
第 i卷 第 1期

19吕 2年 日 月

大 豆 科 学
S O Y B EA S N C IE N CE

V 。】, 1 对吐

S七p t , ,
1扛昭

摘 要

通过花药离体培养
,

采用 变动 了的 B 。
培养基

,

成功地诱导 出大豆花扮愈

伤组织
,

并分化 出完整的大豆幼 苗
,

经根尖染 色体检查
,

Z n 二 20
,
证明是由

单倍性花扮发育而 来的
。

花每发育时期 以单核早
、

中期较为合适
。

禹体培养大豆花药
,

单核花粉可以通过不均等分裂和均等分裂由营养性质

的核分裂成两个细胞
,

它们缝续 分攀形成多细胞球
,

多细胞球进一步发育成为

外形不规则的花粉愈伤组织块
,

在适宜的条件下
,

进而 分化 由单倍体幼 苗
。

`

用培养花药的方法
,

诱导单倍体植株
,

已在很多重要粮食作物上获得成功
,

并通过

此法选育出烟草
、

水稻
、

小麦等新品种在生产上应用 〔 “ , ” 〕
。

但在油料作物方面
,

成功

的报导很少
。

特别在大豆花药培养方面
,

至今未见成功的报 导
。 1 97 4年

,
工帕招

,

D
.

R
.

等从大豆花药的药隔组织诱导出体细胞愈伤组 织
,

并 分 化 出 类 苗 器 官 ( S丘oo 龙几 i妙

or g冬的 〔 i0 )
。
国内简玉瑜等 〔 ` 〕曾诱导出大豆芽状物

。

大豆是我 国重要
一

的油料 作 物 和

植物蛋 白的重要来源
,

若能通过花药培养的方法形成花粉植株
,

加倍后获得纯 合
一

二 踏

体
,

无疑会加速新品种的选育过程
。

同时对大豆遗传理论的研究
,

也提供了一种新的手

段 ` :

`

我们在诱导出大豆花粉植株的基础上 〔“ ’ “ , ,
对影响花粉植株形成的诱导 因 素

, ·

离

体花药的雄核发育
,

花粉愈伤组织和体细饱愈伤组织的区分及其产生条件等问题作了进

一 步的研究
,
本文报导这些研究的 有关结果

。

材 料 和
、

方 法

供试材料为大豆 ( G ly o i且。 血息 x ( L ) M e
灯 ) 杂种 F , 、

F : 、

F
。

或 品 种的花药
。

在大豆现蕾期
,

用醋酸洋红或碘— 碘化钾压片镜检
, 以确定花粉发育时期

。

选
一

用花粉发

育时 期为单核早
、

中期的花药 (图 名 ) 进行接种
。

在大量接种花药的时候
,

检查每朵花的

小抱子发生是不可能的
。

为了选择适宜的花药
,

我们根据蕾的长度和苞叶长同蕾长的比

.

不工作得到王连铮
、

陈供文付研究员的指导和帮助
; 大豆研究所提供实验材料

, 陈运生同志协愈拍球鱿 丰视芝

同志参加部分工作
, ~ 并致谢

。
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例等
,

确定了小抱子发育相关联的时期
。

奢种前
,

选取合适的花蕾 (图 1, B
、

C )
,

在

我们的实验条件下
,

花蕾的长度为 2
.

5一瓦 5毫米
,

苞叶长度为蕾长的万一另
。

这些指标

因不同材料和栽培条件而有所差异
,

开花前期和后 期也不一样
,

应及时根据实际观察对

指标进行修正
。

将适宜花蕾用 自来水冲洗数分钟
,

放吓%的酒精中浸饱 n
.

5一 1分钟
;

再放在。 .

