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秋水仙素诱导获得 5 个木薯品种的同源四倍体植株

聂扬眉 文 峰 郭文武

华中农业大学园艺林学学院/园艺植物生物学教育部重点实验室,武汉430070

摘要 为获得纯合稳定的木薯(ManihotesculentaCrantz)同源四倍体,以不同质量浓度(0.1、0.3、0.5g/L)

的秋水仙素和时间(3、6、9h)组合对5个木薯品种的腋芽进行诱导处理,然后转入 MS培养基培养再生试管苗,

采用流式细胞仪和根尖压片技术鉴定其倍性,筛选出四倍体。经多代无性繁殖,结果显示5个品种均获得稳定

的四倍体植株。将木薯Col22和华南8号的四倍体移入温室,5个月后与对照二倍体相比,其叶片变宽、变厚,气
孔的长度、宽度、密度等方面均有显著差异。同源四倍体新种质的创制为进一步用于木薯品种改良提供了珍贵

的试材。
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  木薯(ManihotesculentaCrantz)属于大戟科

(Euphorbiaceae)木薯属(Manihot)植物,与甘薯、马
铃薯统称为“世界三大薯类”,具有光合效率高、淀粉

含量高、耐贫瘠、耐干旱等优良特点,是全球热带地

区仅次于水稻、甘蔗、玉米的第四大粮食作物。木薯

的基因型高度杂合、花粉育性低、有性子代性状严重

分离等特点造成了木薯常规杂交育种困难,而多倍

体育种是克服常规育种困难的又一条途径。植物多

倍体植株一般具有生长健壮,花、果、叶较大,细胞内

有效成分增加等特点,且木薯多倍体能通过无性繁

殖方式固定其性状,在生产上加以利用。秋水仙素

在植物同源多倍体诱导研究中广泛应用,在水稻[1]、

苹果[2]、甜柿[3]、柑橘[4-5]、枣[6]、紫薇[7]、杨树[8]等植

物中均有报道。木薯同源多倍体诱导也有一些零星

报道,Graner等[9]用分别蘸有0.5%和1%的秋水

仙素溶液的脱脂棉涂抹木薯田间植株顶芽,3次/d,
连续处理8d,获得多倍体植株;与对照相比,多倍体

的气孔、花以及花粉粒等均有明显差异。Awoleye
等[10]用2.5mmol/L秋水仙素附加2%的二甲基亚

砜处理木薯品种Col22田间植株的腋芽48h,经过

无性繁殖3代后能获得42%的多倍体植株。陈显

双等[11]利用4g/L 秋水仙素作为诱导剂,处 理

GR891、SM1600、华南124等木薯品种田间植株腋

芽生长点,对其变异枝条进行无性繁殖和染色体鉴

定,结果显示变异后代在形态特征、染色体数目上都

有变化,表现出多倍体特征。本研究以5个木薯品

种组培苗为试材,探索适合诱导木薯组培苗获得同

源多倍体的方法并创制一批同源多倍体植株,丰富

木薯的多倍体种质资源库。

1 材料与方法

1.1 试验材料

华南5号(SC5)、南植188(NZ188)、南植199
(NZ199)、哥伦比亚22号(Col22)等4个木薯品种

的组培苗由中国科学院上海生理生态研究所张鹏研

究员提供,华南8号(SC8)组培苗由中国热带农业

科学院郭安平研究员提供。SC5是ZM8625与华南

8013的杂交后代经过多代评选育成,是目前我国推

广面积最大的品种之一;SC8是通过国际热带农业

研究 中 心 (CentroInternationaldeAgriculture,

CIAT)从泰国引进的自然杂交种选育而成;NZ188
为从CIAT引进并试种的推广品种;NZ199为华南

植物研究所育种的品种;Col22为CIAT培育,目前

是哥伦比亚等国的主栽品种之一。选择的5个木薯

品种具有一定的代表性。
1.2 同源四倍体诱导方法

在预备试验的基础上,设计质量浓度和时间的
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双因素试验,其中质量浓度为0.1、0.3、0.5g/L,时
间为3、6、9h。无菌条件下,取生长状态一致的组

培苗,切成带腋芽的茎段,放入灭过菌的相应质量浓

度的秋水仙素溶液中浸泡相应时间后,接入培养基

中培养,培养基配方为 MS,附加0.02mol/L萘乙

酸、3%蔗糖、8%琼脂,调pH值至5.8。对照为双

蒸水处理。
1.3 倍性鉴定方法

1)流式细胞 仪 鉴 定 植 株 倍 性。参 照 张 俊 娥

等[12]的方法,使用德国Partec公司生产的流式细胞

仪(PartecD-48161,Münster,Germany),取1cm2

大小的幼嫩叶片于小塑料皿中,加入0.5mLPartec
HR-A 缓 冲 液,用 单 面 刀 片 将 叶 片 切 碎 后 放 置

3min,加入约0.5mLHR-B染液,通过微孔过滤器

过滤到2.5mL小试管中,上样测定。DNA含量的

分布曲线由流式细胞仪自动生成。并将得到的四倍

体植株切成茎段进行多代无性繁殖,检测无性繁殖

后代的倍性。

2)根尖压片鉴定植株倍性。取生长状态良好的

根尖1cm左右,洗净并加入0.01mol/L的8-羟基

喹啉,预 处 理 3h 后 在 卡 诺 固 定 液 (V冰醋酸 ∶
V无水乙醇=1∶3)中固定24h,放入1mol/LHCl,然
后在60℃下恒温水浴13min,改良苯酚品红染色

