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尾叶桉的组织培养与快速繁殖 

刘媛 ，一，黄真池 ，一，曾富华 ， ，贺炜华 ，一，陈信波 
(1．湖南农业大学生物科学与技术学院，湖南长沙 410128；2．湛江师范学院生命科学与技术学院，广东湛江 524048) 

摘要 [目的]为尾叶桉资源开发及其转基因研 究奠定基础。[方法]以尾叶桉无菌苗的下胚轴为外植体，研究不同激素种类及配比对其 

愈伤组织诱导、芽分化和增殖的影响，并分析不同浓度 IBA对其生根的影响。[结果]不同激素组合对愈伤组织的诱导形成均有显著影 

响，诱导率为35．0％～95．0％。诱导尾叶桉愈伤组织形成的最适培养基为Ms+6-BA 0．60 mg／L+2， D 0．10 mg／L，诱导芽分化的最适培 

养基为Ms+NAA 0．10~ec'L+TDZ 2 p．mol／L，诱导芽增殖的最适培养基为Ms+6-BA 0。40 m#L+NAA 0。05Ⅱ r／ 尾叶桉再生苗的最适 

生根培养基为I／4 MS+0．50啡r／L IBA。生根苗在自然环境中炼苗9 d后再移栽，其成活率在90％以上。[结论]接种初期暗培养5 d再 

转入光照培养和添加50．00～100．00Ⅱ L Vc，均可有效防止尾叶桉愈伤组织的褐化，提高诱芽率。 
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Study on flae Tissue Cutultre and Rapid Prolmgation of Euca／yptus urophySa 

UU Yuan et al (College of Bioscience and Technology，Hunan cultuml Univorsity，Changsha，Hunan 410128) 

A~lraet l Objective I 111e research aimed to lay the foundation for the s0 development of Euca／yptus urophylla and iIs transgenic research． 

1Methodl with hypocotyledonary axisinthe aseptic seedling ofE．urophylla as explants，the effects ofdifferent kinds of hormones andtheirmatching on 

the callus induction．bud difierentiation and proliferation were studied and the effects of different concentmfions of IBA on its rootins were analyzed．1Re— 

sultl Difierent hormone combinations all had significant effects on callus formation with the induction rate of35．0％ ～95．0％．111e optirm~n mediunl 

f0rinducingthe callus ofE．urophylla was +每BA0．60 n L+2，4-D0．10~e,／L．The optirr~m medium fori~ cingthe bud differentiationwasMS 

+NAA 0．10 ne-／L+TDZ 2．00 wnol／L and the optimum medium for inducing the bud proliferation was MS+6-BA0．dO mg／L+L NAA 0．05 mg／L． 

The optimtun rooting medium for the regenerated planflets of E．urophflla was 1／4 MS+0．50 mg／LⅢA．when the rooted seedlings were hardened for 

9 din natural environment beforetransplanting，iIs survival ratewasmorethan90％．【Conclusion J B0th dark cafiturefor5 d beforelight culturein early 
inoculation stage and adding 50 ．00～100．00 mg／LVc could prevent E．urophylla from the caluus browning and increase the rate of bud induction． 
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桉树(Eucalyptus spp．)在我国广泛栽培于广东、广西、福 

