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组织培养技术是生物技术的重要基础。近 10

年来, 随着生物技术的飞速发展, 植物脱毒技术在

农业、林业和中草药领域得到广泛的应用, 尤其是

脱毒马铃薯的快繁技术得到大力推广。

组织培养技术是众多技术的集成 , 组织培养

的灭菌技术 , 目前均是采用高压蒸汽灭菌方法 ,

其灭菌设备较贵 , 费用较高 , 有待进一步改进。

植物组织培养所用的培养基 , 目前几乎都用固体

培养基 , 其中起固定作用的琼脂就占到全部培养

基成本的 80%以上, 同样有进一步改进的必要[1- 2],

笔者对微波灭菌及液体培养技术进行了研究 , 供

同行借鉴。

1 材料与方法

1.1 仪 器

家用微波炉: 频率 2 450 MHZ、功率 1 200 W;

高压蒸汽灭菌锅: 容积 60 L, 功率 6 KW; 电子天

平: 精度 0.01 g; 300 mL的玻璃瓶。

1.2 材料及试剂

试验材料采用由山西省农业科学院高寒区作物
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50%多菌灵可湿性粉剂喷雾薯块效果次之, 平均防

效为 43.81%; 果蔬防腐保鲜剂烟雾剂熏蒸薯块位居

第三, 平均防效为 32.44%; 霜霉疫净烟雾剂熏蒸薯

块居第四位, 平均防效为 31.75%; 10%百菌清烟雾

剂熏蒸薯块居第五位, 平均防效 31.36%; 农用链霉

素喷雾薯块效果最差, 平均防效为 28.03%。

经方差分析表明, 58%甲霜灵锰锌可湿性粉剂

喷雾薯块处理与 50%多菌灵可湿性粉剂喷雾处理薯

块之间存在显著差异, 与其它各处理间存在极显著

差异, 其余药剂处理之间无明显差异。

3 讨 论

从总体防效看, 以上药剂处理薯块与对照相比,

均有一定的防治效果, 但都不够理想, 防治效果最

好的甲霜灵锰锌, 平均防效为 59.89%, 但不能全面

控制马铃薯贮藏期该病害的危害。能有效缓解该病

害的扩展蔓延。为了科学有效的防治马铃薯贮藏期

病害, 目前在采用 58%甲双灵锰锌预防马铃薯贮藏

病害的同时, 需进一步做好防治药剂筛选试验工作,

筛选出更加有效的防治药剂, 减少贮藏期马铃薯损

失。
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微波功率

( %)

培养基装

量( mL)

液体培养基 固体培养基

试验数

( 瓶)

未污染瓶数 试验数

( 瓶)

未污染瓶数

3 d 6 d 9 d 15 d 3 d 6 d 9 d 15 d

100 80 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

80 80 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

60 80 10 10 6 0 10 9 6 0

40 80 10 10 0 10 0

表 2 微波功率对灭菌效果的影响

灭菌时间

( min)

微波功率

( %)

培养基装

量( mL)

液体培养基 固体培养基

试验数

( 瓶)

未污染瓶数 试验数

( 瓶)

