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摘 要

分别取来 自普通栽培种 ��
�

�动����
���的两个一倍体品 系和两个双单倍体品

系的 茎段和叶 片
，

用 两 步法进行组 织培养来加倍其体 细胞染 色体数 目
。

在 以

����
�

������ ��������� ��� 为第一步的培养基上
，

从一倍体和双单倍体的

茎段和叶片中获得 了许多再生植株
，

其中约 ��� 的加倍成植株 ��� � �� � �� 或

�� � �� � ���
，

此结果表明此法是把单单倍体 �以 下简称一倍体�和双单倍体转化

为纯合同源四倍体的有效方法
。

前 臼

马铃薯 ��
�

�沥
������ �

�

�染色体是同

源四倍体
，

通过 自花授粉难 以得到纯合的

四倍体
，

从而 限制了杂种优势在马铃薯育

种上的应用和不分离实生种子的获得
。

近

年来
，

新技术广泛应用 于改进马铃薯育种

方法
，

其中之一称之为分析综合法
�
其首

先是用孤雌生殖法和花药 �花粉�培养把

同 源 四 倍 体 染 色 减 倍 成 双 单 倍 体

��� “ �� � ���
，

再从 双单倍休减倍成一倍

体 ��
� � � � ��� 〔 ‘一 ” ，

第二步是把此一倍

体经 �次连续加倍成纯合纯合四倍体� 第三

步是选择好的纯合四倍体组配杂种以获得不

分离的具杂种优势的实生马铃薯栽培品种
。

马铃薯染色体加倍可通过秋水仙素处理

来获得
，

但此刃
、常常既费工又费时

，

而且加

倍 的植 株 倍 性 是 不 稳 定 的
。

������

������ 通过诱导下胚轴和叶柄外植体的愈

伤组织
，

再分化出不定植株从而使杂种二倍

体马铃薯得到加倍
口

� ����� � ��� �一����

通过培养 “�
一

片外植体获得了染色体加倍的双

单倍体和纯合四倍体
，

因而
，

组织培养法是

马铃薯加倍的一种较好的方法
�

但是 � ���

所 用 的 培 养 基 对 多 数 基 因 型 材 料 并 不

适应 〔 ’〕 。

另外
，

由于 用花药培养和子房

培养所得的一倍体和双单倍体常常用组培

法加 以保存
，

其茎秆 上 的叶片常既少 又

小
，

这样对于用 叶片外植体组培加倍并不

弓
一

分方便
。

在本研究 中
，

我们试采用茎外植休培

养从一倍体加倍成双单倍体
，

从双 单倍体

加倍成 四倍休
，

并且 比较 了叶片和茎段的

效果
。

同时
，

要找到获得不定枝条较好的

培养基
。

� 材料和方法

本试验选择的一倍体品系 �� 单 ��
、

��

单 �� ��� � � � ��� 和 双 单 倍 体 品 系

��一 �
，

��一��和 ��一�� ��
�

����������均
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由木课题组诱导产生
，

并用组织扦插法保存

着
。

��� 试验过程

在本试验中用由 �盯�等 ������提出

的
“

两 步 法
” ，

并且 从 已 经 发 表 过 的 论

文中 〔 ’，�，�，�，提出的培养条件中选择最适合

的培养条件
。

将试管培养的一倍休和双单倍

体植株切成 �
�

�一 �
�

��� 长 的不带芽的茎

段
，

并取 �
�

����
无主脉的叶片切块

。

本试

验 所 用 的 基 本 培 养 基 为 �� 培 养 基

��
��������和 �����

，
�����

。

其培养过程

为两步 �①将一倍体和双单倍休的叶片切块

分别接种在 ����
�

����� ���� 加 �
�

�
，

�
�

�
，
��

，

�和 ��������� 的培养基上

约 �周
，

同样将此两种材料的茎切段接种在

与上相同的培养基中培养 �� 天 �②将所形成

的 愈 伤 组 织 按 材 料 分 别 转 移 到

����
�

������������������中约 ��

天
。

两步培养均置于 ��℃温度下
，
�������

日光灯
，

光周期为 �� 小时 � 最后分别统计

各种培养基中从两步法得到的再生植株数
，

