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木本性植物遗传资源超低温保存法

李 思 义 (译 )

利用超低温保存
,

细胞的生物化学活性几乎停止
,

贮藏中的生理
、

遗传变化被抑制到最小限度
,

可用于维

持遗传资源的长期保存
。

本文对桑
、

果树等木本性植物

遗传资源的几种超低温保存方法作一介绍
。

一
、

利用冬芽的超低温保存

据 aS k a i
·

N i
s h iy

a

anr 报告
,

把液氮 (L N ) 浸渍的

苹果冬芽融解后
,

在砧木上接芽
,

能够再生
,

提示了利

用冬芽进行遗传资源保存的可能性
。

Y ak u w a ·

ok
a 、

T y le : ·

tS us h n of f 明确采用桑
、

苹果的冬芽能够实用于

遗传资源的保存
。

利用斌于耐冻性的冬芽是不使用防

冻剂与高价机器
,

简单保存其特征的超低温保存的 一

个有力的方法
。

为使此法更加实用化
,

作者等对预备冻

结条件
、

冬芽的水分含量及采取时间等研究表明
,

在

L N 保存后融解
,

采取茎顶培养
,

大约 70 %的种苗形

成
。

具体方法是把冬芽水分含量约下降到 40 %
,

在 。 ~

2 0亡
,

每隔 S C 预备冻结 1 日
.

用 L N 浸渍
、

融解
、

灭

菌后
,

从冬芽切出茎顶
,

培养
,

再生个体
。

超低温保存能够长时间维持活性
,

但是否发生遗

传变异呢 ? 据对桑冬芽在一 4。 、

一 70
、

一 135
`

C的冷藏

库及 L N 中保存 3
.

5 年结果
,

在一 40 ℃均生存
,

在一

7 0 亡种苗形成率低
,

在一 135 亡或者 L N 中
,

形成率几

乎没有变化
,

能够稳定地保存
。

在一 13 5亡或者 L N 中

保存的 3
.

5 年间
,

冬芽再生个体的染色体数正常
。

白田

等报告
,

把 L N 保存的桑冬芽茎顶进行再生
,

在田间变

异解析结果
,

再生个体的形态没有变异
,

同工酶图形也

无差异
.

用这种方法现已能保存苹果
、

梨
、

杏
、

樱桃
、

浆果类
,

可进一步应用于其他植物
。

二
、

利用培养茎项的超低温保存

培养茎顶的超低温保存可在无菌盆中保存
,

既可

大量繁殖
,

也能控制成长
。

1
.

缓速预备冻结法
:

此法是利用冻害防御剂处理

5 4 (总 1 1 1 ) N o r t h e r n H o r t ie u l u t r e

茎顶
,

在给与冻结耐性中
,

到约 一 40 C 缓速冷却
,

组织

脱水后
,

在 L N 中急速冷却保存
.

以桑的培养茎顶为

例
,

把培养茎顶在 2
.

5~ S C 进行 20 ~ 40 日硬化
。

切出

茎顶
,

在 0
.

SM 的山梨糖醇液浸渍 1 晚后
,

用 10 % D M
-

so 与 。
.

SM 山梨搪醉的冻害防御剂液浸茎顶
,

用到一

42 C的程序冷冻机
,

以 0
.

S C / m in 的冷却速度预备冻

结
。

其后
,

在 L N 中浸渍
,

保存
。

融解在 37 ℃温水中
,

浸渍 2 分钟
,

在培养基栽培茎顶
,

使其再生
。

用这种方

法
.

在 L N 中保存的茎顶种苗形成率约是 50 写
。

用这

种方法在苹果
、

日本梨
、

西洋梨
、

树墓类
、

越柑类等的

培养茎项也取得成功
。

2
.

简易冻结法 (浸透脱水一 一 预备冻结法 ) :

此法

是用包含 1~ 3 M 甘油与糖的冻害防御剂浸透脱水后
,

在一 20 ~ 一 30 C 的冷藏库冻结脱水
,

在 L N 中保存
。

以

梨的培养茎顶为例
,

把在 5亡
,

3 周以
_

L硬化的培养茎

顶
,

在 5 ℃
,
0

.

