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大豆与豌豆原生质体融合的初步研究

赵 桂 兰 简 玉 瑜

(吉林省农业科学院大豆研究所 )

摘 要

我们采用 P E G一高朴H一高钙的方法对大豆和豌豆原生质体进行融合
,

获得了 10 一3 6纬

的融合率
。

大豆原生质休游离的混合酉每液先 2肠 C袱玩坛 5 0
O N O Z勺 K A R
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扔
, 2肠 H e 二 -

i 。 d 玩 a1 “
一

R如盯拟心
,

1% 几叭知as o is g o a ; 豌豆原生质体游 离的 混 合蘸 液为 2片

殊 11 成娜” O N公 Z U K A R
一

1仇 2 % H七爪玩矶 lu la 转 戚 g m a , 1 % P瑰往胜“ 母 s i g m `

原生质体的密度对融合的影响很大
,

以 1砂一 1心.j 毫升的密度适合原生质休融合及有利细胞分

孤 品种间融合率有差异
。

融合体用高国楠的 K M S P培养基培养 ,
经过多次分裂

,

获得了愈

伤组织
。

19 7 7年
,

C o sn 坏恤 1和 G压。 五。 宕进行过大豆与豌豆的融合研究
,

他打用 的酶 液 是

仇 6 % P e c t i o a
*

、

工% 压认抓幽
想和。

.

6 5M
:

S。比袱
。灯 得到了杂种细胞

,

经多次分裂
,

形成多细胞球
。

我们于 1息83 一 19 84 年进行了大豆与碗豆原生质体融合的研究
。
目的是应用原生质休

融合技术
,
导人外源遗传物质

,

以扩大大豆变异幅度
,
创造光能利用率高

、

品质好
、

抗

性强和高产的新突变体
。

本文报导了大豆与豌豆融合的初步研究结果
。

材 料 和 方 法

供试大豆品种 9份
,
吉林 8 号

、

畜林 13 号
、

吉林 10 号
,

吉林 4 号
、

公 交 7 6 1 1
、

公

交7 5 1 2
、

公交 76 08
、

小青豆
、

P l , 07 “
。

在温室播种
,
温度 2导℃左右

,

自然光照
,
取幼荚

游离原生质体
。

豌豆品种 3份
,

阿拉斯加
、

R o d叭 沈阳早生
,

取室内盆栽
、

温度 25 ℃

左右
,

室内自然光照
,

平展的第 3至第石片复叶
。

一
、

原生质体的制备

取鼓粒初期的豆荚用酒精消毒
,
取出子叶

,

剥去种皮
,
用刀片纵切数片放人酶和原

生质体培养基 ( K a 。 , K M S P ) 混合液 ( 1 : 1)
,

在室温 (2 5℃ ) 摇床上 ( e orP in ) 游离

况小时 (图版皿一 1 )
。

豌豆叶片用丁。沁酒精表面消毒
,

撕去下表皮
,

切小块置于酶液中酶解 e 小时 (图版
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大豆子叶的酶液为2 % C e n u l“ 。ON O U ZK A R
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10
,

2 % H e m i c已 lu l as e R h o -

: y m e , 1 % P e c it an se is g m a ;
游离豌豆叶肉细胞的酶液为 2 % C le l lu as e O N O Z U K A

R
一

1。 , 2 % H e m i c e l l o l a , e S i g m a , 1 % P e o t i n a , e S i g m a ,

分别溶于渗透稳定剂中
。

二
、

原生质体的融合

把大豆子叶的原生质体与豌豆叶肉细胞的原生质体等量混合
。

具体方法
、

步骤按高

国楠
“
植物原生质体融合方法

” ( K ao
, 1 9 8 2) 的 P E G一高 p H一高钙的技术融 合

,

融

合 2 4小时后
,

在倒置显微镜下观察融合细胞的分裂情况
。

结 果 与 分 析

两种原生质体等量混合后
,

加 P E G 在高 p H 和高钙条件下培养 幼 分钟
,

在倒置显

微镜下
,

观察到异种原生质休或是同源亲本之 I’ul 原生质体发生聚合
。

24 小时后即可看到

融合体细胞 (图版 111 一 3 ) , 48 小时后融合体开始第一次细胞分裂 (图版班一 4 ) ; 以后

继续第二次分裂和多次分裂 (图版班一 5 ) ; 最后形成多细胞球 (图版班一 6 )
。

我们已得到了大块的杂种愈伤组织
,

并转移到固体培养基
,

目前仍未做核型与同功

酶分析
,

有待进一步研究
。

.

