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　　摘　要:以野生春兰茎尖培养所得根状茎为材料 ,用10、20、30、40Gy 60Coγ-射线进行辐照 ,以

不经辐照为对照。处理材料培养在 1/2MS+NAA 5 mg/ L上进行增殖 ,经 30 d后统计重量及生

长点数 ,同时转入1/2MS+NAA 0.2 mg/L+BA 3 mg/L进行分化培养 ,经 45 d后统计分化出的

苗数。结果表明:随着辐照剂量增大 ,根状茎的增殖特别是新生长点的形成受抑制 ,苗分化均略

有促进 ,但未达显著水平 ,高剂量(>30 Gy)将严重抑制增殖与分化 , 20 Gy 应为春兰根状茎辐照

诱变的最适剂量。EMS处理分别以 0.6%、0.8%浸泡6 h和 8 h ,以磷酸缓冲液浸泡为对照 ,结果

表明 ,处理与对照差异显著 ,随着浓度的增大 ,根状茎的死亡率明显提高 ,0.8%浸泡 6 h与 8 h之

间差异不显著。
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　　春兰是我国兰属植物中分布最广 、最常见 、最受人

们喜爱并且栽培历史最久的一种兰花
[ 1]
。在过去长期

的栽培中 ,由于春兰种子微小 ,胚未分化 ,无胚乳或仅有

少量胚乳 ,在自然条件下极难萌发 ,因此一直沿用分株

法进行无性繁殖 ,变异极少 ,难以获得兼具叶艺、花艺的

优良品种 ,受到技术条件和科学知识的限制 ,长期以来

只是从自然变异中选择出“品种” ,人工育种的研究很

少 ,仅有少数杂交育种的报道及用紫外线 、秋水仙素进

行人工诱变的尝试
[ 2]
。化学诱变是人工获取突变体常

用的手段之一 ,目前化学诱变主要应用于对农作物的处

理 ,再通过多世代对突变体进行选择和鉴定 ,直接或间

接地培育成生产上能利用的农作物品种[ 3] 。观赏植物

上化学诱变应用较多的例子是秋水仙素诱导多倍

体[ 4-5] ,EMS(甲基磺酸乙酯)作为一种新型诱变剂[ 6] ,在

蝴蝶兰的类原球茎上进行了试验[ 7] ,在春兰上的应用尚

未见报道。而核技术农业应用在我国始于20世纪50年

代 ,经历时间虽然不长 ,但在理论研究和生产实践中取

得了一批成果 ,获得了较好的经济效益。利用辐射诱

变 ,培育出符合人们需要的新品种 ,已成为当前观赏植

物育种的一个重要手段 ,我国通过核技术进行观赏植物

诱变育种已育出许多花卉新品种[ 8-15] 。因此 ,对适宜春

兰离体根状茎诱变的 EMS 浓度 、处理时间及60 Co 辐照

剂量进行了研究 ,以期为春兰的人工诱变提供技术支

持。

1　材料和方法
野生春兰通过茎尖培养获得根状茎

[ 1]
,选择生长一

致 ,大小相似的根状茎进行试验。以 4种剂量60 Coγ-射

线进行辐照 ,分别为 10 、20、30 、40 Gy ,剂量率 2.11

Gy/min ,(辐射剂量用硫酸亚铁化学剂量计进行测量)每

处理 10瓶 ,重复2次 ,以不经辐射为对照。以 1/2 MS+

NAA 5 mg/L 为增殖培养基 , 1/2 MS +NAA 0.2

mg/L+BA 3 mg/L为分化培养基 ,各组培养基中蔗糖
浓度均为 2%, pH 为 5.4 ,用 100 mL 锥形瓶分装 ,每瓶

40 mL培养基。培养温度为(25±2)℃,光照 14 h/d ,增

殖培养 30 d后统计培养前后的根状茎数(增殖率=新增

根状茎数/(培养前的根状茎数-死亡根状茎数)×

100%),分化培养于 45 d后统计分化出的苗数。同时用

电子天平称重。求其平均生长速度[平均生长速度=每

瓶绝对增长量/(培养前的重量-死亡根状茎重)×

100%] ,并进行方差分析。经分化培养 180 d后测量其

株高 ,求得平均株高(分化出苗少于 50株时 ,全部测量 ,

大于 50株时 ,随机抽50株测量)。采用的 EMS为美国

SIGMA产品 ,用0.01 mol/ L磷酸缓冲液配制 ,pH 7.0 ,

用前用 0.45 μm 无菌微孔滤膜过滤灭菌。分别配成

0.6%、0.8%的浓度 ,浸泡根状茎6 h和 8 h ,以磷酸缓冲

液浸泡 6 h为对照 ,每处理接种 5瓶 ,重复2次。其余同

辐射诱变处理。
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2　结果与分析
2.1　物理诱变

