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　　[摘　要 ]　以赤霞珠叶片、叶柄为材料, 研究了细胞分裂素 (TD Z)、不同基本培养基、叶柄砧有无对其不定芽

再生的影响。结果表明: TD Z 对赤霞珠离体叶片、叶柄不定芽再生有诱导作用, 对叶片、叶柄的最高诱导率分别为

18. 06% 和 28. 57% ; 叶片再生的最佳培养基为M S+ TD Z 4. 0 m göL , 叶柄再生的最佳培养基为M S+ TD Z 4. 0

m göL + NAA 0. 01 m göL , 叶片不定芽生根培养基为 1ö2 M S+ IBA 1. 0 m göL + 20 göL 蔗糖。

[关键词 ]　赤霞珠; TD Z; 叶片; 叶柄; 不定芽

[中图分类号 ]　S663. 1　　　　[文献标识码 ]　A [文章编号 ]　167129387 (2004) 0820049204

　　建立高效的葡萄再生系统是开展葡萄基因工程

育种的前提。葡萄再生系统的建立目前有两条途径,

即器官发生途径和体细胞胚再生途径, 主要从花药、

叶柄和叶片再生不定芽和诱导体细胞胚[1～ 3 ]。与圆

叶葡萄、沙地葡萄相比, 欧洲葡萄再生普遍困难, 而

且不同基因型之间存在明显差异, 诱导率普遍较

低[4, 5 ]。

建立良好的葡萄繁殖体系和再生体系的主要工

作之一是选择最佳培养基, 对于葡萄离体培养, 国内

外通常采用M S,B 5,NN 等培养基。培养基可提供外

植体生长、分化所需的各种营养成分, 所以培养基的

成分及配比对外植体的再生有决定性作用。

不同类型的外植体如叶片、叶柄、胚轴、茎尖和

花药等在离体培养时对各种培养基或培养条件的要

求不同。Stamp 等[6 ]对不同叶序的叶片再生率进行

了研究, 发现茎尖附近最幼嫩的叶片不定芽再生率

高, 而其下部叶片再生率较低。

T h idiazu ron (TD Z) 是一种新的棉花脱叶剂。

M ok 等[7 ]首先发现 TD Z 具有细胞分裂素活性。自

20 世纪 80 年代中期, TD Z 被广泛用于植物组织培

养, 在苹果、枣、番木瓜、香椿、榕树等获得了较好的

效果[8～ 12 ]。本文对酿酒葡萄“赤霞珠”叶片和叶柄离

体再生系统建立的效果进行了研究, 以期为酿酒葡

萄离体繁殖提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　赤霞珠茎尖、叶片、叶柄。

1. 2　方　法

1. 2. 1　无菌繁殖体系的建立　将赤霞珠幼嫩茎尖

从大田取回, 用自来水冲洗数次, 以体积分数 70%

的酒精浸泡 30 s, 用无菌水冲洗 3 次; 加入适量的体

积分数为 0. 1% 的升汞 (氯化汞) 溶液, 处理 5～ 6

m in; 无菌蒸馏水彻底冲洗残留的升汞; 接种于繁殖

培养基上, 在 25～ 27 ℃, 2 000 lx 条件下培养。一旦

发现部分外植体有污染, 及时将未污染的外植体转

移至新鲜的同样成分的培养基中继续培养。

1. 2. 2　再生体系的建立　从建好的无菌培养体系

中选取合适的叶片, 每叶留 2 mm 长的叶柄砧, 将叶

片切成 2 mm ×3 mm 方块 (主脉在中间, 带叶柄) ,

正面朝下平放于培养基表面; 叶柄剪成约 0. 5 cm 的

小段, 同样平放于培养基表面。

1. 2. 3　再生芽诱导率的统计方法　叶片在再生培

养基上培养约 5 周, 统计外植体数和再生不定芽的

外植体数, 计算再生芽诱导率。再生芽诱导率 (% ) =

( 再生不定芽的外植体数ö被调查外植体数) ×

100%。
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2　结果与分析

2. 1　TD Z 和NAA 组配对赤霞珠叶片愈伤组织诱

导及不定芽再生的影响

以 M S 为基本培养基, 采用正交试验设计

L 9 (34) , 研究 TD Z, NAA 两种生长调节物质对赤霞

珠叶片愈伤组织诱导及不定芽再生的影响。由表 1

可知, TD Z 在赤霞珠愈伤组织诱导和不定芽再生中

起决定性作用, 在 TD Z 为 4 m göL 时再生芽诱导率

最高, 为 18. 06%。因此可以认为, M S + TD Z 4

m göL 培养基适合赤霞珠离体叶片愈伤组织诱导和

不定芽再生。

表 1　不同质量浓度的 TD Z 和NAA 对赤霞珠叶片愈伤组织诱导及不定芽再生的影响

T able 1　Effect of TD Z,NAA on calli induction and adven tit ious buds regenerat ion

from Cabernet Sauvignon leaves in v itro

试验编号
T rial

num ber

TD Zö
(m g·L - 1)

