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怀地黄花药愈伤组织诱导研究

周春娥1,朱凤荣2 ,蔡兆奎1 ,王灵灵1 ,谷燕燕1

( 1. 河南师范大学 生命科学学院, 河南 新乡 453007; 2. 新乡学院,河南 新乡 453001)

摘要: 以怀地黄花药为材料,研究了激素、温度、品种及光照对怀地黄愈伤组织诱导的影响。结果表明:

2, 4-D、6-BA、KT 和品种对怀地黄愈伤组织诱导均有一定影响,各因素的组合以 2, 4-D 2. 0mg/ L+ 6-BA

0. 5mg/ L+ KT 2. 0mg/ L+ 串地龙为最佳,诱导率达到47%;4 � 低温预处理3 d,诱导效果最佳,诱导率达

到43%;黑暗条件下更有利于愈伤组织的诱导,并可以减少后期生长中的褐化现象。
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Study of Influent ial Factor s on Anther Callus Induct ion

of R ehmannia g lutinosa Libosch
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Abstract: U sing the anther o f Rehmannia glutinosa Libosch as materials, several factor s, inclu-

ding dif ferent ho rmone treatments, temperature, cult iv ar s, and light on anther callus induct ion of

Rehmannia glut inosa Libosch w ere studied. The result show ed that 2, 4-D, 6-BA, KT, and cu-l

t ivars had important ef fects on anther induction. 2, 4-D 2. 0mg/ L+ 6-BA 0. 5mg / L + KT 2.

0mg/ L + Chuandilong w as the best combinat ion for callus induct ion. The pre- treatment at 4 �
for 3 days w ere the most conduct ive to callus induction w ith induct ion r ate of 43%; It w as more

favor able to callus induct ion in darkness than in light , w hich r educed callus brow ning dur ing the

later grow th.

Key words: Rehmannia glutinosa Libosch; Anther culture; Callus; Induct ion facto rs

� � 怀地黄( R ehmannia glut inosa Libosch)为玄参

科地黄属多年生草本药用植物, 为著名的四大怀药

之一。其块根入药, 具有滋阴养血,清热凉血, 补肾

生津止渴等功效 [ 1-3] ,具有重要的药用价值和经济价

值。因此,获得优质怀地黄品种是非常重要的。

怀地黄在常规育种中费时费力, 再加上病虫害

非常严重,往往是育出一个新品种还未来得及推广

就因为病虫害危害而发生退化。因此, 开展怀地黄

花药培养和单倍体育种技术的研究,是获得怀地黄

优良种质资源和新品种培育的一条新的有效途径。

单倍体诱导技术作为现代高效育种技术的重要组成

部分,单倍体加倍后可以直接得到纯合体,从而使育

种年限较常规方法缩短 3~ 4 a,此外, 由花药培养所

获得的二倍体植株可以大大降低怀地黄病毒量。作

为单倍体本身并没有或很少有育种价值, 但一旦将

单倍体育种技术与常规育种相结合, 就会显示出巨

大的优势,使药物育种发生革命性的变化 [ 4]。1964

年,印度的 Guba 等
[ 5]
首次从毛曼佗罗( Datura in-
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ox ia M ill)花药培养中得到单倍体植株以来,花药培