2.1.1　不同剂量辐照对根状茎增殖的影响　培养 1月

后增重及生长点产生情况汇总成表 1。由表 1可知 ,随

辐照剂量增大 ,根状茎的增重受抑制 ,而各处理对增殖

率均有显著影响 ,经辐照后 ,增殖率呈先下降后上升的

的趋势。高剂量处理后的根状茎表现为较少产生新的

生长点 ,根状茎逐渐转为深绿色 ,不再进行生长 ,并逐渐

死亡 ,统计死亡根状茎条数 ,计算出剂量为 20 Gy时 ,死

亡率为 47%,说明半致死剂量在 20 Gy 附近 ,以致死率

进行方差分析表明各处理间差异达极显著水平(表2)。

　　表 1 辐射处理对春兰根状茎增殖影响情况

　　Table 1 The effect of radiation on rhizome mult iplication of cymbidium goeringii af ter a month

处理剂量

Dose t reatment

/Gy

初始重

Initial weight

/g

原根状茎数

Initial rhizome

number/条

1月后重

Weight after

30 days/g

死亡根状茎数

Died rhizome

number/条

新生根状茎数

New rhizome

number/条

平均生长速度

Average of

growth / %

平均增殖率

Average

proliferous ratio/ %

CK 37.8 324 60.6 10 344 62 110

10 41.9 266 61.9 40 176 56 34

20 41.9 264 44.5 124 42 12 27

30 45.6 256 46.2 228 17 12 61

40 38.9 270 37.3 238 62 -35 94

　　表 2 方差分析表

　　Table 2 Analysis of variance result

差异源

Source

离均差平方和

Variance

自由度

DF

均方

MS
组间均方/组内均方F

P 值

P-value

F 临界值

F crit

组间 12.17478 4 3.043694 133.4565 4.24E-38 2.467494

组内 2.16663 95 0.022807

总计 14.34141 99

　　表 3 辐照春兰根状茎分化情况

　　Table 3 The rhizome dif ferentiat ion result of cymbi idium goeringi i af ter radiat ioln

处理剂量

Dose of

treatment/Gy

初始重

Initial weright

/ g

原根状茎数

G rowing rhizome

/条

培养后重

Weight after

culture/g

成芽数

Number buds

obtained/条

平均生长速度

Average ra te

of growth/ %

平均每克分化芽数

Ave rage number of buds from

each gram rhizome/条

平均株高

Average

height/cm

CK 59.4 658 210.6 994 255 16.73 4.43

10 55.6 302 106.0 663 91 11.92 2.63

20 24.8 178 43.6 170 76 6.85 2.99

30 5.6 45 15.9 22 184 3.93 2.74

40 3.0 62 15.0 5 400 1.67 3.12

2.1.2　不同剂量辐照对根状茎分化的影响　由表 3可

知 ,辐射处理对分化起了抑制作用 ,且随着剂量的加大 ,

抑制作用越明显 ,可能是根状茎受辐射伤害后 ,原来的

细胞大部分死亡 ,存活的细胞经修复后产生的新根状

茎 ,正处于快速增长期 ,影响了分化能力 ,使根状茎分化

出芽的概率急剧下降。调查结果显示 10 Gy 矮化效果

最明显 ,平均株高仅为对照的59%,最高材料仅为5 cm ,

而对照可达10 cm 。

　　表 4 EMS处理对春兰根状茎增殖影响情况

　　Table 4 The effecte of EMS on rhizome multiplication of cymbidium goeringi i af ter a month

处理Treatment

(浓度时间)

