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山梨醇对釉稻愈伤组织培养的效应

何琼英 王润华
(农学系)

摘要 以 6 个粕稻品种为供试材料
,

研究结果肯定了培养基中附加成分山梨醇在愈伤

组织继代培养中
,

具有促进愈伤组织生长及提高其分化潜力的效果 , 釉稻亚种中的不同

品种
,

愈伤组织的生长及再生植株能力
,

在继代培养的后期表现出明显的品种特异性 ;分

化培养基中加入不同浓度配比激素
,

对诱导器官分化的效果有明显差别
,

激动素 K( T )

与蔡乙酸 (N A A ) 的比例为 5
:

1 有利于取得根
、

芽生长的同步性
.

关键词 粕稻
;
组织培养

;
多次继代 , 山梨醇 ; 品种特异性

植物愈伤组织经长期继代培养常丧失再生植株能力
。

这将对细胞悬浮培养系的建

立
、

原生质体培养以及体细胞突变体的筛选等一系列研究工作的开展造成限制
。

据报

导
,

水稻愈伤组织经 2~ 3 次继代培养通常会丧失再生植株能力闭
。

有关报导还表明
,

水

稻愈伤组织培养物的器官发生能力有随周期性培养而下降的趋势
,

同愈伤组织培养物

的生长速度
、

形态与组织学特征的变化相对应川
。

实际上
,

具有潜在再生性的非液泡化

的致密组织
,

仅占愈伤组织总量的 1% ~ 0] %川
。

因此
,

为提高再生性组织在愈伤组织

总量中的比率
、

保持与提高愈伤培养物在继代培养中的器官发生能力而寻找最佳培养

条件
,

一直为国内
、

外研究者所关注
。

前田英三 ( 19 67 ) 的研究结果表明
,

较大的培养物在培养前期虽然较易获得 良好

的细胞增殖
,

但经 刁O d 后
,

不同大小的培养物的培养效果不再表现显著差异LJs
.

这说

明
,

在一定范围内
,

培养物大小的差异不具实质性意义
。

侮次继代所历 日龄的长短是影响愈伤组织器官发生能力的重要因素
。

长洲
e Pe ll 。

( 19 8钓 报导
,

从第一次转移起
,

10 日龄培养物比 30 日龄培养物的再生植株多一倍 9Jt
。

蔡以欣等 ( 19 8 2) 以梗型杂交稻所作的试验也获得近似结果
,

当培养日龄从 sI d 增至

3 0 d
.

绿苗分化率由 9 7
.

7乡百降至 5 2 % 仁̀ J
。

K a v
iK e s h o r 和 R e d d y ( 19 8 6 ) 以一个釉稻品种 Ba la 的种胚 和 7 日龄的幼根作外植

体
,

在 3%的山梨醇或甘露碎的作用下经多次继代
,

总 日龄达 6 0 0 d 仍可获 构 % ~ 61 %

的再生植株 :LJ
。

可见
,

为保持培养物的再生能力及促进离体 条件下的形态发生
,

培养基

中某种特殊的附加成分具有特别重要意义
。

前 田英三 ( 19 7 1 ) 以 T
.

T
.

P
、

湖南釉及银坊主 3 个品种为材料
,

经 16 ~ 17 次继

代
,

总 日龄达 6D0 d
,

发现不 同品种愈伤组织培养物的生长速度及变化趋向有明显差

别囚
。

K y * Pe “ 。 ( 19 8们 也认为
,

水稻愈伤组织的形成
.

特别是器官形成具有品种的

特异性
; 并认为

,

最适宜的培 养基的营 养成分在所研究的各个品种中是不相同的 Lsj
。

19 9 0 年 7 月 1 4 日 收稿

育
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在所见到的有关报导中
,

研究材料多属粳稻
,

极少涉及釉稻
。

一般认为
,

釉
、

梗

稻两个亚种在组织培养中的表现具有显著的特异性
。

本研究以 6 个不同类型的釉稻品

种为材料
,

经多次继代培养
,

总 日龄达 3 3 0 d
,

进而诱导再生植株
,

以探讨釉稻不同品

种愈伤组织在长期继代培养条件下
,

保持分化潜力及提高培养物的器官发生能力的适

宜条件
。

1 材料和方法

L I 供试材料

供试早釉品种有 I R : ` 、

皿
5 。 、

IR : 2 、

外选
3 5 、

三桂占
。号及三黄占

2号共 6个
。

其中 IRs
。

及 IR : 2

由华南植物研究所提供
,

其余 幼个品种由广东省农业科学院提供
。

L Z 试验方法

1
.

