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摘要：以圆齿野鸦椿茎段继代繁殖或种子继代繁殖的幼嫩叶片为材料进行组培育苗试验，建立叶片植株再生和快速繁殖

的技术体系．结果表明：叶片外植体在wPM+1．O mg·L“N6-异戊烯基腺嘌呤(2ip)+1．0 mg·L。N从+20 g·L卅蔗糖

+7．5 g·L“琼脂的培养基上形成黄绿色的愈伤组织，30 d后愈伤组织诱导率达95．7％；丛生芽的增殖系数随2ip和N从
含量的增加而加大，2ip含量为1．5 mg·L-。，N从含量为O．3 nlg·L．1时，增殖系数达3．5，wPM+2．0 mg·L．1 2iP+0．3 mg

·L-1 N从+20 g·L“蔗糖+7．5 g·L-1琼脂是最适的增殖培养基；不定芽在l／2wPM+0．5 mg·L-1 IBA+0．3 mg·L-1。

N从+20 g·L。1蔗糖+7．5 g·L。1琼脂的培养基上生根效果较好，再生植株移栽的成活率达90％以上．

关键词：圆齿野鸦椿；叶片；快速繁殖；植株再生

中图分类号：S686 文献标识码：A 文章编号：1671-5470(2010)03旬257J06

Plantlet regeneration of踟c印忍括幻以西矗历leaf aIId rapid propagation

HE Bi．zhul，HE Gu卸．IDn92，ZOU Shuang．qu肌3

(1．CoUege 0f HoIticuhu他；2．C0Ⅱege 0f Pl肌t Protection；3．sci衄∞锄d Technology Development

C呷．C锄pany，Fujian AgIicllltIl地蚰d For；e8try Uni、，e玛ity，Fuzhou，Fuji锄350002，Cllim)

Abstrad：The d8s∞cuhum experim∞t w船c∞ducted丽tll tlle m酏：rial of yo叫g leaves d st锄sect sllbcIdture or sced subcuhu陀

0f眈scap船幻以舡i Hay啪to develop technjcal system 0f E幻也胁plantlet弛ge弛魁d∞aIld mpid pmpa弘d∞．’n屺糟sul协

Bb们^捌tIlm yeHow green caui could befo皿ed在咖95．7％leafexplaIl协culnI捌讯口加for30 day8 onWPMmedi啪co“IIiIl91．
O mg·L一1 2ip彻d 1．0 mg·L-l N从．Bud m山plication coe蚯cient irIcre耻；ed诵tll me inc弛船e 0fconcentra6∞of2ip锄d N从，
wh蚰they唧ar曲ely托∽hed 1．5 mg·L一‘蚰d O．3 mg·L～，multi幽caticm∞啦cient w璐3．5．wPM medium瓠lppl嘲ented诎
2．O mg·L一1 2ip蚰d 0．3 lIlg·L一1 N从w鹊。面m啪pm晚rati∞m础um．Advernidous bud IIas a better啪6ng瑚uh锄d fo珊ed

rege北mted plaIlts∞l／2WPM medi啪supple啪med话th0．5 mg·L。1 IBA and0．3 mg·L一1 N从．111e 8∞ival rates 0f地gener-

ated pla曲眦陀啪m th蛐90％．

1【ey words：E∞c叩胁5幻，山胁；l魄ve；mpid propaga矗on；灿tlet地gene枷∞

圆齿野鸦椿(踟c叩梳如砒娥Hayata)属省沽油科野鸦椿属，别名花溴木，树高达6 m，枝无毛，暗红

色，花期4—5月份，果熟期9—10月份n】，树皮可制栲胶【2]，根或根皮、花和干果均可供药用，种子含脂肪

油25％一30％，可制皂，是我国特有的乡土观赏树种．圆齿野鸦椿种皮坚硬致密，透水透气性差，种子还存

在着深度休眠、发芽率低、育苗时间长(需2 a)、播种繁殖比较困难等问题口1．目前，圆齿野鸦椿利用扦插

繁殖取得了一定的成效，但最终成苗的不多，最多只有22％生根成苗，且营养体、刀具及土壤传递给后代

的病毒很难消除，而组织培养可以解决上述问题．但在试验过程中，圆齿野鸦椿的种子外壳坚硬、细小，很

难获得完整的胚体；若以茎段为材料，由于茎段芽与茎之间有个分层，导致消毒很难进行，造成污染率高，

且取材受时间限制，培养过程中均不同程度地出现玻璃化、褐化等现象．因此，本试验利用圆齿野鸦椿茎段

继代繁殖或种子继代繁殖的幼嫩叶片为材料进行组织培养，以获得再生植株．组织培养育苗时间短，不受

季节变化的影响，可在任何季节在较短的时间内培育出大量的苗木，为珍贵乡土树种的大面积种植和开发
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1材料与方法

