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GA3处理影响菠菜性别及其株型发育

张玉兰,王丽颖,梁艺涛,陈宁,李书粉,高武军
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摘 要:赤霉素(gibberellicacids,GAs)是一种重要的植物激素,但其对菠菜生长发育的影响尚未系统报道.以
菠菜亚属PI647862为材料,研究了外源赤霉素(GA3)处理后对菠菜的性别转换、开花时间、花粉活力及植株发育等

重要性状的影响.结果表明,用质量浓度为25mg/L的GA3 对2叶期菠菜进行处理后,约13%的菠菜雌株转换为雄

株,且转换株的花粉数目、形态及活力均和对照无显著差异.但是,转换雄株的开花时间显著早于对照雄株.研究结果

也表明,GA3 处理后菠菜植株的高度、叶面积及叶柄长度均显著高于对照植株.进一步分析发现,株高的增加是由于

节间细胞纵向伸长所导致的,叶面积的增加是叶细胞面积增加引起的.GA3 可诱导菠菜雌株发生雄性化转变,促进菠

菜早花,同时促使株高、叶面积和叶柄长度也显著增加.研究结果为全面探究GA3 对于菠菜性别转换和株型发育的

影响奠定了基础.
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菠菜,藜科菠菜属1至2年生雌雄异株植物,群体中雌雄比例接近1∶1[1-2].菠菜作为典型的雌雄异株

代表植物,其性别决定和分化主要受遗传调控,但也容易受到外源激素和环境等因素的影响[3-4].早期的研

究表明,外源施加细胞分裂素、生长素和脱落酸,处理菠菜根部能够促进菠菜群体中雌株比例的增加;赤霉素

则促进菠菜群体中雄性比例的增加[5].2018年 WEST等[6]使用赤霉素处理菠菜幼苗发现,一定比例的植株

发生了性别转换,但是没有明确的证据能够证明性别转换的方向.近年来研究人员通过深入分析菠菜雌雄基

因组差异,发现了一些重要的性别连锁分子标记.T11A是一种雄性连锁的分子标记,其在菠菜雌雄植株中

均能扩增出大小为810bp的条带,而特异地在雄株中扩增出一条320bp的条带[7].SpoX是一个X特异的

单核苷酸多态性分子标记[8],能够用于识别菠菜中的YY个体.这些分子标记的发现,为菠菜幼苗早期性别

鉴定提供了分子支持.
赤霉素作为一种重要的植物激素,不仅影响植物性别,还参与种子萌发、株型建立、开花结实等多种重要

的生长发育过程[9-12].已有文献报道,外源赤霉素处理能增加苦荞株高[13]和大豆的茎粗[14],对莴笋株高、节间

长度和产量也具有促进作用[15];赤霉素尤其是GA4 促使水稻节间的伸长使水稻适应水淹[16].此外,外源赤霉素

处理可以促使拟南芥等多种植物提前开花[17].使用赤霉素能促进草莓吐蕾提早开花[18];开花前10d用赤霉素

处理可以使“蜂后”葡萄提早开花[19].施加赤霉素可诱导植物产生不同的形态和性状变化,但尚未有人对外源赤

霉素处理菠菜发生的表型变化,尤其是对不同性别的菠菜性状产生的影响进行详细的数据统计及结果分析.
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本研究采用外源赤霉素处理受试菠菜植株,观察处理前后雌雄性别、开花周期、花粉数目和活性以及菠

菜株型如株高、茎节、叶面积等变化情况,用以探究GA3 促进菠菜性别分化和植株生长的组织学基础,为菠

菜进一步的相关研究奠定基础.

1 材料和方法

1.1 实验材料

菠菜(SpinaciaoleraceaL.subsp.Turkestanica,PI647862)种子去壳浸泡于单蒸水中,放置100r/min,

20℃的摇床中过夜培养后转移于培养皿中,4℃条件下培养7d,每天换水2次,生根后移栽到土壤(培养土、
蛭石体积比为1∶1)中,并放置在光照培养箱中培养,培养温度为20℃(16h∶8h,光暗比),湿度为70%
RH,光照为14400lx.
1.2 实验方法

1.2.1 菠菜幼苗早期性别的鉴定

使用超光速mix试剂盒快速提取菠菜幼苗DNA,取少量菠菜叶片进行研磨后加入裂解液并煮沸5min,

12000r/min离心,取上清作为模板用T11A引物进行PCR扩增,引物序列为T11A-F,5'-CCCTAATTA-
ACTCCTCTTTACCCAA-3';T11A-R,5'-TACAAGCCCCATTATCATAACAGTC-3'.

