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[bookmark: _Toc3992][bookmark: BookMark2]前言
本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。
请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
本文件由厦门市农业农村局提出。
本文件由厦门市两岸农产品流通标准化技术委员会（SAXM/TC 10）归口。
本文件起草单位：
本文件主要起草人：
[bookmark: BookMark4]

金线莲组织培养育苗技术规程
[bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc2719][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc181372207][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc97191423][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc24884211]范围
[bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc26648466][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc17233326]本文件规定了金线莲组织培养育苗技术规程的术语和定义、组培育苗、组培苗炼苗与组培苗移栽。
[bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc97191424][bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc181372208][bookmark: _Toc26986772]本文件适用于两岸地区金线莲组织培养育苗生产。
[bookmark: _Toc6580]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB 3095  环境空气质量标准
GB 5084  农田灌溉水质标准
GB/T 8321（所有部分） 农药合理使用准则
GB 15618  土壤环境质量标准 农用地土壤污染风险管控标准（试行）
[bookmark: _Toc181372209][bookmark: _Toc97191425][bookmark: _Toc15143]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。
金线莲  Anoectochilus roxburghii (Wall.) Lindl.
[bookmark: _GoBack]为兰科开唇兰属陆生植物，别名金线兰、鸟人参、金线草、金草等，产于福建、台湾、浙江、江西以及两广地区等，全草民间作药用。本标准适用于兰科开唇兰属（Anoectochilus）下的花叶开唇兰（Anoectochilus roxburghii，也称福建金线莲）和台湾开唇兰（Anoectochilus formosanus，也称台湾金线莲、台湾银线莲）品种，二者是福建和台湾两地的主栽品种。
3.2  外植体
植物组织培养中的离体材料，包括器官（根、茎、叶、花、果实、种子等）、组织（表皮、胚乳等）或细胞（孢子、体细胞等）及原生质体等。
3.3  原球茎
兰花种子萌发过程中的一种形态学结构，其种子萌发时，幼胚膨大，种皮破裂，形成的肉眼可见的浅黄色球形或椭球形原胚，即为原球茎；若干原球茎抱团或增殖，可形成原球茎丛，可分割成若干小块。
3.4  类原球茎
利用兰科植物除种子外的其它器官或组织，在组培条件下诱导产生的类似原球茎的组织结构，即类原球茎或拟原球茎；若干类原球茎抱团或增殖，可形成类原球茎丛，可分割成若干小块。
3.5  不定芽
由于环境因素或植物体内在生理刺激影响，从根、茎节间、叶或离体培养的外植体愈伤组织上等非生殖器官形成的芽，称为不定芽。
3.6  丛生芽
由植物器官或愈伤组织发育出来的群体丛生芽苗。
[bookmark: _Toc15656]组培育苗
蒴果无菌播种繁育
蒴果消毒处理
金线莲成熟蒴果先用清水冲洗表面灰尘，然后在1％洗衣粉液完全浸泡10 min，流水冲洗30 min，晾干表面水渍。
在超净工作台上，用75％酒精全面浸泡蒴果30 s，用无菌水冲洗3次。
在0.1％HgCl2溶液中浸泡8 min，用无菌水冲洗3次。
将蒴果置于无菌盘中晾干表面水分，或用无菌滤纸吸干表面水分，用无菌镊子夹住蒴果一端，用无菌解剖刀或解剖剪在蒴果另一端剪开小口，确保内部种子可以抖落出来。
剪开的蒴果小口对准带有萌发培养基的组培瓶口，将种子悬空抖落播于萌发培养基上。萌发培养基的基本培养基为MS，激素和添加物配方见附录A。
初代培养
播种后的培养瓶移入培养室进行初代培养，前期暗培养15 d后，转入灯下培养，光照强度30-40 μmol/m2/s，光照周期8-12 h/d，培养温度25±2 ℃，培养湿度30%-60%，30 d后种子开始膨大、转绿、萌发，逐渐获得原球茎，待种子萌发超过90%后，即可转入增殖培养基中。
原球茎增殖培养
将初代培养出的原球茎切成1.0×1.0 cm小块，转接到增殖培养基中，增殖培养基的基本培养基为MS，激素和添加物配方见附录A。培养条件为光照强度40-60 μmol/m2/s，光照周期8-12 h/d，培养温度25±2 ℃，培养湿度30%-60%，30 d后，能逐渐增殖出新的丛生原球茎，如此再分切、转接，可对原球茎不断增殖。
分化培养
丛生原球茎移入分化培养基中，分化培养基的基本培养基为MS，激素和添加物配方见附录A。培养条件为光照强度40-60 μmol/m2/s，光照周期8-12 h/d，培养温度25±2 ℃，培养湿度30%-60%，30 d后，可分化出丛生状的带根、茎、叶的丛生芽。
壮苗生根培养
经分化培养后，选择植株完整、生长健壮、苗高2 cm以上的芽苗，转接至壮苗生根培养基中，壮苗生根培养基的基本培养基为MS，激素和添加物配方见附录A。培养条件为光照强度40-60 μmol/m2/s，光照周期8-12 h/d，培养温度25±2 ℃，培养湿度30%-60%，60 d左右可长出2-3 cm根系。
茎段组培繁育
外植体消毒处理
选择生长健壮、无病虫害的金线莲植株，用清水冲洗干净表面灰尘杂质，剪去叶片、叶苞鞘、根，保留茎部，用1%洗衣粉液完全浸泡10 min，流水冲洗60 min。
在超净工作台上，用75％酒精全面浸泡20 s，用无菌水冲洗3次。
在0.1％HgCl2溶液中浸泡10 min，用无菌水冲洗3次。
将茎部置于无菌盘中晾干表面水分，或用无菌滤纸吸干表面水分，用无菌解剖刀或解剖剪将茎切成1 cm带节的茎段备用。
无菌瓶苗可以直接在超净工作台中取出，剪去叶片、叶苞鞘、根，切成1 cm带节的茎段备用。
类原球茎或不定芽诱导培养
将备用的外植体茎段或无菌瓶苗茎段，接种于类原球茎或不定芽诱导培养基中，类原球茎或不定芽诱导培养基的基本培养基为MS，激素和添加物配方见附录A。前期暗培养15 d后，转入灯下培养，光照强度40-60 μmol/m2/s，光照周期8-12 h/d，培养温度25±2 ℃，培养湿度30%-60%，50-60 d后，可逐渐形成大量类原球茎或不定芽。
类原球茎或不定芽增殖培养
类原球茎切成1.0×1.0 cm小块，或不定芽切成1.0-1.5 cm芽段，接种于增殖培养基中，增殖培养基的基本培养基为MS，激素和添加物配方见附录A。培养条件为光照强度40-60 μmol/m2/s，光照周期8-12 h/d，培养温度25±2 ℃，培养湿度30%-60%，30 d后可增殖培养出丛生类原球茎或增殖不定芽，经分切、转接，可继代增殖。
分化培养
丛生类原球茎移入分化培养基中，分化培养基的基本培养基为MS，激素和添加物配方见附录A。培养条件为光照强度40-60 μmol/m2/s，光照周期8-12 h/d，培养温度25±2 ℃，培养湿度30%-60%，30 d后，可分化出丛生状的带根、茎、叶的丛生芽。
不定芽移入分化培养基中，分化培养基的基本培养基为MS，激素和添加物配方见附录A。培养条件为光照强度40-60 μmol/m2/s，光照周期8-12 h/d，培养温度25±2 ℃，培养湿度30%-60%，30 d后，可分化出丛生状的带根、茎、叶的丛生芽。
壮苗生根培养
应符合4.1.5的相关要求。
[bookmark: _Toc19654]组培苗炼苗
选择生长健壮、无污染、无腐败、无病害、叶色正常并展开、株高≥7 cm、根数≥3的组培瓶苗，移至与栽培环境相近的炼苗大棚进行炼苗。大棚配双层80％的遮荫网，保持自然散射光，并随着炼苗时间增加逐步提高光照度，环境温度18 ℃ - 28 ℃，环境湿度30％-60％，炼苗时间7-14 d。
[bookmark: _Toc17147]组培苗移栽
移栽的环境空气质量应符合GB 3095。
灌溉水应符合GB 5084。
土壤环境质量应符合GB 15618。
炼苗后的瓶苗，打开瓶盖，往组培瓶中注水，轻轻抖碎培养基，然后将金线莲苗挑出，也可以将瓶子敲碎，直接取苗，用清水将根部稍微清洗干净即可；剔除根茎叶有创伤、断根和弱小的组培苗，装至铺垫湿毛巾或湿布的塑料筐内。将清洗好的苗置于杀菌溶液中2 – 3 min。杀菌液应符合GB/T 8321的规定。取出晾干水分，然后栽植于带有基质的育苗托盘上。
移栽时，行株距宜2 cm×2 cm，在基质中挖开适度空穴，放入金线莲组培苗，种植深度以第一条气生根根尖刚好触及基质为佳，轻轻压实基质，栽后浇足定根水，作好遮荫与保湿，光照强度1800-6000 lx，温度10 ℃ - 28 ℃，空气湿度55% - 80%，种植4 - 6个月后，即可采收。
[bookmark: BookMark8][image: ]


