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奥地利黑松组培苗生根技术研究
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摘要：本试验采用了试管内生根和试管外生根两种方法：(1)把长度>3 cm的奥地利黑松元

根组培苗接种到含有不同激素和碳源的I／2DCR、WPM、I／2GD培养基中生长；(2)把长度>5

cm的奥地利黑松无根组培苗，蘸取不同浓度的IBA、IAA、NAA溶液，转移至营养土中生长。

结果表明：试管内生根优于试管外生根，试管内生根的最佳培养基为WPM，并添加NAA0．02

mg·L“+IBA0．5 mg·L“+20 g·L“蔗糖，；其生根率为55％。
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Study on Inducing Roots from Pinus nigra vaF．austriaca Plantlets
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Abstract：There were two methods in inducing roots：rooting in—tube and rooting out—tube．In the same culture

condition，①Select bigger than 3 centimeters Pinus nigra var．austriaca plantlets vaccinatesed 1／2DCR、WPM、1／

2GD mediums to induce roots，which includes different kinds of hormones and sucroses；②Select bigger than 5

centimeters Pin琊nigra var．plantlets dipped in different concentration IBA、IAA、NAA solution，then shifts them to

the nutrition soil to grow．The result showed that rooting in．tube was better and the best medium was WPM．adding

NAA 0．01 mg·L一1+IBA0．5 mg·L一1+sucrose 20 g·L～．on which the rate of rooting was 55％．
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组织培养作为一种先进的生物技术进行快速繁

殖，在许多观赏植物和经济作物培育中得到广泛应

用，但在技术上或多或少存在一些问题，其中生根效

果和移栽成活率以及移栽技术的掌握是决定该技术

能否应用于商品化生产的关键¨’2J。与其它木本植

物相比，针叶树尤其是松属树种再生完整植株的难

度较大p1。而只有在生根问题解决以后，离体再生

的小植株才会成为人工造林的有用材料H J，才会解

决实际生产中由于奥地利黑松种子产量低，育种周

期长liij--，l、t-．H6,匕U,l网'K足大规模林业生产需要的问题，为规

模化开展该外来树种工厂化育苗奠定基础。

组培苗常用的生根方法主要有试管内生根、试

管外生根等。奥地利黑松属于难生根的松属树种，

再加上水培、气培、滤纸桥生根等方法K1也比较费

时费工，无法应用二f大规模的生产育苗。因此，本试

验采用试管内生根和试管外直接生根方法，以期寻

找一种简便可行的奥地利黑松组培苗生根方法。

l 材料和方法

1．1供试材料

奥地利黑松(P／nus n咖var．austriaca)离体胚
培养诱导产生的生长健壮、长约3—5 cm的不定芽。

1．2方法

1．2．1 试管内生根(1)将奥地利黑松无根组培

苗分别接种到I／2DCR、WPM和1／2GD培养基上

(附加O．03 mg·L～NAA，20 g·L。1蔗糖)，用于筛

选试管内生根的最适基本培养基。

(2)将奥地利黑松无根组培苗接种到不同浓度

的NAA(0，0．02，0．05，0．2，0．5 mg·L“)、IBA(0，

0．1，0．5，1．O，2．0，4．0 mg·L。)、NAA(0．01，0．02，
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0．05 mg·L一)与IBA(0．5，1．0，2．0 mg·L。)组合

