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甘蔗幼叶切段培养中的体细胞胚胎发生
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摘要 本文从形态学和组织学方面研究了甘蔗幼叶胚性愈伤组织发生及体细胞胚胎的形 成 过

程
。

甘蔗幼叶片切段培养于含 2
.

4一 D l
.

s m g / 1 的M S培养基上
,

4 一 6 天后切段 开始形成愈伤组

织
.

约 10 天后愈伤组织表面出现白色颗粒状结构
。

将含有白色颗粒状结构的愈伤组织转移至 不 含

激素的培养基中
,

7 一 10 天后可见有小植株长出
。

组织学和形态学观察表明
,

甘蔗离体 再生植株

是通过体细胞胚胎发生途径
。
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甘蔗是重要的禾本科植物
,

全世界每年的食糖有 65 %来源于甘蔗
。

目前甘蔗组培技术已被

广泛地应用于研究甘蔗生理
、

甘蔗无性快速繁殖
、

甘蔗突变体育种及病毒去除等方面 仁` ’ “ ’

` 2” 弓” ` ’ ` , 〕 。

关于甘蔗 离体再生 的成苗途径
,

目前有多种看法
,

有的研究者们认为通过不

定芽途径即愈伤组织分化芽途径 〔 2 ’ ` ” ’ ` ” ’ 7飞 , 有的认为通过体细胞胚胎 发 生 途 径 [今” 。 ,

2 ’ 〕 , 有的则认为两条途径都存在 :5 J 。

大多数这些结论 的得出
,

都缺乏详尽的形 态科学及组

织学证据
。

本实验以广西培育出的甘蔗 良种桂糖 11 号为材料
,

从组织学及形 态学方面详细研

究甘蔗离体培养中愈伤组织发生和体细胞胚 的形 成过程
。

材 料 和 方 法

材料 本实验中采用的材料是广西培育的良种桂糖 n 号
。

蔗种由柳城 县甘蔗研究中心提

供
,

栽种于网室
。

实验时
,

取成长蔗 ( 高约 2 米 ) 蔗尾
,

用 70 %酒精消毒外表后
,

剥去外层

老叶
,

无菌条件下取
一

1 及
一 2 叶叶片

,

用解剖刀将幼嫩部分切成 Z m m 长的切段
,

分别放在含

有一定激素浓度的培养基中培养
,

每个 150 m m l 三角瓶放 10 个切段
。

培养墓 基本培养基为 M S
,

附加蔗糖 3 %
,

琼脂 0
.

8 %
,

P H S
.

8
,

附加不 同浓度的2
.

4
-

D构成各种培养基
。

培养基在 1
.

2 k g /
c m Z下灭菌 20 分钟

。

培养条件 愈伤组织诱导及继代培养在黑暗进行
,

胚状体分化及成苗则在光下 ( 约 1 5 0 0

L u x )
,

培养温度 2 5 ℃
,

相对湿度 60 一 80 %
。

组织学方法 在外植体培养的不同时期 ( o
,

2
,

4
,

6
,

s
,

1 0
,

1 2
,

1 4
,

1 6
,

1 5
,

2 0天 ) 及愈伤组织分化的不同阶段 ( 0
,

2
,

4
,

6
,

8
,

1 0
,

1 2
,

1 4天 ) 取培养材料固定

于 F A A 固定液中
,

固定好的材料经一系列不同浓度梯度的乙醇脱水
,

然后按常规石 蜡 切片

法制片
,

切片厚度 10 一 1 2拼
,

代氏苏木精染色
。

制好 的片在奥林匹斯显微镜下 观察 并 摄影
。
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结 果

一
、

甘蔗叶片切段脱分化和 愈伤组织形成过程

将幼嫩的日
一

卜片切段 ( Zm 。 长 ) 置于含 2
.

4一
D l

.

s m g / 1的M S培养基 中
,

一天后
,

即可见

叶片切段吸水膨胀
、

伸长
,

三天后切段几乎伸长专倍
。

第四天
,

用放大镜可观察到两端切口

出现突起
,

第六天用肉眼即可看到在两端切 口靠背表面的地方有淡黄色的愈伤组织形成
,

而

在叶片的上表面很少或没有愈伤组织形成
。

这些淡黄色的愈伤组织随培养时间的延长而逐渐

增多
。

在切 口 部位长出的愈伤组织渐渐由两切 口向背面表皮漫延
,

最后从叶片的背表面包围了

整个切段
。

从叶片上刚产生出来的愈伤组织多为淡黄色
,

培养 10 天后
,

在这些淡黄色的愈伤

组织中开始出现 白色致密的颗粒结构状
,

这些白色颗粒状结构增殖很快
,

如果将含有这些颗

粒状结构灼愈伤组织转移到不含激素的培养基中
,

则约 7 一 10 天后可见小植株长出
。

通过组织学方法可把生产出来的愈伤组织分为胚
`

!生愈伤组织和非胚性愈 伤 组 织 两类
。

胚性愈伤组织较硬
,

结构紧密
、

表面光滑
、

轮廓清楚
,

主要由细胞小
、

细胞质浓厚
、

核大而

染色深的细胞组成
,

细胞间排列紧密
。

胚性愈伤组织细胞极易分化出胚状体
,

因而在这类愈

伤组织上可看到许多大小不同的白色颗粒状结构 ( 图版 I : 1 )
。

另一类愈伤组织淡褐色
,

结构松软
、

轮廓不清楚
,

它 由细胞较大
、

浓袍化
、

核相对较小且排列松散的细胞组成 ( 图版

I : 2 )
,

这类愈伤组织偶尔能分化出根
。

叶片在含有2
.

