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一

学院大豆所 �

在大豆花药培养研究中
，
国外至今还未见获得大豆花粉植株的报道

，

美国��� ��
�

�
，

�
�

����年发表
“
大豆花药培养

” 〔 � 〕 一文中也没有发现胚状体或植株
，
同时认为愈

伤组织是由二倍体的组织形成的
。

����年我们在全国第二次花药培养会上 〔 � 〕 报导了����年
、

����年大豆花药培养获

得了芽状体
， ‘

从离体的花药中观察到花粉细胞均等分裂似至形成圆球胚一系列变化
，
也看

到了单倍染色体的愈伤组织
，
初步明确我们改良�

。
是大豆花药较适宜的培养基

。

����一�息��年我们着重改进培养基
，
力争获得大豆花 粉 植 株

。
����年以改良�

。
为

基础
，

选了九个因素
，
四个水平

，

做了正交试验
，
筛选出六号培养基

。
��了，年再作进一步

的改进
，
第一次获得正常的花粉幼龄植株

。

材 料 与
，

方
�

法

����年以九个杂种一代
，
一个杂种二代

，
三个杂种四代和五个品种为接种材料

� ����年

以六不杂种一代
，
三个杂种二代

，
一个杂种三代

，
三个杂种五代和三个品种为接种材料�

先后共做三十四个材料
。

接种材料分四期播种�即温室提前播种
、
�月底

、

�月中
、
�月底�

。

����年在改良�
�

培养基的基础上
，

选定了九个因素���
‘ 十

���
� 一 、

����
� 、

���。 ‘ 、

���少。 。 ��
、
�

�

�一�
、
���

、

糖的浓度
、

材料 �
，
四个水平 �见表一 �

，
按� � �

��
。
�正交表设计

，
筛选大豆花药合适的培养基

。
��“ ��� �一

是 由三个氮素组成
，
用

量见表一
，
控制在一定总氨量水平� �� ‘ 一

把从�
���‘

控制在���毫克�升的水平而变动

对��
��� ‘

的用量
。

����年进一步以筛选出来的 �号培养基为基础
，
分别对按

、

微量元素
、

铁盐
、

肌醇
、

维生素
、
�一卞基嘿吟

、

卿噪乙酸
、

嘟噪丁酸�糖等十四个因素的用量再作单项试验
，
设

计了��种培养基
，
企图明确

一

卜四个因素在花粉植株成苗的作用
。

一 另外
，
为了了解花药在离体培养后的发育情况

，
对����年培养基的正交试验的材料

，

分��个时期进行细胞学观察
，
即接种后 �

、
�

、
�

、
��

、
��

、
��

、
��

、

��
、
��

、
��

、
��

、

勃
、 一��

、

��天 ， 材料先用 。
�

���� �一经基咬琳处理 �小时
，
再用���酒精与冰醋酸 ��

� � �固定液固定��小时
，
保存在���酒精中

，
’

用醋酸洋红染色
，
用压碎法观察

。

花粉植株幼苗根尖染色体观察
，
也用�

�

���� �一经基哇咐处理 �小时
，

���酒精与
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表 � � 。 �
��

�

�正交试验设计的因素水平 �毫克�升 �

一��
、

水 � � � �
因 泣�一 平 � 一 … 二 … 三 � 四

索
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�

吉林十三号

�
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�
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二歹二二二二丁二二二二二二二二二二二注

��
� �

���
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���
‘
�
��� ‘

��� �

��
一�� �

��

����

�

���

���

����

�

���

���

����

�

���

���

����

�

���

冰醋酸 ��
� � �固定液固定��小时

，
保存于���酒精中

，
用铁矾苏木精染色

，
用压碎法

观察
。

花药一般于花粉处于单核中期接种
。

」

结 果

�盯�年接种����瓶
，
约 �万花药� ����年接����瓶

，
约 �万多花药

，
两年共接��一

��万花药
。

接种后��天陆续出现愈伤组织
，

把早期 �即一个月内的 �出现的愈伤组织和外

形明显是体细胞的愈伤组织 �如花丝断 口或药壁隔痕出现的愈伤组织 �全部淘汰
，

选留外

形紧密
，

小的有芽点的愈伤组织转移至第二培养基
。
��了�年转移����块

，
����年转移����

块， ���澎乒获得一株小苗和 �个芽体
， ����年获得一株正常的

，
具有复叶和根的幼龄花粉

植株
，
一株畸形苗和��多个芽

。

一
、

培养基正交试验
�

·

�
、

愈伤组织诱导率
�

正交试验��种培养基愈伤组织诱导率有很大的差异
，

�号培养基诱 导 率 最 高
，

达

��
·

��
，
其次是 �号

，
��

，

��
，
超

�

出���还有四种培养基��
、

��
、
��

、

��号等
， �

详见表二
。

针对愈伤组织诱导率
， �

对不同的成分的数值和�值进行分析
，
结果见表三

。

从表三见

九个因素对愈伤组织诱导率的影响
，
它们的主次顺序是

� �

�

主

－
�次

六
、

八
、

七宝
’

