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摘要 本文详细报道了从秃杉 ( T a f脚a 称 i a f l
o u s ia n a G a u s s e n ) 离体胚诱导不定芽

、

不定

根及从无菌苗茎端培养再生植株的过程
。

诱导不定芽要求较低的蔗搪浓度 (以 争%最好 ) ; 同时 B A

是必须的
,

在附加 0
.

1一 3 m g/ l B A 的 W hi et 培养基上
,

从离体胚的子叶或胚轴上诱导了不定芽

的发生 ( 以 1 m g l/ 最好 ) ;
一

N A A 与 B A结合使用
,

对不定芽诱导无促进作用 ; 适当提高光照有

利于不定芽的诱导
.

在诱导不定芽的同时
,

在子叶表面还观察到有许多无结构的
“
不定突起

” 。

不定芽起源于子叶表皮下 1 一 2 层细胞
。

I B A 对诱导离体胚上产生不定根效果较好
。

在有或无生

长素的培养基上
,

从生长 1 月龄的无菌苗茎端培养获得了不定根的产生
,

在加有细胞分裂素的培

养基上
.

从无菌苗上产生了腋芽
。

关键词
、 `

秃杉 ; 离体胚培养 ; 无菌苗茎端培养 ; 植株再生

虽然裸子植物的组织培养研究在本世纪二十年代就已开始 〔 ` ]
,

但直到 1 9 5 0年 B al l t “ ] 才

从红杉茎段培养获得了芽的分化
。

由于这一划时代成果的鼓舞
,

人们才开始重视裸子植物的

组织培养
。

但在以后的 二十多年里
,

一 直没有能获得完整植株的再生
,

直到 1 9 7 3年
,

B r o w n

等 [ “ ’ ` ] 才首次从长叶松 ( P i n “ : p a l u s r r i : )
、

湿地松 ( P
. e

l l i o f t i i ) 和火炬松 ( P
.

t a e d a )

成熟胚培养的子叶
_

仁获得了再生小植株
。

近十几年来
,

这方面的研究进展很快
,

已有许多作

者进行了综述和概括 〔 ` ’ 5 一 吕 ]
。

秃杉 ( T 。
彻 an l’a 了lo us i a 。 。 G a u ss e n ) 属杉科

、

台湾杉属
,

是我国的重点保护植物
。

由

于它的营养生长周期长
,

加上其树干高大
,

种子采收困难
,

故种子供应不足
,

同时其营养繁

殖也存在一定困难
,

因此
,

我们对其进行了组织培养方面的研究
。

本文在研究了不同培养条

件对秃杉离体胚萌发生长影 响的基础上 〔。气 对从其离体胚培养诱导不定芽
、

不定根发生及

从无菌苗茎端培养再生植株进行了研究
,

以期为秃杉的快速繁殖和裸子植物的组织培养提供

资料
。

材 料 和 方 法

种子来源
、

消毒方法
、

培养条件均同前文 忆’ 1 所述
。

.

种子消毒后
,

将剥出的胚横卧接种在固体培养基表面
。

基本培养基为 W h i t 。 (二王牙6 3 ) 改

良培养基
。

在不定芽诱导试验中
,

另外还采用了如下培养基 ( 以 “ B D ” 表示 ) : 大量 元 素

为 1 / ” L P
,

微量元素及有机物为 (单位 ; 。 g l/ ) 1八 0

毗铁盐
,
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糖 300 00
,

琼脂 7 OOQ
,

B A
「

2
,

p H 调整为 .5 4一 5
.

8
。

无菌苗茎端培养
。

离体胚在 w hi 切基本培养基上萌发生长 1 月后
,

将正常发育植株的茎

端切下
,

苗长 8 一 s m m
,

垂直插入培养基中
,

深 l m m 左右
。

取不 同培养时期的胚用 F A A 固定
,

在脱水过程中用苯胺番红整体染色2 0小时
,

用常规

石蜡制片法制片
,

切片厚度为 1 0拌
,

固绿复染
。

结 果 与 讨 论

一
、

不定芽场导的形晌因索

1
。

蔗 枪浓度 的影响
l 以 w hi et + B OA

.

S nI g l/ 十 N A A o
.

