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大豆花药培养几个问题的研究
’

叶兴国 付玉清 王连铮

(中国农业科学院 )

提 要

本文研究了大豆花药培养中的培养基
、

基因型
、

激素配比
、

糖分种类及浓度
、

取材时期
、

预处理温度
、

接种方式
、

有机添加物等因素对愈伤组织诱导频率的影

响
。

认为大豆花药在培养基上的脱分化启动具有群休效应
,

合适的取材时期是单

核中晚期
。

高浓度蔗箱能抑制休细胞愈伤组织的产生
,

而愈伤组织的分化则需要

较低的蔗糖浓度
。

意伤组织在 B S
+ 0

.

s m g /水 A A + 1
.

Om g /仄T + 1 %蔗杨和改 良

M S + 0
.

1娜 g / ILB A + 0
.

] gnI / IG ^ : + 0
.

4m 8 / IN A A + 0
.

s m g / IB A + 0
.

s m s / IK T + 0
.

s m g /比T + 0
.

s m s/ 1 生物素 + 2 %蔗箱等培养基上分化 出 了芽
,

在改 良 M s 十 .0

S lgn l/ BI A + 0
.

S lgn l/ BA + 0
.

s m g l/ K T + 0
.

s m刁 lzT + 5纬蔗糖 + 1 %麦芽糖 等培养

基上产生 了在状休
。

关链词 大豆 ;
花药培养 ,脱分化

,
胚状体

花药培养作为一种育种手段 已在许多作物上取得了成功闹
.

大豆花药培养的研究
,

如

能突破出苗和诱导颇率这一关
,

将会加速大豆新品种的选育
,

缩短育种年限
.

19 7 4年 vI esr

首先开展了大豆花药培养研究
,

仅获得了体细胞愈伤组织及其类苗器官 sj[
。

1 9 78 年母秋

华等也获得了愈伤组织
,

没有证明这些愈伤组织是否来源于花粉 lj[
。

19 7 9一 1 9 8 2 年简玉

瑜
、

尹光初等先后对 sB 培养基进行了研究改良
,

相继获得了花粉愈伤组织
,

并分化出了少

量 芽状物和 花粉幼苗:.t . 〕
。

19 8 6 年刘德璞等获得了离体花粉的愈伤组织 [’1
.

1 9 91 年

K a d l ec
、

hZ
u a n g 等分别获得了花药培养愈伤组织

、

胚状体类似物
,

没有得到再生植株 9[, l0]
。

尽管大豆花药培养有上述几例报道
,

但其方法
,

技术还不够成熟
。

出愈率
、

分化率很

低
,

芽分化和植株再生缺少重复性
。

尤其近十多年来
,

关于大豆花药培养方面的研究很少
,

有必要进行大量工作
,

使大豆花药培养形成一种成熟的方法应用于大豆育种实践
。

作者

1 9 9 2一 1 9 9 3 年二年间共接种了 50 多个基因型的二万多个花药
,

并对愈伤组织进行了分

,
此项研究得到了张贤泽先生的具体指导和尹光初先生的通讯指导

,

致以谢意
。

本文于 19 9 3年 一l 月 2 9 日收到
。

飞七妇 伸详 r w as r e c巴 i v
de on N o v

.

2 9
,

19 9 3
.
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化研究
,

现简报如下
。

材 料 和 方 法

1
.

试验材料 除来自美国的 IP 4 8 6 3 5 5
、

东北地区的黑农 21
、

铁丰 8号
、

江南地区的洒

豆 n 号外
,

其余大豆品种来自于华北地区和本课题组 F ; 、

F :
代材料

。

么 取材和接种 开花前分别取不同部位
、

不同大小的小花
,

进行 。一 1℃
、

4一 5℃
、

7一

8℃三种方法的低温预处理 3一 5天
。

灭菌前先剥去普片
,

包在纱布中用 75 %酒精灭菌 30

秒钟
,

0
.

1%升汞灭菌 7一 10 分钟
,

无菌水冲洗 4一 5 次
。

将材料放在灭过菌的培养皿中
,

加

少许无菌水
,

轻轻拨动材料或娜动位置
,

花药便可以分离出来
。

分单个花药和 3一 4个花药

二种方式接种
,

研究其它因素时采用后一接种方式
,

每瓶中接种 30 个花药或 30 个点
。

·

3
.

培养基 选用了 M S
、

B S 、

M s B
、

N 。 和二种改良的 M s 培养基 ( M S , 、

M S Z )共六种培养

基
。

M S I

的变动成份为 (单位
:
m s / l )

: N H ` N o 3 d 1 0
、

K N o 3 9 5 0
、

C减C I
: .

