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摘要 以香蕉横切薄层切片为材料
,

研究了不同因素对薄层切片芽分化的影响
。

结果表明
:

利用横切薄层培养

技术能更有效
、

快速地进行香蕉的无性繁殖 ; TD z (英文名为 th idi
~

n ,

N
~
p h en y书一l

,

2, 3 一th ia- di a zo l
一

5一lu re a ,

中

文译为苯基唆二哇基脉)对香蕉薄层切片芽的分化有抑制作用
,

没有得到生长正常的不定芽
;

横切薄层切片在

暗培养且培养温度为 30 ℃时比 25 ℃有较高的不定芽分化率
,

不定芽分化能力强
,

丛芽多 ;蔗糖和 A g N O 3
对薄层

切片芽分化有一定的影响
。
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香蕉 (对琳 a sP p
.

)是世界上著名的热带和亚热带水果
,

具有重要的经济价值
。

由于香蕉多为三倍体
,

高度不育性
,

其与主要粮食作物相比
,

研究工作相对滞后
。

生物技术的发展为香蕉的遗传改良育种带来

希望
,

特别在抗病虫害
、

抗寒
、

延迟成熟等方面
。

因此
,

建立一个高效稳定的遗传转化受体系统是香蕉遗

传改良的关键
。

香蕉的组织培养是一个很成熟的技术
,

已经在香蕉种苗生产中得到广泛的应用 〔, l
。

作为

外源基因的受体系统
,

香蕉外植体与一般生产上的植株繁殖体系既有联系
,

又有区别
。

植物薄层细胞培

养(th in ee n l即e r c u lto re )技术是 2 0 世纪 7 0 年代发展起来的实验技术
,

最早是 T ra n
以烟草的表皮细胞作

为外植体培养材料并获得了根和芽的分化 [2J
,

并用它来研究器官发生的机理13, 41 ;
一些研究把这一技术应

用到植物组织 1一Z r n r n 的薄层切片培养上
,

进而应用到一些植物的基因工程中 15, 6 ]
。

笔者在对香蕉表达

异源蛋白的研究中
,

采用横切薄层培养技术建立了较好的植株再生体系
,

为香蕉的遗传改良研究积累了

一定的工作基础
。

现将不同因素对香蕉薄层切片芽分化影响的研究结果报道如下
。

1 材料与方法

L l 材 料

供试果用香蕉 (材出 a

sPP
.

) 品种为威廉斯 (Wi ili
~

) 的低代香蕉试管苗
。

从香蕉园采集无病
、

高产

香蕉植株的吸芽
。

经过表面处理后
,

在超净工作台上进行无菌操作
,

剥取顶芽接种在培养基 (B M I) 上
,

每 2 周 继代 1 次
;
经过 3 代 的增殖 (培养基 B M 2) 获得大量含潜在芽分化的组织

。

对部分 已分化成

植株的材料
,

在超净工作台上将植株的假茎去除
,

将丛芽横切成薄层切片 (1一Z m m )
,

作为外植体实验

材料
。

L Z 方 法

1么1 培养基及培养条件 横切薄层切片芽诱导培养基 (BM I) :
改良的MS 培养基 月孙拼刀呢

·

L
I
王NA A O

.

5 m g. L
一

‘;

丛芽增殖培养基 (B MZ ) :
改良的M S 培养基 + B A 3

.

s mg
·

L
一
1

+N A A O
.

3 m g. L , 。

以上培养基及培养条件如不

加 以说明
,

均附加蔗糖 30 mg
·

L , ,

琼脂 5
.

6 g. L , ,

pH S
.

8
,

均在生化培养箱进行暗培养
,

培养温度为 30 ℃
。

光

照培养也在生化培养箱进行培养
,

培养条件为光照 16 U 黑暗 s h
,

光照强度为 1 5(X) 心 0 00 h
,

培养温度为 30 ℃
。
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1
.

2. 2 数据收集与处理 用显微镜 (M o tlo di gi ta l而cro sc 叩e D M- 143 型 )对薄层切片培养过程中的形

态发生变化情况进行 30 d 观察
;
每个处理的薄层切片数为 2 0 片

,

并进行 3 次重复实验
,

观察结果用平

均值表示
。

2 结果与分析
2

.

1 不同横切方式对香蕉薄层切片芽分化的影响

在香蕉的薄层切片的处理方式中
,

采用 2 种方法
,

一种是先切去芽的全部叶鞘
,

然后对丛芽进行纵

切
,

再进行横切成薄层切片
;
另一种方法是先切 去芽的全部叶鞘

,

然后对丛芽进行横切得到薄层切片
。

研

究结果表明
,

2 种方式的薄层切片都能促进芽的分化
,

但采用第一种方法更能增加芽分化的数量 (图 1一 4 )
。

图 1 香蕉横切 〔先纵切)薄 图 2 香蕉横切 (不纵切 )薄 图 3 香蕉横切 (先纵切 ) 薄 图 4 香蕉横切 (不纵切 )薄

层培养 (光照培养 6 d) 层培养 (光照培养 6 d) 层培养 (暗培养 6 d) 层培养 (暗培养 6 d)

2. 2 不同植物生长物质含量水平对香蕉薄层切片芽分化的影响

为了达到最佳的分化效果
,

在己有的工作基础上
,

选择不同的植物生长物质组合
。

结果滚 1
,

刀表明B A」创叭A 对芽

的分化效果好
,

实验选用 B产沸
.

