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大蒜抗草甘磷愈伤组织变异系的选择研究
Ξ

张恩让,程智慧
(西北农林科技大学 园艺学院,陕西 杨陵 712100)

　　[摘　要 ]　选取改良蒜、金堂早蒜、苍山蒜和欧引 01等 4个不同生态型的大蒜品种,采用直接接种和逐级培

养法在质量分数 0. 02% , 0. 04% , 0. 06% , 0. 08% , 0. 10% , 0. 20%的草甘磷培养基上,选择抗草甘磷愈伤组织细胞

系。结果表明,草甘磷对大蒜外植体的出愈率有极强的抑制作用,在试验中均未诱导出愈伤组织。用愈伤组织直接

在不同质量分数的草甘磷培养基上选择, 4个品种在低质量分数 (< 0. 04% )胁迫下都有一定的抗性; 经逐级抗草甘

磷选择后的愈伤组织,其抗性能力有明显提高,在含有草甘磷质量分数 0. 06%培养基上, 4个品种愈伤组织的成活

率为 10. 3%～ 18. 2% ,且发育良好;在质量分数 0. 08%和 0. 10%的草甘磷培养基上也有部分愈伤组织成活。抗性

稳定性检验证明, 此抗草甘磷能力在一定时间内能够保持下去。
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　　在细胞与组织培养基础上出现的细胞自发突变

和诱变的现象愈来愈受到育种工作者的重视,在多

种农作物中已进行了体细胞无性系变异及其筛选应

用的研究[1, 2 ] ,抗性筛选是其中的主要工作之一。近

年来,用离体方法筛选抗除草剂突变体的研究十分

活跃,现已得到了番茄、胡箩卜、油菜等多种农作物

的抗除草剂细胞系, 有的已诱导培养成再生植

株[1～ 3 ]。业已证明,大蒜在组织培养中有高频率的体

细胞变异发生[4 ] ,但对其的筛选和利用却迄今未见

报道。草甘磷由美国孟山都公司研制开发,在田间使

用时具有广谱、高效,对人畜安全和无环境污染等优

点,但其在田间除草的同时也对大蒜造成一定伤害,

若能选择出抗草甘磷的大蒜品系,将对大蒜生产有

很大的促进作用。本研究报道了大蒜抗草甘磷愈伤

组织变异系的选择方法和试验结果,以期为抗草甘

磷大蒜品系的选育提供依据。

1　材料和方法

1. 1　材　料

　　供试品种为西北农林科技大学园艺学院大蒜课

题组提供的“改良蒜”、“金堂早蒜”、“苍山蒜”和“欧

引 01”,以蒜瓣为外植体。

1. 2　方　法

选择健康饱满的蒜瓣,切去上部的贮藏叶,将底

部 3 mm 高 (带部分贮藏叶和部分茎盘)的部分,切

成 3 mm 见方的小块,作为外植体。基本培养基为

M S+ 2, 42D 2. 0 m göL + 62BA 1. 0 m göL。选择胁迫
剂为草甘磷 (孟山都生产,商品名称为农达) ,胁迫剂

质量分数分别为 0. 02% , 0. 04% , 0. 06% , 0. 08% ,

0. 10%和 0. 20%。具体方法为: ①直接将外植体接

于添加不同质量分数草甘磷的基本培养基上, 50 d

后统计出愈率; ②将在无胁迫剂存在的基本培养基

中诱导产生的愈伤组织,通过继代培养,使其大量增

殖,然后将增殖的愈伤组织分成 2 mm 见方的小块,

分别转到添加不同质量分数草甘磷的基本培养基

上,在转接后的 4 周内,每周测定一次生长率,同时

统计成活率;③每品种取 2份愈伤组织,从0. 02%开

始,在不同质量分数的草甘磷培养基上从低到高逐

级培养,最高质量分数为 0. 20% ; 1份在每个培养基

上培养 4周, 1份培养 8周,每一级淘汰生长不良或

死亡的愈伤组织,下一级重新观察统计生长情况。

愈伤组织生长情况及在添加不同质量分数草甘

磷培养基上的抗性能力用出愈率、愈伤组织成活率

及生长率表示。计算公式为:出愈率= (长出愈伤组

织的外植体块数ö接种的外植体总块数)×100;愈伤

组织成活率= (成活的愈伤组织块数ö接种的愈伤组
织块数)×100;生长率= (培养后鲜重- 原鲜重) ö原
鲜重。每种培养基测定统计 8～ 10瓶,每瓶接种 4～
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5块,用其算术平均值作比较。