二
、
五

、 ·

丑、 四
、

九
、

�即�
�

�一�
、

糖
、
� ��

、
�����

、
��

、

����
‘ 、

��� ���‘ 、

材料
、

�� � 十

��� �一

�
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，

�
·
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表 � 不同培养基的诱导率

诱�织�组�率伤愈导组数伤愈织花种数接药
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�
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�

�

������������������巧����������������������������������

多块愈伤组织
，
诱导率高达���以上

，
说明

从表中结果分析
，

�
�

�一� 对愈伤组

织诱导率影响最大
。

�
�

�一� 用量为 。
�

��

毫克�升则诱导率为 。 一 ��之间 ��
�

�一

�为�
�

�毫克�升则在 �一���之间， �
�

�

一�为 �毫克�升则在��一���之间 ��
�

�

一�为 �毫克�升则一般在���以上 ， 这

说明�
�

�一�用量多少 直 接 关系着诱导率

的高低
。

另一方面
， �

�

�一�与 � ��同时

使用时
，
当�

�

�一�用量是 �毫克
，
� ��

用量也是 �毫克
，
诱导率比较高

，
如 � �

�用量为 。 时
，
诱导率显著下降 �见��

、

��号�
，
同时愈伤组织会大量生根�如��

、

��号 �� 而 �号培养基
，
�

�

�一�和 ���

的用量均是 �毫克时
，
诱导率竟达���石

，

愈伤组织不产生根
，
先分化芽和苗

。

从这

里可以看到有这样的趋势
， �

�

�一�与 � �

�是否同时应用
，
用量多少

，
似对器官的

分化是朝着芽分化有一定的影响
。
��� 十

���
�一

因素由于在设计时控制在一定的

总氮量的水平
，
四个不同水平对愈伤组织

诱导率影响不大 � 但随着愈伤组织增殖与

生长
，
�源的多少

，

尤其是��
‘ �

态�的多

少
，
对愈伤组织的生长就有一定的影响

，

如 �一 �号培养基��
‘ ’
态�最少

，

愈伤

组织生长不起来
，
��

、
��

、
��

、
��

、
��

、

号培养基��
‘ �

态�高
，
愈伤组织生长特

别旺盛
。

从表 �各因素的各个水平分析看
，

理

论上最佳因素水平为 �
、
�

、
�

、
�

、

�
、
�

、
�

、

�
、
�

，
与 �号培养基最相

近
，
其中有三个因素稍有出入

，
从最佳水

平推侧
，
即将�

�

�一�和 ���降为 �毫克

�升可能诱导率会进一步提高
，。

����年冬温室的材料
，
重复对 �号

、

�号培养效果进行比较
，
其结果见表 �

。

�号培养基在接种����花药中
，
获得�。 。

�号培养基诱导花药愈伤组织有作用
。

� �� 闪 吉林农业科学



表 �
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表 � ����年冬 �
、
�号培养基对比

培养基号
接种花
药 数

愈伤组
织 数

愈伤组织诱
导率 �� �

���

����

���

���

��
。

�

��
。

�

�
、

绿苗诱导率
�

在��种培养基��。 。块 愈 伤 组 织
，

中
，
仅 �号培养基获得了 有 绿 叶 的

苗
。

�号培养基共转移���块愈伤组

织
，
�月�� 日获得第一株小苗

。

小苗

地上部分清晰
，
叶脉清楚 可见

。
�月

底已长出二片小叶
、

�月底转移至加
“ ���” 的第三培养基中去

，

企图促进抽茎
，
后在上

部又长出一小叶
，
��月中旬又转至第四培养基

，

由于地上部生长缓慢
，
不敢促进小苗生

根
，
从过去组织培养的经验

，
地上部生长慢

，
如过早分化出根

，
地上部容易受抑制

。

直至

十一月份才促进小苗分化根
，
但因愈伤组织老化而无效果

。
�号培养基除得一小苗外

，
于

�月中旬和��月中旬先后发现二小芽
，
芽的分化率为愈伤组织的 。 �

��
。

温室接种材料也获得一个芽状体
，
也有许多小芽苞

。

除 �号以外许多培养基发现小芽苞
，

其中以 �号培养基较多
，
转至带

“ ��。 ”
的第三

培养基
，
由于 �’��� ”

