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本发明公开了一种大蒜愈伤组织快繁和良

种繁育方法，具体步骤如下：步骤S1、选取当年收

获的10月至第二年6月饱满无病伤大蒜鳞芽，并

去除外叶；步骤S2、分别取大蒜鳞芽的鳞茎盘、外

叶鞘、内叶鞘和根尖为外植体诱导愈伤组织；步

骤S3、外植体诱导愈伤组织45～50天后，将其愈

伤组织继代扩繁并进行分化获得再生植株；步骤

S4、对再生植株进行微型蒜诱导或田间移栽，获

得原原种；步骤S5、播种原原种繁育原种大蒜，并

对原种大蒜进行扩繁。外植体诱导愈伤组织的愈

伤诱导培养基为B5+NAA 0.5mg/l+6-BA 0.1mg/l

+2,4-D 1.0mg/l+蔗糖30g/L培养基。解决了优良

大蒜品种繁殖系数低的问题。
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1.大蒜愈伤组织快繁和良种繁育方法，其特征在于，具体步骤如下：

步骤S1、选取材料：选取当年收获的10月至第二年6月的饱满无病伤大蒜鳞芽，将大蒜

鳞芽去除外叶；

步骤S2、分别取大蒜鳞芽的储藏叶、鳞茎盘、外叶鞘、内叶鞘和根尖为外植体诱导愈伤

组织；

步骤S3、植株分化和再生：外植体诱导愈伤组织45～50天后，将其愈伤组织继代扩繁并

进行分化获得再生植株；

步骤S4、获得原原种：对再生植株进行微型蒜诱导或田间移栽，获得原原种；

步骤S5、播种原原种繁育原种大蒜，并对原种大蒜进行扩繁。

2.根据权利要求1所述的大蒜愈伤组织快繁和良种繁育方法，其特征在于，所述步骤S2

的实现过程如下：

步骤S21、在灭菌后的培养皿中放入灭菌滤纸，然后倒入灭菌蒸馏水浸湿灭菌滤纸，并

形成愈伤诱导培养基中；

步骤S22、根尖做外植体诱导愈伤组织：切取大蒜鳞芽根尖4～5mm接种于愈伤诱导培养

基中；

鳞茎盘做外植体诱导愈伤组织：切下大蒜鳞芽的蒜瓣基部，将蒜瓣基部去除四周褐色

硬化部分后切块，接入愈伤诱导培养基中；

内叶鞘和外叶鞘做外植体诱导愈伤组织：将大蒜鳞芽的新生茎段切成2mm，然后将中心

新鲜呈黄绿色部分和最外层白色部分切成5mm片状，分别接入到愈伤诱导培养基中；

储藏叶做外植体诱导愈伤组织：取大蒜鳞芽蒜瓣靠近新生茎段部分，将去除最外层和

最内层的蒜瓣切成2mm的薄片，接种于愈伤诱导培养基中。

3.根据权利要求1所述的大蒜愈伤组织快繁和良种繁育方法，其特征在于，所述步骤S3

是在光照强度为3000lux～5000lux、温度为18～28℃的无菌培养室条件下，将外植体的愈

伤取下，放入愈伤继代培养基中，每20天继代一次，继代3次后转入再生培养基中，30～40天

分化成再生植株。

4.根据权利要求2所述的大蒜愈伤组织快繁和良种繁育方法，其特征在于，所述愈伤诱

导培养基为B5+NAA  0.5mg/l+6-BA  0.1mg/l+2,4-D  1.0mg/l+蔗糖30g/L培养基。

5.根据权利要求3所述的大蒜愈伤组织快繁和良种繁育方法，其特征在于，所述愈伤继

代培养基为B5+0.1mg/L6-BA+1mg/LNAA培养基；

所述再生培养基为MS+1mg/L6-BA+0.1mg/LNAA培养基。

6.根据权利要求1所述的大蒜愈伤组织快繁和良种繁育方法，其特征在于，所述步骤S4

中对再生植株进行微型蒜诱导获得原原种的具体步骤为：切取2.8～3.2cm带根再生植株分

别接入微型蒜诱导培养基MS+1.0mg/L  IBA+蔗糖30g/L中，初代培育29～31天，长出白色小

鳞茎，68～72天后收获小鳞茎，获得原原种。

7.根据权利要求1所述的大蒜愈伤组织快繁和良种繁育方法，其特征在于，所述步骤S4

中再生植株田间移栽获得原原种的具体步骤为：

步骤S41、炼苗：从培养室中取出再生植株培养瓶，放于温度≥10℃的温室中，在温室中

封口炼苗2～3天后，打开封口膜加入盖过培养基3～5mm的自来水，再继续炼苗2～3天后移

栽；
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步骤S42、育苗移栽：育苗基质为蛭石，移栽前对蛭石灭菌并用水浇透，在蛭石上挖小