要获得分裂频率高的原生质体
,

必须考虑两方面的问题
:

一是供试材料的遗传特性

及生理状态
;
一是培养条件

,

包括培养基成分及培养时的密度
,

各种融合剂 的下只值
,

钙离子的浓度
,

激素的配合及渗透压的作用
。

一
、

品种间的差异对游离
、

培养
、

破合的影晌

供试的 9 份大豆品种中
,

原生质休数量和分裂率有差异
,

只有两份材料获得较理想

表 1 大豆品种间原生质休游离数量和分裂频率的差异
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的原生质体
,

数量 (8 Q% 以上 ), 原生质体的分裂频率也高于其它品 种
,
结 果见表 工

豌豆品种间也有差异 (表 2 )
。

表 2 豌豆品种间原生质体游离数和分裂频率的差异
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从表 1
、

2 中可以看出
,

融合率最高的达 36 %
。

这是在吉林分号十阿拉斯加这个组

合中获得的
;

第二是吉林13 号十阿拉斯加
。

所以要求大量筛选材料的基因型才会得到满

意的结果
。

二
、

酶液的浓度对游离的原生质体存活及分裂的璐晌

我们以 P 19 0 76 3在不同浓度酶液试验
,
结果不同

。

见表 3
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P 1 90 ?右哒一品种 在半纤维素 2%时
,
游离出少量的原生质体

,

原生质体在进行培养

的过程逐渐解体
,

细胞不分裂
。

当降低半纤维素酶为 1一 .1 5 %时
,

能够游禽出大量的原生

质体
,

经培养后硕原生质体再生新壁
,

细胞能正常分裂
,

并多次分裂
,

形成多细胞球
。

三
、

pH的影响

游离原生质体时
,

酶液的最佳, H值是乐 5
。

进行酶解时
,

如果 p H稍偏酸 性 (三
.

4

以下 ) ,

难以游离出原生质体
,
即使游离出少量原生质休也很快解体

。

融合荆 P E G 是在

p H 10
`

5下促进融合
。

培养基的 p H是5
.

7一犷
.

启
,

低于石
.

3以下时影响异核体成 活
。

所以
,

试验必须严格控制 p H值
,

否则达不到预期的结果
。

四
、

触合体的婆别和培养

加人 P E G舰小 时之后
,
在倒置显微镜下观察有两种融合现象

,

一是亲本之间自发

融合 (大豆 十 大豆
,
豌豆 十豌豆》 ;

一是异源原生质体融合 , 即杂合休细 胞 、 由 于大



1 2 6 大 豆 科 6卷

豆子叶原生质体细胞质呈透明网状流动
,

而豌豆叶肉细胞有叶绿体 (绿色颗粒 状 )
,

在

倒置显微镜下从外形可以区分融合体
。

用微滴方法可直接选择出融合体培养
,

用高国楠

培养基在暗光下培养
。

随着融合体细胞分裂状态
,

定期加人不同比例的原生质体培养基
、

细胞培养基及细胞团培养基
。

两个多月后即可形成大块愈伤组织
,

转人固体培养基进行

分化培养
。

五
、

原生质体密度对融合的影响

在原生质休培养过程中
,

密度过高
、

过低都不利于再生细胞的分裂
,

会由于营养不

足或细胞代谢物过多而妨碍正常生长
。

融合时两亲本的原生质体要有一定的密度
,

并且

数量比例要达到 1 : 1
,

这样才能提高融合率
,

融合体才能正常分裂
。

我们认为适宜的密

度为1 04
一 1 0 6

/毫升
。

有关融合体的选择
、

杂种细胞的鉴定及分化有待于进一步研究
。

(参考文献略 )

