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温度预处理对不同品种马铃薯花药愈伤组织

诱导率的影响
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　　摘要：以青海省马铃薯主栽品种青薯２号、高原４号、下寨６５为材料，探讨低温和高温热激对马铃薯花药愈伤组
织和胚状体诱导率的影响，结果表明：单独低温预处理４８ｈ下寨６５诱导率最高，３５℃热激处理４８ｈ下青薯２号和高
原４号诱导率较高，低温预处理４８ｈ和热激处理４８ｈ相配合下的马铃薯愈伤诱导率高于单独低温和高温热激处理。
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　　马铃薯是世界第三大粮食作物，我国现有的马铃薯品种
遗传基础狭窄，亲缘关系近，后代遗传变异停留在近交水平，

四倍体常规杂交育种很难有较大突破。自然界中具有抗病、

抗线虫、抗霜冻、早熟、高干物质、低还原糖含量等特性的马铃

薯野生种和近缘栽培种中７５％左右为二倍体［１］，四倍体与二

倍体种间杂交不亲和或杂交后产生不育的三倍体，很难产生

后代，这就限制了马铃薯野生种优良基因在育种中的应用。

利用组织培养技术进行马铃薯花药培养，普通马铃薯通过诱

导获得的双单倍体可直接与野生种二倍体杂交，将优良基因

转移到栽培种中，充分利用野生资源，丰富遗传基础［２］。花

药培养被广泛应用于植物遗传育种［３］。我国马铃薯花药培

养研究始于２０世纪８０年代初，戴朝曦以四倍体普通栽培种
为材料，成功诱导了再生植株［４］。Ｊｏｈａｎｓｓｏｎ对马铃薯品种
Ｍａｒｉａ进行不同天数低温预处理，发现预处理 ３ｄ效果最
好［５］。冉毅东等对马铃薯双单倍体花药采用３种不同温度进
行前处理，也成功获得了再生植株［６］。梁彦涛等认为，马铃

薯花药培养对基因型依赖性很大［７］。本研究对马铃薯花药

进行温度预处理，探讨低温和高温热激对马铃薯愈伤组织和

胚状体诱导率的影响，旨在为开发利用马铃薯提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
２０１０年４月中旬将青薯２号、高原４号、下寨６５等３个

马铃薯品种分别种植于青海省海东市乐都区、海东市平安县、

西宁市湟源县３个试验点。
１．２　方法

２０１０年 ６月 ２６日至 ９月 ２０日采集花药。通常在
０８：００—１０：００采集花药，将花药置于冰壶内带回实验室，在
４０倍显微镜下观察小孢子的育性和发育时期。取小孢子处

于单核靠边期或双核初期的花蕾备用。

１．２．１　低温预处理　采用低温（４℃）预处理方法，将花蕾包
于双层湿纱布中，放入４℃冰箱中分别预处理０、２４、４８、７２ｈ，
用流水冲洗花蕾３０ｍｉｎ，再用蒸馏水冲洗３次，转入超净工作
台用无菌水冲洗 ３次，再用 ７５％乙醇灭菌 ３０ｓ，用 ０．１％
ＨｇＣｌ２浸泡１０～１５ｍｉｎ，用无菌水冲洗３～５次，置于已灭菌的
培养皿上，用镊子剥开花蕾，取出花药，去除花丝，接种到愈伤

组织诱导培养基上（ＭＳ基本培养基 ＋０．５ｍｇ／ＬＮＡＡ＋
１．０ｍｇ／Ｌ２，４－Ｄ＋０．５ｍｇ／ＬＫＴ），每皿接种２５～３０枚花药，
放于光强为２５００ｌｘ、光照时间为１６ｈ／ｄ、温度为２２℃的光照
培养箱中培养。

１．２．２　高温热激处理　将消毒过的花蕾（消毒方法同
“１．２．１”）接种到诱导培养基上，置于３５℃黑暗条件下分别
预培养０、２４、４８、７２ｈ，然后转入光强为２５００ｌｘ、光照时间为
１６ｈ／ｄ、温度为２２℃的光照培养箱中培养。
１．２．３　高温与低温预处理组合　本研究设计３个处理，处理
Ⅰ：将花蕾置于４℃下低温预处理２４ｈ，接种后置于３５℃黑
暗条件下预培养２４ｈ，然后转入光强为２５００ｌｘ、光照时间为
１６ｈ／ｄ、温度为２２℃的光照培养箱中培养；处理Ⅱ：将花蕾置
于４℃下低温预处理４８ｈ，接种后置于３５℃黑暗条件下预培
养４８ｈ，然后转入光强为２５００ｌｘ、光照时间为１６ｈ／ｄ、温度为
２２℃的光照培养箱中培养；处理Ⅲ：将花蕾置于４℃下低温
预处理３６ｈ，接种后置于３５℃黑暗条件下预培养３６ｈ，然后
转入光强为２５００ｌｘ、光照时间为１６ｈ／ｄ、温度为２２℃的光照
培养箱中培养。