穴，用水冲洗再生植株后放于穴中并覆盖；前7天每天浇营养液2次，并适当补水；

步骤S43、田间移栽：育苗移栽14天后，将蒜苗移栽于环境温度为15～28℃的苗钵或者

大田后正常田间管理，再生苗在田间移栽后获得的鳞茎为原原种。

8.根据权利要求1所述的大蒜愈伤组织快繁和良种繁育方法，其特征在于，所述步骤S5

播种原原种，繁育原种大蒜并对原种大蒜进行扩繁的具体步骤如下：

步骤S51、选择播期：在10月上旬，日均温为20～22℃时期播种原原种；

步骤S52、土壤选择：选取有机质丰富、土层深厚、排水良好的微酸性沙质土壤；

步骤S53、设立防虫网室：防虫网室以钢架大棚的骨架为支撑，覆以40目防虫网；

步骤S54、整地施肥：早耕晒垡细耙，耕深20～30cm；在翻地时施充分腐熟的有机肥200

～333kg/hm2，腐熟鸡粪6.67kg/hm2，并均匀混入磷酸二铵2.67kg/hm2，尿素1kg/hm2，N元素

含量15％、P2O5含量15％和KO2含量15％的硫酸钾复合肥6.67kg/hm2；

步骤S55、原原种播种：原原种播种按行距8cm开浅沟，播种前浅沟内浇水，按株距6cm进

行播种，播种后插小拱棚覆膜保温保湿；

步骤S56、播种后除草：施用大蒜用除草剂并用地膜覆盖；

步骤S57、苗期管理：原原种苗期管理，控制拱棚内的温度，使苗成活并逐渐适应外部环

境；原种苗期，控制发芽时温度为12～20℃、幼苗生长的温度为12～16℃，大蒜出苗期间，对

未能顶破薄膜的大蒜幼苗及时人工破膜辅助出苗；同时进行肥水管理、病虫害防治和摘薹

工作；

步骤S58、收获原种大蒜：摘薹后20天或地上部植株2/3已经黄化即可收获蒜头，蒜头成

熟的标志是大蒜植株叶片开始发黄，假茎变软；

步骤S59、对原种大蒜进行扩繁：先进行原种大蒜播种前处理，原种大蒜的播种行距为

20cm，株距为12cm，播种前按行距开深5cm的浅沟。

9.根据权利要求8所述的大蒜愈伤组织快繁和良种繁育方法，其特征在于，所述步骤

S57肥水管理具体为：在大蒜越冬前喷水1次，3月上旬结合浇水追施尿素150kg/hm2，4月上

旬结合浇水追施尿素150kg/hm2；摘薹后结合浇水追施尿素150kg/hm2；

所述步骤S58摘薹具体步骤为：在蒜薹抽出24～26cm时，于晴天中午前后用铁钉在蒜薹

距地面15～20cm处中间扎孔，然后将蒜薹慢慢抽出，摘薹时尽量保护叶片不受损害。

10.根据权利要求8所述的大蒜愈伤组织快繁和良种繁育方法，其特征在于，所述步骤

S59中原种大蒜播种前处理是：将原种大蒜摊开，在太阳下晒2天，去除蒜皮后将种蒜放入

50％多菌灵500倍液中浸种12～16小时，捞出晾干后再播种。
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大蒜愈伤组织快繁和良种繁育方法

