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大豆原生质体培养经胚胎发生

高频率再生植株
`

肖文言 王连铮

(中国农业科学院 )

大豆原生质体培养诱导再生植株一直为国内外学者所关注
。

如 K ao ( 19 7 0) 〔’〕和 M jll er

等 ( 19 7 1) 阁从悬浮培养的大豆细胞分离出原生质体
,

经培养获得了愈伤组织
。

但在以后的

多年中进展不够大
。

据报道
,

已从幼荚子叶陈
` , 5丁

、

幼苗根队
` ’〕 、

叶肉组织 .a[ 认 ’ .0 ` ’〕和悬浮培养

细胞阁等外植体游离出原生质体
,

经培养获得愈伤组织
,

并进行了大量的分化研究
,

但最

终都未能得到再生植株
。

卫志明和许智宏 lt ’ ·

”
· ’ ` · ` 5〕于 1 9 8 8 年首次由大豆幼荚子叶分离出

原生质体
,

经培养形成再生植株
。

罗希明等 ( 1” O )[
’ “〕由大豆幼英子叶原生质体培养也得

到 了再生植株
。

张贤泽 ( 1” 0) 〔” 〕由大豆原生质体培养获得了胚状体和再生植株
。

S二 w an

K
.

hD 汀( 1 9 91 )[
’ . 〕以品种 0 o k6 3 为材料分离幼荚子叶原生质体

,

经培养得到 再生植株
,

l ” 2 年又由其它 5个墓因型的原生质体培养获得再生植株 〔’ .〕 。

以上成功地得到再生植株

的报道大都是经器官发生途经产生的
。

本文将报道用大豆 《理作初。

和
x L )栽培品种泅豆

11 号幼荚子叶分离出原生质体
,

经培养由胚胎发生途径高频率再生植株
。

一
、

植物材料

在北京将大豆品种泅豆 11 号和铁丰 8 号等夏播于田间
,

植株在自然条件下开花结

英
。

二
、

原生质体韵分离

从田间生长的大豆植株上摘下幼荚子叶大小为 2 x 3 m m 的豆荚带回室内
,

.

在 4℃的

冰箱内处理 绍 J/
、

时
。

用 75 %的酒精进行表面消毒
,

.

然后从幼英中分离出子叶
,

将其纵切

成 0
.

5一 l m m 厚豹薄片
,

放人含众 ,l u lase o n二俄
a 只 5 1

.

0肠
, P e e t ol y韶。 Y 一 2 5 0

.

2%
,

o
`

。M

甘露醉和 .0 3M 山犁醇的改良 C护w 酶液中
,

在摇床 ( 5 0 r
/师

n ,

26 ℃ )上
,

黑暗条件下酶解 弓

一 6 小时
.

用秘 ar cl hot ( a1C ` 毗
e m

、

oC
r op :

iat on )过滤
,

除去组织碎片
,

将过滤后的原生质体

酶液静止 30 分钟
,

通过离心 ( 玉OO x g , 盈Oo i n )洗涤兰次以纯化原生质体
,

每克子叶可得原

生质体 2一 3又1伊
.

, 在搏建试班座和工作中玛到东目口农李院张肠释先生的指号
.

针兴国
、

傅玉清等参加都分工作
,

- 井致谢
.

本文于 扣肠年 l 且 珑 旧收刹
、

飞加如 p 叨 . , . . 加翻翻峭 . 荃比
.

扭乐 1 0 9马
.
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三
、

原生质体的培养

纯化后的原生质体用伽 1顾 。 幼句 进行珠状包埋
,

培养密度调整为 2一 5火 l护 /而
,

悬

浮于 的 x 1 5 in m 的培养皿中
,

每培养皿加入 3叔 培养荃
,

培养基的基本成分为 M s 墙养

基
,

只是在氮源的种类和含盘
、

维生素 玩的含量等作了调整
,

另外附加夭冬酸胺 拍角g八
,

谷氨酸胺 4 0m g l/ 2
.

4一心.0 1一 .0 2娜 l/
,

从 .0 5一 l
、

0娜 /几 在 25 ℃黑暗条件下静止培养
,

1 0天统计植板率可达 5 7一“ 肠
。

10 天后移至弱光 (沁OL u
订下培养

,

每隔半个月换一次培

养基
,

并逐渐降低渗透压
。

50 一的夭后形成 1一 2助 大小的黄色愈伤组织
。

四
、

再生植株的诱导
`

当愈伤组织长到 1一 2咖 时
,

移入含 2
,

4一 D O
,

3m g / l
,

BA 仪
.

5姚 l/
,

1 %蔗糖的 浏唱习固

体培养基 (含有 M s 无机成分和 B
、

有机成分 )进一步生长
,

培养二至三周后形成结构紧

密
、

松脆光滑的愈伤组织
。

再转入 M s扫培养基
,

并附加 N A A S
.

压n
部 l ,

K T O
.

s m可 1禹A .O
’

俪可 1, 3%蔗糖
,

在 25 ℃
,

费光下培养
,

在脆硬的愈伤组织上形成浅褐色胚状体
。

把上述愈

伤组织再转入含 N A A I
,

Om s / I ,

盯。
.

5毗 l/
, I肠蔗糖的鹏

B 培养基上
,

促使胚状体进一步
: 、 `

L . , .

~ ~
, 、 , , . J _ ,

_

一
_ ,

一 一
, ,

~ J _
一

_
.

一 、 *
、 ` _ _ _ _

, _ _
. _ . ,

~ ~ 。
_

1
成熟长大

,

特胚状体长出肉眼可见的根私芽时
,

再转入含 “

一
“

·

城1/
叭

,

1%蔗糖的言
翻` . 培养基上促使小再生植株长大

。

泅豆 n 号和铁丰 牙号的再生植株的频率分别为

I称%和 2%
,
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