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粤紫萁离体再生技术研究
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摘　 要: 粤紫萁(Ｏｓｍｕｎｄａ ｍｉｌｄｅｉ)为新近形成的自然杂交种ꎬ其分布区狭窄、种群个体数量少、有性繁殖能

力极低ꎮ 该文以孢子为外植体ꎬ 以 ＭＳ、３ / ４ＭＳ、１ / ２ＭＳ 和 １ / ４ＭＳ 为基本培养基ꎬ探讨不同生长调节剂对粤紫

萁孢子萌发、原叶体增殖和孢子体形成的影响ꎮ 结果表明:粤紫萁孢子中极少的可育孢子在植物生长调节

剂的作用下ꎬ能够萌发并发育形成原叶体ꎻ原叶体生长及增殖的最适组合为 １ / ２ＭＳ ＋１.０ ｍｇＬ￣１６￣ＢＡ＋０.０５
ｍｇＬ￣１ ＮＡＡ 和 １ / ２ＭＳ ＋１.０ ｍｇＬ￣１６￣ＢＡ＋０.５ ｍｇＬ￣１ ＩＢＡꎻ在 １ / ４ＭＳ 基本培养基中ꎬ原叶体增殖的同时生

长发育完善ꎬ形成正常的幼孢子体ꎬ形成率达 ８３.４９％ꎻ孢子体最佳生根配方为 ＭＳ＋０.５ ｍｇＬ￣１ ＩＢＡꎻ组培苗

在河沙 ∶ 黄土 ∶ 腐殖质 ＝ １ ∶ １ ∶ ３ 的栽培基质中成活率在 ９８％以上ꎬ且生长旺盛ꎮ 综上结果ꎬ该研究为粤紫

萁的人工繁育及其资源保护以及其他濒危蕨类植物的人工保育提供了参考ꎮ
关键词: 粤紫萁ꎬ 孢子ꎬ 原叶体ꎬ 孢子体ꎬ 杂交种
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　 　 粤 紫 萁 ( Ｏｓｍｕｎｄａ ｍｉｌｄｅｉ ) 为 紫 萁 科