01 m g/ l 为培养基
,

补加 l 一 1 1 %不 同浓度的蔗搪
,

试验了其对不定芽诱导的影响
,

其结果如表 1 所示
。

从表 1 可以看出
,

在 3 一 7 %蔗糖浓

度范围内均可诱导秃杉离体胚 发 生 不 定

芽
,

其中以 3 %效果较理想
。

在裸子植物离体胚培养 中
,

不 同种对

诱导产生不定芽所要求的蔗糖浓度不 同
。

如在 0
.

7一 7% 蔗 糖浓度范围内
,

欧洲赤

松 ( P i n u s s y l刀 e s r r f s ) 和小干松 ( P
.

e o n -

表 1 蔗枪浓度对秃杉不定芽诱导的影响.

蔗糖浓度 ( 万 )

接种胚数 ( 个 )

产生不定芽的胚数 (个 )

百 分 率

5 7 6 7 5 6 5 6 5 0 5 2

* 培养 80 天统计结果
。

ot
r at ) 离体胚培养不定芽的形成能力基本一样 仁` 。

场 3 一 10 % 钓蔗糖浓度范 围 对 白 皮 松

( 尸
·

b “ n g e a n a ) 〔 “ ] 离体胚子叶上不定芽的诱导均有效应
,

在 7 %时效果特别明显
。

2
。

植物激素和光照 强度的影响

关于裸子植物离体胚培养中不定芽的诱导已有不少报道
,

植物激素对不定芽的诱导有明

显的作用 [ ` ’ ` ’ 启 ’ “ 一 “ ]
。

如 美 国 乔 松 ( P `n o s s t r o b u s )
、

长叶松
、

小干松
、

白皮松及北

美黄杉 ( P
s e o do t s u夕a m e 。 : i e s “ ) 的离体胚分别在含有 I B A i 一 5 m g / l

、

B A I 一 5 m g / l

十 N A A 2 m g l/
、

B A 0
.

00 5一 5 m g l/
、

B A 0
.

5一 1 m g / l + N A A 0
.

5 m g/ 1及 B A 0
.

1一 16

m g l/ 的 培养基上诱导了不定芽的发生
。

在我们的实验中
,

通过一系列 B A 浓度试验
,

发现

随着 B A 浓度的增加
,

秃杉离体胚的胚芽
、

胚根发育受阻
,

胚发生膨大的数目越来越多
,

在

适当的 B A 浓度 范围内
,

诱导了不定芽的分化
,

其结果如表 2 所示
。

表 2 B A浓度及光照强度对秃杉不定芽诱导的影响
赞

B A 浓度 ( m g / l )

光照强度 ( L x )

接种胚数 (个 )

发生不定芽胚数 (个 )

百 分 率

、

. 培养 7 0天统计结果
。

0
。

0 1 0
,

1 0
.

5 1 2 3 5

4 0 0 4 0 0 4 0 0 2 0 0 0 4 0 0 2 0 0 0 4 0 0 2 0 0 0 4 0 0 4 0 0

8 3 7 8 6 5 6 0 7 0 7 4 5 7 7 0 6 0
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从表 2 可以看出
,

在0
.

5一 3 m g l/ B A 范围内均诱导了不定芽的 分 化
, 卜 其中以 B A I

m g l/ 最为有利
。

适当提高光照强度有利于不定芽的分化
。

另外
,

在 B D 培养基上 (见 “
材料和方法

”
部分

,

光照强度为 2 0 o 0 L x)
,

离体胚培养三

周后
,

发现个别胚其与培养基相接触的子叶尖端出现有许多绿色小突起
,

五周后
,

这些突起

发育成明显的不定芽
。

每个子叶尖端约有 10 个左右不定芽 ( 图版 1 : 3 )
。

生长素 ( N A A ) 与细胞 分裂素 ( B A ) 结合使用
,

对秃杉离体胚培养产生不定芽的影响

取决于它们的相对含量和绝对含量
。

表 3 示 N A A 与 B A 结食使用时的情况
。

当固定 B A 浓

度为 ”
·

” m g / ’ 时
,

NA
A 在 ”

·

” 01 一”
·

` m g / ` 范围内均有不定芽的岑生
,

但随着 N A A浓度

的增加
,

发生膨大的胚数亦增加
,

当 N A A 浓度达到 0
.

