
中国农业科学 usssovvkul}|{∗ tss
≥¦¬̈±·¬¤� ªµ¬¦∏̄·∏µ¤≥¬±¬¦¤

原生质体电融合再生柑橘属间

四倍体体细胞杂种
α

刘继红o邓秀新
k华中农业大学作物遗传改良国家重点实验室o武汉 wvsszsl

Προδυχτιον οφΤετραπλοιδ Ιντεργενεριχ Σομ ατιχ

Ηψβριδ Πλαντσ ς ια Προτοπλαστ Ελεχτροφυσιον ιν Χιτρυσ

�¬∏�¬«²±ªo⁄ ±̈ª ÷ ¬∏¬¬±

kΝ ατιοναλΚ εψ Λαβορατορψ οφ Χροπ Γενετιχ Ιμ προϖεμ εντσo

Η υαζηονγ Αγ ριχυλτυραλΥνιϖερσιτψo Ω υηαν  430070l

Αβστραχτ}� ¶̈²³«¼¯̄ ³µ²·²³̄¤¶·¶²©≤«¤±ª¶«²∏ ®∏° ∏́¤·kΦορτυνελλα οβοϖατα l º µ̈̈

©∏¶̈§ ¨̄ ¦̈·µ¬¦¤̄ ¼̄ º¬·« °̈¥µ¼²ª̈ ±¬¦³µ²·²³̄¤¶·¶²©⁄¤±¦¼ ·¤±ª̈ µ¬±¨ kΧιτρυσ ρετιχυλατα lq

° ¤̄±·¶ º µ̈̈ ²¥·¤¬± §̈ ¤©·̈µ ¦∏̄·∏µ̈ ²© ·«̈ ©∏¶¬²±2·µ̈¤·̈§ ³µ²·²³̄¤¶·¶q ≤¼·²̄ ²ª¬¦¤̄

¬̈¤°¬±¤·¬²±¶ ¶«²º §̈ ·«¤··«̈ ³̄¤±·¶ º µ̈̈ ·̈·µ¤³̄²¬§¶ º¬·« vy ¦«µ²°²¶²° ¶̈q � � °⁄

¤±¤̄¼¶¬¶¬±§¬¦¤·̈§·«¤··«̈ ³̄¤±·¶«¤§¥¤±§¶¶³̈ ¦¬©¬¦·² ·«̈ ©∏¶¬²± ³¤µ·± µ̈¶¬± ·«̈ ³µ¬° µ̈¶

k� °� 2sw ¤±§ � °� 2szl ¦«²¶̈± ©²µ √ µ̈¬©¼¬±ª «¼¥µ¬§¬·¼ ²© ·«̈ ³̄¤±·¶q × «̈ µ̈¶∏̄·¶

§̈ °²±¶·µ¤·̈§ ·«¤··̈·µ¤³̄²¬§ ¬±·̈µª̈ ± µ̈¬¦¶²°¤·¬¦«¼¥µ¬§ ³̄¤±·¶«¤√¨ ¥̈ ±̈ µ̈¦²√ µ̈̈§ ¥¼

©∏¶¬²± ²©³µ²·²³̄¤¶·¶¥̈ ·º ¨̈ ± ®∏° ∏́¤·¤±§¦¬·µ∏¶q

Κεψ ωορδσ}Φορτυνελλα οβοϖατα ~≤¬·µ∏¶~°µ²·²³̄¤¶·~∞¯̈ ¦·µ²©∏¶¬²±~≥²°¤·¬¦«¼¥µ¬§¶

关键词}金柑~柑橘~原生质体~电融合~体细胞杂种

中图分类号}≥yyy~± vwv 文献标识码}�  文章编号}sxz{2tzxukussslsu2ss|{2sv

自 � «ª¤º¤µ¤等kt|{xl得到枳与 × µ²√¬·¤甜橙属间体细胞杂种植株近 tx年来o已得到

了约 txs例柑橘体细胞杂种1v2o其中有种!属间有性和嫁接亲和的组合o也有有性和嫁接均

不亲和的属间!族间组合∀这些体细胞杂种的获得o丰富了柑橘的种质资源库o为育种提供了

可供选择和利用的新型试材∀ 本文报道的是最近获得的一例金柑与柑橘属间体细胞杂种∀

t 材料与方法

tqt 材料

丹西红橘kΧιτρυσρετιχυλατα l愈伤组织悬浮系继代 v次后o于第 z∗ ts天时取愈伤组织
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分离原生质体~长寿金柑kΦορτυνελλα οβοϖατα l种子播种于 � × 基本培养基k含 vsªÙ�蔗糖