[bookmark: _Toc32609]附录A
（资料性）

金线莲组织培养育苗各组培阶段培养基激素和添加物推荐配方见表A.1的。

表A.1 金线莲组织培养育苗各组培阶段培养基激素和添加物推荐配方
	组培阶段
	培养基主要激素和添加物配方
	使用方法

	初代培养
	NAA（萘乙酸）
	0.1mg/L -1.0mg/L
	配制母液

	类原球茎或不定芽诱导培养
	NAA（萘乙酸）
	0.05mg/L -0.1mg/L
	配制母液

	
	6BA（6-苄氨基嘌呤）
	0.1mg/L -0.5mg/L
	配制母液

	增殖培养
	NAA（萘乙酸）
	0.05mg/L -0.1mg/L
	配制母液

	
	6BA（6-苄氨基嘌呤）
	0.1mg/L -0.5mg/L
	配制母液

	
	香蕉
	50g/L -100g/L
	去皮打浆

	分化培养
	NAA（萘乙酸）
	0.05mg/L -0.1mg/L
	配制母液

	
	6BA（6-苄氨基嘌呤）
	0.05mg/L -0.1mg/L
	配制母液

	
	香蕉
	50g/L -100g/L
	去皮打浆

	壮苗生根培养
	NAA（萘乙酸）
	0.05mg/L -0.1mg/L
	配制母液

	
	IBA（6-苄氨基嘌呤）
	0.05mg/L -0.1mg/L
	配制母液

	
	香蕉
	100g/L -150g/L
	去皮打浆
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