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 “红颊”草莓花药培养初探

摘要：本文研究了不同激素配比对愈伤组织诱导及花芽分化的影响。以花粉发育为单核期的花药接种，在MS附加NAA、6-BA、ZT的培养基上诱导愈伤组织，再转接到分化培养基上诱导分化出红颊的花药植株。结果表明：当激素浓度为6-BA1.0mg/L+NAA0.1mg/L时，愈伤诱导率最高，达到了41.75%，MS+6-BA0.5mg/L+NAA0.2mg/L+ZT2.0mg/L为不定芽分化最佳配方。对无病毒植株进行了田间对比试验，植株长势明显超过对照品种。
关键词：”红颊”草莓；花药培养；愈伤组织
The Preliminary Studies of Anther Culture of Benihoppe Strawberry(Fragaria ×ananassa Duch.)
Abstract: This paper investigates the different ratio of hormone effects on callus induction and bud differentiation.In pollen development for mononuclear stage of anther inoculation,The additional NAA, 6 –BA,MS culture medium on callus induction of ZT,turn again to the regeneration medium differentiation out of the red cheeks anther plants.The results showed that the combination of 6-BA1.0mg/L+NAA0.1mg/L was effective to accelerating the differentiation and regeneration of strawberries,and the differentiation ratiow as as high as 41.75%,the combination of MS+6-BA0.5mg/L+NAA0.2mg/L+ZT2.0mg/L was the optimum formula of adventitious bud differentiation Virus-free plant for the field contrast test,the plant is growing significantly more than contrast varieties.

Key words: Benihoppe Strawberry; anther culture; callus
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草莓为一种栽培周期短、结果早、见效快的经济作物。我国草莓生产近年来发展很快，栽培面积也不断扩大。草莓属无性繁殖作物，在生产过程中易感染病毒，据统计，草莓因病毒感染的种性退化一般减产30％-80％。感染了病毒病的草莓果实逐年减小、畸形、品质差、生长缓慢，用化学药物对病毒病进行防治效果甚微，故生产上多采用无病毒种苗来控制病毒病的蔓延。

利用茎尖培养等常规方法脱毒繁殖无毒草莓，脱毒效果并不理想，脱毒率仅为20%。Fowler等于1971年首先由草莓花药培养经愈伤组织分化出不定芽形成植株[1]。大泽胜次等证明了草莓花药培养植株可脱出病毒并作为培养无病毒苗木的方法之一[2]。经证明，花药培养不仅易操作，且脱毒效率高，可以免去病毒检测，所获得的植株脱毒率高达100%，花药苗株系内性状表现具有较高的一致性[3-4]。目前，国内已有草莓花药培养成功的报道，但大多诱导率较低，尤其是愈伤组织再分化不定芽的比率更低[5-8]。笔者通过建立“红颊”草莓花药培养再生体系，为探讨“红颊”草莓花药培养作为脱毒手段及提高草莓花药培养效率提供技术基础。

1材料与方法

1.1试验材料与地点

本试验所用材料为江苏农林职业技术学院农艺系组培室及农艺系实训基地提供，所用草莓品种为红颊，该品种株型大、花茎粗壮、花穗大，适宜剥取花药进行脱毒培养。

试验地点为江苏农林职业技术学院农艺系组培室。

1.2试验设计

1.2.1诱导愈伤组织

以MS为基本培养基，附加不同浓度的6-BA、NAA、0.7%琼脂、3%蔗糖，PH为5.8配置如下四种培养基：①MS+6-BA0.5mg/L+NAA0.2mg/L；②MS+6-BA1.0mg/L+NAA0.1mg/L；③MS+6-BA2.0mg/L+NAA0.5mg/L；④MS+6-BA1.5mg/L+NAA0.5mg/L各20瓶，于121℃下灭菌20min，放置备用。

采取将要开放还未开放的花苞，用清水将其洗干净，放在低温下预处理48h，用75%的酒精浸泡30s，再用0.1%HgCl2浸泡灭菌10min，无菌水冲洗4次后备用。在无菌条件下，用镊子剥去花瓣，将花药接种于诱导培养基上，每瓶40粒，每种配方20瓶，暗处理10天后每天光照培养，光周期为12h，光强2000lx，温度为25℃±1℃诱导愈伤的形成。

