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黄皮 茎 段 初 代 培 养 物 的建 立

宁正祥 黄昌鬓

(园艺 系 )

要

表面污染是木本植物组织培养污染率高的主要原因
。

选择晴
、

阴天气下生长的试 材 或

者采用茎尖培养
,

是降低污染率
、

成功建立无菌初代培养物的有效措施
。

适合黄 皮 茎段初

代培养的条件为
:

W P M + B A I
.

o + K T o
.

5 + N A A o
.

5 + G A 3 o
。

25 + 4 ~ 6 % 欢;:粗!
。

关 . 祠 组 织培养 : 柑桔

引 言

木世纪初开创了植物组织培养的研究
,

本世纪后半期就开始将植物组织技术应用于

农业生产的研究了
。

到 目前为止
,

用茎尖培养技术
,

培育无毒苗和无性系的快速繁殆以

及用花药和花粉培养作为育种手段有成单倍体植株
,

已经开始应用于生产
。

果树组织培养起步较晚
,

但进展却十分迅速
。

从文献报道来看
,

60 年代的研究少
,

70 年代和 80 年代的研究较多
。

从研究的目的来看
,

初期着重于育成无毒苗
,

「i碗汀则侧重于

快速繁殖
。

从研究的树神来看
,

以蔷薇科果树最乡
,

占果树组织培养文献的 3 6% (统计

1 9 3 3~ 1 9 8 7年文献约 5 00 篇 ) ; 芸香科果树次之
,

约 占16 %
,

其中又主要集中在 柑 桔属

的文献很少
,

黄皮属果树的组织培养到 目前为止
,

囚 内外尚未见报道
。

黄皮 〔C 工a u s e n a I Q砚 s i u ǹ ( L o u r
) S k e e l :

.

〕 是黄皮属中唯一经济栽培 rl勺树 种
,

果

实营养丰富
,

在我国南方广为栽培
,

但一直无多大发展
,

商品率低
。

主要原因是
,

优良

品种资源虽然丰富
,

但末形成大 宗商品栽培而积
,

大量种位的为多核刀
,

季}
, ,

可 食率低
、

品质较差
,

急需进行品种更换
。

黄皮一般采用党接
、

劈接和空中压条进行繁殖
,

年繁瑕

率较低
。

特别是无核黄皮
、

独核黄皮等优
、

稀况
:

种 (系 )
,

苗术奇缺
,

限制了黄皮生产

的发展和况
:

质的提高
。

本试验的 目的在于应用组织培养技术
,

探索黄皮茎段离体繁叭的

条件
,

为快速繁殖黄皮的优
、

稀品种 (系 ) 和单株
,

解决发展黄皮生产所 需的大 员化 良

苗术提供理论和实践依据
。

1 9 8 7年 9 月1 6 日 收稿
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材 料 和 方 法

供试的品种 (系 ) 有无核黄皮
、

独核黄皮
、

甜黄皮
、

鸡心黄皮
、

白糖黄皮
、

歧山黄

皮和球状黄皮的 5 年生嫁接树及部分品种 (系 ) 的 2 年生实生苗
。

在不同物候期取嫩枝

侧芽和顶芽茎段进行培养
。

试验的基本培养基有 w P M 〔 ` ”
、

M s 【
, , 、

M IT
` 。 ’ 、

w ih et

, 盆 . ’ 、
s J一 1

’ “ ’ 、
B 。 t 。 ’ 、

N
. I ’ ]和N i t s e h l ’ ` ’ ,

附加不同浓度 6一节氨基嚓岭 ( B A )
、

6 一搪氨基嚓吟 ( K T )
、

玉米素 ( N T )
、

蔡乙酸 ( N A A )
、

叫噪丁酸 (I B A )
、

赤 霉

素 ( G A
3

) 等
,

单独或混合使用
。

蔗糖。
.

5 ~ 10 %
,

琼脂 0
.

5%
, p H调 整到5

.

8
、

培 养基

经 1
.

I K g c/ m
’

高压灭菌 8 分钟
,

培养室温度白天为26 ℃
,

夜间 23 ℃左右
。

每天照 明 1 6小

时
,

光照度 5
.

4 lK
x每处理接种 70 支以上

,

重复二次
,

接种 30 ~ 40 天后进行观客统计
。

采

用模糊综合评判对处理效果进行评价
。

计算方法选用加成模型
` “ ’ 。

试 验 结 果

(一 ) 影响无菌初代培并的因素

1
.