5 m g l/ 时
,

整个胚全部愈伤组织化
,

无不定芽发生 , 当固定 N A A 浓度为 0
.

01 m g / l 时
,

在三种 B A 浓度中
,

以 B A 0
.

5 0 9 /1

对不定芽诱导最为有利
。

比较表 2 与表 3
,

可以看出 B A 与 N A A 结合使用对不定芽 的诱导

并无促进作用
。

N A A 单独使用均不能诱导不定芽的发生
。

表 3 B A与N A A结合使用对秃杉离体胚培养诱导不定芽
、

不定根的影响 ,

B A 浓度 ( m g / l )

…
。一

…
O一 {

1

…
2

N A A浓度 ( m g / l ) 0
。

0 0 1 } 0
.

0 1 } 0
.

0 5 } 0
.

1 1 0
.

5 0
.

0 1

…一…一|一川

接种胚数 ( 个 )

6 7

…
6 7

1
6 4

…
6。

…
6 7

7 0 1 7 4

发生不定芽胚数 ( 个 )

发生不定根胚数 ( 个 )

22222 33333 111 000 333 111 000

00000 。

{
`̀ 222 。

}
。。

.
培养 80 夭统计结果

。

从以上这些结果表明
,

不 同植物种其胚培养分化不定芽所要求的外源激素种类和浓度存

在较大差异
,

这可能是与不 同树种的胚 内所含内源激素的种类和量不同有关
。

在秃杉胚培养中
,

不定芽可发生在子叶或胚轴上
,

这与欧洲赤松 〔` 。 l
、

小干松 〔` “ ]
、

辐

射松 ( 尸 i。 “ 5 r a
d i a才

a
) [ ` 。 ] 、 加勒比松 ( p

·
c a r ib a e a ) L ` ’ 1等胚培养时结果一致

。

而 在 另

一些植物
,

如白皮松 〔 ’ ` 1 、

长叶松 [ ` 吕1胚培养时
,

仅在子叶上产生不定芽
。

桂耀林认为
,

不

定芽发生部位上的这些差异
,

可能与材料及培养基的组成不 同有关 [ ’ ` l
。

根据我们对秃杉的

试验
,

在不 同培养基条件 ( 主要是激素的变化 ) 下
,

从子叶和胚轴上均可发生不定芽或不定

根
,

只是诱导不定芽与不定根所要求的激素种类和浓度不同
,

及不定芽更多的发 生 在 子 叶

上
,

而不定根更多的发生在胚轴上
,

这可能是由于胚内各部分内源激素分布不同
,

因而对外

源激素的刺激反应不一所致
。

二
、

不定芽的发生

关于裸子植物离体胚培养中不定芽发生的组织学研究
,

已有过一些报道
。

在长叶松 [ ` 3 1

中
,

不定芽起源于子叶的外层细胞 ( 表皮或下表皮细胞 )
,
在白皮松 〔“ 1中

,

不定芽是由子

叶表皮细胞分裂而来 , 花旗松 〔` ’ 1子叶的下表皮层细胞在培养 4 天后开始分裂
,

20 天后可看
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到芽原基
。

将秃杉离体胚接种在 Whi 七
” + B A 0

.

s m g / 1 + 封 A A 仪沮 垃岁 l培养基上
,

培养 4

天后
,

仅子叶略为张开
,

胚呈淡黄色
,

此时胚的各部分细胞正处于分裂前的准备阶段
,

核仁

明显
,

很少细胞内具双核仁
,

但此时还未观察到核的分裂相
。

培养 12 天的胚
,

大多数子叶和

胚轴变成绿色
,

细胞分裂 活跃
,

可观察到有丝分裂的各个时期
,

这时胚略有膨大
,

在靠近表

皮的 1 一 2 层下表皮细胞中可见到分生细胞团 ( 图版 1 : 7 )
。

培养 20 天时
,

肉眼可见在子

叫
一

表面有许多小的瘤状突起
,

从切片上可观察到不定芽 ( 图版 1 : G )
,

同时在少数胚上亦

可用肉眼观察到少数不定芽
,

在原培养基
.

