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玛瑙红樱桃离体快繁及组培苗的变异检测①
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摘要:以贵州玛瑙红樱桃的休眠芽为外植体,通过不同激素质量浓度组合的正交试验,建立了高效的离体培养体

系;利用ISSR分子标记,对组培苗的遗传变异进行检测,结果表明:在引物检测范围内,玛瑙红樱桃离体快繁至第

８代仍然能保持其遗传稳定性;DNA甲基化的 MASP分析表明,组培苗的甲基化敏感多态性随继代次数的增加而

逐步升高,第５代组培苗总甲基化率最高,为２１４％,全甲基化率为１２４％,半甲基化率为９０％．
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玛瑙红樱桃是在贵州省２０１１年审定的新品种,该品种丰产优质、耐贮性好,目前在贵州省大面积栽

培[１],并推广到周边省区．在大面积生产的过程中存在繁殖系数低、病毒病传播严重等问题,组织培养能够

有效解决生产中存在的这些问题．尽管对于樱桃离体快繁的研究较多[２],但对贵州大面积栽培的玛瑙红樱

桃尚未见报道;同时组培材料广泛存在遗传变异和表观遗传变异,但涉及樱桃再生植株的遗传变异和DNA
甲基化分析尚未见报道．建立玛瑙红樱桃离体快繁体系,并利用ISSR标记及 MSAP检测对继代增殖的组

培苗进行遗传变异分析,旨在为工厂化育苗奠定技术和理论基础．

１　材料与方法

１１　试验材料

贵州玛瑙红樱桃成熟植株休眠芽为无菌苗建立试验材料．
１２　离体再生体系的建立

取玛瑙红樱桃休眠芽为外植体,用０１％(v/v)升汞溶液加入两滴吐温８０灭菌６~１０min,无菌水

清洗５次,接入 MS＋１０mg/L６ＧBA＋０５mg/LIBA＋１０mg/LGA３＋３０g/L蔗糖＋７g/L琼脂(pH
值为６０~６２)培养基中培养．待休眠芽萌发后长至１~２cm 时转接至 MS＋１０mg/LKT＋０１mg/L
６ＧBA＋０５mg/LIBA＋１０mg/LGA３＋３０g/L蔗糖＋７g/L琼脂进行培养．

选取长势相同的组培苗,根据L９(３４)正交设计(表１),以 KT(A),６ＧBA(B),IBA(C),GA３(D)为实验

因子,各设计３个梯度,培养４５d后观察组培苗生长情况,统计增殖系数,筛选出最适增殖培养基．
使用壮苗生根一步法(表２),培养４５d后,统计其生根率、根长、根数及植株长势,筛选出利于玛瑙红

樱桃苗壮苗、生根的培养基．
选取长势良好的组培苗,移栽在已灭菌的基质中,４０d后观察植株长势并统计成活率．
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表１　激素质量浓度对试管苗增殖影响的实验设计

处理号 KT/(mgL－１) ６ＧBA/(mgL－１) IBA/(mgL－１) GA３/(mgL－１)

CK ０ ０ ０ ０
１ ０５ ０１ ０１ ０５
２ ０５ ０５ ０５ １０
３ ０５ １０ １０ １５
４ １０ ０１ ０５ １５
５ １０ ０５ １０ ０５
６ １０ １０ ０１ １０
７ １５ ０１ １０ １０
８ １５ ０５ ０１ １５
９ １５ １０ ０５ ０５

表２　生根壮苗实验设计处理号

处理号 IBA GA３ 处理号 IAA GA３ 处理号 NAA GA３

１ ０１ ０ １０ ０１ ０ １９ ０２５ ０
２ ０１ ０５ １１ ０１ ０５ ２０ ０２５ ０５
３ ０２ １０ １２ ０２ １０ ２１ ０２５ １０
４ ０２ ０ １３ ０２ ０ ２２ ０５ ０
５ ０２ ０５ １４ ０２ ０５ ２３ ０５ ０５
６ ０３ １０ １５ ０３ １０ ２４ ０５ １０
７ ０３ ０ １６ ０３ ０ ２５ ０７５ ０
８ ０３ ０５ １７ ０３ ０５ ２６ ０７５ ０５
９ ０１ １０ １８ ０１ ０ ２７ ０７５ １０

