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摘要:苦荞属于蓼科荞麦属1年生草本植物,
 

药食两用,
 

营养价值丰富.
 

该研究以苦荞测序品种“品苦1号”为试验

材料,
 

利用甲基磺酸乙酯(EMS)诱变技术构建苦荞突变体库,
 

并利用形态观察及目标起始密码子多态性(SCoT)分

子标记对突变体进行了筛选分析,
 

主要研究结果为:
 

①
 

0.6%
 

EMS处理12
 

h为“品苦1号”最佳诱变处理;
 

②
 

构建

了包含966个株系的苦荞突变体库,
 

M2 代11个主要农艺性状主成分分析得到包括籽粒大小因子、
 

籽粒形状因子、
 

植株产量因子、
 

植株表型因子的4
 

大主成分因子;
 

聚类分析将 M2 代群体按农艺性状的差异分为4大类;
 

③
 

利用

26条SCoT引物对“品苦1号”诱变M2 代群体进行PCR扩增,
 

共得到263条清晰稳定的条带;
 

诱变M2 代与野生型

之间的遗传距离在0.003
 

8~0.324
 

5之间,
 

其中PKM2-803和对照“品苦1号”(CK)间的遗传距离最大,
 

PKM2-097
和CK间的遗传距离最小;

 

聚类分析将966份材料分为4大类,
 

与表型分类相似,
 

表明EMS诱变导致苦荞在表型

性状及DNA分子水平均发生了变异.
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Abstract:
 

Tartary
 

buckwheat
 

(Fagopyrum
 

tataricum),
 

belongs
 

to
 

Polygonaceae,
 

Fagopyrum,
 

and
 

is
 

an
 

annual
 

herb
 

with
 

rich
 

nutritional
 

value
 

and
 

medicinal
 

value.
 

In
 

this
 

study,
 

Tartary
 

buckwheat
 

variety
 

“Pinku
 

1”
 

was
 

used
 

as
 

the
 

experimental
 

material
 

for
 

constructing
 

mutant
 

library
 

by
 

ethyl
 

methane
 

sulfon-
ate(EMS)

 

mutagenesis
 

technology.
 

The
 

mutants
 

were
 

screened
 

and
 

analyzed
 

by
 

morphological
 

observation
 

and
 

start
 

codon
 

targeted
 

polymorphism(SCoT)
 

molecular
 

marker
 

technology.
 

0.6%
 

of
 

EMS
 

was
 

selected
 

as
 

the
 

most
 

suitable
 

concentration
 

of
 

EMS
 

in
 

this
 

study.
 

A
 

mutant
 

library
 

of
 

tartary
 

buckwheat
 

“Pinku
 

1”
 

was
 

constructed
 

with
 

966
 

plant
 

lines.
 

Based
 

on
 

the
 

principal
 

component
 

analysis
 

of
 

11
 

main
 

agronomic
 

traits
 

in
 

M2 population,
 

four
 

principal
 

component
 

factors
 

including
 

grain
 

size,
 

grain
 

shape,
 

plant
 

yield
 

and
 

plant
 

phenotypic
 

were
 

extracted.
 

Likewise,
 

the
 

mutants
 

of
 

M2 population
 

were
 

grouped
 

into
 

four
 

catego-
ries

 

by
 

cluster
 

analysis.
 

26
 

SCoT
 

primers
 

were
 

used
 

for
 

PCR
 

amplification
 

of
 

M2 population,
 

and
 

263
 

clear
 

and
 

stable
 

bands
 

were
 

obtained.
 

The
 

genetic
 

distance
 

between
 

the
 

materials
 

of
 

M2 population
 

and
 

wild
 

type
 

was
 

between
 

0.003
 

8
 

and
 

0.324
 

5.
 

The
 

genetic
 

distance
 

between
 

PKM2-803
 

and
 

CK
 

was
 

the
 

largest,
 

and
 

the
 

genetic
 

distance
 

between
 

PKM2-097
 

and
 

CK
 

was
 

the
 

smallest.
 

Based
 

on
 

UPGMA
 

cluster
 

analysis
 

with
 

SCoT
 

molecular
 

markers,
 

966
 

materials
 

were
 

divided
 

into
 

four
 

categories,
 

which
 

was
 

similar
 

to
 

the
 

classi-
fication

 

based
 

on
 

the
 

phenotypic
 

traits,
 

showing
 

that
 

EMS
 

induced
 

changes
 

both
 

in
 

phenotypic
 

traits
 

and
 

DNA
 

molecular
 

level
 

in
 

tartary
 

buckwheat.
Key

 

words:
 

Tartary
 

buckwheat;
 

EMS
 

mutagenesis;
 

mutant
 

library;
 

SCoT
 

marker

苦荞又称鞑靼荞麦,
 

生育期短,
 

适应性广,
 

抗逆性强,
 

自花授粉率高,
 

是很好的填闲补荒作物,
 

社会效

益显著[1].
 

