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番木瓜胚珠高颇率体胚发生和植株再生

邹韵霞 郭惠珊

( 生物工程研完中心 )

摘 共 将番木瓜 ( C o ir ca p a p o y a L
.

)受精胚珠接种于 M s 十 I A A l m g / L 十 B A Zm g / L

+ G A 3 Zm g / L + S (蔗糖 ) 3 % 和 l / Z M S 干谷胺酸胺 4 o 0 M g / L + C W (椰子汁 ) 2 0 % + 5 6% 的培

养基中
,

诱导愈伤组织
,

愈伤组织继代培养于 M S 十 C W Z % + 5 6 % 十 2
.

4 一 D Zm g / L 的培养

基上
.

进行了几种激素配比和基本培养基哪 S和改良M S )对诱导胚性愈伤组织
、

体胚发生和植

物再生培养基的比较实验
.

结果表明 : 在改良M S + 硫酸 腺 嚷 吟 160 rn g / L + N A A l m g / L

+ B A o
.

s m g / L + G A 3 I ln g / L + 5 4 %培养基中获得理想胚性愈伤组织和体胚
,

在改良M S +

硫酸腺嘿吟 16 o m g / L + N A A I二 g / 1
』 + K T 0

.

S nI g / L + G A 。 l tn g / L + 5 4%产生正常具三裂

片和根系的小植株
.

进行番木瓜体胚包埋
、

制成人工种子
,

实验获得小苗
,

并移栽成功
.

关健询 胚珠
,

胚性愈伤组织
,

体胚
,

番木瓜 ( c o ir c 。 p o p a y 。 L
.

番木瓜为番木瓜科 ( C ar f ca ce ae ) 番木瓜属 ( C al i ca ) 植物
,

分布 于 热 带 和 亚 热

带地区
.

现在中国和世界各地的番木瓜几乎都被 环 斑 病 毒 ( P R V ) 及 花 叶 病 毒 侵

染 〔 ” ’ 〕 ,

给番木瓜种植业带来了极为严重的问题
.

因此通过生长点组织培养再生番木瓜

的方法来培养无毒苗具有率际赛义
里 同时

,

通过胚性愈伤组织及体胚发生的研究
,

为人

工种子的研制及抗病毒植株的培养提供了材料
。

目前番木瓜幼年实生苗茎尖已 培 养 成

功
( “ 〕 ,

也有从幼年实生苗茎部的愈伤组织诱导体细胞胚
( ` 〕 ,

以及从叶柄产生愈伤 组织

并诱导体细胞胚
〔 “ ’ .

但他们都未报导体细胞胚是否培养出小植株
。

iL tz 等
〔 . 〕
从胚珠的

愈伤组织诱导成体细胞胚
,

并从体细胞胚产生小植株
( ”

.

M H C h en ( 1 9 8 7 ) 和 R A

D er w ( 1 9 8 7 ) 也成功地从番木瓜根外植体产生体细胞胚和再生植株
〔 . , . 〕 。

本研究对广东岭南番木瓜穗中红品种和杂交种 ( 园优一号 ) 的受精胚珠进行培养
,

获得胚性愈伤组织
、

体胚和正常小植株
。

l 材料与方法

1
.

1 材 料

广东河南园艺公司提供番木瓜 ( C a :r’ ca aP 乡
a , 。 L

.

)
“
穗中红

” 两性和雌性未受精

本文 1 9 9 1年 7月 5 日收到

国家
“

86 3” 高技术计划资助项目
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胚珠及杂交种
“ 园优一号

” 杂交 65 天后的种子
。

井 1
。

2 方 法

1
.

