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普通狗牙根种子组培技术优化及植株再生
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(苏州大学建筑与城市环境学院 ,江苏苏州 215123)

　　摘　要:以普通狗牙根的成熟种子作外植体 ,通过胚性愈伤组织的发生进行植株再生。结果

表明:诱导狗牙根种子产生愈伤组织的最佳培养基为:MS+2 ,4-D 3 mg/ L+壳聚糖 4 g/L;暗培

养优于光培养 ,最高出愈率为 87.0%;所诱导愈伤组织在 1/2原激素浓度下继代 ,以 MS+6-BA

0.1 mg/L为分化培养基 ,获得了再生植株;半透明粘稠状愈伤组织的分化率最高 ,为 63.1%。

关键词:普通狗牙根;种子;组织培养;植株再生

中图分类号:S 543
+
.9　文献标识码:A　文章编号:1001-0009(2010)10-0162-05

　　普通狗牙根[Cynodon dactylon (L.)Pars.] 为禾本

科狗牙根属多年生草本植物 ,又名百慕达 、绊根草 、地板

根 ,广布于温带地区 ,我国黄河流域以南各地均有野生 ,

欧洲和非洲也有广泛分布[ 1] 。狗牙根极耐热和抗旱[ 2] ,

根茎和匍匐茎在适宜的气候条件下 ,能形成致密 、整齐

的优质草坪 ,常用于温暖潮湿和温暖半干旱地区的草

地、公园 、墓地 、公共场所 、高尔夫球道 、果领 、发球台、高

草区及路旁 、机场 、运动场等地方的草坪绿化[ 3] ,它是分

布最广的暖季型草坪草之一。近年来 ,狗牙根与冷季型

草坪草种混播用作公路 、河堤等地方的水土保持护坡绿

化工程 ,应用极为广泛。

狗牙根具有很多品种 ,其生态特性有一定差别。普

通狗牙根是最初从狗牙根属中选择出来并被广泛应用

的草坪型狗牙根 ,其再生体系的建立 ,可为进一步采用

生物技术进行品种改良 ,培育抗寒抗旱 、耐盐耐荫 、抗病

和抗除草剂的新品种提供技术参考
[ 4]
。草坪草的组培

再生比较困难
[ 5]
,而相对于冷季型草坪草而言 ,暖季型

草坪草的组培再生更加困难
[ 6]
。目前 ,以狗牙根种子为

外植体的愈伤组织培养和植株再生仍是一个难题
[ 7]
,虽

然有报道成功地进行了愈伤组织的培养和植株再生 ,但

该方面的文献甚少 ,并且组织培养和再生系统还有待于

进一步优化。现以普通狗牙根成熟的种子为材料 ,研究

以狗牙根种子为外植体的愈伤组织最佳诱导条件和植

株再生方法。

1　材料与方法
1.1　试验材料

普通狗牙根的成熟种子 ,由苏州市星火绿化物资中

心提供。

1.2　试验方法

1.2.1　外植体处理方法　选取饱满的普通狗牙根的成

熟种子 ,浸于0.1%升汞溶液中 8 ～ 10 min ,滤去浮在表

面的种子 ,剩下的种子用无菌水冲洗 7次后 ,以手术刀

横断切开 ,接种于愈伤组织诱导培养基上。每处理 10

个重复。诱导培养基类型及添加物见表1。

1.2.2　愈伤组织的诱导　将接种好的种子均分为2批 ,

分别在 25℃恒温箱进行光照培养和暗培养(光照培养条

件为 12 h/d ,光照强度 1 500 ～ 2 000 lx)。

1.2.3　愈伤组织的继代　接种后第 42天将愈伤组织取

出 ,转移至基础培养基不变 ,激素浓度为诱导培养基激

素浓度的 1/2 ,壳聚糖浓度不变的继代培养基中继代培

养。每 14 d继代1次。

1.2.4　愈伤组织的分化与植株再生　待愈伤组织长至
