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柑 桔 胚 的 人 工 培 养

王 大元 张进仁
(中国农业科学院柑桔研究所)

摘 要

为了提高柑桔杂交育种效率和探讨胚培养在柑桔生产上应用的可能性
,

我们研究了锦橙

(c it, ,’, , i。 。。 , 55 o s b e e k ) x 权 (尸
。 , c i, u , , , iro lia t a R a f

·

) 的杂交种子胚培养技术
。

证明 : 怀特

(w h it e

) 培养基 + IA A (l p p m )+ C H (6 o o p p m ) 和 M T 培养基 + G A (lp p m ) 能使第五个小胚

(E 胚 )萌发成苗 ;在 M T 培养基 + 2 , 4一 (o
.

7 p p m )+ B A (o
.

2 3 p p m ) 上
,

有些胚先形成愈伤组

织
,

然后从原有的胚中生根出苗
。

将此愈伤组织切下
,

移人含 B A (, PP m ) 和 IA A (IPP m ) 的

M T 培养基中
,
则能出芽成茎

,

但不能形成根
。

再移入只含 N A A (IPP m ) 的 M T 培养基中
,

则能分化出根
,

形成完整的小植株
。

为研究合子胚分布和克服珠心胚干扰杂交育种工作提供

了合适的技术
。

一
、

为什么搞柑桔胚的人工培养

柑桔是我国南方地区盛产的名贵水果之一
。

随着国内广大劳动人异的生活和对外贸

易的需要
,

对柑桔的需求量也在不断增加
。

生产上迫切需要培育出早熟
、

高产
、

体质的柑

桔新品种
,

可是
,

柑桔属广泛存在珠心多胚现象
,

严重干扰了杂交育种工作
。

那么如何才

能克服珠心胚的干扰而快速培育柑桔新品种呢 ? 毛主席教导我们
: “

你要有知识
,

你就得

参加变革现实的实践
。

你要知道梨子的滋味
,

你就得变革梨子
,

亲口吃一吃
。 ⋯⋯你要知

道革命的理论和方法
,

你就得参加革命
。

一切真知都是从直接经验发源的
。 ”
毛主席的指

示给我们指明了前进的方向
。

我们为了提高柑桔杂交育种的效率和探讨胚培养在柑桔生

产上应用的可能性
,

于 19 7 3年开始进行了这方面的研究工作
。

二
、

我们是如何进行柑桔胚人工培养工作的

根据前人的工作来看
,

杂 种胚比珠心胚生长分化能力弱
,

不易成苗
。

因此我们采用柑

桔胚人工培养法来解决未分化或发育不 良的小胚发育成幼苗的问题
。

柑桔小胚发育也有

它的规律
,

只有掌握了它生长
、

发育的规律
,

并给予一定的条件
,

才能促使小胚逐渐发育成

苗
。

列宁教导我们说
: “
要真正地认识对象

,

就必须把握和研究它的一切方面
、

一切联系

和然介
, 。 ”

我们研究了可能影响柑桔小胚发育的几种条件
。

例如
:
培养基

、

光照
、

温度以

及培养基的 pH 等
。

r

我们使用的基本培养基有两种 : (l) 改良的怀特(w hi te) 培养基的无机盐
、

维生素 ; (2 )

MT培养基的无机盐
、

维生素
。

但怀特培养基中的铁盐改为 E D T A
一

Fe
。

在这两种基本培养

携中根据试验设计
,

分别以单独或混合加人 2 , 4 一二氯苯氧乙酸口
, 4 ~ D )

、

叫嗓乙酸 (IA A )
、

赤霉素(G A )(于基本培养基高压消毒后加人)
、

丫
一
苇基腺凛吟 (BA )和酪蛋白水解物(c H )
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等生理活性物质
。

蔗糖浓度 5 %
,

琼脂 1多
,

巧 磅/ 时
,

消毒 巧 分钟
,

消毒前 p H 调至 5
.

