
水稻花药培养白化苗的亚显微结构研究
’

生 物系 遗传组
、

中心实验室

应用水稻花药培养植株
,

可以在短时间内育成新品种
。

但在单倍体育种中
,

白

化苗的频率很高
,

有些甚至全部都是
〔 ’ “ ,

。

由于 白化苗缺乏叶绿体而不能进行 光合

作用
,

全靠异养生活
,

不能为生产上应用
,

严重地影响了单倍体育种 的 成 效
。

因

此
,

对白化苗产生的原 因与控制的措施
,

就成为当前禾谷类单倍 体育种急待解决的

问题
。

本文研究了绿苗
、

白化苗的叶片以 及分化绿苗与白化苗的愈伤组织细胞亚显微

结构和内含物成份的差异
。

材 料 与 方 法

实验材料
:

釉稻与便稻 ( O
r y z a s

at iv a) 花药培养出来的植株与愈伤组 织
。

其

组合为
:

① ( p i s x 红旗 2 2号 ) F
, ,

② 〔 (禾兴谷 x 金美 ) F
` x 台中 6 5号〕 F

3 ,

③ 〔 ( I R Z o x 竹 印 2号 ) F
` x 窄叶青 s号〕 F : ,

④ ( 辐包矮
x I R

: `

) F
: 。

花药培养
:

去分化培养诱导愈伤组织
,

是在 N 6培养基
〔 ’ 〕与釉诱 l 培养基

〔 2 ,中

( 蔗糖为 6肠 ) 培养
,

当愈伤组织长至 .1 5一 Zm m 左右
,

转 移到再分化的培 养 基中

诱导成植株
。

整个培养过程 中
,

恒温28 士 1℃
,

以萤光灯与 白炽灯照明
,

光 强度为

2 。。。勒克斯左右
。

取样与样品的制备
:

愈伤组织
、

叶片与叶鞘均从培养管内取同龄或近似日龄与

相同位置部分
。

愈伤组织取样的方法
:

1
。

分别从 〔(禾兴谷 x 金美 ) F
` x 台中 6 5号〕 F

: 、

〔( IR Z o x 竹 印 2号 ) F
` 火 窄 叶 青

8号〕 F
:

与 (辐包矮
、 I R 2 4 ) F

:

的各组合的已长出 1一 2条幼嫩绿苗及根的洁 白密 实分

. 本文执笔人梁志成
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化的愈伤组织
,

切取其表面一小块 ( 取样后管内原愈伤组织仍继续再分化 3一 5条绿

苗
,

而没有白化苗的产生 )
。

2
.

从巳长出 1一 2条幼嫩白化苗及根的白色较密实分化的愈伤组织表面
,

一

叨一小

块 ( 取样后管内原愈伤组织再长出 4一 7条白化苗
,

而没有绿苗的产生 )
。

3
.

从只分化两条幼嫩根而无苗分化的乳白密实分化的愈伤组织表面
,

切一小块

( 取样后管内原愈伤组织再分生多条根
,

担寡衰亡仍无黄的分化 )
。

4
.

从继代三次转移
、

生长良好而从没有苗与根的分化的乳 白分生的愈伤组织表

面
,

切一小块 ( 取样后对管内原愈伤组织继续观察
,

始终无苗或根的分化
,

但愈伤

组织生长良好 )
。

叶片与计棋珍样的方益 . 从以上组合 , 分别取同培养管
、

同组合不简培养管长

出的嫩绿苗与白化苗如
`

剪下近似百醉距叶尖 3。尔价置的叶片 1哈以 长与叶耳下 cl 二的

叶鞘进行固定
,

观察比较形惑结构万
_ .

·

样品公二 取下的愈伤组织小块
、
叶片与升精

,
放在磷徽缓冲滚 (芬H 7

.

2一 7
.

4 )

配制的 40 肠戊二醛溶液中
,

固定 4小时
,

然后用磷酸缓冲液冲 洗 三 次
,

每 次 1 5 分

钟
,

即转入巴比妥锹缓冲液配制的 1肠帆缺榕液中
,
抽真空固定念小时

,

再用缓冲液冲

洗三次
。

以上均在。一 4 ℃中进行
,

然后将各个材料经各级酒精脱水 ` 用子扫猫龟镜

观察的愈伤组织与叶片
、

叶鞘
,

在双筒解剖镜下放置好
,

观察面固定于涂火棉胶的

支架上
。

随后放进 H it s o hi H su 岁喷被机
,

:

喷彼薄层黄金
,

使其形成导 电面
,

即 为

制备的样品
。

用于超薄切片的愈伤组织
,

叶片与叶鞘用 P D A P 与 E p 。
叨 12 包埋

,

在
L K B 一 此。。超薄

一

切片机戒 B如 炙
.

