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马铃薯耐盐突变体的离体筛选
Ξ

李　娟,程智慧,张国裕
(西北农林科技大学 园艺学院,陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　以 4个马铃薯栽培品种的叶片为外植体进行耐盐突变体筛选,结果表明: 不同品种愈伤组织的耐

盐性存在差异,东农 303、鄂 1号两品种在细胞水平对N aC l的最大耐受质量浓度为 8 göL ,费乌瑞它为 6 göL ,夏波

帝为 4 göL。当继代次数低于 10次,叶片耐盐愈伤组织在无盐胁迫诱导分化培养基上才有进一步诱导再生植株发

生的能力;而在盐胁迫诱导分化培养基中,愈伤组织继代次数超过 8次即很难继续分化再生。
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　　土壤盐分过多对植物造成的危害称为盐害[1 ]。

当前对于盐渍土的开发利用主要采取两种措施: 一

是通过工程来改良盐碱土壤;二是生物治理,即通过

农业生物技术培育耐盐作物品种或开发利用有经济

价值的盐生植物资源以改良土壤。前者虽取得了一

定的效果,但因耗资巨大,难以长久保持,因此人们

更寄希望于后者,希望通过生物技术手段最终达到

改良利用盐碱地的目的。马铃薯对盐害较敏感[2 ] ,盐

渍化土壤不利于其生长[3～ 7 ]。因此,选育耐盐马铃薯

品种具有很重要的经济效益和社会效益,寻找一种

高效的马铃薯抗盐育种途径已成为重要的研究课

题。

虽然马铃薯病毒病茎尖组培脱毒技术的研究基

础比较成熟,马铃薯愈伤组织抗病变异株的筛选工

作也有研究报道。但利用马铃薯体细胞无性系变异

进行耐盐突变体的筛选,国内外尚未见报道。本研究

以 4个马铃薯栽培品种的叶片为外植体进行耐盐突

变体筛选,现将结果报道如下。

1　材料与方法

1. 1　材　料

　　供试 4 个马铃薯品种分别为费乌瑞它、东农

303、夏波帝、鄂 1号。

1. 2　耐盐愈伤组织的筛选方法

叶片愈伤组织的诱导培养基: 东农 303、鄂 1号

两品种为M S+ 62BA 2. 5 m göL + NAA 0. 2 m göL ;

费乌瑞它为M S + 62BA 2. 0 m göL + NAA 0. 1

m göL ; 夏波帝为M S+ 62BA 2. 0 m göL + NAA 0. 2

m göL。叶片愈伤不定芽诱导培养基:费乌瑞它、鄂 1

号的最佳分化培养基为M S + 62BA 2. 5 m göL +

GA 3 5. 0 m göL ; 东农 303 为 M S + 62BA 1. 0

m göL + IAA 0. 1 m göL + GA 3 2. 5 m göL ; 夏波帝为

M S+ 62BA 2. 5 m göL + IAA 0. 5 m göL + GA 3 2. 5

m göL。
筛选方法采用一步直接筛选法,即将外植体直

接培养在含盐培养基上进行筛选。具体方法为:取幼

嫩叶片,在含 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 göL N aC l的

盐胁迫培养基中,一次直接诱导产生耐盐愈伤组织,

培养观察愈伤组织的诱导和生长情况,将产生的愈

伤组织在含相应盐质量浓度的培养基中进行继代培

养。

1. 3　耐盐愈伤组织的分化

将经 6, 8, 10, 12次继代培养的耐盐愈伤组织及

其对照分别接种到无盐和含盐培养基上进行不定芽

诱导。每处理接种 15瓶,每瓶接种 4块愈伤组织。

1. 4　耐盐突变体的生根和植株再生

将通过耐盐愈伤组织诱导形成的不定芽培养在

含盐与无盐生根培养基上,进行根的诱导。

1. 5　耐盐突变体的鉴定方法

1. 5. 1　耐盐再生株的盆栽盐胁迫鉴定　选一定大

小 (植株高 10 cm 左右)的已生根幼苗植株进行盆

栽,驯化移栽成活后进行不同盐质量浓度的盐水灌
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溉处理 (费乌瑞它的耐盐再生植株浇盐水浓度为 6

