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摘 要

试验 56 份大豆 栽培品种
。

未用幼芙子 叶
、

无菌苗下胚轴 和子 叶
、

幼 胚 悬

浮培养细胞作原生质体游 离材料
。

苗期子 叶和下胚轴 用 酶 液
: 1% H e m ic el l

-

u l a s e
H P 1 5 0 , 0

.

4% C e l l u l a s e R一 1 0 , 0
.

1% P e 。 t o l y a s e y 一 2 3 ; 幼芙子 叶

用 1% C e l l u l a s e R一 1 0 , l % H e m i e e l l u l a s e H P 15 0 , 0
.

5% P e e t i n a s e , 悬浮培

养细胞用 i % c e l l u l a s e R一 1 0 , 0
.

;% p 旦e t o l y a s e y 一 2 3 , 2 % D r i s e l a s e

游 离
, 4 种材料均获得大 量原生质体

。

原 生质体培养基均为 K S P
,

分化培养基

为 M S
、

B S ,

培养基 中的激素试用 了 2
.

4一 D
, 2

.

4
.

5一 T
,

N A A I A A
、

Z T
、

K T
、

BA
、 z中 和毒芬定 等不 同配合 和浓度

。

结果有 12 份品种 的幼芙子 叶
。

下胚轴和

苗期子 叶的 原生质体形成愈伤组织
、

有不同类型的根分化 和绿点 出现
,

分化培

养基 L S
一

卜0
.

1
一

0
.

2 0 9 1/ 2
.

4
.

5
一

T + 1
一

1
.

s m g / 1
·

B A较好
。

目前
,

大豆原生质休培养的研究
,

一些学者作了大量工作
。

已从根
、

叶
、

荚
、

悬浮

培养细胞和子叶等游离出大量原生质体
,

并获得愈伤组织 〔’一 。〕
,

但是迄 今为止未见国

内外有再生植株的 正式报道
。

木文简要报道大豆原生质体培养获得愈伤组织井有根的分

化和绿点 出现的结采
。

试验了 56 份来 自吉林省农业科学院大豆研究 所的大 豆品种
。

采用幼英子叶
、

无菌

苗下胚轴 (IJ 音处生 民 ) 和苗期 子叶 (光下生长
、

12 小时 )
,

幼胚悬浮培养细胞作原生质

体游离材料
。

将子叶和下胚轴切成小片和小块
,

分别放布 C P W 1 3 M 〔2〕中质壁分离 1 小

时
,

再换人酶液中游离
.

苗期子叶和下胚轴用酶液 l三入介〔2〕 ; 幼荚子叶用 1 % C o l lu l a s 。

水文于 1 9 8 8年 2月 1日收 到
.

T lx i o p a P e r w a s r e e e i v e d o n F e
b

.

1
,
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R一 1 0, i % H e m i e e l l u l a s e H P 1 5 0 , 0
.

5 %
,

P e e全i n a s e
游离 ; 悬浮培养细胞直接放

人 i %
,

C e l l u
l
a s e ,

R一 1 0
,

0
.

2%
,

P e e t o
l y o s e ,

Y一 2 3 , 2 % D r丈s e l a s e
中游离

。

这

4 种材料均获得大量原生质体
,

用 K S P ( K a o ,
1 9 7 8) 培养基冲洗离心 收集后

,

以 l x

1 0
3 一 `
个 / m l 的 密度悬滴培养在培养皿中

。

每过 7 天加人新鲜培养基
,

并逐步降低渗 透

压
。

第 3 一 4 天均见再生细胞第一次分裂 ( 图 2 )
,

第 7 天第二次分裂 ( 图 3 )
,

20 天

以后均见细胞团
,

细胞团中的细胞为圆形和椭圆形 (图 5 )
。

一个月后
,

其中有 1 2个品

种的幼荚子叶
、

下胚轴和苗期子叶原生质体形成肉眼可见的小块愈伤组织 (图 6 )
,

镜

下观察到有密集的分生区
,

可能为胚性愈伤组织
。

将小块愈伤组织转人固 体 K 6 27 一 1

( K o o , 1 9 7 8 )
,

培养基中
,

一 个 月 后 形成大块愈伤组织
,

然后将这些愈伤组织转人

分化培养基中诱导分化
。

基本培养基用 M S
,

B S 其 中的激素试用了生长素
: 2

.