薄片
,

再用醋酸铀与柠檬裕复桑
。

’

此启客丰样品在

加速电压 75 千伏 H 。 一 12 A电子显微镜与 H S E一2扫描机下观察与照相记录
。

亚显橄自显影
:
将同龄

、

长势良好
、

’

同组 合 的绿苗写档化苗植株的根 部
,

浸

于 , H一胸腺曦嚏溶液中吸收 6小时
,

热启角上述电宇巍减镜择韶制备的方法进 行固

定与制片
,

切片经复染后
,

喷涂二詹H协 一 4龟镜薇喊孩乳胶薄旗梦
·

曝光显影
,

观察

与照相记录同上
。

实 验
一

结一果

一
、

愈伤组织比较

将新鲜的分化绿 苗白
一

化 苗与根
、
只分化很科无分化

、

的国釉幽摊蝴护翎浮L酸

一地依红染色压片或显微切片下观察
,

其细胞形态与着色情况无明显区别
。

但在电

镜下见有显著差异
: 三

“
·

汀
-

( l) 分化绿苗与根的分生愈 伤 组职
,

结构致密
,

细胞内含物丰富
, 表现园形

或椭园形
,

:

组织呈葡每状臾起的细胞群`图从幻
,

细胞轮廓分解
,

细袍塑表面平滑或

具很细致皱纹 ( 图 3 )
,

只有较老的愈伤组织细胞壁皱褶才较大与细胞较为 下 陷
。

从细胞内部结构观察
,

具双层膜线粒体发育良好
,

呈园形与长园形辱多释形态奋双
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层膜的内膜内褶成岭分明
,

基质稠密 ( 图 4 )
。

分化 为叶绿体的前质体其周质 网小泡

相互连接形成同心园或平行的初始片层
,

基质稠密
,

内质网发育良好
,

核糖体丰富

( 图 5 )
,

细胞质与核质浓密
。

( 2 )分化白化苗与根的分生 愈 伤 组织
,

其结构较疏松
,

内含物较少
,

细胞呈

不同程度的内陷 ( 图 6 ,

箭头所示 )
,

细 胞 壁 整 列线弯曲度较大
,

其上 有 粗细分

支明显的皱纹
,

有些较老的组织成不规则珊瑚花瓣状的形态
。

线粒体大部分发育正

常
,

双层膜的内晴分化明显
,

基质也较稠密
,

但这类线粒体在细胞内较少
。

前质体

形态不规则
,

呈园形
、

长园形或变形虫状
,

’

基质虽稠密
,

有些周质网小泡也能相互

连接发育成初始片层
,

但发育至后期就受阻而充塞淀 粉 ( 图 7 )
,

未 见 有 发 育 良

好片层的质体
,

所以细胞内看到较多的淀粉体及嗜铁球体
,

有些细胞的前质体完全

空化
,

且小液泡较多或并连成大液泡
。

内质网较稀疏
,

核糖体较少等
。

( 3 ) 只分化根而无苗分化的愈伤组织的分生细胞
,

呈园形或长 园 形
,

内含物

更少
,

故更呈内陷状态 (图 8 , 9 )
,

细胞壁
’

