
浙 江 农 林 大 学 学 报!

!"!"

!

!"

"

#

#$

$%& ' $%(

!"#$%&' "( )*+,-&%. /! 0 1%-2+$3-45

)*+,!-.!!$//01.+223.&-%4#-(4#.&-!".-#.-!-

甲基磺酸乙酯诱变杜梨种子突变的鉴定与分析
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摘要
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为了获得杜梨
65$#3 7+4#'-("'-&

突变体! 以杜梨种子为试材! 分别使用不同体积分数甲基磺酸乙酯%
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-.%:%对层积后的种子进行诱变处理' 然后! 统计了

种子发芽率! 使用相关序列扩增多态性"

7;<=

&标记鉴定遗传变异位点! 测量幼苗田间株高和节间长度' 试验结果

表明$ 杜梨种子发芽的半致死剂量为
-./: 567

处理' 结合
7;<=

标记鉴定和表型数据分析! 筛选出最适宜的
567

处理体积分数为
-.":

! 变异率为
/(./:

( 同时! 使用
7=77

软件对表型数据分析显示! 处理组的杜梨苗株高极显著

低于对照组%

6>-.-!

&' 研究结果为快速获得杜梨突变体提供了理论基础和依据' 图
!
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梨
65$#3

是世界范围栽培的主要果树树种之一'
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年中国梨的栽种面积为
!-$.44

万
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" 梨产量

达到了
! 4(%

万
A

$

!

%

" 为世界上梨产量最高( 面积最大的国家' 梨为落叶乔木" 树体较大" 而且结果周

期较长" 因此" 梨的新品种选育不仅需要的时间长" 而且土地及劳动力投入耗费大' 目前" 中国梨品种

选育方式主要包括杂交育种( 芽变选种( 实生选种( 辐射育种等 $

&

%

' 以上梨品种培育方法中除了辐

射育种" 其他育种方式的效率都较低" 难以满足育种和生产实践的需求' 此外" 由于梨自身产生突变的

收稿日期)

&-!"#-4#!&

* 修回日期)

&-!"#-##-$

基金项目) 江苏省科学技术支撑项目&

]5&-!!/&-

#* 国家梨产业技术体系项目&

T<;7#&%

#

作者简介) 慎家辉" 从事果树分子育种研究'

5#GC+D

)

&-!!!-"-"!^31CF.@)F.83

' 通信作者) 吴俊" 教授" 博士

生导师" 从事果树分子育种研究'

5#GC+D, ZF1F3^31CF.@)F.83



第
!"

卷第
#

期

表
!

检测样品间遗传差异的
"#$%

标记及引物序列

$%&'( " )*+, -%./(.0 %12 3.4-(. 0(56(17( 60(2 89. 42(1:4847%:491 98 ;(1(:47 <%.4%:491

正向引物 反向引物

(-"

!

=!">+?$>?>$+?>++$$++$"!! -("

!

=!"$>+>$??+++??>>+$+"!!

(-@

!

=!">+?$>?>$+?>++$$$>+"!! -(!

!

=!"$>+>$??+++??>>++$"!!

(-=

!

=!">+?$>?>$+?>++$$++?"!! -(=

!

=!"$>+>$??+++??>>++>"!!

(-A

!

=!">+?$>?>$+?>++$$?>+"!! -(#

!

=!"$>+>$??+++??>>$++"!!

(-"B

!

=!">+?$>?>$+?>++$$?+>"!! -(C

!

=!"$>+>$??+++??>>$>?"!!

(-""

!

=!">+?$>?>$+?>++$$??+"!!

(-"D

!

=!">+?$>?>$+?>++$$+$$"!!

说明! 引物组合
"

!

(-"

"

-("

#

D

!

(-@

"

-(!

#

!

!

(-@

"

-(C

#

@

!

(-"B

"

-(=

#

=

!

(-=

"

-(=

#

#

!

(-A

"

-(#

#

E

!

(-""

"

-(=

#

C

!

(-"D

"

-( !

#

A

!

(-"=

"

-("

#

"B

!

(-"=

"

-(#

$

效率比较低" 难以获得类似模式植物的突变体材料用于重要性状的内在机制研究" 因此" 开展梨突变体

的创制具有重要的实践和科学意义" 是十分重要的研究工作$ 甲基磺酸乙酯%

FG)

&是目前应用最为广

泛" 效果最佳的化学诱变剂之一" 其诱变后代的突变频率高"

FG)

处理玉米
!"# $#%&

花粉" 突变频率

高达
ECH

'
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" 且多为显性突变'

@

(

" 易于突变体的筛选$

FG)

已成功应用于水稻
'(%)# &#*+,-

" 油菜
.(-&&+!

