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云南松花粉储藏温度及离体萌发条件
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摘要! 以云南松
6-%#3 5#%%&%+3-3

花粉为材料! 通过设置
$

种储藏温度%

57 $

!

7 $

!

%5+ $

&探讨花粉生活力随时间

的变化规律' 通过单因子实验和正交实验! 探究不同质量浓度的蔗糖( 硼酸( 赤霉素( 氯化钙单独或共同作用对

花粉萌发的影响) 结果表明$ 云南松花粉储藏
+ '

时花粉生活力为
36,""8

! 随着储藏时间的增加
9

种储藏温度的

花粉生活力均下降! 下降速率表现为
57 $＞7 $＞%5+ $

! 说明低温能增加花粉的耐储性* 单因子萌发实验显示$

蔗糖的最适质量浓度为
-+ :

+

;

%6

! 萌发率为
-5,<68

' 赤霉素的最适质量浓度为
6++ =:

+

;

%6

! 萌发率为
&&,<68

' 硼酸

的最适质量浓度为
9++ =:

+

;

%6

! 萌发率为
6-,598

' 氯化钙的最适质量浓度为
6++ =:

+

;

%6

! 萌发率为
7&,3-8

* 正交

实验显示$

<

种因素的最佳组合为
65+ :

+

;

%6蔗糖
>67+ =:

+

;

%6赤霉素
>6++ =:

+

;

%6氯化钙
>6++ =:

+

;

%6硼酸! 萌发率可

达
-3,"<8

* 图
9

表
5

参
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云南松
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是松科
a)1DVEDE

松属
6-%#3

常绿针叶乔木" 生长快" 材质好" 耐干旱瘠薄"

天然更新能力强" 是西南地区荒山造林先锋树种和主要的用材树种&

6

'

" 具有很高的经济开发价值( 然

而" 因遗传改良滞后" 云南松优质高效人工林的发展受到严重制约( 有研究&

5

'表明" 云南松树高) 通直

度) 结实量等性状受基因连锁或功效基因的作用较大" 受环境的影响较小" 有较高的遗传稳定性( 同

时" 群体内存在许多生长) 形质和材性兼优的家系) 个体" 尤其是生长性状的遗传变异潜力巨大" 只要
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通过有效的良种选育就能发掘这些优良基因型!

&

"

# 花粉研究是研究遗传改良的重要内容$ 对于云南松花

粉$ 除了花粉形态!

'

"

% 花粉成分!

(

"研究外& 尚未见有关花粉生活力方面的研究报道' 本研究通过对云南

松花粉储藏温度及萌发条件的探究& 旨在为云南松杂交育种工作的顺利开展提供技术依据#

#

材料与方法

!"!

材料

云南松花粉采自四川省会理县太平镇云南松人工林#

!"#

方法

#)!)#

花粉收集
!%#'

年
'

月下旬采集成熟的云南松雄球花& 置于光滑纸面上& 在室内摊晾收集& 花

粉混合均匀后装入牛皮纸袋中带回实验室#

#)!)!

储藏温度和储藏时间对云南松花粉生活力的影响 将花粉分装在清洁干燥带瓶盖的青霉素小瓶

中& 标记& 分别置于
!( !

&

( !

&

"!% !

条件下储藏# 储藏初期隔
!' *

测定
&

种储藏温度下花粉的生

活力& 后期可根据情况延长测定间隔时间& 直到花粉失去生活力(花粉生活力低于
(%+

)*

#)!)&

花粉生活力测定 采用碘
#

碘化钾染色法+

!#

萘酚
#

联苯胺法% 次甲基蓝染色法等
&

种方法测定花

粉生活力& 筛选出能快速准确测定花粉生活力的方法# 测定时& 先将低温条件下的云南松花粉在常温下

放置
%)( *

& 再用染色剂处理& 重复
&

个,处理"#

& 观察清晰视野
(

个,重复,#

& 统计花粉粒数
!&%

粒,视

野,#

& 统计各视野花粉生活力& 并计算各处理平均生活力* 花粉生活力(

+

)

-

(染色花粉数
.

统计花粉总

数)

$#%%+

*

#)!)'

花粉萌发条件的测定 设置培养液蔗糖质量浓度为
%

&

(%

&

/%

&

#%%

&

#!% 0

,

1

,#

- 硼酸质量浓度为

%

&

#%%

&

&%%

&

(%% 20

,

1

"3

- 赤霉素质量浓度为
%

&

(%

&

3%%

&

3(% 20

,

1

"3

- 氯化钙质量浓度为

%

&

(%

&

3%%

&

3(% 20

,

1

"3

* 通过单因素实验& 筛选出培养液各因素的最适质量浓度& 再进行正交实验设

计& 筛选出培养液各因素最佳质量浓度组合* 花粉采用液体培养法进行培养& 先将解剖针和双凹片干燥

灭菌& 处理时用解剖针蘸取少量花粉散播在载有不同培养液的双凹片凹孔中& 盖上盖玻片& 置于
!( !

