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脱水对番木瓜体细胞胚贮藏

和萌发的影响
’

叶 克难 余迪求 黄俊潮 李宝健

( 中山 大学生物工程研究中心 )

摘 要 由悬浮培养获得的番木瓜体细胞胚含水量高达 09%以上
,

成苗率低
,

不能贮 藏
.

经脱水
,

含水量为 50 % ~ 70 环的千燥体细胞胚在M S O培养基上的成苗 率 为 82 %
,

在 室 温

( 25 ℃ ) 下贮藏60 天后存活率为 83 %
.

贮藏期间体细胞胚无一萌发
,

但含水量小 于 30 %的干

燥体细胞胚存活率低
.

扫描电镜观察表明
,

新鲜体细胞胚表面存在很多突出细胞
,

当体细胞

胚萌发时
,

这些细胞进一步分裂
,

形成愈伤组织或次级体细胞胚
,

妨碍体细胞胚的正常萌发
.

而含水量 5。% ~ 70 %的干燥体细胞胚表面细胞枯死
,

但生长点却完好无损
.

关键饲 番木瓜
, 「

体细胞胚胎发生
,

脱水
,

体细胞胚
,

贮藏
,

萌发

植物体细胞胚胎发生在植物组织细胞培养中已成为一种较为常见的现象
。

由于被子

植物的胚胎埋藏在胚珠内
,

对其研究存在方法上的困难
,

因而离体体细胞胚 胎 发 生 作

为一种新的研究植物胚胎发育的理想系统
,

受到国内外学者的广泛重视 〔` , “ 〕
。

但迄今为

止
,

除少数经典材科如胡萝 卜
、

首蓓
、

芹菜等植物外
,

一般的植物体细胞胚胎发生系统

都存在成苗率偏低的缺点〔“ 〕 ,

其主要原因之一是体细胞胚萌发再生时都不同程度地存在

愈伤化或次级体细胞胚胎化的问题
.

此外
,

由于新鲜的体细胞胚含水量高
,

故其贮藏十

分困难 〔3〕
.

近年来
,

国外陆续有一些关于干燥体细胞胚利于贮藏和萌发再生的报道 t’,
6〕

.

本文以悬浮培养的番木瓜 ( c o l1’ ` 。 paP
a , 。

L
.

) 体细胞胚为材料
,

研究了体细胞胚对脱

水的忍耐程度岌干燥体细胞胚的贮藏与萌发再生情况
.

材料与方法

.1 I
L

体细胞胚胎发生的诱导

杂种番木瓜 ( c 。 , 、比
一

p a p。 , a L
.

)种子园优“ 号由广州岭南园艺场提供
.

以萌发 7

~ 10 天的无菌苗根
、

茎切段为外植体
,

接种在固体的改良M S培 养基上 〔6〕 ,

其中附加有

蔡乙酸 2
.

O m g / L 和激动素 1
.

o m g / L
.

培养温度为25 土 2℃
,

每天辅以光照 1 2 h ( 6。。 l
u x )

。
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4 周后
,

将胚性愈伤组织转入相同的液体培养基 中
,

另加赤霉素 2
。

。m g / L
,

活性炭0
.

3呱

( w /
v

)
,

振荡培养
,

摇床转速为 l o o rP m
.

2 天后
,

用 10 0目滤网除去大块愈伤组织
,

以后每周继代培养 1 次
.

1
.

2 休细胞胚的脱水

具子叶成熟体细胞胚经无菌水冲洗后进行脱水
,

方法如下
:

①快速脱水
:

将体细胞

胚放在无菌的培养皿中
,

在超净台上打开皿盖
,

吹风 5 ~ 30 m in
。

②自然脱水 :
将体 细

胞胚放在垫有一层滤纸的无菌养皿中
,

封口胶 ( s e al i gn 川 m ) 封口后 置培养室暗 处 1

~ 1 4天
.

体细胞胚含水量测定采用称重法
。

体细胞胚含水量 (肠 ) = (体细胞胚鲜重
一

体细胞胚干重 ) /体细胞胚鲜重

x 1 0 0肠

1
。

3 体细胞胚的贮旅
、

萌发与再生

把体细胞胚放在相对湿度 ( R H ) 80 肠左右的培养皿中
,

封口胶封口后置暗处常 温

( 25 ℃ ) 下贮藏
.

