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(57)摘要

本发明涉及一种大理罗汉松的组培和离体

保存方法，属于植物组织培养技术领域，本发明

具体包括以下步骤：1）以大理罗汉松种子为材

料，将消毒后的种子剖开将种胚接种于萌发培养

基上萌发培养，获得无菌小苗；2）将无菌小苗的

茎段剪下并接种于诱导培养基上进行愈伤诱导；

3）将诱导得到的愈伤组织继续继代培养后，有不

定芽分化；4）将分化的愈伤组织转移到增殖培养

基上进行不定芽增殖；5）将增殖后的不定芽接种

到壮苗培养基上进行壮苗培养；6）将壮苗后的植

株分成单株接种到离体保存培养基上进行离体

保存。本发明建立了罗汉松的快繁及离体保存体

系，继代周期可达3年以上，为罗汉松属植物的保

护及开发利用提供理论基础和技术支持。
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1.一种大理罗汉松的组培和离体保存方法，其特征在于：具体包括以下步骤：

1）以大理罗汉松种子为材料，将消毒后的种子剖开将种胚接种于萌发培养基上萌发培

养，获得无菌小苗，所述萌发培养基以1/2MS培养基为基本培养基，还包括NAA0.5mg/L、蔗糖

20g/L和琼脂7g/L，pH为5.8；

2）将无菌小苗的茎段剪下并接种于诱导培养基上进行愈伤诱导，所述的诱导培养基以

WPM培养基为基本培养基，还包括BA1.0mg/L、IAA0.1mg/L、蔗糖30g/L和琼脂7g/L，pH为5.8；

3）将诱导得到的愈伤组织继续继代培养后，有不定芽分化；

4）将愈伤组织分化的不定芽转移到增殖培养基上进行不定芽增殖，所述的增殖培养基

以WPM培养基为基本培养基，还包括BA1 .0mg/L、NAA0.5mg/L、蔗糖30g/L和琼脂7g/L，pH为

5.8；

5）将增殖后的不定芽接种到壮苗培养基上进行壮苗培养，所述壮苗培养基以WPM培养

基为基本培养基，还包括NAA0.5mg/L、GA3  0.1mg/L、蔗糖30g/L和琼脂7g/L，pH为5.8；

6）将壮苗后的植株分成单株接种到离体保存培养基上进行离体保存，所述的离体保存

培养基以1/2MS培养基为基本培养基，还包括IBA0.2mg/L、蔗糖30g/L和琼脂7g/L，pH为5.8。

2.根据权利要求1所述的一种大理罗汉松的组培和离体保存方法，其特征在于：步骤1）

所述消毒包括将大理罗汉松种子在超净工作台上用75%乙醇浸泡20s，2%NaClO消毒20min，

无菌水漂洗5‑6次，并置于无菌滤纸上晾干。

3.根据权利要求1所述的一种大理罗汉松的组培和离体保存方法，其特征在于：步骤1）

所述萌发培养的条件为光照强度1600‑2000lx，光照时间12h/d，温度23±2℃。

4.根据权利要求1所述的一种大理罗汉松的组培和离体保存方法，其特征在于：步骤2）

将无菌小苗的茎段剪成1cm种于诱导培养基上。

5.根据权利要求1所述的一种大理罗汉松的组培和离体保存方法，其特征在于：步骤3）

所述继代培养的时间为60d，继代周期30d。

6.根据权利要求1所述的一种大理罗汉松的组培和离体保存方法，其特征在于：步骤4）

所述不定芽增殖和步骤5）所述壮苗培养的条件均为光照强度2000lx，光照时间12h/d，温度

25±2℃。

7.根据权利要求1所述的一种大理罗汉松的组培和离体保存方法，其特征在于：步骤4）

所述不定芽增殖时间为90d。

8.根据权利要求1所述的一种大理罗汉松的组培和离体保存方法，其特征在于：步骤5）

所述壮苗培养时间为90d。

9.根据权利要求1所述的一种大理罗汉松的组培和离体保存方法，其特征在于：步骤6）

所述离体保存的条件为光照强度1600lx，光照时间12h/d，温度20±2℃。
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一种大理罗汉松的组培和离体保存方法