一定大小(直径约 5 mm 左右)后 ,转入分化培养基中光

照培养(25℃,12 h/d ,光照强度 1 500 ～ 2 000 lx)。分化
培养基为 MS+6-BA 0.1 mg/ L。

2　结果与分析
2.1　普通狗牙根种子愈伤组织诱导率

2.1.1　仅添加2 ,4-D时愈伤组织诱导率　狗牙根切开的

成熟种子诱导培养8 ～ 12 d后 ,开始出现白色胶状物 ,随

后逐渐膨大形成愈伤组织。第 42天(6周)时计算出愈

率 ,最高达73.3%(图 2)。2 ,4-D浓度显著地影响愈伤组

织的诱导率[ 8] 。在 MS培养基上 ,光培养条件下 ,使愈伤

组织诱导率达到最高的2 ,4-D浓度为 1 mg/ L;暗培养条

件下 ,使愈伤组织诱导率最高的2 ,4-D浓度为3 mg/L(图

1)。在N6培养基上 ,光培养条件下 ,使愈伤组织诱导率

达到最高的2 ,4-D浓度为3 mg/L;暗培养条件下 ,使愈伤
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　　表 1 诱导培养基
MS 培养基 N6培养基

MS+2 ,4-D 0.1 mg/L 　　　　　　　　　　　　　　　　　　(M1)

MS+2 ,4-D 0.7 mg/L (M2)

MS+2 ,4-D 1 mg/L (M3)

MS+2 ,4-D 3 mg/L (M4)

MS+2 ,4-D 4 mg/L (M5)

MS+2 ,4-D 5 mg/L (M6)

MS+2 ,4-D 3 mg/L+6-BA 0.5 mg/L (M7)

MS+2 ,4-D 3 mg/L+NAA 1 mg/L (M8)

MS+2 ,4-D 3 mg/L+6-BA 0.5 mg/L+NAA1 mg/L (M9)

MS+2 ,4-D 3 mg/L+壳聚糖 0.5 g/L (M10)

MS+2 ,4-D 3 mg/L+壳聚糖 1 g/ L (M11)

MS+2 ,4-D 3 mg/L+壳聚糖 2 g/ L (M12)

MS+2 ,4-D 3 mg/L+壳聚糖 4 g/ L (M13)

MS+2 ,4-D 3 mg/L+壳聚糖 6 g/ L (M14)

N6+2 ,4-D 0.5 mg/ L 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　(N1)

N6+2 ,4-D 1 mg/ L (N2)

N6+2 ,4-D 3 mg/ L (N3)

N6+2 ,4-D 4 mg/ L (N4)

N6+2 ,4-D 7 mg/ L (N5)

N6+2 ,4-D 1 mg/ L+6-BA 0.5 mg/ L (N6)

N6+2 ,4-D 1 mg/ L+NAA 1 mg/ L (N7)

N6+2 ,4-D 1 mg/ L+6-BA 0.5 mg/ L+NAA 1 mg/L (N8)

N6+2 ,4-D 1 mg/ L+壳聚糖 0.5 g/ L (N9)

N6+2 ,4-D 1 mg/ L+壳聚糖 1 g/ L (N10)

N6+2 ,4-D 1 mg/ L+壳聚糖 2 g/ L (N11)

N6+2 ,4-D 1 mg/ L+壳聚糖 4 g/ L (N12)

N6+2 ,4-D 1 mg/ L+壳聚糖 6 g/ L (N13)

　　注:上述所有培养基的pH 5.8 , 琼脂含量为0.8%。

　　

图1　MS 培养基中不同2 , 4-D浓度和培

养条件对狗牙根种子出愈率的影响

　

图2　N6培养基中不同2 ,4-D浓

度对狗牙根种子出愈率的影响

　

