湖南省地方标准

《卷丹百合脱毒种苗繁育技术规程》

编制说明

编制单位：湖南省农业环境生态研究所
/湖南省农业科学院药用植物研究中心
湖南农业大学

龙山县百合产业办建设公室

龙山县百合协会

湖南龙山绿叶农产品有限公司
2018年01月21日

编制说明

一、工作简况
1.标准项目的来源

本项目由湖南省农业环境生态研究所2019年12月向湖南省市场监督管理局申请，于2020年3月批准立项，项目起止时间为2020年1月至2020年12月。

近年课题组先后承担了农业部行业科技（公益）专项“重要热带药用植物规范化种植技术研究与示范”、农业部现代种业提升工程—龙山县百合良种繁育基地项目、农业部—百合质量追溯系统项目、农业部现代农业技术体系建设—中药材产业体系湘西综合试验站、农业农村厅—百合种质提升项目、省质量技术监督局地方标准制定项目“药用百合卷丹栽培技术规程”和“药用百合卷丹种苗繁育技术规程”、省农业综合开发办公室技术推广项目“百合种苗快繁及规范化栽培技术的示范推广、省农科院科技创新项目“食用百合品种改良及规范化栽培技术研究”等项目。研究成果逐渐形成了脱毒种苗繁育技术术体系，为了便于推广应用，特制定本标准。
2.起草单位、协作单位

湖南省农业环境生态研究所/湖南省农业科学院药用植物研究中心是该规程编制的主要承担单位，整体负责起草。中国农业科学院蔬菜花卉研究所，湖南农业大学，龙山县百合产业办建设公室，龙山县百合协会等单位均是百合脱毒种球繁育技术研究和示范推广单位，协助起草本标准，并提出了极其宝贵的意见和建议。

3.主要起草人及分工

项目负责人从事卷丹百合脱毒种苗生产研究多年，熟悉卷丹百合脱毒种苗生产的关键技术和环节。项目组成员参与卷丹百合脱毒种苗繁育技术相关研究，并有参加相关标准编制的经历和工作经验，完全能搞好本标准的编制工作。

	表1  项目主要参加单位及人员分工

	序号
	姓名
	工作单位
	专业
	职称
	分工

	1
	龙世平
	湖南省农业环境生态研究所
	植物营养
	副研究员
	标准负责人

	2
	彭斯文
	湖南省农业环境生态研究所
	生物学
	助理研究员
	标准编制

	3
	杨 华
	湖南农业大学
	生命科学
	副教授
	标准编制

	4
	朱校奇
	湖南省农业环境生态研究所
	植物学
	研究员
	技术指导

	5
	郑思乡
	湖南省农业环境生态研究所
	植物学
	研究员
	技术指导

	6
	黄艳宁
	湖南省农业环境生态研究所
	园林园艺
	副研究员
	标准编制

	7
	谢 静
	湖南省农业环境生态研究所
	生物化学
	助理研究员
	数据采集

	8
	陈 山
	湖南省农业环境生态研究所
	土壤学
	助理研究员
	数据采集

	9
	戴艳娇
	湖南省农业环境生态研究所
	栽培学
	助理研究员
	数据采集

	10
	徐 瑞
	湖南省农业环境生态研究所
	植物保护
	助理研究员
	数据采集

	11
	宁文君
	龙山县百合产业建设办公室
	植物学
	副主任
	基地管理

	12
	徐义明
	龙山县百合协会
	农学
	会长
	基地管理

	13
	唐泽华
	湖南龙山绿叶农产品有限公司
	农学
	总经理
	基地管理


二、制定标准的必要性和意义
卷丹Lilium lancifolium百合在龙山县种植百合已有50多年的历史，种植面积约占全国1/5，产量和销量均居全国第一，是龙山县农业支柱产业之一、龙山县农民增收致富的重要经济来源，在脱贫攻坚中发挥非常重要的作用。

