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拟南芥营养突变体的初步筛选

崔晓勇 ① 曹一平 张福锁
中国农业大学资源与环境学院

摘 要 采用 发芽和幼苗试验探索 了筛选拟南芥抗某些 抑制性物 质 的适宜浓度
,

其 中
, 一 , 一 , ,

, , 一 或
, 一

分别是 拌
· 一 ’ , 拌

·

厂 ‘
, · 一 ‘ , 拌

· 一 ‘ , 拜
·

一 ‘ , 拌
· 一 ‘和 拌

· 一 ’。在该浓度下对经化学诱变处理获得的 种子进行 了发芽法筛选
,

得到了

在高浓度抑制物存在时表现不同的可能突变株
。

关键词 拟南芥 诱导突变 植物营养

分类号

,

, 一 , 一 , , 十 , , 一 , , 一

拼
· 一 ’ , 拌

· 一 ’ , · 一 ’ , 拌
· 一 ‘ ,

拜
· 一 ’ , 拌

· 一 ‘ 拜
· 一 ’

拟南芥是十字花科拟南芥属一年生草本植物
,

由于它具有其他植物所无法 比拟的很多优

点
,

所以正越来越成为人们广泛应用 的实验材料 〔
, 一 口 ,

成为继果蝇
、

酵母
、

爪蟾
、

玉米之后 的又

一模型生物材料川
,

在经典遗传学和现代分子遗传学研究领域中有重要的作用
。

植物吸收利用矿质元素的机理与调节是植物营养研究的重要领域
,

包括对养分缺乏 和过

剩的适应
、

对重金属的抵抗
、

对盐分及铝毒等的忍耐等方面
。

近年来有人利用拟南芥诱导产生

了氮 〕,

磷
吕〕,

钾图营养及对铝 〕,

福 , ’〕敏感的突变体
,

对研究磷
,

钾营养及植物耐铝
,

锡毒

害的机理和遗传控制起了很大的促进作用
。

但总的来说
,

植物营养界利用拟南芥的工作还很

少
。

磷是植物必需的营养元素之一
,

低磷
、

铝毒
、

盐渍化及重金属毒害是很多土壤上限制植物

生长的主要障碍 因素 〕
·

’ 〕,

在拟南芥上还没有得到确认 的突变体 生 长素和细胞分裂素参与

调节植物的许多重要生理过程
,

包括对矿质营养的调控 〔
, 〕,

虽然 已有激素含量异常的拟南芥

突变体
,

但没有应用于植物营养的研究 所以筛选这些方面的突变体将有助于深人研究植物对

环境的适应机理及其调节机制
。

发芽法是一种快速简便的筛选方法
,

在发芽阶段就筛选抗盐
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和耐铝毒的突变体和 品系是过去常用的方法 巨
’‘

·

’ 」,

它既适宜于直接筛选抗某种元素过量的突

变体 , ’〕,

也可 以 间接地筛选一些养分敏感型 的突变体 , ‘
·

’ 〕。 本试验就是通过化学诱变 的手段

诱导产生拟南芥突变体
,

并设法从中筛选植物营养性状改变的突变体
。

材料与方法

供试植物

拟南芥 的生态型
。

种子的诱变与 植物的培养

本试验采用 甲基磺酸乙醋 为诱变剂
,

方法根据 等 〕略作改动
。

种子预先在

下用去离子水浸泡
,

之后在室温下用 的
· 一 ‘磷酸缓冲液配制的质量

分数为 的 浸泡
,

清水冲洗
。

处 理后 的种子 播种到蛙石 中
,

每天浇一次营养液
。

营养液的组成
· 一 ‘
为

。 , , , ,

以及 恤
· 一 ‘ 一 , ,

, , , , , 。

植物生长期间采用 日光灯

进行 连续光照
。

培养室温度控制在 一
。

待种子成熟后混合收获
,

即为 种子
,

供

下面的筛选使用
。

抗性突变体的筛选

①拟南芥对某些毒性物质的浓度
一

效应反应采用发芽试验检验这些物质对拟南芥发芽的

影 响
。

各处 理浓 度 如下
, 一

为
, , , , , , 拼

· 一 ’
、

一

为
, , , · , ,

拼
· 一 ’

为
, , , · 一 ’

为
, , , , ,

拜
·

一
‘ 十 为

, , , , 拼
· 一 ’