göL ,东农 303为 8 göL ,夏波帝为 4 göL ,鄂 1 号为

8 göL )。每周 1次,每次浇盐水 50 mL ,直到对照植

株 (未经过盐胁迫筛选的再生植株)死亡,记载耐盐

再生植株的死亡数。

1. 5. 2　耐盐植株后代的耐盐性鉴定　 (1)耐盐突变

体后代茎尖对N aC l胁迫的反应。将 1 cm 长的茎尖

接种到分别附加 0, 5, 8 göL N aC l培养基上, 培养

30 d 后统计芽体的生根率、鲜重和干重。每处理重

复 30次。

(2)耐盐突变体后代愈伤组织对N aC l胁迫的

反应。用筛选出的耐盐突变体的叶片和茎段作外植

体, 进行愈伤组织的诱导测定。在附加 0, 5, 8 göL
N aC l培养基上培养 30 d 后测定愈伤组织鲜重与干

重。每处理重复 30次。

2　结果与分析

2. 1　外植体盐胁迫一步直接筛选耐盐愈伤组织

　　从表 1可以看出,在愈伤诱导过程中,接种在含

盐培养基上的各品种的外植体愈伤生长量均受到不

同程度的抑制,且随盐质量浓度的升高抑制作用增

强。以马铃薯鄂 1号品种为例,其受盐胁迫的动态过

程为: 将叶片直接接种在含盐培养基上进行培养, 5

d 内外植体在各盐质量浓度之间无明显差异。随后

高盐培养基中的叶片逐渐失绿,并随盐质量浓度的

升高失绿严重。15 d 后观察发现,含盐培养基上的

外植体愈伤组织生长缓慢。对照中接种的叶片边缘

已卷起,愈伤组织布满下表面;含盐培养基中的叶片

边缘微有膨大现象,随盐质量浓度的增大边缘膨大

减弱。N aC l为 14, 16 göL 时明显抑制愈伤组织诱
导,部分叶片干枯死亡。接种后 20 d,对照愈伤量明

显多于其他处理, 2, 4 göL N aC l胁迫处理抑制程度

较轻,外植体表面布满淡绿色愈伤组织; 6 göL N aC l

处理部分外植体形成了少量愈伤组织,N aC l达到 8

göL 时,叶片膨大的边缘逐渐黄化,继续增加N aC l

质量浓度,叶片泛黄明显,膨大边缘褐化,部分死亡。

30 d 后观察发现,N aC l为 2 göL 处理的愈伤组织量
与对照没有明显差别, 愈伤组织新鲜, 有米粒状突

起; 4 göL N aC l处理的愈伤组织也有明显生长, 但

随N aC l质量浓度的加大,愈伤组织形成量减少,超

过12 göL时外植体黄化干枯。 30 d 的动态观察表

明,外植体在含盐培养基上培养,受抑制程度随盐质

量浓度增加而加剧,适应时间随盐质量浓度升高而

延长。
表 1　4个马铃薯品种在含盐培养基上叶片愈伤组织的诱导效果

T able 1　T he callus pheno types of four po tato variet ies in m edium contain ing N aC l

观察时间
O bservation tim e

品种
V ariety

N aC lö(g·L - 1)

0 (CK) 2 4 6 8 10 12 14 16

接种后 15 d
15 d after inocu lation

费乌瑞它 Favo rite + + + + + + + + + + + + + + + - -

东农 303 Dongnong 303 + + + + + + + + + + + + + + + + + - -

夏波帝 Sharpdi + + + + + + + + + + + + + + + - -

鄂 1号 E N o. 1 + + + + + + + + + + + + + + + + - -

接种后 30 d
30 d after inocu lation

费乌瑞它 Favo rite + + + + + + + + + + + + - - - - - - - -

东农 303 Dongnong 303 + + + + + + + + + + + + + + + - - - - - - -

夏波帝 Sharpdi + + + + + + + + + + + , 0 - - - - - - - - -

鄂 1号 E N o. 1 + + + + + + + + + + + + + + + + + , 0 - - - - -

　　注:“+ ”越多代表愈伤组织越多;“—”表示愈伤褐化;“+ , 0”表示愈伤量少,几乎不可见。

N o te:“+ ”m eans mo re calli p roduced;“—”m eans the callus tu rn brow n;“+ , 0”m eans almo st no callus.

