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笃斯越桔耐弱碱突变体的离体筛选与鉴定
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#

摘
!

要$以笃斯越桔组培苗为试验材料!建立了
2@A

诱变体系!采用
2@A

诱变与
B4CDE

%

共同胁迫处理的方法!

筛选耐弱碱候选突变体!并进行了相关生理指标的鉴定!以明确其突变体株系的耐弱碱能力'结果显示$"

#

#

",$F

2@A

浸泡笃斯越桔茎段
$;

为较适宜的诱变剂量!存活率达
$+,-F

&在含
",#F 2@A

的培养基中处理
%G

!存活率

达
&","F

&

2@A

浸泡处理后!

B4CDE

%

适宜剂量为
'3385

(

H

)#

!经
%

次交替培养后!筛选出
!

株候选耐弱碱突变

体'"

!

#相关生理指标鉴定表明!

!

株候选突变体的
AEI

和
JEI

活性及游离脯氨酸含量显著高于对照!

@IK

含量

显著低于对照'研究表明!该研究获得的笃斯越桔候选突变体具有一定的耐弱碱能力'

关键词$笃斯越桔&
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处理&耐弱碱突变体&鉴定
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笃斯越桔"

!"##$%$&'&($

)

$%*+&' H/11,

#属杜

鹃花科"

2R/747<4<

#越橘属"

!"##$%$&'

#植物!在中

国主要分布于黑龙江)吉林)内蒙古)辽宁等地区*

#

+

'

其果可生食!酸甜可口!汁液丰富!为果酒)果醋)果

酱)果汁及提取天然食用色素的原料!内含有大量对

人体有益的有机酸!人体必需的游离氨基酸!各种维

生素'富含花色素苷)类黄酮等化合物!具有防治冠

心病)抑制癌细胞)防止衰老)减缓视疲劳等功效*

!*$

+

'



笃斯越桔原生地土壤多为沼泽土!其次是泥炭

沼泽土)草甸沼泽土!在草甸暗棕壤上也有分布但数

量极少'土壤适宜
\

C

为
$,-

"

&,&

*

&*+

+

'其大多为

喜酸性植物!但经栽培发现与蓝莓比较其在弱酸性

土壤中也有少数分布*

-

+

!通过诱变处理诱导出耐弱

碱的候选突变体株系!使其后代经组培快繁及鉴定

后!成功筛选耐弱碱突变体!这样就能创造出适宜弱

盐碱环境的新种质资源!为以后种质资源的创新和

利用)优良新品种的培育奠定了一定的基础'

突变体的筛选常用化学试剂进行诱变诱导并结

合组培快繁技术!如把材料接种到培养基诱变剂中

和直接浸泡于诱变剂中共同培养在效果上有很大不

同*

-

+

'突变体的鉴定一般分为常规的鉴定和分子鉴

定'常规的鉴定可以通过形态差异与生理生化指标

的测定进行初步鉴定'分子水平一般利用
IBK

分

子标记技术对耐盐突变体进行筛选和鉴定*

'*(

+

'目

前已被广泛应用到与盐胁迫有关的遗传和生理研究

过程*

#"

+

'

本研究拟通过建立适宜的
2@A

诱变体系!并

结合
B4CDE

%

共同胁迫笃斯越桔组培苗!在组培快

繁的基础上!筛选耐弱碱候选突变体株系!并通过相

关生理指标的鉴定!证明其突变体株系具有一定的

耐弱碱能力'

#

!

材料和方法

=,=

!

试验材料

以采自吉林省长白山区的笃斯越桔"

!"##$%$,

&'&($

)

$%*+&' H/11,

#优株!采用宗长玲*

#

+的方法

获得的组培苗为试材'

=,>

!

试验方法

=9>9=

!

?.$

浸泡处理对笃斯越桔组培苗成活率和

增殖生长的影响
!

将装蒸馏水的三角瓶高压灭菌后

冷却至室温!然后在无菌条件下用一次性注射器吸

取甲基磺酸乙酯"

<S;

>

53<S;41<0?5T814S<

!

2@A

#!

经微过滤器注射到以上蒸馏水三角瓶中!温度为室

温"

2@A

在
%"]

时的半衰期为
!&,(;

#!使其体积

浓度百分比分别为
",%F

)

",$F

)

",&F

!之后把预

培养的长势良好的笃斯越桔茎段剪取
#

"

!73

浸泡

在以上三角瓶溶液中"不加
2@A

的三角瓶为对

照#!在振荡培养箱培养'每隔
%

)

$

)

&

)

+

和
-;

取出

部分茎段!之后用无菌蒸馏水冲洗
%

"

&

次!洗去残

留的
2@A

!将继代培养试管苗剪成
#

"

!73

!接种

于经预备实验优选出继代培养基"改良
@AM",&

3

:

(

H

)#

OQM",!3

:

(

H

)#

Ẑ KM%"

:

(

H

)#蔗糖

M+,&

:

(

H

)#琼脂#中!

\

C&,!

