
第43卷第12期         西
 

南
 

大
 

学
 

学
 

报
 

(自然科学版)           2021年12月

Vol.43 No.12 Journal
 

of
 

Southwest
 

University
 

(Natural
 

Science
 

Edition) Dec. 2021

DOI:
 

10.13718/j.cnki.xdzk.2021.12.003

贵州花红离体再生体系的建立与优化

邹思艳1, 田 田2, 吴敏芳1, 文晓鹏1

1.
 

贵州大学
 

生命科学学院/农业生物工程研究院,
 

山地植物资源保护与种质创新教育部重点实验室,
 

贵阳
 

550025;

2.
 

贵州大学
 

林学院,
 

贵阳
 

550025

摘要:为建立高效的花红离体再生体系,
 

以贵 州 省 黔 西 县 本 地 花 红 为 试 材,
 

MS为 基 础 培 养 基,
 

探 讨 外 植 体 类

型、
 

培养条件和植物生长调节剂对其不定芽诱导、
 

增殖及生根的影响.
 

结果表明:
 

最佳外植体为成熟胚的子叶,
 

诱导再生的最佳培养基为 MS+1.0
 

mg/L
 

TDZ(噻苯隆)+0.05
 

mg/L
 

NAA(萘乙酸),
 

暗培养7
 

d后转光下培养,
 

50
 

d后再生率达38.9%,
 

平均再生芽数11.7个,
 

且近胚端再生率是远胚端的11倍;
 

最佳增殖培养基为 MS+

1.0
 

mg/L
 

6-BA(6-苄基腺嘌呤)+0.3
 

mg/L
 

NAA,
 

增殖系数为4.73;
 

最适生根培养基为1/2
 

MS+1.0
 

mg/L
 

IBA

(吲哚丁酸)+0.2
 

mg/L
 

NAA,
 

生根率高达60%.
 

建立的再生体系能为花红生物技术遗传育种奠定技术基础.
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Abstract:
 

In
 

order
 

to
 

lay
 

a
 

technical
 

foundation
 

for
 

the
 

efficient
 

genetic
 

breeding
 

of
 

Malus
 

asiatica,
 

an
 

in
 

vitro
 

regeneration
 

system
 

of
 

this
 

species
 

was
 

established
 

in
 

a
 

study
 

reported
 

in
 

this
 

paper.
 

A
 

local
 

M.
 

asi-

aticavariety
 

from
 

Quanxi
 

county
 

of
 

Guizhou
 

was
 

used
 

as
 

the
 

material,
 

and
 

MS
 

as
 

the
 

basic
 

medium.
 

The
 

influences
 

of
 

different
 

explants,
 

culture
 

conditions
 

and
 

growth
 

regulators
 

on
 

the
 

regeneration,
 

proliferation
 

and
 

rooting
 

of
 

the
 

adventitious
 

buds
 

were
 

investigated
 

and
 

optimized.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

best
 

ex-
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plant
 

was
 

the
 

cotyledon
 

of
 

mature
 

embryos
 

and
 

the
 

optimal
 

medium
 

for
 

regeneration
 

induction
 

was
 

MS
 

+

1.0
 

mg/L
 

TDZ+0.05
 

mg/L
 

NAA.
 

Dark
 

culture
 

for
 

7
 

d
 

followed
 

by
 

light
 

culture
 

for
 

50
 

d
 

gave
 

a
 

regenera-

tion
 

rate
 

of
 

38.9%
 

and
 

an
 

average
 

number
 

of
 

regenerated
 

buds
 

of
 

11.7.
 

The
 

regeneration
 

rate
 

of
 

the
 

near-

embryonic
 

end
 

was
 

11
 

times
 

that
 

of
 

the
 

far-embryonic
 

end.
 

The
 

optimal
 

proliferation
 

medium
 

was
 

MS+

1.0
 

mg/L
 

6-BA+0.3
 

mg/L
 

NAA,
 

and
 

gave
 

a
 

proliferation
 

coefficient
 

of
 

4.73.
 

The
 

optimum
 

rooting
 

me-

dium
 

was
 

1/2
 

MS+1.0
 

mg/L
 

IBA+0.2
 

mg/L
 

NAA,
 

the
 

rooting
 

rate
 

being
 

higher
 

than
 

60%.

