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二倍体草莓 ‘Ruegen’再生体系的建立
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(１．农业应用新技术北京市重点实验室/北京农学院植物科学技术学院,北京１０２２０６;

２．北京市林业果树科学研究院,北京１０００９３)

摘　要:【方法】以二倍体草莓 (Fragariavesca)‘Ruegen’叶片为试材,研究生长调节物质浓度和配比、不同

暗培养时间、不同类型植物凝胶对其叶片再生的影响,【目的】建立 ‘Ruegen’草莓叶片再生体系. 【结果】结

果表明:暗培养７d、以Carrageenan为固化剂利于 ‘Ruegen’草莓叶片再生;激素配比为 TDZ２􀆰０mg/L＋IBA
０􀆰２mg/L时,再生频率较高,不定芽的再生率达到８１􀆰０３％,平均再生芽数达到５􀆰３０个.
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Establishmentofregenerationsystemusingtheleavesof
diploidstrawberry‘Ruegen’

QIAORuiqi１,JIN Wanmei２∗ ,SHENYuanyue１∗

(１．BeijingKeyLaboratoryforAgricultureApplicationandNewTechnique,PlantScienceandTechnologyCollege,BeijingUniversity
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Abstract:【Methods】Inthisstudy,weinvestigatedtheeffectsofseveraltreatmentsonregenerationsusingleavesofthediploid
strawberry(Fragariavesca)‘Ruegen’,includingplantgrowthregulatorconcentrationandratio,differentincubationtimein
dark,anddifferenttypeplantgels．【Objective】EstablishinganefficientleafregenerationsysteminReugen．【Results】ThereＧ
sultsshowedthatwhentheleaveswerecultivatedonCarrageenancontaining２．０mg/Lidiazuron(TDZ)and０．２mg/LdoleＧ３ＧbuＧ
tyricacid(IBA)for７dindark,theregenerationratioswerehigher,generated８１．０３％adventivebuds,andreachedaverageadＧ
ventivebudsat５．３．
Keywords:Strawberry;Ruegen;regeneration;systemestablishment

　　草莓(FragariaananazsaDuch)属于蔷薇科草

莓属,多年生草本植物,中国主要果树树种之一.
果实色泽明艳、香味独特、口感好,营养丰富,受到

人们的喜爱.伴随草莓产业的快速发展,生产上对

其优质种苗的需求量增加,不同草莓品种的需求亦

是不断增加.传统育种方法栽培的草莓品种很难

在抗寒、抗虫、抗病等方面获得相对精良的品种.
随着生物技术的发展,高效的遗传转化体系成为基

因功能验证的基础[１].
草莓作为果树分子生物学研究的良好试材,

‘丰香’、‘Hawaii４’、‘哈尼’等植物材料已成功获得

草莓再生体系,研究叶片放置方式、硝酸银浓度、激
素配比等再生条件[２Ｇ４].品种不同再生培养体系存

在差异,八倍体草莓具有高杂合性,再生和遗传转

化周期长[５Ｇ７].‘Ruegen’是二倍体草莓,森林草莓

与栽培草莓亲缘关系相近,相较之下二倍体草莓全

基因组小,生育期短,植株矮小易于栽培.本试验

以其叶片为材料,通过研究暗培养时间、激素配比、
不同植物凝胶等方面对不定芽再生的影响,以期获

得二倍体草莓‘Ruegen’高效、稳定的再生体系,为
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开展二倍体草莓基因工程、经济性状基因研究工作

奠定基础.

１　材料和方法

１．１　供试材料

供试二倍体草莓品种‘Ruegen’由北京农学院

组培中心提供盆栽苗.

１．２　组培苗的获得

采摘健壮草莓母株上当年生匍匐茎茎尖用自

来水冲洗３０min,转入超净工作台操作,消毒作业

流程如下:７５％的乙醇溶液３０s,１％的次氯酸钠消

毒５min,用无菌水冲洗３~４遍,每次３~５min.
在无菌滤纸上剥取０．２~０．５mm 大小的茎尖生长

点接种于初代培养基(MS＋２,４ＧD０．０１１mg/L＋６Ｇ
BA０．１１mg/L＋TDZ１．０mg/L)上,建立无性繁殖

试管苗 系.培 养 条 件:温 度 (２５±２)℃、光 照 度

１５００~３０００lx、光照１６h/d.茎尖在初代培养基

上成活后,在 MS＋６ＧBA０．５mg/L＋IBA０．１mg/L
培养基上继代培养１次,取３５d的无菌苗鲜嫩、舒
展的叶片作试验材料.

