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摘要! 以
&

个叶用芥菜
7$&44-8& ,#%8+& 89:9 ("'-"4&

品种为试材! 研究了游离小孢子培养过程中基因型% 低温预处理%

高温热激% 更新及加液和秋水仙碱等对小孢子胚状体发生的影响& 结果表明$ 有
$

个品种获得胚状体! 各品种间

胚状体产量存在显著差异! '特选九心芥( 胚产量最高)

$ "

低温预处理
!$;$. <

及
%%;%$ "

高温热激处理
!$;$. <

对诱导胚状体发生和发育有促进作用) 更新和添加培养基处理也可促进胚状体发生! 以质量浓度为
,47-7 =

*

>

',的

蔗糖起始培养
$. <

后添加等质量浓度
37-7 =

*

>

',蔗糖培养基处理效果最佳)

,;,7 ?=

*

>

#,秋水仙碱
!$;$. <

处理可

提高小孢子培养反应! 增加供试材料胚产量& 图
,

表
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参
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上叶用芥菜仍以常规品种为主!

&

"

# 传统育种获得纯系及性状稳定后代需要多代自交和后代性状选择# 所

需年限较长!

!

"

$ 利用游离小孢子培养技术获得纯合系# 从而缩短杂交育种年限# 提高选择效力# 加快优

良性状转移是当前叶用芥菜育种的重要技术方法和理想途径# 目前已在甘蓝型油菜
!"#$$%&' (')*$

# 白

菜
+"'$$%&' &',)-$."%$ ''() &/%(-($%$

# 青花菜
+"'$$%&' 01-"'&-' *+,) %.'1%&'

# 甘蓝
+"'$$%&' 01-"'&-'

等芸薹属

蔬菜作物育种中得到广泛应用!

-./

"

$ 与芸薹属其他蔬菜相比# 芥菜种
+"'$$%&' 2*(&-#

蔬菜游离小孢子培养

建立困难# 相关研究报道不多$ 目前# 在叶用芥菜小孢子离体培养技术体系方面# 也仅在金丝芥
+"#$!

$%&# 2*(&-# *+,) ,*1.%$-&.#

# 雪里蕻
+"#$$%&# 2*(&-# *+,) ,*1.%&-)$

# 结球芥
+"#$$%&# 2*(&-# *+,) &#)%.#.#

% 独

山大叶青
+"#$$%&# 2*(&-# *+,) "*30$#

等部分品种上有少量研究报道 !

0.#-

"

$ 小孢子诱导分化困难% 成胚率

低# 仍然是当前叶用芥菜游离小孢子培养技术体系建立的主要问题$ 本试验以
1

个不同叶用芥菜品种为

材料# 研究了不同遗传背景% 低温预处理% 高温热击% 培养基更新及加液% 秋水仙碱处理对小孢子胚状

体发生及发育的影响# 以期为叶用芥菜小孢子培养技术的有效利用提供参考$

#

材料与方法

!"!

材料

以&四季客家芥' &上海金丝芥' &温州芥菜' &特选九心芥' &花叶香芥菜' 等
1

个叶用芥菜品种为试

验材料$

!%#%

年和
!%##

年秋季播种# 塑料大棚内越冬后于第
!

年春季
-.$

月花期进行小孢子培养$

!"#

花蕾的选择和表面灭菌

临近开花时# 选取长度
#% 23

左右的主花序或顶部一级分枝花序于
$ !

保湿放置
&4- 5

# 醋酸洋红

染色后镜检观测小孢子发育时期# 选取单核晚期小孢子所占比例较大的花蕾(直径
!4- 33

)# 先用体积分

数为
/16

的乙醇浸泡
-" '

# 再用体积分数为
")&6

的氯化汞(

789:

!

)处理
&% 3;<

# 无菌水冲洗
1

次$

!"$

小孢子分离及培养

以质量分数为
&-6

的蔗糖
=

1

液体培养基(含
=

1

大量元素% 微量元素% 铁盐和有机成分#

(7 1)0

# 高

温灭菌)为小孢子收集培养基* 以不同蔗糖质量浓度
>?>

培养基为小孢子培养液(含
>?>

大量元素% 微

量元素% 铁盐和有机成分# 蔗糖质量浓度为
@%)%4&/%)% 8

+

?