(Ｏｓｍｕｎｄａｃｅａｅ)紫萁属(Ｏｓｍｕｎｄａ)植物ꎬ分布范围

极其狭窄ꎬ最早仅在香港发现有分布 (秦仁昌ꎬ
１９５９ꎻ李添进等ꎬ２００３)ꎬ后多年在野外难觅其踪

影ꎮ ２０ 世纪 ９０ 年代末ꎬ陆续在广东省深圳市东部

的笔架山、七娘山和田心山ꎬ江西省崇义县和湖南

省通道县发现有粤紫萁分布(蒋日红等ꎬ２０１０ꎻ严
岳鸿等ꎬ２０１１)ꎬ虽然粤紫萁在多地被重新发现ꎬ但
野外记录数量极少ꎬ到目前为止仅十多株ꎮ 粤紫

萁体细胞染色体核型的研究发现其具有明显的杂

种特性(张寿洲等ꎬ２００８)ꎬ孢子母细胞减数分裂构

型研究(何子灿等ꎬ２００６)也证实了该种可能为属

内组间远缘杂交种ꎬ基于 ｒｂｃＬ 和 ｔｒｎＬ￣ｒｎＦ 序列构

建的系统发育树支持粤紫萁是以华南紫萁 (Ｏ.
ｖａｃｈｅｌｌｉｉ)为母本、紫萁(Ｏ. ｊａｐｏｎｉｃａ)为父本的杂交

种(勾彩云等ꎬ２００８)ꎮ 粤紫萁为种间杂交种在

Ｔｓｕｔｓｕｍｉ ｅｔ ａｌ.(２０１２)的研究中进一步得到确证ꎮ
自然杂交是物种自然演化过程中非常重要的

一部分ꎮ 在生态系统中ꎬ自然杂交通过影响遗传

多样性和物种多样性进而影响生态系统的稳定性

和可恢复性(商辉和严岳鸿ꎬ２０１７)ꎮ 尽管目前针

对自然杂交对于物种演化的影响与意义已有大量

的研究ꎬ但对于亲缘关系较远的不同物种间的自

然远缘杂交发生条件及扩散机理缺少足够的认

识ꎮ 作为异域多地独立发生的自然杂交种(王莹

等ꎬ２０１５)ꎬ粤紫萁为研究自然远缘杂交形成机理

与演化提供了重要的研究材料ꎮ 自然条件下ꎬ由
于粤紫萁仅产生极少的可育孢子ꎬ通过孢子自然

繁殖非常困难ꎬ因此粤紫萁野外数量极少(商辉和

严岳鸿ꎬ２０１７)ꎮ 植物组织培养为濒危物种的保育

及深入研究提供了重要的途径ꎬ本研究以粤紫萁

孢子为外植体ꎬ通过不同基本培养基及生长调节

剂种类与浓度配比摸索ꎬ成功建立了孢子萌发、原
叶体增殖及生根培养的完善组培再生体系ꎮ 本研

究不仅为远缘自然杂交机理的深入研究提供重要

的技术保障ꎬ而且也为其他濒危蕨类植物的人工

保育提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

外植体采自栽种在深圳市中科院仙湖植物园

迁地保护的一株粤紫萁(图 １:Ｆ)ꎮ ３—５ 月粤紫萁

孢子开始形成ꎬ待孢子叶完全展开ꎬ孢子囊开始由

深绿色向淡绿转变时ꎬ将孢子叶摘下ꎬ带回实验室

预处理ꎮ
１.２ 方法

１.２.１ 外植体消毒 　 采集回来的孢子叶立即用清

水冲去表面浮尘ꎬ待孢子叶表面的水分晾干后ꎬ置
于铺有硫酸纸的培养皿中ꎬ放在干燥器中干燥处

理 １２ ~ ２４ ｈꎮ 第 ２ 天收集硫酸纸上的孢子ꎬ在超净

工作台上ꎬ先将其放入小试管中ꎬ无菌水浸泡 ５ ~
１０ ｍｉｎꎬ然后用低速离心机３ ０００ ｇ 离心后倒去上

清液ꎬ再加入 ０.１％的 ＨｇＣｌ２溶液浸泡 ２ ~ ６ ｍｉｎꎬ无
菌水冲洗 ６ 次ꎬ最后加适量无菌水混匀制成悬浮

液ꎬ每吸管吸取约 ２００ μＬ 悬浮液接种于不同的培

养基中ꎮ
１.２.２ 原叶体的获得　 以 １ / ２ＭＳ 为基本培养基ꎬ按
６￣苄氨基腺嘌呤 ( ６￣ＢＡꎬ １. ０、１. ５、２. ０、２. ５、３. ０)
ｍｇＬ￣１和萘乙酸(ＮＡＡꎬ ０.０５)ｍｇＬ￣１设置 ５ 个培

养基的植物生长调节剂组合和不添加植物生长调

节剂的 １ / ２ＭＳ 为基本培养基作为空白对照ꎬ接种

后观察孢子萌发情况ꎬ以肉眼可清晰看到绿色为

启动开始时间ꎮ
１.２.３ 原叶体的继代增殖培养 　 植物生长调节剂

对原叶体继代增殖的影响:以 ＭＳ 为基本培养基ꎬ
设置 ６￣ＢＡ ( ０. ５、 １. ０、 １. ５、 ２. ０) ｍｇ Ｌ￣１ 与 ＮＡＡ
(０.０５、０.５０)ｍｇＬ￣１ ８ 个培养基组合(表 １)ꎬ研究

