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抗轮纹病苹果砧木１－１－１０－８茎尖培养快繁体系建立
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　　摘要：以抗轮纹病苹果砧木１－１－１０－８的茎尖为外植体，通过研究培养基中不同植物生长调节剂配比对芽苗诱
导、增殖和生根的影响，筛选出适合苹果砧木１－１－１０－８茎尖组培快繁的培养基配方。结果表明：１－１－１０－８砧木
外植体材料经０．１％ＨｇＣｌ２浸泡处理１０ｍｉｎ的消毒效果最好，外植体成活率较高，为６５％；以 ＭＳ为基本培养基，添加

蔗糖 ３５ｇ／Ｌ、琼脂６．２ｇ／Ｌ，适宜启动培养的植物生长调节剂配比为６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．０５ｍｇ／Ｌ；适宜增殖培养
的植物生长调节剂配比为６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．０７５ｍｇ／Ｌ，增殖系数可达到每４周１２．７１倍；以１／２ＭＳ为基本培
养基，附加蔗糖１５ｇ／Ｌ、琼脂６ｇ／Ｌ，适宜组培苗生根的植物生长调节剂配比为ＩＡＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ０．６ｍｇ／Ｌ，生根率达
９８．０６％，每株苗平均生根７．８９条，移栽成活率达９２．３８％。
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　　苹果轮纹病，是由轮纹病病原菌（Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｄｏ
ｔｈｉｄｅａ）引起的真菌性病害，已成为威胁苹果产业的重大病害
之一［１－２］。苹果轮纹病不仅危害苹果果实，造成烂果，降低果

实品质，而且危害枝干，削弱树势，影响结果年限，严重时造成

枝干枯死［３］。近年来，果实套袋技术的推广使苹果果实轮纹

病的发生受到抑制，但枝干轮纹病却日趋严重，成为苹果生产

中的瓶颈问题。苹果枝干轮纹病在高温多雨地区发病严重，

杨军玉等统计分析发现全国除了甘肃和黑龙江较轻外，苹果

枝干轮纹病在各地均发生严重［４］。目前，生产上对苹果枝干

轮纹病的防治主要是采取重刮皮结合施用化学农药的措

施［５］，但是这些措施很难根除苹果枝干轮纹病的发生，且刮

树皮、施药等需要耗费较多的人力、物力［６］，长期大量使用化

学农药不仅会增加果实的农药残留，严重影响着苹果果实的

质量与安全，而且容易使轮纹病菌对化学药剂产生抗性［７－９］。

所以寻求一条能够安全有效解决苹果枝干轮纹病的正确途径

成为苹果产业亟待解决的关键问题。

选用轮纹病抗性砧木是防治苹果枝干轮纹病安全有效的

方法之一。研究表明，采用抗轮纹病的砧木能够增强树体对

苹果轮纹病的抗性，有效降低苹果轮纹病的发病率［６，１０－１２］。

姜忠武等从鸡冠自然杂交实生苗中选育出的“烟砧１号”砧
木对苹果轮纹病菌具有抗性，以其作中间砧的富士枝干轮纹

病的发病率比未嫁接中间砧的富士降低５９．３％［１０］。因此，选

育优良抗轮纹病苹果砧木成为果树育种工作人员的迫切任务

之一。

应用抗轮纹病砧木防治苹果枝干轮纹病的首要任务是生

产培育健壮的抗轮纹病自根砧木苗。自根砧的繁殖方式主要

有种子繁殖、扦插、压条与组织培养等［１３］，其中组织培养技术

是快速稳定高效繁殖苗木的最佳方式［１４］。１－１－１０－８砧
木是由河北农业大学园艺学院苹果课题组经田间自然发病调

查和接菌试验鉴定的抗轮纹病苹果砧木，对防治苹果枝干轮

纹病具有重要利用价值，迄今对１－１－１０－８砧木组培快繁
的研究尚未见报道。本试验以抗轮纹病苹果砧木 １－１－
１０－８为试材，采用茎尖培养的方法，通过调节培养基的激素
配比，筛选出适宜于苹果砧木１－１－１０－８诱导成活、增殖与
生根的最佳培养基配方，建立其快速繁殖体系，为进一步研究