1河的异汞溶液中浸泡 拐 分钟左右
,

然后用无菌水冲洗四次
,

在无菌条件下取

出花药接种在培养基上
。

在对墓本培养基筛选实验的基础上
,
采用变动了的 B

。
培养基

。

其变动 部 分 主要

是将磷酸盐
、

硼
、

铝
、

蔗糖浓度和维生素作适当调整
。

琼脂浓度降低为仇 4一 .0 5%
。

愈

伤组织分化的培养基是将诱导愈伤组织的培养基中的 2
.

4一 D 去掉
,

添加激动 素 0
.

石一

.4 Om引 l, e 卞基喋岭。 ,

5一 6
,

。二名l/
,

叫味乙酸。
`
5一 2

.

om幻 l
,

蔗糖浓度降低 一 半
。

p H 调至 .6 。后
,

在 1泊一1
,

1公斤 /厘米
;
压力下热压灭菌20 分钟

。

接种后的花药置昼夜温度为20 一 2 9℃的培养室
;
愈伤组织转移后置 1冬一 2 6℃下迸行

分化
,

白天用日光灯补充光照 1口小时左右
,

为观察离体花药的雄核发育
,

我们固定了接种后1 0
, 1 5, 20

,

25
,
30 天的花药

,

采

用朱至清等以 〕提出的花药整体制 片法
,

稍稍延长染色
、

漂洗
、

透明的时间
,

在制 片时

用摄子捣碑后再进行封固
。

愈伤组织和根尖染色体观察用铁矾苏木精和孚尔根染色法
。

实 验 结 果

一
、

花粉愈伤组织的形成

接种在培养基上的花药
,

在外部形态上逐步显 出不 同的变化
,

处于四分抱子斯的花

药
,

徐种后
、

颜色逐渐变白
,

而且一直保持乳白色
,

始终不产生愈伤组织
。

处于单梭晚期

或双核期的花药
,

诊种后颜色逐渐变褐
,

然后呈黑色
,

花粉细胞的内含物逐渐解体
、

消

失
,

变成空瘪花粉
,

只有处子单棣早
、
中期的花药

,

接种后功天左右
,

颜色逐渐变褐
,

以后一直保持暗褐色
,

并开始出现愈伤组织
。

这些早期出现的愈伤组织
,

基本上都是体

细胞愈伤组织
,

有些可以明显看出是从花丝断 口产生的
。

愈份组织出现的高潮是在20 一

劝天之何
,
但出现愈伤组织特续的时回很长

,
7 0天以后还有愈伤组织产生

。

我们曾对 3 5

夭以后产生的愈伤组织作过染色体数目钓检查
,

结果 约 有
一

切纬是 单 倍 性 的
,

2n 二 20

(图 16 ) ; 1土纬是双倍性的
,

2红 = 40 (图 2 3 ) ; 其余为异倍体
,

染 色体数目为 2。一 40 不

等 (图 17 一韶 )
。

据我们初步观察
,

体细胞愈伤组织一般出现较早
,

接种后 10 夭左右即

陆续产生 ; 这种愈伤组织增 殖速度快
,
继代培养时 易于老化

,

很难有器官分化 (图n
,

A一 C )
。

而花粉愈伤组织
一
般出现较晚

,

增殖速度慢 ( 图11
,

D
、

E )
; 继代培养时不

易老化
,

·

在适宜条件下
,

可 以分化出根
、

芽 ( 图 12 一 1滩)
,

巧至完整 l为 幼 小 植株
`

(图

2 4 ) 食

基本培养基对大豆愈伤组织形成的影响 很大
。
我 们 曾 对 M

s 、

iN t 、 。、
、
M i ” 。 r 、

N 6
、

B S 等基本培养基作过对比试验
,

结果以 B S培养基效果最好
。

·

旅糖浓度对愈伤组织的诱导频率影响很大
。

我 们曾对不同蔗糖浓度作过 比 较 实 验

(表 1 )
,

蔗糖浓度为 12 %时
,

诱导须率达 25
,

“ %
,

低于 9 %
、

高于 12 呱时
,

诱 导 频

率都显著下降
。



1 期

表 1

尹儿初 等
:

大 豆花粉植株的诱导及其雄 核发 育的研究 71

蔗糖浓度对愈伤组织产生频率 的影响 (采用变动的基本培养基 )
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生
一

长素对离休花药中花粉发育的影响很大 我们脸行了叫噪 乙酸
、

茶 乙酸
、

2 , 4一D

等不同种类的生长素和不 同浓度的 2 , 4一 D 尔验
,

结 果 !
`

乏 2
,

J一 D 的诱导效果最好
。

就

表 2
。

2
,

4
一

O 对大豆花粉愈伤组织产生的影响
劳

2 , `一 D浓度 m g / l 接 种 花 药

5 0 0

5 7弓

4 ’ 5

数 愈 伤 组 织 故

: :

;

冷

采用变动 的培养基
,

接种材料 为吉林 13 和 黑 农 2 1 。

表 3
.

不 同材料形成愈伤组织能力的差异
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接 种 色塑
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7名2么一很一 1 ( r Z )

7 5 3 3一混一 3( 九 )

,容3 4 es 很 - 1魂 (分2 )

7 3 3 6一混一 2 ( F Z )

l t 7 o

了即 :::

2, 4一 D 而言
,

从表 之可以看出
, 2 , 4一 D 浓度 为 Zm g / 1时

,

诱 导频 率 达 22
,

始%
,

高

于或低于这个浓度
,

诱导频率都大幅度下降
。

对大豆来说
,

几乎所有材料都能诱导形成愈伤组织
。

但不同材料之间形成愈伤组织

的能力是有差异的 ( 表 3 )
。

为了抑制花药药壁和药隔组织产生体细胞愈伤组织
,

我们进行了活性炭和对氟苯丙

氨酸 ( P F P ) 的不同浓度实验
。

结果表明
,

0
.

5一 1
.

0% 的活性炭和 l 一 s m g / l 的 P F P,

可以不同程度地抑制体细胞愈伤组织的产生
。

在这些物质高浓度的情况下
,

几乎抑制了所

有愈伤组织的产生
。

因此
,

寻求适宜的抑制剂和有效浓度
,

有着重要的实用价值
。

二
、

花粉愈愉组织分化形成幼苗

花粉愈伤组织分化成苗是非常困难的
,

但诱导根的产生是容易的
。

我们曾对细胞分

裂素和生长素的不同浓度配比进行过大量的实验
,

部未得到预期的效果
,

只能诱导出根

来
,

我们也采 用了大豆籽粒的信使核 糖核酸 ( m R N A )
,

同样没 有 效果
。

19 79 年
,

我

们把出现 7 天以后的花粉愈伤组织转移到变动了的 B
。
分 化培养基上

,

置 温 度 为 18 一

邪℃的培养室培养
,

一星期后逐渐分化出绿芽来 ( 图 1 3 , 1 1)
。

将绿 半转移到降低细胞

分裂素浓度
,

再添加 N A 八 0
.

5一 2 J m g 1/
.

促根剂 ( A m a n i c a ) 10 一 l o dm g / l 的 促根

培养基
_

L
,

`
一

几天后长出根来
,

形成完整的花粉植株 ( 图 2 4)
。

很尖染色体 检 查 结 果
,

2n 一 2。 ( 图 1 5)
,

证明是 由花粉发育而来的单倍休植株
。

三
、

离体花药的花粉发育

我们对培养过程中大豆花粉 的发育变化进行
一

f 细咆学观 察
。

发现培养后的花药内的

花粉
·

发育状况有以下 几种情 况
:

1 ) 空瘪花粉
; 2 ) 单枚花粉

; 3 ) 不均等 游 离 核 花

粉 ; 4 ) 均等游离核花粉
, 弓 ) 均等和不均等细 咆找粉

; 6 ) 多核 花粉 ; 7 ) 多细胞花

粉 , 8 ) 破壁多细胞球
。

离体花药培养 10 天以后
,

花药 中约有一半以 上的花粉是空瘪的
,

其余大部分是单
、

双核花粉
。

约有 10 % 的花粉开始或已完成了第一次有丝分裂
。

竿一次分裂时
,

多数采取

不均等分裂的方式 ( 图 3 ) , 少数采取均等分裂的方式 (图 c )
。

无论是不均等还是均

等分裂方式所产生的子核都可以 继续分裂
,

结果产生具异型核的多 核 花 粉 粒 ( 图 4
、

5 )
。 一般来说

, 一

不均等分裂之后具营养核性质的子核 的分裂能力可以保持
,

具生殖核

性质的子核的分裂次数是有限的
,

甚至处于静止状态 ( 图 4 )
。

随着营养核性质子核的增

殖
,

生殖核被推向花粉壁
。

看来多核花粉 和多细胞花粉主要是 由具营养核性质的子核不

断分裂而形成的
。

培养拓一 20 天的花药中
,

空瘪花粉粒增多
,

其余大多为多核花粉粒
,

也有少数两个或

三个以上细胞的花粉粒 〔图 7
、

8 )
。

培养 2 5夭 以后
4

,

许多多核花粉粒逐渐解体
,

出现

了约 2 % 的具 1 00 多个细水、的 多细峋花粉粒 ( 图 9 )
,

育些多细 altJ 花粉粒己破壁形 成 多

细胞球 (图1 0 )
。

这似乎表明
,

后期出现的愈伤组织
,

来 自单倍性花粉的可能性大
。
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为了解愈伤组织的倍性情凉
,

我们把后期出现的愈伤组织分成两半
,

一半作分化培

养
,

另一半作染色体数 目的检查
。

结果表明
,

约有 40 % 为单倍性的
,

其余为双倍或非整

倍体的
。

`

J’ 论

1
.

大豆花蕾的灭菌 由于大豆花蕾表而茸毛较多
,
一般不易彻底灭菌

,

接种花药容

易污染
。

一开始我们采用饱和的漂白粉溶液浸泡 10 分钟
,

然后用无菌水冲洗
。

这样处理后

接种的花药
,

污染率达 3邸石左右
。

后来我 们改用 自来水冲洗—
酒精浸泡— 升汞浸泡一

无菌水冲洗的灭菌步骤
,

这样处理后接种的花药
,

基本
_

七控制 了污染
。

但在花药培养三

周 以后
,

还逐渐出现红色污斑
。

不过
,

这样的污斑蔓延很慢
。

我们来用的方法 同 工忱 st
,

D
.

R
.

等叫
。 〕所描述的灭菌方法相比较

,

污染率要低一些
。

2
.

选择适宜花粉发育的花蕾 人豆不象小麦
、

玉米
、

水稻那样
,

只要鉴别一个花序

的不同部位的发育时期后
,

就可大址接种
·

大豆是选择一个个的花蕾
,

逐个检查是不实际

的
。

因此
,

有必要找出和花粉发育时期相适应的花苦外 部 形 态 指标
。

在大 量 观 察 和

多年经验的基础上
,

我们选择了花蕾长度和苞。 {
一

与花蕾长度的比例作为主要指标
,

来选

择适期花蕾
。

这样做
,

在一定试验条件下是 比较实用而可靠的
。

这同 I ve sr 等〔 1。〕所描

述的方法大体一致
,

但较之简单易行
。

.3 体细胞愈伤组织对花粉启动 和发育的影响
,

人豆离体花药培养 10 天以后
,

即开始

产生愈伤组织
,

随后大 录出现
。

经检丧
,

这些愈伤组织大部分是起源于 花 丝
、

药 壁 和

药隔的体细胞愈伤组织
`
如采不加处理

,

这 些愈伤组织很快布满了整个培养基的表面
,

我们曾采用 P F P和活性炭企图 .fo] 制这种愈伤组织的形成
,

但没有达到顶期的 目的
,

几乎

抑制了所有愈伤组织的产生
。

这是否同三叶橡胶的花药培养 〔 7 〕一样
,

只有体 细 胞愈伤

组织化的花药才有利于花粉的发育
,

尚需进一步研究
。

4
.