６￣ＢＡ 和 ＮＡＡ 对原叶体继代增殖的影响ꎮ
无机盐浓度对原叶体继代增殖的影响:设置

２０３ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



ＭＳ、３ / ４ＭＳ、１ / ２ＭＳ 和 １ / ４ＭＳ ４ 种基本培养基配方

(表 ２ꎬ配方中只改变 ＭＳ 基本培养基配方的大量

元素浓度分别为原来的 １、３ / ４、１ / ２ 和 １ / ４)ꎬ进行

继代增殖培养试验ꎮ
增殖原叶体量 ＝培养后原叶体重量－接种原叶

体重量ꎻ增殖率(％)＝ 增殖原叶体重量 /接种原叶

体重量×１００ꎮ
以上试验每瓶均接入 ２ ｃｍ２左右的原叶体团 ５

个ꎬ每组处理接种 １０ 瓶ꎬ重复 ５ 次ꎬ４５ ｄ 左右统计

结果ꎮ
１.２.４ 原叶体中幼孢子体的形成　 设置 ＭＳ、３ / ４ＭＳ、
１ / ２ＭＳ 和 １ / ４ＭＳ ４ 种基本培养基配方(表 ３)ꎬ以瓶

为统计单位ꎬ每个培养基接种 ５０ 瓶ꎬ每瓶接种 ５ 个

２ ｃｍ２左右的原叶体团ꎻ为了有利于幼孢子体的形

成ꎬ接种的同时在固体培养基表面ꎬ添加高约 １ ｍｍ
的无菌水ꎮ 接种后分别于 ３５、４５、５５、６５ ｄ 时随机取

出 １０ 瓶ꎬ统计幼孢子体的形成情况ꎮ 重复 ５ 次ꎬ幼
孢子体观察与统计以肉眼清楚可见幼叶为准ꎮ 幼

孢子体数每 １０ 瓶为 １ 个统计单位ꎮ
成形率(％)＝ (１ 瓶培养基中具 ３ 片及以上幼

叶的单苗棵数 /总苗数) ×１００ꎮ
１.２.５ 生根培养　 以 ＭＳ 为基本培养基分别设置吲

哚丁酸 ( ＩＢＡꎬ ０. １、０. ２、０. ３、０. ４、０. ５) ｍｇＬ￣１ 和

ＮＡＡ(０.１、０.２、０.３、０.４、０.５) ｍｇＬ￣１共 １０ 个配方

(表 ４)ꎬ将原叶体中成形的幼孢子体转入生根培

养基中进行生根培养ꎬ４５ ｄ 后进行统计ꎮ 试验重

复 ５ 次ꎮ
以上各试验的培养基中均加入 ３０ ｇＬ￣１ 蔗

糖、６.５ ｇＬ￣１琼脂ꎬｐＨ ５.８ ~ ６.０ꎬ培养室的培养温

度为(２５ ± ２)℃ꎬ光照时间 １６ ｈｄ￣１ꎬ光照强度

３７ ~ ４０ μｍｏｌｍ ￣２ｓ￣１ꎮ
１.３ 数据处理

数据采用 ＳＰＳＳ ２１.０ 数据统计软件进行方差

分析和多重比较分析(Ｄｕｎｃａｎ’ ｓ)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 原叶体获得

粤紫萁孢子经过消毒处理后ꎬ接种到不同的

萌发培养基中ꎬ在相同的培养条件下进行培养ꎮ

６５ ｄ 后在 ６￣ＢＡ 浓度低于 １.５ ｍｇＬ￣１的培养基中

首先观察到有绿色点状物出现(图 １:Ａ)ꎬ继续培

养发现原叶体在生长的同时开始增殖ꎬ并彼此相

连成簇状(图 １:Ｂꎬ Ｃ)ꎬ几乎没有单个原叶体ꎻ７５ ｄ
后才陆续在 ６￣ＢＡ 浓度高于 １.５ ｍｇＬ￣１以上的培

养基中ꎬ观察到有绿色点状物出现ꎬ继续培养原叶

体长大并在中脉部分增厚ꎬ很难见原叶体增殖ꎮ
未添加植物生长调节剂的 １ / ２ＭＳ 培养基中始终未

见到有绿色点状物出现ꎮ
２.２ 原叶体的增殖培养

２.２.１ 植物生长调节剂对原叶体增殖的影响 　 将

成簇状的原叶体分开后转接入增殖培养基中培

养ꎬ观察到 ６￣ＢＡ 与 ＮＡＡ 的不同浓度组合ꎬ对粤紫

萁原叶体继代增殖影响的效果差异显著ꎮ 当 ６￣ＢＡ
浓度为 ０.５ ~ １.０ ｍｇＬ￣１时ꎬ与 ＮＡＡ 组合有利于原

叶体的增殖ꎻ当 ６￣ＢＡ 浓度大于 １.５ ｍｇＬ￣１时ꎬ与
ＮＡＡ 组合既不利于原叶体增殖ꎬ还使原叶体的生

长状态发生了改变ꎬ其中脉明显增厚增大、细胞脆

性加大ꎬ发生变化的原叶体很难在培养基中继续

增殖ꎮ
２.２.２ ＭＳ 中无机盐对原叶体增殖的影响 　 不同无

机盐浓度 ＭＳ 培养基对原叶体的生长和增殖影响

差异显著(表 ２)ꎮ 在 ＭＳ 培养基中ꎬ原叶体的增殖

速度最快ꎬ整个原叶体团很难用肉眼辨出单个的

原叶体ꎻ在 ３ / ４ＭＳ 培养基中ꎬ原叶体增殖速度没有

在 ＭＳ 培养基中快ꎬ可看到原叶体呈密集的长条

状ꎻ在 １ / ２ＭＳ 培养基中的原叶体ꎬ增殖速度没有前

两者快ꎬ但是原叶体的体积和表面积明显增大ꎬ团
块边缘的原叶体因空间足够ꎬ可形成正常的心形ꎻ
在 １ / ４ＭＳ 培养基中ꎬ原叶体增殖速度最慢ꎬ但表面

积最大ꎮ 由此可见ꎬ随着培养基中大量元素的浓

度由 １ / ４ＭＳ→１ / ２ＭＳ→３ / ４ＭＳ→ＭＳ 递增ꎬ原叶体

增殖的速度表现为正相关ꎬ但在 １ / ４ＭＳ 和 １ / ２ＭＳ
培养基中原叶体能够生长发育完善ꎬ而在 ３ / ４ＭＳ
和 ＭＳ 培养中原叶体主要以营养增殖为主ꎮ
２.３ 孢子体的诱导

