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釉稻原生质体游离培养及再生植株

张 伟 简玉 瑜

( 实脸中心透 传工 程研究室 )

要商要 釉稻 ( or y a z二 iv t
JL

.

) 推广品种
“

秋佳矮 二I
”

成熟种胚在 N 6 十 2
,

4一 。 培养基

上诱导选择胚性愈伤组织
,

然后转入 N G十 2
,

4一 0 及高浓度脯氨酸的液体培养基悬浮培

养
.

继代近 6个月后建成胚性细胞悬浮系
.

悬浮细胞通过酶解游离产生大 t 原生质体
.

经

合适渗透压的 K p R 琼脂糖培养荃包埋
,

在无哺育培养条件下
,

分裂颇率为 11
,

36 %
,

细胞

克隆转至 N 6 分化培养基再生出完整绿色小植株
.

分化颇率为 9
.

4%
.

关键词 釉稻 悬浮培养 原生质体 植株再生

植物原生质体再生植株系统是进行外源基 因导入
、

细胞融合
、

细胞诱变等遗 传操作改

良 f乍物的一个重要基础
。

在重要粮食作物水稻 中
,

建立高效的原生质体再生体系
,

利用原

生质体具有无细胞壁
、

单细胞状态
、

生长较一致
、

具
“

全能性
” 、

易进行遗传操作等特点
,

应用生物技术
,

可为水稻的品种改良提供一条新的途径
,

因此
,

多年来
,

水稻原生质体培

养 及再生植株研究受到高度重视
.

并取得了重大突破 二’
·

’ 一 ` · ”
·

`丁一 ’ `〕
。

通过改进方法
,

先 后在

多个水稻品种获得再生植株
.

但是
,

相对而言
,

釉稻原生质体再生植株比较困难
,

成功的

品种不 多
, 东 ” 飞 ,

尤其缺少生产上推广品种
。

扩大袖稻品种原生质体培养再生植株的基因型

范围
,

提高再生频率
,

建立成熟的技术系统
,

对这一技术的实用 化有重要意 义
。

我们在建

立多个釉稻细胞悬浮培养系基础上
,

以 目前广东生产推广品种
“

秋桂矮 1 1 ”

为材料
,

成功

进行了原生质休游禽培养获得了再生植株
,

从而可以 为这一技术应用于实际生产 建立基础
.

1 材料与方法

1
.

1 胚性愈伤组织诱导与选择

釉 稻
“ 、

秋桂矮 11
”

属中迟熟晚釉
,

中矮杆
,

结实率高
,

适应性广
,

是广东省推广品种
,

[ 9 8 8 年种植 1 6 5
.

4 万亩
。

取其成熟
、

饱满
、

完整种子去壳后
,

经表面消毒
,

置 于 RI PI 培养

荃上 ( 见表 1 )
,

暗培养
,

26 士 l
’

C
。

通过外观鉴别
,

选择胚性愈伤组织继代培养增殖
.

1
.

2 胚性细胞悬浮系的建立

选择胚性愈伤 组织置于 RI P Z 液体培养基中
,

继代培养建立胚性细胞 悬浮系
。

1
.

3 原生质体游离与培养

将 建成的悬浮胚性细胞转入 RI P 3 液休培养基中继代 2一 3 次
,

收 集细胞游离原生质体
.

原生质体经纯 叱后以不同浓度 ( 0
·

3 5 m o l
,

0
·

4 0 m o l
,

0
·

4 5 , n o l
,

0
·

5 0 m o l
,

0
·

5 5 m o l )

的葡萄糖 K p R 琼脂糖培 养基包埋进行培养观察
,

统计再生细胞分裂频率
。

方法和步骤同张

1 9 9 3一 0 4一 0 8 收 稿
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伟
、

简玉瑜阂
。

.1 4 再生细胞克隆的分化

将再生克隆产生的小愈伤组织置于 RI P4 分化培养基上分化培养
,

光照
,

26 士 1℃
,

统

计分化频率 〔分化频率一 (分化愈伤组织块数 ) / (观察愈伤组织块数 ) 〕
。

L S 植株再生

将分化产生的长度大于 2 c m 的幼苗置于 R P[ 5 固体培养基上
,

光照
,

26 士 1℃ ,

再生完

整植株
,

表 1 水稻原生质体培养过程中不同培养基组成 ( m岁 )L

培养基类型

R I P ]

R I P Z

基本培养墓

胺

酸酸酸酸酸脯色氨氨氨氨氨脯谷脯

生长激素

2
。

0~ 4
.

0

4
.

0

附加物

2
.

4一 D

2
。

4一 D 2 3 0 0

5 0

冉O八O
卜N

内U.”U一IIU,口,J八甘2Z
qUR I P 3

R I P 4

2
。

4一 D

K T

6一 BA

I A A

R I P S

2 结果

2
.

1 胚性愈伤组织诱导与选择

粕稻
“

秋佳矮 1 1” 成熟种子在 IR IP 培养基上发芽
,

l ~ 2 周后
,

在叶基部膨大并产生愈
`

伤组织
,

愈伤组织经继代培养增殖
,

通过选择得到颗粒小
,

紧密
,

颜色鲜艳
,

生长迅速的

胚性愈伤组织
。

调节 2
,

4一 D 浓度可影响不同类型愈伤组织生长
,

以 2一 峨 m留 L 为宜
。

2
.

