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甘蔗离体抗旱突变体的筛选及生理特性
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　　摘要：用０．２％甲基磺酸乙酯（ＥＭＳ）处理黔糖５号甘蔗愈伤组织４ｈ，在１００ｇ／ＬＰＥＧ胁迫下进行抗旱性突变体筛
选，得到抗旱诱变植株。在盆栽条件下对抗旱突变体进行干旱胁迫，测定甘蔗幼苗叶片的质膜透性、叶绿素荧光参数

等相关生理指标。结果表明，突变株系的最大光化学效率（Ｆｖ／Ｆｍ）增强，游离脯氨酸含量、叶绿素含量维持高水平，丙

二醛（ＭＤＡ）含量减少，细胞膜透性减小。对抗旱指标叶绿素荧光参数、相对电导率、ＭＤＡ含量、脯氨酸含量、叶绿素
含量等进行综合评价，诱变植株Ｂ１、Ｂ２、Ｂ５各项抗旱指标靠前。说明经ＥＭＳ诱变和ＰＥＧ筛选得到的抗性植株在耐旱
性方面比对照强，筛选的甘蔗突变体比对照具有更强的抗旱性。
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　　贵州蔗区多为旱坡地，缺乏灌溉条件，旱灾频发，严重制
约产业发展和蔗农增收。培育节水抗旱、丰产优质的甘蔗新

品种，是解决干旱问题经济有效的手段之一。创造耐旱资源

的方法很多，除自然变异外，还有太空诱变、射线诱变、化学诱

变等［１］，其中化学诱变由于技术简单，引起的变异丰富，受到

育种界广泛关注。Ｎｉｌａｎ等用硫酸二乙酯（ＤＥＳ）处理大麦种
子，育成了产量高、茎秆矮、抗倒伏的品种Ｌｕｔｈｅｒ［２］。此后，农
作物化学诱变育种在世界各国得以推广，到１９９０年为止，利
用化学诱变育成的新品种（系）有１０６个，约占诱变育成品种
（系）的７％，以禾谷类居多，其中大麦ｌ５个、水稻１２个、小麦
９个、玉米 ７个［３］。付凤玲等用 ６０Ｃｏγ射线和叠氮化钠
（ＮａＮ３）处理玉米愈伤组织，经过１．０％ ＮａＣｌ高渗培养基筛
选，得到１个耐旱性与耐旱自交系８１５６５接近的株系，并从
Ｍ１代株系中发现了１个细胞核隐性单基因控制的孢子体雄
性不育的雄性不育株［４］。陈丽等通过甲基磺酸乙酯（ＥＭＳ）
处理杨树胚性愈伤组织定向筛选耐盐突变体，获得耐盐性明

显比对照高的突变体株系［５］。许莉萍等以磷酸盐为选择剂，

从高产低糖的甘蔗品种中筛选出稳定的磷酸盐抗性细胞系，

其再生植株群体含糖量较对照高［６］。甘蔗体细胞无性系耐

旱突变体的研究结果如下，Ｙａｄａｖ等在不同 ＮａＣｌ浓度和聚乙
二醇（ＰＥＧ）８０００作用下，离体选择经辐射诱变的 ＣｏＣ６７１体
细胞无性系，得到耐盐性和抗旱性增强的突变体［７］。这些研

