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果树花粉的超低温保存

陈霜莹 常永健
`

赵艳华 张 悖 刘 瑜 章德明
(河北省农林科学院昌黎果树研究所

,

昌黎 。 6 6 6 0 0)

摘 要 将苹果
、

梨
、

桃
、

李和樱桃等树种的 39 个品种的花粉干燥至含水量 10 % ~ 0z 环
,

直接投入

液氮中
f 1 9 6 C )

,

经过一段时间保存后
,

再以 40 ℃ 水浴快速化冻 l mi n ,

然后鉴定其生活力和萌发

力
。

结果表明
,

花粉的生活力没有明显变化
,

其离体萌发率与新鲜花粉相近
。

新鲜花粉含水量在

6。%左右
,

不宜用于液氮保存
。

花粉含水量是影响保存效果的关键 因子之一
,

只要花粉含水量适

宜
,

可以多次反复冷冻一化冻
,

生活力不受影响
。

此项技术可用于果树花粉的长期保存
。

关键词 超低温保存
.

砷质 花粉 果树

在超低温 (液氮 一 196 ℃ )条件下
,

生物细胞内的新陈代谢活动基本停止
,

处于
“
生机停顿

”

状态
,

细胞
、

组织和器官在超低温保存过程中不会引起遗 传性状的改变
,

也不会丢失形 态发生

的潜能
〔` 〕 。

因此
,

;止七多年来
,

超低温冰冻保存作为种质长期贮藏的一条理想途径 日益引起人

们的注意和积极灼 i式验研究
〔`

· “ · ` ’ 〕 。

果树花粉的超低温保存与常规干燥
、

低温贮藏法相比
,

具有

保存期长
、

成本低廉
、

便于国际间的种质交换等优点
。

近年来
,

果树花粉超低温保存作为果树种

质长期保存 的方式之一 已在 日本
、

美国
、

荷兰
、

英国等国家相继开展了研究
〔“

· ”一 ’ 2, 。

我国是世界

上最重要的果姗 运源 中心之一
,

拥有丰富的果树资源
,

保存技术的研究则更为必要
。

江雨生

等
〔们
曾对桃

、

久舀 四个品种进行 了研究
,

我们在此基础上进一步扩大了树种及品种范 围
,

对苹

果
、

桃
、

梨
、

李
、

樱 洲的 3 9 个品种的花粉进行 了超低温保存试验
,

旨在进一步研究超低温保存的

影响因子
,

完善花份超低温保存技术
。

现将研究结果报道如下
。

1 材料和方法

1
.
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)等树种的 3 9 个品种的花粉
,

采 自昌黎果树研究所

资源圃

1
.

2 丈

选 i
一 :

民健壮的植株
,

于初花期上午 8一 10 时
,

采摘大气球期的花朵放于塑料袋 中
,

在实

验室取 出花药
,

薄摊在具渗透性的纸上
,

放置于 25 士 Z C
,

相对湿度 30 %一 40 %
,

弱光 ( I k l x) 条

件下
。

胜}然散粉后
,

过 80 目筛
,

将花粉放于盛有脱水硅胶的干燥器中
,

在 1一 4 C 黑暗条件下保

存备用
。

按品种将花粉用硫酸纸包好
,

放入 4m l 带螺旋盖的塑料冷冻管中
,

密封后
,

直接投入

液氮罐 中保存 24 一 48 h
。

试验对比了三种化冻方式
:

1) 40 ℃ 水浴中快速化冻 l m i l:
转至室温

。

1 9 9 2 一 1 0一 1 0 收稿
。

、

执笔人
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2 )室温 ( 2 2一 26 ℃ )化冻
,

约 l o m in 。

3 ) 自来水 ( 1 7 ℃ )冲洗化冻 3 m i: 1 。

评定花粉的生活力用琼

脂 盘法
〔幻

,

测定其离体萌发率
。

每个 品种涂两个载 片
。

花粉萌发培养基成份是
:

10 % 蔗糖
,

0
·

4 5 %琼脂粉
。
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在 25 ℃黑暗条件下培养 h4 后镜检花粉的离体萌发率
。

花粉管长度超过花粉粒

直径的花粉计为萌发
。

每品种统计 6 个视野
,

共 70 0一 9 00 粒花粉
。

重复两次
,

以不冷冻的花粉

作为对照
。

花粉粒含水量的测定采用烘干法
。

2 结果与讨论

2
.

1 苹果花粉含水量对超低温保存效果的影响

刚刚采集的新鲜苹果花粉含水量在 60 %左右
,

进入液氮保存时
,

因含水量过高
,

易引起细

胞内结冰
,

造成细胞膜的损伤
。

解冻后
,

花粉潮湿结团
,

生活力大幅度下降
,

花粉离 沐萌发率仅

23
.

9 % (表 1 )
。

而花粉含水量下降至 10
.

5 %一 21
.