2 胚性细胞悬浮系的建立

选择胚性愈伤组织转于 IR ZP 液体培养基中
,

经过近 6个月的继代培养
,

细胞迅速 增殖
,

长形细胞减少
,

细胞团块变小
,

细胞圆而小
,

结合紧密
,

胞质浓密
,

悬浮系呈淡黄色
,

1 个

继代周期 内 ( 7 d )
,

压紧细胞体积 (砷 e k e d ce l l v o l u m e P e v ) 增加 一倍
。

.2 3 原生质体游离与培养

游离原生质体前 2~ 3 周
,

将已建成的胚性细胞悬浮系转入 A人 液体培养基继代培养
,

可提高原生质体游离产出量
,

增强游离原生质体的活力与再生能力
,

但在 A A 培养基中继代

时间过长
,

培养物变粘稠
,

生长缓慢
。 “

秋桂矮 1 1” 游离产生的原生质体形状较小 (图版一

1 )
,

纯化后
,

经不同浓度渗透压稳定剂— 葡萄糖的 K pR 琼脂糖培养基分别包埋培养
,

无

哺育培养
,

镜检观察比较
,

最适渗透压为 。一巧 m o l 的葡萄糖
。

在合适渗透压条件下包埋培

养约 d5 后
,

细胞稍拉长
,

出现第 l 次分裂 (图版一 2)
,

第 2 次分裂 (图版一 3)
,

3 周后一

次 10 个视野统计平均分裂频率为 n
.

36 %
。

待形成多细胞团 (图版一 4) 后
,

转入低渗透培

养基中
,

细胞团继续增殖形成肉眼可见的细胞克隆
。

.2 」 再生细胞克隆的分化

挑出小愈伤组织转至 IR 4P 分化培养基 (图版一 5)
,

经光照培养
,

愈伤组织增殖
,

出现

绿点
,

发育成绿芽
。

统计 7 4块愈伤组织块中得到 7 株再生植株
,

分化频率为 9
.

」%
。
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. 2 5植株再生

高于 Z c 。 的幼苗转于 I RP S培养基上
,

根系发育形成完整植株 (图版一 6 )
。

3 讨论

3
.

1 墓因型对轴租原生质体的影响

许多研究表明
,

禾本科植物原生质体再生植株在一定程度上受基因型的制约
.

J en es

等 l0[ 〕在 44 个水稻基因型中
,

有 25 个从愈伤组织再生植株
,

进行原生质体培养仅仅 2 个基

因型再生植株
。

在釉稻中
,

基因型制约作用更明显
。

我们研究中
,

在建立的 16 个釉稻悬浮

系中
,

至今只有
“

秋桂矮 1 1 ” 获得原生质体再生植株
。

其中发现
“

秋桂矮 11
”

具有较高的

体胚发生及分化频率
,

表现出原生质体再生植株与塞因型的体胚发生及分化能力有一定对

应联系
。

在大多数釉稻中
,

以分裂能力较强的粳稻细胞系进行哺育培养才获得原生质体再

生植株二”
, ’ ,〕 ,

而我 们不用哺育培养得到了再生植株
.

最近
,

D a
att 等:9] 也有同样报道

。

3
.

? 脯氮酸对釉稻胚性细胞悬浮系建立的影响

K
.

o az w a
等 : ’ ` 〕曾报道

,

在 N 6悬浮培养基中加入脯氨酸可显著提高水稻细胞的生长和

再生频率
,

再生能力维持达 18 个 月
.

L
.

eL
e

等汕〕在釉稻 IR 54 悬浮培养基中加入 20 一 1 00

m m of 的脯氨酸
,

提高了细胞生长率并游离原生质体
,

获得了再生植株
.

我们在研究中发现
,

釉稻胚性细胞悬浮系的建立需要较长时间
,

加入较高浓度 (2 3 00 m g L/ ) 的脯氨酸有利于其

再生能力的保持
。

至于脯氨酸对植物细胞生长和再生能力的影响的机理 目前还不十分清

楚二’ 6]
,

有待进一步的研究
.

3
.

3 不同培养基对釉稻悬浮系建立及原生质体游离培养的影响

水稻悬浮培养系的建立常用 M S
、

LS
、

N 6 和 A A 培养基
,

品种之间对培养基的反应有所

不同
。

我 们发现
, “

秋桂矮 1 1
”

胚性细胞悬浮系建立中
,

以 N 6 培养基为佳
,

但在游离原生

质体前
,

转入 A A 培荞基中培养
,

有利于增加分裂频率
.

A A 培养基以多种藏基酸为唯一氮

源
,

丰富的氨基酸是细胞分裂再生的物质基础
,

已发现氮源是影响水稻原生质体培养再生

的一个重要因素 .l[
,

· ’ 51
.

.3 4 影响分化的因素

原生质体再生的愈伤组织分化中
,

细胞激动素起主要调节作用
。

K yo uz k a
等 llt 〕和 L

.

比 e

等「’ 二」曾报道水稻原生质体再生愈伤组织在无激素培养基上分化出芽
,

但不能形成植株
.

我

们发现
.

在分化中
,

以细胞激动素 ( K T + 6一 B A ) 为主
,

加入低浓度 ( < 。
.

s m g / )L 的 IA A
,

有利于平衡激素影响
,

增加分化频率
,

并促进根系发育
,

维持再生植株的生长
.
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