１．２．４　愈伤组织诱导率的计算　将经过处理的花药在愈伤
组织诱导培养基上培养３０ｄ，统计愈伤组织数量。愈伤组织
诱导率计算方法见公式（１）：

愈伤组织诱导率＝诱导出愈伤组织的花药数／接种花药
数×１００％。 （１）

２　结果与分析

２．１　低温预处理对马铃薯花药愈伤组织诱导率的影响
从表１可以看出，经２４、４８、７２ｈ低温预处理后不同品种

马铃薯花药愈伤组织诱导率均明显高于对照。青薯２号预处
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理７２ｈ效果较好，诱导率达１３．４％。高原４号预处理４８ｈ
效果较好，诱导率为１５．７％。下寨６５预处理４８ｈ诱导率高
达２５．５％。
表１　低温预处理对不同品种马铃薯花药愈伤组织诱导率的影响

品种
低温预处理

时间（ｈ）
接种花药

（枚）

愈伤组织

（个）

诱导率

（％）

青薯２号 ０（ＣＫ） ５２４ １８ ３．４
２４ ６３２ ６５ １０．３
４８ ５８３ ７１ １２．２
７２ ６１２ ８２ １３．４

高原４号 ０（ＣＫ） ５２１ １９ ３．６
２４ ６５４ ６２ ９．５
４８ ５７８ ９１ １５．７
７２ ７１５ １０５ １４．７

下寨６５ ０（ＣＫ） ４７８ ２１ ４．４
２４ ６５８ １４７ ２２．３
４８ ５９７ １５２ ２５．５
７２ ５９６ １１８ １９．８

２．２　热激处理对马铃薯花药愈伤组织诱导率的影响
从表２可看出，适当的热激处理有利于提高马铃薯花药

愈伤组织的诱导率。２４～４８ｈ内随着热激处理时间的增加，
诱导率逐步增高，但当处理时间为７２ｈ时，诱导率反而有所
降低。青薯２号和高原４号以４８ｈ处理效果最好，诱导率分
别达１７．８％和１７．０％，下寨６５热激处理２４ｈ效果最好，为
１７．５％ 。
表２　热激预处理对不同品种马铃薯花药愈伤组织诱导率的影响

品种
热激预处理

时间（ｈ）
接种花药

（枚）

愈伤组织

（个）

诱导率

（％）

青薯２号 ０（ＣＫ） ４５８ １６ ３．５
２４ ５４２ ８５ １５．７
４８ ６２３ １１１ １７．８
７２ ５９８ ９６ １６．１

高原４号 ０（ＣＫ） ４６３ １８ ３．９
２４ ５９８ ８６ １４．４
４８ ６２５ １０６ １７．０
７２ ５６９ ７５ １３．２

下寨６５ ０（ＣＫ） ４２５ ２０ ４．７
２４ ５３６ ９４ １７．５
４８ ６１２ １０２ １６．７
７２ ５８９ ９５ １６．１

２．３　低温预处理与热激处理相配合对马铃薯花药愈伤组织
诱导率的影响

从表３可以看出，低温预处理和热激处理相配合有利于
提高马铃薯花药愈伤组织诱导率。青薯２号和高原４号处理
Ⅱ诱导率最高，分别为１９．７％和１７．５％，下寨６５处理Ⅰ的诱
导率最高，为１９．６％。

３　结论与讨论

低温预处理有利于马铃薯花药愈伤组织的形成，这可能

是由于低温预处理能显著延长花药壁退化的时间，在花药壁

中积累了大量淀粉，为花粉的生长发育提供了物质基础［８］。

表３　低温和高温热激处理相配合对不同品种马铃薯花药
愈伤组织诱导率的影响

品种 处理
接种花药

（枚）

愈伤组织

（个）

诱导率

（％）

青薯２号 ＣＫ ５３８ １９ ３．５
处理Ⅰ ５７９ １１３ １９．５
处理Ⅱ ５６３ １１１ １９．７
处理Ⅲ ６０４ １１２ １８．５

高原４号 ＣＫ ５６５ ２３ ４．１
处理Ⅰ ６５４ １１４ １７．４
处理Ⅱ ６５７ １１５ １７．５
处理Ⅲ ６７９ １１０ １６．２

下寨６５ ＣＫ ４３５ ２４ ５．５
处理Ⅰ ４９６ ９７ １９．６
处理Ⅱ ５９８ １１５ １９．２
处理Ⅲ ６１２ １１１ １８．１

刘公社等认为，热激处理对诱导小孢子细胞分裂和胚胎发生

具有决定性影响［９］。本研究表明，低温和热激预处理均能够

提高马铃薯花药愈伤诱导率。庄军平等认为，单独热激处理

的效果优于单独低温预处理［１０］。本研究表明，单独低温预处

理４８ｈ下寨６５诱导率最高，３５℃热激处理 ４８ｈ青薯２号
和高原４号愈伤诱导率较高，青薯２号和高原４号处理Ⅱ诱
导率最高，分别为１９．７％和１７．５％，这与姜丽静等的研究结
果［１１］一致。花药培养不仅和品种、温度预处理有关，还和培

养条件、培养基添加物等多种因素有关，应当从马铃薯基因型

筛选、培养基成分、预处理条件优化等方面进一步研究。
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