图3　光培养条件下不同基础培

养基对狗牙根种子出愈率的影响

组织诱导率最高的2 ,4-D浓度为 1 mg/L(图 2)。基础培

养基的不同对普通狗牙根种子愈伤组织的诱导率也有

影响。在光照条件下 ,MS培养基中的狗牙根种子最高

出愈率大于在N6培养基中最高出愈率 ,即在光照条件

下 ,选用 MS作为基础培养基有利于愈伤组织的发生。

但是在黑暗条件下 ,选用 N6培养基作为基础培养基更

有利于愈伤组织的发生。在 N6培养基上黑暗培养的狗

牙根种子出愈率达到最高 ,为 73.3%,单就出愈率来说 ,

用N6培养基作为基础培养基更利于狗牙根种子愈伤组

织的发生(图3 、4)。

2.1.2　添加 6-BA 、NAA 、壳聚糖对愈伤组织发生率的

影响　在含有最佳诱导浓度的2 ,4-D培养基中 ,添加

6-BA 、NAA 、壳聚糖 ,进行光照和暗培养 ,愈伤组织发生

率随添加物不同和添加物浓度不同有所变化。在光照

培养下 ,含2 ,4-D 3 mg/L的MS培养基和含2 ,4-D 1 mg/

L的 N6培养基中 ,分别添加 6-BA 、NAA和添加6-BA+

NAA ,都对狗牙根种子愈伤组织的发生产生了一定程度

的抑制作用。但壳聚糖的添加对出愈率没有抑制作用 ,

而且在 MS培养基中壳聚糖浓度为 1～ 2 g/L之间时 ,狗

牙根种子的出愈率有较大提高 ,分别为 58.3%和

62.0%。在 N6培养基中壳聚糖浓度为 2 g/L 时 ,狗牙

根种子的出愈率达 47.1%(图 5)。在暗培养下 ,在含

2 ,4-D 3 mg/L的 MS培养基中添加6-BA 和NAA也对

狗牙根种子愈伤组织的发生产生了抑制作用。但是在

含2 ,4-D 1 mg/L 的 N6培养基中添加 6-BA后 ,狗牙根

种子出愈率为 77.2%。添加一定浓度的壳聚糖对 MS

培养基中的狗牙根种子的愈伤组织发生率有较大的促

进作用 ,壳聚糖最佳浓度为 4 g/L , 最高出愈率为

87.0%。N6培养基中壳聚糖的添加也能够促进狗牙根

种子的愈伤组织发生率 ,在添加2 g/L的壳聚糖时 ,最高

出愈率为 83.3%(图6)。

2.2　普通狗牙根种子愈伤组织的形态

2.2.1　仅添加2 ,4-D时愈伤组织形态的发生　在愈伤组

织诱导过程中 ,出现了几种不同形态的愈伤组织:①白

色疏松状愈伤组织(图 7-A),通常发生在愈伤诱导初期 ,

可以转变为后3种形态的愈伤组织;②浅黄色愈伤组织

(图7-B),稍致密;③半透明粘稠状愈伤组织(图7-C),通

常不形成团聚 ,透光可看见许多白点;④褐化的愈伤组

织(图7-D)。除N6培养基暗培养条件外 ,愈伤类型①占

大多数 ,在光照条件下含2 ,4-D 7 mg/L 的 N6培养基中

最多 ,占73%。在黑暗条件下含2 ,4-D 0.7 mg/ L的 MS

培养基中 ,愈伤类型②最多 ,占41%。在黑暗条件下
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图4　暗培养条件下不同基础培养基对

　　狗牙根种子出愈率的影响

　

图 5　光培养下培养基中不同添加物

　　　对出愈率的影响

图 6　光培养下培养基中不同添加物

　　　对出愈率的影响

图 7　4种不同形态的愈伤组织

　　注:A.白色疏松愈伤组织;B.浅黄色稍致密愈伤组织;C.半透明粘稠状愈伤组织;D.褐化的愈伤组织在愈伤诱导第 42天(6周),统计各培养条件下愈伤组织形

态的数量比。

图 8　光照条件下MS培养基中不同

　　形态愈伤组织数量百分比

图9　黑暗条件下 MS 培养基中

　　不同形态愈伤组织数量

　

