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热处理结合茎尖培养去除
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〔摘 要 」 以甘薯丛枝病试管苗病株为材料
,

用热处理结合茎尖培养法对甘薯丛枝病病株进行了去除植原体

的研究
。

结果表明
, 。 以下茎尖培养可 以去除植原体

,

茎尖越小
,

去除植原体的效果越好
,

但成苗率降低

以上茎尖培养不能去除植原体
,

但是成苗率较高
。

士 ℃高温连续处理 周后
,

剥取茎尖培养可以

提高去除植原体的效率
,

对成苗率影响不大
,

热处理时间越长
,

去除植原体效果越好
,

但被处理的试管苗易死亡
。

甘

薯丛枝病试管苗在 士 ℃高温下
,

以处理 周为宜
。
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甘薯是重要的粮食作物之一
,

经济价值较高
,

在

我国已有 多年的栽培历史
。

甘薯丛枝病在我国

东南沿海主薯区流行多年
,

且发病率高
,

是影响我国

甘薯产量和品质的一个主要限制因子
。

甘薯丛枝病典型症状是植株叶小
、

褪绿
、

矮缩和

侧枝丛生
。

甘薯丛枝病病原物是一种类菌质体
一 , 〔

, ’〕,

现 在 国际

上统称植原体 〔‘〕。

近来研究
, ·

〕表明
,

植原体病害症状的发生与内源 细胞分裂素

生长素 比值失调有关
。

目前
,

对植原体类病害尚没

有特效防治药剂
,

也没有特效抗病品种
,

培养无毒苗

仍然是提高甘薯产量和品质的重要手段之一
。

鲁雪

华等田首次应用无菌茎尖培养技术
,

获得了 的

去除植原体植株
。

廖俊杰等阁发现热处理结合茎尖

培养可以大大提高脱毒率
。

但对甘薯丛枝病试管苗

进行热处理结合茎尖培养
,

去除植原体病原物的研

究还未见报道
。

本研究在这方面首次进行了初步探

讨
,

并对获得的试管苗进行 及
一

分

子检测
,

试图为甘薯丛枝病的防治提供新途径
。

培养基中扩繁
。

健苗是由市场购买的健薯
,

在花钵中

于温室里培养
。

甘薯丛枝病 分子检浏 茎尖培养成的

幼苗扩繁到一定规模后
,

用 方法进行脱毒效果

检测
,

具体检测方法参见兰平等图的方法
。

热处理 将带毒试管苗转接于新培养基
,

开始

生长后置于 士 ℃光 照 培养箱 中
,

湿度保持
,

连续处理 周后
,

培养新生茎尖
。

培养基的配制和筛选 以 为基本培养基
,

并附加不同质量浓度的各种激素组合 表
,

调

值为
,

高压灭菌
。

表 茎尖培养培养基

培养基代号 培养基成分
·

一 孟

十 腺嗦吟
十

一

一

活性炭
一

十

材料与方法

材料来源与培养 甘薯

丛枝病病株材料是由中国林业科学院提供的甘薯丛

枝病试管苗
,

采用单叶节段扦插于 无激素

培养条件 切取热处理后及未处理的带毒试管

苗茎尖区 。 茎端
,

余下部分进行继代培养或

检测
,

再将茎端部分 个叶原基的茎尖 约

切下
,

快速转人茎尖生长培养基中
,

