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内蒙古是我国主要的马铃薯生产省区之一, 马

铃薯已成为内蒙古仅次于玉米、大豆 的主要农作

物。而从马铃薯脱毒种薯在 内蒙古的推 广情况来

看 , “九五”期间普 及率仅为15%; 到 目 前 仍 仅 为

35%[1]。要想推动内蒙古地区马铃薯种薯脱毒化进

程, 提高试管苗生产效率是马铃薯脱毒种薯生产的

基础。马铃薯试管苗组培快繁试剂用量很大, 成本

相对比较高, 如何降低马铃薯试管苗的生产成本需

从以下几方面考虑: ( 1) 培养基的简化; ( 2) 选价格

低廉又能保证试管苗正常生长的固化剂 ; ( 3) 降低

化学试剂级别。

另外, 在试管苗快繁过程中, 对加入比久( B9,

二甲胺琥珀酰胺酸, 一种植物生长延缓剂) 是否会

抑制生根以及在培养基中的加入量在学术界说法不

一 , 如李明福等[2] 用 MS+B9 5 mg·L- 1 培养试管苗 ;

连勇[3]认为, B9 5~10 mg·L- 1 对试管苗壮苗最有利;

陈芝兰等 [4] 和赵克蓉 [5] 分 别在培养基 中 加 入B9 20

mg·L- 1 和 30 mg·L- 1 来控制试管苗徒长。本试验进

行以前, 内蒙古正丰马铃薯种业股份有限公司生物

技术部组培室( 简称“正丰公司组培室”) 通过试验对

文献报道的几种简化培养基进行筛选后认为 [6] , S.

Kwintkowski 等提出的 MS 无机成分+VB1 0.4 mg·L-1+

3% 食 用 白 糖 + 琼 脂 6 g·L- 1 为 适 于 马 铃 薯 品 种

Favorita 试管苗快繁的最优简化培养基。另外 , 我

室 在 生 产 中 使 用 过 MS+B9 5 mg·L- 1 培 养 壮 苗 和

MS+B9 8 mg·L- 1 延缓试管苗生长 , 本试验是以此为

基础 , 对固化剂的种类、用量和 B9 的加入量进行

筛选。

1 材料与方法

1.1 试验材料

Favorita 试 管 苗 , DAS - ELISA 检 测 PVX、

PVY、PLRV 和 PVS 均为阴性。

1.2 试验方法

试验进行前一直以试管苗单节切段在 MS 全量

( 固) 上连续继代( 20℃; 2 000 lx·13 hr·d- 1) , 试验

进行前最后一次是在该条件下 培养了 47 d。以此

试管苗之单节切段为外植体接种在按表 1 设计的培

养基上的MS( 无机成分) +VB1 0.4 mg·L- 1+3%食用白

糖 为 基 本 培 养 基 , 每 种 培 养 基 接 种10 瓶( 以 100

mL 三角瓶为培养容器, 每瓶分装有25 mL 培养基 ,

经常规 高压湿热灭菌) , 每瓶接种 15个单节茎段 ,

在25 ℃; 2 000 lx·13 hr·d- 1 条件下培养5 d 后将温

度降低至20 ℃条件下培养14 d, 每种培养基随机取

5 瓶、每瓶随机取 5 株调查。
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摘 要: 为筛选质优、价廉之固化剂以降低马铃薯试管苗生产成本 , 在培养基中加入适宜浓度 B9 以培养健壮

试管苗。本文以琼脂为对照对加入卡拉胶适宜尝试和加入 B9 的适宜尝试进行了研究。结果表明 : 以 MS 无机成分+

VB 10.4 mg·L- 1+3%食用白糖为基本培养基 , 加入 3.3 g·L- 1 卡拉胶的固体培养基适用于 Favorita 试管苗出苗前的壮苗

培养 , 加入 3.5 g·L- 1 卡拉胶的固体培养基适用于 Favorita 试管苗离体快繁 ; MS 无机成分+ VB 10.4 mg·L- 1+3%食用

白糖+4.6 g·L- 1 琼脂加入 5.0~8.0 mg·L- 1B9 显著抑制根的伸长 , 但不影响根的发生 , 同时能使试管苗地上部健壮生长

尤其是能显著或极显著增加见展叶片数。
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植株生长指标分别为目 测健壮度( 叶 片大小、