Key
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bud

花红(Malus
 

asiatica)属蔷薇科(Rosaceae)苹果属(Malus)落叶小乔木,
 

既可以作为果实开发,
 

也可

以作为苹果的良好砧木,
 

同时也是贵州省重要的苹果种质资源[1],
 

但其繁殖效率较低.
 

高效的离体再生

体系对于苗木快繁具有重要意义[2],
 

也是开展遗传转化研究的前提[3].
 

外植体的选择对于植物离体再生

体系的建立至关重要,
 

叶片是苹果属植物离体再生常用的外植体,
 

此外,
 

子叶、
 

茎尖和下胚轴等均可通

过组织培养诱导出完整植株[4].
 

花红的离体再生研究较早,
 

蒋启林等[5]利用花红幼胚成功诱导成苗并建

立快繁体系,
 

万莹[6]和陈鑫[7]以来安花红茎段为外植体建立了快繁体系,
 

但易受胚发育程度和数量的限

制,
 

也会受茎段木质化程度所影响,
 

致其繁殖系数相对较低.
 

由于叶片和子叶不受材料发育阶段及数量

的限制,
 

本研究以花红叶片和子叶为外植体诱导再生,
 

探究不同因子对其直接再生不定芽频率的影响,
 

以期建立高效的花红离体再生体系,
 

为花红转基因工作奠定理论基础,
 

也为花红新品种培育和砧木遗传

改良提供新途径.

1 材料与方法

1.1 试验材料

以贵州省黔西县本地品种花红的幼胚、
 

子叶(成熟胚)及组培苗叶片为材料.

1.2 研究方法

1.2.1 外植体的获得

幼胚:
 

取花后40
 

d的花红幼果,
 

自来水冲洗1
 

h,
 

于超净工作台上用75%的酒精灭菌30
 

s,
 

无菌水

洗2~3次,
 

再用0.1%的升汞溶液加2滴吐温20灭菌10
 

min,
 

无菌水清洗3~4次,
 

吸水纸吸干水分,
 

切除果肉,
 

取出幼胚备用.
子叶:

 

选取成熟饱满、
 

颗粒均一的花红种子,
 

用无菌水浸泡10
 

min后,
 

于超净工作台上用75%的酒精

消毒30
 

s,
 

无菌水洗2~3次,
 

再用10%的次氯酸钠溶液处理10
 

min,
 

无菌水洗3~4次,
 

吸水纸吸干水分

后,
 

剥除种皮,
 

取出两片子叶,
 

顶端胚芽切除,
 

另一端切去1/3备用.
叶片:

 

取本实验室继代保存的花红组培苗上部幼嫩的叶片,
 

将叶片边缘和叶柄切除,
 

用手术刀垂直主

叶脉将背面(远轴面)划伤备用.

1.2.2 外植体类型对不定芽再生的影响试验

取上述幼胚和成熟胚的子叶为外植体,
 

正面朝上分别接种于以 MS为基础培养基、
 

添加2.0
 

mg/L
 

TDZ和0.1
 

mg/L
 

NAA的不定芽诱导培养基中;
 

叶片外植体背面朝上接种到叶片不定芽诱导培养基中

(MS+3.0
 

mg/L
 

TDZ+0.20
 

mg/L
 

NAA+0.5
 

mg/L
 

IBA).
 

暗培养7
 

d后转光下培养,
 

光照时间为

12
 

h/d,
 

培养温度(25±1)
 

℃,
 

光照强度
 

2
 

000~2
 

500
 

lx.
 

每个处理接种20个,
 

重复3次.

1.2.3 暗培养时间及子叶部位对不定芽再生的影响试验

将上述成熟胚的子叶斜切近胚芽端,
 

正切另一端,
 

接种于再生培养基(MS+1.0
 

mg/L
 

TDZ+

0.05
 

mg/L
 

NAA)上,
 

分别进行不同时间(0
 

d,7
 

d,14
 

d)的暗培养处理.
 

