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釉稻体细胞胚胎发生形态鉴别的研究
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摘要 以釉稻品种秋桂矮 1 1发芽种子的幼芽基部为外植体
,

以 N
。
培养基附加 2

,

4

一
2 m g /

L 和脯氨酸O~ 40 m m ul L/ 诱导愈伤组织
,

对愈伤组织进行了立体解剖
、

扫描电镜观察和
G M A 塑料薄切片观察

。

结果表明
,

愈伤组织可分为胚性
、

中间型和非胚性 3大类 ;胚性愈伤组

织与非胚性愈伤组织在外观特征和内部结构方面都存在显著差异
,

前者明显分化成 6类细胞
,

其中包括传递细胞 ;后者分化程度低
,

且没有观察到传递细胞 ;中间型愈伤组织处于不稳定状

态
,

可向胚性与非胚性 2个方向转化
。

体细胞胚胎发生经历了原胚 (二细胞
、

四细胞
、

多细胞 )
、

梨形胚
、

盾片分化期胚和成熟胚等时期
.

讨论了愈伤组织形态鉴别的有效性
、

传递细胞在体细

胞胚胎发生过程中的可能作用和胚性细胞及体细胞胚的特点
。

关键词 釉稻 ;体细胞胚胎发生
;形态解剖 ;组织切片 ;传递细胞

中图分类号 Q 9 44
.

6

愈伤组织的形态鉴别对愈伤组织状态的调控和再生率的提高具有重要意义
。

在小麦

(T 沱。 二 a

“ 初: 。 )上
,

利用形态鉴别在不同阶段挑选不同状态的愈伤组织
,

已被认为是

原生质体培养成功的关键之一
,

并且建立了一套明确可靠的形态鉴别指标 (王海波等
,

1 9 9 1 )
。

釉稻 o( , 加 二痴
。 .L su sb .P 初 d初 )培养物的再生频率普遍较低

,

因此愈伤组织的

挑选和状态的调控就比基因型的筛选更为重要
。

为了探讨釉稻愈伤组织形态鉴别的可靠

依据
,

我们对愈伤组织进行了肉眼观察分类
、

立体解剖观察
、

扫描电镜观察和组织切片等

由表及里的观察研究
,

并进行了分化培养验证
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

秋桂矮 n 的成熟种子由华南农业大学农学系提供
。

1
.

2 方法
1

.

2
.

1 愈伤组织的诱导和继代 以 5一 7日龄无菌苗的幼芽基部为外植体
,

诱导和继代培

养基为 N 。
(朱至清等

,

1 9 7 5 ) + 2
,
4一 n `” 2 m g / L + 脯氨酸 0一 4 0 m m o l / L + 蔗糖 3 0 5 / L +

琼脂 8 9 / L (灭菌前 p H 调至 5
.

8 )
,

接种和培养按常规方
.

法进行
。

愈伤组织可产生于幼叶表

面
、

芽与残留盾片交接处
,

主要挑取交接处的愈伤组织继代
。

1
.

2
.

2 立体解剖镜下形态观察 根据愈伤组织的外观
、

质地等特征
,

肉眼观察并分类
,

然

后用 0 1丫m pus 立体解剖镜观察及照相
,

之后分别固定于 3%戊二醛中
,

用于切片
。

199 3一 04一 09收稿
( 1 )2

,

4一 d ic ih o
or hP en ox ay eC t ic a d d

,

2
,

4一二氛苯筑乙酸
。
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1
.

2
.

3 冰冻扫描电镜下形态观察 肉眼区分的不同类型的愈伤组织
,

经液氮快速冷冻直

接上镜去霜后观察表面形态结构
。

此项工作在华南植物研究所电镜室完成
。

1
.

2
.

4 组织切片 G M A ` 2)
塑料薄切片

,

厚度 2一3 u m
,

P A s( 3) 一甲苯胺蓝一。 染色
,

参

照徐是雄 ( 198 1) 的方祛
。

0 1丫rn pus 显微镜观察并照相
.