1．1材料

以圆齿野鸦椿茎段繁殖或种子播种形成的繁殖材料在继代转接过程中去除的无菌幼嫩叶片为诱导材

料，由福建邵武市锦溪天成苗木有限公司提供．

1．2方法

1．2．1 培养基的配制基本培养基为WPM或1／2WPM，附加20 g·L。1蔗糖、7．5 g·L。1琼脂，pH 5．8；植

物生长调节剂为N。一异戊烯基腺嘌呤(2ip)、NAA、IBA；附加物为活性炭．

1．2．2培养条件接种材料的培养条件：温度(25±2)℃，光照时间12 h·d一，光照度1200—2000 k．

1．2．3 生长调节剂的种类和含量对叶片诱导愈伤组织影响的试验取大小切成1．5 cm×1．5 cm、无污染

的叶片进行诱导培养，以WPM为基本培养基，配制一组含有2ip和N从的培养基，配比的2ip含量分别为
O．5、1．O、1．5、2．0 mg‘L～，N从含量分别为0．1、O．5、1．0 mg·L～，每个处理接lO瓶、重复3次，每瓶接外

植体3个．

1．2．4生长调节剂的种类和含量对丛生芽诱导影响的试验将萌发的诱导芽切成0．5 cm的小块，转接在

附加不同含量2ip(O．5、1．0、1．5 mg·L_1)、N从(0．1、O．3、0．5 mg·L。1)的聊M培养基上．每个处理接10
瓶、重复3次，每瓶接种5个芽，培养30 d后调查丛生芽的诱导情况．
1．2．5 生长调节剂的种类和含量对芽增殖影响的试验 为了选择适合叶片增殖培养的培养基，对2ip

(o．5、1．o、2．O mg·L。1)、NAA(o．1、0．3、0．5 IIlg-L‘1)的不同组合进行筛选．每个处理接lo瓶、重复3次，

每瓶接外植体3个．

1．2．6 生长调节剂的种类和含量对根诱导影响的试验 当丛生芽长至2 cm高时，将芽分割成单株，转接

到不同的生根培养基上．每种处理接10瓶、重复3次，每瓶接5株，40 d后统计生根情况．

1．3数据分析

所有处理均重复3次，取平均值．采用DPS软件对数据进行统计分析．

2结果与分析

2．1生长调节剂的种类和含量对叶片诱导愈伤组织的影响

用2ip和NAA配比的培养基培养l周左右叶片开始卷曲，4周后叶片切口开始膨大，并逐渐形成黄绿

色的愈伤组织．愈伤组织在前期的生长速度缓慢，5周后愈伤组织的生长速度开始加快，部分开始分化出

小芽(表1)．

表1生长调节剂的种类和含量对叶片诱导愈伤组织的影响1

’I铀le l 1rhe胡‰t8 0f homo他kinds蚰d levels册leaf c811u8

1’基本培养基为wPM，添加20 g·L’1蔗糖、7．5 g·L‘1琼脂，pH 5．8
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从表1可以看出，在培养基中添加2ip和N从，叶片愈伤组织的诱导率为38．6％一95．7％，诱导率最
高时，不定芽绿色健壮，并有芽点．同一生长调节剂不同含量诱导的效果不同，在供试含量范围内诱导率与
生长调节剂的含量呈正比，但当生长调节剂的含量达到一定量时，诱导率变化不大，不定芽还可能出现芽