技术领域

[0001] 本发明属于农产品种植领域，特别是涉及一种大蒜愈伤组织快繁和良种繁育方

法。

背景技术

[0002] 大蒜(Allium  sativum  L.)为百合科(Liliaceae)葱属植物(Allium  spp.)，大蒜

是典型的无性繁殖作物，在生产上通常采用鳞茎繁殖，病毒一旦侵入大蒜植株，因鳞茎母体

带病毒，以垂直传染方式传给后代，致使大蒜体内病毒浓度逐代增高，引起种性退化，产量

及品质逐年降低。植物茎尖培养是解决上述问题的重要途径，但优良的大蒜品种需要快速

满足生产的需要，只通过田间鳞芽或茎尖培养仍然不能达到对优良种源进行快速繁殖的需

要。

[0003] 虽然大蒜的组织培养和微型蒜的形成在过去已经有一些研究报道，也为大蒜的组

织快繁殖奠定了一定研究基础。但传统茎尖培养方法繁殖系数低和周期长是障碍优良大蒜

品种产业化的难题。愈伤组织培养作为一种最常的组织培养形式，除茎尖分生组织培养和

一部分器官培养以外，其他几种培养形式最终都要愈伤组织才能产生再生植株。愈伤组织

培养具有多种用途。一方面可研究植物生长发育及分化的机制、遗传变异规律，对植物遗传

育种具有特殊意义；另一方面可用于大规模工厂化生产有用化合物，或用于细胞培养筛选

工业、农业、医药生产上有用的无性系。实践证明，愈伤组织培养不仅是一种植物快繁的新

手段，同时也是植物改良，种质保存和有用化合物生产的理想途径。因此，通过研究建立大

蒜愈伤组织快繁、良种繁育技术非常必要。

发明内容

[0004] 本发明的目的在于提供一种大蒜愈伤组织快繁和良种繁育方法，以解决传统大蒜

繁育方法优良品种繁殖系数低的问题。

[0005] 本发明所采用的技术方案是，大蒜愈伤组织快繁和良种繁育方法，具体步骤如下：

[0006] 步骤S1、选取材料：选取当年收获的10月至第二年6月的饱满无病伤大蒜鳞芽，将

大蒜鳞芽去除外叶；

[0007] 步骤S2、分别取大蒜鳞芽的储藏叶、鳞茎盘、外叶鞘、内叶鞘和根尖为外植体诱导

愈伤组织；

[0008] 步骤S3、植株分化和再生：外植体诱导愈伤组织45～50天后，将其愈伤组织继代扩

繁并进行分化获得再生植株；

[0009] 步骤S4、获得原原种：对再生植株进行微型蒜诱导或田间移栽，获得原原种；

[0010] 步骤S5、播种原原种繁育原种大蒜，并对原种大蒜进行扩繁。

[0011] 进一步的，所述步骤S2的实现过程如下：

[0012] 步骤S21、在灭菌后的培养皿中放入灭菌滤纸，然后倒入灭菌蒸馏水浸湿灭菌滤

纸，并形成愈伤诱导培养基中；
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[0013] 步骤S22、根尖做外植体诱导愈伤组织：切取大蒜鳞芽根尖4～5mm接种于愈伤诱导

培养基中；

[0014] 鳞茎盘做外植体诱导愈伤组织：切下大蒜鳞芽的蒜瓣基部，将蒜瓣基部去除四周

褐色硬化部分后切块，接入愈伤诱导培养基中；

[0015] 内叶鞘和外叶鞘做外植体诱导愈伤组织：将大蒜鳞芽的新生茎段切成2mm，然后将

中心新鲜呈黄绿色部分和最外层白色部分切成5mm片状，分别接入到愈伤诱导培养基中；

[0016] 储藏叶做外植体诱导愈伤组织：取大蒜鳞芽蒜瓣靠近新生茎段部分，将去除最外

层和最内层的蒜瓣切成2mm的薄片，接种于愈伤诱导培养基中。

[0017] 进一步的，所述步骤S3是在光照强度为3000lux～5000lux、温度为18～28℃的无

菌培养室条件下，将外植体的愈伤取下，放入愈伤继代培养基中，每20天继代一次，继代3次

后转入再生培养基中，30～40天分化成再生植株。

[0018] 进一步的，所述愈伤诱导培养基为B5+NAA  0.5mg/l+6-BA  0.1mg/l+2,4-D  1.0mg/

l+蔗糖30g/L培养基。

[0019] 进一步的，所述愈伤继代培养基为B5+0.1mg/L6-BA+1mg/LNAA培养基；所述再生培

养基为MS+1mg/L6-BA+0.1mg/LNAA培养基。

[0020] 进一步的，所述步骤S4中对再生植株进行微型蒜诱导获得原原种的具体步骤为：

切取2.8～3.2cm带根再生植株分别接入微型蒜诱导培养基MS+1.0mg/L  IBA+蔗糖30g/L中，

初代培育29～31天，长出白色小鳞茎，68～72天后收获小鳞茎，获得原原种。

[0021] 进一步的，所述步骤S4中再生植株田间移栽获得原原种的具体步骤为：

[0022] 步骤S41、炼苗：从培养室中取出再生植株培养瓶，放于温度≥10℃的温室中，在温

室中封口炼苗2～3天后，打开封口膜加入盖过培养基3～5mm的自来水，再继续炼苗2～3天

后移栽；

[0023] 步骤S42、育苗移栽：育苗基质为蛭石，移栽前对蛭石灭菌并用水浇透，在蛭石上挖

小穴，用水冲洗再生植株后放于穴中并覆盖；前7天每天浇营养液2次，并适当补水；

[0024] 步骤S43、田间移栽：育苗移栽14天后，将蒜苗移栽于环境温度为15～28℃的苗钵

或者大田后正常田间管理，再生苗在田间移栽后获得的鳞茎为原原种。

[0025] 进一步的，所述步骤S5播种原原种，繁育原种大蒜并对原种大蒜进行扩繁的具体

步骤如下：

[0026] 步骤S51、选择播期：在10月上旬，日均温为20～22℃时期播种原原种；

[0027] 步骤S52、土壤选择：选取有机质丰富、土层深厚、排水良好的微酸性沙质土壤；

[0028] 步骤S53、设立防虫网室：防虫网室以钢架大棚的骨架为支撑，覆以40目防虫网；

[0029] 步骤S54、整地施肥：早耕晒垡细耙，耕深20～30cm；在翻地时施充分腐熟的有机肥

200～333kg/hm2，腐熟鸡粪6.67kg/hm2，并均匀混入磷酸二铵2.67kg/hm2，尿素1kg/hm2，N元

素含量15％、P2O5含量15％和KO2含量15％的硫酸钾复合肥6.67kg/hm2；

[0030] 步骤S55、原原种播种：原原种播种按行距8cm开浅沟，播种前浅沟内浇水，按株距

6cm进行播种，播种后插小拱棚覆膜保温保湿；

[0031] 步骤S56、播种后除草：施用大蒜用除草剂并用地膜覆盖；

[0032] 步骤S57、苗期管理：原原种苗期管理，控制拱棚内的温度，使苗成活并逐渐适应外

部环境；原种苗期，控制发芽时温度为12～20℃、幼苗生长的温度为12～16℃，大蒜出苗期
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间，对未能顶破薄膜的大蒜幼苗及时人工破膜辅助出苗；同时进行肥水管理、病虫害防治和

