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马尾松组培苗不定根诱导及不定根解剖观察

李校雨1，吕成群¨，黄宝灵1，吴庆梅1，张明环2

(1．广西大学株学院，广西南宁530004I 2．广西大学农学院，广西南宁530004)

摘 要：对马尾松优良种源组培苗不定根诱导进行了研究。采用Ll。(45)正交设计的方法研究了

NAA、IBA和基本培养基对组培苗生根的影响，结果表明：最适生根培养基组合是1／3DCR+

NAA0．15 mg·L-1+蔗糖2％+琼脂O．6％，2个月最高生根率达到51．7％，须根多，根系质量高。

马尾松组培苗嫩茎元潜伏根原基，不定根由诱导根原基发育形成，诱导根原基源于髓射线细胞的

分化。

关键词：马尾松；组织培养；不定根；解剖结构

中图分类号：$791．248．05 文献标识码：A 文章编号：1001-7461(2009】03—0080—05

Adventitious ROOtS’Induction of Pinus massoniana Shoots i1"1 Test Tubes

and Anatomical Observation
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Abstract：Adventitious roots induction for Pinus massoniana from seed source in vitro was investigated-in-

cluding the influences of different media on the induction by using L16(45)orthogonal design．The results

showed that the best medium was 1／3DCR+NAA0．15 mg·L_1+sucrose 2％+agar 0．6％-the highest

rate of rooting was 51．7％．with many fibrous roots-and high quality．Meanwhile，the adventitious root

formation of shoots in test tube was also observed by means of the anatomiesl method．Latent root primor—

dium was not found in the shoots in test tubes．The induced root primordium which originated from the di—

vision and differentiation of medullary ray cell developed into the adventitious roots．
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组织培养技术是生物工程技术的重要方面，具

有条件可人工控制，不受地区、季节和灾害性天气等

自然条件的限制，繁殖速度快，可全年连续生产等优

点，是为植树造林提供大量苗木的重要途径[1]。马

尾松(Pinusmassoniana)是我国亚热带地区重要的

用材树种，分布广，生长快，效益高。马尾松属难生

根树种，多年来，前人对马尾松组织培养进行了很多

探索，但尚未有完整系统的生根试验报道。从现有

的文献报道来看，马尾松组培苗的生根率均很低，已

经成为制约其大规模组织培养工厂化生产的技术瓶

颈。基于以上问题，本试验重点考察了NAA、IBA

和培养基对不定根诱导率的影响。采用正交试验研

究各因子和因子同交互作用对统计指标的影响。同

时，为了揭示马尾松组培苗茎段生根的解剖学特征，

以幼嫩马尾松组培苗茎段为材料，利用石蜡切片法，

对其组培苗不定根发生发育过程进行解剖学研究，

为提高马尾松生根率和成活率提供理论依据和实践

指导。
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1 材料与方法

1．1材料

以马尾松优良种源广西桐棉松成熟种子(使用

前种子保存于4℃冰箱)为材料。

1．2方法

1．2．1无茵培养物的建立 选取成熟饱满的马尾

松种子，24 h浸泡催芽后种于室外沙土中发芽，出

芽后选取7 d苗龄的芽用洗涤液涮洗掉表面浮尘，

并流水冲洗20 rain，然后转入超净台中进行消毒，

用75％酒精浸泡30 S，无菌水冲洗6次；再用0．1％

升汞浸泡8 rain，无菌水冲洗6次，然后用无菌纸吸

干表面水分，接种于无激素DCR培养基上，观察消

毒效果，每瓶3个芽，并及时转移尚未污染苗到新无

激素DCR[2]培养基上，备用。

1．2．2不定芽的诱导 在超净台上取出无菌健壮

苗，剪取带子叶顶芽，接种到丛生芽诱导培养基上，

待多数诱导出不定芽后转入伸长培养基中进行伸长

诱导。

1．2．3 不定根的诱导 生根诱导培养基采用

L。。(45)设计，取经伸长诱导长2 cm左右的嫩茎，接

入分别含有NAA0、0．05、0．10、0．15 mg·L～，

IBA0、1．0、2．0、3．0 mg·L～，培养基为Z／3GD[3]