点或呈淡绿色．可见，叶片诱导愈伤组织的最佳培养基为wPM+1．o mg·L。2ip“．0 mg·L一1 N从+20

g·L“蔗糖+7．5 g·L。1琼脂，愈伤组织诱导效果好(图1A、1B)．

A：离体叶肉栅栏组织直接脱分化产生的不定芽；B：愈伤组织产生的不定芽；c：叶片表皮细胞脱分化后形成的胚状体；D：叶细胞

建立的植物体细胞快速无性繁殖体系；E：叶肉栅栏组织脱分化、胚状体、愈伤组织形成的丛生芽；F：长根后的芽苗．

图l 圆齿野鸦椿芽的诱导、增殖和生根效果

Fig．1 Induction pmlifer鲥on蛐d咖ting 0f E bnz5眦

从表2可以看出，生长调节剂的种类和含量对叶片愈伤组织的诱导有显著影响．除1．o mg·L。1 2ip+

0．5 mg·L。1 NAA组合与1．0 mg·L-1 2ip+1．0 mg·L．1 NAA组合的差异不显著(P>0．05)外，其他组合

间的差异达极显著水平(JP<0．01)，而后者的诱导率高，成本更低，这也进一步证实了上述结果．

表2生长调节剂的种类和含量对叶片愈伤组织诱导效应的方差分析

Table 2 Vd蚰ce明alysi8 of畦圮inducing 8ituation of homone kinds锄d levcle on leaf callus

2．2生长调节剂的种类和含量对丛生芽诱导的影响

将愈伤组织块或丛生芽块分切后转接到添加不同含量2ip和NAA的固体培养基上进行继代培养，可

得到大量的不定芽(表3)．一般一个月可继代1次，继代时间相隔太长(大于5周)，基部出现褐化，严重的

导致死亡，不利于进一步增殖．培养基单独使用生长激素，缺少细胞分裂素，不利于丛生芽的增殖．丛生芽

增殖系数随2ip和NAA含量的增加而加大，2ip含量为1．5 mg·L一，NAA含量为O．3 zllg·L。1时，增殖系

数达3．5．但随生长调节剂含量的增加，丛生芽分化增多开始变细显弱．可见，2ip的含量不宜太高，1．o IIlg

·L_1 2ip+O．5 mg·L-1 NAA最为合适，wPM+1．O mg·L“2ip+0．5 mg·L-1 NAA+20 g·L-1蔗糖+

7．5 g·L一琼脂为最佳继代培养基，芽的生长情况较好(图lC、lD)．

在增殖培养的过程中，连续多代使用高含量的生长调节剂，容易引起分化芽的变异和玻璃化，不利于

分化芽下一步的壮苗和生根培养．多代培养达到5代以后，最好使用低含量生长调节剂或不添加生长调节

剂与高含量生长调节剂隔代交替培养的办法，避免分化芽变异或常璃化．

从表4可以看出，生长调节剂的种类和含量对丛生芽的诱导存在极显著差异(尸<0．01)．1．O mg·L。1

2ip+O．5 mg·L．1 NAA组合与1．0 Illg·L-1 2ip+O．3 mg·L“NAA、1．5 mg·L_2ip+O．1 mg·L．1 NAA、
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1．5 mg．L一1 2ip+O．3 mg·L‘1 N从、1．5 Illg·L’1 2ip+O．5 mg·L“N从组合两两间的差异未达到显著

水平(P>0．05)，但均与O．5 mg·L。1 2ip+0．1 mg·L-1 NAA、0．5 mg·L-1 2ip+O．3 lIlg‘L“N从、O-5 rIlg

．L‘1 2ip+o．5 mg．L’1 N从、1．o mg·L．1 2ip+o．I mg·L-1 N从组合达显著水平(P<o．05)．
表3生长调节剂的种类和含量对丛生芽诱导的影响¨

T8blc 3．n地e‰t af h沂H烈他kind8强d l竹毛ls on imlucing删哩嫩ple sh∞协

_———-_———-——●——-————_——l——-—_——-——_——————--————-_-—●—●l__—-_——_-_—一

——岩塑业生毛-一 调徽植 丛篙殖 芽的生长情况
—————五_—————————i瓦_———一 体数 倍数

才列王K嘱仉

0．5 O．3 50 1．7 芽长势一般，生长慢，丛生芽少

0．5 0．5 50 2．0 芽壮实，抽生快。丛生芽少

1．0 0．1 5Q 2．2 芽壮实，抽生快，丛生芽少

1．O O．3 50 3．0 芽壮实．抽生快。丛生芽少

1．O 0．5 50 3．2 芽壮实，抽生快，丛生芽多

1．5 O．1 5D 3．4 芽细弱，抽生快，丛生芽多

1．5 O．3 50 3．5 芽细弱，抽生快，丛生芽多

l一 !：! 竺 !：兰 茎塑塑：垫皇堡：垫生茎玺
_-——_●——●—_—_——I_—●_——_——●__—-_-_-●——_——-_-__-_●___--—_●●————●—-——__l__———__-—————————————————————一—— 一