8 。

培养时温度控制在 26 一30 ℃
,

光照强度为 2 0 0 0 勒克司 (萤光灯 )
,

每 日照光 16 小时
。

实验采用多胚的锦橙为母本
,

积为父本
,

按常规程序进行人工杂交
。

杂交种子的胚最

多是 10 个
,

最少是 1 个
,

平均胚数 5
.

1 。

积的三叶对锦橙的单叶是显性
,

因此用以指示后

代是否为合子胚的苗
。

果实成熟后
,

在无菌条件下取出种子
,

用 0
.

1多 的升汞水浸泡 3 分

钟
,

然后用无菌水洗两次
,

剥开种皮
,

分胚 (带子叶 )接种于培养基中(太小的胚在解剖镜下

挑出)
,

并依胚的大小依次将其编号为 A
、

B
、

c
、

D.
· ·

⋯
。

各级胚的大小范围和特征见表 1。

其中 c 以下的小胚大多子叶小而薄
,

呈淡绿色
,

个别小胚子叶还未分化
,

呈心形幼胚
,

因此

这些小胚实际上是发育不良
、

没有成熟的幼胚
。

实验结果
,

发现两种基本培养基上除 A 和 B 两个大胚能生根成苗外
, c 以下的小胚基

本上不能萌发成苗
。

但下列三种培养基对小胚的萌发或生长成苗都有显著的促进作用
。

(l) 怀特基本培养基 + IA A (1 p Pm ) + e H (6 0 0 Ppm ) ;

(2 ) MT 基本培养基 + G A (l 即m ) ;

(3 ) MT 基本培养基 + 2
,

4 一D (0
.

7 p Pm ) + BA (0
.

2 3 p pm )
。

在培养基 (l) 上
, c一E 的小胚大多都能发育为比较粗壮的根和苗

,

移人土中后大多

都能成活
,

大胚 (A 和 B 胚 )的侧根也发生得比较多 (表 l; 图版 I,

图 1 )
。

在培养基 (2 )上
,

F 胚也能得到一定程度的萌发
,

并且生根成苗
,

但小植株比较细弱纤长
。

在这种培养基上

大胚也有侧根发生(图版 I,

图 2 )
。

表 1 怀特培养燕 + IA A 十 CH 和 M T 培养若 + G A 对展萌发的形晌

一一书书
AAA BBB CCC DDD EEE FFF GGG LIII

77777一 1000 4
.

5一888 3一6
.

222 2一4
。

222 1
.

2一333 0
.

8一2
。

111 1 以下下 1 以下下

白白白白 浅 绿绿 浅黄绿绿 浅 黄黄

WWW h it e + IA A + C HHH 胚 的 数 目目 2 000 1 999 l999 l666 l333 888 222 lll

成成成 苗 数数 2 000 l 999 1 777 l 000 666 222 lll OOO

杂杂杂 交 苗苗 111 111 斗斗 000 OOO 000 000 000

MMM T 十 G AAA 胚 的 数 目目 l000 l000 l000 l000 888 555 222 lll

成成成 苗 数数 l000 999 1000 666 666 222 000 ()))

杂杂杂 交 苗苗 lll lll 000 000 000 000 000 OOO

总总 计计 胚 的 数 目目 3 000 2 999 2 999 2 666 2 111 1333 444 222

}}}}}成 苗 数数 3 000 2 888 2 777 l 666 1 222 444 lll OOO

杂杂杂 交 苗苗 222 222 斗斗 000 000 000 000 OOO

}}}}}杂 交 苗 %%% 6
。

666 7
。

111 1多多多多多多多

在培养基 (l) 和培养基 (2) 上培养的 30 个种子共有 1 54 个胚
,

其中有 1 18 个胚萌发成

苗
。

这 1 18 个胚中有 8 个是合子胚
,

它们都萌发为具有父本三叶特征的合子胚的苗 (图版

I ,

图 7 )
,

也就是说合子胚约占总胚数的 夕外左右
,

珠心胚约占 93 务
。

在此 30 个种子中有

, 个种子胚的数 目较少
,

我们将这 , 个种子的所有胚都诱导成苗
,

未发现有合子胚苗
,

因

此可以看出至少有些锦橙 x 积的杂交种子是不含合子胚的
。
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在培养(3) 上
,