苦荞营养价值很高,
 

富含蛋白质、
 

维生素B和膳食纤维以及黄酮类生物活性成分,
 

是一种潜在

的“功能性食品”[2].
 

苦荞独特的药食两用特性,
 

使其具有重要的应用价值和开发潜力,
 

市场需求不断扩大.
 

然而,
 

由于苦荞的产量不稳,
 

品种退化较严重、
 

更新速度慢和品种间品质参差不齐等问题,
 

严重阻碍了苦

荞的生产及发展[3].
 

苦荞属于小宗作物,
 

基础研究开始较晚,
 

遗传育种研究也相对滞后[4].
 

因此,
 

加快苦荞

种质资源创新,
 

挖掘与利用优良基因已经成为我国苦荞产业研究和发展的重点[5-9].
植物的自然突变频率很低,

 

要想获得足够多有价值的突变材料,
 

可通过人工诱变的方法来提高突变

频率,
 

创制筛选出更多、
 

更有价值的突变体[10].
 

突变体库主要的构建方法有插入诱变、
 

物理诱变、
 

化学

诱变等.
 

化学诱变相较于其他诱变有着简单、
 

经济、
 

易突变、
 

无需遗传转化的特点,
 

已成为突变体库创

建的一种重要技术手段[11].
 

其中甲基磺酸乙酯(EMS)诱变因其诱变范围广、
 

效率高、
 

操作简便、
 

成本低

廉、
 

产生的染色体畸变很少、
 

对处理材料生物损伤小、
 

主要发生DNA分子上的点突变(且大多是显性突

变)、
 

利于筛选工作的进行等优势而被认为是使用最广、
 

效果最明显的诱变剂[12],
 

已在玉米[13]、
 

高

粱[14]、
 

黄瓜[15]、
 

番茄[16]等植物上成功构建了EMS突变体库,
 

获得了不同的新种质资源,
 

大大加快了育

种进程,
 

并有助于新的等位基因鉴定和功能基因组学研究.
 

在苦荞育种研究方面,
 

利用化学方法对苦荞

的诱变研究陆续有相关报道出现.
 

温日宇等[17]研究了不同浓度EMS对晋荞麦4号种子发芽的影响,
 

认

为其EMS诱变的半致死百分比为1.7%,
 

处理时间为12
 

h.
 

邓琳琼等[18]利用EMS对贵州地方栽培苦荞

品种进行处理,
 

对其突变体进行筛选和鉴定,
 

获得了叶片肥大、
 

早熟、
 

晚熟、
 

小粒、
 

矮秆和黄化6种稳定

遗传的突变体.
 

马名川等[19]利用EMS对苦荞地方资源材料刺荞进行处理,
 

对其 M2 代突变体进行筛选

和鉴定,
 

获得了抗倒、
 

矮秆、
 

籽粒多棱、
 

大粒等突变体,
 

初步创建了刺荞突变体库.
 

孙朝霞等[20]利用

EMS诱变苦荞品种“黑丰1号”,
 

获得了矮杆、
 

种壳开裂、
 

丛生枝等突变株系,
 

并筛选出高低芦丁突变体
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株系,
 

对芦丁合成关键酶基因进行了表达分析.
目标起始密码子多态性(SCoT)分子标记是2009年由Collard等[21]新开发的一种基于翻译起始位点

而设计的新型单引物扩增反应目的基因分子标记.
 

有研究表明,
 

SCoT分子标记可以根据植物的性状突

变进行初步鉴定.
 

岳庆春等[22]利用SCoT分子标记技术对经137Cs-γ射线处理“醉金香”葡萄种子得到的

变异单株进行遗传变异及多样性分析,
 

实现了葡萄变异材料的早期鉴定;
 

王俏君等[23]对经形态学观察

筛选到的彩叶芋表型突变体进行SCoT分子标记分析检测,
 

发现在DNA分子水平上发生了变异的4株

表型突变体;
 

白邦琴等[24]将3种草坪草作为试验材料进行EMS诱变后,
 

对诱变 M2 代植株进行了SCoT
分子标记分析,

 

在SCoT-PCR扩增结果电泳条带中出现了较丰富的多态性条带,
 

表明筛选的突变体发生

了分子水平的遗传变异.
本研究利用EMS诱变剂对苦荞测序品种“品苦1号”进行浸种诱变处理,

 

创建一个表型变异丰富的苦

荞突变体库,
 

并对M2 进行形态学和SCoT分子标记的筛选和鉴定,
 

以期丰富苦荞基因资源,
 

加快苦荞遗传

育种进程,
 

并为苦荞品种选育及功能基因组学的研究提供优良的基础材料.

