浙江省地方标准《蓝莓组培苗生产技术规程》

编制说明

一、项目背景

蓝莓果实富含各种维生素、熊果苷、花青苷、 SOD、鞣化酸和黄酮类等抗氧化成份，在40余种水果和蔬菜中，蓝莓的抗氧化活性最高，具极强的药用价值及营养保健功能，被称为“水果皇后”和“浆果之王”，国际粮农组织将其列为人类五大健康食品之一。蓝莓作为一种新兴健康、保健果品，在我国市场具有巨大的开发潜力。近年来，由于国内外大型企业规模化、专业化种植与产品开发，蓝莓产业已成为我国发展最快的一个新型果树产业。现有面积99.6万亩，产量23.47万吨，产业需求和产值均呈逐年增长态势。

由于蓝莓市场的需求快速扩大，对蓝莓的苗木需求量越来越大。蓝莓的苗木繁育方式主要有扦插育苗、种子繁殖育苗、嫁接和组培快繁育苗等，但种子繁殖、扦插和嫁接都存在发芽率偏低、成活率不高、繁殖系数小、周期较长等缺点，不能满足市场需求。组培快繁育苗，既可以降低育苗生产成本，又可以在短时间内获得足够多的健康种苗。目前，组培快速繁育技术已成为蓝莓行业种苗繁育的主要生产方式，广泛应用于蓝莓苗木的生产实践中。

项目组系统梳理了蓝莓的相关标准共计113项，其中5项国家标准分别为GB/T 40455-2021《蓝莓休克病毒检疫鉴定方法》、GB/T 27658-2011《蓝莓、GB/T 32783-2016《蓝莓酒》、GB/T 36815-2018《蓝莓果腐病菌检疫鉴定方法》和GB/Z 35037-2018《蓝莓产业项目运营管理规程》，均不涉及蓝莓组培育苗；10项行业标准分别是SN/T 5385-2021《蓝莓焦枯病毒检疫鉴定方法》、GH/T 1228-2018《蓝莓冷链流通技术操作规程》、GH/T 1229-2018《冷冻蓝莓》、NY/T 2521-2013《植物新品种特异性、一致性和稳定性测试指南 蓝莓》、NY/T 2788-2015《蓝莓保鲜贮运技术规程》、NY/T 3033-2016《农产品等级规格 蓝莓》、SN/T 3960-2014《蓝莓矮化植原体检疫鉴定方法》、SN/T 4496-2016 《生态原产地产品-野生蓝莓酒管理规范》、SN/T 4849-2017《出口食品及饮料中常见小浆果成分的检测方法实时荧光PCR法》和SN/T 5207-2020《蓝莓休克病毒检疫鉴定方法》，其标准内容也均与蓝莓组培育苗不相关；浙江省地方标准1项，DB33/T 784-2010《蓝莓生产技术规程》以生产技术为主，与本标准组培育苗内容不相关。其他65项地方标准和33项团体标准主要以不同地区及不同蓝莓品种的产品标准和生产技术标准为主。由此可见，蓝莓产业的标准体系尚未完善，缺乏适用于本省蓝莓组培苗生产的标准。而蓝莓是21世纪最具发展前景树种之一，但受到良种良苗缺乏的严重制限。蓝莓良种依赖于营养体繁殖，与扦插繁殖相比，蓝莓组培苗具成活率高、生长势强和苗木一致等优点，加之受母本资源及繁育手段的限制，从而使蓝莓组织培养快繁已成为符合国情和省情的最佳育苗方式。故本标准的制订有利于实现蓝莓苗规模化、优质化生产，标准的实施将对良种壮苗推广、蓝莓产业的健康高质量发展具有重要意义。

二、工作简况

（一）任务来源

本次标准修订任务由浙江省质量技术监督局《关于下达2013年第三批省地方标准制修订计划的函》（浙质函〔2013〕136号）文下达。

（二）起草单位

本次标准制订起草单位为浙江省农业科学院。

（三）主要工作过程

1.调研及收集整理基础材料

接受标准制订任务后，起草人员即着手在本省蓝莓组培育苗企业进行调研，总结经验和成效，发现问题，商讨对策；收集整理起草单位历年来在标准实施过程中开展的一系列试验研究的技术资料和国内关于蓝莓组织培养技术研究的文献；收集相关种苗组培快繁技术标准。

2.形成标准初稿

由主要起草人员根据本所历年来的试验研究成果和相关组培育苗企业调研结果，起草完成初稿（内部讨论稿）。

3.形成征求意见稿

召集全体起草人员对初稿进行认真细致的修改，形成第二稿（征求意见稿）。

4.征求意见情况

根据《浙江省标准管理条例》第十二条规定，标准制订起草单位向省内13家高校院所、推广单位及蓝莓育苗企业的专家及一线技术干部发出《关于征询对省级地方标准<蓝莓组培育苗生产技术规程（征求意见稿）意见的函》，征求意见单位包括浙江大学、浙江农林大学、浙江师范大学、中国林科院亚热带林业研究所、杭州市农业科学研究院、丽水市农业科学研究院、宁波市农业科学研究院、浙江省农业技术推广中心、金华市经济特产站、宁波市林特科技推广中心、浙江省蓝美农业有限公司、台州市君临蓝莓有限公司、安吉森之蓝蓝莓合作社。13家单位的专家对征求意见稿一共提出了40条中肯的修改建议，均被采纳。

5.形成送审稿

在充分吸收专家修改意见的基础上，起草人员对前述征求意见稿进行了认真修改，形成初审稿。根据初审意见书再次作了修改和完善，经全体起草人评阅通过后形成送审稿。期间由于形成本标准部分内容基于本课题组的“一种适宜蓝莓试管苗增殖的培养基组合物及其应用方法，专利号：ZL200710157193.1”的专利内容，由于专利还在保护期，故延迟了标准评审。现专利已公开，不再保护。
（四）主要起草人

标准制订工作的主要起草人员共6名，其信息如下表：

	姓 名
	性别
	职务/职称
	工作单位
	任务分工

	张慧琴
	女
	研究员
	浙江省农业科学院
	标准撰写、技术研究

	谢  鸣
	男
	研究员
	浙江省农业科学院
	标准撰写、实地调研

	周慧芬
	女
	高级农艺师
	浙江省农业技术推广中心
	技术研究试验、推广

	柏德玟
	男
	高级农艺师
	浙江省农业技术推广中心
	实地调研

	古咸彬
	男
	助理研究员
	浙江省农业科学院
	技术研究

	陆玲鸿
	女
	助理研究员
	浙江省农业科学院
	试验检测


三、标准制订的原则和主要技术内容的确定及其依据

（一）制订原则

本次标准制订，遵循以下原则：

1.先进性、科学性原则

标准所提出的技术要求建立在起草单位、同行专家，蓝莓组培育苗科研成果基础上，代表了我省蓝莓组培育苗生产的前沿水平，具有先进性和科学性。
2.适用性原则

本次标准制订过程中，做了较为详尽的调查，结合相关项目实施效果和组培试验结果，并充分吸收了育苗企事业单位一线操作者的生产实践经验，具有较强的适用性。

3.可操作性原则
本标准对于关键性技术指标、参数，强调了量化规定，尽量减少定性描述，在较大程度上提高了标准的可操作性。

（二）主要技术内容确定的依据

本次标准制订，主要包括蓝莓组培苗生产设施设备、培养基的配制、外植体选取、初代培养、继代培养、无根瓶苗培养、穴盘苗和容器苗培育、包装、标志、检疫、运输等内容，主要技术指标、参数是基于以下依据提出和确定的。

1.关于蓝莓组培育苗生产设施设备

通过调研省内多家蓝莓组培快繁育苗企业，并与操作者和管理者进行深入座谈，充分吸收合理化建议，同时参考DB33/T 752《植物种苗组培快繁技术规程》标准，确定了蓝莓组培育苗生产设施设备。

2.关于外植体选取
标准起草单位是全国最早开展蓝莓研究的单位之一，多年来积极从美国、加拿大引进蓝浆果品种近40余个，已筛选出适于我省种植的蓝莓品种10个，收集全省野生蓝浆果资源10余份，已成功开展蓝莓组织培养快繁技术和扦插育苗技术研究，实施了浙江省果品育种项目、杭州市蓝莓组培育苗项目和宁波市蓝莓重大科研攻关项目。通过项目的实施和技术研究，形成一套操作性佳的繁殖材料选取流程。

3.关于培养基的配制、初代培养、继代培养、无根瓶苗培养

本项目组通过研究最适初代培养基、增殖继代培养基，激素及浓度，光照强度、温度及pH值对芽增殖的影响，生根剂最适配方等技术，成功建立了南高灌蓝莓‘夏普蓝’、‘奥尼尔’、‘密斯黛’及兔眼蓝莓‘园蓝’、‘粉蓝’、‘杰兔’、‘灿烂’等二十余个品种的无菌外植体。筛选出适宜的初代培养基、继代培养基，并形成相关授权专利“一种适宜蓝莓试管苗增殖的培养基组合物及其应用方法”，专利号：ZL200710157193.1，成功转让应用于生产，其专利技术的研发成果作为关于培养基的配制、初代培养、继代培养等内容标准制订的主要依据。

4. 关于苗穴盘苗和容器苗生产、包装、标志、检疫、运输等内容

通过与蓝莓育苗企业操作者和管理者的沟通，结合我省同行专家的宝贵修改意见，充分吸收合理化建议和先进实用技术，容器苗管理参考DB33/T 179.2《林业育苗技术规程 第2部分：林业容器育苗》等标准，穴盘苗和营养钵苗病虫害防治要求参考GB/T 8321.10《农药合理使用准则(十)》，积极采用各种有效的非化学防治措施，减少化学农药的使用。检疫参照GB 15569《农业植物调运检疫规程》执行。

四、主要试验（或验证）的分析报告、相关技术和经济影响论证

通过研究外植体及取材时间，最适初代培养基、增殖继代培养基，激素及浓度，光照强度、温度及pH值对芽增殖的影响，生根最适配方及炼苗最适基质，以及瓶内、外生根等技术，成功建立了南高灌蓝莓‘夏普蓝’、‘奥尼尔’、‘密斯黛’及兔眼蓝莓‘园蓝’、‘粉蓝’、‘杰兔’、‘灿烂’等二十余个品种的无菌外植体。确定了健壮蓝莓植株当年生枝条顶端为最佳外植体，取材时间以生长旺季的4-9月份为最佳。筛选出适宜的初代培养基、继代培养基和生根培养基，生根培养基支持物为珍珠岩，pH调为5.2，生根率可达100%。

表1 不同品种接种枝条木质化程度对分化的影响

	品种
	接种数
	分化数
	褐变程度
	分化率
	分化后死亡情况

	园蓝
	半木质化：20
木质化：20
	15

10
	轻

重
	75

50
	2

5

	芭尔德温
	半木质化：20
木质化：20
	13

6
	轻

重
	65

30
	1

4

	粉蓝
	半木质化：20

木质化：20
	16

7
	轻

重
	80

35
	0

5

	灿烂
	半木质化：20
木质化：20
	17

9
	轻

重
	85

45
	0

7


外植体的枝条木质化程度不同，其含菌量也不同，所需的灭菌条件也有差异。不同品种间都是半木质化茎段的分化率高于木质化茎段，且分化后死亡情况也是半木质化茎段低于木质化茎段（表1）。

表2不同取材时间对茎尖萌芽率的影响（灿烂品种）

	取材时间
	接种数
	萌芽数
	萌芽率（%）
	污染率（%）

	1～3月
	50
	34
	52
	53

	4～6月
	50
	44
	88
	15

	7～9月
	50
	26
	78
	21

	10～12月
	50
	28
	56
	55


不同季节取材的外植体的萌芽率和污染率都有较大差异（见表2）。所带菌的种类、数量与材料种类和取材季节有关，材料成活率的高低与材料取材的时间及材料本身特性也有关。试验表明，4～6月份取材最好，7～9月份取材较好，10～次年3月份较差。

茎段在含有相同激素浓度的各种基本培养基上培养40天，观察芽的生长情况，试验表明（表3）MS,WPM的萌发率分别为72.5%和73.8%，两处理间差异不显著，都适于蓝莓茎段萌芽的诱导，但从芽的长势看，WPM更好。Anderson和Knop培养基不太适合蓝莓茎段诱导萌芽，其萌芽率低，显著低于MS及WPM培养基上的萌芽率。

表3  不同基本培养基对蓝莓茎尖培养的影响（园蓝品种）
	基本培养基
	接种数
	萌芽数
	萌芽率（%）

	MS
	40
	29
	72.5

	WPM
	42
	31
	73.8

	Anderson
	40
	13
	32.5

	Knop
	42
	11
	26.2


在正交试验的基础上，以WPM为基本培养基，采用玉米素和噻苯隆两种细胞分裂素和0.02 mg/L 萘乙酸结合，结果表明（表4），1.0mg/L 玉米素+0.02 mg/L 萘乙酸，pH为5.2时，增殖系数最高。但因为玉米素激素价格高，倘若大规模生产，可用噻苯隆代替玉米素而降低生产成本，则WPM+0.1mg/L噻苯隆+0.02 mg/L 萘乙酸的配方亦可在增殖过程中交替使用。