胚的发育则以完全不同的方式进行
。

培养 30 天后
,

从 A - F 各胚
,

陆

续产生大量淡黄色
,

质地疏松的愈伤组织 (子叶上没有发生愈伤组织)
。

有些胚在产生了

愈伤组织后即停止发育
,

有些胚虽然产生了愈伤组织
,

仍能正常分化
,

生长成苗(图版 I,

图

3 )
。

但培养基中再加人 1 pp m 的 G A 以后
,

首先是子叶迅速膨大
,

然后再从胚发生愈伤组

织
。

此种愈伤组织培养 60 余天后
,

虽然可从原有的胚上生根 10 余条
,

但不能成苗(图版

I, 图 4 )
。

将上述愈伤组织切下(不带原来的胚 )
,

转人 MT + BA (2一SP Pm ) + I
从 (0

·

5一 1

pp m ) 的培养基中培养 50 一60 天后
,

愈伤组织转绿
,

每块愈伤组织上出现一些绿色的
“

胚

状体
” 。

这些
“

胚状体
”

进而出芽
,

生长出 2 个以上的嫩茎
。

继续培养并不能分化出根 (图

版 I,

图 5)
。

但再转人 MT 十 N AA (1 PP m ) 的培养基中培养 20 一30 天后
,

即可分化出

根
,

形成完整的小植株 (图版 I ,

图 6 )
,

由于此组处理在转移过程中大多污染
,

虽然观察到

E 胚有三叶苗
,

也未统计到表 1 之中
。

三
、

我 们 的看 法

目前关于克服珠心胚干扰杂交育种的研究工作大体上有如下几个方面
:

(l) 在珠
尹

合

胚发生之前
,

早期培养幼合子胚
,

Ra ng an [8: 报道说
,

已在酸橙(‘ :、, 召“ra 吧 :iu m L
.

)中获

得成功
。

但据我们对锦橙 x 权胚珠的观察
,

授粉后 70 一80 夭
,

在 100 倍解剖镜下能观察

到幼胚时
,

胚囊内已有 20 余个球形原胚
,

并无 Ra ng an 所指出的合子胚在胚囊内单独存在

的阶段
。

K o e hb a 〔, ,
亦报道

,

在 sha m o u ti 甜橙中
,

珠心胚比合子胚先发育
。

因此 R an g a n 的

方法似无普遍意义
。

(2 )利 用气相色谱和红外光谱分析叶油
〔4]