4一 D
、

2
.

4
.

5一 T
、

N A A
、

I A A ;分裂素
:

B A
、

K T
、

Z T ,还试用了
z i p 和 毒 芬定 ( P i e l o r a m )等

。

分别试验了生长素和分裂素的不同配合和浓度
,

选用了 1 10 余种组合
。

目前已见根的分

化
,

根有两种类型
:

一种与正常 田间植株的根形状相同 ( 图 8 )
,

另一种为细小
、

白色

带有许多细根毛的类型
。

形 成的愈伤组织各异
,

其中有一种由许多小颗粒组成的愈伤组

织 ( 图 7 )
,

类似胚状体
,

还有待于作组织切片观察确定
.

颜色为漪褐
、

黄白
、

浅绿相

间
。

我们认为这种愈伤组织有分化 出芽的可能性
,

目前正进行分化芽的研究
,

试验结果

见表 1
。

T a 七! O

表 1 不同外植体原生质体游离和培养的情况

T h e e 盆 s a o n i s o l a t i o , a n d e u l t u r e o f p r o t o p l a s t s f r o m

外 植 体

E x p la n t s

原生质体 产量若肠

Y i o l d
o f P r o t o P l

a : t爷

肠

多细胞团

T五e e e l l

e o l o n 主e s

愈 伤组织

C a l! u 3

d 1f f e r e n t e x p l a n t s

分 化

D i f f
e r o n t ia t io n

根 绿点

R o o t G
r e e a P o i n t

一一
··

{{{ 十十

息息5 一一{ +++ +++

999 555 十十 +++

OOOCCC 一一一

}}}}} +++++

!!!!!

{
+++++

}}}
〔。

…………

+ 成 功

+ s u e e e s s

一 未 成 功

一 n o S U C C e S S

价 原生质体 /细胞 + 原生质体 x 肠

. p r o t o p l
a s t s /

e e
l l

s + p r o t o p la s t s X 肠
.

从试用的激素来看
, 2

.

4
.

5一 T ( 0
.

1一 。
.

25 m ` l/ ) 与 B A (1 一 1
.

5二 g l/ ) 的配合较
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大巫 (G ly c扭 e 用。工
) 原生质体培 井与分 化 3 0只

好
,

能形 成上述形态较好的颗粒状结构的愈伤组织
,

有 浪的 介化和绿点 出现
。

在 K 6 2了

一 1 (加 1 0 0 。。 g 1/ 肌醇 ) 培养基中 ( 固体 ) 有细很分化
。

从所试用的基因型来看
,

邱份中有 1 2份获得愈伤组织
,

基因型间的差异较大
。

初步

的试验结果表明
,

能很快得到大量形态较好的愈伤组织的品种大多是抗病虫害的品种
。

从选用外植体的试验结采看
,

幼荚子叶
、

苗期子叶和下还轴的原生质体得到愈伤组

织
,

而幼胚悬浮培养细胞原生质体
,

目前只得到细胞团
。

本研究试验了大量的大豆基团型
,

在诱导愈伤组织分化的过程中
,

筛选了大量不同

激素配合和浓度的培养基
,

结果未见芽的分化
,

只有根和绿点出现
,

我们正在探索分化

芽的条件
。
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图版说明

图 1
.

游离的大豆子叶原生质体
。 x

40 o

图2
.

再生细胞的第一次分裂
。

x 4 00

图 3
.

再生细胞的第二次分裂
。 X

40 O

图 4
.

再生细胞的第三次 分裂
。 x 4 00

图 5
.

多细胞团
。 X 2 00

图 6
.

培养皿 中的小块愈伤组织
。

图 7
.

大块愈伤组织
,

上面有绿点和颗粒状结构
。

图 8
.

根的分化
。
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