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摘要  [ 目的] 筛选小麦成熟胚愈伤组织诱导的最适培养条件。[ 方法] 采用正交设计试验 ,以2 个小麦品种扬辐2 号和皖麦41 的成熟
胚为外植体 , 研究不同基本培养基和激素配比对愈伤组织诱导的影响。[ 结果] 在MS、1/ 2 MS、N6 3 种基本培养基中 ,1/ 2 MS 对小麦成熟

胚愈伤组织诱导效果最好。IAA 对扬辐2 号成熟胚愈伤组织诱导有一定的影响 ,KT 对皖麦41 成熟胚愈伤组织诱导作用显著。1/ 2 MS+
2 ,4- D4 .0 mg/ L, 愈伤组织质量最好。不同小麦品种成熟胚离体培养力存在着差异 , 皖麦41 优于扬辐2 号。[ 结论] 该研究为小麦成熟胚
离体培养提供了参考。
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Studies on Opti mizing the Culture Condition of Wheat Mature Embryo i n vitro
WU Mei-jin et al  ( Anhui Agricultural University , Hefei , Anhui 230036)
Abstract  [ Objective] The ai mof this study was to opti mize the culture condition of wheat mature embryo in vitro . [ Method] Two wheat varieties were
used to study the factors affecting call us i nduction of mature embryos fromdifferent media and hormone proportions by using orthogonal design .[ Result] A-
mong three basic mediumof MS,1/ 2 MS and N6 ,1/ 2 MS was the opti mal mediumfor call us induction of mature embryo in wheat . IAA had better effect
for Yangfu 2 and KTfor Wanmai 41 . The opti mummediumfor quality of callus was 1/ 2 MS +2 ,4- D4 .0 mg/ L. There were differences i ncallus induction
of mature embryos among different genotypes . And the induction activity of Wanmai 41 was better thanthat of Yangfu 2 .[ Concl usion] The study provi ded
basis for culture of wheat mature embryo in vitro .
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  通过组织培养诱导小麦产生突变体或进行转基因的研

究越来越受到科研工作者的重视[ 1 - 3] 。人们多以小麦的幼

胚、幼穗作为外植体进行离体培养, 因其愈伤组织的诱导率

较高, 分化成苗能力也较强[ 4 - 6] 。小麦成熟胚的愈伤组织诱

导率较低, 且难以分化成苗。但小麦成熟种子保存期长, 取

材不受季节、时间及发育阶段的限制, 以成熟胚作为外植体

进行离体培养有一定的应用价值。笔者采用正交设计研究

不同基本培养基和激素配比对小麦成熟胚愈伤组织诱导的

影响, 以期筛选出最适培养条件, 为小麦生物技术育种及相

关研究提供参考。

1  材料与方法

1 .1 试验材料 以扬辐2 号和皖麦41 的成熟胚为材料。

1 .2  试验设计  以1/2 MS 、MS 和 N6 为基本培养基 , 添加

0 .5g/ L 水解乳蛋白和30 g/ L 蔗糖,pH 值5 .8 。3 种激素为

2 ,4- D、KT、I AA。试验因素和水平见表1。

表1 L9(3
4) 正交试验的因素和水平

Table 1 Factors andlevels of L9(3
4) orthogonal test

水平

Level

因素Factor
A( 基本培养基)

Basic medium

B

(2 ,4- D)

C

( KT)

D

(IAA)
1 1/ 2 MS 4 .0   0   0

2 MS 6 .0 2.0 0 .5

3 N6 8 .0 4.0 1 .0

 注 : 激素浓度单位为 mg/ L。

 Note : The unit of hor mone concentrationis mg/ L .