.&

#

(7 1)0

# 过滤灭菌)$ 表面灭菌后的花蕾

放入无菌试管中+皿.&

(加约
- 3? =

1

培养基)# 用无菌玻璃棒挤压花蕾散出小孢子# 经
-0 !3

滤网过滤#

收集滤液至
&% 3?

离心管#

A%% ,

+

3;<

"&离心
- 3;<

# 弃上清# 加入
=

1

培养基重新悬浮小孢子# 离心重复

-

次$ 最后加入小孢子培养液# 用血球计数器调整小孢子浓度为
&#&%

0个+
?

"&

# 分装至
A% 33 # &1 33

培养皿#

- 3?

+皿.&

#

B+,+C;:3

膜封口#

-- !

高温热激处理
!$ D

后# 转入
!1 !

静置暗培养# 待肉眼可见

白色胚状体后# 转至
1% ,

+

3;<

"&的摇床震荡培养$

接种
-% 5

后统计胚状体数量及子叶胚比例(将胚状体分为子叶形胚和其他类型
!

种)# 用
EF<2+<

'

'

新复极差法进行显著差异性分析$

!"%

小孢子发育细胞学与形态观察

小孢子培养期间# 用
>;GH<

倒置显微镜(

IJ#%%$K

)观察小孢子细胞发育及形态变化# 并拍照记录$

!"&

胚状体分化及植株再生

将子叶胚在光下培养转绿后接种于
=

1

L%)1 38

+

?

"&

A$

卞基氨基嘌呤(

A$=M

)

N%)& 38

+

?

"&萘乙酸(

>MM

)胚

分化培养基上# 萌发出芽后再转入
=

1

N%)! 38

+

?

"&

>MM

生根培养基上# 生根形成完整植株* 分化及生根

培养基蔗糖质量浓度均为
-%)% 8

+

?

.&

# 琼脂
/)% 8

+

?

.&

#

(7 1)0

# 高温灭菌$

!"'

影响小孢子胚胎发生的单因素试验

&)A)&

低温预处理的影响 供试材料花序保湿条件下#

$ !

低温预处理
!$

#

$0

#

/! D

后分别进行小孢子

游离培养# 以不进行低温预处理为对照$

&)A)!

高温热激处理的影响 供试材料分离出的游离小孢子在
--

#

-$

#

-1 !

静置暗培养条件下分别进

行
!$

#

$0

#

/! D

热激处理# 然后转到
!1 !

继续培养# 以
!1 !

恒温培养作对照$

&)A)-

更新及添加培养基的影响 刚分离的小孢子在不同蔗糖质量浓度
>?>

培养基中
-- !

热激培养
$0

D

后# 经过更换或添加等量培养基等不同处理后转到
!1 !

继续培养# 以
>?>$&-

培养基持续培养为对

照$ 其中
>?>$@

#

>?>$&-

#

>?>$&/

培养基均以
>?>

培养基为基本培养基# 蔗糖质量浓度分别为
@%)%

-&A
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卷第
#

期

$

!

%
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"

"!()( $

!

%

&*和
*+()( $

!

%

,*

#

*)-).

秋水仙碱的影响 将质量浓度分别为
")(

"

"()(

"

/()(

"

"(()( 0$

!

%

!* 的秋水仙碱添加至
1%1"*!

小孢子培养基中" 悬浮刚分离纯化的小孢子培养
#.2.3 4

后" 转入不含秋水仙碱的
1%1""!

培养基中继

续培养" 以不含秋水仙碱培养基培养作对照#

以上各因素试验每个处理培养
!(

个花蕾的小孢子" 重复
!

次"

!( 5

后观察胚状体发生情况" 统计

胚状体总数及子叶胚数量#

6

结果与分析

!"#

叶用芥菜小孢子胚胎发生及植株再生

小孢子培养过程中" 细胞学观察发现" 刚游离的小孢子$图
*"!

%经高温热激处理后部分小孢子先是

体积膨大$图
*""

%" 之后少数膨大小孢子发生
*

次细胞分裂$图
*"#

%" 后经多次细胞分裂$图
*"$

%"

继续发育形成球形胚" 心型胚$图
*"%

%和鱼雷型胚$图
*"&

%等" 将光照条件下培养转绿的子叶型胚$图

*"'

"

*"(

%转入固体培养基进行胚萌发& 分化& 生根后获得再生植株$图
*")

%#

!"!