１．３　试验方法

１．３．１　 方 法 　将叶片剪去叶边缘,剪成约２~３
mm２大小的叶盘作为再生的外植体.以 MS培养基

作基础培养基,在灭菌前加入生长调节物质,调节

pH 值为５．８７,加入蔗糖、Carrageenan,于１２１℃下

高压蒸汽灭菌２１ min.生根培养基为 MS＋IBA
０．２mg/L＋Sucrose３０g/L＋Carrageenan２．０g/L.
接种于１００mL的三角瓶中,每个处理接种３０片叶

盘,处理重复３次.接种５６d后,计算不定芽再生

频率和平均再生芽数.
不定芽再生频率(％)＝再生不定芽的外植体

数/接种外植体数×１００％
平均再生芽数＝再生芽的总数/再生芽的外植

体数

１．３．２　不同浓度 TDZ与IBA 配比试验　以 MS＋
Sucrose３０g/L＋Carrageenan２．０g/L为基础培养

基,pH５．８７,设置 TDZ与IBA 组合再生培养基,

TDZ１．０、２．０、３．０、４．０mg/L记为A１~A４,IBA０．１、

０．２、０．３、０．４mg/L记为 B１~B４,研究 TDZ与IBA
不同的配比对‘Ruegen’叶片不定芽再生的影响.

１．３．３　暗培养时间试验　设置３、７、１４d进行暗处

理,结束暗培养后转入光培养;接种叶片直接进行

光培养(暗培养０d)为对照.每处理接种６瓶(培养

基为 MS＋TDZ２．０ mg/L＋IBA ０．２ mg/L＋

Sucrose３０g/L＋Carrageenan２．０g/L,pH５．８７),
每瓶接种３０片叶盘,重复３次.

１．３．４　植物凝胶试验　将大小相近、数量等同的叶

片 分 别 接 种 在 MS＋ TDZ ２．０ mg/L ＋IBA
０．２mg/L＋Sucrose３０g/L＋Agar６．０g/L、pH
５．８７和MS＋TDZ２．０mg/L＋IBA０．２mg/L＋SuＧ
crose３０g/L＋Carrageenan２．０g/L、pH５．８７的再

生培养基上,放置在室温２５℃、１５００~３０００lx、光
照１６h/d下培养,诱导不定芽的再生.

２　结果与分析

２．１　不同浓度TDZ与IBA组合对叶片不定芽再生

的影响

培养基中的激素种类和浓度是影响叶盘再生

的重要因子.培养‘Ruegen’叶片不定芽再生效果

最好的是２．０mg/LTDZ＋０．２mg/LIBA ,平均不

定芽再生率达８１．０３％,明显高于其他处理,每个叶

盘平均再生芽数达到５．３０个;当 TDZ浓度增高到

３．０mg/L时,不定芽再生率呈下降趋势,生长势减

弱;当TDZ浓度提高到４．０mg/L时,产生严重玻璃

化现象(表１).
表１　不同浓度激素配比对叶片不定芽再生的影响

Tab􀆰１　Effectofratioofdifferentconcentrationsof
hormoneonshootregenerationofleaf

处理组合

Treatments

不定芽再生频率/％

Regenerationratio

再生芽数/个

Numberofadventivebuds

A１B１ (４０．５１±１．０６)Ee (３．４５±０．０９)Cc

A１B２ (５０．３８±０．８５)Dd (３．５６±０．２３)Cc

A１B３ (６４．２５±１．１２)Cc (２．５１±０．０９)EFf

A１B４ (３８．４７±１．０７)Ef (２．８７±０．０８)Dde

A２B１ (６３．６６±１．１１)Cc (４．４８±０．２１)Bb

A２B２ (８１．０３±１．１８)Aa (５．３０±０．１３)Aa

A２B３ (７２．３５±０．９３)Bb (４．５３±０．０８)Bb

A２B４ (４９．２４±１．８０)Dd (３．３９±０．３３)Cc

A３B１ (３９．４７±１．０１)Eef (２．８９±０．１４)Dde

A３B２ (４９．３７±１．４３)Dd (２．９４±０．１０)Dd

A３B３ (３８．６６±１．１２)Ef (２．６５±０．０８)DEef

A３B４ (２４．９７±０．８５)Fg (２．２２±０．１１)FGg

A４B１ (２３．４０±０．７３)Fgh (２．５３±０．１８)EFf

A４B２ (２４．４９±０．７２)Fgh (２．６３±０．１０)DEf

A４B３ (１２．２３±０．３７)Fh (２．０５±０．１６)Gg

A４B４ (１１．２５±０．９５)Gi (１．３３±０．０９)Hh

　　注:不同大写字母表示差异极显著(P＜０．０１),不同小写字母表

示差异显著(P＜０．０５).

