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杜仲杂交子代的组织培养及无性系化
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摘 要：以杜仲人工杂交获得的种子为材料，进行了组织培养及无性系化研究。结果表明：无茵苗

培育的方法可以提高杜仲种子的发芽率；子叶节不定芽诱导的最适宜培养基为MS+6一BA2mg·

L～，诱导率为85％；单节茎段快速增值的最适宜培养基为MS+6一BA2mg·L-。，增值系数为

3．80；而最适宜单节茎段生长的培养基为MS+6一BAl mg·L-1+NAAo．1 mg·L～，生长系数为

3．71；无根苗的最佳生根培养基为1／2MS+IBAl．5 mg·L～，生根率达90％。
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Tissue Culture and C10ning of Hybride Seeds of E“∞mm记“Z优oides
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Abstract：The hybrid seeds of E“cDmm缸“ZmoidPs were used as explants for cloning．The results showed

that seed germination rate was improved greatly under tissue culture conditions． The best medium for

buds’initiation of cotyledonary nodes was MS+6一BA 2 mg·L～．The inducing ratio could be up to 85％．

The best medium for the propagation of stem with one node was MS+6一BA 2 mg·L～．The multiplica—

tion coefficient was 3．80．The best medium for the growth of stem with one node was MS+6一BA 1 mg·

L一1+NAAO．1 mg·L～．The growth ratio was 3．71．The best medium for rooting was 1／2MS+IBA 1．5

mg·L一1，which rooting ratio reached 90％．
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杜仲(E“c0，，zm妇“zmoi如s)属杜仲科植物，该

