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马铃薯花药培养硝酸银对诱导

双单倍体及一单倍体的效果
’

冉 毅 东 戴 朝 曦

( 甘肃农业 大学农业 生物工 程研 究所 兰州 7 3。。 7 0)

摘要 通过在培养基 中加入 不 同浓度 A g N O
3 ,

对 离体条件 下诱导马铃薯 四倍体 (S
.

t
ub er

。 -

s u
m

.

L
.

) 花药产生双单倍体 ( d
; h a p l

o id )
,

双单倍体花药产生一单倍体 ( m
o n o

h
a p l

o i d ) 的效应进

行 了研 究
。

在基本 诱导培养基 中加入 50 一 100 产m ol / L A g N O
。可 显著 促进 四倍体花药和双单倍休

花药产生胚状体
,

胚状体 出现 的频率最高可 达 16 %
。

同时可提 高胚状体的分化率
。

A g N O
3

还 可 延缓

花药的褐化
,

从而延长胚状体出现的时间
。

关键词 A g N 0
3 ; 花药培养

;

产单倍休
; 一单倍体

;
马铃薯

栽培马铃薯是同源四倍体
,

而且是高度杂合体
。

利用花药培养的单倍体以及单倍体染色体

加倍的倍性操作
,

可大大提高育种效率
,

使品种得到改 良仁` 〕
。

但由于花药培养产生胚状体数低

和分化成苗率低
,

因此一直没有能在马铃薯育种中广泛应用
「2〕 。

实践证明
,

花药培养中花药褐

化后产生的有毒物质常常影响着胚状体等的诱导
。

据 M i n 〔 3〕
报道

,

在头 7天中培养花药的褐化

程度与胚状体形成的抑制是相关的
。

这是 由于其中酚类物质氧化成醒类物质阻碍植物细胞生

长的缘故
,

而花药培养中所产生的乙烯能促使花药褐化
。

不同基因型花药褐化的百分率是有差

异的
。

马铃薯花药对乙烯极为敏感
,

因而褐化速度很迅速
。

现 已发现植物的组织
、

细胞及器官在进行离体培养时会产生大量的乙烯
,

植物的细胞组

织和器官在离体培养条件下
,

生长发育分化都受到乙烯不同程度的影响川
。

已有试验表明
,

在

培养基 中加入乙烯的抑制剂能促进玉米愈伤组织的分化 .5[
6〕

,

能改进马铃薯原生质体的出苗

率川
,

能促进油菜子叶和下胚轴分化植株
仁̀〕

。

在花药培养中乙烯影响不同种的小饱子胚胎发

生 .s[
9」,

而乙烯抑制剂可明显地在花培中促进胚胎发生
。

控制乙烯发生的一种有效方法是在培养基中加入 A g N O
3
( B e y e r ,

1 9 7 6 )
。

据 B id i n g t o n 【̀ 。 ,

报道
,

A g N O
3

通过抑制乙烯的产生能促进花药中胚状体的形成
; C ho ( 1 9 8 9) 也报道

,

A g N 0
3

能促进大麦花培中胚状体的产生
; T ia an 巨川研究用 A g N 0

3

等几种乙烯抑制剂在四倍体马铃薯

花药培养中的效应发现
:
A g N 0

3

对品种 iD ot 的花药产生胚状体及其分化具有促进作用
。

但他

只研究了一个四倍体品种
,

对不同基因型的反应未进行过研究
。

对于 A g N O
3

诱导一单倍体的

作用至今尚无报道
。

本文报道在培养基中加入乙烯抑制剂 A g N 0
3

对不同品种诱导胚状体的影

响
,

特别是对一倍体的诱导及分化的效益
。

本研究受农业部
“

八五
”
生物技术计划及甘肃省青年基金资助
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-1 材料和方法

试材选用马铃薯 ( S ol a n u m t ub
e
o su m L

.

