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用 组 织 培 养 法 繁殖 柑 桔
1)

王大元 张进仁
(中国农业科学院柑桔研究所)

继代培养T 两年半的锦橙 (c
, : r 。‘ , , , 。”

川 Os b o ek ) x 权 (p
o , ‘i, 。 ,

州fo l矛一。 Ra 正
.

) 无性胚

的愈伤组织通过下列三个阶段恢复了分化植株的能力: (l) 在 N
.

培养基 + B̂ (。
.

2 , PP m ) +

NA ^ (0
.

1 p p m ) + M E (l
,

o o o p p n l

) 上形成芽原基 ; (2 )在 r/ Z M T 培养基 + BA (s p
脚 ) + 从人

(0
.

s p p m ) + c H (5 。。PP m )上芽原基分化为茎芽
,
进而形成茎 ; 〔3 )将带叶的小茎扦插于MT 培

养基 十 N A A (1PP m ) 上
,

诱导生根 ,. 形成完整的小植株
。

根尖染色体检查
,

初步证明这些小植株

是 2 , . 18 的二倍休
。

良种的快速繁殖是植物育种工作中的一个重要环节
。

柑桔类果树由于众期 (i uv成址)

长
、

珠心胚的干扰等原因
,

给柑桔育种工作带来很大困难
,

选育出一个优良的柑桔品种殊

非易事
。

选育出的优良品种往往只有一个单株或单枝
,

而生产上需要的却是千百万株良

种苗木
,

这是常规的繁殖方法在短期内无法满足的
。

因此
,

如何将新选育出的优良柑桔品

种快速推广到生产中去则成为柑桔育种工作中的一个重要问题
。

利用组织培养法作为作物良种快速繁殖的方法 Mur as hi ge 巳有评述!l’1
。

这方面的工

作归纳起来有两种方式
:
一种是通过茎尖培养

,

使茎原基不断增加
,

加大繁殖系数
,

如兰

花网
、

菊花
〔s1 、

花椰菜t’1
、

石刁柏tl,1
、

菠萝[13 1
及苹果 t10 , ; 另一种是诱导植物的某一器官或组织

产生愈伤组织
,

然后将愈伤组织定期分割
,

继代培养
,

使愈伤组织的数t 以几何级数的方式

增加
,

最后再将其分化为植株
,

如风信子t,] 。

但如用通过愈伤组织的增殖再诱导分化为植

株的方式作为良种快速繁殖的手段
,

我们认为
,

技术上至少要解决以下四个问题 : (l )愈

伤组织形成后能继代培养而不退化 ; (2 )继代培养的愈伤组织仍能保持较高的植株分化

率 ; (3 )这样分化出来的小植株其染色体的倍数性及其它性状没有发生变化 ; (4 )移到土中

的成活率较高
。

本文主要报道我们用柑桔为试材对前面三个问题的研究结果
。

材 料 和 方 法

用我们已报道过的锦橙 x 权无性胚愈伤组织作为起始培养物111 ,

此愈伤组织已继代

培养了两年半
。

另外又用继代培养了一年半的柳橙(c
.

痴翻后 Os 阮k) 胚的愈伤组织作补

充试验
。

经过初步试验
,

确定了愈伤组织继代培养的适宜条件是在 M T 培养基 + 2 , 4心
(IPPm ) + BA (0

.

25 p侧m )上暗培养
。

每隔 斗一12 周继代一次
,

每次切割成 8一12 小块
。

愈伤组织的分化 所用的基本培养基有 M T
、

w hit
e
和 N’t3J 三种

。

在基本培养基中

单独或综合加人的生理活性物质有各种浓度的 N
6一
节胺嘿吟 (B A )

、

赤霉素 (G 人)
、 “一
蔡乙

本文于 19 7 7 年 10 月 12 日收到
。

l) 本文承北京大学生物系朱激同志提出宝贵愈见
,

特此致谢
。
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酸 (N A A )
、

弓I嗓乙酸 (IA A )
、

弓I嗓丁酸 (IBA )
、

酪蛋白水解物 (C H )
、

麦芽提取物 (ME )等
。

M E 按啤酒厂的方法自制
, G A 和 ME 均用 0

.

4 5产 的微孔滤膜过滤除菌
。

除本文中已指出外
,

所有培养基的蔗糖浓度均为 5多
,

琼脂 。
.

7并
,

15 磅 /时
J

热压消

毒 15 分钟
。

消毒前调整p H 为 5
.

