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巨尾按种质胶丸常温保存条件研究
‘

曹月华 刘文明

摘要 巨尾按组培苗的节段 (包括茎尖
、

第 1 和第 2 节段 )用海藻酸钠包成胶丸
,

胶丸埋于无营

养的琼脂培养基内
,

在 25 ~ 30 ℃
,
1 50 0 lx( l0 ~ 14 h) 一般培养室条件下

,

保存 10 个月时
,

再生率可

达 52 %
,

研究证实这是一种可行的种质保存方法
。

光照是保存的必要外部条件
。

低浓度 (1
.

5 % ~

2 % )海藻酸钠比高浓度 (5
.

5 % )有利于维持种质的活力
。

胶丸基液筛选结果表明
,

蔗糖浓度是制约

种质活力和 再生率的关键因子
,

低浓度蔗糖 (0
.

5 % )和无机盐表现出有益影响
,

蔗糖易导致胶丸内

节段变黑
、

降低种质活力和再生率
;

保存期间
,

胶丸颜色由绿逐渐转白或转黑
,

是胶丸种质丧失活力

和再生能力的两个主要表现过程
;
由此显示

,

可用种质胶丸颜色估测保存种质的活 力状态
。

关键词 巨尾按种质
、

胶丸
、

常温保存
、

蔗糖浓度
、

海藻酸钠浓度

种质保存是维持物种多样性的重要手段
〔’〕。 随着生物技术的发展

,

组织培养物形式的种质

的冷冻和低温保存技术研究发展迅速〔2
,

3 ]
。

为降低冷冻和低温保存的成本
,

而引起对试管
、

常温

保存方法的重视阮
5 ] 。

早在 1 9 8 9 年
,

作者在法国的 B S SF T 实验室
,

首次完成与放线菌共生的固

氮树种
、

轮状枝拟果木麻黄〔八 zzo c a s u a r in a v e rt ie illa ta (L a m
.

) L
.

Jo h n s o n 〕的微形插条胶丸常

温保存方法研究 (向法国专利局 A N V A R 提出的报告 )
,

同时也进行一些有关按树的研究
。

目

前
,

胶丸形式种质保存大多是用于低温
、

短期贮存人工种子 [e,
’〕

,

未见有关胶丸种质常温下长期

保存的报道
。

本研究论述了有关巨尾按组培苗节段制成胶丸种质后
,

在常温下保存的适宜条件

研究结果
。

1 材料和方法

1
.

1 种质材料

选择绿色
、

健壮
、

1
.

5 个月龄的巨尾按 (E u c a l护 tu s g ra
, :d is W

.

H ill e x M a id e n 又 E
·

u

阶
p勺lla 5

.

T
.

Bl a
ke 组培苗 (由广西钦州林科所提供原始材料 )

,

在无菌条件下
,

切取长约 2 m m

的茎尖及带叶第 1 和第 2 节段 (以下简称为节段 )用海藻酸钠胶包埋
,

采用滴球法 [8]
,

在 1% 一

2 %氯化钙(Ca C1
2 ·

ZH
Z
O )固化液中固化 20 m in 成型制成包有 1 个节段的胶丸

,

用相应的溶液

冲洗 3 次后
,

取出埋入厚约 8 m m 琼脂培养基中(8 g / L 琼脂
,

以下简称基质 M
。
)

。

装有 M
。

基

质的培养皿用密封胶条 (4 0 61 co m p le te
,

美国产 )密封后保存
。

1
.

2 保存条件

在 2 5一 3 o C
,

1 5 0 0 lx (10 ~ 1 4 h )培养室保存
。

1
.

3 处理

1
.

3
.

1 配制胶九基液处理 (1) 无菌水 (H
Z
O ) ; (2) 无菌水加 0

.

5%
、

3 %或 6 %蔗糖
; (3 )在上

1 9 9 4一 1 2一 2 3 收稿
。
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,’( 2 )
”

的基础上添加 1 /4 M S 基本培养基大量元素+ 3 倍的 M S 有机微量元素
。

1
.

3
.

2 海藻酸钠浓度处理 (1 )加 1
.

5 %海藻酸钠
; (2) 加 3

.

5%海藻酸钠
; (3 )加 5

.

5 %海藻

酸钠
。

以上基液均为 H
Z
O

。

1
.

3
.

3 理五 胶丸的基质处理 H
Z
O 为无菌水

; M
。

为无营养的琼脂培养基 (琼脂 8 9 / L)
;M 为

改良M S 培养基 + 0
.

