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摘要: 以多年生开花鹤望兰植株为试验材料, 采用不同浓度秋水仙素 ( 0� 05% , 0� 10% , 0� 20% )对鹤望兰处于减

数分裂�期的幼小花蕾进行诱导。结果表明: 0�20%浓度的秋水仙素诱导效果最好。与对照相比, 在形态学上,

花瓣、萼片、柱头, 花粉粒大小等变化较明显。细胞学上, 配子出现了明显的加倍现象, 并检测到导致 2n花粉形

成的异常减数分裂现象 : ( 1)中期 和后期 的小孢子母细胞中发生异常的纺锤体定位,表现为平行、八字形、融

合纺锤体; ( 2)末期 4个子核呈两极分布,每极 2核, 或呈三极分布, 其中一极 2核, 另两极单核; ( 3)四分体时

期观察到了二分体、三分体情况。并且 2n花粉频率的估测值 ( 20�30% )与实测值 ( 17� 30% )相接近。因纺锤体

定位异常而产生的 2n配子在遗传上等同于 FDR型, 因而在有性多倍化育种中具有重要的利用价值。
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Abstract: Perenial flow er ing p lanrs o fS trelitz ia reg inae are used as materia.l The F irst meiosis young

flowers are induced w ith d ifferent concentrat ion colch icines ( 0�05%, 0�10% , 0�20% ). The resu lt

show s that on the cond it ion of 0. 20% the effects are bes.t Compare w ith contro l experimen.t There are

obv ious d ifferences onmorpho logy from peta,l calyx, stigma and po llen gra in size and so on. G am etes

are po lyp lo ided obv iously on cy to logy, and the observedmetiotic abnorma lities resulting in the 2n po llen

product ion revea led tha:t ( 1) disoriented spindles, including para lle,l triang le spindles and fused sp in�
d les, w ere form ed atm etaphase II and anaphase II; ( 2) the nuc le i at telophase were arranged in tw o

po les, each po le conta ined tw o nucle,i or in three po les, one o f wh ich contained two nucle,i the other

tw o contained one nuc leus respectively; ( 3) dyads and triads w ere produced at the tetrad stage. The es�
t imated frequency o f the 2n�po llen( 20�30% ) agreed w ith that the fact ( 17�30% ). The 2n po llen pro�
duced by th is mechanism w ere genetically equivalent to FDR gametes, and consequen tly had a po ten�
t ial va lue for sexual po lyplo idizat ion.