叶色深浅、茎色、茎粗) 、见展叶片数( 叶发育至达

到 其 下 一 节 位 完 全 展 开 叶 的 1/2 即 计 作 见 展 叶) 、

有效茎节数( 除试管苗头部为三叶一心计作一节外,

至少带有一个叶片、长 0.8 cm 以上、方便操作可

以作为切段接种的计为一节) 、植株高度、植株地

上部重、根数、根长。

试验数据采用 DPS 数据处理系统进行方差分析。

3 结果与分析

3.1 不同固化剂及用量对试管苗生长的影响

由表 2 可见, 在培养基①和②上培养的试管苗

与CK 相比 , 叶片更大、茎更粗、茎色更深 , ①上

的试管苗叶色比 CK 深 , 而②上的与 CK 一致 ; 结

合表 3 的指标看, ①和②上的试管苗的多数生长指

标与CK无显著差异 , ①上的试管苗仅根长显著长

于CK, ②上的试管苗仅地上部重显著高于 CK。③

上的试管苗的叶片大小及茎色与 CK 一致 , 而叶色

和茎粗均次于 CK; 从表 3 的生长指标看 , ③上试

管苗的根长显著长于 CK, 其他生长指标与 CK 相

比差异不显著。①、②、③之间各项生长指标差异

不显著。

总的来看, 培养基①上的试管苗由于目测健壮

度各指标优于 CK 且根长显著长于 CK, 故适于出

苗前的壮苗培养。而②上的试管苗目测健壮度各指

标与CK 一致或优于 CK, 而地上部重高于CK, 是

试管苗快繁过程中的较优的培养基。

培养基代号 成 分

CK

①

②

③

④

⑤

⑥

基本培养基 + 琼脂 4.6%

基本培养基 + 卡拉胶 3.3%

基本培养基 + 卡拉胶 3.5%

基本培养基 + 卡拉胶 3.7%

基本培养基 + B9 5.0 mg·L- 1

基本培养基 + B9 6.5 mg·L- 1

基本培养基 + B9 8.0 mg·L- 1

表 1 培养基代号及成分

表 3 Favor ita 试管苗在不同种类和用量的固化剂培养基上生长状况的 Duncan' s 新复极差测验结果

培养基

代号

根 部 地上部

根数 根长( cm) 地上部重( g) 株高( cm) 见展叶片数 有效茎节数

CK

①

②

③

5.7Aa

6.6Aa

7.3Aa

6.5Aa

4.2Ab

6.6Aa

5.3Aab

6.3Aa

0.0443Ab

0.0466Aab

0.0652Aa

0.0518Aab

7.0Aa

7.5Aa

7.5Aa

7.4Aa

6.0Aa

6.6Aa

7.1Aa

6.6Aa

4.1Aa

4.0Aa

4.9Aa

4.9Aa

培养基

代号

CK

①

②

③

④

⑤

⑥

叶片

大小

较大

大

大

较大

大

大

大

茎色

淡绿略带淡紫

淡紫

淡紫

淡绿略带淡紫

淡紫

绿色略带淡紫

淡紫

茎粗

中等偏较粗

较粗

较粗

中等

较粗

粗壮

较粗偏粗壮

叶色

绿色略偏淡绿

绿色偏浓绿

绿色略偏淡绿

淡绿

浓绿偏绿色

介于浓绿和绿色之间

绿色偏浓绿

表 2 7 种培养基上试管苗目测健壮度

注: 大写字母表示 1%显著水平 , 小写字母代表5%显著水平。下同。

3.2 B9 浓度对试管苗生长的影响

由表 2 可见, ④、⑤、⑥上培养的试管苗目测

健壮度各指标均优于 CK。

而从表 4 看 , 生长于④、⑤、⑥上的试管苗 ,

其根数、地上部重、株高、见展叶片数和有效茎节

数与生长于 CK 上的试管苗相比均差异不显著; ④和

⑥上的试管苗的根长显著短于CK, 见展叶片数极显

著多于 CK, ⑤上生长的试管苗的根长则极显著短于

CK; 见展叶片数显著多于CK。④、⑤、⑥间各项生

长状况指标差异不显著。

总体来看 , 加入 B9 后 , 试管苗地上部生长趋

于健壮, 见展叶片数显著或极显著地增多有利于试

管苗移栽到温室后由异养向自养过度, 地下部根的

发生未受抑制, 但根的伸长明显被抑制, 因而加入

5.0~8.0 mg·L- 1B9 的培养基仅在以剪掉根的试管苗

移栽到温网室的情况下适用。
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表 4 Favor ita 试管苗在不同 B9 用量的培养基上生长状况的 Duncan’s 新复极差测验结果