5 m g / L 6
一

BA + 0
.

1 m g / L N AA + 30 9 / L 蔗糖
。

1
.

4 保存胶丸颜色

胶 丸颜 色 (实 为其 内节段的颜色 )分为
:

绿色 (G )
、

黄绿色 (G Y )
、

黑绿色 (G B )
、

黑红色

(BR )
、

黑色 (B )和白色 (W )
。

包于胶丸内的节段生长分别描述为
:

绿胶丸完好 (G l)
,

绿芽长出胶丸 (G O )等等
。

1
.

5 种质活力

采用保存于胶丸内节段的叶绿素(C hl )以及可溶蛋白(S P )的相对含量作为评价种质活力

指标
。

1
.

6 再生力

在保存进入 10 个月后
,

将不同颜色的胶丸分别转入新鲜的 M 增殖培养基上 (l 支试管 1

个胶丸)进行再生能力检查
,

芽突破胶丸而生长或增殖即为有再生能力
,

再生率 (G R )计算公式

如下
:

G R % -
M g

·

g % + 材g y
·

g y % + M g b
·

g b% + 材占r ·

br % + M b
·

b%

材g + 对g y + M g b + 材乙r + 材占+ 对切

公式中
,

材g
、

材幼
夕、

⋯分别为绿色
、

黄绿色等颜色胶丸总数
; g %

、

g y %
、

⋯分别为不同颜色胶丸

的再生率
。

2 结果分析

2. 1 保存基质影响

没包埋的节段 (U G )插入 M 培养基 (改 良M S 培养基 + 0
.

5 m g / L 6
一

BA + 0
.

1 m g / L N A A

+ 30 9 / L 蔗糖 + 8 9 / L 琼脂
,

作为一种保存胶丸基质)
,

保存 1 个月和 2 个月后鲜重为初始重

的 15 倍和 63 倍
;然而

,

在同一基质内
,

包埋于胶丸内节段 (E G )保存 2 个月后鲜重仅为初始重

14 倍 (见表 1 )
。

值得指出的是
,

海藻酸钠内 0
2

的含量仅为水中的 25 %川
,

显然
,

上面的结果表

明胶丸内的低氧抑制了节段的生长
。

而当包埋的节段保存在无营养琼脂培养基 M
。

内或无菌

水两种基质中
,

生长进一步受抑制 (表 1 )
。

显然
,

无营养的和低 0
2

容量的基质或无菌水进一步

降低了节段的代谢
,

呈现出一种
“

微生长状态
” 。

所以
, “

微生长状态
”

可以被认为是长期保存种

质的一种适宜的生长状态
。

无菌水虽然可以获得与琼脂培养基相同效果
,

但易受污染
、

不便交

换
,

因此
,

采用固体基质保存胶丸更为合适
。

表 l 保存基质对胶丸种质的鲜重影响 (单位
:
m g / 个)

初始重
UG (M ) E G (M ) E G (M o ) E G (H Z())

保存 1 个 月 2 个月

2 2 1
.

0

1 个月 2 个月 个月 1 。个 月 个月

6 2 4 8
.

(1
.

0 ) (1 4
.

7 ) (6 3
.

1 ) (1
.

8 ) (1 4
.

0 ) (1
.

9 ) (4
.

6 ) (2
.

6 )

注
:

¹ 表内为 20一 30 个样品的平均值
; º U G (M ) :

保存于 M 基质内的没包埋种质
; EG (M )

、

E G (M 。)和 E G ( H ZO )分别

表示包 于胶丸内种质保存于 M 基质
、

M 。基质以及无菌水 ( H2 ( )) 基质
。

» 括号 内数字为各处理与初始鲜重相比增加的倍数
。



4 期 曹月华等
:

巨尾按种质胶丸常温保存条件研究

2
.

2 海藻酸钠浓度影响

不论基液 中有否添加 1 /4 M S 无机大量元素十 0
.

1 m g / L 6
一

BA 十 3 %蔗糖
,

均以低浓度海

藻酸钠 (1
.

5 % ~ 2 % )胶丸的活力最高 (表 2 )
。

高浓度 (5
.

5 % )胶丸保存 10 个月时
,

胶丸变黑率

高达 42 %
,

几乎全部丧失活力 (表 2 )
。

这与小苍兰研究的结论相一致 [s]
。

估计这是由于保存过

程中
,

种质呼吸过分被抑制并积累了有毒物质所致
。

表 2 海藻酸钠浓度对种质活力影响

基 液
海藻酸钠

(% )

G l+ G B I(D

(% )

B lº

( % )

一/ 4 M S + o
.

l m g / L 6 一B A + 3%蔗糖

92742无 菌 水

2
.

