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大豆体细胞组织培养再生

植 株 的 研 究
’

I 培养基
、

基因型
、

植物激素对诱导大豆

再生植株的影响

隋德志
、

王连铮
、

尹光初
、

雷勃君
( 黑龙江省农业科学院大豆研究所)

提 要

本研究 以 野 生 大 豆( Gl ye f n o 50
了
a

s玄。 b e tZ e e u.

) 〔 l 〕 10 品 系
、

半野

生大豆( Gl夕e了: e g a c rf l f sS k v.

) 〔 l 〕2 1品系
、

栽培大豆( Gl yc i n e , a x
( L

.

)

M er ir 1) 46 品种 (系 ) 和 5个杂种后 代为材料
,

通过组 织培养方法
,

研究 了大

豆体细胞组织再生植株的主要影响 因素
。

并以器官分化 和体细胞胚两种不 同方

式再生完整大豆植株
。

关键词
:

体细 胞组织培养 再生植株 愈伤组 织 器官分化 体细胞无性

系变异

前
, 圣犷
「二万

再生植株
,

一直是大豆组织培养研究中一个非常重要而又未能很好解决的课题
,

早

期研究中
,

I v e sr
,

P al m e r
和 F e h r ( 19 7 4 ) 在大豆花药培养研究中获得不完 整 的

“
类

胚结构
” ( E m b r y o l i k e s t r u e t u r e ) 〔 9 〕;

尹光初等 ( 19 5 0 ) 在花药培养研究 中
,

获 得

具有根
、

茎
、

叶的完整大豆花粉植株 (2 n 二 20 ) 〔 2 〕
。

杨振棠等 ( 1 9 8 4 ) 在栽培大豆离体

叶片培养研究中
、

获两株可通过有性世代的再生植株 〔 3 〕
。

再生植株由器官分化 方式 获

得
,
但没有报告再生植株的频 率

。

R a n e h ( 1 9 8 5 ) 和 B a r w a l e
,

W i d h
o
l m 等 ( 1 9 8 6 )

通过大豆幼胚培养 (野生种和栽培种 )
,

以器官分化和体细胞胚两种方式再生植株
,

后

者的再生频率为 37 % 〔 6 〕。

但 目前在半野生大豆方面还缺乏系统的研究
。

而且如何 建 立

价 本文为硕士研究生学位论文 的部分结果
.

蒙本所 资源室
、

原 子能所大豆组提供部分材 料 ; 王立新同志参加部
分工作

,

一并致谢
。
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一个稳定的再生实验系统
,

将是大豆细胞悬浮培养
,

实现细胞水平大豆遗传操作的关键

性问题
。

本文报导大豆体细胞组织培养经器官分化方式再生植株研究的部分结果
。

基 本 培 养 基 试 验

一
、

材料和方法

野生种大豆龙 79 一 06 0 1 ,

半野生大豆龙 79 一 3 4 09
,

栽培种大豆晋豆一号
。

分别取 无

菌苗下胚轴切段 ( 3 一 4 m m ) 接种于下列 9 种培养 基 中
: i

.

G ( G a u t h e r e t 1 9 4 2 )

2
.

H T ( H i l d b r a n d t 1 9 4 6 ) 3
.

H E ( H e l l e r 1 9 5 3 ) 4
.

N ( N i t s e h 1 9 5 6 ) 5
.

M S

( M u r a s h i g e
& S k o o g 19 6 2 ) 6

.

W ( W h i t e 1 9 6 3 ) 7
.

B L ( B l a y d e s 1 9 6 6 ) 8
.

B 。

( G a m b o r g 1 9 6 8 ) 9
.

N 。 ( N 6 1 9 7 4 )

激素添加成份均 为
: “ K T I

.

。” 。 + N A A
。

.

2” m’’
,

蔗糖 2 %
,

琼 脂 1 %
, p H 调 至

5
.

8 。

培养基按常规消毒
。

接种后材料置于昼夜变温 1 8
“

一 25 ℃
,

白天补充光照 10 小时
,

室内平均光强为 2 5 0 0 L u x
条件下培养

。

二
、

结果

1
.