/- 0-12&

等
"B

多种植物诱导突变体 '

=#"=

(

" 但在梨上的应用还未见报道$ 为了探索适宜梨的突变体诱导

技术体系" 本研究采用不同体积分数的
FG)

溶液处理杜梨
3%(2& 4"*25-"675+-

种子" 通过对种子萌发) 遗

传位点变异率鉴定" 以及幼苗生长发育状态等检测" 筛选最适宜的
FG)

诱变处理体积分数" 以期获得

梨的突变体" 为梨新品种的选育以及特异性状分子基础研究提供资源和种质材料$

"

材料与方法
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材料

供试材料为杜梨种子" 采集于南京农业大学国家梨工程研究中心江浦实验基地$

FG)

药剂由美国

)4;-%

公司生产$

!'(

诱变材料的准备

使用砂藏法层积
D BBB

粒杜梨种子" 温度为
@ $

" 湿度为
#BH

" 层积时间为
@B 2

" 在发现种子有

CBH

左右尖端露白时即可使用
FG)

药剂进行处理$ 处理前先用蒸馏水将河沙洗净" 再用蒸馏水浸泡

D@ I

$

&') *+"

处理

将杜梨种子随机分成
"B

组"
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粒*组%"

" 放入锥形瓶中$ 使用
BJ" -9'

*

K

%"

"

3L EMB

的磷酸缓冲液

配置
FG)

溶液" 各组
FG)

的体积分数依次为
B

%
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"
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"
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"
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"
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"
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"
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"

BMCH

和
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$ 将配置好的
FG)

溶液分别加入各组" 将锥形瓶口封住" 摇匀" 处理
D@ I

后使用硫代硫

酸钠清洗种子
"= -41

" 再用双蒸水清洗
"= -41

" 将种子晾干后" 播种" 种子出芽时统计出芽率$

&',

基因组
-.$

的提取

随机选取梨苗
DB

株*组%"

" 于春季采集幼嫩叶片" 液氮速冻后保存于
%EB $

$ 使用改良的十六烷基

三甲基溴化铵%
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&法提取
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'
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(

" 在
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*

/;

%"琼脂糖凝胶上进行电泳检测
OP+

质量" 使用
P%1"
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超微量分光光度计调整质量浓度至
=B -;

*

K
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OP+

样品保存于
%DB $

$

!'/ "0$%

标记检测遗传变异频率

从通用的相关序列扩增多态性%
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"
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&引物中筛选出多态性

较好" 条带较为清晰的
"B

对引物'

"#

(

" 并对它们进行编号%表
"

&" 检测
FG)

处理后杜梨幼苗的遗传变异

频率" 并进行重复验证$ 聚合酶链式反应%
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&体系%
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"
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" 各引物
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"
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模板"
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$%/%*%

公司&$

,?*

扩增所用程序!

A@ $
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变性
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"
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个循环后
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" 应用
)(10956(0:

K%&7Q7'( ,?*

仪器进行扩增$

慎家辉等! 甲基磺酸乙酯诱变杜梨种子突变的鉴定与分析
CA!
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年
#!

月
!%

日

取
&'(

产物
#)* +,

点样于质量浓度为
%)-.

的非变性聚丙烯酰胺凝胶中电泳分离! 以恒定功率
-%

/

! 电泳
!)* 0

! 染色液染色
#* 123

! 显色液显色
4* 123

后拍照记录" 观察电泳图谱! 将各对引物变异

位点处有条带的记为 #

"

$! 无条带的记为 #

4

$! 将数据录入
56789

表格中! 计算变异条带总数和变异平

均值%

!"#

幼苗的田间生长情况调查统计

幼苗定植田间后! 定期管理幼苗! 分别于
!%4!

年
4!

月和
!%4:

年
4!

月! 测量所有梨苗的植株高度

和节间长度! 计算各组植株高度均值和平均节间长度! 并进行差异显著性分析"

!

结果与分析

$"!

不同体积分数
%&'

处理对杜梨种子发芽率的影响

统计各组
5;<

处理后杜梨幼苗发芽率! 结果显示& 不同体积分数
5;<

处理降低了梨苗的发芽率%

各组中! 发芽率最高的组为对照组! 其发芽率为
=%)*.

' 发芽率最低的组为第
4%

组(体积分数为
%)=.

