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基于响应面设计茎段形成层培养猕猴桃幼苗的优化研究
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摘　 要: 为降低猕猴桃组培快繁中的污染率ꎬ提高其繁殖效率ꎬ该文以猕猴桃的幼嫩茎段为外植体ꎬ采用两

步培养法进行茎段形成层的愈伤及成苗诱导研究ꎬ并利用响应面设计软件对 ＮＡＡ 浓度、６￣ＢＡ 浓度、低渗处

理时间进行了各条件的优化ꎬ同时通过组织切片确定愈伤的来源及幼苗的形成方式ꎮ 结果表明:(１)培养过

程中撕除茎段周皮能显著降低污染率ꎬ用 ２００~ ４００ ｍｇＬ￣１的 ＰＶＰ 处理猕猴桃茎段可有效防止去皮茎段的

褐化ꎮ (２)愈伤诱导的最佳条件为预培养 ２８.３ ｈ、ＮＡＡ ４.４５ ｍｇＬ￣１、６￣ＢＡ ０.２８ ｍｇＬ￣１ꎬ而幼苗形成的最佳

条件为预培养 ２６.４ ｈ、ＮＡＡ ４.８４ ｍｇＬ￣１、６￣ＢＡ ０.４２ ｍｇＬ￣１ꎮ 这表明形成层愈伤诱导需较长低渗处理时间

和较高生长素ꎬ而成苗诱导则需较高生长素、激动素及较短的低渗处理时间ꎮ (３)组织切片观察结果表明猕

猴桃愈伤组织源于形成层干细胞的分裂ꎬ且幼苗株源于胚状体的发育ꎮ 综上结果表明ꎬ通过除去猕猴桃嫩

茎周皮ꎬ外加抗氧化、低渗处理ꎬ可有效降低猕猴桃组培快繁中的污染率ꎬ提高繁殖系数和胚状体发生率ꎬ为
猕猴桃种苗的规模化生产提供技术支撑ꎮ
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　 　 猕 猴 桃 ( Ａｉｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ) 为 猕 猴 桃 属

(Ａｃｔｉｎｉｄｉａ Ｌｉｎｄｌ)的多年生藤本植物ꎬ是 ２０ 世纪人工

驯化栽培野生果树中最为成功的树种之一(吴晓

梅ꎬ２０１０)ꎬ在全世界所发现的 ６６ 个种及 １１８ 个分类

单元中ꎬ云南分布有 ５６ 个种、变种及变型(黄宏文

等ꎬ２０００ꎻ胡忠荣等ꎬ２００３)ꎮ 猕猴桃作为一种雌雄

异株植物ꎬ利用种子繁殖猕猴桃种苗ꎬ易造成品种

退化ꎬ不利于优良性状的保持ꎻ采用扦插、嫁接等方

法ꎬ工作效率及成活率又较低ꎮ 利用组培快繁技

术ꎬ不仅可较好地保持品种的优良性状ꎬ维持其遗

传稳定性ꎬ而且可以缩短育苗周期ꎬ降低幼苗运输

成本ꎮ 因此ꎬ组培快繁已成为猕猴桃产业发展中的

重要技术措施ꎮ
有关猕猴桃的组培快繁ꎬ目前已有大量的相关

研究ꎬ其中包括外植体的灭菌方式、植物生长调节

剂的组合、外植体愈伤诱导分化等条件的系统分

析ꎬ并建立了相应的离体快繁体系ꎮ 目前采用的外

植体有叶片、茎段、腋芽等(陈红惠ꎬ２００５ꎻ罗强和刘

建林ꎬ２００９ꎻ于非ꎬ２０１７ꎻ张玉杰ꎬ２０１４ꎻ文国琴和何

震ꎬ２００４ꎻ顾福明等ꎬ２０１８)ꎮ 这些研究对猕猴桃快

繁技术的研究及应用具有积极的促进作用ꎮ 然而ꎬ
当采用叶片、茎段、腋芽等为外植体时ꎬ由于叶表面

具绒毛或茎段具裂缝ꎬ会造成组培快繁中污染率较

高ꎮ 植物干细胞ꎬ传统上又称为分生组织ꎬ是植物

体内相对已分化为成熟组织的细胞团或细胞群

(Ａｉｃｈｉｎｇｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ Ｓｏｚｚａｎｉ ＆ Ｉｙｅｒ￣Ｐａｓｃｕｚｚｉꎬ
２０１４)ꎮ 初生分生组织包括顶端分生组织、居间分

生组织和花分生组织ꎻ次级分生组织包括形成层、
木栓形成层和外伤形成的愈伤 ( Ｍａｒｔｙｎａ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１４ꎻＨｅｉｄｓｔｒａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ 研究表明ꎬ组织培养中

所形成的愈伤也多源于干细胞中存在细胞群的形

成及脱分化ꎬ表明干细胞在愈伤的形成过程中起到

重要作用(Ａｌｉｓｏｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００２ꎻＳｕｇｉｍｏｔｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０ꎻ
Ｋａｏｒｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１１)ꎮ 由于植物形成层干细胞的细

胞壁较薄ꎬ在分离过程中极易受损ꎬ导致植物干细

胞的分离、纯化非常困难ꎮ 而形成层干细胞中液泡

较多ꎬ对渗透压的耐性较强ꎬ可利用渗透压处理以

提高植物干细胞的成活率(Ｇａｒｃｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７ꎻＹｕ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０ꎻＬｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎮ

