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大蒜体细胞胚胎发生诱导因素研究
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　　[摘　要 ]　通过研究不同质量浓度的 2, 42D、维生素B 1 (V B1
)、水解酪蛋白 (CH )、腺嘌呤 (AD E)和蔗糖等激素

及有机物对大蒜体细胞胚胎发生的单一或组合效应,结果表明: 0. 5 m göL 的 2, 42D 有利于体胚的发生和发育,梨

形胚和棒状胚数目较多; V B1质量浓度提高到 0. 5～ 2. 0 m göL 可促进体胚高频发生,较高质量浓度的V B1与 2, 42D
有明显的互作效应; 15～ 30 gökg 的蔗糖能较好地促进大蒜体胚的发生,蔗糖含量超过 60 gökg则抑制体胚发生和

发育。M S+ 2, 42D 0. 5 m göL + CH 500 m göL + AD E 20 m göL 是胚性愈伤组织适宜的继代培养基。
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　　国内外利用组织培养技术进行大蒜 (A llium

sa tivum L. )脱毒快繁的研究和应用比较普遍,基本

上可归纳为 4 种途径: 器官发生途径、茎尖发生途

径、试管鳞茎以及体细胞胚胎发生途径 (Som atic

em b ryogenesis,简称体胚发生途径) [1 ]。通过前 3种

途径进行大蒜微繁的技术已基本成熟,但相对体胚

发生途径而言,还存在着繁殖系数较低、染色体变异

频率较高 (茎尖发生途径除外)、试管苗驯化困难、成

活率较低等问题。若将体胚制成丸粒化人工种子,即

可大规模进行工厂化生产,发展前景十分广阔[2 ]。

体胚发生途径已被认为是植物界的普遍现象,

但A llium 属的植物较难诱导成功[3, 4 ]。目前,国内外

关于大蒜体胚发生的研究报道很少[5～ 9 ] , 且培养技

术尚不完善。本研究拟通过改变激素和有机附加物

的种类及质量浓度,探讨大蒜胚性愈伤组织 (EC)及

体胚生长发育的适宜培养基,为获取高频同步发生

的大蒜体胚,进而制作人工种子提供科学依据。

1　材料与方法

1. 1　供试材料的获得

　　供试大蒜品种为西北农林科技大学园艺学院大

蒜种质资源课题组提供的襄樊二水早、彭县中熟和

蔡家坡红皮蒜,分别以 01, 02, 04表示。

无菌操作切取 3～ 5 mm 高的大蒜发芽叶作为

外植体, 植入M S + 2, 42D 2. 0 m göL + 62BA 2. 0

m göL 培养基中,诱导得到浅黄色、结构松散的愈伤

组织,经在M S+ 2, 42D 2. 0 m göL + 62BA 0. 5 m göL
培养基上继代培养 3～ 4代后可得到生长旺盛、质地

疏松、增殖倍数约为 3～ 4倍的 EC,即供试材料。继

代培养中注意剔除活力不高和褐化的愈伤组织。

1. 2　方　法

1. 2. 1　培养条件　试验采用M S+ 20～ 30 gökg 蔗

糖+ 6～ 7 gökg 琼脂粉作为基本培养基。灭菌前,培

养基 pH 调至 5. 8左右,每瓶分装约 35 mL ,灭菌压

力 0. 11 M Pa,持续 15～ 18 m in。培养室温度 (25±

2)℃,日光灯作光源,光强 1 500～ 2 500 lx,每天光

照 12～ 14 h。

1. 2. 2　2, 42D 对大蒜体胚形成的影响　在基本培
养基中添加 2, 42D 溶液,配制成含 2, 42D 0. 1, 0. 5,

1. 0, 2. 0和 4. 0 m göL 5个水平的体胚诱导培养基。

每处理接种 8瓶,培养 30 d 后统计体胚数目。

1. 2. 3　2, 42D 与V B1对大蒜体胚发生的影响　采用

二因子随机区组设计, 2, 42D 质量浓度设 0. 1和 1. 0

m göL 2 个水平, V B1质量浓度设 0. 1, 0. 5, 2. 0, 5. 0

和 10. 0 m göL 5个水平,每处理接种 5瓶进行培养,

30 d 后统计体胚数目。

1. 2. 4　水解酪蛋白 (CH )与腺嘌呤 (AD E)对大蒜

体胚发生的影响　采用二因子随机区组设计, CH

质量浓度为 300和 500 m göL , AD E 质量浓度为 20

和 40 m göL ,每处理接种 5 瓶,培养 30 d 后统计结

果。

1. 2. 5　蔗糖对大蒜体胚发生的影响　试验设计了
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15, 30, 60 和 90 gökg 4 个蔗糖水平, 每处理接种 8