萌发时将体细胞胚置于无激素的M S固体培养基上
,

加强光照 ( 1 5 0 0

l u x )
。

1
。

4 扫描电镜观案

将体细胞胚用 2
.

5呱戊二醛溶液固定4 h以上
,

用。
.

2 m ol / L二甲肿酸缓冲液充分洗涤

后
,

乙醇逐级脱水
,

临界点干燥
,

真空喷镀后在日立 S
一

5 20 型扫描电镜下观察和拍照
。

2 结果与讨论

番木瓜小苗的根
、

茎外植体接种在固体改良M S培养基上 4 ~ 5天后开始形成 愈 伤

组织
。

4 周后
,

将淡黄色胚性愈伤组织转入液体培养基振荡培养20 天左右获得大量体细

胞胚 ( 图版 I
一

l )
。

预备实验中发现长度小于 l
。

。m m的体细胞胚尚未完全成熟
,

耐脱 水

能力差
。

因此
,

挑选长度在 1
.

o m m以上的具子叶成熟期体细胞胚 ( 图版 I
一

2 ) 进 行 脱

水实验
,

每一实验取 20 ~ 30 个体胚并有 3 次以上重复
。

由悬浮培养获得的体细胞胚含水量高达 90 帕以上
。

从图 1 中可以看出
,

快速脱水时
,

2 5 m in 内体细胞胚的含水量即降至 30 肠左右
。

而自然脱水时
,

含水量下降缓慢
,

14 天 后

降至 30 肠左右
。

应指出的是
,

这一实验在广州的潮湿季节进行
,

空气的相对湿度为90 肠

左右
。

在天气干燥的季节
,

体细胞胚的含水量下降更快一些
。

在脱水过程中
,

体细胞胚

的颜色由浅黄逐渐变为黄褐色
,

其体积在含水量降至 30 肠左右时缩小 1s/ 到 1/ 2
。

但当存

活的于燥体细胞胚在培养基上培养24 小时后
,

其体积可以恢复到原来的 90 肠以上
,

这与

正常种子萌发时的吸胀现象极为相似
.

不同含水量体细胞胚的萌发与再生情况列入表 1
。

由表 1 中可以看出
,

含水量 50 肠~ 80 肠的干燥体细胞胚不仅萌发率高
,

而且比未经脱水

的体细胞胚萌发得更加整齐一致
。

其中含水量 50 肠~ 70 肠的体细胞胚成苗 率 最 高
,

达

8 2
。

1肠
。

未经脱水的体细胞胚虽然萌发率也高
,

但成苗率仅为 6 1
.

7肠
。

扫描电镜观察表

明
,
新鲜的体细胞胚表面存在很多突出细胞 ( 图版卜 3 )

.

当体细胞胚在培养基上萌发
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图 1 不同条件下体胚的脱水效果

F 19
.

1 R e s u l t s o f d e s i e e a t i o n a t d i f f e r e n t e o n d i t o n 。

A
.

快速脱水法 B
.

自然脱水法

时
,

这些突出细胞进一步分裂
,

形成愈伤组织 (图版 卜 4 )或次级体细胞胚 ( 图版 I
一

5 )
.

这种体细胞胚萌发时的愈伤化或次级体细胞胚发生严重地妨碍了体细胞胚的正常萌 发
,

并使体细胞胚的成苗率不稳定
.

有时体细胞胚 的愈伤化或次级体细胞胚发生 率竟 高 达

50 肠
.

用扫描电镜观察含水量 50 % ~ 70 肠的干燥体细胞胚表明
,

其表层细胞均已脱水枯

死 (图版 I
一

6)
,

而生长点细胞致密
,

完好无损 ( 图版 l
一

7 )
.

因此
,

干燥体细胞胚在荫

发时其表面不会产生愈伤化或次级体细胞胚发生
,

体细胞胚萌发一致
,

成苗率高
,

生长

正常 (图版 l
一

8
,

9 )
.

