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菊花`绿鹦哥' 的组织培养和快速繁殖
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　　摘　要:以菊花`绿鹦哥'茎段 、叶盘为外植体 ,选用 MS培养基为基本培养基 ,附加激素6-BA

和 NAA ,研究不同激素浓度组合对外植体愈伤诱导及不定芽分化的影响。结果表明:菊花`绿鹦

哥'茎段最适芽诱导分化培养基分别为 MS+6-BA 2 mg/L+NAA 0.1 mg/ L;小苗的最佳生根培

养基为1/2 MS+NAA 0.1 mg/L ,生根率可达 100%。

关键词:芽再生;茎段;生根;移栽

中图分类号:S 682.1
+
1;S 603.6　文献标识码:A　文章编号:1001-0009(2009)10-0110-03

　　菊花(Dendranthema×grandi f lorum(Ramat)Kitam)

为菊科 、菊属多年生宿根草本植物。绿色菊花非常珍

贵。开绿色花朵的`绿鹦哥'菊花色泽美丽 ,具有很高的

经济价值。菊花苗需求量较大 ,而菊花主要以扦插和分

株进行繁殖 ,但这 2种方法均需要较多母株材料 ,且受

季节和外界环境限制 ,存在繁殖周期长 ,幼苗质量差等

问题。利用组织培养的方法可以解决这些问题。关于

`绿鹦哥' 菊花的组织培养相关研究还未开始。现选择

`绿鹦哥' 菊花作为研究对象 ,探索茎叶外植体愈伤诱

导 、不定芽分化 、生根及移栽的合适条件 ,旨在摸索出高

效 、简单、稳定的菊花组织培养快速繁殖的再生体系。一

方面 ,成熟的组织培养再生体系可以作为快速繁殖提供技

术保证 ,解决市场上绿色菊花供应不足的问题;另一方面 ,

良好的再生体系可以为基因工程育种提供基础。

1　材料与方法
1.1　试验材料

菊花`绿鹦哥' Dendranthema×grandi f lorum(Ra-

mat)Kitam `Lvyingge' 。于 2007年 10月购买于洛阳市

花卉市场。

1.2　外植体的处理

取顶端幼嫩茎段 ,用自来水冲洗 1 h。叶片单独剪

下 ,茎段切成 4 ～ 5 cm的节段 ,在超净工作台上用 75%

酒精浸泡30 s ,再用 0.1%升汞灭菌 7 min ,然后用无菌

水漂洗5次 ,用手术刀将枝条切成2 cm 左右带腋芽的茎

段 ,用剪刀将叶片剪成包含主脉的 1 cm2左右的块状接

种到初代培养基上。

1.3　初代培养

取顶端幼嫩茎段 ,用自来水冲洗 1 h ,剪掉叶片 ,茎

段切成4 ～ 5 cm的节段 ,在超净工作台上用 75%酒精浸

泡30 s ,再用 0.1%升汞灭菌 7 min ,然后用无菌水漂洗5

次 ,用手术刀将枝条切成 2 cm左右带腋芽的茎段接种

到初代培养基上。

基本培养基为 MS ,所有培养基中蔗糖含量 3%,琼

脂粉0.5%, pH 5.8。培养温度(25±1)℃,光照时间

16 h/d ,光照度 30μmol·m
-2
· s

-1
。初代培养基:(1)MS

+6-BA 1 mg/L(单位下同)+NAA 0.1;(2)MS+6-BA 1

+NAA 0.5;(3)MS +6-BA 1 +NAA 1;(4)MS +

6-BA 2+NAA 0.1;(5)MS +6-BA 2+NAA 0.5;(6)
MS+6-BA 2+NAA 1;(7)MS+6-BA 4+NAA 0.1;(8)