4
一
D l

.

s m g / 1的 M S培养基上
,

主要产生胚性愈伤组织
,

其 占总愈伤组织

的 80% 以上
,

因而在分化培养基上能分化出大量胚状体
,

继而发育成完整植株
。

从组织切片上可以看出
,

培养初期由于细胞吸水
,

使得叶片背表面正对着小维管束的都

位产生突起
。

培养 2 天后
,

即可见两突起间的表皮细胞及两小维管束间薄壁细胞恢复分裂机

能 ( 图版 I : 3 )
,

细胞分裂逐渐形 成一个分生中心
,

由这一分生中心继续分裂导致愈伤组

织形成 ( 图版 I : 4 )
。

通过这种方式产生的愈伤组织具有胚胎发生的能力
。

叶片还有一种形成愈伤组织的方式
,

这种方式的细胞 分裂首先见于小维管束上方细胞突

起的表皮下细胞 ( 图版 I : 5 )
,

这些细胞分裂产生分裂中心
,

突破表皮而形 成而可见的愈

伤组织 ( 图版 I : 6 )
。

目前还不能断定 由这种方式形成的组织是否非胚性
,

但见愈伤组织

表面细胞排列很松散
。

二
、

叶片切段培养中的体细胞胚胎发生

叶片切段培养约 10 天后
,

在产生的胚性愈伤组织表面即出现一些细胞质丰富
、

细胞核较大

的细胞 (凶版 I : 7 )
。

这些细胞具有胚胎发生能力
,

在含有 2
.

4一 D培养基上
,

这 些胚性细驹分

裂形成 2
、
4

、
8 及多细胞的结构 (图版 I : 8 ; l : 9 ,

10 )
,

并进一步发育为球形胚 ( 图版! :

11 )
。

这些球形期胚状体如果转移到不含激素的培养基 中
,

则很容易发育为成熟胚并萌澡成完

整植株
。

组织学观察证实
,

这些球形胚的进一步发育与禾本科植物合子胚的胚胎发育过程极

为相似
。

它首先在球形胚的一侧进行细胞分裂形
,

成一个小突起 (图版 I : ` “ )
,

随后在禅个突
起部位分化出胚根及胚芽原基 (图版 l : 1 3)

,

并进一步发育为成熟胚 (图版 l : 14 一 15)
.
成

熟的胚状体具有禾本科植物合子胚所具有的典型特征
,

即盾片
、

胚芽鞘
、

胚芽
、

胚根和胚根

鞘
。

胚状体 与母体愈伤组织无维管联系
,

只是通过 由数个或数层细胞构成的胚柄状结构与愈
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伤组织相连
。

成熟的胚状体在不含2
.

4 一
D 的培养基 中可萌发成完整植株 ( 图版 I: 6 1 )

。

讨 论

1
。

关于甘蔗组织培养过程中的成苗途径

目前
,

关于甘蔗组织培养过程中植株再生途径的观点很多
,

但许多这些观点的得出都缺

乏详尽的组织学证据
〔 “ ’ 〕

。

H
o a n d V as il 红2 ” 通过对甘蔗离体再生途径及一系列禾 本 科植

物离体再生途径的研究后指出
,

甘蔗离体再生植株可能都是通过体细胞胚胎发生途径而非其

它途径
。

H ac
c
iu

s
认为

,

判断体细胞胚的重要待征是它具有两极性
,

在胚状体发育早期即在方向

相反的两极有苗端和根端的分化
;
在胚状体的发育过程中

,

它的维管组织与愈伤组织无联系

( 引自张不方 仁7 」 )
。

从本实验中形成的胚状体来看
,

完全符合 H ac
o isu 判断胚状体的条 件

,

产生的胚状体也与禾本科植物合子胚
“
的一样

,

具有单片的盾片及胚芽鞘
、

胚芽
、

胚根及胚

根鞘等结构
。

胚状体上胚芽鞘出现在叶片出现之前
,

这与 A h l oo w al ia
一

“ 〕区分甘蔗不定芽发

生和胚状体发生的观点是一致的
。

本实验的组织学观察还发现胚状体的发育过程与禾木科植

物合子胚的胚胎发育过程类似
,

因而认为
,

在木实验条件下
,

甘蔗幼叶片离体再生植株是通

过休细胞胚胎发生途径
。

2
。

体细胞胚胎的起源

关于禾本科植物离体胚胎发生的起源问题
,

目前有两种观点
,

一是认为通过 多 细 胞 起

源
,

胚状体直接 由一团胚性愈伤组织分化而来
` “ ’ 2 ” 。

更多的研究者认为体 细 胞胚来源于

核大
、

细胞质浓厚
、

细胞壁厚的胚性细胞
”
” 。”

8 一 “ “ 〕 。

从本实验结果看出
,

甘蔗体细胞胚

是从单细胞发生的
,

由胚性单细胞经过类似合子胚胚胎发育途径发有成成熟的胚状体
,

而不

是通过多细胞起源
。
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