145#&%%4

智能型人工气候箱中黑暗培养*

& *

在显微镜下观测
3

次& 重复
&

次,处理"3

& 观察清晰视野
(

个,重复,3

& 统计花粉粒数
!&%

粒,视野,3

& 当花粉管长度
!

花粉直径时视为花粉萌发& 观察至萌发率不

再增加为止* 统计各视野花粉生活力& 并计算各处理平均生活力* 花粉萌发率(

+

)

-

(花粉萌发数
.

统计

花粉总数)

$3%%+

*

3)!)(

数据处理 所得数据用
6789:

&

;5;; !"

进行统计分析* 进行方差分析时& 需对原始数据进行反正

弦转换*

!

结果与分析

#"!

不同储藏温度和储藏时间下花粉生活力变化的比较

<#

萘酚
#

联苯胺法染色不明显& 次甲基蓝染色法在进行染色梯度界定时无固定标准& 难统一& 而经

碘
#

碘化钾染色法测定结果稳定% 易辨别% 最接近萌发实验结果& 因此& 本研究以碘
#

碘化钾染色法测定

结果作为论述依据* 测定结果(图
3

)显示. 随着储藏天数的

增加&

&

种储藏温度下云南松花粉生活力均下降& 但储藏温

度不同& 花粉生活力下降的速率不同& 其中
!( !

条件下花粉

生活力下降较快&

( !

条件和
"!" !

条件下花粉生活力下降趋

势都较为平缓& 总的花粉生活力下降趋势表现为
!( !＞( !

＞"!" !

* 方差分析结果表明. 储藏时间和储藏温度对花粉

生活力的影响达极显著水平(

! 储藏时间-&()'/!＞!

")"3

-

! 储藏温度-

&")'"'＞!

")"3

)& 且储藏温度的
!

值较储藏时间的
!

值大& 说

明储藏温度比储藏时间对花粉生活力的影响大* 多重比较显

示(表
3

).

&

种储藏温度对云南松花粉生活力影响显著& 均数

大小表现为
"!" !＞( !＞!( !

& 即表明
"!" !

条件对花粉生

图
3

不同储藏温度下花粉生活力的比较
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第
!"

卷第
#

期

表
!

均衡子集表

$%&'( # )%'%*+(, -.&-(/- /%&'(

储藏温

度
0!

均衡子集

# 1 !

12 3!4!55 6

2 3243!3 "

"17 364!25 6

活力的保持显著优于
2 !

条件和
12 !

条件!

2 !

条件显著优于

12!

条件"

"#"

花粉萌发

1414#

花粉萌发时间和过程 云南松花粉萌发过程见图
1

" 云南松

花粉在培养
1" 8

之前不萌发! 培养
1"951 8

! 萌发率急剧上升!

51 8

后萌发率趋于平稳! 超过
51 8

以后新增花粉萌发数极少! 可

见!

51 8

后即可统计花粉萌发率" 花粉粒萌动时萌发沟薄壁区呈

透明状态并向两边突起! 继而其中一端或两端伸长成为花粉管! 花粉管生长后期会分支! 甚至破裂"

图
1

云南松花粉萌发过程

:;<.=( 1 >;*%/;?* @=?+(-- ?A !"#$% &$##'#(%"% @?''(*

B4

花粉初始态#

)

!

C

!

D4

花粉薄壁区变透明并向外突起#

E

!

:4

花粉管不断伸长"

14141

蔗糖! 氯化钙! 硼酸! 赤霉素单因子作用对云南松花粉萌发的影响 由图
!B

可知$ 蔗糖对云南

松花粉萌发存在极显著影响" 花粉在清水中也能萌发! 平均萌发率为
6471F

! 随着蔗糖质量浓度的增

加! 花粉萌发率呈先升高后降低的趋势! 在蔗糖质量浓度为
G7 <

%

H

I#时最高! 为
G14"#F

" 蔗糖质量浓

度超过
G7 <

%

H

J#后花粉萌发率降低! 可见最适蔗糖质量浓度为
G7 <

%

H

J#

" 由图
!)

