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甘蓝型春油菜小孢子培养及加倍技术规范
[bookmark: _Toc97192964][bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc26986530]范围
[bookmark: _Toc26648466][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884212]本文件规定了甘蓝型春油菜小孢子培养术语和定义，以及供体种植条件、供体种植及取样、培养基的配置及灭菌、小孢子培养方法、再生植株加倍等技术内容的操作规范及质量要求。
本文件适用于甘蓝型春油菜区育种时使用。
[bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc97192965][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc26986772]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。
DB63/T 943    甘蓝型油菜主要病虫害防治技术规范
[bookmark: _Toc97192966]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。

小孢子（Micrre）
高等植物花粉形成过程中，由花粉母细胞经过减数分裂产生的单倍体细胞。

胚状体（Embryoid）
通过离体小孢子培养诱导形成的类胚结构。

再生植株（Regenerated plant）
由胚状体发育而成的完整植株。
供体种植条件
供体可种植在大田、温室、人工气候室等场所。大田具备基本的种植土壤及浇灌条件；温室具备供暖、保温、通风、浇灌设备；人工气候室具备精确的控温、控光系统。
供体种植及取样
供体种植
大田
大田供体材料从3月~5月分批播种，每批材料种植间隔15d，水肥统一管理，病虫害防治按DB63/T 943规定进行。
温室
温室从9月中下旬开始种植，温度控制在15℃~25℃，12月中旬开花时，温度控制在8℃~15℃。水肥统一管理，病虫害防治按DB63/T 943规定进行。
人工气候室
人工气候室全年种植，开花时，温度控制在10℃~18℃。昼/夜温度设定为18/10℃。水肥统一管理，病虫害防治按DB63/T 943规定进行。
取样
取材时间
供体植株初花至盛花期取样，选取健康植株的主花序或生长状态较好的分支花序，用冰盒运送至培养基地。  
小孢子发育时期确定
选取大小2.5 mm~3.2 mm的花蕾。通过镜检，选取单核晚期至双核早期的小孢子。
花蕾消毒
用有效氯成分4.5%~5.5%的消毒液（84液），表面消毒15 min，然后用无菌水清洗3次，每次5 min。
用75%的酒精表面消毒1min，再用升汞消毒8~10min，最后用无菌水清洗3次，每次5 min。    
培养基的配置及灭菌
配置
见附录A。
灭菌
抽滤灭菌
NLN-13培养基应抽滤灭菌。先用真空泵和抽滤罐，分别用0.8 m，0.22 m孔径的混合纤维素酯膜（MCE）对培养基进行初步过滤，再通过无菌过滤器和蠕动泵，过滤、分装到无菌容器中，25℃静置24h后使用。
高温高压灭菌
B5-13、B5、MS培养基，应采用高温高压灭菌，121℃，103.4kPa，20min。
小孢子培养方法
小孢子提取
步骤如下：
0. 将表面清洗消毒后的花蕾放置于离心管中，加入30mL~40mL B5-13分离洗脱培养基，用玻璃棒研磨使花粉散出。
将花粉悬浮液倒入过滤器（小漏斗和300目尼龙纱网组成），滤入50ml离心管。
800~1000 rpm/min，离心4min，弃上清液，再加入30mL~40mL B5-13洗脱液，重复洗脱至少2次。
胚诱导培养
步骤如下：
0. 用NLN-13培养基将收集到小孢子进行稀释，并分装到9 cm培养皿中，每皿15mL~20mL，用封口膜封口。
32℃黑暗热激培养48h，然后静置在25℃恒温条件下进行暗培养。
10~12d左右肉眼可见胚状体形成，移至50 rpm/min、25℃恒温摇床上继续进行振荡暗培养。
胚状体冷处理
将发育至5mm~10mm的子叶型胚放置在4℃条件下，处理20d。
再生植株的诱导培养
将经过低温处理的子叶型胚接种在B5固体培养基上，于25℃，16 h光/8 h暗，2000 LUX光强条件下培养。
再生植株的继代培养
切取胚状体上的再生植株的生长点，接种在MS固体培养基上继代培养。
再生植株加倍
土壤基质
再生苗移植前施肥，平均每亩施有机肥160.00kg/667m2。
栽培及壮苗
再生苗在MS培养基上生长30d后，可移栽到温室土壤中。移栽初期需要用遮阴网和透明塑料杯遮光、保湿。练苗15d后，揭开遮阴网和杯子，使其在自然光照下生长。单倍体植株长出3~5片新叶时，进行染色体加倍。
单倍体苗加倍
将植株挖出，洗净根部泥土，在浓度0.3%的秋水仙碱溶液中，浸根7h。然后，将植株根部残留的秋水仙碱用流水冲洗干净，重新栽种到土壤中，灌透水，并遮光、缓苗。
施肥管理
缓苗15d后，取开遮阴网，松土、除草、去黄叶、死叶，并追施尿素3.00kg/667m2。开花后，及时拔除未能加倍的植株，再追施尿素4.00kg/667m2，加倍正常植株套袋留种。
病虫害防治
主要病害为白粉病，虫害为小菜蛾和蚜虫，防治方法按DB63/T 943执行。



[bookmark: BookMark5]


（规范性）
培养基配方
培养基配方见表A.1
培养基配方表
	名称
	药品用量g/L
	蔗糖用量g/L
	琼脂用量g/L
	PH值

	B5-13培养基
	3.21
	130.00
	0.00
	5.8~6.0

	NLN-13培养基
	1.77
	130.00
	0.00
	

	B5固体培养基
	3.21
	20.00
	12.00
	

	MS固体培养基
	4.43
	30.00
	12.00
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