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摘要: 为解决花生(Arachis hypogaea)离体诱变再生苗生根难、驯化移栽成活率低等问题, 本文首先研究确立了花生再生苗

无菌嫁接及其简单有效的移栽方法, 然后以花生品种‘花育20号’、‘花育22号’、‘花育25号’和‘鲁花11号’胚小叶离体诱变再

生苗作为接穗, ‘花育23号’无菌萌发10~13 d的实生苗为砧木进行无菌嫁接和移栽, 结果表明: 沙是适宜的砧木种子无菌萌

发培养基质; 砧木子叶节以下的下胚轴是适宜的嫁接部位; 嫁接苗直接移栽田间, 不仅操作简单, 节省人力物力, 而且嫁接

苗生长快, 成活率高, 4个供试品种的嫁接苗移栽成活率均达到90%以上。田间观察发现, ‘花育20号’中有1株诱变再生嫁接

苗当代发生明显变异, 茎枝颜色由绿色突变为紫色, 叶片形状由椭圆形突变为长椭圆形。
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花生是重要的油料作物和经济作物之一, 优
质专用多抗性花生新品种对提高花生产值、增加

农民收益有重要意义(唐月异等2014; 邓祖丽颖等

2013; 迟晓元等2014)。然而花生遗传基础狭窄, 多
样性较差(王允等2015; 董文召等2015), 已经在很

大程度上限制了花生杂交育种获得突破性进展(王
晶珊等2013)。诱变能够产生自然界不存在的或极

为罕见的新性状、新个体(于新玲等2012; 刘进平

和郑成木2004; 王鹏等2015b), 而离体诱变和常规

诱变育种相比可扩大变异范围, 增加选择机率, 克
服突变体嵌合现象(王莉莉等2011), 与离体定向筛

选相结合能节省人力、物力、财力, 缩短育种年

限(刘进平和郑成木2002; 吴伟刚等2005), 是获得新

种质的有效手段(孙光祖等1998; 邓衍明等2014)。
但离体诱变技术是否能够成功应用, 关键步骤之

一是诱变的再生苗是否能够成功移栽于田间及移

栽苗是否能结果, 因为花生再生苗生根率低, 生根

的质量差, 即使能生根, 其主根上长出的须根少, 
也会造成移栽成活率低(郝世俊等2010)。再生苗

嫁接是解决再生苗不易生根的有效手段(姜长阳和

邹侠2003; 王伟等1999; 王彦霞等2007), 但花生再

生苗嫁接技术研究报道较少(郝世俊等2010; 李长

生等2009), 有效的再生苗嫁接技术及移栽方法的

确立将为花生离体诱变在生产中的应用提供重要

依据。

本课题组在前期研究中确立了花生胚小叶组

织培养和离体诱变方法(赵明霞等2011; Zhao等
2012), 本论文以已确立的方法为基础对花生组培

苗和离体诱变再生苗的无菌嫁接及简单有效的移

栽方法进行研究, 旨在为花生离体诱变技术的广

泛利用提供参考。

材料与方法

1  供试品种

组织培养及离体诱变培养材料: 花生(Arachis 
hypogaea L.)品种‘花育20号’、‘花育22号’、‘花育

25号’和‘鲁花11号’。‘花育20号’、‘花育22号’和
‘花育25号’由山东省花生研究所提供, ‘鲁花11号’
由青岛农业大学遗传教研室保存。

砧木材料: 花生品种‘花育23号’, 由山东省花

生研究所提供。

2  试验方法

2.1  培养基及培养条件

体细胞胚诱导培养基为MS培养基中添加10 
mg·L-1 2,4-二氯苯氧乙酸(2,4-dichlorophenoxyacetic 
acid, 2,4-D)。诱变培养基是在体细胞胚诱导培养

基中添加4 mg·L-1 平阳霉素(pingyangmycin, PYM)。
体细胞胚萌发培养基为MS培养基中添加4 mg·L-1 
6-苄氨基嘌呤(6-benzylaminopurine, BAP)。所有培