１３　遗传变异的ISSR检测

选取玛瑙红樱桃田间母株叶片,第１代至第８代组培苗中每代随机抽取３个单株材料,采用新型植物

基因组DNA提取试剂盒(天根生化科技有限公司)提取组培苗叶片 DNA,并用０１％(w/v)琼脂糖凝胶电

泳检测DNA质量,RNA去除干净,无降解现象或降解很少,无拖尾,无弥散,且质量比较稳定,一致性

高,放入－２０℃保存备用．
以各代组培苗 DNA 为模版,选取２１条ISSR引物,进行PCR扩增,琼脂糖凝胶电泳后统计条带数,

进行ISSR遗传变异性检测．采用１０μL反应体系中进行ISSRＧPCR扩增,反应体系包括:０８μL引物(引
物及序列见表３),１０μLDNA,５０μL Mix(天根生化科技有限公司２×TaqPlusMasterMix),３２

μLddH２O(其中,引物浓度为１０mmol/μL)．PCR扩增程序:９４℃预变性５min,９４℃变性４０s,Tm(各
个引物的退火温度)６０s,７２℃延伸６０s,３５个循环,之后７２℃延伸７min,４℃保存．

表３　用于ISSR扩增的引物及序列

引物 序　　　列 引物 序　　　列

M０１ CACACACACACAR ８４０ GAGAGAGAGAGAGAGAYT
M０３ CACCACACACARg ８４６ CACACACACACACACART
M０５ gCTgCTgCTgCTY ８６２ AGCAGCAGCAGCAGCAGC
M０８ AgCAgCAgCAgCAY ８６３ AGTAGTAGTAGTAGTAGT
８０７ AGAGAGAGAGAGAGAGT ８６４ ATGATGATGATGATGATG
８０８ AGAGAGAGAGAGAGAGC ８６６ CTCCTCCTCCTCCTCCTC
８１１ GAGAGAGAGAGAGAGAC ８６８ GAAGAAGAAGAAGAAGAA
８１２ GAGAGAGAGAGAGAGAA ８７３ GACAGACAGACAGACA
８１５ CTCTCTCTCTCTCTCTG ８７６ GATAGATAGACAGACA
８１６ CACACACACACACACAT ８８０ GGAGAGGAGAGGAGA
８３６ AGAGAGAGAGAGAGAGYA
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１４　MSAP检测

对玛瑙红樱桃１至８代离体组培材料,每代组培苗中随机选出３株长势一致的叶片提取 DNA,参考

Xiong等[３]的方法并进行一定优化,进行酶切、连接、PCR预扩增及采用１７对选择扩增的引物(表４)进行

PCR选择性扩增．选择性扩增后的混合液加入３５μLSGB,９７℃变性７min,,取５μL上样于６％(w/v)
变性聚丙烯酰胺凝胶进行垂直电板电泳,预电泳８０W,１０min,电泳１５０W,１００min后银染观察．