8 。培养室温度为 28 土 2℃
。

每 日光照 14 小时
,

光强 2, 0 0 0 lux

(荧光灯 )
。

根尖染色体计橄 取试管中小植株的根尖
,

用对二氯苯前处理
, 1 :3 的醋酸 / 乙醇

固定
。

在 60 ℃ 下用 IN H cl 水解后用席夫试剂染色
,

统计 10 个样品的染色体数目
。

试 验 结 果

愈伤组织继代培养 3 次后
,

在原来的分化培养基上t1] ,

愈伤组织不再分化
。

为了恢复

此愈伤组织的分化能力
,

又作了深人研究
。

研究结果表明
,

继代多次的柑桔愈伤组织的分

化要经过以下三个阶段 :

(一 ) 芽原签的发生和增班 将培养了 8 周的继代愈伤组织转人 N
。

培养基 + BA

(0
·

25 p, 叮 ) + N AA (0
·

1 p p m ) 十 M E (1
,

00 0 p p m )上(以下简称 I 号培养基 )
,

培养 40 天后
,

在原来淡黄色的愈伤组织表面上形成一些绿色的球形芽原基 (图版 I, 1 )
,

这些芽原基的

表面粗糙不平
,

有许多短毛
。

随培养时间的延长
,

芽原基越来越多
,

密集相连
,

成为一片绿

色的表面
。

继续培养并不能分化成苗
。

如果将基本培养基改用 MT 或 w hit
。
配方

,

则发

生的芽原基数 t 较少
,

生长也很缓慢
。

如果将 BA 的浓度提高到 s pPm
,

愈伤组织虽有一定

程度转绿
,

但从未看到发生芽原基
。

改变蔗塘浓度
,

调节渗透压
,

也仍以 5 % 的蔗搪浓度

诱导芽原基的效果最好(表 1)
。

斑 1 滋,
、

旅. 浓度和若本给井. 成份对经代二年举的二
x 权的展主份组报产生穿 . 若的形 .

基本培养基为M T
,

改变激素种类和浓度

处处 理理 lll 222 333 呼呼呼 666 777

激激素种类类 BAAA 1000 555 !!! iii 0
。

555 0
。

2 55555

和和 浓 度度 Î AAA 0
。

555 0
。

555 砚砚砚 0
。

lll 0
。

lllll

(((p p m ))) G AAA 50 000 50 0000000 I
,
0 0 000 I

,

0 0 00000

NNNNN A AAAAAAAAAAAAAAAAA

MMMMM EEEEEEEEEEEEEEEEE

CCCCC HHHHHHHHHHHHHHHHH

芽芽原基% (以试管计))) 000 愈伤组织织 000 000 2 / 2 777 6 / 1 111 000

转转转转绿不分分分分分分分
化化化化芽原基基基基基基基

在在实脸 I 的第 6 处理基础上改变蔗塘浓度度

蔗蔗糖浓度度 1 0%%% 5%%% 2%%% 000

芽芽原基% (么试管计))) 芽原基分化不良良 12 / 2 111 2 / 2 333

在实验 I 的第 6 处理基础上改变基本培养基

实验n川 蚤本培养基 ZM丫

芽原羞% (以试管计)
。

{
; 2 / 2 1

上 M r

2

1 1 / 1 5

上 M T

3

3 / 2 0 14 / 17
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(二 ) 茎叶的分化 将在 I 号培养基上培养了 60 天以上
,

并产生大t 绿色芽原基

的愈伤组织转人 1 / 2 MT 培养基 + BA (印Pm ) + I
从(0

.

sp p m ) 十 c H (5 0 Opp m ) 上 (以下

简称 n 号培养基 )
, 4 0 天后绿色的芽原基发育为茎芽(图版 I

, 2 )
,

在这些茎芽表面可以清

楚地看到外包的鳞片
。 1 个愈伤组织上可以形成几十个茎芽

。

60 天后这些茎芽即可发

育成 1 厘米左右的幼茎 (图版 I, 3 )
。

以后幼茎不断伸长
,

叶片逐步展开 (图版 I
,

D
,

1

个愈伤组织可形成多达 10 株以上的小茎
,

但长到 2 厘米以上的小茎却只有 1一3 个
。

由

愈伤组织分化为小茎的比率约为 75 拓 (表 2)
。

在 n 号培养基上继续培养并不能分化出

根
。

衰 2 ‘本婚并若和滋I 对形成了穿 . 落的主伤组舰分化成 , 叶的形 .

激 素 种

羞本培养荃
IA 六 1 N A人

类 和 浓 度(p p m )

! e A

茎叶分化 * (% )
(以试甘计)

N.
!

’

)
。” 2 / 20

l/ 19

l
.

’。。

{ 】
”‘, 6

上 MT

2
9 11 3

(三) 根的分化 将上述形成了茎叶的愈伤组织整个地移人加 N A A (IP Ptn )的 Ml
,

培养基上
,

未能诱导生根
。

但将小茎切下
,

使其不带愈伤组织
,

扦插于此培养基上
,

10 天

后切口处即发生少量愈伤组织
。

20 天后由此新生的愈伤组织中产生了根 (图版 I
,
5 )

,

30

天时根可长达 4 厘米左右(图版 I
,

6 )
。

在此培养基上根的分化率可达 90 另以上
。

胚状体的发生和培养
: 用柳橙胚的愈伤组织作了与上相同的试验

,

结果相似
。

但在

将带小茎的愈伤组织移人 MT 培养基 + IBA (0
.

