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EMS诱变甘蓝型油菜M2代群体的表型突变研究

张凤启，黄永娟，杨甜甜，陈健美，管荣展，张红生
(南京农业大学／作物遗传与种质创新国家重点实验室，南京210095)

摘要：利用4种浓度EMS处理甘蓝型油菜NJ7982种子，选取其中诱变效果好的处理(0．4％EMS)，研究其后代突变型和

突变频率。对4．8万株的M：代群体鉴定结果表明，6种器官性状在群体中均出现了突变。子叶突变性状包括3子叶、子叶黄

化等，占群体的0．22％；叶片突变性状包括黄化叶、白化叶、紫色叶、上卷叶、下卷叶等，占0．74％；花器突变性状包括紫色花

蕾、死蕾、3花辨、6花瓣、白色瓣、花瓣黄白镶嵌、花瓣皱缩、完全不育、部分可育等，占9．38％；株型突变性状包括矮秆、紫茎

等，占4．98％；角果突变性状包括粗角、长角、紫角等，占2．79％；种皮黄色，占0．40％；总的表型突变频率为18．5l％。这些遗

传多样性的突变材料，为甘蓝型油菜种质创新及品种遗传改良提供基础性材料。
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Research on Phenotypic Mutations in M2 Population

Derived from EMS Treatment in Brassica napus L．

ZHANG Feng—qi，HUANG Yong-juan，YANG Tian·tian，CHEN jian-mei，

GUAN Rong-zhan，ZHANG Hong—sheng

(State Key Lab of Crops Genetics and Germplasm Enhancement／Na蛳ng Agricultural University，Nn嘶ng 210095)

Abstract：Seeds of NJ7982(Brassica napus L．)were treated with EMS of four concentrations(0％，0．2％，

0．4％，0．6％)and resulted in 0．4％EMS treatment with induction effect better than others．Observation of M2

generation population with 48000 plants showed that there existed mutations for six organs in the population．Cotyle—

don mutation traits included tricotyledon，yellowish cotyledon，etc，accounting for 0．22％in the population．Le“

mutation traits contained yellowish leaf，albino leaf，purple leaf，up—curly leaf，down·curly leaf，etc，with the mu—

tation frequency of0．74％．Flower organ mutation traits of9．38％included purple buds，bud-deads，three petals，

six petals，white petal，white-mosaic petal，wrinkled—petal，complete male sterility，partial fertility，etc．Plant type

mutation traits of 4．98％included dwarf plant，purple stem，etc．Silique mutants accounting for 2．79％included

thick silique，long silique，purple silique，etc，and yellow—seeded mutants accounted for 0．40％．The total mutant

frequency was 1 8．5 1％in the M2 population．All these mutatied materials are conserved in germplasm library，and

will be used in rapeseed functional genomic research and variety improvement．

Key words：Brassica napus L．EMS(ethyl methan sulfonate)；Mutation

丰富的种质资源是新品种选育的物质基础，

拥有遗传多样性的材料是种质创新和品种改良的

前提。甘蓝型油菜起源于欧洲，在我国的品种间

亲缘关系较近，遗传背景狭窄。而且由于遗传的

均质性易导致遗传的脆弱性，随着新品种的不断

育成，遗传资源容易丢失。因此多种途径开拓甘

蓝型油菜的遗传背景，对扩大其种质资源具有重

要的实践意义。

种质资源的创新途径有多种，可利用自然突变，

也可通过远缘杂交¨o、组织培养旧1、基因工程旧1、空

间诱变”刮等途径，其中人工理化诱变是种质创新

最常用的方法。利用理化诱变，结合选择技术已成
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为当前新品种选育的有效技术之一¨o。陈忠明

