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黄色马蹄莲多倍体诱导研究
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摘要 : 为探明秋水仙素诱导彩色马蹄莲多倍体的最佳处理方法 , 以黄色马蹄莲奇妙 Zantedeschia elliottiana ‘Black

Magic’球茎为材料 , 在离体条件下诱导愈合组织并产生芽点 , 放入 0.2, 0.5 及 1.0 g·L -1 秋水仙素溶液中分别浸泡

24, 48 和 72 h, 诱导黄色马蹄莲多倍体。结果显示 : 秋水仙素能成功诱导黄色马蹄莲多倍体 , 其最佳处理是使用 0.5

g·L-1秋水仙素浸泡芽点 48 h, 四倍体诱导率 13.3%。四倍体植株体细胞染色体数目为 2n = 4x = 64。获得的四倍体植

株与二倍体比较 , 外部形态特征、气孔特性等方面有显著性差异 , 具有植株强健 , 叶片变大增厚 , 保卫细胞增大 , 叶

绿体数目增多 , 气孔密度减少等特点。图 3 表 3 参 18
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Polyploidy induction in Zantedeschia elliottiana
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Abs tract: To determine colchicine’s best concentration and treating time for inducing polyploidy in colorful

calla lily, test materials with yellow cultivar of bulbs from Zantedeschia elliottiana ‘Black Magic’, were

induced in vitro to form small buds from callus. Then, the small buds were soaked in the chemical reagent

colchicine of 0.2, 0.5 and 1.0 g·L -1 for 24, 48 or 72 hours with 30 replications to induce polyploidy.

Then, count the number of chromosome, and compare morphologic difference between the polyploidy and

the diploid. Results showed that soaking small buds in 0.5 g·L-1 of colchicine for 48 hours could successful-

ly induce tetraploid with an induction rate of 13.3%. The tetraploid were stronger and had thicker and larger

leaves, larger guard cells, more chloroplasts, and less stoma density than the diploid. The tetraploid would

mend the pace of new breed varieties. [ Ch, 3 fig. 3 tab. 18 ref.]
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彩色马蹄莲是黄色马蹄莲 Zantedeschia elliotiana 和红花马蹄莲 Z. rehmannii 的总称 , 属天南星科

Araceae马蹄莲属 Zantedeschia球根花卉 [1] , 其色彩艳丽, 形态高雅, 不仅是切花中的佼佼者, 也是盆

花栽培的佳品, 被公认为 21世纪 “花卉之星”。彩色马蹄莲在中国还属新兴的贵族花卉, 有很大的开

发价值和市场发展潜力。彩色马蹄莲绝大多数为二倍体( 2n = 2x = 32) [2] , 存在花朵小, 不耐高温, 易

感软腐病的问题 [3]。本研究旨在采用组织培养技术结合秋水仙素化学诱导, 获得黄色马蹄莲四倍体新

种质, 加快彩色马蹄莲新品种的选育进程。
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秋水仙素处理
处理芽点

数/个

死亡

数 /个
成活率/%

四倍体诱

导率/%
质量浓度/

( g·L-1)
时间/h

0 ( ck)

24 30 0 100 0

48 30 0 100 0

0.2

24 30 0 100 0

48 30 2 93.3 0

0.5

24 30 8 73.3 10.0

48 30 11 63.3 13.3

1.0

24 30 12 60.0 3.3

48 30 17 43.3 6.7

72 30 21 30.0 0

72 30 0 100 0

72 30 4 86.7 3.3

72 30 16 46.7 10.0

表 1 不同质量浓度秋水仙素处理不同时间的
诱导效果比较

Table 1 Comparison of inducing effect of different colchicine

concentration and treatment time

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 试材 黄色马蹄莲奇妙 Zantedeschia elliottiana ‘Black Magic’种球, 由西南大学果树重点实验

