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辣椒染色体倍性水平的快速检测
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[摘　要 ]　为了寻求简便、快速的辣椒染色体倍性鉴定方法 ,以辣椒纯系 B19、B23花药培养产生的单倍体植株

( n = x = 12)及用其种子长成的二倍体植株为试材 ,对用气孔保卫细胞叶绿体计数法鉴定其倍数性进行了研究。结果

表明 ,单倍体和二倍体辣椒植株气孔保卫细胞叶绿体数平均值的差异极显著 ,单倍体的叶绿体数在 13以下 ,二倍体

的叶绿体数等于或大于 13 ;气孔叶绿体数目随染色体倍数性的增加而增加 ,用气孔保卫细胞叶绿体数目预测植株倍

性的准确率可达 92. 68 %。表明采用气孔保卫细胞叶绿体计数法可以在苗期快速、准确地确定植株的染色体倍性。
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Abstract : In order to seek a simple and rapid met hod of determinating t he ploidy level of chromosome

in pepper ,t he haploid plant of ant hers and diploid plant of seed derived f rom B19 and B23 of pepper ( Ca p2
sicum annuum L . ) were identified by counting t he number of stoma chloroplast in guard cell . The result s

showed that t he discrepancy of the average chloroplast number was ext remely prominent . Chloroplast num2
ber of t he haploid was below 13 ,and t hat of t he diploid was equal to or more than 13. The number of stom2
atal chloroplast s increased wit h t he increase of ploidy levels. The reliability of ploidy identification counted

by stoma guard cell chloroplast number was higher ,wit h t he average accurate rate of 92. 68 % ,showing t hat

measurement of t he number of stoma chloroplast in guard cell could be considered as a fast and accurate

met hod to determine haploid and diploid of pepper in t he seedling stage.

Key words : pepper ( Ca psicum annuum L . ) ;chloroplast ;counting t he number of stoma chlorlplast in

guard cell ;determination of ploidy Level

　　单倍体育种可大大缩短育种年限 ,加速育种进

程 ,提高选育效率 ,在育种中具有极大的应用潜力。

倍性鉴定是植物单倍体育种中不可或缺的重要环

节 ,其鉴定速度和精度关系到单倍体育种的进程。

传统的倍性鉴定技术是采用根尖染色体直接计数法

或通过观察开花结实情况进行判断 ,前者程序比较

复杂 ,技术要求高 ,耗时多 ;后者鉴定时期太晚 ,且已

完成整个生育期而无法再采取补救措施 ,浪费了许
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多育种材料。因此 ,寻求一种简便、快速、有效的鉴

定方法 ,对于加速育种进程具有十分重要的意义。

单倍体的根、茎、叶、花、气孔等与二倍体相比有明显

差异 ,具有特殊的农艺性状和细胞生物学特性。叶

片上的气孔是植株与外界进行气体交换的通道。叶

片中气孔保卫细胞叶绿体数目受染色体控制 ,能准

确地反映出染色体的倍性[122 ]。将叶片气孔保卫细

胞的大小及其叶绿体数目的测定 ,作为一种快速简

便的染色体倍性鉴定技术 ,已在烟草、马铃薯、花生、

苹果、梨、西瓜、枇杷等植物中得到成功应用[328 ] ,但

这一技术在辣椒中应用的报道尚不多见。本试验以

辣椒为材料 ,研究了辣椒气孔保卫细胞中叶绿体数

与染色体倍性间的相关关系 ,并试图用气孔保卫细

胞叶绿体计数法预测花粉植株的单倍性和二倍体

性 ,并对其准确性进行了验证 ,以期为辣椒染色体的

倍性鉴定寻找一种既简便又快速的新方法。

1　材料与方法

1. 1　供试材料

供试材料为辣椒纯系 B19、B23 花药培养产生

的单倍体植株 ( n = x = 12)及用其种子长成的二倍

体植株 (2 n = 2 x = 24) 。

当小孢子来源的植株长出 4～5片真叶时 ,移植

于无菌培养基质[V (珍珠岩) ∶V (草炭) ∶V (土壤)