每个处理接种20个,
 

重复3次.
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1.2.4 生长调节物质对不定芽再生的影响试验

为筛选诱导不定芽分化的最佳组合生长调节物质(Plant
 

Growth
 

Regulator,
 

PGR),
 

将上述成熟胚的子

叶分别接种于16个含有不同浓度的TDZ(1.0,2.0,3.0,4.0
 

mg/L),
 

NAA(0.05,0.10,0.20,0.40
 

mg/L),
 

IBA(0,0.05,0.10,0.20
 

mg/L)不定芽再生培养基中,
 

暗培养7
 

d后转光下培养50
 

d.
 

每个处理接种20个

子叶,
 

重复3次.
 

光下培养50
 

d后统计各处理下不定芽的诱导率.

1.2.5 不定芽增殖培养

待子叶诱导出丛芽之后(50
 

d),
 

切除多余子叶,
 

将丛芽分别转入到含有0.05
 

mg/L
 

6-BA培养基中,
 

培

养2周后,
 

切取长势一致的单株芽分别接种于9个不同浓度6-BA(1.0,2.0,4.0
 

mg/L)和NAA(0.1,0.2,

0.3
 

mg/L)的增殖培养基中,
 

每瓶接种4株,
 

重复5次.
 

光下培养40
 

d后,
 

观察记录不定芽的生长情况,
 

并

统计其增殖系数.
1.2.6 生根培养

待不定芽生长至1.5~2.5
 

cm时,
 

用解剖刀切取单株的苗接种于含有不同激素浓度的生根培养基中,
 

生根培养基采用
 

1/2
 

MS+
 

20
 

mg/L蔗糖+6
 

mg/L琼脂作为基础培养基,
 

添加不同浓度的IBA(0.5,1.0,

2.0
 

mg/L)和NAA(0,0.1,0.2
 

mg/L).
 

每个处理接种4株增殖苗,
 

重复5次,
 

培养40
 

d后统计各处理的

生根情况.

1.3 数据统计分析

所有统计数据均采用Excel软件进行处理,
 

采用SPSS
 

21.0
 

软件进行Duncan检验及差异显著性分析.

2 结果与分析

2.1 外植体类型对不定芽再生的影响

不同外植体对花红离体再生有很大的影响.
 

结果表明,
 

花红子叶与幼胚和叶片在再生培养基上的再

生率有差异,
 

幼胚和叶片均无不定芽形成,
 

成熟胚的子叶培养于 MS+2.0
 

mg/L
 

TDZ+0.1
 

mg/L
 

NAA
培养基中,

 

不定芽再生率为11.67%.
2.2 暗培养时间及子叶部位对不定芽再生的影响

前期暗培养对植物再生不定芽有一定的促进作用,
 

暗培养7
 

d能够显著促进子叶再生不定芽.
 

结果表

明,
 

子叶暗培养后变黄,
 

且体积膨大至原来的2倍时,
 

未经暗培养的子叶无明显变化(表1).
 

暗培养7
 

d后

转入光下培养13
 

d,
 

子叶开始产生不定芽(图1a);
 

暗培养0
 

d和暗培养14
 

d的子叶均无不定芽产生.
暗培养7

 

d后的子叶转光下培养,
 

子叶迅速转绿,
 

近轴面近胚芽端切口处出现疑似不定芽雏形,
 

接

种20
 

d后开始出现不定芽,
 

并陆续发育成小植株.
 

50
 

d时不定芽再生率达到最高(图1b),
 

子叶再生的

不定芽大部分发生于近轴面近胚端切口处,
 

再生率达36.7%,
 

相较远胚端增高约11倍(表1),
 

表现出

明显的极性效应.
表1 培养时间及子叶部位对诱导再生不定芽的影响

处理方式 再生率/% 不定芽生长情况

暗培养时间 0
 

d 0 无

7
 

d 38.9 芽较多,
 

翠绿,
 

易分离

14
 

d 0 无

子叶部位 近胚端 36.7 芽较多,
 

翠绿

远胚端 3.3 芽少,
 

翠绿

2.3 PGR浓度对子叶再生不定芽的影响

植物生长调节剂对花红子叶再生不定芽有很大影响.
 