1 试验材料与方法

1.1 试验材料

试验所用材料为已完成测序的苦荞品种“品苦1号”[25],
 

由山西省农业科学院作物研究所提供.
1.2 苦荞EMS诱变百分比的筛选

选取籽粒饱满均匀的“品苦1号”种子2
 

400粒,
 

每200粒种子为一组,
 

设0,0.2%,0.6%,1.0%,
 

共

4个百分比梯度处理,
 

每个处理3次重复.
 

将种子清水浸种12
 

h后,
 

用pH=7.0的磷酸缓冲液作为溶剂,
 

配制百分比为0(磷酸钠缓冲液作为对照),0.2%,0.6%,1.0%的EMS诱变液(上海麦克林生化有限公司)

处理“品苦1号”苦荞种子,
 

并置于摇床上在通风橱中避光处理12
 

h,
 

然后以浓度为0.1
 

mol/L的硫代硫酸

钠为终止剂,
 

终止诱变反应,
 

然后用流水持续冲1
 

h.
 

吸干水分晾干后,
 

于田间进行种植.
 

每个百分比处理

种植1个小区(行长2
 

m,
 

行距0.33
 

m),
 

设3次重复,
 

播种后记录各小区播种量(S),
 

并对田间出苗和成苗

情况进行调查统计.
 

于苦荞的2叶期,
 

调查出苗数(E),
 

计算各小区出苗率(X):
 

X=E/S×100%.
 

于苦荞

的4叶期,
 

调查成苗数(F),
 

计算各小区成苗率(Y):
 

Y=F/S×100%.
1.3 M2 突变体库的构建

选取饱满均匀的“品苦1号”种子4
 

000粒,
 

先在清水中浸种12
 

h,
 

然后用筛选出的适宜百分比的EMS
溶液对浸泡好的4

 

000粒种子进行诱变处理,
 

以未处理的“品苦1号”为对照,
 

于2019年3月将其播种在西

南大学科研基地实验田,
 

每个小区(行长2
 

m,
 

行距0.33
 

m)种200粒籽粒,
 

对M1 代植株做好田间管理,
 

进

行田间突变体及农艺性状的调查统计,
 

成熟后按单株收获籽粒.
 

于2019年9月种成 M2 代株行(每株行种

10粒籽粒),
 

并对定植的 M2 代单株进行田间突变体及农艺性状调查统计,
 

成熟后将定植的 M2 代植株按单

株收获,
 

其余单株按株行收获作为株系对照.
 

诱变材料各世代田间管理均采用常规育种方式.
1.4 田间突变体性状调查

突变体统计:
 

对M2 代植株全生育期调查,
 

每3~5
 

d进行1次田间调查,
 

根据《荞麦种质资源描述规

范和数据标准》,
 

观察记载植株的叶片、
 

茎秆、
 

株高、
 

分枝、
 

株型、
 

籽粒、
 

育性、
 

生育期等表型性状,
 

筛选

出各种表型突变体.
 

在形态学调查过程中筛选出各种表型性状变异材料,
 

同时分类记录各种表型变异性

状,
 

对变异性状进行拍照留存,
 

并进行单株编号.
 

于成熟期,
 

收获种子前测量株高(cm):
 

用直尺测量从

地面至主茎花序顶端的距离;
 

一级分枝数(个):
 

主茎上从基部至顶端的有效分枝数;
 

主茎节数(个):
 

主

茎基部至顶端的总节数.
 

籽粒成熟单株脱粒收获后,
 

将籽粒置于37
 

℃烘箱烘干,
 

并去除空瘪籽粒,
 

采用

万深SC-G型种子数粒仪及千分之一天平测量单株粒数(粒)、
 

单株粒质量(g)、
 

千粒质量(g)、
 

籽粒面积

(mm2)、
 

籽粒周长(mm)、
 

籽粒长(mm)、
 

籽粒宽(mm)及籽粒长宽比.
 

最后,
 

取3
 

个单株的性状平均值
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作为该品种的表型值.

1.5 基因组DNA的提取

待 M2 代幼苗正常生长后,
 

分别采集每株定植植株0.1
 

g新鲜叶片于离心管,
 

经液氮速冻后,
 

放入磁力

打样机(LC-DMS-H
 

型)(30
 

s,
 

50
 

Hz)粉碎至粉末.
 

参照改良后的
 

CTAB
 

法提取苦荞种质资源的
 

DNA[26],
 

采用1.0%琼脂糖凝胶电泳进行质量检测,
 

并利用Nano
 

Drop
 

2000仪器检测样本的DNA质量浓度,
 

用已

灭菌的ddH2O将DNA稀释到50
 

ng/μL,
 

-20
 

℃低温保存待用.