摘薹工作；

[0033] 步骤S58、收获原种大蒜：摘薹后20天或地上部植株2/3已经黄化即可收获蒜头，蒜

头成熟的标志是大蒜植株叶片开始发黄，假茎变软；

[0034] 步骤S59、对原种大蒜进行扩繁：先进行原种大蒜播种前处理，原种大蒜的播种行

距为20cm，株距为12cm，播种前按行距开深5cm的浅沟。

[0035] 进一步的，所述步骤S57肥水管理具体为：在大蒜越冬前喷水1次，3月上旬结合浇

水追施尿素150kg/hm2，4月上旬结合浇水追施尿素150kg/hm2；摘薹后结合浇水追施尿素

150kg/hm2；所述步骤S58摘薹具体步骤为：在蒜薹抽出24～26cm时，于晴天中午前后用铁钉

在蒜薹距地面15～20cm处中间扎孔，然后将蒜薹慢慢抽出，摘薹时尽量保护叶片不受损害。

[0036] 进一步的，所述步骤S59中原种大蒜播种前处理是：将原种大蒜摊开，在太阳下晒2

天，去除蒜皮后将种蒜放入50％多菌灵500倍液中浸种12～16小时，捞出晾干后再播种。

[0037] 本发明的有益效果是，通过对大蒜愈伤组织快繁殖获得试管苗，经过试管苗继代

扩繁和植株再生繁育原原种，经过3级扩繁进行快繁，最终获得良种用于生产，解决了传统

大蒜繁育方法优良品种繁殖系数低的问题，可以达到优良品种的快速繁殖。

[0038] 通过本发明方法，大大有效地提高了微型大蒜苗的快繁效率：

[0039] (1)平均每个外殖体分化微型大蒜苗200～300个，明显提高了微型大蒜苗的增殖

系数；与现有技术中的最优激素配方相比较，其繁殖系数得到了明显提高。

[0040] (2)与现有技术的方法相比较，本发明获得的微型大蒜苗健壮程度有了显著的提

高；移入大田15天后的成活率在90～95％以上。

[0041] (3)本发明的方法简易，更易应用于生产，可在大蒜组织培养快繁和工厂化种苗生

产中应用。

[0042] (4)可用于大蒜种质资源的保存和扩繁，在有效保存种质的同时，增加种质资源的

繁殖量，可有效提高种质资源分发和利用效率。

附图说明

[0043] 为了更清楚地说明本发明实施例或现有技术中的技术方案，下面将对实施例或现

有技术描述中所需要使用的附图作简单地介绍，显而易见地，下面描述中的附图仅仅是本

发明的一些实施例，对于本领域普通技术人员来讲，在不付出创造性劳动的前提下，还可以

根据这些附图获得其他的附图。

[0044] 图1是愈伤诱导培养基正交实验分析的主效应图；

[0045] 图2是愈伤继代培养基正交实验分析的主效应图；

[0046] 图3是微型蒜诱导培养基正交实验分析的主效应图。

具体实施方式

[0047] 下面将结合本发明实施例中的附图，对本发明实施例中的技术方案进行清楚、完

整地描述，显然，所描述的实施例仅仅是本发明一部分实施例，而不是全部的实施例。基于

本发明中的实施例，本领域普通技术人员在没有做出创造性劳动前提下所获得的所有其他

实施例，都属于本发明保护的范围。
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[0048] 大蒜愈伤组织快繁及良种繁育方法的具体步骤如下：