试验表明ꎬ培养基中添加了植物生长调节剂

的原叶体ꎬ只能不断进行增殖ꎬ很难形成孢子体幼

苗ꎬ必须将原叶体转移到不添加任何植物生长调

节剂的基本培养基中ꎬ才能促使原叶体转化成孢
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Ａ. 可育孢子的萌发ꎻ Ｂ. 原叶体ꎻ Ｃ. 原叶体的增殖ꎻ Ｄ. １ / ４ＭＳ 中幼孢子体的形成ꎻ Ｅ. 移栽 １ 月后孢子体ꎻ Ｆ. 粤紫萁成熟孢子体ꎮ
Ａ. Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｔｉｌｅ ｓｐｏｒｅｓꎻ Ｂ. Ｐｒｏｔｈａｌｌｕｓꎻ Ｃ. Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｈａｌｌｕｓꎻ Ｄ. Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｙｏｕｎｇ ｓｐｏｒｅｓ ｉｎ １ / ４ＭＳ ｍｅｄｉｕｍꎻ Ｅ.
Ｓｐｏｒｏｐｈｙｔｅ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ ｆｏｒ ｏｎｅ ｍｏｎｔｈꎻ Ｆ. Ｍａｔｕｒｅ ｓｐｏｒｏｐｈｙｔｅ ｏｆ Ｏｓｍｕｎｄａ ｍｉｌｄｅｉ.

图 １　 粤紫萁离体再生过程
Ｆｉｇ. １　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ Ｏｓｍｕｎｄａ ｍｉｌｄｅｉ

子体ꎮ ＭＳ 培养基中大量元素含量对原叶体中幼

孢子体形成的数量、成形率具有明显的影响(表

３)ꎮ 不同培养基中幼孢子体形成数量差异显著:
３５ ｄ 时 １ / ４ＭＳ 和 １ / ２ＭＳ 中的幼孢子体数量明显

高于 ３ / ４ＭＳ 和 ＭＳꎻ４５ ｄ 后 ３ / ４ＭＳ 和 ＭＳ 中的幼孢

子体数反超 １ / ４ＭＳ 和 １ / ２ＭＳꎻ尤其是在 ５５、６５ ｄ
时ꎬ３ / ４ＭＳ 和 ＭＳ 中的幼孢子体数超过 １ / ４ＭＳ 和

１ / ２ＭＳ 的 ２ 倍ꎮ 同一培养基中幼孢子体的形成随

培养时间的延长而增多ꎬ各时间段差异显著:
１ / ４ＭＳ和 １ / ２ＭＳ 中的原叶体在 ０ ~ ５５ ｄ 持续产生

幼孢子体 (图 １: Ｄ)ꎬ５５ ｄ 后形成数量较少ꎻ而

３ / ４ＭＳ和 ＭＳ 中的幼孢子体在 ３５ ｄ 后才开始大量

形成ꎬ５５ ｄ 后形成速度减缓ꎮ 不同的培养基中幼

孢子体的成形率和单株叶片数差异显著:１ / ４ＭＳ
和 １ / ２ＭＳ 中的幼孢子体成形率最高达 ８３.４９％和

７８. ０８％ꎬ 而 ３ / ４ＭＳ 和 ＭＳ 最 高 仅 为 ３４. ０１％ 和

２９.６６％ꎻ１ / ４ＭＳ 和 １ / ２ＭＳ 的单株叶数也明显高于

３ / ４ＭＳ 和 ＭＳꎮ

２.４ 幼孢子体根的培养

在原叶体上形成的幼孢子体多数只有两条

根ꎬ而且比较细弱ꎬ直接移栽易死亡或者生长极其

缓慢ꎬ需转移到生根培养基中进行生根培养ꎬ增加

根的数量ꎬ提高移栽成活率ꎮ 植物生长调节剂

ＩＢＡ、ＮＡＡ 的浓度对粤紫萁幼孢子体生根影响差异

显著 (表 ４)ꎬ根数、侧根数、叶片数分别随 ＩＢＡ、
ＮＡＡ 浓度增加而增加ꎬ试验数据表明 ＩＢＡ 对粤紫

萁幼孢子体根的形成优于 ＮＡＡꎬ尤其是 ＩＢＡ 浓度

为 ０.５ ｍｇＬ￣１时ꎬ根数、侧根数、叶数分别为９.６３、
２２.３８、７.６４ꎬ与其他浓度差异显著ꎬ是粤紫萁幼孢

子体根形成的最佳植物生长调节剂浓度ꎮ
２.５ 移栽

生根的幼孢子体继续培养 ４５ ｄ 左右ꎬ即可从

培养瓶中取出进行移栽ꎮ 栽培基质为(１)黄土 ∶
腐殖质 ＝ １ ∶ １ꎻ(２)河沙 ∶ 黄土 ∶ 腐殖质 ＝ １ ∶ １ ∶
３ꎻ(３)珍珠岩 ∶ 黄土 ∶ 腐殖质 ＝ １ ∶ １ ∶ ３ꎮ 开始用