2　结果与分析

2. 1　草甘磷质量分数对出愈率的影响

　　将大蒜外植体接种于添加有草甘磷的培养基上

诱导愈伤组织,结果表明,草甘磷对愈伤组织的长出

有极强的抑制作用。接种后连续观察到 70 d,在所进

行的不同质量分数草甘磷的试验中,均未诱导出愈

伤组织。

2. 2　愈伤组织对草甘磷的抗性

将在无草甘磷培养基上诱导出的愈伤组织,转

接于含有不同质量分数草甘磷的培养基上,研究愈

伤组织对草甘磷的抗性 (以愈伤组织成活率衡量)。

结果见表 1。
表 1　大蒜愈伤组织在含有不同质量分数草甘磷培养基上的成活率

T able 1　T he survival ra te of callus on the m edium contain ing differen t

concen tra t ion of Glypho sate %

品种
Cultivars

草甘磷质量分数ö%
Concen tration of Glypho sate in m edium

0 0. 02 0. 04 0. 06 0. 08 0. 1 0. 2

改良蒜 Gailiang 100 34. 5 11. 3 2. 5 - - -

金堂早熟 J in tang early 100 28. 8 9. 2 - 3. 3 - -

苍山蒜 Cangshan 100 37. 5 17. 5 8. 8 - - -

欧引 01 Europe 01 100 20. 7 9. 6 - - - -

　　表 1结果表明,草甘磷对愈伤组织的成活率有

很大影响,在添加了草甘磷的培养基上,愈伤组织的

成活率急剧下降,低质量分数时 (0. 02%和 0. 04% )

尚有部分成活, 若培养基中草甘磷质量分数超过

0. 06% ,已很难有愈伤组织成活。改良蒜和苍山蒜对

草甘磷的抗性能力略强于金堂早蒜,欧引 01 的抗性

能力最差。

2. 3　逐级培养对愈伤组织成活率的影响

逐级培养 4 或 8 周后,愈伤组织成活率的统计

结果见表 2。表 2结果表明,愈伤组织经过质量分数

逐步提升的草甘磷培养基多次转移和选择,其抗草

甘磷的能力有明显提高。改良蒜经每级 4周培养选

择的愈伤组织,在含质量分数 0. 04%和 0. 06%草甘

磷培养基上的成活率分别由直接接种的 11. 3%和

2. 5%提高到 27. 8%和 16. 6%。即使草甘磷质量分

数升高到 0. 08%和 0. 10% ,也有愈伤组织成活。而

经每级 8周培养选择的愈伤组织,其抗草甘磷能力

的提高幅度更大, 在质量分数 0. 02% , 0. 04% ,

0. 06% , 0. 08%和 0. 10%的草甘磷胁迫下, 愈伤组

织成活率分别达到了 34. 5% , 30. 3% , 18. 2% ,

9. 8%和 6. 6%。其他品种与改良蒜的表现趋势相

同。
表 2　愈伤组织在含有不同质量分数的草甘磷培养基上逐级培养的成活率

T able 2　T he survival ra te of calls cu ltu red by step2to2step increasing concen tra t ion of Glypho sate %

品种
Cultivars

培养时间ö周
Cultu re tim es

培养基中草甘磷的质量分数
Concen tration of Glypho sate in m edium

0 0. 02 0. 04 0. 06 0. 08 0. 10 0. 20

改良蒜 Gailiang 4 100 34. 5 27. 8 16. 6 9. 3 3. 3 -

8 100 34. 5 30. 3 18. 2 9. 8 6. 6 -

金堂早蒜 J in tang early 4 100 28. 8 20. 4 12. 9 6. 6 - -

8 100 28. 8 23. 7 13. 1 7. 8 3. 3 -

苍山蒜 Cangshan 4 100 37. 5 21. 8 14. 6 10. 2 5. 0 3. 3

8 100 37. 5 29. 2 15. 5 9. 7 3. 3 -

欧引 01 Europe 01 4 100 20. 7 18. 5 13. 0 8. 3 - -

8 100 20. 7 19. 8 10. 3 9. 0 - -

　　愈伤组织成活率的差异显著性分析结果 (表 3)

