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速生湿地松良种胚性愈伤组织诱导与增殖
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摘　 要: 为使速生湿地松良种快速大规模繁殖ꎬ对其胚性愈伤组织进行诱导和增殖优化研究ꎮ 该文以 １ 代

湿地松种子园中 １０ 个速生湿地松优良无性系(基因型)的未成熟合子胚为外植体ꎬ系统研究基因型、合子胚

发育阶段、基本培养基、植物生长调节剂种类和浓度等不同因子对胚性愈伤组织诱导效率的影响ꎬ探讨胚性

愈伤组织的增殖条件ꎮ 结果表明:基因型、合子胚发育阶段、基本培养基及植物生长调节剂种类和浓度等均

对胚性愈伤组织诱导有不同程度的影响ꎮ １０ 个基因型均诱导出了胚性愈伤组织ꎬ其中以 ２ 号基因型诱导率

最高ꎬ达到 ２５.３７％ꎻ合子胚发育阶段中ꎬ以处于多胚阶段的球果诱导率最高ꎻ四种基本培养基中ꎬ以在 ＤＣＲ

基本培养基上诱导效果最佳ꎻ植物生长调节剂浓度及组合中以 ２ꎬ４￣Ｄ ２.０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋ ＫＴ ２.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１诱导率最

高ꎬ达到 ２７.７８％ꎮ 湿地松胚性愈伤组织增殖的最佳培养基为在 ＤＣＲ 基本培养基上添加 ０.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ２ꎬ４￣Ｄ、

１.０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＫＴ、５００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ ＣＨ 和 ３００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１ Ｌ￣谷氨酰胺ꎮ 综上研究结果ꎬ为湿地松良种进一步开展成熟

胚诱导及植株再生奠定了基础ꎮ
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　 　 湿地松(Ｐｉｎｕｓ ｅｌｌｉｏｔｔｉｉ)在 ２０ 世纪 ３０ 年代引入

我国ꎬ因其表现出速生、产脂量高及适应性强等优

点在我国大规模推广ꎬ现已成为我国南方地区主

要造林树种之一ꎮ 速生和高产脂是湿地松良种选

育的主要目标ꎬ迄今已选育出一批速生高产脂湿

地松良种ꎮ 目前ꎬ湿地松良种繁育仍以种子园种

子的有性繁殖为主ꎮ 虽然湿地松速生和高产脂种

子园已更新至第二代ꎬ但传统的种子繁育存在种

子园世代更新慢、育种周期长、后代变异大、育种

经费高等问题ꎮ 为了使选育出的湿地松良种得到

快速推广应用ꎬ且更好地保持良种的优良特性ꎬ无
性繁殖技术在良种繁育中显得尤为重要ꎮ

植物体细胞胚胎发生( ｓｏｍａｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｅｓｉｓ)
具有稳定性好、繁殖系数高、同步化水平高等优点

(Ｇｕｐｔａ ｅｔ ａｌ.ꎬ １９９３)ꎬ已成为植物无性繁殖研究中

的热点ꎮ 胚性愈伤组织诱导是体胚发生的第一

步ꎬ其诱导成功是否及质量在体胚发生中处于关

键地位ꎮ 湿地松胚性愈伤组织诱导最早由日本学

者 Ｊａｉｎ ｅｔ ａｌ. ( １９８９ ) 开 始 研 究ꎬ 随 后 Ｎｅｗｔｏｎ
(１９９５)、Ｌｉａｏ ｅｔ ａｌ.(１９９５)、唐巍等(１９９７)、吴丽君

(２００９)、Ｎｅｗｔｏｎ ｅｔ ａｌ.(２０１１)、张彩云(２０１６)及胡

继文等(２０１９)相继对湿地松胚性愈伤组织进行了

诱导ꎬ不同研究中胚性愈伤组织的诱导率存在显

著差异ꎬ有的研究中胚性愈伤组织诱导率高达

４９.０％ꎬ而有的仅为 ０.８％ꎬ甚至诱导失败ꎮ 与其他

松科松树的树种(如火炬松、马尾松、落叶松等)相
比ꎬ湿地松胚性愈伤组织诱导率差异不明显ꎬ杨模

华等(２０１１)报道马尾松胚性愈伤组织的平均诱导

率为 ９.６６％ ~２２.５９％ꎬＰｕｌｌｍａｎ ｅｔ ａｌ.(２００６)通过在

火炬松培养基中添加有机酸和维生素等提高了胚

性愈伤组织诱导率ꎬ平均诱导率在 １３.２％ ~ ４２.９％
之间ꎬ而宋跃等(２０１６)报道长白落叶松胚性愈伤

组织平均诱导率为 ３.１１％ ~１１.１７％ꎮ
虽然对湿地松胚性愈伤组织诱导与增殖研究

较多ꎬ但仍存在胚性愈伤组织诱导率低、愈伤组织

质量不高、增殖效果不理想等问题(Ｎｕｎｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８)ꎬ且胚性愈伤组织诱导受基因型、合子胚发育

