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和组织学起源的初步研究
’

王世拢 郑玉梅
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摘 要

在附加有 2
,

4 一 D 3 m即 1 并将蔗糖用量提高至
s “ g l/ 以及 2 , 4 一D `

一叼l
、

精 氨 酸
, m g

l/ 和蔗糖为
2 ,叼 l的两种M S培养基上

,

两个品种的甘蔗幼叶的切段
,

经 4 一 21 天的无菌培

养后
,

有 90 % 以上的外植体产生了愈伤组织
。

石蜡切片观察表明
,

愈伤组织是由维管束鞘薄

壁细胞分裂而来
。

用扫描电镜对比观察了密实 和松散易碎的两类愈伤组织
,

后者有 大的胞间

隙
,

前者则无
。

甘蔗的组织培养始于 1 9 6 1年
,

L
.

G
.

N ic ke n在 1 9 6 4年报道
:
在离体的甘 蔗 茎 尖薄

壁组织的培养中
,

获得了首块愈伤 组 织 〔 5 〕 。

随 后
,

H e i n z a n d M e e 以及 B
a r b a a n d

N ic ke n 都在 1 9 6 9年分别报道了他们各自从离体培养获得的愈伤组织中诱 导出完整的甘

蔗小植株 〔 2〕 〔 ` 〕 。
2 9 7 4年

,

我国台湾糖 业 研 究 所 L i u
M i n

于 C h i n a n d C h e n
W

e n -

H
u e

服道了甘蔗愈伤组织中小植株分化的起源和过程的组织学研究
〔 “ 〕 。

1 9 7 8年 H
.

M
.

N a

da
r等人报道了甘蔗愈伤组织的显微结构和生长素对胚胎发 生 的 作 用 〔` 〕 。

从 以 上

的报导看来
,

对于愈伤组织是从外植体的哪些组织的细胞产生的 ? 还没有报道过
。

本文

报道我们对此问题的初步研究结果
。

材 料 和 方 法

供试品种为本院农场大田生长的台塘 1 34 和华南 5 6 12等两个品种
。

取材时 择 1 公尺

高的分萦
,

剥除外层老叶
,

留 3 一 4环 幼叶
,

截取 1 c5 m长的端部
,

先用 95 %乙 醇 浸没

·
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,

扫描电镜观察及拍 照
, 一

白本

院 电赞室孔宪扬同志协助进行
,

谨此致谢里
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材料 3 分钟以赶除气泡
; 然后用无菌水冲洗 3次

,

浸人 。
.

1%升汞液 15 分钟灭菌
;
再用无

菌水冲洗 3 次 以清除升汞
。

此后
、

置材料于培养皿中
,

用解剖刀横切幼叶为 8 m m的小

段
,

即可供接种用
。

在每一 50 m l培养瓶中
,

接种两段
。

以上操作
,

从升汞灭菌开始
,

均

在无菌条件下进行
。

基本培养基依M u r a s h i g e a n d S k o o g
, 1 9 6 2 ( 简称 M S )

,

作了如下修改
:

M S I一附

加 2 , 4 一 D
3 m g / l

,

蔗糖提高至
“ 。 “ / l ;

M S ll 一附加 2
, 4 一 D ` m g

/ 1
、

精 氨 酸 “ m g / 1
、

蔗糖为
“ 5 “ / 1

,

铁盐较原方提高月用量
。

p H调整为 5
.

8 ,

经常规热压灭菌后备用
。

组 织切片按常规石蜡制片法进行
,

固定液为 F A A或 N a v as o h i n ` s
两种

。

于 接种后

次 日开始
,

定期取材固定
。

乙醇脱水
。

切片厚度为 8一 10 微米
,

除纵
、

横切外
,

尚作平

皮切 ( P ar
a
de

r m al s e o t io n )
。

海氏苏木精或番红和固绿染色
。

中性树胶封藏
。

扫描电镜观察听用愈伤组织
,

未经任何处理
,

直接观察水湿样品
,

取适当大小的愈

伤组织
,

用导电树胶粘贴于铜样品台上
,

用 J E O L SJ M
一

25 5扫描电镜进行观察 和摄影
。

结 果

(一 )
、

诱导愈伤组织所铸时间及频率

根据从 1 9 7 9年 12 月上旬至 1 9 8 0年 8 月的 3 次重复接种材料所见到的情况
,

综合如下

表
:

培 养 华 M S I
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}
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{
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见织可组眼伤肉愈