) 四倍体 ( 2n 一 4x 一 48 ) 品种和本研究所培育的

杂种无性系
:

中心 2 4
,

8 4一 4 7 又 M 6
,

T 7 1 O义 R P
,

T 7 1 O火 N W 1 6 8一 2
,

皿一 5 ( T 7 1O只 N W 16 3一

2一 1 )
,

班 一 7 ( T 7 1 O义 NW 1 6 3一 3) 以及本研究所用花药培养诱导的普通栽培种双单倍体材料

( Z n = Zx = 2 4 )
:
8 2一 7 5

,

8 2一 3 6
,

8 1一 1 5
。

基本诱导培养基为
:

M S 十 1 m g / I
,

IN N + 4 m g / L N A A + 2 m g / I
、

2
,

4一 D + 1 m g I/
一

6一

B A
,

高温灭菌后将过滤灭菌后的 A g N O
3

按 0
、

1。
、

5 0
、

1 00 拼m ol / L 浓度加入到一定量的培养

基中
,

然后分装到三角瓶中
。

取处于单核中
、

晚期的花药 (四倍体花药长 5 ~ 8 m m
,

双单倍体为 4 ~ 6 m m ) 的花蕾置于

冰盒中 12 ~ 24 h
,

接种前用10 %次氯酸钠浸泡 10 一 15 m in
,

并在 70 % 乙醇中过一下
,

然后用蒸

馏水冲洗 3次
。

在无菌条件下取出花药接种在装有 30 m l 培养基的50 ml 三角瓶中
。

将三角瓶置于室温 20 C 一 28 C 和 Z 0 0 0 lx 左右的白色 日光灯连续光照下
。

接种 4周后开始

统计产生的胚状体数
,

把未直接成苗的胚状体和愈伤组织转移到分化培养基上 (M S 十 1 m g l/
,

I A A 十 2 m g I/
、

6一 B A 十 2 m g I/
了

激动素 + 。
.

5%活性炭+ 5%蔗糖 )
。

而将成苗个体转移到扦插

培养基上保存 (基本同分化培养基
,

但将 I A A 降为。
.

5 m g / L
,

蔗糖浓度降为 3% )
。

并确定根

尖染色体数 目
。

试验重复 3次
,

并对结果进行统计分析
。

2 结果与分析

.2 1 A g N O
3

对提高四倍体马铃薯产生胚状体的效应

A g N O
3

对提高四倍体材料的花药产生胚状体的效果是明显的
。

表 1反映了 2种不同基因型

材料 在 3种 A g N O
3

浓度下与 对照 比较诱导 胚状体的情况
,

从中看 出
,

当 A g N 0
3

浓 度超过

5 0 卜m ol / L 时
,

诱导胚状体产生的效果显著高于对照
,

而 10 拜m ol / L 与对照无明显差异
。

另外

图 1列出了 5个四倍体杂种材料的花药接种在未加和加有 1 00 拜m ol / L A g N 0
3

基本培养基上后

产生胚状体百分率的结果
,

从中看出所有材料在有 1 00 拼m ol / I
J

的培养基上产生胚状体的百分

率都明显高于对照
,

其中 T 7 10 火 N W 1 68 一 2在 100 拜m ol 八
J

A g N 0
3

培养基中产生胚状体的频

率达 16 %
,

同时由表 1看出
,

加有 50 ~ 100 拼m ol / L A g N 0
3

的培养基诱导的胚状体其分化成苗

百分率也显著高于对照
。

表 1 马铃薯四倍体花药培养中 gA N O 3

对胚状体形成及植株分化的影响
T a b l e 1 T h e i n f l u e n c e o f A g N 0 3 o n e m b r y o i d f o r m

a t i o n a n d P la n t r e g e n e r a t i o n

i n a n th e r c u l tu r e s o f t e t r a p l
o id P o t a t o e s

材 料

M
a t e r t a l

A g N O 3

( “ m o l / L )