养基均添加3%蔗糖和0.8%琼脂, pH调至5.8, 培养

条件均为(25±1)°C, 13 h·d-1 54 μmol·m-2·s-1光照。

2.2  砧木材料的准备

选择成熟饱满的‘花育23号’干种子先后浸于

75%的酒精中l min和0.1% HgCl2溶液中20 min进
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行表面消毒, 再用无菌水漂洗4~5次后接种于培养

瓶中催芽。催芽培养基质分别采用沙和MS液体培

养基(内置脱脂棉)两种处理(均经高压灭菌)。沙中

催芽是将种子埋于约2 cm深的沙中, 液体培养基中

催芽是将种子置于脱脂棉的表面。

2.3  组织培养再生苗的获得

选用‘花育20号’成熟干种子进行表面消毒后, 
取种子的胚小叶(每个种子8个胚小叶)接种到体细

胞胚诱导培养基上诱导体细胞胚的形成。培养4
周后将形成体细胞胚的外植体转移到体细胞胚萌

发培养基上进行培养, 诱导体细胞胚萌发成苗。

当小苗长到1.5 cm以上时便可作为接穗进行嫁接

及其移栽试验。

2.4  离体诱变再生苗的获得

选取‘花育20号’、‘花育22号’、‘花育25号’和
‘鲁花11号’成熟饱满的干种子进行表面消毒后, 剥
取胚小叶接种到诱变培养基上进行诱变培养, 同
时诱导体细胞胚的形成。