4M 山梨糖醇和 1
.

2弓M 甘油的冻害防御

剂浸演约 18 小时
,

经过浸透脱水
,

再在一 30 C 的冷藏

库进行 1 小时补足冻结脱水
,

然后在 L N 中保存
。

用这

种方法保存
.

使急速融解再生的梨茎顶种苗形成率约

70 %
。

用同样方法
,

苹果
、

棋植
、

桑等的培养茎顶的 L N

中保存也是可能的
。

3
.

比特利菲约翰法
:

此法是对茎顶进行高浓度冻

害防御剂混合液 (晶体化液
、

P V S
:

液 ) 处理
,

浸透脱

水后
,

在 L N 中浸渍
,

急速冷却
.

使茎顶及媒液晶体化

的超低温保存方法
.

以苹果培养茎顶为例
,

把在 S C
,

3 周以上硬化的培养茎顶放在添加 0
.

7M 蔗搪的培养

基进行 弓C
,

1 日间前培养
。

在 25 C
,

P V S :

液 (包含

30 % 甘油
、

1 5 %乙基乙二二醇
、

1 5 忆乞D N so 的 M S
·

培养

液 ) 浸渍处理 80 分钟
,

立即在 L入 中浸渍
、

保存
。

再

生在 25
:

C水中加温
.

把茎顶在添加 IM 蔗糖的 M S 液

洗净后
,

栽植于培养基
。

用这种 粉法
.

在 L N 中冷却的



“

富士
”

的培养茎顶的种苗形成率约 0 8%
。

这种方法能

否成功
,

与 D V S :

液的处理时间有很大关系
,

还须注

意
,

材料的茎顶形态或者大小不同
,

最适处理的时间也

不同
。

这种方法也能对梨
、

桑等的培养基顶保存
。

4
.

利用乾燥法的超低温保存
:

具有乾燥耐性或者

能够诱导的茎顶
,

在乾燥处理后能在 L N 中冷却
。

硬

化
、

前培养的苹果的培养茎顶
,

通过乾燥处理
,

水分量

约下降到 22 %
.

在 L N 中冷却
.

加温后培养
,

种苗形

成率约是 50 %
。

但是
,

乾燥的茎顶要保持原状
,

存在

作业难
、

适切乾燥处理难等问题
。

为此
,

用梢氨酸空粒

包茎顶乾燥
。

即
,

把硬化
、

前培养的苹果培养茎顶包入

添加蔗糖的精氨酸空粒
,

进行乾燥
,

到水分含量约

3 0 %时
.

放在 L N 中冷却保存
。

再生加温后
,

在培养基

置床
。

用这种方法的苹果培养茎顶种苗形成率约是

80 %
。

这种方法对梨
、

桑
、

葡萄
、

中华称猴桃等的茎顶

超低温保存也取得成功
。

茎项的超 低温保存
,

即使茎顶部分细胞发生变

异
,

大部分组织仍留存
,

在成育过程
,

这些细胞也有可

能被淘汰
,

变异难遗留
。

为此
.

对于遗传资源保存
,

茎

顶是最适合的一种材料
。

上述保存方法
,

大部分场合
,

弯面全部留存
,

确保一定程度的生存率
.

变异概率少
。

对于形态
,

有可能发生不知的变异
,

须对 D N A 与染色

体水平加以研究
。

三
、

其他的超低温保存

就维持 Em byr og en ic 愈伤组织
、

茎干原基 (多芽

体 )
、

不定胚等植物体再生可能性系
、

有用物质生产系
、

形态转换细胞
、

悬浊培养细胞等来说
,

超低温保存令人

注目
。

】
、

林
、

酒井用由来于脐橙的
“

珠心
”

培养细胞
,

用上述简易冻结法
、

比特利菲约翰法进行超低温保存
,

从细胞成功地个体再生
。

固等对葡萄的 Em b r y o g e n ie

愈伤组织
,

用缓速预备冻结法进行 L N 保存
.

