照射则降低诱导和分化频

率
,

其中对分化频率的影响尤为明显
。

2
.

辐射处理对花药离体培养的影响

辐射对花药离体培养的诱导频率和分化

叔率结果的表明
,

无论是照射减数分裂期的

植株还是离体花药
,

诱导频率和分化频率大

体上随荆量的增加而降低
。

不同基因型对电



离辐射的反应也不相同
.

相同剂量下
,

照射减

数分裂植株对花药培养的影响
,

比照射离体

花药小
。

3
.

辐射对幼胚离体培养的影响

( 1 )丫射线照射的影响
Y 射线照射原胚期幼胚

,

诱导频率 比对

照平均降低 42
.

1 %
,

分化频率比对照平均降

低 63
.

3 %
。

经
u
值测定

,

差异均达到极显著

水平
。

(2 )软 x 射线照射的影响

低剂量 ( 1 0 0 0 ~ 3 0 0 0. dI )软 x 射线照射

能刺激愈伤组织的产生和 生长
,

诱导频率和

分化频率均高于对照
。

而且愈伤组织块大
,

呈

乳 白色
,

再生植株健壮
,

得苗率高
。

随着剂量

增加
,

诱导颇率和分化颇率都逐渐降低
。

高刘

量 (5 00 0一 7 00 0ar d ) 照射下愈伤组织块小
,

表面有褐色斑点
,

再生植株纤弱
。

另外
,

辐射

效应与基因型之间有明显的交互作用
。

克 87

一 64 1 0 0 Or a d 处理的得苗率最高
,

而克 85 一

6 16 以 3 0 0 0 处理时得苗率最高
.

表明不同基

因型有不同的辐射敏感性
。

4
.

辐射对成熟胚离体培养的影响

照射种子取成熟胚的接种试验表明
,

辐

射抑制了愈伤组织的形成和植株再生
,

对后

者影响更为严重
。

低剂量 ( 5 0 0一 2 s o o ar d ) Y

射线对愈伤组织的形成无明显影响
,

但显著

抑制了幼苗分化
。

5
.

不同外植体的离体培养效果

以龙辐麦 3 号和黑 85 一 6 4 9 7 为材料
,

同

时将其成熟胚
、

幼穗和幼胚做为外植体进行

离体培养
。

从培养效果看出
,

成熟胚和幼胚的

诱导频率很高
,

都在 90 %以上
,

幼穗较低
,

平

均 为 52
.

8 %
,

分化频率幼穗则 最高
,

幼胚次

之
,

成熟胚最低
。

这表明
,

成熟胚和幼胚容易

脱分化
,

幼穗容易再分化
。

细胞学观察发现
,

不同外植体产生愈伤组织的部位不同
。

成熟

胚和幼胚的愈伤组织最初从胚根鞘和胚轴产

生
,

幼穗愈伤组织可以在幼穗不 同部位同时

产生
。

6
.

根腐病菌毒素对愈伤组织的诱导和幼

苗分化的影响

18 份材料上所做的幼胚培养试验表明
,

7 5 m l / L 毒素加在诱导培养基中时
,

50 %的材

料诱导频率高于对照
;
同样含量的毒素加在

分化培养基中时
,

只有 16
.

7时的材料分化频

率高于对照
。

可见
,

毒素对幼苗分化的影响比

愈伤组织的诱导要严重
。

将原胚期 1 0 o or ad y

射线照射的幼胚及其未照射的幼胚同时接在

含毒素的诱导培养基上
,

30 天后将诱导出的

愈伤组织再接到无毒素的分化培养基上 培

养
,

结果表 明
,

在含毒 素的诱导培养基上
,

Y

射线辐照使幼胚的诱导颇率降低 40
.

6 %
,

分

化频率提高 6
.

8纬
。

M
,

种子 的成熟胚愈伤组 织在含 毒素的

分化培养基上培养的效果是毒素含量越高
,

成苗率越低
。

经毒素筛选出的 SI M
,

及其原亲本的成

熟胚分别接到含毒素的培养基上培养
,

结果

表 明
,

经毒素筛选的 SI M
;

成熟胚愈伤组织的

增重比原亲本多
,

分化频率也较原亲本高
。

可

见
,

经毒素筛选出的 SI M
, ,

其成熟胚对毒素

有一定耐力
。

7
.