2
。

1 愈伤组织 的诱导及继代培养 将幼果在无菌条件下剖开
,

取出受精和未受精 的

胚珠
,

分别接种于 M S + I A A l m g / L + B A Z m g / L 十 G A
。 Z m g / L + 5 3呱和 1 / Z M S + 谷

胺酞胺 4 00 m g / L + C W 20 肠 + 5 6肠培养基
, 2 ~ 4 个月后受精的胚珠产生褐色

、

结构致

密的愈伤组织块
,

而未受精胚珠不产生愈伤组织
。

愈伤组织继代培养 于 M S + C W 20 肠

十 5 6肠 十 2
.

4 一 D Z m g / L 的固体培养基上
,

并进行了2
.

4一 D浓度梯度 2 , 4 , 6 , s m g / L不

同组合的培养
。

1
.

2
.

2 胚性愈伤组 织及体胚诱导的培养 将愈伤组织切成小块接入 诱导 培 养 基
,

比

较了不同附加物及不同基本成分 ( M S
、

改良M S 〔 “ 〕
) 基本培养基的诱导结果

,

并 进 行

培养基 ( M S O ) 附加 6
, 8 ,

10 呱的不同浓度蔗糖对体胚诱导及成苗的影响的液 体 振

荡培养实验
。

1。 2
.

3 体胚诱导成苗的实验 进行了附加不 同激素及浓度的培养
,

M S基本培养基附加

不同蔗糖浓度对体胚成苗效果的影响比较实验
。

以上培养条件均为光强度 Z 0 0 0 L u x 下培养1 h6 与暗培养 s h
,

温度 25 ℃ 士 1 ,

振荡培

养转速为 l o o r p m
.

1
.

2
.

4 人工种子包理
、

转换成苗及 移栽 取正常体胚
,

用 3 肠海藻酸钠 包埋
,

置 成苗

培养基中培养
,

成苗后移至土壤栽种
。

2 结 果

2
。

1 诱导愈伤组织及继代培养的. 适培养荟

接种 2 一 4 个月后
,

受精的胚珠在 2种培养基都能产生褐色愈伤组织 块
、

结 构 致

密
。

如果将这些愈伤组织继代在同样的培养基中
,

无明显的增殖效果
。

而继代于附有不

同2
.

4一 D 浓度的M S + C W 20 肠 + 5 6帕的培养基中
,

只有在 2
.

4一D为 Z m g / L时
,

愈伤组织

得到明显的增殖 (图版
一 1 )

,

其它浓度的培养基只在愈伤组织周围产生粘稠的 分 泌物
,

而愈伤组织无增殖现象
.

可见继代培养 基 以 M S + 2
.

4 一 D Zm g / L + C W 20 肠 + 5 6肠为

最适培养基
。

2
.

2 诱导胚性愈伤组织及体胚发生的最适培养基

从表 1可看到
,

I ,
培养基没有诱导产生胚性愈伤组织

,

但在一些小块 的愈伤 组 织

上产生少量的体胚
, I : 、

I
:

培养基均能产生胚性愈伤组织 ( 图版
一 2 )

,

并从 胚 性 愈

伤组织产生体胚
,

从这些胚性愈伤组织中可观察到不同时期的胚 ( 图版
一 3 ) 不 经 任何

机械筛选
,

体胚同步性可达 70 肠以上 ( 图版
一 4 , 5 )

,

而且以改良M S 〔 吕〕
为 基 本 培 养

基效果更好
,

说明这种基本培养基中的维生素浓度及配比比 M S中的更适合胚性 细胞的

繁殖与体胚的形成
. _

.

将胚性愈伤组织接入不同蔗糖浓度的M S O基本培养基中
,

结果见表 2 ,
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表 1 不同基本培养基及 不同附加物
、

激素的诱 导结 果

T a b
.