、

据表可见
,

在我们的试验条件下
,

这两个品种的幼叶
,

在接种后 4 一 21 天内即可诱

导出愈伤组织
,

诱导频率总平均达 92 %
。

( 二 )愈伤组织的起源

根据石蜡切片
,

愈伤组织不仪出现于外植体切段的两个横切面的切 仁 ,处 ` 图 2
、

3
、

6 )
,

也可在外植体切段的表面上发生 (图 4
、

5
、

7 o)

少、 幼奸按翩i后 2 一 茗天
,

凡能产生愈伤组织者
,

其切口表面呈液状
,

横 切面 的面积

逐白变宽
,

二约共复斯忘 已有50 %的外植体
,

用肉眼可见淡黄一无色的愈伤组织
,

突
一

出

于切面外表
。

在有些外植 休中
,

一

厂切 仁l处产生愈伤组织的同时
,

其整个叶表面
,

可见若

玉尾熬分布的无龟尊紫色隆起
,

逐渐增大而向外突破外植体的表皮
。

从石蜡制片 (图 7一 9 )
、

判断
,

不论是叶片或叶鞘
,

愈伤组织的发生
,

都和维管束鞘
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密切相关
。

由图 11 可见
,

经培养 3 一 5 天后的外植体
,

部分维管束鞘薄壁细胞
,

即恢复

分裂潜能
,

开始进行分裂
,

产生愈伤组织
。

其分裂方式
,

或为无丝分裂 (图 8 )
,

或为

有丝分裂 (图 。 )
,

两种分裂方式都可见
。

由图 7 可见
,

刚产生的愈伤组 织
,

其细胞体积

小
、

排列紧密
,

细饱核大
,

细胞质浓而着色深
。

分裂继续进行
,

愈伤组织团块的细胞数

目增多
,

突破其外方的外植休的其它组织的细胞
,

成为肉眼可见的愈伤组织块
。

(三 ) 愈伤组织的形态

甘蔗幼叶的愈伤组织
,

和多种经过研究的植物愈伤组织一样
,

按其物理性状
,

可分

为密实的和松散易碎的两类
。

对这两类愈伤组织的外表
,

我 们用扫描电镜进行了观察
。

从图 13 和 14 对比
,

明显可见
,

密实的愈伤组织
,

细胞排列紧密 ; 而松散易碎 的 愈 伤 组

织
,

细胞排列疏松
,

有多而大的胞间隙
。

讨 论 和 结 论

(一 ) 甘蔗离体幼叶的切段经无 菌培养 4 一 21 天后
,

其愈伤组织的诱导频率达 90 %

以上
。

因此我们认为取其愈伤组织的细胞进行单细胞培养
,

供研究细胞分化用
,

从取材

上讲是可行的
。

此外
,

由于其诱导频率高
,
故可作为我国南方的高等农业院校开设植物

组织培养课程的实验材料
。

4

(二 ) 明确了愈伤组织是由维管束鞘薄壁细胞经有丝分裂或无丝分裂而来
,

在甘蔗

这种作物中
,

国内
、

外尚未见报道
。

这些细胞的脱分化和分裂过程的变化
,

有待进一步

研究
。

(三 ) 采用 M S基本培养基时
,

附 加 2 , 4 一 D
“ m “ 厂l

,

并将蔗糖用量提高 至
“ “

叼 1即

可
。

对诱导愈伤组织而言
,

精氨酸并非不可少的
。
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附 图 说 明

图 1

图 2

图 3

图 4

图 5
几丁

图 6

图 7

图 8

图 9

图10

图1 1

愈伤组织的一部分
,

示细胞分裂
。

培养 14 夭后
,

幼叶切段的切 口处产生的三个愈伤组织
。

培养 7 天后的幼叶叶片横切面
,

示愈伤组织从切 口处的维管束鞘产生
。

培养 7 天后的幼叶平皮切面
,

示愈伤组织由维管束鞘分裂而来
。

培养 14 天后的幼叶平皮切面
,

示愈伤组织由维管束鞘分裂而来
。

培养 14 天后的叶鞘切段
,

在切 口处形成的一个愈伤组织
。

培养 5天后的幼叶叶鞘平皮切
,

示愈伤组织自维管束鞘发生
。

培养 3一 5天的幼叶的纵切
,

可见其维管束鞘薄壁细胞以无丝分裂方式进行分裂
。

培养 3 一 5天的幼叶的纵切
,

可见其维管束鞘薄壁细胞以有丝分裂方式进行分裂
。

“
松散型 ” 愈伤组织的扫描电镜图

,

可见大型的胞间隙日
“
密实型 ” 愈伤组织的扫描电镜图

,

与图10 对比
,

无大型的胞间隙
。


