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摘要:研究了低温 、CaCl2 、PEG 3种预处理对 18个小麦品种成熟胚愈伤组织形成的影响 ,结果表

明:不同预处理对小麦成熟胚愈伤组织的形成有显著影响 。PEG处理对小麦成熟胚愈伤组织的形

成具有显著促进作用;低温和 CaCl2溶液处理对小麦成熟胚愈伤组织的影响和小麦品种关系密切 ,

品种间差别较大 。

关键词:小麦;成熟胚;预处理;愈伤组织

中图分类号:S512　　文献标识码:A　　文章编号:1004-3268(2005)01-0019-03

Effect of Dif ferent Pretreatment on Callus

Formation of Wheat M ature Embryo
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Abstract:The ef fect of three different pretreatments including low temperature ,CaCl2 and PEG on cal-

lus formation of mature embryos of 18 wheat varieties w ere investig ated.The result show ed that the ef-

fect of different pretreatments on the callus fo rmation of w heat mature embryos w as significant ly dif-

ferent.PEG pret reatment promo ted the callus fo rmation of w heat mature embryo significant ly .But the

effect of low temperature and CaCl2 pretreatment on the callus fo rmation w as closely related to w heat

cultivars.There are great differences between the varieties.
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　　小麦的组织培养 ,特别是胚性细胞系的建立 ,作

为小麦遗传转化操作的主要基础 ,一直受到广泛关

注
[ 1 ～ 3]

。许多学者已采用小麦的根 、茎 、叶 、幼穗 、

幼胚 、成熟胚(种子)等多个部位为外植体 ,研究其愈

伤组织分化情况 ,发现幼胚愈伤组织具有较高的诱

导和再分化能力[ 3 ～ 6] ,但幼胚外植体取材受季节限

制较大。而种子具有保存期长 、材料丰富 、取材方

便 、操作简单等优点 ,用种子的成熟胚进行胚性愈伤

组织的诱导则是进行遗传转化的一个好方法 。但由

于成熟胚脱分化能力较弱 、愈伤组织再分化能力

差[ 7 ～ 12] ,如果能改变种子的生理状态 ,提高愈伤组

织特别是胚性愈伤组织的形成能力 ,无疑将有利于

小麦胚性细胞系的建立和小麦的遗传转化 。本研究

采用低温 、CaCl2 、PEG 3种预处理对 18个小麦品种

(系)成熟胚进行诱导培养 ,以期探索出小麦不同品

种成熟胚愈伤组织形成较有效的预处理方法 ,为建

立一套高效的培养体系提供依据 。

1　材料与方法

1.1　材料

供试 18个小麦(Triticum aestiuum L.)品种(系)

(表 1),均由河南农业大学小麦育种研究室提供。
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1.2　方法

种子预处理:(1)以常温条件下 ,无菌水浸泡的

种子为对照;(2)以 4 ℃冰箱内无菌水浸泡种子为低

温处理(LT);(3)常温条件下 ,以250 g/L CaCl2溶液

浸泡种子为CaCl2处理;(4)常温条件下 ,以 300 g/L

PEG溶液浸泡种子为 PEG 处理 。浸泡时间均为

12 h。

预处理后 ,用无菌水冲洗种子 3 ～ 4次 ,然后 ,在

超净工作台上 ,用 75%的乙醇处理种子 1 min , 用

0.1%HgCl2 消毒 20 min ,并适当摇荡。消毒后再用

无菌水冲洗 3 ～ 4 次 ,剥出种胚 ,盾片向上放置在诱

导培养基上。每处理 3 次重复 ,每个重复接种 200

个左右成熟胚 。诱导培养基以 MS 为基本成分 ,添

加水解乳蛋白 500 mg/L , L -脯氨酸 500 mg/ L ,色

氨酸 10 mg/L , 2 , 4-D 2 mg/L ,蔗糖 30 g/ L ,琼脂

粉 7 g/L , pH5.8 ,培养条件为无光照 ,温度 26 ℃。

2　结果与分析

2.1　不同预处理对小麦成熟胚出愈时间的影响

试验表明 ,将不同预处理的小麦品种成熟胚接

种到诱导培养基上 ,第 2天观察到种胚膨大 ,第 4天

开始产生白色至淡黄色的愈伤组织。不同预处理间

以及不同品种间出愈时间均无明显差异。

2.2　不同预处理对小麦成熟胚出愈率的影响

不同处理小麦成熟胚出愈率结果见表 1 。

用形成愈伤组织的种胚的百分数表示出愈率 ,

所得百分数经反正弦转换后进行方差分析 ,结果表

明 ,品种间(F=1.94;F 0.05 =1.85;F0.01=2.39)、预

处理间(F =8.58;F0.05=3.18;F0.01=5.06)、品种

×预处理(F =12.41;F0.05=1.57;F 0.01 =1.89)间

差异均达到显著水平。说明不同小麦成熟胚愈伤组

织的形成不仅与小麦品种密切相关 ,同时也受不同

表 1　不同预处理对小麦成熟胚出愈率的影响　(%)