采用EcoRⅠ/HpaⅡ和EcoRⅠ/MspⅠ对材料叶片DNA进行双酶切,将得到的 MSAP条带进行统计

分析,根据泳道内条带的有无,可将条带类型分为３种:Ⅰ型,H,M 酶切均有的条带;Ⅱ型,前者有带,后

者无带,单链外甲基化;Ⅲ型,前者无带,后者有带,为双链内甲基化．８代离体组培苗基因组DNA扩增条

带,在Excel内将有条带处记为“１”,无条带记为“０”,将得到的条带进行统计分析．
表４　MSAP分析的接头和引物序列

引　物　名　称 序　　　　　列

接头 EcoRⅠＧadapterⅠ ５ＧCTCGTAGACTGCGTACCＧ３
EcoRⅠＧadapterⅡ ５ＧAATTGGTACGCAGTCＧ３

HpaⅡＧMspⅠＧadapterⅠ ５ＧGACGATGAGTCCTGAGＧ３
HpaⅡＧMspⅠＧadapterⅡ ５ＧCGCTCAGGACTCATＧ３

预扩引物 EＧA ５ＧGTAGACTGCGTACCAATTCAＧ３
H/M＋T ５ＧGAGTCCTGAGCGGTＧ３

选扩引物 E＋A＋P２ GTAGACTGCGTACCAATTCACA
E＋A＋P４ GTAGACTGCGTACCAATTCACC
E＋A＋P５ GTAGACTGCGTACCAATTCACG
E＋A＋P７ GTAGACTGCGTACCAATTCAAC
E＋A＋P９ GTAGACTGCGTACCAATTCAAT

H/M＋T＋P１ GAGTCCTGAGCGGTCA
H/M＋T＋P２ GAGTCCTGAGCGGTCC
H/M＋T＋P３ GAGTCCTGAGCGGTCT
H/M＋T＋P４ GAGTCCTGAGCGGTAC
H/M＋T＋P６ GAGTCCTGAGCGGTGA
H/M＋T＋P７ GAGTCCTGAGCGGTAG
H/M＋T＋P８ GAGTCCTGAGCGGTTA

１５　数据统计分析

利用DPS数据分析软件对各处理的增殖系数、根长及根数进行方差分析,每个处理内接种４株苗,并

进行４次重复;各处理平均值采用 Duncans多重比较进行检验．生根率为生根植株数与接种组培苗数之

比,并用SPSS１８０的t检验进行生根率的显著性分析．

２　结果分析

２１　再生体系的建立

采用污染率小、存活率高的休眠芽作为外植体,接种１０d后逐渐萌发(图１A),２５d后休眠芽长至１~
２cm 后转入新的培养基中 MS＋０５mg/L６ＧBA＋０５mg/LIBA＋１０mg/LGA３＋３０g/L蔗糖＋７g/L
琼脂,pH 值为６０~６２．

正交试验表明,４号处理最为显著,见图２．组培苗长势较其他处理旺盛,植株较高,叶色较深,增殖效果

最好(图１B),五号处理也较为显著;由此可以选定玛瑙红樱桃最佳增殖培养基为:MS＋１０mg/LKT＋
０１mg/L６ＧBA＋０５mg/LIBA＋１５mg/LGA３＋３０g/L蔗糖＋７g/L琼脂．

通过生根壮苗试验结果表明,植株在培养基:４号处理:MS＋０２mg/LIBA＋３０g/L蔗糖＋７g/L琼

脂;７号处理:MS＋０３mg/LIBA＋３０g/L蔗糖＋７g/L琼脂;１３号处理:MS＋０２mg/LIAA＋３０g/L
蔗糖＋７g/L琼脂,生根率达到７５％,长势良好,主根粗壮且须根较多(图１C),且GA３对玛瑙红樱桃的生
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根影响没有统计学意义．根据DPS软件得到的根长及根数的平均值及标准差可以得到以下结果见表５,表

