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6 N OT RH E RN H O RT IC UT L UE R果 树

称猴桃体细胞胚状体的诱导及植株再生
`

马 有 会

(轻工业部甜菜 .业科攀研究所
·

哈尔演市 1 5006 8 )

摘典
:

叶片及叶柄在 N M+ 2
,

4一 D o
.

。一 :
. 。

+ Z T
o

.

: 一 :
.

。
+ 3肠蔗枯及 p H S

·

8 的培 养基上

诱导产生胚性愈伤组织
,

并获得 了分化胚状休及幼株的能力
。

胚性意伤组织在 N M +

zT
。

、

。一 :
.

。+ 3纬蔗箱培养基中分化肛状体
,

胚状休进一步发育并摘发成幼株
·

N M 基

本培养基适合壮苗培养
。

关镇词
:
称狠挑 .体细胞胚状体 ;植株再生

。

组织培养中植株的再生
,

以胚状体发生途径

较为有利
。

称猴挑营养器官的离体再生
,

以往曾

有过大 t 研究
,

但均产生不定芽
.

二倍体体细胞

通过胚胎发生途径的植株再生
,

尚无成功报道
。

为了给排猴桃优良单株特别是优良雌株无性系

的快速获殖建立一个理想的再生程序
,

本文详细

研究了称猴桃经体细胞途径再生植株的培养程

序和诱导条件
,

并对胚状体发生和发育进行了组

织及外部形态学观察
。

导培养基添加 2
,

4一 oD
一 、

. 。
+ z T 。一 5

.

。 .分化培养

墓添加 z OT
.

: 一 : .
壮苗培养墓不加任何徽素

.

堵养

基中均加入蔗糖 3纬( w / V )
,

琼脂 0
.

75 写 ( W /

V )
,

P H S
.

8
.

诱导培养在散射光下
,

分化培养白

天 日光灯 补 充 光 照 8一 l o hr
,

光 照 强度 2
,

OOl0 u x ,

培养温度 25 士 2℃
。

细胞组织学观察采用石蜡切片法
,

铁矾苏木

精染色
,

封固后光学显微镜摄影记录
。

实验 结果

材 料和 方 法

所用材料为狗枣称猴桃 ( ^ e t i n id i。 k o l o m ik
-

at M ax ima )
,

由东北农业大学及黑龙江省植物

园提供
。

剪取水擂枝的幼叶和叶柄为外植体
,

采

用常规方法进行表面灭菌
.

叶片剪成 3 x 3m m
、

叶柄切段为 3 m m 长
,

投 t 接种
。

基本培养基为

N M ( N i t s e h一 N i t s e h 无机盐 + M S 有机物 )
。

诱

一
、

胚状体与植株形成过程

外植体在散射光下培养 6一 8 夭
,

开始出现

愈伤组织
。

至 18 天左右
,

愈伤组织大量增殖 (图

版 I 一 1 )
.

4 周时
,

愈伤组织胚性结构形成
,

并可

观察到球形期胚状体
,

实体显微镜下可见球形胚

成族在一起 (图版 I 一 2 )
.

4 周时
,

选择胚性愈伤组织转移至分化培养

.
此文是作者砚士研究生论文的一部分

,

. 得到导师吴绛云教长的悉心指导
,

道致深深谢定
.
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图版 I :

图 1
.

诱导培养 1 8天
,

形成颗粒状大块愈伤组织
。

图 2
.

诱导培养 4 周
,

形成球形胚丛
。

图 3
.

分化培养后
,

形成大量非同步化的胚状体
.

图 4
.

幼株
,

示呈
“
S

”
型嫩茎

.

图 5
.

分化培养 30 天
,

胚状体萌发成苗丛
.

图 6
.

壮苗培养后的小植株
,

示正常叶片及发达主根
。

图版 I :
图 1

.

愈伤组织表层
“
T

”

字形了细胞原胚
。

图 2
.

愈伤组织内部
“

T
”

字形了细胞原胚
.

图

3
.

条细胞梨形原狂
。

图 4
.

诱导培养 30 天
,

早期心形胚
。

图 5
.

心形胚
。

图 6
.

鱼雷形胚
,

示
“

Y
”

字

形独立的维管组织
。

图 7
.

子叶胚
,

示发达的子叶与苗端及根端分生组织
.

图 8
.

成熟胚
,

示根端与

苗端分化
。
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基上
。

转移 10 天时
,

在同一块愈伤组织上可以见

到球形胚
、

心形胚
、

鱼雷形胚和成熟子叶胚各不

同发育阶段的胚状体
,

并有少数胚萌发成幼株

(图版 I 一 3 )
.