诱变培养2周后, 采用石蜡切片法观察体细胞

胚的形成情况。培养4周后, 将成活的外植体转移

到体细胞胚萌发培养基上进行培养, 每4周继代培

养一次直到体细胞胚萌发长成小苗(苗高1.5 cm以

上), 便可作为接穗进行嫁接。

2.5  嫁接

嫁接方法采用劈接法(杨瑞2007), 砧木实生苗

嫁接口分别采用在子叶节以上的主茎上和子叶节

以下的下胚轴两种处理方法。利用无菌催芽约

10~13 d苗龄的实生苗作为砧木, 从中间纵切, 切口

深0.7~1 cm。以体细胞胚萌发再生小苗作为接穗, 
将再生小苗从外植体基部切下, 切成“V”字形, 切
口浅于砧木切口。接穗插于砧木后, 用封口膜缠

绕包紧, 一则使砧木和接穗的形成层紧密接触, 二
则避免切口失水。将嫁接苗再扦插于培养瓶中, 
在培养室中闭瓶培养3 d, 促使嫁接口愈合。

2.6  嫁接苗的驯化移栽

嫁接苗在培养室闭瓶培养3 d, 打开瓶口约

1/10炼苗2 d后进行移栽。移栽采用两种方法, 第
一种方法是将嫁接苗移栽于盛有经灭菌的育苗基

质(草碳土:蛭石=2:1)的塑料杯中, 放于驯化室内培

养, 最初2周保持湿度在80%以上。培养3周后将嫁

接苗移栽于青岛农业大学试验田。移栽最初的2

周上午9:00至下午16:00搭遮荫网, 防止太阳直晒, 
2周后撤去遮荫网, 按常规田间管理。第二种方法

是将经过炼苗2 d的嫁接苗直接移栽于塑料拱棚的

土壤中(青岛农业大学试验田)。嫁接苗栽植于土

壤后随即浇足水, 一则供给嫁接苗根系需水, 二则

提高塑料拱棚内空气湿度, 移栽前期保证空气湿

度在80%以上。移栽最初的2周同样上午9:00至下

午16:00搭遮荫网, 2周后撤去遮荫网, 并通风。移

栽3周后, 撤去临时搭建的塑料拱棚, 栽培管理按

普通大田管理方法进行。移栽3周后调查嫁接苗

移栽成活率, 并观察生长发育及开花期。

嫁接苗移栽成活率=最终成活的嫁接苗数/最
初移栽的嫁接苗数×100%。

2.7  离体诱变再生苗的嫁接和移栽

离体诱变再生苗的嫁接和移栽以上述试验确

立的适宜方法进行, 即采用沙作为砧木种子无菌

萌发培养基质, 嫁接口在砧木子叶节以下的下胚

轴, 嫁接苗直接移栽田间。嫁接苗生长发育期间

进行田间观察, 比较与诱变亲本的异同, 判断是否

诱变当代发生性状变异。

实验结果

1  不同移栽方法对嫁接苗生长发育和成活率的影响

‘花育20号’种子胚小叶在添加2,4-D的诱导培

养基上培养4周后, 约75%的外植体形成体细胞

胚。当转移到含有BAP的体细胞胚萌发培养基上

后, 体细胞胚萌发长成小苗, 每个外植体可获得7
个以上再生小苗。以再生小苗(高1.5 cm以上)为接

穗, 无菌催芽10~13 d苗龄的‘花育23号’实生苗作为

砧木在超净工作台内进行无菌嫁接。嫁接苗在培

养室闭瓶培养3 d再开瓶口炼苗2 d后分别直接移栽

田间和经驯化室培养3周后移栽田间。将嫁接苗

成活率和始花期所需天数等列于表1。由表1可见, 
直接移栽于试验田的嫁接苗无染菌现象, 成活率

达到95%, 并且由于砧木根系在土壤中伸展空间

大, 促使地上接穗生长发育快且健壮(图1-A), 移栽

1个月后开始开花。而移栽于育苗基质在驯化室

培养的嫁接苗生长缓慢(图1-B), 并且有染菌现象, 
最终成活率仅为75%, 移栽于试验田3周后开始开

花, 比直接移栽试验田的嫁接苗晚开花近2周。嫁

接苗直接移栽田间不仅生长发育快, 成活率高, 而
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表1  不同移栽方法对嫁接苗成活率和生长发育的影响

Table 1  The survival rates and growth of grafted seedlings with different transplanting methods

　　　     移栽方法           移栽嫁接苗数         染菌嫁接苗数           成活嫁接苗数           成活率/% 移栽至始花天数/d

直接移栽试验田 40 0 38 95 30
经驯化室培养后移栽试验田 40 6 30 75 42

　　移栽至始花天数指嫁接苗从培养瓶中移出到初见开花的天数。　　

图1  两种不同移栽方法的嫁接苗

Fig.1  Grafted seedlings with two different transplanting methods
A: 直接移栽土壤3周的嫁接苗; B: 移栽于育苗基质在驯化室培养3周的嫁接苗。