(改)、1／3GD(改)、1／2DCR、1／3DCR不同组合的生

根培养基中(表1)，重复3次，每重复20株。统计

不同组合的马尾松组培苗生根率，并进行方差分析

和多重比较。

裹1生根培养基不同配方o

Table 1 Different compound media for rooting

①N、I、M分别代表NAA、IBA和培养基。I下标1、2、3、4分别代表不同浓度0、1、2、3 nag·L一1，N下标1、2、3、4分别代表不同浓度0、

0．05、0．10、0．15 nag·L一1，M下标1、2、3、4分别代表2／3GD(改)、1／3GD(改)、1／2DCR(改)、1／3DCR(改)．

1．2．4 不定根发育的解剖观察 在最佳生根组合

培养基上进行生根诱导，接种当天取样，以后每隔

10 d取样1次。取出茎段，流水冲洗掉茎根部培养

基，剪取距茎基部0．5～O．7 cn2部分，转入FAA固

定液固定，对材料进行抽气直到材料沉人固定液底

部没有气泡，采用70％、75％、80％、85％、90％、

95％、100％、100％、z／3无水酒精+1／3TO、1／2无

水酒精+1／2TO、1／3无水酒精+2／3TO(TO型生

物制片透明剂)、TO。(100％TO型生物制片透明

剂)、T02(100％TO型生物制片透明剂)进行组织

脱水透明；然后进行透蜡和包埋I用转动切片机切茎

段横切面，厚10弘m，进行番红固绿对染，然后用阿

拉伯中性树胶封片．观察并显微拍照。

2 结果与分析

2．1 NAA、IBA和基本培养基对组培苗生根的影响

2．1．1 NAA、IBA和基本培养基正交试验结果 表

1表明，接种于不同培养基上的马尾松幼嫩茎段其生

根诱导效应差异极显著，表明培养基是影响生根效应

的主要因子．接种在无植物激素上的马尾松幼嫩茎

段没有生根，加入不同种类和不同量植物激素后对其

生根有不同程度的促进作用；NAA的加入有利于根

的伸长和须根的产生(图1)；IBA的加入有利于大量

根的产生和根的增粗，但缺少须根(图2)，且浓度大于

2．0 mg·L-1时产生大量愈伤组织，延迟了生根时间，

平均生根时间推迟15 d左右，并有愈伤组织生根现
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象(图3)。充分表明了在组织培养过程中，合适的植

物激素组合对马尾松诱导出高质量的根系也很重要

(图4)。统计结果表明，最佳生根组合为11N。MI

(NAA0．15 mg·L_1+1／3D(承)，生根率达到

51．7％，其次为13N。№(IBA2 rng·L-1+1／2D(、R)和

12N‘M3(IBAl mg·L-1+NAA0．15 mg·L-1+1／

2DCR)，生根率分别为47．6％和42．9％。

图1 NAA对组培苗生根影响

Fig．1 The rooting of shoots by tissue culture with the NAA

图2 NAA和mA组合对组培苗生根影响

Fig．2 The rooting of shoots by tissue culture with the

combination of NAA and IBA

围3搬伤组织生根

Fig．3 Adventitious roots in callus

围4健壮生根苗

Fig．4 Robustly rooting plant

对表1数据进行方差分析表明，模型差异不显

著，各因素F值差异较大，只有培养基因素F值差异

显著。为分清主次，将F值最小的IBA项并人误差

项，进行第二次方差分析，结果(表2)表明，不同培养

基对马尾松组培苗不定根生根率影响差异极显著，

I队、N从对生根指标的影响差异不显著，但璐A和
NAA的交互作用对统计指标的影响差异显著。用

LsDo．os对4种培养进行多重比较(表3)．结果表明，

1／2DCR最有利于生根率提高，1／3DCR次之，1／

2D(、R和1／3D(、R作用效果差异不显著，但相对于1／

3GD(改)和I／2GD(改)对生根率影响差异显著，因

此，在马尾松组织培养中最好选用1／2DCR或1／

3D(、R做为基本培养基对组培苗进行不定根诱导。

表2方差分析

Table 2 Variance analysis

由F值知，各因素对生根率影响大小为Medi—

urn>IBA×NAA>NAA>IBA。

表3多重比较表

Table 3 Multiple comparison

2．1．2组培苗生根过程的外部形态观察在组织

培养生根过程中，马尾松组培苗表现出一系列形态

变化。10 d开始有新叶发出或针叶伸长，大部分针

叶生长发育良好；20 d后嫩茎下切口处或近下切口

茎端皮孔膨大，但无不定根产生130 d时有少量根

突破茎表皮或下切口；40～50 d时大量根突出茎表

皮或下切口；50 d后有少量的新根产生，伸出的根

进行伸长生长，个别组合有须根产生，不定根突出部

位为茎基部切口和近切口茎皮孔处(图I、图2)。

2．2马尾松组培苗不定根发育解剖学观察

2．2．1嫩茎横切面观察 取接种于生根培养基上

第一天的马尾松嫩茎做石蜡切片，观察其横切面，从

内到外分别是髓、木质部、形成层、韧皮部、皮层和表

皮(图5)；表皮是一层近长方形相对皮层细胞较小

的排列紧密的细胞，被染成深红色(图5)，维管束呈

束状，不连续辐射排列；维管束区域以内为髓部，占

茎横切面比例较小。在组培苗嫩茎中没有发现潜伏

根原基，不定根原基属于诱生根原基类型，这也许就

是马尾松组培苗生根慢、生根难的内在原因之一。

2．2．2不定根的起源、生长和发育过程取接种在
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生根培养基上20～30 d的茎基部连续组织，做切片