的WPM培养基上，研究生长素及其浓度对试管内

生根的影响。

(3)将奥地利黑松无根组培苗接种到含有

2．O％的白砂糖、蔗糖和葡萄糖的WPM培养基上，

研究碳源对试管内生根的影响。

1．2．2 试管外生根 (1)将奥地利黑松无根组培

苗在不同浓度(o，200，500，800，l 000，l 500，2 000

mg·L一)的IBA、IAA、NAA溶液中浸泡5 s，筛选出

试管外生根的最佳生长素及浓度；

(2)蘸取时间1 s、5 S、15 s、30 S、60 S、80 S、100

s、120 s对试管外生根的影响。

1．3统计指标

生根率(％)=(生根苗数／接种苗数)×100％

2 结果与分析

2．1影响奥地利黑松组培苗试管内生根的因素

2．1．1基本培养基对生根的影响

表1 基本培养基对生根的影响

Table 1 Effect of basic mediums on rooting

基本培养基是影响奥地利黑松组培苗不定根分

化的一个重要因子(表1)。生长在WPM培养基上

的组培苗不定根的分化频率最高为27．27％；其次

是I／2DCR为9．52％；生长在I／2GD培养基上的生

根率仅为6．25％。可能是大量元素减半的DCR和

GD培养基中所含的营养物质满足不了不定根的分

化与生长。

2．1．2 NAA对生根的影响奥地利黑松组培苗接

种到附加不同浓度NAA的WPM培养基上20 d后，

有些外植体切口处有洁白的愈伤组织产生，愈伤程

度与NAA的浓度有关，但都未见不定根的分化；35

d后，陆续有不定根的分化；50 d后统计结果(表2)

表明，不添加生长素时，偶尔有不定根的发生；NAA

浓度为0．02 mg·L。时，生根率最高为38．30％，且

根茎连接处无愈伤组织；NAA浓度继续增高时，组

培苗切口处愈伤化程度加重，生根率急剧下降；当

NAA浓度达到0．5 mg·L一时，严重愈伤化，没有不

定根的分化。

NAA浓度同样对平均生根数有影响。当NAA

浓度<0．05 mg·L。1时，平均生根数与NAA浓度成

正相关；当NAA浓度>0．05 mg·L‘1时，为负相

关；而当NAA浓度等于0．05 mg·L。时，平均生根

数最多，但由于此时根茎连接处的愈伤组织会对水

分输导造成影响，不利于移栽。NAA浓度为0．02

mg·L。1时，虽然平均根数只有1．3，但根茎连接处

无愈伤组织，移栽成活率较高。

表2 NAA对生根的影响

Table 2 Effect of NAA On rooting

NAA／

mg’

L—I

接种生根平均
苗数苗数生根
，令，令动氛
28 1 1．0

47 18 1．3

50 6 2．5

33 2 1，6

26 O O

篓璺
4 2

根的生长状态001塞／％． ⋯71”⋯”

O

O．02

O．05

O．2

O．5

3．57 D 根白色，细弱。尤侧撤

38．30 A 根粗短，发育正常健壮

12．00 B根数较多．发育IE常，有愈伤

6．06 C根淡黄，短mf粗，钉少量愈伤

0 E 有大链愈伤，小qi撤

2．1．3 IBA对生根的影响 试验结果表明，IBA诱

导奥地利黑松组培苗不定根发生的时间较NAA晚，

而且需要量大。组培苗接种到附加不同浓度IBA

的WPM生根培养基上50 d后，陆续有不定根的分

化。表3显示，WPM培养基中加入IBA时，奥地利

黑松组培苗生根率不断上升。当IBA浓度为1．0

lng·L_时，生根率达32．6l％，且平均根数较多；当

IBA超过1．0 mg·L_时，生根率逐渐下降；当IBA

浓度为4．0 mg·L一时，生根率为0，且形成大量愈

伤组织。

表3 IBA对生根的影响

Table 3 Effect of IBA On rooting

2．1．4 NAA与IBA的协同作用对生根的影响

表4 NAA与IBA协同作用对生根的影响

Table 4 Effect of NAA and IBA on rooting

从表4可看出，NAA与IBA的协同作用能使得
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奥地利黑松组培苗生根率普遍有所上升。生长在附