Key words: S trelitzia reg inae; colch icine; 2n�gametes; m eiosis

� � 2n配子也称作未减数配子。 2n配子是在大小

孢子发生过程中,由于种种异常行为而产生的具有

孢子体染色体数 ( 2n) , 而不是一般正常地配子体

染色体数 ( n)的配子。 2n配子受精后形成的有性

多倍体是植物多倍化的主要形式。 2n配子的发生

在植物界较普遍 ( ve illew x, 1985)。据不完全统计,



已在 13个科的 85个种和种间中发现有 2n配子的

存在。
[ 1 ]
近年来,由于人们认识到杂合性对于多倍

体成功的重要性,而又有研究表明, 2n配子在传递

杂合性和上位性方面具有特殊价值, 因而 2n配子

在植物多多倍体育种中的研究应用逐渐升温
[ 2, 3]
。

2n配子在马铃薯
[ 4 ]
,毛白杨

[ 5]
, 桑树

[ 6]
,柿树

[ 7]
,大

白菜
[ 8]
上已经有人做过了大量的研究, 在桃,

李
[ 9]
,枇杷

[ 10]
, 苹果

[ 11]
和越桔等其它果树上也有

关于 2n配子诱导的报道。但在花卉方面很少见报

道。而对于鹤望兰的研究,多年来人们一直探索有

关栽培方面的研究。大多采用种子繁殖或分株繁

殖,但不能缩短其育种周期, 提高切花产量和观赏

价值。因此在鹤望兰多倍体育种方面没见报道过,

也从未见 2n配子诱导方面的研究。本研究旨在找

出使用秋水仙素诱导鹤望兰 2n配子的最适浓度,

并以对照进行比较,了解其形态学和细胞学上的差

异。以期为缩短育种周期并实现鹤望兰人工三倍

体育种的进一步研究奠定良好的基础。

1� 材料与方法

1�1� 材料
以种植在云南农业大学实验大棚里的多年生

开花鹤望兰植株作为研究材料。

1�2� 方法
1�2�1� 2n配子的诱导

以开花鹤望兰植株为材料,定期采鹤望兰小花

蕾检查其小孢子母细胞减数分裂进度。当多数小

孢子母细胞开始进入前期 �时。采用不同浓度
( 0�05% , 0�10% , 0�20% )秋水仙素用注射法对鹤

望兰幼小花蕾进行诱导, 处理时间为早晨 8!00 ~

9!00,下午 2!00~ 3!00, 连续 3 d, 处理后用无菌水

冲洗 3次。从中选择最适宜的处理浓度, 并观察其

形态学和细胞学变化。

1�2�2� 2n配子的鉴定

鉴定 2n雄配子产生的依据可以一般通过下面 3

个方面来判断: ∀ 2n花粉与正常 n花粉在大小、形态

上均有差别
[ 12]
。#配子形成过程中,观察减数分裂的

细胞学特征, 出现平行、八字形纺锤体或融合纺锤

体
[ 13, 14]

,中期较多的单价体,四分体时期出现二分体

或三分体等被认为是 2n配子的形成证据
[ 15, 16]
。

1�2�3� 形态学观察
对采用不同浓度处理后的花冠进行形态指标

测量,分别从花瓣、萼片大小, 柱头大小, 颜色, 质

地,形态等方面与对照进行比较。对形态上变异明

显的植株, 取花粉粒制片, 然后显微镜观察测量花

粉粒直径大小, 以花粉粒直径显著增大来作为变异

的初步鉴定指标,并对 2n花粉频率进行估测。

1�2�4� 细胞学观察
取经秋水仙素处理后约经 1周生长的幼小花

蕾进行固定液 (无水乙醇 !冰乙酸为 3!1)固定 30~

40m in,水洗,再用 1 N盐酸酸解 6~ 8 m in,水洗进

行卡宝品红染色压片,镜检观察其减数分裂动态变

化,与对照进行比较。

2� 结果与分析

2�1� 秋水仙素处理后外部形态的变异
鹤望兰小花蕾采用不同浓度秋水仙素处理开

花后,与对照相比,在形态学上,不同浓度处理均出

现不同程度的变化。通过对比, 用 0�20%浓度处
理的花朵变化最显著,花瓣短而宽,下部缩短,颜色

偏淡,部分出现畸形, 萼片均短宽而厚, 颜色深,柱

头较短,部分柱头退化。

大部分花蕾经秋水仙素处理后,花瓣、萼片面

积,柱头大小均出现不同程度的变化, 但用 0. 20%

浓度处理的变化最明显。

表 1� 不同浓度秋水仙素处理花冠形态学指标测量

Tab. 1� The m easurem ent of the co ro llam orphology treated w ith the d ifferent concen tration co lch icines

浓度

concentra tion

萼片面积 (长 ∃宽 ) / cm2

sepa l a rea( leng th ∃ w idth)

花瓣面积 (长 ∃宽 ) / cm2

pe tal area( length ∃ w idth)

柱头 (长 ) /cm

stigm a( leng th)

对照 ( CK ) 37�21 19�11 3� 09

0�05% 32�45 14�53 2� 36
0�10% 28�90 19�04 2� 08

0�20% 26�98 12�01 1� 37

� � 注: 以上数据为随机测量 12组数据的平均值。

Annota to: On the above, the da tes are stochastic measured the average o f tw e lve group dates.
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2�2� 秋水仙素处理后花粉粒大小的检测与 2n花

