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二
、

结果与分析

将一叶一心期幼苗放于 。 士 1℃的生长箱中
,

每小时取样测定电导率
、

S O D 活 性及可

溶性蛋 白质含量
,

测定结果见
,

表 1
。

表 1 低温下相对电导率
、

5 0 0 活性和可溶蛋 白含盆变化

项 践
01r ( h )
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从表 1 可 以看 出
,

相对电导率随低温的延长而逐渐增 大
, 6小时后猛增

,

标志着细胞膜遭

到明显破坏
。

S O D 活性变化表现为先上升后下降的规律
。

在低温下植物 体 内 S O D 活性在前

3 小时逐渐增大
,

且
_

L升速度较快
,

这是植物对逆境的积极 反 应
,

借 增加 S O D活性来保护

细胞膜不被破坏
。

3 小时后
,

S O D 活性降低
, 4 小时后便出 现 明 显下降趋势

。

而细胞膜透

性在 6 小时后才突然增大
,

说昵低温对 S O D 的破坏早于 对 膜 的不可逆破坏
。

可溶性蛋白质含量在低温下逐渐降低
,

表明低温下大分子逐渐被降解
。

在 6 小时后可溶

性蛋 白质含量又突然上升
,

这可能是由于植物不断失水
,

使组织含水量下降
,

从而表现出亩

位鲜重组织内蛋 自质含量相对提高
。

值得注意的是
,

植物相对电导率和可溶性蛋白含量都是

在 6小时突然增高的
,

说明植物体内水分平衡的破坏与膜透性不可逆破坏几乎是同时发生的
。

两者之间的关系优得做进一步研究
。

(北京市农林科学院蔬菜中心 刘明池 )

大白菜和小白菜游离小抱子培养试验简报
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植物的游离小抱子离体培养方法最先在毛叶曼陀罗 ( D at 川
·

a i : :

Ox i a) 上
,

以后又在烟

草
、

矮牵牛
、

马铃薯等茄科植物上试验成功
。

八十年代初
,

在十字花科芸墓属的油菜 ( B拟 : : i “ a

: a 乡u : I
J .

) 上获得突破
,

后才「!继在该属的埃塞俄比亚芥菜 ( B
. c a : i : a t a )

、

黑芥 ( B
. : 19 , a

)
、

大 自菜 ( 口
. c a m P e s才: 15 s p p

.

少e九 i n e : 5 15 ) 不犷l结球甘蓝 ( B
. 0 1夕: a c e a s p p

. e a p i t a t a ) 上获得

成功
。

在植物育种应用方而
,

游离小抱子离体培养方法较花药培养表现 了更大的应用前景
。

它不仅能以更高的效率获得单倍体来缩短常规育种周期
,

而且还可 以比较方便地用于诱变
、

离体抗性选择和遗传转化
。

本文将介绍我们在大 白菜和小 白菜 (B
. o a m p es t石 : s

PP hc `: 翻 : 1 5)

游离小抱子离体培养方面的初步进展
。

一
、

材料和方法

1
.

试验材料 大自菜选用
“
小杂 5 6

” 、 “

北京 7 0"
、 “

北京75,, 等杂交品种 (北京蔬菜研究
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中心育种一室提弃玲 和 “
台湾4 5日” 、 “ 红梅

”
等品种 ( 口本野菜试验场 T

.

S a t。
博士赠送 );

小白菜选用
“
大花菜心

” 、 “
青梗 4于仓” 、 “

60天青梗菜心
” 、 “

塌棵菜
”
等品种 (北京蔬

莱研究中心小品种课题组提供 )
。

2
.