室提供。

1.1.2 试剂 秋水仙素采用国药集团化学药剂有限公司的产品。

1.1.3 培养基 采用 MS(Murashige and Skoog)基本培养基 [4], 卡拉胶 5.8 g·L-1, 蔗糖(食用) 30 g·L-1,

pH 5.8。

1.2 试验方法

1.2.1 愈合组织培养 种球先用 100 mg·L-1的赤霉素( GA3)浸泡处理 3 h, 促进芽眼的萌发。20 d 左

右芽眼萌动后 , 采用质量浓度 3 mg·L-1的多菌灵处理已萌动的黄色马蹄莲球茎 , 在摇床上振荡处理

24 h 后取出, 用软毛刷刷洗, 并用刀片刮去表面褐色皮层, 自然水下冲洗。挖取 0.5 cm2的芽眼 , 在

超净工作台上用体积分数为 75%的乙醇漂洗 10 s , 再用 1.0 g·L -1 升汞灭菌 20 min, 无菌水清洗 5

次 , 接种于 MS培养基上。经初代培养 , 芽长高至 2 cm时 , 将芽对半切开 , 转入 MS培养基 + 2.0

mg·L -1BA + 0.1 mg·L -1NAA诱导获得愈合组织。愈合组织继代培养基为 MS + 1.0 mg·L -1BA + 0.1 m

g·L-1NAA。

1.2.2 多倍体的诱导 采用离体浸泡法结合组织培养诱导多倍体, 在 25 ～30 ℃的温度条件下进行处

理。处理分 2步进行: ①选用愈合组织继代后产生的芽点, 放入 0.2, 0.5, 1.0 g·L-1的秋水仙素溶液

中分别浸泡处理 24, 48, 72 h, 80 r·min -1振荡处理, 以无菌水浸泡处理同样时间为对照; ②处理结

束后 , 用无菌水清洗 3 ～5 次 , 转入不含秋水仙素的分化培养基中进行分化培养成苗 , 并诱导生根。

每个组合处理芽点 30个(表 1)。

1.2.3 多倍体的鉴定 采用直接观察染色体数目的方法, 参照李懋学 [5]的去壁低渗火焰干燥法。切取

组培苗根尖→预处理 3 h( 0.002 mol·L-1的 8-羟基喹啉)→固定 2 h(固定液)→前低渗(去离子水浸泡至

无味)→酶解( 30 g·L-1的混合酶液)→后低渗(去

离子水浸泡 10 min)→ 再固定→涂片→Giemsa

染色→镜检。染色体数目检测重复 5 次以上 ,

检测的分裂细胞中 85%以上为四倍体细胞 , 确

定为四倍体植株 [6]。

1.2.4 形态特征比较 随机选取培养条件一致、

生长良好的四倍体和二倍体组培苗叶片 10 张 ,

用直尺测量株高、叶片的长和宽 ; 游标卡尺测

出叶片的厚度。求出平均值作为不同倍性的株

高、叶长、叶宽和叶厚。重复 3次。

1.2.5 叶片气孔特征比较 分别随机选取有代

表性的叶片 3 张 , 用尖镊子撕取下表皮 , 置于

载玻片上 , 用碘-碘化钾溶液染色 , 加盖玻片。

在普通显微镜 10 ×20 倍镜下随机选取 10 个视

野 , 统计每个视野下的气孔数目 , 表示气孔密

度(个·视野 - 1) ; 并在 10 ×100倍镜下统计 30个

细胞的叶绿体数目。在Olympus显微镜 (目镜带

测微尺) 10 ×40 倍镜下随机选取 10 个视野 , 测

量 10 个保卫细胞的长度和宽度。每个样品每叶

重复观测 3 次 , 计算平均值求出不同倍性的气