由于卷丹百合几百年以来都是通过无性繁殖自留种和连作方式进行扩繁生产，已积累了大量的病毒及真菌性、细菌性病害。为控制日益严重的病虫害，自然要通过过量施用农药和化肥来保障产量，从而产生农药残留和重金属积累超标等一系列食品安全和对土壤生态环境污染风险问题。因此，龙山百合病虫害积累、种性退化所引起的农药残留和重金属超标等一系列食品安全和对土壤生态环境污染风险是现阶段食用百合产业发展的核心重大关键性问题。

而解决这个重大问题的最有效的关键技术途径就是尽快推广应用脱（病）毒百合种球淘汰替代现有带（病）毒的种球。一旦解决了这个核心关键问题，龙山卷丹百合的品质、产量以及经济、社会和生态效益均会有本质性的提高和改善，也彻底摆脱食品安全风险问题，为打造湘西特色优质、高效农产品，培育产业的核心竞争力和保障产业健康稳定发展奠定坚实基础。因此，尽快立项实施百合脱毒原种生产应用及试验示范具有重要的意义。

病毒属于非细胞生物，其繁殖和生存寄生于其它生物细胞中，因而严格的说任何药剂都不能完全解除其危害。植物体内本身携带病毒或感染病毒后，其病毒在体内可以进一步繁殖和侵染。病毒在体内的分布不是均匀的，可以依据病毒本身生物学特性以及在植物体内分布的不均匀性，配合物理、化学方法是可能脱除病毒而获得无病毒植株的。通常利用茎尖或根尖分生组织细胞致密紧实、孔隙狭小病毒颗粒进入扩散困难，配合病毒抑制剂、热击等处理的茎尖或根尖组织培养方式，辅助病毒分子检测技术筛选，从而获得脱毒原原种，并通过组织培养快速繁殖工厂化、规模化生产脱毒原种。

三、主要起草过程

2020年3月，经湖南省市场监督局批准立项后，成立标准编制项目组并编制实施方案。2020年3月至2020年8月，进行资料收集和整理，总结多年的脱毒种苗繁育研究与实践，根据多年的试验数据和推广示范结果，参考相关文献资料，遵循国家标准GB/T1.1-2009标准化工作导则第1部分：标准的结构和编写规则，经项目组讨论修改，于2020年8月形成标准征求意见稿。2020年9月，征求且回收专家意见。根据意见修改标准，于2020年9月形成标准审查稿。2020年10月进行专家会议审查，按照标准审查意见修改形成标准审定稿。2020年12月报湖南省市场监督局审批并发布实施。

标准编制技术路线：前期准备—项目查新—调研项目申报—项目立项—资料采集—数据统计—标准草稿的编写—编写编制说明—征求专家意见—回收专家意见—根据专家意见进行标准修改—形成标准审查稿—专家会议审查—标准再修改—形成标准审定稿—报湖南省市场监督局审批—发布实施。
四、标准编制原则和依据，与现行法律、法规、标准的关系

本规程的编制遵循中华人民共和国国家标准GB/T1.1—2009标准化工作导则 第1部分：标准的结构和编写规则。以满足百合脱毒种苗繁育技术的要求为基础，以实用性和适用性为原则。本标准是湖南省内首个卷丹百合脱毒种苗繁育技术规程。

主要依据：

GB 15569 农业植物调运检疫规程
NY/T 393 绿色食品 农药使用准则
NY/T 394 绿色食品 肥料使用准则
《中药材生产质量管理规范（试行）》
按照相关要求进行编制。

五、主要条款的说明

本标准主要技术内容涵盖了卷丹百合组培苗生产的术语和定义、初代培养、茎尖脱毒、病毒检测、脱毒种苗繁殖、脱毒苗驯化技术、包装与运输、生产档案等内容。
本标准适用于卷丹百合脱毒种苗的生产。根据本标准生产百合脱毒种苗，可提高百合种苗纯净度，减轻百合病虫害，消减连作障碍、提高规范化水平等问题，为百合高品质栽培提高技术指导
本标准数据来自试验和实践经验，同时参考相关文献：
1初代培养
其中启动培养配方的筛选，在MS为基本培养基的基础上以6-BA(0、1.0、2.0、3.0mg/L)、NAA(0、0.5、1.0、1.5mg/L)、设计不同组合，筛选适合启动培养的培养基配方。培养2周内观察污染情况，培养25-30 d后观察外植体的成活及分化情况如表1。最终确定配方为：MS+2.0 mg/L 6-BA+1.0 mg/ L NAA。
	表1启动培养基配方筛选