技术领域

[0001] 本发明属于植物组织培养技术领域，具体的说，涉及一种大理罗汉松的组培和离

体保存方法。

背景技术

[0002] 大理罗汉松（Podocarpus  forrestii），隶属于罗汉松科（Podocarpaceae）罗汉松

属（Podocarpus），灌木，主要分布于云南大理苍山，为我国特有树种，国家二级保护植物。植

株四季常绿、古朴苍劲、树型优美、枝条韧性好易于造型，种子椭圆形，果托肉质膨大，两者

相连形似打坐罗汉，成熟时果托呈紫红色，具有较高的园艺观赏价值，常用于室内盆栽和园

林造景。大理罗汉松种子成熟后常有在树上发芽现象，或落地后很快发芽，属于顽拗性种

子，不易种子库长期保存。野外自然结实的大理罗汉松有大小年现象，有时甚至出现隔年结

实的情况，加之植株雌雄异株，自然条件下不易结实或结实数量有限，以及动物和鸟类采

食，对大理罗汉松的生存繁衍构成了一定的威胁。

[0003] 植物离体保存是基于植物组织培养技术基础上发展起来的一种新型植物资源保

存手段，在人工控制条件下，通过对植物体的组织材料如原生质体、细胞、愈伤组织、分生组

织、芽、花粉、胚等进行较长时间保存。具有环境影响小、适应性广、稳定性好、效率高等优

势，对不能通过种子库保存、以及珍稀濒危的物种保存提供了一种有效途径。大理罗汉松组

织快繁体系的建立，对裸子植物的器官形态建成、遗传改良和新基因型树种改造等研究具

有重要意义，也为罗汉松属植物野生种质资源的保护、开发和利用提供技术支撑。目前，关

于大理罗汉松通过组织培养技术进行离体保存研究方面未见报道。

发明内容

[0004] 为了克服背景技术中存在的问题，本发明提供了一种大理罗汉松的组培和离体保

存方法，通过种子萌发、愈伤诱导及分化、不定芽增殖、离体保存等步骤，建立了罗汉松的快

繁及离体保存体系，继代周期可达3年以上，为罗汉松属植物的保护及开发利用提供理论基

础和技术支持。

[0005] 为实现上述目的，本发明是通过如下技术方案实现的：

[0006] 所述的大理罗汉松的组培和离体保存方法具体包括以下步骤：

[0007] 1）以大理罗汉松种子为材料，将消毒后的种子剖开将种胚接种于萌发培养基上萌

发培养，获得无菌小苗，所述萌发培养基以1/2MS培养基为基本培养基，还包括NAA0.5mg/L、

蔗糖20g/L和琼脂7g/L，pH为5.8；

[0008] 2）将无菌小苗的茎段剪下并接种于诱导培养基上进行愈伤诱导，所述的诱导培养

基以WPM培养基为基本培养基，还包括BA1.0mg/L、IAA0.1mg/L、蔗糖30g/L和琼脂7g/L，pH为

5.8；

[0009] 3）将诱导得到的愈伤组织继续继代培养后，有不定芽分化；

[0010] 4）将分化的愈伤组织转移到增殖培养基上进行不定芽增殖，所述的增殖培养基以
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WPM培养基为基本培养基，还包括BA1.0mg/L、NAA0.5mg/L、蔗糖30g/L和琼脂7g/L，pH为5.8；