轮纹病的防治奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
２０１４年３月下旬，自河北省保定顺平县滕家庄村苹果试
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验园剪取具饱满芽的１－１－１０－８砧木未萌芽枝条，清水冲
洗干净后置于光照培养箱内水培，培养条件为：光／暗周期
１２ｈ／１２ｈ，光照条件下温度为（２４±２）℃，黑暗条件下温度
为（１５±２）℃，空气湿度保持７０％以上，每天喷雾保湿并更
换清水。芽萌发后取２．０ｃｍ以上的嫩梢作为外植体，用流水
冲洗干净，置于１００ｍＬ三角瓶中备用。
１．２试验方法
１．２．１　外植体的消毒时间对接种成活的影响　在超净工作
台上用０．１％ ＨｇＣｌ２溶液进行消毒处理，消毒时间设置８、９、
１０、１１ｍｉｎ４个处理，０．１％ ＨｇＣｌ２溶液浸泡后，用无菌水冲洗
４～５次，然后用枪状镊取出置于无菌的玻璃皿中，最后切除
外植体伤口部位褐变的部分，接种于启动培养基上。启动培

养基选用苹果组织培养通用培养基（ＭＳ＋蔗糖３０ｇ／Ｌ＋琼脂
６ｇ／Ｌ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．０５ｍｇ／Ｌ），２周后调查污染
率和外植体成活情况。

１．２．２　外源激素对苹果砧木１－１－１０－８启动培养的影响
　启动培养基以 ＭＳ为基本培养基，其中蔗糖３５ｇ／Ｌ，琼脂
６．２ｇ／Ｌ，ｐＨ值为６．０～６．５，ＮＡＡ浓度为０．０５ｍｇ／Ｌ保持不
变，将６－ＢＡ设为０．５、０．７５、１．０、１．５ｍｇ／Ｌ４个浓度梯度，共
４个处理，重复３次。接种后置于光照培养室内培养，培养温
度为（２５±２）℃，光照度２０００～３０００ｌｘ，光／暗周期各１２ｈ
交替。接种２５ｄ后，统计诱导成活率。

诱导成活率 ＝诱导成活外植体数／接种外植体
数×１００％。
１．２．３　外源激素对１－１－１０－８组培苗继代增殖的影响　
继代培养基以 ＭＳ为基本培养基，其中蔗糖 ３５ｇ／Ｌ、琼脂
６．２ｇ／Ｌ，６－ＢＡ设为０．５、１．０、１．５ｍｇ／Ｌ３个浓度梯度，ＮＡＡ
设为０．０５、０．０７５、０．１ｍｇ／Ｌ３个浓度梯度，两两组合，共９个
处理。选取启动培养基中生长健壮一致的芽苗，分别接种至

上述９种不同继代培养基中，每个处理２０株，重复３次，培养
条件与启动培养保持一致。接种后４周左右统计接芽的增殖
系数和分枝高度。

增殖系数＝增殖茎尖数／接种茎尖数。
１．２．４　外源激素对Ｊ３５－８组培苗生根的影响　选择健壮情
况一致、高于２．０ｃｍ的继代苗，分别接种于不同生根培养基
中。生根培养基以１／２ＭＳ为基本培养基，附加蔗糖１５ｇ／Ｌ，
琼脂６ｇ／Ｌ，ＩＡＡ浓度为１．０ｍｇ／Ｌ保持不变，ＩＢＡ设置为０．３、
０．４、０．５、０．６ｍｇ／Ｌ４个浓度梯度，每个处理２０株，重复３次，
培养条件同启动培养。接种２０ｄ后统计生根率、根数和根
长，评价生根苗生长状态。

生根率＝诱导生根茎段数／接种茎段数×１００％。
１．２．５　炼苗与移栽　生根培养２０ｄ，移至温室中炼苗，１周
后去除封口膜，再锻炼２～３ｄ后移栽至营养钵中。蛭石和草
炭等体积混合后用０．１％多菌灵溶液杀菌配制成培养基质，
培养基质的湿度以“手握成团不滴水，落地即散”为宜。将基

