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苹果胚乳愈伤组织的诱导和植株的分化

毋锡金 刘淑琼 周月坤 钱南芬

张 鹏 谢鸿勋 张福寿 阎振龙
( 中国科学院北京植物研究所)

摘 要

近年来
,

植物的胚乳培养
,

引起了一些研究者的注意
.

我们认为更有意义 的是培

养胚乳和胚 乳植株的诱导
,

有可能为农
、

林
、

果树等育种工作提供三倍体和多倍体

的育种方法和原始材料
.

本文成功地使用苹 果未成熟种子的幼嫩胚乳建 立起愈伤组

织
,

并诱导分化出根
、

叶和植株研究结果表明
: 1

.

幼嫩胚 乳比之 目前一般采用成熟的

胚乳产生愈伤组织的频率高 ; 2
.

胚乳产生愈伤组织
,

和由此愈伤组织分化器官或植

株无需胚 的参加
.

胚乳是被子植物双受精产物之一
,

一直被视为一种贮藏组织
.

由于组织培养技术的发展
,

从 30 年代起即开始了玉米胚乳的培养研究
.

迄今已从 16 种植物的胚乳得到了愈伤组织
,

而

仅有少数植物的胚乳愈伤组织分化了植株或其它器官
〔卜

` , .

同植物花药
、

茎尖和幼胚培养相比较
,

胚乳培养的进展十分缓慢
.

我们培养植物胚乳和诱

导胚乳植株的目的
,

是为我国社会主义的农
、

林
、

果树等育种工作
,

探索培育三倍体和多倍体植

株的育种方法
,

并提供育种的原始材料
.

本文扼要报道苹果幼嫩胚乳愈伤组织的诱导和胚乳

植株 (金冠 )
、

根 (金冠
、

国光
、

白粉皮 )及叶 (金冠 )的分化
.

同时
,

对胚乳培养中的一些问题进行

了讨论
.

一
、

实验材料和培养条件

研究材料是苹果属大果型的金冠
、

国光
、

祝光
、

红星
、

白粉皮
、

甜黄葵等六个栽培品种 ;小果

型的花红
、

海棠等两个种
.

根据种子发育的解剖观察
,

苹果的成熟种子是无胚乳的
.

从早期的

幼嫩种子中见到胚乳为核型
,

胚胎发育图型十分一致
.

因此
,

本文以金冠品种为例
,

将胚乳和

胚的发育过程划分 为三个阶段
: ( 1 ) 斗月底到 弓月中旬

,

胚乳处在发育的游离核时期
,

幼胚是

多细胞球形 (图 l a ) ; ( 2 ) 5 月下旬到 6 月中旬
,

胚乳成为细胞组织
,

并充分生长
,

但吸器部分仍

保持游离核结构
,

这时幼胚的各种器官分化已经完成
,

但生长缓慢 (图 l b ) ; ( 3 ) 往后
,

胚乳急骤

解体
,

幼胚迅速达到成熟时的大小 (图 I c )
.

培养使用了上述三个发育时期的胚乳
,

其中以第

二阶段的接种最多
.

接种时先切除果肉的外面部分
,

然后按一般方法消毒灭菌
,

在无菌条件 下解剖出胚乳和
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.
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胚
,

将胚乳进行单独培养
,

少量种子的胚乳连同幼胚一起种植
.

1厘米

图 1 苹果 (金冠 )胚乳和胚发育的三个阶段一 胚乳发育的游离核阶段

( 1 9 7 5 年 , 月初 )
, b 表示第二阶段充分发育的细胞组织的胚乳和已经

分化的胚 ( 1 9 7 6 年 6 月 )
, 。
表示第三阶段接近成熟 的种子的胚乳和胚

( l—
胚

, 2

—
胚乳 )

表 1 在含有各种浓度的动力精 ( K ) 和 2 , 4
一 D 的培养基上

,

胚乳愈伤组织 的诱导

培培 养 基 编 号号 激 素 浓 度 ( p p m ))) 胚乳的变化及愈伤组织的诱导导

KKKKKKK 2
,
斗一 DDDDD

IIIII 000 000 胚乳膨大
,

极个别的形成少许愈伤组织
,

但不能继续增 殖殖

III III 000 0
.

1一0
。

555 少数胚乳形成 白色
、

结构疏松的 愈伤组织织

1111111 lll 0
.

555 大部分胚乳产生的愈伤组 织为米黄色
,

结构致 密
.

少数数
胚胚胚胚胚乳 的愈伤组织同于 1111

IIIVVV lll lll 胚乳愈伤组织米黄色
,

结 构致 密密

VVVVV 111 222 胚乳愈伤组织黄绿色
,

结构坚实实

表 2 在含有各种浓度的 6一茉基嘿吟 ( B A P ) 和蔡乙酸 ( N A A ) 的培养基上胚乳愈伤组织的诱导

培培 养 基 编 号号 激 素 浓 度 ( p p m ))) 胚乳的变化及愈伤组织的诱导导

BBBBB A PPP N A AAAAA

lllll 000 000 胚乳膨大
,

极个别的产生少许愈伤组织
,

但不能继续生长长

lll lll 0
.