0

4
.

0

1
.

5

3
.

5

5
.

5

7 4

5 7

9 6

8 7

8 9

注
:

¹ 系保存 6 个 月时的绿色或黑绿色节段包于胶丸内的种质的百分比率
; º 系保存 10 个月时节段变黑 仍包于胶丸内

的种质的百分率
。

2
.

3 基液适宜成分的选择

常温下按树胶丸种质保存过程中
,

种质变黑
、

丧失活力是个严重问题
。

为了解基液各种成

分对保存种质活力的影响趋势
,

采用正交设计
,

选择以 M S 培养基为基础的无机大量元素
、

蔗

糖
、

有机微量元素
、 6 一BA 和 I A A S 个 因子按正交表 L I 。( 4 5 )设置 16 个处理

,

进行综合因子研

究
,

并计算各不同颜色胶丸百分 比以及 K 值
,

K 值为同因素不同水平对同一指标影响效果值

的差值 (即从最大值减去最小值的差值 )
。

K 值越大说明该因子对某指标作用越大
,

是个关键

因子
。

经统计分析蔗糖的 K 值高达 73
.

2 ,

其余 4个因子的 K 值均不超过 20
,

变动在 12 ~ 18 之

间
。

这表 明
,

蔗糖是影响种质活力与维持胶丸种质
“

微生长
”

的关键 因子
。

绿色胶丸完好率

( G l% )随蔗糖浓度升高而降低
,

而黑色胶丸变化正相反 (图 1左 )
,

同时发现加 0
.

5 m g / L IA A

时
,

绿色胶丸完好率 ( G l% )也高 (图 1 右 )
,

基液含 1/4 M S 无机大量元素以及 3 倍有机微量元

素 ( G l% )亦较其它水平高
。

6 O

5 O

GoVGI

O八U‘140,J口臼

�次�减侧
�次�剑祠

。岔了一飞汽

蔗精浓度 ( % )

0
.

4 0
.

6 0
.

8

I A A 浓度 ( m g / L )

图 1 蔗搪和 IA A 浓度对种质胶丸颜色和生长状况影响

G l
:

胶丸种质 ( 包于胶丸之中节段 ) 色绿
,

呈微生长状 态包于胶丸内 ;

G O
:

色绿
,

长出胶丸 ; BI
:

色黑
,

无明显生长仍包于胶丸内
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进一步对蔗糖单因子试验的结果

表 明
,

作为评价保存种质活力的叶绿

素 (C hl % )和可溶蛋 白质 (S P% )相对

含量的两条动态变化 曲线
,

随蔗糖浓

度升高呈相反变化趋势 (图 2 )
。

两条

曲线相交在小于 1%蔗糖处
。

从图 2

又可见
,

保存 10 个月时的再生率也依

赖蔗糖浓度变化
,

加 0
.

5 %蔗糖时再

生率最高
,

可 以认为 添加 0
.

5 %蔗糖

可获得最高的种质活力和再生率
。

叶

绿素和可溶蛋白两条曲线相交处 (图

2 )
,

可 以用作选择适宜蔗糖浓度的综

合指标
。

C h l

408060
�次�哥州律足只华

1 2 3 4 了 6

蔗糖浓度 ( 写)

图 2 蔗糖浓度对再生率和叶绿素可溶蛋白含量的影响

G R
:

再生率 ( % ) ; C hl
:

叶绿素相对含量
; SP

:

可溶蛋白相对含量

�%�书牛怡以契

如果制备海藻酸钠的基液

仅是 无 菌水
,

在保存 10 个 月

时
,

胶丸种质几乎完全丧失活

力和再生力 (图 3 )
,

若改 用营

养液 ( 1/4 M S 大量元素 + 3 倍

M S 有机微量元素 + 0
.

1 m g / L

6
一

B A )
,

则胶 丸种 质活力会提

高到 36 %
,

再生率达 23 %
。

在

此基础上
,

再添加 0
.

5 %蔗糖
,

活 力 和 再 生 率 两 者 都会 达

5 0 %左右 (图 3 )
。

2
.

4 光照影响

光是光合作用 的能源
,

又

是多种酶活化的重要因子
。

总

W
a t e r M SR M SR C

图 3 基液对种质活力和再生率影响

W at
e r :

水 ; M SR
:

月 MS 培 养基 大量 元 素 + 3 倍 M S 有机微 量元素 + 0.

m g /I 6
一

B A ; M sR C
: M SR + 。

.

