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大蒜体细胞无性系的染色体变异研究
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　　[摘　要 ]　5个大蒜品种经愈伤组织途径诱导再生植株形成体细胞无性系,对该无性系细胞进行染色体检查

结果表明,通过愈伤组织培养诱导再分化形成的再生植株,其细胞染色体数目发生了不同程度的变异, 5个品种的

体细胞无性系二倍体率分别为 52% , 64% , 58% , 54%和 62% ,其余为多倍体、超倍体和亚倍体细胞。用苍山蒜和改

良蒜的蒜基、蒜瓣和蒜叶分别作外植体培养形成的体细胞无性系二倍体率在 46%～ 60%。检查还发现了染色体结

构的变异。
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　　植物在组织培养过程中通过愈伤组织再生诱导

的体细胞无性系会发生广泛变异,这些变异表现形

式多样,为育种工作者提供了丰富的种质资源[1, 2 ]。

大蒜因长期无性繁殖,品种退化和老化现象严重,又

因花器退化而缺乏有效的育种途径。因此,研究和利

用体细胞无性系变异,对以大蒜为代表的无性繁殖

作物具有特殊的价值和意义。徐培文等[3 ]研究发现,

大蒜在组织培养过程中愈伤组织细胞的染色体倍性

发生了变化。但有关大蒜体细胞无性系研究的报道

较少,本试验对大蒜体细胞无性系染色体变异进行

了研究,旨在为利用大蒜体细胞无性系变异创制新

种质资源以及大蒜育种奠定基础。

1　材料和方法

1. 1　材　料

　　供试材料为改良蒜、金堂早蒜、彭县晚熟、苍山

蒜和欧引01等5个栽培品种,由西北农林科技大学

园艺学院大蒜课题组提供。

1. 2　方　法

1. 2. 1　大蒜愈伤组织诱导　外植体用水冲洗干净,

在体积分数 70%酒精中消毒 30 s,然后用体积分数

0. 1%升汞溶液消毒15 m in,取出用无菌水冲洗4～ 5

次,然后按照试验要求进行切割、接种。同时对准备

做外植体的材料进行细胞染色体检查,确保试验材

料均为正常的二倍体。

叶片愈伤组织诱导是将蒜瓣长出的幼叶切成0.

4～ 0. 5 cm 片段,接种于培养基上进行愈伤组织诱

导。蒜瓣愈伤组织诱导是将洁白无损伤的蒜瓣中部

切成小块,接种于培养基上进行愈伤组织诱导。蒜基

培养是将带茎盘的蒜瓣基部组织 (高0. 3 cm )十字形

切成4块,每块都带有部分茎尖、部分茎盘和部分贮

藏叶,将其接种于培养基上进行愈伤组织诱导。

愈伤组织诱导培养以M S 为基本培养基,附加

2, 42D 2 m göL 和62BA 1 m göL ,蔗糖30 gökg,琼脂

7 gökg, pH 值 5. 8,培养温度 (25±1) ℃,光照强度

为2 000 lx,光照时间为10 höd。

1. 2. 2　愈伤组织继代培养　将诱导出的愈伤组织

每4周继代培养1次,培养基为M S+ 2, 42D 0. 1 m gö

L 和62BA 0. 3 m göL ,培养条件同1. 2. 1。

1. 2. 3　体细胞无性系的获得　选取发育良好的愈

伤组织转入分化培养基分化幼芽,分化培养基为不

附加任何激素的M S培养基。当幼芽分化完成后,转

入生根培养基生根,生根培养基为M S+ NAA 0. 2

m göL。即完成植株再生,形成体细胞无性系。

1. 2. 4　体细胞无性系根尖细胞染色体检查　将再

生植株的根尖切下,置入饱和对氯二苯溶液中预处

理 2 h; 然后取出,用无菌水冲洗 2～ 3 次; 放入卡诺

氏固定液 (无水乙醇∶冰乙酸= 3∶1)中,在 4 ℃固
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定20 h,取出,用无菌水冲洗2次;放入1 mo löL HC l