且减少一次移栽, 简化了操作程序, 不需要经过驯

化室驯化的过程 ,  节省空间和人力、物力、财

力。因此确定嫁接苗直接移栽田间为适宜的移栽

方法。

2  砧木种子催芽培养基质对嫁接苗成活率的影响

‘花育23号’种子经表面消毒后分别接种于经

高压灭菌盛有沙和液体培养基(脱脂棉作为支撑)
的培养瓶中, 2 d后种子开始露白, 约10~13 d下胚

轴已伸长到1.5 cm以上, 可作为砧木进行嫁接。种

子在沙中催芽类似自然环境, 下胚轴伸长快, 根系

健壮, 很容易从沙中提出(图2-A和B)。而在脱脂棉

作支撑的液体培养基中, 须根缠绕在脱脂棉上, 不
仅操作费工费时, 而且很容易伤根(图2-C和D)。以

‘花育20号’胚小叶培养再生小苗为接穗进行无菌

嫁接, 砧木嫁接口在子叶节以下的下胚轴。嫁接

苗在培养室培养3 d, 再开瓶口炼苗2 d后直接移栽

于塑料拱棚的土壤中。移栽3周后调查嫁接苗移

栽成活率见表2, 以沙作为砧木培养基质时, 由于

砧木根系未受损伤, 嫁接苗移栽成活率达到97.5%, 
并且嫁接苗生长旺盛。而以脱脂棉作支撑的液体

培养基进行砧木培养时, 从脱脂棉中剥离须根时

容易伤根, 从而影响嫁接苗的成活, 嫁接苗移栽成

活率仅为77.5%。因此确定沙是砧木种子催芽适

宜的培养基质。

3  砧木嫁接部位对嫁接苗结果的影响

砧木嫁接部位分别采用在实生苗子叶节以上

的主茎上和子叶节以下的下胚轴两种处理方法。

利用沙中无菌催芽10~13 d苗龄的‘花育23号’实生

苗作为砧木, ‘花育20号’胚小叶培养再生小苗为接

穗进行无菌嫁接。嫁接苗在培养室培养3 d, 再开

瓶口炼苗2 d后直接移栽于塑料拱棚的土壤中。嫁

接口在主茎上的嫁接苗, 由于砧木上第一对侧枝

原基萌发生长(图3-A), 收获期观察接穗和砧木均

有结果(图3-B)。而嫁接口在下胚轴的嫁接苗, 由
于砧木不存在侧芽原基, 即砧木上无侧芽生长(图
3-C), 最终整个植株全部由接穗结果(图3-D)。从

两种处理方法接穗结果粒数统计结果(表3)可以看

出, 嫁接口在下胚轴的嫁接苗, 由于根系吸收的营

养全部供给接穗, 且无空间竞争, 单株接穗结果粒

数(25~52粒)明显多于嫁接口在主茎上接穗的结果
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图2  沙中催芽(A和B)和液体培养基中催芽(C和D)的砧木种子实生苗

Fig.2  The germinated seedlings in sand (A and B) and in fluid medium (C and D)

表2  砧木种子催芽培养基质对嫁接苗成活率的影响

Table 2  The survival rates of grafted seedlings in different 
seed germination media

   培养基质            移栽嫁接苗数    成活嫁接苗数 成活率/%

沙 40 39 97.5
液体培养基 40 31 77.5

粒数(2~22粒), 并且与主茎相比, 下胚轴较粗(图
2-B), 紧实度强, 嫁接操作时简单容易, 因此确定砧

木嫁接口在子叶节以下的下胚轴为适宜嫁接位置。

4  花生离体诱变体细胞胚的形成及其萌发成苗

‘花育20号’、‘花育22号’、‘花育25号’和‘鲁
花11号’胚小叶在添加PYM和2,4-D的诱变和体细

胞胚诱导培养基上培养一周后由乳白色变黄色, 
并且小叶逐渐伸展长大。培养2周后取外植体制

作石蜡切片, 显微镜下观察发现已从外植体上直

接形成体细胞胚(图4-A), 而未经过愈伤组织的过

程。但随着诱变培养时间的延长, 由于PYM引起

的生理损伤作用, 部分外植体逐渐褐化, 4周后观察

仅有一半左右的外植体存活(图4-B)。将存活的外

植体转移到添加BAP的体细胞胚萌发培养基上后, 
部分体细胞胚萌发(图4-C), 经过继代培养进一步

发育长成小苗(图4-D)。当小苗长到1.5 cm高时便

可作为接穗进行嫁接。

5  离体诱变再生苗的嫁接、移栽及其生长发育

以上述试验确立的采用沙作为砧木种子无菌

萌发培养基质, 嫁接口在砧木子叶节以下的下胚

轴和嫁接苗直接移栽田间等方法为基础, 对‘花育

20号’、‘花育22号’、‘花育25号’和‘鲁花11号’离体

诱变再生苗进行无菌嫁接。嫁接苗在培养室闭瓶

培养3 d、炼苗2 d (图5-A和B)后直接栽植于塑料

拱棚内的土壤中, 移栽最初的2周上午9:00至下午
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图3  不同砧木嫁接部位的嫁接苗及其结果情况

Fig.3  Grafted plants and pods from different grafted part
A: 嫁接口在砧木主茎上的嫁接苗(第一对侧枝萌发, 箭头指萌发的侧枝); B: 嫁接口在主茎上的嫁接苗结果(接穗和砧木均结果, 箭头

指嫁接口); C: 嫁接口在砧木下胚轴的嫁接苗(箭头指嫁接口); D: 嫁接口在子叶节以下的下胚轴的嫁接苗结果(全部由接穗结果, 箭头指嫁

接口)。

表3  不同砧木嫁接部位的嫁接苗结果数

Table 3  The pod numbers of plants from different grafted 
parts

嫁接口位置   移栽嫁接苗数 接穗结果粒数

主茎 40   2~22
下胚轴 40 25~52

16:00搭遮荫网, 移栽3周后撤掉临时塑料拱棚, 统
计嫁接苗成活率(图6), ‘花育20号’、‘花育22号’、
‘花育25号’和‘鲁花11号’嫁接苗移栽成活率分别为

