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和 N A A 对黑籽南瓜器官离体再生的影晌

徐 恒 俄

(山东理工大学生命科学学院
,

摘博 25 504 9)

摘 要 :
对瓜籽南瓜的离体再生体 系进行了初步研究

。

结果表明
,

只籽南瓜的离体器官不定

根再生比较容易
,

不定芽的再生较为困难
,

受到多种因素的影响
。

在 K T 与 N A A 两种激素的培

养基上
,

不同外植体的再生能力差异明显
,

所有外植体都能诱导出愈伤组织
,

但只有子叶+ 胚抽

的部分能够再生出不定芽
,

其它部分都能再生出不定根
,

但胚抽上的不定根很少
.

最佳的再生培

养基足 M S+ K T 2
.

Om岁L + N A A 0
.

3 rl

州 L
,

可获得较高的不定芽诱导率
。
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黑籽南瓜是南瓜属中蔬菜作物
,

食用价值不高l[, 幻
,

但因其具有发达的根系
、

极好的抗冷性
、

抗病性.s[ 们等特

点
,

综合性状优良
,

成为瓜类作物的主要砧木之一
,

特别

在黄瓜栽培上
,

生产上一直应用广泛
。

以前对其研究较

多
,

但多集中于栽培方面
,

在育种方面极为罕见
。

黑籽

南瓜作为砧木的优越性已有许多研究
,

虽然已经有较好

的黄瓜砧木出璐习 ,

然而
,

作为广泛应用的砧木
,

在生产

上还未发挥重要作用
。

随着生产条件的变化
,

特别是温

室大拥内的小环境变化 (土坡次生盐演化严重
、

新型病

害发生等 )
,

发现黑籽南瓜在抗线虫方面还不理想
,

仅表

现为耐性困
,

但在抗盐性方面还有较好的表现
,

优于白

籽南瓜闭
,

在抗病性和主要经济性状等方面综合表现最

好sj[
。

对黑籽南瓜进行适当的基因改良
,

提高其抗线虫

病
,

成为当前急迫的问题
.

然而黑籽南瓜种内遗传多样

性很窄0[, l0]
,

无法满足杂交育种的要求
,

基因工程改良的

方法成为很好的选择
.

目前已经报道了黑籽南瓜的茎

尖培养快繁技术ll[ 〕 ,

但未有器官离体再生的报道
。

总体

讲
,

南瓜细胞与组织培养方面的研究还有很大进步空

间l[ 幻
。

现就黑籽南瓜的离体再生的初步研究结果进行

分析
,

为今后的基因改良奠定基础
。

1 材料与方法
1

.

1 植物材料

黑籽南瓜 ( O对毋倪匆 户d fol 纽 五七讹人) : 目前生产上

常用的瓜类嫁接砧木
,

种子购自济南种子市场
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 无菌苗制作 种子去皮后
,

采用 40 ℃温水浸种

Zh 以上备用
。

将准备好的去皮种子
,

采用酒精和次抓酸
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钠进行表面消毒
,

消毒后的种子接种于无菌的 12/ 卜侣培

养基
,

28 ℃发芽
,

备用
。

消毒方法采用 75 %的酒精 305
,

另加 5%的次抓酸钠分别消毒 5
、

10
、

15 而
n 三种方式

,

探

讨适宜的消毒方法
。

1
.

2
.

2 不同外植体的离体再生培养 将无菌苗切成子

叶顶端
、

子叶中段
、

子叶基端
、

子叶基端+ 下胚轴
、

下胚

轴 5种外植体
,

分别接种在培养基中进行培养
.

其中子

叶下端+ 下胚轴是通过下列方式获得的
:
将无菌苗的子

叶上半部去掉
,

下胚轴保留 3
~ 左右

,

从两子叶种间将

下胚轴劈成两半
,

每一半与子叶下半部相连
,

然后用镶

子将顶芽去掉
。

采用 M S 培养基为基本培养基
,

外加蔗

搪 30 创 L
,

琼脂粉 6
.

5岁L 固化
, p H 值 5

.

8
,

激素采用 K T

采用 0
、

1
.

0
、

2
.

0
、

4
.

0
、

6
.

0 1119 / L
,

分别与 N AA O
.

1
、

0
.

5
、

1
.

。
、

1
.