加0．02 mg·L“NAA和0．5 mg·L“IBA的WPM

培养基上的奥地利黑松组培苗的生根率可达

50．08％，大大提高了奥地利黑松组培苗试管内生根

率，并且随着时间的延长，生根率还有所上升，外植

体生长状态良好。虽然单独使用NAA或IBA，也可

以使生根率达到30％以上，但切口处愈伤组织明显

大于两者组合使用时的愈伤组织。因此，NAA与

IBA协同作用更有利于奥地利黑松组培苗试管内诱

导生根，最佳浓度分别为0．02 mg·L一、0．5 mg·

白砂糖 蔗糖 葡萄糖

糖的种类

图1碳源对生根的影响

Fig．1 Effect of different carbonization on hinting

2．2影响奥地利黑松组培苗试管外生根的因素

2．2．1 不同浓度的IBA、IAA和NAA对生根的影

响把大于5 cm的奥地利黑松组培苗，先在不同浓

度的IBA、IAA和NAA溶液中浸泡5 S，然后移栽至

试先配制好的营养土中生长。20 d后各种处理的

生根率情况(图3)。

0 200 500 800 1000 1500 2000

生长素浓自Jf．／mg·r‘

图3不同生长素浓度对生根的影响

Fig．3 Effect of concentration of different gruwth hormoneon on rooting

图3显示，IAA对奥地利黑松组培苗试管外生

根的促进效果不显著，最高诱导率仅为3％；IBA和

NAA的促进效果比较显著，最高诱导率分别为5％

和6％；NAA又显著优于IBA的促进作用。IAA、

IBA和NAA达到最高诱导生根率的浓度都为800

mg·L～。

L～。

2．1．5碳源对生根的影响图l表明，在含有白砂

糖的培养基上组培苗生根率比较小，且苗生长到最

后，针叶发枯，苗枯黄而死；而在含有蔗糖和葡萄糖

上的组培苗生根率相当。但使用蔗糖具有№J：经济

实惠，节约成本；不定芽在整个生长过程中能保持旺

盛的生长趋势。

图2表明，2％的蔗糖比其它浓度的蔗糖更有利

于生根，生根率达55％。

l 2 3 4

蔗糖浓度惕

图2蔗糖浓度对生根的影响

Fig．2 Effect of concentration ofsuctrose on rooting

2．2．2 NAA(800 mg·L叫)蘸取时间对生根的影

响NAA(800 mg·L。1)蘸取时间对奥地利黑松组

培苗生根的影响由图4中显示，适合奥地利

l 5 15 30 60 80 100 120

馥取时阆／s

图4蘸取时间对生根的影响

Fig．4 Effect of time of dipping in NAA on rooting

黑松组培苗瓶外生根的最适蘸取时间为15 s，诱导

率可达8％。蘸取时间过长或过短都不利于奥地利

黑松组培苗试管外生根。这可能是由于生长素

NAA的“双重作用引起”的，即在较低质量浓度下生

长素可促进组培苗生长，在高质量浓度下对生长有

抑制作用‘7|。

3 结论与讨论

研究结果表明，奥地利黑松组培苗试管内生根
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明显优于试管外生根。试管内生根时，培养基的种

类、生长素的种类及浓度对诱导生根率都有很大影

响。以往的研究者认为，松属树种组织培养中，诱导

生根时以低盐含量的基本培养基效果较好⋯。而

图5试管外生根的再生植株

Fig．5 Regeneration plantlet being induce to root out—tube

WPM培养基中单独添加NAA、IBA即可诱导奥

地利黑松组培苗生根，最适浓度分别为0．02 mg·

L～、1．0 mg·L～，生根率为38．30％、32．61％。同

时试验结果还表明，两种生长素0．02 mg·L一的

NAA和0．5 mg·L。1的IBA同时使用，其诱导生根

效果比单独使用两种生长素的效果好，诱导率达

50．08％。这一结论与有些学者研究的结果认为，2

种或2种以上的生长素配合使用，大大提高了刚松、

火炬松等松树树种不定根的诱导率旧J一致。

试验研究还发现，利用葡萄糖作为碳源时虽然

可以获得相对较高的生根率，但是利用蔗糖作为碳

源可以大大降低试验成本，并可获得生长健壮的再

生植株，蔗糖浓度为2．0％，生根率最终可达55％。

尽管本试验已初步建立了奥地利黑松植株的再

生体系，为其快速繁殖，进而开展遗传转化奠定了基

础，但与大规模工厂化生产还有很长的一段距离。

在今后的工作中，应继续探索适于组培苗生根的培

养基，优化生根培养基以提高生根率和不定根的质

量，增强再生植株的适应性，从而提高移栽成活率

本试验中，大量元素减半的DCR和GD都不能有效

诱导奥地利黑松组培苗生根，而1倍量的WPM培

养基能诱导27．27％的组培苗生根，这对于难生根

的奥地利黑松应是一大突破。

图6试管内生根的再生植株

Fig．6 Regeneration plantlet being induce to root in—tube

等，这些问题的突破无疑将使工厂化生产成为可能。
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