图 10　光照条件下 N6培养基中

　　　不同形态愈伤组织数量

图 11　黑暗条件下 N6 培养基中

　　　不同形态愈伤组织数量

图 12　光照条件下添加壳

聚糖的 MS培养基中不同

形态愈伤组织数量百分比

图 13　黑暗条件下添加壳聚糖

的 MS 培养基中不同形态愈

伤组织数量百分比

含2 ,4-D 3 mg/L 的 N6培养基中 ,愈伤类型③最多 ,占

73%。愈伤类型④在各培养条件下都只有少量发生 ,在

MS培养基上光照条件下发生较多(图6 ～ 9)。

2.2.2　添加壳聚糖对愈伤组织形态的影响　壳聚糖的

添加使 MS培养基和 N6培养基中的狗牙根种子愈伤组

织的形态结构发生了变化 ,半透明粘稠状愈伤组织的数

量显著增加 ,特别是在 N6培养基上黑暗培养条件下 ,添

加 5 g/ L的壳聚糖使半透明粘稠状愈伤组织百分比达

到 82%,并且此种类型的愈伤组织还随培养基中壳聚糖

浓度的增加有增加的趋势(图12 ～ 15)。

2.3　愈伤组织继代及分化

接种后第 42天将愈伤组织取出 ,转移至继代培养

基 ,在原有光暗条件下继代。继代 2 ～ 3次 ,转入分化培

养基。在分化培养基中 ,白色疏松状愈伤组织大多无变

164



北方园艺 2010(10):162 ～ 166 ·生物技术 ·

图 14　光照条件下添加壳聚糖的N6 培养

　　　基中不同形态愈伤组织数量百分比

图 15　黑暗条件下添加壳聚糖的 N6培养

　　　基中不同形态愈伤组织数量百分比

化 ,仅有小部分愈伤长根 ,并很快出现褐化现象 ,很难再

生为植株(图16)。浅黄色稍致密愈伤组织 5 ～ 7 d有部

分出现小点 ,7 ～ 10 d小点变绿 , 15 d左右出现绿色小

芽 ,小芽逐渐长大成苗 ,分化率 26%。半透明粘稠状愈

伤组织 3 ～ 7 d白点变绿 ,10 d后出现绿色小芽 ,小芽逐

渐长大成苗 ,分化率63%(图17)。由此可见半透明粘稠

状愈伤组织的分化率最高。

图16　褐化长根的愈伤组织 　　　　图 17　分化成苗　　

3　讨论
3.1　胚性愈伤组织的形态鉴别

由于愈伤类型③具有较高的分化率 ,由此可见形态

类似于愈伤类型③为胚性愈伤的可能性极大。愈伤类

型①无分化 ,所以白色疏松状愈伤组织可以基本肯定为

非胚性愈伤组织。愈伤类型②有分化 ,但分化率低 ,不

能确定其是否一定为胚性愈伤。愈伤类型④为褐化的

组织 ,会很快死亡。
3.2　不同光暗条件和培养基狗牙根种子对2 ,4-D的敏

感性

光暗条件对愈伤组织的发生是有一定作用的[ 10] 。

在MS培养基上 ,光培养条件下 ,狗牙根种子在激素浓度

为1 mg/L 时愈伤组织诱导率即达到最大值;在暗培养

条件下 ,狗牙根种子在激素浓度为 3 mg/L 时才达到最

大值。光培养条件下的狗牙根种子对2 ,4-D的敏感程度

大大超过暗培养条件下的狗牙根种子对2 ,4-D的敏感

程度。

相反 ,在N6培养基上暗培养 ,狗牙根种子在激素浓

度为 1 mg/L时愈伤组织诱导率即达到最大值;在光培

养条件下 ,狗牙根种子在激素浓度为 3 mg/ L时才达到

最大值。暗培养条件下的狗牙根种子对2 ,4-D的敏感程

度大大超过光培养条件下的狗牙根种子对2 ,4-D的敏感

程度。

这一现象表明 ,在 MS 培养基上 ,光照在一定程度

上会促进狗牙根种子愈伤组织的发生 ,但是在 N6培养

基上 ,光照在一定程度上会抑制狗牙根种子愈伤组织的

发生。

3.3　光暗条件对胚性愈伤组织发生的影响

试验证明 ,在 MS 培养基上 ,光培养条件下和最佳

2 ,4-D浓度时 ,胚性愈伤组织的发生率高于黑暗培养条

件下和最佳2 ,4-D浓度时的胚性愈伤组织的发生率。这

说明在MS培养基条件下 ,光培养比暗培养有利于胚性

愈伤组织的发生。在 N6培养基上 ,暗培养比光培养更

有利于胚性愈伤组织的发生 ,光照不仅在一定程度上抑

制狗牙根种子愈伤组织的发生 ,对胚性愈伤组织的发生

也有一定的抑制作用[ 11] 。

3.4　壳聚糖对出愈率和愈伤组织形态发生的影响

壳聚糖(Chitosan)是一种存在于低等植物 、节肢动

物及昆虫外壳中的天然物质 ,据报道壳聚糖对作物生长

和营养代谢具有调节功能。该研究证明了在培养基中

添加一定浓度的壳聚糖可以提高狗牙根愈伤组织的发

生率 ,特别是在 MS培养基中添加壳聚糖并采用黑暗培

养 ,可以使狗牙根种子的出愈率有较大的提高。

壳聚糖的添加对狗牙根种子愈伤组织形态的发生

也有一定的影响 ,在添加了壳聚糖之后 ,狗牙根种子的

愈伤组织大部分形成带有白点的半透明粘稠状 ,这是其

形成较多胚性愈伤组织的标志。壳聚糖对狗牙根种子

愈伤组织发生及形态的影响仍有待进一步试验证实。