1.6 SCoT分子标记分析

参考Collard等[21]的方法设计并合成了36条SCoT引物,
 

以野生型“品苦1号”DNA为模板,
 

对36条

引物进行筛选,
 

其中26条引物可扩展出稳定性好,
 

可重复的清晰条带(表1).
表1 SCoT分子标记引物信息

引物 序列 GC百分比/% Tm 值 最适退火温度/℃

SCoT
 

1 CAACAATGGCTACCACCA 50 54 49

SCoT
 

2 CAACAATGGCTACCACCC 55 56 51

SCoT
 

3 CAACAATGGCTACCACCG 55 56 51

SCoT
 

6 CAACAATGGCTACCACGC 55 56 51

SCoT
 

7 CAACAATGGCTACCACGG 55 56 49

SCoT
 

9 CAACAATGGCTACCAGCA 50 54 49

SCoT
 

11 AAGCAATGGCTACCACCA 50 54 49

SCoT
 

12 ACGACATGGCGACCAACG 61 58 52

SCoT
 

13 ACGACATGGCGACCATCG 61 58 52

SCoT
 

14 ACGACATGGCGACCACGC 66 60 54

SCoT
 

15 ACGACATGGCGACCGCGA 66 60 55

SCoT
 

16 ACCATGGCTACCACCGAC 61 58 51

SCoT
 

18 ACCATGGCTACCACCGCC 66 60 54

SCoT
 

19 ACCATGGCTACCACCGGC 66 60 53

SCoT
 

21 ACGACATGGCGACCCACA 61 58 53

SCoT
 

22 AACCATGGCTACCACCAC 55 56 51

SCoT
 

24 CACCATGGCTACCACCAT 55 56 50

SCoT
 

26 ACCATGGCTACCACCGTC 61 58 52

SCoT
 

28 CCATGGCTACCACCGCCA 66 60 55

SCoT
 

29 CCATGGCTACCACCGGCC 72 62 54

SCoT
 

30 CCATGGCTACCACCGGCG 72 62 55

SCoT
 

32 CCATGGCTACCACCGCAC 66 60 54

SCoT
 

33 CCATGGCTACCACCGCAG 66 60 55

SCoT
 

34 ACCATGGCTACCACCGCA 61 58 52

SCoT
 

35 CATGGCTACCACCGGCCC 72 62 55

SCoT
 

36 GCAACAATGGCTACCACC 55 56 51

  注:
 

Tm 值表示DNA解链温度.

PCR总反应体系为20
 

μL,
 

其中苦荞基因组DNA
 

1.0
 

μL,
 

引物各1.0
 

μL,
 

buffer
 

1.0
 

μL,
 

2×Taq
 

PCR
 

Master
 

Mix
 

10
 

μL,
 

ddH2O
 

6
 

μL.
 

2×Taq
 

PCR
 

Master
 

Mix购自诺唯赞生物科技有限公司.
 

SCoT-
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PCR初始基本扩增程序为:
 

先94
 

℃下预变性4
 

min,
 

然后进行94
 

℃变性30
 

s,
 

53
 

℃退火30
 

s,
 

72
 

℃延伸

90
 

s,
 

35个循环程序,
 

最后在72
 

℃下进行7
 

min延伸.
 

PCR扩增产物经2.0%琼脂糖凝胶电泳分离,
 

于凝

胶成像系统拍照保存,
 

并根据电泳图像读取条带数据,
 

分析诱变材料与野生型之间的差异.

1.7 数据分析

利用Excel
 

2016统计各突变类型的突变数目及突变率,
 

计算苦荞植株和籽粒各主要农艺性的平均值、
 

最小值、
 

最大值、
 

极差、
 

标准差,
 

进而计算各农艺性状的变异系数、
 

遗传多样性指数,
 

同时绘制相应图表.
 

利用SPSS
 

24软件对诱变 M2 代的各主要农艺性状进行相关性分析、
 

主成分分析、
 

聚类分析,
 

并利用DPS

软件处理体系优化正交实验的方差分析及多重比较.

电泳结果采用0/1赋值,
 

强带记1,
 

弱带反复出现记1,
 

弱带出现但不重复记0,
 

无带记0,
 

建立引物

扩增的“0/1”分子数据矩阵,
 

利用Power
 

Marker软件[27]计算遗传距离,
 

并利用 MEGA
 

7.0软件[28]进行

UPGMA聚类分析,
 

利用Fig
 

Tree软件对聚类图进行美化编辑.