培养

后
,

转人 无激素培养基 中继续培
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养
。

培养室温度为 ℃
,

每天光照
,

光照度

为
,

湿度为 写 写
。

结果与分析

茎尖培养基的筛选

为 了最终获得脱毒苗
,

首先要选择利于成苗的

培养基
,

为此设计了几种培养基配方 表
。

以

为基本培养基
,

添加不同的激素配 比
,

观察不同配方

培养基对成苗率的影响 结果见表
。

从表 可见
,

培养基 的成苗率最高
,

为
,

离体茎尖接种

后开始膨胀变绿
,

分化出芽
。

转人无

激素培养基继续培养
,

即有根萌发
,

达生根

高峰
,

芽随后旺盛生长
,

接种后 一 个月便可长成

具 片叶
、 。 高的茎尖苗

。

而培养基 的

成苗率最低
,

仅为
,

所 以选择 做为进一步试

验的培养基
。

从表 还可以初步看出
,

利于生

根而不利于萌芽
,

可 以部分抑制 的作用
,

提高成苗率 由培养基
,

的 比较推出
。

另外
,

茎

尖培养在含
一

的培养基上
,

成苗率都较低
,

活性

炭可以部分抑制
一

的效应
,

提高成苗率
。

当然
,

更好的培养基还需要进一步研究
。

对甘薯而言
,

茎尖

长到一定程度转到 中一般都能生根
,

不需

添加外源激素
, ,

等
。

表 不同培养基对甘薯茎尖培养的影响

培养基代号 接种数 愈伤组织情况 成苗率 写

个 愈伤组织
一

个大小不等淡黄色愈伤组织
一

个
。 以上淡黄色硬愈伤组织块

,

个灰褐色松软小愈伤组织
一 ,

一

个大愈伤块
,

个灰褐色松软小愈伤组织
, 一

个淡黄色愈伤组织
人白

一

,
·

, , 一 ,

一

个淡黄色硬愈伤组织
一

个乳白色松散愈伤组织

茎尖大小与成苗率和脱毒率的关系 时
,

成苗率仅有
,

当茎尖为 以上时
,

成

由表 可知
,

切取的茎尖大小与获得无毒苗的 苗率为 一
。

从表 还可 以看 出
,

茎尖在

比率呈显著负相关
,

当茎尖 。 时
,

脱毒率最 以下时
,

有 个污染和 个枯萎
,

且不易操

高为
,

当茎尖在 。 以上时
,

脱毒率为 。
。

作
,

效率低
。

考虑到成苗率和脱毒率
,

更好的脱毒方

切取茎尖大小与成苗率呈正相关
,

当茎尖 法显得尤为重要
。

表 茎尖大小与脱毒率
、

成苗率的关系
一

茎尖 接种数 污染及枯萎 成苗率 检测株数 脱毒株数 脱毒率

,曰﹃匕,目八月匕

︸工

个污染
,

个枯萎
,

个污染
,

个枯萎
,

个污染
,

个枯萎
,

热处理结合茎尖培养的脱毒效果

热处理 后
,

剥取茎尖培养的植株
,

经

及
一

方法检测
,

结果 表 表明
,

热处理

剥取茎尖培养的植株脱毒率比未处理的高
,

但

二 者相 差程度不大
,

但继续处理 周 即热处理

再剥取茎尖培养的植株脱毒率则 明显高于未
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热处理而直接剥取茎尖培养的植株
,

