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野生稻愈伤组织的超低温保存
和冻后再生植株的形成
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提 要 对不同基因组的野生稻愈伤组织进行了超低温保存的研究
,

主要结果如下 ①野生

稻愈伤组织经过预培养 预处理 冰冻降温 液氮保存 快速解冻的超低温保存
,

冻后细胞

存活率最高可达 ② 十 葡萄糖为最佳冰冻保护剂
。

降温程序为 。
、 、

二二二二二二 一
,

一 一几二二二二‘ 一
,

液氮
。

③普通野生稻
、

宽叶野生稻
、

优粒野生稻获得了冻后再生植株
。

④优粒野生稻解冻后形成旺盛胚性愈伤组织 并通过体细

胞胚胎发生途径再生出大量植株
。

关键词 野生稻
,

愈伤组织
,

超低温保存
,

再生植株

稻属 中有 个种
,

其中野生稻约有 种
。

野生稻资源是稻种资源的重要组

成部份
,

它是天然的基因库
,

保存了栽培稻没有或 已消失了的基因
,

并具有特殊的优良性

状及高抗病虫害的特性
。

当前迅速恶化的环境和不利的气候条件正在侵蚀着水稻的遗传多样性
。

同时野生稻

又具有柱头外露
、

异交结实率较高
、

种子落粒性强的生物学特性
,

加上 人为的砍伐与围垦

使野生稻种面临灭绝的危险
。

因此
,

保护野生稻遗传多样性 已经刻不容缓了
。

如何长期保

存稻属资源成为目前人们关注的问题
,

科学家们正加紧研究野生稻基因的保存途径
。

植物

组织与细胞的培养为植物的种质保存开辟了新的途径
。

组织培养物能迅速大量繁殖
,

再生

植株可保持原有的遗传特性
。

为此 目的
,

我们对野生稻愈伤组织的超低温保存进行了研

究
,

首次获得了 种野生稻的冻后再生植株
。

我们的实验证明了野生稻幼穗离体培养物的

超低温保存是稻属资源保存的有效途径
。

材料与方法

供试材料

普通野生稻
,

基 因组 长雄蕊野 生稻
,

基 因组
,

小粒野 生稻
,

其 因组
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药用野生稻 基因组 高秆野生稻
,

基因组 宽叶野生稻
,

基因组

优粒野生稻
,

基因组尚未确定
。

幼德培养方法

幼穗培养按舒理慧等
‘’

