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从胚乳培养再生三倍体柑桔植株

王 大 元 张 进 仁
( 中国农业科学院柑桔研究所)

摘 要

为了研究用胚乳培养获得无核水果和通过培养杂种胚乳探索作物育种新领域
,

我们研究了柑桔胚乳培养的条件
.

研究结果指出
:

( l) 在 M T 培养基 + 2, 4一 D ( 2

pp m ) 十 B A (弓 p
mP ) + c H ( 1 0 o 0 p户m ) 上

,

可将发育到细胞时期的幼胚 乳诱导成愈

伤组织 ; ( 2 )在 2 MT 培养基 + G A ( 2一 1 5 pp m ) 上
,

胚乳愈伤组织分化出各种发育

阶段的胚状体
,

这些胚状体并能形成根
、

茎
、

叶和完整的小植株 ; ( 3 ) 根尖染色体计

数初步说明胚乳分化的根是三倍体 ( 3n ~ 27 )
.

被子植物双受精产物之一的胚乳是由三个单倍体的核融合发育而成的
,

其功能是作为贮

藏组织供给胚发育时所需要的营养
.

由于胚乳是三倍体组织
,

由它产生的是三倍体植株
,

因此

胚乳培养有可能成为培育无核果实的一种新技术
.

我们认为更重要的是由于胚乳也是受精产

物
,

它具有父
、

母双亲的遗传成份
,

杂交后所得的是杂种胚乳
,

由此而分化的植株理应是母本提

供两套染色体
,

父本提供一套染色体的杂种植株
.

因此培养杂种胚乳
,

不仅可能有别于目前的

常规有性杂交育种和正在探索的体细胞杂交
,

而形成一个新的杂交育种领域
,

而且也可能丰富

我们对遗传规律的认识
.

对于柑桔来说
,

由于珠心多胚的干扰
,

很难获得杂交苗
,

因此培养杂

种胚乳还有可能成为克服珠心胚对柑桔杂交育种干扰的一个有效手段
.

虽然组织培养的各个领域进展很快
,

但相形之下
,

胚乳培养的进展却很缓慢
.

迄今仅有 19

种植物的胚乳培养成愈伤组织
〔卜们

,

而其中自养植物中只有苹果 l1[
、

水稻 5[] 和 P utr
a
inj va or xb ur

-

咖卯 的胚乳被诱导出完整植株
,

而且尚没有人证明由胚乳分化的器官是三倍体
.

本文报道柑

桔胚乳培养分化为完整植株的初步结果
.

一
、

材 料 和 方 法

所用试材为单胚类型的北陪抽 ( ic utr
s gr an ids os be ck ) 和多胚类型的锦橙 ( C itr u s s ine sn is

0 5庆e k )
.

由于柑桔的成熟种子中是没有胚乳的
,

故从花后二个月开始
,

整体解剖观察
,

追踪种

子的发育过程
,

现以北陪抽为例予以说明
.

6 月底到 7 月上旬
,

胚乳处于游离核时期或部分形

成细胞
,

胚呈心形
.

7 月下旬胚乳已完全形成细胞组织
,

胚已分化两个子叶 (图 1 )
, 7 月底以

后
,

胚乳组织迅速解体
,

无法取得胚乳
.

我们主要培养了 7 月下旬的胚乳
.

接种时先将幼果表

面消毒
,

然后在无菌条件下取出幼种子
,

在解剖镜下剥去外珠被
、

内珠被和珠心组织
,

仅剩下胚

和胚乳
.

然后将其分作两组处理
.

一组是带胚的胚乳 (图 2 )
,

另一组将胚挑去不要仅剩胚乳

( 图 3 )
,

分别接种于培养基上
.

本文 1 9” 年 11 月 19 日收到
.
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采用的培养基有 M T和 wt h i
e

两种
,

在培养基 中单独或综合加入各种浓度的 6一节胺嘿

聆 ( B A )
、

2
,

4 一二氯苯氧乙酸 ( 2
,

斗一D )
、

赤霉素 ( G A )
、

叫嗓乙酸 ( IA A )
、

叫嗓丁酸 ( BI A )
、

护蔡乙酸 ( N A A )
、

酪蛋白水解物 ( c H ) 和酵母提取液 ( YE ) 等生理活性物质
.

