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花叶病大蒜的茎端组织脱毒培养

禅

场

粉

赵顺庆
1

李鹏飞
“
范怀忠

`

郭碧霞
“

提 要

木文论述了用 M S (1 96 2 )培养基添加吼噪乙酸 (I人人 )
、

细胞激动素 (K T )
、

蔡 乙

酸 (NA A )
、

2
,

4 一二氯苯氧乙酸 ( 2 ,
4 一 D )

、

6 一节基嗦吟 ( B A ) 等生长调节物

质
,

对开平金山火蒜及广州硬尾骨蒜两品种茎端。。

10 。~ 。 .

125 垃 rn 长的分生组织进行培养
,

获得了无毒种蒜
,

并提出了适于此两种大蒜无毒苗培养的培养基配方
、

生长调节质物的组合

和浓度
、

以及光温条件等一套方案 , 论证了 2
,

4 一 D
、

N A A
、

B A
、

光照和温度对愈伤组

织诱导
、

芽分化和球茎形成上的作用
,

并对大蒜不同组织部位的培养作了初步的探讨
。

关旅词 大蒜花叶病
;

大蒜花叶病毒 , 茎端组织培养
;

脱毒组织培养

前 言

广东的大蒜 ( A “ i川 n as t i。 。 、 L
.

) 已普遍感染了大蒜花叶病毒 “ ’ 。

不易通过 田间

筛选来荻得无毒植株
。

曾试用了嚓吟类药物及热空气
、

热水处理等方法进行病苗的病毒

钝化试验
,

都没有成功
。

据文献报道
,

对大蒜茎端。
.

4~ o
.

g m m的分生组织进行培养
,

都可以得到部分 脱 毒

的大蒜苗
` . 〕「 7 ’ 。

但究竟要多大的茎尖组织才能保证取得完全无毒材料
,

很有必要作进

一步探讨
。

大蒜组织培养的培养 基 较 常 用 的是M s (
了 6 2 ) ( M u r a s h i g e

一
s k o o .g 19 6 2 ) 培养

基 「” ` “ , L 7 ’ ` 吕 ’ ￡ ” ` , 。 ’ ,

也有使用 N i t s e h (
` 6 2 ) ` . ’ 二 ’ “ ’ 、

B S 〔 “ ’ 和万 h i t e 「
` 。 ’
配方的

,

但

均以 M (S
尸 6 2 ) 的效果为好

。

生长调节物质一般都是用 2 , 4一二氯 苯氧 乙 酸 ( 2
,

4一D )
、

6一节基嚓吟 ( B A )
、

细胞激动素 ( K T )
、

叫噪乙酸 ( I A A ) 和蔡乙酸 ( N A A ) 等
。

其中 2
, 4一D 和 B A是起主要调节作用的 , 而 2 , 理一D 对于愈伤组织的诱 导 增 殖及 B A对芽

分化具有决定性的作用
` ” ` “ ’ 〔 a 〕 。

但各文献报道的激素浓度差异很大
,

这是 否 与品种

特性有关
,

尚需探索
。

对大蒜不同组织部位的组织培养
,

文献 己有报道
。

大蒜的茎端
〔 . ’ f “ ]

、

茎盘
、

幼芽
、

蒜瓣 ` “ ’和叶片
’

