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马铃薯大西洋品种的茎尖组织培养技术 

周 云 1,2 孙海宏 

(-青海省农林科学院生物所，青海西宁 810016； 教育部青藏高原生物技术重点实验室) 

摘要 马铃薯品种大西洋是国内外广泛种植的品种 ，青海省在大西洋品种的组织培养 中试管苗出现 了生长势减弱、茎叶嫩黄、繁殖系 

数减小退化等问题 ．通过对其茎尖剥离、病毒检测及组织培养管理技术总结 ，为解决生产 中的 实际问题、生产优质的脱毒组培苗提供参考 

依 据。 
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马铃薯品种大西洋是 目前国内外广泛 种植 的炸片型 、 

加工型品种 。但该品种易感晚疫病 ，适合在我国北方晚疫病 

发生较轻的地区种植或繁种。青海省 由于气候寒冷 、隔离条 

件好、晚疫病和病毒病发生危害轻等优势已成为马铃薯种 

薯繁育的理想基地 。近年来 ，随着脱毒技术和组织培养技术 

的应用 ，青海种植大西洋种薯的规模在不断扩大，但是在大 

西洋组培快繁过程中，随着继代次数的增加 、继代时间的延 

长和外源生长延缓剂在植物体 内的累积 ，其试管 苗也发 生 

了严重退化。表现为苗的生长势减弱、茎叶嫩黄、繁殖系数 

减小．影响移栽成活率和降低微型薯的生产潜力，甚至产生 

变异苗。因此每过一段时间就要对其进行茎尖剥离，以达到 

脱毒复壮及保证脱毒种薯质量的 目的。本文对马铃薯大西 

洋品种的脱毒及组培管理技术进行总结 ，以期为生产优质 

脱毒苗 ，保证种薯源头质量提供参考依据。 

1 茎尖剥离 

1．1 材料的选择和处理 

在大田选择生长健壮 、没有病 虫危害且大西洋品种特 

性表现典型的植株，小心挖出其薯块后进行常规窖藏；待薯 

块通过 自然休眠期后置于 网袋 中，在室内进行 自然光催芽 

或用 5~8mg／kg的赤霉素浸种 0．5～1．Oh进行催芽处理 ：待芽 

长到 4~5cm未充分展开叶时，将芽从薯块取下 。剥去外面多 

层的叶片并将底部剪去 2cm左右后进行消毒处理。 

1．2 外植体消毒及茎尖剥离 

剪取的芽用纱布包好放入烧杯中。用自来水流水冲洗 

20~30min去除表面杂质，在无菌条件下先用无水乙醇浸润 

3s左右去除表面 张力，放入盛有 0．1％升汞 的无菌培养瓶中 

灭菌 6-8rain，期间轻轻晃动培养瓶使灭菌完全 。然后用无菌 

水冲洗 4次。解剖镜下在灭过菌的培养皿 中进行茎尖剥离 ． 

小心剥取带 1~2个叶原基的茎尖 0．1~0．3mm，迅速接种到分 

化培养基中，防止茎尖风干死亡。剥离用的手术刀和剥针高 

温消毒后放置一段时间待其完全冷凉后进行茎尖剥离．防 

止茎尖生长点细胞被烫死 

1．3 茎尖的培养 

剥 离的 茎尖迅 速接 种到预 先 配制 的 MS+Kinetin 0．4 

mg／L+IAA 0．5mg／L+GA3 0．1mg／L，并附加 3％蔗糖、0．6％琼 

脂、pH值 5．8的培养基中 ，每个培养瓶放置 1个茎尖 ，编号 

收稿日期 2008-05—08 

后置于培养箱中进行培养，培养温度为 25~C，光照强度约 

2 500Lx，每 目照射 16h。40~60d后即可看到试管中明显伸 

长的小茎 ，叶原基形成可见的小叶 ，此时可将小苗转到无生 

长调节剂的培养基中。小苗继续生长并形成根系。当试管苗 

长有 5~6片叶时，将其按单节切段进行继代繁殖，每 3周继 

代 1次。 

2 病毒检测 

待苗子繁殖到 3～4瓶时即可用 ELISA法或其他方法进 

行病毒检测 ，若检测发现有病毒则此编号所有繁殖材料全 

部淘汰。无病毒的材料继续进行组培快繁。 

3 组培管理 

良好 的组培管理是保证及 时提供 优质组 培苗的保证 。 

在组培的过程中一是通过各种预防措施将污染源对培养基 

