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马铃薯茎尖组织培养脱毒的研究
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摘 要 : 以 MS 为基本培养基 , 附加不同水平的生长素 , 利用茎尖组织培养 , 脱除马铃薯绝大多数的病

毒 , 获得脱毒苗 , 同时将脱毒试管苗进行大规模种薯生产 , 可产生巨大的经济效益。

关键词 : 马铃薯茎尖 ; 组织培养 ; 脱毒

中图分类号 : S532.035.3 文献标识码 : A

过去许多学者认为病毒在马铃薯植株中分布不均匀 , 即在代谢活跃的分生组织中没有病毒。大多

数病毒在植株内是通过韧皮部进行迁移 , 或通过胞间连丝在细胞与细胞间转移的。由于病毒在细胞间

的移动速率很慢 , 因此 , 病毒在快速分裂的芽尖分生组织中难以存在或浓度很低。

利用马铃薯茎尖组织培养获得脱毒试管苗 , 脱毒试管苗的正常生长和快速繁殖 , 成为马铃薯原原

种生产的基础环节 , 保证试管苗在相对短的时间内得到较高的繁殖倍数 , 同时获得高质量的试管苗 ,

对马铃薯生产具有重大意义。

1 材料与方法

1.1 试验材料

选择生育正常的植株块茎作为茎尖脱毒的基础材料 , 以提高脱毒效果。材料有郑薯 5 号、布尔班

克、中薯 2 号、花 525、白头翁、克新 2 号、尤金、夏波地和克新 13 等品种。

1.2 方法与步骤

1.2.1 消毒处理

将入选的材料放在温室催芽(最好是经过休眠后的种薯), 待芽长到 4～5 cm未充分展开叶时 , 将

芽剪下 , 剥去外面多层的叶片 , 放于烧杯中 , 用纱布封扎杯口 , 在自来水下漂洗 30 min, 然后在无菌室

内消毒。消毒的方法是将漂洗好的茎尖用镊子夹住 , 先在浓度为 95%的酒精中迅速浸蘸一下 , 消除叶

片表面张力 , 然后放到浓度为 5%的漂白粉溶液中浸泡 5～10 min(或者放入浓度为 0.1%的升汞液中

消毒 10 min)。取出后用无菌水冲洗 3～5 次 , 再用消毒滤纸吸去水分 , 然后剥离茎尖 , 接种。

1.2.2 接种方式

在无菌条件下 , 将消毒过的芽尖置于 40 倍的解剖镜下 , 用尖镊子和解剖针剥取带有 1 个叶原基

的茎尖 , 随即接种于试管 (或三角瓶 )的培养基上 , 试管盛有 MS 培养基 (MS+30 g/L 蔗糖 +8 g/L 琼脂 ,

pH5.5~6.5)10 mL, 在 1 kg/cm2 高压灭菌 20 min, 每个试管接种带有 1 个叶原基的茎尖 1 个 , 接完后用

棉塞封好试管口 ; 每 50 mL培养三角瓶盛有 MS培养基 10～15 mL, 接种带有 1 个叶原基的茎尖 3～5

个 , 接完后用锡箔纸封好三角瓶的瓶口 , 贴上标签 , 送到培养箱中培养。

1.2.3 培养条件

培养温度为 25℃ , 在茎尖诱导培养阶段 , 培养材料置于散射光或黑暗的条件下进行培养 ; 分化阶

段用日光灯每日照明 16 h(约 3 000 lx)。
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基本培养基为 MS, 附加成分有 2, 4- D、6BA、KT、NAA、lAA、玉米素、肌醇、赤霉素、谷氨酰胺等。

30～40 d 后即可看到试管中明显伸长的小茎 , 叶原基形成可见的小叶 , 此时可将小苗转到无生长

调节剂的培养基中 , 小苗继续生长并形成根系。

当试管苗长有 5～6 片叶时 , 每个品种各取 1 株将其按单节切段 , 将茎切成带有 1 片叶的小段 , 扦

插到盛有壮苗培养基的三角瓶中 , 置于适当温度下培养 , 以促进其生根发芽。一般扦插后 1 周左右 ,

即有新根产生 , 两周左右就可以看到 2～4 条小根 , 1～2 个侧芽 , 而后长成一个新的植株。

1.2.4 病毒鉴定

将新的植株按单节切段 , 每节带有 1 个叶片 , 分别接种于 3 个三角瓶中 , 成苗后其中 1 瓶保留 , 另

外 2 瓶用于病毒检测 , 常用于病毒鉴定的方法有 ELISA血清法和指示植物鉴定法 , 结果全为阴性时 ,

保留的一瓶用于扩繁 , 如反应为阳性时 , 则将保留的那瓶苗淘汰。

2 结果与讨论

2.1 茎尖愈伤组织的遗传特性

不同品种愈伤组织其生长速度、质地、颜色、生长周期是不同的 , 因品种不同其表现不同 , 且绿苗

的分化 , 与其自身的遗传特性也有着密切的关系。

通过茎切段试管扦插繁殖 , 可以大量繁殖试管苗和试管微型薯。试管微型薯不仅对马铃薯单倍体

育种及杂种优势利用具有应用价值 , 而对马铃薯脱毒种薯的生产、贮藏、推广等有重要的意义。试管

苗和试管微型薯为生产上大量推广应用脱毒种薯提供了非常好的前景。

2.2 培养基成分

马铃薯茎尖组织生长与钾盐和铵盐离子浓度有密切关系 , 适当提高两种盐的浓度 , 有利于茎尖组

织成活。植物生长调节剂的种类和浓度对茎尖生长和发育有重要作用 , 尤以生长素更为突出 , 常用的

为萘乙酸 , 可促进根的形成 , 少量的细胞分裂素有利于茎尖成活。

2.3 茎尖的大小

剥离的茎尖大小是影响脱毒率和成苗率的重要因素。离体茎尖愈大 , 愈易成活 , 但不易脱除病毒 ;

茎尖愈小 , 脱毒率愈高 , 但成苗较难。

2.4 病毒种类

病毒种类不同 , 茎尖组织培养脱毒的难易有很大差别 , F.Quak(1977)发现 , 由只带 1 个叶原基的茎

尖所产生的植株 , 全部脱除 PYRV, 其中 80%植株脱除了 PVY 和 PVA, 但从茎尖获得的 500 个植株

中 , 只有 1 株脱除 PVX。茎尖脱毒的难易还受病毒复合侵染的影响 , 当 PVX单独存在于植株体内时 ,

茎尖组织培养产生无 PVX脱毒苗率远远高于 PVX与其它病毒复合侵染的茎尖脱毒率。因此 , 影响脱

毒效果的因素是错综复杂的。
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