	编号
	6-BA
	NAA
	接种数
	2周内污染数（个）
	分化数(个)
	长势

	1
	0
	0
	100
	25
	37
	+

	2
	1.0
	0.5
	100
	19
	55
	+

	3
	2.0
	0.5
	100
	23
	67
	++

	4
	2.0
	1.0
	100
	19
	74
	++++

	5
	3.0
	1.0
	100
	18
	63
	+++

	6
	3.0
	1.5
	100
	25
	64
	++

	注：“+”表示长势，“+”越多表示越好


胚性愈伤组织培养基配方的筛选，在MS为基培养基的基础上以6-BA(1.0、2.0、3.0mg/L)、2,4-D(0.5、1.0、1.5、2.0mg/L)培养25-35 d观察胚性愈伤组织诱导情况如表2。最后确定配方为：MS+2.0 mg/L 6-BA +1.0 mg/L 2,4-D
	表2胚性愈伤组织培养配方筛选

	编号
	6-BA
	2,4-D
	接种数
	胚性愈伤组织数（个）
	长势

	1
	1.0
	0.5
	100
	68
	++

	2
	1.0
	1.0
	100
	74
	+++

	3
	2.0
	0.5
	100
	71
	+++

	4
	2.0
	1.0
	100
	89
	++++

	5
	3.0
	1.5
	100
	66
	++

	6
	3.0
	2.0
	100
	61
	++

	    注：“+”表示长势，“+”越多表示越好


2茎尖脱毒

以MS为基本培养基，设计不同浓度的6-BA(0.5、1.0、1.5、2.0mg/L)、NAA(0.1、0.2、0.4mg/L)筛选最适合诱导成苗的培养基。不同诱导成苗培育筛选结果如表3，最佳配方为MS+1.0 mg/L 6-BA+0.2 mg/L NAA。
诱导成苗同时参考专利CN104303997A,《一种基于胚性愈伤特异诱导的百合脱毒方法》进行热处理。脱毒处理后，采用诱导胚性愈伤组织的培养基配方加少量病毒唑进行愈伤培养。经简单病毒唑浓度筛选，确定为：MS+2.0 mg/L 6-BA+1.0 mg/L 2,4-D +病毒唑4-6 mg/L。
	表3 胚性愈伤组织诱导成苗配方筛选

	编号
	6-BA
	NAA
	接种愈伤数
	成苗率（个）
	长势

	1
	0.5
	0.1
	100
	168
	+++

	2
	0.5
	0.2
	100
	124
	++

	3
	1.0
	0.1
	100
	171
	+++

	4
	1.0
	0.2
	100
	239
	++++

	5
	1.0
	0.4
	100
	135
	++

	6
	1.5
	0.2
	100
	166
	+++

	7
	1.5
	0.4
	100
	141
	++

	8
	2.0
	0.2
	100
	156
	+++

	9
	2.0
	0.4
	100
	135
	++

	注：“+”表示长势，“+”越多表示越好


3病毒检测
参考专利ZL200710178692.9《一步三重RT-PCR快速检测百合三种病毒的方法》，按照其方法进行检测。
4脱毒种苗繁殖

增殖培育按照启动培养的配方进行培养，配方为：MS+2.0 mg/L 6-BA+1.0 mg/L NAA，增殖培养后得到分化出的小苗和丛生芽进行鳞茎壮大培养，在MS为基本培养基的基础上以6-BA(0.5、1.0、1.5mg/L)、NAA(0、0.2、0.4mg/L)、蔗糖（3%、4.5%、6%）三个水平为正交试验L9(33)，培养30 d后结果见表4，筛选最适合鳞茎壮大的培养基配方为MS+0.5 mg/L 6-BA+6%蔗糖。
	表4，鳞茎壮大培养配方筛选

