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乙烯释放剂克服香石竹试管苗

玻璃化的研究
`

张 昆瑜

(农学 系 )

潘建国
*

侯任 昭

(农业 生物 系)

摘要 用香石竹 (伽咖
。 a c, 户州俪 L

.

) 为试验材料
,

乙烯前体 人C c 和乙烯释放剂乙

烯利为生长调节剂进行试验
.

试验结果表明
,
A c c 对克服香石竹试管苗玻有化有显著效

果
,

并能一次成苗
,

正常试管苗的诱导频率达98 %
。

从外部形态观察
,

茎叶充实度好
,

根

系发达 ; 茎横切面显微观察
,

茎内厚壁组织发达
,

细胞排列紧密 ; 生理指标测定结果
,

蛋

白质
、

干物质
、

叶绿素含量均高于玻璃苗
,

干物质为玻璃苗的 1
.

7倍
,

叶绿素为玻璃苗

的 5
.

5 倍
.

乙烯利培养的试管苗生长情况与 A C C 培养的相近
。

添加 A c c
、

乙烯利的培养

瓶中
,

乙烯释放量明显高于对照
,

说明乙烯对克服香石竹试管苗玻璃化有良好作用
。

关键词 香石竹 ; 玻璃苗 ; 人cc
; 乙烯利

植物试管苗玻璃化在组织培养中普遍存在
,

很多草本和木本植物的试管苗均有玻

璃 化现象
。

据报导
,

玻璃苗因其体内含水量高
,

干物质
、

叶绿素
、

木质素含量低
,

角

质层
、

栅栏组织等发育不全
,

吸收与光合功能不全
,

移栽难以成活
。

玻璃苗的出现成

为试管苗生产的一大障碍 E’
·
2〕。

近年来
,

国内外学者对植物试管苗玻璃化进行了研究
,

以

图弄清其形成原因及寻求有效的防止方法
。

据报导
,

玻璃苗的形成与很多因素有关
,

如

培养基成分和水势等
。

目前多通过增加琼脂
、

蔗糖含量及增减某些元素的浓度来降低

玻璃苗的比率 l[,
’ 〕。

但任何一种方法均未能有效地克服玻璃苗的产生
。

我们认为
,

玻璃

苗的形成可能与生长调节剂密切相关
。

根据文献报导
,

乙烯对玻璃苗形成的影响有二

重性
:

正常苗的内源乙烯促进木质化和导管分化
; 逆境

,

如水渍
,

诱导的乙烯
,

推测

抑制生长素等从而诱导玻璃苗阁
。

但这种推测 尚无试验根据
。

本试验选用玻璃化严重的

香石竹为试验材料
,

乙烯前体 A C C 和乙烯释放剂乙烯利为生长调节剂进行试验
,

以求

检验乙烯对香石竹试管苗玻璃化的影响及利用 乙烯释放剂克服香石竹试管苗玻璃化的

可能性
。

1 材料和方法

l 材料

1
.

1 供试材料 香石竹
,

别名
:

康乃馨
;
寮香石竹

。

1
.

2 供试生长调节荆 A c c 芯
> C <

监
`一` 基环丙“ 一 `一” 酸

,

结 “ 体
,

由

,
l ” 0居硕 士研究生

,

现在广州市土产茶叶公司工作
.

1 9 9 0 年 7 月 1 4 日收稿
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暨南大学 化学系有机 比学试验室合成 );乙烯利 C (L一C 一C一 P一o H
,

2一氯乙基麟酸
,

!H
n

!H!日

缩写
: C E P A

,

由北京农药二厂生产
,

纯度 切% )
。

L Z 试验步骤和方法

l
·

2
.

1 不同生长调节剂的对比试验

1
.

2
.

1
,

, A c c 与几种组织培养中常用生长调节剂的对比试验 设 9 个处理
,

以 M s

为基本培养基
,

分别添加各种生长调节剂
:
( l ) A C C

,m g / L ( 单位下同 ) ; ( 2 ) B A
,
十 N A AO

. ;

( 3 ) B A
.
+ N A A o

.