[0049] 步骤S1、选取材料；

[0050] 当年收获的大蒜10月至第二年6月的蒜营养状况较好，此时为大蒜进行室内脱毒

快繁初代培养的最佳时间。选择饱满无病伤的大蒜鳞芽，对每个样品种进行编号并记录，防

止不同品种间混杂，将收获的大蒜鳞芽去除外叶，放于干净的方盒内，用沙布封口。

[0051] 步骤S2、分别取大蒜鳞芽的储藏叶、鳞茎盘、外叶鞘、内叶鞘和根尖为外植体诱导

愈伤组织；

[0052] 步骤S21、在灭菌后的培养皿中放入灭菌滤纸，然后倒入灭菌蒸馏水浸湿滤纸，并

形成愈伤诱导培养基B5+NAA  0.5mg/l+6-BA  0.1mg/l+2,4-D  1.0mg/l+蔗糖30g/L；

[0053] 步骤S22、根尖做外植体诱导愈伤组织：切取大蒜鳞芽根尖4～5mm接种于愈伤诱导

培养基中；此处将大蒜鳞芽根尖切取4～5mm，是为了使外植体大小合适，可依据需求适当调

整。

[0054] 鳞茎盘做外植体诱导愈伤组织：切下大蒜鳞芽的蒜瓣基部，将蒜瓣基部去除四周

褐色硬化部分后切成4块适当大小的组织块，接入愈伤诱导培养基中；此处将蒜瓣基部去除

四周褐色硬化部分后切成4块，是为了使外植体大小合适，可依据需求适当调整。

[0055] 内叶鞘和外叶鞘做外植体诱导愈伤组织：将大蒜鳞芽的新生茎段切成2mm，将其中

心新鲜呈黄绿色部分和最外层白色部分切成5mm片状，分别接入到愈伤诱导培养基中；将大

蒜鳞芽的新生茎段切成2mm，再将中心新鲜呈黄绿色部分和最外层白色部分切成5mm片状，

是为了使外植体大小合适，可依据需求适当调整。

[0056] 储藏叶做外植体诱导愈伤组织：取大蒜鳞芽蒜瓣靠近新生茎段部分，将去除最外

层和最内层的蒜瓣切成2mm左右的薄片，接种于愈伤诱导培养基中；此处将蒜瓣切成2mm左

右的薄片，是为了使外植体大小合适，可依据需求适当调整。

[0057] 愈伤诱导培养通过正交实验确定，以B5培养基为基本培养基，对6-BA、NAA和2,4-D

共3种成分进行4个水平的设计，再通过正交实验设计开展实验，统计平均出愈率，各水平状

况如表1所示，实验数据如表2所示。

[0058] 表1确定愈伤诱导培养基的正交实验各激素水平组分含量

[0059]

水平 NAA(mg/l) 6-BA(mg/l) 2,4-D(ml/L)

1 0.1 0.1 0.1

2 0.2 0.2 0.5

3 0.5 0.5 1.0

4 1.0 1.0 2.0

[0060] 表2愈伤诱导培养基的正交实验数据

[0061]

组别 NAA(mg/l) 6-BA(mg/l) 2,4-D(ml/L) 空列 平均出愈率(％)

1 1 1 1 1 19.75

2 1 2 2 2 6.24

3 1 3 3 3 6.17

4 1 4 4 4 3.7
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5 2 1 3 2 17.28

6 2 2 4 1 2.47

7 2 3 1 4 17.28

8 2 4 2 3 17.28

9 3 1 4 3 43.33

10 3 2 3 4 33.33

11 3 3 2 1 14.81

12 3 4 1 2 12.33

13 4 1 2 4 4.94

14 4 2 1 3 16.05

15 4 3 4 2 12.35

16 4 4 3 1 25.93

[0062] 表3愈伤诱导培养基正交实验后方差分析数据

[0063]

来源 自由度 Seq  SS Adj  SS Adj  MS F P

NAA 3 622.6 622.6 207.5 1.46 0.315

6-BA 3 172.2 172.2 57.4 0.40 0.755

2,4-D 3 196.1 196.1 65.4 0.46 0.719

误差 3 850.3 850.3 141.7    

合计 15 1841.1        

[0064] 表4愈伤诱导培养基正交实验后排秩状况

[0065]

水平 NAA(mg/l) 6-BA(mg/l) 空列 2,4-D(mg/l)

1 8.965 21.325 15.740 16.352

2 13.578 14.523 12.050 10.818

3 25.950 12.653 20.708 20.678

Delta 14.985 14.810 14.813 15.463

排秩 1 3 4 2

[0066] 通过正交实验分析，如表3所示，在方差分析表明，各因素间的影响未达到显著水

平。排秩状况如表4所示，表明接种培养基各组分对出愈率的影响度NAA>2,4-D>6-BA。主效

应分析得主效应图如图1所示，从图1可看出0.5mg/l  NAA、0.1mg/l  6-BA和1.0mg/l2,4-D为

最佳，因而愈伤诱导培养基为B5+NAA  0.5mg/l+6-BA  0.1mg/l+2,4-D  1.0mg/l+蔗糖30g/L。

[0067] 步骤S3、愈伤组织继代扩繁获得再生植株；

[0068] 愈伤组织对光照强度和组织条件没有特别要求，在正常的光照强度为3000lux～

5000lux、温度为18～28℃的无菌培养室条件下，接种后45～50天将外植体的愈伤取下，放

入愈伤继代培养基B5+0.1mg/L6-BA+1mg/LNAA中，每20天继代一次，最多继代3次转入再生

培养基MS+1mg/L6-BA+0.1mg/LNAA中，30～40天分化成再生植株。

[0069] 表5不同激素浓度的愈伤继代培养基
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[0070]

[0071] 表6确定愈伤继代培养基的正交实验各激素水平组分含量

[0072]

水平 NAA(mg/l) 6-BA(mg/l)