接知花药数
N u m b e r o f
a n t h e r p l a t e d

产生的胚状体 ( % )

A n t h e r s f o r m i n g

e m b
r y o ld

s
(% )

愈伤组 织 (% )

A n t h e r s
f o

r
m

z n g

e a l lo u
s e (% )

接种花药产生植株 (% )

A n th e r s p r o d u e i n g

p l a n t s ( % )
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区互表示加
100 。 l m o/ LA gN O3培养墓诱导胚 状

体 的百 分率

Pr e en et a g e of eb mr y od if or m ed n o m ed i u m

w it h 10 0 群 m ol / LA gN O3

. .表 示未加 A gN O3培养基诱 导胚状体 的百分

率

Per e en t a g e of e mb r y ol d f or m ed n o m ed i urn

wl t h o ut A gN O3

八欲冲,万七自导飞
.

夕
c日台̀

ǎ次à铸余知雄长州冬目

A 为 万 一 5
、

B 为 互一 7
、

C 为 T 7 z。 又 R P
、

D 为 8 4一 4 7 义 M 6
、

E 为 T 7 10 汉 N W 1 6 8一 2 (每组合

接种花药平均数在 2 0 0个 以上
。

)

A 三 一 5
、

B I 一 7
、

C

2 0 0 m e a n n u m b e r ) A n t h e r s

图 1

T 7 1 0汉 R P
、

D 8 4一 4 7 X M 6
、

E

w e r e p l a e e d f o
r e a e h g e n o t y p e 〕

T 7 1 0 X N W 1 68一 2 〔 ( M
o r e t h e

不同墓因型四倍体在加有 10 。 拜m ol / L A g N O
。
和未加 A g N 0

3

诱导培养基中胚状体出现的百分率
F ig 1 P e r e e n t a g e s o f e

m b r y o i d r o r
m

e d o n i n d u e i n g m e d i u m w i th 1 0 0 , m o l / L

A g N 0 3 a n d o n m
e d i u m w i t h o u t A g N O 3

( C K )

2
.

2 A g N仇对诱导双单倍体花药产生胚状体的效应

A g N O3 对诱导双单倍体产生胚状体效果试验是在 4种 A g N O
3

浓度条件下进行的
,

试验中

的 3个品系在 1 00 胖m ol / L 条件下都诱导出了胚状体
,

且其频率都显著地高于对照
,

82 一 75 和 81

一 15 在 50 拌m ol / L A g N 0
3

下也比对照具有显著的诱导效应 (表 2 )
。

而且在同样的浓度下
,

所产

生的胚状体的分化成苗率也显著高于对照
,

这说明 A g N O
3

对诱导马铃薯一单倍体具有显著的

促进作用
。

表 2 马铃薯双单倍体花药培养中 A g N O 3

对胚状体形成及植株分化的影响
T a b l e 2 T h e i n f l u e n e e o f A g N 0 3 o n e m b r y o id f o r m a t io n a n d P l a n t r e g e n e r a t i o n in a n t h e r

c u lt u r e s o f d ih a Plo id P o t a t o e s

材 料
M a t e r i a l

A g N O 3

拜m o l / L )

接种花药数
N u m be r o f
a n t h e r p l a t e d

产生的胚状体 (% )

A n t h e r s f o r m i n g

e m b r y o id s (% )

接种花药产 生植株 ( % )

A n t h e r s p r o d u e i n g

p l a n t s (% )
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3 A g N 0 3

对提早花药产生胚状体的时间和延长花药产生胚状体期限的效应

从表 3看出
:

①加有 A g N O
3

培养基的花药除81 一 1 5外
,

大多数基因型都能提早产生胚状

体
,

且比对照提前约 1周
。

②胚状体产生的期限可因加入 A g N O
3

而延长
。

除81 一 1 5外
,

其余基因
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型加入 50 ~ 1 00 拌m ol 1/

了

A g N O
3

可使胚状体形成的期限延长 13 一 20 天
。

表3 不同基因型材料在不同浓度 A g N 0
3

培养基中产生胚状体的时间

T a b le 3 T h e d a t e o f e m b r y o i d f o r m a t io n o n in d u c in g m
e d i u m w it h o一 10 0 “ m o l / L A g N 0