本实验以红阳猕猴桃的幼嫩茎段为实验材

料ꎬ首先将茎段经消毒处理后撕除茎段周皮ꎻ其次

通过两步培养法ꎬ在仅加生长素的低渗培养基中

培养剥去周皮的猕猴桃茎段ꎬ促使形成层干细胞

存活、分裂ꎬ降低其他细胞的活性ꎻ最后在正常培

养基中培养经低渗处理的茎段或其切片ꎬ诱导其

形成愈伤ꎬ并分化成苗ꎬ实现猕猴桃茎段形成层细

胞的一次成苗诱导ꎮ 这有效地解决了上述利用叶

片或茎段为外植体存在的污染率较高、植物干细

胞分离纯化非常困难等问题ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

材料为幼嫩的猕猴桃茎段ꎬ品种为红阳猕猴

２９０２ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



桃(Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ ｃｖ.‘Ｈｏｎｇｙａｎｇ’)ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 外植体消毒 　 茎段先用自来水冲洗 １ ~ ２ ｈ
后ꎬ用滤纸吸干表面水分ꎬ在无菌条件下ꎬ用 ７５％
的无水乙醇消毒 ３０ ｓꎬ再用 ０.１５％ 的氯化汞消毒 ８
ｍｉｎꎬ用无菌蒸馏水冲洗 ５ 次ꎬ用消毒的滤纸吸干

表面水分后ꎬ将茎段切成长度 ２ ~ ３ ｃｍ 的小段为接

种外植体ꎮ
１.２.２ 形成层幼苗的诱导 　 茎段接种前ꎬ用镊子剥

离猕猴桃幼嫩茎段的周皮ꎬ将茎段两端各切除

０.１ ~ ０. ２ ｃｍ 后置于防氧化处理液( ３００ ｍｇＬ￣１

ＰＶＰ)处理 ３０ ｍｉｎꎬ随后将处理完毕的茎段置于形

成层干细胞低渗处理培养基ꎬ低渗培养基以 ＭＳ 为

基本培养基ꎬ添加 ８ ｇＬ￣１琼脂粉、２.５ ｇＬ￣１蔗糖

及 ３ ｍｇＬ￣１ＮＡＡꎬ在黑暗、温度为 ２４ ~ ２６ ℃ 条件

下进行培养ꎬ培养时间为 ２５ ~ ３０ ｄꎮ 茎段培养 ２５ ~
３０ ｄ 后ꎬ将茎段再次切短ꎬ形成长度为 ２ ~ ４ ｃｍ 的

小段或 ０.２ ~ ０.３ ｃｍ 的薄片ꎬ转入形成层干细胞诱

导愈伤培养基中诱导培养ꎮ 在前期的预备实验

中ꎬ发现采用 ２ꎬ４￣Ｄ 为生长素ꎬ虽然能提高愈伤诱

导率ꎬ但是会严重影响胚性愈伤的诱导及胚状体

的形成、分化ꎮ 猕猴桃组培快繁中多采用的植物

激素多为 ６￣ＢＡ 和 ＮＡＡ(罗强和刘建林ꎬ２００９ꎻ张玉

杰ꎬ２０１４ꎻ于非ꎬ２０１７ꎻ顾福明等ꎬ２０１８)ꎮ 因此ꎬ参
考吕海燕等(２０１９)的报道ꎬ本实验形成层干细胞

诱导培养基是在 ＭＳ 基本培养基基础上进行如下

调整ꎬ添加 ６ ｇＬ￣１琼脂粉、３５ ｇＬ￣１蔗糖及不同

浓度的 ＮＡＡ 及 ６￣ＢＡꎬ在 １ ８００ ~ ２ ２００ ｌｘꎬ ( ２５ ±
２)℃下培养ꎮ 同时ꎬ对低渗培养基的处理时间进

行了预备实验ꎬ处理时间分别为 ０、５、１０、１５、２０、
２５、３０、３５ ｄꎬ结果发现处理时间在 ２５ ｄ 以下ꎬ茎段

多以愈伤－器官形成方式形成幼苗ꎬ而 ３０ ｄ 以上茎

段形成胚状体的频率会大幅下降ꎮ 因此ꎬ在利用

Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ ８.０６ 软件进行三水平设计培养条件

优化选择时ꎬ低渗培养基的处理时间选择 ２５ ~ ３０
ｄꎮ 而 ＮＡＡ、 ６￣ＢＡ 浓度的下限分别设为 ３、 ０. ２
ｍｇＬ￣１ꎬＮＡＡ、６￣ＢＡ 浓度的上限分别设为 ５、０. ５
ｍｇＬ￣１ꎮ 低渗处理完毕后的茎段或茎段切片转入

