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l 枳壳种子的采集 

于 8～9月份在枳壳大树上采集充分成 

熟的枳壳果，或者自然落下的成熟果。采集 

的果实首先经过堆积发酵，让其腐烂，注意 

不能堆积时间过长。然后经过水洗，除去果 

肉、果皮等杂质，取出种子洗净，放在太阳 

照射不到的地方晾干，不得在太阳下面曝晒 

干 (经过曝晒的种子失去了活力，不会发 

芽)。 

2 层积处理 

经过处理的种子可以直接层积，一般采 

取沙藏，在通风、干燥、避光的屋内地上铺 
一

层 lOcm左右的湿沙，沙的湿度应掌握在手 

捏能成团，手松即散的标准。然后将种子与 

湿沙混合，上面再覆盖一层湿沙，即可。 

3 整地 

苗圃可以在上年 ll～ l2月份进行整 

地，每 666．7m 施入 5000～ lO000kg土杂肥 

后深翻冻土。次年 l～ 2月份再进行精细整 

地，可以适当施入复合肥或者尿素，每666．7m 

40～50kg。整地后备播。 

4 播种 
一 般可以于3月20日前后进行播种，采 

用条播。每 666．7me播种 25～30kg。不可 

以过多增加播种量。播种时应注意土壤湿 

度，土壤过于时，需要浇一些底水，以保证 

出苗率。 

5 管理和抚育 

枳壳出苗以后要及时清除行问杂草，以 

防杂草与枳壳苗争水争肥，影响枳壳小苗正 

常生长。苗与苗之间应该保持3～5cm的距 

离。在枳壳小苗长到5～ lOcm时，可以在雨 

天进行追肥，一般每666．7m勺散施尿素3～ 

5kg，也可以施复合肥 3—5kg。 20～ 30d 

(天)雨后，再重复追施一次。当枳壳小苗长 

到20～30cm高时，进行矮化处理，可以喷 

施一次多效唑，一般使用浓度为 300倍左 

右。这样当年培育枳壳小苗的根径以上 lOcm 

处 (嫁接口)的直径大于0．4cm以上，用在 

翌年春天用于柑橘类果树的嫁接。 
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常规的柑橘繁殖通常采用嫁接法来扩 

增，但这一方法增殖速度较慢，年增殖倍率 

仅为 l0倍左右，并且繁殖成活率深受季节限 

制，苗出圃周期比较长，难以在短时期内满 

足大量和快速增殖的要求。植物快繁技术是 

当今世界国内外农业科研和生产经营者普遍 

关注的热点问题，是生物技术中最具实用价 

值的领域。目前，快繁技术主要包括无菌组 

织培养和菲试管快繁技术两大类。它能克服 

传统嫁接繁殖受季节限制和增殖速度慢的不 
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足。 

近年来，柑楠陕速育苗和无毒化育苗逐渐 

成为柑橘育苗领域的新动向。育苗专家们开始 

尝试柑橘生物快速育苗技术研究 【I )，并已 

取得一定的成绩 ，如柑橘全光雾绿枝扦 

插 I-2)、容器营养士决速育苗 4 等等技术 

研究，在提高了柑橘原有繁殖速度方面作出了 

较大的贡献。但一直以来在柑橘的无菌决速繁 

殖方面很少见有文章报道。笔者自2005年以 

来开始进行温州蜜柑无菌系建立及决繁调控技 
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术试验工作，尝试柑橘带芽点幼嫩枝段途径 