瓶,培养 30 d 后统计体胚数目。

1. 2. 6　体胚数目的统计　转接培养 30 d 后,随机

选取 4瓶培养材料,称取 0. 2 g 左右,置于O lympu s

实体显微镜下,用解剖针将体胚剥离出来,血球计数

器记数。体胚包括观察到的球形胚、梨形胚和棒状胚

等。然后计算每克鲜重培养材料的体胚产量[10 ]。

采用D uncanπs新复极差法对各处理间的体胚

产量进行多重比较。

2　结果与分析

2. 1　2, 42D 对大蒜体胚形成的影响
　　2, 42D 对多数植物体胚的诱导具有决定性作
用,但其质量浓度过高 (大于 2. 0 m göL )或存在时间

过长,又明显地抑制体胚的进一步发育[3 ]。本试验主

要研究了不同质量浓度水平的 2, 42D 对大蒜体胚
形成和发育的影响,以期得到大蒜体胚诱导的适宜

2, 42D 质量浓度,结果见表 1。
表 1　2, 42D 对大蒜体胚发生的效应

T able 1　Effect of differen t concen tra t ions of 2, 42D on som atic em bryogenesis in garlic

2, 42D 质量
浓度ö(m g·L - 1)

Concen tra2
t ion of 2, 42D

体胚产量ö
(个·g- 1)
Yield of
em bryo s

显著性水平
Sign ificance level

0. 05 0. 01

胚的发育
D evelopm ent

stages of em bryo s

0. 1 386. 0±87. 93 a A 梨形胚、棒状胚、连体胚多M o re pear2shaped and rod2
shaped em bryo s, som e defo rm ed em bryo s

0. 5 385. 0±67. 55 a A 梨形胚多, 有棒状胚 M o re pear2shaped em bryo s, a
few rod2shaped em bryo s

1. 0 226. 3±34. 33 b B 球形胚多, 梨形胚中等M o re global2shaped em bryo s
and moderate pear2shaped em bryo s

2. 0 181. 7±16. 74 bc BC 球形胚多,少量梨形胚M o re global2shaped and a few
pear2shaped em bryo s

4. 0 112. 7±8. 62 c C
球形胚较少, 褐化较严重 O nly a few global2shaped
em bryo s, and calli b row ned seriously

　　注:供试品种为 01号。N o te: T ested variety is N o. 01.

　　从表 1 可以看出,不同质量浓度水平的 2, 42D
对大蒜体胚的发生和发育有显著影响。随着 2, 42D
质量浓度的升高,单位鲜重的体胚产量和体胚发育

均有不同程度的变化。0. 1和 0. 5 m göL 的 2, 42D 处
理不仅产生了大量的球形胚,而且也出现大量的梨

形胚和少量棒状胚; 1. 0 m göL 的 2, 42D 处理体胚
仅发育到梨形胚期; 而当 2, 42D 质量浓度达
4. 0 m göL时, EC 仅产生少量球形胚且褐化较为严

重。方差分析结果表明, 0. 1和 0. 5 m göL 的 2, 42D
处理对体胚的数量无显著性差异,但0. 1 m göL 2, 42

D 处理的连体胚等畸形胚较多, EC 和体胚比较松

软, 不利于体胚的进一步发育。 1. 0 和 2. 0 m göL
2, 42D处理的体胚数量也无显著差异,但 2. 0 m göL
2, 42D处理的梨形胚出现较少,主要为球形胚。所以

0. 5 m göL 2, 42D 处理对体胚发生的效果较好,既可

以产生大量的体胚,也可适当促进其发育,且无畸形

胚。

2. 2　2, 42D 与V B 1对体胚发生的互作效应

本试验表明, 2, 42D 与V B 1的不同组合对大蒜体

胚形成的影响具有显著差异 (表 2)。
表 2　2, 42D 与V B1对体胚发生的互作效应

T able 2　 In teractive effect of 2, 42D and V B1 on em bryo s in garlic

处理号
T reatm en t N o.