0 1一0
.

111 0
.

0 1一 O
。

555 多数胚乳发生 不规 则膨大
,

所产生的愈伤组织不能正常生生
长长长长长

.

少数胚乳的愈伤组织为灰白色
,

结构疏松松

1111111 0
.

2 5一 111 0
.

555 大部分胚乳的愈伤组织为米黄 色
,

致密
,

个别眨乳产生的的
愈愈愈愈愈伤组织同于 nnn

IIIVVV 2一 333 0
.

555 胚乳愈伤组织为米黄色或绿色
,

结构坚实
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采用 MS [ v, 作为基本培养基
,

附加的细胞分裂素物质是 6一苇基嚓吟 ( B A P )
,

动力精 ( K ) ;

生长素是茶乙酸 ( N A A )
,

2
,

4一 D
.

分别将不同浓度的 BA P 和 N A A ; K 和 2
,
4一D 组成表 l

,
2

所示的两个培养基系列
.

此外
,

附加的成分有酪肮水解物 ( C H ) 2 00 一 5 0 0即 m
,

蔗糖 3一 5多
,

琼脂 0
.

6一 0
.

7%
, p H .6 o一 6

.

2 (消毒前 )
,

在 1
.

2 公斤压力下
,

消毒 巧 分钟
.

培养期间
,

温度保

持 25 一 27 ℃
.

光照分两个阶段进行
,

诱导愈伤组织时期
,

材料置于实验室散射光下
,

诱导愈伤

组织分化时期
,

在 2 支 40 瓦荧光灯下进行每天 10 一 12 小时光照培养
.

二
、

胚乳愈伤组织的诱导

在表 l
,

2 中的各种培养基上
,

苹果的游离核胚乳
,

无论是单独的或带胚的均未培养成活
.

处在发育第二阶段的胚乳 (图版 I
,

l )
,

接种后 巧一 20 天
,

产生了生长旺盛的愈伤组织 (图版 I
,

2 )
.

其频率高达 90 多 以上
.

第三阶段的
,

除个别的产生少许愈伤组织外
,

其余均萎缩死亡
.

处在发育第二阶段的胚乳
,

对于各种培养基中
,

细胞分裂素和生长素的反应表现在产生愈

伤组织的能力和愈伤组织的质地上有着明显的不同 (表 l
,

2 )
.

根据表 1
,

2 所列实验结果
,

可

以初步得出以下结论
: 1

.

苹果的幼嫩胚乳在对照培养基上 (表 1
,

;I 表 2
, I )

,

个别的虽能产生

少许愈伤组织
,

但不能继续生长
.

必须在培养基中加人适量的单一的生长素
,

或生长素与细胞

分裂素同时存在时
,

才有可能正常发生和生长
.

2
.

低浓度 N A A (0
.

印 pm ) 弓}起胚乳膨大
,

仅有

少量胚乳产生愈伤组织 ; 2
,

4一 D ( 0
.

1一 0
.

SP Pm )足以 引起绝大多数的胚乳产生愈伤组织
.

3
.

在

含有高浓度 N A A 和低浓度 B A P 的培养基上
,

产生的愈伤组织生长旺盛
,

结构疏松
.

相反
,

高

浓度的 B A P 同低浓度的 N A A 联合使用时
,

诱导的愈伤组织外观呈米黄色
,

或黄绿色
,

结构坚

实
.

4
.

如表 1 所示
,

在 111
,

vI
, v 号培养基中

,

由于添加 l即 m K
,

并提高 2
,

4一D 的浓度时
,

产生

的愈伤组织同含有高浓度 B A P 和低浓度 N A A 的培养基上的愈伤组织相似
.

新鲜愈伤组织细胞的染色体检查表明多数细胞为 50 一52 个 (图版 I
,

3 )
.

继代培养多次

后
,

愈伤组织生长正常
,

但愈伤组织细胞染色体数目变化在 43 一 80 之间
,

其中仅有少数细胞仍

保持 50 一 52 个染色体
.

三
、

胚 乳 植 株 的 分 化

取表 1 , 2 所列各种培养基上的愈伤组织分别诱导分化
.

分化培养基由 MS + .0 1一 I PP m

B A P + s o o PmP c H 十蔗糖 3 外
,

或者与低浓度的 N A A (0
.

01 一 0
.

知 pm ) 联合组成
.

少数培养基

中附加 2 00 一斗o o p p m 双丁酞 3
’ ,

5’ 一环化腺普酸 ( C A M P )
.

结果
,

个别培养基上的少数愈伤组

织表现 了形态建成的能力和多样性
,

产生了植株
、

根和叶等器官
.

将表 l
,

m 号培养基上的愈伤组织移人分化培养基上 20 天左右
,

产生一小芽
,

在同一块

愈伤组织上长出一条根 (图版 I , 4 )
.

约 40 一 60 天内
,

芽生长为具 5 小叶片的植株
.

根较芽伸

长的快
.

有意思的是
,

当芽的生长变得缓慢时
,

由它的基部直接产生了一个小芽
.