2
.

1 培养基 以 比 和 M S 为基本培养基
,

分别配制如下不同用途的培养基
。

(表

l )

表 l 愈伤组织的诱导
、

继代和分化的培养基成分 (单位
:

m g J/ )
’

培养基代号 用 途

1名一 1 场+ 2
.

4一 0 2
.

5十蔗糖 3 0 0 0 诱导
、

继代

代化化继分分15 一 2

M S 一 1

LS + 2
.

4一 D 2
.

5+ 蔗糖 2 0 00+ 山梨醉 3 0 0 0

M S+ 6一 B ^ 0
.

5+ N 了、人 0
.

0 5+ 蔗糖 3 0 0 0

M S 一 2 州 5 + K T I
.

0+ N A A O
.

2+ 蔗糖 3 0 0 0

, pH 5
.

7
,

用 0
.

8%的晾脂 固化
。

!
.

2
.

2 接种方法 成熟种子去壳后于 75 %酒精中浸泡几秒钟
,

再用 0
.

2写H g o
Z

溶液

浸泡 2 0 m ni
,

然后用无菌水冲洗 3 次
,

置于滤纸上吸干水分
。

接种在 Ls 一 1 培养基上

诱导愈伤组织
。

每品种接种 30 瓶
,

每瓶接 5 粒种子
。

培养条件万
: os C 左右

。

1
.

2
.

3 愈伤组织的继代培养 接种 3 周后
,

从种子胚轴基部长出愈伤组织
。

将愈伤组

织分别转入 Ls 一 l 和 Ls 一 2 继代培养
。

每 3一冲周继代一次
。

}
.

2
.

4 分化培养

1
.

2
.

月
.

1 取 以 LS 一 l 和 LS 一 2 继代培养基上各品种的愈伤组织于 M S 一 l 分化培养
。

1
.

2
.

刁
.

2 取 以 比一 2 继代培养基上各 品种的愈伤组织分别于 M S 一 l 和 M S 一 2 分化

培养
。

1
.

2
.

5 分化率的计算

分化率 (% ) 一 ( 出苗的愈伤组织块数 /总愈伤组织块数 ) 义 100

试验结果

不同品种的愈伤组织在不同继代培养基上的生长情况比较
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2
.

1
.

1在第 3次继代培养以前
,

6 个品种的愈伤组织在 Ls 一 l 和 Ls 一 2 两种培养基上

均能正常生长
,

愈伤块增殖很快
;
愈伤块表现为鲜明的白色或浅黄色的生长旺盛样相

。

不同品种的愈伤组织在不同继代培养基上的表现无明显差异
。

2
.

1
.

2 经 6 次至 7 次继代
,

不同继代培养基的培养效果表现出明显差异
。

在 LS 一 l 培

养基上
,

6 个品种的愈伤组织均表现为质地疏松的非胚性特征
,

颜色逐渐变为暗淡
,

进

而褐化
,

最终死亡
。

但在附加山梨醉的 比一 2 培养基上
,

仍然保持富有生机的鲜黄
、

乳

白色
,

组织致密粒状
,

表现出胚性愈伤组织的基本特征
。

2
.

1
.

3 经 8~ 11 次继代培养
,

在 Ls 一 l 培养基上培养 2 0 0 d 的愈伤组织出现严重褐

化
.

而在 SL 一 2 培养基上培养 3 3 0 d 的愈伤组织
,

粗看起来
,

6 个品种均表现正常无褐

化
.