2. 2　叶片耐盐愈伤组织的培养筛选

由表 2 可知,不同品种叶片愈伤组织耐盐性不

同,表现在盐的最高耐受质量浓度不同,相同盐质量

浓度下达到稳定生长状态所需的继代次数不同。费

乌瑞它经连续筛选可达到的最高盐耐受质量浓度为

6 göL ,其耐 4 göL N aC l的变异体选择培养至第 4

代已基本稳定,愈伤组织的相对生长量已接近对照,

筛至第 7代时愈伤组织相对生长量已超过对照; 耐

6 göL N aC l的变异体在第 8 代时愈伤相对生长量

接近对照,第 10代时相对生长量超过了对照。东农

303经过连续 8代的筛选可以获得耐受 8 göL N aC l

的愈伤组织,夏波帝经过连续 5代筛选能耐受4 göL
N aC l,鄂 1号经过连续筛选 8代达到 8 göL N aC l的

最高盐耐受质量浓度。相对生长量的逐渐提高表明,

愈伤组织经过多次在含盐培养基上的继代可以获得

稳定生长的耐盐愈伤组织,并随继代培养次数的增

多,对盐的耐受质量浓度不断得到提高。
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表 2　叶片耐盐愈伤组织在含盐培养基中的生长状况

T able 2　T he grow th of four po tato leaf salt2to lerance calli in m edium contain ing N aC l

品种V ariety
类型öR x (y )

T ype
N aC lö

(g·L - 1)

起始鲜重öm g
F resh w eigh t
befo re cu ltu re

30 d后鲜重öm g
F resh w eigh t

after 30 d

相对生长量
Relative
grow th

相对生长率ö
(g·g- 1·d- 1)

RGR

费乌瑞它 Favo rite R 0. 4 (4) 4 210 884 3. 210 0. 048

CK 219 945 3. 315 0. 049

R 0. 4 (7) 4 230 1 150 4. 000 0. 054

CK 233 1 067 3. 579 0. 051

R 0. 6 (8) 6 240 1 219 4. 079 0. 054

CK 220 1 149 4. 223 0. 055

R 0. 6 (10) 6 300 1 764 4. 880 0. 059

CK 280 1 548 4. 529 0. 057

东农 303 Dongnong 303 R 0. 6 (4) 6 230 1 170 4. 087 0. 054

CK 280 1 456 4. 200 0. 055

R 0. 6 (6) 6 210 1 401 5. 671 0. 063

CK 220 1 415 5. 432 0. 062

R 0. 8 (8) 8 300 1 834 5. 113 0. 060

CK 310 2 028 5. 542 0. 063

R 0. 8 (10) 8 290 2 236 6. 710 0. 068

CK 330 2 485 6. 530 0. 067

夏波帝 Sharpdi R 0. 4 (5) 4 300 924 2. 080 0. 037

CK 319 1 062 2. 329 0. 040

R 0. 4 (9) 4 400 1 764 3. 410 0. 049

CK 415 1 744 3. 202 0. 048

鄂 1号 E N o. 1 R 0. 6 (3) 6 220 1 147 4. 214 0. 055

CK 219 1 100 4. 023 0. 054

R 0. 6 (6) 6 300 1 796 4. 987 0. 060

CK 290 1 676 4. 779 0. 058

R 0. 8 (8) 8 350 2 177 5. 220 0. 061

CK 320 2 108 5. 588 0. 063

R 0. 8 (10) 8 319 2 583 7. 097 0. 070

CK 330 2 607 6. 900 0. 069

　　注: R x (y ) , R 代表耐盐愈伤组织; x 代表愈伤组织耐受的最高盐质量浓度; y 代表在含盐培养基上的继代次数。下表同。

N o te: R x (y ) , R stands fo r salt2to leran t callus, x stands fo r the h ighest salt concen tration that callus can to lerate, y stands the tim es of

subcu ltu re in salt m edium.