!每个处理培养基接

种
&

瓶!每瓶接种
$

丛!每丛接种
%

株!每个处理重

复
%

次'

%"G

后统计茎段的存活率和增殖倍数'培

养条件$培养温度"

!&_!

#

]

!光照度
#&""

"

!"""

5P

!光照时间
#$;

%

G

"下同#'

=9>9>

!

?.$

施入处理对于笃斯越桔茎段成活率和

增殖生长的影响
!

在无菌的条件下通过过滤灭菌向

培养基中加入
","&F

)

",#F

和
",!F 2@A

!每个处

理培养基接种
&

瓶!每瓶接种
$

丛!每丛接种
%

株!

每个处理重复
%

次'将组培苗的茎段剪成
#

"

!

73

!接种于上述配好的不同浓度的
2@A

培养基中

"以不加
2@A

的培养基为对照#!之后
%

)

&

和
-G

转

接没经处理的继代培养基!培养
%"G

后统计茎段的

存活率和增殖倍数'

=9>9@

!

A*BCD

@

胁迫对笃斯越桔组培苗生长的影

响及耐弱碱突变体筛选
!

在无菌的条件下通过过滤

灭菌向培养基"改良
@AM",&3

:

(

H

)#

OQM",!

3

:

(

H

)#

Ẑ KM%"

:

(

H

)#蔗糖
M+,&

:

(

H

)#琼脂!

\

C&,!

#中加入不同剂量"

"

)

$

)

+

)

'

)

#"

和
#!3385

%

H

#的
B4CDE

%

!将长势良好的组培苗茎段接种于含

不同浓度
B4CDE

%

的培养基中!每个处理接种
%"

株'接种
%"G

后按照盐害分级标准调查盐害指数

和盐害率!

"

级$无盐害症状&

#

级$轻度盐害&

!

级$

中度盐害&

%

级$重度盐害&

$

级$极重度盐害&

&

级$

植株叶全部枯死*

#

+

'

盐害率"

F

#

`

受害株数%总株数
a#""F

盐害指数
`

*

#

"代表级值
a

株数#+

a#""

%"最

高级值
a

总株数#

将长势良好的组培苗茎段经
",$F 2@A

渗泡

处理
$;

后!接种于上述实验筛选出的含适宜剂量

B4CDE

%

"

'3385

%

H

#的培养基中培养
%"G

后!转接

至上述不含
B4CDE

%

的培养基中培养
%"G

!如此交

替
%

次培养筛选候选耐弱碱突变体!然后将筛选出

的候选突变体植株进行相关生理指标的鉴定'

=,>,E

!

候选耐弱碱突变体的鉴定
!

AEI

活性参照

张志良*

##

+的
B̂ Q

"氯化硝基四氮唑蓝#法测定!

JEI

活性参照张志良*

##

+的愈创木酚法测定!丙二

醛"

@IK

#含量采用硫代巴比妥酸法"

Q̂ K

#

*

#!

+测

定!游离脯氨酸含量采用茚三酮比色法*

#!

+进行测

定'分别比较候选耐弱碱突变体株系与对照植株之

间各个生理指标的含量的差异是否达到显著水平

"

-

#

","&

#!以鉴定经上述筛选出的候选突变体株

系是否具有了一定的耐弱碱能力'

#('

&

期
!!!!!!!!!!!!!

宋春艳!等$笃斯越桔耐弱碱突变体的离体筛选与鉴定



=,@

!

统计方法

采用
AJAA##,&

与
2P7<5

统计软件包对实验结

果进行方差分析和显著性测验'

!

!

结果与分析

>9=

!

笃斯越桔
?.$

化学诱变体系的建立

>9=9=

!

?.$

浸泡处理对笃斯越桔组培苗成活率和

增殖生长的影响
!

如表
#

所示!不同
2@A

浓度及

相应处理时间对笃斯越桔茎段存活状况有很大影

响!

2@A

浓度与处理时间呈负相关'其中!

",%F

2@A

处理笃斯越桔茎段时间为
%

"

&;

时!增殖倍

数与对照相比差异不显著&处理时间为
+

"

-;

时!

笃斯越桔茎段与对照相比增值倍数较高且长势好!

颜色为深绿色"图版
$

!

K

#!这说明
",%F 2@A

对

笃斯越桔茎段的生长有一定的促进作用'在
",$F

2@A

浸泡茎段
$;

时!存活率为
$+,-F

!约达半致

死剂量!增殖倍数显著高于其它处理!同时组培苗长

得更高!叶片变得更大"图版
$

!

^

#!为诱变处理的

适宜剂量&随着处理时间的进一步延长!这种促进作

用转变为抑制作用!即植株有变矮和叶片有变小的

趋势!叶片也逐渐变得狭窄"图版
$

!

D

"

2

#'当浓

度增大至
",&F

时!组培苗全部死亡'

>9=9>

!

?.$

施入处理对笃斯越桔茎段成活率和增

殖生长的影响
!

如表
!

所示!在培养基中加入不同

浓度
2@A

对笃斯越桔茎段存活状况有很大影响!

其中!

