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前    言

本标准依据GB/T 1.1—2009《标准化工作导则》规则起草。

本标准由黑龙江省林业厅提出并归口。
本标准起草单位：黑龙江省林业科学研究所、黑龙江省林业监测规划院。
本标准主要起草人：田新华、李京、周伟政、张建瑛、翁海龙、姜天瑞、苗兴芬、石艳丽、李艳霞、吕跃东、李正华、邢亚娟、王子奕、孙长颖、金术、尹德林。
红豆越橘组培快繁育苗技术规程
1  范围

本标准规定了红豆越橘[Vaccinium uitis-idaea L.]组培快繁技术的术语与定义，外植体灭菌、诱导培养、增殖继代培养、炼苗、嫩枝扦插。
本标准适用于红豆越橘苗木的培育。
2  规范性引用文件 
下列文件对于本文件的应用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。凡是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 6000 主要造林树种苗木质量分级
GB/T 6001 育苗技术规程

GB/T 16620 林木育种及种子管理术语
3  术语定义

下列术语和定义适用于本标准。

3.1  
红豆越橘

别名红豆，杜鹃花科越橘属植物，多年生落叶小灌木，果实为红色小浆果。

3.2  
植物组织培养

在无菌条件下，将离体的植物器官、组织、细胞或原生质体等，培养在人工培养基和人工控制的环境中，使其再生新植株的过程和技术（参见GB/T 16620）。
3.3  
外植体

用于植物组织培养的离体植物器官、组织、细胞以及原生质体等。

3.4  
培养基

根据植物营养原理与植物组织培养的要求人工配制的营养基质。

3.5  
植物生长物质

调节植物生长发育的物质，包括植物激素和植物生长调节剂。常用的植物生长物质有生长素类似物吲哚丁酸（IBA）、6-苄氨基腺嘌呤（6-BA）、萘乙酸（NAA）、玉米素（ZT）等。

3.6  
外植体灭菌

将外植体表面的微生物彻底杀死并尽可能少伤害外植体组织和表层细胞的过程。
3.7  
接种

将灭菌后的外植体在无菌条件下接入培养容器内的培养基中的过程。

3.8  
诱导培养

将灭菌后的外植体接种到诱导组织、器官等的培养基中进行培养的过程。

3.9  
继代增殖培养

培养过程中将培养材料周期性地分株、分割后，转接入新鲜培养基中继续扩大培养的过程。
3.10  
嫩枝扦插

在植物生长期利用半木质化的带叶嫩枝作插穗进行扦插育苗的方法。
4   设备配置
4.1 灭菌设备

高压蒸汽灭菌锅、紫外灯。

4.2  接种设备

超净工作台、枪式镊子、眼科用解剖剪、解剖刀、酒精灯等。

4.3  培养设备

培养容器瓶（罐头瓶）、培养架、空调、照明灯管。

4.4  实验设备

电子天平（0.01mg）、冰箱、pH 5.0～7.0精密试纸、酸度计、温湿度表、照度计、烧杯、试剂瓶、量筒、容量瓶、移液枪等。
5   环境和设备消毒

5.1  接种室消毒

接种前用紫外灯照射30min，每周用高锰酸钾及甲醛混合薰蒸。

5.2  培养室消毒

每周用高锰酸钾及甲醛混合薰蒸。 

5.3  超净工作台的消毒

接种前用紫外灯照射30min，并用70％酒精擦拭台面，定期清洗超净工作台过滤膜。

5.4  接种器具的消毒

使用前将枪式镊子、解剖剪、培养皿、解剖刀进行高温蒸汽消毒；接种过程中采用酒精灯灼烧消毒。

6  培养基制备

6.1  母液配制

参见（附件A），将母液保存在4℃的冰箱里。
6.2  培养基配制
在940mL蒸馏水中加入琼脂粉（6.0g）、蔗糖（25g）和各类母液煮沸，用0.1mol/L HCl或0.1mol/L NaOH溶液调节pH值至5.8，定量分装至培养瓶中并封口，制成培养基，备用。
6.3  培养基灭菌

采用高压蒸汽灭菌，在压力0.105MPa、温度121℃条件下灭菌20min。锅内的灭菌物以不超过锅的容量3/4为宜。
6.4  培养基保存

灭菌后的培养基放入接种室，常温条件下7d内使用，2℃～4℃条件下14d内使用。培养基应保存于洁净环境中，注意避光和防尘。
7  外植体接种

7.1  外植体的选择

选择生长健壮、无病的植株作为采样母株，剪取母树下部的半木质化的茎段作为外植体，采样时间宜选择晴天或露水干后采集。
7.2  外植体灭菌

先将外植体用洗涤剂作表面清洗，再将外植体用流水冲洗30min后，将外植体放入消毒瓶中。把装有外植体的消毒瓶放入超净工作台，打开消毒瓶倒入0.1%升汞并摇晃，浸泡消毒3min，倒去升汞，用无菌水冲洗5次；然后用无菌水浸泡40min，用无菌滤纸吸干外植体表面的水分。
7.3  外植体接种

