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摘 要 � 用酶联免疫方法 ����
、
������

，

对经过热处理和茎尖培养获得的 �个品种再生试管

苗进行马铃薯 �病毒
、
� 病毒

、

卷叶病毒的检测
。
结果 �个品 系都有 �种病毒都脱净的植株

，

郑北乌

芋有 �株
，

邱北 白花芋 �株
，

广南白洋芋有 �株
，

广南紫洋芋有 �株
，

马塘紫芋 �株
。

脱毒率最高的

品种为年北白花芋达 ��
�

��
，

脱毒率最低为广南白洋芋为 ��
�

��
。
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��

� 前 言

浸染马铃薯的病毒
，
����年前发现的有 �� 种

�����
�� ，

�����到 ����年报道有 ��种 �陶国清
，

�����
。

而在云南主要产生危害的有 以下 �种
�
马

铃薯卷叶病毒 ������
、

马铃薯 � 病毒 �����
、

马铃薯 � 病毒 �����
、

马铃薯 �病毒 �����
、

马铃薯 � 病毒 �����
。

在这 �种常见病毒中 �
、

�
、

卷叶病毒危害最为广泛严重
。

卷叶病毒浸染一

般减产 ��� 一���
。

严重的可达 ��� �������
，

�����
。
� 病 毒 浸 染 一 般 减 产 ��� �����

，

�����
。
� 病毒浸染可减产 ���左右 ����

，
�����

，

�����
。

而脱毒植株能 比未脱毒植株增 产 ��� 左

右
。

本实验通过变温热处理及茎尖培养获得 �个品

系的再生植株
，

并对这些植株进行了 �
、
�

、

卷叶

病毒检测
，
以期获得脱毒试管苗

，

使品种的种性得

到复壮
，

产量得到提高
。

� 材料与方法

�
�

� 茎尖再生试管苗的获得

�
�

�
�

� 材料收集

收集供试 �个品系
�
邱北乌芋

、

邱北 白花芋
、

广南紫洋芋
、

广南白洋芋
、

马塘紫芋的薯块
。

对休

眠薯块用 ���创� ��
，

整薯浸种 ����� 以打破休

眠
。

薯块放于瓷盘中
，

于散射光下促使其长出粗壮

芽条
。

收稿 日期
� ����一 ��一 ��

�
�

�
�

� 热处理

当芽条长 出 ���� 左右长时
，

把瓷盘移人光照

培养箱 中
，

培养箱中湿度保持在 ��� 一 ���
，

光

照强度为 ����� 。

温度控制在 ��℃ ，

������ ��℃ ，

����
。

进行变温热处理 �周
。

�
�

�
�

� 茎尖剥离

切取经过热处理之后的芽条
，

流水冲洗 ��一

�����
，

��� 乙醇中浸 ���
，

��� 次氯酸钠中处理

��而
� ，

无菌条件下用无菌水冲洗 �次之后
，

于双

筒体视镜下
，

小心剥离分生组织
。

切取茎尖的长度

在 �
�

�一�
�

�
�

，

一般带有一个叶原基
。

�
�

�
�

� 茎尖培养

茎尖培养分两步
�
第一步

，

把剥离的茎尖接种

到装有分生组织培养基的试管中培养
，

培养基为
�

①�� � �
�

��� � �
�

��� � �
�

������ ② �� �

�
�

��� � �
�

��� � �
�

����� ③ �� � �
�

��� �

�
�

������ �
�

���
。

培养条件为温度 ��士�℃ ，

光

照时间 ��时�
。

光照强度为 �����
� 。

第二步
，

转人

��生长培养基中培养
，

培养条件如上
。

�
�

� 再生试管苗的脱毒检测

检测 采 用 双 抗 体 夹 心 酶 联 免 疫 法 ����
，

������
，

试剂盒由内蒙古大学生物系提供
。

将再

生的试管苗转接成平行的两组
，

一组苗用于检测
，

另一组苗留于检测以后汰除有病毒植株后的扩繁
。

用样品提取液提取匀浆
。

每个样品设置二次重复
，

每种病毒设置阳性对照 �个
，

空白对照 �个
。

包被 �
、
�

、

卷叶病毒于板上 �℃ 下过夜一倒



滇东南农家马铃薯品种脱毒植株的获得—罗 玉
，

冉春玲
，

张 铁等

空包被液
，

用 �〕���洗涤 �次�用脱脂奶粉封板
，

置 ��℃下 ��一洗涤 �次�加入样品匀浆
，

阳性对

照及空白对照 ��℃下 ���洗板一加人彻
一

�步��℃

下 ���洗板�加人底物对硝基苯磷酸盐�结果显

不
。

� 结果与讨论