培养基

代号

根 部 地上部

根数 根长( cm) 地上部重( g) 株高( cm) 见展叶片数 有效茎节数

CK

④

⑤

⑥

5.7Aa

6.4Aa

5.7Aa

7.0Aa

4.2Aa

3.1ABb

2.7Bb

3.1ABb

0.0457Aa

0.0587Aa

0.0490Aa

0.0514Aa

7.0Aa

6.3Aa

6.4Aa

6.4Aa

5.8Bb

7.6Aa

7.1ABa

7.7Aa

4.1Aa

4.7Aa

4.1Aa

4.6Aa

4 讨 论

曾有学者提出以液体培养方式代替固体培养 ,

但生产中发现液体培养的试管苗与固体培养相比较

虽然繁殖周期短、试管苗也较健壮, 但具有繁殖系

数低, 污染相对较重, 试管苗易因沉入培养液中窒

息而死等缺点, 不利于大规模工厂化快繁, 因此目

前仍从降低固化剂成本入手研究。

常规固体培养基是以琼脂为固化剂, 琼脂价格

较高( 120 元·kg- 1) , 一般报道单位培养基中加入量

为4.6~7.0 g·L- 1。而食品工业上常用的卡拉胶的透

明度、凝胶热可逆性及抗酸性方面都优于琼脂, 其

市场价格为 90~95 元·kg- 1, 厂家推荐单位体积培养

基 用 量 为 3.7~4.0 g·L- 1, 如 果 能 用 卡 拉 胶 代 替 琼

脂 , 必然使生产成本降低许多。罗智敏等 [7]曾以琼

脂为对照, 对卡拉胶应用于马铃薯试管苗生产做了

研究 , 但其所报道数据只 是平均数 , 未 做方差分

析 , 且在其报道中在卡拉胶的用量为 5 g·L- 1 的前

提下, 固体培养基具有很强的弹性, 接种时单节茎

段不能象在琼脂培养基中那样插入到培养基中, 由

此会影响接种后 12 d 内试管苗根系的发育。正丰公

司组培室在收到厂家( 山东) 的样品后按 3.7 g·L-1 的

用量进行了小规模试用, 发现: ( 1) 在3.7 g·L-1 的用

量下 , 单节茎段能很容易地插入培养基。( 2) 在培

养 20 d 后二者培养的试管苗没有差异( 当时未调查

数据, 仅为目测) 。( 3) 用卡拉胶做固化剂配置的培

养基的透明度方面确有优势, 即卡拉胶培养基是全

透明的, 而琼脂培养基为半透明, 这对于及时剔除

试管苗培养过程中污染瓶非常重要。( 4) 国内其他

学者报道过, 在试用中也发现用卡拉胶配制培养基

比之于琼脂做固化剂省去了熬煮固化剂这一过程 ,

既节省了用于熬煮的能源, 降低了这一环节的生产

成本, 又能加快节奏, 满足工厂化生产的需要。

鉴于培养基中固化剂的加入量是以“能够凝固

但又能保证培养基在培养瓶内不滑动为宜”为原则,

而一般随固化剂加入量的减少其硬度降低, 而硬度

越小的固体培养基越有利于试管苗生根, 同时固化

剂用量越小生产成本可进一步降低, 而在卡拉胶用

量为 3.7 g·L- 1 时培养基凝固的很好 , 藉此 , 我们

以3.7 g·L- 1 为基础设置了第一部分试验。发现将卡

拉胶的使用量由 3.7 g·L- 1 渐次减至 3.3 g·L- 1, 培养

基逐渐变软 , 而加入卡拉胶 3.3 mg·L- 1 和加入 3.5

mg·L- 1 与以琼脂为固化剂相比还具有细微的差别。

在出苗前壮苗培养( 最后一次室内培养) 时, 是

否会由于 B9 的加入而影响试管苗移栽后的生根这

一问题, 在试管苗生产者和以试管苗为基础在温网

室生产原原种的人员之间诸多争论, 但国内对此还

为未见详尽的报道 , 我们的试验结果表明 : B9 的

加入只影响试管苗根的伸长而不影响根的发生, 但

却显著促进了试管苗地上部的生长。
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