1 0.1 0.1

2 0.5 0.5

3 1 1

[0073] 表7确定愈伤继代培养基的正交实验结果

[0074]

实验号 NAA(mg/L) 6-BA(mg/L) 空列 每块愈伤组织出苗数

1 1 1 1 140

2 1 2 2 134

3 1 3 3 165

4 2 1 2 132

5 2 2 3 121

6 2 3 1 120

7 3 1 3 105

8 3 2 1 112

9 3 3 2 123

[0075] 表8确定愈伤继代培养基的正交实验后方差分析数据

[0076]

来源 自由度 Seq  SS Adj  SS Adj  MS F P

NAA(mg/L) 2 1694.0 1694.0 847.0 6.92 0.050

6-BA(mg/L) 2 304.7 304.7 152.3 1.25 0.380

误差 4 489.3 489.3 122.3    

合计 8 2488        

[0077] 表9确定愈伤继代培养基的正交实验后排秩状况

[0078]

水平 NAA(mg/l) 6-BA(mg/l) 空列

1 146.3 125.7 124.0

2 124.3 122.3 129.7
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3 113.3 136.0 130.3

Delta 33.0 13.7 6.3

排秩 1 2 3

[0079] 再生培养基筛选，由表5可知，加入2,4-D愈伤增殖迅速，体积膨大明显，乳白色，结

构松散，表面颗粒较大，不易分化，因此，要想获得分化后再生苗，愈伤继代培养基中不应加

入2,4-D。将愈伤组织置于不同浓度NAA与6-BA配比的培养基中，通过正交实验分析，如表8

所示，在方差分析表明，NAA因素的影响达到显著水平。排秩状况如表9所示，表明接种培养

基各组分对出苗率的影响度NAA>6-BA。主效应分析得主效应图如图2所示，从图2可看出

0.1mg/l  NAA、1mg/l  6-BA组合为最佳，因而愈伤继代培养基为MS+NAA  0.1mg/l+6-BA  1mg/

l+蔗糖30g/L。

[0080] 本发明愈伤诱导培养基和愈伤继代培养基中的蔗糖浓度为公知的浓度，因此不进

行实验确定。

[0081] 步骤S4、微型蒜诱导或田间移栽获得原原种；

[0082] 微型蒜诱导：切取2 .8～3 .2cm带根再生植株分别接入微型蒜诱导培养基MS+

1.0mg/LIBA+蔗糖30g/L中，初代培育29～31天，长出白色小鳞茎，68～72天后收获小鳞茎，

获得原原种。

[0083] 表10确定微型蒜诱导培养基的正交实验各激素水平组分含量

[0084]

水平 IBA(mg/L) Kinetin(mg/L) GA3(mg/L)

1 0.0 0.0 0.0

2 0.5 1.0 0.1

3 1.0 3.0 0.5

4 2.0 5.0 1.0

[0085] 表11确定微型蒜诱导培养基的正交实验结果

[0086]

实验号 IBA(mg/L) Kinetin(mg/L) 空列 GA3(mg/L) 微型蒜诱导率

1 1 1 1 1 1.67

2 1 2 2 2 2.00

3 1 3 3 3 1.67

4 1 4 4 4 2.00

5 2 1 2 3 9.33

6 2 2 1 4 1.33

7 2 3 4 1 9.33

8 2 4 3 2 1.33

9 3 1 3 4 38.67

10 3 2 4 3 31.67

11 3 3 1 2 38.67

12 3 4 2 1 37.67

13 4 1 4 2 9.33
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14 4 2 3 1 9.33

15 4 3 2 4 1.33

16 4 4 1 3 1.33

[0087] 表12确定微型蒜诱导培养基的正交实验方差分析

[0088]

来源 自由度 Seq  SS Adj  SS Adj  MS F P

IBA(mg/L) 3 3202.21 3202.21 1067.40 76.55 0.000

Kinetin(mg/L) 3 42.54 42.54 14.18 1.02 0.448

GA3(mg/L) 3 35.85 35.85 11.95 1.25 0.380

误差 6 83.67 83.67 13.94 0.86 0.512

合计 15 3364.26        

[0089] 表13确定微型蒜诱导培养基的正交实验后排秩状况

[0090]

水平 IBA(mg/l) Kinetin(mg/l) 空列 GA3(mg/L)