. ; (刁) B A
。二 + N A A

o
.

。 ; ( 5 ) K T
Z
+ N A A o

.

: ; ( 6 ) K T
:
+ N A A o

.

, ; ( 7 ) K T
o
.

:
+

N A 入。
.

、 ; ( 8 ) N A A
I ; ( 9 ) N A A

o
.

: 。

琼脂 0
·

7 5 %
,

蔗搪 3 %
,
p H 6

。

取正常试管苗一节带

叶茎段为试验材料
,

每处理 20 瓶
,

每瓶 5 个材料
,

重复 3 次
。

接种后置于温度 25 士 3℃
.

光照强度 2 0 0 O l
x ,

每天光照 s h 的培养室中
。

一 2一 2 乙烯利与 A C C 的对比试验 设 2个处理
:
( I ) M s + e E P A Z ; ( 2 ) M s + A e e Z 。

琼脂
、

蔗搪浓度和 p H 值与上同
,

试验材料
、

方法和培养条件亦与上同
。

1
.

2
.

2 乙烯释放量的测定 取 刁周龄正常试管苗第 3 节带叶茎段
,

培养于分 别添加

Zm s/ L A C C
、

C EP A
、

B A 的 M S 培养基中
,

并设 M S 基本培养基为对照
,

每处理 4 个重复
。

培养瓶为带胶盖 50 nfl 三角瓶
,

培养基容积为 20 nIl
,

每瓶 6 个材料
,

材料容积为 5 ml
,

每瓶空间容积为 2 5 nr l
.

接种后第 2
.

3
,

1
.

5
,

6
,

7
,

8
,

10
,

1 1
,

l刁
,

16 d 抽取培养

瓶中气体
,

每次每瓶抽气 I nll
,

然后注回 ! mI 无菌空气
,

再用胶纸密封瓶盖
,

抽出的

气体 用排水法保存于饱和盐水中
.

然后用 H rr A C H 16 6 3一 30 型气相色谱仪测定 乙烯释

放量
。

1
.

2
.

3 正常苗与玻璃 苗茎横切面结构观察 取 A C c .

培养的正常苗和 BA :

培养的玻

璃苗第二节茎段横切
,

在 佣 倍光学显微镜下观察其内部结构
,

并在 10 倍光学 显微镜

下照相
。

1
.

2
.

」 正常苗与玻璃苗的生理生化指标测定 取 A C C .

培养的正常苗和 B A
:

培 养的

玻璃苗地上部进 行各项指标的测定
:

含水量
、

干物质含量用重 量法
.

叶绿素含量用分

光光度法
,

蛋白质 含量用凯氏定氮法 ( KJ E L 一 A u T o 定氮仪 )
。

2 试验结果

2
.

1 各种生长调节剂对香石竹试管苗生长的影响

2
.

1
.

1 八 c c 与几种组织培养中常用生长调节剂的对 比 据对 刁周龄试管 苗观 察结果

( 表 l )
.

A c c 与其他生长调节剂培养的试管苗生长情况有明显差异
。

添加 A C C .

的处理

( } )
.

9 8 % 为生 长良好的正常苗
,

苗色浓绿
.

茎叶健壮
、

充实
,

根系发达
,

茎荃无愈伤

组织
,

根
、

茎组织紧密相连 (图版 l
,

2
.

3)
; BA 浓度较高的处理 ( 2)

,

(3 )
,

全是芽

丛状玻璃苗
,

苗色淡绿
,

叶厚人
、

卷曲
,

质极脆
,

茎粗 短
,

基部愈伤组织明显膨 大
.

无

恨 ( 图版 4 ) ; B A 浓度较低的处理 ( 魂)
.

玻璃化程度较轻
,

多为无根半玻璃苗
,

即使产

生 少量根
,

也因茎爷愈伤组织的阻隔以致根茎不能相连
; 含 K T 的处理 ( 5)

,

( 6 )
,

( 7)
,

玻璃 化程度车针刁浓度的 B A 轻
;

含 N A A 的处理 (8 )
、

(9 )
,

根多而 长
.