高压消毒没有见效果
。

�
、

细胞学观察
�

我们对三十二种培养基的离体花药进行了细胞学的观察
。

发现离体培养的花粉细胞
，

在适宜的培养条件下
，
花粉细胞在五天后开始均等分裂

，
十天左右就开始见多细胞球

。

如

果在不适宜的培养基
，
一

、

二个月花粉仍保留在单核靠边期的状态
。

在三十二种培养基中

有十九种培养基见到花粉细胞有均等分裂成三核
、

四核
、

多核
，
仅在四种培养基 �即 �

、

��
、
��

、

��号 �见到花粉细胞分裂成多细胞球
，
其中包括 �号培养基

。 ‘ 而这四种培养基

中
，
以 �号培养基诱导率最高

。

因此
，
从正交设计分析

、

绿苗的分化
、

细胞学的观察三个方面综合考虑
，
初步可以肯

定 �号培养基是 目前大豆花药培养中较好的培养基
。

愈伤组织外形不很茂盛
，

但很绿
�

基

本上控制长根
，
并初步获得了绿苗

。

����������卫�����

团 � 大显化份拙袍枉 �号培界蕃发育成势孩和圆琢胜

吉林农业科学



二
、

最佳培养基对比

����年我们对 �号培养基
，
改良

� �

和����年正交试验 的 最 佳因素再

进一步对比
，
结果 �号培养基诱导率

最高
，

达���
，

转移至 第 二 培 养

基����块愈伤组织
，
获得了 �个芽

，

绿芽诱导率为 。
�

���， 最佳因素的培

养基诱导率占第三位
，
���

，
转移至

氰装赘矍馨霎篡嘿
多

馨
图 � ����年 �号培养基诱导的绿苗

良�
。
培养基

，
诱导率为���

，
转移����多块

，
也获得 �个芽

，
绿芽诱导率低于前二者

，

为�
�

���
。

说明这三种培养基对比
，
还以 �号培养基诱导率最高

。

�号培养基既然是大豆 目前较好的基本培养基
，
芽的分化率可达�

�

�� �
�

��之间
，
但

是芽出现后
，
生长一个阶段容易停滞不前

，
以致于干枯死亡

，
这说明对成株还缺乏某些未

知的东西
。

因此
，
����年我们对�号培养基十四种主要成分的用量再作一次单项试验

，
共

设计了��种培养基
。

表 � 三 种 培 养 基 诱 导 率 对 比

培 养 基 号 接种花药数 愈伤组织数 愈伤组织诱导率����绿芽诱导率���

�

最佳因素

改良�
。

����

����

����

����

����

����

��
。

��

��
�

��

��
。

��

�
�

��

�
�

��

�
�

��

这��种培养基的诱导率 �见表 � �均没有超过 �号培养基
，
但在成苗上有二种处理出

现了小苗 �一��号培养基变动了
·

�一卞基嗯岭的用量
，
获得一株畸形苗

，
茎部肥大

，
不抽

茎
，
有根

。
�一��号培养基变动了微量元素

， �月 下旬出现一株正常植株
，
这株植株 �

月��日接种
， �月�� 日转移

，
�月�下旬出现绿穿

，
��月上旬发育出三片叶子

，
复叶平

展
，
��月�� 日转至有 ���改良怀特的培养基

，
一周后出现了根

，
从根尖观察染色体

，
染色

体数目少于 “ “个
，
证明是单倍

，
第一次获得了再常的布粉幼龄植株

。

通过两年的试验
，
我们认为 �号培养基是 目前大豆花药培养产生花粉愈伤组织和诱导

愈伤组织分化绿苗的较好培养基
。
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表 � 二 十 八 种 培 养 基 诱 导 率 比 较

培 养 基 号 �接种花药数 �愈伤组织数 �愈伤组织诱导率����绿芽诱导率���
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�号培养基的成份如下 �毫克�升 �
�
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‘ �� � ���

，
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，
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，
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�� 吉林农业科学



�� 。 ·

�� �� �了
，

��
，

琼脂�����， ���
�

�，

�令 �
，
蔗糖������

。

肌醇功 。 ，
盐酸硫按素��

，
盐酸毗哆辛 �

，
烟酸 �

，

诱导花药愈伤组织附加�
�

�一� �
，

激动素�
�

�
，
�

甘氨酸 �
，

一 卞 基嗦

图 � ����年 �号培养基诱导 图 � ����年 �一��号培养基诱

出的绿芽 导出正常花 粉幼 龄 植 株
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