国外的一些学者认为
,

适当的脱水有利于植物体细胞胚的萌发与再

生 〔4 , 6 , 7 , “ 〕 ,

我们的结果也证明了这一点
。

此外
,

由表 1 也可以看 出
,

番木瓜体细 胞 胚

表 1 不同含水量的体细胞胚在 M S O培养基上的萌发率

T a b
.

1 E f f e e t s o f m o i s t u r e e o n t e n t o n s o m a t i e e m b r y o g e r m i n a t i o n

体细胞胚含水量

( % )

发芽时间

( 天 )

萌发率

( % )

成苗率
.

( % )

6 3
。

3

下

> 9 0

7 0~ 8 0

6 1
。

7
9 5

。
O

8 7
。

2

7 4
。

0

9 2
。

1

9 0
。

7

5 0 ~ 7 0

1 0

2 0

1 0

2 0

1 0

2 0

1 0

2 0

1 0

2 0

8 2
。

1

4 0
。

3

n6)任口dn甘
.

…
尸O,二甲. JqOUJ4刀咬

4 0~ 5 0

2 0~ 3 0

.
发芽 50 天后统计

的耐脱水能力不强
,

含水量小于 30 肠的体细胞胚存活率低
。

M c
k

e r s i e
等报道 〔“ 〕 ,

首着

的
二

F燥体细胞胚脱水至含水量 10 、 15 肠仍能存活
.

G r a y 等 〔` 〕也曾报道 O r o h ar d g r as s的

体细胞胚脱水至含水量 13 肠时仍有12 帕的体细胞胚可以萌发
.

这种不同植物间对脱水忍

耐程度的差异在正常种子中也是存在的
.

很多热带作物 ( 例如可可
、

橡胶等 ) 的种子对

脱水十分敏感
,

因而被称为顽拗性种子
。

慈
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不同含水量的体细胞胚在室温 ( 25 ℃ )下进行贮藏时的萌发情况列入表 2
.

未经脱

水的体细胞胚贮藏 01 天后即有部分开始萌动
,

胚根伸长
.

20 夭时已有23 肠的体细胞胚萌

发
,

到 80 天时更高达 34
.

5肠
。

低温 ( 4 ℃ ) 条件下其萌发率稍低
,

贮藏 80 天后的萌发率

为 18
。

1肠
。

而含水量 50 肠~ 70 % 的干燥体

细胞胚在室温下贮藏期间完全处于静止状

态
,

无一萌发
.

干燥体细胞胚贮藏后的萌发

情况见表 3
。

由表 3可知
,

贮藏60 天后的干

燥体细胞胚在M S O培养基上的萌发 率 仍

达 8 3肠
,

这说明贮藏是成功的
.

A m m i卜

at 。 〔名〕曾认为植物体细胞胚发育成小苗的

过程是不能工间二断 的
.

M c k e r s i e等〔’ 〕 报

道
,

含水量 10 肠的干燥首着体细胞胚可保

存 8 个月时间
。

我们的结果也证明
,

`

经适

当干燥的植物体细胞胚是可以贮藏的
.

此

外
,

从表 3 也可以看出
,

番木瓜干燥体细

胞胚经贮藏80 天后
,

其萌发率显著下降
,

仅为 n
.

4肠
。

我们 已知
,

正常 种 子 贮 藏

时
,

含水量是影响种子活力保持时间长短

表 2 休细胞胚在室温 ( 25 ℃ )下贮藏期 间

的萌发率
T a b

。

仑 G e r也 i n a t i o n r a t e o f s o m a t i e

e m b r y o d u r i n g s t o r a g e P e r i o d i n 2 5℃

体细胞胚含水量

( % )

贮藏时间

( 天 )

萌发率

( % )

2 0 2 3
。

3

4 0 3 Q
。

7

> 9 0

6 0

8 0

2 O

4 0

3 2

3 4

0

0

5 0~ 7 0
6 0 0

8 0 0

. . . . . 比 . .叫口 . . .州 . .

的重要因素
,

即含水量越低
,

种子活力保持时间越长
.

我仁所获得的番木瓜休细胞胚耐

脱水能力不强
,

也许是其贮藏时间相对较短的重要原因
.