上继续培养 1 月后
,

不定芽停止了生长发育 ( 图版

l : 1 )
,

子叶细胞积累淀粉粒
。

在大多数情况下
,

用肉眼观察每个胚上仅有 l 一 2 个不定

芽
,

但从切片上有时能观察到多个不定芽的发生
。

这说明从秃杉离体胚培养诱导不定芽发生

的潜力是较大 的
,

只是可能由于培养条件的原因
,

不能使其进一步发育
。

在上述培养基上培养 20 天后
,

在子叶上除观察到不定芽外
,

还观察到一些表面无结构的

指状突起
,

我们称之为
a 不定突起 ( A d v e n t i t i o u s P r o 七u b e r a n e e ) ” ( 图版 i : 2 )

,

这些

突起在子叶尖端特别丰富
,

对于它的产生
,

B A 是必需的
。

切片观察表明
,

不定突起内无分

化的结构
。

将其转入无 B A 的培养基上后
,

亦未观察到进一步的分化
,

扫描电镜观察表明
,

其

表面结构与培养的子叶表面一样
,

凸凹不平 (图版 1 :

8)
。

关于类似的结构
,

伽m p b el l 报道在

白云杉 ( P i e e a 夕l
a u e a ) 下胚轴培养中

,

在其上发生有鳞片状器官 ( S e a l e
一
l i k 。 o r g a n ) 仁

’ “ 1

或称鳞片状的赘沈 ( O毗 g or w 七h) 〔 ’ 。 ]
,

B A 对这些鳞片状器官的诱导是必须的
,

但它抑制其

进一步的发育
,

当将诱导了这些结构的外植体转移到无 B A 的培养基上后
,

这些结构可以发

育成针叶或芽的结构
。

这些鳞片状器官是表层起源的
,

这与秃杉离体胚培养中发生的
“ 不定

突起 ” 相同
,

只是在这些
“ 器官

” 内可观察到维管束或形成层的分化
。

在秃杉的实验中
,

我

们发现不定突起与不定芽二者在发育初期并无明显区别
,

可能由于某些因素的影响
,

它只是

继续分裂而不进行分化
。

在植物组织培养中
,

这种现象时有发生
。

在秃杉离体胚培养中
,

是

否可以考虑利用不定突起和不定芽的起源相同
,

根据不同的培养时期采用不同的培养条件
,

使不定突起数目减少
,

而向不定芽方向发展的数目增多
,

这对秃杉的大量
、

快速繁殖有着重

要的意义
。

表 4 不同生长素对秃杉离体胚培养产生不定根的作用 .

生长素种类 接种胚数
( 个 )

发生不定根胚数
( 个 )

百分率 }
说 明

一一
I A A 1 0

.

6
大多数胚根

、

子叶发育正常
,

基本上不产生愈

仿组织
,

胚根
、

不定根细长
。

N A A 1 3
.

5 整个胚成一团愈伤组织
,

胚根及不定根粗壮
、

较短
。

2
,
4一 D

胚根基部
、

胚轴及部分子叶产生愈伤组织
,

胚

根粗壮
,

不定根短小
。

I B A 1 6
.

7
在胚轴或子叶上有少量愈伤组织

,

胚根及不定

根粗壮
。

.
培养8 0天统计结果

。

生长素浓度为0
.

5 m g / l
。

在四种情况下
,

胚芽均不发育
。
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三
、

不定报诱导及完拉位株的再生

用秃杉离体胚
、

萌发 1月的无菌苗茎端切段进行生根试验
,

结果表明从这些外植体上均

可诱导不定根的产生
。

表 4 示不 同生长素对离体胚培养产生不定根的作用
。

在以上 4 种生长素中
,

所诱导的不定根既可发生在子叶上
,

也可发生在胚轴上
。

通常每

个胚产生 1 一 2条不定根
,

偶有 8 一 4 条
,

一般不定根的生长长度较胚根短
。

从表 4 可以看出
,

.

在这 4 种生长素中
,

I B A对不 定根的 诱导最为有利
,

不但其诱导率较

高
,

且不定根的发育也较理想
。

在W ih 七
。 + I B A 0

.

5 m g l/ 培养基上
,

一般培养 20 天就能观

察到不定根
。

生长素的量对不定根的诱导有很大影响
,

如 N A A 在 0
.