2 结果分析

2.1 EMS诱变百分比的筛选

本研究将0,0.2%,0.6%,1.0%共4种EMS百分比梯度处理后的种子于田间播种,
 

播种后于2叶期统

计出苗率及相对出苗率,
 

于4叶期统计成苗率及相对成苗率(表2).
 

研究发现,
 

经EMS处理的苦荞品种

“品苦1号”种子的田间出苗率和成苗率均随着EMS百分比的增加而逐渐下降.
 

其中0.6%
 

EMS处理的

“品苦1号”种子,
 

与对照相比其相对出苗率为51.92%,
 

相对成苗率为46.19%.
 

在EMS诱变的研究中,
 

一般以半致死剂量LD50 作为EMS诱变处理的适宜百分比标准,
 

半致死剂量即相对出苗率为50%时的

EMS剂量,
 

此时诱变处理产生的材料,
 

其单碱基突变的频率最高.
 

经综合分析后,
 

本研究最终选定0.6%
 

EMS为适宜“品苦1号”批量诱变的诱变剂量.
表2 EMS百分比对“品苦1号”苦荞种子出苗的影响 % 

EMS百分比 出苗率 相对出苗率 成苗率 相对成苗率

0.00 34.67 100.00 32.83 100.00

0.20 22.17 63.94 21.33 64.97

0.60 18.00 51.92 15.17 46.19

1.00 9.00 25.96 8.17 24.87

2.2 M2 代植株表型性状变异分析

田间播种经0.6%
 

EMS处理12
 

h的“品苦1号”苦荞种子4
 

000粒,
 

2叶期出苗数为1
 

076株,
 

出苗率

为26.90%;
 

4叶期成苗数为991株,
 

成苗率为24.78%;
 

同年5月底收获 M1 代植株971株.
 

M1 自交后单

株收获 M2 代965份材料.
 

对野生型“品苦1号”和965个 M2 代株行进行突变调查(图1),
 

结果表明苦荞品

种“品苦1号”经过EMS诱变后,
 

在 M2 代观察到了丰富的表型变异突变体,
 

且在所调查的叶片性状、
 

茎秆

性状、
 

籽粒性状及生育期等表型性状中均发现了突变位点.
 

其中,
 

部分植株表现出两种或两种以上表型性

状的复合突变.
 

共计发现486个突变位点在 M2代272个单株上(366个突变植株中,
 

复合突变植株仅计数

1次),
 

M2 代表型突变频率为28.19%.
 

各类型突变率为叶片8.60%,
 

茎秆11.50%,
 

籽粒14.20%,
 

其他类

型为4.56%(表3).
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图1 M2 代部分突变体

表3 诱变 M2 代群体各突变类型突变情况统计表

突变器官 突变类型 突变位点数 突变株数 突变率/%

叶片突变 叶片颜色 44 83 8.60

叶片形状 29

叶片大小 13

叶脉 2

叶缘 4

叶柄 1

叶片簇生 6

叶片厚 1

株型突变 茎秆 28 111 11.50

分枝 40

节间 15

株高 31

分枝角度 50
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 续表3

突变器官 突变类型 突变株数 突变株数 突变率/%

籽粒突变 籽粒形状 49 137 14.20

籽粒大小 37

籽粒颜色 57

结实率 16

千粒质量 12

不育 3

穗萌 13

生育期 早熟 25 35 3.63

2.3 M2 代主要农艺性状的遗传多样性分析

本研究对“品苦1号”苦荞诱变 M2 代材料和野生型对照的主要农艺性状进行了调查测量及统计分析

(表4).
 

11个主要农艺性状的变异系数变化范围介于4.12%~53.88%之间,
 

遗传多样性指数在1.46~

2.02之间,
 

平均值为1.87,
 

各性状的遗传多样性指数从大到小依次为单株粒质量(单株粒数)、
 

株高(籽粒

周长)、
 

籽粒面积、
 

籽粒长、
 

千粒质量、
 

籽粒宽、
 

籽粒长/宽、
 

主茎节数、
 

一级分枝数,
 

表明“品苦1号”诱变

M2 代苦荞材料各主要农艺性状之间存在较大的差异,
 

产生了较丰富的性状变异.
表4 诱变 M2 代材料主要农艺性状表现

性状 均值 最小值 最大值 极差 标准差
遗传多样性

指数 H'