对于龙 79 一 。6 0 1 , 9 种培养基中以 M S
、

B L
、

B S
为佳

。

表现均有愈 伤 组 织 产

生
,

且未发生褐化
、

尤其 M S
,

成愈率最高且盛愈期来得快
。

详见表 1
。

表 1 不同基本培养基的诱导反应 (龙 79 一。 60 1 )

T a b le 1 T h e d i f f e r e n e e s 七e t w e e n ba , a l m e d la i n c a l l u s in d u c i n g ( L o n g 7 9一 06 0 1 )
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. “

始愈期
”

为接种开始、 出现愈伤组织 的日数
。

b
. “

盛愈期
’

为始愈期、 旺盛产生愈伤 组织 的日 数
。

愈伤组织达 4 一 S ln 口 大小
.

c `

褐化程度
”

为接种 10 天 调查 的结果
。 “

O
”

为正常无褐化
, “

+
”

为轻度 褐化
, “

+ +
”

为揭化严 重
.

2
.

只乞7 9一 3 4 0 9 ,

从成愈率和成愈速度看
,

B L
. ,

M S
.

,

B S
较好 (见表 2 )

,

其余

较差甚至无愈伤形成
。

结合愈伤组织质量
,

可以认为 M S 是较优培养基
。

3
.

晋豆一号
,

在所有培养基上均可成愈
、

但不同培养基间差异很大 ( 见 表 3 )
。

B L 培养基虽成愈率高
,

但由于过早出现根分化而使整块愈伤变得粗糙而失 去 光泽
,

朱

去继续分化的潜力
。

而 M S 相对较好
。
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表 2不同基本培养基的诱导反应 ( 龙 7 9一 30 4 9)

T al b e2T h ed f if er en e eh et w n e e bas al m ed ia in eal lu s indu ein g( Lo n7 g 9一 3理 0 9)
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为没有 调查数据
。

. 为愈伤组织质地致密
.

有光泽
。

表 3 不同基本培养基的诱导反应 ( 龙79 一3 4 0 9 )
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心苦

分化出根 的愈伤块 数
。

愈伤致密
,

有光泽
。

基 因 型 试 验

一
、

材料和方法

采用野生
、

半野生大豆各 10 品系
、

栽培种 45 品种 ( 系 ) 共 65 个基因型 (详见表 4 )
。

取砂培苗下胚轴切 段
。

诱 导 愈 伤 组 织 的 培 养 基 为 M S + 2
.

4 一 D l
.

s p p二 + K T ,
.

。 p p 。 十

N AA o
.

s p。 二 ,

蔗糖 3 %
,

琼脂 1 %
, p H S

.

8
。

两周后转人再分化培养基 BL + B A 2
.

。 p p二 +

K T 1
.

o p p 。 + N A A o
.

S P p二 ,

蔗糖 3 %
,

琼脂 1 %
, p H S

.

8 。

二
、

结果

所有材料均产生了愈伤组织
,
但不同种 (变种 ) 间形成愈伤的能力显然不同

,

呈现



l 屯容 夫 艾 料 学 台卷

表 4不同基因型大豆再生能力差异
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.
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b
.

泞
,

`

芽
、

根
’

指愈 伤组织通过再分化过程而发育成的芽和根
; “

苗
`

则指兼具芽和根 的完整植株
, 上述结 构

出现任何一种
,

就称 之分化
。

以分化所在愈伤为单夜计数
,

指括号内数据为种 (变种 ) 的平均数
.

为黑农 1 8号因污染严重而无 数据
,
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由野生种 ( 78
.

)2~半野生种 (6 8
.

3 )
一
, 栽培种 ( 89

.

9) 的上升趋势
。

平均始愈速度也在

加快
: 野生种 (7

.

4天 ) ~ 半野生种 (6
.

4 天 ) 一卜栽培种 (5
.

9天 )
。

种 (变种 ) 内不同基

因型间也表现出一定差异 〔表 4 )
。

以再分化培养基 B L + B A Z
.

o p p。 十 K T I
.

o p p二 + N A A o
.