表明, 4个品种经逐级培养选择后,愈伤组织的平均

成活率与直接选择相比,差异均达极显著水平。每级

4 周逐级培养选择和每级 8 周相比,差异达显著水

平,说明逐级培养选择可有效提高愈伤组织的成活

率,而且适当延长每级培养时间也能增加愈伤组织

的成活率。

2. 4　愈伤组织生长情况

为研究逐级抗草甘磷选择愈伤组织的生长情

况,以直接接种于含有不同质量分数草甘磷的培养

基上的愈伤组织生长率为对照,测定统计前 4 周的

生长情况,结果列于表 4。
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表 3　愈伤组织成活率的差异显著性分析

T able 3　Sign ifican t differences among the survival ra te of callus

品种
Cultivars

草甘磷质量分数ö%
Concen tration
of Glypho sate

选择方式
Selection

fo rm

平均成活率ö%
M eans of

su rvival rate

差异显著性
Sign ifican t difference

Α= 0. 05 Α= 0. 01

改良蒜 Gailiang 0. 04 3 11. 3 a A

0. 04 3 3 27. 8 b B

0. 04 3 3 3 30. 3 c B
金 堂 早 蒜 J in tang
early

0. 04 3 9. 2 a A

0. 04 3 3 20. 4 b B

0. 04 3 3 3 23. 7 c C

苍山蒜 Cangshan 0. 04 3 17. 5 a A

0. 04 3 3 21. 8 b B

0. 04 3 3 3 29. 2 c C

欧引 01 Europe 01 0. 04 3 9. 6 a A

0. 04 3 3 18. 5 b B

0. 04 3 3 3 19. 8 b B

　　注: 3 表示直接选择; 3 3 表示每级 4周逐级培养选择; 3 3 3 表示每级 8周逐级培养选择。

N o te: 3 m eans direct selection; 3 3 m eans selection by step2to2step (4 w eek söstep ) ; 3 3 3 m eans selection by step2to2step (8 w eek sö

step ).

表 4　在不同质量分数草甘磷培养基上经抗性选择的愈伤组织和对照的生长率

T able 4　T he grow th rate of selected Glypho sate2to lerance callus and con tro l on m edium

