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利 用聚 乙烯毗咯烷酮防止甘蔗

组织培养接种物褐变的研究

陈 彪 , 陈伟栋“ 梁钾贤
`

王润华“

( 1 湛 江海洋大学生物技术中心
,

广东湛江
,

524 0 8 ;8 2 华南农业 大学农学系)

摘要 用 聚乙烯毗咯烷酮 ( PVP )预处理甘蔗顶端外植体
,

并以 PV P 作为附加成分直接加人培养基
,

均可取得防止接种物褐变坏死的 良好效果 ; 但同时发现
,

当加人培养基中的 P VP 达到 一定浓 度
,

则会表现出延缓分化芽增殖速度的不良作用 ; 对 P V I〕 在植物组织培养中的应用作出评价
.
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以植物组织培养技术加速繁殖甘蔗优 良品种种苗
,

近年来被广泛应用
.

无论是 以甘蔗茎

端作为外植体
,

直接利用
“

芽生芽
”

的繁殖方式
,

或者是 以幼嫩叶鞘作为外植体
,

通过愈伤组织

再诱导分化芽都能获得成功
.

然而
,

一般情况下
,

从外植体接种开始
,

直至 5 次继代以前
,

增殖

率都不高
.

原因可能是多方面的
.

首先
,

具有潜在再生性的非液泡化致密组织仅 占愈伤组织

总量的 1% 一 10 % (K ” e洋 H oK
,

19 84)
.

更为重要的是
,

在早期继代每次都几乎不可避免地 出现

培养物褐变
、

坏死
.

严重时褐变率高达 30 % 以上以致失去生产价值
.

培养物褐变被认为是 由

于多酚氧化物积累的结果 (林哲甫等
,

19 65 ; 何琼英等
,

1995
,

19 98 )
.

多酚氧化物是次生代谢的

产物
,

其产生不具特异性
,

植物组织受机械损伤或病原菌的浸染均可导致多酚氧化物的迅速积

累
,

其生物化学特征表现为有关酶系统的活性迅速增强 (王润华等
,

19 97 ; 阿久津美惠
,

19 7 8 )
.

本研究在甘蔗的组织培养中
,

以聚乙烯毗咯烷酮 (VP )P 对外植体作预处理
,

并在继代培养

中以 VP P 作为培养基的附加成分
,

探讨防止接种物褐变
、

提高分化芽诱导率的效应
,

为改进甘

蔗组织培养技术提供参考
.

1 材料与方法

1
.

1 试验材料

供试甘蔗品种 RO C 16
.

材料取 自华南农业大学实验场
.

1
.

2 试验方法

1
.

2
.

1 VP P 预处理 茎端外植体 取甘蔗茎端
,

除去叶鞘
.

经常规消毒后
,

切成约 1 Cm 茎段
.

设置 6 种不同质量浓度的 PV P 溶液泡浸 20 m in
.

VP P 的 6 种质量浓度处理为
:

( l) 无菌水 (作对

照 ) ; ( 2 ) 5 0 m岁L ; ( 3 ) 100 m g/ L : ( 4 ) 15 0 11 19 / L ; ( 5 ) 2 00 m g/ L ; ( 6 ) 2 5 0
n l g / L

.

经预处理后
,

接人下列成分的培养基
: M S + 6 一 BA Z m酬 L 十 N从 0

.

02 m群 L + 糖 40 岁 L
.

以 5 盯 L 琼脂固化
.

p H 二 5
.

8
.

设 3次重复
,

每次重复接种外植体 20 块
.

接种后 巧 d 进行调查
.

但由于不可避免出现污
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染
,

最后每次重复均不足 20 块外植体
.

统计分析按实际数处理
.

1
.

2
.

2 以不 同质量浓度的 PV I〕作为培养基的附加成分 基本培养基如前
.

加人 vP P 附加成

分
,

共分 5 种质量浓度处理
:
( l )无附加成分 (作为对照 ) ; ( 2 ) PV p I O n l岁 L : ( 3 ) p V p 3 o n

可 L : ( 4 )

VP p 5 0 11

可 L ; ( 5 )VP p l oo m盯 L ;

以经 4 次继代的分化芽作为接种物
.