明４,７,１３号处理有统计学意义,且生根率最好,植株长势最好,可以视作最适生根壮苗培养基．

A休眠芽外植体的萌发;B 增殖培养;C 组培苗生根;D 组培苗的驯化(图中比例尺“∣”表示１cm)．

图１　玛瑙红樱桃再生体系

不同字母表示经邓肯氏多重极差检验,

在００５水平上差异有统计学意义．

图２　不同激素组合继代培养基的增殖效果

将植株及根部长势良好的组培苗打开培养瓶

后炼苗２~３d,洗净根部培养基,移栽至已灭菌

的基质中,移栽５０株,置于能充分保湿的温室中

培养,每５~６d浇１次水,３０d后植株呈现较好

长势(图１D)．
２２　遗传变异检测

玛瑙红樱桃共继代８代,从每代继代组培苗

中随机选出３株长势一致的叶片提取DNA,利用

２１条ISSR引物对玛瑙红樱桃不同继代次数的组

培苗叶片基因组进行 PCR扩增,２１条引物共扩

增出９５条清晰的谱带,引物扩增出的谱带数为

３~６条,平均每个扩增４５条,DNA 长度均在

２５０~２０００bp之间,其中９５条带全部为单态带(图３),表明玛瑙红樱桃在上述培养条件下继代８次后,
组培苗遗传稳定．

表５　不同处理对试管苗生根壮苗的影响

处理 生根率/％ 根数 根长/cm 植株及根系形态

１ ４１６７d ２３±１０g ３０±００c 植株正常;根粗,呈黄褐色

２ ０００i １０±００ij ００±００l 植株矮小

３ １６６７g １０±００ij １５±０６fgh 植株矮小;根细,呈乳白色

４ ７５００a ７８±１０d ２８±０５cd 植株较壮;根粗且须根多,呈乳白色

５ ８３３h １０±００ij ０６±０３jk 植株正常;根细且少,呈乳白色

６ ８３３h １０±００ij ０５±００kl 植株呈病状;根细且少,呈乳白色

７ ７５００a ９８±１０c ２４±０５de 植株较壮;主根粗壮,须根较多,呈黄褐色

８ ８３３h １０±００ij ０５±００kl 植株矮小;根细且少,呈乳白色

９ ４１６７d ３０±０８g １５±０４fgh 植株较壮;根系正常,呈黄褐色

１０ ３３３３e ４０±０８f ２８±０５cd 植株正常;根系正常,呈黄褐色

１１ ２５００f １８±０５hi １１±０３ij 植株正常;主根粗壮,呈黄褐色
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　续表５

处理 生根率/％ 根数 根长/cm 植株及根系形态

１２ ０００i ００±００jk ００±００l 植株矮小

１３ ７５００a １５８±１０a ３６±０３ab 植株较壮;主根粗壮,须根较多,呈黄褐色

１４ ２５００f １３±０５i １５±０６fgh 植株呈病状;根细且少,呈乳白色

１５ ８３３h １０±００ij １０±００ijk 植株正常;根细且少,呈乳白色

１６ ５８３３b ５５±１３e １７±０３fg 植株较壮;主根粗壮,须根较多,呈黄褐色

１７ ３３３３e １８±０５hi ２０±０８ef 植株呈病状;根细且少,呈乳白色

１８ ５０００c ２８±０５g ３８±０５a 植株正常;须根较多,呈黄褐色

１９ ７５００a １１８±１０b ３０±０８c 植株较壮;主根粗壮,须根较少,呈黄褐色

２０ １６６７g １０±００ij １０±００ijk 植株正常;须根较多,呈黄褐色

２１ ８３３h １０±００ij １０±００ijk 植株正常;根粗,须根较少,呈黄褐色

２２ ５８３３b ４０±０８f １４±０３ij 植株呈病状;根粗,呈黄褐色

２３ ２５００f ２３±０５gh １１±０３ij 植株呈病状;须根较多,呈黄褐色

２４ ０００i ００±００jk ００±００l 植株矮小

２５ ７５００a １２０±０８b ３２±０２bc 植株呈病状;根粗,呈黄褐色

２６ ８３３h １０±００ １０±００ijk 植株正常;呈乳白色

２７ ８３３h １０±００ １０±００ijk 植株正常;呈乳白色

M 为相对分子质量标记,１－８泳道为随机取出的第１代至第８代组培苗材料,

其中,a,b,c分别为每代组培苗的重复．

图３　不同继代次数组培苗遗传变异的ISSR(引物８７６)检测

Mr为相对分子质量标记．

图４　不同继代次数组培苗DNA甲基化部分电泳图
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２３　甲基化检测

在８１对选择性扩增引物中筛选出１７对引物,对８代离体组培苗基因组DNA进行选择性扩增(图４),
从第１代至第８代,共扩增出５９９０条带,其中全甲基化位点７１７个,半甲基化位点３９５个,各代组培苗

