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摘要 本文综述了二十多年来国内外有关甘蔗组织培养的文献
.

着重讨论了影响甘蔗愈伤 组

织发生及形态建成的有关问题
,

包括各种内外因子的影响和目前对甘蔗组培植株再生途径的 有关

争论
。

同时
,

文章还收集整理了有关甘蔗组培生理生化研究方面的资料
。

最后
,

文章展示了 甘蔗

组培在选育新品种及无性快速繁殖方面的应用前景
.
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自 N i c k e
ll ( 1 9 6 1年 ) 最初进行甘蔗组织培养的研究以来

,

甘蔗组织培养 巳取得很大进

展
。

B a b ar 和 N ic k e
l l 1 9 6 9年首次突破从甘蔗组织培养物中实现植株再生 〔 ` 〕

。

另外
,

在我

国台湾
、

以及斐济
、

澳大利亚
、

菲律宾等地也进行了有关甘蔗组培的研究
,

并成功地应用此

项技术于甘蔗品种的选育和改良
,

以及一些甘蔗病害如斐济病
、

眼点病及露菌病的去除等 r艺〕 。

我国大陆在 1 9 7 6年后也开始了这项研究
,

关于 1 9 7 9一 1 9 8 3年间把这一 技 术 应 用 于 优 良 品

种的快速繁殖 1 3 〕 。

除了固体培养外
,

甘蔗的细胞悬浮培养也取得了成功 〔` 1
。

原生质体培养

也成功地获得了再生植株 工” J
。

这为进一步进行甘蔗体细胞杂交和选育新品种开创 了新 的 途

径
。

关于甘蔗组培中的生理生化研究也进扮了一些工作
。

下面就所收集到的有关甘蔗组培及

组培中生理生化研究的资料作一整理
,

综述如下
,

供同行们参考
。

一
、

甘蔗的组织培养和形态发生

( 一 ) 影晌甘截愈伤组织产生的内外因素

( 1 ) 外植体
:
不同生理状态的外植体对诱导脱分化和再分化的影响明显不同

。

许多研

究者的工作表明
,

不 同的甘蔗品种
、

不同的器官来源及在不同的季节里取材做外植体
、

愈伤

组织的诱导及分化的质量明显不同
。

韩光禧等 〔“ 〕比较了春
、

夏
、

秋
、

冬取材的甘蔗幼 叶 的

诱导效果
,

发现冬春季接种不仅诱导效率低
,

愈伤组织质量也不好
,

酚污染亦严重 , 而夏秋

接种的材料
,

酚污染轻
,

愈伤组织诱导率高
,

质地疏松
,

色鲜黄
,

生长快
。

特别是秋季接种

的最为理想
。

王敬驹等 t 7 比较了甘蔗休眠芽
、

幼茎
、

根尖
、

叶鞘及幼叶作为外植体的 培 养

效果
,

结果表明
,

以幼叶鞘诱导愈伤组织的效果最佳
,

幼叶次之
。

L ar k抽也观察到 同 样 现

象 〔 . 〕 。
H 。 和 V as i l t

“ 〕也认为
,

以茎生长点以上 O一 5 c m 的负一叶以内的幼叶或叶鞘诱导效

果较好
。

在此值得一提的是
,

不 同品种的诱导效果及酚污染程度差别很大 〔 7 , ` “ 〕 。

( 2 ) 培养基
: 在甘蔗组培中用得最多的基本培养基是 M S及 N 。

培养基 [ 。 ’ 7 ’ “ 〕 。

W五it
e

培养基也有应用
,

但它不利于植株分化 I ’ 〕 。

H 。 和 V as i l [
。 `

认为 N H支是 诱导胚性愈伤组

织的关键因素之一
,

以 N O 万取代培养基中的 N H t
,

则只能诱导非胚性愈伤组 织 的 形成
。

.