未污染瓶数

3 d 6 d 9 d 15 d 3 d 6 d 9 d 15 d

4 100 80 10 0 10 0

6 100 80 10 4 3 1 1 10 2 0

8 100 80 10 10 10 10 10 10 10 8 8

10 100 80 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

12 100 80 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

14 100 80 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

表 1 灭菌时间对灭菌效果的影响

2.1.2 微波功率对灭菌效果的影响

微波功率对灭菌效果的影响见表 2。当培养

基装量在 80 mL·瓶 - 1、灭菌 10 min 时 , 无论是液

体培养基还是固体培养基, 微波功率在 80%以上,

培养 15 d 时所有培养基均未被污染。功率再降低

时, 便达不到灭菌效果。

研究所提供的脱毒马铃薯苗; 试剂为 MS培养基所

需试剂, 全部为化学纯。

1.3 试验方法

1.3.1 微波灭菌技术的试验方法

用家用微波炉 , 以组织培养中常用的 300 mL

的玻璃瓶为培养容器 , 培养基有液体和固体两种。

以时间、功率、培养基装量为因素, 设计时间 6个水

平, 分别为 4 min、6 min、8 min、10 min、12 min和

14 min; 设计功率 4 个水平 , 分别为 100%、80%、

60%和 40%; 培养基装量为 4个水平, 分别为 60 mL、

80 mL、100 mL和 120 mL。进行多因素试验。

1.3.2 液体培养技术的试验方法

在培养容器中用塑料膜、海棉、塑料膜加支架

和海棉加支架 4种处理方法, 用微波技术灭菌, 然

后接种脱毒马铃薯苗在培养室中观察。

2 结果与分析

2.1 微波灭菌技术的试验结果

2.1.1 灭菌时间对灭菌效果的影响

灭菌时间对灭菌效果的影响见表 1。当微波功

率在 100%、培养基装量在 80 mL·瓶- 1时 , 无论是

液体培养基还是固体培养基, 只要灭菌 10 min, 培

养 15 d 后仍没有污染 , 达到了完全灭菌的效果。

其中液体培养基达到完全灭菌效果的时间只需 8

min。这是因为灭菌效果与培养基被微波加热后高

温的持续时间有关。

2.1.3 培养基装量对灭菌效果的影响

培养基装量对灭菌效果的影响见表 3。当微波

功率在 80%瓶、灭菌 10 min时 , 无论是液体培养基

还是固体培养基, 培养基装在 80 mL·瓶 - 1 以下时 ,

培养 15 d时所有培养基均未被污染。培养基装量再

增加时, 便达不到灭菌效果。
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培养基装量

( mL)

微波功率

( %)

液体培养基 固体培养基

试验数

( 瓶)

未污染瓶数 试验数

( 瓶)

未污染瓶数

3 d 6 d 9 d 15 d 3 d 6 d 9 d 15 d

60 80 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

80 80 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

100 80 10 10 8 8 8 10 7 2 0

120 80 10 2 0 10 0

表 3 培养基装量对灭菌效果的影响

处理方法
试验苗数

( 株)

观察天数 成活率

( %)3 d 6 d 9 d 12 d 15 d

塑料膜 50 32 14 8 8 8 16

海 棉 50 50 48 48 48 48 96

塑料膜加支架 50 38 26 14 14 14 28

海棉加支架 50 50 50 39 31 21 42

表 4 不同处理方法对脱毒马铃薯苗的成活率的影响

2.2 液体培养的试验结果

在传统的组织培养中, 培养基加入琼脂的主要

作用之一是支撑被培养的组织或器官不被培养液

浸润而死 , 用液体培养基代替固体培养基就必须

解决培养组织的支撑问题。

在本试验中设计了 4 个处理 , 分别是塑料膜

( 常见的薄膜上打孔) 、海棉( 0.6 mm厚) , 塑料膜

加支架( 细铁丝做成) 和海棉加支架 , 培养基装量

为 80 mL·瓶- 1, 每瓶接种 5 个单节脱毒马铃薯苗 ,

观察脱毒苗的成活率, 结果见表 4。

表 4显示, 用海棉作苗支撑物时, 苗的成活率

最高, 达到 96%, 海棉加支架处理的成活率次之 ,

为 42%, 塑料膜加支架的成活率为 28%, 单用塑

料膜时成活率只有 16%。

分析其原因 , 单用海棉时 , 起到了三个作用 ,

一是海棉吸附培养液, 苗附着在海棉上能吸收到培

养液; 二是海棉较培养液的比重轻的多, 接种苗后

仍然浮在培养液面上 , 苗能露在空气中吸到氧气 ;

三是当培养液随着培养时间的延长被蒸发时, 海棉

能随培养液面的下降而下降, 在整个培养基间海棉

都是被培养液浸润的。

单用塑料膜时, 在没有接种苗时, 膜能浮在培

养液面上, 一旦接种苗后, 因苗的重力大于培养液

的浮力, 苗随膜一起沉没在培养液中, 除少数生命

力强的苗能成活外, 多数苗死亡。

用铁丝做成支架 , 上面再放海棉或塑料膜处

理 , 苗成活率居中。海棉加支架 , 前期成活率高 ,

后期死亡率增加 , 是因为培养液蒸发 , 液面下降

时, 因支架的存在, 海棉无法下降, 使苗因吸不到

培养液干涸而死。

在支架上放塑料膜处理 , 苗的成活率较单用

塑料膜时成活率提高了 , 这是因为部分接入的苗

被支撑在液面上, 起到与海棉相同的作用, 而后期

的死亡率的增加, 又与支架有关。

3 结 论

在组织培养中, 用家用微波炉可代替高压蒸汽

灭菌。用频率为 2 450 MHZ、功率为 1 200 W的微

波炉 , 在 300 mL的培养瓶中装入 80 mL·瓶- 1的培

养液 , 无论固体培养基还是液体培养基 , 在 80%

以上的功率 , 灭菌 10 min, 便可实现很好的灭菌

效果。在液体培养基中用海棉作脱毒马铃薯苗切段

的支撑物可起到固体培养基的作用, 苗的成活率可

达到 96%。

[ 参 考 文 献 ]

[ 1 ] 程家胜. 植物组织培养与工厂化育苗技术 [M]. 北京: 金盾出版

社 , 2003.

[ 2 ] 胡晓军. 脱毒马铃薯组织培养容器改进研究 [J]. 中国马铃薯 ,

2004. 18( 4) : 223- 224.

微波灭菌及液体培养技术研究———梁 霞 , 李 群 , 胡晓军 ·351·