愈伤诱导培养基中培养ꎬ经 ２０ ~ ３０ ｄ 培养后茎段

形成层会形成胚性愈伤及胚状体ꎬ并逐步分化为

不定芽ꎮ 所有处理中ꎬ实验重复 ３ 次ꎮ
１.２.３ 愈伤组织来源途径的确定及幼苗生根 　 取

培养中的猕猴桃茎段及长有愈伤的茎段切片ꎬ进

行切片观察ꎬ切片采用徒手切片ꎬ中性红染色观

察ꎮ 当不定芽所形成的幼苗至 ２ ~ ３ ｃｍ 时ꎬ将其从

猕猴桃茎段或茎段切片切下ꎬ转入生根及壮苗培

养基诱导生根及壮苗ꎬ培养基分别为 １ / ２ＭＳ 培养

基＋ＮＡＡ ０.３ ｍｇＬ￣１ ＋(蔗糖及琼脂下同) ３％糖＋
０.８％琼脂、１ / ２ＭＳ 培养基＋ＩＢＡ ０.３ ｍｇＬ￣１及 ＭＳ
培养基＋ＮＡＡ ０.３ ｍｇＬ￣１ꎮ 每瓶生根培养基分别

接种 １０ 株幼苗ꎬ每隔 １０ ｄ 统计生根数量与根长ꎮ
实验重复 ３ 次ꎮ
１.３ 数据处理

数据 通 过 软 件 ＳＰＳＳ ２０. １ 及 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ
８.０６ 处理ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 形成层干细胞诱导愈伤及其分化的形态学变化

猕猴桃茎段或有绒毛ꎬ或有微小裂纹ꎬ易吸附

微生物ꎬ造成猕猴桃茎段培养过程中的污染ꎬ撕掉

周皮相当于除去了污染源ꎮ 未撕周皮的猕猴桃茎

段的污染率为 ４５％ ~６２％ꎬ而撕掉周皮的污染率为

１５％ ~２１％ꎮ 但是猕猴桃茎段非常容易发生褐化ꎬ
褐化茎段会释放酚类物质而影响茎段愈伤的形

成ꎮ 将猕猴桃茎段置于抗氧化液处理后ꎬ可有效

防止去皮茎段的氧化(图 １: Ａ)ꎮ 在前期预备实验

中ꎬ曾对 １５０、２００、３００、４００ｍｇＬ￣１的 ＰＶＰ 各处理

３０ ｍｉｎꎬ发现 ２００ ~ ４００ ｍｇＬ￣１都能取得较好抗氧

化效果ꎮ 因此ꎬ实验选择了 ３００ ｍｇＬ￣１的 ＰＶＰ 为

抗氧化剂ꎬ并利用 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ ８. ０６ 软件对其处

理时间进行了优化ꎮ 经形成层干细胞低渗培养基

培养 ２５ ~ ３０ ｄ 的茎段或茎段切片转入愈伤诱导培

养基中进行培养ꎬ培养 １０ ~ １５ ｄ 后ꎬ可在茎段表面

及茎 段 切 片 上 观 察 到 浅 绿 色 的 胚 性 愈 伤

(ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ)凸起(图 １: ＢꎬＣ)ꎬ随着凸起愈

伤的增大及转绿ꎬ培养 ２０ ~ ２５ ｄ 后ꎬ胚性愈伤可直

接分化为胚性幼芽从而形成幼苗(图 １:ＤꎬＦ)ꎮ 从

幼芽不定芽的横切片看ꎬ不定芽源于愈伤团内的

致密组织(图 １:Ｅ)ꎮ 当幼苗长至 ２ ~ ３ ｃｍ 时就可

将其切下转入生根培养基中培养生根(图 １:Ｇ)ꎮ
２.２ 形成层干细胞的愈伤诱导及成苗条件优化

培养 ２０ ~ ３０ ｄ 后ꎬ猕猴桃茎段开始长出浅绿

色胚性愈伤(图 １:ＢꎬＣ)ꎬ各处理组合中胚性愈伤

组织的诱导情形见表 １ꎮ 图 ２ 为经 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ
８.０６ 分析所得的效应面及等高图ꎮ 从图 ２ 可以看

３９０２１２ 期 段新钰等: 基于响应面设计茎段形成层培养猕猴桃幼苗的优化研究



出ꎬ各因素对愈伤诱导率的影响较为复杂ꎮ 在

Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ 软件所分析的等高线及响应面中ꎬ等
高线的形态可反映因素间交互作用的大小ꎬ圆形

表示 交 互 作 用 小ꎬ椭 圆 形 则 相 反 (代 文 亮 等ꎬ
２００７)ꎬ响应面的坡度变化可反映出各因素对响应

值的影响力ꎬ坡度越缓表明影响越小ꎬ反之亦然

(张黎明等ꎬ２０１４)ꎮ 由图 ２ 可知ꎬ时间与 ＮＡＡ 浓

度、６￣ＢＡ 浓度与 ＮＡＡ 浓度的交互作用较强ꎬ同时

时间对 ＮＡＡ 浓度及 ６￣ＢＡ 浓度的影响较大ꎮ 这也

反映在方差分析中(表 ２)ꎬ在三个因素中只有时间

对愈伤诱导率和植物形成率呈显著性差异(Ｐ ≤
０.０５)ꎮ 软件所得的回归方程为 Ｙ ＝ － １７ ８３９. ８ ＋
１ ２９６.８ｘ１＋ １０９. ８ｘ２ ＋ ９８２. ３ｘ３ － ３. ５ｘ１ ｘ２ － １３. ３ｘ１ ｘ２ ＋
２７. １ｘ２ ｘ３ － ２３. ４ｘ１