= 1∶1∶1 ]上 ,置于组培室中生长。培养条件为室

温 ( (25 ±1) ℃) ,每天光照 10～ 12 h ,光照强度

3 000 lx。种子消毒后置 MS培养基上培养无菌苗 ,

当有 4～5片真叶、根长为 1. 5～2. 0 cm时移植于无

菌培养基质 [V (珍珠岩) ∶V (草炭) ∶V (土壤) = 1

∶1∶1 ]上 ,置于组培室中 ,生长培养条件同前。

1. 2　倍性鉴定方法

1. 2. 1　取样时期和部位 　当植株移栽后具有 8 片

真叶时开始观察。每一植株均取顶端向下第 5片真

叶进行观察计数。

1. 2. 2　制　片　用镊子从辣椒功能叶沿中脉两侧

分叶片上、中、下撕取辣椒下表皮 (约 0. 3～ 0. 5

cm2 )置于载玻片上 ,滴 1滴蒸馏水 ,并将其展平 ,用

滴管将水吸去 ,用 1～2 滴 1 %碘2碘化钾 ( I22KI)溶

液染色 5～10 min ,加盖玻片后观察计数。

1. 2. 3　显微镜观察　在 10×40倍光学显微镜下观

测叶绿体数目 ,每片叶随机选取 30个气孔观察计数 ,

对叶绿体重叠、粘连不易计数的气孔不予计数。2个

定型品种的单倍体和二倍体分别观察 5株和 10株。

1. 2. 4　验证试验 　在开花期观察不同倍性辣椒的

开花结实情况并验证叶绿体鉴定结果。对于小孢子

来源的植株 ,在观测气孔保卫细胞的同时进行根尖

染色体的平行检测 ,以确定其准确性。染色体制片

方法参见文献[9 ]。

1. 3　数据分析

数据采用 DPS数据处理系统进行分析。

2　结果与分析

2. 1　辣椒气孔保卫细胞叶绿体数与染色体倍性的

相关性

从表 1可看出 ,单倍体和二倍体辣椒叶片气孔保

卫细胞中叶绿体数的变异系数较大 ,平均分别达

14. 33 %和 12. 13 %。差异显著性检验 ( t检验)结果表

明 ,不同染色体倍性间的气孔叶绿体数平均值差异达

极显著水平 ,二者间 t值为 14. 42 ,而不同品种同一倍

性内气孔保卫细胞叶绿体数平均值的差异不明显。

从图 1可清晰区分不同品种不同倍性辣椒气孔保卫

细胞叶绿体数目的差异。辣椒气孔叶绿体数目与染

色体倍数性存在着正相关关系。因此 ,用气孔保卫细

胞叶绿体数平均值鉴定染色倍性 ,可以排除品种及不

同取样部位的影响。辣椒植株气孔保卫细胞叶绿体

数目平均值 ,可以作为染色体倍性的鉴定依据。
表 1　辣椒单倍体和二倍体植株气孔保卫细胞叶绿体数的比较

Table 1　Comparison of chloroplast number of stoma guard cell between haploids and diploid plant s in pepper

辣椒品种
Hot pepper varieties

倍性
Ploidy levels

观察气孔数
No. of stoma

叶绿体数平均值
Mean value of

chloroplast number

叶绿体数变异幅度
Variation range of

chloroplast number

变异系数/ %
Coefficient of

variation

B19 单倍体 Haploid 150 9. 50±1. 38 7～12 14. 50

B23 单倍体 Haploid 150 8. 69±1. 23 7～12 14. 15

平均值 Average 9. 10 7～12 14. 33

B19 二倍体 Diploid 300 15. 96±1. 79 13～20 11. 22

B23 二倍体 Diploid 300 15. 52±2. 02 13～19 13. 04

平均值 Average 15. 74 13～19. 5 12. 13

　　辣椒二倍体植株染色体 2 n = 24 ,单倍体植株染

色体 n = 12 ,二倍体与单倍体染色体数之比为 2∶1 ;

辣椒二倍体气孔保卫细胞叶绿体数平均值为15. 74 ,

单倍体为 9. 10 (表 1) ,二倍体和单倍体间叶绿体数
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平均值之比为 1. 73 ∶1 ,略低于其染色体数之比。

χ2 适合性测验表明 , P值大于 0. 05 ,表明二倍体和

单倍体间气孔保卫细胞叶绿体数平均值之比

(1. 73∶1)符合其染色体数目 2∶1的比例。

图 1　辣椒不同倍性气孔保卫细胞及其叶绿体的数目

1. B19小孢子来源的单倍体植株 ;2. B19种子二倍体植株 ;3. B23小孢子来源的单倍体植株 ;4. B23种子二倍体植株

Fig. 1　Stoma guard cells and their chloroplast at different ploidy levels in pepper

1. Microspore2derived haploid plant of B19 ;2. Diploid plant derived f rom a seed of B19 ;3. Microspore2derived haploid plant of B23 ;

