说明书


一种乌龙头快速繁殖的方法

技术领域

本发明属于植物细胞工程领域，具体涉及一种乌龙头快速繁殖的方法。

背景技术

乌龙头又称“刺龙牙”、“木龙头”、“树头菜”等，为五加科楤木属的多年生落叶灌木或小乔木，是山林地区所产的药、菜两用的名贵野菜。乌龙头的鲜嫩芽含有丰富的营养成分，富含人体所需的多种氨基酸和大量的钙、磷、铁、锌、镁、钠等矿质元素。乌龙头的干燥根皮、茎皮及叶均可入药，具很高的药用价值，主要的有效成分是皂苷。具有补气、活血、止痛、祛风、利湿、利尿、消肿之功效。长期食用可调节神经、强身健体、延年益寿。随着人们生活水平的不断提高，绿色食品越来越受到人们的关注，被誉为“山野菜之王”的乌龙头自然越来越受到人们的青睐，市场需求量与日俱增。随着人们肆无忌惮的采集和破坏，野生资源已经日渐枯竭。

为保护乌龙头野生资源、满足市场需求，解决乌龙头的快速繁殖势在必行。以往乌龙头繁殖采用自然成苗，不但严重破坏野生资源，而且受到植株资源和采挖难度的限制，难以大规模法制培养。所以，具有繁殖速度快、周期短、可以规模化生产等优点的植物组织培养技术是乌龙头快速繁殖的一条有效且重要的途径。楤木植物组织培养过程中可通过诱导愈伤分化成不定芽，再诱导不定芽生根成苗，也可诱导愈伤胚性化，分化胚状体，再诱导胚状体分化成苗。但是不定芽途径诱导的幼苗数量较少，且小苗成活率低。因此探究胚状体正常高效分化为幼苗的关键技术是实现乌龙头大量繁殖的关键。

本发明旨在建立诱导乌龙头外植体成为愈伤、诱导愈伤分化成胚状体、诱导胚状体分化成苗、诱导幼苗生根的整个快繁体系，研究乌龙头组培育苗技术，着重试验多种植物激素和有机因子对乌龙头愈伤分化成胚状体的影响和胚状体分化成苗的影响；探究继代次数和培养时间对乌龙头胚状体的诱导和苗的分化的影响。建立起快速繁殖的乌龙头幼苗的高效繁殖体系。实现乌龙头大规模的人工繁殖，能有效的保护资源，为一些地方农业经济的发展起到一定的推动作用，满足市场需求。

发明内容
本发明针对乌龙头人工栽培繁殖较慢，且对野生资源造成破坏的缺陷上，提供一种成本低廉的乌龙头快速繁殖方法。

本发明所用乌龙头外植体来自甘肃陇南山区的野生乌龙头。

本发明通过培养基的设计，实现乌龙头的快速繁殖，其过程包括外植体的脱分化、诱导愈伤组织分化胚状体并大量增殖、诱导胚状体分化为健壮幼苗、诱导小苗生根。

本发明的具体步骤为：

将表面消毒的乌龙头嫩茎与幼叶接种至脱分化培养基上，愈伤诱导率为100%；转至诱导愈伤组织分化为胚状体培养基上，继代三次，每次45天，第三次胚状体增殖系数11.337；转至胚状体分化成苗培养基上，培养60天，成苗率3.889；转至生根壮苗培养基上，培养45天，生根率98.6%，平均根长11.5cm，平均主根数3.2条。

所述外植体脱分化成愈伤的培养基为MS+2，4-D1.5 mg/L+琼脂7 g/L+蔗糖30 g/L；pH5.8。所述诱导愈伤组织分化为胚状体培养基为MS+6-BA 0.5 mg/L+NAA 0.4 mg/L+琼脂7 g/L+蔗糖30 g/L+活性炭2 g/L；pH5.8。所述胚状体分化成苗培养基为MS+ZT 1 mg/L+IAA 0.05 mg/L+琼脂7 g/L+蔗糖30g/L+活性炭2 g/L；pH5.8。所述生根壮苗培养基为1/2MS+NAA 0.1 mg/L+琼脂7 g/L+蔗糖30 g/L+活性炭2 g/L；pH5.8。

本发明方法的优点：本发明方法使用的外植体为乌龙头幼叶与嫩茎，愈伤诱导率高，愈伤品质好不易褐化；易诱导胚状体分化且胚状体增殖率高，胚状体易分化为幼苗，畸形率较低，幼苗健壮，根系发达。

