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大豆花粉离体培养获得愈伤组织

文吐德 璞 赵 桂 兰

(吉林省农业科学院大豆研究所 )

摘 要

大豆花穗置低温 ( 针一 8 ℃ ) 冷处理 5
、

8
、

10
、

12大
,

取花药置培养皿 中
,

用盖玻片压出

花份粒
,

去掉残渣
,

加入液体培养墓
。

基本培养基是改 良的 B ` ,

参照 高国楠原生质体 培养基 附加

糖
、

书小孚L
、

水解 酪 蛋 白 等 有 机 物
,

0
.

05一 o
.

Zm g八 2
.

4一 D
,

0 1~ 0
.

5 0 9 / 1 Z e a t i n ,

D
.

5一
l m 。l/ N A A

。

2。天后见花份分裂
,

3。天见细胞 团
.

胡一汕天 形成 肉眼可见的愈伤组织
。

分裂的花

粉最后 达接种时培养皿
.

中花粉的 GO一化拓 以上
。

活体观察花 粉分裂大致有多细胞型和 游 离 核型
。

将直径 Z m m 大小的愈伤组织转至 固体枯 养基继代增殖而获得大 显愈伤组织
。

分化培养获得根
,

未

见芽的分化
。

大豆 单倍体培养技术的研究
,

在花药培养方面
,

国内已取得进展
。

简玉瑜等 〔 .
、

尹

尤初等二
“ ,于 一九 七九年光舌从花当嗜冷获得植株

。

但由于大豆花药体细胞组织很容易形

成愈防组织
,

要确定愈仿组织和幼苗的来源是较困难的
。

培养游离的花扮不仅可以避开

这个难
l

泉而且对于细饱杂交
、

1割习工程 也是一个很好的实验系统
。

目前
,

国内外尚未见

到这方面的报道
。

木试验于八三年和八四年迸行
,

得到初步结果
:

游离的大豆花粉在合

查为杏养条 昨下可从分 望并形成愈伤组织
。

本文将试介清况简报如下
。

材 料 与 方 法

供试材料为 占林 13 号栽墙种
。

春季播种于田间
。

取 单核袍子期的花穗作低温 (7
”

一

8℃ ) 5
、

8
、

1 0
、

12 天的顶处理
,

然后再行常规灭菌
,

接种花粉
。

接种花粉的方法是
:
将

{艺药放培养皿中
,

用盖坡片轻压出花粉
,

去掉药壁残渣
,

再加人液体诱导培养基
。

琢

皿接种 1 00 个花药灼花扮
。

在 40 一 50 次 /分回旋摇床上培养
,

温度 25 ℃
,

无光照
。

巧一 2。

天后添加新鲜培养基
。

待见花粉分裂后每隔 7 天添加过渡培养基
,

同时将已分裂的花粉

分皿培养
。

愈伤组织长至 l 一 2 m m 大小时
,

转至固体培养促其增殖
。

20 一 30 天后转至

分化培养基促进分化
。

用倒置显微镜活体观察液体培养基中的花粉的发育和生长情况
。

醋酸洋红染色观察处理中的花粉
。

此工作简玉瑜老师给予摺导
.

本文于 108 6年 9 月 2 5日收到
.
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结 果 与 讨 论

一
、

大豆花穗冷处理对花粉发育的影响

低温预处理花药对小抱子发育的影响和对诱导的作用已有文献论述 〔 3 〕〔6 〕
。

我们对

及豆花穗做冷处理试验
,

也收到好的效果
。

为试验花粉在接种前对激素的反应
,

对冷处

理又分了三组
;

①取花穗置 7
“

一 8 ℃ , 5
、

8
、

10
、

12 天 ; ②取花穗用 Zm g l/ 2 , 4一 D

溶液浸湿后再置 7
。

一 8℃ , 5
、

8
、

10
、

12 天处理
; ③取花穗用 2 m g l/ 2 , 4一 D

一

12 %蔗

糖溶液浸湿后再置 7
“

一 8℃
, 5

、
8

、

10
、

12 天处理
。

结果
,

经 5 天处理即可在培养前

观察到有均等分裂的花粉
。

在单冷 5 天和 2 , 4一D 冷 8 天的处理组
,

经培养都获得大量

分裂的花粉
。

从花粉大量分裂出现的时间看
, 2 , 4一 D 冷 8 天处理的比单冷 5 天的 早 15

夭左右
。

加糖的由于污染而未见结果
,

但对较长时间的处理似乎有保鲜作用
。

二
、

花 粉 粒 的 游 离

摸索过挤压
、

过滤
、

离心等程序的游离方法
,

结果是花粉获取量少
,

而且 很 易 污

染
。

采用盖玻片挤压法游离花粉
,

不必离心过滤
,

可减少污染机 会
,

获得 量 也 较 多
,

且花药的一些对花粉发 育有促进作用的活性因子可以释在培养基中
,

对花粉的分裂有好

处
。

但耽心的是
,

去掉药壁残渣后遗留下的残渣是否形成愈伤组织而污染花 粉愈 伤 组

织
:

从本试验获得的几皿分裂的花粉看
,

残留的少量药壁没有形成愈伤组织
。

是前冷处

理的原因还是挤压磨碎的作用还不清楚
。

三
、

花 粉 分 裂 的 诱 导

基本 j
一

吝养基采用改 良的 B S〔 1 〕和高国楠用于培养大豆原生质体的基 本 培 养 墓〔刹
,

参照原生质体培 养基附加各种糖
、

维生素
,

椰乳 10 %
,

水解酪蛋白 2 50 m g l/
,

丝 氨 酸

i o o m g / l
,

肌 醇 s 0 0 0 m g / l
,

谷氨酞 胺 s o o m g / l
, 2 , 4一D 0

.

0 5 ~ o
.

Zm ` / l
,

Z e a t i : 1

0
.

1~ 0
.

s m g l/
,

N A A o
.

5一 1 m g l/
。

试验第一步先用粉 1
、

粉 2
、 ·

“ 一等培养 15 一 20

天 ,
第二步在原培养皿 内补加新培养液

,

做如下处理
:
粉 1

一

卜粉 1 ,

粉 1 + 粉 3 ,

粉 1

十 粉 4 ,

粉 2 + 粉 2 ,

粉 3
一

十粉 3
,

粉 4 + 粉 4
。

第一步培养时
,

粉 1
、

粉 3
、

粉 4 都

见到花粉分 裂
。

当加入新培养基后
,

粉 1 十粉 4 ,

粉 4
一

升粉 : ,

见 大最花粉开始分裂
。

说明粉 1 和粉 4 对诱导花粉分裂都有作用
,

而粉 4 更有效果
。

四
、

继 代 培 养

在粉 4 和粉 1 十粉 4 的培养基中的花粉细胞团
,

在形成愈伤组织的过程 中
,

需逐步

添加改变了渗透压的培养基
,

每周加一次
,

直至基本取代原洁养基
。

否则
,

细胞壁 破

裂
, 细胞内含物溢出

。

经三周过渡培养后
,

便形成
一

J
’

肉眼可 见的乳白色愈伤组织 ( 见图
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版 )
。

当长 至 1 一 2 m m 大 小时
,

转至固体 J
一

音养基继代培养增殖
。

培养基为 B S , 6 B A

o
.

s m g l/
、

BI A Zm g l/
,

I A A 1111 9 l/
,

K O
.

s m g l/
。

从而获得大量愈伤组织
。

这种愈 伤

组织表面细腻有光译
。

待 民至黄豆粒大小时
,

转至分化培养垫
。

试验了 33 个分 化 培养

墓
,

只见到有芽点和根的产生
,

而未获得芽
。

五
、

离体培养的花粉粒的发育情况

对培养在液体培养墓中的花粉
,

用倒置显微镜进行活体观察
,

照像记载了从单花粉

分裂至形成细胞团
、

愈伤组织 为过程 (图版 )
。

墙养 15 天后
,

少量的花扮粒膨大
,

内有浓

密的胞质
。

当加人新培养兹后 3 一 5天花粉开始分裂
,

紧接着在后来的几天里花粉大量

地分裂
。

分皿培养后
,

未分裂的花粉陆续还在分裂
,

最后达原初皿花粉的 60 一 70 %以上
,

没分裂的花粉已很少存在了
。

似乎一 旦一定量的花粉分裂
,

对其他未分裂的花粉有着一

种很骤效的诱导作用
。

分裂灼花扮均等细胞型和游离恢型都 仔在〔 4 〕
,

有的直接形成多细

胞团
,

有的形成多粒细胞
,

然后再各 自独立成为多细胞团
。

分裂的结果
,

大部形成愈伤

组织
,

同时也观察到有胚状体的产生
。

没有染色观察
.

但根据接种时单核和双核的花粉

都存在的情况分析
,

接种对处于单核和双核的花粉经 啥养都可分裂
。

因此
,

后期获得的

花粉培养物是单核和双核花粉的混合分裂产物
,

形成的细胞团有的也是生殖核
、

营养核

的分裂嵌合体
。

木试验是初步的
,

有待于做大量的工作去完善技术和促进分化
。
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