２ － １. ９１ｘ２
２ － １ ０１７.１ ｘ３

２ ( Ｒ２ ＝
０.９６４)ꎮ 式中:Ｙ 为愈伤诱导率ꎻｘ１、ｘ２、ｘ３ 分别为

时间、ＮＡＡ 浓度、６￣ＢＡ 浓度ꎮ 方程拟合非常好ꎬ模
拟回归模型的 Ｐ 值为 ０.０００ ３１≤０.０５ꎬ缺失项的 Ｐ
值为０.２５１ ８≥０.０５ꎮ 方程解析后的最佳条件为时

间 ２８.３ ｈ、ＮＡＡ ４.４５ ｍｇＬ￣１、６￣ＢＡ ０.２８ ｍｇＬ￣１ꎬ
从中可以看出形成层愈伤诱导需要较长的处理时

间和较高的生长素ꎮ
随着培养时间的延长ꎬ茎段或茎段切片所形成

的胚性愈伤会分化幼芽(图 １:Ｄ)ꎬ并形成幼苗(图
１:Ｆ)ꎬ当苗长至 ２~３ ｃｍ 时ꎬ将幼苗切下转至生根培

养基生根培养ꎮ 各处理组合中幼芽的形成率见表

１ꎬ图 ３ 为经 Ｄｅｓｉｇｎ￣Ｅｘｐｅｒｔ ８.０６ 分析所得的效应面

及等高图ꎮ 从图 ３ 可以看出ꎬ各因素对植株形成率

影响较为复杂ꎬ尤其是 ＮＡＡ 与处理时间之间ꎮ 从等

高线上看ꎬＮＡＡ 浓度、６￣ＢＡ 浓度及时间三因素间均

有较强的互作关系ꎬ而 ＮＡＡ 与 ６￣ＢＡ 间的互作相对

小ꎻ从响应面上看ꎬＮＡＡ 浓度、６￣ＢＡ 浓度对植株形

成率的影响较大ꎮ 从软件中得到各因素对植株形

成率影响的回归方程为 Ｙ ＝ － １０ ２３７.９＋ ７４３. ６ｘ１ ＋
２１.１ｘ２＋９４０.３ｘ３－ ４.８ｘ１ｘ２－２３.１ｘ１ｘ２－１５６ｘ２ｘ３－１３.２ｘ１

２＋
２７.６ｘ２

２－６５８.３ｘ３
２(Ｒ２ ＝ ０.８９２)ꎮ 式中:Ｙ 为植株形

成率ꎬ其他与上述方程的相同ꎮ 表 ２ 显示模拟模

型的 Ｐ 值为０.０１１ ２(Ｐ≤０.０５)ꎬ而拟失项的 Ｐ 值

为０.３４５ ５(Ｐ≥０.０５)ꎬ表明模拟模式较为成功ꎮ 模

拟方程解析后的最佳条件为时间 ２６. ４ ｈ、ＮＡＡ
４.８４ ｍｇＬ￣１、６￣ＢＡ ０.４２ ｍｇＬ￣１ꎬ从中可以看出植

株形成需要较高的生长素和激动素ꎬ而要求前期

的低渗处理时间较短ꎮ

２.３ 愈伤组织来源途径的确定

从茎段横切片上来看ꎬ可观察到干细胞形成

的细胞团ꎬ经中性红染色ꎬ可观察到排列紧密的细

胞团(图 １:ＩꎬＪꎬＫ)ꎮ 随着细胞团的不断分裂ꎬ可观

察到细胞团形成胚状体结构(图 １:ＪꎬＬ)ꎬ甚至有胚

状体萌发的结构(图 １:Ｊ)ꎬ在茎段切片的表面可观

察到胚状体萌发形成的胚状体茎和胚状体芽(图

１:Ｄ)ꎮ 经中性红染色ꎬ在茎段形成层的细胞内部

可观察到大量的微小液泡及所形成的细胞团(图

１:Ｍ)ꎬ众多微小液泡是干细胞的一大特征ꎬ表明

猕猴桃幼嫩茎段的形成层中存在有干细胞ꎬ且分

裂形成细胞团ꎬ这些细胞团随后形成愈伤或胚状

体ꎬ最终形成胚状体芽及幼苗ꎮ
２.４ 幼苗生根培养基的选择

幼苗接种在生根培养基上 １５ ｄ 后ꎬ发现几乎

所有幼苗都能生根ꎮ 从生根的数量及根长上看ꎬ
１ / ２ＭＳ 更合适ꎬ而在苗高上ꎬ１ / ２ＭＳ 与 ＭＳ 没有差

异ꎬ选择 ＮＡＡ 的生根诱导效果更好ꎮ 这表明猕猴

桃幼苗较易生根ꎮ 对少量幼苗进行移栽 (图 １:
Ｈ)ꎬ成活率在 ９５％以上ꎬ表明猕猴桃组培幼苗的

移栽要求不高ꎮ

３　 讨论与结论

本研究通过去除茎段周皮降低污染率ꎬ低渗前

处理促进茎段干细胞活性ꎬ培养诱导干细胞分裂形

成胚性愈伤及其分化ꎬ并通过响应面设计对处理条

件的优化ꎬ实现了红阳猕猴桃茎段干细胞直接形成

幼苗的快繁体系构建ꎮ 该体系中ꎬ在预处理时间、
ＮＡＡ 浓度、６￣ＢＡ 浓度分别为 ２７.５０ ｈ、３.００ ｍｇＬ￣１、
０.２０ ｍｇ  Ｌ￣１ 时ꎬ胚性愈伤诱导率达 ( ２８７. ３０ ±
１２.００)％ꎻ在预处理时间、ＮＡＡ 浓度、６￣ＢＡ 浓度分别

