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建水无籽蜜桔的幼胚培养和无性系苗的繁殖 

黄仕周 熊德华 

(中国科学院昆明植物研究所，昆明 650204) 固  ．2。f 
摘要 以建水无籽蟹桔 (Citrus reticulate)开花后 120天的幼胚为材料。在含 BA0．5rag／1 

(gt位 以下同)或 IBA0．5或 BA0．2+2，4—D1．5的 MT (Murash垃e．andTueker)培养基中，可 

使幼胚发育成丛芽和不同类型的胚状体。IBA0 5—1．0有益于球形胚，子叶胚的增殖，BA0 5 

有益千子叶胚形成丛芽．小芽段在附加 BA0．5的MT培养基中增殖率相对较高，其速度 65 

天为 3．2倍 。112天为 42倍，142天为 5．2倍。芽苗在 1／2MT+1BA t或 NAA)0 5～1．0中 

的平均生根率为 90％，接种后置于光下培养比先暗后光处理的生根率要高37．8％；嫩芽苗比 

老芽苗的生根率高 15．4％，且出根早，根敷多。移苗的平均成活率为 92 2％；移后 8个月的 

苗高达 40cm 以上。 
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Mwt~ lTheju*eni~embryos ofCi~rus retic~ateB~nto a r blossom 120 d丑yswm  used as exgeriment 

materia1．The tufted shoots and all kinds of embryoid can be Jnduoed on MT medium with BA 0 5mg／ I or 

IBA 0 5mg／ 1 or BA 0．2mg／1+2，4-D 1 5mg／1 The multiplication and gr( Lh of globutarity em bryoid 

and seed -leafembryoidwe hideinmedium withIRA 0．5—1 0mg／ 1．BA 0．5mg／ 1 was very satisfiedwith 

form ing tufted  shoots from seed-leaf embe d． The shoo ts can multiply in M T medium with BA 

0 25—1．0m g／ h multiplication rate was the hightcst in M T with BA 0 5mg／1 and the prohferation 0peed of 

the shootswas 3,2timesin 65 days．4．2timesin l1 2山 vs，5 2timesin 142days The percentage ofaverage 

rooting reached about帅 ％ for shoo tsial／2M Tmedium withIBA f0fNAA1 0 5一】0rag／】The rooting 

rate of shoots in the light were 38．7％ more than in the dark first then in the light．with rooting early and 

lrlore num ber of roots．Rooting rate of young shoots were I5 4％ more than old shoots Average survival 

l9 年12月收稿．I991年】月定稿。 
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ra钯 Ⅱansplam were 92 2％ Af~．erthe smonths恤 n叫 8n协lthep~ani|etlengthwas叫er 4O cm 
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建水无籽优 良蜜桔(Citrus reticulateBlanto)系云南省建水县科委依靠群众从 2O多 