花粉植株的起源 关于这个问题已有过许多的研究 〔 4
’ 几 ’ “ ’

“ ’ ` “几证明烟草
、

毛叶蔓陀罗
、

小麦
、

黑麦
、

小黑麦的花粉植株 仁要起源 于 人 类型花粉
,

由均等分裂成的 B

类花粉粒也能产生花粉肛
,

但占
·

比例较少
。

我们在大豆上的观察也属于这种情况
。

5
.

关于愈伤组织的染色体倍数性问匙 我们对愈伤组织的倍性进行了检查
,

观察

到单倍性
、

二倍性和异倍性现象 ( 即染色体数在 20 一 40 不等 )
。

这些倍性的形成可能是 C 类

型的花粉粒中
, 「卜于游离核在同步分裂时

,

发生核物质的交换
、

转移
、

融合所形成的
。

各种倍性的愈伤组织的产生
,

说明起源于花粉的单倍植株的自然加倍和变异类型出现的

可能性
。

6
,

愈伤组织的再分化
·

为
’

f 诱导愈伤组织产生具根
、

茎
、

叶的幼苗
, 我们曾对各

种愈伤组织
,

并采用了许多基本培养基和不同浓度的激素配比以及有机和无机的附加物

进行过试验
。

在大量试验的基础上
,

于 1 9拍年终于分化出具根
、

茎
、

叶的完整花粉植株
。

在

诱导愈伤组织分化幼苗时应注意以下几点
:

①愈伤组织的转移要及时
。
大小时转移愈伤组织增殖慢

,

不易分化 , 太大时转移
,

愈伤织组容易老化
。

我们是在愈伤组织产生后 宁天
,

大小如火柴头
、

乳 白色
,

略带淡绿
。

②调整激素浓度的配比
。

·

③出芽后要及时转移到促根培养基中
。
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图版说明

1
。

不 同发育

时姐的 大豆花 岁
。

人 为四分抱子

期 , 妞
、
C 的花粉粒

为单核早
、

中劝
,

D
、

E 的花 粉粒 为

单核晚 期 或 双 枚

期 ; 为 成 熟 花 粉

拉

2
。

乌乞金戈巾期

花粉粒 、

3
.

单 践花粉

不均分裂
,

形 成一

大而松散 的孩 (含

养核性质 ) 和 一小

而紧密的核 (生植

核性质 )
。

4
.

具营 养核

性质的核继续进行

分裂
, 具 生殖核性

质的核 被 环到 边

缘
,

保持 腌止
。

5
.

两种核继

续分裂形成具异型

核的多核花粉粒
。

.

队 单核花粉

均等分裂
,

形成大

小和染色特 性相似

的两个子核
令

7
。

具两个细

胞 的花粉粒
。

已
。

具三个以

上细胞的花粉粒
。

.9 示多细胞

花粉粒 ,

10
`

示冲破花

粉壁的多细胞团
。

瓣蟹滞

盛孕澎掀

琳攀嘉 鬓

鬓黔鬓黝

11
.

各种类型的愈伪纽织
: A一 C 出现早

,

增殖快
,

不 分化
,

多为 体细胞愈伤纽织
, D

、

E 出现晚
,

哟殖仪
,

官
,

多为花粉愈伤纽织
。

12
.

正在进行的器官 分化的愈 伤纽 织
。

13 一14 由花粉愈 伤组织 分化 出的绿芽
。

1 5
。

花粉植株根尖染色 体
,

Zn ~ 2 00

1 6
。

花粉愈伤纽织的染色体
,
Z n二 20

。

1 -7 一2 2
.

异倍体愈伤组仪的染色体 (2
n为 20 以上 4 0以下 )

。

23
.

双倍体愈伤组织的染色休
,

Z p二 40
。

;书
,

大豆花粉植株
。

!赢妙
ejJ 分 化 器