表 3 贮藏后 的干澡体细胞胚在 M S O培养基土 的萌发率
T a b

.

3 G e r m i n a r i o n r a t e o f d r y s o m a t i e e m b r手
·

0 0 o n

M S O m e d i u m a f t e r s t o r a g e

贮藏时间 (天 )
发芽时间 (天 )和发芽率 ( % )

10 天 加天 O天

我们在实验中还发现
,

在悬浮培养过程中产生的一些肥大体细胞胚在萌发时几乎全

部愈伤化或次级体细胞胚化
,

很难成苗
,

它们通常被看作
“
畸形

”
胚

.

但经过适当千燥

后
,

这些体细胞胚却能够正常萌发并长成健康植株
.

此外
,

这些肥大体细胞胚的耐脱水

能力比一般体细胞胚更强一些
.

G r a y 等 〔。〕认为植物体细胞胚的耐脱水能力与其贮藏物

质
,

尤其是淀粉含量的多少有关
.

我们对肥大体细胞胚的测定表明
,

其蛋白质和淀粉含

量均高于形态正常的体细胞胚 (待发表资料 )
.

因此
,

_

除形态观察外
,

贮藏物质的含量可

能应成为判断体细胞胚成熟和健康的一种生化标志
, “
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圈版 I

图 1 : 由番木瓜愈伤组织悬浮培养获得的大量体细胞胚
。 x 10

图 2 其子叶的成熟体细胞胚
。 x 52

图 3 新鲜体细胞胚表面的扫描电镜图象
. ` 2 20

图 4 新鲜体细胞胚萌发时其表面形成的愈伤组织
,

箭头所示
. 只 100

P ! a t e l

F i g
.

2 A l o t o f s o m a t i e e tn b r y o s o f p a p a y a W e r e o b t a i” e d f r o ln
,

c a l l u s s u s p e ” 5 1
-

o n e u l t u r e s . x 1 0

F i g
.

2

F 1 9
.

3

M a t
u r e s o m a t i e e m b r

y o s w i t h f u l t y f o r m e d e o t y l e do n e s 。 x 2 5

S e a n n i n g e l e e t r o n m i e r o g r a p h o f t h e s u r f a e e o f f a e s h s o m a t i e

e m b r v o . x 2 2 0

F 19
.

4 C a l l u s f o r 口 a t i o n

s o m a t i e e m b r y o .

w a s i n d u e e d o n t h e s u r f a e e o f g e r m i n a t i n g f r e s h

x 1 0 0

滋
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护互杂晓

,.
畜

几

叭

飞

困做 l

图 5 新鲜体细胞胚萌发时其表面形成的次级依细胞压 箭头所示
。 x 100

; 图 6 含水髦 50 % ~

70 %的干燥体细胞胚表面的扫描电镜图象
。 x 3弓。 , 图 7 含水量 50 % ~ 70 %的干燥体细胞胚生长

点的扫描电镜图象
。 “ 4加 , 图 8 干燥体细胞胚牲M 5 0培养基上再生为小植秩 ,

.

图 9 植株转入盆栽

F*`
. 。 。。 。 。 。 d a r ; e m b r ; 。 : 。。 e s i s

刀黑
c、 d 。 。 ,、 。 s。 : f : 。 e , 。 ; : 。 、 ; 。 。 t ; 。 : f r e s h

s o rn a t 全e e m b r y o .
X l办。 , F i g

.

6 S e a n n i n g e l巴e t r o n m i e r o g r a p五 o f f五e s u r f a e e o f

d e s i e e a t e d s o m a t i e e m b : y o . x 3 5 0 , F i`
.

7 S e a n n in g E l e e t r o n m i e r o g r a p五 o f d e s i
-

e o a t e d s o m a t se e m b r y 。
`

g r o 下 i n g p o i n t
. 又 4 0 0一 F i g

.

5 P l a n t l e全s
’

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

d e s i e e a t e d 5 0

姗 t i e e m b : y o s o n M s O m e d i u m
,

F i g
,

。 P l扭n t s 琴r o w n 策n 0 0 11
)
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-

t a A g r i e o l e ,
R o m a 。

1 9 5 5

A m m i r a t o P V
.