变异系数

CV/%

CK变异系数

CV/%

株高/cm 80.84 19.00 118.00 99.00 14.49 1.98 17.93 9.51

一级分枝数 6.96 2.00 12.00 10.00 1.08 1.46 15.58 12.82

主茎节数 14.55 8.00 21.00 13.00 1.36 1.61 9.35 10.07

单株粒数 257.22 3.00 824.00 821.00 134.33 2.02 52.23 51.82

单株粒质量/g 4.90 0.03 16.84 16.81 2.64 2.02 53.88 52.28

千粒质量/g 18.78 1.69 29.78 28.09 2.47 1.90 13.16 8.43

籽粒长/mm 6.32 4.49 7.55 3.06 0.32 1.95 5.06 2.34

籽粒宽/mm 3.33 1.98 4.32 2.34 0.14 1.83 4.32 1.65

籽粒长宽比 1.91 1.17 3.30 2.14 0.13 1.80 6.69 2.68

籽粒周长/mm 16.61 13.35 19.70 6.35 0.68 1.98 4.12 1.88

籽粒面积/mm2 14.81 9.10 20.10 11.00 0.99 1.97 6.69 2.98

  将诱变M2 代材料的11个主要农艺性状进行主成分分析,
 

结果表明所有主成分构成中特征值大于1的

有4个主成分(表5).
 

其中,
 

第1主成分的的特征值为3.433,
 

贡献率为31.209%;
 

第2主成分的特征值为

3.109,
 

贡献率为28.262%;
 

第3主成分的特征值为1.935,
 

贡献率为17.587%;
 

第4主成分的特征值为

1.027,
 

贡献率为9.333%;
 

前4个主成分累积贡献率达86.391%.
 

根据累积贡献率大于(等于)85.00%的

标准,
 

表明本研究提取的4个主成分基本可以反映诱变 M2 代的11个主要农艺性状的因子信息,
 

可以很好

地解释表型的变异.
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表5 诱变 M2 代材料主要农艺性状主成分特征值与贡献率

主成分

初始值

特征值
贡献率/

%

累积贡献

率/%

提取平方载荷总和

特征值
贡献率/

%

累积贡献

率/%

旋转平方载荷总和

特征值
贡献率/

%

累积贡献

率/%
1 3.433 31.209 31.209 3.433 31.209 31.209 3.150 28.635 28.635

2 3.109 28.262 59.471 3.109 28.262 59.471 2.420 22.000 50.635

3 1.935 17.587 77.058 1.935 17.587 77.058 1.989 18.086 68.722

4 1.027 9.333 86.391 1.027 9.333 86.391 1.944 17.670 86.391

5 0.600 5.451 91.842

6 0.451 4.100 95.942

7 0.382 3.472 99.414

8 0.029 0.264 99.678

9 0.021 0.191 99.868

10 0.010 0.088 99.956

11 0.005 0.044 100.000

2.4 M2 代的SCoT分子标记分析

利用26条SCoT引物对“品苦1号”诱变 M2 代群体进行PCR扩增,
 

共得到263条清晰稳定的条带,
 

各SCoT引物扩增出的条带在4~16条之间,
 

平均为每条引物扩增出10.12条电泳条带.
 

对比野生型

“品苦1号”和诱变 M2 代材料SCoT-PCR产物的电泳条带,
 

发现诱变 M2 代与野生型之间存在较丰富的

条带差异,
 

包括条带增加和条带缺失,
 

这些条带差异证明EMS诱变方法导致苦荞在DNA分子水平上发

生了变异(图2).

CK:
 

野生型“品苦1号”;
 

1~23:
 

23份 M2 代材料;
 

M:
 

代表2
 

000
 

bp的DNA分子质量标准.

图2 部分诱变 M2 代材料SCoT-PCR电泳条带

基于SCoT分子标记电泳条带数据,
 

将对照的野生型“品苦1号”在内的966份材料两两组合进行分

析,
 

共得到466
 

095个遗传距离,
 

分布在0.003
 

8~0.324
 

5之间,
 

平均值为0.093
 

5,
 

其中PKM2-148和

PKM2-566间的遗传距离最大,
 

为0.324
 

5;
 

CK和PKM2-097间的遗传距离最小,
 

为0.003
 

8.
 

以0.015为

组间距进行频数分布分析,
 

96.23%的遗传距离分布在0.045~0.180之间(图3a).
 

965个诱变材料与对照

材料“品苦1号”间的遗传距离平均为0.056
 

2.
 

其中CK和PKM2-803间的遗传距离最大,
 

为0.203
 

8;
 

CK

和PKM2-097间的遗传距离最小,
 

为0.003
 

8.

根据SCoT分子标记数据,
 

利用非加权组平均法(UPGMA)构建聚类图(图3b),
 

结果966个材料被分
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为4类(CI-CIV).
 

对4个类群的农艺性状进行统计分析(表6)发现:
 

CI由256个材料组成,
 

包括对照在内

的256个材料间的遗传距离在0.003
 

8~0.271
 

7之间,
 

平均遗传距离为0.066
 

9,
 

显著小于其他类群,
 

植株

与籽粒的主要农艺性状均适中.
 

