
马铃薯杂志
，

第 �卷
，

第 �期 ����

� 尹，�

护 产、 、 洲 产 、 洲 尸，、 训 �

一 种 机 械 分 离 马 铃薯 异

核 体 改 进 的 培 养 方 法

〔德 〕 �
�

���� � �� �
�

��������

摘 要

把不 同马铃薯双单倍体基 因型间融合原生质体进行微滴的液体培养
。
咬。
果这些

融合 了的原生质体
，
通过气相 与其它活细胞接触

，
便能明显地看到它的分裂和持续

的发育
。

影响这种效应的因子尚不清龙
，
然而在这种培养条件下

，
从 马铃薯各种融

合异核体 中获得再生体细胞杂种 的愈伤组织是可能的
。

选育体细胞杂种有许多方法
。

而在获得

具有农艺性状良好的体细胞杂种时
，
选择是

一大障碍
。

要求某种突变体如白化体或抗营

养缺陷型体系胞系的选择方法不适宜于农业

生产
，
因这样的突变体对每种植物来说并不

是都能获得
，
即使能够获得也不容易

。

此

外
，
诱变处理可能对有意义的植物育种材料

起相反的影响
。

据报道的其它选择方法是机

械分离在微滴里培养的融合原生质体 ��� 。

�����
，
�����和� ���� � �������或机械分

离在白化体喂养层中培养的融合 原 生 质 体

�� “ � 。 �“ �等
，
�����或机械分离在营养缺陷

型原生质体喂养层中培养的融合 原 生 质 体

��� 。 ���等
，
�����

。

微滴培养的融合原生

质体 �����等
，
�����

。

微滴培养融合原生

制体需要一个高密度的长期预培养时间 �可

达 �天 �
。

培养 后
，
鉴别融 合的异核体和

非融合的原生质休是 比较困难的
。

本文介绍

的方法是在微滴里培养新近分离马铃薯异核

体
，
并仅通过气相与其他活细胞或原生质体

接触
，
开始它们的分裂活动

。

� 材料和方法

制备原生质体

从无菌的马铃薯嫩稍叶肉细胞或愈伤组

织制备数系的 双单倍体的 原生质体 �来 自

���一��
� � ��研究所采集的材料�

。

把这些

嫩梢培养物在��
仓

�
、

每 日光照��小时 �����

一����勒克斯 �
、

无激素的��培养基上培

养
。

由切叶获得的原生质体培养在下列酶液

中旋转的培养瓶里 �小时
，
该液是由 ��纤

维素酶����� ������和�
�

��混合酶 ���溶

合在用���调整��值为�
�

�的�
�

��甘露醉

中
。

愈伤组织培养在��℃ 、

黑暗条件下
、

含有 �毫克�升 �
�

�� 和 ��椰子乳的��琼

脂培养基上
。

由愈伤组织 材料温育 在含有

溶解于�
�

�克分子甘露醇中的 ��纤维素
、

�
�

��混合酶和 �
�

���果胶酶���组成的酶

液中��小时得到了原生质体
。

所有其他的物

理条件如叶肉细胞原生质体培养所描述的情

况一样
，
收集产生的原生质体

，
并按介绍的

方法冲洗 �� ���等�����
。

原生质体的融合和异核体的分离
�

从马铃薯两个双单倍体品系的原生质体

获得的叶肉细胞和愈伤组织
，
以 � ��的比例

混合
，
进行如前所述的融合过程 ���� �等

�����
，
但要对融合液添加������� �二

甲基亚钒� ���� �炙��和�
����

，
�����

。

添加����
，
可增加融合物的数量达���之

多
。

融合后
，
把原生质体转移到无硝酸按的
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原生质体再生培养基�一��中 ��� �����

和�����
，
�����

，
并放入直径 �厘米的塑

料培养皿里
。

如别处所介绍的一样
，
用小铲

分离异核体 ���� � ，

等�����
。

将这些分离

的异核体一起播放在�件��一��培养基后
，

经 ����小时
，
一次收集��个异核体

。

此时

易于发现异核体是居间的表现型
�

从叶肉细

胞来的绿色叶绿体和从愈伤组织原生质体来

的浓厚细胞质
。

分离异核体的培养
�

把融合的原生质体放在������ 培养皿

�件�微滴里 ����� �����
。

这些培养皿直径

为 �厘米
， �里面小室直径为 �厘米

。
当外

室充����一�� 培养基或含有大约 � � ���

马铃薯 或烟草原生质体 或愈伤组织细胞 的

����一��培养基时
，
把含有异核体的微粒

放入 内室
。

用帕拉塑料密封培养皿
，
培养在

��℃中 ，
以弱光持续照明

。

培养 �周后
，
在微

滴里添加��仆�新鲜�一��培养液
。
�周后把

肉眼可见的克隆转移到含�
�

�� ��� �� ����

琼脂糖的半固体培�一��养基上
。

再过 �

周
，
把它们转移到固体琼脂培养基上

。

再分化试验
�

为研究茎叶的再生能力
，
选择了可能为

杂种的克隆
，

为此
，

将这些可能为杂种克隆

转移至诱导结并丛
� � 。

之些后 。 产基是函各种

激素组合的 ��基本培养基
、

二分之一浓度

��培养基或�一��培养基组成
。

所用的激

素有 。
�

�一�����的�����卡氨基膘岭�或

有�
�

�������玉米素的�
�

����升����茶

乙酸� 的组合
。

也可以用各种浓度的 �节氨

基缥岭一核糖试
、

激动素
、

赤露素和玉米

素一核糖试素测试
。

愈伤组织培养在液体

培养基上或培养在补充 �
�

��琼脂或琼脂糖

培养 基上
。

这类培养试验大 多数在培养室

做
，
但也有的试验在黑暗或在很微弱的照明

条件下进行
。

乙烯试验
�

��� �氨基乙烯基甘氨酸�即一种乙烯

生物合成的抑制剂����� �和����
，
�����

，

被加入 ������ 培养皿外室原生质体或细胞

效中
，
其浓度为��

一 么

���
一 “
克分子

。

乙烯也

被用来测试
。

它是一种引起与乙烯有同样效

果的化合物������� ���和������
，
�����

。

把浓度为��
一 昌
到��

“ �

克分子这种化合物加入

培养器外室培养基中
，
但不含原生质体或细

胞
，

在这两种情况下
，
调查微滴里异核体的

生存和发育情况
，
检测原生质体各个发育时

期乙烯生成的实验
。

把每 �
�

���悬浮原生质

体���
一 “
����转移到���真空器皿 �������

中
，
并在培养器里培养

。
�� �天后后用气体

色谱仪������� ��������������
， ������

。 �叮�� ��� 。 址。 分析气相未确定 乙烯含量
。

同功酶的研究
�

在丙烯胺胶体上观察醋酶和过养化物酶

的同功酶龟泳情况
，
进一步研究中选克隆的

特性
。

为此目的
，
把中选杂种愈伤组织和相应

亲本的愈伤组织
，
放在含 ����� �� �� 和

��椰子乳 �� 琼脂培 养基上再培养
。

用

���胶体研究同功酶系
，
用��毫伏的恒定电

压进行 �刁咐的分离
，
采用�������

“ � 等

������常用两种酶系的染色方法
。

子 结果

墙养两天后
，
在微滴里机械分离的异核

体的�是活的
，
但经历了形态的变化和叶绿

体含量的减少
。
�� �天后

，

不管异核体保

持在何种培养条件下
，
可见到原生质休第一

次分裂
。
�� �天

，
依异核体被处理的情

况
，
它的 行为发生了 剧烈变化

。

培养 在

����� � 培养器内室微滴里的 体细胞杂种原

质体
，
仅用注入外室的�一��培养基处理

时开始死亡
，
而在外室用悬浮面�一��培

养基中的细胞或原生质体处理的那些确能迸

一步地 分裂
。

�����天后
，

仅用�一��培养

基处理的微滴里没有活的细胞
，
但其他处理

的培养基里
，
这些小克隆已经发育了

。

最初
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分离异核体形成的克隆达���
，
并被转移到

固体琼脂培养基中
。

当原生质体或细胞作用

于异核体时
，
使它活跃生长

，
才能察觉这些

束��激效应
。

在培养器外舅原生质体或细胞的

刺激效应
，
不仅换过异核体而且也通过马铃

薯非融合原生质体
、

烟草非融合原生质体和

������颠茄种间异核体观察到
。

一个种 的原

生质体或细胞亦能刺激活另一个种的原生质

体也是很明显的
。

例如
，

用烟草细胞处理马铃

异核体
，
就象用马铃薯细胞本身处理异核体

一样良好地发育
。

只有通过气相对存活个体

和原生质的发育有明显作用
，
因为含异核体

的微滴放在���
���培养器内室

，

与该器外室

的原生质或细胞没有浪相接触
。

近来在��多

种不同融合组合中
，
双单倍体马铃薯异核体

通过这种饲喂的方法成功地形成愈伤组织
。

把这些愈伤组织再转移到诱导器官形成培养

基上
，
以研究茎叶的再生能力

，
然而

，
没有

获得茎叶的再生组织
。

通过同功酶的研究
，

展示出��种测试中有��种愈伤组织有亲本带

杂种带居于两个亲本的中间状态
。

我们根据

这些数据推论
，
中选的克隆���是体细胞杂

种
。

通过实验证实
，

高于��
一 �

克分子���

浓度对细胞和原生质体有毒害作用
。

如果给

����� � 培养器外室的原生质体或 细胞低于

这个浓度的处理
，

则没有发现��� 对微滴里

异核体的发育有不 良影响
。

也可观察到���

的毒害浓度使异核体不能发育
，
可与该器外

室的细胞没有分裂或仅用培养基的情况相比

相反
，
培养器外室培养基中乙烯利采用任意

浓度
，
对异核体的发育不表现任何明显的良

好效应
。

同样
，
把 乙烯利加人异核体的微滴

里
，
对真存活也没有良好的反应

。

用气体色

谱法分析的结果
，

原生质体头 只天的确洋放

乙烯
，
但以后没有发现进一步生成

。

再者
，

乙烯的产生和被用来激活异核体的原生质体

发育阶段之间
，
未见任何联系

。

被用于激活

作用之前
，
培养 �天或更长时间的原生质体

在任何发育阶段导致异核体的分裂
。

� 讨论

早就有人报 道过原生 质体释放 乙烯 �

���和�����
，
�����

，
所 以认为 乙烯是影响

培养器内室异核体发育的主要因素
。

但是本

试验结果没有进一步证实这个设想
。
���即

乙烯生物合成抑制剂在浓度高于��
一 弓
�时

，

导致在培养器外室的原生质体以及异核体的

死亡
。

若���浓度较低未发现不良效应
。

相反
，
用乙烯利处理

，
对活跃生长的细胞或

原生质体没有取得良好效应
。

众所周知
，
大多

数植物的原生质体没有取得 良好效应
。

众所

周知
，

大多数植物的原生质体再生能力最适

宜的密度大约是每毫升���到��
�

个 ������

和 �了�����
，
�����

，

较高或较低的原生质

体密度导致了原生质体的发育减慢或完全不

能生长
。
������和������ ������

，
报道

乙烯利不能补偿这种异构催化作用的效应
。

这和我们实验结果是相一致的
。

在原生质进

行单独培养的宰验中
，
最适密度的原生质体

恳浮液要预先培养
，
最长可达 �周它们才可

单独培养 ��������
，
�����和� ������ �

����
。

而经过如此长期的预先培养
，
根据异

核体表型与未融合的原生质的体不同分离异

核体是有疑问的
。
� 。 ，。 � ������ 资报道另

一种有意义的培养单一原生质体的方法
。

他

们把容微滴的原生质体放进石蜡中而成功地

获得细胞克隆
，
不能排除一个激活原生质体

所必须的气态化合物是不溶于石蜡中的
，
因

在这样的培养条件下单个原生质体能激活它

们自己
。

总之
，
这些试验还没弄清楚哪个化

合物对异核体的激活所起的作用
。

与真他报

道相一致的是
，
乙烯似乎不是这个育活 剂

。

同功酶的研究表明
，
多数来 自异核体所

得到的愈伤组织
，

具有体细胞杂种特性
。

山

于再分化茎叶和植株的试验未成
，
可能原生

�下转���页 �
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������等的 ������ 模型也是一个