O r g n i z a t i o n a l e v e n t s d u r i n g s o m a t i e e m b r y o g e n e s i s I n “
P l a n t

T i s s u e a n d C e l l C u l t u r e ” .

N e w Y o r k
:

A l a n R L i s s ,

I n e ,
2 9 5 7

,

5 2~ 8 2

G r a y D J
,

C o n g e r B V
,

S o n g s t a d D D
.

I n V i t r o C e l l D e v B i o l
,

2 9 8 7
.

2 3
:

2 9

~ 3 3

S e n a r a t n a T
,

M e k e r s i e B D
,

B o w l e y S R
。

I n V i t r o C e l l D e v B i o l
,

2 9 9 0
,

2 6
.

8 5~ 9 0

叶克难
、

马蕾
、

李宝健
。

番木瓜悬浮培养的体胚发生与植株再生
.

植物学报
,

1 9 91
,

33
:

5 6 5~ 5 68

K i m Y H
,

J a n i e k J
。

H o r t s e i e n e e , 1 98 9
,

2 4 : 6 74~ 6 7 6

M e k e r s i e B D
,

S e n a r a t n a T
,

B o w l e y 5 R e l a t
.

I n V i t r o C e l l D e v B i o l
,

2 9 89
,

1 183~ 118 8

G r a y D J
,

C o n g e r B V
。

S o m a t i e e m b r y o o n t o g e n y i n o r e h a r d g r a s s 。

I n “ T i s s u e

C u l t u r e i n F o r e s t r 了 a n d A g r i e u l t u r e ” .

N e w Y o r k
: P l e n u m P r e s s ,

1 95 5
.

4 9~

5 7

E f fe e t o f D e s i e e a t i o n o n P a P a y a S o m a t i e

E m b r y o st o r a g e
an d eR ge n e r at i o n

Y e K e n a n Y u D 了互i u H u a n g J i u n c几a o L f B a o j i a n

梦

A七s t r a c t F r e s h s o m a t i e e m b r y o o b t a i n e d f r o m s u s p e n s i o n e u l t u r e h a d m o r e t h a n

90 % , a t e r e o n t e n t
。

T h e y 五a d p o o r e o n v e r s i o n f r e q u e n e y a n d e o u l d n o t b e s to r d e .

A f t e r d e s i e e a t e d t o 50
一

7 0% w a t e r ,

8 2 % d r y s o m a t i e e m b r y o s e o n v e r t e d t o s e e d l i
-

n g s o n M S O m e d i u m
.

B e s i d e s ,

d r 了 s o m a t i e e 坦 b r y o s d i d n o t g o r m i n a t e d u r i n g s t o -

r a g e a t r o o m t e rn p e r a t u r e ( 2 5 ℃ ) a n d 83 % s u r v i v e d a f t e r s to r a g e f o r 6 0 d a y s 。

H o -

w e v e r , s u r v i v a l o f d r y s o m a t i e e m b r y o s w a s d e e r e a s e d w h e n d e s i e e a t e d b e l o w 3 0乡̀

w a t e r .

S e a n n i n g e l e e t r o n m i e r o g r a p h s h o w e d t h a t t h e r e w o r e : n a n y p 厂 o
j

e e t i n g e e l l s

o n t h e s u r f a e e o f f r e s h 5 0位 a t i e e tn b r y o .

T h e s e e e l l s d i v i d。 ( 1 a n d f o r xn e d e a l l i o r

s e e o n d a r y e m b r y o s d u r i n g s o rn a t i e e m b r y o g e r m i n a t i o n .

T h e s u r f a e e e e l l s o n d r y

s o m a t i e e m b r y o d i e d
,

b u t t h e g r o w i n g P o i n t o f e m b r y o w a s 至n t a e t
-

K e y w o r d s P a p a y a ( C a r f e a P a P a 夕 a L )
, e rn b r y o g e n 。 , 15 ,

d e “ i e e a t i o n , s o m o t i e e m b r y o ,

s t o r a g e , r e g e n e r a t i o n

可 ·

p i o t e 。五。 0 10 9丫 R。。匕a r o h C e n t e r ,

Z h 。止g , h a ” L了。 i : 。 r s i t y


