珠芽蓼无菌苗培养前的种子消毒方法研究
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    摘要：珠芽蓼（Polygonum viviparum）是一种分布于高海拔地区的高寒廖科植物。为获得珠芽蓼无菌苗，以珠芽蓼种子为材料，探讨了不同消毒剂组合及处理时间对种子消毒效果的影响。结果表明用于珠芽蓼种子消毒的最佳方法为：75%酒精、1︰14新洁而灭溶液分别预处理1min，再用0.1%HgCl2浸种5min。处理后的种子染菌率为0，发芽率为68.3%。本研究结果为珠芽蓼组培苗快速繁育等研究提供了重要依据。
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珠芽蓼（Polygonum viviparum）为蓼科（Polygonaceae）蓼属（Polygonun L.）多年生草本植物，广泛分布于亚洲、欧洲及美洲，在我国主要分布于陕西、甘肃、西藏、青海等地，生长于海拔1500~5000m的山坡草地、沙河滩、林下及林缘等地[1]。目前对珠芽蓼的化学成分，遗传多样性以及它的药用和营养价值已经作了较为全面的研究。珠芽蓼是一种传统藏药，已有千年历史。其根状茎入药，有退烧、止泻、调经、收敛、止血等功能[2]。此外，珠芽蓼还是名贵中药冬虫夏草寄主蝠蛾昆虫的重要食料，研究表明，用野生珠芽蓼作为蝠蛾幼虫的饲料会使幼虫的僵化率增加。

近年来，研究发现一些虫生真菌在植物组织中具有内生性[3]。钟欣等发现冬虫夏草无性型中国被毛孢存在于蓼科、嵩草科等多种高寒植物的根、茎、叶等组织中，并提出了中国被毛孢存在宿主跨界(Interkindom host jumping)生活史的观点[4]。为了进一步研究中国被毛孢与高寒植物珠芽蓼根系之间的共生关系，珠芽蓼无菌苗的获得显得非常重要。但是由于珠芽蓼为高寒植物，其种子结构也明显异于一般植物种子，在干燥种子表面有大量褶皱，这为附着杂菌提供条件，消毒方法也更为困难。

众多学者对不同植物种子消毒已经作了大量研究，高雪芹等[5]对红三叶新品系种子进行消毒研究发现，最佳方法为75%酒精预处理，0.1% HgCl2消毒10 min；杜燕等[6]对贮存过期的油菜种子进行消毒处理，结果表明10%次氯酸钠消毒效果最好；而胡重怡等[7]在研究烟草种子的消毒技术时，发现10%H202处理效果最理想。由此可见，不同试验材料得出的结论也不尽相同。目前对珠芽蓼种子的消毒技术研究尚未见报道，笔者在前人对其他植物种子消毒的基础上，通过多种方法对珠芽蓼种子进行消毒处理，并获得最佳消毒方法，为珠芽蓼无菌苗的获得提供技术支持。
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1．材料与方法

1.1材料与试剂  珠芽蓼（Polygonum viviparum）种子2013年采自西藏林芝地区色季拉山，贮存于牛皮纸袋中放在4oC冰箱保存一年。表面消毒剂：75%酒精，原液购自广东光华科技股份有限公司；1:14新洁而灭溶液，原液购自南昌华鑫医药化工有限公司。浸种消毒剂：7.5%NaClO，原液（有效氯≥7.5%）购自汕头市西陇化工厂有限公司；10%H202，原液购自广东中成化工股份有限公司；0.1%HgCl2，HgCl2固体购自亿达化工股份有限公司。MS固体培养基(含3%蔗糖，pH5.8)，购自青岛高科园海博生物技术有限公司。

1.2方法

1.2.1最佳消毒剂的选择  根据学者们对烟草，油菜，大葱等种子的消毒方法研究，选定75%酒精、新洁而灭溶液、7.5% NaClO、10% H2O2、0.1%HgCl25种消毒剂作为本研究的供试消毒剂。

初步筛选表面消毒剂及浸种消毒剂：随机选取约500粒种子置于装有无菌水的培养皿浸泡24h，再分为两组分别用75%酒精浸泡1min（A组），1:14新洁而灭溶液浸泡1min（B组），用无菌水冲洗5遍。将两组种子再各分为四组，A1（B1）组：将种子放入10%次氯酸钠浸泡20min，然后用无菌水冲洗5次；A2（B2）组：将种子放入10% H2O2浸泡20min，再用无菌水冲洗5次；A3（B3）组：将种子放入0.1%升汞浸泡20min，然后用无菌水冲洗5次；A4（B4）组：对照组，放入无菌水浸泡20min。将四种不同处理的珠芽蓼种子接种于MS培养基中，每种处理三个重复，每个重复20粒种子，用高分子膜封口，15oC培养14d后统计实验结果。

