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富士苹果黄化茎段再生不定芽的研究
Ξ

王贵章,徐凌飞,马锋旺,梁　东
(西北农林科技大学 园艺学院,陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　以苹果主栽品种长富 2号为试材,研究了不同培养基及 62BA 和NAA 浓度对黄化且不带腋芽的

节间茎段再生效率的影响。结果表明, 3个因子对长富 2号黄化茎段再生的影响程度依次为基本培养基> 62BA >

NAA ;最适培养基为M S+ 62BA 5. 0 m göL + NAA 0. 4 m göL + CH 200 m göL + 蔗糖 30 göL + 琼脂 7 göL ,再生频

率可达 83% ,最高平均再生芽数为 3. 03。
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　　苹果是我国北方的主要果树品种,由于存在童

期长、自交不亲和、杂交程度高等问题,通过常规育

种对其进行改良比较困难,因此遗传转化技术目前

已成为苹果品种改良的有效手段,而高效再生体系

的建立是遗传转化的必要前提。近年来,关于苹果的

遗传转化研究日渐深入,有关苹果叶片再生的报道

也有很多[123 ] ,但由于基因型的不同而导致再生效率

差异显著。据报道,在适宜条件下,乔纳金苹果的叶

片再生效率可达 100% [2 ] , 而金矮生仅为 2. 4% [3 ] ,

富士苹果则普遍较低[4 ]。富士是世界上第一主栽苹

果品种,长富 2号则是富士系苹果中综合经济性状

最为优异的品种之一,因此对其进行遗传改良具有

重大的实际意义。目前,对苹果茎段再生的研究仅见

于皇家嘎拉[5 ] , L iu Q ing2zhong 等[6 ]已通过黄化茎

段获得了皇家嘎拉的转化植株,而有关长富 2 号黄

化茎段再生的研究尚未见报道。为此,本试验以长富

2号为对象,研究基本培养基、生长素和不同细胞分

裂素浓度对其黄化茎段再生的影响,以期筛选获得

适于其黄化茎段再生的最佳培养基和激素浓度,建

立长富 2号黄化茎段外植体的高频再生体系,旨在

为长富 2号遗传转化的研究奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　试　材

　　试材为长富 2 号苹果试管苗, 继代培养基为

M S+ 62BA 1. 0 m göL + NAA 0. 1 m göL + 蔗糖 30

göL + 琼脂 7. 0 göL ,灭菌前将培养基 pH 调为5. 8。

1. 2　方　法

为研究基本培养基、62BA 及NAA 处理组合对

长富 2号黄化茎段再生的影响,采用L 9 (34)试验设

计进行 3因子三水平的正交试验,试验共设 9 个处

理,其因子水平见表 1。各激素浓度是在预试验的基

础上设定的。
表 1　长富 2号苹果黄化茎段再生的试验因子水平

T able 1　Facto rs and levels of et io la ted in ternode

segm ent regenerat ion of N agafu N o. 2 m göL

因子水平
L evel of
facto rs

基本培养基
Basal

m edium
62BA NAA

1 M S 3. 0 0. 2

2 1ö2 M S 5. 0 0. 4

3 N 6 8. 0 0. 6

1. 3　外植体接种培养

继代材料在正常条件下生长 2 周后,再转入黑

暗条件下培养 2 周左右[5 ] ,以获得黄化苗。取继代

30～ 35 d 的黄化试管苗顶部 1～ 3节不带腋芽的茎

段,在其上垂直划伤 2～ 3刀,接种在分化培养基上。

培养基中除激素外, 均附加水解酪蛋白 (CH ) 200

m göL , 蔗糖 30 göL , 琼脂 7. 0 göL。每处理重复 3

次,接种外植体 30个。

1. 4　培养条件

继代材料接种后,于人工智能气候箱内进行 20

d 的暗培养后转至光下培养。培养温度为 (25±2)

℃,光强为 2 000 lx,光周期为 (光ö暗) 14 hö10 h。
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1. 5　结果调查与统计分析