PCR反应总体积为20μL,包含1μL模板DNA,10μLPCRmix,1μLT11A引物对和8μLddH2O;其
扩增程序为:预变性95℃3min;95℃30s,56℃30s,72℃30s,进行30个循环,72℃5min.最后通过质

量分数0.8%琼脂糖凝胶电泳观察条带,确定每株菠菜幼苗的性别并做标记.待植株开花后根据花的结构进

一步判断植株性别,确定T11A标记的可靠性.
1.2.2 菠菜植株的GA3 处理

根据前期的研究结果[20],采用25mg/LGA3 按照表1的处理时期及方式对菠菜进行喷施处理.对照组

只喷水,且每个处理重复3次.根据早期性别鉴定及植株开花后性别的比较,统计菠菜性别出现转换的时期、
转换率及对开花时间的影响.
1.2.3 GA3 处理后性别转换株花粉活力检测

在上午10点左右收集处理组雌转雄株以及对照组雄株中3个成熟的未开裂的花药收集花粉粒,用于花

粉形态、数目和活力的分析.
I2-KI染色:将收集的花药,置于1.5mLEP管中,并向其中加入500μLI2-KI染色液,在涡旋仪上短暂

震荡,以释放花粉粒,离心机中短暂离心,收集花粉粒,吸取适量溶液于载玻片,加上盖玻片,在光学显微镜下

观察.统计花粉的染色率.
Alexander染色:花药转于含有少量单蒸水EP管中,在涡旋仪上短暂离心,吸取底部花粉于载玻片上,

并在上面滴加一滴Alexander染液,盖上盖玻片,之后在显微镜下观察.
1.2.4 GA3 对菠菜株高的影响

土培40d后,对GA3 处理组及对照组的菠菜植株随机选取30株进行株高、茎节数量、节间长度测量,
从植株基部到最上层叶尖的长度为株高,2个茎节之间的长度为节间长度.并使用GraphPadPrism5进行数

据的处理分析;最后对显著变化的茎节进行徒手切片,制临时装片,在光学显微镜下观察节间细胞;同时将茎

节细胞在扫描电镜下观察.对植株的茎节使用FAA固定(V70%乙醇∶V乙酸∶V37%甲醛=90∶5∶5),将材料置于

固定液中之后抽真空5~10min,直至材料固定完全.2~6h之后更换新的FAA固定液,4℃过夜.然后分别

在50%、70%、80%、90%、100%、100%、100%乙醇中进行梯度脱水,每次20~30min.转移到叔丁醇处理20
min,其中5~10min更换一次新的叔丁醇.最后将材料在液氮中速冻5~10min之后转移到真空冷冻干燥

机干燥2~3h,将干燥后的材料进行喷金处理,喷金时电流设为10mA,每次喷金20s,间隔1min之后进行

下一次喷金,可处理4~6次.处理好的材料在扫描电镜下观察.
1.2.5 GA3 处理对菠菜叶面积、表皮细胞大小及叶柄长度的影响

取处理组和对照组2叶期至10叶期成熟叶片,对表皮细胞进行染色,利用ImageJ软件测量叶片的长
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度、宽度、叶面积和表皮细胞大小,采用软尺测量叶柄长度,测量数据使用GraphPadPrism5软件进行处理

分析,实验重复3次.

2 结果与分析

2.1 菠菜幼苗早期性别的鉴定

为了明确区分开花前菠菜幼苗的性别,使用了雄性特异分子标记T11A进行菠菜幼苗(图1(a,b))早期

性别的鉴定,由(图1(e))可以看出,仅在810bp处有一条带的为雌株,同时有一条320bp条带的为雄株,

100株菠菜幼苗早期和开花期性别的鉴定结果与植株开花后花器官表现的性别均一致(图1(c-e)),其中雄

株52株,雌株48株,雌雄比例接近1∶1,说明该方法确定的菠菜幼苗早期的性别是可靠的.

2.2 GA3 处理引起菠菜性别转换时期的确定

表1结果表明,GA3 处理能够引起菠菜发生雌株转换为雄株的性别转换,所有处理的平均转换率为

13.42%,且引起转换的处理时期为2叶期.说明赤霉素处理菠菜使其性别发生转换是由性别转换关键期2叶

期喷洒导致,而非多次喷洒积累导致.
表1 GA3 影响菠菜性别转换时期的鉴定

Tab.1 GA3affectstheperiodofsexualconversioninspinachs

处理方式 处理组序号 子叶期 2叶期 4叶期 6叶期 转换率/%

处理一 CK - - - - 0

Ⅰ + - - - 0

Ⅱ - + - - 13.00±0.03

Ⅲ - - + - 0

Ⅳ - - - + 0
处理二 CK - - - - 0

Ⅰ + - - - 0

Ⅱ + + - - 13.50±0.03

Ⅲ + + + - 12.00±0.02

Ⅳ + + + + 14.00±0.09
处理三 CK - - - - 0

Ⅰ + + + + 14.24±0.08

Ⅱ - + + + 13.78±0.05

Ⅲ - - + + 0

Ⅳ - - - + 0

  注:+,喷洒GA3;-,不喷洒GA3.
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2.3 GA3 处理对菠菜开花周期的影响