1 1.835 14.750 10.751 14.500

2 5.330 11.083 12.583 12.833

3 36.670 12.751 12.750 11.001

4 5.332 10.583 13.083 10.833

Delta 34.835 4.167 2.332 3.667

排秩 1 2 4 3

[0091] 微型蒜诱导培养基的确定，将再生植株放置于含有不同激素的培养基中，通过正

交实验分析，如表12所示，在方差分析表明，IBA激素对微型的诱导影响达到极显著水平。排

秩状况如表13所示，表明接种培养基各组分对出苗率的影响度IBA>KT>GA3。主效应分析得

主效应图如图3所示，从图3可看出1mg/l  IBA不加KT和GA3组合为最佳，因此，组织培养室内

微型蒜诱导培养基培养基为MS+IBA1mg/l+蔗糖30g/L为最佳。

[0092] 再生苗移栽：

[0093] 步骤S41、炼苗：从培养室中取出再生植株培养瓶，放于温度≥10℃的温室中，在温

室中封口炼苗2～3天后，打开封口膜加入盖过培养基3～5mm的自来水，再继续炼苗2～3天

后移栽；

[0094] 步骤S42、育苗移栽：育苗基质为蛭石，移栽前对蛭石灭菌并用水浇透，在蛭石上挖

小穴，用水冲洗再生植株后放于穴中并覆盖；前7天每天浇营养液2次，并适当补水；

[0095] 步骤S43、田间移栽：育苗移栽14天后，将蒜苗移栽于环境温度为15～28℃的苗钵

或者大田后正常田间管理，再生苗在田间移栽后获得的鳞茎为原原种。

[0096] 移栽后的蒜苗的环境温度为15～28℃最佳，低于8℃，或者高于30℃不利于蒜苗的

正常生长。为了生产的需要，原原种的生产可建设原原种生产基地。

[0097] 步骤S5、播种原原种繁育原种大蒜，并对原种大蒜进行扩繁；

[0098] 步骤S51、选择播期：原原种与原种的适宜播期相似，在日均温为20～22℃时期移

栽或播种为宜，华北(指徐州及河南)地区原原种移栽、原种播种适宜时间为10月上旬。

[0099] 步骤S52、土壤选择：大蒜对土壤的适应性比较广泛，沙壤、壤土都可以，但有机质
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丰富、土层深厚、排水良好的微酸性沙质土壤最佳，在这样的土壤上种植原原种与原种容易