万株建水白桔的实生成年树中筛选而成的。它的果型扁平，个体适中，皮薄，酸甜适 

口，渣少，籽少 (单果平均含籽 1．5—2．2粒)，且不饱满，贮藏性好，外果皮表面有 lO 

条左右的轮状突起，其上有丘状突起点，外形与一般白桔相异，它属于饼柑类型的多胚 

性品种。仅有一株母树。为保存本品种的种质资源和发展生产，我们进行了幼胚培养和 

快速繁殖试验．本文报道它的离体繁殖成苗技术。 

材料和方法 

材料与灭菌 从建水无籽优良蜜桔成年树上取开花后 120天的幼果，用 75％酒精 

擦洗或浸泡幼果数分钟，用无菌水冲洗干净后在无菌条件下剥去内、外果皮，从果瓣中 

取出种子，剖其胚作为培养材料。取胚种芽苗上的顼芽和侧芽切段或胚状体苗进行植株 

的快速蘸殖。单籽幼胚编号为A3、A4、A5、A17。 

幼胚培养基 A．MT为基本培养基，蔗糖改为4％，附加水解醅蛋白 ((1H)，嘶n罟／l 

(单位以下同)、BA0．5、IBA0．1；B．附加IBA0．5--1．0；C．附加抗败血酸 5，核黄素、生物 

素各0．1，CH400，BA0．2培养 100天后转入2． _D1．5+BA0．2的培养基中。 

芽增殖培养基 MT+CH400— 抗败血酸 5+核黄素、生物素各0．1+蔗糖 4％+不同浓 

度的 BA (详见结果部分)。 

生根培养基 l／2MT附加不同浓度的IBA、NAA或它们的配组。 

培养室温度为 23—27℃，每 日荧光灯 40w l一2盏照光 l2小时。 

结 果 

幼胚培养 接种后经 4—5个月幼胚在培养基 A中发育成无根芽苗 (图 l：7)；B 

中出现有根芽丛；C中看到了芽苗、芽丛和不同类型的胚状体 (图 l：l一6)。即上述 

BA和 IBA组配的 A培养基能促进胚芽分化，抑制根的分化，幼胚直接发育成无根 

苗；在含 IBA的 B培养基中，幼胚长成完整植株；在 BA和 2，4_D 的 C培养基中， 

可导至幼胚发生愈伤组织和胚状体，也可直接发育成无根苗。IBA0．5一1．0mg／l能促 

进球形胚、子叶胚的形成和增殖，BA能促进子叶胚长芽。 

芽增殖 从幼胚获得的芽苗和胚状体苗接芽段切割后培养在含 BA的培养基中，发 

现 BA不同浓度 (O 25一 1．0)对芽的增殖有明显影响，以 BA0．5的增殖率最高，培养 

65天后的增殖倍数为 3．2倍，l】2天后为 4,2倍，142天后为 5．2倍 (表 1)。无菌芽条 

上不同部位的芽切段的增殖率也很不同，顶端部分的增殖率明显低于基部和中部的增殖 

率，前者低于后者 1．5倍 (表 2) 
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囤1 I 球形胚状件：2．鱼雷一心形胚状件 ；3 子叶胚状体；4 各种类型胚状悼；5．胚状件生根：6 胚状 

体苗；7 丛芽；8 芽条生根；9．移栽成活苗 

Figl I glohularity em btyoids； 2 terpcdo-beart embryoids； 3 seed—leafembryoids；4 embryoid ofdiffer- 

~nt kind； 5 embryoid rooting； 6．embryiod plantlet； 7 tufted shoots； 8 roofing of shoot； 9．sur= 

viral planflet． 

寰 1．不同浓度 BA对芽增矗舳髟赡’ 

Table 1 The effect ofBA conc~nrafiononmultiplicafion ofbuds 

材料号 BA浓度 接种芽段数 形成丛芽敲 芽增殖率(％) 

(rag／l】 65[d Il 2I d] I42(d] 65td) il 2Id1 I42(d) 

O 25 58 147 190 234 253 4 3274 403 3 

A3 0．卯 60 l74 209 3I4 290 0 348 3 523 3 

I．o0 63 l75 210 281 277．8 333 3 446 0 

0 25 35 83 88 109 237．1 25I 4 3lI．4 

At 0 50 31 】17 I57 I65 377 4 5o6．5 532．2 

llO0 38 Il6 I46 168 ∞ 5 3 384．2 442．I 

0 25 36 97 2694 

A5 0 50 34 l05 308 8 

1 00 30 85 238 3 

培养基(Medium)：MT~rCH400mg／I GA3 0 25mg／1 Sucroso4％+Agar 4 5g／1 
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囊 2．不两蕾位芽的增殖奉比较 

Tab1c 2 Comparir,ons ofbuds mu]tiplicltion rate ofdifferet shoots 

材料号 部 位 接种芽敷 形成的芽散 为接种芽的百分敷 芽增殖率 (％) 

46fd) 87fd) 46fd) 87fd 46fd 87fd 

顶 部 l50 217 3̈  144 7 207 3 44．7 l07 3 
A3 

中 部 70 20o 24l 285．7 344 3 l85 7 244 3 

芽生根 当芽苗高约 3cm 即可切下生根 (图 l：8】。生根处理后 lO天后可见 10-- 

2O％的芽条生根，2O一25天为生根高峰期，3O天后可结束生根。5O一6O％的苗为独 ． 

根，少数有 3条根。根系粗壮，根尖白色，生长正常。试验中看到： 

(1)生长紊的种类和浓度对芽苗生根有一定影响。O．5--1．0m／l范围内的 IBA、 

NAA均能获得 82．_93％的生根率，其中IBA的生根率比NAA稍高，浓度为 0．5的又 。 

比 1．0的要高些 (表 3)。 

(2)不同质地的芽条其生根有明显差异，嫩芽苗 (生长 3个月，术质化程度低，茎 

脆嫩)比老芽苗 (生长 8个月．术质化程度较高，茎硬)的生根率要高，前者为 

98％，且出根早，每苗具 2--3条根的苗比例大，后者为 82％，出根较慢，多为独根 

(图 2)。 

(3)不同光、暗处理对芽苗生根有显著影响。接种后置于光下生根的比先暗培养 9 

天后再转入光下培养的其生根率要高得多，前者为 9O％，且出根快，后者权 47— 

5O％，且愈伤组织增生明显 (图3】。 

‘毫 不同生长●对芽●生撮率的嚣■ 

Table 3．The effect ofdifferentkind and concertrationauxinonthe rooting rateof shoots 

生 长 蠢 供试芽条救 生根芽条数 生】I甚率 

材料号 浓 度 f％1 

种 类 (n
堰／i) 

0．5 98 86 87 8 
A， NAA 

1．0 10o 82 82．0 

0．5 48 45 93 g A
】 IBA 

1．0 48 44 9l 7 

0 5 4l 38 92 7 A
j 珀 A 

1 0 46 38 82．6 

NAA 0．25 
48 43 89 6 

+IBA 0．25 

+NAA 0 5 
48 45 93 8 

IBA 0．5 

Al7 IBA 0．5 34 31 9l 2 
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Days after inoculation(days) 