l’基本培养基为wPM，添加20 g·L‘1蔗糖、7．5 g·L“琼脂，pH 5．8·

表4生长调节剂的种类和含量对丛生芽诱导效应的方差分析

Table 4 Vad咖e m矗lysi8 0f the航t 0f ha懒c kind8明d l州e18 on inducing mu嫩pk 8hoots

变异来源 平方和 自由度 均方 ， P

处理内 1．560 18 0．∞7

篁銮墨 !里!!j一————j堕——————————————————————————————————一
2．3生长调节剂的种类和含量对芽增殖的影响

表5表明：随着生长调节剂含量的增加，芽的增殖倍数也增大；但含量太低，芽的长势不好，影响分化

芽的正常生长．可见，WPM+2．O 1119·L一1 2ip+O．3 mg·L-1 NAA+20 g·L-1蔗糖+7．5 g·L．1琼脂是最

佳培养基，芽可得到最佳的增殖效果，生长状态好(图1E)．
表S生长调节剂的种类和含量对芽增殖的影响¨

TI眦e5 Thc em斌0fh唧硼e kind昌∞d 1盯els∞bIld脚ltjplic砒i”

生长调节剂／(mg·L—1)
增殖倍数 一个月后分化芽的生长势

0．5 0．3 O．8 大部分出现芽。长势弱

O．5 0．5 1．3 少量出现芽，芽稍绿

1．0 O．1 1．6 少量出现芽，芽稍绿

1．O 0．3 2．0 芽健壮，浓绿，长势弱

1．O O．5 2．3 芽健壮，浓绿，长势弱

2．0 O．1 2．6 芽健壮，浓绿，生长正常

2．0 0．3 3．0 芽健壮，浓绿。生长正常

2．0 0．5 2．8 芽健壮，浓绿，生长正常

”基本培养基为wPM，添加20 g．L-1蔗糖、7．5 g·L’1琼脂．pH 5．8．

从表6可以看出，生长调节剂的种类和含量对芽增殖的影响差异极显著．2．O mg‘L-1 2ip+0．3 mg‘

L一1 NAA组合与2．0 mg·L一1 2ip+O．5 mg·L一1 N从组合的差异不显著(尸>O．05)，但与其他处理问的差

异达显著水平(尸<0．05)，2．O IIlg·L一1 2ip+0．3 Ing·L一1 N从组合的增殖倍数更高，这进一步证实了上

述结果．

2．4生长调节剂的种类和含量对根诱导的影响

表7表明：试管苗在l／2wPM固体培养基中，生长调节剂配比含量不同，生根效果也不同；同一生长

调节剂不同含量，生根数和根长也不相同，基本上随着生长调节剂含量的增加，根数变多，但达到一定含量
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时则变化不大．0．5 mg·L’1 IBA+0．1 mg·L一1 NAA组合的生根数没有0．5 lIlg·L一1 IBA+O．3 IIlg·L一1

NAA、0．5 IIlg·L一1 IBA+0．5 mg·L一1 N从组合高，但根长得长．可见，1／2WpM+0．5 mg·L一1 IBA+0．1

lllg·L一1 N从+20 g·L。蔗糖+7．5 g·L一1琼脂是最佳培养基，生根效果较理想(图lF)．

表6生长调节剂的种类和含量对芽增殖效应的方差分析

仙lc 6 Vari吼cc肌丑lysis 0f砸缸0f homo∞kinds md l∞e18 on bud眦ltiplic碰叩

生长调节剂(mg·L。1)