2. 3　耐盐愈伤组织的分化培养

不同继代次数的叶片愈伤组织分化率见表 3。
表 3　不同继代次数对叶片愈伤组织分化的影响

T able 3　Effect of differen t subcu ltu res on the differen tia t ion of leaf2callus

品种
V ariety

培养基类型
M edium

分化率ö% D ifferen tiation

V 06 V 08 V 010 V 012 V 16 V 18 V 110 V 112

费乌瑞它
Favo rite

6 göL N aC l 0 0 0 0 34. 6 11. 2 0 0

无盐N o salt 95. 3 88. 1 55. 4 11. 5 87. 2 60. 5 12. 4 0
东农 303

Dongnong
303

8 göL N aC l 0 0 0 0 24. 9 10. 4 0 0

无盐N o salt 88. 7 84. 7 33. 6 4. 5 82. 4 77. 6 20. 3 0

夏波帝
Sharpdi

4 göL N aC l 0 0 0 0 22. 1 8. 5 2. 2 0

无盐N o salt 92. 4 84. 5 20. 7 3. 4 88. 6 69. 8 11. 1 0

鄂 1号
E N o. 1

8 göL N aC l 0 0 0 0 31. 5 9. 9 0 0

无盐N o salt 77. 4 77. 2 16. 2 0 77. 3 60. 2 8. 7 0

　　注: V 06, V 08, V 010, V 012分别代表继代次数为 6, 8, 10, 12次的对照愈伤组织;V 16, V 18, V 110, V 112代表继代次数为 6, 8, 10, 12次的耐盐

愈伤组织。

N o te: V 06, V 08, V 010, V 012 stands fo r that the CK callus had been sub2cu ltu red 6, 8, 10, 12 tim es respectively, V 16, V 18, V 110,V 112 stands

fo r that the salt2to leran t callus had been sub2cu ltu red 6, 8, 10, 12 tim es respectively.
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　　表 3表明,叶片的对照愈伤组织在含盐的分化