[0011] 5）将增殖后的不定芽接种到壮苗培养基上进行壮苗培养，所述壮苗培养基以WPM

培养基为基本培养基，还包括NAA0.5mg/L、GA3  0.1mg/L、蔗糖30g/L和琼脂7g/L，pH为5.8；

[0012] 6）将壮苗后的植株分成单株接种到离体保存培养基上进行离体保存，所述的离体

保存培养基以1/2MS培养基为基本培养基，还包括IBA0.2mg/L、蔗糖30g/L和琼脂7g/L，pH为

5.8。

[0013] 作为优选，步骤1）所述消毒包括将大理罗汉松种子在超净工作台上用75%乙醇浸

泡20s，2%NaClO消毒20min，无菌水漂洗5‑6次，并置于无菌滤纸上晾干。

[0014] 作为优选，步骤1）所述萌发培养的条件为光照强度1600‑20001x，光照时间12h/d，

温度23±2℃。

[0015] 作为优选，步骤2）将无菌小苗的茎段剪成1cm左右接种于诱导培养基上。

[0016] 作为优选，步骤3）所述继代培养的时间为60d，继代周期30d。

[0017] 作为优选，步骤4）所述不定芽增殖和步骤5）所述壮苗培养的条件均为光照强度

2000lx，光照时间12h/d，温度25±2℃。

[0018] 作为优选，步骤4）所述不定芽增殖时间为90d。

[0019] 作为优选，步骤5）所述壮苗培养时间为90d。

[0020] 作为优选，步骤6）所述离体保存的条件为光照强度1600lx，光照时间12h/d，温度

20±2℃。

[0021] 本发明的有益效果：

[0022] 本发明提供了一种大理罗汉松的组培和离体保存方法，通过种子萌发后获得无菌

小苗，并选用无菌小苗的茎段作为外植体进行愈伤诱导及分化，再通过不定芽增殖、壮苗培

养、离体保存等步骤，建立了罗汉松的快繁及离体保存体系，八个月内繁殖系数高达7.8，继

代周期可达3年以上，为罗汉松属植物的保护及开发利用提供理论基础和技术支持。

附图说明

[0023] 图1是本发明实施例1大理罗汉松的组培和离体保存过程；

[0024] 图中，a表示种子和种托；b表示种胚；c表示萌发后获得无菌小苗；d表示愈伤组织；

e表示诱导分化；f表示不定芽增殖；g表示壮苗培养；h表示离体保存。

具体实施方式

[0025] 为了使本发明的目的、技术方案和有益效果更加清楚，下面将结合附图，对本发明

的优选实施例进行详细的说明，以方便技术人员理解。

[0026] 本发明提供了一种大理罗汉松的组培和离体保存方法，具体包括以下步骤：

[0027] 1）以大理罗汉松种子为材料，将大理罗汉松种子在超净工作台上用75%乙醇浸泡

20s，2%NaClO消毒20min，无菌水漂洗5‑6次，置于无菌滤纸上晾干后将种子剖开，将种胚接

种于萌发培养基上萌发培养，获得无菌小苗，萌发培养基以1/2MS培养基为基本培养基，还

包括NAA0.5mg/L、蔗糖20g/L和琼脂7g/L，pH为5.8。培养条件为光照强度1600‑2000lx，光照

时间12h/d，温度23±2℃。

[0028] 2）将无菌小苗的茎段剪下，剪成1cm长接种于诱导培养基上进行愈伤诱导90d，诱
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导培养基以WPM培养基为基本培养基，还包括BA1.0mg/L、IAA0.1mg/L、蔗糖30g/L和琼脂7g/