4 %
,

经液氮保存
,

同未经超低温保存的新鲜

花粉 (对照 ) 比较
,

萌发率没有明显的差别 (表 1 )
。

说 明花粉的含水量下降到细胞 内可冻水最

少
,

而又不致伤害细胞结构为最好
。

苹果花粉的含水量在 拍% 一 20 %
,

对超低温保存是适宜

的
。

这与江雨生等人在桃
、

梨上的研究结果相近
以〕 。

在硅胶干燥器中贮藏 10 一 2 d0 的多个苹果

品种的花粉
,

其含水量均在 10 % ~ 15 % 之间
,

可用于花粉超低温保存前的脱水
。

表 1 苹果花粉含水量对超低温保存后离体萌发率的影响

_ _ 未经超低 经 超 低 温 保 存
现 目 _ _

_

——
—温保存 I 皿 皿 \Il

含水量 ( % )

离体萌发率 ( % )

6 4

8 3

6 4
.

5 4 5
.

6 2 1
.

4 10
.

5

2 3
.

9 5 9
.

2 7 6
.

8 8 3
.

9

2
.

2 化冻方式对超低温保存苹果花粉的影响

表 2 不同化冻方式对苹果花粉离体萌发率的影响

品 种 对照 (未冷冻 ) 40 ℃水化冻 自来水化冻
`

空气中化冻
`

胜 利 8 5
.

6 9 0
.

3 7 6
.

4 5 9
·

4

国 光 7 9
.

7 8 2
.

6 6 5
.

8 7 1 0

岩富 1 0 8 8
.

1 9 2
.

8 7 6
.

5 6 6
.

7

津 轻 8一 6 7 0
.

6 4 2
.

7 5 6
.

0

珍宝王林 7 2
.

6 8 0
.

0 4 2
.

2 4 6
·

2

元 帅 9 2
.

8 9 2
.

7 8 1
.

4 8 2
.

5

*

培养 24 小时后调查萌发率

表 2 三种化冻方法 比较结果表明
,

以 40 ℃水浴快速化冻效果最好
。

另外两种化冻方法的

花粉存活率有不同程度的下降
,

并且花粉的萌发推迟
。

离体培养 h4
,

仅有 20 %一 40 %的萌发
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率
,

但随着时间的延长
,

一部分花粉陆续萌发
,

说明尽管花粉含水量较低
,

但采用慢速化冻仍有

发生细胞内次生结冰的可能
,

对花粉有一定程度的伤害
,

影响花粉的生活力
,

萌发率降低
; 而对

轻度伤害的花粉
,

培养时需经一个 自我修复过程
,

表现延迟萌发的现象
。

2
.

3 冷冻次数对果树花粉生活力的影响

江雨生
〔̀ 〕 ,

S e d gl
e y 〔6 〕

认为超低温条件下保存的花粉
,

经反复冷冻一化 冻会造成生活力的

锐减
。

因此
,

宜用小包装入罐
,

根据需用量
,

一次取出用尽
。

这种做法给实际应用带来不便
。

本

实验研究发现苹果
、

梨
、

桃
、

樱桃等树种的花粉在重复冷冻一化冻条件下
,

生活 力的降低与在这

个过程 中花粉含水量的变化有关
。

当花粉 由一 1 9 6
`

C 直接升至室温时
,

粒体表面湿度低
,

易凝结

空气中的水份
,

导致花粉吸水
,

使其含水量增加
。

用这些花粉再直接冷冻
,

则因其含水量高而使

生活力锐减
。

因此
,

在花粉重复冷冻之前需要再干燥
,

使其含水量重新恢复到适宜范围内 ( 10 %

一 2 0 % )
。

本试验结果证明
,

苹果
、

梨
、

桃
、

樱桃等树种的花粉虽经重复冷冻一化冻多次
,

其离体

萌发率并无明显变化 (表 3 )
。

循此
,

在长期保存中
,

每个品种的花粉可用一个容器包装
,

无碍于

多次重复使用
。

表 3 冷冻次数对果树花粉离体萌发率的影响 ( % )

品 种 未冷冻 (对照 )
冷 冻

苹 果

1 次 2 次 3 次 4 次

8 9
.

1

8 8
.

5

9 1
.

5

8 7
.

2

8 9
.

(少

9 0
.

1
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红 月

梨

雪花梨 9 1
.

姜 9 7
.

5 9 5
·

9 一 一

鸭 梨 75
.

1 7 3
.

6 7 4
.

4 一 一

相胜

白香蜜 9 4
.

3 8 7
.

2 9.3 1 一 一

白 花 8 1
.

0 8 5 8 8 2 4 一 一

樱 桃
8 0 7 6

.

6 8 6
.

5 8 2
.

1 一 一

2
.

4 果树花粉 的超低温保存

应用快速冷冻技术进行超低温保存后
,

经 4 。
`

C 水浴快速化冻的试验结果表明
,

花粉的离

体萌发率
,

萌发时间
,

花粉管的形态及仲长速度等方面与未冷冻的我
』

泌均无明显变化 (表 4
,

附

图 )
。

有的品种尤其是桃的多数品种花粉超低温保存后其离体萌发率 比新鲜花粉还要高
。

在黑

麦
、

黑核桃等植物上也有类似现象报道
〔5

·

’ ; ,

其机理有待进一步研子
。

液氮保存果树花粉同保存其它生物材料一样
,

在花粉含水量适 自:的情况下
,

冷冻与解冻方

法是成败的关键
,

此两项技术解决之后
,

保存时间不是影响生活力 史化的主要 因素
,

长期保存

是有可能的
。

而且 已有大量实验证明
,

离体萌发培养具有萌发能
、

勺花粉即有结实能力
〔` , 。
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