1.2.2诱导不定芽

以MS为基本培养基，附加不同浓度的6-BA、NAA、ZT、0.7%琼脂、3%蔗糖，PH为5.8配置如下四种培养基：①MS+6-BA2.0mg/L+NAA0.1mg/L；②MS+6-BA0.5mg/L+NAA0.2mg/L+ZT2.0mg/L；③MS+6-BA1.0mg/L+NAA0.1mg/L+ZT2.0mg/L；④MS+6-BA2.0mg/L+NAA2.0mg/L+ZT0.5mg/L各20瓶，于121℃下灭菌20min，放置备用。

当愈伤组织长到4mm左右时分别接于以上四种培养基上，每瓶至少5块愈伤组织，光周期12h，光强2000lx，温度25℃±1℃条件培养，诱导不定芽的形成。

1.2.3继代、生根培养

以MS及改良MS培养基为基本培养基，附加不同浓度的6-BA配制如下两种培养基：①MS+6-BA0.5mg/L；②改良MS+6-BA0.5mg/L。

将诱导出的不定芽分别接于两种培养基上，依次编号①SA1-1、①SA2-1、①SA3-1、②SA4-1、②SA5-1，在光周期12h，光强2000lx，温度25℃±1℃条件下培养。直至生根，生长健壮。再各转接一半至两种培养基上进行常规继代培养，编号①SA1-1、①SA2-1、①SA3-1、①SA4-1、①SA5-1和②SA1-1、②SA2-1、②SA3-1、②SA4-1、②SA5-1。培养4到5代。

1.2.4各株系炼苗、移栽后成活率

取相同培养基培养相同时间的各株系幼苗总量1/4移栽，移栽前先拧松脱毒苗的瓶盖，放在25℃的温室中2天，使其适应外界的温度及空气，增强适应能力。移栽室外前洗净根上的培养基，栽植于基质中。

2结果与分析

2.1不同激素浓度对花药诱导愈伤的影响

接种后30d内，分别统计四种培养基中愈伤组织出现的时间及计算愈伤的诱导率。结果如表1。

表1不同激素浓度对花药诱导愈伤的影响

	配方
	愈伤出现数量（总数）
	诱导率

	
	15d
	23d
	30d
	

	①
	16
	58
	40
	28.5%

	②
	27
	75
	65
	41.75%

	③
	14
	48
	38
	25%

	④
	17
	64
	47
	32%
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由表1可知，当激素浓度为6-BA1.0mg/L+NAA0.1mg/L时，愈伤诱导率最高，达到了41.75%，而且从愈伤组织诱导的第15天就优于其他三种培养基。所以配方②MS+6-BA1.0mg/L+NAA0.1mg/L为愈伤诱导最佳配方。

2.2不同激素浓度对诱导不定芽的影响

接种后30d内，分别统计四种培养基中不定芽出现时间及计算不定芽的诱导率。结果如表2。

表2不同激素浓度对诱导不定芽的影响

	配方
	不定芽出现数量
	诱导率

	
	15d
	23d
	30d
	

	①
	0
	0
	1
	33%

	②
	0
	2
	0
	66%

	③
	0
	1
	1
	66%

	④
	0
	0
	0
	0%


由表2可知，当激素浓度为6-BA0.5mg/L+NAA0.2mg/L+ZT2.0mg/L及6-BA1.0mg/L+NAA0.1mg/L+ZT2.0mg/L时，愈伤出现时间最早，而且诱导率最高，达到了66%。但是配方MS+6-BA0.5mg/L+NAA0.2mg/L+ZT2.0mg/L在最短的时间内分化出最多的不定芽，如图3、图4。所以配方②为不定芽分化最佳配方。
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2.3 继代、生根培养结果

接种3到4代后，培养28天后分别统计两种培养基中不定芽的长势，计算苗高、增殖系数、根数平均数。结果如表3。

表3不同母液配方对继代、生根培养的影响

	配方
	SA1-1
	SA2-1
	SA3-1
	SA4-1
	SA5-1

	
	苗高
	增殖系数
	根数
	苗高
	增殖系数
	根数
	苗高
	增殖系数
	根数
	苗高
	增殖系数
	根数
	苗高
	增殖系数
	根数

	①
	4.5
	3.8
	6.2
	4.7
	3.5
	8.6
	3.9
	4.2
	6.3
	3.8
	4.2
	5.6
	4.5
	3.1
	9.3

	②
	3.4
	5.2
	2.5
	3.9
	5.3
	3.1
	3.2
	7.3
	0.4
	2.2
	9.3
	0.2
	2.4
	5.3
	2.3


由表2可知，当一直使用改良MS配方时，可在一定程度上预防脱毒苗长势退化的问题，提高草莓苗的粗壮度。如图5、图6。
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2.4 移栽后草莓苗生长情况