3

都已成功地诱导出了完整的植株
,

这对脱毒苗的加速繁殖
,

具有十分

重大的意义
。

在 1 9 8 3年 n 月至 19 8 5年 4 月
,

我们采用了 M S 产 62 基本培养基
,

分别 用不同浓度和组

合的激素
,

对广东的开平金山火蒜和广 州硬尾骨蒜两个品种大蒜进行了茎端分生组织的

脱毒培养试验
,

以期获得脱毒大蒜来解决生产 上的病害问题
,

并对不同组合和浓度的激素

以及不同光照
、

温度等条件对大蒜组织培养的影响作初步研究
,

希望能摸索 出一套适于

1 一植保系 2 一园艺 系
。

赵顺庆现在中华人民共 和国江 门动植物检痕所工作
。

王g号C年 12月 4 日收稿
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这两个
,

W
I

种人炸茎端 :11 织培养的方法及加速脱毒材料快速繁筑的技术
。

材 料 和 方 法

( 一 ) 大蒜品种及其带病 . 惰况性定

本试验使用广州硬尾骨蒜和开平金山火蒜两个品种作为供诊材料
。

实验前先在每枚

供试大蒜上剥出一粒蒜子来进行盆栽
,

出苗后抽出的新叶均出现褪绿条斑和花叶症状
,

用汁液浸出法进行电镜检查
,

均见有病毒粒体
,

然后将该枚病蒜作为脱毒试毒试验的原

始材料
。

( 二 ) 组织培并的培养签们奋

以M s (
尹 6 2) 基本培养基为基本配方

。

在愈伤组织诱导
、

幼芽分化和出根三个阶段分

别添加不同浓度与不同组合的 I A A
、

N A A
、

2 , 4一D
、

K T和 B A
。

各种药品均用双蒸燕馏水预先配成一定浓度的母液
,

于一 18 ℃下保存备用
。

使用时

按 常规配法
:

” 分别取一定量溶液配成所需浓度的培养基
。

本试验用粉状纯化琼脂和 2 x 2 c0 m硬质试管
。

培养基容里均为 试 管 容量的月
。

将

配制好的培养摹置于灭菌锅 中
,

在 1
.

I k g /
c m

Z

压力下蒸气消 毒 16 ~ 18 分钟
。

( 三 ) 材料的消弃与接种

1
.

器具消毒
:

所有接种用工具均经过高温
、

高压蒸气消毒
。

超净工作台在使用前

用 7 5% 酒精抹两遍
。

2
。

材料消毒
:

取巳开始萌芽的大蒜
,

剥出蒜心
,

用 75 %酒精表面消毒约 15 秒钟
,

再于 O
。

1%升汞液中消毒 10 分钟
,

然后用无毒水冲洗 2 ~ 3 追
。

3
.

材料接种方法
:
所有操作均在超净工作台无菌条件下进行

。

在双 目解剖镜下
,

用

医学活动解剖刀将大蒜生长点附近叶原基逐个剥去
,

切下生长点
,

再用接种针将生长点接

到试管内培养基上
,

所切下生长点组织最大为 0
.

1 2 3
~

,

最小为。
。

。8 2
~

,

平均约。
.

l
mm

。

4
.

组织培养的环境条件
:

试管接种后置于装有荧光管的恒温箱或组织培养空调室

内
。

光照强度为 1 0。。~ 2 0 0 0 L u x ,

每夭光照约 10 小时
。

温度在愈伤组织诱导和分化阶 段

为 2 0 士 2 ℃
,

在幼苗生长 及出根阶段为 25 士 2 ℃
。

每隔 30 ~ 40 天换一次新配培养基
。

5
.

不同阶段培养裱中的激素组合及浓度 ( m g八。OOm l )
。

( I ) 大蒜愈伤组 织诱

导阶段
:

①M S ( 2
, 嫂一D Z + K T :

) ,② M S ( 2
, 4一 D

: + B A :
) ,③M s ( 2

, 4一D : + K T
: + B A : ) ,

④ M s ( N A A 。 . , + B A Z
) ; 或⑥ M S ( N A A

。 . 。 + B A
,

)
。

( 2 ) 幼苗分化阶 段
:

①M s

( N ^ ^
。 . 。 + B A 3

) , ② M S ( I A A 。 . 。 + K T `
) ; ③ M S ( 2

, 4一 D : + B A ,

) , ④ 另 M s ( 2
, 4

一n : + B A Z

) 或⑥月 M s ( N ^ A : + B A Z
)
。

( 3 ) 出根及结鳞茎阶段
: ①M S ( N ^ ^ 。 . 。

) ,

或② M S (不加激素 )
。

勿

口
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试 验 结 果
( 一 ) 消毒效果

木 试验共接利
,

10 批
,

19 8条试管
,

其污染率都在 5 沁下以
,
有时成批全无 污 染

。

在

州
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勿

不同季节接种的其污染率差异也不大
,

说明
_

L述消毒方法是成功的
。

( 二 ) 不同激案浓度及组合对愈伤组织诱导结果

对不同品种大蒜茎端组织分批进行接种
,

接种后 30 ~ 40 天内进行观察
。

试验结果
,

( 表 1 )在所有愈伤组织诱导培养基中
,

根据观察以 M (S 2 , 4一 D : + K T :

