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马铃薯茎尖试管苗及微型试管薯繁育的影响因子研究

丁运华, 李桥文, 陈兆贵

（惠州学院生命科学系，广东 惠州 516007）

摘 要: 以广东省引种的荷兰马铃薯费乌瑞它( Favorita) 品种为材料, 研究了从茎尖脱毒分化到试管微型薯诱

导过程中的一些影响因素。结果表明 : MS+NAA0.10 mg·L- 1+6- BA 1.0 mg·L- 1 为诱导愈伤组织的合适培养基 ; 愈伤

组织分化培养时 , GA3 的最适浓度为 0.1～0.2 mg·L- 1; 壮苗阶段 , 液体基本培养基 MS 加矮壮素 CCC 1.0～1.5 mg·L- 1

的效果较好 ; 弱光照比连续强光照更有利于结薯, 弱光处理 40 d 后黑暗处理一周 , 结薯诱导培养的时间为 50 d 左

右 , 0.1%的活性炭对诱导结薯有重要的促进作用。
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目前, 国内外马铃薯的栽培面积发展极为迅速。

我国马铃薯资源主要分布在东北、华北、西南地区[1]。

然而马铃薯的主要市场却在广东。广东省毗邻东南

亚国家和港澳地区, 交通便利, 是我国马铃薯出口的

重要口岸。广东马铃薯生产中存在一些急需解决的

问题: 一是广东冬种马铃薯种薯都靠北方调种, 北

方种薯一般在 9 月份收获 , 而广东播种在 9~11 月

份, 相隔时间较短, 往往由于种薯休眠期不足, 造

成发芽慢、出苗迟 , 甚至缺株和断垄 , 影响产量 ;

二是广东马铃薯后期生长处于梅雨季节 , 温度高、

湿度大, 青枯病、晚疫病发生严重; 三是以引进薯

种生产的继代薯种种性易退化, 品质变劣; 加之种

薯调运成本高, 很难满足大量用种的需要。因此建

立一套适合广东地区的马铃薯无毒苗及脱毒微型薯

的生产体系, 具有重要的经济效益和社会效益。

1 材料与方法

1.1 供试材料

本试验选取的品种为广东省引进种植的品种费

乌瑞它。一是选取较小块已萌芽的种薯种植于砂壤

土中, 长成植株后选取健壮的芽切下; 二是直接从

惠东县马铃薯种植基地选取健壮植株的芽切下。

1.2 试验方法

1.2.1 茎尖培养

在超净工作台上, 用镊子把已常规消毒的外植

体置于解剖镜下, 仔细剥离, 直到显现出圆滑生长

点时, 用灭过菌的解剖针切取 0.1～0.5 mm 带 1～2 个

叶原基的茎尖, 随即接种于培养基上。茎尖培养基

配方见表 1。每瓶 2 个, 剥离所得茎尖共 178 个。

将茎尖培养基置于 25℃, 光照强度 1000～3000

lx、光照时间 16 h·d- 1 的条件下培养。

当愈伤组织长至黄豆粒大小时,挑取状态相近

的愈伤组织, 接种于分化培养基上, 见表 2。

1.2.2 茎尖试管苗壮苗

茎尖分化成苗后, 把获得的小苗切成段, 每段

编号 培养基配方( mg·L- 1)

L- 1 MS + 6- BA0.5

L- 2 MS + 6- BA0.5 + NAA0.1

L- 3 MS + 6- BA1.0 + NAA0.1

L- 4 MS + 6- BA1.5 + NAA0.1

L- 5 MS + 6- BA2.0 + NAA0.1

L- 6 MS + 6- BA2.5 + NAA0.1

L- 7 MS + 6- BA0.5 + IAA0.1

表 1 茎尖培养基

注: 均为固体培养基 , 加蔗糖 3%, 加 0.7%～0.8%琼脂。
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注: + 慢( 50 d 后) , ++ 较慢( 40～50 d) , +++ 较快( 30～40 d) ,

