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蒙自凤仙花的离体保存
X

兰芹英,殷寿华,何惠英,张艳军

(中国科学院西双版纳热带植物园,云南勐腊 666303)

摘　要: 对蒙自凤仙花茎尖的离体保存研究结果表明: 培养温度在 12℃、18℃和 24℃, 每天 12 h 光照( 2 000 lx ) ,添

加 1%～5%甘露醇的 M S 培养基对茎尖的生长有抑制作用。最适保存条件为 12℃,甘露醇含量为 3% ,保存1 年后

存活率为 100% ;存活的幼苗及茎尖接种于增殖培养基,仍能正常生长、增殖和生根。
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In vitro conservation of Impatiens mengtzeana
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( Xish uang ban na T rop ical Botanical Garden, T he Chin ese Academy of S cien ces, Mengla, Yunan 666303, Ch ina)

Abstract: I n v itro conser vation of stem apex of Impatiens mengtz eana was studied in this paper. Growth w as

reduced by incubat ion at temper atures ( 12℃, 18℃ and 24℃) and 12 h photoperiod ( 2 000 lx ) and by

adding mannitol [ 1%～5% w / v] to the M S medium. Addt ion of mannitol ( 3. 0% w / v ) to the medium and

incubat ion at low temperature ( 12℃) resul ted in higher sur vival rate ( 100%) after one year o f cont inuous

stor ag e. When sur viving seedling and its stem apex w ere cultured on proliferation medium , they could nor-

mally mult iply , root and regr ow th.
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　　云南西双版纳地区的凤仙花有 10种, 其中野生

种 7种,栽培种 3种[ 1] ,花色多样,鲜艳,具有很高的

观赏价值,是一类很有开发潜力的野生花卉。但因生

境片段化,生存环境受到很大威胁,而且其种子成熟

时果壳爆裂, 野外很难收集种子,故用种子保存的方

法保存野生凤仙花种质资源,难度较大。离体保存法

将是有效的保存途径。国际上对野生花卉的离体保

存研究较少, 国内亦未见报道。本实验以蒙自凤仙花

为材料,旨在研究它的离体保存条件和技术。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　蒙自凤仙花( Imp atiens mengtz eana Hook. f . )

无菌试管苗用附加 BA 0. 01 mg / L、NA A 0. 1 mg/

L、蔗糖 3%、琼脂 0. 7%、pH 值 5. 8±0. 1的 M S 培

养基。在 24℃、2 000 lx( 10 h/ d)的条件下培养 2周,

取试管苗茎尖( 1±0. 1 cm ,具 3～4片小叶)做离体

保存实验。

1. 2　离体保存条件

保存培养基为甘露醇浓度 0、1%、3%、5%的

M S 基本培养基。保存温度为12℃、18℃、24℃。每个

处理接种 32 个茎尖, 放置于 8瓶培养基( 40 mL/

瓶) 中, 用聚丙乙烯膜封口, 橡皮筋捆扎, 光照度

2 000 lx ( 10 h/ d)。

1. 3　存活率和恢复率的检测

保存后,从第 3个月开始,每月观察存活率。植

株从基部向上所有节间及叶片全部变黄的作死亡计

算。将存活的苗或绿色的茎尖进行正常培养(增殖培
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养) ,能正常生长和增殖的, 作恢复率计算。

2　结　果

2. 1　温度和甘露醇浓度对试管苗腋芽生长的影响

　　当保存温度为 12～24℃时,对照的每个外植体

新梢数随着温度的降低而减少。说明腋芽的萌动和

生长需要较高的温度。低温则(如 12℃)明显地抑制

腋芽的萌动和生长。甘露醇的浓度为 1%时,每个外

植体新梢数随着保存温度的降低而减少。但在相同

温度下, 与对照相比, 除 24℃保存 145 d 和 18℃保

存 105 d不同、每个外植体新梢数稍有下降外,其他

的都比对照高。尤其是在 12℃下,保存培养 145 d,

每一外植体的新梢数比对照增加 72%。甘露醇的浓

度为 3%时, 与对照相比, 随着保存温度的下降, 新

枝数或外植体下降不如对照那样明显; 5%的甘露

醇,对腋芽的萌动和生长有较大的抑制效果, 这可能

是甘露醇的浓度较高时, 会产生水分胁迫,一方面抑

制腋芽的萌动和生长,另一方面又有低温保护作用。

表 1　温度和甘露醇浓度对保存植株新梢增殖的影响

T able 1　I nfluence o f temperat ur e and mannito l concentr ation on shoot pr olifer ation