为 ２７.５０ ｈ、５.００ ｍｇＬ￣１、０.２０ ｍｇＬ￣１时ꎬ植株形成

率达(３２９.５０ ± ９.０６)％ꎮ 综合胚性愈伤形成率及植

株形成率ꎬ低渗预处理 ２７.５０ ｈ、ＮＡＡ ５.００ ｍｇＬ￣１、
６￣ＢＡ ０.２ ｍｇＬ￣１时ꎬ胚性愈伤形成率和植株形成率

分别为(２４９.４７ ± ３.２１)％、(３２９.５０ ± ９.０６)％ꎬ可实

现红阳猕猴桃的高效快速繁殖ꎮ 有关红阳猕猴桃

的快繁研究中ꎬ文国琴和何震(２００４)利用红阳猕猴

桃茎段ꎬ在 ＭＳ＋ＢＡ １.０ ｍｇＬ￣１ ＋ ＮＡＡ ０.１ ｍｇＬ￣１

诱导培养基中获得 ８８％的愈伤组织诱导率ꎻ相应愈

伤在 ＭＳ ＋ ＢＡ ２.０ ｍｇＬ￣１ ＋ ＮＡＡ ０.１ ｍｇＬ￣１中ꎬ芽
分化率达到 ５６.６％ꎮ 甘丽萍等(２０１６)也利用红阳
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Ａ. 抗氧化液处理的茎段(１ꎬ２ꎬ３ 分别为未剥皮茎段、剥皮抗氧化处理茎段、剥皮未处理茎段)ꎻ Ｂ. 茎段表面形成的绿色胚性愈

伤ꎻ Ｃ. 茎段切片形成的胚性愈伤ꎻ Ｄ. 茎段胚性愈伤上胚状体茎及胚状体芽ꎻ Ｅ. 解剖镜下的幼芽ꎻ Ｆ. 茎段表面形成的胚性愈伤

及分化的幼苗ꎻ Ｇ. 生根幼苗ꎻ Ｈ. 移栽幼苗ꎻ Ｉ. 中性红染色形成层细胞形成的细胞团(×４０)ꎻ Ｊ. 中性红染色形成层细胞形成的

细胞团、胚状体(×４０)ꎻ Ｋ. 源于形成层的细胞团ꎻ Ｌ. 源于形成层细胞的胚状体ꎻ Ｍ. 干细胞中的微小液泡( ×４０)ꎮ ＥＣ. 胚性愈

伤ꎻ ＥＭ. 胚状体ꎻ ＥＳ. 胚状体茎ꎻ ＳＬ. 胚状体幼芽ꎻ ＳＳＣ. 干细胞团ꎻ ＳＶ. 微小液泡ꎮ
Ａ. Ｓｔｅｍ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ａｎｔｉ￣ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ(１ꎬ２ꎬ３ ｗａｓ ｓｔｅｍ ｕｎｒｅｍｏｖｅｄ ｐｅｒｉｄｅｒｍꎬ ｒｅｍｏｖｅｄ ｐｅｒｉｄｅｒｍ ｓｔｅｍ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｎｔｉ￣ｏｘｉｄａｎｔ ａｎｄ ｒｅｍｏｖｅｄ
ｐｅｒｉｄｅｒｍ ｓｔｅｍ ｗｉｔｈ ｕｎｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｎｔｉ￣ｏｘｉｄａｎｔꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ)ꎻ Ｂ. Ｇｒｅｅｎ ｃａｌｌｕｓ ｆｏｒｍｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｓｔｅｍ ｓｕｒｆａｃｅꎻ Ｃ. Ｃａｌｌｕｓ ｆｏｒｍｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｓｔｅｍ ｓｅｃｔｉｏｎꎻ
Ｄ. Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｓｔｅｍ ａｎｄ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｂｕｄ ｆｏｒｍｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｓｔｅｍ ｓｅｃｔｉｏｎꎻ Ｅ. Ｙｏｕｎｇ ｂｕｄ ｓｅｃｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ａｎａｔｏｍｉｃａｌ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅꎻ Ｆ. Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ
ｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ｓｔｅｍ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓꎻ Ｇ. Ｒｏｏｔｉｎｇ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓꎻ Ｈ. Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓꎻ Ｉ. Ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｃｌｕｓｔｅｒ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｓｔａｉｎｅｄ
ｗｉｔｈ ｎｅｕｔｒａｌ ｒｅｄ (×４０)ꎻ Ｊ. Ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎｄ ｅｍｂｒｏｉｄ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｃａｍｂｉａｌ ｃｅｌｌ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｕｔｒａｌ ｒｅｄ (×４０)ꎻ Ｋ. Ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎｄ
ｅｍｂｒｏｉｄ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｃａｍｂｉａｌ ｃｅｌｌ ｓｔａｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｎｅｕｔｒａｌ ｒｅｄꎻ Ｌ. Ｅｍｂｒｙｏｉｄ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｃａｍｂｉａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌꎻ Ｍ. Ｓｍａｌｌ ｖａｃｕｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｏｆ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ
(×４０). ＥＣ. Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃａｌｌｕｓꎻ ＥＭ. Ｅｍｂｒｏｉｄꎻ ＥＳ. Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｓｔｅｍꎻ ＳＬ. Ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｂｕｄꎻ ＳＳＣ. Ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｃｌｕｓｔｅｒꎻ ＳＶ. Ｓｍａｌｌ ｖａｃｕｏｌｅ.