contain ing differen t concen tra t ion of Glypho sate

品种
Cultivars

草甘磷
质量分数ö%
Concen tra2

t ion of
Glypho sate

对照
Contro l

选择愈伤组织
Selected callus

1 2 3 4 1 2 3 4

改良蒜
Gailiang

0 3. 32 0. 88 0. 76 0. 10 3. 32 0. 88 0. 76 0. 10

0. 02 0. 89 0. 72 0. 70 0. 34 0. 89 0. 72 0. 70 0. 34

0. 04 0. 57 0. 32 0. 27 0. 18 0. 77 0. 70 0. 61 0. 32

0. 06 0. 21 0. 11 0. 17 0. 07 0. 49 0. 33 0. 35 0. 21

0. 08 - - - - 0. 24 0. 17 0. 06 0. 10

0. 1 - - - - 0. 13 0. 05 0. 09 0. 02

金堂早蒜
J in tang

early

0 3. 45 0. 89 0. 78 0. 13 3. 45 0. 89 0. 78 0. 13

0. 02 0. 71 0. 59 0. 37 0. 22 0. 71 0. 59 0. 37 0. 22

0. 04 0. 34 0. 20 0. 23 0. 11 0. 61 0. 43 0. 51 0. 20

0. 06 - - - - 0. 27 0. 18 0. 08 0. 03

0. 08 - - - - 0. 08 0. 12 0. 01 - 0. 02

0. 1 - - - - - - - -

苍山蒜
Cangshan

0 3. 01 0. 57 0. 43 0. 17 3. 01 0. 57 0. 43 0. 17

0. 02 1. 01 0. 82 0. 53 0. 25 1. 01 0. 82 0. 53 0. 25

0. 04 0. 43 0. 28 0. 13 0. 15 0. 65 0. 53 0. 27 0. 19

0. 06 0. 11 0. 08 0. 02 0. 01 0. 33 0. 30 0. 19 0. 10

0. 08 - - - - 0. 23 0. 18 0. 15 0. 03

0. 1 - - - - 0. 12 0. 08 0. 10 0. 04

欧引 01
Europe 01

0 3. 47 0. 82 0. 51 0. 08 3. 47 0. 82 0. 51 0. 08

0. 02 0. 55 0. 32 0. 41 0. 27 0. 55 0. 32 0. 41 0. 27

0. 04 0. 21 0. 15 0. 09 0. 07 0. 43 0. 27 0. 21 0. 12

0. 06 - - - - 0. 37 0. 25 0. 15 0. 10

0. 08 - - - - 0. 18 0. 11 0. 03 0. 01

0. 1 - - - - - - - -

　　注: 1, 2, 3, 4表示周次。下表同。

N o te: 1, 2, 3, 4 stands fo r w eek s. T he fo llow ing tab le is the sam e.

　　表 4表明,在含有草甘磷的培养基上,经抗草甘

磷选择的愈伤组织前 4周的生长率比对照有明显提

高,这种生长率的提高在较高质量分数的草甘磷培

养基上表现得尤为显著。如改良蒜,在含有 0. 06%
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的草甘磷培养基上培养的前 4 周,对照的生长率分

别为 0. 21, 0. 11, 0. 17 和 0. 07, 而经抗草甘磷选择

的愈伤组织的生长率则分别达到了 0. 49, 0. 33,

0. 35和 0. 21,增加均在 1倍以上。培养基中草甘磷

质量分数在 0. 08%和 0. 1%时,对照的愈伤组织全

部死亡,而经抗草甘磷选择的愈伤组织仍保持一定

的生长率。

2. 5　抗性稳定性检验

将经草甘磷培养基诱导选择, 可在质量分数

0. 06%草甘磷培养基中稳定生长的抗草甘磷愈伤组

织,转移到不含草甘磷的培养基中培养 45 d,再直接

转回到质量分数 0. 06%草甘磷的培养基中,统计其

成活率和前 4周的生长率,并进行抗性稳定性检验,

结果列于表 5。
表 5　在 0. 06%草甘磷的培养基上经无草甘磷培养的愈伤组织成活率和生长率

T able 5　F requency and Grow th rate of tested callus after passages in the absence of

Glypho sate on m edium contain ing 0. 06% Glypho sate

品种
Cultivars

成活率ö%
Survival

rate

生长率 Grow th rate

1 2 3 4

改良蒜 Gailiang 88 0. 41 0. 28 0. 25 0. 22
金堂早蒜 J in tang early 79 0. 30 0. 21 0. 09 0. 02
苍山蒜 Cangshan 91 0. 27 0. 17 0. 11 0. 04
欧引 01 Europe 01 70 0. 33 0. 21 0. 13 0. 07