4. Diploid plant derived f rom a seed of B23

2. 2　用辣椒气孔保卫细胞叶绿体数鉴定染色体倍

性准确性的验证

由图 2可以看出 ,单倍体气孔保卫细胞叶绿体

数为 7～12 ,二倍体为 13～20。辣椒单倍体和二倍

体植株气孔保卫细胞叶绿体数分段结果见表 2 ,单

倍体的叶绿体数 < 13 ,且叶绿体数在 10 以下的占

71. 11 % ;二倍体的叶绿体数≥13 ,且叶绿体数在 15

～16个的占 36 % ,17～19个的占 34 %。因此 ,用叶

绿体计数法鉴定辣椒单倍体植株和二倍体植株时 ,

可以叶绿体数 13为分界指标。在实际应用中 ,只需

观察计数气孔保卫细胞的叶绿体数 ,即可鉴定植株

染色体倍性。辣椒气孔叶绿体数目的多少 ,是遗传

上一个相对恒定的指标。

图 2　不同倍性气孔保卫细胞叶绿体数的分布

Fig. 2　Dist ribution of chloroplast number of stoma guard

cell of different ploidy

表 2　辣椒单倍体和二倍体植株气孔保卫细胞叶绿体数的分段结果

Table 2　Result s of stepping of chloroplast number of stoma guard cell between haploids and diploid plant s in pepper %

倍性
Ploidy level

叶绿体数
Stepping of chloroplast number

< 10 10～12 13～14 15～16 17～19 > 19

单倍体 Haploid 71. 11 28. 89 0 0 0 0

二倍体 Diploid 0 0 26 36 34 4

　　对 2个材料的 37株花粉植株染色体倍性 ,以叶

绿体数分界指标的预测结果和以开花结实实际值的

验证结果见表 3 ,其结果的准确率平均为 91. 84 % ,

表明用气孔保卫细胞叶绿体数鉴定辣椒花粉植株染

色体倍性具有较高的准确率。

表 3　辣椒不同供试材料预测结果的准确率

Table 3　Accuracy rate of forecast result s of different materials

辣椒品种
Hot pepper

varieties

测定株数
No. of determination

plant

叶绿体计数测定
Determination of chloroplast counting number

单倍体
Haploid

二倍体
Diploid

验证预测差错株数
Number of mistake

plant

预测准确率/ %
Accuracy rate

of forecast

B19 25 20 5 2 92. 00

B23 12 8 4 1 91. 67

合计 Total 37 28 9 3 91. 84

2. 3　根尖染色体数目的检测

在小孢子来源的植株中 ,对于气孔保卫细胞叶

绿体数分布在 7～12的 5株植株进行了根尖染色体

数目平行检测 ,均确定为单倍体植株。单倍体根尖
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染色体见图 3 ,染色体数目为 n = 12。

图 3　辣椒单倍体植株的染色体 ( n = 12) (×1 000)

Fig. 3　Chromosomes of haploid in pepper

( n = 12) (×1 000)

3　结论与讨论

本试验通过对用辣椒自交系 B19 和 B23 花药

培养产生的单倍体植株 ( n = x = 12) ,及用其种子长

成的二倍体植株 (2 n = 2 x = 24)气孔保卫细胞的叶

绿体进行计数 ,结果发现 ,气孔保卫细胞叶绿体数受

染色体倍性控制 ,倍性间存在明显的遗传差异。而

同一倍性内 ,遗传性是相似的 ;气孔保卫细胞叶绿体

数能反应染色体倍性 ,可利用叶绿体计数法鉴定植

株染色体的倍性。当叶绿体数在 13 以下时为单倍

体植株 ;大于或等于 13时为二倍体植株。

Qin等[ 10 ]研究表明 ,辣椒单倍体植株的叶绿体

数为 9. 3 ,二倍体植株的叶绿体数为 18. 4。本试验

结果与 Qin等[ 10 ]的结论基本一致 ,即辣椒单倍体植

株较二倍体植株的叶绿体数目少。

杨艳琼等[11 ]认为 ,烟草不同叶位间气孔保卫细

胞叶绿体数的变化差异不明显 ,以第 5 叶及以上叶

片作材料时的鉴定准确率较高 ,同时具有早期、简便

的特性。而朱惠琴等[12 ]则认为 ,采用气孔保卫细胞

叶绿体计数法可以在苗期快速、准确地确定烟草植

株的染色体倍性。本试验在辣椒上获得了与前者相

同的结果 ,在第 5叶及以上较大的叶片上均能清晰

地分辨气孔叶绿体 ,并能计数 ;但对于苗期或成株上

幼嫩的叶片则难以观察计数。这可能与烟草与辣椒

叶片的大小、细胞结构的差异有关。

流式细胞分析仪 ( Flow cytomet ry)是目前识别

染色体倍性快速、有效的方法之一[13 ] ,但需要昂贵

的仪器设备且费用较高 ,使其应用范围受到一定限

制 ;常规根尖压片法精确、可靠 ,但繁琐、耗时[9 ] ;而

利用气孔大小和保卫细胞叶绿体数目则较为简单、

省力[14 ] ,但以气孔长度进行倍性分类时的误判率较

高[15 ]。本研究提出的利用辣椒保卫细胞叶绿体数

为基础的倍性鉴定方法 ,既快速、简便 ,准确率也较

高 ,实际应用效果好 ,且对其他植物倍性鉴定研究具

有重要的借鉴意义。
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