基因型对小孢子胚状体诱导的影响

由表
*

可知' 供试品种游离小孢子经
!! #

高温处理
6. 4

" 有(上海金丝芥)(特选九心芥)(花叶香芥

菜)

!

个品种产生胚状体# 不同基因型材料间胚状体产量差异显著" 同时还发现产胚数量多的材料" 子

叶胚所占比例也相应较高#(特选九心芥)出胚总数最多" 平均产胚
6)6(

个!蕾 !*

" 子叶胚比例也高达

/()(7

*(花叶香芥菜)获得胚状体数量最少" 平均产胚
(8##

个!蕾!*

" 子叶胚比例仅为
!.)+7

* 而 (四季

客家芥)(温州芥菜)未能诱导出胚" 经
!! #

热激培养
. 4

后" 显微镜下观察到上述两品种有少量小孢子

膨大现象" 但之后未见有进一步的细胞分裂#

9

' 刚分离的小孢子*

99

' 开始膨大的小孢子*

999

' 小孢子的第
*

次分裂*

9:

' 小孢子多细胞团*

:

' 心型胚*

:9

鱼雷型胚*

:99

' 子叶型胚*

:999

' 子叶型胚*

9;

' 再生苗#

图
"

叶用芥菜小孢子离体培养过程中胚的发育及植株再生过程

<=$>?@ * A@B@CDE0@FG DH @0I?JDK LF5 ECLFG ?@$@F@?LG=DF 5>?=F$ 0=M?DKED?@K M>CG>?@ =F !"#$$%&' ()*&+' BL?) ,-.%-$'

吴慧敏等' 叶用芥菜小孢子离体培养条件 !*+
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不同基因型叶用芥菜小孢子胚胎发生的差异

&'()* + ,-..*/*01*2 3. 4-1/3253/* *4(/637*0*2-2 -0 8-..*/*09 7*03965*2 3. !"#$$%&' ()*&+' :'/; ,-.%-$'

品种 接种蕾数
<

个 接种皿数 出胚数
<

!个"雷=+

# 子叶胚比例
<>

$四季客家芥%

?% +% %;%% 8 %

$上海金丝芥%

?% @ %;A$ ( $%;B

$温州芥菜%

?% @ %;%% 8 %

$特选九心芥%

?% C !;!% ' A%;%

$花叶香芥菜%

?% @ %;!! 1 ?$;D

说明&

,E01'0

%

2

新复极差测验' 不同小写字母为差异表达水平!

/＜%;%A

#(

"#$

低温预处理对胚状体诱导的影响

从表
!

可以看出& 低温处理
!$F$C G

条件下供试材料产胚数量较高($上海金丝芥%最佳低温预处理

时间为
$C G

' 平均出胚
%;CC

个)蕾!+

' 为对照的
+;A

倍*$特选九心芥% 经
!$F$C G

低温预处理胚状体发生

能力明显提高' 但随着时间延长至
D! G

' 出胚数由
!;AD

个)蕾!+ 减少至
+;A@

个)蕾!+

' 产胚能力明显下

降* 与对照相比'$花叶香芥菜%低温预处理胚状体数量差异不明显+

表
"

低温预处理对叶用芥菜小孢子胚胎发生的影响

&'()* ! H..*19 3. )3I 9*45*/'9E/* 5/*9/*'94*09 30 4-1/3253/* *4(/637*0*2-2 3. !"'$$%&' ()*&+' :'/; ,-.%-$'

!<G

出胚数
<

!个,蕾!+

# 子叶胚比例
<>

$四季客

家芥%

$上海金

丝芥%

$温州

芥菜%

$特选九

心芥%

$花叶香

芥菜%

$四季客

家芥%

$上海金

丝芥%

$温州

芥菜%

$特选九

心芥%

$花叶香

芥菜%

% % %;AB ( % !;+! ( %;!! ' % ?@;D % $@;B ?A;$

!$ % %;C% ' % !;AD ' %;!C ' % $!;@ % A!;$ ?D;$

$C % %;CC ' % !;$B ' %;!$ ' % $A;D % A!;+ ??;B

D! % %;DA ' % +;A@ 1 %;+C ' % ?@;$ % $C;C ?%;B

说明&

,E01'0

%

2
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/ ＜%;%A
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高温热激处理对胚状体诱导的影响

由表
?