1
.

2
.

5 分化培养验证 各类愈伤组织分别分化培养于 N . + N ^ A “ , 0
.

5 m g / L + K T ` 5 , 2

m g L/ + 蔗糖 30 9 L/ +潮旨8 9 L/ ( p H S
.

8)
,

观察植株分化情况
,

以验证分类的可靠性
。

2 结果与分析

.2 1 愈伤组织的外部形态与分类

根据肉眼
、

立体解剖镜和扫描电镜观察
,

愈伤组织可分为胚性
、

中间型和非胚性 3大

类
,

现分述如下
。

2
.

1
.

1 胚性愈伤组织的特点 胚性愈伤组织外观鲜白至乳白色
、

不透明
、

结节状或有光

滑圆球状突起
.

立体解剖镜下观察发现这些结节状突起实际上是一个个不同发育阶段的

体细胞胚
,

胚与胚之间彼此独立
,

与母体愈伤组织联系也不紧密 (图版 1 3
,

4 )
。

早期的胚

性愈伤组织没有形成明显的体细胞胚
,

扫描电镜观察发现
,

愈伤组织块有明显的隔离现

象
,

即一块愈伤组织被分成许多小团块
,

小团块彼此联系松散
,

表面光滑 (图版 1 2 )
,

进一

步放大其局部表面可见由数个圆球状细胞组成的小细胞团正从愈伤组织内部向外突出

(图版 1 1 )
,

它们很可能是早期的原胚
。

转入分化培养后
,

这类愈伤组织全部可以再生出绿色完整植株
。

2
.

1
·

2 扑胚性愈伤组织的特
.

点 这类愈伤组织根据外形差异还可分为 3个亚类
.

第一亚

类 ( l a) 为淡黄色
、

半透明
、

粗糙
、

湿润团块
。

扫描电镜观察发现也有一定程度的隔离
,

但小

团块的表面极为粗糙 (图版 1 4
、

5)
。

它们在早期继代时分裂旺盛
、

增殖极快
,

后期则停止生

长
,

逐渐变褐死亡
。

分化培养时不能形成植株
,

有时可见少量绿点或芽
,

但它们很快褐化
、

死亡
.

第二亚类 ( 皿 b) 为色泽暗淡
、

半透明
、

粘糊状的愈伤组织
。

电镜下观察其表面粗糙
,

表

面细胞呈长管状
.

它们完全没有分化能力
,

有时能形成一些毛状物 (图版 1 1
,

2)
。

第三亚类 ( 皿 。 )是白色
、

干燥
、

珊瑚石状的愈伤组织
,

常形成于愈伤块的顶部
,

培养时

间过长以致培养基水分蒸发过多时也易形成这类愈伤组织
。

它们也完全没有分化能力
。

2
.

1
.

3 中间型愈伤组织的特点 这类愈伤组织可分为 2个亚类
: n a 和 1 b

.

l a
为淡黄

、

光滑
、

松散颗粒
,

出现于诱导培养和早期继代培养中
。

分化培养时有些能形成鲜白的胚性

区域
,

有些则形成毛状物
。

l b 是淡黄
、

松脆团块
,

表面有光滑球形突起
。

分化培养时可形成少量胚性区域
,

但多

次继代后会逐渐变成 l a
型

,

从而不能形成胚性组织
.

么 2 胚性与非胚性愈伤组织的内部结构

2
.

2
.

1 胚性愈伤组织的内部结构 切片结果表明
,

胚性愈伤组织从总体来说富含淀粉

粒
,

细胞排列紧密
,

细胞大小相近
.