养技术一直受到遗传工作者的广泛关注。据不完全

统计,已有 23 科 52 属约 300 种植物的花药培养获

得了成功。其中有大麦、玉米、大豆、梨、橡胶、桃、苹

果、荔枝等
[ 6-17]
。但在实际应用中存在诱导率低, 产

胚率低等问题, 因此, 寻求花药培养的最佳培养条

件,进一步提高花药培养的效率是目前花培药养的

一个主要研究内容。

本研究以怀地黄为材料, 研究激素、温度、光照

及品种对怀地黄花药培养的影响,以期得到怀地黄

培养的最佳诱导条件,提高花药培养的诱导率,为怀

地黄单倍体育种技术奠定基础, 并能与常规育种相

结合,提高育种效率。

1 � 材料和方法

1. 1 � 材料

怀地黄材料由河南师范大学生命科学学院作物

与微生物遗传实验室提供, 现种植于河南师范大学

生命科学学院试验田内。在 4月份怀地黄的盛花期

采集不同发育时期的花蕾。

1. 2 � 方法

在怀地黄盛花期采集不同大小的花蕾, 分别放

入 4 � 冰箱预处理不同时间,把不同发育时期的花
蕾用 75% 的酒精浸泡 30 s, 再用 0. 1% 升汞消毒

4m in,用无菌蒸馏水冲洗 5 次, 然后在无菌条件下

剥出花药,除尽花丝, 平放接在不同处理的培养基

上,每瓶接种 20个花药, 每个处理接种 4瓶, 然后放

入人工气候箱培养。

1. 2. 1 � 激素组合及品种对怀地黄花药愈伤组织诱
导率的影响 � 设计四因素三水平正交试验研究不同

激素配比及其质量浓度和品种对愈伤组织诱导率的

影响(表 1)。将花蕾消毒后放入设计好的不同的培

养基中, 放入 26 � 条件下培养, 20 d 后观察结果。

试验结果采用正交试验结果直观分析方法进行

分析。

表 1� 怀地黄花药愈伤组织诱导正交试验的因素与水平

因素 水平 1 水平 2 水平 3

2, 4-D 0. 5mg/ L 1. 0mg/ L 2. 0mg/ L

6-BA 0. 5mg/ L 1. 0mg/ L 2. 0mg/ L

KT 0. 5mg/ L 1. 0mg/ L 2. 0mg/ L

品种 小黑英 串地龙 金皇后

1. 2. 2 � 不同低温预处理时间对怀地黄花药愈伤组

织诱导的影响 � 将新采摘的花蕾放入 4 � 冰箱预处
理 0d、1 d、3 d、5 d、7 d 后, 分别接种于 MS+ 2, 4-D

2� 0mg / L+ 6-BA 0. 5mg / L+ KT 2. 0mg/ L 培养基

中,每个处理重复 4次, 20 d后观察记录出愈率。数

据用最小显著差数法进行多重比较。

1. 2. 3 � 不同光照条件对怀地黄花药愈伤组织诱导

率的影响 � 将接种在 MS+ 2, 4-D 2� 0mg/ L+ 6-BA

0� 5mg/ L+ KT 2� 0mg/ L 的花药分别放置于黑暗条
件和光照条件下培养,每个处理重复 4次, 20 d后观

察结果。数据用最小显著差数法进行多重比较。

2 � 结果与分析

2. 1 � 不同激素配比和品种对怀地黄花药愈伤组织

诱导率的影响

从表 2可以看出, 2, 4-D、6-BA、KT、品种对怀

地黄花药愈伤组织的诱导都有一定的影响。处理组

合 7为最佳, 即 2, 4-D 2. 0mg/ L+ 6-BA 0� 5mg / L
+ KT 2� 0mg/ L + 串地龙。愈伤组织诱导率为
47%。

表 2� 怀地黄花药愈伤组织诱导率正交试验结果

处理组

合数

2, 4-D/

( mg/ L)

6-BA/

( mg/ L)