可知& 不同热激处理温度和时间' 供试材料小孢子产胚量差异显著(

??F?$ "

高温热激处理能显

著提高大部分材料胚状体发生频率'

?A "

处理的胚状体的发生数量则明显减少( 此外' 高温热激处理

时间亦对小孢子产胚量有一定影响'

??F?$ "

条件下处理
!$F$C G

小孢子胚状体诱导率较高*$特选九心

芥%在
?? "

热激处理
$C G

条件下出胚量最高' 平均产胚
!;D+

个,蕾!+

' 随着热激处理时间延长至
D! G

'

产胚量明显下降*$上海金丝芥% 则以
?$ "

处理
!$ G

最佳'$花叶香芥菜%以
?$ "

处理
$C G

效果最佳( 对

照处理
A

个基因型材料则均未诱导出胚状体(

0<" 1<G

出胚数
<

!个,蕾!+

# 子叶胚比例
<>

$四季客

家芥%

$上海金

丝芥%

$温州芥

菜%

$特选九

心芥%

$花叶香

芥菜%

$四季客

家芥%

$上海金

丝芥%

$温州芥

菜%

$特选九

心芥%

$花叶香

芥菜%

!A ! %;%% * %;%% %;%% . %;%% 8 % % % % %

?? !$ %;%% %;D@ ( %;%% !;$! ( %;!C (1 % $%;D % A%;% ?A;B

$C %;%% %;C! ( %;%% !;D+ ' %;?$ ( % $!;% % A?;D ?C;?

D! %;%% %;$! 18 %;%% %;D+ * %;%% 8 % ?!;D % $+;% %

?$ !$ %;%% +;++ ' %;%% !;?B ( %;?D ( % $A;? % $D;D ?B;D

$C %;%% +;%+ ' %;%% +;A$ 1 %;D% ' % $C;? % $B;? $+;D

D! %;%% %;!@ 8 %;%% %;%? . %;!+ 1 % ?@;D % % ?$;?

?A !$ %;%% %;D$ ( %;%% %;@D 8 %;%% 8 % ?@;? % $!;D %

$C %;%% %;$B 1 %;%% %;AD * %;%% 8 % ?+;% % $?;% %

D! %;%% %;%% * %;%% %;%% . %;%% 8 % % % % %

表
$

高温处理对叶用芥菜小孢子胚胎发生的影响

&'()* ? H..*19 3. G-7G 9*45*/'9E/* 30 4-1/3253/* *4(/637*0*2-2 3. !"'$$%&' ()*&+' :'/; ,-.%-$'
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更新及添加培养基对胚状体诱导的影响

从表
$

可以看出! 在
%

个处理中" 质量浓度为
&'(

的蔗糖起始培养后添加等量的
)*+, -

#

.

/"蔗糖培

养基培养效果最好$ 该处理能显著提高 %上海金丝芥&%特选九心芥&%花叶香芥菜&胚状体发生频率'

"',0, -

#

.

1&蔗糖培养基培养
$2 3

" 重新离心更换
"!,0, -

#

.

1"蔗糖培养基亦能显著提高 %上海金丝芥&%花

叶香芥菜&产胚能力' 而
"',0, -

#

.

1"蔗糖持续培养则严重抑制小孢子胚状体发育" 所有供试材料均无法

获得胚状体$

"!,0, -

#

.

1"蔗糖起始培养后更新或加液等处理对小孢子胚状体诱导的影响则因材料不同而

效果不尽相同$

表
$

更新及加液对叶用芥菜小孢子胚胎发生的影响

45678 $ 9::8;< =: 5>>?@- 5@> A8B75;?@- C8>?DC =@ C?;A=EB=A8 8C6AF=-8@8E?E =: !"#$$%&' ()*&+' G5A0 ,-.%-$'