品种 ck LT 较 ck增减百分点 CaCl2 较 ck增减百分点 PEG 较 ck增减百分点

周麦 9号 　　　52.9 　　　19.4 　 -33.5＊＊ 　　　35.8 　 -17.1＊ 　　　64.7 　　 11.8

豫农 86 22.4 19.02 -3.3 33.5 11.1 55.7 33.2＊＊

百农 64 16.9 14.5 -2.3 25.8 8.9 54.6 37.7＊＊

兰考 906 58.8 60.5 1.7 52.5 -6.2 71.7 12.9

绿洲 8785 45.6 8.7 -36.9＊＊ 31.8 -13.8 58.6 13.0

豫农 91 43.9 6.9 -37.0＊＊ 36.3 -7.6 71.5 27.5＊＊

周 8826 51.0 11.6 -39.4＊＊ 44.1 -6.9 39.1 -11.9

大穗 I 47.0 20.6 -26.4＊＊ 67.4 20.4＊ 64.2 17.2＊

咸阳超大穗 49.1 57.6 8.5 46.52 -2.6 55.5 6.3

广太 1号 50.1 31.9 -18.1＊ 54.9 4.8 80.8 30.7＊＊

郑州 891 31.3 30.0 -1.3 32.3 31.0＊＊ 49.8 18.4＊

豫农 303 42.1 37.7 -4.3 32.1 -9.9 64.3 22.2＊＊

内乡 187 3.8 7.7 3.8 56.6 52.7＊＊ 45.9 42.1＊＊

合选 014 40.9 72.2 31.3＊＊ 70.9 30.0＊＊ 54.3 13.4

单冈 843 25.1 13.6 -11.5 41.0 15.8 32.0 6.8

豫农 118 28.4 65.5 37.1＊＊ 32.4 4.0 60.5 32.1＊＊

豫农 4001 27.7 76.7 49.0＊＊ 37.2 9.5 52.5 24.7＊＊

豫西 832 9.0 61.6 52.6＊＊ 40.2 31.1＊＊ 63.6 54.5＊＊

平均 35.9 34.2 -1.6 44.52 8.6 57.74 21.8

　注:＊表示在 0.05水平上差异显著 , ＊＊表示在 0.01水平上差异显著
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预处理条件的影响 ,品种与预处理还存在较强的互

作。

表 1表明 ,以常温条件下无菌水浸泡的种子为

对照 ,不同小麦品种成熟胚的愈伤组织诱导率存在

较大差异 。其中豫农 4001出愈率最高(为76.7%),

豫西 832和内乡 187较低 ,分别为 9.0%和 3.8%。

低温 、CaCl2溶液和 PEG 溶液 3种不同预处理

对不同小麦品种成熟胚愈伤组织形成的影响差别较

大。其中低温处理使周麦 9号 、绿洲 8785 、豫农 91 、

周 8826 、大穗 Ⅰ 、广太 1号品种的出愈率比对照明

显下降 ,降幅分别达到 18.1 ～ 39.4个百分点 。而合

选014 、豫农 118 、豫农 4001 、豫西 832品种出愈率

比对照明显增加 ,增幅分别达到 31.3 ～ 52.6个百分

点 ,而对豫农 86 、百农 64 、兰考 906 、咸阳超大穗 、郑

州891 、豫农 303 、内乡 187等品种的出愈率则无明

显影响。

CaCl2处理使内乡 187 、合选 014 、郑州 891 、豫

西 832 、大穗 Ⅰ品种出愈率比对照显著增加 ,增幅分

别达到 20.4 ～ 52.7个百分点;而使周麦 9号的出愈

率明显下降;其他处理出愈率虽有变化 ,但与对照相

比均无明显差异 。

PEG处理使周 8826 出愈率下降 11.9个百分

点 , ;对其他参试品种出愈率的提高都有不同程度的

促进作用 。除周麦 9号 、兰考 906 、绿洲 8785 、豫农

86 、咸阳超大穗 、合选 014 、单岗 843品种的出愈率

增幅不显著外 ,其他品种的出愈率都比对照有显著

增加 ,增幅达到 17.2 ～ 54.5个百分点 ,尤其是出愈

率较低的对照品种 , PEG 的处理效果尤为明显 。

上述结果表明:PEG 处理对小麦成熟胚愈伤组

织形成有积极的促进作用 ,是较理想的预处理方法 。

低温和 CaCl2处理对小麦成熟胚愈伤组织形成的影

响和小麦品种有密切关系 ,品种间差异较大。

3　小结与讨论

与幼胚相比 ,成熟胚愈伤组织诱导分化率较低 ,

至今还没有一套相对成熟的诱导培养方法。本试验

采用了 3种预处理方法 , 18个小麦品种已初步显示

出PEG处理对小麦成熟胚愈伤组织形成有明显促

进作用 ,是较理想的预处理方法 ,同时不同预处理对

小麦成熟胚愈伤组织形成的影响与小麦品种(即基

因型)有密切关系 ,这与廖祥儒等的研究[ 12 ,13] 相一

致。不同之处在于:他们的研究认为 , 除 PEG 和

CaCl2外 ,低温处理方法对小麦成熟胚愈伤组织形

成也有促进作用 。而我们的研究发现 ,低温处理无

明显促进或抑制作用 ,品种间差异较大。

我们认为 ,出现这种差异的原因可能是:(1)试

验材料不同 。他们的研究用的是 2 个冬小麦品种 ,

而我们选用的 18个品种大都是半冬性品种 ,这可能

是造成愈伤组织诱导差异的内在原因 。(2)试验方

法不尽相同。如诱导培养基 、种子处理时间 、CaCl2 、

PEG浓度不同等 ,这些可能是造成愈伤组织诱导差

异的外在原因。这些问题有待于进一步研究。
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