KT/

( mg/ L)
品种

愈伤组织

诱导率/ %

1 0. 5 0. 5 0. 5 小黑英 15

2 0. 5 1. 0 1. 0 串地龙 16

3 0. 5 2. 0 2. 0 金皇后 16

4 1. 0 0. 5 1. 0 金皇后 17

5 1. 0 1. 0 2. 0 小黑英 15

6 1. 0 2. 0 0. 5 串地龙 18

7 2. 0 0. 5 2. 0 串地龙 47

8 2. 0 1. 0 0. 5 金皇后 44

9 2. 0 2. 0 1. 0 小黑英 10

T 1 47 79 77 40

T 2 50 75 43 81

T 3 101 44 78 77

�x 1 15. 67 26. 33 25. 67 13. 33

�x 2 16. 67 24. 75 14. 33 27

�x 3 33. 67 14. 67 26 25. 67

� R � 18 11. 66 11. 34 14. 97

2. 2 � 不同低温预处理时间对怀地黄花药愈伤组织

诱导率的影响

4 � 低温预处理对花药愈伤组织诱导率有一定的

影响。对数据进行方差分析,不同低温预处理条件下

愈伤组织诱导率存在极显著差异。从表 3可以看出,

处理 3 d的愈伤组织诱导率最高,为 43� 00%,和其他
处理间差异均达到极显著水平。

表 3� 不同低温预处理时间下怀地黄花药愈伤组织诱导率

处理时间/ d 愈伤组织诱导率/ %

0 29. 25bB

1 29. 75bB

3 43. 00aA

5 20. 25cC

7 8. 00dD

� 注:不同大、小写字母表示差异达到 1%、5%显著水平。下同
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2. 3 � 不同光照条件对怀地黄花药愈伤组织诱导率

的影响

从表 4可以看出,在光照和黑暗条件下, 花药愈

伤组织诱导率差异未达到显著水平,但是在后期培

养过程中,在光照条件下的愈伤组织会有部分发生

褐化现象,因此,在花药愈伤组织诱导的初期, 黑暗

条件更有利于花药愈伤组织的诱导。

表 4� 不同光照条件下怀地黄花药愈伤组织诱导率

光照条件 愈伤组织诱导率/ %

黑暗 39. 75a

光照 39. 25a

3 � 讨论

3. 1 � 激素对怀地黄花药愈伤组织诱导率的影响

外源激素对花药愈伤组织的诱导作用极其重

要,不同植物、基因型和外植体对激素种类和配比有

不同的要求。丹参添加 2� 0mg/ L 6-BA + 0� 2
mg/ L NAA 诱导效果最好 [ 18]。甜查理草莓花药培

养最佳的激素配比为 6-BA 1� 0mg / L + 2, 4-D

2� 0mg / L[ 19 ]。在菠萝花药愈伤组织诱导中的最佳
激素配比为 2mg / L 2, 4-D + 0� 08mg/ L TDZ

[ 20]
。

而本研究表明, 2, 4-D 2� 0mg/ L+ 6-BA 0� 5mg/ L+ KT
2� 0mg/ L组合在怀地黄花药愈伤组织诱导中的效果
最佳。

3. 2 � 不同低温预处理时间对怀地黄花药愈伤组织

诱导率的影响

花药接种之前,对花蕾进行一定时间的低温预

处理,对大多数植物花药愈伤组织诱导具有良好的

促进作用。丹参在 4 � 低温预处理 2 d 效果最佳。

三七在 4 � 处理 4~ 6d可提高花药愈伤组织的诱导

率
[ 21]
。本研究表明, 4 � 低温预处理 3 d可以极显著

提高怀地黄花药的诱导率。

3. 3 � 不同光照条件对怀地黄花药愈伤组织诱导率

的影响

花药愈伤组织中是否需要光照以及光照强度的

影响因植物种类不同而异。越橘花药在有光照和黑

暗条件下,都能诱导出大量的愈伤组织,说明黑暗条

件不是越橘花药愈伤组织诱导的必要条件, 但黑暗

条件更有利于愈伤组织的诱导 [ 22]。本研究表明, 黑

暗和光照对怀地黄诱导率影响不大,但愈伤组织诱

导出来后在后期生长过程中对褐化程度有一定影

响。光照下诱导出的愈伤组织要比黑暗条件下诱导

出的愈伤组织褐化严重一些。因此,黑暗条件更有

利于怀地黄愈伤组织诱导。
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