　　表 5结果表明,选择出的愈伤组织仍保持较高

的抗草甘磷能力,在 0. 06%草甘磷的培养基中生长

良好, 4 个品种的成活率分别为 88% , 79% , 91%和

70%。从生长率上看,与逐步选择的愈伤组织相比虽

无多大差别,但显著高于在质量分数 0. 06%草甘磷

培养基上直接选择的愈伤组织生长率,说明经过此

方法选择的抗草甘磷愈伤组织变异系,在一定的时

间内能够保持其抗性。

3　讨　论

草甘磷是惟一一种抑制 EPSP 的除草剂品种。

目前创制抗草甘磷作物品种的方法主要有细胞和组

织培养,细胞、原生质体和酶融合,抗性基因的分离

与转移等[2, 5 ]。Bo tterm an 和L eem an s[6 ]报道了利用

基因工程技术创制抗除草剂的研究进展, Com ai

等[7 ]也对抗草甘磷的基因进行了研究。细胞和组织

培养技术是创制抗除草剂作物品种的重要方法,因

为细胞能繁殖成植株,而且培养的细胞是遗传变异

的丰富来源,通过此种方法所选择的抗除草剂细胞

系能够成功地得到抗性植株。Ja in 等[1 ]应用离体培

养技术选出了 3 个对草甘磷具有耐性的花生细胞

系,其耐性提高了 20 倍,此类细胞系是通过靶酶过

量形成而产生耐性的,这种 EPSP 合成酶的过量形

成与此种酶基因扩增及其高度转录活性有关。本试

验利用大蒜在组织培养过程中的体细胞无性系变异

筛选抗草甘磷的大蒜变异细胞系,取得了一定的进

展,所选出的细胞系抗草甘磷能力有了较大提高。但

离草甘磷在大田的使用质量分数 (0. 12%～ 0. 15% )

还有一定距离,笔者曾尝试提高培养基中草甘磷质

量分数去做进一步的筛选,可是没有找到成活的愈

伤组织,这可能与试验数量不够大有关,也可能是因

为在培养基中的细胞不断分化,对草甘磷特别敏感,

而使其适应能力降低,若能诱导成再生植株,那么,

植株的抗草甘磷能力可能会有所提高。因此,还需做

进一步深入研究。
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T ran sfo rm at ion of an t i2lyc2b in carro t to tobacco

L IANG Yan 1,W ANGM ing1, CHEN Hang2, CHEN Da-m ing2

(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 N ationa l V eg etable S y stem E ng ineer Cen ter,B eij ing 100081, Ch ina)

Abstract: T ran sfo rm at ion of an t i2lyc2b in carro t to tobacco variet ies SR I and Xan th i w as done by

infect ing leaf p la tes w ith A g robacterium tum ef aciens carrying exp ression vecto r of the gene. GU S test and

Sou thern hyb rid iza t ion revealed that the ra tes of t ran sfo rm at ion basing on the GU S test w ere all 41. 7% ;

Sou thern hyb rid iza t ion of Xan th i p lan ts po sit ive to GU S test show ed the tran sfo rm at ion ra t io w as 67%.

A nalysis on the con ten ts of lycopene and caro tene in Xan th i t ran sgen ic p lan ts indica ted that there w ere

differences no t on ly betw een tran sgen ic and non2t ran sgen ic p lan ts bu t a lso betw een tw o differen t

t ran sgen ic p lan ts.

Key words: tobacco; an t i2lyc2b; t ran sfo rm at ion
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Study on in v itro se lect ion fo r g lypho sa te2resistan t ca llu s of garlic

ZHANG En -rang, CHENG Zh i-hui
(Colleg e of H orticu ltu re,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricltu re and F oresty , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: Fou r d ifferen t eco typ ic garlic cu lt ivars: Gailiang, J in tang early, Cangshan and Eu rope 01 w ere

cho sen fo r th is experim en t. T heir sto re2leaf w ith part of stem p la te and callu s estab lished from it w as u sed

to select g lypho sate2resistan t on so lid M S m edium con ta in ing gradually increased concen tra t ion s of

Glypho sate from 0. 02% , 0. 04% , 0. 06% , 0. 08% to 0. 10%. T he resu lts show that Glypho sate inh ib ited

callu s grow th comp letely in all tested concen tra t ion levels; d irect select ion on m edium con ta in ing differen t

concen tra t ion of Glypho sate show ed that ca llu s of fou r cu lt ivars a ll had Glypho sate2resistan t a t low er

concen tra t ion (< 0. 04% ) of Glypho sate; Glypho sate2resistan t of ca llu s enhanced obviou sly w hen selected

by step 2to2step increasing concen tra t ion of Glypho sate from M S m edium. T he su rvival ra te of callu s of fou r

garlic cu lt ivars on m edium con ta in ing 0. 06% glypho sate w as in the range of 10. 3%～ 18. 2% ;M en su ra t ion

of grow th ra te indica tes that ca llu s developm en t w as good. Som e callu s w ere su rvivo r on m edium

con ta in ing 0. 08% and 0. 10% Glypho sate. Stab ility test of g lypho sate2resistan t show ed the induced

glypho sate2resistan t cou ld keep fo r a long t im e.

Key words: garlic; ca llu s; varia t ion; select ion of g lypho sate2resistan t
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