1 .3 接种及培养 选取籽粒饱满、大小一致、无病虫的小麦

种子 , 用自来水冲洗数次。75 % 酒精消毒5 min , 再用0 .1 % 升

汞消毒25 min , 无菌水冲洗6 次后继续浸泡18 h。在超净工

作台上对吸胀的种子用75 % 酒精消毒2 min ,0 .1 % 升汞消毒

15 min , 无菌水冲洗4 次, 剥取成熟胚 , 划伤胚芽、胚根, 盾片

向上接种于培养基。每个处理重复6 次, 每瓶接种10 枚成熟

胚,( 25 ±2) ℃暗培养。

1 .4 数据分析 出愈率( %) =
形成愈伤组织块数

接种成熟胚数
×100 %

( 1)

愈伤组织平均鲜重( g/ 块) =
愈伤组织总重
愈伤组织块数

( 2)

采用Excel 进行数据处理 , 试验设计和统计分析参考文

献[ 7] 进行。

2  结果与分析

2 .1 不同培养条件对成熟胚出愈率的影响

2 .1 .1 不同培养条件对扬辐2 号成熟胚出愈率的影响。以

小麦品种扬辐2 号的成熟胚为外植体接种于表2 中9 种培养

基上, 接种后3 d 开始产生愈伤组织,5 d 可见明显的愈伤组

织块, 最高出愈率达到98 % 以上。由表2 可知, 当基本培养

基为1/ 2 MS 时, 扬辐2 号的出愈率最高, 为95 .0 % ～98 .3 % ;

在 MS 培养基上, 出愈率为90 .0 % ～95 .0 % ; 在N6 培养基上 ,

出愈率较低, 为75 .0 % ～86 .7 % 。2 ,4- D 浓度为4 .0、6 .0 、8 .0

mg/ L 时, 平均出愈率分别为92 .8 % 、90 .5 % 、87 .8 % 。KT 浓

度为0、2 .0 、4 .0 mg/ L 时, 平均出愈率分别为91 .1 % 、89 .4 % 、

90 .6 % 。I AA 浓度为0 、0 .5、1 .0 mg/ L 时 , 平均出愈率分别为

87 .2 % 、92 .8 % 、91 .1 % 。对出愈率进行直观分析, 由极差 R

大小可知影响出愈率因素的重要程度,4 个因素依次为基本

培养基( A) > IAA( D) > 2 ,4- D( B) > KT( C) 。对试验结果进行

方差分析( 表3) ,A 因素( 基本培养基) 间的差异达0 .01 显著

水平, 其余因素不显著。由多重比较结果可知, 在9 个处理

组合中 ,A1B2C2D2 出愈率最高, 为98 .3 % ; 其次为 A1B1C1D1 ,

达96 .7 % ;A1B3C3D3 和 A2B1C2D3 出愈率均达到95 .0 % 。

2 .1 .2 不同培养条件对皖麦41 成熟胚出愈率的影响。以小

麦品种皖麦41 的成熟胚为外植体接种于9 种培养基上, 接种

后5 d 最高出愈率达到100 % 以上。由表4 可知 , 当基本培养
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表2 扬辐2 号成熟胚出愈率正交试验结果

Table 2 Theorthogonal test results of thecallus rate of mature embryoin

Yangfu2

处理号

Treatment No .
A B C D

出愈率∥%

Callus rate
1   1   1   1   1  96 .7 abA

2 1 2 2 2 98 .3 aA

3 1 3 3 3 95 .0 abAB

4 2 1 2 3 95 .0 abAB

5 2 2 3 1 90 .0 abAB

6 2 3 1 2 93 .3 abAB

7 3 1 3 2 86 .7 abAB

8 3 2 1 3 83 .3 bAB

9 3 3 2 1 75 .0 bB
K1 290 .0 278 .4 273 .3 261 .7
K2 278 .3 271 .6 268 .3 278 .3
K3 245 .0 263 .3 271 .7 273 .3

K1 96 .7 92 .8 91 .1 87 .2

K2 92 .8 90 .5 89 .4 92 .8

K3 81 .7 87 .8 90 .6 91 .1

R 15 .0 5 .0 1 .7 5 .6

 注 : 不同小写、大写字母分别表示差异在0 .05 、0 .01 水平显著。下同。

 Note : Different lowercases and capital letters mean significant differences at

0 .05 and 0 .01 levels , respectively . The same as below.