2, 42D 质量浓度ö
(m g·L - 1)

Concen tration
of 2, 42D

VB1质量浓度ö
(m g·L - 1)

Concen tration
of VB1

体胚产量ö(个·g- 1)
Yield of
em bryo s

显著性测验
Sign ificance test

0. 05 0. 01

1 0. 1 0. 1 324. 67±17. 01 bc BC
2 0. 1 0. 5 360. 67±20. 55 b AB
3 0. 1 2. 0 348. 33±17. 01 b AB
4 0. 1 5. 0 272. 00±19. 31 d C
5 0. 1 10. 0 120. 33±13. 43 e D
6 1. 0 0. 1 316. 33±36. 42 bcd BC
7 1. 0 0. 5 466. 67±24. 91 a A
8 1. 0 2. 0 439. 00±20. 07 a A
9 1. 0 5. 0 398. 00±21. 67 ab A
10 1. 0 10. 0 350. 67±15. 53 b AB

　　注:供试品种为 01号。N o te: T ested variety is N o. 01.
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　　由表 2可见,处理 7 和 8 的体胚产量显著优于

其他组合,处理 2, 3, 9, 10 的体胚产量居中, 处理 5

的体胚产量最低。同时,方差分析结果表明, 2, 42D
处理水平间对体胚产量的影响存在极显著差异, 1. 0

m göL 2, 42D 处理的平均体胚数较 0. 1 m göL 2, 42D

处理的多 110个ög。结合单因子 2, 42D 对大蒜体胚

形成和发育的影响 (表 1)可以看出, 较高质量浓度

的V B1与 1. 0 m göL 2, 42D 的互作效应明显。

不同质量浓度V B 1处理间的体胚产量亦存在极

显著差异 (表 3)。0. 5与 2. 0 m göL V B 1处理的体胚

产量极显著地高于 5. 0 和 0. 1 m göL 的V B1处理,

10. 0 m göL V B 1处理的体胚产量又极显著地低于其

他各处理。但 在 1. 0 m göL 2, 42D 存 在 时,

10. 0 m göL V B1较 0. 1 m göL V B 1对体胚发生的作用

稍强一些。因此, 0. 5～ 2. 0 m göL V B 1可显著地提高

大蒜体胚的产量与体胚发生频率,这与周思君等[11 ]

在大豆上的报道一致。

表 3　不同V B1水平对大蒜体胚发生的多重比较

T able 3　M ultip le comparison of differen t concen tra t ions of V B1 on som atic em bryogenesis in garlic

VB1质量浓度ö(m g·L - 1)

Concen trations of VB1

体胚产量ö(个·g- 1)
Yield of em bryo s

显著性测验 Sign ificance test

0. 05 0. 01

0. 5 413. 67±69. 41 a A

2. 0 393. 67±64. 11 a A

5. 0 335. 00±89. 10 b B

0. 1 310. 50±144. 49 b B

10. 0 223. 83±15. 18 c C

　　注:供试品种为 01号,体胚产量为同一VB1质量浓度下 2种水平 2, 42D 处理的体胚产量的平均值。

N o te: T ested variety is N o. 01. T he average yield of em bryo s com es from tho se treated w ith 2 levels of 2, 42D at the sam e concen tration of

VB1.

2. 3　CH ,AD E 对大蒜 EC 生长及体胚发生的影响

很多报道[6, 9, 11, 12 ]指出, CH 和AD E 能有效地诱

导体胚发生和正常发育,但对使用的质量浓度却报

道不一。本试验结果 (表 4)表明,不同质量浓度的

CH 和AD E 对两个供试大蒜品种体胚发生的影响

趋势一致, 均以 CH 500 m göL + AD E 20 m göL 产

生的体胚数目最多,且极显著地优于低质量浓度的

2个组合。
表 4　CH ,AD E 对大蒜体胚产量的影响

T able 4　Effect of differen t com binations of CH and AD E on the yield of som atic em bryo s in garlic

CH 质量浓度ö
(m g·L - 1)

Concen tration
of CH

AD E 质量浓度ö
(m g·L - 1)