和 sqzh 琼脂l中o播种后 us∗ vs§左右取充分展开的叶片分离叶肉原生质体∀

tqu 方法

吸取 tª左右愈伤组织放入 tx°° ≅ ys°° 培养皿中o加入 tqx°¯酶液kth 纤维素酶

� ±²½∏®¤ � 2tsn uh 果胶酶 ≥ µ̈√¤n tuq{h 甘露醇n sqtuh � ∞≥n sqvyh ≤¤≤ ūo³� xqyo过

滤灭菌l和等体积的 sqz° ²̄Ù�∞� ∞ 培养基1� × n sqxªÙ�麦芽提取物k� ∞l n uwsªÙ�蔗

糖2ou{ε 放在低速kuyµÙ°¬±l摇床上酶解 us«∀ 将叶片切成 t∗ u°° 宽的小条后放入 ux°¯

三角瓶中o酶液组成及酶解条件同愈伤组织∀ 原生质体纯化方法参照 �µ²¶¶̈µ等1w2的方法∀

融合方式为电场诱导融合o� ≤ 为 zx∂ Ù¦°o作用时间 ys¶~⁄≤ 为 tuxs∂ Ù¦°ox次脉冲o

间隔时间 t¶∀采用液体浅层培养方法培养原生质体∀待细胞团长到肉眼可见时o转入∞� ∞xss

培养基k� × n xss°ªÙ�� ∞n xsªÙ�蔗糖n sqzh 琼脂lo长出的胚状体转入 ∞� ∞txss培养

基k� × n txss°ªÙ�� ∞n xsªÙ�蔗糖n sqzh 琼脂lo生芽培养基为 � × n sqt°ªÙ��� �

n sqx°ªÙ��� n sqx°ªÙ��× n uxªÙ�蔗糖n sqzh 琼脂∀ 生根培养基为 tÙu� × n

sqt °ªÙ���� n sqx °ªÙ��� � n sqx ªÙ�活性炭n uxªÙ�蔗糖n sqzh 琼脂∀再生植株

染色体检查!⁄�� 提取!°≤ � 扩增和电泳检测与以前的报道相同1t2∀

u 结果与分析

uqt 融合再生植株

电场诱导的原生质体融合产物培养到第 z∗ ts天时o原生质体恢复第 t次分裂o随着培

养过程的进行o分裂的细胞不断增多o第 us天时能观察到多细胞团o此时应及时加入新鲜培

养基o以降低培养液的渗透压∀ vs§左右就能出现肉眼可见的小愈伤组织∀ 待其长到 t∗

u°° 大小时o转至 ∞� ∞xss培养基∀ vs§左右长出绿色胚状体o胚状体转至 ∞� ∞txss培养基后

迅速长大o将长到子叶期的胚状体转入生芽培养基o切下再生出的丛芽转入生根培养基ous

∗ vs§就可以长出根o得到完整植株k图版2tl∀ 本组合得到近 us棵再生植株o目前均已移入

温室o生长良好∀ 再生植株叶片长椭圆形o形状与长寿金柑相似o但叶尖形状与丹西红橘相

似o表现出杂种的特点o叶片具有翼叶k图版2xl∀

uqu 再生植株的倍性分析

从再生植株中选取 w棵进行染色体检查o结果表明它们都具有 vy条染色体k图版2ulo

是四倍体ku±� w¬� vyl植株∀

uqv 再生植株杂种特性分析

根据本室以往的研究结果o挑选 u个 ts2° µ̈随机引物k� °� 2sw和 � °� 2szl对已完成

倍性检查的 u棵植株进行杂种特性分析∀u个引物都能将长寿金柑和丹西红橘区分开o从引

物 � °� 2sw 的扩增带型图中可以看出ou 棵植株都具有双亲的特征带o其带型为双亲之和

k图版2vlo表明这 u棵植株具有融合亲本的遗传物质o为杂种起源~它们的杂种特性为引物

� °� 2sz的扩增带型进一步证实o在其扩增带型图中ou棵植株也都具有双亲的特征带k图版

2wlo但丹西红橘有 u条特征带在再生植株中未出现∀

结合细胞学和 � � °⁄ 分析的结果o可以看出所分析的 u棵植株是长寿金柑和丹西红橘

的属间四倍体体细胞杂种∀
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v 讨论

长寿金柑具有多胚特性o丹西红橘也是高度多胚品种o由于无性胚的干扰o通过有性杂

交很难得到二者间真正的杂种∀ 本研究通过原生质体融合技术成功地获得它们的体细胞杂

种o进一步说明体细胞杂交在柑橘遗传改良上具有很大的应用潜力∀柑橘异源四倍体体细胞

杂种在育种上的应用之一是作为父本用于倍性育种o与单胚二倍体品种杂交o以培育三倍体

无籽品种1x2∀ 本研究获得的异源四倍体体细胞杂种为这一工作的开展提供了可供选择和利

用的父本材料∀

� °� ⁄ 标记是鉴定体细胞杂种的有效手段o本研究应用此技术也成功地鉴定了融合再

生植株的杂种特性∀在所试用的 u个引物中o再生植株之间带型一致o基本上都是双亲之和o

只在 � °� 2sz引物中有一定的区别o这一现象在以往也已有所报道o可能是杂种植株中亲本

基因组 ⁄�� 发生重组o使与引物结合的位点发生变化所致1u2∀
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