MS+6-BA 4+NAA 0.5;(9)MS+6-BA 1+NAA 1。
1.4　生根培养

生根培养基:(13)1/2 MS+NAA 0.1;(14)MS+NAA

0.1。培养基中蔗糖、琼脂粉、pH值及培养条件同上。

1.5　继代培养

生根无菌小苗生长至8 cm左右高时。叶片单独剪

下 ,茎段切成 2 cm 左右带腋芽的茎段 ,叶片中部剪成

1 cm2左右的叶盘 ,茎段叶盘分别接种到继代培养基上。

继代培养基:(1)MS+6-BA 1+NAA 0.1;(4)MS+

6-BA 2+NAA 0.5;(7)MS+6-BA 4+NAA 0.1;(10)

MS+6-BA 3+NAA 0.1;(11)MS+6-BA 5+NAA 0.1;

(12)MS+6-BA 6+NAA 0.1。培养基中蔗糖 、琼脂粉 、

pH 值及培养条件同上。

1.6　移栽

长根无菌苗生长至 10 cm 左右高时 ,取出小苗 ,将

根部粘连的琼脂于自来水中洗去 ,剪去过长的须根 ,保

留根3 ～ 4 cm 长 ,移入含水量 60%的灭过菌的营养土

(泥炭土∶珍珠岩为3∶1)中 ,压实营养土 ,浇透水 ,盖塑
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料薄膜保湿7 d ,后逐渐掀开薄膜 ,2周后移栽大田。

2　结果与分析
2.1　初代培养

茎段腋芽接入初代培养基后 7 d左右均能萌动生

长 ,其中培养基(1)上芽生长较健壮;(4)、(7)上的芽生长

最快 ,玻璃化较多;(3)、(5)、(6)和(9)上的芽生长缓慢;

(2)、(8)上的芽玻璃化较多。30 d后芽长至2 ～ 3 cm时 ,

切下生长健康大小较为一致的再生芽转入生根培养。

2.2　不同培养基生根结果

1/2MS中接种 21瓶 ,第 5天全部生根 ,生根率达

100%,并且长出须根的数量较多;MS 培养基接种20瓶 ,

第7天全部生根 ,生根率达100%,但是长出的须根数量较

少。1/2 MS+NAA 0.1 mg/L作为生根培养基更好。

待不定芽生长约 2 cm时自基部切下 ,移至生根培

养基(13)、(14)中。培养基(13)中第 7 天就长出根 ,而

培养基(14)中长根需要 10 d。18 d后(13)、(14)生根率

均达100%,(13)中生根须根数多而且分枝丰富 ,生根整

齐健康 ,采用(13)作生根培养基较好。

2.3　不同激素浓度组合对茎段分化的影响

截取生根试管苗带腋芽 2 cm大小茎段 ,接种到继

代培养基(1)、(4)、(7)、(10)、(11)、(12)中。30 d后统

计 ,茎段分化结果和生长状况见表1。随着6-BA浓度的

升高 ,茎段的分化率和每个茎段的出芽个数呈现先增加

后下降的趋势 ,其中培养基(7)的分化率最高 ,培养基(2)

