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在番茄叶肉原生质体培养的研究中 ,常观察到酶解后获得的原生质体悬浮液在离心之后 ,上清液的液

面总有一层淡绿色物质。经镜检 ,发现其中含有大量比较透明的叶肉原生质体 ,其所含叶绿体较少。用等渗
液 C PW9(甘露醇 9% 、 CPW盐、 p H 5. 8)冲洗时以 500 r /min离心 10 min不能将其下沉 ,用 CPW6也是如此 ,

以 CPW4. 5洗涤时只能令其部分沉淀 ,这表明其比重比较小。而以 Rinse液 ( 2% KCl、 CPW盐、 pH 5. 8)洗

涤 ,离心 ( 500 r /min) 3 min,收集到大量较透明的原生质体 [简称为 (上 )原生质体 ]。而按常规方法 ,酶解后

获得的原生质体悬浮液经离心取其沉淀 ,采用界面法纯化 ,所收集的原生质体呈浓绿色 ,富含叶绿体 ,以

C PW9能很好地将其洗涤、离心收集 [简称为 (下 )原生质体 ]。试验表明 , (上 )、 (下 )原生质体具有不同特性。

1　 (上 )、 (下 )原生质体渗透压适应能力的差异

(上 )原生质体用 Rinse液洗涤两次后 ,以 0. 1%的伊文思兰 ( Evans)染色检测 ,活力在 95% 左右 ,在以后

的培养中得到细胞克隆。而 (下 )原生质体以 Rinse液洗涤后 ,出现许多叶绿体小粒 ,经检测 ,大部分原生质

体失活 ,在培养初期原生质体就解体、消失 ,可知培养前其细胞膜已受损。所以 , (上 )原生质体的渗透压适

应能力优于 (下 )原生质体。

2　 (上 )原生质体具有相当的产量

以 1. 0%纤维素酶“ Onozaka” R- 10、? 0. 5%果胶酶 Pectinase的酶液处理 3～ 4周龄的“红玫瑰”番茄无

菌苗叶片 ,在 27℃下黑暗处理 14～ 16 h ,获得 (上 )、 (下 )原生质体 ,产量分别为 4. 3× 106和 4. 5× 106个 /g ;当

以秘鲁番茄为材料 , (上 )、 (下 )原生质体产量分别为 2. 64× 105和 4. 37× 105个 /g。这表明 (上 )原生质体具有

相当的产量并非个别现象。

3　 (上 )、 (下 )原生质体对初培养密度要求不同

(上 )原生质体培养所要求的密度范围较 (下 )原生质体宽。以 D2液体浅层法培养“红玫瑰”番茄叶肉原

生质体的试验中 ,在 1× 108～ 4× 108个 /L初培养密度范围内 , (上 )原生质体皆可形成细胞克隆 ,但在
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4× 108个 /L培养密度下 ,未见植板率提高 ,反而破碎更多 ,褐化现象提早和加重 ,在 2× 108个 /L培养密度

下 , (上 )原生质体植板率提高 ,重演性较好。而 (下 )原生质体在 4× 108个 /L的密度下培养 ,初期便出现大量

细胞集聚、粘连 ,褐化十分严重 ,没有观察到细胞分裂 ;在 1× 108和 2× 108个 / L密度下 , (下 )原生质体皆有

细胞克隆形成 ,且以 1× 108个 /L密度下的重演性相对较好。

4　 (上 )、 (下 )原生质体培养效果不同

以 3～ 4周龄的“红玫瑰”番茄无菌苗的叶片为试材 ,在 D2液体浅层培养中 , (上 )原生质体皆浮在培养液

上部 , 3～ 4 d后多数细胞膨大 ,拉长 ,细胞之间轻微集聚 , 21 d后细胞克隆数量较多 ,一个月左右出现少数

愈伤组织 ,植板率达 0. 093%。 (下 )原生质体培养初期 ,多数原生质体浮在培养液上部 , 24 h内便有集聚现

象 ,以后集聚现象日益严重 ,培养 3～ 4 d只有少数原生质体膨大、拉长 ,其绿色变淡 , 7 d左右见到细胞初分

裂相 , 14 d后细胞集聚、粘连成团状和片状 ,其中为数不多的细胞团也褐化 ;同时 ,有些 (下 )原生质体沉于

皿底 ,原有的亮绿色转为不健康的暗绿色 ,未观察到生长和分裂相 , 10 d左右完全褐化。采用 (下 )原生质体

培养未能获得愈伤组织。

作者自采用 (上 )原生质体后 ,培养效果较好 ,分裂频率提高 ,褐化现象减轻 ,获得了少量微愈伤组织 ,

且试验的重演性提高。
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表 5　五爪金龙水抽提液的抑制作用

受体植物

相　对　抑　制　率

萌　发

茎 叶

根　长

茎 叶

芽　长

茎 叶

综合抑制率

玉　　米 18. 9 46. 0 38. 9 66. 4 33. 1 43. 6 41. 2

水　　稻 27. 1 60. 1 89. 1 71. 0 51. 0 59. 2 59. 6

小　　麦 100. 0 75. 4 98. 8 21. 1 97. 4 19. 7 68. 7

黄　　瓜 60. 8 61. 2 57. 8 56. 3 37. 3 25. 3 49. 8

番　　茄 100. 0 100. 0 100. 0 100. 0 100. 0 100. 0 100. 0

三裂叶薯 100. 0 51. 1 100. 0 84. 6 100. 0 90. 8 87. 8

3　讨论

本研究揭示了五爪金龙水抽提液对 6种植物的种子萌发及幼苗生长具有一定的化感作用 ,并且水抽提

液对受体植物的作用表现出在高浓度下的抑制和低浓度下的促进 ,这一特征与植物生长调节剂的作用特

征极为相似。
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