IBA N从
调查株数 生根数 根长／锄

”基本培养基为l／2wPM，添加20 g“_1蔗糖、7．5 g·L“琼脂，pH 5．8．

由表8可以看出，生长调节剂的种类和含量对根长和生根数均产生显著影响，差异达极显著水平．不

同培养基对根长的影响存在着差异，0．5 mg·L。IBA+0．1 nlg·L-1 N从组合与其他组合问的差异显著
(P<0．05)；不同培养基的生根数也不同，除O．5 mg·L-1 IBA+0．1 mg·Lq N从组合与O．5 mg·L。1

IBA+0．3 lng·L-1 NAA和0．5 lIlg·L_IBA+O．5 lllg·L-1 NAA组合间的差异不显著外(P>O．05)，与其

他组合间的差异均显著(P<O．05)．

表8生长调节剂的种类和含量对试管苗生根效应的方差分析

’r丑ble 8 vl瞳iance船aly8is 0f e如ct 0f homm舱“nds肌dl胛e18佣shootmDting 0fthe pL叫net

2．5试管苗的移栽

当圆齿野鸦椿试管苗长至3—4 cm高，叶片数5—7片，根数3—5条，长2—3 cm时。就可进行移栽．

移栽前将培养物移放在自然条件下室内炼苗3—5 d，将长好根的瓶盖打开炼苗2—3 d，让试管苗逐步适应

外界环境．试管苗从培养瓶中取出后洗去根部培养基，移人蛭石和腐殖土(1：2)混合的基质中，保湿遮阴，

成活率可达90％以上．

3结论与讨论

(1)目前，对于圆齿野鸦椿的繁殖研究已取得了一定进展，但仍存在许多不足之处：扦插繁殖虽然可

以通过枝条扦插形成愈伤组织，但最终成苗的数量不多，最多只有22％生根成苗，成活后的长势和干形与

实生苗不相上下，且通过营养体、刀具及土壤传递给后代的病毒很难被消除，不断累积，导致病毒病越来越

严重．种子繁殖虽有可能排除病毒病，但存在深度休眠，发芽率低，育苗时间长且后代易产生分化、无法保
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持母本优良性状的缺点．利用种子或茎段进行组织培养可以解决上述问题，但成活率只有20％，取材受时

间限制(只能在每年的11月份至翌年的1月份)，种子外壳坚硬、细小，要取得完整的胚很困难．茎段芽与

茎之间有个分层导致消毒很难进行，污染率高，玻璃化、褐化现象也难以消除．而以茎段繁殖或种子播种形

成的叶片作为繁殖材料避免了根状茎内含微生物过多而不易消毒、污染率高等缺点，消毒过程也不会直接

伤害外植体，因此在组织培养中非常合适作为外植体¨】．目前对黄桐"J、猕猴桃16]、芳樟"J、曼地亚红豆

杉悼。等植物的组织培养进行了不同程度的研究，但对圆齿野鸦椿叶片再生植株的研究尚未涉及．

(2)圆齿野鸦椿愈伤组织的形成和生长受多种因素的影响，生长调节剂的种类和含量配比是诱导愈

伤组织的主要因素．Chabane et al∽o用海枣叶片原生质成功诱导出生长良好的愈伤组织．研究表明，从叶片

中诱导愈伤组织是进行植株再生的基本方法【10|，具有易于繁殖、生长同步、培养条件可以控制等优点．本

试验结果表明，wPM+2．0 mg·L．1 2ip+0．3 mg·L-1 NAA+20 mg·L-1蔗糖+7．5 mg·L-1琼脂是叶片

外植体增殖的最佳培养基，芽可得到最佳的增殖效果，生长状态好．

(3)不同生长调节剂的生根效果不同．同一生长调节剂不同含量，生根数和根长也不相同，基本上随

着含量的增加，根数变多，但达到一定量时则变化不大．1／2wPM+0．5 mg·L。IBA+O．1 mg·L‘1 N从+
20 mg·L叫蔗糖+7．5 mg·L一琼脂是根诱导效果较佳的培养基，生根率达96％．

(4)圆齿野鸦椿试管苗的移栽基质必须选用透水、透气性强的材料，选用蛭石和腐殖土(1：2)的混合

基质．移栽前先移放在自然条件下室内炼苗3—5 d，将长好根的瓶盖打开炼苗2—3 d，让试管苗逐步适应

外界环境，提高移栽的成活率．
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