5;<

)! 发芽率仅为
4*)*.

% 从表
!

中可以看出& 在
5;<

体积分数为
%)4.>%)?.

时! 随着体积分数升高!

发芽率逐渐降低' 而在
5;<

体积分数为
%)@.

和
%)-.

时! 发芽率趋于平稳' 半致死剂量出现在
5;<

体

积分数为
%):.

处理组样品! 该组出芽率为
$@)%.

' 临界致死剂量出现在
5;<

体积分数为
%)$.

处理组样

品! 该组出芽率为
:-)%.

%

表
$ %&'

诱变后杜梨苗发芽率和变异频率

ABC98 ! D8E123BF2G3 H8E783FBI8 GJ K88LK B3L 1+FB3F EBF8 GJ K88L923IK BJF8E 5;< FE8BF183F

组号
5;<

体积分数
M.

发芽数量 发芽率
M.

变异频率
M.

# %

(对照)

#-# =%)* ##)%

! %)# #!- ?$)% :$)%
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$ %): =$ $@)% ::)@

* %)$ @? :-)% :@):
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@ %)? $# !%)* ::)@
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= %)- $# !%)* !=):
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标记鉴定杜梨幼苗的
+,)

变异

利用筛选的
#%

对
<(N&

标记通用引物对不同处理组的样本
OPN

进行鉴定! 统计各组幼苗的变异频

率% 结果表明&

4"

对引物总共检测到
4*

个变异位点! 平均每对
4)*

个! 变异位点多出现在
4"">*"" CH

扩增大小区间% 数据统计结果显示!

5;<

的体积分数为
")$.

时! 变异频率最高! 为
:@):.

(表
!

)% 可

见!

5;<

处理梨种子使其产生了可鉴定的序列位点突变% 如图
4

所示& 为引物
814"Q18*

检测对照组与

%)$. 5;<

处理组随机选取的
!%

株幼苗的遗传突变扩增图谱! 可见
%)$.5;<

处理组在
#%%>!*% CH

间产

生了突变位点% 通过引物扩增的重复试验! 可以确定检测到的变异位点是稳定可靠的%

$"-

诱变植株的田间生长测量与分析

不同体积分数
5;<

处理后的幼苗定植田间后! 定期管理幼苗! 测量杜梨苗第
#

年和第
!

年停止生

长时的植株高度和节间长度! 并计算各组植株高度均值的差异显著性以及平均节间长度(表
:

)% 统计结

果显示& 杜梨苗第
#

年和第
!

年停止生长时! 植物高度均值最高的组都为对照组! 其高度分别为
-#)=

71

和
#@*)* 71

' 植物高度均值最低组则发生了变化! 第
#

年停止生长时最低组为第
$

组!

5;<

体积分

数为
%):.

! 其高度为
$$)* 71

! 而第
!

年时! 最低组为第
-

组!

5;<

体积分数为
%)@.

! 其高度为
=!)%

71

' 杜梨苗第
#

年和第
!

年停止生长时! 各组株高均与对照组差异极显著(

!＜%)%#

)! 可见
5;<

处理梨

种子后都在一定程度上影响了梨苗的生长% 平均节间长度数据的统计结果显示& 杜梨连续
! B

停止生长

时! 对照组的节间长度都是最长的! 分别为
#)=@ 71

和
:)#% 71

% 第
#

年停止生长时最短组为第
?

组!

-=$
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体积分数为
'()*

! 其长度为
"(#+ ,-

" 第
.

年时! 最短组为第
)

组!

$%&

体积分数为
'(/*

! 其长

度为
.()# ,-

# 第
"

年停止生长时!

$%&

处理各组的梨苗节间长度差异不显著# 第
.

年停止生长时! 对

照组与第
.

!

/

!

)

!

0

!

+

!

1

组差异极显著$

!＜'('"

%&

图
" &234

引物
5-"'6-5)

检测对照组与
'(/7 $%&

处理组部分个体的遗传突变扩增图谱
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标记物

表
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诱变后杜梨苗连续
% &

生长情况的表型统计

J@H>5 ! 4K5CBAI=9, 5E@>;@A9BC B? F55D>9C:F @?A5< $%& A<5@A-5CA 9C .'".6.'"!

组号
$%&

体积分数
L7

株高平均值
L,-

平均节间长度
L,-

.'". .'"! .'". .'"!
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处理促进杜梨种子突变的最佳体积分数

诱变育种中一般采用植株半致死剂量或临界剂量作为诱变的最佳体积分数(

"0

)

& 杜梨苗的半致死剂量

出现在第
/

组!

