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8个苜蓿品种抗寒性的初步评价
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摘 要 : 选用 8 个苜蓿品种进行组织培养 , 利用无菌苗子叶诱导愈伤组织 , 对均匀一致的愈伤组织低温

处理 6 周 , 然后恢复培养获得再生植株 , 根据愈伤组织的存活率对各苜蓿品种的抗寒性进行初步评价。
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苜蓿(Medicago sativa L.)是世界重要牧草作物 , 其营养价值被列为各种牧草之首 , 素有“牧草王”之

美誉。但是在高纬度、高海拔地区 , 苜蓿因抗寒性差、越冬率低或因早春冻害死亡而影响栽培 , 因此在

品种选育和引种驯化过程中 , 品种的抗寒性是考虑的重要因素之一。

目前国内外评定抗寒性的主要指标包括形态指标、理化指标、生化指标及代谢指标 [1], 其中形态

指标多用于田间试验 , 后 3 个指标主要用于室内评定。室内评定指标中以理化指标———电导值、K+渗

出率最为常用 [2～5]。但是植物抗寒能力的大小也只是相对而言 , 并非好的品种各项指标都好 , 差的品种

各项指标都差。因为植物的抗寒性是受多种因素影响的 , 其抗寒生理过程也是错综复杂的 , 所以如何

对植物的抗寒能力进行综合评价 , 一直是研究者的课题。本项研究利用组织培养技术 , 对 8 个苜蓿品

种的抗寒性进行初步评价 , 探讨室内评定苜蓿抗寒性的方法 , 以期对供试材料的抗寒能力作出早期预

测 ;为抗寒优良新品种的选育、推广、确定适合栽培区域提供理论依据。

1 材料和方法

1.1 试验材料

公农 1 号、公农 2 号、龙牧 803、草原 1 号、草原 2 号、超产苜蓿、肇东苜蓿、敖汉苜蓿(由吉林省农

业科学院畜牧分院草地研究所提供)。

1.2 无菌苗的产生

选取饱满种子 , 75%乙醇浸泡 2 min, 0.1%升汞浸泡 30 min, 无菌水清洗 4 次 , 用无菌水浸泡放置

于培养室 24 h 左右 , 至种子膨胀后接种于 MS0。

1.3 愈伤组织诱导

种子萌发6～7 d, 待子叶完全展开时 , 切取子叶 , 近轴面向上斜插入培养基 LM1(MS基本培养基+

2.4- D2.0 mg/L+KT0.25 mg/L+CH 2 000 mg/L+3%蔗糖 , pH 5.8), 置于 (24±1)℃, 16 h光照/d培养室中培

养 , 诱导愈伤组织。

1.4 愈伤组织继代培养

诱导形成的愈伤组织用 LM1、MS0(MS+3%蔗糖 pH5.8)和 LM2(MS+NAA0.05 ml/L+6BA0.5 ml/L+3%

蔗糖 , pH 5.8)继代增殖 , 之后每 2 周用原培养基继代增殖 1 次。

1.5 愈伤组织低温处理及恢复培养

每个品种都取 LM2 培养基继代培养 2 次的大小均匀一致的愈伤组织 , 置于 4℃冰箱中 6 周 , 期间
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可不继代培养 , 用于对照的愈伤组织不做低温处理 , 继续在培养室内培养。6 周后将低温处理的愈伤