中,在60 ℃下解离10 m in;取出后用体积分数2%的

醋酸洋红染色30 m in,压片;在O lympu s显微镜下观

察,选取染色体清晰的细胞拍照。

2　结果和分析

2. 1　再生植株染色体数目变异与品种的关系

表1表明,通过愈伤组织培养、诱导再分化形成

的再生植株,细胞染色体数目除二倍体外,尚有部分

细胞染色体数目发生了不同程度的变异,由于试验

材料都是正常的二倍体,说明变异来自愈伤组织诱

导和培养阶段。不同品种再生植株的细胞染色体倍

性变化不同, 5 个品种再生植株中二倍体细胞占观

察细胞总数的百分率从高到低依次是金堂早蒜

(64% )、欧引 01 (62% )、彭县晚熟 (58% )、苍山蒜

(54% )和改良蒜 (52% )。再生植株中四倍体细胞也

占较大比例,欧引01和苍山蒜的四倍体细胞占观察

细胞总数的24% ,最低的改良蒜也有16%。另外,在

供试的 5 个品种中都有亚倍体 (亚二倍体、亚四倍

体)细胞出现; 改良蒜、金堂早蒜、苍山蒜和欧引 01

还有少量的超倍体细胞存在,这可能是大蒜在愈伤

组织培养过程中,由于受培养条件理化因素的影响,

细胞的不对称分裂所致。值得一提的是,在再生植株

同一根尖的细胞中存在混倍性,染色体数目在 12～

20,而其外植体母蒜是二倍体,这反映出染色体变异

的复杂性和多样性。从镜检结果的分析得知,染色体

数目变异与基因型有关。

表 1　不同品种再生植株 (R 0)根尖细胞染色体数目变异频率

T able 1　T he frequency of ch rom som e num ber varia t ion in roo t t ip cells of regenerated p lan ts (R 0) from differen t cu lt ivars

观察材料
M aterials
observed

观察细胞数
N o. of

cells
observed

二倍体
D ip lo id
(2n= 16)

亚二倍体
H ypodip lo id

(2n< 16)

四倍体
T etrap lo id
(2n= 32)

亚四倍体
H ypo tetrap lo id
(16< 2n< 32)

超四倍体
H ypertetrap lo id

(2n> 32)

细胞数
N o. of

cells
百分率ö%

细胞数
N o. of

cells
百分率ö%

细胞数
N o. of

cells
百分率ö%

细胞数
N o. of

cells
百分率ö%

细胞数
N o. of

cells
百分率ö%

改良蒜 Gailiang 50 26 52. 0 4 8. 0 8 16. 0 9 18. 0 3 6. 0

金堂早蒜 J in tang early 50 32 64. 0 1 2. 0 10 20. 0 5 10. 0 2 4. 0

彭县晚熟 Pengxian late 50 29 58. 0 4 8. 0 11 22. 0 6 12. 0 0 0

苍山蒜 Cangshan 50 27 54. 0 1 2. 0 12 24. 0 9 18. 0 1 2. 0

欧引 01 Europe 01 50 31 62. 0 1 2. 0 12 24. 0 3 6. 0 3 6. 0

2. 2　再生植株染色体变异与外植体类型的关系

不同外植体再生植株根尖细胞染色体数目变异

结果见表2。

表 2　不同外植体再生植株 (R 0)根尖细胞染色体变异频率

T able 2　T he frequency of ch rom som e num ber varia t ion in roo t t ip cells of regenerated p lan ts (R 0)

from differen ty exp lan ts of garlics

品种
Cultivars

外植体
Exp lan ts

观察细胞数
N o. of

cells
observed

二倍体
D ip lo id
(2n= 16)

亚二倍体
H ypodip lo id

(2n< 16)

四倍体
T etrap lo id
(2n= 32)

亚四倍体
H ypo tetrap lo id
(16< 2n< 32)

超四倍体
H ypertetrap lo id

(2n> 32)

细胞数
N o. of

cells
百分率ö%

细胞数
N o. of

cells
百分率ö%

细胞数
N o. of

cells
百分率ö%

细胞数
N o. of

cells
百分率ö%

细胞数
N o. of

cells
百分率ö%

改良蒜
Gailiang

蒜基
C love basis 50 26 52. 0 2 4. 0 8 16. 0 7 14. 0 3 6. 0

蒜瓣 C love 50 24 48. 0 7 14. 0 6 12. 0 9 18. 0 4 8. 0

叶片
L eaf b lade

50 30 60. 0 3 6. 0 6 12. 0 7 14. 0 4 12. 0

苍山蒜
Cangshan

蒜基
C love basis 50 27 54. 0 1 2. 0 12 24. 0 9 18. 0 1 2. 0

蒜瓣 C love 50 23 46. 0 8 16. 0 10 20. 0 5 10. 0 4 8. 0

叶片
L eaf b lade

50 25 50. 0 2 4. 0 7 14. 0 11 22. 0 5 10

　　表 2 表明,二倍体大蒜不同器官经组织培养再 生的植株,其细胞染色体数目有很大的变异。苍山蒜
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蒜基、蒜瓣和叶片经愈伤组织培养再生的植株根尖