的污染降到最低点 ，对 于已经 出现 的污染要及 时处理并根 

据污染表现分析原因以便于采取相应措施。主要的污染源 

是细菌和真菌，细菌污染在接种 1~2d即可出现 ，常表现为 

在培养基或材料表面出现黏液状物体、菌落或浑浊的水迹 

状，有时甚至出现泡沫发酵状。真菌污染其症状出现慢，一 

般在接种 5~lOd时才有所表现 。真菌污染在初期如针状的 

雾斑 ，以后长出菌丝 ，继而很快出现黑 、白、黄、绿等孢子。二 

是通过调节环境温湿度及培养基质的成分以防止组培中出 

现包括玻璃化苗、茎尖枯死苗、多气生根苗及多分枝苗等非 

正常苗现象。 

3．1 接种前的准备 

组培用的容器清洗晾干．培养基装入高压灭菌锅内灭 

菌时，待锅内压力升到 0．5kg／cm2时打开放汽阀将冷空气放 

尽 ，否则易造成相对高压低温现象 ，达不到灭菌的目的。然 

后再关闭放汽阀使压力稳定在 1．1kg／cm2．温度在 120~C下 

保持 20rain灭菌。灭菌后的培养基置于缓冲室 内。在常温下 

放置 3～4d剔除被杂菌污染 的培养基再接种 ；缓冲室 、无菌 

接种室及培养室要提前用甲醛熏蒸(将 50mL甲醛倒入 15g 

左右高锰酸钾中，使甲醛蒸汽散发出来)；工作人员所用衣 

物器具要保持干净并经常消毒。 

3．2 接种时的消毒处理 

经病毒检测 的瓶苗从培 养箱取 出后仔 细观察 ，确认无 

污染后用酒精棉(75％乙醇)擦拭瓶子外壁及瓶盖。无菌接种 
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些型堇 璺至笙 塑 

喷 、后期少喷 ”的原则 ，在第 1~3潮菇出土长到黄豆大小时 

喷 1次重水，空气湿度保持在 90％~95％，第3潮菇以后轻喷 

勤喷．减少用水量，保持覆土层松软潮湿，并适当降低菇房 

的空气湿度。 

(2)通风换气。秋菇前期既要加强通风换气降低棚内温 

度，又要注意保持菇棚内较高的空气相对湿度，使水、气 、温 

都能满足双孢菇的生长 ，后期减少通风量 ，提高棚内温度。 

(3)挑根补土。及时清除床面上的老根和死 菇 ，整理好 

床面 ，第 3潮菇 后在培养料反面打 杆戳洞 ，排除料 内废气 ， 

使料内气体得到交换 ，促其不断出菇 。 

1．8 秋菇后管理 

秋菇结束(温度降到 5℃以下时)，进行反面打杆，剔除 

老根 ，整 理好床 面 ，适 当通风 ，吹 干覆土层表面 ，并注意 保 

温 ，菇棚内温度保持在 0℃以上。春节以后，气温回升至 6℃ 

以上时 ，用 pH值 8．0~8．5的石灰清水喷洒发菌水 ，用量以细 

土达到潮湿为宜，调节土层酸碱度，使菌丝能正常生长。3月 

初先用轻水 引菇 ，逐步增加 用水量 ，提高土层湿度 ，当双孢 

菇大批出土 ，用水量与秋菇前期相近。 

1．9 病虫害防治 

预防为主 ，综合防治 ，及时认真地清除床面上 的病虫 、 

死菇 、菇脚及病 (虫)源 ，发生病虫害时 ，应及时选 用无公害 

药物防治．将损失控制在最小范围。 

1．1O 采收 

双孢菇常在出菇后的 5~7d采收，气温寒冷时可在现蕾 

后 8~10d采收。秋 、春两茬菇共可采收 6~8批菇 。 

2 简易大棚双孢菇标准化畦栽技术 

2．1 简易大棚搭建 

选择地势较高、灌溉方便的田地 ，根据地块 的面积 ．购 

买大竹竿及铁丝和棚膜(厚 0．65ram，宽 7～8m)，大棚呈龟背 

形，高约 1．8m，宽度和长度依地块而定，每隔60~80cm对扎 

1根竹竿 ，扎深地下 30cm，一般宽 5~6m，栽培利用 4~5m，棚 

膜外用玉米秸秆和麦草遮盖，棚四周挖沟压膜，以利通风。 

进料前 1d用甲醛+敌敌畏混合液喷湿地面，撒一层薄石灰， 
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杀虫消毒后备用 。 