抗根腐病离体筛选的初步结果
8 个 品系的不 同外植体

,

在含根腐病菌

毒素的培养基上离体筛选后所得到的 s :
植

株
,

在接菌条件下与原亲本比
,

病情指数降低

0
.

7 ~ 2 1
.

3 %
,

从中选出的 BR
4 0 0一 l

、

拙 4 0 0

一 2 和拙 4 00 一 3 等三个抗病突变系
,

经连续

两年 田 间和温室 的抗病性鉴定
,

它们的平均

反应指数分别为 1
.

53
、

1
.

59 和 1
.

4 1 ,

亲本则

为 2
.

8 5
,

抗根腐病能力提高了 l 级
。

这些品

系正要进行异地鉴定和产量对比试验
。

8
.

抗病突变体的诱发和离体筛选程序

利用辐射诱变与离体筛选技术相结合的

方法
,

可以获得小麦抗病性变异并可在人为

控制的精密条件下尽快筛选出来
。

根据多年

的研究结果可以提出如下抗病突变体的诱发

和离体筛选程序
:



继继代培养养

幼幼苗分化 毒素筛选选

再再生植株培养养

苗苗期抗病性鉴定定定 成株抗病性鉴定定

选选择抗病突变体体

培培育抗病品种种种 抗病性遗传分析析

小小麦不同外植体体

诱诱导愈伤组织织织 诱燮鱼伤攀织织
诱诱发体细鲍变异异异 诱发体细旅变异异

毒毒毒毒素筛选选

继继代培养养

讨 论

中会产生体细胞 无性系变异
,

辐射处理外植

体或离体培养物能提高变异频率
。

辐射诱变

与离体培养结合可以得到更为丰富的变异
。

病原菌产生 的毒素做为离体筛选因子
,

已在玉米
、

水稻和甘蔗等的抗病育种中得到

成功应用
。

小麦根腐病虽然是一种非专化的

真菌病害
,

以其粗毒素做为选择因子进行离

体筛选
,

可提高后代的抗病水平
,

有可能选出

抗病突变系
。

粗毒素可以加在诱导培养基中
,

也可以加在继代和分化培养基中
。

毒素在抗

病性筛选中不仅起一种选择作用
,

而且影响

离体培养的效果
。

这种影响还与试材的基因

型有关
。

毒素浓度直接关系到 离体筛选成效
。

根据我们的试验
,

所加的毒素浓度应使愈导

频率或分化频率降低 40 一 50 纬左右为宜
。

抗病突变体的诱发和离体筛选的技术体

系应该包括
:

诱变处理
、

离体培养
、

抗毒素筛

选
、

再生植株培养
、

对后代进行苗期和成株期

抗性鉴定和抗病突变体的选育以及抗病性的

遗传分析等
。

应用该体系
,

可在试验室内周年

进行抗病突变体筛选
,

使作物的抗病育种从

植株深入到细胞水平
,

大大提高了育种效率
。

许多研究指 出
,

植物外植体在离体培养

低温对玉米光合和呼吸作用的影响

及与冷害关系的研究

李月梅 马莹莹 杨英良 孟 良

(黑龙江省农 业科学院栽培所 )

摘要 低温降低玉末植株 的光合强度和呼吸强度
。

低温特续时间越长
,

玉未植株

光合
、

呼吸 强度下降的幅度就越大
,

发生低温冷害的机率也就越高
。

影响最大的 时期

为二展叶期
,

其次为四展叶期
,

再次为灌浆期
。

早熟玉 米品种对低 温的反应比晚熟玉

米品种更 为敏感
。

试脸结果还表明
,

生育期越早和盈度越低就会 出现光合强度下降幅

度大 于呼吸强度下降幅度的
“

逆反现家
” ,

因而这也是最易发生低温冷害的关健 时期
。