表4 不同激素及浓度对蓝莓增殖影响（灿烂品种）

	激素及浓度
	接种数
	分化芽数
	增殖系数
	植株生长状况

	0.5 mg/L 玉米素
	70
	89
	1.27
	分株少，生长势弱，颜色黄绿

	1.0mg/L 玉米素
	70
	300
	4.29
	分枝多，生长势强，颜色绿色

	1.5mg/L 玉米素
	70
	280
	4
	分枝多，苗较细弱，颜色黄绿

	0.1mg/L 噻苯隆
	70
	296
	4.22
	分枝多，苗长势强，颜色绿

	0.3 mg/L 噻苯隆
	70
	125
	1.79
	分枝少，产生愈伤较多，叶黄绿

	0.5 mg/L 噻苯隆
	70
	110
	1.57
	分枝少，产生愈伤多，叶片黄绿


表5  光照强度对蓝莓芽增殖的影响

	光照强度

（Lux）
	接种数
	分化芽数
	增殖系数
	培养物生长状况

	1000
	70
	80
	1.14
	分枝少，生长势弱，颜色黄绿色

	2000
	70
	100
	1.43
	分枝中等，长势中等，颜色黄绿

	3000
	70
	280
	4
	分枝多，长势强，颜色绿色

	4000
	70
	300
	4.5
	分枝多，长势强，颜色绿色

	5000
	70
	130
	1.86
	分枝中等，长势中等，颜色黄绿


光照是植物生长过程中不可缺少的因素，光照强度是指在特定的时间内植物所接触到的光能的量，它对光合作用的影响最大，结果表明(表5)，3000勒克斯和4000勒克斯这两个光照强度处理好，不仅芽增殖的多，增殖系数分别达4和4.5，而且生长势强，植株颜色正常，而其余几个处理则明显不如此两个处理，以1000勒克斯最差，不仅芽增殖的少，而且分枝少，生长势弱，植株颜色发黄。

表6  温度对蓝莓芽增殖的影响

	不同温度（℃）
	生长长度（cm）
	分化芽数（个）
	培养物颜色

	20
	3.4
	2～3
	淡绿色

	25
	8.8
	5～6
	绿色

	30
	5.3
	1～2
	淡红色


25℃培养条件下生长长度、分化枝数和颜色均优于20℃和30℃的培养条件。25℃时生长长度达8.8厘米，分化枝数为5个～6个，颜色为正常的绿色，而20℃时生长长度为3.4厘米，分化枝数为2个～3个，颜色为不正常的淡绿色，30℃时生长长度为5.3，分化枝数为1个～2个，培养物变淡红色（表6）。

表7 pH值对蓝莓芽增殖的影响
	不同pH值处理
	生长长度（cm）
	分化芽数（个）
	培养物颜色

	5.2
	7-9
	5-6
	绿色

	6.8
	3-4
	0-1
	淡绿色


土壤pH值是影响蓝莓栽培的一个重要因子，同样培养基pH值的变化也会影响一些离子的溶解度，所以筛选合适的pH值很重要。pH为5.2时生长长度达7厘米～9厘米，分化枝数为5个～6个，颜色为正常的绿色，而pH为6.8时生长长度为3厘米～4厘米，分化枝数为2个～3个，颜色为不正常的绿色且发黄（表7），可见pH值对蓝莓的组培快繁影响颇大。

五、重大分歧意见的处理经过和依据

无重大分歧意见。

六、预期的社会经济效益及贯彻实施标准的要求、措施等建议

标准的制订发布实施后，随着标准宣传，示范推广的深入，使蓝莓育苗具有省成本、增殖系数高、成活率高等优点，组培苗竞争优势明显，市场占有率达80%以上，且售价是扦插苗的1.5～2倍。基本实现了我省蓝莓苗生产的规模化、优质化。

为了更有效地贯彻实施本标准，我们建议采取以下几方面的措施：
1、加强对标准推广实施工作的领导

建议由农业行业主管部门牵头，联合质量技术监督等部门，成立标准实施的组织领导机构，以加强对标准化工作的领导、指导、协调和监督，及时解决在标准实施过程中出现的问题。

2、狠抓标准实施的示范

要加强标准实施的示范基地建设，通过示范企事业的示范作用，以点带面，推广蓝莓育苗的标准化生产。特别要重视发挥专业合作社、龙头企业及专业大户在标准实施示范方面的作用，要从技术上和资金上给予其以必要支撑和扶持。

3、加大标准实施的宣传和培训力度

以示范企事业为平台，运用科普宣传、办培训班、网络、自媒体等多种形式，加强对标准实施工作的宣传、培训，营造良好氛围，提高相关企业安全质量意识，自觉按标准组织生产。

七、强制性标准实施的风险评估及对经济社会发展可能产生的影响，以及设置标准实施过渡期的理由。

作为推荐标准。

蓝莓组培育苗生产技术规程制定组

二〇二一年九月
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