方法
。

诱导培养基
‘ , 一

八 蔗糖 分化培

养基 十 十蔗糖 继代培养基 八
矛

蔗糖
。

超低温保存方法

预处理 选取继代培养 处于迅速生长的愈伤组织块 一 放入

安瓶中
,

在冰浴条件下逐滴加入不同种类及配比的冰冻保护剂 各种冰冻保护剂均溶于

培养基中
,

冰冻保护剂与材料体积比为
, ,

然后于冰桶中预处理 一
。

降温冰冻程序 降温冰冻在英国产的程序降温仪 上进行
,

程序

卫全生趾一
, 。 二竺纸一

, 。 一液氮
。

化冻与洗涤 将在液氮中保存的材料
,

取出后投入 水浴中快速解冻
,

然后用

写蔗糖培养液洗涤 次
,

每次停留不超过
。

冻后细胞存活率的测定 按照 和 盯 的 法 〔
之〕

氯化三苯四氮哇还

原法 测试
,

分光光度计在 波长测得的吸收值表示细胞活力
。

细胞存活率

植株再生

解冻后细胞的 ’
未冷冻细胞的

肠
值一值

经过超低温保存的愈伤组织块化冻洗涤后
,

接种于继代培养基上进行暗培养
,

再把恢

复生长的材料转入分化培养基中于 光照条件下培养 后统计绿苗分化率
。

结果与分析

不同基因组的野生稻愈伤组织与冻后细胞存活率的关系

对 个种野生稻 个编号的愈伤组织进行了超低温保存
,

冻后通过 法测试细

胞存活率
。

种野生稻冻后细胞存活率的变异范围 写一 表
。

冻后细胞存活率的差异不仅存在于不同的野生稻之间
,

而且在同种野生稻不同编号

之间也有差异
。

这表明不同的基因型具有不同耐冻的内在因素
。

这一结果与 在栽

培稻上得到的结果相印证
。

他对栽培稻 个品种的愈伤组织进行了超低温保存
,

发现它们

的保存效果各不相同
〔 〕。

冰冻保护剂的作用效果

随着保存材料的不同
,

获得最佳保护效果的保护剂种类也不同
。

我们以普通野生稻

的愈伤组织为材料
,

试验了几种保护剂的作用 表
,

证明冰冻保护剂是提高冻后

细胞存活率的关键
,

而复合保护剂的保护效果比单独使用 二 甲基亚矾 要好
。

其

中以 肠葡萄糖的组合取得了最佳保存效果
。

这一结果与
,

在甘蔗和水稻细胞的超低温保存中所得的结果相一致
〔‘

·

〕。

降温方式的影响

迄今采用的降温冰冻方法主要有 种 快速冰冻法
、

慢速冰冻法及逐级冰冻法
。

慢速



第 期 殷晓辉等 野生稻愈伤组织的超低温保存和冻后再生植株的形成

’

是

表 不同野生稻愈伤组织超低温保存的效果

野生稻 从 月组 产地 编号 冷冻前 值
’

冷冻后 值 细胞存活率

︹叮矛,︺一卜︼盛任几工

⋯⋯
﹃匕月性,目︸几门月一几工门了﹃子

普通野生稻

二“

, ,
,

, ,

中国广西
,

‘

。

菲律宾

,,︼,长雄蕊野生稻
, , 、 , , , ,“

小粒野生稻
〕 , 一 , 矛 “

盆 赞比亚

药用野生稻
〕 方‘ , ,。 、

高秆野生稻

菲律宾
一

中国广西
,

巴西

觅叶野生稻
尹。 “

士
墨西哥

优粒野生稻
, , ,‘

, 。, ,才“

中国云南
,

冰冻法是采用最 广泛 的一种方

法
,

它 通过 缓 慢降 温 使 温 度 从

逐渐降到 一 左右
,

然后

投入液氮
。

改良慢速冷冻法则是

通过缓慢降温使温度从 降到

一定的预冻温度
,

并停留一段时

间
,

再投入液氮
。

其 目的都是为了

使细胞内的水有充足的时间不断

流到细胞外结冰
,

从而使细胞内

的水减少到最低限度
,

达到 良好

的脱水效应
,

避免细胞 内结冰的

不可逆性伤害
。

我们采用了后一

种方法
,

在预冻温度停留一段时

间是保持高存活率的关键
,

它能

使细胞达到充分的保护性脱水
,

以便提高存活率 表
。

这一结

表 冰冻保护剂对普通野生稻 编号 愈伤组织
超低温保存的影响

,

冰冻保护剂
冰冻前
测试值

冰冻后
测试值

一

细 胞
存活率

一

对照

只
甘油

一 肠
蔗糖 。

乡石
一妇梨醉

〕

葡萄糖 、

”

甘油
蔗搪

尸工几月络八

⋯
斗

果与田水中等在光敏核不育水稻愈伤组织超低温保存中取得的结果相一致 〔
‘〕
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表 降温冰冻方法对普通野生稻细胞存活率的影响
一