S P、 继代后
,

部分基 因 型 出

现了器官分化
,

产生了少量的芽和根 (见图版 I 一 1 )
。

从不同基因型的 分 化 能 力 来

看
,

以野生变种大豆 的龙 79 一 3 4 3 3最强 (主要从分化芽着眼 )
。

植 物 激 素 试 验

一
、

材料和方法

采用 8 种植物激素各 5 水平
,

在 M S 基本培养基上
,

培养野生变种大豆龙 79 一 3 4 3 3

下胚轴切段
。

二
、

结果

从激素的单一效果来看
,

生长素类的 2
.

4一 D O
.

5一 I O
.

O
p p m
对愈伤组织的诱 导 效 果

较好
。

IA A 2
.

0一 10
.

叽
p 。

和 rBA O
.

2一 2
.

o
p p二

对诱导根分化效果较好
。

分裂 素 类 的 K T

1
.

。和 B A I
.

。。 。 二

对芽分化有利
。

其他种类和浓度均一般
。

凡出现芽分化者
,

均转人 M S + IA A 2
.

。 十 V 。 : 5
.

0 十 V 5P 5
.

。 十 V 。 65
.

。 + 丝氨酸 5
.

o p、

培养基中生根
。

结果只有来自 B A I
.

。 和 K T I
.

。 两个处理的芽能够进一步生根成 苗 (见

表 5 )
。

最后
,

选用 M S + 2
.

4 一 D S
.

。 + K T I
.

Op

mP 的激素配比
,

做为诱导愈伤组 织 的 培 养

基
,

得到了较满意的结果
。

表现为愈伤组织致密
,

有光 泽 ( 见 图版 I 一 3 )
。

然后 去

掉 2
.

4一 D
,

转移到 M S + K T I
.

o 十 N A A O
.

2 ” .
培养基上再分化

,

两周 以 后 愈
”

伤 组 织

通过再分化
,

产生芽的突起 (见 图版 I 一 4 )
。

并进一步发育出叶
,

抽茎 (见图版 I 一

5 )
。

最后转至 B L 十 BI 人 o
.

6 p p二
培养基上

,

两周后生根
,

再生出完整再生植株 ( 见 图

版 I 一 6 )
。

自接种培养不到两个月时间
,

再生植株即在试管内孕蕾并 开 花 (见 图 版

I 一 7 )
。

在 MS + 2
.

4 一 D S
.

。 + K T I
.

Op

、 及以后的培养程序中
,

根分化达 30 %
,

芽 分 化 达

1 1
.

4%
,

有 75 % 的芽进一步生根而形成完整植株
。

讨 论

1
.

从诱导愈伤组织的快慢
、

质量和成愈率来看
,

M S 在所有 9 种基本培养基 中居

首
,

说明基本培养基的选择是个值得注意的问题
。

2
.

B a : w al e
等 ( 19 8 6) 在培养大豆子叶节切段研究中认为

,

具有相似遗传背 景 的

大豆基因型
,

具有相似的再生能力〔 5 〕,

形成丛生苗 ( M u l t i p l e s
h

o o t f o r m a t i o n ) 的

再生反应受 遗传控制
。

我们从基因型试验可以得到另一结论
,

就是不同遗传背景的大豆基

因型产生愈伤组织的能力不同
。

遗传进化程度高的种 (变种 ) 容易诱导产生愈伤组织
,
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表 5 不 同 植 物 激 素 的 诱 导 效 果

T a b f e 5 l . d u e in g e f f e e t o f d if f . r e n t k in d s o f P h y t o h o m o n e

下
表中激素单位均 为 p p泣

3
.

不同种类植物激素配比明显优于单一使用
,

从愈伤质量和分化 潜 力 看 更 是 如

此
。

以前曾有一次培养直接成苗的报导
,

但从我们的试验看
,

一次培养不做继代
,

很难

经愈伤组织分化出完整再生植株
,

因此及时改变培养基配方
,

多次继代是必要的
。

结 语

本文研究了不同基木培养基和不同基因型对大豆亚属愈伤组织的诱导和再分化的影

响
,

并研究了不同植物激素在大豆经器官分化方式再生植株过程中的单独作用和配合作
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用
。

建立了较适于大豆再生植株的培养基
,

并获得野生变种大豆的再生植株
。

野生变种

大豆再生植株
,

国内外尚未见报导
。

这对充分利用大豆野生资源
,

开展大豆体细胞无性

系变异等研究
`

,

是很有意义的
。
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