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Abstract： Under aseptic conditions，hypocotyls of mulberry were averagely cut into 3 segments which were then cuhured on MS 

solid medium supplemented with 3．0 mg。L～ 6-BA，0．3 mg。L— IAA，1．0 mg。L一 AgN03 to select the best region of hypocotyls 

for getting the more caesptose shoots．In this study，the tip part of hypocotyls(near the germ)developed quickly and induced 

adventitious buds easily．The caesptose shoots were dipped into 1，1．5，2．5 g。L— colchicines solution for 2 or 3 days，or 

dropped with 1．5，2．2．5 g·L— colchicines solution 2 times a day for 5 days，and then transferred to f_resh medium．Both the 

dipped—and dropped—treatments induced variant shoots．Examination of the chromosomes of the shoot tip cells of the regenerated 

plantlets revealed that they were either tetraploids or chineras．The rate of tetraploids produced from the dipped—and dropped— 

treatments was 14％ and 20％ respectively with the chromosomes number of 56(2n=4x=56)as compared to the diploid(2n= 

2x=28)． 
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桑(Morus)为多年生落叶木本植物，是我国重要的经济树种，桑叶为家蚕饲料。人工选育的三倍体桑树 

品种，细胞体积较二倍体桑大 1倍以上，不育，营养生长旺盛，产叶量与叶质明显高于目前生产上使用的二倍 

体桑树品种。作为叶用植物 的桑树 ，选育和推广人工三倍体新桑品种已成为国内外桑树育种与栽培新 的方 

向(南泽吉三郎，1984；林寿康，1989；柯益富，1997)。 

在人工三倍体桑树新品种选育中，桑树二倍体材料多，容易获得优良的育种材料，而四倍体亲本材料非 

常缺乏，在自然界野生四倍体桑树极其稀少，并且经济性状低下，还不能选作三倍体育种亲本。因此，目前国 

内外桑树 四倍体育种材料只能通过人工途径获得 ，在国内主要是在大田中采用物理辐射方法即 Co．丫射线 

等辐射 ，或者化学诱导方法即秋水仙碱处理二倍体桑的无性繁殖器官获得 四倍体(杨今后 ，2004)。这种传统 

育种周期长 ，受天气 、季节影响大 ，获得的四倍体桑育种材料也局限在已有的一些地方桑树品种中，基因资源 

多样化有限。利用植物组织培养技术和化学诱变相结合的方法获取桑树四倍体育种材料的研究，在国内尚 

未见报道。在国外，印度 Chakraborti等(1998)采用二倍体桑树器官作为外植体，对其培养并进行化学诱导研 

究。为了丰富遗传育种资源，改良现有的某些栽培品种，缩短育种进程，本研究采用桑树多倍体化学诱变技 

术与桑树组织培养技术相结合的方法，在试管内获取桑树四倍体育种材料。 

1 材料与方法 

1．1 材料 中桑5801(Morus atropurpurea)×纳溪桑(Morus multicaulis)的杂交桑种(该杂交桑种的亲本组合由 

西南大学生物技术学院选育，在西南大学生物技术学院技术指导下，由重庆市西里蚕种场制种)。 

1，2 方法 1)不定芽的诱导 参考王茜龄等(2005)。 

收稿日期：2007—05—25。 
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2)多倍体诱导 (1)将获得的不定芽转移到已灭过菌的浓度分别为 l、1．5、2．5 g·L 的秋水仙碱溶液中 

分别浸渍 2 d、3 d，对照用无菌水处理 l d。轻轻摇动使其充分接触，处理完毕后用无菌水冲洗4～5次，再接 

人到新鲜的培养基中，待得到完整植株后进行染色体倍性鉴定，确定为多倍体的株系予以保留并繁殖。(2) 

