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摘 要
�

以早熟和中晚熟大白菜为试材
�

在福州环境条件下
,

研究基因型和供体植株的生理状况对小抱子胚胎发

生和植株再生的影响
。

试验结果表明
�

两种类型的大白菜小泡子胚胎诱导率无明显差异
,

不同品种材料的小抱子

胚胎发生频率存在很大差异 � 供体植株采蕾期的气温条件是小抱子胚胎发生的关键因素
,

采蕾之前 � � 的气温在

�� � �� � � �夜 �昼 � 最适宜小抱子发育 � 盛花期的花蕾和供体植株营养状况良好
,

有利于胚胎发生及植株再生
。
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游离小抱子培养技术在十字花科蔬菜育种上应

用已有成功报道川
,

影响大白菜游离小抱子胚胎发

育的因素研究较多
,

而供体植株的生理状况对小袍

子培养的影响研 究
,

主要是在人为控制条件下进

行[2,
’〕

。

人工气候室设备成本较高
,

一般科研单位不

具备条件
,

而南方冬春温暖
,

日照时间长
,

温差较

大
,

适合大白菜生长发育
。

本试验旨在探讨在南方

自然条件下
,

大白菜基因型及供体植株的生理状况

对小抱子培养的影响
,

为南方大白菜游离小抱子培

养提供科学依据
。

1 材料与方法

1
.
1 供试材料

选用耐热早熟和冬性
、

半冬性的中晚熟材料各

20 份
,

于福州地区适宜季节播种
,

大株留种
,

利用

自然条件栽培
。

1

.

2 试验方法

1
.
2
.
1 培养方法 采用曹鸣庆[lj 等方法

,

取主花序

上 0
.
2 ~ 0

.
3 cm 的花蕾

,

用含有效氯为 2
.
5% 的次

氯酸钠溶液表面消毒 15 m in
,

无菌水冲洗 3次
。

然

后将花蕾置于研钵中
,

加入经高温灭菌的 B S 洗涤

龟培养液
,

用研柞轻轻挤压花蕾
,

使小抱子充分游离

到溶液中
。

以 50 拜m 孔径尼龙 网过滤
,

并将 10 m l的

悬浮液收集于离心管
,

1 o o o
r

·

m i
n 一 ‘

下离心3 m i
n ,

弃上清液
,

再加入 B S 洗涤液离心
,

重复 3 次
,

弃上

清液
,

加 入 浓 度 为 0
.
5 m g

·

L
一 ,

N A A 和 0
.
05

m g
·

L

一 , 6 一
B A 的 N L N 一

13 液体培养基
,

小抱子

密度调整为 lx lo
“

~
2 x

10

”

个
·

m l
一 ‘。

分装于直径

6 cm 的培养皿中
,

每皿 3 m l
。

用 Parafilm 膜封 口

后
,

将培养皿置于 33
f
C 恒温培养箱处理 26 h

,

然后
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于 25
‘

C 条件下静止暗培养
。

1

.

2

.

2 小饱子 胚状休的 培养和再生植株的获得

出现 肉眼可 见的胚状体 后
,

置于摇床上培养 (60
r ·

m in
一 ’ 、

25

’

C 黑暗下 )
,

胚状体发育到子叶期时转

置于 25 ℃
、

6 0 0 0 l
x

、

1 6 h

·

d

一 ‘光照下培养 5~ 7 d
。

胚转绿后转到含 3 % 蔗糖和 1
.
2 % 琼脂的 M S 固体

培养基上培养 (光温同上 )
,

2 周后将再生株转到大

量元素减半的含 0
.
8写琼脂 的 M S 固体培养基上培

养
。

1

.

2

.

3 再生株的驯化移植 当再生株长到 4~ 5 片

叶子的健壮苗时
,

即可驯化
。

将试管苗移出并洗净

培养基
,

种植于直径 8
。
m 的营养钵中

,

基质为 2 份

泥炭土和 l 份蛙石
,

覆盖塑料膜或大烧杯保湿
,

1 周

后试管苗即可成活
,

揭去覆盖物 (光温同上)
,

适时

浇水
,

两周后移出温室
,

炼苗 3~ s d 后移植于大

田[
‘〕

。

1

.

2

.