移栽后，统计移栽成活率及生长情况。结果如表4。
表4移栽后草莓苗成活率情况

	设施
	SA1-1
	SA2-1
	SA3-1
	SA4-1
	SA5-1

	穴盘
	81%
	71%
	75%
	67%
	69%

	大田
	47%
	100%
	67%
	50%
	64%

	总计
	43%
	71%
	50%
	33%
	44%


由表4可以看出，SA2-1的存活率最高，达到了71%，最低的是SA4-1，只有33%，这一现象可能是由于花药培养变异导致的结果。如图7、图8。

[image: image5.jpg]g g g W W W W vV W W W AW W B W e W SRV SR S
© © © 9 0 0O HNO0OO0O A0 PP OSSO ONOOLD
’ O 0 00~ 000N OO OHONOPOSONONS
.'..‘.ﬂ.'ﬂ".'!@ﬂﬁﬁil
) O 0 0 0 0~ 0 00 00





3讨论

利用花药培养的方法可成功培养出“红颊”草莓的再生植株，获得的植株田间的生长势明显强于对照，大量实验结果证明，花药离体培养过程中，各生长调节物质的配比及含量对愈伤组织的产生具有重要的影响作用。它们的组成与配比不但显著的影响着出愈率， 而且对愈伤也有重要的调控作用。草莓花药培养中附加一定量的生长素和细胞分裂素对愈伤组织的诱导是必需的。

本试验中发现，当激素浓度为6-BA1.0mg/L+NAA0.1mg/L时，愈伤诱导率最高，达到了41.75%，而且从愈伤组织诱导的第15天就优于其他三种培养基。马洪民的试验中指出，培养基中仅添加NAA时，花药不能被诱导产生愈伤组织，而以IAA和BA相配合则可诱导出愈伤组织，同时较高的细胞分裂素可在一定程度上抑制花丝产生愈伤组织[9]。高庆玉等以圆球草莓为试材的试验表明，花药愈伤组织诱导以LS+NAA+BA为好，2，4-D效果不如NAA，其中以LS+NAA(6.5mg/L)+BA(2.0mg/L)为最佳，诱导率可达92.8%。同时还发现，出愈率高的激素组合，愈伤组织生长也好[10]。候喜林认为，只要激素条件适宜，草莓花药培养的出愈率就可达80%以上[11]。李卫东等研究表明，草莓花药愈伤组织诱导和培养过程中，主要出现了3种愈伤组织类型，添加不同的激素及有机、无机成分，可以调控愈伤组织类型[12]。

TDZ能诱导外植体从愈伤组织形成到体细胞胚胎发生的一系列过程，具有生长素和细胞分裂素双重作用的特殊功能，但是王敬东等研究表明MS+TDZ1.0mg/L+NAA0.5mg/L适用于草莓愈伤组织的分化，分化率高达75%，但TDZ对草莓愈伤组织的诱导无显著作用[13]。当激素浓度为6-BA0.5mg/L+NAA0.2mg/L+ZT2.0mg/L及6-BA1.0mg/L+NAA0.1mg/L+ZT2.0mg/L时，愈伤出现时间最早，而且诱导率最高，达到了66%。但是配方MS+6-BA0.5mg/L+NAA0.2mg/L+ZT2.0mg/L在最短的时间内分化出最多的不定芽，所以MS+6-BA0.5mg/L+NAA0.2mg/L+ZT2.0mg/L适合草莓愈伤组织向不定芽的分化。

值得提出的是，笔者在草莓花药培养无病毒植株中观察到，不同株系之间，在长势上有相当的差异性。在提高花药培养诱导率的基础上，将花药培养技术与细胞离体筛选、诱变、转基因技术相结合，可在短时间内培育出草莓新品种。特别是以花药培养单倍体愈伤组织或植株作为转化受体，可以实现外源基因的稳定转化，在草莓转化研究中具有广泛应用前景。
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图1 草莓花药愈伤组织诱导





图2 草莓花药培养愈伤组织





图4  草莓不定芽分化





图3 不定芽分化为植株





图6 草莓花药培养脱毒苗生根





图5 草莓花药培养脱毒苗





图8 大田移栽





图7 穴盘移栽
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