黄皮茎段培养的污染源及其表面灭菌效果
:

试验前期遇到的最大难题是黄皮茎

段外植体存在严重的污染现象
,

污染率几乎达 100 %
。

接种后污染最快的是细菌
,

2 ~ 5 天

内就在基端切 口维管束处出现菌迹
,

随后在培养基中迅速形成数条白色带状菌环
,

进而

扩展到培养基和外植体表面
,

形成脓状或混浊菌液层
,

几天后外植体也随之死亡
。

污染

菌类有革兰氏阴性菌
、

革兰氏阳性菌及酵母菌
。

接种 7 ~ 15 天后
,

外植体表面出现大量

真菌斑
,

主要为青霉和绿霉菌
,

8
。

%位于叶腋部位
。

30 ~ 40 夭后
,

外植体在接触培养基

的界面外偶尔产生暗红色的真菌环
,

无菌丝
,

繁殖速度极慢
,

是一种存在于木本植物表

层皮中类似酵母的腐生真菌
。

K n o x ,
G

.

A
。

等认为【 , ] ,

木本植物田间材料高的污染率主要是术本植物 表 皮以内

深层组织带菌所致
。

黄皮茎段最初培养时细菌污染也主要是在切 口维管束处
。

采用不同

灭菌程序处理及对污染现象 进 行 研 究
,

发现
:

( l ) 将长于 4 c m 的茎段进行表面 灭菌

后
,

切取中段内部组织培养
,

不存在污染现象 , ( 2 ) 用 自来水或无菌水冲洗材料而后

进行表面灭菌的
,

无论采用何种灭菌剂和多长的灭菌时间
,

均存在严重的污染现象
,

存

活率在 20 %以下
,

若取内部组织培养
,

当茎段短于 l
.

oc m时
,

其中段内部组织同样 存在

污染现象 , ( 3 ) 外植体不用水冲洗
,

粗切后直接进行表面灭菌
,

则基本上不存在污染

问题
。

以上结果说明黄皮茎段组织内部不存在带菌现象
。

污染源存在于器官表面
。

用水冲

洗以除去表层污染物的常用前处理方法的污染率之所以高的原因
,

主要是枝梢为植物体

水势最低的器官
,

在水洗过程中
,

茎段吸水
,

污染源随水从切 口进入维管束导管腔内部

细胞间隙等质外体中
,

使茎段内部组织污染
,

这时无论怎样进行活体表面灭菌
,

都难以
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杀灭巳进入质外体中的菌类
。

因为此时外植体的水势比灭菌液 的水势要高
,

杀菌剂只能

逆水势梯度靠扩散作用进入质外体
,

灭菌效果差
,

组织带菌现象
,

在自然状 况下
,

中柱鞘

的存在使污染源不能随着根系的吸水而进入维管束等内部组织
,

所以活体杭物内部组织

一般情况下是无菌的
。

2
.

雨量对污染率的影响
:
一些研究者报道

{ ” 【” ’ “ 3 ’ “ ` 1 ,

季 节 是 影 响由

间外植体污染率高低的一个主要因素
,

认为春夏雨季污染严重
,

秋冬 早 季 污 染较 轻
,

组 织 培 养 宜 在 旱 季 进行取材
。

本试验对季节
、

气候状况与黄皮的污染率的关系进行

了研究
,

结果说明外植体经受雨水的多少是污染率高低的关键性因素
。

经过二次小雨以

上的试材
,

污染率平均在 92 %以上 , 在连续晴
、

阴天气下生长的试材
,

则带菌概率小
,

几乎不存在污染现象
。

除雨量外
,

一天中采样的时间对污染率也有一定的影响
,

在露水

大的早上采样
,

污染较重
,

待露水干后采样
,

则污染率低
。

这可能是采样时
,

手及器具

等接触物上的污染源以露水为媒介传染到试材上
,

从而增加了外植体的带菌率
。

3
.

外植体木质化程度和生理状态对污染率的影响
:

田间材料的带菌率 和 其 相 适

宜的表面 灭 菌 时 间
、

接种后的生长势等与外植体的木质化程度和生理状态之间有着密

切的联系
。

木质化程度较高
,

带菌的概率较大
,

适宜的灭菌时间也相应 较 长
,

材 料 较

嫩
,

带菌率较小
。

旺盛生长的枝梢
,

特别是顶芽
,

很少带菌
,

但由于其表皮蜡质层相对

较薄
,

表面 灭菌时也就极易产生药害
。

(二 ) 谷本培养签对芽外植体的 , 养效果

基本培养基成分是影响茎段外植体成活和生长的重要因素之一
。

外植体来源不同
,

对基本培养基的反应也有所下同 (表 1 )
,

对死亡率
、

萌芽率和生长势三个衡量指标因

素采用 D : = (0
.

6
, 0

.

1 , 。
,

3) 的权数分配进行综合评判
,

从总效应 阵 C
: ,

可看出
,

茎段

农 1

奋尹竺
基!