05 一 .0 5 m g l/ 范 围 内均可诱导

离体胚产生不定根
,

而在 攻 A A l m g l/ 时
,

就不能从外表观察到不定根
,

但在此培养基上

培养 40 天后
,

将胚轴外面的愈伤组织剥去就能观察到一些小的不定根突起
,

在原培养基上继

续培养半年以上
,

仍不能从愈伤组织表面见到不定根
,

只有将其转入无激素的基 木 培 养 基

后
,

’

才能观察到这些小的不定根生长
、

穿过愈伤组织成为明显可见的不定根
。

由此可见
,

在

生长素浓度较高时
,

也可诱导不定根的发生
,

但只有在消除了外源生长素的抑制作用后
,

这

些小根才能进一步生长发育
。

-

从表 3 也可以看出
,

生长素的量对诱导离体胚产生不定根起着关键性作用
。

同时 比较表

3
、

表 4 可见细胞分裂素的加入对不定根的诱导反而有抑制作用
。

无菌苗茎端培养
。

将萌发 1 月的无菌苗茎端切下接种于 ( A )
、

( B )
、

( C )三种培养基上
,

其结果如表 5 所示 (图版 1 , 4 示从苗茎端培养再生的小植株 )
。

表 5 不同培养基对诱导秃杉无菌苗茎端切段生根的影响
铃

培 养 基 发生不定根苗数 百 分 率

( A )

( B ) 2

l 0

1O

( C )

W h i t e

W h i t e + K T 0
.

5+ N A A

W h i t e + I B A O
,
5 5 5

_

6

.
培养8 0夭统计结果

。

从表上看
,

在 ( A )
、

( B ) 两种培养基上
,

无菌苗的发根率均为 10 %
,

但在 ( B ) 培养基

上
,

除生根的 10 % 以外
,

另还有 40 %左右的苗段发生 了小的不定根突起
,

由此可见生长素对

不定根诱导的作用
。

目前
,

我们对秃杉无菌苗培养仅能获得一些较短的不定根
,

至于不定根

的进一步生长和发 育
,

还有待于进一步的研究
。

关于裸子植物培养中腋芽的形成
,

D va id 在 《 树木组织培养 》 一 书中进行了综述 「。 】。

D a v i d 和 D va i d在含有 B人 ( 1 0 一 6

m o l ) 的培养基上培养 南欧海松 ( P i n u s P i ” a s t e r ) 外植

体
,

从嫩叶和子叶的腋部出现了芽 , D va 记 和 I s e m u k al i 等从 2。天苗龄的南欧海松 上 采 取

含有顶端分生组织和子叶的下胚轴片段外植体
,

培养在含有 B A ( 10
` “ m ol ) 和 N A A ( 2

.

5

x 10 一m ol ) 的培养基上
,

15 天后
,

出现了具有良好组织化的腋芽
,

作者认为在外源激 素的

作用下
,

子叶的存在刺激了芽的发生
。 一

在我们的实验中
,

不带子叶的秃杉无菌苗在外源细胞
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分裂素 ( K T ) 的作用下也刺激了腋芽的发生 ( B 培养基上 )
。

Ro
u la y 研究建立了离体繁殖

花旗松的系统
,

在这一系统中
,

腋芽的发育并不依靠生长物质 〔 ’ , 1
。

当然
,

腋芽的发育与子

叶
、

生长物质及其它条件之 间究竟有多大关系
,

这是一个 比较复杂的问题
,

有待于深入的研

究
。

利用从裸子植物离体胚或其它幼嫩材料为外植体发展起来的培养技术
,

有些已经应用于

以成年树为材料的培养 〔 . ’ ` 6 1
,

但由于植物体在成熟过程中
,

其生理状态的改变
,

使得在幼

嫩材料中发展起来的技术不可能完全应用
,

甚至完全不能应用于成年植物材料的培养上
。

在

我们对 7 一 8 年生树的秃杉 当年生枝条的生根试验中
,

仅能获得愈伤组织
,

因此
,

对于秃杉

组织培养技术的实际应用
,

还需作进一步的研究
。
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图 版 说 明

图 1
.

子叶尖端的不定芽
,

图 2
.