0岭L翎降勺’0. 5岭L-l 沙卜植体芽诱导卿 B户。
.

5 m g. L
一

’+ N A A O
.

3 m g. L
一

’
(丛芽的

增殖)
。

研究还发现 T D z 在实验浓度下对香蕉的芽分化的效果不理想
,

没有得到生长正常的不定芽
,

仅仅

得到芽点
。

植物生长物质对植物细胞的脱分化过程有着重要的调控作用
。

由于 T D Z 具有强烈的细胞激动

素作用
,

对芽的分化有很强的调控能力
,

有近 1 00 种再生困难的木本植物使用 T D Z 后都获得了成功
。

但某

些研究也发现极低的 T D Z 浓度能促进腋芽的增殖
,

浓度增高时促进愈伤组织形成
,

抑制芽的生长和增殖 l7]
。

表 1 不同植物生长物质组合对香蕉薄层切片芽分业的鱼叼应

植物生长物质组合

质量浓度 / mg
·

L ,

(I)IB A O
.

5

(2 )N A A O
.

5

(3 )BA4
.

小NA A O
.

5

(4 )B A 3
.

5+ NA A O
.

3

(5 )B A 3
.

小田A0
.

3

薄层切片总数 / 个 出芽外植体数 / 个 不定芽数
. / 个 芽分化率 / % 备 注

739095959500

(6 )2
,

4刃心

(7 )2
,

4刃心

.

25十K T O
.

5

2 5+ B AO
.

5

ll

l8

19

l9

l9

0

0

14 (1
.

2 7 )

16 (0
.

8 8 )

5 2 (2
.

73 )

4 6 (2
.

42 )

5 0 (2
,

6 3 )

0 (0 )

0 (0 )

根多

根多且长

芽分化多

芽分化多
,

植株高
。

芽分化多
,

芽不健壮
,

个别长根
。

大部分薄片褐化
,

愈伤组织疏松
。

全都褐化
,

形成愈伤组织疏松
。

.j0on
�0no

,.且
,‘,‘,‘2
,‘气‘

说明
: 申
括号中的数字是出芽外植体材料的不定芽平均数(下同 )

表 2 不同浓度 T D z 与 NA A
、

IB A 的组合对番薄鳌星切生犯妞丝通哑
薄层切片总数 / 个 出芽外植体数 / 个 芽点数 / 个 芽分化率 /% 备 注

18 (] 分化成芽点但未形成植株
。

芽点多且粗壮
,

但未形成植株
;

个别基部有叶片
。

芽点相对少也未形成植株
。

芽点少
,

也未形成植株
。

芽点多
,

但未形成植株
.

00909000

28)67)44).4)

25(l26(l28(l

3 3 (l

�名0OD,二,山,工202020

植物生长物质组合

质量浓度 /mg
.

L ,

( 1)T D Z 1 5

(2 )T D Z I
.

叶NA AO
.

l

(3 )T D Z 2
.

5+ IB AO
.

3

(4 )T DZ2
.

5下NA A O
.

3

(5) TD 别下N A户习
.

5

l4

l5

0
.j勺‘,l



2. 3 光照和培养温度对香蕉横切薄层切片芽分化的影响

结果表明
,

无论光照或暗培养条件薄层切片都有较多的芽分化 (图 1
,

3 )
。

在光照条件下
,

不定芽为

绿色
,

粗壮
;
而在暗培养条件下

,

长 出的不定芽为白色
,

丛芽点的量比光照 的多 (表 3 )
。

在香蕉遗传转化

研究中
,

发现采用暗培养条件得到的材料
,

褐化较轻
,

而且用它来进行转化可得到较高的报告基因的瞬时

表达率〔g
,

9 1
。

表 3 光照条件对香蕉薄层切片芽分化的影响 表 4 培养温度对香蕉薄层切片芽分化的影响

处理方式
薄层切片

总数 / 个

出芽外植
体数 / 个

不定芽
数 / 个

芽分化
率 / % 温度 /℃

薄层切片

总数 l个

出芽外植
体数 / 个

不定芽
数 / 个

芽分化
率 l%

光照培养

暗培养

19 3 0 (1
.

5 8 ) 9 5

19 3 7 (2
.

0 6 ) 9 5

2 5 土1 2 0 13 2 5 (1
.