外植体接种 50 d 后对再生效率进行调查,计算

再生芽频率 (再生芽茎段数ö接种茎段总数×100% )

和茎段平均再生芽数 (再生芽总数ö接种茎段总数) ,

并对调查结果进行方差分析。

2　结果与分析

2. 1　茎段不定芽的再生

　　继代材料接种 20 d 后即出现粉红色芽点,并伴

有大量白色愈伤组织产生;转至光下培养后,愈伤组

织由白色逐渐变成淡黄色至黄绿色;转光下 2周后,

便可见单芽或丛生芽,由愈伤组织形成的不定芽着

生在茎段的两端切口和中部伤口处。

2. 2　各因素对不定芽形成的影响

由表 2 可知,不同处理间茎段再生效率差异很

大,再生频率最高为 83% ,再生芽数最高可达 3. 03。

表 2中的 R 值表示极差,其值越大表明该因子越重

要。由表 2可见,对黄化茎段再生不定芽影响最大的

是基本培养基,其次是 62BA 和NAA。3种基本培养

基的 T 值以M S 最大,为 4. 46,说明M S 培养基诱

导不定芽的效果最好, 1ö2 M S 次之, N 6 最不适于

长富 2 号茎段的再生。当 62BA 浓度在 3. 0～ 5. 0

m göL 时, 随着其浓度的升高, 茎段再生芽数增多;

当浓度达到 8. 0 m göL 时,再生效率明显下降,且玻

璃化现象加重,因此适宜长富 2号茎段再生的 62BA

浓度为 3. 0～ 5. 0 m göL。当NAA 浓度为 0. 2～ 0. 4

m göL 时,茎段再生芽数与浓度呈正相关关系,当浓

度增大到 0. 6 m göL 时,虽然愈伤组织相应增多,但

出芽减少, 因此适宜的 NAA 浓度为 0. 2～ 0. 4

m göL。
对L 9 (34)正交试验的方差分析结果表明,当基

本培养基为M S, 62BA 浓度为 5. 0 m göL , NAA 浓

度为 0. 4 m göL 时,茎段再生芽数最多,再生频率也

最高。而试验统计结果证明,此处理组合确为最佳组

合。因此长富 2号黄化茎段再生芽的最佳培养基组

合为M S+ 62BA 5. 0 m göL + NAA 0. 4 m göL + CH

200 m göL + 蔗糖 30 göL + 琼脂 7. 0 göL。

表 2　长富 2号苹果黄化茎段再生试验结果及方差分析

T able 2　ANOVA of experim ent resu lt of et io la ted in ternode segm ent regenerat ion of N agafu N o. 2

编号
Code

基本培养基
Basal

m edium

62BA ö
(m g·L - 1)

NAA ö
(m g·L - 1)

再生芽平均数
Everage N o.

per leaf

再生频率ö%
Regeneration

frequency

1 M S 3. 0 0. 2 0. 83 b 40. 3
2 M S 5. 0 0. 4 3. 03 a 83
3 M S 8. 0 0. 6 0. 60 b 27
4 1ö2 M S 3. 0 0. 4 0. 23 c 17
5 1ö2 M S 5. 0 0. 6 0. 13 c 13
6 1ö2 M S 8. 0 0. 2 0. 07 c 7
7 N 6 3. 0 0. 6 0. 03 c 3
8 N 6 5. 0 0. 2 0. 07 c 0. 7
9 N 6 8. 0 0. 4 0. 00 c 0

T 1 4. 46 1. 09 0. 97

T 2 0. 43 3. 23 3. 26

T 3 0. 10 0. 67 0. 76

t1 1. 49 0. 36 0. 32

t2 0. 14 1. 08 1. 09

t3 0. 03 0. 22 0. 25

R 1. 46 0. 86 0. 84

　　注: T 代表各处理水平上的再生芽之和; t代表各处理水平上的再生芽均值; R 代表最高再生芽数与最低再生芽数之差; a, b, c 表示 P≤
0. 05时L SD 检测的显著水平。

N o te: T stands fo r the sum of N o. Per segm ent in all deal; t stands fo r the average N o. Per segm ent in all deal; R stands fo r the discrepancy
betw een M ax. average N o. Per segm ent and M in. average N o. Per segm ent; a, b and c show s Sign ificance by L SD at P≤0. 05.

