
2. 6　C i值大小排序

由表 4可以看出, C i值与产量序值有差别。考虑

到本地区植棉的经济效益, 中 51504、鲁棉研 16 号这

两个品种的 C i 值分别为 1、2 位, 主要表现为霜前花

率、衣分高,高产、稳产性好, 特别是中 51504,尽管产

量居第三位,但枯黄萎病指和马克隆值接近理想解, C i

值跃为第一位,这两个品种在本地区有进一步示范和

推广价值; ZGK9708 虽然产量位于第二位, 但由于其

生育期、枯萎病指和马克隆值与理想解有一定的差距,

C i值位于第三位; 渝棉 1 号为高品质棉, 品质各性状

接近或等于理想解,但由于该品种产量和稳产性与理

想解相差较大,故C i值排列第五, 25系和冀 668在产

量、衣分、黄萎病指、马克隆值、稳产性等性状与理想解

相差较大,故其 C i值分列第七和第六位,而且这三个

品种的C i值均低于对照中棉所 35。

3　讨论

3. 1　根据 C i 值的大小, 本地区 4 点区试试验中, 中

51504和鲁棉研 16号这两个品种综合性状表现优良,

有进一步推广价值。

3. 2　运用D TO PS IS法综合评价作物品种,使品种的

综合性状这一模糊指标量化为该品种的相对接近度

C i,为预测新品种提供了较为客观的量化指标,而且原

理简单,计算简便,易于通过微机应用 EXCEL 软件操

作。

3. 3　D TO PS IS 法采用了正向和逆向指标,使各形状

的量化指标更为合理、客观。

3. 4　由于各地生态和生产限制因素的不同,受植棉经

济效益、市场对棉花品质要求的影响,在人为确定综合

评价的性状指标和权重时, 各地差异较大, 而这也是

D TO PS IS法评价品种的关键所在,也是造成评价产生

差异的主要原因,因此评价指标和权重的确定,要结合

当地的生态条件和生产的实际情况而定。
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单倍体育种技术在油菜育种材料创新上的应用研究
Ξ

Ê . 胚状体培育及试管苗越夏

李超1ΞΞ 　饶勇1　陈静1　肖华贵1　毛堂芬 2　徐涵3

(1. 贵州省农业科学院油料研究所　贵阳　550006;　2. 生物技术研究所;

3. In st itu t de la R echerche In terd iscip lina ire de Tou lou se, F ranche)

摘要: 利用游离小孢子培养技术对 9 个甘蓝型杂交油

菜品种 (组合)的 F 1 代进行离体小孢子培养。在NLN 2
13培养基中诱导胚状体发生,将胚状体放置于含有多

菌灵和链霉素的培养基中培养,结果表明: ①20m göL
浓度的多菌灵和链霉素可以提高胚状体的成苗率。②

将胚状体接种于含有 0. 05m göL 2, 42D 和0. 01m göL
62BA 的M S培养基中培养,愈伤组织能快速分化形成

不定根和丛芽。

关键词　油菜　单倍体　胚状体　育种

游离小孢子培养是将花粉培育成单倍体植株,其

染色体是自然或人工加倍得到纯合二倍体的一种育种

方法。这种染色体加倍产生的纯合二倍体,在遗传上非

常稳定,不发生性状分离,形成性状稳定一致的近等基

因系 (DH 系) ,为遗传育种研究提供良好的育种材料。

应用这一技术,能缩短育种年限,加速育种进程,转接

优良基因[ 1～ 3 ]。由于单倍体选择的显性方差减少,加性

方差成倍增加,所以,在同一选择周期中,单倍体选择
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效率要比二倍体高得多[ 4 ]。因此,单倍体育种技术在油