甚本培养谷 , 葬效果禅匆结 . 阵 ( C : )
.
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实生幼苗

甜 黄 皮

鸡心黄皮

白糖黄皮

无核黄皮

岐山黄皮

球状黄皮

独核黄皮

C I :

。
8 8 7 0

。
7 5 6 0

。
8 2 5 0

。
6 8 2 0

。
4 94 0

。
6 8 7 0

。
7 0 1 0

。
7 8 0 0

_

7 2 7 0

·
各培养基 中均附 加 B A 1

.

s m g l/
,

N A A o
.

l m g l/
,

蔗 掩 5 %
。
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外植体对基本培养基的适应能力基本上可分为强
、

中
、

弱三类
。

实生幼苗
、

鸡心黄皮的

适应能力强
,

综评值在 0
.

85 以上
。

独核黄皮
、

甜黄皮
、

和白糖黄皮的适应能力中等
,
综

评值在。
.

“ ~ 0
.

71 之间
。

无核黄皮
、

歧山黄皮及球状黄皮对基本培养基要求严格
,

综评值

在。
.

61 以下
,

在 N 。 基本培养基上
,

死亡率高到 83 %以上
,

特别是球状黄皮
,

无一成 活
。

从

C : :
可知

,

基本培养基之间
,

以 w P M的综评结果最高
,

达 0
.

9 2 3
,

其 次 为 S J一 1
、

为

。
。

8 6 4。

此二种基本培养基对供试的所有品种 (系 ) 均表现良好的营养效果
,

单 因 素评

判值在 O
。

72 以上
。

(三 ) 生长调节荆对初代培养的形响

1
.

黄皮茎段外植体对细胞分裂素类的反应
:
黄皮茎段外植体的萌芽和生长必需激

素物质的存在
。

细胞分裂素类中
,

效果最 好 的是 B A
,

在。
.

5~ 2
.

s m g l/ (单位下同 ) 的

浓度范围内
,

供试品种 (系 ) 都能良好的萌芽和生长
。

最适浓度为 1
,

5左右
,

这时萌芽势

强
,

生长快
,

枝梢粗壮
。

实生幼苗对 B A 的敏感性较营养繁殖系低
,

在 B A 6
.

o时
,

仍能存

活
,

只是萌芽率极低
,

新梢畸形
。

K T
、

z T的适宜浓度范围比 B A小
,

最适浓度均为 1
.

0左右
。

单独使用 K T 时
,

新梢粗

壮
,

叶色浓绿
,

生长速率较 B A处理的慢
。 K ”

.

。时
,

对萌芽具有明显的抑制作用
。
z T超

过 2
。

O时
,

则产生毒害
,

3
.

0时
,

外植体不能成活
。

B A
、

z T
、

K T三种细胞分裂素在不同浓度配合使用
,

均未能获得良好 的培养效果
。

2
。

生长素和细胞分裂素混合使用的培养效果
:

细胞分裂素类与低浓度的生长素类

组合使用
,

整体效果 比单用为优
。

在 0 ~ 2
.

。的浓度范围内的各种组合形式中
,

增效作用

显著的是 B A 与生长素类间的搭配
。

从对萌芽率
、

生长量及长势进行综合评判 的结 果阵

c :
中可看 出 (表 2 )

, B A 与N A A 和BI A 在 低 浓 度 搭配 (0
.

5 : 。
.

2 5 : 。
.

2 5) 时
,

表现有

良好的综合效果
。

平均萌芽率为 9 4
.

4 % ,
生长量也较大

,

接种 30 天后
,

新梢平均长度达

1
.

2 c3 m
。

较高浓度的 B A与 N A A 组合有良好效果
,

特别是后者在低浓度时
,

增效明显
。

丑 A 与 I B A 配合使用时
,

荫芽率低
,

新梢生长缓慢
,

幼茎呈暗绿色 , 当 BI A / B A比值超过

心
.

5时
,

叶片淡黄
,

常有坏死斑块
,

小叶基部易形成离层
,

最后脱落
。

K T
、

z T 与生长素类的配合效果均不及 B A
。 K T

、
z T

、

B A 任两种或三种同时与1生长

素组合 的培养效果也不理想
,

其中只有 B A O
.

5 , K T O
.

5 ,

N A A O
.

25 对新梢生长表现有较好

的促进作用
,

综评值为 0
.

7 73
。

3
.

G A :
对萌芽的促进作用

:
G A

:

单独使用时不能促进萌芽
,

当有适量的细胞分裂

素和生长素时
,

则能极显著地提高外植体的萌芽率
。

在各种组合中 (表 2 )
,

只 有 B A

1
。

0
, K T O

。

5 ,
N A A O

.

5
,

G A 3 0
。
2 5的综合评判 结果最优

,

目标达 0
.