小芽生长到

具 3一 4片簇生的小叶时
,

在第一个芽的基部再生出第二个小芽 (图版 I , 6 )
,

朽 天后
,

第二个小

芽长出三片直立簇生的小叶
.

试图诱发第二个芽生根的实验尚未成功
.

国光
、

甜黄葵的胚乳 愈伤组织亦分化了根
.

表 2 ,

川 号培养基上的金冠胚乳愈伤组织
,

在上述分化培养基上产生了许多绿色
“
芽点

” ,

其中少数分化形成 了长椭圆形的叶片 (图版 I
,

5 )
,

而后停止了继续分化
.
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表 1
,

2 中的其他各种培养基上的愈伤组织
,

在上述各种分化培养基上未发现器官的形成
.

四
、

讨 论 与 结 论

1
.

幼嫩胚乳愈伤组织的诱导

迄今关于胚乳愈伤组织的建立
,

在双子叶植物中还 只限于成熟种子的胚乳
.

本文首次由

六个大果型和二个小果型的苹果的幼嫩胚乳建立 了愈伤组织
,

并经过一年多的继代培养
.

幼嫩胚乳产生愈伤组织较合适的时期是开花后大约一个月
,

从胚胎发育上来看
,

这时的呸

乳已成为细胞组织
,

且充分发展
.

早期游离核胚乳的培养条件尚待进一步研究
.

而种子发育

后期
,

处在消失中的胚乳产生愈伤组织的频率极低
.

幼嫩胚乳产生愈伤组织的条件大致可归结为
: 1) 以 M S 作为基本培养基

,

如果不添加任

何生长调节物质
,

或者仅仅加入低浓度 N A A (0
.

1一 。
.

2即m ) 时
,

绝大多数的胚乳不能正常产生

愈伤组织
,

极个别的虽然发生了细胞增殖
,

但亦不能继续生长
.

2 )适量的单一的生长素 ( 0
.

1一

。
.

5 PP m Z
,
4一
;D 0

.

印 p m N A A )
,

或同前述的各种浓度的细胞分裂素 ( B A P
,

K ) 联合作用下
,

胚

乳普遍地产生了生长旺盛的愈伤组织
.

3 ) 愈伤组织的质地和表现
,

随 着生长调节物质的浓度

而有不同
,

这些因素对愈伤组织的再分化及其影响如何
,

尚待进一步研究
.

2
.

胚乳组织分化为植株的条件

根据我们对葡萄
『” 、

苹果的胚乳培养和其他作者的报道可以认为
: 植物胚乳细胞 (包括幼

嫩的和成熟的胚乳 )在一定的条件下
,

能够转化为胚性细胞
,

这些细胞表现了和受精卵相似的

形态建成的能力
.

对于苹果的幼嫩胚乳来说
,

实现分化为植株的条件可综括为
: l) 植株

、

根

和叶等器官的形成需要细胞分裂素 ( B A P ) 和生长素 ( N A A ) 在一定水平上的配合作用
,

2 ) 来

源于表 1 , m 和表 2
,

m 号培养基上的金冠
、

国光等材料的胚乳愈伤组织
,

在相同的分化培养

基上
,

表现了形态建成的多样性
,

这可能与品种
、

诱导愈伤组织时所使用的生长调节物质的类

别和愈伤组织的年龄有关
.

我们认为这方面的工作有待进一步深入研究
.

3
.

胚乳愈伤组织的诱导
、

分化和胚的关系

isr
v
as at

v a 6j[ 在植物胚乳培养的研究方面做了不少工作
,

最先从成熟胚乳的愈伤组织得到了

植株
.

他认为诱导成熟胚乳产生愈伤组织和植株必须有胚的参加
.

但是
,

这一结论同下述实

验结果相矛盾
.

l) H
u a

gn 8[J 发现蓖麻种子萌发时
,

在除去了胚的胚乳组织中
,

脂肪酸的代谢
、

糖

的累积
、

几种酶的活性及细胞质体的形成等生化和细胞学过程均不依赖于胚的存在而单独进

行
.

即使如许多人报道的禾本科种子萌发时
,

胚向胚乳提供了赤霉素物质
,

但是
,

这些过程最

终将导致胚乳的解体
,

而不是再生
.

2 ) 我们在葡萄胚乳培养中观察到带胚培养的胚乳
,

在其

胚乳产生愈伤组织期间
,

幼胚处于不活动或趋于解体的状态 ll[
.

最近已有报道
,

小麦等禾本科

植物不带胚的幼嫩胚乳也得到了愈伤组织
〔5〕

.

3 ) 本文得到的结果
,

以及 N
a k a n沪 ,等人由水稻

胚乳愈伤组织得到了小植株的报道
,

都说明了乳胚细胞的全能性
.

因此
,

综上所述
,

我们认为

诱导胚乳组织产生愈伤组织
,

和分化植株
,

无需胚的参加
.

而胚乳愈伤组织的产生
,

以及形态

建成能力的调节因素
,

主要是胚乳自身的内源及外加的生长调节物质作用的结果
.
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