待不定芽有4片嫩叶时，以浓度为 1．5、2、2．5 g·L 的秋水仙碱滴液滴定不定芽 5 d。8：30—9：00滴定 1次， 

l5：00一l6：oo滴定 1次。待得到完整植株后鉴定细胞染色体数目，确定为多倍体的株系予以保留并繁殖。 

1．3 多倍体检测 1)染色体数目鉴定 采用改良去壁低渗法(陈瑞阳等，1979)。取桑树茎尖或嫩叶置于 

8一羟基喹啉中预处理 3～4 h，于新配的卡诺固定液中过夜，前低渗 30 min吸干，3％的果胶酶和纤维素酶混 

合液酶解4～5 h，后低渗 10 min，又用卡诺氏固定液再固定 30 min。采用火焰干燥制片，玻片经空气干燥后， 

用 5％Giemsa染色2 h，流水冲洗晾干，镜检观察。 

2)生物学性状鉴定 选取正常株与变异株代表部位，每株采集充分生长的叶片 6片，比较其宽度、厚 

度、质量等生物学性状。采用光合测定仪 cB—l101(北京恩爱迪生态科学仪器有限公司)，选择阴天天气，空 

气中CO，浓度基本稳定，温度 26～30℃，光照强度 12 000～13 000 lx的条件下测试。采取测 1个样品、测 1 

个对照的方法 ，4个重复 ，每个重复测 5片，取平均值作 为这个重复的数据 。记录每次测定的 CO，初值和终 

值，采用 cB．1101型光合测定仪自带的软件和计算公式计算出光合速率。 

2 结果与分析 

2．1 不定芽的诱导 下胚轴上段(靠近胚芽的一段)、中段 、下段 ，每段约 0．2 cm，在诱导培养基中黑暗培养 

5 d，胚轴膨大，乳白色，转入光照条件下培养，第 7天左右开始在切 口处形成愈伤组织，第 l2天后开始分化 

出不定芽，重复 3次。其愈伤组织诱导率和分化成苗率见表 l。 

表 1 下胚轴不 同区段 的离体 培养 

Tab．1 Culture of different part of mulberry hypocotyls in vitro 

对上述试验结果中下胚轴 

各区段的愈伤组织诱导率进行 

统计分析，其愈伤组织诱导率 

差异达到极显著水平；经多重 

比较，下胚轴上段(靠近胚芽的 
一 段)愈伤组织诱导率显著高 

于下胚轴中段及下段 。不定芽 

分化率差 异达到极显著水平 ； 

经多重 比较 ，下胚轴上段不定 

芽分化率极显著高于下胚轴中 

段 及 下 段。这 与 王 茜 龄 等 

(2005)以沙二 ×伦 109杂交品 

种的胚 轴 为外植 体 的结 果一 

致 。 
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①变异芽是指形态特征发生变化的芽。Variant buds are of morphological character mutation 

2．2 多倍体诱导 经过秋水仙碱浸渍后的不定芽，生长受到抑制，叶片发生畸变，不定芽有严重腐烂现象， 

相同的秋水仙碱浓度分别处理不定芽2 d、3 d，其变异率差异明显(表 2)。浓度越大，差异越明显；随着浓度 

的增加，死亡率增高。处理后的不定芽的形态特征都发生了变化，随着秋水仙碱的浓度提高，叶片畸形越严 

重。从死亡率和变异率来看，以 1．0 g·L-1浸渍2 d死亡率最低，变异率最高。 

用秋水仙碱滴液滴定不定芽 的试验结果见表 3。未经药液处理的丛 生芽生长正常，经药液处理的丛生 
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芽生长受到不同程度的影响。随着秋水仙碱浓度的提高，丛生芽死亡加重，生长迟缓，浓度为2．5 g·L 死亡 

率最高，同时畸形芽增多；秋水仙碱 1．5、2．0、2．5 g·L 的处理均有变异植株产生，但以浓度为2．0 g·L 的处 

理最好，变异率达 53％。 

2．3 细胞学鉴定 试管苗移栽成活后， 

对 44株变异植 株进行 细胞染 色体检测 ， 

显微镜下观察并计数染 色体数 目。每个 

植株观察 3O个细胞。仍为二倍体植株的 

染色体数 目为 2n：2x：28(图 1A)，4株 

变异植株变为 2n：4x：56(图 1B)。用 2 

g·L 的秋水仙碱浸渍丛生芽获得 的 7株 

变异植株中有2株纯合四倍体植株，诱导 

频率为 14％；用 2．5 g·L 的秋水仙碱滴 

定丛生芽获得 5株变异植株中有 1株纯 

合的四倍体植株 ，诱导频率为 20％。 

2．4 生物学鉴定 四倍体植株(2n： 

4x=56)叶面凹凸不平，叶身较为扭曲，叶 

片宽大 ，叶色浓绿 ，节间密。与二倍体 植 

株(2n：2x：28)外形特征 比较如图 2所 

示。经显微测微计算 ，四倍体植株叶幅为 

(17．1 4-0．1)cm，叶厚 为 (152．5 4-4．5) 