95.9%、97.0%、90.9%和90.5%, 均达到90%以

上。嫁接苗生长发育基本正常(图5-C), 移栽1个月

后开始开花(图5-D)。
生长发育期田间观察发现‘花育20号’嫁接苗

中有一株变异植株, 茎枝粗壮, 颜色突变为紫色, 
叶片较长、突变为长椭圆形(图7-B), 而诱变亲本

‘花育20号’茎枝为绿色, 叶片为椭圆形(图7-A)。
‘花育22号’、‘花育25号’和‘鲁花11号’嫁接苗中未

观察到明显的性状变异。移栽4个月后嫁接苗的

荚果成熟(图5-E)。收获后观察4个供试品种的嫁

接苗全部结果, 嫁接苗结果率均达到100%。‘花育

20号’的变异植株正常结实, 共获得26粒种子。

讨　　论

以往报道再生植株的嫁接苗首先移栽于营养

基质, 在驯化室或玻璃温室驯化3周左右, 成活后

再移栽试验田, 占用驯化室空间, 并且驯化过程需

要精心管理(Zhao等2013; Wang等2015a); 由于移
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图4  花生离体诱变形成的体细胞胚及其萌发长成的小苗

Fig.4  Somatic embryos and plantlets formed from in vitro mutagenesis
A: 在添加10 mg·L-1 2,4-D和4 mg·L-1 PYM诱变培养基上培养2周后从外植体上直接形成的球形体细胞胚(石蜡切片); B: 在添加10 

mg·L-1 2,4-D和4 mg·L-1 PYM诱变培养基上培养4周后的外植体(约一半的外植体褐化); C: 在添加4 mg·L-1 BAP培养基上萌发的体细胞胚; D: 
在添加4 mg·L-1 BAP培养基上体细胞胚萌发长成的小苗。

栽操作2次, 耗费大量人力物力财力, 且影响小苗

生长(Wang等2015b; Sui等2015); 栽植于基质中的

小苗容易染菌, 造成成活率降低。本研究利用‘花
育20号’胚小叶组织培养再生小苗作为接穗, ‘花育

23号’无菌萌发的种子实生苗作为砧木进行无菌嫁

接, 对嫁接苗的移栽方法进行了研究, 结果表明, 
嫁接苗直接移栽试验田的土壤中生长快且健壮, 
比经驯化室培养3周再移栽试验田的嫁接苗早开

花近2周, 成活率高20%, 这可能是由于直接移栽于

试验田的嫁接苗砧木根系在土壤中伸展空间大, 
根深叶茂, 促使地上部生长发育快且健壮(王鹏等

2015a); 并且因为土壤中的微生物处于平衡状态, 
有益菌能抑制有害菌的繁衍(何铁柱等2009), 从而

提高成活率。直接移栽于试验田不需要经过驯化

室驯化的过程, 节省空间, 减少一次移栽, 从而节

省人力物力财力。

关于砧木催芽培养基质的选择, 我们前期研

究(郝世俊等2010)利用液体培养基中(脱脂棉作为

支撑)无菌萌发的种子实生苗作为砧木, 但因其须

根缠绕在脱脂棉上, 从培养瓶中取出进行嫁接时

很容易伤根, 并且操作费工费时。本研究对砧木

催芽培养方法进行了研究, 结果表明, 将作为砧木

的花生种子埋于沙中无菌催芽, 根系在沙中伸展

无缠绕, 嫁接时很容易从沙中提出, 不仅操作简单, 
而且不会伤根, 嫁接苗的移栽成活率(97.5%)明显

高于以脱脂棉作为支撑的液体培养基催芽的砧木

的嫁接苗成活率(77.5%); 并且沙中催芽的砧木下

胚轴伸长快, 可能因为花生种子萌发后, 下胚轴伸

长才能将子叶推出地面(禹山林2008)。
我们在前期报道(郝世俊等2010)砧木嫁接口

在子叶节以上的主茎上, 由于砧木带有第一对侧枝

原基, 在移栽于田间后需摘除砧木上的侧枝, 否则
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图5  离体诱变再生嫁接苗田间生长及结果

