四倍体及二倍体毛泡桐截干再生特性研究
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摘  要:为掌握人工诱导四倍体毛泡桐保持多倍体特性情况及毛泡桐截干再生特性，笔者以5a生四倍体及二倍体毛泡桐截干再生苗为材料,对截干再生苗的倍性、出芽数、生长速率、叶片特性、叶绿素含量及光合特性等进行研究。结果表明：四倍体毛泡桐截干再生苗能很好地保持其多倍体倍性，相对于二倍体来说，出芽数较少，生长较缓慢；气孔增大，气孔密度降低；叶片叶绿素含量降低，但光合速率增大。叶片形状二者也有很大差异，四倍体为锯齿状卵圆形而二倍体为全缘五边形。另外，嵌合体很少见，显现了组织培养诱导多倍体的优势。而且多倍体毛泡桐节间变短、叶圆厚和花增大的特点很有利于园林观赏乔木花卉的培育。
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Abstract: In order to know the ability of keeping polyploidy of artificial induction and the growth habits of Paulownia tomentosa(Thunb.)Steud. after being stumped,the polidy, the sprout number, growth rate, leaf characteristics, chlorophyll contents, and photosynthesis characteristics of stumped regeneration five-year old tetraploid and diploid Paulownia tomentosa(Thunb.)Steud.were studied by authors. The results showed that the stumped regeneration tetraploid Paulownia tomentosa(Thunb.)Steud. can steadily keep the polyploidy ploidy.The differences between tetraploid and diploid Paulownia tomentosa(Thunb.)Steud.were found as follows① lesser sprout number and slower growth rate in tetraploid. ②The mean length of the stomata was longer in tetraploid plants than diploid plants, and stomatal frequency was reduced with the increased ploidy level. ③Chlorophyll content in leaves reduced but photosynthetic rate increased in tetraploid.④The tetraploid and diploid plant differed significantly in leaf shape, with those of the former being round with serrate margin and those of the latter pentagonal with entire margin. In addition, few chimeras demonstrated the superiority of inducing polyploid by tissue culture. The characters of shorter internodes, thicker leaves and bigger flowers of polyploid Paulownia tomentosa(Thunb.)Steud.were very propitious to breeding garden plants, include arbor and flowers.
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多倍体普遍存在于植物界中，约一半的被子植物、2/3的禾本科Gramineae植物、80%的草类、18%的豆类都是多倍体，主要作物如小麦Triticum astivum Linn.、棉花Gossypiun hirsutum L.、油菜Brassica campestris L.、烟草Nicotiana tabacum L.等都是自然形成的多倍体。
多倍体因染色体组数目增加，细胞核与细胞质的比例关系发生变化，染色体在减数分裂过程中可能出现不均衡分配，以及基因的剂量效应和基因互作效应等会破坏原有生理生化功能的平衡[1]
，致使多倍体植株表现出形态巨大、内含物增多、育性降低、抗逆性增强等特点。毛泡桐Paulownia tomentosa(Thunb.)Steud.是玄参科Scrophulariaceae泡桐属Paulownia Sieb.et zucc.植物，是我国重要的速生用材树种，同时具有先花后叶，繁花如云的特点，所以又是重要的城市行道树和园林景观树。但毛泡桐存在易发丛枝病和过早结实消耗过多营养等问题。根据多倍体育性降低、抗逆性增强等特点，陈冬玲等[2]，唐志强等[3]以毛泡桐胎座为外植体，采用离体培养和秋水仙素处理结合的方法选育出了四倍体毛泡桐。为掌握前期人工诱导产生的四倍体毛泡桐保持多倍体特性情况及多倍体毛泡桐截干再生情况，本研究对5a生四倍体及二倍体毛泡桐截干再生苗的倍性进行了再次鉴定，对其再生特性、形态学特性、光合特性等生做了进一步研究。

1 材料与方法

1.1 供试材料

供试材料为5a生四倍体毛泡桐截干再生苗，并以5a生二倍体毛泡桐截干再生苗为对照。四倍体毛泡桐由湖北大学蔡得田教授课题组选育[2,3]
。并于2008年10月将5 a生
四倍体植株和二倍体植株截干，次年得到截干再生苗。