等⋯通过EMS诱变水稻恢复系9311种子，筛选得

到大粒突变体M316，其粒长增加1．1mm、千粒重增

加4．69，配合力也得到了最著改良。赵永亮等‘引认

为EMS处理玉米花粉是快速创造特用玉米新种质

的有效途径。于秀普等”o用EMS附加平阳霉素

(PYM)处理大豆种子，通过多代的筛选，选育出冀

豆8号，已在生产上大面积推广应用。据Maluszyns-

“”1报道，全世界已有50多个国家通过诱变技术

在154种植物中育成了1737个品种，创造了巨大的

社会效益和经济效益。

目前，有关利用EMS诱变技术对甘蓝型油菜大

规模突变体筛选及突变频率统计的研究尚未见报

道，本实验通过对M，群体内4．8万株的观察和

鉴定，筛选突变株及统计各突变性状的频率，为

油菜功能基因组学及种质创新研究提供基本

材料。

1材料与方法

1．1材料及试剂

选用材料NJ7982，为冬性甘蓝型油菜纯合双低

品种，其平均茎径1．35em；株高161 cm；有效分枝数

13个；分枝角度35。；角长7．5em；角宽0．5lcm；主

序角密度1．6个／cm；果喙长0．62em。此材料由本

实验室保存。诱变剂是甲基磺酸乙酯(EMS)，由美

国Sigma公司生产。

1．2诱变处理

用EMS处理NJ7982的成熟种子，在室温下采

用以下4种处理，处理I：0．2％EMS浸种12h；处

理II：0．4％ENS浸种12h：处理Ⅲ：0．6％EMS浸种

12h；处理Ⅳ：清水浸种12h为对照；处理后立即

播种。

1．3 M．代试验

2007年9月，将处理后种子(M，)播种于南京农

业大学江浦试验田。3个处理中，处理I的幼苗长

相和长势与野生型无异，在移栽前淘汰了该处理；处

理Ⅲ的出苗率极低，不足0．1％，也被淘汰；处理Ⅱ

的种子发芽率也比较低，为4．1％，可作为突变体创

建的材料，为本研究的基础。移栽后，成活并收获的

单株共计2214株。

1．4 M，代试验

根据M，代观察到的性状突变情况，选758株自

交种子，种植为M，家系，每个家系种植1行。余下

的1456株，按照单株混种的方法种植，即每52个

M，单株(按40粒种子／株取样)混种一个小区，共计

种植了28个小区，每小区面积为55m2，定苗后得到

苗数为1480株／4,区。剩余种子保存进入种质库，

作为必要情况下再研究的种源。将野生型亲本与突

变体构建材料相邻种植，作为对照。油菜发育的各

个时期，详细观察每一个单株性状突变情况，定株记

载；收获前还需定株挂牌，记载突变的性状。按家系

种植的材料，收获时每个家系收获2～3株突变株，

剩余单株按家系混收、保存。在28个小区内农艺性

状突变株按单株收获，余下未收获的按小区混收，供

下年筛选研究用，每个小区混收种子5kg左右。M：

代单株收获植株共12578株。

1．5 M，代试验

选取M，代1029株农艺性状突变株，单株播种

成M，，剩余的种子入库保存。

1．6观察记载及统计方法

参照伍晓明‘1¨的方法筛选和鉴定各表型性

状突变体，具体观察时期和指标有：(1)苗期：子

叶形状、幼茎色、心叶色、基叶叶形；(2)营养生

长期：叶色、叶脉色、叶柄长度等；(3)抽蕞期：薹

茎色、藿茎叶形态等；(4)开花期：育性、花冠大

小、花瓣色、花瓣形状、花瓣数目等；(5)收获期：

株型、株高、有效分枝数、角果长度、角果宽度、角

果色等。

群体中每一个突变株，往往出现多个性状的

变异。观察过程中，记载了每个突变株全生育期

的变异情况，建立了一个综合性描述突变体的数

据库。为统计方便，本文所列出的数据，仅考虑突

变株的一个主要突变性状，其他突变性状需查询

数据库。

1．7杂交和回交

将从M，筛选出的不育株分别与Polima的保持

系、恢复系杂交；对余下一些突变材料，如上卷叶株、

下卷叶株等分别与WESTAR和TAPIDOR进行杂

交，共配置153个杂交组合。

2结果与分析

2．1 M．表型性状突变体筛选

诱变处理后种子发芽慢，出苗期较野生型推迟

lOd，发芽率为4．1％，成苗率仅为2．79％，幼苗主要

表现生长缓慢，生活力弱等。M，代出现叶色、叶形、

花器、育性等性状的突变株，共423株，显性突变率

为19．11％。
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2．2 M，表型性状突变体筛选．

