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环境调控对甘薯组培苗光合自养和叶片超微结构的影响
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    摘要:以甘薯组培苗为材料，在特定CO,浓度，光合光量子通量密度(PPFD)和相对湿度(RH)条件下，研究

其生长发育状况和叶片的超微结构。与传统培养方式相比，在环境因子CO，浓度、PPFD和RH分别调控为800 -875

pmol.mol-', 250 pmol.m'z.s-‘和75%一85%的条件下，组培苗的叶片数、茎粗、单株鲜重、叶鲜重、叶面积、根鲜重、
叶绿素含量和根系活力显著提高。无论培养基中有无添加蔗糖，环境调控方式下培养的组培苗，叶片下表皮细胞的

气孔大多数处于开放状态，气孔的开度最大达5 0  ltm;叶肉细胞中的叶绿体数目多、体积大，形状较为规则，基粒

片层的层数较多，片层垛叠也相对整齐、紧密。结果证明，环境调控技术的应用显著提高再生植株的光合自养能力，

促进生长发育。
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    Abstract: Carbon dioxide concentration, photosynthetic photon flux density(PPFD) and relative humidity in tissue

culture environment were controlled at 800一875 pmol-mol-', 250 pmol-m-Z-s-' and 75%一85% to study the development and

leaf ultrastructure of plantlets in vitro of Ipomoea batatas Lam. Results showed that the leaf number, stem diameter, plantlet

fresh weight, leaf fresh weight, leaf area, root fresh weight, chlorophyll content and root vigour of plantlets in vitro cultured

in the controlled environment were improved obviously. Whatever the medium contained sugar or not, most of the stomata

of plantlets growing in controlled environment were open, and its maximum was 50 pm, the number and size of chloroplast,

grana and lamella were increased. Application of the technique of environmental control would improve the photoautotrophic

ability and developmental level of plantlets in vitro significantly.
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    越来越多的研究发现，许多具叶组培植株在离

体条件下也有很强的光合自养能力，只要CO2浓度、
光合光量子通量密度 (PPFD)和相对湿度 (RH)等

组培环境因子调控适当，组培苗在无糖培养基中也

能生长发育良好〔‘〕。因此，在组培快繁生产中应用

环境调控技术，不仅是一项有效地促进组培植株生
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长发育的新途径，也是实现组培苗低成本、高效益、

大规模生产的必然发展趋势。

    国外学者已研究出应用组培环境调控技术实现

规模化无糖组织培养的模式。如Kozai等研究发

现，与传统组培方式相比，运用环境调控技术生

产的组培苗具有生长发育迅速、整齐性好、移栽
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成活率高等优点〔‘，“1。国内亦有学者研究环境因子

对组培苗生长的影响〔3, 4]，但还没有设计出专门的

调控装置，实现对各环境因子的准确、有效控制。作

者对以前设计制作的监控系统〔5--7〕进行技术改进，

增加了稀土元素荧光灯补光设备、流量调节阀、流

量传感器和气体干燥循环系统，从而能够实现对培

养箱中Co 2浓度、PPFD和RH的调控。本文在环境
调控条件下，研究甘薯组培苗在生根培养阶段的生

长发育状况以及叶片超微结构，旨在通过应用本系

统实现环境调控，促进组培植株的光合自养能力和

商品质量提高，为环境调控应用于大规模组培快繁

提供理论模型和实践依据。

1.3 电镜观察

1.3.1 扫描电镜观察叶片气孔 于10:00左右选取

组培苗顶端向下第3片叶，切下叶片主脉两侧lcm X

lcm小块，迅速投入预冷的3%戊二醛中，用注射器

反复抽真空，使叶片沉底，置于4℃冰箱中固定12

h，自然干燥，喷镀金属膜，在Hitachi S-450型扫

描电镜下观察、拍照。每处理观察10个以上视野。

1.3.2透射电镜观察叶片叶绿体 材料的选取及固

定过程同上，但块大小约lmm X 1. 5mm。从冰箱中取

出后，经过一系列的磷酸缓冲液清洗、饿酸固定、乙

醇脱水、浸渍、环氧树脂包埋、聚合、修块、切片、

染色，制作成超薄切片，在JEM-100X II型透射电

镜下观察、拍照。每处理观察10个以上视野。

1 材料与方法

1.1 供试材料及处理

1.1.1材料 供试甘薯品种为台湾叶用甘薯【IPQwea
ba to tas (L.)Lam]，以茎尖培养而成的组培苗为试

材，剪下具2-3片叶的组培苗茎节段作为外植体。

试验设4个处理 有糖处理((A组)、无糖处理((B组)、

有糖对照((C组)和无糖对照 ((D组)。每处理接种10

瓶，每瓶接种4个外植体，均以MS为基础培养基，不

添加任何生长调节物质，琼脂浓度为6 g,L-1，培

养容器为透明、罐形玻璃瓶，空气容积310 ml，硫

酸纸密封瓶口。A, C组培养基成分中蔗糖含量为

10 g-L-', B, D组为0 g-L-lo

1.1.2 环境条件 A, B组置培养箱中，利用Co 2
监控系统[[al，使培养箱中Co 2浓度调控在8 650一
8 750 gmol.mol-lts]，玻璃瓶中Co 2浓度800̂-875
pmo 1 -mo 1一‘[61;利用稀土元素荧光灯补光设备使培

