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柿和君迁子试管苗缓慢生长法保存及其遗传稳定性 

研究 
艾鹏飞 罗正荣 
(华中农业大学园艺植物生物学教育部重点实验室，武汉 430070) 

摘 要：对柿 (Diospyros kaki Thunb．)和君迁子 (D．1otus L)试管苗缓慢生长法保存及其恢复生长植 

株的遗传稳定性进行了研究，结果表明：低温 (6±1)℃和光照800 lx(12 h／d)的条件下，试管苗在添加 

有甘露醇20 g／L或PPⅢ 1．0 mg／L的MS(1／2N)+蔗糖20 g／L+琼脂7 g／L+PVP 500 mg／L培养基上或在 

含有 CPPU 0．2 mg／L的 1／2 MS(1／2N)+蔗糖 15 g／L+琼脂7 g／L+PVP 500 mg／L培养基上保存 18个月， 

平均存活率在90％以上；上述3种方法保存后恢复生长的植株，在核 DNA含量和染色体数目上没有发生 

改变；RAPD分析时表明，只有在添加 PP 的保存中，次郎3个单芽姊妹系扩增出的1827条谱带中，增加 

了3条新带，变异率为0．16％，君迁子3个单芽姊妹系扩增出的1736条谱带中，增加了1条新带，缺失了l4 

条带，变异率为0．86％。该结果为柿属植物种质资源缓慢生长法保存的有效性和可行性提供了理论依据。 
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Conservation of in Vitro Shoots of Persimmon and Date Plum by Slow 

Growth and Genetic Stability of Recovered Plantlets 

Ai Pengfei and Luo Zhengrong 

(Key Laboratory of Honicuhural Plant Biology，Ministry of Education，P尺C，Huazhong Agricultural University。Wuhan 

430070，China) 

Abstract：Studies on conservation of in vitro shoots of persimmon(Diospyros kaki Thunb．)and date 

plum (D．1otus L．)by slow growth and genetic stability of recovered plantlets were carried out．Results 

showed that 90％ of in vitro shoots conserved on MS(1／2N)supplemented with 20 L sucrose，7 g／L agar 

and 500 mg／L soluble PVP added with 20 L mannitol or 1．0 nqIg／L PP333 respectively or on 1／2MS(1／2N) 

supplemented with 15 g／L sucrose．7 g／L agar and 500 mg／L soluble PVP added with 0．2 mg／L CPPU f0r l8 

months at(6±1)℃and 800 lX(12 h photoperiod)maintained viability．Those recovered plantlets conserved 

with 3 methods above were analyzed on cytological and molecular levels respectively．Resuh showed both Ha— 

clear DNA content and chromosome numbers maintained as norma1．And only few shoots cultivated with PP11，， 

in which existed 0．1 6％ variation in Jirou persimmon owing to 3 distinct new bands appearing in l 827 ampli— 

fled bands and 0．86％ variation in Date plum for l distinct new band and absence of 14 bands existing in 1 736 

amplified bands when 3 single—bud sibling lines were analyzed by RAPD markers respectively．Thus．it sugges— 

ted these procedures would be effective and viable to conserve Diospyros germ plasm by slow growth as above
． 

Key words：Persimmon；Date plum；In vitro shoot；Slow gro~_h；Genetic stability；Conservation of gennplasm 

柿 (Diospyros kaki Thunb．)和君迁子 (D．1otus L．)是柿属植物中经济价值较高的种类，田间 

种植保存费用高，且损失严重。因此，需要寻求经济、实用、安全的保存方法。最近几十年中．随着 

离体培养技术的全面展开，以之为基础的缓慢生长法离体保存技术也得到了迅猛发展，目前已成功地 

应用于多种植物种质资源的离体保存㈩。作者在已经建立起柿和君迁子离体培养技术体系的基础上， 
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主要探讨改变培养条件和修改培养基组分对其试管苗生长的影响，并进一步对保存后再生植株进行了 