2．2．1 叶性状 M，群体中，发现462个叶性状突

变株(表1)。其中子叶性状突变株主要表现为多子

叶(图1一B，C)、黄化(图l-D，E)、畸形(图1．F)，此

类突变株与野生型相比，均表现长势弱，大多数不能

够继续发育成为单株而死亡。另外，也发现苗期或

全生育期叶片表现白化(图1·G)、黄化(图1．H)、紫

色(图2-B)、皱缩(图l—I)、上卷(图1一J；图2．C)或

下卷(图1．K；图2．D)等现象的突变株，其中白化株

大部分在苗期死亡，仅收获了2株，而且结实差，单

株产量不足39；苗期黄化株也不易成活，共获得66

株，白化和黄化株，随着植株的生长叶色逐渐转绿，

后期叶色与野生型无异；皱缩叶片株，其叶表面凹凸

不平或皱褶，共计73株；叶片卷曲株有上卷叶和下

卷叶2种类型，该类植株基部叶片均在生长后期衰

老较慢，株型也较野生型矮且小；宽大叶突变株共

82株，其叶片薄而叶色浅，但株型大且结实率高；圆

叶和小叶各1株，突变频率低。由上述可知，丰富的

叶性状突变类型中，上卷叶和下卷叶突变性状表现

明显，宽大叶突变频率为最高，皱缩叶片次之，而小

叶及圆叶最低。这砦叶性状突变体是研究油菜叶片

光合机理及光合形态建成的基础材料。

2．2．2 花器性状 开花期，在群体中也发现了

4527个花器性状突变株(表1)。其中紫色花蕾、

死蕾等花蕾性状突变株均表现花蕾数目少，茎径

小且长势弱。开花期突变类型中，早花(较野生型

提前13d以上)易遭受寒害；迟花(较野生型推迟

15d以上)易发生热害，二者结实率均较低。花冠

性状突变株，如大花冠、3花瓣(图3一B)、5花瓣

(图3·C)、白色花瓣(图3一D)、黄白嵌合花瓣(图3一

E)等，其中花瓣数目突变株主要表现为同一植株

不定位置的个别花朵表现3花瓣、5花瓣或6花

瓣，但植株长势与野生型无明显差异。在花瓣颜

色突变类型中，白色花瓣表现明显，但植株长势

弱，其单株产量不足2．59。花瓣形状突变类型中，

花瓣窄长突变频率最高，占群体的2．42％，其花瓣

狭长，呈离瓣状；花瓣皱缩株，占群体1．8％，其花

蕾少，花瓣皱缩或折叠。另外，也发现雄性不育和

柱头外露突变株，其中633个单株为完全不育型，

其花药干瘪，花丝极短，雌蕊发育正常；214个单株

为部分可育型，其花瓣小，微粉且花丝较野生型短，

雌蕊发育正常。由此可知，花器性状突变类型多，其

中花瓣窄长突变频率最高，其次为花瓣皱缩。丰富

的花器突变类型有助于研究花器的生长发育及调控

代谢网络。

2．2．3株型性状 成熟期，发现株型性状的突变

株，如高秆、矮秆、多分枝等(表1)。其中株高在

175era以上的高秆(野生型平均161cm)共312株，

其分枝多、茎径大且长势强；100cm以下的矮秆共

879株，其茎径小且长势弱；有效分枝数17个以上

的多分枝(野生型13个)共352株，其植株高、茎径

大且产量高；分枝角度250以下的紧凑型(野生型平

均35 o)仅8株；丛生株，共36株，其薹茎节间短，开

花晚；仅3个单株茎秆呈褐色，粗硬，抗倒伏能力强；

紫株共38株(图2一B)，其整个植株地上部分在全生

育期内均表现紫色。同时，也发现有293个单株表

现早熟(较野生型提前15d以上)；14个单株表现晚

熟(较野生型推迟14d以上)；抗寒性弱的突变株共

199株，其越冬期基部叶片干枯，仅心叶表现为绿

色；另外，早衰突变株共19株，其生育后期叶色由嫩

绿逐渐转变为暗绿，接着萎蔫干枯，随后整株死亡。

综上所述，株型性状突变频率仅次于花器性状，其中

矮秆突变频率最高为1．82％，茎秆畸形最低为0．

004％。这些株型各异的突变材料有助于构建甘蓝

型油菜理想株型。

2．2．4角果性状 收获期，观察角果性状，发现长

角、短角、粗角等突变株(表1)。其中长度1 1．Ocm

以上的特长角(野生型7．5cm)共8株，其子粒节明

显，子粒大而饱满；平均5．Ocm以下的短角共302

株，其果喙短，子粒小且粒数少；宽度在0．8era以上

的粗角(野生型O．5lcm)共203株，其长度短，子粒

大而粒数少；角果皱缩，共11株，其颜色黄绿，但总

长度与野生型无明显差异。另外，有73个紫色角果

株，其果皮迎光面为深紫色，背光面为浅紫色。角果