3

in d i f f e r e n t g e n o ty P e o f P o t a t o e s

组 合
G e n o t y P e

A g N O 3

(拜m o l / L )

接种期
( d / M )

P l
a t i n g

d a t e

最初 出现胚 状体时期
( d / M )

T h e e m e r g e n e e d a t e o f

t h e f l
r s t e m b r y o id

最后一 入 胚状体 (d /M )

T h e e m e r g e n e e d a t e o f
t h e l a

s 扮 e m b r y o id

期限 ( d )

T h e P e r i o k d o f
e m b

r y o id e m e r -

g e n C e

0 2 4 / 7 1 // 9 1 9 0

10 2 4 / 7 19 / 8 6
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3 讨论

研究结果表 明 A g N 0
3

能够促进马铃薯四倍体
、

二倍体花药胚状体的产生
。

这与前人的研

究结果是相符的
。

例如
,

据 iB d in g ot n
等

二’ 。〕的报道
,

A g N 0
3

能促进甘兰型油菜 B ar 5 5 i。
。 ol 。

-

u `、

e u V a r
.

g e m m价
r a 花药 胚状 体的产 生

。

T a i n a 二1 1三
在加 有 0

.

0 5 m m o l / L 和 0
.

0 5 g m m o l / I

A gM )
。
的培养基中培养 1个马铃薯四倍体材料的花药

,

证明在较高浓度下能促进胚状体产

生
。

本试验再次证 明
,

A g N O
3

能促进四倍体花药产生胚状体
。

此外
,

本试验还首次证 明了

A g N 0
3

能显著地促进马铃薯双单倍体花药产生胚状体
。

到 目前为止
,

用栽培种马铃薯 (S
.

ut be or : u m 和 5
.

A n
id g en

。
) 花药培养诱导一单倍体的工作进展缓慢

,

除了用 5
.

p hr ej 。

作为

授粉者诱导产生一单倍体的工作外
「工2咭 ,

对于用花药培养法诱导一单倍体也有一些报道
一

2 ,

本

研究所戴朝曦等
L’ 3 {
也曾报道 由一个雄性不育双单倍体品系用花药培养法诱导出了一些一单

倍体植株
。

但是
,

所有这些研究
,

一单倍体的诱导频率都很低
,

而且能诱导出胚状体的基因型

范围也较窄
。

本试验表明所参试 3种材料中都诱导出了较多的胚状体
,

而未加 A g N O
、

的对照出

现的很少
,

甚至不出现胚状体
。

同时
,

胚状体的分化率也因加入 A g N O
3

而显著提高
。

组织培养基中加入 A g N O
3

能促进胚状体产生的原因主要是因为 A g N 0
3

能抑制乙烯的产

生
,

延缓了花药组织的褐化衰变所致
。

D
.

D S a n y s t ad 困在研究未成熟胚诱导愈伤组织时
,

曾研

究过未成熟胚在培养过程中在一定时间范围内培养容器中乙烯的含量随培养天数增加而增

加
。

马铃薯花药体积较大
,

在培养中将会产生大量乙烯
,

乙烯是促使花药组织衰老
,

褐化死亡

的主要因素
。

本试验表明加入乙烯抑制剂 A g N 0
3

后
,

显著地推迟了花药变褐死亡的时间
,

因而
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碑 J有利于胚状体的形成和发育
。

本试验还发现不同基因型材料对相同浓度 A gN O
3

的反应是不一样的 (表 1
、

2
,

图1 )
。

说明

不同材料产生乙烯的程度可能是不同的
,

这在马铃薯花培的报道中不多见
。
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