本发明方法使用四种培养基所用成分均为常规培养基成分，材料易寻找，成本低。

附图说明

   图1为外植体在脱分化培养基上诱导出的愈伤组织；图2为诱导愈伤分化为胚状体培养基上的胚状体；图3为诱导胚状体成苗培养基上的幼苗；图4为诱导生根壮苗培养基上的幼苗。

具体实施方式

    下面结合具体事例对发明做详细介绍。所用试剂采购厂家分别为：1/2MS粉末：上海宇涵生物科技有限公司；NAA：北京康倍斯科技有限公司；蔗糖：天津市恒兴化学试剂制造有限公司；琼脂：北京康倍斯科技有限公司；花宝1号：台和园艺企业股份有限公司；活性炭：北京康倍斯科技有限公司。
  1 准备四种培养基：外植体诱导出愈伤的脱分化培养基（A）MS+2，4-D 1.5 mg/L+琼脂7 g/L+蔗糖30 g/L；pH 5.8。诱导愈伤组织分化为胚状体培养基（B）MS+6-BA 0.5 mg/L+NAA 0.4 mg/L+琼脂7 g/L+蔗糖30 g/L+活性炭2 g/L；pH5.8。胚状体分化成苗培养基（C）MS+ZT 1 mg/L+IAA 0.05 mg/L+琼脂7g/L+蔗糖30 g/L+活性炭2 g/L；pH5.8。生根壮苗培养基（D）1/2MS+NAA 0.1 mg/L+琼脂7 g/L+蔗糖30 g/L+活性炭2 g/L；pH5.8。

   2 准备外植体：准备生长健康、初春刚发芽展开的幼叶与嫩茎，备用。

   3 外植体脱分化：

外植体脱分化培养基制备（以一升为例）：取900 ml左右蒸馏水加热，当有小气泡出现时，加入7 g琼脂，搅拌均匀，溶解完全后，再加入蔗糖30 g和 MS 4.74 g，搅拌至溶解完全，加入植物生长调节剂2，4-D 1.5 mg；定容到1 L，调节pH为5.8。分装到果酱瓶中，装量为30 ml/瓶。

外植体脱分化：嫩茎与幼叶接入脱分化培养基时，将幼叶剪切为0.5cm2左右，将嫩茎剪切为0.5cm左右茎段。分别接入培养基，25天嫩茎完全愈伤化，60天幼叶完全愈伤化。记录愈伤生长状况，测量愈伤块体积并计算愈伤增殖量，愈伤诱导率100%，每块愈伤组织增殖1 cm左右。（如图1）

4 诱导愈伤组织分化胚状体：

诱导愈伤组织分化为胚状体培养基制备（以一升为例）：取900 ml左右蒸馏水加热，当有小气泡出现时，加入7 g琼脂，搅拌均匀，溶解完全后，再加入蔗糖30 g和 MS 4.74 g，搅拌至溶解完全，加入植物生长调节剂6-BA 0.5 mg和NAA 0.4 mg，搅拌均匀后加入2 g活性炭；定容到1 L，调节pH为5.8。分装到果酱瓶中，装量为30 ml/瓶。

愈伤组织分化为胚状体并诱导胚状体增殖：转入诱导愈伤组织分化胚状体培养基时，将愈伤组织切割为0.5 cm3左右小块，均匀接入培养基表面，每瓶接种三块。继代三次，每次继代45天，记录每次继代后的胚状体诱导状况，并记录第三次继代胚状体测量体积并计算增殖系数，胚状体增殖11.337倍。（如图2）

5 诱导胚状体分化幼苗：

诱导胚状体分化幼苗培养基制备（以一升为例）：取900 ml左右蒸馏水加热，当有小气泡出现时，加入7 g琼脂，搅拌均匀，溶解完全后，再加入蔗糖30 g和 MS 4.74 g，搅拌至溶解完全，加入植物生长调节剂ZT 1 mg和NAA 0.05 mg，搅拌均匀后加入2 g活性炭；定容到1 L，调节pH为5.8。分装到果酱瓶中，装量为30 ml/瓶。

胚状体分化为幼苗：转入诱导胚状体分化为幼苗的培养基时，将多个鱼雷期胚状体连同与其相连接的少量愈伤组织或子叶前期胚状体均匀接入培养基表面，诱导60天，记录统计分化成的健康幼苗数量并计算分化率，苗分化率为3.889倍。（如图3）

6 诱导生根壮苗：

诱导胚状体分化幼苗培养基制备（以一升为例）：取900 ml左右蒸馏水加热，当有小气泡出现时，加入7 g琼脂，搅拌均匀，溶解完全后，再加入蔗糖30 g和 1/2MS 2.47 g，搅拌至溶解完全，加入植物生长调节剂NAA 0.1 mg，搅拌均匀后加入2 g活性炭；定容到1 L，调节pH为5.8。分装到果酱瓶中，装量为30 ml/瓶。

幼苗生根壮苗：转入生根壮苗培养基时，将过于幼小的苗和根系纤弱的苗接入培养基，培养45天，记录生根苗数和苗株的根长、主根数并计算生根率，生根率98.6 %，平均根长11.5 cm，平均主根数3.2条。（如图4）
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