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西洋梨叶片直接再生体细胞胚
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摘　要 : 以西洋梨‘红安久’和‘绿安久’两个品种的无菌苗幼叶为试材 , 研究了不同培养基对叶片

分化不定梢及体细胞胚的影响。结果表明 : 基本培养基的组成是影响叶片分化为不定梢还是体细胞胚的关

键因素 , 植物生长物质的种类和水平是影响体细胞胚再生率高低的重要因素。诱导培养基 NN69 附加

TDZ 2 mg/L及 NAA 0. 1 mg/ L , 体细胞胚再生率最高 , 绿安久达55. 5 % , 红安久为47. 3 %。NN69附加 BA

5 mg/ L及 NAA 0. 1 mg/ L , 不定梢再生率最高 , 绿安久达 100 % , 红安久为 85. 7 %。
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1　目的、材料与方法

本试验目的是建立西洋梨‘红安久’及‘绿安久’无菌苗叶片体细胞不定器官 (包括不定芽、不

定胚) 再生体系 , 为梨体细胞染色体加倍获得多倍体及转基因获得抗病耐贮的新品系奠定基础。从转

移生长 30 d左右的红安久和绿安久梨无菌苗顶部摘取刚展开的幼叶片 , 用无菌刀垂直于叶片中脉横

切多个伤口 , 然后接种在 C〔1〕、LE〔2〕、NN69〔3〕附加不同植物生长物质的诱导培养基上 (见表 1) 。每

处理接种 30个叶片 , 重复 3次。接种后暗培养箱中培养 3周后移至光下培养。所有培养基都附加蔗

糖 3 % , pH 5. 8 , 其他培养条件同常规组织培养。

2　结果与分析

2. 1 　体细胞胚和不定梢的发生

叶片接种后 20 d , 两个品种在所有诱导培养基上都可观察到有不定芽和大量白色不定根产生。

25 d时 , 除不定芽和不定根继续产生外 , 又可观察到体细胞胚产生。有的体细胞胚是单生 (见插页 3

图版 , 1) , 有的是 2～3个丛生 (图版 , 2) ; 有的体细胞胚根很长而芽很小 (图版 , 3) , 有的根较短

而芽较大 (图版 , 4) , 有的根和芽大小相似 (图版 , 5、6) 。体细胞胚都是从叶片伤口处直接产生 ,

不通过愈伤组织阶段。40 d时 , 体细胞胚停止发生 , 但不定芽继续发生 , 直到 50 d时才停止。因此 ,

在不定器官的发生时间上 , 体细胞胚晚于不定芽和不定根 , 不定胚产生的时间较短 , 不定芽产生的时

间较长 , 但在同一个叶片上既可以产生不定芽、不定根 , 也可以产生体细胞胚。

2. 2 　培养基对体细胞胚及不定梢产生的影响

2. 2. 1 　诱导叶片再生体细胞胚的因素　表 1表明 , 前 6种处理中 , 在基本培养基 NN69附加两种生

长素组成的处理 5、6都可诱导叶片产生体细胞胚 , 两个品种结果一致。在 LE上红安久在含 NAA的

处理 4上有 5 %产生体细胞胚 , 而含 IBA的处理 3为零 , 绿安久则在这两种处理上都为零。在 C培养

基上同处理 3、4正好相反 , 绿安久在含 NAA的处理 2上产生了体细胞胚 , 含 IBA的处理 1上未能产

生 , 而红安久在这两种处理上都不能产生。根据这 3种基本培养基 6种激素组成对体细胞胚再生的影

响分析 , 可以得出 : 基本培养基 NN69比 C、LE , 生长素 NAA比 IBA更有利于体细胞胚的产生。
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表 1　培养基对‘红安久’和‘绿安久’梨叶片体细胞胚及不定梢再生率的影响

Table 1　Effect of media on shoot and somatic embryo regeneration rate from leaves of Red D’Anjou and D’Anjou ( %)

处 理
Treat2
ment

培 养 基
Media

植物生长物质
Plant growth regulator (mg/ L)