孔密度、叶绿体数目和保卫细胞大小。
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1.3 数据处理

运用对比试验统计方法处理数据, 差异显著性分析采用 Duncan的新复极差法( SSR) [7]。

2 结果与分析

2.1 秋水仙素不同处理诱导多倍体的效果

秋水仙素对植物有一定的毒害作用 , 合适的质量浓度和处理时间对植物诱导染色体加倍至关重

要。研究表明, 秋水仙素对黄色马蹄莲球茎芽点的生长影响较大, 经秋水仙素浸泡处理后, 有的芽点

直接死亡, 有的芽点在培养过程中慢慢褐化失去生活力, 有的虽然没有褐化死亡, 但无法继续分化成

苗, 有的即便能够分化成苗, 但生长出现畸形。从表 1统计的试验数据可以看出: 随着秋水仙素质量

浓度的加大, 对植物材料的伤害也随之加大, 芽点的死亡数增多; 用秋水仙素浸泡的时间越长 , 对材

料的伤害也越大。四倍体的诱导率并没有和使用秋水仙素的质量浓度及处理时间呈正相关关系。不同

质量浓度的秋水仙素的不同处理时间效果比较表明: 0.5 g·L-1秋水仙素处理 24, 48 和 72 h 均有较高

的四倍体诱导率, 但以采用 0.5 g·L-1的秋水仙素处理 48 h 的组合较好, 有 63.33%的成活率和 13.3%

的四倍体诱导率(图 1)。

2.2 四倍体与二倍体的外部形态特征比较

与二倍体植株相比 , 四倍体黄色马蹄莲

在培养基中具有以下特征 : 生长旺盛 , 株型

高大, 叶柄粗长, 叶色浓绿, 叶片变长变宽 ,

叶面积变大 , 叶尖变尖且反卷 , 叶脉粗等

(图 2)。从表 2 可以看出 , 在株高和叶片形

态上 , 四倍体植株体现了器官的巨大性 : 株

高为二倍体的 134.3%, 差异极显著; 叶片的

长度和宽度均大于二倍体 , 长度为二倍体的

表 2 黄色马蹄莲四倍体与二倍体植株叶片形态的

差异显著性比较

Table 2 Comparison the diploid with the tetraploid on leaf characteristics

倍性 叶长/m 叶宽/cm 叶形指数 叶厚/mm

4x 6.14 aA 3.99 aA 1.53 bB 0.043 aA

2x 4.85 bB 2.63 bB 1.84 aA 0.027 bA

说明 : 小写字母不同表示同列在 0.05 水平上差异显著 ; 大写字
母不同表示在 0.01 水平上差异显著。

图 2 黄色马蹄莲二倍体( C)与四倍体( D)组培苗
Figure 2 Plants in vitro of the diploid (C) and the tetraploid (D)

图 1 黄色马蹄莲二倍体( A)与四倍体( B)体细胞染色体数目
Figure 1 Chromosome number of the diploid(A) and the tetraploid (B)

B: 2n = 2x = 64A: 2n = 2x = 32
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126.6%, 宽度为二倍体的 151.7%; 叶片明显增厚, 为二倍体的 159.2%, 达显著性差异; 叶形指数变