本文得到梁倩华
,

杨继华二位老师的帮助和审阅
,

特此致谢
。
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此外
,

培养基中 N H士/ N O 万比例对愈伤组织成苗有明显的影响
,

愈伤组织在 仅 含 N H士或

高 N H吉/ N O 石比 率 的培养基上芽原基分化受到抑制
,

低总氮量 ( 低于 20 m M ) 亦抑制芽原

基形成 , 培养基仅含 N O百或有低 N H玄/ N O 万比率或培养基总氮量高于 20 m M 有利于 形 成

更 多 的 芽 原基 仁. 〕 。

H
e in z
等

一

2 二认为氨基酸是甘蔗细腼生长最重要的氮源
,

其中以天冬氨

酸和谷氨酸的效果最好
。

椰子汁及酵母提取液有利于培养物的生长
,

部分原因可能就是增加

了培养基中氨基酸的含量
。

碳水化合物起着提供能量和碳骨架的作用
,

不同糖类物质对甘蔗

愈伤组织的诱导
、

生长和分化的影响有明显的差异
。

王敬驹等 : , 〕比较了蔗糖
、

葡 萄 搪
、

果

搪
、

麦芽糖
、

可溶性淀粉及廿露醇等六种碳水化合物的作用
,

发现蔗搪的效果最好
,

果糖和

葡萄糖次之
,

并且两者混合的效果 也不及蔗糖
。

麦芽糖的效果最差
。

蔗糖常用的浓度为 3 一

6 %
。

( 3 ) 温度
. 温度是影响甘蔗愈伤组织诱导及分化的一个重要因素

,

丘 芹 等 [ ` ’ 1 观 察

到
,

愈伤组织的鲜重与温度有密切关系
。

在一定的范围内
,

愈伤组织的诱导率随温度的升高

而提高
。

但是
,

褐变的程度也随培养温度的升高而加强
。

因此
,

在甘蔗组培中
,

不宜采用较

高的温度
,

一般以 25 一30 ℃适宜
。

但在愈伤组织诱导始期
,

对温度的要求并不那么严格
不. 。

( 二 ) 愈伤组织的形成与培养

外植体在含 2
,

4一 D的 M S 培养基上
,

4 天就能产生肉眼可见的愈伤组织 红。 卫 2 一 3 星期

后愈伤组织大量形成
。

H
。和 V as il 把愈伤组织分为三类

: ( a) 致密型
。

愈伤组织结构紧 密
,

表面光滑
,

主要由小而圆
、

细胞核大
、

细胞质浓厚的细胞 组成
,

此类愈伤组织叫胚性愈伤组

织
。

( b) 松软型
。

此类愈伤组织结构松散
,

半透明
,

主要 由排列疏松
、

大而伸长的细胞组成
,

这类愈伤组织只能偶尔 分化出根
。

( c) 粘糊型
。

愈伤组织松软
、

粘糊状
,

不具有胚性能力
,

亦不能进行继代
,

主要 由伸长而高度分散的细胞 组成
。

培养基中的 2 , 4一 D是诱导甘蔗幼叶及叶鞘脱分化的关键因素
,

没有 2 , 4一 D存在不能进

行脱分化 [ . ] 。

不 同 2 , 4一 D 浓度对产生愈伤组织的质和量不 同
,

H 。 和 V as il 」。 〕认为
,

最适

宜诱导胚性愈伤组织产生的 2
,

4一D浓度为 0
。
5一 1

.

5m幻 1
,

而 2
.

5一3 m叮 1 2
,
4一 D则有利于

胚性愈伤组织的继代培养
。

我们发现
,

2
,

4一 D 浓度低于 o
.

s m g 1/ 或高于 s m叮 1
,

则外植体

脱分化主要产生非胚性愈伤组织
。

( 三 ) 植株的再生

目前
,

甘蔗组培再生植株被认为是通过以下途径
:

①不定芽途径
,

即通过愈伤组织诱导

长出不定芽再成根成苗 〔 ` 2 ” 3
b ②胚状体途径

,

即植株再生是通过一个类似合子胚的 发 育

阶段形成完整植株 L . ’ “ ’ 几“ ’ ` ” ’ ` ’ 。

早期
,

许多研究者认为甘蔗组培再生植株是通过愈伤组

织分化芽途径而没有提到胚状体途径 t ” “ ” “ ” 6 ’ ` 。 ’ ` 7 ’ ` . 〕 ,

但是早在 1 9 7 4年就有人观察到

7 体细胞胚现象 〔 ’ 。 ] 。

在这之后
,

N a
d a r [ ’ ` 〕 ,

曾吉恕 仁` “ }
,

H
o 和 V

a s i l 仁
。 〕 以 及罗紫娟

〔’ 3 j 等都观察到了体细胞胚胎发生现象
。

罗紫娟 〔 ’ 吕〕等还发现甘蔗组培再生植株可以通过不

定芽和胚状体两条途径
。

许多研究者认为在禾谷类植株中
,

组培植株再生主要是通过胚状体

途径而不是象早期所认为的那样通过器官发生途径
,

并认为早期的观点在很大程度上是由于

禾本科植物胚状体在发育过程 中存在着
“ 早熟萌发

” 的现象而产生的误解所
_

致 , “ , 艺” 么里 J 。

H
。 和 V as il 也 认为甘 蔗 组 培 再生植株可能是通过体细胞胚胎发生途径而不是过去所认为
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:
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的不定芽发生途径 〔口1 。