++++ 快( 30 d 内) 。

注: + 很慢; ++ 较慢; +++ 较快; ++++ 快。

带一个叶片( 即一个腋芽) , 接种于快繁培养基上 ,

见表 3。基本培养基为 MS, 加不同浓度的矮壮素。

液体培养基用棉花作支持体, 固体培养基用琼脂。

1.2.3 试管微型薯的诱导

选择叶绿健壮的试管苗进行切段培养诱导。采

用强光照培养( 25℃, 1 000～3 000 lx, 连续全天光

照) , 弱光培养( 22℃, 1 000 lx 以下, 14h·d- 1) 和弱

光培养 40 d 后黑暗培养三种处理。培养基见表 4。

2 结果与分析

2.1 不同培养基对茎尖愈伤组织形成的影响

培养 40 d 后茎尖愈伤组织生长情况如表 5 所

示。

由表 5 可见, 愈伤组织的颜色有棕黄色、淡黄

色、绿色或淡绿色。L- 3 和 L- 7 培养基上的出愈率

较高。用 IAA 代替 NAA 的 L- 7 的培养基上的愈伤

组织可直接分化成苗。部分未出苗的愈伤组织底部

出现大量白色的不定根。这可能是由于 NAA 的浓

度偏高促使生根。

2.2 愈伤组织分化成苗

由表 6 可见, A- 1 的分化率最高为 44.4%, 出苗

速度较快, 每个愈伤组织的出苗数也最多; A- 4 则

无论在分化率还是在出苗速度上都表现最差。由此

可知, 在 6- BA 为 0.05 mg·L-1、 NAA 为 0.1 mg·L-1、

GA3 为 0.1 mg·L- 1 时愈伤组织分化情况较好。而在

没有加 6- BA 时 , 比较 A- 5 和 A- 6, 发 现 GA3 为

0.2 mg·L- 1 时 A- 6 分化率最高 , 达 50%。6- BA 并

不是诱导愈伤组织分化成苗所必不可少的激素, 诱

导分化时可不加入 6- BA 或只加少量; 当 GA3 的浓

度为 0.4 mg·L- 1 时, 成苗率极低, 且分化出苗的速

度慢。

编号 培养基配方( mg·L- 1)

A- 1 MS + 6- BA0.05 + NAA0.1 + GA30.1

A- 2 MS + 6- BA0.05 + NAA0.1 + GA30.2

A- 3 MS + 6- BA0.05 + NAA0.1 + GA30.3

A- 4 MS + 6- BA0.05 + NAA0.1 + GA30.4

A- 5 MS + NAA0.1 + GA30.1

A- 6 MS + NAA0.1 + GA30.2

表 3 快繁培养基

表 2 分化培养

培养基代号 培养基配方( mg·L- 1)

Q- 1 MS + 矮壮素 0.1

Q- 2 MS + 矮壮素 0.5

Q- 3 MS + 矮壮素 0.8

Q- 4 MS + 矮壮素 1.0

Q- 5 MS + 矮壮素 1.2

Q- 6 MS + 矮壮素 1.5

编号 培养基配方( mg·L- 1)

S- 1 MS + NAA1mg·L- 1 + 0.1%活性炭 + 8%糖

S- 2 MS + 6- BA3mg·L- 1 + 0.1%活性炭 + 8%糖

S- 3 MS + 6- BA3mg·L- 1 + 8%糖

S- 4 MS + NAA0.5mg·L- 1 + 8%糖

表 4 结薯培养基

编号
接种茎尖

数( 个)

出愈数

( 个)

出愈率

%

愈伤组织生长情况

颜色 出愈速度 状态

L- 1 26 9 34.6 绿色 ++ 致密

L- 2 28 9 32.1 绿色 +++ 致密,有绿色突起

L- 3 22 13 59.1 淡绿色 +++ 疏松,有绿色突起

L- 4 24 9 37.5 淡黄色 ++ 疏松

L- 5 24 6 25.0 绿色 + 致密

L- 6 24 7 29.1 绿色 + 致密

L- 7 16 10 62.5 绿色 ++ 致密,部分直接成苗

表 5 不同培养基上愈伤组织产生的情况

编号
愈伤组织接

种数(块)

出现分化的愈

伤组织数(块)

分化率

( %)

每块愈伤组织

出苗数( 株)

分化出苗

的速度

A- 1 9 4 44.4 3～7 +++

A- 2 9 3 33.3 2～5 ++

A- 3 11 3 27.3 1～3 +++

A- 4 9 1 11.1 3 +

A- 5 10 2 20.0 2～4 ++

A- 6 10 5 50.0 3～6 ++++

表 6 不同培养基愈伤组织分化出苗的情况

注: 每种固体培养基均加蔗糖 3%, 加琼脂 0.7%～0.8%。

注: 每种培养基均加蔗糖 3%, 固体培养基加琼脂 0.7%～0.8%。

注: 均为液体培养基。
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2.3 矮壮素及培养基的类型对壮苗的影响