培养基上不能分化,在无盐培养基中继代到第 10次

还有一定程度的分化, 费乌瑞它的分化率可达

55. 4% ,继代次数增加到 12 次时,分化率均急剧下

降,鄂 1号则失去了分化能力,夏波帝的分化率也降

低到 3. 4%。说明对照愈伤组织在无盐培养基中连

续继代 10 次以后, 愈伤组织的分化能力会明显降

低。耐盐愈伤组织在无盐培养基中继代 10次时,东

农 303 的分化率最高为 20. 3% ; 继代 12 次时 4 个

品种均未能分化;在含盐培养基上,继代 8次的耐盐

愈伤组织的分化率已经降到 8. 5%～ 11. 2% , 继代

10次,费乌瑞它、东农 303、鄂 1号已经不能分化。

2. 4　耐盐突变体的生根与植株再生

将分化形成的不定芽分别培养在含盐与无盐培

养基上,由表 4 的生根情况可以看出,经过 30 d 的

根诱导培养,在无盐培养基中变异体的生根率与对

照无明显差异,生根率均在 90%以上。但根的质量

有所不同,突变体形成的根数量多、粗壮,根短;对照

的根较长,但根的数量相对较少。在含盐培养基上无

论对照还是突变体均未分化形成根,突变体无根苗

表现生长慢,而对照很快出现枯死现象。因此可以看

出,在含盐培养基中根的分化也受到抑制,这与前面

芽的分化受到抑制是一致的。

表 4　耐盐变异体再生苗的生根状况

T able 4　T he roo t induction of salt2to leran t m utan ts

品种
V ariety

生根培养基
Roo ting
m edium

对照 (CK) 变异株M utan t

接种数
N o. of

p lan tlet

生根株数
Roo ted
p lan tlet

生根率ö%
Roo ting

rate

接种数
N o. of

p lan tlet

生根株数
Roo ted
p lan tlet

生根率ö%
Roo ting

rate

费乌瑞它
Favo rite

无盐N o salt 30 29 96. 7 21 19 95. 2

6 göL N aC l 30 0 0 21 0 0

东农 303
Dongnong 303

无盐N o salt 28 28 100 21 19 100

8 göL N aC l 30 0 0 21 0 0

夏波帝
Sharpdi

无盐N o salt 27 27 100 21 20 90. 4

4 göL N aC l 28 0 0 21 0 0

鄂 1号
E N o. 1

无盐N o salt 30 30 100 21 20 95. 2

8 göL N aC l 28 0 0 21 0 0

　　上述得到的耐盐再生植株在含盐培养基上生长

正常,而且形成小分枝,生长速度比对照植株在无盐

培养基上生长的略慢,但比对照植株在含盐培养基

上的生长要快得多,植株比较健壮。对照植株在含盐

培养基上经过 40 d 的培养后茎叶明显发黄,靠近培

养基的部位变黑,平均高度不到 2 cm ,而且形态不

正常。

2. 5　耐盐突变体的鉴定

2. 5. 1　耐盐突变体盆栽盐胁迫鉴定　对耐盐变异

株进行盆栽浇盐水试验结果表明,其耐盐性明显高

于对照,在 6 göL N aC l胁迫下,费乌瑞它与夏波帝

的突变体植株和 4 个品种的对照植株全部死亡,东

农 303的突变体植株存活率为 45. 6% ,鄂 1号的存

活率为 77. 3%。

2. 5. 2　耐盐突变体后代对N aC l胁迫的反应　耐

盐突变体后代茎尖对N aC l胁迫的反应见表 5。由表

5 可以看出,所有耐盐突变体后代的茎尖对盐分胁

迫都有一定的适应性。在 8 göL N aC l胁迫下,耐盐

突变体后代茎尖的生根率在不同品种间存在明显差

异,东农 303的生根率为 33. 7% ,鄂 1号为 44. 3% ,

两者对照未见根的发生,生根率为 0。东农 303在无

盐培养基上茎尖鲜重较对照生长得慢,但在 5 与 8

göL 的含盐培养基上生长速度几乎是对照的 2 倍,

鄂 1号也表现出类似的现象。干重的变化趋势与鲜

重的变化一致。说明所获得的耐盐突变株在盐胁迫

下具有较强的生长能力。

将耐盐突变体后代叶片、茎段在含盐培养基上

进行愈伤诱导, 并观察其生长状况, 结果 (表 6)表

明,突变体后代的叶片、茎段保留了其对盐胁迫的适

应性,与对照相比愈伤组织鲜重与干重在 5, 8 göL
N aC l下均有较明显的生长,愈伤鲜重几乎是对照的

2倍,特别是变异株在 5 göL N aC l水平下叶片与茎

段愈伤比空白培养基中鲜重、干重有所增加,而对照

下降幅度较大,因此可以说明筛选出的突变体选择

压高时,其后代的愈伤组织耐盐性也较高。
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表 5　耐盐突变体后代茎尖对N aC l胁迫的反应

T able 5　Effect of salt stress on shoo t grow th

品种
V ariety

类型
T ype N aC lö(g·L - 1) 生根率ö%

Roo ting

茎尖ög Shoo t

鲜重 F resh w eigh t 干重D ry w eigh t

东农 303
Dongnong 303

对照
CK

0 100 0. 87 0. 063

5 0 0. 17 0. 015

8 0 0. 05 0. 007

变异株
M utan t

0 100 0. 69 0. 060

5 64. 5 0. 38 0. 031

8 33. 7 0. 12 0. 017

鄂 1号
E N o. 1

对照 CK

0 100 0. 91 0. 068

5 0 0. 20 0. 018

8 0 0. 09 0. 009

变异株
M utan t

0 100 0. 77 0. 060

5 70. 3 0. 53 0. 035

8 44. 3 0. 12 0. 018

表 6　突变体后代叶片愈伤组织对N aC l胁迫的反应

T able 6　Effect of salt stress on callus grow th

品种
V ariety

类型
T ype N aC lö(g·L - 1)