	组合
	6-BA(mg/L)
	NAA(mg/L)
	蔗糖(%)
	质量增殖倍数
	苗的生长情况

	1
	0.5
	0
	3.0
	3.6
	++++

	2
	0.5
	0.2
	4.5
	3.4
	+++

	 3
	0.5
	0.4
	6.0
	3.1
	+++

	4
	1.0
	0
	4.5
	3.2
	+++

	5
	1.0
	0.2
	6.0
	2.9
	++

	6
	1.0
	0.4
	3.0
	2.5
	+

	7
	1.5
	0
	6.0
	2.8
	++

	8
	1.5
	0.2
	3.0
	2.6
	++

	9
	1.5
	0.4
	4.5
	2.5
	+

	K1
	3.37
	3.2
	2.9
	
	

	K2
	2.87
	2.97
	3
	
	

	K3
	2.67
	2.7
	3.03
	
	

	R
	0.36
	0.25
	0.07
	
	


生根培养，在1/2MS为基本培养基的基础上以6-BA(0、0.1、0.2mg/L)、NAA(0.5、1.0、1.5mg/L)、设计不同组合如表5，筛选最适合的生根的培养基配方：1/2MS+0.1 mg/L 6-BA+1.0 mg/L NAA。
	表5生根培养基配方筛选

	编号
	6-BA
	2,4-D
	接种数
	生根数（个）
	平均生根条数
	长势

	1
	0
	0.5
	100
	88
	3.2
	+

	2
	0
	1.0
	100
	94
	4.5
	++

	3
	0.1
	0.5
	100
	95
	4.8
	+++

	4
	0.1
	1.0
	100
	100
	6.5
	++++

	5
	0.2
	1.0
	100
	97
	5.6
	+++

	6
	0.2
	1.5
	100
	92
	3.9
	+

	    注：“+”表示长势，“+”越多表示越好


5脱毒苗驯化

在大棚内根据百合的生长特性将已生根的试管苗开盖炼苗2-3 d，把根部培养基洗净后，移栽于消过毒的黄沙、珍珠岩+壤土、泥炭+黄沙+壤土、泥炭+珍珠岩+壤土、泥炭+黄沙5种不同基质上，前10 d用塑料膜覆盖，每天喷洒少量的水以保持湿度，之后逐步打开塑料膜。30d后统计生根率见表6。因此，试管苗移栽最好的基质为泥炭+珍珠岩+壤土(1：1：1)，移栽30d成活率为94%。
	表6 不同基质对移栽成活率的影响

	移栽基质
	移栽苗数（株）
	成活苗数（株）
	成活率（%）

	黄沙
	50
	39
	78

	珍珠岩+壤土(1:1)
	50
	37
	74

	泥炭+黄沙+壤土(1:1:1)
	50
	42
	84

	泥炭+珍珠岩+壤土(1:1:1)
	50
	47
	94

	泥炭+黄沙(1:1)
	50
	44
	88


六、重大意见分歧和处理依据和结果

无
七、作为推荐性标准的建议
建议《卷丹百合脱毒种苗繁育技术规程》作为推荐性标准发布实施

八、贯彻标准的措施建议

建议作为本标准的归口管理单位来组织实施单位，待湖南省市场监督管理局本标准发布实施后，归口单位湖南省农业委员会等部门应组织相关百合种苗生产企业和单位，以及下一级管理单位组织培训，加强标准的宣传推广，定期监督检查和评价。
九、其他应说明的事情

通过本规程的制定及推广应用，使湖南省卷丹百合脱毒种苗生产有规可循，确保卷丹百合脱毒种苗的质量，为卷丹百合脱毒种苗规模化生产，提供技术支撑，其经济、社会和生态效益显著；促进卷丹百合产业健康发展。
参考文献：
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