中每个茎段外植体平均出芽数最高。从分化的芽生长

状态分析 ,随着6-BA浓度的增加 ,分化芽的生长状况越

来越差 ,出现黄化 、玻璃化和茎节不能正常伸长等不良

症状。培养基(1)中外植体分化率超过了 90%,生长健

康 ,芽的数量也最多 ,增殖系数为 1.8。因此 ,(1)是较好

的继代增殖培养基。

　　表1 不同激素浓度组合对茎段不定芽分化影响
继代培养基 茎段外植体数量 分化茎段外植体数量 总出芽数 分化率% 平均每茎段出芽数 叶片生长状态 茎节伸长状态

(1) 33 30 53 90.9 1.8 浓绿、伸展正常 8个芽伸长不健康,其余的正常伸长

(4) 21 19 54 90.5 2.8 叶片偏黄 ,14个苗玻璃化 18个芽伸长不健康 ,其余的正常伸长

(7) 30 29 72 96.7 2.5 叶片黄化,叶片小而皱缩 普遍伸长不充分

(10) 17 13 34 76.4 2.6 叶片黄化,叶片小而皱缩 普遍不伸长

(11) 18 14 26 77.8 1.6 叶片黄化,叶片小而皱缩 都不伸长

(12) 21 19 35 90.5 1.8 黄化 ,玻璃化2个 ,叶片小而皱缩 都不伸长

2.4　不同激素条件对叶片愈伤诱导的影响

6种不同激素浓度组合的继代培养基中 ,叶片外植

体均只产生了愈伤 ,未能诱导分化出芽。但 6种培养基

中产生的愈伤量和色泽有较大区别(见表 2)。

　　表2 不同激素条件对叶盘愈伤诱导
继代培养基 叶盘外植体数量 愈伤量 愈伤色泽

(1) 14 较多 绿

(4) 18 多 少量褐化

(7) 15 多 少量褐化

(10) 15 较多 较多褐化

(11) 16 少 褐化严重

(12) 17 很少 褐化严重

　　6个不同激素浓度组合的培养基中 ,随着6-BA浓度

的增加 ,叶片脱分化产生的愈伤量呈现先增多后减少趋
势 ,愈伤的褐化状况越来越严重 ,生长健康状况越来越

差。培养基(1)中 ,叶片产生的愈伤都分布于叶片切口

四周 ,愈伤产生的量较多 、色泽浓绿 ,且质地呈紧密团块

状 ,愈伤生长状态较健康;随着培养基中 6-BA 浓度的升

高 ,产生的愈伤量先增加后减少的变化趋势 ,褐化的色泽

越来越重 ,愈伤出现部位也由叶缘转向不规则分布。

2.5　移栽成活
试管苗生根 1个月后 ,挑选 30 株 10 cm 左右高度

的试管苗移栽 ,最初用塑料薄膜覆盖 7 d ,后逐渐掀开薄

膜 ,2星期后完全掀开 ,期间经常浇水保湿 ,20 d后于室

内正常管理 ,30株移栽苗均成活 ,成活率达 100%,且移

栽苗茎秆挺拔 ,叶片浓绿 ,晚秋正常开花。

3　结论与讨论
3.1　合适激素浓度组合的培养基对茎段分化影响

在菊花的组织培养研究中 ,众多研究选用 6-BA 和

NAA组合能诱导茎段成功分化出芽 ,且培养基中 6-BA

的浓度分布在 1.0 ～ 5.0 mg/ L 之间 ,NAA的浓度分布

在0.1～ 1.0 mg/ L之间。如焦德志
[ 1]
以菊花茎段为外植

体 ,茎段最适分化培养基为 MS+6-BA 2.0 mg/ L+NAA

0.2 mg/L;周洲[ 2]以`小黄'菊茎段为外植体 ,茎段最适分

化培养基为MS+6-BA 2 mg/ L+NAA 0.1 mg/ L。在预

试验研究的基础上 ,设计了低浓度NAA 0.1mg/ L和不同

浓度 6-BA组合的培养基 ,结果表明6-BA 1 mg/L+NAA

0.1 mg/L的组合对`绿鹦哥' 茎段的分化出芽非常合适。

结合众多的研究结果 ,6-BA与 NAA 种激素组合在其他

品种菊花茎段分化出芽的研究中可以进一步应用推广;但

是不同菊花品种对6-BA与 NAA的浓度需求存在着较大

差异 ,最佳组合浓度需要试验研究确定。

3.2　不同激素浓度组合的培养基对叶片分化影响

6个组合的分化培养基都未能从叶片上诱导出芽 ,

仅产生了不同程度的愈伤 ,相比较而言培养基 MS +

6-BA1 mg/L+NAA 0.1 mg/ L中叶片形成的愈伤生长

更健康。结合预试验的结果 ,叶片的分化需要较低浓度

的分裂素6-BA和生长素 NAA。虽然该研究未能从叶

片中诱导出芽 ,但以6-BA与NAA组合对从菊花叶片诱

导出芽也有成功的例子 ,如李秋杰
[ 3]
以叶片为外植体 ,
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最佳分化培养基为 MS+1.0 mg/L 6-BA+0.3 mg/L