并把这些植株用组培扦插法加以保存
。

��� 细胞学研究

将 得 到 的 再 生 植 株 接 种 于

����
�

���������十�����蔗糖 的生根

培养基上得到根尖
，

取下后用 �
�

���� 的

�一经基 �奎琳在 �℃下前处理 �个小时
，

然后

置于卡诺固定液中保存 �� 小时
。

之后
，

用

����� 在 ��℃ 恒温下解离 �� 分钟
，

并用

蒸馏水冲洗
，

用醋酸洋红压片
。

染色体计数

要用 �个以上完好展开的根尖细胞和两个不

同根尖
。

同时观察叶片保卫细胞的叶绿体数

目
，

每个植株观察 加 以上保卫细胞数
，

并

与标准对照对比
，

最后统计加倍的一倍体及

双单倍体数
，

求出百分率
。

� 结 果

�
�

� 从叶片切块和茎段中分化出再生植株

通过两步法 �在 ����
�

����八 ����

���� ���，
加 �

�

�
，

�
�

�
，
� 或 ����� �

��� 上 � 周
，

然 后 转 移 到

����
�

���������� ���� ���� �到 �

周�
，

可形成许多植株
。

表 �列出了单一单

倍体和 双 单倍休叶片外植体及茎段在不同

培养基产生再生 植株 的 比例 � 结果表 明
，

对 叶片和 茎 段第 一 步培 养基 中最适 合 的

��� 浓度范围都为 �一 ��� ���
�

而从 ���
·

片外植体中诱导的再生植株要 比从茎段中

得到的多
。

表 � ��� 对叶片及茎段再生植株的影响

材 料

��� 浓度������

叶块

� � ��

� � 】�

�� ��一�

� � ��

� � ��

�
�

� � �� ��

� �
�

� �
�

� �

�
�

� ��
‘

� ��
�

� �

�刀 ��� 一 �

�
�

� �� �
�

� �

�� �
�

� � �
�

�

茎段 ����一�

����一��

�����一��

注
二
基础培养基为� ��十����������

��� 一倍体染色体加倍

一倍体 �� 单 �� 和 �� 单 �� 品系经鉴定

证明是染色休为 �� �

叶绿体数平均侮个为

� “ 】�，

气孔保卫细胞

��
，

���
�

�
。

表 �列出了
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�州和�����总

从诱导培养基中得到的一倍体叶片外植体的

抽样染色体计数结果 � 其中多数染色体已加

倍成二倍体水平 ��� � �� � ���
�

从形态上

这些植株具有 比相应一倍体更粗壮的茎秆
，

且其叶片保卫细胞的叶绿体数 �侮对保卫细

胞�要 明显多 于 �� ��� � � � ��� �表

��
。

说明其植株已得到加倍
，

少数植株在形

态及叶绿体数和染色体上仍保持一倍体
。

有

些再生植株 ���单 ��一�
，
��单 ��一��既

有一倍体根尖
，

又有二倍体根尖
，

因而证明

是属于混倍体的植株
。

�� 单 ��一�
，

因其染

色体数为 ��
，

因而属于 四倍体
，

这一定是

由于连续两次加倍实现的
。

表 � 一倍体和双单倍体叶片切块

诱导加倍的不同倍性株数

材料
一倍体

植株

双单倍体

植株

四倍体

植株

棍倍体

植株

�

��
，

� ��
。

�� ��一�

� �� ��

表 � 一倍体和双单倍体诱导加倍的

不同倍性株数

表 � ����一��和 ����一��叶片

再生植株的染色体数 目
材料

一倍体

植株

双单倍体

植株

四倍体

植株

混倍体

植株

，了
�

月�皿

������

�吕吕�

��从�

�

，︸����和��努��总植 株 染色休数 保卫细胞叶绿体数

��
�

���
�

�

������石

�，‘ 、‘�

�����一�

��一��

��一��

�������，‘�，

总 和 � � �

� �� �� �

��� 双单倍体染色体的加倍

��一�
，

��一��和 ��一��经镜检确认是

双单倍体
。

用前述诱导一倍体加倍方法从这些双单

倍体的叶片外植休中也同样诱导到许多再生

植株
，

