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不同消毒方法对组织培养中大岩桐叶片生长状况的影响
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要!为优选出大岩桐组织培养中最佳的消毒灭菌方法!以大岩桐幼嫩叶片为试验材料!研究前

期
A$M

酒精"

="

#
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#
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$预处理以及后期
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种不同消毒剂种

类分别在"

&
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=!H:-

$处理下对大岩桐生长状况的影响%结果表明!

="M N

!

P

!

处理下的长菌率

和褐化率显著高于
">=M N

K

O/

!

和
$M 1.O/P

的处理!且长菌和褐化发生时间较早&研究中消毒

效果最佳的
!

个组合为
A$M

酒精处理
#"6Q">=M N

K

O/

!

处理
="H:-

和
A$M

酒精处理
#"6Q$M

1.O/P

处理
="H:-

%该研究为与大岩桐类似的其他被子植物的组织培养提供了参考%
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#多年生肉质草

本花卉!原产于巴西!我国在
!"

世纪
#"

年代开始引

种试种!现在已被广泛种植(

=

)

&因其花色繁多!花大

优美而成为备受欢迎的家居盆栽花卉!具有较高的

观赏价值和广阔的开发前景&

大岩桐传统的繁殖方式有种子繁殖*分球繁殖

及扦插繁殖(

!(#

)

&重瓣大岩桐雌雄蕊均退化!无法产

生种子(

#

)

'单瓣大岩桐花柱与花药不等高!且雄性早

熟或不育!很难进行自花授粉而获得种子&大岩桐

种子特别细小!寿命短!用种子繁殖成本很高!且种

子繁殖难以保存亲本的优良性状!易造成品种退

化(

%

)

&扦插和分球繁殖速度慢!

=

个叶柄每次扦插

仅可 得 到
=

棵 苗!花 柄 扦 插 成 苗 率 最 高 仅 为

!"M

(

#

)

!难以满足生产需要&组织培养作为无性繁

殖的一种!具有繁殖速度快*繁殖系数高的特点!因



此可以采用!不仅保存了优良性状!而且能在短时间

内得到大量无菌苗&

在植物的组织培养过程中!无菌体系的建立是

决定试验能否成功的关键&大岩桐全株密被绒毛!

为消毒灭菌带来了困难&据报道!在组织培养中!单

瓣大岩桐的叶片(

%($

)

*叶柄(

?(A

)

*子叶(

&

)

*茎尖(
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*茎

段(
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*根(

A

)

*下胚轴(

&

)

*花柄(

==

)

*重瓣大岩桐的

叶片(

=!(=#

)

*嫩茎(

=#

)

*茎尖(

=%

)都可以作为诱导增殖的

外植体&因为叶片试验材料多!生根率更高(

=$

)

!大

多数大岩桐组织培养都以叶片为首选外植体&目前

有关大岩桐组织培养的研究大多集中在培养基的筛

选(

%

!

=?

)

!组培苗的移栽(

=

!

?

)以及试管花芽的分化(

=A

)

!

几乎未发现有关其外植体消毒灭菌方法的研究&

外植体消毒灭菌效果的影响因素一般包括消毒

剂的种类及消毒处理时间&在消毒剂种类的选择

上!升汞应用最为广泛&郭丽(

=?

)

*闫海霞等(

=&

)采用

A$M

酒精浸泡
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!再用
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消毒
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的消毒方法!污染率约为
#"M

'李建民(
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)

!秦丽

等(
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)增加
A$M

酒精的处理时间为
#"6

!王秀英(

!=

)

!

杨凉花(

!!

)在此基础上增加了
">=M

的处理时间!最

长处理时间为
=!H:-

'尹智慧(

!#

)用
A$M

酒精消毒

#"

"

?"6

结合
">=M

处理
&H:-

的消毒方法&唐豆

豆(

!%

)用
A$M

酒精消毒
#"6

!结合
">=M N

K

O/

!

消毒

&H:-

达到最佳效果!污染率和成活率分别为
#!M

和
?%M

&谢羽(

!$

)用酒精联合
1.O/P

对
#

种典型植

物进行消毒!