m；测定其 光合速率 为 (3．05 4-1．8) 

mgCO，·dm h。。；二倍 体 植 株 的叶 幅 为 

(12．8 4-0．7)cm，叶厚为(99．9±3．7) m， 

光合速率为 (1．14 4-0．4)mgCO~·dm h～。 

经统计分析，其叶片宽度差异达显著水平 

(t：8．6 ，n=3)；其厚度达极显著水平 

(t：16．258 ，n=9)；光合速率达极显著 

水平 (t=3．41 ，n=4)。 

3 结论与讨论 

在多倍体诱导领域 ，理化诱变一直是 

首选 的诱导方法 。本试验将化学诱变剂 

与组织培养相结合 ，使化学诱变成为人工 

诱导多倍体的快捷途径，它与传统的多倍 

体诱变相比，具有较多优越性：可以在离 

体培养条件下 ，反复批量地在培养瓶中进 

行处理，从而大大提高诱导成功率；它可 

表 3 秋水仙碱滴液处理丛生芽 的情况 

Tab．3 Efiect of different concentrations and treatment 

duration of colch~ine on polyploidy induction by drops 

一 罐 

静 毒 

A B 

图 l 变异植株体细胞染色体图组(600×) 

Fig．1 the chromosomal number of somatic cells in diploid and tetraploid(600×) 

A．二倍体 Diploid；B．四倍体 Tetraploid 

A B 

图2 桑四倍体与二倍体的叶片宽度比较(均为第 6叶位) 

Fig．2 The comparison of blade width between tetraploid and diploid(the sixth leaf order) 

A．四倍体 Tetraploid(4x)；B．二倍体 Diploid(2x)． 

以不受季节、天气等自然条件的限制，诱导条件易于控制，可大大缩短诱导所需时间；同时，诱变后的植株易 

于早期筛选、鉴定，而且筛选鉴定以后，短期内可快速繁殖出大量的试管苗，以供田间鉴定、生产试验。 

在化学诱变剂与组织培养相结合的这一技术中 ，建立高频再生体系是基础。桑为木本植物 ，在组培过程 

中容易褐化，较难获得高频再生体系，外植体的选择是关键因素之一。试验以中桑 5801×纳溪桑下胚轴为 

外植体 ，取下胚轴上段(靠近胚芽的一段 ，约 0．2 cm)在诱导培养基 MS+6．BA 3．0 mg·L +IAA 0．3 mg·L + 

葡萄糖 30 g-L +琼脂 7．0 g·L～+AgNO 1．0 mg·L 中诱导效果较好，诱导率可以达到70％，并且容易直接 

分化出不定芽，为诱导多倍体植株提供试管苗。李在留等(2006)在巨龙竹(Dendrocalamus sinicus)组织培养的 

研究中也表明巨龙竹组织培养与外植体采集部位有关。 
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秋水仙碱处理离体组织的方法主要有浸渍法、滴液法、混培法，不同的处理方法对诱导效果有一定影响。 

陈柏君等(2000)在诱导黄芩 (Scutellaria baicalensis)多倍体时发现浸渍法优于混培法 ；而周嘉裕等(2002)在诱 

导辣椒(Capsicum annuum)多倍体时，认为混培法优于浸渍法。Chen等(2007)用2 g·L 的秋水仙碱浸渍黄芪 

(Astragalus membranaceus)丛生芽 36 h获得了35．3％的四倍体植株。本研究用 2 g·L 的秋水仙碱浸渍丛生 

芽 2 d获得了纯合四倍体植株，其诱导率为 14％；用 2．5 g·L 的秋水仙碱滴定丛生芽 5 d也获得纯合的四 

倍体植株，其诱导率为20％。但是在采用浸渍法和滴液法中发现，滴液法耗费药液，浸渍法使用的秋水仙碱 

可以反复使用，省药，诱导率较高。由于秋水仙碱药品价格昂贵，因此在桑树多倍体离体诱导中从经济角度 

考虑还是选择浸渍法最佳。 

本次试验通过组织培养与化学诱变相结合的方法已成功获得了四倍体桑植株，但其诱导纯合四倍体的 

频率还不高，有待进一步研究。 
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