科仅有1属1种，是我国特有的贵重药用树种，也是

极有开发利用价值的胶源植物[1]。传统的杜仲育种

采取杂交育种和无性系选育的方法，已取得丰硕的

成绩[2。3]。但是，由于林木个体大、生长周期长、生长

环境较难控制，从而制约着杜仲良种选育工作的进

程。遗传连锁图谱的构建使林木早期选择成为可

能，从而大大缩短选育时间、提高选择精度并降低选

育成本n]。而建立具有一定规模的作图群体是成功

和高效作图的基础。

传统的播种育苗易受环境的影响，杜仲杂交后

代的出苗率并不高，从而制约着作图群体的数量。

作图群体越小，图谱精度越低，图谱的分辨率越

差‘朝。再者，目前的作图群体都是以单株为重复，如

果能使作图群体的每个植株都无性系化，就能大大

提高作图的精度和速度。组织培养的方法不仅可以

在短时间内大量繁育植株，提高育种进程，而且可以

得到每个植株的大量克隆。因此，本试验对杜仲的

杂交子代进行了组织培养及其无性系化研究，旨在

获得足够大的杜仲永久性遗传作图群体，从而为杜

仲遗传连锁图谱构建和重要性状的分子标记研究奠

定基础，也为杜仲杂交育种提供依据。

1 材料与方法

Ll材料
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良品种雌雄树各4株(表1中A，B分别表示雄雌

株)，2∞?年4月初进行人羔授粉，手10胃中旬采

集种子，及时放在阴凉通风处阴干，除去杂质，放在

布袋里储存于室内阴凉处备用。

垃方法

1．2。1无菌苗的培育 选用饱满种子，剥去种皮，

用清水反复冲洗，GA。浸泡48 h，70％洒精消毒30

s屠，i g·L．1}董gC毛满毒l§min，无菌承淬浅3～莲

次，切去少许胚芽和胚根端胚乳后接入无激素的

MS培养基中，每个杂交组合后代接种40瓶，每瓶2

鬏穗子。待子叶萌发或戚萤后备蕉，嗣时统计各个

杂交组合的发芽率。

1．2．2 不定芽的诱导 将子叶节接种予附加不同

浓度我院6一BA稍NAA的黻S培养基，每耪处瑾接

种40瓶，每瓶2个外植体。观察其生长情况，30 d

后统计不定芽的数目，并计算诱导率。

l。2．3 离体抒插将无菌蘩截成1．S cm酶单节茎

段，接入附加不同浓度配比6一BA和NAA的MS培

养基，每种处理接种40瓶，每瓶2个外檀体。观察

其生长情况，30 d后统计每个无报苗的高度和所能

切取的带节茎段和不定芽的数目。并计算增值系数

积生长系数。

增值系数一所能切取的带节茎段和不定芽的数

目／接种时的单节嫠段

生长系数=生长30 d艨的平均萤离／接种冀重酶

平均苗高

1．2．4 生根培养对以上所得到的杜仲无根苗接

静予含蠢不同滚度lBA的l／2鹾S、l／4酝S培养基

中诱导生根，形成完整植株。每种处理接种40瓶，

每瓶接种1个无根苗。30 d后统计生根率。

王．2。5 炼蔷毒移栽 当擞长2 e班时，将蓬疆打开

炼苗，3 d后，移栽到温室内花盆中，基质为沙子；

珍珠岩；腐殖质一l：l：1及l：2；l，覆盖地膜保

漫，3 d詹逐海延长透气对闻，最终去摔缝貘。每释

基质移栽30盆，簿盆2株。

l。2．6培养条件 本试验采用的MS培养基含蔗

糖30 g·L～、琼脂6 g·L～、p}{调整为5．8～

6．2，分装后在121℃，1．1 kg·cm一2的压力下灭菌

30 min。培养室潞度为25℃±l℃，每强光照14 h，

光照强度l 500～2 OOO lx。

2 结果与分析

zl嚣蘸菡的培莴

与传统的的播种育苗相比，组织培养培育戈菌

萤的方法可以显著地提高校镎种子的发芽率。拄缔

种子通过沙藏，发芽率最高为50％[川。在组培条件

下，挫伸的发芽率最高可以达到90％以上(表1)，而

且凭菌营生长良好(图l—A)。这样，就可以褥羁大

量的子叶节和单节茎段，以便于使每个植株得到快

速的增殪。

襄l缱培条件下各杂交组合种予发芽率{％》

1Iable 1 The hyb蒯seed5’gemlination ratio in tissue culture ％

22子叶节不定芽的诱导

试验表明(表2)，在6一BA浓度，l、子3黻g·L一

的范围内，随着6一BA浓度的增加，子叶节不定芽的

诱导率增加，每个子叶节着生的不定芽也增多。当

8一翳A浓囊小警O．5 mg·毛一对，虽然对不定棼酶诱

导不利，但子种节可以发育成完整植株；6一BA浓度

为l mg·L叫和2 mg·L-。，不定芽诱导率高，但顶

芽发弯不正常。6一BA浓度为3 mg·L。嚣雩，琴定芽

诱导率开始下降；当6一BA浓度达到4 mg·L_1以

上时，子叶弯曲，生长不良，甚至致死。当6～BA浓

度昼于2 mg·L。时，每令子对节平均着生芽数较

少。6一BA浓魔为2 mg·L_1或3 mg·L叫时，每个

子叶节平均着生芽数较多，有的甚至不易数涛(图

l一黝。综合看来，2 mg·乙_的6一鹣A是子时节不定

芽诱导的最佳浓度。

嶷2子盼簧不定芽的诱导

T曲|e 2 转ud3’ini如t沁n from c。tyled∞a猡node3

玛蕈节茎段离体扦插

从表3可看出，无菌苗单节茎段的增值需要较

高浓度的6一BA，甚至不需要附加NAA，以2 mg·

乙_的6一BA为最适宜浓度。焉对予生长来说，剥器

要较低质量浓度的6～BA和NAA，以l mg·乙。的

6一BA和O．1 mg·L-1的NAA为最适宜浓度配比

(毽l—C>。6一转A浓度达戮4 mg·Lq后，虽然也能
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使单节茎段得到增值，但是带节茎段和不定芽生长

不良，影响进一步的增值和生根培养。为达到快速

繁殖的目的，首先要提高增值系数，得到大量的带节

茎段和不定芽，其次再使繁殖材料生长到一定高度。

“生根培养

结果表明(表4)，含IBAl．5 mg·L_1的1／

2MS培养基为最佳生根培养基，培养15d时生根率

达到90％，一般可产生不定根3～6条(图1一D)。当

IBA的浓度为O．5 mg-L叫时，也能诱导出根，但诱

导率不高，且不定根数量明显减少(一般为1～3

条)。1／4MS培养基没有1／2MS培养基诱导率高。

25炼苗和移栽

当根长2 cm时，将瓶口打开炼苗，幼苗叶色逐

渐加深，以沙子、珍珠岩、腐殖质按1：2：1为基质

移栽成活率较高(约80％)。珍珠岩的比例增高可

能有利于提高基质的透气性。

表3单节茎段的离体扦插

Table 3 ln vitro cutting of stem with one node

表4生根诱导宰

Table 4 The rooting rate

培养基配方／(mg·L一1) 生根率／％

1／2MS+IBA 0．5

1／2MS+IBAl．5

1／4MS+IBA O．5

1／4MS+IBA 1．5

(丸无菌苗的培育；B．不定芽的诱导#c．离体扦插ID．生根培养lE．无性系化)

图1杜仲组织培养及无性系化过程

Fig．1 Cloning process of E HZmDf如5 from tissue culture

3 结论与讨论

本试验在进行杜仲无菌苗的培育中，杜仲的发

芽率可达到90％以上(其余没有发芽的原因可能是

杂交不亲和等原因导致的种胚发育不良)，无菌苗生

长良好，可利用此方法直接进行杂交后代的繁育。

如需进一步扩繁，则利用子叶节不定芽诱导和单节

茎段离体扦插的方法使繁殖材料得到增值，子叶节

不定芽诱导的最适宜培养基为MS培养基附加2

mg·L-1 6一BA；该配方也能使单节茎段快速增值}

而最适宜单节茎段生长的培养基为MS培养基附加

1 mg·L-1 6一BA和O．1 mg·L_1NAA。含IBAl．5

mg·L-1的1／2MS培养基则是最佳的生根培养基。

通过不定芽诱导的途径虽然可以得到快速繁

殖，但一般认为产生的植株易产生变异。通过单节

茎段离体扦插虽然没有不定芽诱导的途径繁殖快，

但是可以保持遗传性状的一致性[引。如果只是为了

扩繁，不定芽诱导的途径则是最快的；如果是为了构

建遗传作图群体，则需要选择单节茎段离体扦插的

途径。胡建军等[7]在构建美洲黑杨遗传图谱时，为

获得足够大的回交群体，对获得的种子进行了组织

培养。本试验通过无菌苗培育及单节茎段离体扦插

的方法，不仅可以使杜仲杂交子代快速繁殖，而且可

以使群体的每个植株均无性系化(图1一E)，并且保

持性状的一致性。因此，如果进一步开展大田移栽

研究，必定可以快速地得到足够大的杜仲永久性遗

传作图群体。
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