G A 用 0
.

4 ,

掀米的微孔滤膜过滤除菌
.

蔗糖浓度弓多
,

琼脂 0
.

7外
,

消毒前调培养基 p H 为 ,
.

8
,

1
.

1 公斤 /厘米
2

热压消毒 1 , 分钟
.

愈伤组织的诱导在黑暗中进行
.

愈伤组织分化植株则

在 20 00 L xu 光照条件 (荧光灯 )下进行
,

每 日照光 14 小时
.

培养温度为 28 士 2℃
.

锦橙胚乳的培养条件同北陪袖
,

但锦橙的胚乳发育到细胞时期较晚 s( 月上旬 )
.

二
、

实 验 结 果

1
.

胚乳愈伤组织的诱导

没有完全形成细胞的胚乳组织
,

在任何培养基上都没能培养成活
.

充分发育并完全形成

细胞的胚乳组织在无激素的培养基上
,

没有任何生长
.

在含 IA A 和 B A 的培养基上
,

胚乳虽

略有膨大
,

但仍无进一步的生长
.

在 M T 培养基 十 2, 4一 D ( Zpp m ) 的培养基上
,

个别试管的胚

乳能产生极少量黄色愈伤组织
.

在 M T 培养基 + 2
,

4 一 D ( ZPP m ) + B A ( s pp m ) + c H ( 1 0 0 0

p p m ) (以下简称为 I 号培养基 ) 上接种后 20 天
,

在比较多的试管中产生少量生长缓慢的白色

愈伤组织
,

如果将 c H 换成 Y E ,

则愈伤组织呈黄色 (表 1 )
.

带胚的胚乳与不带胚的胚乳的

反应相似
,

所不同者在无 B A 培养基上
,

所带之胚迅速萌发成苗
,

胚乳则被消耗殆尽
.

在 w ih et

培养基上培养胚乳
,

则愈伤组织发生的频率比 MT 上的小
.

为了加快上述愈伤组织的生长
,

将 l 号培养基中的 B A 浓度下降为 0 2 , p mP
,

则愈伤组织迅速生长 (图 4 )
.

在此降低了 B A

浓度的培养基上继代 2 次后
,

便得到一批胚乳愈伤组织供分化试验用
.

用同样的方式
,

从锦橙

中也得到了一些愈伤组织
.

表 l 各种生理活性物质对诱导胚乳愈伤组织的影响

MMM T 培 养 基 中 添 加 物 浓 度 ( p p m ))) 胚 乳 生 长 情 况况

222
,

呼一DDD I A AAA B AAA C HHH Y EEEEE

00000 000 OOO 000 000 不生长长

00000 222 555 000 000 胚乳略有膨大
,

但不继续增生生

22222 OOO OOO 000 OOO 个别试管产生少量黄色愈伤组织织

22222 000 555 10 0 000 000 较多试管产生白色愈伤组织织

22222 000 555 000 1 0 0 000 愈伤组织呈黄色色

表 2 基本培养基加赤霉素对胚乳愈伤组织分化的影响

基 本 培 养 基 }
一

g A 浓 度 ( p p m )

M T

五扭T

Z M T水

M T *

~ 、 ~
Z MT *

l

2

2一 4

1 0

l 5

分 化 情 况

分化成绿色球形胚状体
,

分化频率低

分化成绿色球形胚状体
,

分化频率低

分化成心形胚状体
,

个别形成子叶胚

心形胚状体可发育到子叶期胚状体
,

并产生根

子叶期胚状体形成茎
、

叶和完整植物

* ZM T 系 M T 培荞基中无机盐侬度加倍
.
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2
.

胚乳愈伤组织的器官分化和小植株的形成

经过多种处理
,

发现调节细胞动素 ( B A ) 和生长素的浓度以及二者比例
,

虽然胚乳愈伤组

织的生长速度在某些处理中有所区别
.

但愈伤组织仍然保持白色
,

没有任何分化的迹象
.

在

含有 1 p mP G A 的 M T 培养基上培养 50 天后
,

有一管愈伤组织分化出了绿色的球形胚状体
.

继续培养
,

此胚状体未能获得进一步发育
.