初始重

Initial weright

/g

原根状茎数

Initial rhizome

number/条

1月后重

Weight after

30 days/g

死亡根状茎数

Died rhizome

number/条

新生根状茎数

New rhizome

number/条

平均生长速度

Average rate of

growth/ %

平均增殖率

Average proliferous

ratio/ %

0.6%6h 9.5 100 17.7 36 109 135 170

0.8%6h 9.7 100 14.3 49 84 93 165

0.6%8h 9.8 100 17.9 51 124 169 253

0.8%8h 9.6 100 14.4 47 110 94 208

CK 9.0 100 19.2 27 103 155 141

2.2　化学诱变

　　由表 4、5可知 ,EMS处理对根状茎的增重影响较大

(方差分析时 F 值为 2.83 ,置信度为 0.05时 F 值为

2.59),且随浓度加大抑制作用越明显 ,而浓度为 0.8%

时浸泡时间延长2 h ,差异不明显;0.6%的 EMS处理时

间延长 ,根状茎的死亡率明显加大;对新根状茎的产生

则起到促进作用 ,特别时较长时间浸泡处理。浓度为

0.8%的 EMS浸泡处理6 h 、8 h或0.6%浸泡8 h均可使
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根状茎的半数死亡 ,因此认为 ,春兰 EMS 诱变的适宜条 件为 0.8%的EMS浸泡6 ～ 8 h或0.6%浸泡 8 h。

　　表 5 EMS处理对春兰根状茎分化影响情况

　　Table 5 The effect of EMS on rhizome differentiation of Cymbidium goeringi i

处理 Treatment

(浓度时间)

初始重

Initial weright

/ g

原根状茎数

Initial growing point

number/个

培养后重

Weight after

culture/g

成芽数

Number o f buds

obtained/个

平均生长速度

Average rate of

growth/ %

平均每根状茎分化芽数

Average number of buds

f rom each rhizome/个

0.6%6h 14.3 173 17.3 280 21 1.6

0.8%6h 9.5 135 11.8 256 25 1.9

0.6%8h 12.9 173 19.8 330 54 1.9

0.8%8h 9.9 163 14.5 286 46 1.8

CK 16.8 176 19.8 320 18 1.8

　　进一步观察分化情况发现 ,经分化培养重量增加均

不明显 ,8 h EMS浸泡反而促进了重量的增加 ,但对每条

根状茎分化芽数影响不大。

3　讨论
春兰茎尖培养获得原球茎 ,之后部分突起拉长成为

根状茎[ 16] ,根状茎60Co辐射诱变的适宜剂量为 20 Gy ,这

与陈华等人用剑兰 、报岁兰 、四季兰的芽进行试验的结

果较符合[ 17] 。经辐射诱变的根状茎分化出的苗中出现

了 4株叶片边缘白化苗 ,是否属于可遗传变异尚有待进

一步的研究。

　　EMS处理效果不仅与浓度有较大关系 ,也受处理时

间影响 ,所以不同作物上应用浓度差异很大 ,在蝴蝶兰

类原球茎的试验中 ,0.4%EMS处理6 ～ 8 h ,就已接近或

达到接种类圆球茎的半致死剂量(LD50)
[ 7]
,可能是类圆

球茎生长活跃 ,更易于吸收药剂 ,所以耐药性也更差。

长时间浸泡处理反而促进新根状茎的产生 ,可能是因为

药物的致死作用 ,使不连续存活的细胞产生较多的新根

状茎。

包括春兰在内的国兰除在我国拥有数以百万计的

爱好者外 ,在日本 、韩国和东南亚等国家也很受欢迎。

由于野生春兰的过度采挖 ,使得野生资源已越来越稀
少 ,已很难提供丰富多彩的自然变异品种[ 18] ,人工培育

新品种的工作还处于起步阶段 ,种子杂交还有很长的一

段路要走 ,因此人工诱变技术将是春兰育种的有效补
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充。有效的60Co辐射诱变及EMS诱变技术建立将有助

于推动春兰的新品种培育。
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The Method for Radiation and EMS Induced Mutationon

Cymbidiumgoeringii Rhizomes in Vitro
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Abstract:
60
Coγ-Ray radiated on rhizomes of Cymbidium goeringii at four dose , there were 10 , 20 , 30 , 40 Gy.The

rhizomes were proliferated on 1/2MS+NAA5 mg/L for a month.Then they were transferred to differentiation media ,

1/2 MS+NAA 0.2 mg/L+BA 3 mg/L.After 45 days , the weight of rhizomes and buds' number were investigated.

The results showed that low dose of
60
Coγ-Ray(<10 Gy)can promote the multiplication and differentiation , but it s affect

was not salience , high dose (>30 Gy)would restrain the multiplication and differentiation severity on the other hand.

The optimum treatment dose for breading was 20 Gy.On the other hand , rhizomes were dipped in 0.6%, 0.8% ethyl

methanesulfonate(EMS)solution for 6 or 8 hours , then there were t ransferred to medium.The results were compared

with it of phosphate buf fer solution.It revealed that EMS could rest rain its grow th speed , and the mortality was raising

with the increasing of EMS concentration.

Keywords:Cymbidium goeringii;Rhizomes;60Coγ-Ray;Ethyl methanesulfonate
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