1.2 试验方法
1.2.1倍性鉴定

以茎尖为材料进行染色体制片，观察染色体数目。染色体制片方法参照李懋学等[4]酶解去壁低渗火焰干燥法。

1.2.2截干出芽数及生长速率测定

随机选取四倍体及二倍体截干植株20株，于2009年5月20日～
2009年8月10日期间，对其出芽数、再生苗株高每周调查统计1次。处理观察统计数据，比较四倍体与二倍体出芽数、生长速率的差异。

1.2.3 叶片相关性状比较

对四倍体截干再生苗和二倍体截干再生苗的叶片形状及大小、气孔大小、气孔密度等性状进行分析比较。
1.2.4叶绿素含量比较

对四倍体截干再生苗和二倍体截干再生苗进行叶绿素含量测定。叶绿素含量用SPAD-502便携式叶绿素测定仪测定。

1.2.5 光合特性比较

对四倍体截干再生苗和二倍体截干再生苗进行光合速率测定。光合特性相应参数采用便携式光合作用测定系统（Licor-6400，USA）测定。
2 结果与分析

2.1倍性鉴定

二倍体截干再生苗染色体数目为2n=40，四倍体截干再生苗染色体数目为2n=80（图1），而且很少有嵌合体，说明四倍体植株能很好地保持其多倍体特性。这也再次证明采用组织培养比采用种子或植株茎尖滴液处理诱导多倍体的方法更好。
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图1 毛泡桐截干再生苗茎尖染色体制片

A. 二倍体(2n=2x=40) ；B. 四倍体（2n=4x=80）
2.2截干出芽数及生长速率

由表1可见:与二倍体相比，四倍体截干出芽数目更少，生长更缓慢。但四倍体与二倍体植株相比更为粗壮，节间更短，这很有利于优良观赏乔木花卉的培育。
表1 毛泡桐二倍体与四倍体截干出芽数及生长速率

	材料
	出芽数
	株高生长量/cm
	生长速率/(cm·d-1)


	二倍体
	3.30±0.33
	26.77±2.44
	0.33±0.03

	四倍体
	2.90±0.29
	17.93±1.24
	0.23±0.02


2.3 叶片形态特征

二倍体和四倍体毛泡桐截干再生苗叶片形态差异明显，二倍体的叶形为五边形，全缘；而四倍体为卵圆形，叶缘有明显锯齿（图2）。叶片长度、宽度及面积具体数据列于表2。
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图A：泡桐二倍叶片 图B：泡桐四倍体叶片


图2 毛泡桐截干再生苗叶片形态比较
A.二倍体  B.四倍体
表2 毛泡桐二倍体和四倍体的形态特征比较

	倍  性
	叶形、叶缘
	叶片长度/cm
	叶片宽度/cm
	叶面积/cm2

	二倍体
	五边形，全缘
	27.35±1.93
	38.25±1.63
	795.73

	四倍体
	卵圆形，锯齿
	26.57±1.97
	42.72±3.58
	885.65



2.4 气孔大小和密度

二倍体和四倍体截干再生苗叶片下表皮气孔特征见表3。可见四倍体下表皮气孔密度、气孔长度、气孔宽度、每个气孔中叶绿体的平均数目与二倍体有明显差异。随着倍性增加，气孔频率下降，而气孔长度、气孔宽度和单个气孔叶绿体数目上升。图3示不同倍性毛泡桐下表皮气孔。
表3 毛泡桐二倍体和四倍体叶片下表皮的气孔特征比较

	倍性
	气孔频率/(No.·mm-2)

	气孔长度/μm
	气孔宽度/μm
	每气孔叶绿体数目

	二倍体
	534.62±26.35
	18.21±2.37
	14.58±1.82
	11.22±1.36

	四倍体
	312.52±15.68
	34.87±3.55
	24.25±2.32
	20.35±3.58
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图3 毛泡桐截干再生苗毛泡桐气孔比较（100×）
A.二倍体  B.四倍体
2.5 叶绿素含量

与以前一些报道四倍体植株叶绿素含量比二倍体增加不同[5]，四倍体毛泡桐单位面积叶绿素含量与二倍体相比反而降低（表4）。这可能是由于土壤环境等其它因素导致，有待进一步研究考证。
表4 毛泡桐二倍体与四倍体截干再生苗的叶绿素含量