可以观察到，不定根原始体最初由髓射线细胞分化

为薄壁细胞，形成球形细胞团，该细胞团继续分裂分

化形成根原基轮廓(图6)，不定根的根原基细胞较

薄壁细胞大，向外延伸，根原基细胞逐渐由髓部的不

规则圆形变为扁长形，排列整齐，细胞被染成绿色，

核为红色，与周围的细胞区别明显，在根原基处有很

明显的弯曲度。随着根原基的进一步膨大，周围细

胞和维管束被挤压并推到两边(图7)，此过程中可

图5诱导0 d的嫩茎解剖结构

Fig．5 Anatomical structure induction ofshoota for 0 day

图7膨大根原基

Fig．7 Intumesc露ntia rooting primordium

图9根原基中后部长形薄壁细胞

Fig．9 Po蛐Ⅱedi姐pl嘞ch)幔a cell ofrooti丑g primordium

能有一部分皮层薄壁细胞被酶降解[4司；随着根原基

继续伸长，出现了组织分化，镜检结果显示，根原基

前部细胞继续分裂，逐渐形成生长点和根冠(图8)；

中后部细胞染色变浅，分生能力减弱，逐渐形成长形

薄壁细胞，同时形成维管细胞并与母体维管系统相

连(图9)；最后，生长点细胞继续分裂、分化，在根冠

分泌物和机械压力的作用下，不定根穿越韧皮部、皮

层和表皮而长出茎外(图10)。

图6诱导20 d的嫩茎解剖结构

Fig．6 Anatomical引玎lcn鹏indIld洒ofshoots for20 day

图8形成根冠

Fig．8 Formation root cro如

图lO不定根突破茎表皮

Fis．10 Adventive root break through cuticle ofstem
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3 结论与讨论

松属树种组织培养普遍存在着生根难的问题，

尤其是马尾松生根更困难。在前人的研究中，生根

诱导通常采用降低基本培养基中大量元素含量，降

低细胞分裂素浓度，提高生长素浓度，诱导初期进行

暗培养，降低蔗糖浓度等方法[7．”]。研究表明，培养

基是影响马尾松组培苗产生不定根的主要因素，以

大量元素减半的DCR为最佳，在该培养基上生长的

植株生根率高，根系发达，主根粗壮，有侧根和须根；

嫩梢生长量大，苗木健壮，茎叶嫩绿。本试验设计中

的培养基主要是大量元素含量存在差异，从而造成

各种培养基中的总盐含量和NH．+／NO，一比值不

同，总盐含量和NH．+／N03一比可能是造成生根率

巨大差别的主要因素；单独使用NAA效果好于单

独使用IBA。组合使用外源激素对马尾松根诱导率

影响也较大，但交互作用效果为负促进。对马尾松

不定根诱导起主要促根作用的激素是NAA，在

NAA基础上加入IBA则产生减效和抑制作用，但

IBA有利于产生粗壮不定根。

适当高浓度的NAA有利于生根，可能是因为

适当高浓度的生长素作用于细胞时，利于与质膜上

的ATP酶结合，细胞壁环境被酸化，一些对酸不稳

定的氢键易断裂，这样细胞壁多糖分子结构交织点

破裂，当在NAA基础上加入IBA时，会与质膜上

ATP酶结合时产生竞争或弱化作用，从而不利于不

定根的产生。当外源激素通过调整内源生长素起作

用后，形成层、木质部、韧皮部等部位的活细胞细胞

壁趋于松弛，使可形成不定根的细胞容易突破出

来‘6。。

不定根原始体按其形成时间分为潜伏根原始体

和诱导根原始体2种。潜伏根原始体是在植株发育

早期产生的，然后处于休眠状态，直到在适宜环境条

件下才继续发育形成不定根；诱导根原始体是在接

种后才形成的根原始体[1引。

树种不同，其不定根原基发生部位也不同，主要

由维管射线细胞、韧皮薄壁细胞、形成层细胞、愈伤

组织、皮层、芽隙薄壁组织、髓射线细胞等D3-t4]发生。

经过大量切片观察，马尾松组培苗根原基起源于髓

射线细胞，这与较难生根的毛白杨(Populustomen。

rosa)[tSl和核桃(Juglans regia)‘161的根原基只起

源于髓射线与形成层交叉部位相似，同属于单位点

发生型，这可能是其难生根的另一原因。
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