3　讨　论

本试验通过正交试验设计确定了长富 2号苹果

黄化茎段再生的最佳基本培养基为M S, 这与前

人[7 ]的研究结果一致。N 6不适于作富士苹果的再生

培养基,这也与前人的研究结果相吻合[8 ]。基本培养

基对外植体再生的影响,主要在于其组成成分和浓

度是否适于外植体的再生 [9 ]。徐凌飞等[9 ]发现,

NN 69 培养基可以很好地诱导八月红梨叶片的再

生; 裴东等[10 ]用 (BH 4) 2SO 4 代替M S 中的N H 4NO 3

后,也显著提高了苹果叶片不定芽的诱导频率。可

见,由于品种和基因型的差异,对基本培养基的成分

要求也不同,估计是某些成分在培养过程中发生了

变化,从而影响了其再生效果,其确切机理有待于进
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一步研究。

吴禄平等[2 ]发现,再生培养基中添加适量的水

解乳蛋白可以提高富士苹果叶片的再生频率。张献

龙等[11 ]报道,水解酪蛋白有促进培养物器官形成的

作用。本试验也在基本培养基中添加水解酪蛋白作

为植物的生理活性物质,试验结果表明,其对长富 2

号再生体系的建立确实有效。

除基本培养基外,激素在苹果离体器官的再生

过程中也具有决定性作用。细胞分裂素是苹果外植

体再生不定芽的必需因子[12213 ] ,也是提高再生效率

的重要因子。在苹果外植体再生不定芽的研究中,

62BA 和 NAA 是最为常用的细胞分裂素和生长

素[12213 ]。T h idiazu ron (TD Z)是一种高活性的细胞分

裂素类物质,据师校欣等[4 ]报道,其可以高效诱导再

生较难的植物再生,作者在预试验中采用了 TD Z,

但发现其在诱导不定芽发生的同时,也会促进植物

组织中乙烯的生成,且会加重玻璃化现象。

不同的外植体材料对再生有很大影响。目前在

果树中应用最多的是叶片,这主要是由于叶片细胞

间隙大,易由细胞诱导分化出不定芽。当然也可利用

非叶片器官诱导再生不定芽[14215 ] ,如刘庆忠等[5 ]用

嘎拉的黄化茎段再生不定芽,并取得了良好的效果。

长富 2号叶片较难再生,这可能与其复杂的遗传背

景有关,重要的是要通过改善试验条件和深入研究

其再生机理来提高再生频率。本试验以不带腋芽的

黄化茎段为材料,建立了长富 2号的高频再生体系,

为其遗传转化研究奠定了基础,但运用黄化茎段能

够显著提高再生频率的机理还有待于进一步研究。
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A dven t it iou s buds regenera t ion from et io la ted in ternode segm en t

of app le cu lt ivar N agafu N o. 2

W ANG Gui-zhang, XU L ing-fe i,M A Feng-wang,L IANG D ong
(Colleg e of H orticu ltu re,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he effects of d ifferen t basal m edium , level of 62BA and NAA on adven t it iou s bud regenera2
t ion from et io la ted in termode segm en t of N agafu N o. 2 w ere studied by u sing the o rthogonal experim en t

design. T he resu lts show ed that the effect ive o rder of th ree facto rs on regenera t ion w as basal m edium , 62
BA and NAA. T he op t im um cu ltu re m edium w as 62BA 5. 0 m göL + NAA 0. 4 m göL + CH 200 m göL + Su2
cro se 30 göL + A gar 7. 0 göL ; and on th is m edium , the regenera t ion frequency and m ean num ber of bud per

segm en t w ere 83% and 3. 03 respect ively.

Key words: Fu ji app le; N agafu N o. 2; et io la ted in ternode segm en t; regenera t ion system
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