质装入事先准备好的营养钵中，栽入生根苗。移栽后立即用

０．１％的多菌灵溶液浇透，覆盖棚膜，保温保湿。１周左右开
始放风锻炼，经过２周左右揭开棚膜，３周后长出新叶，统计
成活率。

移栽成活率＝移栽成活株数／总移栽株数×１００％。

２　结果与分析

２．１　ＨｇＣｌ２消毒时间对外植体消毒效果的影响
由表１可知，ＨｇＣｌ２消毒时间对外植体成活具有较大影

响，在８～１１ｍｉｎ之间，随消毒时间延长，外植体真菌污染率
呈降低趋势，消毒处理１１ｍｉｎ时外植体的污染率为０；但消毒
时间越长外植体褐变率也越高，消毒处理１１ｍｉｎ的褐变率高
达８２．５％。消毒处理１０ｍｉｎ时，外植体污染率和褐变率控制
在较低水平，分别为１０．０％和２５．０％，外植体接种成活率最
高，为６５．０％，所以１－１－１０－８砧木外植体消毒的最适时
间为１０ｍｉｎ。

表１　ＨｇＣｌ２消毒时间对外植体灭菌效果的影响

消毒时间

（ｍｉｎ）
接种芽数

（个）

污染率

（％）
褐变率

（％）
成活率

（％）

８ ４０ ６７．５ １０．０ ２２．５
９ ４０ ３５．０ ２２．５ ４２．５
１０ ４０ １０．０ ２５．０ ６５．０
１１ ４０ ０．０ ８２．５ １７．５

２．２　不同６－ＢＡ浓度对芽诱导的影响
由表２可知，ＮＡＡ浓度为０．０５ｍｇ／Ｌ不变，６－ＢＡ的浓

度对外植体诱导成活有较大的影响，６－ＢＡ浓度在 ０．５～
１．５ｍｇ／Ｌ范围内，外植体成活率呈显先升高后降低的规律，
６－ＢＡ浓度为 １．０ｍｇ／Ｌ时，外植体诱导成活率最高，为
７７１４％。因此认为，本试验中最适宜于抗轮纹病苹果砧木
１－１－１０－８启动培养的植物生长调节剂配比为 ＮＡＡ
０．０５ｍｇ／Ｌ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ。

表２　６－ＢＡ浓度对外植体诱导培养的影响

处理编号
ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

诱导成活率

（％）

１ ０．０５ ０．５０ ３９．７８±１．３８ｄ
２ ０．０５ ０．７５ ６１．７２±１．９４ｂ
３ ０．０５ １．００ ７７．１４±５．５４ａ
４ ０．０５ １．５０ ４７．２０±１．６２ｃ

２．３　不同６－ＢＡ与ＮＡＡ配比对组培苗继代增殖的影响
由表 ３可知，６－ＢＡ浓度一定，ＮＡＡ浓度在 ０．０５～

０．１０ｍｇ／Ｌ范围内，继代苗的增殖系数和分枝高度均呈显先
上升后下降的趋势。增殖系数最高的是处理５，为１２．７１，显
著高于其他处理；其次为处理４，增殖系数为１０．２７；处理１的

表３　６－ＢＡ和ＮＡＡ浓度对苹果砧木１－１－１０－８组培苗
增殖的影响

处理编号
６－ＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＮＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

分枝高度

（ｃｍ） 增殖系数

１ ０．５ ０．０５ １．９１±０．４６ｅ ５．１３±１．３０ｅ
２ ０．５ ０．０７５ ２．４７±０．４９ｄ ６．２７±１．７５ｄｅ
３ ０．５ ０．１ ２．０７±０．３０ｄｅ ５．３３±１．６８ｅ
４ １．０ ０．０５ ３．９９±０．７２ｃ １０．２７±２．９３ｂ
５ １．０ ０．０７５ ５．１３±０．７１ａ １２．７１±４．５３ａ
６ １．０ ０．１ ４．１８±０．６４ｃ ７．７１±３．６０ｃｄ
７ １．５ ０．０５ ４．０５±０．６４ｃ ７．００±２．００ｄｅ
８ １．５ ０．０７５ ４．６１±０．５３ｂ ９．５４±２．１５ｂｃ
９ １．５ ０．１ ４．６６±０．７１ｂ ８．２９±２．１６ｂｃｄ
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增殖系数最低，仅５．１３，不足处理５和处理４的１／２。分枝高
度最高的也是处理５，为５．１３ｃｍ，其次为处理９和处理８，分
枝高度分别为４．６６ｃｍ和４．６１ｃｍ，再次为处理４，分枝高度
为３．９９ｃｍ，分枝高度最小的是处理１，低于２ｃｍ。所以，处理
５更适宜应用于抗轮纹病苹果砧木１－１－１０－８的增殖培
养，其植物生长调节剂配比为 ６－ＢＡ １．０ｍｇ／Ｌ＋
ＮＡＡ０．０７５ｍｇ／Ｌ。
２．４　不同 ＩＡＡ与 ＩＢＡ配比对组培苗生根及移栽成活率的
影响

