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大豆原生质体的游离
、

培养和

愈伤组织的生成
`

简 玉 瑜
( 吉林省农业科学院大豆研究所 )

提 要

从大豆未成熟荚的子叶游离 出大量原生质体
,

经培养保持分裂
,

并获得了

肉眼可见的愈伤组织
。

组织培养技术作为改 良品种的一种手段 日益受到人们的重视
。

特别是从 近
一

I
一

多 年

来
,

植物原生质体为培养和体细胞杂交的研究工作的发展
一

卜为迅速
,

是进行遗传工程
、

遗

传物质转 导必不可少的试验伎术
; 目前已有三 卜多种植物的原生质体 再生成完整 杭 株

。

通过原生质体融合获得种间杂种植株的有烟草
、

矮牵牛
、

胡萝 卜
、

曼陀罗等 ; 特别是 自

1 9 7 8年M
e l c h e r 、

川 等获得了马铃薯与番茄
、

G l e b a 与 H of f m a : ; n 2[, 3〕获 得了拟南芥菜

与油菜属间杂种后
,

体细胞杂交在克服远缘杂交不孕的道路上迈出了可喜的一步
。

豆科原生质体再生植株成功 的还为数不多
,

目前涂首藉 ( A l f a l f a ) 原生质沐再 生

成植株外 ( K a o , 2 9 8 0 ) 〔4〕, 豌豆 ( C o n s t a b l e
, 1 9 7 3 ) 〔5〕

、

斑豆 ( D a v e y
,

1 9 7 4 ) 〔6〕
、

蚕豆 ( B i n d i n g
, 1 9 7 8 ) 〔7〕

、

菜豆 ( P l e e h e r , 1 9 7连) 〔8〕原生质体只获得了愈伤组织
。

大豆是重要经济作物
,

在组织培养上
,

许多学者以大豆为材料
,

试图从大豆的根的培养细

胞 ( K a o , 1 9 7 0 ) 〔9
,

1 0
,

1 1〕
、

根 (许智宏
、

29 5 2 ) 〔1 2〕
、

未成熟豆英的 荚 皮 ( Z i e g a n d

o u t k a , 1 9 5 0 ) 〔1 3〕 和叶 ( S c h w e n k
, 1 9 5 1 ) 〔14〕游离原生质体

,

目前只从英皮和根的原

生质体获得了愈伤组织
,

至今未获得原生质体的再生植株
。

我们的 目的是应用原生质体融合
,

遗传物质转化等体细胞杂交方法
,

以期改变大豆

遗传组成
,

增大变异幅度
,

为大幅度提高大豆产量
、

质量
、

抗性
,

提供有利灼变异体
。

为了建立 遗传工程研究的实验系统
,

第一步
,

必须获得大量的原生质体
,

并促进原生质

体再生植株
。

为 此
,

我们试图从根
、

叶
、

髓部和荚游离原生质体
。

本文报 导从大豆未成熟

荚的子叶游离出大量的原生质体
,

经培养保持分裂
,

并获得了肉眼可见的愈伤组织
。

目

前尚未见到用子叶游离大豆原生质体的报导
。

术 此项工作的伎术方法承蒙加拿大国家研究委员会草原地区实验室高国楠教授的指导
.

特此致谢 l
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材 料 和 方 法

取材
:

洪试材料共 69 份
,

其中栽培大豆 29 份
,

半浅培大豆 17 份
,

野生豆 23 份
。

从 田

间取鼓粒刊 期为豆英 (栽培大豆豆荚约 1 厘米 x 4 反米
,

野生豆较小 )
,

将英用酒精进行

表而消译
,

;通摄子取 出豆粒
,

剥去种皮
,

用锋利的解刘刀
,

把幼吸的子叶从切成多片
,

放进

60 ) < ]
_

6 m m 的培养皿 中
,

加酶和原生质体培养墓混合液进行 l唤介
。

原生质体游 离
:

池液 (成分见表一 ) 和原生质体培养丛 ( K a 。 ,
19 8 2 ) 〔1句等员混合

,

每粒豆川 3 ,xl1 混 合液
,

培弃皿川石腊膜封 口
,

保持在 25 ℃
,

放在黑盒内哈光培养
; 不时

轻微摇动
,

以助细胞壁酶介
,

旅介 2 4小时
〔

晦介后期
,

子叶被酶溶液沁解成碎片
。

用叹

管把阶液与游离的原生质体通过 0G 微米不锈钢网过滤
,

收集于离心管内
,

除去残汪和未

酶介的细 咆团
, 离心收集原生质 沐

,

用吸竹小心去掉上清液
,

然后加进 5 m l 原生质体培

养纂
,

把原生质体正新漂浮起来
,

再度离心收集
,

再次 去上清液
。

原生质体连续使用培

养拢洗涤 4 次
。

离心速度为 1 0 0 0转 /分
,

每 次离心 4 一 6 分钟
。

原生质体培养
:

经过四次清洗后
,

在原生质体沉淀巾加人少量的培养基
,

原生质体约

为培养旅的 。
.

01 % 至 0
.

2 %
,

让原生质体均匀漂浮
,

达到每毫升 1 X 1 0
,

细胞数的密度
。

用微滴 (约 50 微升 ) 滴迸 F al c o n 1 0 0 7 塑料培养皿 中
,

增加通气
,

每皿约 5一 1 2 滴
。

用

石 ){昔膜封 口
,

放在 25 ℃ 暗光 下培养
,

经过 2 一 3 天
,

待原生质体重新形成壁
,

并开始分裂

时
,

加进新鲜的培养基
。

表 1 大豆原生质体分离的酶液

数… * 。 }} 。 : 、
{

。 、
成

一
一
ó

l

一
量

一
·

一一
分一

一
一

O n o z u k a R一 1 0纤维素西每

R h oz y m e
半纤维素酶

S i g m a 果胶酶

葡 萄 糖

2 0 0m g

2 0 0m g

10 0m g

1 2 6 0 m g

N
a
H

: P O `

C a C I :
·
2王I : O

M E S ( 2
一
N
一

吗琳代乙烷磺酸 )

H
5
0

三鑫

l m g

1 0m g

5
.

s m g

1 om g

P H S。 H S
_

5

试 验 结 果

我们进行了二十四次试验
,

供试材料 69 份
,

其中有 15 份材料获得了大量的细胞 团
,

其中栽培大豆 12 份
,

`

半栽培大豆 2 份
,

野生大豆 1 份
, 其他许多材料原生质体分裂 1 一

2 次就死亡或根本不分裂
。

初步看 出用这个方法游离
,

栽培大豆较野生大豆容易
。

栽培

大豆不同品种表现不同
。

有的品种分裂容易
,

有的品种分裂难
。

原生质体在游离后
,

胞质环流清楚可见
,

原生质体的产量占细胞总数的 80 %
。

大豆

幼嫩的子叶
,

由于是具有分生能力的材料
,

在培养后二
、

三天即见再生细胞 第 一 次 分

裂 ; 培养四
、

五天即可见第二次分裂
。

分裂的原生质体 占原生质体总数的 30 一幼%
。
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、

培养和愈伤组织的生成 1 0 3

随着细 胞的分裂
,

减低培养墓的渗透压
,

将原生质体培养墓的 6 8
.

4克 /升葡萄糖用

5 克 /升葡萄糖和 25 克 /升蔗搪所代替
。

随着细 胞
、

:jr 增硫
,

培养隽量增加
,

应放在慢速摇

床上培养
,

并逐步加光
,

可促进细胞团形成肉眼可见的愈伤组织
,

目前正在 分 化 培 养

中
。
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