#

种不同浓度"

!M

*

$M

*

="M

#的次氯

酸钠处理下!污染率分别为
&'M

*

&?M

*

A'M

!均没

有达到良好的消毒效果&本试验通过分析消毒时

间*不同消毒剂种类对大岩桐叶片消毒效果的影响!

优选出最佳的消毒灭菌方法!以期为大岩桐的外植

体消毒提供理论参考&
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!

材料与方法

!"!

!

材料

供试材料大岩桐购买自哈尔滨花卉大市场!试

验于
!"=&[!"='

年在黑龙江省林业科学院组织培

养实验室进行&

!"#

!

材料的预处理

采集生长状态良好大岩桐的幼嫩叶片!在流水

下冲洗!剪去叶柄!将叶片放在洗洁精水中浸泡
#

"

$H:-

!再用软毛刷轻轻刷洗&将叶片包在无菌纱布

中!悬挂流水下继续冲洗
">$3

&取出放在超净工

作台上!紫外线灭菌
#"H:-

备用&
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培养条件
!

以
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为基本培养基!添加蔗糖
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!并经过预试验

优化选出&培养温度为"
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!光照时间
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试验设计
!

先将备用试验材料用
A$M

的酒

精消毒!处理时间为
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*

#"

*
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!用蒸馏水冲洗后再

分别用不同消毒剂对叶片进行消毒处理&消毒剂种

类为$
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溶 液*

$M1.O/P

溶 液*
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!

溶液'处理时间为
&

*
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*

=!H:-

&消毒后用无

菌滤纸吸干叶片表面水分!用无菌刀片将叶片切成

=IH_=IH

的小块&取所有
#

因子所有水平之间的

组合"表
=

#!每种处理的接种数为
#

瓶!每瓶接种
#

个

外植体!每个处理重复
#

次&

表
>

!

消毒处理组合
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处理
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!

测定指标
!

接种后定期观察外植体状态!记

录污染开始的时间*长菌数*褐化数*处理长菌及褐

化的外植体!防止交叉污染&

!$<

后统计分析各处

理下的长菌率*褐化死亡率及存活率!确定大岩桐叶

片的最佳消毒灭菌方法&

指标计算公式如下$

长菌率
`

长菌的叶片数%接种的总叶片数
_

=""M

(

!A

)

褐化
`

褐 化 的 叶 片 数%接 种 的 总 叶 片 数
_

=""M

(

!A

)

存活率
`

未长菌未褐化的叶片数%接种的总叶

片数
_=""M

(

!&

)

=>#>%

!

数据处理
!

试验数据采用
GJI5/!"=?

和

EaEE='>"

软件进行统计分析&用
R+-I.-

法分析

酒精处理时间*消毒剂种类*消毒剂处理时间对大岩

桐叶片外植体长菌率和褐化率的交互作用以及差异

显著性影响"

#

`">"$

#&用单因素方差分析分别分

析消毒剂
N

K

O/

!

*

1.O/P

和
N

!

P

!

对大岩桐叶片的

消毒灭菌的差异显著性"

#

`">"$

#&用
GJI5/!"=?

进行柱形图的绘制&所有测定结果用平均值和标准

误来表示&
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!

结果与分析

#"!

!

%

&

'(

#

对大岩桐叶片消毒效果的影响

由图
=

和图
!

可知!当
N

K

O/

!

处理时间一定

时!叶片长菌率随着酒精处理时间的增加而下降&

叶片褐化率随酒精处理时间的增加呈上升趋势&

酒精处理时间*消毒剂处理时间显著影响大岩

桐叶片外植体长菌率"

=

#

">"$

#!但二者的交互作

用对长菌率影响差异不显著"

=

$

">"$

#!说明二者

交互作用对长菌率的影响要取决于酒精和消毒剂的

处理时 长'当 酒 精 处 理 时 间 为
="6

和
#"6

时!

N

K

O/

!

的处理时间对长菌率及褐化率影响差异不显

著"

=`

$

">"$

#&随着
N

K

O/

!

处理时间的增加!长

菌率先下降后上升!褐化率呈上升趋势'当酒精处

理时间为
?"6

时!

N

K

O/

!

的处理时间对长菌率影响

差异显著"

=`

#

">"$

#!对褐化率的影响差异极显

著"

=`

#

">"=

#&当增加
N

K

O/

!