细胞中二倍体细胞分别为54% , 46%和50% ,改良蒜

分别为52% , 48%和60% ,其余细胞则为非整倍体和

四倍体 (两者之和为12%～ 24% )。由表2明显可见

非整倍体细胞的增加,由改良蒜蒜瓣诱导的再生植

株非整倍体细胞 (亚二倍体、亚四倍体和超倍体)达

40%。细胞染色体数目变异与品种及外植体之间的

规律性不强。

2. 3　再生植株的染色体结构变异

对苍山蒜再生植株染色体观察发现,二倍体细

胞在染色体结构上也有不少变异,图1中有1条染色

体将另外2条染色体连在一起构成单桥,也有1条染

色体将3条染色体连在一起构成复桥;在图1中还清

晰可见外围两个染色体断片 (图 1 中箭头所指) ; 在

图2中可见,有两条染色体粘连在一块;在图1和图2

中都可以看到有2条染色体出现交叉现象。这些染

色体结构异常在所观察的5个品种中都不同程度的

存在,而检查外植体母蒜时仅发现7%的细胞内染色

体有粘连、交叉等现象。染色体结构变异在愈伤组织

初期鉴定时发现较少,例如改良蒜在诱导初期,其愈

伤组织细胞中检查发现有 10%～ 20%的染色体异

常。当对愈伤组织进行不同方式的处理时,染色体结

构变异增多,特别是外观发育不良的愈伤组织,对继

代18次的愈伤组织细胞鉴定,除了超倍体细胞大量

增加外,染色体结构异常也比较多,占观察细胞总数

的33%。这也可能是愈伤组织长期继代后,其分化和

成苗能力愈来愈差的原因。改良蒜再生植株中,染色

体结构异常的细胞占观察细胞总数的13%。

3　讨　论

3. 1　关于染色体数目变异

　　愈伤组织随继代培养次数的增加,常出现大量

多倍体和非整倍体细胞。如小麦愈伤组织及其再生

植株、马铃薯原生质体再生植株中,出现染色体数目

的广泛变异[4～ 7 ]。马国斌等[8 ]用子叶、真叶和未成熟

子叶分别做外植体,诱导出的甜瓜再生植株的根尖

细胞染色体数目均存在明显变异,在 3 种外植体的

再生植株中, 除二倍体外还分别鉴定出了 30% ,

16. 2%和42. 9%的四倍体,并有一定比率的亚倍体、

多倍体和超倍体细胞。何欢乐等[9 ]以两个甜瓜品种

为材料,经不定胚诱导再生植株发现,再生植株中存

在一定的变异,随着继代培养时间的增加,染色体数

目的变异率从3. 3%增加到30% ,变异幅度也从2n=

23～ 24增加到2n= 13～ 48。弈非时等[10 ]对阿城大蒜

茎尖愈伤组织诱导和植株分化研究发现,再生植株

中四倍体占97. 5%。本研究证明,供试的5个大蒜品

种再生植株亦存在染色体数目的变异,但变异幅度

不同,这可能是由于品种不同所致。

3. 2　关于染色体结构变异

在培养的细胞及再生植株中,还可观察到多种

染色体结构的变化。如染色体桥、双着丝粒染色体及

染色体断片的出现等,此外还见到微核的产生[4, 11 ]。

向凤宁等[11 ]在玉米组织培养过程中发现,随着培养

时间的延长,愈伤组织中出现多种染色体结构变异,

分析认为这种变异源于培养时的理化条件,并且这

些结构变异有可能导致非整倍体细胞的形成。本研

究中所见到的染色体结构变异,可能也是这种原因

所致。但是,在本试验中见到的染色体桥、染色体粘

连和交叉发生频率相对较高,既有染色体本身发生

的变异,也可能是在压片时操作不当所致,要明确大

蒜体细胞无性系中染色体结构的变异规律,尚需进

一步深入研究。

3. 3　关于染色体变异的影响因素

刁现民等[12 ]对谷子体细胞无性系变异的研究

表明,在愈伤组织形成和继代过程中,愈伤组织处于

相对无组织的单个独立状态,或联系松散的团块状
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态,细胞对所处的物理和化学环境胁迫的缓冲能力