Note:Differentuppercaselettersindicatestatisticallydifferent

variations at P ＜ ０．０１, different lowercase letters indicate

statisticallydifferentvariationsatP＜０．０５．
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２．２　暗培养时间对叶片不定芽再生的影响

经暗培养处理后,不定芽再生率和平均再生芽

数均高于未经暗培养的处理;接种叶片后直接进行

光培养,叶片的边缘和伤口处易发生褐化变黑现

象.试验显示:经过７d暗培养的处理,其不定芽再

生率和平均再生芽数均最高,分别达到７８．０４％、

５．０３个.１４d暗培养的叶片边缘和伤口处褐化变

黑.‘Ruegen’草莓不定芽的再生经暗培养处理有

一定的促进作用,暗培养７d最适合(表２).
表２　不同暗培养时间对叶片不定芽再生的影响

Tab􀆰２　Effectofdifferentincubationtimein
darkonshootregenerationofleaf

暗培养时间/d

incubationtime

indark

不定芽再生频率/％

Regenerationratio

再生芽数/个

Numberof

adventivebuds

０ (４５．８９±０．５８)Dd (２．９±０．０８)Cc

３ (６２．１４±０．８３)Bb (３．７±０．０７)Bb

７ (７８．０４±０．４６)Aa (５．０３±０．０４)Aa

１４ (５４．２２±１．４)Cc (３．５７±０．０７)Bb

　　注:不同大写字母表示差异极显著(P＜０．０１),不同小写字母表

示差异显著(P＜０．０５).

Note:Differentuppercaselettersindicatestatisticallydifferent

variations at P＜０．０１, different lowercase letters indicate

statisticallydifferentvariationsatP＜０．０５．

２．３　不同植物凝胶对叶片不定芽再生的影响

两种植物凝胶 Agar和 Carrageenan处理中,
‘Ruegen’草莓叶片的平均再生芽数较为相近,CarＧ
rageenan处理中不定芽再生率则高(表３).可能由

于诱导草莓叶片再生过程中,会释放一定量的次生

代谢产物,如酚类物质致使外植体所处培养基褐

化,再生小环境变差.相比于 Agar培养基,草莓叶

片外植体在Carrageenan培养基中的褐化程度明显

减轻.

表３　不同植物凝胶对叶片不定芽再生的影响

Tab􀆰３　Effectofdifferenttypeplantgels
onshootregenerationofleaf

植物凝胶/(g􀅰LＧ１)

Plantgel

不定芽再生频率/％

Regenerationratio

再生芽数/个

Numberofadventivebuds

Agar６．０ (５２．５±１．０３)Bb (３．５±０．０８)Bb

Carrageenan２．０ (７７．１５±０．５４)Aa (４．２±０．１３４)Aa

　　注:不同大写字母极表示差异极显著(P＜０．０１),不同小写字母

表示差异显著(P＜０．０５).

Note:Differentuppercaselettersindicatestatisticallydifferent

variations at P＜０．０１, different lowercase letters indicate

statisticallydifferentvariationsatP＜０．０５．

分化的不定芽转接至 MS＋IBA０．２mg/L＋
Sucrose３０g/L＋Carrageenan２．０g/L生根培养基

中,正常生根,生根率达９０％ 以上.

２．４　再生体系操作流程及验证

建立‘Ruegen’草莓叶片再生操作流程如下:
(１)将‘Ruegen’草莓脱毒苗叶片剪成２~３mm２的

小方块,平铺在 MS＋TDZ２．０mg/L＋IBA０．２mg/

L＋Sucrose３０g/L＋Carrageenan２．０g/L,pH５．８７
的再生培养基上;(２)室温２５℃,黑暗条件下培养７
d左右;(３)转入室温２５℃、１５００~３０００lx、１６h/d
光照下培养４０d左右,诱导不定芽的再生;(４)分化

的 不 定 芽 在 MS ＋ ６ＧBA ０．５ mg/L ＋ IBA
０．１mg/L＋Sucrose３０g/L＋Carrageenan２．０g/L
的继代培养基上生长３０d左右;(５)转接至 MS＋
IBA０．２mg/L＋Sucrose３０g/L＋Carrageenan２．０
g/L生根培养基中生根,生根率达９０％ 以上.图１
为叶片不定芽再生情况.