而从叶片外植体产生的再生植株数要

比从茎段外植休中相对多 �表 �
、

表 �和表

��
。

除了几株仍保持为二倍体外
，

多数植株

已加倍成四倍体 ���� �
，

在再生植株中没

有发现混倍体
，

这表明在双单倍体再生植株

中偶然加倍的双单倍休细胞的频率是很低

的
。

再生植株用扦插法加以保存
。

通过对几

次重复打插枝的观察
，

倍性没有变化
，

表明

加倍后的倍性是稳定的
。

�，‘�内��������卜��
内了一夕
寸
�孟公��了

��
�

���
�

�

��
�

����

��
�

�十�
�

�

������������‘，�

����一��一�

� ���一��一�

� ���一��一�

����一��一�

����一��一�

� ���一��一�

����一��一�

����一��一�

����一��一�

� ���一��一�

�����

表 �列出了由��
一

十片外植体分化出的再生

植株的倍性分配 比例
。

“ � 以上的植株其
染色体得到加倍

。

说明用 ”�
一

片外植体产生愈

伤组织分化植株进行加倍是有效的
。

大约有

���的一倍体仍保持其原来倍性水平
，

其

余两株为四倍体
。

另外一些为既有二倍休
，

又有一倍体染色休的混倍体
。

表 �列出了由

一倍休茎段外植体诱导的再生植株不同倍性

百分率
，

整个再生植株中 ��
�

��植株加倍

成双单倍休 ��� � �� � ���
。

除了几个为混

倍体外
，

其它植株级保持分化以前的倍性水

平 �表 ��
，

这表明用茎段外植休诱导加倍

也是可行的
。
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� 讨 论

在不同培养基中诱导产生植株的再生率

是 不 同 的
�

在 作 为 第 一 步 的 培 养 基

����
�

������������������
，

第二

步为 ����������������������基

础上诱导出了较多的植株 �表 ��
。

这个结

果 不 同 于 ������ ���� 得 到 的 结 果

�����
�

�����������
�

������ ����

为第一步
，

第二步 ����
�

���������十

����� ���
，

�����
，

这 可能 由于每种材

料的基因型对不同培养基中有不同反应
�

从

一倍体叶片外植体及茎段诱导产生植株加倍

频率是较高的 �分别为 ���和 ��
�

���
。

而

从双单倍体的叶茎外植体中产生加倍的四倍

体比率为 ���和 ���
。

此结果与早期有关

从二倍体普通栽培种杂种的托叶和叶柄得到

再生植株的结果 〔 “， ，

与从培养品系茎段诱

导加倍 川 的结果
，

与从培养的叶片小块的

诱导加倍 〔 ’，�� 和从一倍体马铃薯品系诱导

加倍的报道是一致的
。

另一方面
，

从叶片切

片产生再生植株的比率要 比从茎段产生植株

的比率高 �表 �
、

表 �和表 ��
，

但是
，

从此

两者产生的植株中加倍植株频率是相近的
。

因为有些以离体培养保存的单倍体基因型在

茎杆上具有很少的叶片
，

因而对一些基因来

说用叶片作为外植体加倍是不方便的
。

因

而
，

用叶片外植体与茎段外植体培养诱导再

生植株的加倍是有效的方法之一
。

用诱导再生植株而不是用秋水仙素处理

的优势在于能简单
、

迅速地获得大量的加倍

植株
，

并且仅有少数为混倍体
。

�、
和 ��层

的细胞学研究没有发现任何嵌合植株
，

早期

报道也表明嵌合体是不多见的 〔 ‘，�� 。

这是

组织培养加倍的一个重要优点
。

在本研究中用茎段诱导产生再生植株的

时间较长
，

接种到第二步培养基上的约 ��

天 以上才能 出现分化植株
，

而用叶片仅需

�� 天
，

因而这方面的关键所在还有待进一

步研究
。

为了把一倍体基因型完整转变为纯合四

倍体水平
，

现可以利用几种新技术如原生质

体 自体融合和 �� 配子等
，

但这些方法仍然

没用于实践
，

因而用组培加倍是一个有效的

方法
。
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