刚萌发的幼株呈
“

S
”
形

,

与种子发

芽时相似 (图版 I一 4 )
。

分化培养 30 天
,

多数胚

状体萌发成苗丛 (图版 I一 5 )
。

然后将幼株分离

出来
,

转移到壮苗培养基上
,

约 5 周时间
,

小苗发

育到有 3一 4 片真叶和发达的主根 (图版 I 一 6)
。

二
、

胚状体及植株诱导条件

叶 片及 叶 柄在 N M + 2, 4 一 OD
.

卜
2

. 。
+

z OT
.

: 一 :
. 。

条件下
,

均能诱导形成胚性愈伤组织
,

但以添加 2
,

4一 D 2
.

。十 z T o
.

:
的处理效果最好

,

其

胚性愈伤组织诱导率及分化培养后胚状体萌发

率较高
。

单用其中一种激素的处理不能形成胚性

愈伤组织
。

在一定浓度范围内
,

2
,

4一 D 与 Z T 保

持较高比例时产生较好的诱导效果
。

诱导培养 4 周时
,

将胚性愈伤组织转移到

N M + ZT
o

.

。一 2
.

。

的分化培养基上
,

胚性愈伤组织

继续分化胚状体
.

胚状体进一步发育并萌发成幼

株
.

在供试浓度范围内
,

分化效果与 Z T 浓度呈

正相关
.

以 Z T :
. 。

的处理效果最好
,

其胚状体数

及完成苗数也最多
.

在分化培养基上长成的幼株
,

因其过小
,

很

难移栽成活
.

所 以
,

在驯化移栽前
,

需要壮苗培

养
。

分离出幼株
,

转移到不加任何激素的 N M 液

体培养基中
,

以滤纸作支撑物
,

培养 5 周时
,

便可

移栽到花盆中
。

有些畸形幼株经壮苗培养后可以

恢复正常
。

三
、

胚状体发生
、

发育的细胞组织学观察

组织切片表明
,

殊猴桃胚状体通过愈伤组织

途径产生
。

它既可以发生在愈伤组织表层
,

也可

以发生在内部 (图版 I 一 1
,

2 )
。

诱导培养 15 天的

切片材料
,

可观察到多细胞梨形原胚的形成 ( 图

版 I 一 3 )
.

诱导培养 4 周时
,

胚状体可发育到早

期心形胚阶段 ( 图版 I 一 4 )
。

分化培养后的组织

切片表明
,

胚状体继续发育
,

顺次通过心形
、

鱼雷

形
、

子叶形和成熟胚状体各发育阶段 (图版 I 一 5

一 8 )
.

组织切片还显示
,

胚状体有明显的根端与

苗端两极结构及独立的维管组织系统
,

且与母体

愈伤组织无任何联系
。
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讨 论

植物体细胞胚状体发生
,

目前还不是完全可

以预料的过程
.

就某种植物来说
,

需要一组特殊

的营养物质
,

尤其是激素的合理使用
,

才能引导

其走向胚胎发生途径
,

本实验也证实了这一点
.

2
,

4一 D 在调节胚胎发生方面得到了普遍论

证
。

我们的实验中
.

在有适当浓度 2
,

4一D 存在

时
,

接种物获得了胚胎发生能力
,

单独使用 Z T

而无 2
,

4一 D 的处理
,

仅得到了不定芽
,

由此肯

定了 2
,

4一 D 在称猴桃体细胞胚胎发生上的作

用
.

另一方面
,

只有在去除 2
,

4一 D 的分化培养

基上
,

胚状体才能得到进一步发育
.

表明 2
.

4一 D

的作用是在胚状体的发生阶段
,

却抑制了胚状体

进一步发育走向成熟的过程
。

但是
,

在称猴桃胚胎发生上
,

单独使用 2
,

4一D 无效
,

只有在 2
,

4一 D 与 Z T 同时存在时才

有作用
.

H ar ad a
单独使用 2

,

4一 )0[
.

: 一 :。 诱导中

华称猴桃体细胞胚仅发育到球形胚阶段
,

即很快

脱分化
。

由此推测
,

Z T 在诱导阶段可能具有解

除 2
,

4一 D 的抑制作用
,

并可推进早期胚的发育

进程
。

实验表明
,

林猴挑营养器官的叶片
、

叶柄即

可发生胚状体
。

它们可以周年取材
,

在无性获殖

方面有很大实用价值
.

在这点上
,

与其它成功诱

导胚状体的果树不 同
。

如柑桔和葡萄的珠心组

织
,

苹果的种子幼苗及批把的幼期种胚等
。

显然
,

这些取材部位在从实验室向实用阶段过渡时
,

将

会遇到麻烦
。

实验还表明
,

在激素的作用下
,

胚状体及幼

株的形态发生了一些变异
,

但从其壮苗培养后可

恢复正常这一点来看
,

似乎并未发生遗传性改

变
,

这有待于来自细胞学 及植物学等方面的检

验
。

(参考文献略 )