由表４可知，各处理的外植体材料均容易生根，生根率均
达９０％以上，平均生根５条以上，根长为１．３６ｃｍ以上，且较
易移栽成活。当ＩＡＡ浓度为１．０ｍｇ／Ｌ、ＩＢＡ浓度为０．６ｍｇ／Ｌ
时，不论生根率、生根数目和成活率都显著高于其他处理，生

根率为９８．０６％，每株生根苗平均生根７．８９条，移栽成活率
高达９２．３８％。因此，较适宜于苹果抗轮纹病砧木 １－１－
１０－８组培苗的生根的培养基为１／２ＭＳ＋ＩＡＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋
ＩＢＡ０．６ｍｇ／Ｌ。

表４　ＩＡＡ与ＩＢＡ浓度对苹果砧木１－１－１０－８组培苗生根的影响

处理编号
ＩＡＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

ＩＢＡ浓度
（ｍｇ／Ｌ）

生根率

（％）
生根数目

（条）

根长

（ｃｍ）
移栽成活率

（％）

１ １．０ ０．３ ９２．６６±０．６４ｂｃ ５．５９±０．５８ｃ １．５２±０．０８ｂ ８８．７５±０．９４ｂ
２ １．０ ０．４ ９５．０５±１．２５ｂ ６．３０±０．３８ｂ １．８０±０．０３ａ ８８．４９±１．２５ｂ
３ １．０ ０．５ ９０．９６±２．３５ｃ ６．４９±０．２７ｂ １．３６±０．０４ｃ ８４．８２±２．４０ｃ
４ １．０ ０．６ ９８．０６±０．１０ａ ７．８９±０．３２ａ １．４０±０．０４ｃ ９２．３８±１．８１ａ

３　讨论与结论

外植体材料接种成活受多种因素的影响［１５－１９］，如材料的

种类、质量、消毒处理时间和启动培养基配方等。褐变和真菌

污染是威胁苹果砧木外植体材料成活的２个最重要的影响因
素，所以外植体材料消毒处理时间应综合考虑两者的影响，使

外植体材料的褐变率和真菌污染率同时控制在较低水平下。

试验证明１－１－１０－８砧木外植体材料最适消毒时间为
１０ｍｉｎ，外植体污染率和褐变率较低，分别为１０％和２５％，外
植体接种成活率高，为６５％。

试验结果表明：抗轮纹病苹果砧木１－１－１０－８的外植
体经ＨｇＣｌ２消毒处理１０ｍｉｎ，外植体褐变率和污染率较低，有
利于外植体材料成活；适宜于１－１－１０－８外植体启动培养
的培养基配方为ＭＳ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ０．０５ｍｇ／Ｌ；适
宜于继代培养的培养基为 ＭＳ＋６－ＢＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＮＡＡ
０．０７５ｍｇ／Ｌ；最适生根培养基为１／２ＭＳ＋ＩＡＡ１．０ｍｇ／Ｌ＋ＩＢＡ
０．６ｍｇ／Ｌ。

试验观察发现，苹果砧木１－１－１０－８外植体材料接种
成活后转至继代培养基中继代苗茎明显变细，但组培苗生长

旺盛，增殖系数较高，组培苗生根和移栽成活不受影响。该现

象可能与材料本身的遗传特性有关，也可能与激素配比有关，

有待进一步证实。
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