试验方法 供试材料的种子在萌动后经春化处理
,

种植于部分控温温室中
,

温度大约

为白天 18 ~ 22 ℃
,

夜间12 ~ 1 6℃
。

从供体植株摘取长 2一 6m m 的花蕾 (视基因型而异 )
。

7%

过氯酸钙饱和滤液加一滴吐温 20 消毒花蕾表面
,

15 分钟后无菌水冲洗花蕾三遍
。

经表面消毒

后的花蕾放置在无菌玻璃研钵中
,

加 3 m l的B S洗涤培养基后用研棒反复捣挤花蕾
,

以孔径

50 拜m 的 尼龙筛网过滤
。

收集滤液
,

连续在台式离心机上离心三次
:

第一次 5 分钟
,

1 3 09
,

后两次均为 3 分钟
,

1 0 0 9
。

然后将分离的小抱子悬浮于 N L N 82 培养基 中
,

小 抱子密度 调

至 100 OOO/ m l
,

注入直径 55 m m无菌塑料培养皿
,

每皿 2 m l
,

石蜡膜封 口后
,

置于温度梯度

培养箱中暗培养
。

培养温度处理如下
:

( 1 ) 35 ℃培养 2 4小时后
,

移入 26 ℃继续培养 , ( 2 )

33 ℃培养72 小时后
,

移入 26 ℃培养 ; ( 3 ) 一直在 3 0℃下培养
。

培养期间用倒置显微镜观察

小抱子的形态变化和胚胎发生进程
。

心形期以后的小抱子胚移植到 B S 琼 脂培养基上继续发

育
,

培养温度为21 ℃ ,

每日光照 14 小时
,
6 00 0 l x

。

幼苗长成后在温室中移栽入钵
,

继续观察
。

二
、

结果与讨论

大白菜和小白菜的小抱子胚胎发生与已报道的油菜
、

甘蓝等小抱子胚胎发生 的 情 况 相

近
。

培养24 小时后在倒置显微镜下观察
,

可见部分小抱子开始膨胀
,

直径大约增加 1
.

5~ 2
.

0

倍
。

72 小时后
,

有些膨大小抱子开始第一次核分裂
,

对称和不对称分裂方式均有
。

培养 5 ~

7 天
,

原胚形成
。

12 ~ 14 天时发育为球形胚
,

此时肉眼可辨
。

15 天以后可见有心形胚漂浮在

培养基内
。

3周时鱼雷胚形成
。

试验结果表明
,

大白菜和小白菜的小抱子胚胎发生除与培养时小抱子所处的发育阶段有

重大关系 (待发表
,

本文不作介绍 )外
,

还和初始培养时的温度高低和持续时间有密切关系
。

如对于小白菜品种
“
大花菜心

”
而言

,

35 ℃
、

24 小时的处理未见有细胞分裂和胚胎发生
。

而

33 ℃
、

72 小时的处理中可观察到众多小抱子分裂 ; 在转入26 ℃培养后的 2~ 4天
,

已可见有数

十至数百细胞组成的原胚形成
。

一直在30 ℃下培养的处理中
,

也有小抱子分裂和原胚形成
,

但数量明显低于上一处理
。

将心形期至鱼雷期的胚移于 B S 琼脂糖培养基上
,

半数以上继续发育为幼苗
。

其中 有 5

~ 10 % 左右为 白化苗
,

移栽后 不能成活
。

绿苗移栽后成活率在 90 % 左右
,

长势普遍较弱
。

从大白菜的
“ 红梅

” 、 “
台湾 4 5日” 、 “

小杂 56,,
、

,.J 匕京 70
”
等品种和小白菜的

“
大

花菜心
” 、 “

塌棵菜
” 、 “

青梗 49 心
” 、 “ 60 天青梗菜心

”
等 品种中都已获得 了小 抱子胚胎

.

但不同品种间诱导频率差异甚大
。

目前 已从大白菜的
“ 红梅

” 、 “
台湾 4 5日” 、 “

小杂 5 6”

和小白菜
“
大花菜心

” 四个品种中获得 20 。余小抱子胚胎植株
。

其中
,

运用游离小抱子 离 休

培养方法获得小白菜的小抱子胚胎及其植株再生
,

在国内外尚未见报道
。
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