由此可见脱毒 成苗率差异不大
,

说明成苗率与热处理与否
,

热处理

需要一定的热处理时间
。

由表 还可以看出
,

三者的 时间的长短关系不大
,

而与茎尖大小有关
。

表 热处理结合茎尖培养对脱毒率与成苗率的影响

一

处理时间 接种数 成苗株数 成苗率 写 检测株数 脱毒株数 脱毒率

讨 论

茎尖生长培养基

由于本研究主要 目的是探讨茎尖培养以及热处

理结合茎尖培养对脱除甘薯丛枝病植原体的效应
,

而不是具体研究培养基中各种激素的作用
,

因此本

研究中筛选的茎尖生长培养基是有限的
,

最好的培

养基成苗率虽然达
,

但还不是很高
。

同时
,

由

于材料限制
,

有的培养基接种数较少
,

不利于 比较
。

另外
,

本研究中发现
一

对成苗率影响很大
,

添加
一

的培养基
,

其茎尖易形成愈伤组织
,

不易分化

出芽
。

这和鲁雪华等图的报道一致
。

但也有人报道
,

一

对茎尖分生组织发芽很有效
,

成芽率达“
,

甚至达 不等
·

“ 〕,

这可能是 由于

甘薯品种的来源
、

遗传特性
,

以及有无感病而导致其

内源激素含量不一样造成的
。

根据何放亭等困报道
,

甘薯丛枝病症发生和病株中细胞分裂素与生长素的

变化有关
。

病株中玉米素含量异常增高
,

生长素含量

变化不大
。

另外
,

笔者发现腺素和活性炭在甘薯茎尖培养

中有 良好的作用
,

不仅可以提高成苗率
,

而且成苗时

间缩短了 左右
。

茎尖大小与脱毒率的关系

研究发现
,

纯粹茎尖培养
,

不经过任何处理
,

脱

毒率是很低的
,

小心切割 以下茎尖时才得

到 的脱毒率
,

成苗率达
,

所以
,

工作效率很

低
,

不适宜工厂化生产
。

另外
,

茎尖太小
,

不易操作
,

易切破圆锥体
,

这样茎尖易形成愈伤组织
,

不易形成

植株
。

茎尖培养的另一个严重问题是茎尖太小易污

染和枯萎
。

但是
,

茎尖稍大
,

固然有利于成苗
,

脱毒率

却大大降低
。

如何解决这一矛盾是工厂化生产无毒

种苗迄待解决的首要问题
,

也是今后的工作重点之

热处理结合茎尖培养脱毒

热处理结合茎尖培养可以更有效的脱毒
。

据王

际 轩 报道田 〕,

热处 理 可 以 脱 除苹果 潜 隐型 病 毒

及 等
,

但很难脱去 等
,

而用茎尖培

养方法易于脱除
。

这样
,

采用热处理与茎尖培

养相结合的方法可 以相互补充
,

以更好发挥其脱病

毒效果
。

热处理是一种异于常态的高温逆境
,

热处理

时持续长时间高温可能引起处理植物组织的衰退并

易使植株枯死
。

等〔‘ 〕在热处理时采用

降低呼吸速率
,

延长处理苗寿命 等 〕在

越桔热处理时
,

通过提高二氧化碳量到
,

以加强光合作用
,

使其在 ℃下不能度过 的

品种
,

安然度过了
。

可见
,

对能源物质开

源节流的各种方法都能保持或延长处理苗的寿命
。

同时
,

从上述文献中可以看出
,

这些热处理材料绝大

多数是木本植物
,

而且是盆栽苗进行热处理
。

这两点

无疑可以延长处理苗的寿命
。

因为草本植物耐热性

不如木本植物
,

高温热处理的苗木死亡严重
。

因此
,

延长苗木寿命就成为热处理获得无毒苗的关键
。

多年来
,

美国
、

英国
、

罗马尼亚等国多次对热处理

脱毒设施与方法进行改进
,

使不易掌握的草蓦热处

理脱毒工作逐步得到开展
, ’ 」。

廖俊杰等 对草毒

组培苗进行热处理
,

研究发现其脱毒效果 比盆栽苗

更好
。

本研究发现
,

试管苗热处理结合茎尖培养脱毒

率可达
,

比单纯的茎尖培养获得无毒苗的效率

高约 倍
。

试管苗进行热处理的一个难度就是如

何延长处理苗的寿命
。

试管苗幼嫩
,

根系不发达
,

同

时
,

高温热处理时
,

培养基损失大
,

试管苗易因培养

基枯蝎而死亡
。

为克服此类问题
,

有人研究应用昼夜

高低温交替循环的方式代替持续高温热处理脱毒
,

并取得了成功的结果 一川
。

笔者也尝试过
,

但脱毒

效果不明显
。

因此
,

笔者坚持用持续高温进行热处

理
,

解决培养基耗损问题
,

即把培养的三角瓶放在盛

有水的磁盘中
,

并适时加水
,

这样
,

培养基的耗损大

大减小
,

而试管苗又得到高温处理
。

通过此方法成功

脱除了甘薯丛枝病植原体
。

但使用此法甘薯试管苗

只能持续处理
,

士 ℃
,

如何延长热处理时
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间以提高脱毒率还有待于进一步研究
。
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