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不同生长延缓剂对马铃薯脱毒试管苗保存的影响
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摘要：以马铃薯主栽品种克新１３脱毒试管苗为试验材料，以添加ＣＣＣ（矮壮素）５００ｍｇ·Ｌ
１、Ｂ９（丁酰肼）

８０ｍｇ·Ｌ
１、ＰＰ３３３（多效唑）０．３ｍｇ·Ｌ

１的培养基对其进行增殖培养，比较不同生长延缓剂对马铃薯脱毒试管

苗增殖、保存的影响。结果表明：增殖培养基中附加５００ｍｇ·Ｌ
１的ＣＣＣ（矮壮素）保存效果最为理想，可使马

铃薯试管苗种质保存１２个月以上，而且经过保存处理后对试管苗继代没有影响。
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　　马铃薯脱毒试管苗在正常生长环境中保存长

势快，短时间内就需要进行多次转瓶继代，过程复

杂，费时费力，易造成污染，继代次数太多又会出

现变异。培养基中添加生长抑制物质Ｂ９（丁酰

肼）、ＣＣＣ（矮壮素）或ＰＰ３３３（多效唑）能抑制保存

材料的生长，试管苗的保存时间能得到延长，因此

在多种植物种质资源保存中得到应用［１５］，同时也

有研究报道，可将马铃薯脱毒试管苗放入２～６℃

冰箱中保存［６７］，总之，在马铃薯试管苗保存方面

的研究没有统一定论。因此，研究不同种类、不同

浓度的生长延缓剂对马铃薯脱毒试管苗保存的影

响具有重要意义，同时也为马铃薯脱毒试管苗工

厂化生产提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料

供试马铃薯品种为主栽品种克新１３脱毒试

管苗。接种材料均取自生长健壮、来源一致的马

铃薯脱毒试管苗中部第４～５节段、单节茎段接种

于相应处理的培养基上，以避免由于植株顶部与

底部长势不同所引起的试验误差。

１．２　方法

试验所用培养基均以马铃薯增殖培养基为基

础培养基，加入蔗糖３０ｇ·Ｌ
１，调节ｐＨ 最终达

到５．８。即处理１：增殖培养基＋ＣＣＣ（矮壮素）

５００ｍｇ·Ｌ
１；处理２：增殖培养基＋Ｂ９（丁酰肼）

８０ｍｇ·Ｌ
１；处理３：增殖培养基＋ＰＰ３３３（多效唑）

０．３ｍｇ·Ｌ
１；ＣＫ：增殖培养基；将２５ｄ苗龄的克

新１３马铃薯脱毒试管苗茎段分别接种到各培养

基上，每个处理均设３次重复，每次重复分别接种

１０支试管，各试管中接种茎段数为３个，倒入培

养基的量相同。置于温度２５℃，湿度８０％，光照

２５００ｌｘ条件下培养１６ｈ，观察其长势。２８ｄ后

记录试管苗的存活情况、生根情况、株高和生物产

量等，应用ＤＰＳ和Ｅｘｃｅｌ软件分析。

２　结果与分析
２．１　不同生长延缓剂对马铃薯试管苗保存的

影响

由图１和图２可知，当保存到１个月时，３种

生长延缓剂处理中试管苗的生长均受到不同程度

的抑制，试管苗节间距缩短，植株矮化，茎秆、根系

粗壮，叶色深绿，植株生长健壮，培养基颜色无明

显变化。对照处理试管苗植株较高，茎秆较细，根

系较弱，叶色绿，培养基颜色无明显变化，各处理

的成活率均为１００％。当保存到３个月时，对照

试管苗的植株由于顶到封口膜转而弯曲向下生

长，植株基部的茎粗变化不明显，越靠近植株顶端

的茎越细，且呈白色，植株分枝较多，新生叶特别

小，颜色浅绿，多数老叶褪绿变黄，根细长，变成黄

色，紧挨容器壁向上生长，试管苗成活率为

９２．２２％，培养基呈黄色，可能是由于马铃薯自身

生长时释放的分泌物引起的。３种生长延缓剂处

理中的试管苗株高明显矮于对照，植株健壮，根呈

白色，老叶呈深绿色，新生叶片较大，颜色深绿，试

