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辣椒开放式花药培养技术规程

1  范围

本文件规定了辣椒开放式花药培养的术语与定义、试剂和设备、培养基的配制、花药培养技术操作规程。

本文件适用于辣椒花药开放式培养技术。
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，仅所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。  
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3　术语与定义

下列术语与定义适用于本文件。

3.1 花药开放式培养

指通过往培养基中添加抗生素，能在室内条件下，剥取辣椒离体花蕾中花药，并将花药接种至培养基中进行培养的一种组织培养方式。
3.2 胚状体

   指辣椒花药离体培养过程中，花药中小孢子经过胚胎发生和发育过程，形成与合子胚相似的结构。胚状体进一步培养可形成完整植株。

3.3 单倍体植株

由辣椒花药中小孢子发育获得的，具有配子染色体的再生植株。
3.4 双单倍体植株

对辣椒单倍体植株生长点进行秋水仙素加倍处理后获得的二倍体植株。
4  试剂和设备

4.1　试剂
所有试剂等级均为分析纯，见表1。

表1　辣椒开放式花药培养所需试剂

	试剂
	名称

	无机试剂
	次氯酸钠、氢氧化钠、盐酸、硝酸铵、硝酸钾、氯化钙、七水硫酸镁、磷酸二氢钾、碘化钾、硼酸、四水硫酸锰、七水硫酸锌、钼酸钠、氯化钴、硫酸亚铁、EDTA二钠盐

	有机试剂
	酒精、肌醇、烟酸、盐酸吡哆醇、盐酸硫胺素、甘氨酸、叶酸、生物素、谷氨酰胺、丝氨酸、脯氨酸

	植物生长调节剂
	a-萘乙酸、激动素

	抗生素
	百菌清、链霉素

	其他
	琼脂粉、蔗糖、活性炭


4.2　仪器设备

超纯水仪、电子分析天平（精确度：0.0001 g）、pH计（或pH试纸）、刻度容量瓶（量程100 mL、500 mL）、移液枪（量程分别为100 µL、1 mL、10 mL）、低温冷藏冰箱（温度范围：0～10℃）、高压蒸汽灭菌锅。
培养基的配制

5.1 培养基类型

培养基包括胚状体诱导培养基、幼苗分化培养基两种，其配方见附录A。

5.2 消毒

培养基配制后调pH值为5.8～6.0，然后置于高压灭菌锅中121℃，1.05 kg/cm2条件下灭菌15 min。植物生长调节剂及抗生素在培养基经高温灭菌，冷却至60℃左右再加入。
6　培养前准备
6.1　花蕾采集和低温预处理 

于现蕾期，选择生长势好、无病虫害的辣椒植株，采集花萼与花瓣齐平或花萼微露出花瓣的花蕾（此阶段小孢子处于单核靠边期，易诱导胚状体产生），放入自封口袋或离心管中，置于冰箱中4℃低温预处理48 h。

6.2　花蕾消毒

取花蕾，左手捏住花蕾底部花柄，右手用尖头镊子绕离花蕾顶端约3/4处轻轻划圈，剥去花蕾顶部的花萼，露出青绿色花瓣。将花蕾置于5%（V/V）的次氯酸钠溶液中消毒10 min，弃次氯酸钠溶液，无菌水冲洗 2～3 遍，用镊子将花蕾夹入垫有双层无菌滤纸的培养皿中，吸干花蕾表面水分，用于花药接种。

6.3　花药接种

选择普通实验室作为接种室，接种前先用紫外线灯照射房间30 min，75%酒精擦拭双手和试验台面。取镊子，置于酒精灯火焰外焰上来回移动，灼烧镊子30 s左右。待镊子冷却后，用尖端微微挑开花瓣，再徒手轻轻挤压花瓣，使花药自然脱落于培养基表面。接种后盖好培养皿盖子，用封口膜将培养皿封口，在培养皿盖上用记号笔注明接种花药的辣椒品种名称和接种日期。由于采用的培养方式为开放式培养，为防止微生物侵染，花药接种后每隔15 d时须转接至新配制的同成分培养基上培养。
7　花药培养
将接种后的培养皿置于恒温培养箱中，35℃黑暗条件下培养8 d，之后再将温度调至25℃继续黑暗培养，直至有白色胚状体产生。培养过程中不定时观察培养皿中花药染菌情况，如发现有染菌的花药，立即取出该培养皿，用灼烧后冷却的镊子将未染菌的花药取出，接种于新的培养基表面。

8　胚状体分化成苗

取出花药，用无菌镊子轻轻剥离白色胚状体，转接至无激素的MS培养基中进一步培养至分化成苗。此阶段培养条件为：有光照时温度为25 ± 0.5℃，无光照时温度为20 ± 0.5℃，光照强度为3 000 lx，光照时间为16 h/d。

9　再生苗炼苗与移栽

将生长至6叶期的再生苗从培养基中取出，用约20℃的清水轻轻清洗幼苗根部，去除根部培养基。将幼苗移入经180℃高温消毒1 h的基质（基质中蛭石、珍珠岩和草炭体积比为 6 : 3 : 2）中，遮阴、保湿，促进缓苗。植株度过缓苗期后，将苗室的环境条件逐步调整到室外条件进行炼苗，15 d后将幼苗移栽至大棚中。

10　染色体加倍

配制0.25%的秋水仙碱溶液，避光保存。用脱脂棉包裹花培植株侧枝生长点，每天下午6:00-7:00往脱脂棉上滴加秋水仙素溶液，连续处理3 d，将脱脂棉取下，用蒸馏水冲洗生长点，加倍成功侧枝可收获带种子的果实，收集种子，播种后植株为双单倍体植株。




附  录 A
（辣椒开放式花药培养培养基配方成分）                                                               
	培养基名称
	培养基配方成分

	胚状体诱导培养基
	720 mg/L硝酸铵、950 mg/L硝酸钾、166 mg/L氯化钙、185/L mg七水硫酸镁、68 mg/L磷酸二氢钾、10 mg/L硼酸、25 mg/L四水硫酸锰、10 mg/L七水硫酸锌、0.25 mg/L三氧化钼、0.025 mg/L硫酸铜、0.025/L mg氯化钴、27.8 mg/L硫酸亚铁、37.8 mg/L EDTA二钠盐、100 mg/L 肌醇、5 mg/L烟酸、0.5 mg/L盐酸吡哆醇、0.5 mg/L 盐酸硫胺素、2 mg/L甘氨酸、0.5 mg/L叶酸、0.05 mg/L生物素、0.5 mg/L核糖核酸酵母、0.8 g/L谷氨酰胺、0.3 g/L丝氨酸、0.1 mg脯氨酸、0.25 mg/L a-萘乙酸、1.00 mg/L激动素、0.5 g/L 硝酸银、0.03 g/L秋水仙碱、6 g/L琼脂粉、2.5 g/L活性炭、30 g/L蔗糖、500 mg/L百菌清、25 mg/L链霉素

	胚状体成苗培养基
	1650 mg/L硝酸铵、1900 mg/L硝酸钾、440 mg/L氯化钙、370 mg/L七水硫酸镁、170 mg/L磷酸二氢钾、0.83 mg/L碘化钾、6.2 mg/L硼酸、22.3 mg/L四水硫酸锰、8.6 mg/L七水硫酸锌、0.25 mg/L钼酸钠、0.025 mg/L硫酸铜、0.025 mg/L氯化钴、27.8 mg/L硫酸亚铁、37.8 mg/L EDTA二钠盐、100 mg/L肌醇、0.5 mg/L烟酸、0.5 mg/L盐酸吡哆醇、0.1 mg/L盐酸硫胺素、2.0 mg/L甘氨酸、6 g/L琼脂粉、30 g/L蔗糖、100 mg/L百菌清

