起始培

养基

更换培

养基

添加培

养基

出胚数
H

(个#蕾!&

) 子叶胚比例
HI

%四季客

家芥&

%上海金

丝芥&

%温州

芥菜

%特选九

心芥&

%花叶香

芥菜&

%四季客

家芥&

%上海金

丝芥&

%温州

芥菜&

%特选九

心芥&

%花叶香

芥菜&

J.J"&! 1 1 ,02& 6 ,0,, #0%) 6 ,0#) > , !20! , $)0# !K02

J.J"&! 1 J.J"&! ,0,, ,0)# 6 ,0,, #0'# 6 ,0K$ ; , $&0K , K,0& $,0$

J.J"&! J.J"&! 1 ,0,, ,0)! 6 ,0,, #0$% ; ,0$) ; , !)0) , $)0! !20K

J.J"&' 1 1 ,0,, ,0,, ; ,0,, ,0,, > ,0,, 8 , ,0,, , ,0,, ,0,,

J.J"&' 1 J.J") ,0,, &0#& 5 ,0,, #0)% 5 ,0)$ 5 , $!0) , K&0K $#0K

J.J"&' J.J"&! 1 ,0,, &0&' 5 ,0,, #0'$ 6; ,0'& 6 , $$0' , K,0! $#0,
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!"%

秋水仙碱对胚状体诱导的影响

由表
K

结果可以看出! 适宜的秋水仙碱质量浓度及其时间处理能够有效促进小孢子胚胎发生$ 试验

中"

&0,M&,0, C-

#

.

!&低质量浓度秋水仙碱处理能显著提高大部分材料产胚量" 随着质量浓度提高"

&,,0,

C-

#

.

!&秋水仙碱处理则明显抑制胚状体的产生$

&0, C-

#

.

!&秋水仙碱处理
#$M$2 3

" 能显著提高 %特选

九心芥& 出胚量" 最高达
!0&%

个#蕾!&

'

&,0, C-

#

.

!&秋水仙碱处理
#$M$2 3

" 则显著提高 %花叶香芥菜&

胚产量'

&,0, C-

#

.

!&秋水仙碱处理
$2 3

比
#$ 3

不仅显著增加胚产量" 子叶胚比例亦提高
K0'(

$%上海

金丝芥& 最佳处理条件为
K,0, C-

#

.

!&处理
#$ 3

" 出胚量最高达
&0%2

个#蕾!&

" 处理时间延长为
$2 3

" 出

胚量则迅速降低仅为
,0))

个#蕾!&

$ 可见较低质量浓度秋水仙碱及适宜时间组合有助于促进胚状体产生"

高质量浓度秋水仙碱及长时间处理则会造成毒害$

表
#

秋水仙碱处理对叶用芥菜小孢子胚胎发生的影响

45678 K 9::8;< =: ;=7;3?;?@8 <A85<C8@< =@ C?;A=EB=A8 8C6AF=-8@8E?E =: !"'$$%&' ()*&+' G5A0 ,-.%-$'

!H

(

C-

#

.

!&

)

0H3

出胚数
H

(个#蕾!&

) 子叶胚比例
H(

%四季客

家芥&

%上海金

丝芥&

%温州

芥菜&

%特选九

心芥&

%花叶香

芥菜&

%四季客

家芥&

%上海金

丝芥&

%温州

芥菜&

%特选九

心芥&

%花叶香

芥菜&

,0, #$ ,0,, ,0'2 > ,0,, 8 #0$, 6 ,0#% 8 ,0, $&0! ,0, K,0K !%0%

$2 ,0,, ,0') > ,0,, 8 #0$2 6 ,0$& > ,0, $,0' ,0, K#0# $!0K

&0, #$ ,0,, ,02& > ,0,, 8 !0,! 5 ,0$& > ,0, $!0' ,0, K$0# $!0!

$2 ,0,, ,02) ;> ,0&' > !0&% 5 ,0%! ; ,0, $!0) !20' K,0' $K0K

&,0, #$ ,0,, &0&# 6 ,0$$ 6 #0K# 6 &0,# 5 ,0, $$0' !)0K $%02 $'02

$2 ,0,, &0%, 5 ,0'! 5 &0%# ; ,0)! 6 ,0, $%0$ $K0# $K0, $%0!

K,0, #$ ,0,, &0%2 5 ,0!& ; ,0!2 > ,0!% > ,0, $#0) !202 $!0# $!0!

$2 ,0,, ,0)) ; ,0,, 8 ,0,, 8 ,0&2 8 ,0, !)0# ,0, ,0, !)0K

&,,0, #$ ,0,, ,0!2 8 ,0,, 8 ,0,, 8 ,0,, : ,0, !'02 ,0, ,0, ,0,

$2 ,0,, ,0,, : ,0,, 8 ,0,, 8 ,0,, : ,0, ,0, ,0, ,0, ,0,
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吴慧敏等! 叶用芥菜小孢子离体培养条件 !&)
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材料的遗传背景对小孢子胚状体发生有较大影响! 相同条件下! 不同基因型材料小孢子培养效果存

在显著差异" 刘冬等 #

'

$利用
(

种基因型芥菜进行小孢子培养试验!