建、云南和海南等省区，是我国南方最重要的短周期工业用 

材林树种l 。尾叶桉属桃金娘科桉属，大乔木，树高可达 50 

m，干形通直，树冠较开阔，木材紫红色，坚硬耐腐，广泛用于 

重型结构和桥梁用材 J。但是目前青枯病、焦枯病、灰霉病 

等33种病害已严重危害我国桉树林，尤其以栽培面积最大 

的尾叶桉和巨尾桉发病最严重_3J。目前，在用化学方法难以 

防治的情况下，通过转基因技术培育抗病新品种成为一条有 

效途径。桉树作为含酚类和多糖丰富的木本植物，其再生系 

统的建立有相当大的难度，但也有一些品种取得了突破，树 

种已能经器官发生途径再生_4I6J。目前，国内通过桉树愈伤 

组织得到再生苗的报道并不多，且诱芽率普遍都不高，建立 

高效的体外再生体系成为利用转基因技术改良桉树性状亟 

待解决的问题之一。笔者以尾叶桉的种子为材料，探讨了通 

过愈伤组织诱导成苗的最适培养条件。 

1 材料与方法 

1．1 材料 供试材料为国家林业局桉树研究开发中心提供 

的尾叶桉 U6无性系种子萌发的下胚轴。 

1．2 方法 

1．2．1 无菌材料的获得。选择较成熟的种子，50～55℃温 

水浸泡后自然冷却 ，4～6 h后无菌水冲洗 2次 ，20％(体积比) 

NaC10消毒 15 min，无菌水冲洗5～6次，接种于不添加激素 

的1／2MS培养基上。1／2MS培养基附加 0．7％的琼脂、3．0％ 

的蔗糖，DH值 5．8～5．9。培养温度为(25±2)℃，光照 12 
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h／d，光照强度 2(1130～2 500 lx。 

1．2．2 诱导愈伤组织。当种子发育为长3．0～5．0 cm，仅含1 

对子叶时，去掉顶芽与根部，将下胚轴切成0．5～1．0 cm长的 

小段，接种于不同浓度梯度的6-BA和2，4_D的 MS培养基 

上，暗培养5 d后移至光下培养，2周后统计愈伤组织诱导情 

况。MS培养基均附加 0．7％的琼脂，3．0％蔗糖。培养条件 

同上。 

1．2．3 诱导芽的分化。将愈伤长势良好的外植体转入 MS 

附加不同浓度梯度的 NAA和 TDZ组合中，每个处理接种50 

个外植体，40 d后统计出芽率(发生芽的外植体占无菌外植 

体总数的百分率)。培养条件同上。 

1．2．4 诱导丛生芽的增殖。将芽丛切割成2～5株，置于不 

同浓度梯度的6-BA和NAA的MS培养基上，附加0．1％的活 

性炭，30 d后统计月增殖倍数(每个茎段上丛生芽数／每个茎 

段上原有芽数)。培养条件同上。 

1．2．5 生根及移栽。将 2．0～4．0 cm高的丛生芽切成单株 

后转入附加不同浓度 IBA的1／4MS培养基中，20 d后统计生 

根情况，将生根良好的试管苗移至室外自然环境中炼苗7 d，揭 

开封瓶膜再炼苗2 d，小心取出，移栽到已消毒的黄心土中。 

2 结果与分析 

2．1 不同激素种类及配比对愈伤组织形成的影响 2周后 

外植体细胞分裂启动。结果见表 1，不同激素组合对愈伤组 

织形成的影响显著，诱导率从 35．0％到 95．0％不等，随着 

6-BA浓度的增加，诱导率呈上升趋势，说明6-BA有利于尾叶 

桉愈伤组织的诱导，低浓度的2，4_D更有利于愈伤组织的产 

生，且相对于高浓度的 2，4一D，更有利于芽的分化。研究表 

明，当6-BA浓度为0．60mg／L，2，4_D浓度为0．10mg／L时，愈 

伤组织呈淡绿色，生命力强，褐化比例低，为最适宜愈伤组织 
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形成的培养基。尾叶桉下胚轴诱导出的愈伤组织见图 1。 

表1 不同激素组合启动愈伤组织形成情况 

'][~ltble1 The growth status callusfish,tie undeF different hormones combination 

注：以上培养基均添加 100．00 mg／L的vc。 
No【e：100．00 m L Vc was added imo mediun h each treatment 