塑料薄膜遮盖保湿ꎬ每天打开塑料薄膜 １ ｈ 通风ꎬ

４０３ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



表 １　 ６￣ＢＡ 和 ＮＡＡ 对粤紫萁原叶体增殖的影响
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ６￣ＢＡ ａｎｄ ＮＡＡ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｈａｌｌｕｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｏｓｍｕｎｄａ ｍｉｌｄｅｉ

６￣ＢＡ
(ｍｇＬ ￣１)

ＮＡＡ
(ｍｇＬ ￣１)

　 　 　 外植体反应
　 　 　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｐｌａｎｔ

０.５ ０.０５ 增殖新原叶体、密集成团ꎬ肉眼很难辨别出单个原叶体
Ｐｒｏｔｈａｌｌｕｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅｓ ｉｎ ｄｅｎｓｅ ｃｌｕｓｔｅｒｓꎬ ａｎｄ ｉｓ ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ ｔｏ ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ ｐｒｏｔｈａｌｌａｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｎａｋｅｄ ｅｙｅ

１.０ ０.０５ 增殖新原叶体、原叶体团松软ꎬ清晰可见单个原叶体
Ｐｒｏｔｈａｌｌｕｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅｓ ｉｎ ｓｏｆｔ ｇｒｏｕｐｓꎬ ａｎｄ ｓｉｎｇｌｅ ｐｒｏｔｈａｌｌｕｓ ｃａｎ ｂｅ ｃｌｅａｒｌｙ ｓｅｅｎ

１.５ ０.０５ 原叶体沿中脉方向拉长ꎬ变为宽近 １ｃｍ 的长带状ꎬ个别有增殖
Ｐｒｏｔｈａｌｌｕｓ ａｒｅ ｅｌｏｎｇａｔｅｄ ａｌｏｎｇ ｔｈｅ ｄｉｒｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｄｖｅｉｎ ａｎｄ ｂｅｃａｍｅｄ ａ ｓｔｒｉｐ ｎｅａｒｌｙ １ ｃｍ ｗｉｄｅꎬ ｗｉｔｈ
ｆｅｗ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

２.０ ０.０５ 原叶体中脉增厚ꎬ整体呈棒状ꎬ脆性大ꎬ极难增殖
Ｍｉｄｖｅｉｎｓ ａｒｅ ｔｈｉｃｋｅｎｅｄꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｔｈａｌｌｕｓ ａｒｅ ｂｒｉｔｔｌｅꎬ ｒｏｄ￣ｓｈａｐｅｄ ａｎｄ ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ ｔｏ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅ

０.５ ０.５０ 增殖新的原叶体ꎬ明显可见片状原叶体ꎬ整个原叶体团较为疏松
Ｐｒｏｔｈａｌｌｕｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅｓ ｉｎ ｓｏｆｔ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｓｃｈｉｓｔｏｓｅ ｐｒｏｔｈａｌｌｕｓ ｃａｎ ｂｅ ｃｌｅａｒｌｙ ｓｅｅｎ

１.０ ０.５０ 增殖新原叶体ꎬ原叶体面积较大ꎬ增殖速度比较慢
Ａｒｅａ ｏｆ ｎｅｗ ｐｒｏｔｈａｌｌｕｓ ｉｓ ｌａｒｇｅｒꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒａｔｅ ｏｆ ａｐｐｒｅｃｉａｔｉｏｎ ｉｓ ｓｌｏｗｅｒ

１.５ ０.５０ 原叶体增大、增厚ꎬ颜色为暗绿、质地较脆ꎬ极易玻璃化
Ｐｒｏｔｈａｌｌｕｓ ａｒｅ ｅｎｌａｒｇｅｄꎬ ｔｈｉｃｋｅｎｅｄꎬ ｂｒｉｔｔｌｅ ａｎｄ ｅａｓｙ ｔｏ ｖｉｔｒｉｆｙ ｉｎ ｄａｒｋ ｇｒｅｅｎ ｃｏｌｏｒ

２.０ ０.５０ 原叶体增厚ꎬ较硬ꎬ生长极慢
Ｐｒｏｔｈａｌｌｕｓ ｉｓ ｔｈｉｃｋｅｎｅｄꎬ ｓｔｉｆｆｅｒꎬ ａｎｄ ｇｒｏｗｓ ｖｅｒｙ ｓｌｏｗｌｙ

表 ２　 ＭＳ 培养基中无机盐对粤紫萁原叶体增殖的影响
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｓａｌｔｓ ｉｎ ＭＳ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｈａｌｌｕｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｏｓｍｕｎｄａ ｍｉｌｄｅｉ

培养基
Ｍｅｄｉｕｍ

增殖量
Ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

( ｇ)

增殖率
Ｒａｔｅ ｏｆ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

(％)