)

种基因型获得了小孢子胚!

&

种基

因型得到了再生植株% 本试验以
*

个叶用芥菜品种为材料! 最终有
$

个基因型材料成功诱导胚状体! 胚

产量最高为
&+#)

个&蕾!#

! 而有的材料未能出胚或产量较低! 供试基因型之间小孢子胚状体发生能力差

异很大! 这与前人结论一致"

适宜的温度和时间处理可以改善小孢子代谢! 利于小孢子适应离体后培养环境! 促进其正常生长"

王亦菲等#

#$

$研究表明'

$ "

低温预处理油菜
#,! -

有利于提高胚胎发生" 但耿建峰等#

(

$报道接种前低温

预处理花蕾对白菜小孢子胚诱导率影响差异不大! 超过
* -

反而下降" 本试验中不同基因型叶用芥菜对

低温预处理反应不同! 有些品种低温预处理
!$,$' .

能显著提高胚状体的产量! 有些则与对照无明显差

异! 因而! 实践应用中应根据具体材料做相应探索与研究"

高温热激对于启动小孢子分裂和改变小孢子定向发育具有重要作用! 广泛应用于芸薹属作物花药培

养和游离小孢子培养" 刘冬等#

'

$报道对芥菜小孢子采用
!*

!

&"

!

&&

!

&* "

热激处理
& -

! 只有
&& "

处

理出胚" 本试验表明
&&,&$ "

高温热激处理叶用芥菜小孢子
!$,$' .

对胚状体诱导效果较好!

(! .

培养

明显降低胚状体的发生频率"

蔗糖是小孢子培养过程中主要碳源和渗透压调节剂! 糖质量浓度对维持小孢子活力及胚状体的发

生有重要影响" 采用更新或加液培养能显著提高胚产量! 在芸薹属其他作物游离小孢子培养中已有报

道 #

/*0#(

$

" 本试验采用质量浓度为
#(%+% 1

&

2

0/ 的蔗糖培养基培养
$' .

后添加等量的
3"+" 1

&

2

0/ 蔗糖培养

基! 使终质量浓度为
/&"+" 1

&

2

0/

! 显著提高了叶用芥菜小孢子产胚数量" 试验中! 添加培养基处理胚状

体诱导率显著好于培养基更新处理! 可能与低质量浓度蔗糖培养基等量添加既可以补充营养物质( 降低

培养液中不利代谢产物浓度! 又可以避免培养基更新时重新离心对小孢子造成的伤害有关"

秋水仙碱直接处理游离小孢子提高出胚率及成苗率! 在油菜等小孢子培养中有较多应用#

/(0/3

$

! 但秋

水仙碱对叶用芥菜的影响! 目前! 还未见报道" 本试验结果表明' 较低质量浓度秋水仙碱处理可以显著提高

$

个品种胚状体产量% 对于难出胚品种 )温州芥菜*! 适宜质量浓度的秋水仙碱处理后明显促进胚状体发生"

本试验在比较遗传背景( 低温预处理( 高温热击等因素对叶用芥菜小孢子胚状体发生影响的基础

上! 进一步研究了培养液更新及添加( 秋水仙碱处理条件下叶用芥菜小孢子胚状体出胚及发育的影响!

初步建立了部分叶用芥菜品种的游离小孢子培养体系" 但由于影响小孢子胚状体诱导分化的因素极为复

杂! 目前! 叶用芥菜小孢子培养技术体系相关探索与研究也比较少! 相比芸薹属其他种蔬菜! 现有研究

小孢子胚状体诱导率仍然偏低" 因此! 育种实践中! 结合不同育种材料! 进一步深入研究( 完善叶用芥

菜小孢子培养技术! 建立稳定( 高效的小孢子再生植株获得体系! 才能有效加强小孢子培养技术与传统

育种技术的结合! 提高叶用芥菜的育种效率"
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甘蓝型油菜游离小孢子培养的胚胎发生!
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提高青花菜游离小孢子培养反应的研究!
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