L，pH为5.8。

[0029] 3）将诱导得到的愈伤组织继续继代培养60d后，有不定芽分化，继代周期30d。

[0030] 4）将分化的愈伤组织转移到增殖培养基上进行不定芽增殖90d，增殖培养基以WPM

培养基为基本培养基，还包括BA1.0mg/L、NAA0.5mg/L、蔗糖30g/L和琼脂7g/L，pH为5.8；培

养条件为光照强度2000lx，光照时间12h/d，温度25±2℃。

[0031] 5）将增殖后的不定芽接种到壮苗培养基上进行壮苗培养90d，壮苗培养基以WPM培

养基为基本培养基，还包括NAA0.5mg/L、GA30.1mg/L、蔗糖30g/L和琼脂7g/L，pH为5.8；培养

条件为光照强度2000lx，光照时间12h/d，温度25±2℃。

[0032] 6）将壮苗后的植株分成单株接种到离体保存培养基上进行离体保存，离体保存培

养基以1/2MS培养基为基本培养基，还包括IBA0.2mg/L、蔗糖30g/L和琼脂7g/L，pH为5.8；离

体保存条件为光照强度1600lx，光照时间12h/d，温度20±2℃，继代周期长达3年以上。

[0033] 实施例1

[0034] 以大理罗汉松（Podocarpus  forrestii）种子为材料（图1中a），2020年9‑10月采自

云南大理。在超净工作台上用75%乙醇浸泡20s，2%NaClO消毒20min，无菌水漂洗5‑6次，置于

无菌滤纸上晾干后，将种子剖开把种胚（图1中b）接种于萌发培养基（1/2MS+  NAA0.5mg/L+

蔗糖20g/L+琼脂7g/L，pH为5.8）上，培养5d后，获得无菌小苗（图1中c），萌发率达100%。培养

条件为光照强度1600‑2000lx，光照时间12h/d，温度23±2℃。

[0035] 将无菌小苗的茎段剪下，剪切成1cm接种到诱导培养基（WPM+BA1 .0mg/L+

IAA0.1mg/L+蔗糖30g/L+琼脂7g/L，pH为5.8）上进行愈伤诱导（图1中d），时间为90d，90d后

诱导率达98.33%。

[0036] 将诱导得到的愈伤组织继续继代培养60d后有不定芽的分化（图1中e），继代周期

30d，分化率达98.33%。

[0037] 将分化的愈伤组织转移到增殖培养基（WPM+BA1.0mg/L+NAA0.5mg/L+蔗糖30g/L+

琼脂7g/L，pH为5 .8）上进行不定芽的增殖（图1中f），时间为90d。培养条件为光照强度

2000lx，光照时间12h/d，温度25±2℃，90d后增殖系数达7.8。

[0038] 将增殖后的不定芽接种到壮苗培养基（WPM+NAA0.5mg/L+GA3  0.1mg/L+蔗糖30g/L

+琼脂7g/L，pH为5.8）上进行壮苗培养90d（图1中g）。培养条件为光照强度2000lx，光照时间

12h/d，温度25±2℃。

[0039] 将壮苗后的植株分成单株接种到离体保存培养基（1/2MS+IBA0.2mg/L+蔗糖30g/L

+琼脂7g/L，pH为5 .8）上进行离体保存（图1中h）。培养条件为光照强度1600lx，光照时间

12h/d，温度20±2℃，继代周期长达3年以上。

[0040] 对比例1

[0041] 以大理罗汉松（Podocarpus  forrestii）种子为材料，2020年9‑10月采自云南大

理。在超净工作台上用75%乙醇浸泡20s，2%NaClO消毒20min，无菌水漂洗5‑6次，置于无菌滤

纸上晾干后，将种子剖开把种胚接种于萌发培养基（1/2MS+  NAA0.5mg/L+蔗糖20g/L+琼脂

7g/L，pH为5 .8）上，培养5d后，获得无菌小苗，萌发率达100%。培养条件为光照强度1600‑

2000lx，光照时间12h/d，温度23±2℃。

[0042] 将无菌小苗的叶片剪下，接种到诱导培养基（WPM+BA1 .0mg/L+IAA0 .1mg/L+蔗糖
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30g/L+琼脂7g/L，pH为5.8）上进行愈伤诱导，时间为90d，90d后未见愈伤组织形成。