他们指出可能 由于以下原因使研究者们忽视了这一点
.① 由于没有

进行细致的形态学观察
, ②在离体情况下产生的体细胞胚往往不很典型

,

不完全和合子胚一

致 , ③由于胚状体的早熟萌发
,

使胚状体成苗误为不定芽成苗 ; ④很多实验证 明细胞分裂素

类物质具有促进胚状体多芽现象出现
。

他们在实验中观察到了许多非典型胚状体及胚状体早

熟萌发现象出现
。

通过 A B A
,

A C C及 A ZG可以抑制早熟萌发
,

使非典型胚状体正常发育
。

罗紫娟等在她们的实验中观察到甘蔗组培再生植株确有不定芽和胚状体两条途径存在 〔 ’ . 〕 。

她们在培养基中添加有细胞分裂素类物质
。

这是不是细胞分裂素类物质造成了胚状休多芽丛

生
,

将胚状体途径误为不定芽途径
,

还是真正存在着两条途径 ? 这个问题 目前还不清楚
,

有

待进一步弄清
。

二
、

原生质体培养

禾本科作物原生质体的分离和培养
,

是国内外公认的难题
,

也是生产上急待解决的一项

技术 〔 2 . ) 。

自从 M a r e t z k i 和 N i c k e l l 〔
“ 感了
首次分离甘蔗组织原生质体以 来

,

E v a n s `盆 “ 了
,

L ar ik 彭
吕〕分别观察到甘蔗原生质体进行细胞分裂

,

并形成了小细胞团
。

颜秋生等
`盆 . 飞也获

得 了大量愈伤组织
。
K r is h n a m ur t从还成功地实现了几种甘蔗细胞原生质体间的融合

,

并观

察到融合细胞能进行细胞分裂 诬“ “ 1
。

但是甘蔗原生质体培养的研究很长一段时间一直处于一

种停滞不前的状态
,

没有什么重大进展
。

最近
,

颜秋生等已成功地获得了甘蔗原生质体再生

植株
” ! 。

这是十多年来甘蔗原生质体培养研究的巨大突破
,

它不仅完善了甘蔗组培 技 术
,

而且为甘蔗的遗传育种展示了美好的前景
。

三
、

甘蔗组织培养的生理生化研究

甘蔗组培的生理生化研究
,

前人做了部分工作
。

韦一能观察到一般愈伤组织与胚性愈伤

组织中游离氨基酸大部分是相同的
,

但也有不同之处 〔“ 7 J 。

杨继华等认为胚性愈伤组织代谢

旺盛
,

分化力强是与其中醋酶
,

过氧化物酶活性高相关联 芍“ 8 〕 。

罗紫娟 L , “ 〕等的实验结果表

明
,

胚性愈伤组织中核酸
,

蛋白质的变化与细胞分裂高峰出现密切相关
,

即细胞分裂旺盛
,

核酸
、

蛋白质含量增加
。

H i g a 也观察到了同样的现象
犷 “ ”

’ 。

过氧化物酶及其同工酶的变化与植物生长发育有关 下” ` 〕 ,

可以作为生长分化的指标 〔。 昌,

吕 3 1
。

罗紫娟等认为在甘蔗组培有苗中
,

过氧化物酶同工酶与胚性愈伤组织的分化程度 有 关
[ 8 4 〕

D w iv e id 等 L“ 5 ’ “ 。 3观察到磷酸葡萄桔异构酶
、

丙酮酸激酶
,

6
一

磷 酸葡萄糖脱氢酶等

搪代谢酶以及硝酸还原酶在愈伤组织分化芽过程中的活性都比不分化芽的要高
。

在器官发生

之前
,

谷氨酸合成酶
,

谷氨酸胺 合成酶等酶的活性是逐渐升高的
,

而不分化的愈伤组织其酶

活性是逐渐下降的
。

在谷氨酞胺合成酶
,

谷氨酸合成酶的活性达到最高且谷氨酸脱氢酶活性

最低时
,

大量分化芽
。

此外
,

芽的分化还与呼吸代谢途径的变化有关
。

这些结果说明
,

甘蔗

组培芽的分化与氮
、

碳代谢有关
。

目前
,

有关甘蔗组培再生植株的机理尚未研究清楚
,

有待

进一步研究
。
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四
、

甘蔗组织培养的应用及前景

( , )快速无性傲殖

广西甘蔗研究所等单位协作
,

对新育成的 良种桂搪 n 号用组培方法进 行繁殖
,

已成功地

在短短的两年间繁殖了八千亩
,

比常规繁殖法快了近三百倍 〔 3 〕 。

几年来的研究表明组 培 育

苗基本上保持了原来品种的性状
。

组培苗具有 比原种分孽力强
,

茎数多
,

茎变细等特点
。

也

出现极少数的双芽
、

多芽
、

分叉芽
、

曲茎等形态差异
。

但这些特点随着无性繁殖次数增加逐

渐消失
。

( 之 ) 选育离产
,

杭病良种

H e i nz 和 M e e 1 9 7 1年观察到在 37 株再生试管苗中除一株外
,

其余的其染色体均为嵌合

体
,

并且其 四种酶的同工酶谱也发生了变化 仁“ , 」。

陈子云观察到再生品系和供体之间不仅外

部及其农艺性状发生了变异
,

染色体及同工酶也有变异
誓 3 吕 1 。

因此
,

可以认为甘蔗组培方法

本身就有诱变作用
。

在常规组培技术的基础上
,

采用物理及化学诱变
,

可以选育出高产
,

抗

病的甘蔗新品种
。

目前
,

育种学家想利用组培技术达到以下 目的
:

①培育晚开花或不开花的

品种成为早开花的亚无性系
,

以利杂交育种 , ②在低糖品种中筛选高糖高产新品种 , ③筛选

抗病亚无性系 , ④从生产的农艺类型诱导出耐寒品系 〔。 . 〕 。

我们深信
,

随着甘蔗组培技术的

不断完善和应用到各个领域
,

必将给甘蔗组织培养带来更广阔的前景
。
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