整列线表现为显著的不规则弯曲状态
。

线粒体有很大部份发育至后期
,

内晴破坏或自溶
,

基质稀少与空化 (图 1 0 )
。

有

些前质体早期发育还好
,

体积增大及形成周质网或初始片层
,

不过绝大多数发育至

后期受到严重障碍
,

不能继续发育成片层
,

并逐渐充 塞淀粉 (图 1 1 ,

12 ) 或质体变

形
,

质膜发生溶解 (图 13 )
,

基质内核糖休极少
,

故没见任何发 育 良好多片层的质

休
。

内质网稀疏
,

核糖体较少
,

大小液泡与淀粉体较多等
。

( 4 ) 继代三次全无分化的愈伤组织
,

类似分化根的 愈 伤组织结构
,

由于细胞

内含物少
,

所 以经过脱水制成扫描样品后
,

其组织表面结构呈特别明显的空瘪蜂窝

状 (图 1 4 )
,

细胞壁很薄
,

整列线弯曲度大
,

且有粗细不 等 的 皱纹
。

正常线粒体最

少
,

很多发育到一定时期就受阻
,

内膜的 内褶发育不全
,

或线粒体内部空化破坏
。

部

份前质体在发育早期就严重破坏空化
,

有些前质体的体积虽然很大
,

但周质网形成

的小泡
,

不能相连成片层
,

即或能连成不完整的初始片层
,

随后发育受阻
,

质体变

形
,

基质及质膜逐渐消退与解体 (图 1 5
,

1 6 )
,

故看不 到 任何正常发育的质体片层
。

细胞的内质网稀疏
,

核糖体的数量稀少
。

液泡大与细胞质较少
,

但高尔基氏体与核

膜等均正常
。

二
、

叶 片 比 较

扫描电镜下梗稻 ( iP s 、 红旗 12 号 ) F
:

与釉稻 〔 (禾兴谷
x 金美 ) F

` x 台 中“ 号〕

F
3 、 〔 l( RZ o x 竹印 2 号 ) F

4 x 窄叶青 8 号〕 F : 的三个组合的绿苗与白化苗 的 叶片与

叶鞘表面形态比较
,

气孔排列无多大 区别
,

但形态却有明显的差异
。

白化苗叶片的

副卫细胞膨胀
,

故气孔器呈突起状态 ( 图 1 7 )
,

而绿苗叶片的气孔器副卫细胞形态正

常
,

与叶表面呈平面状或半凹陷状态 ( 图 1 8 )
,

叶鞘则看不出差别
。

我们还用与花药培养组合相同的常规杂交材料的种子进行发芽
,

一部份在正常

光照下长成绿苗
,

一部份用人工遮光促使其长成黄白苗
,

然后与花药培养的绿
、

白
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化苗进行扫描电镜比较
,

见 两者绿苗的气孔器结构无差别
,

而遮光白化苗叶片的气

孔器也基本上与叶表面相平或稍有小微突起 (图 1 9 )
,

但远不如花药白化苗的叶片气

孔器突起那样明显
。

花药培养的绿苗叶片与叶鞘
J

细胞的各种细胞器是正常的
,

线粒体数量多
,

具完

整双层膜
,

内晴分化完全与基质丰富
。

细胞具多个叶绿体
,

叶绿体的双层膜清晰
,

每个叶绿体均有10 多个以上基粒
,

基粒类囊片层次多
,

垛叠分明
,

基质片层等发育

都良好
,
基质中核塘体众多

,

嗜械球体很少 (图2 。 )
。

在细胞内还常见有若干个质体
,

其基质电子透明度小
,

周质 网 的 小 泡 连成链 状或发育成平行片层
,

细胞内渗入

的
3

H一胸腺啥咤分布于叶绿体与质体内的数量较多 (图2 1 )
。

内质网正常
,

核糖体

很多
。

而白化苗叶片
、

叶鞘继胞的质体为园形
、

椭园形
、

杯形与变形虫状等不规则形

态 (图 22
, 2 3 )

,

有些早期还能形成片层
,

但进一步发育就受到障碍
,

片层溶解及充

塞淀粉 (图24
, 2 5 )

,

所以白化苗的细胞中没有看到正常的叶绿体
。

`

还应指出
,

在 白

化苗中并不是所有的质体都能发育形成初始片层
,

有些质体虽然体积增长很大
,

不

过其周质网的小泡膨大与紊乱分散
,

不能连接成有规则的排列 ( 图 2 6 )
,

即或能形成

几层同心园的片层
,

随后也逐渐解体(图 2 7 )
,

这种败育的质体内含物少
,

空化与萎

缩变形
。

另一种情况是质体在早期即受到严重障碍
,

空化解体
。

值得注意的是
:

白

化苗的质体有较多的嗜械球体
,

甚至在一个质体内达 30 多个 (图 25)
。

有些细胞内的

线粒体与核糖体也较少
,

这与异常的三种愈伤组织有相同之处
。

白化苗对
3
H一胸腺嗜吮的吸收

,

渗入到质体内较少 (图 2 9 )
,

aP
“ 、

C
` 4

一甘氨酸

示踪观察
,

绿苗比白化苗吸收都较多
,

说明白化苗在物质合成上产生障碍
。

讨 论

扫摘电子显微镜因具有很大的焦深及立体成像
,
所以在分类学与形态学上应用

于观察植物的原生质膜
、

化石细胞 〔 ’ 〕 、

气孔 〔 ’ 〕与抱子形态结构 〔’