樵一。降温冰冻方法

厂 、

冰冻前 ’
测试值
、‘ 、

一七

冰冻后
测试值

七

,

一

一
一

一

一
一 , 〔

飞一

℃

—
二一 〔

。

二里望二一 。〔
、 ,

一

此外
,

对于固体培养的愈伤

组织来说
,

选择 年龄的

愈伤组织作为超低温保存的材料

较为适宜 细胞冷冻后的恢复生

长宜在黑暗中进行
,

因为光氧化

作用对冻后材料是有害的
。

我们

选取再培养 的愈伤组织作

为超低温保存材料
,

并在冻后进

行暗培养
,

取得了较好的保存效

果
。

冻后再生植株的形成

在水稻细胞的超低温保存

中
,

冰冻伤害造成了呼吸损伤
,

减缓了葡萄糖的吸收
,

细胞内钾离子损失
〔, 〕,

加速了脂质的

过氧化反应 〔
‘ 。

尽管冰冻造成了伤害
,

但并非致死性的
,

所以在细胞恢复再生长之前有一

个停滞期用乘修复这些损伤
。

细胞的再生长才是最终检验细胞活力的唯一可靠方法
。

将恢复生长的愈伤

组 织转 入分 化 培养基

后
,

有 种野生稻得到

了 冻 后 再 生 植 株 表
。

其中普通野生稻和

宽叶野生稻的冻后再生

率都低于对照
,

而优粒

野 生稻 的冻 后 再 生率
·

却大大超过了对

照
,

这种促进作用的机

理尚有待于进一步的研

究
。

将它们的试管苗 图

版 一 移栽后得到

了结实植株 图版

一
。

表 野生稻超低温保存后再生植株的比较

野生稻

,

基因组

飞七

转移愈伤
组织块数

〕

白苗率

荡

绿苗数
丛

绿苗率

、

普通野生稻
“ 花 。 ,

药用野生稻
坟刀

。 一 、

高秆野生稻

宽叶野生稻
, 口

虎粒野生稻
咬 ,

·

”之勺
,‘’ ,议

讨论

超低温保存技术是近几十年来广泛采用的长期保存植物种质资源的方法
。

年栽

培稻的愈伤组织就 已在液氮中保存成功
〔’ ,

我们对野生稻超低温保存的研究同样证实了

它也能有效地保存野生稻资源
。

野生稻的幼穗直接接种于分化培养基时 不通过愈伤组

织
,

能分化出植株
,

但 多为单生苗
,

生长缓慢
,

没有根分化
。

如果将刚分化出的小绿芽进行

超低温保存
,

冻后一周内小绿芽白化死亡
。

而选用幼穗接种诱导培养基上产生的愈伤组织

却能大量扩增
,

再分化出大量绿苗
。

因此
,

选用幼穗组织培养物是超低温保存比较适宜的
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材料
。

水稻的组织培养在栽培稻方面 已取得了相当多的进展
,

然而在野生稻的组织培养方

面却研究得很少
。

随着对野生稻有利资源应用及保存的需要
,

野生稻的组织培养成为 日益

重要的课题
。

外植体的选择对于愈伤组织的诱导至关重要
。

已经从野生稻的叶
、

种子和微繁殖体

的基节诱导出愈伤组织
,

并分别建立起悬浮培养和原生质体培养体系
,

获得了再生植株 〔
’“

·

” 〕。 舒理慧等在栽培稻中的研究表明 幼穗的发育时期对幼穗培养具

有明显影响
,

反应最好的时期均在第二次枝梗及颖花原基分化期到花粉母细胞形成期
〔, 〕。

我们也对野生稻的幼穗发育时期进行了研究
,

得到的结果 也是雌雄蕊形成期具有最高诱

导率
,

产生旺盛的愈伤组织 图版
。

它是进行超低温保存的最佳材料
。

另外优粒野生稻幼穗愈伤组织冻后开始出现为粘稠状胶状物
。

在黑暗条件下延长继

代培养时间 天继代一次
,

个月后其表面不断长出白色紧密的小颗粒
,

即胚性愈伤组

织
,

继续扩展繁殖形成了大量的胚状体 图版
。

通过胚状体的分化形成了 株再生

植株
。

优粒野生稻的组织培养再生植株一直是个难题
,

很少见于报道
。

我们采用超低温保

存法
,

获得了大量再生绿色植株
,

这不能不说是一个新的探索
。

在水稻原生质体及长春花

细胞的超低温保存中也观察到 了这种现象
〔’ ” ’〕 ,

随着培养时间的延长
,

培养基水份大量

丧失
,

造成水份胁迫
,

促进愈伤组织内源 含量上升
,

而 对水稻胚性愈伤组织形

成具有明显的作用 〔
’‘〕。

等在做薰衣草悬浮细胞冰冻保存实验时
,

也发现冻后细胞分化率高于冻

前
〔‘ 。

而唐定台等在做水稻原生质体产生细胞团的冰冻保存实验时
,

也在冻后观察到了

胚状体的发生 〔”
〕。

我们在庆粒野生稻上的实验表明 冰冻后促进了胚状体的发生
。

所以
,

冰冻能够诱导胚状体的发生
,

促进植物细胞的分化
,

这在细胞工程
、

遗传工程研究和实际

应用中将具有很大的意义
。

至于高频率发生的胚性细胞系的筛选
,

及冻后再生植株的特性

尚需进一步深入的研究

致谢 实验过程中
,

得到了屈三甫同志大力帮助 部份野生稻的材料由广西农科院品种资源研究所

及武汉大学生命科学学院遗传学研究所汪向明教授
、

王明全副教授提供
。
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