建立柑橘无菌系，进而从器官途径直接诱导 

芽体增殖，试验进展顺利，现将试验结果进 

行整理，汇报如下。 

l 材料与方法 

1．1 材料 以浙江省柑橘研究所本部试验站 

的5～6年生早熟温州蜜柑健壮株为采集试 

验离体材料的母本株。柑橘无菌系建立及快 

繁继代培养放在浙江省柑橘研究所品种室组 

培中心，培养条件：25℃恒温，光照 12h／d， 

光强 15001ux左右。 

1．2试验设计 选晴好天气，采集温州蜜柑优 

良单株的新生枝，一个芽眼一段剪好枝段， 

清洗液冲洗 30min(分钟)，实验室备用。带 

芽眼枝段进一步剪短，放入事先灭过菌的锥 

形瓶中分处理消毒灭菌，处理完毕后，无菌 

条件下进行无菌诱导及继代增殖培养试验。 

1．2．1 不同灭菌处理对温州蜜柑外植体无菌 

培养效果影响试验。设70％乙醇30s、0．1％ 

升 汞 6min、 70％乙 醇 30s+0．1％升 汞 

6min、70％乙醇60s+0．1％升汞 12min四个 

处理进行离体材料接种前表面灭菌，每处理 

4O个材料。接种后 2周观察记录培养瓶内材 

料污染、褐化枯死情况。 

1．2．2 生长素种类对温州蜜柑外植体诱导成 

苗影响试验。温州蜜柑外植体无菌诱导培养 

基中细胞分裂素相同，均选用KT；生长素分 

设IAA、IBA、NAA三个不同类型相当浓 

度 (根据高压灭菌热稳定性不同而设定)进 

行诱导培养。每处理5O个材料。一个培养周 

期后观察不同生长素培养基材料出芽情况。 

1．2．3 激素浓度与橘苗增殖速度相关试验。 

共八个处理，分设两组进行： 

试验一组： KTImg／l+IAA0．1mg／l、 

KT2mg／i+IAA0．2mg／1、 KT3mg／I+IAA0．3 

mg／l、 KT4mg／I+IAA0．4mg／l、 KT5mg／1 

+IAAO．5mg／1； 

试验二组 ： KTImg／l+IAA0．1mg／l、 

KT2mg／I+IAA0．1mg／l、 KT3mg／I+IAA0．1 

mg／l； 

取长势相当的无菌橘苗切成小丛 (每丛2 

个单株)，分别接种于试验一、二组培养基 

中进行增殖培养。培养45d后，每处理随机 

抽取 15丛，记录丛苗总株数。 

2 结果与分析 

2．1 不同灭菌处理对温州蜜柑外植体无菌培 

养效果的影响 四个不同的温州蜜柑嫩枝段 

接种前表面灭菌处理，在接种后 2周，观察 

统计各自处理材料的污染率、褐化枯死率， 

并合计材料总损耗率，结果如表 1所示。 

表 1 不同灭菌处理对温州蜜柑外植体无菌培养效果的影响 

处理 70％乙醇30s 0．1％升汞6min 70％乙醇30s+0．1％升汞6min 70％乙醇60s+0．1％升汞12min 

备注：材料总损耗率包括因污染或褐化枯死而丢弃的外植体材料数占原有总接种材料数比例 

从表 1可以发现：单独使用外植体表面 

灭菌剂 70％乙醇、0．1％升汞不易杀净温州 

蜜柑枝芽眼内所带菌源，两处理的灭菌后外 

植体污染率均在85％以上，加上材料褐化枯 

死部分，接种外植体总损耗率大于97％。处 

理 7O％乙醇 60s+0．1％升汞 12min虽然污染 

率为 O，但已灭菌过度，材料在培养周期过程 

中褐化死亡95％，接近柑橘嫩枝灭菌处理临界 
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范围。四个灭菌处理中处理70％乙醇30s+0．1 

％升汞6min无菌系建立成功机率最大，该处 

理去除12．5％的外植体材料污染率和42．5％ 

的外植体材料褐化枯死率，可获得不带菌并 

且存绿的离体材料45％。在本实验结果中我 

们可以初步看出，温州蜜柑大田嫩枝采用二 

次杀菌 (不同灭菌剂先后交叉灭菌_)方式， 

灭菌效果可明显优于单种灭菌剂处理，但二 

次杀菌同时也容易引起灭菌过渡，造成无菌 

材料褐化死亡。在二次杀菌中合理控制每一 

次灭菌时间是能否成功建立无菌系的关键所 
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在，提倡在能杀灭离体材料病菌的基础上尽 