子叶上的不定突起
,

图 a
,

子叶尖端的不定芽丛
,

图 4
。

从无菌苗苗端培养再生的小植株
,

图 5
。

无菌苗培养
,

示其腋芽发育
,

图 e
。

从子叶上发生的不定芽的纵切面
,

图 7
。

子叶横切面
,

示表皮下的分生细胞团
,

图 8
。

不定突起的扫描电镜观察
,

示其表面 凹凸不平
。

F 19
.

1
.

dA
v e nt i t io u s b u d s ( a r r o w s ) a t t h e t i p o f c o t v l e d o n o f a T a i切 a o i a f l

o u s i a ” a e m b r y o ,

F i g
.

2
.

A d v e n t i t i o u s P r o t u b e r a n e e s o n t h e e o t y l e d o n
.

F i g
.

3
.

A d 丫e n t i t i o u s b tt d
一 e l tt s t e r a t t h e t i P o f T a i留a n t’a f l

o u s `a 作 a e o t y l e d o n 厂a r r o w )
.

F 19
.

续
.

P l a n t l e t s r e g e n e r a t e d f r o m b a e t e r i a 一 f r e e s h o o t s
.

F i g
.

5
.

B a e t e r 认
一
f r e e s h o o t s w h i e h w e r e e u l t u r e d o n t h e m e d i u m e o n t a i n i n g e y t o k i n i n

s h o w i n g t h e d e v e l o Pm e n t o f s e v e r a l s h o o t s f r o m t h e a x i l l a r y b u d s
.

F 19
.

6
.

L o n g i t u d i n a l s e c t i o n q f a d v e n t i t io u s b u d w h i c h w a s i n d u e e d o n t h e e o t y l e d o n
.

F 19
.

7
.

T r a n s v e r s e s e c t io n o f t h e c o t y l e d o n s h o w i n g m e r i s t e m a t i e e e l l g r o u p
.

F 19
.

5
.

S e a n n i n g e l e e t r o n m i e r o s e o p e o b s e r v a t i o n o f a d v e n t i t i o u s p r o t u b e r a n e e s h o w i n g

i t s u n e v e n s 以 r f a e e
.

育
。 0 . 0 0 . “ 0 . 0 0 . 0 0 今 o “

言

夏新书信 忽
今 0 0巾 0 0 令 0 0今 O口今 6 0 今。 巴令

研究
、

开发利思植物资源的工具书
《 广西植物志 》 第一卷出版

《广西植物志》 记载广西野生及习见栽培的维管束植物
,

包括威类植物
、

裸子植物和被子植物
,

四卷出版
。

由李树刚
、

梁畴芬两教授编辑
,

并有王文采
、

路安民
、

张宏达
、

陈德昭
、

高蕴璋
、

李秉滔
、

分为

芡

新礼
、

方鼎
、

高成芝
、

陈秀香
、

毛宗铮
、

韦裕宗
、

韦发南等教授
、

学者参加撰写的木志第一卷已由广西科

学技术出版社出版
。

(( )一西植物志》 第一卷收载裸子植物和被子植物的木兰科到桃金娘科 ( 按哈钦松系统 )
,

J李4 8科
、

35 3

属
、

1 3 8 0种
、

3 亚种
、

12 1变种
、

17 变型
.

对科
、

属
、

种 ( 含亚种
、

变种和变型 ) 的名称
、

形态特征 ( 着重

对比特征 )
、

产地
、

生境
、

分布及经济用途等均有扼要记述
,

科下有比较详细的分属和分种检索表
,

并有

植物形态特征比较图或全图的图版 3 56 幅 ( 含 982 种 )
.

占收载植物种类总数的 6凌
.

6万
.

以便认辩
。

木志可

供植物学
、

农业
、

林业
、

园艺
、

医药
、

轻工等部门工作者及有关的教学
、

生产部门参考应用
。

木志为 16 开本
,

共 1 5 7万字
,

975 页
,

每木定价平装 3 0元
,

精装 35 元
。

欲购此书者
,

可向当地新华书店

购买或向广西植物研究所分类室邮购
,

每本加收挂号邮费 5 元
。

书款可信汇或邮汇到广西桂林市雁 山广西

植物研究所分类室
,

邮政编码 5峨1 00 6
.

开户银行
:
广西桂林市农行雁山营业所

,

帐
一

号4 3 1 0 3
.

请写清楚购买

书名
、

册数及购买人姓名
、

邮址
。
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