但地上部

初长纤弱
.

屯
厂

J班令世较 旅
.

攀堪亦有愈伤组织
。
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表 1 AcC 与几种组织培养中常用生长调节荆培养的试管苗生长情况对比
`

4
。̀ù办 0a 0 U工̀J 4.00 100- 4 111

心 .月

大大无小中中小小中 AC C I

B A,

+ N A A o
.

:

B A , + N A A o
.

:

B A
` ,
+ N A A o

.

:

K T :
十 N A A

o
.

,

K T : 十N A A o
.

:

K T 二 :

十 N A A o
.

,

N A A -

卜人人 、 .

正常苗

玻璃苗

玻璃苗
半玻璃苗

半玻璃苗

半玻璃苗
半玻瑞苗

半玻璃苗

半玻璃苗

4
.

8

2
.

8

3
。

0

3
.

5

3
.

8

4
.

1

4
.

3

5
。

2

5
.

5

1
.

2

1 6
。

3

1 5
。

2

4
.

2

3
.

3

2
.

5

2
。

1

1
。

2

1
.

3

飞
,、J、,`、产、J
r、
1

ù
、2、刀
子
、少(l(2(3臼伟(6(7(8(9

* 表中各数据为 3 00 抹 4 周势试管 苗平均值
,

意伤组织大小
:
大 为 1 0

3士 ; 中为 0
.

5
cm 3

士
; 小

为 0
.

3 ncz
3 以下

。

2 乙烯利与 A c c 的对比 据初步试验结果看
,

乙烯利培养的试管苗地上部生长

九从肠日
从八一

、飞、、、

亡口ōU一bn甘5心5
ēU一ó八ul、口匕口一óJ,遗.J,J介了ú,ú-

,且`
-

八11象以
·
一l洲嘟令攀

·

宋篇à喇极瞬案心

与 A C C 培养的相近
,

但根较少较长
。

么 2 乙烯释放量的测定结果

试验结果 (图 1 )
,

Ms + c E P扬

的乙烯释放量最高
,

平均值为对照

的 4
.

7倍
,

M S + A Cc
Z

次之
,

平均值

为对照的 2
.

8 倍
,

M S + B A :

的平 均

值与对照相同
。

M s 十 A C C Z

的乙烯

释放量比对 照高
,

说明 乙烯前体

A
Cc 已被 植物 吸收 并在体内转化

为乙烯
,

M s 十 C E队
:

的乙烯释放量

最高则是因为其瓶中既有植物体释

放的乙烯
,

也有培养基中乙烯利释

放的 乙烯
。

再者
,

各处理 乙烯释放

量均出现 2 个高峰
,

2 个峰均以 M S

+ C E队
:

为最高
,

M S十 A CC
:

次之
,

M S 十 B A :

则 比对照稍低
,

第一个高

峰出现在芽开始明显增长前
,

第二

个高峰出现在根开始明显增长前
。

2
.

3 正常苗与玻璃苗茎横切面结

构的差异

显微观察结果 (图版 5
,

6)
,

发

—
M S ( C K )

—
·

—
-

一 M S + C E P 人 :

目

长一, 卜
,

棍 - 祖一 M S 十A C C :

一一一一一一一 M S + B A
Z

2 3 4 5 6 7 8 1 0 1 1 1 4 1 6

接种后天数

图 1 添加不同生长调节剂培养瓶中的乙烯释放量

心

现正常苗茎皮层与韧皮部间有一轮完整而排列紧密的厚壁组织
,

其细胞壁明显加厚
;
玻

璃苗在此部位只有极少数壁加厚不明显的细胞零星分布
。

另发现玻璃苗茎皮层的薄壁

细胞明显 比充实苗大
,

且排列疏松
。

2
.