1.2.2最佳消毒组合及消毒时间的筛选  根据第一部分实验结果，进一步筛选消毒剂及选择最佳消毒时间。增加6组实验：随机选取约360粒珠芽蓼种子用无菌水浸泡24h，然后依次用75%酒精和1:14新洁而灭溶液浸泡1min，不同消毒剂间隔用无菌水冲洗5遍。再用0.1%HgCl2分别浸泡1min，5min，10min；用7.5% NaClO分别浸泡20min，30min，40min。将不同处理的珠芽蓼种子接种于MS培养基中，每种处理做三个重复，每个重复20粒种子，用高分子膜封口，15oC培养14d后统计实验结果。

2．结果与分析

2.1最佳表面消毒剂的筛选  表1为第一阶段实验结果的统计表，由此可总结出在5种供试消毒剂中消毒效果较为理想并值得进一步探索的消毒剂。表2、表3是根据单因素变量原则由表1结果归纳总结出的关于两种不同种类消毒剂的消毒效果统计表，可直观得出结论。
表1不同消毒剂对种子消毒效果影响统计总表

	处理
	接种数（粒）
	带菌数（粒）
	发芽数

（粒）
	平均污染率（%）
	平均发芽率（%）
	5%差异显著性

	酒精+7.5% NaClO
	60
	8
	38
	13.3%
	63.3%
	a

	酒精+10% H2O2
	62
	19
	31
	30.6%
	50%
	b

	酒精+0.1%HgCl2
	58
	0
	16
	0
	27.6%
	d

	酒精+无菌水
	60
	43
	29
	71.7%
	48.3%
	b

	新洁而灭+7.5% NaClO
	60
	14
	31
	23.3%
	51.7%
	b

	新洁而灭+10% H2O2
	60
	44
	7
	73.3%
	11.7%
	e

	新洁而灭+ 0.1%HgCl2
	62
	0
	26
	0
	41.9%
	c

	新洁而灭+无菌水
	59
	52
	37
	88.1%
	62.7%
	a


由表2可看出，经75%酒精预处理1分钟的种子平均污染率为29.2%，显著低于经1:14新洁尔灭溶液处理10分钟的45.6%，且前者处理种子的平均发芽率也高于后者。因此，75%酒精的消毒效果要显著优于1:14新洁而灭溶液，为最佳表面消毒剂。但由于75%酒精效果也不尽理想，因此可在减少新洁尔灭溶液处理时间的基础上，同时使用两种表面消毒剂，进一步研究消毒效果。

表2不同表面消毒剂对种子消毒效果影响统计表

	处理
	接种数（粒）
	带菌数（粒）
	发芽数

（粒）
	平均污染率（%）
	平均发芽率（%）
	5%差异显著性

	酒精
	240
	70
	114
	29.2%
	47.5%
	a

	新洁尔灭
	241
	110
	101
	45.6%
	41.9%
	b


2.2最佳浸种消毒剂的筛选

由表3可以看出，在同为20分钟处理的条件下，0.1%HgCl2处理的珠芽蓼种子平均污染率为0＜7.5% NaClO（18.3%）＜10% H2O2（51.6%）＜无菌水（79.8%）。而平均发芽率为7.5% NaClO（57.5%）＞无菌水（55.5%）＞0.1%HgCl2（35%）＞10% H2O2（31.1%）。由以上的大小关系可以得出结论，10% H2O2的消毒效果远弱于0.1%HgCl2和7.5% NaClO，所处理种子的发芽率也较低，因此不适于作为珠芽蓼种子的消毒剂；而0.1% HgCl2虽然消毒效果优于7.5% NaClO，但是所处理种子的发芽率显著低于后者，可能原因是0.1%HgCl2毒性较强，处理时间过长，因此0.1% HgCl2和7.5% NaClO均有可能为理想消毒剂，后续实验可适当减少0.1% HgCl2消毒时间。

表3不同浸种消毒剂对种子消毒效果影响统计表

	处理
	接种数（粒）
	带菌数（粒）
	发芽数

（粒）
	平均污染率（%）
	平均发芽率（%）
	5%差异显著性

	7.5% NaClO
	120
	22
	69
	18.3%
	57.5%
	a

	10% H2O2
	122
	63
	38
	51.6%
	31.1%
	b

	0.1%HgCl2
	120
	0
	42
	0
	35%
	b

	无菌水
	119
	95
	66
	79.8%
	55.5%
	a


2.3最佳消毒剂组合及处理时间的筛选

根据以上结果，重新设计消毒剂组合及处理时间，实验结果如表4。

由表4可以看出，在第一组实验中，经75%酒精、1:14新洁而灭溶液各处理1min，7.5% NaClO处理30分钟的珠芽蓼种子平均污染率为0，平均发芽率为56.7%，为本组最理想消毒剂组合；第二组实验中，经75%酒精、1:14新洁而灭溶液各处理1min，0.1%HgCl2处理5min的珠芽蓼种子平均污染率为0，平均发芽率为68.3%，为本组最理想消毒剂组合。