1 T h e
i n f l u e n e e o f d i f f e r e n t b a s

i
e m e住i u m s a n d h o r m o n e o n t h e

e m b r y o n i
e e a l l i a n d s o m

a t i e e m b r y o g e n e s i s

编号 基本培养基 附加物及激素浓度
( m g / L ) 蔗糖浓度 ( % ) 胚性愈伤组织 体胚发生

SSMMI
i

I
2

谷胺酸胺 400

改良M S

硫酸腺嚎吟 1 6。 +

N A A I + B A O
。

5

+ G A 3 1

硫酸腺嘿岭 1 6。 十

N A A I + B A O
。

5
+ G A 3 1

+ 十 十 十 + 十

注
: 一 表示无继续产生愈伤组织

, 十表示一些愈伤组织表面产生少量体胚
, + 十 表示能产生胚性

愈伤组织及休胚
, + + + 表示产生的量比 + + 的多

表 2 不同蔗糖浓度的基本培养基时诱导体胚的影响

T h e i n f l u e n e e o f t il e d i f f e r e n t e o n e e n t r a t i o n s o f

5 0川 a t i
e e m b r y o g e n e s i s

S U C f 0 U S o n

培养基 蔗糖浓度 ( % ) 体胚产生 体胚生长结果

+ + +

+ + +

体胚生长正常
,

能形成苗
,

但叶不具裂片
.

尤胚轴无根系

开始体胚发育正常
,

但以后不
产生正常苗

,

叶聚生
,

白色

仅产生少量体胚
,

也不能成苗

60010555MMM

T a b
.

2

编号

I
1

l
:

I
3

注
: + + 十产生大量体胚

, + 只有极少数体胚

从图版
一 5可见

:

I : ,

U :
培养基均能产生大量的体胚

,

I
:

培养基则只见极 少 数 体

胚
.

每 4 一 5 天换 1次新鲜液体培养基
, 继代培养发现在 亚

:
中培养的体胚能正常 发 育

产生苗
,

但无根系
,

不具胚轴
,

叶子细长
.

而 ! :
培养基的体胚则发育成白色

、

似 茉 莉

花状的聚生叶
。

2
.

3 体胚诱导成苗的结果

从表 3可见
,

l :
培养基使体胚脱分化产生愈伤组织

,

这些愈伤组织又能产生体胚
,

I :
培养基含较高浓度外源激素 ( B A 5 m g / L

,
I A A l m g / L )

,

由此引起体胚的 愈 伤 组

织化 , 而 I 川
, `

培养基都含有较低的激动素 ( B A o
.

o o 2 5 m g / L ) 和生长 素 ( N A A o
.

02

m g / L ) 有利于体胚发育成苗
,

但下胚轴有膨大愈伤化现象
,

蔗糖浓度 4 肠时
,

情 况 稍

好
,

蔗搪浓度为 2 肠
,

叶片不具三裂片
。

如果将 I 。
培养基中的 B A换成 K T而 成 表 3 中

的 I
。

培养基
,

体胚能发育成具胚轴
、

三裂片和根系的正常木瓜植株
,

且发育 一 致 ( 图

版
一 6 )

。



第 3 期 邹韵霞等
:

番木爪胚珠高频率体胚发生和植株再生

表 3 不同激素浓度时体胚成苗的影响

T a b
.

3 T il e i n f l u e n e e o f d i f f e r e n t h o r m o n e s a n d e o n e e n t r a t i o n s o n t h e m a t u r e

s o m a t i e e m b r y o t r a n s f e r e n e e t o p l a n t l e t

编号 培养基 ( m g / L ) 蔗糖浓度 ( % ) 体胚成苗的结果

I
:

M S + B A S + J A A I + C H 4 0 0
体胚脱分化成愈伤组 织

,

愈伤
组织形成体胚

,

体胚又脱 分 化
形成愈伤组织

苗小象生现产化能伤胚愈体大

产系

改 良M S + B A o
.

o o 2 5 + N A A O
.

0 2

改良M S + B A O
.

o o 2 5
一

卜 N A A o
.

0 2

改良M S + B A o
.

o o 2 5 + N A A o
。

0 2

改良M S + 硫酸腺缥吟 1 60
+ N A A I + K T O

.