图 １　 诱导猕猴桃茎段形成层干细胞形成幼苗的过程
Ｆｉｇ. １　 Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇ ｏｆ ｐｌａｎｔｌｅｔ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｃａｍｂｉｕｍ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌ ｏｆ ｙｏｕｎｇ ｓｔｅｍ ｓｅｇｍｅｎｔｓ ｉｎ Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ

猕猴桃茎段作为外植体ꎬ分别对红阳猕猴桃快速繁

殖进行过相关的研究ꎬ 但愈伤诱导率、 植株形成率

均较本实验低ꎻ从激素组成上看ꎬ愈伤诱导激素组

合为 １.０ ｍｇＬ￣１ ＺＴ＋０.１ ｍｇＬ￣１ ＮＡＡꎬ与本实验的

愈伤诱导组合有一定的差异ꎬ但都利用了 ＺＴꎮ
在常用的细胞分裂素中ꎬＺＴ 的活性最强ꎮ 本

实验利用较低浓度的 ６￣ＢＡ 实现红阳猕猴桃的高

效诱导应该与实验中低渗预处理有关ꎮ 在渗透胁

迫条件下ꎬ植物细胞ꎬ尤其是其细胞器会发生结构

变化ꎬ引发膜脂过氧化程度的加剧ꎬ从而快速积累

活性氧物质(蒋明义等ꎬ１９９４ꎻ朱美琛等ꎬ２０１９)ꎮ
作为植物中重要的信号分子ꎬ活性氧物质(ＲＯＳ)

在植物的生长、发育中具有重要的作用( Ｓｃｈｍｉｄｔ ＆
Ｓｃｈｉｐｐｅｒｓꎬ ２０１５ꎻＳｃｈｉｐｐｅｒｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 在植物

中除子叶源于顶端分生组织的中心区 ( ｃｅｎｔｒａｌ
ｚｏｎｅ)外ꎬ其他的器官均源于围绕中心区周围区域

( ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｚｏｎｅ ) 已 分 化 的 瞬 态 放 大 细 胞

(ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ｔｒａｎｓｉｅｎｔ ａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ ｃｅｌｌｓ ) (Ａｉｃｈｉｎｇｅｒ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２)ꎬ基因组中同源结构域转录因子 ＷＵＳ
(ｗｕｓｃｈｅｌ)可首先在组织中心表达ꎬ随后迁移至中

心区以维持干细胞的状态( Ｄａｕｍ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１４)ꎮ
最近ꎬＺｅｎｇ ｅｔ ａｌ. (２０１７)以拟南芥为材料ꎬ研究了

活性氧物质对干细胞的调节机制ꎬ表明干细胞中

所累积超氧阴离子可激活 ＷＵＳ 的表达ꎬ 从而维持
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Ａ. 预处理时间与 ＮＡＡ 互作ꎻ Ｂ. 预处理时间与 ６￣ＢＡ 互作ꎻ Ｃ. ６￣ＢＡ 与 ＮＡＡ 互作ꎮ
Ａ. Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ ａｎｄ ＮＡＡꎻ Ｂ. Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ ａｎｄ ６￣ＢＡꎻ Ｃ. Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ６￣ＢＡ
ａｎｄ ＮＡＡ.

图 ２　 时间、ＮＡＡ 浓度、６￣ＢＡ 浓度对愈伤诱导率影响的响应面和等高图
Ｆｉｇ. ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅｓ ａｎｄ ｃｏｎｔｏｕｒ ｍａｐｓ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ｕｎｄｅｒ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｆ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅꎬ ＮＡＡ ａｎｄ ６￣ＢＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

Ａ. 预处理时间与 ＮＡＡ 互作ꎻ Ｂ. 预处理时间与 ６￣ＢＡ 互作ꎻ Ｃ. ６￣ＢＡ 与 ＮＡＡ 互作ꎮ
Ａ. Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ ａｎｄ ＮＡＡꎻ Ｂ. Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ ａｎｄ ６￣ＢＡꎻ Ｃ. Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ６￣ＢＡ
ａｎｄ ＮＡＡ.