结果表明,
 

在添加了1.0
 

mg/L
 

TDZ和0.05
 

mg/L
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NAA的MS培养基上,
 

子叶诱导不定芽的再生率最高达38.9%,
 

再生芽数最多,
 

平均11.7个(表2).
表2 PGR浓度对花红子叶再生不定芽的影响

组合号 TDZ NAA IBA 再生率/% 再生芽数/个

1 1.0 0.05 0 38.9
 

a 11.7±0.70
 

a

2 1.0 0.10 0.10 2.3
 

b 4.0±0.82
 

c

3 1.0 0.20 0.20 5.6
 

b 6.7±0.47
 

b

4 1.0 0.40 0.05 0 0

5 2.0 0.05 0.05 0 0

6 2.0 0.10 0.20 0 0

7 2.0 0.20 0.10 0 0

8 2.0 0.40 0 11.1
 

b 4.0±0.71
 

c

9 3.0 0.05 0.10 0 0

10 3.0 0.10 0 0 0

11 3.0 0.20 0.05 0 0

12 3.0 0.40 0.20 0 0

13 4.0 0.05 0.20 0 0

14 4.0 0.10 0.05 2.7
 

b 5.0±0.82
 

c

15 4.0 0.20 0 0 0

16 4.0 0.40 0.10 0 0

  注:
 

表中小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义.

2.4 6-BA和NAA浓度对花红不定芽增殖的影响

不同6-BA和NAA浓度配比对花红不定芽的增殖系数及增殖效果影响较大(表3),
 

培养基 MS+

4.0
 

mg/L
 

6-BA+0.2
 

mg/L
 

NAA的不定芽增殖系数最高,
 

为7.73,
 

但芽细弱,
 

长势差,
 

呈玻璃化状.
 

从

芽的长势及健康程度来看,
 

培养基 MS+1.0
 

mg/L
 

6-BA+0.3
 

mg/L
 

NAA中不定芽生长状态最好,
 

伸长

明显(图1c),
 

增殖系数较高,
 

为最佳增殖培养基.
表3 6-BA和NAA浓度对不定芽增殖的影响

处理号
6-BA/

(mg·L-1)

NAA/

(mg·L-1)
增殖系数 芽生长状况 备 注

1 1.0 0.1 2.80±0.83
 

c 芽少,
 

较健壮 芽数<3,
 

芽少;
 

2 1.0 0.2 3.80±1.11
 

bc 芽较少,
 

健壮 3≤芽数<4,
 

芽较少;
 

3 1.0 0.3 4.73±0.77
 

b 芽较多,
 

健壮 4≤芽数<5,
 

芽较多;
 

4 2.0 0.1 3.87±0.96
 

bc 芽较少,
 

健壮 芽数≥5,
 

芽多

5 2.0 0.2 4.13±1.31
 

bc 芽较多,
 

健壮

6 2.0 0.3 4.33±0.94
 

bc 芽较多,
 

健壮

7 4.0 0.1 4.93±0.93
 

b 芽较多,
 

不健康

8 4.0 0.2 7.73±1.24
 

a 芽多,
 

细弱,
 

玻璃化,
 

不健康

9 4.0 0.3 4.57±0.81
 

b 芽较多,
 

不健康

  注:
 

表中小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义.

2.5 生根培养

增殖后的花红不定芽在含有不同浓度IBA(0.5,1.0,2.0
 

mg/L)和不同浓度NAA(0,0.1,0.2
 

mg/L)的

1/2MS生根培养基中进行生根培养,
 

一段时间后不同浓度组合的生根率有明显差异.
 

结果表明,
 

1/2
 

MS+
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1.0
 

mg/L
 

IBA+0.2
 

mg/L
 

NAA生根培养基,
 

暗培养7
 

d后转入光照培养生根率(60%)最高,
 

且根系粗

壮,
 

须根多(图1f).
表4 IBA和NAA浓度对花红不定芽生根的影响

处理号 IBA/(mg·L-1)NAA/(mg·L-1) 生根率/% 平均生根数 生根情况

1 0.5 0 0 0 无

2 0.5 0.1 0 0 无

3 0.5 0.2 35b 3.7±1.0c 主根较粗、
 

长,
 

须根极少

4 1.0 0 10d 2.5±0.50c 主细粗、
 

长,
 

须根极少

5 1.0 0.1 30bc 4.0±2.2bc 主根较粗、
 

长,
 

几乎无须根

6 1.0 0.2 60a 9.7±3.0a 主根粗、
 

长,
 

须根极多

7 2.0 0 45ab 7.0±2.1ab 主根粗、
 

短,
 

无须根

8 2.0 0.1 0 0 无

9 2.0 0.2 25cd 2.7±0.9c 主根粗、
 

短,
 

无须根

  注:
 

表中小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义.