户等
。

水稻花药培

养的各种分化类型的愈伤组织与叶片
、

叶鞘的结构
,

在光学显微镜 下 是 不能辩认

的
。

通过亚显微结构观察
,

使我们进一步了解了各种分化的愈伤组织表面形态及其

细胞内部结构的特征
,

从而获得新的认识
。

研究结果表明
,

表面白色
、

不透明和结实的分化绿苗与根的愈伤组织
,
经脱水

制成样品
,

在电镜下看到
,

其细胞具有发育 良好的内部结构
,

旺盛的新陈代谢及物

质合成的机能
。

而分化白化苗或只分化根或完余不分化的三种愈伤组织
,

外观乳 自

色
,

虽然组织分生较快
,

但经脱水制成样品时
,

细胞不同程度内陷
,

细胞壁皱纹较

粗
,

其内部的质体与线粒体的分化不同程度地受阻或破坏
,

内含物稀薄
。

说明这些

细胞内部结构与机能发生障碍
,

从而导至质体发育和物质合成异 常
。

线 粒 体是具

有多样功能的细胞器
,

含有D N A
、

R N A与各种酶系统
,

有催化三竣酸 循环
、

脂肪

酸氧化
、

氨基酸分解等功能
。

其内膜的基粒
,

能进行电子传递和偶联磷酸化
,

有把
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各类物质氧化代谢释放出能量转化成 A T P
,

供细胞各种生命活动的功 能
。

若 破坏

内膜两侧质子梯差的因素
,

就会导至氧化磷酸化的解偶联
,

缺乏光化合成中能量的

提供
。

从小麦叶片分析看到
,

叶绿体发育良好
,

基质与基粒片层愈发连
,

线粒体也

相应愈多愈完整
,

说明其结构与功能存在着极密切的关 系
。

从花药培养的绿 苗与白化苗的叶片比较
,

细胞的形 态 与 内部结构
· “ , 毛 〕有所不

同
。

绿苗叶片的细胞有很多叶绿体与线粒体
,

K l检验淀粉丰富
,

气孔器的副卫细胞

与叶面呈平面或半凹陷型
,

说明其含水量少
,

似阳生植物类型
。

而白化苗叶片的细胞

没有正常叶绿体
,

线粒体较少
,

气孔器的副卫细胞呈突起型
,

说 明含水量较多
,

似阴

生植物类型
。

叶绿体内有多种酶与叶绿 素等
,

正常叶绿体基质与基粒片层上都分布

有光化磷酸化偶联因子与致基岐化酶等
,

光化系统 I
、

互的电子传递都在类囊体垛叠

之间进行
,

若质体发育受阻与破坏
,

就失去其功能
,

不能合成各种酶与形成叶绿素

的多肤〔 “ 〕 ,

这与我们另一些旦白质凝胶电泳的分析相一致
,

同时
,

白化苗的 质 体

常成不规则的形状
,

内有为数众多对铀有亲和性的嗜饿球体
,

T o y a m a 〔 ’ 3 〕在研究番

茄黄白化叶时指出
,

嗜械球体多的
,

质体发育不好与变形
。

看来似与 白化苗的形成

有密切相关
。

因为这些亲醋性醉类物质
,

通常在片层膜形成时便结合到膜中
,

所以

发育 良好的叶绿体
,

这类醋颗粒很少
,

只有在黑暗中发育不全的质体或衰老叶片的

叶绿体片层解体时
,

才游离积聚在基质中
,

而显出较多的嗜械球体 〔 7〕 。

还应指出
,

花药培养的 白化苗与种子发芽遮光形成的黄白化苗其内在机理是不

相同的
。

后者只是反应规范范围内的一种表现型变化而巳
,

满足了光照条件
,

很快

就恢复绿苗特征
。

但花药培养的白化苗却不是这样
,

我们用正常光照以及在良好营

养砂培条件下
,

一

也不能使它转变为绿苗
,

可能在遗传结构或调节方面有不 同 的 特

点
。

此外
,

绿苗与白化苗的叶片细胞虽然都有质体
,

但白化苗的质体发育受阻
,

只

形成周质网或不完全的片层
,

有些质体早期就空化与解体
,

以 3 H一胸腺嗜 l定渗 入

质体内极少
,

很可能与质体的 D N A 复制或酶的合成异常有关
。

M ill
e r 〔 “ 〕 、

H e r r m a n
等许多学者分别在玉米

、

金鱼草白化突变质体
、

大麦黄

白化质体研究中指出
,

白化的细胞比具叶绿体细胞的质体 少 2 种旦白质
。

近来对水

稻 白化苗质体的核搪体分析
,

也证明 2 3 S R N A 与 1 6 S R N A不存在或含量很少
,

这 与

我们在亚显微结构观察到质体内核糖体磷素较少