在此基础上又设计了各种浓度的基本培养基和 G A

的处理 (表 2 )
,

发现在将基本培养基无机盐浓度增加一倍
、

G A 浓度提高到 2一 4 p mP 时
,

愈伤

组织上形成了心形胚状体 (图 , )
,

个别的进一步形成子叶期胚状体
.

再将它们转人 2 MT 十

G A ( 1 0 pp m ) 的培养基上后
,

普遍发育成子叶期胚状体 (图 6 , 7 )
,

这些胚状体中少数产生了根

(图 8 ) 和叶 (图 9 )
.

将 G A 浓度提高到 1多PP m
,

子叶期胚状体则发育出茎 (图 1 0) 和完整植株

(图 1 1 )
.

根尖染色体计数初步表明胚乳分化的根是三倍体 3n 一 2 7 (图 1 2 )
.

三
、

讨 论

目前已有三种植物的胚乳分化出完整植株
,

但它们都是通过茎芽的途径完成分化的
.

本

文则报道了通过胚状体的途径将胚乳分化成完整小植株
,

并初步证明由胚乳形成的是三倍体

器官
.

组织培养中的分化大体可以分为两种方式
:
一种是通过茎芽分化成茎和根

,

另一种是通

过胚状体方式获得完整植株
.

对前者来说有相当多的植物是遵从 S k oo g 的细胞动素 /生长素

比率控制分化的理论
〔7] ,

而胚状体途径 目前还没有一个普遍可循的规律
.

虽然蓖麻 slr 和黑种

草川 的胚乳已形成胚状体
,

但 Jho ir 认为蓖麻形成的只是类似于胚胎发育早期阶段的某些集

合体
,

还没有形成胚状体
〔10J

.

而黑种草胚乳的胚状体并未得到进一步的发育
.

高浓度赤霉素和

高浓度无机盐
,

是我们成功地将柑桔胚乳诱发胚状体并进而分化植株的主要因素
.

在组织培

养中关于赤霉素对分化影响的研究较少
,

H al pe ir lln
, ] 认为赤霉素完全抑制了胡萝 卜体细胞胚

状体的分化
.

而我们在袖子中却证明赤霉素对诱导胚乳愈伤组织胚状体和胚状体的进一步发

育都具有促进作用
,

尤其是我们用高达 1 5 PP m 的赤霉素来诱导胚状体的发生和发育在组织培

养中也是很罕见的
.

我们在含低浓度 G A ( 1一 4 pmP ) 的 M T 培养基上只能得到球形或心形胚状休
.

sE en 在

柑桔中用 xZ x 4 二 进行三倍体育种时
,

所获得三倍休种子都是败育退化的瘪种子
,

其中的三

倍体胚也只能发育到球形或心形 阶段
L月 `

.

他们认为胚与胚乳的倍性比为 3 :4 时
,

胚乳首先败

育
,

胚不能正常发育到成熟阶段
.

我们将培养基的无机盐浓度加倍
、

赤霉素浓度提高到 l o pp m

以上
,

就可以使这些三倍体的胚状体进一步发育到子叶期阶段
,

进而分化成小植株
.

我们估计

sE en 提出的胚与胚乳的倍性比问题
,

其实质可能是四倍体胚乳没有足够的营养和赤霉素供给

三倍体的胚进一步发育
.

关于胚在胚乳培养中的作用
,

目前有两种结果
:
一种是 sr i va s o v沙川 等认 为胚乳愈伤组

织的诱导和植株的分化必须要有胚参加才能完成
,

他们将此称之为
“

胚因子
” ,

并认为赤霉素可

以部分取代
“
胚因子

”
的作用

.

另一种结果是毋锡金等认为胚乳愈伤组织的诱导和以后的植株

分化无须胚的参加也能完成 t1, 到
.

我们从带胚的胚乳和不带胚的胚乳都获得愈伤组织
,

并分化

出植株
,

这个结果与毋锡金等的相同
.

但我们的分化培养基中
,

使用了 isr va sat
v a
认为可以部
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分取代
“
胚因子

” 的赤霉素
.

因此
“
胚因子

”
在胚乳培养中究竟起什么作用是值得深入研究的

问题
.
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