究表明经过物理化学诱变后，在一定的选择压力下可以从产

生的变异体中筛选出抗旱性强的细胞系。本试验利用甘蔗离

体培养，结合ＥＭＳ诱变和ＰＥＧ定向筛选技术，以期获得甘蔗
育种的中间材料，为以后选育抗旱性强的甘蔗新品种提供育

种材料。

１　材料与方法

１．１　材料
试验材料为黔糖５号甘蔗。化学诱变剂为美国 ＳＩＧＭＡ

公司生产的甲基磺酸乙酯（ＥＭＳ）。
１．２　试验方法
１．２．１　材料处理　取甘蔗茎梢幼叶为外植体，用自来水洗
净，剥去几层，留下长７～８ｃｍ、直径１．５～２．０ｃｍ的嫩叶梢；
用７５％乙醇消毒３０ｓ，无菌水冲洗３～５次；再用０．１％ ＨｇＣｌ２
消毒１０ｍｉｎ，无菌水冲洗３～５次；在无菌滤纸上吸干表面的
水，再切去两端，剥去２～３层，留下长４～５ｃｍ、直径０．５～
１．０ｃｍ的嫩叶梢，横切成０．５～１．０ｍｍ厚的圆形薄片，接入
诱导培养基培养。
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１．２．２　培养条件及培养基　诱导培养基为 ＭＳ＋２．０ｍｇ／Ｌ
２，４－Ｄ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋７ｇ／Ｌ琼脂粉；分化培养基为 ＭＳ＋
１．０ｍｇ／Ｌ６－ＢＡ＋０．５ｍｇ／ＬＫＴ＋３０ｇ／Ｌ蔗糖 ＋７ｇ／Ｌ琼脂
粉；生根培养基为１／２ＭＳ＋２．０ｍｇ／ＬＮＡＡ＋１．０ｍｇ／ＬＩＢＡ＋
０．５ｍｇ／ＬＰＰ３３３＋３０ｇ／Ｌ蔗糖＋７ｇ／Ｌ琼脂粉。诱导愈伤组织
在２５℃下暗培养，分化及生根培养温度为２５℃，光照时间
１２ｈ／ｄ，光照度为１５００ｌｘ。
１．２．３　甘蔗愈伤组织的 ＥＭＳ诱变处理　用０．１ｍｏｌ／Ｌ磷酸
缓冲液（ｐＨ值７．０）配制浓度为０．１％、０．２％、０．４％、０．６％、
０．８％的ＥＭＳ溶液，过滤灭菌，以不含 ＥＭＳ的磷酸缓冲液处
理为对照。取黔糖５号甘蔗愈伤组织用ＥＭＳ溶液浸泡，每个
浓度下分别浸泡２、４、６、８ｈ后，无菌水冲洗，再接种于诱导培
养基恢复，一共２４个处理，每个处理６皿。愈伤组织接种于
诱导培养基暗培养３～５ｄ后转入分化培养基诱导分化，２５ｄ
统计分化率，确定ＥＭＳ５０％致死剂量。
愈伤分化率＝分化苗数／接种愈伤组织块数×１００％；
愈伤相对分化率＝处理分化率／对照分化率×１００％。

１．２．４　选择剂ＰＥＧ浓度的确定　采用 ＰＥＧ６０００模拟干旱
胁迫，配制ＰＥＧ浓度为０、２０、４０、６０、８０、１００ｇ／Ｌ的１／２ＭＳ培
养基，以未经诱变处理的黔糖５号甘蔗分化苗为材料，每处理
分别接种５０株于上述培养基中，重复３次，培养３０ｄ观察生
根情况，确定ＰＥＧ处理临界浓度。
生根率＝生根的外植体数／接种的外植体数×１００％。

１．２．５　抗旱突变体的筛选　将经ＥＭＳ处理后的突变体植株
进行ＰＥＧ胁迫，接种到含１００ｇ／ＬＰＥＧ的１／２ＭＳ生根培养基
中，进行抗旱筛选，２５℃条件下培养３０ｄ，再观察其生根情
况。根据根系发育情况判断其抗旱性强弱，其中根系生长势

强的为抗旱植株，完全不生根的为不抗旱植株。

１．２．６　干旱胁迫处理　将黔糖５号甘蔗突变体株系移栽至
盆钵，以同期分化出的未处理的组培再生苗为对照，定量供水

保持土壤水分一致性，生长盛期时停止浇水，停止浇水前采样

测定一次抗旱性生理指标；１０ｄ后土壤表面发白，甘蔗叶片
部分卷曲，叶间部分枯萎，清晨无吐水现象，再次采样进行抗

旱性生理指标测定。

１．２．７　抗旱突变体株系的生理生化鉴定　用 ＦＭＳ－１脉冲
调制式荧光仪测定 ＋１位叶最大光化学效率（Ｆｖ／Ｆｍ），采用

电导率法［８］测定质膜透性，用硫代巴比妥酸法［９］测定丙二醛

（ＭＤＡ）含量，采用张宪政的方法［１０］测定叶绿素含量，采用酸

性茚三酮法测定脯氨酸含量。

１．２．８　数据处理　所有数据均用ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＯｆｆｉｃｅＥｘｃｅｌ２００７
整理，数据的统计分析均采用 ＳＰＳＳ２０．０软件进行分析。抗
旱性分析采用模糊数学中的隶属函数法，对抗性植株进行各

种生理指标的综合评定，按照隶属函数加权值的高低评判抗

旱性强弱。

若生理指标与抗旱性成正相关，隶属函数 Ｘ＝（Ｘｉ－
Ｘｍｉｎ）／（Ｘｍａｘ－Ｘｍｉｎ）；若生理指标与抗旱性成负相关，隶属函
数Ｘ＝１－（Ｘｉ－Ｘｍｉｎ）／（Ｘｍａｘ－Ｘｍｉｎ）。式中：Ｘｉ代表生理指标
测定值；Ｘｍｉｎ代表不同品种甘蔗各株系所对应生理指标的最
小值；Ｘｍａｘ代表不同品种甘蔗各株系所对应生理指标的最
大值。

２　结果与分析

２．１　ＥＭＳ处理对幼胚愈伤组织分化率的影响
表１表明，随着ＥＭＳ浓度的增加、诱变处理时间的加长，

甘蔗愈伤组织分化率逐渐降低。诱变处理时间为８ｈ，ＥＭＳ
浓度为０．２％时，甘蔗愈伤组织相对分化率降为０，说明 ＥＭＳ
处理时间对愈伤组织分化率影响很大。在 ＥＭＳ浓度为
０．２％～０．４％、处理时间为４ｈ，以及ＥＭＳ浓度为０．４％、处理
时间为２ｈ时，相对分化率为５０％左右。

表１　不同ＥＭＳ处理的甘蔗愈伤组织相对分化率

处理时间

（ｈ）
ＥＭＳ浓度
（％）

相对分化率

（％）

２ ０ １００
０．１ ９２
０．２ ５４
０．４ ４５
０．６ ３３
０．８ ２９

４ ０ １００
０．１ ８８
０．２ ５０
０．４ ３９
０．６ ３４
０．８ ２５

６ ０ １００
０．１ ７２
０．２ ４７
０．４ ３３
０．６ ２８
０．８ ２０

８ ０ １００
０．１ ３０
０．２ ０
０．４ ０
０．６ ０
０．８ ０

２．２　选择剂ＰＥＧ浓度的确定
由图１可见，未经ＥＭＳ处理的黔糖５号分化苗在生根培

养基中的生根率随着 ＰＥＧ浓度升高而降低，当 ＰＥＧ浓度为
２０ｇ／Ｌ时，生根率在８５％左右；ＰＥＧ浓度为６０ｇ／Ｌ时，生根率
降到５０％；ＰＥＧ浓度达到８０ｇ／Ｌ时，生根率仅为１４．６％，甘蔗
分化苗的根生长受到明显的抑制；当ＰＥＧ浓度达到１００ｇ／Ｌ时，
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生根率降到１０％以下，表明外植体几乎不耐受１００ｇ／ＬＰＥＧ
的干旱胁迫。因此，可采用１００ｇ／Ｌ作为筛选抗旱突变体的
ＰＥＧ浓度。
２．３　抗旱突变体的筛选

将经过 ＥＭＳ处理后的愈伤组织分化的５０４株分化苗接
种到含１００ｇ／ＬＰＥＧ的１／２ＭＳ生根培养基中筛选抗旱突变
体，共得到生根的抗旱植株５株。在未经 ＥＭＳ处理的、仅为
磷酸缓冲液处理的再生植株中，未获得抗旱植株。

２．４　抗旱突变体株系的生理指标鉴定
将黔糖５号甘蔗５株抗性突变体植株移栽，命名为Ｂ１～

Ｂ５，对其进行生理指标测定，以无处理的同期移栽再生苗为
对照。

２．４．１　干旱胁迫对抗性植株叶绿素荧光参数的影响　从图
２可以看出，在未经干旱处理时，各植株最大光化学效率
（Ｆｖ／Ｆｍ）均在０．８３左右，且无显著差异。在干旱处理后，各
植株的Ｆｖ／Ｆｍ均有下降，抗性植株下降幅度较小，ＣＫ下降幅
度最大，其他株系仍维持高水平，显著高于ＣＫ，这表明诱变甘
蔗具有一定的抗旱适应性。

２．４．２　干旱胁迫对抗性植株相对电导率的影响　由于在水
分胁迫条件下植物细胞膜会受到损伤，电导率大小可衡量伤

害程度［１１］。如图３所示，在没有停水干旱处理时，各植株相
对电导率维持在正常水平，相互间无显著差异。干旱处理后，

ＣＫ的相对电导率升至６２．７％，抗性植株则显著较低，其中Ｂ５
最低，仅为３２．１％。这表明干旱胁迫下抗性植株的质膜受伤
害程度比ＣＫ轻，说明诱变甘蔗具有一定的抗旱性。

２．４．３　干旱胁迫对抗性植株 ＭＤＡ含量的影响　ＭＤＡ是膜
脂过氧化最重要的产物之一，它的产生会加剧膜的损伤，因此

在植物衰老生理和抗性生理研究中，ＭＤＡ含量是一个常用指
标，可通过ＭＤＡ了解膜脂过氧化的程度，以间接测定膜系统

受损程度以及植物的抗逆性［１１］。如图４所示，各参试株系的
ＭＤＡ含量在未停水干旱处理时均处于同一水平；干旱处理后
ＭＤＡ含量均大幅升高，尤其是 ＣＫ、Ｂ３和 Ｂ５，这３株涨幅最
大，而Ｂ１、Ｂ２和Ｂ４则涨幅最小，显著小于其他株。表明干旱
胁迫引起甘蔗叶片的膜脂过氧化作用，多数抗性植株能有效