设置 ３ 个 重 复,试 验 结 果 如 表 ４ 所 示.
‘Ruegen’草莓叶片不定芽平均再生频率达８１．０３％,
平均再生芽数５．３０个,３次重复试验结果相对稳

定,结果有效.
表４　草莓叶片不定芽再生效率

Tab􀆰４　Efficiencyofstrawberryleafonshootregeneration

重复

Repeat

外植体数/个

Explants/per

分化芽的外植体数/个

Budnumberofexplants/per

不定芽再生频率/％

Regenerationratio

再生芽总数/个

Totalnumberofbuds/per

平均再生芽数/个

Averagenumberofbuds/per

Ⅰ １５２．０ １２５ ８２．２１ ６６２ ５．３０

Ⅱ １４７．０ １１９ ８１．０３ ６００ ５．０４

Ⅲ １６４．０ １３１ ７９．８５ ７２８ ５．５６

平均 １５４．３ １２５ ８１．０３ ６６３ ５．３０

３　讨　论

果树遗传背景复杂,稳定遗传转化技术发展较

缓.植物进行基因功能鉴定以拟南芥、烟草等导入

基因最为成熟.近年来,草莓是果树基因功能研究

的良好试材,其高效遗传转化体系常使用栽培草

莓,多为八倍体,具有高杂合性,再生和遗传转化周

期略长.高效的遗传转化体系成为基因功能验证

的基础,建立高效、稳定、再生能力较强的植物受体

系统给优良品种的培育及植物基因工程提供重要
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a．接种叶盘;b．叶盘膨大;c．形成愈伤;d．分化不定芽;e．继代生长;f．植株生根

a．Leafdiscs;b．discsexpansion;c．Callusformationof;d．Adventitiousbud;e．Transgenerationalgrowth;f．PlantRooting
图１　‘Ruegen’草莓叶片的离体再生

Fig􀆰１　Regenerationplantsof‘Ruegen’fromStrawberryleaves

保障.二倍体草莓全基因组小,与栽培草莓亲缘关

系相近,生育期短,植株矮小易于栽培,本试验以二

倍体草莓‘Ruegen’为材料,获得高效、稳定的二倍

体草莓再生体系,为进一步开展二倍体草莓基因工

程,经济性状基因研究奠定基础.
影响草莓叶片再生的因素很多,除内部基因调

控外,亦受外部环境因素影响.不同激素的种类和

浓度配比影响较大.细胞分裂素利于芽的产生,生
长素增进根的形成,调配两者的浓度、配比可调节

芽的形成[８].早期Nehra和Stashnoff[９]用６ＧBA１０

μmol/L＋IBA１０μmol/L诱导‘Redcoat’草莓叶片

再生.张志宏等[１０]以‘Tudla’品种作试材,获取较

高的叶片再生频率,认为 TDZ比６ＧBA 诱导效果

佳.Passey等[１１]研究多种草莓再生,认为６ＧBA２．０
mg/L＋ TDZ １．０ mg/L 对 草 莓 ‘Calypso’和

‘Tango’叶片起到良好的再生成效.TDZ具有强烈

的细胞分裂素活性[１２],使叶片分化周期缩短,在一

些较难再生的植物品种上有不错的效果[１３].TDZ
诱导产生不定芽时,多为紧密丛芽,叶片狭细,随着

浓度增加玻璃化现象加重,与在苹果、枫树[１２]等上

的研究结果相似.本研究在研究激素浓度及配比

试验时选用 TDZ和IBA 两种生长调节物质,在不

同浓度配比条件下,其再生能力有所不同,在 MS＋
TDZ２．０mg/L＋IBA０．２mg/L的诱导培养基上,
草莓‘Ruegen’叶片的不定芽再生率达到８１．０３％,
平均再生芽数为５．３０个.

培养基中植物凝胶不具有营养,仅作为固化剂

存在.本试验分别使用两种植物凝胶,Carrageenan
处理中不定芽再生率高于 Agar处理,叶片褐化程

度比 Agar处理减轻,对叶片的再生小环境有利,可
获得高效的利于培养植物的再生培养基.

暗培养也是影响草莓叶片再生率高低的重要

因素之一[８].不同草莓品种有效的暗培养时间迥然

有异,草莓‘丰香’的最佳暗培养时间是１４d[５],草莓

‘幸香’是４２d[１４],该试验结果表明草莓‘Ruegen’叶
片再生的暗培养时间在 ７d左右最好,类同‘晶
玉’[８].实行暗培养的目是为了让外植体再生过程

中,尽可能减少酚类物质溢出,减轻褐化,维持植株

材料良好的生理状态[１５,１６],因而对再生有利.
本研究成功建立二倍体草莓‘Ruegen’高效、稳

定的再生体系,为草莓的分子生物学奠定研究基础.
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