设 3 次重复
,

每次重复接种 巧 块
.

接种后 巧 d 调查

褐变坏死情况
.

也由于不可避免的污染
,

最后每次重复均不足 巧 块
.

统计分析按实际数处理
.

2 结果与分析

2
.

1 P V P 预处理效果分析

6 种浓度的 1〕、 P 预处

理甘蔗外 植体
.

各个 处

理各 重复 褐 变坏 死率 经

反正弦 转换 后作 方差 分

析及 多重 比较见 表 1 及

表 2
.

表 1 PV P 6 种浓度预处理效果的方差分析

变因

处理

误差

总和

牙
5

l 2

17

ss 弄巧 lF )

6 7 27
.

327 7
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.

65 3 8
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.
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.

13 7 8
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.

19
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.
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.
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.
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表 2 p v p 6 种浓度预处理效果的多重比较 , )
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从表 1
、

表 2 的分析结果可见
,

VP P 预处理对防止甘蔗茎端外植体褐变坏死具有显著效

果
.

但在浸泡 20 而 n 的条件下
,

I〕v p 的浓度在 100
11

娜 L 以下几乎无效
,

而 150 n

娜 L 与双幻
、
2 50

m g / L Z 种浓度相 比较差异也不显著
.

由此可见
,

应以 150
一 2叨 m g/ L 浓度效果为佳

.

706050

000

岁ù哥创眼长烈̀坏

当以 P V P 的浓度作为横坐标
,

以各处理

3 次 重复 的
S i--n

1 、
/丽平均再转换为百分率

为纵坐 标作 出折 线 (见 图 1 )
,

可 以看 出
,

随

P V I〕质量浓度提高
,

外植体褐变坏死率下降的

趋势 月W P 质量浓度在 100 11嗯 / L 以下几乎不

起作用 ;当 I〕、甲 质量浓度达到 150
11
唱 / L

,

褐变

坏死 率 明显下 降
,

但褐 变坏 死率 还 保持 在

39
.

18 % 的高水 平
,

这 在生 产上是 不能接 受

的 ; 当 VP P 质量浓度提 高到 2以〕 m g / L
,

褐变

坏死率降为 1 1
.

73 %
,

这 被认为 已是 很理 想

的效果
.

1伽 ) 1 5 0 20() 2 5 0

尸 ( pVP ) /( m g
·

L 一 ’
)

图 l 预 处理的 1
〕
V l

〕

质量浓度与甘蔗外植

体褐变率的关系
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2
.

2 P V P 作为培养基附加成分的效果

2
.

2
.

1 对 防止接种物揭 变坏

死的效果 在基本培养基 中分 表 3 5种浓度 P v p 作为培养基附加成分效果的方差分析
, )

别加人 5 种不 同浓度 的 P v P
,

接 变因 牙 55 Ms F

人经 4 次 继代 的甘 蔗分 化苗
.

处理 4 2 328
.

980 9 5 82
.

245 11
.

302
”

经 15 d 后
,

调查 褐变坏 死率
.

误差 10 5 15
.

168 7 5 1
.

5 16 9

各个处理各重复的褐变坏死率 一
一

鱼塑 经 丝竺 经9眨 _

_
_ _

_

经反正弦转换后作方差分析 及 l) OF , =
3

·

47 ;8 0F
。 , = .5

994
多重比较

,

结果见表 3及表 4
.

从表 3
、

表 4 的分析结果 表 4 5 种浓度 P v p 作为培养基附加成分效果的多重比较
, )

看
,

PV P 作 为培养基 的附加

成分对防止甘蔗培养物的褐

变坏死具有很显著效果
.

其

质量浓度必需在 50
11 19 / L 或

以上
.