4 细胞学方法 小抱子离体培养期间
,

用倒置

显微镜直接观察小抱子形态变化
,

细胞分裂和早期

胚胎发生过程
。

球形期后的胚胎变化用双 目实体解

剖镜观察
。

L 3 单因子试验

1. 3. 1 供体植株的株龄试验 选择胚胎发 生能力

强的早
、

中晚熟材料各 3 份
,

于初花期
、

盛花期
、

末

花期的植株上采集适宜的花蕾
,

每个材料取 10 个花

蕾
,

混合培养
,

每处理 6皿
。

1. 3

.

2 供体植株的 营养水平试脸 选择出胚率高

的早熟材料 3 个
,

各取 2 株
,

加强肥水管理
,

抽苔

后每周浇 1次复合肥
,

对照为管理水平一般的同一

品种
。

在盛花期各材料取 25 个蕾做 5 皿
。

进行 3 次
。

1

.

3

,

3 供休植株 采蕾期的 气温 试验 温度分几个

区段 (采蕾之前 1一3 d 的最高和最低气温 )
: 5一 15

‘

C

、

8
~

1 8

‘

C

、

1 1 一 21
‘

C

、

1 4 一2 4 C
、

1 7 一27 C
、

2 0 一30
’

C

。

每个区段取出胚率 高的材料 5 个混合
,

培养 5皿 亏 每次均取相同的材料;

单因子试验均设 3 次重复
。

20 d 后统计胚胎发

生率
,

再生株在分化成完整的苗时统计
,

各处理统

计结果用邓肯氏新复极差测验
。

2

.

1

结果与分析

小抱子胚胎诱导
2
.
1
.
1 不 同 品种材抖对小饱 子胚胎 发生 的影响

供试材料早
、

中晚熟各 20 份
,

其中早熟材料有 16 份

产生胚状体
,

诱导率为 80 写
;
中晚熟有 15 份产生胚

状体
,

诱导率为 75 写
,

两者无明显差异
。

但不同材

料的胚胎发生能力差异很大
,

早
、

中晚熟类型均有

此现象
。

早熟材料产胚量最高的是白阳和庆农
,

每

蕾可诱导出 78 个胚
;最少的是福白 23 和夏珍白

,

每

蕾只有 2个
。

中晚熟产胚量最高的是 18
一 1 和丰抗

70 ,

每蕾可达 236 个
;
最少的是 87

一
1 1 4 和德阳 01

,

每蕾只有 1 个
。

2

.

1

.

2 供休植株 的株龄对小袍子胚胎发生的影响

供体植株的株龄对小抱子胚胎发生的影响差异极

显著
,

盛花期采的花蕾胚产量最高
,

平均每皿可诱

导出 35 5
.
0 个胚状体

;
初花期产量就明显下降

,

平

均每皿只有 101
.
5 个

;
末花期产量更低

,

每皿 33
.
5

个
,

不到盛花期的 1/1。 (表 1)
。

T
a

b l e

表 l 株龄对小抱子胚胎发生的影响

Infl“e n c e o f p la n t a g e o n m ie r o s P o r e e m b r y og
e n e s is (单位

:
个

·

皿
一 ,

)

品 种
初花期 盛花期 末花期

出胚数 再生苗 出胚数 再生苗 出胚数 再生苗

八乃nM�0
201

人
11
0

, .去1人
2 8

一
l

、

魁 5
、

丰抗 70(中晚熟)

白阳
、

庆农
、

夏阳〔早熟 )

平均出胚数

平均再生苗率〔% )

10 5 2 0 36 8

9 8 1 9 34 2

10 1
.
S B 3 5 5

.
O A 3 3

.
S C

1 9
.
Z B 2 9

,

7 A
4

.

S C

注
:
表中同行数据后不同大写字母表示在 。

.
01 水平上差异显著

。

2

.

1

.

3 供体植株的营养水平对小袍子胚胎 发生的

影响 供体植株的营养水平对小抱子胚胎发生有一

定的影响
,

从表 2 看出
,

处理与对照的胚胎发生量

存在显著差异
,

营养水平高的小抱子产量也高
,

一

般 比对照增产 10
.
3% ~ 12

.
8 %

。

2

.

1

.