比较大的综合生长模型
。

这一模型是由土壤

水分平衡模型 ������� �和作物生长模

型两个亚系统组成
，

主要用于描述作物水

分管理的变化对马铃薯呼吸作用和产量的影

响
。

�
�

� 块茎大小分布模型

澳大不��亚的����� 和 �����������定

义马铃薯块茎的重量函数为不同重量等级的

块茎产量的频率分布
，
并且假定在一个成熟

的马铃薯作物群体中， 块茎的重量成正态分

布
，
这样

，
他们建立了一个预测马铃薯块茎

贡量函数的经验模型
�

���
�〕 ，
件

， 。 �� 〔��。 一 卜��一 ��一 协�〕�

〔 � 一 ��一 件�〕

在这里
，
� �。 ，

拼 � �
�

块茎重量函数
，
其

平均数件和标准差 。 � 。 ，
卜�

以标准差 � 为

单位的块茎重量和平均重量 � ����可由
“
累

积正态分布 �
、
���值表

” 一

霆出
。

该模型仅涉及两个输入数据
�

块茎的平

均重量与其标准差
，

因而使用十分方便
。

����年
，
������ 以块 茎体 积为 基础

�块 茎 体积 由通 过一 定孔 径的 筛网 来确

定 �
，
研究了马铃薯块茎的大小分布

。

他假

定块茎体积的分布亦为正态分布
，
因而也只

涉及平均体积 �件�和 标准 差 �� �两 个数

据
。

准者 �未发表资料 �在马铃薯块茎大小

及其控制的研究中发现
，
按重量分级的块

节
，
�七块茎的数目呈指数分布

�

����� � 一 �一
认�〕

在这里
，
�

�

块草数量分布的频率 � �� 重

录级别中的 仁限 � 入
� ��块茎平均

重量
。

因为已发现块茎的数量和平均重量与密

度
、 ，
兄

，
种及某些栽培环境条件有关

，

亦可进

行预测
，
或者通过现场取样调查获得这两个

数据
，
所以上述块茎重量的分布模型具有一

定的实用价值
。

对马铃薯病虫害发生
、

流行以及与产量

损失的关系的模型 也有 不少 报道 � �
���

��迁双备�呈皿�令
，
王��� � �����

，
������

�
耐 �助示

，
玲叔�

。
数学模型在马铃薯作

物王的应用与研究正逐步走尚深入
。

通过回顾数学模型在作物方面的研究与

发展
，

我们可以看到
，
��多年来

，
数学模型

经厉了一个由简单到复杂再到简单的过程
。

这主要是因为大型的计算程序模拟模型运转

比较复杂
，
设备费用昂贵

，
不适于大范围的

推广应用
。

同时
，「

比较简单的数学模型有时

也网
尸
达到研究的目的

，
解决生产上的实际问

题
，
并且只要一般的计算器即可

，
各种

�

数

据的取得亦比较简单
，
容易理解

，
容易计

算
，
便于推广

，
因而这类模型 目前

�

呈发展趋

势
。

�上接���页�

质体的来源是重要的
。

众所周知
，
在愈伤组

织和细胞致悬浮液中染色体的高度畸形是导

致减弱细胞再分化能力的原因
。

在未来马铃

薯杂交试验中
，
只有叶肉细胞的原生质体才

能被融合
。

已经提出了一个产生马铃薯体细

胞杂种的体系
，
在这个体系中

，

只有表现型相

似
、

来自不同亲本的叶肉细胞原生质体
，

并结

果电刺激融合法才能被应用 ���������等
，

�����
。

朱克寅 译 李雅志 校

译自 《 ����� �������� 》
����

，
�� ��� �������


