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积雪草组培苗生产技术规程
[bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc97192964][bookmark: _Toc17233333]范围
[bookmark: _Toc26648466][bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc97192965][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc26986772]本文件界定了积雪草（Centella asiatica (L.) Urb）组培苗生产技术涉及的术语和定义，规定了外植体采集和处理、初代培养、继代培养、生根培养、炼苗移栽、栽培管理、苗木出圃等技术和档案管理要求。
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。
[bookmark: _Toc97192966]GB 15569  农业植物调运检疫规程
NY/T 2306 花卉种苗组培快繁技术规程
[bookmark: BookMark5]3 术语和定义
3.1 
积雪草 Centella asiatica
为伞形科积雪草属草本植物。
3.2 
     组培苗   plantlet
     利用植物离体的器官、组织、细胞以及原生质体，通过植物组织培养技术获得的完整植株。
3.3  
初代诱导培养 primary induction culture
将灭菌后的外植体进行最初培养，并诱导形成芽、愈伤组织等过程。
3.4
   继代增殖培养  subculture propagation
将初代诱导培养产生的丛生芽、愈伤组织重新分割，接种到新鲜培养基上进一步扩大培养的过程。
3.5 
   生根培养  rooting culture
将无菌芽接种到生根培养基上，诱导生根形成完整植株的过程。
3.6 
   炼苗移栽  hardening and transplanting
   将生根后的完整植株转移到移栽基质中培养，生长成可供大田栽培种植的过程。
4   组织培养
4.1   培养基
 各阶段的培养基配方参见附录A。 
4.2 培养条件 
培养温度为25 ℃～28 ℃，光照强度为1 500 lx～2 500 lx，光照时间为12 h/d。 
4.3 培养时间 
初代培养7 d～10 d，继代增殖培养20 d，生根培养20 d～30 d。
4.4 外植体 
4.4.1 选择 
无病虫害、健壮匍匐茎中的带腋芽茎段和嫩绿叶片。
4.4.2 预处理 
将茎段剪成 1~2 cm 的带腋芽小茎段，然后将叶片和茎段分别放入装有洗洁精的培养瓶中浸泡 6~8 min，后将其置于自来水下用细流水冲洗 10 min～30 min 左右，直至将泡沫充分洗净。
 4.4.3 灭菌 
在超净工作台上，先用体积分数为 75%的酒精进行表面消毒，茎段、叶片酒精消毒时间均为 30 s，再用无菌水冲洗3～5次；最后用0.1％氯化汞溶液浸泡，茎段浸泡8 min～10 min， 叶片浸泡6 min～8 min，无菌水冲洗3～5次。
4.5 初代诱导培养
   在接种盘内将茎段的两边末端部分组织剪去，叶片在背面划痕并切成 1 cm 左右小方块状，供接种用，初代诱导培养基配方参见附录A中的A.1。
4.6 继代增殖培养
   将从茎段和叶片诱导得到的不定芽切取下来，以单芽形式接入增殖培养基中，芽间距以1 cm～2 cm为宜。继代增殖培养基配方参见附录A中的A.2。
4.7 壮苗培养
   选择具有1节以上匍匐茎的不定芽，以单芽形式接入壮苗培养基中，芽间距以1.5 cm～2 cm为宜。壮苗 培养基配方参见附录A中的A.3。
 4.8 生根培养 
将经过壮苗培养的、具有2节以上匍匐茎的不定芽以单芽形式接入生根培养基中，芽间距以1.5 cm～2 cm为宜。生根培养基配方参见附录A中的A.4。 
4.9 炼苗 
将生长健壮、生根良好、具有2节以上匍匐茎的组培苗，带瓶放置温室中7 d～10 d，然后开盖炼苗 2 d ～3 d 让其适应外界环境，炼苗期间加点自来水让其保持湿润状态。
5 组培苗移栽 
5.1 基质 
选用纤维度为0.1 mm～10 mm的泥炭土、粒径为1 mm～3 mm的珍珠岩，按体积比2:1混合均匀。在定植前1 d～2 d用0.3％～0.5％高锰酸钾溶液喷洒消毒。 
5.2 移栽 
将组培苗取出，洗去根部培养基，用800～1000倍多菌灵溶液浸泡5 min～10 min，在阴凉处晾置5 min～10 min。每个营养杯种植1株，填充基质，浇透定根水。 
5.3 移栽后管理 
5.3.1 环境条件 
环境温度22 ℃～28 ℃，空气相对湿度70％～80％，光照范围为1 500 lx～3 000 lx。 
5.3.2 病害预防 
每30 d用50％多菌灵可湿性粉剂1 000～1 500倍液喷雾预防病害。 
6 种苗质量 
6.1 瓶苗 
植株完整，生长健壮，匍匐茎2～3节，根10条以上，无污染。
 6.2 移栽苗 
植株完整，生长健壮，匍匐茎2～3节以上，根系充满营养杯盘孔，能轻易拔出且基质不散，无病虫害。苗木检疫按照GB 15569的规定执行。
7 包装、标签和运输 
参照NY/T 2306的规定执行。
8 档案管理 
建立组培苗繁育档案，档案资料包括初代诱导时间、继代增殖增殖培养时间、增殖代数、壮苗时间、生根时间、炼苗时间、移栽时间、移栽苗出圃时间、病虫害的发生和防治等。技术档案应有专人记载，并妥善保存至该批种苗销售后的两年以上。















附录 A 
（资料性） 
培养基配方
A.1 初代诱导培养基配方  
茎段初代诱导配方
[bookmark: OLE_LINK7]MS 培养基+ 1.0 mg/L 6-BA + 0.5 mg/L KT + 0.1 mg/L NAA+25 g/L蔗糖+5 g/L琼脂
叶片初代诱导配方
MS培养基 + 1.5 mg/L TDZ + 0.5 mg/L NAA+30 g/L蔗糖+5.0 g/L琼脂
A.2 继代增殖培养基配方 
MS培养基+ 0.3 mg/L 6-BA + 0.2 mg/L TDZ+25 g/L蔗糖+5.0 g/L琼脂
A.3 壮苗培养基配方 
1/2 MS + 0.1 mg/L 6-BA + 0.5 mg/L NAA+25 g/L蔗糖+5.0 g/L琼脂+ 0.5 g/L活性炭 
A.4 生根培养基配方 
1/2 MS + 0.05 mg/L 6-BA + 0.8 mg/L NAA+25 g/L蔗糖+5.0 g/L琼脂+ 0.5 g/L活性炭
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