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田埂报春多倍体诱导及其形态学研究
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摘要：在离体培养条件下，比较不同浓度、不同处理时间的秋水仙素对田埂报春进行染色体加倍的诱导效果。结果表明：

0．08％秋水仙素处理48h的诱变效果最佳，诱变率高达56％。经秋水仙素诱导后形成的多倍体植株与原二倍体植株比较。在

形态上，四倍体植株表现出多倍体特征，叶片变厚，叶形指数减小，保卫细胞增大，单位面积气孔数减少。叶绿体数明显增多。

对变异植株进行细胞学研究发现，体细胞中期染色体数目为2n=4x=36，而原二倍体的染色体数目为2n=2x=18，基数x=9。

因此，变异植株(2n=4x=36)为四倍体。前者的核型公式为2n=4x=8L+12M2+4MI+12S，核型属于lA；后者的核型公式

为2n=2x=4L+6M2+2Ml+6s，核型也属于lA。检测发现少数个体有非整倍体变异。
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Abstract：In vitro culture of Primula forbesii was treated with colchicine at difierent concentrations and dura—

tions．The results showed that the induction rate was 56％with 0．08％colchicine for 48h．Compared with the nor-

mal diploid plants，the polyploid plants showed the general characteristics of tetraploids，such as thicker leaf，smaller

leaf index，larger guard cells，less stomata perunit area and more chloroplasts in guard cells．Cytological observation

showed the chromosome number of mutant plants was 2n=4x=36．while that of the normal diploid plant was 2n：

2x=18 with X=9．Therefore，the mutant plants(2n=4x=36)belong to tetraploid plants．The karyotype formula of

the former is thus 2n=4x：8L+12M2+4MI+12S．and that of the latter is 2n=2x=4L+6M2+2M1+6S．Both

of the karyotypes belong to Stebbins’s 1A type．It was also found that a few induced plants were aneuploid．
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报春花属(Primula)植物约有500种，我国有

294种，21亚种和18变种⋯。为了使报春花的育种

工作能有新的突破。必须充分利用我国的种质资源，

尤其是一些我国特有种质资源的开发和利用。田埂

报春(Primulaforbesii)为我国所特有的报春花科报

春花属植物，广泛分布于中国云南、四川等地的海拔

相对较低处，引种驯化容易，是一种很有园林开发价

值的野生花卉。目前除了对田埂报春的生物学特性

及系统分类有过报道外，尚未对田埂报春的遗传育

种工作开展研究。多倍体植物普遍具有器官巨大、

抗性强、新奇变异等特征心J，是花卉育种中重要的

育种手段。本文以田埂报春为材料，进行四倍体诱

导和染色体核型分析研究，旨在建立田埂报春多倍

体诱导和鉴定技术体系，为开展报春花属植物多倍

体育种奠定技术基础。

1材料与方法

1．1 材料

取田埂报春(2n=2x=18)盆栽植株幼叶为外植

体，灭菌后接种到培养基MS+2ms／L 6一BA+o．1ms／L

收稿日期：2010-04．28 修回日期：2010．07．18

基金项目：河北省科技支撑计划项目(09230603D)