叶片愈伤组织ög L eaf callus 茎段愈伤组织ög Stem callus

鲜重
F resh w eigh t

干重
D ry w eigh t

鲜重
F resh w eigh t

干重
D ry w eigh t

东农 303
Dongnong

303

对照
CK

0 0. 330 0. 025 0. 342 0. 026

5 0. 212 0. 023 0. 221 0. 024

8 0. 081 0. 010 0. 086 0. 011

变异株
M utan t

0 0. 353 0. 028 0. 360 0. 029

5 0. 425 0. 040 0. 432 0. 043

8 0. 114 0. 015 0. 116 0. 016

鄂 1号
E N o. 1

对照
CK

0 0. 347 0. 026 0. 351 0. 027

5 0. 240 0. 024 0. 244 0. 027

8 0. 097 0. 012 0. 098 0. 013

变异株
M utan t

0 0. 402 0. 038 0. 404 0. 039

5 0. 524 0. 050 0. 532 0. 052

8 0. 196 0. 020 0. 197 0. 021

3　讨　论

获得耐盐愈伤组织一般有两类方法,一是将外

植体直接接种到含盐培养基上诱导耐盐愈伤组

织[8 ] ,二是将普通的愈伤组织转移到盐质量浓度恒

定[9 ]或逐次递增[10 ]的培养基上通过多次继代,选出

稳定生长的愈伤组织。前人研究表明,两种方法都能

获得耐盐愈伤组织, 但N abo rs 等[11 ]对烟草耐盐离

体筛选的研究认为,在盐胁迫条件下能否产生耐盐

突变体与添加盐的质量浓度和筛选时间有关。在低

水平选择压力下有利于形成生理适应性细胞,但不

利于突变细胞的产生。选择压力必须大到足以抑制

绝大多数细胞分裂和生长的程度,正常细胞几乎不

能生长、分裂的情况下才有可能筛选出突变的细胞。

所以本研究采用了一步直接筛选法,以期获得真正

的耐盐突变植株,而不是盐适应性植株。

耐盐能力的稳定性检验需要一个长期的过程,

要经过多次大田实际检验才能进一步验证耐盐能力

的可遗传性,本研究的检验可能与实际大田栽培中

植株的耐盐能力还有较大差距,需进一步深入的研

究探讨。

在筛选具有分化能力的耐盐愈伤组织时,许多

材料的愈伤组织或培养细胞经过长期的抗性筛选

后,丧失了再生形成植株的能力。培养耐盐突变体需

要长时间的盐胁迫筛选,而长时间的培养会影响愈

伤分化。本研究认为,采用高盐直接胁迫,适当减少

继代培养次数是一种较好的解决方法。

大部分植物的愈伤组织或细胞系的耐盐性和再

生植株的耐盐性并不一致,或只部分相关。但番茄、

小麦等作物整株与愈伤组织的耐盐性一致[12 ] ,所以

此类作物比较容易从细胞水平上筛选产生耐盐品

系。本研究结果表明,马铃薯愈伤组织的耐盐性与植
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株的耐盐性有一定的关系,但也发现二者存在少许

差异: 东农 303、鄂 1号两品种植株的耐盐性与愈伤

组织的耐盐性较接近,而费乌瑞它和夏波帝两品种

的愈伤组织耐盐性与植株的耐盐性不一致。
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In v itro se lect ion of sa lt2to leran t m u tan t in po ta to

L I Juan , CHENG Zh i-hui, ZHANG Guo-yu
(Colleg e of H orticu ltu re,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , S haanx i, Y ang ling 712100, Ch ina)

Abstract: T he leaf exp lan ts of fou r po ta to cu lt ivars w ere u sed to ob ta in sa lt2to leran t po ta to in v itro,

and the resu lt ind ica tes that:“Dongnong 303”and“E N o. 1”w ere to leran t to 8 göL N aC l,“Favo rite”w as

to leran t to 6 göL N aC l bu t“Sharpdi”w as inferio r in sa lt to lerance and on ly to leran t to 4 göL N aC l. A dven2
t it iou s buds cou ld no t be induced from salt2to leran t leaf d isc callu s in differen t ia t ion m edium w ithou t sa lt if

the calli w ere subcu ltu red mo re than 10 t im es in m edium w ith salt, o r in d ifferen t ia t ion m edium w ith salt if

the calli w ere subcu ltu red mo re than 8 t im es.

Key words: po ta to; sa lt2to leran t m u tan t; ca llu s; cu ltu re in v itro
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