　 　 　 原叶体状态
　 　 　 Ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｐｒｏｔｈａｌｌｕｓ

１ / ４ＭＳ ５２.１２±１８.４１ｂ １０４.２８±１５.０６ｂ 体积最大、数量最少、心形原叶体形态
Ｔｈｅｒｅ ａｒｅ ｔｈｅ ｌａｒｇｅｓｔ ｖｏｌｕｍｅꎬ ｌｅａｓｔ ｎｕｍｂｅｒꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ ｓｈａｐｅ ｐｒｏｔｈａｌｌｕｓ

１ / ２ＭＳ ５０.３０±１３.７７ｂ ８７.３５±２０.５２ｂ 体积次之、心形原叶体边缘有新增幼原叶体
Ｐｒｏｔｈａｌｌｕｓ ｈａｖｅ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ｌａｒｇｅ ｖｏｌｕｍｅꎬ ａｎｄ ｎｅｗ ｙｏｕｎｇ ｏｎｅｓ ａｒｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ
ｔｈｅ ｅｄｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅａｒｔ￣ｓｈａｐｅｄ ｐｒｏｔｈａｌｌｕｓ

３ / ４ＭＳ ６３.８７±４.１３ｂ １１０.２８±１０.９９ｂ 体积比 ＭＳ 略大、极少心形、多数上宽下窄长片状
Ｐｒｏｔｈａｌｌｕｓ ａｒｅ ｓｌｉｇｈｔｌｙ ｌａｒｇｅｒ ｔｈａｎ ｉｎ ＭＳ ｍｅｄｉｕｍ ｏｎｅｓꎬ ｒａｒｅｌｙ ｈｅａｒｔ￣ｓｈａｐｅｄꎬ ａｎｄ
ｍｏｓｔ ｕｐｐｅｒ ｗｉｄｅ ａｎｄ ｌｏｗｅｒ ｎａｒｒｏｗ ｏｂｌａｔｅ

ＭＳ １０３.８５±１８.７０ａ １７３.１５±４４.０２ａ 体积最小、数量最多ꎬ多为 ２ ｍｍ 宽、不足 １ ｃｍ 长的条状
Ｐｒｏｔｈａｌｌｕｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｓｍａｌｌｅｓｔ ｖｏｌｕｍｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｌａｒｇｅｓｔ ｎｕｍｂｅｒꎬ ｍｏｓｔ ｏｆ ｔｈｅｍ ａｒｅ ２
ｍｍ ｗｉｄｅꎬ ａｎｄ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １ ｃｍ ｌｏｎｇ ｓｔｒｉｐ

　 注: 表中数据为 ｘ±ｓꎻ 同列中不同小写字母表示差异显著 (Ｐ<０.０５)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｄａｔａ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｂｌｅ ａｒｅ ｘ±ｓꎻ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) .

一周后增加通风时间ꎬ２０ ｄ 以后可以完全去除塑

料薄膜ꎮ 在 ３ 种栽培基质中的幼苗均可以成活ꎬ
成活率均在 ９８％以上ꎬ经观察ꎬ栽培基质 ( ２) 河

沙 ∶ 黄土 ∶ 腐殖质 ＝ １ ∶ １ ∶ ３ 中的幼苗长势最旺

(图 １:Ｅ)ꎮ

３　 讨论与结论

孢子繁殖是蕨类植物自然状态下的主要繁殖

方式ꎬ但蕨类植物的孢子萌发时间各不相同ꎬ有一

些蕨类植物的孢子还具有休眠期ꎬ借助一些外源

生长调节剂则可达到打破休眠ꎬ诱导萌发的作用

(张春萌等ꎬ２０１９)ꎮ ６￣ＢＡ 和 ＮＡＡ 是植物组织培

养中常用的生长调节剂ꎬＮＡＡ 属于植物生长素ꎬ而
６￣ＢＡ 属于细胞分裂素ꎬ二者通常搭配使用ꎮ 研究

表明ꎬ６￣ＢＡ 和 ＮＡＡ 不同浓度的组合可以有效地促

进孢子萌发ꎬ提高孢子萌发率ꎮ 在蕨类的配子体

生长发育过程中ꎬ ＮＡＡ 也能起到促进侧向分生组
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表 ３　 ＭＳ 培养基中无机盐对幼孢子体形成的影响
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｓａｌｔｓ ｉｎ ＭＳ ｏｎ ｔｈｅ ｙｏｕｎｇ ｓｐｏｒｏｐｈｙｔｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｏｆ Ｏｓｍｕｎｄａ ｍｉｌｄｅｉ

培养基
Ｍｅｄｉｕｍ

３５ ｄ

幼孢子
体数

Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｙｏｕｎｇ
ｓｐｏｒｏｐｈｙｔｅ

成形率
Ｒａｔｅ
ｏｆ

ｄｅｖｅｌｏｐ￣
ｍｅｎｔ
(％)