CII由145个材料组成,
 

145个材料间的遗传距离在0.015
 

1~0.230
 

2之

间,
 

平均遗传距离为0.088
 

7,
 

主要农艺性状中株高偏低、
 

单株产量较高,
 

千粒质量偏小、
 

籽粒偏大偏长.
 

CIII由210个材料组成,
 

210个突变材料的遗传距离在0.007
 

5~0.249
 

1之间,
 

平均遗传距离为0.106
 

7,
 

显著大于其他类群,
 

主要农艺性状中主茎节数和分枝较少、
 

单株产量低.
 

CⅣ由355个突变材料组成,
 

355个突变材料间的遗传距离在0.007
 

5~0.222
 

6之间,
 

平均遗传距离为0.094
 

2,
 

主要农艺性状中株高偏

高,
 

主茎节数偏多,
 

千粒质量偏大,
 

籽粒较小.

图3 诱变 M2 代材料间遗传距离的频数(a)和聚类图(b)

表6 诱变 M2 代材料基于SCoT分子标记聚类的4大类群主要农艺性状差异

类群 CⅠ CⅡ CⅢ CⅣ

数目 256 145 210 355

株高 80.27a 80.14a 80.25a 81.88a

一级分枝数 6.89a 7.04a 6.85a 7.04a

主茎节数 14.59a 14.56ab 14.32b 14.65a

单株粒数 262.30a 266.12a 231.16b 265.35a

单株粒质量 4.97a 5.12a 4.39b 5.07a

千粒质量 18.72a 18.52a 18.74a 18.96a

籽粒长 6.33ab 6.38a 6.34ab 6.28b

籽粒宽 3.32a 3.32a 3.34a 3.33a

籽粒长宽比 1.92ab 1.94a 1.91b 1.90b

籽粒周长 16.61ab 16.69a 16.68a 16.54b

籽粒面积 14.81a 14.91a 14.85a 14.74a

平均遗传距离 0.0669d 0.0887c 0.1067a 0.0942b
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3 讨论

3.1 EMS诱变百分比的筛选

EMS诱变结果具有不确定性,
 

诱变对象不同,
 

EMS的诱变效率也不同,
 

而且前人研究结果表明,
 

最

佳EMS处理条件通常是接近半致死剂量的处理条件,
 

原因是半致死剂量下的突变效率较高,
 

获得的突

变体较多,
 

待选群体基数适中[24].
 

影响EMS诱变效果的主要因素是EMS百分比和诱变处理时间长

短[29].
 

温日宇等[17]对苦荞种子EMS诱变效应的研究结果表明,
 

不同诱变时间的处理结果差异不显著,
 

且处理8
 

h以上才会对种子发芽率产生明显的影响,
 

苦荞EMS诱变的半致死百分比为1.7%.
 

孙朝霞

等[20]的研究结果显示,
 

“黑丰1号”苦荞种子的EMS诱变半致死剂量为1.2%.
 

本研究对测序品种“品苦

1号”采用0,0.2%,0.6%,1.0%共4种EMS诱变百分比对苦荞种子进行浸种诱变处理12
 

h,
 

最终选定

0.6%
 

EMS诱变百分比为最适宜的诱变剂量.
 

本研究结果与前人研究最适诱变剂量的结论存在差异,
 

可

能是不同品种对诱变剂的敏感程度不同,
 

亦有可能是处理后环境条件(播种地土壤、
 

大气温度和湿度等)

差异所致.

3.2 EMS突变体库的构建

诱变 M2 群体是突变体表型调查最为关键的时期[30].
 

本研究通过对966个 M2 代单株进行田间突变表

型调查发现,
 

苦荞品种“品苦1号”经过EMS诱变的M2 代产生了丰富的表型变异突变体,
 

共发现486个突

变位点在 M2 代272个单株上,
 

M2 代表型突变频率为28.19%.
 

在所调查的M2 代叶片性状、
 

茎秆性状、
 

株

型及生育期等表型中均发现了突变,
 

比马名川等[19]、
 

孙朝霞等[20]在EMS诱变苦荞研究中的突变率要高,
 

可能原因在于:
 

与其他研究相比,
 

本研究采用的苦荞品种不同,
 

不同品种的材料对EMS的适应程度不同,
 

因此可能造成的突变率不同;
 

EMS诱变百分比及诱变剂品牌不同,
 

产生的诱变效率会有所差异;
 

植株生长

环境不同也会导致田间表型调查的突变率不同.
 