程度、培养基种类及植物生长调节剂浓度等因素影

响(Ｓｔａｓｏｌｌａ ＆ Ｙｅｕｎｇꎬ ２００３)ꎮ 因此ꎬ对于不同育种

目标的湿地松良种很有必要开展胚性愈伤组织诱

导与增殖研究ꎮ 本研究以 １０ 个速生湿地松优良无

性系未成熟种子为材料ꎬ研究了不同基因型、合子

胚不同发育时期、不同基本培养基、植物生长调节

剂组合及浓度等对胚性愈伤组织诱导的影响ꎬ并探

索了胚性愈伤组织最佳增殖培养条件ꎬ旨在为下一

步体胚成熟和萌发研究奠定基础ꎬ并为湿地松速生

良种进一步快速繁殖利用提供技术支撑ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

湿地松速生良种的未成熟种子采自江西省吉

安市峡江县林木良种场 １ 代无性系种子园ꎬ选择

１０ 株长势好、结果量多ꎬ且后代速生特性明显的无

性系作为采种母树ꎬ采种时间从 ６ 月 ２４ 号开始至

８ 月 １１ 号截止ꎬ每周采集一次ꎬ共采集 ８ 次ꎬ每次

采集 ２０ ~ ３０ 个球果ꎬ球果采集后置于 ４ ℃冰箱中

保存备用ꎮ
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１.２ 方法

１.２.１ 外植体消毒与接种 　 从冰箱中取出球果ꎬ剥
出种子ꎬ选择饱满、发育良好种子去除种翅ꎮ 在超

净工作台内ꎬ先用无菌水冲洗 ３ 次ꎬ转入 ７５％酒精

中浸泡 ３０ ｓꎬ用无菌水冲洗 ３ 次后再转入 ０.１％升

汞中消毒 ７ ~ ８ ｍｉｎꎬ然后用无菌水清洗 ３ ~ ５ 次ꎬ最
后用无菌滤纸吸干表面水分ꎬ备用ꎮ

取出消毒好的湿地松种子于无菌培养皿中ꎬ
用无菌解剖刀和镊子去除种壳和种皮后置于诱导

培养基上ꎬ每皿接种 １０ 粒ꎬ接种后用封口膜封口ꎬ
置于培养箱中暗培养ꎮ
１.２.２ 胚性愈伤组织诱导 　 开展不同家系、不同基

本培养基、不同取样时间、不同植物生长调节剂组

合及浓度(２ꎬ４￣Ｄ、６￣ＢＡ 和 ＫＴ)等因素对湿地松胚

性愈伤组织诱导影响的研究ꎬ诱导培养基中添加

Ｌ￣谷氨酰胺 ３００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１、水解酪蛋白 ５００ ｍｇ􀅰
Ｌ￣１、蔗糖 ３０ ｇ􀅰Ｌ￣１、卡拉胶 ７ ｇ􀅰Ｌ￣１ꎻ每种处理设置

３ 个重复ꎬ(２３ ± １) ℃ 暗培养ꎮ 接种后定期观测

种子变化ꎬ并于 ４ ~ ８ 周后统计愈伤组织和胚性愈

伤组织的个数ꎬ计算诱导率ꎮ
１.２.３ 胚性愈伤组织增殖 　 选择生长状态一致的

胚性愈伤组织置于不同植物生长调节剂浓度组合

的增殖培养基上ꎬＤＣＲ 为基本培养基ꎬ添加麦芽糖

３０ ｇ􀅰Ｌ￣１、卡拉胶 ７ ｇ􀅰Ｌ￣１、Ｌ￣谷氨酰胺 ３００ ｍｇ􀅰
Ｌ￣１、水解酪蛋白 ５００ ｍｇ􀅰 Ｌ￣１ꎮ 培养温度 ( ２３ ±
１)℃ꎬ湿度 ６０％ ~６５％ꎬ１５ ｄ 后观测愈伤组织生长