2 H 2 O 22 0
、

N aH
Z
p o 一5 0

、

K H Zp o ; 1 2 5
、

M gs o ; ·

7H
2 0 2 5 0

、

M
n s o ; ·

H Z
o l o

、

H s B o 3 6
、

Z sn o ` ·

7 H 2 0 2
.

0
、

K IO
.

7 5 ; M S : 的

变 动成 份为
:

N H ` N o s 8 0 0
、

K N o 3 2 5 0 0
、

ca e 一:
·

2 H 2 o 2 2 0
、

M gs o 二 7 H 2 0 2 00
、

K H Zp o ` 15 0
、

N a H : P o ; 5 0
、

( N H ` ) : 5 0 ; 1 3组
、

州山 5 0 ; ·

H Zo l o
、

H 3B o 3 5
、

z n s o ; ·

7 H 2 0 2
、

K i o
.

7 5
。

添加水解酪

蛋白 ( e H ) 5 0 0 m g八
、

谷氨酸胺 ( e 一u ) s 0 0m g / l
、

天冬酸胺 ( ^ s p ) 1 0 0m g八
、

v B t 8 0毗 / l
、

蔗糖 9 0 9 /

l
、

ge ilr to 2
.

g3 l/
,

PH 值 5
.

8一 6
.

。
。

葡萄糖用细菌过滤器过滤灭菌
,

其它成份高压灭菌
。

除注

明外
,

一般选择 M S ;

培养基和 9 %的蔗糖浓度
,

附加 2
.

月一D 2
.

ogrn l/
、

KT o
.

s m g l/
。

刁
.

细胞学观察 卡诺 固定液 (3 份 95 %酒精
: l 份冰醋酸 ) 固定花蓄 24 小时

,

换入

70 %酒精中保存
,

l %醋酸洋红直接染色观察花粉粒发育状况
。

O℃低温冰水处理 2魂小时
,

改良卡诺液 (3 份 95 纬酒精
: 1份冰醋酸

: 0
.

5一 1份二 甲苯少中固定 召一 7 天
, 1写醋酸洋红

染色 4 小时 以上
,

45 %醋酸压片观察愈伤组织和根尖细胞染色体
.

研 究 结 果

1
.

培养基 花 药在 M S
、

M S
, 、

M S
Z 、

B S 、

N 。 五种 培养 基上 的 出愈率 分别 为 37
.

1 %
、

4 2
.

9 %
、

3 4
.

2 %
、

3 5
.

2%和 2 3
.

9 % (表 l )
,

接种用基因型为丰收黄和 P x 4 s 6 3 5 5
,

N
。
培养基上

表 l 培养基对愈伤组织诱导频率的影响

aT b le 1 Eff e ct o f 11父月ja o n i n d u e t i o n f r
qC ue

n
cy

o f ca 功

培培 养 基基 接种花药数数 产生愈伤组织数数 诱导撅率 ( % )))

MMM司 IU mmm N O
.

of a Jl t
he 俗俗 N O

.

of
口幻1111 如 d “ 为 o n 丘 eq 此 n e yyy

卜卜朽朽 2 4 000 8 999 37
.

111

加加巧 111 3 4 000 14 666 42
.

999

州州6 222 2 2 888 7 888 3 4
.

222

氏氏氏 2 1 000 7 444 35
。

222

NNN ... 3 0 000 7 lll 2 3
.

7
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出愈率最低
,

其它四种培养基上的出愈率相近
。

表 明 M S
、

M S , 、

M s Z 、

B S

培养基比较适合于

大豆花药培养中愈伤组织的诱导
。

2
.

激素种类和浓度 2
,

4一 D 用量 (单位 m s/ l) 1
.

0
、

2
.

0
、

3
.

0
、

4
.

0 时的 出愈率分别为

2 5
.

9 %
、

5 6
.

9 %
、

2 5
.

5 %和 一8
.

6 %
,

N ^ ^ 用量 1
.

0
、

2
.

0
、

3
.

0
、

」
.

0
、

5
.

0 时的 出愈率分别为

1 2
.

8 %
、

16
.

7写
、

2 5
.

3写
、

2 7
.

2 %和 2 5
.

0写
,

品 种是鲁 豆 4 号 和 郑 4 9 2
,

表 明 2
.