犷 为
, , , 拼

· 一 ’ ,

一

为
, , , , , 拼

· 一 ’。

在 三角瓶中
,

放置各浓度溶液
,

每瓶放入野生型种子约 粒
,

在 下
· 一 ‘的摇床上发芽

。

第 天计算发芽率并在显微镜下测定植株的长度
。

②将 种子用清水浸泡 后
,

分别在上述确定的浓度下做发芽试验
,

从中选出可能的

突变株
,

并将其移栽到蛙石中
,

每 日浇一次营养液
。

营养液的组成与培养条件同前所述
。

种子

成熟后分株收获
。

结果与分析

生长素和细胞分裂素的影响

如表 所示
,

浓度在 拼
· 才 一 ’以上 的生长素和细胞分裂素都会明显影响拟南芥野生型

种子的发芽率和幼苗的生长
。

随着
, 一

浓度的提高
,

幼苗生长受抑制的程度不断加强
,

幼苗

总长度呈下降趋势
。

同时幼苗间的差异加大
,

长度的变异系数增加
。

这说明环境压力的加大会

使遗传异质性的群体表现出更大的不均一性
,

因为混合收获的种子是遗传不均一的
。

而 浓

度 由 拼
·

一 ’上升到 拼
·

厂 ’时
,

幼苗长度变化不大
,

当 浓度提高到 产
· 一 ‘

后
,

拟南芥种子的发芽受到严重抑制
,

发芽率下降为零
。

一般认为
,

如果选择压力过小
,

则突变

体的表现容易被正常植株掩盖
,

筛选不 出突变体
。

相反
,

如果选择压力过大
,

则可能一些突变体
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因受到损伤而死亡或生长不 良
,

不易发芽和成活
。

据此
,

筛选耐高浓度
, 一

和 突变体的

浓度分别为 拼
· 一 ’和 拌

·

一 ’
。

表
, 一

和
一

对拟南芥种子发芽及幼苗生长的影响

, 一 , 拜
· 一 ’ 一 , 拜

· 一 ’

贝 日

———
七

长度

变异系数

和 对拟南芥种子发芽和幼苗生长的影响

随着 和 “
浓度的提高

,

拟南芥幼苗的生长受到明显的抑制
, · 一 ‘

或
· 一 ’ 都会完全抑制种子的发芽 表

。

可 以将筛选抗 与 十毒害的浓度

分别定为
· 一 ‘和 拼

· 一 ’。

表 和 对拟南芥幼苗生长的影响

, 一 一 ’ , 拌
· 子 一 ’

项 目
又 ’ ②

长度

变异系数

。

①
’ 一 ’ ,处理的种子发芽率为

· ,

幼苗长度弋在 以下
。

尸
· 一 ’ “十 处理的种子只露 白

,

胚根不伸长
,

而 。。卿
· 一 ’处理后种 子发芽率为零

。

浓度对拟南芥发芽与幼苗生长的影响

试验发现
, 拜

· 一 ’以上的 即完全抑制拟南芥种子的萌发
, 拜

· 一 ‘

存

在时
,

幼苗生长受到强烈抑制
,

幼苗长度只为对照的 表
。

据此
,

我们将 拌
· 一 ‘

“
作为筛选抗 毒害的浓度

。

表
十
对拟南芥种子发芽和幼苗生长的影响

, 拜
· 一 ’

声只 曰 一

—
幼苗长度

变异 系数

二
一

对拟南芥种子萌发和幼苗生长的影响

是 的类 似 物
,

高浓 度 会毒 害植 物 的 生 长
,

试 验 发 现
,

浓 度 超 过

拌
· ’时

,

随着 浓度的提高
,

植株长度也明显下降 表
。

试验表明
,

犷 对植
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物的毒害作用不是 因为竞争抑制 了植物对磷 的吸收
,

因为培养液 中磷的浓度达
·

一 ’ ,

而此时 犷 浓度 只有 拼
· 碑 一 ‘ 。

根据本试验
,

确定 拼
· 一 ‘
为筛选耐

犷 毒害与磷营养变异的拟南芥突变体浓度
。

表 犷 与拟南芥幼苗生长的关系

至
一 拜

· 一 ’

项 目

幼苗长度

变异系数

, 一

对拟南芥种子萌发和幼苗生长的影响
, 一

是氧化磷酸化抑制剂
,

与矿质养分的主动吸收有关
。

随着浓度的增加
,

拟南芥幼

苗 长度减短
,

浓度小 于 拼
· 一 ’
时

,

随浓度增加幼苗长度降低的幅度变化不大
。

拌
· 一 ’时

,

即严重抑制种子发芽和幼苗伸长 表
, 。

表
, 一

浓度对拟南芥种子发芽与幼苗伸长的影响

, 一 拼
· 一 ’