图 ３　 时间、ＮＡＡ 浓度、６￣ＢＡ 浓度对植株形成率影响的响应面和等高图
Ｆｉｇ. ３　 Ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｕｒｆａｃｅｓ ａｎｄ ｃｏｎｔｏｕｒ ｍａｐｓ ｏｆ ｐｌａｎｔ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｉｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇ ｕｎｄｅｒ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ｏｆ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅꎬ ＮＡＡ ａｎｄ ６￣ＢＡ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

干细胞的特性ꎬ同时在周边区细胞的富集促进干

细胞的分化ꎬ 而过氧化氢(Ｈ２Ｏ２)则对超氧阴离子

的合成进行负调控ꎬ提高过氧化氢浓度或降低超

氧阴离子浓度ꎬ则导致干细胞状态的结束ꎮ 因此ꎬ

超氧阴离子与过氧化氢的比例是决定干细胞是否

分化或维持原状态的关键(Ｚｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 蒋

明义等(１９９４)对水稻的研究表明ꎬ在低渗透胁迫

下ꎬ 渗透对水稻细胞中超氧阴离子含量及过氧化
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表 １　 不同处理对形成层干细胞胚性

愈伤诱导率及成苗率的影响
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ａｎｄ ｐｌａｎｔｌｅｔｓ ｆｏｒｍｉｎｇ
ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｃａｍｂｉｕｍ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

预处理
时间

Ｐｒｅｔｒｅａｔ￣
ｍｅｎｔ
ｔｉｍｅ
(ｄ)

ＮＡＡ
浓度
ＮＡＡ

ｃｏｎｃｅｎ￣
ｔｒａｔｉｏｎ
(ｍｇ
Ｌ ￣１)

６￣ＢＡ
浓度
６￣ＢＡ
ｃｏｎｃｅｎ
￣ｔｒａｔｉｏｎ
(ｍｇ
Ｌ ￣１)

愈伤
诱导率
Ｃａｌｌｕｓ

ｉｎｄｕｃｉｎｇ
ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ
(％)

植株
形成率
Ｐｌａｎｔ
ｆｏｒｍｉｎｇ

ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ
(％)

１ ２５.００ ３.００ ０.３５ ２４１.２７±
６.０３ｄ

２０９.４３±
３.６１ａ

２ ２５.００ ４.００ ０.２０ ７９.４７±
３.６６ｃ

１７３.２０±
５.８６ｋ

３ ２５.００ ４.００ ０.５０ ２４２.１７±
６.５１ｂ

２８２.８３±
１.８４ｂ

４ ２５.００ ５.００ ０.３５ ９３.７０±
４.０６ｃ

１１１.３０±
２.２５ｅ

５ ２７.５０ ３.００ ０.２０ ２８７.３０±
１２.００ａ

２１３.８３±
５.１７ｃ

６ ２７.５０ ３.００ ０.５０ ８６.２７±
２.９４ｃ

１１２.８０±
３.１２ｇ

７ ２７.５０ ４.００ ０.３５ ７２.００±
０.４４ｈ

１１５.８３±
２.２４ｅｇ

８ ２７.５０ ４.００ ０.３５ １０４.０３±
０.９１ｅ

１４３.５３±
２.９７ｈ

９ ２７.５０ ４.００ ０.３５ １２０.１７±
１.３７ｇ

１３２.９３±
３.６９ｌ

１０ ２７.５０ ４.００ ０.３５ １７８.１０ ±
４.７５ｆ

２６５.４７±
７.２６ｉ

１１ ２７.５０ ４.００ ０.３５ ２１５.３７±
１.８１ｄ

３１６.１０±
９.５０ｊ

１２ ２７.５０ ５.００ ０.２ ２４９.４７±
３.２１ｂ

３２９.５０±
９.０６ｄ

１３ ２７.５０ ５.００ ０.５ ２７１.２４±
７.５７ａ

２０７.６７±
５.８２ａｃ

１４ ３０.００ ３.００ ０.３５ ２２９.８０±
６.１３ｄ

１３５.９３±
０.４９ｆ

１５ ３０.００ ４.００ ０.２０ ２４８.８３±
５.８７ｂ

１５０.５７±
３.９０ｈ

１６ ３０.００ ４.００ ０.５０ ９０.８７±
３.２１ｃ

１０５.０３±
１.３６ｇ

１７ ３０.００ ５.００ ０.３５ ２６７.０７±
６.４１ｂ

１５４.１７±
２.７３ｈ

　 注: 相同字母表示组内无显著性差异(Ｐ>０.０５)ꎻ不同字母表
示不同组有显著性差异(Ｐ< ０. ０５)ꎮ 按 Ｓｔｕｄｅｎｔ￣Ｎｅｗｍａｎ￣Ｋｅｕｌｓ
进行方差检验ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｇｒｏｕｐ (Ｐ > ０. ０５)ꎻ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ
ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ( Ｐ < ０. ０５). Ａｎｏｖａ ｔｅｓｔ ｗａｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｙ
Ｓｔｕｄｅｎｔ￣Ｎｅｗｍａｎ￣Ｋｅｕｌｓ.