养箱的侧向PPFD控制在250 pmol.m-2.S-1;利用气
体干燥循环系统使培养箱内的相对湿度控制在75%一

85%o C, D组 (对照)置于传统培养室的培养架上，

由普通日光灯提供光照，PPFD为46 pmo 1.m z. s-1,
CO z浓度约210 pmol-mol-1[51，培养室的光周期为
12 h-d-1, CO2浓度约500 pmol-mol-1，相对湿度65%一
80%[s1。培养室和培养箱的温度均为(25士2)℃。

1.2 组培苗主要生长指标、叶绿素含量和根系活

      力测定

    各处理培养25 d后，全部取出，分别随机测

10株组培苗的叶片数、株高、茎粗、单株鲜重、叶

鲜重、根鲜重及干重。然后用丙酮提取法测定组培

苗叶片中叶绿素a, b含量[[s1，再用TTC法测定根系

活力〔‘“〕。每处理重复3次，取平均值。

2 结果与分析

2.1 环境调控对甘薯组培苗生长的影响

    如图版I和表1所示，不同处理对组培苗生长

状况影响显著。A, B 2组的组培苗叶色浓绿，叶

面积大，茎秆粗壮，根系发达，B组的侧根数少一些。

C组叶片黄绿，叶面积小，根系细弱。D组叶片黄绿，

每个植株只有3̂-4片叶，1-2条短根。在叶片数、

茎粗、单株鲜重、叶鲜重、叶面积和根鲜重6项指

标中，A和B组之间差异不显著，A, B组与C, D组

之间差异显著，而在株高和干重2项指标中，A组显

著高于其它3个处理，B, C组显著高于D组。

2.2 环境调控对甘薯组培苗叶片叶绿素含量和根

      系活力的影响

    叶绿素a, b, a+b含量以及根系活力由高向

低排列的顺序依次为A, B, C, D，并且各处理之间

的差异均达显著水平。其中有糖处理 (A)比有糖对

照 ((C)叶绿素b含量高59%，根系活力高122%，而

无糖处理(B)比无糖对照(D)叶绿素b含量高269%,

根系活力高1409%(表2)0
2.3 环境调控对甘薯组培苗叶片超微结构的影响

2.3.1不同处理对甘薯组培苗叶片气孔的影响 扫

描电镜的观察结果表明，4个处理组培苗叶片下表皮

细胞的气孔密度和大小差异不大，但A, B组气孔大

多数处于开放状态，气孔的开度最大达50 pm，而
C组的气孔开度明显缩小，多数处于半关闭或关闭状

态，D组气孔绝大多数处于关闭状态 (图版11)。

2.3.2 不同处理对甘薯组培苗叶绿体的影响 透射

电镜观察结果发现，经环境调控处理的A, B组植

株叶肉细胞中的叶绿体数目、形状和片层结构与对
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表1不同处理组培苗主要生长指标差异比较‘’

Table 1  Comparison of major growth index in different treatments

处理 叶片数

Treatment Number of leaf

    株高

  Height of

plantlet(rtm)

    茎粗

Stem diameter

    (mm)

  单株鲜重

Fresh weight

of plantlet(g)

  叶鲜重

Fresh weight

of leaf (g)

    根鲜重

Fresh weight

  of root (g)
11. la

13. 5a6

  9. 6b

  3. 6c

47. la

29. lb

25. 5b

  7. 6c

2. 3a

2. 2a

1. 046

0. 44c

1. 57a

1. 25a

0. 516

0. 076

0. 57a

0. 53a

0.206

0. 036

叶面积

Leaf area

  (cm2)

3. 91a

3. 45a

1. 976

0. 86c

0. 42a

0. 27a6

0. llbc

0. Ole

干重

  weight

(mg)
279. 5a

94. 1 b

71. 9c

17. 8d

‘’不同小写字母表示新复极差测验显著差异 (P<0.05). A.有糖处理，B.无糖处理，C.有糖对照，D.无糖对照。下同

    The small letters express significant at P<0.05 by new multiple range test. A. With sugar and environmental control; B. Without

    sugar but with environmental control; C.  With sugar but without environmental control; D. Without sugar and environmental control.