5 11艰 / I姐成 20 个处理
,

以不加激素的培养基作对

照
,

每处理每瓶接种 6 个外植体
,

重复 15 次
.

1
.

2
.

3 器官的离体再生 采用 M S 培养基为基本培养

基
,

外加蔗糖 30 岁 L
,

琼脂粉 6
.

5岁 L 固化
, p H 值 5

.

8 ;外

植体采用子叶上部
、

子叶下部+ 下胚轴
、

下胚轴 3种
,

分

别接种于以下激素组合中
。

激素选择 K T 和 N A A 两种

激素
,

根据上面的试验结果进行试验
,

由于无激素的培

养基上不能产生不定芽
,

试验没设该处理
.

K T 的浓度

分别为
: 1

、

2
、

311艰 / L , N A A 的浓度分别为
: 。

、

0
.

1
、

0
.

3
、

。
.

s n

官 L
.

共组成 12 个激素处理
,

每处理每瓶接种 5 个

外植体
,

重复 15 次
。

2 结果与分析
2

.

1 无菌苗的获得

采用三种消毒方式对去皮的南瓜种子进行消毒
,

试

验表明除了 5而
n
外

,

其它两种消毒方式都能够获得

10 。%的无菌苗
,

但是消毒 15 而
n
的无菌苗

,

生长缓慢
,

不

整体
,

发芽效果不好
,

因此
,

在以后的试验中
,

全部采用

75 %酒精消毒 305 + 5%次抓酸钠 10 而 on

2
.

2 子叶下部+ 胚轴的外植体中顶芽的去除效果

2 0 0
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在进行离体再生的试验过程中
,

为了保证去除顶芽

的影响
,

每次进行切苗时
,

随机抽取去顶芽的外植体进

行镜检
,

在解剖显微镜下
,

可以清楚地看到顶芽和顶芽

去除后留下的凹形痕迹
,

表明顶芽去除彻底
。

2
.

3 不同外植体对不定芽再生的影响

外植体的种类是影响不定芽再生的重要因子
,

这在

许多作物中皆有报道
,

黑籽南瓜也表现出同样的特性
。

试验表明单纯的子叶上部
、

中部
、

基部
、

下胚轴在 K T 与

N A A 形成的多种激素配方下
,

都能很好地诱导愈伤组

织和生根
,

但是不能诱导出不定芽
。

在外植体接种后的

几天内
,

可以看到外植体急速增大
,

4~ d5 后基本稳定
,

并逐渐出现愈伤组织
,
1d0 后开始出现不定根

,

最终没能

得到不定芽
。

用外植体子叶上部
、

子叶下部十下胚轴
、

下胚轴三

部分进行试验
,

结果获得了不定芽
,

表 1 的结果说明黑

籽南瓜的不定芽再生
,

以子叶下部+ 下胚轴为最适外植

体
,

其它部分在该条件下无法获得不定芽。相比较而言
,

不定根的获得
,

则显得较容易
,

但在胚轴外植体的生根

率明显较少 (部分结果见表 1)
.

试验中发现
,
K T 的添加对不定芽的发生是必裕的

,

低浓度 K T 对外植体上不定芽发生的影响小于高浓度

的 K T ,然而当浓度大于 4n
留 L时

,

外植体玻璃化严重
,

影响外植体的正常生长发育
。

不添加激素的对照处理

则没有获得任何不定芽
。

试验也表明
,

当 N A A 浓度进

一步提高到 1
.

0 和 1
.

5吨 / L 时
,

不定芽的再生率大大下

降
。

不定根的生长 t 加大
。

因此不宜使用较大浓度的

N A A
。

衰 1 不同外植体的再生能力比较

处理 外植体总效
再生芽

总数
再生芽率

生根外

植体总数

生根外

植体率

.0 4岛

.0 4盯

0
.

1 32

O甘月夕丹己
曰.二丹̀七曰丹了自乙,曰1子叶十胚轴

2 子叶琪端

3下胚轴

50 7 0
。

70 5 328

0 0 12 1

0 0 触

2
.

4 K T 对离体器官再生的影响

试验结果表明
,
K T 对不同外植体器官再生的影响

略有差异
。

从外植体子叶上部十胚轴的试验结果可以

看出
,

在 N A A 浓度一定时
,

不定芽再生率随着 K T 浓度

的变化而变化
,

不定芽再生率以 K T 浓度为 21川岁L 为最

高
,

浓度过高
,

则不定芽发生率反而下降
。

K T 对不定根的诱导则表现出不同的模式
,

变化趋

势正好和不定芽的发生相反
.