9 8 9
。

初代培养 时
,

G A 。的浓度不宜过高
,

当超过 1
.

。时
,

外植体虽能 1 00 % 的萌芽
,

但萌芽后 幼 茎 迅 速伸

长
,

呈黄色
,

扭曲
,

幼叶皱缩
,

不能展开
,

生活力极弱
,

不久即衰亡
。

除上述激素种类和相互间的比值外
,

芽外植体本身的营养条件
、

生理 状 态
、

极 性 位

置等对初代培养所要求的激素条件也有重要的影响
。

旺盛生长期的外植体 容 易 启 动生

长
,

适宜的激素浓度偏低
,

附加 G A 3
反而对生长不利

。

休眠芽中生长抑制物质含量高
,
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. 2滋索组合使用对初代培养的效二

率 )芽% 萌 (B AKT N A AI B AG A生长t
(e m )

长势
综评值

(钻 )

0
。

8 0

0
。

6 3

0
。

5 0

0
。

5 8

0
。

8 3

0
。

7 4

0
。

4 4

0
。
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试材为实生幼苗 , 2
.

D : = (0
.

4 , `
.

3
,

。
.

3) , 3
.

K T
.

z T与生长紊奥 配合的有关数据未列

人此衣
。

~

启动生长要求相对较高的外源 激素条件
,

G A :
的浓度也应适当提高

。

总 之
, B A

、

K T
、

N A A
、

0 A 3四者之间的相对浓度
,

应根据不同物候期 中
,

外植体的具体情况在一定范围

内作适当的调整
,

才能获得理想的培养效果
。

《四 ) 旅抽浓度对初代培并的影响

在 2 ~ 6 % 的蔗糖浓度范围内
,

黄皮茎段外植体 95 %以上能够萌芽
,

糖浓度过高或过

低都对萌芽不利
。

浓度低于 1
.

0% 时
,
不仅萌芽率明显下降

,

而且萌芽后生长极为缓慢
,

叶色淡黄
,

生活力弱 ; 糖浓度超过 6 %时
,

外植体萌芽虽较好
,

但小叶不能展开
,

多在

叶柄离区产生乳白色愈伤组织
,

随后幼叶脱落
,

幼茎呈深绿色
,

生长速度下降
,

最后滞

长
。

4 ~ 5 %为最适浓度
,

萌芽势强
、

生长快
,

一个月后
,

幼梢可长到 2 ~ 3 c m
,

展 叶

迅逮
,

叶色淡绿
,

生长健壮
。

讨 论

(一 ) 关于木本植物组织内部带菌问且

木本植物采用组织培养技术进行快速无性繁殖
,

最关键的两个步骤是初代培养物的
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建立和根的再生
。

严重的污染现象是多雨地区组织培养工作中影响初代培养普通存在的

主要障碍
。

一些研究者将木本植物外植体高的污染率归咎于深层组织带菌
,

提出在培养

基中添加抗菌剂是克服污染的有效方法 “ ’ 【 7 ’ ` ’ 3 ’ r ` . ’ 。

据对黄皮茎段外植体的观察
,

我们认为上述观点是试验设计不合理
,

由试验观察中的假象所造成的
。

因为
.

1
。

组织

培养中的污染源都是腐生菌类
,

在活体植物衰老器官的深层死组织中
,

不排除这类污染

源的存在
,
但组织培养所用外植体均为十分幼嫩的健壮活组织或器官

,

腐生菌类不可能

在其深层组织中繁殖
、

生存
。

2
。

在严格无菌条件下
,

切取黄皮茎段深层组织培养
,

无

污染现象产生
。

但田间材料经水冲洗再灭菌接种
,

则木质部等深层组织产生带菌现象
。

在荔枝茎段组织培养过程中也获得同样结果
。

这说 明内部组织污染是在离体后造成的
。

在自然状况下
,

深层组织不带菌
,

至少是不带腐生菌
。

(二 ) 关于衰面污染问肠

木本植物严重的表面污染是田间材料污染率高的主要原因
。

为了提高成活率
,
许多

研究者建议采用温室生长的材料作为降低污染率的有效措施 ` 4 ’ ` ” ’ t “ , 。 据对黄 皮 和

荔枝的研究
,

认为淋雨是造成严重表面污染的主要原因
。

所以选择晴
、

阴天气下生长的

材料
,
或者茎尖

,

或在雨季对田间母本树实行遮雨
、

套袋等来减少污染
,

这是试验研究

中的切实可行的办法
。

因为果树一般树体高大
,

温室只能栽种一些幼苗或小树
,

采集田

间大树上的营养系材料作外植体源
,

不仅遗传上稳定
,

而且生产上意义更大
。
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