管苗成活率为１００％，培养基颜色无明显变化。

１
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当保存到６个月时，对照处理的试管苗多数枯黄

死亡，成活的试管苗也反复弯曲生长，新生叶特别

小，老叶色黄，茎越来越细，根细长发黄，培养基呈

黑色。３种生长延缓剂处理中的试管苗植株生长

仍然健壮，试管苗成活率为１００％，培养基无明显

变化。

图１　不同生长延缓剂对马铃薯试管苗保存的影响

当保存到９个月时，对照处理的试管苗全部

死亡，只是试管苗顶端仍呈绿色，处理１（ＣＣＣ）、

处理２（Ｂ９）和处理３（ＰＰ３３３）的成活率分别为

９４．４４％、９０．００％和８３．３３％。当保存到１２个月

时，处理１（ＣＣＣ）、处理２（Ｂ９）和处理３（ＰＰ３３３）的

成活率分别为６７．７８％、５８．８９％和４４．４４％，但处

理２（Ｂ９）和处理３（ＰＰ３３３）的培养基颜色变黑，植

株虽然不高，但多数叶片萎蔫枯黄，茎秆、根系均

变黄。当保存到１４个月时，处理１（ＣＣＣ）、处理

２（Ｂ９）和处理３（ＰＰ３３３）的成活率分别为４１．１１％、

２８．８９％和２．２２％。处理１（ＣＣＣ）的马铃薯试管

苗在保存到１４个月时仍有４０％以上的成活率，

而对照试管苗保存到９个月时，成活率为０。由

此可知，经增殖培养基附加ＣＣＣ５００ｍｇ·Ｌ
１处

理的试管苗比对照可延长５个月的保存时间，保

存效果比其它处理好。

图２　不同延缓抑制剂处理下的试管苗（保存２个月）

２．２　ＣＣＣ保存对试管苗增殖的影响

将保存６个月的ＣＣＣ处理中的克新１３品种

试管苗转入增殖培养基中进行继代培养，继代１

个月后，调查各处理的株高、茎粗、叶片数和根数

等形态指标。结果表明（见表１），经保存处理后

继代的试管苗在株高、茎粗、叶片数和根的数量等

方面与对照差异不显著，即对试管苗继代生长没

有影响。由此可以看出，用ＣＣＣ保存马铃薯试管

苗不影响试管苗的继代生长。

表１　ＣＣＣ对马铃薯试管苗增殖的影响

处理 成活率／％ 株高／ｃｍ 茎粗／ｍｍ 叶片数／片 根数／条

保存后继代培养 １００ ５．４６ａＡ １．０１ａＡ ７．４８ａＡ ５．６７ａＡ

普通继代培养 １００ ５．４８ａＡ １．０４ａＡ ７．５０ａＡ ５．６９ａＡ

３　讨论

ＰＰ３３３（多效唑）对试管苗有明显的矮壮作用，

促进生根数，抑制根的伸长，该试验得到了同样的

结果，但同时发现，ＰＰ３３３（多效唑）不利于马铃薯

脱毒试管苗的成活。Ｂ９（丁酰肼）使马铃薯脱毒

试管苗节间距明显变短，但低浓度的Ｂ９（丁酰肼）

抑制植株生长的作用较小，高浓度的Ｂ９（丁酰肼）

又不能保证植株的成活率。由此可以推出，Ｂ９

（丁酰肼）的使用效果受其使用浓度、基本培养基

种类和附加的激素种类、浓度等影响。在培养基

中添加ＣＣＣ（矮壮素），试管苗的生长明显缓慢，

根的发生也得到了抑制，保存效果也比其它处理

好，因此，可以在生产中推广使用。
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摘要：分别利用甲基磺酸乙酯（ＥＭＳ）诱变原生质体和用氯酸盐培养基（ＷＡＣ）诱变菌丝，获得球孢白僵菌硝酸

还原酶缺陷型突变体。ＥＭＳ诱变得到突变体６８株，其中硝酸盐还原酶活性最低的突变体相比于野生型菌株

活性降低了６３．４９％。ＷＡＣ方法诱变获得突变体菌株１９株，其中硝酸盐还原酶活性最低的突变体比野生型

菌株活性降低了５９．４６％。
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　　白僵菌（犅犲犪狌狏犲狉犻犪，ＳＳＰ）是当前世界上研究