但它不是均质的
,

而是细胞明显分化的组织
,

这是胚性

(2 )
:

lG yc o l m et h ac yr 场 t e ,

C 二醉甲基丙烯酸脂 ; (3 )
:

P er ido ic 州d /cs ih ff’ s ,

高哄酸 /锡夫氏试荆 ;

( 4 )
: N a p h t h al e n e

ace
t ie
翻 d

,

茶乙酸 ; ( 5 ) :
x i n e t in ,

激动紊
。
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与非胚性愈伤组织的显著差异之处
。

胚性愈伤组织内部的细胞大致可分为 6类
:

1
、

贮藏细

胞
; 2

、

分生细胞
; 3

、

胚性细胞
; 4

、

表皮细胞
; 5

、

传递细胞
; 6

、

维管束细胞
。

贮藏细胞是富含淀粉粒的薄壁细胞
,

比分生细胞稍大
,

排列不规则但细胞间隙小
,

是

胚性愈伤组织内部最大量的细胞 (图版 1 5 )
。

分生细胞存在于拟形成层和分裂中心
,

极少淀粉粒
,

细胞小
、

核大
,

细胞质浓
,

排列紧

密有规律 (分裂中心的呈辐射状排列
,

拟形成层的呈带状排列 )( 图版 1 4 )
。

胚性细胞与分生细胞相似
,

但排列不规则
。

原胚细胞团内部的细胞
,

其细胞壁未明显

加厚 ;而团与团之间相邻的细胞
,

壁加厚
,

使得团与团之间有明显界限
。

此外
,

胚性细胞的

分裂有极性
,

即分裂成大小两个细胞
,

大的纵裂
,

小的横裂
,

形成四细胞的原胚 (图版 111 6 )
。

表皮细胞是体细胞胚的原表皮层细胞
。

梨形胚时期就已形成明显的原表皮层 (图版 W

2 )
,

从而使体细胞胚大部分与母体隔开
,

只留少部分相联
。

表皮细胞进行垂周分裂
,

排列很

规则
,

因而胚性愈伤团块的表面相当光滑
。

几乎所有的胚性愈伤块内部都观察到传递细胞的存在
。

传递细胞的特点是细胞次生

壁及紧贴其上的细胞膜向细胞腔内生长
,

形成
“

壁一膜器
”

突起 ( G un
n i n g e t a l

,

1 96 9 )( 图

版 1 1
,

2 ) ) ;
并且它们是活的细胞

,

有明显的细胞核和细胞质
;
甲苯胺蓝一气〕 染色细胞壁呈

蓝 (带红 )色
,

与纵切面的螺纹或环纹导管分子 (甲苯胺蓝 一。 染色呈绿色 )不同
。

胚性愈伤组织内部有时可见丰富的维管组织
,

主要是导管分子 (图版 1 3 )
。

.2 .2 2 柞胚性愈伤组织的 内部结构 lll a
型的非胚性愈伤组织也有一些分裂中心和少

量胚性细胞团
,

但它们周围则是大量较均一的细胞
,

它们很少淀粉粒
,

分化程度明显低于

胚性愈伤组织 (图版 11 6 )
。

典型的非胚性愈伤组织 ( lll b 型 )呈内实外松的结构
,

即团块 (或颗粒 )中央细胞排列

紧密
,

越到边缘越松散
。

这种愈伤组织的细胞多呈长管状
,

它们也有分裂中心
,

但未见胚性

细胞团 (图版 兀 3)
。

非胚性愈伤组织从总体而言含淀粉粒少
,

没有观察到维管组织和传递细胞
。

3 结论与讨论

3
.

1 愈伤组织的早期形态鉴别和挑选是有效的

多数学者根据体细胞胚胎发生能力和外观特征将愈伤组织分为胚性与非胚性 2类

(H
e ys e : e t a l

,

1 98 3 )
。

有些学者则认为还存在中间型
,

一定条件下可诱导其向另两类转化

(王海波等
,

1 99 1 )
。

本试验的结果支持上述第 2种观点
。

各类愈伤组织的区分是相对的
.