差,细胞的DNA 复制和染色体分裂在这种胁迫环境

下, 处在一种相对“慌乱”的状态,从而导致DNA 复

制和染色体分裂错误,再生植株发生变异。本研究证

明,大蒜愈伤组织在诱导和增殖过程中,由于培养基

种类,培养基中附加激素种类、浓度的改变以及培养

条件的改变,都加大了愈伤组织中染色体的变异,而

且这种染色体变异不但体现在数目上,在结构上也

有很大的变化,支持了刁现民的推论。

[参考文献 ]
[ 1 ]　朱至清. 体细胞无性系变异[A ]. 孙敬三,桂耀林. 植物细胞工程实验技术[C ]. 北京:科学出版社, 1995. 112- 125.

[ 2 ]　冯志杰. 植物体细胞无性系变异发生的遗传机理[J ]. 农业生物技术学报, 1993, 1 (1) : 8- 17.

[ 3 ]　徐培文,马伟青. 大蒜组织培养染色体倍性变化研究[J ]. 山东农业科学, 1998, (5) : 30- 31.

[ 4 ]　吴鹤鸣,陆维忠,周　楠. 小麦体细胞再生株 (R 1)的染色体变异分析[J ]. 植物学报, 1992, 34 (3) : 226- 232.

[ 5 ]　李士生,张玉玲. 小麦愈伤组织及再生植株的染色体变异[J ]. 遗传学报, 1991, 18 (4) : 332- 338.

[ 6 ]　李耿光. 马铃薯原生质体再生植株表现和染色体数目的变化[J ]. 植物学报, 1992, 34 (9) : 712- 716.

[ 7 ]　W infield M , D avey M R , Karp A. A comp reison of ch romo som e instab ility in cell suspensions of dip lo id, tetrap lo id and hexap lo id

w heats[J ]. H eredity, 1993, 70: 187- 194.

[ 8 ]　马国斌,王　鸣,郑学勤. 甜瓜组织培养再生植株中的四倍体变异[J ]. 园艺学报, 1999, 26 (2) : 128- 130.

[ 9 ]　何欢乐,蔡　润,潘俊松. 甜瓜不定胚再生植株的染色体数目变异[J ]. 遗传, 2002, 24 (2) : 166- 170.

[ 10 ]　栾非时,陈　典. 大蒜茎尖愈伤组织诱导、植株再生及变异的研究[J ]. 北方园艺, 1993, (4) : 23- 25.

[ 11 ]　向风宁,张举仁,陈惠民,等. 玉米胚性愈伤组织的长期继代及其染色体分析[J ]. 西北植物学报, 1994, 14 (3) : 157- 163.

[ 12 ]　刁现民,孙敬三. 植物体细胞无性系变异的细胞学和分子生物学研究进展[J ]. 植物学通报, 1999, 16 (4) : 1- 7.

Study on ch rom o som al varia t ion of som at ic clones of garlic

ZHANG En -rang1, CHENG Zh i-hui1, ZHOU X in -m in2

(1 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;

2 S cience and T echnology B u rean of X iπan C ity , X iπan, S haanx i 710068, Ch ina)

Abstract: Som atic clones of 5 differen t eco typ ic garlic variet ies w ere ob ta ined by w ay of regenera t ion

from callu s and their ch romo som es w ere exam ined. T he resu lts w ere as fo llow s. Among all the garlic vari2
et ies, the num ber of ch romo som es of som e p lan ts regenera ted from callu s changed and the ra t io of varia t ion

varied w ith variet ies. T he percen tage of d ip lo ids of Gailiang, J ingtang Early, Pengx ian L ate, Cangshan and

Eu ropean 01 w as 52% , 64% , 58% , 54% and 62% respect ively, and o thers w ere po lyp lo ids, hyperp lo ids and

hypop lo ids. T he percen tages of d ip lo ids of som atic clones regenera ted from callu ses induced from cloves,

clove bases and leaf b lades of Cangshan and Gailiang ranged betw een 46% and 60% , and the changes of

ch romo som al st ructu re w ere exam ined as w ell.

Key words: garlic; som at ic clones; ch romo som e varia t ion
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