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大豆耐盐离体筛选分化再生

植株的初步研究

陈 云 昭

( 山 西 农 业 大 学 )

提 要

大豆 ( G I班 in e 州曰x
) 小真 叶外植体直接接种到含不 同浓度 Na C I的选择培养基

中
,

愈伤组织诱导率随 N a
C I 浓度增高而降低

,

获得再生植株的最高 N a
CI 浓度为

O
。

25 %
。

用连续逐级转移愈伤组织 不断加强选择压的方法
,

可使筛选衬盈再生植株

的最高 N a C I 浓度提 高到 O
。

3 %
。

土壤盐渍化解决的办法有两种
,

一是用农业工程与灌溉来解决
,

这无疑要花大量的

人力
,

物力与财力
;
二是培育耐盐的品种

,

这是一种经济可行的办法
,

而采用常规育种方

法培育耐盐植物
,

在短期内不易获得成效
。

近年来植物组 织与细胞培养技术的进展为培

育耐盐植物提供了一个新的途径〔`〕 ,

在组织培养条件下
,

对农作物进行各种抗性育种的

离体筛选技 术
,

具有筛选群体大
,

可控程度高
,

育种周期短和不受季节限制等特点
。

国

内周荣仁等〔幻 已 从 烟 草 耐 盐 细 胞 系 分 化 出 再 生 植 株
,

国 外 O o n 。
等 ( 1 9 7 8 ,

1 9 8 2 ) 用水稻未经诱发的种子诱发愈伤组织
,

在含 1
.

0 % N a C I培养基中选择培养
,

获

得了高频率的突变体的再生植株
,

其耐盐性能遗传至后代 〔” 〕
。

采用离体筛选技术进行抗

性育种重要的基础是组织培养能够再生植株
,

否则
,

这项技术就不能用于育种
。

我们已

由大豆小真叶外植体一步培养获得再生植株并移栽成活
,

开花结荚得到种子帕
。

为使这

项技术成果用于抗性育种
, 1 9汀年开始进行大豆耐盐离体 筛选试验

。

材 料 和 方 法

用大豆 ( G I万c i n 。 碗 a x ( L
.
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后
,

取未伸出子叶的小真叶
,

用自来水冲去污物
,

浸入 70 %酒精 1 分钟
,

再用 0
.

1 % 异

求清毒 12 分钟
,

随后用无菌水冲洗 4 一 5 次
。

消毒后的小真叶
,

在无菌条件下用解剖刀

切割成直径约 2 m m 的小块
,

直接接种到含 N a C I 的选择培养基上
。

以适宜诱导大豆小

真叶一步培养再生植株的培养基 ( B
。 + K IT

.

o m g L/
+ N A A o

.

Z m g / )L 〔” 〕为对照
,

选择

培养基为对照培养基中每升分别加人 1
.

0
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N a
cl

。

培养物在变温 怕天 25 ℃左右
,

夜晚 18 ℃左右 ) 条件下培养
,

白天补充光照 10

小时
,

光照度为 3 0 0 0 L
u x .

结 果 和 讨 论

1
.

N a c l 浓度与愈伤组织的诱导

小真叶外植体在对照与含各种不同浓度 N a C I 的选择培养基
r扣

,

形成愈伤组织的过

程基木相同
,

首先外植休膨大
,

逐渐在表面和切 口处开始愈伤 组 织 化
,

颜色为淡黄绿

色
。

出愈天数
,

对照与 0
.

1 % N a C I 的一致
,

平均为 8 天
,

含 N a C I 0
.

15 % 以上
.

随

N a C I浓度增高而延长
,

N a C I浓度 0
.

4 5 % 时
,

出愈时间最长
,

达 17 天
。

出愈率
,

除

。
.

1 % N a C I的 与对照接近外
,

其余都明显比对照降低
,

N a C I浓度越高
,

出 愈率越低

(表 1 )
。

愈伤组织出现后的增殖速度
,

N a

CI 浓度高的较慢
,

其体积也较小
,

但结构较

紧密
,

贡地也较坚硬
。

这与高峰等〔“ 〕在含 N a
CI 培养基中培养华盛顿脐 橙 胚 珠 愈伤组

织时
,

N a C I o
.

05 M / L (相 当 于 。
.

29 % ) 条件下
,

愈伤组织生长明显受抑制
; 周荣仁

等 〔7〕用 N a C I筛选出的烟草耐盐细胞的体积随 N a C I浓度的增加而减小有一致性
。

这可

能是因为 讨 a C I浓度增高使培养基渗透势降低
,

愈伤组织 细 胞 吸 水困难
,

含水量减少

所致
。

表 1 培养基中不同浓度 N a C I 对大豆小真叶愈伤组织诱导的影响
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N a CI 浓度对愈伤组织分化再生植株的影晌

在对照和选择培养基中形成的小真叶愈伤组织
,

10 一 25 天开始有分化
,

对照多数先
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分化芽
,

后分化根
,

也有的同时分化出芽和根
,

再生植株的分化频率为 3 1
.

6 % (再生植

株数占愈伤组织数的百分率 )
,

在 N a C I 0
.

1
、

。
.

15
、

0
.

2
、

0
.

25 % 的选择培养基 中
,

再

生植株的分化频率分别为 27
.

6
、

1 8
.

1
、

9
.

3
、

4
.

4 % (表 2)
。

由表 2 看出
,

N a C I浓度增

高
,

分化频率降低
,

浓度越高影响越大
,

筛选耐盐大豆再生植 株 最 高 的 N a

CI 浓度为

0
.

2 5 %
。

含 N a C I 0
.