它

们互相联系
,

一定条件下也可互相转化 (见图 1示 )
。

在愈伤组织培养的早期阶段 (即诱导出愈伤组织后继代 1一 2次 )挑选出 工型和 卫 a
型

愈伤组织进行培养
,

而除去 l 型
,

可有效提高分化率
。

但由于 11 型愈伤组织是不稳定的
,

所

以在挑选的同时还应注意愈伤组织状态的调控
。

我们发现培养基中加入脯氨酸可促使 五

型向 I型转化
。

3
.

2 传递细胞的可能作用

胚性愈伤组织内广泛存在传递细胞这一现象以往未见报道
。

但是关于整体植株内传

递细胞的特征
、

发生
、

分布
、

功能乃至超微结构却早已有详尽综述
。

uG nn ign 和 aP t e
指出

,

传递细胞的
“

壁一膜器
”
不仅增加了原生质体的面积 /体积比率

,

而且与内膜系统及细胞器



第 1期 陈远玲等
:

釉稻体细胞胚胎发生形态鉴别的研究

湿软愈伤

( lll b )

松散裸拉

( ll a )
\

褐化死亡 ( 一 一一夕再生植株

湿润粗糙团块

( ll I a )

松脆团块

( l b )
/

白色结节

状愈伤 ( I )

图 1各类愈伤组织之间的关系

关系密切
,

因而它们是短途装卸溶质的有效形式
。

事实上传递细胞也正是多发生于表面积

/体积比率不利于运输或运送溶质的溶剂流太小的情形 ( G un
n i gn et al

,

196 9 )
。

体细胞胚

与母体连结面积小
,

而它的分化发育则需大量养分
,

愈伤组织内部
、

体细胞胚附近和 内部

的传递细胞很可能起到了集中
、

专向
、

高效的养分 (或其他生理活性物 )调配作用
。

3
.

3 胚性细胞与体细胞胚

许多报道指出
,

胚性细胞富含淀粉粒 (王大元
,

1 9 8 4 ;
陈东方等

,

1 9 8 6 ; p r it il a ` a e ` a l
,

1 98 9 )
,

v as il( 1 9 9 0 )还指出当胚性愈伤组织变为非胚性时
,

胚性细胞的淀粉粒消失
。

本试

验的结果则表明所性细胞不含淀粉粒或含极少淀粉粒 (图版班 6 )
,

体细胞胚也只有到了梨

形胚后期才可见明显的淀粉粒 (图版 W Z
,

淀粉粒经 P A s 染色呈紫红色
,

黑白照片上呈黑

点状 )
。

判断细胞是否胚性最主要的特征是分裂是否有极性
。

关于水稻体细胞胚的结构
,

凌定厚等 ( 1 9 8 8) 和 J on
e s

等 ( 1 9 8 9 )通过组织切片观察到

原胚
、

盾片分化期胚和带有胚芽
、

胚根
、

盾片的成熟胚
。

在其他禾本科植物上
,

如紫狼尾草

(尸。
、

, t。 。 尹 ,` , 尹。 , 。 m s e h u m
.

) ( W a n g D Y e t a一
,

1 9 8 2 )和稗草 (召动认 oc h z闭 二
u
印

a
zz

:
L

.

)

(王大元等
,

1 9 8 4) 还有典型的体细胞胚的扫描电镜照片
,

可见盾片
、

胚芽
、

胚根
、

胚芽鞘和

胚根鞘等结构
。

这说明体细胞胚与合子胚在结构上是极为相似的
。

但从前人的报道和我们

的观察来看
,

水稻的体细胞胚又似乎比其合子胚结构简单
,

它们成熟后即可萌发
,

并未观

察到象合子胚那样的侧鳞
,

外胚叶等精细的保护性结构
。

这些结构是水稻系统发育过程中

适应其生态环境的产物
,

组织培养时生态环境变了
,

它们是否不再形成了 ?这还须通过扫

描电镜大量观察体细胞胚的结构才能找到充分的证据
。

致谢 承香港大学徐是雄博士赠送 G M A
,

本校农学系顾信媛教师提供种子
,

并得到何远康
、

韩惠

珍
、

郑玉梅等副教授的热情帮助
。

谨此致谢
。
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