状态ꎮ
１.３ 数据统计分析

(胚性) 愈伤组织诱导率 (％) ＝ 诱导出 (胚

性)愈伤组织的未成熟合子胚数 /接种的未成熟合

子胚数× １００ꎬ采用 ＳＰＳＳ 软件对数据进行统计分

析ꎬＤｕｎｃａｎ 法进行多重比较ꎮ 胚性愈伤组织增殖

培养时生长状态用“ ＋”表示程度ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 不同基因型对胚性愈伤组织诱导的影响

湿地松 １０ 个速生优良基因型的胚性愈伤组织

诱导效果见表 １ꎮ 从表 １ 可以看出ꎬ不同基因型诱

导胚性愈伤组织存在明显差异ꎬ１０ 个基因型中诱

导率最高的为 ２ 号ꎬ达到 ２５.３７％ꎬ其次是 ５ 号和

１０ 号ꎬ诱导率最低的为 １７ 号家系ꎬ胚性愈伤组织

诱导率仅为 １.４３％ꎮ 方差分析结果显示ꎬ２ 号基因

型胚性愈伤组织组织的诱导率显著高于其他基因

型ꎬ而 １ 号基因型的非胚性愈伤组织诱导率显著

高于其他基因型ꎬ说明不同基因型胚性愈伤组织

诱导与非胚性愈伤组织诱导无相关性ꎮ
２.２ 采集时间(合子胚发育时期)对胚性愈伤组织

诱导的影响

从 １０ 个湿地松优良家系中挑选诱导效果较好

的 １０ 号家系开展不同采集时间(６ 月至 ８ 月)对胚

性愈伤组织诱导的影响ꎬ结果见表 ２ꎮ 从表 ２ 可以

看出ꎬ胚性愈伤组织诱导率随采集时间呈现先升

后降的变化趋势ꎬ７ 月 ２１ 号采集的球果胚性愈伤

组织和非胚性愈伤组织诱导率均最高ꎬ分别达到

１１.２９％和 ４３.５５％ꎬ其次是 ７ 月 １４ 号和 ７ 月 ７ 号ꎬ
胚性愈伤组织诱导率分别为 ８.２２％和 ４.５５％ꎬ而 ６
月 ２４ 号、７ 月 １ 号和 ８ 月 １１ 号则未诱导出胚性愈

伤组织ꎮ 方差分析结果显示ꎬ未成熟合子胚的采

集时间对胚性愈伤组织和非胚性愈伤组织诱导率

有显著影响ꎬ７ 月 １４ 号和 ２１ 号采集球果的胚性愈

伤组织诱导率显著高于其他 ６ 个时期ꎬ尤其是以 ７
月 ２１ 号为最佳采样时期ꎮ

在 ７ 月 １４ 日和 ７ 月 ２１ 日采集的球果中随机

取出 ３ ~ ５ 个球果ꎬ先从球果不同部位取出种子ꎬ然
后用解剖刀剥去种壳和胚乳ꎬ得到合子胚ꎬ体视显

微镜下观察(图 １)ꎬ发现 ７ 月 １４ 号种子中约有 ２ /
３ 处于裂生多胚阶段(图 １:Ａꎬ多胚明显ꎬ胚体透

明)ꎬ即合子胚发育的第Ⅱ阶段ꎬ１ / ３ 处于湿地松合

子胚发育的第Ⅲ阶段(图 １:Ｂꎬ胚头清晰ꎬ渐变为

白色不透明)ꎬ而 ７ 月 ２１ 号采集的种子发育时期

约有 ２ / ３ 处于湿地松合子胚发育的第Ⅲ阶段ꎬ１ / ３
种子处于合子胚发育的第Ⅳ阶段(图 １:Ｃꎬ胚头乳

白色ꎬ不透明ꎬ开始发育为圆筒状)ꎮ 本研究最佳

采集时期虽然与其他文献报道有差异ꎬ但球果中

大多种子合子胚发育阶段处于第Ⅱ阶段至第Ⅳ阶

段ꎬ与张彩云等(２０１６)研究结果一致ꎮ
２.３ 不同基本培养基对胚性愈伤组织诱导的影响

保持植物生长调节剂配比和浓度不变ꎬ外植

体在 ＭＳ、 ＷＰＭ、 ＤＣＲ 和 Ｂ５ 四种不同基本培养诱
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表 １　 不同家系对胚性愈伤组织诱导的影响
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆａｍｉｌｉｅｓ ｏｎ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