但仔细观察
,

却也能看出品种间的差异
:

次
s。 、

RI 二及三桂占
. 号三个品种的愈伤组织

逐渐变为湿润
、

颜色暗淡且出现玻璃化
,

鲜黄致密的愈伤组织数量上明显减少
,

非胚

性愈伤组织数量上相对增加
; 而 RI

Z; 、

外选二及三黄占姆 3个品种的愈伤组织仍鲜明白

色
,

未出现玻璃化
,

大多数表现出胚性愈伤组织的基本特征
。

(表 2)

表 2 . 个粕稻品种在两种培养墓上继代的愈伤组织生长状况
奋

一R一, 三桂占
。 , 外选二 三黄占

: ,

培养

月万 一 l +

十 +

+

+ +

+

+ +

+

+ +

+

十 +

0

+

+ +

、、一,口, ..压

r自工ó
,
l,̀自..甘

亘石一 2 6一 7

8一 1 1 0△

* 生长状况
: 。 为生 长正 常

; △ 为胚性愈伤纽织
; + 为轻度揭化

; + + 为严 重镯化
。

由此可见
,

在继代次数较少 (如 2 ~ 3 次 )
,

培养总 日龄不太长的条件下
,

通常的

Ls 一 i 培养基也能维持愈伤组织的正常生长
,

但若增加继代次数
,

延长培养总 日龄
,

作

为培养基的附加成分山梨醇则起着关键作用
; 同样在 “ 一 2 培养基条件下

,

不同品种

愈伤组织生长状况的差异只有在一定的继代次数
,

达到较长的培养日龄后才明显地表

现出来
。

换句话说
,

品种的特异性难 以在早期继代中作出判断
。

2
.

2 不同品种在两种继代培养基中获得的愈伤组织转人 M S 一 l 分化培养的效果比较

表 2 可见
,

在 Ls 一 l 培养基上
,

随着继代次数的增加
,

各品种的愈伤组织出现严

重 褐化
,

最后死亡
。

取 以 比一 l 培养基上继代 2 次的 6 个品种的愈伤组织
,

转 入 M s 一

l 分化培养
。

结果是
:

只有 工R Z ;

能分化再生植株
,
分化率为 相%

,

平均每块愈伤组织出

苗 12 条
.

其余 5 个品种都没有分化成苗
。

而 以 SL 一 2 继代培养 11 次
,

总 日龄为 3 30 d 的愈伤块 转入同样的 M S 一 1分化培

养后
,

6 个品种的愈伤组织均具不同程度的分化能力
。

分化力的大小
,

不同品种表现出
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一定差异
。

其中
,

外选 35 的分化成苗率最高
,

达 60 % ;
其次是 I R Z;

和三黄占
: 号

,

分化芽

原基各 30 %
,

再次是三桂占
。号

,

分化芽原基为 10 % ; IRs
。
和 IR 52两品种只有 10 %一 20 %

根的分化
。

2
.

3 不同品种的愈伤组织对不同分化培养基的反应

为 探讨不同品种的愈伤组织在不同分化培养基上的培养效果
,

取以 诗一 2 培养基

上继代 58
,

8」及 3 3 0 d 的 6 个品种的愈伤组织
,

分别置于 M s 一 1和 M s 一 2 分化培养

基上
,

经 60 d 分化培养
。

结果是
:

( 1) I R 50 和外选 35 两个品种只在 MS 一 1 中能分化
。

分 化率分别为 50 %和 60 %
,

平均每块愈伤组织出苗分别为 16 条和 24
.

3 条
。

( 2) IR 52

和 三黄占
2号只在 M S 一 2 中能分化

。

分化率分别为 20 %和 40 %
,

平均每块愈伤组织出苗

分别为 15 条和 23 条
。

(3 ) IR , 和三桂占烤在 M S 一 1及 M S 一 2两种培养基上都能分

化
。

其中 IR 2’ 分化率分别为 70 %和 30 写
,

平均每块愈伤组织出苗分别为 1 3
.

1条和 5
.

3

条
;
三桂占

`号分化率分别为 6 6
.

6%和 40 %
,

平均每块愈伤组织出苗分别为 1刁
.