4 一

D 2
.

o m g l/
、

N A A 寸
.

om s/ l 比较适合愈伤组织的产生
,

同时也表明
, 2

,

4一 D 的诱导效果好于

N A A (表 2 )
。

表 2 激素种类和浓度对愈伤组织诱导频率的影响

aT ble 2 fE f eC t of lP an t h o r m o

esn 田记 th ej r

con ce n

atr it o 朋 o n j闭 u tC io n f r
阅

u
en 叮

激激 素 用 量量 接种花药数数 产生愈伤组织数数 诱 导 频率 ( % )))

HHH O r甘旧 n e
( m以 L ))) N o

.

of a n t助几几 N 认 时 右目」jjj nI d uc it o n 台冈璐 n cyyy

222
.

4一 D III ] 8 000 4 333 2 3
.

999

222
.

4一 0 222 45 000 16 666 3 6
.

999

.222 4一 D 333 20 000 5 lll 2 5 555

222
.

4一 0 444 2 1000 3 999 18
.

666

NNN A人 lll 18000 2 333 1 2
.

888

NNN A A ZZZ 18 000 3 000 1 6
.

777

NNN 入A 333 18 000 4222 2 3
。

333

NNN A A 444 36 000 9 888 2 7
.

222

NNN A A SSS 18 000 4 555 2 5
.

000

3
.

接种方式和预处理沮度 单个花药接种时的出愈率仅为 6
.

J %
,

3 个以上花药集 中

一起接种时的出愈率为 28
.

5 % (表 3)
,

表明大豆花药在培养基上的分裂启动具有群体效

表 3 接种方式对愈伤组织诱导频率的影响

aT bl O 3 曰介找 健 nI OC 吐aI t i吧 认恤 y s
的 in d u e t io n f r

叫
u e

cn y

接接 种 方 式式 接种花药数数 产生愈伤组织数数 诱 导 频 率 ( % )))

nIII OC u lat i昭 从 . yyy N O
.

of a们 t比均均 N让 Of ca ll iii I n d U c 。。 ,
fr 叫叱 n汀汀

一一个花药药 20 444 l 333 6
.

444

CCC叻。 . n盆加 rrrrrrrrr

三三个以上花药药 27 OOO 7 777 2 8
。

555

MMM“ e 吐比幻 U甘伪伪伪伪伪
目目 I t加 nnnnnnnnn

表 4 低温预处理温度对愈伤组织诱导频率的影响

aT b le 4 E丘七e t o f lo w Pr 卜 t

ear
r
淞

, 、 t t
em pe

r a

皿
e o n in d cut io

咖 f r
qe

u e n e y

预预处理温度度 接种花药数数 产生愈伤组织数数 诱导倾率 ( % )))

FFF份e一廿 e a t m心 n ttt N o
.

fO an t址传传 N住 健 C山 iii I n du e d o n fr 闪cu n yyyC
ttt e n l pe 爪 t

uT
eeeeeeeee

OOO一 l ℃℃ 王8 666 l 999 10
。

iiif

`̀ 一 5℃℃ 3 3 000 6 000 18
。

222

777一 8℃℃ 1 8 000 4 444 2 4
`

4
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应
。

花药经过 3一 5天低温预处理后接种
,

0一 1℃低温预处理的出愈率 1 0
.

6%
,

4一 5℃的

为 1 8
.

2写
,

7一 8℃的为 2 d
.

4 % (表 4 )
,

说明大豆花药合适的预处理温度为 4一 8℃
,

O一 1℃

低温对产生愈伤组织不利
。

花药取自中黄 刁号
、

IP 4 8 6 3 5 5 和 F :
代材料

。

4
.

糖分种类和浓度 花药在添加 4
.

5 %葡萄糖和其它有机成分
、

激素的 M S
:

培养基

上
,

出愈率为 20
.

0 %
,

添加 9写蔗糖
、

3 %麦芽糖的出愈率为 28
.

9 %
,

添加 6写蔗糖
、

6 %麦

芽糖的出愈率为 2组
.

峨%
,

蔗糖浓度 15 写
、

12 写
、

9 %
、

6 %
、

3 %时的出愈率分别为 39
.

5 %
、

46
.

4 %
、

39
.

8 %
、

36
.

3 %和 33
.

3写
。

表 明 3一 15 % 的蔗糖浓度都能产生高频率的愈伤组织
,

12 %可能更为合适
,

葡萄糖
、

麦芽糖的诱导效果不及蔗糖
。

花药取自中黄 d号
、

丰收黄
、

泅

豆 11 号
、

中品 66 1等几个品种 (表 5)
。

表 5 糖分种类和浓度对愈伤组织诱导颁率的影响

丁妞b le s 曰吏。 改 of su g asr on in d u c d闭 ft 闪 u e
cn y

搪搪分种类和浓度度 接种花药数数 产生愈伤组织数数 诱导撷率 (环 )))

SSS u朗 JJJ N o
。

of
日n t h e sssr N么 of 以111 111 nI d以万 o n fr eq 此n e yyy

444
.