作者简介：张晓曼，讲师，博士，从事报春花植物资源与育种研究。E—mail：zhangxiaomanl977@163．co／n

万方数据



790 植物遗传资源学报 1l卷

NAA诱导丛生芽，以丛生芽为诱导多倍体的材料。

1．2方法

1．2．1 多倍体诱导 将具有丛生芽的愈伤组织块

切割成约0．5cm×0．5cm的小块，利用不同浓度秋

水仙素(0．02％、0．04％、0．08％和0．16％)和不同

处理时间(24h、48h和72h)对丛生芽进行浸泡诱导

多倍体，共12个处理组合，每处理50块。无菌水冲

洗后接种至MS+0．5mg／L 6-BA+0．5m【rc'L NAA培

养基上，培养温度(25±1)℃，光照强度1000—

2000Lx，光照10—12h。当丛生芽长出3—5片叶子

时，转至生根培养基MS+NAA 0．2mg／L培养，根长

至3cm以上移植到经高压灭菌的栽培基质上，于日

光温室培养种植。

1．2．2形态学观察 以二倍体植株为对照，主要观

测变异株的株高、植株冠径、花冠径、叶柄长、叶形指

数、果实直径等。

1．2．3气孔鉴定选取植株中上部成熟叶片，用蒸

馏水擦洗叶片下表皮后，在叶片的下表皮中部约

1cm×3cm大小的面积上均匀涂上一层无色指甲油

(Maypelline)，待指甲油干燥后，将指甲油膜取下。

将膜与叶片接触的一面向下置于载玻片上，盖上盖玻

片(用镊子稍加压力，使膜平展)，然后在10×16倍镜

下随机观察10个视野，重复3次，记录各视野中的

气孔数取平均数；在40×16倍镜下随机观察10个

气孔，用标定好的目镜测微尺测量气孔大小取平均

数，并记录各气孔保卫细胞中叶绿体数取平均数。

气孔密度由如下公式求出：气孔密度(个／ram2)=各

视野中气孔个数(个)／视野的真实面积(mm2)。

1．2．4染色体核型鉴定 将新生根尖在0．1％秋

水仙素溶液中进行预处理2h，取出后用蒸馏水冲洗

3遍，放入卡诺同定液中固定3—24h，水洗后在

1mol／L盐酸中60。C恒温水解10rain，蒸馏水冲洗，

卡宝品红染色30rain左右，压片，OLYMPUS光学显

微镜下观察和拍照。以50个染色体分裂中期细胞

确定体细胞染色体数目，挑选5个体细胞中期染色

体，根据李懋学等"1的标准进行染色体核型分析，

按Stebbins方法H 3做核型分类。

1．2．5统计分析所有试验数据均采用SAS软件

分析处理。

2结果与分析

2．1秋水仙素处理的诱导效果

由表1可知，0．02％一0．16％的秋水仙素处理

24～72h均能诱导出多倍体植株。丛生芽对秋水仙

素敏感度大，随着秋水仙素浓度升高和处理时间延

长，植株死亡率呈上升趋势；从诱变效果看，0．02％一

0．16％的秋水仙素对田埂报春丛生芽的诱导均有

效，低浓度(0．02％)随着处理时间的延长诱变率提

高，高浓度(0．16％)则相反，在12个处理组合中，

用0．08％的秋水仙素处理田埂报春丛生芽48h，诱

导效果最好，死亡率为12％，变异率为56％，为最佳

处理组合。

表l秋水仙素不同浓度和处理时间的诱导效果

Table 1 Induction effects of coichicines concentration and treatment duration OU Primula forbessi

同一浓度内不同处理时间差异显著性检验采用新复极差法。小写字母表示0．05水平，相同字母表示差异不硅著

The significance of different treatment duration at the same level of concentration were tested with Duncan’s metlIod．The data followed by the 8锄e lower-

eaBe letters a”not significantly different砒the 5％level of significance
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2．2倍性鉴定

2．2．1 染色体核型鉴定 未经秋水仙素处理的田

埂报春体细胞染色体数2n=2x=18，体细胞中期染

色体由18条中部着丝点染色体组成(表2，图版

A)。臂指数为51．65土0．05，核型公式为K(2n)=

2x=18m，核型不对称性属1A型。田埂报春作为我

国特有种，其染色体数的观察结果和Richards【4’的

报道一致，核型为首次报道。

表2二倍体和四倍体田埂报春的核型

Table 2 The karyotype between diploid and tetraploid of

Primula forbesd

经秋水仙素处理后的再生植株进行细胞染色体

分析。结果发现，部分再生植株为四倍体(2n=4x=

表3 田埂报春形态变异比较

Table 3 Morphological variation of Primula forbessi

36)。通过核型分析，四倍体田埂报春体细胞中期

染色体由36条中部着丝点染色体组成(表2，图版

B)。臂指数为51．32±0．76，核型公式为K(2n)=

4x=36m，核型不对称性属lA型。在进行田埂报春

多倍体材料染色体观察时发现了少量非整倍体染色

体细胞，可能是多倍体细胞不正常分裂造成的。还

发现少量的六倍体细胞，可能是某些分生组织的染

色体加倍后再加倍形成的。

2．2．2二倍体、四倍体植株的形态特征比较从图

版c、D、E、F和G及表3中可以看出，四倍体田埂报

春比对照二倍体株高变矮，叶柄变短变粗，叶片明显

变宽、变厚、颜色深绿，叶片背面的绒毛变多变长。

四倍体植株的平均叶形指数为1．09，对照二倍体平

均叶形指数为1．38，差异娃著。四倍体植株单花冠

直径明显增大，平均为2．27cm，对照平均花冠直径

为1．24cm，差异极显著，花的萼片、黄色的花眼都较

对照增大。果实较对照增大，四倍体植株的果实平

均直径为0．89cm，对照二倍体的果实平均直径为

0．41cm，两者差异极显著。

方差分析采用邓肯氏新复极差检测法。大写字母表示0．Ol水平，小写字母表示0．05水平，相同字母表示差异不显著，下同

The data were tested with Duncan’s method．The meml$followed by the same lowercase letters and capitM letters m not significantly different at the 5％