BA IBA NAA TDZ

绿 安 久 D’Anjou

不定梢
Shoot

体细胞胚
Somatic embryo

红 安 久 Red D’Anjou

不定梢
Shoot

体细胞胚
Somatic embryo

1 C 5 0. 3 76. 2±8. 6 0 30. 0±2. 8 0

2 C 5 0. 1 75. 7±6. 9 14. 3±1. 6 47. 6±6. 2 0

3 LE 5 0. 3 70. 0±6. 5 0 45. 0±5. 8 0

4 LE 5 0. 1 75. 0±8. 6 0 52. 4±4. 5 5. 0±1. 5

5 NN69 5 0. 3 90. 0±10. 0 10. 0±0. 7 63. 6±7. 8 9. 1±3. 8

6 NN69 5 0. 1 100. 0±1. 0 26. 7±3. 4 85. 7±9. 6 19. 0±3. 2

7 NN69 0. 3 2 87. 1±7. 8 29. 0±3. 8 68. 2±3. 4 9. 1±1. 8

8 NN69 0. 1 2 81. 8±9. 7 55. 5±4. 8 59. 1±6. 0 47. 3±6. 3

注 : 每次重复接种 30个叶片 , 3次重复平均值±标准差。Note : Average of three replicates±standard error , 30 leaves inoculated per replicate.

比较处理 5、6、7、8 , 基本培养基相同 , 但植物生长物质不同 , 都可诱导叶片产生体细胞胚 ,

但附加细胞分裂素 TDZ的处理 7、8的平均体细胞胚再生率高于附加 BA的处理 5、6。在细胞分裂素

相同的处理 5、6及 7、8中 , 都表现生长素NAA比 IBA有利于体细胞胚的产生。这说明在适宜的基本

培养基上 , 诱导叶片产生体细胞胚 , TDZ比 BA有效 , NAA比 IBA有效。综合分析比较 , 认为体细胞

胚再生的最适诱导培养基为处理 8 , 在该培养基上两品种的再生率最高。

2. 2. 2 　诱导叶片再生不定梢的因素　细胞分裂素相同的前 6种处理 , 基本培养基 NN69比 C、LE获

得的不定梢再生率高 ; 在细胞分裂素、基本培养基都相同的处理 1 和 2 , 3 和 4 , 5 和 6 中 , 生长素

NAA比 IBA更有效 , 这与影响体细胞胚再生的结果一致。但在基本培养基相同而附加生长物质不同

的处理 5、6、7、8上 , BA比 TDZ有效 , 这一点同体细胞胚的再生结果正好相反。在 BA 5 mg/ L 及

NAA 0. 1 mg/ L的处理 6上 , 绿安久的不定梢再生率最高 , 达 100 % , 红安久也最高 , 为 85. 7 % ; 而

在 TDZ 2 mg/ L和 IBA 0. 3 mg/ L处理 7上 , 绿安久最高为 87. 1 % , 红安久为 68. 2 %。

总之 , 成功诱导梨叶片体细胞胚再生的是 NN69 ; 而分化不定梢则是 C、LE、NN69都可以 , 但以

NN69最好。在基本培养基 NN69上 , 分化不定梢 , BA比 TDZ有效 ; 分化体细胞胚 , TDZ比 BA有效。

不管是分化不定梢还是体细胞胚都是 NAA比 IBA效果好。体细胞胚再生率有待于进一步研究提高。
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Abstract : Young leaves in vitro of pear ( Pyrus communis L. ) cultivars Red D’Anjou and D’Anjou were se2
lected as materials. Effect of media on shoot and somatic embryo regeneration from leaves was studied. Results
showed that the composition of basic media was the main factor affecting shoot regeneration or somatic embryo regen2
eration from leaves ; the kind and concentration of exogenous hormone supplemented were important factor to higher
frequency regeneration of somatic embryo. In this study , somatic embryo regeneration rate was the highest in the
treatment with medium NN69 supplemented with 2 mg/ L TDZ and 0. 1 mg/ L NAA , D’Anjou was 55. 5 % , and
Red D’Anjou was 47. 3 %. Shoot regeneration rate was the highest on NN69 supplemented with 5 mg/ L BA and
0. 1mg/ L NAA , D’Anjou was 100 % , Red D’Anjou was 85. 7 %.
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