5 + G A 3 z

但根 部有膨

体胚能产生小苗
,

根部稍 膨 大

根部无膨大现象
,

但整个 小 苗
发育不好

生习
的刁

常具三
苗

,

发
裂 片

、

胚 轴
、

根
育一致

月孟3J,弓ù11互I

图版 1 ~ 8

F i g
.

1~ s

1
.

受精胚珠诱导产生的愈伤组织
, 4

、

5
.

示双子叶胚
,

同步性达70 % 以上
,

2
.

示胚性愈伤组织
,

6
。

正常小苗
,

3
。

显微镜下观察到不同时期的胚 7
。

人工种子萌发
,

( 放大倍数4 0 x 4。 ) , 8
.

人工种子苗移栽成活
,

获正常植株

i
。

o v u l e s e a l l i w a s i n d u e e d
,

2
。

E m l i s y o n i e e a l l i ,
一

8
。

E m b r y o s i n t h e d i f f e r e n t s t a ` e s ,

4
、

5
.

D i e o t y l e d o n o u s e m b r y o s a n d t五e s y o e h e o n i s m w a s o v e r 7 0%
,

6
。

N o r 边 a l P l a n t l e t s ,

7
、

s 。
A r t i f i e i a l s e e d s h a d

、

名e r边 i n a t e d a o d d e v e l o P e d t o P l a n t s
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2
.

4 人工种子成苗及移栽

我们试验了少量体胚包埋制备人工种子 ( 图版
一7 ) 人工种子萌发率在25 肠左右

,

将

小苗移到土壤
,

已获得正常植株 ( 图版
一 8 )

。

3 讨 论

iL t: a

dn C on vo e r
报导

〔 “ 〕 ,

诱导木瓜胚珠产生愈伤组织
,

需要有C W 的存在
。

但

在本实验中
,

在一定浓度 I A A
、

B A
、

G A
:

配合的特定环境下
,

即能诱导出愈伤 组 织
。

L i t z a n d C o n v e r c , 〕和 R i e h a r d E
.

L i t z ` ’ 。 ’
报导在含 2 , 4一 D 的液培 中能产生体胚

,

但本实验在含有 2 , 4一 D的培养基中没有观察到体胚发生
,

这与实验步骤
、

外植 体
、

品

种的基因型等有关
.

我们在含有 N A A
、

B A
、

G A 。和附加硫酸膘嗓吟的培养基中获得理

想的胚性愈伤组织并产生体胚
,

将此培养基的 B A换成 K T 即能使体胚发育成正常小苗
。

本实验研究表明
,

只要产生了胚性愈伤组织
,

即使在不加任何外源激素的 培 养 基

( I 川 ) 也能产生体胚并转化成畸型苗 , 如何使体胚能产生正常的具三裂片叶片的完整

植株
,

则依赖于培养基外源激素
。

从诱导胚珠愈伤组织及胚性愈伤组织的形成
、

体胚发

生到成苗
,

都依赖N A A ( 或 I A A )
、

B A ( 或 K T ) 和 G A :
的特定配比组合

,

在本 实验

中
,

只有将 I
。

培养基中的 B A换成 K T ( 即 I 。
) 才能使体胚发育成正常苗

。

而培养 基以

改良M S为佳
。

番木瓜受精胚珠的体外培养成功
,

为获得大量植株提供了一种简单快速的方法
,

而

且解决了杂种优势F
:
代的快速繁殖问题

。

通过产生大量胚性愈伤组织进行转基因工作
,

可得到比叶盘转化更高的转化率
,

为生产和研究提供更有效的途径
。
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·

简 讯
·

中山大学学报论丛 (物理学论文集 )出版

由中山大学学报编辑部编辑的 《 中山大学学报论丛 》 1 9 9 2年第 2 期 ( 物理 学 论 文

集 ) 将于近月出版发行
。

论文集收录了物理学系
、

无线电电子学系等单位的最新科研成

果 2 5篇
。

邮购请与中山大学物理学系朱津裘联系
。

( 张 文 )
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