5 %葡萄精精 18 000 3 666 2 0
.

000

444
.

5 % 砂

~~~~~~~~~
999 %蔗糖+ 3%麦芽糖糖 18 000 5 222 2 8

.

999

999沁
s 龟吮 I往 , +++++++++

333% anI lt二二二二二

666 %蔗搪 + 6 %麦芽糖糖 18 000 4 444 2 4
.

444

666肠 s u 。 以” 姆 +++++++++

666% 妞 lt o6eeeeeeeee

1112 纬 蔗糖糖 3 6 000 16 777 4 6
.

444

1112 %
s u以 。把把把把把

999 % 蔗糖糖 18 000 6 888 3 7
.

888

999写 s u cr ,,,,,

666纬 蔗糖糖 2 4 000 8 777 3 6
.

333

666沁
s

盯二二二二二

333鱿 蔗糖糖 12 000 4 000 33
.

333

333% s。二二二二二

巧巧肠 蔗糖糖 2 1000 8 333 3 9
.

555

1115% s山 , a 记记记记记

5
.

基因型 在 M S : + 2
.

om g八2
,

4
一

D + 0
.

s n堪八K T + s o o m g八仪 + 8 0 0毗八e l u +

10 0m哪 IA S p + 9 %蔗糖培养基上
,

3一 4 个花药接种方式下
,

几乎所有基因型都能产生愈伤

组织
,

出愈率 1刁
.

3 % 一 36
.

6 % (表 6 )
,

其 中鲁豆 4 号
、

铁丰 8 号
、

丰收黄
、

中黄 4 号
、

p I 4 8 6 3 5 5
、

郑 4 9 2
、

郑州 1 3 5
、

文丰 5 号等基因型的诱导率较高
。
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表 6

n 阎
e

6

基因型对愈伤组织诱导濒率的影响

公云兄 t of g en
o yt p , 帕 in d u c t l on fr 闪叨e n

yC

基基 因 型型 接种花药数数 产生愈伤组织数数 诱 导 预率 (线 )))

份份. 时洲脾脾 N O
.

时 胡吐哈门门 N认 of 砚山 iii nI d J比沁 n 丘 qe 业 n e yyy

文文丰 5号号 4 888 l 222 2 5
.

000

IPPP 4 8 6 35 555 2 2 888 7 888 3 4
.

222

早早丰 1号号 22 666 3 888 1 6
.

888

豫豫豆 2号号
.

10 000 1 666 1 6
.

000

像像豆 6 号号 1 3888 3 222 2 3
.

222

郑郑 49 222 1 4888 5 666 3 6
.

666

郑郑州 1 3555 5 000 1 666 3 2
.

000

中中油 8 4一 1444 9 888 l 555 15
.

333

铁铁丰 8号号 13222 3 444 2 5
.

888

丰丰收黄黄 1 8 000 4 888 2 6
.

777

鲁鲁豆 4号号 27 OOO 7 lll 2 6
.

333

中中黄 4号号 9 000 2 777 3 0 000

注
:

此表只列出了都分基因型愈伤组织的诱导结果
。

6
.

愈伤组织的鉴别 花药接种后 25 天左右开始产生愈伤组织
,

1 00 天以后仍有愈伤

组织产生
。

经过染色体观察
,

开始产生的愈伤组织大多为体细胞愈伤组织
,

染色体数 40

条
,

淡黄色
、

结构松散
、

形状不规则
、

增殖较快
;
30 天后产生的愈伤组织大多为单倍体愈伤

组织
,

染色体数 l 刁一 26 条
,

乳白色
、

结构致密
、

形状似球
、

增殖较慢
。

根据上述标准
,

蔗糖浓

度 1 5 %
、

1 2 %
、

9 %
、

6 %
、

3 %时
,

单倍体愈伤组织分别占 8 4
.

3 %
、

6 4
.

7 %
、

6 6
.

2 %
、

6 0
.

9 %和

3 0
.

0 % (表 7 )
,

表明高浓度蔗糖抑制体细胞愈伤组织的产生
,

而有利于单倍体愈伤组织的

产生
。

表 7 蔗糖浓度对单倍体愈伤组织和二倍体愈伤组织诱导频率的影响

T a b le 7 Ef f ec t o f s u件。` e
co

n C印 t花t io n s o n i n o心u la t io n

ft eq
u e n

cy of h a P lo id 伪小 an d 5 0们、 a t ic ca 也

蔗蔗精浓度 ( % ))) 愈伤组织数数 单倍体愈伤组织织 体细胞愈伤组织织