菜育种材料创新上的应用在国内外倍受关注。

胚状体是指在组织培养过程中,一个非合子细胞

通过与合子胚相似的胚胎发生过程所形成的胚状体结

构,从胚状体可以培育成完整的植株,这是植物细胞全

能性的最强有力的证据。国外, 1982年L ich ter [ 5 ]把甘

蓝型油菜的小孢子从花蕾中分离出来,培养在液体培

养基中并获得了胚状体,他为以后油菜小孢子的成功

培养开辟了新的途径。在我国, 1990年钟维瑾等[ 6 ]从

甘蓝型油菜小孢子也获得了单倍体植株, 1992年在实

验室进行甘蓝型油菜小孢子培养技术研究并获得再生

植株,随后,一些大学和科研单位也分别从甘蓝型油菜

小孢子中诱导出了单双倍体植株。但是,该技术在我国

油菜遗传育种中应用的规模和效率远远低于国外,因

小孢子胚状体成功培育成植株的难度较大,当小孢子

胚状体发育成试管苗时,油菜的最适生长季节已过,不

能及时栽入大田,只能在室内不断转接培养以度过酷

夏。本研究旨在利用自然条件下的供体植株,探索油菜

胚状体培养及试管苗越夏繁殖技术,为提高油菜小孢

子胚状体成苗率提供依据。

1　材料和方法

1. 1　材料

以甘蓝型杂交油菜黔杂 991、黔杂 271、黔杂 18、

黔杂 2008、黔杂 2009、黔杂 9003、黔杂 9105九个组合

的 F 1 代为材料,于 2001～ 2002年度种植在贵州省农

业科学院油料研究所试验地,栽培管理与一般大田相

同。

1. 2　方法

2002 年 2 月 26 日, 摘取主花序上 3. 0～ 3. 5mm

的花蕾,用 70%酒精消毒 20～ 30s后,经 7%N aC lO 消

毒 10m in,无菌水洗涤 3次 (每次 5m in) ,再加B 5 培养

液,用小三角瓶将小孢子压出,通过 300目尼龙网膜过

滤到离心管里,于 800röm in 的速度下离心 2m in,去掉

上清液; 再加入B 5 培养液,于 1 000röm in 的转速下离

心 1m in, 去掉上清液; 再加B 5 培养液, 于 1 000röm in

的转速下离心 1m in,重复 2次,最后倒出上清液,向离

心管中加入少量NLN 13液体培养基,分装到 60mm×

15mm 的培养皿中培养。每个培养皿中盛 4m l小孢子

悬浮液,密封后先在 32℃黑暗条件下培养 48h,后转移

到 25℃暗培养直至胚状体出现。将胚状体转移至M S

固体培养基中, 放置于 10h 光照, 25℃的培养箱中培

养,在越夏处理试验中,培养基以M S 培养基为基础,

附加不同药物和激素。

2　结果与分析

2. 1　胚状体在M S固体培养基上的发育

小孢子在暗培养 30d 后发育成胚状体,将胚状体

转接到M S 固体培养基上, 于光照培养箱培养 5～

10d,胚状体如同种子萌发一样,子叶颜色由黄变绿,两

极萌动,胚根伸长,并长满白色根毛。进一步培养, 30d

后观察,胚状体发育成具有 2～ 4 片真叶的小植株,但

有的胚状体形成茎状绿色组织。这是由于子叶型、鱼雷

型及心型胚状体两极发育正常,一端形成胚根,一端形

成胚芽,具有二裂片子叶结构,再生植株频率高。而球

型胚状体和畸型胚状体转移到培养基后,分化不完全,

有的只长根不分化苗,有的颜色变褐而死,有的形成白

化苗。这在水稻等谷类植物上也有类似的报道[ 3 ] ,因此

胚状体发育成植株的频率取决于胚状体的类型。

2. 2　多菌灵和链霉素对胚状体成苗的影响

将形成的愈伤组织转接于M S 固体培养基中,其

中一部分培养基中添加 20m göL 的多菌灵和 20m göL
链霉素,另一部分培养基中不加任何药物,研究结果发

现,加药物的培养基中,小苗没有被污染或很少污染,

成苗率达 95%以上;而没有加药物的培养基中,培养 7

～ 10d 只有 75%～ 80%的胚状体发育成苗,从表 1 可

看出: 20m göL 浓度的多菌灵和链霉素可以抑制真菌
和细菌的生长,从而提高了胚状体的成苗率。
表 1　多菌灵和链霉素对胚状体成苗的影响

材料
黔杂 991 黔杂 271 黔杂 18

药物处理 无药物 药物处理 无药物 药物处理 无药物

胚状体 (个) 9 9 5 5 1 1

培养基 (个) 3 3 3 3 1 1

愈伤组织 (个) 3 3 3 3 1 1

丛芽 (个) 41 39 20 24 4 5

分装 (瓶) 41 39 20 24 4 5

10　天　后　观　察

成苗数 (个) 39 28 19 18 4 4

成苗率 (% ) 95% 72% 95% 75% 100% 80%

死亡数 (个 2 11 1 6 0 1

死亡率 (% ) 5% 28% 5% 25% 0 20%

　　注: 药物处理为 20m göL 浓度的多菌灵和链霉素,在药物处理中

发现死亡的胚状体苗属自然死亡,在三角瓶中未发现细菌感染植株。

2. 3　激素对小孢子胚状体发育和试管苗繁殖的影响

据部分文献资料报道[ 6, 8～ 12 ] , 在油菜小孢子胚状

体发育成苗和试管苗越夏繁殖过程中均不添加任何激

素, 仅在小孢子培养时加一些低浓度的 2, 42D 或 62
BA ,有利于诱导胚状体的发生。因此,本试验,在供愈

伤组织生长发育的部分培养基中加入不同比例的 2,

42D 和 62BA ,结果发现,在没有加激素的培养基中,愈

伤组织培养 26d 后出现绿色芽点,分化出一些毛发状
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的不定根和丛芽,当丛芽生长至 2～ 3cm 时,转移至增