3min,压片镜检[13]。
1.4 气孔观察

取成熟叶片,用指甲油沿叶背主脉两侧均匀涂

抹一薄层,5min后用镊子揭下风干的指甲油薄膜

放在玻片上,显微镜 (OlympusOpticalCo.Ltd)下
观察拍照。以保卫细胞的长度和横径做为气孔的长

度和横径,每个材料取5个叶片,每个叶片统计10
个视野,用Imageproplus5.1(Image-ProPlus,

version5.1,MediaCybernetics)软件测量气孔的

长度及宽度,并统计气孔个数。SAS8.1分析其差

异显著性。

2 结果与分析

2.1 秋水仙素处理腋芽的诱变效果

经过大量预备试验后,5个品种的材料在选择

的0.1~0.5g/L秋水仙素处理后得到了稳定的四

倍体,但不同的品种在不同组合的诱导下,其诱导效

果和腋芽死亡情况有明显差异。如表1所示,南植

199在试验中只获得3株四倍体,二倍体与嵌合体

居多,而华南5号则有63%的四倍体诱导率。
2.2 倍性鉴定

采用流式细胞仪对所有诱导成苗的植株进行倍

性鉴定(图1),对照二倍体的峰值在50左右,四倍

体的峰值在100左右,嵌合体则在50和100处均有

峰。对流式细胞仪筛选出来的四倍体植株经扩繁

后,取其根尖压片进行染色体计数,二倍体对照的染

色体数为2X =36,四倍体的染色体数为4X=72
(图2)。

表1 不同质量浓度秋水仙素及不同时间组合诱导木薯四倍体的效果1)

Table1 Effectofdifferentcombinationsofcolchicineconcentrationandtimeontetraploidinduction

质量浓度/(g/L)
Mass

concentration

时间/h
Time

芽数

Number

华南8号

SC8

Ⅰ2) Ⅱ3) Ⅲ4)

华南5号

SC5
Ⅰ Ⅱ Ⅲ

哥伦比亚22号

Col22
Ⅰ Ⅱ Ⅲ

南植188
NZ188

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

南植199
NZ199
Ⅰ Ⅱ Ⅲ

3 6 0 0 6 0 0 5 0 0 5 0 0 6 0 0 4

0.1
6 6 1 4 1 0 3 2 2 0 3 2 2 2 1 2 1
9 6 2 1 0 3 2 1 4 0 1 2 2 1 1 1 2
3 6 0 0 4 2 0 4 1 0 5 1 1 4 0 1 5

0.3
6 6 3 1 1 2 2 1 2 1 0 3 0 2 1 0 1
9 6 3 2 0 1 0 0 0 0 1 1 1 1 0 0 1
3 6 0 0 5 1 1 3 0 0 5 1 2 3 0 2 4

0.5
6 6 1 1 1 4 0 0 2 1 1 1 1 2 0 1 1
9 6 1 0 0 4 2 0 1 2 0 1 1 3 0 1 1
9 6 0 0 6 0 0 6 0 0 6 0 0 6 0 0 6

 1)每个试验组合处理不同品种的6个腋芽,部分腋芽在处理过程中死亡(得到的植株不足6株)Sixaxillarybudsfromeachcultivar

wereinducedinonecombination,andsomeofthemdiedfromcolchicinetreatment;2)Ⅰ.四倍体Tetraploid;3)Ⅱ.嵌合体Chime-
ra;4)Ⅲ.二倍体 Diploid.
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 A:二倍体(2X),峰值50Thepeakvalueofdiploidplantletis50;B:嵌合体(2X/4X),峰值50/100Thepeakvalueofchimeraplantlet

is50/100;C:四倍体(4X),峰值为100Tetraploidplantletis100.

图1 流式细胞仪分析再生植株的倍性

Fig.1 Ploidyanalysisbyflow-cytometry

A:SC8二倍体;B:SC8四倍体(标尺=10μm)A:DiploidofSC8;B:TetraploidofSC8.Bar=10μm.