5 即m ) 上作诱导根的试验时
,

少数培养物

从老的愈伤组织的表面上产生了胚状体(图版 I,

7 )
,

它与正常胚胎发育过程时产生的胚相

同
,

外表光滑嫩绿色
,

在增殖过程中出现了球形期
、

心形期和子叶期各种发育阶段的胚状

体(图版 I,

s)
。

与此同时
,

在一些胚状体上又发生一些白色的愈伤组织
,

这些愈伤组织再

继代人同样的培养基中
,

仍然保持其胚性特点
。

将心形胚及子叶胚移人加 G A (lp帅 )的

培养基中
,

先发生根
,

然后分化出茎叶(图版 I , 9 )与种子的正常萌发过程相同
。

染色体计数结果
:
根据 10 个根尖细胞的染色体计数

,

2 , ~ 1 8 (图版 I
, 1。)

,

都是二

倍体
,

表明没有发生染色体倍数性的变化
。
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讨 论

关于长期继代培养的愈伤组织仍然保持分化植株能力的报道不多
,

烟草[3]
、

胡萝 卜‘;01

是这些例子中有代表性者
。

近年来
,

柑桔上也获得二例成功
,

一是 K OC hba l.. ‘11从长期继代

培养的
“
sh

am on ti ” 甜橙的胚珠愈伤组织中选择到
“
驯化

” 的株系
,

此株系无需外加激素就

可通过胚状休的方式增生和分化
,

但它们不能将非胚性的愈伤组织诱导分化tlz]
。

另一个

是 c ha ~ 心 等 [,] 用玉米素代替 BA
,

从而使长期培养的袖的茎愈伤组织所产生的一种不

分化的 B 型愈伤组织重新分化出胚状体
。

在我们实验系统中
,

长期继代培养的胚愈伤组

织的分化是通过顺序改变培养基成份
,

调节激素种类和浓度
,

将愈伤组织的分化过程分

解为 3 个形态发生阶段而逐步完成的
。

通过这样的步骤
,

小植株的分化率是相 当高的 (约

“ 并左右 )
。

最近 弘n d a扭 等洲在咖啡上也通过顺序改变培养基的成份将愈伤组织诱导

出胚状体
。

可能顺序改变培养基的成份对木本植物愈伤组织的分化有重要作用
。

值得注意的是我们在柳橙胚的愈伤组织中
,

一方面可以通过茎芽的方式完成分化
,

另

一方面又出现了由胚状休直接分化植株的途径
。

深入研究这两种不同的形态发育过程
,

不仅将加深我们对发育控制的认识
,

而且与诱导茎芽的方式相比较
,

胚状体具有数t 多
、

速度快和结构完整 3 个优点
,

因而有可能成为一个更有效的无性繁殖方式
。

例如
,
st ew ard

等山
,
曾报道胡萝 卜的 1 个合子胚的培养可以在 1 个培养瓶中产生 10 万个胚状体

。

继代培养的愈伤组织常常产生各种倍性的细胞
,

在许多情况下并产生多倍体植株t71
。

这种遗传上的不稳定性动摇了无性繁殖的基础
—

保持原有品种的遗传特性
。

我们对小

植株所作的初步检查没有发现多倍体植株
。

诚然
,

今后尚需作更多的染色体观察和长期

的形态观察才能对此问题作出确切的回答
。

但这里可以指出一点
,

即愈伤组织中的多倍

体细胞的分化条件未必与二倍体细胞的相同
。

例如用本文介绍的方法我们未能从柑桔的

花药和胚乳的愈伤组织中分化出小植株
,

相反
,

我们用另一完全不同的方法却从柑桔的胚

乳愈伤组织中诱导出胚状体
。

Me hr 。
等在扁桃洲

、

Ya m ane 在荞麦[31 1上均从继代培养的愈

伤组织中只分化出二倍体植株
,

与我们的结果相一致
。

根据本实验可粗略估计
,

如果 1 个胚的愈伤组织每 8 周继代 1 代
,

每次分割成 10 小

块
,

经过 6 次继代(约一年 )便可产生 1 0’块愈伤组织
,

然后再经过 5 个月左右的分化时间
,

便可得到 1 0’以上的小植株
,

这就有可能在短期内为生产提供大量的良种苗木
。

须指出

的是
,

我们的愈伤组织来源于胚
,

它没有渡越童期
,

因而只能作为良种砧木快速繁殖进一

步研究的试材
。
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