综合以上结果，两组实验的最佳消毒剂组合处理的种子污染率均为0，而发芽率分别为56.7%和68.3%。因此可得出结论，75%酒精（1min）+1:14新洁而灭溶液（1min）+0.1%HgCl2(5min)消毒剂组合为珠芽蓼种子的最佳消毒剂组合。

表4不同消毒剂组合处理时间不同对种子消毒效果影响统计表

	消毒剂组合
	处理时间（min）
	接种数（粒）
	带菌数（粒）
	发芽数（粒）
	平均污染率（%）
	平均发芽率（%）
	5%差异显著性

	酒精+新洁而灭+7.5% NaClO
	10
	60
	5
	43
	8.3%
	71.7%
	a

	
	20
	60
	2
	39
	3.3%
	65%
	b

	
	30
	60
	0
	34
	0
	56.7%
	c

	酒精+新洁而灭+0.1%HgCl2
	1
	60
	4
	44
	6.7%
	73.3%
	a

	
	5
	60
	0
	41
	0
	68.3%
	b

	
	10
	60
	0
	35
	0
	58.3%
	c


3．讨论

本研究所筛选出的消毒剂组合中，在种子污染率为0的情况下，最理想的发芽率也仅有68.3%，可见消毒剂在杀灭微生物的同时也伤害了其组织和表层细胞。试验中发现，对珠芽蓼种子进行消毒处理时，需要比普通植物种子更高浓度的消毒剂和更长的处理时间才能达到相同的效果，这可能是由于珠芽蓼种子表面不光滑，椭球形顶部含有容易滋生杂菌的结构，导致增加除菌难度，同时增加对种子的伤害。

75%酒精是一种表面消毒剂，可以有效降低种子表面带菌率，但处理时间不能太长[8]；而新洁而灭溶液（学名苯扎溴铵）作为一种常用的表面活性剂，目前较少运用于植物种子消毒。本研究结果表明，1:14新洁而灭溶液和75%酒精有相似的杀菌能力，且同时使用两种消毒剂的效果要显著强于单独使用某一种。由实验结果可知，分别用酒精和新洁尔灭溶液处理1分钟再用7.5%NaClO处理20分钟的种子污染率为3.3%；而用75%酒精处理1分钟再用7.5%NaClO处理20分钟的种子污染率为13.3%；1:14新洁而灭溶液为23.3%。因此，联合使用酒精和新洁而灭溶液进行表面消毒可取代酒精作为一种新型的消毒方式运用到植物种子的消毒中。

在本文所涉及的三种浸种消毒剂中。H2O2有较强的腐蚀作用，消毒过程中使种子向外渗透营养物[9]，杜燕等[6]在研究贮存过期油菜种子消毒方法时发现H2O2消毒效果较差且降低种子发芽率，和本研究结果一致，不适宜作为珠芽蓼种子的消毒剂。NaClO主要依靠其分解产生的氯气进行消毒[10]，试验前期曾用2%NaClO对珠芽蓼种子作过消毒处理，发现种子染菌严重，在本文所述方法中采用含7.5%有效氯的NaClO溶液处理珠芽蓼种子30分钟消毒效果最好，染菌率为0，但是种子发芽率仅为56.7%，可能是因为高浓度的ClO—离子和长时间的浸泡对种子胚产生了刺激，抑制了其发芽。HgCl2是一种被普遍使用的有效消毒剂，但是其残留的Hg2+不能被分解，对种子存在长久毒害作用，吴志刚等[11]在研究番茄种子的消毒方法时，经0.1% HgCl2处理的种子发芽率仅为8%；而本试验中使用0.1%HgCl2消毒5分钟的珠芽蓼种子发芽率为68.3%，高于7.5%NaClO处理的56.7%，由此可见，不同植物种子对消毒剂的耐受力存在差异，珠芽蓼种子对HgCl2有较强的耐受能力。

有效控制种子染菌率和增加发芽率存在一定矛盾。在尝试多种消毒方法的情况下，酒精、新洁而灭溶液和HgCl2联合消毒的方法有效地将种子染菌率控制为0，且缩短消毒时间后的发芽率升至68.3%，因此可作为珠芽蓼种子的消毒方法使用。
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