Fig.5  Grafted plants and pods produced from in vitro mutagenesis
A和B: ‘花育20号’嫁接苗; C: ‘花育22号’嫁接苗(移栽4周); D: ‘鲁花11号’嫁接苗开花(移栽1个月); E: ‘花育20号’嫁接苗结果。

由于营养竞争会影响接穗的生长及结荚。并且由

于砧木上的侧枝原基的存在, 侧枝摘掉后还会再

长, 所以需经常及时摘除, 如此耗费大量的人力和

时间。如果砧木和接穗荚果的形状和大小类似, 收
获时很容易混杂。鉴于此问题, 本文研究了砧木嫁

接口位置对嫁接苗结荚的影响。结果表明嫁接口

在子叶节以下的下胚轴, 因为没有子叶和子叶节的

障碍, 且下胚轴较粗, 紧实度强, 嫁接操作简单易

行。此外由于砧木上无侧枝, 根系吸收的营养全部

输送到接穗上, 接穗生长健壮, 单株接穗的结果粒

数明显多于嫁接口在主茎上的接穗的结果粒数。

‘花育20号’茎枝绿色, 叶片形状为椭圆形, 本
研究中‘花育20号’嫁接的离体诱变再生苗中有一

株茎枝颜色突变为紫色, 叶片突变为长椭圆形, 收
获期观察突变体正常结实, 共获得26粒种子。本

研究离体诱变是通过胚胎发生途径获得再生植株, 
因为体细胞胚的形成一般起源于单个细胞, 避免

了突变体的嵌合现象(赵明霞等2011), 因此这些突

变排除了嵌合性突变的可能。并且这些突变在诱

变当代得到表现, 可能为显性突变, 而隐性突变需

要自交后才能得以表现。本论文4个供试品种嫁

接的离体诱变再生苗后代性状变异和分离有待于

进一步研究。

图6  花生离体诱变再生嫁接苗移栽成活率

Fig.6  Survival rates of grafted seedlings regenerated from in 
vitro mutagenesis in peanut
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图7  ‘花育20号’ (A)及其突变的再生嫁接苗(B)
Fig.7  ‘Huayu 20’ (A) and mutationally grafted plant (B)

本研究结果可为花生离体诱变、遗传转化再

生苗的嫁接和移栽提供有效方法。
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Grafting and transplanting of regenerated plantlet by in vitro mutagenesis in 
peanut
LI Guan1, YIN Xiu-Bo2, CUI Shan3, QIAO Li-Xian1, SUI Jiong-Ming1, JIANG De-Feng1, WANG Jing-Shan1,*

1College of Life Sciences, Qingdao Agricultural University / Key Lab of Plant Biotechnology in Universities of Shandong, Qingd-
ao, Shandong 266109, China; 2The Agricultural Technology Extension Station of Shandong Province, Jinan 250013, China; 3Pony 
Testing International Group, Qingdao, Shandong 266101, China 
 
Abstract: To solve the problem of root regeneration and low survival rate after transplantation in peanut, a sim-
ple and effective grafting in vitro and transplantation technique of regenerated plantlets was studied. The graft-
ing was conducted with regenerated plantlets derived from in vitro mutagenesis of peanut cultivars ‘Huayu 20’, 
‘Huayu 22’, ‘Huayu 25’ and ‘Luhua 11’ as the scions. The rootstocks were obtained from 10- to 13-day-old ger-
minated peanut seedlings of ‘Huayu 23’. The grafted plantlets were cultured under sterile condition for 3 days, 
hardening-seedling for 2 days and were then transferred to the field, with temporary plastic tunnel for 3 weeks 
and later in normal field management. The result shows that sand was suitable medium for the germination of 
rootstock seeds, and hypocotyl of rootstock seedling below the cotyledonary nodes was suitable operating part. 
The grafted seedlings showed normal and rapid growth after they were transplanted to field, and the survival 
rates could reach to 90% in 4 tested cultivars. There was a regenerated plant which showed obvious variation 
from ‘Huayu 20’ mutagenesis, with purple stem and long oval leaves relative to original green stem and oval 
leaves.
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