图1 花红子叶诱导不定芽再生过程

3 讨 论

以往对花红组织培养的研究中,
 

多以幼胚和带芽茎段为外植体建立快繁体系,
 

但是繁殖系数受胚发育

程度和茎段木质化影响较大[5-7].
 

二球悬铃木再生研究表明,
 

子叶再生体系较叶片再生体系受基因型影响

较小、
 

组织肥厚不易褐化、
 

再生效率更加稳定[8],
 

并且子叶具有丰富的营养物质,
 

作为外植体被广泛应用
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于不定芽再生体系中[9-10].
 

幼胚发育至接近子叶期才有不定芽发生的能力[11],
 

且成熟胚子叶作为外植体再

生不定芽诱导率较高,
 

再生能力较强[12].
 

本试验研究了花红的幼胚、
 

成熟胚的子叶和叶片离体再生不定芽

的能力,
 

结果仅有花红成熟胚的子叶作为外植体,
 

成功建立了花红的离体再生体系.
 

杨海峰[13]认为全光照

是获得高效再生的关键技术之一,
 

但也有研究指出,
 

前期暗培养有利于不定芽的再生[14-16].
 

本研究的结果

表明,
 

暗培养7
 

d比直接光照培养更有利于花红子叶再生不定芽,
 

且近胚端再生率显著高于远胚端,
 

导致

该结果的主要因素可能是与子叶近胚端到远胚端IAA(吲哚乙酸)信号逐渐减弱、
 

生长素差异分布有关[17].
生长调节物质的种类和含量对植物离体再生植株的影响极大[18],

 

其对植物器官直接发生途径的影响

首先表现在对不定芽的诱导上[19].
 

前人的研究结果[20-21]表明,
 

TDZ较6-BA更有利于离体不定芽的再生,
 

TDZ能显著促进较难诱导分化的植物的离体培养,
 

能有效改善其诱导率[22-23].
 

有研究证实,
 

适宜浓度的

TDZ是诱导西瓜外植体分化的关键,
 

低浓度NAA也有利于西瓜外植体的分化[24].
 

TDZ与NAA的适宜浓

度比能促进花红不定芽的分化,
 

但高浓度TDZ会明显抑制不定芽的再生,
 

且诱导出的不定芽失绿,
 

生长缓

慢,
 

后期褐化死亡.
当NAA浓度高于1.0

 

mg/L时会加重组培苗玻璃化效应,
 

而低浓度的6-BA能有效降低玻璃化效

应[25].
 

在花红增殖培养过程中,
 

高浓度6-BA和NAA的组合使得组培苗出现玻璃化现象,
 

叶片变脆,
 

丛芽

难以分离成单株等问题.
 

宋常美等[26]的研究表明,
 

壮苗培养可适当加入赤霉素(GA),
 

GA不仅能促进增

殖,
 

还能促进生根,
 

缩短了壮苗的时间.
 

万莹[6]的研究由于激素用量、
 

基本培养基不适及品种性能等原因,
 

导致在来安花红离体快繁的研究中未获得生根试管苗.
 

本试验综合“锡金海棠”和“青砧一号”的生根培养

基[27],
 

通过IBA和NAA适宜的浓度配比成功获得了花红生根苗.
综上所述,

 

本研究以花红成熟子叶作为外植体,
 

接种于含有1.0
 

mg/L
 

TDZ和0.05
 

mg/L
 

NAA的

MS培养基中,
 

可高效诱导出花红不定芽.
 

经生根培养后可获得完整再生植株,
 

实现花红再生体系的优化.
 

再生体系的建立为进一步开展花红的细胞工程及基因工程遗传育种奠定了技术基础.
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