NAA ö
(m g·L - 1)

再生芽诱导率ö%
Regener2

ration
bud rate

试验编号
T rial

num ber

TD Zö
(m g·L - 1)

NAA ö
(m g·L - 1)

再生芽诱导率ö%
Regener2

ration
bud rate

1 1 0 0 6 4 0. 05 6. 67

2 2 0 6. 67 7 1 0. 1 3. 33

3 4 0 18. 06 8 2 0. 1 7. 77

4 1 0. 05 6. 67 9 4 0. 1 10. 00

5 2 0. 05 4. 44

　　各处理中愈伤组织量均较大, 每个叶片出现不

定芽丛 1～ 4 个不等, 芽丛一般从愈伤组织产生, 也

有少量从叶片和叶柄砧直接产生。将芽丛转移到继

代培养基M S+ BA 1. 5 m göL + NAA 0. 02 m göL
上进行继代培养, 40 d 后从芽丛处长出 5～ 8 棵再生

芽 (图 1, 图 2)。

表 2　不同质量浓度 TD Z 对赤霞珠离体叶片

不定芽再生的影响

T able 2　Effect of TD Z differen t concen tra t ion on

adven tit ious buds regenerat ion from

Cabernet Sauvignon leaves in v itro

TD Zö
(m g·L - 1)

再生芽诱导率ö%
Regeneration bud rate

1. 0 0. 0

2. 0 6. 67

4. 0 18. 06

6. 0 13. 6

8. 0 14. 2

2. 2　不同 TD Z 质量浓度对赤霞珠叶片不定芽再生

的影响

根据 TD Z, NAA 正交试验结果, 对 TD Z 作单

因素变化实验, 以M S 为基本培养基。观察表明, 当

TD Z 质量浓度分别为 1. 0, 2. 0, 4. 0, 6. 0, 8. 0 m göL
时, 各处理中愈伤组织量均较大, 由再生芽诱导率分

别为 0, 6. 67% , 18. 06% , 13. 6% , 14. 2% (表 2) 可

知, TD Z 为 4. 0 m göL 时, 不定芽再生效果较好, 也

较稳定。

2. 3　TD Z, NAA 对赤霞珠叶柄愈伤组织诱导及不

定芽再生的影响

以 M S 为基本培养基, 采用正交试验设计

L 9 (34) , 研究 TD Z, NAA 两种生长调节物质对赤霞

珠叶柄愈伤组织诱导及不定芽再生的影响。从表 3

可以看出, TD Z 为 4 m göL ,NAA 为 0. 01 m göL 时,

赤霞珠叶柄的再生芽诱导率最高, 为 28. 57%。

再生不定芽以芽丛状态出现 (图 3) , 主要从叶

柄两端再生。将芽丛转移到继代培养基 M S +
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BA 1. 5 m göL + NAA 0. 02 m göL 上进行继代培 养, 40 d 后从芽丛处长出 3～ 4 棵再生芽 (图 4)。
表 3　不同质量浓度的 TD Z 和NAA 对赤霞珠叶柄愈伤组织诱导及不定芽再生的影响

T able 3　Effect of TD Z,NAA on calli induction and adven tit ious buds regenerat ion

from Cabernet Sauvignon petio les in v itro

试验编号
T rial num ber

TD Zö
(m g·L - 1)

NAA ö
(m g·L - 1)