Concen tration
of AD E

品种 02 V ariety 02 品种 04 V ariety 04
体胚产量ö
(个·g- 1)
Yield of
em bryo s

显著性水平
Sign ificance level

0. 05 0. 01

体胚产量ö
(个·g- 1)
Yield of
em bryo s

显著性水平
Sign ificance level

0. 05 0. 01

300 20 60. 3±8. 5 c C 141. 7±16. 5 c C

300 40 99. 3±12. 9 b BC 208. 7±14. 9 b B

500 20 166. 3±27. 7 a A 253. 6±15. 1 a A

500 40 149. 0±16. 2 ab AB 214. 7±16. 1 b AB

　　试验同时表明, AD E 有利于体胚的进一步发
育,当未添加AD E 时,易形成畸形胚。这与王洪隆
等[9 ]在大蒜发芽叶体胚诱导中的结论一致。笔者等

在多次继代培养中发现, CH 500 m göL + AD E 20

m göL 组合既能较好地保持组织胚性, 又具有较高

的增殖倍数,是 EC 适宜的继代培养基。

2. 4　蔗糖对大蒜 EC 和体胚发生的影响

蔗糖作为能源和渗透调节剂,影响着植物体胚

的发生和发育,目前有关蔗糖影响体胚发生的最适

含量存在一定的争议[4, 11 ]。

本试验结果 (表 5)表明, 蔗糖含量为 15 和 30

gökg 时, EC 生长良好, 体胚数目多, 15 与 30 gökg

的蔗糖处理对体胚产量的形成无显著影响,但与 60

和 90 gökg 蔗糖处理存在极显著性差异; 30, 60 和

90 gökg 的蔗糖含量对体胚产量形成差异不显著,

但 30 gökg 蔗糖处理较后两者的平均体胚数目稍

多。因此,蔗糖含量在 15～ 30 gökg 时能较好地促进

大蒜体胚的发生,这与周思君等[11 ]在大豆上的研究

结果一致。
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表 5　蔗糖对大蒜胚性愈伤组织及体胚发生的作用

T able 5　Effect of differen t sucro se concen tra t ions on EC and som atic em bryogenesis in garlic

蔗糖含量ö
(g·kg- 1)
Concen tra2

t ion of sucro se

EC 色泽
Co lo r of EC

形态特征
M o rpho logy
and character

增殖倍数
Regenera2
t ion ratio

体胚产量ö
(个·g- 1)
Yield of
em bryo s

显著性测验
Sign ificance test

0. 05 0. 01

15 淡黄
Sligh t yellow

疏松,单粒性好
L oo sen, w ell separated

4. 5 398. 7±33. 1 a A

30 浅黄
L igh t yellow

疏松,单粒性好
L oo sen, w ell separated 4. 4 315. 7±40. 0 ab AB

60 黄
Yellow

较软,单粒性一般
L oo sen, average separated

3. 5 249. 7±33. 3 b B

90 暗黄
D ark yellow

软,体胚间有粘液
Soft, there is m ucilageamong em bryo s

3. 2 226. 3±36. 7 b B

　　注:供试品种为 01号。N o te: T ested variety is N o. 01.

3　讨论与结论

3. 1　2, 42D 在大蒜 EC 诱导和体胚发育中的作用

　　几乎所有的单子叶植物在诱导体胚发生阶段都

使用 2, 42D [3 ]。笔者等检索到的国内外 5篇大蒜体

胚发生方面的报道 [5～ 9 ], 基本都是在高质量浓度

2, 42D (2. 0 m göL 或 4. 0 m göL )存在时诱导产生

EC,进而使用 0. 5 m göL 左右的 2, 42D 配合细胞分
裂素诱导体胚发生。本研究中非胚性愈伤组织在

M S+ 2, 42D 2. 0 m göL + 62BA 0. 5 m göL 培养基上
连续继代 3～ 4代后,几乎同时变为 EC。2, 42D 对大
蒜体胚发生的单因子试验证明, 0. 5 m göL 的 2, 42D
有利于体胚的发生和发育,梨形胚和棒状胚数目较