$%&

处理体积分数为
'(!7

# 临界剂量出现在第
)

组!

$%&

体积分数为
'(/7

& 经过

&234

分子标记检测! 变异频率最高的组为第
)

组!

$%&

处理体积分数正好为临界剂量& 在表型数据

上! 虽然第
/

组的梨苗高度低于第
)

组! 但
.

组之间的差异并不显著# 而在节间长度方面!

.

组的长度

较为接近& 因此! 综合以上数据分析! 确定
$%&

处理促进杜梨种子突变的最佳体积分数为
'(/7

&

!

讨论
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诱变植物产生不同类型的突变

$%&

是一种良好的化学诱变剂!

N>-@<G

于
"1)!

年最早报告了
$%&

对突变诱导的有效性& 其后
$%&

被广泛应用于植物中! 其产生的突变类型较多& 例如抗逆类型突变!

OKB;

等(

)

)使用
$%&

诱变水稻! 获

慎家辉等' 甲基磺酸乙酯诱变杜梨种子突变的鉴定与分析
+1)



浙 江 农 林 大 学 学 报
!"#$

年
#!

月
!%

日

得了抗盐性的突变植株! 品质和产量类型突变"

&'()

等 #

*

$使用
+,-

诱变花生
!"#$%&' %()*+#,#

" 获得高

油酸突变体! 形态特征类型的突变" 这类突变是
+,-

诱变后突变最多的类型" 而且大致上都是以矮化

为主"

+,-

在许多植物#

.!#$

$上都产生了不同程度的矮化突变体% 本实验中" 使用不同体积分数的
+,-

诱

变杜梨种子后" 不仅产生了可检测的遗传变异" 各处理组在株高上显著低于对照组" 形态上发生了变

化" 但要确定这些变异是否为可遗传的稳定变异" 还有待于进一步试验研究%

!"# $%&

诱变植物的最佳体积分数

不同体积分数
+,-

诱变植物产生突变体效率不同%

&'()

等#

*

$使用
#%/" )

&

0)

1#的
+,-

处理原本油酸

含量
$$/!2

的花生品种" 得到了油酸含量超过
.%2

的突变体% 而
3456

等#

7

$使用体积分数为
"/72

的
+,-

处理水稻种子" 获得了抗盐性较好的突变体% 我们使用不同体积分数的
+,-

处理杜梨种子" 结合分子

和生理指标的鉴定" 获得了促进杜梨突变的最适宜
+,-

体积分数为
"/$2

% 由此可见"

+,-

处理在不同

物种的最佳使用体积分数是有差异的" 需要针对不同物种进行优化和筛选%

!"! $%&

诱变的分子标记鉴定

+,-

是一种烷化剂" 能够诱发基因突变" 多为点突变 #

$

$

" 使用
89:

分子标记的方法可以快速有效

地鉴定出突变位点% 胡建斌等#

#*

$使用
-;:<

分子标记技术检测到了
+,-

诱变黄瓜
-.$./&' '#0&1.'

的变

异位点% 殷冬梅等#

#=

$使用随机扩增多态性
89:

'

;:<8

(分子标记技术检测到了
+,-

诱变花生的突变位

点% 相比于其他分子标记"

-;:<

分子标记的特点) 操作较为简单" 只涉及到
<>;

扩增! 引物片段较

长" 重复性较好! 使用通用引物" 正反向引物可以随机组合! 检测结果中共显性标记占标记位点的比例

较高#

!%!!?

$

" 在基因组中分布较为均匀" 更适用于检测农艺性状的差异#

!!

$

% 本试验中" 使用的
?%

对通用

-;:<

引物共检测到了
?7

个突变位点" 检测效率较高" 可对筛选适宜的
+,-

体积分数提供可靠的数据

支持%

!"' $%&

矮化分子育种中起到重要作用

+,-

在农作物与蔬菜花卉中的应用较广" 已构建了很多突变体库% 由于木本植物生长周期较长"

获得稳定遗传的时间较长" 所以在果树上的应用研究还比较少% 本研究中" 我们首次使用不同体积分数

的
+,-

药剂诱变杜梨种子" 通过分子和生理数据的鉴定与分析" 得到了最佳的诱变处理体积分数" 其

种子繁殖当代植株在形态上表现出了一定的变异特征" 相比于传统的杂交育种和自然突变体筛选" 化学

诱变的效率更高% 本研究结果将为今后快速获得梨突变体提供可靠的理论基础和依据%
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