","&F 2@A

对笃斯越桔茎段诱变
&

和
-G

转

接正常培养基!达到略微褐变死亡!但未达到半致死

剂量!植株叶片浅绿色且茎细弱"图版
$

!

N

#'随着

2@A

浓度继续提高!组培苗存活率开始明显下降'

",#F 2@A

诱变
%G

转接正常培养基!存活率为

&"F

!已经达到半致死剂量!植株叶片浓绿色且茎粗

壮"图版
$

!

C

#'而
",!F 2@A

处理笃斯越桔植株

叶片淡黄且枯萎"图版
$

!

Z

#'另外!对于转接天数

的观察发现!同一浓度转接
%G

的组培苗的存活率

及增殖倍数与转接
&

和
-G

相比有显著差异!而转

接
&

和
-G

无显著差异'

>9>

!

A*BCD

@

胁迫对笃斯越桔组培苗生长的影响

及耐弱碱突变体筛选

由表
%

可以看出!笃斯越桔幼苗盐害率随着盐

摩尔浓度的增加而增加!当
B4CDE

%

摩尔浓度达
+

3385

(

H

)#时!植株全部受害!低级盐害株比例较

高'而当
B4CDE

%

的摩尔浓度提高到
'

"

#"3385

(

H

)#时!几乎所有植株都不能正常生长!

'3385

(

H

)#

B4CDE

%

处理达到
-G

时处理植株的生长情况

见图版
$

!

Y

!说明
'3385

(

H

)#

B4CDE

%

处理已完

全抑制了植株的生长'而筛选真正的耐盐突变体!

选择压力必须达到足以抑制绝大多数个体的正常

生长!因此根据宗长玲*

#

+实验结果确定笃斯越桔组

表
=

!

不同
?.$

浓度及浸泡时间下笃斯越桔的存活率和增殖生长情况

Q4V5<#
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R4S<41G3?5S/

\

5/74S/818TS;<0;88SS/

\

8T!.&($

)

$%*+&'

2@A

浓度

D817<1SR4S/818T2@A

%

F

处理时间

QR<4S3<1SG?R4S/81

%

;

平均苗高

KX<R4

:

<0;88S;</

:

;S

%

73

存活率

A?RX/X45R4S<

%

F

平均增殖倍数

KX<R4

:

<3?5S/

\

5/74S/81R4S<
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株!即突变体
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和

突变体
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"图版
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耐弱碱突变体的鉴定

将
!

种候选耐弱碱植株和对照植株进行
AEI

)

JEI

活性以及丙二醛"

@IK

#)游离脯氨酸含量测

定!通过
AJAA

软件进行单因素方差分析!分别对两

种突变体与对照植株进行邓肯差异性检验比较"

-

#
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#!结果如图
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所示'由图
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可知!
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个经诱

变处理的突变体植株
AEI

)

JEI

活性显著高于对

照!

@IK

含量显著低于对照!游离脯氨酸含量显著

高于对照!这说明诱变处理以及弱碱
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胁迫
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对笃斯越桔的组培苗产生了一定的影响'在弱碱胁

迫下突变体植株细胞内可以启动保护酶防御系统!

抑制膜质的过氧化作用!产生了清除
@IK

的能力

或者使
@IK

的生成减少!并积累更多的脯氨酸!以

增强对弱碱环境引起的渗透胁迫的抵抗能力!对通

过诱变获得的候选耐弱碱突变体株系鉴定提供了可

靠的依据'
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讨
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张兰*
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浸泡和
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加入培养基中诱变与
B4D5

共同胁迫苹果砧木

组培苗!成功获得了耐盐植株'高胡静等*
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+使用
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诱导百合愈伤组织时发现随着
2@A
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加其存活率降低!且低浓度的
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促进植株分化

以及再生'本实验研究
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浸泡法以及施入法时

也得到低浓度"体积浓度百分比#的
",$F 2@A

浸

泡越桔茎段和
",#F 2@A
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的生长有促进作用!但随着
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活率降低!这可能与低浓度的
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对细胞呼吸强

度及细胞色素氧化酶活性有刺激作用!而较高浓度
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则表现抑制效应有关'另外!本研究中发现除

了浓度外!其处理时间的影响也很大'本实验采用

两种处理方式与
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共同作用!其中
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浸

泡的效果!植株长势更好!这与刘艳萌*
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+研究结果

相一致'
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对毛白杜鹃进行离
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与
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共同胁迫植株筛选耐弱碱突变体报道

较少!筛选笃斯越桔耐弱碱突变体更加罕见!因此本

实验利用较低的选择压力
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与
B4CDE
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共同胁

迫!成功筛选出
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株突变体!对于笃斯越桔植株耐碱

方面的研究具有一定的创新意义'为了进一步确定

其突变体的可能性!本实验也通过常规方法鉴定了

其生理指标
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@IK

以及游离脯氨酸的水
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变体生理指标的鉴定相一致!但是本研究仅得到较

少的笃斯越桔侯选突变体株系及其初步的生理鉴
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方面的的研究!随着
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