多。低质量浓度的 2, 42D (小于 0. 5 m göL )处理容易

形成连体胚、次生胚等畸形胚,并且连续在低质量浓

度 2, 42D 下培养将使愈伤组织由胚性转化成非胚
性。高质量浓度 2, 42D 培养下的体胚大多处于球形
期,体胚进一步发育和分化受到明显抑制,这可能是

2, 42D 抑制体胚贮藏物质的形成,对体胚的发育成

熟不利[12 ]所致。试验亦证明,在 2, 42D 存在下,添加

细胞分裂素对大蒜 EC 的增殖有利,而对体胚发生

的促进作用不明显。

3. 2　V B 1对大蒜体胚发生的作用

用B 5 培养基的有机成分代替M S 培养基中的

有机成分,有利于植物愈伤组织和体胚的生长和发

育[8 ] , 这种替换主要是将V B1质量浓度由 0. 1 增至

10. 0 m göL ,提高了 100倍。如此大幅度的变化是否

有利于体胚发生,试验证据尚不充足。本试验结果表

明,适当提高V B 1的质量浓度,确能提高体胚的产量

与体胚发生的频率, 但当质量浓度提高到

10. 0 m göL时,极显著地降低了体胚的产量和发生

频率。B 5 培养基是为大豆根细胞的生长而设计的,

高质量浓度的V B 1对根的生长有利, 所以对诱导大

蒜体胚发生而言,以采用 0. 5～ 2. 0 m göL V B1最有

效、最经济。
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Effect of TD Z on ca llu s inducem en t and shoo t g row th in

t issue cu ltu re of Toona sinen sis

ZHANG X iao-hong1, ZHANG Hong-yan 2,W U Jun 3,

M IN D ong-hong3, KANG B ing1,L I Jun -chao1

(1 Colleg e of L if e S ciences, N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 A g ricu ltu ra l Colleg e of S hang luo, S hang z hou, S haanx i 726000, Ch ina; 3 Colleg e of A g ronomy ,N orthw est S ci2T ech U niversity of

A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S hannx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he experim en t w as carried ou t upon the shoo ts of T oona sinensis w h ich had degenera ted on

qualit ies of grow th and p ro lifera t ion after being subcu ltu red 35- 38 genera t ion s. T he effects of T h idazu ron

(TD Z) on callu s inducem en t, p ro lifera t ion and roo t ing have been studied. T he resu lts show that the quality

of callu s inducem en t w ou ld be increased obviou sly w hen supp lem en ted w ith TD Z and 0. 2 m göL NAA in

the M S m edium , and stem 2exp lan ts w ou ld induce callu s mo re easily than leaves and leaf2sta lk s. T he resu lts

revealed that TD Z imp roved p ro lifera t ion and grow th of shoo ts w hen its concen tra t ion w as low er than 0. 02

m göL , p ro lifera t ion and grow th of the shoo ts have been recovered from the degenera t ion. Bu t w hen its

concen tra t ion w as above 0. 02 m göL , they w ere rest ra ined comp letely, a t sam e t im e, there w ere mo re

abno rm al shoo ts w ith increasing concen tra t ion in m edium. T he roo t ing ra te of p lan t lets has no t been

decreased by subcu ltu red in the m edium w h ich supp lem en ted w ith TD Z.

Key words: T h idazu ron; T oona sinensis; ca llu s; grow th and p ro lifera t ion
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Stud ies on the induct ion facto rs of som at ic em b ryogenesis

in garlic (A llium sa tivum L. )

L I Bu-xun 1, 2, CHENG Zh i-hui1

(1 Colleg e of H orticu ltu re,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 Y uan L ongp ing H ig h2T ech A g ricu ltu re Co. , L td. Chang sha, H unan 410125, Ch ina)

Abstract: T he resu lts ob ta ined from the single o r com b inat ion effects of d ifferen t concen tra t ion levels

of 2, 42D ich lo rophenoxy (2, 42D ) , vitam in B 1 (V B 1
) , casein hydro lysace (CH ) , adeno sine (AD E ) and sucro se

on som atic em b ryogenesis (SE ) in garlic indica ted that 0. 5 m göL 2, 42D w as favo rab le fo r SE, and w ith

mo re pear2shaped and rod2shaped em b ryo s. Increasing the concen tra t ion of V B 1 to 0. 5- 2. 0 m göL , the yield

of em b ryo s w as p romo ted, and there w as obviou s in teract ive effects betw een h igher concen tra t ion of V B 1

and 2, 42D. T he concen tra t ion of sucro se 15- 30 gökg w as p romo ted the occu rrence of em b ryo s, w hereas

mo re than 60 gökg sucro se w as inh ib ited the occu rrence of em b ryo s. M S+ 2, 42D 0. 5 m göL + CH 500 m göL
+ AD E 20 m göL w as the su itab le m edium fo r the subcu ltu re of em b ryogen ic callu s.

Key words: garlic; som at ic em b ryo; induct ion facto rs
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