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棉花原生质体培养和原生质体对称融合研究 *
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  根据增加棉花基因库多样性的迫切需要,棉花

改良计划正在转向于多种分子育种技术的应用和资

源的利用。丰富的棉花野生种(Gossypiumspp.)是
栽培棉遗传改良重要的种质资源和更新资源,并成

为宝贵的遗传资源库,野生棉研究利用对栽培棉的

遗传改良有着重大的现实和理论意义及潜在的应用

价值。由于野生种和栽培种亲缘关系较远,杂交往

往很难成功,或者F1代没有育性,或者育性很低。
寻求把野生棉的有益基因转入到栽培种中去的途径

对于栽培棉种的遗传改良具有重要意义。利用生物

技术进行棉花的种质资源创新是一条有效途径,笔
者拟通过体细胞培养、原生质体培养和原生质体融

合创造新的棉花种质。本研究内容主要涉及到野生

棉的体细胞胚胎发生和植株再生;陆地棉和野生棉

的原生质体培养及植株再生;栽培棉种和野生棉的

原生质体对称融合及杂种植株再生。本研究取得的

主要结果如下:

1.系统研究了影响野生棉愈伤组织诱导、胚胎

发生和植株再生的影响因素,首次从野生棉获得体

细胞再生植株,并将建立的技术方法应用于其他野

生种获得成功。从9个野生棉种中诱导出愈伤组

织,其 中 从 G.davidsonii,G.klotzschianum,G.
raimondii和G.stocksii愈伤组织通过体细胞胚胎

发生得到正常的再生植株。从G.aridum 也可以得

到形态不正常的再生植株。G.anomalum,G.afri-
canum,G.thurberi和G.bickii的愈伤组织仍处于

非胚性状态。详细地研究了胚性愈伤组织的诱导和

保存、促进体细胞胚成熟和植株再生与移栽的方法

和途径,基本建立起一套适合野生棉体细胞培养操

作程序。其中2,4-D/KT对所有供试棉种愈伤组织

诱导都很有效;不同激素组合、糖源、悬浮培养、环

境胁迫等能够不同程度地促进胚性愈伤组织形

成、体细胞胚成熟、萌发和植株再生;野生棉的胚

性愈伤组织在含有IBA0.984μmol/L,KT0.232

μmol/L的 MSB固体培养基上保存4a以上,仍然

具有分化能力,这样就可以提供大量的试验材料。

2.详细分析了影响棉花原生质体培养及植株再

生的因素,打破了仅能从陆地棉胚性悬浮系分离原

生质体再生植株的局面;将建立的技术应用于野生

棉原生质体培养,首次实现了从野生棉种原生质体

再生植株。重点分析了原生质体分离的酶液组合,
培养密度和激素组合等因素对原生质体持续分离、
愈伤组织再生的影响,建立起比较成熟的原生质体

培养体系。从2个陆地棉品系(Coker201和YZ1)
的多个不同外植体(胚性细胞悬浮系、胚性愈伤组

织、体细胞幼胚、下胚轴、幼根和叶片)分离原生质体

进行培养。其中Coker201的6个外植体来源的原

生质体培养都得到再生植株,但是不同来源的原生

质体的植板率差异显著。胚性细胞悬浮系分离的原

生质体的植板率为10%,胚性愈伤组织和体细胞幼

胚分离的原生质体的植板率为6%,下胚轴、幼根和

叶片分离的原生质体的植板率不到2%。从YZ1的

胚性细胞悬浮系、胚性愈伤组织、体细胞幼胚分离的

原生质体培养得到再生植株,植板率比Coker201
相同来源的低1%~2%。

从野生棉G.klotzschianum 的体细胞幼胚和胚

性细胞悬浮系分离的原生质体进行培养得到再生植

株,植板率为6%~8%,RAPD分子标记扩增结果

分析表明,这些再生植株具有遗传同质性。

3.首次通过细胞融合获得棉花种间体细胞杂

种,为棉花新种质创造提供了全新的技术途径。本

研究中开展了8个组合的原生质体在电场介导的融



 第6期 孙玉强:棉花原生质体培养和原生质体对称融合研究  

合。Coker201+G.klotzschianum,Coker201+G.
davidsonii,Coker201+G.bickii,Coker201+G.
stockii这4个组合再生出形态上介于融合双亲之

间、偏向于野生棉亲本的植株。细胞学和细胞流式

仪检测表明,再生植株是六倍体或近六倍体的非整

倍体,为体细胞杂种。RAPD和其他分子标记分析

表明,检测的大多数再生植株扩增带型含有双亲之

和。Coker201+G.klotzschianum,Coker201+G.
davidsonii这2个组合的杂种植株可以在温室里开

花,而在室外比较困难;Coker201+G.bickii,Coker

201+G.stockii在室外的秋季和冬季的温室里开花

结铃。这些组合的育性比较高,可能与光周期反应

有关。同时,得到G.arboreum+G.stockii的杂种

愈伤组织,这种愈伤组织分化困难。

4.从野生棉的体细胞培养、胚胎发生,野生棉原

生质体培养和野生棉和栽培种体细胞杂种再生3个

方面研究了促进有关野生棉通过体细胞胚胎发生得

到再生植株的多个影响因子,以提高野生棉再生频

率,扩大野生棉种再生范围。
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Inlightofthecriticalneedtoincreasegeneticdiversityinthegenepool,cottonimprovementpro-
gramsareincreasinglyturningtotheapplicationofmolecularapproachestobreedingandgermplasmuti-
lizations.Theabundantspeciesofwildcotton(Gossypiumspp.)areanimportantrenewableresources
andhavebeenthevaluablegeneticgermplasmsforcottongenenticimprovement,andwhichhasbeensig-
nificantintherealityandtheory,potentialintheapplication.Itisverydifficulttowidecrossbetweencul-
tivarsandwildspeciesforthedistantrelationship,ornofertilityofF1hybrids,orverylowfertility.Ap-
plicationofbiotechnologyisaneffectivewayfordevelopingnewgermplasmincotton,andweaimtode-
velopnewsourcesofcottongermplasmviasomaticcellculture,protoplastcultureandprotoplastfusion.
Ourstudiesinvolvedsomaticembryogenesisandplantregenerationinwildcottonspecies,protoplastcul-
tureinGossypiumhirsutum L.andwildspecies,protoplastfusionbetweencultivarsandwildspecies.
Themainresultsofthisresearchwereasfollows:

1.Calliwereinducedfrom9wildcottonspecies.Amongthem,thenormallyregeneratedplantswere
obtainedfromG.davidsonii,G.klotzschianum,G.raimondiiandG.stocksiiviasomaticembryogenesis,

regeneratedplantswithabnormalmorphologyfromG.aridum.Onlynon-embryogeniccalliwereob-
tainedfromG.anomalum,G.africanum,G.thurberiandG.bickii.Westudiedthemethodsandfactors
forembryogeniccallusinductionandconservation,improvingsomaticembryosmaturationandgermina-
tion,plantregenerationindetailed,andthenanewandelementaryprotocolhasbeendevelopedforso-
maticcellculture,mainlysomaticembryogenesisandplantregenerationinwildcottonspecies.Thecom-
binationof2,4-D/KTwasveryusefulforcallusinductioninalltestedwildspecies.Differentcombina-
tionsofPGR,sugarsources,suspensioncultureandenvironmentalstressetcimprovedtheformationof
embryogeniccallus,thematurationandgerminationofsomaticembryos,andplantregenerationtosome
degree.EmbryogeniccalliofwildspeciessubculturedandconservedonMSBsemi-solidmediumsupple-
mentingwithIBA0.984μmol/L,KT0.232mol/Lfor4yearsstillhavethecapabilityofdifferentiation
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andprovideamassofmaterials.Itisthefirstreportofregenerationofplantsviasomaticembryogenesis
inmanywildcottonspecies.

2.Protoplastswereisolatedfromdifferentexplantsof2species(Coker201andYZ1)inGossypium
hirsutumL.(embryogeniccellsuspensionculture,embryogeniccallus,immaturesomaticembryos,hypo-
cotyls,youngrootsandleaves).Plantsregeneratedfromculturedprotoplastsof6explantsinCoker201,

buttheplatingfrequenciesofprotoplastsfromdifferentexplantsvariedsignificantly.Theplatingfre-
quencyofsuspensionculture-protoplast,embryogeniccallus-andsomaticembryo-protoplast,hypocotyl-
youngroot-andleaf-protoplastwas10%,6%,lessthan2%.Theplatingfrequenciesofplantsregenerated
formprotoplastculturesisolatedfromembryogenicsuspensioncultures,somaticembryosandembryo-
geniccallusinYZ1werelower(1%-2%)thanthatofplantsregeneratedfromsameexplantsinCoker
201.

Plantsregeneratedfromprotoplastsisolatedfromsomaticembryosandembryogenicsuspension
culturesinwildcottonG.klotzschianumwiththeplatingfrequenciesranging6%to8%.RAPDanalysis
demonstratedthattheregeneratedplantsweregeneticallyhomogeneous.

Thisstudyemphasizedonenzymecombinationsforprotoplastisolation,theinfluencesofculture
densityandPGRcombinationsetcforprotoplastssustaineddivision,callusformation,andthenapracti-
calprotocolforprotoplastcultureincottonisestablished.

3.Inthisresearch,symmetricfusionincluding8combinationsmediatedbyelectricitywascarried
out.PlantsregeneratedfromCoker201+G.klotzschianum,Coker201+G.davidsonii,Coker201+G.
bickii,Coker201+G.stockii,whichweremorphologicallyintermediatedfusionparents,apttowildcot-
tonparent.Cytologicalexaminationsandflowcytometricanalysisshowedthatallofthetestedplants
werehexaploidswithchromosomes(2n=2x=78),oraneuploidsnearing78chromosomes,thesumof
thatofparents,andweresomatichybrids.AnalysisofRAPDandothermolecularmarkersdemonstrated
thatthemajorityofregeneratedplantshaditsparents’specificbands.SomatichybridplantsofCoker
201+G.klotzschianum,Coker201+G.davidsoniifloweredandsetbollsingreenhouse,butdifficultly
floweredoutsideinthefield.SomatichybridplantsofCoker201+G.bickii,Coker201+G.stockiiflow-
eredandsetbollsatfallinthefieldandatwinterinthegreenhouse.Thefertilityoffoursomatichybrids
wascomparativelyhigh,perhapsrelatedwithphotoperiodresponse.Somatichybridcalluswasobtained
fromG.arboreum +G.stockii,butthiscallusdifferentiatedverydifficultly.Itisthefirstreportonpro-
ductionofsomatichybridplantsbetweencultivarsandwildspeciesviaprotoplastfusionincotton.

4.Inthisresearch,westudiedvariousfactorsineffortstoimprovesomaticembryogenesisandplant
regenerationinwildcottonsthrough3aspectsofsomaticcellculture,protoplastcultureinwildcotton
speciesandregenerationofsomatichybridsbetweenwildspeciesandcultivars,inordertoimprovetheef-
ficiencyofregenerationinwildcottonspeciesandbroardentherangeofwildspeciesinwhichplantre-
generatedviasomaticembryogenesis.

Keywords wildcotton;GossypiumhirsutumL.;G.arboreumL.;somaticembryogenesis;proto-
plastculture;plantregeneration;somatichybrid
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