和应用最多的昆虫病原真菌之一，也是目前微生

物农药研究的热点之一［１］。随着昆虫病原真菌致

病性分子机理研究的不断深入及昆虫病原真菌的

遗传转化技术的日趋成熟，基因工程技术已成为

菌株改良最有效的途径之一，然而高效、无毒选择

标记是工程菌株改良的关键和限制性因素。以硝

酸盐还原酶（ｎｉｔｒａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＮＲ）作为选择标

记，将其转化ＮＲ基因突变菌株，使突变菌株恢复

野生型ＮＲ活性而建立选择体系，可作为转基因

菌株的专用选择标记，具有抗生素和除草剂等其它

选择标记所没有的优点［２］。通过化学物理诱变技

术筛选球孢白僵菌硝酸盐突变体，并进行了生理

生化和分子生物学验证，可为球孢白僵菌基因工

程菌株改良提供很好的受体材料。

１　材料与方法
１．１　供试菌株

野生型球孢白僵菌（犅犲犪狌狏犲狉犻犪犫犪狊狊犻犪狀犪）

Ｔ３１菌株为吉林省农业科学院植物保护研究所

谭云峰副研究员赠予。大肠杆菌（犈狊犮犺犲狉犻犮犺犻犪

犮狅犾犻，犈．犮狅犾犻）ＤＨ５α为吉林省农业科学院植物保

护研究所生物农药研究室保存。

１．２　供试试剂

亚硝酸钠标准溶液，０．１００ｍｏｌ·Ｌ１ｐＨ７．５

的磷酸缓冲液，１．００％磺胺溶液，０．０２％萘基乙烯

胺，０．１００ｍｏｌ·Ｌ１硝酸钾溶液，０．０２５ｍｏｌ·Ｌ１

ｐＨ８．７的 磷 酸 缓 冲 液，粗 酶 提 取 缓 冲 液，

２．０００ｍｇ·ｍＬ
１ ＮＡＤＨ溶液（现用现配



）。

犈犳犳犲犮狋狅犳犇犻犳犳犲狉犲狀狋犘犾犪狀狋犌狉狅狑狋犺犚犲狋犪狉犱犪狀狋狊狅狀

犆狅狀狊犲狉狏犪狋犻狅狀犻狀狏犻狋狉狅犘犾犪狀狋犾犲狋狊狅犳犘狅狋犪狋狅

犣犎犃犗犎犪犻犺狅狀犵
１，犅犈犐犔犻狓犻犪２，犇犐犖犌犑狌狀犼犻犲

１

（１．ＪｉａｍｕｓｉＢｒａｎｃｈｏｆＨｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇＡｃａｄｅｍｙｏｆＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ，Ｊｉａｍｕｓｉ，Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ
１５４００７；２．ＡｇｒｏｎｏｍｙＣｏｌｌｅｇｅｏｆＨｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇＡｕｇｕｓｔＦｉｒｓｔＬａｎｄＲｅｃｌａｍａｔｉｏｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，

Ｄａｑｉｎｇ，Ｈｅｉｌｏｎｇｊｉａｎｇ１６３３１９）

犃犫狊狋狉犪犮狋：ＴｈｅｐｏｔａｔｏｖａｒｉｅｔｙｏｆＫｅｘｉｎ１３ｗａｓｕｓｅｄａｓｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｍａｔｅｒｉａｌ，ｔｈｅｍｅｄｉｕｍｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄｗｉｔｈ

ＣＣＣ５００ｍｇ·Ｌ
１，Ｂ９８０ｍｇ·Ｌ

１ａｎｄＰＰ３３３０．３ｍｇ·Ｌ
１ ｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｔｈｅｒｅｇａｒｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｍｅｄｉｕｍ，ｔｈｅ

ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｍｕｌｔｉｐｌｉｃａｔｉｏｎｃｕｌｔｕｒｅａｎｄｃｏｎｓｅｒｖａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈｒｅｔａｒｄａｎｔｓｗｅｒｅｓｔｕｄｉｅｄ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓ

ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｍｅｄｉｕｍｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔｅｄｗｉｔｈＣＣＣ５００ｍｇ·Ｌ
１ｗａｓｔｈｅｂｅｓｔ，ｃｏｕｌｄｃｏｎｓｅｒｖｅｔｈｅｉｎｖｉｔｒｏｐｌａｎｔ

ｌｅｔｓｆｏｒｍｏｒｅｔｈａｎ１２ｍｏｎｔｈｓ．Ｂｕｔｈａｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｅｆｆｅｃｔｏｎｓｕｂｃｕｌｔｕｒｅ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈｒｅｔａｒｄａｎｔｓ；ｐｏｔａｔｏ；ｖｉｒｕｓｆｒｅｅｉｎｖｉｔｒｏｐｌａｎｔｌｅｔｓ

３