遗传稳定性评价，以期建立起柿属植物种质离体保存库。 

1 材料与方法 

君迁子1个单株；柿选用4个品种：次郎、阳丰、富有、罗田甜柿。按前报 建立试管苗无性系。 

单芽姊妹系的建立：参照Hao等 建立各基因型单芽姊妹系。即试管苗一个侧芽按前报 培养， 

所得试管苗进行第二次侧芽培养，得到的试管苗为单芽姊妹系。 

温度和光照试验：温度为培养箱 (6±1)℃或组培室 (25±2)℃，光照为暗处理或弱光照800 Ix 

(12 h／d)。取试管苗梢端5 mm转接到含有培养基 MS(1／2N)+蔗糖20 g／L+琼脂7 g／L的三角瓶 

中，一层牛皮纸外加双层耐高温聚乙烯薄膜封口。正常条件下先期培养5 d后分别置于不同温度和光 

照下，每两个月调查一次存活率和生长高度 (存活的嫩茎)。每瓶3—4株，重复3次。 

保存试验：取试管苗梢端5 mm转接到添加有生长抑制剂ABA或生长延缓剂 PP 或渗透调节剂 

甘露醇的MS(1／2N)+蔗糖20 g／L+琼脂7 g／L+PVP 500 mg／L培养基上或CPPU的1／2MS(1／2N)+ 

蔗糖l5 g／L+琼脂7 g／L+PVP 500 mg／L培养基中，正常条件下先期培养5 d后直接置于 (6±1)qC和 

800 lx(12 h／d)的培养箱中保存。6个月后，每3个月调查一次存活率。每处理5瓶，每瓶3—4株。 

恢复培养：对保存 18个月后存活的试管苗恢复培养和诱导生根 J，6周后调查恢复生长情况。 

遗传稳定性检测：测定再生植株流式细胞仪 DNA含量 ]。检测生根植株根尖细胞染色体数 ]。 

CTAB法提取植株叶片DNA进行RAPD分析 J。对照为保存前的单芽姊妹系。 

2 结果与分析 

2．1 温度和光照对试管苗保存的影响 

表 1表明，次郎试管苗在不同温度和光照条件下保存时，温度对存活率影响较大，光照对生长高 

度影响较大。前4个月试管苗 100％成活；延长到6个月时，(25±2)qC下开始出现了枯死，存活率 

降低，同时试管苗高度也出现了负增长；而在 (6±1)qC条件下仍保持 100％成活，苗高也一直在缓 

慢增长，且800 lx弱光照时苗生长缓慢、健壮，暗培养时苗纤细、黄化。综上所述，(6±1)℃和800 

lx条件下保存试管苗，存活率高，苗生长缓慢。因此，在以后的保存试验中均采用这个条件。 

表1 温度和光照对次郎试管苗保存的影响 

Table 1 Effects of temperature and Ught on the survival and growth of Jirou shoots in vitro 

注：M代表月；同列内相同字母示邓肯氏新复极差法检验在0．05水平上差异不显著，下同。Note：M：Months；Means within 
columns followed by the$aiTle letter are not significantly different at P：0．05 level by Duncan’s new multiple test．The same below

．  

2．2 CPPU对试管苗保存的影响 

表2表明，CPPU为0．2 mg／L时，次郎和罗田甜柿试管苗缓慢生长保存 18个月后仍保持较高的 

存活率，浓度过低或过高时保存期相应缩短。分析其原因，发现CPPU浓度过低，保存的试管苗几乎 

停止生长，逐渐黄化死亡，浓度过高时苗也停止生长，且产生大量愈伤，最后连同愈伤一起变褐死亡。 

2．3 甘露醇对试管苗保存的影响 

甘露醇能够提高培养基渗透压，从而抑制试管苗的生长。本试验用甘露醇保存得到了较好的结果 

(表3)，浓度为20 g／L时，次郎和阳丰试管苗保存 18个月后存活率仍保持在95％以上。 
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表3 甘露醇浓度对柿试管苗保存后存活率的影响 

Table 3 Effect of mannitol concentration on the survival of conserved persinunon shoots in vitro (％ ) 

2．4 ABA对试管苗保存的影响 

ABA能有效的抑制植物茎的伸长生长，可用于试管苗保存 j。本试验发现，ABA (0、0．5、 

1．0、2．0和5．0 mg／L)处理的次郎和富有试管苗保存到 l8个月时，存活率都低于50％，且当浓度 

大于2．0 mg／L时，试管苗顶芽及上部叶易枯死，下部叶缘发红，枯死现象严重。因此，ABA不太适 

宜于柿试管苗缓慢生长法保存。 

2．5 PP瑚对试管苗保存的影响 

由表4可知，PP，，，浓度对次郎和君迁子试管苗保存的影响较大，浓度为 1．0 mg／L时，保存 l8个 

月的次郎试管苗90．6％存活，君迁子试管苗没有出现死亡；浓度为0．5和2．0 mg／L的处理次之；浓 

度为5．0 m L时表现出对试管苗的毒害作用，死苗现象严重。因此，PPm最佳处理浓度为1．0 mg／L。 

表4 PP333浓度对次郎和君迁子试管苗保存后存活率的影响 

Table4 Effect ofPP333 concentration 011the survival of conserved Jirou andDate plum shootsinvitro (％) 