的处理时长时!长

菌率显著下降!但褐化率显著上升!当
N

K

O/

!

处理

时间为
=!H:-

时!叶片长菌率降至
==>==M

!此时

褐化率最高可达
&$>=&M

&

综合长菌率和褐化率两方面!处理
F

$

"表
=

#对

大岩桐叶片外植体的消毒灭菌效果最好!此时存活

率为
$=>&?M

&

#"#

!

)*'(+

对大岩桐叶片消毒效果的影响

由图
#

和图
%

可知!当
1.O/P

处理时间一定

时!叶片长菌率及褐化率随前期酒精处理时间的增

加没有明显的变化规律&

注$不同小写字母表示相同酒精处理时间不同消毒剂处理时间处理

间差异显著"

=

#

">"$

#&下同&

图
>

!

不同酒精处理时间下
N

K

O/

?

对大岩桐

叶片长菌率的影响
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图
?

!

不同酒精处理时间下
N

K

O/

?

对大岩桐

叶片褐化率的影响
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表
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不同酒精处理时间下
N

K

O/

?

对大岩桐叶片生长状况的影响

V.Z/5!
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G005I2*0N
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,*423*0!+&

'

()"*&%/5.;56+-<5,<:005,5-2./I*3*/2,5.2H5-22:H5 M

处理 长菌率 褐化率 死亡率 存活率
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当酒精处理时间为
="

*

#"6

时!

1.O/P

的处理

时间对长菌率影响差异不显著"

=

$

">"$

#!对褐化

率影响不显著"

=

$

">"$

#&当酒精处理时间为
="6

时!叶片长菌率较高!随着
1.O/P

处理时间的增加!

褐化率呈下降趋势'当前期酒精处理时间为
#"6

时!随着
1.O/P

处理时间的增加!长菌率呈上升趋

势!褐化率先下降后上升'当前期酒精处理时间为

?"6

时!

1.O/P

的处理时间对长菌率影响差异显著

"

=

#

">"$

#!对 褐 化 率 的 影 响 差 异 不 显 著 "

=

$

">"$

#&当增加
1.O/P

的处理时长时!长菌率显著

下降!褐化率先上升后下降&

综合长菌率和褐化率来看!处理
\

=

"表
=

#对大

岩桐叶片外植体的消毒灭菌效果极差!死亡率达到

了
=""M

'处理
\

$

"表
=

#对大岩桐叶片外植体的消

='

第
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毒灭菌效果较好!此时存活率为
$&>##M

&

图
@

!

不同酒精处理时间下
1.O/P

对大岩桐

叶片长菌率的影响
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图
A

!

不同酒精处理时间下
1.O/P

对大岩桐

叶片褐化率的影响
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!

不同酒精处理时间下
1.O/P

对大岩桐叶片

生长状况的影响
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对大岩桐叶片消毒效果的影响

由图
$

和图
?

可知!当
N

!

P

!

处理时间一定时!

叶片长菌率及褐化率随前期酒精处理时间的增加没

有明显的变化规律&

当前期酒精处理时间为
="6

时!

N

!

P

!

的处理

时间对长菌率影响差异不显著"

=

$

">"$

#!对褐化

率影响显著"

=

#

">"$

#&随着
N

!

P

!

处理时间的增

加!长菌率呈上升趋势!褐化率先下降后上升'当前

期酒精处理时间为
#"6

时!

N

!

P

!

的处理时间对长

菌率及褐化率影响差异极显著"

=

#

">"=

#!随着

N

!

P

!

处理时间的增加!长菌率显著下降!褐化率显

著上升'当前期酒精处理时间为
?"6

时!

N

!

P

!

的处

理时间对长菌率及褐化率影响差异不显著"

=

$

">"$

#&当
N

!

P

!

的处理时长增加时!长菌率先下降

后上升!褐化率先上升后下降&

从长菌率和褐化率来看!处理
O

!

情况下大岩桐

叶片外植体的存活率较高!也仅达到
##>#%M

'且处

理
O

?

*

O

A

*

O

&

*

O

'

!这
%

种处理的外植体死亡率均达

到
=""M

&说明当前期酒精处理时间为
="6

*

#"6

*

?"6

时!

N

!

P

!