州毛 曰

—
一

—
一

幼苗长度

变异系数

注 。拜
· 一 ‘ , 一

处理时种子发芽率为
。

表 不 同浓度
, 一

对拟南芥种子发芽与幼苗生长的影响

, 一 拌
· 一 ’

项 目

—
幼苗长度

变异系数

注 除 外
,

各处理的发芽率随 浓度提高而降低
。

讨论

突变体在机理研究 中具有很大的优越性 〕,

应用诱导突变技术 已经获得 了许多拟南芥突

变体
,

但植物营养领域的工作开展得很少
,

这与其基础研究发展缓慢有关
。

突变体的筛选需要

有明确的鉴定指标和一定的选择压力
。

对其他性状
,

如生长
、

发育
、

开花及抗药性等方面 的筛

选
,

很多时候用外观表现就可 以较容易鉴定可能的突变株
,

并且较易配置培养基质
。

而植物营

养突变体的筛选则不同
,

首先必需寻找适当的培养方法
,

包括培养基质中元素的组成等 其次
,
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必须有对某元素缺乏或过量的明确的反应
。

这两者 目前在拟南芥上都不很明确
。

原因是
,

一方

面
,

由于拟南芥的种子和植株个体都很小
,

水培 比较困难
,

故对其矿质营养研究不足 由于它的

生物量小
,

分析单株的养分含量不容易
,

需要有先进的测试手段
,

如
一

射线荧光分析仪等
。

另

一方面
,

除磷和铁 以外
,

其他矿质养分缺乏或不足时植物的适应性反应还不 明确
,

可利用的指

标少
,

尤其对拟南芥这样的个体小的物种反应更不明显
。

本试验曾试图用各种方法对拟南芥进

行水培
,

但存活率很低
,

要获得大批一致的植株很困难
。

试验中发现拟南芥对氮
、

磷
、

钾
、

铁的反

应 明显
,

缺乏时出现明显的症状
。

当植株生长到一定大小时
,

可 以用显色法观察根系对缺铁的

适应性反应
。

但是
,

将种子直接播种到含有显色剂的缺铁培养基上时
,

却看不到根系的适应性

反应
。

这可能是由于单株植物的根系反应太弱
,

而琼脂中可能含有微量铁的缘故
。

因为突变体

的筛选是基于单株植物的
,

所以对象拟南芥这样的个体极小的物种来说
,

就必须有非常灵敏的

选择反应
。

采用 和
,

即寻找植株所能忍受的最高和最低浓度的方法可 以一次筛选出

对某元素敏感和具有抗性的突变体 〕。 但由于拟南芥水培不易
,

所 以一直没有找到各矿质养

分的 和 点
。

而且这种负选择法容易损伤突变体的生活力
,

使之难以成活
。

已经得到的拟南芥累积磷的
“可能

”
突变体的筛选是通过分析植株叶片磷浓度获得的 , 〕

,

该方法要求有精密的仪器
,

植株长得较大
,

本文采用磷的有毒类似物可 以更简便
、

更早地筛选

磷营养突变体
。

筛选对低浓度铝敏感 〔
‘。〕及耐盐

‘ 〕和锡毒害
‘〕的突变体则是直接将植株种植

在含有上述物质的琼脂中
,

根据根系的长度判断的
。

和 〔, 〕发现培养基上
· 一 ‘ 完全抑制野生型种子发芽

,

这与本文在溶液中得到的结果一致
。

而本文采

用高浓度铝
、

盐
、

重金属铜在溶液中发芽筛选的方法
,

比琼脂上种植更简便易行
,

在适宜的浓度

下可 以更早更快地得到
“
可能

”
突变株

。

激素参与调节植物的萌发至开花结实的全过程
,

植株对矿质营养的反应也认为是激素直

接或间接地起着信号传导的作用
。

因此
,

研究激素突变体以了解植物对矿质营养反应的调节过

程就有十分重要的意义
。

毕竟起信号作用的激素含量是很低的
,

只是整个含量中的某一部分
,

而且波动较大
,

直接测定不易揭示激素与矿质养分间的真正联系
,

外源添加又改变 了植株的许

多过程
,

采用突变体就可 以避免这些问题 〕
。

以往根据植物的生长情况曾筛选 出了 类激素

的多种突变体 一 ‘〕,

但没有应用它们来研究矿质营养的调节机理
。

本试验试图将激素突变体

应用于植物营养机理研究
,

用发芽法看到了一些表现不同的植株
,

是否即是激素突变体需要进

一步鉴定
。
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