2．6 保存后的试管苗恢复培养 

对上面3种较好的方法保存 l8个月的次郎试 

管苗恢复培养时进行了比较 (表5)，在保存期 

间，试管苗伸长生长量从大到小依次为甘露醇20 

L、CPPU 0．2 mg／L、PP333 1．0 mg／L；增殖倍数 

从大到小依次为 CPPU 0．2 mg／L，甘露醇2O g／L， 

PP，，，1．0 m L(图版 I，2a～2c)；恢复培养时， 

3种方法保存后存活的试管苗都迅速生长，且生长 

表5 不同缓慢生长法保存次郎试管苗18个月的结果比较 

Table 5 Comparison of Jirou shoots in vitro conserved 

for 18 months by different slow-growth methods 
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势强 (图版 I，1，3)。6周后，恢复生长苗在生根处理时，生根率高，根条数多 (图版 I，4)。 

2．7 再生植株遗传稳定性检测 

恢复保存后再生植株遗传稳定性分析结果表明，在 DNA含量和染色体数目上表现出与保存前的 

对照一致，没有发生变异 (图 1；图版 1I，1～5)。分别对添加 CPPU 0．2 mg／L、甘露醇 2O L和 

PP 1．0 mg／L的3种方法保存 18个月后的次郎再生植株进行RAPD分析 (每种保存方法随机选取保 

存后的3个单芽姊妹系，以保存前的1个单芽姊妹系为对照)，112条随机引物的扩增谱带中，在cP— 

PU 0．2 mg／L和甘露醇20 L上保存的没有出现缺失带或新增带 (图版 Ⅱ，6，7)，而在 PP 1．0 

mg／L上保存的出现了3条新带 (图版11，9)，变异率为 0．16％。同样的方法对罗田甜柿在 CPPU 

0．2 mg／L、君迁子在PP 1．0 mg／L上保存 18个月后的再生植株遗传变异分析，结果罗田甜柿在所 

检测的范围内没有发现变异 (图版Ⅱ，8)，而君迁子共出现了 14条缺失带和 1条新带 (图版 Ⅱ， 

lOa～10d)，变异率为0．86％。分析在保存过程中引起变异的可能原因主要与保存方法，即保存培养 

基中不同的添加物有关。 
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3 讨论 

荧光强度 Fluorescence intensity 

图1 试管苗核 DNA流式细胞光度法分析 

保存前和保存后的君迁子；b，b’．保存前和保存后的次郎。 

Analysis by flow cytometry of nucleus DNA of in vitro shoots 

0 50 100 150 

a ， a ’
． Date plum before—conserved and conserved；b，b’． Jirou before—conserved and conserved． 

缓慢生长法是一种中期的保存方法，影响其保存效果的因素很多，但主要是培养条件 (如培养 

温度和光照等)和培养基组分 。本试验以柿和君迁子试管苗为外植体，对影响保存的培养温度、 

光照和培养基组分3个主要因子进行了研究，结果在低温 (6±1)cC和光照800 lx(12 h／d)条件下， 

试管苗在添加有甘露醇2O L或PP 1．0 mg／L的MS(1／2N)培养基或含CPPU 0．2 mg／L的1／2MS 

(1／2N)培养基上不需继代保存 18个月后，存活率最高可达 100％。在添加有ABA的培养基中保存 

效果不甚理想，这可能与ABA是一种生长抑制剂，在抑制试管苗伸长生长的同时加速了其衰老进程 

有关，具体原因待进一步探讨。 

离体保存的非常态，是否已引起保存后再生材料遗传物质的改变，是该种保存方法的有效性和可 

行性的重要依据。本研究分别对甘露醇2O L或PP 1．0 mg／L的MS(1／2N)培养基上或CPPU 0．2 

mg／L的1／2MS(1／2N)培养基上保存后的再生植株进行了遗传稳定性分析。结果，在核 DNA含量 

和染色体数方面，没有发生改变，这可能与柿是一种多倍体植物，在缓慢生长的特殊环境中，DNA 

或基因拷贝数的多倍性有利于其细胞生存有关。DNA水平上的分析发现，前两种方法保存的材料在 

所检测的位点没有出现变异带，而在PP 1．0 mg／L的培养基上保存的材料中，次郎3个单芽姊妹系 

中有 1个出现了1条新增带，1个出现了2条新增带，君迁子3个单芽姊妹系中1个出现了6条缺失 

带，1个出现了5条缺失带，1个出现了3条缺失带和 1条新增带。同时，在整个 RAPD分析中，偶 

瑚 鲫 o 
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维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


 

I卷 

《： ． 弧 壤 蒜 mo． ， ：≯0：。． ’ 
； 。‘“  

J 

京 。’ 嚣蒸 ： _'I寺 
=： 

s 

篓 

一 ～ ～ 

．  蜘 ㈣ 罴囊～ 

●  

缸 =蓦 _至 拈 =蓦 _茎 

～ u Ⅵ 2 ● l_ 

如柚 m ‰ 一 籼 _萋⋯=主 Ⅲ=兽 ～ 川 二三 胁 版．m“ s ．．_至_至 _星_至 酣 ”m 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com