从愈伤组

织得到再生个体
。

今后
,

超低温保存用作利用不定胚
、

茎干原基 (多芽体 ) 的遗传资源保存
、

尖端技术育种
、

有用物质生产的细胞系的维持越来越重要
。

现在日本作为营养体保存的植物遗传资源
.

包含

木本性遗传资源
,

大部分以场圃为中心
,

约有 3 60 0 0 个

点
。

今后
.

如考虑这些遗传资源稳定的保存
,

超低温保

存是一个有力的方法
。

近来
,

并在部分地区
,

运用尖端

技术开发了培养苗的超低温保存技术
。

在某种程度上

植物营养体的超低温保存进入实用化阶段
,

希望进一

步促进早期组织的超低温保存体制的整备
、

超低温保

存
、

技术开发
,

使用超低温安全保存营养繁殖性遗传资

源
。

〔摘译 《农业技术 》 ( 日 、 1 9 95
.

5 0 ( 2 ) 3 0 一 3 3〕

(江苏省大丰县农业局 邮编
:

2 2 41 0 0)

基础研究
·

应用研究
·

开发研究
基拙研究以认识客观世界的物质结 构

、

各种基本

运 动形态和运动规律为 己任
,

它正着眼于当前的应用
.

基砂研究在重大发现常常带来生产的性变化
。

它的研

究工作基本上在科学前沿
,

并在实脸室中进行
。

应用研宪一般有明确的 目的
,

是为了进一步发展

泰门技 术
,

提高生产效率
,

拓宽应用领城
;

我国基础研

究的新发现开僻新的生产 力和新的生产方向 ; 它还要

研究合理使 用和 节约资源
,

保护环吮和生态子
.

在 10 0

年前
,

在实验室里发现 了放射
,

在 9 9 年前
,

在实验 室

里发现 了电于和本世纪初 发现 了相对论 ; 放射和相对

论导致 了令天整个原 子能 产 生和原于夫器 的诞生
;
与

电子和本世纪初诞生 的女子论交在本世 纪 巾诞生的丰

导体
、

三极管 产生 j 现在的 整个 电于二 业
,

应用研究也

要从认识规律出发
,

只有认识 了才能更好地运用出去

解决生 产中的实际 问题
。

所以
,

在应 用研究中间
,

有一

部分
,

我们叫它应用基础研究
,

指 的就是认识客观砚象

中运动规律的研究
。

开 发研宛也叫技术开发
,

是指从事生 产的技术改

造
.

工 艺更新
、

产品更新子
,

是科技转化的重要环节
。

应 用研 究
,

开发研 究的 成果
,

不断推动生产进步
,

使 生产过程 合理
,

效 率提高
,

产品更折
,

成本降 氏
,

它

的发展受到社会要 求的强烈推动
。

现在基本发展趋势是
:

研 究成果转化 为生产 力的

周期越来越短
,

速度越来越快
。

由 基拙研究带来的新兴

产业和产业论将继续 发生
.

由 应用研究和开 发研究带

来的技术进步和产品 更新将特续不断
。

在 21 世 纪
,

科

学研究的将 决定 一 个国家的 实 力和一个社会的精神文

明水平
。

科学研究的 成就有按创新
,

要创新则要求很 高

的理论水平
。

思格斯在 《 自然辩证法 》 中说
,

一个想要

站 在科学的最高峰
.

就一刻也不能没 有理论思维
.

(本

刊引周光昭语 )

科学
·

技术
科学是人 类在认识世界和 改造世界过程 中形成

的
,

是正确反映客观世界的现象
、

内部结构 和运动规律

的 系统理论知识
。

科学还 向人们提供认识世界和改过

世界态度和方法
,

提供抖学世界观和处世科学精神
.

技术是在科学的指导下
,

总结实践的经验
.

告诉人

们 在生 产实践 和其他 实践过程中
,

从设计
、

装备
、

方法
、

砚范到管理等的系统知识
。

技术直接指导生产
,

是现实

的生产力
。

( 本刊 引周光昭语 )
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