基因型
Ｇｅｎｏｔｙｐｅ

接种数
Ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｆ
ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

胚性愈伤组织数
Ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ ｑｕａｎｔｉｔｙ

非胚性愈伤组织数
Ｎｏｎ￣ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ
ｃａｌｌｕｓ ｑｕａｎｔｉｔｙ

胚性愈伤诱导率
Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ

ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ
(％)

非胚性愈伤组织诱导率
Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ

ｎｏｎ￣ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ
(％)

１ ５６ ３ １９ ５.３６±０.０５ａ ３３.９３±０.０２０７ｃ

２ ６７ １７ １０ ２５.３７±０.０３５１ｃ １４.９３±０.０７０７ａ

３ ６２ １０ １４ １６.１３±０.０２５７ｂ ２２.５８±０.０２２ａｂ

４ ７０ ４ １６ ５.７１±０.０４５５ａ ２２.８６±０.０５９６ａｂ

５ ７０ １３ １５ １８.５７±０.０３０４ｂ ２１.４３±０.０２２６ａｂ

１０ ６８ １１ １２ １６.１８±０.０２７９ｂ １７.６５±０.０５６６ａ

１４ ７０ １０ １５ １４.２９±０.０３３４ｂ ２１.４３±０.０３２７ａ

１５ ７０ ３ １４ ４.２９±０.０５３２ａ ２０.００±０.０３３７ａ

１６ ６５ ２ １６ ３.０８±０.０３１３ａ ２４.６２±０.０２１９ｂｃ

１７ ７０ １ １６ １.４３±０.０２７８ａ ２２.８６±０.０４１７ａｂ

　 注: 相同字母表示差异不显著(Ｐ>０.０５) ꎬ不同字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ>０.０５)ꎬ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｂｅｌｏｗ.

表 ２　 不同采样时间对湿地松胚性愈伤组织诱导的影响
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｔｉｍｅ ｏｎ ｔｈｅ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ ｆｏｒ Ｐｉｎｕｓ ｅｌｌｉｏｔｔｉｉ

采集时期
Ｓａｍｐｌｉｎｇ ｔｉｍｅ

接种数
Ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｆ
ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

胚性愈伤组织数
Ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ
ｃａｌｌｕｓ ｑｕａｎｔｉｔｙ

非胚性愈伤组织数
Ｎｏｎ￣ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ
ｃａｌｌｕｓ ｑｕａｎｔｉｔｙ

胚性愈伤组织诱导率
Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ

ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ
(％)

非胚性愈伤组织诱导率
Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ

ｎｏｎ￣ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ
(％)