殖培养基中增殖培养,分化出更多的丛芽,如此循环增

殖出更多的丛芽。切取丛芽转移到生根培养基上培养

8d,在不定芽的茎基部分化出不定根,取根芽正常的试

管苗移栽,获得了成活植株,成活率达 100%。研究同

时发现 (表 2) : 不同比例的激素对胚状体发育成苗有

一定的影响,在含有 0. 05m göL 的 2, 42D 和 0. 01m gö

L 的 62BA 的培养基中, 愈伤组织能快速分化形成不

定根和芽,最终长成试管苗。

表 2　激素对黔杂 991胚状体的发育及胚状体苗的影响

激素 (m göL ) 不定根数 (个) 丛生芽数 (颗)

0. 01 2, 42D 3 5

0. 05 2, 42D 8 4

0. 10 2, 42D 6 2

0. 01 62BA 1 10

0. 10 62BA 0 4

0. 20 62BA 3 11

0. 30 62BA 2 8

0. 05 2, 42D + 0. 01 62BA 7 8

0. 01 2, 42D + 0. 2 62BA 10 5

0. 01 2, 42D + 0. 3 62BA 9 3

由表 2 可知,加入不同浓度的 2, 42D 和 62BA 对

胚状体根和芽的分化均有一定的影响, 当加入0. 01

m göL 和 0. 05m göL 的 2, 42D 时, 分别有利于丛芽和

根的分化; 当加入 0. 2m göL 的 62BA 时, 有利于丛芽

和根的同时分化; 当同时加入 0. 05m göL 和 0. 01m gö

L 的 2, 42D 和 62BA 时,有利于丛芽的分化,同时加入

0. 01和0. 2m göL 的 2, 42D 和 62BA 时,有利于根的分

化。

2. 4　试管苗的越夏繁殖

将继代繁殖的试管苗切取组织进行增殖培养,扩

大试管苗的数量,如果不能及时入土栽培,可加入矮状

素,让植株减慢生长,到需要移栽的时候,将健壮的试

管苗转移到生根培养基上培养,使其生根长芽,形成完

整植株。当植株长到 5～ 7cm 时,对需移栽的植株进行

常温炼苗处理, 2～ 3d 后便可移栽到土壤中。

3　小结与讨论

(1)通过该试验,我们成功培育出胚状体以及胚状

体苗,并培养出完整植株。在供试的 9个材料中,只有

三个材料培养出了胚状体,占供试材料的 33% ,其余 6

个材料没有形成胚状体,这可能与材料的基因型、小孢

子发育时期等因素有关[ 2 ]。

(2) 20m göL 浓度的多菌灵和链霉素可以提高胚
状体的成苗率。

(3)将胚状体接种于含有 0. 05m göL 2, 42D 和
0. 01m göL 62BA 的M S 培养基中培养,愈伤组织能快

速分化形成不定根和丛芽。

(4)进行单倍体培养在作物品种选育上,可加快纯

合速度,提高选择效率。用传统方法选育常规品种,一

般要经过 5～ 7代的自交,方可育出稳定的品种; 选育

杂交品种,要先育出大量的自交系,自交系的选育也要

有 6代以上的自交,费工费时。而培育出单倍体植株

后,通过化学药剂处理使染色体加倍,成为纯合的二倍

体,就可大大缩短育种时间;此外依靠传统方法不论是

选育定型品种还是选育自交系,均存在植株表现型和

基因型不一致的问题,选择效率很低;用单倍体培养育

种,植株的基因型和表现型完全一致,通过表现型即可

判断出是什么基因型,大大降低了误选的频率。

单倍体培养还可提高诱变育种的效率。在诱变育

种中,由于基因突变的机率很低,有时发生突变的是一

个隐性基因,从植株上不能直接表现出来,这就需要种

植大量的植株。以单倍体植物作诱变材料,突变隐性基

因就可表现出来,获得突变体的速度可大大加快,育种

时间也可以缩短。
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