将诱导分化获得的苗切段于液体/固体培养基

上培养 25 d 后 , 小苗可长到 8～12 cm, 再剪切转

瓶进行扩繁, 以后平均每 20 d 转瓶一次。

从 0.1 到 1.5 mg·L- 1, 培养基中的矮壮素浓度

越高 , 试管苗的高度呈递减趋势 , 茎粗呈递增趋

势, 但叶片数和颜色无显著变化。液体培养基上的

植株总体生长情况比固体培养基上好 , 主要体现

在: ①植株较高, 生长速度较快; ②节间较短; ③

叶片数目较多, 多为绿色到深绿色。固体培养基上

的植株则茎较粗壮, 但植株生长速度不如液体培养

基上的植株快, 且节间较长, 叶片数量较少。从植

株在各培养基上的生长情况来看, 以液体培养基加

矮壮素 1.0～1.5 mg·L- 1 的效果较好。

2.4 光照、6- BA 和活性炭与试管微型薯的形成

从 光 照 的 影 响 来 看 : ①连 续 弱 光 培 养 , S- 1

和 S- 2 上 的 试 管 苗 长 势 良 好 , 基 部 膨 大 呈 球 状 ;

S- 3 和 S- 4 的苗长势很弱, 腋芽基本无伸长。②连

续 强 光 培 养 , S- 1 和 S- 2 苗 较 粗 壮 , S- 1 基 部 膨

大; S- 3 和 S- 4 苗长势很弱, 不能结薯。③弱光培

养 40 d, 再全黑暗处理一周 , S- 1 和 S- 2 苗基部

形成淡黄色小薯 , 呈椭圆形 , S- 1 的试管薯比 S- 2

的大; S- 3 和 S- 4 长势仍较弱, 不能结薯。本试验

表明 , 光照强弱对诱导试管苗结薯有明显的影响,

弱光照比连续强光照更有利于试管苗结薯, 黑暗处

理能诱导试管苗结薯, 可能是提高结薯速度、结薯

率和鲜薯重量的关键。

从培养基配方来看, S- 1 培养基( 只含 NAA) 和

S- 2 培养基( 只含 6- BA) 均能诱导结薯 , 两者出薯

时间差不多, 但在相同时间内后者所结的薯体积较

大。说明 6- BA 并非诱导结薯所必不可少的激素 ,

但 6- BA 可能促使试管薯增重。S- 2 和 S- 3 基本成

分相同, 其差别只在于 S- 3 没有加活性炭, 但是生

长情况却有极大不同, S- 2 长势良好 , 根、茎、叶

的情况都比 S- 3 好。而 S- 3 生长势弱 , 腋芽基本

无伸长 , 不能结薯。可见 0.1%的活性炭对诱导结

薯有重要的促进作用, 其原因可能是活性炭吸附了

试管苗因代谢速度快而产生的大量有害代谢物质所

致。

在本试验中发现 , 含糖 3%的液体和固体培养

基 MS + 6 - BA1.0 mg·L - 1 + NAA0.1 mg·L - 1 +

GA30.1mg·L-1 ( 22～25℃, 1000～3000 lx, 14 h·d-1) 也

能诱导结薯, 小薯为椭圆形, 重量较轻, 绿色或淡

绿色, 表面光滑。

3 讨 论

马铃薯茎尖培养中 , 加入一定量的 GA3 能 抑

制 愈 伤 组 织 的 形 成 , 有 助 于 更 好 的 生 长 和 分 化 。

然而高浓度的 GA3 对茎尖分化的成苗率有抑制效

应[2 ]。本研究结果发现 , GA3 的合适浓度与其他生

长调节剂有关。

在培养基中加入 PP333 或 B9 或矮壮素( CCC) 壮

苗是通行的做法。笔者发现, 矮壮素的浓度为 1.0～

1.5 mg·L- 1 时 , 可获得较多的试管苗 , 然后有目的

地增加矮壮素的用量可控制苗的长势, 减少继代次

数, 可获得健壮的试管苗。

光照是诱导试管苗结薯的重要 因 素 。 孙 慧 生

等[3]指出 , 黑暗是诱导微型薯和增加结薯数的必要

条件。刘梦芸等 [4]研究发现 , 长时间的暗处理使块

茎形成显著提早 , 但结薯数少。鄢铮等[5]的研究认

为, 应该在诱导期间进行阶段性的光处理, 使植株

恢 复 低 强 度 的 光 合 作 用 。Slimmon 等 [6]试 验 表 明 ,

黑暗虽然能诱导结薯, 但却导致试管苗的黄化, 而

不利于提高试管薯的产量。本试验结薯数量比文献

资料记载的少, 重量也相对较轻。弱光培养多长时

间后进入黑暗培养对结薯最有利, 尚有待于进一步

试验研究。
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