4 供体植株采蕾期 的气温对 小饱子胚胎发 生
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的影响 福州地区冬春气温多变
,

最低气温一般是

1 月份在 Z C 左右
,

11 月份与 3 月份有时最高气温

会达到 30
‘

C 左右
。

本试验从冬到春各气温段均做了

5 次
。

从试验结果看
,

采蕾期温度条件不同
,

所采的

花蕾小饱子胚胎发生量差异显著
,

夜间气温低于

11 C 和白天气温高于 27 C
,

所采的花蕾小抱子多

不能发育 ;气温在 14 ~ 24 C 时胚产量最高
;在 n 一

2 1 C 和 17 一27
‘

C 时小抱子也能发育
,

但产量明显

降低 (表 3)
,

而低温 (< n
’

C ) 或高温 (> 27
‘

C )

过后 4 d
,

气温稳定在 n 一27 ℃时
,

所取的花蕾小

抱子胚胎发生正常
。

表 2 营养水平对小抱子胚胎发生的影响

T able 2 E ffect of nutritionalstatus on m ierosPore em bryogenesis

品 种 处 理
出胚数

(个
·

皿一 ,
)

比对照增减
(% )

再生苗
(个

·

皿 一 ,
)

再生率
(% )

‘
O
a

件QOJ

勺曰0
,
1

0
�J吮n气O气山

白阳

庆农

268 a 86

72

12

10
.

87

73

极早 40

高营养管理

一般管理〔C K )

高营养管理

一般管理(C K )

高营养管理

一般管理(C K )

57

50

31
.3 a

2 9
.
s b

略

na

b

a
LU

O口�Q,目,�只�八JtJ‘
月络O曰‘b勺乙9曰O乙�

,
.

1

注
:
同列数据后不同小写字母表示在 。

.
0 5 水平上差异显著

。

表 3 气温对小抱子胚胎发生的影响

Tab及e 3 I n f lu e n ee o f te m P
e r a tu re o n m i

c ro s P o r e e m b
r y o g e n e s is

处 理 5~ 15℃ 8一 18
‘

C
1 1

~
2 1 C

1 4

~
2

4
C

1 7

~
2

7
C 2

0 一 30
’

C

出胚率(个
·

皿 一 ,
)

再生苗(个
·

皿一 ’
)

再生率(写)

25
.
O B 86.O A 15

.O C

6 O B

24
.O B

28
.O A

32 6 A

2
.
O C

13
.
3 C

注
:
表中同行数据后不同大写字母表示在 0

.
01 水平上差异显著

。

2.
2 小抱子的再生植株

2
.
2
.
1 供休植株的株龄对小袍子 植株再生 的影响

供体植株的株龄对小抱子植株再生影响显著
。

初

花期培养的小抱子胚胎的平均成苗率是 19
.
2% ;盛

花期成苗率最高
,

达到 29
.
7 %
; 而末花期由于大部

分胚都停留在球形期和鱼蕾期
,

少量能发育成子叶

胚
,

但转绿慢
,

生活力弱
,

只有 4
.
5 % 能成苗 (表

1)
,

差异极显著
。

2

.

2

.

2 供体植株的 营养水平对小袍子植株再生的

影响 供体植株的营养水平对小抱子植株再生有显

著的影响
,

胚状体的再生率在 29
.
8% 一32

,

1

%
( 表

2)
,

高营养管理的再生植株质量好
,

生长健壮
,

移

栽成活率高
。

2

.

2

.