表3 扬辐2 号成熟胚出愈率方差分析

Table 3 Variance analysis onthecallus rateof matureembryoin Yangfu2

变异来源

Variationsource
df SS MS F

区组间Among blocks  5   81 .48   16.30  0 .14

A 2 2 181 .48 1 090.74 9 .52 * *

B 2 225 .92 112.96 0 .99

C 2 25 .92 12.96 0 .11

D 2 292 .59 146.30 1 .28

误差Error 40 4 585 .20 114.63

总Total 53 7 392 .59

 注 : * 、* * 分别表示差异达0 .05 、0 .01 显著水平。下同。

 Note : * and * * standfor the significant difference at 0 .05 and 0 .01 level .

The same as below.

基为1/ 2 MS 、MS、N6 时, 平均出愈率分别为96 .7 % 、93 .3 % 、

91 .1 % 。2 ,4- D 浓度为4 .0 、6 .0、8 .0 mg/ L 时, 平均出愈率分别

达95 .0 % 、94 .4 % 、91 .7 % 。KT 浓度为0 、2 .0 、4 .0 mg/ L 时, 平

均出愈率分别达95 .5 % 、94 .4 % 、91 .1 % 。IAA 浓度为0 、0 .5 、

1 .0 mg/ L 时 , 平均出愈率分别为93 .9 % 、93 .9 % 、93 .3 % 。对

出愈率进行直观分析, 由极差 R 的大小可知影响出愈率的重

要程度 ,4 个因素依次为基本培养基( A) > KT( C) > 2 ,4- D( B)

> IAA( D) 。对试验结果进行方差分析( 表5) ,A 因素( 基本培

养基) 和C 因素( KT) 差异达0 .05 显著水平, 其余2 个因素不

显著。由多重比较结果可知, 在9 个处理组合中, A1B1C1D2

出愈率最高 , 为100 % ; 其次为 A1B2C2D2 , 出愈率达98 .3 % ;

