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摘要  以1/ 2MS、MS 和B5 为基本培养基研究了不同浓度的6- BA 对“红标无核”葡萄茎段培养的影响。结果表明 , 采用70 % 的乙醇20 s
和1 .0 g/ kg 升汞5 mi n 对外植体消毒效果最理想。芽诱导的6- BA 最佳浓度为2 .5 mg/ L , 在 MS 培养基上芽的诱导率达到90 % , 在B5 培
养基上诱导率为80 % ;在 MS 培养基中 ,6- BA 浓度为1 .0 mg/ L ,IAA 浓度为0 .5 mg/ L 时 , 芽的分化与增殖均为最佳; 在1/ 2MS 生根培养基
中 ,IBA 浓度为1 .0 mg/ L 时生根率达84 % , 平均根数为5 条, 根生长良好。
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Effect of the Different Concentration of 6- BA on StemSegment Culturing of Hongbiao Seedless Grape
LI Yong-hui et al  (Jingzhou Collge of Vocation Techni que ,Jingzhou ,Hubei 43400)
Abstract  The apical stemand stemsegment with axilla bud of Hongbiao Seedless Grape were cultured on the basic mediumwith different concentration
of 6- BA.Results showed that using 70 % ethanol for 20 s and 1 .0 g/ kg Hg for 5 mi ngot opti mumeffect onsterilizing explants .The opti mumconcentration
of 6- BA was 2 .5 mg/ L ininducing bud ,withthe bud induction of 90 % on MS mediumand 80 % on B5 medium. Whenthe 6- BA concentration was 1 .0
mg/ L,IAA concentration was 0 .5 mg/ L ,the differentiation and multiplication of the induced buds were opti mum.On the 1/ 2 MS rooting medi um,when
IAA concentration was 0 .5 mg/ L ,the root grown well and the rooting reached 84 % ,with roots number of 5 on average .
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  “红标无核”是以二倍体郑州早红和四倍体巨峰杂交育

成的, 也称‘8612’, 是一个三倍体葡萄新品种。国内外已有利

用葡萄茎段、叶片、茎尖和花药等组织和器官为材料进行离

体培养获得愈伤组织和芽苗的成功经验, 但至今尚无有关

“红标无核”葡萄组织培养的报道, 笔者通过试验摸索、筛选

该品种的组培方法, 以获得更多的植株 , 满足市场的需求; 研

究该品种的组织培养方法, 为用组织培养的方法繁殖该品种

提供依据, 同时丰富葡萄组织培养的内容。

1  材料与方法

1 .1  试验材料 切取“红标无核”葡萄的茎尖和带腋芽的茎

段作外植体。

1 .2 试验方法

1 .2 .1 培养基及配制。试验愈伤组织的诱导采用 MS 和B5

2 种培养基; 分化和增殖采用 MS 培养基; 生根采用1/ 2MS 培

养基; 各阶段根据不同需要附加 NAA 、6- BA 等生长调节剂。

所有培养基调整pH 值至5 .8 ～6 .0 。生长调节剂均在高压灭

菌前加入, 高压灭菌条件121 ℃30 min 。

1 .2 .2 材料消毒。选取带1 个腋芽的茎段, 切成1 ～2 cm 的

小段, 在洗衣粉中浸泡10 min , 用流水冲洗2 ～3 h , 置于70 %

的酒精中消毒20 s , 用无菌水冲洗2 次, 取出后放入1 .0 g/ kg

升汞溶液中消毒3 ～6 min , 无菌水冲洗3 ～4 次,1 次1 ～2

min , 在无菌条件下将其切成带1 个腋芽的约0 .5 c m 的小段 。

1 .2 .3 芽诱导。把切好的茎段接种于芽的诱导培养基上。

试验共采用以下8 种配方:P1 :MS+ 6- BA5 + NAA0 .5 ,P2 :MS +

6- BA2 .5 + NAA0 .5 ,P3 : MS+ 6- BA5 + NAA0 .25 ,P4 :MS + 6- BA2 .5 +

NAA0 .25 ,P5 :B5 + 6- BA5 + NAA0 .5 ,P6 :B5 + 6- BA2 .5 + NAA0 .5 ,P7 :