但当质量浓度增加到

100
n lg / L

,

其效 果 也不见 得

有显著提高
.
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2 对分化 芽增 殖的影响

为观测 VP P 作为培养基 的附

加成分对甘蔗分化芽增殖 的影

响
,

每种处 理 选出 不受污 染 的

10 瓶
,

在 28 ℃ 培养条件下
,

于

接种后 3
、

6
、

9
、

12
、

15
、

1 8 及 Z l d

连续计数分 化芽数
.

以 观测时

间 ( )t 为横坐标
、

以 每种处理 的

10 瓶平均 值为纵 坐标
,

分 别作

出 5 种处理随时间 ( t) 而增殖的

折线图 (见图 2)
.

仆` - 一~ - 刁沁几 - - -盛 - - - - -山 - - - - -

3 6 9 12 1 5 18 2 1

t 砚 .
/d

A一 0
1 1侣 / L ; B一 10

n lg / L ; C一 3 0 n

娜 L ;

】卜一 SD I n g / 1̀ E一 l oo
n

官 L

图 2 培养基附加成分 PVI
,
5 种浓度分化芽数与培养时间的关系

从图 2 看
,

从接种后经过 lZ d 的培养
,

不论培养基 中是否加人 VP P 或加人的分量多少
,

在

试验范围内
,

最终每瓶平均获得的分化芽数差异不大
,

只在 18
.

3 一
22

.

0 之间
.

但从分化芽增

殖的趋势看
,

不同处理存在明显差异
.

没有加人 VP P 及加人 VP P 的质量浓度只有 10
I n g/ L 时

,

接种后出现分化芽时间提前
,

增殖进度快
,

实际上于接种后 巧 d 就达到最高值
.

加人 l〕V P 的

质量浓度为 30
11笔 / L 时

,

分化芽增殖进度稍有推迟
,

但不大 明显
.

加入 vP P 质量浓度在 50 及

100
1班少L 时

,

分化芽的出现及增殖进度明显推迟
,

接种后 6 d 还未见新的分化芽出现
,

直到接

种后 lZ d 分化芽数才达到最高值
.

即分化芽达到最高值的时间比其他处理推迟 5 一 6 d
.

3 讨论

( l) 植物组织培养中
,

普遍出现接种物褐化坏死现象
,

虽然不同植物可能有明显的程度上
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差异
.

实际上
,

凡是能够钝化或抑制多酚氧化酶
、

过氧化物酶等酶系统 活性 的抗氧化剂
,

理论

上都具有阻缓或防止接种物的褐化
.

何琼英等 ( 1995 )
、

蒋跃明等 ( 1990 )及林哲甫等 ( 19 65 )曾用

抗坏血酸作为氧化酶系统的抑制剂有效地抑制多酚氧化物的产生 与积累
.

但某些抗氧化剂

(如抗坏血酸 )不耐高温
,

给组织培养的无菌操作增加一定困难
.

如欲作为附加成分直接加人

培养基再进行高温灭菌就不可能了
.

vP P 能耐高温
,

不失为组织培养中理想的抗氧化剂
.

( 2) 接种物的褐变通常仅出现在初期继代
.

因此
,

选定适 当的抗氧化剂对外植体作预处

理就会取得理想效果
.

然而
,

甘蔗组织培养中
,

从外植体初次接种直至第 5 次继代甚或 以后
,

均可能连续或间歇 出现培养物褐变
.

因此
,

仅以抗氧化剂作预处理往往不能彻底解决 问题
.

在这种情况下
,

以适当的抗氧化剂 (如 PV P )作为附加成分直接加人培养基是 可取的
.

( 3 ) 以 VP P 作为培养基的附加成分
,

当 vP P 达到有效浓度 (如 50 m酬 L 或以上 )时
,

会延缓

分化芽的增殖进度
.

这可能由于 P V P 具有延缓 6 一 BA 的吸收作用所致
.

对每次继代需 20 d

以上的植物组织培养
,

其影响 也许不大
.

但就甘蔗而言
,

在适温条件下每次继代所需时间约为

12 一 巧 d
.

VP P 对分化芽增殖的延缓实际上降低了单位时间的繁殖系数
.

这个问题
,

能否从调

整激素 的种类及浓度加以解决
,

有待进一步研究
.
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