将培养瓶的封口膜取下，将培养瓶口在酒精灯外焰上旋转灼烧消毒。将枪式镊子在酒精灯上灼烧消毒并冷却后，将表面消毒后的外植体用手术剪刀剪去两端，剪取长约1.0cm左右的带有单个腋芽的茎段接种于培养基中，每个培养瓶放3个外植体，接种后盖上封口膜，并标注日期。

7.4  诱导培养

将外植体接种到诱导培养基中，诱导培养基选用：培养基+ZT 0.5 mg/L，培养35d后进行继代增殖培养。

7.5  继代增殖培养

外植体经诱导培养生成丛生芽，转接至增殖培养基中继代培养，继代增殖培养基可选用：培养基+6-BA 1.0 mg/L+ZT 0.5 mg/L，培养50d后再进行继代增殖培养。

7.6  组培苗培养条件

培养室的温度控制在23±2℃，相对空气湿度控制在70%～80%，光照强度为2000 Lux～3000Lux，光照时间为12h/d。
8  炼苗与扦插
8.1  炼苗标准

当组培苗高2.0cm～3.0cm，分化数达到3倍以上即可进行炼苗处理。
8.2  组培苗驯化

将培养瓶移到日光温室中，在自然散射光下炼苗，喷水降温，温度控制在20℃～25℃。封口炼苗1d～2d。然后打开瓶口，注入超过培养基表面0.5cm高的水，温度控制在20℃～25℃，2d～4d后可进行扦插。

8.3  嫩枝扦插

8.3.1  苔藓的处理

采用苔藓作为诱导瓶外生根基质，移栽前一周将苔藓浸泡在高锰酸钾饱和溶液消毒30min，然后清水反复冲洗至流水无色，装在塑料方盘中备用。
8.3.2  基质的制备

     夏季采用草炭、干松针与硫磺粉（250:50:1）混合，加水搅拌均匀，夏季堆放在室外，加盖塑料布，期间检测堆体温度、含水率，定时通风、加水，使堆体保持温度35℃～45℃，堆体含水率70%左右，沤腐发酵，pH值达到5.0～5.8 即可使用。将混合基质装入规格为10cm×10cm营养钵中，基质厚度应不小于8cm。
8.3.3  组培苗瓶外生根诱导
取出组培苗，洗去培养基，基部速蘸0.5%高锰酸钾溶液，然后浸蘸浓度为1000mg/kg生根粉30s，移栽至经消毒处理过的苔藓中。可搭架1m×1m 拱棚，没有温湿度控制的温室可覆盖塑料布，拱棚内利用小型雾化器加湿，适时通风、喷水，保持空气相对湿度80%～90%，温度控制在20℃～25℃。以8～9月份诱导生根为宜，苗木培养25天苗木新芽基部产生红色根系。

在苔藓基质中培养的苗木生根后逐渐撤去覆盖的塑料布，空气相对湿度保持在60%左右，培养50天后转移到装有混合基质的营养钵中。
8.3.4  移栽苗管理

育苗期保持育苗基质见干见湿，育苗水分管理按照GB/T 6001进行。温室空气湿度应保持60%左右，温度应在20℃～25℃。
9   档案管理
   建立红豆越橘组培快繁育苗技术档案。档案分类编码，归卷建卡，便于查阅。
（规范性附录）
培养基母液成分表（见表A.1）
表A.1 培养基母液成分表

	母液成分
	母液浓度（mg/L）
	母液质量（g）
	稀释倍数

	NH4NO3
	400
	20.0
	50

	KNO3
	190
	9.5
	

	KH2PO4
	170
	8.5
	

	MgSO4·7H2O
	370
	18.5
	

	Ca(NO3)2·2H2O
	684
	34.2
	

	ZnSO4·7H2O
	8.6
	0.86
	100

	MnSO4·4H2O
	22.5
	2.25
	

	H3BO3
	6.2
	0.62
	

	Na2MoO4·2H2O
	0.25
	0.025
	

	CuSO4·5H2O
	0.025
	0.0025
	

	Na2～EDTA
	37.3
	1.865
	50

	C10H13FeN2NaO8
	73.4
	3.67
	

	肌醇
	100
	10
	100

	甘氨酸
	2
	0.2
	

	VB1
	0.1
	0.01
	

	VB6
	0.5
	0.05
	

	烟酸
	0.5
	0.05
	


植物生长调节剂配制表（见表A.2）

表A.2  植物生长调节剂配制表
	植物生长调节物质
	配置浓度(mg/mL)
	药品质量(mg)
	蒸馏水质量(mL)
	备注

	6-BA
	0.5
	50
	100
	0.1mol/LNaOH助溶

	ZT
	0.5
	50
	100
	95%酒精助溶

	ABT
	1.0
	100
	100
	95%酒精助溶
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