６ 月 ２４ 日 ４１ ０ ７ ０ａ １７.０７±０.０４０４ａｂｃｄ

７ 月 １ 日 ７９ ０ １７ ０ａ ２１.５２±０.０５７９ｂｃｄ

７ 月 ７ 日 ４４ ２ １２ ４.５５±０.０２５４ｂ ２７.２７±０.０８３６ｄｅ

７ 月 １４ 日 ７３ ６ １８ ８.２２±０.０２１ｃ ２４.６６±０.０２５３ｃｄｅ

７ 月 ２１ 日 ６２ ７ ２０ １１.２９±０.０２８３ｃ ３２.２６±０.００９８ｅ

７ 月 ２９ 日 ４９ １ ８ ２.０４±０.００２９ａｂ １６.３３±０.０４６８ａｂｃ

８ 月 ４ 日 ８１ １ １１ １.２３±０.０１２３ａ １３.５８±０.０５３ａｂ

８ 月 １１ 日 ７０ ０ ７ ０±０.０２３８ａ １０.００±０.０２５ａ

导胚性愈伤组织效果存在一定差异 (图 ２)ꎮ 其

中:ＤＣＲ 和 ＷＰＭ 为基本培养基时胚性愈伤组织的

诱导率较高ꎬ分别为 ３０.６５％和 ２５.４０％ꎻＭＳ 和 Ｂ５
为基本培养基时诱导率较低ꎬ分别为 １４. ２９％和

７.１４％ꎬ而非胚性愈伤组织在四种基本培养基上的

诱导率均低于胚性愈伤组织ꎮ 方差分析结果表

明ꎬ在 ＤＣＲ 和 ＷＰＭ 培养基上胚性愈伤组织诱导

率显著高于 ＭＳ 和 Ｂ５(Ｐ<０.０５)ꎬ而非胚性愈伤组

织在四种培养基上的诱导率差异不显著ꎬ说明

ＤＣＲ 和 ＷＰＭ 基本培养基更适合湿地松未成熟种

子胚性愈伤组织诱导ꎮ
２.４ 不同植物生长调节剂组合及浓度配比对胚性

愈伤组织诱导的影响

２ꎬ４￣Ｄ、６￣ＢＡ 和 ＫＴ 三种植物生长调节剂及其
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Ａ. 合子胚发育第Ⅱ阶段ꎻ Ｂ. 合子胚发育第Ⅲ阶段ꎻ Ｃ. 合子胚发育第Ⅳ阶段ꎮ
Ａ. Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｚｙｇｏｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎻ Ｂ. Ｔｈｅ ｔｈｉｒｄ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｚｙｇｏｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎻ Ｃ. Ｔｈｅ ｆｏｕｒｔｈ ｓｔａｇｅ ｏｆ ｚｙｇｏｔｉｃ ｅｍｂｒｙｏ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔꎮ

图 １　 ７ 月 １４ 号和 ２１ 号采集球果所处的发育阶段
Ｆｉｇ. １　 Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅｓ ｉｎ ｗｈｉｃｈ ｃｏｎｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｏｎ Ｊｕｌｙ １４ｔｈ ａｎｄ ２１ｓｔ

图 ２　 不同基本培养基对胚性愈伤组织诱导的影响
Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂａｓｉｃ ｍｅｄｉａ ｏｎ

ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ

组合对胚性愈伤组织诱导的影响结果见表 ３ꎮ 从

表 ３ 可以看出ꎬ不添加任何植物生长调节剂的培

养基中ꎬ没有诱导出胚性愈伤组织ꎻ单一添加植物

生长调节剂 ６￣ＢＡ、 ＫＴ 和 ２ꎬ４￣Ｄ 的培养基中只有

２ꎬ４￣Ｄ 能诱导胚性愈伤形成ꎻ当 ２ꎬ４￣Ｄ 与 ６￣ＢＡ、ＫＴ
组合使用胚性愈伤组织诱导率明显高于各生长调

节剂单独使用ꎬ２ꎬ４￣Ｄ 与 ＫＴ 组合使用明显好于与

６￣ＢＡ 组合使用ꎮ 方差分析结果显示ꎬ不同植物生

长调节剂组合之间胚性愈伤组织诱导率存在显著

差异ꎬ其中 ２ꎬ４￣Ｄ ２.０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１＋ ＫＴ ２.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１中

组合的胚性愈伤组织诱导率显著高于其他植物生

长调节剂组合ꎬ诱导率达到 ２７.７８％ꎮ
２.５ 胚性愈伤组织的增殖培养

在 ＤＣＲ 基 本 培 养 并 添 加 Ｌ ￣ 谷 氨 酰 胺 ３００
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Ａ. 湿地松雌配子体ꎻＢ. 诱导 ６ 周后的胚性愈伤组织ꎻＣ. 胚性愈伤组织增殖ꎻＤ. 体视显微镜下的胚性愈伤组织(１０ 倍)ꎮ
Ａ. Ｆｅｍａｌｅ ｇａｍｅｔｏｐｈｙｔｅ ｏｆ Ｐｉｎｕｓ ｅｌｌｉｏｔｔｉｉꎻ Ｂ. Ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ ａｆｔｅｒ ｓｉｘ ｗｅｅｋｓ ｏｆ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎꎻ Ｃ. Ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ Ｄ.
Ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ ｕｎｄｅｒ ｓｔｅｒｅｏｓｃｏｐｉｃ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ (１０ ｆｏｌｄ).

图 ３　 湿地松胚性愈伤组织诱导与增殖
Ｆｉｇ. ３　 Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ ｆｒｏｍ Ｐｉｎｕｓ ｅｌｌｉｏｔｔｉｉ