随着 K T 浓度的上升
,

不

定根发生率先降低
,

再升高
,

成
“

V
”
型变化

.

这表明较

高的 K T 浓度也不利于不定芽的再生
,

但对不定根的发

生抑制性能减弱 (图 D
.

K T 对子叶上部和下胚轴的器官发生的影响则不

同
.

随着 K T 浓度的增加
,

子叶上部外植体不定根的再

生率一直明显呈下降趋势
,

而当 K T 浓度大于 l rl

官 L

时
,

胚轴外植体不再产生不定根 (图 2)
.

口 生芽率
日生根率

赞
毕
州

0
.

2

0

1

0
.

8

0
.

6

0
.

4

0
.

2

0 嫂嫂嫂
「

陈陈 即即

口下胜轴

口子叶
_

L娜

1
.08“.04

铃州健

2 3

K洲胶度(m glL )

圈 1 K T 对 . 官再生的影晌

1 2 3

K洲浓度(m砂)L

圈 2 K T 对不定报再生的影晌

2
.

5 N AA 对外植体器官再生的影响

N AA 是器官离体再生的常用生长素类激素
,

对黑

籽南瓜的器官再生有着重要作用
,

对于子叶下部+ 胚轴

外植体
,

在 K T 存在的条件下
,
N A A 不是不定芽产生的

必需条件
,

也不是不定根诱导所必需的
。

不定芽的诱导

率
,

随着 N A A 浓度的提高而提高
,

当浓度提高到 0
.

3

时
,

不定芽发生率最高
。

N A A对不定根的发生具有很好的促进作用
。

不定

根的诱导率也随着 N A A 浓度的变化而变化
,

当 N AA 浓

度达到 0
.

l r l

官 L 时为最大值
,

然后
,

随着 N A A 浓度的

提高
,

不定根的发生率呈逐渐下降趋势 (图 3)
。

对不同的外植体
,

在 K T 存在的条件下
,
N A A 的影

响也不同
。

对下胚轴外植体
,
N A A 对其不定根的发生

没有促进作用
,

甚至有抑制作用 ; 对子叶上部外植体来

讲
,
N A A对其不定根的发生具有促进作用 (图 4)

.

2
.

6 K T 和 N A A 对器官再生的综合影响

以子叶下部十下胚轴为外植体
,

对 N AA 和 K T 分

别在 3个水平的试验结果
,

进行了不定芽再生的全面比

较
,

不定芽的发生率以 K T 2
.

0 + N A A 0
.

3 为最高
,

K T

2
.

0+ N A A 0
.

5 次之 (图 5
,

在横坐标上同一 N A A 浓度

上的三个长柱
,

分别代表 3个 K T 浓度 )
。

但总体说来
,

该体系的不定芽再生率还不高
.

2 0 1
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口生报率
口生芽率

口下胚轴

0子叶上部
哥州眯哥州阵

N ^ ^浓度 (二班 )

圈 3 NA A 对 .官再生的影晌

A N ^浓度 (。 gI L )

圈 4A A N对不定根再生的影晌

口 l mg lL

D Z mg l L

日 3 m以 L

1 0.8“ 0.40.2

哥州眯

0
.

1 0
.

3 0
.

5

AA N浓度 (二g lL )

圈 5 不同 T K和 AA N组合对不定芽再生的影响

3 讨论

在葫芦科中
,

已经有不少的作物建立起了离体再生

体系
,

但在南瓜属作物中还不多
,

仅在西葫芦和笋瓜上

有报道
,

黑籽南瓜离体再生体系的建立
,

对南瓜属植物

的离体培养有一定的促进作用
.

但是目前建立的再生

体系
,

其不定芽再生率还不高
,

需要进一步优化
,

采用更

多的激素进行试验
.

试验中外植体的种类严重影响不

定芽的再生
,

这与笋瓜和西葫芦的研究结果相似la[
·“ 〕 ,

这可能是与南瓜的细胞分化有关
,

越接近顶端生长点的

部位
,

其再生能力越强
.

然而子叶的不同部位的不定根

再生能力较强
,

这可能与子叶内部的内激素有关
。

通过

进一步的研究
,

将建立更加高效的离体再生体系
。
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