通过统计菠菜的开花时间可以看出,对照组雌(CKFemale)和GA3 处理组雌(GA3Female)的开花时刻

差异不显著,均是在第30d左右开始开花(图2(a,b)).而对照组雄(CKMale)和经GA3 处理后由雌株转换

的雄株(femalewastreatedwithGA3andthantransformedintomale,FGM)的开花时间显著早于雌花,分
别在第26d和第22d开花(图2(c,d)),说明GA3 处理后不仅能引起菠菜雌株的雄性化转换,也能促进开花.

2.4 GA3 对菠菜花粉活力的影响

为了检测转换雄株的花粉形态及功能是否正常,利用I2-KI和Alexander对花粉染色后发现,相同稀释

比例下,转换雄株的花粉量和对照雄株基本一致(图3(a,e)).花粉形态近似球状,花粉着色较深,说明转换株

的花粉形态正常(图3(b,f));其次,根据Alexander染色的结果可以看出,转换株的花粉约85%被染成深红

色,表明其花粉原生质体具有很好的活力(图3(c,g)).用转换株的花粉对正常雌株进行授粉后发现,其平均

结实率为80%,和对照组实验结果差异不显著(图3(d,h)),说明赤霉素处理引起的雌株转换后的雄株花粉

具有正常的授粉活性.
2.5 GA3 处理对菠菜株高的影响

从图4中可看出,GA3 处理后菠菜植株的高度显著高于对照植株(图4(a)).为了分析株高的增加是节

间数量的增加还是节间长度的增加,统计处理组和对照组节间数量及长度后发现,处理组植株所有节间的长

度均出现增加,但是第3、4和第6节间的长度增加达到极显著水平,其他茎节也呈现增加的趋势但未存在明

显的统计学差异(图4(b,c)).进一步通过徒手切片和扫描电镜观察显著增加的第3、4茎节中节间细胞的形

态发现,节间的伸长是由节间细胞纵向长度增加所导致的(图4(d,e)).
2.6 GA3 对菠菜叶面积和表皮细胞大小的影响

叶面积和菠菜产量及质量密切相关,通过对处理组和对照组2叶期至10叶期的成熟叶片的叶面积比较

发现,除10叶期的叶片长度和叶面积与对照组无显著差异外,其余时期的叶片长度和叶面积均显著大于对

照组.其中叶片长度差异最明显的是2叶期和4叶期,分别是对照组的1.27倍和1.38倍.叶面积差异最明显

的也是2叶期和4叶期,分别是对照组的1.22倍和1.28倍.但处理组叶片的宽度与对照相比差异较小
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(图5(a)).说明GA3 处理促使菠菜叶片长度的增加从而引起叶面积的增大.
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对处理组和对照组2叶期和4叶期的表皮细胞进行染色,通过显微镜观察发现,处理组2叶期表皮细胞平

均大小为1914.4μm2,对照组为1186.8μm2,即处理组表皮细胞大小为对照的1.61倍,而处理组4叶期表皮细

胞大小为对照组的1.63倍(图5(e,f)).这说明赤霉素引起菠菜叶面积增加的主要原因是叶细胞大小的增加.

2.7 GA3 对菠菜叶柄长度的影响

叶柄长度是菠菜株型的重要指标之一,通过对2叶期至10叶期的叶柄长度进行比较,结果表明,GA3
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处理后,除8叶期和10叶期叶柄长度与对照组无显著差异外,其余时期叶柄长度均显著增长(图6(a)).其中

叶柄长度差异最明显的为2叶期和4叶期,分别为对照组的1.57倍和1.49倍(图6(b)),说明喷洒赤霉素可

以促进菠菜叶柄伸长.