剥离的分生组织接种到分生组织培养基上之后

能慢慢地增大
，

变绿
，

成为紧密
、

光滑
、

圆形的一

团组织
，

转移到生长培养基上能继续生长
，

有的带

有叶原基的分生组织
，

叶原基伸长
，

绿色
，

在增大

的分生组织团顶可见绿色芽点
，

芽点伸长成为芽
。

芽伸出之后逐渐可见基部长出根
，

从而使分生组织

分化成一株完整植株
。

剥离的茎尖一般培养 �个月

后逐渐分化成苗
。

分化成苗与外植体有关
，

芽条粗

壮的芽剥离分生组织时易于操作
，

剥下的茎尖分生

组织团也大
，

易于分化成苗
。

侧芽的分生组织团比

顶芽小
，

小的分生组织团培养时易愈伤组织化
。

顶

芽的分生组织较侧芽易成苗
，

成苗早
。

这可能是由

于顶端优势的存在
，

顶芽分生组织较大
，

并且内源

激素含量高
，

生长势强
。

在三种茎尖 培养基 中
，

�
�

���� 和 �
�

����� 的培养基中成苗较多
，

这两

种培 养 基 上 培 养 的 都 有 愈 伤 组 织 化 的 情 况
，

�
�

����� 中的更多一点
。

侧芽分生组织较顶芽易

愈伤组织化
，

愈伤组织化的细胞团增大较快
，

颜色

浅绿
，

外表不光滑
，

细胞团较为疏松
。

这些大块的

愈伤组织也能分化成苗
，

只是分化所需时间较长
，

并且一团分生组织不止形成一株
，

可以同时分化出

�一�苗
，

这些苗 比较细小
，

颜色黄绿
。

一旦转移

到新的培养基伤之后
，

与正常分化成的植植无明显

差异
。

有的分生组织分化的过程 中会先分化出根
，

这些根会长出许多侧根
，

形成较大的根系
，

但不见

分化出芽
。

先形成根系的分生组织很难再分化成完

整植株
。

不同品种获得再生苗的情况有差异
。

广南

白洋芋共获再生苗 �� 株
，

广南紫洋芋共 �� 株
，

邱

北乌芋 ��株
，

邱北白洋芋 �� 株
，

马塘紫芋 �� 株
。

几个品种中邱北白花芋不耐热处理
，

变温热处理时

死亡的芽条较多
，

这可能是该品种耐热性差
，

热处

理前薯块带细菌量大
，

高温高湿下利于细菌大量繁

殖
，

耗尽薯块所带养料
，

薯块变烂
，

芽条生长点枯

死
。

几个品种中广南白洋芋成苗早
，

成苗率高
。

该

品种的试管苗长势强
。

切段诱导试管结薯表现为结

薯早
，

薯块大
，

茎叶干枯也早
，

生育期短
，

这些在

培养室中表现出的生育期短
，

长势强的品种特点与

茎尖培养植株再生成苗能力正相关
。

这与长势强的

顶芽易成苗表现一致
。

经过病毒检测
，

�个品种都有 �种病毒都已脱

去的植株
，

广南白洋芋 �株
，

广南紫洋芋 �株
，

邱

北乌芋 �株
，

邱北白花芋 �株
，

马塘紫芋 �株
。

脱

毒结果统计于表 �
。

表 � �品种 �种病毒脱毒情况

品 种
再生植 脱除�病 脱除�病 脱除卷叶 三种都脱 脱毒率

株 数 毒株数 毒株数 病毒株数 净的株数 ���

广南白洋芋 �� �� �� ��

广南紫洋芋 ��

邱北白花芋 �� � � ��

邱北乌芋 �� �� �� �� �

马塘紫芋 �� � � � �

��
�

�

��
�

�

��
�

�

��
�

�

��
�

�

从表中可以看出
，

广南白洋芋虽然茎尖分生组

织生长势强
，

再生出的植株多
，

且成苗早
，

但 �种

病毒都已脱去的植株 比率不高
，

只 占再生植株的

��
�

��
。

几个品种中邱北白花芋脱毒率最高
。

梁远

发认为茎尖分生组织培养成苗时间的长短与脱毒率

有一定的相关性
，

成苗所需时间越长
，

其脱毒率也

越高
。

我们的实验结果也与此一致
。

从表中可看

出
，

几个品种 中 �种病毒
，

不带 � 病毒的植株最

少
，

不带卷叶病毒的植株最多
，

这也从侧面说明了

�种病毒中 �病毒最难于脱除
，

而卷叶病毒易于脱

除
。

在茎尖剥离培养之前还对这几个品种的薯块抽

样进行卷叶病毒的检测
，

检测结果为几个品种的薯

块都不带卷叶病毒
。

这说明地处滇东南地区的文山

卷叶病毒对马铃薯的感染很少
。

加上热理方法是一

种很有效的脱除卷叶病毒的方法
，

所以再生植株不

带卷叶病毒的几率很高
。

�种病毒都脱去的植株
，

可作为种质资源保存

起来
。

也可在大田中与未脱毒植株对比种植
，

看品

种的遗传特性是否变化
，

产量是否增加
，

如增产效

果好
，

可用组织培养快速繁殖无毒健康的种薯替代

就地留种
。