B5 + 6- BA5 + NAA0 .25 ,P8 :B5 + 6- BA2 .5 + NAA0 .25 。( 下标数字

为浓度 , 单位为 mg/ L , 下同) 。接种10 d 后统计污染率、死亡

率及成活率。3 ～4 周当芽萌发后, 长至1 .0 c m 左右时, 切下

萌发的幼芽, 转入相同的培养基中继续培养。 �

作者简介  李永辉( 1963 - ) , 男 , 湖北荆州人 , 讲师 , 从事生物技术的教

学和研究工作。

收稿日期  2007- 02-28

1 .2 .4 芽的分化增殖生长。当芽长至1 .0 ～1 .5 c m 时, 从原

茎段上切下健壮的芽, 接入分化培养基。试验用 Y1 : MS +

6- BA1 .0 + IAA0 .5 ,Y2 : MS + 6- BA0 .5 + IAA1 .0 ,Y3 : MS + 6- BA1 .0 +

IAA1 .0 ,Y4 :MS+ 6- BA0 .5 + IAA0 .5 共4 种培养基( 下标数字单位

为 mg/ L) 。接种 15 d 后观察芽的分化、增殖及芽的生长

情况。

1 .2 .5 根诱导。切取分化增殖培养基中茎叶生长健壮 , 长

度2 c m 以上的无根苗, 转接到生根培养基中进行生根培养。

培养基为1/ 2MS 基本培养基, 附加0 .5 ～2 .0 mg/ L 不同质量

浓度水平的IBA。培养条件为温度( 25 ±2) ℃, 光照强度2 000

lx , 光照时间14 h/ d 。观察生根数及发根时间的长短和根的

粗细, 以确定最佳生根培养基 , 同时每隔2 d 观察根的伸长长

度。接种10 d 后调查生根及生长情况。

2  结果与分析

2 .1 不同升汞处理时间对污染率、死亡率及成活率的影响

 由表1 可见, 该品种在升汞处理5 min 的情况下 , 成活率达

80 % , 明显高于升汞处理3 和6 min 的50 % 和55 % 。而污染

率随升汞处理时间的延长而下降 , 升汞处理6 min 时, 污染率

为0。而褐死率则正好相反, 随升汞处理时间的延长, 褐死率

呈上升趋势 , 可能是由于升汞对幼嫩组织有较强的伤害作

用。综合成活率、污染率、褐死率来看, 葡萄外植体消毒采用

70 % 的酒精20 s 和1 .0 g/ kg 升汞5 min 为宜。

  表1 不同升汞处理时间对“红标无核”葡萄

污染率、死亡率及成活率的影响

酒精处理

s

升汞处理

min

接种数

株

污染率

%

褐死率

%

成活率

%
20 3 20   40   10 50

20 4 20 40 5 55

20 5 20 10 10 80

20 6 20 0 45 55

2 .2  不同培养基与激素配比对芽萌发的影响 由表2 分析

可知, 茎段接种后 , 从芽的萌发率和激素浓度之间关系来看 ,

P2 、P3 、P6 、P7 4 种处理的芽萌发率明显高于其他处理, 两者
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间没有相关性。其原因尚不清楚。

  表2 不同培养基与激素配比对葡萄芽诱导的影响

处理 接种数∥株 萌芽数∥株 萌芽率∥%

P1 20    4 20

P2 20 18 90

P3 20 19 95

P4 20 6 30

P5 20 2 10

P6 20 16 80

P7 20 17 85

P8 20 2 10

2 .3  不同培养基与激素配比对芽的分化和增殖生长的影响

 表3 显示, 使用Y3 培养基不定芽的分化率最高, 但芽未能

伸长生长。Y1 培养基中不定芽的分化和增值倍数均处于中

间位置 , 但芽不仅分化好而且伸长生长也良好。表明在6- BA

浓度一定的情况下 ,IAA0 .5 对芽的分化效果比 IAA1 .0 要好。

Y2 处理中 , 不定芽的分化很少。说明当6- BA 的浓度小于

IAA 的浓度时, 不利于芽的分化。综合分析,Y1 是“红标无

核”的最佳分化增殖培养基。

  表3 不同培养基与激素配比对葡萄芽的分化增殖影响

处理
接种数

株

分化数

株

分化数

%
增殖倍数

Y1 60   50 83 .3 4 .1

Y2 60 6 10 .0 3 .6

Y3 60 55 91 .6 4 .4

Y4 60 46 76 .6 2 .8

2 .4  不同激素水平对根诱导的影响  表4 显示 , 以1/ 2MS

为基本培养基 ,IBA 浓度为0 .5 mg/ L , 生根率和生根数都较

低。当IBA 的浓度为1 .0 mg/ L 时, 生根率为84 % , 明显高于

其他浓度水平。随着IBA 浓度的继续增加, 生根率和生根数

反而呈下降趋势, 当浓度达2 .0 mg/ L 时 , 甚至完全不生根。

3  结论与讨论

( 1)“红标无核”葡萄茎段的组织培养, 消毒以70 % 酒精

20 s 结合1 .0 g/ kg 升汞的效果最好。芽的分化和增殖则以

MS+ 6- BA1 .0 + IAA0 .5 的效率最高, 生根宜用1/ 2 MS+ IBA 1 .0

mg/ L。

(2) 从植物园采的外植体带菌多, 因此采用生长季节中

的嫩茎段, 这些外植体的细胞通常分裂旺盛, 生长势旺, 易成

活。材料消毒时间过长, 污染率虽低 , 但褐死严重 ; 而过短 ,

尽管褐死降低, 但污染率较高。

  表4 不同激素水平对葡萄试管苗生根的影响

IBA 质量浓

度∥mg/ L

接种数

株

生根数

株

生根率

%

每株生根

数∥条

0 .5 20   7 .0   35    2.0

1 .0 20 16 .8 84 5.0

1 .5 20 10 .0 50 4.2

2 .0 20 0 0 0

  ( 3) 在芽的诱导过程中 , 细胞分裂素有诱导芽并促进腋

芽生长的作用。在培养初期, 细胞分裂素和生长素同时起作

用, 愈伤组织和芽均诱导产生, 但由于生长素的浓度相对较

高, 在后期致使已萌发的芽枯萎并产生大量愈伤组织。

(4) 在葡萄芽的增殖生长中, 通过选择适宜的培养基或

调节激素种类与浓度配比, 在同一阶段能完成芽的分化与伸

长成苗, 可加快繁殖速度。较高浓度的6- BA 能抑制芽的顶

端优势 , 使腋芽发育, 分化大量芽丛。

(5) 在生根培养过程中激素IBA 不宜过高也不宜过低。

过高会出现茎段基部产生大量愈伤组织, 抑制发根抽茎; 过

低会出现茎段基部不发根或生根条数少的现象。而适当浓

度的IBA 不仅发根长根速度快, 而且生长粗壮 , 侧根多, 呈

白色。
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干旱胁迫能力 , 但适宜的浓度应在500 ～700 mg/ L。过低作

用不明显 , 过高会使幼苗受到损伤, 叶鞘出现脱色死斑, 在

喷施1 000 mg/ L 浓度的植株中已发现了这种情况。
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