性状，如角果长度、角果宽度是构成产量的主要因

素，群体中有利突变株，如长角、粗角等，既具有培育

成高产品种的潜力，又可作为品种改良的基础性

材料。

2．2．5 种皮颜色 野生型种皮颜色为褐黑色，

通过对12578个M，单株种皮颜色的观察，发现

群体中存在有种皮颜色突变株(表2)。其中黄

色共50株，与野生型差异最明显；花子82株，占

0．65％；与野生型种皮颜色相一致的植株占

33．77％。由此可知，种皮颜色与野生型差异越

大的类型，其突变频率越低，突变频率围绕野生

型的呈正态分布。
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圈l叶性状突变

Fig．1 Mutants of leaf traits

A：野生型；B：3子叶；C：4子叶；D：子叶部分黄化；E：子叶全部黄化；F：子叶畸形；

G：叶片白化；H：叶片黄化；l：叶片皱缩；J：叶片上卷；K：叶片下卷；L：野牛型

A：Wild type；B：Tricotyledon；C：Quadrcotyledon；D：Partially yellowish cotyledon；E：Yellowish cotyledon；F：

Abnormal cotyledon；G：Albino leaf；H：Yellowish leaf；1：Wrinkly leaf；J：Up·-curly leaf；K：Down··curly leaf；L：Wild type

图2突变植株表现

Fig．2 Performances of mutant plants

A：野牛型；B：紫株；C：上卷叶株；D：下卷叶株

A：Wild type；B：Purple plant；C：Up—leaf plant；D：Down·leaf plant

图3花瓣性状突变

Fig．3 Mutants of petal traits

A：野生型；B：3花瓣；C：5花瓣；D：白色花瓣；E：黄自镶嵌花瓣

A：Wild type；B：Three petal；C：Five petal；D：White petal；E：White—mosaic petal，
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表2种皮颜色的次数分布

Table 2 Frequency distribution of plant seed coat color in

the M2 population

3 讨论

诱变处理后的植物各组织或器官均可能发生表

型突变，但突变频率不同。孙加焱等’1引用理化诱

变甘蓝型油菜，发现在M，群体内花器性状的突变类

型多，频率高，其次为株型性状。本实验用EMS诱

变处理甘蓝型油菜，在M：代也发现花器性状的突变

类型丰富，且突变频率为最高达9．38％，其次为株

型性状，而黄子突变频率最低，共50株，此结果与上

述的研究相近。究其原因，可能与不同性状的遗传

体系有关，如花器性状、株型性状等受多基因控

制‘⋯，多基因中的任一基因突变均可导致性状表

型改变，从而增加突变频率。而另外一些性状，如种

皮颜色等，可能只在少数关键基因上发生关键点突

变，才能形成突变表型，因而突变频率较低。

EMS诱变后产生的突变频率高。EMS诱发甘

蓝型油菜突变密度为1／41．5kb¨“、拟南芥为l／

170kb¨川、六倍体小麦为1／25kb¨“。虽然EMS诱

变不是定向的，但只要对诱变后代加以适当选择，就

可获得具有经济价值的新突变H“，因此EMS是运

用最广泛有效的诱变剂。近年来，利用EMS创造新

种质的研究取得了很大的成就。刘治先¨8。利用

EMS诱变处理玉米获得2类高油酸突变体以及lO

个高赖氨酸、8个高蛋白、7个高油、4个高亚油酸突

变体，为玉米研究提供了珍贵的材料。伍新玲。”1

认为EMS比y射线更易引起油菜种子脂肪酸组分

的变异，通过EMS诱变易获得高油酸、低饱和脂肪

酸和低亚麻酸的突变体。本实验也通过EMS诱变

甘蓝型油菜获得了大量的矮秆、多分枝、长角等形态

突变体，也获得了一些品质性状突变体(本文未列

入)，为油菜种质创新或品种遗传改良提供了珍贵

的中间材料或新种质。
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