保存温度
Conservat ion

temperatu re(℃)

保存时间
Conservat ion

t ime( d)

甘露醇浓度 Concent ration of m ann itol ( % )

0 1 3 5

芽数(个/株) Num ber of shoots explant ( No. / plant )

24
105 1. 85 2. 00 1. 33 1. 04

145 6. 00 5. 68 2. 78 1. 48

18
105 1. 83 1. 67 1. 26 1. 14

145 4. 75 5. 09 2. 47 1. 14

12
105 1. 72 1. 91 1. 62 1. 05

145 2. 13 3. 66 1. 94 1. 06

图 1　不同甘露醇浓度和温度对茎长度、叶片数和根数的影响

(保存 3个月后)

F ig . 1　Effect s o f mannito l and temperatur e on

stem lengt h, num ber of leaf and roo t o f plant

( after stor ag e three mont hs)

图 2　不同甘露醇浓度和保存温度对凤仙花植株存活的影响

Fig. 2　Effects of mannito l and conserv ation temperatur e

on sur vir al of Impatiens meng tz eana plant

a. 24℃; b. 18℃; c. 12℃
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2. 2　甘露醇对保存植株的伸长以及叶片和根生长

的影响

在相同温度下,随着甘露醇浓度的升高,植株的

茎长度、叶片数和根数明显下降,即茎的伸长生长、

叶片和根的形成受到明显抑制(图 1)。

如温度为 24℃时, 甘露醇的浓度由 0增加到

5% ,芽长由 6. 71 cm 降为 1. 18 cm, 根数由 12条/

株降为 5. 54条/株, 叶片由 13. 63 片/株降为 4. 25

片/株。

2. 3　存活率和恢复率

图 2表明,适宜的温度和甘露醇浓度, 能使凤仙

花离体保存寿命延长, 存活率增加。从图 2 可见

12℃、甘露醇 3%的保存效果最好, 对照保存 10个

月存活率为 71. 43%, 12个月为 21. 43% ;而甘露醇

浓度为 1%、3%、5%, 保存 12个月,存活率分别为

77. 8%、100%、66. 67%。保存 12个月后, 存活的小

植株或其茎尖接种于 M S+ BA 0. 5 mg / L+ NAA

0. 1 mg / L 培养基中,温度 24℃,光照度 2 000 lx ( 10

h/ d)下培养, 能正常生长(叶片大小及茎节的长度

和保存前一样) ,增殖和生根恢复率达 100%。

3　讨　论

离体保存成功的试验表明, 降低保存温度能很

好地抑制生长, 延长保存时间,提高存活率
[ 2]

,而植

物的低温耐性与植物的原产地和植物的生长状态密

切相关。热带植物在 14℃下保存往往是致死的[ 3] ,

一般在 15℃以上保存,最适温度为 18～20℃。产于

西双版纳的蒙自凤仙花在 12℃及 3%甘露醇的条件

下保存最好, 12个月后, 存活率达 100% (图 2) , 这

可能与生长在林下的蒙自凤仙花是耐阴植物有关。

蒙自凤仙花离体保存温度在 12℃、18℃、24℃,

添加 1%、3%和 5%的甘露醇对生长有抑制作用, 甘

露醇浓度为 5%的抑制作用更为明显。这是由于甘

露醇降低了细胞的膨压
[ 4]

,增加了细胞的渗透势, 使

水分和养分吸收受阻
[ 5]

,导致地上部分和地下部分

生长受阻,减少营养消耗,从而延长保存时间。甘露

醇对不同物种的离体保存效果差异较大。苹果在

4℃及黑暗条件下保存, 0. 5%～1%的甘露醇效果最

好, 12个月后存活率为 87%
[ 6]

; 箭叶黄体芋保存在

M S + 3%甘露醇、13℃条件下, 3 年后存活率为

100%
[ 7]
。蒙自凤仙花的离体保存培养中,甘露醇对

生长的抑制作用是与保存温度密切相关的,相同浓

度的甘露醇,在低温下的抑制作用比在高温下大(图

1)。因此在离体保存试验中, 选择甘露醇浓度时, 除

了考虑物种的原产地及植物的生长习性外,还应考

虑保存的温度及保存的时限。

存活的小植株和茎尖的恢复率与生长率不受保

存培养基中甘露醇浓度的影响, 其恢复率为 100%。

植株的再生也不受影响, 其叶片大小、节间长短同保

存前没有差别。
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