2．2 配方、建堆 、翻堆 

方法同 1．5。 

2．3 播种 

培养料趁热进棚 ，堆成小垛 ，封闷大棚两端 ，促 进增温 

发汗。次日摊料、抖松，使粪草混合均匀，铺成畦形，共三大 

畦。靠边 2畦，中间 1畦，畦宽分别为 1．0~1．2m、2．0～2．4m、 

1．0～1．2m，料厚约 18cm。将瓶里麦粒菌种搞散 勾出 ，均匀撒 

在料面上，每平方米约 2瓶，轻轻拍平 ，再覆盖 1cm厚的碎 

培养料。播种后留好通风口，若棚内温度超过 30℃，中午需 

往棚外顶喷水降温 ．棚两端薄膜随气温高低而上下移动通 

风降温 。 

2．4 覆土及 管理 

播种后 14~16d，即菌丝深入料中2／3时开始覆土，覆土 

前检查料面 ，发现病虫害及时根治后覆土 ，土料可就地取 

材 ，利用走道挖土 ，按每 50kg土加石灰 0．3kg标准 ，拌 匀土 

粒 ，调节含水量 ，使土黏成团 、抖能 开，一次性 覆好料面 ，厚 

度 3~4cm。塑料大棚地面返潮快，一般不需再喷水，只在大 

棚两端通风处少量喷水保湿，直至出菇。 

2．5 出菇管理 

覆土后 18~20d，双 孢菇子实体 陆续 出现 ，土层 菌丝发 

白，棚内气温降至 22~(2以下 ，利用早晚温差刺激 ，喷水催菇， 

塑料大棚地面种植双孢菇一般只在头 2~3茬时调水 ，以后 

就得停水 ，直至越冬。每次喷水以靠近大棚两端通风处为 

主 ，中间少喷 ，湿处不喷，注意不宜喷水过量而毁坏菌丝 。 

2．6 越冬管理 

塑料大棚栽培双孢菇 ，秋季地面返潮快 ，棚内湿度大， 

越冬应以保养菌丝 为主 ．秋菇后期最 怕水大 ，进入 12月份 

后出菇稀少 ，应及早停水 ．保持土粒发 白，达到安全越冬。来 

春调水应在 3月 10~15日，正常水温管理。 

2．7 采收 

当菇帽直径长至 2~4cm，一 般在 4月上句即可采收 ，分 

级后出售 。 
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室在每次接种前 ，用紫外线灯光照射杀菌 30min。超净工作 

台台面、台壁均用酒精棉擦拭消毒。剪刀及镊子用电子消毒 

器或酒精灯消毒，冷却后接种，每接 1瓶所用工具消毒 1 

次。接种后的瓶苗置于培养室培养，温度为25~C左右．光照 

强度约 2 500Lx，每 日照射 16h。 

3．3 接种后的管理 

接种后根据组培苗 的生长情况及 时采取 应对措 施 。组 

培苗在生长过程中经常会出现各种各样非正常苗的情况． 

不良的环境 条件是导致这些情 况发生 的主要原因 ，如 培养 

架上部温度过高导致苗子茎尖枯死、培养瓶覆盖物透气性 

差导致多气生根苗出现 、培养室温度过高及继代时间过长 

导致多分枝苗出现等等，可通过增加培养架高度、严格控制 

培养室温度及合理控制继代时间等措施解决这些问题。 

培养室要经常进行消毒和控制人员进出以防止瓶苗的 

大面积污染 ，培 养室每隔 2~3d用 甲醛溶液或百菌清洒地消 

毒 1次 ，每隔 5~7d用甲醛熏蒸 ，同时结合 75％酒精降尘处 

理 (喷雾 )。严禁吸烟和非工作人员出入培养室 ．工作人员入 

内必须穿清洁工作服并套鞋套，控制外界杂菌传人。及时挑 

除培养室被污 的瓶苗 ，对染污苗用高压锅灭菌后远 距离销 

毁 ，坚决消灭再侵染源。 
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