9 ) 6 5

3 0 士1 2 0 18 5 0 (2 7 8 ) 9 0

0O,‘2

不同的培养温度对香蕉薄层切片分化芽有影响
。

研究结果 (表 4) 表明
,

在 30 ℃培养条件下
,

薄层切

片的不定芽分化能力强
,

丛芽多
。

虽然在 25 ℃培养条件下
,

也能得到相当多的不定芽
,

但在培养时间相

同时
,

不 定芽比 30 ℃时要少
。

在香蕉的工厂化生产中
,

笔者也常设定这个培养温度
。

n�叼曰00八勺‘U
�

6,只 ‘�几J04
山.儿,.立八UO�、一2 02

,‘人

230500050

2. 4 培养基中蔗糖浓度对香蕉薄层切片芽分化的影响

由于在研究以根癌农杆菌介导的香蕉遗传转化

时
,

在其侵染阶段使用了较高的蔗糖浓度
,

因此
,

笔者

研究了培养基中不同的蔗糖浓度对芽分化的影响
。

结

果表明
,

蔗糖浓度过高抑制了芽的分化
。

在蔗糖浓度

5 0 m g
·

L
一

,
以上时

,

随着蔗糖浓度的提高
,

芽的分化受

到抑制愈严重 ( 见表 5 )
。

表 5 培养基中蔗糖浓度对香蕉薄层切片芽分化的影响

蔗糖质量浓 薄层切片 出芽外植

度 l讯 g. L ,

总数 l个 体数 / 个

不定芽

数 / 个

芽分化

率 /%

50 (2
.

7 8 )

32 (2
.

4 6 )
16 ( 1

.

7 8 )

4 ( 1 0 )

2. 5 A少0 3
对香蕉横切薄层切片芽分化的影响

关 于 A叨0 3
在植物离体培养中的作用

,

研究认为 A叨0 3
能提高外植体不定芽分化率【’刃

。

本实验研

究 A叨0 3
对香蕉横切薄层切片芽分化影响的结果 ( 图 5

,

6) 说明
,

A叨0 3
在 20 m g. L-l 的质量浓度以内

能促进薄层切片芽分化
,

芽点多
。

但以较低浓度下不定芽的质量较好
,

并且只有在 5 m g
·

L
,

左右所分化

的芽点能生长成正常的植株
。

.5.532.51.50
凡J,�01

令、坷象睁g低侧冷

000
�UO
�UO20

OD64,山

界、僻李尔撇

0 2 5 10 2 0 3 0 4 0 6 0 80 10 0

A酬。3
质量浓度 /m g. L’ ,

图 5 A g N 0 3

浓度对薄层切片芽分化影响 图 ‘

15 3 0 4 5 6 0 7 5 9 0 10 5 12 0

A酬0 3
质量浓度 /m g. L ,

A gN O :

浓度对薄层切片芽再生的影响

3 讨 论

香蕉在我国的福建
、

广西
、

广东
、

云南
、

海南等地大量种植
,

已是地方农业发展的支柱产业之一
。

因

此
,

选育高产
、

优质
、

抗逆性强的新株系或新品种将有利于香蕉产业的进一步发展
。

香蕉品种改 良技术

包括体细胞突变
、

体细胞变异
、

诱变育种
、

基因工程等
,

都是建立在组织培养技术基础上的
。

近十年来
,

基因工程技术的发展使进行香蕉抗病虫
、

抗逆
、

品质改良的定向育种成为可能
。

虽然国内外有关香蕉的
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遗传转化有过报道。‘
一 , 3J

,

但由于香蕉是单子叶植物及不易被农杆菌浸染的特点
,

目前国内外尚未建立起

较好的单独以农杆菌介导的遗传转化方法
。

本研究以香蕉低代试管苗为材料
,

采用薄层技术研究芽分化情况
。

研究结果证明
,

以此为材料进行

横切薄层切片的组织培养再生率高
,

周期短
,

这和黄霞等 [141 以香蕉假茎为材料相 比
,

能够较快建立起遗

传转化受体系统
。

在研究中发现影响薄层切片芽的分化的因素是
: (l) 作为薄层切片来源的无菌材料

。

从大 田吸芽进行无菌操作取顶芽接种在分化培养基后
,

经过 2一3 代的继代培养后作为薄层切片材料是

最理想的
。

因此
,

低代无菌材料是本研究与其它相关研究不同之处
。

因为此时靠近生长点的组织有大量

的具有潜在分化能力的细胞
,

通过它得到的薄层切片芽分化最理想
。

(2) 培养温度
。

在培养温度为

30 ℃时
,

可得到较多的不定芽
。

(3) 光照条件
。

暗培养有利于促进芽的分化
,

而在光照条件下分化的芽

粗壮
,

在生根阶段光照有利于移栽成活率
。

在随之进行的以根癌农杆菌介导的香蕉遗传转化研究中
,

以

薄层切片作为转化受体能得到很高的 G U S 基因瞬时表达IS, gj
。

因此
,

香蕉薄层培养技术将促进利用基因

工程技术进行香蕉的育种研究
。
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