)或M (S 2 , 4一D :

+ B A :
) 两种所诱导出的愈伤组织

,

生长得较快较好
,

而且没有芽分化现象
。

培养基只含
。 A不含 2

, 4

一
的

,

则愈伤组织生长似乎较慢
,

极易诱导出幼苗
。

此结果初步表示 2 , 4一D
B

`
~

.
曰 一 ’ 一

’

一 ’ - - -
-

一 ”
一

”
-

有促进愈伤组织分化之效
,

而 B A 则是芽分化的重要因素
。

这与文献报道的结果
` “ } l ` ’ 百吕

基本一致
,

但所用素浓度却有差异
,

可能 与品种不同有关
。

( 三 ) 不同激素配方及浓度对愈伤组织分化的影响

本实验于 19 8 4年 4 月 2 日接种
。

4 月 28 日观察
。

试验结果 ( 表 2 ) 表明
:

在供试的

所有配方巾
,

M S ( N A A
。 . 。 + B A 。

) 最适于幼苗分化
,

分化最多的一试管达 85 个芽
:

而

M s ( 2 ,

4一D : + B A
:

) 则最适于愈伤组织 的增 殖 生长 ( 图版一 1 )
。

加有 K T和 I A A的

都会出根或出现畸形组织 ( 图版一 2 )
。

( 四 ) B A 及N A A 浓度及比例对芽分化的影响

19 8 5年 1月 23 日接种
,

15 天后进行观察
。

结果 ( 表 3 ) 表 明
:

M S (N A A 。 。 。 + B A
3
)

最适于芽分化
,

激素浓度过高或过低都会导致产生很状组织
。

班 1 不同浓度及组合滋寮对大棘组织诱导作用

品 种
激素组合与浓度
( m g八 0 0 0 m l )

{接 种 日 期 {

蕊霖后天
期
数 )

! 成活管数 一诱导率

{接神管蔽
~

( % ) 诱 导 结 果

4一 D
么 + K T z

4一D
z + B A

z

一
D

: 十 K T , · B A
:

…
198 3年 1 1月 1 7日

1 9 83年 1 1月 1 8日

4 1天

4 2天

4 / 2 5

4 / 2 3

1 /2 6

1 6
。
0

1 7
。

4

长出白色
愈伤组织

8一3
ófll J区一25no一J性nù刀皿

ù八U丹匕

一1工,自
`
41上,上

门才卜OQ公22/
声产z1几,1Jd̀

2
,

4一 D z + K T i +

B A :

N A A
o 。 。 + B A :

N A A 。 。 。 十 B A :

1 98 3年 1 2月 4 日

19 84年 11月 14日

1 98 4年 1 1月 2 6 日

2 9天

39天

2 7天

,李
·

+ M S ( 2
,
4 D : + B A

: )

于M S ( N A A : +

B A : ) 198 4年 1 1月 14 日 2 1天

2 / 1 9

l / 6 8

3 个出芽
,

1 个
长愈伤组织

长出白色愈伤组
织

2 个长芽
,

9个
长出绿色组织

广州硬尾蒜骨一开平金山火蒜

( 五 ) 崎形芽及根组织的进一步培养

19 8 4年 4 月 8 日用M s ( I A A 。 . 。 + K T 4

) 及M S ( N A A
。 . 。 + B A

3

) 两种培养基 各 2 0

条试管
,

每种培养基分别接入 10 块根状组织和 10 块畸形芽组织进行培养
。

结果
:

经 30 天

仍然是原来的组织增殖
,

不能诱导分化出愈伤组织或出芽 ( 图 2 )
。

所以
,

在培养过程

中一旦发现畸形芽或只出根的材料即应舍去
。

协
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(六 )不同大蒜组织部位愈伤组织

的诱导

19 8 4年 2 月 2 3日进行接利
, ,

4 月 2

日观察
。

试验结果 ( 表 4 ) 表明
:
大蒜

的芽
、

叶片
、

茎盘
、

假茎及叶鞘等部位

都可作为组织培养的材料
。

这与前人报

道的结果荃本相同
3

’

“ ’ 7 。

这对巳脱

毒材料的加速繁殖具有很重要的意义
。

( 七 ) 光与愈份组织生长及芽分化

的关系

l
。

光照时间长短对愈 i() 组织生长

的影响
: 19 8 4年 3 月 3 日进行本试验

。

在 M S ( 2
, 4一 D : + B A : ) 培养墓中

,

每

试管接入一块愈伤组织
,

连续 7 天给予

三种不同光照时间处理
:

( l ) 每天连

续光照 2 4小时 , ( 2 ) 每夭定时光照 10

小时 , ( 3 ) 每天连续 24 小时黑暗
。

每

个处理各40 条试管
,

7 天后观察
,

各试

管内愈伤组织生长速度差异不大
。

说明

光照时间长短甚至完全黑暗对大蒜愈 ()j

组织生长影响都不大
。

衰 2 不同滋索砚方对 , 份组舰分化的形 .

行己方及浓度

(: u g八 0 0 0 m l )

试̀验…:
·

生幼…
出根

{管数 }芽管数 {管数

出现畸
形组织
管 数

N A A o 。 。 + B A :

I A A o 。 ` + K T -

2 , 4一D + B A :

I A A o 。 。 + B A 3

勿

衰 3 B A及 N A A浓魔与比例对愈份组奴分化

的

…
臃竺
!。
2’’峪教一

!11激素组合
( m g八 0 0 0m l )

入A A 。 。 : 十 B A
:

N A A o 。 。 + B A
:

N A A I + B A 3

B A与
N A A 比
衣刃

生长

速率

仅愈伤
组织增
殖管数

5 :
1

6 一
1

3 :
1 口

.

试脸 时间为 1 9 8 5年 1 月 23 日至 2 月 9 日 , 品

种 为开平全 山 火蒜
,

每处理供试管数都是 4 管
。

. 。

其中 l 分况 出芽又 出根

斑 4 不两组叔的愈份组舰份导抽果
’

nJOJ
, .上口曰,曰/

了了//了矛
,

/了了
2nLI],̀2龙

仁

l , 1诀;

茎盘

假茎

入 A A o . 5 卜 B A

2
,
4一D + B A

长出苗
,

并产生小蒜头叶片膨

大
,

产生愈伤组织先形成愈伤

红乏织
,

后产生芽
。

今

2
,
4一 l〕 2

一

卜 K T z + B A - 2 / 2 产生绿色愈伤组织
叶鞘

N A A 。 。 。 卜 B A 。 2八

。

试脸时 间为 1 9 8 4年 2 月 23 日至 4 月 日 2 ,

品种 为开平金 山 火蒜
。

2
.

光照强度对芽分化的影响
: 19 8 4年 5 月 16 日迸行试验

。

将 48 条接有愈伤组织的

M S ( N A A
。 . 。 + B A :

) 试管
,

放于同一光温箱内
。

14 天后观察
,

发现只有靠近光管的 12

条试管有芽分化 ( 光照强度为 1 00 0 L u x ,

每天光照 8 ~ 10 小时 ) , 其余放置在低于 上 述

光照强度的试管则只增殖而没有芽分化
。

初步说明芽分化需要一定光照强度
。

口
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( 八 ) 温度对愈伤组织生长
、

芽分化
、

芽生长及蒜头形成的影响

在 19 8 4年 11 月至 1 9 85年 4月的整个试验进行期间都发现
:

大蒜愈伤组织的增殖和分

化在室内温度为 20 ~ 52 ℃下较为适宜 ( 培养基为 M S ’ 62 ) 并且都可形成小蒜头
,

但在室

外温度为 28 一 30 ℃ 的夏天愈伤组织则增殖不明显 〔培养基 为M S ( N A A
。 . 。 + B A 。

) 〕
。

可是幼苗 ( 12 条 ) 的生长却比室内20 ~ 25 ℃的幼苗 ( 12 条 ) 为好
。

这初步说明大蒜愈伤

组织较适于在 20 ~ 25 ℃下生长和分化
,

而幼苗的生长则在 28 一 30 ℃较好
。

在培养室条 件下
,

蒜头形成至成熟约需 6 0一 80 天 ( 共 64 枚 )
。

而在室外 30 ℃ 和阴光

直射条件下
,

在 M S, 62 培养基上的 2 4条蒜苗都在 30 一 45 天内产生成熟的小蒜头
。

( 图版

一 3 )这表明幼苗生长
、

小蒜头形成及成熟均需较强的光照和较高的温度
。

但其最适合

条件尚需进一步试验才能确定
。

(九 ) 大蒜幼苗诱导出根试验结果
一

1 9 8 4年 6月 6 日在光温室内将 106 条分化 芽 分 别 接 于 M S, 62 配方 ( 83 条 ) 和 M S

( N A A
。 。 :

) 配方 ( 23 条 )的试管培养基上
,

20 天后观察
,

全部分化芽都能顺利地被诱导

出根
,

其出根数量及根长度差异不大 ( 图版一 4 )
。

这说明分化芽 出根无需激素作用
。

这 与文献报道的结果也完全相同
〔 “ 〕 。

( 十 ) 大蒜茎端组织培养的脱毒结果
19 8 4年 2 月和 19 8 5年 3 月分别用汁液浸出电镜法及琼脂双向扩散血清反 应 法

〔 “ 了
检

查了全部 4 条广州硬尾骨蒜及全部 4 条开平金山火蒜试管的愈伤组织
,

血清反应均为阴

性
。

病蒜对照则为阳性
。

电镜观察亦未见病毒粒体
。

随机将其中一条广州硬尾骨蒜试管

里的脱毒愈伤组织进行了增殖
,

诱导芽分化
。
19 8 4年 8 月至 9 月先后共收得小蒜头 85 个

,

1 9 8 4年 10 月 20 日分别用血清法及免疫 电镜法随机检查了其中 5 个小蒜头
,

结果均未发现

带有病毒
,

对照则为阳性
。

因此认为这批材料百分之一百均 已脱毒
。

19 8 4年 12 月 1 4日将80 个小蒜头进行盆栽 ( 另五个 种 于 大 田 )
, 19 8 5年 1 月 20 日观

察
,

只有 58 株成活
。

在 1 月至 4 月大蒜生长期内进行观察
,

发现盆栽的无毒植株较纤弱
,

但未见有任何病毒症状 (图版一 5 )
。

植于大田的脱毒苗 5 株则叶色浓绿
,

与病蒜比较
,

植株明显粗壮
。

4 月 20 日再用凉脂双向扩散血清反应法检查叶片汁液
,

结果均为阴性
。

对照为阳性
。

进一步证明这 85 个小蒜头都已完全脱去病毒
。

讨 论 和 结 论

本试验获得完全脱毒的大蒜茎端分生组织
,

其长度 约 为 0
.

100 ~ 。
.

1 25 m m , 比文献

报道的 O
。

4~ O
。

9

~ 为小
` 6 ’ 「 7 ’ ,

这是目前所报道中取材最小的
。

文献说明的 0
.

蕊一。
。
9

~
茎端组织有部分仍然带毒

,

说明这样大的长度不能完全脱毒
。

在目前已报道使用的大蒜组织培养基中
,

M S, 62 配方是比较常用 的
` ” ’ L` ’ ` 7 } L已 ’ ` 。 `

“ 。 `。

本试验也使用了这种培养基
。

但有些研 究 者 使 用 B 。 L“ ’ N i t sC h `
。 ’ .