DNA基因组半甲基化率、全甲基化率及总甲基化率见表６．随着继代次数的增加,甲基化水平从第１代至

第５代逐步增高,第６代至第８代总甲基化水平逐步降低,但仍然比前４代组培苗的甲基化水平高,推测

可能在组织培养的过程中DNA甲基化的同时存在去甲基化作用,此动态过程使得甲基化水平呈现逐步升

高后又逐步降低的趋势．第５代组培苗总甲基化率最高为２１４％,全甲基化率为１２４％,半甲基化率为

９０％;直至第８代组培苗,总甲基化率为２０５％,全甲基化率为１２５％,半甲基化率为８０％．
表６　分析各代玛瑙红樱桃苗DNA甲基化多态性

样品
条带类型

Ⅰ Ⅱ Ⅲ

总扩增条带数

Ⅰ＋Ⅱ＋Ⅲ

半甲基化率/

％

全甲基化率/

％

总甲基化率/

％
１ ６５８ ２７ ７１ ７５６ ３６ ９４ １３０
２ ６３２ ２６ ８１ ７３９ ３５ １１０ １４５
３ ６１４ ２９ １００ ７４３ ３９ １３５ １７４
４ ５８５ ６１ ８７ ７３３ ８３ １１９ ２０２
５ ５７８ ６６ ９１ ７３５ ９０ １２４ ２１４
６ ５８７ ６８ ９１ ７４６ ９１ １２２ ２１３
７ ６０８ ５６ ９９ ７６３ ７３ １３０ ２０３
８ ６１６ ６２ ９７ ７７５ ８０ １２５ ２０５

３　结　论

玛瑙红樱桃作为贵州特有的樱桃品种,其适应性良好,产量较高,具有较好的经济效益,为了能够快

速获得大量品质优良的组培苗,离体培养成为必要手段;离体培养多利用茎段[４－５]、茎尖[６－７]作为外植体,
不仅能够快速繁殖,在植物品种改良、基因工程育种方面均发挥着重要作用,采用组织培养可为微嫁接[８]

及茎尖脱毒[９]提供基础材料．在樱桃离体培养的研究中,中国樱桃增殖培养中添加６ＧBA,NAA,其增殖系

数达到８０[１０],贵州野生樱桃增殖培养基中添加IBA,IAA,其增殖系数４４２[１１];在甜樱桃组培苗生根研

究中,魏明杰等[１２]研究了F１４培养基及IBA对组培苗生根的作用;本研究以玛瑙红樱桃休眠芽为外植体,
在其他樱桃离体培养中多选用茎段为外植体进行培养,随后筛选出外植体的最适灭菌方式,并进行增殖培

养基的激素配比的筛选,增殖培养基内激素组合 KT,６ＧBA,IBA,GA３进行筛选,结果证明增殖系数为

１１５,在樱桃组织培养中增殖系数较高,后期用IAA,IBA,NAA以及与 GA３组合对玛瑙红樱桃组培苗生

根的影响,不仅将各激素对生根的作用进行单独验证,也将 GA３与各激素的组合对生根的作用进行了验

证,结果表明IBA,IAA对樱桃生根影响较为明显,GA３对玛瑙红樱桃组培苗的生根并无促进作用．
体细胞无性系变异成为不可忽视的问题,植株发生体细胞遗传变异及表观遗传变异会导致优良性状的