[0043] 对比例2

[0044] 以大理罗汉松（Podocarpus  forrestii）种子为材料，2020年9‑10月采自云南大

理。在超净工作台上用75%乙醇浸泡20s，2%NaClO消毒20min，无菌水漂洗5‑6次，置于无菌滤

纸上晾干后，将种子剖开把种胚接种于萌发培养基（1/2MS+  NAA0.5mg/L+蔗糖20g/L+琼脂

7g/L，pH为5 .8）上，培养5d后，获得无菌小苗，萌发率达100%。培养条件为光照强度1600‑

2000lx，光照时间12h/d，温度23±2℃。

[0045] 将无菌小苗的茎段剪下，剪切成1cm接种到诱导培养基（WPM+BA2 .0mg/L+

IAA0.2mg/L+蔗糖30g/L+琼脂7g/L，pH为5.8）上进行愈伤诱导，时间为90d，90d后诱导率达

96.67%。

[0046] 将诱导得到的愈伤组织继续继代培养60d后有不定芽的分化，继代周期30d，分化

率达58.33%。

[0047] 对比例3

[0048] 以大理罗汉松（Podocarpus  forrestii）种子为材料，2020年9‑10月采自云南大

理。在超净工作台上用75%乙醇浸泡20s，2%NaClO消毒20min，无菌水漂洗5‑6次，置于无菌滤

纸上晾干后，将种子剖开把种胚接种于萌发培养基（1/2MS+  NAA0.5mg/L+蔗糖20g/L+琼脂

7g/L，pH为5 .8）上，培养5d后，获得无菌小苗，萌发率达100%。培养条件为光照强度1600‑

2000lx，光照时间12h/d，温度23±2℃。

[0049] 将无菌小苗的茎段剪下，剪切成1cm接种到诱导培养基（MS+BA1.0mg/L+IAA0.1mg/

L+蔗糖30g/L+琼脂7g/L，pH为5.8）上进行愈伤诱导，时间为90d，90d后诱导率达95%。

[0050] 将诱导得到的愈伤组织继续继代培养60d后有不定芽的分化，继代周期30d，分化

率达81.67%。

[0051] 对比例4

[0052] 以大理罗汉松（Podocarpus  forrestii）种子为材料，2020年9‑10月采自云南大

理。在超净工作台上用75%乙醇浸泡20s，2%NaClO消毒20min，无菌水漂洗5‑6次，置于无菌滤

纸上晾干后，将种子剖开把种胚接种于萌发培养基（1/2MS+  NAA0.5mg/L+蔗糖20g/L+琼脂

7g/L，pH为5 .8）上，培养5d后，获得无菌小苗，萌发率达100%。培养条件为光照强度1600‑

2000lx，光照时间12h/d，温度23±2℃。

[0053] 将无菌小苗的茎段剪下，剪切成1cm接种到诱导培养基（MS+BA2.0mg/L+IAA0.2mg/

L+蔗糖30g/L+琼脂7g/L，pH为5.8）上进行愈伤诱导，时间为90d，90d后诱导率达91.67%。

[0054] 将诱导得到的愈伤组织继续继代培养60d后有不定芽的分化，继代周期30d，分化

率达56.67%。

[0055] 实验分析

[0056] 表1  不同培养基对大理罗汉松愈伤组织诱导及分化的影响
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[0057]

[0058] 注：不同小写字母表示处理间同列在0.05水平差异显著，大写字母表示0.01水平

差异极显著。

[0059] 由上表可看出，对比例2中愈伤诱导率与实施例1相比，没有显著差异，但分化率极

显著降低；对比例3中愈伤诱导率与实施例1相比没有显著性差异，分化率显著降低；对比例

4中愈伤诱导率与实施例相比没有显著性差异，分化率极显著降低。采用实施例1的处理，愈

伤分化率最好，可获得大量不定芽，便于大理罗汉松的组培快繁，也能为后期离体保存提供

大量材料。

[0060] 最后说明的是，以上优选实施例仅用于说明本发明的技术方案而非限制，尽管通

过上述优选实施例已经对本发明进行了详细的描述，但本领域技术人员应当理解，可以在

形式上和细节上对其作出各种各样的改变，而不偏离本发明权利要求书所限定的范围。
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图 1
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