、

皮油
fg] ,

从而区分鉴别杂交

苗
。

此项研究尚处于探索阶段
。

(3) 将一些无害的显性特征 (如刺的有无) 作为父本进行

杂交 [10J
。

(D 柑桔品种间的多胚性有很大差异
,

因此可以用单胚品种作母本
,

绕过珠心胚

的干扰
。

但这样做并未看正解决多胚品种间的杂交育种间题 [sJ 。

(5) 渡边
〔1] 用 H

3

标记的

胸腺喀咤标记金柑 (。
:。, jo Pon ￡: 。) 的花粉

,

然后进行人工自花授粉
,

发现 40 外的种子

有放射性
,

而这些放射性大多位于 c 胚和 D 胚
。

渡边的同位素标记工作对识别合子胚可

能提供了有效的手段
。

进一步要解决的问题是把被同位素标记了的小胚培育成苗
。

我们

认为将他们的同位素标记技术和我们培养小胚的技术结合起来
,

有可能成为克服珠心胚

对杂交育种的干扰
,

提高杂交育种效率的手段之一
。

另外
,

从柑桔受精后的珠心组织
〔
7.8] 和未受精的胚珠[2. 51

直接诱导植株进行无性繁殖已

有报道
。

用芽或种子作为辐射育种的材料常常产生在生产上是不利的依合体
,

为了避免

恢合体的产生
,

也有人利用柑桔胚珠产生的愈伤组织进行辐射处理
,

进而将此愈伤组织诱

导成苗
〔6,1 1] 。

我们在培养基(3) 上诱导的愈伤组织能够进而分化成完整的植株
。

这将作为

我们应用于柑桔无性繁殖和突变育种深人研究的试验材料
。

我们相信经过广大群众和科

研人员的深入实验和研究
,

一定能够克服珠心胚对杂交育种的干扰
,

从而提高杂交育种效

率
,

并且逐步创造出新品种而应用于生产
。
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T he fifth s m a ll e m b r yo s o f the h yb r id d e v e lo P e d in to s e e di n g s o n W hite ’5 m edi um
e o n ta in in g IA A (1 Pp m ) a n d C H (6 0 0 PPm )

a n d o n th e M T m e d i皿
e o n ta in in g G A (1

PPm )
,

b u t s o m e o f th e s e e m b r yo s e ul tu r e d o n the M T m ed i
um

e o n ta in in g Z
,

4
一

D

(0
.

7 Pp m ) a n d B A (0
.

2 3 p p m ) p r o d u e e d e a ll u s a t fir s t
, a n d fo

rm
e d r o o ts a n d p la n t

·

le ts fr o m the o r ig in a l em b r yo s la te r o n
.

W lle n th e e a llus tis s u e s e x e ise d fr o m th e

e m b r y o s w e r e tr a n sfe r r e d in to the M T m e d ium
s u p p le m e n te d 诚 th B A (5 p p m ) a n d

IA A (1 PPm )
,

the y P r o d u e e d b u d s a n d d e v e lo P e d in to s h o o t s ,

b u t n o r o o t w a s

伪rm
e d

.

下V h e n the y w e r e a g a in tr a n s丘r r ed in to a m ed ium
e o n ta in in g N A A (1 p p m )

o n 】y
,

th e y e o ul d fo

rm
r o o ts a n d the y de v e lo P e d in to P e r fe e t Pla n tle ts a s

矶11
.

A e e o r d in g to th e s e s t u d ie s it s e e m s P r a e tie a l th a t th e e m b r y o e ul tu r e te e h n iq u e

e o ul d b e u s e d to s tu d y the d istr ib u tio n o f 盯g o te

em b r yo s a n d to o v e r e o m e th e in-

te r fe r e n e e o f n u e e llu s e z n b r y o s in e itr us b r e e di n g
.
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图 1
,

在 W h ; te + IA A (lp p m )+ C H (6u o z〕1。川 ) 培养基上培养 40 天后
,

自左 至右依次为 A
、 B 、 C 、

D
、 E 各胚

(x o
.

幻 ; 图 2
.

在 M T 十 G A (IJ, Pl l】

)的培养基上培养 40 天后
,

自左至右为 A
、 B 、 C 、

D
、 E 各胚(x l/ 3 ): 图 3

.

在

M T + 2
,

4 一D (0
.

夕即
, 1 1

)+ B A (o
.

2 3 p l) , , ,

)培养基上培养 6 0 天
,

自左至右为 C 、

D
、E 、F 各胚(义 0

.

5 ) :图 4
.

在 M
卜

,
.

+ 2 ,

4 一D (0
.

7 p n ln
)+ B A ((j

.

2 弓一〕p :n
) + C A ( l一, 。; 1 ,

)培养 基上培养 ‘, o 天
,

自左至右为 A
、 B 、e 、

D
、 F 各胚 (义 [J

.

6 ) : 图5
.

将

愈伤组织转移到含 13 A 和 IA A 的 M 丁 培养基上川 天
,

长苗不发根 (义 2
.

2 ) : 图 6
.

将无根的幼苗转 人 只 含

N A A (l PP m )的 M f 培养基上 30 天后分化 出根(原大 ) ; 图 7
.

转入土中
,

具有父本三叶特点的合子胚苗(原大)
。