单株
叶数
Ｌｅａｆ

ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ

ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ

４５ ｄ

幼孢子
体数

Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｙｏｕｎｇ
ｓｐｏｒｏｐｈｙｔｅ

成形率
Ｒａｔｅ ｏｆ
ｄｅｖｅｌｏｐ￣
ｍｅｎｔ
(％)

单株
叶数
Ｌｅａｆ

ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ

ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ

５５ ｄ

幼孢子
体数

Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｙｏｕｎｇ
ｓｐｏｒｏｐｈｙｔｅ

成形率
Ｒａｔｅ ｏｆ
ｄｅｖｅｌｏｐ￣
ｍｅｎｔ
(％)

单株
叶数
Ｌｅａｆ

ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ

ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ

６５ ｄ

幼孢子
体数

Ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ ｙｏｕｎｇ
ｓｐｏｒｏｐｈｙｔｅ

成形率
Ｒａｔｅ
ｏｆ

ｄｅｖｅｌｏｐ￣
ｍｅｎｔ
(％)

单株
叶数
Ｌｅａｆ

ｎｕｍｂｅｒ
ｏｆ

ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ

１ / ４ＭＳ ９８.００±
１２.９０ａＡ

１９.３５±
１.２ａ

２.３６±
０.０５ａ

１５５.４０±
１７.３３ｂＡ

４８.４２±
３.４０ａ

２.７８±
０.３４ａ

１９８.２０±
２１.８７ｃＢ

７７.３９±
２.４３ａ

４.８９±
０.３４ａ

２１２.２０±
２３.７９ｂＢ

８３.４９±
１.５１ａ

５.３６±
０.２９ａ

１ / ２ＭＳ １０４.４０±
７.２３ａＣ

１４.７１±
１.１６ｂ

２.２５±
０.０３ｂ

１７４.４０±
１４.４７ｂＢ

３９.５１±
２.４６ｂ

２.４９±
０.２４ｂ

２２０.２０±
２８.６６ｃＡ

７２.６９±
１.７５

４.１４±
０.３６ｂ

２３８.２０±
２８.５０ｂＡ

７８.０８±
１.７１ｂ

４.８０±
０.４７ｂ

３ / ４ＭＳ ２４.４０±
２.８８ｂＤ

１.６４±
０.４２ｃ

２.０２±
０.０１ｃ

２３１.２０±
３０.８３ａＣ

１１.０３±
０.４９ｃＢ

２.２１±
０.１０ｂｃ

４３６.４０±
２４.９３ｂＢ

３０.３８±
０.３４ｃ

２.６５±
０.０６ｃ

５３０.００±
２６.７１ｂＡ

３４.０１±
２.５１ｃ

３.５７±
０.１６ｃ

ＭＳ １８.２０±
１.３０ｂＤ

０.７２±
０.４２ｃ

２.０１±
０.０１ｃ

２４９.２０±
３５.００ａＣ

６.８６±
０.４６ｄＢ

２.０９±
０.０２ｃ

５０７.００±
５１.４８ａＢ

２６.４７±
０.３６ｄ

２.５１±
０.０７ｃ

６１８.８０±
２６.８０ａＡ

２９.６６±
０.８４ｄ

３.４７±
０.０８ｃ

　 注: 同列中不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０.０５)ꎬ同行中不同大写字母表示差异显著 (Ｐ<０.０５)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｕｐｐｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｒｏｗ
ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) .

表 ４　 不同 ＮＡＡ、ＩＢＡ 浓度对粤紫萁幼孢子体生根的影响
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ＮＡＡ ａｎｄ ＩＢＡ ｏｎ ｔｈｅ ｒｏｏｔｉｎｇ ｏｆ ｙｏｕｎｇ Ｏｓｍｕｎｄａ ｍｉｌｄｅｉ ｓｐｏｒｏｐｈｙｔｅ ｒｏｏｔｉｎｇ

植物生长调节剂
Ｐｌａｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ

浓度 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
(ｍｇＬ ￣１)