粉频率的测定

取处理后开花的花朵花粉粒进行制片,在显微镜

下观察测量 ( 16 ∃10倍 )并照相。 0�05%及 0�10%处
理过的花粉粒与对照相比相差不大,而 0�20%浓度处
理后的部分花粉粒大小变化较对照明显。

从图 12和表 2可见: 0�20%浓度处理的花蕾
开花后的花粉粒直径显著增大。平均直径达

150�72 �m 。可见采用高浓度诱导鹤望兰 2n配子

的机率最大。但浓度大于 0�20%药害程度加重。

其中观察到 2n大花粉 (图 12细箭头所示 )所

占的比例为 17�30%, 败育花粉 (粗箭头所示 )为

2�70%左右。

表 2� 不同浓度秋水仙素处理花粉粒

直径大小测量 ( 16 ∃ 10倍 )

T ab�2� Them easurem ent o f the po llen d iame terw ith

the diffe rent concentration colchic ines �m

处理浓度 treatm en t concen trat ion

花粉粒直径 (平均值 )

pollen d iam eter ( average)

对照 ( CK ) 0�05% 0�10% 0�20%
120�96 124�32 133�20 150�72

表 3� 秋水仙素诱导对 2n花粉粒发生比例的影响

Tab�3� The effect o f co lch ic ines trea tm ent on the 2n po llen proportion

浓度

concentrat ion

观察总数 /粒

total number

n花粉粒大小 /�m
npollen d iam eters

n花粉数 /粒

n num ber

2n花粉粒大小 /�m
2n pol len d iam eters

2n花粉数 /粒

2n num ber

2n花粉比例 /%

2n pollen rates

败育率 /%

sm al l pollen

对照 ( CK) 1 050 120�96 1 049 0 0 0 0�60

0�20% 1040 124�8 860 150�72 180 17�30 2�70

2�3� 秋水仙素处理后花粉减数分裂动态观察
观察结果表明,小孢子母细胞减数分裂�正常进

行,从中期 开始检测到分裂异常现象。与对照 ( n=

14,图 1)相比经 0�20%秋水仙素处理后,配子染色体

出现了明显的加倍现象, 从 n= 14条增加到 2n = 28

(如图 2)条,且在中期 观察到平行纺锤体 (图 3)、八

字形纺锤体 (图 5- 6)和融合纺锤体 (图 7),此阶段的

部分小孢子母细胞的 2个纺锤体位于 2个不同的平

面,显微镜下观察呈极面观 (图 4);末期 4个子核呈

两极分布,每极 2核 (图 8);同时末期 由于孢质分裂

异常出现三极体 (图 10);在四分体时期观察到二分体

(图 9)和三分体 (图 11),其中二分体可形成 2个 2n

花粉,三分体可形成 1个 2n花粉和 2个 n花粉。2n

花粉数目统计按 2n花粉数目 = 2Dy + Tr计算,
[ 16]

2n

花粉频率 F 1= 100% % (2Dy+ Tr)∕ (2Dy+ 3Tr+ 4Te)

其中 Dy代表二分体个数, T r代表三分体个数, Te代

表四分体个数
[ 17]
。根据试验统计估算, 2n花粉在此

时期出现的比例为 20�70%。

表 4� 秋水仙素诱导对 2n配子发生比例的影响

Tab. 4� The e ffect o f co lchic ines trea tm en t on the 2n�gam etes propo rtion