成活且生长健壮。

[0100] 步骤S53、设立防虫网室：为避免菜蚜、桃蚜等传毒媒介的影响，必须设立防虫网

室。防虫网室可以以钢架大棚的骨架为支撑，覆以40目防虫网，有效防虫。

[0101] 步骤S54、整地施肥：大蒜的须根破土能力弱，分布范围小，主要集中在耕作层；同

时大蒜的蒜头是在土中膨大，土壤的紧实程度对鳞茎的生长发育会产生直接影响。因此，精

细整地、增施有机肥有利于原原种与原种的生产。

[0102] 精细整地，种植原原种与原种的地块需要深翻细耙，增加土壤的通透性，有利于土

壤微生物的活动和土壤养分的转化，有利于根系的发展和鳞茎肥大。大蒜地的耕深一般是

20～30cm。上茬作物收获后要及早耕翻晒垡，活化土壤。

[0103] 施足底肥，根据大蒜的需肥特点和当地的土壤特性，重点增施大蒜需求量大的磷、

钾、硫等肥料元素，大力推广施用优质农家肥和有机肥。种植时以基肥为主、追肥为辅，在翻

地时施充分腐熟的有机肥200～333kg/hm2，腐熟鸡粪6.67kg/hm2，并均匀混入磷酸二铵

2.67kg/hm2、尿素1kg/hm2、效成分N含量15％，P2O5含量15％，KO2含量15％的硫酸钾复合肥

6.67kg/hm2等化肥。整地后要做到畦面土细平整、沟系配套、排灌自如。

[0104] 步骤S55、原原种播种：按行距8cm开浅沟，播种前浅沟内浇水，按株距6cm进行播

种，播种后插小拱棚覆膜保温保湿。

[0105] 步骤S56、播种后除草：播后施用大蒜用除草剂并采用地膜覆盖，原种播种后喷

50％乙氧·异·甲戎乳油150倍液防草，施药前后土壤要保持湿润状态，畦面的表土不能翻

动。施药后采用地膜覆盖，可有效提高地温，保持土壤墒情，使大蒜出苗早，出苗齐，出苗旺，

生长发育快，同时利于大蒜安全越冬，避免冻害。覆膜时必须拉紧薄膜，使薄膜紧贴地面，以

防风大将薄膜刮破。边覆膜边用土在薄膜两侧压实。

[0106] 步骤S57、苗期管理：原原种苗期管理，控制拱棚内的温度，大于20℃及时通风降

温，待脱毒苗成活后，夜晚薄膜继续覆盖，白天温度上升后逐渐加大通风，使拱棚内的脱毒

苗逐渐适应外部环境；原种苗期管理，大蒜发芽的适温是12～20℃，幼苗生长的适温是12～

16℃，大蒜出苗期间，对未能顶破薄膜的大蒜幼苗及时人工破膜辅助出苗，力争苗全、苗齐。

[0107] 肥水管理：在大蒜越冬前喷水1次，有利于大蒜的安全越冬。3月上旬，结合浇水追

施尿素约150kg/hm2，4月上旬结合浇水追施尿素约150kg/hm2，利于蒜苗、蒜薹生长；摘薹后

应结合浇水追施尿素约150kg/hm2，促进蒜头生长。

[0108] 摘薹方法：当蒜薹抽出25cm左右时，于晴天中午前后用铁钉距地面15～20cm处，在

茎的中间扎孔，然后将蒜薹慢慢抽出，摘薹时尽量保护叶片不受损害。

[0109] 病虫害防治：脱毒大蒜病害较少，为了防止病毒病重复感染，网室内需要及时防治

蚜虫、蓟马、线虫等。蚜虫及蓟马的防治在大蒜生育期间可用90％敌百虫晶体1000～1500倍

液喷洒植株。在大蒜播前用38℃水浸种1h，而后放入1％福尔马林溶液中，提高温度到49℃

持续20min，再用冷水洗净晾干后播种，可完全防治线虫而对种蒜发芽无影响；或用种蒜重

量1％的福美联和苯菌灵剂做粉衣而后播种，杀虫和防虫效果均好。叶枯病、叶斑病等细菌

性病害，主要采用75％百菌清、农用庆大霉素等抗菌剂进行防治。锈病等真菌性病害采用抗

真菌的药物。软腐病等病害也可用抗菌剂防治。蒜蛆是危害大蒜的地下害虫，主要采用毒死

蜱等高效低毒农药进行防治。
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[0110] 步骤S58、收获原种大蒜：一般摘薹后20天或地上部植株2/3已经黄化即可收获蒜

头，蒜头成熟的标志是植株叶片开始发黄，假茎变软。

[0111] 步骤S59、对原种大蒜进行扩繁：先进行原种大蒜播种前处理，原种大蒜的播种行

距为20cm，株距为12cm，播种前按行距开深5cm的浅沟，按株距进行播种。直立栽种一定要将

底部朝下，直立插入沟中，切忌斜插；尽量避免蒜种受损伤，不可捏住蒜种顶部用力往板结

的土里按，以免种蒜受到挤压而损伤，造成缺苗；摆蒜后，用开第2条沟的土覆盖第1条沟的

蒜，如此进行，直至结束。播后为方便覆膜，须将地面镇压平整。

[0112] 原种大蒜播种前处理：将大蒜摊开，在太阳下晒2天，去除蒜皮，促进萌芽、发根，一

般原原种收获的蒜头为独头蒜，也有部分具有分瓣的蒜，分瓣的蒜播前需要剥开；将种蒜放

入500倍50％多菌灵可湿性粉剂配置成的药液中浸种12～16h，捞出晾干后再播种，可提高

出苗率，出苗齐、苗壮。

[0113] 原种和原原种繁育基地建设：为了达到防虫、保温、保湿及遮阴的作用，原原种繁

育基地一般建成防虫网室外覆薄膜及遮阳网，网室内建栽培池；大蒜对土壤的适应性比较

广泛，沙壤、壤土都可以，但原种繁育基地选择有机质丰富、土层深厚、排水良好的微酸性沙

质土壤为最好，在这样的土壤上种植原原种与原种容易成活且生长健壮。

[0114] 一般大蒜在田间繁殖需要1个季节(1年的时间)进行繁殖，本发明的繁育方法通过

在组织培养内通过愈伤组织繁殖后，每个鳞芽则可以分成至少分4～10个外殖体，4～10个

外殖体可按出愈伤率19％(表2)计算产出1～2个愈伤，愈伤继代扩繁可分为4个愈伤组织

块，6个月内至少可扩繁1次，则产生4～8个愈伤组织块，每个愈伤组织块可产生160株再生

苗，10个月后则可生产640(4*160)～1280(8*160)株再生苗，按微型蒜诱导率38％出苗率计

算，则可产出243～486个微型蒜，即1个鳞芽在一个生长季节，可生产出约243～486个微型

蒜，即原原种蒜。同时每个愈伤可以继续继代，将成指数增长，在可控空间，不受外界环境影

响扩大繁殖系数。

[0115] 通过本文方法进行生产的良种与茎尖组织培养的原原种在产量上相同，与原始品

种进行产量对比实验如表13所示，表明本发明的方法对原始品种的改良明显，产量可以提

高22％～25％。

[0116] 表13获得的良种与原始品种的产量比对

[0117]

[0118] 注：*表示与对照差异显著(α＝0.05)，**表示与对照差异极显著(α＝0.01)。

[0119] 微型大蒜苗良种繁育方法，可防止多代无性繁殖种性退化及病毒感染，保证种源
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的优良性和遗传稳定性，促进高产、稳产。解决传统大蒜种质资源保存方法所面临的问题

(如通过窑贮藏种大蒜，易腐烂，所需空间大，种源易退化)，对于保存珍贵、稀有、濒临灭绝

的资源有着重要的意义。并能为大蒜生产和种质资源的交换提供足够的种源。同时，形成的

微型大蒜苗在贮存和运输过程中极大的节省了空间，节约运输成本。

[0120] 以上所述仅为本发明的较佳实施例而已，并非用于限定本发明的保护范围。凡在

本发明的精神和原则之内所作的任何修改、等同替换、改进等，均包含在本发明的保护范围

内。
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