SSS J沈 c s e c o n oe n t ar it o nnn N O
.

of 伪】iiil H a闰。记 。目五五 S 以1班 it C 口 d iiil

数数数数量量 颇率 ( % ))) 数ttt 预率 ( % )))

NNNNNNN O
...

R闪 u ,. n c yyy N OOO rF eq u e n e yyy

33333 4 000 l 222 3 0
.

000 2 888 7 0 000

66666 8 777 5 333 6 0
.

999 3 444 3 9
.

111

99999 6 888 4 555 6 6
.

222 2 333 3 3 888

lll 222 1 6777 10 888 6 4
.

777 5999 3 5
.

333

lll 555 8 333 7 000 8 4
.

333 l 333 15
`

777

7
.

愈伤组织的分化 大豆花药培养产生的单倍体愈伤组织在各种分 化培养基上
,

分

化根比较容易
,

分化芽却+ 分困难
。

在 B S + 0
.

s m g / IN A A + 1
.

o m s / IK T + l %蔗糖 ( G M 1 4 )
、
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+ 0 . l l BA+ 0
.

I GA 3+ 0
.

4 NA A+ O
.

ST K+ 0
.

S BA十 0
.

sT z
一

卜 0
.

5生物素 + 2%蔗糖

( G城 单位 m刁 l
,

以下 同 ) 和妾~
十 。

.

2
BIA

+ 0
.

。N
从 + 。

.

SKT + 。
.

S
BA + 。

.

s zT +
、
一

`

” 一 幽 “
`

0,
. ’

~ ” , ”
, ” 2

- -

一一
` - -

-

一一
` - - - - -

一
’ -

-

-

一
’ - - -一一

’ 一
’

-

一
2 0 0C H + 2 0 0Y E + 2 0 0

LH + 2 0 0 G l u + 1 0 0sA p+ 8 0L y s + 3 %蔗糖 ( G M l l ) 等培养基上分化出

了少量芽和芽状体
,

芽分化频率为 0
.

46 %
,

芽状体为 0
.

3峨%
。

在 M s ,
+ 0

.

SBI A + 0
.

BS A +

1
.

OK T + 0
.

s z T + 2 5 0C H + 2 5 0Y E + 2 5 0e l u + 1 0 0 ŝ p + 5纬蔗糖 + l %麦芽糖 ( G M I , )和 G M 。

等培养基上
,

产生了 7 个胚状体
,

颇率为 0
.

40 %
。

结 论

在前人研究的基础上
,

对培养基进行了改良
,

同时改变了接种方式
,

认为基本培养基

的变动和培养基中添加 8 0 Om g / I G l u 、

10 om s / IsA p
、

8 0毗 / I V 。 ,

和 s o om s 八C H 等有机成份
,

对

诱导愈伤组织是有效的
.

多个花药接种情况下容易产生愈伤组织
,

表 明大豆花药的脱分化

具有群体效应
。

愈伤组织分化的蔗糖浓度为 1一 3片
,

高浓度蔗糖不利于芽分化和产生胚

状体
,

但高浓度蔗糖用于诱导培养基上
,

能抑制体细胞愈伤组织的产生
,

有利于单倍体愈

伤组织的产生
。

合适的取材时期是单核中晚期的小花
,

标准是下一花露 白前的上面 3一 4 朵小花
,

长

度 0
.

4一 0
.

cs m
,

这与前人的观点不尽一致图
。

灭菌前剥去要片
,

然后用 75 %酒精
、

0
.

1 %升

汞灭菌
,

在加少许无菌水的培养皿中分离花药的方法能提高接种效率和避免污染
。

多个花

药集中接种表现出群体效应
,

比单个花药接种容易产生愈伤组织
,

可能是花药间相互分泌

物质和有利于保持湿度等
.

进行愈伤组织及其根尖细胞的染色体检查时
,

在固定液中加入

2 0 %左右的二 甲苯
,

能溶解细胞中的油脂
。

愈伤组织出现后的适当大小及时分化 (5 一 7 天为宜 )
,

继代后的愈伤组织将失去分化

能力
,

很难再调回适合分化的状态
。

愈伤组织的质量
,

状态和培养基中的激素搭配是大豆

花药愈伤组织分化的关键性因素
。

尽管大豆花药培养能产生频率很低的芽和胚状体
,

但

芽
,

胚状体的进一步生长
、

成熟
、

萌发又是一个有待解决 的间题
。

大豆花药培养的难度同其

意义一样的重大
。
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