是
#

种消毒剂中灭菌效果最差的

一种&

图
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不同酒精处理时间下
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?

对大岩桐

叶片长菌率的影响
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图
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不同酒精处理时间下
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对大岩桐

叶片褐化率的影响
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结论与讨论

试验发现酒精处理时间对长菌率和褐化率影响

很大&对同种植物!使用不同消毒剂进行消毒灭菌!

达到最优消毒效果时!前期酒精处理时间不同&当用

A$M

酒精处理
?"6

时!增加
N

K

O/

!

和
1.O/P

处理

时长都显著降低长菌率!提高褐化率!这与胡彦等(

!'

)

!'

西北林学院学报
#$

卷
!



表
A
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不同酒精处理时间下
N

?

P

?

对大岩桐

叶片生长状况的影响
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表
B

!

大岩桐叶片外植体长菌率和褐化率方差分析
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变异来源 自由度 长菌率%

M

褐化率%

M

F !

#
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#
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O ! ">"!" ">"$#
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#
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F_O % ">=!?

#
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#
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!!

注$

F

$酒精处理时间'

\

$消毒剂种类'

O

$消毒剂处理时间&

的研究结果一致&其中
">=M N

K

O/

!

处理
=!H:-

的平均长菌率比处理
&H:-

低
#">$?M

!但平均褐

化率升高了
$?>"=M

!存活率也由
!'>=?M

降至

#>A=M

&当使用
N

!

P

!

处理时!处理
O

%

长菌率最

高!达到了
&$>='M

!处理
O

?

以及处理
O

A

*

O

&

*

O

'

死

亡率都达到了
=""M

&这可能是因为对于大岩桐叶

片而言!

N

!

P

!

的使用浓度偏高!破坏了外植体表面

细胞&由分析结果及对试验的观察记录可知!当使

用
N

!

P

!

消毒时!长菌与褐化现象发生较早!较其他

两种消毒剂早
=

"

!<

!且褐化现象较严重&相比而

言!

N

!

P

!

较不适宜于大岩桐叶片外植体的消毒&

当使用
N

K

O/

!

和
1.O/P

消毒时!外植体存活率峰

值都在
A$M

酒精处理
#"6

的组!且存活率最高的消

毒处理为处理
F

$

以及处理
\

$

!两者的外植体存活

率分别为
$=>&?M

和
$&>##M

!是本试验中消毒效果

最好的两个组合&

本试验大岩桐叶片外植体的消毒还未达到理想

效果!这可能是因为采用传统的消毒方法使得叶片表

面绒毛阻碍了消毒剂与外植体的接触&为解决长菌

率高这一问题!可以考虑减压灭菌!抽走植物组织中

的气体使消毒剂更易与植物体接触&周俊辉(

#"

)采用

这一办法!使植物组织污染率从对照的
'#>#M

降低到

%">"M

&另外高温高湿环境有利于细菌繁衍!避免在

这种天气接种能在一定程度上降低长菌率&

本试验没有采取专门的降低褐化率的措施!部

分处理褐化率较高!直接导致了外植体死亡率升高&

李琰(

#=

)

*徐耀华(

#!

)

*季元祖等(

##

)发现在培养基中加

入抗褐化剂能显著降低褐化率&符珍珠等(

##

)通过

对组 培 褐 变 现 象 的 研 究 发 现!提 高 过 氧 化 物 酶

"

aPR

#活性及降低多酚氧化酶"

aaR

#活性均能有效

控制试管苗褐化&此外!在培养初期进行暗培养处

理!有助于抑制褐化发生(

#$(#A

)

&

目前许多大岩桐的组培试验都是在前期酒精处

理后直接采用一种消毒剂进行消毒&本试验根据前

人的试验设计!扩大了消毒方法的研究范围&将

A$M

酒精的处理时间设置为
="

*

#"

*

?"6

!将消毒剂

的处理时间设置为
&

*

="

*

=!H:-

!消毒剂种类设置

为
#

种!分别为
">=M N

K

O/

!

*

1.O/P

*

N

!

P

!

!提高了

消毒灭菌的效率&但是消毒剂的种类和消毒时间对

植物体的不同部位消毒效果不一样!本试验没有就

不同外植体进行比较!这也是以后试验的研究方向&
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