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摘 要

本研究通过花药培养方法
,

采用变动了

的 B 。
培养基

,

成功地诱导出大豆花粉愈伤

组织
,

并分化出完整的大豆幼苗
。

经根尖染

色体检查
,

Z n = 20
,

证明是由单倍性花粉发

育而来的
。

花粉发育期以单核早
、

中期较为合适
。

文中对影响花粉植株的诱导因素
、

离体

花药的雄核发育等间题进行了初步的讨论
。

米 兴 米

花药培养 的研究工 作在 我 国发展 很

快〔 ’ 〕。

但在大豆花药培养方面
,

只看到简玉

瑜等
〔 2 ’曾诱导出大豆芽状物

,

至今未见成功

的报道
。

大豆是我国
.

重要的油料作物
,

若能

通过花药培养的方法形成花粉植株
,

加倍后

获得纯合二倍体
、

对大豆新品种的选育和遗

传理论的研究
,

将提供一种新的研究手段
。

我们在 诱导 出大 豆 花粉 植株 的基础

上〔” 〕 ,

对影响花粉植株的诱导 因素
,

离体花

药的雄核发育
,

花粉愈伤组织和体细胞愈伤

组织的区分及其产生条件等问题作了进一步

的研究
,

、

本文报道这些研究的部分结果
。

材料 和 方 法

试验材料为大 豆 (G ly io en m a x) 杂种

F : 、

凡
、

F :
或品种的花药

。

在大豆现蕾期
,

用醋酸洋红或碘一碘化钾压片镜检
,

以确定

花粉发育时期
。

选取合适的花蕾 (图 1b
、

动
,

用 自来水冲洗数分钟
,

放 75 %的酒精 中 .0 5

~ 1分钟
,

再放 0
.

1肠的升汞溶液中浸泡 12 分

,

车2
,

钟
,

然后用无菌水冲洗 4 次
,

在无菌条件下

取出花药接种在培养基上
。

本试验采用变动了的 B 。
培养基

,

其变

动部分主要是
:
将 N a H Z P O

`

降至 o
.

42 m M
,

增添N 月 ` N O 3
10 m M

,

K 月少 O
`
1

,

25 m M
。

并

对 B
、

M o 和蔗糖浓度作适当调 整
,

p H 调 至

6
.

0后
,

在 1
.

0 公斤 /厘米之压力下热压灭菌 20

分钟
。

培养物置昼夜温度 20 ~ 29 ℃下进行 培

养
,

愈伤组织转移后放 18 一 25 ℃下分化
,

白

天用日光灯补充光照 10 小时左右
。

离体花药的雄核发育的观察
,

采用朱至

清等提出的花药整体制片法
亡̀ ,

只是延长了

染色
、

漂洗
、

透明的时间 , 在制片时
,

把花

药用镊子捣碎后再行封固
。

愈伤组织和根尖

的染色体观察采用铁钒苏木精法和孚尔根染

色法
。

结果 与讨 论

(一 ) 花粉愈伤组织的诱导

花药接种后 10 天左右
,

颜色逐渐变褐
,

并开始 出现愈伤组织
。

这些愈伤组织基本上

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
。

愈伤组织出现高潮是在

2 0一 30 天之间
,

但出现愈伤组织持续的时间

较长
, 7 Q天以后还有愈伤组织产生

。

我们曾

对 35 天以后产生的愈伤组织作过染色体 数

目的检查
,

结果约有 40 %是单倍性的 (2 二
=

. 本研究得到王连铮
、
陈 洪文副研究员的 指 导 和 帮

助
,

大豆研 究所 提供实验材料
,

陈 运生同志协助拍照
, ,

并致谢
,



20 )
,

2 1%是双倍性的 ( Z n 二 4 0 )
,

其余为混

倍或非整倍体
。

据我们初步观察
,

体细胞愈

伤组织一般出现较早
,

接种后 10 天左右即可

出现
,

增殖速度快
,

很难有器官分化
。

而花

粉愈伤组织一般出现较晚
,

增殖速度慢
,

在

适宜的条件下可以分化出根
、

芽
,

乃至幼小

植株
。

愈伤组织的产生同花粉发育时期关系密

切
。

一般来说
,

单核早
、

中期出现愈伤组织

较多
。

处于单核晚期或双核期的 花 药 接 种

1 0 天以后
,

颜色变褐
,

然后呈黑色
,

花粉空

瘪
,

不形成愈伤组织
。

处于四分抱子期的花

药
,

接种后变白
,

以后一直保持乳白色
,

始

终不产生愈伤组织
。

愈伤组织的诱导频率同蔗糖浓度有很大

关系
,

我们曾对不同浓度作过比较试验 (表

1)
。

结果表明
,

蔗糖浓度为 12 %时
,

诱导频

率最高
,

达 25
.

66 % , 蔗糖浓度为 9%时
,

诱

导频率为 12
.

69 %
。

蔗糖浓度低于 9 %
,

高于

12 %时
,

诱导频率都显著下降
。

表 1 蔗撼浓度对愈伤组织产生频率的影响 (采用变动了的 B 。
培养基 )
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为探索大豆花药培养的最适生 长剩浓

度
,

我们进行了不同浓度的 .2 4一 D 试验
,

结

果列于表 2
。

.2 4
一
D 浓度为 Zm g / L 时

,

诱导

频率达 22
.

43 %
。

低于或高于 这个浓度
,

诱

导频率都大幅度下降
。

表 2 2
.

4
一
D 对愈伤组织产生

频率的影响
*

表 3

材 料 名

,

吉林 13

黑农 2 1

九农 2 号

F 吕 7 7 0 3一 2 4

不同材料形成愈伤

组织能力的差异
*

接种花药数
愈伤组织 ”

1
、

2

一
浓度mg /·

…
接种花药数

…
愈伤组织 ,

…
%

1

2

4

…里旦
一

卜
一 里一一 }二

{二生一
.

{二竺生一 {止竺
二兰竺

一

! 竺了钾
_

! 竺
-

~

} 三卫竺
-

. 采用变动了的场 培养基
,

接种 材料 为 吉 林 13 和

黑 农 21

对大豆来说
,

几乎所有材料都能诱导产

生愈伤组织
。

但不同材料之间形成愈伤组织

的能力是有差异的 (表 3)
。

(二 ) 愈伤组织的分化

在愈伤组织出现 7天以后转移到分化培

. 采用变动了的几 培 养基

养基上
。

分化培养基是把诱导愈伤组织的培

养基中的 .2 4一 D 去掉
,

添加激动素 .0 5~ .4 0

m g / L
,
6 B A .0 5 ~ 6

.

0 m留 L
、

叫噪 乙酸 .0 5~

2
.

0 m g T/
J 。

蔗糖浓度降至 6~ 9 %
。

置温度为

18 一 25 ℃的培养室培养
,

白天用 日光灯补充

光照 10 小时左右
。

逐渐分化出绿芽来 (图 7

~ 9 )
。

将绿芽转移到降低细胞分裂素浓度
,

再添加 N A A 0
.

5一 2
.

o m部 L
、

A七a n i o a 1 0~

1 00 m g / L 的促根培养基上
,

逐步分化出根
,

形成完整的幼小花粉植株 (图 1 1 )
。