5 写蔗糖 ; G + G B %
:

绿和黑绿色胶丸%

的来说
,

组织培养物的保存大多在有关条件下 [l卜
’2〕

。

试验结果表明
,

光是按树种质保存的必要

因子 (表 3 )
,

黑暗条件下保存 3 个月时 98 %的胶丸变成黄白色
,

保存 10 个月时
,

几乎全转白色

而失去活力
。

当将胶丸置于光照分别为 1 5 00 lx 和 7 00 lx 下
,

保存 10 个月时
,

高活力胶丸 (G

+ G Y + G B )分别达 98 %和 36 %
。

因此
,

光照的有利影响是显而易见的
。

表 3 光照强度对各色胶丸 %的影响

碧
胶丸数量 保存 3 个月后 ( % ) 保存 10 个月后 (% )

G G Y G B BR B W

2 9 7

2 4 0

9 3

1 9

0636

1 5 0 0 1 3 20

1 8

l 1

0036
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2
.

5 再生率和叶绿素以及可溶蛋白含量间相关关系

种质保存期间胶丸颜色变化的趋向可以划为 5 个类型
,

类型 I (绿 ~ 黄绿~ 黄白~ 白)和

类型 I( 绿~ 黑绿一黑红~ 黑)是两个主要种质活力降低表现过程 (表 4 )
。

不同颜色胶丸的叶绿

素和可溶蛋白含量变化由大到小的顺序是黑绿~ 绿~ 黑红~ 黑~ 白
,

再生率的变化相似于叶

绿素的变化
。

经计算再生率和叶绿素以及可溶蛋白的相对百分含量间的相关系数分别为

0
.

9 2 6 6和 0
.

9 3 8 4
,

而叶绿素和可溶蛋白相对含量间也表现了更为紧密的相关 (r ~ 0
.

9 63 2 )
。

这清楚地表明
,

再生率正相关于叶绿素和可溶蛋白的代谢水平
,

而种质胶丸颜色可以直观反映

出叶绿素和可溶蛋白的代谢水平
。

表 4 不同颇色胶丸种质的 C h . 和 S P 含i 和相对含最以及再生率比较

胶丸颜色
叶绿素含量 可溶蛋白含量

拜g / 10 粒 (% )

73
.

0

10 0
.

0

37
.

0

18
.

0

0
.

0

m g / 10 粒 (% )

生

(% )

G
,

G Y

G B

B R

B

W

;:

::

0
.

5 6 0

0
.

6 3 0

0
.

3 8 0

0
.

0 7 6

0
.

0 1 1

8 9
.

0

1 0 0
.

0

6 0
.

0

1 2
.

0

2
.

0

4 2

5 6

4 0

23

2

注
:

保存 10 个月时的测定结果
。

3 讨 论

低温保存种质 的机理是依靠低温抑制生长
。

一些学者曾采用生长抑制剂抑制生长或含低

容量 O
:

的石蜡油或无菌水在较常温低的温度(12 一25 ℃ )下保存水稻试管苗或小苍兰人工种

子
、

咖啡试管苗[’,
6

·

” 一 ‘’
·

’5〕
。

我们早期研究中曾将按树节段保存在无营养
、

低 0
2

的琼脂培养基

内达 l a 之久 [s]
,

本研究将低 0
2

的海藻酸钠胶丸与低 0
2

的琼脂结合应用
,

为控制保存种质最

低的代谢水平创造了最适合的气体条件
。

然而
,

在长期保存中
,

由于缺乏营养使种质最终丧失

了活力
。

而在胶丸基液中添加低浓度蔗糖和矿质营养元素后
,

这种情况得到改善
。

即限制营养

和低 0
:

条件的结合
,

使胶丸形式保存的种质处于微生长状态
,

从而为其常温保存提供 了新途

径
。

对胶丸颜色的变化观察表明
,

种质活力的丧失与胶丸的黑化或褪色相关联
。

绿色或黑绿色

胶丸反映出它们的高活力和再生力
。

张丽欣报道叶绿素和可溶蛋白的含量是四种叶菜贮存衰

老的指标〔’‘〕
。

在本研究中观察到在低 0
2

和低营养胁迫下
,

叶绿素和可溶蛋白的降解出现在保

存的第 2 或第 4 个 月后
,

以及叶绿素和可溶蛋白与再生率的紧密相关显示它们可能被用作种

质活力的质量指标
,

而种质胶丸颜色正是估测种质活力的有效外观指标
。
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