浓度

concentration

观察孢子总数 /个

to tal num ber

四分体

tetrads

三分体

terads

二分体

dyads

2n花粉

2n�gam etes

2n花粉比例 /%

2n�gam etes ra tes

对照 ( CK ) 115 28 1 1 3 2� 60
0�20% 153 29 3 14 31 20� 30

� � 由表 3和表 4可见,处理后从减数分动态观察

估算到的 2n花粉的比例与开花后检测到的大花粉

粒比例相接近。

3� 讨论

3�1� 减数分裂过程中纺锤体的影响
本研究在四分体时期观察到四分体, 同时检测

到二分体、三分体的存在,对于胞质分裂的被子植

物而言,小孢子发生过程中二分体和三分体的产生

是 2n配子产生的依据之一 。

二分体和三分体可能因染色体配对、着丝粒分

离、纺锤体形成、胞质分裂等各环节的异常减数分裂

行为产生,但一般以联会消失 ( desynapsis)、纺锤体

定位异常 ( disorientation o f spindles)和提前的胞质分

裂 ( premature cytok inese ) 为 主
[ 13]
。 CON ICE11A

等
[ 18 ]
在研究马铃薯 2n配子形成时发现二分体和三

分体形成总是与纺锤体定位异常有关。在纺锤体定

位发生异常的小孢子母细胞中,后期 染色单体分开
后的走向也随之改变,并使末期 重建的 4个子核的

空间排布位置发生变化,部分或全部子核进行核重

组,从而形成 2n花粉。研究中观察到,鹤望兰减数

分裂前期�的粗线期到中期�的细胞,同源染色体配对
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正常,因此不可能存在联会消失突变, 而纺锤体定位

异常是导致 2n花粉发生的主要原因。

3. 2� 各减数分裂行为对二分体、三分体及四分体
的影响

正常的小孢子母细胞后期  染色单体分开为
4组,每 2组处于同一平面, 末期  重建的 4个子

核呈四面体排列,随后在两个分裂沟分隔下形成 1

个四分体,并发育成 4个 n花粉。在中期  观察到

平行纺锤体 (图 3)和平行纺锤体极面观 (图 4) ,末

期 时由之重建形成的 2个子核分布于细胞的同

一极,整个花粉母细胞内的 4个子核呈两极分布,

每一极含双核 (图 8) ,随后的胞质分裂只形成 1个

分裂沟,产生 1个二分体 (图 9) ,实现了核重组,二

分体最终发育成 2个 2n花粉;含有八字形纺锤体

(图 5~ 6)的细胞,则只在细胞的一极发生核重组,

从而形成三极体 (图版 ), 而三极体 (图 10)细胞的
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出现,在末期  三极体胞质分裂后产生 1个三分体

(图 11),并发育成 1个 2n花粉和 2个 n花粉。相

似的三极体在马铃薯、苜蓿等纺锤体定位突变型中

常见报道
[ 19]

; 融合纺锤体 (图 7)的出现, 可根据分

裂的同步化特点来确定, 其发展类似于平行纺锤

体,导致二分体的产生,从而形成 2n花粉。

3�3� 不同减数分裂行为形成的 2n花粉的遗传效应

一般认为,同一物种 2n配的发生受多种机制

控制, 形成的是 FDR 型和 SDR型配子的混合

体
[ 20]
。本研究从中期  开始检测到平行、八字形

和融合纺锤体的异常定位,在以后的减数分裂过程

中观察到一系列的相应改变, 故鹤望兰 2n配子属

于 FDR型。因纺锤体定位异常而产生的 2n配子

在遗传上等同于 FDR(第 1次分裂重组 )型。根据

遗传效应,可将 2n配子分为 FDR ( first d iv ision res�
t itution)和 SDR ( second d iv ision rest itution)两种类

型。SDR型能传递约 40%亲本的杂合性给后代,

而 FDR型能传递约 80% 的杂合性 ( heterozy gosi�
ty)和高比例的上位性 ( ep itasis)

[ 19]
。

4� 结论

鹤望兰 2n花粉的形成主要受 3种不正常的减

数分裂行为控制:平行纺锤体, 八字形纺锤体和融

合纺锤体。由于纺锤体的异常定位而形成三分体

和二分体,最终发育成 2n花粉, 2n花粉的估测值

与实测值相接近。由于 FDR型 2n配子在传递亲

本杂合性及上位性方面比 SDR型高,并且经 2n配

子实现的有性多倍化能克服体细胞加倍活力降低

及不育性增高的不足
[ 21 ]

,因而在有性多倍化育种

中具有重要的利用价值。
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