图2 木薯根尖压片染色体图片

Fig.2 Chromosomecountingfromcassavaroottipsquash

2.3 不同倍性植株的叶片观察与比较

将试管苗移栽入温室,由于武汉气温偏低以及

温室光照不足,其生长势较弱。但四倍体与二倍体

比较,差异明显,其叶片变厚、变宽(图3),叶片气孔

的长度以及宽度变大,单位面积上的气孔数目减少,
具有极显著差异(表2)。

表2 不同倍性植株气孔的差异比较1)

Table2 Comparisonofstomasizeanddensityamongdifferentploidyplants

品种Cultivar 倍性Ploidylevel 长度/μmLength 宽度/μm Width 密度/mm-2Density

华南8号SC8
二倍体 Diploid 13.94A 6.29A 1152.43A

四倍体 Tetraploid 14.82B 6.56A 742.25B

哥伦比亚22号

Col22

二倍体 Diploid 12.43A 8.11A 1191.49A

四倍体 Tetraploid 17.37B 11.17B 703.18B

 1)不同大写字母间表示在0.01水平上差异显著 Differentcapitallettersindicatesignificantdifferenceat0.01level.

01



 第6期 聂扬眉 等:秋水仙素诱导获得5个木薯品种的同源四倍体植株  

 A1、A2:二倍体植株及叶片;B1、B2:四倍体植株及叶片;C1、C2:二倍体及四倍体混合照;标尺=2cm。A1,A2:Theplantandleafof

diploid;B1,B2:Theplantandleafoftetraploid;C1,C2:Theplantandleafofdiploidandtetraploid.Bar=2cm.

图3 Col22不同倍性的植株以及叶片比较

Fig.3 MorphologycomparisonofdiploidandautotetraploidCol22

3 讨 论

3.1 材料及试验条件的选择

在木薯中,前人均是用秋水仙素涂抹田间植株

腋芽的方法诱导多倍体[9-11],而本试验选择组培苗

腋芽作为诱导材料。同田间植株腋芽相比,组培苗

腋芽取材方便、不受季节和环境条件限制,而且诱导

后植株再生周期短。在组织培养技术的基础上,能
够严格控制试验的各项条件,试验的可操作性和重

复性强。

在保证木薯腋芽不受秋水仙素毒害的前提下,

为提高木薯多倍体的诱导率,我们进行了大量预备

试验,以确定合适的质量浓度和时间。5个木薯品

种在设计的试验组合处理下大多都能得到四倍体,

并且5个木薯品种最后都得到了稳定的四倍体植

株,说明通过腋芽浸泡法诱导木薯同源多倍体的方

法适合多数木薯品种,只是不同品种的耐药性有一

定的区别,如 NZ199在秋水仙素质量浓度为0.5

g/L时,腋芽死亡明显。

3.2 多倍体植株的筛选

本试验利用流式细胞仪对诱导后再生植株的倍

性进行鉴定,剔除二倍体及嵌合体,保留多倍体,其
操作简便快捷,提高了研究效率。同时随机抽取部

分多倍体植株进行根尖压片,对流式细胞仪的结果

进行验证,以进一步确定植株倍性。秋水仙素处理

后获得的多倍体植株,其腋芽初期长出的叶片畸形、
叶色较深,与童俊等[7]、莫官站等[14]等在其他植物

上的研究结果相似,早期也可根据这些形态特点确

定多倍体植株。
3.3 试验中存在的问题

诱导四倍体植株的过程中,少数多倍体植株后

代发生“回复突变”,产生了嵌合体和二倍体,其原因

可能是秋水仙素处理的腋芽细胞加倍不完全,后代

二倍体细胞生长势优于四倍体。本研究将倍性稳定

的Col22和SC8四倍体在温室进行了试种,与对照

相比,叶片变宽、变厚,形态差异较大;但由于武汉地

区温度相对较低,不适合木薯生长,再生的同源四倍

体材料已全部转入海南热带地区进行田间种植研

究,观测其块根生长量以及淀粉含量,以期进一步用
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于木薯品种改良。
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Colchicine-inducedautotetraploidsoffivecassavacultivars

NIEYang-mei WENFeng GUOWen-wu

KeyLaboratoryofHorticulturalPlantBiology (MinistryofEducation)/

CollegeofHorticulture&ForestrySciences,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan430070,China

Abstract Usingfivecassavacultivarsasexplants,differentcolchicineconcentrations(0.1,0.3,0.5
g/L)andtimedurationoftreatment(3,6,9h)werecombinedtoinduceautotetraploidsofcassavain
vitrousingaxillarybuds.GeneratedshootsweretransferredontothebasicMSmediumforfurtherdevel-
opment.Ploidyanalysisviabothflowcytometryandroottipsquashtechniqueverifiedthatrecovered
plantletsfromallfivecultivarswerestableautotetraploidsafterseveralsubcultures.Autotetraploidpla-
ntletsoriginatedfromCol22andSC8anditscorrespondingparentalplantsweretransferredintogreen-
house.Phenotypesofautotetraploidswerecomparativelyanalyzedafterfive-monthgrowth.Results
showedthatleavesofautotetraploidsbecamesignificantlywiderandthickerthanthoseofparental
plants.Thelengthandwidthanddensityofstomashadsignificantdifferencebetweenthecontrolandau-
totetraploids.Thesenovelautotetraploidshavegreatpotentialforthefurthergeneticimprovementof
cassava.

Keywords cassava;colchicines;autotetraploid;invitroculture;germplasmenhancement
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