    The same as below

表2 不同处理组培苗叶片叶绿素含量和根系活力的差异比较

Table 2  Comparison of chlorophyll content and root vigour in different treatments

处理

Treatment

  叶片色泽

Leaf color

    叶绿素a+b含量

Chlorophyll a+b(mg-g'FW)

叶绿素a 叶绿素b

Chlorophyll-a (mg-g'FW) Chlorophyll-b (mg-g'FW)

          根系活力

Root vigour(TTF u g-g'FW.h-')

深绿 Dark green

深绿 Dark green

黄绿 Yellow green
黄绿 Yellow green

0. 574a

0.473b

0. 384c

0. 118d

0. 436a

0. 371b

0. 296c

0. 091d

0. 132a

0. 096b

0. 083c

0. 026d

0. 3372a

0. 2657b

0. 1518c

0. 0176d

照C. D 2组差异明显 (图版II ).A,B组叶绿

体数目多，大多数为4-6个，体积较大，形状

为规则的半卵圆形或半椭圆形，内含淀粉粒较多，

基粒片层的层数较多，片层垛叠也相对整齐、紧

密。而对照C. D组中叶绿体数目明显减少，一

般2-4个，体积小，形状为不太规则的弯月形或

半圆形，几乎不含淀粉粒;基粒片层稀少，垛叠

松散。尤其是D组的叶绿体数目更少，内含物也

少，体积更小，基粒片层薄，难以观察。

3 讨论

    试验结果表明，与传统培养方式相比，在环

境调控方式下培养的甘薯组培苗，具有生长迅速、光

合产物积累明显、叶色深绿、根系发达等特点，在

反映植株生长状况的主要指标上显著高于对照。

    较高的叶绿素b含量及较多的捕光叶绿素a/b蛋

白复合体，有利于植物对光能的吸收和利用，叶

绿素b含量增加，对于基粒数及基粒片层数目的增

加有相当大的作用[[11I。根系活力反映根系对营养物

质的吸收与合成能力，根系活力强弱直接影响植物

个体的生命活动。结果表明，实施环境调控可以显

著提高组培苗叶绿素含量和根系活力，促进植株生

长发育。A和B, C和D之间的显著差异说明培养基

中少量添加蔗糖对组培苗的光合作用有利，这与

Desjardins的研究结果一致[12]，但是在B和C之间

的显著差异说明蔗糖对组培苗生长的影响小于环境

调控对组培苗生长的影响。

    有研究认为，叶片的光合速率大、消耗C02
多，使细胞内pH增高，淀粉磷酸化酶水解淀粉为葡

萄糖一1-磷酸，细胞内葡萄糖浓度增高，水势下降，

副卫细胞的水分进入保卫细胞，气孔开度增大[‘”〕。

尤华明等[[14〕研究发现，施用营养液后可使毛竹叶片

的气孔开度、大小和密度增大，增强毛竹的蒸腾、光

合及呼吸作用，增加有机物质的积累和传导，有效

促进毛竹的生长发育。本试验结果发现，无论培养

基中有无蔗糖，在环境调控方式下培养的组培苗，叶

片下表皮细胞气孔大多数处于开放状态，气孔开度

最大达50 gm，而传统方式下培养的组培苗气孔开
度明显减小，甚至处于关闭状态。但未发现对气孔

密度和大小有明显影响。

    叶绿体是植物光合作用的主要场所，叶绿体数

目和大小反映了植物的光合能力。魏眠等〔15]的研究

发现，c02促进黄瓜叶片和叶绿体的发育，叶肉细
胞内叶绿体、淀粉粒数目增加，体积增大，基粒

数和片层数增加，并认为叶片显微结构的变化可能

是对高浓度C02的适应，以提高对光能和环境CO。的
吸收利用能力。许守民等〔‘“1研究发现，大豆叶片

叶绿体基粒片层数与光合速率呈正相关。本文透射

电镜观察结果发现，与传统培养方式相比，经环

境调控处理的组培苗叶片细胞中的叶绿体数目多、

体积大，形状较为规则，淀粉粒增加，基粒片层的

层数较多，片层垛叠也相对整齐、紧密。进一步证
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明实施环境调控技术显著提高了组培植株的光合能

力 。

    作者认为，利用本文的环境调控系统可以建立

各种组培植株不同生长阶段的环境调控模式，并应

用于大规模无糖组织培养。与传统有糖组织培养相

比，利用环境调控技术不仅能够促进组培植株光合

自养，缩短培养周期，降低污染率，提高组培苗商

品质量和驯化成活率，降低生产成本[[171，而且由于

工业co 2气体价格低廉，补光及降湿设备运行成本
较低，因此，在大规模无糖组织培养中运用该项技

术将取得良好的经济效益。

[9]

[107

[117
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