降低膜脂过氧化和膜系统的伤害程度，比对照更能适应干旱

环境，具有一定耐旱性。

２．４．４　干旱胁迫对抗性植株游离脯氨酸含量的影响　在干
旱胁迫条件下，许多植物体内脯氨酸大量积累。植物体内脯

氨酸含量在一定程度上反映了植物的抗逆性，抗旱性强的品

种往往积累较多的脯氨酸［１２］。如图５所示，各参试植株经过
干旱胁迫处理后，游离脯氨酸的含量升高，Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３、Ｂ５显
著高于ＣＫ，Ｂ４与 ＣＫ差异不显著。所有参试株系在未干旱
处理前脯氨酸含量几乎在同一水平，无显著差异，说表明诱变

甘蔗抗旱性有所提高。

２．４．５　干旱胁迫对抗性植株叶绿素含量的影响　叶绿素含
量的变化对光合作用产生直接影响，水分胁迫下叶绿素含量

的变化可以指示植物对水分胁迫的敏感性，并直接影响光合

产量。在控水未开始时，参试株的叶绿素含量无显著差异。

干旱处理后，叶绿素含量下降，其中 Ｂ１、Ｂ５的叶绿素含量显
著高于ＣＫ（图６）。
２．４．６　抗性植株抗旱性综合评价结果　为了全面反映甘蔗
ＥＭＳ诱变株经ＰＥＧ胁迫后的抗旱性，采用模糊数学中的隶属
函数法，对抗旱指标叶绿素荧光参数、相对电导率、ＭＤＡ含
量、脯氨酸含量、叶绿素含量等进行综合评价。隶属函数值即

其加权值，加权值越大，表示耐旱性越好。如表２所示，Ｂ１、
Ｂ２、Ｂ５抗旱性排在前３位，可见经ＥＭＳ诱变和ＰＥＧ筛选得到
的植株有较强的耐旱性。
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３　结论与讨论

ＥＭＳ因其诱变效率高、诱变范围广而在诱变育种中得到
广泛使用，ＥＭＳ不同浓度及不同处理时间对胚性愈伤组织的
后效作用很明显。黔糖 ５号在 ０．２％ ～０．４％ ＥＭＳ下处理
２～４ｈ，胚性愈伤组织褐死率为５０％左右，达半致死剂量。小
麦花药愈伤组织用 ＥＭＳ溶液处理的较佳组合为０．２％ ＥＭＳ
处理２～６ｈ，幼胚愈伤组织为（０．２％ ～０．４％）ＥＭＳ处理
２４ｈ［１３］。ＥＭＳ处理猕猴桃胚性愈伤组织较佳组合为 ０．６％
ＥＭＳ处理２ｈ［１４］。随着ＥＭＳ浓度的升高和处理时间的延长，
胚性愈伤组织褐死率呈上升趋势，增殖倍数和分化率呈下降

趋势，这与前人的研究结果［１５］相似。

表２　不同抗性植株抗旱性综合评价结果

处理
隶属函数值

Ｆｖ／Ｆｍ 相对电导率 ＭＤＡ含量 脯氨酸含量 叶绿素含量
加权值 抗旱性排序

Ｂ１ ０．９３ ０．５５ ０．９６ １．００ ０．９５ ４．３９ １
Ｂ２ ０．９０ ０．５９ １．００ ０．９９ ０．７０ ４．１８ ２
Ｂ５ １．００ １．００ ０．３３ ０．５８ １．００ ３．９１ ３
Ｂ３ ０．８９ ０．８０ ０．６０ ０．９０ ０．４９ ３．６８ ４
Ｂ４ ０．９３ ０．８０ ０．８８ ０ ０．３７ ２．９８ ５
ＣＫ ０ ０ ０ ０．１５ ０ ０．１５ ６

　　试验利用半致死剂量ＥＭＳ处理甘蔗愈伤组织，并在ＰＥＧ
胁迫压力下筛选出甘蔗抗旱突变体５株，并进行生理指标鉴
定，以无处理的同期移栽再生苗为对照。抗性植株干旱处理

下仍具有较高的光系统Ⅱ活性，脯氨酸、叶绿素含量维持高水
平，相对电导率、ＭＤＡ含量低于 ＣＫ，表明诱变甘蔗在干旱环
境下，受伤害程度比较小，耐旱性得到提高。

常规育种是最主要的育种手段，虽然选育到的变异多能

稳定遗传，但育种周期长、进程慢，难以获得突变性变异。化

学诱变突变率相对较高，能诱发出各种有用的突变基因，能够

在原有遗传背景基本不变的情况下在分子水平上使植物出现

有用性状的变异。但诱发突变的方向和性质尚难掌握，突变

后有利个体往往不多。本试验得到了一些抗旱性增强的甘蔗

株系，仅在实验室条件下得到验证，是否属于基因水平上的变

异、能否在大田栽培中有稳定的表现，仍需进一步研究。
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