3 供体植株采蕾期 的气温对小袍子 植株再生

的 影响 供体植株采蕾期的气温对小抱子植株再生

有显著的影响
。

在 11 一 21
‘

C 条件下培养的小抱子胚

胎再生率为 24
.
0 %

,

14 ~ 24
C 的再生率为 32

.
6 %

,

17 ~ 27

‘

C 的再生率为 13
.
3 %

,

差异极显著 (表 3)
。

3 小结与讨论

3.1 大白菜早
、

中晚熟类型的小抱子诱导
Sat o 等阁于 1989 年首次报道了在春性早熟类

型大白菜上诱导小抱子胚胎发生成功
。

一般认为我

国的冬性或半冬性大白菜
,

应用游离小抱子培养技

术 比较困难图
。

但本研究显示
,

早熟类型与中晚熟类

型 (冬性
、

半冬性)的胚胎诱导率在 75 % ~ 80 %
,

无

明显差异
,

中晚熟类型的胚胎产量反而 比早熟类型

的高
。

这可能是南方早熟类型的母株生育期较短
,

并

在炎热的早秋渡过发育期
,

植株生长不良
,

营养消

耗大
,

所以胚胎产量低
;
中晚熟类型供体植株从营

养生长到生殖生长时间长
,

经越冬后于春天开花
,

温

差大
,

养分积累多
,

小袍子发育同步性好
,

有利于
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胚胎诱导
。

3

,

2 提高小抱子胚诱导率的几个因素

大白菜游离小抱子培养技术
,

除了实验室内严

格控制污染
,

培养基中增加适宜的添加物外
,

供体

植株的生长环境
、

营养状况
、

株龄等都是关键因素
。

本试验的供体植株是在南方 自然条件下栽培
,

不加

任何控制条件下进行的
。

本研究表明
,

在采蕾之前

1一 3 d 内
,

适宜小饱子发育的温度为 1]一27 ℃
,

最

适宜温度 14 一24 C
,

低于 1 1 C 或高于 2了
‘

C 时小抱

子不发育
。

这可能是适宜的温度条件下
,

供体植株

新陈代谢旺盛
,

有利于小抱子分化所需的外源物质

的积累
,

加快细胞分裂分化形成胚状体
。

官春云困研

究表明
,

生长在人工气候室内的植株
,

其小抱子发

育同步性强
,

而且单核期的小抱子细胞核体积
、

细

胞质体积以及核质比都比较大
,

即细胞生理活性高
。

试验 中还发现
,

取初花末期到末花前期的盛花期的

适宜花蕾
,

小抱子诱导率可明显提高
。

严准等川认

为
,

初花期的花蕾营养水平高
,

小抱子分化程度较

低
,

代谢旺盛
,

有利于小饱子接受外界环境条件的

刺激
,

改变发育方向
,

从而提高胚的诱导频率
。

供

体植株的营养水平高
,

植株生长健壮
,

可提高小饱

子发生率
。

这可能与花蕾发育期具有充足的养分
,

提

高 了花蕾内小抱子发 育同步性和 细胞生理活性有

关
。

3

.

3 提高小抱子植株再生率的因素

小抱子发育成胚状体再分化成苗
,

除了要求选

择适宜大小的子叶期胚及时转接到较干燥的固体培

养基上〔幻外
,

供体植株的生理状况对提高植株再生

频率至关重要
。

生长在 H ~ 27 ℃的温度条件下
,

加

强肥水管理
,

在盛花期进行游离小饱子培养
,

诱导

出的胚发育好
、

健壮
,

有利于胚状体分化成再生植

株
,

提高成苗率
。

关于采蕾之前 1~ 3 d 内要求严格的 日温差
,

而

4 d 以前的温度变化与小抱子发 育关系不明显
,

还

有待于进一步研究
。

参考文献
:

「1〕曹鸣庆
,

刘凡
.
芸苔属蔬菜游离小抱子培养研究进展 〔C〕

,

园

艺学年评
,

1 9 9 6
,

2

:
6 3 一 90

·

〔2〕曹鸣庆
,

李岩
,

刘凡
.
基因型和供体植株生长环境对大白菜游

离小抱子胚胎发生的影响 〔J〕
.
华北农学报

,
1 9 9 3

,
8 ( 4)

:

1 一

6

臼〕张凤兰
,

钉贯靖文
,

吉川宏昭 环境条件对白菜小饱子培养的

影响 〔J〕
.
华北农学报

,

1 9 9 4
,

9 ( l )

:
9 5 一1 0 0

.

〔月 方淑桂
,

陈文辉
,

曾小玲
,

等
.
大白菜游离小泡子培养技术研

究初报 [J〕
.
福建农业学报

,

2 0 0 3

,

1 8 ( z )

:
2 2 3 一 12 6

.

〔s〕S
ato T ,

N j

、
h i

o
T

,

H i
r a

i M

.

p l
a n r r e

g e n e : a t i o n
f

r o
m 1 5 0

1
盆t e

d

m i
t:ro s p o r e e u

l
t u r e o

f C h i
n e s e e a

l
〕
b
a g e ( B

r a s s
i
e a e a

m p e s t r
i
s

s 、 p
.
p
e
k i
n e n s i

s
) 〔J〕

.
P轰a n t C all R e p ,

2 9 8 9
,

8

:

4 8 6 一4 8 8
.

〔6〕官春云 油菜小饱子培养和双单倍体育种研究 〔J工 作物学报
,

1 9 9 5

,

2 1 ( 6 )

;

6 6 5 一67 0
.

〔7〕严准
,

田志宏
,

孟金陵
.
甘蓝游离小抱子培养初步研究〔月

.
华

中农业大学学报
,

1 9 9 9
,

1 8 ( l )

:
5 一7

.

「8」刘凡
,

李岩
,

姚磊
,

等
.
培养基水分状况对大白菜小泡子胚成

苗的影响 〔J〕
.
农业生物技术学报

,

1 9 9
7, 5 ( 2)

:
13 1一 136

.