NAA;徐士清[ 4] 用非洲菊试管苗叶片作外植体 ,合适培

养基为:MS+6-BA 3.0 mg/ L+NAA 0.1 mg/L;洪波[ 5]

在叶片分化培养基中添加生长素 2 ,4-D ,不仅能诱导叶

片产生愈伤 ,而且能进一步分化出芽。

不同物种或品种对细胞分裂素 TDZ 、KT 、6-BA 的

反应强度是不同的 ,许多植物材料用 6-BA作分裂素不

能诱导出芽 ,但是在使用 TDZ 、KT 后 ,诱导出芽变得容

易[ 13] 。因此 ,未来的研究可以尝试使用 TDZ 和 KT ,配

合低浓度生长素的组合来研究从`绿鹦哥' 叶片中诱导

再生不定芽。

3.3　试管苗生根的分析

对菊花诱导产生的不定芽生根也有许多的研究 ,大

多采用的是1/2MS或MS添加生长素NAA或 IBA。张

瑞麟
[ 14]
在地被菊早小菊试管苗不定芽最合适生根培养

基是1/2MS+IBA 3 mg/L;李秋杰
[ 3]
发现菊花`旦香疏

影' 试管苗生根的最佳培养基为 1/2MS +0.1 mg/L

IBA;洪波生
[ 5]
发现地被菊花Fall Color试管苗生根最佳

培养基为1/2MS+0.01 mg/L NAA;侯玉杰
[ 6]
对一种开

封观赏菊的试管苗最佳培养基为 1/2MS+0.1 mg/L

NAA ;̀小黄' 菊的组织培养表明试管苗最佳培养基为

1/2MS+0.1 mg/L NAA
[ 2]

。该试验比较了 MS 和

1/2MS培养基附加 NAA 0.1 mg/ L对`绿鹦哥'试管苗生

根的影响 ,结果表明 , 2种培养基生根率达 100%,只是

1/2MS+0.1 mg/ L NAA生根更好。结合众多研究结果 ,

菊花试管苗生根比较容易 ,1/2MS或MS添加低浓度的生

长素NAA或 IBA可以为试管苗生根提供很好的条件。

4　展望
该研究以`绿鹦哥' 茎段作为外植体建立了组织培

养和快速繁殖体系 ,从不定芽的诱导到不定芽的生根 ,及

小苗的移栽整个过程很完善。在短时间内能生产出大量

的试管苗 ,研究结果用于商业化生产具有很好前景。

菊花新品种的培育具有非常现实的意义 ,其中基因

工程育种具有目的性强 、周期短等优点倍受关注。很多研

究表明菊花以叶盘[ 7-8] 、叶柄[ 9] 、茎段[ 10-12] 为外植体获得了

转基因植株 ,遗传转化再生体系是基因工程育种的前提 ,

研究为 `绿鹦哥'菊花基因工程的研究奠定了基础。
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Tissue Culture and Rapid Propagation of Dendranthema×grandi f lorum
(Ramat)Kitam L̀vyingge'

ZHOU Zhou1 , LI Yong-li1 , JIANG Ling1 ,WANG Pei2 , YIN Xin-ming2

(1.Forestry College , Henan University of Science and Technology , Luoyang , Henan 471003 , China;2.Colloge of Plant Protection , Henan

Ag ricultural University , Zhengzhou ,Henan 450002 , China)

Abstract:Adventitious shoots were induced from stem explants of Dendrathema grandi f lorum `Lvyingge' in this study.

The optimized medium for stem explants contained Murashige and Skoog basal medium supplemented with 6-BA

2 mg/L+NAA 0.1 mg/ L.The medium for rooting of shoots w as optimized as 1/2 Murashige and Skoog basal medium

supplemented with NAA 0.1 mg/L ,with 100%ef ficiency.

Key words:Explants;Shoot regeneration;Rooting;Transplant
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