4 正常苗与玻璃苗生理生化指标的差异

测 定结果 (表 2)
,

玻璃苗含水量高
,

干物质
、

蛋白质含量低
,

特别是叶绿素含量

甚低
; 正常苗则含水量低

,

干物质
、

蛋白质含量高
,

特别是叶绿素含量 明显高于玻璃
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苗
。

这与前人的报导是一致的
。

表 2

理目 含水最 ( % )

正常苗与玻璃苗生理生化指标比较

干物质含盆 ( % )蛋白质含盆 ( % )叶绿素含童 (。 g /g鲜叶 )

材料

玻璃苗

正常苗

, 3
.

5 0

8 9
.

2 0

6
。

5 0

1 0
.

8 0

3 1
.

5 8

, 4
.

0 7

0
.

1 5

0
。

8,

3 讨论

3
.

1 生长调节剂是影响香石竹试管苗玻璃化的重要因素
,

乙烯释放剂作生长调节剂是

克服香石竹试管苗玻璃化的有效途径
。

试验结果表明
:

细胞分裂素作生长调节剂
,

香

石竹试管苗易出现玻璃化现象
,

在一定浓度范围内
,

细胞分裂素的分化力越强
,

浓度

越高
,

玻璃化程度越严重
。

我们认为
,

这主要是 由于细胞分裂素使香石竹细胞分裂过

快
,

侧芽分化过盛
,

影响了植物体内干物质积 累及组织
、

器官发育
。

A C C 和乙烯利作

生长调节剂
,

在相同培养条件下
,

能产生根茎叶发育良好的正常苗
,

证明乙烯对香石

竹试管苗的千物质积累及组织
、

器官的发育有利
。

可见
,

生长调节剂与苗质有密切关

系
,

用乙烯释放剂作生长调节剂
,

再加上在培养过程中
,

按照香石竹的生理特性给予

适宜的条件
,

如适当增加光强
、

降低温度及增减培养基中的某些成分等
,

将可有效地

克服香石竹试管苗的玻璃 化现象
。

3
.

2 乙烯克服试管苗玻璃化的机理是复杂的
。

本试验结果
,

添加 A C C 和 C EP A 的培养

瓶中乙烯释放量明显高于对照
,

且乙烯释放量的 2 个高峰分别出现在芽和根开始明显

增长前
,

说明乙烯对芽和 根的形成和发育有促进作用
。

M ill er 等 ( 19 8钓 报导 乙烯前体

A c c 和乙烯利可促进葛芭愈伤组织的木质部分化川
,

我 们发现在烟草愈伤组织分化时
,

A c c 可促进过氧化物酶和苯丙氨酸裂解酶的活性
,

加强 磷酸戊搪途径和抗氰交替途

径
,

前两个酶是促进木质素合成和细胞壁形成的关键酶
,

这 可解释 A c c 培养的正常苗

厚壁组织较玻璃苗发达 的现象
;
磷酸戊糖途径与叶绿素前体的合成有关

,

这可解释

八 c c 培养的正常苗叶绿素含量高于玻璃苗 5
.

5 倍的现象
; 抗氰交替途径则降低 了 A T P

的 合成
,

从而抑制了过度的主动吸水
.

提高了蛋白质和干物质的含量
,

这可解释 A C C

培养的正常苗蛋白质和干物质含量高于玻璃苗的现象
。

这些可作为乙烯抑制试管苗玻

璃 化的机理的初步解释
。

某些报导认为
,

玻璃苗比正常苗释放更多乙烯川
,

表面看来似乎同本试验结果相矛

}!Jl
.

其实不然
,

乙烯被认为是植物体进行适应逆境的生理信号
,

玻璃化的基本原因是

培养基水势过高
,

培养器皿内空气湿度过大
,

导致试管苗处于水渍逆境中
,

因而产生

较多的应逆乙烯
,

因此
,

这一现象是玻璃化的后果
,

而不是玻璃化的原因
。

致谢 本文承蒙 肖敬平教授指导完成
.

韩惠珍副教授
、

张佳权讲师帮助制片拍片
,

暨南大学化学系

郭书好副教授提供 A C c
,

深表谢意
。

勿
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