3.5　2 ,4-D、6-BA和NAA对出愈率的影响

6-BA属于生长素类植物激素 ,具有促进细胞分裂

的作用;NAA广泛用于生根 ,并能够与细胞分裂素相互

作用促进植株的增殖。据报道 ,2 ,4-D配合 6-BA 、NAA

的使用可以提高外植体的出愈率
[ 12]
。该研究显示 ,在添

加最佳浓度2 ,4-D的 MS 培养基和 N6培养基中分别添

加 6-BA 0.5 mg/L 、NAA 1 mg/L 和6-BA 0.5 mg/ L及

NAA 1 mg/L ,都没有对狗牙根种子出愈率产生显著的

促进作用 ,这可能与激素浓度 、配比不同有关。

在普通狗牙根种子诱导愈伤组织过程中 , 2 ,4-D的

重要作用是显著的。在禾本科植物的愈伤组织诱导中 ,
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2 ,4-D是通常起着决定作用的植物生长调节剂[ 13-15] ,过

高或过低的2 ,4-D浓度都不利于胚性愈伤组织的形成和

分化作用[ 16-17] 。该研究证明2 ,4-D对普通狗牙根种子愈

伤组织诱导重要作用的同时 ,也发现过高浓度的2 ,4-D

对愈伤组织诱导的抑制作用。诱导狗牙根种子愈伤组织

的适宜激素浓度在MS培养基上为2 ,4-D 3mg/ L ,在N6培

养基上为2 ,4-D 1 mg/L。

3.6　培养和继代过程中愈伤组织的变化

在早期愈伤组织的培养和继代过程中 ,起初为白色

疏松状愈伤的组织一部分会逐渐改变形态 ,有的逐渐变

为淡黄色稍致密的愈伤组织 ,有的变为半透明粘稠状有

白点的愈伤组织 ,表明了在培养过程中非胚性愈伤组织

是可以转化为胚性愈伤组织。但是在长期的继代培养

过程中 ,狗牙根种子愈伤组织出现了不同程度的褐变 ,

可能与愈伤组织的次生代谢中某些物质的积累有关 ,或

者与愈伤组织细胞内酚的含量活性有关
[ 18]
,说明了愈伤

组织的继代时间对愈伤组织的再生有重要影响。

3.7　诱导狗牙根种子愈伤组织和分化的最佳条件

普通狗牙根种子的愈伤组织诱导 、分化和植株再生

受多种因素制约 ,组织培养及植株再生比较困难 ,诱导

愈伤组织所需要的时间较长 ,分化率也不是特别高。在

该研究的范围内 ,最适于狗牙根种子的组织培养体系是

采用含2 ,4-D 3 mg/L添加壳聚糖 4 g/L的 MS 培养基 ,

或含2 ,4-D 1 mg/ L添加壳聚糖 2 g/L的N6培养基进行

愈伤组织诱导 ,进行2 ～ 3次继代 ,分化培养基为含6-BA

0.1 mg/L的 MS培养基。
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Optimization of Common Bermudagrass Tissue Culture and Plantlet Regeneration

JIANG Qian , ZHANG Qi , ZHENG Li-ping , CAI Ping

(School of A rchitecture and U rban Envieronment , Suzhou University , Suzhou , Jiangsu 215123)

Abstract:A tissue culture system for plant regeneration of common bermudagrass was developed.Using mature seeds as

experimental material , explant callus was produced in the dark on MS medium containing 2 ,4-D 3 mg/L and chitosan

4 g/L.The highest frequencies of inducement was 87.0%.Maintaining the callus in the former conditions and medium ,

with the 1/2 level of 2 ,4-D.Then moved the to MS medium to obtain regenerated plantlets , with 6-BA 0.1mg/ L.The

highest regeneration f requency was 63.1%, result in the ropy translucency callus.

Keywords:common bermudagrass;seed;tissue culture;plantlet regenerated
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