A2B1C2D3 的出愈率达到95 .0 % 。

2 .2 不同培养条件对成熟胚愈伤组织平均鲜重的影响

2 .2 .1 不同培养条件对扬辐2 号成熟胚愈伤组织平均鲜重

的影响。由表6 可知,A 因素的极差最大。4 个因素对愈伤

组织平均鲜重的影响依次为基本培养基( A) > IAA( D) > KT

( C) > 2 ,4- D( B) 。当培养条件为1/ 2 MS + 2 ,4- D 8 .0 mg/ L +

IAA 0 .5 mg/ L 时 , 愈伤组织平均鲜重最高, 为0 .130 g 。

表4 皖麦41 成熟胚出愈率正交试验结果

Table 4 Theorthogonal test results of thecallus rate of mature embryoin

Wanmai 41

处理号

Treatment No .
A B C D

出愈率∥%

Callus rate
1   1   1   1   1  100 .0 aA

2 1 2 2 2 98 .3 abAB

3 1 3 3 3 91 .7 bAB

4 2 1 2 3 95 .0 abAB

5 2 2 3 1 91 .7 bAB

6 2 3 1 2 93 .3 abAB

7 3 1 3 2 90 .0 bB

8 3 2 1 3 93 .3 abAB

9 3 3 2 1 90 .0 bB
K1 290 .0 285 .0 286.6 281 .7

K2 280 .0 283 .3 283.3 281 .6

K3 273 .3 275 .0 273.4 280 .0

K1 96 .7 95 .0 95.5 93 .9

K2 93 .3 94 .4 94.4 93 .9

K3 91 .1 91 .7 91.1 93 .3

R 5 .6 3 .3 4.4 0 .6

表5 皖麦41 成熟胚出愈率方差分析

Table 5 Variance analysis onthecallus rateof matureembryoin Wanmai 41

变异来源

Variationsource
df SS MS F

区组Blocks   5 503 .7  100 .74   3 .79* *

A 2 281 .48 140 .74 5 .30*

B 2 114 .82 57 .41 2 .16

C 2 192 .59 96 .30 3 .62*

D 2 3 .70 1 .85 0 .07

误差Error 40 1 062 .97 26 .57

总Total 53 2 159 .26

表6 扬辐2 号成熟胚愈伤组织平均鲜重直观分析

Table 6 Intuitionisticanalysisontheaveragefreshweight of calli of mature

embryosin Yangfu2

因素

Factor
K1 K2 K3 K1 K2 K3 R

A 0 .376 0 .242 0 .206 0.125 0 .081 0 .069 0 .056

B 0 .263 0 .279 0 .282 0.088 0 .093 0 .094 0 .006

C 0 .264 0 .292 0 .268 0.088 0 .097 0 .089 0 .009

D 0 .302 0 .234 0 .288 0.101 0 .078 0 .096 0 .023

2 .2 .2 不同培养条件对皖麦41 成熟胚愈伤组织平均鲜重的

影响。由表7 可知,4 个因素对愈伤组织平均鲜重的影响依

次为基本培养基( A) > 2 ,4- D( B) 、KT( C) > I AA( D) ; 当培养条

件为 MS+ 2 ,4- D4 .0 mg/ l + KT 2 .0 mg/ l + IAA 1 .0 mg/ l 时, 愈

伤组织平均鲜重最高 , 为0 .233 g 。

2 .3  不同小麦品种成熟胚愈伤组织诱导的差异  由图1 可

知, 扬辐 2 号、皖麦41 成熟胚平均出愈率分别为90 .4 % 、

93 .7 % , 后者比前者高3 .3 % 。在不同培养条件下 ,2 个小麦

品种的出愈率基本接近, 差异不是太大。但是2 个品种愈伤

组织质量有较大的差异 , 扬辐2 号、皖麦41 成熟胚愈伤组织

平均鲜重分别为0 .091、0 .169 g/ 块。由图2 可知, 在9 个试验
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表7 皖麦41 成熟胚愈伤组织平均鲜重直观分析

Table 7 Intuitionisticanalysisontheaveragefreshweight of calli of mature

embryosin Wanmai 41

因素

Factor
K1 K2 K3 K1 K2 K3 R

A 0 .604 0 .591 0 .327 0.201 0 .197 0 .109 0 .092
B 0 .558 0 .486 0 .478 0.186 0 .162 0 .159 0 .027
C 0 .463 0 .544 0 .515 0.154 0 .181 0 .172 0 .027
D 0 .464 0 .530 0 .528 0.155 0 .177 0 .176 0 .022

图1 不同培养条件对扬辐2 号和皖麦41 出愈率的影响

Fig .1  Effects of different culture conditions on the calli rate of

Yangfu2and Wanmai 41

图2 不同培养条件对扬辐2 号和皖麦41 愈伤组织平均鲜重的影响

Fig .2  Effects of different culture conditions on the average fresh

weight of calli in Yangfu2and Wanmai 41

处理中皖麦41 愈伤组织鲜重都明显高于扬辐2 号。由所观

察的愈伤组织颜色和组织质量可知,2 个小麦品种在1/ 2 MS

+ 2 ,4- D 4 .0 mg/ L 培养条件下愈伤组织质量较好, 颜色呈乳

黄色。

3  结论与讨论

( 1) 小麦成熟胚愈伤组织的诱导受多种因素的影响。基

本培养基是最重要的影响因素, 而激素类型和配比对诱导效

果也有一定的影响。试验结果表明, 基本培养基对2 个小麦

品种成熟胚愈伤组织诱导影响最大, 在所采用的3 种基本培

养基中1/ 2 MS 培养效果最好。对于激素类型和配比, 不同

小麦品种有不同的要求。该试验中,IAA 对扬辐2 号成熟胚

愈伤组织的诱导有一定的影响,KT 对皖麦41 的作用明显。

( 2) 不同培养条件对小麦成熟胚愈伤组织质量有很大的

影响。在不同基本培养基和不同激素水平下, 小麦成熟胚愈

伤组织质量存在明显差异。其中, 以1/ 2 MS 为基础培养基、

4 .0 mg/ L 2 ,4- D 时, 诱导的愈伤组织质量最好。

( 3) 综合2 个小麦品种成熟胚愈伤组织诱导率和愈伤组

织质量的试验结果, 初步认为适合2 个品种的基本培养条件

为1/ 2 MS + 2 ,4- D 4 .0 mg/ L。在此基础上, 可依据不同品种

对不同激素的反应, 适当调节其他激素水平。

(4) 不同小麦品种成熟胚离体培养力存在着差异, 皖麦

41 成熟胚离体培养力优于扬辐2 号。因此, 筛选适合小麦成

熟胚组织培养的品种对愈伤组织的成功诱导非常重要。
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