愈伤组织诱导率ö%
Calli induction rate

再生芽诱导率ö%
Regeneration bud rate

1 4. 0 0. 0 77. 5 5. 00

2 6. 0 0. 0 100. 0 0. 0

3 8. 0 0. 0 71. 4 0. 0

4 4. 0 0. 01 85. 7 28. 57

5 6. 0 0. 01 42. 9 0. 0

6 8. 0 0. 01 81. 9 0. 0

7 4. 0 0. 03 61. 9 0. 0

8 6. 0 0. 03 81. 9 0. 0

9 8. 0 0. 03 100. 0 14. 28

2. 4　叶柄砧有无对不定芽再生的影响

同一植物不同组织再生能力往往不同。本试验

以M S 为基本培养基, 细胞分裂素 TD Z 为 4. 0

m göL 时研究叶柄砧的有无 (有叶柄砧指叶片基部并

带有 2 mm 叶柄; 无叶柄砧指叶片中前部) 对赤霞珠

叶片不定芽再生的影响。结果表明, 两种情况下愈伤

组织量均较大, 但叶柄砧的有无对赤霞珠离体叶片

不定芽再生影响很大, 有叶柄砧的诱导率为

25. 00% , 无叶柄砧的诱导率为 5% , 前者比后者高

20%。

2. 5　基本培养基对赤霞珠叶片愈伤组织诱导及不

定芽再生的影响

本试验选择了 4 种基本培养基, 分别为M S,

NN , 1ö2 M S 和B 5。M S 培养基无机盐浓度高, 营养

丰富, 微量元素种类齐全, NN 和B 5 培养基硝酸钾

含量高, 铵态氮含量低, 盐酸硫胺素含量高。结果 (表

4) 表明,M S 基本培养基对赤霞珠叶片愈伤组织诱

导率和再生芽诱导率均为最高, 分别为 93. 3% 和

18. 1% , 说明无机盐浓度高有利于愈伤组织和不定

芽的再生。

表 4　赤霞珠叶片在不同基本培养基上

再生芽诱导的比较

T able 4　Comparision abou t calli induction and adven tit ious

buds regenerat ion from Cabernet Sauvignon leaves

in differen t basic cu ltu re m edium

基本培养基
Basic cu ltu re

m edium

愈伤组织诱导率ö%
Calli induction

rate

再生芽诱导率ö%
Regeneration

bud rate

M S 93. 3 18. 1

NN 85. 0 7. 5

1ö2 M S 67. 5 2. 5

B 5 92. 5 10. 0

2. 6　离体叶片不定芽生根

以 1ö2 M S+ 20 göL 蔗糖为基本培养基, 研究

IBA 质量浓度变化对赤霞珠增殖茎尖生根的影响。

结果 (表 5)表明, 随 IBA 质量浓度提高, 增殖芽生根

率提高。当 IBA 为 0. 5 m göL 时, 生根率为 48. 1% ;

IBA 为 1. 0 m göL 时, 生根率提高到 82. 8% , 且单芽

根数最多, 单芽根数和平均根长均高于 0. 5 m göL
IBA。因此可以认为, 1ö2 M S+ IBA 1. 0 m göL + 20

göL 蔗糖培养基适合赤霞珠叶片不定芽生根。
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表 5　赤霞珠离体叶片不定芽生根的诱导

T able 5　A dventit ious buds roo ting of Cabernet Sauvignon leaves

IBA ö
(m g·L - 1)

生根率ö%
Introduction rate

单芽根数
Roo t num bersöper

平均根长öcm
Roo t lengthöper

0. 5 48. 1 6. 7 0. 8

1. 0 82. 8 6. 9 1. 2

3　结　论

1)本研究获得了赤霞珠离体叶片再生的最佳培

养基, 为M S+ TD Z 4. 0 m göL , 此时再生效果最好,

再生芽诱导率为 18. 06%。同时发现叶片基部 (并带

有 2 mm 叶柄砧)不定芽再生率比中前部高, 这可能

是由于叶片基部 (带叶柄砧) 的维管束密度大, 有利

于营养物质和激素的运输, 从而促进了再生。

2)本研究获得了赤霞珠离体叶柄再生不定芽的

最佳培养基, 为M S+ TD Z 4. 0 m göL + NAA 0. 01

m göL , 其再生芽诱导率为 28. 57% , 同时获得了赤

霞珠离体叶片不定芽生根的培养基配方为

1ö2 M S+ IBA 1. 0 m göL + 20 göL 蔗糖。

3) 本研究结果表明,M S 为赤霞珠叶片组织培

养的最适培养基。M S 培养基无机盐浓度高, 营养丰

富, 微量元素种类齐全, 使赤霞珠离体叶片的再生芽

诱导率最高, 说明无机盐浓度高有利于愈伤组织和

不定芽的再生。
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A dven t it iou s bud regenera t ion from leaf and pet io le of“Cabernet Sauvignon”
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Abstract: In th is paper, u sing the leaves and pet io les of“Carbernet Sauvignon”as the m ateria ls, w e

studied the act ion of TD Z on the adven t itou s bud regenera t ion. T he resu lt ind ica ted that TD Z had effect on

the adven t it iou s buds induct ion of“Carbernet Sauvignon”. A dven t it iou s bud regenera t ing ra te from leaf

and pet io le is 18. 06% and 28. 57% , respect ively. T he op t im um m edium fo r adven t it iou s bud regenera t ion

from leaf is M S+ TD Z 4. 0 m göL , and the op t im um m edium fo r pet io le is M S+ TD Z 4. 0 m göL + NAA

0. 01 m göL. T he best roo t ing cu ltu re m edium fo r leaf adven t it iou s buds is: 1ö2 M S + IBA 1. 0 m göL +

20 göL sugar.

Key words: Carbernet Sauvignon; TD Z; leaf; pet io le; adven t it iou s bud
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