可知$ 不同质量浓度的

氯化钙对云南松花粉萌发率影响程度不同 " 当培养基氯化钙质量浓度为
27 K<

%

H

J# 时 ! 萌发率为

#!473F

# 随氯化钙质量浓度的增加花粉萌发率逐渐升高! 当氯化钙质量浓度升至
#77 K<

%

H

J#时! 萌发

率达到最高! 为
2346GF

# 但随着氯化钙质量浓度继续增加! 花粉萌发率下降" 可见云南松花粉萌发的适

宜氯化钙质量浓度是
#77 K<

%

H

J#

" 由图
!C

可知$ 硼酸质量浓度为
!77 K<

%

H

J#时! 花粉萌发率达到最大

值
#G41!F

! 极显著高于对照和
#77 K<

%

H

J#

# 而质量浓度为
277 K<

%

H

J#时! 花粉萌发受到强烈抑制! 萌

发率仅为
#4!2F

! 极显著低于清水处理" 结果表明$ 云南松花粉萌发的较适宜硼酸质量浓度为
!77 K<

%

H

J#

" 由图
!D

可知$ 当培养基赤霉素质量浓度为
#77 K<

%

H

J#时! 花粉萌发率达到最大值
334"#F

! 极显著

高于其他处理" 蔗糖& 氯化钙& 硼酸& 赤霉素等单因子对云南松花粉的萌发都存在极显著影响! 添加后

李 梅等$ 云南松花粉储藏温度及离体萌发条件

图
!

蔗糖! 氯化钙! 硼酸! 赤霉素对云南松花粉萌发的影响

:;<.=( ! EAA(+/ ?A -.+=?-(L C%C'

1

L M

!

)N

!

%*, OB

!

?* ;* P;/=? @?''(* <(=K;*(/;?* ?A !"#$% &$##)#(%"%

G7 #77 #1727

! 蔗糖0'<%H
J#

(

! 氯化钙0'K<%H
J#

(

! 硼酸0'K<%H
J#

(

! 赤霉素0'K<%H
J#

(

32
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表
!

花粉萌发
!

"

!

#

$

"正交实验结果

&'()* ! +,))*- .*/01-'21,- /'2* 1- ,/23,.,-') 4*51.- *67*/10*-2

处理编

号

蔗糖
8

!

.

"

9

!#

#

硼酸
8

!

0.

"

9

!#

#

赤霉素
8

!

0.

"

9

!#

#

氯化钙
8

!

0.

"

9

!#

#

萌发率
8:

; ;!% ;%% ;<% ;%% =>?$@ 'A

! =% <%% ;<% ;<% $$BC< (D

E =% E%% #%% #%% <@BC> FG

@ ;!% <%% ;%% <% @>B@! 4H

< ;%% E%% ;<% <% @CB;< *H

C ;!% E%% <% ;<% E=B;$ IJ

$ ;%% <%% <% ;%% E@BCC .J

= ;%% ;%% ;%% ;<% !=B@> 3K

> =% ;%% <% <% ;<B%> 1L

%

!对照#

%% % % % =B!% MN

说明$ 不同大写字母表示差异极显著!

"＜%B%#

#% 不同小

写字母表示差异显著!

"＜%B%<

#&

大部分萌发率比对照有显著增长' 以蔗糖作用最明

显& 单因子实验结果显示最适浓度组合为
=% .

"

9

O;蔗

糖
P;"" 0.

"

9

Q#赤霉素
P#%% 0.

"

9

Q#氯化钙
PE%% 0.

"

9

Q#

硼酸&

!B!BE

蔗糖! 氯化钙! 硼酸! 赤霉素等
@

因子正交

实验对云南松花粉萌发率的影响 表
!

结果表明$

蔗糖( 硼酸( 赤霉素( 氯化钙在一定质量浓度范围

内共同作用能明显提高云南松花粉的萌发率& 实验

中各组处理对花粉萌发率的影响与对照组都存在极

显著差异' 其中处理
#

萌发率最高' 达
=>B$@:

% 其

次为处理
!

' 达
$$BC<:

& 正交实验结果显示最优搭

配为
#!% .

"

9

Q# 蔗糖
P#<% 0.

"

9

!# 赤霉素
P#%% 0.

"

9

!#

氯化钙
P#%% 0.