4 条和

1 2 条
。

在 M S 一 l 培养基上诱导分化成功的 IR ; 。 、

外选
3 5 、

次
2;

及三桂占
6

钊 个品种
,

均表现

为 易长芽丛而较难长根 (图版 l
,

2
,

3
,

4 ) ; 而在 M S 一 2 培养基上诱导分化成功的 IRs
Z 、

三黄占
2号

、

l凡
;

及三桂占姆 4 个品种
,

再生植株的根
、

芽表现出良好的同步性 (图版 5
,

6
,

7
,

8 )
。

以上结果说明
,

釉稻不 同品种最适分化培养基的组成是不大相同的
。

分化培养基

中附加成分激动素 ( K T ) 与蔡乙酸 ( N A A ) 按 5
: 1的 比例似乎较易取得再生植株根

、

芽生长良好的同步性
;
当上述比例为 1 0

: l 时
,

则多长芽丛而不利于根的分化
、

生长
。

陈云昭等 ( 1 9 8钓 以大豆所作的试验
,

也获得近似结果图
。

3 讨 论

3
.

1 关于继代培养基中附加成分山梨醇的作用 K va i Kj s hor 和丫司 dy ( 19 8 6) 认为
,

轻

度的渗透胁迫有助于增进愈伤组织的生长和修筛形态建成闺
。

这使愈伤组织的分化潜

力在继代中得以保持和提高
。

凌定厚等 ( 198 7) 认为
,

6 %蔗糖有利于胚性愈伤组织的

诱导
; 3 % 的蔗搪有利于胚性结构的保持及植株分化川

。

蔗糖的作用
,

除了作为培养物

的碳源外
,

适当浓度的蔗糖恐怕还具有调节细胞渗透压的效果
。

本试验中
,

在继代培

养的早期 (总 日龄 5 8一 8刁 d)
,

山梨醇的作用均极显著
,

6 个供试品种的愈伤组织均能

分化出完整植株
。

至继代培养后期 (总日龄 33 O d) 虽然 6 个供试品种的愈伤组织均能

生长增殖
,

并未出现褐化
,

但仅有外选二能在分化培养基中分化出完整植株
,

其余 5 个

品种仅能分化出根或芽原基
。

这可能是不同品种的细胞对山梨醇的透性存在固有差异
,

也可能是随着继代总 日龄的增加
,

不同品种细胞透性的变化存在方向
,

程度上 的差异
。

对此作深入的探讨
,

也许有助于加深对品种特异性的认识
,

进而为各别品种寻找最适

培养基组成提供某些理论依据
。

3
.

2 关于 细胞分裂 素和生 长素不同浓度配 比对器官 分化 的 影 响 s k oo g 和 M ill er

( 1 9 5 7) 以烟草为材料所作的研究结果认为
,

形成器官的类型受培养基中两种激素相对

浓度的控制
,

较高浓 度的生长素利于根的形成而抑制芽的形成
;
较高浓度的激动素则
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促进芽的形成而抑制根的形成川
。

本试验 以 MS 为分化的基本培养基
,

选定 B A
、

K T 及

N A A 三种激素白, 不同配比都能分化成功
。

但不同激素浓度配 比对不同品种的诱导效果

不同
。

与其他植物相比
,

釉稻亚种中不同品种所表现的差异更为明显
,

这显然给釉稻

组织培养技术增加了复杂性
;
恐怕也是釉稻原生质体培养难度较大的因素之一

。

3
.

3 植物愈伤组织在分化培养基上常发育成绿色生长点状物
,

这种绿点实际上很难发

育成完整植株而多在继代中逐渐死亡
。

凌定厚等 ( 19 8 7) 为促进这种绿点分化而设计

了多种培养基
,

但均未能得到任何改善刃
。

本试验供试的 6 个釉稻品种中
,

有 3 个品种

的愈伤组织在分 化培养中也出现被称为芽原基的绿点
,

而其余品种并未发现这种绿点
。

这是否也是品种特异性的一种表现 ? 值得进一步研究
。
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