ｍｇ􀅰Ｌ￣１、水解酪蛋白 ５００ ｍｇ􀅰Ｌ￣１、麦芽糖 ３０ ｇ􀅰
Ｌ￣１、卡拉胶 ７ ｇ􀅰Ｌ￣１条件下ꎬ试验了不同植物生长

调节剂组合对湿地松胚性愈伤组织增殖的影响ꎬ
在增殖试验过程中ꎬ我们将试验持续进行 ４ 次增

殖ꎬ每隔 １５ ｄ 从上一代中取一团愈伤组织进行增

殖ꎬ增殖过程中观察愈伤组织的形态、颜色、生长

速度、水渍化以及细胞表面突起形态ꎬ甚至细胞间

粘连情况ꎬ结果如表 ４ꎮ 从表 ４ 结果可以看出ꎬ２
号植物生长调节剂浓度及配比条件下ꎬ胚性愈伤

组织增殖效果最佳ꎬ愈伤组织增殖快、细胞间有粘

性ꎬ且愈伤组织表面有突起ꎬ说明胚性愈伤组织在

增殖过程中很好地保持了胚性(图 ３)ꎮ

３　 讨论与结论

湿地松胚性愈伤组织诱导与基因型、合子胚

发育阶段、基本培养基种类、植物生长调节剂种类

及植物生长调节剂浓度等因素关系密切ꎬ是诱导

成败的关键因子(Ｐｉｎｔｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００８)ꎮ 外植体基因

型在胚性愈伤组织诱导中起着关键作用ꎬ不同基

因型对胚性愈伤组织诱导率的影响存在明显差

异ꎮ 本研究选取的 １０ 个速生湿地松优良无性系ꎬ

８８２ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



表 ３　 不同植物生长调节剂组合及其浓度对湿地松未成熟胚诱导胚性愈伤组织的影响
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＰＧＲ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ

ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｂｙ ｉｍｍａｔｕｒｅ ｅｍｂｒｙｏｓ ｏｆ Ｐｉｎｕｓ ｅｌｌｉｏｔｔｉｉ

植物生长调节剂组合及浓度
ＰＧＲ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

(ｍｇ􀅰Ｌ ￣１)

接种数
Ｑｕａｎｔｉｔｙ ｏｆ
ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

胚性愈伤组织数
Ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ

ｑｕａｎｔｉｔｙ

胚性愈伤诱导率
Ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ

ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ
(％)

０ ９０ ０ ０ａ

２ꎬ４￣Ｄ ０.５ ９０ ０ ０ａ

２ꎬ４￣Ｄ １.０ ９０ ２ ２.２２±０.０２５７ａ

２ꎬ４￣Ｄ ２.０ ９０ ６ ６.６７±０.０２７４ｂ

２ꎬ４￣Ｄ １.０ ＋ ＫＴ １.０ ９０ １８ ２０.００±０.０２０５ｅ

２ꎬ４￣Ｄ １.０ ＋ ＫＴ ２.５ ９０ １３ １４.４４±０.０２ｄ

２ꎬ４￣Ｄ １.０ ＋ ＫＴ ５.０ ９０ ５ ５.５８±０.０２３４ｂ

２ꎬ４￣Ｄ ２.０ ＋ ＫＴ １.０ ９０ １４ １５.５６±０.０２１７ｄ

２ꎬ４￣Ｄ ２.０ ＋ ＫＴ ２.５ ９０ ２５ ２７.７７±０.０１８６ｆ

２ꎬ４￣Ｄ ２.０ ＋ ＫＴ ５.０ ９０ ７ ７.７８±０.０２３１ｂｃ

２ꎬ４￣Ｄ １.０ ＋ ６￣ＢＡ １.０ ９０ １３ １４.４４±０.０２４９ｄ

２ꎬ４￣Ｄ １.０ ＋ ６￣ＢＡ ２.５ ９０ １０ １１.１１±０.０２０５ｃ

２ꎬ４￣Ｄ １.０ ＋ ６￣ＢＡ ５.０ ９０ ７ ７.７８±０.０４３７ｂｃ

６￣ＢＡ １.０ ７４ ０ ０ａ

ＫＴ １.０ １８８ ０ ０ａ

表 ４　 不同植物生长调节剂组合及浓度对湿地松胚性愈伤组织增殖的影响
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＰＧＲ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐｉｎｕｓ ｅｌｌｉｏｔｔｉｉ

编号
Ｎｕｍｂｅｒ

植物生长调节剂
组合及浓度

ＰＧＲ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

(ｍｇ􀅰Ｌ ￣１)

继代 １ 次愈伤状态
Ｃａｌｌｕｓ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｆｉｒｓｔ ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅ

继代 ２ 次愈伤状态
Ｃａｌｌｕｓ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｓｅｃｏｎｄ ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅ

继代 ３ 次愈伤状态
Ｃａｌｌｕｓ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｔｈｉｒｄ ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅ

继代 ４ 次愈伤状态
Ｃａｌｌｕｓ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｆｏｕｒｔｈ ｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅ

１ ２ꎬ４￣Ｄ ０.５ ＋ ＫＴ ０.５ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋

２ ２ꎬ４￣Ｄ ０.５ ＋ ＫＴ１.０ ＋＋＋＋＋ ＋＋＋＋＋ ＋＋＋＋＋ ＋＋＋＋＋

３ ２ꎬ４￣Ｄ ０.５ ＋ ＫＴ ２.０ ＋＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋

４ ２ꎬ４￣Ｄ １.０ ＋ ＫＴ ０.５ ＋＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

５ ２ꎬ４￣Ｄ １.０ ＋ ＫＴ１.０ ＋＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋

６ ２ꎬ４￣Ｄ １.０ ＋ ＫＴ ２.０ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋

７ ２ꎬ４￣Ｄ ２.０ ＋ ＫＴ ０.５ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋

８ ２ꎬ４￣Ｄ ２.０ ＋ ＫＴ １.０ ＋＋＋＋ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋

９ ２ꎬ４￣Ｄ ２.０ ＋ ＫＴ ２.０ ＋＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋＋ ＋＋

　 注: 胚性愈伤增殖过程中愈伤组织的状态用＋表示程度ꎮ ＋表示愈伤死亡ꎻ＋＋表示愈伤暗黄、有水渍化现象、生长状态较差ꎻ＋＋＋
表示愈伤组织生长较慢、愈伤白色、表面无突起ꎻ＋＋＋＋表示愈伤组织白色ꎬ生长速度较快ꎬ愈伤表面有少量突起ꎬ细胞间无粘性ꎻ＋＋＋
＋＋表示愈伤组织洁白、生长较快、愈伤表面有大量突起、无水渍化现象ꎬ细胞间有粘性ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ ｅｍｂｒｙｏｇｅｎｉｃ ｃａｌｌｕｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｓｔａｔｅ ｏｆ ｃａｌｌｕｓ ｗａｓ ｄｅｎｏｔｅｄ ｂｙ ＋. ＋ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｃａｌｌｕｓ ｄｅａｔｈꎻ ＋＋ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｄａｒｋ
ｙｅｌｌｏｗ ｃａｌｌｕｓꎬ ｗａｔｅｒ ｄａｍａｇｅ ａｎｄ ｐｏｏｒ ｇｒｏｗｔｈ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎꎻ ＋＋＋ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｌｏｗ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｃａｌｌｕｓꎬ ｗｈｉｔｅ ｃａｌｌｕｓ ａｎｄ ｎｏ ｐｒｏｔｒｕｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｆａｃｅꎻ ＋
＋＋＋ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｗｈｉｔｅ ｃａｌｌｕｓ ｗｉｔｈ ｆａｓｔ ｇｒｏｗｔｈꎬ ａ ｆｅｗ ｐｒｏｔｒｕｓｉｏｎｓ ｏｎ ｃａｌｌｕｓ ｓｕｒｆａｃｅ ａｎｄ ｎｏ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｅｌｌｓꎻ ＋＋＋＋＋ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｗｈｉｔｅ ｃａｌｌｕｓꎬ
ｒａｐｉｄ ｇｒｏｗｔｈꎬ ａ ｌｏｔ ｏｆ ｐｒｏｔｒｕｓｉｏｎｓ ｏｎ ｃａｌｌｕｓ ｓｕｒｆａｃｅꎬ ｎｏ ｗａｔｅｒ ｓｔａｉｎｓꎬ ａｎｄ ｖｉｓｃｏｓｉｔｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃｅｌｌｓ.
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胚性愈伤组织诱导率最高的为 ２ 号ꎬ诱导率达到

２５.３７％ꎬ最低的为 １７ 号ꎬ诱导率仅为 １.４３％ꎮ 相

同的结果在火炬松 ( Ｐｕｌｌｍａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００３ꎻ Ｔａｎｇꎬ
２００１)、 海 岸 松 ( Ｐａｒｋ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００６ )、 辐 射 松

(Ｈａｒｇｒｅａｖｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００９)及地中海松(Ｍｏｎｔａｌｂáｎ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１２)等中均有报道ꎮ 因此ꎬ对于湿地松不同