3
、

。
.

35 % 的有少数愈伤组织分化出芽
。

试验还观察到
,

在选择培养基中愈伤组织顶端表面较易分化芽
,

有的仅分化出一个

芽
,

有的可分化出 3 一 5 个芽的丛状芽
,

根的分化比较难而且晚
,

产生的再生植株都较

对照株矮
、

茎粗
、

叶厚
,

这与盐生植物的肉质性现象似乎有一致性 〔8〕
。

将仅分化芽的愈

伤组织转移到含 N a C I 浓度相同而增加 N A A 比例的选择培养基中诱导 根
,

能得到完整

的再生植株
。

看来
,

施加选择因子 N a C I有抑制 N A A 促进分化根的作用
。

N a
CI 浓度与

N A A 比例 的关系
,

尚在研究中
。

表 2 大豆小真叶愈伤组织在不同浓度 N a C I 培养基中再生植株的分化频率
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连续转移愈伤组织不断加强选择压的作用

为提高筛选耐盐大豆再生植株的 N a

CI 浓度界限
,

将含 N a
CI 0

.

2乡
。
选择培养基中

获得的小真叶愈伤组织 ( 直径约 3 一 4 m m ) 切成 4 块
,

转移到 N a C I 0
.

25 % 的选择培

养基中
,

10 天后再转移到 N a C I 0
.

3 % 的选择培养基中
,

这样逐级连续转移 4 次
,

结果

在 N a C I 0
.

3 % 选择培养基中的 81 块愈伤组织中得到 2 株再生植株
,

分化频率为 2
.

5 % ,

N a C I 0
.

35 %选择培养基中的 57 块愈伤组织中分化出 6 个芽
,

分化频率为 1 0
.

5 %
,

未得

到完整的再生植株 ; N a C I 口
.

4 % 的选择培养基中的愈伤组织增大
,

但逐渐褐化
。

与上

述一步筛选培养相比
,

通过连续逐级转移愈伤组织不断加强选择压的方法
,

筛选大豆耐

盐再生植株的最高 N a C I浓度可由 0
.

25 % 提高到 。
.

3 %
,

也有可能再提高到 0
.

35 写
。

N ab or s 等 (1 97 5 , 1 9 8 0 ) 以 N a
C I 作为选择因子

,

采取连续不断加强选择压的方法
,

N a C I浓度由开始的 0
.

16 %
,

在半年内一直提高到 0
.

88 %
,

获得了耐盐的烟草突变细胞

系
,

耐性细胞系在 0
.

“ % N a
C I的分化培养基中分化出植株〔“ 〕

。

关于盐分过多的数量
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界限很难一概而定
,

一般当表层 土壤 中含可溶性盐超过 0
.

1 % 时
,

对一些作物生长开始

有抑制作用
; 达到 0

.

2 %时
,

影响较为明显
;
当含盐量超过 1一 3 %时

,

一般作物都不能

生长
,

甚至引起作物体死亡
,

颗粒无收间
。

不同作物的耐盐性有强弱之分
,

豆类的耐盐

性弱 〔 , “ 〕
。

这可能是本筛选试验中获 得 再 生 植 株 的 最 高 N a C I浓度 ( 0
.

3 % ) 较烟草

(。
.

64 % ) 低的原因
。

以 N a C I作为选择 因子加人培养基中
,

在 提 高培养基中可 溶性盐含量的同时
,

也

降低了培养基的渗透势
,

将会使培养物吸水困难
,

造成生理干旱
。

因此
,

在 N a

CI 选择

压存在下
,

分化 出的再生植株应该既有耐盐性
,

也有耐旱性
。

图 1 在含 N a C I 选择培养基中分化出的再生植株

F 19
.

1 Re g e n e r a t e d Pl a n t lo t in s . l e e t i o n m e d i a e o n t a in in g N a C I

目前
,

初步筛选出的再生植株
,

部分已移人装有与筛选
一

再生植株相 近 含 盐 量土壤

(取 含 N a C I为主的自然盐土
,

经分析全盐量和主要 离子含量后
,

用蛙石调配成需要的

含盐量 ) 的塑料盆中
,

少数已成活
。

进一步将继续进行大量筛选培养
,

对筛选出的再生

植株的耐盐和耐旱性能进行比较鉴定
,

并研究这些性能的生理特性及能否遗传至后代的

问题
。
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t r a n s f e r t h e e a l l u s t i s s u e s g r a d u a l l y f r o m l o w e r N a C I e o n e e n t r a t i o n

m e d i a t o
h i g h e r e o n e e n t r a t i o n r e g e n e r a t e d p l a n t l e t e o u l d d i f f e r e n t i a t e

o u t i n t h e s a m e s e l e e t i o n m e d i a
( N a C I 0

.

3 % )
.

T h e f r e q u e n e y o f d i f f e -

r e n t i a t i o n 15 2
.

5 %
。

S m a l l n u m b e r o f e a l l u s i n m e d i a e o n t a i n i n g m o r e

N a C I ( 0
。

3 5 % ) e o u l d d i f f e r e n t i a t e b u d a s w e l l
。

I t i n d i e a t e s t h a t t h e

m a x i m u 皿 N a C I e o n e e n t r a t i o n o f s e r e e n i n g N a C I
一 t o l e r a n t e r e g e n e r a t e d

p l a n t l e t C a n i n e r e a s e t o 0
.

3 % t h e n i t 1 5 p a s s i b l e t o r e a e h t o 0
.

3 5环 b y

e o n s t a n t l y e n h a n e i n g s e l e e t i o n p r e : s u r e .