或 与 N it sC h和

w ih t e 〔
“ ’
培养 基结合 也获得了成功

。

说明大蒜组织 对这培 养基要求并 不严格
。

但哪一

种配方最适合且最经济
,

不同品种的要求有没有差异
,

则需进行比较才能确定
。

奋
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本试 验也发现
: 2,

4一D和 B A 是愈伤组织产生和组织分化阶段 中起主导作用的因子
。

在有 2 ,
4一 D时就产生愈伤组织

.
但未见有芽分化

;
而有 B A 而无 2

, 4一 D时则见有芽分化 ,

这与前人的结果完全一致
3 ’ ` ’ ` .

’

。

由此可见
,

在大蒜的组织培养基中加 入 2
, 4一 D 似

无必要
。

本试验曾就 B A 和 N A A 浓度及其比例与芽分化的关系方面 作 了 比 较 ( 表 3 )
:
在

B ^ 为 3 m g八 o o o m l情况下
, B A : N A A为 6

:

1时
,

其分化芽数比 B A : N A A 为 3
:
1 时 为

多
。

曾淑冰
` “ ’
则报道在 2 ~ 4 m g / I 0 0 0m l的范围内

,

随着浓度增高
,

出芽 提 早
,

生长

也加快
。

由此可见
,

在大蒜组织分化的激素使用上
,

其最适浓度与组合方案还有待进一

步研究
。

本研究结果
:

开平金山火蒜和广州硬尾骨蒜两种大蒜在愈伤组织的 诱 导 阶 段
,

用

M s ( 2 ,
4一 n

: + K T :
) 和 M s ( 2 , 4一n

: + B A :
) 两种配方的培养基比较适 合

。

后 者 也

适用于愈伤组织的大量增殖 , 而 M S ( N A A
。 . 。 十 B A 3

) 对芽分化效果 则 较 好
。

文献 报

道
「 3 ’ 〔 . l f . ’ 【 . ’

其他大蒜品种的组织培养的最适组合和浓度
,

与本试验结果差异很大
。

看来大蒜不同 品种对激素浓度的要求似乎是不太严格的
。

光照是大蒜芽分化和蒜头形成及成熟的重要影响因子
,

但目前这方面研究甚少
。

在

本试验中
,

光照强度为 10 0。~ 2 0 00 L u x ,

每天光照 10 小时
,

就有芽分化
。

而文献报道
` . ’

使用 9 70 L u x ,

每天光照 16 小时同样也有芽分化
。

这似乎表明
:
光照强度较 低 时

,

可以

通过增加光照时间来补充
。

但其限度如何值得进一步探讨
。

本试验还发现
,

强光对小蒜头形成和成熟均有显着的促进作用 , 此阶段要求的光照

强度要比愈伤组织生长和分化阶段的高得多
。

这一点在以往文献巾尚未见有报道
,

但究

竞要多大光照强度才能完全满足蒜头形成和成熟的要求
,

口前还未能下结论
。

温度对大蒜苗的出根 及蒜头形成也有很大影响
。

据文献报道 “ ’ :
25

”
C下的蒜 苗 出

根比在 18 ~ 20 ℃下为快 , 在 26 ℃和 8 瓦 日光灯下
,

试管苗在两个月后才能形成小蒜头
。

而本试验则发现在 28 ~ 30 ℃下比在 25 ℃下出根更快 , 在 30 ℃和阳光直射条件下
,

只需一

个月时间即可产生成熟的小蒜头
。

这说明以往报道的温度条件仅能保证其较低的要求
,

而不是其最适温度
。

进一步研究找出蒜苗生长
、

蒜头产生及成熟的最适光温条件
,

减少

培养时间和周 期
,

增加脱毒苗的生 产数敬
,

在理论上和生产上都具有重要的意义
。

今
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图版 1
.

愈伤组织在 M S (NA A。 .3+A B。 )培养基上发生幼苗分化 (左 ), 在 M S ( 2
,
4一 D : + B A

:
)

上只发生增殖 (右 ) ; 2
.

愈伤组织分化的畸形芽 , 3
.

管小蒜头 ; 4
.

蒜苗在试管培养基上的发根情况 ; (左 )

(左 ) 正在生长的试管苗 ,

M S ( N A A 。 . 2 ) , 5
.

病苗

(右 ) 成熟的试

(右 ) 与脱 毒苗

(左 ) 比较
。