丢失,严重影响其利用价值[１３],在组织培养的过程中,体细胞无性系变异为常见现象,变异率可以高达

３０％~４０％[１４],因此对组培苗进行遗传变异鉴定尤为重要．在近年研究中,对樱桃组织培养的离体遗传变

异及表观遗传变异均未见报道,仅利用生理生化方法对甜樱桃实生后代的部分品质性状的遗传变异进行了

研究[１５];本文仅对继代后的植株叶片进行代间遗传变异及表观遗传变异检测,对玛瑙红樱桃叶片单细胞具

有的变异并未进行检测．
本文利用ISSR检测方法对离体培养的玛瑙红樱桃组培苗进行遗传变异检测,在樱桃研究中,多利用

ISSR技术进行种质资源的检测[１６－１７],并未将ISSR检测技术利用于遗传变异检测,但在其他植物中,利用

ISSR技术对离体材料进行遗传变异检测[１８－２０]．本文采用ISSR标记,对建立的玛瑙红樱桃快繁体系培育的

组培苗进行遗传变异检测,其可覆盖整个基因组 DNA 的多态性信息,并直接从 DNA 水平检测碱基序列

的变化,本文结果得出DNA片段无论是带型还是谱带的强弱、数目均与再生前的母株DNA一致,这说明

再生苗在DNA水平上并未发生变异,其遗传物质是稳定的,保持了母株的遗传特性．
DNA甲基化是表观遗传变异的主要形式,且 DNA 甲基化与植物的体细胞变异密切相关,在植物体
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内,甲基化/脱甲基化是一个高频发生的动态过程,维持基因稳定性及基因表达调控是植物 DNA甲基化的

生物学作用[２１]．离体培养时间及继代次数对植物的DNA甲基化水平有一定的影响[２２－２５],因此,对离体培

养材料的DNA甲基化进行检测,有助对离体培养材料的种质资源遗传稳定性进行评估,为离体材料的繁

殖及保存提供依据．本试验采用 MSAP技术对 DNA甲基化水平进行检测,目前该技术已在马铃薯[２６]、豌

豆[２７]、竹子[２８]等许多植物离体培养材料种质鉴定中成功应用,表明 MSAP技术能够对离体材料培养和保

存的遗传稳定性进行准确鉴定;Guo等[２９]对党参愈伤组织再生植株进行 MSAP分析,测出较高的多态性,
其结果与RAPD,ISSR分析的遗传变异具有很高的一致性,表明离体材料的 DNA 甲基化与其遗传变异之

间存在内在的联系．玛瑙红樱桃的DNA甲基化检测结果表明,其甲基化水平随着继代次数逐步增高,与多

数植物的甲基化水平相似,第１至８代组培苗,第５代组培苗总甲基化率最高为２１４％,第８代组培苗总

甲基化率下降,与部分植物甲基化水平变化相符,植物的甲基化与脱甲基化呈动态变化趋势．其研究结果

为快速获得遗传稳定且品性优良的玛瑙红樱桃组培苗提供保障,也为今后进一步的工作奠定了基础．
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MicropropagationofPrunuspseudocerasu ‘Manaohong’
andAssessmentsofItsGeneticVariation

TIAN　Tian,　LIUPengＧfei,　QIAO　Guang,　WENxiaoＧpeng
InstituteofAgroＧBioengineering,GuizhouUniversity,Guiyang５５００２５,China

Abstract:Prunuspseudocerasu ‘Manaohong’isanewcultivarwhichwasrecentlybredandiswidelycultiＧ
vatedinGuizhouProvince．WiththedormantbudsofPpseudocerasu ‘Manaohong’asexplants,anorＧ
thogonalexperimentwasconducted,inwhichdifferentconcentrationsofplantregulators(PGRs)were
combinedonMSmedia．Intheresult,ahighlyefficientmicropropagationsystemforthiscultivarwasesＧ
tablished．Then,thegeneticstabilityoftheinvitroshoots,whichwereconsecutivelysubcultured,wasasＧ
sessedusingISSRmarkers．Theresultsshowedthatalltheprimersdisplayedthesameprofilesbetween
thestockplantandtherandomlyＧselectedshootsinvitrowithin８cyclesofmicropropagationfromtheoptiＧ
mizedsystem．DNA methylationanalysisdemonstratedthatwiththeincreaseofsubculturecycles,MSAP
valueoftheinvitroshootsgraduallyincreased．Thehighestratewasobtainedfromthe５thcycle,whose
totalmethylationratiowas２１４％,fullＧmethylationratiowas１２４％,andsemiＧmethylationratiowas
９０％．Therefore,theestablishedsystem mayfacilitatethemicropropagationofthiselitecultivar．
Keywords:Prunuspseudocerasu ‘Manaohong’;invitroculture;ISSR marker;MSAPanalysis;genetic

variation
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