RE SE A RC H O N F U S IO N O F SO Y日E几N A N D P E A P R O T O P L A S T

Z h a o
G

u i l a n J i a n Y u y u

( 兮
。夕乡。 a n

nI
s t f t “ r。

,
J f l艺n A c 碑d己爪夕 。 f A夕ir c “ t: 勿 l 人 c i e : 。夕 ,

G o月夕z 几u
l f n夕

,
C人了程 a )

A b s t r a e t

P r o t o p l
a s 七 f : o m e o t y l e d o 扛 o f s o y b e a n

a n d e 住 I t 住 r e d
.

T h e v r o t o P l a ` t o f s o y b e a n

a n d l e a
f

o f p e a
M

不

e r e

w 已 r e i s o l a t e d i n a n

1s 0 1a t e d

o s m o t i e

s o l u士i o n e o n t a i n i n g a n e n z y o e m i二 t 。 r e , 2 % C e
l l u l a s e

O N O Z U K A

2 % H e m i e e l l u l a s e H P 1 5 0 , 1 % P e e t i n a s e 5 1 9皿 a

1 s o l a t e d i 扛 2 % C
e l l u l a s它 O N O Z U K八 R

一 1 0 ,
2 %

a n d t h a t o f P e a

R
一 1 0 ,

W e r e

H
e m i e e l l u l a s e S i g m a ,

1 % P e c t i n a s e S i g m a
,

P r o t o p l a s t f : o m s o y b e a n a n d p e a 飞V e r e f u s e d w i t h

t h
o m e t五o d o f P E G

一
h i g h p H

一
h i g h C a 十 + , a 二 d 1 0一 3 6写 f u s i o n r a t e

认
r a s

o b t a i n e d
.

T五e d e n s呈t 了 o f p r o t 0 P l
a s t s h a s i m P o r t a n t e王f e e t o n P r o t 。

P l a s t f u s i o n , t h e

P r o t o P l a s t f u s i o n

m o s t s住 i t a b l e d e n s i t y 1 0遵一 I Q6 p r o t o p l a s t s / m l t o

a n d d i v i s i o n

u r e d i n K a o / 5 rn e d i u m ( K M S P )

d落v i 5
1

0扛 。 f t h e f u s i o n c e l l s ,

o f f u s i o n e e l l s .

F
u s i o n e e l l s w 亡 r e e u l t -

, a n d t五e e a l l i w e r e o b t a落
。 e d t h r o o n g h



图版 田 P I a t e lll

、,墉缪摹髦摹
。

麟耀 l巍澎
一

触
谬

矿

馨馨…蘸薰蒸蒸

J钊 t
,

人气无 f 口l ljX 侄 质体 F 一9
.

[
.

S o y b e a n e o t y { e d o n p r o l 一、 p 一a 凡 t s

图 2
.

豌 以 。! 肉细胞原 子质体 F ` 9
.

2
.

p e a m e s o p h y 孟一 p r o 一o p 一a s t 、

川 3
· a

融 介体 T h e f u 、 。 n : b 融合体细胞第
」

次分裂 F .从 3
.

T h e f u ” a n

“
, f f , r “ ’

图 4
·

融合体第
一

次 分裂 F 19
.

该
.

T h e f u s a n t o f 、 。 。 o n d d 一v . s 、 。 n

翻 万
·

触 介体进行多次 分裂 F j召
.

5
.

丁 h e 「 u s a n 准 甲 h r o u g h m 。 ,、 ) d , 、 . 、 l o n s

图 6
·

徽后 形成 多细胞球 F 于9
.

6
.

T h o r o r m . n : 。 f ` c l { u g g r e g a , e

d , 丫 一、 一` 、 , 1