图 1 诱导出的愈伤组织 

ng．1 Theinduction  0f callust~sue 

表2 不同激素组合诱导芽分化的情况 

2"Ilae growth~tuation 0f callus tissueⅢ erdifferentl均lH COlYI- 

bination 

注：表中数据是培养 40 d后统计结果。一为差，+为一般，++为较 

好，+++为好。 

Note：Data in table was count~ up Rer cultured for 40d —H 8ns weak．+ 

H 唧 Ⅲm ，+ +H preferably，++ +H g00d． 

2．2 不同激素种类及配比对愈伤组织分化成芽的影响 外 

植体培养 15 d左右，在愈伤组织表面陆续出现嫩绿的芽点， 

lo d左右分化出许多O．5～1 5 cm高的绿色小苗。结果见表 

2。激素水平对芽的分化有较大的影响，B1、B3、B4不定芽诱 

导率较高，达40％以上，但是 B4相对来说芽分化较其他两种 

快，且每个外植体上大都有多个芽点 ，能产生丛生芽，芽壮 

实，生长旺盛，高1．0 em以上。因此，诱导芽分化最适合的培 

养基为Ms+NAA0．10ms／L+TDZ 2．00／~mol／L。通过尾叶桉 

愈伤组织再生的芽见图 2。 

图 2 不定芽的诱导 

rag．2Theinthll~on of sdvmlitions buds 

2．3 不同激素种类及配比对芽增殖的影响 将芽丛切割成 

2 5株的小丛，置于培养基上进行增殖及生长培养。结果见 

表 3，芽增殖倍数随 6-BA浓度增高而增大，而随 NAA浓度增 

高而减小。当6-BA为 0，60 mg／L时，芽增殖倍数普遍较高， 

但芽苗平均高偏低，且产生愈伤组织丛生芽，不利于生根。研 

究表明，当6-BA浓度为0．40 metE、NAA浓度为0，05 metE时， 

增殖倍数达到4，4，且芽苗均高达2，7 em，是最适宜的诱导芽增 

殖的培养基。愈伤组织再生芽的增殖见图3。 

表 3 不同激素组合诱导芽增殖的情况 

l~lble 3The hulls proliferation jtuafion llder different hDnI舶n o [Il iI强I 

图3 丛生芽增殖 

ng．3 Prolifer'alion  0fdusterbuds 
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2．4 不同浓度的IBA对生根的影响 将 2．5 cm左右高的丛 

生芽切成单株后转入生根培养基，7 d后在基部开始膨大，之 

后陆续生根，根由茎直接发出，无愈伤组织形成。结果见表 

4，前5种供试培养基均可诱导尾叶桉再生芽苗和根。低浓 

度的IBA有利于根的生长，表现出生根较多，根入培养基深 

而广，侧根较多，根毛发达，适合移栽。研究表明，最适宜尾 

叶桉再生苗生根的培养基是 I／4MS+IBA 0．50 mg／L。 

表4 不同激素组合诱导生根的情况 

Ie 4ⅡIe rootin~~tuafion undeF different hormon~ combinalion 

2．5 移栽 生根苗在自然环境中炼苗 9 d后生长较粗壮，且 

根系发育良好，移栽到土中，成活率可达90％以上。 

3 结论与讨论 

(1)褐化是桉树组织培养中很难解决的问题。桉树体内 
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酚类化合物含量较高，接种后，酚类化合物从伤口处分泌出 

来与多酚氧化酶反应生成褐色的醌类物质，醌类物质会使外 

植体的蛋白质聚合，生长停滞，最终导致死亡r 。结果表明， 

接种初期暗培养 5 d再转入光照培养以及加入 50．00～ 

100．O0 L Vc，均能有效防止尾叶桉愈伤组织褐化，提高诱 

芽率。 

(2)桉树为多年生木本植物，其细胞返幼状态较差，诱导 

愈伤组织和分化有相当大的难度。目前桉树组织培养研究 

已有很多报道，但大多数是直接诱导腋芽或不定根成苗。这 

在工业上有一定的经济效益，但是对于桉树转基因的研究就 

需要通过愈伤组织诱导成苗，目前这类报道较少 8̈J。笔者以 

种子萌发的无菌苗下胚轴为外植体，对尾叶桉愈伤组织诱导 

成苗进行了研究，分别确立了诱导愈伤组织、芽分化、芽增殖 

和生根的最适培养基配方 ，为尾叶桉资源开发及转基因研究 

奠定了坚实的基础。 
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