可能地缩短灭菌时间，以保证尽可能多的外 

植体存活。本试验中处理70％乙醇30s+0．1 

％升汞6min灭菌效果尚可，可在杀菌时间控 

制上作细微调整，推广试用于其它柑橘类嫩 

枝段外植体杀菌处理中。 

2．2 不同生长素种类对温州蜜柑外植体诱导 

成苗的影响 不同生长素种类、相同细胞分 

裂素条件下，25℃恒温条件下，温州蜜柑带 

芽生长点橘枝无菌诱导培养，2个月后统计 

出愈率及成芽率，结果如图 1所示。 

L 10o 
0 

KT+IAA KT+Ⅲ A KT+NAA 

图1 生长素种类对温州蜜柑外植体成芽影响 

从图中可以看出：KT+IAA、KT+IBA 

和 KT+NAA三个处理外植体愈伤组织形成 

比 雌黼 ，在50％以上，其中的KT+NAA 

处理诱导产生愈伤的能力极强，已经达到 100 

％，不利于外植体原有芽生长点直接诱导成苗 

体，其芽体萌动受愈伤组培生长营养竞争严 

重。KT+NAA处理不适合带芽点外植体直 

接诱导成无菌苗，这可能与NAA更能促成原 

橘枝芽生长点转向愈伤分化，愈伤生长逐渐 

覆盖了原有芽生长，从而抑制了原有芽生长 

点的直接成苗。本试验中KT+IAA、KT 

+IBA处理诱导温州蜜柑外植体成苗优于 KT 

+NAA 两处理均有近 10％外植体成功诱导 

囡 出愈率％ 

一 成芽率％ 

原有芽生长点萌发成芽苗，尽管比例较低。 

2．3 激素浓度与橘苗增殖速度间存在的相关 

性 长势相当的无菌橘苗切成小丛分别接种 

于试验一、二组培养基中，恒温 25℃、 12 

h／d光照条件下培养 45d后，随机抽样 15丛 

(30个单株)，记录丛苗所含苗芽株数及苗 

体表现，并计算各处理的小苗增殖倍数，结 

果如表2所示。 

从表2一组试验不难看出：当KT与IAA 

浓度比例保持不变时，随着激素浓度的增加， 

橘苗的增殖速度递增，但当递增到一定浓度 

时，苗势会有所削弱。比较一组和二组又可 

以发现：相同 KT浓度，增加 KT／IAA配 
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比，橘苗的增殖速度也可相应增高，一定程 

度上可通过 KT／IAA配比调高来减少IAA使 

用量，而同时又不影响苗增殖倍率。 

3 小结 

3．1 温州蜜柑嫩枝段接种前表面灭菌宜采用 

二次灭菌处理，但由于所处理的材料为植株 

中最幼嫩组织部位，容易杀菌过度，导致外 

植体中芽点细胞不可逆转的深度中毒，每次 

灭菌时间尽可能短。本试验中，采用70％ 乙 

醇 30s+0．1％升汞6min灭菌方法可获得温州 

蜜柑45％有生命力无菌培养材料，效果尚 

可，可在其它柑橘类嫩枝段外植体杀菌处理 

中借鉴试用。 

3．2 在不同生长素种类对温州蜜柑外植体诱 

导成苗效果影响试验中，IAA和IBA与细胞 

分裂素搭配使用，促成温州蜜柑诱导成苗的 

效果明显优于 NAA。含NAA处理容易引起 

外植体愈伤分化过于强烈，竞争生长点细胞 

获取营养生长，若不及时切除，最终容易导 

致芽死亡，造成诱导失败。 

3．3 在激素浓度与橘苗增殖速度相关性试验 

中，根据组培苗培养周期中增殖倍率与增殖 

苗的苗体生长状况综合考虑，温州蜜柑无菌 

苗增殖配方可选用KT2～3mg／l+IAA0．1～ 

O．3 mg／l激素范围。 
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