"

9

!#硼酸' 与单因子实验所得结果有差

异' 这说明各种营养因子对花粉萌发的影响是相互作

用的&

E

结论与讨论

#%&

花粉生活力

研究表明$ 碘
"

碘化钾染色法能反应不同储藏温度下花粉生活力的变化趋势& 染色法测定的花粉生

活力略高于培养基法' 这是因为染色时染色剂也能对未成熟( 衰老和败育的花粉进行染色' 而这类花粉

不一定都具有受精能力' 以致测定结果往往偏高& 虽然培养基法是最能准确测定花粉生活力的方法' 但

是其耗时长' 操作过程相对复杂' 碘
"

碘化钾染色法能快速准确地测定云南松花粉的生活力&

报道显示)

CQ=

*

$ 银杉
#$%&$'$ $()'(*+&',,$

等裸子植物的鲜花粉生活力均在
>%:

以上& 本研究通过碘
"

碘化钾染色法测定云南松鲜花粉的生活力为
>#B$$:

' 与以上裸子植物结果相一致' 都具有较高的鲜花

粉生活力& 本研究还表明$ 云南松花粉具有较高的耐储藏性' 在
!< #

条件下储藏
@CE 4

时云南松花粉

生活力为
@=B!#:

' 在
< #

条件下储藏
@CE 4

时为
C%B!=:

' 在
!!% #

条件下
@CE 4

时为
$!BE@:

& 储藏时

间和储藏温度对于花粉生活力都有极显著的影响' 但储藏温度影响更大& 这是因为低温能降低花粉呼吸

强度' 减少自身营养物质的消耗&

'%!

花粉萌发条件

蔗糖是许多植物花粉离体培养所必需的营养成分' 一般认为蔗糖为花粉的萌发和花粉管的生长提供

了能源和碳源' 同时还能调节培养环境渗透压& 蔗糖适宜质量浓度通常为
#%%R#<% .

"

9

Q#

' 云南松花粉

萌发的最适宜蔗糖质量浓度为
=% .

"

9

Q#

' 且总体情况是低质量浓度比高质量浓度对花粉萌发更有利& 其

原因可能是高质量浓度蔗糖造成花粉细胞质壁分离' 使花粉粒脱水' 从而影响花粉的萌发& 钙离子是花

粉管生长的基本因素& 本研究中单因子氯化钙质量浓度对花粉萌发的影响极显著' 低质量浓度时对花粉

萌发率的影响不大' 质量浓度增加能显著提高花粉萌发率'

#%% 0.

"

9

!#时萌发率达最大值
<CB>=:

& 可

能云南松花粉自身含有较少的钙离子' 萌发时外源钙离子的适量补充可以促进其萌发& 硼不仅可以增加

糖的吸收( 运转和代谢' 形成花粉管顶端生长依赖的梯度' 还可能作为一种相关因子影响关键酶活性'

改变细胞壁延展性以至影响花粉的萌发( 花粉管细胞壁的构建和花粉管的伸长)

>

*

& 一般认为' 花粉内存

在较多的钙' 而缺乏硼' 因硼的缺乏往往要从柱头和花柱内获得硼的补偿)

#%

*

& 本研究中' 云南松花粉萌

发对硼需要量十分微小' 在最适质量浓度
E%% 0.

"

9

!#时萌发率仅为
#=B!E:

'

<%% 0.

"

9

!#时即表现为强

烈的抑制作用' 可能花粉内含有较多的硼元素' 能在一定程度上满足花粉萌发所需' 但硼适量的补充也

能提高花粉萌发率& 虽然目前有关赤霉素等植物生长调节物质能促进花粉的萌发和花粉管生长的机制尚

不清楚' 但已有研究表明花粉自身富含生长素及赤霉素等生长调节物质' 这些物质的多少对花粉自身的

萌发( 生长及储藏寿命均有较大的影响' 对花粉管在花柱内生长完成受精及促进果实膨大也有重要的作

用' 因此' 一定质量浓度的外源赤霉素处理能促进花粉萌发和花粉管生长)

##

*

& 在本研究中赤霉素对花粉

CC



第
!"

卷第
#

期

萌发率存在极显著性影响! 以
#$$ %&

"

'

!#最佳! 萌发率可达
(()"#*

# 总体来说! 云南松花粉生活力强!

对培养基营养物质的需求量不高! 单因子以蔗糖作用最明显! 正交实验最适的液体培养基组合为
#+$ &

"

'

,#

-#.$ %&

"

'

!#赤霉素
-#$$ %&

"

'

!#氯化钙
-#$$ %&

"

'

!#硼酸# 这可能是因为云南松花粉中自身含有的能量

物质较多! 适量补充能更好地满足萌发所需营养物质! 高质量浓度的营养物质补充反而会抑制花粉的正

常萌发#

在杂交授粉实际操作中! 一般采用生活力不低于新鲜花粉生活力的
.$*

的花粉进行授粉! 因此! 云

南松花粉在
+. "

条件下储藏
# /

之内可用于授粉! 低温储藏能有效延缓花粉生活力下降的速度# 在授

粉时可以喷施一定质量浓度的蔗糖$ 赤霉素! 促进花粉萌发和花粉管伸长! 进而提高杂交育种成效#

"
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