氢含量的影响差别不大ꎻ而在高渗透胁迫下ꎬ不仅

两者的含量均有提高ꎬ且比例也发生明显变化ꎮ
本实验中ꎬ对猕猴桃幼嫩茎段进行低渗预培养ꎬ一
方面可促进茎段干细胞的活性ꎬ另一方面可提高

干细胞中的活性氧及调节活性氧不同组分的比

例ꎮ 这可能是本实验胚性愈伤诱导率较高的原因

之一ꎬ当然这种推断是否属实需要对诱导过程中

活性氧进行检测和对相关基因表达进行检验ꎮ
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表 ２　 愈伤诱导率及植株形成率回归方程方差分析
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｖａｒｉａｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ａｎｄ ｐｌａｎｔｌｅｔ ｆｏｒｍｉｎｇ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

方差来源
Ｓｏｕｒｃｅ ｏｆ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ

自由度
ｄｆ

愈伤诱导率
Ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｉｎｇ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

平方和
Ｓｕｍ ｏｆ
ｓｑｕａｒｅｓ

均方
Ｍｅａｎ
ｓｑｕａｒｅ

Ｆ 值
Ｆ ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
(Ｐｒｏｂ≥Ｆ)
Ｐ ｖａｌｕｅ

植株形成率
Ｐｌａｎｔ ｆｏｒｍｉｎｇ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

平方和
Ｓｕｍ ｏｆ
ｓｑｕａｒｅｓ

均方
Ｓｕｍ ｏｆ
ｓｑｕａｒｅｓ

Ｆ 值
Ｆ ｖａｌｕｅ

Ｐ 值
(Ｐｒｏｂ≥Ｆ)
Ｐ ｖａｌｕｅ

模型 ９ ０.０００５ １１ １７１.５ ２０.９ ０.０００ ３ ７５ １７４.２ ８ ３５２.７ ６.４７ ０.０１１ ２

Ａ￣ｔｉｍｅ １ ３ １０４.７ ３ １０４.７２ ５.８１ ０.０４６ ７ ２ ０８３.４ ２ ０８３.４ １.６１ ０.２４４ ７

Ｂ￣ＮＡＡ １ １ ５８４.９ １ ５８４.９ ２.９７ ０.１２８ ７ １４ ２７２.１ １４ ２７２.１ １１.１ ０.０１２ ７

Ｃ￣６￣ＢＡ １ ０.４ ０.４ ０.０００ ７ ０.９７８ ８ ８ ７７８.１ ８ ７７８.１ ６.７９ ０.０３５ １

ＡＢ １ ６９１.７ ６９１.７ １.１２ ０.２９２ ６ １ ２９２.４ １ ２９２.４ １.００ ０.３５０ ５

ＡＣ １ １００.０ １００.０ ０.１９ ０.６７８ ３ ２９９.３ ２９９.３ ０.２３ ０.６４５ ０

ＢＣ １ １４８.８ １４８.８ ０.２８ ０.６１３ ９ ４ ９２８.０ ４ ９２８.０ ３.８１ ０.０９１ ８

Ａ２ １ ９０ １６３.９ ９０ １６３.９ １６８.８ ０.０００ １ ２８ ５９７.１ ２８ ５９７.１ ２２.１３ ０.００２ ２

Ｂ２ １ ７９.１３ ７９.１３ ０.１５ ０.７１１ ８ １６ ２８３.３ １６ ２８３.３ １２.６ ０.００９ ３

Ｃ２ １ ２ ２０５.１５ ２ ２０５.２ ４.１３ ０.０８１ ７ ９２３.８ ９２３.８ ０.７２ ０.４２５ ７

残差
Ｒｅｓｉｄｕａｌ ｅｒｒｏｒ

７ ３ ７３９.６ ５３４.２ ９ ０４３.７ １ ２９１.９

失拟项
Ｌｏｓｓ ｏｆ ｑｕａｓｉ ｉｔｅｍ

３ ２ ２５８.５ ７５２.８ ２.０３ ０.２５１ ８ ４ ７６９.３ １ ５８９.８ １.４９ ０.３４５ ５

净误差 Ｎｅｔ ｅｒｒｏｒ ４ １ ４８１.２ ３７０.３ ４ ２７４.３ １ ０６８.６

总误差 Ｔｏｔａｌ ｅｒｒｏｒ １６ ０.０００ ０１ ８４ ２１７.９

　 注: Ｐ<０.０５ 表示指标显著ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｐ<０.０５ ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｉｎｄｅｘ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ.

表 ３　 生根培养基对幼苗生根状况的影响
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｏｏｔｉｎｇ ｍｅｄｉｕｍ ｏｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔｉｎｇ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｏｆ ｐｌａｎｔ

培养基
Ｍｅｄｉｕｍ

激素及
其浓度

Ｐｈｙｔｏｈｏｒｍｏｎ
ａｎｄ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
(ｍｇＬ ￣１)

生根率
Ｒｏｏｔｉｎｇ
ｒａｔｅ
(％)

生根数量
Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｒｏｏｔｓ

根长度
Ｌｅｎｇｔｈ
ｏｆ ｒｏｏｔ
( ｃｍ)

苗高
Ｈｅｉｇｈｔ

ｏｆ ｓｅｅｄｌｉｎｇ
( ｃｍ)

１ / ２ＭＳ ＮＡＡ０.３ １００±
８.４３ａ

１３±
１.５２ａ

５.１±
０.３１ａ

６.３±
０.５４ａ

１ / ２ＭＳ ＩＢＡ ０.３ ９８.５±
６.７２ａ

６±
０.７１ａ

２.７±
０.２５ａ

５.１±
０.４１ａ

ＭＳ ＮＡＡ ０ .３ ９７.６±
７.３５ａ

２±
０.５１ｂ

０.１８±
０.１２ｂ

５.８±
０.５１ａ

　 注: 同列不同字母表示存在显著性差异(Ｐ<０.０５)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) .
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ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ ｒｉｃｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ [ Ｊ]. Ａｃｔａ Ａｇｒｏｎ
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