3 讨 论

已有研究表明,赤霉素作为一种重要的植物生长调节激素能够参与植物花器官的形成或性别发育.如毛

白杨(Populustomentosa)雄花中赤霉素相关基因的表达量高于雌花,且比雌花中表达时期要早[21],暗示赤

霉素具有促进毛白杨雄性化的作用,而用赤霉素抑制剂处理雌雄异株植物番木瓜(Caricapapaya)能够促

进雄花的心皮发育[22].同样在雌雄同株异花植物黄瓜花中也发现雄花中内源赤霉素含量比雌花的更高[23].
这说明赤霉素具有促使单性花雄性化发育的作用.在菠菜性别发育过程中,赤霉素通常被认为是重要的生理

调控因子[24].从菠菜形成第二对真叶至花序发育期间,对其进行外源GA3的喷洒处理,结果78%的植株表现

为雄株[5],证明了赤霉素的雄性化作用.其他相关的菠菜研究中,均从幼苗早期进行外源激素处理,并表明菠

菜发育早期阶段对其性别分化是关键的[6,22,25],但菠菜群体水平雌雄比例的改变,无法支持在单株水平上进

行性别转换的形态观察和机制研究.本文建立了菠菜雄性特异标记与雌雄花形态的稳定性关系,最终确定了

外源 GA3诱导菠菜雌株发生性别转换的时期为2叶期.
赤霉素通过抑制负调控因子DELLA蛋白来调控拟南芥的开花时间,并与其他主要的开花遗传途径协

同影响开花[26].本研究中处理组雌株的开花时间与对照组雌株的开花时间相比无明显提前,而雌转雄植株

的开花时间则明显提前,且早于正常的雄株.此结果一方面提示了赤霉素促进开花的作用,另一方面也暗示

了菠菜开花时间与性别之间的相关性.此外,研究还发现转换后雄株的花粉具有与对照组雄株相同的活力和

授粉结实能力,说明赤霉素对菠菜的有性生殖尤其是雄性发育具有积极的影响.
株高和叶片大小是决定植物株型的重要参数.由于每株植物的参数不完全相同,导致植物的株型出现多

样性.外源施加GA3 可调节细胞的分裂或伸长,影响植物的节间数目和长度,进而促进植株生长[27].叶面喷

施GA3 可以促进黄瓜植株茎的伸长和增粗[28],用赤霉素处理草莓后其叶柄长度和叶面积均有明显增加[18].
我们通过对GA3 处理后的菠菜株型变化如株高、茎节、细胞数目和大小,叶面积、叶片长度和叶柄长度等数据的

统计,确定了经GA3 处理,菠菜株高的增加伴随着节间细胞的纵向伸长,叶面积增加表现为表皮细胞的增大.

4 结 论

外源GA3 处理可诱导菠菜性别发生转换,且菠菜性别转换的关键期为2叶期,平均性别转换率约为
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13.42%.GA3 诱导的雌转雄植株开花时间比雄株的开花时间提前,二者均早于雌株,且雌转雄植株与雄株的

花粉活性和授粉结实能力相似.GA3 促进植株增高是通过节间细胞伸长导致节间伸长引起的,叶面积的增加

是叶细胞增大引起的.
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GA3treatmentaffectssexexpressionandplantarchitectureinspinach

ZhangYulan,WangLiying,LiangYitao,ChenNing,LiShufen,GaoWujun

(CollegeofLifeSciences,HenanNormalUniversity,Xinxiang453007,China)

Abstract:Gibberellicacids(GAs)playanimportantroleinplantgrowthregulation.ToexploretheeffectsofGAson
sexexpressionandplantarchitectureofspinach,westudiedtheeffectsofexogenousGA3onsexconversion,floweringtime,

pollenviability,andotherkeytraitsofspinachinbredPI647862.Afterbeingtreatedwith25mg/LGA3,about13%ofthefe-
malespinachplantsunderwentmasculinization,andthepollenmorphologyandvitalityoftheconvertedplantsweresimilaras
thoseofthecontrolmales.However,theconvertedmaleplantsflowersignificantlyearlierthanmaleplants.Additionally,the
height,leafarea,andpetiolelengthofspinachplantstreatedwithGA3weresignificantlyhigherthancontrolplants.Furthera-
nalysisshowedthatplantheightwasincreasedasaresultoflongitudinalelongationofinternodecells,andleafareaincreased
duetoanincreaseinleafcellsarea.25mg/LGA3inducedahigherfrequencyofmasculinizationconversioninfemalespinach

plantsatthetwo-leafstageandpromotedflowering.Theconvertedmaleshadthesamemorphologyandfunctionasnormal
malesandincreasedtheplantheight,leafarea,andpetiolelengthsignificantly.Theresultslaidthefoundationforacompre-
hensiveexplorationoftheeffectsofGA3onsexconversionandplantarchitectureinspinach.

Keywords:spinach;GA3;sexconversion;plantarchitecture
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