本研究对突变群体田间表型调查采取的是单株逐一调查的

方式,
 

单株收获籽粒后进行了单株烤种,
 

对籽粒表型进行了细致的鉴定,
 

初步筛选的突变数量较多,
 

因此

突变比例也相对较高,
 

但是在突变的稳定性上实验室后续还会进一步地筛选和鉴定.
统计发现,

 

在M2 代苦荞突变体库中产生最多的突变性状包括黄化叶片、
 

矮化植株、
 

紧凑株型、
 

籽粒表

型等,
 

此外还有一些突变单株存在多个变异性状一起出现的现象,
 

如矮化的植株节间短,
 

株型紧凑的植株

分枝多,
 

丛生植株籽粒会比较早熟等等,
 

这些现象的出现应证了前人提出的EMS诱变会导致基因点突变

率增加,
 

且突变的基因之间可能会存在连锁表达效应的说法[31-32].

3.3 M2 代主要农艺性状的遗传多样性分析

遗传多样性指数是反映性状遗传多样性的一个重要指标,
 

遗传多样性指数越高,
 

表明农艺性状的多样

性越丰富.
 

近年来,
 

已有文献报道了较多苦荞株高、
 

分枝数、
 

节数、
 

单株产量、
 

籽粒表型等主要农艺性状的

遗传变异研究[33-35].
 

而本研究的 M2 代突变体主要农艺性状遗传多样性指数在1.46~2.02之间,
 

平均值为

1.87,
 

其中最高的是单株粒质量和单株粒数,
 

说明经EMS诱变后的M2 代群体间主要农艺性状的多样性变

异丰富,
 

包含的变异类型多,
 

具有很高的研究价值.
聚类分析已广泛应用于苦荞的遗传多样性分析,

 

吕丹等[36]基于农艺性状对苦荞资源材料进行聚类

分析,
 

将213个苦荞种质资源分为6类,
 

其中的高产类群可以作为苦荞品种选育的亲本材料.
 

本研究基

于11个主要农艺性状进行聚类,
 

将诱变 M2 代材料分为4大类群,
 

方便对优良性状进行筛选和鉴定,
 

为

苦荞育种工作提供丰富的基础材料,
 

加快育种进程.

3.4 M2 代的SCoT分子标记分析

SCoT分子标记与传统DNA分子标记相比具有灵敏度高、
 

稳定性好、
 

引物设计简单、
 

通用性强;
 

DNA
用量少且质量要求低、

 

操作简单、
 

成本低廉、
 

遗传信息丰富、
 

条带的多态性高等优点[37].
 

本研究以诱变 M2
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代与野生型“品苦1号”为PCR扩增的DNA模板,
 

进行SCoT-PCR扩增,
 

发现诱变 M2 代与野生型之间存

在条带差异,
 

包括条带增加和条带缺失,
 

这些条带差异证明EMS诱变方法导致苦荞在DNA分子水平上发

生了变异,
 

与王俏君[23]的研究结论相似,
 

但各突变株变异位点的碱基序列信息、
 

突变性状能否稳定遗传等

问题还需后续进一步地研究.
将基于 M2 代农艺性状的聚类结果与基于 M2 代SCoT分子标记的聚类结果进行对比分析,

 

发现诱变

苦荞品种“品苦1号”的诱变 M2 代在两种不同方式下的聚类结果有所不同,
 

虽然两种方式都聚成了4个类

群,
 

但每个类群在综合农艺性状变现过程中有所不同,
 

且每个类群的材料分布也不尽相同.
 

两种聚类方式

结果有所差异的现象也出现在其他许多植物的研究中[38-40],
 

造成这些差异的主要原因是农艺性状聚类的作

用是揭示植株表型性状的差异,
 

而基于SCoT分子标记的聚类结果揭示的主要是 M2 代材料在DNA分子

水平上的差异.
 

同时,
 

两种聚类方式无论是性状测量,
 

还是电泳条带读取在数据统计时都存在统计人员主

观因素及仪器设备误差的影响.
 

因此,
 

将农艺性状分析与分子标记分析结果相结合,
 

在突变体研究工作中

可以根据既定目标进行综合筛选和分析,
 

有利于提高突变体鉴定和筛选的效率和准确性,
 

同时也说明将分

子标记技术与常规育种手段有机地结合起来,
 

能有效缩短育种年限,
 

加快作物育种进程.

4 结论

EMS诱变百分比梯度试验结果表明“品苦1号”在重庆最适宜的EMS诱变百分比为0.6%;
 

M2 代966
个株系产生了丰富的表型变异突变体;

 

主成分分析得到包括籽粒大小因子、
 

籽粒形状因子、
 

植株产量因子、
 

植株表型因子的4大主成分因子;
 

基于SCoT分子标记的 UPGMA聚类分析将966个材料分为4大类,
 

SCoT-PCR扩增结果表明EMS诱变导致苦荞在DNA分子水平上发生了变异.
 

该突变体库的构建及初步筛

选分析,
 

将为苦荞功能基因组学研究和分子育种提供表型多样的种质资源.
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