,
以及丙烯酞胺电泳分析 也 缺 二

条旦白带的结果是相一致的
。

又植物的合成与代谢
,

需二磷酸核酮糖数化酶来催化

C O
Z

与磷酸核糖酮形成磷酸葡萄搪
、

是光合作用 中炭素固定的关键
,

H al l证明二磷

唆核酮糖狡化酶是在质体核糖体上进行合成的
,

因此 白化苗体质缺乏核糖体也就缺

乏这种酶而不能进行正常光合作用
。

以上的实验说明
,

白化苗可能由于遗传信息的

复制与调节系统异常
,

从而造成细胞缺乏某些特定功能的 RN A与旦 白质的 机 能
。

听以 白化苗的成因
,
我们认为遗传因素可能是主要的

。

细胞核与叶绿体各有自己的 D N A 与 R N A 系统
,

但彼此又互相协调与制 约
。

有

人证明核的 D N A变化
,

会引起质体 D N人与 : R N A的变化
。

我们认为
,

白化苗的成
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因与蛾淤的合成有关 ,
·

但要深入了辉自北满的原姚
:

化的树素外
,

还应从全理方面丢分析
,

结合培养基成扮的调猎酷
各种因素进行综合研究

,

才能更好地解决白化苗例间题
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图 5 代全化椽苗愈伤祖撇细胞的内筒

网及核糖体良好
。 ` 5 00

”̀
0

图 6 分化白化苗愈伤粗撤
,

细胞

内陷 (箭头所指 )
,

细胞壁具

粗粕当纹
。 义 2 5 0 0

分化白化苗愈伤粗撇捆胞均质体
,

形

成片层但又充寒淀来牙
。 又

,i0 叫。

图 8 分化根愈伤扭擞的细胞

内陷
。 x 5 0 0

分化根惫伤粗徐的细胞内陷
,

细胞壁其粗昌绞
. 、 ” 5“ ”

图 10 分化根愈伤姐撇细胞的找

粒体解体
。
父 35。。0

7
.

门幻

图
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图 15 无分化粗擞伤愈栩胞
, ,

质体的周臀网

发育不争
,

胃膜解体
。 x 7 0 00 0

岔鼓图17 白化苗叶片的气孔器
,

副卫细胞

表现膨眼肤
。 x 2 5 00

图 1 6 无分才七愈伤粗檄韧胞胡质休变形

与解体
,

核糖体稀少
。 x

知 。00

图 1 ” 绿苗叶片的气孔器
,

副卫细胞

表现半凹陷缺
。 x 2 5 00

图 19 种子发芽
,

人工遮光的白苗叶片

气孔器
,

稍有点突起
。 \ 2 5 0 0

图幼 椽苗叶片的叶糠体
,

基粒与基臀片

层分明
,

梭糖体较多
。 “ 40 00 。
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图2飞 糠苗叶片吸收
. H一晌腺碑阅提在叶糠休

内的分布 (箭头指处 )。 、 Z0 00 Q

月 2 2 白化苗叶片细胞的杯状贫体
,

已充塞咙粉
。

幻 5 00 0

图23 自犯苗叶片细胞的赞挥变形
,

周臀

网 ,J
,

泡散乱
。 丫 3 Q。。 0
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图 24 白化苗叶片的细胞 , 赞体在形成一些片层后
,

基臀遂渐渭退
,

并充塞吃粉
。 x 4 0 0 0O

图 2 5 白化苗叶片的细胞
。

没有叶绿佑
,

桂粒
_

体破坏
,

淀粉体与液泡多
。 x

60 00 0

图 2 6 白化苗叶片胭胞的箕体周臀网小泡
、

散截 . 嗜钱球体较乡
。 、 1叻。。



中 山 大 学 学 报 1 9 78 年

图盯 白化苗叶片韧胞的臀体形成数层片

层
,

又逐渐解体
。 x 2 5 0 0 0

冬{2 8 白化苗叶片韧胞的赞体内周臂网发育不好
,

井有很多嗜饿球体
,

此叶片握 S H一胸腺 .密吮吸收
,

但没有渗人臀休内
。 x 3 0 0 0 0

约 肖化笛吁片细胞的赞体
,

3H一胸陈峪叹 ,

入极少
。

大乡杏义体外面
. 、 卜 二

。 :
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