单株根数
Ｒｏｏｔ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ

ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ

单株侧根数
Ｌａｔｅｒａｌ ｒｏｏｔ ｎｕｍｂｅｒ

ｏｆ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ
单株叶数

Ｌｅａｆ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ

ＩＢＡ ０.１ ５.５５±０.１２ｈ １１.９３±１.１９ｅ ６.６１±０.７０ｃｄ

０.２ ５.８９±０.２２ｇ １３.０４±１.１９ｄｅ ６.７６±０.８５ｂｃｅｄ

０.３ ６.８７±０.０９ｅ ２０.６６±２.３２ｂ ７.５４±０.３１ａｂ

０.４ ７.２１±０.０９ｄ ２２.８７±１.１８ａ ７.６２±０.５０ａ

０.５ ９.６３±０.１１ａ ２２.３８±１.４１ａ ７.６４±０.１６ａ

ＮＡＡ ０.１ ５.０９±０.０９ｉ ５.１９±０.５０ｇ ５.６２±０.８２ｅ

０.２ ５.８０±０.１３ｇ ８.６４±０.４２ｆ ６.０４±０.３７ｄｅ

０.３ ６.５０±０.１７ｆ １２.０９±０.６４ｅ ６.６９±０.６３ｃｄ

０.４ ７.５６±０.０５ｃ １４.１４±０.４６ｄ ６.９８±０.７１ａｂｃ

０.５ ８.５６±０.２３ｂ １８.６３±２.０４ｃ ６.８６±０.８８ａｂｃｄ

　 注: 数据为 ｘ±ｓꎻ 同列中不同小写字母表示差异显著 (Ｐ<０.０５)ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｄａｔａ ａｒｅ ｘ±ｓꎻ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｍｅａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) .

织发 育 的 作 用ꎬ 并 且 倾 向 产 生 雄 性 配 子 体

(Ｋｏｓａｋｉｖｓｋａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎬ进而由雄性配子体向雌

雄同体转变( Ｓｏｍｅｒ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０)ꎻ６￣ＢＡ 则是蕨类

植物进行组织培养的必要成分ꎬ它能够消除脱落

酸(ＡＢＡ)带来的负面作用ꎬ低浓度也能改变细胞

生长、分裂、伸长和分化的速度ꎬ较高的浓度能够

诱导 根 尖 分 生 组 织 下 的 根 状 体 胚 胎 的 形 成

(Ｋｏｓａｋｉｖｓｋａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 本研究通过使用不同

浓度 ６￣ＢＡ 与 ＮＡＡ 的配比试验发现ꎬ粤紫萁绿色

成熟孢子在植物生长调节剂的作用下可以明显提

高萌发率ꎮ ６￣ＢＡ 浓度低于 １.５ ｍｇＬ￣１时ꎬ粤紫萁

孢子的萌发时间缩短ꎬ萌发率显著提高ꎬ在后续的

增殖培养阶段ꎬ原叶体能够持续增殖ꎬ但不能形成

孢子体幼苗ꎻ在 ６￣ＢＡ(１.５ 和 ２.０) ｍｇＬ￣１与 ＮＡＡ
０.０５ ｍｇＬ￣１ 的浓度组合时ꎬ萌发率没有显著差

异ꎻ６￣ＢＡ 浓度超过 ２.０ ｍｇＬ￣１时ꎬ孢子萌发时间

６０３ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



推迟ꎬ萌发率也降低ꎮ 由此推测ꎬ生长调节剂对蕨

类植物的孢子萌发及增殖具有重要影响ꎬ而不同

的蕨类植物合适的生长浓度存在一定差异ꎮ
除生长调节剂外ꎬＭＳ 培养基中大量元素的浓

度在蕨类植物孢子体的形成中有重要的影响

(Ｍｉｋｕłａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５)ꎮ 在对 Ｏｓｍｕｎｄａ ｒｅｇａｌｉｓ 孢子

体形成的试验中证实ꎬ１ / ８ＭＳ 是其最佳的培养基

(Ｍａｋｏｗｓｋｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 本研究也发现ꎬ１ / ２ＭＳ、
１ / ４ＭＳ 有利于促进粤紫萁原叶体生长发育ꎬ同时

配子体授精形成幼孢子体成形率高达 ７８.０８％和

８３.４９％ꎬ在 ３ / ４ＭＳ 和全量 ＭＳ 中的原叶体在培养

初期由于大量营养性增殖而发育不完善ꎬ配子体

很难通过受精作用而形成孢子体幼苗ꎮ 粤紫萁孢

子体形成试验中ꎬ３ / ４ＭＳ 和 ＭＳ 培养基产生的孢子

体幼苗ꎬ推测应属于特殊环境下的无配子生殖ꎮ
粤紫萁属于杂合二倍体种(何子灿等ꎬ２００６)ꎬ通过

无配子生殖产生的孢子体幼苗ꎬ在第 ３ 片叶后很

难形成正常叶ꎬ其后长出的所有叶片依然与第 １
片叶相同ꎬ具体机理还有待于后续的研究ꎮ １ / ４ＭＳ
和 １ / ２ＭＳ 培养基中形成的粤紫萁幼孢子体ꎬ有早

熟现象ꎬ与 Ｙａｔａｂｅ ｅｔ ａｌ.(２０１１)在人工条件下研究

Ｏｓｍｕｎｄａ × ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ 后代生殖力时ꎬ报道其 Ｆ２有

早熟现象的结果相同ꎬ其早熟有可能来自特别组

合的结果ꎬ是一种适应特殊环境的现象ꎮ
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