组织用新鲜的 LM2 培养基继代 , 在培养室内恢复培养。

1.6 体细胞胚发生与萌发

恢复培养 10 d 左右愈伤组织上逐渐出现绿色的簇状胚状体。将胚状体进行快速干燥处理 , 然后

转入无激素的 MS培养基中 , 1 周即可萌发成完整的植株。

2 结果与分析

2.1 愈伤组织的形成

苜蓿无菌苗子叶在诱导培养基上培养 2 周 , 即可形成大量的淡黄色疏松的愈伤组织 , 8 个品种全

部都可以诱导出愈伤组织 , 诱导率均为 100%。

2.2 愈伤组织的继代增殖

LM1 诱导出的愈伤组织分别转入 LM1、MS0 和 LM2 中 , 并且用这 3 种培养基继代培养。LM1 培养基

由于附加了 2.4- D, 因此继代后的愈伤组织呈现深绿色、水浸状 , 玻璃化现象严重 ; LM2 培养基上的

愈伤组织呈现黄绿色 , 由疏松逐渐变得致密 , 并伴随体细胞胚发生 ; MS0 上的愈伤组织呈现黄白色、松

软 , 没有组织结构。从 3 种愈伤组织形态来看 , LM2 培养基上的愈伤组织最接近正常 , 继续培养获得了

大量的胚状体 , 并且萌发出正常植株。因此选择 LM2 培养基上的愈伤组织作为低温处理材料。

2.3 愈伤组织低温处理

8 个苜蓿品种在低温处理过程中生长都几乎停止 , 但在形态上却表现出不同的敏感性。大部分品

种的愈伤组织在 2 周时就出现褐化现象 , 但是褐化的愈伤组织上仍然有绿点。处理 6 周后 , 草原 1 号

的愈伤组织已经全部死亡 ; 超产苜蓿和草原 2

号苜蓿的愈伤组织仅在边缘有一些褐化 , 其余

部分都是绿色 ; 另外 5 个品种也同样存在不同

程度的褐化。对照材料正常生长 , 无褐化现象。

低温处理后将所有的愈伤组织都进行恢复培

养 , 褐化的愈伤组织死亡 , 绿色的愈伤组织都

能继续生长 , 并且有体细胞胚胎发生 , 最后获

得再生植株(表 1)。

根据各品种愈伤组织的存活率 , 8 个苜蓿品种抗寒性从强到弱排列 : 超产苜蓿 = 草原 2 号苜蓿>

公农 2 号苜蓿> 公农 1 号苜蓿> 龙牧 803 苜蓿> 敖汉苜蓿> 肇东苜蓿> 草原 1 号苜蓿。孙 龙等

(2004)在吉林省西部对 41 个苜蓿品种进行了越冬率调查 , 结果是公农 2 号苜蓿、公农 1 号苜蓿、龙牧

803 苜蓿、肇东苜蓿的越冬率分别为 : 100%、98.7%、95.3%和 90.7%, 抗寒性从强到弱排列 : 公农 2 号

苜蓿> 公农 1 号苜蓿> 龙牧 803 苜蓿> 肇东苜蓿。这与我们的实验结果吻合。

3 讨 论

苜蓿的秋眠性是苜蓿的一种生长特性 , 与苜蓿的抗寒力有直接的关系。在美国 , 苜蓿的秋眠性是

苜蓿品种鉴定的一个必测指标 , 通常分成 9 个秋眠级水平 , 秋眠级为 1 的品种抗寒能力最强 , 秋眠级

为 9 的品种抗寒能力最差。很多人甚至将秋眠性与抗寒性这两个概念相互替代 , 以至在评价苜蓿的抗

寒性时并不测定越冬率 , 而是直接用秋眠等级来预测抗寒性。但是李志坚等 [6](2004)的试验结果却显

示 , 国内北方几个主要紫花苜蓿品种的越冬率均高于国外紫花苜蓿品种 , 但秋季的生长速度却高于部

分秋眠型的苜蓿品种。

因此苜蓿的秋眠性只是对抗寒性的初步评价 , 越冬率应该是准确的标准。但是做越冬率试验要受

到试验地点的局限 , 只能是在某特定地区对应供试品种进行抗寒与不抗寒的区分 , 而对不抗寒死亡和

抗寒存活的品种 , 则需要再进行多次的异地试验 , 才能得到较为可靠的结果。

本项研究利用苜蓿组织培养技术在几个月就可以得到试验结果 , 并且可以对不同 (下转第 25 页 )

表 1 8 个苜蓿品种愈伤组织低温处理存活率比较

品种 处理愈伤块数 抗性愈伤块数 存活率(%)
公农 2 号 46 42 91.30
超产苜蓿 52 52 100.00
公农 1 号 40 34 85.00
龙牧 803 48 34 70.83
草原 2 号 48 48 100.00
敖汉苜蓿 46 30 65.22
草原 1 号 48 0 0.00
肇东苜蓿 52 32 61.54
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(上接第 18 页)苜蓿品种的抗寒性进行比较。如果能与常规试验结合 , 可能会对苜蓿的抗寒性有一个综

合性评价 , 这还需要进一步的深入研究。
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Abs tract: Eight alfalfa varieties were used for tissue culture. The callus were induced from cotyledon of

sterile plantlet and were treated with low temperature for six weeks. After the treatment, culture condition was

recovered to normal and the regeneration plants were obtained. The evaluation of cold tolerance was confirmed

by the rate of survival of callus that can develop into plants.
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Abs tract: Agrobacterium tumefaciens- mediated transformation included steps such as chemotaxis, attach-

ment, vir region induction, T- DNA processing, transport, insertion, genes expression and so on. The molecular

base of that procedure was reviewed in the paper.
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