良种的快速利用ꎬ可以通过筛选并利用易诱导胚

性愈伤组织的家系(基因型)进行诱导ꎬ以获得更

多的胚性系ꎬ为后期的无性快繁提供技术支持ꎮ
合子胚发育阶段是影响胚性愈伤组织起始的

关键因子之一ꎬ研究发现ꎬ在松属树种中处于早期

发育阶段的合子胚(未成熟合子胚)更有利于诱导

胚性愈伤组织的产生 ( Ｍｏｎｔａｌｂáｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ
Ａｌｖａｒｅｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎮ 本研究中随着雌配子体中

合子胚发育ꎬ胚性愈伤组织的诱导率呈现先升后

降的变化趋势ꎬ诱导率最高的 ２ 个采样时期(７ 月

１４ 日和 ７ 月 ２１ 日)ꎬ其球果中大多种子合子胚发

育阶段处于第Ⅱ阶段至第Ⅳ阶段ꎬ与以往研究结

论一致ꎮ 虽然文中诱导率最高的采样时期与吴丽

君(２００９)采样时期符合ꎬ与张彩云等(２０１６)采样

时期相差较大ꎬ但球果中合子胚发育阶段(Ⅱ ~
Ⅳ)一致ꎬ采集球果时间上的差异可能与不同地区

气候条件有关ꎬ且同一时期采集的不同家系的球

果发育时期也存在差异ꎮ 因此ꎬ为了获得较高的

胚性愈伤组织诱导率ꎬ可以预先检测一下合子胚

的发育阶段ꎬ根据发育阶段确定最佳采样时期ꎮ
培养基组成(基本培养基及植物生长调节剂

种类和浓度等)做为影响胚性愈伤组织诱导的另

一关键因子ꎬ在体胚诱导中举足轻重ꎮ 在松树体

胚发生技术研究中ꎬ发现 ＤＣＲ 是体胚诱导较佳的

基本培养基(胡继文等ꎬ２０１８)ꎬ这与本研究结论一

致ꎬ四种基本培养中以 ＤＣＲ 培养基上胚性愈伤组

织诱导效率最高ꎬ达到 ３０.６５％ꎮ 但也有报道称湿

地松未成熟种子在 ＤＣＲ 培养上诱导胚性愈伤组织

效率较低(Ｎｕｎｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎬ这可能与不同基因

型的湿地松对培养条件的需求不一致有关ꎬ也可

能与合子胚发育阶段等其他影响因素相关ꎮ 相对

于基本培养基而言ꎬ植物生长调节剂种类及其浓

度对胚性愈伤组织诱导效率影响更大(张建伟等ꎬ
２０１４ꎻＮｕｎｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 本研究发现单独使用

一种植物生长调节剂效果不理想ꎬ２ꎬ４￣Ｄ 浓度为

２.０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１和 ＫＴ 浓度为 ２.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１时ꎬ胚性愈伤

组织诱导率最高ꎬ达到 ２７.７８％ꎮ
胚性愈伤组织继代增殖时体胚发生的一个重

要环节ꎮ 研究表明ꎬ在培养基中添加适当浓度的

植物生长调节剂可以使胚性愈伤组织保持增殖ꎬ
并保持胚性ꎬ但高浓度植物生长调节剂则会使胚

性愈伤组织增殖速度降低ꎬ甚至导致体细胞胚成

熟能力丧失等(宋跃等ꎬ２０１６)ꎬ故需要调整植物生

长调节剂浓度以获得最佳增殖条件ꎮ 本研究发现

降低诱导培养基中植物生长调节剂浓度ꎬ其他条

件不变ꎬ即胚性愈伤组织在含 ２ꎬ４￣Ｄ ０.５ ｍｇ􀅰Ｌ￣１、
ＫＴ１.０ ｍｇ􀅰Ｌ￣１的 ＤＣＲ 培养基上增殖效果好ꎬ愈伤

组织洁白、生长较快、愈伤表面有大量突起、无水

渍化 现 象ꎬ 细 胞 间 有 粘 性ꎮ Ｋｌｉｍａｓｚｅｗｓｋａ ｅｔ ａｌ.
(２００７)研究发现降低 ２ꎬ４￣Ｄ 浓度获得正常增殖的

胚性愈伤组织ꎬ这与本研究的结论一致ꎮ
综上所述ꎬ本研究以湿地松速生良种的未成

熟种子为材料ꎬ成功诱导出胚性愈伤组织、筛选到

易诱导的基因型、明确采样时期、建立胚性愈伤组

织诱导与增殖最适培养基ꎬ为下一步体胚诱导、成
熟及萌发等奠定基础ꎮ
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