小, 为二倍体的 83.1%。程金水 [8]认为, 多倍体器官的巨大性是随着染色体的加倍 , 细胞核和细胞变

大, 因而组织器官也多变大。

2.3 四倍体与二倍体的叶片气孔特征比较

气孔是植物叶片与外界进行气体交换的主要通道, 气孔特征与植物的光合作用性能密切相关 [ 9]。

观察发现, 与二倍体植株比较, 四倍体植株叶片气孔相关特征有差异 (图 3) : 四倍体的气孔密度变

小, 为二倍体的 59.7%; 保卫细胞变大 , 纵径为二倍体的 156.1%, 横径为二倍体的 143.2%; 叶绿体

数目增加 , 为二倍体的 213.7%。相关数

据统计显示各项特征差异极显著 (表 3)。

这表明黄色马蹄莲的倍性与气孔密度存

在着负相关的关系 , 与保卫细胞的大小、

叶绿体的数目呈正相关的关系。这与有

关报道 [10, 11]相一致。本试验中 , 植物叶片

的气孔密度、保卫细胞的大小、叶绿体

数目等特征可以作为判断黄色马蹄莲倍

性的辅助方法之一。

3 讨论

3.1 秋水仙素的质量浓度与处理时间

秋水仙素是目前人工诱导染色体加倍应用最为广泛的化学试剂, 其毒性极强, 如果处理时所用的

质量浓度太大, 会影响植物材料的正常生长 , 甚至死亡; 但处理质量浓度太小 , 又往往起不到作用。

处理的适宜时间以处理材料完全被浸透, 并有足够的药量进入生长点细胞为准, 而且处理所持续的时

间还受到诱变剂的水解半衰期影响 [ 12]。一般情况下 , 使用较高质量浓度的秋水仙素时处理时间缩短,

反之则延长处理时间, 但具体因植物材料的种类而异 [ 13, 14]。

秋水仙素常用的有效质量浓度范围是 0.1 ～10.0 g·L-1, 一般以 2.0 ～5.0 g·L-1较好 [ 8, 13, 14]。在本

研究中 , 秋水仙素的有效质量浓度为 0.2 ～1.0 g·L-1, 处理时间和质量浓度的大小相关, 结果显示以

0.5 g·L-1处理 48 h为最佳组合。

3.2 黄色马蹄莲倍性鉴定的方法

染色体计数法是鉴定倍性最直接, 也是最准确的方法。由于黄色马蹄莲组培苗的茎尖极短, 且包

裹于叶片内, 切取茎尖进行染色体计数极容易完全破坏植株, 故只能等植株生根, 然后利用根尖进行

检测。利用根尖染色体进行鉴定会出现染色体缺失或增多等现象, 需要经过多次反复的检测, 操作过

程繁琐, 工作量大, 难以早期分离多倍体。形态观察是鉴定多倍体最简单最快捷的方法。本研究获得

的四倍体组培苗与二倍体相比 , 表现出叶片加厚 , 叶色较深 , 叶片变长、变宽、叶形指数变小等特

点, 可作为对变异植株的初步筛选, 能大大减少工作量。但该法过于粗糙, 且组培苗移栽于大田管理

图 3 黄色马蹄莲二倍体( E)和四倍体( F)的保卫细胞及叶绿体
Figure 3 Guard cell and chloroplasts of the diploid ( E) and the tetraploid ( F)

倍性
气孔密度/(个·

视野 - 1)
叶绿体数目/个

保卫细胞纵径/

μm

保卫细胞横径/

μm

4x 14.1 bB 110.9 aA 67.6 aA 48.1 aA

2x 23.6 aA 51.9 bB 43.3 bB 33.6 bB

表 3 黄色马蹄莲四倍体与二倍体植株叶片气孔特征的

差异显著性比较

Table 3 Comparison of the diploid with the tetraploid on stoma characteristics

说明 : 小写字母不同表示同列在 0.05 水平上差异显著 ; 大写字母不同
表示在 0.01 水平上差异显著。
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过程中会出现性状差异, 故该法需与其他方法结合进一步鉴定。许多研究证明, 气孔大小和密度与染

色体倍性存在明显的相关性, 叶绿体数目能大致反应植物的倍性, 这在许多果树及农作物等植物的多

倍体研究中也得到证实 [15]。本研究中四倍体植株和二倍体的气孔密度、保卫细胞长度、宽度和叶绿体

数目存在极显著差异, 可作为鉴别黄色马蹄莲倍性的重要参数。

3.3 黄色马蹄莲四倍体的意义

植物多倍体一般比二倍体具有开花多 , 茎干粗壮 , 叶片肥厚 , 花朵大而艳丽 , 花瓣厚实、耐储

运 , 抗逆性增强等的特点 [ 8] , 这在百合 Lilium spp. [ 16] , 非洲菊 Gerbera jamesonii [ 17] , 香石竹 Dian-

thus caryophyllus[18]等花卉植物中已有较多的报道。本试验研究获得的黄色马蹄莲四倍体表现了器官的

巨大性: 株型高大, 叶柄粗长, 叶色浓绿, 叶面积变大, 叶脉粗等, 并表现为生长旺盛。但黄色马蹄

莲从瓶苗到开花需要 2 ～3 a。本研究诱导获得的黄色马蹄莲多倍体植株尚未能成花 , 这将在后续的

研究中进一步开展。

黄色马蹄莲四倍体植株可用于马蹄莲的进一步育种, 如四倍体与二倍体杂交产生三倍体, 四倍体

加倍获得八倍体, 再杂交获得六倍体等等, 为进一步培育抗性强, 观赏价值高, 鲜切花寿命长的彩色

马蹄莲新品种的选育加快进程。
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