and l％levels of significance．respectively

2．2．3二倍体、四倍体植株的保卫细胞大小、密度

及叶绿体数的比较 从图版H、I和表4中可以看

出，四倍体植株的气孑L保卫细胞长度和宽度均明显大

于二倍体，二倍体保卫细胞平均长度为3．97¨m，四倍

体保卫细胞平均长度为6．22“m。二倍体保卫细胞平

均宽度为3．171．tm，四倍体保卫细胞平均宽度为

5．51Ixm，两者差异极显著。二倍体保卫细胞叶绿体

数平均为18个，四倍体保卫细胞叶绿体数平均为55

个，达到极显著差异，气孔、保卫细胞大小和叶绿体数

与倍性成显著正相关性。=倍体气孔密度为94．20

个／mm2，四倍体气孔密度为78．91个／mm2，在气孔密

度上二倍体与四倍体存在极显著差异。说明气孔保

卫细胞大小及其内叶绿体数的观察，是选择多倍体的

一种间接有效的方法，通过气孔长度和密度鉴定田埂

报春四倍体是可靠的。 n

表4二倍体、四倍体气孔保卫细胞和叶绿体比较

Table 4 Comparisons of stomatas and chloroplasts between

diploid and tetraploid plants

3 讨论

把化学诱变育种技术与植物组织和细胞离体培

养技术相结合，对观赏植物遗传改良具有独特的优
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势和发展潜力，具有不受环境条件限制、节省大量人

工和时间、扩大变异谱和提高变异率等优点"。1|。

通过植物离体组织诱导同源四倍体已经成为获得多

倍体的有效途径。试验表明，这种处理方法适于田

埂报春的多倍体诱导，操作简便，且诱变效果好，得

到大批染色体加倍的植株。

在一定范围内诱变效果与秋水仙素浓度及其处

理时间长短呈正相关，超过一定范围则呈负相

关¨1。说明秋水仙素对植物材料会造成毒害作用

导致植物不能正常生长或死亡，秋水仙素诱导田埂

报春多倍体以0．08％浓度秋水仙素溶液浸泡丛生

芽48h诱导效果最好，死亡率为12％，变异率

为56％。

经细胞学鉴定田埂报春的体细胞染色体数目为

2n=2x=18；经加倍后的体细胞染色体数目为2n=

2×2x=2×18=36，是原二倍体的二倍，为同源四倍

体，本研究获得了田埂报春四倍体植株，在以往研究

中尚未见报道。本文在检测中发现有极少数个体出

现非整倍变异。如：2n=4x=36+1；2n=4x=36+

2；2n=4x=36一l的情况。这可能是在细胞分裂过

程中姊妹染色单体出现滞后或者姊妹染色单体未及

时分开的原因造成的。还发现少量的六倍体细胞，

可能是某些分生组织的染色体加倍后再加倍形

成的。

四倍体田埂报春在形态学和细胞学上都发生明

显变化，与对照二倍体田埂报春比较，四倍体田埂报

春株高变矮，叶片变大变厚，叶色浓绿，气孔明显增

大，单位面积气孔数目明显减少，花径增大，体细胞

增大，染色体数目加倍。对加倍成功的四倍体田埂

报春，有待于通过栽培管理、杂交育种并结合生物技

术使其优良性状得到巩同和进一步提高，四倍体田

埂报春与二倍体田埂报春的生物学特性比较，我们

将会继续报道，为以后进行报春花属新品种的选育

工作打下基础。
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图版说明：A．二倍体植物根尖细胞中期染色体；B．四倍体植物根尖细胞中期染色体；C．二倍体组培苗；D．四倍体组培苗；E．

二倍体和四倍体植株；F．二倍体和四倍体植株的花；G．二倍体和四倍体植株的果实；H．二倍体植株的气孔{400倍J；L四倍体

植株的气孔(400倍)

Explannation of plates：A．The metaphase somatic chromosome of diploid：B．The metaphase somatic chromosome of tetra-

pioid；C．The diploid tissue culture plant；D．The tetraploid tissue culture plant：E．Diploid and tetraploid plant；F．Diploid and

tetraploid flowers；G．Diploid and tetraploid fruits；H．Diploid stomatas(400X)；I．Tetraploid stomatas I 400X)
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