圈 2 不 同质地芽苗的生根 比较 

— —  嫩芽苗 Young shoots 

老芽茁 O1d shoots 

A．每苗具 3条根：B 每苗具 2条根： 

c．每苗 l条根 

Fig2 Comparison of rooting in different shoo ts (test- 

ed nuinmhe r of shoots} 52； medium： I／ 2M T+ 

CH200mg／I+su o” 2％ withIBA(orNAA1 0．25— 

0．5mg／ 1．1 

A：every shoot had 3 roo tst B：every shoo t had 2 

rootsl C：e" ry shoot had 1 root 

Days after inoculation(days) 

圈 3 光对芽苗生根 的影响 

Fig 3 The effect of light and dark on the rooting 

of shoo ts 

+一I一十 。⋯ 接 种后 置 于光下(cultured in 

fight afteriaoculation)t+⋯⋯+ 。⋯ - 接种后垒黑 

暗培养 9天 ，然后转^光下(culturedinthe darkfor 9 

day暑，alter inoculation then were transfered in Iight) 

A，c=IBA0 25rag／I+NAA0 25rag／1； 

B-D：[BA 0 5rag／ I+NAA 0 5rag／1 

苗移栽 待根系有 l一2锄 长就可栽人腐叶土：壤土为 1：1的基质中 (若生根后 

嫌茎不够高，也可不移，待茎长高后再移)，移后浇水，用薄膜塑料套袋保湿即可成 

活．全年多次移苗的平均成活率可达 92．2％。在昆明地区的自然温室中，不同季节对 

移栽成活率没有多大影响 (表4)．栽后4个月，幼苗生长缓慢，苗高仅 5—8crn，其后 

生长加快，8个月后可达40cm，个别可达 76cm． 

繁殖力 表 l和多次试验统计的结果表明，它的平均繁殖系数为 3，一年内的繁殖 

次数为4。 

柑桔的胚培养已有报道，不少研究者指出，多胚性柑桔的杂交种子，不仅直播田间 

很难获得杂种苗，即使是成熟种子人工培养也由于部分种子的受精胚败育，杂种苗也很 

少。Frost⋯ 认为一些多胚性强的柑桔品种为母本的杂交实生苗中．受精胚几乎完全不 

能成苗。据统计丹西 (Dancy)红桔和卡拉 (Kara)桔为母本的杂交苗 中，百分之百 

是珠心苗，拼柑和粗柠檬的实生苗中，珠心苗占98％；王大元等 0 通过小胚的人工培 

养证 明，锦橙 ×枳 (Citrus sinensis×Poncirustrifoliata)的成熟种 子 中，珠心苗 占 

一 一 罡 等 ll00 
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93％；Navarro等 0 用四个脐橙品系的胚珠进行早期离体培养，获得了脱去多种病毒 

的珠心植株；高峰等 用 8周龄的华盛顿脐橙 (Citrus sinensis osbeck)未受精胚珠离 

体培养，获得了无病毒珠心苗。这些结果一方面说明获得柑桔的合子胚成苗实属不易， 

是育种工作的一大障碍，另一方面珠心苗很容易得到，利用此点可进行柑桔无性纯系的 

繁殖。在我们的试验中，取样周围仅有零星白桔，又非人工授粉，接种的幼胚是连同珠 

心组织一起接种的，可能是珠心组织而来的珠心苗。由此繁殖的无性系应具有母树的遗 

传特性。这些无性系苗由于来 自幼胚，未渡越童期，进^开花结果期比成年树的无性系 

苗要长。但母树仅有一株，又在成年柑桔树的茎尖未培养成功之前利用幼胚培养，并进 

行无性系的繁殖，在保存优良种质资源、获得无病毒苗、在一定限度内用于生产、为研 

究幼胚无性系的遗传变异提供试验材料等方面，仍然是有价值的。至于该无性系在多大 ‘ 

程度能保持母树的遗传特性，童期有多长，尚待定植后进一步观察。 

寰 4_芊一时期的移蓝成活事 

Table 4 Survival rateoftransplaP．tJng seedI_mgsin differenttim ~ofa year 

成 活 率 移藏 日期 材 料 号 移 苗 数 成 活 敦 

‘％ 

A3 6l 58 95 I 

90 2．14 A． 1】 I1 100 0 

A， 8 8 Ioo 0 

A] ¨ 7 106 90 6 

90．6 26 A‘ 41 38 92．7 

A5 31 29 93 5 

Al 42 35 83 3 

90 8 29 A  ̂ l8 l8 100．0 

A5 I9 】8 94 7 

220 l99 90 5 
Al 

70 67 95．7 合 计 A

 ̂ 58 55 94 8 

A5 
32I 92 2 

在我们的试验中，试管苗的年繁殖力为 3 。在一定时期内进行多代繁殖，其繁殖 

速度仍然可观。生产实践中是按边繁殖边生产试管苗边移栽三者交互的模式进行的 若 

按理论值的 50％计，这种交互繁苗程序一个外植体经 5年 20代的繁殖，可得 1亿多 

苗。 

数_t 本工作得到云南省科委的资助；建水县科委提供试验材料；易永生同志帮助照相． 
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