	材料
	叶绿素含量测定SPAD值
	平均值

	二倍体
	53.5
	46.8
	35.5
	44.0
	50.1
	43.8
	49.2
	46.9
	46.0
	46.2±1.58

	四倍体
	37.1
	42.7
	36.1
	41.6
	36.9
	32.1
	31.2
	31.9
	32.0
	35.7±1.35


2.6光合特性

由四倍体和二倍体毛泡桐叶片光合特性比较（表5）发现，四倍体毛泡桐的光合作用更强，这是多倍体植物表现优势的一个重要原因[6]。近年来，在毛泡桐的光合生理方面，仅见张清等[7]对毛泡桐萌芽异常推迟与萌芽正常情况下的光合生理日进程进行比较；蒲光兰等[8]对二倍体毛泡桐叶片光合生理年变化进行观测分析，而对四倍体毛泡桐叶片光合特性尚未见报道。蒲光兰等通过对毛泡桐的光合生理动态变化的研究发现毛泡桐叶片光合速率季节性变化呈近“W”型，3个峰值分别出现在5月 (最大值)、8,10月。表5中光合特性相应参数于10月初测定，二倍体的测定值与蒲光兰的报道基本相符。
表5 毛泡桐二倍体和四倍体叶片光合特性比较

	倍性
	净光合速率
	气孔导度
	胞间CO2浓度
	蒸腾速率

	二倍体
	17.5±1.25
	1.11±0.09
	153±12.9
	3.41±0.44

	四倍体
	18.1±1.57
	2.82±0.23
	227±11.4
	4.59±0.61


3结论与讨论

育种学家经过长时间的努力，在林木多倍体诱导中取得了巨大的成就。已成功诱导出大量的多倍体材料，在果树中有苹果Malus pumila Mill[9]、梨P.Betulaefolia Bge.[10]、柑桔Citrus reticulate Blanco[11]、枣Ziziphus jujube Mill[12]等。在热带、亚热带林木中有巴西橡胶树Hevea brasiliensis(wilid.ex A.Juss.)Muell.Arg.[13,14]、咖啡[15]、茶树[16,17]等。在温带林木中有桑属Morus Linn[18]、桦属[19]等，但除了桑树、杨树、苹果Malus pumila Mill分已育成的林木多倍体，如巴西橡胶树等因其表现较二倍体差而受限制。其原因可能是：①染色体较多，Dewey D R[20]认为染色体越少越利于加倍，大多数物种染色体数目有一定限度，超过此限度染色体加倍会产生不良结果。②嵌合现象较严重。一些林木多倍体虽然进行多次纯化，但纯化程度不够，仍为嵌合体。③林木生命周期较长，使多倍体植株综合性状的评价及其后代的繁殖需较长的时间。
因此，应尽量选择染色体数目较少的林木树种进行诱导，同时采用多种诱导技术相结合的方法来提高多倍体的诱变率和缩短多倍体育种年限，如物理辐射与化学诱导相结合、组织培养结合秋水仙碱诱导、通过截顶等纯化手段，尽快地选育出优良的林木多倍体在生产中应用。尽管只有少数的林木多倍体在生产上大规模推广应用，但其在材积、抗性、品质改良等方面收效却是非常巨大的。同时多倍体育种本身就是对种质资源的创新与扩大，而种质资源是进行品种选育的基础。因此大量地进行林木多倍体诱导既可选育出优良新品种，又可丰富林木种质资源。
笔者是在前期通过组织培养和秋水仙素结合诱导选育出100多株四倍体毛泡桐[3,21]的基础上，以四倍体及二倍体5a生多倍体毛泡桐截干再生苗为材料，研究了人工诱导四倍体毛泡桐保持多倍体特性情况及毛泡桐截干再生特性。结果表明，四倍体毛泡桐能很好地保持其多倍体特性，而且很少有嵌合体，再次证明了采用组织培养和秋水仙素结合比采用种子或植株茎尖滴液处理诱导多倍体的方法更好。四倍体再生苗相对与二倍体出芽数较少，生长较缓慢，但四倍体植株节间变短，更粗壮，叶片更大更厚，光合速率增强，花朵也明显增大[3]，这使多倍体泡桐除了可以作为用材树种外，其观赏价值大大提高。而且这些特点十分适合于园林观赏乔木花卉的选育，将多倍体技术应用于园艺花卉前景广阔。
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�表中宋体小5号


�复合单位在表中表示法


�黑体4号


�文中插入用①②③


�黑体小4号


�引用期刊


作者.文题.期刊名,年,卷(期)：页码.宋体小5号





�引用图书


作者.图书名.出版地：出版社，出版年. 宋体小5号


�专利所有者，专利题名.专利国别：专利号，出版日期. 宋体小5号





